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Allgemeine Sicherheitsvorkehrungen

Bei Praktikumsbeginrerfolgt eine Sicherheitsbelehrungille Praktikantinnerbenétigeneinen
Laborkittel. Sicherheitshandschuhretissenmit den Initalien beschriftetund mehrfachbenutzt
werden. Bei allen Versuchen, die mit PM2 DNA durchgefuhrt werden, miussen
Einmalhandschuhgetragenwerden zum Schutz der DNA vor Endonukleasengie von den
Handen abgegeben werden.

Nachder BiostoffverordnungvurdenunsereForschungslaborder Risiskogruppe8 zugeordnet.
Alle Turen mussenstetsgeschlosseileiben.Immer die blauenLatexhandschuh&agen,die

besonders reif¥fest sind.

Allgemeine Bemerkungen

Die angeboteneiversuchekénnenunterdem ThemenkomplexXWirkung von Schadstofferauf
isolierte DNA” und auf menschliche Zellkulturen zusammengefaldt werden.

Da die Ausgangsmaterialiefur die Versuche(z.B. Substratund Enzym fur die Messungder
DNA-Reparatur)nicht kauflich bzw. sehrteuersind, mussensie selbsthergestelltwerden.So
nimmt die Isolierung einer Phagen-DNAund die Anreicherungeines Reparaturenzymsus
Fibroblastereinen Grol3teil der Praktikumszeitein. Nachdemdas"Handwerkszeuggewonnen
ist, kdbnnen Versuchezur eigentlichenThematik begonnenwerden. Methodischwerdenu.a.
verschiedene  Ultrazentrifugationstechniken  erlernt, Agarose-Gelelektrophoresen,
Anreicherungstechnikezellkulturtechniken Fermentationlm RahmenderMdoglichkeitenwird
auch auf Vorschlage eingegangen.

Umgang mit gesundheitsgefdhrdenden Stoffen

Essollte prinzipiell mit derkleinstenbendtigterMengegearbeitetverden.Es steherdeshallftr
Lésungenl-ml- und 2-ml-Kdlbchenzur Verfugung.Hier einige Grundregeln:Einwaagennie
unter Zeitdruck durchfihren; immer mit einem Handschuh arbeiten, und mit dieser
behandschuhterand nur das anfassenwomit der Schadstoffin Beriihrungkommt, nur so
kénnenKontaminationenvermiedenwerden. Die Waageimmer total sauberverlassen(auch
nach Einwiegenvon ungefahrlichenStoffen). Resteund Abfélle nie in das Abwassergeben,
sondern in bereitgestellte Abfallflaschen.

Einige wichtige Tips zum besseren Arbeitsablauf im Praktikum:

Das Spulen

Es sollte ein Spuldiensteingerichtetwerden,so dassdie Glasgefal3aind Geratezum nachsten
Tag wieder zur Verfugungstehen.An der Spulmaschindiegt eine Bedienungsanleitundille
Sachen werden nach dem Spulen im Trockenschrank Uber Nacht getrocknet.




Das Autoklavieren

Bitte mit anderenGruppenabsprechemwannund was autoklaviertwerdensoll. Glnstigist es
auch, wenn alle Gruppen einen gemeinsamenVorrat an Pipetten spitzen, Becherglasern,
Eppendorfcaps und Flaschen anlegen, der dann von Zeit zu Zeit wieder aufgefullt wird.

Den Autoklaven nur unter Anleitung eines Betreuers benutzen.

Das Bedienen der Waagen

Es sollte [eder eine Einweisungvon einemBetreuerim Bedienender Analysenwaagerhalten.
NachdemBenutzerdie WaagesaubewerlassenGifte werdengrundsatzlichm Dunkellaborder

Zellzucht abgewogenHier bedarfes noch einer speziellenEinweisung!Alle Versuchesollten
einen Tag zuvor mit einem Betreuer durchgesprochen werden.

Vor dem Versuchklaren, welche Bereichesteril, mit Handschuhemund in der Kalte gemacht
werden mussen. Rotoren brauchen zum Durchkihlen mehrere Stunden, bitte bedenken.

Wichtig ist, die Konzentrationsbereichger Giftstoffe vor einemVersuchzu diskutierenund zu

klaren.

Zu den Gelversuchen

Zu jedemVersuchmussein Geltaschenplasrstelltwerden,dasonstdasFotofalschausgewertet

werden kann. Das Ethidiumbromid zum Anfarben der Gele wird immer im Dunkellabor
verdunnt.Es stehenhierfir L6sungen Kolben und Pipettenbereit. Es wird mit Leitungswasser
verdinnt Die Gefalewerdenimmer wiederbenutzt Dasangefarbté&sel ganzgenauauf die UV-

Platte legen, da sonst unnétige Fotos gemacht werden mussen. Die Bedienung der Apparate nicht
mit Handschuhemandhabenda eine Verschmutzungmit Ethidiumbromidmaoglich wird, also

Achtung!

Dialyse
Die Dialyseschlauchaverdenentwederin 1 % NaCQ; oderim passenderPuffer gekocht,30

Min. Die Schlauche nicht zu kurz abschneiden.

Puffer

Ein Puffer sollte zuerstin einemErlenmeyerkolbemit weiter Offnung angesetztverden,dann

der pH eingestelltwerdenund erst jetzt in einen Mel3kolben tberfihrt werden. Ein Puffer

brauchtetwasZeit, sich einzustellenldealist es,ihn UberNachtim Kuhlraumaufzubewahren,
auf Zimmertemperatur zu bringen, neu pH messen und nun auffillen.

Bitte in die Wasserbader nur Dest-Wasser einfillen und kein Bi-dest.



Aufrdumen

Schadstoffrestegehoren in  entsprechendeAbfallbehalter ("halogenierte Losungsmittel”,
"halogenfreie Losungsmittel”, "Saure”, "Basen") iSDS-Lysepuffer in den Abfallbehalter
"halogenfreie Lésungsmittel”. Alles aus dem Zellkulturlabor muss autoklaviert werden.

Literatur
Allgemein aus Lehrbiichern der Biochemie bzw. Genetik die Kapitel:
Bau und Funktion der DNA
Mutationen
DNA-Reparatur
Enzymatische Aktivitaten an der DNA
Cyt P450-Enzymsystem
Enzymkinetik

Zu empfehlen sind neben den Standard-Werken der Biochemie folgende Biicher:
1. Adams, R. L. P. et a{1992): The Biochemistry of the Nucleic Acids, Chapman &fadl,
London, New York, 11. Auflage
2. Blackburn, G. M. and Gait, M. J. (Herausgeber) (1990): Nucleic Acids in Chenastty
Biology, IRL Press, Oxford, New York, Tokyo
Saenger, W. (1986): Principles of Nucleic Acids Structure
Marquardt, H. und Schafer, S. G. (Hrgs.) (1997): Lehrbuch der Toxikologie; Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin.

Die genannten Bicher sind in der Bibliothek vorhanden.
Als allgemeines gut verstandliches Buch tber biochemische Methoden kann
3. Williams, B. L. undWilson, K. (1991): Methodender Biochemie, Thieme, Stuttgart,3.
Auflage, 49.90 DM und
4. Pingoid, A. und Urbanke, C. (1997): Arbeitsmethoden der Biochemie, de Gruyter
Lehrbuch, 1997, 48.00 DM, empfohlen werden.



Versuch 1: Isolierung und Reinigung von PM2 DNA

PM2 DNA wird auseinemPhagerisoliert, dereinenAlteromonas-Stammum Wirt hat(deshalb
AM2). Die PM2 DNA (MG: 6,31x 106 = 10 KB) ist ringférmig entwedersuperhelikalForm )
oderhelikal relaxiert(Forml). Danebertritt auchdie lineareForm (Formlll) auf. In vivo liegt
die superhelikale Form vor.

Superhelikale DNA eignet sich hervorragend,um a) DNA-Reparatur zu untersuchen
(insbesondereReparaturendonukleaseaktivita)) die Wirkung von DNA-strangbrucher-
zeugenderSchadstoffemachzuweisenln beidenFallenwird der Supertwistder ringformigen

DNA aufgehobenund damit die superhelikaleForm in ihre relaxierte Form Uberfuhrt. Die

relaxierteFormIl laltsich elektrophoretiscloderdurchDichtegradientenzentrifugatioron der

supergetwisteten Form | abtrennen.

Die Isolierung der PM2 DNA besteht aus folgenden Teilschritten:

Bakterienkultur

Phageninfektion

Abtrennung des Phagen vom Wirt

Reinigung des Phagen (CsCl-Gradient)

Abtrennung des Phagenproteins von der Phagen-DNA
Reinigung der superhelikalen Phagen-DNA
(Abtrennung der relaxierten, helikalen DNA)

Der Zeitaufwandbetragtca. 1,5 Wochen,wobei der eigentlicheVersucham Montag beginnt.

Die Anleitungist so gehaltendasszunachstin Zeitplanaufgestelltwerdenmuss.JederSchritt
musssorgfaltigdurchdachtund die bendtigtenL6sungenund Materialienrechtzeitighergestellt
werden.Die Praparationsvorschrifbeschreibt- wie allgemeintblich - fast ausschlief3lichdie
einzelnen Arbeitsgange, nicht warum welcher Schritt gemacht wird. Deshalb muss, bevor mit der
Isolierung begonnenwird, das Verstandnisdaflr erarbeitetsein. Dabei ist es hilfreich, sich
Klarheit Gber die Fragen auf S. 15 zu verschaffen.



Materialien, L6sungen und Puffer:

Bottom-Agar:
Menge flr insgesamt 1 | (fir 12 Petrischalen):
8 g Nutrient-Broth  16sen in 700 ml A. bidest (evtl. erhitzen)
10 g Bacto-Agar
0,7 g KCI
26 g NaCl
12 g MgSQx 7H,O l6sen in 100 ml A. bidest
1,5 g CaClx 2H,O l6sen in 100 ml A. bidest
dann zusammengeben, auf 1 | auffillen und autoklavieren.

Die Substanzeder Reihe nach vollstandiglésenundim Mel3kolben(nachAbkuhlung)auf 1000
ml auffillen. In einem Erlenmeyerkolbemmit Alufolie bedecktautoklavieren Die noch heil3e
Losungauf 6 Petrischalenverteilen (mindestensinenTag vor Benutzung).Nach Festwerden
des Agars werden die Petrischalen umgekehrt gelagert.

Top-Agar:
0,8 g Bacto-Tryptone
0,5 g Bacto-Agar
70 mg KCl
2,6 g NaCl

I6sen in 70 ml A. bidest evtl. erhitzen

1,2gMgSO, x7H,O
150 mg CaCl, x 2H,0

16sen in 10 ml A. bidest

Wennalle Substanzenler Reihenachgeldstsind, alleszusammengebeund im Mel3kolbenauf
100 ml auffullen. Danach wird in einem Erlenmeyerkolben autoklaviert.

Alteromonas Medium:

Die Mengen sind fur 1 | Medium berechnet (4 bzw. 8 | Medium werden bendtigt):
8 g Bacto Nutrient-Broth

0,7 gKCl

26 g NaCl

[6sen in 700 ml A. bidest evtl. erhitzen
1,5 g CaG¥2H,0 in 100 ml A. bidet I6sen



12 g MgSQ* 7H,0, in 100 ml A. bedest I6sen
dann zusammengeben, auffillen und autoklavieren.

Bei 4 bzw. 8 | Medium zuerstdie entsprechend®lenge der Substanzenn 2 | Aqua bidest
nacheinandevollstandiglosenund mit 2 bzw. 6 | Aqua bidestim AmpuvaKanisterauffillen.
DasMediumwird im Fermenterautoklaviert,d.h. der Fermentemit demMediumwird mitsamt
denElektrodenim Autoklavensterilisiert. Dabei mussunbedingtdasUberdruckventilgeoffnet
sein.Da die Sauerstoffelektrodea. 24 Std. bendtigt,um nachdem Autoklavierenein stabiles
Mel3signal zu liefern, muss der Fermenterdonnerstags zusammengebautind autoklaviert
werden.

Nach Beendendes Fermentierenam Montag kann der Fermenterbis zum kommendenTag
abgeschaltet stehenbleiben, um dann von der Nutzergruppe gereinigt zu werden.

Polyethylenglycol (= PEG 6.000): 43 g pro | Uberstand

Dextransulfat: 2,35 g Dextransulfat 500.000

(Pharmacia) pro | Uberstand
Tris-Puffer pH 8,1: 20 mmol/l Tris x HCI, pH 8,1
(nicht steril) 1 mol/l NaCl

bendtigte Menge 500 ml

Tris-Puffer pH 7,5: 10 mmol/l Tris x HCI pH 7,5
(steril filtrieren) bendtigte Menge 2 |

Na-EDTA-LOsung (Titriplex IIl): 100 mmol/l EDTA

(steril) bendtigte Menge ca. 100 mi
SSC-Puffer: 0,15 mol/l NaCl
(nicht steril) 15 mmol/l Citronensaure (mit NaOH

auf pH 7,7 titrieren). Mind. 4 | ansetzen.

Sarcosyl-Lésung: 10 % Laurylsarcosin Na-Salz (Sigma)
(steril) 5 ml ansetzen.

Phenol-L6sung: Speziell fur DNA-Extraktion hergestellt.
(Biomol, Prod. No. 5054) Das Phenol enthéalt 0,1 % (w/v)
Vorsicht kanzerogen! 8-Hydroxyquinoline und hat pH > 7.6.

auf 60 ml Phenol/7,5 ml m-Kresol



Alle Arbeiten mit Phenol missen im Abzug mit Handschuhen durchgefihrt werden.

Ethidiumbromid-LAsung: 10 mg/ml Ethidiumbromid
(lichtempfindlich) (wird zur Verfugung gestellt)
Vorsicht kanzerogen!

Chloroform p. a.

n-Butanol p. a.: wassergesattigherstellen:1 Teil Butanol mit 1 Teil Wasserversetzengut
schatteln. Die Oberphase ist Butanol.

CsCI (fur Dichtezentrifugation)

Dialysierschlauch (breit und schmal): in TdCI, pH 7,5 1/2 Std. kochen, abkihlen lassen.

Durchfihrung:

Phagenzucht:

Vorkultur:

Von der aktiven PM2-PhagensuspensiofLysat) werden unter sterilen Bedingungen5
Verd[]nnungen(loz, 104, 106, 108, 109 in 100er-Schritten(steril) hergestellt,wobei mit
Medium verdiunntwird (GesamtvolumerlO ml, Ausnahme:erster Verdinnungschrittl:100,
insgesamt 100 ml).

Zu 100 m von Phagenjeder Verdinnungder Pagensuspensiowerden200 m einer aktiven
Ubernacht-KultudesPseudomonas-Stammakeromonaspipettiert,gemischtund 30 Min. bei
Raumtemperatufcleanbench)inkubiert (300 m Endvolumen) Fur jede Verdinnungwerden?2
ml Top-Agar (zuvor erhitzt) in sterile Reagenzglasegefillt und in ein Wasserbadnit 45 °C
gestellt.

Nacheinandewerdenl100m desobenangesetzteB00m Phagen-Alteromonasansatzesden?
ml Top-Agar pipettiert, gut gemischtund sofort auf eine Platte mit Bottom-Agar (vorher
erwarmt, Warmeplatte)gegosserund tber Nacht umgekehrtbei 28 °C im Trockenschrank
inkubiert. Am né&chstenTag werdendie Plattenin den Kuhlraumgestellt. Montagswerdendie
entstandenen Phagen ausgezahlt und die aktive Phagenkonzentration im Lysat berechnet.

Hauptkultur:
Die Hauptkulturfindet im Fermentemunterder Betreuungvon Herrn RainerHulschoderHerrn

Uwe Maschmann,Mikrobiologie, statt (Raum W4 1-101). 3650 ml Medium im Fermenter
werdenmit soviel Ubernachtkultubeimpft, dassdie OD bei 610 nm ca.0,05-0,08 betragt.Der
Prozel3 lauft in "batch" Kultur, d.h. der wachsendenKultur wird mit Ausnahme des



Beluftungsgasesichtsmehrzugefuhrt.Kultiviert wird bei 28 °C, einerRuhrerdrehzahvon 200
rpmundeinerBegasungsrateon 2 NL Luft/Min. (NL = Normalluft). Der pO, wird wahrendder

Fermentationiberwachtund bei der GefahrdesUnterschreitenginer Konzentrationvon 10 %
wird die Begasungsraterhoht.Kontrolliert wird dasWachstumiiberdie OD, denpO,, denpH-
Wert und tiber die Abgaszusammensetzuifgol % O, und Vol % CQO,). Die Kulturzeit betragt
ca.5 Std.Bei einerOD von 0,4 (nachca. 1 -2 Std.) wird mit demaktivenPhagenlysainfiziert.
Die MengedesPhagenlysatsvird ausdenErgebnissemer Vorkultur berechnetZiel: Pro Liter
AlteromonaskultufO.D.0,4) 1 x 1010Phagerin einemml. Eswird ein Protokollgefiihrtundein
Diagrammerstellt,in demdie MelRwerteftr die OD, denpO, unddenRQ (Respirationsquotient,
pO,/pCO, aus den Abgaswerten berechnet) sofort eingetragen werden, so dass der
Wachstumsprozefdverfolgt und die Zeit des Erreichens der OD zum Animpfen des
Phagenlysatesbgeschatziverden kann. Die OD muss regelméaRig,in entsprechendurzen
Zeitabstanden gemessen werden (ca. alle 15 Min.).

NachderLysatzugabevird nacherfolgter Durchmischungder Ruhrerfur ca.5 Min. abgestellt,
damitdie Phagerdie Mdglichkeit haben sich am BakteriumanzusetzenNachca. 1 Std.ist mit
der Lyse der Bakterienzu rechnen,was sich in einem plétzlichen Absinkender OD, einem
raschermAnsteigendespO, und einemAuftretenvon Schaunzeigt. Wennnach2 Std. nichtsvon
demgenannterzu beobachtemst, mussvon aul3erauf dasBakteriumeingewirktwerden,damit
die Zelle eine Schadigungerfahrtund dadurchPhagen-DNAfreigesetztwird. Dies kanndurch
Veranderungdes Mediums erzielt werden,entwederdurch Veranderndes pH-Wertesin den
saurerBereichoderdurchBegaserder Kultur mit Stickstoff, wasin unserentall die einfachere
Maoglichkeit ist. Nachca. 20 - 30 Min. solltendannebenfallsdie obengenannterKriterien zu
beobachten sein.

Sobalddie Lyse eingetretenist, wird das Restwachstunder ungeschadigtemBakteriendurch
Begasemit Stickstoff unterbundenDasMediumwird demFermenteentnommen in 500 ml
Zentrifugenbecher bzw. Vorratsflaschen - und bis zur Zentrifugation im Eisbad kihl gelagert.

Isolierung des Phagen:

Konzentrierung des Phagen aus dem Lysat

Aus demLysatwerdenim erstenSchrittBakterienund Bakterientrimmedurcheine20minutige
Zentrifugation mit 5.500 x g beiAC abgetrennt (Beckman J-21-Kuhlzentrifuge, Rotor JA-14).
Uberstand im MeRzylindenessen.

Der Uberstand wird in 2-I-Erlenmeyerkolben gegeben und 43 g PEG (Polyethylenglykoll:
H(O-CH, - CH,),-OH pro Liter zugegeben und bei Raumtemperatur unter Rihren gelost.
Nach vollstandigemLosen werdenpro Liter 2,35 g Dextransulfatzugegeberund gleichfalls
gelost.

Die ErlenmeyerkolbertabgedecktwerdeniberNachtin leicht geneigtePositionim Kihlraum
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aufgestellt. (Rotor vorkihlen)

Die Phagenund das Dextransulfathabensich am Boden abgesetztDer PEG-Uberstanavird
vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

Die Dextransulfatphaseit PEG-Restemvird in 30-ml-Corexrohrchefiberfihrtund 20 Min. bei
12.000 rpm (JA-20, 4 °C, vorkihlen) zentrifugiert. Die PEG-Restewerden vorsichtig mit
Pasteurpipette abgenommen (alles im Eisbad und die Oberphase verwerfen).

Die Unterphasen vereinigen.

Das Gewicht der Dextransulfatphasaird bestimmtund pro Gramm2 ml Tris-Puffer pH 8,1
zugegeben.

Die Losung wird fir 30 Min. bei 14.000 rpm (JA-20;@) zentrifugiert.

Die Phagen befinden sich im Pellet, der Uberstand wird verworfen (vorsichtig!).

Die Pelletswerdenin je 1 ml 20 mmol/l Tris-Puffer,pH 8,1, auf dem Eisbadgeschiitteltund
innerhalb von 1-2 Std. vorsichtig resuspendierund dann vereinigt. Die Zentrifugenbecher
werden nacheinander mit weiteren 5 ml Tris (insgesamt) gespiilt.

Nachder Zentrifugationfiir 20 Min. bei 10.000rpm (JA-20),4 °C befindensich die Phagen im
Uberstandind sehen milchig triib aus.

Der Uberstandwird abgenommemnd das Pellet nochmalsmit 5 ml 20 mmol/l Tris, pH 8,1,
resuspendiert und erneut bei 10.000 rpm (Rotor JA-20) 30 Min. zentrifugiert.

Die Uberstande werden vereinigt und das Volumen bestimmt (ca. 20 ml).

Reinigung der Phagenpartikel im CsCI-Dichtegradienten

Die gesammeltet)berstandeverdenmit CsClversetzt(0,317 g CsCl pro ml). Nach vollstan-
diger Losungdes Salzeswird die Lésungauf 2 Polyallomer-RohrcheriBeckmanNr. 31372)
verteilt und genauaustariert.Falls die Réhrchennicht voll sind, wird mit CsClim 20 mmol/I|
Tris-PufferpH 8.1 aufgefiillt. Danachwird GiberNacht(mindestend 5 Std.)im SW 40-Rotorbei
33.000 rpm bei 20 °C zentrifugiert. Beim Abstellen der UZ vorher unbedingtdie Bremse
abstellen (Break off!).

Nach dem Lauf wird die blaulich-opaleszierendBande mit einer Kanule abgenommenDie
Dichte des Phagen betragt 1,28 g/ml.

Eine Kanulewird etwasunterhalbder Bandedurch dasRohrcheneingestochemnd die Bande
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mit einer Spritze(2 ml Kantile0,65x 30 mm) abgesaugtindin ein Rotk&ppcheriiberfiihrt.Die
Bandewird tUberNachtje nachVol. der Bandegegen2-6 | SSC-PufferpH 7,7 im Kuhlraum
dialysiert (Pufferwechsel nach 1 Std.) und das Gefal3 mit Alufolie gegen Lichteinfall geschutzt.

Freisetzung der Phagen-DNA

Lyse der Phagen-Partikel

Das Volumen der Phagenlosungvird nachder Dialyse bestimmt.Die Phagenlosungvird auf
eine Konzentration von 5 mM EDTA (mit 200 mM EDTA) und 0,5 % n-Lauryl-Sarkosyl (mit
10 % Sarcosyl) gebracht. Die triibe Phagensuspension wird klar. Die DNA liegt frei vor.

Phenolextraktion der Proteine

Nach 10 Min. auf Eis wird zu der Phagen-L6sund. Vol. Phenol-L6sungzugegeberund das
Rohrchen(CorrexRohrchen)einige Male invertiert, so dasseine gute Vermischungder Phasen
stattfindet (im Halbdunkeln arbeiten).

Die Phasenwerdendurch 10minutige Zentrifugationbei 10.000 rpm (4 °C) wieder getrennt
(Tischzentrifuge).

Die wassrigeOberphasevird in ein neuesR6hrcheniberfihrtund mit einemneuenVolumen
Phenolldsung versetzt invertiert und die Phasen erneut tiber Zentrifugation getrennt.

Die jetzt erhaltenePhenolphasevird mit 1 Vol. SSC-Pufferversetztinvertiert und die Phasen
wie oben durch kurze Zentrifugation separiert (Tischzentrifuge, 1-2 Min.).

Die Wasserphasewerdenvereinigtund nochmalsphenolisiertund zentrifugiert.Die wassrigen
Phasembnehmenyereinigenund mit 1 Vol. Chloroform extrahierenDiesenProzel3bis 3 x
wiederholenbis zwischender Chloroform-undder Wasserphaséeine dickere Bande mehr
sichtbar ist.

Die Wasserphasavird bei 4 °C gegenSSC-Pufferiber Nacht dialysiert (Pufferwechsehach
einer Stunde Kuhlraum, Alufolie). SSCPuffer der Dialyse aufbewahrenDer DNA-Gehaltdes
Dialysates soll abgeschatzt werden (Dialysat 1:20 verd., Spektrum von 320nm-220nm fahren).

Die soabgeschéatzteDNA-Einheitensolltenim folgendengleichmaRigauf denCsCl-Gradienten
verteilt werden.

Reinigung der superhelikalen Phagen-DNA
Zur Abtrennung der relaxierten helikalen und linearen DNA-Anteile wird eine
Gleichgewichtszentrifugatio(CsCI-GradientunterfolgendenBedingungerdurchgefihrtRotor
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SW 60, 29.000rpm, 20 °C, LaufzeitibersWochenendeln das4 ml-Polyallomer-Réhrchewird
folgende DNA-CsCI-Losung (s = 1,57 g/ml) gegeben:2,91 ml DNA-LOsung (die DNA-
Konzentrationsollte nicht héher als 40 pg/ml sein im SW60 Rotor, ggf. mit SSC-Puffer
verdunnen)+ 2,88 g CsCl. Dazu werden pro Rohrchen0,09 ml Ethidiumbromidlésung(10
mg/ml) pipettiert. Sobald DNA und Ethidiumbromid zusammengefugsind, darf wegender
Gefahrvon Strangbrichemur nochbei gedampfteniicht gearbeitetverden.Fiur dasim Rotor
gegenuberliegendBohrchenmuss ebenfallsdie Gradientenldsundhergestelltwerden,jedoch
ohneDNA (stattdesserSSC-Puffer) Beide R6hrchemmiissergegeneinandeaiustariertwerden.
Vor Abstellender UZ unbedingtBremseabstellenBreakoff!). Nachder Zentrifugationwerden
die DNA-Bandenin Pierce-Rohrchegesammel{entsprechendem1. CsCl-Lauf).Die Banden
solltenmaoglichstkonzentriert(nurim Bandenbereichabgenommemverden,da sonstdie DNA-
Konzentrationzu geringwird. Die in denPiercerbhrchenorliegendeDNA wird vorsichtig (3 x
Uber Kopf drehen)so lange mit wassergeséttigtem n-Butanol kalt (1/3 Volumen Butanol, 2/3
DNA-L6sung) invertiert, bis das Ethidiumbromid vollstandig entfernt ist: Danachwird die
Oberphasenit einerPasteurpipettabgenommerDieserVorgangwird wiederholt(bis 3 x), bis
die Wasserphase(unten!) gegen einen weil3en Hintergrund nicht mehr rosa erscheint.
Anschliel3endwird gegenTris-HCI-Puffer pH 7,5 dialysiert (mindestens3 Std., bessertber
Nacht). Die DNA-Konzentrationwird durch Extinktionsmessundei | = 260 nm bestimmt.
Dabeienthalteine proteinfreieProbemit E = 1 50 ng/ml DNA. Die DNA wird in einzelnen
Fraktionenbis zur weiterenVerwendungoei -70 °C eingefroren(Beschriftungnicht vergessen).
Vorher DNA-Qualitat tberprifenund je nachDNA-Konzentrationfraktioniert einfrieren.DNA
vor der Testungim Gelim Kuhlschrank(Alu) lagern.Die DNA-Qualitatbzw. die Reinheitwird
elektrophoretischiberprift (Methodein Versuch2 beschrieben)Dabei werden10 m DNA-
Lésung (20mg/ml) mit einem Tropfen Abstopperlésung versetzt und aufgetrennt.

Protokoll:

Im Protokoll sollen alle Daten festgehaltenwerden, sowie alle Abweichungenvon der
Vorschrift, jedoch nicht die Vorschrift selbstwiederholt werden. Zuséatzlich sollen folgende
Fragen beantwortet werden:
- Warummussdie Bakterienkulturexakt bei einer OD von 0,4 mit Phagenlosungnfiziert
werden?
- Kommt es bei der Infektion auf eine bestimmte Phagenmenge an?
- Was passiertbeim Ausschuttelnder abzentrifugiertenPhagenlosungnit PEG-Dextran-
sulfat?
- Warum werden im einzelnen die verschiedenen Dialysierschritte unternommen?
- Wie kann man die Zentrifugationsbedingungerffiir das Sedimentierender Phagen
ermitteln, wenn man nur den S-Wert der Phagen (S = 230) kennt (vgl. Anhang IV)?
- Warum werden die Gleichgewichtszentrifugationen in der Warme I5& 2drchgefuhrt?
- Was bewirkt die Sarcosyl-Behandlung?
- Warum wird mit Phenol ausgeschuttelt, warum mit Chloroform?
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- Warum wird bei der 2. CsClI-Zentrifugation Ethidiumbromid zugefugt?
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Versuch 2: Quantitativer Nachweis von DNA-Strangbriichen durch ein Strangbruch-
erzeugendes Agens

Eine Reihe von Mutagenen/Kanzerogenen erzeugen direkt Strangbrtche in der DNA
(z.B. g-Strahlen,Cytostatika).Auch belastenCarcinogenmolekiiledie an die Basender DNA
gebundersind, dasZuckerphosphatgeristufig so stark,dassin der Folge Apurinstellen(AP-
Stellen) und Strangbriche auftreten.

Die Entstehungvon DNA-Strangbrtchenin vitro korreliert mit der Kanzerogenitateiner
SubstanzDeshalbwird der Nachweisvon Strangbrichemurch chemischeAgenzienauchals
Kurzzeittest fur chemische Kanzerogene angewandt.

Das Nachweisverfahreffiir Strangbrtuchest aul3erordentlickempfindlich. Die Nachweisgrenze
liegt bei ca. 0,05 Einzelstrangbriichpro DNA-Molekul. Als DNA wird die superhelikalePM2
DNA benutzt,die in Versuchl isoliert wordenwar. Durch Inkubation mit einemStrangbruch-
erzeugendergensentstehtdie helikale,relaxierteDNA (Forml), die von derunbeschadeten
superhelikalen DNA (Form I) leicht elektrophoretisch abgetrennt werden kann.

Puffer und Ldsungen:
Na-Phosphat-Puffer: 100 mmol/l Na-Phosphat, steril
pH 7,2 (200 ml 100 mmol/l NakPOy)
(300 ml 100 mmol/l NgHPQ,)
Base vorlegen und mit der S&ure den pH einstellen
PM2 DNA-LGsungen: Die durch CsClI-Zentrifugation aus Versuch 1 gewonnene super
helikale DNA wird mit Na-Phosphat-Puffeauf 20

ng/ml verdinnt.
Abstopperlésung DMSO 20 %
(wird zur Verfugung gestellromphenolblau 0,04 % (Spatelspitze)
Glycerin 45 %, diese Losung kann von einer Gruppe fur alle
angesetzt werden (10 ml)
Ethidiumbromid-Losung: 2 mg/ml Ethidiumbromid(lichtempfindlich,daherim Dunkeln(ist
gebrauchsfertig) aufbewahren!)
(Stammlbsung) Diese Losung 1 : 1000 verdinnen mit Leitungswasser.
Vorsicht! Ethidiumbromid ist mutagen und méglicherweise Karzinogen.
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Elektrophoresepuffer: Stammldsung (10fach konzentriert).
pH 8,25 560 mM Tris 67,8 g/l
890 mM Borsaure 55,0 g/l
31,9 mM EDTA (Séaure) 9,32 g/l
pH auf 8,25 mit 10 M NaOH einstellen
Vor Gebrauch 1:10 verdunnen

Agarosegel: 0,8 % in Elektrophoresepuffer
(verdunnt) (siehe Versuchsdurchfiihrung)

Entfarbelosung: 2 mmol/l MgSQin Leitungswasser 1:100
(von 1 Gruppe fur alle)

Tetrachlorhydrochinon (TCHQ) 1 mol/l in DMSO (insgesamt 1 ml)
Mit 100 mmol/l Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,2
erst kurz vor Gebrauch verdinnen. Im ersten
Schritt auf mindestens 1 mmol/l verdiinnen, sonst
fallt es aus. Meist ist noch eine 2-4 minttige
Ultraschallbehandlung noétig (10 ml ansetzen).

Gerate:

UV-Lampe: Transilluminator C-60 (Hersteller:
Products, Inc.)

Leistung: 6 x 13 Watt, Strahlungintensita8.000n\W bei 366 nm

Elektrophoresegeréte: Horizontalelektrophorese (Hersteller: Pharmacia)

Wasserbad 37C

Eisbad (mit Wasser!)

Polaroidkamera mit Film (Landpack 667)

Microprozessor-gesteuerter halbautomatischer Integrator (MOPI, Kontron)

Herstellung der Elektrophoresegele:

a) Geltrager reinigen

- Trager unter flieBendem dest. Wasser reinigen
- Trocknen mit FlieRBpapier

b) Geltrager kleben
- Die beidenoffenenSeitendesGeltrageranit Klebebandumkleben DasKlebebandhaftetnur
auf trockenem Untergrund!
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- Geltrager auf eine waagerechte Unterlage stellen (Wasserwaage benutzen).
- Die bendtigtenKamme (je 14 bzw. 28 Taschen)in den Trager stecken,sich dabeian den
Linien (rot + schwarz) in den Elektrophoresekammern orientieren.

c) Agarose-Gel giel3en
Achtung: Das Horizontalelektrophoresegerat vertragt keine Temperaturen fladr 60
- Pro Gel werden 250 ml 0,8 %ige Agarose bendtigt
- von 2,51 desverdinntenTris-Borat-Pufferswerden 250 ml abgenommerund mit der

entsprechenden Menge Agarose unter Rihren bis zum Auflésen der Agarose aufgekocht

- Die Agaroselosunguf 50 °C abkuhlenlassenundvorsichtigin den Geltragergiel3en.Bei
zu schnellem Einflllen der Losung entstehen leicht Blasen!

- Nach dem Erstarren der Agarose (20 - 30 Min.) wird das Klebeband vorsichtig entfernt

5. Der Geltragerwird soin die Elektrophoresekammegesetztdasssich die Kdmmetber
den roten Linien befinden

6. ca.2| desverdunntenlris-Borat-Puffersverdenin die Kammergefullt, sodassdasGel
leicht mit Puffer bedeckt ist

7. Kamme vorsichtig aus dem Gel herausziehen
80 V anlegen und Stromstarke tberprifen (muss zwischen 75-110 mA liegen).

Anmerkungen zum Versuch:

Im folgenden Versuchsplanwird die SubstanzTetrachlorhydrochinon(TCHQ) als DNA-
schadigendefAgens verwandt. Da Hydrochinonein wassrigenMedium leicht autoxidieren,
durfensie erstunmittelbarvor Versuchsstargelostwerdenund misserziigig eingesetztverden
(5-10 Minuten bis zur Inkubation!). Andernfalls haben sie sich schon abreagiert und
Strangbriichesind nicht mehr nachweisbarim Praktikum kénnen auch andere Substanzen
eingesetzt werden (z. B. O - 1 mmol/l Wasserstoffperoxj@{H

TCHQ erzeugtin einer Stundein einemKonzentrationsbereickion 1 - 40 mmol/l nachweisbar
StrangbriicheDamit ist die Endkonzentrationm Inkubationsansatgohne Abstopper)gemeint.
Die Bildung der Strangbrich&ann entwederin Abhangigkeitder Schadstoffkonzentratiobei
einer Stunde Inkubationszeit oder in Abhangigkeit der Zeit (0 - 3 Std.) bei gleicher
Schadstoffkonzentratioff CH 10 mmol/l) bestimmtwerden.Die Verdinnungersollenentweder
auf 5 ml berechnetverden(in sterile Reagenzglasederauf 1 ml (sterile Eppendorfcaps)Zu
pipettierende Volumina sollen nicht gréf3er als 10 pl sein.

Esist wiederumwichtig, sichvor VersuchsbegineinendetailliertenVersuchsplareu erstellen.
Die Anzahl der Probenrichtet sich nach der Anzahl der Geltaschen14 oder 28), in die die
Probengegebenwerden.Nebender mit SchadstoffinkubiertenDNA mussenauch geeignete
Kontrollwerte erstellt werden (welche?).
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Versuchsdurchfihrung
Inkubationsansatz:

9. 10m PM2 DNA (0,2 ng) bei O °C ins Eppendorfgefalgjeben je nachAnwendungmit
Tris oder Ohosphatpuffer verdiinnen10 m Schadstofflésungkurz mit Hilfe eines
Whirl-mixes durchschitteln

- kurz zentrifugieren (Eppendorfzentrifuge)

- im Wasserbad bei 3T inkubieren

- nach der Inkubation auf Eis stellen und mitd@bstopperlésung die Reaktion beenden

- kurz durchschitteln im Whirl-mix und kurz zentrifugieren

- die Proben in die Taschen des Elektrophoresegels fiillen

- 6 Std. bei 80 Volt (ergibt ca. 80 mA) trennen

Anfarben und Fotografieren der Gele:

Nach dem Elektrophoreselaufwird das Gel 1 Std. in der frisch angesetztenEthidium-
bromidloésung(in Leitungswassenm DunkelnangefarbtDasHorizontalgelwird samtTragerin
das Farbebadulberfihrt. Nach dem Anfarben wird das Gel in 2 mmol/l MgSQO, Lésung

entwasser{l Std.),um dasuberschissig&thidiumbromidzu entfernen Anschliel3endwird es
auf den Transilluminator gelegt (vorsichtig vom Trager schieben!)und sofort fotografiert
(Belichtungszeitund Blendenzahlerfragen!). Da Ethidiumbromid im UV-Licht instabil ist,
verblassen die Banden schnell.

Quantitative Auswertung:

Ethidiumbromid-angefarbt®NA ist bei UV-Bestrahlunginstabil. Deshalbkann ein exakter
guantitativer Nachweisder DNA nicht an der Probe selbstdurchgefihrtwerden. Es gibt 2
Maoglichkeiten der quantitativenAuswertung,die beide in einem Versuch durchgefuhrtund
verglichenwerdensollen.Zum einenwird dasBild digital gespeichertind mit Hilfe geeigneter
Softwareausgewertefdirekte Anleitungam Computer) zumandererwird die Probefotografiert
und das Positiv einer Reflektionsmessungnterworfen.Die auf der Fotografie erscheinenden
hellen DNA-Bandenreflektierensichtbared.icht starkerals der dunkle Untergrund.Mit einem
schmaleriichtspaltwerdendie Bandenabgefahremnddie MengedesreflektiertenLichteswird
in Form von Kurven graphisch aufgezeichnet. Anschlie3end werden die Peakflachen
halbautomatisch mit einem Mikroprozessor gesteuerten Integrator bestimmit.

Die Peakflacherkorrelierenmit der interkaliertenEthidiumbromidmengén der DNA. Es wird
angenommenglassdie Verteilung der Briicheauf die einzelnenDNA-Molekule einer Poisson-
verteilungfolgt. Aus demAnteil der MolektleohneBruch(a) wird die durchschnittlicheAnzahl
N der Briche pro PM2 DNA-Molekil nach der Formel

N=-Ina
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Superhelikale DNA
relaxierte DNA x 0,8 sup erhelikale DNA

berechnet.

Die Auswertungerfolgt am gunstigstenuber die Zunahmeder eingeschnittenenelaxierten
DNA, also uiberdie ZunahmedesProduktesVon dem Reaktionsprodukimussder Anteil der
unspezifischen Briiche der Kontrollproben abgezogen werden.

Protokoll:
Zum Protokoll gehoérender Versuchsplan,alle Daten und Berechnungender quantitativen
Auswertung und eine Diskussion der Ergebnisse.

Literatur:

U. Kuhnlein et al.: Detectionof DNA-modifying Agentsby Analysing the Lesionsintroduced
into purified PM2 DNA in: H. F. StichundR. H. C. San(Hrsg.): Short-TermTestsfor Chemical
Carcinogens, Springer Verlag, 1981 (in der Bibliothek vorhanden!)

R. Hewitt, J. Harless,S. Lloyd: Molecular Test Systemsfor Identification of DNA-Reactive
Agentsin: Griffin, Shaw(Eds.), Carcinogensidentification and Mechanismof Action, Raven
Press 1979 (in der Bibliothek vorhanden!).
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Versuch 3: Herstellung einer Fraktion aus menschlichen Fibroblasten, die AP-
Endonuklease enthalt

Als Ausgangsmaterialienenmenschlichd’rimarfibroblastendie in Zellkultur gehaltenverden.
DieseZellen wachsenin Form einer"monolayer”-Schichtauf dem Bodenvon Kulturflaschen.
Sie sind bedeckimit einemFlissigmediunausdefiniertenAminosaurenyitaminenund Salzen,
angereichert mit 12 % foetalem Kélberserum.

Ziel der Extraktherstellungist es, in kurzer Zeit ohne groRen Aufwand eine Fraktion aus
Fibroblastenzu gewinnen,die reich an AP-Endonukleasast und moglichst wenige fir die

EnzymreaktiorstorendeZellbestandteilenthalt.Die AP-EndonukleasearkennerSchad-stellen
in der DNA, die darin bestehengdasseinzelneBasenin der DNA verlorengegangenind (sog.

Apurin- bzw. Apyrimidinstellen). AP-Endonukleaserin hdheren Organismenbesitzen ein

Molekulargewicht von ca. 30.000.

Allgemeinist zu sagengdassbei der Gewinnungvon ZellbestandteilemusZellkulturenhdherer
Organismenim Vergleich zu Mikroorganismenmit wesentlichweniger Ausgangsmateriatu
rechnenist. Dies fordert zum Teil andere Techniken, zum Teil auch die Fantasiedes
Experimentators.

Losungen und Puffer:

Alle Puffer sind steril zu filtrieren (warum?)
PBS-Puffer (Ca%- frei). (PBS = phosphate buffered saline)

(200 ml herstellen) 8 g/l NaCl
0,2 g/l KCI
1,4 g/l NgHPO, x 2H,0
0,2 g/l KHPGQ,
Extraktionspuffer pH 7,5 100 mmol/l NaCl
(50 ml herstellen) 200 mmol/l KCI

50 mmol/l Tris

1 mmol/l EDTA (Titriplex 111)

1 mmol/I Dithiothreitol
Die pH-Werteinstellung erfolgt mit HCI vor der Zugabe von Dithiothreitol.
Fibroblastenpuffer pH 7,5 100 mmol/l NaCl

(2 | herstellen) 50 mmol/l Tris

1 mmol/l EDTA (Titriplex 111)

1 mmol/I Dithiothreitol
Die pH-Werteinstellung erfolgt mit HCI vor der Zugabe von Dithiothreitol.
Streptomycinsulfatldsung 10 % (w/v) Streptomycin in Fibroblastenpuffer
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(10 ml herstellen)

Gerate:

Ultraschallgerat Branson Sonifier

Kuhlzentrifuge Beckman J2-21, Rotor JA21

Airfuge: Die als Tischgerakonzipierteairfuge-Ultrazentrifugest eine Miniatur-Luftturbinemit
einemkleinen, 6 RéhrchenfassenderRotor, der innerhalbvon 30 Sek.auf Geschwin-digkeiten
bis zu 100.000rpm beschleunigtvird. Dabeibauensich Zentrifugalfeldenn der Gré3enordnung
von 105.000x g auf. Der Rotor, der auf der Unterseitemit Turbinen-Profilrillen versehenist,
l&uft auf einemLuftkissenundwird allein durchDruckluft in RotationversetztundgehaltenDie
aus schragangeordneteiisenim darunterliegendeistanderblockstromendeluft treibt den
Rotor an. Senkrechthach oben gerichteteLuftdisenerzeugereinenvertikalen Luftstrom, der
denRotor wahrendder Bremsphasdragt. Der bestandige_uftstrom sorgtaul3erdendafir, dass
die Rotortemperatur nahezu konstant bleibt.

Aufgrund der festen Beziehung zwischen Rotorgeschwindigkeitund wirksamen Luftdruck
genugtein einfacherDruckreglerzur Steuerungder RotordrehzahlDie Rotorgeschwindigkeit

l&Rt sich so aus dem angezeigten Druck direkt ableiten.

Der zugehorigeRotor (30°-Festwinkel) besitzt einen k-Wert bei maximaler Umdrehungs-
geschwindigkeit von k = 19 (vergl. Anhang V).

Durchfiihrung:

Die zur VerfugunggestellterFibroblastersindin einerPetrischald £ 13,5cm) subkonfluenbis
konfluent(= gtationére Phase) gewachsenZunachstwird dasMedium ausder Flascheabgesaugt

und anschlieBendwird 2x mit je ca. 25 ml ce&’ freiem PBS-Puffergesplilt, wobei darauf
geachtetwerden muss, dass das Medium und der zum Waschenbenutzte Puffer jeweils
vollstandig abgesaugwird. Alle nachfolgenderSchritte werdenbei 0 °C durchgeftihrt.Die
Zellen werden mit Extraktionspuffer (0,5 ml/Petrischale)von der KulturgefaRoberflache
abgeschahtndin ein kleinesGefalRuberfiihrt,in demdie Ultrabeschallunglurchgefihriverden
kann(z.B. einezugeschmolzenBd ml Eppendorf-Spitze)Es wird ein zweitesMal mit 1 ml der
Rest der Zellen in Extraktionspuffer suspendiertund in das zu beschallendeRohrchen
transferiert(Gesamtvolumerca. 2,2 ml). Das Beschallenerfolgt im Eisbad bei maximaler
Resonanzhorbar) und zwar 400 Sek. bei 25 %iger Arbeitsleistung.Es mussdaraufgeachtet
werden, dassder Metallstabnicht die GefalRwandoder -boden berthrtund die Probe nicht
schaumt.im Mikroskop wird kontrolliert, ob die Zellen vollstandigzertrimmertsind. Danach
wird mit Hilfe der Airfuge ein ribosomenfreietJberstanchergestelltMan berechneanhanddes
k-Faktorsund der Sedimentationskonstantés = 80) die nétige Laufzeit, wobei bei 90 % der
maximalenUmdrehungszahim 30°-Festwinkelrotorzentrifugiert werdensoll. Das maximale
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Volumen des Zentrifugeneinsatzes betragt 7 ml, das minimale 2,2 ml.

Die Uberstandeaus den einzelnenZentrifugenréhrchemwerdenvereinigt und mit soviel 10 %
Streptomycinsulfatiosungersetzt,dassdie Endkonzentratioran Streptomycin0,25 % betragt.
Nach einer Fallungsdauervon mindestens30 Min. im Eis, wird der Niederschlagin der
BeckmanKuhlzentrifugeJA-21 abzentrifugiert(20 Min., 18000rpm vorgekihlterRotor). Der
Uberstandwird tiber Nacht gegenFibroblastenpuffedialysiert (den Dialyseschlauctzuvor in
Fibroblastenpuffer 30 Min. kochen). Nach Mdglichkeit sollte ein Pufferwechsel stattfinden.

Am nachsterMorgenwird von der unverdiinnterProbeeine Proteinbestimmungurchgefuhrt.
Zunéchstsollte der Proteingehaltspektrophotometriscibei | = 280 nm und | = 260 nm
gemesserund mit Hilfe der Warburg-Tabelleerrechnetwerden (siehe Anhang1). Ist der
Nukleinsduregehaltu hoch,wird die ProteinbestimmungachWarburgzu ungenauln jedem
Fall mussdas Proteinauch chemischnach Lowry bestimmtwerden(sieheAnhangll). Dabei
durfen jedoch nicht mehrals 500 m des Extraktesverwendetwerden.Der Restwird fir die
Endonukleasebestimmung 2 Fraktionenbei -20 °C eingefroren,und vorher bei 4 °Grad
gelagert (gut beschriften!).

Protokoll:
Im Protokoll sollte die genaue Durchfihrung der Extraktherstellungbeschriebenwerden.
Daneben soll der Sinn der einzelnen Arbeitsschritte erlautert werden:

- Warum werden die Zellen mit Puffer gewaschen?

- Was bewirkt die Ultrabeschallung?

- Warum wird ein 105.000 x g Uberstand hergestellt?

- Warum wird die DNA ausgefallt?

- Warum wird dialysiert?

- Warumwird derProteinbestimmungachWarburg(Absorptionsmessunigei 280nm) den

Vorzug gegenuber der chemischen Proteinbestimmung nach Lowry gegeben?

23



Versuch 4: Bestimmung der AP-Endonukleaseaktivitét

Schadendie durch chemischeoder physikalischeEinwirkung an der DNA gesetztwerden,
kénnen enzymatischerkanntund eliminiert werden. Es gibt verschiedeneéReparatursysteme,
wobei das Nukleotidexzisionsreparatursystedas bekanntestast. Es bestehtaus 4 enzyma-
tischen Schritten:

Einschneidenin die DNA neben dem DNA-Schaden (Endonuklease) Ausschneidendes
SchadengExonuklease)Wiederherstellungder urspringlichenNukleotidsequenzanhanddes
komplementarenDNA-Stranges (DNA-Polymerasel), Verbinden der beiden freien Enden
(DNA-Ligase).

Durch MutagenebedingteVeranderungeran Nukleinsdurebasemm der DNA habenhaufig die
Labilisierungder N-glykosidischerBindung zur Folge. Dadurchkénnendie betroffenenPurine
bzw. Pyrimidine von der DNA abfallen und es entstehenLicken (= Apurin- bzw.
Apyrimidinstellen)in der DNA, wasPunktmutationemleichzusetzerst. DieselLickenwerden
durch Apurinendonukleaser(AP-Endonukleasenkrkannt und die Exzisionsreparatukkann
erfolgen.

Apurin-/Apyrimidinstellen (AP-Stellen) kénnen auch physikalisch z.B. durch Hitze/Saure
erzeugtwerden. Dies soll im Praktikum ausgenutztwerden, um unnétigesHandhabenmit
Mutagenen Carcinogenen zu vermeiden.

Die Charakterisierunggon Enzymenhat zur Voraussetzungdassdie jeweilige Enzymaktivitat
methodischdirekt nachweisbaiist, d.h., es mussentwederdie Abnahmeder/desSubstrate(s)
oderdie Zunahmeder/desProdukte(s)mel3barsein. Ist dasSubstratedochsehrgrol3, wie z.B.
die DNA unddie enzymatischeeranderungesehrgering(z.B.: wenigeEinzelstrang-bruche),
so scheitert der Enzymnachweishaufig daran, dass methodisch Substrat und Produkt
voneinander nicht unterscheidbar sind. Es sind bis heute aufgrund von Nachweisschwie-rigkeiten
viele molekulare Mechanismenvon Replikation, Rekombination und Reparatur-systemen
ungeklart. Allerdings wurden in den letzten Jahren eine Reihe von komplizierten
Nachweisverfahreriiir DNA-spezifischeEnzyme entwickelt, so dasszur Zeit eine Vielzahl
neuer Enzyme beschriebenwerden. Hierzu zahlen auch Reparaturendonukleaseanlso die
Enzyme die eineSchadstellander DNA erkennerunddabeieineeinzigekovalenteBindungin
der DNA l6sen.

Die Einfuhrung eines endonukleolytischerSchnittesentsprichtchemischder Erzeugungvon
Einzelstrangbrichedurch Schadstoffe Somit kann in beidenFallen zum Nachweisdasselbe
Verfahrenverwendewerden,namlichdie Uberfiihrungvon superhelikaleDNA in die helikale
relaxierteDNA. Einzelheitenzur Methode(z.B. Durchflihrungder Elektrophoresemisseraus
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Versuch 2 enthommen werden.

Es werden 2 Versuchsreihen zur Auswahl vorgeschlagen:
10. Variation der Enzymkonzentration
11. Substratvariation: Variation der Dauer der Hitze-Saurebehandlung

Achtung: Es ist wichtig, sich wie immer vor Beginn des Versuchs einen detaillierten
Versuchsplanaufzustellen,der die Variation von Enzym und Substratberiicksichtigt.Man
Uberlegesich genau,welche Kontrollen nétig sind, um unspezifischeNukleaseaktivitatund
Bruch durch Hitze/Saure-Behandlung bertcksichtigen zu konnen.

Puffer und Lésungen:

Fibroblastenpuffer siehe Vers. 3
Ethidiumbromid-Ldsung: Zusammensetzung wie Versuch 2
Abstopperlosung: in A. bidest ansetzen
- 10 % SDS
- 0.04 % Bromphenolblau
- 45 % Glycerin
muss vor Gebrauch kurz in ein Warmebad gestellt werden.

- 10 mmol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,5

- 200 mmol/l Tris-HCI-Puffer pH 8,1

- 100 mmol/l Na-Citrat Puffer pH 5,1 (pH einstellen mit 200 mmol/l Citronensaure)

- MgCl,-Lésung: 12 mmol/l
alle Puffer mussen steril sein, der Mengenbedarf muss durch Lesen des Skripts ermittelt werden.

Gerate:

Plattenelektrophoresegeréat mit Umwalzpumpe
Wasserbad 70C und 37°C
Eppendorf-Zentrifuge
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Durchfihrung:

1. Enzymvariation
Hitze-S&urebehandlung der DNA
- 35 m DNA (80 ng/ml) + 35 m Na-Citrat-PufferpH 5,1 in ein Reaktionsgefalgebenund
15 Min. bei 70°C im Wasserbad inkubieren.
- Mit 70 m Tris HCI-Puffer pH 8,1 neutralisieren und in ein Eisbad stellen
(Endkonzentration der DNA: 2@g/ml).
Wahrendder Hitze/Saure-Behandlungerdendie geeigneterEnzymkonzentrationehergestellt
(welches Verdinnungsmittel?). Es werden immer Doppelproben angesetzt.

Enzymbehandlung der DNA
- 14 ReaktionsgefalRmit 10 pl Hitze-Saure-behandelt&NA und 14 Reaktionsgefal3eit
unbehandelter DNA (10 pl, 26y/ml) fallen.
- In jedes Reaktionsgefald m 12 mmol/l MgCl,-Losung geben (Endkonzentrationm
Ansatz muss 2 mmol/l sein).

12. 15 M Enzymldsung(zwischen5 und 200 ng/ml sollen 6 Konzentrationermit je zwel
Parallelereingesetztverden,verdiinnemmit Fibroblastenpuffergu der behandelterund
unbehandelteDNA geben.Mixen undkurz zentrifugieren(Kontrollenfiir unbehandelte
und Hitze-Saure behandelte DNA nicht vergessen!).

13. 45 Min. bei 37 °C im Wasserbadnkubieren,danachaufs Eis gebenund sofort 20 m
Abstopperlésung zugeben.

- Proben mixen und kurz zentrifugieren.

- Probenmit Eppendorfpipetteoder Pasteurpipettendglichstquantitativin die Geltaschen

fullen (evtl. Proben kurz im Wasserbad anwarrpeteichter zu pipettieren).

2. Substratvariation
Hitze-Saure-Behandlung der DNA
14. 50 mi DNA (80 ng/ml) + 50 ml Na-CitratpufferpH 5,1, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal}
geben und im Wasserbad bei°@inkubieren.
15. Zu verschiedeneieiten4 x je 5 ml DNA in ein Reaktionsgefa@ebenund jeweils mit 5
m  Tris-HCI-Puffer pH 8,1 neutralisieren (fir jeweils 2 Parallelproben). Die
Reaktionsgefal3a ein Eisbadstellen.Die ersteProbenach5 Min. nehmengdie letzte
nach 20 Min. (DNA-Konzentration nach Neutralisation 20 ng/ml, jede Probe 2x
ansetzen).
16. Herstellender unbehandelte®NA: DNA (80 ng/ml) auf 20 ng/ml verdinnen(welches
ist die geeignete Verdinnungslésung?).

Enzymbehandlung der DNA

17. Enzymextraktldosungemmit hochster Proteinkonzentration(nicht Gber 100 ng/ml)
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benutzen.

18. In jedes Reaktionsgefald mit apurinisierter und unbehandelter DNAZmmol/l
MgCl,-Lésung geben.

19. 15 m Enzymextraktzw. Fibroblastenpuffezugebenso dasszu jeder Behandlungszeit
jeweils 1 Reaktionsgefalinit Enzymextraktund als Kontrolle 1 Reaktionsgefaldnit
Fibroblastenpuffer versetzt ist. Mixen und mit der Tischzentrifuge kurz abzentrifugieren.

20. 45 Min. bei 37 °C im Wasserbadnkubieren,danachaufs Eis gebenund sofort 10 m
Abstopperlésung zugeben.

21. Proben mixen und kurz zentrifugieren.

22. Inhalt der Reaktionsgefal3emit einer Eppendorfpipetteoder einer Pasteurpipette
maoglichst quantitativ in die Geltaschen ftllen.

Die Auftrennungder Probenerfolgt unterdengleichenBedingungerwie in Versuch2, ebenso
die quantitative Auswertung. Hierbei muss bedacht werden, dass zur Berechnungder

spezifischenendonukleolytischerktivitat die Anteile an relaxierterDNA abgezogerwerden
mussendie a) durch Hitze/Saure-Behandlun(Hitze-SaurebehandelteDNA + Puffer) und b)

durch unspezifischeNukleasenin Fibroblastenextrak{unbehandelteDNA + Enzymextrakt)
entstehen.

Protokoll:

Es soll die Abhangigkeit der Substratkonzentrationbzw. der Enzymmenge von der
Enzymaktivitat graphisch dargestellt werden.

Wie lautet im Falle der AP-Endonukleaseaktivitat die Einheit ded\uertes?

Literatur:
Lawrence A. Loeb: Apurinic Sites as Mutagenic Intermediates, Cell 40, 483-484, 1985
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Versuch 5Vergleich der Gentoxizitat von Pentrachlorphenol (PCP) in einer Cyt P450
kompetenten und einer -nicht kompetenten Zellinie

Viele Schadstoffezeigenerst nachenzymatischetmwandlungim Organismuseine toxische,
mutageneoder kanzerogen&Virkung. Die ,Giftung“ bzw. Entgiftung von Schadstofferfindet
hauptsachlichn der Leber statt. Aber auchz.B. Epidermisund Lungengeweb&btnnen- wenn
auchin geringemMalfe- SchadstoffenetabolisierenUm die Mutagenitat/Kanzerogenit&iner
Chemikaliezu testen,gentigtes alsonicht, z.B. die MutationsratediesesAgens zu messenEs
muss auch die Wirkung mdglicher Stoffwechselprodukte dieses Schadstoffes getestet werden.

Spezialisierte Leberzellen, die den Schadstoff-metabolisierendenCytochrom P450-
Multienzymkomplexbesitzensind nicht odernur sehrschwerteilungsfahig.Sie musseralsofir
jedenVersuchausdem Tier isoliert werden.In jingsterZeit gelanges, eine permanentdgalso
unbegrenzteilungsfahige)ellinie zu entwickeln,die stabildasCyt P450-Systenbesitzt.Durch
einen Vergleich der toxischen Wirkung eines Schadstoffesauf eine Cyt P450-kompetente
Zellinie und eine Cyt P450-defizienteZellinie kann erkanntwerden,ob der Schadstoffiiber
P450-Enzymeanetabolisiertwird und dabeitoxifiziert oder detoxifiziert wird. Wir vergleichen
primare menschliche Fibroblasten (P450-defizient) mit der permanenten Zellinie HEP G2.

Der Nachweis von DNA-Schadigungenin Zellen ist weit schwieriger als an isolierter

superhelikaleDNA. Der Arbeitsaufwandst wesentlichhéher.Die mit Schadstoffoehandelten
Zellenmisseraufgeschlosseand die DNA von Proteinerbefreitwerden.Da die chromosomale
DNA um Grof3enordnungetéinger als die zirkulare PM2-DNA ist, fihren Scherkréafteselbst

wéhrend sanftester Handhabung der lysierten Zellen zu Strangbrtchen.

Vor kurzerZeit wurdeein schnellesund sensitives/erfahrenzum Nachweisvon DNA-Schaden
in Saugerzellenentwickelt. Dabei werden DNA-Schaden erfal3t, die entweder direkt zu
Strangbriichefihrenoderibereine Alkalibehandlungn Einzelstrangbrtichéberfuhrtwerden.
Nach der Schadstoffbehandlungerdendie Zellen vereinzeltund lysiert. Uber eine alkalische
Behandlungverdenzum einenalkali-labile Stellenin Strangbrichéiberfihrt,zumandererwird
die Doppelstrang-DNAIn Einzelstrang-DNA aufgetrennt,wodurch dann Einzelstrangbriiche
nachweisbawerden.Wahrenddie angefarbtaingeschadigt®NA im Mikroskop alskreisrunder
Fleck (Zellkern) sichtbarwird, tragtder Zellkern einer mit SchadstoffoehandelterZelle einen
mehr oder weniger ausgepragterschweif (,Comet”). Die Lange des Schweifesspiegeltdie
Grol3e der DNA-Fragmentewieder, wahrend die Intensitat des Schweifesdie Anzahl der
Fragmentewiedergibt. Die Kometenbildungkann mit diesen Faktoren quantifiziert werden
(,tailmoment®) und stellt das Verhéltnis Schweif : Kern dar. Es kébnnen6 Probenin einem
Versuchsdurchgang bearbeitet werden.
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Puffer und Lésungen

PBS-Puffer: 1600 mg NaCl in knapp200ml BidestauflosenpH
40 mg KClI Wert auf 7,4 einstellen,auf 200 ml
288 mg NHPO, x 2H,0 auffullen, und bei 4 °C lagern.
40 mg KHPO,

Lyselésung Stamml6sung: 1 x fur alle Gruppen ansetzen

146,1 g NaCl In dieserReihenfolgezu 800 ml Aqua bidestgeben:erst
37,2 g EDTA (Titriplex IlI) durchZugabevon ca.8 g NaOH (fest) gehendie Salzein
1,2 g Tris Ldsung: den pH-Wert mit NaOH auf 10 einstellen.

10 g Na-Laurylsarkosinazugeben,das sich nachca. 1 h gelost hat, dann alles auf 890 mi
auffullen, bei Raumtemperatur lagern.

Zu verwendende Lyseldsung (100 ml): von jeder Gruppe ansetzen.

1 ml Triton X-100 und 10 ml DMSO zu 89 ml Lyse-Stammlosungeben(sehrgut mischen),
damit die Losungausreichendkiihl ist (um die Reparaturzu unterbrechen} vor Gebrauchfir
min. 1 h im Kuhlschrank in Kivetten fir Objekttrager lagern.

Ldsung fur die Elektrophoresekammer: Ausgangslésungen:
23. 10 mol/l NaOH (40 g/100 ml Aqua bidest, maximal 14 Tage haltbar)
24. 200mmol/l EDTA (7,459/100ml Aquabidest,pH-Wertauf 10 einstellen bei Raumtem-
peratur lagern)

Frische Elektrophoreselésung (ausreichend fur 1 Elektrophoresekammer - 12 Objekttrager)
45 ml 10 N NaOH + 7,5 ml EDTA Stammldsungzusammengebennd mit H,O auf 1,5 |

auffullen, gut mischen, der pH-Wert sollte Gber 13 liegen.

Neutralisationspuffer: 0,4 mol/l. (12, | g/250 ml) TrigHCI pH 7,5
bei Raumtemperatur lagern

Farbeldsung: Stammldsung (1 x fur alle Gruppen ansetzen):
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2 mg Ethidiumbromid/10 ml Aqua bidest, im Dunkeln bei 4° C aufbewahren
Gebrauchslésung:

0,25 ml der Stammlésung

+ 4,75 ml Aqua bidest

dunkel lagern
bitte genau auf die Konzentrations- und Mengenangaben achten

LMP-Agarose: 0,125 g LMP-Agarose (Sea Plaque GTG Agarose) + 25 ml PBS-Puffer
in der Mikrowelle aufkochen, in 5 Portionen aufteilen, einfrieren.

Schadstoffldsungen:

PCP Stammlisg.: 5 mmol/l in serumfreien Medium

Materialien und Geréate:

Objekttrager

Deckglaser (24 x 60 mm)
Elektrophoresekammer
Netzgerat

Warmebank

Warmebad

div. Eppendorfpipetten + Spritzen
Eppendorfcaps

Farbekammern

Herstellung und Auftragung der Agarosebasalschicht auf Objekttrager (einen Taqg vor

Versuchsdurchfiihrung)

1,59 Agarosein 100 ml PBSdurchErhitzenin der Mikrowelle (Stufelll) 16sen,unterRihren

auf 60 °C abkuhlenlassennoch1 x in die Mikrowelle geben,aufkochenundjeweils auf 60 °C
abkuhlen und im 60 °C-Wasserbad die Beschichtung der Objekttrager durchfihren. Dazu werden
die Objekttragerkurz in die 60 ° C heil3eAgaroseldsungyetauchtwobei dasBeschriftungsfeld
etwabis zur Halfte benetztseinsollte. Die Unterseiteder Objekttragemwird dannabgewischund

die Objekttragerwerdenhorizontal hingelegt.Dieser Schritt sollte zligig durchgefuhrtwerden,

weil sich die Agarosesonstungleichmafigverteilt. Die Objekt-tragemwerdendanntber Nacht

an der Luft getrocknet. Es sollten insgesamt 20 Objekttrager beschichtet werden.
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Versuchsplan:

Eskonneninsgesam® Petrischalemmit subkonfluengewachsenefibroblasterbzw. HEP-G2-
Zellen begiftetwerden(4 mit HEP G2, 2 mit Fibroblasten) Einzusetzend&onzentrationen0,
250, 500 und 750 pmol/l PCP auf HEP G2; 250 und 750 pmol/l auf Fibroblasten.

Versuchsdurchfiihrung

vorbereitende Arbeiten:

pro Probeje 2 moglichstgleichmalligbeschichteteObjekttragerheraussuchennd mit der
matten= beschichteterseite nach oben (gegendasLicht spiegeln)bereitlegen. Moglichst
weit am Rand auf dem mattierten Feld mit Bleistift! beschriften.

Die LMP-Agarose im auf 37 °C temperierten Warmebad auftauen.

DenLysepufferlaut Anleitungansetzenverriihrenundin einerabgedunkelteilvettein den
Kuhlschrank stellen

Schadstofflosung und Verdinnungen ansetzen

Elektrophoresepuffer ansetzen

Schadstoffbehandlung:

Medium von den Petrischalen absaugen

Petrischalen 2 x mit je 3 ml serumfreiem Medium spulen

HEP-G2-Zellen mit 0, 250, 500 und 750 pmol/l PCP, Fibroblasten mit 250 und
750 pmol/l PCP in 10 min Abstanden begiften und eine Stunde im Brutschrank inkubieren..
wéhrend der Inkubationszeit:

Warmeplatte anstellen und darauf Pipettenspitzen und Eppendorfcaps bereit legen

gr. Deckglaschen bereit legen

ca.15 min. vor demEndeder Begiftungszeitdie LMP-Agarosein der Mikrowelle (Stufelll,
1 min.) ohne Deckel 1 x kurz erhitzen.Beim ersten,Blubbern® sofort ausstellendanach
wieder in das Warmebad (37 °C) stellen

Nach der 1stiundigen Inkubation Schadstofflosung absaugen

Petrischalen 2 x mit je ca. 3 ml eiskalten PBS Puffer spilen

Petrischalen mit je ca. 3 ml TrypsiO sec. trypsinieren, Trypsin absaugen

nach 5 min. auf der Warmebank,Trypsinierungunter dem Mikroskop kontrollieren und
Aussehen evtl. protokollieren

Aufnehmen der Zellen in je 0,3 ml eiskaltem PBS-Puffer

Bis zum Auftragen, Platten in den Kihlschrank stellen

Auftragen der Zellen auf die beschichteten Objekttrager

Die Zellsuspensiorder 1. Petrischaldaufendmit einer 1 ml Pipetteaufsaugerund umspdlen,
um eine gute Suspension herzustellen.
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Folgende Arbeitsschritte mussen sehr zlgig ausgefuhrt werden, da die Agarose mit

absinkender Temperatur schnell fest wird!

- 10 pl dieserSuspensiorentnehmernund in ein Reaktionsgefal@eben+ 90 ul LMP-Agarose
dazu geben- kurz mit der Pipette durch Aufsaugenvermengenund sofort auf den 1.
Objekttrager auftragen, sofort ein Deckglaschen darauf legen.

- Fur einen Parallel-Objekttrager wird ebenso verfahren.

- Mitder 2. + 3. Petrischale ebenso.

- Die ersten6 Objekttragemwerdennunambesterauf einemkleinenTablettfir 2-3 min. in den
Kihlschrank gestellt.

- Mit Petrischale 4-6 weitermachen und dann diese Objekttrager in den Kuhlschrank stellen und
die ersten wieder herausnehmen.

- Von diesendie Deckglaschenvorsichtig seitlich wieder abziehen.Die Paralellobjekttrager
.Ruckenan Ricken“in die abgedunkelt&lvette mit Lysepufferstellen;Kivette zurtickin
den Kiuhlschrank stellen.

- Mit den zweiten 6 Objekttragern ebenso verfahren

- Die Objekttrager mussen mindestens 1 h in dem Lysepuffer stehen.

Elektrophorese

- Diese Arbeitsschritte sollten bei gedimmten Licht erfolgen. Direktes Licht vermeiden!

- Die Elektrophoresekammein eine Fotowannestellen und die ZwischenrGumemit Eis
ausfullen. Dabei ist darauf zu achten, dass die Kammer waagerechtsteht, damit die
Objekttrager spater nicht ,wegschwimmen®.

- Die Objekttragerso auf dem Stegder Kammeranordnengdassder Pluspol(rot) obenliegt,
maoglichst keine Liucken zwischen den Objekttragern entstehen. Dabei sollten alle
Objekttrager in dieselbe Richtung weisen

- Soviel Elektrophoresel6sunip die Kammereinfiillen, dassdie Objekttragergeradebedeckt
sind (= ca. 1260 ml).

- Karton zurVerdunklung dariber stilpen.

- 40 min. so stehen lassen.

- am Netzgerat 300 mA, 25 V und 20 min. Laufzeit einstellen.

- Netzgeratanschaltenund die Stromstarkeund Spannungdurch Auffillen oder Abnehmen
von Elektrophoreseldsungberden Objekttragerrauf 300 mA bzw. 25V justieren.Um die
StromstarkgmA) zu erhdhenmussman ElektrophoreseldsungugebenUm die Spannung
(V) zu erhbhenmussder Pufferlevelgesenkiwerden(10 ml/V). Dabeisollte dasNetzgerat
ausgeschaltetverden!

- Die Kammer wieder mit einem Karton verdunkeln.

- Die Elektrophorese 20 min. laufen lassen.

- Der Strom wird automatischausgeschaltetDie Objekttragervorsichtig aus der Kammer
nehmenund horizontal auf ein Abtropfgestell legen. Die Objekttrager vorsichtig mit
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Neutralisationspuffetiberschichterund fur ca. 5 min. so belassenDen Puffer 2 x erneuern,
indem der alte abgekippt wird und frischer Puffer Gber die Objekttrager gegeben wird.
Die Objekttragerl x kurz in ein Becherglasnit Aqua dest.tauchenund horizontalliegend
z.B. Uber Nacht trocknen lassen.

Nach dem Elektrophoreselaumussdie alkalischeElektrophoreseldsungiit konzentrierter
HCI neutralisiert werden, bevor sie entsorgt wird.
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Anfarbung der Objekttrager

- 40 pl Ethidiumbromid-Farbeldésunder Lésungauf denObjekttragergebenund ein Deckglas
darauf legen. Nur die ersten3 anfarben,da die Farbungmit der Zeit wieder verblasst.
Lagerungder Objekttragerin einer abgedunkelterKammer. Nach 10 min. kann mit der
Auswertungbegonnerwerden.Daflr die Objekttragemit der Beschriftungnachlinks unter
das Mikroskop legen, denn die Kometenschweife sollten nach rechts zeigen.

Auswertung

Das Fluoreszenz-Mikroskop- UV Lampe (mussextragestartetwerden),den angeschlossenen

Computer,die Kamera(Netzsteckerund den Drucker anschaltenDie UV-Lampe sollte eine

halbe Stunde vor Untersuchungsbeginangeschaltetwerden. An der Kamera muss das

~.Kometenkabel* eingesteckt sein!

- (1) auf Epi

- (2) Phase 1

- (3) 2. Filter rein = schwarzer Ring

- (4) Schieber raus = ganz rechts

- (B)aufG

- (6) Schieber raus = ganz rechts

- (7) Diffuser out

- Fluor 40 Objektiv

Die computergestutztguantitativeErfassungdes Kometenschweif@anhanddes tailmoments*”

wird vor Ort gezeigt.Um die Objekttragerzu einemspéatererZeitpunktnochmalsauswerterzu

kénnen,miusserdie Deckglascherntfernt,die Objekttragemit Aqua destgespult undwieder
getrocknet werden.

Protokoll

Aufzeichnung und Diskussion der Ergebnisse sowie Beantwortung folgender Fragen:

- Welche Schéadenlassensich mit dem ,comet assay* aufgrund der Alkali Behandlung
nachweisen, welche Schaden lassen sich nicht nachweisen?

- Die Kometenschweifd&konnenschadstoffspezifischnterschiedlichd=ormenannehmenWie
kénnte man das erklaren?

- Was sagt das ,tailmoment” aus?

- Unter welchen Bedingungenist mit der vorhandenenSoftware das ,tailmoment” nicht
bestimmbar, obwohl eine starke Schweifbildung vorliegt?

- warum kann die Stromstarkeund Spannungbei der Elektrophoresedurch Auffillen oder
Abnehmen von Elektrophoresel6sung tber den Objekttragern eingestellt werden?

- welche DNA-schéadigenden Metabolite werden bei PCP erwartet?

- Vergleich des Metabolismus von PCP und Benzol.

Literatur
Fairbairn,D. W., Oliver, P. L. und O'Neill, K. L. (1995): The cometassay:a comprehensive
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review.Mutat. Res339 37-59
Versuch 6 Nachweis der Persistenz von DNA-Schaden in menschlichen Fibroblasten
(Comet-Assay)

Viele DNA-Schadenwerdenin den Zellen repariert. Inwieweit dies fur das Experimental-
kanzerogerMethylmethansulfona(MMS) der Fall ist und wie schnelleine Reparaturerfolgt,
kannmit Hilfe desCometen-Assayantersuchwverden.Den Zellenwird nachder Begiftung¥2
und 2 h Zeit gegebereinenDNA-Schadenzu reparierenBei erfolgreicheReparatuisollte sich
das Tailmoment verkleinern bzw. der Komet vollstandig verschwinden.

Lésungen, Puffer und Versuchsdurchfiihrung: siehe Versuch 5

MMS-Stammlsg: unmittelbar vor Versuchsbeginn ansetzen:
50 mmol/l MMS in 10 ml serumfreien Medium (SFM) ansetzen

MMS-Verdunnung: 1 mM MMS in SFM herstellen

Es stehen 6 kleine Petrischalen mit subkonfluent gewachsenen Fibroblasten zur Verfigung.
Nach dem Spulenwerden alle Petrischalerbegiftet (1 x SFM-Kontrolle und 5 x 1 mmol/l
MMS). Nachder einstiindigennkubationwerdendie erstenbeidenProben(Kontrolle und eine
MMS-Schale) 2 x mit eiskaltem PBS gespilt und sofort fir den Kometenassayweiter
aufgearbeite(s. Versuch6). Die Probenwerdenin der Lysekammemaufbewahrtis alle Proben
lysiert sind und eine gemeinsametlektrophoresegestartetwerdenkann. Die anderenProben
werden2x mit 37 C° warmenSFM gespultund anschlieRenanit 4 ml 37 C° warmenMedium
beschichteund fur ¥ h, %2 h, 1h und fir 2 h in den BrutschrankzuriickgestelltNach diesen
unterschiedlichemNach-Inkubationszeitefolgt dasSpulenmit eiskaltemPBS und die weitere
Aufarbeitung fur den Cometenassay.

Protokoll:
Es wird die Abnahme der Kometenbildung in Abh&ngigkeit der Zeit graphisch dargestellt.
Mit welchen
25. Reparaturmechanismen kénnen MMS-bedingte Schaden beseitigt werden?
26. kobnnen alle Reparaturwege der MMS-bedingten Schaden tber die Abnahme der
Persistenz erfasst werden?
27. ist es vorstellbar, dass im Anschluss an die Schadstoffoehandlung die Kometenbildung
noch zunimmt?
28. welche DNA-Schéaden erzeugt MMS, wie werden sie repariert?
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Anhang I.

Warburg-Tabelle zur Bestimmung des Protein- und Nukleinsduregehaltes

Wegenihres Gehaltsan Tryptophanund Tyrosin zeigenProteineeine UV-Ab sorptionum 280
nm. Nukleinsdurerhabenwegenihrer heterocyclischeBasenein Absorptionsmaximunum 260
nm. Aus denExtinktionenbei 280und 260 nm lal3tsich der GehalteinerProbeldsun@n Protein
und Nukleinsauren und damit auch die Proteinkonzentration ermitteln.

a) Mit Hilfe der von Warburg und Christian angegebenen Tabelle ergibt sich
die Proteinkonzentration in der Mel3ktlivette zu

mg Protein/ml = By x F
Der einzusetzende Faktor F ergibt sich aus dem gemessenen Verhgithig,E
b) Nach der Formel von Kalclggtbetragt die Konzentration in der Mel3kuvette
mg Protein/ml = 1,45 X fg5- 0,74 X Bgg

1. Warburg, O., Christian, W., Biocheih. 310, 384 (1941)
2. H. M. Kalckar, J. biol. Chem. 167, 461 (1947)
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EssdEzeo % Nukleinsaure* F *Gew.-Prozent der
--------------------------------------------------- Summe Protein plus

1,75 0,00 1,116 Nukleinséure
1,63 0,25 1,081
1,52 0,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 0,994
1,30 1,25 0,970
1,25 1,50 0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
0,979 3,50 0,776
0,939 4,00 0,743
0,874 5,00 0,682
0,846 5,50 0,656
0,822 6,00 0,623
0,804 6,50 0,607
0,784 7,00 0,585
0,767 7,50 0,565
0,753 8,00 0,545
0,730 9,00 0,508
0,705 10,00 0,478
0,595 20,00 0,178
0,49 100,00- -
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Anhang 1.
Proteinbestimmung nach Lowry

LOsung A: 549 NaCO;x 10H,0
(nur 1 Tag haltbar!) 0,4 g NaOH in 100 ml Aqua bidest
20 mg NaK-Tartrat

Ldsung B: 0,5 % CuSQ@ (5 ml)

Ldsung C: 50 Teile Losung A
+ 1 Teil Losung B

Lésung D: 1 Teil Folin-Ciocalteus Phenolreagens
+ 3 Teile Aqua bidest

Eichprotein: 1 mg/ml Rinderserumalbumin / in Fibroblastenpuffer

Durchfihrung:
Die Proteineichkurvesollte in einemKonzentrationsbereiction 0,01- 1 mg/ml Proteinerstellt

werden.100ul Probewerdenmit 1,25ml LosungC gemischtnhach20 Min. wird unterheftigem
whirlmixen 0,25 ml LésungD dazugegebenNach 30 Min. wird die Extinktion bei 750 nm
gemessenDie Probenwerdenmit Fibroblastenpuffeverdiinnt.Es sollen Doppelwerteerstellt
werden.
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Anhang ITI.
Nomogramm zur Bestimmung der g-Zahl bzw. der Umdrehungszahl /Minute
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Fig. 1.9. Momogram: Align a straightedee through fmown valies in two columns:
read desived figure where straightedpe intersects third column.
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Anhang IV.
Bedeutung und Bestimmung des k-Wertes

Unter Sedimentationszeiterstehtmandie Zeit (t), die ungefahmbendtigtwird, um eine Substanz
mit bekanntemSedimentationskoeffizientedurch Zentrifugation zu klaren. Man erhélt sie,
indem man eine Konstante (k), die flr jeden Rotortyp verschiedenist, durch den
Sedimentationskoeffizienten in Svedberg-Einheiten (S) teilt:

t=k/S (tin Std.)
Der k-Wert errechnet sich wie folgt:
K = (IN (fyadMmi)/W) X(10°7360)

I'max= Maximaler Radius von der Rotationsachse
I'min= Minimaler Radius von der Rotationsachse
=0,10472 x rpm (Winkelgeschwindigkeit in rad/sec)

Der Wert k/S bezeichnedie Zeit, die eine Grenzlinie bendtigt,um bei 20 °C in Wasser,von
Punkt rn,i, nach r, zu sedimentierenwenn man Faktorenwie Konvektion, Dichte- oder

Viskositatsschwankungen im Medium auf3er Betracht |asst.

Die Bestimmung des k-Wertes fiur reduzierte Drehzahlen

Wird der Rotor unter seinerHo6chstgeschwindigkeibetrieben,so erhohtsich der k-Wert und
damitdie SedimentationszeiDen k-Wert fur reduzierteGeschwindigkeitboerechnetmandurch
Multiplikation desk-Wertesfiur die Hochstdrehzahinit demVerhaltnisder Quadrateder beiden
Geschwindigkeiten.

Hier ein Beispiel: Fur denRotor A-100 ist der k-Wert 11 (bei der maximalenGeschwindigkeit
von 100.000rpm). Die Sedimentationszeitir ein 10-S-Partikelim Rotor betrdgtdann11/10,

d.h. 1,1 Std. Der k-Wert fur denselben Rotor bei 50.000 rpm ergibt sich zu

(100.000% (50.000§ x 11 = 4. Damit ist die Sedimentationszefiir das gleiche Material bei

50.000 rpm gleich 4/10 bzw. 4,4 Std.
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Anhang V.
Ermittlung der Dichte einer CsCIl-L&sung

Table C-2. Density, Refractive Index, and Concentrasion Data—Cesium Chloride at 25°C, Molecular Weight = 168.37

1.0047 1.3333 1 10.0 0.056 1.336 1.3657 34 454.2 2.698
1.0125 1.3340 2 20.2 0.119 1.3496 1.3670 35 472.4 2.806
1.0204 1.3348 3 30.6 0.182 1.363 1.3683 36 490.7 2914
1.0284 1.3356 4 411 0.244 1.377 1.3696 37 509.5 3.026
1.0365 1.3364 5 518 0.308 1.391 1.3709 38 528.6 3.140
1.0447 1.3372 6 62.8 0.373 1.406 1.3722 39 548.3 3.257
1.0531 1.3380 7 73.7 0.438 1.4196 1.3735 40 567.8 3.372
1.0615 1.3388 8 84.9 0.504 1.435 1.3750 41 588.4 3.495
1.0700 1.3397 9 96.3 0.572 1.450 1.3764 42 609.0 3617
1.0788 1.3405 10 107.9 0.641 1.465 1.3778 43 630.0 3.742
1.0877 1.3414 11 119.6 0.710 1.481 1.3792 44 651.6 3.870
1.0967 1.3423 12 131.6 0.782 1.4969 1.3807 45 673.6 4.001
1.1059 1.3432 13 143.8 0.854 1.513 1.3822 46 696.0 4134
1.1151 1.3441 14 156.1 0.927 1.5629 1.3837 47 718.6 4.268
1.1245 1.3450 15 168.7 1.002 1.546 1.3852 48 742.1 4.408
1.1340 1.3459 16 181.4 1.077 1.564 1.3868 49 766.4 4.552
1.1437 1.3468 17 194.4 1.155 1.6825 1.3885 50 791.3 4.700
1.1536 1.3478 18 207.6 1.233 1.601 1.3903 51 816.5 4.849
1.1637 1.3488 19 2211 1.313 1.619 1.3920 52 8419 5.000
1.1739 1.3498 20 234.8 1.395 1.638 1.3937 53 868.1 5.156
1.1843 1.3508 21 248.7 1.477 1.658 1.3955 54 859.3 5317
1.1948 1.3518 22 262.9 1.561 1.6778 1.3973 55 922.8 5.481
1.2055 1.3529 23 277.3 1.647 1.699 1.3992 56 951.4 5.651
1.2164 1.3539 24 291.9 1.734 1.720 1.4012 57 980.4 5.823
1.2275 1.3550 25 306.9 1.823 1.741 1.4032 58 1009.8 5.998
1.2387 1.3561 26 3221 1.913 1.763 1.4052 59 1040.2 6.178
1.2502 1.3672 27 337.6 2.005 1.7846 1.4072 60 1070.8 6.360
1.2619 1.3584 28 353.3 2.098 1.808 1.4093 61 1102.9 6.550
1.2738 1.3596 29 369.4 2.194 1.831 1.4115 62 1135.8 6.746
1.2858 1.3607 30 385.7 2.2 1.856 1.4137 63 1167.3 6.945
1.298 1.3619 31 402.4 2.390 1.880 1.4160 64 1203.2 7.146
1.311 1.3631 32 419.5 2.492 1.9052 1.4183 65 1238.4 7.355
1.324 1.3644 33 436.9 2.595

* Computed from the relationship p25 = 10.2402 nD25—12.6483 for densities between 1.00 and 1.37, and p?5 = 10.8601 nD25—13.4974 for densities
above 1.37 (Bruner and Vinograd, 1965).

 Divide by 10.0 to obtain % w/v.

Density data are from International Critical Tables.
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Anhang Via

CsCI-Préazipitationskurven fur den SW60Ti-Rotor

Heatmuageneaus CsCl Selution Density 1g/mlf
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Anhang VIb

CsCl-Préazipitationskurven fur den SW40Ti-Rotor

Homogeneous CsC1 Solution Density {a/mt)
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Precipitation Curves for the SW 40 Ti Rotor. Using speedand density combinationsthat
intersecton or below the curvesensureghat CsClwill not precipitateduring centrifigation.Fill
volumesareindicatedon the curves.The dashlines area representatiof Eyuation(3) andan
drawn here to show the inability of that equasion to guard against CsCI prezipitation.
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Anhang
CsCIl-Gradienten nach Herstellung des Gleichgewichtes fur den SW 40 Ti-Rotor
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Centrifugation of horwogeneous CsCl solutions at maxiraurn allowsable speeds (from Fig. 5)
results in the gradients presented Density increases from the fop to the bottor of the tube.
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Anhang VII b
CsCIl-Gradienten nach Herstellung des Gleichgewichtes fiuir den SW40 Ti-Rotor
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Die Strukturen ringformiger DNA
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Zeitplan

*eigentlicher Versuchstag

Tag Seminar Gruppe | Gruppe Il + 1l |Gruppe IV +V |Betreuung Betreuung UNK * Zellsaat
8*Uhr 8%°his 12° 12*°bis ca. 17°
Mi. 19.11. PM2 DNA, Vorbereitung Vorbereitung Vorbereitung Gaby, Irene, Gaby,Marita
Strangbruch N./| PM2 - Isolierung Strangbruch Strangbruch Marita
AP-Enzymakti
vitat
Do. 20.11. *Strangbruch- | *Strangbruch- | Gaby, Elke Irene, Elke 5 gr. Petris fur
Nachweis Nachweis Mo (2 Fl.)(2x
AP-Extrakt)
12 Petrischalen
fur HEPG2
5 Petrischalen
Fibros fur Mo
Fr.21.11. Zellkulturuntes Auswertung Auswertung Gabi, Irene, Irene
uchungen/AP- Strangbruch N. | Strangbruch N. | Anke
Extrakt - -
- Vorbereitung Vorbereitung
Comet Assay AP-Extrakt Metabolismus
(Metabolismus/
Persistenz)
So. 23.11 Marita UNK
Mo. 24.11. *PM2- Iso- *AP-Extrakt *Metabolismus | Gabi, Irene, Ma | Gabi, Irene, Ma |5 gr. Petris fir
lierung rita rita Mi (2 FI.)(2x

AP-Extrakt)
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Tag Seminar Gruppe | Gruppe Il + 1l |Gruppe IV +V | Betreuung Betreuung UNK * Zellsaat
8™ Uhr 8%bis 12° 12*°bis ca. 17°
Di. 25.11. Auswertung Auswertung Gabi, Irene, Ma | Gabi, Irene, Ma
AP-Extrakt Metabolismus |rita rita
Vorbereitung
AP-Extrakt
Mi 26.11. Vorbereitung *AP-Extrakt Gabi, Irene, Elke Gabi, Irene, Ma
PM2-Isolierung rita
Do. 27.11. ! *AP-Enzym- Gabi, Elke Gabi, Elke
aktivitat
Auswertung
AP-Extrakt
Fr. 28.11. Fremdstoff-Me *AP-Enzymak- |Irene, Elke, Irene, Elke
tabolismus tivitat Anke
So. 30.11 UNK
Mo 1.12 * PM2-Isolie- * PM2-1so- Auswertung Gabi, Marita Gabi, Marita
rung lierung AP-Extrakt
Vorbereitung
Persistenz
Di. 2.12. *Persistenz Irene, Gabi, Ma | Irene, Gabi, Ma
Vorbereitung rita rita

Metabolismus
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Tag Seminar Gruppe | Gruppe Il + 1l |Gruppe IV +V |Betreuung Betreuung UNK * Zellsaat
8™ Uhr 8%bis 12° 12*°bis ca. 17°
Mi. 3.12. DNA-Struktur/ Auswertung Irene, Elke Gabi, Marita
DNA-Schaden |*Metabolismus Persistenz
Vorbereitung
PM2
Do. 4.12 Auswertung i " Gabi, Elke Irene, Elke
Metabolismus
Vorbereitung
Persistenz
Fr.5.12. DNA-Reparatur | * Persistenz Irene, Elke, Irene, Elke 14 Kl. Petris fur
Anke Di (1 Fl.) (Per
sistenz)
S07.12 UNK
Mo. 8.12. Auswertung *PM2-Iso- Gabi, Marita Gabi, Marita 3 gr. Petris fur
Pesistenz lierung Do (1 x AP-
- Extrakt)
Vorbereitung 12 Petrischalen
Strangbruch N. (HEP G2), 5
Petrischalen
(Fibros) fur M.
Di. 9.12. *Strangbruch- Gabi, Marita Irene, Marita 14 Petris fur Fr
nachweis Vorbereitung (Persistenz)
Metabolismus
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Tag Seminar Gruppe | Gruppe Il + Il | Gruppe IV +V | Betreuung Betreuung UNK *
8*Uhr 8%bis 12° 12*°bis ca. 17° | Zellsaat
Mi. 10.12. Reaktive Sauer | Auswertung Gabi, Irene, Gabi, Irene,
stoffspezies Strangbruch-N.| *Metabolismus Elke Marita
Vorbereitung
AP-Extrakt
Do. 11.12. *AP-Extrakt Auswertung Gabi, Elke Irene, Elke
Metabolismus
Vorbereitung
Persistenz
Fr.12.12. Auswertung *Persistenz Irene, Elke Irene, Elke 14 Petrischalen
AP-Extrakt fur Di.
- (Persistenz)
Vorbereitung
AP-Enzymakt.
Mo. 15.12. Krebs *AP- Auswertung Irene, Marita, Gabi, Marita,
Enzymaktivita | Persistenz Elke
t -
Vorbereitung
AP-Enzymakt.
Di. 16.12. Auswertung | *AP-Enzym- Gabi, Marita, Irene, Marita,
Enzymaktivitat | gktivitat Elke
Mi. 17.12. Film: Der Weg Auswertung Gabi, Irene, Ma
zum Ruhm AP-Enzymakt. rita, Elke
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