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Auf dem Weg zu einem Biosensor fiir y-Strahlen**

Franciscus M. H. de Groot, Giovanni Gottarelli,*
Stefano Masiero, Gloria Proni, Gian Piero Spada und
Nicoletta Dolci

Flissigkristalle sind anisotrope Fluide, die einen gewissen
Grad an Ordnung aufweisen. Auf dieser Eigenschaft basiert ihr
Verhalten gegeniiber schwachen dufleren Stérungen und damit
ihre Verwendung in vielen Display-Systemen. DNAM! und Ho-
moguanyl-Oligonucleotide!?! bilden in Wasser siulenartige cho-
lesterische Fliissigkristalle. Die Ganghdhe der cholesterischen
Strukturen kann direkt mit einem optischen Mikroskop aus den
Abstidnden zwischen den Retardationslinien abgelesen werden,
die in der sogenannten Fingerprinttextur auftreten;™! der Ab-
stand zwischen zwei Linien betrdgt die Halfte der Ganghdhe.
Somit kénnen die Auswirkungen von Stérungen, wie Tempera-
turdnderungen und Zusatz von Ionen oder Farbstoffen,* auf
die cholesterische Struktur leicht bestimmt werden, indem man
direkt die Abstandsidnderungen zwischen den Fingerprintlinien
beobachtet.

Wir wollten nun priifen, ob sich die Ganghéhe dieser ,,biolo-
gischen® cholesterischen Fliissigkristalle als sensitiv gegeniiber
ionisierender Strahlung erweist, da sich diese Phasen aus Mole-
kiilen zusammensetzen, von denen man annimmt, daf3 sie in
lebenden Organismen die am stirksten strahlungssensitiven und
die am meisten durch ionisierende Strahlung bedrohten Ziel-
systeme sind. AuBerdem scheint die cholesterische Struktur der
DNA in den Chromosomen einiger primitiver Algen und selbst
in Samenzellkernen vieler Spezies von Bedeutung zu sein ')

Die ersten Experimente wurden mit cholesterischen DNA-
Strukturen durchgefiithrt, wobei die DNA eine mittlere Lénge
von 100 + 20 Basenpaare hatte. Die Proben wurden y-Strah-
lung mit Dosen von 5 bis 200 kGy ausgesetzt. Die Ganghohe
vor der Bestrahlung betrug2.96 + 0.12 pm, und es konnte bis zu
einer Dosis von 20 kGy keine signifikante Anderung beobachtet
werden. Nach der Bestrahlung mit Dosen von 30 bis 100 kGy
zeigte sich eine kleine Verringerung der Ganghohe (ca. 8%).
Nach Bestrahlung mit einer Dosis von 200 kGy wurde die
Lésung isotrop.

Diese Ergebnisse waren zwar entmutigend, wir nahmen aber
an, daB3 die cholesterische Phase, die von 2'-Desoxyguanylyl-
(3’ > 5')-2"-desoxyguanosin {d(GpG)] gebildet wird, aus zwei
einfachen Griinden gegeniiber y-Strahlung sensitiver sein kénn-
te: Erstens sollte sich die Beschddigung eines Guanins im Dimer
entscheidend auf den Selbstaggregationsproze3 auswirken und
damit eventuell zur Bildung der cholesterischen Phase fiihren,
und zweitens ist Guanin unter den vier Basen die sensitivste
gegeniiber strahlungsinduziertem oxidativen StreB.S! AuBer-
dem entsteht aus d(GpG) - Na schon in niedriger Konzentration
eine cholesterische Phase, und die Ganghohe ist betrachtlich
groBer als bei DNA, so dal genauere Messungen moglich sind.
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Der Effekt von y-Strahlung auf die Ganghéhe ist in Abbildung 1
dargestellt, wihrend Abbildung 2 die Fingerprint-Textur der
Blindprobe und der Probe nach einer Dosis von 20 kGy zeigt.
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Abb. 1. Die inverse Ganghdhe p~' der cholesterischen Phase von d(GpG) als
Funktion der absorbierten Dosis D an y-Strahlen. Der mittlere Fehler bei der Mes-
sung der Gangh&he betrigt 9%.

Abb. 2. Fingerprinttextur der cholesterischen Phase von d(GpG) - Na. Oben: Un-
bestrahlte Referenzprobe (OriginalvergrofBerung 100 x ). Unten: Probe nach einer
Strahlungdosis von 20 kGy (OriginalvergroBerung 100 x ).

Man erkennt zwischen 0 und 20 kGy eine lineare Abhdngigkeit
der inversen Ganghdhe (Twist) von der verwendeten Dosis. Er-
wihnenswerte Verdnderungen treten ab 4 kGy auf, und die Ver-
drillung dndert sich von 0 bis 20 kGy um ungefdhr 330%. Bei
hoéheren Dosen konnte ein Ubergang in die isotrope Phase be-
obachtet werden. Wir haben auch die optische Dichte der Pro-
ben bei 252 nm (4,,, der Guanin-Absorption) gemessen und
eine kleine linear verlaufende Erniedrigung festgestellt. Von 4
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bis 60 kGy tritt eine Konzentrationserniedrigung um 8% auf,
was den Wegfall des Guaninchromophors kennzeichnet. Die
Verringerung der Ganghohe ist definitiv nicht auf die Konzen-
trationserniedrigung von d(GpG) zuriickzufithren, die im Ge-
genteil zu lingeren Ganghéhen fiihren sollte,/” sondern auf die
Bildung von Produkten mit hoherem Verdrillungsbestreben:
Beispielsweise ist das Verdrillungsbestreben von 2-Desoxy-
guanosin-5’-monophosphat [5'(pG)], einem der moglichen Ab-
bauprodukte, ca. doppelt so grof3 wie das von d(GpG) bei glei-
cher Chiralitit.!”-® Obwohl die Spaltung der Phosphodiester-
gruppe ein moglicher Abbauweg ist, der zu Guanosin-
Monomeren flhrt, handelt es sich dabei wahrscheinlich nicht
um den HauptabbauprozeB3.[*) Andere Abbauprodukte erhilt
man dagegen durch Angriff von OH-Radikalen auf die hetero-
cyclische Base.!'?) Die oben beschriebenen Experimente weisen
auf eine geringere Sensitivitat hin, als sie von klassischen chemi-
schen Referenzmethoden (Fricke) bekannt ist.l''1 Leider sind
die Dosen, die zum direkten Ablesen unseres Displays notig
sind, sehr viel hoher als die, die eine biologische Antwort in
lebenden Organismen auslosen.

Die Sensitivitidt der Methode kénnte verbessert werden, wo-
bei sich verschiedene Méglichkeiten anbieten: Zugabe von Sen-
sibilisatoren;!!? die Verwendung anderer Oligonucleotide; Ex-
perimente mit Fliissigkristallen in Gegenwart von Additiven wie
Polyaminen oder basischen Polypeptiden, die die Bildung der
cholesterischen Phase nicht inhibieren und die Situation in einer
lebenden Zelle besser simulieren.!*3! Ein alkalisches Medium
fordert die Spaltung des Zucker-Phosphat-Riickgrats, sobald
die Base zerstort worden ist,!*?! und auch dieser Effekt konnte
ausgenutzt werden. Beriicksichtigt man, dal die Ganghéhe vor
einer Bestrahlung ca. 58 um betrégt, kénnte die Probenzelle auf
anndhernd 300 um verkleinert werden; diese Lange reicht aus,
um fiinf Fingerprintlinien zu lesen.

Nach unserer Kenntnis wurde die Wirkung ionisierender
Strahlung auf Flissigkristalle von DNA und Guanosin-Ana-
loga bisher nicht untersucht. Man findet auch keine Angaben
iiber die Abhédngigkeit der cholesterischen Ganghd6he von einer
Bestrahlung mit y-Strahlen. Es gibt jedoch Daten, die die Ande-
rung thermodynamischer und dielektrischer Eigenschaften nach
Bestrahlung cholesterischer Strukturen, die aus Cholesterin-
derivaten aufgebaut sind, betreffen.[!4]

Experimentelles

Kalbsthymus-DNA (Sigma) wurde wie in Lit. [4] beschrieben mit Ultraschall be-
handelt. Die DNA-Proben (32 Gew.- % in Wasser) wurden folgendermafBen herge-
stellt: ein Tropfen der Lésung wurde zwischen zwei Objekttragerglaschen mit Hilfe
des kommerziell erhéltlichen SureSeal-Systems (Dicke 0.2 mm) als Spacer versie-
gelt. Pro Dosis wurden zwei Proben der Bestrahlung ausgesetzt, der Blindwert der
Ganghohe wurde mit zwdlf Proben bestimmt. Das Dimer d(GpG) - Na wurde nach
einer friither beschriebenen Methode synthetisiert und gereinigt [7]. Proben der
cholesterischen Phase von d{GpG) (4.8 Gew.-% in Wasser) wurden hergestellt, in
flachen Mikroobjekttragergldschen (Vitro Dynamics; Dicke 0.3 mm) versiegelt und
einer Dosis von 1 bis 20 kGy verschieden lang (fiir jede Bestrahlungszeit wurden drei
Gléschen verwendet und die Experimente doppelt ausgefiihrt) y-Strahlung ausge-
setzt (°°Co-Quelle; Dosisrate 38 Gymin~*). Damit sich die Fingerprintlinien bilden
konnten, wurden die Mikrogldschen in einem Magnetfeld (0.8 T) 4 h vorbehandelt
[3b]. Zur Bestimmung der Ganghéhe wurde ein Zeiss-Mikroskop (Standard 16)
verwendet.

Eingegangen am 12. Dezember 1996 [Z 9882]

Stichworte: Biosensoren + Desoxyguanosin - DNA-Strukturen -
y-Strahlung
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Die In-situ-Beobachtung des Wachsens und
Losens organischer Kristalle: ein erster Schritt
zur Bestimmung der Aufbauelemente**

David Gidalevitz, Robert Feidenhans’l,* Sophie Matlis,
Detlef-M. Smilgies, Morten J. Christensen und
Leslie Leiserowitz*

Das Wachstum von organischen Kristallen in einer Lésung
findet an der Kristall-Flissigkeits-Grenzfliche statt, deren
lokale Struktur daher fiir die Zusammensetzung der Elementar-
zelle, den Wachstumsmechanismus und den Kristallhabitus ent-
scheidend ist. Bisher sind zur In-situ-Untersuchung des Wachs-
tums hauptsichlich optische Methoden herangezogen worden,
die nicht nur im um-Bereich Informationen lieferten,[*! sondern
sogar {iber monomolekulare Stufen.!?*3 Mit der Entwicklung
der Kraftmikroskopie!! (Atomic Force Microscopy, AFM)
wurde es moglich, die Kristall-Losungsmittel-Grenzfliche auf
der Subnanometer-Skala abzubilden.® ~#
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