
Dezember 1970

Institut für Strahlenbiologie

KFK 1335

Über die direkte Strahlenwirkung auf Desoxyribonucleinsäure

B. Kessler

B. H.





Kernforschungszentrum Karlsruhe

Dezember 1970

Institut für Strahlenbiologie

Über die direkte Strahlenwirxung auf

Desoxyribonucleinsäure

Bernd Kessler

KFK 1335

Gesellschaft für Kernforschung m.b.Ho, Karlsruhe





Inhaltsver~eichnis

Seite
10 Einleitung 1

20 Material und Methoden 6
2010 Biochemikalien 6

201010 DNS-Präparate 6

201020 Enzyme und ATP 7

202. Bestrahlungsbedingungen für: 7
202010 SV40-DNS 7
202020 Thymus-DNS, troCken 8
202030 Thymus-DNS, in Lösung 9

2030 Bruchanalyse 9
203010 Zentrifugation von SV40-DNS 9
203020 Zentrifugation von denaturierter Thymus-

DNS 11
203030 Bestimmung der Bruchhäufigkeit des

Einzelstranges in der Thymus-DNS 13
2.4 0 Endgruppenbestimmung mit Polynucleotidkinase

(PNK) 14

30 Ergebnisse 17

3010 Bruchhäufigkeit an der SV40-DNS 17
3020 Brüche und 5'-Endgruppen in bestrahlter DNS 20

302010 Bestrahlung von trockener DNS 20
302020 Bestrahlung von DNS-Lösungen 21

40 DiskUssion 22

4010 Einzelstrangbrüche in trocken bestrahlter DNS 22
4 020 Chemische Reaktionen am Einzelstrangbruch 25
4030 Ereignisse bei der primären Wechselwirkung

der Strahlung mit der DNS 27

50 Zusammenfassung 31

6. Literat~r 33

70 Tabellen und Abbildungen 38





- 1 -

,:10 Einleitun~

Ein Teil der vielfältigen WirkUngen ionisierender Strah­

len, wie zoB. Röntgen- oder y-Strahlen, liegt in der Schä­

digung der Erbsubstanz der Desoxyribonucleinsäure, welche

sich beispielsweise in der Entstehung von Mutationen, von

Chromosomenaberrationen oder in der Hemmung der Vermeh­

rungsfähigkeit von Zellen manifestiert. Biochemische Un­

tersuchungen über den Mechanismus der Strahlensehädigung

in der DNS sind deshalb wichtig für die ErKlärung biolo­

gischer Strahlenwir~g (vglo auch Dertinger und Jung,

1969, Kapitel 10 - 14)0 Unter den Strahlenschäden an der

DNS sind vor allem die chemische Veränderung der NUKleo­

tidbasen und die Entstehung von Brüchen in der NUkleotid­

kette zu nennen; Es hat sich nun gezeigt, daß nicht nur

die Basenschäden, sondern auch die eben genannten Brüche

die biologischen Funktionen der DNS erheblich beeinträch­

tigen. Dies wurde an einfachen Modellsystemen wahrschein­

lich gemacht, wie zoBo an der enzymatischen RNS-Synthese

mit RE"S-Polymeraseund bestrahlter DNS als Matrix (Hagen

uoao, 1970),oder an bestrahlten Bakteriophagen, deren

Vermehrungsfähigkeit mit der Entstehung von Brüehen in

ihrer DNS verglichen wurde (Freifelder, 1965; Bohne uoa.,

1970)0 Es ist deshalb von Interesse, etwas über die ehemi­

~chen Reaktionen zu erfahren, die zum Strangbruch in der

DNS.führeno Entsprechende Untersuchungen wurden bi.sher an

verdünnten DNS-Lösungen durchgeführto Die entscheidenden

Agentien sind hierbei die aus dem Wasser entstehenden
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Radikale OH~; He und die solvatisierten Elektronene Man

bezeichnet dies als indirekte StranlenwirkUng, weil der

Strahleneffekt auf die DNS durch die genannten Agentien

auf indirekte Weise zustande kommt. Im Gegensatz dazu ist

bei der Bestrahlung von Zellen aber noch. zusätzlich die

WirkUng der Strahlenenergie zu berücksichtigen, die un­

mittelbar in der DNS selbst absorbiert und deshalb als

direkte StrahlenwirkUng bezeichnet wird. Man kann sie

studieren, indem man isolierte DNS in trockener Form be­

strahlte
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der Einzelstrangbrtiche gelangen, so sind die beiden NUkleo-

tidketten durch schonende Denaturierung zu trennen und

ihre Kettenlänge mittels des MolekUlargewichtes des Ein­

zelstranges zu ermitteln. Die Kinetik der Einzelstrang­

und Doppelstrangbrüche in Beziehung zur Dosis wurde·von

Hagen (1967) und von Coquerelle u.ac (1969) beschrieben ..

Die ffau~igkeit der Einzelstrangbrüche steigt linear, die

der Doppelstrangbrüche quadratisch mit der Dosis an~

Vergegenwärtigt man sich die StrQktur der DNS-Kette

(Abbildung 1), so wird deutlich, daß ein Bruch dieser

Kette einmal dadurch zustande kommen kann, daß 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 nächsten

ZUCkers, so ist dieses Bruchende durch eine 5'-Phosphat­

und eine 3'-OH-Gruppe gekennzeichnet .. Das ist etwa dann

der Fall, wenn man DNS mit Desoxyribonuclease I abbaut ..

Umgekehrt ist aber auch eine Phosphoresterspaltung am

5'-Ende möglich, aus der 5'-OH- und 3'-Phosphatgruppen

resultieren .. Da es nach Bestrahlung außerdem zur Oxydation

am Zucker kommen kann, würden in diesem Falle eine 5'­

Phosphatgruppe und auf der anderen Seite ein veränderter

Zucker gebildet werdenc

5 i-OH-Gruppen lassen sich spezi~isch mit dem Enzym Poly­

nucleotidkinase nachweisen, welches auf diese Endgruppen

das endständige Phosphat des ATP überträgt .. Ist in diesem

ATP das y-Phosphat radioaktiv (z .. B.. durch 32p ) , so geben



- 4 -

nach der EnzyminkUbation die in der DNS befindlichen mar­

kierten Endgruppen die Zahl der 5'-OR-Gruppen wiedere

Behandelt man eine DNS, welche 5'-Phosphatendgruppen trägt,

mitPhosphomonoesterase, so lassen sich die dadurch ent~

standenen 5 1-OH-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 1-OH-und die der

5 1-Phosphatgruppen" Will man diese mit der Zahl der Bruch­

enden vergleichen, so bestimmt man gleichzeitig das Mole­

kUlargewicht der Einzelstränge, also der denaturierten DNS.

Mit dieser Methode haben Bopp und Hagen (1970) die End­

gruppen von in Lösung bestrahlter DNS bestimmt" Es zeigte

sich, daß etwa 90 %der unmittelbar durch die Bestrahlung

gebildeten Bruchenden 5 1 - Phosphat gr uppen und etwa 10 %

5 1-OH-Gruppen waren" Über das 3'-Ende konnten dagegen

keine Aussagen gemacht werden.

Weiter ergab sich, daß zusätzlich Einzelbrüche entstehen,

wenn man die bestrahlte DNS mit Alkali behandelt. Die

Bruchhäufigkeit steigt ungefähr um den FaKtor 1,5 an,

wobei die so entstandenen Endgruppen fast ausschließlich

5 1-Phosphatgruppen tragen" Einen entsprechenden Alkali­

induzierten Bruch beobachtet man auch, wenn man RNS oder

Apurinsäure mit Alkali behandelte Entscheidend hierfür ist

die in ~- oder ß-Stellung zur Phosphoresterbindung stehende

freie OH-Gruppe (vglo Brown und Todd, 1952)" Es ist deshalb

wahrscheinlich, daß in der bestrahlten DNS einige Desoxy-



ribosemoleküle oxydiert werden oder daß der Furanosering

geöffnet wird, ohne daß zunächst die Phosphat-Zuckerkette

bricht. Einzelheiten über solche Reaktionen sind jedoch

noch nicht bekannte

Im Gegensatz zur indirekten StrahlenwirkUng, die durch

einzelne Radikale des Wassers, vor allem OHo, zustande

kommt, werden bei der direkten Absorption v~n Strahlen­

energie bei einer primären Wechselwirxung,im Mittel 60 eV

absorbiert, die für mehrere chemische Reaktionen ausrei­

chen (vgl. Dertinger Ue Jung, 1969, Kapo 4). Es war nun

zu prüfen, ob diese mit durchschnittlich 60 eV stattfin­

denden Primärionisationen in bestrahlter, trockener DNS

zu ähnlichen chemischen Reaktionen führen würden, wie sie

sich bei in Lösung bestrahlter DNS gezeigt hatteno Neben

den pro absorbierter Dosis entstehenden Brüchen interes­

sierte dabei zunächst, ob sich auch bei trocken bestrahl­

ter DNS Alkali-induzierte Brüche zeigen würdeno Weiter

war wichtig, ob die durch direkte StrahleneinwirkUng ent­

standenen Brüche ebenso wie die durch indirekte Wirkung

entstandenen zum größten Teil 5'-Phosphatgruppen tragen

würden. Die Frage nach der Alkalilabilität der trocken

bestrahlten DNS untersuchten wir an der Superhelixform

der doppelsträngigen, zirkUlären SV40-DNS.Sie wird be­

reits durch einen einzigen Bruch in einer ihrer Nukleotid­

ketten zur offenen Ringform umgewandelt, ein Faktum, wel­

ches sich in einer Änderung ihres Sedimentationsverhaltens

äußert. Die Natur der 5'-Endgruppen wurde durch die Poly-
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nticleötidkinase festgestellto Da für diese Versuche größere

Mengen an DNS benötigt wurden, verwendeten wir hier trocke-

ne, im Vaauum bestrahlte Thymus-DNSo

20 Material und Methoden

2010 Biochemikalien
----~--~-----------

204010 DNS-Präparate

Die native DNS des Papillome erzeugenden Virus SV40 be­

steht aus ringförmigen, doppelsträngigen MolekÜlen in

einer überdrehten Ringform (supertwisted helix oder auch

superhelix genannt) und hat ein Molekulargewicht von etwa

2,9 0 106 (Bauer und Vinograd, 1970)0 Diese Form der SV40-

DNS wird als Komponente I bezeichneto Nach einer Denatu­

rierung, zoBo im stark alkalischen Milieu, nimmt die DNS

die Form einer zyklischen Spirale ano Sowohl die Super­

helixform als auch die zyklische Spiralform sind voll­

kommen geschloss€ne MolekÜle, die kein freies Ende be­

sitzeno Die beiden NUkleotidstränge trennen sich deshalb

in alkalischer Lösung nicht, weil kein freies Ende vorhan­

den ist, an dem die Strangtrennung beginnen könnte (Follett

und Crawford, 1968; Vinograd uoao, 1968)0 Ein oder mehr

Brüche in einer Einzelkette wandeln jedoch die Superhelix­

form in einen doppelsträngigen, offenen Ring um, der hier

als Komponente 11 bezeichnet wird (Abbildung 2)0 Die SV40-

DNS wurde uns von Dro Petersen, Freiburg,überlasseno Die

verwendete Kalbsthymus-DNS wurde nach dem Verfahren von

Kay uoao (1951) isoliert und enthielt weniger als 1 %
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Protein, bestimmt nach Lowry uoao (1951)0 Heringssperma­

DNS bezogen wir von der Fa o Serva, Heidelbergo

Abbildung 2

201020 Enzyme und ATP

Phosphomonoesterase aus Milz (EC 301.3.2) wurde von Dr.

Bernardi, Strassburg, und die PolYnucleotidldnase von

Dro Bopp, Karlsruhe, zur Verfügung gestellt. Die Isolie­

rung der PolYnueleotidkinase erfolgte nach der Methode

von Richardson (1965), es wurde Fraktion V mit einer Enzym­

aktivität von 4000 U/mg Protein verwendet. (y_32p ) ATP

bezogen wir vom "Rad.i.ochemi.ca'L Centir-e?", Amersham und ATP

von Boehringer, Mannheim.

2.201. SV40-DNS

Um die gewünschten Versuchsbedingungen zu erhalten, wird

die SV40-DNS, Komponente I, einer Gefriertrocknung unter­

zogeno Pro Versuchsanordnung werden zunächst 0,01 ml DNS-

Lö sung von 21 j.i.g/ml in 0,015 mNaCl auf mikroskopische

Deckgläser eines Durchmessers von 12 mm aufpipettiert.

Diese bringt man dann auf ein tiefgekÜhltes Blech, um ein

sofortiges Gefrieren der DNS-Lösung zu gewährleisten. Die

Apparatur, inder die so vorbereitete DNS gefriergetrock-

net wird, besteht aus einem Exsiccator, der an eine Va.:K:uum-

pumpe angeschlossen ist. Die Deckgläschen mit der DNS befin­

den sich auf Kühlrippen aus Messing, welche von außen mit
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T.:roc1{eneis und Aceton auf ... c78 oe abgeltühlt werden" ,Die

Ge:f':t?'ie:r'ti:r.o9lffi1lllgerfolgt d8flIl,bei 10-2 Torr, wo1Dei sich

die Temperatur der die Plättchen umgebenden Flächen lang­

sam. erhöht" Nach Erreichen einer Temperatur von ca.. + 100e

können die trockenen Proben entnommen werden..

Die De.ckgläschen, auf deren Oberseite sich nun die gefrier­

g~t;pb9:K:nete :oNSbefindet, werden zu je drei oder vier in

D:r?hts:p:iral,en eing~k1emmt, um sie ohne Beschädigung in

Glasampulleneil1..fü.hrenzu können" Diese werden anschlies....

send an,einem,:EIlde zugescbmolzen und auf1()-2 Torr evakU.-

i,ert

NachdelD. Abscl:1melzen der eva:Kui.efteriAm.pu.llerteffolgtdiec

:§§stf'ah+ung im Eisbadmit einerCc:ibalt-y':":Q,uelle-(Gammacell

2g0, Atom;ic Energy of Canad.a , LtcL),· ><lerenDosisleistung

zur Zeit der Versuche bei 1 - O,95iv.r:did./St;tlnde lag..

202~2,, Thymus-DNS, trocken

Nachd.em ma:nje 10 lIlgtrockene ThYJIlUs...,DNß.inGla~~1l11eA.

eihge-wogen und aU:f10-2Torr evakUierthq.t,w:erdep die

.Al1lpul1.en anscl:i1J..eß~nd abgesc.hmolzen,,\Jeg~n4e:!, >.>.iIifr: die

Versuche erf6fderncherihohen ])o$eneri'Qlg-t,e die. ,Bestrah­

Jung mit ein§mElelctronenlinearbeschleuniger (Fa .. Varian,

m V 7703)" .Dieerforderliche:nBestrahlungen führte

freundlicherweiseHerr :Ru.dolf vOlllIIlstitutfÜTStrah,len-

. "t:;.e,c,hno1ogi e, Karls~e,aus"
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2e203o Thymus-DNS, in Lösung

Verwendet wird die gleiche DNS wie bei der Trockenbestrah­

lungo Im unbestrahlten Zustand wird sie in 0,01 m NaCI auf­

gelöst und auf eine Konzentration von 450 j.kg/ml .einge­

stellte Je 3 ml werden für etwa 5 Minuten mit N2 gesättigt

und im Eisbad mit der Cobalt-Y-Quelle bestrahlte

203010 Zentrifugation von SV40-DNS

Die verschiedenen Zentrifugationen für SV40- und Thymus­

DNS 'WUrden alle mit einer analytischen Ultrazentrifuge

(ModellE, Fao Beckman Instruments),ausgerüstet mit Ab­

sorptionsoptik und Scanningsystem, durchgeführte Absorp­

tionsoptik bedeutet, daß die Konzentration der Lösung in

der Zentrifugenzelle durch Absorptionsmessung, für unsere

Versuche bei 265 nm Wellenlänge, bestimmt werden kanno

Scanningsystem heißt, daß die Extinktionsunterschiede

zwischen Lösung und Lösungsmit.tel in den heiden SeKtoren

der Zelle durch eine sie schrittweise ausleuchtende Photo­

zelle auf einen Schreiher über-tz-agen- wer-den;

Nach Bestrahlung werden die Glasplättchen mit der gefrier­

getroCkneten SV40-DNS einzeln auf einen ObjeKtträger ge­

setzt und je 0,01 ml H20 hinzugegebeno Zur vollständigen

Au~lösung der DNS ist eine Wartezeit von einer Stunde aus­

reichende Um ein vorzeitiges AustrOCknen zu verhindern,

befindet sich der Objektträger in einer feuchten Kammero
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Die geeignete Methode zur Untersuchung der SV40-DNS ist

die der Band~ehtrifugation. Sie erlaubt einmal, trotz

der geringen zUr Verfügung stehenden DNS-Menge von 0,2 ~g,

eine hi~eichend genaue BestimmUng des SedimentationsKo­

effizienten,und zum anderen eine Trennung von MolekÜlen

mit unterschiedlichen Sedimentationskoeffizienteno Dabei

kann man aus der Größe der vom Scanner aufgezeichneten

Flächen die relativen Anteile der verschiedenen Fraktionen

,berechnen. Verwendet wurden wie bei der später zu beschrei­

benden Gradiente~zentrifugation12 mm Aluminiumzellen, die

jedoch ein besonderes "band-form.ing" Mittelstück enthalten.

Dieses besitzt neben einem der beiden Sektoren eine kleine,

ca. 15 ~l fassende, kreisrunde Kammer, die durch eine Ka­

pillare mit dem Sektorraum in Verbindung steht. Für die

Versuchsreihen im neutralen Milieu werden in die Sektoren

als Lösungsmittel 4 %Saccharose, 0,05 m NaCI, 0,00625 m

Phosphatpuffer eingefüllt, für die im alkalischen Milieu

4 %Saccharose, 0,2 m NaOH und 0,02 m Na-Citrat (pR = 12,5).

Die 0,01 ml DNS werden in die kleineProbenkammer gegeben

und gelangen, bedingt durch die Zentrifugalbeschleunigung,

durch die Kapillare zunächst auf den Meniskus der Saccha­

rose-Salz-Lösung, um anschließend als Band durch diese

hindurch bis auf den Boden des Sektors zu wandern. Ent­

scheidend für eine gute Trennung der Komponenten ist, daß

das Lösungsmittel der DNS eine viel geringere Dichte be­

sitzt als die Saccharoselösung im Sektorraum, da sich sonst

die DNS rasch mit dieser vermischen und nicht mehr als
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"Band" durch die Zelle laufen würdeo Die Berechnung der

Sedimentationskoeffizienten erfolgte auf die übliche

Weise (zoBo nach Elias, 1961), zur Umrechnung der gemes­

senen S-Werte (SLM) auf die S20 W-Werte wurde als Korrek-,
turfaktor für die Saccharoselösung 1,082 ermittelto Bei-

spiele für die Aufzeichnung einer solchen Bandzentrifuga­

tion zeigen die Abbildungen 3 und 4; eine gute Trennung

der beiden Komponenten, die eine zuverlässige Auswertung

der Anteile der einzelnen Fraktionen erlaubte ,'tvar in der

Regel bereits 40 Minuten nach der Überschichtung erreichte

Abbildunf2; 3

Abbildung 4

203020 Zentrifugation von denaturierter Thymus-DNS

Die im trockenen Zustand bestrahlte Thymus-DNS wird in

NaCI-Lösung unter Zugabe von NH40H (Endkonzentration 1 n)

aufgelöst 0 (0,78 ml 12,84 n NH40H + 9,22 ml 0,01 m NaCI +

10 mg DNS)e Dieser Vorgang dauert mehrere Stundeno An­

schließend.erfolgt die Neutralisierung der Lösung mittels

. D' I A A~ ~ nl (~ n\ b'~' S Ie~ner ~a yse gegen v,VI m ~avpn = (), wo e1 Qle a z-

lösung verschiedene Male gewechselt werden muß, um ein

vollständiges Austreten des Ammoniak zu gewährleisteno

Um die entstandenen Brüche des Einzelstranges bestimmen

zu können, muß die DNS denaturiert werden, nachdem man

zuvor ihre Konzentration auf 100 ~g/ml eingestellt hato

Zur Konzentrationsbestimmung wird die Extinktion bei

260 nm mit einem ExtinktionsKoeffizienten von 22,0 cm2/mg
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verwendet 0 Die Denaturierung erfolgt nach dem Verfahren

von Davison ueao (1964):

- 1 ml DNS-Lösung (100 lJ.g/ml), gelöst in 0,2 m NaCI und
0,025 m Phosphatpuffer

wird mit

- 1 ml 0,2 m NaOH gemischte Nach drei Minuten erfolgt die

Zugabe von

1 ml 10 %CHOR, welches kurz zuvor erhitzt wurdee Mit

- 0,125 Teilen 1 m KH2P04 wird neutralisiert und mit

- 0,4 m NaCI + 0,05 m Phosphatpuffer auf 5 ml aufgefüllto

Die Endkonzentration der DNS beträgt dann 20 lJ.g/mlo

Zur Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten benutzt man

die Gradientenzentrifugation, ausgeführt mit einer 12 mm

Aluminium-Doppelsektorzelleo In den einen Sektor des Mit-

telstückes wird die TINS-Lösung eingefüllt, in den anderen

das Lösungsmittel (0,2 m NaCl, 0,025 m Phosphatpuffer,

2 %CHOH)o Die jeweilige Position des Sedimentationsgra­

dienten der DNS-Lösung wird hierbei zu verschiedener Zeit

beobachtet, und die Sedimentationskoeffizienten werden

nach dem üblichen Verfahren berechnete

Die in Lösung bestrahlte Thymus-DNS unterliegt nach der

Bestr<ililung den gleichen Versuchsbedingungen wie die im

trockenen Zustand bestrahltee Den einzigen Unterschied

bildet lediglich die Alkalibehandlung, die sich hier auf

eine Einwirkung von NH40H (Endkonzentration 1 n ) während

der Dauer von 30 Minuten bei 37 °c beschränkte Anschlies-

send wird, wie oben beschrieben, dialysiert 0
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2 .. 3 .. 3. Bestimmung der Bruchhäufigkeit des Einzelstranges

in der Thymus-DNS

Aus der Gradientenzentrifugation der denaturierten DNS

ergibt sich der Sedimentationskoeffizient S20,111' der sich

mit Hilfe einer eIDpirischen GleicAuug in das mittlere Mole­

kUlargewicht umWandeln läßt (Eigner u. Doty, 1965; Hagen,

1967; Weinert, 1967).

S~O w= 0,055 " MO,38 (1).,

Man erhält dabei Jedoch nur das Gewichtsmittel des Mole­

kUlargewichtes,Mw• Für die Berechnung derpahl der Brüche

benötigt man Jedoch noch zusätzlich das pahlenmittel des

MolekUlargewichtes,Mn .. Eine Bestimmung dieser beiden Mit­

telwerte ist möglich, wenn man ~us der Form des Gradienten

in der Zentrifugenzelle eine Verteilung der Sedimentations­

koeffizienten der verschiedenen Molekülgrößen berechnet.

Die Sedimentationsverteilung läßt sichd8J)nmitHi],fe

der Gleichung (1) in ~ine Molek1llarg~wichtsverteilung

umwandeln, aus der dann Mund M ermittelt werdenj,{önnen. ..' ." w·n

nach: M = I: m, " tL (2)w J. J.

M = 1/11 (m, IM.)n J. J.

Dabei bedeutet Mi da.sMolekulargewicht einer bestimmten

Fraktion und m. den relativen Massenanteil dieser Fraktion.J. .... ..

Einzelheiten dieses mit einem Rechner IBM 7074 durchge­

fühi:'ten Verfa.h.rens sind bei Ooquerelle-q"a. (1969) .beschrie,...

'ben..



- 14 -

Aus dem Vergleich des Molekulargewichtes,einmal vor der

Bestrahlung [(Mw) 0 und (Mn)oJ , und. zum anderen nach einer'

bestimmten Dosis [Mw und Mn]' wird nun die Bruchhäufigkeit

des Einzelstranges B
1

pro Nu~leotid berechnet:

Hierbei ist m d~s durchschnittliche l'101e~ulargewicht

eines NUkleotids (= 308 für Thymus~DNS)o Auf diese Weise

werden die sich in der trocken bestrahlten DNS gleichzei­

tig ereignenden Vernetzungen berüCKsichtigt .. Einzelheiten

dieser Überlegungen finden sich bei Charlesby (1960)

sowie bei Lücke u , a , (1970) ..

Der nach Alkalibehandlung und Dialyse gegen 0,01 m NaCl

nicht zur Gradientenzentrifugation benutzte Teil der

Thymus-DNS wird anschließend mit Phosphomonoesterase

(Endkonzentration 0,016 U/ml) in 0,5 mAcetatpuffer

(pH = 5,35) 17 Stunden lang bei 37 °c inkubierto Dabei

werden die endständigen Phosphatgruppen, insbesondere

das uns hier interessierende 5 1 - Phos phat , abgespalten ..

Das 5 1 - Ende der DNS-Ketten liegt dann als 5 1 - OH- Gr u ppe

vor, welche durch die Polynucleotidkinase phosphoryliert

werden kann ..

Zur anschließenden Inaktivierung der Phosphomonqesterase

(Deproteinisierung) vermischt man 1 TeilIsoamylalkohol ­

Chloroform (Verhältnis 1:5) mit 10 Teilen der DNS-Proben,

schüttelt 5 Minuten lang, zentrifugiert und zieht die
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organische Phase zusammen mit dem inaktivierten Enzym

mittels einer Spritze abo Nach Wiederholung dieses Ver­

fahrens und anschließender Dialyse der DNS-Fraktion gegen

0,2 m KCl wird die DNS-Lösung sodann durch Hinzugeben von

0,2m KCI auf eine Konzentration von 308tJ.g/ml (= 1o-3m P)

eingestellt 0 Die Endgruppenbestimmung wird nun mit dem

Enzym Polynucleotidkinase (PNK) in Anwesenheit von [y_32p]

ATP vorgenommeno Das Enzym ersetzt nach der folgenden Glei­

chung spezifisch die 5'OH-Gruppen, die während der Alkali­

und der Phosphomonoesterase-Behandlung entstanden waren,

durch die radioaktiv markierten 5'P-Gruppeno

5'OH --DNS + APp32p PNK [5,_32p] - DNS + ADP

Die Technik der InkUbation mit PNK sieht folgendermaßen

aus: In ein Gesamtvolumen von 0,3 ml werden eingesetzt

(in ~mol): Tris HCI (pH = 7,6),20; MgCI2,3; Mercapto­

aethanol,5; DNS-P,0,1; [y_32pJ ATP,0,02 mit einer Gesamt­

aktivität von c a , 5000 cpmo Mit etwa 1 U PNK wird die

Reaktion gestartet und nach einer InkUbationszeit von

30 Minuten im Wasserbad bei 37 oe erfolgt das Abstoppen

der Reaktion mit 0,1 ml gesättigter Na4P207-Lösun
g o Es

schließt sich an die Zugabe von 0,1 ml DNS aus Herings-

sperma (5 mg/mI) als Träger-DNS für die nachfolgende Fäl-

lung mit 0,5 ml Trichloressigsäure ( 1 m )0 Nach einer

InKUbation von 10 Minuten im Eisbad wird der entstandene

Niederschlag auf Membranfiltern (Sartorius, SM 11303)

gesammelt, indem die Proben mittels einer VakUumpumpe

hindurchgesaugt und durch zweimaliges Nachwaschen mit 1 %
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Trichloressigsäure von löslichen Rückständen befreit wer­

denD Die Filter bringt man sodann einzeln in Glasfläsch­

chen und trocknet sie 20 I1inuten lang bei 100 °Co Nach.

dem Einfüllen von je 10 ml Scintillationsflüssigkeit pro

Fläschchen kann die Radioaktivität eines jeden Filters

in einem Scintillationsspektrometer (Tricarb, (Packard)

Einstellung G 10) gezählt werdeno

Neben den zu unter$uchend~n.DNS-Probenenthielten 2 Test­

röhrchen keine DNS, sondern nur Testgemisch und PNKo Sie

ergaben den Nullwert, der von den Zählwerten der verschie­

denen DNS-Proben zu subtrahieren ist. Bezieht man die

Gesamtmenge an eingebautem 32Phosphat auf das Gesamt­

phosphat der eingesetzten DNS, so ergibt sich daraus die

HäufigKeit der phosphorylierten 5'-Endgruppen pro NUkleo­

tido

Zur Kontrolle der jeweiligen Testbedingungen setzen wir

jeweils 2 Teströhrchen mit einer DNS-Probe an, deren

5'-Endgruppen ausschließlich aus 5'-OH-Gruppen besteheno

Diese "5'OH-DNSIl wird durch Degradierung von Thymus-DNS

mit :M.icrococcusnuclease nach Novogrodsky und Hurwitz

(1966) hergestellt. Die Kettenlänge dieser DNS wurde durch

Sedimentationsanalyse bestimmt; bei der verwendeten Probe

betrug die Kettenlänge der Einzelstränge 106 Nukleotide

(Zahlenmittel Pn)e Einzelheiten dazu sind bei Bopp ULnd

Hagen (1970) beschriebene Es wurde nun geprüft, ob bei dem

jeweiligen InkUbationsansatzaus der Zahl der phosphorylier­

ten Endgruppen an 5'OH-DNS diese Kettenlänge errechnet
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werden konnte .. Es ergaben sich dabei bei den verschiedenen

Versuchsansätzen 85 - 106 5'OH-Gruppen pro 104 Nukleotide;

einer Ket·tenlänge'Von 94 -'~'118 E1un,sp:r-echend ... :" Bei Abwei­

chungen über 10 % vom erwarteten Wert wurden die Einbau­

raten bei den bestrahlten Proben entsprechend der etwas

geringeren Enzymaktivität der Polynucleotidkinase korri­

giert ..

3 .. Ergebnisse

Berechnet man die Sedimentationskoeffizienten der beiden

Fraktionen, so ergibt sich für Komponente I ein S20,W

von 22,4 und für Komponente 11 ein solcher von 17,9 ..

Dieser Unterschied ermöglichte eine vollständige, vom

Scanner aufgezeiclLnete Trennung und damit eine genaue Aus­

wertung der Anteile beider MolekÜlarten (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-Lösung, die

nur die Komponente I enthielt .. Es zeigte sich, daß durch

die oben geschilderten Versuchsbedingungen (Gefriertrock­

nung und AUflösen), auch ohne Bestrahlung bereits rund die

Hälfte der Superhelixform in die Komponente 11 übergegan­

gen war.. Im alkalischen Saccharosegradienten gefahrene

Proben,ebenfalls noch unbestrahlt, wiesen sogar nur mehr

einen Anteil von ungefähr 25 % an Komponente I auf ..
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Bestrahlt wurde mit Dosen zwischen 50 und 500 Krado Bei

der höchsten Dosis waren sämtliche Moleküle der Kompo­

nente I verschwunden, doho also, jedes MolekÜl der Kompo-

nente I wurde durch mindestens einen Bruch in einer Ein-

zelkette in den doppelsträngigen Ring der Komponente 11

umgewandelt .. Außerdem erzeugte die alkalische Behandlung

der zuvor getrockneten DNS allein noch zuzätzlich Brüchee

Die nach den verschiedenen Bestrahlungsdosen erhaltenen

Anteile der Komponente I sind in der Tabelle I zusammen-

gestellt .. Da wir je nach Präparation der Proben bei den

einzelnen Versuchsserien verschiedene Kontrollwerte er-

hielten, wurden die Dosiseffektklirven _ für jede Serie

gesondert aufgezeichneto

Tabelle I

Abbildung 5

Die Neigung jeder einzelnen Dosiseffektkurve wurde

durch Regressionsanalyse berechnete Da sie sich nur wenig

voneinander unterschi~den, konnte eine gemeinsame Neigung

der Kurven ermittelt werdeno Abbildung 6 zeigt, für jede

Versuchsserie getrennt, den nach verschiedenen Dosen er-

haltenen Anteil der Komponente I, bezogen auf den ohne

Bestrahlung,und die sich aus den einzelnen Werten ergeben­

den gemeinsamen Regressionsgeraden für die Zentrifugation

im neutralen und alkalischen Milieue Aus allen Werten zu-

aammen wurde die Fehlergrenze der Neigung berechnet

(~eutral = - 0,00149 ± 0,000042; aalkalo = 0,00125 +

0,000147)0
Abbildung 6
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Die beiden Regressionsgeraden unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander (t = 1,55). Das bedeutet also,

daß, obwohl durch die Alkalibehandlung zunächst einmal

eine größere Bruchrate entstanden war, die Anzahl der

durch die Bestrahlung entstandenen Brüche der im neutralen

Saccharosegradienten beobachteten annähernd gleich isto

Im alkalischen Milieu ist sogar eher eine geringere Bruch­

rate festzustellen als unter neutralen Versuchsbedingungeno

Aus der Neigung der Regressionsgeraden ergibt sich ferner

die D
37,

worunter man die Dosis versteht, bei der nur noch

37 %der ursprünglich vorhandenen MoleKüle der Komponente I

nachgewiesen werden können, die übrigen sind in die Kompo-

nente 11 übergegangeno Bei dieser Dosis hat im Mittel je­

weils ein Einzelstrangbruch pro MoleKÜl stattgefundenoEs er­

gab sich als D
37

im neutralen Milieu: 290 :!: 20 Krad,und

als D
37

im alkalischen Milieu: 350 :!: 41 Krad 0

Aus der D
37

läßt sich der G-Wert für den Einzelbruch be­

rechnen, der die Zahl der Einzelbrüche pro 100 eV absor­

bierter Energie (6,24 ~ 1013 eV/rad) angibt 0 Dabei wird

nach dem folgenden Schema vorgegangen:

N/Mo = MolekÜle pro g

MolekÜle pro g/D
37

in rad = Ereignisse pro g
und rad,

wobei

N = Loschmidtsche Zahl und
Mo= MolekUlargewicht der SV40-DNS = 2,9,,106

sind 0
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Für den gesuchten G-Wert des Einzelstrangbruches (Gs sb)
gilt dann:

GSSb = Ereignisse pro g und rad / 0,624-,,1012

Die eingesetzten Zahlenwerte ergeben für:

a) Neutralen pR: Gs sb 1,13 + 0,08= -
b) Al1cali schen pR: Gs sb 0,94- + 0,10= -

Damit ist also bewiesen, daß in der SV4-0-DNS, die trocken

bestrahlt wurde, durch eine zusätzliche Alkali-Behandlung

keine weiteren Einzelstrangbrüche mehr erzeugt werden

konnten"

3"201,, Bestrahlung von trockener DNS

Thymus-DNS wurde im VakUum mit Dosen bis zu 60 Mrad be­

strahlt, und die Zahl der Einzelstrangbrüche und die Natur

der 5'-Enden in der beschriebenen Weise bestimmt" In Tabe

11 sind die einzelnen Meßdaten zusammengestellt, Abb" 7

zeigt die Mittelwerte für Einzelstrangbrüche und 5'-Phos­

phatgruppen in Abhängigkeit zur eingestrahlten Dosis" Es

ergab sich eine lineare Zunahme mit der Dosis, sowohl

für die Einzelbrüche als auch für die 5'-Phosphatgruppeno

5'-OR-Gruppen konnten nicht gemessen werden; d"h .. eine

Phosphorylierung des strahlenbedingten Bruchendes war

ohne vorherige Phosphomonoesterasebehandlung nicht nach~

weisbar" Die beiden Dosiseffektku~v~n' zeigen eine ver-

schiedene Neigung; das Verhältnis der beiden beträgt
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0,22 zu 1,0, doho 22 %der Brüche haben 5'-Phosphatgruppeno

Tabelle 11

Abbildung 7

302020 Bestrahlung von DNS-Lösungen

In früheren Versuchen (Bopp und Hagen, 1970) wurde gefun­

den, daß etwa 90 %der strahlenbedingten Einzelstrangbrüche

5'-Phosphatgruppen tragen und etwa 10 % 5 1-OH-Gruppeno In

diesem Fall war jedoch die DNS in wässriger Lösung bestrahlt

wordeno Um unsere 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 wässriger Lösung bestrahlt worden waren o Tabelle 111 und

A:öbo 8 zeigen die entsprechenden Ergebnisseo Die Zahl der

5' -OR-Gruppen _Irv'Urde hierbei nicht gemessen, das nach

Dephosphorylierung eingebaute 32p-Phosphat gibt also die

Gesamtzahl der 5'-Phosphat-Gruppen und der 5 1-OR-Gruppen

wiedero Obwohl die wenigen Werte eine größere Streuung

zeigten als die der trocken bestrahlten DNS-Proben, ergab

sich jedoch im Mittel für die Brüche die gleiche Räufig-

keit pro NUkleotid ItJ"ie für di.e 51 -Phosphat- und die 51 -OR­

Gruppen (1,44 ±: 0,24 0 [10-10] gegenüber 1,36 ±: 0,040[10-1°] ) 0

Diese Beobachtung stimmt mit den früheren Ergebnissen von

Bopp und Ragen (1970) übereiuo Die mit unserer Versuchs­

anordnung erhaltenen Resultate an trocken bestrahlter DNS

können also als zuverlässig angesehen werdeno
Tabelle 111

Abbildung 8
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4 0 Diskussion

~~1~_~~g~~!~~~~gg2~~~g~_~g_~~9~!~g_~~~~~~!~~~_~~§_

Einleitend wurde beschrieben, daß der durch ionisierende

Strahlung hervorgerufene Bruch der NUkleotidkette die bio­

logische Funktion der DNS erheblich zu beeinträchtigen

vermag 0 Es war deshalb von Interesse, etwas über die

strahlenchemischen Reaktionen zu erfahren, die zum Bruch

des NUkleotidstranges führen 0 Die meisten Arbeiten darüber

beschäftigen sich mit dem Einzelstrangbruch in einer DNS,

die in wässriger Lösung bestrahlt wurdeo Auch die dabei

beteiligten chemischen Reaktionen wurden bisher nur nach

einer solchen indirekten Strahlenwirkung untersuchto Da

in Zellen die Strahlenenergie auch direkt in der DNS ab­

sorbiert wird, erschien es nützlich, auch den Einzelstrang­

bruch nach direkter Strahleneinwirkung näher zu untersu­

cheno In früheren Untersuchungen wurden Einzelstrangbrüche

bisher nur in trockener Thymus-DNS bestimmt (Hagen und

Wellstein, 1965; Lücke-Huhle uoao 1970)0 In dieser DNS

entstehen neben den Brüchen des Einzelstranges und des

Doppelstranges noch zahlreicheVernetzungen zwischen den

MolekÜleno Diese vernetzten Stränge könne~ nur mehr zum

Teil in Lösung gebracht werden; der Rest ist unlösliches

Gelo In alkalischem Milieu, wenn sich die beiden komple­

mentären Stränge voneinander trennen, gelingt es jedoch,

die bestrahlte DNS in Lösung zu bringen~ da sich zwischen

den einzelnen Vernetzungen noch zahlreiche Einzelstrang­

brüche befinden (Lücke-Huhle uva,., 1970)0 Die Ermittlung
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der Einzelstrangbrüche nach verschiedenen Strahlendosen

erfolgt dann durch eine Molekulargewichtsbestimmung der

durch das Alkali denaturierten DNS-MoleKüle (vglo Ab­

schnitt 203030)0 Für 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 entsprichto

Will man die dabei notwendige Denaturierung der DNSver­

meiden, so bietet sich die Untersuchung einer ringförmi­

gen DNS an, wobei der Übergang von ihrer überdrehten Form

(Superhelix) in die offene Ringform bestimmt wirdo Dieser

Übergang wird bereits durch einen einzigen Bruch im über­

drehten DNS-Ring hervorgerufen, wobei sich die hydrodyna­

mischen Eigenschaften in der DNS ändern 0 So nimmt der

Sedimentationskoeffizient ab (Vinograd uoao, 1965) und

die ViSkosität zu (Opschoor uoao, 1968), entsprechend der

Tatsache, daß das offene RingmolekÜl viel mehr entfaltet

ist und einen größeren Reibungskoeffizient besitzt als

die dicht gepackte Superhelixo

Es gibt mehrere Viren, deren DNS in diesen beiden Formen

vorliegen kanno Neben der DNS des SV40-Virus ist es die

DNS des Polyoma Virus, die eingehend auf diese Eigenschaf­

ten hin untersucht wurde (Weil und Vinograd, 1963; Bloom­

field, 1966)0 Weiter existiert auch die replikative Form

(RF) des Phagen 0X-174 in der Zelle sowohl als Superhelix

als auch als offene Ringform (zusammenfassende Darstel­

lung bei Sinsheimer, 1968)0 Die Wirkung von ionisierender
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Strahlung wurde an dieser DNS von Taylorund Ginoza (1967)

untersucht 0 Hierbei wurde die Umwandlung von der Super­

helix (Form I) in die zirkUläre Form (11) nach y-Bestrah-

lung gemesseno Wässrige Lösungen von TINS wurden von diesen

Autoren in flüssigem Stickstoff (- 196 oe) bestrahlt,

dabei wirkt nur die in der DNS selbst absorbierte. Ener-

gieo Es schien uns jedoch nicht ausgeschlossen, daß auch

Energie, die im gefrorenen Wasser absorbiert wird, auf

die DNS übergehto Wir bevorzugten deshalb die Bestrahlung

von trockener DNS im Vakuum, um die direkte Strahlenwir-

kUng auf 4ie DNS zu testen.

Aus unseren Versuchen an bestrahlter SV40-DNS errechnete

sich für den G-Wert zur Erzeugung eines Einzelstrang­

bruches 1,13 ± 0,08. Dieser Wert stimmt mit dem von Taylor

und Ginoza (1967) an 0X-174-RF-DNS erhaltenen genau übe~

eine Diese Autoren fanden 4,0 Einzelstrangbrüche pro DNS­

Molekül (3,4 0 106 Dalton) und pro Mrad, was nach der

oben dargestellten Berechnungsweise einem Gssb-Wert von

1,13 entspricht. Die Berechnung des G-Wertes hängt bei

dieser Methode wesentlich von der Genauigkeit ab, mit

der das MolekUlargewicht der DNS bestimmt wirdo Die ent­

sprechenden Angaben für SV40-DNS sind unterschiedlich.

Es werden MolekUlargewichte zwischen 2,5 - 2,9 • 106 ange­

geben (Westphal, 1970; Bauer und Vinograd, 1970); wir be­

nutzten hier in Ubereinstimmung mit Westphal (persönliche

Mitteilung) den uns am zuverlässigsten erscheinenden Wert

von 2,9 • 106 (Bauer und Vinograd, 1970). Die gute Dberein-
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stimmung unseres G-wertes für den Einzelstrangbruch mit

dem von Taylor und Ginoza (1967) an 0X-174-RF-DNS ermit­

telten rechtfertigt unsere Annahme 0

~~g~_Qg~~~~g~_g~~E!~~~~_~_~!~~~1~!E~g2E~~g

Im Gegensatz zu der Entstehung von Einzelstrangbrüchen

in bestrahlten DNS-Lösungen können wir über die Reaktio­

nen, die bei der Entstehung des Einzelstrangbruches nach

direkter Strahleneinwirkung beteiligt sind, fast gar

nichts aussageno Aus unseren Versuchen können wir nur

2 Schlußfolgerungen ziehen:

1) Eine Alkali-Behandlung der bestrahlten DNS führt zu

keiner ÄndertL~g der Bruchhäufigkeit

2) 22 %der 5 1-Enden der strahlenbedingten Brüche tragen

5 1-PhQsphatgruppen, während 5'OH-Gruppen überhaupt

nicht nachweisbar wareno

Bestrahlt man DNS in wässriger Lösung und bestimmt an­

schließend die Häufigkeit der Einzelstrangbrüche, so er­

rechnet sich aus den Meßdaten ein G-wert von 0,37 (Bopp

und Hagen 1970)0 Bei diesen Versuchen wurde die bestrahlte

DNS nachträglich einer Alkali-Behandlung unterworfen, um

eine vollständige Strangtrennung zu gewährleisteno Dabei

ist es unerheblich, ob die DNS in einsträngiger oder dop­

pelsträngiger Form bestrahlt wurdeo Ohne nachträgliche

Alkali-Behandlung, die natürlich nur an einsträngiger

DNS unterlassen werden kann, ist der G-wert für den Ein­

zelstrangbruch viel geringer, nämlich nur 0,250 Mit einer
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ffaufigkeit von Gx = 0,12 haben also Reaktionen an der

Desoxyribose stattgefunden, die bei nachträglicher Alkali­

behandlung zum Kettenbruch f'ühr-en; Es wur-de dabei disku­

tiert, daß jede Öffnung des Furanoseringes bereits zu

dieser Labilisierung f~ihrt; als mögliche Ursache dafür

kommt nach Bestrahlung die Abspaltung der Nukleotidbase

oder auch eine Oxydation am C~4-Atom des Zuckers in Be­

trachto

Diese Reaktionen treten nun offenbar nach direkter Strah­

leneinwirkung nicht ein; dohs Reaktionen, die zur Abspal­

tung der Base führen, schädigen den Zucker so stark, daß

gleichzeitig auch die Nukleotidkette brichte Auch eine

Oxydation des C-4-Atoms würde auf jeden Fall die benach­

barten Phosphoresterbindungen spaltenoDies erscheint

denkbar, da ja bei der direkten Strahlenwirkung viel mehr

Energie auf die DesoA7ribose übertragen wird als bei dem

Angriff eines einzelnen OR-Radikals auf die DNS bei Be­

strahlung wässriger DNS-Lösungeno Wir müssen uns jedoch

mit diesen kurzen Hinweisen begnügen, da zeBe über die

Freisetzung von NUkleotidbasen nach direkter Strahlenein­

wirkung nichts bekannt ist",

Bei der Beurteilung der 5'-Endgruppen ergeben sich ähn­

liche Schlußfolgerungeno 22% der Endgruppen nach direkter

StrahleneinwirkUng sind 5'-Phosphatgruppen; 5'-OR-Gruppen

wurden nicht nachgewiesene 78 %der 5'-Endgruppen waren

somit mit Polynucleotidkinase nicht phosphorylierbar;

weder vor qder nach einer Behandlung mit Phosphomono-
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esteraseo Dies bedeutet, daß die Zerstörung des Zuckers

durch absorbierte Strahlenenergie so nachhaltig ist, daß

definierte enzymatische Reaktionen an ihm. nicht angreifen

können, im Gegensatz zu den Veränderungen der Desoxyribose

durch ein OHo-Radikal in Lösungo Über die Art der durch

direkt~ Strahleneinwirkung erzeugten Veränderungen können

jedoch an dieser Stelle Keine weiteren Aussagen gemacht

werdeno

~~2~_~E~!g~!~~~_Q~!_~~E_EE~~~~~_~~~g~~!~~E~g_~~E

Strahlung mi t der DNS---------------------

Die HäUfigkeit des Einzelstrangbruches und der 51~Phosphat­

gruppen wurde"· zuvor durch die Zahl der Ereignisse pro 100

eV absorbierte Energie angegebeno Bei Bestrahlung von wäss­

rigen DNS-Lösungen führt die absorbierte Energie zur Bil­

dung von Radikalen des Wassers, zu OHo_ oder HO-Radikalen

bzwo zu solvatisierten Elektronen, die ihrerseits die DNS

zu schädigen vermögeno Die Veränderungen der DNS-StrUktur

sind hier also auf die verschiedenen Reaktionen dieser

Radikale mit der DNS zu bezieheno Anders ist es bei Be-

strahlung im Trockenen" Hier wird" die Strah- ...', .'; ;"~. ~

lenenergie direkt in der DNS absorbiert, wobei aber die

abgegebenen Energiebeträge bei den einzelnen primären

Wechselwirkungen ganz verschieden groß sindo Informationen

über diese Energiebeträge lassen sich von zwei Seiten her

gewinnen 0 Einmal dadurch, daß man den Energieverlust von

Elektronen beim Durchgang durch dünne Materieschichten
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unmi,ttelbar bestimmt; zum anderen, daß man aus NebeIxam­

meraurnahmen die Häufigkeitsverteilung der Ionenpaa~e pro

Primärionisation auszählt und damit den Energiebetrag er­

mittelt, der bei der einzelnen Primarionisation abgegeben

wird 0 Primärionisationen sind dabei diejenigen Energie­

verlustereignisse der Primär- und SekUndär-Strahlung in

der Materie, bei denen es zur Bildung eines oder mehr

Ionenpaare kommto

Den Energieverlust von Elektronen in Materie bestimmten

Rauth und Simpson (1964), indem sie 130 i-dicke Folien

von Formvar mit 20 keV-Elektronen bestrahlten und aus den

Streudaten die Häufigkeit der verschiedenen Energieverlu­

ste pro primäre wechselwirkUng der Elektronen mit der

Folie ermittelteno Diese Häufigkeitsverteilung der Ener­

gieabgabe ist in Abbildung 9, Spalte a schematisch darge~

stellto Energieabgaben unter 10 eV sind sehr selten; bei

der Hälrte aller primären wechselwirkUngen werden Energie­

beträge zwischen 10 und 30 eV abgegeben, während nur bei

10 %aller Ereignisse mehr als 100 eV übertragen werdeno

Der Durchschnittswert für ein Energieverlustereignis be­

trägt 60 eVo

Man kann weiter überlegen, zu welche Folgeereignisse.

die Absorption dieser verschiedenen Energiebeträge hervor­

ruft 0 Die abgegebene Energie führt einmal zu Anregungen,

zum anderen zu Ionisationeno Das bei einer Ionisation

rreigesetzte Elektron kann gelegentlich genügend Energie

erhalten, um in der Nähe des Orts seiner Entstehung
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weitere Ionisationen auszulösen. Dadurch entstehen Primär­

ionisationen, die aus mehreren Ionenpaaren entstehen~

Die Anregungen wollen wir hier nicht weiter berüCksichti­

gen, da sie zu dem Strahleneffekt auf das MaKromolekÜl

nur wenig beitragen.

are und Larsen (1964) haben die Häufigkeitsverteilung der

Ionenpaare pro Primärionisation aus Nebelkammeraufnahmen

bestimmt. Diese Verteilung ist in Abbildung 9, Spalte b

aufgezeichnet. 63 %aller Primärionisationen führen zur

Bildung von nur einem Ionenpaar. Bei 20 %aller Wechsel­

wirKUngen entstehen 2 Ionenpaare; die Häufigkeit der Pri­

märionisationen mit mehr Ionenpaarennimmt dann laufend

ab.

Zur Deutung unserer Befunde an der DNS gehen wir nun von

der Annahme aus, daß je nach dem abgegebenen Energiebe­

trag bzw. je nach der Zahl der gebildeten Ionenpaare ver­

schiedene chemische Reaktionen am Ort der primären Wechsel­

wirkung stattfinden. Aus dieser Ann~me läßt sich dann

folgern, ein bestimmter moLekuLar-er' Schaden erfordere

die Erzeugung einer Primärionisation mit beispielsweise

2 Ionenpaaren oder entsprechend, er sei an die Abgabe der

entsprechenden Energie gebunden (Dertinger u. Jung, 1969,

Kap. 4). Es erschien uns deshalb möglich, die Häufigkeit

der von uns an der DNS gemessenen Ereignisse mit der

Häufigkeit der einzelnen primären Wechselwirkungen mit

unterschiedlichem Energieverlust zu vergleichen. In

Abbildung 9, SP~lte 4 d und e ist dies schematisch darge-
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stellto Bei einem G-Wert von 1,13 pro Einzelstrangbruch

ereignen sich 0,68 Einzelbrüche pro 60 eV, dem Durch­

schnittswert für ein Energieverlust-Ereignis.

Es ist nlln anzunehmen, daß alle primären. Wechselwirkungen

mit hoher Energieabgabe immer zum Bruch führen~ der Anteil

von 0,68 WLlrde deshalb im Schema der Abb. 9 rechts ange­

ordnet. Primärionisationen mit niedriger Energieabgabe

führen dann nur mit geringer Wahrscheinlichkeit oder gar

nicht zum Bruch. Dies ist verständlich, da mit kleinen

Energien oder mit nur einem Ionenpaar entweder nur der Zucker

oder nur die NUkleotidbase verändert wird und entsprechend

die Ausbeute für den Bruch sinkto Primäre Wechselwirkungen

mit hoher Energieabgabe führen in jedem Fall zum Bruch;

über die sich gleichzeitig ereignenden Reaktionen am Zucker

oder an der Base können jedoch keine Angaben gemacht wer­

den. Einige Hinweise dazu erhält man aus unseren Untersu­

chungen an den 5'-Endgruppen, die nur zu 22 %5'-P-Gruppen

tragen (Abb. 9, Spalte d). Bei den übrigen 5'-Endgruppen

können weder mit Phosphomonoesterase Phosphatgruppen abge­

spalten werden, noch können 5'-OH-Gruppen durch die Poly­

nucleotidkinase phosphoryliert werdeno Diese Endgruppen

sind durch die hohen absorbierten Energiebeträge so stark

geschädigt, daß enzYmatische Reaktionen an ihnen nicht mehr

angreifen können.

Neben den von uns gemessenen Einzelstrangbrüchen und deren

Endgruppen ist in Spalte c der Abbildung 9 noch die Häu­

figkeit von Doppelbrüchen eingezeichnet, die sich aus dem
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von Lücke-Huhle uoao (1970) gemessenen G-Wert von 0,13

ergibt 0 Hier ist ebenso wieder zu vermuten, daß Doppel­

brüche nur durch primäre WechselwirkUngen mit hoher Ener­

gieabgabe bzwo mit Primär10nisationen mit mehreren Ionen­

paaren entsteheno

Im ganzen haben unsere Untersuchungen an der trocken be­

strahlten DNS gezeigt, daß die chemischen Reaktionen nach

direkter StrahleneinwirkUng von denen nach indirekter

StrahleneinwirkUng ganz verschieden sind. Wenn auch die

gleiche Veränderung der makromolekUlaren Struktur, wie

zoBo der Bruch der NUkleotidkette, beobachtet werden,

so müssen doch nicht die gleichen Reaktionen zu ihnen

geführt habeno Die molekUlaren Schäden, die an der DNS

durch direkte Strahlenwirkung entstehen, sind nach unse­

ren Beobachtungen viel tiefgreifender und ausgedehnter 0

Es ist denkbar, daß sie in der bestrahlten Zelle zu einer

größeren Beeinträchtigung der biologischen Funktion der

DNS führen als .die durch indirekte StrahlenwirkUng ent­

standeneno

50 Zusammenfassung

In unserer Arbeit wurden Strahlenreaktionen an einer der

direkten Bestrahlung ausgesetzten DesoxyribonUkleinsäure

untersucht 0 Einmal interessierte uns dabei die Frage, ob

eine sich direkter Bestrahlung anschließende Alkalibe­

handlung zusätzliche Brüche erzeugen kann. Zu ihrer Beant­

wortung benutzten wir die auf Grund ihrer StrUktur gut

geeignete SV40-DNSo
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weiterhin interessierte die Natur der 5 1-Enden der durch

direkte Bestrahlung entstandenen Brücheo Hierzu gebrauchten

wir trockene Thymus-DNS, die nach der Bestrahlung entweder

nur mit Alkali oder aber zusätzlich noch mit Phosphomono­

esterase behandelt wurde, um anhand der mit Polynucleotid­

kinase durchgeführten Endgruppenbestimmung einmal nur die

5 1-OR- und zum anderen nur die 5 1-Phosphatgruppen zu er­

halteno Außerdem bestimmten wir mit den gleichen Methoden

die Endgruppen, die sich bei Bestrahlung in Lösung erga­

beno Zur Berechnung der Brüche dienten uns die Methoden

an der analytischen Ultrazentrifugeo

Unsere Versuche ergaben, daß durch eine AlKalibehandlung

nach vorheriger direkter Bestrahlung keine zusätzlichen

Einzelstrangbrüche auftreteno Der Gssb-Wert füx neutralen

pR betrug 1,13 ± 0,08 und der für alkalischen pR 0,94 +

0,100 Die Frage nach dem Aussehen des 5 1-Endes konnte

dahingehend beantwortet werden, daß 22 %als 5'-Phosphat­

gruppen vorliegen, während 5 1-OR-Gruppen nicht nachzuweisen

waren 0 Die Versuche an in Lösung bestrahlter Thymus-DNS

ergaben in guter Übereinstimmung mit früher gefundenen

Ergebnissen, daß hier die Summe der 51-Phosphat- und

5 lOH-Gruppen gleich der Anzahl der Einzelstrangbrüche isto

Der geringe Anteil an 5'P-Gruppen nach direkter Bestrah­

lung ist also nicht auf eine ungenügende Versuchsanord­

nung zurückzuführen 0
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70 Tabellen und Abbildungen





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

Alkali-Behandlung.

Anteil der %Abnahme
Versuchs serie Sedimentation Dosis [Krad} Kcmponente J der Komponente I

I ! neutral I 0 0,58 1DO

o 0,579 100

50 0,48 87

150 0,325 59

200 0,27 49

300 0,20 34,3
400 0,14 25,4

0,0 0
t------ • - ~- ..----_..__.._-- -- -- ----.-- - .......,--.. -----.---- ..~- -------.----------------- ----~-~--"l"

! 11 ! neutral I 50 ! 0,52 I 78,9 I
l l l l : j

I I ! 100 I 0,48 ! 73,9 I
• ~ ~. r . i ~~ .. ~7 i

i i -I UU ! 0, 48 ; , f ), g !

i ~ ~ :7 ~- i . 0 ~ . ~ ~ I~ I
; • I .JU • 0 )4~ ; v / ' I j
i ~ ! ~ I i

! I 250 I 0,28 j 41 ,9 I
! i S ~
j j 300 1 0,22 j 33,4 !

~__L~__ _ ~ . 1 : ; ;

Fortsetzung nächste Seite



For-t se taung Tabelle I

-----.

IV neutral I,
!

I
;

I
~,

I
!

I
!
!

~
:

100

13,4
0,48

0,3 16

I 0,42 ! 100
i i
! 0,38 ! 88,3
! !

i 0,35 I 69,6

I 0,265 I 61,5· .I 0,21 I 48,7
i i
I 0,21 ! 48,7
~ i
i 0,18 ! 41 , 8 I

~_~~_ . ~.__~ i~ ;

j···~,
i ;
~ 0,275 i 63,8 ,

_~__~_~_t~ ._._. .__."_. ~._.___ __~. __~_~i~ i

°50

100

150

200

250

250

°100

150

neutral111

r-----.--- T" .._.~~------- -j - - -~.~-~---~-- .-- r- -~~~~'----'

V alkalisch I 50 I 0,15 ! 85,5 I
~ t • :

(pR = 12 , 5)! 100 I °,13 I 74 , 1 I
I 150 I 0, 113 I 64,4 I
; . -'~._ .... .L_ _ l

~_._-

VI alkalisch ° 0,248 100 I
(pR = 12,5) 50 0,197 81,6 I

l
100 0,185 76,5 I

i
150 0,156 64,5!

200 0,1'315 54,5 I- ~



Tabelle 11.: Brüche und Endgruppen nach Bestrahlung trockener Thymus-DNS im Vakuum.

°1 ,33

1 ,95

°2,36
8,9

6,7

2,6
20,0/16

4,5
9,0

12,1

12,2
9,5/7,6/16,0

14
17,7

17

°0,9

0,5

°
°

°°

°°°

°
°

5 'OR-Gruppen 5'-Phosphatgruppen

I pro Nukleotid'104 pro Nukleotid'104
L ~ _

--j -- ~-----

°14,5

23,2
8,15

10,6
13,5

52-,0
24,3
40,2:'
34,2
44,0
22,3
96,3
87,7
29,6
40,0
48,3
16,9

Bi .104

r ---------------··----1

I 2,E
i

! 0,2

i 0,1
j ° ~i , ..

i ° ri , c

0,185

0,07
0,125

0,084
0,092
0,0685
0,125
0,069

0,04
0,102
0,08
0,0415

0,165

I Mn'1 e)-6

~

0: Meßwert für die Radioaktivität des eingebauten 3
2p nicht signifikant vom Nullwert verschieden

nicht gemessen

Dosis fMrad] 320.,W ~'~w·1 0-
6

l i --!--_._-~--

I ° I ! 7,44
I ::
I 5 j 8,8 j 1,23
j i!
J 10 I 7,55 I 0,65
1 10! 7,9 i 0,7
~ ~:

j 20 1 7 ,° ! 0,5 1
I 20 I 5,1 ! 0,275
i . i iI 30 ! 5 ,65 ! 0,37
1 30 1 5,4 1 0,28
.., ::

I 40 1 5 , 2 I °,275
I 40 ~ 4,75 ~ 0,22
i 40 l 4,7 j 0,155I :'I 401 5,3 ! 0,22
i 40 j 4,3 ! 0,205
i ~ jI 50 I 3,8 I 0, 15
I 50 1 4 , 5 ! °,21
I 50 I 4,5 1 0,21
I 50 1 3,8 j 0,145
I 6 ! )
I ° 1 4,1 1 0,29
. " ------'---------'---------::-!::-----'-----------'----------_i



Tabelle 111: Brüche-und Endgruppen nach Bestrahlung von Thymus-DNS in Lösung.

r-- - -~-~--- ~ ---~---~-.! -------,-.---~~~- ---'f---- ---- -i"- ---- ----------- f

I Ddlsis [KradJI S20 W I M _10- 6 l lf_10-6 I B1·10
4

I J' J W I n I
5'OH- + 5'-Phos­
phatgruppen pro

104 Nukleotide

3,1

3,1
3,4

3,2
4,0

....----------r------·--·--------·
o ~ 12,5

f
30 l
30 f

40 I
40 j

1
50 j
50 1

~

0,0555
0,.078

0,074
0,17

0,08

r---~----~---.---------1---~------__,________----------___,

i i
! - i - °
~' ~

! 0,046 ! 49,4 39
I 0,049 I 59,1 42,6
i :. .
I 0,05 I 53,0 52
! 0,097 ! 30,4 49,e
I :
i :
! ~

! - j - 73
I 0,045 j 64,9 71
~ ~



Abb. 1: Struktur der Deso~ibonUkleinsäure (nach

Karlson, 1966).
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Abbo 2: Schema der Struktur von SV40-DNS, Superhelix

(Komponente I) und offene Ringform mit einem

Einzelbruch pro MolekÜl (Komponente 11)0





Superhelix
(Komponente!)

215

SV 40- DNS

offene Ringform
(Komponente!!)

16 5





AQQo 3: Bandzentrifugation von SV40-DNS in neutraler

Saccharoseo

Probenkammer: 0,21 ~g DNS in 10 ~l 0,15 m NaCl

+ 0,015 m Na-Citrato

Sektor: 4 %Saccharose, 0,05 m NaCl, 0,006 m

Phosphatpuffer, pH = 7,30

Komponente I: S20 VI = 21,
Komponente 11: S20,VI = 17

Aufnahmen: 16, 32, 48, 64 Minuten nach Über-
schichtung0

Upm s r 17980
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Abbo 4: Bandzentrifugation von SV40-DNS in alkalischer

Saccharose 0

Probenkammer: wie in Abbo 3

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

Komponente I: S20,w = 21

Einsträngige zirkuläre und lineare DNS:

S20,w = 15 - 17

Aufnahmen: 16, 32, 48 Minuten nach Überschichtungo

Upm..r 17980
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Abbo 5: DosiseffektkUrven der einzelnen Versuchsserien

für die Abnahme der Komponente I nach Bestrah­

lung trockener SV40-DNS im VakUUIDo

A., ('j, 1::)1 , g Versuchsserien I - IV, Sedimen­

tation in neutraler Saccharoseo

0, b. Versuchsserien V + VI, Sedimen­

tation in alkalischer Saccharoseo
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Abbo 6: DosiseffeKtkUrve der Abnahme der Komponente I

nach Bestrahlung trockener SV40-DNS im VakUum,

normiert auf den Anteil der Komponente lohne

Bestrahlung ( = 100 %)0

Symbole wie in Abbe 5
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Abba 7: DosiseffektkUrve der Einzcelstrangbrüche und der

5'-Endgruppen von Thymus-DNS, die im trockenen

Zustand im VakUum bestrahlt wurdeo

t Einzelstrangbrüche pro 104 NUkleotide

~ 5'-Phosphat-Endgruppen pro 104 NUkleotide
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Abba 8: DosiseffektkUrVe der Einzelstrangbrüche und der

5'-Endgruppen von Thymus-DNS, die in 0,01 m NaCl

bei 450 11 g/ml bestrahlt wurde 0

Symbole wie in Abba 7
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Abbo 9: Anteil der verschiedenen Ereignisse pro primäre

WechselwirkUng der ionisierenden Strahlung mit

der Materie

a) Häufigkeit der Ereignisse in %

b) Anteil der inelastisch gestreuten Elektronen

pro Energieintervall (nach Rauth und Simpson

1964)

c) ~nteil der Primärionisationen mit verschie­

denen Ionenpaaren (Ore und Larsen 1964)

d) Anteil der Einzel- und Doppelstrangbrüche

e) ~nteil der charakterisierten 5'-Endgruppen





0) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0/0

b) 10- 20eV 20-30 eV 30-40eV 140-50 I 50-70 170-1001 -100eV

c) Jonenpanre: 1 2 3 4 15

d)

e) nicht phosphorylierte od er
phosphorylierbare 5'- Enden




