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Abstract

Taking certain drugs like antibiotics and the additional exposure to sunlight often cause side
effects such as sunburn and other skin reactions. Therefore, many package inserts of drugs
with specific ingredients, such as one of our test substances, ketoprofen, recommend
protecting the treated skin from sunlight.

These photoactive substances are also called photosensitizers. When irradiated with light of
the appropriate wavelength, photosensitizers achieve excited states with high energy. This
energy can be transferred to molecules for instance the DNA. If such high-energy radiation
strikes DNA, it can be damaged, which leads to mutations and cancer such as skin cancer
being one of the most common form of cancer in Germany.

The aim of the project is to test substances that are suspected of photochemical reactions, and
thus trigger DNA damage in form of so-called CPD. CPD occurs when two pyrimidine bases
react through a [2+2] cycloaddition together, whereby the single strand forms a kink. Thus, the
thymine bases cannot trigger hydrogen bonds to the complementary adenine pair anymore.
Hence, during replication, the bases can no longer be read, and a frameshift mutation occurs,
which leads to cancer and other diseases.

The series of experiments came to the results that there is a connection between photoactive
substances being exposed to a specific wavelength of 365 nm and CPD, confirming that there
is a serious risk of the consumption of such substances as ingredients of essential oils,
painkillers or cosmetics.



1 Einleitung

Die Erbsubstanz in unseren Zellen ist taglich vielen duBeren Einflissen, wie beispielsweise
Strahlung ausgesetzt. Insbesondere der ultraviolette, energiereiche Anteil des Sonnenlichts ist
in der Lage, das Erbgut zu schadigen. Wahrend die UV-C-Strahlung und ein GrofB3teil der UV-
B-Strahlung von der stratosphérischen Ozonschicht absorbiert werden, kann die verbleibende
UV-A-Strahlung die Erbsubstanz indirekt oder direkt beeinflussen. Trifft sie auf photoaktive
Substanzen, die z. B. als Wirk- oder Zusatzstoffe in Kosmetik- oder Arzneimitteln enthalten
sind kénnen diese die Energie auf die Erbsubstanz Ubertragen. Sie werden daher auch als
Photosensibilisatoren bezeichnet.

Die DNA wird durch die energiereiche Strahlung auf ein héheres Energieniveau angehoben
und ist dadurch in der Lage, photochemische Reaktionen einzugehen. Dabei kdnnen
beispielsweise Basen der DNA miteinander Uber eine [2+2]-Cycloaddition reagieren.
Dreiviertel dieser Schaden sind vom so genannten CPD-Typ. Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere
entstehen, wenn benachbarte Pyrimidinbasen kovalente Bindungen ausbilden und somit die
Basenpaarung durch Wasserstoffbriicken zum komplementdren DNA-Strang stéren (Abb. 1).

~A=T + UV-Strahlung A T

Abbildung 1 Entstehung von CPD-Schéden

Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere blockieren bei der Replikation der DNA die DNA-Polymerase.
Im komplementéaren Strang fehlen zwei Adenin-Nukleotide und es kommt durch Deletion
zweier Basen zu einer Frameshift-Mutation oder zu einem Kettenabbruch. Die Folgen sind
haufig schwerwiegend, da das Leseraster verandert wird und somit falsche Basentripletts bzw.
Codons, die fur andere Aminos&uren codieren, entstehen. In fast allen Féllen geht die Funktion
des Polypeptids verloren. Sind Proteine betroffen, die bei der Regulation der Zellteilung
beteiligt sind, kann dies zu Krebs fihren (Graw 2015:418).

Ziel des Projektes ist es, den Einfluss von photoaktiven Substanzen, die im Verdacht stehen
DNA-Schaden auszulésen, zu untersuchen. Dazu werden kurze DNA-Einzelstrange
synthetisiert, in Gegenwart von photoaktiven Substanzen mit UV-A-Licht der Wellenlange 365
nm bestrahlt und die entstandene Menge an CPD-Schaden bestimmit.



2 Material und Methode
2.1 DNA-Synthese und Analyse

Unter einer Synthese versteht man die Verknlpfung
mehrerer Einzelbestandteile zu einer Einheit. In diesem
Fall wurden DNA-Nukleotide zu einem 12mer und . B \
einem 21mer langem Einzelstrang zusammengesetzt. ey E‘l’f‘}f:
Die Wirkung der photoaktiven Substanzen sollte ey
anhand diesen untersucht werden. Die Einzelstrange
wurden in einem DNA-Synthesizer (Abb. 2) mittels
Festphasensynthese hergestellt.

Folgende DNA-Sequenzen wurden hergestellt:

3-G-C-G-T-A-T-A-T-A-A-T-A-T-A-C-G-C-G-C-A-G-5
(langer Strang aus 21 Nucleotiden)

5-T-A-T-A-T-G-C-G-C-G-T-C-3'
(kurzer Strang aus 12 Nucleotiden) Abbildung 2 DNA -Synthesizer

2.1.1 DNA-Festphasensynthese

Mit einem DNA-Synthesizer kénnen Oligonukleotide, z. B. aus wenigen DNA- oder RNA-
Nukleotiden aufgebaute Oligomere, hergestellt werden. An einem festen Trager, dem
Controlled Pore Glas (CPG), befindet sich ein tber einen Linker fixiertes Nukleosid, an welches
weitere Nukleotide gekoppelt werden kénnen. Die Reaktion verlauft in folgenden vier
Teilschritten: Entschiitzung, Kupplung, Capping und Oxidation.

1. Entschitzung

DMT cation (orange)

Im ersten Schritt, der Entschiitzung, wird die 4,4-Dimethoxytrityl-Schutzgruppe mithilfe einer 3
% Dichloressigsaure in Dichlormethan abgespalten. Das abgespaltene DMT-Kation farbt die
Lésung orange. Die DMT-Konzentration kann Uber einen Detektor quantitativ bestimmt werden
und zeigt, wie erfolgreich die Reaktion war.
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2. Kupplung

DMTO.

o base DMTO base
DMTO o base b YN\(
p c/\/0 +

N7
NC/\/O Q\IH ( o base
Q\N) NH HO base
NH \/ 0
T 0.0

tetrazole catalyst \S
E O~ "NH

An den zuvor entschitzten Zucker wird das gewinschte Nukleosid gekoppelt. Als Reagenz
werden Phosphoramidite der Nukleoside verwendet. Die Base wird durch einen Tetrazol-
Katalysator am Phosphor aktiviert und es kommt zu einem nukleophilen Angriff der zuvor
entschitzten Hydroxyl-Gruppe an dem aktivierten Phosphoratom.

3. Capping

)
/\\ -
—N 0]
j Me \?NiMe \(O
()Ohggj\ W base \l o base 1 o base
MN : 5\ OEO\ 03.1 @N
Me”
NH O” "NH

In dem Syntheseschritt werden zwei Ldsungen eingeleitet: Der Cap A Mix (10 %
Essigsaureanhydrid, 10 % Pyridin, 80 % Tetrahydrofuran) und der Cap B Mix (16 % 1-
Methylimidazol, 84 9% Tetrahydrofuran). Dadurch wird verhindert, dass an kirzere
Abbruchstréange, die bei einer nicht erfolgreichen Kupplung entstehen, weitere Nukleoside
binden kdnnen.



4. Oxidation
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Im 4. Schritt findet eine Oxidation von Phosphor (lll) zu stabilerem Phosphor (V) statt.
Phosphor (V) wird fir die weitere Synthese benétigt. Dies geschieht mittels einer lod-Lésung
(in 2 % Wasser, 20 % Pyridin, 78 % Tetrahydrofuran-Lésung). Die 2-Cyanoethyl-Schutzgruppe

am Phosphor bleibt dabei erhalten.

5. Abspaltung und Entschiitzung
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Bei dem abschlieBenden Reaktionsschritt werden die Schutzgruppen der Basen und der DNA-
Strang von der festen Phase abgespalten. Der Vorgang lauft unter Zugabe von 25%iger

wassriger Ammoniak-L&sung ab.



Schutzgruppen:

HO .
Ph Ph R = icj
0 0
HN’&O N HN/&O N OH
NH O NH
N SN PN SN <
< | A I‘le N °N I /& ITI N NN
NN B H Nigae] R |
R
N(6)-benzoyl dA N(2)-isobutyryl dG N(4)-benzoyl dC N(2)-dimethylformamidyl dG

Je nach Base werden verschiedene Schutzgruppen verwendet. Die Benzoyl-Schutzgruppe
wird bei Adenin und Cytosin, die Isobutyryl- oder Dimethylformamidyl-Schutzgruppe bei
Guanin verwendet. Fir Thymin ist keine Schutzgruppe notwendig (,Solid-Phase
Oligonucleotide Synthesis”).

AbschlieBend wird die CPG-gebundene DNA aus dem Synthesizer enthommen und im
Vakuum gefriergetrocknet (lyophilisiert).

Bevor die DNA aufgereinigt werden kann, wird diese aus der Kartusche, in welcher sie
synthetisiert wurde, in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB tberfiihrt. Uber Nacht wird die DNA in
einer wassrigen Ammoniak-Lésung vom Controlled Pore Glas (CPG), dem festen Tréager,
abgespalten. Der Ammoniak wird anschlieBend unter vermindertem Druck abdestilliert.

Die noch im Wasser geléste DNA und das CPG werden fur mehrere Sekunden zentrifugiert.
Dabei setzt sich das CPG ab und es bildet sich eine klare, darlber liegende Phase. Diese
muss in ein neues Eppendorf-Reagenzgefal Gberflihrt werden. Unter Zugabe von destilliertem
Wasser werden in insgesamt drei Waschgangen die noch verbliebenen DNA-Reste vom CPG-
Sediment abpipettiert.

2.1.2 Aufreinigung Uber Glen-Pak™

Das Glen-Pak Verfahren basiert auf Wechselwirkungen mit der DMT-Schutzgruppe. Die
geldste DNA wird in ein sogenanntes Glen-Pak DNA Purification Cartridge eingesetzt. Die
DMT-Schutzgruppe, und somit die DNA, bleibt am Material der Patrone haften, wahrend die
Abbruch-Sequenzen nicht gebunden wurden. Diese werden durch zweimaliges Waschen mit
1 ml Salzlésung (856 pl 4M NaCl + 100 pl MeCN + 1144 pul H20) entfernt.

AnschlieBend werden die synthetisierten Strdnge von der DMT-Schutzgruppe durch
wiederholte Zugabe von 1 ml 2%igem TFA abgespalten. TFA, sowie Uberschissiges Salz
werden durch zweimaliges Spulen mit je 1 ml deionisierten Wasser entfernt. Im letzten Schritt
wird die synthetisierte DNA aus dem Cartridge durch 1 ml 50%iges Acetonitril in Wasser,
welches 0,5 % Ammoniakwasser enthalt, gespult. In einem Eppendorf-Reaktionsgefal3 wird
die aufgereinigte DNA aufgefangen und erneut lyophilisiert (Abb. 5). Das Glen-Pak Verfahren
wurde sowohl mit dem langen als auch mit dem kurzen DNA-Strang durchgefihrt.



Abbildung 3 Abbildung 4 Lésung wird Abbildung 5
Eingespanntes Cartridge in Cartridge gegeben Gefriergetrocknete DNA

2.1.3 High performance liquid chromatography (HPLC)

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) ist ein Verfahren, bei dem
verschiedene chemische Substanzen aufgrund ihrer LAnge und Polaritét getrennt werden. Ziel
ist es, kiirzere Abbruchstrange oder Stoffe, die die bei der Synthese entstanden sind und durch
die Glen-Pak Aufreinigungsschritte nicht entfernt wurden, zu beseitigen. Die DNA wird in einer
mobilen Phase, dem Laufmittel, gelést und unter hohem Druck durch die stationédre Phase, die
Saule, gepumpt. Die Testsubstanzen, in diesem Fall Abbruchstrange und vollstandige
Einzelstrange, I6sen sich in der mobilen Phase. Sie wechselwirken unterschiedlich stark mit
der stationdren Phase in der Saule. Abbruchstrange, die im Vergleich zu den vollstandigen
Einzelstrangen kirzer und unpolarer sind, wechselwirken starker mit der stationaren Phase
und verlassen somit die Apparatur spater (Asselborn 2009:254).

Da DNA bestimmte Wellenlangen des Lichtes absorbiert, kann man dber einen
angeschlossenen UV/Vis-Detektor die unterschiedlichen Bestandteile der Probe trennen und
identifizieren.

Abbildung 6 HPLC-Gerét Abbildung 7 Aufnahme der Probe



2.1.4 Massenspektrometrie

Ziel der Massenspektrometrie ist es, Rickschlisse auf die Molekilmasse der untersuchten
Proben zu ziehen. Die Molaren Massen der Proben werden experimentell mit der Maldi-TOF-
Methode (Matrix-assisted laser desorption time-of-flight) bestimmt. Durch Laserbeschuss
werden die Molekile ionisiert, durch die Flugzeitanalyse wird dann ihre Masse bestimmt
(Asselborn 2009:264).

Die im Voraus berechnete Masse wird mit der experimentell bestimmten Masse verglichen.

2.2 Photosensibilisierende Substanzen
2.2.1 Stoffe

Als mdgliche Photosensibilisatoren wurden die Substanzen Ketoprofen, a-Mangostin,
Xanthotoxin, Benzophenon, Xanthon, 3-Methoxyxanthon, Silibinin und Silymarin eingesetzt.
Bei allen Testsubstanzen handelt es sich um organische, aromatische Carbonylverbindungen.

Photosensibilisatoren absorbieren das Licht in einem bestimmten Wellenlangenbereich und
Ubertragen die Lichtenergie auf ein weiteres Molekdl, in diesem Fall auf die DNA. Je nach
Struktur und der Léslichkeit der Sensibilisatoren kénnen diese unterschiedlich gut in die DNA
interkalieren und den Energietransfer begtnstigen.

Ketoprofen:

Ketoprofen ist ein Entziindungshemmer, der eine schmerzlindernde
und entzindungshemmende Wirkung hat. Er wird &uBerlich o
angewandt und zur Behandlung von Schmerzen verschiedener O O
Ursachen auf die Haut aufgetragen. Nach der Behandlung muss die 0
Haut gut vor der Sonne geschltzt werden, da es sonst zu M = 254,29 g/mol
unerwinschten Nebenwirkungen wie lokalen Hautreaktionen kommen

kann.

a-Mangostin:

Bei a-Mangostin handelt es sich um einen gelben Pflanzenfarbstoff aus
der Gruppe der Xanthone. Der Stoff wird aus verschiedenen Teilen der
tropischen Baumart Mangostin gewonnen. Aufgrund seiner
antibakteriellen und entzindungshemmenden Wirkung wird er als
Nahrungsergédnzungsmittel verwendet.

Xanthotoxin: ) = \
Xanthotoxin ist ein Naturstoff, der in den atherischen Olen

verschiedener Pflanzen wie Pastinaken, Bergamotten oder Vertretern S °
der Doldenblitler vorkommt. Fir manche wechselwarmen Tiere ist -0
Xanthotoxin schédlich, da durch Sonneneinstrahlung Entziindungen M = 216,19 g/mol

hervorgerufen werden.
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Benzophenon: 0
Das Keton ist oft Inhaltsstoff von Kosmetikprodukten, da es die Farben

und Dulftstoffe, aber auch die Kunststoffverpackungen vor Zerstérung O O
durch UV-Strahlung schitzt. Zudem dient der Stoff als Photoinitiator in
UV-Hartungs-Anwendungen, wie Tinten und Beschichtungen.

Xanthon: 0

Der Stoff wird synthetisch hergestellt, da er nicht natirlich vorkommt.

Er bildet jedoch den Stammkdérper flr einige Naturfarbstoffe. Xanthon O O
bildet feine, farblose Nadeln und wird als Insektizid, speziell zur ©
Abtbtung von Mottenlarven eingesetzt. M = 196,21 g/mol

3-Methoxyxanthon: 0

Bei 3-Methoxyxanthon handelt es sich um einen synthetischen
Sensibilisator der Gruppe der Xanthone. o o~
Silymarin: M = 226,23 g/mol
Silymarin ist ein Stoffkomplex aus Silibinin, Isosilibinin, Silicristin und

Silidianin, der in Arzneimitteln zur Behandlung toxischer und
chronisch-entzliindlicher Erkrankungen der Leber eingesetzt wird.

Silibinin: .
Silibinin ist in den Friichten der Mariendistel enthalten. @[
Mariendistel-Frucht-Extrakte wirken leberschiitzend, da sie HO\Q/\?J: 03\@[0%
die Zellmembran der Leberzellen stabilisieren. Die o OH OH
Substanz wird als Leitstruktur bei der Entwicklung von

Arzneien verwendet. M = 482,44 g/mol

Von allen Substanzen werden Stammlésungen mit einer Konzentration von ca. ¢ = 0,2 mmol/I
angesetzt. Als Losungsmittel wird Acetonitril verwendet. Folgende Mengen an Substanzen
werden in 200 ml Acetonitril geldst:

Tabelle 1 Mengen und Konzentrationen flir die Stammlésungen

Stoff Einwaage in mg Stoff Einwaage in mg
Ketoprofen 5,09 Xanthon 3,92
a-Mangostin 8,21 3-Methoxyxanthon 4,52
Xanthotoxin 4,32 Silibinin 9,65
Benzophenon 3,64 Silymarin 9,46
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2.2.2 Spektroskopie

Fir die spektroskopische Untersuchung werden die angesetzten Stammldsungen der
Konzentration 0,2 mmol/I mit Acetonitril auf 0,1 mmol/l und 0,05 mmol/l konzentrierte Lésungen
verdunnt. Von allen 24 Lésungen werden Absorptionsspektren der Wellenlangen 2 = 250 nm
— 800 nm aufgenommen. Dazu gibt man die Probelésungen in Klivetten und setzt diese in den
UV/Vis-Spektrometer (Abb. 8) ein. In einer weiteren Klvette befindet sich das Lésungsmittel
als Vergleichsldsung. Die ermittelten Absorptionswerte zeigen, bei welchen Langenwellen und
wie stark die Photosensibilisatoren Lichtenergie absorbieren und somit angeregt werden
(,UV/VIS-Spektroskopie®).

Abbildung 8 Spektrometer

2.3 Hybridisierung

Bei der Hybridisierung handelt es sich um eine molekularbiologische Technik, deren Ziel es
ist, aus komplementaren DNA-Einzelstrangen zusammengesetzte Hybridstrdnge zu bilden.
Zwischen den komplementéren Nukleinbasen werden dabei Wasserstoffbriicken ausgebildet.

Im Experiment wurde der lange (21mer) und kirzere (12mer) DNA-Einzelstrang
zusammengegeben und ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto 550 markierter DNA-Strang
zugefiigt. Die Lésung wird im Heizblock auf 90 °C erhitzt, sodass sich ggf. vorkommende
Doppelstrangbereiche, die sich zwischen komplementaren Bereichen gebildet haben, trennen.
Nach 10 Minuten lasst man die Probe langsam wieder auf Raumtemperatur abkihlen und die
Einzelstrange flugen sich zum Doppelstrang (Abb. 9) zusammen (Renaturierung)
(,Hybridisierung®).

Die Fluoreszenzmarkierung der DNA dient zur spateren Detektion bei der Gelelektrophorese.

[Atto-markierter Gegenstran% [ Verlangerungsstrang

5'—Att0550-C-G—-C-A-T-A-T-A-T T-A-T-A-T-G-C-G—C-G-T-C—3'
3'—G-C-G-T-A-T-A-T-A-A-T-A-T-A-C-G-C-G-C-A-G—S5'

Abbildung 9 Hybridisierter Doppelstrang
12



Der Atto-markierte Gegenstrang und der Verlangerungsstrang lagern sich (ber
komplementdre Basen an den langen Einzelstrang an. Dadurch steht die Thyminbase am
Ende des Atto-markieren Stranges direkt neben der Thyminbase am Anfang des
Verlangerungsstranges. Bei der anschlieBenden Belichtung kann genau an dieser Stelle ein
CPD-Schaden generiert werden. Entsteht solch ein Schaden, hat der Verlangerungsstrang
den Atto-markierten Strang verlangert.

2.4 Belichtung

Vor der Belichtung werden die Proben mit der freeze-pump-thaw-Methode entgast. Mit
flussigem Stickstoff und unter Zufuhr von Argon-Gas werden die Lésungen eingefroren. Ziel
ist,den vorhandenen Sauerstoff zu entfernen und durch Argon zu ersetzen, um so Stérfaktoren
und Nebenreaktionen durch Oxidationen, zu verhindern. Die gefrorenen Ldsungen werden
entgast und anschlieBend im lauwarmen Wasserbad langsam wieder aufgetaut. Der Zyklus
wird mindestens zweimal wiederholt, um so den gesamten Sauerstoff zu entfernen.

Abbildung 10 Fertige Proben zur Belichtung

Je 2,5 pM DNA-Lésung und 2,5 uM
Sensibilisator-L6sung werden gemischt.
Die Proben (Abb. 9) werden mit UV-Licht
der Wellenlange 365 nm bei 10 °C fir
eine Stunde (Versuchsreihe A) bzw. 24
Stunden (Versuchsreihe B) in einem
Belichtungsapparat bestrahlt (Abb. 11).
Durch die Lichtabsorption der
Sensibilisatoren und der anschlieBenden
Energielbertragung auf die DNA, sollten
durch eine [2+2]-Cycloaddition CPD-
Schaden generiert werden (Beaudry
2011). Abbildung 11 Belichtung der Proben
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2.5 CPD-Schaden

Bei der Belichtung kénnen an der Verbindungsstelle 3
zwischen Atto-markierten und Verldngerungsstrang CPD- 0
Schéaden entstehen. Unter dem Einfluss von energiereicher o—f=0
UV-Strahlung und der Wirkung der photoaktiven T
Substanzen bildet sich ein Pyrimidin-Dimer (Abb. 12) LI
zwischen den 5,6-Bindungen zweier benachbarter Thymin- F’W\C)%N
Nukleotiden. So resultieren aus einer (2+2)-Cycloaddition 0 H N o7
zwei kovalente Bindungen zwischen den benachbarten L I:é:ﬁﬁj
Pyrimidinbasen. Thymin ist aufgrund der niedrigen i TN 2
Triplettenergie  ein  besserer Akzeptor fir eine H"WD
Energielibertragung, wie sie bei Belichtung stattfindet, als H H
vergleichsweise Cytosin. Dies filhrt zu einer Aufhebung der -~
Basenpaarungen mit dem komplementaren Strang. Die °—§=°
entstandene Strukturdnderung kann im biologischen ?'
System zu schwerwiegenden Mutationen fiihren und ’
Folgen wie Krebs mit sich bringen (Graw 2015:418). Abbildung 12 Thymin-Dimer
- A .
5 —.-'\m;!,-.';f_J—C—G—C—A—T—A—T—A—TVT—A—T—A—T—G—C—G—C—G—T—C—%

Abbildung 13 DNA-Einzelstrang mit Thymin-Dimer

2.6 Gelelektrophorese

Entsteht ein CPD-Schaden, so verbinden sich der Atto-markierte Gegenstrang und der
Verlangerungsstrang tber die Thymin-Dimere (Abb. 13). Dadurch unterscheiden sich die
Strange mit dem generierten Schaden in ihrer molaren Masse, GréBe und Ladung von den
anderen Strangen in der Probe. Dies wird ausgenutzt, um die Proben mithilfe einer
Gelelektrophorese aufzutrennen.

Dazu werden die beleuchteten Proben auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und 1 h 20 min
bei maximal 50 °C und konstant 50W, sowie einer maximalen Spannung von 3000 V im
elektrischen Feld getrennt. Da die DNA-Molekiile durch die Phosphatgruppen des Zucker-
Phosphat-Rickgrats negativ geladen sind, wandern sie zur Anode. Durch die netzartige
Struktur des Gels wandern kleine Molekile schneller als gréBere. Fragmente gleicher GroRe
und Ladung bilden eine Bande in dem Gel. Diese sind durch die Fluoreszenzmarkierung mit
Atto 500 unter UV-Licht sichtbarMithilfe eines DNA-Markers mit Fragmenten bekannter Lange
kann die GréBe der verschiedenen DNA-Strange bestimmt werden (Alberts 2012:352-355).

Uber die Menge der auftretenden CPD-Schaden kdnnen so Aussagen zur

photosensibilisierenden Wirkung der untersuchten Substanzen unter den gegebenen
Versuchsbedingungen getroffen werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 DNA-Synthese und -Analyse
3.1.1  Tritylmonitor

Der Tritylmonitor (Abb. 14) zeichnet die Festphasensynthese auf und zeigt die Ausbeute der
zusammengesetzten DNA-Strédnge an. Die Konzentration des abgespaltenen DMT-Kations
kann Gber dessen Orangefarbung nachgewiesen und somit die Ausbeute bestimmt werden.
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COL. 3: HECTOR1 EMD DMT OFF: NO START: 14:57 04122019 STOP: 15:47 04.12.2019 COMMENT :
1 TAT ATG CGC GTC

lenght: 12 A- 2 C:3 G: 3 T:-4 -0 U: 0 20 L0 00 E:0

COL. 4: HECTOR2 EMD DMT OFF: NO START: 14:57 04122019 STOP: 16:26 04.12.2019 COMMENT :

1 GAC GCG CAT ATA ATA TAT GCG
Lenght - 21 A7 C4 G5 T:5 L0 U0 Z 0 L0 OO0 E:D

Abbildung 14 Tritylmonitor

Die Gesamtausbeute (Total Yield) fir die kiirzeren Strange betragt 100 %, die des langen
Einzelstrangs 57 %. Anhand der Balken im Diagramm lasst sich die Erfolgsquote bei den
einzelnen Kupplungen der Nukleotide ablesen. Je hoher die Prozentzahl ist, desto
erfolgreicher war die DNA-Synthese. Zur DNA-Synthese wurde hier die DMT-on Methode
gewahlt, bei der das letzte eingebaute Nukleosid die DMT-Schutzgruppe behalt. Dies
ermdglicht die Aufreinigung lber die Glen-Pak-Methode.

Aufgrund der geringen Ausbeute des Einzelstrangs und der begrenzten Zeit, wurde der lange
DNA-Strang (21mer) zuséatzlich kommerziell erworben.
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3.1.2 HPLC

In der HPLC werden die DNA-Strange nach ihrer Lange aufgetrennt und lber UV/Vis-
Spektroskopie bei 260/290 nm bzw. 260/310/345 nm untersucht. Da DNA und mdgliche
Verunreinigungen bei unterschiedlichen Wellenlangen absorbieren, kénnen diese detektiert
werden.

Die Flache unter dem Peak entspricht dabei der Menge an Testsubstanz, die die Saule bis zu
diesem Zeitpunkt durchlaufen hat. Sobald ein Peak auftritt, wird die austretende FlUssigkeit in
Eppendorf-ReaktionsgefaBen aufgefangen und das Gemisch so getrennt.

7 2- Hector_CB_Sist 21 Hector_CB_Sist UV_VIS_1 WVL:260 nm

Abbildung 15 Verldngerungsstrang
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Abbildung 16 Einzelstrang

Abbildung 15 zeigt das Diagramm des kirzeren Verlangerungsstrangs (12mer). Nach 33
Minuten wird bei 260 nm und 290 nm ein Peak erkennbar, der auf den Verlangerungsstrang
zurtckzufiihren ist. Die kleineren Hebungen direkt hinter dem Peak sind Abbruchstrangen
zuzuordnen. Der langere Einzelstrang eluiert nach etwa 37 min (Abb. 16).

Da DNA bei einer bestimmten Wellenldnge absorbiert, wurden die Proben bei
unterschiedlichen Wellenlangen beobachtet. Dadurch kann festgestellt werden, welcher Peak
der DNA entspricht und welcher auf mdglichen Verschmutzungen durch andere Stoffe
zurtickzufahren ist.

Beim Verlangerungsstrang konnten neben den erwahnten Abbruchstrangen keine weiteren
Verunreinigungen identifiziert werden.

Bei der Untersuchung des Einzelstrangs wird deutlich, dass es sich beim Peak mit der
Retentionszeit von 55 min bei 345 nm nicht um den DNA-Einzelstrang, sondern um einen
anderen Stoff handelt, der bei dieser Wellenlange absorbiert. Durch die zeitliche Trennung und
das Auffangen in unterschiedlichen Eppendorf-Reaktionsgefaf3en, konnte der Stoff von der
DNA getrennt werden.
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3.1.3 Massenspektrometrie

Far die synthetisierten Strange wurden die folgenden Massen errechnet und mittels Maldi-TOF

experimentell bestimmt.
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Abbildung 18 Maldi-TOF Ergebnis des Verldngerungsstrang

Tabelle 2 Massen der Strdnge

5000 6000 7000 8000 :

Strang errechnete Masse Maldi-TOF Ergebnis
Einzelstrang 6451,1 g/mol 6459,82 g/mol (% M: 3228,60 g/mol)
Verlangerungsstrang 3634,6 g/mol 3635,79 g/mol (% M: 1819,78 g/mol)
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Tabelle 3 Abweichung der Massen

Strang AM Abweichung
Einzelstrang 8,72 g/mol 0,135 %
Verlangerungsstrang 1,19 g/mol 0,03 %

Bei der Massenspektroskopie zeigen sich Abweichungen zwischen den berechneten molaren
Massen und dem experimentell ermittelten Wert. Diese ergeben sich vermutlich aufgrund der
relativ schlechten Kalibrierung des Gerétes.

3.2 Spektroskopie der photosensibilisierenden Substanzen

FUr die Veranschaulichung der Absorptionsspekiren werden Lésungen der Konzentration 50
UM verwendet.

1.4 —— Methoxyxanthon 50uM
—— Xanthon 50uM
1.2 —— Benzophenon 50uM
i —— Ketoprofen 50uM
c 101 Mangostln. 50uM B
28 0 Xanthotoxin 50uM
g— 0.8 —— Silymarin 50uM
2 — Silibinin 50pM
< 06- 2
] 365 nm % o5t
0.4 : =
0.2
0.0 ———— 7 %oo 2|50 300
250 300 350 400 450 Wavelength (nm)
Wellenlange [nm]
Abbildung 19 Absorptionsspektrum der Photosensibilisatoren Abbildung 20

Absorbtionsspektrum der DNA

Bei der Uberlagerung der Spektren aller Sensibilisatoren (vgl. Anhang 9.1) sind Unterschiede
in den Absorptionsspektren zu erkennen (Abb. 19). Dabei variieren diese je nach Wellenlénge.
Da als Strahlungsquelle fur die Versuche eine LED mit der Wellenldnge 365 nm gewdéhlt
wurde, werden die Absorptionen bzw. die Extinktionskoeffizienten der jeweiligen
Sensibilisatoren bei dieser Wellenlange verglichen. Ein Vorteil der gewahlten Wellenlange liegt
darin, dass DNA bei dieser Wellenldnge Licht nicht mehr absorbieren kann (Abb. 20). Zudem
ist bekannt, dass UV-A-Strahlung (315 nm — 380 nm), abgesehen von sichtbarem Licht, am
tiefsten in die Haut eindringen kann, da sie im Vergleich zu UV-B- und UV-C-Strahlung
langwelliger ist. Sie dringt bis ins Bindegewebe ein.
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3.3 Gelelektrophorese

Die verschiedenen Proben werden jeweils 1 Stunde bzw. 24 Stunden bei einer Wellenlange
von 365 nm belichtet und anschlieBend mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
aufgetrennt. In der linken Tasche wird ein DNA-Marker mit DNA-Sequenzen bekannter Lange
(16 — 36 mer) aufgetragen, um so Rlckschllsse auf die LaAngen der Strange ziehen zu kdnnen.
Angrenzend wird eine Blind-Probe aufgetragen, die unbehandelte DNA enthalt und in
Abwesenheit von Photosensibilisatoren belichtet wird.
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Abbildung 21 Gel (Belichtung unter UV-Lampe)

Die Proben enthalten verschieden lange DNA-Fragmente. Bei allen Proben finden sich kiirzere
(< 16 Basen), stark fluoreszierende DNA-Fragmente (S). Dabei handelt es sich um die 9 Basen
langen, Atto-markierten Gegenstrange.

Unterschiede finden sich bei den DNA-Fragmenten mit einer Lange von 21 Basen. Sie
entstehen, wenn die Thyminbase am Ende des Atto-markierten Stranges mit der Thyminbase
am Anfang des Verlangerungsstranges eine CPD-Bindung eingegangen ist und sich ein
Thymin-Dimer (T<>T), gebildet hat (vgl. 2.5 Abb. 13). Die Dimerisierung findet somit zwischen
der neunten und zehnten Base statt. Wie die Blind-Probe zeigt, entstehen CPD-Schaden nur
in Gegenwart photoaktiver Substanzen, da bei dieser nur die Atto-markierten Gegenstrange
zu erkennen sind.

Bei Xanthotoxin sind im oberen Bereich des Gels teils langere DNA-Fragmente zu erkennen.
Dabei handelt es sich um DNA-Addukte, die durch eine Vernetzung von Xanthotoxin mit
Einzelstrangen als Nebenprodukt entstanden sind.

Bei Xanthon sind zusatzlich zwei Banden bei P (17 Basen) zu erkennen. Hier ist der Strang
um 4 Nukleotide kirzer als der verlangerte Atto-Gegenstrang. Die Abspaltung der Nukleotide
wurde von Xanthon induziert. Um die genau Struktur festzustellen, missten weitere
Verfahrensschritte einleitet werden.
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3.4 Ausbeutebestimmung der CPD-Schaden

Die Ausbeute der CPD-Schéaden wird mithilfe des Programmes Aida Image Analyzer v.450
bestimmt. Dazu wird ein Rahmen um je eine Probe des Gelbildes gezogen und die einzelnen
Banden der Probe in einem Diagramm als Kurven dargestellt (Abb. 22). Die Flachen unter den
Kurven entsprechen der Intensitat der Banden und somit der Menge an fluoreszenzmarkierter
DNA. Durch Integration der Peakflachen kdnnen diese bestimmt und ins Verhaltnis zur
gesamten DNA-Probe gesetzt werden. Als Wert erhalt man die prozentuale Ausbeute an CPD-
Schaden (Tab. 4).

Addiert man zu der Menge an CPD-Schéaden, die Menge an Atto-markierten Gegenstrangen
und die Menge an Stréngen mit CPD-Schaden mit Basen-/Nukleotidabspaltung, so erhélt man
die Gesamtmenge der aufgetragenen DNA (T<>T + S (+ P bei Xanthon) (+ DNA-Addukte bei
Xanthotoxin) = 100 %)
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Abbildung 22 Aida Image Analyzer v.450 Auswertung am Beispiel Benzophenon (24 h Belichtung)

Tabelle 4 Bestimmung der Ausbeute an CPD-Schéaden (T<>T)

T<>T Benzophenon Ketoprofen Xanthon 3-Metoxyxanthon
1h 4,70 % 3,50 % 13,70 % 12,30 %
24 h 7,60 % 8,10 % 14,60 % 19,60 %
T<>T a-Mangostin Xanthotoxin Silibinin Silymarin
1h <1% <1% <1% <1%
24 h 4,80 % 6,20 % 6,70 % 6,80 %
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3.5 Vergleich der Sensibilisatoren

Alle verwendeten Sensibilisatoren haben unter den gewahlten Versuchsbedingungen CPD-
Schaden verursacht. Die Schaden sind je nach Substanz und Belichtungsdauer
unterschiedlich stark ausgepragt. Die Proben mit a-Mangostin, Xanthotoxin, Silibinin und
Silymaren zeigen nach einer Belichtungsdauer von einer Stunde fast keine Schaden. Bei
weniger als 1 % der DNA-Molekile haben sich Dimere gebildet. Auch nach 24 Stunden liegt
der Anteil der CPD-Schaden niedriger als den anderen untersuchten Photosensibilisatoren.
Sie kénnen demnach als weniger schadlich betrachtet werden. Bei Benzophenon und
Ketoprofen sind nach einer Stunde etwa 4 % der DNA-Molekiile geschadigt, nach 24 Stunden
ist der Anteil bereits doppelt so hoch.

Bei der Bestrahlung der DNA mit Xanthon sind nach einer Stunde 13,7 % der DNA beschadigt.
Zwischen 1 und 24 Stunden Belichtung zeigt sich jedoch nur ein geringer Unterschied,
wahrend die Werte von 3-Methoxyxanthon dabei nochmal deutlich ansteigen. Xanthon und
3-Methoxyxanthon weisen jeweils die héchsten Werte auf und bergen damit méglicherweise
auch unter realen Bedingungen die hdchste potentielle Schadeinwirkung unter den
betrachteten Substanzen.

Die unterschiedlich starke schadigende Wirkung lasst sich auf die Molekilstruktur
zurUckfuhren. Diese beeinflusst den Extinktionskoeffizienten, der angibt, wie stark die
elektromagnetischen Wellen von einem Medium absorbiert werden. Der Extinktionskoeffizient
ist bezogen auf die Wellenlange des Lichtes, die Stoffkonzentration und die Weglange, welche
der Lichtstrahl im Medium zurlicklegt, sowie auf das Medium selbst. Je kleiner der Koeffizient
ist, desto weniger Strahlung wird absorbiert und kann auf andere Molekiile Gbertragen werden.
Daher ist bei Substanzen mit kleinem Extinktionskoeffizienten die Wahrscheinlichkeit der
photochemischen Reaktion geringer (,Extinktionskoeffiezient®).

Ein weiterer beeinflussender Faktor ist die Léslichkeit der Substanzen. Dieser bedingt wie gut
sich ein Stoff in die DNA interkalieren kann. Je besser er sich einlagern kann, desto gréBere
Schaden werden verursacht. So spielen letztlich mehrere Faktoren zusammen, was
weiterfUhrende Experimente erforderlich macht.
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4 Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Stoffe, die von unserem Kérper aufgenommen werden,
beispielsweise Uber die Haut, unter Einfluss von UV-Strahlung DNA-Schaden verursachen
kdnnen. Bei der Auswertung des in vitro Experiments wird deutlich, dass bereits die
vergleichsweise energiearme UV-A-Strahlung in Kombination mit Photosensibilisatoren,
besonders nach einer langen Belichtungszeit, Schaden bedingt.

Aufgrund der geringen Anzahl an durchgefuhrten Versuchen kénnen die Ergebnisse nur als
erste Anhaltspunkte betrachtet werden. Um statistisch verwendbare Ergebnisse zu erhalten,
sollten mindestens drei Messwerte vorliegen. Da dies aber unter den gegebenen Bedingungen
nicht mdglich war, muss bei der prozentualen Ausbeutebestimmung der CPD-Schaden nach
Einschatzung von Arthur Kuhlmann von einer Abweichung von mindestens 5 % oder héher
ausgegangen werden (midndliche Mitteilung Juni 2020). Zu den Fehlerquellen bei den
Versuchen zahlen Pipettierfehler, Gerateabweichungen und Messfehler, sowie Fehler bei der
Integralbestimmung.

In weiteren Forschungsarbeiten kdénnte man umfangreichere Versuchsreihen ansetzen.
Neben den acht bereits positiv getesteten Substanzen gibt es weitere Stoffe mit
photosensibilisierender Wirkung, die als Ausléser von CPD-Schaden in Betracht kommen.
Eine weitere Uberlegung ware, die Wirkung der photoaktiven Substanzen in der Zelle (in vivo)
zu testen sowie die Aufnahme und den intrazellularen Transport der Photosensibilisatoren zu
untersuchen.

Nicht zuletzt bieten photosensibilisierende Substanzen auch interessante Chancen. So
kdnnen sie in photodynamischen Therapien (kurz PDT) angewandt werden, um Tumorzellen
zu behandeln.

Ob Gefahr oder Nutzen — Grundlage fiir eine mdgliche Verwendung photoaktiver Substanzen
ist die genaue Erforschung ihrer Wirkung auf Organismen.
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7 Abklrzungsverzeichnis

Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere
Controlled Pore Glas
Dimethoxytrityl

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Hochleistungsflissigkeitschromatographie)

8 Chemikalienverzeichnis

photodynamische Therapie
Trifluoressigsaure
Ultraviolettstrahlung
visible light (sichtbares Licht)

Produkt Katalognummer | Hersteller
Glen-Pak™ DNA 50mg Purification Cartridge | 60-5000-96 Glen Research
2 % Trifluoroacetic Acid (TFA) 60-4040-57 Glen Research
Stoff CAS-Nummer | Hersteller

Benzophenon 119-61-9 Sigma-Aldrich - Lab & Production Materials
Ketoprofen 22071-15-4 Sigma-Aldrich - Lab & Production Materials
Silibinin 22888-70-6 Sigma-Aldrich - Lab & Production Materials
Silymarin 65666-07-1 Sigma-Aldrich - Lab & Production Materials
Xanthon 90-47-1 Sigma-Aldrich - Lab & Production Materials
Xanthotoxin 298-81-7 Sigma-Aldrich - Lab & Production Materials
a-Mangostin 6147-11-1 Sigma-Aldrich - Lab & Production Materials
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9 Anhang

9.1 Spektroskopie
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