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In leizter Zeit wurden mehrere Versuche unter-

Strahlenempfindlichkeit von Bakteriophagen-DNS

I. Briiche und Vernetzungen nach Bestrahlung in vitro

Radiation sensitivity of Bacteriophage DNA I: Breaks and Crosslinks after Irradiation in vitro
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Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe
und JURGEN MERKWITZ
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(Z. Naturforschg. 24 b, 885893 [1969] ; eingegangen am 5. Februar 1969)

DNA isolated from Coli bacteriophage T1 was irradiated in 0.165 M NaCl with y-rays. The mole-
cular weight was determined by measurement of the sedimentation coefficient and viscosity. An
analysis of the boundary permits the determination of the sedimentation distribution. The distribu-
tion of sedimentation coefficients obtained at various DNA concentrations were exirapolated to zero
concentration and were transformed into molecular weight distributions. These were used to cal-
culate the weight average molecular weight Mw and the number average molecular weight My .

The molecular weight of T1-DNA was found to be 32-10°%, Afier irradiation at a concentration
of 200 ug/ml, double breaks as well as intermolecular crosslinks could be determined. The number
of double breaks showed a rise with dose that can best be described as composed of a linear and
a quadratic term. At low doses the crosslinks increase linearly, the rate being approximately half of
that for the linear part of the double breaks. After higher doses, where most of the molecules are
degraded, apparently no additional crosslinks are produced. No crosslinks were seen in DNA de-
graded by DNase. The influence of the DNA concentration on the degradation and the formation
of crosslinks is discussed.

nommen, die Strahleninaktivierung von Bakterio-
phagen auf die Strukturverdnderungen der Desoxy-
ribonucleinsidure (DNS) zu beziehen *: 2. Insbeson-
dere wurde die Zahl der strahlenbedingten Briiche

1 D. FREIFELDER, Radiat. Res. 29, 329 [1966].
2 J. Brok, L. H. LutHYINS u. A. L. M. Roos, Radiat. Res.
30, 468 [1967].

der Doppelhelix und des Einzelsiranges bestimmi
und ihre Zahl mit der Hemmung der Vermehrungs-
fahigkeit verglichen 3. Bei solchen Versuchen wurde
gefunden, dall-Briiche der Doppelhelix nicht die al-
leinige Ursache der Inaktivierung der Phagen sein

3 D. FREIFELDER, Proc. nat. Acad. Sci. USA 54, 128 [1965].
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kénnen. Nach diesen ersten annihernden Schiizun-
gen schien es uns wichtig, die durch Strahlung be-
dingte Degradierung genau zu beschreiben, indem
wir neben der Zahl der Briiche in der DNS auch
die GroBenverteilung der erhaltenen Bruchstiicke
bestimmten. Damit ergeben sich Aufschliisse iiber
den Mechanismus des Abbaues sowie iiber mogliche
Vernetzungsreaktionen. In dieser ersten Mitieilung
dieser Untersuchungen soll die Methode der Analyse
der Mol.-Gew.-Verteilung dargestellt werden sowie
die Verdnderungen der Phagen-DNS, die nach Be-
strahlung in wifiriger Losung gefunden wurden. In
einer friitheren Mitteilung* wurde die Kettenliinge
der DNS aus Kalbsthymus durch die Analyse der
Mol.-Gew.-Verteilung ermittelt. Bei diesen Unter-
suchungen mit relativ kleinen Molekiilen konnte die
Konzentrations-Abhéngigkeit der erhaltenen Sedi-
mentationskonstanten vernachlédssigt werden. Bei der
vorgesehenen Analyse der Bakteriophagen-DNS mit
hohen Mol.-Gew. muf} diese Konzenirations-Abhén-
gigkeit jedoch beriicksichtigt werden. Eine geeignete
Methode hierfiir wird beschrieben.

Material und Methoden

1. Mikroorganismen

Als Untersuchungsmaterial diente uns die DNS des
Coliphagen T1. Die Ziichtung und Reinigung der Pha-
gen erfolgte nach der Methode von HoTz 5.

2. Isolierung der DNS, Konzentrationsbestimmung
und Proteingehalt

Die Isolierung der DNS erfolgte mit Phenol nach
der Methode von MANDELL und HERSHEY S8, Die iso-
lierte DNS wurde bei 4 °C gegen 0,165-m. NaCl-Lo-
sung, pH 7, dialysiert.

Die Konzeniration der DNS in Losung wurde iiber
den Phosphatgehalt nach CHEN wu.a.? und iber die
Extinktion bei 260 nm bestimmt. Es ergab sich fiir den
Extinktionskoeffizienten der TI-DNS: E; % = 198.
Der Proteingehalt der Proben, bestimmt nach LowrYy
u. a. 8, lag in der Regel unter 3 Prozent.

Zur Vermeidung mechanischer Degradierung der
DNS wurden Verdiinnungen der DNS-Priparationen

4 U. HAGEN, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 134, 45
[1967].

5 G. Horz, Habilitationsschrift, Karlsruhe 1966.

6. J..D. MANDELL u..A. D. .HERSHEY, Analyt. Biochem. [New
York] 1, 66 [1960].

7 P. S. CaeN, T. Y. ToriBarRA u. H. WARNER, Analytic.
Chem. 28, 1756 [1956].

8 0. H. Lowry, N. J. RosensroucH, A. L. FARR u. R. J.
Ranpary, J. biol. Chemistry 193, 265 [1951].
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durch Abwigen der DNS-Losungen und Zupipettieren
des Losungsmittels vorgenommen. Zur besseren Durch-
mischung wurde die verdiinnte Losung dann mindestens
einen Tag stehen gelassen. Die Zellen der Ulirazentri-
fuge wurden durch EingieBen in das Mittelstiick nach
Entfernung des oberen Fensters gefiillt.

3. Bestrahlung

DNS-Losungen der Konzentrationen 40 ug/ml,
200 pg/ml und 400 pg/ml wurden 10 min mit N, bzw.
O, gesiittigt und in einer %Co-y-Quelle (Gammazell
200, Atomic Energy of Canada, Ltd.) bestrahlt. Die
Dosisleistung betrug 6,5 -10* rad/Stunde.

4. Viskositat

Fiir Viskositdtsmessungen wurde das von ZmMM und
CROTHERS ? entwickelte Rotationsviskosimeter verwen-
det. Die dabei auftretenden Scherkrifte von {s)=
2,77-10"3 dyn-ecm™2 waren so niedrig, daB sich eine
Extrapolation der gemessenen Grenzviskositét [#] auf
die Scherkraft {s) =0 eriibrigte 12,

5. Sedimentationskoffiezient und mittleres Molekular-
gewicht Mg,

~Die Sedimentationsversiiche wurden bei 20,0 °C in
einer analytischen Ulirazentrifuge (Spinco E, Fa. Beck-
man, Miinchen) mit UV-Optik bei 260 nm vorgenom-
men. Die Umlaifgeschwindigkeit betrug 15220 Upm
bzw. 17980. Damit wurden Aggregationen der DNS-
Molekiile wihrend der Sedimentation vermieden, wie
sie von ATEN und COHEN !! und von ROSENBLOOM und
SCHUMAKER 12 beobachtet wurden. Die Filmschwirzung
wurde mittels eines Mikrodensitometers ,,Analytrol®
(Fa. Beckman) aufgezeichnet. Belichtungs- und Ent-
wicklungszeit wurden so gewihlt, daB eine lineare Be-
ziehung zwischen Konzentration und Filmschwirzung
gegeben war.

Die Sedimentations-Koeffizienten Sz w05 wurden
aus dem Abstand Xy 5 der Gradienten bei 50% der Kon-
zentration von der Referenzlinie in einem Bereich von
ca=5 bis 40 yg/ml ermittelt (ca = Anfangskonzentra-
tion der Losung). Durch graphische Extrapolation der
reziproken Werte von S3 w05 auf die Konzentration
ca=0 kann dann S5 ... bestimmi werden. Mit die-
sem so erhaltenen Wert Si5; und dem fiir dieselbe
DNS-Probe erhaltenen Wert der Grenzviskositit [7]
wurde nach MANDELKERN und FLORY!® das mittlere
Mol.-Gew. My, berechnet.

? B. H. Zmum u. D. M. CROTHERS, Proc. nat. Acad. Sci. USA
48, 905 [1962].
10 D. M. CROTHERS u. B. H. Zmum, J. molecular Biol. 12, 525

[1965]. . B
1 7. B. T. ATeN u. J. A. CoHEN, J. molecular Biol. 12, 537
[1965].
12 J. RosENBLOOM u. V. N. SCHUMAKER, Biochemistry 6, 276
[1967].

13 1., MANDELKERN, W. R. KricBaum, H. A. SCHERAGA u.
P.J.FLory, J. chem. Physics 20, 1392 [1952].
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6. Degradierung der DNS

Zum enzymatischen Abbau der DNS wurde Desoxy-
ribonuclease I (Worthington DPFF) verwendet. Die
Inkubation erfolgte in 0,165-m. NaCl mit 0,5:10"%4m.
MgCl+MnCL ‘bei pH 7. Die Reaktion wurde mit
EDTA (Endkonzentration 0,01-m.) abgestoppt.

Ergebnisse

1. Verinderung des Sedimeniations-Gradienten
nach Bestrohlung

Abb. 1a zeigt den bei der Sedimentation in der
analytischen Zentrifuge erhaltenen Gradienten einer
unbestrahlien DNS-Lésung. Die senkrecht verlau-
fende Linie reprisentiert die im Schwerefeld der
Zentrifuge mit gleicher Geschwindigkeit sedimentie-
renden Molekiile von T1-DNS, die somit von ein-
heitlicher Groe sind. Bei insgesamt 6 Priparationen

RLH M RLB

i1
1 2 3 & 5 6 7.8 § i
X

Abb. 1 a. Gradient einer UV-Aufnahme wihrend der Sedi-

mentation einer unbestrahlien DNS. 1 b. Gradient einer UV-

Aufnahme wihrend der Sedimentation einer bestrahlten DNS.

Die Pieile kennzeichnen die Abschnitte, welche die langsamer

oder schneller als die unbestrahlte Kontrolle sedimentierenden

Molekiile reprisentieren. RLM: Referenzlinie am Meniskus,
M : Meniskus. RLB : Referenzlinie am Boden.

14 U. HAGEN u. H. WELLSTEIN, Sirahlentherapie 128, 565
[1965].

15 V. N. SCHUMAKER u. H. K. SCHACHMAN, Biochim. biophy-
sica Acta [Amsterdam] 23, 628 [1957].
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ergab sich im Mittel fiir 53’5 35,6 0,75 und fiir
[#] 149%5,2dl/g, woraus sich ein Mol.-Gew. M,
von 31,9+ 0,89-10° errechnet.

Abb.1Db zeigt den S-férmig verlaufenden Gra-
dienten einer mit 1krad bestrahlten DNS-Losung
(200 ug/ml). Das mittlere Mol.-Gew. My, ist bei
dieser Dosis gleich dem der Kontrolle (30-10%) ; ein
Vergleich der Abbn. 1 a und 1b weist jedoch darauf
hin, dall nach Bestrahlung ein' Gemisch von ver-
schieden schnell sedimentierenden Molekiilen vor-
liegt, dessen GroBenverteilung ermittelt werden
mul.

2. Sedimenitationsvertetlung

Jeder Punkt X;,Y; des Sedimentationsgradienten
(vgl. Abb.1) entspricht einer bestimmien Konzen-
tration von Molekiilen in einem gegebenen Abstand
vom Rotationszentrum. Zur Aufstellung der Sedi-
mentationsverteilung wurde der jedem X; entspre-
chende S;®Wert in der iiblichen Weise berech-
net 14716, 4, Nach Einfilhren der die Sektorform der

Zelle bericksichtigenden  Verdiinnungskorrekiur
wurde Y; in den relativen Massenanteil ¢; umgewan-

delt. Die Gesamtkonzentration ist hierbei 1,0. Auf
diese Weise lielen sich integrale Verteilungskurven
der Sedimentation S;® gegen ¢; darstellen.

Um eine Verteilung der S;%-Werte zu erhalten,
muflten diese Kurven auf die DNS-Konzentration
ca =0 extrapoliert werden. Hierzu eignet sich ein-
mal die Methode von CanTOW 17. Man benstigt da-
zu die S;®Verteilungen bei verschiedenen Konzen-
trationen. Die Extrapolation eines einzelnen S;*-Wer-
tes auf S kann jedoch auch mit der Gleichung

SO=Se(L+ k- [nli-eaci) M
vorgenommen werden. Da bei der forischreitenden
Sedimentation eine stetige Verdiinnung von cy auf
ca- ¢ stattfindet, ist es zweckméBig, das Miitel aus
beiden Werten c (0,5 +¢;/2) einzusetzen:

Q.0 Q. /SRR PV JRRPA .
S0=Si¢[1+ k& [#]i-ca{0,54+2/2)]1. (2)

Die von EIGNER und Doty ?!? definierte Konstante
k; fiir die Konzenirations-Abhingigkeit der Sedi-
mentation wurde in den vorliegenden Versuchen aus
den S§; und [7]-Werten berechnet. In Uberein-
stimmung mit anderen Autoren ! 18 fanden wir k-

‘Werte zwischen 0,7 und 1,0.

16 K. V. SHOOTER u. J. A. V. BUTLER, Trans. Farad. Soc. 52,
734 [1956].

17 H. J. Cantow, Makromolekulare Chem. 30, 169 [1959].

18 J. E1GNER u. P. DoTy, J. molecular Biol. 12, 549 [1965].
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Die zu jedem S;-Wert gehorenden Werte der
Grenzviskositdt [#]; wurden der von EiGNER und
Doty *® angegebenen Beziehung (Gl (3)) entnom-
men:

[7]=a- (S)°. ®3)
Die Groflen @ und b variieren etwas mit der Grofle
und Gestalt der Molekiile und mit S°. Die von uns
fur Kalbsthymus-DNS, T4-DNS und T1-DNS erhal-
tenen Werte von S® und [#] stimmten mit der Be-
ziehung (3) gut fiberein (vgl. Abb. 1 bei WEINERT
und HAGEN19).

Gln. (2) und (3) bilden ein System nichtlinearer
Gleichungen fiir S;° wobei S;® und ¢; bekannte
GroBen sind. Das Gleichungssystem wurde nume-
risch durch Iieration gel6st. In Abb. 2 sind als Bei-
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Abb. 2. Verteilung der Si¢-Werte bestrahlter T1-DNS

(4 krad), ermittelt aus Sedimentationen bei verschiedenen

Konzentrationen. 0 —0 20,8 ug/ml, A—/ 9,8 ug/ml, [1—[]

5,8 ug/ml, (J—(P Si®-Verteilung, erhalten aus der Extrapola-

tion von 1/Si¢ gegen c¢=0. @, A, B S;>Werte, ermittelt

aus den experimentellen Punkten o, /\, [ ], welche nach den
GIn. (2) und (3) gegen ¢=0 extrapoliert wurden.

spiel die aus den einzelnen S;>-Werten (offene
Symbole) berechneten S;%-Werte (geschlossene Sym-
bole) fir eine bestrahlte Probe eingezeichnet. Man
sieht die gute Ubereinstimmung mit der Verteilung
der S%Werte, die durch die graphische Interpolation
nach CanTOW 7 erhalten wurde (halbgeschlossene
Symbole).

3. Molekulargewichtsverteilung

Die von E1GNER und DoTY '8 eingefithrte empi-
rische Beziehung

S0=Ks(Msy) 4
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erlaubt, die S;%Werte in die entsprechenden Mol.-
Gew. M; amzuwandelh *. Bei Mol.-Gew. oberhalb
von 4-108 ist K;=0,034 und a,=0,405. Bei der
Nachpriifung dieser Werte bei unserem = Unter-
suchungsmaterial zeigte sich, da} fiir a; ebenfalls
0,405 erhalten wurde, K jedoch je nach Pripara-
tion zwischen 0,031 und 0,034 variierte. Fiir jede
Probe wurde deshalb K aus M, und S, ,, geson-
dert berechnet.

Die Ermitilung der Mol.-Gew.-Verteilung (M; ge-
gen ¢;) einer bestimmten DNS-Probe erfolgte durch
die Auswertung von zwei bis drei Sedimentationen
von Lisungen verschiedener DNS-Konzentration,
wobel von jedem Sedimentationslauf zwei Aufnah-
men herangezogen wurden.

Aus den Mol.-Gew.-Verteilungen kénnen das Ge-

”

wichtsmittel M, = > m;M; und das Zahlenmittel
=1

n
M,=1/2 m;/M; des Mol.-Gew. durch Einteilung
i=1

der Mol.-Gew. in Klassen von .(i — 1) bis i ermit-
telt werden. Die vollstdndige Berechnung aller Daten

erfolgte- durch ein Fortran-1V- Programm-mit-einer -

Rechenmaschine IBM 7074.

Abb. 3 (Kurve A) zeigt die Mol.-Gew.-Verieilung
fiir unbestrahlte DNS. Sie stellt, entsprechend dem
in Abb.1 gezeigten Gradienten, eine senkrechte Li-
nie dar, ein Zeichen fiir das einheitliche Mol.-Gew.
aller DNS-Molekiile. Nach Besirahlung mit 1krad
bei der Konzentration 200 ug/ml (Kurve B) ist nur
noch ein Teil der Molekiile unversehrt, einige Mole-
kille sind zu kleineren Bruchstiicken degradiert,
andere haben ein héheres Mol.-Gew. als vor der Be-
strahlung. Das macht das Aufireten von Vernetzun-
gen von Molekillen untereinander wahrscheinlich.
Nach héheren Dosen (Kurve C, 4 krad, 200 ug/ml)
148t sich kein unversehrter Anteil der DNS-Molekiile
mehr beobachten; der Anteil der degradierten Mole-
kiile nimmt weiter zu.

4. Bestimmung der Bruch- und Vernetzungsrate

Aus M, und M, kann nun die Bruchwahrschein-
lichkeit des Doppelstranges A pro Nucleotidpaar und
die Vernetzungswahrscheinlichkeit @ pro Monomer
bestimmt werden. Da sich die Vernetzung am Ein-

19 H. WeiNerT u. U. Hacen, Strahlentherapie 136, 204

[1968].

* Die von EioNER und Doty 8 eingefiihrte Konstante Kg
ist nicht zu verwechseln mit der von den gleichen Autoren
verwendeten Konstante k5" in Gl. (1).
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Abb. 3. Mol.-Gew.-Verteilungen von T1-DNS, erhalten aus

der Sedimentation bei verschiedenen Konzentrationen: A nicht

bestrahlt, B bestrahlte DNS (1 krad bei 200 pg/ml in N,),

X, Az 20,8 ug/ml; 0, ®: 9,8 ug/ml (zu A und B). C be-

strahlte DNS (4 krad bei 200 xg/ml in N,), X, A: 19,6 ug/
ml; 0, ®: 11,4 ug/ml; [], ®: 6,3 pug/ml.

zelstrang ereignet, ist hier das Monomer ein Nucleo-
tid.

Wie frither 4 gezeigt wurde, entstehen Briiche der
Doppelhelix nach der Beziehung:

A=(pD+p)2n, (5)

wobei 8 die Bruchwahrscheinlichkeit des Einzelstran-
ges vor Bestrahlung und p die Bruchrate des Einzel-
stranges pro Nucleotid und rad ist. n ist nach L. c. ¢
gleich 7. Nach HENGLEIN und SCHNABEL 20 steigt
die Vernetzungswahrscheinlichkeit Q linear mit der
Dosis:

Q=qD, (6)

wobei ¢ die Verneizungswahrscheinlichkeit eines
Monomers pro rad ist. Bei unbestrahlter T1-DNS
ist, da es sich um molekulareinheitliche Molekiile
handelt, Mpg= M= My . Der Polymerisationsgrad
der doppelstrangigen DNS ergibt sich aus P =

20 A, HENGLEIN u. W. SCHNABEL, in: Current Topics in Ra-
diation Research (ed. M. EBerRT u. A. Howarp), North-
Holland Publ. Cy., Amsterdam 1966, Vol. I1.
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M/m, wobei m das mitilere Mol.-Gew. eines Nucleo-
tidpaares ist. Werden die Vernetzungen nicht be-
riicksichtigt, ist die gemessene Bruchwahrscheinlich-
keit pro Monomer (A4,p,) :
1 1 1 1
Aapp:P_n“To_—{Mn—Vo]m' o

App entspricht 4, wenn Q =0.

Ereignen sich neben Briichen auch Vernetzungen,

. 1 .
so wird nach CHARLESBY 21 . um % kleiner. Es
n

ergibt sich dann:
e _[1 __1
A= 3= |5 =3 ®
Das Gewichtsmittel wird durch Vernetzungen stér-
ker beeinfluBt als durch Briiche (CHARLESBY 21):

A 1 1
7 -0=la g m ©
Fiir A und @ ergibt sich nun daraus:
2 1 1 m
A=[Mn“70"7w§]1_,§v 10
R -l B ¢ Y

Diese Gln. sind allerdings sireng nur giiltig, wenn
die Briiche statistisch verteilt sind. Die Giiltigkeit
dieser Annahme soll spiter diskutiert werden.

5. Beziehung der Bruchrate zur Dosts

Gemall Gl (5) entstehen Doppelbriiche einmal
quadratisch (n p*D?) sowie linear mit der Dosis
(2nppB D). Der Anteil der Doppelbriiche (f2n)
vor Bestrahlung lie§ sich bei Bakteriophagen-DNS
nicht sicher messen, konnte jedoch, wie aus Abb. 3
(A) ersichtlich ist, vernachldssigt werden.

Setzt man 2np f=>5 und np®=c, so erhilt man

A=b-D+c-Dr. 12)
In Abb.4 sind die aus Gl. (10) erhaltenen Werte

von A nach Bestrahlung bei der Konzentiration
400 pg/ml, 200 ug/m! in Ny und in O, und bei
40 pg/ml gegen die Dosis aufgetragen. Die einzel-
nen MefBdaten finden sich in Tab. 1. Nach Bestrah-
lung zweier verschiedener DNS-Préparationen bei
200 ug/ml zeigt sich deutlich ein Unterschied in der
Empfindlichkeit, der wohl durch Verunreinigungen
an niedermolekularen Bestandteilen und an Protein

21 A. CHARLESBY, Atomic Radiation and Polymers, Pergamon
Press, Oxford 1960.
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Konzentration 1
bei Dosis My-10-6 My-10-6 4 -108 M Mo Q- 108
Bestrahlung 31 1 g
My Mo
200 ugfml Kontrolle 28,26 28,26
Kontrolle 28,5 28,5
1. Prédparation 1-103rad 29,85 26,36 2,99 + 1,30 — 1,59 1,33 0,39
in Ny 2103 rad 25,86 19,82 11,60 + 2,40 4,37 1,47% 4 0,63
4-103rad 22,46 15,55 20,68 L 246 3,13 1,97 10,19
7,7 - 103 rad 11,93 7,2 67,55 - 9,34 2,14 1,85*% 4- 2,10
2. Priiparation 1-10%rad 27,56 23.57 505 - 145 6,54 1,055 X 0,21
in Ng 2 - 103 rad 23,54 16,87 16,86 + 1,66 3,30 1,96 - 0,41
4-103rad 19,74 10,66 47,28 + 11,20 3,78 6,52 + 2,13
2. Priiparation 1108 rad 27,64 22,71 8,65 L 1,14 8,80 1,796 & 0,41
in Og 2 - 103 rad 26,65 14,45 27,28 4 2,55 14,80 6,28 0,72
4-103rad 15,52 10,36 38,52 - 0,25 2,10 1,06 + 0,23
400 ug/ml Kontrolle 31,0 31,0
1-103rad 28,44 27,81 1,86 + 0,34 1,235 — 0,54* - 0,30
2-108rad 32,23 31,15 1,76 = 0,96 0,154 4046 10,12
4-10%3rad 25,90 24,51 4,46 + 0,52 1,345 — 0,97 +4-0,17
6 - 103 rad 20,60 16,48 16,71 + 1,91 1,760 — 0,84% 1 0,37
8- 103 rad 19,87 16,33 16,52 4- 1,08 1,580 — 1,75% 4+ 0,67
40 pgfml Kontrolle 35,64 35,64
6 - 102rad 30,72 28,28 4,25 4 0,17 1,61 — 0,36 --0,103
8 -102 rad 29,14 28.31 3.49 1. 0,16 1,155 —1,10 3033
1-103rad 28,47 26,27 5,394+ 0,15 1,435 — 0,89 0,27
Kontrolle 30,70 30,70 e
- T T2V 18% ad 38700 8015 0,51 & 0,25 T e -+ 0,11% 4 0,11
1,5-10%rad 22,82 20,04 9,67 - 0,49 1,545 — 1,03 40,12
2.103rad 22,66 20,28 9,18 1 1,35 1,450 — 1,40 1049

Tab. 1. Molekulargewichte bestrahlter T1-DNS, 4: Bruchwahrscheinlichkeit pro Nuclestidpaar. Q: Vernetzungswahrschein-
lichkeit pro Nucleotid. * Q-Werte, die nicht signifikant (p<<0,05) von Null verschieden sind. 4 und Q sind auf die fiir jede Pri-

paration gemessenen Werte Mw, und Mpy bezogen.

bedingt ist. Eine intensive Reinigung der DNS ver-
bietet sich jedoch, da hierbei erhebliche Scherkrafte
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auftreten. Wie sich-aus der Kurve fiir die 2. Serie
bei 200 ug/ml ergibt, besteht zwischen der Strahlen-
empfindlichkeit in Stickstoff- und in Sauerstoffatmo-
sphére kein wesentlicher Unterschied. Die Punkie
fiir die Bestrahlung bei 40 ug/ml liegen zwischen
den beiden Serien der Konzentration von 200 ug/ml.
Durch eine weitere Verdiinnung unter 200 upg/ml
steigt die Empfindlichkeit also nicht mehr an. Im
Gegensatz dazu ist die Bruchwahrscheinlichkeit nach
Bestrahlung bei der Konzentration von 400 ug/ml
deutlich geringer. Mittels Regressionsanalyse wurden
b und ¢ in Gl (12) fiir die geringste quadratische
Abweichung ermittelt. Es ergab sich dann:

Abb. 4. Bezichung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit und
Strahlendosis bei drei. Versuchsserien mit verschiedenen Kon-
zentrationen F oM.

bestrahlt bei 40 [gg/ml] in N,

[

@ Dbestrahlt bei 200 [ug/ml] in N,
®m  bestrahlt bei 200 [pg/ml] in N,
A Dbestrahlt bei 200 [pg/ml] in N,
O  bestrahlt bei 400 [#g/ml] in N,

(1. Priparation)
(2. Priparation)
(2. Priparation)
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1. Priparation (Bestrahlung bei 200 ug/ml)
b=2,57-1079, ¢=0,80-10"12,
2. Priiparation (Bestrahlung bei 200 ug/ml)
b=4,22-1079, ¢=1,90-10"12,
3. Priiparation (Bestrahlung bei 400 tg/ml)
5=1,26-1072, ¢=0,129-10"12,
6. Verneizungsrate in Abhingigkeit von der
Strahlendosis

Aus dem Vergleich der Gradienten in den Abbn.
1a und 1b geht hervor, dafl nach Bestrahlung bei
der Konzeniration 200 ug/ml neben gebrochenen
Molekiilen auch Molekiile mit hoherem Mol.-Gew.
als dem der Kontrolle entstehen. Wie aus den Mol.-
Gew.-Verteilungen (Abb. 3 B) ersichtlich ist, werden
Molekiile bis' zum doppelien Mol.-Gew. der Kon-
trolle beobachtet. Berechnet man die Vernetzungs-
rate @ aus M, und M, nach Gl. (11), so zeigt sich,
daB Q bis etwa 2krad ansteigt, bei hSheren Strah-
lendosen jedoch gleich bleibt, d. h. es entsiehen keine
neuen Verneizungen mehr. Die Anfangssteigung von
Q mit der Dosis ergibt g=1,4-1079, d.h. die Ver-
netzungsrate betréigt etwa die Hélfte des linearen
Anteils der Doppelbriiche.

Bei der Bestrahlung bei einer Konzentration von
40 ug/ml ergeben sich keine Vernetzungen; an den
mit dem Densitomeier aufgezeichneien Gradienten
konnten keine Anzeichen fiir eine schneller sedimen-
tierende Fraktion gesehen werden, die errechneten
(Q-Werte zeigen negative Werte. Bestrahlt man bei
400 ug/ml, so lassen sich wohl am Gradienten
schneller als die Kontrolle sedimentierende Fraktio-
nen nachweisen, die (-Werte sind jedoch nicht signi-
fikant von Null verschieden (Tab. 1). Dieser Befund
soll spiter noch erdrtert werden. Ein unmittelbarer
Hinweis auf das Vorliegen von Vernetzungen wird
auch erhalten, wenn man 1/M, und 1/M; gegen die
Dosis auftrdgt. Ist das Verhilinis der Neigung der
beiden Kurven

1 Ma—1/M,
My—1/M,

grofler als 2, so liegen Vernetzungen vor (Tab.1).

7. Molekulargewichts- Vertetlungen der DNS nach
Abbau mit Desoxyribonuclease

Um methodische Fehler bei dem Nachweis von
Vernetzungen in bestrahlier DNS auszuschlieBen,
wurde T1-DNS mit Desoxyribonuclease I abgebaut.
Hierbei sind keine Vernetzungen zu erwarten.
Untersucht man die DNS, die nur geringfigig ab-
gebaut ist, so findet sich am Gradienten in der ana-
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lytischen Zentrifuge nur ein Anieil, der langsamer
sedimentiert als die unversehrten Molekiile, jedoch
keinen Anteil mit schneller wandernden Molekiilen
(Abb. 5 a). Weiter wurden DNS-Molekiile mit héhe-
rem Abbaugrad untersucht (Abbn.5b und 5c), die
ebenfalls am Gradienten keine Anzeichen von Ver-
netzungen erkennen lassen. Bei diesen Proben wurde
die Mol.-Gew.-Verteilung sowie die Abbau- und Ver-
netzungsrate berechnet (Tab. 2). Es ergibt sich, daf§}
Q hier negativ oder nahe Null ist; im Verhilinis
zur Abbaurate 4 ist Q klein.

M N - RiB

1 ¥
10cm

]
0em

Abb. 5. Gradienten von UV-Aufnahmen wihrend der Sedi-

mentation von mit DNase abgebauter T1-DNS. a) 5 min Ab-

bau mit DNase, Enzym-Konz. 0,1 gg/ml, b) 10 min Abbau

mit DNase; Enzym-Konz. 1 ug/ml, -¢) 15 min Abbau mit
DNase, Enzym-Konz. 1 pg/ml.

Diskussion

1. Ermittlung der Molekulargewichts- Verteilung

Aus der Form des Gradienten in der Zelle der
analytischen Ultrazentrifuge ermittelten wir die He-
terogenitiat der Teilchengrofle. Voraussetzung war,
daBl die Form des Gradienten nicht durch Diffusicn,
durch den ,Johnston-Ogston-Effekt“ oder
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durch den ,,self sharpening-Effect® verindert ist 22
Wie frither gezeigt wurde, kann der EinfluBl der
Diffusion bei der hochmolekularen DNS vernach-
lassigt werden, da die Extrapolation der erhaltenen
Sedimentations-Verteilungen auf die Aufnahmezeit
t= oo keine Verdnderung ihrer Form bringt #. Da-
gegen wird der Gradient durch die Konzentrations-
Abhéngigkeit der Sedimentationsgeschwindigkeit er-
heblich schmiler. Prinzipielle.Lésungen zur Elimi-
nierung dieser Effekte wurden von BALDWIN 2 ge-
geben. Dabei zeigte es sich, dall die bei verschiede-
nen Konzentrationen erhaltenen Sedimentations-Ver-
teilungen auf die Konzeniration Null extrapoliert
werden miissen. Von CANTOW 17 wurden Rechenver-
fahren angegeben, wie sich solche Exirapolationen
am ehesten durchfithren lassen. Da uns bei den
untersuchten Proben die Konzenirations-Abhiingig-
keit des mittleren Sedimentations-Koeffizienten
S%6, w,0,5 bekannt war, konnien wir neben dem
Verfahren von CANTOW 7 auch rechnerisch die Ver-
teilung der S-Werte bei der Konzeniration Null er-
mitteln. Dabei ergaben sich mit beiden Verfahren
{ibereinstimmende Werte: T

Aus einer Verteilung der S%Werte lief sich dann
leicht die Verteilung der Mol.-Gew. nach den von
EigNErR und DoTy !® aufgestellten empirischen Be-
ziehungen ermitteln. Mit Hilfe der gleichzeitig durch-
gefiihrten Viskositdtsmessungen konnten wir die von
diesen Autoren angegebenen Konstanten bestitigen.

2. Degradierung der DNS nach Besirahlung

In Ubereinstimmung mit fritheren Untersuchun-
gen* an DNS aus Kalbsthymus nimmt auch an T1-
DNS die Zahl der Doppelbriiche quadratisch mit der
Dosis zu. Wie eine statistische Analyse der Regres-
sion zeigte, ist neben der quadratischen Komponente
der Dosiseffektkurve auch ein linearer Anteil zu mes-
sen. Da die Zahl der Einzelbriiche in diesen Ver-
suchen nicht gleichzeitig bestimmt wurde, kann nicht
enischieden werden, ob dieser lineare Anteil von
Doppelbriichen dadurch:zustande kommt, daf§ Ein-
zelbriiche gegeniiber von bereits bestehenden Einzel-
briichen eintreten, oder ob es strahlenbedingte Er-
eignisse in walriger Losung gibt, die mit einer ein-
zigen Reaktionskette zu einem Bruch der Doppel-
helix fiihren,

Enisprechend der Abb.3 und dem errechneten
Wert fiir b und ¢ ist die Abbaurate nach Bestrah-

22 H. K. ScuacuMaN, Ultracentrifugation in Biochemistry,
Academic Press, New York and London 1959.

TH. COQUERELLE, L. BOHNE, U. HAGEN UND J. MERKWITZ

lung bei 400 ug/ml etwa halb so groB wie nach Be-
strahlung bei 200 ug/ml. Dies ist auch aus der Kon-
zenirations-Abhéangigkeit der Strahleneffekie in
wilriger Lésung zu erwarten. Eine weitere Verdiin-
nung der Losung fiihrt zu keiner weiteren Erhohung
der Strahlenempfindlichkeit. Das bedeutet, dal3 nicht
mehr alle DNS-Molekiile von den. durch die Sirah-
lung im Wasser entstandenen Radikalen erreicht
werden. Berechnet man die Molekiilradien der ver-
wendeten DINS-Molekiille nach RosensrooM und
SCHUMAKER 12, so ergibt sich, dafl bei einer Kon-
zentration von etwa 120 ug/ml die DNS-Molekiile
sich noch eben beriihren; sie sind also bei 40 ug/ml
deutlich voneinander getrennt. Da die Strahlenemp-
findlichkeit bei 200 und 40 ug/ml etwa gleich ist, ist
es moglich, daBl nur die im statistischen Knéuel des
DNS-Molekiils - befindlichen Wasserradikale zur
Bruchentstehung beitragen, nicht aber die aullerhalb
der Kn&uel zwischen den einzelnen Molekiilen.

3. Enistehung von Verneizungen in bestrahlter DNS

Im Gegensatz zu den Untersuchungen an Thymus-
DNS*4, bei denen Vernetzungen nur aus-dem Ver-
hilinis M,/M, vermutet werden konnten, finden sich
bei Verwendung molekulareinbeitlicher DNS eindeu-
tige Hinweise auf das Vorliegen von Vernetzungen.
Es erscheint nach Bestrahlung eine Fraktion, die
schneller als die Kontrolle sedimentiert. Bei- einem
Abbau der DNS mit DNase tritt sie nicht auf. Zu-
sétzlich ergeben sich bei der Bestrahlung von T1-
DNS bei 200 ug/m! durch die rechnerische Auswer-
tung der Vernetzungsrate Q signifikant von Nuli ver-
schiedene Werte (Tab. 1). Diese Q-Werte steigen je-
doch nur bis 2 krad mit der Dosis an; eine Er-
hohung der Dosis fithrt zu keiner weiteren Zu-
nahme der Vernetzungen. Wie sich aus der von
RosenBrooM und SCHUMAKER '? gefundenen Be-
ziehung zwischen Mol.-Gew. und dem Streuradius in
Lésung ergibt, beriihren sich die DNS-Molekiile mit
steigenden Abbauraten immer seltener, so da weni-
ger Vernetzungen entstehen. Bei einer Konzentra-
tion von 200 ug/ml ist die fiir eine Vernetzung kri-
tische Grenzkonzentration 20 ¢,y bereits unterschrit-
ten, wenn das Mol.-Gew. einzelner Molekiile kleiner
als 1,5-107 ist. Dies entspricht auch unseren Beob-
achtungen, da nach Dosen iiber 2 krad, nach denen
M, kleiner als 1,5-107 wird, keine weiteren Ver-
neizungen mehr aufireten.

28 R. L. BaLpwIN u. J. W. Wirriams, J. Amer. chem. Soc. 72,

4325 [1950].
2¢ R. L. BALpwin, J. Amer. chem. Soc. 76, 402 [1954].
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1 1

Abbauzeit 855 My - 10-8 My - 10-8 A - 108 Ma M, Q@ - 108

1

My My

Kontrolle 28,2 30,70 30,70

10 min 18,15 5,43 3,88 121,7 1,48 — 16,40
5,65 4,02 118,0 1,49 — 15,12
15 min 10,25 1,26 0,63 962,0 2,05 + 6,82
1,17 0,60 1006,0 1,99 — 2,55

Tab. 2. Molekulargewichte mit DNase degradierter DNS (DNase Konz. 1 yg/ml). Bruch- und Vernetzungsrate (4 und Q).

Nach diesen Uberlegungen konnten auch nach
einer Bestrahlung bei 40 ug/ml keine Vernetzungen
erwartet werden, da die Molekiile der T1-DNS sich
erst bei 120 ug/ml beriihren. Unsere Beobachtungen
entsprechen diesen Erwartungen. Die geringen An-
zeichen von Vernetzungen bei einer Bestrahlung bei
400 ug/ml sind vermutlich mit der hohen Viskositat
dieser Losung zu erkldren, was die Beweglichkeit
der Makroradikale stark einschrinkt. Dieser Effekt
ist auch bei Kunststoffen bekannt 2°.

Die Versuche zeigen, dall nach einer Bestrahlung
von hochpolymerer DNS in Losung ebenso Ver-
neizungen-eintreten ‘als bei Bestrahlung von synthe-
tischen Polymeren. Das Vorliegen von Vernetzun-
gen in bestrahlter DNS-Lésung wurde auch durch
elektronenoptische Aufnahmen belegt 2. Ebenso wie
bei den synthetischen Polymeren besteht auch bei der
DNS eine kritische Konzentration, unter der keine
Vernetzungen mehr aufireten; ferner ist die Ver-
netzungswahrscheinlichkeit in konzenirierten Losun-
gen mit hoher Viskositdt geringer. Im Gegensatz zu
der Bestrahlung von irockener DNS 26 wird aber in
Losung keine ,,Gel-Dosis“ erreicht, d. h. es entsteht
kein unlosliches Netzwerk von Molekiilen. Das mag
dadurch bedingt sein, dal die Abbaurate der Poly-
nuclectidkette viel gréfler ist als die Vernetzungs-
rate. Auch unter giinstigen Bedingungen betrégt das
Verhilinis Doppelbruch zu Vernetzung 1 :0,35,
wihrend es bei Bestrahlung trockener DNS 4
1 : 3,37 betriigt. In Losung gilt dies nur fiir niedrige
Dosen, bei hoheren Dosen sieigt die Zahl der Dop-
pelbriiche infolge der zahlreichen Einzelbriiche stark
an, so daB die Briiche noch mehr gegeniiber den
Vernetzungen iiberwiegen.

Das Vorliegen von Vernetzungen bei der Bestrah-
lung von synthetischen Polymeren fiihrt zu der An-
nahme, daf Energiewanderungen innerhalb des

25 N. N. pE GurTa, M. SARKAR u. D. N. Misra, J. molecular
Biol. 15, 619 [1966].

26 P, ALEXANDER u. J. T. LETT, Nature [London] 187, 933
[1960].

Makromeolekiils stattfinden (CHARLESBY 27). Es wer-
den G-Werte fiir ¢ von etwa 1 beobachtet, was be-
deutet, daB fast jede Primirionisation schlieBlich zu
einer Vernetzung beitréigt. Bei DNS-Lésungen konn-
ten wir nur einen maximalen G-Wert fiir ¢ von 1073
erhalien. Das wiirde bedeuten, daB die zur Ver-
netzung fithrenden Radikale wesentlich kurzlebiger
sind als die in einer Losung mit synthetischen Poly-
meren, oder dall die bei den synthetischen Polyme-
ren angenommene Energiewanderung solcher Radi-

kale in der DNS nicht stattfindet.

Es ist zu vermuten, daf} unsere Methode der Be-
rechnung von (-Werten eher zu kleine Werte liefert
als zu grofie. Dies ergibt sich einmal aus einem Ver-
gleich der errechneten (-Werte mit der Form der
Mol.-Gew.-Verteilung wie aus der Tatsache, daB
negative (-Werte errechnet werden, wenn ein Wert
von Null zu erwarten ist. Dies kann einmal dadurch
bedingt sein, daB sehr kleine Bruchstiicke in den
Densitometerkurven nicht erkannt werden, und so
die Werte fiir M, zu groll werden. Das fithrt dann
zu kleineren ()-Werten. Berticksichtigt man, dal} bei
der Bestrahlung von Losungen mit 40 ug/ml im Mit-
tel ein Q-Wert von — 0,7-107¢ gemessen wird, so
ist nicht auszuschlieBen, dafl auch bei den anderen
Bestrahlungsserien die angegebenen Q-Werte etwa
um diesen Betrag zu niedrig gemessen werden. Auf
der anderen Seite besteht die Moglichkeit, dafi die
hier nicht gefundenen kleinen Bruchstiicke auch tat-
sichlich nicht aufireten. Das wiirde bedeuten, dafl
die Briiche in der DNS-Kette nicht iiber das Molekiil
statistisch verteilt sind, sondern an bestimmten,
durch eine besondere Strukiur ausgezeichneten Stel-
len lokalisiert sind.

Frl. B. ALTENDORF danken wir fiir ihre ausgezeich-
nete technische Assistenz.

27 A. CHARLESBY, in: Radiation Research (ed. G. SiLiNI),
North-Holland Publ. Cy., Amsterdam 1967, p. 265.







