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4. Finleitung

Uber die Wirkung ionisierender Strahlen auf die isolierte
DNS liegen viele Untersuchungen vor. Dabéi wurde vor
allem dié DNS in wHssriger Losung bestrahlt; aber auch
in trockener Form oder als Gel. Bei der Bestrahlung von
trockener DNS wird nur die in den einzelnen DNS-Mole-
kiilen absorbierte Energie wirksam. Dagegen sind Strah-
lenschdden, die bel Bestrahlung von DNS-Gelen oder
-Losungen auftreten, hauptsichlich auf die im Wasser
entstehenden Radikale und Peroxyde zurickzufihren, was
als indirekte Strahlenwirkung bezeichnet wird. Auf Grund
dieser indirekten Wirkung wird die DNS, die in wassriger
Losung oder als Gel bestrahlt wird, schon durch viel
geringere Dosen geschadigt als trockene DNS.

Die wichfigsten durch Strahlen induzierten DNS-Verande-
rungen sind Briiche in den Nukleotidketten, Basenverin-
derungen, Aufbrechen der Wasserstoffbricken und Ver-
netzungen (BUTLER (1959, WEISS (1964)). Briiche kdnnen
sowohl im Einzelstrang (Einzelbriiche) als auch in beiden
Nukleotidketten (Doppelbriiche) auftreten. Einzelbriiche
konnen erfaBt werden, wenn man die beiden Einzelstringe
durch Denaturierung trennt. Die Zahl der strahlenindu-
zierten Einzel- und Doppelbriche pro DNS-Molekil konnen
mit Hilfe von Molekulargewichtsbestimmungen fiur native
und denaturierte DNS ermittelt werden (HAGEN (1967)).
Basenschiddigungen treten in Form von Desaminierungen,
Dehydroxylierungen und Ringspaltungen auf. Briche in den
Nukleotidketten und Basenschiden fihren dazu, daB auch
die Wasserstoffbricken zwischen den beiden Nukleotid-
stréangen auseinanderbrechen. Wie verschiedene Kriterien
ergaben (HAGEN u. WILD (1964)), wird die DNS durch die
Bestrahlung zunehmend denaturiert. Neben Brichen der
Nukleotidstrange und Schiédigung der Basenstruktur ist
weiter mit Vernetzungen zu rechnen. Sie entstehen durch
Zusammenlagern der in der DNS entstandenen Makroradikale.



Solche Vernéﬁzungen wurden vor allem nach Bestrahlung.
von trockener DNS (HAGEN u. WELLSTEIN (1965)) und von
DNSAGelen'(LETT u. ALEXANDER (1961)) gefunden. Aber auch
nach Bestrahlung von wissriger DNS-LSsung werden Ver-
netzungen beobachtet (HAGEN (1967)).

Neben der Wirkung ionisieretider Strahlen auf die DNS in
vitro, interessiert aber vof allem aie Strahlenwirkung
auf die DNS in der lebenden Zelle. Es ist jedoch hier
séhWierig, strahlenbedingte Verinderungen der DNS nach-
zuwéisen, da nachtriglich bei der Isolierung der DNS aus
den Zellen oder bei der Trernung der DNS vom Protein
Schiden an der DNS-Struktur kaum vermieden werdeh kdnnen.
Vor allem ist die Degradierung der DNS durch die Desoxy=
ribonuklease in den hochbestrahlten Zellen nicht auszu~
schlieBen. AuBerdem ist noch zu bericksichtigen, daB die
isolierten DNS-Molekiile relativ klein sind gegenitber der
GroBfe des gesamten Genoms. Es miissen also sehr hohe Dosen,
welt Uber der mittleren Letaldosis gegeben werden, um
deutliche Strahleneffekte zu sehen.

Erst in letzter Zeit ist es gelungen, Informationen uber
die Bedeutung von Strukturveranderungen an der DNS fur
den allgemeinen Strahlenschaden der Zelle zu erhalten.

Bei Bakteriophagen kann das gesambte Genom als ein Molekiil
isoliert werden und somit auch die Zahl der durch Be-
strahlung eingetretenen Briiche festgestellt werden.
FREIFELDER (1965) verglich diese Bruchrate mit der Inak-
tivierung der Phagen und findet, daB nur 40 % der Phagen
durch einen Bruch der Doppelhelix inaktiviert sein konnen,
die Ubrigen werden durch andere Prozesse an der Vermehrung
gehindert. Bei Bakterien wurden dhnlicher Weise die Zahl
der Einzelbriliche mit der Inaktivierung verglichen

(KAPLAN (1967)).

Eine Anderung der biologischen Aktivitdt der DNS kann
festgestellt werden, indem man die Transformation bestimm-
ter genetischer Eigenschaften prift. Nach Bestrahlung der
Bekterien wurde an der aus ihnen isolierten DNS eine Ab-



nahme der Fzhigkeit zur Transformation festgestellt
(HUTCHINSON u. ARENA (1960), STUY (1960)). Durch Bestrah-
lung trockener und feuchter Bakterien ergab sich, daB die
Strahlenschéden der DNS etwa zu einem Drittel durch di-
rekte Energieabsorption in der DNS und zu zwei Drittel
durch diffusible Radikale aus einer Umgebung wvon 10 b4
bedingt sind. Welche DNS-Veranderungen findet man aber
nach Bestrahlung von Sdugetierzellen, in denen die DNS
von einem Histonmantel umgeben ist? Wir versuchten mit
unserer Arbeit an der Beantwortung dieser Frage mitzu-
wirken, indem wir Nukleoprotein als Gel in vitro be~
strahlten. Diese Versuchsbedingungen entsprechen anni-
hernd den Verh&ltnissen wie sie in der lebenden Siuge-
tierzelle anzutreffen sind.

‘Die Struktur des Nukleoproteins haben LUZZATI und
NICOLAIEFF (1963) mit Hilfe der Rdntgenbeugung einge-
hend untersucht: Sie zeigten, daB die DNS-Molekiule in
wassriger Losung niemals zusammengelagert sind, sondern
daB zwischen den einzelnen DNS-Molekiilen das Wasser
gleichméBig verteilt ist. Dagegen war die Anordnung der
DNS-Molekiile im Nukleoprotein bzw. -histon je nach Wasser-
gehalt eine andere. Bel einer Konzentration von 0,005 bis
0,20 (isotrope Phase) sind mehrere, meist vier DNS-Mole-
kiile in Gruppen angeordnet, von Histon umgeben mit einem
Durchmesser von etwa 120 2. Paarweise liegen die DNS-
Molekiile dagegen bei einer Konzentration von 0,30 -

0,50 (w-Phase). Der sie umgebende Histonmantel hat einen
Durchmesser von 54 2. Die Anordnung der Molekiile ist
hexagonal bei Konzentrationen zwischen 0,52 und 0,70

(@ -Phase). Die Zwischenriume sind mit Wasser und Histon
ausgefillt. Die Verh8ltnisse in der Zelle entsprechen
wohl am meisten der w- und der W -Phase. Insbesondere von
WILKINS u.a. (1959) sowie ZUBAY und WILKINS (1962) wurde
gezeigt, dafl jedes DNS~Molekiil im isolierten Nukleopro-
tein von einem Histonmantel umgeben ist. Andere Autoren
weisen allerdings darauf hin, daB diese Befunde nicht



ohne weiteres auf die Verhiltnisse in der lebenden Zelle
Ubertragen werden diirfen, und daB hier Jjeweils mehrere
Molekiile zusammengelagert sind (OLINS u.a. (1967),

LUZZATI u. NICOLAIEFF (1963%)). Eine Gelfeuchtigkeit,

die zwischen der w- und Y -Phase liegt, erschien uns
deshalb am ehesten geeignet, die Verhaltnisse in der
lebenden Zelle nachzuahmen. Wir bestrahlten somit unser
Nukleoprotein bei einer Konzentration von etwa 0,535 = 0,01,

Die Wirkung der ionisierenden Strahlen auf die Nukleopro-
teinstruktur ist verschiedentlich untersucht worden
(BERNSTEIN (1954), PEACOCKE u. PRESTON (1961), EMMERSON,
SCHOLES u.a. (1960), LLOYD u. PEACOCKE (1963%), WEISS
(1964)). Schon bei geringen Dosen findet man eine deub-
liche Abnahme der Viskositat. Nghere Untersuchungen zeig-
ten, daB dabei zunichst die Histonmolekiile von der DNS ab-
digsoziieren, wobei die DNS anfinglich gar nicht oler
nur gering geschidigt wird. Hohere Dosen fiihren dann

zu einem raschen Abbau der DNS-Ketten. EMMERSON, SCHOLES
U.a. (1960) untersuchten DNS-Verinderungen nach Bestrah-
lung von Nukleoproteinldsungen durch Bestimmung der Frei-
setzung anorganischen Phosphats. Es konnte aber kein
Unterschied zu den nicht bestrahlten Proben bemerkt
werden. Sie folgerten, daf die durch Bestrahlung im Wasser
entstehenden Radikale vom Provtein abgefangen werden und
nicht bis zur DNS vordringen konnen. Bis zu Bestrahlungs-
dosen von 405 rad traten keine wesentlichen DNS-Verande-
rungen auf. Untersuchungen von TSCHAHITSCHI (1966) liber
die Empfindlichkeit der Wasserstoffbriicken in der DNS
nach Bestrahlung von verdinnter Nukleoproteinldsung

(0,2 mg DNS/ml) zeigten, daB der Proteinmantel die DNS
vor Strahlenschidden ungefdhr um einen Faktor 10 schitzt.

Diese Untersuchungén geben uns Jjedoch noch keinen Hinweis,
ob nach Bestrahlung eines Nukleoproteins andersartige
Reaktionen an der DNS eintreten als nach Bestrahlung von
verdunnten DNS-Losungen. Unm den Strahleneffekt auf die
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DNS im Chromatin besser beschreiben zu konnen, unter-
suchten wir deshalb einige charakteristische Veridnde-
rungen, wie die Entstehung von Briichen der Doppelhelix
oder des Einzelstranges sowie die Entstehung von Ver-
netzungen. Hydrodynamische lMethoden, wie die Bestimmung
der Viskositat und der Sedimentation geben hieriber
AufschluBl. Weiter sollten Schmelzpunktbestimmungen uns
ber die Stabilitidt der Wasserstoffbriicken in der DNS
nach Bestrahlung von NukleoproteinéGel Auskunft geben.

Material und Methoden

Isolierung des Desoxyribonukleoproteins

Isolierung des Nukleoproteins aus Kalbsthymus,
modifiziert nach LUZZATI und NICOLAIEFF (1963)

5 g Kalbsthymus wird zerkleinert, mit 50 ml O,14 M

NaCl + 0,002 M Na-EDTA vorsichtig homogenisiert und

10 Minuten bei 5 000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen. Das Sediment wird noch dreimal nit

50 m1 0,14 M NaCl + 0,002 M Na-EDTA homogenisiert und
zentrifugiert. (Das letzte Mal bei 15 000 Upm).

Das Sediment wird in 50 ml 1 M NaCl aufgenommen und
unter gelegentlichem Umriihren etwa 1 Stunde bei 4 °C
stehengelassen. Dabei 16st sich der groBte Teil des
Sediments. Dann wird 30 Minuten bei 15 000 Upm zentri-
fugiert.

Der Uberstand wird mit kaltem aqua dest. auf 0,14 U
NaCl gebracht. Die dadurch ausgefdllten Nukleoprotein-
fidden werden in Alkohol gewaschen, in Aceton und Ather
getrocknet.

Unf&8llung des Nukleohistons (Worthington)

"Nucleohiston" der Worthington B.C. wird nach Angaben
der Firme nach ZAMENHOF (1957) isoliert und aus einer
2 M NaCl-Losung lyophilisiert. Um dies anwesende Salz
zu entfernen, werden etwa 200 mg Nukleohiston in 80 ml
1 M NaCl tUber Nacht aufgeldst und mit kaltem aqua dest.
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auf 0,14 M NaCl gebracht. Die ausgefdllten Nukleopro-
teinféden werden in Alkohol gewaschen und mit Aceton
und Ather getrocknet.

Charakterisierung des Nukléépfétéiﬁs

ﬁié éharaﬁtefisierung des Nnklécﬁféﬁéiﬁs é%f&igt durch
Bestimmung des Gehaltes an DNS, RNS, Histon und saurenm
Protein. Als Ausgangslosung fiur die folgenden Bestim-
mungen (Ausnahme: RINS-Bestimmung) dient eine Losung

von 2 mg/ml umgefilltem Nukleoprotein in 1-10~M Na-
EDTA,

DNS-Bestimmung nach DISCHE (19%0), modifiziert nach
BURTON (1956) '

Zu 1 ml Nukleoproteinldsung von 0,2 mg/ml in 0,005 N
NaOH werden 2 ml Reagens pipettiert, gut gemischt,
47 Stunden bei 30 °C¢ inkubiert und bei 600 nm photo-
metriert.

Dische-Reagens: 0,75 g Diphenylanmin
50,00 m1 ZEisessig
0,75 ml1 konz. Schwefelsdure

Der DNS-Gehalt pro ml wird von einer Eichkurve abge-
lesen.

Phosphatbestimmung nach P.S. CHEN u.a. (1956) zur
Ermittlung des DNS-Gehaltes im Nukleoprotein

0,05 ml1 Nukleoproteinldsung werden mit 0,05 ml eimner
10 % alkohol. Mg(NOB)E—Lasung versetzt und erhitzt, bis
die zuerst braunen Dampfe weill werden. 0,3 ml 41 N HC1
werden zugegeben, 15 Minuten gekocht, und nach dem
Abkihlen mit 1,7 ml aqua dest. und 2 ml Chen-Reagens
versetzt und gut gemischt.

Teil 6 N Schwefelsdure

Chen-Reagens: 1

‘ 2 Teile aqua dest.
1
1

Teil 2,5 % Ammoniummolybdat
Teil 10 % Ascorbinsiure
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Nach 41 - 2 Stunden bei 37 °C wird bei 820 nm photome-
triert. Auf der Eichkurve wird der vmol Phosphorge-
halt/Ansatz abgelesen und daraus die DNS-Konzentration
in der Nukleoproteinldsung berechnet.

2.2.%. Bestimmung des Proteingehaltes der Nukleoproteinlodsung

Durch Saureextraktion des Nukleoproteins kdnnen die
Histone vom sauren Protein getrennt werden.

9 ml Nukleoproteinldsung werden mit 9 ml 0,2 N HC1
versetzt, im Glashomogenisator fein verteilt und -0
Minuten bei 5 000 Upm zentrifugiert.

Der Uberstand I, der die meisten Histone enthdlt, wird
aufbewahrt, das Sediment wird mit 0,1 N HC1l nochmals
im Glashomogenisator fein verteilt und zentrifugiert.

Der Uberstand II wird wiederum aufbewshrt; das Sedi-
ment, das saure Protein, wird in 4,5 ml 0,1 N NaOH
aufgeldst. Dies dauert etwa 30 Minuten.

Bei den drei PFraktionen: Uberstand I, Uberstand II und
Sediment in 0,1 N NaOH wird der Proteingehalt nach
LOWRY u.a. (1951) bestimmt.

Zur Kontrolle wird ebenfalls mit der Methode nach
LOWRY (1951) der Gesamtproteingehalt der Nukleoprotein-
1osung bestimmt.

2.2.4. Bestimmung des Ribonukleinsdure-Gehaltes im Nukleo-
protein mit Orcinol nach E. VOKIN w.a. (1954, 1957)

20 mg Nukleoprotein werden mit 4 ml 0,1 N NaOH versetzt
und iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen.
Dann etwa 1 Stunde geschiittelt und 30 Minuten bei 90 °¢
im Wasserbad gehalten. Dadurch wird die Viskositat der
DNS erniedrigt, was den weiteren Arbeitsgang erleich-
tert.

Mit 0,48 ml 1 N HCl1 wird die Losung auf pH 2 eingestellt,
wobei die DNS ausfallt. Diese wird abzentrifugiert

(10 Minuten bei 5 000 Upm) und 4 ml des Uberstandes

mit 3 ml Orcinol-Reagens versetzt, 20 Minuten gekocht
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und bei 660 nm photometriert.. o o
Auf der Eichkurve kann dann dér RNS=Gehalt in wg/ml im
Uberstand abgelesen wewrden.

Das Nukleoprotein als Gel

Um das Nukleoprotein als Gel zu erhalten, muB -es mehrere
Tage in einer feuchten Kammer gehalten werden. Dazu
dient ein Schliffrdhrchen, in dem ein kleines Gef&#B zur
Aufnahme des Nukleoproteins (je 20 ng) eingebracht wird.
Das Rdhrchen ist zur HA&lfte mit 9,33 % CaClg—Lésung ge-
fullt; es wird nach Evakuieren mit N2 gefullt und 5 -
10 Tage bel Zimmertemperatur aufbewahrt.

Durch diese Behandlung nehmen im Mittel 20 mg Trocken-
praparat 11,68 £ 0,2% mg Wesser auf. Unter Briicksich-
tigung des Wasser- und Salzanteiles Trockenpraparat
(siehe Tab. 1) ergibt daraus eine Konzentration von

c = 0,532 £ 0,009%.

Bestrahlung

Die Bestrahlung des Nukleoproteins als Gel erfolgt mit
einer Cobalt-Y-Quelle (Gammacell 220, Atomic Energy of
Canada limited). Dosisleistung 1,6 Mrad/Stunde.

Die Isolierung der DNS

-

Das als Gel bestrahlte Fukleoprotein wird in 9 ml aqua
dest. und 1 ml 0,001 M Na-EDTA iber Naclt aufgeldst, mit

2 ml 0,5 M Trispuffer (pH 7,8) und 0,5 ml 0,25 % Trypsin-

10sung versetzt und iber Nacht bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Die DNS-Isolierung mit Phenol, modifi-
ziert nach COLTER u.a. (1962) schlieBt sich an: Die
Losung wird mit 1,25 ml 5 % Desoxycholat und 1:1 mit

75 % Phenol versetzt, 10 Minuten gerihrt und 30 Minuten
bei 12 000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wird vor-
sichtig abgezogen. Das in der DNS-Locsung geldste Phenol
wird durch 3 Atherextraktionen entfernt, und der Ather
im Rotationsverdampfer abgesaugt. Die DNS-Losung wird
iiber Nacht gegen 0,2 M NaCl (pE 7) bei 4 °C dialysiert.
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Charakterisierung der DNS-Préparation

Zur Charakterisierung der DNS-Praparation wird ihr Ge-~
halt an DNS, RNS und Protein bestimmt.

Die Bestimmung der DNS-Konzentration erfolgt durch lMes-
sung der Extinktion bei 260 nm mit dem Spektralphoto-
meter (Zeiss). Der nach dem Phosphatgehalt ermittelte
Extinktionskoeffizient betrigt 2,2 x 1072 cn® g~ 1. Die
Bestimmung des Proteingehaltes erfolgt mit der Methode
nach O.H. LOWRY u.a. (1951).

0,1 ml der DNS~Losung wird mit 0,5 ml aqua dest. ver-
setzt, 3 ml alkalische Kupfersulfatldsung (50 ml 2 %
NaQCO5 in 0,1 N NaOH und 1 ml 0,5 % CuSO4 x 5 HZO in

1 % Na-tartrat) zugegeben, gut durchmischt und 10 Minu-
ten oder lianger stehengelassen. 0,3 ml verdiunntes Folin-
Ciocalteus-Phenolreagens (1 N) wird schnell zugefiigt
und innerhalb 1 - 2 Sekunden gemischt. Nach 30 Minuten
oder ldnger wird bei 691 nm photometriert.

Der Proteingehalt wird auf der FEichkurve abgelesen.

Die Bestimmung des RNS-Gehaltes in der DNS-Losung er-
Ubrigt sich, da die Bestimmung des RNS-Gehaltes im
Nukleoprotein nur sehr geringe Werte ergab (s. Tab. 1).

Bestimmung des Molekulargewichtes nativer und
denaturierter DNS

Die Bestimmung des Molekulargewichtes der DNS-Praparate
erfolgt mit hydrodynamischen Methoden. Die mative DNS
ist dabei in 0,025 M Phosphatpuffer (pH 7,3) und 0,2 M
NaCl geldst. Zur Denaturierung wird die DNS fir 3 Minu-
ten auf 0,2 M NaOH gebracht, dann Formaldehyd bis zu
einer Endkonzentration von 2 % zugegeben und mit 1 M

KHEPO4 neutralisiert.

Bestimmung der Viskositdt [M]

Die Viskositat der DNS-Pré@parationen in wissriger Lo-

sung wird mit dem Drehviskosimeter nach Hatschek-

1
be~

trigt. Die gemessene Viskositdt M wird zu der Viskosi-

Couette bestimmt, dessen Schergradient 8,4 sec”
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tdt des reinen Ldsungsmittels ﬂL in Beziehung gesetzt
und so die spezifische Viskositit ﬂsp ermittelt.

L I 1 (1)

1
Sp ﬂL

Das Verh&#ltnis der spezifischen Viskositat zur DNS-Kon-
zentration{ﬁnSP wird gegen die Konzentration (c¢) auf-

getragen unﬁ %uf die Konzentration O (Mull) extrapoliert.

Daraus ergibt sich die Viskositdt beil unendlicher Ver-
diinnung [M]

' T V
(1] = 1im —%E (ml/gl 2

c—-0

Bestimmung der Sedimentation bei nativer und
denaturierter DNS

Die Sedimentation wird in der analytischen Ultrazentri-
fuge (Modell Spinco E, Beckman) mit Ultraviolettoptik
bei 260 nm bestimmt. Die Umlaufgeschwindigkeit betragt
29 500 Upm, mit Ausnabme einiger nativer Proben (Kon-
trollén, mit 0,5 Mrad bestrahlt), die bei 17 980 Upm
zentrifugiert werden. Die Temperatur betrigt 20 °c. Die
Konzentration der DNS wird entsprechend der Extinktion
bei 260 nm so gewahlt, daB bei einer Belichtungszeit
von 20 sec eine lineare Beziehung zwischen der Schwar-
zung des Films und der DNS-Konzentration besteht. Die
Filmschwarzung der Aufnahmen wird mit dem Mikrodensi-
tometer Analytrol (Beckman) aufgezeichnet. Der Abstand
des Gradienten von der Referenzlinie bei 50 % der Kon-
zentration gibt den mittleren Sedimentationskoeffizien-
ten Sapp’ der bei der Jjeweiligen Konzentration (c) er-
halten wird. Die Sedimentationskonstante S° wird gra-
zur Konzentration ¢

phisch aus dem Verhdltnis von Sﬂ
app
durch Extrapolation auf unendliche Verdiinnung (c = o)

ernittelt.
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2.7.3%. MoiekuiarééﬁichtsbéSﬁimmungén aus 8°, [N] sowie
aus der Molekulargewichtsverteilung

Viskositat und Sedimentation konnen allein oder zusam-
men fir eine Bestimmung des Molekulargewichtes heran-
gezdgen werden. Wahrend bel molekulareinheitlichen
Proben alle Methoden den gleichen Wert ergeben, fin-

det man bel polymolekularen Gemischen verschiedene
Werte, die dann zur Charakterisierung der Uneinheitlich-
keit benutzt werden konnen.

2.7-%2.1. Aus der Sedimentationskonstanten s° 158+t sich nach

der Gleichung 4
80 = as - IMPS | (3)

das Molekulargewicht berechnen. Fir native DNS gilt
nach DOTY w.a. (1958): as = 0,063, bs = 0,37.

Fir denaturierte DNS wurde bei unseren Denaturierungs-
bedingungen gefunden: as = 0,055, Dbs = 0,38,

Diese Konstanten ergaben sich in vergleichenden Mes-
sungen der Viskositat und der Ermittlung von Msﬂ ver-
schieden groBer DNS-Pridparate (vgl. Abb. 2).

Fir die Ermittlung des Molekulargewichtes auf Grund
der Viskositdt gilt fir native DNS nach EIGNER und
DOTY (1965):

(1] = 56,9-10" 6 S

& < M < 130 x 10°.

@270, wobei 2 x 10
Flir denaturierte DNS lagen keine zuverlassigen Konstan-

ten vor.

Ist die Viskositat und Sedimentation einer DNS-Probe
bekannt, so kann nach der Gleichung von MANDELKERN
und FLORY (1952) das Molekulargewicht Msﬂ der DNS er-
mittelt werden:

A

3
o N = ﬂO ° 10_15 (4)
B(1-Vp)

N Y

8% [n]

e e——

R N
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M = Molekulargew1cht

S° = Ggedimentation bei unendlicher Verdunnung

[1] = Viskosit#t bei unendlicher Verdiinnung

To = Viskositét des LBsﬁﬁgsmittels 0,01 g en™ 1 sec™

v = partlelles sp621flsches Volumen der gelosten
DNS = 0,55 e /g » .

p = Dichte des Ldsungsmittels = 1,01 g/cm3

= ein experimenteller Wert, déer flir native und
denaturierte DNS in gewissen Molekulargewichts-
bereichen konstant ist:
fir native DNS B = 2,5 x 10
flir denaturierte DNS B = 2,3 x 10
N = 6,0235 x 10°0

6
6

- Diese Gleichung gilt sowohl fir native als auch fir
denaturierte DNS, unabhingig vom Losungsmittel. Die
nach dieser Gleichung berechneten Molekulargewichte
stellen ein Mittel des Molekulargewichtes (Msﬂ> dar,
das zwischen dem Zahlenmittel Mﬁ und dem Gewichtsmittel
Mw liegt.

2.7.%.2. Molekulargewichtsbestimmung aus der Molekularge-
- wichtsverteilung

Neben dem Mittelwert des Molekulargewichtes interessiert
die GroBenverteilung der Molekiile in der entsprechenden
DNS-Probe. Dazu wird der in der Zentrifugenzelle er-
haltene Gradient in eine Sedimentationsverteilung umge-
wandelt, iiber die dann nach der von EIGNER und DOTY
(1965) angegebenen Beziehung

o) bs
87 = as - (MST])

das Molekulargewicht bzw. die Molekulargewichtsver-
teilung erhalten werden kann.

Nach einem von SCHUMAKER und SCHACHMAN (1957) sowie
von HAGEN (1967) angegebenen Verfahren wird zundchst
aus dem mit dem Densitometer erhaltenen Gradienten
mit dem Abstand X; vom Meniskus und der Hohe Y4 die
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integrale Verteilung der Sedimentation Si und cy berech~
net.

Diese S;-Werte sind jedoch Sapp—Werte, d.h. nur flir die
verwendete DNS-Konzentration gultig.

Um die Verteilung der 8°-Werte zu erhalten, muBl Jjeder
Si—Wert der Sa -Verteilung auf die Konzentration ¢ =

0 extrapoliert werden nach der Gleichung

C.: ;
89 = Sapp, (1+ % [M]5- Kz (0,5 + =), (5)

wobei

K, ein von EIGNER u.a. (1962) definierter Wert fiir
die Konzentrationsabhangigkeit der Sedimentation
ist (= 0,80),

Kz: Ausgangskonzentration der DNS-Ldsung in g/100 ml
und

cyt relative Konzentration am Gradienten.

[1], ergibt sich aus der Beziehung zwischen Sg und [ﬂ]i,
die von EIGNER und DOTY (1965) an Hand von Lite-
raturdaten verschiedener DNS-Prdparationen erhal-

ten wurde.

In Abb. 1 ist diese Beziehung als ausgezogene Linie ein-
| gezeichnet, die angegebenen Symbole bezeichnen native
DNS~Préparate, die in letzter Zeit im Institut fur
Strahlenbiologie untersucht wurden. Darunter befinden
sich auch die in dieser Arbeit untersuchten Proben. Sief
stehen mit den von anderen Autoren untersuchten Pripa-
raten in guter Ubereinstimmung. \

Abb. 1

Diese Beziehung gilt fir native DNS in einer Ionenkon-
zentration von 0,1 - 1,0 I1 Na+, ist also relativ unempfind-
lich auf Veridnderungen des Ionenmilieus. Bei denaturier-
ter DNS ist die Beziechung S°/[M] von der jeweiligen Dena-
turierungsart abhingig (HAGEN (1967)). Es wurden deshald
die von uns untersuchten denaturierten DNS-Proben zur
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Aufstellung der S°/[M1-Beziehung verwendet (Abb. 2).

Abb. 2
Mit dieser Beziehung 1aBt sich die Extrapolation der
Sa -Werte zu Sg auch fiUr denaturierte DNS nach Glei-

chung (5) durchfihren. Fir die Ermittlung der Sedimen-
tationsverteilung wurden stets mehrere Aufnahmen ver-
schiedener Versuche herangezogen; ein Beispiel dafur
bringt die Abb. 3, die die Verteilung als Integralkurve
darstellt.

Abb. 3

Die erhaltene BSedimentationsverteilung kann in eine
Molekulargewichtsverteilung Mi gegen c; nach der Glei-
chung (3) ungewandelt werden. Diese Konstanten werden
aus der Beziehung von s® zu [M] qurch Unrechnung auf
M,y nach der Gleichung (4) gewonnen, wie von EIGNER und
DOTY ausfiihrlich beschrieben wurde.

Aus der Molekulargewichtsverteilung Mi zZu cy kann das
Gewichts- und Zahlenmittel des Molekulargewichtes be-
stimmt werden:

% ( ; Mi + Mi—ﬂ
M = C; = C. (6)
W4 q i i-1 2
n (c. = c: ,) 2
Moo=/ 3 e (7
i=1 (Mi + Mi—ﬂ)

wobei n die Zahl der MeBpunkte der Verteilung ist.

Das ganze Auswerteverfahren lag als Rechenprogramm fiir
eine elektronische Rechenmaschine vor. Fur Jjede DNS~
Probe wurdeh jeweils mindestens zwei Aufnahmen susge-
wertet; meist ergab sich eine gute Ubereinstimmung der
erhaltenen Molekulargewichte. Einzelheiten dieses Ver-
fahrens sind bei COQUERELLE u.a. beschrieben.
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Zur Berechnung der in einem Molekiil eingetretenen

Briiche (B) bendtigt man die mittlere Kettenl%nge B,

die nach der Bestrahlung gemessen wird. P = ﬁg , wobei

m das Molekulargewicht des Monomeren ist. In unserem
Fall ist ein Monomer der doppelstrangigen DNS ein Nukleo-
tidpaar mit einem durchschnittlichen Gewicht von 617

und fir denaturierte DNS ein Nukleotid.

n P

B =g =-1=——-1 (8)
n = |

Die Bruchwahrscheinlichkeit pro Nukleotidpaar (A) ist
—%; . Entsprechend gilt fir den Einzelstrang o = Bruch-
wahrscheinlichkeit pro Monomer bzw. pro Phosphorester-
bindung. ,
AuBer den Brichen kénnen Vernetzungen entstehen, indem
ein Radikal im Polymer mit einem zweliten reagiert an-
statt mit einem Radikal des Ldsungsmittels. Das Ver-
haltnis zwischen Briichen und Vernetzungen kann nach
CHARLESBY (1960) ermittelt werden, sofern M_ und M

bekannt sind:

1 1 1 D
=Tt (% -3 %) 1 9)
n n
o
1 1 1 D
=t (2P - 9) & (10)
W W
O -
p, = Wahrscheinlichkeit eines Bruches pro Bindung (4)
q, = Wahrscheinlichkeit eines Monomers, an einer Ver-

netzungsreaktion beteiligt zu sein

Wird —%f—-und &h gegen die Dosis aufgetragen, entspre-
chend den Gleichungen (9) und (10), kann aus den beiden

Neigungen der Geraden (po - %-qo) = kn und (% Py - qo)=kw

Y
das Verhdltnis —59 = @ errechnet werden:
o}

P k -2 k
T = — Do g 1)
o) 2 kw - kn
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Bestimmung des Schmelzpunktes der DNS-Losungen
(Temperaturabhingigkeit der optischen Dichte)

Die zu untersuchende Losung wird mit 0,2 M NaCl so

weit verdinnt, daB die Extinktion bei 260 nm (1 cm
Schichtdicke) etwa 2,0 betrdgt. Dann wird die Lsung
in einer kontinuierlich heizbaren Quarzkivette im
Spektralphotometer (Zeiss) bis auf etwa 95 °¢ erhitzt,
und die Extinktion bei 260 nm bei der Jjeweiligen Tem-
peratur gemessen. Die Temperatur wird in der Kiivette
mit einem Thermoelement bestimmt. Die Schmelzpunktkurve
erhdlt man, indem man die Extinktionswerte in % gegen
die Temperatur auftriagt. Als Schmelzpunkt wird diejenige
Temperatur bezeichnet, bei der 50 % der maximal mégli-
chen Absorptionserhdhung erreicht wird.

Ergebnisse

Charakterisierung des Nukleoproteins

Nukleoprotein der Fa. Worthington und Nukleoprotein,
von uns aus Kalbsthymus isoliert, wurden im Hinblick
auf ihre chemische Zusammensetzung miteinander ver-
glichen (Tab. 1). Dabei zeigte sich, daB die Nukleo-
proteine zu 35 - 40 % aus DNS, zu 45 - 47 % aus Pro-
tein und zu etwa 15 % aus Wasser und Salz bestanden.
Beim Protein machte der Histonanteil etwa drei Viertel

des Gesamtproteingehaltes aus. Der RNS-Gehalt war beim

Worthington-Nukleoprotein vernachléssigbar klein, beil
unserem betrug er etwa 2 %.

Tabo 1

Da das k8ufliche Nukleoprotein keine Nachteile gegen-
Uber dem von uns isolierten zeigte, wurde bel unseren
Versuchen mit dem Nukleoprotein der Fa- Worthington ge-
arbeitet.
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EinfluB verschiedener Isolierungsmethoden auf
die Qualitat der DNS

Mit Phenol allein konnte die DNS nicht aus dem Nukleo-
protein isoliert werden, im Gegensatz zum Thymusgewebe,
wo die Trennung der DNS vom Protein durch Phenol sehr
leicht gelingt. Es ist mdglich, daB bei der Isolierung
des Nukleoproteins die DNS an das saure Protein irre-
versibel gebunden wird. Mit Hilfe von proteolytischen
Enzymen (DOUNCE u.a. (1966)) aber konnte das Protein
entfernt werden. Die Wirkung verschiedener Enzyme wurde
untersucht. Die Ergebnisse Zeigt die Tabelle 2. Als
Kriterien fir die beste Isolierungsmethode wurde die
Konzentration der DNS-Losung, die Viskositdt der nati-
ven und denaturierten Probe und der Proteingehalt der
Losung genommen. Das geeignetste Enzym schien das

Trypsin zu sein, da es im Hinblick auf die interessie-

renden Kriterien die besten Resultate ergab: Die DNS-
Konzentration der Ldsung und die gemessenen Viskosi-
tatswerte waren hoch und der Proteingehalt der Ldsung

niedrig.

Gegen die Verwendung von Chymotrypsin sprach der hohe
FiweiBgehalt der DNSéLasung, gegen die Verwendung von
Pronase die niedrigen Viskositatswerte. Eine kombinierte
Anwendung von Trypsin und Chymotrypsin zeigte keine
Vorteile gegeniiber Trypsin.

Aus der mit Trypsin behandelten Nukleoproteinldsung
wurde die DNS nach der Methode von COLTER u.a. (1962)
isoliert. Dabei zeigte sich, daB die Konzentration der
DNS-Losungen, deren Nukleoproteinldsungen vor der Phenol-

kzugabe auf 1 M NaCl gebracht worden waren (B), viel ge-

ringer war, als die der Losungen, bei denen das 1 M NaCl
weggelassen worden war (A). Auf Grund dieser Beobach-
tung haben wir bei unseren Versuchen die Isolierungs-
art A (Tab. 2) bevorzugt.

Tab. 2
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Veranderungen des Molekulargewichtes nach
Bestrahlung

Die erhaltenen Nukleoproteingele wurden mit Dosen von
0,5 bis 6 Mrad bestrahlt. In diesem Bereich sind die
Verénderungen des Molekulargewichtes am ehesten mefbar.

Bruchwahrscheinlichkeit

Mdlekulargewichte, Viskositdtswerte und Brﬁchhéufigkeit

F'im'Doppelstrang pro Nukleotidpaar (A) bzw. Bruchwahr-
‘scheinlichkeit im Einzelstrang pro Bindung (o) kdnnen

aus den Tabellen 3 und 4 entnommen werden. Zur Berech-
nung von o wurden nur die ersten beiden Kontrollwerte
herangezogen, da bei den ibrigen Werten eine unvollstén-
dige Denaturierung nicht ausgeschlossen werden kann,
wobei Aggregationen einzelner Molekiile méglich sind.

Zudem liegen diese beiden ersten Werte auf der Regres-

siQnsgeraden der %‘— Werte (vergl. Abb. 8) und sind
somit wahrscheinlich die richtigen Werte. Man sieht,
daB Viskositat, Sedimentationskonstante und Molekular-
gewicht der nativen und der denaturierten DNS mit zu-
nehmender Bestrahlungsdosis abnehmen. Entsprechend
steigt die Anzahl der Briche pro Nukleotidpaar bzw.
Bindung an. ‘

Tab. 3

Tab. 4

Abb, 4 zeigt die Abhingigkeit der Bruchwahrscheinlich-
keit von der Dosis bei nativer DNS, Abb. 5 bei denatu~
rierter DNS. Béi nativer DNS steigt die Kurve bis zu
der Dosis von 4 Mrad linear an, dann folgt eine quadra-
tische Komponente. Bei denaturierter DNS findet sich im
gesamten Dosisbereich nur ein linearer Antell. Das Ver-

"h#ltnis von Einzel- zu Doppelbriichen betrigt im linearen

Anteil der Kurven 4,46:1.
Abb. 4
Abb. 5
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Da die DNS im feuchten Gel bestrahlt wird, muB die
direkte sowie die indirekte Strahlenwirkung auf die DNS
bericksichtigt werden. Bei der Absorption der Strahlen-
energie innerhalb der DNS kénnen durch einen primdren
Tonisationsakt beide Strénge gleichzeitig brechen.

Unabhangig davon entstehen nach Bestrahlung Einzelbriiche.
Sie kOnnen zu einem Doppelbruch fihren, wenn zwei genau
gegeniberliegen oder durch hSchstens 3 Nukleotidpaare
voneinander getrennt sind (HAGEN (1967)). Die Angahl

der Doppelbriche, die durch benachbarte Einzelbriiche
entstehen, errechnet sich aus der Bruchwahrscheinlich~
keit o fiur einen Einzelbruch. Da « linear zur Dosis an-
steigt, gibt

@ =k - D,

wobei k die Bruchwahrscheinlichkeit pro Bindung und rad
ist. k wird graphisch aus Abb. 4 ermittelt und betrigt
2,66 x 10°19. Die Wahrscheinlichkeit, daB zwei gegen-
Uberliegende Einzelbriiche zu einem Doppélbruch fihren,
ist

(kx - D).

Die Wahrscheinlichkeit, daB benachbarte, durch mehrere
Nukleotidpaare (h) getrennte Einzelbriche zu Doppel-
briichen fithren, ist nach THOMAS (1956)

- (k - D)2(1 + 2 h),

wobei nach HAGEN (1967) (1 + 2 h) = 7 ist.

Wie Tab. 5 zeigt, ergeben sich fir A' gegeniiber der Ge-
samtzahl der Doppelbriche A vernachléssigbar kleine Werte,
die erst im h¥heren Dosisbereich etwas ansteigen. Es ist
aber méglich, daB die Abweichung von dem linearen An-
stieg der Doppelbriiche iUber 5 Mrad durch diese zu-
sAtzlichen Doppelbriiche bedingt ist.

Tab. 5
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3.3.2. Bestimmung von moglichen Vernetzungen

Nach den Angaben von TUZZATI und NICOLAIEFF (4965) sol-
1en in dem Beschriebenen Gelzustand des Nukleoprotelns
von einer Konzentration von 0,53 die Nukleinshurefsdden
einzeln vom Histon umhiillt sein. Die Mdglichkeit von
Vernetzungsreaktionen zwischen zwei DNS-Molekiilen war
demnach weiltgehend auszuschlieBen. Es erschien uns aber
wichtig, genau zu prifen, ob nicht trotzdem intermole-
kulare Vernetzungen entstehen, wie sie nach Bestrahlung
von trockener DNS, von DNS-Gelen oder von DNS-L3sungen
auftreten (LEIT u.a. (1961), HAGEN und WELLSTEIN (1965),
HAGEN (1967)).

Unser Untersuchungsmaterial erlaubt die Anwendung mehre-
rer Kriterien fiir das Auftreten von Vernetzungen. Zu-
ndchst kénnen die erhaltenen Sedimentationsverteilungen
nach den verschiedenen BestrahluﬂngOSen herangezogen
werden. Ahnlich wie in Abb. 3 wurden die Verteilungen,
die nach verschiedenen Strahlendosen erhalten wurden,
gemittelt und in Abb. 6 zusammengefaBt.

Abb. 6

Wiurden nach Bestrahlung des Nukleoproteingeles Vernetzun-
gen auftreten, so miiften zunehmend auch groBere, rasch
wandernde Molekile auftreten, wie man das nach Bestrah-
lung trockener DNS (HAGEN und WELLSTEIN (1965)) deutlich
sehen kann oder auch angedeutet bei Bestrahlung von DNS-
Ldsungen (HAGEN (1967)). Dies ist aber nicht der Fall,
vielmehr findet man iiber den ganzen Dosisbereich einen
gleichmaBigen Abfall der Sedimentationskonstanten.

Als weiteres Kriterium flr das Vorliegen von moglichen
Vernetzungen kann das Verhaltnis von MW zu Mn verwendet
werden. Wie von SCHULZ (1942) gezeigt wurde, n8hert sich
dieses Verhaltnis bel einem statistischen Abbau dem

Wert 2, auch wenn die Ausgangssubstanz nicht molekular-
einheitlich ist, sondern ein polymolekulares Gemisch
darstellt. Bestrahlt man wassrige DNS-Losungen, so
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steigt ﬁz auf diezyerte bis zu 5 an (HAGEN (1967)).
Dies bedeutet zunichst, daB die Degradierung der DNS
durch ionisierende Strahlung niéht statistisch verteilt
eintritt, sondern daB mehr grofRe Moleklile Ubrigbleiben,
als aus dem Zahlenmittel erwartet werden kann. Nach
einer Degradierung dﬁ; DNS mit Desoxyribonuklease fin-
det man dagegen fir ﬂ% niemals Werte iber 2 (ULLRICH
(1967)), was auf einen statistischen Abbau. der Molekiile
schlieBlen 188t. Wie die Tabellen 3 und 4 zeigen, bleibt
unter unseren Bestrahlungsbedingungen das Verhdltnis

M% ebenfalls unter 2, und zwar sowohl bei der nativen

als auch bei der denaturierten DNS.

Exakte Berechnungen tiber die Zahl der Vernetzungen sind
nach dem Verfahren von CHARLESBY (1960) moglich, das im
methodischen Teil unter 2.7.3%3.2. beschrieben wurde. Nach
der Gleichung 9 und 10 gibt die Beziehung der reziproken
Molekulargewichte zur Dosis die Grundlage der Berech-
nung. Unsere MeBdaten fiur die native und denaturierte

DNS sind in Abb. 7 und 8 in dieser Welise zusammengestellt.
Mit Hilfe der Varianzanalyse (QUENOUILLE (1953)) wurde
aus den einzelnen MeBwerten die Neigung der Regressions-
geraden b mit ihrer Fehlergrenze berechnet. Dabeil ist

b, die Neigung von - gegen die Dosis und b die von
W , My . n

%g gegen die Dosis.
Abb. 7
Abb, 8

Nach Gleichung (11) ist dann

P, b - 2b

W n
- - (12)
90 2b, — by

Fir die native DNS erhielten wir:

o8
i

0,05386 * 0,00597

o'
It

0,0901 * 0,003045
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Tir die dénaturierte DNS erhielten wit:

bW

by

0,4175 * 0,0721
0,6747 = 0,0797

Nach Gleichung (12) erhalten wir nur dann Vernetzungen,
wenn b, > ZbW° Da bW - 2bn stets negativ ist, muB also
auch ZbW - bn negativ sein. Bei nativer sowie denatu-
rierter DNS ist jedoch bn < 2bw’ was darauf hinweist,
daB keine Vernetzungen eingetreten sind. Die Werte fir
b und b haben einen Fehler von 3,3 bis 17,2 % Stan-
dardabweichung. Innerhalb einer gewissen Wahrscheinlich-
keit sind deshalb Vernetzungen nicht auszuschlieBen. So
188t sich die Uberschreitungswahrscheinlichkeit fiir bn?
2bW nach dem iblichen Verfahren des Vergleichs zweier
Mittelwerte ermitteln.

t = 2.. .j.. - 2
i
| b b

Flir native DNS findet man fir t = 1,427, was einer
Wahrscheinlichkeit p von 0,113 nach der Studentvertei-
lung entspricht. Fir denaturierte DNS ist t = 1,492
und p = 0,119. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 41 -
12 % ist es also Uberhaupt méglich, daB Verngtzungen
eingetreten sind. Ist 2bw = bn’ so 1st aber —% unend-
lich groB, m6gliche Vernetzungen also null. Wir
bestimmten daher die Zahl der Vernetzungen, die sich
ergeben, wenn man bn und bw bis zu der 5 % Grenze der
Wahrscheinlichkeit einander n8hert, und zwar dann fir
Jjedes bn um 1,645 . 6, was einem einseitigen Vertrauens-—
bereich von p = 0,05 entspricht. Dann wird bn kleiner
als bw° Trotzdem ist unter diesen Bedingungen die Zahl
der moglichen Vernetzungen sehr gering.

Wir setzen b; =D, - 1,645 « 0 und b; =D, + 1,645 « ©

Dann ergibt sich bei nativer DNS
sk

—2- = 25,7
qO
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und fir denaturierte DNS

*

D
. = 6,31
q'C)

Wir kdnnen also feststellen, daB nach Bestrahlung der
DNS im Nukleoprotein im Mittel nur Briche, aber keine
Vernetzungen entstehen. Aus der Streuung der MeBdaten
ist es nur zu 11,5 % wahrscheinlich, daB iberhaupt Ver-
netzungen vorliegen, die aber mit einer Wahrscheinlich-
keit von 95 % nicht iber E% der Briiche der nativen DNS
und nicht iber —%— der Briiche der Einzelkette betragen.
Sie konnen deshalb fur weitere Betrachtungen vernach-
lassigt werden. )

Schmelzpunktbestimmungen

Die Absorptionserhthung der DNS bei 260 nm wdhrend einer
Erhitzung auf 90 O¢ ist durch die Spaltung der Wasser-
stoffbricken der beiden Nukleotidstrange bedingt. Nach
Bestrahlung erfolgt die Denaturierung schon bei tieferen
Temperaturen. Entsprechend wird der Schmelzpunkt der
DNS niedriger (Abb. 9).

Abb. 9

Aus unseren Schmelzpunktprofilen ergibt sich eine ste-
tige Erniedrigung des Schmelzpunktes mit steigender
Dosis. Wie aus der Legende der Abb. 9 zu entnehmen ist,
betragt die Schmelzpunkterniedrigung'etwa 0,5 °c pro

1 Mrad.

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit haben wir Nukleoprotein als
Gel bei einer Konzentration von 0,5% = 0,01 bestrahlt.
Damit erschien uns am ehesten der physikalische Zustand
nachgeahmt, in dem die DNS im Interphasechromosom der
Sdugetierzelle vorliegt. Als Kriterien fiir die DNS-Ver-
dnderung im bestrahlten Nukleoprotein wiahlten wir das
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huftreten von Briichen sowohl im Einzel- (@) als auch
im Doppelstrang (A) und die Verdnderung der Stabilitit
der Wasserstoffbriicken zwischen den beiden Nukleotid-
striangen. Molekulargewichtsbestimmungen der nativen und
denaturierten DNS erlauben die durch Strahlung verur-
sachten Einzel- und Doppelbriiche zu erkennen. Damit
sollte untersucht werden, ob die DNS im Nukleoprotein
in grundsatzlich anderer Weise durch ionisierende Strah-
len geschidigt wird als in wissriger Ldsung. Es kann
dabel die Frage diskutiert werden, in welcher Weise die
zahlreichen Untersuchungen an bestrahlten DNS-LJdsungen
auf die Verhaltnisse in der lebenden Sdugetierzelle
angewendet werden dirfen.

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, das Molekular-
gewicht der DNS zu bestimmen. Flir die native DNS haben wir
finf und flir die denaturierte DNS drei verschiedene Bestim-
mungsmethoden herangezogen, um mehrere lMolekulargewichts-—
werte zu erhalten und sie miteinander vergleichen zu
konnen.

Aus der Beziehung [1] = 6,9 - 107F . 14,9970 (mIGNER

und DOTY (1965)) kSnnen wir My fir native DNS berechnen.
Fur denaturierte DNS lagen hierfir keine zuverlassigen
Konstanten vor, so dall wir in diesem Fall auf Mﬂ ver-
zichten muBten. M. ergibt sich aus der Gleichung S°=

s
bs’ wobei as und bs fir native und denaturierte

i

as - M
DNS veischiedene Konstanten sind, welche durch Ver-
gleichsmessungen bestimmt werden kdénnen (siehe 2.7.3.1.).
Wenn die Viskositat und die Sedimentationskonstante

der DNS-Probe bekannt ist, 1dBt sich nach einer Glei-
chung von MANDELKERN und FLORY (1952) ein Molekulargewicht
Msﬂ berechnen, das im Gegensatz zu MS oder Mﬂ keinerlei
~empirischer Konstanten bedarf, und das unabhingig von

der verwendeten Ionenkonzentration gilt. Durch Auswer-
tung des Gradienten in der'analytischen Zentrifuge kann
weiter die Verteilung der Molekulargewichte eines poly-
molekularen Gemisches ermittelt werden. Aus dieser Ver-
teilung ergibt sich dern das Gewichtsmittel MW und das
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Zahlenmittel Mh des Molekulargewichtes.

Wie Tab. 3 und 4 zeigen, fanden wir proportional zur
Bestrahlungsdosis eine Abnahme des Molekulargewichtes.
In Ubereinstimmung mit theoretischen Uberlegungen
(STUART (1953), TANFORD (1966)) ergab sich beim Ver-
gleichen der auf verschiedene Art und Weise ermittel-
ten Molekulargewichtswerte, dall MS mehr Mﬁ’ und Nh
mehr Mh entsprach, wdhrend Msn zwischen dem Gewichts-
und Zahlenmittel lag.

Ebenso wie nach der Bestrahlung von trockener DNS
(HAGEN und WELLSTEIN (1965)) fanden wir nach Bestrah-
lung der DNS im Nukleoprotein-Gel, daB die Bruchwahr-
scheinlichkeit filir Doppelbriiche sowie fiir Einzelbriche
linear mit der Dosis ansteigt. Dieser Befund deutet
darauf hin, daB die Doppelbriiche der DNS im bestrahlten
NUkleoprOtein-Gel auf ein einzelnes direktes Absorp-
tionsereignis zurickzufihren sind. Bei Bestrahlungen
wissriger DNS-Ldsungen entstehen dagegen die Doppel-
briiche vorwiegend durch gegeniiberliegende Einzelbriiche,
was sich in einem quadratischen Anstiég der Kurve zeigt
(HAGEN'(1967))° In dem von uns untersuchten Dosisbe-
reich war jedoch dieser Anteil der Doppelbrﬁche, der
durch benachbarte Einzelbriliche entsteht, sehr gering,
so daB er vernachlassigt werden konnte.

Bei unseren Versuchen wurden 2,66 x 10_4 Finzel~ und

0,596 x 10~ Doppelbriiche pro Mrad festgestellt.
Nach Bestrahlung der DNS im Nukleoprotein-Gel traten
somit Einzelbriiche etwa finf mal haufiger auf als
Doppelbriche. Dies entspricht etwa den Werten, die von
anderen Autoren angegeben worden sind. So findét,
FREIFELDER (1965) bei Bakteriophagen ein‘Verhéltnis
von 10:1 und DEAN (1966) bei Bakterien eines von 5:1.

Nach LUZZATI und NICOLATIEFF (196%) liegen die DNS-
Fdden in dem von uns gewdhlten Gelzustand des Nukleo-
proteins bei einer Konzentration von etwa 0,53 ge-
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trennt voneinander vor. Unsere Ergebnisse erlauben eine
Uberpriifung dieser Vostellung. Als Kriterien fiir das
Auftreten bzw. Vorliegen von Vernetzungen wurde die Se-
dimentationsverteilung sowie das Verhdltnis von Mw 21
Mn herangezogen. Zusatzlich wurden genaue Berechnungen
iber die Zahl von Vernetzungen nach CHARLESBY (1960)
durchgefihrt. Bei allen diesen verschiedenen Methoden
konnten keine Vernetzungen festgestellt werden, so dal
wir daraus folgern konnten, dal bel der Konzentration
von 0,53 die DNS-Molekiile tatsdchlich getrennt vonein-
ander vorliegen. Demgegeniiber findet man nach Bgstrah-
o s Po
lung wassriger DNS-Losungen ein Verhaltnis von o von
3 bis 4 (HAGEN (1967), BOHNE u.a. (1967)), das heiBt,
auf 3 bis 4 Briliche kommt eine Vernetzungsreaktion.

Um DNS-Veranderungen, die nach Bestrahlung von Nukleo-
protein~-Gel auftreten, mit denen, die in der Literatur
beschrieben wurden, vergleichen zu konnen, eignet sich
der G-Wert besonders gut. Man versteht darunter die Zahl
der durch Strahlung hervorgerufenen Ereignisse pro

100 eV absorbierte Energie. Der G-Wert ist 1, wenn 0,62
X 4012 Ereignisse pro rad und cm’ auftreten. Bei uns
betrédgt die Konzentration der DNS im Nukleoprotein

248 mg pro g, das entspricht 4,84 x 1020 Nukleotid-
molekiilen pro g,bzw.ebensovielen Bindungen zwischen
den Monomeren des Einzelstranges. Fur den Einzelstrang
wurde eine Bruchwahrscheinlichkeit von 2,66 x 10710

pro rad ermittelt. Die Anzahl der Eingelbriliche pro rad
und g ist demnach 4,84 x 1020 x 2,66 x 10719 = 0,1286
X 10420 Daraus ergibt sich ein G-Wert von 0,208, das
heiBt pro 100 eV absorbierte Energie finden 0,208 Ein-
zelbriiche statt oder 480 eV sind erforderlich, um einen
Einzelbruch zu erzeugen. Fir die Doppelbriiche ergibt
sich ein G-Wert von 00,0466 bzw. 2150 eV Energieaufwand.

Zum Vergleich scien in der Tabelle 6 einige G-Werte
zusammengestellt, die in der Literatur fir Einzel- oder
Doppelbriiche unter den verschiedensten Bestrahlungsbe-
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dingungen angegeben sind. Flir Bestrahlungen in vitro
ergeben sich fiir Einzelbriche Werte von 70 - 370 eV
und fir Doppelbriiche 600 - 1250 eV.

Tab. 6

Flir die Bruchereignisse nach Bestrahlung in vivo lie-
gen nur wenig zuverlassige Werte vor. Neben dem recht
geringen Wert von LETT u.a. (1967) fir den Eingzelbruch
in Leuk&miezellen lassen sich auch die Untersuchungen
von HOTZ und ZIMMER (1963) heranziehen, bei denen T~
Phagen in vierfacher N&hrbouillon durch etwa 500 eV
inaktiviert werden. Unter diesen Bedingungen kommt

nur die in den Phagen selbst absorbierte Strahlenener-
gie zur Wirkung. Nach Untersuchungen von BOHNE u.a.
(1967) werden unter den gleichen Versuchsbedingungen
0,4 Doppelbriche pro inaktiviertem Phagen gemessen. Zur
Erzeugung eines Doppelbruches sind demnach 1250 eV in
den Phagen notwendig.

Die Untersﬁchungen von HOTZ und ZIMMER (1963%) zeigen
aber auch, daBl der Energiebetrag pro inaktiviertenm
Phagen nach den jeweiligen Bestrahlungsbedingungen

sehr unterschiedlich sein kann. So erhSht er sich auf
das 10-fache, auf 5000 eV, wenn man die Phagen im Hoch-
. vakuum, also trocken und bei 80 °kK bestrahlt. Es

ist anzunehmen, daB dabei die im Phagen entstehenden
diffusiblen Radikale des Wassers fortfallen und auch
die in der DNS entstandenen Makroradikale zundchst
nicht weiterreagieren konnen. Einzelheiten dieser Uber-
legungen sollen hier nicht weiter behandelt werden,
Jjedoch machen sie deutlich, daB der G-Wert fir die
Entstehung von Briichen in der DNS eines bestrahlten
Nukleoproteingeles erheblich von dem Jeweiligen Feuch-
tigkeitsgehalt abhangen kann. Zusatzlich ist auch bei
direkter Einwirkung die Ableitung der Energie auf den
umgebenden Histonmantel mdéglich.
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Das Verhdltnis von einem Doppelbruch zu 4,5 Einzel-
briichen steht mit den Vorstellungen nicht im Wider-
spruch, die man ilber die Natur der Energieabsorption
ionisierender Strahlung hat. Nach neuerer Auswertung
zahlreicher Nebelkammeraufnahmen von ORE und LARSEN
(1964 ) werden im Mittel pro Primi3rionisation etwa
54 eV absorbiert. Bei den einzelnen Absorptionsereig-
nissen entsteht aber eine verschiedene Anzahl von
Ionenpaaren mit entsprechend auch einem verschieden
hohen Energieaufwand. So findet man mit einer Hiufig-
keit von

63,3 % nur ein Ionenpaar pro Primarionisation

20,4 % zwei Ionenpaare pro Primdrionisation

9,2 % drei Ionenpaare pro Primirionisation

Die iibrigen 7,1 % haben mehr als drei Ionenpaare, wobei
pro Ionenpaar 33 eV abgegeben werden.

Das bedeutet zundchst, daR etwa zwel Drittel aller
Prim8rionisationen Uberhaupt nur aus einer Ionisation
bestehen. Diese kannbentsprechend auch nur in einem
Nukleotidstrang lokalisiert sein und nur zu einem
Einzelbruch fihren. Bei zwei oder mehr Ionenpaaren

pro Primdrionisation innerhalb des DNS-Molekiils

kOnnen die Ionisationen entweder nur in einem Strang
lokalisiert sein oder in beiden Ketten auftreten. Ent-
sprechend werden entweder Einzelbriche oder aber auch
Doppelbriche beobachtet. Es sei dazu bemerkt, daB nicht
jede Ionisation zum Bruch fithren muBl, jedoch haben wir
vorerst keinen Anhalt dafir, daB die Haufigkeit der
Ionenpaare bei den bruchwirksamen Absorptionsereignis-
sen anders verteilt ist als bei den unwirksamen. Wei-
tere Aussagen hierzu kdnnen zundchst nicht gemacht
werden; aussichtsreich sind in diesem Zusammenhang
Untersuchungen iiber die Bruchhiufigkeit in Nukleopro-
teingelen mit verschiedenem Feuchtigkeitsgehalt.

Unsere Untersuchungen ilber die Abnahme des Schmelzpunk-
tes der DNS nach Bestrahlung erlauben einige Uberlegun-
gen Uiber die Ursache dieses Strahleneffektes. Von
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HAGEN und WILD (1964) wurde diskutiert, ob nicht die
strahlenbedingten Einzelbriiche in der Nukleotidkette
die'Verschiebuhg des Schmelzpunktes bedingen.

Da beim Vorliegén von Einzelbrichen die Stabilitat des
Molekiils in der Langsrichtung geringer ist, ist es vor-
stellbar, daB die geschidigten Ketten sich leichter
voneinander trennen lassen. Zusdtglich besteheh fiir
die'Entspiralisierung der Helix mehr Ausgangspunkbe.
Diese Annahmen konnen gestﬁtzf werden, wenn man die
Verschiebung des Schmelzpunktes mit der Zshl der Ein-
zelbriiche vergleicht und nachsicht, ob diese Beziehung
auch unter verschiedenén Bestrahlungsbedingungen gilt,
wenn gang unterschiedliche Werte fiir Eifizelbriiche und

Schmelzpunkt gemessen werden.

Aus Abb. 9 und den in der Legende mitgeteilten Werten
fir den Schmelzpunkt ist zu entnehmen, daB pro Megarad
Tm um 0,5 OC abnimmt. Die Bruchwahrscheinlichkeit des
Einzelstranges ist 2,66 x 10_4 pro Megarad. Nach einer
Strahlendosis, die zu einem ATm von 1,0 °¢ fihrt, wer-
den also 5,32 x 10~%
Einen 8hnlichen Wert erh8lt man, wenn man die entspre-
chenden Daten ansieht, die nach Bestrahlung wissriger

- DNS-Losungen erhalten werden. Bei Bestrahlung von

500 pg DNS pro ml in 0,2 M NaCl findet man nach
ULLRICH (1967) eine Verschiebung des Schmelzpunktes

von 0,3 °C pro Kilorad. Nach HAGEN (1967) werden unter
diesen Bedingungen 1,70 x ﬂ0—4 Einzelbruche pro Kilorad
und Bindung gefunden. Nach einer Strahlendosis mit
einem ATm von 1,0 °¢ werden entsprechend 5,67 x 10

Einzelbriiche pro Bindung gezdhlt.

Ly

Einzelbriche pro Bindung gemessen.

Die Versuche von HAGEN und WELLSTEIN {(1965) an trocken
bestrahlter DNS konnen nur bedingt zu einem solchen
Vergleich herangezogen werden, da dort der Schmelzpunkt
der DNS in 0,01 M NaCl gemessen wurde, nicht in 0,2 M
NaCl wie bei den oben zitierten Versuchen. Die strah-
lenbedingte Schmelzpunkitverschiebung ist n8mlich in
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0,01 M NaCl gréBer. Wir finden dort etwa ein AT von
1,25 °¢ pro Megarad und 2,51 x 40 Elnzelbruche pro
Megarad und Bindung. Entsprechend ergeben sich dann

2,0 x 40'4 Einzelbriiche pro Dosis, die zu einem ATm

von 1,0 °C fiihrt.

Diese recht gdbnlichen Werte fir das Verhaltnis von
Einzelbrichen zu der strahlenbedingten Verschiebung

des Schmelzpunktes unter ganz verschiedenen Bestrahlungs-
bedingungen machen es zumindest nicht unwahrscheinlich,
daBl die Einzelbriiche in der DNS-Helix zu dieser vermin-
derten Stabilitat der Wasserstoffbricken fihren.

Zusammenfassung

Es wird Desoxyribonukleoprotein als feuchtes Gel mit
einer Konzentration von 0,53 mit 6000—Y—Strahlen be-
strahlt (0,5 - 6,0 Mrad), die DNS vom Protein getrennt
und anschlieBend gepriuft, inwieweit die DNS durch die
Strahlung geschidigt wurde. Als Kriterien fiir die DNS-
Verdnderung dienen die Bruchentstehung im Einzel-~ und
Doppelstrang, das Auftreten von Vernetzungen und die
Verschiebung des Schmelzpunktes.

Einzelbriche wie Doppelbriiche steigen linear mit der
Dosis an. Dabei sind Einzelbriiche etwa finf mal haufiger
als Doppelbrﬁche° Es ist wahrscheinlich, daBR beide Er-
eignisse auf die direkte Absorption der Strahlenenergie
in der DNS zuriickzufiihren sind, weniger durch diffusible
Radikale aus dem Histonmantel. Der Energiebetrag, der
fiir die Entstehung eines Einzel- bzw. Doppelbruches
erforderlich ist, belauft sich auf 480 bzw. 2150 eV.

Vernetzungen konnten nach Bestrahlung der DNS im Nukleo-
protein-Gel nicht festgestellt werden. Die Vorstellungen
von LUZZATT und NICOLAIEFF (1963), daB bei einem Feuch~
tigkeitsgehalt von etwa 45 % die DNS-Molekiile im Nukleo-
protein-Gel isoliert voneinander und vom Histonmantel
umgeben vorliegen, konnte dadurch bestdtigt werden. Die
Ursachen der strahlenbedingten Verschiebung des Schmelz-
punktes der DNS werden diskutiert.
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Tabelle 1: Charakterisierung des mit Aceton und Ather
getrockneten Nukleoproteins.

Mukisoprotein von | iegliert aus
Worthington
DNS 39,20 % 35,40 %
Histon 32,80 % 35,00 %
saures Protein 12,10 % : 12,08 %
RNS 0,06 % 2,14 %
Wasser, Salz 15,84 % 15,38 %




A: Isolierung nach 2.5

Tabelle 2: EinflufBl verschiedener Isolierungsmethoden auf die Qualitdt der DNS.

B: vor der Phenolbehandlung auf 1 m NaCl gebracht

Konzentration

verwendetes Isolierungs~ . . . Vighositat Viskositit
Enzym art degméfgégiigen % Protein [ﬂ] nativ [n] denaturiert

Trypsin A 795 8,8 4350 1150
A 685 35,0 5000 90
A 736 11,5 5350 1025
A 712 4,2 6650 1300
A 705 6,8 6000 1250
B 485 43,3 7200 1000
B 344 4,8 5350 550
B 467 2,1 5000 750
B 420 7,0 4900 700
Chymotrypsin A 725 94,0 4500 1100
A 755 31,8 5350 -
B 478 4447 8250 1000
Trypsin und A 692 - 5500 720
. A 72 4,1 5750 -
Chymotrypsin A 740 17:6 4900 1250
B 405 T+4 5600 700
B 425 8,2 5000 900
Pronase A 860 16,3 1850 250
A 782 17,5 3500 250




Tabelle 3: Mplekulargewichte von nativer DNS nach Bestrahlurg im Nukleoprotein.

M
M n
Dosis S » L14=6 -6 -6 L10-6 -6 W o 4
\X(M_rad) app il M - 10 Mn-10 Msn~10 M_+10 M, +10 T i -1 A+10
Kontrolle i 19,95 i 5000 8,2 9,7 7,81 10,96 5,32 2,060
20,09 i 6650 8,4 14,6 9,10 11,29 6,47 1,745
19,65 i 6000 8,0 12,6 8,37 10,66 6,02 1,770
- 0,5 18,50 | 3800 6,6 6,6 6,18 48,04 4,85 1,658 0,202 0,2160
- 18,30 3650 6,4 6&3 5;86 ?7;60 5,19 19465 0,130 00,1397
1,0 18,15 2925 6,2 4,5 5,20 5,63 3,86 1,457 0,509 0,5391
17,35 2450 5+4 345 4,44 5,83 3,78 1,543 0,547 0,5800
1,5 16,42 i 1925 4,7 2,55 3,64 5,25 3,03 1,732 0,926 0,985
17,62 | 2800 557 4,2 4,86 5,34 3,16 1,691 0,873 0,925
2,0 14,75 | 1925 | 3,42 2,55 3,09 6,87 3,22 2,173 0,813 | 0,862
15,20 2225 3,75 3,15 3,49 3,54 2,45 1,450 1,385 1,467
4,0 12,10 { 1100 1,95 1435 1,739 3,18 1,87 1,700 2,018 2,138
13,17 1025 2,4 1,26 1,900 3,41 1,93 1,766 2,020 2,140
5,0 11,10 850 1,45 1,06 1,34 2,00 1,29 1,548 5,583 3,795
: 10,92 812 1,38 1,01 1,28 1,66 1,14 1,454 4,115 4,360
6,0 10,66 725 1,28 0,92 1,16 1,54 1,02 1,515 4,737 5,015
11,19 650 1,47 0,83 1,19 1,84 1,26 1,584 3,610 3,823




Tabelle 42 Mplekulargewichte von denaturierter DNS nach Bestrahlung im Nukleoprotein.

M n
Dosis S . -6 PP PR S W o V!
(Vi-rad) app_ n] lgq® 10 M_+10 M+ 10 T — - o+ 10
Kontrolle 15,10 - - 3,188 1,358 2,345
"1%,65 - - 3,132 1,401 2,235
16,12 900 2,73 4,598 2,867 1,791
15,10 1025 2,64 4,122 2,353 1,752
15,50 1300 3,08 4,165 2,756 1,670
16,60 1250 3,36 4,606 2,981 1,544
0,5 11,32 480 1,18 1,921 1,141 1,682 0,195 0,443
10,50 500 ,07 1,321 0,659 2,005 1,067 0,242
10,98 - - 1,634 0,936 1,744 0,456 1,037
1,0 8,60 %00 0,612 0,928 0,523 1,772 1,590 3,56
9,17 260 0,628 1,075 0,644 1,670 1,110 2,52
8795 - - 05896 6’590 ﬁ,ffﬂ"’ﬂ 1,300 2795
145 7,72 225 0,451 0,893 0,532 1,679 1,550 3453
8,24 250 0,525 0,824 0,523 1,559 1,595 3,62
2,0 7,20 100 0,271 0,815 0,444 1,508 2,105 4,78
g 15 220 0,399 0,825 0,528 1,562 1,570 5,58
4,0 5,82 <100 <0,197 0,478 0,260 1,838 4,%20 9,83
6449 <100 <0,232 0,559 0,341 1,640 2,980 6,77
5,0 5,90 <100 <0, 204 0,316 0,145 2,179 8,570 19,50
4,98 100 <0,156 0,520 0,316 1,646 3,400 7,73
6,0 5,34 <100 <0,173 0,3%2 0,149 2,220 8,300 18,85
4432 <100 <0,126 0,411 0,199 2,068 5,900 13,40




iabélle 5% Antéii der durch benachbarte Einzelbriiche

erzeugten Doppelbriiche (A') zu der Gesambt-

zahl der beobachteten Doppelbriiche (4)

Dosis (Mrad) A'=(k-D)2.7
1,0 0,0049 - 10™* 0,575 - 40™7
2.0 0,0198 - 1077 1,200 - 10~%
3.0 0,0445 - 10~4 1,787 - 10™*
4,0 0,0792 - 10™% 2,400 - 10~4
5,0 0,1238 . 10~+ 3,187 - 40~
6,0 0,1785 » 107" 4,492 - 4077




Tabelle 6: G-Werte fiir den Bruch des Einzelstranges und der Doppelhelix nach Bestrahlung von DNS.

T1-Phagen

Bestrahlungsart Bruchereignis G-Wert g?grgiigid?zg) Aytor
0,43 % DNS-Lésung Einzelbruch 1,5 70 Peacocke (1960)
0,1 % " " 0,4 250 Collyns u.a. (1965)
0,5 % " " Q,8 125 " "
0,02 % " " 0,27 370 Hagen (1967)
trockene DNS im Vakuum " 0,63 160 Hagen, Wellstein (1965)
DNS im Nukleoprotein-Gel " 0,208 480 unsere Ergebnisse
Besﬁﬁiﬁii?izliﬁen ! 0,66 150° Lett, giiiﬁiéié ??;2%31“;7\
Bestrahlung von
M. radiodurans " 0,715 140 Dean, Feldschreiber,
Lett (1966)
trockene DNS Doppeldbruch 0,125 800 Lett, Stacey, Alexander
(1961)
DNS-Gel " 0,16 600 Lett, Alexander (1961)
! trockene DNS im Vakuum " 0,11 909 Hagen, Wellstein (1965)
{ DNS im NP-Gel " 0,0466 2150 unsere Ergebnisse
Bestrahlung von " 0,080 1250 Hotz, Zimmer (1963),

Bohne u.a. (1967)




Abb. 1: Beziehung zwischen S° und [N] bei nativer DNS
Mittelwertkurve von EIGNER und DOTY (1965)
Symbole untersucht im Institut fiir Strahlen-

biologie:

x T4-DNS unbestrahlt
¢ T1-DNS "

o T4-DNS yY-bestrahlt

A Kalbsthymus-DNS unbestrahlt

A " "  abgebaut durch DNSase oder
Ultraschall

A " " Y-bestrahlt

=i " " igoliert aus Nukleoprotein

) " " isoliert aus bestrahltem

Nukleoprotein
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Abb. 2: Beziehung zwischen S° und [M] bei denatu-
rierter DNS aus bestrahlten und unbestrahl-
ten Nukleoproteinen.
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Abb. 3:

Integrale Sedimentationsverteilung von DNS-
Praparationen aus unbestrahltem Nukleoprotein.

oe Experiment 1
1 Experiment IT
AN Experiment III
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Abb. 4: Bruchwahrscheinlichkeit nativer DNS nach
Bestrahlung im Nukleoprotein.
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Abb. 5: Bruchwahrscheinlichkeit des Einzelstranges
der DNS nach Bestrahlung im Nukleoprotein.
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Abb. 6: Sedimentationsverteilung von DNS-Praparationen
nach Bestrahlung des Nukleoproteins.

Kontrolle
—————— 0,5 Mrad
—e—e—e—s=o~ 1,0 Mrad
——————————— 1,5 Mrad
——t o omm—e o= 2,0 Mrad

— = —— — 4,0 Mrad
oooooooooo . 5,0 Mrad

— ——— —— 6,0 Mrad
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Abb., 7:

Beziehung der reziproken Molekulargewichte
zur Dosis bel nativer DNS zur Ermittlung
der Vernetzungswahrscheinlichkeit.
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Abb. 8:

Beziehung der reziproken Molekulargewichte
zur Dosis bei denaturierter DNS zur Ermitt-
lung der Vernetzungswahrscheinlichkelt.
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Abb. 9: BSchmelzpunktprofile von DNS-Praparationen aus
unbestrahltem und bestrahltem Nukleoprotein.

¢————a Kontrolle, Tm = 84,8 °c
{jem===i? 2 Mrad, T = 84,2 %
M-.-.-/ 4 Mrad, T, = 82,9 °C
— A 6 Mrad, T, = 82,2 °C
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