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Kurzfassung

In der frithen Entwicklung des Lebens, ohne den Schutz der heutigen Erdatmosphare,
war die DNA erheblich starkerer UVC-Strahlung ausgesetzt als heute. Diese kann
DNA-Schiden hervorrufen, was zu einem Verlust der genetischen Information fithren
kann. Vor der Evolution enzymatischer Reparatur war die DNA zum Uberleben
folglich auf intrinsische Stabilisationsmechanismen angewiesen. In dieser Arbeit
wurden erstmals die Quantenausbeuten sequenzselektiver Prozesse durch benachbarte
Basen bei UV-Bestrahlung kurzer einzelstrangiger Oligonukleotide experimentell
bestimmt.

Selbstreparatur: Die Fahigkeit von Sequenzen zur Selbstreparatur wurde am hau-
figsten UV-Schaden von DNA, dem Cyclobutan-Thymin-Dimer, systematisch mit
UV /Vis Spektroskopie untersucht. Bei allen untersuchten Sequenzen mit an den
Schaden angrenzenden Purin-Basen zeigte sich ein Reparaturverhalten, welches die
direkte Photoreparatur des Schadens, deutlich iibersteigt. Die zugrundeliegenden Me-
chanismen wurde mit Hilfe von zeitaufgeloster Infrarot Anrege-Abtast-Spektroskopie
untersucht.

8-OxoGuanin Schadensbildung: Die Einfliilsse benachbarter Basen auf die Photo-
schadigung wurden am Beispiel des haufigsten oxidativen Schadens, 8-OxoGuanin,
untersucht. Der Schadigungsmechanismus iiber ein langlebiges G-Radikal-Kation wur-
de experimentell widerlegt. Die sterische Anordnung der Basen, die Basenstapelung
und die Lange der Oligonukleotide stellen wichtige Kriterien fiir die Schadensbildung
dar. Die Reaktion eines Guanin-Neutralradikals mit dem umgebenden Wasser wird
als Entstehungsmechanismus diskutiert.

Schadensbildung an statistischen Sequenzen: Der Selektionsprozess in der frithen
Entwicklung des Lebens wurde durch UV-Belichtung kurzer einzelstréngiger Oligo-
nukleotide vorgegebener Lange mit zufélliger Basenabfolge plausibel nachgestellt.
Die Haufigkeitsverteilung tiberlebender Sequenzen wurde mit der neuen, massiv
parallelen Next-Generation-Sequencing Methode iiber eine zuverlassige Statistik
bestimmt. Die Ergebnisse spiegeln nicht nur die Héufigkeitsverteilung bisher bekann-
ter Photoschdden wieder, sondern zeigen dariiber hinaus die evolutionar wichtigen
Einfliisse benachbarter Basen auf.

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die Basen-
Nachbarschaft in kurzen Oligonukleotiden merklichen Einfluss auf die Photostabilitét
der Sequenz gegeniiber UV-Strahlung hat, was von zentraler Bedeutung fiir die
Selektionsprozesse in der frithen Entwicklung des Lebens ist.
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1. Einfiihrung: Prabiotische Selektion

Organismen speichern ihre tiiberlebenswichtigen Informationen in ihrem Genom.
Jeder Prozess, durch den die Desoxyribonukleinsauren (deoxyribonucleic acid, DNA)
modifiziert oder geschidigt wird, gefihrdet potentiell das Uberleben des Organismus
[Kan10]. Eine wesentliche Gefdhrdung geht von der UV-Strahlung der Sonne aus,
welcher die Organismen ausgesetzt sind. In hoheren Organismen haben sich daher
komplexe enzymatische Reparaturmechanismen entwickelt, wie z. B. die Nucleotide
Excision Repair [Lin93].

Die Moglichkeiten fiir UV-Strahlung das Erbgut zu schiadigen sind vielfiltig.
Beispielsweise konnen Schiden an einzelnen Basen auftreten. Ein Représentant
dieser Gruppe sind oxidative Schiaden, welche durch UV-Strahlung hervorgerufen
wurden. Aufgrund ihrer molekularen Beschaffenheit sind die vier kanonischen DNA-
Basen, Guanin (G) - Adenin (A) - Thymin (T) und Cytosin (C) (Abbildung 1.1),
unterschiedlich anféllig fiir Photoschéaden.
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Abbildung 1.1.: Molekiilstrukturen der vier kanonischen DNA-Basen und des DNA-Riickgrates
(adaptiert von Bucl5).

So treten oxidative Schaden zum Beispiel am haufigsten bei G in Form von 8-OxoG
auf, wobei das Molekiil am C8-Atom oxidiert wird [Lulb]. Etwas seltener kommt es
zur Bildung von 8-OxoA [Berl10]. Bis zu einem Faktor von 1000 6fter als oxidative
Schéaden, entstehen Photodimere [Gom16, LLR93], bei denen benachbarte Basen
kovalente Bindungen eingehen. Besonders anféllig fiir die Bildung solcher Schaden sind
die beiden Pyrimidin-Basen C und T. Der haufigste bekannte Photoschaden ist das
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD) zwischen zwei benachbarten Thyminen [LR93].
Dabei 6ffnen sich aufgrund von UV-Strahlung die C5=C6 Doppelbindungen beider



1. Einfiihrung: Prabiotische Selektion

Molekiile und schliefen mit dem jeweiligen Nachbarmolekiil einen Cyclobutan-Ring
[Sch10]. Die Quantenausbeute, welche ein Maf fiir die Effizienz dieser Schadensbildung
angibt, liegt im Bereich von wenigen Prozent [LR93].

Voraussetzung fiir die Bildung der genannten Photodimere ist die Prasenz einer
entsprechenden Nachbarbase. Dies fiihrt weiter zur Fragestellung: Kénnen andere
Nachbarbasen Photoschaden auch beeinflussen? Diese allgemeine Frage spricht zwei
zentrale Teilbereiche an: Erstens spielen die Nachbarbasen bei der Entstehung eines
Photoschadens eine Rolle? Und zweitens konnen Nachbarbasen einen vorhandenen
Photoschaden beeinflussen, im Extremfall sogar reparieren?

Mit diesen Fragen wird ein wesentlicher Kernpunkt der evolutionaren Entwicklung
aufgegriffen. Wenn es Mechanismen gibt, durch die benachbarte Basen sich unter
UV-Einstrahlung gegenseitig stabilisieren oder destabilisieren konnen, beeinflusst
dies die Uberlebenschancen einzelner Sequenzen. Solche Mechanismen hétten eine
unmittelbare Auswirkung auf die Selektion in frithen Stadien der DNA-Entwicklung
gehabt. Ein Schliisselelement der Entwicklungsgeschichte sind die vorherrschenden
Umwelteinfliisse. Dies unterscheidet die friithe Evolution des Lebens erheblich von
der heutigen Entwicklung. Ein wesentlicher Unterschied liegt in der heutigen Erdat-
mosphére, welche sich im Lauf der Erdgeschichte erst ausgebildet hat [Osc03]. Diese
ist verantwortlich fiir das Spektrum der UV-Strahlung, welches die Erdoberflache
erreicht. Verglichen mit heutigen Bedingungen, hat ein erheblich hoherer Anteil UVC-
Strahlung die frithe Erdoberfliche erreicht [RWS17]. Dies ist insofern fir die DNA
geféhrlich, als dass alle vier kanonischen Basen nahe 260 nm ein Absorptionsmaximum
haben (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2.: Molarer dekadischer Extinktionskoeffizient der kanonischen DNA-Basen und
des T(CPD)T-Dimers im Vergleich zum heutigen Sonnenspektrum (nach SGZ15, 18f, Pan12).



Hatten sich UV-induzierte DNA Schéiden erst einmal gebildet, standen, im Gegen-
satz zu heute, keine komplexen enzymatischen Reparaturmechanismen zum Schutz
des Genoms zur Verfiigung. Die prabiotische DNA war auf einfachere Alternativen
angewiesen. Eine solche konnten intrinsische sequenzselektive Reparaturmechanismen
sein, welche den Anstof zu dieser Arbeit gegeben haben [Bucl6]. Diese wurden an-
hand von prébiotisch plausiblen kurzen Modellsequenzen am Beispiel des T(CPD)T
Schadens eingehend untersucht. Dieser Teil bildet den Kernpunkt der Arbeit. Dartiber
hinaus wurde die Bildung des 8-OxoG Schadens in Abhéngigkeit der benachbarten
Basen untersucht, sowie die sequenzselektive Photostabilitéit zufilliger Basenabfolgen
in Form einer breiten statistischen Analyse. UV-induzierte sequenzselektive Mechanis-
men, wie sie in der vorliegenden Arbeit vorgestellt werden, konnten die Grundlagen
des heutigen Lebens gepriagt haben.






2. Grundlagen

Im folgenden Kapitel werden grundlegende Begriffe zur DNA-Photophysik eingefiihrt.
Dabei werden zunéchst strukturelle Aspekte der DNA vorgestellt. Weiterhin wird
auf die Photoanregung der DNA-Basen durch UV-Licht eingegangen und daraus
resultierende Photoschéden vorgestellt.

2.1. DNA-Struktur

Ein wesentliches Merkmal der in Abbildung 1.1 vorgestellten Nukleotide ist die
Eigenschaft iiber das Phosphat-Riickgrat kovalente Bindungen zum 5’ bzw. 3’ Ende
eines benachbarten Nukleosids einzugehen [BTS06]. Somit entstehen Oligonukleotide,
welche durch die Abfolge ihrer Nukleobasen genetische Information tragen. Es besteht
die Konvention, die Sequenzen durch Benennung der DNA-Basen vom 5’ zum 3’
Ende des Oligonukleotids zu notieren. Zum Beispiel ist liegt bei der Sequenz GAT
das Guanin am 5" und das Thymin am 3’ Ende des Oligonukleotids. Nach dieser
Konvention erfolgt auch die Benennung im Rahmen dieser Arbeit.

Zu den wichtigsten Eigenschaften von Oligonukleotiden zahlt die Fahigkeit zur
Ausbildung von Doppelstrangen mit einem komplementiren Oligonukleotid. Hierzu
bilden sich Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen den kanonischen DNA-Basen
Guanin und Cytosin, sowie Adenin und Thymin aus (Watson-Crick-Bindungen,
Abbildung 2.1, WC53). Die gebildeten Doppelstrange verfiigen tiber charakteristische
helikale Strukturen. Chromosomen hoéherer Lebewesen liegen unter physiologischen
Bedingungen typischerweise in der sogenannten B-Form vor [BTS06]. Dabei nehmen
die Strédnge die Form einer rechtsgingigen Helix mit einem Durchmesser von etwa
2.4 nm ein [BTS06]. Unabhangig der Komplementarstriange bilden einzelstrangige
Oligonukleotide ebenfalls Helix-Strukturen aus [Isa04].

Neben den Watson-Crick-Bindungen kénnen Wasserstoftbriicken auch an anderen
Positionen gebildet werden (Hoogsten-Bindungen, Mid09). Diese Eigenschaft ist
beispielsweise fir die Entstehung von Quadruplex-Strukturen verantwortlich [Gaj17].
Abbildung 2.1 zeigt eine G-Quadruplex-Struktur, einer Guanin-reichen Sequenz,
welche durch Hoogsten-Bindungen von jedem Guanin zu zwei weiteren Guaninen
stabilisiert wird. Die besondere rdaumliche Struktur wird im Genom héherer Lebe-
wesen, wie zum Beispiel die Sequenz (TTAGGG),, biologisch dazu eingesetzt, die
Enden des Chromosoms zu kennzeichnen (Telomere).

Im Rahmen der nukleosidischen Bindung der Basen an den Ribose-Rest sind
die Basen frei drehbar. Durch die rdumliche Ausrichtung der Basen besteht die
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Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung der Basenpaarungen und -stapelung, sowie einer
G-Quadruplex-Struktur (nach BBU15b, Mid09, BTS06, CK14).

Moglichkeit eines Uberlapps der m-Elektronen-Systeme und somit einer Kopplung der
Aromaten. Dieser Effekt wird als Basenstapelung (vgl. Abbildung 2.1) bezeichnet
und kann das photophysikalische Verhalten der Oligonukleotide zum Teil erheblich
beeinflussen. Die Basenstapelung wird daher im Rahmen dieser Arbeit intensiv
diskutiert.

2.2. Dynamik angeregter Zustande

Einige Grundbegriffe der Photophysik sollen im Zusammenhang mit dieser Arbeit
im Folgenden kurz vorgestellt werden. Fiir eine detaillierte Schilderung sei z. B. auf
[Buclb, Mid09, BBU15b, Sch08] verwiesen.

Zerfallskanale Die kanonischen DNA-Basen sind gegeniiber UV-Strahlung wesent-
lich photostabiler als dhnliche heterozyklische Verbindungen [SGZ15]. Diese Tatsache
kann ihrerseits als Ergebnis préabiotischer Selektion aufgefasst werden [SM09]. Hinter-
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grund fiir die hohe Photostabilitit ist die ultraschnelle interne Konversion (Internal
Conversion, IC) UV-angeregter DNA (!77*), gefolgt von der Abgabe iiberschiissiger
Schwingungsenergie an das Losungsmittel [BBU15b]. Letztere wird als Schwingungs-
kiihlung (Vibrational Cooling, VC) bezeichnet [BBU15b]. Hierbei handelt es sich
um den Haupt-Zerfallskanal UV-angeregter DNA [SGZ15]. Die Fluoreszenzemission
ist relativ gering [Bucl5]. Abbildung 2.2 verdeutlicht diesen Vorgang schematisch.

Abbildung 2.2.: Energieschema UV-angeregter DNA (nach BBU15b, Mid09).

Die durchlaufenen Energieniveaus konnen mit unterschiedlichen zeitaufgelosten
spektroskopischen Methoden untersucht werden [BBU15b]. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden ultraschnelle Prozesse an DNA-Oligonukleotiden mit Hilfe von zeitaufgelos-
ter Anrege-Abtast-Spektroskopie untersucht (Unterabschnitt 3.2.8). Die Anregung
erfolgte im UVC-Bereich, die Abtastung im Mittelinfraroten durch Detektion von
charakteristischen Absorptionsianderungen. Dadurch zu beobachtende Ubergénge
sind in Abbildung 2.2 als rote Pfeile markiert.

Die ultraschnelle IC kann durch konische Uberschneidungen (Conical Intersecti-
ons, CI) zweier Potentialflichen in einem multidimensionalen Kernkoordinatenraum
erklart werden [BBU15a]. Diese konnen beispielsweise durch Verbiegungen aus der
Molekiilebene oder durch Wechselwirkungen mit dem Loésungsmittel verursacht wer-
den [BBU15a|. Strukturelle Gesichtspunkte nehmen daher entscheidenden Einfluss
auf die Photophysik der DNA und koénnten in der Entwicklung der kanonischen
DNA-Molekiile eine Rolle gespielt haben [Bucl5].

Neben dem direkten Zerfall des 'w7* bei DNA-Monomeren innerhalb weniger
Pikosekunden [SGZ15] bestehen bei Pyrimidinen weitere Zerfallskanéle iiber einen
'nm* Zustand [Mid09]. Dieser relaxiert mit einer Lebensdauer von bis zu 150 ps
in den elektronischen Grundzustand oder erzeugt einen 77* Triplett-Zustand mit
einer Lebensdauer bis in den Mikrosekunden-Bereich [Mid09]. Durch ihre sehr hohe
Lebensdauer eignen sich angeregte Triplett-Zustande als Ausloser biologisch relevanter
Reaktionen [Liul6a].
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Bei DNA-Oligomeren, wie den in dieser Arbeit untersuchten Proben, prigt die
Basenstapelung das photophysikalische Verhalten [CKO04]. In nicht gestapelter An-
ordnung gleichen die stattfindenden Prozesse dem zuvor beschriebenen Verhalten
isolierter Monomere. In gestapelter Anordnung jedoch ist die Photorelaxation der
DNA-Basen gepragt von den Wechselwirkungen zu den benachbarten Molekiilen
[Mid09]. Hierfiir werden in der Literatur unterschiedliche Modelle diskutiert [MF84,
Mid09, SMK12, CCK05, CCK06, Mar06, Gou90, KMP06]. Eine Moglichkeit ist die
UV-induzierte Erzeugung eines delokalisierten Frenkel-Excitons, welches als Linear-
kombination angeregter Monomere aufgefasst werden kann [Bou03]. Dieses zerfallt in
weniger als 1 ps zu einem Excimer- (zwei identische) bzw. Exciplex-Zustand (zwei
unterschiedliche) benachbarter Basen mit partieller Ladungstrennung [Mid09]. Aus
diesen konnen ladungsgetrennte Radikalpaare mit Lebensdauern von bis zu mehreren
hundert Pikosekunden hervor gehen (Unterabschnitt 3.4.2, Unterabschnitt 4.4.1).
Ahnlich den Triplett-Zustanden sind diese mogliche Ausloser weiterer Reaktionen
und werden deshalb in dieser Arbeit eingehend besprochen.

Ladungstransport Der photoinduzierte Ladungstransport benachbarter Basen héngt
von den Redoxpotentialen der beteiligten Basen ab (Tabelle 3.1). Die Richtung in
die ein Elektron oder Loch transferiert wird, hiangt davon ab, ob die Energien von
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) und LUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital) des Donator hoher oder niedriger als die des Akzeptors sind
[Bucl5]. Liegt der Donator energetisch hoher, wird ein LUMO-Elektron an den
Akzeptor abgegeben. Andernfalls wird im HOMO ein Loch vom Donator an den
Akzeptor transferiert [Wag05].

Fiir den Ladungstransfer iiber lingere Sequenzen werden in der Literatur verschie-
dene Modelle diskutiert [Bucl5]. Im Fall kurzer Sequenzen, wie der untersuchten
Oligonukleotide, wird ein Mechanismus beschrieben, bei dem die Ladungen von
Basen in zufélliger Richtung zu den jeweils benachbarten Basen springen [Jor98].

2.3. Typische Photoschaden

Molekiilstrukturen Trotz der hohen Photoresistenz von DNA gegen UV-Strahlung,
gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Photoschéden, von denen eine Auswahl im
Folgenden vorgestellt werden soll. Typische UV-Photoschéden sind in Abbildung 2.3
aufgefithrt. Zur leichteren Wiedererkennung der beteiligten Atome wurde die Num-
merierung der kanonischen Basen (vgl. Abbildung 1.1) beibehalten. Auf eine explizite
Darstellung des Phosphat-Riickgrates wurde zur besseren Ubersichtlichkeit verzichtet.

Eine Einteilung der Schaden nach der Anzahl der darin beteiligten Basen erlaubt
eine einfache Klassifizierung. Hierbei wird der Fokus auf Mono- und Dimer-Schaden
gelegt, welche in Oligonukleotiden am haufigsten auftreten. Bei isolierten DNA-Basen
kann es mit geringer Haufigkeit zur Bildung von Trimer-Schéaden, wie im Fall von
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Abbildung 2.3.: Molekiilstrukturen typischer UV-induzierter Photoschaden [Bucl5, BBU15b,
Mor90, Zha96, Mad13, CDR15].

Thymin, kommen [Mor90]. Diese sind jedoch in Oligonukleotiden aus sterischen
Griinden unwahrscheinlich und werden daher im Folgenden nicht ndher betrachtet.
Unter dem Begriff ,Dimer-Photoschéden® werden Schéden zusammengefasst, bei
denen zwei benachbarte DNA-Basen aufgrund von UV-Strahlung eine kovalente
Bindung eingehen. Hier werden Pyrimidin-Dimere von Purin-Dimeren unterschie-
den. Pyrimidin-Purin- und Purin-Pyrimidin-Dimere sind in einer weiteren Gruppe
zusammengefasst. Mit der Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen den betei-
ligten Basen geht eine raumliche Deformierung der urspriinglichen Strangstruktur
einher [Ban09]. Diese dient gleichzeitig als charakteristisches Erkennungsmerkmal
fir Enzyme, wie zum Beispiel Polymerasen (vgl. Kapitel 5).

Die wichtigste Gruppe ist aufgrund ihrer hohen Haufigkeit die Gruppe der Pyrimidin
Dimere [BBU15b]. Dabei 6ffnen sich die Doppelbindungen zwischen den C5 und C6
Atomen und bilden kovalente Bindungen zum Nachbarmolekil. In Abbildung 2.3
sind hiervon jeweils nur die Thymin-Dimere stellvertretend aufgefiithrt. Im Genom
treten Schaden an allen vier Pyrimidin-Dimer Kombinationen, TT, TC, CT und
CC, auf. CPD Schéden sind photoreversibel [HIR07]. Diese Eigenschaft zahlt zu den
Kernpunkten dieser Arbeit (Kapitel 3). Es existieren vier Diastercomere des CPD



2. Grundlagen

Schadens. Detaillierte Ausfithrungen finden sich beispielsweise in [Mor90]. Aufgrund
sterischer Einschrankungen treten im Doppelstrang nur Syn-Isomere auf [Bucl5]. In
der Darstellung wurde das Diastereomer Cis-Syn herausgegriffen. Dieses tritt bei
UV-Belichtung im Genom am haufigsten auf [Mor90] und wurde im Rahmen dieser
Arbeit eingehender untersucht. Der Entstehungsmechanismus wird detailliert in der
Literatur beschrieben [Sch10, MMO05, Sch09, Sch08] und z&hlt nicht zu den Schwer-
punkten dieser Arbeit. Pyr(6-4)Pyr Schaden sind unter UV-Strahlung irreversibel
[LR93]. Eine Photoreaktion zu Pyr(Dewar)Pyr ist jedoch moglich [LR93]. Pyr(6-4)Pyr
und Pyr(Dewar)Pyr sind Photoisomere und kénnen mit Hilfe von UV-Strahlung
ineinander umgewandelt werden [LR93, Hail2].

Das TA Photoprodukt wurde in der Vergangenheit bereits intensiv untersucht
[Bos84]. Bis 1996 wurde eine Molekiilstruktur vorgeschlagen, welche dem CPD Scha-
den insofern dhnlich ist, als dass die C5 und C6 Atome, sowohl vom Thymin als auch
vom Adenin ihre Doppelbindungen 6ffnen und einen Ring mit der benachbarten Base
bilden [Mor90]. Demzufolge miisste das Molekiil auf eine &hnliche Weise photorever-
sibel sein. Die Tatsache, dass keine derartige Riickreaktion beobachtet wurde, liefl
Schliisse auf Folgereaktionen zu, welche zur dargestellten Molekiilstruktur gefithrt
haben [Zha96]. Dabei wird die urspriingliche Adenin Ringstruktur ge6ffnet und formt
einen 8er Ring. Das abgebildete Molekiil stellt dieses Endprodukt dar.

Die Schiden C(4-8)G bzw. G(4-8)C [Miinll] und GT [Madl3] zahlen zu den
neueren Entdeckungen auf dem Gebiet UV-induzierter Photoschédden. Beide zeichnen
sich durch eine einzige kovalente Bindung zum Nachbarmolekiil aus. Dabei werden
keine der urspriinglichen Ringstrukturen geoffnet.

Bei AA bildet sich, dhnlich den zuvor beschriebenen Cyclobutan-Ringen, zunéachst
eine Ringstruktur zwischen N7-C6 und C8-C5 aus, welche sich neu anordnet und
dabei komplett 6ffnen kann [Kum91]. Die intermolekulare Bindung zwischen C8 und
C5 bleibt erhalten.

Als typische Repréasentanten UV-induzierter Photoschédden an einzelnen DNA-
Basen, sind Photohydrate am Beispiel von Cytosin und oxidative Schéden am Guanin
aufgefithrt. Beide Monomer Schaden werden durch Reaktion mit der Umgebung her-
vorgerufen. Photohydrate treten bei Pyrimidin-Basen auf [Boo90]. Sie sind thermisch
instabil und reagieren wieder in ihre Ausgangsstoffe zurtick [LR93]. Auf oxidative
Schéden wird in Kapitel 4 ndher eingegangen.

Quantenausbeuten Die in Abbildung 2.3 vorgestellten UV-induzierten Schiaden
unterscheiden sich zum Teil erheblich in ihrer Haufigkeit. Ein Maf} hierfiir verkoérpert
die Quantenausbeute. Diese gibt das Verhéltnis zwischen umgesetzten Molekiilen
und absorbierten Photonen wieder (vgl. Unterabschnitt 3.2.6). Allgemeine Zusam-
menstellungen verschiedener Photoschéden sind beispielsweise in [Mor90, BBU15b]
aufgefithrt. Eine Auflistung der Photoschaden mit zugehorigen Quantenausbeuten
und verwendeten Belichtungswellenlingen ist fiir die Ubersicht sehr hilfreich und
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2.3. Typische Photoschaden

fehlt in den meisten Referenzen. Die entsprechenden Daten, inklusive der Ergebnisse
neuerer Arbeiten, wurden daher in Tabelle 2.1 zusammen getragen. Die Schwierigkeit
hierbei liegt in der Gegeniiberstellung einer Vielzahl unterschiedlicher Studien mit
voneinander abweichenden Messmethoden. Die angegebenen Werte sind daher als
Anhaltspunkte fiir weitere Betrachtungen zu verstehen.

Photolesion Quantum Yield Wavelength / nm Reference
T(CPD)T 1.3-1072 266 [MMO5]
T(CPD)C (7-1073)2 UVB [BBU15b]
T(6—4)C (5-1073)2 UVB [BBU15b]
TT Spore Product 4-1073 254 [LL10]
C(CPD)T (3-1073)2 UVB [BBU15b]
poly(A) 2.5-1073 248 [Por73]
C(CPD)C (1-1073)2 UVB [BBU15b]
AA 1073 254 [Kum91]
T(6—4)T 8.10~1 266 [MMO5]
TA 5-1074 254 [Mor90]
poly(TA) 3.8-1074 254 [Mor90]
T Photohydrate 3-1074 254 [Gor9l]
C6—4)T (1074)2 UVB [BBU15b]
C(6—4)C (10~%)2 UVB [BBU15b)]
8—0x0G 5-107° 266 [Gom16]
TA (Genome) 1-107° 254 [Mor90]
C(4-8)G (107°)2 254 [Miin11]
G(8—4)C (1072)2 254 [Miin11]
GT 1076 266 [Mad13]
8—0Ox0A (< 1075)P 266 [Ber10]

Tabelle 2.1.: Experimentell bestimmte Quantenausbeuten typischer UV-induzierter Photoscha-
den. Skalierte Quantenausbeuten gemaB a) MMO5, b) Berl0.

Die Photoschdden wurden nach ihrer ungefdhren Quantenausbeuten sortiert. Hori-
zontale Trennlinien grenzen die Groflenordnungen ab. Zu beachten sind dabei die
unterschiedlichen Anregungswellenldngen. Der T(CPD)T Schaden sticht durch die
hochste Quantenausbeute im Prozent-Bereich hervor [MMO05]. Insgesamt sind unter
den haufigsten Photoschidden vorwiegend Pyrimidin-Dimere zu finden. Bei allen
Pyrimidin-Dimer-Kombinationen tritt innerhalb derselben Studie der CPD Schaden
héufiger als der Pyr(6-4)Pyr Schaden auf [BBU15b]. Die zugehorigen Daten wurden
zur Vergleichbarkeit mit den Referenzwerten aus [MMO5] skaliert und sind daher in
Klammern aufgefithrt. C(CPD)C Schéden sind etwa eine GroBenordnung seltener als
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2. Grundlagen

T(CPD)T Schéden. Die beiden Dimere TC und CT zeigen eine deutliche Sequenzab-
héngigkeit. So ist die Quantenausbeute des T(CPD)C Schadens etwa doppelt so hoch
wie die das C(CPD)T Schadens. In Bezug auf die Pyr(6-4)-Pyr Schiaden, dominiert die
Sequenz T(6-4)C mit einer hoheren Quantenausbeute als C(CPD)T. Das AA-Dimer
nimmt mit einer Schidigungs-Quantenausbeute in der Groéfienordnung von 1073
eine besondere Rolle gegeniiber den sonst eher photoresistenten Purin-Dimeren ein.
Oxidative Schaden, wie zum Beispiel 8-OxoG, welche bei Purinen haufiger auftreten
als bei Pyrimidinen [BBU15b], sind etwa um einen Faktor 100 seltener. Dabei tritt
8-OxoG haufiger auf als 8-OxoA [Ber10]. Hintergriinde sind die entsprechenden
Redoxpotentiale (Tabelle 3.1). In der Gréfenordnung von 1074 finden sich neben den
selteneren Pyr(6-4)Pyr Schiaden auflerdem das TA Dimer und Photohydrate. Die
Bestimmung der Quantenausbeute des Photohydrates wird durch dessen Instabilitat
erschwert [RDCO1]. Anders als beim AA Dimer, nimmt die Haufigkeit der TA-Dimere
mit steigender Oligonukleotidlange ab. Mit Quantenausbeuten in der Gréflenordnung
von 107°, vergleichbar zu den oxidativen Schiden, treten die G(8-4)C und C(4-8)G
Dimere auf. Einen Faktor 10 seltener entsteht das GT Photoprodukt. Unter der
laufenden Weiterentwicklung der Messverfahren ist zu erwarten, dass kiinftig tiefere
Einblicke in sehr seltene Photoprodukte gewonnen werden kénnen.

In Pflanzensporen wurden bei UV-Belichtung Sporenprodukte gefunden. Hierbei
handelt es sich um Thymin-Dimere mit Quantenausbeuten im Bereich von 1073
[LL10]. Da Sporenprodukte nur unter speziellen Bedingungen entstehen [DS65], wird
im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher darauf eingegangen.
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3. Selbstreparatur

Im ersten Teil dieser Arbeit soll auf die Fragestellung eingegangen werden, inwiefern
die UV-Absorption benachbarter Basen einen vorhandenen Photoschaden reparieren
kann. Kern der Untersuchungen ist der T(CPD)T Schaden, welcher durch seine
Haufigkeit gegeniiber anderen Photoschaden heraussticht [LR93]. Im Folgenden wird
synonym fiir T(CPD)T auch die abgekiirzte Schreibweise ,,T=T* verwendet.

3.1. Ausgangspunkt und Fragestellung

Bei Absorption eines Photons im UV-Bereich kann T=T zu einem geringen Anteil
direkt in intaktes T'T umgewandelt werden [HIR07]. Dass umgebende DNA-Basen
diesen Sachverhalt beeinflussen konnen, wurde bei einer sich am Komplementérstrang
befindlichen G-Quadruplex-Struktur beobachtet [CS04]. Aufgrund der Reparatur
nach selektiver Anregung des Quadruplexes bei 305 nm, wurden Parallelen zum
enzymatischen Photolyase-Mechanismus gezogen [Sanl6]. Bei diesem Reparatur-
mechanismus absorbiert das Photolyase-Enzym zunéchst ein sichtbares Photon,
aufgrund dessen eine Ladungstrennung im Molekiil stattfindet. Das Elektron geht
dabei auf den T=T Schaden tber, 6ffnet diesen und rekombiniert schliefSlich wie-
der [Sanl6]. Der wesentliche Unterschied besteht jedoch darin, dass im Fall der
Quadruplex-Studie [CS04] der Komplementéarstrang selbst die Funktion des Enzyms
iibernimmt und keine weiteren Molekiile dafiir erforderlich sind.

Dass direkt benachbarte Basen auch die Funktion einer strangintrinsischen Selbstre-
paratur ausfithren konnen, wurde von Bucher et al. [Bucl6] an der Sequenz GAT=T
erstmals beobachtet. Dieser Prozess ist aufgrund seiner niedrigeren Komplexitéat
von besonderer Relevanz fiir die prabiotische Entwicklung des Lebens. Der dabei
ablaufende Mechanismus ist dem Photolyase-Mechanismus &hnlich in Bezug auf
den Ladungstransfer. Hervorgerufen wird dieser durch langlebige ladungsgetrennte
Zustéande (Charge Transfer, CT) zwischen den beiden benachbarten Basen nach
UV-Anregung (*). Im genannten Beispiel entsteht ein Radikalpaar aus einem G-
Radikal-Kation (G**) und einem A-Radikal-Anion (A*”). Das Elektron des Anions
geht auf den T=T Schaden tiber, was dessen Reparatur einleitet. Theoretisch unter-
mauert wurde der Mechanismus kiirzlich durch Szabla et al. [Szal8] (3.1).

GAT =T — G A T =T — G AT = T*~ —...— GATT (3.1)
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3. Selbstreparatur

Die Abwesenheit eines langlebigen CT Zustandes auf dem Dinukleotid TA erklart
das Ergebnis, dass bei der Sequenz TAT=T keine Reparatur beobachtet wurde.
Aufbauend auf diesen Resultaten sind Teile der Veréffentlichung [Bucl6] zu symme-
trischen Sequenzen, wie etwa GAT=TAG, und zum Verhalten von doppelstringigen
Sequenzen im Rahmen dieser Arbeit entstanden. Bei den Untersuchungen zeigten
einzelne Sequenzen zum Teil starke Unterschiede in ihrem Schidigungs- und Repa-
raturverhalten. Dies warf die Frage nach der zu Grunde liegenden Systematik auf.
Wonach bemisst sich die Starke des beobachteten Reparaturverhaltens? Welche Fak-
toren sind fiir die Reparatur entscheidend? Diesen Fragen wurde im folgenden Kapitel
durch systematische Variation der Sequenzen und eingehende Charakterisierung der
Schadigung und Reparatur, sowie der entsprechenden CT Zustdnde nachgegangen.

3.2. Methode und Vorgehensweise

3.2.1. Auswahl der Proben

Aufbauend auf die Reparatur-Eigenschaften von GAT=T [Bucl6], wurden im Rah-
men dieser Arbeit die Untersuchungen auf Sequenzen der symmetrischen Struktur
XYT=TYX ausgeweitet. Die Buchstaben X und Y stehen dabei symbolisch fiir
verschiedene Kombinationen aus den kanonischen DNA-Basen A, C, T und G (vgl.
Abbildung 1.1). Die symmetrische Anordnung wurde gewéahlt, um die Einfliisse
der Nachbarbasen auf den T(CPD)T Schaden zu erhéhen, in dem die Moglichkeit
entsteht, sowohl vom 5 als auch vom 3" Ende der Sequenz mit dem Schaden in Wech-
selwirkung zu treten. Das Redoxpotential der Nachbarbasen und die Lebensdauer
des angeregten Zustandes bestimmen die Reaktivitat des Radikalpaares. Berechnete
Reduktions- und Oxidationspotentiale der vier kanonischen DNA-Basen nach [PH11]
sind in Tabelle 3.1 gegentibergestellt. Daraus geht hervor, dass G tiber das niedrigste
Oxidationspotential verfiigt. Durch Abgabe eines Elektrons an die Umgebung kann
G zum G** werden.

DNA-Base Reduktionspotential / V' Oxidationspotential / V

G -2.97 1.41
A -2.77 1.78
C -2.36 2.11
T -2.31 2.01

Tabelle 3.1.: Reduktions- und Oxidationspotentiale der DNA-Basen [PH11].

Im Fall von GA existiert ein relativ langlebiger ladungsgetrennter Zustand G** A*~
mit einer Lebensdauer von ca. 300 ps [Bucl4a]. Im Dinukleotid TA lebt der la-
dungsgetrennte Zustand T°~ A** 50 ps [Pill4a], was dazu fiihrt, dass in der Sequenz
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TAT=T keine Reparatur, sondern sogar zusétzliche Schadensbildung beobachtet
wurde [Bucl6]. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Arbeit
die Untersuchungen auf die in Tabelle 3.2 aufgelisteten Sequenzen ausgeweitet.

Sequenz Zielsetzung

T=TAG Einfliisse des 3" Endes.

GAT=TAG Einfliisse beider Enden [Bucl6]. Vgl. zu DS GAT=TAG.
AGT=TGA Unterschiede zu GAT=TAG.

GT=TG Vergleich zu GT=T und T=TG [Panl2].
GAAT=TAAG Reparatureffekte tiber 2 Basen hinweg.

AAT=TAA Vergleich zu GAAT=TAAG.

GGT=TGG G als Radikal-Anion.

GCT=TCG Kombination G mit einem Pyrimidin.

GAT=TAG_CTAATC Intrastrang Reparatur [Bucl6].

GATTAG_ CTAATC Vergleich zu GAT=TAG_CTAATC [Bucl6].
GATTAG Vergleich zu GATTAG_CTAATC [Bucl6].

CTAATC Vergleich zu DS GAT=TAG u. DS GATTAG [Bucl6|.

ACT=TCA_TGAAGT Interstrang Reparatur.
ACTTCA_TGAAGT  Vergleich zu ACT=TCA_TGAAGT.

ACT=TCA Vergleich zu ACT=TCA_TGAAGT.
ACTTCA Vergleich zu ACTTCA_TGAAGT.
TGAAGT Vergleich zu DS ACT=TCA und DS ACTTCA.

Tabelle 3.2.: Auflistung der in Kapitel 3 untersuchten Proben mit zugehoérigen Zielsetzungen.
Doppelstrangige Sequenzen (DS) wurden mit Hilfe eines HEGL (_) verkniipft.

Die Sequenz T=TAG diente als Ergdnzung zu den Proben GAT=T und GAT=TAG,
um die Reparatur-Eigenschaften benachbarter Basen am 3’ Ende der Sequenz abzu-
grenzen. Ob bei einem direkt an den T(CPD)T Schaden angrenzenden G Reparatur
auftritt, sollte mit den Sequenzen AGT=TGA und GT=TG ermittelt werden. Die
Sequenzen GT=T und T=TG wurden in anderem Zusammenhang bereits untersucht
[Pan12]. Die Probe GT=TG diente dem Vergleich. In Anlehnung an den Ladungs-
transport iiber mehrere Basen hinweg [Mur93, Bucl4a] sollte anhand der Sequenz
GAAT=TAAG der Einfluss des Abstandes eines ladungsgetrennten Radikalpaares
von der Schadensstelle untersucht werden. Direkt im Vergleich dazu stehen Untersu-
chungen der Sequenz AAT=TAA, ohne angrenzendes G. Aufgrund seines niedrigen
Oxidationspotentials verfiigt G in den angesprochenen Radikalpaaren tiber die Ten-
denz durch Elektronenabgabe zum G** zu werden. Die Fragestellung, ob G auch als
Radikal-Anion in der Lage ist, benachbarte T(CPD)T Schéden zu reparieren, wird
durch die Sequenz GGT=TGG angesprochen. Einfliisse eines Pyrimidins in direkter
Nachbarschaft zum Schaden wurden anhand der Sequenz GCT=TCG untersucht.
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3. Selbstreparatur

Die Ergebnisse der Sequenzen GAT=TAG, DS GAT=TAG, DS GATTAG,
GATTAG und CTAATC wurden in Zusammenhang mit dieser Arbeit veroffent-
licht [Bucl6]. Der direkte Vergleich zwischen GAT=TAG und dem zugehérigen
Doppelstrang (DS) GAT=TAG_CTAATC diente der Differenzierung der Einfliisse
der Doppelstrang-Struktur auf die Reparatur innerhalb eines Stranges (Intrastrang-
Reparatur). Hierzu wurden die korrespondierenden Komplementérstrange durch
einen Hexaethylen-Glykol-Linker (HEGL) zu einer Haarnadel-Struktur verkniipft.
Die intakte Doppelstrang-Probe GATTAG__CTAATC und die zugehorigen Einzel-
strange GATTAG und CTAATC dienten als Referenzen. Ob langlebige ladungs-
getrennte Zustidnde auch tiber Watson-Crick-Basenpaarungen hinweg eine repa-
rierende Wirkung haben konnen (Interstrang-Reparatur), wurde mit der Sequenz
ACT=TCA_TGAAGT untersucht. Die Basenzusammensetzung blieb die gleiche,
die beiden Purin-Paare GA und AG wurden jedoch auf den Gegenstrang gegeniiber
zum CPD platziert. Die geschidigte Sequenz wurde ebenfalls mit der intakten dop-
pelstrangigen Sequenz ACTTCA_TGAAGT und den zugehérigen Einzelstrangen
ACTTCA und TGAAGT verglichen.

Die einzelstriangigen Sequenzen AGT=TGA und GT=TG wurden im Rahmen
der Veroffentlichung [Bucl6] als Zusatzmaterial aufgefiihrt. Massenspektroskopische
Untersuchungen nach der Verdffentlichung ergaben herstellungsbedingte Fehler in
den Proben, welche auf die sehr schwierige und aufwendige Synthese zuriickzufiithren
sind. Die doppelstriangigen Proben und die Proben, welche in Zusammenhang mit
der oben genannten Veroffentlichung stehen, sowie GCT=TCG wurden kommerziell
erworben (iba Lifesciences). Alle weiteren Proben, bei denen eine Purin-Base an
den T(CPD)T Schaden angrenzt, wurden mit Hilfe von Sensitizing aus intakten
Sequenzen selbst hergestellt (Unterabschnitt 3.2.3).

In der Arbeit [Bucl6] wurden die Sequenzen GAT=T, AT=T und TAT=T unter-
sucht. Dabei zeigte GAT=T starke Reparatur, welche bei der verkiirzten Sequenz
AT=T fehlten. Auch eine Substitution des Guanins durch Thymin fiithrte zu zusétzli-
cher Schiadigung. Auf Basis der beobachteten starken Reparatur der GAT=T Sequenz
wurden weitere Untersuchungen an Guanin und Adenin enthaltenden Sequenzen
durchgefiithrt. So wurde die Frage nach unterschiedlichen Reparatureigenschaften
durch die Position der Nachbarbasen am 5’ bzw. 3’ Endes der Sequenz untersucht.

3.2.2. Analytische Verfahren

Vor der detaillierten Beschreibung der Probenherstellung werden zwei analytische
Verfahren skizziert, die zur Aufreinigung und Qualitétskontrolle eingesetzt wurden.
Es handelt sich um HPLC und MALDI-TOF, welche durch freundliche Unterstiitzung
der Arbeitsgruppe Carell im Chemie-Department der LMU Miinchen fiir diese Arbeit
genutzt werden durften. Besonderer Dank gilt hier M. Sc. Matthias Q. Kurz fiir die
Durchfiihrung der Messungen an den jeweiligen Geréten.
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3.2. Methode und Vorgehensweise

HPLC Die Reinheit aller kommerziell erworbenen kurzen Oligonukleotide wurde
durch analytische High Performance Liquid Chromatography (HPLC) tberpriift
(Auftrennungsmodul: Alliance e2695, UV-Detektion: 2489, Waters). Hierzu wurde
eine Menge von mindestens 500 pmol der Probe auf eine chromatographische Saule
(NUCLEODUR 100-3 Cl18ec: 250 * 4 mm, particle size 3 ym, Macherey Nagel)
aufgetragen und mit einer Flussrate von 0.5 ml / min aufgetrennt. Zur Auftrennung
von Komponenten unterschiedlicher Polaritdt wurden zwei unterschiedliche Puffer
eingesetzt: Puffer A (0.1 M Triethylammonium Acetat (TEAA) in H,O) und Puffer
B (0.1 M TEAA in H,O / MeCN 20/80). Zwischen den Puffern wurde ein Gradient
von 0% auf 25% von Puffer B in 45 min eingestellt. Von den Proben wurde eine
Stoffmenge von 0.5 nmol mit Puffer A auf ein Gesamtvolumen von 53 pl verdiinnt,
wovon wiederum 50 pl fir die Analyse verwendet wurden. Die Absorbanz der durch-
stromenden Probe bei 260 nm am Ausgang wurde gegen die Retentionszeit seit
dem Zeitpunkt der Probenauftragung auf die Sdule aufgezeichnet. Fraktionen der
Probe bei unterschiedlichen Retentionszeiten geben Aufschluss tiber die Zusammen-
setzung der Probe. Je nach Reinheitsgrad ergaben sich ein oder mehrere Maxima
in den Chromatogrammen. Als Reinheitskriterium in den UV-Spuren wurde ein
Flachenverhéaltnis von weniger als 10% zur Hauptfraktion angesetzt.

MALDI-TOF Die Zusammensetzung der Proben wurde massenspektroskopisch
mit Matriz Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight (MALDI-TOF)
kontrolliert. Als Matrix wurde 3-Hydroxypicolinsdure (HPA) verwendet. Auf einen
leitenden Objekttrager wurden zunéchst der Probenzahl entsprechend 0.5 nl HPA-
Tropfchen in ausreichendem Abstand pipettiert. Diese wurden tiber einen Zeitrahmen
von ca. 10 min luftgetrocknet. Auf die trockenen HPA Kristalle wurde in einem
zweiten Durchgang 0.5 nl Proben-Tropfen der Konzentration 0.1 mM pipettiert. Die
Proben losten die Matrix an der Oberfliche an, vermischten sich mit dieser und
wurden anschlieSend ebenfalls luftgetrocknet. Der getrocknete Objekttriager wurde
mit einem High-Performance MALDI-TOF System (autoflex II, Bruker) gemessen.
Nach Evakuierung der Probenkammer und Anlegen von Hochspannung wurden
die Probenpunkte mit einem Laser der Wellenlange 337,1 nm desorbiert und die
Flugzeit der freien Molekiile im elektrischen Feld wurde ermittelt. Entsprechend ihrer
Flugzeiten wurden die Proben von der System-Software direkt in ihre zugehorigen
Molekiilmassen mit einer Prézision von +7 Da umgerechnet. Da die Desorption
der Proben von mehreren zusitzlichen Faktoren, wie etwa der Matrix und den
untersuchten Stellen, abhangt, diente die Methode lediglich dem qualitativen Nachweis
der gesuchten Spezies. Als solche wurde sie zur zusétzlichen Kontrolle der HPLC-
Ergebnisse herangezogen.
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3. Selbstreparatur

3.2.3. Probenherstellung

Zur Herstellung der T(CPD)T Schiden wurde bei einigen Proben Aceton als
Photosensitizer eingesetzt [Mor90]. Photosensitizing basiert auf dem Prinzip ei-
ner Triplett-Energietibertragung eines angeregten Sensitizer-Molekiils auf ein vor-
handenes Substrat [Liul6a]. Im Vergleich zum in [Liul6b] vielfach verwendeten
2’-Methoxyacetophenon (2M), erzeugt Aceton unter den in [Uml85] verwendeten
Bedingungen ausschlieBlich Cis-Syn-T(CPD)T-Schaden [CV90]. Ein weiterer Vorteil
von Aceton gegentiiber 2M ist die leichtere Abtrennbarkeit des Sensitizers nach der
Belichtung. Mit Hilfe der Sensitizing-Methode entfallt der schwierige Synthese-Schritt,
einen T(CPD)T geschiadigten Baustein in eine intakte Sequenz einzubauen. Stattdes-
sen konnte mit leicht zu handhabenden intakten DNA-Sequenzen als Ausgangsprobe
gearbeitet werden. Dies vereinfachte den Zeit- und Kostenaufwand deutlich und
lieferte ausreichende Mengen der zu untersuchenden Proben. Sequenzbedingt konn-
ten jedoch nur die Proben TTAG, AGTTGA, GAATTAAG, AATTAA und GTTG
mittels Sensitizing hergestellt werden. Bei Proben mit weiteren Pyrimidinen neben
der zu schiadigenden Stelle, wie zum Beispiel ACTTCA, fithrt das Sensitizing zu
einer Vielzahl von CPD Schéaden. Darunter sind auch Schaden wie AC=TTCA oder
ACTT=CA zu erwarten, welche vom gewiinschten ACT=TCA schwer zu trennen
sind. Deshalb wurde die Auswahl auf Sequenzen mit Purinen neben der Schadensstelle
eingeschrankt.

Experimentell wurde bei hohen Aceton-Konzentrationen eine Ausfallung der DNA
beobachtet. Die in [CV90] beschriebene wéssrige Aceton-Losung von 20% wurde
daher mit besonderer Sorgfalt hergestellt. Zu 120 pl wassriger DNA-Losung der
Konzentration 1 mM wurden in einem separaten Reaktionsgefafl 30 pl spektroskopisch
reines Aceton (Sigma Aldrich) langsam tropfchenweise unter stetigem Umriihren
zugefiigt. Dabei wurde kein Puffer eingesetzt.

Als Belichtungsgefafl wurde eine Quarz-Kiivette der Schichtdicke 1 mm (Hellma)
verwendet. Eine gleichméaflige Durchmischung der Proben wahrend der Belichtung
gestaltete sich mit handelsiiblichen Magnetrithrern aufgrund der geringen Kiivetten-
dicke als schwierig. Daher wurde fiir diese Anwendung ein Magnetrithrer von wenigen
Millimetern Lange aus sehr diinnem Federstahldraht und einer Polytetrafluorethan
(PTFE) Ummantelung hergestellt. Eine Herausforderung stellte dabei die Abdich-
tung der Rénder gegeniiber der Probe dar. Versuche mit Heiflkleber zur Abdichtung
fithrten zu einer Wechselwirkung der Probe mit dem Dichtungsmaterial und wurden
daher verworfen. Als zielfithrend erwies sich, die iiberstehende PTFE-Ummantelung
mit Hilfe einer heiflen Lotspitze zu versiegeln. Zu Beginn der Belichtungsreihen
wurden sowohl die Kiivette als auch der Magnetriithrer mit spektroskopisch reinem
Aceton fiir 10 min im Ultraschallbad gereinigt. Zwischen den Belichtungen wurde
beides je zweimal mit spektroskopisch reinem Wasser und anschlieend zweimal mit
spektroskopisch reinem Aceton gespiilt. Vor dem Einfiillen in die Kivette wurden
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samtliche Proben mit einem handelstiblichen Wirbelmischer < 10 s durchmischt und
anschlieend kurz ab zentrifugiert.

Als Lichtquelle diente ein ns-gepulstes Laser / parametrischer Oszillator System
(NT 242, EKSPLA) mit einer Repetitionsrate von 1 kHz. Mit diesem wurde bei einer
Wellenlénge von 313 nm [Uml85] fir eine Dauer von 1 h belichtet. Die durchschnitt-
liche Leistung betrug 12 bis 13 mW bei einem Belichtungsfleck-Durchmesser von ca.
7 mm.

Das Fliissigkeitsvolumen wurde wahrend der Belichtung permanent durch einen an
der Riickseite angebrachten Magnetriithrer ausgetauscht (vgl. Dom15). Die angelegte
Spannung am Drehmotor betrug 9 V. Die Kiivette wurde repositionierbar und stets
mit derselben Ausrichtung gegeniiber dem Strahlengang belichtet. Nach der Belich-
tung wurde die belichtete Probe mit einer Spritze aus der Kiivette entnommen. Die
Entnahme erfolgte am Kiivettenrand, da sich aufgrund der Nadel leichte Kratzspuren
am Kiivettenglas nicht vermeiden lielen. Die Lagerung aller Proben auflerhalb der
Messungen erfolgte bei -80°C. Folgereaktionen oder Degradation der Proben sollten
somit minimiert werden. Die Zeitintervalle zwischen der Messung und dem Auftauen
bzw. Einfrieren der Proben betrugen jeweils hochstens 15 min.

Die Aufreinigung der belichteten Proben erfolgte am Lehrstuhl Carell am Chemie-
Department der LMU Miinchen. Im ersten Schritt wurden die Proben mit Hilfe eines
Vakuum Konzentrators (RVC' 2-38 IR, Christ) fir 10 min bei 60°C auf konzentriert.
Die Abkiithlung der Probe beim Verdunsten sorgte fiir geringe thermische Belastung
der Proben wéihrend des Vorgangs. Bei dem Prozess verdunstete neben Wasser auch
bereits ein Grofiteil des Acetons. Anschlieend wurden die Proben fiir die HPLC
auf Volumina von 53 pl verdiinnt und von M. Sc. Matthias Q. Kurz bei einem
HPLC-Puffergradienten von 0 auf 20% aufgetrennt und in separaten Reaktiongefédfien
aufgefangen. Aufgrund der geringen Probenmengen und der hoheren Genauigkeit
wurde hierfiir die oben genannte analytische HPLC, anstelle eines préparativen
HPLC-Geriites, eingesetzt. Kleine Mengen der aufgefangenen Fraktionen wurden dar-
aufhin abermals durch die analytische HPLC auf Reinheit kontrolliert. Im néachsten
Schritt wurden die Fraktionen entsprechend ihrer Zusammensetzung vereinigt. Eine
MALDI-TOF Uberpriifung gab Auskunft iiber die Massen der vereinigten Fraktionen.
Mittels variabler Einkanalpipetten (eppendorf) wurden die Volumina der gewiinsch-
ten Fraktionen bestimmt. Aufschliisse tiber vorhandenen Konzentrationen gab die
Messung der optischen Dichte an einem Spektralphotometer (ND-1000, NanoDrop).
Daraus wurde die bei der Belichtung entstandene Stoffmenge errechnet. Das nach wie
vor Acetonitril-haltige Losungsmittel wurde am Ende durch Lyophilisation entfernt
(Alpha 2-4 LD plus, Christ). Mit dieser Methode wurden im Rahmen dieser Arbeit die
Proben AGT=TGA, T=TAG, GAAT=TAAG, GT=TG und AAT=TAA hergestellt.
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3.2.4. Probenpraparation

Die Vorbereitung der T(CPD)T Proben zielte auf homogene, blasen- und staubfreie
Proben fiir die Belichtungsexperimente ab. Zwei Mafinahmen fiihrten im Rahmen die-
ser Arbeit zur erheblichen Verbesserung der Versuchsbedingungen: Das Aliquotieren
samtlicher verwendeter Losungsmittel fithrte zu einer deutlichen Staubreduktion, da
GefaBle nur wenige Male gedffnet werden mussten. Die kurze Wirbeldurchmischung
und das anschlieBende Zentrifugieren ermoglichte homogene und blasenfreie Proben.
Dariiber hinaus wurde stets auf kurze Zeitintervalle zwischen den Messungen und
den jeweiligen Auftau- und Einfrier-Vorgingen auf -80°C geachtet. Alle im Zusam-
menhang mit diesem Kapitel verwendeten Pufferlosungen wurden am betreffenden
Versuchstag frisch hergestellt.

Das verwendete spektroskopisch reine Wasser und Aceton wurden aus Vorrats-
gefaBlen in Mengen von wenigen ml in separate Zentrifugenrohren abgefiillt. In
vergleichbaren GefiBen wurde die Pufferlésung aliquotiert. Ahnlich den Bedingungen
in natiirlichen Systemen, wurde eine wéssrige Phosphatpufferlosung der Endkonzen-
tration nahe 50 mM K HyPO,4 und NasH PO, mit 0.5 mM NaCl (Sigma-Aldrich)
bei pH = 7 eingesetzt. Bei der Herstellung wurde das Gesamtvolumen nach dem
Zufiigen der Probe mit beriicksichtigt.

Die Proben wurden kurz vor der Verwendung auf 0.1 mM in spektroskopisch
reinem Wasser aufgelost. Eine Gesamtmenge von je 30 nmol pro Probe wurde im
Reaktionsgefidfl mit jeweils 1600 pl Puffer verdiinnt. Diese Menge wurde als Probe
und Referenz zu je 800 pul auf zwei gleichartige Kiivetten aufgeteilt. Als Kivetten
wurden je zwei 10 mm Quarz-Kiivetten (114B-10-40, Hellma) verwendet. Durch
die reduzierte Breite von 4 mm konnten die benotigten Probenvolumina verringert
werden. Schwarze Kiivettenrander verhinderten aulerdem Messfehler aufgrund der
Durchleuchtung der Seitenwande. Wahrend der Belichtung wurden die Proben mit
kommerziellen Magnetrithrern der Grofle 7 x 1.5 mm umgeriihrt. Die zu belichtende
Probe wurde zuerst pipettiert, die Referenz folgte. So wurde ein moglichst genaues
Probenvolumen fiir die Belichtung eingestellt. Nach dem Befiillen der Kiivetten
erfolgte eine Sichtkontrolle auf Luftblasen oder Verunreinigungen durch Staub. Die
Kiivetten wurde nach der in Unterabschnitt 3.2.3 beschriebenen Prozedur gereinigt.

3.2.5. Belichtungsexperimente

Die Belichtungsexperimente wurde mit einem in Abbildung 3.1 schematisch darge-
stellten Belichtungsaufbau durchgefiihrt. Als Lichtquelle diente ebenfalls das fre-
quenzabstimmbare Lasersystem (NT 242, EKSPLA). Die Proben wurden bei einer
Wellenlange von 290 nm mit einer spektralen Breite von ca. 3 nm belichtet. Die
transmittierte Leistung hinter der Kiivette wurde von einem thermischen Messkopf D1
(34, Ophir) gemessen. Photodiode D2 (PD300-UV, Ophir) diente der Uberwachung
der eingestrahlten Laserleistung durch die Aufzeichnung der an einem eingebrachten
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D2 Sample
T
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> H D1
System | || '

Abbildung 3.1.: Schematische Darstellung des fiir die Belichtungsexperimente verwendeten
Aufbaus.

CaF5-Pléttchen reflektierten Leistung. Das vom Lasersystem emittierte Licht verflig-
te liber ein asymmetrisch divergentes Strahlprofil. Das Korrekturteleskop T wurde
verwendet, um eine vollstandige Durchleuchtung der Kiivette ohne Verluste durch ein
Abschneiden des Belichtungsflecks durch den Kivettenrand oder den verwendeten
Magnetrithrer zu gewahrleisten.

Als Belichtungswellenlénge wurden 290 nm gewéhlt. Ziel dabei war, die T(CPD)T
Schadstelle nach Moéglichkeit nicht direkt anzuregen und stattdessen eine selektive
Anregung der benachbarten Basen zu gewéhrleisten (vgl. Abbildung 1.2). Die Repara-
turaktivitat der einzelnen Proben wurde mit Hilfe von UV-Vis-Spektroskopie ermittelt.
Hierzu wurde ein Shimadzu UV 1800 Spektralphotometer eingesetzt. Gemessen wur-
de jeweils auf 2 Kanélen mit einer belichteten Proben- und einer unbelichteten, aber
ansonsten identisch behandelten Referenzkiivette. Die Differenzspektren wurden zur
Auswertung herangezogen. Zur Reduktion von Messfehlern wurden je zwei Diffe-
renzspektren gemittelt. Als Untergrund wurde das gemittelte Differenzspektrum vor
dem Beginn der Belichtungen abgezogen. Systematische Schwankungen der Basislinie
wurden in der Auswertung durch Abzug des Untergrundes bei rund 360 nm korrigiert.

Beide Kiivetten wurden wéhrend der Belichtung von Magnetrithrern durchmischt.
Die angelegte Spannung am Magnetrithrmotor (IG160004-3A403R, Modelcraft)
betrug 12 V. Wahrend der Messungen wurde das Spektralphotometer auf einem
separaten Tisch gelagert. Eine schwere Grundplatte, welche zusétzlich auf Filzstiicken
gelagert wurde, reduzierte die an das Gerat iibertragenen mechanischen Schwingungen.
Wiéhrend der Messungen wurde mechanischer Kontakt zum Messtisch vermieden. Vor
der Messung wurden sowohl der Belichtungslaser als auch das Spektralphotometer
zur Stabilisierung einer Aufwérmphase von etwa einer Stunde unterzogen. Vor dem
Einsatz des Spektralphotometers wurde einmalig eine Selbst-Kalibrierung (Instrument
Baseline Correction) durchgefiihrt. Zu Beginn jeder Messreihe wurde dariiber hinaus
eine Autozero- und eine Baseline-Korrektur durchgefiihrt. Als Messeinstellung wurde
langsame Scangeschwindigkeit in 1 nm Schritten zwischen 200 nm und 360 nm gewéhlt.
Umfassende Testexperimente zu unterschiedlichen Scangeschwindigkeiten, Mittelung
und Sedimentation der Probe lieferten Hinweise auf die Vorteile dieser Einstellungen.
Das Spektralphotometer verfiigt iiber eine Deuterium- und eine Wolfram-Lampe fiir
unterschiedliche Messbereiche. Eingesetzt wurde lediglich die Deuterium-Lampe. Die
Wellenlédnge des Lampenwechsels wurde hierzu manuell auf einen Wert auflerhalb des
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Messbereichs gelegt, um dadurch verursachte Storungen zu vermeiden. Die spektrale
Auflésung betrug 1.0 nm.

Die Belichtung der Probe fand auflerhalb des Spektralphotometers statt. Repositio-
nierfedern in den Kiivettenhaltern ermoglichten gleiche Belichtungs- bzw. Riithr- und
Messeinstellungen trotz héufiger Positionswechsel der Kuvetten. Durch Sichtkontrol-
len konnten durch Luftblasen oder Staubflocken hervorgerufene Effekte ausgeschlossen
werden. Bei der Probenpraparation lief sich, trotz sorgfaltiger Vorkehrungen, auf-
grund der Laborbedingungen ein gewisser Staubanteil nicht vermeiden. Es zeigte sich,
dass die Ablagerung makroskopischer Staubpartikel wesentlich schneller erfolgte als
eine Sedimentation der Probe. Das durchleuchtete Messfenster im Spektralphotome-
ter befand sich auf einer Hohe zwischen 10 und 20 mm bei einem Fliissigkeitsfillstand
der Kiivetten von 20 mm. Staubpartikel, welche sich im Aufnahmezeitfenster von ca.
1 min durch das Messfenster bewegten, zeichneten sich als Untergrund-Anderungen
im langwelligen Bereich des Spektrums ab. Messungen mit derartigen Effekten wur-
den mit Wartezeiten von 1 bis 2 min wiederholt. Die Durchmischung der Proben und
der Pipettiervorgang beeinflussten den Anteil geloster Gase in der Proben. Ohne
anschliefende Zentrifugation traten in der Regel nach einem Zeitfenster von ca.
4 min feine Anlagerungen von Gasblasen innen an den Kiivettenfenstern auf. Kurzes
Zentrifugieren bei der Probenpréparation verschaffte dagegen Abhilfe. In manchen
Fallen lief§ sich eine Gasblasenbildung am Magnetriihrer jedoch nicht vermeiden.
Diese trat insbesondere beim Einfiillen der Proben in die Kiivetten oder nach langerer
Riithrzeit auf. Am Magnetrithrer entstandene Glasblasen konnten leicht von aufien
durch Bewegung des Riihrers mit einem zusétzlichen Magneten entfernt werden.
Regelméfige Sichtkontrollen zwischen den Messprozessen halfen Storeinfliisse durch
Gasblasenbildung wéihrend der Messung auszuschliefen.

Storungen durch Staubpartikel Trotz sorgféltiger Arbeitsweise bei der Proben-
praparation (vgl. Unterabschnitt 3.2.4) lieBen sich Staubeinschliisse in den Proben-
losungen nicht géanzlich vermeiden. Diese hatten in erster Linie Einfluss auf die
Differenzspektren zu Beginn der Messungen. Die Datenaufnahme im Spektralphoto-
meter erfolgte iiber einen Zeitraum von etwa 40 s. Die magnetische Durchmischung
der Proben wurde fir die Aufnahme der Spektren unterbrochen. Die Sedimentation
kleiner Staubpartikel verlief in der GroBenordnung von Minuten nach der Entfernung
des Rithrmotors. Das vom Spektralphotometer durchleuchtete Messfenster befand
sich in einer Hohe zwischen 10 und 20 mm, vom Kiivettenboden gemessen. Sedimen-
tation von Staubpartikeln in diesem Bereich wurde in den Differenzspektren durch
einen sich wiahrend der Messung verandernden Untergrund sichtbar. Dies erschwert
die Auswertung erheblich. Bei neueren Messreihen wurden daher entsprechende Mes-
sungen nach circa einminiitiger Wartezeit wiederholt. Frithere Messreihen konnten
aus diesem Grund zum Teil nicht auf 360 nm Untergrund korrigiert werden. In
diesen Ausnahmefillen wurden die Differenzspektren auf einen Wert nahe 304 nm
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korrigiert. In diesem Bereich liegen Banden, die Hinweise auf die Entstehung des
T(6-4)T Schadens geben. Diese sind jedoch klein im Vergleich zu den Auswirkungen
der Untergrund-Korrektur und werden daher nicht eingehender diskutiert.

Instabilitat der Laserleistung Die Einfliisse von Instabilitaten der Belichtungsleis-
tung wurden im Rahmen von [Bucl6] noch nicht genauer untersucht. Zunehmende
Temperaturschwankungen des zugehorigen Kiihlsystems und Degradierung der opti-
schen Komponenten erhohten kontinuierlich die Instabilitat der Laserleistung. Als
zusitzlich Mafinahme wurde daraufhin ein zweiter Detektor (D2 in Abbildung 3.1)
zur Uberwachung der Eingangsleistung eingefiihrt. Die aufgezeichneten Daten wurden
auf das Niveau der transmittierten Leistung ohne Kiivette skaliert (Abbildung 3.2).

0.8 .

Power / mW
3
—
3
I

0.4} §

0.0 B

3200 3400 3600 3800 4000 4200
Time /s

Abbildung 3.2.: Exemplarischer Ausschnitt der transmittierten Laserleistung wahrend der
Belichtung (schwarze Kurve, D1 in Abbildung 3.1). Die an einem CaF»-Plattchen reflektierte
Eingangsleistung (D2 in Abbildung 3.1) wurde entsprechend skaliert (graue Kurve).

Der Uberlapp beider Kurven in den Zeitfenstern ohne eingesetzte Kiivette diente
der Kontrolle. Wahrend der Belichtungsphasen gibt die graue Kurve Auskunft tiber
die Eingangsleistung (D2) und die schwarze Kurve iiber die transmittierte Leistung
(D1). Zur Auswertung wurden die Datenpunkte der Plateaus gemittelt und mit
der Belichtungsdauer multipliziert. Uberschwinger an den Flanken wurden dabei
ausgeschlossen. Das starkere Rauschen der grauen Kurve erklart sich durch das
drei Groflenordnungen schwichere Signal des Riickreflexes am C'aF, Pléttchen. Die
lokalen reversiblen Leistungseinbriiche in Grofienordnungen von bis zu 30%, wie zum
Beispiel bei 3750 s in Abbildung 3.2 sind vermutlich der Temperatur-Instabilitat des
Kiihlsystems zuzuschreiben. Der irreversible Abfall der urspriinglichen Eingangsleis-
tung iiber die Zeitfenster ganzer Messtage hinweg wird durch die Schadigung der
Kristalle im Lasersystem verursacht.

23



3. Selbstreparatur

3.2.6. Theoretische Hintergriinde

Beer-Lambert-Gesetz Beim Durchlaufen eines optischen Mediums nimmt die ein-
gestrahlte Lichtintensitdt I aufgrund von Absorption exponentiell mit der Pfadlange
der Lichts z durch das Medium ab [ZZ09]. In der Intensitit I wird die Strahlungs-
leistung P auf die durchleuchtete Flache bezogen. Letztere wird im Rahmen der
Versuche nicht verdndert und daher als konstant angenommen. Aufgrund dessen
werden im Folgenden ausschliellich die Leistungen betrachtet. Die Transmission T
beschreibt die optische Durchléssigkeit des Mediums.

=e ~ (3.2)

Die materialabhiangige Konstante a wird als Absorptionskoeffizient bezeichnet. Sie
ist abhangig von der Konzentration ¢ des untersuchten Mediums. In der Chemie
wird héufig die logarithmische Darstellung der Transmission zur Basis 10 verwendet.
Der negative dekadische Logarithmus der Transmission wird als Absorption (bzw.
Absorbanz) A bezeichnet.

A=—log(T)=¢€-c-d (3.3)

Gleichung (3.3) ist auch als Beer-Lambert-Gesetz bekannt [Lam60, Bee52]. Dabei
stecken die Materialeigenschaften in der Konstante e, welche nicht mehr von der
Konzentration abhiangt. Die tibliche Bezeichnung fiir € ist molarer dekadischer Fzx-
tinktionskoeffizient in den Einheiten [L - mol~!-ecm ™). Aus Konventionsgriinden wird
fiir € im Folgenden nur noch die Bezeichnung Eztinktionskoeffizient verwendet. Der
lineare Zusammenhang zwischen Absorptions- und Extinktionskoeffizient wird in
(3.16) in Abschnitt 3.3.2 explizit aufgefithrt. Die Konzentration der absorbierenden
Molekiile ¢ in [mol / L] tritt explizit auf. d symbolisiert die Schichtdicke des Mediums
und wird iiblicherweise in der Einheit [cm] angegeben. A ist einheitenlos und wird in
der Regel optische Dichte (OD) genannt.

Quantenausbeute Ein Maf fiir die Effizienz photochemischer Reaktionen ist die
Quantenausbeute ¢. Sie gibt das Verhéltnis aus der Anzahl der umgesetzten Molekiile

Nproduet und der Anzahl von der Probe absorbierten Photonen Neps photons [WHOO].

N, product
— uet 3.4
(b Nabs.photons ( )
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Wie die Quantenausbeute experimentell bestimmt wurde, wird im Folgenden be-
schrieben. Zunéchst soll dazu die Bestimmung der Anzahl der absorbierten Photonen
Nabs photons im Nenner von (3.4) aufgezeigt werden.

P0 Ptrans
_> n A —
P/ Pabs
refl

Abbildung 3.3.: Aufspaltung der Licht-Eingangsleistung an der Probenkiivette in reflektierte,
transmittierte und absorbierte Leistung (schematische Darstellung).

Beim Durchlaufen der Probenktivette, wie in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt,
spaltet sich die Leistung des eingestrahlten Lichts F, in verschiedene Anteile auf:
Absorbierte Leistung Py, reflektierte Leistung P,.p und transmittierte Leistung
Pt’/’(ITLS'

PO = Prefl + Pabs + Ptrans (35)

Die fiir die Bestimmung der Quantenausbeute relevante Grofe ist die von der Probe
absorbierte Leistung. Diese bildet den Hauptanteil der absorbierten Leistung neben
einem viel geringeren Anteil, welcher vom Loésungsmittel absorbiert wird. Experi-
mentell wurde die absorbierte Leistung bestimmt aus der Eingangsleistung ohne die
Kiivette und der transmittierten Leistung durch die Probe. Leistungsverluste durch
die Kiivette und das Losungsmittel selbst wurden fiir die eingesetzte Belichtungs-
wellenldnge von 290 nm mit Hilfe einer mit Wasser gefillten Kiivette zu ca. 10%
bestimmt. Dies steht in Einklang mit den nach Fresnel errechneten Reflexionsverlus-
ten an den Quarzglas-Kiivettenfenstern von etwa 8% fiir 290 nm und 266 nm [ZZ09,
18a, 18e]. Unter Beriicksichtigung dieser Korrektur und durch Multiplikation mit der
Belichtungsdauer t;;,,, ergab sich die absorbierte Strahlungsdosis E,;, zu:

Eabs ~ (0 9 : PO - Ijtrans) : tillu (36)

Division durch die Energie eines einzelnen Photons Eppoton|290nm von 4.28 eV bei der
Belichtungswellenlédnge von 290 nm [St607], liefert die Gesamtzahl der absorbierten
Photonen Nyps protons im Nenner der Quantenausbeute (3.4).

Die Ermittlung der Anzahl wahrend der Belichtung umgesetzter Molekiile im
Zahler, hangt von der Detektion des jeweiligen Experimentes ab. In diesem Abschnitt
soll ausschlieflich auf die spektralphotometrische Detektion eingegangen werden. Eine
weitere Form der Detektion und die zugehorige Bestimmung der Quantenausbeute
werden in Unterabschnitt 4.3.2 vorgestellt.
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Grundlage fir die Bestimmung von Np,oque ist die Absorptionsanderung der Probe
aufgrund der Belichtung. Die Umwandlung von T(CPD)T in intaktes TT ist spektral
durch eine Zunahme der Absorption im TT Maximum bei 266 nm zu beobachten (vgl.
Abbildung 1.2). Wie die Hohe der Signalzunahme mit der umgesetzten Stoffmenge
zusammenhéngt, soll durch folgende Rechnung veranschaulicht werden:

Vor der Belichtung seien N2, Teilchen in der Probe enthalten. Die Belichtung
wandelt geschadigtes T=T in intaktes TT mit einer Konversion v um. Dann liegen
nach der Belichtung ~y - N2, reparierte Teilchen und (1 — ) - N2pp geschidigte
Teilchen vor. Die Absorbanz der Probe bei 266 nm ist vor der Belichtung A0]266nm
und nach der Belichtung A™“ a6,

d

A0|266nm Zm - N, 8’PD * €T=T|266nm (3~7)
- d
A g6 = - Nepp - [(1—=7) - err + 7 - €r7]|266mm (3.8)
V- Ny
1 Adllu 0 - d-~y 0
AA|sgenm =[A"" — A°)|266nm = VN, Nepp - lerr — er=r|266nm (3.9)
Ny

AA|2660m - V - Na

: [ETT - €T:T]|266nm

Nproduct =7 Ng’PD = d (310)

Die Absorptionsidnderung aufgrund der Belichtung spiegelt sich in der Differenz
AAls66nm (3.9) wider. Auflosen nach der Anzahl umgesetzter Teilchen ergibt (3.10)
fir Nproduct, welches direkt in (3.4) eingesetzt werden kann.

V- Na - Epnoton|20onm — AA|a66nm

d- [ETT - 6T:T”266nm Eabs’290nm

¢

(3.11)

J ' AA|266nm [OD]
OD Eabs|290nm[J]

¢~ 1.77-1072 (3.12)

Erforderlich fiir die Berechnung sind Kenntnisse tiber die Extinktionskoeffizienten
von Produkt ery und Edukt er—_p bei der Beobachtungswellenlange von 266 nm.
In der Literatur finden sich Werte von 294 M~! em™' fiir das T=T-Dimer und
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18944 M~' em™! fiir das intakte TT [Panl2]. Das belichtete Probenvolumen be-
trug 800 nl, die Kiuvettendicke 1 ecm. N4 reprasentiert die Avogadro-Konstante mit
6.022 - 10 [St607].

In (3.12) wurden die oben genannten Zahlenwerte fiir die Bildung bzw. Reparatur
eines T(CPD)T Schadens im Dinukleotid eingesetzt. Im Folgenden werden dieselben
Extinktionskoeffizienten fiir T(CPD)T Schaden an kurzen einzelstrangigen Oligonu-
kleotiden verwendet. Sekundarreaktionen werden dadurch nicht berticksichtigt. Die
Stoffmenge der Probe und der Quotient aus Absorptionsanderung und absorbierter
Dosis wird im Rahmen dieser Arbeit aus experimentellen Daten gewonnen. Die
daraus resultierenden Quantenausbeuten liefern direkte Hinweise auf die Effizienz
der jeweiligen Photoreaktionen und werden in Abschnitt 3.3 gegeniibergestellt.

Berechnung der absorbierten Leistung aus der Belichtungsleistung Im Rahmen
der Belichtungsexperimente wurde die transmittierte Leistung zwischen verschiede-
nen Messtagen zum Teil mit unterschiedlichen thermischen Detektoren gemessen (D1
in Abbildung 3.1). Der Vergleich der zugehérigen Daten gibt Grund zu der Annah-
me, dass die Genauigkeit der eingesetzten Detektoren unterschiedlich war. Dieser
Unterschied féllt insbesondere bei optischen diinnen Proben, wie den untersuchten
Tetramer-Proben, ins Gewicht. In diesen Fallen wurde die absorbierten Dosis aus
der Eingangsleistung und der spektroskopisch bestimmten Absorbanz bei 290 nm
(3.13) berechnet.

Eaps ~ 0.9+ Py - (1 — 1074290y ¢ (3.13)

3.2.7. Schmelzkurven

Ein Teil der Belichtungsmessungen wurde an doppelstrangigen Sequenzen durchge-
fithrt. Dazu wurden Oligonukleotide mit einer Lange von 6 Basen mit ihrem Komple-
mentérstrang tiber HEGL zu einer Haarnadel-Struktur verbunden. Bei Raumtempera-
tur konnen die Basen Wasserstoffbriicken-Bindungen (Watson-Crick-Basenpaarungen)
zu ihren komplementaren Basen ausbilden. Wird die Temperatur langsam erhoht,
offnen sich immer mehr Basenpaarungen und das Gleichgewicht verschiebt sich in
Richtung der einzelstrangigen Konformation. Bei hohen Temperaturen knapp unter
90°C liegen nahezu alle Molekiile einzelstrédngig vor. Beim Abkiihlvorgang kénnen
sich erneut Wasserstoftbriicken bilden. Die Geschwindigkeit des Abkiihlungspro-
zesses bestimmt die GleichméBigkeit der Watson-Crick-Basenpaare. Je langsamer
der Abkiihlprozess, umso mehr Zeit haben die Molekiile im lokalen thermischen
Gleichgewicht, die stabilste Konformation zu bilden, welche der natiirlichen Doppel-
strangstruktur entsprechen. Den langsamen Abkiihlvorgang einzelstrangiger DNA
zur definierten Bildung von Doppelstrangen bezeichnet man als Annealing. Solch ein
Vorgang wurde bei allen HEGL-Proben unmittelbar vor der Messung durchgefiihrt.
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Hierzu wurden die Proben in einem Wasserbad mit einem Volumen von ca. 3 Litern
auf ca. 85°C aufgeheizt. Anschliefend kiihlten die Proben im Wasserbad iiber einen
Zeitraum von etwa 4 Stunden langsam auf Raumtemperatur ab und nahmen dabei
zunehmend doppelstrangige Konformation ein.

Zwischen vorwiegend einzelstrangiger Konformation bei hohen Temperaturen
und vorwiegend doppelstrangiger DNA bei niedrigeren Temperaturen gibt es einen
Temperaturwert, bei dem die Héalfte der Molekiile einzel- und die andere Hélfte
doppelstrangig vorliegt. Diese Temperatur wird als Schmelzpunkt doppelstréangiger
DNA bezeichnet. Eine Bestimmung des Schmelzpunkts im Vorfeld zu Messungen an
doppelstriangigen Proben ist sinnvoll um sicherzustellen, dass sich die Mehrheit der
Molekiile unter Laborbedingungen in der gewtinschten doppelstriangigen Konforma-
tion befindet. Zur Bestimmung der Schmelztemperatur wird eine spektroskopische
Eigenschaft doppelstrangiger DNA genutzt, welche als Hypochromie bezeichnet wird
[BBU15b]: In doppelstrangiger Konformation absorbieren die Molekiile weniger Licht
als einzelstrangig. Eine Uberwachung der Absorbanz bei 260 nm wéihrend eines
gleichméaBigen Aufheizvorgangs bis knapp unter 90°C gibt Auskunft tiber die Ver-
schiebung des Gleichgewichtes. Der Wendepunkt im Temperaturverlauf zwischen
der niedrigen Absorbanz der doppelstrangigen und der hohen Absorbanz der einzel-
strangigen Konformation entspricht der Schmelztemperatur. Diese kann mit Hilfe
einer linearen Anpassung ermittelt werden. Schmelzkurven der verwenden Proben
wurden mit einem automatisierten ¢Changer Messeinsatz (Mountain Photonics) zum
Shimadzu UV 1800 Spektralphotometer und der zugehorigen Software aufgezeichnet.
Beim gChanger handelte es sich um einen in das Spektralphotometer einsetzbaren
temperierbaren Kiivettenwechsler, welcher die Proben wahrend der Messung mit
Hilfe von Magnetrithrern durchmischte. Eine weitere Kiivette derselben Probe bei
gleicher Konzentration mit einer Temperatur von 24°C erlaubte die Referenzierung
auf Labortemperatur. Hierzu wurde der Kiivettenhalter im Referenzstrahlengang des
Spektralphotometers mit einem selbst entwickelten Durchfluss-System ergénzt und
in den Temperatur-Regelkreis eingebaut. Da sich die vorgenommenen Mafinahmen
ausschliellich auf eine Erweiterung des Kiihlsystems beziehen, wird an dieser Stelle
auf eine separate Abbildung verzichtet.

3.2.8. TRIR Spektroskopie

Wahl des Losungsmittels Im Gegensatz zu den stationdren Messungen ist die
Verwendung von Hs0O als Losungsmittel fiir die IR-Spektroskopie ungeeignet. Die
Ursache hierfiir liegt in einer starken Biege-Schwingung des Molekiils bei ca. 1640 cm ™!
[Lib94], welche die charakteristischen Signaturen der DNA-Molekiile iiberlagert.
Abhilfe schafft die Verwendung von deuteriertem Wasser (D20). Bei diesem Wasser-
Isotop ist die genannte Biegeschwingungs-Bande zu kleineren Wellenzahlen von
etwa 1210 em ™! verschoben, wodurch der Spektralbereich zwischen 1300 cm ™! und
2000 em ™! experimentell zugénglich wird [Sch08].
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Wie in Unterabschnitt 3.2.4 wurden die Proben in 50 mM Phosphatpuffer gemessen.
Als Losungsmittel diente Deuterium Oxid der Reinheit 99.9% (151882, Sigma-
Aldrich). Die Konzentration der Proben wurde gegeniiber den stationdren Messungen
um etwa einen Faktor 100 auf 10 mM / Base erhoht. Diese ist erforderlich fiir den
Einsatz einer Durchfluss-Kiivette der Schichtdicke 90 pm zum hinreichend schnellen
Austausch des angeregten Probenvolumens.

Aufbau Alle im Zuge der zeitaufgelosten Infrarot (Time Resolved Infrared, TRIR)
Spektroskopie verwendeten Messapparaturen wurden bereits in Vorgédngerarbeiten
detailliert beschrieben [Sch08, Blall] und werden daher nur kurz eingefithrt. Das
Prinzip des Anrege-Abtast-Aufbaus ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Als Lichtquelle
dient ein Ti:Sa basiertes fs-gepulstes Laser-System (Libra Coherent), welches etwa
130 fs lange Lichtimpulse der Wellenlédnge 800 nm mit einer Repetitionsrate von 1 kHz
emittiert. Das Licht wird in Anrege- und Abtast-Zweig aufgeteilt. Frequenzkonversi-
onsprozesse in beiden Zweigen erlauben eine Anregung der Probe bei 266 nm und ein
Abtasten im Mittelinfrarotbereich. Das Licht beider Zweige wird am Probenort raum-
lich und zeitlich tiberlagert. Ein Unterbrecherrad (Chopper, 500 Hz) im Anrege-Zweig
ermoglicht das abwechselnde Abtasten eines angeregten gegen ein nicht angereg-
tes Probenvolumen. Die zugehorigen Absorptionsdnderungen im Mittelinfraroten
werden nach Durchlauf eines Chromez Gitterspektrographs mittels eines 64-Kanal
MCT Detektors aufgenommen (InfraRed Associates Inc.). Der Detektor verfiigt tiber
zwei Zeilen, von denen die zweite Zeile der Referenzierung dient. Zur Aufzeichnung
transienter Spektren wird die zeitliche Verzogerung des Anrege-Impulses gegen den
Abtast-Impuls mit Hilfe eines mechanischen Schlittens gezielt verdndert. Die Po-
larisationsrichtung des Anregungslichtes ist mit Hilfe einer Kombination aus einer
A/2-Wellenplatte und einem Polarisator um -54.7° gegeniiber der des Abtastlichtes
gedreht, um Messartefakte aufgrund von Reorientierungs-Dynamiken zu vermeiden
(,magischer Winkel“, FMR76).

delay[

M sample
o p

pump (266 nm)
fs-Laser — detector

probe (IR)

Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung des Anrege-Abtast-Aufbaus.
Die Frequenzkonversion im Anrege-Zweig von 800 nm zu 266 nm ist in Abbil-

dung 3.5 schematisch dargestellt. Der Aufbau folgt [Sch08]. Hierbei wird 800 nm
Licht in einem ersten BBO Typ 1 Kristall frequenzverdoppelt. Die Polarisationsrich-
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tung der zweiten Harmonischen ist gegentiiber der Fundamentalen um 90° gedreht.
Ein a-BBO gleicht Laufzeitunterschiede beider Komponenten aus und eine Zwei-
Wellenlédngen-Verzogerungsplatte (TWR) rotiert die Polarisationsrichtung der zweiten
Harmonischen Oszillation um 90° gegeniiber der Fundamentalen, sodass Fundamenta-
le und zweite Harmonische Oszillation mit derselben Polarisationsrichtung auf einen
zweiten BBO Typ 1 treffen. Hier erfolgt die Summenfrequenz-Erzeugung zur dritten
Harmonischen mit der Wellenldnge 266 nm.

BBO BBO
Typel a-BBO TWR Type |

[l [l [

L L U U
Q1w Q1w Q1w ®3w
@2(.0 @2(»

800 nm

Abbildung 3.5.: Anrege-Zweig des Aufbaus Abbildung 3.4 zur Erzeugung der dritten Har-
monischen mit zugehdrigen Polarisationsrichtungen (nach Sch08). TWR: Zwei-Wellenlangen-
Verzégerungsplatte, BBO: -Barium-Borat.

Das Abtastlicht wird in einer Kaskade von optisch parametrischen Verstérkern
(OPA) erzeugt Abbildung 3.6. Aus Licht der Wellenlénge 800 nm wird zunéchst in
einem YAG-Kristall ein Superkontinuum erzeugt (SCG). Dieses wird in einem ersten
BBO Typ 2 Kristall mit 800 nm Licht raumlich und zeitlich tiberlagert, wodurch
Licht bei einer Zentralwellenldnge von etwa 1400 nm verstarkt wird. Ein weiterer
Teil des urspriinglichen 800 nm Lichtes wird in einem &dhnlichen Prozess in einem
zweiten BBO Typ 2 Kristall mit dem zuvor erzeugten 1400 nm Licht rdumlich und
zeitlich iiberlappt. Dadurch entsteht Strahlung mit den Zentralwellenldngen 1400 nm
und 1800 nm, woraus in einem AgGaS; Kristall Strahlung der Wellenldnge 3 bis
7 pm durch Differenzfrequenzerzeugung (DFM) entsteht. Die spektrale Breite der
Impulse betrigt etwa 200 cm ™! [Blal1]. Aufgrund der kurzen Impulsldnge kann es
verstérkt zu Zwei-Photonen-lonisation der Probenmolekiile kommen [Sch08]. Zur
Reduktion dadurch hervorgerufener Artefakte wurden die Anrege-Impulse zeitlich
durch einen zuséatzlichen 25 cm langen Quarzglas-Block gestreckt.

Die Feineinstellung des zeitlichen Uberlapps beider Impulse wird durch piezoge-
steuerte Retroreflektoren erreicht. Zur Justage des Mittelinfrarot-Strahlenganges
wurde als Hilfsmittel ein HeNe-Laser eingesetzt. Dieser wurde ausschlieflich wahrend
der Justage vor dem AgGaS, Kristall in die DFM-Stufe eingekoppelt und bis zur
Detektion verfolgt. Die Feineinstellung des rdumlichen Uberlapps am Probenort
erfolgte mit Hilfe eines diinnen Germanium-Plattchens.

Die Probenkammer wurde zur Reduktion von Wasserdampfbanden wahrend der
Messung mit Trockenluft gespiilt. Das Probenvolumen wurde wahrend der Messung in
einer selbstgebauten Durchflusskiivette (angelehnt an Sch08 Abb. 3.7) ausgetauscht.
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Abbildung 3.6.: Abtast-Zweig des Aufbaus Abbildung 3.4: Kaskade optisch parametrischer
Prozesse zur Erzeugung der Mittelinfrarot Abtast-Impulse aus 800 nm Licht (nach Blall). SCG:
WeiBlicht-Erzeugung, I: Irisblende, VA: Variabler Abschwacher, YAG: Yttrium-Aluminium-Granat,
D: Verzogerungsstrecke, T: Teleskop, AgGaS,: Silberthiogalat, F: Filter.

Hierzu wurde eine PTFE-Schlauchpumpe (Masterflex 77390-00 MCP, Cole Par-
mer) verwendet. Als Fenstermaterialien wurden beschichtete BaFy-Fenster der Dicke
3 mm eingesetzt. BaF, wurde aufgrund hoher Transmission im UV und IR-Bereich
verwendet. Aufgrund seiner Wasserloslichkeit wurden die Kontaktflichen zur Probe
beschichtet. Zwischen den Fensterplittchen wurde ein PTFE-Abstandhalter mit einer
Dicke von etwa 90 nm eingesetzt. Ein schmaler Ausschnitt mit einer Breite von ca.
2 mm im Abstandhalter bildete den Probendurchlaufkanal fir die Messungen. Boh-
rungen in einem der beiden BaF; Fenster am Ende des Kanals ermdglichen den Zu-
und Ablauf der Probenlésung. PTFE-Verbindungsstiicke wurden mit Gummidichtun-
gen abgedichtet. Eine Pumpgeschwindigkeit von 45 rpm (Umdrehungen pro Minute,
entspricht ca. 0.05 mL/s, vgl. Sch14) sorgte fir vollstandigen Austausch des Pro-
benvolumens zwischen zwei aufeinanderfolgenden Lichtimpulsen. Der Durchmesser
des Anrege-Flecks am Probenort betrug etwa 150 pm. Fiir eine detaillierte Beschrei-
bung des kompletten Messablaufes, sowie der anschliefenden Datenauswertung mit
Anpassungsprozedur sei auf [Sch08, Pill6] verwiesen.

Wellenlangen-Korrektur Der verwendete Gitterspektrograph (Chromez) verfigt
iiber 3 wechselbare Gitter fiir verschiedene Wellenldngenbereiche mit unterschied-
licher Auflésung. In den Messungen wurde das Gitter mit 75 Linien / mm (Blaze
fiir 8 pm) bei einer Spaltbreite von 2000 pm verwendet. Die niedrigere spektrale
Auflésung ermoglichte im Gegenzug die gleichzeitige Abbildung des gesamten Spek-
tralbereiches von etwa 1500 bis 1700 cm~!. Eine Herausforderung stellte die falsche
Kalibrierung des Gitters seitens des Herstellers dar. Das Hauptmaximum befand
sich bei neutraler Gerateeinstellung auf der ersten Ordnung der HeNe-Laser Linie
von 632.8 nm. Dies wurde zunédchst manuell in den Gerateeinstellungen durch einen
Versatz des Gitters korrigiert. Zur Feinkorrektur wurde eine Messung mit Hilfe des
breitbandigen Infrarot-Lichts aus dem Abtast-Zweig durchgefiihrt. Bei geoffneter
Probenkammer verursacht der eintretende Wasserdampf Einbriiche im detektierten
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Abtast-Spektrum bei charakteristischen Bandenpositionen (Abbildung 3.7). Diese
Banden wurden ausgewertet und mit der Literatur verglichen (graue Kurve) [Rot05].
Die Abweichungen von den Literaturwerten wurden linear angepasst und nachtraglich
als Korrektur auf die gemessenen Spektren angewandt (schwarze Kurve). Leichte
Abweichungen der Banden-Positionen kénnen auf die grobere Auflésung des Gitters
zurtickzufiihren sein.
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Abbildung 3.7.: Wellenldngen korrigiertes IR-Spektrum aus dem Abtast-Zweig bei gedffneter
Probenkammer (schwarz) im Vergleich zu einem Referenz-Wasserdampf-Spektrum nach [Rot05]
(hellgrau).

3.3. Ergebnisse

3.3.1. Auswertung der stationdren Differenzspektren

Im Folgenden soll die Auswertung der stationdren Belichtungsexperimente an Proben,
welche einen T(CPD)T Schaden enthalten, exemplarisch an den Ergebnissen der
Probe GAT=T aufgezeigt werden.

Durch die Belichtung bei 290 nm wurden die Oligonukleotide selektiv an ihren
intakten Basen angeregt (Abbildung 3.8 A). Hier im Beispiel wird der grote Anteil
des Lichts von G absorbiert. Der Anteil des Lichts, welcher vom T=T absorbiert
wird und somit eine direkte Reparatur des T(CPD)T Schadens [HIR07] hervorrufen
konnte, ist im Vergleich dazu gering. Zu Beginn der Belichtung liegt in der Probe zu
nahezu 100% T(CPD)T geschiadigtes GAT=T vor. Durch UV-induzierte Reparatur-
effekte entsteht wahrend der Belichtung nach und nach GATT. Die Umwandlung
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Abbildung 3.8.: A: UV-Absorptionsspektren von intaktem TT im Vergleich zu T=T. B:
Differenzspektren von GAT=T nach Belichtung bei 290 nm. C: Absorptionsanderung von
GAT=T bei 266 nm nach Belichtung bei 290 nm gegen die Belichtungszeit (nach Bucl6).

von T(CPD)T in intaktes TT kann aufgrund ihrer unterschiedlichen Absorptionss-
pektren (vgl. Abbildung 3.8 A) in den Differenzspektren als allméhlicher Anstieg
der TT Bande mit einem Maximum bei 266 nm beobachtet werden (Abbildung 3.8
B). Die Riickgewinnung der intakten GATT Sequenz wurde anhand der maximalen
Absorptionsdnderungen bei 266 nm quantifiziert. Hierzu wurden die mit dem Pfeil
in Abbildung 3.8 B gekennzeichneten Maxima-Datenpunkte zunichst gegen die
Belichtungsdauer aufgetragen (Abbildung 3.8 C). Diese wurde im weiteren Verlauf
nach (3.6) mit den Leistungsdaten in die zugehorige Dosis umgerechnet. Die positive
Steigung der Kurve in Abbildung 3.8 C bei kleinen Belichtungszeiten weist auf eine
Reparatur hin. Diese wird im Verlauf der Belichtung schwacher und erreicht nach ca.
80 min einen Nulldurchgang. Hintergrund fiir dieses Verhalten ist die Tatsache, dass
die Differenzspektren Hinweise auf das jeweils vorherrschende chemische Gleichge-
wicht liefern. Es konnen jeweils nur die Netto-Einfliisse unterschiedlicher gleichzeitig
ablaufender chemischer Reaktionen beobachtet werden. Zu Beginn liegen alle Mole-
kiile mit T(CPD)T Schaden vor. Durch die Belichtung werden Molekiile repariert. Im
weiteren Verlauf der Belichtung konnen bereits reparierte Molekiile ihrerseits jedoch
wieder geschidigt werden. So hat die beschriebene Reparatur beispielsweise eine
Riickreaktion von intaktem TT zu geschadigtem T=T mit einer Quantenausbeute
von ca. 1% [LR93]. Es kann jedoch auch zur Bildung irreversibler Folgeprodukte
kommen. Die Schidigung ist implizit in Form einer Abnahme der Reparatur an
der TT-Bande zu verzeichnen. Schwerpunkt dieser Arbeit sind die Priméarprozesse.
Aus diesem Grund werden die weiteren Betrachtungen auf den Anfangsbereich bei
niedrigen Belichtungsdosen eingeschrénkt.

Einige Differenzspektren von Oligonukleotiden mit und ohne anféngliche T(CPD)T
Schéiden sind exemplarisch in Abbildung 3.9 gegentibergestellt. Das Verhalten von
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Abbildung 3.9.: Differenzspektren exemplarischer Oligonukleotide mit und ohne T(CPD)T
Schaden nach UV-Belichtung bei 290 nm. Korrekturen: Mittelung iiber zwei Spektren je
Belichtungsstufe, Abzug der unbelichteten Spektren und des Untergrunds bei rund 360 nm.

GAT=TAG ist dem von GAT=T sehr dhnlich. Das Hauptmaximum bei einer Wellen-
lange von 266 nm weist deutlich auf die belichtungsinduzierte T(CPD)T Reparatur
hin. Im Wellenléngenbereich von 320 nm, dem Bandenbereich des T(6-4)T Schadens,
tritt keine Veranderung auf. Daraus ist zu schlielen, dass bei geringen Belichtungs-
dosen die T(CPD)T-Reparatur im Vordergrund steht. Die Differenzspektren von
AGT=TGA, T=TAG, GAAT=TAAG, AAT=TAA und GGT=TGG zeigen in den
beiden genannten Punkten das gleiche Verhalten und werden daher nicht mehr
separat aufgefiihrt. Auf die individuell unterschiedlichen Hohen der Maxima bei
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266 nm wird in Unterabschnitt 3.3.2 eingegangen. Die hochfrequenten Banden bei
Wellenldngen unter 250 nm sind eine Uberlagerung der Absorptionsinderungen aller
beteiligten Nukleotide (vgl. Abbildung 1.2) und kénnen nicht eindeutig separiert
werden. Auf diese wird daher im Folgenden nicht weiter eingegangen.

Der Reparatur von GAT=TAG steht die Schadigung von GATT gegeniiber, welche
sich nahezu invers verhalt. Bei 100% intakter GATT Sequenz als Ausgangspunkt
steht bei UV-Belichtung die Bildung des T(CPD)T Schadens im Vordergrund, was
sich in einer stark ausgepragten Signalabnahme bei 266 nm auflert. In der Auftragung
der Absorbanz-Anderung bei 266 nm (wie Abbildung 3.8 C) &ufiert sich dies in einer
negativen Steigung des Graphen. Im Gegensatz zu GAT=TAG ist bei GATT ein
leichter Anstieg der T'(6-4)T Bande bei 320 nm zu verzeichnen. Dies steht in Einklang
mit der zwei Grofienordnungen schwécheren Quantenausbeute des T(6-4)T Schadens
im Vergleich zum CPD beim TT Dinukleotid [LR93].

Das Reparaturverhalten von GT=TG ist dem von GAT=TAG &hnlich mit einem
wesentlichen Unterschied: die riicklaufige Bande bei 318 nm. Diese kann verschiedene
Ursachen haben. Eine Moglichkeit ist das Verschwinden eines T(6-4)T Schadens
(Spektrum vgl. SGZ15). Die Reaktion vom intakten TT Dinukleotid zum T(6-4)T
Schaden ist unter UV-Belichtung nicht reversibel [LR93]. Eine Abnahme wére daher
nur durch eine Weiterreaktion des T(6-4)T Schadens zu erklaren. Dass die Bande
mit dem Beginn der Belichtung niedriger wird, konnte darauf hindeuten, dass in
der unbelichteten Probe bereits ein gewisser Anteil an T(6-4)T geschédigter Probe
enthalten war. Dies wiirde die Messung wie folgt beeinflussen: Der T(6-4)T Schaden
absorbiert bei der Anregungswellenlinge von 290 nm wesentlich starker als der
T(CPD)T Schaden [SGZ15]. Daher wiirde ein Teil der Anregungsenergie entweder
direkt vom T(6-4)T Schaden oder von seinen benachbarten Basen absorbiert und
zu einer Folgereaktion fithren. Die Reparatur des T(CPD)T Schadens wiirde von
diesem Prozess nicht beeintrachtigt. Die von den T(CPD)T geschiadigten Oligomeren
absorbierte Leistung wiirde dadurch iiberschétzt und miisste in den AAbsorbanz
Graphen nach unten korrigiert werden. Dies hétte eine hohere Steigung der GT=TG
Kurve zur Folge.

Dagegen spricht jedoch die HPLC-Analyse (Unterabschnitt 3.3.4, Abbildung 3.19),
welche auf eine reine Probe hindeutet. Fehler konnten hier durch sehr dhnliches
Adsorptionsverhalten am Saulenmaterial entstehen. Eine weitere Ursache konnte in
der rdumlichen Anordnung der Molekiile zueinander liegen. Guanin reiche Sequenzen
sind in der Lage, Hoogsten-Basenpaarungen auszubilden und Sekundéarstrukturen wie
beispielsweise Quadruplexe zu formen [Banl17]. In Kombination mit der raumlichen
Struktur des T(CPD)T Schadens [Lee04] kénnte dies dazu fithren, dass sich aus den
GT=TG Molekiilen Sekundarstrukturen formen, welche sich aufgrund der Reparatur
wieder 6ffnen. Eine detailliertere Diskussion dieses Effektes findet sich in Abschnitt 3.4.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten die genauen Ursachen fiir die Beobachtung nicht
aufgeklart werden. Es sind daher hohere Fehler in der Steigung und Quantenausbeute
der GT=TG Probe anzunehmen.
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Die Sequenz GCT=TCG zeigt eine Netto-Schadigung. Ein derartiger Effekt konnte
beispielsweise als Sekundarreaktion nach erfolgter Reparatur zu Stande kommen.
Jedes reparierte GCTTCG Molekiil bietet 3 mogliche Stellen fiir neue CPD Bildung
an: CT, TT und TC. Dies wiirde fiir eine starke Netto-Schiadigung sprechen. Léasst
man Sekundarreaktionen auler Acht, spricht ein Riickgang der Absorption bei 273 nm
fiir eine direkte Schadigung am C, welches sein Absorptionsmaximum bei 271 nm hat
(Abbildung 1.2). Dartiber hinaus besteht die Moglichkeit zur Bildung eines C(4-8)G
bzw. G(4-8)C Photoprodukts mit einem Absorptionsmaximum bei 275 nm [Miinl1].
Fiir eine direkte Schadigung sprechen die schwachen Belichtungsdosen und die Lage
des Minimums.

Die intakte doppelstrangige Sequenz DS ACTTCA wird stark geschédigt. Das
lokale Minimum liegt bei 276 nm mit einer Schulter bei 266 nm. Die Banden geben
Hinweise auf die Schadigung von C und T. Das stark ausgepragte Maximum bei
320 nm signalisiert eine deutliche Zunahme des T(6-4)T Schadens.

Die leichte Rotverschiebung und die Schulter konnte mit der doppelstrangigen
Struktur zusammenhédngen. Hinweise darauf liefert der Vergleich mit der einzelstran-
gigen Sequenz ACTTCA. Der komplementire Gegenstrang TGAAGT ist aufgrund
seiner Sequenz sehr photostabil. Der Hauptbeitrag zur Schadigung kommt daher
vom ACTTCA durch die vier benachbarten Pyrimidine [CGD14]. Es ist ein leichter
Anstieg der T(6-4)T Bande zu verzeichnen. Die sehr starke Abnahme bei 269 nm
ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Bildung der verschiedenen CPD Schéden
zuriickzufiihren.

Proben Chargen Vor der eigenen Herstellung der Proben durch Sensitizing mit
Aceton (vgl. Unterabschnitt 3.2.3) wurden die Proben kommerziell erworben (iba Li-
fesciences). Hierfir wurden vom Hersteller synthetische Cis-Syn T(CPD)T Bausteine
in kanonische DNA-Oligonukleotide eingebaut. Dieser Vorgang ist aufgrund der rdum-
lichen Struktur des T(CPD)T Schadens technisch aufwendig und hat eine geringe
Ausbeute. Es kann daher moglicherweise zu unvollstdndigen oder Fehlkopplungen der
DNA-Bausteine kommen, was sich in Verunreinigungen der Probe duflert. In eigenen
massenspektroskopischen Untersuchungen wurde in mehreren kommerziellen Proben
die Massen der intakten Oligonukleotide ohne den T(CPD)T Baustein nachgewiesen.
Zum Beispiel wurde in der Probe GAT=TAG auch die Masse von GAAG gefunden.
Es ist daher anzunehmen, dass die Nebenfraktionen bei 290 nm in vergleichbarer
Weise absorbiert, wie die gewiinschten Molekiile. Die von den T(CPD)T geschédigten
Molekiilen absorbierte Dosis wird somit tiberschatzt. Eine Korrektur der absorbierten
Dosis um den Anteil der HPLC-Nebenfraktion reduziert den Fehler. Abbildung 3.10
A zeigt die Auswirkung der Korrektur fir die Probe GAT=TAG. Die absorbierten
Dosen der betroffenen Proben wurden entsprechend korrigiert.

Neben Verunreinigungen besteht aber auch die Méglichkeit, dass aus der Synthese
ein anderes Produkt hervorgegangen ist. Dieser Verdacht liegt im Fall der Probe
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Abbildung 3.10.: Einflisse der Probenverunreinigung auf die Streuung der Belichtungsergeb-
nisse: Saubere Probe [Sensitizing mit Aceton, Unterabschnitt 3.2.3] (Batch 3) vs. kommerziell
erworbene Proben-Chargen (Batch 1 und 2, iba Lifesciences) der Sequenz GAT=TAG mit 10%
Verunreinigung mit (A) und ohne (B) Korrektur der absorbierten Dosis.

GAT=TAG vor. In Abbildung 3.10 B sind die spektroskopischen Messergebnisse
von zwei unterschiedlichen kommerziellen Proben gegeniiber gestellt (schwarze und
dunkelgraue Kurvenschar). Jede der beiden Kurvenscharen zeigt die Ergebnisse von
drei Messreihen. Zwischen den beiden Chargen zeigen sich deutliche Unterschiede. Die
eigene Herstellung einer weiteren Probe durch Sensitizing mit Aceton unterstreicht
die Richtigkeit von Batch 2. Deren Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellt. Die Ergebnisse der ersten Probe wurden in [Bucl6] verwendet. Es besteht
allerdings der Verdacht, dass die Probe synthesebedingt fehlerhaft war. In den
Fallen der zweiten GAT=TAG Probe und sémtlicher GAT=T Proben konnten die
Eigenschaften der Proben durch den Vergleich mit einer selbst hergestellten Probe auf
ihre Richtigkeit bestatigt werden. Bei den doppelstrangigen Proben mit T(CPD)T
Schaden war dies nicht moglich. Die zugehorigen Schmelzkurven geben jedoch starke
Hinweise auf das Vorhandensein eines T(CPD)T Schadens (vgl. Unterabschnitt 3.3.3).
Von den Sequenzen GCT=TCG und GGT=TGG lag jeweils nur eine Probe vor.
Durch die fehlende Vergleichsmoglichkeit kénnen keine Aussagen iiber die Giite
der beiden Proben gemacht werden. Gleiches gilt fiir die Probe ACT=TCA. Alle
weiteren Proben wurden entweder selbst hergestellt, stammen aus anderer Quelle
oder verfiigen iiber keinen T(CPD)T Schaden und unterliegen daher mit Sicherheit
nicht dem oben beschriebenen Synthese-Artefakt.

Reproduzierbarkeit der Daten Die physikalischen Gréfen, die in die Bestimmung
der Quantenausbeute eingehen, stammen zum Teil aus eigenen Messungen. Die
verschiedenen Fehlerbeitriage sollen im Folgenden analysiert werden. Die beiden
wichtigsten Messgroflen zur Bestimmung der Quantenausbeute sind die Absorptions-
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anderung bei 266 nm und die absorbierte Dosis bei 290 nm.

Differenzspektren stark verdiinnter Proben, wie beispielsweise Abbildung 3.18 in
Unterabschnitt 3.3.3, geben einen Anhaltspunkt fiir die Auflésungsgrenze seitens
des Spektralphotometers. Das statistische Rauschen auf den Graphen hat etwa eine
Amplitude von 0.1 mOD. Staub-Sedimentation und zum Teil Gerateeinstellungen
verursachen Verschiebungen der Basislinie, welche durch Abzug eines Untergrunds
korrigiert wurden. Die verbleibenden Fehler durch die Untergrund-Korrektur werden
zu 0.2 mOD abgeschétzt. Dies entspricht einem relativen Fehler in der Groflenordnung
von 1073,

Die Haupt-Fehlerquelle liegt in der Bestimmung der absorbierten Dosis. Hier spielen
die Instabilitat der Laserleistung, Verunreinigungen der Probe, die Reaktionszeit zum
Offnen und Schliefen der Belichtungs-Klappe und die Genauigkeit der Leistungs-
Detektion eine Rolle.

Leistungsschwankungen des Lasers fithren zu einer stirkeren Streuung der Daten-
punkte um ihre Anpassungsgerade. Vergleiche mit fritheren Messungen ohne Kontrolle
der Eingangsleistung wahrend der Belichtung ergeben mittlere durch diesen Effekt
verursachte Abweichungen von etwa 1.5%. Die Genauigkeit der Leistungs-Detektion
wird vom Hersteller (Nova Ophir 3A) bei 290 nm zu 6% angegeben. Die Linearitat
der Leistung betragt laut Datenblatt 1%. Fehler aufgrund von falscher Kalibrierung,
Inhomogenitit und Alterung des Detektors wurden auf 3% abgeschatzt. Damit liegt
der Gesamtfehler der Detektion in der Grofienordnung von 10%.

Absorbierende Verunreinigungen der Proben in der Groéflenordnung von 10%
wurden separat korrigiert. Verunreinigungen von bis zu 2% der Hauptfraktionen in
den HPLC-Analysen konnten nicht mehr getrennt aufgeschliisselt werden. Durch
vorhandene Fremdmolekiile verursachte Ungenauigkeiten der absorbierten Dosis
werden daher mit diesem Zahlenwert abgeschétzt.

Die Klappe zum Beginn und Ende der Belichtungen wurde manuell betatigt.
Typische Reaktionszeiten zweckgerichteter Verhaltensidnderungen aufgrund unvor-
hergesehener Ereignisse liegen im Bereich von 1 s. Einschliellich der Vorbereitungs-
mafnahmen wird die Ungenauigkeit der Belichtungszeiten aufgrund der manuellen
Betétigung der Klappe auf 0.5 s abgeschétzt [18b]. Eine programmierbare Klappe
konnte die Prazision verbessern, jedoch féllt der Fehler gegentiber anderen Einfliissen
nicht ins Gewicht.

Drei weitere Groflen, die in die Bestimmung der Quantenausbeute eingehen, sind
das Probenvolumen, die Extinktionskoeffizienten und die Schichtdicke. Diese sind
unabhéngig von der Detektion. Das Probenvolumen hangt von der Genauigkeit
der Pipettierung ab. Laut Hersteller (eppendorf) betrdgt der systematische Feh-
ler der verwendeten Einkanalpipetten bis zu 3% und der zuféllige Fehler 1%. Aus
experimentellen Daten wird der Fehler aufgrund der Pipettierung in guter Uberein-
stimmung mit den Hersteller-Daten zu 4% abgeschéatzt. Es sei an dieser Stelle zu
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beachten, dass die zum Teil stark unterschiedlichen Probenstoffmengen zwischen 5
und 25 nmol nicht direkt in (3.11) eingehen. Diese gehen implizit in die Betrachtungen
der Strahlungsdosen und Absorptionsdnderungen ein.

Die Extinktionskoeffizienten fiir T(CPD)T und intaktes TT wurden der Literatur
entnommen [Panl2]. Ein Vergleich mit [SGZ15] zeigt Unterschiede des TT Koef-
fizienten von etwa 5%. Die Unterschiede beim T(CPD)T reichen bis 20%. Dieser
Wert dominiert die Genauigkeit der Differenz beider Koeffizienten und wird als
Fehlerabschétzung verwendet.

Ungenauigkeiten der Schichtdicke konnen durch die Positionierung der Kiivette
im Strahlengang oder durch die Kiivette selbst entstehen. Fiir die Parallelitét der
Oberflachen gibt der Hersteller (Hellma, QS Suprasil, 10 mm) 10 pm und fir die
Genauigkeit der Fensterdicke 3 pm Toleranz an. Die Fehlkalibrierung der Kiivette
gegeniiber dem Einfallslot wird auf bis zu 5° geschatzt. Dadurch verlangert sich der
optische Weg durch die Kiivette um etwa 0.2%. Insgesamt wurde der Fehler der
Schichtdicke auf 3 - 107 geschétzt.
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Abbildung 3.11.: Reproduzierbarkeit der Messergebnisse unterschiedlicher Messtage, Zeitab-
stande und Chargen anhand der Referenzprobe GATT.

Die bisher genannten Beitrdge geben in erster Linie einen Anhaltspunkt fiir die
systematischen Fehler. Nach Gaufischer Fehlerfortpflanzung [St607] ergibt sich hierfiir
ein Wert von ca. 12.2%. Eine klare Trennung zu den statistischen Fehlern ist hier nicht
moglich. Die Standardabweichungen bei der Mittelung der Steigungen geben jedoch
einen Einblick in die statistischen Fehler. Im Mittel betragen diese 6.5%. Daraus ergibt
sich ein Gauflscher Gesamtfehler von etwa 13.8%. Zur Verifikation wurde die Probe
GATT aufgrund ihrer starken CPD-Schadigung ausgewahlt. Diese wurde als Referenz
in einigen Messreihen mit gemessen (Abbildung 3.11). Anhand dieser Probe kénnen
unterschiedliche Messtage, Chargen (Hersteller biomers) und Zeitabstdnde von bis
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zu 10 Monaten miteinander verglichen werden. Die statistischen Schwankungen der
Messungen sind vergleichbar mit den weiteren Proben (Tabelle 3.4). Einen groben
Vergleichswert fiir Fehler bei der experimentellen Bestimmung von Quantenausbeuten
gibt [Liul6b] mit ca. 6%. Die Genauigkeit der ermittelten Quantenausbeute wird
wesentlich von der Prézision des verwendeten Detektors bestimmt. Diese konnte eine
Ursache fiir die unterschiedlichen Fehler sein.

3.3.2. Experimentelle Bestimmung der Quantenausbeuten

Die Grundlagen fiir die Errechnung der Quantenausbeuten wurden in Abschnitt 3.2.6
erldutert. Aus rechnerischer Sicht wird davon ausgegangen, dass nur ein T(CPD)T
Schaden pro Molekiil entstehen oder repariert werden kann. Es wird angenommen,
dass die Reaktion in nur eine Richtung ablduft und dass die Absorptionsinderung
bei 266 nm ausschliefllich darauf zurtickzufiihren ist. Folgereaktionen werden ver-
nachlassigt.

DNA Sample  €|agonm / M tem™  €/eglogonm /| %

G 2599 100
A 114 4
C 1912 74
T 1770 68
T=T 93 4

Tabelle 3.3.: Molare dekadische Extinktionskoeffizienten der kanonischen DNA-Basen und des
T(CPD)T Schadens bei 290 nm (Pan12, SGZ15, vgl. Abbildung 1.2). Der relative Bezug auf
Guanin (rechte Spalte) verdeutlicht, dass die Absorption vorwiegend durch die Basen G, C und
T erfolgt.

Die Absorption der einzelstrangigen Oligonukleotide setzt sich in erster Ndherung
additiv zusammen aus der Absorption der beteiligten Basen bei der Anregungswel-
lenldnge. Die Extinktionskoeffizienten der kanonischen Basen und des T(CPD)T sind
bei 290 nm in Tabelle 3.3 gegentibergestellt (vgl. Abbildung 1.2). Der Bezug auf
Guanin zeigt, dass sich die Anregungsenergie vorwiegend auf die Basen G, C und T
verteilt.

Experimentell werden die Anzahl und Art der moglichen Photoschaden bzw. der
Reparatur durch die Sequenzen vorgegeben. Wahrend der Belichtung laufen sowohl
Hin- als auch Riickreaktionen gleichzeitig ab. Die schwachen Belichtungsdosen geben
in Kombination mit den reinen Ausgangsproben in erster Linie Einblicke in Richtung
der Primérreaktion.

Abbildung 3.12 A zeigt exemplarisch Belichtungsergebnisse unterschiedlicher Se-
quenzen. Dabei wurden Oligonukleotide gegeniibergestellt, deren 266 nm Absorpti-
onsénderungen mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Bildung oder Reparatur genau
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Abbildung 3.12.: A: UV-induzierte Absorptionsinderungen bei 266 nm gegen die in den
Proben absorbierte Dosis bei 290 nm (exemplarische Messdaten). B: Steigungen aus linearen
Anpassungen zu A, gemittelt iiber mehrere Wiederholungsmessungen.

eines T(CPD)T Schadens pro Molekiil zuriickzufiihren ist. Als Vergleich dazu ist die
Probe TGAAGT aufgefiihrt, bei der sequenzbedingt kein CPD Schaden entstehen
kann. Die Auftragung der Absorptionsdnderungen bei 266 nm gegen die absorbierte
Dosis bei 290 nm ermoglicht direkte Riickschliisse auf die Quantenausbeute. Hier-
zu werden die Graphen linear angepasst und die zugehorigen Steigungen in (3.12)
eingesetzt. Die gemittelten Steigungen mehrerer Wiederholungsmessungen sind in
Abbildung 3.12 B gegeniibergestellt. Eine Gegeniiberstellung der aus den Steigungen
berechneten Quantenausbeuten findet sich in Tabelle 3.4.

DNA Sample  mcpp / OD J'  ¢cpp (Conversion) / %

GAT=T 0.18 £ 0.03 0.32 = 0.05
T=TAG 0.30 £ 0.04 0.53 £ 0.07
GAT=TAG 0.23 £ 0.03 0.36 = 0.05
AGT=TGA 0.11 £ 0.02 0.20 £ 0.03
GAAT=TAAG 0.12 £ 0.02 0.21 = 0.03
GGT=TGG 0.11 £ 0.01 0.19 = 0.03
GT=TG 0.12 £ > 0.02 0.21 £ > 0.03
GATT -0.21 £ 0.03 0.38 = 0.05
GATTAG -0.046 £ 0.006 0.08 £ 0.01

Tabelle 3.4.: Quantenausbeuten der T(CPD)T Reparatur bei schwachen Belichtungsdosen von
290 nm. Bei GATT und GATTAG beschreiben die ¢pcpp die Photoschadigung. Die Steigungen der
Kurven in Abbildung 3.12 wurden durch lineare Anpassung bestimmt und die Quantenausbeute
gemaB (3.12) berechnet.
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5" vs. 3’ Ende Anhand der Ergebnisse von GAT=T, T=TAG und GAT=TAG
lassen sich Unterschiede im Reparaturverhalten von benachbarten Basen am 5" bzw.
3" Ende der Sequenz ableiten. Wiirde die Position der Nachbarbasen am 5" oder 3’
Ende des T(CPD)T Schadens keine Rolle spielen, hétten alle drei Sequenzen dhnliche
Steigungen. Die Steigung von der T=TAG Probe ist am groten (dunkelgriine Kurve),
was mit einer starken CPD Reparatur Aktivitat des ladungsgetrennten Radikalpaares
A*~G*" vom 3’ Ende assoziiert wird. Die Reparatur durch das Radikalpaar G** A*~
vom 5’ Ende ist deutlich schwécher (schwarz). Im Experiment liegt die Steigung der
GAT=TAG Probe (gelb) zwischen den Steigungen von GAT=T und T=TAG. Dies
spricht dafiir, dass GAT=TAG als Kombination der beiden Tetramere aufgefasst
werden kann.

Von Pan et al. [Pan12] wurden die Trinukleotide AT=T, T=TA und GT=T, T=TG
bei Belichtung mit 280 nm auf ihre Reparatureigenschaften untersucht. Dabei wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Position der benachbarten Basen am 3’
oder 5" Ende gefunden. Dieses Verhalten wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht beob-
achtet. Es wird angenommen, dass die leicht unterschiedliche Anregungswellenlénge
zu vergleichbaren Ergebnissen fithrt. Ursachen hierfiir konnten in den Einfliissen
der zweiten Nachbarbase auf die Reparatur liegen. Durch die zweite Nachbarbase
kann ein ladungsgetrenntes Radikalpaar neben dem Schaden entstehen, welches die
Reparatur hervorruft [Szal§].

Protonen-induzierte Reparatur Werden die an den T(CPD)T Schaden angrenzen-
den Dinukleotide in ihrer Reihenfolge zu AGT=TGA invertiert, so reduziert dies
die Reparatur. Gemafl der Redoxpotentiale der einzelnen DNA-Basen (Tabelle 3.1)
entstiinde hier G** angrenzend an den Schaden. Es besteht die Moglichkeit, dass die
Reparatur des T(CPD)T Schadens in diesem Fall durch ein angrenzendes Proton
ausgelost wird.

Abstand des Guanins zum CPD Schaden Die Frage, welche Rolle der Abstand
des Guanins zum CPD-Schaden in Bezug auf die Reparaturaktivitat spielt, wurde
durch einen Vergleich der Sequenzen GT=TG und GAAT=TAAG mit GAT=TAG
untersucht. Wie im Fall von GT=T und T=TG [Pan12], tritt bei GT=TG Reparatur
auf. Im Unterschied zu GAT=TAG kann bei GT=TG kein ladungsgetrenntes Radi-
kalpaar auf den benachbarten Basen entstehen. Uberdies betriagt die Lebensdauer
des angeregten dGMP weniger als 1 ps [ZIK13]. Folglich muss der Reparatur von
GT=TG ein unterschiedlicher Mechanismus zu Grunde liegen. Dieser ist derzeit noch
nicht im Detail geklart. Denkbar ware beispielsweise, dass G als Elektronendonator
direkt ein Elektron an den CPD-Schaden abgibt oder das G** die Reparatur auslost.

Trotz des groferen Abstandes zum T(CPD)T Schaden, zeigt das Oligonukleotid
GAAT=TAAG eine mit GT=TG oder AGT=TGA vergleichbare Reparatur. Hierfir
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gibt es unterschiedliche Erklarungsmoglichkeiten. Der Grofiteil des Anregungslichts
wird im G absorbiert (Abbildung 1.2). Eine Méglichkeit wére, dass die Reparatur
durch einen langlebigen ladungsgetrennten Zustand zwischen G und A hervorgerufen
wird. Ob der CT Zustand die Ladungsverteilung im Oligonukleotid fiir die Reparatur
begtinstigt oder ob ein Ladungssprung [Mur93] zum T(CPD)T stattfindet, sind
offene Fragestellungen. Eine weitere Moglichkeit ware die Reparatur durch einen CT
Zustand zwischen den Adeninen. Die Reparatur ist schwéacher als bei der Sequenz
GAT=TAG. Griinde hierfiir konnen sein, dass in GAT=TAG die fiir die Reparatur
notwendigen Radikal-Anionen direkt an die Schadstelle angrenzen.

G als Radikal-Anion In den bisher aufgefithrten Sequenzen ist G aufgrund seines
Redoxpotentials (Tabelle 3.1) in ladungsgetrennten Radikalpaaren als Elektronendo-
nator aufgetreten. Im Fall einer Ladungstrennung von GG, wiirde eines der beiden
Guanine als Elektronenakzeptor auftreten. Die beiden Konformationen G*tG*~
und G*~G*" wiéren jedoch nicht trennbar. Der Reparatureffekt von GGT=TGG ist
vergleichbar zu dem von AGT=TGA.

Sollte sich der ladungsgetrennte Zustand bei GG aus energetischen oder sterischen
Griinden nicht bilden, wére eine weitere Moglichkeit, dass das an den T(CPD)T an-
grenzende G durch die UV-Anregung den Schaden repariert. Untermauert wird diese
Hypothese von der dhnlichen Reparatur der Probe GT=TG. Die Quantenausbeute
der Reparatur von GT=TG liegt in der Groflenordnung von GT=T und T=TG
[Pan12].

CPD Schadigung Eine starke Schiadigung tritt bei der Sequenz GATT auf. Diese
ist etwas starker als die Reparatur von GAT=T, jedoch schwécher als von T=TAG.
Die Quantenausbeute der Schiadigung von TT bei 290 nm ist mit 0.38% im GATT-
Strang erheblich niedriger als 1 bis 2% im Absorptionsmaximum des Dinukleotids bei
268 nm [Sch09]. Dass benachbarte Purine die CPD Schédigung reduzieren konnen,
wurde bei Belichtung mit 240 nm und 280 nm gezeigt [Pan12]. Ein dhnlicher Effekt
wurde bei den Sequenzen GATT und GATTAG beobachtet. Die Schadigung von
GATTAG ist wesentlich kleiner als die von GATT. Griinde hierfiir konnten unter
anderem in der stérkeren Basenstapelung und in der Geometrie des Molekiils liegen.

Die Probe TGAAGT selbst bildet keine CPD Schaden und dient daher als photosta-
bile Vergleichsprobe. Die sehr geringe Absorptionsénderung bei 266 nm gibt Auskunft
iiber die Zerstorung der Basen z. B. aufgrund der Bildung von AA-Photoschaden oder
der Schédigung von T. Die Absorptionsidnderungen sind jedoch gering im Vergleich
zu den CPD Effekten und unterstreichen, dass die beobachteten Effekte bei den
anderen Proben mit hoher Wahrscheinlichkeit aus CPD Reparaturen bzw. CPD
Bildungen resultieren.
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Die Schiadigung von GCT=TCG (Abbildung 3.9) lasst sich nicht direkt vergleichen
und wurde daher nicht mit aufgetragen. Das Minimum der Absorptionsabnahme
bei 273 nm deutet auf die Entstehung anderer Photoschdden hin. Das Ergebnis
unterstreicht die Hypothese, dass Purine in der Nachbarschaft von T(CPD)T Schaden
deren Reparatur unterstiitzen, Pyrimidine dagegen nicht. Die Groflenordnung der
hier ermittelten Reparatur-Quantenausbeuten stimmt mit der Literatur tiberein
[Pan12].

Benachbarte Purin-Dinukleotide DNA-Stréinge mit Purin-Dinukleotiden in der
Nachbarschaft von T(CPD)T Schéiden zeichnen sich gegeniiber Pyrimidin Kombina-~
tionen durch intrinsische Reparatureigenschaften aus. Aus den Daten fir GT=TG,
GAT=TAG und GAAT=TAAG geht hervor, dass die Reparatureffizienz bei je zwei
benachbarten Basen am hochsten ist. Daher sollen im Folgenden die vier mogli-
chen Purin-Dinukleotid-Kombinationen GA, AG, GG und AA in symmetrischer
Anordnung um den T(CPD)T Schaden explizit miteinander verglichen werden. Der
Schwerpunkt der Betrachtungen soll auf den Einfliissen der benachbarten Basen
liegen.

In den bisherigen Betrachtungen wurde nicht zwischen der Reparatur des T(CPD)T
Schadens aufgrund der direkten Absorption des T=T oder durch benachbarte Basen
unterschieden. Die bisher vorgestellten CPD-Proben waren optisch dicht. Es kann
in guter Naherung angenommen werden, dass nahezu die komplette Belichtungsleis-
tung auBlerhalb des T(CPD)T Schadens absorbiert wird (vgl. niachster Abschnitt).
Die direkte Photoreparatur des T(CPD)T [HIR07] wird bei dieser Betrachtung
vernachléssigt.

Die Situation dndert sich bei optisch diinnen Proben, wie im Fall von AAT=TAA.
Aufgrund seines niedrigen Extinktionskoeffizienten bei 290 nm von ca. 114 M ~tem ™1
hat Adenin eine &hnliche Absorption wie der T=T mit 93 M ~'cm ™' (Tabelle 3.3).
Der vom T=T absorbierte Anteil der Belichtungsleistung kann nicht langer vernach-
lassigt werden. Eine Korrektur auf die vom T=T absorbierte Dosis gestaltet sich als
schwierig. Daher werden Daten optisch diinner Proben gegen die Belichtungsleistung
aufgetragen (Abbildung 3.13 A). Die Absorptionsdnderungen wurden zur Vergleich-
barkeit auf ihre Soll-Stoffmenge von 15 nmol skaliert. Nach der Umrechnung auf
gleiche Konzentrationen, konnen die Graphen von T=T und AAT=TAA voneinander
abgezogen werden. Aufgrund von Leistungsschwankungen des Lasers unterscheiden
sich die Dosiswerte fiir jede Kurve. Die T=T Kurve wurde daher linear angepasst und
die Anpassungswerte als lineare Interpolation verwendet. Die um die Eigenreparatur
bereinigte Differenz wird als AA(T=T)AA bezeichnet. Analog wurde bei den weiteren
Proben vorgegangen. Fiir die optisch dichten Proben wurde die zuvor ermittelte
absorbierte Leistung iibernommen, da in guter Naherung davon ausgegangen werden
kann, dass T=T verglichen mit G nicht absorbiert.
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3.3. Ergebnisse

Fir AAT=TAA wurde die absorbierte Dosis, geméafl den obigen Extinktions-
koeffizienten fiir A und T=T, um einen Faktor von 0.83 korrigiert. Der Wert ist
verhéltnisméfBig klein und somit stéirker fehlerhaftet, was sich auf die Steigung der
Kurve auswirkt. Aus der Auftragung gegen die absorbierte Dosis in Abbildung 3.13

B geht hervor, dass alle benachbarten Purin-Paare fordernd auf die Reparatur des
T(CPD)T Schadens wirken.
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Abbildung 3.13.: A: Absorptionsanderung bei 266 nm gegen die Belichtungsdosis bei 290 nm
von optisch diinnen Proben. Zur Vergleichbarkeit wurden alle Daten auf eine Stoffmenge
von 15 nmol skaliert. B: Absorptionséanderungen bei 266 nm abziiglich der direkten T(CPD)T
Photoreparatur gegen die in den intakten Nachbarbasen absorbierte Belichtungsdosis bei 290 nm.
Bei der schwach absorbierenden Probe AAT=TAA wurde die absorbierte Dosis mit einem Faktor
0.83 korrigiert.

Belichtungsdosis bei optisch dichten Proben Die Auswertung der Belichtungsex-
perimente erfolgte auf Grundlage des Beer-Lambert-Gesetzes (3.3). Eine Herausforde-
rung stellt der Vergleich optisch diinner mit optisch dichten Proben dar. Ein solcher
Versuch wurde fiir die Korrektur der in T(CPD)T absorbierten Dosis (Abbildung 3.13
B) unternommen. Die Auftragung der Belichtungsdosis fiir optisch diinne Proben
(Abbildung 3.13 A) impliziert die Annahme, dass sich die Strahlungsleistung, der
die Proben-Molekiile ausgesetzt sind, auf dem Weg durch die Probe kaum merklich
reduziert. Die Absorptionsénderung, bezogen auf diese Leistung, ist in allen Teilen
der Probe in etwa gleich. Bei optisch dichten Proben erhalten Molekiile bei grofieren
Schichttiefen merklich weniger Strahlungsleistung als die Molekiile im Eintrittsbe-
reich des Strahlenganges. Demnach sinkt die Absorbanz-Anderung der Molekiile auf
dem Weg durch die Kiivette. Wird die Gesamt-Anderung der Absorbanz gegen die
Eingangsleistung aufgetragen, so wird mit dieser Annahme die tatsédchlich wirkende
Belichtungsleistung tiberschétzt. Fiir die optisch diinnen Proben in Abbildung 3.13 A
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3. Selbstreparatur

wurde dieser Effekt bisher vernachlassigt. Nun soll dessen Grofenordnung abgeschétzt
werden.

Der exponentielle Abfall der Eingangsleistung beim Durchlaufen der Kiivette
wird von (3.2) beschrieben. Integration iiber die Schichtdicke d und Normierung auf
dieselbe ergeben die mittlere Eingangsleistung P.

P= (11 Od P(2)dz = PC(ZO) /Od e “*dz (3.14)
P= PQO) (1 — e (3.15)

a-d
a=1In(10)-c-¢ (3.16)

Der Absorptionskoeffizient a ergibt sich aus der Umrechnung von (3.2) in die dekadi-
sche Basis. Unter Verwendung von (3.16) und (3.3) wird (3.15) zu (3.17):

_ 1—104
P = P(0 0

U'Eﬁﬁ] (3.17)

Somit ergibt sich ein Korrekturfaktor fiir die Eingangsleistung absorbierender Proben.
Mit den Messwerten fiir die Absorbanz A kann dieser fiir die Proben in Abbil-
dung 3.13 A errechnet werden. Fiir die sehr schwach absorbierenden Proben T=T
und AAT=TAA ist dieser nahezu 1. Fiir GAT=T und T=TAG 0.94 und fiir GT=TG
0.89. Die aufgetragenen Leistungen in Abbildung 3.13 A tiberschéatzen die tatsach-
lichen Leistungen nur geringfiigig und kénnen daher in guter Naherung verwendet
werden. Im Zahler von (3.17) steckt die absorbierte Leistung.

3.3.3. Ergebnisse der Doppelstrang-Experimente

Die bisher aufgefithrten Reparatureigenschaften beziehen sich durchgehend auf kurze
Sequenzen einzelstriangiger Proben. Im natiirlichen Genom liegt die DNA aller-
dings doppelstrangig vor. Dies wirft die Frage auf, ob T(CPD)T Schéaden innerhalb
doppelstriangiger Sequenzen auf dhnliche Weise repariert werden kénnen. Mit der
Beteiligung zusatzlicher Basen steigt die Komplexitat der stattfindenden Reaktionen.
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit kurze Sequenzen mit Haarnadel-Struktur
untersucht. Die Stabilitat der doppelstrangigen Strukturen bei Laborbedingungen
wurde mit Hilfe von Schmelzkurven untersucht.
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3.3. Ergebnisse

Schmelzkurven Die Integration eines T(CPD)T Schadens beeinflusst die Geo-
metrie des Doppelstranges erheblich [Ban09]. Insbesondere bei kurzen Sequenzen
besteht daher die Gefahr, dass ein grofler Anteil der Molekiile in den Proben bei
Raumtemperatur einzelstriangig vorliegt. Einblicke in die Verteilung doppelstran-
giger gegeniiber einzelstriangiger Molekiile liefern die Schmelzkurven der Proben
DS ACT=TCA und DS ACTTCA (Abbildung 3.14) nach der in Unterabschnitt 3.2.7
beschriebenen Messmethode. Die Absorptionsénderung bei 260 nm verglichen zur
raumtemperierten Referenzprobe ist gegen die Temperatur aufgetragen. Die Daten-
punkte (schwarz) wurden durch Logistic Kurven (rot gestrichelt) angepasst. Die
Wendepunkte der Anpassungskurven geben Auskunft iber die Schmelzpunkte der
Proben. Diese wurden durch zweifache Ableitung der Anpassungskurven ermittelt.
Die Nulldurchgange der Kurven liegt in der Nahe der Temperatur der Referenzkii-
vette von 24°C. Abweichungen sind auf leichte Unterschiede in den Konzentrationen
zuriickzufiihren.
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Abbildung 3.14.: Schmelzkurven der HEGL-verkniipften Doppelstrange DS ACT=TCA und

DS ACTTCA (schwarz) gegen eine raumtemperierte Referenzkiivette. Die Schmelzpunkte

(durch senkrechte Linien gekennzeichnete Wendepunkte im Bild) wurden ermittelt durch
Logistic Kurven Anpassungen an die Datenpunkte (rot gestrichelt) und zweifache Ableitung.

Ihrer Geometrie entsprechend weist die CPD-geschidigte Probe mit 33.9°C einen
erheblich niedrigeren Schmelzpunkt auf als die intakte Sequenz bei 62.7°C. Die
Schmelzkurve der Probe DS GAT=TAG wurde in [Bucl6] bereits beschrieben. Der
Schmelzpunkt wurde zu 42°C bestimmt. Es ist anzunehmen, dass die zugehorige in-
takte Sequenz tiber einen hoheren Schmelzpunkt verfiigt. Die Belichtungsexperimente
wurden bei einer Raumtemperatur von 23°C durchgefiihrt. Nach den vorliegenden
Ergebnissen lag bei dieser Temperatur der Grofteil der Molekiile in allen gemessenen
Proben doppelstrangig vor.
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3. Selbstreparatur

HPLC-Analysen der Doppelstrange In den HPLC-Analysen wurde bei allen un-
tersuchten Doppelstrang-Sequenzen ein hoherer Anteil an Nebenfraktionen als bei den
Einzelstrangen gefunden. Abbildung 3.15 stellt die HPLC Analysen der Doppelstrang-
Sequenzen gegeniiber.
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Abbildung 3.15.: Untergrund korrigierte HPLC Analysen der Doppelstrang-Sequenzen mit
Haarnadel-Struktur bei Raumtemperatur. Der Zahlenwert in den Abbildungen reprasentiert
das Verhiltnis der Nebenfraktionen (dunkelgraue Flachen) zu den Hauptfraktionen (hellgraue
Flachen).

Die Flachen der Nebenfraktionen sind dunkelgrau gekennzeichnet. Die Fléchen-
verhéltnisse der Neben- zu den Hauptfraktionen betragen in den einzelnen Féllen
nach Basislinien-Korrektur: 25% (DS ACTTCA), 24% (DS ACT=TCA), 106%
(DS GATTAG) und 95% (DS GAT=TAG). Neben Verunreinigungen, konnte der
hohe Fléchenanteil auf die Analyse bei Raumtemperatur zurtickzufiithren sein. Eine
Mischung verschieden geoffneter Haarnadel-Konformationen konnte unterschiedlich
an der HPLC-Saule haften. Es ist nicht auszuschlieen, dass wiahrend der Belichtung
bei Raumtemperatur auch eine Mischung unterschiedlicher Konformationen vorlag.
Gemafl dem Verhalten einzelstriangiger Oligonukleotide, miissten offene Haarnadel-
Strukturen starkerer Schadigung unterliegen als geschlossene. Dies hatte zur Folge,
dass die Absorptionsdnderung der Doppelstrange durch die Belichtung iiberschétzt
wiirde und in Richtung einer flacheren Steigung korrigiert werden miisste. Verun-
reinigungen in den Proben wiirden dazu fiihren, dass die tatsédchlich von der Probe
absorbierte Strahlungsdosis iiberschitzt wiirde, was bei Korrektur in einer hoheren
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3.3. Ergebnisse

Steigung der Kurven resultieren wiirde. Beide Effekte sind quantitativ schwer zu
erfassen und kompensieren sich in Bezug auf die Steigung gegenseitig. Die Messdaten
sollten jedoch unter Beriicksichtigung der genannten Punkte betrachtet werden. Der
Zusatz von NaCl diente der Stabilisierung der Doppelstrang-Proben und der Simu-
lation biologischer Bedingungen. Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde dieselbe
Menge NaCl auch den Einzelstrang-Proben zugegeben. In fritheren Messungen wurde
NaCl nur bei den Doppelstrang-Proben zugesetzt. Die experimentellen Daten weisen
jedoch darauf hin, dass im Fall der einzelstrangigen Proben kein Unterschied zwischen
den unterschiedlichen Messreihen besteht.

Absorptionsanderungen bei 271 nm Ein Teil der Ergebnisse im Rahmen dieser
Arbeit wurde bereits in [Bucl6] préisentiert. Dabei wurde die stark reparierende
Sequenz GAT=TAG in ihrer doppelstrangigen Form untersucht. Vergleiche mit den
zugehorigen Einzelstrangen und dem intakten Doppelstrang zu GATTAG sollten
Einblicke in die Funktionsweise des Reparatur-Mechanismus bezogen auf das Genom
geben.
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Abbildung 3.16.: A: UV-induzierte Absorptionsinderungen bei 271 nm gegen die in den
Proben absorbierte Dosis bei 290 nm (exemplarische Messdaten). B: Steigungen aus linearen
Anpassungskurven zu A, gemittelt (iber mehrere Wiederholungsmessungen.

Neben den Einfliissen der direkten Nachbarbasen, besteht im Doppelstrang dariiber
hinaus die Moglichkeit tiber die Basenpaarungen hinweg Ladungen zu transferieren
[Zhal5]. Dies fiihrte zur Fragestellung, ob GA bzw. AG Dinukleotide am Gegenstrang
zum T(CPD)T Schaden den Doppelstrang stabilisieren oder gar reparieren konnen?
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3. Selbstreparatur

Fiir Antworten auf diese Fragen werden im Folgenden die doppelstréangigen Sequenzen
GAT=TAG und ACT=TCA mit ihren intakten Aquivalenten verglichen.

In den Doppelstrang-Sequenzen sind die T(CPD)T Schiaden nicht mehr auf Thymin-
Dimere eingeschriankt, sondern es treten auch C(CPD)T und T(CPD)C Kombina-
tionen auf. In der aktuellen Literatur finden sich keine prézisen Angaben zu den
entsprechenden Extinktionskoeffizienten bei 290 nm. Es wird angenommen, dass
diese dhnlich klein sind wie der Extinktionskoeffizient von T(CPD)T. Folglich werden
die Schaden nicht direkt beobachtet, sondern durch eine Absorptions-Abnahme der
zugehorigen intakten Basen. Aus diesem Grund muss berticksichtigt werden, dass sich
das Minimum in den Differenzspektren in Richtung der C Absorption (Abbildung 3.9)
zu 271 nm verschiebt. Die Differenzspektren aller CT oder TC enthaltenden Pro-
ben wurden daher bei 271 nm ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.16
aufgetragen. Fiir Proben mit nur einem TT Dinukleotid oder T(CPD)T wurden die
Absorptionsdnderungen bei 266 nm aus Unterabschnitt 3.3.2 iibernommen. Diese
sind als solche gekennzeichnet.

Anzahl der CPD Maoglichkeiten Zunachst fillt auf, dass alle doppelstrangigen
Proben bei UV-Belichtung in der Reihenfolgen DS ACT=TCA < DS GAT=TAG
< DS GATTAG < DS ACTTCA geschadigt werden. Wo bei den einzelstrangi-
gen Sequenzen in Unterabschnitt 3.3.2 sequenzbedingt nur eine CPD-Bildung oder
Reparatur stattfinden konnte, bestehen in den doppelstringigen Sequenzen nun
mehrere Moglichkeiten fiir Pyrimidin-Dimer Schéden. Diese sind schematisch in
Abbildung 3.17 eingezeichnet.

Abbildung 3.17.: Schematische Darstellung der Doppelstrang-Proben mit Anzahl der Méglich-
keiten fir eine CPD-Schadigung.

Die Starke der Absorptionsidnderung aufgrund der Schadigung nimmt mit der
Anzahl der vorhandenen Schadens-Positionen zu. Eine Ausnahme bildet die Sequenz
DS ACTTCA, welche iiber 3 mogliche Positionen zur CPD Bildung verfiigt. Dass in
der Praxis nur ein oder zwei CPD Schaden gleichzeitig entstehen kénnen, geht erst
bei hoheren Belichtungsdosen ein. Die Sequenz DS GATTAG verfiigt kombinatorisch
ebenfalls tiber 3 Moglichkeiten, einen CPD Schaden zu bilden. Dennoch weist die
Sequenz DS ACTTCA bei gleicher Basen-Zusammensetzung die grofite negative
Absorptionsanderung bei Belichtung auf. Dies weist darauf hin, dass die vier benach-
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barten Pyrimidine sich fordernd auf die Schadensbildung auswirken. Untermauert
wird diese Beobachtung durch die starke Schéadigung von ACTTCA, verglichen mit
der Summe aus CTAATC und GATTAG. Trotz der gleichen Anzahl an Moglichkeiten
zur Bildung eines CPD Schadens tiberwiegt die Schiadigung von ACTTCA deutlich.
Eine Ursache kénnte die Stapelung der Basen sein. Unterstiitzt wird dieses Ergebnis
durch die Studien von [Sch09], wobei in Thymin-20mer-Strangen einen Faktor 2 bis
3 hohere T(CPD)T Quantenausbeuten als im Dinukleotid gemessen wurden.

Die Messung der einzelstrangigen ACT=TCA Probe ist in Abbildung 3.16 nicht
aufgefithrt. Der Hintergrund ist, dass herstellerbedingt von dieser Probe nur sehr
geringe Probenmengen zur Verfiigung standen, wodurch die Probenkonzentration
entsprechend reduziert werden musste. Ein Vergleich der Belichtungs- bzw. absor-
bierten Dosen ist nicht moglich. Die Untergrund korrigierten Differenzspektren fiir

ACT=TCA sind in Abbildung 3.18 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.18.: Differenzspektren des Einzelstranges ACT=TCA in sehr geringer Kon-
zentration nach UV-Belichtung bei 290 nm. Korrekturen: Mittelung Giber zwei Spektren je
Belichtungsstufe, Abzug der unbelichteten Spektren und des Untergrunds bei rund 360 nm.

Die Absorptionsdnderung im Minimum der Differenzspektren von ACT=TCA
ist mit etwa -2 mOD vergleichbar mit der geringen Schadigung von TGAAGT.
Der Unterschied liegt in der wesentlich kleineren Konzentration von ACT=TCA
gegeniitber TGAAGT. Die Skalierung auf gleiche Konzentrationen liasst eine merkliche
Schadensbildung von ACT=TCA erwarten. Als Anhaltspunkt hierfiir dient die
Probe GCT=TCG. G ist ein stérkerer Elektronendonator als A (Tabelle 3.1). Die
zugehorigen ladungsgetrennten Zustédnde haben allerdings eine kiirzere Lebensdauer
[Tak08]. Insofern gibt die Probe GCT=TCG einen schr groben Hinweis auf das
mogliche Verhalten von ACT=TCA. Im Doppelstrang DS ACT=TCA diirfte der
Hauptbeitrag zur Schadigung vom ACT=TCA Strang stammen.

Bemerkenswert ist aulerdem die spektrale Lage der Bande bei 282 nm, welche
gegeniiber den weiteren Proben rotverschoben ist (vgl. Abbildung 3.9). Dies konnte
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darauf hinweisen, dass aufgrund der Belichtung zusétzlich Schaden am C auftreten.
Die Doppelstrange DS ACTTCA und DS ACT=TCA weisen eine dhnliche Bande
auf. Dies legt nahe, dass Schiaden am Cytosin eine Rolle bei der Schadigung der
zugehorigen Doppelstrange spielen konnten.

Pyr(6-4)Pyr Schadensbildung Die Differenzspektren der Sequenz DS ACTTCA
(Abbildung 3.9) verfiigen iiber eine ausgepragte Absorptionszunahme bei 318 nm.
Dieselbe Bande tritt beim einzelstrangigen ACTTCA bei vergleichbarer Belichtung
ebenfalls auf und ist etwa einen Faktor 3 kleiner. Bei den restlichen Proben ist die
Bande weniger stark ausgeprégt. Die Absorptionszunahme bei 318 nm koénnte auf
die Bildung des T(6-4)T Schadens hinweisen [SGZ15]. Es ist davon auszugehen, dass
auflerdem C(6-4)T und T(6-4)C entsteht. Dass der genannte Effekt bei der Sequenz
ACTTCA und ihrem entsprechenden Doppelstrang starker ausgepragt ist als bei
den anderen untersuchten Sequenzen, legt die Vermutung nahe, dass die erhohte
Pyr(6-4)Pyr-Schadensbildung in Zusammenhang mit der direkten Nachbarschaft und
der Basenstapelung der Pyrimidine steht.

Doppelstriange reduzieren Schadigung und Reparatur In diesem Abschnitt sollen
Unterschiede in der Photoreaktivitat zwischen Doppel- und ihren korrespondieren-
den Einzelstrdngen herausgearbeitet werden. Die Félle von DS GAT=TAG und
DS GATTAG wurden bei 266 nm im Rahmen von [Bucl6] diskutiert und sollen hier
unter Berticksichtigung der CT und TC Schéaden bei 271 nm aufgegriffen werden.
In Abbildung 3.16 B sticht der Einzelstrang GAT=TAG (gelb) durch seine Netto-
Reparatur hervor. Der Betrag der Absorptionsinderung durch die Schédigung des
Gegenstranges CTAATC (dunkel blau) ist kleiner. Zu erwarten wéire demnach eine
Netto-Reparatur des Doppelstranges DS GAT=TAG, welche jedoch nicht auftritt.
Anstelle dessen tritt eine schwache Folgeschadigung des Stranges.

Das extreme Gegenteil verkorpert der Doppelstrang DS ACTTCA (dunkelgriin) in
Richtung der Schédigung. Die Zusammensetzung aus dem sehr stark schidigenden
Einzelstrang ACTTCA (hell blau) und dem nahezu photostabilen TGAAGT (tiirkis)
lasst eine ebenfalls starke Schadigung des Doppelstranges vermuten. Diese féllt im
Experiment deutlich schwéacher aus, als es die Einzelstrange nahe legen. Das Verhalten
von DS GATTAG (rot), verglichen mit seinen zugehorigen Einzelstrangen (braun
und dunkel blau), ist diesem dhnlich. Bei DS ACT=TCA liegen keine Daten fiir
ACT=TCA unter gleichen Messbedingungen vor. Die Extrapolation von geringen
Mengen und der Vergleich mit GCT=TCG legen auch hier Ahnlichkeiten nahe.

Die Ursache fiir die beschriebenen Effekte konnte sein, dass die im Einzelstrang
gebildeten ladungsgetrennten Zustande im Doppelstrang zu einem gewissen Grad
reduziert oder gar unterdriickt werden. Die Watson-Crick-Basenpaarungen beeinflus-
sen die Ladungsverteilung im Molekiil derart, dass die Lebensdauer der reaktiven
Zusténde verringert wird [Bucl4b]. Studien von [Zhal5] stellen Proton-Transfer-
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Mechanismen zum Gegenstrang vor. Die Anregungsenergie ultraschnell im Molekiil
und an die Umgebung zu verteilen und somit unschédlich zu machen, zahlt zu den
natiirlich Abwehrmechanismen des Genoms gegen schédliche UV-Strahlung [CCKO05].
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass derartige Mechanismen sowohl die weitere
Schidigung als auch die Selbstreparatur reduzieren. Gerade aber die Verteilung der
Anregungsenergie tiber den Strang hinweg, kénnte ein Hintergrund fiir die besondere
Photostabilitit des Doppelstranges DS ACT=TCA sein. Die sterische Deformation
des Doppelstranges aufgrund des T(CPD)T [Ban09] konnte dafiir verantwortlich sein,
dass sich auf dem Gegenstrang zu einem gewissen Grad langlebige GA, AA, AG Ra-
dikalpaare bilden kénnen. Diese kénnten durch Ladungstransfer die im Einzelstrang
beobachtete weitere Schiadigung des ACT=TCA hemmen. Dass die Ladungsvertei-
lung auf dem Gegenstrang einen vorhandenen T(CPD)T Schaden sogar reparieren
konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet. Sie beeinflusst jedoch
dessen Photostabilitét.

3.3.4. HPLC-Analyse reparierter Einzelstrange

Neben den spektroskopischen Untersuchungen wurden als zusétzlicher Nachweis
fir die Photoreparatur HPLC-Analysen der belichteten Proben durchgefiihrt (Ab-
bildung 3.19). In den Graphen wurde die jeweilige Absorbanz bei 260 nm gegen
die Retentionszeit aufgetragen. Die Graphen sind nach Probengruppen sortiert. Die
Spuren innerhalb einer Gruppe wurden unmittelbar nacheinander aufgenommen.
In der Darstellung wurden innerhalb der Gruppen gleiche Skalierungen eingehal-
ten. Dadurch sind die Hohen der Maxima unmittelbar miteinander vergleichbar.
Zu beachten ist hierbei jedoch, dass durch die geringe Absorbanz von T=T bei
260 nm, die Flachen der Maxima relativ zu den intakten Sequenzen nicht direkt die
Mengenverhéltnisse widerspiegeln, sondern etwa einen Faktor zwei geringer sind.

Die erste HPLC-Spur innerhalb jeder Gruppe nimmt die jeweils unbelichtete Probe
ein. Hier ist bei allen Proben das T(CPD)T geschadigte Molekiil als Hauptfraktion
zu sehen. Es folgt die Spur der belichteten Probe am Ende der Versuchsreihen in
Abbildung 3.12. Die angegebenen Energien entsprechen der von der Probe absor-
bierten UV-Strahlungsdosis. Zusétzlich zur geschidigten Fraktion tritt bei allen
reparierenden Proben eine kleine Fraktion des intakten Molekiils auf. Verfahrensbe-
dingt kann es bei aufeinanderfolgenden Messungen zu leichten Verschiebungen der
Retentionszeiten kommen (Todvolumen der Séule), was einen direkten Vergleich der
HPLC-Spuren erschweren kann. Daher wurde den belichteten Proben in einer dritten
Spur vergleichbare Mengen der entsprechenden intakten Sequenzen beigemischt. Dies
ermoglichte den unmittelbaren Vergleich zur reparierten Sequenz. In der Mischung
wiirden verschiedene Molekiil-Spezies als zwei unterschiedliche Maxima erscheinen.
Die Tatsache, dass in allen Mischspuren im Retentionszeit-Bereich der intakten
Sequenz jeweils nur ein Maximum zu sehen ist, spricht deutlich fiir die Reparatur.
Zum Vergleich mit der Reparatur wurde die Schédigung der intakten Sequenz GATT
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Abbildung 3.19.: Analytische HPLC-Analysen der Einzelstrange in Abbildung 3.12 bei 260 nm
zur Verifikation der Reparatur bzw. Schadigung. Obere Spur: Unbelichtete Probe, mittlere
Spur: Belichtete Probe, untere Spur: Belichtete Probe mit beigemischter intakter Referenz. Die
angegebenen Leistungen entsprechen den von den Proben absorbierten Dosen.

analysiert. Erwartungsgemaf tritt hier eine kleine Fraktion bei der Retentionszeit des
CPD-geschadigten Molekiils auf. Dies unterstiitzt die Ergebnisse in Abbildung 3.9.

Die Tetramer-Sequenzen weisen etwas geringere Retentionszeiten als die Hexa-
bzw. das Oktamer auf. Der zeitliche Abstand zwischen den geschadigten und intakten
Molekiilen ist bei den Tetrameren iiberdies deutlich grofier. Hintergriinde kénnten
sein, dass die durch den T(CPD)T Schaden verursachte raumliche Strukturédnderung
auf kurze Sequenzen groferen Einfluss hat [Ban09]. In langeren Sequenzen ist dieser
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3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

Effekt in Relation zum Molekiil geringer. Die rdumliche Struktur der T(CPD)T
Schaden konnte auBlerdem dafiir verantwortlich sein, dass die geschadigten Molekiile
kiirzere Retentionszeiten als ihre entsprechenden intakten Sequenzen haben.

Die Reparatur der GAT=T Sequenz stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit
den fritheren Ergebnissen tiberein [Bucl16]. Die intakten Basen am 3’ Ende in T=TAG
verursachen eine geringe Verschiebung der Maxima zu fritheren Retentionszeiten. Die
Retentionszeiten der Hexamere folgen der Reihenfolge GGT=TGG < GAT=TAG <
AGT=TGA < AAT=TAA. Die Proben mit auflenliegenden Guaninen laufen schneller
und mit aulenliegenden Adeninen langsamer durch die HPLC. Dies konnte daran
liegen, dass Adenin ein hoheres Adsorptionsverhalten gegeniiber der verwendeten
HPLC-Saule hat als Guanin.

Die Proben GAT=TAG und GGT=TGG weisen bereits in den unbelichteten
Spuren kleine Nebenfraktionen von bis zu 10% der Hauptfraktion auf. Diese Ne-
benfraktionen sind auf Verunreinigungen zuriickzufiihren. Aufgrund der geringen
Mengen wurden die Proben nicht weiter auf gereinigt. Es ist jedoch anzunehmen, dass
die Verunreinigungen auch einen kleinen Anteil der Belichtungsleistung bei 290 nm
absorbieren. Die Berticksichtigung dieser Verunreinigungen wiirde in Abbildung 3.12
zu hoheren Steigungen fithren.

Die Positionen der Maxima nacheinander gemessener Spuren sind bei den Proben
AGT=TGA und GGT=TGG maximal 0.1 min zeitlich verschoben. Dies gibt einen
Anhaltspunkt fiir die verfahrensbedingte Ungenauigkeit der Retentionszeiten. Im
Rahmen dessen und durch die Mischung mit den intakten Referenzsequenzen besté-
tigen die HPLC Analysen die UV-induzierte CPD-Schédigung und Reparatur. Die
HPLC-Analysen der Sequenzen, deren Photoprodukte sich nicht eindeutig zuordnen
lieBen, werden in dieser Arbeit nicht separat aufgefiihrt.

3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

Als mogliche Mechanismen fiir die UV-induzierte Reparatur der T(CPD)T Schaden
durch benachbarte Basen wurden in der Literatur Stoérungen des Anregungsenergie-
Transfers und die Delokalisierung des angeregten Zustandes diskutiert [HIR07, Tay95,
Mar05, WR96]. Der Elektronentransfer aus langlebigen ladungsgetrennten Zustédnden
benachbarter Dinukleotide wurde in [Bucl6] vorgeschlagen. Dieser wurde daraufhin
fiir GAT=T theoretisch untermauert [Szal8]. Ob dieser Mechanismus auch fiir die
Reparatur der zuvor dargestellten CPD-Sequenzen verantwortlich sein kann, soll im
Folgenden beleuchtet werden. Hierzu wurden die Lebensdauern ladungsgetrennter
Zustande auf unterschiedlichen Dinukleotiden untersucht. Als Proben wurden verschie-
dene an den T(CPD)T Schaden angrenzende Dinukleotide aus Tabelle 3.2 auswahlt:
Die Purin-Dinukleotide AA, GA, AG, sowie die Purin-Pyrimidin-Kombination GC.
Als Messmethode wurde die in Unterabschnitt 3.2.8 beschriebene TRIR-Spektroskopie
eingesetzt.
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3. Selbstreparatur

Guanosin Sekundarstrukturen Zur reparierenden Sequenz GGT=TGG wurde im
Rahmen der TRIR Messungen auch das zugehorige Dinukleotid GG untersucht. Die
Ergebnisse wurden jedoch nicht in diese Arbeit aufgenommen, da der Verdacht besteht,
dass sich in dieser Probe bei langerer Behandlung zunehmend Sekundérstrukturen
bilden, welche das Ergebnis beeinflussen kénnten. Einen Hinweis darauf liefern die
UV /Vis-Spektren der Molekiile (Abbildung 3.20). Gegenitibergestellt sind die Spektren

fiir GG Proben unterschiedlicher Konzentrationen in deuteriertem Wasser.

20 T T T
—— GG [0.05 mM]
GG [0.05 mM] (quenched)
1.5t |--- GG [5 mM] (quenched) e

Normalized Absorbance

200 240 280 320
Wavelength / nm

Abbildung 3.20.: Normierte UV/Vis-Spektren der Probe GG bei 0.05 mM in H>O ohne
(schwarz) und mit (grau) thermischer Abschreckung. Bei 100fach hdherer Konzentration
(schwarz gestrichelt) zeigt die Abschreckung praktisch keinen Effekt.

Auffallig sind das flache Absorptionsprofil der Proben und der lange Ausléaufer der
Flanke bei 300 nm (Pfeil). Bei niedrigen Konzentrationen von 0.05 mM &ndert sich
das Spektrum, wenn die Probe zuvor auf knapp unter 90°C erhitzt und anschlieSend
auf Eis abgeschreckt wird (graue Kurve). Bei den Belichtungsmessungen betrug
die Konzentration etwa 0.02 mM. Das Spektrum der abgeschreckten Probe ist
vergleichbar zu den UV/Vis-Spektren der einzelnen DNA-Basen (Abbildung 1.2).
Dies gibt Hinweise auf eine Strukturédnderung der Probe durch die thermische
Behandlung. Bei hohen Konzentrationen von 5 mM, wie sie fiir die TRIR-Messungen
verwendet wurden, zeigt die thermische Handhabung der Probe keine Veranderung des
Verhaltens (schwarz gestrichelt). Unmittelbar nach dem Auflosen der Probe in Wasser
bildet sich die Flanke bei 300 nm auf einer Zeitskala von einigen Minuten aus. Die
fir die TRIR-Messungen erforderlichen hohen Probenkonzentrationen verursachen
vermutlich eine Zusammenlagerung der Molekiile zu Sekundérstrukturen, die fiir den
beobachteten Spektralverlauf verantwortlich sind. Dies erschwert die Interpretation
der Ergebnisse. Im Fall der stationéren Belichtungsexperimente bei 290 nm hatte
eine Aggregation eine hohere Absorbanz der Probe mit einem Maximum bei 300 nm
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3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

zur Folge. Es ist also fraglich, ob die beobachtete Negativ-Bande bei 317 nm im
Differenzspektrum von GT=TG auf einen solchen Grund zuriickzufiihren sein kann.
Bei GGT=TGG wird keine derartige Bande beobachtet, was gegen eine Aggregation
bei dieser Probe spricht.

3.4.1. Auswahl des TRIR Spektralausschnitts

Die bei den TRIR Messungen zu erwartenden Radikal-Ionen konnen anhand der
Redoxpotentiale (Tabelle 3.1) grob abgeschétzt werden. In Guanin enthaltenden
Dinukleotiden ist davon auszugehen, dass G als Donator ein Elektron an die benach-
barte Base abgibt. Demzufolge erscheint es sinnvoll, den Messbereich so zu wahlen,
dass die G** Markerbanden im Spektralausschnitt erfasst sind. Von den weiteren
Basen sind in der Nachbarschaft von Guanin die entsprechenden Radikal-Anionen
zu erwarten. Im Dinukleotid AA ist zusatzlich A*T zu erwarten.

Entsprechend dieser Uberlegungen wurden die IR-Schwingungsspektren zu den
vier kanonischen DNA-Basen und ihren korrespondierenden Radikal-Kationen bzw.
Anionen mit der Software Gaussian 03 simuliert. Als Ausgangspunkt diente die
Studie [Bucl4a], in der auler G und A, die RNA-Base Uridin und die methylierte Base
5mC betrachtet wurden. Statt der isolierten DNA-Basen wurde in den Simulationen
im Rahmen dieser Arbeit der Zucker durch eine Methylgruppe ersetzt. Dadurch
wird die Bindung am N9 der Purin- und N1 der Pyrimidin-Basen berticksichtigt.
Die Komplexitét der Molekitlstrukturen und der zugehorige Rechenaufwand werden
dadurch jedoch in Grenzen gehalten.

Vergleich unterschiedlicher Simulations-Einstellungen Vor der Simulation der
IR-Spektren aller vier kanonischen DNA-Basen und ihren zugehérigen Radikal-Ionen
wurden am Molekiil ImC Simulationen zum Test der Einstellungen durchgefiihrt. Un-
tersucht wurden die Simulationen mit unterschiedlichen Funktionalen, die Einfliisse
des Losungsmittels und die Deuterierung der Molekiile. Die Giite der Simulationser-
gebnisse wurde durch einen Vergleich mit experimentellen Daten tberprift [SGZ15].
Eine Gegentiberstellung findet sich in Abbildung 3.21. Die Schwingungsbanden
aus den Gaussian Berechnungen wurden mit Hilfe des Visualisierungsprogramms
Molden 5.0 identifiziert. Die Auswertung erfolgte im Wellenzahlbereich zwischen
1400 em~! und 1850 em ™! mit Lorentz-Profilen der Halbwertsbreite 5 cm~!. Die
Zuordnung der experimentellen Banden wurde auf Basis von [BSG03] vorgenommen.
Hellgrau gekennzeichnet sind diejenigen Banden, welche einer Steckschwingung der
Carbonyl (C=0) Gruppe am C2-Atom entsprechen. Dunkelgrau sind die planaren
Ring-Streckschwingungsmoden markiert.

Zunichst wurden die Becke3Lyp 6-31+G*, 6-31+G**, 6-311+G** Funktionale
unter den Einstellungen Opt und Freq = Anharmonic miteinander verglichen. Alle
Banden liegen relativ zu den experimentellen Daten zu weit im Blauen. In aufstei-
gender Reihenfolge verfiigen die Banden tiber eine leichte Tendenz zu niedrigeren
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Abbildung 3.21.: Berechnete IR-Spektren fiir das Molekiil 1mC unter Verwendung verschiedener
Simulations-Einstellungen im Vergleich zu experimentellen Daten [SGZ15]. Streckschwingungen
der Carbonyl-Gruppe sind hellgrau, planare Ring-Streckschwingungen dunkelgrau markiert
[BSGO3].

Wellenzahlen. Gleiches ist auch bei 6-81+G* gegen 6-311+G** Opt Freq = Readl-
sotopes zu sehen. Demnach wurde fiir die weiteren Berechnungen das Funktional
6-311+G** herangezogen.

Der Unterschied zwischen Becke3Lyp 6-311+G** Opt Freq = Anharmonic und
Freq = Read Isotopes ist minimal. Ein groflerer Unterschied ergibt sich unter Beibehal-
tung der Freq = Read Isotopes Einstellung, wenn die Wasserstoffe an den Amino- und
Imino-Gruppen (N Hy— und NH-) durch Deuterium ausgetauscht werden. Dies ist im
Experiment realistisch, da im Zuge der Infrarot-Spektroskopie mit deuteriertem Was-
ser gearbeitet wurde, worin die H-Atome an den Stickstoffen in der Gréflenordnung
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3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

von Millisekunden durch Deuterium substituiert werden [Sch08]. Bei Simulation des
deuterierten 1mC zeigt sich eine deutliche Rotverschiebung der Schwingungsbanden
im deuterierten gegeniiber dem hydrierten Molekiil. Somit liegen die deuterierten
Spektren ndher an den experimentellen Daten und werden als Einstellung weiter
verwendet.

Dartiber hinaus verschwindet die N H, Bande zwischen 1590 cm ="' und 1650 em ™!
(weifles Maximum). Dieser Effekt wird besonders deutlich beim Vergleich der Einstel-
lungen Freq = Anharmonic und Freq = Read Isotopes unter Verwendung des PCM
Losungsmittelmodells Wasser, wo die Bande besonders stark ausgeprégt ist. Die
Berticksichtigung des Losungsmittels gibt ihrerseits realistischere Bandenpositionen,
da sie den Bedingungen im Experiment dhnlicher ist.

Resultierend aus diesen Betrachtungen wurden zur Berechnung der IR-Spektren
der vier kanonischen DNA-Basen und den zugehorigen Radikal-Tonen die Einstellun-
gen Becke3Lyp 6-311+G** Opt Freq = Read Isotopes PCM Solvent = Water mit
deuterierten Amino- und Imino-Gruppen verwendet. Die Ergebnisse finden sich in
Abbildung 3.22.

Simulation der IR-Spektren Ein Vergleich mit experimentellen Spektren aus
[SGZ15] (1. Diagramm in jedem Block) zeigt, dass die errechneten stationéren
Banden (2. Diagramm) nur grob tibereinstimmen. Nichtsdestotrotz liefern die Si-
mulationen einen Anhaltspunkt fiir die zu erwartenden Spektren. Die Carbonyl-
Streckschwingungen liegen in allen drei Sauerstoff enthaltenden Basen G, C und T
energetisch hoher als die Ring-Streckschwingungen. Im Fall von Thymin existieren
aufgrund der zwei im Molekil vorhandenen Sauerstoff-Atome zwei C=0 Banden.
Bei den Radikal-Kationen sind diese Banden weiter blau verschoben als im Grundzu-
stand. Die Carbonyl-Banden in den Radikal-Anionen dagegen sind gegeniiber dem
Grundzustand rotverschoben. Eine ahnliche Tendenz in deutlich schwacherer Form
zeigen die rotverschobenen Ring-Streckschwingungsbanden der Radikal-Anionen. Die
Banden der Kationen liegen deutlich ndher an den Grundzustands-Banden. Zusétzlich
verfiigen die Ring-Streckschwingungen tiber eine Vielzahl von Eigenmoden, was eine
eindeutige Zuordnung erschwert. Die Substitution des Zuckers durch eine Methyl-
gruppe generiert ihrerseits zusétzliche Eigenmoden der Methylgruppe, die in den
Nukleotiden in dieser Form nicht entstehen konnen. Die meisten liegen energetisch
niedriger am linken Rand der dargestellten Spektren und werden nicht naher betrach-
tet. Die Analyse der berechneten Spektren der vermuteten Radikal-Tonen zeigt, dass
die starke C=0 Bande des G** den hoch- und die Ring-Streckschwingungen des A*~
den niederfrequenten Spektralbereich einschranken. Der Vergleich des experimentellen
Spektrums von Guanin mit dem berechneten Grundzustands-Spektrum, weist auf
eine Blauverschiebung der simulierten Spektren hin. Die Carbonyl-Schwingungsbande
des G** wird dadurch vermutlich tiberschatzt. Dafiir sprechen die Ergebnisse von
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Abbildung 3.22.: Berechnete IR-Spektren der vier kanonischen DNA-Basen und die zugehori-
gen Radikal-lonen im Vergleich zu experimentellen Spektren aus [SGZ15]. Am N9 der Purin- und
N1 der Pyrimidin-Basen wurde der Zucker zur Vereinfachung der Berechnung durch eine Methyl-
gruppe substituiert. C=0 Streckschwingungen sind hellgrau, planare Ring-Streckschwingungen
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dunkelgrau gekennzeichnet [BSGO3].

[Bucl4a], welche die Bande bei 1704 cm ™! beobachtet haben. Unter Beriicksichtigung
dieser Aspekte wurde der Messbereich auf 1489 bis 1718 em ™! festgelegt.
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3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

3.4.2. Ergebnisse der TRIR Messungen

3D Darstellung Die Datensétze der TRIR Messungen lassen sich, wie in Abbil-
dung 3.23 (oben links) am Beispiel von der Probe GA aufgezeigt, dreidimensional
darstellen.
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Abbildung 3.23.: 3D Darstellung der TRIR Messergebnisse von GA (oben links). Absorptions-
spektren nach unterschiedlichen Verzégerungszeiten des Anregungs- gegen den Abtastimpuls
(rechts). Darstellung der Zeitverlaufe bei ausgewahlten Markerbanden (unten).

Die Verzogerung des Anregungs- relativ zum Abtastimpuls ist gegen die Wellenzahl
aufgetragen. Die durch die Anregung hervorgerufenen Absorptionsdnderungen im
Infraroten sind entsprechend der abgebildeten Farbskala kodiert. Die blauen Ab-
sorptionsbanden des ausbleichenden Grundzustandes treten besonders hervor. Die
aufleren Banden geben den Grundzustand von Guanin und die mittlere den von
Adenin wieder.

Schnitte in horizontaler Richtung stellen die Absorptionsspektren zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Anregung dar (rechtes Bild). Die anfangs stark ausgepragten
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Abbildung 3.24.: 3D Darstellung der TRIR Messergebnisse unterschiedlicher Dinukleotide
im Vergleich. Gestrichelte Linien markieren verschiedene Bandenpositionen ausbleichender
Grundzustande (blau) und entstehender Radikal-lonen (rot).

Absorptionsbanden des ausbleichenden Grundzustandes verschwinden hin zu lan-
geren Verzogerungszeiten. Nach 1000 ps ist das System nicht vollstandig relaxiert.
Es verbleibt eine stationédre Signatur, in der sich unter anderem das Spektrum des
aufgeheizten Losungsmittels abzeichnet. Hierauf wird im nédchsten Abschnitt genauer
eingegangen. Die senkrechten Schnitte reprasentieren die Zeitverlaufe auf logarith-
mischer Skala. Im unteren Bild wurden Graphen bei exemplarischen Markerbanden
herausgegriffen. Die charakteristischen Ring-Streckschwingungsbanden von Guanin
bei ca. 1576 cm™" (blau) und Adenin bei 1623 cm ™" (rot) sind aufgetragen [BSGO3].
Die starke Ausbleichsignatur verkorpert die initiale Anregung des Molekiils. Im
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3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

Vergleich dazu sind die Zeitverlaufe bei zwei Wellenzahlen, die dem G** entsprechen
(1609 cm~! und 1706 em™!) [Bucl4a], gezeigt. Der geringe Abfall der Kurven im
Messfenster weist auf langlebige ladungsgetrennte Zustande hin. Die Tatsache, dass
die Zeitverlaufe bei langen Zeiten einen Wert kleiner null haben, basiert auf dem
Effekt, dass die angeregten Molekiile einen Teil ihrer Energie an das Losungsmittel
D50 abgeben und dieses somit erwarmen. Das heifle Losungsmittel pragt den Daten
eine eigene Signatur auf, welche im Folgenden beschrieben wird.

Abbildung 3.24 zeigt einen Vergleich der TRIR Messergebnisse unterschiedli-
cher Dinukleotide in dreidimensionaler Darstellung. Auffillig ist die Ahnlichkeit
im Verhalten von GA und AG. Der Riickgang der Signaturen erfolgt lediglich bei
AG etwas schneller als im Fall von GA. GC weist sehr kurzlebige Signaturen von
Grundzustands-Ausbleichen und Radikal-Ionen auf. Dagegen verfiigt die Probe AA
iiber sehr langlebige Auslédufer der entsprechenden Signaturen.

Einfliisse des Losungsmittels Die UV-Belichtungsexperimente im Rahmen dieser
Arbeit wurden in H,O durchgefiihrt. Fiir die IR-Messungen wurden aufgrund von
charakteristischen H,O Schwingungen im untersuchten Spektralbereich als Losungs-
mittel D,O gewahlt. Es besteht die Moglichkeit, dass Isotopen-Effekte Unterschiede
in den transienten Zerfallen beider Losungsmittel hervorrufen. So zeigen beispielswei-
se die Simulationen mit Gaussian (Abbildung 3.21) eine leichte Rotverschiebung der
Schwingungsbanden. Unterschiede in der Stérke der Wasserstoff-Briickenbindungen
konnten andere transiente Schwingungsrelaxationen hervorrufen. Am Beispiel von
Adenin wurden jedoch identische transiente Signale in HoO und D;O beobachtet
[CHKO03]. Es wird daher angenommen, dass im Fall der untersuchten kurzen DNA-
Sequenzen die Unterschiede zwischen den Losungsmitteln nicht stark ins Gewicht
fallen. Unabhéngig davon, ist ein relativer Vergleich zwischen den TRIR-Messungen
der einzelnen Proben in DO moglich, welcher Anhaltspunkte fiir das Reparaturver-
halten der untersuchten Sequenzen auch in HyO gibt.

DADS Einen quantitativen Einblick in die Lebensdauern angeregter Zustdnde
verschaffen globale Anpassungen an die Daten, wie sie in [Sch08, Pil16] beschrieben
wurden. Aus den globalen Anpassungen wurden die Zeitkonstanten fiir die Zerfalle
und ihre korrespondierenden zerfallsbezogenen Differenzspektren (Decay Associated
Difference Spectra, DADS) bestimmt. Diese sind fiir die oben genannten Dimere
gruppenweise in Abbildung 3.25 aufgetragen. Fir die Proben GA, AG und AA
wurden die Anpassungen mit drei Zeitkonstanten ab 6 ps (GA), 7 ps (AG) und
7 ps (AA) durchgefiihrt. Fiir GC wurden zur nidheren Differenzierung der schnellen
Kinetiken 4 Zeitkonstanten ab 3 ps herangezogen. Die Bedeutung der DADS zu
unterschiedlichen Zeitkonstanten werden im Folgenden naher erlautert.

Innerhalb der ersten Pikosekunden finden ultraschnelle interne Konversionsprozes-
se statt, gefolgt von Schwingungskiithlung [BBU15b]. Dabei wird die iiberschiissige
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Abbildung 3.25.: DADS der Dinukleotide GA, AG, GC und AA. Bei der Komponente zur
Zeitkonstante ,,unendlich” wurde der Einfluss des aufgeheizten Losungsmittels subtrahiert (vgl.
Abschnitt 3.4.2) und stationare FTIR-Spektren mit negativem Vorzeichen und angepasstem
Nullpunkt (grau) hinzugefiigt. Die berechneten Radikal-lonen-Spektren sind Abbildung 3.22

entnommen.

Schwingungsenergie an das Losungsmittel abgegeben. Beispiele fiir die Dauer sind
3 ps fiir Desoxyguanosin-Monophosphat (dGMP) [ZIK13] und 4.2 ps fir 9mA in deu-
teriertem Wasser [MBKO07]. Dieser Effekt dominiert das TRIR-Messsignal innerhalb
der ersten Pikosekunden und somit die DADS zu frithen Zeitkonstanten (erste Gra-
phen in den Gruppen). Das Ausbleichen des Grundzustandes (Ground State Bleach,
GSB) ist in den DADS als negative Banden bei fiir die DNA-Basen charakteristischen
Wellenzahlen zu beobachten. Mithilfe der Literatur [BSG03] identifizierte Bandenpo-

64



3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

sitionen wurden farbig markiert (senkrechte Linien) und durch ihre Wellenzahlen den
entsprechenden Basen zugeordnet. Charakteristisch fiir die Schwingungskiihlung sind
positive Banden am niederfrequenten Rand der GSB Banden, welche Anharmonizitat
zugeschrieben werden [HOZ98, Sch04].

Angeregte elektronische Zustédnde sind die Ursache fiir die langlebigen positiven
Banden in den DADS zu Zeitkonstanten zwischen ca. 10 ps und 1 ns [BBU15b,
HOZ98]. Diese sind als farbige Fliachen gekennzeichnet. Es handelt sich um die
Signaturen ladungsgetrennter Radikalpaare der Dinukleotide. Die Identifikation
der Banden erfolgte durch Vergleiche mit der Literatur [Bucl4a] und mit den in
Unterabschnitt 3.4.1 berechneten Spektren. Letztere wurden zum expliziten Vergleich
in den unteren beiden Graphen jeder Gruppe gegeniiber gestellt. Die relative Lage
der positiven Radikalionen-Banden relativ zu den zugehorigen GSB Banden stimmen
in Experiment und Simulation tiberein.

Zusétzlich zu den schnellen Kinetiken verbleibt bei langen Zeiten von > 1000 ps ein
Teil des urspriinglichen Signals mit deutlich reduzierter Amplitude als Hintergrund
erhalten (vgl. Abbildung 3.23). Es handelt sich um einen konstanten Term, in wel-
chem Signaturen mit einer Lebensdauer von iiber 2 ns, wie beispielsweise irreversible
Anderungen an der Probe, enthalten sind. Dazu zihlt neben Molekiil-Signaturen
auch die langlebige Signatur heiflen Losungsmittels. Diese fithrt zu einer Absorptions-
anderung, die im DADS zur unendlichen Zeitkonstanten zu finden ist. Abbildung 3.26
zeigt diesen Beitrag der globalen Anpassung (inf. DADS) fiir das Dinukleotid GA als
schwarze durchgezogene Kurve.
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Abbildung 3.26.: Korrektur des heiBen Losungsmittels in den DADS zur Zeitkonstante un-
endlich. Dargestellt ist das DADS des Dinukleotids GA zur unendlichen Zerfallszeit (schwarz
durchgehend), dazu skaliert die stationare Signatur des heiBen Losungsmittels DO (schwarz
gestrichelt) gemaB [Sch08] und das Differenzspektrum (grau).
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3. Selbstreparatur

Die Signatur fiir erwarmtes DoO wurde den stationdren FTIR-Spektren in (Sch08,
Abb. 5.6) entnommen, entsprechend skaliert und um einen geringen Untergrund
korrigiert eingezeichnet (schwarz gestrichelt). Das Differenzspektrum beider Kurven
ist in grau dargestellt. Analog zu dieser Vorgehensweise wurden alle DADS zu
unendlichen Zerfallszeiten in Abbildung 3.25 korrigiert.

Es verbleiben Spektren der Eigenmoden des elektronischen Grundzustandes. Zum
Vergleich sind zusatzlich stationdre FTIR-Spektren mit negativem Vorzeichen und
angepasstem Nullpunkt in hellgrau eingezeichnet. Im Rahmen der spektralen Auf-
l6sung des verwendeten Gitters und der in Abschnitt 3.2.8 beschriebenen Wellen-
langenkorrektur stimmen die Positionen der Maxima iiberein. Einzig die Bande der
Carbonyl-Streckschwingung von G bei ca. 1667 em ™! ist in den DADS-Spektren
relativ zu den FTIR-Daten blau verschoben. Ein Grund hierfiir konnte sein, dass
im Dinukleotid die Prasenz einer benachbarten Base Einfluss auf die sterische Aus-
richtung der Carbonyl-Gruppe nach aulen hat und die Basen eine stérker geordnete
Struktur einnehmen. Laut [BSGO03] verschiebt sich die Bande bei der Bildung eines
raumlich geordneten Doppelstranges merklich ins Blaue. Im Fall der Dinukleotide
konnte die Anordnung der Base eine ahnliche Rolle spielen.

Die Ahnlichkeit im Verhalten der Dinukleotide GA und AG spiegelt sich in ihren
DADS wider. Der ladungsgetrennte (CT) Zustand von AG hat mit 280 ps eine
etwa 140 ps kiirzere Lebensdauer der von GA. Griinde hierfiir konnten ebenfalls in
der sterischen Ausrichtung der Basen liegen, wodurch unterschiedliche Stapelung
hervorrufen werden kénnte. Die G** Banden sind in den DADS beider Proben sehr
deutlich zu erkennen. Schwierig zu identifizieren sind die A*~ Banden im Bereich von
unter 1550 em ™! aufgrund ihrer Vielzahl unterschiedlicher Ring-Streckschwingungen.

Der CT Zustand lebt im GC Dinukleotid mit 25 ps eine Gréflenordnung kiirzer
als bei GA und AG. Die Amplituden der G-Kation Banden sind vergleichbar. Die
C*~ Bande tritt sehr deutlich bei 1549 cm™! hervor. TRIR-Messungen von Bucher
et al. [Bucl4a] am Dinukleotid 5mCG bestétigen die gemessene C*~ Bande. Die
G-Bande bei 1661 cm™! im DADS fiir unendliche Zerfallszeit ist nicht zu héheren
Wellenzahlen verschoben. Eine Ursache dafiir konnte in der niedrigeren Stapelungs-
Wahrscheinlichkeit von Pyrimidin- gegentiber Purin-Basen liegen [BBU15b]. Durch
die ungeordnete Struktur behalten die Dinukleotide ihre freie Beweglichkeit und
somit ihren Einzelbasen-Charakter.

Das AA Dinukleotid verfiigt iiber eine starke Absorptionsbande bei ca. 1627 em ™!,
Diese zeichnet sich deutlich im GSB Signal aller zugehorigen DADS ab. Die Amplitude
der Bande im DADS zur Zerfallszeit unendlich ist wesentlich grofler als bei den
anderen untersuchten Dinukleotiden. Die Lebensdauer des CT Zustandes ist mit
700 ps im Vergleich ebenfalls deutlich hoher. Die positive Bande im zugehorigen
DADS ist sehr breit und reicht von 1492 em~! bis 1569 em~!. Sie umfasst eine
Vielzahl von Ring-Streckschwingungen. Die hohe Lebensdauer kann in der hohen
Stapelungs-Wahrscheinlichkeit fiir Adenine begriindet liegen. Bei 25°C liegen im Fall
von AA ca. 80% der Dinukleotide in gestapelter Anordnung vor [BBU15b]. Diese
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3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

steht in engem Zusammenhang mit der Bildung ladungsgetrennter Zustande [Szal8,
Cre04]. Es bleibt jedoch offen, ob ein Teil der Anregungsenergie in Excimer-ahnliche
Zustande tibergeht, wie sie in der Literatur diskutiert werden [CCKO5].

Fehler der globalen Anpassungen Die Genauigkeit der globalen Anpassungen
héngt von unterschiedlichen Faktoren ab. Zunéchst spielt die Wahl des anzupassenden
Zeitbereichs eine Rolle. In Abbildung 3.27 sind exemplarisch die zwei Transienten
der Probe GA aufgetragen (graue Kurven) und die zugehorige Anpassung ab 6 ps
(schwarze Kurven).
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Abbildung 3.27.: Transiente Absorptionsédnderung von GA bei zwei exemplarischen Wellenzah-
len (grau) mit zugehoriger globaler Anpassung (schwarz). Das markierte Minimum der GSB
Signatur bei 1627cm~" (Pfeil) liegt auBerhalb des Anpassungsbereiches.

Es handelt sich um die Wellenzahl 1619 ¢m ™! und den GSB der A-Bande bei
1627 em ™. Letzterer Zeitverlauf wird aufgrund ihrer Kurvenform zu frithen Zeiten
unter 10 ps von der globalen Anpassung nicht prézise getroffen. Dieser Effekt wird
reduziert, falls die untere Anpassungs-Intervallgrenze zu langeren Zeiten verschoben
wird. Je spéter jedoch die Anpassungsgrenze liegt, umso unpréziser werden die
DADS fiir kurze Zeiten. GSB Minima, wie das in der Abbildung gekennzeichnete
(Pfeil), konnen durch die Anpassung nur noch grob abgeschétzt werden und genaue
Informationen tiber Ausbleichamplituden und Lebensdauern gehen verloren. Bei der
Festlegung des Anpassungsbereiches gilt es eine Balance zu finden zwischen diesen
beiden Aspekten. In den dargestellten Messungen wurden die unteren Grenzen fiir die
Anpassungen auf 3, 6 und 7 ps gesetzt, was in allen Féllen das lokale Minimum der
GSB Signatur ausschlieft. Die Lebensdauern und Amplituden der frithen DADS sind
daher unprézise im Hinblick auf die Messdaten. Anders gestaltet sich die Situation
fiir die langlebigen DADS, wo die Abweichungen der Anpassungskurven von den
Daten geringer sind.
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3. Selbstreparatur

Sample Fit fromps #of 7 71or /ps  X°

GA 6 3 420 £ 120 0.44
AG 7 3 280 £ 160 0.44
GC 3 4 25+9 0.35
AA 7 3 700 = 600 0.32

Tabelle 3.5.: Lebensdauern der CT Zustande (7¢7) mit Anpassungs-Einstellungen und Fehler-
abschatzung aus den Anpassungsdaten.

Bessere Anpassungsergebnisse zu frithen Zeiten lassen sich durch eine globale
Anpassung mit einer hoheren Anzahl an Zeitkonstanten erzielen. So wurde bei-
spielsweise im Fall von GC mit 4 anstelle von 3 Zeitkonstanten angepasst. Dadurch
konnte die untere Anpassungsgrenze bei vergleichbaren Abweichungen (vgl. x? in
Tabelle 3.5) auf 3 anstelle von 6 ps reduziert werden. Die Einfiihrung einer weiteren
Zeitkonstante zu frithen Zerfallszeiten verringert jedoch die Abstande zwischen den
Zeitkonstanten. Dies fiithrt zu stark verfdlschten DADS. Unterhalb eines Faktors
von etwa 5 zwischen den Zeitkonstanten werden dhnliche Artefakte sich gegenseitig
kompensierender Amplitudenspektren in den DADS beobachtet. Es gilt daher mit
den Anpassungseinstellungen einen Kompromiss zwischen den genannten Punkten
zu finden.

Einen Anhaltspunkt fiir die Abweichungen der Anpassungen liefern die zugehorigen
x2-Werte, welche durch das Anpassungsprogramm ausgegeben werden. Diese sind in
Tabelle 3.5 fiir die unterschiedlichen Proben aufgelistet. Die Fehler fiir die ermittelten
Zeitkonstanten, welche in Abbildung 3.28 graphisch als Fehlerbalken dargestellt sind,
entsprechen den Varianzen. Im Fall des Dinukleotids AA liefert die Anpassung nur
einen groben Anhaltspunkt fiir die Zeitkonstante, da diese mit einem sehr hohen
Fehler behaftet ist. Im Rahmen dieser Ungenauigkeiten stimmen die gemessenen
TRIR-Daten mit der Studie [Bucl4a] iiberein, in welcher fiir die Proben GA und
mCG langlebige Zeitkonstanten von 300 und 20 ps bestimmt wurden.

Ungenauigkeiten der Wellenlangen-Korrektur Neben den Ungenauigkeiten der
globalen Anpassung, gibt es Ungenauigkeiten in der Wellenlangenkorrektur (vgl.
Abschnitt 3.2.8). Vergleiche der stationdren FTIR-Spektren mit den DADS fiir
unendliche Zeitkonstanten liefern einen Anhaltspunkt fiir die Abweichungen. Auf
Grundlage dessen werden diese auf bis zu 3 em ™! geschitzt. Diese bewirkt eine
Verschiebung der Spektren, welche die Interpretation der Daten jedoch kaum beein-
trachtigt.
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3.4. Mechanismus des Ladungstransfers

Abschatzung der CT Quantenausbeuten aus den TRIR-Daten

Ziel dieses Abschnitts ist es, den in [Bucl6] vorgeschlagenen Mechanismus, dass CT
Zusténde fir die Reparatur der CPD-Proben in Abschnitt 3.3 verantwortlich sind,
anhand der vorgestellten Ergebnisse der TRIR-Messungen zu iberpriifen. In Analogie
zu den in Tabelle 3.4 dargestellten Schadigungs- und Reparatur-Quantenausbeuten,
erscheint es daher sinnvoll, aus den TRIR-Daten eine Quantenausbeute fiir die
Bildung des CT Zustandes abzuschéatzen.

Als Ma#f fiir die von der Probe absorbierte Leistung dienen die GSB Signale der
Basen abziiglich dem DADS mit unendlicher Zeitkonstante. Diese Grofle entspricht der
Summe der DADS mit endlichen Zeitkonstanten (vgl. Abbildung 3.23 unten rechts).
Die Wellenzahlen mit dem stérksten GSB wurden aus Abbildung 3.24 abgelesen.
Anschlieend wurden in den zugehorigen Transienten die lokalen Minima bestimmt.

Die Anzahl der umgesetzten Molekiile nach (3.4) steckt implizit in den Amplituden
der entstehenden Radikal-Ionen Banden. Da die Radikal-Ionen jedoch unterschiedli-
che Oszillatorstarken als der Grundzustand haben konnen, ist ein direkter Vergleich
schwer. Eine einfachere Variante ist es daher, die Ausbleichbanden direkt miteinander
zu vergleichen. Aufgrund thermischer Effekte kénnen Abweichungen in den Positionen
der lokalen Minima in den 3D-Darstellungen und den zu den CT-Zusténden gehori-
gen DADS entstehen [HOZ98, Sch04]. Im Rahmen dieser Abschatzung wurden die
Zahlenwerte der nichstgelegenen lokalen Minima aus den CT DADS abgelesen. Die
Verschiebung aufgrund thermischer Effekte betrug bis zu einem Detektionskanal. Fiir
die Abschiatzung der CT Quantenausbeute wurde der erhaltene Zahlenwert mit dem
zuvor ermittelten GSB Wert ins Verhéltnis gesetzt (siche Anhang A). Diese Prozedur
wurde fiir alle starken GSB Banden durchgefiihrt und die erhaltenen Zahlenwerte
gemittelt. Abbildung 3.28 veranschaulicht die gemittelten CT Quantenausbeuten.

Dabei wird davon ausgegangen, dass die langlebigen C'T Zustande entweder aus
der Anregung der einen oder anderen Base im Dinukleotid entstehen kénnen. Beim
Ladungstransfer geht die benachbarte Base in ein Radikal-Ton tiber und zeigt dieselbe
Signatur auf. Bei den Proben GA, AG und GC wurden jeweils zwei G** und eine A®~
bzw. C*~ Bande gemittelt. Im Fall von AA wurde lediglich die Bande bei 1627 cm™*
ausgewertet und mit dem GSB Signal skaliert. In Abbildung 3.28 ist zusétzlich
die Lebensdauer aus den globalen Anpassungen dargestellt. Dieses Verfahren zur
Bestimmung der Lebensdauern ist relativ ungenau und daher mit grolen Fehlern
behaftet. Die in der Abbildung eingezeichneten Fehlerbalken entsprechen den vom
Anpassungsprogramm ausgegebenen Varianzen. Die aufgetragene Lebensdauer der
Probe AA ist sehr ungenau und dient lediglich als grober Richtwert. Die Daten
werden lediglich fiir einen qualitativen Vergleich der Messungen herangezogen:

Die CT Quantenausbeuten der Proben GA und AG verhalten sich dhnlich wie
die Lebensdauern. Dabei liegt die CT Ausbeute fiir AG etwas tiefer. GC verfiigt
iiber eine dhnliche hohe Quantenausbeute wie GA, jedoch sticht die sehr niedrige
Lebensdauer hervor. Am niedrigsten ist in diesem Vergleich die CT Quantenausbeute
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Abbildung 3.28.: Abschitzung der Quantenausbeute des CT-Zustandes aus gemittelten TRIR-
Daten (graue Balken). Im Fall von AA wurde nur eine Bande ausgewertet. AA verfiigt auBerdem
iber einen hohen Fehler in der angegebenen Lebensdauer (vgl. Tabelle 3.5). Die schwarzen
Balken geben die Lebensdauern der CT-Zustande aus den DADS an. Zu beachten ist die geringe
Lebensdauer von GC.

der Probe AA, welche demgegentiber eine duflerst hohe Lebensdauer aufweist. Die
GroBenordnung der abgeschatzten Quantenausbeuten stimmt mit den angegebenen
Fraktionen in [Bucl4a] tiberein.

Ungenauigkeiten der CT Quantenausbeute Die Abschatzung der Quantenaus-
beuten der CT Zustdnde aus den TRIR Daten ist mit Ungenauigkeiten behaftet.
Fiir alle angeregten DNA-Basen werden deutlich ausgeprigte GSB Banden beob-
achtet. Die Anfangsanregung wird gefolgt von ultraschneller interner Konversion.
Diese erzeugt Molekiile im elektronischen Grundzustand mit einer anfinglichen
Schwingungstemperatur in der Groflenordnung von 1000 K, welche nach wenigen
Pikosekunden durch Schwingungskiihlung an das Losungsmittel abgesenkt wird
[MBKO7, Zhal3]. Die durch die hohen Temperaturen auftretende Besetzung hoherer
Schwingungsniveaus verursacht eine Rotverschiebung der Absorptionsbanden [Sch04,
HOZ98|, wie am Beispiel der 1625 cm ™! Bande beim Dinukleotid AA im Zeitbereich
zwischen 1 ps und 10 ps zu beobachten ist (vgl. Abbildung 3.24).

In der bisherigen Diskussion wurden ausschliefilich CT Zustédnde betrachtet. Die
gleichzeitige Entstehung anderer langlebiger Zustinde wiirde die Quantenausbeute
reduzieren. In der Literatur wurden keine Angaben fiir die Entstehung anderer
langlebiger Zustdande mit hohen Quantenausbeuten gefunden.

Bei den Dinukleotiden GC und GT werden die Auswertungen der TRIR-Daten
durch die nahe nebeneinander liegende Carbonyl-Streck-Schwingungsbanden von G,
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C und T im Wellenzahlbereich von 1650 cm ™! bis 1675 em ™! erschwert. Im Fall von
GT tuberlappen sich die Positivbanden des G** und des T-Radikal-Anions im DADS
des CT-Zustandes (vgl. Abbildung 3.25). Dies ergibt zusitzliche Ungenauigkeiten
bei der Auswertung.

Einfliisse des CT auf das Reparaturverhalten Zur Reparatur der dargestellten
T(CPD)T Schéaden tragen verschiedene Faktoren bei: Dazu zdhlen die Quanten-
ausbeute und Lebensdauer der CT Zustédnde in engem Zusammenhang mit der
Stapelungs-Wahrscheinlichkeit, die Redoxpotentiale der DNA-Basen, die Ladungsver-
teilung, aber auch sterische Aspekte. Die einzelnen Beitrage sind im Rahmen dieser
Arbeit nur eingeschrénkt zuginglich. So sind beispielsweise die zuletzt genannten
Faktoren Kernpunkte theoretischer Studien. Es folgt daher nun eine qualitative
Gegenitiberstellung der Ergebnisse vor dem Hintergrund der genannten Beitréage.

Zu sterischen Aspekten zahlen neben der rdumlichen Ausrichtung auch Faktoren
wie die Sequenz, die Beweglichkeit der Basen und die Zugénglichkeit funktionaler
Gruppen. Anhand der Proben GAT=T und T=TAG ist zu sehen, dass die Anordnung
der Nachbarbasen am 5 oder 3’ Ende des T(CPD)T Schadens Einfluss auf die
Reparaturaktivitat hat (vgl. Unterabschnitt 3.3.2). Obwohl die Quantenausbeute
und Lebensdauer des CT Zustandes dhnlich bzw. im Fall von AG sogar etwas kleiner
ist, wird bei T=TAG die starkere Reparatur beobachtet. Es wird daher vermutet,
dass die rdumliche Zuginglichkeit der Nachbarbasen zum T(CPD)T Schaden eine
entscheidende Rolle fiir die Reparaturaktivitit spielt.

Die Stapelung der benachbarten Basen ist eine Voraussetzung fiir die Reparatur
[Szal8, Cre04]. Dass die rdumliche Anordnung der direkt benachbarten Base gegen-
tiber dem T(CPD)T Schaden eine Rolle spielen konnte, lassen die Ergebnisse von
[Pan12] vermuten. Die starkere Reparaturaktivitat von AT=T gegentiber GT=T lasst
sich nicht durch die Redoxpotentiale [PH11] erkliaren, wonach G der stérkere Elektro-
nendonator ist. Purin-Basen haben mit ihrer grofleren hydrophoben Oberflache eine
hohere Stapelungstendenz als Pyrimidine [BBU15b]. Die héchste Tendenz wurde bei
Adenin festgestellt, die schwéchste bei Thymin [BH04]. Dies konnte die schwéchere
Reparaturaktivitat von AGT=TGA gegeniiber GAT=TAG unterstiitzen. Die lange
Lebensdauer des CT Zustandes bei AAT=TAA konnte eine dhnliche Ursache haben.
Die starke Reparaturaktivitiat der Probe resultiert als Folgeeffekt.

3.5. Zusammenfassung Selbstreparatur

Dass DNA-Basen in der Lage sind, aufgrund von UV-Absorption, einen benachbarten
T(CPD)T Schaden zu reparieren, ist aus der Literatur bekannt [Bucl6, Pan12, CS04].
Der Vorgang wird einem CT Prozess zwischen einem langlebigen ladungsgetrennten
Zustand auf den benachbarten Basen und dem T=T zugeschrieben [Bucl6, Szal§].
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Welche Systematik hinter dem Reparaturverhalten angrenzender Basen steckt,
wurde im Rahmen dieser Arbeit durch gezielte Variation der benachbarten Sequenzen
untersucht. Dazu wurden Belichtungsexperimente mit selektiver Anregung bei 290 nm
durchgefithrt und mit Hilfe von UV /Vis-Spektroskopie Quantenausbeuten fiir die
Reparatur ermittelt. Alle untersuchten Sequenzen mit Purinen in der Nachbarschaft
des T(CPD)T Schadens zeigten ein netto Reparaturverhalten. Am starksten zeichnete
sich die Sequenz T=TAG aus. Die Sequenz GCT=TCG, bei der eine Kombination
aus einem Purin und einem Pyrimidin an den T=T Schaden angrenzt, zeigte eine
netto Schadigung.

GG AG CG TG

(?) (280 ps)

GA AA CA TA

(420 ps) | (700 ps) (50 ps) !
GC AC CC TC

(25 ps)

GT AT CT TT

(14 ps) (75 ps) (-)°

Tabelle 3.6.: Ubersicht iiber mégliche Dimer-Kombinationen. In der Nachbarschaft eines
T(CPD)T untersuchte Dimere sind fett markiert. Lebensdauern, welche in Zusammenhang mit
ladungsgetrennten Zustanden stehen kdnnten, sind in Klammern aufgefiihrt.

Tabelle 3.6 zeigt eine Ubersicht iiber alle Dimer-Kombinationen aus den vier kanoni-
schen DNA-Basen. Die Dimere, welche in der Nachbarschaft eines T(CPD)T Schadens
untersucht wurden, sind fett gekennzeichnet. Die Reparatureigenschaften beschranken
sich nach aktuellem Kenntnisstand auf den oberen linken Quadranten. Ergebnisse
von TRIR spektroskopischen Untersuchungen gaben Hinweise auf langlebige CT
Zustdnde der Dinukleotide in der Groflienordnung einiger hundert Pikosekunden. Der
untere rechte Quadrant wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht (fehler-
hafte Proben). Es ist jedoch anzunehmen, dass bei allen vier Kombinationen starke
zusatzliche Schadigungen auftreten werden. Bei den Purin-Pyrimidin-Kombinationen
in den beiden verbleibenden Quadranten gibt es die Moglichkeit, dass das Pyrimidin,
wie im Fall von GCT=TCG in direkter Nachbarschaft zum T=T liegt. Bei Reparatur
eines T=T entstehen kombinatorisch drei Moglichkeiten fiir die Bildung eines neuen
CPD Schadens, was zu einer netto Schadigung fithrt. Dariiber hinaus spricht die

1Pillda
2Dool3
3Sch09, Pil16
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3.5. Zusammenfassung Selbstreparatur

sehr kurze Lebenszeit des CT Zustandes bei GC von ca. 25 ps gegen die effiziente
Reparatur nach obigem Mechanismus.

Falls sich das Purin, wie im Fall von TAT=T, in direkter Nachbarschaft zum T=T
befindet, besteht keine zusétzliche Moglichkeit fiir CPD Schédigung. Dennoch wurde
hier keine Reparatur beobachtet [Bucl6]. Dies gibt Anlass zur Vermutung, dass bei
den weiteren Kombinationen mit einem an den T=T Schaden angrenzenden Purin
auch keine Reparatur auftreten wird. Diese Fragestellung zu beantworten, verbleibt
jedoch Gegenstand moglicher Folgestudien.

Eine Ausnahme bildet das beobachtete Reparaturverhalten der Probe GT=TG,
welches in Einklang mit den Ergebnissen zu den Sequenzen GT=T und T=TG steht
[Pan12]. Die kurze Lebensdauer des angeregten Guanins von wenigen Pikosekunden
[ZIK13], weist auf einen anderen zugrundeliegenden Mechanismus, wie beispielsweise
direkte Reparatur, hin.

Im Fall der untersuchten doppelstringigen Sequenzen wurden ausschliellich netto
Schéadigungen beobachtet. Es ist jedoch hervorzuheben, dass die Schéadigungen gegen-
iiber den korrespondierenden Einzelstrangen deutlich reduziert waren. Eine Erklarung
dafiir konnte sein, dass die Doppelstrange durch ihre Struktur die Anregungsenergie
effektiver verteilen und damit sowohl die Schadigung als auch die Reparatur der
Einzelstrange reduzieren. Aufgrund der hoheren Komplexitat konnte kein direkter
Nachweis fiir die Interstrang-Reparatur erbracht werden.

Die Ergebnisse der TRIR spektroskopischen Untersuchungen und die daraus be-
stimmten Quantenausbeuten der CT Zustidnde geben einen Anhaltspunkt fiir die
Reparatureigenschaften der Sequenzen. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass zu-
sitzliche Faktoren das Reparaturverhalten der Sequenzen beeinflussen. Dazu zahlen
Redoxpotentiale und die Sequenz der Basen, welche fiir die Ladungsverteilung im
Strang verantwortlich sind. Auflerdem spielen sterische Faktoren, wie die Beweglich-
keit und die Stapelung der Basen eine wichtige Rolle.

Die vorgestellten selbstreparierenden Sequenzen, konnten aufgrund ihrer niedrigen
Komplexitdt wichtige Funktionen im Selektionsprozess in frithen Stadien des Lebens
gehabt haben. Die kurzen Sequenzen modellieren die DNA in ihren ersten Entwick-
lungsstufen. Die hier verwendete Belichtung am Rande des UVC-Bereiches stellt die
Umweltbedingungen auf der jungen Erde nach. Fiir den Reparaturprozess ist die
DNA dabei auf keine externen Molekiile, wie etwa Enzyme, angewiesen. Es handelt
sich stattdessen um intrinsische Eigenschaften der DNA selbst.
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4. 8-OxoGuanin Schadensbildung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Einfliisse benachbarter Basen auf die Repa-
ratur eines Photoschadens untersucht. Dazu wurden Sequenzen mit einem bereits
a priori vorhandenem T(CPD)T Schaden betrachtet. Neben der Selbstreparatur
spielt im Rahmen der prébiotischen Selektion der Prozess der Schadensbildung eine
womoglich noch groflere Rolle. Ob und inwiefern benachbarte Basen in der Lage
sind, die Bildung neuer Photoschidden zu beeinflussen, wird die Fragestellung im
zweiten Teil dieser Arbeit sein. Ahnlich zum ersten Teil wurde zunéchst der Einfluss
der Nachbarbasen auf die Bildung eines spezifischen Schadens untersucht. Hierzu
wurde der haufigste oxidative Schaden [Ste89], 8-0x0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine
(8-Ox0G), ausgewahlt. Dartiber hinaus wurde die generelle Schadensbildung aufgrund
von UVC-Strahlung an kurzen DNA-Oligonukleotiden zufélliger Sequenzen mit Hil-
fe eines statistischen Sequenzierverfahrens untersucht. Diese Ergebnisse werden in
Kapitel 5 vorgestellt.

Dieses Kapitel befasst sich mit der Bildung des oxidativen Schadens, 8-OxoG
(vgl. Abbildung 4.1). Im Gegensatz zu fritheren Studien, in denen vorwiegend mit
ionisierender Gamma- [Ber10], UVA- und UVB-Strahlung gearbeitet wurde [Sch17b],
ist das Besondere an diesem Teil der Arbeit, dass mit sehr schwacher UVC-Strahlung
belichtet wurde, wie sie auch im Lauf der evolutionaren Entwicklungsgeschichte
eine Rolle gespielt haben kénnen. Dabei stellte sich heraus, dass benachbarte Basen
einen wesentlichen Einfluss auf die Schadensbildung nehmen. Dieser wird im Fol-
genden herausgearbeitet. Im Anschluss wird ein moglicher Entstehungsmechanismus
diskutiert.

4.1. Grundlagen

Neben CPD-Schéiden, gibt es Reihe von photoinduzierten oxidativen Schéden [Cad17].
Diese treten in der Zelle ohne spezielle Sekundérstrukturen [Ban17] und mindestens
eine Groenordnung seltener auf als CPD-Schiaden [CDR15]. Oxidative Schéden
sind epigenetisch und stellen an sich eine Gefihrdung fiir den genetischen Code
dar [FDB17]. So zum Beispiel kénnen sie Transversionen von G nach T und somit
krebserregende Mechanismen hervorrufen [Pap02]. Im Lauf der Evolution haben
sich daraus aber auch wichtige regulatorische Funktionen bei der Gen-Transkription
und Signal-Transduktion entwickelt [CD17]. Aufgrund dessen wurde der Entste-
hungsmechanismus von 8-OxoG vielfach untersucht. Bekannte Mechanismen sind in
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Abbildung 4.1 gegeniibergestellt.
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Abbildung 4.1.: Bekannte Reaktionswege fiir die Bildung von 8-OxoG bei UV-Einstrahlung
[Cad17].

Die Reaktionswege basieren alle auf einer Wechselwirkung mit den umgebenden
Molekiilen zur Anlagerung des Sauerstoffes. Unterschiedlich sind die Reaktionspartner.
Wo im dritten Fall ein gelostes Singlett-Sauerstoffmolekiil bendtigt wird, ist es im
zweiten Fall ein OH-Radikal, welches aus dem Losungsmittel, Wasser, selbst entstehen
kann. In beiden Féllen steckt die Anregungsenergie im Reaktionspartner. Anders ist
die Situation beim ersten Reaktionsweg. Dieser geht von einem G** aus, welches in
Wechselwirkung mit dem umgebenden Wasser tritt.

In bisherigen Studien zur Bildung von 8-OxoG wurde vorwiegend mit ionisieren-
der Strahlung im UVA-, UVB- und 7-Bereich gearbeitet [CDR15, YSG17, DRC02].
Dadurch wird eine Vielzahl unterschiedlicher Reaktionswege fiir die oxidative Sché-
digung zugénglich. In der prabiotischen Entwicklung auf der Erdoberflache ist von
nicht ionisierender Strahlung im UV-Bereich mit spektralen Ausldufern bis in den
UVC-Bereich auszugehen [Rugl5]. In diesem Bereich sind photoinduzierte 1-Elektron-
Ionisationsprozesse an DNA-Molekiilen fiir die Entstehung oxidativer Schaden rele-
vant. Die zugehorigen Mechanismen unterscheiden sich zum Teil grundlegend von
den Mechanismen bei hoheren Strahlungsdosen. Kiirzlich wurden in einer Studie
1-Elektron-Ionisationsprozesse bei einer Wellenlange von 266 nm an natiirlicher
Kalbsthymus-DNA untersucht [Gom16]. Entgegen urspriinglichen Annahmen, konn-
ten die Autoren nachweisen, dass unter geringen Belichtungsdosen nur Reaktionsweg
1 eingenommen wird. Offen bleibt jedoch die Fragestellung nach dem Mechanismus,
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welcher zu den notwendigen Radikal-Kationen bei schwacher Strahlungsleistung fiihrt.
Diese soll im Folgenden behandelt werden.

4.2. Methode und Vorgehensweise

Natiirliche DNA-Strénge, wie Kalbsthymus-DNA| stellen aufgrund ihrer Komplexitét
hohe Anforderungen an die Auswertung. Fiir Riickschliisse auf den Mechanismus
wurden daher einfache Modellsysteme in Form von Mono- und Dinukleotiden unter-
sucht. Im spéteren Verlauf wurde die Studie auf Oligonukleotide der Liangen 4, 10
und 20 Basen ausgeweitet.

Probenauswahl

Zur gezielten Untersuchung der Einfliisse benachbarter Basen auf die 8-OxoG Scha-
densbildung wurde bei der Auswahl der zu untersuchenden Sequenzen systematisch
die Nachbarschaft zum G variiert. Begonnen wurde mit der Variation der Nachbar-
basen am 3’ Ende: GA, GT, GC. Auf die Untersuchung von GG wurde aufgrund der
schwierigen Handhabung der GG-Dinukleotide verzichtet (vgl. Abschnitt 3.4). Weite-
re Versuche wurden an den inversen Sequenzen AG und TG, exemplarisch fiir ein
Purin-Purin- und ein Pyrimidin-Purin-Dinukleotid, durchgefiihrt. Als Referenzprobe
diente Desoxyguanosinmonophosphat (dGMP). Der Einfluss der Oligonukleotid-
Lange auf die Schadensbildung wurde mit Hilfe der Sequenzen GAAG, sowie den
alternierenden GA-Sequenzen GAGA, (GA)s, (GA);o untersucht.

Probenhandhabung

Die sehr geringen Quantenausbeuten der 8-OxoG Schadensbildung in der Groflen-
ordnung von 107 [Gom16] und die spontane Bildung ohne Lichtzufuhr machen
eine spezielle Probenhandhabung erforderlich, da bereits kleine Verunreinigungen
oder falsche Lagerung die Messergebnisse beeinflussen. Die DNA-Proben wurden
kommerziell synthetisiert (biomers.net) und in getrocknetem Zustand geliefert. Als
Losungsmittel diente Wasser mit LC-MS Reinheitsgrad (Merck LiChrosolv). Ver-
fahrensbedingt wurde dabei auf Puffer und die Zugabe von NaCl verzichtet. Alle
Proben wurden auf eine Konzentration von 50 uM pro Base verdiinnt, d. h. 25 pM
bei Dimeren etc. Belichtet wurde in verschiedenen Aliquoten derselben Probe. Hierzu
wurde ein Vorratsgefal mit der gewtinschten Basenkonzentration vorbereitet, aus
dem fiir jede Messung nach vorheriger Durchmischung definierte Probenvolumina
entnommen wurden. So wurden innerhalb einer Messreihe vergleichbare Proben-
konzentrationen sichergestellt. Die Durchmischung wurde jeweils innerhalb von ca.
10 sec mit einen mechanischen Wirbelmischer durchgefithrt. Dadurch entstandene
Tropfchen innerhalb des Reaktionsgefafideckels wurden durch einen sehr kurzen
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Schleudervorgang in der Zentrifuge entfernt. Anschlieend wurde jeweils ein Aliquot
der Probe fiir die bevorstehende Belichtung entnommen.

Zur Belichtung wurde eine Quarzkiivette mit den Abmessungen (10 x 10) mm
(Hellma Anayltics) in Kombination mit einem kommerziellen (1.5 x 5) mm Magnetriih-
rer verwendet. Die stationdren Belichtungen wurden bei pH 7 durchgefiihrt. Durch
den Verzicht auf Puffersalze verursachte Einfliisse auf den lokalen pH-Wert wurden
analysebedingt im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Unmittelbar nach der
Belichtung wurden die Proben in separaten Reaktionsgefiafien bei -80°C eingefroren.
Bei allen Messungen wurde sorgféltig darauf geachtet, die Zeit an Raumtemperatur
fiir die Proben so kurz wie moéglich zu halten, um eventuelle Wechselwirkungen mit
der Umgebung zu minimieren. Nach der Entnahme der belichteten Proben aus der
Kivette, wurde diese zweimal mit dem oben genannten spektroskopischen Wasser
gespiilt und anschlieend zweimal mit Aceton der Reinheit > 99.9% (Merck). Die
Losungsmittelreste wurden zunachst von Hand aus der Kiivette geschleudert und
anschliefend griindlich mit Stickstoff herausgeblasen. Der Magnetrithrer und der
PTFE-Stopfen der Kiivette wurden nach demselben Verfahren gereinigt. Unmittelbar
nach der Reinigung wurde die Kiivette verschlossen, um Staubablagerungen aus
der Raumluft zu reduzieren. Die spektroskopischen Losungsmittel wurden fiir die
Versuchsreihen in gesonderte Vorratsgefiafie gefiillt, welche ebenfalls nur jeweils kurz
fiir die Entnahme geoffnet wurden. Durch diese Vorgehensweise konnte die vorhande-
nen Staubspuren auf ein Minimum reduziert werden. Zum Pipettieren der Proben
wurden Pipetten der Volumina 1000 pl und 100 pl (Eppendorf Research) benutzt.
Wiéhrend der Probenpraparation und Belichtung wurden keine Zusatzmafinahmen
zum Ausschluss von Sauerstoff ergriffen.

Messmethode

Als Messaufbau wurde der in Unterabschnitt 3.2.5 vorgestellte Belichtungsaufbau
eingesetzt. Aufgrund der sehr geringen zu erwartenden Quantenausbeuten in der
GréBlenordnung von 107° [Gom16] wurden die Proben mit einer Absorbanz von ca.
0.6 OD bei einer Wellenlénge von 266 nm, nahe dem Absorptionsmaximum der einzel-
nen DNA-Basen, angeregt. Die Spotgrofie betrug ca. 5 mm x 5 mm bei einer mittleren
Leistung von 1.1 mW. Die Betriebsspannung fiir den Magnetriithrer betrug 9 V. Zu
Beginn der Messreihe wurden die Belichtungsbedingungen mit Hilfe einer mit Wasser
gefiillten Kiivette kontrolliert. Die Leistung hinter der Kiivette wurde im Verlauf der
Messreihe protokolliert. Belichtet wurde in 4 Stufen: schwach (1 min 20 s), mittel
(2 min 52 s), stark (8 min 34 s) und sehr stark (17 min 7 s). Fir jede Belichtungsstufe
wurden gesonderte Aliquote aus dem Vorratsgefafl entnommen. Die Quantifizierung
der Menge an entstandenem 8-OxoG erfolgte durch Dr. Olesea Kosmatchev und
Kerstin Kurz am Lehrstuhl Carell (Fakultit fiir Chemie, LMU Miinchen) mittels
Ultrahochdruck-Chromatographie (UHPLC) in Kombination mit Triple Quadrupol
Massenspektrometrie (QQQ-MS). Hierzu wurde den belichteten Proben zunéchst
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ein definiertes Testvolumen entnommen. Mit Hilfe von Verdau-Enzymen wurden die
Oligomere am Riickgrat gespalten und zu Nukleosiden hydrolysiert. Diese wurden
anschliefend gefiltert und durch definierte Zugabe einer isotopenmarkierten 8-OxoG
Referenzprobe quantifiziert. Die detaillierten Messprotokolle sind [Sch17a] zu entneh-
men. Ein Vergleich der Flichen der Maxima in den zugehorigen HPLC UV-Spuren
lieferte einen Wert fiir die restliche vorhandene Menge an intaktem G. Aus den
absoluten Mengen an 8-OxoG und G wurde im Rahmen der Quantifizierung das
Verhéltnis der Mengen 8-OxoG / G mit zugehoriger Standardabweichung ermittelt.

Vollstandigkeit des Verdaus

Ob die verwendeten Verdau-Enzyme tatséchlich die Oligomere zu Nukleosiden hy-
drolysierten, wurde in zwei separaten Messungen iiberprift. Insbesondere sollte
untersucht werden, ob die Abtrennung bei sehr kurzen Oligonukleotiden, wie den
nachfolgend untersuchten Modellsystemen, zuverlassig funktioniert.
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Abbildung 4.2.: Analytische HPLC Chromatogramme bei 260 nm fiir die synthetischen

Sequenzen 8-OxoG — G, A — 8-OxoG und ein alternierendes GA-20mer mit einem 8-OxoG
Baustein auf Position 9 (Synthese: biomers.net).

Analyse von Testsequenzen Zunéchst wurden unterschiedliche Dinukleotide, sowie
ein Oligonukleotid der Lange 20 Basen mit jeweils einem synthetischen 8-OxoG-
Baustein erworben (biomers.net). Verdau und HPLC-Auftrennung wurden nach der
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oben beschriebenen Methode vorgenommen. Abbildung 4.2 fiihrt die Ergebnisse fir
die Sequenzen 8-OxoG — G, A — 8-OxoG und ein alternierendes GA-20mer mit
einem 8-OxoG Baustein auf Position 9 exemplarisch auf.

Das oberste Chromatogramm zeigt ein nahezu ausgeglichenes Verhéltnis zwischen
der Menge an G und A im (GA);o Oligonukleotid und eine geringe Menge 8-OxoG
bei einer Retentionszeit von 7.2 min. Dieses Ergebnis entspricht etwa der erwarteten
Probenzusammensetzung. Die Dinukleotide A — 8-Ox0G und 8-OxoG — G im zwei-
ten und dritten Diagramm weisen jeweils ein hoheres Maximum der intakten Base auf
und einen etwas kleineres 8-OxoG Maximum. Zu beachten ist, dass die aufgetrennten
Proben-Komponenten tiber unterschiedliche Extinktionskoeffizienten verfiigen. Dieser
liegt laut Hersteller fiir 8-OxoG bei ca. 0.5 der intakten DNA-Basen. Fiir einen
direkten Vergleich miissen die Flachen der Maxima auf integriert und entsprechend
skaliert werden. Unter Beriicksichtigung dessen stimmen die Probenmengen mit
Abweichungen von ca. 30% 8-OxoG Uberschuss iiberein. Dies lidsst darauf schliefen,
dass die enzymatische Spaltung des Phosphat-Riickgrates nicht durch 8-OxoG beein-
triachtigt wird. Die Abweichungen, wie z. B. das Maximum bei 5.85 min, lassen sich
vorwiegend durch synthesebedingte Verunreinigungen der Proben erkléren.

Vollstandige Analyse belichteter Proben Zusitzlich zu der QQQ-MS Analyse
der genannten Testsequenzen wurde die Vollstandigkeit des Verdaus an belichteten
Proben iiberprift. Im Rahmen der QQQ-MS Analyse wurden ausschlieSlich spe-
zifische Molekiilfragmente von 8-OxoG quantifiziert. Eine massenspektroskopische
Analyse der vollsténdigen Probe erforderte grofiere Probenmengen. Eine solche wurde
an den drei Sequenzen GA, GT und (GA),o durchgefithrt. Dazu wurden grolere
Stoffmengen von 140 nmol (Dimere) bzw. 14 nm (20mere) in 2 ml spektroskopischem
Wasser flir 1 h 35 min 51 s bei 266 nm mit einer Leistung von 1.1 mW belichtet.
Anschlieend wurden alle Proben verdaut und durch umfassende massenspektro-
skopische Untersuchungen (Orbitrap XL, ThermoFisher Scientific) analysiert. In
allen drei Fallen wurden die Massen der einzelnen Basen, jedoch keine Massen der
urspriinglichen Oligonukleotide gefunden. Dies gibt zusatzliche Hinweise darauf, dass
der enzymatische Verdau in den untersuchten Proben vollstdndig ablauft. Aufgrund
der geringen Probenmengen koénnen jedoch nicht siamtliche Reaktionsprodukte rou-
tineméfig aufgeschliisselt werden. Dieser Sachverhalt stellt eine vermutlich kleine
Fehlerquelle dar.

4.3. Ergebnisse
Die Bestimmung der UV-induzierten 8-OxoG Mengen erfolgte mit geringen Teil-
volumina der belichteten Proben. Ein Vergleich der darin enthaltenen Mengen an

8-Ox0G in pmol hangt stark vom gerade entnommenen Teilvolumen und somit von
der Pipettier-Genauigkeit ab. Eine sinnvollere Darstellung ist der Bezug auf die im
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Teilvolumen vorhandene Menge G. Diese ist erheblich grofler als die Menge an 8-OxoG
und andert sich durch die Belichtung kaum. Dieses Verhaltnis ist unabhéngig vom
analysierten Probenvolumen und dessen Konzentration. Da auch ohne Belichtung
geringe Mengen an 8-OxoG in den Proben enthalten waren, wurde der 8-OxodG
Anteil der unbelichteten Proben als konstanter Untergrund von allen Datenpunkten
abgezogen. Der so ermittelte Anteil an entstandenem 8-OxodG wurde graphisch
gegen die absorbierte Dosis aufgetragen. Letztere wurde bestimmt nach (3.6).
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Abbildung 4.3.: 8-OxoG Schadensbildung in kurzen Oligomeren bei schwacher Belichtung
mit 266 nm Licht an unterschiedlichen Messtagen. y-Achse: Relative Menge der entstandenen

8-OxoG Molekiile, [8-Ox0G]/[G]. x-Achse: insgesamt in der Probe absorbierte Dosis, inkl. der
Absorption durch nicht-G Molekiile.

Abbildung 4.3 gibt eine Gesamtiibersicht der untersuchten Oligonukleotide. Die
auf der x-Achse aufgetragene absorbierte Dosis bezieht sich auf die Probenmolekiile
als Ganzes. Dabei wurde nicht unterschieden, welcher Anteil des Lichts von welcher
Base absorbiert wurde. Hierauf wird in Unterabschnitt 4.3.3 néher eingegangen. Jede
Teilabbildung A bis D stellt die Daten einer Messreihe gegentiber. Innerhalb einer
Messreihe wurden alle Belichtungen am selben Tag vorgenommen und an einem
weiteren Tag analysiert. In jeder Messreihe treten die Proben G und GT auf. Diese
dienten zusétzlich der Referenzierung.

Bei erster Betrachtung féllt auf, dass aufgrund von UVC-Belichtung im (GA)q
Oligomer (dunkelblaue Kurven in A bis C) im Vergleich zu kiirzeren Oligonukleotiden
die grofite Menge 8-OxoG entstanden ist. Die geringste Mengen 8-OxoG haben sich
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bei den G Mononukleotiden (schwarze Kurven) gebildet. Die hohere 8-OxoG Ausbeute
in Strangen im Vergleich zu Mononukleotiden steht in Einklang mit der Literatur
[Pap02]. Die Graphen der Di- und Tetranukleotide liegen durchweg im Bereich, der
zwischen den Kurven der Proben (GA);p und G aufgespannt wird.

Ob die Probenhandhabung selbst zur Bildung von 8-OxoG beitragen kann, wurde
an den beiden Dimer-Sequenzen GA und GC anhand von Dunkelmessungen un-
tersucht. Diese sind als gestrichelte Kurven in Messreihe D, im Bild unten rechts
dargestellt. Die Proben wurden (unbelichtet) identisch zu den belichteten Proben
behandelt. Die Datenpunkte wurden geméafl ihrer Behandlungszeit aufgetragen und
dienen dem Vergleich. Die wahrend der Prozedur unveranderte Menge an 8-OxoG
lasst darauf schlieflen, dass die Probenhandhabung wéahrend der Belichtung die
Versuchsergebnisse nicht beeinflusst.

Verfahrensbedingt sollte die vor dem Verdau zugegebene Menge an isotopenmar-
kiertem 8-OxoG in etwa der zu analysierenden Stoffmenge 8-OxoG entsprechen.
Vorhergehende Messreihen liefern dafiir einen Anhaltspunkt. Erst die Analyse am
Ende des Messvorganges gibt jedoch Aufschluss iiber die exakten Mengenverhéltnisse.
Bei sehr grofien 8-OxoG Ausbeuten, wie zum Beispiel bei stark belichteten (GA)o,
lagen die Datenpunkte zum Teil oberhalb der Quantifizierungsgrenze. Diese schlief3t
ein Mengenverhéltnis zwischen der Probenmenge an 8-OxoG und dem entsprechenden
isotopenmarkierten Standard von < 4.5 ein. Aufgrund des linearen Zusammenhangs
der Daten, wurden in Abbildung 4.3 Datenpunkte bis zu einem Mengenverhaltnis
(8-Ox0G : isotopenmarkiertes 8-OxoG) von 8.3 beriicksichtigt.

Die Ungenauigkeit der UV-Detektion ergibt einen Fehler der absorbierten Dosis
im Bereich von etwa 10% (vgl. Abschnitt 3.3.1). Diese stellt jedoch nicht den limitie-
renden Faktor fiir den Gesamtfehler dar. Die statistische Streuung der detektierten
8-Ox0oG Mengen liegt im Bereich von bis zu 50%. Die genauen Ursachen hierfiir sind
bisher nicht gekldrt. Die Dunkelexperimente in Abbildung 4.3 D weisen darauf hin,
dass kein zusétzliches 8-OxoG bei der Handhabung der Proben entsteht. Die ver-
schiedenen Steigungen konnen entweder aus einer unterschiedlichen Photoreaktivitat
an den einzelnen Versuchstagen oder aus Unterschieden in der Analyse resultieren.
Ein Ansatz, systematische Fehler durch Referenzierung zu eliminieren, wird in Un-
terabschnitt 4.3.1 vorgestellt. Statistische Schwankungen zwischen Versuchsreihen
lassen sich dadurch jedoch nicht korrigieren.

Folgereaktionen Die Messungen der Probe GC lieferten in den Messreihen Ab-
bildung 4.3 B, C nur im Fall niedriger Belichtungsdosen realistische Werte. Bei
hoheren Belichtungsdosen entstehen unregelmafige Einbriiche der 8-OxoG Mengen.
Ein Beispiel ist in Abbildung 4.4 A skizziert.

Eine mogliche Ursache fiir einen Riickgang der Menge an 8-OxoG wiére die Pho-
toreparatur der geschidigten Molekiile bei hohen Belichtungsdosen. In diesem Fall
miusste der Reparatureffekt jedoch sehr ineffizient ablaufen. Wahrscheinlicher sind in
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Abbildung 4.4.: Reduzierte 8-OxoG Ausbeuten bei hohen Belichtungsdosen (A) und bei
langerer Lagerung (B).

diesem Zusammenhang daher Folgereaktionen. Beispiele fiir mogliche Folgereaktio-
nen finden sich in [Luo01, Flel1, Fle13, AFB15]. Im Rahmen der Messungen wurde
eine vergleichbare Abnahme der 8-OxoG Menge mit steigender absorbierter Dosis
haufig bei GC und selten bei AG festgestellt. In allen weiteren Fallen wurde ein
naherungsweise linearer Anstieg der relativen 8-OxoG Menge mit der absorbierten
Dosis beobachtet.

Dass Folgereaktionen durch lange Lagerung begiinstigt werden, zeigen die Ergeb-
nisse in Abbildung 4.4 B. Aufgetragen ist ein Vergleich der Analysenergebnisse der
Oligonukleotide GAG A und (G A);¢ wenige Tage nach der Belichtung (durchgezogene
Linie) und derselben Proben nach einer Lagerung von mehreren Monaten bei -20°C
(gestrichelte Linie). Beim 20mer sind die Messpunkte im Rahmen der Genauigkeit
reproduzierbar. Im Fall des Tetramers GAGA ist bei den hoheren Belichtungsstufen
eine deutliche Abwértstendenz der Datenpunkte aufgrund der Lagerung zu beob-
achten. Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Proben unmittelbar nach der
Belichtung bei -80°C eingefroren und wenige Tage spater analysiert. Durch diese
MafBnahme koénnen Folgereaktionen zwar reduziert, aber nicht ganzlich ausgeschlossen
werden.

4.3.1. Referenzierung der Daten

Dass die Graphen der Di- und Tetranukleotide in Abbildung 4.3 im Bereich zwischen
den Mono- und 20-mer Kurven liegen, beschreibt das relative Verhalten der Proben
zueinander. Ein direkter Vergleich der Abszissen liefert jedoch unterschiedliche Werte.
Dieses Verhalten legt nahe, dass abgesehen von der Belichtung noch weitere Faktoren
die Steigung der Graphen beeinflussen. Eine mogliche Ursache konnte beispielsweise
in der Analysemethode liegen, bei der bereits geringe Unterschiede im Verfahren zu
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4. 8-OxoGuanin Schadensbildung

einem merklichen Effekt fithren konnen. Zur Veranschaulichung sei der Belichtungs-
prozess im Folgenden kurz skizziert:

Zu Beginn seien insgesamt NY Guanin-Molekiile in der Probe enthalten. Diese
teilen sich auf in eine Anzahl N2 intakte G Molekiile und eine Anzahl N{ . .~ von
Beginn an geschéadigte 8-OxoG Molekiile.

NO = Ng—OroG + Ng (41)

Die Belichtung im UVC-Bereich wandelt mit einer Konversion ~ intakte G Molekiile
in 8-OxoG Molekiille um. Die Gesamtteilchenzahl N bleibt dabei erhalten.

N = Ng oz + 7+ Ng+(1—7) - Ng =N" (4.2)

Der zweite Summand ist der durch die Belichtung verursachte Zuwachs. Der dritte
Summand ist die Anzahl der nach der Belichtung verbleibenden G Molekiile Ng. Die
Summe der ersten beiden Terme verkorpert die neue Anzahl der 8-OxoG Molekiile.

Unter der Annahme, dass die sensitive QQQ-Analyse des 8-OxoG eine systemati-
sche Ungenauigkeit 5 in die Daten einflielen lasst, die UHPLC zur Bestimmung des
G Gehaltes jedoch nicht, ergdben sich daraus folgende Analyseergebnisse vor und
nach der Belichtung:

Analysis Results Before Illumination After Illumination

QQQ(S_OXOG) ﬂ ) Ng—OxoG ﬁ (Ng—OxoG + N%)
HPLC(G) NG (1-7) N

Tabelle 4.1.: 8-OxoG Analyseergebnisse vor und nach der Belichtung.

In der Auswertung wird das Verhéltnis der Menge an 8-OxoG zu G betrachtet. Dieses
ist vor der Belichtung ry und nach der Belichtung r.

NO— o
m:5~iﬁ§§ (4.3)
G

Ng—OmoG +- Ng
(1—7)- NG

r=_p- (4.4)
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Die Differenz dieser beiden Groflen entspricht der Untergrund-Korrektur um die
Anzahl der geschadigten 8-OxoG Molekiile, welche nicht aufgrund der Belichtung
entstanden sind. Diese kann umgeformt werden zu:

Ng—OJJOG + Ng
(1—7) N

r—ro=0-7v- ~ By (4.5)
In der Naherung am Ende wurde verwendet, dass die Konversion « sehr viel kleiner
als 1 und die absolute Menge an 8-OxoG in der Probe im Vergleich zur Menge an G
sehr klein ist. Hieran wird deutlich, dass Ungenauigkeiten bei der 8-OxoG Detektion
die Steigungen der Kurven auf dieselbe Weise beeinflussen, wie die Ungenauigkeiten
bei der Belichtung.

Als Vergleichsmethode zwischen den unterschiedlichen Messreihen erscheint da-
her eine Referenzierung sinnvoll. In Frage kommen hierfiir die in allen Messreihen
enthaltenen Graphen der Proben G und GT. Wegen der guten Aussteuerung der
Messbereiche an allen Versuchstagen wurden die Messdaten der Probe GT als Bezug
fiir die Referenzierung verwendet. Hierzu wurde die Steigungen der entsprechenden
Anpassungskurven herangezogen und die Daten aller Messreihen auf diese referenziert.
Auswirkungen der Referenzierung auf die Steigungen sind in Abbildung 4.5 mit den
urspriinglichen Steigungen der linearen Anpassungskurven gegeniibergestellt. Die
Reihenfolge der Balken in jeder Probengruppe entspricht von links nach rechts der
Reihenfolge der Versuchstage geméfl Tabelle 4.2 A bis D. Die Referenzierung reduziert
bei der Mehrzahl der Proben die Streuung der Steigungen um ihren Mittelwert. Bei
einzelnen Proben, G, AG und GAAG, ist allerdings auch das Gegenteil der Fall. Aus
Griinden der Ubersicht wird im Folgenden mit den referenzierten Daten gearbeitet.

30} relative to GT

¥ O X Lo KN 0O L O XL X O W LA 0o L0
Ovovooyy»\ev [CAEENGNC) Ovo\?@@?y@v [CXEEENGNC)

Abbildung 4.5.: Links: Steigungen der linearen Anpassungskurven zu Abbildung 4.3, rechts:
Auf die Steigung der Probe GT referenzierte Steigungen.
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4. 8-OxoGuanin Schadensbildung

4.3.2. Quantenausbeuten

Bei geringen Belichtungsdosen besteht ein annédhernd linearer Zusammenhang zwi-
schen der absorbierten Dosis und der Menge an gebildetem 8-OxoG. Fiir die Mono-
und Dinukleotide wurden daraus die Quantenausbeuten der Schidigung entsprechend
dem in Abschnitt 3.2.6 beschriebenen Verfahren bestimmt. Fiir langere Oligonu-
kleotide ergibt sich der Unterschied, dass jeder Strang mehrere Guanine enthélt,
die zu 8-OxoG umgewandelt werden konnen. Die Mehrfachschadigung einzelner
Oligonukleotide ist jedoch aufgrund der niedrigen Belichtungsdosen und der sehr
geringen Schadensraten unwahrscheinlich. Deshalb kann in guter Ndherung ange-
nommen werden, dass alle auftretenden Strahlungs-Schiaden in unterschiedlichen
Oligonukleotiden sind.

Dies erlaubt ein Vorgehen, analog zu den Mono- und Dimeren, durch Bezug
der Anzahl der Schaden auf die Anzahl der vorhandenen Oligonukleotide. Die
Quantenausbeute entspricht hier der Anzahl umgesetzter G Basen dividiert durch die
Anzahl, der in der gesamten Probe absorbierten Photonen. Die Steigung ms_o.o¢ der
Graphen in Abbildung 4.3 ist direkt proportional zur dieser. Es ist aber zu beachten,
dass die Abszisse auf die Anzahl der vorhandenen Guanine Ng bezogen ist. Diese
muss bei der Berechnung mit berticksichtigt werden. Die Quantenausbeute ¢s_ozoa
fiir die 8-OxoG Schédigung ergibt sich folglich zu:

(beO:JcoG = TMg—0zoG * NG : Ephoton (46)

Nach dieser Vorschrift wurde die Quantenausbeute von GT aus dem Mittelwert
der Steigungen der Messdaten berechnet (Abbildung 4.5, links). Zur Bestimmung
der weiteren Quantenausbeuten wurde dieser Wert mit den mittleren Steigungen der
Proben nach der Referenzierung (Abbildung 4.5, rechts) multipliziert. Eine Auflistung
der nach dieser Vorschrift berechneten Quantenausbeuten befindet sich in Tabelle 4.2.
Als Wert fiir die Photonenenergie bei 266 nm wurde 4.66 eV verwendet [St607].

Im Fall eines Dinukleotids entspricht eine in der gesamten Probe absorbierte Leis-
tung von 0.6 J etwa 50 absorbierten Photonen pro Molekiil. Als grober Anhaltspunkt
fur die errechneten Quantenausbeuten sind die Studien von [Gom16] heran zu ziehen.
Hier wurde die 8-OxoG Quantenausbeute bei schwachen Belichtungsdosen (300 nm)
an nativer doppelstringiger Kalbsthymus-DNA auf 5- 1075 abgeschétzt. Dieser Wert
liegt in derselben Gréflenordnung wie die im Rahmen dieser Arbeit experimentell
ermittelten Werte.

4.3.3. Einflusse der benachbarten Basen

Als Hinfiihrung auf die Kernfrage nach dem FEinfluss benachbarter Basen auf die
Entstehung von 8-OxoG wurden bisher die Quantenausbeuten einzelner Proben
gegeniiber gestellt. In diesem Abschnitt soll eine weitere Form der Darstellung ein-
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DNA Sample B30z | 107°
G 241
GA 4+ 2
AG 3x1
GAGA 542
GAAG 5 x 2
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA 11+4
GT 4+ 2
TG 4+ 2
GC 5+ 2

Tabelle 4.2.: Experimentell ermittelte Quantenausbeuten der Entstehung von 8-OxoG bei
schwachen Belichtungsdosen mit 266 nm.

gefiihrt werden, welche die nachfolgende Betrachtung erleichtert. Dazu sei folgende
hypothetische Uberlegung vorweg geschickt: Betrachtet man ein G Monomer, so
wird die Belichtungsleistung ausschliefilich vom G selbst absorbiert. Die beobachtete
Schadensbildung wird durch die in G vorliegende Anregungsenergie ausgelost. Im
Dinukleotid absorbieren beide Basen zu dhnlichen Anteilen [SGZ15]. Wirde die
Schadensbildung am G ohne Wechselwirkung ausschliellich durch direkt vom G ab-
sorbierte Photonen ausgeldst, ldgen bei sonst gleichen Bedingungen in Abbildung 4.3
fiir die Dinukleotide halbe Steigungen vor. Fiir den direkten Vergleich beider Proben
bietet sich die Skalierung der x-Achse auf die in G absorbierte Dosis an. In dem
skizzierten Fall ohne jegliche Einfliisse der Nachbarbase lagen die Kurven des Mono-
und des Dinukleotids tibereinander.

DNA Sample Gewichtungsfaktor G
G (100%) 1

G (50%) A (50%) 0.42

G (50%) T (50%) 0.53

G (50%) C (50%) 0.56

Tabelle 4.3.: Ubersicht der gemessenen DNA-Proben mit zugehérigen Gewichtungsfaktoren
fur die Errechnung der ,in G absorbierten Dosis" (nach 18g).

Die in G absorbierte Dosis wurde aus der absorbierten Dosis gewichtet mit dem G-
Anteil in der Probe errechnet. Tabelle 4.3 zeigt die verwendeten Gewichtungsfaktoren
geméf den Extinktionskoeffizienten bei 266 nm [18g] fiir die unterschiedlichen Proben
Zusammensetzungen.

Im realen Experiment kann sich die Anregungsenergie iiber die benachbarten Basen
verteilen. Wechselwirkungen mit der Umgebung beeinflussen auftretende Reaktionen.
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4. 8-OxoGuanin Schadensbildung

Welche Auswirkungen hat dies auf die Graphen in Abbildung 4.37 Mangels vorhan-
dener Nachbarbasen hat der G-Monomer Graph ein Alleinstellungsmerkmal. Er wird
daher als Ankergerade angedacht. Alle Manipulationen, die durch benachbarte Basen
auftreten konnen, werden Abweichungen von dieser Ankergerade verursachen. Bei er-
hohter Schadensbildung werden die Graphen steiler, bei reduzierter Schadensbildung
flacher. Der G-Monomer-Graph unterteilt das Diagramm somit in zwei hypothetische
Sektoren. Der obere wird der Schadensférderung durch Nachbarbasen und der untere
einer Minderung der vorhandenen Schiaden zugeschrieben. Die Skalierung auf die in G
absorbierte Dosis ermdglich graphisch den direkten Vergleich der 8-OxoG Entstehung
aufgrund der Einfliisse der benachbarten Basen Abbildung 4.6.
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Abbildung 4.6.: Auf GT referenzierte 8-OxoG Schadensbildung in kurzen Oligomeren bei
schwacher Belichtung mit 266 nm Licht an unterschiedlichen Messtagen. y-Achse: Relative
Menge der entstandenen 8-OxoG Molekiile, [8-OxoG]/[G], bezogen auf die Steigung der Probe
GT. x-Achse: in G absorbierte Dosis gemaB Tabelle 4.3.

Die 8-OxoG Schadensbildung im Mononukleotid weist einen nahezu linearen
Zusammenhang mit der absorbierten Dosis auf. Alle weiteren untersuchten Proben
weisen eine hohere Schadigung als G auf. Somit wirken sich die angrenzten Basen
fordernd auf die oxidative Schadensbildung am G aus.

Die Graphen der vier Dimere GA, AG, GT und GC verfiigen iiber dhnliche
Steigungen. Vergleichbar mit einer etwas héheren Tendenz sind die Steigungen der
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Tetramere GAGA und GAAG. Bei den eingesetzten niedrigen Belichtungsleistungen
kann angenommen werden, dass zu jedem Zeitpunkt wahrend der Belichtung im
Mittel hochstens eine Photoneninteraktion pro Molekiil stattfindet. Vor diesem
Hintergrund kénnen die Tetramere als Zusammensetzung von Dimeren aufgefasst
werden. Unterschiede zwischen Dimeren und Tetrameren lassen sich woméglich auf
die starkere Basenstapelung der Tetramere zurtickfithren [BBU15b, BHO04]. Viel
deutlicher als in Abbildung 4.3 tritt dieser Effekt beim (GA)yo in Erscheinung. Dies
gibt Hinweise darauf, dass die Basenstapelung ein wesentlicher Faktor fiir die Bildung
von 8-OxoG in Oligonukleotiden ist.

4.4. Mechanismus der 8-OxoG Schadensbildung

Bisher ist der Entstehungsmechanismus des 8-OxoG Schadens bei niedrigen Belich-
tungsdosen nicht geklart. Ein Mechanismus unter Beteiligung von Singlett-Sauerstoff
wurde in neueren Studien ausgeschlossen und stattdessen die Reaktion tiber ein G*™-
Zwischenprodukt vorgeschlagen [Gom16, CD18]. Die hier prasentierten Ergebnisse
der langkettigen Oligonukleotide geben Hinweise darauf, dass die Basenstapelung eine
wesentliche Rolle fiir die Bildung von 8-OxoG spielt. Da die Basenstapelung eng mit
der Bildung langlebiger ladungsgetrennter Zustande verkntipft ist [CCK05, Mid09,
Bucl4al, wird im Folgenden durch den Vergleich mit TRIR-Messungen untersucht,
ob die Schadensbildung durch langlebige ladungsgetrennte Zustiande hervorgerufen
werden kann.

Die Analyse durch HPLC-MS erforderte die Einhaltung bestimmter Versuchsbedin-
gungen, wie etwa die Verwendung spektroskopisch reinen Wassers ohne Zugabe von
Puffersalzen und NaCl. Hierdurch ergaben sich Unterschiede zwischen den stationdren
und den TRIR-Messungen, welche mit Puffer in deuteriertem Wasser durchgefiihrt
wurden. Dass die transienten Schwingungsrelaxationen durch D,O gegeniiber H,O
wenig beeintrachtigt werden, wurde in Abschnitt 3.4.2 angesprochen.

4.4.1. Ergebnisse der TRIR Messungen

Die Messmethode, Anpassungsprozedur, Auswertung und Fehleranalyse der TRIR-
Messungen folgt der in Kapitel 3 beschriebenen Methode. Einige fiir den Kontext
notwendige Aspekte werden im Folgenden kurz wiederholt.

3D Darstellung Zusétzlich zu den in Unterabschnitt 3.4.2 erlauterten Dinukleoti-
den, wurde das Dinukleotid GT, die beiden Tetramere GAGA und GAAG, sowie
das 20mer (GA)yo mit Hilfe von TRIR untersucht. Abbildung 4.7 zeigt eine Gegen-
iiberstellung der Ergebnisse als 3D Datensétze mit gekennzeichneten Markerbanden
fir GSB Signaturen und Radikal-Ionen (gestrichelte Linien).
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Abbildung 4.7.: 3D Darstellung der TRIR Messergebnisse unterschiedlicher Oligonukleotide
im Vergleich. Gestrichelte Linien markieren verschiedene Bandenpositionen ausbleichender
Grundzustande (blau) und entstehender Radikal-lonen (rot).

Die Positionen der starken GSB Banden fiir G und A stimmen mit den Banden-
positionen in Unterabschnitt 3.4.2 iiberein. Abweichungen zeigen sich lediglich bei
der G Carbonyl-Bande von (GA)yo bei 1673 cm™!, welche gegeniiber den anderen
Proben mit Banden bei 1669 cm ™! etwas blau verschoben ist. Aulerdem gewinnt die
Carbonyl-Bande bei (GA)p im Vergleich zum kiirzeren Tetranukleotid GAGA an
Amplitude. Im Zuge der Doppelstrangbildung wird bei G eine Blauverschiebung der
Carbonyl-Bande beschrieben [BSG03]. Obwohl im Fall der Probe (GA)y kein Kom-
plementérstrang zur Verfiigung steht, mit dem Watson-Crick-Bindungen eingegangen
werden kénnten, wird eine Blauverschiebung beobachtet. Ursachen hierfiir konnten
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sein, dass aufgrund der Basenstapelung die Anordnung der Basen zueinander dhnlich
der Anordnung in einem Doppelstrang ist [Ang97], wahrend in kurzen Einzelstrangen
andere Anordnungen gefunden werden kénnen.

Die Ahnlichkeit der TRIR Daten der beiden Tetranukleotide GAGA und GAAG
erinnert an das vergleichbare Verhalten der Dinukleotide GA und AG in Unterab-
schnitt 3.4.2. Die Daten des GT Dinukleotids haben Ahnlichkeit mit den GC Daten.
Kurze Lebensdauern und tberlappende GSB Banden der einzelnen Basen zéhlen zu
den Gemeinsamkeiten.

DADS Die TRIR Daten in diesem Abschnitt wurden mit der in Kapitel 3 be-
schriebenen globalen Anpassungs-Prozedur ausgewertet. Die zugehérigen DADS zeigt
Abbildung 4.8. Die identifizierten Markerbanden wurden den DNA-Basen farblich
zugeordnet: G blau, A rot, T griin. In den DADS zu frithen Zeiten (oberster Graph in
jeder Gruppe) sind deutlich die rotverschobenen Signaturen des Schwingungskiihlpro-
zesses zu erkennen. Die Positivbanden der langlebigen Spezies in den mittleren DADS
(2. Plot je Gruppe) wurden als farbige Flachen markiert. Der Vergleich zu theoretisch
errechneten Spektren der erwarteten Radikal-Tonen in den unteren beiden Graphen
diente der Identifizierung. Die zugrundeliegenden theoretischen Simulationen wurden
bereits in Unterabschnitt 3.4.1 beschrieben. Das nach 2 ns am Ende der Messungen
verbleibende Signal, wird durch die jeweils dritten DADS mit der Zeitkonstante
yunendlich® repréasentiert. Die Signatur des heiflen Losungsmittels wurde nach der Me-
thode in Abschnitt 3.4.2 abgezogen. Zum Vergleich sind die stationidren IR-Spektren
(FTIR) der Proben mit negativem Vorzeichen und angepasstem Nullpunkt als graue
Kurven hinterlegt.

Die DADS der langlebigen Zustéinde zeigen fiir die Tetranukleotide GAGA und
GAAG é&hnliche Amplituden. Die G-Radikal-Kation Banden sind bei GAAG etwas
starker ausgeprégt als bei GAGA. Die Lebensdauern der CT Zustdnde der Tetranu-
kleotide sind mit etwa 600 ps fiir GAGA und 500 ps fir GAAG wesentlich hoher als
die der Dinukleotide GA und AG. Ein Grund hierfiir konnte die starker ausgepragte
Basenstapelung in den Tetranukleotiden sein. Das stark gestapelte AA besitzt den-
noch eine hohere Lebensdauer. Betrachtet man die Sequenz GAGA zusammengesetzt
aus den Teilsequenzen GA, AG und GA und die Sequenz GAAG aus GA, AA und
AG, so unterscheiden sich die beiden Sequenzen kombinatorisch um den Beitrag eines
GA gegen AA. Als Dinukleotid sticht AA durch seine besonders hohe Zeitkonstante
der langlebigen Spezies gegeniiber GA hervor. Ubertragen auf die Tetranukleotide
entstiinde darauf basierend die Erwartung, dass GAAG iiber eine hohere Lebensdauer
verfiigen wird als GAGA. Das gegenteilige Ergebnis kénnte in den Redoxpotentialen
der einzelnen Basen (vgl. Tabelle 3.1) begriindet liegen. G wirkt gegentiber A als
Elektronendonator. Dies fithrt dazu, dass die zwei zentralen Adenine in GAAG als
Akzeptor agieren, was eine energetisch ungiinstige Konstellation hervorrufen kann.
Diese konnte in Zusammenhang mit einer kiirzeren Lebensdauer des CT Zustandes
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Abbildung 4.8.: DADS der Oligonukleotide GAGA, GAAG, (GA)1o und AA. Bei der Komponente
zur Zeitkonstante ,,unendlich” wurde der Einfluss des aufgeheizten Losungsmittels subtrahiert
(vgl. Abschnitt 3.4.2) und stationare FTIR-Spektren mit negativem Vorzeichen und angepasstem
Nullpunkt (grau) hinzugefiigt. Die berechneten Radikal-lonen-Spektren sind Abbildung 3.22
enthommen.

stehen. Die Einwirkung von G als Elektronendonator auf die Ladungsverteilung im
Molekiil konnte auch fir die langere Lebensdauer des AA Dinukleotids gegeniiber
den Tetranukleotiden verantwortlich sein.

Die Banden der Radikal-Tonen haben bei der Probe (GA);q eine flachere Form als
bei den Tetranukleotiden. Auffillig ist der verhaltnisméaBig starke GSB im Bereich
der G Carbonyl-Streckschwingungsbande bei 1675 c¢m ™' und dessen schmaleres
Spektrum. Diese konnte durch die stérkere Basenstapelung hervorgerufen werden.
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4.4. Mechanismus der 8-OxoG Schadensbildung

Raumlich betrachtet, schwingt die Carbonyl-Gruppe senkrecht zum Riickgrat der
Basen. In gestapelter Anordnung zeigt die Carbonyl-Gruppe vom Strang weg nach
auflen. In dieser Geometrie hat die Streckschwingung die geringsten Einfliisse durch
Wechselwirkungen mit anderen Strangmolekiilen, was eine Ursache fiir die starke
Amplitude sein kénnte.

Der ladungsgetrennte Zustand von GT verfiigt mit 14 ps iiber eine relativ kurze
Lebensdauer. Sowohl die GSB Banden der Carbonyl-Gruppen von G und T als auch
die Signaturen der zugehorigen Radikal-Ionen tiberlappen sich, was die Auswertung
erschwert. Die hohe und breite Positivbande im zweiten DADS wird sowohl dem
G-Kation als auch dem T-Anion zugeschrieben. Da sich die Banden nicht eindeu-
tig zuordnen lassen, wurde die Flache in Abbildung 4.8 durch eine Schraffierung
gekennzeichnet.

Abschatzung der CT Quantenausbeuten aus den TRIR-Daten Die nach der in
Unterabschnitt 3.4.2 beschriebenen Methode abgeschatzten Quantenausbeuten fiir
die CT Zustande sind in Abbildung 4.9 aufgetragen. Als Fehlerbalken wurden die
vom Anpassungsprogramm ausgegebenen Varianzen eingezeichnet. Die abgeschétzten
Quantenausbeuten aus den TRIR-Daten sind im Rahmen der Fehler fiir alle darge-
stellten Proben gleich. Das Dinukleotid GT sticht durch seine geringe Lebensdauer
hervor. Mit dem Verhalten besteht grofie Ahnlichkeit zur Probe GC. Die Lebensdau-
ern der CT Zustidnde von GAGA und GAAG sind denen von (GA)yo sehr &hnlich
und stimmen im Rahmen der Ungenauigkeiten iiberein. Die grofie Ahnlichkeit in den
Eigenschaften der Oligonukleotide ab 4 Basen Léange konnte in der Basenstapelung
begriindet liegen.
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Abbildung 4.9.: Lebensdauern (schwarz) und Quantenausbeute des CT-Zustandes aus gemit-
telten TRIR-Daten (grau). Zu beachten ist die geringe Lebensdauer bei GT.

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der globalen Anpassung, sowie den zugehorigen
Ungenauigkeiten findet sich in Tabelle 4.4.
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4. 8-OxoGuanin Schadensbildung

Sample Fit fromps #of 7 71or /ps  X°

GAGA 6 3 600+ 200 0.40
GAAG 6 3 500+ 180 0.31
(GA),, 7 3 500+ 140 0.47
GT 7 3 4+5 027

Tabelle 4.4.: Lebensdauern der CT Zustande (7¢7) mit Anpassungs-Einstellungen und Fehler-
abschatzung aus den Anpassungsdaten.

Zusammenhang zur Schadensbildung Die TRIR-Daten in diesem Abschnitt, so-
wie aus Kapitel 3, lassen sich auf unterschiedliche Weise mit der Bildung des 8-OxoG
Schadens vergleichen. Zwei Mdoglichkeiten sind in Abbildung 4.10 dargestellt.
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Abbildung 4.10.: Mittlere, auf GT referenzierte Steigungen der 8-OxoG Schadensbildung
bezogen auf die absorbierte Dosis (schwarz). Im Vergleich dazu die TRIR Daten (grau):
Lebensdauern der CT Zustande (A) und initiales Ausbleichen der G-Bande bei 1580cm~" (B).

Abbildung 4.10 A zeigt die Zeitkonstanten der langlebigen Zusténde. Den TRIR-
Daten sind die Mittelwerte der 8-OxoG Steigungen gegeniibergestellt. Diese sind
bezogen auf die generell absorbierte Dosis und auf die Steigung der Probe GT refe-
renziert. Der fehlende Fehlerbalken bei GT hiangt mit der Referenzierung zusammen.
Bei GC erlaubt der Datensatz keine Fehlerangabe.

Bei den Purin-Dimeren und Tetrameren entsteht der Eindruck eines Zusammen-
hangs zwischen der Lebensdauer der ladungsgetrennten Zustinde und der 8-OxoG
Schadensbildung. Die Purin-Pyrimidin Dimere und das 20mer folgen jedoch nicht
dieser Tendenz. Bei der Probe (GA)q ist die Schiddigung grof}, verglichen mit der
Lebensdauer des CT Zustandes. Die starke Carbonyl-Streckschwingungsbande in
Abbildung 4.8 konnte Hinweise darauf geben, dass sich durch die stirkere Basensta-
pelung funktionelle Gruppen im Oligonukleotid nach auflen orientiert anordnen und
so die Schadigung begiinstigen. Sterische Griinde kénnten eine Ursache fir die starke
Schédigung in den ldngeren Oligonukleotiden sein.
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Weiterhin sticht die kurze Lebensdauer der Dinukleotide GT und GC gegentiber der
Schadigung hervor. Eine Ursache fiir diese Diskrepanz konnte sein, dass die Schadens-
bildung, entgegen der urspriinglichen Vermutung, nicht iiber den ladungsgetrennten
Zustand erfolgt, da andernfalls eine Korrelation mit der Lebensdauer bestiinde. Falls
die oxidative Schadensbildung folglich nicht tiber langlebige ladungsgetrennte Zu-
stande verlauft, stellt sich die Frage nach den beteiligten Zwischenprodukten? Ein
moglicher Mechanismus wird im néachsten Abschnitt vorgestellt.

4.4.2. Bildung von 8-OxoG iiber das G-Neutralradikal

Dass an der 8-OxoG Schadensbildung sehr schnelle Prozesse beteiligt sind, zeigt die
kurze Lebensdauer des elektronisch angeregten Guanins von wenigen Pikosekunden
[Cre04]. Die lineare Schiadigung des dGMP Molekiils mit der absorbierten Strahlungs-
dosis (Abbildung 4.3) wird einer Ein-Photonen-Ionisation zugeschrieben [Gom16].
Bei den eingesetzten niedrigen Belichtungsdosen wird die Schadensbildung unter Ein-
bindung eines Singlett-Sauerstoffes (Abbildung 4.1, Reaktionsweg 3) ausgeschlossen
[Gom16]. Die Bildung von Peroxylradikalen aus vorhandenem Sauerstoff ist aufgrund
der verwendeten Strahlungsleistungen unwahrscheinlich [Ber10]. Infolgedessen ist die
wahrscheinlichste Variante, dass der fiir die Bildung von 8-OxoG bendtigte Sauerstoff
dem Losungsmittel entstammt. Im Fall doppelstrangiger DNA wurde dies durch
isotopenmarkierte 8-OxoG Molekiile nachgewiesen [Ber10]. Die direkte Addition
eines OH-Radikals ist wiederum aufgrund der niedrigen Anregungsleistungen unwahr-
scheinlich. Die Anlagerung von Wassermolekiilen wird als Hydratisierung bezeichnet.
Dieser Vorgang lauft langsam ab. Typische Zeitskalen hierfiir liegen im Bereich von
etwa 20 ns [Ste89]. Die Voraussetzung fiir einen derartigen Mechanismus wére die
Prasenz eines langlebigen Zwischenprodukts. Dessen Lebensdauer miisste die der
ladungsgetrennten Zustédnde deutlich tibersteigen.

Ein moglicher Mechanismus, der die obigen Kriterien erfiillen wiirde, ware die
ultraschnelle Deprotonierung des Guanins am N1-Atom (vgl. Abbildung 1.1) nach
UV-induzierter Ein-Photonen-Ionisation [Ste89, Pap(02]. Diese erfolgt mit einer Ra-
tenkontante von 1.8 - 107 s~! [Rok14]. Daraus entsteht ein G(—H)® Neutralradikal
mit einer Lebensdauer von < 100 ps [Ste89]. Die zugehorige Schwingungsbande in
D50 bei ca. 1520 em™! [Par10] wird in den TRIR-Messungen nicht beobachtet. Dies
deutet darauf hin, dass nur ein sehr kleiner Anteil der urspriinglich angeregten Gua-
nine deprotoniert werden kann. Die Hauptfraktion kehrt iiber ultraschnelle interne
Konversion und Schwingungskiihlung in den Grundzustand zuriick [BBU15b] und
eine kleinere Fraktion bildet ladungsgetrennte Zusténde (vgl. Abbildung 4.8). Die
schwachen Grundzustands-Ausbleichbanden in den DADS fiir unendliche Zeitkon-
stanten weisen jedoch auf einen geringen Anteil langlebiger Fraktionen hin, welcher
in Zusammenhang mit der genannten Deprotonierung stehen konnten.

Die beobachteten Unterschiede zwischen dGMP und den Dinukleotiden kénnten
dadurch hervorgerufen werden, dass die benachbarte Base Einfluss auf die Elek-
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tronenkonfiguration des G-Neutralradikals nimmt. Eine durch die Nachbarbasen
induzierte leichte Verschiebung in Richtung der Radikal-Kationen-Konfiguration (vgl.
Abbildung 4.1, Reaktionsweg 1) kénnte die Bildung von 8-OxoG in Dinukleotiden
unterstiitzen. Ahnliche Kationen stabilisierende Effekte wurden bereits im Zusam-
menhang mit doppelstrangigen Systemen diskutiert [Rok14]. Die Experimente im
Rahmen dieser Arbeit wurden in neutraler Umgebung bei einem pH-Wert von 7
durchgefithrt. Aufgrund dessen kénnen durch das Milieu bedingte Protonierungen
der Basen weitgehend ausgeschlossen werden [Rok14].

Das é@hnliche Verhalten der Dinukleotide GT, GC und GA in Abbildung 4.10, gibt
Hinweise darauf, dass sterische Effekte in Bezug auf den vorliegenden Mechanismus
eine wichtigere Rolle spielen als die Sequenz. Die etwas niedrigere Schidigung des AG
Dinukleotids gegeniiber GA unterstiitzt diese These durch die leichtere Interaktion
des G am 5’ Ende (vgl. Kapitel 3). In den Tetrameren und im 20mer wird die Bildung
von 8-OxoG durch Basenstapelung begiinstigt [BH04|. Die &hnlichen, stirkeren
Schédigungen der Tetranukleotide GAGA und GAAG und die besonders starke
Schadigung des 20mers, (GA)1g, bestétigen dies.

Im vorgestellten Reaktionsmechanismus spielt die Sauerstoff-Konzentration keine
Rolle. Die Messungen wurden daher nicht unter Ausschluss von Sauerstoff durch-
gefiihrt. Tagesabhiangige Unterschiede der Sauerstoff-Konzentration sind zudem
wesentlich geringer als die beobachteten Schwankungen [MCH93].

Strangliange Welcher Art der Zusammenhang der Schadensbildung mit der Oligo-
nukleotidlange ist, wurde mit Hilfe einer separaten Probe untersucht. Hierzu wurde
ein 10mer aus alternierenden G und A Basen, (GA)s, synthetisiert (biomers.net) und
unter gleichen Bedingungen belichtet (Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11.: Auf die Steigung von GT referenzierte 8-OxoG Schadensbildung unterschied-
licher Oligonukleotide.
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Entgegen der intuitiven Annahme, die Schadigung des 10mers wére im Bereich
zwischen der des 20mers und der Tetranukleotide anzusiedeln, liegen die Kurven des
10mers und 20mers nahezu deckungsgleich. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit
sterischen Argumenten. In den Dinukleotiden verfiigen die Basen tiber eine hohe
Beweglichkeit [SB17]. Dabei konnten einige Konstellationen eingenommen werden,
in welchen die Wechselwirkung mit dem Losungsmittel durch eine Abschirmung der
reaktiven Gruppen durch die Nachbarbase reduziert werden kann. Durch die Prasenz
benachbarter Nukleotide wird die Beweglichkeit der einzelnen Basen eingeschréankt.
Eine mogliche Ursache fiir das beobachtete Verhalten konnte sein, dass ab einem
gewissen Schwellenwert eine weitere Verldngerung der Sequenzen die sterischen
Eigenschaften der beteiligten Basen nicht mehr wesentlich &ndert.

Protonen-Transfer FEin weiteres Indiz fiir die 8-OxoG Bildung aufgrund einer Hy-
dratisierung mit den Losungsmittel-Molekiilen liefern Experimente in deuteriertem
Wasser. Hierzu wurde die Probe (GA)o unter gleichen Messbedingungen einmal in
H50 und D50 belichtet. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Abbildung 4.11 gegeniiber-
gestellt. Die Belichtung in DO fiihrt zu erheblich geringeren 8-OxoG Schaden als
in H,O. Durch die Deuterierung werden Protonen-Austausch-Prozesse verlangsamt
[Kar13, Kli03]. Dies kénnte die beobachtete reduzierte Schadigung hervorrufen.
D50 hat auflerdem die Eigenschaft die Lebensdauer von Singlett-Sauerstoff in
Losung zu erhohen [Gom16]. Es kann daher als Losungsmittel eingesetzt werden, um
Reaktionsweg 3 in Abbildung 4.1 zu verifizieren. Bei einem Reaktionsmechanismus,
welcher die Beteiligung von Singlett-Sauerstoff einschlie§t, erhoht die Verwendung von
D50 als Losungsmittel folglich die Produktausbeute. Bei niedrigen Belichtungsdosen
wurde jedoch keine erhohte 8-OxoG Menge festgestellt [Gom16]. Die im Rahmen
dieser Arbeit gemessene reduzierte Ausbeute an 8-OxoG, spricht gegen einen Singlett-
Sauerstoff Mechanismus. Es sei jedoch erwédhnt, dass es sich hierbei um die Resultate
einer einzigen Messreihe handelt. Gleiches gilt fiir die Messung der Probe (GA)s, da die
Messungen ergianzend zu den urspriinglich konzipierten Experimenten durchgefiihrt
wurden. Eine zuverldssige Validierung wiirde Wiederholungsmessungen erfordern.

Triplett In den bisherigen Betrachtungen wurde davon ausgegangen, dass die
Reaktion nicht tiber die Bildung von Singlett-Sauerstoff verldauft (Abbildung 4.1,
Reaktionsweg 3). Das vordergriindige Argument hierfiir ist, dass bei den eingesetz-
ten niedrigen Belichtungsdosen weder Sauerstoff direkt noch durch Sensitizing in
signifikantem Ausmaf} angeregt wird. Die Voraussetzung dafiir wére die Anregung
eines Triplett-Zustandes.

Ob es auch moglich ist, die Bildung von 8-OxoG bei geringen Belichtungsdosen
iiber einen Triplett-Mechanismus auszulosen, wurde mit Hilfe eines Zusatzexperi-
mentes untersucht. Hierzu wurde ein Dinukleotid aus der modifizierten DNA-Base
4-Thio-Thymin und G synthetisiert (biomers.net). Die Substitution des Sauerstof-
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fes am C4-Atom des Thymins durch ein Schwefel-Atom ruft ein zusétzliches Ab-
sorptionsmaximum bei 336 nm hervor, welches eine selektive Anregung ermdglicht
(Abbildung 4.12 A). Bei einer Wellenlédnge von 355 nm verfiigt 4-ThioT iiber ei-
ne Triplett-Quantenausbeute von 1.0+ 0.1 [Har07]. Bei dieser Wellenlédnge wurde
das Dinukleotid 4-ThioTG belichtet. Im Vergleich dazu wurde das unmodifizierte
Dinukleotid TG bei 266 nm unter vergleichbaren Versuchsbedingungen belichtet.
Abbildung 4.12 B zeigt eine Gegeniiberstellung der 8-OxoG Schadensbildung.
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Abbildung 4.12.: Untergrund korrigierte Absorptionsspektren (A) und UV-induzierte 8-OxoG
Bildung (B) der Dinukleotide TG und 4-ThioTG.

Die absorbierte Dosis beider Proben wurde auf die Anzahl absorbierter Photonen
in jeder Probe umgerechnet. Unter der Annahme, dass jedes absorbierte Photon pro
Molekiil eine Reaktion auslosen kann, lassen sich die beiden Anregungswellenléngen
durch diese Auftragung leichter vergleichen. Die Daten zeigen im Fall des Dinu-
kleotids 4-ThioTG eine merklich hohere Schadigung als bei der korrespondierenden
kanonischen Sequenz. Die selektive Anregung des 4-ThioT fiihrt dazu, dass kein
8-Ox0G durch eine direkte Anregung des G entstehen kann. Die Triplett-Energie des
4-ThioT betragt 242 kJ/mol [Har07], die des GMP 325 kJ/mol [MCH93]. Folglich
ist ein Ubertrag der Triplett Energie zwischen den Basen nur von G in Richtung 4-
ThioT moglich. Angeregte Triplett-Zustdnde haben im Fall kanonischer DNA-Basen
lange Lebensdauern, typischerweise in der Grélenordnung einiger Nanosekunden
[Pil14b]. Eine mogliche Erklarung fir die auftretende Schadigung ist die Abgabe der
Triplett-Energie an den umgebenden Sauerstoff [MCH93], wodurch Reaktionsweg 3
in Abbildung 4.1 eingeleitet werden kann. Folglich wiirde die hohe Triplett-Anregung
von 4-ThioTG bereits bei schwachen Belichtungsdosen zur Bildung von 8-OxoG
fiithren.

Im Fall der 266 nm Anregung des TG Dinukleotids, werden beide Basen zu ahnli-
chen Teilen angeregt. Die Triplett Quantenausbeute von T betragt bei 266 nm etwa
1.3% [Banl2, Liul6b] und ist etwa eine GroBenordnung hoher als die von G [Mor90].
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Die verglichen mit 4-ThioT ca. 2 Groflenordnungen kleinere Triplett-Quantenausbeute
bei vergleichbarer Schadigung suggeriert, dass der in TG ablaufende Mechanismus
nicht durch Triplett-Anregung dominiert wird. Dies unterstiitzt die These, dass die
oxidative Schadensbildung kanonischer Basen bei niedrigen Belichtungsdosen nicht
tiber Singlett-Sauerstoff (Reaktionsweg 3) stattfindet [Gom16].
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5. Schadensbildung an statistischen
Sequenzen

Ein Szenario, welches in unseren Augen der prabiotischen Entwicklung nahe kommen
konnte, ist die zuféllige Zusammenlagerung vorhandener Nukleotide zu kurzen DNA-
Sequenzen. Die Umweltbedingungen bieten einen geringen Schutz vor eintreffender
UVC-Strahlung, welcher die DNA ausgesetzt ist [RWS17]. Dies verursacht eine Viel-
zahl unterschiedlicher Photoschaden in diversen unterschiedlichen Sequenzen. Welchen
Einfluss die benachbarten Basen im geschilderten Szenario auf die Schadensbildung
haben, ist die zentrale Frage dieses Kapitels. Hierzu wurde eine dhnliche Situati-
on im Labor nachgestellt. Eine Mischung zuféalliger kurzer DNA-Oligonukleotide
wurde im UVC-Bereich belichtet und sequenziert. Die Kern-Idee bestand in der
Kombination eines technologisch neuen, breiten, parallelisieren Sequenzierverfahrens
(Bridge Amplification) mit der Analyse kurzer statistischer Oligonukleotide. Die
Ideen zu den hier dargestellten Experimenten und deren Auswertung sind in erster
Linie in gemeinsamen Diskussionen mit Prof. Dr. Wolfgang Zinth im Rahmen der
Kooperation mit Dr. Christof B. Mast (Lehrstuhl Braun, Physik, LMU Miinchen)
entstanden. Fiir seine beratende Tétigkeit geht besonderer Dank an Dr. Dominik B.
Bucher (Harvard, Origins of Life Initiative). Alle Belichtungsexperimente wurden im
Rahmen dieser Arbeit vorgenommen. Die Sequenzierung erfolgte durch Dr. Stefan
Krebs (Genzentrum, Miinchen). Die Auswertung der Daten und die Implementie-
rung der Ideen erfolgte durch Dr. Christof B. Mast. Ein wesentlicher Anteil des
Projektbeitrages bestand in der Erarbeitung der Methodik, welche deshalb detaillier-
ter geschildert wird. Als Ergebnisse werden aus einer komplexen Datenauswertung
Teile exemplarisch herausgegriffen, welche einen Bezug zum ersten Teil dieser Arbeit
haben.

5.1. Sequencing by Synthesis

Sequenzierungsmethoden bildeten seit der Entdeckung der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) ein méchtiges Hilfsmittel in der DNA-Forschung [Mul94]. Techniken werden
laufend weiterentwickelt, was im Gebiet Sequencing by Synthesis die Methode der
Bridge-Amplification hervorgebracht hat [AK94]. Einer der wichtigsten Vorteile dieses
Verfahrens ist die massive Parallelitit bei der Sequenzierung, wodurch einige hundert
Millionen Sequenzen gleichzeitig vervielfaltigt und ausgelesen werden koénnen [18c].
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Eine detaillierte Beschreibung der Methode findet sich unter [18c]. Im Folgenden
werden lediglich die fiir diese Arbeit relevanten Punkte hervorgehoben.

Die Arbeitsweise des Sequencing by Synthesis erfolgt in vier Schritten: Probenpra-
paration, Cluster Generation, Sequenzierung und Datenanalyse. Zunachst werden die
zu untersuchenden Sequenzen an beiden Enden mit Index- und Adaptersequenzen
versehen. Die ersteren dienen der Identifizierung der betreffenden Probe und mit
Hilfe von letzterer hybridisieren die Proben an zweierlei Sorten fest verankerter Kom-
plementérstrange auf einer Flow Cell. Die vorderen und hinteren Adaptersequenzen
sind so konzipiert, dass die DNA-Strange Briicken zwischen den verankerten Komple-
mentérsequenzen bilden konnen (Bridge Amplification). Durch etliche isothermische
Amplifikationsschritte bilden sich simultan lokale Kolonien aus den betreffenden
Sequenzen. Die Replikation erfolgt dabei enzymatisch durch DNA-Polymerase. Der
Ausleseprozess erfolgt zunéchst explizit entlang des Vorwérts und im Anschluss
separat entlang des Riickwértsstranges mit Hilfe von Schutzgruppen bis zu einer
gewiinschten Auslese-Lange. Zum Auslesen werden fluoreszenzmarkierte Bausteine
angefiigt und nach dem Einbau durch Fluoreszenzlicht identifiziert (Sequencing by
Synthesis). Ein Signal-to-Noise Wert des detektierten Signals liefert ein Gutekriteri-
um fiir die Identifikation von jedem Cluster. Proben- und Index-Sequenzen werden
separat ausgelesen. Die verfahrenseigene Datenanalyse ordnet die Index-Sequenzen
den entsprechenden Proben zu und kombiniert ggf. die Resultate von vorwérts und
riickwarts Reads.

Derzeit wird das Verfahren der Bridge-Amplification vielfach genutzt, um Genome
zu sequenzieren [Hul5]. Fir die Untersuchung kurzer Sequenzen wurden in der Ana-
lyse eigens Zusatzsequenzen eingebaut, um eine fiir die Briickenbildung erforderliche
Mindeststranglange zu erreichen. Die Verwendung einer High-Fidelity-Polymerase
bei der Replikation verkorperte den fiir diese Arbeit erforderlichen Schliissel zur
Identifikation geschadigter Sequenzen. Mit den Grundannahmen, dass geschadigte
Sequenzen von der Polymerase nicht repliziert werden, ungeschadigte Sequenzen
jedoch alle im gleichen Ausmaf, wurden die Experimente vorbereitet.

5.2. Konzeption der Experimente

Auswahl der Randsequenzen Der Auswahl der Proben liegen einige Uberlegungen
zu Grunde, welche kurz vorgestellt werden sollen. Mit dem Ziel, eine moglichst
breite Statistik tiber auftretende Photoschdden zu erhalten, wurden kurze DNA-
Sequenzen vorgegebener Lénge in Betracht gezogen. Die Sequenzen innerhalb einer
Probe sollten einer statistischen Verteilung folgen. In einer derartigen Probe besteht
die Moglichkeit, dass manche Sequenzen auf ihre Komplementéarsequenzen treffen
und Doppelstrange formen. Doppelstriangige Strukturen verlieren bei kurzer Oli-
gonukleotidlange und steigender Temperatur an Stabilitat (vgl. Abbildung 3.14).
Dagegen sinkt mit kiirzeren Sequenzlingen die kombinatorisch mégliche Anzahl der

102



5.2. Konzeption der Experimente

Sequenzen und die Wahrscheinlichkeit fiir ein Zusammentreffen mit einem passen-
den Komplementarstrang steigt. Um bei einem potentiellen Zusammentreffen die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Watson-Crick Bindung zu reduzieren, wurden zusétzliche
Randsequenzen konzipiert. Diese sollten paarweise inkomplementar sein und bei
UV-Belichtung selbst wenig Photoschadigung davontragen. Vergleiche mit aus der Li-
teratur bekannten Photoschéden (vgl. Kapitel 2), ergaben Randsequenzen der Gestalt
ACAC, welche beidseitig an den zu untersuchenden statistischen Sequenzen ergénzt
wurden. Im Beispiel eines statistisch verteilten Tetramers lieferte dies Sequenzen
nach dem Muster ACAC NNNN ACAC, wobei N fiir eine beliebige kanonische DN A-
Base steht. Dass die Proben bei Raumtemperatur einzelstrangig vorlagen, ergaben
simulierte und experimentelle Schmelzkurven von Dr. Christof B. Mast (Daten nicht
gezeigt). Zusatzlich zu den Index-Sequenzen wurde im Replikationsverfahren eine
Adapter-Sequenz eingesetzt. Mit dieser wurden die untersuchten kurzen Oligomere
verlangert, um eine gewisse Mindestlange zum Umklappen und fiir die Hybridisierung
zu erreichen. Diese Sequenz war fiir alle Stringe eines Messdurchlaufes identisch und
wurde zwischen den Index-Sequenzen an die Proben angefiigt. Auftretende Fehlbin-
dungen oder Abbruch-Fragmente der Adapter-Sequenz erschwerten die Zuordnung
rein statistischer Sequenzen ohne ACAC-Randsequenzen. Vor diesem Hintergrund
dienten die Randsequenzen in erster Linie der Identifikation der Proben.

Wahl der Belichtungsdosen Als Belichtungswellenldnge wurde 266 nm gewahlt.
Im Vordergrund stand hierbei die annahernd gleichméaflige Anregung aller vier ka-
nonischen DNA-Basen mit hoher Effizienz (vgl. Abbildung 1.2). Fiir die Wahl der
Belichtungsdosen galt es zwei Punkte zu beachten: Einerseits sollten durch die Belich-
tung hinreichend viele Molekiile geschadigt werden, um signifikante Verdnderungen in
deren Verteilung zu detektieren. Andererseits sollten zur enzymatischen Replikation
geniigend Molekiile ungeschadigt bleiben. Zur Ermittlung geeigneter Belichtungsdo-
sen wurden Langzeitbelichtungen an der Sequenz ACAC NNNN ACAC durchgefiihrt.
Dabei wurde die Absorptionsinderung bei 266 nm nach der in Abschnitt 3.3 be-
schriebenen Vorgehensweise untersucht.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.1 aufgetragen. Im linken Bild sind die Unter-
grund korrigierten Differenzspektren bei einer Belichtungsleistung von 2.2 mW zu
verschiedenen Zeiten gezeigt. Dabei féllt auf, dass das Maximum der verschwindenden
Bande bei 266 nm liegt. Bei 306 nm tritt eine starke positive Bande hervor. Diese
befindet sich in der Nédhe der T(6-4)T Bande [SGZ15]. Die Bandenform ist jedoch
unterschiedlich und das Maximum im Vergleich zu den Positivbanden bei ACTTCA
und dem zugehorigen Doppelstrang (vgl. Abbildung 3.9) blauverschoben. Dies l4sst
einen Beitrag des 6-4 Schadens vermuten, weist jedoch auch auf die mogliche Entste-
hung anderer Schaden hin. Im rechten Bild ist die Absorptionsdnderung bei 266 nm
gegen die Belichtungsdosis aufgetragen. Die schadensbedingte Absorptionsabnahme
der gesamten Probe nach einer Belichtungsdosis von 19.2 J bei 266 nm betragt
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Abbildung 5.1.: Testbelichtung der Sequenz ACAC NNNN ACAC. Links: Untergrund korrigierte
Differenzspektren bei UVC-Belichtung (266 nm, 2.2 mW). Rechts: Absorptionsanderungen bei
266 nm. Rot markiert sind die eingesetzten Belichtungsdosen.

etwa 120 mOD. Diese liegt in der GroBlenordnung der Absorptionsénderung der
Probe ACTTCA in Abschnitt 3.3 nach Absorption von ca. 250 mJ bei 290 nm und
diente als Anhaltspunkt fir geeignete Belichtungsdosen. Dies wurde spéter durch
die Ergebnisse der Sequenzierung bestatigt. Die verwendeten Belichtungsdosen sind
farblich hervorgehoben (rote senkrechte Linien).

Replikation geschadigter Sequenzen Die urspriingliche Annahme, dass gescha-
digte Sequenzen nicht von den eingesetzten Polymerase repliziert werden, wurde
exemplarisch fiir den T(CPD)T Schaden tberprift. Hierzu wurden verschiedene
T(CPD)T geschéadigte Oligonukleotide mit ihren zugehorigen intakten Sequenzen
verglichen. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Abbildung 5.2 aufgefiihrt.

Dabei zeigen sich Unterschiede in der Haufigkeit von drei bis vier Grofenordnungen.
Die Unterschiede zwischen den Konzentrationen der einzelnen Proben werden auf
weniger als eine Groflenordnung geschétzt. Daraus geht hervor, dass die verwendeten
Polymerasen die Replikation T(CPD)T geschédigter Sequenzen stark unterdriicken.
Dies gibt Hinweise darauf, dass der Hauptanteil der sequenzierten Oligonukleotide
urspriinglich intakten Sequenzen entstammt.

Die unterdriickte Replikation bei T(CPD)T geschadigten Sequenzen Abbildung 5.2
ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die sterische Deformation des Photodimers
gegeniiber dem intakten Strang zuriickzufithren [Ban09], welche die Enzymfunktion
lokal beeintrachtigt. Photoschaden an einzelnen Basen, wie zum Beispiel oxidative
Schaden, nehmen keinen derartigen Einfluss auf die Geometrie des gesamten Stranges.
Es besteht die Moglichkeit, dass diese Schiden die Replikation nicht in diesem Ausmafl
unterdriicken und folglich nicht erkannt werden. Es ist jedoch davon auszugehen,
dass Photoschiaden einzelner Basen, welche etwa zwei bis drei Groflenordnungen
seltener auftreten als T(CPD)T (vgl. Tabelle 2.1), selbst bei gleicher Sensitivitét
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Abbildung 5.2.: Sequenzierung T(CPD)T geschadigter Oligonukleotide und ihrer korrespon-
dierenden intakten Sequenzen.

der Polymerasen, einen sehr kleinen, wahrscheinlich vernachléssigbaren Beitrag zur
Haufigkeitsverteilung liefern wiirden.

Polymerase-abhangige Effekte Dass die eingesetzten Polymerasen alle vorhan-
denen Sequenzen im gleichen Ausmaf replizieren, ist eine Voraussetzung fiir die
vorgenommenen quantitativen Auswertungen. Durch die Polymerase verursachte
Einfliisse auf die Héufigkeitsverteilungen der Sequenzen lassen sich nicht von Ef-
fekten unterscheiden, die durch Syntheseartefakte (sequenzabhéngige Unterschiede
in der Oligomerhaufigkeit) hervorgerufen werden. Die exemplarische Untersuchung
einzelner Sequenzen in Abbildung 5.2 ergab Unterschiede in den H&aufigkeiten im
Rahmen einer Groflenordnung, wie sie auf Konzentrationsdifferenzen zurtickzufiih-
ren sein konnen. Bei weiteren Hexameren der Sequenzen ATTTTA, TTTTTT und
TCTTCT ergab sich jedoch eine Diskrepanz in der Héufigkeit der Probe ATTTTA
um zwei Groflenordnungen zu den restlichen Proben (Abbildung 5.3 A). Ob dieser
Effekt durch eine sequenzselektive Replikation durch die verwendeten Polymerasen
entstanden ist, wurde durch einen Vergleich mit den zentralen Hexameren in der
Probe ACAC NNNN NNNN ACAC tberprift (Abbildung 5.3 B). Unterschiede in
den Haufigkeiten der einzelnen Sequenzen konnen auf die Synthese zuriickzufiihren
sein. Insgesamt zeigt sich in allen vier Referenzproben eine &hnliche Verteilung
mit leicht unterschiedlichen Konzentrationen. Die Streuung der Haufigkeiten der
einzelnen Sequenzen liegt innerhalb einer GroBenordnung. Demzufolge ist davon aus-
zugehen, dass die Unterdriickung der Sequenz ATTTTA in Diagramm A nicht durch
die Polymerasen hervorgerufen wurden, sondern beispielsweise auf unterschiedliche
Probenkonzentrationen zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 5.3.: Haufigkeiten ausgewahlter Hexamere aus verschiedenen Synthesen (A) [vgl.
Abbildung 5.2] und aus den zentralen Basen der Sequenz ACACN NNNNNN NACAC ohne
Normierungen.

Probenpraparation Die verwendeten Oligonukleotide wurden kommerziell erwor-
ben (Synthese durch biomers.net). Analysebedingt wurden sehr geringe Probenvolu-
mina von 100 pul in Quarz-Kiivetten der Schichtdicke 1 mm (Hellma) belichtet. Die
Konzentration der Proben bezogen auf einzelne Basen betrug 3 mM. Als Puffer wurde
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) verwendet. Zur Durchmischung wurde der in
Unterabschnitt 3.2.3 vorgestellte Magnetriihrer eingesetzt. Aufgrund der geringen
Kiivettendicke befand sich der zugehorige Magnetrithrmotor hinter der Kiivette und
somit im Strahlengang des Detektors (vgl. Abbildung 3.1). Daher wurden wéhrend
der Belichtung auf die Messung der transmittierten Leistung verzichtet. Zur Ent-
nahme der belichteten Proben aus den 1 mm-Kiivetten wurden Spritzen eingesetzt,
welche ausschliefllich am Kiivettenrand eingefiihrt wurden, um ein Verkratzen der
Kiivette im Belichtungsfenster zu vermeiden. Die weitere Probenpréparation, Kiivet-
tenreinigung, sowie der weitere Belichtungsaufbau sind wie in Unterabschnitt 3.2.4
beschrieben.

5.3. Datenauswertung

Die Zuordnung der amplifizierten Cluster zu den Proben anhand der zugefiigten
Index-Sequenzen erfolgt noch bei der Sequenzierung (Illumina). Dabei wird zusétzlich
ein Giite Wert, welcher sich aus dem Rauschsignal der Fluoreszenz beim Auslese-
vorgang ergibt, mit abgespeichert. Dieser differenziert in 40 Giitestufen, von denen
die ersten 20 in der Auswertung berticksichtigt wurden. Die anfangs eingefithrten
Randsequenzen dienten zudem der Identifizierung korrekter Replikationen und somit
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als weiteres Giitekriterium fiir die Datensitze. Fir die Auswertung wurden diese aus
den Datenséatzen entfernt.

Synthesebedingt gehorchen die Sequenzen X in einer Probenlieferung der Vertei-
lung No(X). Werden demselben Vorrat zweimal unabhéngig voneinander Proben
entnommen und sequenziert, kommt es in der Regel zu Konzentrationsunterschieden,
welche bei der Sequenzierung das Ergebnis ¢+ Ny(X) hervorrufen. Belichtung mit der
Dosis E(t) fihrt tber die Zeit t zur exponentiellen Abnahme der Anzahl intakter
Oligonukleotide mit der sequenzabhéngigen Konstante E,.,(X). Diese entspricht
auflerdem der Dosis, bei der die Anzahl intakter Oligomere der Sequenz X um einen
Faktor 1/e abgefallen ist. Die Anzahl tiberlebender Sequenzen N (X') nach Belichtung
mit der Dosis E lasst sich wie folgt darstellen.

E(t)

N(X,t) =c- No(X) - ¢ Freat® (5.1)

Normierung auf die Verteilung der unbelichteten Probe Ny(X) liefert den expo-
nentiellen Zerfallsterm. Die Konzentrationsabhéngigkeit ¢ wird eliminiert durch die
Normierung auf die photostabilsten Sequenzen. Hierzu werden alle Verteilungen
einer kompletten Messreihe mit unterschiedlichen Belichtungsdosen E(t) auf ihre
haufigsten gemeinsamen Sequenzen durchsucht. Dabei wird angenommen, dass de-
ren Haufigkeit durch die Belichtung kaum beeinflusst werden. Die Haufigkeiten der
beiden am o6ftesten auftretenden Sequenzen werden gemittelt. Auf diesen Wert wird
daraufhin normiert. Dieser Wert entspricht der Konstanten c. Somit verbleibt der Ex-
ponentialterm in (5.1) als BetrachtungsgroBe. Fur die betrachtete breite Statistik von
ca. 40 Millionen Reads pro Probe, entspricht dieser einer normierten Uberlebenswahi-
scheinlichkeit der einzelnen Sequenzen und néhert sich folglich dem Wert 1 fiir sehr
photostabile und wird klein fiir instabile Sequenzen. Die Messergebnisse zur Uberle-
benswahrscheinlichkeit implizieren die enzymatische Replikationswahrscheinlichkeit
der Sequenzen. Dies steht in nahem Bezug zu biologischen Systemen.

Sequenzabhiangige Effekte Eine potentielle Fehlerquelle bei der Belichtung sind
neben Verunreinigungen in der Kiivette, Wechselwirkungen der Probe mit den Kiivet-
tengldsern. Eine sequenzabhéngige Adhéasion n(X) wiirde die Haufigkeitsverteilung
in der Probe beeinflussen. Da diese nicht von der Belichtung abhinge, sondern von
den Glasoberflichen, ginge diese linear in die Haufigkeitsverteilung ein. Eine weitere
Moglichkeit ist, dass der hergestellte Magnetrithrer die Probe beim Riihrvorgang
mechanisch zerstort. Dieser Beitrag wére zeitabhdngig und durch die Zeit 7(X)
beschreiben, nach der die Anzahl der Probenmolekiile auf einen Faktor 1/e gesun-
ken wére. Unter Berticksichtigung dieser Fehlermdoglichkeiten wiirde sich Gleichung
ergeben zu:
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. . o U )
N(Xt) =c-n(X) - No(X)-e (5.2)

Dabei verkorpert P die Belichtungsleistung. Der Beitrag durch die Adhéasion
der Probe wird bei der Referenzierung auf die unbelichtete Referenzprobe elimi-
niert. Ob der Magnetriihrer die Probe beeintrachtigt wurde anhand einer Reihe
von Dunkelexperimenten untersucht. Zuséatzlich wurde hierbei der Einfluss mehr-
stindiger Lagerung bei Raumtemperatur untersucht. Implizit werden dadurch auch
unterschiedliche Index-Sequenzen verglichen, wie sie zur Identifikation der einzelnen
Proben eingesetzt wurden. Abbildung 5.4 stellt die Ergebnisse der entsprechenden
Dunkelmessungen gegeniiber.
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Abbildung 5.4.: Normierte Uberlebenswahrscheinlichkeit aller 16 Dimere in der Sequenz
ACAC NNNN NNNN ACAC bei unbelichteten Referenzproben. Ref 1: Zu Beginn eingefroren,
Ref 2: Nach einigen Stunden an Raumtemperatur eingefroren, Ref 3: Kurz durchmischt, Ref 4:
Lange durchmischt.

Alle Proben wurden unmittelbar nach den Experimenten bei -80°C eingefroren.
Normiert wurde auf die unbelichtete Referenzprobe, welche zu Beginn des Experimen-
tes eingefroren wurde (Ref 1). Die Normierung auf die beiden haufigsten gemeinsamen
Sequenzen aller Verteilungen gestaltete sich aufgrund der Ahnlichkeit der Messungen
schwierig. Stattdessen wurde auf den Mittelwert aller Datenpunkte normiert. Die
rote Kurve reprasentiert die mehrstiindige Lagerung der Probe bei Raumtemperatur
(Ref 2). Die beiden weiteren Referenzproben wurden unterschiedlich lange mit Hilfe
des Magnetriithrers vermischt: 7 min 58 sec (Ref 3) und 1 h 42 min 41 s (Ref 4). In al-
len Féllen sind statistische Abweichungen vom Mittelwert zu erkennen, welche jedoch
nicht mit den Schadigungen aufgrund der Belichtung korrelieren (Abbildung 5.5).
Dass die Proben durch langere Lagerung bei Raumtemperatur nicht beeintrachtigt
werden, zeigt die Ahnlichkeit von Ref 2 und Ref 3. Sequenzabhingige Schidigungen
der Probe durch lang anhaltende mechanische Vermischung, wiirden sich in Unter-
schieden zwischen Ref 3 und Ref 4 ausdriicken. Da alle Graphen im Rahmen von
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2% um ihren Erwartungswert schwanken, ist davon auszugehen, dass die genannten
systematischen Effekte die Messungen nicht stérker beeinflussen als die statistischen
Fehler. Dieser Wert gibt auflerdem einen Anhaltspunkt fiir die Ungenauigkeit der
Sequenzierung. Folglich kann (5.1) im Rahmen der Genauigkeit fiir die Analyse der
Daten verwendet werden.

5.4. Ergebnisse

Dass in der Sequenz ACAC NNNN ACAC mit einem Pyrimidin an der 1. statis-
tischen Position bereits Pyrimidin-Dimere mit dem C der Randsequenz gebildet
werden konnen, erschwert statistische Betrachtungen von an TT angrenzenden Basen.
Daher wurde die Anzahl zufilliger Basen innerhalb der Sequenzen fiir die folgenden
Betrachtungen auf 8 erhoht. Die Probe ACAC NNNN NNNN ACAC wurde in oben
geschilderter Weise belichtet, sequenziert und ausgewertet. Hierbei wurden jeweils
die beiden dufersten N aus der Analyse ausgeschlossen.

5.4.1. Dimere

Eine breite Statistik iiber mégliche Photodimer-Schéden liefern die normierten Uberle-
benswahrscheinlichkeiten aller 16 Dimer-Kombinationen. Diese sind in Abbildung 5.5
fiir die vier in Abbildung 5.1 eingefithrten Belichtungsdosen gegeniibergestellt. Mit
steigender Belichtungsdosis sinken die Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Sequenzen.
Das Dimer mit der héchsten Photostabilitat ist GG. Durch die in Abschnitt 5.2
beschriebene Referenzierung, ist dessen normierte Uberlebenswahrscheinlichkeit an-
nahernd 1. Weiterhin sehr photostabil sind die Purin-Dimere AG und GA. Lediglich
das AA Dimer sticht durch seine stérkere Schédigung hervor. Dies kann an der
Bildung des AA Photoprodukts liegen, welches mit seiner Quantenausbeute in der
GroBenordnung von 1072 nur eine GroBenordnung unter dem T(CPD)T Schaden
liegt. In Poly(A)-Stréangen steigt die Schadens-Quantenausbeute bis zu einem Faktor
von 2.5 gegentiber dem AA Dimer [Mor90].

Starke Schidigung tritt bei den Pyrimidin Dimeren auf. Am héufigsten werden
TT Dimere geschidigt und an zweiter Stellen stehen TC Dimere. Daran schlieflen
die Dimere CT und CC an. Diese Reihenfolge der relativen Haufigkeiten steht in
Einklang mit den zugehorigen Schadens-Quantenausbeuten [BBU15b]. CC wird
ahnlich haufig geschidigt wie die Dimere TA und AT. Das aus der Literatur bekannte
TA Photoprodukt besitzt eine Quantenausbeute von 5 - 107%. Anders als bei den AA
Schéden, sinkt die Haufigkeit von TA-Schiden mit der Linge der Oligonukleotide
[Mor90]. Es sollte hervorgehoben werden, dass Abbildung 5.5 die Uberlebenswahr-
scheinlichkeit der Dimere in einzelstrangigen Oligomeren mit statistisch gewahlten
Nachbarbasen darstellt, was nicht mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit isolierter
Dimere tibereinstimmen muss! Ein Grund fir die haufigere TA und AT Schéadigung
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Abbildung 5.5.: Normierte Uberlebenswahrscheinlichkeit aller 16 Dimere in der Sequenz
ACAC NNNN NNNN ACAC bei unterschiedlichen Belichtungsdosen. Fiir die Analyse wurden
die Randsequenzen inklusive der duBersten beiden N ausgeschlossen. Es ist zu beachten, dass
die hier beobachteten Schadigungen aufgrund der Nachbarschaft im Oligonukleotid nicht der
Schadigung isolierter Dinukleotide (vgl. Tabelle 2.1) entsprechen miissen.

gegeniiber AA konnte die Basenumgebung sein, welche in dieser Betrachtung nicht
explizit beriicksichtigt wird. Grenzt ein weiteres Pyrimidin an das Thymin der beiden
genannten Dimere an, kann dies Schadigungseffekte hervorrufen, welche im Vergleich
zu benachbarten Purinen wesentlich stérker ins Gewicht fallen. Derartige Effekte
konnen fir Abweichungen der analysierten Dimer-Héufigkeiten gegentiber den Lite-
raturwerten fiir Schadens-Quantenausbeuten an Dimeren verantwortlich sein. Die
weiteren Purin-Pyrimidin Dimere liegen in einem flachen plateau-ahnlichen Bereich
der Kurven, was auf dhnliche Photostabilitat hinweist. Die weitgehende Photore-
sistenz der Dinukleotide TG und CA werden von der Literatur bestatigt [Bos84]
Die Guanin enthaltenden Sequenzen sind dabei etwas photostabiler als Adenin ent-
haltende Dimere. Ein deutlicherer Anstieg ist in den Graphen der beiden stérksten
Belichtungsdosen erst wieder zu den anfangs angesprochenen Purin-Dimeren zu
beobachten.

5.4.2. Trimere und Tetramere

Aus den Betrachtung zur T(CPD)T Reparatur ergibt sich die Fragestellung, in
welcher Basennachbarschaft benachbarte Thymine die grofite Photostabilitdt haben?
Anders als in Kapitel 3 wird mit dieser Fragestellung kein spezifischer Photoschaden
betrachtet, sondern eine Vielzahl méglicher Schiden, wie z. B. T(CPD)T, T(6-4)T
oder T(Dewar)T.
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Dazu wurde der in Unterabschnitt 5.4.1 beschriebene Datensatz auf Sequenzen der
Lange 3 oder 4 Basen ausgeweitet. Anschliefend wurde ein Filter angewandt, das
Dimer TT an allen verbleibenden N-Positionen zu suchen und die benachbarten Basen
auszugeben. Dies wurde fiir eine und fiir zwei benachbarte Basen jeweils am 5’ und
am 3’ Ende des TT Dimers durchgefiihrt. Abbildung 5.6 zeigt die Ergebnisse fiir eine
Belichtungsdosis von 13.4 J. Dazu wurde die normierte Uberlebenswahrscheinlichkeit
(Exponentialterm in (5.1)) gegen einzelne Sequenzen aufgetragen. Diagramm A zeigt
die Trimer und B die Tetramer Resultate. Benachbarte Basen am 5" Ende sind
schwarz, am 3" Ende blau dargestellt. Zusétzlich wurde die Haufigkeit des T'T Dimers
als horizontale gestrichelte Linie ergénzt.

TTT TTC TTA TTG
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Abbildung 5.6.: Normierte Uberlebenswahrscheinlichkeiten verschiedener TT enthaltender Tri-
(A) und Tetramere (B) innerhalb der Sequenz ACAC NNNN NNNN ACAC.

Die separate Betrachtung der Trimere und Tetramere ermoglicht die Herausarbei-
tung unterschiedlicher Teilaspekte, welche durch die verschiedenen Darstellungen
leichter veranschaulicht werden. Die Trimer-Darstellung (A) gibt Auskunft iiber ge-
nerelle Tendenzen. So nimmt beispielsweise die Sequenz TTT deutlich mehr Schaden
als CTT und TTC. Dies steht in Einklang mit den Quantenausbeuten der Pyrimidin-
Schidden [LR93|. Insgesamt fallen die Unterschiede zwischen 5’ und 3’ Position der
Nachbarbase gering aus. Kleine Abweichungen sind jedoch erkennbar. So wird fiir die
Nachbarbasen G und C die 5" und fiir A die 3’ Position relativ zum TT favorisiert.
Ein angrenzendes Guanin hat den héchsten stabilisierenden Effekt. Die Trimer-Daten
heben hervor, dass die benachbarten Basen die Uberlebenswahrscheinlichkeiten kurzer
Sequenzabschnitte wesentlich beeinflussen.

Eine detailliertere Aufschliisselung bieten die Kurven in (B). Die Zuordnung der
Tetramer-Sequenzen erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit symmetrisch. So wird
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5. Schadensbildung an statistischen Sequenzen

beispielsweise die Sequenz GATT zu TTAG anstelle von TTGA gegeniibergestellt,
wodurch die an TT angrenzende Base (hier A) unverandert bleibt. Die obige Beob-
achtung starker Schiadigung Pyrimidin-reicher Sequenzen gemafl der Reihenfolge ihrer
Quantenausbeuten bestéatigt sich hier. Darunter liegen auch die Sequenzen ATTT und
TTTA, welche durch ihre Thymin-Trimere starker schiadigen als CCTT und TTCC.
Auffallig ist auflerdem die Herausbildung eines deutlichen Plateaus oberhalb der
TT-Linie. Einen stabilisierenden Einfluss haben benachbarte Purin-Paare, auflerdem
Pyrimidin-Guanin-Paare mit an das T'T angrenzendem G. Die mit Abstand photosta-
bilsten Sequenzen sind GGTT und TTGG. Knapp unterhalb der TT-Linie befinden
sich die Sequenzen AATT und TTAA, bei denen das AA Dimer kaum Einfluss auf die
Schadensbildung nimmt. Dass benachbarte Purin-Paare eine Tendenz zur Photosta-
bilisierung aufweisen, gibt Hinweise darauf, dass auch die auflenliegende Base an dem
Vorgang beteiligt sein konnte. Eine Moglichkeit wére ein Stabilisationsmechanismus
durch die Ausbildung eines langlebigen CT-Zustandes neben dem TT. Eine weitere
Moglichkeit wére, dass bei Anregung des TT ein kurzlebiger CT-Zustand mit dem
angrenzenden Purin entsteht, wie etwa AT (75 ps, Dool3), TA (50 ps, Pill4a) oder
GT (14 ps), was die Bildung eines TT Photoschadens hemmt (vgl. Tabelle 3.6).
Sequenzen, fiir die die TTNN photostabiler als die NNTT Sequenz ist, sind TTTA,
TTAT, TTAC, TTAA und TTAG. Dies bestétigt die hohere Photostabilitdt von A am
3" Ende des TT bei den Trimeren. GTTT, CGTT und AGTT bestatigen die hohere
Stabilitdt durch G am 5" Ende von TT und im Fall von GCTT sogar neben einem CT.
Die Ursache hierfiir konnten sterischen Griinde sein, die einen Ladungstransfer vom
Guanin am 5" Ende und vom Adenin am 3’ begiinstigen. Die kiirzere Lebensdauer
von AG (280 ps) gegentiber GA (420 ps) stiinde damit in Einklang. Im Vergleich von
TTAG gegen GATT, verfiigt TTAG {iber die hohere Photostabilitit. Bei starken
Belichtungsdosen konnte dies auch auf den Sekundareffekt der Selbstreparatur eines
zuvor entstandenen T(CPD)T Schadens zurtickzufithren sein (vgl. Abschnitt 3.3).

5.4.3. Zebrafisch

Das experimentell nachgestellte prébiotische Szenario zufillig verteilter DNA-Oligomere
kurzer Linge gibt Auskunft iiber die sequenzselektiven Uberlebenswahrscheinlichkei-
ten in breiter Statistik. Damit wird die evolutionédre Sequenzselektion nachgestellt.
Im Lauf der Erdgeschichte haben sich Umweltbedingungen fiir die Organismen jedoch
verdndert. Durch die Ausbildung der Erdatmosphére wird ein deutlicher Anteil der
auf die Erdoberfliche eintreffenden UVC-Strahlung abgeschirmt (vgl. Abbildung 1.2).
AuBerdem haben sich im Lauf der Evolution enzymatische Reparaturmechanismen
entwickelt, welche fiir moderne Organismen ein méchtiges Werkzeug zum Umgang mit
UV-induzierten Photoschdden verkorpert [Sanl6]. Dies bietet es den Organismen die
Moglichkeit zur Ausbildung grofiteils UV-irresistenter Genome, wie in Abbildung 5.7
an einer lebenden Spezies zu sehen ist.
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5.4. Ergebnisse

TTT TTC TTA TG

Zeblra Fish I N-|I--|-
- (coding) - T

o
©

o
o

o
~

Relative Frequency

o
()

o
o

TTT CTT ATT GTT

Abbildung 5.7.: Relative Haufigkeiten TT enthaltender Trimere innerhalb der codierenden
Bereiche eines Zebrafisch-Genoms [18d].

Dargestellt sind die relativen Haufigkeiten T'T enthaltender Trimere innerhalb der
codierenden Bereiche eines Zebrafisch-Genoms [18d]. Auswertet wurden diese mit
Hilfe eines Suchprogramms fiir DNA-Sequenzen, geschrieben von Prof. Dr. Wolfgang
Zinth. Die Pyrimidin-Trimere CTT und TTC, welche CPD-Schéaden ausbilden kénnen,
sind verhéaltnisméfig oft vertreten. Dagegen sind die Trimere ATT und TTA die
seltensten. Die relativen Unterschiede zwischen den 5 (NTT) und 3’ Sequenzen (TTN)
sind deutlich starker ausgepriagt als bei der untersuchten statistischen Verteilung.
Die Ursachen hierfiir liegen wahrscheinlich in zellinternen Abldufen begriindet und
reichen weit iiber photophysikalische Betrachtungen hinaus.
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6. Zusammenfassung

Die urspriingliche Fragestellung, ob DNA-Basen angrenzende Photoschédden beein-
flussen konnen, kann zum Abschluss dieser Arbeit bejaht werden. Es wurden sowohl
Einfliisse auf die Bildung neuer Photoschéden als auch auf die Reparatur vorhandener
Schéden beobachtet. Die Reparatur des T(CPD)T und die Bildung des 8-OxoG
Schadens wurden herausgegriffen und in kurzen einzelstrangigen Oligonukleotiden
untersucht. Unter systematischer Variation der benachbarten Sequenzen wurden die
Quantenausbeuten fiir Schadigung und Reparatur ermittelt.

T(CPD)T Selbstreparatur

T(CPD)T Schéden sind die haufigsten UV-induzierten Photoschaden im Erbgut (vgl.
Tabelle 2.1). Zur Reparatur dieser Schiaden gibt es neben der direkten Photorepara-
tur [HIRO7] unterschiedliche enzymatische Mechanismen [Sanl6]. Dass benachbarte
Basen T(CPD)T Schéden ohne die Beteiligung von Enzymen in einem Photolyase-
dhnlichen Mechanismus reparieren kénnen, ist erst seit kurzem bekannt [Bucl6]. Die
Rolle langlebiger ladungsgetrennter Zustdnde im Hinblick auf die Photoreparatur
des T(CPD)T wurde im Rahmen dieser Arbeit sequenzselektiv durch stationére
Belichtungsexperimente und mit Hilfe von transienter Infrarot-Spektroskopie an
kurzen Oligonukleotiden untersucht. Als neue Erkenntnis zeigten langlebige Zustande
zwischen allen Purin-Dinukleotiden Potential zur Reparatur eines benachbarten
T(CPD)T. Einzelne an einen T(CPD)T Schaden angrenzende Guanine wiesen eben-
falls Reparatureigenschaften mit unterschiedlichem zugrunde liegenden Mechanismus
auf. Experimente an kurzen doppelstrangigen Oligonukleotiden zeigten, dass die
Hybridisierung zum Komplementarstrang sowohl die Photoschadigung als auch die
Reparatur vorhandener T(CPD)T Schaden reduziert.

Die im Zuge dieser Arbeit gefundenen Reparatureigenschaften gewisser DNA-
Sequenzen koénnen die Selektion in der frithen Entwicklung des Lebens nachhaltig
beeinflusst haben. Unter stérkerer UV-Belastung und ohne enzymatische Unter-
stitzung konnen die untersuchten intrinsischen Selbstreparaturmechanismen eine
wichtige Rolle als Photostabilisatoren des préabiotischen Erbgutes gespielt haben.
Die ermittelten Lebensdauern ladungsgetrennter Zustidnde auf unterschiedlichen
Sequenzen liefern Grundlagen zum Verstiandnis photophysikalischer Prozesse auf
DNA-Strangen.
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6. Zusammenfassung

8-0x0G Schadensbildung

Nach bisherigem Kenntnisstand gibt es fiir die oxidative Schadigung von Guanin
zu 8-Ox0G unterschiedliche Mechanismen [Cadl7]. Ein Grofteil der Studien be-
zieht sich auf die Schadigung durch ionisierende Strahlung (z. B. Ber10, Sch17b).
Der Schédigungs-Mechanismus aufgrund von schwacher UVC-Strahlung, wie sie
in frithen Entwicklungsstadien des Lebens plausibel ist, wurde bislang noch nicht
im Detail aufgeklart. Der Vorschlag nach der Beteiligung eines Guanin-Radikal-
Kations wurde im Rahmen dieser Arbeit durch transiente Infrarot-Spektroskopie
untersucht. Uberraschenderweise zeigten die Lebensdauern ladungsgetrennter Zustin-
de mit des UV-induzierten 8-OxoG Ausbeuten kurzer Oligonukleotide (HPLC-MS
Analyse) keine Korrelation. Es gibt Hinweise darauf, dass die Schadigung tiber ul-
traschnelle Deprotonierung zum G-Neutralradikal und anschlieBende Hydratation
mit dem Losungsmittel stattfindet. Dabei stehen sterische Argumente gegeniiber
sequenzselektiven Aspekten im Vordergrund, wie Vergleiche von Oligonukleotiden
unterschiedlicher Lénge belegen. Der vorgeschlagene Mechanismus zeigt einen prabio-
tisch relevanten Entstehungsweg oxidativer Schaden, hervorgerufen durch schwache
UVC-Strahlung.

Schadensbildung an statistischen Sequenzen

Die UV-induzierte Photoschddigung von einzelstrangigen Oligonukleotiden mit zu-
falligen Sequenzen wurde mit Hilfe des neuen Sequenzierverfahrens Sequencing by
Synthesis [18c] untersucht. Vorteile dieser Methode liegen in der massiven Parallelitét
der Sequenzierung, wodurch simultan eine zuverldssige Datenstatistik iiber alle mog-
lichen Photoschaden erzielt werden konnte. Die Untersuchung kurzer Oligonukleotide
zufalliger Sequenzen unter UV-Bestrahlung stellt die Selektion in frithen Entwick-
lungsstadien des Lebens nach. Im Gegensatz zu Studien isolierter Photoschiaden
ist hierbei besonders hervorzuheben, dass durch die Striange die Einfliisse benach-
barter Basen herausgearbeitet werden konnten. Diese spielen fiir das Uberleben
genetischer Information eine wichtigere Rolle als die Uberlebenswahrscheinlichkeit
einzelner Mono- oder Dinukleotide. Abgesehen von Einfliissen, welche auf die Ba-
sennachbarschaft zurtickzufithren sind, stehen die statistischen Analysen aller im
Strang enthaltenen Dimer-Kombinationen in Einklang mit den Quantenausbeuten
aus der Literatur bekannter Photoschéden. Tri- und Tetramer-Ausschnitte der Oli-
gonukleotide, welche das fiir Photoschadigung stark anféllige Dimer TT enthalten,
zeigten stark ausgepragte sequenzselektive Einfliisse der benachbarten Basen auf die
Photostabilitdt. Es ist daher anzunehmen, dass derartige sequenzselektive Photostabi-
lisierungsmechanismen die Entwicklung des frithen Lebens beeinflusst haben kénnten.
Damit tragen die hier dargestellten Ergebnisse zu dem sich rasch weiterentwickelnden
Forschungsfeld nach den Urspriingen des Lebens bei.
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A. Anhang

Ausgewertete Zeitverlaufe der TRIR Messungen
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Abbildung A.1l.: In Unterabschnitt 3.4.2 und Unterabschnitt 4.4.1 ausgewertete Zeitverlaufe.
Dargestellt sind die Wellenzahlen mit den maximalen GSB Signaturen.
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