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Uber den Einfluß der DNS-Makrostruktur 
auf die durch Röntgenstrahlen verursachten Extinktionsänderungen 

im Bereich zwischen 210 und 350 nm.’

Von L. R o s s b e r g

Aus dem Max-Planck-Institut für Biophysik Frankfurt a. M.
(Z. Naturforsdig. 17 b, 548—552 [1962]; eingegangen am 3. Januar 1962)

Um die von Rajewsky und W olf aufgeworfene Frage nach dem Einfluß der DNS-Struktur auf 
die radiationschemische Veränderung der Basen zu untersuchen, wurde die DNS-Spirale bei einem 
Teil der Untersuchungen in dest. Wasser aufgelöst und mit Röntgenstrahlen bestrahlt. Es ergab sich 
eine Erhöhung der Strahlenempfindlichkeit der Basen, vor allem zu Beginn der Bestrahlung auf 
den Wert, den man bei der Bestrahlung der Monomerlösungen beobachtet. Bei Bestrahlung in 0,1 
und 1 -n. NaCl gelöster DNS sind dagegen die Basen gegen die Einwirkung der im Wasser gebilde­
ten Radikale geschützt, solange sie innerhalb der intakten Spirale gebunden sind. Dieser struktur­
bedingte Schutzeffekt besteht nicht gegenüber der direkten Strahlenwirkung von UV-Licht. Dieses 
Ergebnis ist von strahlenbiologischem Interesse, da das Optimum der Strahlenwirkung auf den 
Mitoseablauf nach Arbeiten von Carlson und G r a y  in der frühen Prophase lie g t17, also ebenfalls 
in einem Stadium, in dem die DNS-Spirale (vor der Verdoppelung) völlig aufgelöst ist. (Vgl. auch 
Bacq-Alexander und Fritz-Niggli 18.

In  einer A rbeit von R a j e w s k y  und W o l f  1 w urde 
die Frage diskutiert, ob die Reaktions-W ahrschein­
lichkeit der Purin- und P yrim id inbasen  m it dem 
durch die Bestrahlung w äßriger DNS-Lösungen e r­
zeugten W asserradikalen vom Polym erisationsgrad 
der DNS abhängig sein kann. Diese F rage ist, wie 
wir später noch sehen werden, von größter Bedeu­
tung fü r die Strahlenbiologie.

Es w urden daher M onom ere der in  der DNS vor­
kommenden Purin- und Pyrim id inbasen  sowie das 
Na-Salz einer hochm olekularen, auf schonendste 
Weise aus Forellensperm ien 19 hergestellten DNS in
0 ,1 -  und 1-n. NaCl-Lösung sowie in  dest. W asser 
mit R öntgenstrahlen bestrahlt**. In  verdünnter w äßri­
ger Lösung dissoziiert das Na-DNS-Salz, so daß die 
Coulomb-Kräfte der Phosphorsäure-A nionen längs 
der DNS-Helix nach R o w e n 2 eine Längsdehnung

* Gewidmet Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. Dr. h. c. B. R a je w s k y  
zum 25-jährigen Bestehen des „Max Planck-Instituts für 
Biophysik“.
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des Moleküls um ca. 40% (V iskositätserhöhung) 
und dam it den Bruch der W asserstoff brücken zwi­
schen den Purin- und Pyrim idinbasen (Extinktions­
erhöhung) und dam it eine weitgehende A uflösung 
der H elixstruktur bewirken 3-8 . Eine eventuelle ste­
rische A bschirm ung der Basen gegenüber den W as­
serradikalen durch die DNS-Helix m üßte in  diesen 
Lösungen wesentlich schwächer als in den NaCl-Lö- 
sungen sein. Die V eränderungen der M akrostruk tur 
wurde durch Viskositätsmessungen, die der Basen 
durch UV-Extinktionsmessungen verfolgt.

Methodik

Die Viskosität wurde mit einem O s t w a 1 d - Viskosi­
meter gemessen. Der mittlere Geschwindigkeitsgradient 
in der Meßkapillare betrug maximal 200/sec (dest. 
Wasser, 25 °C), so daß die Strukturviskosität der DNS

4 M. D e h a u s s y , J. Chim. physique 52,150 [1955].
5 C. F. E m a n u e l , Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 42, 

91 [I960].
6 R. B. In m an  u . D. O. J o r d a n ,  Biochim. biophysica Acta 
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7 J. P a u y e t , G. S c h ie b lin g  u. H. S c h w a n d e r , J. Chim. physi- 
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481 [1956].
** Für die Überlassung des Präparates bin ich Herrn Dr. R. 
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auf jeden Fall erfaßt w urde9. Die Extinktion der Lö­
sungen wurde mit einem Spektralphotometer (Deute­
riumlampe) von Zeiss in 1-ccm-Quarzkiivetten zwischen 
210 und 350 nm gegen die Extinktion des Lösungsmit­
tels gemessen. Durch gesonderte Untersuchungen wurde 
festgestellt, daß weder die Lichtstreuung in der Probe 
noch das Streulicht des Monochromators als Korrektur 
berücksichtigt werden müssen.

Die Röntgenstrahlen wurden mit einer am Institut 
entwickelten Hochleistungsröhre erzeugt10.

D a t e n  d e r  R ö h r e
Betriebsspannung 70 kV. Anodenstrom 1000 mA. 

Eigenfilterung ca. 0,5 mm Al. Dosisleistung in ca. 
57 mm Fokusabstand, gemessen in Luft, 156 kr pro 
Minute. HWS in Wasser ca. 1 cm.

Da die Höhe des bestrahlten Lösungsvolumens
1,6 mm betrug, wurden die Oberflächen-Dosiswerte für 
die Berechnung der Ionenausbeute mit dem Faktor 0,9 
multipliziert. Die Dosierung erfolgte mit einer am Insti­
tut konstruierten Ionisationskammer. Die Konstanz der 
Dosisleistung während der Bestrahlung wurde durch 
eine Monitorkammer kontrolliert. Für jeweils eine grö­
ßere Versuchsserie wurde eine relativ konzentrierte 
Stammlösung mit 10-3 g DNS/ml in H20 , 0,1- und 1-ra. 
NaCl-Lösung angesetzt. Durch entsprechende Verdün­
nung wurden die Konzentrationen 1, 2, 5 und 
10 -IO-5  g/ml 8 Stdn. vor der Bestrahlung hergestellt 
und im Kühlschrank aufbewahrt. Die Messung der Ex­
tinktion erfolgte 5 — 6 Stdn. nach der Bestrahlung, so 
daß die Nachwirkungen der Bestrahlung n > 12 schon 
soweit abgeklungen sind, daß sie die Messung nicht 
mehr stören. Die Konzentrationsangaben beziehen sich 
auf lufttrocken eingewogene DNS.

D e f i n i t i o n  d e s  D o s i s e f f e k t e s
Bei den Extinktionsmessungen wurde als Dosiseffekt 

die Änderung der Höhe des für die Extinktion der 
heterozyclischen Ringe der Purin- und Pyrimidinbasen 
charakteristischen Extinktionsmaximums zwischen 250 
und 270 nm gewertet. 100% Dosiseffekt liegt also vor, 
wenn die Spektren kein Maximum mehr erkennen las­
sen. In Abb. 1 ist dies nach Bestrahlung mit 300 kr der 
Fall. Die Höhe der Maxima wurde unter Berücksichti­
gung der gesamten zwischen 210 und 350 nm gemesse­
nen Extinktionskurven durch graphische Interpolation 
gewonnen.

Ergebnisse

Die Extinktionsm axim a der M onom erlösungen als 
auch die der in dest. W asser gelösten DNS nehm en 
gleich zu Beginn der Bestrahlung eindeutig ab 
(Abb. 1, 2 sowie Abb. 3, Kurven 1) entsprechend

9 R. K. Zahn, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 313, 77
[1 9 5 8 ] .

10 O. H euse, Z. an gew . Physik 7, 387 [1 9 5 5 ] .
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Abb. 3 a. 1-10 5 g DNS pro ml in: H20  (Kurve 1), 0,1-n. 
NaCl (Kurve 2), 1-n. NaCl (Kurve 3). Die Höhe der Extink­

tionsmaxima als Funktion der Röntgenstrahlendosis.

11 G .  S c h o l e s ,  S t e i n  u .  J. W e i s s ,  Nature [London] 164, 
709 [1949].

12 B. T a y l o r , J. P. G r e e n s t e in  u . A. H o l l a e n d e r , Arch. Bio­
chemistry 1 ,1 9  [1948].

X[mfi] —►
Abb. 1. DNS-Konzentration 1 'IO-5  g/ml in dest. Wasser. Die 
Extinktionsspektren vor und nach Bestrahlung mit Röntgen­
strahlung. Die Dosen sind in kr an die Kurven angeschrieben.

Abb. 2. Je 2 -IO-5  g/ml der Calciumsalze der Cytidylsäure, 
Thymidinsäure, Adenylsäure und Guanylsäure. Die Höhe der 
Extinktionsmaxima als Funktion der Röntgenstrahlendosis. 
Die gleichen Dosiseffektkurven erhält man bei Bestrahlung in 

0,1-n. NaCl.
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Abb. 3 b. 2• 10-5  g DNS pro ml in: H20  (1), 0,1-n. NaCl 
(2), l-n. NaCl (3). Die Höhe der Extinktionsmaxima als 

Funktion der Röntgenstrahlendosis.

Abb. 3 c. 5 -1 0 ~ 5 g DNS pro ml in: H20  (1), 0,1-n. NaCl 
(2), l-Ti. NaCl (3). Die Höhe der Extinktionsmaxima als 

Funktion der Röntgenstrahlendosis.

0,5

°  0 20 W 60 80 100 120 NO 160 18 
kr— ►

Abb. 3 d. l - 1 0 _ 4 g DNS pro ml in: H20  (1), 0,1-n. NaCl 
(2), l-n. NaCl (3). Die Höhe der Extinktionsmaxima als 

Funktion der Röntgenstrahlendosis.

den schon früher an unserem  Institu t erhaltenen E r­
gebnissen m it stark  denaturierten  DSN-Lösungen 1. 
Dagegen beobachtet m an bei der in  0,1 und l-n . 
NaCl gelösten DNS zu Beginn der B estrahlung zu­
nächst eine geringe Zunahm e der Extinktion, was 
auf einen Bruch der W asserstoffbrücken infolge der 
D epolym erisation hinw eist (Abb. 3, K urven 2 und 
3 ) . E rst bei höheren Dosen nim m t die Extinktion

ab, jedoch liegen die Extinktionsw erte über denen 
der mit gleichen Dosen in dest. W asser bestrahlten  
Lösung; die Kurven 2 und 3 sind in Richtung höhe­
rer Dosen gegenüber der Kurve 1 verschoben. D ie­
ser Effekt ist jedoch nicht durch den höheren E xtink­
tionskoeffizienten der durch die D epolym erisation 
frei werdenden Basen erk lärbar, sondern m an m uß 
zusätzlich annehmen, daß die Strahlenem pfindlich­
keit der in  der geschlossenen Helix gebundenen B a­
sen (Bestrahlung in NaCl-Lösung) wesentlich gerin ­
ger ist, als die der freien Basen. W äre sie gleich, 
oder nu r wenig verschieden, wie es z. B. bei B estrah­
lung m it UV der Fall ist, würden die K urven 1, 2 
und 3 m it zunehm ender Dosis asymptotisch ine inan­
der übergehen (Abb. 4 ) .  Das Überschneiden der bei 
A nwendung von Röntgenstrahlen erhaltenen D osis­
effektkurven beweist somit, daß die innerhalb der

t  [min]—

Abb. 4. 1 -IO-5  g/DNS pro ml H20  und l-n. NaCl-Lösung. 
Die Höhe der Extinktionsmaxima als Funktion der UV- 

Bestrahlungszeit.

Helix lokalisierten Basen gegen die indirekte 
S trahlenw irkung geschützt sind. H ier m üssen die 
Untersuchungen von L a t a r j e t  und M ita rb .13 e r­
w ähnt werden, die fanden, daß die der u n b e s t r a f ­
ten DNS eigene Erbinform ation (T ransform ing 
principle) auch noch nach teilweiser Depolym erisa- 
tion  durch Röntgenbestrahlung vorhanden ist. Zwei­
fellos müssen die noch „aktiven“ DNS-Bruchstücke 
noch alle fü r die Inform ation wichtigen Basen un ­
verändert enthalten.

F ü r die analytische D arstellung der Dosiseffekt­
kurven wurde daher ein 100-proz. Schutzeffekt der 
DNS-Helix angenommen. Nach dem Ansatz fü r die 
D epolym erisation einer Doppelhelix von Cox und

13 R a y m o n d  L a t a r je t , Strahlentherapie 1 1 0 ,  3  [1959].
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M ita rb b .14 sowie B u t l e r  und Conway 15 wurde fü r 
die B ildung fre ier Basen Bx an den Bruchstellen 
eine quadratische D osisabhängigkeit eingeführt.

W ir haben also den folgenden Reaktionsablauf

B ----- --------B * --------------* X  (1)

wobei zu B  der Extinktionskoeffizient e, zu Bx —> ex 
(ex =  k ’s)  und zu X  —> £ =  0 gehört.

D ie A bnahm e der gebundenen Basen durch die 
D epolym erisation erfolgt nach

B =  B0[ l - ( l - e- “0) 2], (2)
w ährend die dosisabhängige K onzentration dei 
freien  Bx durch

B* = B 0(1 —e ~ aD) 2 e~ßD (3)
beschrieben w ird. W ir erhalten sdiließlich den V er­
lauf der Dosiseffektkurve (dosisabhängige Änderung 
des Extinktionsm axim um s entsprechend der oben an ­
gegebenen D efinition) wie folgt 

E =  2 B0 [e~ aD (e - £ * a )  +  e ~ 2aD (e* b -  e/2)
+  6* e~ßD(a — b ) .

öl und ß  sind die W irkungskoeffizienten fü r strahlen­
induzierte K ettenbrüche und fü r die strahlenchem i­
sche Reaktion, die zum Verschwinden des charak­
teristischen A bsorptionsm axim um s der Basen bei 
260  nm  führt. Aus den Viskositätsmessungen folgt, 
daß oe>/? sein m uß, so daß Gl. (4) fü r große Dosen 
in den Ausdruck

e' =  E'/Bq =  e* 2(a  — b) e~ß°  (5)
übergeht. Dies ist die m it dem F aktor

(4)

bzw.
2 (a — b)

(6)
a

a — t
a

2  a — t

m ultiplizierte Dosiselfektkurve der freien Basen 
(K urven 1 ), aus deren Anfangssteigung ß  entnom ­
men w erden kann. A llerdings nim m t bei niedrigen 
D N S-K onzentrationen die maximale Kurvenneigung 
m it steigender N aCl-Konzentration ab. Dies liegt 
daran , daß die Cl-Ionen einen Teil der H 20-R adikale 
abfangen, ehe sie m it der DNS reagieren können 16. 
In  diesem Fall m uß der kleinere W ert ß'  der K ur­
ven 2 und 3 gesondert aus dem steilsten Teil der 
D osiselfektkurven erm ittelt werden, a ergibt sich aus 
dem F aktor [Gl. ( 6 ) ] ,  der durch Extrapolation der 
Gl. (5) nach D  — 0 gewonnen w ird (Abb. 5 ) . In

Abb. 6 ist eine nach diesem V erfahren  berechnete 
Dosiseffektkurve aufgetragen (Tab. 1 ) . Die m it ein­
gezeichneten M eßpunkte der K urve 3, Abb. 4, lassen

II 5-70~5g/m l
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Abb. 5. Die Dosiseffektkurven 1 und 3 der Abb. 3 c in halb- 
logarithmischer Darstellung. Die für die Auswertung wichti­

gen Werte sind eingezeichnet.

Abb. 6. Mit den aus Abb. 5 entnommenen Werten der Tab. 1 
berechnete Dosiseffektkurve. Die Meßpunkte der Kurve 3, 

Abb. 5, sind mit eingezeichnet.

e ' = l  
£•*=1,6 
fo =  1.15

HiV-
a =  3,5 • 10“ 2 

•10+4 /5 =  2,3-10—2 . 
a=2,92

= a —6 =  2,18 6 =  0,74

■kr-1

Tab. 1. Die aus Abb. 5 entnommenen und mittels Gl. (5)
und (6) berechneten Werte.

eine gute Ü bereinstim m ung zwischen Theorie und 
Experim ent erkennen. D er fü r die Schutzwirkung

14 R. Cox, W . G. O v e r e n d , A. R. P e a c o c k e  u . S. W il s o n , Proc. 
Roy. Soc. [London], Ser. B 149, 511 [1958].

15 J. A. V. B u t l e r  u . B .  E. C o n w a y , Proc. Roy. Soc. [Lon­
don], Ser. B  141, 562 [1953].

16 L. A u g e n s t in e , Radiat. Res. 10, 89 [1950].
20 A. K l e in s c h m id t , D. L a n g  u . R .  K .  Z a h n , Naturwissenschaf­

ten 1, 16 [1960]; L .  R o s s b e r g , Dissertation, Frankfurt/M.,
1961, unveröffentlicht.
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der DNS-Helix charakteristische Teil der D osis­
effektkurven liegt zwischen 0 und 20 k r (Abb. 3 c ) , 
bzw. 0  und 50 k r (Abb. 3 d ) . V iskositätsm essungen 
und besonders elektronenm ikroskopische A ufnahm en 
bestrahlter DNS zeigten 20, daß die m ittlere K etten­
länge in diesem Dosisbereich um 3 Zehnerpotenzen 
abnim m t, also von ca. 40  000 Ä auf 40  Ä, entspre­
chend ca. 12 M onom erpaaren/Bruchstück (bei 3 ,4  Ä 
A bstand zwischen den M onom eren). Nehm en w ir an, 
daß pro K ettenbruch an jedem  Kettenende 3 M ono­
m erpaare frei w erden 14, so sind in diesem Stadium  
ca. 50% der gebundenen Basen aus dem DNS-Mole- 
kül herausgelöst. Setzen w ir in unserem  Ausdruck

B* =  B0( l  —e ~ aD) 2

fü r Bx/B 0 =  0 ,5 , so erhalten w ir a. D  — 1,2.
F ür D  zwischen 20 und 50 k r folgt daraus a zwi­

schen 5 und 2 - 10~ 2 k r -1  in  guter Ü bereinstim m ung 
zu den m ittels Gl. (6) berechneten W erten.

Die m it den ^-W erten berechnete Ionenausbeute 
g ibt an, wieviele R adikale notw endig sind, um die 
beobachtete Extinktionsabnahm e durch Reaktion m it 
einer Base auszulösen. D a m it abnehm ender DNS- 
K onzentration, besonders bei Anwesenheit von NaCl, 
ein Teil der in W asser gebildeten R adikale ander­
weitig reag iert (z. B. m it den C l-Ionen), w urde nach 
A u g e n s t in e  und H u t c h in s o n  16 die reziproke Ionen­
ausbeute gegen die reziproke D N S-Konzentration 
aufgetragen (Abb. 7 ) . M an erhält Geraden, die, 
gegen l / c 0 =  0 extrapoliert, die reziproke Ionenaus-

l/co-10 'lf[m l/g ]-+

Abb. 7. Aus Extinktionsmessungen ermittelte Ionenausbeu­
ten. Reziproke Ionenausbeute als Funktion der reziproken 
DNS-Konzentration l /c 0 , Kurve 1: in dest. Wasser, Kurve 2: 

in 0,1-n. NaCl, Kurve 3: in 1-n. NaCl.

beute fü r unendlich hohe D NS-Konzentrationen e r­
geben und deren Steigung ein Maß fü r die K onzen­
tration  der Stoffe ist, die außer der DNS noch m it 
den R adikalen reagieren. Der W ert der Ionenaus­
beute ist demnach fü r alle DNS-Lösungen gleich 0,7. 
Berücksichtigt man den Feuchtigkeitsgehalt der lu ft­
trocken eingewogenen DNS m it 20%, erg ib t sich als 
endgültiger W ert 0,5, d. h. von je zwei gebildeten 
Radikalen löst nur eines den beobachteten Effekt, 
nämlich die Extinktionsabnahm e durch R eaktion m it 
einer Base aus, w ährend das andere wahrscheinlich 
m it dem verbleibenden Desoxyriboserest reagiert.

17 J. G. C a r l s o n , J. Morph. 71, 449 [1942]. 18 A. F r it z - N ig g l i, Strahlenbiologie 1959,179.


