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Calf thymus DNA was irradiated in aqueous solution and fractionated on columns of kieselgur
with methylated serum albumin (MAK). Irradiated DNA was firmly bound by the MAK-column
in neutral pH, exponentially to the radiation-dose; it could be eluted, however with 2 N-ammo-
nia. There is only a limited region of the DNA-molecule, which is responsible for the retention, as
the irradiated DNA-molecules could be degraded by ultrasound to fragments which are retained
by the column and to those which can be eluted.

Experiments with DNA, degraded by DNase or ultrasound, have shown, that breaks of the
double helix or breaks of a single sirand are not responsible for this retention. Crosslinks between
the molecules or alterations of the nucleotide bases could as well be excluded.

The sensitivity of the DNA concerning the observed radiation effect depends on the ionic
strength of the solution during irradiation. In 0.4 M NaCl, where the helical siructure of the DNA
is more stable, the radiosensitivity is lower than in 0.01 M NaCl. This leads to the conclusion, that
short single stranded regions are formed by irradiation and are responsible for the binding by the
column. The denatured regions in irradiated DNA can not be recognized, however, by alteration
of absorbancy-temperature relationships. The size of these regions in the DNA-chain and the mecha-

nism of their formation is discussed.

lonisierende Strahlen vermogen die Wasserstoff-
bindungen von nativer, doppelstringiger DNS zu
offnen. Cox u. a.! zeigten, daf} die titrierbaren basi-
schen Gruppen im Molekiil mit steigenden Strahlen-
dosen zunehmen. Auch auf Grund der Beobachtung
eines Anstiegs der Extinktion bei 260 nm nach Be-
strahlung konnte man auf eine Denaturierung schlie-
Ben 2. Weiter wurde versucht, aus der Anderung der
Extinktion bei verschiedenem pH-Wert die Zahl der
aufgebrochenen Wasserstoffbindungen pro 100 eV
absorbierter Strahlenenergie zu berechnen 3. Hacex
u. a.* 3 untersuchten diese strahlenbedingte Denatu-
rierung an DNS-Losungen unter Heranziehung meh-
rerer Kriterien. Aus der Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums, der Erniedrigung des Schmelzpunk-
tes und der Anlagerung von Formaldehyd an die be-
strahlte DNS lieB sich berechnen, daB zwischen 3,8
bis 24,1 Wasserstoflbriicken pro 100 eV absorbier-

ter Strahlenenergie aufgebrochen werden.

Diese Berechnungen liefen jedoch unberticksich-
tigt, ob einzelne Molekiile vollstindig, andere da-
gegen nicht denaturiert sind oder ob in der bestrahl-

1 R. A. Cox, W. G. Overenp, R. A. Pracocke u. S. WiLson,
Proc. Roy. Soc. [London] 149, 511 [1958].

2 P. Emmerson, G. Scumores, D. H. Tromson, J. F. Warp u.
J.J. Waiss, Nature [London] 187, 319 [1960].

3 B. Corryns, S. Orapa, G. Scmores, J. J. Warss u. C. M.
Waeersr, Radiat. Res. 25, 526 {1965].

4 U. Hacen, Nature [London] 194, 182 [1962].

ten Losung partiell denaturierte DNS-Molekiile vor-

liegen.

Hersury u. a. % zufolge ist die Chromatographie
an Sdulen aus methyliertem Albumin auf Kieselgur
(MAK) besonders zur Trennung mnativer und de-
naturierter DNS-Molekiile geeignet. Wie die vorlie-
genden Experimente zeigen, konnen mit Hilfe der
Fraktionierung an der MAK-Sdule am bestrahlien
DNS-Molekiil begrenzte Abschnitte mit zerstorten
Wasserstoffbindungen nachgewiesen werden. Sie
seien im folgenden als ,,denaturierte Zonen“ bezeich-
net. Fiir die biologische Funktion der DNS in be-
strahlten Zellen konnen solche Strukturverinderun-
gen von Bedeutung sein, zumal sie den natiirlichen
Replikationsstellen in einer DNS sehr ihnlich sind.

1. Methoden

Gewinnung der DNS und Qualitdispriifungen
Die DNS wurde aus Kalbsthymus, wie frither aus-

fithrlich beschrieben? in Anlehnung an das Verfahren
von CorLTER u.a.® mit Phenol isoliert. Die Konzentra-

5 U. Haceny u. R. Wirp, Strahlentherapie 124, 215 [1964].

§ A. D. Herszey, E. Goupsere, E. Burer u. L. Incramam, J.
molecular Biol. 6, 230 [1963].

7 U. Hacen, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 134, 45
[1967].

8 J. S. Correr, R. A. Brown u. K. A. O. ErLey, Biochim. bio-
physica Acta [Amsterdam] 55, 31 [1962].
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tionsbestimmung der DNS-Losung erfolgte mittels der
Extinktion bei 260 nm. Der Extinktionskoeffizient der
DNS betrug dabei 22,0 cm®mg™!; er wurde aus der
Bestimmung des Phosphatgehalts nach CHex? ermit-
telt. Falls die DNS in Phosphaipuffer gelost war, fithr-
ten wir die Desoxyribose-Bestimmung nach Discae 1®
in der Abwandlung nach Burrox !! durch. Der Protein-
gehalt der DNS wurde nach Lowry w. a.!? bestimmt.
Der RNS-Gehalt konnte nach der Vorschrift von Voxmw
und Conn 13 mit Orcinol ermittelt werden.

Viskosititsmessungen wurden an einem Drehviskosi-
meter nach Harscuex-Couvrrre 14 durchgefiihrt. Sedimen-
tationsmessungen mit der analytischen Ultrazentrifuge
(Beckman Spinco E) und die Bestimmungen der Mol.-
Gew. erfolgten nach den an anderer Stelle 71516 aus-
fiihrlich beschriebenen Verfahren. Zur Berechnung der
Briiche pro Molekiil verwendeten wir nicht das Massen-
mittel My, welches man aus der Sedimentationskon-
stanten bei 50% der DNS-Konzentration erhilt, sondern
das durch die Mol.-Gew.-Verteilung erhaltene Zahlen-
mittel My, das ein MaBl fiir die mittlere Kettenlange
darstells.

Bestrahlung

Die Bestrahlung der DNS geschah bei einer Kon-
zentration von 0,5 mg/ml in 0,01 M NaCl bei:pH 7 in
einer %Co-y-Quelle mit der Dosisleistung von 6,5°10%
R/h (Gammacell 200, Atomic Energy of Canada, Lid.).
Vor der Bestrahlung wurde 5 Min. lang ein Stickstofi-
strom durch die Lésung geleitet.

Fiir die Bestrahlung mit ultravioletitem Licht ver-
wendeten wir  einen Quecksilberniederdrucdkbrenner
»Vykor® der Fa. Grinizel, Karlsruhe. Proben von 5.ml
DNS:Lésung der Konzentration von 0,2 mg/ml in 0,01 M
NaCl wurden in einem rotierenden Quarzrohr mit UV-
Licht der Wellenlinge 253,7 nm bestrahlt. Die in der
Probe absorbierie Energie betrug bei der von uns
durchgefiihrten Aktinometrie nach Bowzn1? 2,76-108
erg ml 7 imin~t.

Degradierung

Die mechanische Degradierung : geschah mit Hilfe
des Branson-Uliraschall-Desintegrators ,,Sonifier® bei
einer Frequenz von 20 kHz. Die enzymatische Degra-
dierung wurde  mit Pankreas—Desoxyribonuclease« 1
(Worthington, Code- DPFFE). in 0,01 M NaCl unter. Zu-
satz von' 0,5-10¢M MgClz+MnC12 bei pH 7 durchge-
fithrt. Die Reaktion von 0, .1 ug Enzyni/ml DNS-Lisung
wurde im Drehviskosimeter verfolgt und bei der ge-
wiinschten Degradierung durch Erhchung der NaCl-
Konzentration auf 1M und Zugabe von Phenol unter-

9P, S~Crex, T. Y. Torara u. H. WARNER, Analytic. Chem.
28, 1756 19561

10 7, Discug, Mikrochem. 8, 4 [1930].

1t K. Burron, Biochem. J. 62, 315 [1956].

12 O, H: Lowry, N. J. Rosenerovcr, A. L. Farr w. R. J. Ran-

... DaLL, J.’biol. Chemistry 193, 265 [1951].

13 E. Voxiv u. E. E. Cony, in: Methods of Biochem. Analysis
Vol. I, 287, New York 1957.

14 F. Harscark-Coverre, Kolloid-Z. 12, 238-[1913].

brochen. Das Phenol wurde durch Atherexiraktion und
Dialyse wieder entfernt.

Bestimmung des Schmelzpunktes

Der Schmelzpunkt (Tm) einer DNS-Probe wurde in
einer heizbaren Quarzkiivette im Spektralphotometer
(Zeiss) bestimmt. Bei konstanter Aufhejzgeschwindig-
keit wurde die Extinktion- kontinuierlich mit einem
Schreiber gemessen und Ty graphisch ermittelt.

Adsorptionschromatographie

Fiir die Chromatographie an methyliertem -Albumin
auf Kieselgur (MAK) benuizten wir frittierte Chro-
matographierohre von 2 cm Durchmesser. Die etwa 4 cm
hohe Sdulenfiillung, die fiir jeden Versuch neu bereitet
wurde, war fiir 1 mg DNS berechnet. Sie bestand aus
folgenden ~Schichten: 1. 0,8 g gereinigte Cellulose,
2. 2,0 g gereinigtes Kieselgur + 0,5 ml 1-proz. methy-
lierte Albuminlésung, 3. 1,5 g gereinigtes Kinselgur +
5ml MAK-Suspension und 4. 0,5 g gereinigies Kiesel-
gur.

Die Reinigung der Cellulose und des Kieselgurs er-
folgte - nacheinander mit 1 N HCl, 0,5 N NaQOH und
2 M NaCl. Bei der Methylierung des Albumins folgten
wir der Vorschrift von Havasar u. a. 8. Die MAK-Sus-
pension entsprach der von MaxpeiL und Hersmry 1 be-
schriebenen. Alle Schichten wurden in 0,4 M NaCl —+
0,05 M Phosphatpuffer pH 6,7 eingefiillt und sowohl
vor dem Aufiragen der DNS als auch danach mit die-
ser Losung gespiilt. Die Elution erfolgie mit einem
linearen Gradienten aus 0,6 M bis 1,0M NaCl +
0,05 M -Phosphatpuffer pH 6,7. Die Extinktion des
Eluats wurde bei 260nm in einem Uvicord (LKB,
Schweden) kontinuierlich gemessen. Die Ausbeute einer
Elution wird in % der Menge eluierter DNS zu aufge-
tragener DNS angegeben. Fiir die Darstellung der Ab-
hingigkeit der Elution von Sirahlendosis und Tempe-
ratur wird die mittlere. Ausbeute des jeweils verwen-
deten unbehandelten DNS-Priparates gleich 100% ge-
setzt. )

2. Ergebnisse

Die Eigenschaften unserer DNS-Priparate bei der
Chromatographie ‘an der MAK-Saule zeigt Tab. 1.
Mit 0,4 M NaCl wird eine Fraktion eluiert, die zum
groBten Teil aus RNS und aus geringen Mengen nie-
dermolekularer DNS besteht. Die hochmolekulare
DNS erhalt man bei einer NaCl-Konzentration von
0,6 —0,8 M. ‘In einer fritheren Arbeit? wurde die

13- U. Haeex u. H. Wersstemy, Strahlentherapie 128, 565{1965].

16T, Bomng, T. CoquereiiE u. U. Haczn, Studla biophys., im
Druck.

17 E. J. Bowey, in: The chemical Aspects of Light, Oxford
Univ, Press, New York 1949.

18 M. N. Havasur, M. Hayassr u. S. Seieceimax, Biophysic. J.
5, 231 [1965].

19 J. D. Mawspert u. A. D. Hersaev, Analyt. Biochem. [New
York] 1,66:[1960].
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DNS in diesem Bereich stufenweise eluiert und die
einzelnen Fraktionen mit Hilfe der Sedimentations-
analyse charakterisiert.. Im Gegensatz dazu wurde
in den vorliegenden Versuchen ein linearer Gradient
benuizt, da vor allem die Gesamtmenge der eluierten
DNS interessierte. Die Hauptfraktion, die zwischen
0,7 und 0,8 M NaCl erhalten wurde, betrug 60 bis
80% der aufgetragenen DNS-Menge. Die Ausbeute
an degradierter DNS war héher, dagegen wurde
thermisch denaturierte DNS vollstandlg auf der
Sédule zuriickgehalten.

Prip.  Viskositit Elutionsmenge in 9, aufge-
Nr. [7] . tragener DNS

[dl/g] in in
0,4 M NaCl 0,7—-0,8M NaCl
Natrw, unbehandelt

11 140 8,4 71,6
15 — 4,5 58,0
18 130 8,8 82,0
21 120 0,6 66,0
25 40 0,0 80,0
31 110 10,4 57,0
40 170 7.8 62,5
47 94 2.4 71,5
48 — 3,9 72,2
50 99 5,9 69,8

Natww, mit Ultraschall degradiert
15 21 5,7 78,0
21 11 3,6 93,0
31 — 11,3 74,5

o Denaturiert, 10 Min. 90 °C

18 — 8,8 0,0
40 18 11,9 0,0
53 — 8,9 0,0

Tab. 1. Chromatographie einiger DNS-Priparationen an Sdu-

len aus methyliertem Albumin auf Kieselgur. Der Protein-

gehalt der Priparationen betrug 2—3%, der RNS-Gehalt
4—8: Prozent.

Chromatographiert man bestrahlte. DNS; so er-
gibt sich, daf} sie in einem exponentiellen Verhéli-
nis zur Strahlendosis fest an die S&ulenfiillung ge-
bunden wird. (Abb. 1). Eluiert man die Siulen an-
schlieﬁend‘ mit 1,5 M NaCl in 0,1 M Tnspuffer,
po H 8, und dann mit 1 ,5>M Na(Clin 2 N NH3 U c. ‘"),
so 1aBt sich die gebundene DNS-Fraktion wieder
vollstandig gewinnen. Die Abhiingigkeit der bei
pH 7 eluierbaren DNS-Menge von der absorbierten
Dosis folgt formal . einer - Ein-Treffer-Kurve. Die
Strahlenempfindlichkeit einer DNS-Probe kann so-
mit durch die Dosis beschrieben werden, die zur
Abnahme der Elution auf 37% der Kontrolle fithrt

2 M. G. Sure u. K. Burroy, Biochem. J, 98, 229 T1966].
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(D3;). Die Dy, fir die Bindung an die MAK-Saule
betrégt bei Bestrahlung der DNS in 0,01 M NaCl
460 R und bei Bestrahlung in 0,4 M NaCl 1100 R.
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Abb. 1. Bindung bestrahlter DNS an die MAK-Siule. Kon-
zentration bei der Bestrahlung (%'Co-p-Strahlen) : 0,5 mg/ml
0,01 M NaCl. Dargestellt sind Werte aus 9 DNS-Priparatio-
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Abb. 2. Elution bestrahlier DNS von der MAK-Siule. Der
‘Wert unbestrahlter DNS ist gleich 100% gesetzt. Die Bestrah-
lungsbedingungen sind die gleichen wie in Abb. 1. -®—@—
hochmolekulare DNS (Mw=107) Dy;=460 R. ~m—m— DNS,

degradiert nach Bestrahlung (Mg =2,5-10% B,-= 1880 R
—A—A— DNS, degradiert vor Bestrahlung (Mw=2,5-10%)
Dy, = 11,2 kR.

Degradiert man die DNS nach der Besirahlung
mit Ultraschall auf ein Viertel ihres Mol.-Gew., so
erhoht sich die Elution auf das Vierfache, die D,
betrigt entsprechend 1880 R (Abb.2, Kurve 2).
Diese bessere Eluierbarkeit ‘der bestrahlten DNS
nach einer Degradierung besagt, dall dabei das Mo-
lekiil in geschadigte und ungeschidigte Abschnitte
zerlegt wird. Degradiert man die DNS bereiis vor
der Bestrahlung, so. wird die Dosiseffektkurve noch
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wesentlich flacher, die Dy, erh6ht sich auf 11,2 kR
(Abb. 2, Kurve 3). Dies besagt, dal degradierte
DNS, deren Mol.-Gew. auf ein Viertel reduziert wor-
den war, in bezug auf den mit der Chromatographie
erkennbaren Strahlenschaden wesentlich resistenter
ist als unbehandelte DNS.

Da ionisierende Strahlen an der DNS die verschie-
densten Veridnderungen der molekularen Struktur
hervorrufen, war im einzelnen zu priifen, welche von
ihnen die Bindung an die MAK-Siule verursacht.
Durch Behandlung der DNS mit verschieden wirken-
den Agenzien konnten hierfiir. Hinweise gewonnen
werden. Die wichtigstenr Verdnderunigen der DNS-
Struktur nach Bestrahlung sind Briiche in der Dop-
pelhelix 7, Briiche in der Einzelkette 7, Vernetzungen
zwischen den einzelnen Molekiilen 13, Zerstorung der
Nucleotidbasen 2 und ‘die Offnung der Wasserstoff-
bindungen 173 zwischen den beiden Strangen:

Briiche der Doppelhelix kommen als Ursache der
Bindung an die MAK-Siule nicht in Betracht, da
DNS, die mit Ultraschall degradiert wirde, besser
von der Sidule eluiert werden konnte -als. unbehan-
delte DNS (Tabn. 1 und 2). Dagegen konnte: der
Bruch einer der beiden Nucleotidsiréinge in der Dop-
pelhelix diese Bindung verursachen. Um die Rolle
dieser Einzelbriiche bei derBindung an -die. MAK-
Sdule zu studieren, untersuchten wir die Eluierbar-
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keit von DNS nach kurzer Behandlung mit Desoxy-
ribonuclease. Hierbei enistehen neben Briichen der
Doppelkette auch zahlreiche Einzelbriiche. Tab. 2
gibt eine Ubersicht iiber die Mol.-Gew. nativer und
denaturierter DNS und iiber die Zahl der durch
DNase einerseits und durch Ultraschall andererseits
erzeugten Briiche. Bemerkenswert ist,” daf in den
mit Uliraschall degradierten Proben keine Briiche
der Einzelkette nachgewiesen werden konnten.

Vergleicht man die Zahl der Einzelbriiche mit den
Elutionswerten von der MAK-Siule, so ist keine Be-
ziehung zueinander festzustellen. Die Zahl der Ein-
zelbriiche spielt also keine Rolle bei der Bindung an
die Sédule. Dies wird zusdizlich dadurch bestitigt,
dal} das Eluat einer bestrahlten Probe die gleiche
Zahl von Einzelbriichen aufweist wie die Probe vor
der Fraktionierung, obwohl nur 18,3% der aufgetra-
genen Menge eluierten.

Vernetzungen zwischen den DNS-Molekiilen sind
nach Bestrahlung von trockener DNS 5 sowie auch
nach Bestrahlung von DNS-Losungen beschrieben
worden 15: 16, 22 23, Bej Bestrahlung von konzentrier-
ten DNS-Losungen oder in Gelen ist ihre Entstehung
begiinstigt 15 23. Wir bestrahlten deshalb DNS-Gele,
in denen die Molekiile dicht gepackt vorliegen und
priiften dann: die Bindung dieser DNS-Priparate
an'die MAK-Siule. Bei der Konzentration von 5 mg

Art der

Probe nativ denaturiert ‘ Zahl der Elution von
Behandlung My - 106 My -10-6 My -10-6 My, -10-6 Einzelbriiche. der MAK-Siule
" pro Molekiil [%1

Kontrolle unbehandelt 12,91 5,66 4,98 2,34 0+0,2 65,5

Dy DNase 2,06 1,08 0,27 0,18 2,00 62,5

Ds DNase 7,15 2,71 1,11 0,60 1,26 72,0

Dg DNase 4,31 1,93 - 0,44 0,24 3,02 84,0

D3 DNase 11,61 8,30 3,11 2,31 0,80 55,0

Das DNase 8,98 7,53 3,88 1,87 1,01 38,4

Doe DNase 8,84 6,05 1,31 0,87 2,47 47,3

: Ultraschall )

Dy 10 sec 0,88 0,62 0,63 0,29 0 - 0,07 \

Dy 10 sec 1,28 . 0,82 1;05 - 0,58 040,29

D; 10 sec 1,38 0,98 0,97 "~ 0,54 0+ 0,09

Dis 2 gec 2,00 1,48 1,23 0,82 040,10 86,0—93,0

Dgp 6 sec 1,22 0,96 0,75 0,46 040,03 )

Doy 8 sec 0,96 0,71 0,55 0,33 0 4+ 0,06

Do 10 sec 1,63 1,29 0,80 0,56 040,15
DNS 39 bestrahlt 550 R 29,47 s 17,82 5,13 3,22 1,77 18,3
Eluat in : : »
0,7M NaCl == 14;32 ; 12,9% 5,47 2,22 1,90 —

Tab. 2. Mol.-Gew. degradierter DNS, die Bestimmung von Einzelbriichen und die Elution von der MAK-Siule.

21 J. J. Weiss, Progress in Nucleic Acid. Res. 3, 103 [1964].:
22 N. N. Das Guera, M. Sargar u. D. N, Misra, J. molecular
Biol. 15, 619 [1966].

25 P. Avexanper u. J. T, Lerr, Nature [London] 187, 933
[19607.
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/ml ergab sich eine Dy, von 11,5 kR, bei 10 mg/ml
eine Dy, von 50-kR (Abb. 3).

Bei Viskositdtsmessungen 2 ergab sich in dem Be-
reich von 0,2 — 5 mg/ml eine lineare Beziehung zwi-
schen der Konzentration der bestrahlten Losung und
der fiir einen bestimmten Effekt erforderlichen Strah-
lendosis. Nehmen wir dies auch fiir den Strahlen-
effekt an, der zur Bindung an die MAK-S&ule fiihrt,

=
k=3

[Sr =)
o o

=
=1

)
=

Fution von der MAK~S;’2//5 ———

- i
0w W6 8 R

Dosis ——— ;
Abb. 3. Elution nach Bestrahlung von DNS-Gelen. —@——@—
Konzentration bei der Bestrahlung: 5 mg/ml 0,01 M NaCl

—m—m— Konzentration bei der Bestrahlung: 10 mg/ml 0,01 M
NaCl. - :

so ist nach einer Bestrahlung von 5mg/ml-eine Dy,
von 4,6 kR und von 10 mg/ml eéine Dy, von 9,2 kR
zu erwarten. Tatsichlich wurden viel hohere Dosen
gefunden. Dies besagt, dal} .das Ereignis, das fiir die
Bindung der DNS an das methylierte Albumin ver-
antwortlich ist, bei Bestrahlung in konzentrierter
Lésung viel seltener auftritt als in' verdiinnter. So-
mit sind Vernetzungen als Ursache dieses Strahlen-
effekts wenig wahrscheinlich.

Die Bedeutung der durch die Strahlung zerstérten
Nucleotidbasen fiir die Bindung an das methylierte
Albumin .priiften wir durch vergleichende Bestrah-
lung der DNS mit UV-Licht. Bekanntlich werden da-
bei die Basen wegen ihrer hohen Absorptionsfihig-
keit in diesem Bereich bevorzugt geschidigt?®. Be-
strahlungsversuche mit UV-Lichi von 253,7 nim &r-
gaben fiir die Elution eine Dy, von 9,210 erg/ml
(Abb. 4). Auf Grund von Extinktionsmessungen
konnten wir erschlieBen, dal nach dieser UV-Dosis
etwa 3,3% der Basen zerstort sind.

Dagegen kann man aus dem G-Wert fiir die Zer-
storung der ‘Basen in der DNS nach y-Bestrahlung

24 [, Hacex, unveroffentlicht.

M. ULLRICH UND U.HAGEN
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Abb. 4. Elution nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht
der Wellenldnge -253,7 nm: Konzentration: 0,2 mg/ml 0,01 M
NaCL

berechnen 2!, dafl nach 460 R, der D, fiir die Elu-
tion, nur 0,03% der Basen zerstort sind,” Im Ver-
gleich zu den Ergebnissen mit der UV-Bestrahlung
erscheint dieser Anteil zu gering, um fir die Bin-
dung der DNS an die MAK-Sdule primir verant-

wortlich zu sein.

Als Ursache des beobachteten Strahleneffekts konn-
ten somit definierte Verdnderungen der Struktur
einzelner DNS-Bausteine, wie sie den Schiden der
Nucleotidbasen sowie den Briichen und Vernetzun-
gen" zugrunde liegen, ausgeschlossen  werden. Die
besondere Bindungsfihigkeit der denaturierten DNS
an die MAK-Sidule lie} nun vermuten, da in der
bestrahlten DNS umschriebene Abschnitte vorliegen,
in denen die Nucleotidsiringe voneinander getrennt
sind. Diese fitlhren dann zur Bindung des ganzen,
sonst ungeschidigten DNS-Molekiils. Wie von Her-
SHEY u. a. % gezeigt wurde, entstehen solche Molekiile
mit denaturierten Zonen auch unter Einwirkung von
Scherkriften bei erhohter Temperatur und kénnen
durch ihre Bindungsfihigkeit an methyliertes Albu-
min nachgewiesen werden.

Eine strahlenbedingte Offnung der beiden Nucleo-
tidstringe miifte dann auch von der Siabilitat der
Wasserstoffbriicken unter den - jeweiligen Bestrah-
lungsbedingungen abhéngen. Dies konnte besidtigt
werden. So ist, wie oben erwihnt, die Dg; in 0,01 M
NaCl viel geringer als in 0,4 M, entsprechend dem
viel geringeren Schmelzpunkt. In 0,01 M NaCl er-
mittelten wir 69 °C, in 0,4 M NaCl 88 °C. Ebenso
verhilt sich auch die Temperaturabhingigkeit der
Elution (Abb. 5). - '

25 J. Marmur, W. F. Anperson, L. Marrews, K. Berens, E.
Gasewska, D. Lave u. P. Dory, J. cellular comparat. Phy-
siol. 58, 33 [1961].
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Abb. 5. Temperaturabhéngigkeit der Elution. Konzentration:

0,5 mg/ml. Die Proben wurden 10 Min. bei der angegebenen

Temperatur gehalten und dann rasch abgekiihlt. Ionenstirke

bei der Erwirmung: ——— 0,01'M NaCl; 04 M

NaCl. Es sind Ergebnisse mit 5 DNS-Préparationen aufge-
' tragen.

Die Proben wurden 10 Min. bei der angegebenen
Temperatur inkubiert, rasch abgekiihlt und ansdilie-
Bénd auf ihre Eluierbarkeit gepriift. Gleichzeitig
wurde bei diesen DNS-Proben -die Erhohung der
Extinktion gemessen. Nach der Erwirmung fillt die
Elutionsrate rasch ab, und zwar schon bevor eine
Zunahme der Extinktion mefbar wird. Diese ist ge:
ringer als bei Messung des Schmelzpunktes, da bei
der raschen Abkiihlung-eine partielle Renaturierung
ncht zu vermeiden ist. Inman 28 konte an elektronen-
mlkroskoplschen Bildern zeigen, daB in dissem Tem-
peraturbereich bereits eine partielle Denaturierung
auftritt: Vergleicht man die Wirkung dieser Tempe-
raturbehandlung  auf die- Elution .in verschiedener
Tonenkonzentration, so ergibt sich eine gute Uber-
einstimmung mit der entsprechenden Erhéliung der
Extinktion. Die Bindung der DNS hingt somit vom
jeweiligen Zustand der Wasserstotfibindungen ab.
Wir konnen annehmen, daB auch die erhohte Bin-
dung der DNS nach Bestrahlung auf einer partiellen
Denaturierung der Wasserstoffbriicken beruht.

Diese umschriebenen denaturierten Zonen in einem
DNS-Molekiil - lassen sich-nicht-mehr renaturieren.
Kiihlt man die DNS nach Erwdrmung bis zum
Schmelzpunkt langsam auf 57 °C ab. und hilt sie
bei dieser Temperatur drei Stdn., so 148t sich keine
bessere Elution erzielen als nach raschem Abkiihlen
im Eisbad. Auch Renaturierungsversuche mit be-
strahlter DNS-waren ohne Erfolg. Dies ist in Uber-
einstimmung mit entsprechenden Versuchen von Her-
sHEY u.a.% mnach denen eine Renaturierung der

26 R. B. Inmax, J. molecular Biol. 18, 464 [1966].
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durch Scherkrifte erzeugten denaturierten Zonen
nicht gelang.

Inkubiert man eine DINS-Probe fiir langere Zeit
bei erhohter Temperatur, so werden nicht nur Was-
serstofibindungen aufgespalten, sondern es werden
auch Purinbasen freigesetzt 27. Gleichzeitig sinkt die
Viskositit. Wir priiften die Wirkung einer solchen
Behandlung auf die Elution an der MAK-Saule und
bestimmten gleichzeitig die Erh6hung der Extinktion
bei 260 nm sowie die Viskositiit. Um die Ergebnisse
mit denen von Greer und Zamenuor 27 vergleichen
zu konnen, inkubierten wir bei 81 °C. Die Ergeb
nisse zeigt Tab. 3.

Dauer - Extinktions- " Verlust an
der Elution  erhohung Viskositdt Purinbasen
Inkuba- gemessen bei nach GREERu.
tion 20°C, 260nm - ZAMENHOF 27
[Stdn.]  [%] 1%l [%] [Mol-%]

0 100 0 100 0
1 91,8 4,5 54 .. 0,2
2 74,9 54 43 04 .
3 — 5,7 35 0,6
4 54,5 — - 0,8
5 50,8 — 30 - 1,0
16 52,4 13,1 6,5 3.2
24 42,1 — — 4,8

27 - — 7 : 5,4

Tab. 3. Zeitabhiingiger Temperaturefiekt auf die DNS: Ge-
messen an der Elution von der MAK-Siule, an der Extink-
tionserhshung und an der- Viskositdt (Temperatur: 81 °C,
Konzentration: 0,5 mg/ml, Ionenstirke: 0,4 M.NaCL pH 7).

Aus der Erhohung der Extinktion bei 260 nm
folgt, daB nach lingerer Inkubation bei 81° eine
partielle Denaturierung der Molekiile stattfindet.
Entsprechend sinkt auch - die Elutionsrate. Dies steht
mit den Ergebnissen der Temperaturabhingigkeit
der Elution (Abb.5) in guter Ubereinstimmung.
Aus den oben dargestellten Versuchen an degradier-
ter DNS = wissen wir, daB. die gleichzeitig stattfin-
dende Abnahme der Viskositét allein keinen Einflul
auf die Elutionsrate hat. Der Verlust an:Purinbasen
ist-durdy die Inkubation bei 81° relativ hodr; er ist
viel héher als nach einer fiir die Abnahme der Elu-
tion vergleichbaren Dosis der y-Bestrahlung. Am
Beispiel einer solchen Depurinierung mit gleichzeiti-
ger Degradierung und Denaturierung kann. somit
ebenfalls erkannt werden, daf3 die Abnahme der
Elution an -der- MAK-Siule vornehmlich auf die Off-
nung der Wasserstoffbindungen zwischen den beiden
Nucleotidstringen zuriickzufithren ist.

27 S. Grerr u. S. Zamexsor, Federat, Proc. 18, 238 [1959].
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Diskussion

Mit Hilfe der Chromatographie an methyliertem
Albumin auf Kieselgur kénnen bestrahlte DNS-Mo-
lekiile in zwei verschiedene Fraktionen getrennt wer-
den. Die eine ist mit 0,6 — 0,8 M NaCl zu eluieren,
die andere Fraktion mit 1,5M NaCl in 2 N NH;.
Es konnte nun gezeigt werden, dafl diese, im neutra-
len pH-Bereich an die Sdule gebundenen DNS-Mole-
kiile einen kleinen Abschnitt voneinander getrennter
Nucleotidstringe tragen. Mit gleichem Verfahren
konnten Smite und Burron 20 die replikative DNS
in einer phageninfizierten E. coli-Zelle von der iibri-
gen DNS trennen. Sie fithren diese Bindung der re-
plikativen DNS an die MAK-Saule auf kleine Regio-
nen einstringiger DNS zuriick.

Die Ausdehnung solcher: denaturierter Zonen ist
begrenzt, da man sie mit den Methoden, die vollstén-
dig denaturierte Molekiile erkennen lassen, nicht
nachweisen kann. Zudem ist es moglich, das DNS-
Molekiil mit Ultraschall in verschiedene Abschnitte
zu zerlegen, und zwar in solche, die denaturierte
Zonen iragen und in andere, bei denen die Doppel-
helix erhalten ist. Neben denaturierten Zonen ent-
stehen im bestrahlten DNS-Molekiil auch Briiche und
Vernetzungen der Nucleotidsiringe sowie Schiden
der Nucleotidbasen. Wie unsere Versuche mit spezi-
fisch wirkenden Agenzien (Ultraschall, DNase und
UV-Licht) zeigten, kommen diese Verdnderungen an
einzelnen Bausteinen der DNS als alleinige Ursache
der Bindung an das methylierte Albumin nicht in
Betracht.

Die Hiufigkeit einer strahlenbedingten denaturier-
ten. Zone 148t sich aus der Dosiseffektkurve ermitteln.
Wir nehmen an, daB} nach einer Dosis, die die Elu-
tion. der DNS auf 37% der Kontrolle herabsetzt, im
Mittel jedes Molekiil einen solchen Abschnitt mit von-
einander getrennten Nucleotidstridngen irégt. Bei
DNS-Molekiilen mit einem Mol.-Gew. von etwa 107
betrug die Dy; 460 R, wein bei 0,5 mg/ml bestrakhlt
wurde. Daraus errechnet sich ein G-Wert von 0,10
Ereignissen pro 100 eV absorbierter Energie. Der
G-Wert fiir einen Bruch der Nucleotidkette betrigt
dagegen etwa 0,4 (l.c.?) und fiir die.Zerstérung
einer Nucleotidbase etwa 1 (Weiss 21). Das bedeu-
tet, daB ein DNS-Molekiil mit etwa 15000 Nucleo-
tidpaaren nach 460 R durchschnittlich eine denatu-

28 A. R. Pracocke u. J. 0. WaLker, J. molecular Biol. 5, 550
[1962].

M. ULLRICH UND U. HAGEN

rierte Zone enthdlt und zusitzlich vier Briiche der
Einzelkette sowie zehn geschidigte Nucleotidbasen.

Die Ausdehnung einer strahlenbedingten denatu-
rierten Zone 188t sich nur schétzen. Die kleinste par-
tielle Denaturierung, die Inman?® elektronenmikro-
skopisch beobachtete, umfaflt etwa 60 Nucleotid-
paare. PracockE u. a. ?® berechneten, daB bei einer
thermischen Denaturierung mindestens 20 Nucleotid-
paare voneinander getrennt werden. Die Ausdeh-
nung der strahlenbedingten lokalen Denaturierung
148t sich aus der Menge der gespaltenen Wasserstoff-
bindungen ermitteln, die mit verschiedenen Denatu-
rierungskriterien gemessen werden kann. Allerdings
liefern diese Kriterien nur nach relativ hohen Dosen
zuverldssige Werte. Wie frither gezeigt wurde 5, er-
hilt man als G-Wert fiir die Offnung einer Wasser-
stoffbindung 3,8 — 24,1, wobei nach kleinen Dosen
die Ausbeute gering ist; nach hoheren Dosen gréfier
wird. Rechnet man mit einem G-Wert von 5, dann
sind in einer denaturierten Zone 50 Wasserstoffbin-
dungen gedfinet oder 20 Nucleotidpaare voneinan-
der getrennt. :

Das Zustandekommen solcher lokal denaturierter
Zonen in der bestrahlten DNS lifit sich moglicher-
weise nach einem von Prarzman und Franck 22 dis-
kutierten Mechanismus verstehen. Durch pldtzlich
auftretende elekirische Ladungen im Innern eines
Makromolekiils bei der Energieabsorption werden
die polarisierbaren Seitengruppen derart ausgerich-
tet, dal mehrere schwache Bindungen, z. B. Wasser-
stoffbriicken, simultan aufbrechen. Diese Vorstellun-
gen sind allerdings fiir die direkte Strahlenwirkung
entwickelt worden. Es ist vielleicht moglich, daB
dhnliche Reaktionen von Radikalen ausgehen, die
bei Bestrahlung in wélriger Losung entstehen. In
diesem Fall wiirde in einer denaturierten Zone auch
immer eine Nucleotidbase geschidigt sein.

Es ist aber auch denkbar, daB eine umschriebene
Trennung der beiden Nucleotidsiringe nur dann ein-
tritt, "wenn eine Nucleotidbase innerhalb einer be-
stimmten Basensequenz geschddigt wird oder - be-
nachbart zu einem FEinzelbruch. Auf diese Weise
lieBe sich erkliren, daB denaturierte Zonen viel sel-
tener auftreten als Briiche der Einzelkette und Struk-
turverinderungen- an den Nucleotidbasen. Bevor
nicht nihere Aussagen iiber die Haufigkeit der ver-
schiedenen Schidden der Nucleotidbasen méglich

2 R. Prarzman u. J. Francg, in: Symposium on Information
Theory in Biology, Pergamon Press, London 1958.
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sind, lassen sich hierzu keine endgiiltigen Aussagen
machen.

Die denaturierten Zonen in der bestrahlten DNS
konnten auch auf der Wirkung der HzO®-Ionen be-
ruhen, die in wéBrigen Losungen im Bereich der
Primérionisation entstehen. Sie setzen fiir kurze
Zeit in einem umschriebenen Bereich den pH-Wert
der Losung herab. In diesem Bereich kénnten nun
die Wasserstoffbindungen der DNS aufbrechen,
ebenso wie eine Erniedrigung des pH-Wertes der
Losung zur Denaturierung des gesamten DNS-Mole-
kiils fiithrt % 30,

Smrra und SteveNs 3! haben auf diese Moglichkeit
der Strahlenwirkung in wélriger Losung aufmerk-
sam gemacht. Sie konnten die strahlenbedingte Hy-
drolyse von Didthylacetal auf umschriebene pH-Ver-
#nderungen durch H;O®-Tonen zuriickfithren. Der
G-Wert fiir die Produkte der Acetalhydrolyse stieg
annithernd linear mit der Konzentration der Losung
bis zu 41072 M an und blieb bei hdherer Konzen-
tration konstant. Bei 1,6-1073M wurde ein G-Wert
von 0,1 ermittelt. Dies enispricht der von uns ge-

3¢ K. Krck, Dissertation, Universitdt Freiburg 1966.
31 D. R. Swire u. W. H. Stevens, Nature [London] 200, 66
[1963].
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messenen Hiufigkeit denaturierter Zonen, wenn man
die Konzentration der DNS-Lsung auf die Molari-
tat des Monomers bezieht.

Die Bedeutung denaturierter Zonen in einem DNS-
Molekiil ergibt sich, wenn man die biologische Funk-
tion der DNS betrachtet. Nach Smire und BurTon 20
sind an der Replikationsstelle der DNS die beiden
Nucleotidstringe voneinander getrennt, wobei die
denaturierte Zone so ausgedehnt ist, dafl Molekiile
mit Replikationsstellen an der MAK-Siule gebunden
werden. Auch die Bindung der RNS-Polymerase an
die DNS hat eine lokale Denaturierung an dieser
Stelle zur Voraussetzung (Warter u.a.®?). Dem-
entsprechend wiirden dann die strahlenbedingten de-
naturierten Zonen ebenfalls als Bindungsstellen fiir
die RNS-Polymerase in Frage kommen. Eine solche
erhohte Bindungsfahigkeit von RNS-Polymerase an
bestrahlte DNS konnte aus anderen Versuchen er-
schlossen werden ®*. Der Zusammenhang zwischen
der Bindung der RNS-Polymerase an die DNS und
den denaturierten Zonen nach Bestrahlung soll an
anderer Stelle dargestellt werden.

32 G, WaLTER, W Znure, P. Paiu u. E. Fucas, Frithjahrsta-
gung der Ges. f. Biol. Chemie, Tiibingen 1967.
33 H, Kzdcer u. L. Scuucayann, Biochem. Z. 346, 191 [1966].






