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Kapitel 1 

Zusammenfassung 

Eines der Hauptprobleme der Strahlenbiologie ist es, die Indukt ion und Reparatur von 
DNA-Doppelstrangbri ichen in Saugetier-DNA experimentell zu erfassen. Die Sehwie­
rigkeiten liegen insbesondere darin, bei Applikat ion relativ niedriger Bestrahlungsdosen 
eine kleine Anzahl von Lasionen in Genomen hoher Komplexi ta t zu detektieren und 
ihre biologischen Folgen zu ermitteln. 

I m Rahmen dieser Arbei t wurde ein System erstellt, mi t dessen Hilfe die Indukt ion 
von Doppelstrangbriichen in Saugetier-DNA durch ionisierende Strahlen nachgewiesen 
werden kann. Dabei lag der Schwerpunkt in der Trennung hochmolekularer D N A eines 
Grofienbereiches von 200 kbp bis 1,5 Mbp, die es erlaubt, von den iiblichen, auf hohe 
Dosen beschrankten Analyseverfahren Abstand zu nehmen. Basierend auf der Elektro­
phorese im alternierenden Feld fand die Entwicklung der Methode Anlehnung an die 
von Contopoulou et al. (Yeast (1987) 3, 71) durchgefiihrten Experimente zur Indukt ion 
und Reparatur von DNA-Doppelstrangbruchen in Saccharomyces cerevisiae. 

Die in Agarose eingebettete genomische D N A wurde aus humanen Zellen und aus Ham-
sterzellen isoliert. Sie wurde auf Integritat und Nucleasefreiheit i iberpr i i f t . Die enzy-
matische DNA-Hydro lyse erfolgte mit selten schneidenden Restriktionsendonucleasen. 
Es wurden Tests zur Bestimmung der fiir eine vollstandige Fragmentierung der D N A 
erforderlichen Enzymmenge durchgefiihrt. Bei Hydrolyse mi t Mlu I mufiten 5 U , mi t 
Sail 10 U und mi t Sac I I mufiten 15 U pro /ig D N A eingesetzt werden. 

Die beste Auftrennung im transvers-alternierenden Feld ergab sich nach 20 h Elektro­
phorese bei einer 2mal lOstiindigen Pulsfrequenz von 45 bzw. 65 s. Auftrennung und 
Restriktion wurden anhand des nach Ethidiumbromidfarbung auftretenden Bandenmu­
sters qualifiziert. 

Konventioneller DNA-Transfer auf Nitrozellulose- bzw. Nylonmembranen wurde auf 
besonders groi5e Fragmente optimiert . Die Hybridisierung erfolgte gegen radioakt iv-
markierte oder gegen Digoxigenin-markierte Sonden. Vergleich der Nachweisgrenze von 
radioaktiv und nicht-radioaktiv durchgefiihrter Hybridisierung ergab eine 5fach hohere 
Sensitivitat fiir die mi t [a - ^^P] - dNTP markierte D N A . 



Als Sonden wurden repetitive humane Sequenzen (Vertreter der Alu-Famil ie ) und als 
nicht repetitive Probe Telle des Gens fiir die schwere Kette des humanen /3 - Myosins 
(Exon 24-36) getestet. Die Hybridisierung humaner D N A gegen Alu-Sequenzen ergab 
sowohl bei radioaktiv als auch bei nicht-radioaktiv durchgefiihrtem Nachweis deut-
liche, jedoch ineinander ubergehende Signale. Eine Reduktion der Z i e l - D N A wurde 
durch Arbeiten mit einer Hybridzelle erreicht (CHO - K l mit Translokation des lan-
gen Arms des humanen Chromosoms 21 an ein Hamsterchromosom). Dabei war die 
Voraussetzung einer nicht stattfindenden Kreuzhybridisierung humaner Alu-Sequenzen 
gegen repetitive D N A im Nagergenom gegeben. 

Nach Optimierung der experimentellen Methoden wurde bei Hybridisierung gegen eine 
radioaktiv-markierte Alu-Sonde ein definiertes Bandenmuster erhalten, wie von Gar­
diner bei Verwendung sequenzahnlicher Alu-Sonden beschrieben (personliche M i t t e i -
lung) . Innerhalb dessen wurden nach Hydrolyse der Hybr idze l l -DNA mi t Sal I zwei 
intensivere Banden einer ungefahren Fragmentlangengrofie von 450 kbp bzw. 1,1 M b p 
detektiert. Sie konnen zur Untersuchung der Indukt ion von DNA-Doppels t rangbri ichen 
herangezogen werden. Dabei wird nach Schadigung der D N A durch Doppelstrangbriiche 
eine Abschwachung dieser Hybridisierungssignale erwartet. I n Korrelat ion dazu soUte 
ein Hintergrundsignal erscheinen, welches sich auf die erzeugten kleineren D N A - F r a g ­
mente zuriickfuhren laflt. 

Zur Quantifizierung der induzierten Doppelstrangbriiche ist jedoch die Trennung al-
ler hybridisierenden Banden nicht vollstandig genug. Aus diesem Grunde wurde als 
Alternat ive eine humane /3 - Myosin - Sonde gegen humane genomische D N A hybri­
disiert. Das erhaltene Signal konnte nach Auswahl geeigneter 'single - copy' - Sonden 
durch weitere, in einem hoheren Fragmentgrofienbereich erscheinende, Signale erganzt 
werden. 

Die Strahlensensitivitat der Hybridzelle wurde durch Inaktivierung sowohl nach Be­
strahlung mit beschleunigten schweren lonen als auch nach Rontgenbestrahlung mittels 
Koloniebildungstest ermittel t und mit den fiir andere Zellinien gemessenen Wirkungs-
querschnitten verglichen. Der hohere Inaktivierungsquerschnitt i m Falle der Hybr id ­
zelle i m Vergleich zu den bereits untersuchten Linien des Chinesischen Hamsters ist 
vermutlich auf den hohen Ante i l polyploider Zellen und den damit verbundenen grofie-
ren Zellkern zuriickzufuhren. 
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Kapitel 2 

Einleitung 

2.1 Wirkung ionisierender Strahlen 

Unter ionisierender Strahlung faJ5t man, neben der Teilchenstrahlung, im Bereich der 
elektromagnetischen Strahlung U V - , Rontgen- und 7 - Strahlen zusammen. 

Obschon die Wirkung ionisierender Strahlen auf den gleichen Primarvorgangen beruht, 
namlich der Anregung und lonisation von Atomen und Molekiilen des bestrahlten Ma­
terials, bestehen hinsichtlich der raumlichen Anordnung der deponierten Energie im 
durchstrahlten Volumen zwischen elektromagnetischer Strahlung und Elektronen auf 
der einen und schweren geladenen Teilchen auf der anderen Seite grofie Unterschiede. 
Sie manifestieren sich in den ungleichen Wirksamkeiten der verschiedenen Strahlenar-
ten. 

Der lineare Energietransfer ( L E T ) quantifiziert den vom Medium i m M i t t e l absorbier-
ten Energiebetrag pro Wegstrecke (keV/ / im) und spiegelt die lonisationsdichte im Tar-
getmaterial (Elektronen-Ionenpaare pro fim) wieder. Unter Einbeziehung aller lonisa-
tionsereignisse entspricht der Energieverlust d E / d x eines schweren geladenen Teilchens 
dem L E T . Da i m M i t t e l ca. 30 eV zur Erzeugung eines Elektron-Ionenpaares benotigt 
werden, lafit sich, fur einen gegebenen L E T - W e r t , die Anzahl der lonisationsereignisse 
pro Weglange berechnen. Der L E T gibt jedoch nicht die radiale Verteilung der Ener-
giedeposition um das passierende schwere Ion wieder. 

I Die biologische Wirkung unterschiedlicher Strahlenqualitaten wi rd annaherungsweise 
I in Abhangigkeit vom L E T beschrieben. Da ein Teilchen jedoch bei zwei verschiedenen 

Energien den gleichen L E T aufweisen kann (Abb. 2.1), verschiedene Energien aber zu 
unterschiedlichen lonisationsquerschnitten und damit andersartiger biologischer W i r ­
kung fiihren, lafit sich die biologische Wirkung nicht allein durch den L E T quantifizie-
ren. 
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Abbi ldung 2.1: L E T verschiedener lonen in Kohlenstoff i n Abhangigkeit der spezifi­
schen Energie (aus Kraft , 1987). 

GemafJ der unterschiedlichen Energieabsorption i m durchstrahlten Volumen bei ioni-
sierenden Strahlen verschiedener A r t und gleicher Dosis lassen sich zwei Hauptgruppen 
unterscheiden : 

Dunn ionisierende Strahlung entspricht L E T - W e r t e n von bis zu 10 k e V / / i m (ca. 300 
lonenpaare pro / i m ) . Hierzu zahlen Rontgen- und 7 -S t rah len , Elektronen- und /3-
Strahlung sowie leichte lonen extrem hoher Energien. 

Dicht ionisierende Strahlung fafit niederenergetische leichte Teilchen wie Protoiien und 
a-Strahlen und schwerere lonen niederer und hoher Energien zusammen. 

I m Falle der elektromagnetischen Strahlung lafit sich die von der Quantenenergie abhan-
gige Wechselwirkung mit dem durchstrahlten Mater ia l in drei wesentliche Prozesse 
unterteilen. Der PhotoefFekt dominiert im Bereich kleiner Energien, der Comptoneffekt 
bei mit t leren Energien, und bei Energien oberhalb 1,02 M e V iiberwiegt die Paarbildung. 
Die i n diesen Prozessen erzeugten primaren Elektronen - sowohl raumlich als auch 
zeitlich unabhangig voneinander produziert - konnen bei ausreichend hoher Energie 
weitere lonisationen hervorrufen und zur Produkt ion von Sekundarelektronen fiihren. 
Die Produkt ion dieser ist lokal dichter, die Wahrscheinlichkeit ihrer Bi ldung ist jedoch 
seltener als die der primaren Elektronen. Erst bei hohen Dosen kommt es zur lokalen 
Akkumula t ion molekularer Schaden und deren Interakt ion. 

Die Wechselwirkung geladener Teilchen mi t der Materie wi rd durch Ladung und Ge­
schwindigkeit des Projektils bestimmt. Dabei kommt es zur Ausbildung einer Teil-
chenspur aus Elektronen und positiven lonen. Der Durchmesser der Spur wi rd durch 
die maximale Reichweite der erzeugten Elektronen definiert und hangt nur von der 
spezifischen Energie des Primarteilchens ab. Je langsamer das Ion, desto kleiner ist 
der Spurdurchmesser. Die Ordnungszahl des Ions bestimmt iiber die effektive Kernla-
dungszahl die lonisationsdichte. 
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I m Inneien der Spur ist die deponierte Energie (Dosis) am hochsten. Sie fallt mi t dem 
Quadrat des Abstandes vom Zentrum nach aufien ab. 

Die Bereiche hoher lonisations- und Elektronendichte sind fiir die hohere biologische 
Wirksamkeit der Teilchenstrahlung gegeniiber diinn ionisierender verantwortlich. 

Die Wechselwirkung des Projektils mit den Targetatomen und -molekulen f i ihr t zu einer 
definierten Reichweite des Teilchens im Absorber. A m Ende der Bahnspur kommt es 
zu der fiir Teilchenstrahlung charakteristischen sehr hohen Energiedeposition in Form 
des Bragg-Peaks (Abb . 2.2). 

s - -
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/ _ n 
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0 5 10 15 20 

Eindringtiefe [cm] 

Abbildung 2.2: Tiefendosisverteilung verschiedener Strahlenarten. Co: Cobald-60 j -
Strahlen, n: Neutronen, N : Stickstoffionen (Bragg-Peak) 

2.2 Relative Biologische Wirksamkeit und Inaktivierungs­
querschnitt 

Die unterschiedliche Wirkung von lonen hangt von der lokalen Energiedeposition in 
der Teilchenspur ab. Die Relative Biologische Wirksamkeit ( R B W ) quantifiziert die 
verschiedenartigen biologischen EfFekte der Teilchen und wird ausgedriickt durch das 
Verhaltnis der Dosen von Vergleichs- zur Teststrahlung mit dem gleichen biologischen 
Effekt. Die R B W zeigt Abhangigkeit von der lonisationsdichte der getesteten Strah-
lenart und steigt bis zu LET-Wer t en von 100 keV//zm, bei schweren beschleunigten 
lonen bis zu 200 k e V / / i m , an. Der Abfall zu hoheren L E T - W e r t e n wird oft durch 
eine Uberproduktion von Schaden erklart: Es wird mehr Energie an das Targetsy-
stem ubertragen als zur Auslosung des beobachteten Effektes benotigt. Die erzeugten 
Schaden konnen sich nicht getrennt manifestieren (over-kill Effekt). Eine Bestatigung 
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des over-kill Effektes kann allein durch Bestimmung der zu biologischen Endpunkten 
fiihrenden molekularen Schadensereignisse erfolgen. Eine erhohte Ausbeute sowohl an 
Einzelstrangbriichen wie auch an Doppelstrangbriichen konnte jedoch bei L E T - W e r t e n 
oberhalb von 200 k e V / / i m bislang nicht gezeigt werden. 

Neben der Charakterisierung der Strahlenqualitat durch die auf die Dosis bezogene 
R B W wird haufig die Effektivitat pro Teilchen als Inaktivierungsquerschnitt (a) an-
gegeben. Jener hat die Dimension einer Flache ( / im^) und kann als diejenige Quer-
schnittsflache verstanden werden, die beim Durchgang eines Teilchens geschadigt w i rd . 

2.3 Medizinische Bedeutung schwerer lonen 

Schwere geladene Teilchen bieten bei Anwendung in der Strahlentherapie den Vortei l 
einer besseren Dosisverteilung sowie einer erhohten biologischen Wirksamkeit i m Tu-
morvolumen. 

Fi i r Photonen und Neutronen nimmt die Dosis exponentiell mi t der Eindringtiefe ab. 
F i i r schwere lonen steigt sie zum Bragg-Peak hin an(Abb. 2.2). 

Die giinstige Tiefendosisverteilung schwerer lonen in Form hoher Energiedeposition in 
grol5er Tiefe und ihre hohe R B W haben seit 1975 verstarkt zu ihrem Einsatz in der Ra-
diotherapie gefiihrt. Ein gunstiges Verhaltnis zwischen Strahlenbelastung des gesunden 
zu der des kranken Gewebes ist hier besonders wichtig. Die hohere Energiekonzentra-
t ion innerhalb der Teilchenspur schwerer geladener Teilchen bewirkt ferner eine Reduk­
t ion des Sauerstoffeffektes und schrankt somit den Uberlebensvorteil hypoxischer, im 
Inneren des Tumors befindlicher Zellen ein. 

2.4 Ionisierende Strahlung und D N A - Lasionen 

Infolge ihrer TargetgrofJe sowie der Einzigartigkeit ihres Informationsgehaltes stellt die 
D N A das kritische Ziel des Strahlenschadens in biologischen Systemen dar. Die mole­
kularen Veranderungen werden dabeinicht nur durch den direkten sondern auch durch 
den indirekten Effekt bewirkt . Als direkten Effekt bezeichnet man die unmittelbare 
Schadigung der D N A entweder durch das Primarteilchen oder durch die produzierten 
Sekundarelektronen. Der indirekte Effekt resultiert aus der Reaktion hochreaktiver, 
strahleninduzierter Radikale an der D N A . Er spielt bei sehr schweren lonen eine unter-
geordnete RoUe. 

I n beiden Fallen kommt es zur Ausbildung verschiedener Typen von DNA-Las ionen . 
Strangbriiche und Basenschaden treten haufiger auf, DNA-Protein-Vernetzungen sowie 
DNA-DNA-Vernetzungen sind seltener. 

Unter diesen Lasionen scheint der Doppelstrangbruch (DSB) die wichtigste i n der 
Auspragung des biologischen Schadens. Mit te ls verschiedener Analyseverfahren ver-
sucht man, einen Zusammenhang zwischen der Induk t ion von Doppelstrangbruchen 
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und dem uberlebenden Ante i l bestrahlter Zellen zu erstellen. Geschwindigkeitssedi-
mentation und Fil terelut ion sowie Gelelektrophorese und Viskoelastometrie zahlen zu 
den gangigen Methoden. Das hohe Molekulargewicht des Saugergenoms macht jedoch 
genaue Messungen zur DSB-Indukt ion mit diesen Methoden schwierig. Ihre Anwen­
dung f i ihr t zu widerspruchlichen Ergebnissen. 

2.4.1 D N A - Doppelstrangbruche 

Die biologische Bedeutung des DSB wurde durch Untersuchung DSB - reparaturdefi-
zienter Mutanten gezeigt. Entsprechende Hefe- (Ho, 1975) und Saugerzellen (Jeggo et 
al., 1983; Kemp et al., 1984; Costa und Bryant, 1988) sind extrem sensitiv gegenuber 
ionisierender Strahlung. Bei Saugern wurde eine erhohte Aberrationsrate festgestellt 
(Kemp und Jeggo, 1986; Bryant et al., 1987). 

Bryant (1984, 1985) sowie Natarajan und Obe (1984) beobachteten, dafi die Indukt ion 
von Doppelstrangbriichen durch Restriktionsenzyme in permeabilisierten Zellen bei Ab-
wesenheit anderer DNA-Schadensformen zu Chromosomenaberrationen f i ihr te . Pvu I I 
behandelte Zellen zeigten Chromosomen- und Chromatidaberrationen; die Bruche blie-
ben entweder unrepariert oder - nach Interaktion mit anderen DNA-St rangen und i l -
legitimer Rekombination - kam es zur Ausbildung von Austauschfiguren. Dabei mvisse 
bei den durch Restriktionsendonucleasen erzeugten Doppelstrangbruchen jedoch be-
dacht werden, dafi durch die Bildung einer 3 'OH - bzw. 5'Phosphatgruppe allein L i -
gaseaktivitat zur Instandsetzung ausreichen konnte (Bryant , 1984). Dies konnte auch 
die i m Verhaltnis zur Rontgenstrahlung geringere Effektivi tat Pvu I I induzierter Dop­
pelstrangbriiche bei der Ausbildung von Chromosomenaberrationen erklaren. 

Natarajan et al. (1980) zeigten ferner, dafi bei zusatzlicher D S B - I n d u k t i o n in mi t 
Rontgenstrahlen bestrahlten Sauger-Zellen durch einzelstrangspezifische Endonuclea-
sen (Konversion von SSB zu DSB) eine Zunahme an Chromosomen- und Chromatid­
aberrationen zu verzeichnen ist. 

2.4.2 R e p a r a t u r von D N A - Strangbriichen 

Die Mechanismen des durch ionisierende Strahlung erzeugten biologischen Schadens wie 
Muta t ion , Chromosomenaberration, onkogene Transformation und Zelltod sind noch 
nicht verstanden. Sie sollen das Ergebnis einer falschen bzw. nnvollstandigen Reparatur 
sein. Einzelstrangbriiche sind mit der zytogenetischen Schadigung meist nicht korre-
liert (Ganassi et al., 1986) und konnen nur zur Ini t i ierung von Chromosomenschaden 
beitragen, sofern sie Bestandteil einer irreparablen Komponente sind. 

I m Gegensatz zum Einzelstrangbruch sind Doppelstrangbriiche nur beschrankt repa-
rierbar und konnen damit zur Inaktivierung der Zelle fuhren. 

Eine Reparatur von Doppelstrangbriichen ist sowohl in S. cerevisiae als auch i n verschie­
denen Sauger-Zellen untersucht worden (Corry und Cole, 1973; Karsin und Hutchin­
son, 1977; Lehman und Stevens, 1977; Blocher und Pohli t , 1982). Nach Resnick (1976) 

10 



soli sie duich Rekombination erfolgen. In Sauger-Zellen wurde eine Rekombinations-
reparatur allerdings noch nicht beobachtet. Resnick (1976) beschrieb die Letal i ta t eines 
Doppelstrangbruches in haploiden, rekombinationsdefekten Hefezellen; er zeigte ferner, 
dafi i m W i l d t y p ein Rekombinationsereignis pro repariertem DSB erfolgte. 

2.4.3 Unterschiede in der Repara tur nach Schwerionen- und R o n t ­
genbestrahlung 

Quanti tat ive Studien zur Indukt ion und Reparatur von Strangbriichen waren stets 
abhangig von der Entwicklung fortschreitend sensitiver Techniken. 

Untersuchungen von DNA-Schaden und deren Reparatur wurden mi t den erwahnten 
Methoden bis zu L E T - W e r t e n von 5000 keV/ / tm von Rit ter et al. (1977), Roots et 
al. (1979, 1985), K a m p f und Eichhorn (1983) und Rydberg (1985) durchgefiihrt. Fur 
nicht transformierte, diploide Zellen liegen Daten bis zu 16200 keV//xm von Aufderheide 
(1987) und Heilmann (1987) vor. 

Die Erzeugung von Strangbriichen nimmt mi t der Teilchenenergie zu. Bei lonen gleicher 
Geschwindigkeit n immt die Strangbruchinduktion mi t der Ordnungszahl des Projekti ls 
zu. 

Nach Rontgenbestrahlung betragt das Verhaltnis induzierter SSB zu DSB ca. 20, nach 
Bestrahlung mit beschleunigten schweren lonen kann es bis auf 2 absinken. 

Rate und Ausmafl der Reparatur nehmen mi t Dosis bzw. Teilchenfluenz ab. Dies kann 
bedingt sein durch die erzeugten, s trukturel l unterschiedlichen Lasionen oder aber durch 
Schadigungen im Reparaturenzymsystem. 

Beziiglich der Reparatur von Strangbriichen nach Rontgenbestrahlung und Teilchen­
strahlung lassen sich zwei wesentliche Unterschiede feststellen : 

Die Reparatur nach Schwerionenbestrahlung ist deutlich verlangsamt. Bei Rontgen­
strahlen ist der Ante i l des urspriinglich induzierten Schadens nach 5 min auf die Halfte 
gesunken, bei Schwerionenbestrahlung ist dies erst nach ca. 15 min der Fall (Heilmann, 
1987). Dies kann auf den hoheren Ante i l erzeugter DNA-Doppels t rangbr i iche zuriick-
zufiihren sein. Gegebenenfalls spielen jedoch auch andere, komplexere Lasionen eine 
Rolle. Allein fiir die erstere von beiden Annahmen bestehen bislang experimentelle 
Beweise. 

Bei 5-15% des ursprunglich induzierten Schadens erfolgt im Falle der Schwerionenbe­
strahlung auch nach 20 h Inkubat ion nach Bestrahlung keine Reparatur (Aufderheide 
et al., 1987). Dieser Ante i l ist damit deutlich hoher als der nach Rontgenbestrahlung 
und 20stundiger Inkubat ion gemessene Restschaden von 0,6% (200 G y ) . Roots et al. 
(1979) und Rit ter et al. (1977) ermittel ten bei einer erlaubten Reparaturzeit von 8-14 h 
nach Schwerionenbestrahlung einen Restschaden von 20-25% (20-450 G y ) . Nach den 
Ergebnissen von Roots et al. und Ri t ter et al. wiirden 50 unreparierte Briiche zu einer 
Inakt ivierung der Zelle fuhren. Blocher und Pohli t (1982) ermit tel ten lediglich einen 
nicht reparierten DSB pro inaktivierter Zelle. 
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Aus den bisher durchgefiihrten Experimenten Icann nicht eindeutig geschlossen werden, 
ob der Ante i l am Restschaden eine Folge erzeugter DNA-Lasionen ist. Auch Effekte 
im Reparaturenzymsystem konnten bei den benotigten hohen Dosen eine wesentliche 
Rolle spielen (Fritz - Niggli et al, 1988). 

2.4.4 Pulsfeldelektrophorese zur Trennung hochmolekularer D N A -
Fragmente 

Um die biologische Bedeutung verschiedener DNA-Schadensformen aufzuklaren, miissen 
spezifische Lasionen gemessen werden konnen. Die Korrelation zwischen erzeugten 
Doppelstrangbriichen und Zellinaktivierung wurde bereits angesprochen. Aufierdem 
mufi durch Reduktion der Bestrahlungsdosen eine Schadigung des Reparatursystems 
der Zelle ausgeschlossen werden konnen. 

Die Einfi ihrung der Pulsfeldelektrophorese erlaubt es, DNA-Fragmente bis zu einer 
Grofie von mehreren Mbp durch elektrische Felder mit periodischer Richtungsande-
rung zu trennen (Anand, 1986; Carle et al., 1986). Die Spezifitat dieses Systems fiir 
die Detektion DSB-geschadigter D N A wurde bereits untersucht (Stamato und Denko, 
1990). Die Trennung hochmolekularer DNA-Fragmente erlaubt eine Annaherung der 
Bestrahlungsdosen an solche innerhalb des Uberlebensbereiches. Von den mittels Se­
dimentation und Fil terelution nur bei supra-letalen Dosen verlafilich erfolgenden Be-
stimmungen kann Abstand genommen werden. 

Die Grofie der zu trennenden DNA-Fragmente ist von der gewahlten Pulsfrequenz, 
der angelegten Spannung sowie der Gesamtelektrophoresedauer abhangig. Inzwischen 
sind verschiedene Systeme der alternierenden Elektrophorese entwickelt worden. Sie 
unterscheiden sich im wesentlichen in der geometrischen Anordnung der elektrischen 
Felder (La i et al., 1989; Anand, 1986). 

Das in dieser Arbei t eingesetzte System - die einzige dreidimensionale Entwicklung -
ist die Elektrophorese im transvers-alternierenden Feld ( T A F E ) . 

In diesem Elektrophoresesystem iiberspannen die Elektroden die gesamte Breitseite des 
Gels und fiihren damit infolge der homogenen elektrischen Felder zu einer gleichmafii-
gen Trennung in alien Gelspuren. Die beiden elektrischen Felder verlaufen transvers 
zum vertikal positionierten Agarosegel. Durch wechselseitiges Anlegen einer Spannung 
kommt es sowohl zu einer zum Gelende erfolgenden vertikalen als auch zu einer senk-
recht zur Geloberflache verlaufenden horizontalen Bewegung der D N A (Winter und 
Driesel, 1988). Dabei iiberwiegt nach Uberschreitung der Gelmitte die horizontale 
Komponente. Dies f i ihrt zu einer Fokussierung der DNA-Fragmente gleicher Grofie. 
Alle Fragmente, welche kleiner sind als das untere L i m i t des Trennbereiches, werden in 
einer Bande am unteren Gelende angesammelt (Gardiner und Patterson, 1989). 
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2.5 Aufgabenstellung 

Entsprechend den von Contopoulou et al. (1987) durchgefiihrten Analysen zur Induk­
t ion und Reparatur von Doppelstrangbriichen in Hefechromosomen sollte ein aquiva-
lentes System fiir die um zwei Grofienordnungen komplexere Saugetier-DNA erstellt 
werden. Das von Contopoulou et al. gewahlte Pulsfeldelektrophoresesystem umfafit ei­
nen Trennbereich von 200-3000 kbp. Die ganzen Hefechromosomen konnen damit von­
einander getrennt werden. Nach Bestrahlung der Hefe beobachteten die Autoren eine 
Abnahme der Fluoreszenzintensitaten der Chromosomenbanden. Gleichzeitig wurde 
eine Hintergrundfarbung im Agarosegel infolge erzeugter DNA-Fragmente detektiert. 
Wurde die Hefe nach Bestrahlung zur Reparatur inkubiert , nahmen die Intensitaten 
der Chromosomenbanden wieder zu. 

I m Falle der zu untersuchenden Saugetier-DNA mul3te nach Isolation zunachst die I n ­
tegritat des Gesamtgenoms iiberpriift werden. Die sich anschliefiende Hydrolyse mi t 
selten schneidenden Restriktionsendonucleasen fiihrte zu einer durchschnittlichen Frag-
mentlangengroBe von 10^ bp. Zur Trennung im alternierenden Feld soUten die Elek-
trophoresebedingungen auf einen Fragmentgrofienbereich von ca. 200 bis 1500 kbp 
optimiert werden. Nach Transfer dieser hochmolekularen DNA-Fragmente sollte gegen 
repetitive humane DNA-Sonden hybridisiert werden. Bei Einsatz von Hybr idze l l -DNA 
als Z i e l - D N A wurde der Erhalt eines bandenartigen Hybridisierungsmusters angestrebt. 

M i t diesem System erhoht sich die Fragmentlange der zu analysierenden D N A im Ver­
gleich zu den gangigen Methoden zur Bestimmung Doppelstrangbruch-geschadigter, 
hochmolekularer D N A von ca. 50 auf 1000 kbp. Dadurch wi rd neben der selekti-
ven Erfassung von Doppelstrangbriichen auch eine Reduktion der Bestrahlungsdosen 
moglich. 

13 



Kapitel 3 

Materialien und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Material ien und Bezugsquellen 

Enzyme 

E.coli D N A Polymerase I (Klenow) 

Proteinase K aus Tritirachium album 

Lysozym aus HiihnereiweiiS 

Trypsin - E D T A fiir Zellkultur 

Trypsin aus Rinderpankreas 

Restriktionsendonucleasen 

Ribonuclease A aus Rinderpankreas 

E.coli D N A Polymerase I /DNase I 

Sons t ige M a t e r i a l i e n 

Acrylamid, 2xkr i s t . 

Adenosin - 5'- triphosphat 

Boehringer, Mannheim 

Merck, Darmstadt 
Sigma, Deisenhofen 
Serva, Heidelberg 
Boehringer, Mannheim 
Flow, Meckenheim 
Serva, Heidelberg 
Beckman, Miinchen 
B R L , Eggenstein 
Boehringer, Mannheim 
Serva, Heidelberg 
B R L , Eggenstein 

Serva, Heidelberg 

Boehringer, Mannheim 
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Agarose ( L E ) Beckman, Miinchen 

Agarose (standard low) Bio Rad, Richmond 

Agarose T y p V I I Sigma, Deisenhofen 

A l b u m i n aus Rinderserum Frakt .V Serva, Heidelberg 

Ammoniumperoxodisul iat Serva, Heidelberg 

Ampic i l l i n , Na - Salz Boehringer, Mannheim 

Bisbenzimid H 33258 Serva, Heidelberg 
Br i j 58 Serva, Heidelberg 

Bromphenolblau, Na - Salz Serva, Heidelberg 

Bykomycin Byk - Gulden, Konstanz 

Casiumchlorid Boehringer, Mannheim 
Desoxyribonucleinsaure, Na - Salz (Salmon testes) Sigma, Deisenhofen 

Di th io th re i to l Merck, Darmstadt 
D M S O Serva, Heidelberg 
D N A - Markierungskit mi t Digoxigenin - d U T P Boehringer, Mannheim 

Entwickler fiir Rontgenfilme Adefo - Ghemie, Niirnberg 

E th id iumbromid krist . Boehringer, Mannheim 
E D T A Sigma, Deisenhofen 
F - 12 - Medium Flow, Meckenheim 
Fetales Kalberserum Boehringer, Mannheim 
Ficoll T y p 400 Sigma, Deisenhofen 

Filterpapier GB 002 Schleicher u. Schuell, Dassel 

Fixierer fiir Rontgenfilme Adefo - Chemie, Niirnberg 

Hefechromosomen - D N A (St. 334) Beckman, Miinchen 

N - 2 - Hydroxyethylpiperazin Flow, Meckenheim 

Hybond N Amersham, Braunschweig 

L - Glu tamin Boehringer, Mannheim 
Li th iumchlor id Roth , Karlsruhe 
Lofflers Methylenblau Merck, Darmstadt 

M E M - Medium Boehringer, Mannheim 
M E M E - Medium Flow, Meckenheim 
/3 - Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 

Nahragar Standard I Serva, Heidelberg 

Natriumdodecylsulfat Sigma, Deisenhofen 

Na - 7 - desoxycholat Sigma, Deisenhofen 

'nick ' - Translations - System B R L , Eggenstein 

Nitrocellulose B A 83 Schleicher u . Schuell, Dassel 
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Nyt ran N 13 

N , N ' - Methylenbisacrylamid 

N , N , N ' , N ' - Tetramethyletylendiamin 

Paraffin 
PBS 
Phenol 

Polaroidfilme T y p 665, 55, 54 

Polyethylenglykol 6000 

Polyvinylpyrrol idon 

Rontgenfilme X - O M A T A R 5 

Sephadex G50 medium 

Spermidin 

Standard I - Nahrbouillon 
Ur id in 
Xylencyanol 

R a d i o c h e m i k a l i e n 

[a -^2p ] . dATP (3000 C i /mmol ) 

[a -^2p ] .dCTP (3000 C i /mmol ) 

Allgemeine Laborchemikalien und 

Losungsmittel i n p.a. Quali tat 

C e r a t e 

Apparatur zur Elektoelution 

Coulter Counter 
Pipettierhilfe 

Sofortbildkamera 

Spektralphotometer 

T A F E - Elektrophoresesystem 

U V - Transilluminator 
Zentrifugen (Rotoren) 

Schleicher u. Schuell, Dassel 

Serva, Heidelberg 

Serva, Heidelberg 

Roth, Karlsruhe 

Boehringer, Mannheim 

Roth, Karlsruhe 

Polaroid, Oifenbach 

Roth, Karlsruhe 

Sigma, Deisenhofen 

uber Siemens, Frankfurt 

Pharmacia, Freiburg 

Sigma, Deisenhofen 

Merck, Darmstadt 

Sigma, Deisenhofen 

Serva, Heidelberg 

N E N , Dreieich 

N E N , Dreieich 

Merck, Darmstadt 

Roth, Karlsruhe 

Serva, Heidelberg 

Schleicher u. Schuell, 

Biotrap B T 1000 

Coulter Electronics L T D . 

Hamil ton Microlab 1000 

Polaroid 

Beckman D U - 64 

Beckman 

Camag Reprostar 
Sorvall RC 5B (SS 34, GSA, HB-4) 

Beckman L7 55 (55,2-Ti) 
Heraeus Minifuge R F 
Eppendorftischzentrifuge 5415 
Hettich Universal 2S 
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3.1.2 Bakter ienstamme und Plasmide 

Stamme : 

S t a m m Geno typ 

C 600 thi- l , thr-1, 
leu B6, lac Y l , ton A21, 
sup E44, A" 

JM 103 A (lac pro), thi, str A, 
sup E , end A, sbc B , 
hsdR, F'[tra D36, pro A B , 
lac F , ZA M15] 

D H 2 F - , rec A l , end A l , 
gyr A96, thi-1, hsdR 17, 
sup E 44, rel A l , A+ 

Plasmide : 

Plasmid Gr6fie(kbp) Resistenzgen Bemerkungen Herkunft/Referenz 

Blur 11 4,6 kbp amp' p B R 322 mit 300 bp 
Alu - Insert in Bam 
H I - Schnittstelle 

Deininger et al,, 1981 

Blur 2 3,0 kbp amp' p U C 18 mit 300 bp 
Alu - Insert in Bam 
HI - SchnittsteUe 

Deininger et al., 1981 

p B R 328 4,9 kbp amp', tet', cam' p B R 322 mit cam' Boehringer, Mannheim 

p C 14 10,6 kbp amp', tet' p B R 325 mit Exon 
24 - 36 der schweren 
Kette des humanen j3 -
Myosins in Eco R I -
SchnittsteUe 

H.P. Vosberg, M P I Heidelberg 
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3.1,3 Zellinien 

Zellinie Ursprung Chromosomen Bemerlcungen Herkunft/Referenz 

T l Mensch, Niere 46 (2n) etablierte Zellinie L B L , Berkeley 

V79 Chin. Hamster, Limge 22 - 24 (2n) etablierte Zellinie L B L , Berkeley 

2Fur- l Chin.Hamster, Ovar 22 - 24 (2n) C H O - K l mit Transloka­
tion des langen Arms des 
humanen Chromosoms 21 

K . Gardiner 

A l Chin. Hamster, Ovar 22 - 24 (2n) C H O - K l plus humanes 
Chromosom 11 

C A . Waldren 

T l - Zellen sowie V79 - Zellen wurden als Monolayer - Stammkulturen gehalten. 

Die beiden Hybridzellinien wurden nur zu Versuchszwecken aufgetaut, um stets mi t 
Zellen niedriger Passagehohe zu arbeiten. 

3.1.4 Allgemeine Puffer und Medien 

T A B - Puffer ( 5 0 x ) : 2 M Tris - Base 
1 M Essigsaure 

50 m M E D T A 
pH 8,3 mit Essigsaure einstellen 

T H E - Puffer ( 2 0 x ) : 1 M Tris - Base 
1 M Borsaure 

20 m M E D T A 

T E - Puffer ( l O x ) : 100 m M Tris - Base 
10 m M E D T A 

SSC ( 2 0 x ) : 3 M NaCl 
0,3 M Na3citratx2H2 0 

pH 7,0 mi t I N H C l einstellen 
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T A F E - Elektrophoiesepuffer ( 2 0 x ) : 

Denhardt's Losung ( 5 0 x ) : 

Nahrboullion Standard I : 

Standard I Nahragar : 

Selektionsmedium, Ampic i l l in : 

Ampic i l l in : 

Trypsin (0,05%ig) : 

Methylenblau - Farblosung : 

200 m M Tris-HCl 
10 m M E D T A 
88 m M Essigsaure 

pH 8,0 ergibt sich 

5 g Ficoll 
5 g Polyvinylpyrrol idon 
5 g BSA Fk t . V 
ad 500 ml , steril filtrieren 

2,8 g/1 Hefeextrakt 
7,8 g/1 Pepton aus Casein 
7,8 g/1 Pepton aus Fleisch 
1,0 g/1 Glucose 
5,6 g/1 NaCl 

pH 7,5 (37°C) 

Standard I Nahrboull ion 
+ 15 g/1 Agar 

Vorkul tur : lOO/zg/ml 
Anzucht : 50/ tg/ml 

25 m g / m l 
in H 2 O 

steril filtrieren 
bei -20° C lagern 

4,4 g Na3ci t ratx2H2 0 
10,0 g K C l 

0,5 g Trypsin 
0,2 g E D T A -
2 m l Phenolrot 

pH 7,3 
ad 1000 ml , steril filtrieren 

50 m l Lofflers Methylenblau 
45 m l 0,l%ige K O H 

ad 500 ml , filtrieren 
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F - 12 Medium (8%(v /v )FKS) : 45,0 m l FKS 
5,6 m l Ur id in (3mM) 
3,0 m l Glu tamin (200mM) 

0,55 m l Bykomycin ( 0 , l g / m l ) 

M E M - Medium (10%(v/v)FKS) : 56 m l FKS 
5 m l Glu tamin (200mM) 

0,6 m l Bykomycin ( 0 , l g / m l ) 

M E M E - Medium (15%(v/v)FKS) 80 m l FKS 
5 m l Glutamin (200mM) 

0,6 m l Bykomycin ( 0 , l g / m l ) 

3.1.5 D N A - Langenstandards 

Zur Abschatzung der Fragmentlangengrofle hydrolysierter D N A wurde im Falle kon­
ventioneller Agarosegele mit Hin d l l l restringierte D N A des Phagen A eingesetzt. Es 
ergeben sich Fragmente folgender Grofie : 

« 23,13 kbp 
9,42 kbp 

^ 6,68 kbp 
* 4,36 kbp 

2,32 kbp 
2,03 kbp 
0,56 kbp 
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A l s L a n g e n v e r g l e i c h i m P u l s f e l d g e l d iente H e f e c h r o m o s o m e n - D N A ( S t a m m 334). 

D i e E l e k t r o p h o r e s e er fo lgte entsprechend den i n 3.2.10 f i i r die a l t e r n i e r e n d e E l e k t r o ­

phorese beschr iebenen B e d i n g u n g e n . 

D i e 16 C h r o m o s o m e n w u r d e n u n t e r diesen B e d i n g u n g e n i n 13 B a n d e n g e t r e n n t . C h r o ­

m o s o m X I I w a n d e r t n i c h t i n das G e l e in. D i e C h r o m o s o m e n V I I u n d X V sowie I I u n d 

X I V k o n n e n n i c h t v o n e i n a n d e r o;etrennt w e r d e n . 

C h r o m o s o m 
X I I 

IV 

V I I , X V 

X V I 
X I I I 

I I , X I V 
X 
X I 

V 

V I I I 

I X 
I I I 
V I 
I 

k b p 
2200 

1500 

1285 — 

1047 — 
991 — 

290 -
260 -

I n P A G E wurde mit Bam H I , Bgl I und HM I hydrolysiertes pBR328 verwendet. Es 

ergeben sich Fragmente folgender Grofie : 

^ 4907 bp X 453 bp 

* 2176 bp X 394 bp 

* 1766 bp X 298 bp ( 2 x ) 

X 1230 bp - 234 bp ( 2 x ) 

* 1033 bp " 220 bp 

653 bp - 154 bp ( 2 x ) 

517 bp , 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Sterilisation von Losungen und Geraten 

Medien und Losungen wurden 25 min bei 2 bar und 120''C autoklaviert. Warme-
empfindliche Losungen wurden durch Sterilfilter von 0,2/im Porengrofie f i l t r ier t . Die 
Sterilisation von Glasgeraten erfolgte 6 h bei 180°C im Trockensterilisator. 

3.2.2 Kul t iv ierung von E.coli und Herstellung von Dauerkul turen 

5 ml Selektionsmedium (3.1.4) wurden als Vorkultur mit-einer Einzelkolonie der aus-
gestrichenen Bakterien angeimpft und 14-16 h bei 37°C unter Schiitteln inkubier t . 

Zur Anzucht von E.co/f wurden 200 m l Selektionsmedium im Verhaltnis 1:200 mi t der 
stationaren Vorkultur beimpft. Die Zellsuspension wurde entsprechend der Vorkul tur 
inkubiert . 

Die Herstellung von Dauerkulturen erfolgte durch Einstellen einer Vorkul tur auf 40% 
Glycerin. Sie wurden bei -70°C gelagert. 

3.2.3 Kul t iv ierung von Sanger - Zellen 

Alle Zellinien wurden in 75 cm^ Gewebekulturflaschen bei 37°C und 95% Luftfeuchte 
in C O 2 - Brutschranken bei 5% C O 2 (V79 bei 2% C O 2 ) kul t iv ier t . V79-Zellen wurden 
in M E M - , Tl -Zel len in M E M E - und 2Fur- l -Hybridzel len in F-12 - Medium gehalten 
(3.1.4). Die Al-Zellen wurden in F-12 - Medium ohne Ur id in kul t iv ie r t . 

Alle 4-5 Tage wurden die Zellen subkultiviert . Nach Entnahme des Mediums wurde 
der Zellrasen mi t 1 ml 0,05%igem Trypsin (mit 0,02% E D T A ) gespiilt und anschliefiend 
mi t dem gleichen Volumen kurzzeitig bei 37°C inkubiert . Nach Ablosen der Zellen 
erfolgte sofortiges Abstoppen mit der 5-lOfachen Menge des betreffenden Mediums 
und Bestimmung der Zelldichte im Coulter Counter. Die Zellen wurden dann in einer 
Zelldichte von 3,2 - 6 , 6 x l 0 ^ / c m 2 ausgesat. 

3.2.4 Besondere Behandlung der H y b r i d - Zellinie 2 F u r - l 

E i n f r i e r e n von Zellen aus K u l t u r 

Nach Sedimentation der Zellen aus K u l t u r wurde die Zelldichte i m Coulter Counter 
bestimmt. Die Zellen wurden in D M S O - M e d i u m in einer Konzentrat ion von 1x10^ 
Zellen pro m l aufgenommen und in Kryorohrchen i iberf i ihrt . 
Die Temperaturabsenkung wahrend des Einfrierens erfolgte schrittweise (ca. 0,1°C pro 
min) . Die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff gelagert. Auftauen der eingefrorenen 
Zellen ergab ein Uberleben von 80%. 
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D M S O - Medium : 5% ( v / v ) DMSO 
15% ( v / v ) FKS 
80% ( v / v ) F-12 - Medium 

B e s t i m m u n g de r K o l o n i e b i l d u n g s f a h i g k e i t v o n 2 F u r - l - H y b r i d z e l l e n 

Aus einer Zellsuspension bekannter Zelldichte wurden verschiedene Aliquots entnom­
men. Die Zellen wurden in Dichten von 2-4 Zellen pro cm^ ausgesetzt. Zur Ausbildung 
von Kolonien wurden sie 10 Tage unter den entsprechenden Bedingungen (3.2.3) i n 
25 cm^ Gewebekulturflaschen kul t iv ier t . Nach Entnahme des Mediums und 15min{it i -
ger Anfarbung in 4 m l Methylenblaulosung wurde der prozentuale Ante i l angewach-
sener Kolonien (mehr als 50 Zellen) an ausgesaten Zellen ermit te l t . Die Koloniebil­
dungsfahigkeit (plat ing efficiency) betrug fiir 2Fur- l -Hybridzel len 83%. Zur Erstellung 
von Uberlebenskurven wurde eine plating efficiency (PE) von 80% angenommen. 

3.2.5 Untersuchung der Zellinien auf Kontaminat ion durch Mycoplas­
men 

A u f gereinigte und sterilisierte Objekttrager wurden ca. 5x10^ Zellen ausgesat und 5-
7 Tage unter den entsprechenden Bedingungen (3.2.3) inkubier t . Die Zellen wurden in 
Methanol/Eisessig (4:1) 15 min flxiert. Anschlieliend wurden die Objekttrager luftge-
trocknet. Sie wurden dann in Farbelosung fiir mindestens 30 m i n gefarbt. I m Anschlufi 
mufJten die Objekttrager mehrmals in ii20hid^,t, gewaschen werden. Zur Herstellung 
der Praparate wurde das beschriebene Eindeckmittel verwendet. 
Die Anregung des interkalierten Fluoreszenzfarbstoffes H 33258 erfolgte bei einer Wel-
lenlange von 350 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 465 nm. 
Bei Kontaminat ion der Zellen mi t Mycoplasmen sind fluoreszierende Bereiche aufJer-
halb der Zellkerne zu erkennen. 

23 



Bisbenzimid H 33258 - Stammlosung : ad lOO/ig/ml Puffer 

steril filtrieren 

bei 4°C lagern 

zum Farben auf 1/tg/ml verdiinnen 

Puffer fur Bisbenzimid H 33258 - Losung 8000mg NaCl 

lOOOmg Glc 

400mg K C l 

200mg MgS04x7H2 0 

140mg C a C l 2 

60mg N a 2 H P 0 4 x 2 H 2 0 

60mg KH2PO4 

ad 1 1 

Eindeckmittel : 46,6mg Citronensaure 

82,5mg Na2HP04 

+5 m l Glycerin 

ad 10ml 

3.2.6 Bestrahlung von Sanger - Zellen und Aufnahme von Uberle­
benskurven 

D o s i m e t r i e 

Die Dosimetrie erfolgte durch Integration des aus Kohlenstoffolien emitt ierten Se-
kundarelektronenstromes. Dabei wurde die Teilchenfluenz durch Bestrahlung von Kern-
spurdetektoren bestimmt. 

Zur Bestimmung der Dosis wurde folgende Relation benutzt: 

Dosis (Gy) = 1,6x10'^ * L E T (keV/ / im) * Teilchenfluenz (P /cm^) 

Die L E T - W e r t e wurden den Tabellenwerken von Noithcliffe und Schilling (1970) und 
von Hubert et al. (1980) entnommen. 
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S c h w e r i o n e n b e s t r a h l u n g der 2 F u r - l - K u l t u r e n 

Die Bestrahlung mi t beschleunigten schweren lonen erfolgte am Linearbeschleuniger 
U N I L A C der Gesellschaft fiir Schwerionenforschung (Angert und Schmelzer, 1977; 
Kraft-Weyrather et al, 1989). 

24 h vor Versuchsbeginn wurden die Zellen in 35 m m Plastikpetrischalen ausgesetzt. 
7x10^ Zellen / 0,2 - 0,5 m l Medium wurden in die Mi t t e der Petrischale pipett iert und 
2 h bei 37°C und 5% C O 2 zum Anheften gebracht. Anschliefiend wurde 5 m l Medium 
zugesetzt und welter inkubiert . Eine gleichmafiige Bestrahlung der Zellen wurde durch 
diese besondere Form der Kul t iv ierung erreicht. Zum Bestrahhingszeitpunkt befanden 
sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase. 

R o n t g e n b e s t r a h l u n g als V e r g l e i c h s e x p e r i m e n t 

24 h vor Bestrahlung wurden 4x10^ Zellen in 25 cm^ Gewebekulturflaschen ausgesat 
und entsprechend 3.2.3 inkubiert . 

Die Bestrahlung erfolgte mit einer Rontgenrohre (Typ T R 300 F, mit Kupfer- und A l u -
miniumfil ter von 1 mm Dicke) bei 250 kV Erzeugerspannung und 20 mA Rohrenstrom. 
Die Dosisleistung betrug bei einem Fokusobjektabstand von 250 m m 2,5 G y / m i n . 
Es wurde eine Dosis von 0,3 bis 7 Gy appliziert. 

A u f a r b e i t u n g b e s t r a h l t e r Z e l l p r o b e n u n d A u s w e r t u n g 

Die Aufarbeitung und Auswertung der Experimente zur Inaktivierung von Sauger-
Zellkii l turen erfolgte nach dem Kolonietest von Puck und Marcus (1955). 

Die bestrahlten Proben wurden abtrypsiniert, ihre Zelldichte im Coulter Counter be­
s t immt und mi t dem fiir die spezifische Dosis erwarteten Uberlebensanteil sowie der 
P E mult ipl iz ier t . M i t Hilfe einer automatischen Pipettierhilfe (Microlab 1000) wurde 
der Zellsuspension dasjenige Aliquot entnommen, welches nach Einrechnung der oben 
beschriebenen Parameter genau 100 Zellen enthielt und in eine 25 cm^ - Gewebekul-
turflasche i iberf i ihr t . Pro Kurvenpunkt wurden drei Parallelproben angefertigt und 
10 Tage unter den beschriebenen Bedingungen inkubiert (3.2.3). Die Kolonien wur­
den dann mi t Methylenblau - Losung (3.1.4) gefarbt. Kolonien mit mehr als 50 Zellen 
wurden als 'iiberlebende Zellen' gezahlt. 

Der prozentuale Ante i l angewachsener Kolonien an ursprunglich ausgesaten Zellen er­
gibt bei unbestrahlten Proben die plating efficiency unter den gegebenen Versuchsbe-
dingungen und fiir bestrahlte Proben die Uberlebensfraktion. 
Die Ausgleichskurven (Abb . 4.13 u. 4.14) wurden durch Anwendung eines Auswert-
programmes nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate bestimmt (Ledermann, 
1984). 

Die Uberlebensfraktion hangt exponentiell von der Dosis ab. Die sich ergebenden 
Fluenz- bzw. Dosiseff"ektkurven zeigen exponentiellen Verlauf der allgemeinen Form : 

25 



nach Schwerionenbestrahlung : 

5 ( f ) = N/No = e-

nach Rontgenbestrahlung : 

No : Anzahl der Zellen vor Bestrahlung 

N : Anzahl der Zellen nach Bestrahlung 
mi t der Strahlendosis D bzw. Teil­
chenfluenz F 

(T : Wirkungsquerschnitt (/zm^); ent­
spricht der Steigung der Fluenzef-
fektkurve; sofern FluenzefFektkurve 
rein exponentiell : a = I/F37 

D : Dosis (Gy) 

F : Teilchenfluenz (Teilchen / cm^) 

a : entspricht der Steigung der Dosisef­
fektkurve 

/3 : stellt ein Mai l fi ir die Schulteraus-
dehnung dar 
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3.2.7 Techniken zur Praparat ion von extrachromosomaler und von 
genomischer D N A 

P r a p a r a t i v e P l a s m i d i s o l i e r u n g n a c h H i l l e n et al. ( 1981 ) 

Die Anzucht der Bakterien erfolgte wie unter 3.2.2 beschrieben. 

Alle folgenden Arbeiten wurden auf Eis und mit vorgekiihlten Losungen durchgefiihrt. 

Nach Uberfiihrung der Bakteriensuspension in GSA-Zentrifugenbecher und Abki ih lung 
auf Eis wurden die Zellen in der Sorvall RC 5B Zentrifuge (GSA Rotor, 4 °C , 6000rpm) 
sedimentiert. Die Zellen wurden in 5 m l 20%iger Saccharoselosung resuspendiert. Nach 
Vereinigung jeweils zweier Suspensionen, Einleiten der Protoplastierung durch Zusatz 
von 3 m l 0,5 M E D T A und 3 m l Lysozymlosung und 30m-iniitiger Inkubat ion auf Eis er­
folgte l imit ier ter Bri j /Doc-Aufschlufi . Die Abtrennung der Protoplastenreste wurde in 
der Beckman L7 55 Zentrifuge (55,2-Ti Rotor, 40000 rpm, 30 min , 4 °C) durchgefiihrt. 
Die Uberstande wurden mi t 170/il RNase A - Stammlosung versetzt und 45 min auf Eis 
inkubier t . Nach P E G - Fallung (3.2.8) wurde das gewaschene und getrocknete Sediment 
in 2,5 m l Proteinase K - Puffer aufgenommen, auf 10/xg/ml Proteinase K eingestellt 
und 1-2 h bei 50°C inkubiert . Nach Phenolextraktion und Dietyletherextrakt ion er­
folgte weitere Reinigung iiber Casiumchlorid - Dichtegradientenzentrifugation (3.2.8). 
Nach Abtrennung der superhelicalen Plasmid - D N A wurde diese i m Agarosegel ana-
lysiert. Konzentrations- und Reinheitsbestimmungen wurden spektralphotometrisch 
durchgefiihrt. 

20%ige Saccharoselosung: 20%(w/v)Saccharose 
10 m M Tris-HCl, pH 8,0 
1 m M E D T A , pH 8,0 

Lysozym Stammlosung: 20 m g / m l in H 2 O 

B r i j / D o c - Losung: 10%(w/v)Br i j in H 2 O 
10%(w/v)Doc in H2O 
beide Losungen i m Verhaltnis 2:1 mischen 

RNase A - Stammlosung: 10 m g / m l in 0,1 M NaOAc, p H 5,2 
15 min bei 70°C inkubieren 
Lagerung bei -20°C 

27 



P r o t e i n a s e K - Puffer : 

Proteinase K - Stammlosung: 

10 m M T r i s - H C l , p H 8,0 

1 m M E D T A , p H 8,0 

0,5% SDS 

25 m g / m l i n H2O 

30 m i n b e i 37°C v o r i n k u b i e r e n 

L a g e r u n g b e i -20°C 

P r a p a r a t i o n h o c h m o l e k u l a r e r Sauge t ie r - D N A d u r c h E i n b e t t e n i n A g a r o s e 

Die Isolation hochmolekularer eukaryontischer D N A zur Trennung i m alternierenden 
Feld erfolgte nach dem Protokoll von Gardiner et al. (1986). 

Die in 75 cm^ Gewebekulturflaschen angewachsenen, in fast konfluentem Stadium be-
findlichen Saugetier-Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit 1 ml 0,05%igem 
Trypsin (mit 0,02% E D T A ) gespiilt und anschliefiend mit gleichem Volumen abtrypsi­
niert. Nach Ablosen der Zellen erfolgte die Zugabe von 10 ml FKS und Zentrifugation 
der Zellsuspension in der Heraeus Minifuge RF (700 rpm, 8 min, 4 °C) . Nach Aufnahme 
der Zellen in 5 m l eiskaltem PBS und Vereinigung jeweils zweier dieser Suspensionen 
wurde die Zellzahl im Coulter Counter bestimmt. Eine zweite, den obigen Angaben 
entsprechende Sedimentation und Aufnahme der Zellen in Konzentrationen von 0,5 -
3x10^ Zel len/ml Lyse - Puffer folgten. Nach kurzer Inkubation bei 37°C wurde gleiches 
Volumen fliissiger, auf 40°C abgekiihlter l%iger L M P - Agarose zugesetzt und sofort 
gut gemischt. Die Suspension wurde nun in die Aussparungen eines Plexiglasblockes 
pipett iert und bei 4°C zum Erstarren gebracht. Nach Entnahme der 2,5 cm langen 
Agaroseplugs ( = 0,162 ml) wurde jedes dieser in 800/tl Lyse - Puflfer, eingestellt auf 
1% ( w / v ) Na t r ium - Laurylsarkosinat und 1 m g / m l Proteinase K , inkubier t . Einer 
3stundigen Proteolyse bei 50°C folgte eine U N - Proteolyse bei gleicher Temperatur. 
Zur Entfernung von Enzym- und Salzresten aus dem Agaroseplug wurde letzteres ansch-
liefJend 2-5 Tage gegen I x T E mi t mehrmaligem Pufferwechsel bei 4''C dialysiert. Die 
'plugs' konnten dann zur Restriktion eingesetzt werden. 

Lyse -Puff"er: 200 m M E D T A 
40 m M NaCl 
20 m M Tris-HCl 

pH 7,8 mit 1 N H C l einstellen 
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Beiechnung des DNA-Gehal tes des zum Probenauftrag erwunschten 0,5 cm langen 
( = 0,032 ml) Agaroseplugs: 

2Fur - l : 6,25 pg D N A / Zelle 
=>5*106 Zellen / m l 
fiir 1 fig D N A / 0,5 cm 'plug ' 

T l : 7,19 pg D N A / Zelle 
=> 4,35*10^ Zellen / m l 
fiir 1 fig D N A / 0 , 5 cm 'plug ' 

Es wurden DNA-Mengen von 0,5 - Z fig j 0,5 cm 'plug ' verwendet. 

P r a p a r a t i o n g e n o m i s c h e r D N A aus Sauge t ie r - Z e l l k u l t u r n a c h D a v i s et al., 
1986 

Die Zellen wurden, wie unter 3.2.3 beschrieben, abtrypsiniert , in eiskaltem PBS ge­
waschen und sedimentiert. Die Aufnahme der Zellen erfolgte in lOfachem Volumen 
Proteinase K - Losung. Zur Proteolyse wurde zunachst 15 min bei 65°C und ansch-
liefiend bei 37°C uber Nacht inkubiert . A m folgenden Tag wurden die Lysate P / C / I -
extrahiert und die wassrigen Phasen ethanolprazipitiert (3.2.8). Resuspension des Se-
dimentes erfolgte in 3 m l I x T E bei 37°C und unter Schiitteln, gegebenenfalls iiber 
Nacht. Die Nucleinsaurelosung wurde dann auf 5,5 /zg/ml RNase A eingestellt und 
30 min bei 37°C inkubier t . Es erfolgte der Zusatz voir 1/9 Volumen 3 M NaOAc und 
P / C / I - Ext rak t ion (3.2.8). Die Prazipitation wurde dann durch Zugabe des 2,r)fachen 
Volumens Ethanol p.a. fortgesetzt. Zur Aufnahme des Pellets in I x T E wurde bei 
37°C inkubier t . Nach photometrischer (3.2.9) und gelelektrophoretischer Bestimmung 
(3.2.10) wurde die hochmolekulare D N A (>30 kbp) zur Restr ikt ion eingesetzt. 

Proteinase K - Losung: l O m M Tris-HCl, p H 7,4 
lOmM E D T A 

150mM NaCl 
0,4% SDS 

I m g / m l Proteinase K 

P r a p a r a t i o n h o c h m o l e k u l a r e r D N A aus h u m a n e r P l a z e n t a 

Die aus humaner Plazenta isolierte D N A wurde bereits i m Rahmen des Biochemie -
Praktikums I I I prapariert. 
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4 g humanes Plazentagewebe wurden unter fliissigem Stickstoff" zermorsert. Es wurden 
30 m l Lyse - Puff"er zugesetzt und 3 h bei 50°C unter leichtem Schutteln inkubier t . 
Anschliefiend wurde 8-lOmal mi t dem gleichen Volumen P / C / I extrahiert (3.2.8). Pha-
sentrennung erfolgte in der Sorvall RC 5B Zentrifuge (Sorvall HB-4 Rotor, 5000 rpm, 
5 min , 4°C) . Die DNA-Losung wurde dann iiber Nacht gegen 1 1 I x T E bei dia­
lysiert und am folgenden Tag auf 100/ig/ml RNase A eingestellt und 4 h bei 37°C 
inkubiert . Es wurde noch dreimal P / C / I extrahiert und zweimal mi t Diethylether aus­
geschiittelt (3.2.8). Anschliefiend erfolgte P E G - Prazipitat ion (3.2.8) und Aufnahme 
des Sedimentes im geeigneten Volumen I x T E . 

Lyse - Piiff"er: 500mM E D T A , pH 8,0 
0,5% SDS 

100/ig/ml Proteinase K 

3.2.8 Reinigung und Prazipitat ion von Nucleinsauren 

Phenolisierung 

Die zu reinigenden DNA-Losungen wurden mehrmals mit dem gleichen Volumen T E -
gesattigtem Phenol versetzt und anschliefiend gut durchmischt. Zur Phasentrennung 
wurde 5 min in der Sorvall RC 5B Zentrifuge (SS-34 Rotor) bei 10000 rpm und 4°C 
zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde weiterbehandelt, die phenolische verworfen. 

P / C / I - Extraktion 

Die ebenfalls zur Reinigung von Nucleinsaurelosungen durchgefuhrte P / C / I - Extrak­
t ion erfolgte entsprechend dem PhenolisierungsprotokoU. 

Diethyletherextraktion 

Phenolisierte und P / C / I - extrahierte wassrige Phasen wurden anschliefiend noch zwei­
mal mi t Diethylether ausgeschuttelt, um Reste organischen Losungsmittels zu entfer-
nen. 

Casiumchlorid - Dichtegradientenzentrifugation 

Die durch l imi t ier ten Bri j /Doc-Aiifschlufi im praparativen MaiJstab gewonnene P lasmid-
D N A wurde uber Casiumchlorid - Dichtegradientenzentrifugation in Gegenwart von 
Eth id iumbromid gereinigt (Maniatis et al, 1982). Die Zentrifugation erfolgte i m 55,2-
T i Rotor bei 35000 rpm fur mindestens 36 h bei 18°C. Nach Abziehen der Plasmidbande 
unter UV-Beleuchtung (365 nm) wurde restliches Eth id iumbromid durch 5-7malige Ex­
t rakt ion mi t TE-gesattigtem 1-Butanol entfernt. AnschlieiJend wurde 48 h gegen 3x 
1,5 1 T E - Puffer dialysiert. 
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E t h a n o l p r a z i p i t a t i o n 

Die zu fallenden Nucleinsauren wurden zunachst auf 0,3 M NaCl oder 0,3 M NaOAc, 
p H 5,7, eingestellt und dann mit dem 2,5fachen Volumen Ethanol p.a. versetzt. Die 
D N A wurde mindestens 2 h bei -20''C gefallt. Hochmolekulare chromosomale D N A 
wurde stets fiber Nacht prazipitiert . Nach 30 min Zentrifugation in der Sorvall RC 5B 
Zentrifuge (SS-34 Rotor, 14000 rpm, 4°C) wurde das Sediment der P la smid -DNA mi t 
70%igem, das der genomischen mi t 80%igem Ethanol gewaschen. Das Sediment wurde 
anschliefiend 5-10 min im Vakuum - Exsikkator getrocknet und im geeigneten Volumen 
Wasser aufgenommen. 

P E G - F a H u n g 

DNA-Losungen wurden mit dem 0,5fachen Volumen 30%igem P E G in 1,5 M NaCl 
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert . Es wurde 30 min in der Sorvall RC 5B Zentrifuge 
(SS-34 Rotor, 12000 rpm, 4°C) zentrifugiert. Auch hier wurden die Sedimente mi t 
70%igem bzw. 80%igem Ethanol gewaschen. 

3.2.9 Konzentrat ionsbest immung praparierter D N A 

Bestimmungen des Reinheitsgrades sowie der Konzentration von Nucleinsaurelosun­
gen erfolgten im D U - 64 Spektralphotometer unter Anwendung eines D N A / R N A -
Auswertungsprogrammes (Beckman). 

Zur Messung im UV-Bereich wurden Mikroki ive t ten aus Quarzglas verwendet. 

Fi i r die Konzentration einer D N A - L o s u n g gil t : 

IA26O - E / m l = 50/ ig/ml ds D N A 

Der Wert des Quotienten A 2 6 0 / A 2 8 0 macht eine Aussage iiber den Reinheitsgrad der 
DNA-Losung . Er lag stets i m Bereich von 1,8 bis 2,0. 

3.2.10 Gelelektrophorese und F a r b u n g von Nucle insauren 

Konventionelle Agarosegele 

Die Trennung von DNA-Fragmenten nach ihrem Molekulargewicht erfolgte in 0,8%igen 
Agarosegelen und I x T A E - Puffer. Es wurden Flachbettapparaturen von 13,0x14,0 cm 
und 9,0x8,0 cm Grofie verwendet. Die polymerisierten Gele hatten eine Dicke von 
5 m m . Vor dem Auftrag wurde den Proben 1/3 bis 1/5 des Probenvolumens an Auf-
tragspuffer zugesetzt. Die Elektrophorese wurde bei Minigelen fiir 2-3 h bei 60-80 V 
und bei grofien Flachbettgelen bei 25 V iiber Nacht durchgefuhrt. 
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AuftragspufFer: 0,025% Bromphenolblau 
0,025% Xylencyanol 
2,5% Ficoll Typ 400 
in H 2 O 

Praparative Agarosegelelektrophorese erfolgte ebenfalls in grofien Flachbettgelappara-
turen und in I x T A E - Puffer. Abweichend wurden zur Trennung und Isolation des 
4,6 kbp pC 14 - Inserts 0,6%ige Agarosegele eingesetzt. Nach Ethidiumbromidfarbung 
wurde die interessierende DNA-Bande auf dem UV-Transi l luminator (254 nm) ausge-
schnitten. 

A g a r o s e g e l e l e k t r o p h o r e s e i m a l t e r n i e r e n d e n Fe ld 

Die Trennung hochmolekularer DNA-Fragmente eines Grofienbereiches von 1,5 M b p 
bis 150 kbp erfolgte im transvers-alternierenden Feld. Verwendet wurde das T A F E -
Elektrophorese - System. Es zeichnet sich durch die vertikale Positionierung des Aga­
rosegels sowie die transvers dazu orientierten elektrischen Felder aus. Die Trennung 
erfolgte in l%igen L E - Agarosegelen einer Grofie von 7,5x10,0 cm, sowie einer Dicke 
von 5 m m und in 0,85x T A F E - Puffer bei 140 m A ( = Initialspannung von 250 V ) und 
18°C. Die Dauer der Elektrophorese betrug entsprechend der Auswahl des erwiinschten 
Auftrennungsbereiches 20 h, davon 10 h mit einer wechselseitigen Pulsdauer von 45 s 
und 10 h mi t einer Pulsdauer von 65 s. 

P o l y a c r y l a m i d g e l e 

Es wurden 5%ige Polyacrylamidgele in Vertikalapparaturen der Grofie 20x20x0,15 cm 
verwendet. 

10 m l 30%iger A A - / B A - Stammlosung wurden mit 6 m l l O x T B E und 43,5 m l H 2 O 

versetzt und entgast. Anschliefiend wurde die Polymerisation durch Zugabe von 0,5 m l 
10%igem APS und 30 jxl T E M E D eingeleitet. Vor der Elektrophorese wurde den Proben 
1/3 des Probenvolumens an Auftragspuffer zugesetzt. Die Elektrophorese erfolgte in 
I x T B E - Puffer bei 40 V iiber Nacht. 

F a r b e n v o n A g a r o s e - u n d P o l y a c r y l a m i d g e l e n 

Konventionelle Agarose- und Polyacrylamidgele wurden 10 min in einer Ethidiumbro-
midlosung einer Konzentration von 0,3 / i g / m l gefarbt und anschliefiend 15 min in H 2 O 

entfarbt. 

Pulsfeldgele wurden mit einer Ethidiumbromidlosung von 0,1 fig/ml 45 min gefarbt 
und mehrere Stunden bis iiber Nacht entfarbt. 
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Hefechiomosomen liefien sich am besten in hohei konzentiieiten Ethid iumbiomidlosun-
gen (3 / i g / m l ) faiben. 

A u f dem UV-Tiansi l luminator (254 nm) wurden die Gele mit einei Polaioidkameia mi t 
Oiange-Rot-Fi l te i bei Blende 5,6 fotogiafieit . Verwendet wurden Polaroid - Posit iv/Ne-
gativ-Filme (Typ 665 und 55). Die Belichtungszeit betrug 1-2 min . 

3.2.11 Praparat ion von D N A - Fragmenten 

Elektroelution 

Die im praparativen Agarosegel getrennte D N A wurde nach Ausschnitt der interessie-
renden Bande in einer Biotrap - Apparatur elektroeluiert. Der Aufbau der Apparatur 
und die Entnahme des Eluates erfolgten laut Angaben des Herstellers. Die Elu t ion 
wurde in 0 , 5 x T B E - Puffer bei 100 V (50 m A ) iiber Nacht durchgefiihrt. Phenoli­
sierung, Diethyletherextraktion und Ethanolprazipitat ion folgten (3.2.8). Die Ausbeu-
ten lagen bei 75-95% und wurden spektralphotometrisch bestimmt. Die eluierte D N A 
konnte in DNA-Markierungsreakt ionen eingesetzt werden. 

Isolation aus praparativen L M P - Agarosegelen 

Die gelelektrophoretische Trennung des zu gewinnenden DNA-Fragmentes erfolgte in 
l%iger L M P - Agarose und I x T A E - Puffer bei 100 V fur 3 h. Nach Ausschnei-
den der relevanten Bande wurde die Agarose bei 60°C zum Schmelzen gebracht und 
anschliefiend mi t vorgewarmtem, TE-gesattigtem Phenol ausgeschiittelt. Die' vereinig-
ten Epiphasen wurden nochmals phenolisiert und mehrmals P / C / I - extrahiert (3.2.8). 
Dabei wurde jede Ext rak t ion von kurzzeitigen Inkubationen des biphasischen Gemi-
sches bei 40°C begleitet, um die Polymerisation noch vorhandener Agarosereste zu 
verhindern. Ethanolprazipi tat ion und Agarosegelanalyse der isolierten D N A folgten. 

Die Ausbeute betrug ca. 95% der zur Gelelektrophorese eingesetzten D N A - M e n g e . 

3.2.12 Sequenzspezifische Hydrolyse von P lasmid - D N A und chro-
mosomaler D N A 

Restriktion von Plasmid - D N A 

Die Restr ikt ion erfolgte unter den Puffer- und Inkubationsbedingungen des Herstellers. 
Gegebenenfalls wurde bis zu 4 h hydrolysiert. 

Restriktion chromosomaler D N A 

Die Restriktion erfolgte mi t 8 U / / i g D N A fiir 6 h bei 37°C. Anschliefiend wurde der Re-
striktionsansatz auf 15 m M E D T A eingestellt, P / C / I - extrahiert und mi t Diethylether 
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ausgeschiittelt (3.2.8). Es eifolgte Ethanolprazipitat ion und Aufnahme dei gefallten 
D N A in H 2 O . Hierzu wurde kurzzeitig bei Zl^C inkubiert . 

Das Bandenmuster nach Ethidiumbromidfarbung sprach fiir die Vollstandigkeit der 
Restr ikt ion. 

L F R E - H y d r o l y s e h o c h m o l e k u l a r e r D N A i n A g a r o s e p l u g s 

Vor der Restriktion wurden die nach der Proteolyse mehrfach gegen I x T E dialysierten 
Agaroseplugs (3.2.7) 3 h bis iiber Nacht bei 0°C in frischem T E - Puffer inkubier t . 
Es erfolgte dann 3stiindige Inkubation in 1 xReaktionspuifer (2faches 'p lug ' - Volu­
men) bei 4 °C . Hierdurch sollte die Diffusion der Komponenten des Restriktionsansatzes 
begiinstigt werden. Einheitliche Restriktionsbedingungen soUten neben der Stabi l i ta t 
auch die A k t i v i t a t der Restriktionsendonucleasen unterstutzen. 

Die Restriktion von hochmolekularer D N A in Agarose erfolgte entsprechend den A n ­
gaben der Hersteller in Gegenwart von 100 / i g / m l BSA, 4-10 m M Spermidin und mi t 
5-15 U Restriktionsenzym pro /ig D N A . Eine Hydrolysedauer von 4 h stellte sich i m 
Verlauf der Experimente als ausreichend heraus. 

Nach der Restriktion wurden die Ansatze auf 20 m M E D T A eingestellt und 45 min auf 
Eis inkubiert . Das Restriktionsvolumen wurde vorsichtig abpipettiert , und das 'p lug ' 
wurde zur Entfernung restlichen Enzyms mehrfach gegen I x T E bei-4°C dialysiert. Es 
erfolgte dann die Trennung der hydrolysierten D N A im alternierenden Feld. 

3.2.13 Transfer von D N A auf Nylon- und Nitrozel lulosemembranen 

S o u t h e r n - Trans fe r genomische r , k o n v e n t i o n e l l p r a p a r i e r t e r u n d e x t r a c h r o ­
m o s o m a l e r D N A 

Der Transfer erfolgte nach Maniatis et al. (1982), jedoch abweichend in 20xSSC. Dabei 
wurde das Agarosegel zur Erzeugung von Einzelstrangbriichen in der zu transferieren-
den D N A zunachst 5 min auf dem UV-Transi l luminator (254 nm) exponiert. 24 h 
Transferzeit erwiesen sich als ausreichend, was durch Ethidiumbromidfarbung des Gels 
nach DNA-Transfer bestatigt werden konnte. 

T rans fe r h o c h m o l e k u l a r e r , i m a l t e r n i e r e n d e n F e l d g e t r e n n t e r D N A 

Vor dem Southern - Blot nach Maniatis et al. (1982) wurde das Agarosegel zur Depuri-
nisierung zweimal 5 min in 0,25 N H C l inkubiert (Gardiner et al., 1988). Der Transfer 
erfolgte in 10 x SSC fiir 48-72 h. Ethidiumbromidfarbung des Agarosegels gab AufschlufJ 
uber die Vollstandigkeit des Transfers. 
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Fixierung transferierter D N A auf Nitrozellulose- bzw. Nylonmembranen 

Entsprechend den Angaben der Hersteller wurde D N A auf Nylonmembranen durch 
Sminiitige UV-Bestrahlung (302 nm) fixiert. Nitrozellulosemembranen wurden 3 h bei 
80°C gebacken. 

3.2.14 Hybridis ierung gegen haptenmarkierte D N A - Fragmente 

'Random pr imed ' - D N A - Markierung mit Digoxigenin - 11 - d U T P und Nachweis des 
Hybrids durch Enzym - Immunassay erfolgten durch Anwendung eines Standard - K i t s . 

Grundlagen der Methode 

Frisch denaturierte Sonden-DNA wird durch 'random - pr imed ' - Einbau mi t Digoxi­
genin - 11 - d U T P markiert . Nach Hybridisierung an die Z i e l - D N A erfolgt Nachweis der 
Hybride durch 'enzyme - linked - immunoassay'. Der A n t i - Dig - Antikorper erkennt 
das kovalent an Ur id in gebundene Hapten. Zusatz von Substrat f i ihr t zur Bi ldung eines 
Farbprazipitates in Bereichen hybridisierter D N A . 

Durchfiihrung 

Die Reaktion wurde - geringfiigig modifiziert - nach Anle i tung des Herstellers aus-
gefiihrt. Die D N A - M a r k i e r u n g erfolgte immer iiber Nacht. Aufreinigung der Nu­
cleinsauren wurde, wie im Hersteller - Protokoll beschrieben, durchgefiihrt. Die Dauer 
der Prahybridisierung wurde auf 2 h erhoht. Die Konzentration des Blocking - Rea-
gens wurde sowohl in der Prahybridisierungs- als auch in der Hybridisierungslosung 
auf 1% eingestellt. Hybridisierung erfolgte immer iiber Nacht. Die Konzentrationen 
markierter Proben betrugen 26-52 ng pro m l Hybridisierlosung. Die im immunologi-
schen Nachweis verwendeten Puffer und Losungen wurden stets frisch angesetzt. Eine 
Hintergrundanfarbung der Membran konnte dadurch sowie durch die Verwendung von 
Glasgefaf5en wahrend der Antikorper- und der Farbreaktion vermieden werden. 

3.2.15 E insa tz radioaktiv - markierter D N A zur Hybrid is ierung 

'Random primed' - Einbau von [a - ^^P] - d N T P 

Die Markierung der denaturierten Sonden-DNA erfolgte nach Papandrikopoulou (1983) 
und wurde immer iiber Nacht durchgefiihrt. 

Eingesetzt wurden die Bam H I - Fragmente der Plasmide Blur 2 und Blur 11 sowie das 
Eco R I - Insert aus pC 14. 

Der Markierungsansatz wurde auf 200 m M Hepes, 0,4 m g / m l BSA, 0,1 m g / m l Hexa-
nucleotidgemisch und 20 / i M Nucleotid (ohne das entsprechende radioakt iv-markier te 
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Nucleotid) eingestellt. 25 ng frisch denaturierte Sonden-DNA wurden in Gegenwart 
von 40 / iC i [a - ^^P] - d N T P und 2,5 U Klenow - Fragment bei Raumtemperatur inku­
biert. Markiertes Fragment wurde iiber eine Sephadex G50 Saule von nicht eingebautem 
Nucleotid getrennt (Maniatis et ai, 1982). 

' n i c k ' - T r a n s l a t i o n 

'nick' - Translation von Sonden-DNA wurde mit einem 'nick' - Translations - System 
entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Eingesetzt wurden Eco R I -
linearisiertes Blur 2 und das Eco R I - Fragment aus pC 14. Die Markierungsreaktion 
wurde mit bis zu 500 fiC'i [a - ^'^F] - d N T P / /ig D N A durchgefiihrt. Die Abtrennung 
von nicht eingebautem Nucleotid erfolgte ebenfalls iiber eine Sephadex G50 Saule. 

P r a h y b r i d i s i e r u n g 

0,25 m l Prahybridisierlosung / cm^ Membranflache wurden zur Prahybridisierung ein­
gesetzt. Sie wurde bei 68°C, in 6xSSC, 5xDenhardt 's , 0,5% SDS und 200/ig/ml 
Heringssperma-DNA immer iiber Nacht durchgefiihrt. 

H y b r i d i s i e r u n g 

Die Hybridisierung erfolgte in 0,1 ml Prahybridisierlosung / cm^ Membranflache unter 
Zusatz der markierten, frisch denaturierten Probe bei 68°C fiir mindestens 18 h. 

W a s c h e n der M e m b r a n e n u n d E x p o s i t i o n 

Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Membranen zunachst zweimal bei Raum­
temperatur mit 2xSSC gespiilt. Anschliefiend wurden sie 15 min in 2xSSC bei 55°C 
und zweimal 15 min in 2xSSC und 0,1%SDS bei gleicher Temperatur gewaschen. Der 
Waschvorgang wurde mehrmals bei gleicher SDS-, aber reduzierter SSC- Konzentration 
wiederholt. Dabei wurde eine Konzentration von 0,5xSSC nicht unterschritten. 

Die Darstellung hybridisierter DNA-Bereiche erfolgte im Falle radioaktiver Markierung 
durch Autoradiographie. Hierzu wurden Rontgenfilme (Kodak X - O M A T AR5) auf die 
gewaschenen Membranen aufgelegt und 2-10 Tage bei -20° C und ohne Verstarkerfolie 
exponiert. Durch Einsatz einer Verstarkerfolie hatten die erhaltenen Signale im Bereich 
hybridisierter D N A intensiviert werden konnen. 
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Kapitel 4 

Ergebnisse 

4.1 Restriktion genomischer D N A in Agarose 

Die zur Hydrolyse eingesetzten Restriktionsendonucleasen zeigten auffallende Unter­
schiede in der Restriktionsfrequenz. 

Sac I I und Mlu I wiesen, im Falle vollstandiger Hydrolyse (Hell-Dunkel-Bandenmuster 
nach Farbung mi t Ethidiumbromid) , einen deutlichen Ante i l grofier Fragmente ( > 1500 
kb) auf. 5a/1 - Restriktion fiihrte in diesem Bereich zu einer weniger starken Farbung. 
Dieses Ergebnis zeigt Ubereinstimmung mit den von Levine (1989) publizierten, wel-
cher die Restriktionsfrequenz der selten schneidenden Enzyme auf den Ante i l des im 
Saugergenom selten vorkommenden Dinucleotids CG zuri ickfi ihrt . Dieses liegt ferner 
oft in methylierter Form vor und bleibt daher der Restriktion unzuganglich. Die Erken-
nungssequenz von 5a/1 enthalt eines, die von 5ac I I bzw. Mlul zwei dieser Dinucleotide. 
Gleichzeitig hebt Levine die Abhangigkeit der D N A - Hydrolyse von der spezifischen 
Zellinie, jede besitzt ihr individuelles Methylierungsmuster, sowie vom entsprechenden 
Zellzyklus-Stadium hervor. Seine Ergebnisse, durchgefiihrt mit einer verwandten Hy­
bridzelle (153E7b), welche im Gegensatz zur 2Fur- l -Hybridzel le das gesamte humane 
Chromosom 21 t ragi , konnen daher nur bedingt als Vergleich herangezogen werden. 

Es war deshalb erforderlich, fiir jede untersuchte Zellinie die erforderliche Menge ein-
zusetzender Restriktionsendonuclease zu bestimmen. 

Das Pulsfeldgel Abb. 4.1 zeigt den mit Sac I I durchgefiihrten Restriktionstest. Hydro­
lysiert wurde die D N A der Hybridzellinie 2Fur - l . Vollstandige DNA-Fragment ierung 
wurde nach Ethidiumbromidfarbung des Agarosegels bestimmt und ergab sich bei ei­
ner Restriktionsdauer von 15 h bei Einsatz von 15 U Sac I I / fig D N A . Dieses Ergeb­
nis konnte spater durch Hybridisierung gegen humane Alu-Sonden bestatigt werden 
(Abb . 4.10a). 
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1 2Fur- l ( i M g ) / -

2Fur- l ( 1 / i g ) / 2 U Sac I I 

2Fur- l (lAig)/15 U Sac I I 

2Fur- l ( l /xg) /20 U Sac I I 

2F i i r - l (l/(.g)/25 U Sac I I 

2 F u i - l ( lMg) /30 U Sac I I 

2F i i r - l ( l / i g ) / 4 0 U Sac I I 

2Fur- l ( l / i g ) / 1 0 U Sac I I 

5. cerevisiae 

Abbi ldung 4.1: Sac I I - Restriktionstest zur Hy­
drolyse von 2Fur- l - D N A ; PFG nach Farbung 
mi t E th id iumbromid . 

Mlu 1 zeigte bei Einsatz von 5 U pro fig D N A vollstandige DNA-Fragment ierung, in 
Gegenwart von 5 m M Spermidin. Zur vollstandigen Hydrolyse durch Sac I I muUten 
15 U dieses Enzyms pro fig D N A eingesetzt werden. Hingegen reichten im Falle der 
5a/1 - Restriktion 10 U pro fig D N A aus. Wohingegen die Hydrolyse mit Sac I I stets in 
Gegenwart von 5 m M Spermidin (nach Beckman) durchgefiihrt wurde, wurde 5a/1 bei 
verschiedenen Spermidinkonzentrationen (4-10 m M ) getestet. Nachdem unterschied­
liche Konzentrationen des DNA-Stabilisators sich auf die Hydrolyse nicht auswirkten, 
wurde Spermidin nur noch in Konzentrationen von 4 m M eingesetzt. 

Die i m AnschlulS durchgefiihrten Restriktionskinetiken (2 h, 4 h und 15 h Hydrolyse­
dauer) ergaben nach einer Restriktionszeit von nur 4 h vollstandige DNA-Fragment ­
ierung. 

I m Folgenden wurde deshalb immer 4 h hydrolysiert. Hierdurch konnte gleichzeitig der 
Ante i l der durch endogene Nucleasen degradierten D N A reduziert werden. Von grofter 
Bedeutsamkeit hierfur ist, neben einer so kurz wie moglich zu haltenden Trypsinierungs-
zeit, auch die ziigige Aufbereitung der DNA-Proben . I m Falle einer Kontaminat ion der 
Zellkulturen mi t Mycoplasmen erhohte sich der Ante i l degradierter K o n t r o l l - D N A dra-
stisch. 
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4.2 Trennung hochmolekularer D N A im alternierenden 
Feld 

Elektrophoresebedingungen nach Herstellerangaben (Beckman) wurden zu Beginn der 
Versuche eingesetzt. Die hydrolysierte D N A wurde zunachst 30 min bei 170 m A und 
einer Pulsfrequenz von 4 s und anschliefiend 18 h bei 160 mA und einer Frequenz von 
60 s getrennt. Die kurze Pulszeit zu Beginn der Elektrophorese f i ihr t zu einem 'Vor-
weglaufen' der DNA-Fragmente , welche eine Grofie von ca. 150 kbp unterschreiten. 
Sie sammeln sich kurz vor dem unteren Gelende in einer Bande an. Es wi rd deutlich, 
dafi ein Verlust besonders kleiner Fragmente infolge ungiinstig gewahlter Elektropho­
resebedingungen nicht auftreten kann. Die horizontale Komponente der elektrischen 
Feldstarke bewirkt ihre Akkumula t ion in der unteren Halfte des Agarosegels. 

Die in (3.2.10) beschriebenen Pulsfrequenzen und Gesamtelektrophoresezeiten wurden 
als opt imal erachtet, nachdem verschiedene Experimente, insbesondere beziiglich der 
Abfolge und Dauer der einzelnen Pulse, durchgefiihrt worden waren. 

Beste Trennung der DNA-Fragmente im Pulsfeldgel wurde nach Reduktion der Elek-
trophoresepufferkonzentration von I x T A F E (Beckman) auf 0 , 8 5 x T A F E erreicht. Hier­
durch konnte bei einem konstanten Strom von 140 mA die fiir den gewiinschten D N A -
Auftrennungsbereich erforderliche Initialspannung von 250 V erhalten werden. 

Die Trennung in den iiblicherweise verwendeten ElektrophoresepufFern ( 0 , 2 5 x T B E bzw. 
0 , 5 x T B E ) war weniger zufriedenstellend. 

Die Pulsfeldgele in Abb. 4.2a und Abb . 4.2b zeigen das nach Ethidiumbromidfarbung 
erhaltene, stabile Bandenmuster, welches besonders im Falle niedriger Auftragsmengen 
hydrolysierter D N A (0,5-1 /ig) deutlich wurde. Es zeigt Spezifitat sowohl fiir die aus-
gewahlte Restriktionsendonuclease als auch fiir die hydrolysierte D N A und damit fur 
die untersuchte Zellinie. 

Die Pulsfeldgele wiesen sowohl nach Farbung mit Eth id iumbromid als auch nach der 
spater erfolgenden Hybridisierung einen deutlichen Rest nicht eingewanderter, i n den 
Geltaschen verbliebener D N A auf. Zur Reduktion dieses Anteils wurden die Agaro­
seplugs nach erfolgter Restriktion erneut mi t Lyse - Puffer, eingestellt auf 1 m g / m l 
Proteinase K , versetzt. Die bei 50°C fiir 3 h durchgefiihrte Proteolyse ergab in der sich 
anschliefienden Agarosegelanalyse keine Veranderung. Bei dem nicht in das Agarosegel 
einwandernden D N A - A n t e i l scheint es sich damit weniger um Inh ib i t ion durch Rest-
protein zu handeln. Die Grofie dieser DNA-Fragmente iiberschreitet vermutlich die 
durch die Pulsfrequenz festgelegte Reorientierungsmoglichkeit im alternierenden Feld. 
Daneben wurde allerdings auch eine Auswirkung der Trypsinierungsdauer auf den nicht 
eingewanderten D N A - A n t e i l beobachtet (Dr . E. Blakely, personliche Mi t t e i l ung ) . 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 

Abbildung 4.2: Trennung von T l - und 2Fur-l - D N A im PFG nach 5a/1 - Hydrolyse 

a : 5. cerevisiae 
T l (0,5Mg)/ -
T l ( 0 , 5 / i g ) / 5a / I 
T l {0,5fig)/Sal I 
T l (0 ,5Mg) /5a / I 
T l ( 0 , 5 / i g ) / 5a / I 
T l (0 ,5/xg)/5a/I 
T l ( 0 ,5 / i g ) /5a / I 

b : 5. cerevisiae 
T l (0,5Mg)/-. 
T l ( 0 , 5 / i g ) / 5 a / I 
T l ( 0 , 5 / i g ) / 5 a / I 

2Fur- l ( l / i g ) / 5 a / 1 
2Fur- l {Ifig)/Sal I 

9 : 5. cerevisiae 
Die Ansammlung von DNA-Fragmenten im Bereich des groiiten, eingewanderten He-
fechromosoms ergibt sich durch die vom Molekulargewicht unabhangige Mob i l i t a t der-
jenigen D N A - M o l e k i i l e , welche eine Fragmentlangengrofie von ca. 1500 kbp iiberschrei-
ten. Durch Verlangerung der Pnlszeiten konnte diese Akkumulat ion vermieden werden. 
Eine Erhohung der Reorientierungszeit verschiebt den elektrophoretisch zu trennen­
den Fragmentgrofienbereich in Richtung hoherer Molekulargewichte, was am Beispiel 
der Chromosomen von 5. cerevisiae und hydrolysierter Hybr idze l l -DNA in A b b . 4.3a 
und Abb . 4.3b dokumentiert wird . Bei einer Pulsdauer von fiber 75 s kam es dabei 
gleichzeitig zu einer Stauchung der DNA-Fragmente ab ca. 864 kbp (Chromosom I I 
und X I V von 5. cerevisiae). Da der interessierende Hybridisierungsbereich eine D N A -
Fragmentlangengrofie von 200 bis 1500 kbp umfai5t, wurden die Elektrophoresebedin­
gungen an eine optimale Trennung der Hefechromosomen in diesem Bereich angepaftt 
(3.2.10). 
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Abbi ldung 4.3: Unterschiedliche Trennung von Hefechromosomen und hydrolysierter 
2Fur- l - D N A nach P F G E mit Pulsfrequenzen von 60 s (3a) und 90 s (3b) 

a : S. cerevisiae 

2Fur - l (2Mg) / - (4°C) 

2Fur - l (2Mg) / - (37°C) 

2Fur- l (2/ ig) /5ac I I 

2Fur- l (2/ ig) /5ac I I 

2 F u r - l ( 2 / t g ) / 5 a / I 

b : 5. cerevisiae 

2 F u r - l ( 2 / i g ) / -

2Fur- l (2/ ig) /5ac I I 

2Fur- l (2/ ig) /5ac I I 

4.3 Southern - Transfer von D N A - Fragmenten eines 
Grofienbereiches von 200 bis 1500 kbp 

Zunachst sollten die hochmolekularen DNA-Fragmente durch Elektroblot auf Nylon­
membranen transferiert werden. Eingesetzt wurden hierbei die zum T A F E - Elektro­
phorese - System gehorigen Elektrodenpaareinsatze. Vier sich horizontal gegeniiberste-
hende Elektrodenpaare sollen den DNA-Transfer ermoglichen. Dabei ist der Abstand 
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von Kathode und Anode eines jeden Paares umgelcehrt proportional zur Fragmentgrofie 
der i m entsprechenden Gelbereich zu transferierenden D N A . Durch dieses System soil 
ein gleichmailiger Transfer iiber den gesamten Fragmentgrolienbereich gewahrleistet 
werden. 

Die Bedingungen f&r den Transfer wurden nach Angaben des Herstellers ausgefiihrt. 
Nachdem ein 2stundiger Transfer bei 100 V unzureichend erschien, wurde die Trans­
ferzeit auf 4 h erhoht. Auch in diesem Fall wurde nach Farbung des Agarosegels 
mit Ethidiumbromid unvoUstandiger Transfer beobachtet und kein Hybridisierungssi-
gnal erhalten. Die Sehwierigkeiten beim Transfer hochmolekularer DNA-Fragmente 
im elektrischen Feld, nach Trennung im alternierenden Feld, konnten von Dr . K . Gar­
diner bestatigt werden (personliche Mi t te i lung) . Bei Durchfiihrung des immunologi-
schen Nachweises im Rahmen der Hybridisierung gegen haptenmarkierte DNA-Sonden 
(3.2.14) wurde starke Hintergrundanfarbung der Membranen beobachtet. Vermutet 
wird eine Beschadigung der Membranoberflache wahrend des DNA-Transfers im elek­
trischen Feld. 

Vollstandige Ubertragung hochmolekularer DNA-Fragmente wurde bei Durchfi ihrung 
des Southern - Transfers nach Maniatis et al. (1982), modifiziert nach Gardiner et al. 
(1988), erhalten. 

Wohingegen nach 48 h Transferzeit selten noch DNA-Reste , nach Farbung mi t E th id i ­
umbromid, im Gel detektiert werden konnten, war ein Blot nach 72 h immer vollstandig. 
Es wurde eine zeitliche Abhangigkeit von der gewahlten Membran beobachtet. So 
muBte im Falle der Hybond N (Amersham) immer 72 h geblottet werden, dagegen war 
der Transfer auf Nyt ran 13 N sowie auf Nitrozellulose nach 48 h stets vollstandig. 
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4.4 Vergleich der Hybridisierungstechniken 

4.4.1 Uberpri i fung der D N A - Sonden 

Zur Hybridisierung gegen repetitive humane D N A wurden die Bam H I - Inserts der 
Plasmide Blur 2 und Blur 11 eingesetzt (3.1.2). Nachdem bei Verwendung des Blur 11 -
Fragmentes keine Hybridisierung erfolgte, wurden alle folgenden Hybridisierungen mi t 
dem Bam H I - Fragment aus Blur 2 durchgefiihrt. 

Marker : 245 bp Fragment von .j^ 18 - D N A 

Blur 2/Bam H I (56 ng Insert) 

p B R 3 2 8 / 5 a m H I , Bgl I , Hinil 

Blur l l / 5 a m H I (52 ng Insert) 

Abbi ldung 4.4: 5%iges PAA - Gel nach 
Farbung mi t E th id iumbromid: Bam H I -
Restriktionsanalyse der Plasmide Blur 2 
und Blur 11 

4.4.2 D N A - Markierung durch 'random-primed' - E i n b a u 

Radioaktive Hybridisierung mi t durch [a - ^^P] - d N T P markierten Sonden und n ich t -
radioaktive Hybridisierung durch Einbau von Digoxigenin - 11 - d U T P wurden in ihrer 
Nachweisgrenze verglichen. Beide Markierungsreaktionen erfolgten durch 'random -
primed' - Einbau. I n beiden Fallen wurde das Blur 2 - Bam H I - Insert verwendet. 
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Durch den bei der Antikorperreaktion gebildeten Farbniederschlag konnten 5 pg homo-
loger D N A detektiert werden (Abb. 4.5). Selten war ein Nachweis homologer D N A bis 
zu einer Auftragsmenge von 2 pg deutlich. 

1 2 3 4 5 6 

1 : A / Hin d l l l - Negativkontrolle 

2 : 500 pg Blur 2 -5om H I - Insert 

3 : 100 pg Blur 2-Bam H I - Insert 

4 : 50 pg Blur 2 - £ a m H I - Insert 

5 : 10 pg Blur 2-Bam H I - Insert 

6 : 5 pg Blur 2-Bam H I - Insert 

Abbi ldung 4.5: Southern - Blot von l i n . 
Blur 2 - D N A hybridisiert gegen Dig -
d U T P - markiertes Blur 2 - Bam H I - In­
sert 

Die Effizienz der durchgefiihrten DNA-Markierungsreaktionen wurde im direkten 'dot ' -
Blot mi t iiber Nacht markierter, aufgereinigter und frisch denaturierter D N A iiberpri if t 
und mi t der im K i t mitgelieferten markierten K o n t r o l l - D N A ( l in . p B R 328) verglichen. 
Entgegen den Angaben des Herstellers konnten in direktem 'dot ' - Blot der markierten 
K o n t r o l l - D N A nur 0,25 pg detektiert werden. I m Falle der in dieser Arbei t einge­
setzten Sonden wurde sogar nur 1 pg markierter D N A nachgewiesen. Ein Effekt der 
Fragmentlange der markierten D N A auf die Nachweisgrenze wurde nicht beobachtet. 

Radioaktiver Nachweis lieferte bei 1 pg homologer D N A noch gut zu erkennende Signale 
bei einer spezifischen A k t i v i t a t von 2,2x10^ dpm pro /ig D N A ( = 87% Einbau). 
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4.4.3 E i n b a u markierter Nucleotide durch 'nick' - Translat ion 

Die durch 'nick' - Translation radioaktiv - markierte D N A lieferte den Nachweis homo­
loger D N A bis zu 1 pg Auftragsmenge. Die spezifische A k t i v i t a t wurde aufgrund der 
Angaben im Markierungsprotokoll ( B R L ) auf 1x10* dpm pro fig D N A abgeschatzt. 

1 2 3 4 5 6 

2 ng Blur 2/Eco R I 

200 pg Blur 2/Eco R I 

20 pg Blur 2/Eco R I 

10 pg Blur 2/Eco R I 

2 pg Blur 2/Eco R I 

1 pg Blur 2/Eco R I 

Abbi ldung 4.6: Southern - Transfer von l i n . Blur 2: Bestimmung der Nachweisgrenze 
nach Hybridisierung gegen [a -^^F] - d C T P - markiertes Blur 2 

4.5 Hybridisierung mit Digoxigenin - d U T P - markierter 
D N A 

4.5.1 Test der Methode i m konventionellen Southern - Blot 

Zur Erprobung der Hybridisierungsbedingungen sowie der Methodik wurde das Plas­
mid Blur 2 mit Eco R I linearisiert und mit Dig - 11 - d U T P markiert . Die Sonde 
wurde zur Hybridisierung gegen mit Eco R I hydrolysierte humane Plazenta - D N A 
eingesetzt. Das erwartete gleichmafiige Signal bei Auswahl einer repetitiven, humanen 
Sonde konnte bestatigt werden. Einzelne starkere Banden innerhalb eines Hintergrund-
schmiers hybridisierter D N A liefien sich detektieren (Abb. 4.7). 
Entsprechend den Erwartungen zeigte sich, dafi eine Quantifizierung zusatzlich erhalte­
nen Hintergrundes durch DSB-geschadigte D N A mit diesem System nicht moglich ist. 

3 

4 

5 
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Aus A b b . 4.7 geht weiterhin hervor, dafi eine Hybridisierung humaner Alu-Sequenzen 
mi t der entsprechenden sequenzahnlichen Familie des Nagergenoms (Bl -Fami l ie ) nicht 
erfolgt. Ware dies der Fall, so miifiten innerhalb des Bereiches hydrolysierter V79 -
D N A Hybridisierungssignale zu erkennen sein. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

5 ng Blur 2 

1 ng Blur 2 ' 

500 pg Blur 2 

300 pg Blur 2 

100 pg Blur 2 

50 pg Blur 2 

10 pg Blur 2 

humane Plazenta - D N A {10fig)/Eco R I 

humane Plazenta - D N A {10fig)/Eco R I 

V79 - D N A (10 n)/Eco R I 

V79 - D N A (10 fig)/Eco R I 

Abbi ldung 4.7: Southern - Blot von Blur 2 - Plasmid und restringierter genomischer 
D N A : Hybridisierung erfolgte gegen l i n . Blur 2 nach Markierung mi t Dig - d U T P . Die 
Signale in Spur 1-7 entsprechen Mult imeren von Blur 2. 

Das System sollte nun zunachst auf die im alternierenden Feld getrennte, mi t L F R E 
hydrolysierte humane D N A iibertragen werden. Wie schon beschrieben, erlaubt eine 
Analyse dieser grofieren DNA-Fragmente ( im Durchschnitt 10^ bp gegeniiber 4x10"' bp 
i m Falle der Eco R I - Restriktion) eine Reduktion der Bestrahlungsdosis i m Vergleich 
zu den gangigen Methoden zur Bestimmung DSB-geschadigter D N A (Untersuchungen 
bis zu einer Fragmentlangengrofle von ca. 50 kbp) . 
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4.5.2 P F G - Blot humaner D N A und Nachweis repetitiver Sequenzen 

Humane Nierenzell - D N A ( T l ) und D N A des Chinesischen Hamsters (V79) wurden mi t 
Sac I I hydrolysiert und im alternierenden Feld getrennt. Nach Optimierung der Trans­
fer - Bedingungen fiir hochmolekulare D N A wurde, bei Einsatz des Blur 2 - Bam H I -
Fragmentes, das in A b b . 4.8 dargestellte Hybridisierungssignal erhalten. 

Das i m Falle der T l - D N A erhaltene gleichmafJige Hybridisierungssignal erstreckt sich 
infolge des hohen Anteils an Z ie l -DNA iiber die gesamte Lange des Pulsfeldgels. Das 
Ergebnis bestatigte damit die Durchfiihrung des Transfers fi ir hochmolekulare D N A -
Fragmente nach Trennung im alternierenden Feld. 

V79 - D N A hybridisiert nicht gegen die humane Alu-Sohde. 

1 2 3 4 

Abbi ldung 4.8: Detektion von Alu-Sequenzen im Southern - Blo t 5ac I I - hydrolysierter 
genomischer D N A nach P F G E : Hybridisierung erfolgte gegen Dig - d U T P - markiertes 
Blur 2 - Bam H I - Fragment. 

Es wurde vorgeschlagen, das gewiinschte Bandenmuster durch Reduktion der zu detek-
tierenden D N A zu erhalten. In Anlehnung an die von Levine (1989) durchgefiihrten 
Experimente mi t verwandten Alu-Sonden wurde i m Folgenden mi t der beschriebenen 
2Fur- l -Hybridzel le gearbeitet. Eine Kreuzhybridisierung humaner Alu-Sequenzen mi t 
der sequenzahnlichen Bl-Famil ie des Hamstergenoms konnte aufgrund der Ergebnisse 
in 4.5.1 und 4.5.2 ausgeschlossen werden. 
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4.5.3 Nachweis humaner A l u - Sequenzen in 2 F u r - l - Hybridzel len 

Signa le i m k o n v e n t i o n e l l e n S o u t h e r n B l o t 

Die Hybridisierung konventionell praparierter (3.2.7), mit EcoRl restringierter 2Fnr- l -
D N A gegen das mit Digoxigenin markierte 5 a m H I - Insert aus Blur 2 ergab kein Signal. 
Starke Signale wurden bei Einsatz humaner, Eco R I - restringierter Plazenta - D N A 
als Z ie l -DNA unter Verwendung der gleichen Sonde erhalten (Abb . 4.9). I m gleichen 
Southern - Blot konnten 2 pg homologer D N A bei Auftrag von linearisiertem Blur 2 
detektiert werden. 

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 

a b 

Abbi ldung 4.9: a : Trennung hydrolysierter, genomischer D N A im 0,8%igen Aga­
rosegel 

b : Southern -Blot des Gels in 9a nach Hybridisierung gegen das 
Dig - d U T P - markierte Blur 2 - Bam H I - Fragment. 

1 : Blur 2 /Eco R I (lOpg, entsprechend 1 pg A l u - D N A ) 
2 : Blur 2 /Eco R I (20pg, entsprechend 2 pg A l u - D N A ) 
3 : 2Fur-l - D N A /Eco R I (15/ig) 
4 : humane Plazenta - D N A /Eco R I (10/xg) 
5 : Blur 2 /Eco R I (lOpg, entsprechend 1 pg A l u - D N A ) 
6 : Blur 2 /Eco R I (20pg, entsprechend 2 pg A l u - D N A ) 
7 : 2Fur- l - D N A /Eco R I (l5/xg) 
8 : humane Plazenta - D N A /Eco R I (10/ig) 
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Hybridisierungssignale nach Auftrennung im alternierenden Feld 

Ein Hybridisieiungssignal verschiedener PFG - Blots mi t L F R E - restringierter Hybr id-
zell - D N A durch Verwendung Hapten - markierter Sonden wurde nicht erhalten. 

Zur Erhohung der Menge zu detektierender D N A wurde zunachst der D N A - G e h a l t 
pro Agaroseplug auf 5 /ig D N A / 0,5 cm 'plug ' erhoht. Aufgrund der unzulanglichen 
Zell-Lyse infolge der hohen Zellkonzentration im Agaroseplug wurde nur schlechte Auf­
trennung der D N A im Pulsfeldgel beobachtet. U m dieses Problem zu umgehen, wurde 
eine verwandte Hybridzelle ( A l ) eingesetzt, welche neben alien Chromosomen des Chi­
nesischen Hamsters das gesamte humane Chromosom 11 beinhaltet. Der Ante i l nach-
zuweisender humaner Alu-Sequenzen pro Hybridzelle erhoht sich damit um ca. 250%. 
Doch wurde auch bei Einsatz dieser Zellinie kein Hybridisierungssignal erhalten. 

Die Nachweisgrenze bei Hybridisierung gegen Dig - markierte Sonden sollte zur Detek­
t ion humaner Alu-Sequenzen in hydrolysierter 2Fur- l - D N A ausreichen. Berechnun-
gen ergeben einen Gehalt an Z i e l -DNA von ca. 10-30 pg pro erwarteter Hybridisie-
rungsbande. Es besteht damit ein deutlicher Unterschied in der noch nachzuweisen-
den Auftragsmenge gereinigter und transferierter DNA-Fragmente im Vergleich zu der 
i m alternierenden Feld getrennter, genomischer und transferierter D N A . Eine wichtige 
Rolle konnte hierbei das Ausmafi der vor dem Transfer genomischer D N A erfolgenden 
Depurinisierung spielen. Zu starke Hydrolyse kann zu einer Verminderung der Inten­
sitaten der Hybridisierungssignale fiihren, was auch von Dr . K . Gardiner (personliche 
Mi t te i lung) angefiihrt wurde. 

4.6 Hybridisierung durch Einsatz radioaktiv - markierter 
Sonden 

4.6.1 Detektion humaner A l u - Sequenzen in 2 F u r - l - Hybridzel len 

Die Alu-Sequenzen in humaner und Hybr idze l l -DNA wurden nach Trennung im alter­
nierenden Feld durch Einsatz radioaktiv-markierter Sonden nachgewiesen. 

Die folgenden Abbildungen zeigen die Autoradiogramme der PFG - Blots nach Hybr i ­
disierung des Blur 2 - Bam H I - Fragmentes gegen Human - und Hybridzell - D N A . Die 
Sonden wurden durch 'random - primed' - Einbau von [a - •'^P] - d C T P markiert . Die 
spezifische A k t i v i t a t wurde auf 5x10* dpm pro /ig D N A geschatzt. I n beiden Versuchen 
wurde im Falle der 2Fur- l - D N A ein bandenartiges Hybridisierungsmuster erhalten, 
das Spezifitat fiir das verwendete Restriktionsenzym zeigt. Das Signal bei Auftrag rein 
humaner D N A entspricht den beschriebenen Erwartungen (4.5.2) und diente allein der 
Kontrolle der durchgefuhrten Hybridisierung. 
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Abbi ldung 4.10: Detektion humaner Alu - Sequenzen in 2Fur- l - Hybridzellen nach 
Trennung im alternierenden Feld: hybridsiert wurde gegen das [•'^P] - Blur 2 - Bam H I -
Fragment. 

a : 2 F u r - l ( M g ) / -
2Fur - l ( l / xg ) / 2 USac I I 
2 F u r - l ( l / i g ) / 1 0 \JSac I I 
2Fur - l ( l / i g ) /15 VSac I I 
2 F u r - l ( l / i g ) / 2 0 VSac I I 
2Fur - l ( l / i g ) /25 \JSac I I 
2 F u r - l ( l / i g ) / 3 0 VSac I I 
2Fur - l ( l / t g ) /40 U5ac I I 
S. cerevisiae 

h : 2 F u r - l ( 2 / i g ) / -
2 F u r - l ( 2 / i g ) / 5 a / 1 
2Fur - l (2 / ig ) /5a / I 
2Fur - l (2 / ig ) /5a / I 
2Fur - l (2 / ig ) /5a / I 

T l ( 0 , 5 / i g ) / -
T1{0,5fig)/Sal I 
Tl{0,5fig)/Sall 

Die erhaltenen Banden bei Nachweis von Alu-Sequenzen in 2Fur- l - D N A konnen zur 
Bestimmung der Indukt ion und Reparatur von DNA-Doppels t rangbruchen herangezo­
gen werden. Wii rde ein solches Schadensereignis innerhalb der D N A einer beobach­
teten, hybridisierten Bande gesetzt, kame es zu einer Intensitatsabnahme des Signals 
dieser Bande. Parallel sollte eine Verstiirkung des Hintergrundes durch Hybridisie­
rung im Bereich kurzkettigerer DNA-Fragmente auftreten. Durch Analyse rucklaufiger 
Prozesse konnen ebenso Studien zur DSB-Reparatur durchgefiihrt werden. Die Be-
obachtung hybridisierter Banden innerhalb definierter Bereiche unterschiedlicher Frag-
mentlangengrofie wiirde die Erstellung eines Zusammenhangs zwischen DSB- Induk t ion 
und TargetgroiJe ermoglichen. 

Zur Bestimmung der Frequenz gesetzten Schadens ware es angebrachter, mi t starker 
voneinander abgegrenzten hybridisierten Banden zu arbeiten. Signale infolge beschadig-
ter D N A konnten eindeutiger von denen unbeschadigter D N A getrennt werden. 

Neben der Detektion repetitiver Sequenzen wurde deshalb der Nachweis von 'single -
copy' - Genen nach Trennung hochmolekularer D N A i m alternierenden Feld angestrebt. 
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4.7 Nachweis des Gens fiir die schwere Kette des huma­
nen 13 - Myosins ( M Y H 6 ) 

4.7.1 Test der Sonde durch Hybridis ierung gegen humane P lazenta -
D N A 

Das Eco R I - Insert des pC 14 - Vektors wurde zunachst im konventionellen Southern -
Blot erprobt. Die D N A - M a r k i e r u n g erfolgte hier durch 'nick' - Translation. Die spe­
zifische Markierung wurde bei Einsatz von 500 fiCi [a - ^^P] - d C T P pro fig D N A auf 
5x10* dpm pro fig D N A geschatzt. Hybridisierung gegen die mi t Eco R I hydrolysierte 
humane Plazenta - D N A ergibt eine Bande im GrofJenbreich von ca. 6,5 kbp. 

Abbi ldung 4.11: Nachweis des Gens fiir die 
schwere Kette des humanen /3 - Myosins in 
Eco R I - hydrolysierter humaner Plazenta -
D N A : Die Trennung erfolgte i m 0,8%igem Aga­
rosegel. Nach Transfer wurde gegen [^^P] -
markiertes pC 14 - Eco R I - Fragment hybr i ­
disiert. 

1 : humane Plazenta(10/ig)/Eco R I 

2 : Blur 2/Eco R I (10 ng) 

4.7.2 Detektion des /3 - Myos in - Gens im P F G - Blot 

Das in Abb . 4.12 dargestellte Autoradiogramm zeigt die hybridisierten Banden i m 
P F G - Blot . Die mi t Sal I hydrolysierte humane Nierenzell - D N A (isoliert aus T l -
Zellen) zeigt eine deutliche Bande einer ungefahren Grof3e von ca. 400 kbp. 

Durch Erhohung der auf das Pulsfeldgel aufgetragenen DNA-Menge liefie sich das Si­
gnal vermutlich noch verstarken. Verwendung einer Verstarkerfolie sowie Exposit ion 
bei -80°C wurden weiterhin zu einer Intensivierung beitragen. 
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1 2 3 4 5 

Abbi ldung 4.12: Nachweis des Gens fiir 
die schwere Kette des humanen (3 - Myo­
sins in humaner Nierenzell - D N A nach 
Trennung im alternierenden Feld, Trans­
fer und Hybridisierung gegen p^P] - mar­
kiertes pC 14 - Eco R I - Fragment 

I 
3 

2 

1 T l ( 0 , 5 M g ) / -

T l ( 0 , 5 M g ) / 5 a / I 

T l ( 0 , 5 M g ) / 5 a / I 

4 

5 

T 1(0,5fig)/Sal I 

T l ( 0 , 5 / i i g ) / 5 a / I 

4.8 Inaktivierung von 2Fur- l - Hybridzellen 

Der Einflufi der Strahlenqualitat auf die Inaktivierung der Hybridzellinie 2Fur- l wurde 
untersucht und mit den fur V79-Zellen vorliegenden Daten verglichen. 

Die in Abb . 4.13 und Abb. 4.14 dargestellten Dosis- bzw. Fluenzeffektkurven zeigen 
die iiberlebende Fraktion S /Sq als Funktion der Dosis bzw. Teilchenfluenz. 

Dabei wurde zuerst die Inaktivierung der Hybridzelle 2Fur- l nach Rontgenbestrahlung 
gemessen (3.2.6). Die Dosiseffektkurve zeigt den fiir locker ionisierende Strahlung ty-
pischen, schulterformigen Verlauf. Erst bei hoheren Dosen geht die Dosiseffektkurve in 
einen exponentiellen Teil iiber. Kleinere Strahlendosen sind zunachst weniger wirksam. 
AUgemein wird innerhalb des nicht linearen Teils der Uberlebenskurve eine Kompen-
sation gesetzter Strahlenschaden durch einsetzende DNA-Repara tur angenommen. 

Anschliefiend wurden Fluenzeffektkurven nach Bestrahlung mit verschiedenen lonen 
unterschiedlicher Energien erstellt (3.2.6). I m Fall dieser rein exponentiellen Fluenz -
Wirkungsbeziehung verursacht jedes Dosisintervall gleichen Effekt. Die iiberlebende 
Fraktion hangt dabei vom Inaktivierungsquerschnitt (cr) ab. Er entspricht der Steigung 
der Kurve und beschreibt die Effektivitat eines Teilchens. 

Nach der in 3.2.6 dargestellten Formel kann der Inaktivierungsquerschnitt aus der IJber-
lebensmessung berechnet werden. 
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Strahlenart : Rontgen Zellinie : 2Fur-1 

c 
X) 
<u 

_C1 
O 

3 ^ 5 
Dosis [Gy] 

Abbildung 4.13: Inakt ivierung von 2Fur- l - Zellen nach Rontgenbestrahlung 

Strahlenart : Ar 11,9 MeV/u Zellinie : 2Fur-l 
100 F= 1 1 1 1 1 1~ 

0 1 2 3 i 
Fluenz / (10« Teilchen / cm^) 

Strahlenart : Ne 9,8 MeV/u Zellinie : 2Fur-1 
100 F r 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

c 
<D 
:§ 
<u 

_ ] 1 \ I I I L 

0 1 2 3 X 5 
Fluenz / dO^ Teilchen / cm^) 

Abbi ldung 4.14: Uberlebende Fraktion nach Bestrahlung von 2Fur- l - Zellen mi t 
schleunigten schweren lonen : ( A ) ^°Ar, ( B ) ^°Ne 

53 



Die Teilchenparameter der zur Bestrahlung verwendeten lonen und die erhaltenen Wi r -
kungsquerschnitte (a) werden in der folgenden Tabelle zusammengefaflt. 

Ion Energie ( M e V / u ) L E T (keV / / im) (J {fim'^) 

2 0 N e 13,9 310 53 

2 0 N e 9,8 410 68 

2 0 N e 9,0 430 70 

2 0 N e 4,7 700 74 

2 0 N e 4,7 700 79 

^°Ar 11,9 1100 82 
2 3 8 p b 3,8 16000 83 

V e r g l e i c h der I n a k t i v i e r u n g s q u e r s c h n i t t e 

Abb . 4.15 zeigt einen Vergleich der fiir V79- und 2Fur-l-Zellen gemessenen Inak t i ­
vierungsquerschnitte. Dabei sind die fur die Hybridzelle ermittelten Werte durch das 
betreffende Symbol des zur Inaktivierungsmessung verwendeten Ions gekennzeichnet. 
Die fi ir 2Fur- l-Zel len aus der Uberlebensmessung berechneten Wirkungsquerschnitte 
(3.2.6) liegen ca. 30% hoher als die fiir V79-Zellen ermittelten. 
Die erhohte Strahlensensitivitat der Hybridzelle lallt sich auf den im Vergleich zur V 7 9 -
Zelle grofieren Zellkern zuriickfiihren. Die durchschnittlichen geometrischen Kernquer-
schnitte liegen fiir V79-Zellen bei 93/tm^ und fiir 2Fur- l -Hybridzel len bei 122fim'^} Der 
Unterschied in der Grofie des strahlenempfindlichen Targets betragt annahernd 25%. 
Der Inaktivierungsquerschnitt (a) steigt damit mi t der Kernflache der Sauger-Zelle an. 
Die Wahrscheinlichkeit einer Inaktivierung n immt zu. 

' D i e K e r n g r o f t e n w u r d e n d u r c h F l u o r e s z e n z f a r b u n g u n d B i l d a n a l y s e v o n M . S c h o l z , G S I D a r m s t a d t , 

b e s t i m m t . 
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Abbi ldung 4.15: Wirkungsquerschnitte (a) fiir Zell inaktivierung von V79 - Zellen und 
2Fur- l - Zellen (Symbol mit lonensorte gekennzeichnet) als Funkt ion des L E T 
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Kapitel 5 

Diskussion 

Zur Erstellung quantitativer Korrelationen zwischen DSB-geschadigter D N A und Zelli­
naktivierung miissen Messungen zur DSB-Indukt ion pro Dosis sowie pro DNA-Langen-
einheit erfolgen. Hohe Molekulargewichte im Falle des Saugergenoms gestalten genaue 
Bestimmungen der Strangbruchinduktion schwierig und fiihren zu abweichenden Er­
gebnissen. Aufierdem ist eine ausreichende Fragmentation der zu untersuchenden D N A 
sowie die damit verbundene Applikat ion hoher Dosen notwendig. 

Innerhalb des Bereiches biologisch bedeutsamer Bestrahlungdosen von 1-10 Gy ist die 
Ausbeute molekularen Schadens niedrig und eine ausreichende DNA-Fragmenta t ion 
nicht gegeben. Die Entwicklung sensitiverer Verfahren zur Analyse induzierter Doppel­
strangbriiche in hochmolekularer D N A ist daher besonders interessant. Bei Applika­
t ion physiologischer Dosen kann eine Schadigung des Enzymapparates der Zelle noch 
ausgeschlossen werden. Die Reparatur strahleninduzierter Doppelstrangbriiche kann 
untersucht werden. 

Der in dieser Arbei t erfolgte Einsatz der Hybridzellinie 2 F u r - l zur Beschreibung von 
Reparaturstudien scheint aufgrund verschiedener Hinweise in der Li teratur berechtigt. 
Verschiedene Komplementationsgruppen U V - sensitiver Mutanten der CHO-Zelle sind 
bislang unter Bestatigung ihrer genetischen Diversitat isoliert worden (Thompson et ai, 
1987). Die Reparaturfahigkeit dieser Zellen konnte durch Transfektion mi t humaner 
D N A wiederhergestellt werden (Rubin et ai, 1983; Westerveld et al., 1984). Eine Kor-
rektur der Reparatur erfolgt dabei durch unterschiedliche humane Chromosomen. Die 
Reparatur von DNA-Schaden verlangt sowohl in Nagetier-Zellen als auch in humanen 
Zellen das Zusammenspiel von Multienzymkomplexen. Die erfolgreichen Komplemen-
tationen implizieren, dail diese Multienzymkomplexe von Nager und Mensch einander 
sehr ahnlich sind. 
Es wird angenommen, daii die CHO-Zelle zur Reparatur humaner Chromosomen be-
fahigt ist. 

I n Rahmen dieser Arbeit wurde hochmolekulare Saugerzell-DNA restringiert. Die ent-
standenen Fragmente wurden durch Pulsfeldgelelektrophorese getrennt. Der humane 
D N A - A n t e i l der eingesetzten Hybridzellinie wurde durch spezifische Hybridisierung als 
definiertes Bandenmuster detektiert. 

56 



Hierdurch wird erstmals die Voraussetzung geschaffen, Doppelstrangbruche innerhalb 
einzelner, aus Saugetier-Zellen isolierter DNA-Fragmente nachzuweisen. Die Anwend-
barkeit dieses Verfahrens im Vergleich zu den gangigen Methoden, welche zur Bestim­
mung von DNA-Doppels t rangbri ichen herangezogen werden, wird diskutiert . 

5.1 Sedimentation im Saccharosegradienten 

Die Trennung DSB-geschadigter D N A - M o l e k i i l e durch neutrale Saccharosegradienten-
Sedimentation ist weit verbreitet. 

Nach Appl ikat ion supra-letaler Bestrahlungsdosen ergeben sich lineare Dosiseffektkur-
ven (Lehmann und Ormerod, 1970). 

Eine Erhohung der Sedimentationsgeschwindigkeit ermoglicht die Sedimentation von 
DNA-Fragmenten bis zu einem kritischen Molekulargewicht von 5x10^ Da. Groiiere 
D N A - M o l e k i i l e zeigen abnormale Sedimentation. Bei Annahme eines DNA-Moleku l a r -
gewichtes von lO'^ Da pro Saugetier-Zelle ergibt sich eine minimale Bestrahlungsdosis 
von 50 Gy. 

Die Sedimentation l imi t ier t die Detektion von Doppelstrangbriichen auf einen Dosis-
bereich, innerhalb dessen eine funktionelle Reparatur nicht mehr gewahrleistet werden 
kann (100-2000 Gy) . Zudem ist die Analyse nicht proliferierender Zellpopulationen 
durch die in den meisten Fallen erforderliche radioaktive Markierung schwierig. 

5.2 Filterelution 

Die neutrale Fil terelution (Bradley und Kohn, 1979) erlaubt eine Reduktion der Be­
strahlungsdosen. Eine DSB-Best immung nach Bestrahlung mi t Dosen innerhalb des 
Uberlebensbereiches wird moglich. Ein Zusammenhang zwischen induzierten Doppel­
strangbriichen und Zellinaktivierung lafit sich erstellen. Doch ist die Anwendung dieses 
Verfahrens sehr umstri t ten. Die Gesamtheit eluierter D N A ist besonders nach Rontgen­
bestrahlung (hoheres Verhaltnis von ESB zu DSB) kontaminiert durch ESB-geschadigte 
Anteile und damit nicht DSB spezifisch (Hutchinson, 1989). 

Die durch neutrale Elut ion ermittelten, biphasischen Reparaturkinetiken in Saugetier-
Zellen (Okayasu und Iliakis, 1989) widersprechen den durch neutrale Sedimentation 
erhaltenen linearen (Blocher und Pohlit , 1982; Lehmann und Stevens, 1977). Repa­
raturstudien durch Anwendung der Elu t ion beschreiben neben einer schnellen K o m ­
ponente ( t i / 2 = 2-10 min) eine langsame Reparaturkomponente ( t i / 2 = 0,5-2 h) . I n 
Sedimentationsanalysen hingegen wurde nur eine langsame Komponente ( t i | 2 = 1 h) 
beobachtet. 

Das Elutionsprofil radiosensitiver Mutanten (Jeggo und Kemp, 1983; Kemp et al, 1984) 
zeigte keinen Unterschied zum biphasischen Schulteiprofil des Wild typs , welches lange 
mit ablaufender Reparatur erklart worden war. Unvollstandiges Entfernen der an die 
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D N A gebundenen Proteine wurde postuliert und verifiziert (Okayasu et al., 1988; Oka­
yasu und Iliakis, 1989). Andere Lysebedingungen ergaben dann sowohl beim W i l d t y p 
als auch bei den strahlensensitiven Mutanten linearen Kurvenverlauf, der damit dem 
bei der Saccharosegradienten-Sedimentation erhaltenen entspricht. 
Dies konnte allerdings von anderen Autoren (Peak et al., 1990) nicht bestatigt werden. 

Sehwierigkeiten bereitet, neben der Elut ion partiell replizierter D N A wie i m Falle der 
S - Phasen - Zellen, auch die Analyse sich nicht teilender Zellen. Dies ist bedingt durch 
die erforderliche radioaktive Markierung der D N A . 

Zusammenfassend wi rd deutlich, dafi der Ante i l eluierter D N A wesentlich beeinflufit 
wi rd durch die gewahlten Lysebedingungen (Evans et al., 1987; Bradley und Kohn , 
1979), sowie Pufferzusammensetzung (Koval und Kazmar, 1988) und Zellzyklus-Sta­
dium (Okayasu et al, 1988). Das Elutionsverhalten ist damit nicht immer mi t der 
Indukt ion von Doppelstrangbruchen korreliert. Es ist daher schwierig, aus den erhal­
tenen Ergebnissen Ruckschliisse auf das Uberleben der Zellen zu ziehen. 

5.3 Sedimentation bei reduzierter Geschwindigkeit 

Die Anwendung der Sedimentation im Saccharosegradienten bei reduzierter Geschwin­
digkeit (Blocher und Pohlit , 1982) zeigte sich i m Vergleich zur neutralen Fi l terelut ion 
als deutlich sensitiver das Schadensereignis der sedimentierten D N A betreifend. Die 
Zentrifugation bei sehr kleinen Geschwindigkeiten erlaubt die Detektion von Doppel­
strangbriichen bis zu einer Bestrahlungsdosis von 5 Gy und liegt damit innerhalb des 
Uberlebensbereiches. U m Abnormali taten bei der Sedimentation zu umgehen, verab-
reichte Blocher sowohl den Kontrollen als auch den Proben unmittelbar vor der Ze l l -
Lyse eine Dosis von 10 Gy. Detektiert wurden mit dieser Methode die Unterschiede 
im Sedimentationsprofil. Innerhalb des untersuchten Dosisbereiches von 5 - 2000 Gy 
wurde ebenfalls eine proportional zur Bestrahlungsdosis induzierte Anzahl von Doppel­
strangbriichen ermit tel t . Die Induktionsfrequenz wurde auf 70 DSB/Ze l l e /Gy ermit te l t . 

Die Sedimentation bei reduzierter Geschwindigkeit erlaubt eine Trennung von D N A -
Molekiilen bis zu einem maximalen Molekulargewicht von 10^° Da. Das aufierst arbeits-
intensive Verfahren f i ihr t zwar zum Erhalt von DNA-Fragmenten ohne kontaminierende 
Molekiile, doch sind lange Sedimentationszeiten fiir eine ausreichende Trennung der zu 
untersuchenden D N A erforderlich. In den meisten Fallen l imi t ie r t auch hier die radio­
aktive D N A - M a r k i e r u n g die Anwendbarkeit des Systems auf proliferierende Zellen. 

5.4 Gelelektrophorese 

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung strahleninduzierter Doppelstrangbriiche bie-
tet die konventionelle Gelelektrophorese. Sie erlaubt eine Trennung von D N A - F r a g ­
menten bis zu einem Molekulargewicht von 10^ Da, im Falle sehr niedrig konzentrierter 
Agarosegele bis zu 10* Da. Die gelelektrophoretische Analyse bietet sich besonders bei 
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Verwendung niedermolekularer V i r e n - D N A (SV40, (pX) in Bestrahlungsexperimenten 
an (Roots et ai, 1990, Taucher-Scholz et al., 1990). Auch die in diesen Systemen ermit­
telten Werte zur Indukt ion von Doppelstrangbriichen verhalten sich linear zur appli-
zierten Dosis. Die Frequenz liegt etwas hoher als fiir die Sedimentation von Saugerzell-
D N A erhalten. Bei Extrapolat ion der fiir niedermolekulare Systeme erhaltenen Werte 
auf Saugerzell-DNA mussen sowohl die Unterschiede in der Chromatinst ruktur als auch 
die zur Indukt ion von Doppelstrangbriichen in viralen Genomen erforderlichen sehr ho­
hen Dosen bedacht werden. 

5.5 Alternierende Elektrophorese 

Contopoulou et al. (1987) haben mittels PFGE die Indukt ion und Reparatur von 
Doppelstrangbriichen in Chromosomen von S. cerevisiae untersucht. 
Ager et al. (1990), Blocher et al. (1989) und Stamato und Denko (1990) haben die 
alternierende Elektrophorese zur Bestimmung von Doppelstrangbriichen in CHO-Zellen 
eingesetzt. Da die Mob i l i t a t der D N A - M o l e k i i l e im Pulsfeldgel entscheidend von den 
gewahlten Elektrophoresebedingungen abhangt, wurde insbesondere von Ager et al. 
(1990) und Blocher und Kunh i (1990) die Auswirkung der elektrischen Feldstarke auf 
den gelelektrophoretisch isolierten Fragmentgrofienbereich untersucht. 

5.5.1 Indukt ion und Reparatur von D S B in Hefechromosomen 

I m Falle der von Contopoulou et al. (1987) durchgefiihrten Gelelektrophorese wurden 
die ganzen Hefechromosomen i m orthogonal-alternierenden Feld ( O F A G E ) getrennt. 
Erstmalig erfolgte Betrachtung der individuellen Chromosomen. Die Autoren beob­
achteten nach Bestrahlung (48 krad 7-Strahlen) eine Intensitatsabnahme der Chromo­
somenbanden proportional zur Chromosomengroile und in Korrelat ion zum gesetzten 
Strahlenschaden. Unter den reparaturdefizienten Hefemutanten rad 50 - 57 lieBen sich 
diejenigen mit Defekt in der Rekombinations-Reparatur detektieren. Die Zunahme der 
Fluoreszenzintensitaten der Chromosomenbanden nach Inkubat ion der Hefe nach Be­
strahlung wurde als DSB-Reparatur gedeutet und durch Hybridisierung gegen rad 54 -
Sonden bestatigt. 

Auch im Falle der reparaturdefizienten Hefemutanten wurde eine Abnahme degradier­
ter D N A beobachtet, sofern Inkubation nach Bestrahlung erfolgte. Parallelanalysen 
der betreffenden D N A durch neutrale Saccharosegradientensedimentation ergaben eine 
Erhohung der durchschnittlichen FragmentlangengrofJe, was zunachst falschlicherweise 
als Reparatur interpretiert worden war. Stamato und Denko (1990) postulierten je­
doch entweder die Degradation der DNA-Fragmente wahrend der Inkubat ion oder eine 
Konformationsanderung, welche das Einwandern in das Agarosegel verhindere. Dies 
belegt die hohe Spezifitat der alternierenden Elektrophorese fiir die Analyse erzeugter 
Doppelstrangbruche. 
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5.5.2 Detektion von Doppelstrangbriichen in C H O - Zellen 

Da eine Auftrennung der ganzen Saugercliromosomen infolge ihrer Komplexi ta t durch 
Pulsfeldgelelektrophorese nicht moglich ist, wurde ein zur neutralen Elut ion analo-
ges Verfahren zur Quantifizierung der gesetzten Doppelstrangbriiche von Stamato und 
Denko (1990), Blocher et al. (1989) und Ager et al. (1990) eingesetzt. Die Detektion des 
Schadens erfolgt hierbei durch Bestimmung des i m alternierenden Feld elektrophore­
tisch eluierten D N A - A n t e i l s . Durch Einbetten der Saugetier-Zellen in Agarose werden 
mechanische Scherkrafte wahrend des Lysevorgangs stark reduziert. Nach Elut ion hoch­
molekularer DNA-Fragmente im diskontinuierlichen Feld erfolgt die Quantifizierung der 
Fraktion eingewanderter D N A entweder durch Bestimmung der Fluoreszenzintensitat 
oder durch Radioaktivitatsmessung. Die Elektrophoresebedingungen werden dabei so 
gewahlt, dafi alle freigelassenen DNA-Fragmente in einer einzigen Bande akkumuliert 
werden konnen. Eine Separierung aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte 
wi rd vernachlassigt. Eine genauere und leichtere Quantifizierung der elektrophoretisch 
eluierten D N A wird hierdurch moglich. 

Stamato und Denko (1990) setzten die asymmetrische Feldinversionsgelelektrophorese 
( F I G E ) ein. Durch Auswahl sehr langer Pnlszeiten werden die DNA-Molek i i l e gezwun-
gen, in Richtung der niederen Feldstarke zu wandern. Bestimmt wurde das Verhaltnis 
elektrophoretisch eluierter Radioaktivi tat zur gesamten Radioakt ivi ta t innerhalb einer 
Gelspur. Die DNA-Analyse wird somit auf proliferierende Zellen beschrankt. 
Durch Vorversuche mit Restriktionsendonucleasen konnte gezeigt werden, dafi die Frak­
tion der in das Gel eingewanderten DNA-Fragmente direkt proportional zur Hydro­
lysedauer ist. Nach Bestrahlung von in Agarose eingebetteten CHO-Zellen mi t 7 -
Strahlen war der Antei l der gelelektrophoretisch eluierten D N A direkt proportional 
zur Bestrahlungsdosis. Dabei wurden Variationen in Abhangigkeit von den gewahl­
ten Elektrophoresebedingungen festgestellt. Unter Bedingungen, unter welchen die 
grofiten DNA-Fragmente eluiert wurden, wurde auch der grofite Ante i l 7 - bestrahlter 
D N A freigelassen. Sehr lange Pnlszeiten fiihrten zu einer Erhohung der freigelassenen 
Fragmentlangengrofie und zu einer Stauchung der Bande eluierter D N A . Hier wurde 
maximale Sensitivitat des Assays erhalten. Eine Quantifizierung der gesetzten Scha­
densereignisse pro DNA-Fragmentlangengrofie kann mit diesem System nicht erfolgen. 

Blocher et al. (1989) setzten zur Detektion von Doppelstrangbriichen in CHO-Zellen 
die CHEF - Apparatur in Kombination mit einer Bestimmung der Fluoreszenzinten­
sitat getrennter Fragmente ein. Alle DNA-Fragmente, die dem periodischen Wechsel 
des elektrischen Feldes folgen konnen, wandern in das Gel ein. Auch hier f i ihrt die Aus­
wahl langer Pnlszeiten zu einer Akkumulat ion beschadigter D N A in einer definierten 
Zone. 
Das Elektrophoresesystem erlaubt, je nach Elektrophoresebedingungen, die Elu t ion von 
D N A - M o l e k i i l e n bis zu einer Grofie von 10 Mbp. Dies entspricht dem Eff"ekt von 1 Gy 
Co-60 7 - Strahlung. Nach Applikat ion dieser Dosis kommt es zu einer Verdoppelung 
der extrahierten DNA-Menge im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. Es handelt sich 
damit um eine der sensitivsten Techniken zur Erfassung von Doppelstrangbriichen. E in 
deutliches Signal wurde nach Anfarbung mi t Eth id iumbromid bis zu einer Dosis von 
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2.5 Gy erhalten (Blocher et ai, 1989). Oberhalb einer Dosis von 40 Gy wurde vermutlich 
bedingt durch Vernetzungs-EfFekte weniger D N A pro Gy entlassen. Veranderungen in 
der D N A - S t r u k t u r fiihren zu einer Reduktion der Mobi l i t a t . Flachere Dosiseifektkur-
ven wurden auch bei Untersuchung sich replizierender D N A sowohl nach Bestrahlung 
von ganzen Zellen als auch von isolierter D N A erhalten. Dies bestatigt Beobachtungen 
nach Anwendung der neutralen Filterelution. 

DSB-Reparatur konnte durch Abnahme der Fluoreszenzintensitaten extrahierter D N A 
beobachtet werden, sofern Inkubation der Zellen nach Bestrahlung erfolgte. Die Halb-
wertszeit lag bei 30 bis 35 min. 
Die mi t dieser Methode abgeschatzte Induktionsfrequenz von Doppelstrangbriichen 
liegt in Bereichen von ca. SxlO"^^ D S B / D a / G y bzw. 50 DSB/Zel le /Gy. Sie ent­
spricht etwa der durch neutrale Sedimentation erhaltenen Frequenz (Corry und Cole, 
1973; Lehman und Stevens, 1977). 

Ager et al. (1990) ermittelten strahleninduzierte Doppelstrangbriiche mi t der transvers-
alternierenden Gelelektrophorese. Eine verbesserte gelelektrophoretische Elut ion der 
D N A - M o l e k i i l e wurde erreicht durch Reduktion der Agarosekonzentration, Ausdeh-
nung der Gesamtelektrophoresedauer sowie durch Erhohung der Pnlszeiten. Es konnten 
DNA-Doppels t rangbri iche bis zu einer Bestrahlungsdosis von 3 bis 4 Gy gemessen wer­
den. Eine Quantifizierung des gesetzten Schadens pro applizierter Dosis kann nur bei 
konstant gehaltenen elektrophoretischen Bedingungen erfolgen. Die Frequenz induzier­
ter Doppelstrangbriiche in Abhangigkeit von der beobachteten Fragmentlangengrofie 
lafit sich auch bei Anwendung dieses Systems nicht bestimmen. 

5.6 Quantifizierung D S B - geschadigter D N A durch Hy­
bridisierung 

Das in dieser Arbei t erstellte Nachweissystem basiert auf der Detektion repetitiver hu­
maner Sequenzen innerhalb des Gesamtgenoms der Hybridzellinie 2Fur - l . Es f i ihrt i m 
Unterschied zu der von Levine (1989) untersuchten Hybridzelle (153E7b) zum Erhalt ei­
nes definierten Bandenmusters, was sich auf den geringeren Ante i l humaner D N A in der 
2Fur- l -Hybridzel le zuriickfiihren lafit. Das Hybridisierungssignal erlaubt entsprechend 
den von Contopoulou et al. (1987) beschriebenen Experimenten zur Indukt ion und Re­
paratur von Doppelstrangbriichen in Hefechromosomen die Betrachtung individueller 
DNA-Fragmente innerhalb des gesamten Saugerzell-Genoms. Diese Fragmente konnen 
zur Detektion von Doppelstrangbruchen und Nachweis erfolgter DSB-Reparatur her­
angezogen werden. Eine Abschwachung der Signale nach Bestrahlung bzw. ihre I n ­
tensivierung nach Reparatur wird erwartet. Innerhalb der Gesamtheit aller Hybr id i -
sierungsbanden lassen sich nach Sal I - Hydrolyse zwei durch ihr besonders definiertes 
Signal abgrenzen. Sie liegen im Bereich von ca. 1,1 M b p bzw. 450 kbp. Ihre Frag­
mentlangengrofie ermoglicht eine Reduktion der Bestrahlungsdosen im Vergleich zu den 
eingesetzten niedermolekularen Systemen (z.B. SV40) zur Strangbruchuntersuchung. 

I m Falle einer Bestrahlung mit ^°Ar betragt die erforderliche Teilchenfluenz zur De­
tektion erster, nachweisbarer Doppelstrangbriiche innerhalb des intrazellularen SV40 -
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Genoms (5243 bp) 5x10* Teilchen / cm^ (Taucher-Scholz et al, 1990). I n dem zu 
betrachtenden DNA-Fragment einer Grofie von 1,1 M b p wiirde entsprechender Scha­
den bei Bestrahlung mit dem gleichen Ion bereits bei einer Teilchenfluenz von 2,5x10^ 
T / cm^ gesetzt. Aus der erstellten Dosiseff"ektkurve (Abb . 4.14) ermittel t sich bei dieser 
Teilchenfluenz ein IJberleben von 8%. Als iiberlebende Zellen werden dabei diejenigen 
bezeichnet, bei welchen sich der mitotische Tod nicht eingestellt hat. Reparatur wi rd 
allerdings auch von solchen Zellen erwartet, die sich zwar nicht mehr teilen, aber den-
noch fiir einen begrenzten Zeitraum weiterleben konnen. 

M i t diesem System wird daher eine Bestimmung von Doppelstrangbriichen nach Ap­
plikation von Dosen innerhalb des IJberlebensbereiches moglich. Die Integr i ta t des 
Reparaturenzymapparates kann angenommen werden. Durch ionisierende Strahlung 
beschadigte Fragmente werden repariert und erreichen teilweise ihre urspriingliche Frag­
mentlangengrofie wieder. Eine Annaherung des Signals an das der unbestrahlten Kon­
trollen erfolgt. Das System ermoglicht damit die Untersuchung einfes Reparatnrprozes-
ses in engerem Sinne. Es basiert auf der Detektion der durch Restr ikt ion erzeugten 
D N A - M o l e k i i l e . Eine Verbindung urspriinglich nicht benachbarter, DSB-geschadigter 
Fragmente wird nicht als Reparatur nachgewiesen. Analyseverfahren, welche auf einer 
Bestimmung des veranderten Molekulargewichtes beruhen, konnen hier nicht differen-
zieren. 

Der Nachweis der haufig vorkommenden repetitiven humanen Sequenzen sollte durch 
Einsatz steroidmarkierter DNA-Sonden erfolgen. Da im Verlauf der Experimente 
radioaktiv-markierte DNA-Sonden eingesetzt werden mufiten, bietet sich als Alter­
native auch der Nachweis zweier 'single - copy' - Gene an. Bei Hybridisierung ge­
gen humane D N A konnte die-verwendete Sonde der schweren Kette des humanen /3 -
Myosins dabei durch eine im Bereich grofierer DNA-Fragmente erscheinende erganzt 
werden. 

Die Analyse zweier Banden unterschiedlicher Molekulargewichte kann Aufschlufi dariiber 
geben, ob die Indukt ion von Doppelstrangbriichen proportional zur betrachteten Frag­
mentlange erfolgt. Sie bieten den besonderen Vortei l der Presentation eines internen 
Standards. Ein Vergleich der Intensitaten dieser Banden fi ihrt zur Bestimmung des 
Anteils restringierter und elektrophoretisch getrennter D N A . Die Absolutmenge der zu 
betrachtenden D N A lafit sich definieren. 

M i t dem entwickelten System entfallt eine radioaktive Markierung der zu untersuchen­
den Zellen. Dies ist ein Vorteil sowohl gegeniiber der neutralen Elut ion als auch der 
Sedimentationstechnik. Es erfolgt die eindeutige Bestimmung nur eines spezifischen 
Schadensereignisses. DNA-Einzelstrangbriiche behindern die Analyse nicht. D N A -
Protein-Komplexe, welche die D N A - M o b i l i t a t behindern, fallen hier weniger stark ins 
Gewicht. Kontroll ierte hydrodynamische Bedingungen fiihren zu einem deutlichen Vor­
teil gegeniiber der neutralen Elut ion (Blocher und Kunh i , 1990). 
Durch diskontinuierliche Anwendung der Trennkrafte wird die Ausbildung von Migra-
t ions-Artefakten, wie im Falle der Sedimentation beobachtet, weitgehend vermieden. 
Eine kurze Trennstrecke erweist sich als ausreichend. Zeitintensive Analysen durch 
lange Sedimentationen und arbeitsaufwendige Techniken konnen umgangen werden. 
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Die elektrophoretische Elu t ion beschadigter D N A durch Pulsfeldgelanalyse bietet sich 
als schnelles und empfindliches Verfahren zur Detektion von Doppelstrangbriichen in 
hochmolekularer D N A an. Sie beruht auf der Bestimmung des aus der Geltasche extra­
hierten D N A - A n t e i l s und ermoglicht die Analyse zahlreicher Proben nach Bestrahlung 
mi t physiologischen Dosen. Der Nachweis beschadigter D N A erfolgt durch Fokussie­
rung der Fragmente unterschiedlichster Molekulargewichte innerhalb einer Kompressi-
onszone. Hochste Sensitivitat dieses Verfahrens wird unter Elektrophoresebedingungen 
erreicht, unter welchen die Exclusionsgrofie eluierter DNA-Fragmente maximal sowie 
die Bandenbreite der eluierten Zone minimal gehalten wi rd . Die durchschnittliche 
Fragmentlangengrofie kann demnach nur abgeschatzt werden. Genaue Angaben zur 
Indukt ion von Doppelstrangbriichen pro Zelle und pro Dosis sind mi t diesem Verfah­
ren nicht moglich. Die Indukt ion von Doppelstrangbriichen in Abhangigkeit von der 
Fragmentlange kann nicht ermit tel t werden. 

Die Gesamtmenge eluierbarer D N A hangt nicht nur von den Elektrophoresebedingun­
gen sondern auch von der Aufarbeitung der Zellen ab (Blocher und Kunh i , 1990). 
So wurde beobachtet, dafi bei Zellkonzentrationen von mehr als 2x10'^ Zellen pro m l 
die Elutionsrate unabhangig von der applizierten Dosis ist. Hohe Zellkonzentrationen 
fiihren insbesondere bei Bestrahlung mit hohen Dosen zu einer Reduktion der D N A -
Mobi l i t a t . Eine vollstandige Trennung der in das Gel einwandernden D N A von der 
betreffenden Geltasche ist nicht mehr gegeben. Ferner verandert das Ausmafi des Pro­
teinase K - Verdaus die Menge zu extrahierender D N A (Blocher und K u n h i , 1990). E i -
gene Ergebnisse zeigten die Bedeutsamkeit der Trypsinbehandlung auf die Degradation 
der D N A durch endogene Nucleasen. Hiedurch wird der Einflufi sowohl der verwen­
deten Zellinie als auch des spezifischen Zellzyklus-Stadiums auf den Ante i l eluierbarer 
D N A deutlich. Fi i r eine DNA-Analyse durch Gelelution ist der Erhal t undegradierter 
K o n t r o l l - D N A unerlafilich. Bei Untersuchung restringierter D N A ist der Einflufi durch 
kontaminierende Nucleasen weniger bedeutsam. Die so erzeugten DNA-Fragmente sind 
deutlich grofier sind als die durch Restriktion erhaltenen. 

Ionisierende Strahlung f i ihr t zur Ausbildung von DNA-Prote in-Vernetzungen, welche 
die Elu t ion DSB-geschadigter D N A stark inhibieren und die Bestimmung erzeugter 
Doppelstrangbriiche erschweren. I m Falle der Bestrahlung mi t beschleunigten schweren 
lonen spielen kovalente Vernetzungen aufgrund der charakteristischen Bahnstruktur 
der Teilchen vermutlich eine wichtige Rolle. Es werden vermehrt korrelierte Schaden 
gesetzt (z.B. DSB mi t benachbarter Vernetzung). Die Analyse restringierter D N A fi ihr t 
zu einer Reduktion der im Agaroseplug infolge kovalenter Vernetzung zuriickgehaltenen 
Anteile. 

Es wird deutlich, dafi die Variabi l i ta t , welche sich durch den Einflufi dieser Faktoren 
auf die Gelelution ergibt, eingeschrankt werden kann, sofern die Bestimmung erzeugter 
Doppelstrangbruche innerhalb des Anteils restringierter D N A erfolgt. Die Berucksich-
tigung eines internen Standards ist mit diesem System unbedingt erforderlich. Die 
bereits angesprochene Alternative einer Hybridisierung gegen 'single - copy' - Gene er­
weist sich von Vortei l . 
Fragmente deflnierter Grofie ermoglichen eine absolute Quantiflzierung der erzeugten 
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Schaden und konnten zur Kalibrierung der elektrophoretischen Elut ion im alternieren­
den Feld herangezogen werden. Da die DNA-Analyse durch Hybridisierung von P F G -
Blots zur Zeit noch sehr arbeitsintensiv ist und somit nur die Quantifizierung einiger 
Proben erfolgen kann, ware eine Kombination beider Methoden durchaus sinnvoll. 
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Kapitel 6 
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Anhang A 

Abkiirzungsverzeichnis 

A Adenin 
A A Ac iy lamid 

Absorption bei xyz nm 

l A , 5 , , - E / m l Diejenige StofFmenge, die in 1 m l gelost, 

eine Absorption von 1 bei xyz nm ergibt. 
A m p Ampic i l l in 

amp'' Ampicillinresistenzgen 

APS Ammoniumperoxodisulfat 
A T P Adenosin-5'-triphosphat 
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 
B A N,N,N' ,N'-Methylenbisacrylamid 
bp Basenpaare 

BSA Rinderserumalbumin 
B q Becquerel 

Br i j Polyethylenglykolmonolanrylether 

C Cytosin 
°C Grad Celsius 
cam!' Chloramphenicolresistenzgen 
CHEF 'Countour Clamped 

Homogeneous Electric Fields' 
Ci Curie ( 3,7*10^° Zerfalle pro Sekunde 

= 3,7*10i° Bq) 
Dig Digoxigenin 

Da Dalton (g /mol) 
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D N A Desoxyribonucleinsaure 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dpm Zerfalle pro Minute 

DSB Doppelstrangbruch 
dsDNA doppelstrangige D N A 
d N T P Desoxyribonucleosid-5'-triphosphat 
Doc Desoxycholat 
D T T Di th io thre i to l 
E. coli Escherichia coli 
E D T A Ethylendiamintetraacetat 
ESB Einzelstrangbruch 
F Fluenz (Teilchen pro cm^) 
FKS Fetales Kalber - Serum 
F I G E Feldinversionsgelelektrophorese 
G Guanin 
g Gramm 

Glc Glucose 
Gy Gray 

h Stunde 
Hepes N-2-Hydroxyethylpiperazin 

kbp 1000 Basenpaare 

kDal 1000 Dalton 
1 Liter 
L E 'low endoosmotic' 
L F R E selten schneidende Restriktionsenzyme 
L M P 'low melting point ' 
M mol/1 
M b p 10^ Basenpaare 

M E M minimal essentielles Medium 
M E M E minimal essentielles Medium (nach Eagle) 
min Minute 
mA Mil l i -Ampere 
NaOAc Natriumacetat 
N B T Nitroblau-Tetrazoliumsalz 
NC Nitrozellulose 
OD optische Dichte 
O F A G E Gelelektrophorese im 

orthogonal - alternierenden Feld 
•'•̂ P Phosphorisotop der relativen Masse 32 
P A A Polyacrylamid 
P A G E Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS 'phosphate buffered saline' 
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(Phosphatpuffer) 
P C I Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 
P E Koloniebildungsfahigkeit 
P E G Polyethylenglykol 
P F G Pulsfeldgel 
P F G E Pulsfeldgelelektrophorese 
RNase Ribonuclease 
rpm Umdrehungen pro Minute 

R T Raumtemperatur 
SDS Natriumdodecylsulfat 
T Thymin 

Halbwertszeit 

T A F E Gelelektrophorese im transvers -
alternierenden Feld 

T E M E D N,N,N' ,N'-Tetramethylendiamin 
tef Tetracyclinresistenzgen 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U Units, Einheit der Enzymakt iv i ta t 
U N I L A C Linearbeschleuniger 
U N iiber Nacht 
U V ultraviolettes Licht 
v / v Volumen pro Volumen 

V Volt 
Vol Volumen 
w / v Gewicht pro Volumen 

X C Xylencyanol 
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