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1. Einleitung

Ein Teil der vielf8ltigen Wirkungen ionisierender Sttah-
len, wie z.B. Rontgen- oder y-Strahlen, liegt in der Schi-
digung der Erbsubstanz der Desoxyribonucleinsidure, welche
sich beispielsweise in der Entstehung von Mutationen, von
Chromosomenaberrationen oder in der Hemmung der Vermeh-
rungsfdhigkeit von Zellen manifestiert. Biochemische Un-
’tersuChungeh iiber den Mechaniamus der Strahlenschidigung
in der DNS sind deshalb wichtig fiir die Erklirung biolo-
gischer Strahlenwirkung (vgl. auch Dertinger und Jung,
1969, Kapitel 10 - 14). Unter den Strahlenschiden an der
DNS sind vor allem die chemische Verdnderung der Nukleo-
tidbasen und die Entstehung von Briichen in der Nukleotid-
kette zu nennen. Es hat sich nun gezeigt, daB nicht nur
die Basenschiden, sondern auch die eben genannten Briiche
die biologischen Funktionen der DNS erheblich beeintridch-
tigen. Dies wurde an einfachen Modellsystemen wahrschein-
lich gemacht, wie 2z.B. an der enzymatischen RNS-Synthese
mit RNS-Polymerase und bestrahlter DNS als Matrix (Hagen
u.2., 1970),0der an bestrahlten Bakteriophagen, deren .
Vermehrungsfahigkeit mit der Entstehung von Briichen in
ihrer DNS verglichen wurde (Freifelder, 1965; Bohne u.a.,
1970). Es ist deshalb von Interesse, etwas iiber die chemi-
schen Reaktionen zu erfahren, die zum Strangbruch in der
DNS fihren. Entsprechende Untersuchungen wurden bisher an
verdiinnten DNS-Ldsungen durchgefﬁhrt,'Die entscheidenden

Agentien sind hierbei die aus dem Wasser entstehenden



Radikale OH°; H® und die sclvatisierten Elektronen. Man
bezeichnet dies als indirekte Strahlenwirkung, weil der
Strahleneffekt auf die DNS durch die genannten Agentien
auf iﬁdirekte Weise zustande kommt. Im Gegensatz dazu ist
bei der Beétrahlung von Zellen aber noch zusitzlich die
Wirkung der Strahlenenergie zu beriicksichtigen, die un-
mittelbar in der DNS selbst absorbiert und deshalb als
direxte Strahlenwirkung Bezeichnet wird. Man kann sie
studieren, indem man isolierte DNS in trockener Form be-

strahlt.

In der folgenden Arbeit soll nun die Entstehung von
Strangbrﬁéhen~durch die direxte Strahlenwirkung unter-
sucht werden. Ausgegangen wurde dabei von einigen Beobach-
tungen, die nach Bestrahlungen von DNS-Lisungen gewonnen
wurden, und es war zu prifen, ob sich Ahnliches auch nach
Bestrahlung trockener DNS zeigen wirde. Im Folgenden seien
die nach indirekter Bestrahlung gemachten Beobachtungen

kxurz geschildert.

In einem doppelstringigen nativen DNS-Molekiil entstehen
nach Bestrahlung in wissriger Ldsung zungchst nur Briche
der einen Nuxleotidkette, die jedoch keine Anderung des
DNS-Molexulargewichtes zur Folge haben. Erst wenn die
Einzelstrangbriiche so hidufig geworden sind, daBl sie sich
gegentberliegen oder doch zumindest nicht weltl voneinan-
der entfernt sind, bricht auch die doppelstringige DNS-
Kette. Anhand des Molerxulargewichtes kxann man die Zahl

disser Doppelstrangbriiche bestimmen. Will man zur Quote
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der Einzelstrangbriiche gelangen, so sind die beiden Nukleo-
tidketten durch schonende Denaturierung zu trennen und

ihre Kettenlinge mittels des Molekulargewichtes des Ein-
zelstranges zu ermitteln. Die Kinetik der Einzelstrang-
und Doppelstrangbriche in Beziehung zur Dosis wurde von
Hagen (1967) und von Cogquerelle u.a. (1969) beschrieben.
Die HEufigkeit der Einzelstrangbriiche steigt linear, die

der Doppelstrangbriiche quadratisch mit der Dosis an.

Vergegenwértigt man sich die Struxtur der DNS-Kette

(Abbildung 1), éo wird deutlich, daB ein Bruch dieser
Kette einmal dadurch zustande Koﬁmen xann, dafl die Phos-
phoresterbindung zur Desoxyribose gespalten wird. Ver- |
bleibt das Phosphat am C'-5-Atom der Desoxyribose und ver-
liert dadurch die Bindung zum C'-3-Atom des nachsten
Zuckers, so ist dieses Bruchende durch eine 5'-Phosphat-
und eineVB'—OH—Gruppe gekennzeichnet. Das ist etwa dénn
der Fall, wenn man DNS mit Desoxyribonuclease I sbbaut.
Umgekehrt ist aber auch eine Phosphoresterspaltung am
5'—Endé:m6glich, aus der 5'-0OH- und 3'-Phosphatgruppen
resultieren. Da es nach Bestrahlung aufBlerdem zur Oxydation
am Zucker Kommen kann, wirden in diesem Falle eine 5'-
Phoéphaﬁgruppe und auf der anderen Seite ein verdnderter
Zucker gebildet werden.

5'-OH-Gruppeﬁ lassen sich spezifisch mit dem Enzym Poly-
nucleotidkinase nachweisen, welches auf diese Endgruppen
das endstindige Phosphat des ATP iibertrigt. Ist in diesem
ATP das y-Phosphat radioaxtiv (z.B. durch 52,}?), so geben



nach der Enzyminkubation die in der DNS befindlichen mar-
kierten Endgruppen die Zahl der 5'-OH-Gruppen wieder.
Behandelt man eine DNS, welche 5'-Phosphatendgruppen trigt,
mit Phosphomonocesterase, so lassen sich die dadurch ent-
standenen 5'-0H-Gruppen ebenfalls mit Polynucleotidkinase
nachweisen. Untersucht man also eine DNS-Probe vor und
nach Phosphomonoesterasebehandlung mit. Polynucleotidkinase,
so ergeben sich daraus die Zahlen der 5'-0OH- und die der
5'~Phosphatgruppen. Will man diese mit der Zzhl der Bruch-
enden vergleichen, so bestimmt man gleichzéitig das Mole-
kxulargewicht der Einzelstrange, aiso der denaturierten DNS.
Mit dieser Methode haben Bopp und Hagen (1970) die End-
gruppen von in Idsung bestrahlter DNS bestimmt. Es zeigte
sich, daB etwa 90 % der unmittelbar durch die Bestrahlung
gebildeten Bruchenden 5'-Phosphatgruppen und etwa 10 %
5'-0H-Gruppen waren. Uber das 3'-Ende konnten dagegen

keine Aussagen gemacht werden.

Weiter ergab sich, daB zusdtzlich Einzelbriiche entstehen,
wenn man die bestrahlte DNS mit Alxali behandelt. Die
Bruchhdufigkeit steigt ungefghr um den Faxktor 1,5 an,

wobei die so entstandenen Endgruppen fast ausschliefllich
5'-Phosphatgruppen tragen. Einen entsprechenden Alxagli-
induzierten Bruch beobachtet man auch, wenn man RNS oder
Apurinsdure mit Alkali behandelt. Entscheidend hierfir ist
die in o- oder p-Stellung zur Phosphoresterbindung stehende
freie OH-Gruppe (vgl. Brown und Todd, 1952). Es ist deshalb
wahrscheinlich, dall in der bestrahlten DNS einige Desoxy-



ribosemolekiile oxydiert werden oder dafl der Furanosering
gedffnet wird, ohne daB zundchst die Phosphat-Zuckerkette
bricht. Einzelheiten iiber solche Reaktionen sind jedoch

noch nicht bexannt.

Im Gegensatz zur indirekten Strahlenwirkung, die durch
einzelne Radikale des Wassers, vor allem OH®, zustande
kommt, werden bei der direkten Absorption von Strahlen-—
energie bei einer primdren Wechselwirkung im Mittel 60 eV
absorbiert, die fir mehrere chemische Reaktionen ausrei-
chen (vgl. Dertinger u. Jung, 1969, Kap. 4). Es war nun
zu prifen, ob diese mit durchschnittlich 60 eV stattfin-
denden Prim8rionisationen in bestrahlter, trockener DNS
zu dhnlichen chemischen Reaktionen fithren wirden, wie sie
sich bei in LOsung bestrahlter DNS gezeigt hatten. Neben
den pro absorbierter Dosis entstehenden Brichen interes-
sierte dabei zundchst, ob sich auch bei trocken bestrahl-
ter DNS Alkali-induzierte Briiche zeigen wirden. Weiter
war wichtig, ob die durch direkte Strahleneinwirkung ent-
standenen Briiche ebenso wie die durch indirekte Wirkung
entstandenen zum groBten Teil 5'-~Phosphatgruppen tragen
wirden. Die Frage nach der Alkalilabilitét der trocken
bestrahlten DNS untersuchten wir an der Superhelixform
der doppelstrangigen, zirkuldren SV40-DNS. Sie wird be-
reits durch einen einzigen Bruch in einer ihrer Nukleotid-
ketten zur offenen Ringform umgewandelt, ein Fagtum, wel-
ches sich in einer Anderung ihres Sedimentationsverhaltens

guBert. Die Natur der 5'-Endgruppen wurde durch die Poly-



nvi¢ Leotidkinase festgestellt. Da fir diese Versuche grofBere
Mengen an DNS benétigt wurden, verwendeten wir hier trocke-

ne, im Vaxuum bestrahlte Thymus-DNS.

2. Material und Methoden

2:1. Biochemikalien

2.1-1s DNS-Praparate

Die native DNS des Papillome erzeugenden Virus SVA40O be-
steht aus ringformigen, doppelstrangigen Molexlilen in
einer iberdrehten Ringform (supertwisted helix oder auch
superhélix genannt) und hat ein Molekulargewicht von etwa
2,9 - 406 (Bauer und Vinograd, 1970). Diese Form der SV40-
DNS wird als Komponente I bezeichnet. Nach einer Denatu-
rierung, z.B. im stark alkalischen Milieu, nimmt die DNS
die Form einer zyklischen Spirale an. Sowohl die Super-
helixform als auch die zyklische Spiralform sind voll-
kxommen geschlossene Molekiile, die kein freies Ende be-
sitzen. Die beiden Nukleotidstriange trennen sich deshalb
in alkalischer Losung nicht, weil kein freies Ende vorhan-
den ist, an dem die Strangtrennung beginnen konnte (Follett
und Crawford, 1968; Vinograd u.a., 1968). Ein oder mehr
Briiche in einer Einzelkette wandeln Jedoch die Superhelix-
form in einen doppelstringigen, offenen Ring um, der hier
als Komponente II bezeichnet wird (Abbildung 2). Die SV40-
DNS wurde uns von Dr. Petercen, Freiburg, iberlassen. Die
verwendete Kalbsthymus-DNS wurde nach dem Verfahren von

Kay uv.a. (1951) isoliert und enthielt weniger als 1 %
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Protein, bestimmt nach Lowry u.a. (1951). Heringssperma-
DNS bezogen wir von der Fa. Serva, Heidelberg.

Abbildung 2

2.1.2. Enzyme und ATP

Phosphomonoesterase aus Milz (EC 3.1.3.2) wurde von Dr.
Bernardi, Strassburg, und die Polynucleotidkinase von

Dr. Bopp, Karlsruhe, zur Verfiigung gestellt. Die Isolie-
rung der Polynucleotidkinase erfolgte nach der Methode

von Richardson (1965), es wurde Fraktion V mit einer Enzym-
axtivitdt von 4000 U/mg Protein verwendet. (Y-BQP) ATP
bezogen wir vom "Radiochemical Centre", Amersham und ATP

von Boehringer, Mannheim.

2.2. Bestrahlungsbedingungen fiir:

— s oo S . . S . i U 2 S —

2.2.1. SV40-DNS

Um die gewlinschten Versuchsbedingungen zu erhalten, wird

die SV40~DN8; Komponente I, einer Gefriertrocknung unter-
zogen. Pro Versuchsanordnung werden-zunéchst 0,01 ml1 DNS-
Iésung von 21 ug/ml in 0,015 m NaCl auf mikroskopische
Deckglédser eines Durchmessers von 12 mm aufpipettiert.

Diese bringt man dann auf ein tiefgexiihltes Blech, um ein
sofortiges Gefrieren der DNS-LOsung zu gewdhrleisten. Die
Apparatur, in der die so vorbereitete DNS gefriergetrock-
net wird, besteht aus einem Exsiccator, der an eine Vakxuum-
pumpe angeschlossen ist. Die Deckglédschen mit der DNS befin-

den sich auf Kihlrippen aus Messing, welche von auBen mit
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:Trocxenels und Aceton auf - 78 OC abgekuhlt werdeﬁ° Dle
;Gefrlertrocxnung erfolgt dann bei 40 2 Torr, wobel 51ch
die Temperatur der die Plattchen umgebenden Fldchen lang-
saﬁ erhoht. Nach Erreichen einer Temperatur von ca. + 1000

konnen die trockenen Proben entnommen werden.

Die Deckglaschen, auf deren Oberseite sich nun die gefrier-
getrocknete DNS*befindet werden zu Jje drei oder vier in
Drahtspiralen elngexlemmt uﬁ sie ohne Beschadlgung in
Glasampullen elnfuhren zZu konnen° Dlese werden anschlles-

-2 Torr evaKu-

send an einem Ende zugeschmolzen und auf 40
1ert o |
Nach dem Abschmelzen der evaKulerten Ampullen erfolgt die:
Bestranlung im Elsbad mlt einer Cobalt—y—Quelle (Gammacell
220 Atomlc Energy of Canada, Ltd ), deren.D081slelstung

Zur. Ze1+ der Varsuche bﬂl 4'— 0,95 Mrad/Stunde lag.

2;2;20 Thymus-DNS, trocken

Lﬁééhdém'mén‘jé710 mg ‘trockere Thymus—DHS in;Glasampqlléq:
éiﬁgeréen und auf 1072 Torr evakuiertghat,;werdeg;éiéf;;
Aﬁpulién“anéchliéﬁend abgeschmolzen. wegen,qsiwéﬁ%ﬂdigb
'férsuéhe'erfdrderlichen'hohen?DOSenmerfolgte,die,Bestréh—
lung mit einem Elektronenlinearbeschleuniger (Fa. Varian,
_Typ V 7703). Die erforderlichen Bestrahlungen fuhrte
’freundllcherwelse Herr Rudolf vom.Instltut fur Strahlen-

ytechnclogle Karlsrune, aus.
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2.2.3. Thymus-DNS, in Losung

Verwendet wird die gleiche DNS wie bei der Trockenbestrah-
lung. Im unbestrahlten Zustand wird sie in 0,01 m NaCl auf-
geldst und auf eine Konzentration von 450 pg/ml einge-
stellt. Je 3 ml werden fiir etwa 5 Minuten mit N, gesttigt
und im Eisbad mit der Cobalt-y-Quelle bestrahlt.

e ot e s S —— S - St $

2.3.1. Zentrifugation von SV40-DNS

Die verschiedenen Zentrifugationen fir SV40- und Thymus-
DNS wurden alle mit einer analytischen Ultrazentrifuge
(Modell E, Fa. Beckman Instruments),ausgeriistet mit Ab-
sorptionsoptik und;Scanningsystem, durchgefihrt. Absorp-
tionsoptik bedeutet, daB die Konzentration der Ldsung in
der Zentrifugenzelle durch Absorptionsmessung, fir unsere
Versuche bei 265 nm Wellenlange, bestimmt werden kann.
Scanningsystem heiBt, daB die Extinktionsunterschiede
zwischen Ldsung und Losungsmittel in den beiden Sektoren
der Zelle durch eine sie schrittweise ausleuchtende Photo-
zelle auf einen Schreiber Ubertragen werden.

Nach Bestrahlung werden die Glasplattchen mit der gefrier-
getrockneten SV4O-DNS einzeln auf einen Objekttrager ge-
setzt und je 0,01 ml HQO hinzugegeben. Zur vollstindigen
Auflosung der DNS ist eine Wartezeit von einer Stunde aus-
reichend. Um ein vorzeitiges Austrocknen zu verhindern,

befindet sich der Objekttradger in einer feuchten Kammer.
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Die geeignete Methode zur Untersuchung der SV40-DNS ist

die der Bandzentrifugation. Sie erlaubt einmal, trotz

der geringen zur Verfligung stehenden DNS-Menge von 0,2 ug,
eine hinreichend genaue Bestimmung des Sedimentationsko-
effizienten,und zum anderen eine Trennung von Molekiilen

mit unterschiedlichen Sedimentationskoeffizienten. Dabei
kann man aus der GroBe der vom Scanner aufgezeichneten
Flachen die relativen Anteile der verschiedenen Fraktionen
. berechnen. Verwendet wurden wie bei der spidter zu beschrei-
benden Gradientenzentrifugation 12 mm Aluminiumzellen, die
jedoch ein besonderes "bapd-forming" Mittelstiick enthalten.
Dieses besitzt neben einem der beiden Sektoren eine kleine,
ca. 15 pl fassende, kreisrunde Kammer; die durch eine Ka-
pillare mit dem Sektorraum in Vefbindung steht. Fur die
Versuchsreihen im neutralen Milieu werden in die Sektoren
als Losungsmittel 4 % Saccharose, 0,05 m NaCl, 0,00625 m
Phosphatpuffer eingefiillt, fiir die im alkalischen Milieu

4 % Saccharose, 0,2 m NaOH und 0,02 m Na-Citrat (pH = 12,5).
Die 0,01 ml DNS werden in die kleine Probenkammer gegeben
und gelangen, bedingt durch die Zentrifugalbeschleunigung,
durch die Kapillare zun&chst auf den lMeniskus der Saccha-
rose-Salz-Losung, um anschlieBend als Band durch diese
hindurch bis auf den Boden des Sektors zu wandern. Ent-
scheidend fir eine gute Trennung der Komponenten ist, dalB
das Losungsmittel der DNS eine viel geringere Dichte be-
sitzt als die Saccharoseldsung im Sektorraum, da sich sonst

die DNS rasch mit dieser vermischen und nicht mehr als
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"Band" durch die Zelle laufen wiirde. Die Berechnung der
Sedimentationskoeffizienten erfolgte auf die {ibliche
Weise‘(chn nach Elias, 1961), zur Umrechnung der gemes-—
senen S-Werte (SLM) auf die S2O’W—Werte wurde als Korrek-
turfaktor fir die Saccharoseldsung 1,082 ermittelt. Bei;
spiele'fﬁr die Aufzeichnung einer solchen Bandzentrifuga-
tion zeigen die Abbildungen % und 4; eine gute Trennung
der beiden Komponenten, die eine zuverlissige Auswertung
der Anteile der einzelnen Fraktionen erlaubte, war in der
Regel bereits 40 Minuten nach der Uberschichtung erreicht.

Abbildung 3

- Abbildung 4

2.3.2. Zentrifugation von denaturierter Thymus-DNS

Die im trockenen Zustand bestrahlte Thymus-DNS wird in
NaCl-Losung unter Zugabe von NH,OH (Endxonzentration 1 n)
aufgeldst. (0,78 ml 12,84 n.NH4OH + 9,22 m1 0,01 m NaCl +
10 mg DNS). Dieser Yorgang dauert mehrere Stunden. An-
schlieﬁend_erfolgt die Neutralisierung der Losung mittels
einer Dialyse gegen 0,01 m NaCl (pH = 7), wobei die Salz-
16sung verschiedene Male gewechselt werden mﬁB, um‘ein
volisténdiges Austreten des Ammqniak zu gewdhrleisten.

Un die entstandenen Briiche des Einzelstranges bestimmen
zu kKonnen, muBl die DNS denaturiert werden, nachdem man
zuvor ihre Konzentration auf 100 pg/ml eingestellt hat.
Zur Konzentrétionsbestimmung wird die Extinktion bei

260 nm mit einem Extinktionskoeffizienten von 22,0 cmg/mg
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verwendet. Die Denaturierung erfolgt nach dem Verfahren
von Davison u.a. (1964):

- 1 ml DNS-Ldsung (100 pg/ml), geldst in 0,2 m NaCl und
0,025 m Phosphatpuffer ‘

wird mit 4

- 1 ml 0,2 m NaOH gemischt. Nach drei Minuten erfolgt die
Zugabe von

- 1 ml 10 % CHOH, welches kurz zuvor erhitzt wurde. Mit

- 0,125 Teilen 1m KHZPO4 wird neutralisiert und mit

- 0,4 m NaCl + 0,05 m Phosphatpuffer auf 5 ml aufgefiillt.

Die Endkonzentration der DNS betrigt dann 20 pg/ml.

Zur Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten benutzt man
die Gradientenzentrifugatioﬁ, auvggefihrt mit einer 12 mm
Aluminium—DoppelseKtorielle° In den einen Séktor des Mit-
telstlickes wird die DNS-LOsung eingefillt, in den anderen
das Losungsmittel (0,2 m NaCl, 0,025 m Phosphatpuffer,

2 % CHOH). Die jeweilige Position des Sedimentationsgra-
dienten der DNS-IL&sung wird hierbei zu verschiedener Zeit
beobachtet, und die Sedimentationskoeffizienten werden
nach dem tiblichen Verfahren berechnet.

Die in Losung bestrahlte Thymus-DNS unterliegt nach der
Bestrahlung den gleichen Versuchsbedingungen wie die im
trockenen Zustand bestrahlte. Den einzigen Unterschied
bildet lediglich die Alkalibehandlung, die sich hier auf
eine Einwirkung von NH,OH (Endkonzentration 41 n) wihrend
der Dauer von 30 Minuten bei 37 °C beschrinkt. Anschlies-

send wird, wie oben beschrieben, dialysiert.
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2.3.3. Bestimmung der Bruchhdufigkeit des Einzelstranges

in der Thymus-DNS

Aus der Gradientehzentrifugation der denaturierten DNS
ergibt sich der Sediméntétionsxoeffizient Sgoﬁw,yder sich
mit Hilfe einer empirischen Gleichung in das mittlere Mole~-
kulargewicht umwandeln 188t (Eigner u. Doty, 1965; Hagen,
1967; Wéinert,_1967), | ' | -

SBo = 00ss - HNE @)

Man erhdlt dabei jedoch nur das Géwichtsmittel,éeS'Mole—-
Kulargewichtes,mw, Fir die Berechnung’der‘Zahl der Briche
bendtigt man Jjedoch noch zusdtzlich das Zahlenmittel des
lMolexulargewichtes, Il . Eine Bestimmung dieser,beiden Mit-
teiwé:te ist maglich;"Wénn man ausfder Form des Gradienten

in der Zentrifugenzelle eine Verteilung der Sedimentations-

Koeffiziénten,der Verschiedenen,MolekﬁlgrSBen berechnet.
Die Sedimentationsverteilung 158t sich dann mit Hilfe
der Gleichung (1) in eine Molekulargewichtsverteilung

umwandeln, aus der dann M_und M ermittelt werden kGnnen

w
pach:  M=Tam oM (@)
M, = /) ()

Dabei bedeutet M das Molekulargewicht einer bestimmten
Fragtion und m; den relativen lMassenanteil dieser Fraxktion.
Einzelheiten dieSes mit einem Rechner IBM‘7074 durchge- -
fihrten Verfah:ens sind bei Coquerelle u.a. (1969) beschrie-

ben.
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Aus dem Vergleich des Molexulargewichtes,einmal vor der
Bestrahlung [(Mﬁ)o und (Mh)ol,und zum anderen nach einer
bestimmten Dosis [Mﬁ und M 1, wird nun die Bruchh3ufigkeit

des Einzelstranges B, pro Nukleotid berechnet:

/!

B, = 2m [2/M ~1/M ~2/(M )  + 1/(M) 1/ (#)

Hierbei isﬁ m das durchschnittliche MOleKulafgewicht
eines Nukleotids (= 308 fiir Thymus-DNS). Auf diese Weise
werden die sich in der trocken~béstrahlten DNS gleichzei~
tig ereignenden Vernetzungen bericksichtigt. Einzelheiten
dieser Uberlegungen finden sich bei Charlesby (1960)

sowie bei ILiicke u.a. (1970).

R I GO . A . S s s . ) e o TS SB e P e S S it it N MY . S s S T WS e S G Wy A, S A T e PN A W WD i G . e D o

Der nach Alkalibehandlung und Dialyse gegen 0,01 m NaCl
nicht zur Gradientenzentrifugation benutzte Teil der
Thymus-DNS wird anschlieBend mit Phosphomonoesterase
(Endkonzentration 0,016 U/ml) in 0,5 m Acetatpuffer

(pH = 5,35) 17 Stunden lang bei 37 °C inkubiert. Dabei
werden die endst@ndigen Phosphatgruppen, insbesondere
das uns hier interessierende 5'-Phosphat, abgespalten.
Das 5'-Ende der DNS-Ketten liegt dann als 5'-0H-Gruppe
vor, welche durch die Polynucleotidkinase phosphoryliert
werden kKann.

Zur anschlieBenden Insktivierung der Phosphomonoesterase
(Deproteinisierung) vermischt man 1 Teil Isoamylalkohol -
Chloroform (Verh&ltnis 4:5) mit 10 Teilen der DNS-Proben,

schittelt 5 Minuten lang, zentrifugiert und zieht die
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organische Phase zusammen mit dem inaktivierten Enzym
mittels einer Spritze ab. Nach Wiederholung dieses Ver-
fahrens und anschlieBender Dialyse der DNS-Fraxtion gegen
0,2 m KC1 wird die DNS-L3sung sodann durch Hinzugeben von
0,2 m KC1 auf eine Konzentration von 308 pg/ml (= 40-5m P)
eingestellt. Die Endgruppenbestimmung wird nun mit dem
Enzym Polynucleotidkinase (PNK) in Anwesenheit von [y->2P]
ATP vorgenommen. Das Enzym ersetzt nach der folgenden Glei-
chung spezifisch die 5'OH-Gruppen, die widhrend der Alkali-

und der Phosphomonoesterase-Behandlung entstanden waren,

durch die radioaxktiv markierten 5'P-Gruppen.

5'0H - DNS + APPO2p -ENK. [5'.52p] _ DNS + ADP

Die Technikvder Inkubation mit PNK sieht folgendermaBen
aus: In ein Gesamtvolumen von 0,3 ml werden eingesetzt
(in pmol): Tris HC1 (pH = 7,6),20; MgCl,,3; Mercapto-
aethanol,5; DNS-P,0,1; [y-22P] ATP,0,02 mit einer Gesamt-
aktivitdt von ca. 5000 ¢cpm. Mit etwa 41 U PNK wird die
Reaktion gesfarﬁeﬁ und nach einer Inxubétionszeit von

30 Minuten im Wasserbad bei 37 °C erfolgt das Abstoppen
der ReaKtipn mit 0,1 ml geééttigter Na4P207-LésungoEs
schlieBt sich an die Zugabe von 0,1 ml DNS aus Herings-
spérmé (5 mg/ml) als Triger-DNS fiir die nachfolgende F&l-
lung mit 0,5 ml Trichloressigséure ( 1m ). Nach einer
Inkubation von 10 Minuten im Eisbad wird der entstandene
Niederschlag auf Membranfiltern (Sartorius, SM 11303)
gesémmelt, indem dié Proben mittels einer Vakuumpumpe

hindurchgesaugt und durch zweimaliges Nachwaschen mit 1 %
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Trichloressigsdure von loslichen Riickstinden befreit wer-
den. Die Filter bringt man sodann einzeln in Glasflasch-
chen und trocknet sie 20 Minuten lang bei 100 °¢. Nach .
dem Einfiillen von je 10 ml Scintillationsfliissigkeit pro
Fldschchen wann die Radioaktivitat eines Jeden Filters
in einem Scintillationsspextrometer (Tricarb, (Packard)

Einstellung G 10) gezdhlt werden.

Neben den zu untersuchenden DNS-Proben enthielten 2 Test-
rohrchen keine DNS, sondern nur Testgemisch und PNK. Sie
ergaben den Nullwert, der von den Zdhlwerten der verschie-
denen DNS-Proben zu subtrahieren ist. Bezieht man die
Gesantmenge an eingebautem 52Ph‘osphat auf das Gesambt-
phosphat der eingesetzten DNS, so ergibt sich daraus die
Haufigkeit der phoéphorylierten 5'-Endgruppen pro Nukleo-
tid.

Zur Kontrolle der jeweiligen Testbedingungen setzen wir
jeweils 2 Testrdhrchen mit einer DNS-Probe an, deren
5'-Endgruppen ausschlieBlich aus 5‘—0H—Gruppen"bestehen°
Diese "5'OH-DNS" wird durch Degradierung von Thymus-DNS
mit Micrococcusnuclease nach Novogrodsxy und Hurwitz
(1966) hergestellt. Die Kettenliinge dieser DNS wurde durch
Sedimentationsanalyse bvestimmt; bei der verwendeten Probe
betrug die Kettenldnge der Einzelstringe 106 Nukleotide
(Zahlenmittel Pn)a Einzelheiten dazu sind bei Bopp und
Hagen (1970) beschrieben. Es wurde nun geprﬁff, ob bel dem
jeweiligen'Inkubationsansatz.aus der Zahl der phosphorylier—

ten Endgruppen an 5'CH-DNS diese Kettenldnge errechnet
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werden konnte. Es ergaben sich dabei bei den verschiedenen
Versuchsansitzen 85 - 106 5'OH-Gruppen pro 104 Nukleotide;
einer Kebtenlinge 'von 94 -118 entsprechend. :. Bei Abwei-
chungen iiber 10 % vom erwarteten Wert wurden die Einbau-
raten bei den bestrahlten Proben entsprechend der etwas
geringeren Enzymaktivitédt der Polynucleotidkinase korri-

giert.

3. Ergebnisse

Tt e B e Wt S oo e e v D s s Gutm e L e Rt Covie RS WO i 4D B WD e D A SIS AR s SR o .

Berechnet man die Sedimentationskoeffizienten der beiden
Fraxtionen, so ergibt sich fiir Kdmponente I ein Szo,w

von 22,4 und fiir Komponente II ein solcher von 17,9.
Dieser Unterschied ermdglichte eine vollstindige, vom
Scanner aufgezeichnete Trennung und damit eine genaue Aus-
wertung der Anteile beider Molexiilarten (vgl. auch die
Abbildungen 3 und 4).

Versuchsbedingungen waren einmal die Zentrifugation im
neutralen und zum anderen die im alkalischen (pH = 12,5)
Milieu. Ausgegangen wurde dabei von einer DNS-LSsung, die
nur die Komponente I enthielt. Es zeigté sich, daB durch
die oben geschilderten’Versuchsbedingungen (Gefriertrock-
nung und Aufldsen), auch ohne Bestrahlung bereits rund die
Hilfte der Superhelixform in die Komponente II iibergegan-
gen war. Im alkalischen Saccharosegradienten gefahrene'
Proben, ebenfalls noch unbestrahlt, wiesen sogar nur mehr

einen Anteil von ungefdihr 25 % an Komponente I auf.
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Bestrahlt wurde mit Dosen zwischen 50 und 500 Krad. Bei
der hochsten Dosis waren samtliche Molekiile der Kompo-
nente I verschwunden, d.h. also, Jjedes Molexkiil der Kompo-
nente I wurde durch mindestens einen Bruch in einer Ein-
zelkette in den doppelstriangigen Ring der Komponente II
umgewandelt. AuBerdem erzeugte die alkalische Behandlung
der zuvor getrockneten DNS allein noch zuzdtzlich Briche.
Die nach den verschiedenen Bestrahlungsdosen erhaltenen
Anteile der Komponente I sind in der Tabelle I zusammen-
gestellt. Da wir Je nach Praparation der Proben bei den
einzelnen Versuchsserien verschiedene Kontrollwerte er-
hielten, wurden die Dosiseffextkurven . fiir jede Serie
gesondert aufgezeichnet.

Tabelle I

Abbildung 5

Die Neigung jeder einzelnen Dosiseffektkurve = wurde

durch Regressionsanalyse berechnet. Da sie sich nur wenig
voneinander unterschieden, konnte eine gemeinsame Neigung
der Kurven ermittelt werden. Abbildung 6 zeigt, fur Jede
Versuchsserie getrennt, den nach verschiedenen Dosen er-
haltenen Anteil der Komponente 1, bezogen auf den ohne
Bestrahlung,und die sich aus den einzelnen Werten ergeben-
den gemeinsamen Regressionsgeraden fir die Zentrifugation
im neutralen und alkalischen Milieu. Aus allen Werten zu-
gammen wurde die Fehlergrenze der Neigung berechnet

- 0,00149 % 0,000042; a = 0,00125

(aneutral = alkal.

0,000147).
Abvbildung 6
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Die beiden Regressionsgeraden unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (t = 1,55). Das bedeutet also,
daB, obwohl durch die Alkalibehandlung zundchst einmal
eine groBere Bruchrate entstanden war, die Anzahl der
durch die Bestrahlung entstandenen Briliche der im neutralen
Saccharosegradienten beobachteten annghernd gleich ist.
Im alkalischen Milieu ist éogar eher eine geringere Bruch-
rate féétzuétellen als unter neutralen VerSuchsbedingungen°
Aus der Neigung der Regressionsgeraden ergibt sich ferner
die D37, worunter man die Dosis versteht, bei der nur noch
37 % der urspringlich vorhandenen Molekiile der Komponente I
nachgewiesen werden konnen, dle Ubrigen 81nd in die Kompo—
nente II Ubergegangen. Bei dleser D031s hat im Mittel Je-
wells ein Einzelstrangbruch pro Molexul'stattgefunden¢Es er-
gab sich als DB/ im neutralen Milieu: 290 £ 20 Krad,und
als D57 im alkalischen Milieu: 350 = t 44 Krad.
Aus deer57 188t sich der G-Wert filir den Einzelbruch be-
rechnen, der die Zahl der Einzelbriiche pro 4100 eV absor-
biertér Energie (6,24 . 103 eV/rad) angibtcyDabei wird
nach dem folgenden Schema vorgegangen ’

N/M = Molexiile pro g

Molekiile pro g/D57 in rad = Ereignisse pro g
und rad,
wobedl ’ v
Loschmidtsche Zahl und
Molexulargewicht der SV40-DNS = 2,9-10

=
[

6

=
1l

sind.
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Fir den gesuchten G-Wert des Einzelstrangbruches (Gssb)
gilt dann:

G = Ereignisse pro g und rad / O,624o1012

ssb
Die eingesetzten Zahlenwerte ergeben fir:

a) Neutralen pH: G = 1,13 £ 0,08

ssb

i

b) Alkalischen pH: G_, = 0,9% % 0,10

Damit ist also bewiesen, daB in der SV40-DNS, die trocken
bestrahlt wurde, durch eine zus&tzliche Alkali-Behandlung
keine weiteren Einzelstrangbriche mehr erzeugt werden

kxonnten.
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3.2.1. Bestrahlung von trockener DNS

Thymus-DNS wurde im Vakuum mit Dosen bis zu 60 lrad be-
strahlt, und die Zahl der Einzelstrangbriiche und die Natur
der 5'-Enden in der beschriebenen Weise bestimmt. In Tab.
IT sind die einzelnen MeBdaten zusammengestellt, Abb; 7
zeigt die Mittelwerte fiir Einzelstrangbriiche und 5'-Phos-
phatgruppen in Abhangigkeit zur eingestrahlten Dosis. Es
ergab sich eine lineare Zunahme mit der Dosis; sowohl

fiir die Einzelbriiche als auch fiir die 5'-~-Phosphatgruppen.
5'-0H-Gruppen konnten nicht gemsssen werden; d.h. eine
Phosphorylierung des strahlenbedingten Bruchendes war
ohne vorherige Phosphomonoesterasebehandlung nicht nach-
weisbar. Die beiden Dosiseffextikurven: zeigen eine ver-

schiedene Neigung; das Verhdltnis der beiden betrigt
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0,22 zu 1,0, d.h. 22 % der Briiche haben 5'-Phosphatgruppen.
Tabelle II

 Abbildung 7

50202° Bestrahlung von DNS—LSsungen

In friiheren Versuchen (Bopp und Hagen, 1970) wurde gefun-
den, daB etwa 90 % der strahlenbedingten Einzelstrangbriiche
5'-Phosphatgruppen tragen und etwa 10 % 5'-0H-Gruppen. In
diesem Fall war Jjedoch die DNS in wassriger Ldsung bestrahlt
worden. Um unsefe Befunde, die bei direkter Strahlenein-
wirkung erhalten worden waren, besser zu sichern, untersuch-
ten wir in der gleichen Weise auch einige DNS-Proben, die

in widssriger Losung bestrahlt worden waren. Tabelle IIT und
ABb. 8 zeigen die entsprechenden Ergebnisse. Die Zahl der
5'-0H~Gruppen wurde hierbeli nicht gemessen, das nach
Dephosphorylierung eingebaute 52P—Phosp‘hat gibt also die
Gesambtzahl der 5'-Phosphat-Gruppen und der 5'-~OH-Gruppen
wieder. Obwohl die wenigen Werte eine grdBere Streuung
zeigten als die der trocken bestrahlten DNS-Proben, ergab
sich Jjedoch im Mittel fir die Briliche die gleiche Haufig-
keit pro Nukleotid wie filir die 5'-Phosphat- und die 5'-0OH-
Gruppen (1,44 £ 0,24 [10~19; gegeniiber 1,36 O$O4°[1O—403)°
Diese Beobachtung stimmt mit den frilheren Ergebnissen von
Bopp und Hagen (1970) iiberein. Die mit unserer Versuchs-
anordnung erhaltenen Resultate an trocken bestrahlter DNS

konnen also als zuverldssig angesehen werden.
Tabelle IIT

~ Abbildung 8



Y

4. Diskrussion
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Einleitend wurde beschrieben, dal der durch ionisierende
Strahlung hervorgerufene Bruch der Nukleotidkette die bio-
logische Funkxtion der DNS erheblich zu beeintrachtigen
vermag. Es war deshalb von Interesse, etwas Uber die
strahlenchemischen Reaktionen zu erfahren, die zum Bruch
des Nukleotidstranges fihren. Die meisten Arbeiten dariiber
beschéftigen sich mit dem Einzelstrangbruch in einer DNS,
die in wissriger Ldsung bestrahlt wurde. Auch die dabei
beteiligten chemischen Reaktionen wurden bisher nur nach
einer solchen indirekten Strahlenwirkxung untersucht. Da
in Zellen die Strahlenenergie auch direkt in der DNS ab-
sorbiert wird, erschien es niitzlich, auch den Einzelstrang-
bruch nach direkter Strahleneinwirkung ndher zu untersu-
chen. In friheren Untersuchungen wurden Einzelstrangbruche
bisher nur in trockener Thymus-DNS bestimmt (Hagen und
Wellstein, 1965; Licke-Huhle u.a. 1970). In dieser DNS
entstehen neben den Briichen des Einzelstranges und des
Doppelstranges noch zahlreiche Vernetzungen zwischen den
Molekilen. Diese vernetzten Stridnge kdnnen nur mehr zum
Teil in Losung gebracht werden; der Rest ist unlosliches
Gel. In alkalischem Milieu, wenn sich die beiden komple-
mentdren Stringe voneinander trennen, gelingt es Jedoch,
die bestrahlte DNS in Losung zu bringen, da sich zwischen
den einzelnen Vernetzungen noch zahlreiche Einzelstrang-

briiche befinden (ILiicke-Huhle uw.a., 1970). Die Ermittlung
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der Einzelstrangbriche nach verschiedenen Strahlendosen
erfolgt dann durch eine Molekulafgewichtsbestimmung der
durch das Alxali denaturierten DNS-Molekiile (vgl. Ab-
schnitt 2.3.3.). Fir die Entstehung eines solchen Einzel;
strangbruches in der trockenen Thymus-DNS wurde ein Ener-
gieaufwand von 140 eV errechnet, was einem G-Wert von

0,72 entspricht.

Will man die dabel notwendige Denaturierung der DNS ver-
ﬁeiden, so bietet sich die Untersuchung einer ringfdrmi-
gen DNS an, wobei der Ubergang von ihrer ﬁberdrehten Form
(Superhelix) in die offene Ringform bestimmt wird. Dieser
Ubergang wird béreits durch einen einzigen Bruch im iber-
drehten DNS-Ring hervorgerufen, wobel sich die hydrodyna-
mischen Eigenschaften in der DNS &ndern. So nimmt der
Sedimentationskoeffizient aﬁ (Vinograd U.a., 1965) und
die Viskositidt zu (Opschoor u.a., 1968), entsprechend der
Tatsache, daB das offene Ringmolekiil Viel mehr entfaltet
ist und einen grodBeren Reibungskoeffizient besitztkals

die dicht gepackte Superhelix.

Es gibt mehrere Viren, deren DNS in diesen beiden Formen
vorliegen kann. Neben der DNS des SV40O-Virus ist es die
DNS des Polyoma Virus, die eingehend auf diese Eigenschaf-
ten hin untersucht wurde (Weil und Vinograd, 1963; Bloom-
field, 1966). Weiter existiert auch die replikative Form
(RF) des Phagen @X-174 in der Zelle sowohl als Superhelix
als auch als offene Ringform (zusammenfassende Darstel-

lung bei Sinsheimer, 1968). Die Wirkung von ionisierender
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Strahlung wurde an dieser DNS von Taylor und Ginoza (4967)
untersucht. Hierbei wurde die Umwandlung von der Super-
helix (Form I) in die zirkuldre Form (II) nach y-Bestrah-
lung gemessen. Wassrige Ldsungen von DNS wurden von diesen
Autoren in fliissigem Stickstoff (- 196 °C) bestrahlt,
dabel wirkt nur die in der DNS selbst absorbierte. Ener-
gie. Es schien uns Jjedoch nicht ausgeschlossen, daB auch
Energie, die im gefrorenen Wasser absorbiert wird, auf

die DNS libergeht. Wir bevorzugten deshalb die Bestrahlung
von trockener DNS im Vakuum, um die direkte Strahlenwir-

wung auf die DNS zu testen.

Aus unseren Versuchen an bestrahlter SV40~-DNS errechnete
sich fir den G-Wert zuf Erzeugung eines Einzelstrang-
bruches 1,13 £ 0,08. Dieser Wert stimmt mit dem von Taylor
und Ginoza (1967) an @X-174-RF-DNS erhaltenen genau iiber-
ein. Diese Autoren fanden 4,0 Einzelstrangbriiche pro DNS-

6 Dalton) und pro Mrad, was nach der

Molexil (3,4 - 40
oben dargestellten Berechnungsweise einem Gssb-Wert von
1,13 entspricht. Die Berechnung des G-Wertes hingt bei
dieser Methode wesentlich von der Genauigkelt ab, mit

der das Molekulargewicht der DNS bestimmt wird. Die ent-
sprechenden Angaben fiir SV40-DNS sind unterschiedlich.

Es werden Molexulargewichte zwischen 2,5 - 2,9 - 406 ange-
geben (Westphal, 1970; Bauer und Vinograd, 1970); wir be-
nutzten hier in Ubereinstimmung mit Westphal (persdnliche

Mitteilung) den uns am zuverlidssigsten erscheinenden Wert

von 2,9 - 406 (Bauer und Vinograd, 1970). Die gute Uberein-
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stimmung unseres G-Wertes fur den Einzelstrangbruch mit

- dem von Taylor und Ginoza (1967) an @X-174-RF-DNS ermit-

telten rechtfertigt unsere Annahme.

4,2, Chemische Reaktionen am Einzelstrangbruch
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Im Gegensatz zu der Entstehung von Einzelstrangbrichen
in bestrahlten DNS-Ldsungen kOnnen wir Uber die Reaktio-
nen, die bei der Entstehung des Einzelstrangbruches nach
‘direKter Strahleneinwirkung beteiligt sind, fast gar
nichts aussagen. Aus unseren Versuchen kdénnen wir nur

2 SchluBfolgerungen ziehen:

1) Eine Alkali-Behandlung der bestrahlten DNS fithrt zu

keiner Anderung der Bruchhiufigkeit

2) 22 % der 5'-Enden der strahlenbedingten Briiche tragen
5'-Phosphatgruppen, wahrend 5'OH-Gruppen Uberhaupt

nicht nachweisbar waren.

Bestrahlt man DNS in wadssriger Ldsung und bestimmt an-
schlieBend die HBufigkeit der Einzelstrangbriiche, so er-
rechnet sich aus den MeBdaten ein G-Wert von 0,37 (Bopp
und Hagen 1970). Bei diesen Versuchen wurde die bestrahlte
DNS nachtraglich einer Alkali-Behandlung unterworfen, um
eine vollstindige Strangtrennung zu gewdhrleisten. Dabei
ist es unerheblich, ob die DNS in einstringiger oder dop-
‘pelstringiger Form bestrahlt wurde. Ohne nachtrégliche
Alrali-Behandlung, die natirlich nur an einstrangiger

DNS unterlassen werden kann, ist der G-Wert fir den Ein-

zelstrangbruch viel geringer, namlich nur 0,25. Mit einer
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Haufigkeit von GX = 0,12 haben also Reaxtionen an der
Desoxyribose stattgefunden, die bei nachtridglicher Alkali-
behandlung zum Kettenbruch fuhren. Es wurde dabei disku-
tiert, daB jede Offnung des Furanoseringes berelts zu
dieser Labilisierung fihrt; als mogliche Ursache dafiur
xommt nach Bestrahlung die Abspaltung der Nukleotidbase
oder auch eine Oxydation am C-4-Atom des Zuckers in Be-
tracht.

Diese Reaktionen treten nun offenbar nach direkter Strah-
leneinwirkung nicht ein; d.h. Reaktionen, die zur Abspal-
tung der Base fiuhren, schiddigen den Zucker so stark, daB
gleichzeitig auch die Nukleotidkette bricht. Auch eine
Oxydation des C-4-Atoms wirde auf Jeden Fall die benach-
barten Phosphoresterbindungén spalten.Dies erscheint
denkbar, da Ja beil der direxkten Strahlenwirkung viel mehr
Energie auf die Desoxyribose ilibertragen wird als bei dem
Angriff eines einzelnen OH-Radikals auf die DNS bei Be-
strahlung wassriger DNS-Ldsungen. Wir mussen uns jedoch
mit diesen kurzen Hinweisen begnigen, da:z,Bc Uber die
Freisetzung von Nukleotidbasen nach direkter Strahlenein-

wirkung nichts bekannt ist.

Bei der Beurteilung der 5'-Endgruppen ergeben sich Zhn-
liche SchluBfolgerungen. 22 % der Endgruppen nach direkter
Strahleneinwirkung sind 5'-Phnosphatgruppen; 5'-0H-Gruppen
wurden nicht nachgewiesen. 78 % der 5'-Endgruppen waren
somit mit Polynucleotidkinase nicht phosphorylierbar;

weder vor gder nach einer Behandlung mit Phosphomono-
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esterase. Dies bedeutet, daB die Zerstorung des Zuckers
durch absorbierte Strahlenenergie so nachhaltig ist, daB
definierte enzymatische Reaktionen an ihm nicht angreifen
konnen, im Gegensatz zu den Veranderungen der Desoxyribose
durch ein OH°-~Radikal in Ldsung. Uber die Art der durch
direkte Strahleneinwirkung erzeugten Veridnderungen konnen
Jjedoch an dieser Stelle keine weiteren Aussagen gemacht

werden.
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Strahlung mit der DNS
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Die Haufigkeit des Einzelstrangbruches und der 5'-Phosphat-
gruppen wurde  zuvor durch die Zahl der Ereignisse pro 100
eV absorbierte Energie angegeben. Bel Bestrahlung von wiss-
rigen DNS-Losungen fihrt die absorbierte Energie zur Bil-
dung von Radikalen des Wassers, zu OH"- oder H®-Radikalen
bzw. zu solvatisierﬁen Elektronen, die ihrerseits die DNS
zﬁ schadigen vermégen. Die Verdnderungen der DNS-Struktur
sind hier also auf die verschiedenen Reaktionen dieser
Radikale mit der DNS zu beziehen. Anders ist es bei Be-
strahlung im Trockenen. Hier wird die Strah-

lenenergie dirext in der DNS absorbiert, wobei aber die
abgegebenen Energiebetrdge bei den einzelnen primdren
Wechselwirkungen ganz verschieden grofl sind. Informationen
{iber diese Energiebetrige lassen sich von zwei Seiten her
gewinnen. Einmal dadurch, daBl man den Energieverlust von

Elektronen beim Durchgang durch diinne Materieschichten
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unmittelbar bestimmbt; zum anderen, dall man aus Nebelkam-
meraufnahmen die Hiufigkeitsverteilung der Ionenpaare pro
Primdrionisation auszdhlt und damit den Energiebetrag er-
mittelt, der bei der einzelnen Primirionisation abgegeben
wird. Prim8rionisationen sind dabei diejenigen Energie-
verlustereignisse der Primdr- und Sexundar-Strahlung in
der Materie, bei denen es zur Bildung eines oder mehr
Ionenpaare kommt.

Den Bnergieverlust von Elektronen in Materie bestimmben
Rauth und Simpson (1964), indem sie 130 R-dicke Folien
von Formvar mit 20 KeV-EleKtroﬁen bestrahlten und aus den
Streudaten die Hufigkeit der verschiedenen Energieverlu-
ste pro primadre Wechselwirkung der Elektronen mit der
Folie ermittelten. Diese Haufigkeitsverteilung der Ener-
gieabgabe ist in Abbildung 9, Spalte a schematisch darge-
stellt. Energiecabgaben unter 10 eV sind sehr selten; bel
der Halfte aller prim8ren Wechselwirkungen werden Energie-
betrdge zwischen 10 und 30 eV abgegeben, wahrend nur bel
10 % aller Ereignisse mehr als 100 eV ilibertragen werden.
Der Durchschnittswert fiir ein Energieverlustereignis be-

tragt 60 eV,

Man kann weiter iberlegen, zu welche Folgeereignisse.

die Absorption dieser verschiedenen Energiebetrage hervor-
ruft. Die abgegebene Energie fihrt einmal zu Anregungen,
zum anderen zu Ionisationen. Das bei einer Ionisation
freigesetzte Elektron kann gelegentlich geniligend Energie

erhalten, um in der Nahe des Orts seiner Entstehung
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weitere Ionisationen auszuldsen. Dadurch entstehen Primir-
ionisationen, die aus mehreren Ionenpaaren entstehen.

Die Anregungen wollen wir hier nicht weiter berilicksichti-
gen, da sie zu dem Strahleneffexkt auf das Makromoleril

nur wenig beitragen.

Ore und Larsen (1964) haben die Hiufigkeitsverteilung der
Tonenpaare pro Primdrionisation aus Nebelkammeraufnahmen
bestimmt. Diese Verteilung ist in Abbildung 9, Spalte b
aufgezeichnet. 63 % aller Primérionisationen fihren zur
kBildﬁng von nur einem Ionenpaar. Bei 20 % aller Wechsel-
wirkungen entstehen 2 Ionenpaare; die Haufigkeit der Pri-
mirionisationen mit mehr Ionenpaarennimmt dann laufend
ab.

Zur Deutung unserer Befunde an der DNS gehen wir nun von
der Annahme aus, daB je nach dem abgegebenen Energiebe-
trag bzw. Je nach def Zahl der gebildeten Ionenpaare ver-
~schiedene chemische Reaktionen am Ort der primdren Wechsel-
wirkung stattfinden. Aus dieser Annakme 18Rt sich dann
folgern, ein bestimmber molexularer Schaden erfordere
dierErzeugungreiner Prim8rionisation mit beispielswelise

2 Ionenpaaren oder entsPrechénd, er sel an die Abgabe der
entsprechenden Energie gebunden (Dertinger u. Jung, 1969,
Kap. &4). Es erschien uns deshalb mdglich, die Hufigkeit
der von uns an der DNS gemessenen Ereignisse mit der
Haufigkeit der einzelnen primidren Wechselwirkungen mit
unterschiedlichen Enefgieverlust zu’vergleichena In

Abbildung 9, Spalte 4 d und e ist dies schematisch darge-
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stellt. Beli einem G-Wert von 4,13 pro Einzelstrangbruch
ereignen sich 0,68 Einzelbriiche pro 60 eV, dem Durch-

schnittswert fir ein Energieverlust-Ereignis.

Es ist nun anzunehmen, daB alle primaren Wechselwirkungen
mit hoher Energieabgabe immer zum Bruch fihren, der Anteil
von 0,68 wurde deshalb im Schema der Abb. 9 rechts ange-~
ordnet. Prima@rionisationen mit niedriger Energieabgabe
fihren dann nur mit geringer Wahrscheinlichkeit oder gar
nicht zum Bruch. Dies ist verstandlich, da mit kleinen
Energien oder mit nur einem Ionenpaar entweder nur der Zucker
oder nur die Nukleotidbase verdndert wird und entsprechend
die Ausbeute fir den Bruch sinkt. Primdre Wechselwirkungen
mit hoher Energieabgabe flihren in Jedem Fall zum BfUch;
iiber die sich gleichzeitig ereignenden Reaxtionen am Zucker
oder an der Base kOnnen Jjedoch keine Angaben gemacht wer-
den. Einige Hinweise dazu erhdalt man aus unseren Untersu-
chungen an den 5'-Endgruppen, die nur zu 22 % 5'-P-Gruppen
tragen (Abb. 9, Spalte d). Bei den iibrigen 5'-Endgruppen
konnen weder mit Phosphomonoesterase Phosphatgruppen abge-
spalten werden, noch kdnnen 5'-0H-Gruppen durch die Poly-
nucleotidkinase phosphoryliert werden. Diese Endgruppen
sind durch die hohen absorbierten Energiebetridge so stark
gesch8digt, daB enzymatische Reaktionen an ihnen nicht mehr

angreifen konnen.

Neben den von uns gemessenen Einzelstrangbriichen und deren
Endgruppen ist in Spalte ¢ der Abbildung 9 noch die Hau-

figkeit von Doppelbrlichen eingezeichnet, die sich aus dem
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von Liicke-Huhle u.a. (1970) gemessenen G-Wert von 0,13
ergibt. Hier ist ebenso wieder zu vermuten, dal Doppel-
bruche nur durch primdre Wechselwirkungen mit hoher Ener-
gieabgabe bzw. mit Primdrionisationen mit mehreren Ionen-

paaren entstehen. o .

Im ganzen haben unsere Untersuchungen an der trocken be-
strahlten DNS gezeigt, daB die chemischen Reaxtionen nach
direxter Strahleneinwirkung von denen nach indirekter
Strahleneinwirkuﬁg ganz verschieden sind. Wenn auch die
gleiche Veranderung der makromolekularen Struktur, wie
z.B. der Bruch der Nukleotidkette, beobachtet werden,

so miissen doch nicht die gleichen Reaktionen zu ihnen
gefihrt haben. Die molekularen Schaden, die an der DNS
durch direkte Strahlenwirkung entstehen, sind nach unse-
ren Beobachtungen viel tiefgreifender und ausgedehnter.
Es ist denkbar, dafBl sie in der bestrahlten Zelle zu einer
groBeren Beelntrachtigung der biologischen Funktion der
DNS fihren als die durch indirexte Strahlenwirkung ent-

standenen.

5. Zusammenfassung

In unserer Arbeit wurden Strahlenreaktionen an einer der
direxten Bestrahlung ausgesetzten Desoxyribonuxleinsdure
untersucht. Einmal interessierte uns dabei die Frage, ob
eine sich direxter Bestrahlung anschlieflende Alkalibe-
handlung zusatzliche Briuche erzeugen kann. Zu ihrer Beant-
wortung benutzten wir die auf Grund ihrer Struktur gut

geeignete SV4O-DNS.
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Welterhin interessierte die Natur der 5'-Enden der durch
direkte Bestrahlung entstandenen Briiche. Hierzu gebrauchten
wir trockene Thymus-DNS, die nach der Bestrahlung entweder
nur mit Alkali oder aber zusidtzlich noch mit Phosphomono-
esterase behandelt wurde, um anhand der mit Polynucleotid-
kinase durchgefihrten Endgruppenbestimmung einmal nur die
5'-0H~ und zum anderen nur die 5'-Phosphatgruppen zu er-
halten. AuBerdem bestimmten wir mit den gleichen Methoden
die Endgruppen, die sich bel Bestrahlung in Losung erga-
ben. Zur Berechnung der Briiche dienten uns die Methoden

an der analytischen Ultraientrifuge°

Unsere Versuche ergaben, daf durch eine Alkalibehandlung
nach vorheriger direxter Bestrahlung keine zusatzlichen
Einzelstrangbriche auftreten. Der Gssb—Wert fir neutralen
pH betrug 1,13 ¥ 0,08 und der flir alkalischen pH 0,94 ¥
0,10. Die Frage nach dem Aussehen des 5'-Endes konnte
dahingehend beantwortet werden, daB 22 % als 5'-Phosphat-
gruppen vorliegen, wahrend 5'-OH-Gruppen nicht nachzuweisen
waren., Die Versuche an in LOsung bestrahlter Thymus-DNS
ergaben in guter Ubereinstimmung mit frither gefundenen
Ergebnissen, daBl hier die Summe der 5'-Phosphat- und
5'0H-Gruppen gleich der Anzahl der Einzelstrangbriche ist.
Der geringe Anteil an 5'P-Gruppen nach direkter Bestrah-
lung ist also nicht auf eine ungeniigende Versuchsanord-

pung zurickzufihren.
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7. Tabellen und Abbildungen







Tabelle I: Anteil der Komponente I nach Bestrahlung trockener SV40-DNS im Vakuum vor und nach
Alkali-Behandlung.

Versuchsserie Sedimentation Dosis fKrad] KﬁzgiiiniiﬁI der%Kﬁzgiﬁgite T

T neutral 0 0,58 100
0,579 100
50 0,48 87
150 0,325 59
200 0,27 49

300 0,20 36,3

400 0,14 2544
500 0,0 ¢

TI neutral 50 0,52 78,9

100 0,48 73,9

100 0.48 75,9

150 0,42 62,7

250 0,28 41,9

300 0,22 33,4

Fortsetzung ndchste Seite




Fortsetzung Tabelle I

neutral

IIT 0 0,48 100
100 0,316 13,4
150 0,275 63,8
IV neutral 0 0,42 100
50 0,38 88,3
100 0,35 69,6
150 0,265 61,5
200 0,21 48,7
250 0,21 48,7
250 0,18 41,8
v alkalisch 50 0,15 85,5
(pH = 12,5) 100 0,13 T4y
150 0,113 64,4
VI alkalisch 0 0,248 100
(pH = 12,5) 50 0,197 81,6
100 0,185 76,5
150 0,156 64,5
200 0,1315 54,5




Tabelle IIL: Briiche und Endgruppen nach Bestrahlung trockener Thymus-DNS im Vakuum.

Dosis MMrad] Soow MW'1O-6 Mn'1o—6 B1-1O4 5'0H-Gruppen 5!-Phosphatgruppen
. pro Nukleotid-1o% pro Nukleotid-10%
0 7’44 2766 0 0 0
5 8,8 1,23 0,235 14,5 0 1,33
10 7’55 0965 0’15 2392 0 1’95
10 749 0,7 0,335 8,15 0 0
20 740 0,51 0,26 10,6 0,5 2,36
20 5,7 0,275 0,185 1345 0 8,9
30 5465 0,37 0,07 5240 0 -
50 5;4 Oy28 Oy125 24;3 - 677
40 5,2 0,275 0,084 40,2 0 2,6
40 4,75 0,22 0,092 34,2 0 20,0/16
40 4,7 0,155 0,0685 44,0 0 4,5
40 543 0,22 0,125 22,3 - 9,0
40 4,53 0,205 0,069 96,3 - 12,1
50 3,8 0,15 C,04 87,7 0 12,2
50 4,5 0,21 0,102 29,6 0,9 9,5/7+6/16,0
50 445 0,21 0,08 40,0 - 14
50 3,8 0,145 0,0415 48,3 - 17,7
60 4,1 0,29 1 0,165 16,9 - 17

32

0 : MeSwert fiir die Radinaktivitdt des eingebauten P nicht signifikant vom Nullwert verschieden

- 1+ nicht gemessen



Tabelle IIX:

Briiche -und Endgruppen nach Bestrahlung von Thymus-DNS in Lsung.

510H- + 5'-Phos-

Dasis [Krad] 3007 Mw-1o‘6 Kﬁ-10‘6 B1-1O4 phatgruppen pro
’ 4 ] .
107 Nukileéotide
0 2,5 - - - 0
30 3,1 0,0555 0,046 49,4 39
30 3,4 0,078 0,049 59,1 42,6
40 3,2 0,074 0,05 53,0 52
40 4,0 0,17 0,097 30,4 49,¢€
50 - - - - 73
50 3,1 0,08 0,045 64,9 71




Abb, 1: Struktur der DesoxyribonukleinsBure (nach
Karlson, 1966).
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Abb. 2: Schema der Struktur von SVAO-DNS, Superhelix
(Komponente I) und offene Ringform mit einem

Einzelbruch pro Molekiil (Komponente II).
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Bandzentrifugation von SV40-DNS in neutraler

Saccharose,

Probenkammer: 0,21 pg DNS in 10 pl 0,15 m NaCl

+ 0,015 m Na~Citrat.
Sextor: 4 % Saccharose, 0,05 m NaCl, 0,006 m
Phosphatpuffer, pH = 7,3.
Xomponente I: SEO,W = 21
Komponente 1TI: S2O,W = 17

Aufnahmen: 16, 32, 48, 64 Minuten nach Uber-
schichtung.

Upm.: 17980
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Abb. 4:

Bandzentrifugation von SV40-DNS in alkalischer
Saccharose.
Probenkammer: wie in Abb. 3

Sektor: 4 % Saccharose, 0,14 m NaOH, 0,02 m
Na-Citrat (pH = 12,5).

Komponente I: S = 21

20, w
Einstréngige zirkuldre und lineare DNS:

820,W =15 -~ 17
Aufnshmen: 16, 32, 48 Minuten nach Uberschichtung.

Upm.: 17980
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Abb. 5: Dosiseffexktrkurven der einzelnen Versuchsserien
fiir die Abnahme der Komponente I nach Bestrah-
lung trockener SV40~-DNS im Vaxuum.

2, 6, . O : Versuchsserien I - IV, Sedimen-

tation in neutraler Saccharose.

o, A : Versuchsserien V + VI, Sedimen-

— e ame e e

tation in alkalischer Saccharose.
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Abb. 6: Dosiseffextkurve der Abnahme der Komponente I
nach Bestrahlung trockener SV40-DNS im Vakuum,
normiert auf den Anteil der Komponente I ohne
Bestrahlung ( = 100 %).

Symbole wie in Abb. 5
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Abb. 7: Dosiseffektkurve der Einzelstrangbriiche und der
5'-Endgruppen von Thymus-DNS, die im trockenen
Zustand im Vaxuum bestrahlt wurde.
8§ Iinzelstrangbriiche pro 404 Nuxkleotide

§ 5'-Phosphat-Endgruppen pro 404 Nuxkleotide
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Abb. 8: Dosiseffextxurve der FEinzelstrangbriiche und der
5'-Endgruppen von Thymus-DNS, die in 0,01 m NaCl
bei 450 pg/ml bestrahlt wurde.

Symbole wie in Abb. 7
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Abb., 9:

Anteil der verschiedenen Ereignisse pro primire
Wechselwirkung der ionisierenden Strahlung mit
der Materie ’

a) Hiufigkeit der Ereignisse in %

b) Anteil der inelastisch gestreuten Elektronen
pro Energieintervall (nach Rauth und Simpson
1964 )

¢) Anteil der Primdrionisationen mit verschie-
denen Ionenpaaren (Ore und Larsen 1964)

d) Anteil der Einzel- und Doppelstrangbriiche

e) Anteil der charakterisierten 5'-Endgruppen
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