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0.Einleitung

Die Bestrahlung von biologischen Proben fiihrt zu Veranderungen , die sich in
ihrer Natur und beziiglich der Zeitskala in 3 Klassen unterteilen lassen :

ungeschadigte DNA,Zellen, Chromosomen

{016 sec Absorption der
Strahlenenergie
ionisierte und angeregte Molekiile
10-11 sec intramolekulare Reaktion der
bis Energiewanderung Radikale des Wassers,
10-2 sec bei direkter indirekte
Strahlenwirkung Strahlenwirkung
intramolekulare
Umlagerung
"manifestierte” molekulare Verdnderungen,
d.h. der ProzeB der Induktion von
Schiden ist abgeschlossen
Stoffwechsel der
Sekunden geschédigten Zellen,
bis Reparatur
Tage

biologische Folgen der Bestrahlung
bishin zum Zelltod

Bei der Bestrahlung von lebenden Zellen wird die Haufigkeit des induzierten
biologischen Schadens in Form von Dosis-Effekt-Kurven , die Zeitabhdngigkeit
mittels Reparaturkinetik untersucht . Biochemische Verénderungen am Erb-
material werden an Chromosomen und DNA-Molekiilen studiert . Das Haupt-
augenmerk bei der Untersuchung von DNA liegt auf der Detektion von strahlen-
induzierten Einzel- und Doppelstrangbriichen . Wahrend Strangbriiche in der
Zelle repariert werden konnen , bleibt bei extrazellulirer DNA der Schaden
erhalten , ist also als Informationsquelle iiber die Wirksamkeit der Strahlung
solange verfiigbar als das DNA-Molekiil stabil ist . Zur Untersuchung der
DNA-Integritiat wird meist die Gel-Elektrophorese verwendet , die Analyse-
dauern von mehreren Stunden erfordert .

Um Aussagen iiber den Zeitablauf der Vorgédnge machen zu konnen , die auf
chemischem und biochemischem Wege zu den Strangbriichen fiihren (Radikal-
bildung und -migration) , bendtigt man eine Methode , die Messungen erlaubt ,
die im Sub-Millisekunden-Bereich nach der Bestrahlung begonnen und abge-
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schlossen werden kdnnen . Man konnte dann versuchen , damit zwischen
Strangbriichen zu unterscheiden , die direkt durch die ionisierende Strahlung
entstehen , und jenem Anteil , der nach den chemischen Vorgéangen induziert wird .
Elektrooptische Messungen , wie sie schon lange zur Bestimmung von Molekiil-
groBen sowie deren elektrischen Eigenschaften verwendet werden , zeichnen
sich durch Schnelligkeit des MeBvorgangs und Einfachheit des Aufbaus aus .
DNA-Molekiile eignen sich aufgrund ihrer optischen Anisotropie fiir solche
Messungen . Die optische Polarisierbarkeit ist bei diesen Molekiilen durch die
aromatischen Ringe bestimmt und wegen der gestapelte Anordnung der Ringe
(base stacking ) richtungsabhéngig . Dies hat zur Folge , daB3 durch Orientieren
der Molekiile in einer Losung die molekulare Anisotropie aller DNA-Molekiile
zu einem makroskopisch mefBbaren Effekt zusammenwirken : der Brechungs-
index der Losung wird anisotrop . Bei elektrooptischen Messungen wird die
Orientierung der Molekiile durch ein elektrisches Feld in der GroBenordnung
von 2kV/cm hervorgerufen , wobei um die Richtung des angelegten Feldes
Rotationssymmetrie beziiglich des Brechungsindexes herrscht . LBt man linear
polarisiertes Licht eine solche orientierte Losung passieren , wobei die Polari-
sationsrichtung nicht mit einer der Hauptachsen des Brechungsindexes zusam-
menféllt , wird es elliptisch polarisiert . Mittels eines Analysators wird diese
Polarisationdnderung als Intensitdtsénderung gemessen .

Das optische Verhalten der Losung nach Abschalten des elektrischen Feldes
wird durch Rotationsdiffusion bestimmt : durch Brownsche Molekularbewegung
geht die Losung allméhlich vom geordneten wieder in einen Zustand iiber , in
dem alle Ausrichtungen der Molekiile gleichverteilt sind .Die Schnelligkeit
mit der dieser ProzeB ablduft , wird durch die Rotationsdiffusionskoeffizienten
bestimmt , die im wesentlichen von der Zzhigkeit der Losung und den Ab-
messungen des Molekiils abhéngen . Durch die Induktion von Einzel- und
Doppelstrangbriichen wird die Konformation , und damit die dreidimensionale
Struktur , der DNA-Molekiile gezndert : das Plasmid geht von einer kompakten |,
verdrillten Form in eine ringformige oder lineare Form iiber . Die Schnelligkeit
der Relaxation des orientierten Zustands ist daher abhdngig vom Anteil an
geschéddigter DNA . Die Relaxationszeiten von Plasmid-DNA von etwa 5000
Basenpaaren Lédnge liegen im Bereich von einigen hundert Mikrosekunden . Bei
einer MeBdauer von 2 ms pro Relaxationskurve konnte man im Takt von einigen
Millisekunden vom Zeitpunkt der Bestrahlung an die zeitliche Entwicklung des
Schadens verfolgen . Falls die Anderungen in der Relaxationskurve empfindlich
genug auf den jeweiligen Anteil an geschidigter DNA sind , lieBe sich daraus
etwas liber die chemischen Vorginge lernen , die zu Strangbriichen fiihren .
Voraussetzung dafiir ist , daB die Bestrahlung innerhalb von wenigen us
abgeschlossen ist . Dies wird in der GSI Darmstadt bei der schnellen Extraktion
am Schwerionensynchrotron (SIS) méglich sein .

Im Hinblick auf spdtere Anwendungen zur Untersuchung der Kinematik
schwerionen-induzierter Schidden sollen zunichst an Proben mit manifestiertem
Schaden die Moglichkeiten , die die Analyse von elektrooptischen Relaxations-
kurven beziiglich der Detektion von Strangbriichen bietet , in dieser Arbeit
naher untersucht werden . Insbesondere sollen Reproduzierbarkeit , Stabilitat
und Empfindlichkeit der MeBmethode gepriift werden . Referenzmessungen
werden mit der Gel-Elektrophorese durchgefiihrt .




1. Physikalische Grundlagen

Die mathematische Beschreibung der Mechanismen bei elektrooptischen
Messungen ist im allgemeinen Fall sehr komplex . Um die grundlegenden
Ideen darzustellen , wird zundchst der Spezialfall eines Molekiils erlautert ,
das sich als starrer Zylinder beschreiben 4Bt . Dieser Spezialfall bildet auch
bei Modellen fiir flexible Molekiile die Grundlage insofern , als einzelne Seg-
mente als starrer Zylinder betrachtet werden .

1.1 Brechungsindex einer Lésung mit optisch anisotropen Molekiilen

In einer Lésung mit optisch anisotropen Molekiilen ist der Beitrag jedes Molekiils
zur optischen Anisotropie der Losung bestimmt durch seine Orientierung relativ
zur Polarisationsrichtung des einfallenden linear polarisierten Lichtes . In einer
Losung , in der alle Molekiilrichtungen gleich vertreten sind , ist kein Netto-
effekt zu sehen , da die Beitridge der einzelnen Molekiile sich im Mittel auf-
heben . Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wird eine einheitliche Orien-
tierung der Molekiile hervorgerufen , so daB sich die Beitrdge addieren .

In einem typischen elektrooptischen Experiment wird das Licht senkrecht zum
angelegten elektrischen Feld eingestrahlt , d.h. der elektrische Feldvektor des
Lichtes und das angelegte Feld liegen in der Ebene senkrecht zur Einfalls-
richtung . Die x—Achse sei durch das angelegte elektrische Feld definiert , die
y-Achse durch die Richtung senkrecht zu x und zur Einfallsrichtung des Lichtes .
Der Beitrag eines jeden Molekiils zur optischen Anisotropie der Losung ist
proportional zu a,,, -«

Yy Fxx o
risierbarkeit , die in Richtung der entsprechenden Achsen beitragen , gemeint

wobei jeweils die Komponenten der optischen Pola-

sind . Diese hingen von der Orientierung des Molekiils relativ zum ortsfesten
System ab . Die beiden Winkel , die diese Orientierung beschreiben , seien unter
Q) zusammengefaBt . Die optische Anisotropie der Losung ergibt sich aus der
Integration iiber alle auftretenden Orientierungen Q) , gewichtet mit der Wahr-
scheinlichkeitsdichte w(Q,t) , mit der diese Orientierung auftritt :

Do) = [ wi@t) * (a Q)= o 4, (0))dO (1)
Q

Die Wahrscheinlichkeitsdichte w(Q,t) gehorcht der Rotationsdiffusions-
gleichung :
IW

w
B-F—DrR[Rw+ﬁRLI] ; (2)

wobei R=u x % und u der Enheitvektor ist , der die Orientierung des Molekiils
im ortsfesten System angibt . Der zweite Term der Klammer beschreibt die
Wirkung einer externen Kraft , z.B. durch Anlegen eines elektrischen Feldes .
Er verschwindet , da hier nur der Fall der feldfreien Relaxation , also die
Zeitabhingigkeit von w(Q,t) nach Abschalten des elektrischen Feldes, betrachtet
werden soll . Die GroBe D,. ist der Rotationsdiffusionstensor . Die Pramisse ,
daB es sich um einen starren Rotator handelt , entspricht hier der Konstanz
von D, beziiglich der Zeit .
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Mit der Greensfunktion P(Q,t|Qg) der Differentialgleichung mit der Randbe-
dingung P(Q,0[Q0) = 8(Q,Q¢) ergibt sich die zeitabhingige Wahrscheinlichkeits-
dichte fiir den ProzeB nach Abschalten des Feldes zum Zeitpunkt to aus der
Verteilung zu diesen Zeitpunkt durch Integration iiber alle Orientierungen Qg

W, = [PQ,t0,) W) dg
Qo

Die Differentialgleichung bezeichnet man als Smoluchowski-Gleichung . Eine
ausfiihrliche Behandlung findet sich in [WeDo78] . Bei der Behandlung eines
starren Rotators ldBt sich zeigen , daB Aa(t) sich als Summe von im allge-
meinsten Fall fiinf Exponentialfunktionen schreiben 1483t , deren Zeitkonstan-
ten nur von den Komponenten von D, abhingen .Diese Zahl wird durch
zusdtzliche Symmetrieen beziiglich der Hauptachsen der optischen Anisotropie
und des Diffusionstensors reduziert . Die Mindestzahl betrdgt zwei Komponenten ,
die der langsten und der kiirzesten der urspriinglich fiinf entsprechen . Fiir
eine Losung , die mehrere Arten von Molekiilen enthilt , wird die Relaxation
des elektrooptischen Effektes durch eine Summe von Exponentialfunktionen
beschrieben : fiir jede Sorte gibt es dann mindestens zwei Zeitkonstanten .

Die Koeffizienten der Exponentialfunktionen sind jeweils bestimmt durch
einen Anteil , der durch den Orientierungsgrad der Losung zu Beginn der
Relaxation gegeben ist (Orientierungsfaktor) , und einen Anteil , der die
optische Polarisierbarkeit der Molekiile enthilt . Diese Faktorisierung ist eine
spezielle Eigenschaft des starren Rotators . Unter Vernachldssigung der Terme
o(E2) und groBer laBt sich die Zeitabhdngigkeit der optischen Anisotropie
schreiben als

Aa(t) = (E2/15) > O; A; exp(-2,;t)

O; = Orientierungsfaktor ( bestimmt durch Molekiilorientierung z.Z. tq)
i = Anisotropiefaktor (bestimmt durch die optische Polarisierbarkeit

>

gemittelt iiber die Orientierungen Q)
)\i = f(Dr)
E = Feldstarke




1.1.1 Orientierungsfaktor

Der Orientierungsfaktor enthélt die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Molekiil-
orientierungen zum Zeitpunkt tgo . Diese ist durch die Boltzmann-Verteilung
bestimmt :

W(Qg! = N expl -V(Qq)/KkT)

ViQq: ist die potentielle Energie eines Molekiils im elektrischen Feld unter
der Orientierung ) zum Zeitpunkt tg .

Mechanismus der Orientierung von Makromolekillen im elektrischen Feld

Es existieren im wesentlichen zwei Konzepte , die die Ausrichtung von
Makromolekiilen wie DNA im elektrischen Feld beschreiben : induziertes
Dipolmoment in der lonenhiille und geséttigtes Dipolmoment .

A) Die Dipolmomente , die fiir eine Ausrichtung der Molekiile sorgen , werden
in der lonenhiille , die das Molekiil umgibt , erzeugt . Im feldfreien Zustand
sind die lonen der Pufferlosung in einem Gleichgewichtszustand nahe der
ortlich festen lonen des DNA-Riickgrats ( Phosphatgruppen ) lokalisiert . Bei
Anlegen eines duBeren Feldes entfernen sich die beweglichen Ionen aus dieser
Position . Die neue Gleichgewichtslage wird durch das lokale elektrische Feld
bestimmt , also auch durch die Kriafte zwischen den Pufferionen . Eine kurze
Zusammenstellung der Modelle fiir die Polarisierbarkeit der Ionenhiille findet
sich in [EE811 . Fiir kleine Molekiile fiihrt dieses Modell jedoch zu
Diskrepanzen zwischen der Theorie und den Ergebnissen der Experimente .
Andererseits 1aBt sich der EinfluB der Zusammensetzung der Pufferlosung
auf den OrientierungsprozeB mit diesem Ansatz erkldren .

B) Diekmann et al . [Detal82] schlugen das Modell des geséttigten Dipolmo-
ments vor : Fiir kleine Feldstdrken wird der ProzeB durch ein induziertes
Dipolmoment beschrieben . Mit wachsender Feldstdrke geht das Dipolmoment
in einen Grenzwert p iiber . Die Ubergansregion E,, sowie die Feldstédrke Eg ,
von der an Sattigung eintritt , sind abhdngig von der GroBe der Molekiile .
Die Energie im elektrischen Feld hat dann die Form

U=-aF ( EO + Eg (1-0))

wobei © =1/ (1 +exp( ( E - Eg)/E,,) und o, die elektrische Polarisierbarkeit
ist. Das gesittigte Dipolmoment ist pg = ae Eg . Fiir groBe Molekiile ist Eg
klein , so daB man sich bei den verwendeten Feldstdrken in der Region des
permanenten Dipolmomentes befindet . Dieser Ansatz stimmt mit den Daten
aus Experimenten bei allen verwendeten GroBlen von Molekiilen iiberein .Es .
handelt sich hierbei jedoch um einen rein empirischen Ansatz . Eine Theorie ,
die diesen Ansatz untermauert und alle aus den Messungen bestimmten Para-
meter ( Eq | E,, , gesdttigtes Dipolmoment pg ) richtig berechnet , wurde noch
nicht entwickelt .



1.2 Rotationsdiffusionskoeffizient
Die Berechnung der Rotationsdiffusionskoeffizienten aus den Abmessungen

der Molekiile stellt ein schwieriges Problem dar . Schon beim starren Zylinder
muB man fiir kleine Molekiile durch Zusatzterme Effekte durch die Enden der
Molekiile beriicksichtigen [YY80] . Fiir DNA-Molekiile im Bereich von 100-200
Basenpaaren (bp) ist das Modell eines Zylinders nach [Broe] anwendbar . Fiir
groBere Molekiile gibt es den Ansatz des leicht gekriimmten Zylinders sowie
fiir etwas flexiblere Molekiile das Modell der "wormlike coil” , die das Molekiil
als wurmahnlich gekriimmt , aber nach Mittelung iiber die internen Koordinaten
als starr betrachtet [Hear62] .Der Formalismus beruht auf Modellen nach
Kirkwood [Kirl48] ,[Ki54] und wird auf seine Anwendbarkeit in [YAYA73]
iiberpriift . Am anderen Ende des Spektrums gibt es Modelle fiir ginzlich
flexible Molekiile . Dabei wird das Molekiil in Segmente unterteilt , die sich
je nach Modell mehr oder weniger unabhingig voneinander bewegen . Man
versucht , das MaB an Flexibilitdt empirisch durch Abmessungen und Distanz
der Segmente zu beschreiben . Meist fiihrt man eine GroBe ein , die man als
Beharrungsldnge P bezeichnet , und die ein MaB fiir die Flexibilitdt der
Molekiile darstellt . Die Beharrungslénge gibt die mittlere Linge der Segmente
an , die als starr betrachtet werden konnen . Der Grenzwert P->L , wobei L
die Lange des Molekiils ist , entspricht dem starren Rotator .

Ein numerischer Ansatz , in dem die auftretenden Konformationen durch
Monte-Carlo-Simulation erhalten werden , ist in [HaZi81] beschrieben . Nach
einer Mittelung iiber die fiir 100-200 Molekiilformen numerisch bestimmten
Relaxationszeiten werden die Ergebnisse als Quotient tg/t in Abhéngigkeit
von X= L/P aufgetragen . Dabei ist tg die nach der Theorie von Broersma fiir
einen starren Zylinder berechnete Relaxationszeit . Der Quotient beschreibt
also die Abweichung vom Verhalten eines starren Zylinders . Dieser Kurve
wird ein Polynom dritten Grades in X angepaBt . Unter der Annahme , daB P
von L unabhéngig ist , 1aBt sich aus der Kenntnis der Relaxationszeit und der
Lange des Molekiils die Beharrungsldnge berechnen . Vergleiche mit experimen -
tellen Daten finden sich in [Ha81].

All diesen Modellen ist gemeinsam , daB ausschlieBlich Aussagen liiber die
langste Relaxationskonstante gemacht werden , wobei angenommen wird ,
daBl die Rotation des Gesamtmolekiils, die mit dieser Konstante beschrieben
werden soll , deutlich langsamer ablduft als alle sonstigen , internen
Bewegungen . Weiterhin wird stets von einem kettenformigen Molekiil
ausgegangen ; Molekiile mit tertidrer Struktur , wie etwa die bei Messungen
von Strangbriichen gern verwendeten Plasmide , werden nicht beschrieben .




1.3 Brechungsindex und Phasendifferenz
Der Brechungsindex hingt mit der optischen Anisotropie iiber die Lorentz-
Lorenzgleichung zusammen :

nf - 1 47N

= ol
ng + 1 3(4me )
- 1 4N
- {—— PR a
g+ 1 3(4me) -

N = Anzahl der Molekiile pro Volumeneinheit
o, o Projektion der gemittelten optischen Polarisierbarkeit
parallel und senkrecht zum angelegten Feld

Fiir kleine Differezen nj-n; erhélt man

21N (n2 + 2)2
B B T¢ Py n (ot = 0y)

n=(n||+2nl)/3

Linear polarisiertes Licht , das senkrecht zum angelegten Feld eingestrahlt wird ,
hat nach Durchqueren der Losung einen Phasenunterschied § zwischen seiner senk-
rechten und seiner parallelen Komponente , so daB elliptische Polarisation auftritt .
Der Phasenunterschied § ist bei Licht der Wellenldnge Ag und einer durchlaufenen
Schicht der Ldnge | gegeben durch



2. DNA-Molekiile und Strahlenwirkung

2.1 Aufbau der DNA

DNA-Molekiile sind Polymere aus Nukleotiden . Ein Nukleotid besteht aus
einer Base-Pentose—Phosphatgruppe . Die im DNA-Molekiil auftretenden Basen

sind zyklische Basen der Pyrimidin - und der Purinreihe , ndmlich Thymin und
Cytosin sowie Adenin und Guanin .

Pyrimidin - Basen
0 NH2
CH
HN| ¢ s, . N|/6 Sl
Jz\l ‘I o)l\3 y
(o) N N
H H
Thymin (T) Cytosin (C)
Purin-Basen
NH; 0 Phosphat OH .
chsoxyrlbose
s N NS g
N%I’.\> HN; l N ' Nucleosid (Desoxyadenosin) |
2 9 k L] -
K& N HNT o Nucleotid (Desoxyadenosin-5-phosphat)
Adenin (A) Guanin (6) -

Abb.2.i in DNA natiirlich vorkommende Pyrimidin- (a,b) und Purinbasen (c,d)
( entnommen: [Hoppe])

Das Riickgrat des Molekiils wird aus einer Zucker - Phosphat — Zucker - Kette
gebildet .Es hat wegen der Phosphatreste sauren Charakter . So ergibt sich
eine gute Wasserloslichkeit . Die dreidimensionale Struktur der Molekiile wird
durch intra- und intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den Basen
bestimmt . Die kovalente Bindung zwischen den einzelnen Nukleotiden erfolgt
iilber Phosphordiesterbriicken zwischen den Hydroxylgruppen der Zucker .

(X
OB

2.7

Abb 2.2 Helixstruktur der DNA mit Basenpaarung ( entnommen [Hoppe])

a) schematische Darstellung der komplemetiren Anordnung
b) Kalottenmodell




Der Abstand zwischen zwei Basen betrdgt etwa 0.34 nm . Eine Windung der
Doppelhelix umfaBt 10 Basen , also 3.4 nm . Die Basen liegen im Innern der
Doppelhelix und sind fast senkrecht zu den beiden Strangen angeordnet . Die
Verbindung zwischen den beiden Stréngen erfolgt iiber Wasserstoffbriicken-
bindung zwischen den Basen der beiden Strdnge .

Thymin Adenin Cytosin Guanin

Abb. 2.3 : Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Basen [Lasko]

Adenin und Thymin kodnnen jeweils zwei Bindungen ausbilden , Guanin und
Cytosin drei Bindungen .Ein Basenpaar wird immer aus der Kombination
Pyrimidin-Purin gebildet , da eine Bindung mit der identischen Base zuviel
oder zuwenig Platz in der Doppelhelix einnehmen wiirde . Somit wird durch
die Reihenfolge der Basen eines Stranges die Sequenz auf dem komplementéren
Strang festgelegt . Diese Basenidquivalenz ermdglicht die Replikation der
DNA-Molekiile .

Neben der Bindung horizontal zur Helixachse wird das DNA-Molekiil durch
vertikale Wechselwirkungen stabilisiert . Hierbei polarisiert die polare Bindung
einer Base den Ring der benachbarten Base . Die Stabilitdt ist stark abhadngig
von Basenzusammensetzung , pH-Wert der Losung , Salzkonzentration und
Art des Losungsmittels . DNA mit einem hohen Anteil an Guanin-Cytosin-Paaren
ist stabiler als ein Molekiil mit hohem Adenin-Thymidin-Anteil. Dafiir sind
die unterschiedlichen Dipolmomente der Basen verantwortlich : die Dipol-
momente der A-T-Paare sind klein und gegeneinander gerichtet, so daB die
Bindungsenergie verrringert wird , wéahrend sie bei G-C-Paaren anziehend
wirken .

Die optische Anisotropie der DNA-Molekiile wird durch die Polarisierbarkeit
der aromatischen Ringe der Basen bestimmt . Die Orientierung der Molekiile
im elektrischen Feld erfolgt iiber eine Polarisierung langs der Zucker-Phosphat-
Kette. Da die Basen fast senkrecht zum Riickgrat angeordnet sind und im
Mittel Rotationssymmetrie um diese Achse herrscht , verhalt sich ein solches
Molekiil optisch wie ein einachsiger Kristall mit der optischen Achse in Richtung
des orientierenden Feldes . Die permanenten Dipolmomente zwischen den
Phosphat- und Zuckergruppen sind auf den beiden Stradngen entgegengesetzt
gerichtet , so daB das Molekiils als Ganzes langs des Riickgrates kein perma-
nentes Dipolmoment besitzt . Da sich groBe Molekiile beziiglich ihrer Orien-
tierung verhalten , als besédBen sie ein permanentes Dipolmoment , stiitzt dies
den Ansatz eines gesittigten Dipolmoments (siehe Kap.1) nach Diekmann et al. .
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Abhidngig von Salz- und Wassergehalt des Losungsmittels liegt DNA in
unterschiedlicher Konformation vor . Zelluldre DNA liegt meist in der soge-
nannten B-Form vor. Bei abnehmendem Wassergehalt kann sich diese in die
A-Form umwandeln. Einen Vergleich der geometrischen Parameter zeigt
Tabelle 2.1. Bei sehr hoher Salzkonzentration tritt die Z-Konformation auf .
Diese ist im Unterschied zu den beiden anderen linkshelikal .

A-Form B-Form
Basenpaare/
Helixwindung ca. 11 10.4-10.5
Abstand der
Basenpaare 0.26 nm 0.34 nm
( £0.04) (£0.04)
Winkel zwischen
zwei Basenpaaren| 719 - 770 ca. 90°

Tab. 2.1 Vergleich zwischen A- und B-Form [Hoppe]

2.2 Plasmidstruktur

Plasmide sind unabhéngige DNA-Anteile in Bakterien , die in der Wirtszelle
mitrepliziert werden . Sie enthalten genetische Information z.B. fiir die Resistenz
gegen Antibiotika . Bei den SV40 handelt es sich genau genommen nicht um
ein Plasmid , sondern um virale DNA , die wie Plasmide ringférmig kovalent
geschlossen ist . Plasmide sind ringformig und zu einer Superhelix verdrillt .
In der replikativen Form sind die Molekiile mehrfach verdrillt (supercoiled) .
Durch Aufbrechen einer der beiden Strénge wird die Spannung geldst , unter
der das Molekiil steht , indem sich die Stringe entwinden . Die vorher sehr
kompakte Form lockert stark auf und wird zu einem ringshnlichen Gebilde

( nicked circle) .Ein Doppelstrangbruch fiihrt zur Auflésung der Ringstruktur
(linear form ) .

ungeschadigt Einzel- Doppelstrangbruch

Abb.2.4 Konformationen kovalent geschlossener DNA (Plasmide)
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Die superhelikale Struktur des SV40 (5300 bp ) wurde durch stufenweises
Entdrillen durch eine Chemikalie untersucht [KeWe] . Danach besteht die
Superhelix aus 20-23 Windungen in einem Zustand , in dem die Superhelixachse
in einer Ebene liegt . Die Anzahl der superhelikalen Windungen kompensiert
gerade die Anzahl der wegen dieser tertidren Verdrillung wegfallenden helikalen
Windungen .

2.3 Bestrahlung von biologischen Proben

An der GSI Darmstadt existiert neben der Moglichlichkeit der Schwerionen-
bestrahlung eine Einrichtung zur Rontgenbestrahlung . Die Unterschiede in
den Dosis-Effekt-Kurven der beiden Strahlungsarten sind unter anderem
Gegenstand der Untersuchung . Die Strahlungsarten unterscheiden sich vor
allem hinsichtlich der raumlichen Verteilung der Energiedeposition in bestrahltem
Material .

2.3.1 Rontgenstrahlung

Bei Rontgenstrahlung wird die Energie der Strahlung gleichmiaBig iiber die
gesamte Probe veteilt . Die Bahnen der durch Photo-Effekt und Compton-Effekt
erzeugten Elektronen sind raumlich voneinander getrennte Ereignisse . Deshalb
wird Rontgenstrahlung als diinn ionisierend bezeichnet . Die Primdrstrahlung
wird mit wachsender Eindringtiefe exponentiell geschwicht .

2.3.2 Schwere Ionen

Im Gegensatz zur diinn ionisierenden Strahlung wird bei BeschuB3 mit schweren
Ionen die Energie lokal deponiert , wobei Bahnspuren mit hoher lonisierungs-
dichte entstehen . Schwere lonen werden deshalb als dicht ionisierend be-
zeichnet . Jedes lon hinterlaBt im Material eine Bahnspur , bei der im Innern
die Ionisationsdichte hoch ist und nach auBen mit 1/r2 abfidllt (Abb.2.4b)
Die absorbierte Dosis in Abhédngigkeit von der Eindringtiefe zeigt Abb.2.4a .
Biologisches Material verhéalt sich hinsichtlich der Energieabsorption wie
Wasser .

5.0 T T T T T T T T T T T T T
Berkeley BEVALAC )
425 MeV/amu
4.0 Neon ions T
J
3
3.0} i °
c 2 b
o
5 :
E 2.0 _ 5‘ |
[}
2
o
® 1o 7 m T
g
0 l'l'l A1 1 l 1 1 1 I 1 1 1 1 | )
0 1 8 10 {r4 4 16 8
Eindringtiefe in Wasser (cm) ; . ,
01 1 10 100 1000
radialer Abstand (nm)
Abb.2.4 a) relative lonisation b) radialer Abfall der Ionisationsdichte

[Ngo] [Chat]



12

2.3.3 Linearer Energietransfer LET

Um die Wirksamkeit von Strahlung in biologischem Material zu charak-
terisieren , wurde der LET eingefiihrt . Er beschreibt die pro Weglinge im
Material absorbierte Energie . Beriicksichtigt man alle erzeugte Elektronen ,
so entspricht der LET der vom Primérteilchen pro Wegstrecke abgegebenen
Energie dE/dx . Der LET definiert nicht die Ionisationsdichte in der Teilchen-
spur . Da dies fiir die Effizienz der Bestrahlung von Bedeutung ist , beschreibt
der LET nicht vollstandig die biologische Wirksamkeit der Bestrahlung .

Ein in der Strahlenbiologie ebenfalls verwendeter Begriff ist der LET;qq -
Hierbei werden nur diejenigen Elektronen beriicksichtigt , deren kinetische
Energie weniger als 100 eV betrdgt , man vernachlédssigt also die hoherener-
getischen Elektronen . Der Bahndurchmesser , der durch dieses Abschneiden
definiert wird , betrdgt etwa 2nm bis 10nm .

2.4 Strahlenschédden

Die aus der Energieaufnahme resultierenden Schiden an DNA zerfallen in zwei
Klassen : direkte und indirekte Wirkung .

Als Folge der direkten Ionisation eines Atoms am Riickgrat treten Deprotonation
und Dissoziation auf , was meist zu Strangbriichen fiihrt . Schiden an Basen
fiihren meist zu Basenverlust und nur in seltenen Fillen zu Strangbriichen .
Fiir die indirekten Mechanismen als Folge der Radiolyse des Wassers sind fiir
Strangbriiche , d.h. Deprotonation an der Zucker-Phosphat-Kette , hauptsichlich
die OH-Radikale von Bedeutung . Neben der Produktionsrate bestimmt die
Reichweite der Radikale im Losungsmittel die Effizienz bei der Induktion von
Schaden . Die Wirksamkeit der Strahlung in bezug auf Strangbriiche hingt
exponentiell von der Fluenz ® ab:

Strangbriiche(%) = 100%(1 - exp(c®)) (2.1

Der Wirkungquerschnitt ¢ ist von der Energie und Art der Strahlung abhingig
ebenso wie von der GroBe des DNA-Molekiils und dem verwendeten Puffer .
Der Wirkungsquerschnitt fiir Doppelstrangbriiche ist in der Regel um ein
bis zwei GroBenordnungen geringer als fiir Einzelstrangbriiche . Doppelstrang-
briiche werden entweder durch ein Teilchen induziert oder treten auf , wenn

zwei Einzelstrangbriiche in weniger als 10 bp Abstand induziert werden .
Der relative Anteil , mit dem direkte und indirekte Mechanismen beitragen

variieren ebenfalls mit der deponierten Energie . Der Anteil an direkten
Schdden nimmt mit wachsendem LET zu . Bedingt durch den indirekten

Anteil hangt die Wirksamkeit der Strahlung auch von der Zusammensetzung
des Puffers ab .
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3. Material und Methode

3.1 Biologische Proben

Es wurden vier verschiedene Plasmide untersucht. Die Plasmide unterscheiden
sich in GroBe und Basensequenz , wobei nur die GroBe bei elektrooptischen
Messungen eine Rolle spielt . PHW ist mit 5300 bp das groBte hier verwendete
Plasmid . SV40 , isoliert aus einem Affenvirus, hat 5200 bp , PBR von E-coli
Bakterien ist 4300 bp lang . PUC mit 2700 bp ist der kleinste Vertreter .

Die Plasmide werden in TE-Puffer ( 10mM TRIS , 1mM EDTA ) aufbewahrt .
Bei 4 OC oder gefroren gelagert , sind die Plasmide lange verfiigbar . Bei
langem Stehen bei hoherer Temperatur besteht die Gefahr , daB etwaig
vorhandene Nukleasen wirksam werden und die Molekiile zerstoren . Die
elektrooptischen Messungen wurden entweder in diesem Puffer oder in
sogenanntem EO-Puffer ( 0.1 mM MgCl, , 0.5mM TRIS ) durchgefiihrt . Dieser
Puffer erwies als besonders geeignet fiir elektrooptische Messungen . In
diesem Puffer sind die DNA-Molekiile allerdings wesentlich instabiler . Die
Nukleasen werden nur bei Vorhandensein von Mg2* wirksam , so daB3 die Zugabe
von MgCl, die Zerstorung beschleunigt . Zusdtzlich ist durch die geringe
TRIS—Konzentration die Pufferwirkung der Losung geringer , sodaB eher
Schwankungen im pH-Wert auftreten , die die Molekiile ebenfalls destabilisieren .
Nach einem Tag ist eine deutliche Zunahme der Strangbriiche festzustellen .
Um von TE- auf EO-Puffer zu wechseln , wurde 6-8 h bei 49¢C dialysiert
(Ionenaustausch durch eine semipermeable Membran ).

Die DNA-Konzentration betrug , soweit nicht anders angemerkt , 20 pg/ml .
Die Proben wurden bis zur Messung in Eppendorf-GefédBen auf Eis gehalten .

3.2 Bestrahlung der Proben
3.2.1 Rontgen-Versuche

Die Rontgen-Bestrahlungen wurden mit einer 250 kV Rontgenrohre durchgefiihrt .
Zur Filterung des kurzwelligen Anteils des Rontgenspektrums wurden 1 mm
Kupfer und 1 mm Aluminium verwendet . Die Proben wurden in Eppendorf-
GefaBen bestrahlt , die in einer Plastikschale auf Eis lagen . Die Proben
einer MeBreihe wurde zu Anfang gemeinsam bestrahlt und dann gestaffelt
entnommen , bis die letzte Probe die hochste Dosis akkumuliert hatte . Die
applizierte Dosis ist auf etwa 1% genau bekannt . Die Bestrahlung erfolgte ,
bis auf eine Ausnahme , bereits im fiir die Messung vorgesehenen Puffer .
Die Dosisleistung betrug 6Gy/min . Dosis und Dosisleistung wurden mit
einer lonisationskammer bestimmt .

3.2.2 Bestrahlung am UNILAC

Soweit moglich , wurden auch Bestrahlungen am UNILAC der GSI Darmstadt

durchgefiihrt , der Energien bis zu 20 MeV/u liefert .

Die Bestrahlung erfolgte hier in speziell gefertigten Kammern , die z.T.
aus Plastik und z.T. aus mit Gold liiberzogenem Edelstahl bestehen . Die -
tiefsten Kammern haben eine Hohe von 300 gm , die niedgrigsten 50 um .
Der Durchmesser betrdgt einheitlich 2 cm . Die Kammern werden oben
mit einer 12 mm starken Hostaphanfolie abgedeckt , die mit einem Gummi-
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ring und einem weiteren Ring mittels Schrauben gespannt werden . Die Wahl
der Kammern hingt von der Reichweite der verwendeten lonen bei der
jeweiligen Energie ab . Die Bestimmung der applizierten Dosis erfolgt bei
den Schwerionenexperimenten durch Auszihlen der pro cm2 auftreffenden
Ionen . Dafiir wurden Glas- oder Cr39- Plittchen bestréhlt , die von den
Ionen hinterlassenen Spuren aufgedtzt und die Anzahl der Spuren pro cm?2
bestimmt .Die Dosis berechnet sich daraus zu

Dosis(Gy) = 1.6 * 10-9 * LET(keV/um) * ®(Teilchen/cm2) /p(g/cm3) (3.1)

Damit die so berechnete Dosis stimmt , muB der LET iiber die betrachtete
Strecke anndhernd konstant sein . Fiir die bei GSI mit dem UNILAC erreich-
baren Energien befindet man sich bei den biologischen Bestrahlungen in der
Regel in der Region des Bragg-Peaks. Bei lonen mit geringer Energie , wie
4.5 MeV Argon-lonen , liegt u.U. auch der Bereich jenseits des Bragg-
Maximums innerhalb der Probe , so daB der LET stark variiert .Die Reich-
weite von 4.5 MeV/u Argon betrdgt in Wasser etwa 80um . Dies bedeutet ,
daB der LET bei der Verwendung von 100um hohen Kammern vom Eintritt in
die Losung bis zum Erreichen des Kammerbodens von anféanglich 1800keV/um
bis O abfiele .In diesem Falle ist zwar die insgesamt in der Probe deponierte
Energie bekannt , da die Ionen in der Probe gestoppt wurden ; innerhalb der
Probe ist jedoch die Energiedeposition stark inhomogen . Bedingt durch die
Methode zur Bestimmung der Fluenz sowie durch die LET-Verschmier ung ist
die nach 3.1 berechnete Dosis im allgemeinen nur auf 30% genau .

Bei den Experimenten mit geringer Reichweite muB also auf diinnere Kammern
ausgewichen werden . Um dennoch die fiir die elektrooptischen Messungen
bendtigte Mindestmenge von 80 ul DNA-LGsung zu erhalten , miissen fiir jede
Dosis 2-3 Kammern bestrahlt werden oder die Konzentration der Losung
2-3 fach gewidhlt werden . In letzterem Fall muB jede Probe nach der Bestrahlung
einzeln verdiinnt werden , wobei die Konzentration von Probe zu Probe etwas
schwanken kann .

Bild 3.2 : Bestrahlungskammern fiir Bestrahlung am UNILAC
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Die Kammern werden von hinten mit einer feinen Spritze gefiillt . Um den
bestrahlten Inhalt zu entnehmen , kann man entweder die Kammern
ausdriicken oder die Folie abziehen und den Tropfen mit einer Eppendorf-Pipette
absaugen . In jedem Falle verliert man mindestens 10 pl , oft jedoch mehr .
Bei der gesamten Prozedur wurde darauf geachtet , die Plasmide sowenig
Scherkriaften wie nur moglich auszusetzen , um nicht zusatzliche Strangbriiche
zu induzieren .

Wenngleich die Bedingungen , unter denen die Bestrahlung durchgefiihrt
wurde , von Experiment zu Experiment variierten (Dialysedauer,Wartezeiten
etc.) , so waren sie innerhalb einer MeBreihe fiir alle Proben in etwa gleich.

3.3 Referenzmessung : Gel-Elektrophorese

Die Standard methode zur Strangbruch-Analyse ist die Gel-Elektrophorese . Die
DNA-Losung wird in die Taschen eines 1%igen Agarosegels gefiillt . Um die
Losung beim Laden des Gels besser sichtbar zu machen , wird sie mit Brom-
phenolblau gemischt . In einem Elektrophoresepuffer wird das Gel 12 h einer
Spannung von etwa 20 V ausgesetzt . Die Wanderungsgeschwindigkeit in
diesem Feld ist umgekehrt proportional zur GroBe der Molekiile , bzw. bei
gleicher GroBe zur Konformation , so daB die vorkommenden Konformationen
(linear , ringformig , verdrillt ) nach geniigend langer Zeit deutlich voneinander
getrennt sind . Der genaue funktionale Zusammenhang zwischen Wanderungs-
geschwindigkeit und GrofBle hangt von der Konformation ab . Das Gel wird
dann in Ethidiumbromid angefarbt , wobei dieser Fluoreszenzfarbstoff in erster
Linie von den DNA-Molekiilen eingebaut wird . Die Fluoreszenz in UV-Licht
wird photographiert . Die Intensitdt des Fluoreszenzlichtes ist proportional
zur DNA-Menge an dieser Stelle . Die so erhaltenen Negative werden mit einer
CCD—Kamera digitalisiert . Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Programms ,
das die Intensitdt der Banden entlang der Laufstrecke projiziert . Bei stark
unterschiedlichen Beitrdgen der verschiedenen Konformationen sind manche
Banden zu schwach zu sehen , wiahrend andere schon jenseits der Sattigungs-
grenze sind . Dies zusammen mit etwaig vorhandenem Untergrund durch das
Gel begrenzt die Genauigkeit dieser Methode auf etwa 10% .

PHY118
4300 bp

unbekannt

chromosomale Multimere

DA —_— - Pt

— Einzelstrangbruch
Einzelstrangbruch -

Doppelstrangbruch — T intakte Form

intakte Form

Abb.3.3 Elektrophorese-Gel
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3.4 Aufbau der Apparatur

3.4.1 Optischer Aufbau

Ein 1.5 mW He-Ne-Laser liefert linear polarisiertes Licht mit einem Polarisa-
tionsgrad von 99.5%. Der Laser ( Herstellerfirma Uniphase , Typ 1103P ) zeichnet
sich durch stabile Polarisation und geringes Rauschen aus .

Die Zelle besteht aus einem kleinen Glasblock , an dem seitlich Glasfenster
angeklebt sind . Die MaBe der Zelle sind 3x4x10 mm3 . Die Elektroden bestehen
aus zwei diinnen Goldstreifen ,die innen befestigt sind . Das kleine Volumen
der Zelle mit der Moglichkeit , Elektroden innen zu befestigen , machte es
notwendig , die Zellen anfertigen zu lassen . Sowohl die Zelle als auch die
Elektroden miissen gegeniiber der Losung chemisch inert sein . Die Eintritts-
fenster der Zelle diirfen keinen EinfluB auf die Polarisation des Laserlichtes
haben .

Da der Querschnitt der Zelle nur 12 mm?2 betrdgt und der Laserstrahl nicht zu
knapp unter der Oberfldche verlaufen darf , muB sorgfiltig justiert werden ,
um moglichst wenig Aufstreuung und Reflexion zu verursachen . Daher wurde
die Zelle auf einem optischen Tisch montiert , der in zwei Richtungen gekippt
und um die Vertikale gedreht werden kann . Auch Hohe und Position senkrecht
zum Laserstrahl konnen justiert werden . Die Photodiode muB ebenfalls in
beiden Richtungen zum Strahl justierbar sein , da der Laserstrahl nach Durch-
gang durch alle optischen Komponenten aufgrund von Brechung seine Richtung
leicht gedndert hat.

Da im Hinblick auf kiinftige Messungen direkt am Bestrahlungsplatz ein
moglichst kompakter Aufbau notwendig ist , wurden die Komponenten fiir den
optischen Aufbau aus der Serie 40 der Firma OWIS verwendet , einem System
optomechanischer Bauteile mit 40 mm Kantenldnge . Die kommerziell verfiig-
baren Elemente wurden durch speziell angefertigte Adapter ergédnzt . Der
gesamte Aufbau ist etwa 50 cm lang und 1S cm hoch .

Laser Zelle A/4- Polarisator Photodiode
Pliattchen

Abb 3.4 : Skizze des optischen Aufbaus
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Abb.3.4b Optische Bank , Breite der Reiter : 4cm

Der Nachweis der elliptischen Polarisation erfolgt durch ein A/4-Pléttchen ,
gefolgt von einem polarisienden Wiirfel ( Glan-Thompson-Polarisator ) . Die
gesamte Transmission der optischen Komponenten betrdgt etwa 60% , wobei
der Hauptanteil in der Zelle absorbiert wird . Die Zelle selbst , ohne angelegtes
Feld , dreht die Polarisationsrichtung des Laserlichtes um weniger als 10. Auf
Linsen wurde verzichtet , da keine erkennbare Verbesserung durch ihre
Verwendung festgestellt werden konnte . Die Intensitdt des transmittierten
Lichtes nach Passieren des optischen Aufbaus ist durch folgenden Ausdruck
gegeben :

I=- —%O*- sin2¢ sin2(a-A) §

¢ = Winkel der Polarisationsrichtung des eingestrahlten ,
linear polarisierten Lichtes zur Hauptachse des doppelbrechenden
Systems (x-Achse)

o« = Winkel der DurchlaBrichtung des Analysators

A = Winkel der langsamen Achse des \/4-Pldttchens

8 = in der Zelle induzierter Phasenunterschied
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Da der Phasenunterschied kleiner als 5° ist , kann der Sinus durch den Winkel
und der Cosinus durch 1 gendhert werden . Die optimale Einstellung der Pola-
risationsrichtung ist ¢ =45° . Die Orientierung des Analysators wird durch die
Forderung nach minimalem Untergrund bestimmt : gekreuzt zur Polarisations-
richtung , also «=135° . Fiir das A/4 -Plittchen folgt dann eine optimale Ein-
stellung von A=4591350 | die sich nur durch ein Vorzeichen unterscheiden .
Durch das A/4 -Plattchen wird also das elliptisch polarisierte Licht , dessen
Hauptachse bei einer Einstellung von ¢ =450 ebenfalls unter diesem Winkel
zu finden ist , in linear polarisiertes Licht umgewandelt , dessen Polarisations-
vektor in DurchlaBrichtung des Analysators zeigt . Falls der Polarisations-
vektor um einen kleinen Winkel A gegen 450 verdreht ist , so ist die Ellipse
in erster Ndaherung um Acos$ gegen 450 verdreht . Die optimale , gekreuzte
Einstellung des Analysators wird damit zeitabhdngig . Da § jedoch klein ist
( < 49 ), ist eine Genauigkeit von 190 in der Einstellung der Winkel o,¢
ausreichend .

Richtung des
angelegten Feldes

linear | ellip. linear
pol. pol. pol.
I
Laser Zelle N4 Analysator

Abb.4.4 Schematische Darstellung der Polarisationsdnderung

Da der Phasenunterschied gering genug ist , um die obige Ndaherung anwenden
zu konnen , entspricht der exponentielle Abfall der gemessenen Intensitat
der zeitlichen Entwicklung der Brechungsindexes . Andernfalls wire die Zeit-
abhédngigkeit der Intensitdt durch die Funktionen sin$(t) und cos$(t) gegeben
und somit keine einfache Analyse moglich .Falls die Winkel nicht genau den
Optimalwerten entsprechen , ist die einzige Konsequenz eine etwas geringere
Amplitude .

Die Messungen erfolgten in einem abgedunkelten Raum , da trotz Interferenz-
filters Storungen durch das Raumlicht auftraten . Die optische Bank wurde auf
einer Granitplatte aufgebaut , da die Messung sehr empfindlich auf Vibrationen
reagiert .

3.4.2 Elektronischer Aufbau

Der Intensitdtsverlauf wurde mit einer Photodiode (Typ EG&G SGD100A 8414 )

gemessen . Die Verstarkung erfolgte mit einem GSI-gefertigten Verstirker .

Die Anforderung an den Verstirker war eine Bandbreite von SO0Hz-500kHz .

Der Verstédrker wurde wegen des hohen Ausgangswiderstands der Diode (MQ)
direkt hinter die Diode gesetzt . Der Ausgangswiderstand des Verstirkers

betrug 50Q . Als Spannungsquelle fiir die Kerr-Zelle wurde ein Hochspannungs-
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pulser (Cober 60S) verwendet . Hier war die Anforderung , Beginn, Dauer und
Hohe des Pulses bestimmen zu kénnen. Die Amplitude des Pulses war zwischen
OV und 2000V regelbar . Die Steuerung des Beginns und der Dauer erfolgte
liber ein externes Signal . Die Pulslinge war zwischen lgs und 1s wiahlbar . Die
Abfallszeit des Spannungspulses liegt bei diesem Modell unter 100ns . Der
Ausganspuls ging iiber ein 50Q-Kabel an die Kerr-Zelle . Die Zeitkonstante
des RC-Gliedes , bestehend aus der Kapazitdt der Zelle und einem parallel-
geschalteten Entladewiderstand (200Q)) , liegt ebenfalls unter 100 ns . Das
Signal wurde mit einem Speicheroszilloskop aufgenommen . Die Triggeung des
Speicheroszilloskops erfolgte mit dem gleichen Signal , das das Steuersignal
fiir den Hochspannungspulser der Zelle startete . Das Startsignal wurde
manuell gegeben . Zwischen den Pulsen lagen etwa S s, so daB keine libermaBige
Aufheizung der Probe auftrat . Die Auslese des Speicheroszilloskops und
Zwischenspeicherung der Daten erfolgte liber einen Rechner , von dem aus
die Daten direkt auf den IBM-GroBrechner der GSI iibertragen werden konnten .

In der zuletzt verwendeten Version fiir die Datenaufnahme standen eine Zeit-
auflosung von 4096 Kanidlen und eine Amplitudenauflosung von 10 bit zur
Verfiigung . Dies bedeutet bei 2 ms Gesamtaufnahmezeit eine Aufldosung von
0.5 us/Kanal . Die Zeitauflésung von 0.5 us/Kanal ist nicht unbedingt erfor-
derlich . Um den EinfluB einer geringeren Zeitaufldsung zu untersuchen , wurde
bei den gemessenen Kurven die Aufldsung nachtrédglich verringert , indem
MeBpunkte ausgelassen wurden , und die erhaltenen Kurven analysiert . Eine
Abhangigkeit der Ergebnisse der Anpassung von der Zeitauflosung im Bereich
von 0.5 ps bis 4us / Kanal konnte nicht gefunden werden . Die spater
diskutierten Messungen wurden mit dem oben genannten System aufgenommen .

Um das Detektorsystem auf Schnelligkeit hin zu iiberpriifen , wurde das
elektrooptische Signal von Nitrobenzol gemessen . Die Zeitkonstante des
Systems betrug 3us . Mit einer anderen Diode , die jedoch nicht genug
Verstiarkung fiir eine weitere Verwendung lieferte , wurde eine Zeitkonstante
von 0.3us gemessen ; der limitierende Faktor ist also tatséchlich das Detektor-
system . Den EinfluB3 , den die Detektorabfallszeit auf die gemessene Funktion
hat , erhilt man durch Faltung der Ursprungsfunktion mit der Detektorfunktion :

t

G(t) = [ r(t-t)xF(t)dt
o

G(t) = gemessene Funktion
r(t) = Antwortfunktion ( = exp(-t/tq) / 14)
F(t) = Ursprungsfunktion

Fiir eine Summe aus drei Exponentialfunktionen als Ursprungsfunktion erhdlt man
als gemessene Funktion G(t) :

3

G(t) = 2 a;l exp(-t/t; )+ “d (exp(-t/tgq) - exp(-t/t;))
i=1 T g

14 = Detektorsabfallszeit 3us
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Der Korrekturterm ist fiir die hier gemessenen Relaxationszeiten ( typischer-
weise 20 ps , 100 ps , 300 ys ) und angesichts des Signal-zu-Rauschverhalt-
nisses zu vernachldssigen . Zur Kontrolle wurde eine G(t) entsprechende Kurve
berechnet und mit einer nach F(t) bestimmten Funktion verglichen . Der
Unterschied war schon ohne jedes Rauschen sehr gering .

Photodiode
T Zelle
—_:_L_ Verstarker
RC<100ns

Hoch- I;l2000
spannungspulser 1
max. 2 kV

Rechteck- Speicher-

puls >10 V. 1 Trigger | oszilloskop pC

1 us-1s l —]

Abb.3.5 : Blockschaltbild der elektronischen Elemente

3.5 Durchfiihrung der Messungen

Die Proben wurden mit Eppendorf-Pipetten in die Zelle gefiillt . Nach dem
Fiillen muBte die Zelle wegen Brechung in der Fliissigkeit justiert werden .
Da bei den optischen Komponenten die Ablesegenauigkeit der Einstellung
nur etwa 19 betrug , wurde die optimale Einstellung durch Maximieren der
SignalhShe bestimmt . Dazu wurde zunéchst der Analysator bei gefiillter Zelle
auf minimalen DurchlaB gestellt , das A/4-Plittchen auf Maximum . Diese
Einstellung erfolgte mit dem Auge . Bei laufendem Trigger wurde dann die
Einstellung etwas verdreht und die Hohe des Signals auf dem Oszilloskop
beobachtet . Die Einstellung mit maximaler Signalhthe wurde als Arbeitsein-
stellung gewdhlt . Dies wurde fiir jedes Plasmid wiederholt und auch bei
Beginn eines neuen Experimentes . Innerhalb einer MeBreihe wurde die Ein-
stellung beibehalten .

Von jeder Probe wurden in der Regel 4-8 Messungen gemacht . In einem
friilheren Experiment zeigten sich bei den Banden eines Elektrophorese -Gels
das mit den Proben aus der Zelle hergestellt wurde , Spuren eines Plasmids ,
das in der Messung vorher verwendet worden war . Daher wurde nach jeder
Messung die Zelle mit destilliertem Wasser gespiilt und mit Luft oder Stick-
stoff getrocknet .

bl

Bedingt durch das vorhandene Ausleseprogramm wurden die Kurven in
Quartetts aufgenommen : je vier wurden im Oszilloskop gespeichert und
nacheinander im Block ausgelesen . Pro Quartett dauerte das etwa 10 min .
Trotz dieser etwas langen Prozedur lieB sich keine Zeitabhéngigkeit der
Ergebnisse feststellen , obwohl gelegentlich etwa S ul DNA-Losung nachgefiillt
werden muBten , weil ein Teil der Probe verdunstet war . Die Zellen waren
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nicht mit Deckel versehen', weil sie fiir ein schnelleres Aufnahmesystem
konzipiert worden waren , das wegen anderer Nachteile aber aufgegeben wurde .
Die Zugabe von Syl erhoht die Gesamtkonzentration von 20 pg/ml auf
22 pg/ml .

Bei Messungen mit bestrahlten Proben wurde zum Vergleich eine Gel-
Elektrophorese durchgefiihrt , die meist nach der elektrooptischen Messung
gestartet wurde .

3.6 Datenaufnahme und Analyse

Die aus dem Speicheroszilloskop ausgelesenen Daten wurden zun&chst auf
dem Rechner zwischengespeichert . Die eigentliche Analyse erfolgt nach
Ubertragung auf den IBM-GroBrechner . Mit dem von uns verwendeten Rechner
ist es moglich , die Daten direkt nach der Messung zur Analyse auf den
IBM-.Rechner zu senden , da gleichzeitig mit der Verwendung als Auslese-
system eine Verbindung zum GroBrechner besteht . Wahrend dort das Analyse-
programm lauft , kann die ndchste Messung durchgefiihrt werden . Die Ergeb-
nisse der Analyse werden in einer Form abgespeichert , die eine schnelle
graphische Darstellung der Parameter erlaubt : in Form von Spektren mit der
Probennummer als Kanalnummer und dem Wert des Parameters als Kanalinhalt .
Die Analyse der Kurven ldBt sich stark automatisieren , indem ein Programm
die Daten einliest und die Anpassungsroutine aufruft , die nach einem vorgege-
benen Schema die Analyse durchfiihrt . Kritische Punkte dabei sind die
Bestimmung des Beginns des exponentiellen Abfalls und eine Uberpriifung
der Konvergenz . Der Beginn des Abfalls wird durch Aufsuchen des maximalen
Kanalinhaltes vom Ende der Kurve her bestimmt. Sofern der Beginn scharf
definiert ist , erwies sich diese Methode als tauglich .

Es traten immer wieder Kurven auf , fiir die die Analyseroutine innerhalb
des vorgegebenen Schemas nicht konvergierte . Die Fehler , die die Routine
fiir die Genauigkeit der gefundenen Parameter angibt , sind in diesem Falle
null . Indem also der Fehler einer der Parameter fiir jede Kurve in einen
Datensatz eingelesen wird , der sich graphisch darstellen 148t , lassen sich
diese Kurven leicht finden .

Die einfache Struktur der Daten erlaubt es also , schon kurze Zeit nach der
Messung festzustellen , ob die Ergebnisse verwertbar sind oder etwa aufgrund
von starken Variationen noch mehr Kurven aufgenommen werden miissen . Die
Niitzlichkeit diese direkten Kontrollmoglichkeit hdngt von der Schnelligkeit ab ,
mit der die Analyseroutine vom GroBrechner durchgefiihrt werden kann .
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4. Ergebnisse

Eine typische elektrooptische Messung zeigt Abb.4.1. Die steilere Kurve ist
die Messung einer unbestrahlten Probe PHW . Das Signal-zu-Rausch- Verhiltnis
betrdgt 50:1 . Das Rauschen trdagt eine zusatzliche , grobere Struktur . Bei
Beginn des orientierenden Pulses steigt das Signal schnell an , bis es in einen
Plateaubereich kommt , in dem S&attigung bezliglich der Orientierung erreicht
ist . Nach Ende des Pulses relaxiert das elektrooptische Signal exponentiell .

Ziel ist es , eine Funktion zu finden , die die gemessenen Kurven beschreibt
und Parameter enthilt , die in geeigneter Weise die Anderung des exponen-
tiellen Abfalls durch erhohte Anteile an Strangbriichen angeben . Drei Exponen-
tialterme erwiesen sich als minimal mogliche Anzahl , um den Kurvenverlauf
zu beschreiben .

Die Zahl der Abfallszeiten , die tatsachlich zur beobachteten Kurve bei-
tragen , ist zu groBl , als daB man sie im einzelnen auflosen konnte. Die
tatsdchliche Form , in der die Molekiile der beiden Konformationen
(supercoiled, nicked circle) vorliegen , ist vielfdltig . Macht man sich klar
daB das Molekiil in der linearen Form 1700 nm lang , aber nur 2 nm dick
ist , kann man sich die Vielzahl der Formen vorstellen , die innerhalb der
durch die Konformation vorgegebenen Struktur moglich sind . Jede dieser
Formen hat einen eigenen Satz von Rotationsdiffusionskoeffizienten . Hinzu
kommen die Anteile , die von der Rotation von Segmenten und Segmentgruppen
stammen .

rontgenbestrahltes PHW in EO-Puffer
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Abb.4.1 elektrooptische Messung des Pasmids PHW
to Beginn , t. Ende des orientierenden Pulses
a) 20% Einzelstrangbriiche (unbestrahlte Kontrollprobe )
b) 80% Einzelstrangbriiche
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Jede Konformation hat also ein ganzes Spektrum von Relaxationszeiten , wobei
sich die Konformationen in den Beitrdgen , die sie zu den einzelnen Relaxations-
zeiten liefern , unterscheiden . Insbesondere konnen die langsten auftretenden
Relaxationszeiten nur von den stark aufgelockerten Molekiilen mit Strangbruch
stammen .

Die Abfallszeiten , die durch eine Anpassung von drei Exponentialfunktionen
an die MeBkurve geliefert werden , sind also jeweils aus mehreren Beitragen
zusammengesetzt . Jede berechnete Abfallszeit reprédsentiert eine Gruppe von
Rotationsbewegungen . Durch Verschieben des Anteils der einzelnen Konforma-
tionen verschieben sich die relativen Beitrdge der Konformationen zu den Relaxa-
tionszeiten . Damit wird auch die Zusammensetzung der drei Gruppen gedndert ,
so daB3 im allgemeinen durch Bestrahlung nicht nur die Werte der angepalliten
Amplituden sondern auch die der Abfallszeiten geédndert werden .Insbesondere
wird die angepalBite langste Abfallszeit durch einen erhchten Anteil an Strang-
briichen groBer , da die langen Abfallszeiten der ringformigen Konformation
einen groBeren Anteil an der Gruppe von Relaxationszeiten haben , die durch
die Anpassung zu einer Abfallszeit zusammengefaBt werden .

Die Unterschiede in den Diffusionskonstanten fiir ungeschéadigte Molekiile
und DNA mit Einzelstrangbruch sind bedingt durch Langenunterschiede und
das unterschiedliche Verhédltnis von Lange zu Breite der Konformation (Abb.4.2).
Der Langenunterschied ist nicht sehr groB , geht aber in die Berechnung des
Diffusionskoeffizienten starker ein . Doppelstrangbriiche sollen nicht betrachtet
werden , da bei den Bestrahlungen versucht wurde , sowenig Doppelstrang-
briiche wie moglich zu erzeugen . Eine zusétzliche Konformation erhoht die
Zahl der beitragenden Relaxationszeiten und macht eine Unterscheidung fast
unmoglich .

Am Beispiel von Messungen an PHW in EO-Puffer sollen die Moglichkeiten
und Schwierigkeiten der Analyse ausfiihrlich diskutiert werden . Die Ergebnisse
der iibrigen Messungen werden kurz zusammengefal3t .

4.1 Messungen am Plasmid PHW (Argon 4.5MeV/u , Rontgen )

Das Plasmid PHW zeichnet sich durch ein giinstiges Verhédltnis zwischen dem
Wirkungsquerschnitt fiir Einzelstrangbriiche (SSB) und fiir Doppelstrang-
briiche (DSB) in EO-Puffer aus ( oggp:0qsp= 60 bei Rontgenstrahlung ) . Bei
den Bestrahlungen 148t sich der Anteil an Einzelstrangbriichen auf 80% erhchen ,
ohne daB3 ein nennenswerter Anteil an Dopppelstrangbriichen hinzukommt .
Abb. 4.2 zeigt das Ergebnis der Gel-Elektrophorese fiir Rontgenbestrahlung und
eine Bestrahlung mit 4.5 Mev /u Argon . Die Fehler in der Bestimmung des
Anteils an Strangbriichen mittels Gel-Elektrophorese sind bei vergleichbarem
Anteil der Konformationen etwa 1/10 . Bei sehr verschiedenen Anteilen ist er
grofBer , da der Bereich , indem die die Intensitdt des Fluoreszenzlichtes linear
zur Menge an DNA im Gel ist , eng begrenzt ist . Der Anteil an Einzelstrang-
briichen , der bei den elektrooptischen Messungen die Vergleichsgrundlage
bilden , sind die Ergebnisse der Gel-Elektrophorese .
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Rontgenbestrahlung Ar 45 MeV/u
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Abb.4.2Gel-Elektrophorese : Rontgenstrahlung und 4.5 MeV/u Argon
Abszisse : Abnahme der intakten Form 1-(DSB+SSB)
Abnahme der intakten Form + Einzelstrangbruch 1-DSB

Aufgetragen ist die Abnahme der ungeschidigten Form . Diese ist allein auf
einen Zunahme des Anteils an Einzelstrangbriichen zuriickzufiihren , wie die
Konstanz des Anteils and Doppelstrangbriichen (0%) zeigt . Die Abnahme gehorcht
dem theoretischen exponentiellen Gesetz .

Zundchst wurde den elektrooptisch gemessenen Kurven einen Funktion aus
der Summe von drei Exponentialfunktionen und einer Konstanten angepaBt.
Die Ergebnisse der fiir jeden MeBpunkt aufgenommenen acht Kurven wurden
gemittelt und die Standardabweichung bestimmt . Bei sieben freien Parametern
war die Standardabweichung etwa 30% vom Mittelwert . Abb. 4.3 und Abb.4.4
zeigen die Ergebnisse der Analyse fiir die Rontgenbetrahlung . Die Abfallszeiten
sind in yus angegebebn , die Amplituden in Prozent von der Gesamthdhe der
Kurve , da die Absoluthohe der Kurven variiert .

Offensichtlich sind die sieben Parameter der Anpassungsfunktion durch die
gemessenen Kurven nicht wohldefiniert . Um die Anzahl der freien Parameter
zu reduzieren , wurden die Amplituden der Exponentialfunktionen vorgegeben .
Dabei wurden die Ergebnisse aus der Anpassung mit sieben freien Parametern
gemittelt und der Routine als Konstanten iibergeben . Dies 14Bt sich nicht
theoretisch begriinden , sondern wird durch die geringe Variation der Amplituden
bei der freien Anpassung nahegelegt (Abb.4.3a) . Damit lieB sich die Standard-
abweichung fiir die mittlere und die lange Zeitkonstante auf etwa 10% reduzieren ;
der Fehler der kurzen Abfallszeit blieb fast unverdndert (Abb.4.4b). Allerdings
mufte bei dieser Anpassung zusétzlich der konstante Term ag vorgeben werden ,
damit die Routine iiberhaupt konvergierte .

Im Idealfall iiberlappen sich die Verteilungen der Relaxationszeiten fiir die
beiden Konformationen nicht oder nur wenig iiberlappen . Dann wiirden sich
hauptsédchlich die Amplituden dndern . Gibt man also die Relaxationszeiten vor ,
bestimmt durch Mittelung der Werte aus der freien Anpassung , reduziert sich
die Standardabweichung fiir alle drei Amplituden auf etwa 3% . Eine Vorgabe
des konstanten Termes ag ist nicht notwendig (Abb4.3b) .
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Abb.4.3 angepaBBte Amplituden von rontgenbestrahltem PHW
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4.1.1 Vergleiche mit berechneten Kurven
Vergleiche mit berechneten Kurven , die aus drei Exponentialfunktionen
zusammengesetzt sind , die typischen Werten der MeBkurven entsprechen |,
zeigen , daB das oben beschriebene Verhalten auf das limitierte Signal-zu-
Rausch Verhiltnis zuriickzufiihren ist .Um die berechneten Kurven mit den
gemessen Kurven vergleichen zu konnen , wurde den Kurven experimentell
gemessenes Rauschen liberlagert . Auch bei den berechneten Kurven ergibt
sich bei einem Signal-zu-Rausch-Verhdltnis von 60:1 bei einer Anpassung mit
sieben freien Parametern eine Standardabweichung von bis zu 30% vom Mittel-
wert . Durch Vorgabe der Amplituden 1aBt sich der Fehler auf etwa 5% bei der
langen Komponente und auf 10% bei den kiirzeren Komponenten reduzieren .
Mit abnehmendem Signal-zu-Rausch-Verhdltnis wird auch bei der Anpassung
mit festen Zeiten der Fehler schnell groBer . Die Mittelwerte selbst weichen
wenig von den Originalwerten ab . Durch Vorgabe der Abfallszeiten verschwinden
die Abweichungen fast vollig (Abb. 4.5) .
Eine Reduktion des S/R -Verhidltnisses durch Aufsummieren der Kurven
nachdem sie auf eine einheitliche Hohe normiert wurden , mit nachfolgender
Analyse hat keinen nennenswerten EinfluB auf die Werte der berechneten
Parameter . Das gilt auch fiir Kurven , die vor der Analyse geglattet wurden .
In beiden Fillen stimmen die Ergebnisse auf etwa 2% mit den Werten iiberein ,
die man aus der Mittelung der Ergebnisse der acht Kurven erhilt .
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Abb.4.5 Abhidngigkeit der Mittelwerte und der Standardabweichung
berechneter Kurven vom Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S/R) .
Je acht Kurven wurden gemittelt , x zeigt den Wert bei einer
Anpassung ohne Rauschen ( = Originalwert )
a) sieben freie Parameter bei der Anpassung
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Abb.4.5b Reduktion der Standardabweichung durch Vorgeben der Zeiten ,
ermittelt durch Mittelung der Ergebnisse der freien Anpassung .
Die isolierten Punkte rechts bezeichnen die Amplitude , die der
Berechnung zugrunde lag .

4.1.2 Reproduzierbarkeit der Parameter

Aufgrund der vielfdltigen Beitrdge bei den Relaxationskurven ist eine direkte
Zuordnung zwischen den angepaBten Parametern und dem Anteil an Strang-
briichen nicht moglich . Man ist also auf Eichkurven angewiesen . Um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu iiberpriifen , wurden die Parameter einer
Messung von argonbestrahlten Proben ( 4.5 MeV/u ) mit denen der Rontgen-
bestrahlung verglichen . Die fiir die beiden Messungen verwendeten Feldstirken
unterscheiden sich nur wenig (2400 V/cm , 2460V /cm ) , wahrend die Puls- -
dauern sich stark unterschieden ( 330 ps , 430 ps ) . Der Unterschied in den
Pulslangen hat in diesem Bereich keine Konsequenzen fiir die Werte der
Relaxationszeiten (siehe Abschnitt 4.2 ) .

Der Vergleich der Amplituden bei vorgegebenen Zeiten , die fiir beide Messungen
gleich gewdhlt wurden , zeigt eine gute Ubereinstimmung der angepaliten
Parameter . Dies gilt besonders fiir die lange Zeitkomponente , fiir die die

signifikanteste Abhangigkeit der Amplitude vom Anteil an Strangbriichen zu
sehen ist (Abb.4.6¢).

Um die Reproduzierbarkeit bei Verwendung von vorgegebenen Amplituden zu
priifen , wurden die Amplituden der freien Anpassung der argonbestrahlten
Kurven als Konstante fiir beide Messungen gewahlt (Abb.4.6b) . Die Uberein-
stimmung ist fiir die kurze Zeitkomponente schlecht , fiir die beiden anderen
deutlich besser . Die Fehlerbalken fiir die Ergebnisse der Rontgenbestrahlung
sind jedoch groB , da die Amplituden , die man aus Mittelung der Parameter
aus der freien Anpassung der Rontgenkurven erhélt , von denen der Argon-
bestrahlung abweichen . Bei Vorgabe dieser Werte als Amplituden wird die
Ubereinstimmung zwischen den beiden Messungen schlechter (Abb.4.6c) .
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Eine Vorgabe der Zeiten ist also die geeignetere Methode , um die Anzahl der
freien Parameter zu reduzieren . Ein solches Vorgehen erscheint auch sinnvoller .
Jedoch ist die schwache Anderung der Amplituden bei der freien Anpassung kein
Artefakt der Anpassungsroutine : eine Anderung der Reihenfolge in der Routine
beziiglich der Parameter oder eine Anderung der Startwerte fiihrten immer
zu denselben Ergebnissen ( innerhalb 1% Abweichung ) .

Rontgen-Ampl. nach Abb.43a gleiche Amplituden
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Abb.4.6 Vergleich zweier Messungen : schlechte Reproduzierbarkeit der
angepallten Zeitkomponenten bei Vorgabe der Amplituden
a) Die Werte fiir die vorgegebenen Amplituden wurden fiir beide
Messungen getrennt aus der freien Anpassung bestimmt .
b) Die Werte der argonbestrahlten Proben wurden fiir die
Anpassung der rongtenbestrahlten Kurven verwendet . Die Fehler
fiir die Rontgenwerte sind deshalb groB .
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Abb.4.6 Vergleich einer Messung von rontgenbestrahlten Proben mit
argonbestrahlten Proben (4.5 MeV/u)
c) gute Ubereinstimmung der Amplitude der langen Komponente
bei vorgegebenen Abfallszeiten ( fiir beide Messungen gleich )

Bei der Analyse mit reduzierter Anzahl an Parametern stellt sich die Frage ,
welche Werte die fixierten GroBen erhalten sollen . Da die Anderungen der
angepaBten Parameter relativ zu den Werten der unbestrahlten Kontrollen
gemessen werden sollen , bietet sich an , die Abfallszeiten der Kontrollen als
vorgegebene Zeiten zu verwenden . Abb.4.8 zeigt die relativen Anteile der drei
Relaxationszeiten , wobei als Abfallszeiten die der Kontrollen verwendet wurden .
Diese Werte waren fiir die beiden dargestellten Messungen ( Argon- und
Rontgenbestrahlung ) identisch . Die tibereinstimmung der Daten ist dhnlich
gut wie bei der Verwendung von Mittelwerten . Die Anderung der Amplituden
in Abhingigkeit vom Anteil an Strangbriichen ist etwas starker . Es ist festzu-
stellen , daB hier die Anderung mit wachsendem Anteil an geschadigter DNA
auf die mittlere und die lange Komponente beschrankt ist . Die Giite der
Anpassung ist bei dieser Vorgehensweise fiir die Proben mit hohem Anteil an
Strangbriichen jedoch deutlich schlechter als bei Verwendung von Mittelwerten .
Abb.4.8 zeigt die MeBkurve einer Probe mit 70% Einzelstrangbriichen . Die
Anpassung wurde mit den Relaxationszeiten der Kontrolle ( 20% SSB) durch-
gefiihrt . Die y2-Abweichung erhohte sich gegeniiber dem Wert bei freier
Anpassung um etwa einen Faktor 1.5-2 .Bei der Verwendung von Mittelwerten
dnderte sich die Giite der Anpassung gegeniiber einer freien Anpassung sehr
wenig . Deshalb wurden bei den weiteren Analysen mittlere Zeitkonstanten
vorgegeben , auch wenn dabei der Verlauf der angepafBiten Amplituden flacher ist .
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Abb.4.7 MeBkurve einer bestrahlten Probe ( 70% Einzelstrangbriiche ) :
der angepaBten Kurve wurden die Abfallszeiten einer unbestrahlten
Probe vorgegeben, was zu einer schlechten Anpassung fiihrt
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Abb.4.8 Vergleich der Messungen mit Rontgenbestrahlung und 4.5 MeV/u Ar
bei Anpassung der Kurven mit Abfallszeiten , die durch die der
Kontrollen bestimmt sind
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4.2 EinfluB von duBeren Bedingungen

Neben dem Anteil an Strangbriichen nehmen auch andere GréBen EinfluB auf
die Werte der Analyseparameter . Die wichtigsten Bedingungen sind im
folgenden aufgefiihrt .

4.2.1 Feldstirke und Pulsdauer

Das angelegte Feld dreht nicht nur die Molekiile , sondern andert auch die
dreidimensionale Struktur . Die dadurch bedingte Anderung der relativen
Amplituden zeigt Abb.4.9 . Es handelt sich wieder um die rontgenbestrahlten
PHW - Plasmide in EO-Puffer . Wie die Abnahme des Anteils der langen Zeit-
komponente zeigt , werden die Molekiile mit wachsender Feldstarke in eine
zunehmend kompakte Form iibergefiihrt . Eine Zunahme der Pulsdauer zeigt
eine gegenliufige Tendenz . Dies ist allerdings nicht einleuchtend . Beziiglich
der Pulsdauer ist festzustellen , daB in dem Bereich , in dem wahrend der Dauer
des angelegten Pulses Séttigung der Orientierung erzielt wurde , die Abhangig-
keit der Parameter von der Pulsdauer schwach ist . Die Ubereinstimmung der
beiden Messungen in Abschnitt 4.1 ist deshalb trotz der unterschiedlichen Puls-
dauer gut . Messungen , die mit PHW in TE-Puffer durchgefiihrt wurden |,
zeigten vergleichbare Ergebnisse .

Feldstarkenabhangigkeit Pulsdauerabhngigkeit
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Abb.4.9 Abhingigkeit der Parameter von Feldstdrke und Pulsdauer
a) 400V 700V 1000V /3mm bei 330us
b) 20us 330ps 500us bei 1000V/3mm
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Da die verschiedenen Konformationen unterschiedlich auf gednderte Feldstirke
und Pulsdauer reagieren , ldBt sich durch geeignete Wahl dieser GréBen
die Abhidngigkeit der Parameter vom Anteil an Strangbriichen optimieren .
Zweites Kriterium dabei ist das Signal-zu-Rausch- Verhiltnis , das sich durch
hohe Feldstédrken stark verbessern 14Bt . Dem sind jedoch durch Aufheizung
der Probe Grenzen gesetzt : bei sehr hohen Feldstirken beginnt die Probe
schnell zu kochen , so daB nur wenige Messungen mit einer Probe durch-
gefithrt werden kdnnen . Dasselbe gilt fiir lange Pulsdauern .

4.2.2 EinfluB des MeBprozesses

Um festzustellen , in welcher Weise die Messung selbst die Proben verandert ,
wurde eine Probe vierzigmal hintereinander unter identischen Bedingungen
gemessen. Abb. 4.10 zeigt die Ergebnisse einer Anpassung mit sieben und mit
vier freien Parametern . Die Messung dauerte etwa eineinhalb Stunden . Jeweils
vier Kurven wurden innerhalb von 20 s aufgenommen , die ndchsten etwa 10 min
spéter . Die Messungen wurden bei 2400V/cm und 330 ps Pulsdauer durchge-
fithrt . Man sieht eine etwas groBere Bandbreite an Parameten etwa ab der
25. Messung bei sieben freien Parametern . Bei der Analyse mit nur vier freien
Parametern sind die Werte iiber die gesamte Zeit hinweg stabil . Weder die
lange Verweildauer in der Zelle ,wihrend der sich die Probe erwarmte , noch
die Wechselwirkung mit dem angelegten Feld verdnderten die Ergebnisse in
sichtbarer Weise .Da andererseits das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis bei dieser
Feldstdrke ausreichend groB ist und Sattigung der Orientierung bei 330 us

eintritt , erweist sich diese Kombination als geeignete Wahl zur Durchfiihrung
der Messungen
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Abb.4.10a Abhidngigkeit der Messung von der Zeit (Dauer : 1.5 h ) ;
die Probe wurde 40mal unter gleichen Bedingungen gemessen .
Die Parameter sind die Ergebnisser der freien Anpassung .

Nach etwa 1 h ( Probe 25 ) wird die Streuung um den Mittelwert
groBer .
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Abb.4.10b Amplituden bei vorgebenen Zeiten :
die Werte sind iiber die gesamten 1.5 h stabil .

4.2.2 Zusammensetzung und Konzentration der Pufferlésung

Der EinfluB der Pufferzusammensetzung auf die Relaxationszeiten von Re-
striktionsfragmenten wurde in der Vergangenheit ausfiihrlich untersucht
Insbesondere die Wirkung von einwertigen lonen (Na*) und zweiwertigen
Ionen (Mg2*) waren Gegenstand der Untersuchung [Stell],[Hag81] . Dabei
spielt sowohl die Stabilisierung des DNA-Riickgrates als auch der EinfluB
der Ionen auf GroBe und Polarisierbarkeit der Ionenhiille eine Rolle . Die
Stabilisierung des DNA-Riickgrates durch Mg2* zeigt Abb. 4.11 . Der EO-Puffer
enthialt 0.lmM MgCl, . Die Mg2*-lonen lagern sich zwischen den Phosphat-
lonen an und stabilisieren so das Molekiil .Die einwertigen Na*-Ionen haben
keine stabilisierende Wirkung . Demzufolge sind die Relaxationszeiten von PHW
in EO-Puffer (Mg2*) groBer als in TE-Puffer (Na*) , der keine zweiwertigen
lonen enthilt . Dariiber hinaus unterscheiden sich die Relaxationszeiten von
geschadigter und ungeschidigter DNA in EO-Puffer stédrker als in TE-Puffer .
Letzterer ist also fiir diese Art der Messung weniger geeignet .

Die Abhingigkeit der Relaxation von der Konzentration der Mg2*-lonen wurde
nur in dem engen Bereich zwischen 0.14 mM und 0.3mM iiberpriift . Es konnte
im Rahmen dieser Untersuchung keine signifikante Abhéngigkeit festgestellt
werden . Dasselbe gilt fiir die Abhéngigkeit von der DNA-Konzentration im
Be reich von 20pg/ml bis 60ug/ml .
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Vergleich von EO- und TE-Puffer
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Abb.4.11 EinfluB der Pufferlosung : Amplituden bei Anpassung mit vorgegebenen

Zeiten

a) EO-Puffer mit deutlicherer Dosisabhéngigkeit

b) Amplituden bei Verwendung von TE-Puffer
4.3 Weitere Messungen
4.3.1 SV40 5200 bp
Das Plasmid SV40 wurde vor allem deshalb verwendet , weil es in den friiheren
Experimenten Gegenstand der Untersuchung war und erfolgversprechende
Resultate lieferte . Da es in der GroBe dem Plasmid PHW sehr dhnlich ist ,
erwartet man &hnliche Ergebnisse bei der elektrooptischen Messung . Es zeigte
sich bei der Gelektrophorese , daB der Wirkungsquerschnitt fiir Doppelstrang-
briiche bei Rontgenbestrahlung nur um einen Faktor 8 kleiner ist als Ffiir
Einzelstrangbriiche und insgesamt das Plasmid etwas strahlungsresistenter , so
daB die Ausbeute an Einzelstrangbriichen im Vergleich zu PHW geringer war ,
obwohl die Proben zusammen bestrahlt wurden . Abb. 4.12 zeigt die Ergebnisse
der Gelektrophorese und der elektrooptischen Messung einer Rontgenbestrahlung
in EO-Puffer . Aufgetragen gegen den Anteil an Einzelstrangbriichen zeigt sich ,
daB die Ubereinstimmung mit den PHW-Resultaten recht gut ist .
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SV40 (Rﬁntgenbestrahlung)
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Abb. 4.12a Ausbeute an Strangbriichen bei rontgenbestrahlten SV40 :
Ergebnisse der Gel-Elektrophorese , Bestrahlung in EO-Puffer
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Abb.4.12b Amplituden der elektrooptischen Messung ;
Zeiten vorgegeben und ermittelt aus der freien Analyse .

Die Amplitude der langen Zeitkomponente stimmt gut iiberein mit
den Messugen an PHW , das etwa gleich groB ist .

4.3.2 PUC 2700 bp

Etwa 18% des Plasmids traten als Dimer auf . Die intakte Konformation der
dimeren Form ist beziiglich seiner Wanderungsgeschwindigkeit im Gel der
Einzelstrangbruchform der monomeren Form sehr &dhnlich . Durch diese
Zusammensetzung ist man vermutlich am Rande dessen angelangt , was die
Methode zu leisten vermag . Abb.4.13 zeigt das Ergebnis der Gel-Elektrophorese,
aufgeschliisselt fiir die Monomere und die Dimere bei Bestrahlung mit 11 MeV .
Es wurde zunichst die Bestrahlung in TE-Puffer vorgenommen , dann die
Messungen durchgefiihrt , liber Nacht gegen EO-Puffer dialysiert und nochmals
gemessen . Abgesehen von den durch die zwischenzeitliche Behandlung
moglicherweise induzierten Strangbriichen wurden die gleichen Proben in zwei
verschiedenen Puffern elektrooptisch untersucht . Allerdings ist die Prozedur
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des Dialysierens nicht ohne Konsequenzen fiir die Molekiile gewesen , da die
angepafiten Parameter fiir die EO-Messung keine kontinuierliche Tendenz zeigen
(Abb.4.14a) . Es ist im Gegensatz zu den Ergebnissen der PHW-Messungen
keine deutlichen Unterschied in der Stirke der Dosisabhidngigkeit bei den
verschiedenen Puffern zu bemerken . Falls durch die Dialyse zusdtzliche Strang-
briiche induziert worden wiren , konnte das diesen Effekt erkldaren : bei hohem
Anteil an Strangbriichen wird die Kurve der Parameter flacher . Die Ergebnisse
der Gel-Elektrophorese zeigen eine Erhohung des Anteils der Strangbriiche
um maximal 5% , was bei der Genauigkeit der Methode innerhalb der Fehler-
grenzen liegt . Der Anteil an Dimeren ist in der elektrooptischen Messung
nicht von einer Zunahme an Strangbriichen zu unterscheiden . Der flache
Verlauf der EO-Kurve ist vermutlich eine Konsequenz des Dimeranteils . Daraus
folgt , daBB im Bereich hoher Anteile an Molekiilen mit langen Rotationszeiten
der Unterschied zwischen EO- und TE—Puffer verschwindet .

In Abb. 4.14b sind die Werte aus einer Bestrahlung mit 11 MeV/u Argon zum
Vergleich eingetragen . Die Ubereinstimmung ist besser als erwartete , da bei
verschiedenen Feldstarken gearbeitet wurde : 2400V/cm bei 4.5 MeV/u und
3000V/cm bei 11 MeV/u . Zudem sind bei den Kurven der 11 MeV/u - Messung
Schwierigkeiten bei der Bestimmung des Beginns des exponentiellen Abfalls
aufgetreten sind . Den Kurven war eine wellige Struktur iiberlagert . Dieser
Effekt verschwand , nachdem die Intensitit des einfallenden Laserlichtes
verringert worden war . Allerdings war das Signal nicht iiberdurchschnittlich
hoch , so daB der Unterschied zu anderen Experimenten nicht klar ist . Die
Konsequenz solcher Storungen ist u.a. , daB die individuellen Kurven stdrker
voneinander abweichen .

Ar 11 MeV/u PUC TE , keine DSB
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Abb.4.12 Ausbeute an Strangbriichen bei argonbestrahltem PUC ( 11 MeV/u)
Ergebnisse der Gel-Elektrophorese
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PUC Argon 11 MeV/u in EO und TE-Puffer
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Abb. 4.13a Elektrooptische Ergebnisse , EO-und TE-Puffer
Die Zeiten sind vorgegeben .
Die EO-Proben sind aus der gleichen Bestrahlung wie die
TE-Proben, sie wurden nach der Bestrahlung dialysiert
(Messungen bei 2400 V/cm) .
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Abb.4.13b Vergleich der Werte fiir EO-Puffer mit Werten aus der 11 MeV/u Argon-
Bestrahlung (Messung bei 3000V/cm) ; die Abfallszeiten sind fiir beide
Anpassung gleich gewahlt worden .
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3. Zusammenfassung und Diskussion

3.1 Zusammenfassung

Die elektrooptische Messung von Rotationsdiffusionskoeffizienten einer DNA-
Losung erlaubt die Bestimmung des Anteils an Molekiilen mit Einzelstrang-
briichen . Die MeBmethode beruht auf der Bestimmung des Anteils der langsten
Komponente der drei Exponentialfunktionen der Anpassungsfunktion , die die
Relaxation des elektrooptischen Signals beschreiben . Das limitierte Signal-zu-
Rausch Verhiltnis 14Bt nur eine Anpassung zu , bei der die Abfallszeiten vorge-
geben werden . Die Parameter , die hierbei bestimmt werden , sind das Produkt
eines numerischen Verfahrens . Bei der Vielzahl der auftretenden dreidimensio-
nalen Strukturen , die die flexiblen Molekiile beider Konformationen annehmen
konnen , ist eine Zuordnung der Werte , die die Analyseroutine liefert , nur
bedingt moglich . Die Variation der angepaBten Amplituden mit dem Anteil an
Strangbriichen hangt von der Wahl der vorgegebenen Zeiten ab , wie ein Vergleich
zwischen den Ergebnissen fiir mittlere Abfallszeiten und die der Kontrollproben
zeigt . Deshalb ist eine Interpretation sehr schwierig . Insbesondere die Rotations-
bewegungen , die zur kurzen und mittleren der angepaBten Zeitkonstanten
beitragen , sind schwierig zuzuordnen . Die Annahme , daB die Relaxationszeiten
der Gesamtrotation fiir die beiden Konformationen (intakt, Einzelstrangbruch)
sich geniigend unterscheiden, um anhand der Gruppe der langen Abfallszeiten
den Anteil an Einzelstrangbriichen zu bestimmen , ist durch die Messungen
bestdtigt worden . Die schwache Variation der Amplitude der mittleren |,
angepallten Zeitkonstante scheint daraufhin zu deuten , daB im mittleren Bereich
die Beitrége durch die langen Abfallszeiten der intakten Konformation und die
mittleren Abfallszeiten durch Bewegung von Segmentgruppen der Strangbruch-
form etwa gleich groB sind . Das fiihrt dazu , daB durch Erhohen des Anteils
an Strangbriichen die Anteile durch intakte Molekiile abnehmen , der Verlust
aber durch die Zunahme des Anteils der Strangbruchformen ausgeglichen wird .
Daher ist die Gesamténderung gering . Um genauere Aussagen iiber die Ve-
rteilung der Relaxationszeiten machen zu konnen , miiBte man allerdings
Modellrechnungen durchfiihren und mit den Messungen vergleichen . Die
Messungen allein lassen nur spekulative Aussagen zu .

Bei der Verwendung von gemittelten Werten als Abfallszeit muB man sich fiir
jedes Plasmid , gemessen unter bestimmten Versuchsbedingungen , auf einen
Satz von Zeiten festlegen . Es ist nicht gemeint , daB man fiir jedes Messung
die Werte der freien Anpassung mittelt und als Konstanten iibergibt , denn
dann hinge der Mittelwert von dem Dosis-Bereich ab, der mit der Messung
liberdeckt wurde . Die Erstellung einer Eichkurve , mit der der Bereich , in
dem die Methode sinnvoll angewendet werden kann , abgesteckt wird , liefert
auch die fiir die weiteren Messungen vorzugebenden Relaxationszeiten . Beim
Plasmid PHW geht der Bereich bis etwa 70% Einzelstrangbriichen . Bei hoherem
Anteil wird die Kurve flach , so daB die Zuordnung Relaxationszeit - Strang-
bruchanteil mit einem groBen Fehler behaftet ist . Man darf dabei nicht
vergessen , daB der Fehler bei der Bestimmung des Strangbruchanteils mittels
der Gel-Elektrophorese bei etwa gleichen Anteilen der beiden Konformationen
etwa 1/10 betrdgt , bei ungleicher Verteilung mehr . Bei der Erstellung der
Eichkurven sollten also moglichst mehrere Messungen bei der Bestimmung
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des Strangbruchanteils durchgefiihrt werden , da eher hier die Limitierung in
der Genauigkeit zu sehen ist als in der Genauigkeit der elektrooptischen
Messung . Dies gilt zumindest , wenn man die Standardaweichung der Mittelwerte
als mafBgeblich betrachtet . Um einen zuverldssige Fehlerabschitzung zu
erhalten , miissen mehrere MeBreihen durchgefiihrt werden . Die beiden MeB-
reihen , die hier vorgestellt wurden , erlauben nur eine erste Beurteilung der
Reproduzierbarkeit .

Der Vergleich der PHW mit der SV40-Messung zeigt , daB die Relaxationszeiten
in erster Linie von der GroBe der DNA-Molekiile abhéngen . Dennoch miissen
fiir jedes Plasmid eigenen Eichkurven gemessen werden , da die Strahlungsem-
pfindlichkeit verschieden sein kann und damit auch der Bereich , in dem die
Methode sinnvoll anwendbar ist .

Die Messungen am Plasmid PUC zeigen , daB die Reinheit der Kontrollprobe
wichtig ist . Der Verlauf der angepaBten Parameter deuten an , daB Ffiir geringe
Anteile an Strangbriichen die Kurve steiler wird (Abb.4.3b). Je geringer also der
Anteil an Strangbriichen an in der Kontrolle ist , desto sensitiver ist die
Messung auf geringe Anderungen .

Obwohl die feldfreie Relaxation der Molekiile gemessen wurde , um ausschlieB3-
lich die hydrodynamischen Eigenschaften zu bestimmen , ist ein starker Einfluf
der Feldstdrke des orientierenden Feldes und der Pulsdauer zu beobachten .
Dies ist eine Folge der Flexibilitdt der Molekiile . Die Wechselwirkung mit
dem elektrischen Feld fiihrt nicht nur zu einer Rotation des Gesamtmolekiils ,
sondern auch zu Translations- und Rotationsbewegungen von Segmenten . Dies
fiihrt zu einer Anderung der dreidimensionalen Struktur jedes einzelnen Mole-
kiils . Mit wachsender Feldstirke werden die Molekiile zunehmend gefaltet .
Bei Pulsdauern , die nicht zu einer Sittigung der Orientierung fiihren , vergroBert
eine Verlangerung des Pulses die mittlere Relaxationszeit . Im Bereich der
Sattigung , also ab etwa 200 us , ist nur eine geringe Variation zu sehen. Da
die einzelnen Konformationen sich hinsichtlich der Steilheit des Anstieges des
elektrooptischen Signals unterscheiden , ist die gesattigte Orientierung als
Ausgangszustand fiir die Relaxation zu wahlen , um einen moglichst identischen
Anfangszustand zu erhalten . Es gib jedoch Hinweise , daB bei sehr hohen
Feldstdrken ( 10kV) lange Pulsdauern zusitzliche Konformationsénderungen
verursachen [Stell] .

Der geeignete Puffer fiir elektrooptische Messungen enthdlt Mg* -Ionen.
Die Zweiwertigkeit des Mg2+* hat eine Stabilisierung der Molekiile zur Folge .
Zwischen je zwei aufeinanderfolgende Windungen mit 0.34 nm Abstand
lagert sich ein Mg2* ( Atomradius 0.16 nm ) zwischen die negativ geladenen
Phosphatgruppen ein . Die Zugabe von Mg2+* -Ionen reduziert die Abhéngig-
keit der Struktur von Feldstirke und Pulsdauer und erhdht die Empfindlich-
keit auf Anderungen des Anteils an Strangbriichen .
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5.2 Ausblick

Bei der Realisierung der Messungen zur Untersuchung der Kinematik des
Schadens sind bei der Einhaltung der Versuchsbedingungen einige Schwierig-
keiten zu erwarten . Unabdingbare Voraussetzung fiir erfolgreiche Messungen
sind ein mechanisch stabiler Aufbau und die Unterdriickung von Lichtquellen
und elektronischen Storungen . Die Bestrahlung muB innerhalb von wenigen us
abgeschlossen sein . Um in dieser kurzen Zeit genug Energie zu deponieren ,
um etwa 40% Einzelstrangbriichen zu erzielen , sind je nach Energie
107 - 102 Teilchen/cm?2 bei der Verwendung von EO-Puffer notwendig . Da in
Darmstadt nur am SIS , das hohe Teilchenenergien ( bis 2 Gev/u ) liefert , pro
Puls geniigend Teilchen zur Verfiigung stehen , ist wegen des niedrigen LET
der hochenergetischen Teilchen 10? Teilchen/cm2 notwendig . Dieser Teilchen-
fluB soll in Zukunft moglich sein . Bei Bestrahlung mit einer solchen Dosis-
leistung ist es moglich , daB die Probe schon durch die Bestrahlung zu kochen
beginnt . Dann wére keine Messung moglich .

Bei einer Bestrahlung am SIS muB der Probenwechsel automatischen erfolgen .
Es ist also ein Auswechseln der Zelle als Ganzes notwendig . Damit

der Laserstrahl trotzdem noch justiert ist , muB fiir eine genaue Plazierung
der Zelle gesorgt sein .

Die Messung muB innerhalb von etwa 10 ms abgeschlossen sein . Nach
10 ms ist nur noch manifestierter Schaden meBbar . Da eine Messung 2 ms
dauert , kann eine Probe bestenfalls fiinf MeBpunkte liefern . Pro MeBpunkt
sind , je nach Rauschanteil , fiinf bis acht Einzelmessungen notwendig . Bei
einer Abtastung im Abstand von Millisekunden sind also 10-20 Proben zu
messen , die mit der gleichen Dosis bestrahlt wurden . Eine genaue Kontrolle
der Dosis ist Voraussetzung , um eine einigermaBen liickenlose Auf-
nahme der Schadensentwicklung zu erhalten . Die tatséchlich applizierte
Dosis 148t sich durch elektrooptische Messung des manifestierten Schadens
bestimmen .
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