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STELLINGEN

Het verdient aanbeveling de theorie over de codperatieve helix-kluwenover-
gang in DNA, zoals die is geformuleerd door Lifson en Zimm, uit te breiden
door aan de toestand van een basenpaar in een helixgebied een statistisch ge-
wicht toe te kennen, dat afhankelijk is van de grootte van dit gebied.

Lifson,S. en Zimm, B.H. (1963). Biopolymers 1,15

De chemische verschuivingen, gevonden voor de waterstofatomen van ben-
zalmalonitril dat is opgelost in benzeen, verschillen van die in een oplossing
in chloroform. Weinberger et al. schrijven ten onrechte dit verschil toe aan
solvatering van het benzalmalonitril door een benzeenmolekuul op 3,47A
afstand van het opgeloste molekuul.

Weinberger, M.A., Heggie, R.M. en Holmes, H.L.
{1965). Can.J.Chem. 43,2585

Bij de bespreking van de reactiekinetica van de gangbare bereiding van poly-
ethyleenterephtalaat worden door Challa en door Fontana uit metingen van
de evenwichtsconstanten ten onrechte conclusies getrokken over de individu-
ele reactieconstanten van de omestering, respectievelijk de polycondensatie.

Challa, G. {1960). Rec.Trav.Chim. Pays-Bas 79,90
Fontana, C.M. (1968). J.Polymer Sci. 6,2343

Volgens Fong mag in zijn theorie over de helix-kluwenovergang van DNA de
verandering in het traagheidsmoment van een DNA molekuul worden ver-
waarloosd. Deze bewering is niet juist.

Fong, P. {1964). Proc.Natl. Acad.Sci., U.S., 52,239

De benadering die Crothers toepast bij de behandeling van grote verstoringen
van het evenwicht tussen de helix- en de kluwenconformatie van DNA, leidt
tot foutieve resultaten.

Crothers, D.M. {1964). J.Mol. Biol. 9,712



10.

De veronderstelling van Wetmur en Davidson,dat bij het renatureren van DNA
enkele helixwindingen worden gevormd doordat kluwens gedenatureerd DNA
zich strekken, geeft geen oplossing voor het door hen gestelde probleem.

Wetmur, J.G. en Davidson, N. (1968). J. Mol.Biol. 31,349

De suggestie van Aubert, dat de anisotropieconstanten van éénkristallen van
nikkel,bepaald met behulp van statische methoden, principieel verschitlen van
die welke uit ferromagnetische resonantie-experimenten kunnen worden bere-
kend, berust niet op goede gronden.

Aubert, G. (1968). J. Appl. Phys. 39,504

Metingen van de electronspinresonantie van DNA dat in droge toestand is be-
straald, zouden aan betekenis winnen, indien aan dit DNA een geringe hoe-
veelheid biologisch actief DNA werd toegevoegd.

De conclusie van Niel, dat voor het transport van de grote menhir van Loc-
mariaquer in Bretagne meer dan 3000 man nodig zijn geweest, berust op een
onvoldoende begrip van de mechanica.

Niel, F. (1961). Dolmens et Menhirs; Presses
Universitaires de France, p.32

Science Fiction literatuur heeft vooral waarde wanneer zij de verhouding
mens-machine aan de orde stelt. Het valt echter te betreuren, dat Asimov met
het introduceren van de drie wetten der robotica zich tot die gevallen beperkt,
waarin de machine volkomen ondergeschikt is aan de mens.

Asimov, . {1968). |, Robot; Panther Books, London

A.J. Hoff.
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HOOFDSTUK 1

INLEIDING

1.1, Algemeen

Sinds desoxyribonucleinezuur (DNA) werd gefdentificeerd als het
bestanddeel van de cel waarin de erfelijke eigenschappen zijn geco-
deerd (1), zijn uitgebreide onderzoekingen verricht om fysisch-che-
misch te verklaren hoe het DNA zijn biologische functie uitoefent,

Op grond van de rdntgenanalyse van kristallijne draden van
DNA (2) ontwierpen Watson en Crick (3) een model voor de structuur
van DNA, waarmee zij op eenvoudige wijze konden verklaren hoe de
genetische eigenschappen worden vastgelegd en aan het nageslacht
worden doorgegeven (4), Het is daarom de richtlijn geweest bij de
onderzoekingen die leidden tot de huldige gedetailleerde kennis om-
trent codering, overdracht en vertaling van genetische informatie.

Hoewel het model in dit opzicht uiterst succesvol was, wierp
het tevens enige problemen op, die ondanks intensief fysisch-chemisch
speurwerk tot dusverre onopgelost zijn gebleven, Dit wordt toegelicht
in de volgende paragraaf, nadat eerst het model van Watson en Crick
kort is besproken.

1.2, De structuur van DNA

DesoxyribonucleInezuur bestaat uit een keten van afwisselend
een fosfaatgroep en een desoxyribose, die door middel van esterbin-
dingen zijn verbonden. Aan elke desoxyribose is een purine- of een
pyrimidinebase gebonden., De structuur van Watson en Crick kan men
in gedachten verkrijgen door twee van dergelijke strengen gestrekt
naast elkaar te leggen en de zo gevormde band om een denkbeeldige
cylinder te winden, Men verkrijgt dan een dubbele schroeflijn., De
desoxyribose-ringen staan vrijwel parallel aan de as van de cylinder;
de vlakke basen staan loodrecht op de as. Een base van de ene streng
ligt steeds met een base van de tegenoverliggende streng in hetzelfde
vlak, In het model van Watson en Crick zijn de normaal voorkomende
purines adenine (A) en guanine (G) steeds gepaard met de pyrimidines
thymine (T) respectievelijk cytosine {C). Hiermede werd een elegante
verklaring gevonden voor de waarnemingen van Chargaff en medewer-
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kers (5) dat in de door hen onderzochte DNA preparaten steeds de
hoeveelheid adenine gelijk was aan de hoeveelheid thymine en de
hoeveelheid guanine gelijk aan de hoeveelheid cytosine, Tussen A en
T bevinden zich twee en tussen G en C drie waterstofbruggen. Te-
zamen met de electrostatische wisselwerkingen tussen de basen en de
z.g. hydrofobe bindingen zorgen deze ervoor dat de stirengen bij el-
kaar worden gehouden, De afstand langs de as van de cylinder tus-
sen naburige basenparen is 3,4 &, De DNA schroef heeft een spoed
van 34 A en een diameter van ongeveer 20 & (6).

Uit het schema van de basenparing volgt direct dat de twee
strengen complementair zijn, zodat met de volgorde van de basen in
de ene streng de volgorde in de andere streng geheel is bepaald.
Watson en Crick veronderstelden nu dat bij de vermenigvuldiging van
DNA, waarbij twee identieke dochtermolekulen worden verkregen, de
twee strengen van elkaar worden gescheiden en vervolgens elke streng
als matrijs dient voor de synthese van de complementaire streng.

Meselson en Stahl (7) toonden aan, dat de dochtermolekulen
bestaan uit één streng van het oudermolekuul en één nieuw gesynthe-
tiseerde streng., Dit wees erop, dat de strengen vdor of tijdens de
replicatie worden ontwonden. Voor de toentertijd bekende, kleine, DNA
molekulen leek dit geen moeilijkheden op te leveren, In de laatste
tien jaar werd echter aangetoond, dat er DNA molekulen bestaan met
een molekuulgewicht (M) van 100 MD (millioen daltons) en meer, Uit
deze molekulen zouden meer dan 10,000 windingen moeten worden ver-
wijderd in de voor de replicatie beschikbare tijd, die voor virussen
met DNA met een molekuulgewicht van 130 MD hoogstens ca. 12 mi-
nuten bedraagt (8). De ontwindingssnelheid zou dan buitengewoon groot
zijn,

De strengen van het DNA molekuul kunnen ook kunstmatig ge-
scheiden worden door bijv. de temperatuur van de DNA oplossing te
verhogen of de oplossing sterk zuur of sterk alkalisch te maken (9):
dit proces heet denatureren, Ten gevolge van het denatureren neemt
de extinctie bij 260 nm van de DNA oplossing toe; dit wordt het hy-
perchrome effect genoemd, De toeneming van de extinctie geschiedt
over een gering pH of temperatuurgebied. Het denatureringsproces
wordt daarom ook wel smelten genoemd en de curve, die in het over-
gangsgebied het verband weergeeft tussen de extinctie en de pH of
de temperatuur, de smeltcurve, Ook bij het smelten kan onder bepaal-
de omstandigheden de ontwindingssnelheid een zeer hoge waarde be-
reiken, Voor DNA van de bacteriofaag T4 (M = 130 MD) bijv. is de
tijd waarin de strengen kunnen worden gescheiden door verhoging van
de pH kleiner dan 1 minuut (10).

Verschillende auteurs hebben getracht een fysisch model te ont-
werpen dat het optreden van hoge ontwindingssnelheden bij de replicatie
in vivo verklaart. Hierbij werd aangenomen dat bij de replicatie het ge~
hele molekuul dient te ontwinden. Recente onderzoekingen wijzen erop,
dat voor lange molekulen dit niet het geval behoeft te zijn (121). Voor
het denatureringsproces in vitro blijven de ontwindingstheorieén van
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belang. Zij zullen daarom in het volgende kort worden besproken.

1.3. Theorieén over de ontwinding van DNA

Kuhn (11) veronderstelt, dat het ontwindingsproces aanvanke-
lijk zd verloopt, dat de diameter van de door één der strengen ge-
vormde schroeflijn groter wordt, Onder invloed van de Brownse bewe-
ging zou de andere streng zich vervolgens in de lengterichting door
de streng met vergrote diameter kunnen bewegen, De tijd nodig om
de strengen op deze manier volledig te scheiden, blijkt evenredig te
zijn met M3, Voor kleine molekulen geeft deze theorie een aanvaard-
bare ontwindingstijd. Voor DNA molekulen waarvan M groter is dan
100 MD, wordt deze tijd echter veel te lang in vergelijking met de
replicatietijd,

Levinthal en Crane (12) tonen aan dat de ontwinding der strengen
door rotatie die door franslatie in snelheid overtreft, Zij nemen aan
dat bij denaturering aan één uiteinde van de dubbele schroeflijn (voor-
taan kortweg helix genoemd) de strengen loskomen en in een kluwen-
achtige structuur overgaan. Het DNA molekuul wordt ontwonden, door-
dat de helix om zijn as roteert, waarbij het gedenatureerde uiteinde
niet meedraait ten gevolge van de viskeuze wrijving tussen de kluwens
en het oplosmiddel, De vrije energie die beschikbaar komt bij het uit
elkaar gaan der strengen, zou worden gebruikt als arbeid om het kop-
pel van de viskeuze wrijving tussen helix en oplosmiddel te overwin-
nen, De ontwindingstijd blijkt dan evenredig te zijn met M®, Dit is
niet verwonderlijk, daar de viskeuze wrijving én het aantal windingen
evenredig met M toenemen,

Longuet-Higgins en Zimm (13) benaderen het probleem op een
iets andere wijze door aan te nemen, dat aan beide uiteinden van het
molekuul kluwens van losse stirengen ontstaan, Zij veronderstellen dat
deze kluwens in tegengestelde richting draalen, terwijl de tussenlig-
gende helix niet roteert. Rekening houdende met de intrinsieke vis-
cositeit van de kluwens, die evenredig is met de wortel uit de lengte
van de streng die de kluwen vormt, vinden zij dat de vyiskeuze weer-
stand van de draalende kluwens evenredig is met M3 . De ontwin-
dingstijd blijkt evenredig te zijn met M5/ 2.

Fixman (14) heeft een model ontworpen waarvan de modellen
van Levinthal en Crane en van Longuet-Higgins en Zimm grensgevalien
zijn, Hij beschouwt een DNA molekuul waarin rotatie mogelijk is van
zowel de helix als van de kluwenachtige uiteinden. In tegenstelling
tot de voorgaande theorieén wordt niet a priori aangenomen, dat de
vrijkomende energie bij de ontwinding van een basenpaar veel groter
is dan de gemiddelde energie kT, Dit betekent dat de helix zich zo-
wel kan opwinden als ontwinden, Het grensvlak tussen helix en klu=-
wen kan zich heen en weer bewegen, waarbij over langere tijd bezien
het molekuul ontwonden wordt, De snelheid waarmee dit gebeurt, is
groter naarmate het energieverschil tussen de helix- en de kluwen-
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toestand groter is. Fixman toont aan dat, als dit energleverschil groot
is, het model van Levinthal de voorkeur verdient boven dat van Lon-
guet-Higgins en Zimm,

De besproken theorie®n geven geen verklaring voor de wijze
waarop de energie die vrijkomt bij het uit elkaar gaan der stirengen,
wordt omgezet in arbeid om de wrijving bij de rotatie te overwinnen,
Fong (15) heeft getracht dit manco te ondervangen door aan te nemen,
dat de draaiing het gevolg is van botsingen van watermolekulen met
het DNA molekuul, Na verloop van tijd resulteren deze botsingen in
een ontwinding van het molekuul, Voor grotere molekulen vindt Fong
een ontwindingstijd die evenredig is met M3. Zijn berekeningen zijn
echter nogal schematisch en het is daarom twijfelachtig of een meer
gedetailleerde beschouwing hetzelfde resultaat zal geven.

Bij alle voorgaande modellen wordt aangenomen, dat de ontwin-
ding begint aan de uiteinden van het molekuul, omdat daar de stabi-
liserende invloed van de wisselwerkingen tussen de basenparen het
kleinst is. Voor lange molekulen is het echter waarschijnlijk dat er
ook op andere plaatsen in het molekuul gebieden kunnen ontstaan met
een kluwenachtige structuur, doordat bindingen tussen de basenparen
worden verbroken, Deze zienswijze is de basis van het model van
Crothers (16). Er bevinden zich nu meer dan twee grensvlakken tussen
helix- en kluwengebieden in het molekuul. Verandering van het totale
aantal windingen in het DNA molekuul kan plaatsvinden doordat de
uiteinden van het molekuul in tegenovergestelde richting draaien, door-
dat helixgebieden zich van het inwendige van het molekuul naar de
uiteinden bewegen, of doordat kluwengebieden naar de uiteinden mi-
greren, Ook de beweging van de helix- en kluwengebieden gaat ge-
paard met lokale draaiing van het molekuul, Crothers neemt aan dat
de helix- en kluwengebieden heen en weer kunnen bewegen, waarbij
er na een kleine verandering van een uitwendige parameter een geringe
voorkeur bestaat voor het bewegen van de helixgebieden naar de uit-
einden van het molekuul, De ontwinding heeft dus het karakter van
een diffusieproces,

Crothers geeft een berekening voor de tijdsafhankelijkheid van
het diffusieproces na een kleine verandering in een uitwendige para-
meter (bijv. pH of temperatuur) ten gevolge waarvan het molekuul over-
gaat van de ene evenwichtstoestand in het smeltgebied naar de andere,
De aanpassing aan de nieuwe evenwichtstoestand wordt relaxatie ge-
noemd, Tijdens de relaxatie verandert de configuratie van het mole-
kuul, Deze verandering kan gemeten worden door bijv, de verandering
van de extinctie van een DNA oplossing te volgen.

Het belang van de theorie van Crothers ligt vooral in het feit,
dat er een verband wordt gelegd tussen de wijze waarop de ontwinding
plaatsvindt en de verandering van een experimenteel meetbare groot-
heid. Er zijn echter enkele bedenkingen aan te voeren tegen de wis-
kundige uitwerking van de overigens plausibele uitgangspunten. In de
volgende paragraaf zullen deze bezwaren worden toegelicht, nadat eerst
de theorie kort is besproken.
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1,4, Een theorie betreffende de relaxatie van DNA

Crothers beschouwt van een DNA molekuul een segment ter
lengte dx, waarbij x wordt gemeten langs de as van het molekuul,
Het segment bevat afwisselend helix- en kluwengebieden. De laatste
worden opgevat als "ringvormige" gebieden wvan enkelstrengig DNA,
waarin in de evenwichtstoestand geen windingen aanwezig zijn, De
helix~ en kluwengebieden kunnen in het segment heen en weer bewe-
gen. Verondersteld wordt dat de tijd waarin deze beweging geschiedt,
zeer veel kleiner is dan die waarin het aantal windingen in het seg-
ment ten gevolge van een kleine verandering in een uitwendige para-
meter van een waarde W; naar de nieuwe evenwichtswaarde Wy re-
laxeert, Er stelt zich dan voor elke waarde van het aantal windingen
W in het segment een quasi-evenwichtstoestand in, waarbij het ver-
schil dA tussen de vrije energie van het segment dx in de toestand W
en in de toestand WZ een functie is van W-W,. Deze functie wordt
voorgesteld door een machtreeks, die wordt afgebroken na de kwadra-
tische term, Gebruikmakend van het feit dat voor W = W, de vrije
energie minimaal is, leidt dit tot de relatie dA = c(W-WZ dx. Aan-
genomen wordt dat de afgeleide van dA naar W het koppel vormt waar-
door het molekuul gaat draalen, Deze rotatie wordt tegengewerkt door
de viskeuze wrijving tussen het DNA en het oplosmiddel, Enkele wis-
kundige bewerkingen, waarbij W wordt geacht een continue variabele
te zijn, nl. W = W(x,t), resulteren vervolgens in de bekende diffusie-

2
vergelijking D ?,Tvzv = %V_:I’ met D = 2c¢c/B, waarin g8 de wrijvings~
coé¢fficiént per eenheid van lengte voorstelt., De vergelijking wordt
opgelost voor de randvoorwaarden W = W;, t=0 en W= W,y voor
x=0,Lent >0, d.w.z. het DNA molekuul ter lengte L neemt aan
de uiteinden direct de waarde Wy van de eindtoestand aan. Vervolgens
wordt het totale aantal windingen in het molekuul op tijdstip t bere-

kend uit N(t) = _Z W(x,t)dx. Uiteindelijk blijkt dat N(t) - N{co) gelijk

is aan een som van e—ma(éhten, waarvan de coéfficignten de waarde
B{N(O) - N(oo)}//tz(Zj + 1)* hebben en de exponenten gelijk zijn aan
~(2j+ 1) nZDt/L ; hierin is j de sommeringsvariabele die loopt van 0
tot . Het relaxatieproces kan dus voorgesteld worden door een som
van eerste-orde processen.

De verandering van de vrije energie wordt berekend volgens een
procedure uit de statistische mechanica, Het resultaat is dat dA/dx =
f(G',ez), waarin 8' de van de tijd afhankelijke fractie gebonden ba-
senparen is in de quasi-evenwichtstoestand met W windingen in het
segment dx en 8, de fractie in de eindtoestand met W, windingen in
het segment. 8' wordt berekend door de vrije energie te minimaliseren
met betrekking tot 8' bij constante W, waarbij wordt verondersteld dat
de verandering in de uitwendige parameter klein is, Na substitutie van
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de gevonden waarde van 6' in f(e',ez) luidt de uitdrukking voor de
vrije energie per segment dA/dx = ankT(W-W,)“/2Wj, waarin a omge-
keerd evenredig is met de helling van de smeltcurve, n het aantal
basenparen per eenheid van lengte in het DNA molekuul, k de con-
stante van Boltzmann, T de absolute temperatuur en Wy het aantal
windingen in een uitsluitend uit helixgebieden bestaand segment. De
in het voorgaande gedefinieerde diffusiecoéfficiént D = 2¢/8 wordt dus
= ankT/BW

De eerste term (j = 0) van de som van eerste-orde processen
waarin de relaxatie kan worden ontbonden2 geeft het proces met de
grootste karakteristieke tijd To=1L BW /7l,' ankT. De bijdrage van deze
term tot de relaxatie is ca. 80% van het totaal. De bijdrage van de
tweede term (j = 1) is 9 maal zo klein, terwijl de relaxatietijd van
dit proces 9 maal zo kort is, De bijdrage van de volgende termen is
onder de meetomstandigheden reeds te verwaarlozen, De relatieve bij-
drage van de termen is onafhankelijk van 8y, d.i. de plaats in de
smeltcurve waar de relaxatie gemeten wordt, De relaxatietijden zijn
evenredig met de helling van de smeltcurve, maar hun verhouding is
hier niet van afhankelijk. Daar de helling van de smeltcurve maximaal
is bij het smeltpunt T, d.i. de temperatuur waarbij 50% van het maxi-
male hyperchrome effect is bereikt, wordt verwacht dat de relaxatie~
tijden het grootst zijn in het midden van het smeltgebied. Verder zijn
de relaxatietijden evenredig met het kwadraat van de lengte van het
molekuul, d,w.z, met M~,

Tegen de theoretische behandeling van het relaxatieproces door
Crothers kunnen verscheidene bezwaren worden aangevoerd, Zo bevat
het door hem beschouwde segment dx zowel helix- als kluwengebieden
en heeft dus eindige afmetingen, Bij de afleiding van de diffusiever-
gelijking leidt dit tot moeilijkheden, omdat dx dan infinitesimaal klein
moet zijn en het segment dus niet meer tegelijkertijd helix- en kluwen-
gebieden kan bevatten, Het moet daarom worden betwijfeld of de op~
lossing van de diffusievergelijking met de realiteit in overeenstemming
is., Zo is een merkwaardig gevolg van deze oplossing, dat W{x,co)
overal in het molekuul de waarde Wy heeft. Daar ook in de eindtoe-
stand het molekuul wordt verondersteld opgebouwd te zijn uit helix-
en kluwenstukken is dit alleen mogelijk indien W, een soort gemid-
delde waarde vertegenwoordigt, Het toepassen van de diffusieverge-
lijking op een variabele die een gemiddelde waarde voorstelt, is ech-
ter niet geoorloofd,

Het is niet waarschijnlijk dat de randvoorwaarde W = Wz voor

= 0,L ent >0 juist is. De grondslag van de theorie is immers,
dat in het smeltgebied ook in het midden van het molekuul kluwen-
gebieden kunnen ontstaan. Men mag verwachten dat de uiteinden de
minst stabiele gedeelten van het molekuul uitmaken en in het smelt-
gebied dus zeker de kluwenconfiguratie zullen hebben, De randvoor-

waarde zou dan moeten luiden W = 0 voor x = 0,L ent > 0,
Ook tegen de berekening van de vrije energie van het segment
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dx kunnen bezwaren worden aangevoerd, Er wordt namelijk gebruik
gemaakt van het model van Zimm (60), dat een wel zeer geldealiseerd
beeld van DNA geeft, Hierin vormen de strengen de stijlen en de ba-
senparen de sporten van een ladder. De sporten zijn gelijk en onder-
gaan slechts een wisselwerking tussen naast elkaar gelegen buren,
Voorts voert Crothers de relatie W(x,t) = W,.8' + W(1 - 8') in, waar-
in 8' de fractie gebonden basen op tijdstip t voorstelt en W het win-
dingsgetal in een kluwengedeelte. Wc wordt verondersteld alleen on-
gelijk nul te zijn als het molekuul zich nog niet in de evenwichts—~
toestand bevindt., De relatie geldt natuurlijk alleen maar als 8' de
fractie gebonden basenparen in het beschouwde segment is. In tegen-
stelling hiermee wordt bij de berekening van dA/dx in de quasi-even-
wichtstoestand 8' gelijkgesteld aan de fractie gebonden basenparen
in het gehele molekuul. Tenslotte wordt aangenomen dat 1 - 6, de
fractie ongebonden basenparen in het molekuul, evenredig is met het
fractionele hyperchrome effect (in 3.2. gedefinieerd als D;). Zoals in
paragraaf 4.2. zal worden besproken, is de gelijkheid 1 -8 = D; ver-
moedelijk niet juist.

1.5. Enkele experimenten betreffende de relaxatie van
DNA

Crothers trachtte zijn theorie te verifigdren door de relaxatie van
de extinctie bij 260 nm te meten van DNA van de bacteriofaag T2.
Het DNA was opgelost in een buffer bestaande uit 8 mM fosfaat, 1 mM
ethyleendiaminetetraacetaat (EDTA) en 0,18 M NaCl. In zijn experi-
menten werd de pH van de oplossing verhoogd door een kleine hoe-
veelheid van een geconcentreerde loogoplossing toe te voegen. De
pH waarbij 50% wvan het totale hyperchrome effect werd bereikt, be-
droeg 11,58, Nadat de oplossingen snel waren gemengd, werd de ex-
tinctie gevolgd, De toeneming van de extinctie na de pH-sprong was
in het begin onregelmatig, vermoedelijk omdat er tijdens het toevoegen
van de loogoplossing plaatselijk hoge loogconcentraties optreden en
het DNA daar meer denatureert dan overeenkomt met de toestand na
volledige menging,

Het verloop van de extinctie kon daardoor pas na enige tijd
nauwkeurig worden gemeten, Het laatste deel van de relaxatie bleek
volgens een eerste-orde proces te verlopen, De door Crothers opge-
geven relaxatietijd T heeft betrekking op dit proces, dat zou corres-
ponderen met de eerste term in de som van eerste-orde processen,
Of het eerste, snelle gedeelte van de relaxatie eveneens een eerste-
orde proces was, kon niet worden bepaald, zodat er dus ook geen
relaxatietijd voor kon worden opgegeven, In het midden van de smelt-
curve, waar de helling vrijwel constant is, bleef de relaxatietijd ook
constant, terwijl buiten dit gebied Ty kleiner was.

Door Crothers werden eveneens een aantal relaxatiemetingen
verricht met T2-~-DNA, dat gebroken was door de DNA oplossing gedu-
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rende lange tijd te roeren, Het gemiddelde molekuulgewicht M van het
gebroken materiaal werd bepaald door de viscositeit van de oplossingen
te meten en een door Aten (32) vastgestelde relatie tussen de visco-
siteit en M toe te passen, Over de homogeniteit van dit materiaal
wat het molekuulgewicht betreft, is niets bekend. Het bleek dat de
relaxatietijd T, voor molekuulgewichten lager dan 20 MD evenredig
was met Mz. Voor M = 2 MD bedroeg T, ca. twee sec, voor 20 MD
ca., 230 sec. Voor M groter dan 20 MD echter bleef T, vrijwel con-
stant: voor M = 100 MD was T. 245 sec. Crothers verklaarde dit
door aan te nemen dat in DNA van nature op regelmatige afstanden
enkelstrengbreuken voorkomen. De gemiddelde weglengte waarover tij-
dens de relaxatie kluwen- of helixgebieden diffunderen, zou dan ge-
lijk zijn aan de helft van de afstand tussen twee enkelstrengbreuken,
De afstand tussen twee breuken zou dus overeenkomen met een mole-
kuulgewicht van 20 MD.

Recente proeven hebben aangetoond, dat het mogelijk is DNA
te isoleren uit de T-even fagen met in minder dan 30% van de mole-
kulen é&n of meer enkelstrengbreuken (17). Van der Schans (18) heeft
aangetoond dat minder dan 10% van de T4 fagen (zeer veel op T2 ge-
lijkende fagen) in verse preparaten een DNA molekuul bevat, waarin
één of meer enkelstrengbreuken voorkomen, De hypothese dat de DNA
molekulen van de faag T4 van nature enige enkelsirengbreuken bevatten,
is dus niet juist, Dit betekent dat de relaxatietijd voor molekuulge-
wichten groter dan 20 MD inderdaad niet meer toeneemt met het mo-
lekuulgewicht, of dat er in het materiaal van Crothers een aantal
enkelstrengbreuken per molekuul waren geInduceerd, bijv. door de
isoleringsprocedure.

Enkele andere auteurs hebben eveneens experimenten beschre-
ven, waarbij het verloop van de extinctie van een DNA oplossing of
van synthetische polynucleotiden werd gemeten, nadat er een plotse-
linge verandering in een uitwendige parameter was teweeggebracht.

Spatz en Baldwin (19) hebben van het copolymeer van dAT de
relaxatie van de extinctie gemeten na een kleine verandering van de
temperatuur in het smeltgebied. Zij maakten gebruik van het door Eigen
en de Maeyer (20) ontwikkelde temperatuursprongapparaat. Hiermede
kon de dAT oplossing in enige microseconden enkele graden worden
opgewarmd., Gedurende enkele seconden bleef de oplossing op de eind-
temperatuur en koelde daarna langzaam af. Met deze methode kunnen
dus alleen de reacties worden gemeten, die binnen enkele seconden
zijn verlopen. Het dAT bleek een relaxatie te vertonen die niet geheel
exponentieel was. Aanvankelijk nam de extinctie snel toe; daarna ver-—
liep de toeneming bij benadering volgens een eerste-orde proces, dat
een relaxatietijd had van enkele milliseconden, De auteurs hebben
een uitvoerige studie gemaakt van de afhankelijkheid van deze relaxa-
tietijd als functie van de grootte van de temperatuursprong en van de
begintemperatuur van de sprong. Zij kwamen tot de conclusie dat in een
bepaald temperatuurgebied onder het smeltpunt gedeelten van de enkele
strengen op zichzelf terugvouwden, waardoor er vertakte helixstructuren
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zouden ontstaan, De snelle relaxatie werd verklaard door aan te nemen,
dat de vele korte takken elk onafhankelijk van elkaar de nieuwe con-
formatie krijgen die behoort bij de eindtemperatuur van de sprong,

Takashima en Arnolds (21) hebben de denaturering van kalfs-
thymus DNA en zalmsperma DNA bestudeerd door de inhoud van een
spectrofotometercuvet snel op 100°C te brengen. Tijdens en na de
opwarming werd de extinctie bij 260 nm gemeten. De inhoud van de
cuvet werd verwarmd door middel van in de cuvet geplaatste electroden,
die verhit werden in een hoogfrequent electrisch veld. De opwarm-
snelheid bedroeg 4 & 5°C/sec. Het DNA begon te denatureren nadat
de temperatuur van de cuvet hoger dan 85° was geworden, Na 5 sec
verliep de extinctietoeneming exponentieel met een relaxatietijd van
ca, 30 sec, Dit experiment is moeilijk te interpreteren, daar het DNA
zeker niet monodispers was, terwijl het aantal enkelstrengbreuken niet
was bepaald, Gezien de opwarmtijden begon het exponentigle proces
waarschijnlijk pas bij 100°, d.w.z. ver boven het smeltpunt, waar-
door geen sprake meer is van een evenwichtsreactie.

Peacock en Walker (22) brachten kalfsthymus DNA op een be-
paalde temperatuur in het smeltgebied en namen op gezette tijden
monsters, Deze werden snel afgekoeld in een ijsbad, waarna de ex-
tinctie bij 259 nm werd gemeten bij kamertemperatuur. De extinctie
bleek exponentieel toe te nemen met de verwarmingstijd. Het is niet
bekend of mogelijk optredende renaturering tijdens de afkoelingsperiode
en daarna, de resultaten heeft beInvloed.

Freese en Freese (23) hebben nagegaan hoe snel bacterie DNA
met een molekuulgewicht van 35 MD =zijn vermogen tot transformatie
verliest, nadat een oplossing van dit DNA op hoge pH is gebracht,
Zij veronderstelden dat de inactivering wordt veroorzaakt door ontwin-
ding van het DNA, zodat de inactiveringssnelheid evenredig zou moeten
zijn met M'Z. Aannemende dat DNA van hogere organismen bij repli-
catie op dezelfde wijze wordt ontwonden, verkregen zij door extrapola-
tie van hun resultaten ontwindingstijden die de replicatietijd vele malen
overtroffen, De auteurs concludeerden hieruit, datdit hoogmoleculaire
DNA van nature enkel- of dubbelstrengbreuken moet bevatten,

1.6, Doel van het onderzoek

De door Crothers opgestelde theorie van de relaxatie van DNA
is niet geheel bevredigend, terwijl ook de door hem en anderen ver-
richte relaxatie-experimenten aan bedenkingen onderhevig zijn. Het in
dit proefschrift beschreven onderzoek is opgezet om door middel van
verbeterde experimentele methoden het inzicht in de relaxatie van DNA
te verdiepen.

1,7. Indeling van het proefschrift
De methode waarmee de relaxatie werd gemeten, wordt in hoofd-
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stuk 2 behandeld, Tevens worden daar een aantal proeven vermeld,
waarmee werd nagegaan of het DNA tegen de proefomstandigheden be-
stand was. Hieruit bleek dat er breuken in het DNA werden gelntro-
duceerd door verwarming, Dit was aanleiding het breken van DNA bij
hoge temperaturen nader te onderzoeken. De resultaten worden ook in
dit hoofdstuk vermeld,

Hoofdstuk 3 bevat de resultaten van de relaxatiemetingen met
ongebroken T4- en T7-DNA, Tevens worden er de proeven besproken
die zijn uitgevoerd met T4-DNA, waarin opzettelijk enkelstrengbreuken
zijn aangebracht en worden er de experimenten in vermeld die zijn
verricht met door hydrodynamische schuifspanningen gebroken T4-DNA,

De huidige theoriegén kunnen de experimentele resultaten niet
op bevredigende manier verklaren, In hoofdstuk 4 wordt een model van
de denaturering van DNA voorgesteld waarmee, zoals in hoofdstuk 5
wordt besproken, de waargenomen verschijnselen kwalitatief kunnen
worden verklaard,
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HOOFDSTUK 2

METHODEN

2.1, Inleiding

Om de relaxatie van DNA te kunnen meten moet snel en gelijk-
matig een verandering in het milieu worden aangebracht. Bij pogingen
de pH-sprongtechniek van Crothers te gebruiken, bleek dat het zeer
moeilijk was de DNA oplossing snel te mengen met de loogoplossing
zonder het DNA te beschadigen. Na deze ervaringen werd besloten de
relaxatie van DNA te bestuderen door het verloop van de extinctie te
meten na een sprongsgewijze verandering van de temperatuur. De ther-
mische denaturering heeft bovendien het voordeel dat zij in principe
thermodynamisch gemakkelijker te beschrijven is dan die ten gevolge
van een verhoging van de pH (24, 25), daar de electrostatische wis-
selwerkingen tussen DNA en oplosmiddel en tussen de delen van het
DNA molekuul zelf, op ingewikkelde wijze door de pH worden bein-
vloed.

In dit hoofdstuk worden eerst de gebruikte materialen opgesomd.
Daarna wordt een korte beschrijving gegeven van de apparatuur die
gebruikt is om de temperatuur van een DNA oplossing in een sprong
te verhogen. Vervolgens wordt de nauwkeurigheid van de spectrofoto-
metrische registratie van de extinctie aangegeven en wordt de methode
om de experimentele curven te analyseren besproken. Hierna wordt
behandeld hoe het gemiddelde aantal enkel- of dubbelstrengbreuken
per DNA molekuul werd bepaald en worden enkele methoden besproken
waarmee opzettelijk breuken in DNA werden geinduceerd.

Tenslotte worden enige controle-experimenten vermeld, waarin
werd nagegaan of er breuken in het DNA ontstaan tijdens de relaxatie-
experimenten. Aangetoond wordt, dat dit aantal onbetekenend klein is,
indien media en omstandigheden geschikt worden gekozen.

2,2, Gebruikte materialen
Om relaxatiemetingen te kunnen interpreteren is het noodzake-
lijk te beschikken over DNA dat monodispers is met betrekking tot

het molekuulgewicht. DNA's van bacteriofagen zijn bijzonder geschikt
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voor deze metingen, daar zij onbeschadigd in gezuiverde vorm kunnen
worden verkregen. Voor de meeste relaxatie-experimenten is DNA van
de faag T4B gebruikt, Dit DNA vertoont grote gelijkenis met het DNA
van de verwante faag T2, dat door Crothers werd gebruikt. Het heeft
een molekuulgewicht van ca, 130 MD (37). Het DNA bevat i.p.v.
cytosine 5-hydroxymethylcytosine (5-HMC); de verhouding (A + T)/
(G + 5-HMC) bedraagt 1,94 (36). De 5-HMC nucleotiden zijn alle
geglucosyleerd; aan 70% is een a-glucosylgroep bevestigd en aan 30%
een ﬁ—glucosylgroep. Hierin verschilt T4-DNA van T2~-DNA, waarin
aan 70% van de 5-HMC nucleotiden een a-glucosylgroep is gebonden
en aan 5% een a-gentiobiosylgroep (38), De volgorde van de basen
in T4-DNA 1is gepermuteerd, d,w.z, men kan de molekulen ontstaan
denken uit cirkelvormige molekulen, die ieder op een willekeurige
plaats zijn doorgeknipt (39). Enkele experimenten met T2-DNA toonden
geen verschil in de relaxatie-eigenschappen van T2- en T4-DNA,

Ook van T7-DNA werd de relaxatie gemeten. Dit DNA heeft
een molekuulgewicht van 28 MD (18). De (A + T}/(G + C) verhouding
is 1,08, Het DNA bevat geen 5-HMC, is niet geglucosyleerd en niet
gepermuteerd (36, 39, 40).

De T4B fagen, oorspronkelijk afkomstig uit het laboratorium
van Dr, S. Brenner, werden gekweekt en gezuiverd door de heer A, L. M,
Roos volgens de methode van Veldhuizen (41), De T7 fagen, afkom-
stig van het Laboratorium voor Microbiologie van de Rijksuniversiteit
te Utrecht, werden gekweekt en gezuiverd door mej., W.,S.D, Verhey
volgens de procedure van Lunan en Sinsheimer (42).

Het DNA van de T4 en de T7 fagen werd geisoleerd volgens de
methode van Mandell en Hershey (43), in de variant van Aten (32).
Het DNA werd na de isolering gedialyseerd tegen een buffer bestaande
uit een oplossing van 6 mM NazHPO4, 4 mM KH2P04, 1 mM EDTA,
0,5 mM NayH,P,0; en 0,5 mM NayPp0, (HMPEP), pH 7,0. In enkele
gevallen werd een buffer gebruikt waaraan geen pyrofosfaat was toe-
gevoegd (HMPED), Het EDTA dient om 2-waardige metaalionen te bin-
den die anders mogelijk aanwezige DNasen zouden activeren, het pyro-
fosfaat om breuk door het verwarmingselement tegen te gaan. Na dia-
lyse werd het DNA verdund tot ca. 40 ug/ml.

2.3. Het temperatuursprongsysteem

De extinctie als functie van de temperatuur kan worden geme-
ten met een opstelling die in principe bestaat uit een spectrofotometer
en een apparaat waarmee de cuvetten van de spectrofotometer worden
verwarmd, Om de relaxatie te kunnen volgen dient met het apparaat
de temperatuur in een sprong te kunnen worden verhoogd, zodanig dat
de opwarmtijd klein is t.o.v. de relaxatietijd van DNA en de tempe-
ratuur vootr en nd de temperatuursprong constant is, Bovendien mag er
geen "overshoot" optreden en moet de temperatuur overal in de cuvet
gelijk zijn,
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De temperatuur is alleen dan overal in de cuvet gelijk, als de
verwarming gelijkmatig is en er geen afkoeling aan de wanden van de
cuvet optreedt. Het eerste kan worden bereikt met digélectrische ver-
warming of met verwarming door directe stroomdoorvoer, maar bij deze
methoden is het moeilijk de temperatuur na de sprong constant te
houden. Daarom werd een systeem gekozen, waarbij de verwarming
wel in de cuvet doch niet gelijkmatig plaatsvindt. Het opireden van
een temperatuurgradiént wordt vermeden door de oplossing te roeren.
De "overshoot" wordt geélimineerd door z6 te verwarmen, dat de warm-—
tetoevoer tijdens het opwarmen evenredig is met het wverschil tussen
de temperatuur van de DNA oplossing en de gewenste eindtemperatuur,

Het verwarmingselement bestaat uit een platina spoeltje dat om
een glazen stampertje is gewonden. Door het spoeltje wordt een ver-
warmingsstroom gevoerd, Het stampertje beweegt op en neer ‘in de
cuvet, Het warmteverlies door de wanden van de cuvet wordt beperkt
door de temperatuur buiten de cuvet gelijk aan, of dicht onder de
temperatuur van de inhoud te houden. Hiertoe is een holle koperen
mantel aangebracht die de cuvet vrijwel geheel omsluit, Door deze
mantel wordt water uit een thermostaatbad gepompt.

De stroomsterkte in de spoel, die bepaalt hoeveel warmte er
per tijdseenheid wordt afgegeven, wordt geregeld door de spanning van
een thermokoppel dat in de cuvet is geplaatst., De stroomsterkte neemt
af naarmate het verschil tussen de temperatuur van de cuvet en de
ingestelde eindtemperatuur kleiner wordt.

2.3,1. De cuvethouder

De cuvet waarin de oplossing wordt verwarmd, is een Zeiss
QS 80 cuvet met een lichtweg van 1 cm en een inhoud van 4 ml, De
cuvet rust aan de onderkant op de bodem van de koperen mantel en
wordt aan de bovenkant in een teflon blok gedrukt. Dit blok, waaraan
de mantel is opgehangen, is bevestigd aan een deksel, dat precies
past op de cuvettenruimte van een Beckman DK-2A registrerende spec-
trofotometer, Om de koperen mantel is een laag Tempex aangebracht
als warmtelsolator, De warmtegeleiding door het teflon is zeer gering.
Het licht van de spectrofotometer bereikt en verlaat de cuvet door
spleten in het Tempex en in de mantel. Op het deksel bevindt zich
een excentriek, aangedreven door een roermotor. Het excentriek drijft
de glazen stamper aan, die op en neer beweegt in de te onderzoeken
vloeistof. De DNA oplossing komt dus slechts in aanraking met de
inerte materialen kwarts, glas en platina. De referentiecuvet, even-
eens een Zeiss QS 80, is direct opgehangen aan het teflon blok,
Tussen meetcuvet en referentiecuvet bevindt zich een warmteIsolerend
pertinax schot, dat de cuvettenruimte van de spectrofotometer in twee-
en deelt, Om te voorkomen dat de temperatuur van de spectrofotometer
te hoog oploopt, is aan de deksel een koelspiraal bevestigd, die het
gedeelte met de meetcuvet koelt.
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2.,3.2, Het verwarmingselement

De spoel waardoor de verwarmingsstroom wordt gevoerd, bestaat
uit 100 cm platinadraad (diameter 0,2 mm, totale weerstand 3,5 ohm),
gewonden om de reeds genoemde glazen stamper. Het gedeelte van de
stamper dat in de cuvet steekt, bestaat uit vier verticale spijlen,
lengte 35 mm, waartussen twee plateaus van 75 x 80 mm zijn aan-
gebracht. De vier spijlen komen bovenaan samen en vormen dan een
holle buis, lengte 15 cm. Door deze buis worden het thermokoppel en
de aansluitingen voor het verwarmingselement gevoerd, De buis en
daarmee de stamper, wordt gecentreerd door een geleidingsgat in het
teflon., De wrijvingscoeéfficient tussen het glas en het teflon is ge-
ring.

2.3.3. Het thermokoppel

Het thermokoppel bestaat uit een Cu-constantaan koppel, waar-
van de draden een diameter van 0,2 mm hebben. De draden zijn elec-
trisch geisoleerd met PVC, de lassen met isolatielak. Een van de
lassen bevindt zich in een buisje gevuld met paraffine-olie, dat ge-
plaatst is in een bekerglas met nat ijs. Het bekerglas bevindt zich,
aan alle zijden omgeven door droog ijs, in een met Tempex afgedekt
dewarvat, Door deze voorzorgen wordt bereikt dat de temperatuur van
deze las gedurende lange tijd (meer dan 24 h) binnen 0,01°C constant
blijft., De andere las van het thermokoppel is gestoken in een dun-
wandig glazen buisje (inwendige diameter 1 mm). Om de warmteover-
dracht te verbeteren bevat ook dit buisje paraffine~olie. Het buisje
kan door de buis van de glazen stamper in de meetcuvet worden
gebracht, De thermospanning van het koppel bedraagt ongeveer 42

uv/°C.

2.3.4, De regeling van de temperatuur

Het blokschema van de temperatuurregeling is weergegeven in
fig. 2.1. De spanning van het thermokoppel is evenredig met het
temperatuurverschil tussen de koude las in het ijs en de warme las
in de meetcuvet. Deze spanning wordt grotendeels gecompenseerd door
de spanning van een in stappen regelbare, zeer stabiele spannings-
bron, de compensator, Het overblijvende spanningsverschil wordt in
een "chopper" gelijkspanningsversterker (Hewlett Packard 435A) ver-
sterkt tot een spanning van max. 1 volt. Deze spanning regelt de
sterkte van de stroom van een stroombron die uit een aantal emitter—~
volgers bestaat, geschakeld volgens het systeem Darlington (zie de
inzet van fig, 2.1). In de collectorleiding van de eindtransistor van
de stroombron is de verwarmingsspoel opgenomen. In principe werkt
de stroomregelaar als één transistor: de collectorstroom I, rieemt sterk
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toe als de basisspanning Vb iets afneemt.
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Fig. 2.1 Blokschema van de apparatuur voor de regeling van de temperatuur.
Inzet : Schema van het compensatiecircuit en van de vermogensversterker.

Wordt nu de thermospanning iets ondergecompenseerd door de
compensatorspanning enkele microvolts kleiner te maken, dan wordt
de regelspanning Vi, van de stroombron eveneens kleiner. Het gevolg
is dat er een gelijkstroom door het verwarmingselement gaat lopen,
waardoor de temperatuur van de inhoud van de cuvet stijgt en de span-
ning van het thermokoppel toeneemt, Vi, wordt groter en de stroom-
sterkte door de spoel neemt dus af, Er stelt zich een temperatuur in,
waarbij zéveel stroom loopt, dat het warmteverlies door de wanden van
de cuvet wordt opgevangen. Het geheel werkt dus als een terugkop-
pelmechanisme, Het warmteverlies door de cuvetwanden wordt zoveel
mogelijk beperkt door vrijwel gelijktijdig met het instellen van de
compensator de koperen mantel van de cuvet aan te sluiten op een
ander thermostaatbad, waarvan de temperatuur ca. 0,1° lager is dan
de ingestelde eindtemperatuur,

De temperatuur wordt bepaald met de compensator door de ther-
mospanning volledig te compenseren. De compensator werd geijkt door
een las in een thermostaatbad te plaatsen, waarvan de temperatuur
tot op 0,01° gemeten werd met een thermometer, waarbij de gebruike-
lijke correctie voor de kwikdraad werd toegepast. De temperatuur van
het waterbad werd na elke aflezing 2° verhoogd; op die manier werd
het gehele traject van 0° tot 100° bestreken, De fout in de absolute
temperatuur is kleiner dan 0,1°, temperatuurverschillen kunnen door
lineaire interpolatie tot op 0,01° worden bepaald,

Het regelsysteem voor de temperatuur werd ook gebruikt bij het
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opnemen van denatureringscurven, Dit had het voordeel, dat de tem-
peratuur van de DNA oplossing nauwkeurig kon worden bepaald en dat
de opwarmsnelheid groot was, De smeltcurve kon daardoor worden
opgenomen in een tijd, die alleen afhankelijk was van de relaxatie
van het DNA na elke temperatuurverandering. Deze tijd was veel korter
dan die welke nodig is om smeltcurven op te nemen in een conven-
tionele opstelling.

2,3.5. Ruis

De ruis bestaat uit electrische storingen, versterkerruis en
ruis ten gevolge van temperatuurfluctuaties. De electrische ruis over-
heerst bij lage stroomsterkten, d.w.z. bij een klein verschil tussen
de temperatuur T in de cuvet en de omgevingstemperatuur T,. Bij
hogere stroomsterkten, dus grote Te-To overheerst de ruls ten gevolge
van temperatuurfluctuaties, De versterkerruis is te verwaarlozen. De
ruis .is afhankelijk van de versterkingsfactor van de gelijkspannings-
versterker, d,w,z, van de terugkoppelfactor, Hoe groter deze is, des
te kleiner zijn de temperatuurfluctuaties., De versterkingsfactor kan
echter bij grote T,-T, niet onbegrensd worden opgevoerd, daar bij een
te grote terugkoppelfactor oscillaties optreden, doordat ten gevolge
van de niet-ideale warmte-overdracht overcompensatie optreedt. De
ruis is bij een versterkingsfactor van 3,3 x 104 resp. 10° en bij Tc’To
ca. 3° gelijk aan 0,02° resp, 0,01°,

2.3.6. Overshoot

De toelaatbare grootte van de "overshoot" wordt bepaald door
de relaxatietijd van het DNA, Experimenteel blijkt, dat een "overshoot"
die kleiner is dan 0,1° geen meetbare invioed heeft op de relaxatie
van DNA waarvan het molekuulgewicht groter is dan 5 millioen.

De "overshoot" is afhankelijk van de versterkingsfactor en van
de grootte van de temperatuursprong. Een sprong van ca, 0,8° geeft
bij een versterking van 3,3 x 103 geen "overshoot", maar bij een
versterking van 104 treedt een "overshoot" van 0,5° op., Bij een klei-
ne versterkingsfactor neemt echter de opwarmtijd aanzienlijk toe. Door
tijdens de sprong de versterkingsfactor te veranderen kan de opwarm-
tijd kort worden gehouden en toch "overshoot" worden vermeden.

Doorgaans werd het eerste deel van een sprong uitgevoerd met
een versterking van 3,3 x 103. Als ongeveer 70% resp. 90% van de
sprong voltooid was (aangegeven door de meteruitslag van de verster-
ker), werd overgeschakeld op een versterking van 104 resp. 105. Het
temperatuurverloop tijdens en na een sprong werd vastgelegd door de
uitgangsspanning van de versterker te registreren m.b.v, een pen-
schrijver, De opwarmtijd, gedefinieerd als de tijd nodig om 70% wvan
de totale temperatuursprong te bereiken, bedroeg ca. 1,5 sec en was
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vrijwel onafhankelijk van de grootte van de sprong. In fig, 2.2 is
een registratie weergegeven van de uitgangsspanning van de versterker
tijdens en na een temperatuursprong van 0,7°. In de figuur is aange-
geven met welke temperatuurverschillen de spanningsverschillen over-
eenkomen,

Fig. 2.2

Registratie van de gedeeltelijk gecompenseerde,
versterkte thermospanning tijdens en na een
temperatuursprong van 0,79, nadat de verster-
king was omgeschakeld van 104 naar 105.

2,4, Spectrofotometrische registratie van de extinc-—
tie

Voor de analyse van de relaxatie-experimenten is het essentieel,
dat de spectrofotometer lineair is, d.w.z, dat de uitslag over het
hele meetgebied evenredig is met de werkelijke extinctie. Dit werd
nagegaan m.b,v, thymine-oplossingen van bekende concentratie. De
extinctie bij 260 nm van elke oplossing werd gemeten in de Beckman
DK-2A spectrofotometer en, ter controle, in een Zeiss PMQ II spec-
trofotometer, De extincties bepaald met het apparaat van Zeiss bleken
binnen de meetnauwkeurigheid evenredig te zijn met de concentratie
van de thymine-oplossingen, De Beckman spectrofotometer bleek niet
geheel lineair te zijn, Over het extinctiegebied 0,7 - 1,3 was de
afwijking echter kleiner dan 1%. De gebruikte oplossingen van T4-DNA
{concentratie 40 ,ug/ml) geven voor een temperatuursprong van 0,7°
een extinctieverhoging van maximaal 0,055, zodat de fout ten gevolge
van de niet-lineariteit van de spectrofotometer verwaarloosbaar klein
is. Extinctieverschillen konden worden gemeten met een nauwkeurigheid
van 0,002 extinctie-eenheden, In het gebruikte meetgebied is de Beck-
man DK-2A stabiel binnen 0,001 eenheid gedurende tenminste 2 uur.

De cuvet met de DNA oplossing is van boven afgesloten door
het teflon blok. Door dit blok beweegt zich de glazen stamper. Smeer-
middelen konden niet worden toegepast vanwege mogelijke verontrei-
niging van de DNA oplossing, De afsluiting tussen het blok en de
stamper kon daardoor niet dampdicht worden gemaakt, De snelheid
waarmee het oplosmiddel verdampt, werd gemeten door een oplossing
van thymine in 0,01 M fosfaatbuffer (extinctie bij 260 nm 0,6) lang-
durig te verwarmen bij 62° onder dezelfde omstandigheden als die
bij een relaxatie~experiment. De extinctie van de thymine-oplossing
bleek lineair toe te nemen met de tijd., De toeneming van de extinctie
kwam overeen met een verdamping van 0,10% per minuut, Uit het ge-
wicht van de cuvet met inhoud vodr en nd de proef werd eveneens
een verdamping van 0,10% per minuut berekend.
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De relaxatiemetingen dienen voor deze betrekkelijk grote ver-
damping te worden gecorrigeerd. Daartoe werd de extinctie van de
DNA oplossing na de temperatuursprong zJ lang gevolgd, dat de toe-
neming lineair was gedurende tenminste 30 minuten. Voor alle relaxa-
tle-experimenten bleek het voldoende te zijn de extinctie te registreren
gedurende ca, 90 minuten na een temperatuursprong. Het lineaire deel
van de curve werd naar t = 0 geéxtrapoleerd en het verschil tussen
deze rechte en de geregistreerde curve werd verder geanalyseerd,

2.5, Analyse van de experimentele curven

Om de veranderingen van de extinctie zo nauwkeurig mogelijk
te kunnen volgen werd in het begin van de relaxatie de maximale
papiersnelheid van de penschrijver van de spectrofotometer gebruikt
(1 inch/min). Na ongeveer 15 min werd deze snelheid verminderd tot
0,5 inch/min of 0,25 inch/min, Extrapolatie van de uiteindelijke line-
aire toeneming was dientengevolge niet mogelijk op de originele gra-
fiek. Bovendien wordt de nauwkeurigheid van de extrapolatie vergroot
door de schaal van de extinctie-as te vergroten en die van de tijdas
te verkleinen, De extinctieverandering als functie van de tijd werd
daarom opgemeten in de originele registratie en opnieuw uitgezet. Na
extrapolatie van het lineaire gedeelte tot t = 0 werd de waarde van
de lineaire extinctietoeneming afgetrokken van de geregistreerde ex-
tinctie, De zo verkregen gecorrigeerde, constante eindwaarde van de
extinctie, E(w), werd verminderd met de gecorrigeerde waarde E(t)
voor tijdstip t. Vervolgens werd log { E(c) - E(t)} uitgezet tegen t.

Wordt aangenomen, dat de relaxatie beschreven kan worden
door een som van eerste-orde processen, dan geldt voor het z.g.
relaxatiespectrum:

n
E(m) - E(t) = E ¢ exp(—t/’ri) (2.1)
i=1

Hierin is ¢; de bijdrage van het i-de proces en T; de relaxatietijd van
dit proces. Voor grote t wordt de relaxatie beschreven door het proces
met de grootste relaxatietijd 7,; de grafiek van log {E(cn) - E(t)} tegen
t wordt dan dus een rechte, Uit de helling van deze rechte en uit het
snijpunt met de ordinaat kunnen resp. de relaxatietijd T, en de bijdrage
Cn worden berekend. Door de rechte naar t = 0 te extrapoleren en de
zo0 gevonden bijdrage van het n-de proces op elk tijdstip t van de
totale extinctieverandering af te trekken, vindt men de verandering
t.g.v. de snellere processen, Deze verandering kan opnieuw half-
logarithmisch tegen de tijd worden uitgezet en de extrapolatie-en sub -
tractieprocedure kan worden herhaald, Op deze manier kunnen in
principe uit de experimentele curve successievelijk alle relaxatietijden
en de bijbehorende coéificiénten c; worden bepaald.
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Uit het oogpunt van de nauwkeurigheid der te verkrijgen resul-
taten is deze methode in het algemeen alleen gerechtvaardigd als het
aantal processen tot enkele is beperkt en de relaxatietijden een orde
van grootte verschillen, Voor alle relaxatie-experimenten bleek dit
inderdaad het geval te zijn,

2,6, De bepaling van het gemiddelde aantal breuken
per DNA molekuul

Bij een aantal experimenten werd T4-DNA gebruikt, waarin op-
zettelijk enkel- of dubbelstrengbreuken waren aangebracht,

Het gemiddelde aantal enkelstrengbreuken per molekuul (p) werd
bepaald met behulp van de sedimentatietechniek van Van der Schans
(18). Hierbij wordt het DNA alkalisch gedenatureerd (pH 12), daarna
geneutraliseerd en op een lineaire sucrosegradiént (5-23% sucrose in
0,14 M NaCl en 0,02 M Na-citraat (SSC)) gebracht en vervolgens ge-
durende 2,5 h bij 23,5 x 103 rpm gecentrifugeerd in een Spinco ultra-
centrifuge (model 150 of 1.2). Hierna wordt de centrifugebuis aan de
onderkant doorgeprikt en de inhoud met CCly uitgedrukt en door een
doorstroomcuvetje geleid, De extinctie bij 260 nm van de inhoud van
het cuvetje wordt tijdens het uitdrukken geregistreerd; zo wordt een
curve verkregen die de verdeling van het DNA toont zoals die door
de .sedimentatie in de centrifugebuis is ontstaan. Deze verdeling kan
op de door Van der Schans (18) beschreven wijze worden geanalyseerd
om p te berekenen. Voor weinig breuken per molekuul bestaat de ver-
deling uit een plek van ongebroken strengen en een staart, waarin
zich de langzamer sedimenterende fragmenten van de gebroken strengen
bevinden, Uit de fractie van de totale extinctie in de piek kan p wor-
den berekend door een verdeling volgens Poisson aan te nemen voor
de verdeling van de breuken over de molekulen. Voor grotere p neemt
de grootte van de plek af en verschijnt er een brede verdeling van de
fragmenten, Als wordt aangenomen, dat de plaats van een breuk in
een molekuul willekeurig is, kan p worden berekend uit de sedimen-
tatiecoéfficiént van het maximum van deze verdeling, Een bovengrens
voor het gemiddelde aantal dubbelstrengbreuken per molekuul wordt ge-
geven door p/2. Vrijwel altijd was deze bovengrens zo laag, dat
hiermee voldoende informatie over het aantal dubbelstrengbreuken werd
verkregen, In sommige gevallen werd dit aantal apart bepaald door
sedimentatie van dubbelstrengig DNA door een sucrosegradiént,

2,7. Het aanbrengen van breuken in DNA

Enkelstrengbreuken werden aangebracht volgens twee verschil-
lende methoden. Voor minder dan ca. 15 breuken per molekuul werd
het DNA verwarmd bij 60° in HMPEP, d.i. 5° onder het smeltpunt.
De uit de literatuur bekende gegevens waren niet toereikend om de
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verwarmingsduur te schatten waarbilj een bepaald aantal breuken werd
aangebracht, Daarom werd voor T4-DNA nauwkeurig het verband be-
paald tussen de verwarmingsduur en het aantal geInduceerde breuken
bij een aantal temperaturen rond het smeltpunt. Hierbij bleek de hy-
drolysesnelheid van de fosfodiesterbinding afhankelijk te zijn van de
verwarmingsduur, In paragraaf 2.7.1. wordt hiervoor een verklaring
gegeven,

Preparaten met meer dan 15 breuken per molekuul werden ver-
kregen door bestraling van de DNA oplossing in een 60co gammabron,
Dit wordt in paragraaf 2.7.2. toegelicht.

Dubbelstrengbreuken werden aangebracht door een DNA oplossing
te onderwerpen aan hydrodynamische schuifspanningen op de in 2.7.3.
aangegeven manier,

2,7.1, Breuk door verwarming

Eigner en medewerkers (26, 27, 28) hebben de snelheid bepaald
waarmee bij bepaalde temperaturen breuken optreden In gedenatureerd
DNA van de bacterie Escherichia Coli, Zij bestudeerden de afneming
van de sedimentatiecoéfficiént en van de intrinsieke viscositeit als
functie van de tijd. Met behulp van de door Flory en Mandelkern op-
gestelde relatie werd het gewichtsgemiddelde molekuulgewicht (M,,)
berekend en hieruit werd de breuksnelheid k verkregen,

Van der Schans heeft gevonden, dat de door Eigner gebruikte
constanten in de Flory-Mandelkern vergelijking niet juist zijn (18).
Bovendien geldt de door genoemde auteurs gebruikte methode om Mg,
te bepalen alleen voor paucidispers materiaal, Daar het verder niet
zeker was, dat de gevoeligheid voor breuk van gedenatureerd E, Coli
DNA overeen zou komen met die van dubbelstrengig T4-DNA, werd voor
T4-DNA de snelheid gemeten waarmee breuken worden geinduceerd door
verwarming.

Een oplossing van T4-DNA in 0,01 M fosfaatbuffer (pH 7,0)
met een concentratie van ca. 40 /Lg/ml, werd in een thermostaatbad
verwarmd. Aan de oplossing was 1 mM ethyleendiaminetetraacetaat
(EDTA) toegevoegd, om breukinductie ten gevolge van een eventuele
verontreiniging met desoxyribonuclease (DNase) tegen te gaan. Op ver-
schillende tijden werd een monster uit het reactiemengsel genomen
om het aantal enkelstrengbreuken te bepalen,

In fig, 2.3 is het gemiddelde aantal geinduceerde enkelstreng-
breuken per molekuul afgezet tegen de tijd (t) bij een temperatuur van
60°, dat is 5° onder het smeltpunt, Alleen voor t kleiner dan ca. 150
min is p evenredig met t, Voor grotere t neemt de helling van de curve
sterk toe,

Het is bekend, dat er bij temperaturen van omstreeks 60° en
hoger purinebasen van DNA worden afgesplitst (29, 30). Een fosfor-
esterbinding zou gelabiliseerd kunnen worden door depurinering van het
naastgelegen nucleoside. Behalve directe hydrolyse van fosforester-
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bindingen zou er dan hydrolyse optreden, die een gevolg is van depu-
rinering. In appendix A wordt dit reactieschema uitgewerkt. De expe-
rimentele curve van p versus t kan met dit schema inderdaad worden

enkelstrengbreuken per molekuul

T T ) 1
0 50 160 150 208 250
tijd (min)

Fig. 23  De vorming van enkelstrengbreuken in T4-DNA bij 60°.
Medium : HMPEP
Het gemiddeldé aantal enkelstrengbreuken p werd gecorrigeerd voor het aantal
breuken in het uitgangsmateriaal.
Verschillende symbolen hebben betrekking op verschillende experimenten.

verklaard, De uit de curve berekende reactieconstanten zijn: depuri-
nering k; = 3,2 x 109 sec‘l, daaropvolgende hydrolyse kp = 9,8 x
1075 sec™! en directe hydrolyse k3 = 5,9 x 10710 sec~!, De waarde
van k3 is bij ongeveer 60° op 5% nauwkeurig, bij 75° op ca. 10%.
De reactieconstanten ky en kl zijn nauwkeurig op een factor twee.

Fig. 2.4 geeft een Arrheniusgrafiek voor k3 rond het smeltpunt,
Uit de helling van de curve volgt voor de directe hydrolyse een acti-
veringsenergie van 17,4 kcal/gmol, De waarden van k; en k, die uit
de curven van p vs t worden verkregen, zijn niet nauwkeurig genoeg
om een activeringsenergie te berekenen,

De reactieconstanten k; en k3 kunnen worden vergeleken met
uit de literatuur bekende waarden. Voor k3 kan dit niet zonder meer
gebeuren, omdat de door Eigner vermelde reactieconstante via een
minder nauwkeurige methode uit de waarnemingen is afgeleid. Het is
echter mogelijk deze waarnemingen opnieuw te bewerken, Zo geeft
Eigner een tabel voor de sedimentatiecoefficiént Syg,  in SSC van
gedenatureerd E, Coli DNA, dat thermisch is gedegradeerd in 0,01 M
fosfaatbuffer (pH 6,8) bij 84°. Met behulp van de S-M relatie van
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Van der Schans voor gedenatureerd DNA in SSC + sucrose (SZO,W =
0,0117 x M°'53 de invloed van sucrose op SZO is te verwaarlozen
(31)) werden de bijbehorende gemiddelde molekuulgewichten berekend
en daaruit de waarden van p. Bij uitzetten van p tegen de tijd werd
een soortgelijke curve verkregen als die in fig., 2.3. De correspon—
derende reactieconstanten waren: kl = 8,1 x 107 8, kg = 5,2 x 1075
en k3 =1,8%x 10'8.

st

T T T T T 1
280 285 290 295 300 305 310
IOOOGK
T

T T T T T T 1
80 75 70 65 60 55 S0

temp.°C

Fig. 2.4 Arrheniuscurve van de reactieconstante k3
{directe breukinductie).
T4-DNA in HMPEP , T, < 67,0°.

De waarde van k3 die voor T4-DNA wordt gevonden door extra-
polatie van de Arrheniuscurve van fig. 2.4 naar 84°, bedraagt k3(84°) =
3,5 x 10'9. Deze waarde is een factor 4 kleiner dan bovenvermelde
waarde. Dit zou erop kunnen wijzen, dat de hydrolyse in gedenatureerd
DNA beduidend sneller verloopt dan in dubbelstrengig DNA, zodat ex-
trapolatie van de Arrheniusgrafiek niet is geoorloofd.

De reactieconstante van de depurinering is door Greer en Zamen-
hof (29) onder verschillende omstandigheden bepaald, door de snelheid
te meten waarmee adenine en guanine uit kalfsthymus DNA wordt vrij-
gemaakt, Enkele waarden zijn vermeld in tabel I, tezamen met de waar-
de van k] die werd berekend uit de curve van fig, 2.3.
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Tabel I

Reactleconstante voor depurinering van DNA

60° 65° 81°
0,005 M fosfaat- Adenine  1,0x10® 1,9x1078 2,6x107’
buffer, pH 6,8 ) Guanine 2,0x10” 3,6x10
’ -8

") Adenine 3,9x10
S5C, pH 6.8 Guanine 4,7 x10°
HMPEP, pH 7,0 ) 3,2x 1079
') Greer en Zamenhof (29) ") k; uit fig. 2.3

Fiers en Sinsheimer (46) en Ginoza en medewerkers (30) heb-
ben de snelheid gemeten waarmee biologisch actief, enkelstrengig
®$X174-DNA (zie paragraaf 2.8.2.) wordt geinactiveerd onder verschil-
lende omstandigheden, De inactivering wordt door de auteurs aan de-
purinering geweten, Deling van de inactiveringssnelheid door het aan-
tal purines, dat in een ®X174-DNA molekuul voorkomt (ca. 2,9 x 103,
(102)), geeft dan een getal k'l dat kan worden vergeleken met k; en
met de depurineringssnelheid van Greer en Zamenhof, In tabel II zijn
enkele waarden van de activeringssnelheid voor verschillende omstan-
digheden aangegeven, met tussen haakjes de waarde van k'l.

Tabel II
Inactiveringsconstante van ®X174-DNA

60° 80° 84°

7,6x10°% 1,3x107% 2,5x107%

) PH7.5  (2,6x1079 (4,5x1078) (8,6 x1078)
)
Michaelis® buifer Hey (1O0x1005 2,0x107  3,5x1077
pH 5. (3,5x107%) (6,9 x1078) (1,2x1077)
. -5 -4 -4
0,1 M fosfaat- .. 2,0x10 1,3 x 10 3,2 x 10

buffer
0,6 x10™4 tris-

(6,9 x1079) (4,5x1078 (1,1 x1077)

-3
buffer + 0,033 M pH 7,5 (i'f X 18_7)
NaCl ") !
') Ginoza et al, (30) ") Fiers en Sinsheimer (48)
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De pH en de zoutsterkte van de gebruikte oplossingen blijken
de depurineringsreactie enigszins te beinvloeden. Voor vergelijkbare
omstandigheden stemmen de reactieconstanten van tabel I binnen een
factor twee overeen met die van tabel II, Uit bovenstaande volgt, dat
het niet onredelijk is, het niet-lineair zijn van de curve van fig, 2.3
te wijten aan depurinering en daaropvolgende breuk.

2.7.2, Breuk door gammastraling

Preparaten met gemiddeld meer dan 15 breuken per molekuul
werden verkregen door een oplossing van DNA in HMPEP te bestralen
in een Co gammabron. In fig., 2.5a en fig, 2,5b is het verband
weergegeven tussen het aantal geinduceerde enkelstrengbreuken p en
de stralingsdosis wvoor twee verschillende concentraties, Binnen de
nauwkeurigheid waarmee p uit het sedimentatiepatroon kan worden be-
paald, ca. 5%, blijkt het verband tussen p en de dosis lineair te zijn.
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Fig. 25  De vorming van enkelstrengbreuken in T4-DNA door 60Co gammastraling.
Medium : HMPEP
(a) 40 yg/mi
(b) 400 ug/ml

Het aantal dubbelstrengbreuken dat door bestraling wordt ge-
induceerd, is onder de gebruikte bestralingscondities 50 tot 100 maal
kleiner dan p (31). Door bestraling treden er ook chemische verande-
ringen in de basen op. Het is onwaarschijnlijk dat voor niet zeer hoge
doses deze veranderingen invloed op de relaxatie hebben. Bij enkele
proeven met monsters T4-DNA waarin dezelfde waarde van p was ver-
kregen door bestraling of verwarming, werd geen verschil gevonden in
de relaxatie-eigenschappen.
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2,7.3. Breuk door hydrodynamische schuifspanningen

DNA met een groot molekuulgewicht is zeer gevoelig voor hy-
drodynamische schuifspanningen die, bijv. door roeren, in de DNA
oplossing kunnen ontstaan (45). Indien het DNA molekuul als een
starre staaf mag worden beschouwd, breekt het bij voldoende grote
schuifspanningen ongeveer in het midden, omdat de op het molekuul
werkende krachten daar het grootst zijn. In dat geval is het dus mo-
gelijk, uitgaande van een monodispers preparaat, het molekuulgewicht
met een factor 2" te verkleinen, waarbij n een geheel getal is en be-
paald wordt door de maximale snelheidsgradiént in de oplossing, Het
bij een bepaalde snelheidsgradiént verkregen preparaat zou dan weer
monodispers zijn, In de praktljk echter wordt polydispers materiaal
verkregen. Het gewichtsgemiddelde molekuulgewicht M,, hiervan neemt
continu af naarmate de snelheidsgradiént toeneemt. Het is gewenst
bij relaxatiemetingen DNA te gebruiken, dat zo homogeen mogelijk is
wat betreft het molekuulgewicht, De homogeniteit van een DNA monster
wordt wel uitgedrukt door de verhouding MW/Mn, waarbij Mp het aan-
talgemiddelde molekuulgewicht is. Voor monodispers materiaal geldt
MW/Mn = 1, terwijl voor DNA waar lukraak een groot aantal breuken
in zijn geIntroduceerd, geldt M,/M, = 2 (47). My en Mp kunnen
worden bepaald uit het sedimentatiepatroon dat wordt verkregen door
het DNA door een sucrosegradiént te sedimenteren (18).

Aten heeft een methode beschreven, waarbij het DNA aan een
reproduceerbare snelheidsgradient wordt onderworpen (32). Het DNA
wordt hierbij driemaal door een capillair geperst. Verschillende pre-
paraten van versgeisoleerd T4-DNA werden met deze methode gebro-
ken, De door sedimentatie bepaalde waarde van MW/Mn bleek dichter
bij 1 te liggen naarmate M,, kleiner was.

2.8, Het optreden van breuken in DNA door het ver-
blijf in de verwarmingsapparatuur

Een van de doelstellingen van het onderzoek was de relaxatie
te bestuderen van DNA waarin zo min mogelijk breuken aanwezig waren,
Er diende daarom te worden onderzocht of er tijdens de metingen breu-
ken werden geInduceerd. Het DNA kan worden aangetast door het ver-
blijf bij hoge temperatuur, door de hydrodynamische schuifspanningen
die optreden bij het roeren of door agressieve agentia, die zouden
kunnen ontstaan door contact van het stroomgeleidende platina spoeltje
met de vloeistof. Bij de temperaturen waarbij de relaxatiemetingen
werden verricht, worden er gemiddeld ongeveer 1,7 enkelstrengbreuken
per molekuul per uur geinduceerd (paragraaf 2.7.l1.). In de volgende
paragrafen wordt de invloed van de twee andere mechanismen bespro-
ken.

33



2.8.1, Breuk door roeren

De schuifspanningen die tijdens de beweging van de stamper
in de vioeistof ontstaan, zijn gering. De stamper is zd in de cuvet
geplaatst, dat de afstand tot de wanden overal groter is dan 1 mm,
Hij beweegt over 3 mm op en neer met een frequentie van ca., 1,5
sec‘l; de maximale snelheid is 14 mm/sec. De snelheidsgradiént is
dus kleiner dan 14 sec™l. Volgens Aten (32) wordt T4-DNA bij kamer-
temperatuur pas gebroken bij een snelheidsgradiént van meer dan 104
sec'l. Volgens Freifelder en Davison (33) zou gedenatureerd DNA ge-
voeliger zijn dan natief DNA., In tegenstelling hiermee wijzen resul-
taten van Van der Schans (18) erop, dat dit niet het geval is, Nauw-
keurige gegevens betreffende de gevoeligheid van DNA voor schuif-
spanningen als functie van de snelheidsgradiént zijn echter niet bekend
voor hogere temperaturen., Het was dus van belang na te gaan in hoe-
verre bij hoge temperaturen door het roerapparaat enkel- en dubbel-
strengbreuken werden geinduceerd,

Het bleek, dat er in T4-DNA geen breuken werden geInduceerd
door gedurende 30 min bij kamertemperatuur te roeren, Bij temperaturen
waarbij het DNA reeds gedeeltelijk of geheel is gedenatureerd, bleken
in 15 min 0,4 enkelstrengbreuken per molekuul te ontstaan. Deze
waarde, die gecorrigeerd is voor het aantal breuken ontstaan ten ge-
volge van de verwarming alleen, was onafhankelijk van de mate waarin
het DNA was gedenatureerd en nam niet verder toe bij langer roeren,
Mogelijk bevinden zich in de DNA molekulen die voor de experimenten
werden gebruikt, bindingen die door de isolatiemethode gelabiliseerd
zijn, Uit het bovenstaande blijkt, dat in ieder geval het gemiddelde
aantal geinduceerde dubbelstrengbreuken per molekuul p/2 = 0,2 of
kleiner is.

2.8.2. Breuk door het verwarmingselement

Uit de specifieke weerstand van 0,01 M fosfaatbuffer bij pH 7
en de geometrie van de verwarmingsspoel kan worden berekend, dat
de gemiddelde stroom door de oplossing bij een verwarmingsstroom van
1 ampére ongeveer 2 milliampére bedraagt. Er kan dus electrolyse
optreden, Hierbij zouden agressieve producten kunnen worden gevormd,
die het DNA aantasten., In deze paragraaf worden een aantal experi-
menten besproken, waaruit inderdaad blijkt, dat onder bepaalde om-
standigheden het DNA wordt aangetast., Het bleek mogelijk de omstan-
digheden zodanig te wijzigen, dat de schade aan het DNA sterk werd
gereduceerd,

Bij de bestudering van de effecten van schuifspanningen en ver-
hitting op DNA was het noodzakelijk T4-~-DNA te gebruiken, daar voor
veel kleinere DNA molekulen de toegebrachte schade niet meer meet-
baar is. Bij het onderzoek naar de invloed van agressieve agentia bleek
dat de reactiesnelheid groot genoeg was om gebruik te kunnen maken
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van het DNA van de bacteriofaag $X174. De "replicative form" (RF)
van deze faag is een ringwvormig, dubbelstrengig DNA molekuul, waarin
de dubbele streng nog enige malen om zichzelf gewonden is, zodat
een getwijnde structuur wordt gevormd (RF I}, Wordt een enkelstreng-
breuk aangebracht in een der strengen, dan verandert de conformatie
van het molekuul, doordat de getwijnde structuur overgaat in een cir-
culaire configuratie (RF II), waardoor de sedimentatieco®fficiént kleiner
wordt (34), Wordt een dubbelstrengbreuk aangebracht, dan ontstaat er
een lineair molekuul (RF IIT) met een van RF I en RF II verschillende
sedimentatiecoéfficiéent. Door sedimentatie van een mengsel van deze
drie vormen kan dus gemakkelijk de fractie molekulen worden bepaald
die gé&én, één of meer enkelstrengbreuken of één of meer dubbelstreng-
breuken bevatten, Met behulp van RF I kan daardoor op eenvoudige
wijze de inductie van breuken worden gemeten.

Een RF preparaat, gefsoleerd door Dr. P.H, Pouwels, werd in
een concentratie van 40 ,ug/ml in 0,01 M fosfaatbuffer gedurende een
aantal minuten onder voortdurend roeren verwarmd door stroom te voeren
door het platina spoeltje. De stroomsterkte, behorende bij een bepaalde
temperatuur, kon worden gevarieerd door de temperatuur van de om-
hulling van de cuvet te varidren, Vervolgens werd de oplossing gese-
dimenteerd door een lineaire sucrosegradiént in SSC. In fig, 2.6 zijn
de resultaten weergegeven van drie experimenten bij verschillende

| Fig. 2.6
0 min ! J Ontstaan van breuken in dubbelstrengig
| ® X174-DNA (RF) bij hoge stroomsterkte:
! de verdeling van de extinctie na centrifugering
in een sucrosegradiént.
| Een oplossing van RF in HMPEP werd in t min
van 60° tot 70° opgewarmd bij een gemiddelde
45 min / i stroomsterkte van 0,4 A eh vervolgens snel afge-
koeld tot kamertemperatuur. 0,5 m! (40 ug/ml)
! werd op een lineaire sucrosegradiént (5-23 %o
in SSC) gebracht en gecentrifugeerd gedurende

o V\ | 16 h bij 23,5 x 103 rpm.
1
De sedimentatiecoéfficiénten die met de pieken
=17,2
<

extinctie

I's corresponderen en de waarden van t zijn in de
fractie S=1§3 5=23) figuur aangegeven.

verblijftijden. De S-waarden van de verschillende componenten van RF
zijn in de figuur aangegeven en stemmen overeen met die in de lite-
ratuur (34), Het blijkt, dat component RF I wordt omgezet in RF II en

35



RF III. Een preparaat dat 30 min geroerd werd bij 65° zonder stroom-
doorvoer, vertoonde deze omzetting niet. Waarschijnlijk wordt het DNA
aangetast door agressieve producten, die bij stroomdoorvoer ontstaan.

Onderzocht werd of de afbraak van het DNA kon worden voor-
komen door toevoeging van beschermende stoffen. Dit werd nagegaan
met biologisch actief ®X-DNA, d.w.z, DNA gelsoleerd uit de bacterio-
faag $X174, dat na penetratie in een bacteriesferoplast in staat is de
produktie van nieuwe, complete virusdeeltjes te induceren. Wordt het
®X-DNA schade toegebracht, bijv. door breuk of chemische verandering
van een base, dan verliest het zijn biologische activiteit. De activi-
teit werd gemeten met sferoplasten van E. Coli volgens Guthrie en
Sinsheimer (35), Op deze manier wordt geen onderscheid gemaakt tus-
sen breuk en andere biologische schade, Men kan echter volstaan met
zeer geringe hoeveelheden DNA vanwege de uitzonderlijke gevoeligheid
van deze biologische methode, Dit was van belang, daar de bereiding
van voldoende RF materiaal om een aantal potentieel beschermende
stoffen te kunnen onderzoeken zeer kostbaar zou zijn,

faagequivalenten per ml
/
-]

Fig. 2.7
Verlies van de biologische activiteit van
10 $X174-DNA ten gevolge van een verblijf in
a het verwarmingsapparaat bij 70° en 0,85 A.
Medium : HMP
DNA concentratie : 1 ug/mi
10 . . . 3O-0-0 geen toevoegingen
0 10 20 30 0-0-~0 inaanwezigheid van 5 mM
min verwarming natriumpyrofosfaat.

Het bleek, dat pyrofosfaat de gezochte beschermende werking
uitoefende. In fig, 2.7 is de inactivering weergegeven van $X-DNA
als functie van de tijd bij een stroomsterkte van 0,85 A en een tem-
peratuur van 70°, De concentratie van het pyrofosfaat was resp., 0 en
5 mM. De maximale bescherming wordt bereikt bij concentraties van
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1-5 mM, Boven 5 mM neemt de beschermende werking geleidelijk af.
Om te onderzoeken of de voor enkelstrengig X~-DNA gevonden bescher-
ming ook optrad bij dubbelstrengig DNA, werd T4-DNA in 0,01 M
fosfaatbuffer met 1 mM EDTA gedurende 15 min blootgesteld aan een
stroom van 25 mA bij 65°. Bij deze temperatuur {s het DNA voor ca.
de helft gedenatureerd, Het gemiddelde aantal geInduceerde breuken,
verminderd met het aantal breuken dat door roeren en verwarming alléén
was veroorzaakt, bedroeg 3,3 per molekuul. Indien 1 mM pyrofosfaat
was toegevoegd aan de oplossing werden bij een stroomsterkte van
75 mA gemiddeld 0,15 breuken per molekuul gevonden, Pyrofosfaat
blijkt dus ook T4-DNA goed te beschermen tegen breuk,

Uit het bovenstaande blijkt, dat het van belang is de stroom-
sterkte zoveel mogelijk te beperken. Dit werd bereikt door na de tem-
peratuursprong een tweede thermostaatbad aan te sluiten op de mantel
van de cuvet. Door de temperatuur van dit bad ca, 0,1° onder de
eindtemperatuur van de sprong te kiezen, was de stroomsterkte bij
temperatuurevenwicht kleiner dan 2 mA, Werd T4-DNA zo gedurende
30 min verwarmd, dan bleken er door de stroomtoevoer geen breuken
geinduceerd te worden, zelfs niet als er geen pyrofosfaat aan de op-
lossing was toegevoegd. Tijdens de temperatuursprong is gedurende
een korte periode (ca. 1 sec) de stroomsterkte ongeveer 1 A, Als
voorzorgsmaatregel tegen eventuele breukinductie in deze periode werd
toch steeds 1 mM pyrofosfaat aan de oplossing toegevoegd.
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HOOFDSTUK 3

RELAXATIE-EXPERIMENTEN MET T4- EN T7-DNA

3.1, Inleiding

In de volgende paragrafen worden de resultaten gegeven van
relaxatie-experimenten die werden uitgevoerd met behulp van de in het
vorige hoofdstuk beschreven temperatuursprongapparatuur, Om een in-
druk te krijgen van de invloed van de basensamenstelling van het DNA
op de relaxatie werd zowel T4- als T7-DNA onderzocht, T7-DNA bevat
48% G + C, T4-DNA 34%. Hoewel er verschillende soorten DNA van
hogere organismen bekend zijn met een groter percentage G + C, werd
dit DNA niet gebruikt voor de relaxatie-experimenten, daar dergelijk
DNA in tegenstelling tot faag DNA niet monodispers kan worden ge-~
isoleerd,

Het molekuulgewicht van T7-DNA is aanzienlijk kleiner dan dat
van T4-DNA, Er werden daarom een aantal proeven verricht met door
schuifspanningen gebrocken T4-DNA om een indruk te krijgen van de
invloed van het molekuulgewicht op de relaxatie.

3.2, Algemene procedure

In fig, 3.1 zijn schematisch de extinctieveranderingen weer-
gegeven van een DNA oplossing gedurende een relaxatie-experiment,

extinctie

f Eﬁ\ﬁ»—f HEL\HS

tyd

Fig. 3.1 Schematische voorstelling van de verandering van de extinctie bij een relaxatie-experiment.
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Versgetsoleerd T4-DNA (concentratie ca. 40 pg/ml in HMPEP) wordt
verwarmd tot een bepaalde temperatuur T in het smeltgebied. Noemen
we de extinctie bij kamertemperatuur E, de extinctie van hetzelide
DNA monster in volledig gedenatureerde toestand E4, dan is Eq - E; =
HE het volledige hyperchrome effect, Zij E; de extinctie bij de tem-
peratuur Tp. De denatureringsindex D; wordt gedefinieerd als de fractie
van het maximale hyperchrome effect die bereikt wordt bij de tempera-
tuur Ty, dus Dj = (E; - E)/HE. Vervolgens wordt de temperatuur van
de DNA oplossing sprongsgewijze verhoogd tot de eindtemperatuur T,.
De extinctie van het DNA relaxeert nu naar de (voor verdamping ge-
corrigeerde) waarde E,, de denatureringsindex is dan Dy = (Ep - Ep)/HE.
In het algemeen wordt onder Dy verstaan (E; - E,)/HE.

Na ca, 1,5 uur, d.w.z. nadat de gecorrigeerde extinctie al
geruime tijd constant is bij Te' wordt de oplossing afgekoeld van Tg
naar Ty. De extinctie neemt dan weer af, Dit proces wordt renaturering
genoemd. In het algemeen blijkt Eg, de nieuwe evenwichtswaarde van
de extinctie bij Ty, groter te zijn dan Ej. De renatureringsindex Ry,
d.i, de fractie van de extinctieverhoging die reversibel is bij de af-
koeling tot de begintemperatuur Ty, wordt gedefinieerd door Ry =
(Ey - E3)/(Ez - Ej) = (D ~ D3)/(Dy - Dj).

Nadat de extinctie van het DNA de (voor verdamping gecorri-
geerde} waarde E3 bereikt heeft, wordt opnieuw een temperatuursprong
ter grootte van Tg - Ty, uitgevoerd, De extinctie van het DNA relaxeert
dan naar de (gecorrigeerde) waarde E4. Vervolgens wordt weer afgekoeld,
waardoor de extinctie de waarde Eg bereikt. De tweede renaturerings-
index Ry, de fractie van de extinctieverhoging ten gevolge van de
tweede temperatuursprong die reversibel is, wordt gegeven door Ry =
(E4 - E5)/(Eq - E3) = (D4 - Dg)/(Dy - Dj3).

Gelijktijdig met de relaxatiemetingen werd steeds in een mon-
ster van het voor de proef gebruikte DNA het gemiddelde aantal enkel-
strengbreuken per molekuul bepaald op de in 2.6. beschreven wijze.
De door de penschrijver van de spectrofotometer geregistreerde curven
van de extinctie tegen de tijd werden volgens de methode van 2.5.
geanalyseerd, Voor de extinctieverandering tijdens en na de afkoeling
was dit niet mogelijk, daar de afkoeling niet sprongsgewijze kon wor-
den uitgevoerd, Wel kon de tijd worden bepaald waarbinnen het rena-
tureringsproces volledig was beeindigd.

3.3. Relaxatie van T4-DNA

Om nauwkeurig te bepalen bij welke waarde van Dj de tem-~
peratuursprong werd gegeven, was het nodig de smeltcurven van T4-
en T7-DNA te bepalen, Deze curven zijn afgebeeld in fig. 3,2 voor
DNA in HMPEP, Het smeltpunt (T,,) wordt gedefinieerd als de tempe-~
ratuur waarbij 50% van het hyperchrome effect is bereikt. In HMPEP
is het smeltpunt van T4-DNA 67,0 + 0,1°C, van T7-DNA 72,5 + 0,1°C.
Het verschil in Ty, dat een gevolg is van het verschil in G + C ge-
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halte van T4- en T7-DNA, komt overeen met het door Marmur en Doty
(44) gegeven verband tussen Tm en het G + C gehalte van DNA opge-

04

T T T — 1

“60 [ 70 75 80 85
temp (°C)

Fig. 3.2 Smeltcurven van T4- en T7-DNA.
0—=0-0 T4-DNA
e-0-0 T7-DNA

lost in 0,01 M fosfaatbuffer met daaraan toegevoegd 1 mM EDTA.

In fig. 3.3 zijn een aantal relaxatiecurven weergegeven van
versgelsoleerd T4-DNA voor verschillende waarden van Dj. De grootte
van de temperatuursprongen was zd gekozen, dat de extinctieverande-
ring ten gevolge van de sprong ongeveer gelijk was over het gehele
smeltgebied, Al spoedig bleek, dat de eigenschappen van de relaxatie
afhankelijk waren van D;. Om de relaxatie als functie van D; te be-
studeren is het dus gewenst een zo klein mogelijke, constante sprong
te gebruiken. De meetnauwkeurigheid is echter groter naarmate de ex-
tinctieverandering groter is, Uit fig. 3.3 blijkt, dat met een sprong
van 0,70 + 0,04°C de extinctieverandering voldoende groot is over
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het gehele smeltgebied, Alle wvolgende experimenten werden verricht
met een sprong van deze grootte,
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Fig. 3.3 Eerste deel van de registraties van de extinctie bij 260 nm na een temperatuursprong.
T4-DNA in HMPEP
Gemiddelde aantal enkelstrengbreuken per molekuul 0,6.
De temperatuursprong bedroeg respectievelijk 1,05 ; 0,63 ; 0,47 ; 0,80 en 0,84°C
voor de curven (a) tot en met {f}. De denatureringsindices D¢ en Dy zijn vermeld in
de figuur,

In de inzet van fig., 3.4 is een relaxatiecurve afgebeeld van
T4-DNA, waarin gemiddeld 0,6 enkelstrengbreuken per molekuul aan-
wezig zijn, De curve werd geanalyseerd volgens de methode van para-
graaf 2.8, In fig, 3.4 is de verandering van de extinétie halflogarith-
misch uitgezet tegen de tijd, De curve is niet recht, Het relaxatie-
proces kan dus niet worden voorgesteld door één e-macht, Een som
van twee e-machten (d.i, n= 2 in formule 2.1) geeft daarentegen een
goede benadering, Dit bleek algemeen te gelden voor alle relaxatie-
experimenten, Dit is een aanwijzing, dat er twee afzonderlijke pro-
cessen met verschillende relaxatietijd een rol spelen bij de denatu-
rering. Het kan echter niet worden uitgesloten, dat de twee relaxatie-
tijden in werkelijkheid twee groepen processen vertegenwoordigen, met
relaxatietijden die binnen een groep weinig van elkaar verschillen.
Binnen de meetnauwkeurigheid kunnen deze mogelijkheden niet worden
onderscheiden, Bij het formuleren van de resultaten van de metingen
zal daarom steeds worden aangenomen, dat de relaxatietijden twee
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processen vertegenwoordigen. Later zal blijken (hoofdstuk 4), dat de
relaxatie waarschijnlijk een gevolg _ is van twee groepen processen,
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Fig 3.4 Het voor verdamping gecorrigeerde verschil tussen de uiteindelijk bereikte extinctie
E{=) en de extinctie E(t) op tijdstip t als functie van de tijd.
t - o correspondeert met het tijdstip van de temperatuursprong.
T4-DNA in HMPEP. D4:=0,40, D2-0,63.
Gemiddelde aantal enkelstrengbreuken per molekuul 0,6.
®—0—0 punten van de oorspronkelijke registratie na comectie voor verdamping.
0—-0—~0 punten die werden verkregen door aftrekking van de langzame component.
Inzet : het eerste deel van de registratie van de extinctie bij 260 nm van dit experiment.
De stippellijn geeft de voor verdamping gecorrigeerde waarde van de extinctie aan, die
uiteindelijk wordt bereikt.

Alle experimenten bijeengenomen blijkt, dat zo er een derde proces of
groep van processen is met een {gemiddelde) relaxatietijd die een orde
verschilt van de twee gevonden tijden, de bijdrage tot de relaxatie
hiervan op zijn hoogst 5% zou kunnen bedragen.

Het relaxatieproces wordt dus in goede benadering voorgesteld
door twee gelijktijdig verlopende eerste—orde mrocessen:

E{oo) - E(®) = 3, exp(—t/'rl) + a, exp(—t/'rz)
De twee rechten in fig. 3.4 comresponderen resp. met 7T; = 46 en
Ty = 456 sec, terwijl voor de waarde van f, de bijdrage tot de re-

laxatie van de component met de grootste relaxatietijd (d.i. ay/(a; +ay)),
0,71 wordt verkregen.
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3.3.1, De relaxatietijden T; en T, en de fractie f als
functie van Dy

In de figuren 3,5, 3.6 en 3.7 zijn Ty, Ty en de fractie f uit-
gezet tegen de denatureringsindex Dj voor T4-DNA waarin het gemid-
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Fig. 3.5 De korte relaxatietijd T als functie van de denatureringsindex D1 .
0=0~0 T4-DNA met gemiddeld 0,6 enkelstrengbreuken per molekuut
A=A=-A gebroken T4-DNA met een molekuulgewicht van 18 MD
-0 -0 T7-DNA
Het DNA was opgelost in HMPEP , de temperatuursprong bedroeg 0,70 .

delde aantal enkelstrengbreuken 0,6 bedroeg, De punten in de figuur
zijn het gemiddelde van 3 tot 5 waarnemingen, De reproduceerbaarheid
van Ty bedroeg ongeveer 10%, zelfs als verschillende T4-DNA prepa-
raten werden gebruikt, 77 was reproduceerbaar binnen 20%; deze ge-
ringere nauwkeurigheid is een gevolg van de extrapolatie- en subtrac-
tieprocedure, beschreven in 2.5, De fractie f was evenals Tj repro-
duceerbaar binnen 10%.

De korte relaxatietijd 71 neemt geleidelijk af van ca. 55 sec
tot ongeveer 35 sec als D; toeneemt van 0,03 tot 0,7, De lange re-~
laxatietijd T, daarentegen heeft tot D; = 0,4 de constante waarde
450 sec en neemt vrij snel af als D; verder toeneemt.

De fractie f neemt bij benadering lineair toe met toenemende
D;. De bijdrage van het langzame proces is dus groter naarmate de
DNA molekulen meer gedenatureerd zijn,
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3.4, Relaxatie van door schuifspanningen gebroken T4~
DNA

Om de relaxatie-eigenschappen van T7-DNA te kunnen verge-
lijken met die van T4-DNA van gelijk molekuulgewicht, moet het ge-
broken T4-DNA homogeen zijn en een molekuulgewicht van ongeveer
28 MD hebben, DNA preparaten, waarvan M,, ongeveer deze waarde
had, bleken echter nog tamelijk inhomogeen te zijn. Uiteindelijk werd
daarom voor de relaxatiemetingen een preparaat gebruikt waarvan M,,
18 MD bedroeg, en dat van alle onderzochte preparaten van gebroken
T4-DNA het meest homogeen was, De verhouding MW/Mn bedroeg voor
dit materiaal 1,12.

500 —

400 °

Ty (sec)

[+]
300 °

200

100

Fig. 3.6  De lange relaxatietijd T als functie van de denatureringsindex Dq .
. 0-0-0 T4-DNA met gemiddeld 0,6 enkelstrengbreuken per molekuul
A= A=A gebroken T4-DNA met een molekuuigewicht van 18 MD
e-0-0 T7-DNA
Het DNA was opgelost in HMPEP , de temperatuursprong bedroeg 0,7° .

De resultaten van de relaxatie-experimenten zijn weergegeven
in de figuren 3.5, 3.6 en 3,7. De relaxatietijd Ty van het gebroken
T4-DNA is ongeveer 150 sec kleiner dan die van ongebroken T4-DNA,
terwijl ook de fractle f kleiner is, Bovendien verschilt de grafiek £
vs D; van die voor ongebroken materiaal.

44



Uit de boven vermelde waarnemingen volgt, dat de relaxatie-
tijd T,en de fractie f afhankelijk- zijn van het molekuulgewicht. In de
volgende paragraaf wordt de relaxatie besproken van T7-DNA, dat niet

alleen in molekuulgewicht, doch ook in basensamenstelling van T4-DNA
verschilt,
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Fig. 3.7 De fractie f van de extinctieverhoging, die een gevolg is van het langzame
proces, als functie van de denatureringsindex Dq .
0-0-0 T4-DNA met gemiddeld 0,6 enkelstrengbreuken per molekuul
A— A~ A gebroken T4-DNA met een molekuulgewicht van 18 MD
e-o-¢ T7-DNA
Medium : HMPEP ; temperatuursprong : 0,7° .

3.5. Relaxatie van T7-DNA

Ook bij de relaxatie van T7-DNA kon de curve van de extinctie
tegen de tijd beschreven worden door een som van twee eerste-orde
processen. De langste relaxatietijd T, bleek echter aanzienlijk kleiner
te zijn dan die van T4-DNA en bedroeg slechts ca, 100 sec, Daar de
extrapolatieprocedure bij de analyse van extinctiecurvenonnauwkeuriger
wordt naarmate 7T, kleiner is, was de reproduceerbaarheid (ongeveer
20%) minder goed dan bij T4~-DNA, Hoewel hierdoor het verband tussen
Ty en Dj minder nauwkeurig bepaald kon worden, blijkt uit de in fig.
3.6 afgebeelde waarnemingen toch duidelijk, dat de voor T4-DNA ge-
vonden afneming van Ty bij T7-DNA minder uitgesproken is en plaats-
vindt bij kleinere waarden van Dj, Ook T, de relaxatietijd van het
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snelle proces, is veel kleiner dan die van T4-DNA (fig. 3.5). Zoals
uit de experimenten met gebroken T4-DNA blijkt, kunnen de kortere
relaxatietijden van T7-DNA in vergelijking met die van T4-DNA slechts
voor een gering deel worden verklaard door het kleinere molekuulge-~
wicht van T7-DNA,

Het verband tussen de fractie f en D; bij T7-DNA is aanvan-
kelijk hetzelfde als dat voor T4~DNA, doch voor Dj > 0,5 neemt f sterk
toe en bereikt de waarde 1 bij Dj = 0,6. De nauwkeurigheid waarmee
f kan worden bepaald is echter slechts ca., 10%, zodat het verschil
tussen T4~ en T7-DNA niet reéel behoeft te zijn.

3.6. Renaturering

Doorgaans werd de DNA oplossing geruime tijd nadat het DNA
in evenwicht was gekomen bij de eindtemperatuur van de sprong, weer
afgekoeld tot de begintemperatuur Tp. Dit geschiedde door het elec-
trische verwarmingscircuit uit te schakelen en de koperen mantel van
de cuvet aan te sluiten op de thermostaat waarmee Ty, was ingesteld.
De afkoeling van 0,7° voltrok zich in ongeveer 4 minuten, De extinc-
tie van de DNA oplossing werd voortdurend door de schrijver opgete-
kend. Daar de afkoeling enige tijd in beslag nam, was het niet moge-
lijk de relaxatie van de renaturering kinetisch te analyseren, Wel kon
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Fig. 3.8 De renatureringsindex Rq als functie van de denatureringsindex Do .

0-0-0 en T4-DNA met gemiddeld 0,6 enkelstrengbreuken per
molekuu!

A=A=A en — — — gebroken T4-DNA met een molekuuigewicht van 18 MD
e-9-0 en——— T7-DNA
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de tijd worden geschat die het DNA nodig had om opnieuw in even-
wicht te komen bij de begintemperatuur, In alle gevallen was deze tijd
kleiner dan 6 min,

In het algemeen was de renaturering niet volledig, d.w.z. Ej
was groter dan E;. De renatureringsindex R, bleek af te nemen met
toenemende Dy, zie fig, 3.8.

Indien, nadat de extinctie na afkoeling tot Tp constant was
geworden, opnieuw de temperatuur werd verhoogd in een sprong van
dezelfde grootte als de eerste, nam de extinctie weer toe en bereikte
dezelfde waarde als na de eerste sprong., Dit gebeurde voor alle waar-
den van de eerste denatureringsindex Dy, zoals wordt gefllustreerd in
fig., 3.9a, waar de index Dy is afgezet tegen Dy, Werd na de tweede
sprong weer afgekoeld tot Ty, dan nam de extinctie steeds af tot de-
zelfde waarde als na de eerste afkoeling, dus D3 = D5 (zie fig. 3.9b).
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Fig. 3.9 (a) Het verband tussen de denatureringsindices Dy en D4 voor een aantal
experimenten waarbij Dq verschillende waarden had.
[19)] Het verband tussen de denatureringsindices D3 en Dg voor verschit-

lende waarden van Dq .
T4-DNA in HMPEP , gemiddeld 0,6 enkelstrengbreuken per molekuul.

Hieruit volgt dat voor het gehele smeltgebied Ry = 1. Werden hierna
nog meer sprongen uitgevoerd met telkens tussentijdse afkoeling tot
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de begintemperatuur, dan werd na de sprong steeds dezelfde waarde
van de extinctie bereikt, terwijl de renatureerbare fractie na deze
_sprongen steeds 100% was, Na de eerste sprong renatureert blijkbaar
een gedeelte van het DNA niet meer bij terugkeer tot de uitgangstem-
peratuur, terwijl het overblijvende deel reversibel denatureerbaar blijft.

De relaxatie na de tweede temperatuursprong kon alleen ge-
volgd worden in het eerste deel van het smeltgebied, omdat R; kleiner
wordt met toenemende D;, waardoor de meetnauwkeurigheid ongunstig
wordt beInvlioed. De lange relaxatietijd 7, bleek ongeveer 150 sec
kleiner te zijn. De fractie f was na de tweede sprong ongeveer 10%
kleiner voor Dy = 0,1, Het verschil liep op tot ongeveer 30% voor
D]_ = 0,5.

3.7. De invloed van enkelstrengbreuken op de relaxa-
tie van T4-DNA

In hoofdstuk 1 is reeds uiteengezet, dat volgens de theorie van
Crothers de relaxatietijd van DNA na een temperatuursprong wordt be-
paald door de diffusie van kluwengebieden naar de uiteinden van het
DNA molekuul, Indien de delen van een DNA molekuul aan weerszijden
van een enkelstrengbreuk onafhankelijk ten opzichte van elkaar kunnen
roteren, kan het molekuul zich sneller ontwinden, omdat kluwenge-
bieden zich slechts behoeven te bewegen naar de plaats van de breuk,

Neemt men aan dat de verdeling van het aantal enkelstreng-
breuken (p) over het DNA molekuul willekeurig is, dan is de gemid-
delde afstand tussen twee van deze breuken evenredig met p~*. Als
voorts de relaxatietijd evenredig is met het kwadraat van de afstand
tussen twee enkelstrengbreuken, is de gemiddelde relaxatietijd even-
redig met p"2 als p groter is dan enkele breuken per molekuul (zie
appendix B).

Het verband tussen relaxatietijd en het aantal enkelstrengbreu-~
ken werd experimenteel onderzocht met T4-DNA, waarin enkelstreng-
breuken waren aangebracht zowel door verwarming van het DNA bij 60°
in HMPEP als door bestraling van de DNA oplossing in een 60co gam-
mabron (zie 2,7.2.). Met de verwarmingsmethode werden ca, 1,7 breu-
ken per molekuul per uur aangebracht (fig. 2.3). De preparaten met
gemiddeld meer dan 15 breuken per molekuul werden verkregen door
bestraling.

De bepaling van de relaxatietijden werd wederom ultgevoerd
met een temperatuursprong van 0,7°. De begintemperatuur werd voor
de meeste experimenten vrijwel gelijk aan de smelttemperatuur geko-
zen (Dl = 0,54), omdat de extinctieverandering, en dus de meetnauw-
keurigheid, daar het grootst is. In enkele proeven had D; de waarde
0,08.

Evenals voor ongebroken T4-DNA bleken er voor T4-DNA dat
enkelstrengbreuken bevatte, twee relaxatietijden op te treden. In fig.
3.10 is het verband weergegeven tussen 7Tj en T, en de waarde van
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p voor D} = 0,54, Uit de figuur blijkt duidelijk, dat de relaxatie-
tijden zeker niet omgekeerd evenredig zijn met het kwadraat van p.
De tijden nemen slechts zeer geleidelijk af met toenemende p, Zelfs
voor ca. 900 breuken is T, nog maar tot de helft van de oorspronke-
lijke waarde gedaald, Bij dit aantal breuken bleek het smeltpunt on-
geveer 1,2° lager te zijn dan dat van intact T4-DNA, Dit is in over-
eenstemming met de bevindingen van Bohadek en Bla&idek (48). Voor
p< 250 werd geen verschuiving van het smeltpunt waargenomen, Ken-
nelijk wordt DNA pas bij zeer grote aantallen enkelstrengbreuken ge-
destabiliseerd, De begintemperatuur van de sprong werd verlaagd, in-
dien dit nodig was om D; op 0,54 te brengen.
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Fig. 3.10  De relaxatietijden Ty en Tq als functie van het gemiddelde aantal
enkelstrengbreuken per molekuu! (p) .
T4-DNA in HMPEP , D¢ : 0,54.
0-0-0 breuken geinduceerd door verwarming bij 60°
e - o - @ breuken geinduceerd door Co gammastraling

Fig. 3.11 toont de fractie (f) van de extinctieverandering die
een gevolg is van het langzame proces als functie van p voor D; =
0,54 en D; = 0,08, f neemt aanvankelijk snel af met toenemende p
en nadert vervolgens tot een constante waarde van ca. 0,35. Deze
waarde is blijkbaar niet sterk afhankelijk van D;. De totale extinctie-
verandering ten gevolge van de temperatuursprong nam met toenemende

49



p geleidelijk af; zo was bij

waarde bij p = 0,6.
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De renatureringsindex R als functie van het gemiddelde aantal enkelstrengbreuken
per motekuut (p).
T4-DNA in HMPEP, D4 = 0,54.
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Tenslotte is in fig, 3,12 R; afgezet tegen p. Uit de figuur
blijkt dat binnen de meetnauwkeurigheid Rl onafhankelijk is van p voor
p groter dan 10,

3.8. Samenvatting en discussie

De belangrijkste uitkomsten van de in de voorgaande paragrafen
besproken proeven zijn:

- de relaxatie kan ontleed worden in twee eerste-orde processen,
waarbij de bijdrage van een mogelijke derde component minder dan
5% 1s,

- de relaxatietijden van de twee processen zijn afhankelijk van D,,
de mate waarin het molekuul gedenatureerd is voor het begin van
de relaxatie, Bij T4-DNA is de grootste relaxatietijd Ty in de eerste
helft van het smeltiraject nagenoeg constant en neemt vervolgens
af met toenemende D;. De kleinste relaxatietijd neemt al bij het
begin van het smelten af met toenemende Dj., Bij T7-DNA neemt Ty
eerst af met toenemende D; en wordt vervolgens constant, T, neemt
langzaam toe met Dl'

-~ f, de bijdrage van het langzame proces tot de relaxatie, neemt toe
met Dl .

- de relaxatietijden zijn enigszins afhankelijk van het molekuulgewicht
M, maar voor M tussen 20 en 120 MD zeker niet evenredig met M<,

- 'de relaxatieparameters 7;, Ty en f zijn sterk afhankelijk van de
basensamenstelling van het DNA,

- R;, de fractie van de extinctieverandering die na afkoeling tot de
begintemperatuur reversibel is, neemt af met toenemende D;, Na de
tweede en volgende identieke sprongen is de renatureringsindexgelijk
aan 1.

- enkelstrengbreuken in het DNA hebben slechts een geringe invloed
op de grootte van T; en 5.

- f neemt snel af voor enkele enkelstrengbreuken per molekuul en wordt
vrijwel constant als het aantal breuken groot is.

- R; is onafhankelijk van het aantal enkelstrengbreitken.

Uit de waarnemingen kunnen enkele conclusies worden getrok-
ken die de theorie van de relaxatie betreffen. De relaxatietijd die voor
ongebroken T4-DNA (M = 130 MD) wordt gevonden, door de door
Crothers gemeten tijden voor T2~DNA met een molekuulgewicht kleiner
dan 20 MD te extrapoleren volgens een kwadratische afhankelijkheid
van het molekuulgewicht, bedraagt ca, 10* sec. Dat is zeer veel gro-
ter dan de lange relaxatietijd van T4-DNA, die hoogstens 450 sec is.
Het gemiddelde aantal enkelstrengbreuken per molekuul dat in het ge-
bruikte materiaal aanwezig was (0,6), is veel te klein om deze dis-
crepantie te kunnen verklaren, Voor ongebroken T4-DNA zijn de relaxa-
tietijden 1,5 maal zo groot als voor gebroken T4-DNA met een mole-
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kuulgewicht van 18 MD, Ook daaruit blijkt dat aan de evenredigheid
tussen de relaxatietijd en Mz, die uit de theorie van Crothers volgt,
niet wordt voldaan, Het verband tussen de relaxatietijden en D; is
eveneens niet in overeenstemming met deze theorie, die een maximum
bij D; = 0,5 voorspelt.

De verhouding van Tl/'rz wijkt niet veel af van de door Cro-
thers voorspelde waarde; zij is echter niet constant doch neemt toe
van 8,2 voor Dy = 0,3 tot 10,2 voor D; = 0,8. De fractie f, volgens
bovengenoemde auteur constant, neemt vrijwel lineair toe met D;.

Na afkoeling tot de begintemperatuur Ty van de sprong is het
DNA niet in staat de oorspronkelijke toestand weer aan te nemen,
Het DNA renatureert pas volledig bij veel lagere temperaturen dan Ty,
ondanks het feit, dat een gedeelte van het molekuul nog een geordende
helixstructuur heeft, Omdat dit gedeelte, evenals de fractie £, toe-
neemt met toenemende Dj, is het vermoedelijk geassocieerd met het
langzame relaxatieproces.

De geringe invloed van enkelstrengbreuken op de grootte van
de twee relaxatietijden leidt tot één van de twee volgende, alterna-
tieve, conclusies: 6f de diffusietheorie is niet van toepassing voor
de ontwinding van DNA, 6f de windingen kunnen het molekuul niet
verlaten ter plaatse van een enkelstrengbreuk. De laatste conclusie
zou gerechtvaardigd zijn, indien de twee delen van het molekuul aan
weerszijden van een enkelstrengbreuk niet onafhankelijk van elkaar
zouden kunnen roteren, Voor ontwinding van het molekuul te ener zijde
van een breuk wordt namelijk niet alleen vereist dat de gebroken streng
om de ongebroken streng roteert, maar tevens dat het gedeelte van de
ongebroken streng aan die zijde om zijn as draait. Er moet dus in de
buurt van de breuk vrije draaiing mogelijk zijn om tenminste é&n van
de covalente bindingen van de ongebroken keten. Een nucleotide-groep
bevat twee C-0, &én C,-CL en twee P-O bindingen, waarom in
beginsel rotatie kan optreden. Morgan (49) heeft aangetoond, dat zelfs
in de kluwenconfiguratie de draaiing om deze bindingen niet volkomen
vrij is. De groepen aan weerszijden van de bindingen blijken verschei-
dene voorkeursposities t.o.v. elkaar in te nemen, De energiebarriéres
tussen deze posities zijn echter slechts van de orde van 1-3 kcal/gmol
(50), d.i. slechts weinig meer dan de gemiddelde energie RT. Rotatie
van twee delen van de ongebroken keten t.o.v. elkaar om een van
deze bindingen zal daarom niet ernstig worden gehinderd.

De interactie tussen de twee delen van het molekuul aan weers-
zijden van een enkelstrengbreuk via de hydratatiemantel die het mo-
lekuul omringt, zou ook van invloed kunnen zijn op de draaiing van
deze delen. Hoewel de uitgebreidheid van deze watermantel niet goed
bekend is, duiden NMR experimenten erop, dat slechts 10 gewichts-
procenten water aan het DNA is gebonden (51, 52), d.i. minder dan
twee watermolekulen per nucleotide, Het is niet waarschijnlijk dat
deze geringe hoeveelheid de rotatie belemmert,

Bij de exiractie van DNA volgens de fenolmethode blijken er in
de oplossing polyamines te kunnen voorkomen (53, 54, 55). Deze
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polyamines worden sterk aan het DNA gebonden (55). Het is niet denk-
beeldig, dat een DNA sireng aan weerskanten van een breuk wordt
bijeengehouden door een polyaminemolekuul, Om deze mogelijkheid te
onderzoeken werd het gehalte aan polyamines van de voor de relaxatie-
experimenten gebruikte DNA oplossing bepaald., Deze analyse, uitge-
voerd door de heer W,C .M, Zwennis volgens de methode van Ames en
Dubin (53), wees uit dat er slechts &én polyaminemolekuul per 40
nucleotiden aanwezig was, Dit is veel te weinig om de geringe in-
vloed op de relaxatie van willekeurig toegebrachte enkelstrengbreuken
te kunnen verklaren,

Uit het bovenstaande volgt, dat er geen reden is aan te nemen
dat windingen het DNA molekuul niet kunnen verlaten ter plaatse van
een enkelstrengbreuk. De conclusie die overblijft is, dat de in de
literatuur beschreven diffusietheorie®n niet van toepassing zijn op de
relaxatie van DNA,
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HOOFDSTUK 4

EEN FENOMENOLOGISCH MODEL VOOR DE RELAXATIE VAN DNA

4,1, Inleiding

De in het vorige hoofdstuk verzamelde waarnemingen kunnen
niet bevredigend worden verklaard met de in hoofdstuk 1 besproken
theorieén, Deze waren gebaseerd op macromoleculaire eigenschappen
van het DNA, zoals de viskeuze weerstand in de oplossing, de ver-
deling in helix- en kluwengebieden e.d. De denaturering wordt echter
bepaald door interacties tussen de afzonderlijke basenparen., Zou in
elke evenwichtssituatie de toestand van ieder basenpaar vastliggen,
dan zou bij een verstoring van het evenwicht de overgang van de ba-
senparen naar de nieuwe evenwichtstoestand in principe kunnen worden
beschreven met behulp van &én reactieconstante voor elk basenpaar.
Worden alleen wisselwerkingen tussen basenparen die naast elkaar
liggen beschouwd (naaste-buur wisselwerkingen), dan zou men kunnen
volstaan met een aantal elementaire reactieconstanten, bijv. één voor
het overgaan naar de ongebonden toestand van een AT paar dat ge-
flankeerd wordt door twee GC paren, één voor een AT paar tussen een
GC en een AT paar in enz,

Het in formule vastleggen van de toestand van dalle basenparen
in een DNA molekuul (voor T4-DNA ca. 2.10°) is een schier onmoge-
lijke taak, Wel kan worden aangegeven wat de gemiddelde toestand
is, waarin de paren zich bevinden, m.a.w, wat de waarschijnlijkheid
is, dat één basenpaar, of een reeks basenparen, zich in een bepaalde
toestand of configuratie bevindt., Hiervoor kunnen methoden worden ge-
bruikt uit de statistische mechanica, Is de evenwichtstoestand van
het DNA molekuul op deze manier met voldoende precisie gekarakteri-
seerd en zijn de differentlaalvergelijkingen die het overgaan van de
basenparen naar de nieuwe evenwichtstoestand beschrijven oplosbaar,
dan kan de relaxatie bij bekende elementaire reactieconstanten volle-
dig worden beschreven en kunnen de eigenschappen van de relaxatie
als functie van molekuulgewicht, basensamenstelling e.d., worden
voorspeld, Uit het volgende blijkt, dat dit programma voor natuurlijk
DNA nog niet uitvoerbaar is.

Er zijn vele theoretische beschouwingen gepubliceerd, die de
beschrijving van de evenwichtsconfiguratie van lineaire macromolekulen

54



ten doel hebben (57-78). Het molekuul wordt daarbij in het algemeen
opgevat als een keten van subeenheden, die elk in twee verschillende
toestanden kunnen voorkomen. De subeenheden kunnen van de ene in
de andere toestand overgaan door veranderingen in het milieu waarin
het molekuul zich bevindt, De overgang wordt cobYperatief genoemd,
als de verandering van de toestand van een subeenheid wordt beinvioed
door de toestand van andere subeenheden in het molekuul, Heeft een
subeenheid voorkeur voor die toestand waarin ook de naburige subeen-
heden zich bevinden, dan ontstaat er een steile overgang, d.w.z.
een geringe verandering in het milieu is voldoende om een grote ver-
andering in de conformatie van het molekuul te veroorzaken; dit is o,a.
het geval bij het denatureren van DNA,

De conformatie van de keten van subeenheden als functie van
de uitwendige parameters kan volledig worden beschreven, indien de
partitiefunctie van het systeem bekend is. In de genoemde beschouw-
ingen wordt deze functie op verschillende manieren en bij verschillende
onderstellingen berekend. Een goed overzicht hiervan wordt gegeven
door Applequist (79), Tot nu toe zijn alleen voor eenvoudige model-
systemen, zoals eenstrengige polypeptiden, goede resultaten verkregen,
De partitiefunctie werd hierbij gebaseerd op het ééndimensionale model
van Ising (80, 81), waarin een keten elementairmagneetjes wordt be-
schouwd die twee standen kunnen innemen t,o,v. een magnetisch veld.
Gewoonlijk wordt alleen de naaste-buur wisselwerking tussen de sub-
eenheden in aanmerking genomen (59)., Voor dubbelstrengige molekulen
waarin de strengen om elkaar zijn gewonden, komt dit zeker niet met
de werkelijkheid overeen. Door topologische restricties kunnen de sub-
eenheden (bij DNA de basenparen) ook Invloeden ondergaan van een-
heden die ver weg liggen. Een andere complicatie bij dubbelstrengig
DNA is het feit dat de stabiliteit van de basenparen die gelegen zijn
direct naast een kluwengebied, afhankelijk is van de grootte van dit
gebied. Zimm (60) heeft een methode aangegeven om de laatste eigen-
schap in rekening te brengen. In wezen is dit een uitbreiding van het
door hem en Bragg gegeven model voor polypeptiden (59). Het DNA
molekuul wordt hierbij opgevat als een ladder waarvan de stijlen ge-
vormd worden door de suikerfosfaatgroepen en de sporten door de ba-
senparen, Bij dit laddermodel (ook wel het ritssluitingmodel genoemd)
wordt evenwel nog steeds verondersteld, dat de stabiliteit van gebon-
den basenparen in het helixgebied zelf alléén afhankelijk is van de
naaste buren., Het is in principe mogelijk de behandeling van Zimm
en die van Lifson en Zimm (62), waarbilj op een gewljzigde en iets
kortere manier voor hetzelfde model de partitiefunctie wordt berekend,
uit te breiden tot wisselwerkingen tussen verder weg gelegen buren
(82). Bij beide methoden zijn de mathematische bewerkingen dan echter
zeer veel complexer, terwijl bovendien de grootte van dergelijke wis-
selwerkingen niet bekend is.

Het model van Zimm en Bragg, waarvan een zeer goede bespre-
king werd gegeven door Birshtein en Ptitsyn (83), is door enkele au-
teurs gebrulkt als basis voor beschouwingen over de tijdsafhankelijk-
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heid van de helix-kluwenovergang. Go (84) kwam tot de slotsom dat
deze afhankelijkheid voor oneindig lange molekulen gegeven wordt door
een stelsel van vier differentiaalvergelijkingen, die aanleiding geven
tot vier relaxatietijden. Dit resultaat is slechts experimenteel te veri-
fiéren, als deze tijden een orde van grootte verschillen, Schwarz (82,
85) heeft daarom een andere benadering van het relaxatieprobleem ge-
geven, eveneens met het model van Zimm en Bragg als uitgangspunt.
Hierbij wordt een gemiddelde relaxatietijd berekend, die is gedefini-
eerd als de helling van de relaxatiecurve op het tijdstip t = 0 (85, 86).
De gemiddelde relaxatietijd alsmede de breedte van het relaxatiespec-
trum (2.8.) blijkt een functie te zijn van het molekuulgewicht en van
het aantal basenparen dat zich aan het begin van de relaxatie in de
helixtoestand bevindt., Oock deze theorie is in zijn huildige vorm alleen
toe te passen op de helix-kluwenovergang van polypeptiden. De
theorie van Schwarz heeft het voordeel dat de gemiddelde relaxatietijd
en de breedte van het spectrum ook voor complexe relaxatiespectra op
eenvoudige wijze experimenteel zijn te bepalen (86). Daar staat tegen-
over dat alle informatie die het experiment geeft, wordt samengevat in
slechts twee parameters, waardoor nauwelijks enig inzicht wordt ver-
kregen in de individuele processen die aan de relaxatie ten grondslag
liggen,

De tot nu toe genoemde modellen hebben betrekking op materi-
aal waarin maar één soort subeenheden voorkomt, Een aantal auteurs
hebben een behandeling gegeven van het Ising model waarin twee
soorten subeenheden voorkomen, voor DNA dus GC en AT paren (64,
67-71, 77). Alleen voor bepaalde eenvoudige (bijv. om en om GC en
AT) en voor geheel Ilukrake verdelingen van deze twee soorten over
het molekuul kan in het geval van naaste-buur wisselwerkingen de
partitiefunctie en daaruit de smeltcurven worden berekend.

De tijdsafhankelijkheid vande overgang tussen twee evenwichts-
toestanden van het Ising model met twee soorten subeenheden is in
detail bestudeerd door Goel (87). Alleen voor een alternerende reeks
van GC en AT paren werd een analytische uitdrukking voor de relaxatie
verkregen, In dit speciale geval wordt de relaxatie beschreven door
één e-macht,

Craig en Crothers (88) hebben het bovenvermelde model van
Schwarz gebruikt om voor de helix-kluwenovergang van polypeptiden
relaxatiecurven te genereren met behulp van een electronische reken-
machine, Er wordt een relaxatiecurve verkregen zonder dat men beschikt
over een analytische uitdrukking voor deze curve. Deze methode is
vooralsnog niet geschikt voor een modelsysteem dat op het veel inge-
wikkelder DNA molekuul gelijkt. In de bovenstaande theorie®én wordt
aangenomen, dat de basenparen O6f gebonden, Jf ongebonden zijn,
zonder tussentoestanden. Het hyperchrome effect, dat een gevolg is
van het verbreken van de bindingen tussen de basen zou dan een alles-
of-niets proces zijn, m.a.w, elk basenpaar levert in de gebonden
toestand een bepaalde bijdrage tot het hyperchrome effect, die tot nul
wordt gereduceerd zodra de basen in de niet-gebonden toestand over-
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gaan, De fractie van het totale hyperchrome effect dat bij een bepaalde
toestand behoort, wordt dus gelijk gesteld aan de fractie ongebonden
basenparen in het molekuul. In de volgende paragraaf wordt uiteen-
gezet, dat er aanwijzingen zijn dat de bijdrage tot het hyperchrome
effect van gebonden basenparen afhankelijk is van de uitwendige om-
standigheden,

Uit het bovenstaande blijkt, dat de statistisch-mechanische
theorie®n vooralsnog niet gebruikt kunnen worden bij het beschrijven
van de relaxatie van de extinctie van DNA tijdens de helix-kluwen-
overgang, In de paragrafen 4.3. en 4.4. wordt daarom getracht een fe-~
nomenologische beschrijving van de relaxatie te geven, die uitgaat
van de macromoleculaire structuur van DNA,

4,2, Het hyperchrome effect

De extinctie van een oplossing van dubbelstrengig DNA bij
260 nm is ca. 41% kleiner dan de som van de extincties van de sa~
menstellende mononucleotiden. Dit is het zogenaamde hypochrome ef-
fect. Wordt dubbelstrengig DNA gedenatureerd, dan stijgt de extinctie
met ca. 40%. Dit wordt het hyperchrome effect genoemd,

Eenverklaring voor het hypochrome effect is gegeven door Tinoco
(89), Rhodes (90) en DeVoe en Tinoco (91). Het oscillerende elec-
trische veld van het licht waaraan de DNA oplossing wordt blootge-
steld, induceert electrische dipolen in de chromofore groepen (de ba-
sen), waardoor een deel van het licht geabsorbeerd wordt. De grootte
van de absorptie is afhankelijk van de wisselwerking tussen de ge-
induceerde dipolen in de verschillende basen, Deze interactie is een
functie van de afstand tussen de basenparen en van de stand die de
basen ten opzichte van elkaar innemen, Tinoco heeft deze wisselwer-
king benaderd door een dipool-dipool interactie, waarvan de sterkte
gegeven wordt door de tensor

_— 3 (ei.rij) (ej’rij)
r 1*74 rZ

ij ij
waarin é'i en 'e'j de dipoolvectoren in de i-de respectievelijk de j~de
base voorstellen en ?11 in richting en grootte gelijk is aan de afstand
tussen hen.

Als de oriéntatie van de dipolen willekeurig is, is er geen netto
effect van de interactie; dit geldt bijv. voor een oplossing van nucleo-
tiden, Zijn de basen daarentegen opgenomen in de regelmatige, geor-
dende structuur van het dubbelstrengige DNA, dan blijkt de onderlinge
interactie aanleiding te geven tot een geringere absorptie (hypochroom
effect) (92).

Hoewel de dipool-dipool benadering vermoedelijk niet helemaal
correct is voor de wisselwerking tussen naast elkaar gelegen basen
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(93, 94, 95), worden de kwalitatieve aspecten van deze theorie van
het hypochrome effect algemeen aanvaard en mag worden aangenomen,
dat het hypo- en dus ook het hyperchrome effect afhankelijk is van
de configuratie van de basenparen en daardoor van de helixparameters
(lengte en diameter van de helix, afstand en hoek tussen twee opeen-
volgende basenparen enz,) (96-99). Dit houdt in dat naarmate de struc-
tuur van het DNA meer geordend is, het hypochrome effect groter zal
zijn.

Het is niet mogelijk een grens aan te geven tussen orde en
wanorde, Zelfs in gedenatureerde toestand bezit het DNA nog een zekere
mate van orde, De extinctie bij 260 nm van een mengsel van de mono-
nucleotiden waaruit het DNA is opgebouwd, is ca. 70% hoger dan de
extinctie van het intacte DNA, terwijl de extinctieverhoging die op-~
treedt bij volledige denaturering van DNA slechts ongeveer 40% is van
de extinctie van het dubbelstrengige materiaal (100). Het verschil is
kennelijk afkomstig van de interactie tussen naast elkaar gelegen basen
van de enkele streng en mogelijk ook nog van die tussen basen van
verschillende strengen, Deze interactle is afhankelijk van de omstan-
digheden. Zo vertoont het enkelstrengige, ringvormige DNA van de
bacteriofaag ®X174 een hyperchroom effect van enkele procenten bij
verwarming in een buffer die 0,025 M fosfaat bevat (101}, terwijl bij
verwarming in 0,2 M NaCl dit effect ongeveer 20% bedraagt (102).

De geordende structuur van het dubbelstrengige DNA is even-
eens afhankelijk van het milieu. Zo is bijv. in het dubbelstrengige,
circulaire DNA van de bacteriofaag A het aantal basenparen per win-
ding afhankelijk van de temperatuur (103). Uit electronenmicroscopische
waarnemingen concludeerden ILang en medewerkers dat de lengte van
DNA molekulen toeneemt met afnemende zoutsterkte (104). Blijkbaar
kunnen de onderlinge posities van de basenparen binnen zekere grenzen
afwijken van die, welke bepaald zijn met behulp van rontgendiffractie
aan kristallijne draden DNA, Het is daarom redelijk te veronderstellen,
dat de bijdrage per basenpaar tot het hyperchrome effect niet een vaste
waarde heeft, maar op continue wijze varieert als functie van een of
andere helixparameter, zoals de hoek of de afstand tussen twee opeen-
volgende basenparen, De verandering in de betreffende parameter door
een kleine wijziging van het milieu zal groter zijn naarmate het mole-
kuul minder stabiel is, Het "losser” worden van de helix zal juist in
het smeltgebied een belangrijke bijdrage kunnen geven tot de verho-
ging van de extinctie,

4.3. De structuur van gedeeltelijk gedenatureerd DNA

Een belangrijk punt in de theorie van Crothers is de overwe-
ging dat, "macroscopisch" gezien, een DNA molekuul uit een aantal
helix~ en kluwengebieden zou bestaan, Voor grote molekulen is dit
inderdaad waarschijnlijk. Uit de in 4.1, besproken theorieén volgt,
dat in molekulen die uit één soort subeenheden bestaan, de even-
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wichtsconfiguraties in het overgangsgebied bestaan uit alternerende
‘helix- en kluwengebieden. In werkelijkheid is DNA heterogeen, De
gebieden met een hoog gehalte aan AT paren zijn minder stabiel en
nemen daardoor eerder de kluwenconfiguratie aan (9, 105)., Dit heeft
tot gevolg dat de statistische verdeling van de helix- en kluwenge-
bleden voor natuurlijk DNA niet overeen zal komen met die, welke
berekend is voor homogeen DNA of voor DNA met een willekeurige
verdeling van de GC en AT paren over het molekuul.

De veronderstelling van Crothers, dat ook in natuurlijk DNA
bij de denaturering afwisselend helix- en kluwengebieden voorkomen,
wordt gesteund door enkele experimenten,

Beer en Thomas (106) vonden dat gedeeltelijk gedenatureerd
DNA onder de electronenmicroscoop amorfe plekken (knoedels) vertoont,
die over het gehele molekuul zijn verdeeld, Deze knoedels werden
verondersteld gedenatureerde gedeelten van het DNA molekuul te zijn.
Bartl en Boubik (107) hebben DNA bij temperaturen rond het smeltpunt
Op een rooster verstoven en het preparaat vervolgens met een elec-
tronenmicroscoop bekeken, Ook hier werden knoedels waargenomen,
waarvan het aantal en de grootte toenamen met de temperatuur waarbij
het DNA was verstoven. Pas bij verstuiving bij 10° boven het smelt-
punt bleken de strengen volledig te zijn gescheiden. Inman (108) heeft
met behulp van de techniek van Kleinschmidt (109) met de electronen~
microscoop knoedels en lussen van enkelstrengig materiaal zichtbaar
gemaakt in het dubbelstrengige DNA van de bacteriofaag A, nadat het
materiaal bij temperaturen in de buurt van het smeltpunt gedurende 10
min was verhit in aanwezigheid van 10% formaldehyde (deze stof ver-
hindert renaturering bij afkoeling)., Ook hier namen het aantal en de
grootte toe met de temperatuur. Aangenomen werd, dat de AT-rijke ge-
deelten van DNA als nucleatiekernen voor dergelijke knoedels en lus-
sen fungeren., Beers en medewerkers (110) namen door enzymatische
degradatie aan beide uiteinden van T7-DNA een gedeelte van een
streng weg en substitueerden vervolgens op deze plaatsen base-ana-
logen, waarbij de andere streng als matrijs diende, Door variatie in
de keuze der base-analogen kon de stabiliteit van de uiteinden zowel
groter als kleiner gemaakt worden dan die van het middengedeelte van
het molekuul. In beide gevallen bleek het minst stablele gedeelte bij
een lagere temperatuur te denatureren dan het andere deel, Dit is een
doorslaggevend bewijs, dat in een DNA molekuul de minst stabiele
gebieden kunnen denatureren zonder dat de uiteinden eerst in de klu-
wenconfiguratle behoeven over te gaan.

De vraag rijst nu, wat de structuur is van dergelijke gedena-
tureerde, kluwenachtige gebieden in het midden van een DNA molekuul.
De electronenmicroscopische foto's van "gedenatureerd”" DNA laten
zowel gebieden zien waarin de strengen niet gescheiden zijn (107),
als gebileden waarin min of meer ringvormige structuren voorkomen,
De laatste lijken uit enkele strengen te bestaan (108). Het is echter
lang niet zeker of de morfologie van het opgeloste DNA molekuul be-
waard blijft bij de fixering die noodzakelijk is alvorens waarnemingen
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met de electronenmicroscoop kunnen worden uitgevoerd, zelfs niet
als de subtiele techniek van Kleinschmidt wordt gebruikt., Het is zeker
niet uitgesloten, dat in oplossing de strengen van het DNA molekuul
. in de gedenatureerde toestand om elkaar gewonden blijven, Dit is
namelijk het geval bij het ringvormige, gesloten, dubbelstrengige RF
molekuul, de "replicative form" van de bacteriofaag $X174, RF kan
wel gedenatureerd worden, doch de strengen kunnen niet ontwinden
(111), Het hyperchrome effect is hierbij ongeveer 35% (112). De se-
dimentatiecoefficient van gedenatureerd RF hangt sterk af van de zout-
sterkte (113). Dit gedrag komt overeen met dat van enkelstrengig DNA,
wat erop wijst, dat het DNA de dubbelstrengige helixconformatie ver-
loren heeft, Niettemin moeten de strengen nog een groot aantal malen
om elkaar zijn gewonden, Men kan zich voorstellen dat in lineaire
molekulen van grote lengte volledige ontwinding van een kluwengebied
ergens middenin het molekuul vertraagd of verhinderd wordt door de
viskeuze wrijving tussen het roterende molekuul en het oplosmiddel.
Het kluwengebied zou dan vrijwel volledig gedenatureerd kunnen zijn,
terwijl er toch nog een (mogelijk groot) aantal windingen in voorkomt,

Op grond van bovenstaande overwegingen worden nu de hier
volgende veronderstellingen gemaakt. Een gedeeltelijk gedenatureerd
DNA molekuul bestaat uit een aantal kluwengebieden, afgewisseld door
gebieden in de helixtoestand. De basen in de kluwenstukken zijn on-
gepaard; deze stukken bezitten geen of een zeer gering hypochroom
effect vergeleken met het volledig gedenatureerde, enkelstrengige DNA,
De strengen in de kluwengebieden kunnen in meer of mindere mate
om elkaar zijn gewonden, In de helixgebieden zijn de basen gepaard.
De strengen bevinden zich in de schroeflijnconfiguratie, maar zijn
minder "stijf" om elkaar gewonden dan in de oorspronkelijke, niet-
gedenatureerde toestand.

De helix- en de kluwengebieden kunnen worden gekarakteriseerd
door de parameter W, het aantal windingen per eenheid van lengte,
gemeten langs de as van het molekuul. W kan worden gebruikt als
maat voor de denatureringstoestand van willekeurige gedeelten van het
molekuul en is een continue variabele, afhankelijk van de plaats x op
de as. Als de evenwichtstoestand verstoord is, bijv. door een tem-
peratuurstijging, is W ook een functie van de tijd, m.a.w, W = W(x,1).

In een suspensie van gedeeltelijk gedenatureerde DNA molekulen
vormt ‘de som van de bijdragen van de helix~- en kluwengebieden tot
de extinctieverhoging het fractionele hyperchrome effect D;. Deze bij-
dragen zijn afhankelijk van W, Dit kan als volgt worden geformuleerd:

€, - €
GL_—G— = f ('VV:—) (4.1)
k h h

Hierin is € de extinctieco2fficiént per eenheid van lengte langs de as
van het molekuul, De index k verwijst naar de tcestand waarin het
molekuul volledig is gedenatureerd, d,w,z, waarbij het maximale hy-
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perchrome effect is bereikt, De index h duidt op de helixtoestand
waarin W maximaal is.

De functie f kan niet exact worden berekend, omdat de posi-
ties van en de interactie tussen de basen bij een bepaald windings-
getal W niet bekend zijn. Het ligt voor de hand te veronderstellen,
dat het effect op de absorptie van een kleine verandering in de wis-
selwerking tussen de basen het grootst is als de afstand tussen de
basen zo klein mogelijk i1s, d.w.z., als de waarde van W niet veel
verschilt van Wy. De functie f zou dan de vorm van curve (b) in
figuur 4.1 kunnen hebben. In deze figuur stelt curve (a) de extinctie-

po——— kluwen———asfen—helix —e|
I
100 *—f

€€
€, €

Fig. 4.1 Twee.verschillende mogelijkheden voor het verband tussen het fractionele hypochrome
effect van DNA en het aantal windingen per eenheid van lengte.

(a) Sprongsgewijze verandering van de hypochrome waarde bij de helix-kluwenover-
gang.

(b) De hypochrome waarde hangt sterk af van het {osser worden van deJrelixstruc-
tuur. De curve komt overeen met een functie van de vorm f (=), waarbij in

het geval van deze schematische voorstelling ¢ - 6 werd gebruikt.

verandering voor van een alles-of-niets proces, zoals dat tot nu toe
in de literatuur werd verondersteld plaats te vinden bij denaturering.
Bij een bepaalde waarde van W, dicht bij Wy, zouden de bindingen
tussen de basen worden verbroken en dientengevolge zou het hypo-
chrome effect tot nul worden gereduceerd, Curve (b), die het gedrag
van de extinctieverhoging als functie van W weergeeft volgens het
huidige model, wijkt aanmerkelijk van curve (a) af, Een verband als
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door curve (b) gegeven, kan worden voorgesteld door de relatie:

c
W W
f (——) = (——-> (4.2)
wy /AWy
waarin c groter is dan 1,

De hypothese dat in het smeltgebied ook de gedeelten met een
helixconfiguratie kunnen bijdragen tot het hyperchrome effect, heeft
ingrijpende gevolgen voor het mechanisme dat verondersteld wordt ten
grondslag te liggen aan de relaxatie van de extinctie van een DNA
oplossing na een verandering in een uitwendige parameter, In de vol-
gende paragraaf wordt dit nader toegelicht. Voor het gemak zal wvoor
de verandering in het milieu een verhoging van de temperatuur worden
genomen, Kwalitatief geldt de beschouwing over het relaxatiemecha-
nisme evenzeer voor veranderingen van andere uitwendige parameters,
zoals de pH van de oplossing.

4,4, Het mechanisme van de relaxatie van de extinc-
tie na een verhoging van de temperatuur

Ulitgaande van de in de vorige paragraaf voorgestelde structuur
van gedeeltelijk gedenatureerd DNA, is het effect van een geringe
temperatuurverhoging tweeérlei. In de helixgebieden van het DNA (voor-
taan kortheidshalve helices genoemd) zal door de verhoogde thermische
beweging de orde afnemen en de -gemiddelde afstand tussen de basen
groter worden, Tegelijkertijd zijn er gebieden, die door de tempera-
tuurverhoging juist voldoende energie verkrijgen om in de kluwencon-
figuratie over te kunnen gaan, Deze overgang naar de kluwenconfigu-
ratie zal, althans in een reeds gedeeltelijk gedenatureerd molekuul,
voornamelijk plaatsvinden aan de uiteinden van de helices, daar de
uiteinden de geringste stabiliteit bezitten en omdat de kluwengebieden
vooral in AT-rijke gedeelten van het DNA zullen voorkomen (105), De
vorming van nieuwe kluwengebieden (voortaan kortweg kluwens genoemd,
waarmede niet wordt bedoeld dat deze gebieden werkelijk als statis-
tische kluwens kunnen worden beschreven) midden in de helices wordt
daarom voorlopig buiten beschouwing gelaten.

Beide processen, de lengteverandering van de helices en het
"instorten" van de uiteinden, geven een bijdrage tot het hyperchrome
effect, doordat W kleiner wordt, Zoals in 4,3. reeds werd opgemerkt,
is het mogelijk dat in de kluwenvorm nog een aantal windingen aan-
wezig is zonder dat dit aanleiding geeft tot een waarneembaar hypo-
chroom effect, Dit betekent, dat de windingen die de helix verlaten
bij het instorten van de uiteinden van de helices, zich kunnen ver-
delen over de aangrenzende kluwen, terwijl toch de bijdrage tot het
hyperchrome effect vrijwel volledig is. Men kan zich voorstellen dat
in een later stadium, indien dit energetisch voordeliger is, de win-
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dingen uit de kluwens verwijderd worden door rotatie van het molekuul,
waarbilj de helices als stijve staven zouden kunnen worden beschouwd,
Dit proces heeft dan geen merkbare invlced op de extinctie en kan
dus niet met optische methoden worden gevolgd.

Een verandering van W gaat noodzakelijkerwijze gepaard met
draaiing van gedeelten van het molekuul., Daar de energiewinst ten
gevolge van deze draaiing niet veel groter is dan de gemiddelde ener-
gle kT (114), is deze draaiing, zoals door Fixman is aangetoond (14),
in beginsel een diffusieproces. W(x,t) kan worden vergeleken met een
concentratie, Wordt de plausibele veronderstelling gemaakt, dat het
aantal windingen dat per tijdseenheid door een bepaalde dwarsdoor-
snede van het molekuul beweegt, evenredig is met de gradiént van
Wi(x,t), dan geldt voor deze diffusie de bekende diffusievergelijking

IW(x,t bi) IW(x,t
FTammatrw (D Fo ) (4.3)
De oplossing van deze vergelijking voor geschikte randvoorwaarden
kan worden gesubstitueerd in (4.1). Na integratie over de lengte van
het molekuul wordt een ultdrukking verkregen voor de tijdsafhankelijk-
heid van de extinctie, d.w.z. voor de relaxatie,

Indien de veronderstelling juist is dat de relaxatie van de ex-
tinctie een gevolg is van het transport van windingen over slechts
een beperkt gebied, is het voor de beschrijving van de diffusie vol-
doende één helix met één aangrenzende kluwen te beschouwen, In
figuur 4.2 is zo'n gedeelte van een molekuul schematisch weergegeven,

h H

F-]

Fig. 4.2 Schematische weergave van een helix- en een aangrenzend kluwengedeelte. De symbolen
in de figuur worden verkiaard in het onderschrift van figuur 4.3a, 4.3b.

De diffusiecoefficiént is in dit deel van het molekuul niet constant.
Ten gevolge van de grotere stijfheid van de helix zal de diffusie-
coe¢fficiént in de helix (Dy) groter zijn dan die in de kluwen (D),
d.w.z, in de helix zal de diffusie sneller verlopen.
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Na een temperatuurverhoging neemt W in de helix af van de
beginwaarde W, tot de evenwichtswaarde W;. Hierbij wordt dus ver-
ondersteld dat in de begin- en eindtoestand W onafhankelijk is van
de plaats in de helix, d.w.z. de helix homogeen is. De evenwichts-
waarde W; zal aan de uiteinden direct worden aangenomen. De helix-
configuratie is daar evenwel door de temperatuurverhoging instabiel
geworden, waardoor een aantal windingen in de aangrenzende kluwen
zal diffunderen, Ook voor de kluwen wordt aangenomen dat voor t = 0
en t = o W onafhankelijk is van x, waarbij W(x,0) = W;’.

Bij de diffusie van windingen in de kluwen beweegt de grens
tussen helix en kluwen zich in de richting van het midden van de
helix. Dit geeft aanleiding tot mathematische complicaties, Er is geen
analytische oplossing van de diffusievergelijking beschikbaar voor dif-
fusie in een gebied van eindige afmetingen bestaande uit twee delen,
waarin de diffusiecoéfficiénten verschillend zijn en waarbij het schei-
dingsvlak zich in de loop van het proces verplaatst (115). Teneinde
toch een analytische oplossing te kunnen geven voor de relaxatie,
zal de diffusie in de helix en in de kluwen apart worden beschouwd,
waarbij wordt aangenomen dat de lengteverandering van de helix tijdens
de diffusie verwaarloosbaar is, Dit is alleen geoorloofd als (W o"wl) /W °
klein is, hetgeen voor kleine temperatuursprongen het geval zal zijn
vanwege de eerder gemaakte veronderstelling, dat een kleine veran-
dering in W reeds een relatief grote verandering in € tot gevolg heeft.

Voor de diffusie in de helix (voortaan proces A genoemd) gelden
nu de randvoorwaarden:

w

Wo voor -p<x<p en t=0 (4.4a)

W =W, voor x=+p en t20 (4.4Db)
waarin 2p de lengte van de helix is, De diffusie wordt verondersteld
symmetrisch te zijn t,o.v. het midden van de helix, d.i, x = 0, In
fig. 4.3a is de begin- en eindtoestand van het diffusieproces sche-
matisch in beeld gebracht. De eerste randvoorwaarde duidt aan, dat
de helix in de begintoestand overal Wo windingen per eenheid van
lengte heeft; de tweede, dat na de storing de eindwaarde W; aan de
uiteinden onmiddellijk wordt bereikt.

De randvoorwaarden van het diffusieproces in de kluwen (proces
B genoemd) zijn (zie fig, 4.3b):

op tijdstip t = 0 1is W = W1 voor 0 <xXx<h en
W = W:) voor h<x<gq (4.5a)
voor t=2 0 %V;V' =0 bij x=0 en x=4q (4.5b)

Hierin is 2q de lengte van het kluwengebied in de nieuwe evenwichts-
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toestand en h de lengte van het stuk van de helix dat aan één uit-
einde in de kluwentoestand overgaat. De eerste voorwaarde geeft aan,
dat W in het stuk h van de helix al direct de waarde W; heeft. Dit
is een gerechtvaardigde benadering, omdat Dy > D, en voor kleine

2 wh 4 e

2 Woo

s W4 ,4 L LTl L. .Z/.é

E kluwen }'I’" kluwen

b -p +p

2

c

-«

L

s b

g !

£ |

2w I

3

We' )( L klu:\:v_en _ Z
oh q
Fig. 4.3 (a) De randvoorwaarden van het diffusieproces in een helixgedeelte.

Proces A is het verminderen van het aantal windingen per eenheid van lengte

in de helix van W,, tot Wy ten gevolge van een diffusieproces met diffusie-
coéfficiént Dy, . Bij x: O {(midden van het helixgedeelte) is aaﬂx « 0. Bijx:%*p
(uiteinden van de helix) verandert Wo onmiddellijk in Wy op tijdstipt:- O .

(b) De randvoorwaarden van het diffusieproces in een kluwengedeelte. Proces B is de
overgang van een kiein deel ter lengte h aan het uiteinde van de helix in de kluwen-
configuratie. De windingen diffunderen met een diffusiecoéfficiént D in de
kluwen. Voor dit proces geeft x = 0 het punt aan in de helix waar a—: 0.
Het midden van de kluwen ligt bij x - g, ook hier is de gradiént van W gelijk aan
nul. 0ptijdstipt=0isW=W1 voor0<x<h enW: W;, voorhe x<q ,
waarbij Wy, < Wq .

temperatuursprongen W, niet veel groter is dan W;. Er wordt aange-
nomen, dat ook de kluwen homogeen is., De tweede voorwaarde bete-
kent, dat er geen transport van windingen is door de doorsneden bij

= 0 en x = q. De kluwen wordt wverondersteld symmetrisch te zijn
om het midden, d.i, om x = q,

Nadat zowel voor proces A als voor proces B de functie W(x,t)
door het oplossen van de diffusievergelijking (4.3) is gevonden, wordt
een uitdrukking verkregen voor de extinctie per eenheid van lengte ter
plaatse x en op tijdstip t door substitutie van W(x,t) in de volgende
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uit (4.1) en (4.2) verkregen relatie

c
Wi(x,t)

et = e -(HFEE) e - (2.6)
h

De bijdrage tot de extinctie van het beschouwde stuk DNA bestaande
uit één helix- en één kluwengebied wordt gevonden door (4.6) te in-
tegreren over beide gebieden, De bijdrage van het gehele molekuul
bestaat dan uit de som van de bijdragen van alle stukken in het mole-
kuul, bestaande uit een helix plus een aangrenzende kluwen. In de
volgende paragraaf wordt de mathematische uitwerking van dit program-
ma gegeven,

4,5, Afleiding van een uitdrukking voor de optische
relaxatie van DNA

De diffusievergelijking voor proces A, waarbilj de diffusiecoef-
ficiént constant wordt verondersteld, luidt

2
OW(x,t) _ I W(x,t
3t = Dy 2 (4.7)

De oplossing van deze vergelijking met randvoorwaarden (4.4a) en
(4.4b) wordt gegeven door (116):

4
Wx,t) =W, - (W, - W) . = (4.8)
1 1 O) ﬂZn
waarin
2 (" 2.2 , 2 (2n+1)x
E = E « exp(-D, (2n+1)“n“t/4p"). cos
n 2n+ 1 h 2p

Substitutie van (4.8) in (4.6) leidt tot

(¢

w W _-W ¢
€(x,1) = ek-Ae(W-—:) .[1 - —"TVI—l %Zn] . (4.9)

waarin A€ = €, - €,,- De som over n in (4.9) is altijd kleiner dan Z,
Dit is te verifiéreh met behulp van (4.8) voor t = 0 en t = o, Daar
Wy - Wo)/W1 <« 1 voor kleine temperatuursprongen, mogen dus in de
ontwikkeling van het binomium de termen van de tweede en hogere
orde in eerste benadering worden verwaarloosd, Wordt de zo verkregen
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uitdrukking voor €(x,t) afgetrokken van €(x,o) dan ontstaat

C

w W -Ww
- 1) ... —o__1 4
€(x,o) - €(x,t) =Ae (Wh) c W, ”Zn (4.10)

Integratie van -p tot +p geeft nu de verandering in de extinctie ten
gevolge van proces A:

C

w W -Ww '
_ N ., —o 1 .8
E(o0) - E(t) |A_ 2p (W ) Ae. ¢ W, ) zn (4.11)

=2

waarin

v X 1 2_2 2
z 2 _— exp(-Dh (2n + 1) 7"t/4p"%)
D =0 (2n+ 1)

Voor proces B wordt W(x,t) gegeven door de oplossing van de diffusie-
vergelijking (4,7) waarin Dy, is vervangen door Dy, met de randvoor-
waarden (4.5a) en (4,5b), Deze oplossing luidt (116)

w(x,t) =

al o

1 g-h _w' 2
Wy w2 W) WO)'”Zm (4.12)

waarin
o)
7th miax
E = E 1 exp(-D m2 nzt/qz) . sin 21| cos 22X
m m=1 m k q q

De toeneming van de extinctie E(t) - E(0) ten gevolge van de diffusie
van een gedeelte van de helix in de aangrenzende kluwen wordt ge-
geven door

E@) - E(0) = Z {e(x,t) - e(x,o)} dx

= Z{G(X,t) - E(x,O)}dx+ 7{e(x,t) - e(x,O)} dx

h

(4.13)

Substitutie van (4.6) en (4.12) in de eerste integraal I; geeift
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w,\° 7 w, -w' ¢
(™M 1~ "o (h-q gz:
I]. (t) "(-\Th) .Ae N [h - J g 1+ T(T +n m)gdx] (4.14)

Substitutie van t = 0 in (4.12) en gelijkstellen van W(x,0) aan W
- h-
geeft %Zm(o) = Q.h_}l voor 0 < x < h, Hieruit volgt dat | —qq'+ %Zm[
altijd kleiner is dan g;—h- en gelijk is aan nul veor t = 0. De integrand

kan daarom in eerste instantie gelijkgesteld worden aan de eerste twee
termen van de binomiumontwikkeling., Voor grote waarden van t is deze
benadering vermoedelijk niet helemaal correct, de gemaakte fout is
echter moeilijk te schatten. Integratie levert dan

(o]

w w W '
_ 1 1 q-h _ 2q
Il (t) e (‘N_h> .AG. c, —Vv-—l— [h _q' ”2 m] (4-15)

waarin

-0
1

z = z 1 . sin2 mzh . exp(-D mznzt/qz)
m 2 q k

De tweede integraal I2 is gelijk aan

wr\© |
L, (1) =(w—:) .A€. (g-h) - Z {e(x,t) - € } dx

=(::V.%)C.Ae [(q—h)—z 1+—'_(q "Z)‘dx].

Uit (4.12) volgt dat voor t = 0 en W (x,t) = w geldt EL —Z (0) =

Voorts is voor t = Zm(oo) = 0. De integrand mag dus worden be-
naderd door de twee eerste termen van de binomiumontwikkeling als

1
h ¢ Wo
a W =-w'"’
q W1 W°

d,w.z, voor kleine temperatuursprongen; dan immers

heeft h een kleine waarde. Integratie levert dan

Iz(t)=(vw—v—i)c.Ae.c.y_1w_g—wé’( h;q-_z) (4.17)

68



Sommering van I; en I, geeft E(t) ~ E(0), Wordt deze uitdrukking af-
getrokken van die voor E(o} - E(0), dan verkrijgt men voor de toe-
neming van de extinctie ten gevolge van proces B

c-1 ic-1
Wl +W° . 2q {
E(@) - E(t) | = ———0——.A€.c. (W, -W ). -—2—2: (4.18)
B wy o AatTTm

Dit resultaat moet nog met een factor twee worden vermenigvuldigd
omdat tot nu toe sllechts de helft van een kluwen in beschouwing werd
genomen, Daar Wo < W1 en ¢ > 1 geldt bij benadering

C

E(oo)—E(t)I = 2q (Vﬁ) A€. c WI—W;’ 2 ' (4.19)
. W) -Ae-c. W, 724

De som van (4.11) en {4.19) geeft de bijdrage tot de verandering in
de extinctie van een helix met de aangrenzende kluwen.zl conver-
geert snel, de bijdrage van de eerste term tot de totale waarde van
de som is ruim 80%. Vanzl is de eerste term eveneens het grootst,
hoewel voor zeer kleine h/q een beperkt aantal volgende termen ook
nog een bijdrage geven, Voor het verdere betoog wordt ook van deze
som alleen de eerste term genomen. In eerste-orde benadering geldt
dus voor de extinctieverandering :

—t/'rA —t/'r]3
E(oo) - E(t) = Ae + Be (4.20)
A+ B
waarin
(Wl )c Wo-W,
A= 2p. V\T .AG.C. W . ;.:—2- (4.21)
h 1
C ]
W. W, -W
- 1 1 o 2 2 nh
B 2q.(wh) A€, c. —w— 7 sin T (4.22)
1
2
T, = 4p : (4.23)
Dh.27l'
T, = d 5 (4.24)
Dk.n'
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In beginsel moet nu (4.20) worden gesommeerd over alle in de oplos-
sing aanwezige helix- en kluwenstukken om de totale extinctieveran-
dering van de DNA oplossing te verkrijgen, Dit betekent dat voor elk
helix- plus aangrenzend kluwenstuk de relaxatietijden en de coeffi-
ciénten A en B bekend moeten zijn, Het ontstaan van kluwens in AT-
rijke gebieden heeft tot gevolg, dat de kluwens en de overblijvende
helices onderling betrekkelijk homogeen van samenstelling zullen zijn,
waardoor W, WE) en W; op een bepaald punt in het smeltgebied voor
alle stukken ongeveer dezelfde waarde zullen hebben, Het is echter
onwaarschijnlijk, dat de afmetingen van de helices, en die van de
kluwens, onderling gelijk zijn, Deze afmetingen zullen immers sterk
afhangen van de uitgebreidheid van de verschillende AT-rijke gebieden
in het molekuul. De verdeling van dergelijke gebieden over het mole-
kuul is niet bekend. Vooralsnog is daarom een kwantitatieve bereke-
ning van de relaxatietijden niet mogelijk.

De voornaamste uitkomst van de wiskundige behandeling is,
dat het voorgestelde model leidt tot twee relaxatietijden Tp en Tg
(of in ieder geval een beperkt aantal voor het geval dat de gemaakte
benaderingen niet correct mochten zijn), waarbij het relaxatieproces
in de helices proces A werd genoemd en dat in de kluwens proces B,
In het volgende hoofdstuk zal blijken, dat de experimentele resultaten

in kwalitatieve overeenstemming zijn met de theorie,
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HOOFDSTUK 5

BESPREKING VAN DE EXPERIMENTELE RESULTATEN IN HET KADER
VAN HET MODEL

Het meest opvallende aspect van de relaxatie, namelijk het
voorkomen van twee relaxatietijden, is in overeenstemming met het
model. Een aantal andere eigenschappen van de relaxatie die uit de
theoretische benadering van het vorige hoofdstuk volgen, zullen nu
puntsgewijs met de experimentele resultaten worden vergeleken,

5.1, Tl als functie van D1

De relaxatietijd Tp heeft voor helices van ongelijke lengte niet
dezelfde waarde, De gemeten relaxatietijd zal daarom een gemiddelde
zijn van alle voorkomende TA'S. De bijdrage van één of van enkele
TA'S die weinig verschillen, kan echter zo overheersen, dat er experi-
menteel slechts één T wordt gevonden, 71 is dus evenredig met de
gemiddelde waarde van pz/Dh. Als D, toeneemt, wordt p2 snel kleiner,
maar ook Dy zal afnemen, omdat de structuur van de helices steeds
losser wordt, Men verwacht dus dat T1 zal afnemen met toenemende
D; , maar minder snel dan pz. Dit komt globaal overeen met de waar-
nemingen, afgebeeld in fig, 3.5.

5.2, T, als functie wvan D1

De relaxatietijd T, zou evenredig moeten zijn met de gemid-
delde waarde van qZ/Dk. Daar Dk waarschijnlijk nagenoeg onafhanke-
lijk van q is, zal de waarde van Ty hoofdzakelijk afhangen van qz.
Het is niet noodzakelijk, dat de gemiddelde waarde van q toeneemt
als de denaturering voortschrijdt, Er kunnen ook nieuwe kluwenstuk-~
ken midden in de helixgebieden worden gevormd. Dan neemt wel de
fractie van het DNA molekuul dat zich in de kluwenconfiguratie bevindt
toe, maar de gemiddelde waarde van g kan bij benadering constant
blijven, mits er in de uitgangstoestand reeds kluwens aanwezlg waren.
Helemaal in het begin van de denaturering is dit niet het geval; de
kluwens zullen dan echter voornamelijk aan de uiteinden van het mole~
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kuul worden gevormd. Dergelijke eindeffecten zijn in het huidige model
niet beschouwd, De vorming van een nieuwe kluwen in een helix ver-
elst weliswaar rotatie van minstens één van de overblijvende helix-
gedeelten, doch de hierbij te overwinnen viskeuze weerstand zal bij
korte helixgedeelten te verwaarlozen zijn.

Als er ergens in het midden van een helix een winding in de
kluwenconfiguratie overgaat, moet er aan het uiteinde van het draai-
ende deel van de helix weer een winding bij komen. Het is energe-
tisch gezien niet waarschijnlijk dat het zover komt, want de winding
die in de helixconfiguratie moet overgaan, bevond zich al in de klu-
wenconfiguratie en zal dus eerder verder de kluwen in diffunderen.
Dit houdt in, dat de vorming van nieuwe kluwens wordt bepaald door
de diffusiesnelheid waarmee windingen in de reeds bestaande kluwens
kunnen diffunderen, De relaxatietijd van het vormingsproces zal dus
ongeveer dezelfde waarde hebben als Tp.

Het feit dat T, constant is totdat de helft van het DNA is ge-
denatureerd, zou er dan op wijzen, dat er aanvankelijk voornamelijk
nieuwe kluwens worden gevormd, zonder dat de bestaande zich be-
langrijk uitbreiden, Voor Dy > 0,4 neemt T, af, nlettegenstaande het
feit dat g in het laatste deel van het smeltgebied uiteindelijk toch
groter moet worden, Wellicht betekent dit, dat de bij de afleiding van
(4.24) gemaakte veronderstelling dat de windingen in de eindtoestand
uniform over de gehele kluwen =zijn verdeeld, niet meer geldt voor
grote q, Voor de diffusie van windingen uit de helix in de kluwen zou
dan slechts een bepaald gedeelte van de kluwen, grenzend aan de
helix, moeten worden beschouwd,

5.3. f als functie van D1

In paragraaf 4.5. werd op grond van de grotere stijfheid van
de helix verondersteld dat Dy, > Dy, waardoor de diffusie van windingen
in de helix (proces A) het snelle proces zou zijn. De relatieve bij-
drage van het langzame proces tot de relaxatie (f) zal dan op ongeveer
dezelfde wijze van D; afhangen als het quotient B/(A+B), A is even-
redig met p en B met g. Naarmate de denaturering voortschrijdt nadert
de gemiddelde waarde van p tot nul waardoor B/(A + B) tot 1 nadert,
f zal dus op het einde van de denaturering gelijk aan 1 worden. Dit
is voor ongebroken DNA inderdaad het geval, zoals blijkt uit fig, 3.7.
Dit geeft dus steun aan de onderstelling dat Dy groter is dan Dy.
Zou namelijk de diffusie in de kluwen sneller verlopen dan in de he~
lix, dan zou de fractie van de extinctie die verandert met de lang-
zame relaxatietijd Ty, tot nul naderen als D, tot 1 nadert.

5.4, Renaturering
De onvolledige renaturering, die optreedt nadat de temperatuur
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van de DNA oplossing weer tot de beginwaarde is teruggebracht, zou
te wijten kunnen zijn aan een onvolledig herstel van de helixstructuur
in de kluwens, Het is bekend dat volledige renaturering van de ge-
scheiden DNA strengen pas optreedt bij temperaturen die ongeveer 25°
lager liggen dan Ty (117)., Deze hysterese is een gevolg van twee
elkaar tegenwerkende processen., Eerst moeten er kernen van stabiele
basenparen worden gevormd; dit gaat beter naarmate de temperatuur
lager is, Niet alle gevormde kernen echter bestaan uit basen die in
het oorspronkelijke, natieve DNA ook met elkaar waren gepaard, Voor
volledige renaturering moet de foutieve basenparing weer ongedaan wor-
den gemaakt, Dit 1s het tweede proces, dat beter verloopt bij hogere
temperatuur, Het is dus niet zo verwonderlijk, dat de gedeelten van
het DNA die zich in de kluwenconfiguratie bevinden, niet volledig
renatureren bij afkoeling tot de beginwaarde van de temperatuursprong.
Daarentegen zullen de helixgebieden wel volledig renatureren, omdat
de basen daar nog steeds in paren voorkomen., Hieruit volgt dat het
reversibele gedeelte van de extinctieverhoging voornamelijk afkomstig
is van de helices en dat de renaturering dus zal verlopen volgens een
eerste-orde proces met een relaxatietijd van dezelfde orde van grootte
als 7;. Indien deze relaxatietijd 1 min bedraagt, is in 4 min de eind-
toestand tot op ca. 2% bereikt. Gevonden werd, dat de renaturering
zich voltrok in ongeveer 6 min, Neemt men hierbij in aanmerking dat
de afkoeling 3 tot 4 min in beslag nam, dan is deze tijd goed in
overeenstemming met de veronderstelling dat de renaturering voorna-
melijk in de helixgebieden plaatsvindt. Doordat de afkoeling niet mo-
mentaan geschiedde, kon helaas niet worden onderzocht of de renatu-
rering inderdaad volgens een eerste-orde proces verliep.

Indien de renaturering een gevolg is wvan het inkrimpen der
helices, zal de fractie R; afnemen als het aantal en de grootte van
de kluwengebieden in het molekuul stijgt, d.w.z. afnemen met toe-
nemende D,, en zal R; tot nul naderen als D, tot 1 nadert, Uit fig,
3.8 volgt dat deze conclusie juist is,

De reversibele fractie van de op een bepaald moment bereikte
extinctieverhoging zal kleiner zijn naarmate het proces B zijn vol-
tooling dichter is genaderd, Dit werd inderdaad waargenomen in enkele
proeven waarbij de relaxatie voortijdig was onderbroken door afkoeling
tot Tb‘

Zou er in de kluwens helemaal geen renaturering plaatsvinden,
dan zou R; gelijk moeten zijn aan de fractie A/(A + B) = 1 - f, Fig.
5.1 toont, dat dit voor de tweede helft van de smeltcurve bij bena-
dering het geval is. In het begin van het smeltproces is R; groter dan
1 - £, Dit wijst er dus op, dat daar ook de kluwens gedeeltelijk re-
natureren., Vermoedelijk heerst er in de betrekkelijk kleine kluwens bij
het begin van de denaturering minder wanorde dan in de grotere die
bij het voortschrijden van het smeltproces ontstaan, waardoor de re-
naturering gemakkelijker verloopt.

Als de temperatuur van de DNA oplossing na renaturering nog-
maals in een sprong met dezelfde waarde wordt verhoogd, zal de ex-
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tinctie vrijwel uitsluitend stijgen door het opnieuw uitzetten van de
helices, Dit betekent, dat de tweede extinctieverhoging geheel rena-
tureerbaar zal zijn, Dit is in overeenstemming met de waarneming dat
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Fig. 5.1 Het verband tussen de renatureringsindex Rq en de fractie (f) van de
extinctietoeneming, die een gevofg is van het langzame proces.
De figuur is samengesteld met behulp van de figuren 3.7 en 3.8.
T4-DNA in HMPEP, gemiddeld 0,6 enkelstrengbreuken per molekuul.
De gebroken lijn geeft het verband R=1-f aan.

voor het gehele smeltgebled geldt dat Ry = 1. Voorts zal de relaxatie
na de tweede sprong volgens een eerste-orde proces verlopen, Deze
conclusie kon alleen in het eerste deel van de smeltcurve geverifieerd
worden, omdat R; sterk afneemt met toenemende D;. In dit deel van
de smeltcurve is R; niet gelijk aan 1 - £, zodat hier nog een bijdrage
van het langzame proces is te verwachten, Het bleek, dat voor de
tweede sprong f aanzienlijk kleiner was dan voor de eerste en dat de
relaxatietijd van het langzame proces ca., 150 sec kleiner was, Wel-
licht is de vermindering van de relaxatietijd toe te schrijven aan het
denatureren van stukjes verkeerd gepaarde basen in de kluwens. De
afstand waarover de windingen van deze stukjes in de kluwen moeten
diffunderen, is waarschijnlijk klein, met het gevolg dat de relaxatie-
tijd van dit proces relatief klein zal zijn.

5.5. Enkelstrengbreuken

Op grond van het in 4.4, en 4.5. ontwikkelde model wordt ver-
wacht, dat enkelstrengbreuken een geringe invloed zullen uitoefenen
op de grootte van de relaxatietijden. Fig. 3.10 laat zien dat de re-
laxatietijden inderdaad nagenoeg constant zijn tot grote waarden van
p., Ook R; is vrijwel onafhankelijk van p. Deze waarnemingen stem-
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men dus overeen met het model,

In tegenstelling tot de geringe invloed van p op de relaxatie-
tijden heeft een verhoudingsgewijs klein aantal breuken al een grote
invioed op f (fig. 3.11), Dit is een onverwacht resultaat dat niet
zonder meer in het raam van het gegeven model kan worden verklaard,
Er moet echter op worden gewezen, dat de conformatie van het ge-
deeltelijk gedenatureerde molekuul door het aanbrengen van enkel-
strengbreuken ongetwijfeld verandert., Deze breuken zullen waarschijn-
lijk optreden als kernen van kluwengebieden, ook in gedeelten die
anders nog in de stabiele helixconfiguratie zouden verkeren, De ver-
deling van helices en kluwens over het molekuul kan daardoor al door
enkele breuken aanzienlijk worden gewiljzigd ten opzichte van die in
het intacte molekuul, Bovendien zullen de uiteinden van de gebroken
strengen bij temperaturen in het smeltgebied los geraken, waardoor
vanwege de verhoogde viskeuze weerstand voor grote aantallen breuken
rotatie van het molekuul wordt bemoeilijkt,

5.6, Gebroken T4-DNA

Uit de in 3.4, vermelde resultaten blijkt, dat de relaxatietijden
niet evenredig zijn met het kwadraat van het molekuulgewicht. In het
licht van het onderhavige model is dit te begrijpen. De windingen be-
hoeven namelijk niet helemaal naar het uiteinde van het molekuul te
diffunderen maar slechts over een afstand ter lengte van een helix-
of kluwenstuk. Pas als de gemiddelde afmeting van deze stukken ver-
gelijkbaar wordt met de lengte van het gehele molekuul, zal er sprake
zijn van een kwadratisch verband tussen de relaxatietijden en het
molekuulgewicht, Het is moeilijk aan te geven bij welk molekuulge-
wicht dit merkbaar wordt, omdat naarmate de molekulen kleiner zijn,
de in het huidige model verwaarloosde eindeffecten een grotere rol gaan
spelen. Bovendien zal bij kleine molekulen het surplus aan windingen
gemakkelijker door rotatie kunnen worden verwijderd, Dit heeft tot ge-
volg dat de eindconcentratie van windingen in de kluwen lager lis,
waardoor de lange relaxatietijd kleiner zal zijn. Dit zou kunnen ver-
klaren dat Ty voor T4-DNA dat is afgebroken tot stukken van 18 MD,
ongeveer 150 sec kleiner is dan voor ongebroken T4-DNA, terwijl T
voor beide materialen ongeveer even groot is.

Indien er een grens bestaat waaronder de relaxatietijden even-
redig zijn met het kwadraat van het molekuulgewicht, zal deze lager
liggen dan ongeveer 20 MD (zie 3.4.). Dit komt overeen met de ex-
perimenten van Crothers (16). De fractie f is voor gebroken T4-DNA
aanzienlijk kleiner dan voor het intacte materiaal, Dit resultaat heeft
enige overeenkomst met het kleiner worden van f bij een toenemend
aantal enkelstrengbreuken, Vermoedelijk spelen hier dezelfde effecten
een rol, Door de schuifspanningen worden in het DNA op betrekkelijk
willekeurige plaatsen dubbelstrengbreuken aangebracht, zoals blijkt
uit de brede molekuulgewichtsverdeling die ontstaat bij lage waarden
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van de schulfspanningen. Bovendien is T4-DNA cyclisch gepermuteerd
(39), zodat, ook al zouden de molekulen precies in het midden worden
gebroken, de breuk niet in elk molekuul op dezelfde plaats wordt
aangebracht, De uiteinden van de brokstukken DNA zijn gebieden met
een geringe stabiliteit en zullen bij verhoogde temperaturen in een
vroeg stadium ontwinden. Hierdoor zal dus, evenals bij de aanwezig-
heid van enkelstrengbreuken, de verdeling van de helices en de klu-
wens over de brokstukken van een molekuul verschillen van de ver~
deling in het ongebroken molekuul. Het effect hiervan op de relaxatie-
parameters f en Ry is niet te voorspellen.

5.7. T7-DNA

De basensamenstelling van DNA heeft, zoals uit de proeven
met T7-DNA blijkt, een uitgesproken effect op de relaxatie., De re-
laxatietijden zijn voor T7-DNA aanzienlijk kleiner dan die voor T4-
DNA met eenzelfde molekuulgewicht, De interactie tussen de basen-
paren in de helices zal in T7-DNA gemiddeld groter zijn dan in T4-
DNA vanwege het hogere G + C gehalte van T7-DNA. De diffusie-
coéfficiént Dy, zal daardoor voor T7-DNA groter zijn, met als gevolg
dat de waarde van T; voor T7-DNA kleiner is dan die voor T4-DNA,
Dit komt met de waarnemingen overeen (fig. 3.5).

De lage waarde van T, voor T7-DNA moet gedeeltelijk worden
toegeschreven aan het kleine molekuulgewicht van dit DNA, Het be-
trekkelijk grote verschil tussen de waarde van T, voor T7-DNA en die
voor gebroken T4-DNA van ongeveer hetzelfde molekuulgewicht zou erop
kunnen duiden, dat de kluwens in T7-DNA gemiddeld kleinere afme-
tingen hebben dan die in T4-DNA,

De fractie f van T7~DNA komt voor D; < 0,6 ongeveer overeen
met die van ongebroken T4-DNA, evenals de renatureerbare fractie R;.
Voor grotere D; bereikt £(T7) binnen de meetnauwkeurigheid de waarde
1 (fig. 3.7); er zou dus bij grote D; geen bijdrage meer zijn van de
snelle component, De nauwkeurigheid waarmee f kan worden bepaald
is echter niet groter dan ca. 10%, zodat de verschillen tussen £ (T7)
en f(T4) niet significant behoeven te zijn.

Het verband tussen R; en D, voor ongebroken T4-DNA verschilt
significant van dat voor T7~DNA, Trekt men namelijk volgens de me-
thode der kleinste kwadraten de beste hogeregraadskromme door alle
punten tezamen, dan liggen er significant meer T7 punten boven de
kromme dan eronder en meer T4 punten eronder dan erboven. Deze
conclusie heeft een betrouwbaarheid van 99,6% volgens de 2 x 2-
tabellen test, De curven in fig, 3.8 zijn tweedegraadskrommen, ge-
trokken volgens de methode der kleinste kwadraten, De grotere ge-
neigdheid van T7-DNA te renatureren bij een kleine temperatuurdaling
zou, evenals het verschil in 7, tussen T7- en T4-DNA, verklaard
kunnen worden door geringere afmetingen van de kluwens in T7-DNA,
waardoor er minder kans is op foutieve basenparing.

76



5.8. Conclusies

Het in hoofdstuk 4 ontwikkelde model voor de denaturering van
DNA werd gebaseerd op experimentele aanwijzingen, dat de structuur
van de dubbele helix in oplossing athangt van de uitwendige omstan-
digheden, Als karakteristieke parameter voor de helix-kluwenovergang
werd het aantal windingen per eenheid van lengte gebruikt, waarbij
werd verondersteld, dat veranderingen in de "windingsdichtheid" plaats-
vinden volgens een diffusieproces, Er zij op gewezen dat dit een min
of meer formele benadering is, die in zijn meest algemene vorm van
toepassing 1s op alle quasistatische processen waarbij parameters in
het spel zijn, die afhankelijk zijn van zowel de tijd als van de plaats.

In dit hoofdstuk werden enige eigenschappen van het nieuwe
model voor de relaxatie van DNA getoetst aan de experimentele resul-
taten. Er werd een redelijke overeenstemming geconstateerd. In zo-
verre was de in dit proefschrift voorgestelde benadering van de relaxa-
tie succesvol, Daar staat tegenover dat de waarde van de relaxatietijd
niet met behulp van de theorie kon worden voorspeld, Evenmin was
het mogelijk uit de experimenten een waarde voor de diffusiecoeffici-
enten af te leiden, omdat de uitgebreidheid van de helices en van de
kluwens en de verdeling van deze gebieden over het molekuul niet
bekend is, Pas als deze verdeling voor een bepaalde plaats in de
smeltcurve kan worden vastgesteld, kan de theorie tot kwantitatieve
uitspraken komen,

Het is verder niet mogelijk uit de experimentele resultaten een
waarde te bepalen voor de belangrijke parameter c, die aangeeft hoe
sterk het hypochrome effect van veranderingen in de helixstructuur
afhangt, omdat de hiervoor benodigde kennis van de begin- en eind-
waarde van de windingsdichtheid ontbreekt, In het algemeen blijkt het
model te veel parameters te bevatten om met behulp van relaxatie-
experimenten alléén kwantitatieve uitspraken te doen omtrent de waarde
van deze parameters, Gezien de complexe samenstelling van natuurlijk
DNA is dit niet verwonderlijk, Het zou daarom nuttig zijn de experi-
menten te verrichten met kunstmatige DNA's, bestaande uit slechts
één soort basenparen. Het is echter tot nu toe niet gelukt synthetische
polynucleotiden te bereiden zonder vertakkingen (118, '119). Deze ver-
takkingen zullen het relaxatieproces aanzienlijk compliceren, Wellicht
kan de in de krab Cancer Borealis gevonden DNA component, die vrij-
wel geheel uit AT paren bestaat (120), uitkomst bieden.
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APPENDIX A

EEN MECHANISME VOOR HET ONTSTAAN VAN BREUKEN IN DNA
DOOR VERWARM ING

Stel N het aantal nucleotiden per streng, O het aantal onge-
broken fosforesterbindingen per streng, P het aantal fosforesterbin-
dingen per streng naast een gedepurineerde plaats en B het aantal
breuken per streng, Gemiddeld over de twee strengen van een DNA
molekuul is het aantal purines per streng N/2, Stel voorts de reactie-
constante voor depurinering k , die voor het breken van een fosfor-
esterbinding naast een gedepurineerde plaats kz en die voor het breken
van een willekeurige fosforesterbinding k3. Het reactieschema voor het
ontstaan van breuken langs directe weg en langs indirecte weg via
depurinering wordt dan als volgt weergegeven:

k k
——)P———)B

O

lks

B
k; en k3 zijn beide van de orde van 10_8 sec“1 (zle paragraaf 2.7.1.).
Dit is zo klein, dat in het beschouwde tijdsverloop het totale aantal
ongebroken fosfordiesterbindingen niet noemenswaardig afneemt, O is
dus bij benadering constant en gelijk aan 2N (voor T4-DNA is N on-

geveer gelijk aan 2 x 10 ) De differentiaalvergelijkingen die voor de
reactie gelden, zijn dan:

dp _ N
a—t_+2'k1'§_ kz.P
B=P=0 voor t=20
dB _
ﬁ-+kZ.P+k3.2N
De oplossing van dit stelsel luidt:
k1
B=== N, |exp(-k, t) - 1] +N(k, +2k,)t (A1)
k2 2 1 3
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Voor grote t nadert (Al) tot

k
_ 1
B= - N+N(k1+2k3)t t>»0 (A2)

2

De grafiek van B tegen t vormt voor t >> 0 een rechte lijn met helling
k
N(kj + 2k3), die bij extrapolatie naar t =0 de B-as snijdt in - El N.

Voor kleine t geldt in eerste-orde benadering B = 2Nkjt.
De grafiek van B tegen t vormt dus een door de oorsprong gaande
rechte lijn met helling ZNk3, die overgaat in een tweede rechte lijn
k
met helling N(k1 + 2k3). Door deze hellingen en het stuk )—} N uit de
2
experimentele curve B versus t te meten kunnen de reactieconstanten

kl, k2 en k3 worden bepaald.
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APPENDIX B

DE GEMIDDELDE RELAXATIETIJD VAN EEN OPLOSSING VAN DNA
WAARIN LUKRAAK BREUKEN ZIJN AANGEBRACHT VOOR HET
GEVAL DAT T EVENREDIG IS MET M?2

Beschouw een oplossing van polydispers DNA, Zij n; het aantal
per liter van de molekulen met massa my. Is de extinctie van een op~-
lossing van 1 gram DNA per liter Ei' dan is de totale extinctie van
de DNA oplossing

E = 0y € (81)
Indien na een sprongsgewljze temperatuurverhoging de extinctie van
elke fractie een exponentiéle functie van de tijd is, gekarakteriseerd
door een relaxatietijd 1'1, geldt

€ () - €(t) = {€ () - 61(0)}exp(-t/‘ri) (82)

Vermenigvuldigen met nim1 en sommeren over i geeft

2nym, € () -2nm, €(t) =3nm, € (o) expl-t/T) +
(83)

-Z-:inimi 61(0) exp(—t/'ri)

Er wordt verondersteld dat ei(a)) en 61(0) onafhankelijk zijn van het
molekuulgewicht, Dit is gerechtvaardigd, want voor molekuulgewichten
groter dan enkele honderdduizenden is de vorm van de smeltcurve on-
afthankelijk van het molekuulgewicht, Uit (B3) volgt dan

E(oco) - E(t) = {E(co) - E(0) } F(t)

waarin
F(t) =)’_)1ci exp(-t/T)) (B4)
met
n,m
i1
c, = =, Z c = 1 (Bs)
i Einimi 171

Ter vereenvoudiging wordt nu aangenomen dat de relaxatie kan
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worden benaderd door één e-macht indien in de exponent hiervan de
gemiddelde relaxatietijd T voorkomt. De functie F(t) wordt dus ver-
vangen door de functie F'(t) = exp(-t/%¥). Deze benadering is alleen
bruikbaar indien de beginhelling van de werkelijke en van de benader-
de relaxatiecurve gelijk is, dus als geldt

dr'

- (8E
('&t_) t=0 (dt)t=0 B6)
Hieruit volgt voor de gemiddelde relaxatietijd
1 dF -
5 " (d_t) =0 Zici/‘ri B7)

De gemiddelde relaxatietijd zal nu worden berekend als functie
van het gemiddelde aantal enkelstrengbreuken per molekuul in een op-
logsing van monodispers DNA, voor het geval dat T evenredig is met
MZ. Indien enkelstrengbreuken dezelfde invloed hebben als dubbel-
strengbreuken, zal de relaxatietijd van een stuk van het molekuul ge-
legen tussen twee enkelstrengbreuken evenredig zijn met het kwadraat
van de lengte, dus met het kwadraat van het molekuulgewicht van zo'n
stuk,

Uitgaande van een molekuulgewicht M voor het ongebroken mo-
lekuul, geldt bij lukrake breuk voor de gewichtsfractie enkelstreng-
stukken, waarvan het molekuulgewicht ligt tussen m en m + dm (18):

n(m) dm = p—n; exp (-p %) L2+ Q —ﬁ-) p) dm (88)
M

waarin p het gemiddelde aantal enkelstrengbreuken per molekuul is.

Indien geldt dat T, = k.mf, volgt uit (B7) en (B8)

1 -1 n(m) dm . exp(-p)

0 m2 kM2

waarin de laatste term de reciproke relaxatietijd van de fractie onge-
broken materiaal voorstelt.

Bij een willekeurige verdeling van het aantal enkelstrengbreuken
over het molekuul komen er ook zeer korte stukjes tussen twee breuken
voor, Hoewel de kans dat dit gebeurt zeer klein is als p een kleine
fractie is van het totale aantal bindingen die kunnen breken, nadert
de door (B9) gedefinieerde gemiddelde relaxatietijd hierdoor toch tot
nul, d.w.z, wordt de helling van de relaxatiecurve voor t = 0 onein-
dig, In de praktijk echter is het niet mogelijk extinctieverschillen ten
gevolge van gewichtsfracties kleiner dan 1% te meten, Daarom wordt
de ondergrens van de integraal in (B9) vervangen door a, waarbij a zé
wordt gekozen dat de som van alle gewichtsfracties met molekuulge-
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wicht kleiner dan a gelijk is aan 1%. a wordt dus gevonden uit

a
0,0l = fn(m) dm (B10)
o
(B9) gaat nu over in
1 P [ exp(-x) p+l p
== (2 + p) _{ —— dx + 5 exp(-p) - - (B11)
T kM kM kM
waarin b = 91\% . Voor p groter dan 10 heeft b ongeveer de waarde 0,15;

voor p =1 is b = 0,08. Na integratie levert (B11)

R —p'§ p(p+ 2) (~Ei(-b) + Ei(-p)) + Bf—; exp(~p) - Lz ®12)
T M kM kM

waarin Ei (-x) de Eulerintegraal is. Voor x = 0,08 is -Ei (-x) = 2,03;
voor x= 0,15 is ~Ei (-x) = 1,46, Voor x > 1 neemt -Ei (-x) zeer snel
af tot nul, waardoor (B12) voor p > 10 geschreven kan worden als

=—1—'—4—g—p(p+ 2) ~ L= B (1,46 p+1,92) (B13)
kM kM2 kM

4|~

De onderstelling Ty = k.mf leidt dus tot een gemiddelde relaxatietijd

die voor grote waarden van p bij benadering afneemt met het kwadraat
van p,
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SUMMARY

By raising the temperature or the pH of a solution of double-
stranded DNA an equilibrium state can be established in which the
molecules are only partly denatured. If under such conditions a small
stepwise change of temperature or pH is applied the extinction of the
solution at 260 nm does not change immediately but approaches its
final value only after .several minutes. In the present thesis this re-
laxation phenomenon has been studied for DNA solutions that were
subjected to small upward temperature jumps, Furthermore the influence
of single- and double-strand breaks has been examined. The DNA was
obtained by isolation from the bacteriophages T4 and T7,

The temperature of a buffer solution of pH 7, containing 0.01 M
phosphate,1 mM EDTA, 1 mM pyrophosphate and approximately 40 #4g/ml
DNA, was raised rapidly by heating the solution directly in a 1 cm
spectrophotometer cell by means of a platinum heating element. The
temperature was measured with a Cu-constantan thermocouple with a
relative accuracy of 0,01°C, The thermovoltage was compared with a
very stable voltage source and the difference, after amplification, was
fed into a power amplifier, producing a dc heating current proportional
to this difference, In this way the contents of the cell reached the
final temperature in 1,5 sec without overshoot (Fig. 2.l and Fig, 2.2).
The temperature before and after the jump could be kept constant with-
in 0.02°C.

The influence of any effects of heat, shear or electrolysis that
could occur during a relaxation experiment and could affect the in-
tegrity of the DNA was examined in control experiments. Heating of
DNA at 60° in 0,01 M phosphate buffer pH 7 induces approximately
1.7 single-strand breaks per hour during the first three hours., For
longer times this rate Increases with time (Fig. 2.3). This was at-
tributed to depurination and subsequent breaking of the DNA strands
(par, 2,7.1. and Appendix A). Shear effects due to stirring proved to
be negligible but the dc heating system appeared to cause some single-
strand breakage, presumably due to electrolytic effects. Pyrophosphate
was found to reduce this damage to negligible proportions,

For both T4- and T7-DNA the relaxation of the extinction after
a temperature jump of 0,7° within the melting range could be de-
scribed by the sum of two exponentials (Fig. 3.4), i.e.

E{wo) - E(t) = A exp(-t/'rl) + B exp (-t/‘rz)

The relaxation times T; and T, and the fraction f = B/(A + B) depend
on the extent of denaturation D;, defined as the ratio of the hyper-
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chromicity at the initial temperature of the jump to full hyperchromicity
after complete denaturation (Fig. 3.5, 3.6 and 3.7).

For T4-DNA with a mean number of single-strand breaks per
molecule of 0.6, T; decreases gradually from about 55 to about 35
sec when Dj increases from 0.03 to 0.7, whereas T, has a constant
value of about 450 sec up to Dj = 0.4 and then drops rather abruptly
as Dj increases further. The fraction f increases approximately linearly
with increasing Dj.

Similar experiments were performed with sheared T4-~-DNA with
a welght-average molecular weight M of 18 x 106 and with T7-DNA
(M = 27 x 105). The fast relaxation time of the sheared T4-DNA is
comparable in magnitude to that of unbroken T4-DNA, but the longer
relaxation time is markedly reduced from 450 to about 300 sec, The
fraction f is lower than that of unbroken DNA, For T7-DNA T; shows
a small increase from 20 to 30 sec as D; increases from 0,1 to 0.6.
T, decreases abruptly from 150 to 90 sec between Dj = 0,1 and Dj =
0.4, and then remains constant as D; increases further., The depend-
ence of f on D; does not differ appreciably from that of unbroken
T4-DNA, From these experiments it is concluded that base composition
affects the relaxation significantly.

In order to check the hypothesis that single-strand breaks en-
hance the rate of the relaxation (16), a number of experiments were
performed with T4-DNA in which single-strand breaks had been induced
deliberately either by prolonged heat treatment at 60° or, for more
than 15 single~strand breaks per molecule by irradiation with 6QCo
gamma rays. It was found that both relaxation times are nearly inde-
pendent of the number of single=strand breaks (Fig. 3.10). However,
the fraction f decreases sharply as the number of breaks increases
from 0 to 20 and then levels off for larger numbers (Fig. 3.11). Ap-
parently the contribution of the fast process is enhanced by single-
strand breaks,

In a number of experiments a DNA solution that had reached
equilibrium after a temperature jump, was cooled again to the initial
temperature of the jump., The resulting decrease in extinction due to
renaturation of the DNA was in general not equal to the change in
extinction after the upward temperature jump. Apparently under the
experimental conditions the DNA is not able to renature completely,
although a large part of the molecule is still in register. The renatur-
able fraction R; of the increase in extinction due to the temperature
jump decreases as D, increases (Fig, 3.8) and is independent of
single-strand breaks (Fig. 3.12).

The experimental results cannot be explained by the existing
theory on the relaxation of DNA (16), because according to this theory
the relaxation times should be proportional to the square of the molecu~
lar weight and inversely proportional to the square of the number of
single~-strand breaks per molecule, The fraction f should be independ-
ent of D, and the relaxation times should show a maximum at Dl =0.,5,
contrary to what was found in the present experiments,
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In chapter 4 a new phenomenological model is developed, in
which it is assumed that the increase of extinction after a temperature
jump is not solely due to unpairing of the bases in DNA but also to
a decrease of the interaction of neighbouring bases in helical parts of
the molecule, The extent of the hyperchromic effect in a helical sec-
tion in the molecule can then be expressed as a function of the num-
ber of windings per unit length (W), this number being dependent on
the orientations and distances between the base pairs., A perturbation
of an external parameter is assumed to cause a small decrease of W
in the helical sections, while at the same time a certain number of
windings at the ends of the helical sections diffuse into the adjacent
coil region. Both processes are supposed to contribute significantly
to the hyperchromic rise of the extinction and to be governed by a
diffusion equation in which W is the diffusing quantity. The mathema-
tical treatment shows that to a first-order approximation the relaxa-
tion can be described by the sum of two exponentials, This model
leads to a qualitative description of the relaxation process consistent
with the experiments, provided that the diffusion coefficient in the
helical sections is assumed to be much larger than that in the colil
regions,
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