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Polyriboadenylic acid, polyribocytidylic acid and polyribouridylic acid were irradiated with
16 MeV electrons in aqueous solution. Part of the OH radicals generated during the radiolysis of
water reacted with the sugar moieties of the polynucleotides. Subsequently formed peroxyl
radicals reacted with each other thus forming oxyl radicals whose’s decay led to main-chain
scissions with the consequence of a decrease of the light scattering intensity (LSI). In the case of
single-stranded polynucleotides, the analysis of the LSI decay curves revealed the occurrence of
two processes. The rapid mode was assigned to the intramolecular and the slow mode to the
intermolecular reaction of peroxyl radicals. For the rate constant of the rapid process (activation
energy: 5 kcal/mol) a pronounced kinetic salt effect was observed.

In the case of double-stranded polynucleotides (polyA and polyC at pH 4, poly(A+U) at pH 8)
the same effects were observed as with native calf thymus DNA in a former study [9]: The LSI
decreased only after a critical dose was surpassed. A rapid process was followed by a slow one.
The slow process is assigned to the melting of H-bridges located at bases between main-chain
scissons in the double helix. The rapid process corresponds to the separation of fragments formed
by two single strand breaks laying very close to each other on opposite sites in the double helix.

Einleitung OH-Radikale konnen die Makromolekeln an ver-
(a) Mechanistische Aspekte schiedenen Stellen angreifen: Sie konnen Wasserstoff-
atome der Zuckerbausteine abstrahieren oder sie
konnen an die Basen addiert werden. Aufgrund der
aus Versuchen mit Modellsubstanzen bekannten Re-
aktivitatsverhéltnisse 1aBt sich abschédtzen, daf3 die
Wabhrscheinlichkeit fiir die Addition eines OH-
Radikals an der Base etwa 0,7 bis 0,8 betragt.

In dieser Arbeit sollen nur Reaktionen, die zur
Spaltung von Bindungen in den Hauptketten fithren,

Gegenstand der hier beschriebenen Untersuchun-
gen sind Reaktionen des Sauerstoffs mit freien
Nukleinsdureradikalen, die durch den Angriff von
OH-Radikalen erzeugt werden. Die Versuche wur-
den mit Polyriboadenylsdure (PolyA), Poly-
ribocytidylsdure (PolyC) und Polyribouridylsdure
(PolyU) durchgefiihrt, deren Struktur im folgenden
dargestellt ist:

Base Polymeres behandelt werden, d. h. nur Reaktionen von Radi-
NH, kalen, die durch H-Abstraktion an den Zuckerbau-
') Nﬁi“> Poly & steinen entstehen. Kinetik und Mechanismus der
WO'T'O'ICHZO Bclse Sy N Reaktionen von Sauerstoff mit ,,Basenradikalen®,
&4 : 2,1 Lo die durch OH-Addit?op entstehen, sind von Michaels
OH \N)‘j — und Hunt [1] vor einiger Zeit untersucht worden.
0P~ 0~ oA Sie verursachen keine Hauptkettenspaltungen. Mit
0® ' dem Mechanismus des oxidativen Hauptkettenab-
NFHZ baus haben sich von Sonntag und Schulte-Frohlinde
O)\)Nj Foljac [2] eingehend befaft. Fiir Makroradikale, die durch
I H-Abstraktion am C-Atom in Position 5’ entstehen,
wurde fiir die DNS ein Mechanismus vorgeschla-
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Prinzipiell ist denkbar, da — dhnlich dem mit
den Reaktionen (1)—(3) pridsentierten Mechanismus
— auch H-Abstraktionen an C-Atomen in anderen
Positionen zu Hauptkettenspaltungen fiithren, jedoch
wurden bisher Endprodukte, die auf derartige Me-
chanismen schlieBen lassen, nicht gefunden [2]. Die-
ser Aspekt soll hier nicht weiter vertieft werden, da
im folgenden Molekiilgrofendnderungen behandelt
werden, die mit zeitaufgelosten Lichtstreuungsmes-
sungen untersucht wurden. Diese Untersuchungen
lieferten interessante Ergebnisse in bezug auf poly-
merspezifische kinetische Fragen, insbesondere hin-
sichtlich des Nachweises und des Ablaufs intra-
molekularer Reaktionen. Sie fithrten jedoch nicht
zu neuen Erkenntnissen hinsichtlich der chemischen
Natur der Hauptkettenspaltung. Fiir die formal-
kinetische Behandlung der Hauptkettenspaltung soll
daher weiterhin das nachfolgend dargestellte verein-
fachte allgemeine Reaktionsschema dienen:

-OH + PH — H,0 +P- )
P-+0, — PO, (5)
2PO; —2PO-+0, (6)
PO- —F, +F; (7)

PH: intakte Makromolekel, P-: Makroradikal, PO;:
Peroxylradikal, PO-: Oxylradikal, F, und F;: Ma-
kromolekiilfragment bzw. Fragmentradikal.
Weitldufig verbreiteten Vorstellungen entspre-
chend [10] wird bei der Kombination von Peroxyl-
radikalen ein Tetroxid als Zwischenprodukt gebil-
det, das — wie in Schema 1 dargestellt — tber zwei

R' R'
R=C=0 + R—éI-OH + 0,
H
I Russell - Mechanismus
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Schema 1. Reaktionen von Peroxylradikalen.

Routen zerfallen kann. Zu beachten ist, daB der
Russell-Mechanismus nicht zur Hauptkettenspaltung
fiihrt.

Mit Hilfe der Pulsradiolyse-Methode lassen sich
in einer verdiinnten wifrigen Polymer-Losung leicht
gleichzeitig, d. h. innerhalb eines 100 ns-Pulses, so
viele -OH-Radikale erzeugen. dafl entsprechend
Reaktion (4) mehrere Radikalstellen pro Makro-
molekel (Radikalstellendichte Zg > 1) gebildet wer-
den. Wie im Schema 2 gezeigt, kdnnen dann sowohl
intra- als auch intermolekulare Radikal-Radikal-
Reaktionen ablaufen. Bei einer mittleren Radikal-
stellendichte von Zg =1 reagieren bereits 60% der
Radikale intramolekular [3].

In einer fritheren Arbeit [4] iiber die Kinetik des
oxidativen Abbaus von Polyethylenoxid wurde ge-
zeigt, daBB der mit Hilfe zeitlich aufgeloster Licht-
streuungsmessungen erfabare Hauptkettenabbau
gemidll dem allgemeinen Schema (Reaktion (4)-—
(7)) ablauft, daB Reaktion (6) der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt in der Reihe von Folgereak-

/\/‘\/Y\M W\I/'V\/\
Q-0 0=
—_— 402
Cl)-O' 0-
M)\/\N\-
NSNS

Intermolekulare Reaktion

Intramolekulare Reaktion

Schema 2. Inter- und intramolekulare Reaktion von Per-
oxylradikalen.
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tionen ist, die zur Hauptkettenspaltung fithren und
daB intramolekulare von intermolekularen Reak-
tionen unterschieden werden konnen. Analoge Er-
gebnisse erhielten wir bei der Untersuchung des
oxidativen Hauptkettenabbaus der in dieser Arbeit
behandelten Nukleinsduren. Entsprechend dem Po-
lyelektrolyt-Charakter dieser Nukleinsduren fiihrt
die H-Abstraktion zur Bildung von Polyion-Makro-
radikalen, was sich dahin auswirkte, daB sich fur
die Geschwindigkeitskonstante der Peroxylradikal-
Kombination ein signifikanter kinetischer Salzeffekt
nachweisen lieB.

(b) Analyse der Lichtstreuungsdaten

Betrachtet man eine verdiinnte Polymerldsung, in
der die Makromolekeln separiert vorliegen, so kann
grundsitzlich die Geschwindigkeit der durch die
Hauptkettenspaltung verursachten Abnahme der
Lichtstreuungsintensitdt (nach der Einwirkung eines
Lichtblitzes, Elektronenpulses o. d.) der Geschwin-
digkeit einer chemischen Reaktion (Fall (a)) oder
der Geschwindigkeit der Separierung der Frag-
mente (Fall (b)) entsprechen [5]. Im folgenden wird
der fiir diese Arbeit relevante Fall (a) unter der
MaBgabe behandelt, da die Geschwindigkeit der
Anderung der Lichtstreuungsintensitit der Geschwin-
digkeit einer chemischen Reaktion 2. Ordnung ent-
spricht. Im Falle des oben angefiihrten Reaktions-
schemas wire die Reaktion (6) als geschwindig-
keitsbestimmend anzusehen. Fiir die allgemeine Be-
handlung des Falles (a) wird die Konzentration der
Makroradikale am Beginn der Reaktion und zur
Zeit ¢t mit [R-], und [R‘]; bezeichnet. Geht man
davon aus, dafl

([R],—[R]) o o (D
und daBB
[R], ¢ %o (In

(o: Zahl der gespaltenen Bindungen pro Grundein-
heit des Homopolymeren), so ergibt sich fiir den
Fall der Kinetik nach 2. Ordnung

[R.]l 2 Qoo — Ot — Ty , (III)
[R] %o 1+,
s t
o= (_1—1[) X (IV)
T,
7o: 1. Halbwertzeit
k2 C2 [R ']o= 1

Ein Zusammenhang zwischen der Kinetik der
Radikaldesaktivierung nach Reaktion (6) und der
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Anderung der Lichtstreuungsintensitit 148t sich mit
Hilfe der Debye-Gleichung herstellen

KCIP_ 1
13 Pgmnw

+24,c. V)
K =(4n*n2/74 Np) (dn/dc)?, c: Polymerenkonzentra-
tion (g/cm?®), Ip: Intensitit des Primadrlichtes, Ig:
Intensitdit des vom Polymeren gestreuten Lichtes,
Py Streufunktion, m: Molekulargewicht der Grund-
einheit, ny: Polymerisationsgrad (Gewichtsmittel),
A,: 2. Vinalkoeffizient, Ny: Loschmidtsche Zahl,
/o: Wellenldnge des Analysenlichtes, 7,: Brechungs-
index, dn/dc: Brechungsindexinkrement.

Fiir $=90° ergibt sich fiir eine anfangliche Pois-
sonverteilung mit (ny/ny) =2 unter der MaBgabe,
daB Anderungen von Py and A4, vernachldssigbar
sind und daB die mit Hilfe eines Photomultipliers
gemessene Signalspannung U der Lichtstreuungsin-
tensitdt proportional ist:

1 1 U,— U
———]= . VI
“‘“(Ut o W
Unter Beriicksichtigung von Gl. (III) ergibt sich
1 1
[R]t _ Ty — Uy U _ U, (Ui — Uy) . (VID)
R, 1+, 1 1 U(Uy— Uy
Uo U,
Gl. (VII) kann wie folgt umgeformt werden:
Go—U:_ U 1 (VIID)

U,t

Sofern U, eindeutig bestimmbar ist, lassen sich
durch Auftragen von (U,— Uy)/U,t als Funktion
von U, Werte fiir 7, und U, ermitteln. Wenn die
durch einen bestimmten ProzeB verursachte Ande-
rung der Lichtstreuungsintensitdt durch vorgeschal-
tete oder nachfolgende Vorginge iiberlagert ist, so
sind U, und U, nicht eindeutig bestimmbar. ,
kann in einem derartigen Fall ermittelt werden,
indem U, Uy s-Wertepaare bestimmt werden. 4t
ist ein konstanter Zeitbetrag, der klein ist ge-
geniiber dem Zeitbereich, in dem der zu unter-
suchende ProzeB abliduft. Es gilt dann entsprechend
Gl. (IV)

A4t =

s =

(%t — A+ 4t) (1 + A1)
T, '

Substrahiert man Gl. (IX) von Gl. (IV), so ergibt

sich: (X)

(IX)

At 0y

ot — Ot gt = - At Sy gt + (Ol at — At) | —
2 2
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Unter Berticksichtigung von Gl. (VI) erhélt man:
1 1

Ut Utta
At 1 1 At
=i[—+t(———————)}— . (XD
T, | Uttat Ui+ase Ut 7, Uw
Mit
(170) = (1/Usa) =Y
und
(417Ut a1) + (1/Upg g — t/Uy) = X
wird aus GI. (XI):
X At
Y=—-— . XTI’
T TBUs ()

Die Auftragung Y=f(X) ergibt im Falle einer
Reaktion 2. Ordnung eine Gerade mit der Steigung
1/1.'2.

Experimenteller Teil
(a) Polynukleotide und Herstellung der Losungen

PolyA (M, = 300000, Boehringer), PolyC (M =
500000, Sigma) und PolyU (M, =280000, Boehrin-
ger) wurden ohne weitere Reinigung verwendet. Als
Losungsmittel fiir die Messungen bei pH 8 wurde
wiBrige Phosphatpufferlosung benutzt. Zur Einstel-
lung der Gesamtionenstirke wurde NaClO, ver-
wendet. Als Losungsmittel fiir die Messungen bei
pH 4 dienten NaClO,-Losungen, denen HCIO, zu-
gesetzt wurde. Die Losungsmittel wurden durch
Membranfilter (Sartorius, Porenweite 0,2 pum) fil-
triert. Zur Auflosung wurden die Polymeren iiber
Nacht im Losungsmittel stehengelassen und danach
eine Stunde geschiittelt. Dann wurden die Losungen
durch Membranfilter (Porenweite 0,45 pm) filtriert.
Im Falle der Messungen bei pH4 wurden die
Losungen vor dem Ansduern filtriert. Vor der Be-
strahlung wurden die Losungen 20 min lang mit O,
oder mit N,0/0, (4:1)-Mischungen begast.

(b) Bestrahlung der Losungen

Die Losungen wurden mit 50, 100 oder 200 ns Ein-
zelpulsen von 16 MeV-Elektronen, die mit einem
L-Band-Linearbeschleuniger (Vickers) erzeugt wur-
den, in einer Quarzzelle, die Teil eines FlieBsystems
war, bestrahlt. Als Quelle fiir das Analysenlicht
(Z0=514nm) fiir die Lichtstreuungsmessungen
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wurde ein Argon-Ionen-Laser (Modell 165) der Fir-
ma Spectra Physics benutzt. Weitere Einzelheiten
sind bereits frither mitgeteilt worden [5].

Ergebnisse und Diskussion
(a) Einzelstringige Polynukleotide
(a-1) Phanomenologisches

Die Bestrahlung der drei Polynukleotide in O,-
gesattigter waBriger Losung bei pH 8 ergab prin-
zipiell gleichartige Ergebnisse. In allen drei Fillen
wurde eine Erniedrigung der LSI nach dem Puls
infolge Hauptkettenabbaus festgestellt. Wenn die
-OH-Radikale durch Isopropanol (0,1 mol/l) abge-
fangen wurden, erfolgte kein Hauptkettenabbau.
Ein typisches Resultat zeigt die Abb. 1, in der zwei
Oszillographenbilder die Abnahme der LSI von
PolyA in verschiedenen Zeitbereichen wiedergeben.
Ferner ist in der Abb. 1 die der LSI proportionale
Signalspannung gegen den Logarithmus der Zeit
aufgetragen. Man erkennt, daB der Abfall der LSI
den Ablauf mehrerer Vorgdnge widerspiegelt. Eine
typische Auftragung nach 2. Ordnung entsprechend
Gl (VIII) in Abb. 2 zeigt, dal die Abnahme der
LSI im wesentlichen zwei Vorgdngen zuzuordnen
ist, die im ms- bzw. im s-Bereich ablaufen. Der
schnelle Vorgang liberwiegt.

Wie die Abb. 3 zeigt, nimmt das AusmaB des
Gesamtabfalls mit steigender absorbierter Dosis pro
Puls zundchst zu, um bei hoheren Dosen einem

Up=168mV 3 i Uy=168 mVv (a)
- e 10mv -
¥ ou i
b - R20MS 40 my
10 b '
E100f
= (b)
=) 0t
80 | e S
70 11 anl 411l 11 AAAJuL‘I.T:Tu’
01 1 10 100 1000
t{ms]

Abb. 1. Hauptkettenabbau einzelstrangiger PolyA (0,2 g/1)
in O,-gesdttigter Phosphatpuffer-Losung (pH 8, Ionen-
stirke: 0,1 mol/l) bei Raumtemperatur. Absorbierte Dosis
pro Puls: 5,6 krad, Pulsdauer: 50 ns. (a) Oszillographen-
bilder, die die Abnahme der LSI nach dem Puls darstellen,
(b) die Photomultiplier-Signalspannung als Funktion der
Zeit.
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Abb. 2. Auftragung entsprechend Gl. (VIII) zur Ermittlung
der ersten Halbwertszeit 2. Ordnung. PolyA (0,2 g/1) in
O,-gesdttigter Phosphatpuffer-Losung (pH 8, Ionenstarke:

0,1 mol/l) bei Raumtemperatur. Absorbierte Dosis pro
Puls: 5,6 krad.

0.8 /.‘

0.4

(UO - Ut)/Ut

) S

qus-(.k rad )

Abb. 3. Hauptkettenabbau einzelstrangiger PolyA (0,2 g/1)
in O,-gesattigter Phosphatpuffer-Lésung (pH 8, Ionen-
starke: 0,1 mol/l) bei Raumtemperatur. Der relative Ab-
baugrad als Funktion der absorbierten Dosis pro Puls. U
wurde bei 7 = 4 s abgelesen.

Sattigungswert zuzustreben. Ursache dafiir ist die
Tatsache, daB Anderungen von A4, und Py nicht
mehr vernachldssigbar sind, so daB bei hdheren
absorbierten Dosen das Verhiltnis (Up— Uy)/ Uy
nicht mehr dem Abbaugrad o, proportional ist.
Dies ist jedoch ohne EinfluB auf die Kinetik des
Abfalls der Lichtstreuungsintensitdt, wenn deren
Anderung lediglich durch Hauptkettenspaltungen,
d. h. durch eine Erniedrigung des mittleren Moleku-
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largewichts verursacht wird. Diese Bedingung ist
beim hier untersuchten oxidativen Abbau von
PolyA, PolyC und PolyU erfiillt. Bei allen Versu-
chen, d. h. im Dosisbereich von 0,5 bis 17 krad pro
Puls, wurde ein Verhalten beobachtet, wie es in den
Abb. 1 und 2 dargestellt ist. In allen Fillen setzte
sich der Abfall der LSI, unabhingig von der absor-
bierten Dosis, aus zwei Anteilen zusammen.

Wie aus Abb. 4 hervorgeht, ist die reziproke erste
Halbwertszeit zweiter Ordnung des schnellen Vor-
gangs, ermittelt nach GIl. (VIII), der absorbierten
Dosis pro Puls proportional. Eine derartige Abhén-
gigkeit erwartet man, sofern die Geschwindigkeit
des Abfalls der LSI der Geschwindigkeit der Reak-
tion (6) entspricht. Denn es gilt unter Berticksichti-
gung der Kinetik 2. Ordnung (7,)7'= k,[PO;],
o k, Daps. Die Aktivierungsenergie der Konstanten
k, wurde zu 5kcal/mol bestimmt. Versuche mit
PolyA-Losungen, die mit N,O/O,-Mischungen (4:1)
gesattigt worden waren, ergaben prinzipiell gleich-
artige Ergebnisse wie Versuche mit O,-gesittigten
Losungen. Da in letzteren die hydratisierten Elek-
tronen durch O, abgefangen werden (ezq + O, — O3),
besteht die Moglichkeit, daB Makroradikale vom
Typ P+, PO; oder PO- mit O3 reagieren, und daB
dadurch der Hauptkettenabbau beeinfluBt wird.
Diese Moglichkeit kann aufgrund der erhaltenen
Ergebnisse ausgeschlossen werden.

3
()
- 2/
- 0.282 mol /1
‘g (9
™ /
o 0.019
® /./
:/./.—0.005
0 1 | 1 1 1 1

0 2 A 6 8
Dabs. (krad)

Abb. 4. Die reziproke Halbwertszeit des schnellen LSI-
Abfalls als Funktion der absorbierten Dosis pro Puls fiir
Losungen unterschiedlicher Ionenstarke (Zahlenwerte an
den Geraden) PolyA (0,1 g/1) in O,-gesattigter NaClO,-
Losung.
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(a-2) Intramolekulare Radikal-Radikal-Reaktionen

Die Ergebnisse lassen auf zweifache Weise erken-
nen, daB ein beachtlicher Anteil der Peroxylradikale
intramolekular entsprechend Reaktion (6) reagiert,
sofern die absorbierte Dosis genug ist:

1) Der Anteil des schnellen LSI-Abfalls am Ge-
samtabfall nimmt bei konstanter Polymerenkonzen-
tration mit steigender absorbierter Dosis pro Puls
zu, wie aus Tab. I hervorgeht. Mit steigender absor-
bierter Dosis pro Puls wird Zgr, die mittlere Zahl
der Radikalstellen pro Makromolekel, groBer und
damit nimmt in verdiinnter Losung die Wahrschein-
lichkeit fiir intramolekulare Radikal-Radikal-Reak-
tionen zu. Fiir Da,s = 1 krad, G(OH) = 2.6 Radi-
kale/100 eV, c=0,2 g/l und M,=1,5x10% ist Zp~x 2,
so da3 — wie aus Abb. 5 hervorgeht — die Mehrzahl
der Peroxylradikale intramolekular reagieren sollte.

2) Bei konstanter absorbierter Dosis pro Puls
nimmt Zr mit steigender Polymerenkonzentration
ab. Es ist anzunehmen, daB3 bei nicht zu hohen
Werten von Zg die Geschwindigkeit der intramole-
kularen Radikal-Radikal-Reaktionen mit sinkendem
Zr abnimmt. Wie die Abb. 6 fiir den Fall von
PolyA zeigt, nimmt die Halbwertszeit des schnellen
Vorgangs mit steigender Polymerenkonzentration
zu, d. h. die Geschwindigkeit nimmt, wie erwartet,
ab.

(a-3) Kinetischer Salzeffekt

Die Reaktionen von Polyionmakroradikalen wer-
den durch in der Losung vorhandene niedermoleku-

Tab. 1. Der dem schnellen Vorgang entsprechende Anteil
des AusmaBes der Abnahme der LSI als Funktion der ab-
sorbierten Dosis. PolyA in O,-gesittigter Phosphatpuffer-
Losung (pH 8 bei Raumtemperatur).

Absorbierte Dosis fra Polymeren-
pro Puls Konzentration
[krad] [g/]

2.8 0,50

6,5 0,61

82 0.68 950
17,0 0,75

3,0 0,72

6.0 0,83 0,25

9,0 091

’

2 = AUgschnen/ 4 Utotal; 4 Uschnen: durch den schnellen Vor-
gang verursachte Abnahme der Photomultiplier-Signal-
spannung; 4Uyya: Gesamtinderung der Photomultiplier-
Signalspannung.
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Abb. 5. Der Bruchteil f der Radikale, die durch intra-
molekulare Prozesse desaktiviert werden, als Funktion von
Zg, der anfanglichen mittleren Zahl von Radikalstellen

ro Makromolekel fiir eine anfingliche statische Moleku-
argewichtsverteilung (My, = 2 M,,), (nach Raap [3]).

lare Salze beeinflufit. Die hier untersuchten Poly-
nukleotide besitzen bei pH 8 negativ geladene Phos-
phatgruppen (Ionisierungsgrad = 1), so daB die zur
Reaktion der Radikale erforderliche Anndherung
durch elektrostatische AbstoBung der Phosphat-
gruppen behindert wird. Die abstoBend wirkenden
Krifte konnen durch niedermolekulare Elektrolyte
teilweise abgeschirmt werden. Ein entsprechender
kinetischer Salzeffekt wurde mit den hier unter-

15F
z,[ms] &
1,0
/O
05F
0 1 1 1
0 0,25 0,50

clg/1]

Abb. 6. Die Halbwertszeit des schnellen LSI-Abfalls bei
konstanter absorbierter Dosis pro Puls (5 krad) als Funk-
tion der Polymerenkonzentration. PolyA in O,-geséttigter
Phosphatpufferlosung (pH 8). Ionenstirke 0,1 mol/l.
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suchten Polynukleotiden beobachtet: Mit steigender
Ionenstarke nahm die reziproke Halbwertszeit des
schnellen Vorgangs zu, d. h. die Reaktion verlief
schneller. Typische Ergebnisse enthilt die Abb. 4.

(b) Mehrstringige Polynukleotide
(b-1) Bestrahlung von Polynukleotiden bei pH 4

Der Literatur [6—8] ist zu entnehmen, daf8 PolyA
und PolyC in saurem Medium (pH 2 bis pH 6)
Komplexe bilden, wobei der GroBteil der Makro-
molekeln in Form von Doppelstrangen vorliegen
soll. Es ist daher zu erwarten, da Hauptketten-
spaltungen nur dann eine Abnahme der Lichtstreu-
ungsintensitit bewirken, wenn in nennenswertem
Ausmaf ein gewisser kritischer Abstand /iy zWi-
schen Briichen in Einzelstrangen der Doppelhelices
unterschritten wird. Wie der folgenden schemati-
schen Darstellung zu entnehmen ist, kommt es nicht
zur Ausbildung von Doppelstrangbriichen (mit
Trennung der Fragmente), wenn 4 > hyit.

h
e SE—

hish — e Keine  Ausbildung
Merit L1111 L yon Doppelstrangbrichen

hcrlt

TTTTTTTTTITT T T TTT Ausbildung von
crit Doppelstrangbrichen

h
—

h<h

Dabei ist zu beriicksichtigen, daBl die Einzel-
strangbriiche statistisch iiber alle Makromelekeln
und iiber alle Grundeinheiten verteilt sind. Dies
bedeutet, da man bei der Erzeugung von Einzel-
strangbriichen durch strahlenerzeugte OH-Radikale
relativ hohe absorbierte Dosen applizieren miissen
sollte, um eine Abnahme der Lichtstreuungsintensi-
tat infolge von Doppelstrangbriichen nachweisen zu
konnen.

Wie die Abb. 7 zeigt, entsprechen die Ergebnisse
den Erwartungen. Eine Abnahme der LSI wurde
erst bei absorbierten Dosen oberhalb von 100 krad
pro Puls festgestellt. Die LSI-Abnahme erfolgte im
Sekundenbereich, also recht langsam. Ihre Ge-
schwindigkeit entspricht vermutlich der Geschwin-
digkeit der Auflésung von H-Briicken zwischen
Grundeinheiten, die sich zwischen zwei Einzel-
strangbriichen befinden. Als die Losung nachfol-
gend mit weiteren Pulsen gleicher Dosis bestrahlt
wurde, nahm das Ausmafl der LSI-Abnahme zu,

Up=700mv
U [Pus e 20mV
1“ e P

ke

Abb. 7. Hauptkettenabbau doppelstrangiger PolyA bei

pH 4 in 0,1 molarer NaClO,-Losung bei Raumtemperatur,

[PolyA] = 0,2 g/1. Die Oszillographenbilder zeigen die Ab-

nahme der LSI nach dem Puls. Die Losung wurde in

ﬁbstiin(lien von 10 s mit 200 ns-Pulsen (120 krad pro Puls)
estrahlt.

und es machte sich zusitzlich ein schneller Proze8
bemerkbar. Dieser ist vermutlich der Separierung
derjenigen Fragmente zuzuordenen, die aus Dop-
pelstrangbriichen stammen, bei denen h wesentlich
kleiner als /. war. Die Wahrscheinlichkeit fiir der-
artige Doppelstrangbriiche ist relativ klein, so daB
sie erst bei hohen absorbierten Dosen beobachtet
werden konnen.

(b-2) Bestrahlungen von Poly(A + U)

Ahnliche Ergebnisse wie bei der Bestrahlung von
PolyA bei pH4 wurden auch mit dem System
Poly(A + U) erhalten. Mischt man PolyA und PolyU
im Molverhiltnis 1:1, so bilden sich Doppelhelices
aus, so daB man Poly(A + U) als makromolekulares
Modell fiir doppelstrangige DNA betrachten kann
und somit dhnliche Ergebnisse wie im Fall der nati-
ven DNA erwartet. Diese Erwartungen wurden be-
statigt. Die Bestrahlung von Poly(A + U) in O,-ge-
sdttigter Phosphatpuffer-Losung (pH 8, Ionenstirke
0,1 mol/l, Polymerenkonzentration: 0,2 g/1) ergab fol-
gendes: Die LSI nahm erst bei relativ hohen absor-
bierten Dosen (> 50 krad pro Puls) ab, und zwar
lieBen sich zwei Vorginge wie im Falle der DNA
erkennen [9].

AbschlieBend sei bemerkt, da die in den Ab-
schnitten (b-1) und (b-2) beschriebenen Ergebnisse
in vollem Einklang mit den mit nativer Kalbs-
thymus-DNS erhaltenen stehen, und da8 damit das
oben erwihnte frither entwickelte [9] Modell fiir die
Hauptkettenspaltung in doppelstrangigen Nuklein-
sauren bestatigt wird.
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