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über die Strahlenempfindlichkeit der Wasserstoffbrücken
in der Desoxyribonucleinsäure

M. ULLRICH und U. HAGEN

Institut für Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe

(Z. Natnrforschg. 23 b, 1176-1183 [1968] ; eingegangen am 11. April 1968)

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, exponentiaIly 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 strand are not responsible for this retention. Crosslinks between
the moleeules or alterations of the nucleotide bases could as weIl 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 structure of the DNA
is more stable, the radiosensitivity is lower than in 0.01 M NaC!' This leads to the conclusion, that
snon 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.

Ionisierende Strahlen vermögen die Wasserstoff­
bindungen von nativer, doppelsträngiger DNS zu
öffnen. Cox u. a. 1 zeigten, daß die titrierbaren basi­
schen Gruppen im Molekül 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
ßen 2. Weiter wurde versucht, aus der Änderung der
Extinktion bei verschiedenem pH-Wert die Zahl der
aufgebrochenen Wasserstoffbindungen pro 100 eV
absorbierter Strahlenenergie zu berechnen 3. HAGEN
u. a. 4, 5 untersuchten diese strahlenbedingte Denatu­
rierung an DNS-Lösungen 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 ließ sich berechn~Il' daJ3 zwischen 3,8
bis 24,1 Wasserstoffbrücken pro 100 eV absorbier-
ter Strahlenenergie aufgebrochen '\verden.

Diese Berechnungen ließen jedoch unberücksich­
tigt, ob einzelne Moleküle vollständig, andere da­
gegen nicht denaturiert sind oder ob in der bestrahl-

1 R. A. Cox, W. G. OVEREND, R. A. PEACOCKE U. S. WILSON,
Proc. Roy. Soc. [London] 149,511 [1958].

2 P. EMMERSON, G. SCHOLES, D. H. THoMsON, J. F. WARD u.
J.J. WEIss,Nature [London] 187,319 [1960].

3 B. COLLYNS, S. OKADA, G. SCHOLES, J. J. WEISS U. C. M.
WHEELER, Radiat. Res. 25, 526 [1965].

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

ten Lösung partiell denaturierte DNS-Moleküle vor­
liegen.

HERSHEY u. a. 6 zufolge ist die Chromatographie
an Säulen aus methyliertem Albumin auf EGeselgur
(MAK) besonders zur Trennung nativer und de­
naturierter DNS-Moleküle geeignet. Wie die vorlie­
genden Experimente zeigen, können mit Hilfe der
Fraktionierung an der MAK-Säule am bestrahlten
DNS-Molekiil begrenzte Abschnitte mit zerstörten
Wasserstoffbindungen nachgewiesen werden. Sie
seien im folgenden als " denaturierte Zonen" bezeich­
net. Für die biologische Funktion der DNS in be­
strahlten Zellen können solche Strukturveränderun­
gen von Bedeutung sein, zumal sie den natiirIichen
Replikationsstellen in einer DNS sehr ähnlich sind.

Gewinnun~ der DlvS und Qualitätsprüjungen

Die DNS wurde aus Kalbsthymus, wie früher aus­
führlich beschrieben 7 in Anlehnung an das Verfahren
von COLTER u. a. 8 mit Phenol isoliert. Die Konzentra-

5 U. HAGEN U. R. WILD, Strahlentherapie 124.., 215 [1964].
6 A. D. HERSHEY, E. GOLDBERG, E. BURGI U. L. lNGRAHAM, J.

molecular Bio!. 6, 230 [1963].
7 U. HAGEN, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 134,45

[1967] .
8 J. S. COLTER, R. A. BROWN U. K. A. O. ELLEM, Biochim. bio­

physica Acta [Amsterdam] 55, 31 [1962].
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tionsbestimmung der DNS-Lösung erfolgte mittels der
Extinktion bei 260 nm. Der Extinktionskoeffizient der
DNS betrug dabei 22,0 cm2mg-1; er wurde aus der
Bestimmung des Phosphatgehalts nach CHEN 9 ermit­
telt. Falls die DNS in Phosphatpuffer gelöst war, führ­
ten wir die Desoxyribose-Bestimmung nach DISCHE 10
in der Abwandlung nach BURTON 11 durch. Der Protein­
gehalt der DNS wurde nach LOWRY u. a. 12 bestimmt.
Der RNS-Gehalt konnte nach der Vorschrift von VOKIN
und COHN 13 mit Orcinol ermittelt werden.

Viskositätsmessungen wurden an einem Drehviskosi­
meter nach HATSCHEK-COUETTE 14 durchgeführt. Sedimen­
tationsmessungen mit der analytischen Ultrazentrifuge
(Beckman Spinco E) und die Bestimmungen der Mol.­
Gew. erfolgten nach den an anderer Stelle 7., 15,16 aus­
führlich beschriebenen Verfahren. Zur Berechnllng der
Brüche pro Molekül verwendeten wir nicht das Massen­
mittel M w , welches man aus der Sedimentationskon­
stanten bei 50% der DNS-KonzentriLtion erhält, sondern
das durch die Mol.-Gew.-Verteilung erhaltene Zahlen­
mittel Mn, das ein Maß für die mittlere Kettenlänge
darstellt.

Bestrahlung

Die Bestrahlung der DNS geschah bei einer Kon­
zentration von 0,5 mg/mI in 0,01 M NaCI beipH 7 in
einer 60Co-y-Quelle mit der Dosisleistung von·· 6,5' 10;1
R/h (Gammacell 200, Atomic Energy of Canada, Ltd.).
Vor der Bestrahlung wurde 5 Min. lang ein Stickstoff­
strom durch die Lösung geleitet.

Für die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht ver­
wendeten wir einen Quecksilberniederdruckbrenner
"Vykor" der Fa. Gräntzel, Karlsruhe. Proben von 5ml
DNS-Lösung der Konzentration von 0,2 mg/mI in 0,01 M
NaCI wurden in einem rotierenden Quarzrohr mit UV­
Licht der Wellenlänge 253,7 nm bestrahlt. Die in der
Probe absorbierte Energie betrug bei der von uns
durchgeführten Aktinometrie nach BOWEN 17 2,76 '106
erg mI-Imin-I.

Degradierung

Die mechanische Degradierung geschah mit Hilfe
des Branson-Ultraschall-Desintegrators "Sonifier" bei
einer Frequenz von 20 k,Hz. Die .enzymatische Degra­
dierung wurde mit Pankreas-Desoxyribonuclease I
(Worthington,CodeDPEF) in .Q,OlM: •• Na<::lllnterZu­
satz von 0,S'104 M MgCI2+MnCI2 bei pH 7 durchge­
führt. Die Reaktion von 0,1 f.-lg Enzym/mI DNS-Lösung
wurde im Drehviskosimeter verfolgt und bei der ge­
wünschten Degradierung durch Erhöhung der. NaCI­
Konzentration a.uf 1 M und Zugabe von Phenol unter-

9p. S.-CHEN, T. Y. TORIBARA U. H. WARNER, Analytic.Chem.
2&,1756 [1956].

10 Z. DISCHE, Mikrochem. 3, 4 [1930].
11 K. BURTON, Biochem. J. 62, 315 [1956].
12 O. H. LOWRY, N. J. ROSENBROUGH, A. L. FAltR U. R. J.RAN­

DALL, J.biol. Chemistry193, 265 [1951].
13 E. VO:KlN U. E. E. COHN, in: Methods of .Biochem. Analysis

Vol.l, 287, New York 1957.
14 E. HATSCHE:K-COUETTE, Kolloid-Z. 12, 238· [1913J.

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

Bestimmung des Schmelzpunktes

Der Schmelzpunkt (Tm)einer DNS-Probe wurde in
einer heizbaren Quarzküvette im Spektralphotometer
(Zeiss) bestimmt. Bei konstanter Aufheizgeschwindig­

keit wurde die Extinktion kontinuierlich mit einem
Schreiber gemessen und Tm graphisch ermittelt.

Adsorptionschromatographie

Für die Chromatographie an methyliertem Albumin
auf Kieselgur (MAK) benutzten wir frittierte Chro­
matographierohre von 2 cm Durchmesser. Die etwa 4 cm
hohe SäulenfülluIlg, die für jeden Versuch neu bereItet
wurde, war für 1 mg DNS berechnet. Sie bestand aus
folgenden Schichten: L 0,8 g gereinigte Cellulose,
2. 2,0 g gereinigtes Kieselgur + 0,5 ml 1-proz. methy­
lierte Albuminlösung, 3. 1,5 g gereinigtes Kinselgur +
5 ml MAK-Suspension und 4. 0,5 g gereinigtes Kiesel­
gur.

Die Reinigung der Cellulose und des Kieselgurs er­
folgte nacheinander mit 1 N HCI, 0,5 N NaOR und
2 M NaCl. Bei der Methylierung des Albumins folgten
wir der Vorschrift von HAYASHI u. a. 18, Die MAK-Sus­
pension entsprach der von MANDELL und HERSHEY 19 be­
schriebenen. Alle Schichten wurden in 0,4 M NaCI +
0,05 M PhosphatpufferpH 6,7 eingefüllt und sowohl
vor dem Auftragen der DNS als auch danach mit die­
ser Lösung gespült. Die Elution erfolgte mit einem
linearen Gradienten aus 0,6 M bis 1,0 M NaCI +
0,05 M Phosphatpuffer pR 6,7. Die Extinktion dt~

Eluats wurde bei 260 nm in einem Uvicord (LKB,
Schweden) kontinuierlich gemessen. Die Ausbeute einer
Elution wird in % der Menge eluierter DNS zu aufge­
tragener DNS angegeben. Für die Darstellung der Ab­
hängigkeit der Elution von Strahlendosis und Tempe­
ratur wird die mittlere Ausbeute des jeweils verw.en­
deten unbehandelt~n DNS-Präparates gleich 100% ge­
setzt.

2. Ergebnisse

Die Eigenschaften unserer DNS-Präpa:rate bei der
Chromatographie an der MAKSäule zeigt Tab. 1.
Mit 0,4 M NaCI· wird eine Fraktion eluiert; die zum
groJ3tenTeil aus RNS und aus geringen Mengen nie­
dermolekularer DNS besteht. Die hodunolekulare
DNS erhält man bei einer NaCI-Konzentration von
0,6 - 0,8 M. In einer früheren Arbeit 7 .wurde die

15 U. HAGEN U. H.WELLSTEIN, Strahlentherapie 128, 565:[1965].
16 L. BÜHNE, T. COQUERELLE U. V.RAGEN, Studia biophys., im

Druck.
17 E. J. BOWEN, in: The chemical Aspects of Light, Oxford

Univ. Press, New York 1949.
18 M. N. HAYASHI, M. H.~YASHI U. S. SPIEGELMAN, Biophysic. J.

5, 231 [1965].
19 J. D. MANDELL U. A. D. HERSHEY, Analyt. Biochem. [New

York] 1,66 [1960].
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20 M. G. SMITH U. K. BURTOl<, Biochem. J. 98, 229 [1966].

Tab. I. Chromatographieeiniger DNS-Präparationen an Säu­
len aus methyliertem Albumin auf Kieselgur. Der Protein­
gehalt der Präparationen betrug 2-3%, der RNS-Gehalt

4 8 •Prozent. 10 kR
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Abb. I. Bindung bestrahlter DNS an die MAK-Säule. Kon­
zentration bei der Bestrahlung (60Co-y-Strahlen): 0,5 mg/mI
0,01 M NaCl. Dargestellt sind Werte aus 9 DNS-Präparatio-

nen.

Degradiert man die DNS nach der Bestrahlung
mit Ultraschall auf ein Viertel ihres MoI.-Gew., so
erhöht sich die Elution auf das Vierfache, die DS7

beträgt entsprechend 1880 R (Abb. 2, Kurve 2).
Diese bessere Eluierbarkeit der bestrahlten DNS
nach einer. Degradierung besagt, daß dabei. das Mo­
lekül in geschädigte und ungeschä-digte Abschnitte
zerlegt wird. Degradiert man die DNS bereits vor
der Bestrahlung, so wird die Dosiseffektkurve noch

(DS7)' Die DS7 für die Bindung an die MAK-Säule
beträgt bei Bestrahlung der DNS in 0,01 M NaCI
460 R und bei Bestrahlung in 0,4 M NaCI 1100 R.

100~--------------~

'10

z ~

Oosis-----
Abb. 2. Elution bestrahlter DNS von der MAK-Säule. Der
Wertunbestrahlter DNS ist gleich 100% gesetzt. Die Bestrah"
lungsbedingungen sind die gleichen wie in Abb. 1. -e--e­
hochmolekulare DNS (Mw =107)D37=460 R. "'_-:-c_-DNS,
degradiert _nach Bestrahlung {Mw =2,5e'106-} D37 =1880-R-.
-,A-,A- DNS, degradiert vor Bestrahlung (Mw=2,5 '106)

D37 = 1l,2 kR.

Elutionsmenge in % aufge­
tragener DNS

in in
0,4 M NaCI 0,7-0,8 M NaCI

Viskosität
[1]]

[dl/g]

Nativ, unbehandelt
11 140 8,4 71,6
15 4,5 58,0
18 130 8,8 82,0
21 120 0,0 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

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

Denaturiert, 10 M.in. 90 oe
18 8,8 0,0
40 18 11,9 0,0
53 8,9 0,0

Präp.
Nr.

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
benutzt, da vor allem die Gesamtmenge der eluierten
DNS interessierte. Die Hauptfraktion, die zwischen
0,7 und 0,8M NaCI erhalten wurde, betrug 60 bis
80% der aufgetragenen DNS-Menge. Die Ausbeute
an ,degradierter DNS war höher, dagegen wurde
thermisch denaturierte DNS vollständig auf der
Säule zurückgehalten.

Chromatographiert man bestrahlte DNS, so er­
gibt sich, ,daß sie in einem exponentiellen Verhält­
nis zur Strahlendosis fest an die Säulenfüllung ge­
bunden wird (Abh. 1), Eluiert man die Säulen an­
schließend mit 1,5 M NaCI in 0,1 M Trispuffer,
pR S, und dann :mit 1,5 M NaClin 2N NHs (I. c. 2\)),
so läßt sich die gebundene DNS-Fraktion wieder
vollständig gewinnen. Die Abhängigkeit 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 wel'den, die zur
Abnahme der Elution auf 37% der Kontrolle führt
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wesentlich flacher, die D37 erhöht sich auf 1l,2 kR
(Abb.2, Kurve 3). Dies besagt, daß degradierte
DNS, deren MoI.-Gew. auf ein Viertel reduziert wor­
den war, in bezug auf den mit der Chromatographie
erkennbaren Strahlenschaden wesentlic..~ resistenter
ist als unbehandelte DNS.

Da ionisierende Strahlen an der DNS die verschie­
densten Veränderungen der molekularen Struktur
hervorrufen, war im einzelnen zu prüfen, welche von
ihnen die Bindung an die MAK-Säule verursacht.
Durch Behandlung der DNS mit verschieden wirken­
den Agenzien konnten hierfür . Hinweise gewonnen
werden. Die wichtigsten Veränderungen der DNS­
Struktur nach Bestrahlung sind Brüche in der Dop­
pelhelix 7, Brüche in der Einzelkette 7, Vernetzungen
zwischen den einzelnen Molekülen 15, Zerstörung der
Nucleotidbasen 21 und die Öffnung der Wasserstoff­
bindungen 1-5 zw-ischenden beiden Strängen.

Brüche der Doppelhelix kommen als Ursache der
Bindung an die MAK-Säule nicht in Betiächt, da
DNS, die mit Ultraschall degradiert wurde, besser
von der Säule eluiert werden konnte als unbehan­
delte DNS (Tabn. 1 und 2). Dagegen könnte der
Bruch einer der beiden Nucleotidstränge in der Dop­
pelhelix diese Bindung verursachen. Um die Rolle
dieser· Einzelbrüche bei der Bindung an die MAK­
Säule zu studieren, untersuchten wir die Eluierbar-

keitvon DNS nach kurzer Behandlung mit Desoxy­
ribonuclease. Hierbei entstehen neben Brüchen der
Doppelkette auch zahlreiche Einzelbriiche. Tab. 2
gibt eine Übersicht über die MoI.-Gew.nativer und
denaturierter DNS und über die Zahl der durch
DNase einerseits und durch Ultraschall andererseits
erzeugten Brüche. Bemerkenswert ist, daß inden
mit Ultraschall degradierten Proben keine Brüche
der Einzelkette nachgewiesen werden konnten.

Vergleicht man die Zahl der Einzelbrüche mit den
Elutionswerten von der MAK-Säule, so ist keine Be­
ziehung zueinander festzustellen. Die Zahl der Ein­
zelbrüche spielt also keine Rolle bei der Bindung an
die Säule. Dies wird zusätzlich dadurch bestätigt,
daß das. Eluat einer bestrahlten Probe die gleiche
Zahl vo~ Einzelbrüchen aufweist wie die Probe vor
der Fraktionierung, obwohl nur 18,3% der aufgetra­
genen Menge eluierten.

Vernetzungen zwischen den DNS-Molekülen sind
nach Bestrahlung von trockener DNS 15 sowie auch
nach Bestrahlung von DNS-Lösungen beschrieben
worden 15. 16, 22, 23. Bei Bestrahlung von konzentrier­
ten DNS,-Lösungen oder in Gelen ist ihre Entstehung
begünstigt 15, 23. Wir bestrahlten deshalb DNS-Gele,
in denen die Moleküle dicht gepackt vorliegen und
prüften dann die Bindung dieser DNS-Präpatate
an:die MAK-Säule. Bei der Konzentration von 5 mg

Probe Art der nativ denaturiert Zahl der Elution vOn
Behandlung M w ·1O-6 Mn .10-6 M w ·IO-6 Mn '10-6 Einzelbrüche der MAK-Sänle

pro Molekül [%]
Kontrolle unbehandelt 12,91 5,66 4,98 2,34 0±0,2 65,5

D4 DNase 2,06 1,08 0,27 0,18 2,00 62,5
Ds DNase 7,15 2,71 l,ll 0,60 1,26 72,0
Ds DNase 4,31 1,93 0,44 0,24 3,02 84,0
D23 DNase ll,61 8,30 3,ll 2,31 0,80 55,0
D25 DNase 8,98 7,53 3,88 1,87 1,01 38,4
D26 DNase 8,84 6,05 1,31 0,87 2,47 47,3

Ultraschall
D1 10 sec 0,88 0,62 0,63 O,;l9 °± 0,07 \
1}2 -IQ-sec l-,28 0;82 1;05" 0;58 O:::EO;29 ID7 10 sec 1,38 0,98 0,97 0,54 °± 0,09"
D'R 2 sec 2,00 .1,48 1,23 0,82 o± 0,10 86,0-93,0
D;~ 6 sec 1,22 0,96 0,75 0,46 °±0,03

fD21 8 sec 0,96 0,71 0,55 0,33 °±0,06
D22 10 sec 1,63 1,29 0,80 0,56 °± 0,15

DNS39 bestrahlt 550 R 29,41 17,82 5,13 3,22 1,77 18,3
Eluat in
O,7M NaOI 14;32 12;91 5,47 2,22 1,90

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

21 J. J. WErss, Progress in Nucleic Acid. Res. 3, 103 [1964].
22 N. N. DAS GUPTA, M. SARKAR U. D. N. MrsRA, J. moleculaI'

Biol. 15, 619 [1966].

23 P. AtEXANDER U. J. T. LETT, Nature [London] 187, 933
[1960] .
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Abb. 3. Elution nach Bestrahlung von DNScGelen. -e__ --e­
Konzentration bei der Bestrahlung: 5 mg/mI 0,01 M NaCl.
-.~.- Konzentration bei der Bestrahlung: 10 mg/mI 0,01 M

NaCl.

Iml ergab sich eine D37 von 11,5 kR, bei 10 mg/ml
eine D37 von 50 kR (Abb. 3) .

Bei Viskositätsmessungen 24 ergab sich in dem Be­
reich von 0,2 - 5 mg/mleine lineare Beziehung zwi·
schen der Konzentration der bestrahlten Lösung und
der für einen bestimmten Effekt erforderlichen Strah­
lendosis. Nehmen wir dies auch für den Strahlen­
effekt an, der zur Bindung aIl die MAK-Säule führt,

so istnach einer Bestrahlung von 5 mg/mleine D37

von 4,6 kR und von 10 mg/mleine D37 .von 9,2 kR
zu erwarten. Tatsächlich wurden viel höhere Dosen
gefunden. Dies bes'agt, daß das Ereignis, das für die
Bindung ,der DNS an das methylierte AlbUIIlin. ver­
antwortlich ist, bei Bestrahlung in konzentrierter
Lösung viel seltener auftritt als in verdünnter. So­
mit sind Vernetzungen als Ursache dieses Strahlen­
effekts wenig wahrscheinlich.

Die Bedeutung der durch die Strahlung zerstörten
Nucleotidbasen für die Bindung an das methylierte
Albumin prüften wir durch vergleichende Bestrah­
lung der DNS mit UV·Licht. Bekanntlich werden da­
bei die Basen wegen:i'hrer hohen Absorptionsfähig­
keit in diesem Bereich bevorzugt geschädigt 25. Be­
strahlungsversucl:le Tüit UV..Licht von 253,7 nrlleT­
gaben für die Elution eine D37 von 9,2 .106 erg/rrli
(Abb. 4). Auf Grund Von Extinktionsmessungen
konnten wir erschließen, daß nach dieser UV-Dosis
etwa 3,3% der Basen zerstört sind.

Dagegen kann man aus dem G-Wert für die Zer­
störung der Basen in der DNS nach y-Bestrahlung

"~

Z 4 6 8 10 12'106ergmrl

Dosis-

1
100
80

~ 60
:~
~

~ 40

~
~

.~ 20
ll5

Abh. 4. Elution nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht
der Wellenlänge 253,7 nm. Konzentration: 0,2 mg/mI 0,01 M

NaCl.

berechnen 21, daß nach 460 R, der D37 für die Elu­
tion, nur 0,03% der Basen zerstört sind. Im Ver­
gleich zu den Ergebnissen mit der UV.Bestrahlung
erscheint dieser Anteil zu gering, um für die Bin­
dung der DNS an dieMAK-Säule primär verant­
wortlich zu sein.

Als Ursache des beobachteten Strahleneffektskonn­
ten somit definierte Veränderungen der Struktur
einzelner DNS-Bausteine, wie sie den Schäden der
Nucleotidhasen sowie den Brüchenund Vernetzun­
gen zugrunde liegen, ausgeschlossen werden. Die
besondere Bindungsfähigkeit der denaturierten DNS
an die MAK-Säule ließ nun vermuten, daß in der
bestrahlten DNS umschriebene Abschnitte vorliegen,
in denen die Nucleotidstränge voneinander getrennt
sind. Diese führen dann zur Bindung des ganzen,
sonstungeschädigten DNS-Moleküls. Wie von HER­

SHEY u. a. 6 gezeigt wurde, entstehen solche Moleküle
mit denaturierten Zonen auch unter Einwirkung von
Scherkräften bei erhöhter Temperatur und können
durch ihre Bindungsfähigkeitan methyliertes Albu­
min nachgewiesen werden.

Eine strahlenbedingte Öffnung der beiden Nucleo­
tidstränge müßte.. dann auch von. der Stahilität der
Wasserstoffbrücken unter den jeweiligen Bes,trah­
lungsbedingungen abhängen. Dies konnte bestätigt
werden. So ist, wie oben erwähnt, die D37 in 0,01 M
NaCI viel geringer als in 0,4 M,entsprechend dem
viel geringeren Schmelzpunkt. In 0,01 M NaCI er·
mittelten wir 69°C, in 0,4 M NaCI 88 oe. Ebenso
verhält sich auch' die Temperaturabhängigkeit der
Elution (Abb.5).
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24 U. HAGEN, unveröffentlicht. 25 J. MARMUR, W. F. ANDERSON, L.MATTEWS, K. BERENS, E.
GAJEWSKA, D. LANE U. P.DoTY, J. cellular comparat. Phy­
siol. 58, 33 [19611.
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Dauer Extinktions- Verlust an
der Elution erhöhung Viskosität Purinbasen

Inkuba- gemessen bei nach GREERU.
tion 20°C, 260nm ZAMENHOF27

[Stdn.] [%] [%] [%] [Mol-%]

° 100 0 100 °1 91,8 4,5 54 0,2
2 74,9 5,4 43 0,4
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

Aus der Erhöhung der Extinktion bei 260 um
folgt, daß nach längerer Inkubation bei l:nü

. eine
partielle Denaturierung der Moleküle stattfindet.
Entsprechend sinkt auch die Elutionsrate.Dies steht
mit den Ergebnissen der Temperaturabhä.ngigkeit
der Elution (Abb. 5,) in guter Übereinstimmung.
Aus den oben dargestelItenVersuchen andegradier­
ter DNS wissen wir, daß die gleichzeitig stattfin­
dende Abnahme der Viskosität allein keinen Einfluß
auf die EIutionsrate hat. Der Verlustan' Purinbasen
ist durch die Inkubation rrei 81°' relativ hoch; er ist
viel höher als nach einer für die Abnahme der Elu­
tion vergleichbaren Dosis dery-BestrahIung. Am
Beispiel einer solchen Depurinierungmit gleichzeiti­
ger Degradierung und Denaturierung kann somit
ebenfalls erkannt .werden, daß die Abnahme der
Elution an-der.MAKSäulevumeehmlich aufdi{:-Öff~

nungder Wasserstoffbindungen zwischen den heiden
NucIeotidsträngen zurückzuführen ist.

Tab. 3.. Zeitabhängiger Temperatureffekt .auf die DNS. Ge­
messen an der Elution von der MAK-Säule, an der Extink­
tionserhöhung und an der Viskosität (Temperatur: 81°C,
Konzentration: 0,5 mg/mI, Ionenstärke: 0,4 MNaCI,pH 7).

durch Scherkräfte erzeugten denaturierten Zonen
nicht gelang.

Inkubiert man eine DNS-Probe für längere Zeit
bei erhöhter Temperatur, so werden nicht nur Was­
serstoffbindungen aufgespalten, sondern· es werden
auchPurinbasen freigesetzt 27. Gleichzeitig sinkt die
Viskosität. Wir prüften die Wirkung einer solchen
Behandlung auf die Elution an der MAK-Säule und
bestimmten gleichzeitig die Erhöhung der Extinktion
bei 260 nm sowie die Viskosität. Um die Ergebnisse
mit denen von' GREER und ZAMENHOF 27 vergleichen
zu können, inkubierten wir bei 81 oe. Die Ergeb­
nisse zeigt Tab. 3.

100'C

Die Proben wurden 10 1\1in. bei der angegebenen
~~mperatur inkubiert, rasch abgekühlt und anschlie­
ßimd auf ihre Eluierbarkeit geprüft. Gleichzeitig
wurde bei diesen DNS-Proben· die Erhöhung der
E,xtinktion gemessen. Nach der Erwärmung fällt die
E,lutionsrate rasch ab, und zwar schon bevor eine
Znnahme der Extinktion meßbar wird. Diese ist· ge'
ringer als bei Messung des Schmelzpunktes, da bei
d:~r raschen Abkühlung<eine partielle Renaturierung
niCht zu vermeiden ist. INMAN 26 kontean elektronen­
riiikroskopischen Bildern zeigen, daß in diesem Tem­
peraturbereich bereits eine partielle Denaturierung
a:uftritt. Vergleicht man die Wirkung dieser Tempe­
raturbehandlung auf die Elution. in verschiedener
Ionenkonzentration, so ergibt sich eine gute Über­
einstimmung mit der entsprechenden Erhöhung der
Extinktion. Die Bindung der DNS hängt somit vom
jeweiligen Zustand der Wasserstotffbindungen ab.
Wir können annehmen, daß auch die erhöhte Bin­
dung der DNS nach Bestrahlung auf einer partiellen
Denaturierung der Wasserstoffbrücken beruht.

Diese umschriebenen ,denaturierten Zonenin einem
D-N-S-~IVlo-lek-ü-l la-ssen ·sich--niCJ.\t-mehr-ren-aturieren.
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Ahh. 5. Temperaturahhängigkeit der Elution. Konzentration:
0,5 mg/mI. Die Prohen wurden 10 Min. hei der angegehenen
Temperatur gehalten und dann rasch ahgekühlt. Ionenstärke
hei der Erwärmung: . - - - O,OIMNaCI, -_._. 0,4 M
NaCI. Es sind Ergehnisse mit 5 DNS-Präparationen aufge-

tragen.

Kühlt man die DNS nach Erwärmung bis zum
Schmelzpunkt langsam auf 57 °C ab. und hält sit)
bei dieser Temperatur drei Stdn., so läßt sich keine
bessere Elution erzielen als nach raschem Abkühlen
im Eisbad. Auch Renaturierungsversuche mit be­
strahlterDNSwaren ohne Erfolg. Dies ist irr Über"
einstimmung mit entsprechenden Versuchen von HER­
SHEY u. a. 6, nach denen eine Renaturierung der

26 R. B. INMAN, J. molecular Biol. 18, 464 [1966] . 27 S. GREER u. S. ZAMENHOF, Federat. Proc. 18, 238 [1959].
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Diskussion

Mit Hilfe der Chromatographie an methyliertem
Albumin auf Kieselgur können bestrahlte DNS-Mo­
leküle in zwei verschiedene Fraktionen getrennt wer­
den. Die eine ist mit 0,6 - 0,8 M NaCI zu eluieren,
die andere Fraktion mit 1,5 M NaCI in 2N NHs .
Es konnte nun gezeigt werden, daß diese, im neutra­
len pH-Bereich an die Säule gebundenen DNS-Mole­
küle einen klein~n Abschnitt voneinander getrennter
NucIeotidstränge tragen. Mit gleichem Verfahren
konnten SMITH und BURToN 20 ,die replikative DNS
in einer phageninfizierten E. coli-Zelle von der übri­
gen DNS trennen. Sie führen diese Bindung der re­
plikativen DNS an die MAK-Säule auf kleine Regio­
nen einsträngiger DNS zurück.

Die Ausdehnung solcher denaturierter Zonen ist
begrenzt, da man sie mit den Methoden, die vollstän­
dig denaturierte Moleküle erkennen lassen, nicht
nachweisen kann. Zudem ist es möglich, das DNS­
Molekül mit Ultraschall in verschiedene Abschnitte
zu zerlegen, und zwar in solche, die denaturierte
Zonen tragen und in andere, bei denen die Doppel­
helix erhalten ist. Neben denaturierten Zonen ent­
stehen im bestrahlten DNS-Molekül auch Brüche und
Vernetzungen der Nucleotidstränge sowie Schäden
der NucIeotidbasen. Wie unsere Versuche mit spezi­
fisch wirkenden Agenzien (Ultraschall, DNase und
UV-Licht), zeigten, kommen diese Veränderungen' an
einzel,nen Bausteinen der DNS als alleinige Ursache
der Bindung an das methylierte Albumin nicht in
Betracht.

Die Häufigkeit einer strahlenbedingten denaturier­
tenZoneläßt sich aus der Dosiseffektkurve ermitteln.
Wir nehmen an, diaßnach einer Dosis, dieme Elu­
tionder DNS auf 37% der'Kontrolle herabsetzt, im
Mittd jedes Molekül einen solchen Abschnitt mit von­
einander getrennten NucIeotidsträngen trägt. ,Bei
DNS-Molekülen mit einem Mo1.-Gew. von etwa 107

betrug die DS7 460 R, wefiIi Dei' 0,5 mg/mi bestrahlt
wurde. Damus errechnet sich ein G-Wert von 0,10
Ereignissen pro 100 eV absorbierter Energie. Der
G-Wert für einen Bruch der NucIeotidkette beträgt
dagegen etwa 0,4 (1. c. 7) und für die, Zerstörung
einer Nudeotidbase etwa 1 (WEISS 21) • Das bedeu­
tet;ditß ein DNS-MülekülIIlif etwa 15 OOb Nu.cleo­
tidpaaren nach 460 R durchschnittlich eine denatu-

28 A. R. PEACOCKE U. J. O. WALKER, J. molecular Bio!. 5, 550
[19621·

rierte Zone enthält und zusätzlich vier Brüche der
Einzelkette sowie zehn geschädigte NucIeotidbasen.

Die Ausdehnung einer strahlenbedingten denatu­
rierten Zone läßt sich nur schätzen. Die kleinste par­
tielle Denaturierung, die INMAN 26 elektronenmikro­
skopisch beobachtete, umfaßt etwa 60 NucIeotid­
paare. PEACOCKE u. a. 28 berechneten, daß bei einer
thermischen Denaturierung mindestens 20 Nucleotid­
paare voneinander getrennt werden. Die Ausdeh­
nung der strahlenbedingten lokalen Denaturierung
läßt sich aus der Menge der gespaltenen Wasserstoff­
bindungen ermitteln, die mit verschiedenen Denatu­
rierungskriteriengemessen werden kann. Allerdings
liefern diese Kriterien nur nach relativ hohen Dosen
zuverlässige Werte. Wie früher gezeigt wurde 5, er·
hält man als G-Wert für die Öffnung einer Wasser­
stoffbindung 3,8 - 24,1, wobei nach kleinen Dosen
die Ausbeute gering ist, nach höheren Dosen größer
wird. Rechnet man mit einem G·Wert von 5, dann
sind in ,einer denaturierten Zone 50 Wasserstoffhin­
dungen geöffnet oder 20 Nucleotidpaare voneinan­
der getrennt.

Das Zustandekommen solcher lokal denaturierter
Zonen in der bestrahlten DNS läßt sich möglicher­
weise nach einem von PLATZMAN und FRANcK 29 dis­
kutierten Mechanismus verstehen. Durch plötzlich
auftretende elektrische Ladungen im Innern eines
Makromoleküls bei der Energieabsorption werden
die polarisierbaren Seitengruppen derart ausgerich­
tet,daß mehrere schwache Bindungen, z. B. Wasser­
stoffbrücken, simultan aufbrechen. Diese Vorstellun­
gen sind allel'dings für die direkte Strahlenwirkung
entwickelt worden. Es ist vielleicht möglich, daß
ähnliche Reaktionen von Radikalen ausgehen, die
bei Bestrahlung in WäßI:-iger Lösung entstehen. In
diesem Fall würde in ein:er denaturierten Zone auch
immer eine Nudeotidbase geschädigt sein.

Es ist aber auch denkbar, daß eine umschriebene
Trennung der beiden NucIeotidstränge nur dann ein­
tritt," wenn eine NucIe(jtidbase innerhalb 'einer be­
stimmten Basensequenz geschädigt wird oder be­
nachbart zu einem Einzelbruch. Auf diese Weise
ließe sich erklären, ·daß denaturierte Zonen viel sel­
tener auftreten als Brüche der Einzelkette und Struk­
turveränderungen an den Nucleotidbasen. Bevor
nicht nähere Aussagen liber' die Hiiufrgkeit der ver­
schiedenen Schäden der Nucleotidbasen möglich

29 R. PLATZMAN U. J. FRANCK, in: Symposium on Information
Theory in Biology, Pergamon Press, London 1958.
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sind, lassen sich hierzu keine endgültigen Aussagen
machen.

Die denaturierten Zonen inder bestrahlten DNS
könnten auch auf der Wirkung der H30®·Ionen be­
ruhen, die in wäßrigen Lösungen im Bereich der
Primärionisation entstehen. Sie setzen für kurze
Zeit in einem umschriebenen Bereich den pH-Wert
der Lösung herab. In diesem Bereich könnten nun
die Wasserstoffbindungen der DNS aufbrechen,
ebenso wie eine Erniedrigung des pH-Wertes der
Lösung zur Denaturierung des gesamten DNS-Mole·
kills führt 3, 30.

SMITH und STEVENS 31 haben auf diese Möglichkeit
der Strahlenwirkung in wäßriger Lösung aufmerk·
sam gemaCht. Sie konnten die strahlenhedingte Hy­
drolyse VOll Diäthylacetal auf umschriebene pH-Ver.
änderungen durch H30 e .Ionen zurückführen. Der
G·Wert für die Produkte der Acetalhydrolyse stieg
annähernd linear mit der Konzentration der Lösung
bis zu 4 '10-2 M an und blieb bei höherer Konzem­
tration konstant. Bei 1,6 '10-3 M wurde ein G-Wert
von 0,1 ermittelt. Dies entspricht der von uns ge·

30 K. KECK, Dissertation, Universität Freibmg 1966.
31 D. R. SMITH U. W. H. STEVENS, Nature [London] 200, 66

[1963] .

messenen Häufigkeit denaturierter Zonen, wenn man
die Konzentration der DNS·Lösung auf die Molari·
tät des Monomers bezieht.

Die Bedeutung ,denaturierter Zonen in einem DNS·
Molekül ergibt sich, wenn man die biologische Funk·
tion der DNS betrachtet. Nach SMITH und BURTON 20

sind an der Replikationsstelle der DNS die beiden
Nucleotidstränge voneinander getrennt, wobei die
denaturierte Zone so ausgedehnt ist, daß Moleküle
mit Replikationsstellen an der MAK-Säule gebunden
werden. Auch die Bindung der RNS-Polymerase an
die DNS hat eine lokale Denaturierung an dieser
Stelle zur Voraussetzung (WALTER u. a. 32). Dem­
entsprechend würden dann die strahlenbedingten deo
naturierten Zonen ebenfalls als Bindungsstellen für
die RNS-Polymerase in Frage kommen. Eine solche
erhöhte Bindungsfähigkeit von RNS-Polymerase an
bestrahlte DNS konnte aus anderen Versuchen er·
schlossen werden 33. Der Zusammenhang zwischen
der Bindung der RNS-Polymerase an die DNS und
den denaturierten Zonen nach Bestrahlullg soll an
anderer Stelle d·argestellt werden.

32 G. WALTER, W. ZILLIG, P. PALM U. E. FUCHS, Frühjahrsta·
gung der Ges. f. BioI. Chemie, Tübingen 1967.

33 H. KRÖGER U. L. SCHU~~ Biochem. Z. 346, 191 [1966].




