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Allgemeine Sicherheitsvorkehrungen

Bei Praktikumsbeginnerfolgt eine Sicherheitsbelehrung.Alle PraktikantInnenbenötigeneinen

Laborkittel. Sicherheitshandschuhemüssenmit den Initalien beschriftetund mehrfachbenutzt

werden. Bei allen Versuchen, die mit PM2 DNA durchgeführt werden, müssen

Einmalhandschuhegetragenwerden zum Schutz der DNA vor Endonukleasen,die von den

Händen abgegeben werden.

NachderBiostoffverordnungwurdenunsereForschungslaborsder Risiskogruppe3 zugeordnet.

Alle Türen müssenstetsgeschlossenbleiben. Immer die blauenLatexhandschuhetragen,die

besonders reißfest sind.

Allgemeine Bemerkungen

Die angebotenenVersuchekönnenunterdemThemenkomplex"Wirkung von Schadstoffenauf

isolierte DNA” und auf menschliche Zellkulturen zusammengefaßt werden.

Da die Ausgangsmaterialienfür die Versuche(z.B. Substratund Enzym für die Messungder

DNA-Reparatur)nicht käuflich bzw. sehr teuersind, müssensie selbsthergestelltwerden.So

nimmt die Isolierung einer Phagen-DNAund die Anreicherungeines Reparaturenzymsaus

FibroblasteneinenGroßteilder Praktikumszeitein. Nachdemdas"Handwerkszeug"gewonnen

ist, können Versuchezur eigentlichenThematik begonnenwerden.Methodischwerden u.a.

verschiedene Ultrazentrifugationstechniken erlernt, Agarose-Gelelektrophoresen,

Anreicherungstechniken,Zellkulturtechniken,Fermentation.Im RahmenderMöglichkeitenwird

auch auf Vorschläge eingegangen.

Umgang mit gesundheitsgefährdenden Stoffen

Essollteprinzipiell mit derkleinstenbenötigtenMengegearbeitetwerden.Esstehendeshalbfür

Lösungen1-ml- und 2-ml-Kölbchenzur Verfügung.Hier einige Grundregeln:Einwaagennie

unter Zeitdruck durchführen; immer mit einem Handschuh arbeiten, und mit dieser

behandschuhtenHand nur das anfassen,womit der Schadstoffin Berührungkommt, nur so

könnenKontaminationenvermiedenwerden.Die Waageimmer total sauberverlassen(auch

nachEinwiegenvon ungefährlichenStoffen). Resteund Abfälle nie in das Abwassergeben,

sondern in bereitgestellte Abfallflaschen.

Einige wichtige Tips zum besseren Arbeitsablauf im Praktikum:

Das Spülen

Es sollte ein Spüldiensteingerichtetwerden,so dassdie Glasgefäßeund Gerätezum nächsten

Tag wieder zur Verfügungstehen.An der Spülmaschineliegt eine Bedienungsanleitung.Alle

Sachen werden nach dem Spülen im Trockenschrank über Nacht getrocknet.
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Das Autoklavieren

Bitte mit anderenGruppenabsprechen,wannund was autoklaviertwerdensoll. Günstigist es

auch, wenn alle Gruppen einen gemeinsamenVorrat an Pipetten spitzen, Bechergläsern,

Eppendorfcaps und Flaschen anlegen, der dann von Zeit zu Zeit wieder aufgefüllt wird.

Den Autoklaven nur unter Anleitung eines Betreuers benutzen.

Das Bedienen der Waagen

Es sollte jeder eineEinweisungvon einemBetreuerim Bedienender Analysenwaageerhalten.

NachdemBenutzendie Waagesauberverlassen.Gifte werdengrundsätzlichim Dunkellaborder

Zellzucht abgewogen.Hier bedarfes noch einerspeziellenEinweisung!Alle Versuchesollten

einen Tag zuvor mit einem Betreuer durchgesprochen werden.

Vor dem Versuchklären, welcheBereichesteril, mit Handschuhenund in der Kälte gemacht

werden müssen. Rotoren brauchen zum Durchkühlen mehrere Stunden, bitte bedenken.

Wichtig ist, die Konzentrationsbereicheder Giftstoffe vor einemVersuchzu diskutierenundzu

klären.

Zu den Gelversuchen

Zu jedemVersuchmussein Geltaschenplanerstelltwerden,dasonstdasFotofalschausgewertet

werden kann. Das Ethidiumbromid zum Anfärben der Gele wird immer im Dunkellabor

verdünnt.Es stehenhierfür Lösungen,Kolben und Pipettenbereit.Es wird mit Leitungswasser

verdünnt.Die Gefäßewerdenimmerwiederbenutzt.DasangefärbteGel ganzgenauauf dieUV-

Platte legen, da sonst unnötige Fotos gemacht werden müssen. Die Bedienung der Apparate nicht

mit Handschuhenhandhaben,da eine Verschmutzungmit Ethidiumbromidmöglich wird, also

Achtung!

Dialyse
Die Dialyseschläuchewerdenentwederin 1 % NaCO3 oder im passendenPuffer gekocht,30

Min. Die Schläuche nicht zu kurz abschneiden.

Puffer

Ein Puffer sollte zuerstin einemErlenmeyerkolbenmit weiterÖffnung angesetztwerden,dann

der pH eingestelltwerden und erst jetzt in einen Meßkolbenüberführt werden.Ein Puffer

brauchtetwasZeit, sich einzustellen.Ideal ist es,ihn überNacht im Kühlraumaufzubewahren,

auf Zimmertemperatur zu bringen, neu pH messen und nun auffüllen.

Bitte in die Wasserbäder nur Dest-Wasser einfüllen und kein Bi-dest.
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Aufräumen

Schadstoffrestegehören in entsprechendeAbfallbehälter ("halogenierte Lösungsmittel",

"halogenfreie Lösungsmittel", "Säure", "Basen") iSDS-Lysepuffer in den Abfallbehälter

"halogenfreie Lösungsmittel". Alles aus dem Zellkulturlabor muss autoklaviert werden.

Literatur

Allgemein aus Lehrbüchern der Biochemie bzw. Genetik die Kapitel:

Bau und Funktion der DNA

Mutationen

DNA-Reparatur

Enzymatische Aktivitäten an der DNA

Cyt P450-Enzymsystem

Enzymkinetik

Zu empfehlen sind neben den Standard-Werken der Biochemie folgende Bücher:

1. Adams, R. L. P. et al. (1992): The Biochemistry of the Nucleic Acids, Chapman and Hall,

London, New York, 11. Auflage

2. Blackburn, G. M. and Gait, M. J. (Herausgeber) (1990): Nucleic Acids in Chemistry and

Biology, IRL Press, Oxford, New York, Tokyo

Saenger, W. (1986): Principles of Nucleic Acids Structure

Marquardt, H. und Schäfer, S. G. (Hrgs.) (1997): Lehrbuch der Toxikologie; Spektrum

Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin.

Die genannten Bücher sind in der Bibliothek vorhanden. 

Als allgemeines gut verständliches Buch über biochemische Methoden kann 

3. Williams, B. L. und Wilson, 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.
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Versuch 1:  Isolierung und Reinigung von PM2 DNA

PM2 DNA wird auseinemPhagenisoliert,dereinenAlteromonas-StammzumWirt hat(deshalb

AM2). Die PM2 DNA (MG: 6,31x 10
6

= 10 KB) ist ringförmig entwedersuperhelikal(FormI)

oderhelikal relaxiert(FormII). Danebentritt auchdie lineareForm (FormIII) auf. In vivo liegt

die superhelikale Form vor.

Superhelikale DNA eignet sich hervorragend, um a) DNA-Reparatur zu untersuchen

(insbesondereReparaturendonukleaseaktivität)b) die Wirkung von DNA-strangbrucher-

zeugendenSchadstoffennachzuweisen.In beidenFällenwird der Supertwistder ringförmigen

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

relaxierteFormII läßt sichelektrophoretischoderdurchDichtegradientenzentrifugationvon der

supergetwisteten Form I 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 Zeitaufwandbeträgtca. 1,5 Wochen,wobei der eigentlicheVersucham Montag beginnt.

Die Anleitung ist so gehalten,dasszunächstein Zeitplanaufgestelltwerdenmuss.JederSchritt

musssorgfältigdurchdachtunddie benötigtenLösungenund Materialienrechtzeitighergestellt

werden.Die Präparationsvorschriftbeschreibt- wie allgemeinüblich - fast ausschließlichdie

einzelnen Arbeitsgänge, nicht warum welcher Schritt gemacht wird. Deshalb muss, bevor mit der

Isolierung begonnenwird, das Verständnisdafür erarbeitetsein. Dabei ist es hilfreich, sich

Klarheit über die Fragen auf S. 15 zu verschaffen.
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Materialien, Lösungen und Puffer:

Bottom-Agar:

Menge für insgesamt 1 l (für 12 Petrischalen):

8 g Nutrient-Broth lösen in 700 ml A. bidest (evtl. erhitzen)

10 g Bacto-Agar

0,7 g KCl

26 g NaCl

12 g MgSO4 x 7H4 O  lösen in 100 ml A. bidest

1,5 g CaCl22x 2H2O lösen in 100 ml A. bidest

dann zusammengeben, auf 1 l auffüllen und autoklavieren.

Die Substanzender Reihe nach vollständiglösenundim Meßkolben(nachAbkühlung)auf 1000

ml auffüllen. In einemErlenmeyerkolbenmit Alufolie bedecktautoklavieren.Die noch heiße

Lösungauf 6 Petrischalenverteilen(mindestenseinenTag 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
�

�

�

lösen in 70 ml A. bidest � evtl . erhitzen �

1,2 g MgSO4  x 7H 2 O 
�

150 mg CaCl 2 x 2H 2 O   
�

�

�

lösen in 10 ml A . bidest

Wennalle SubstanzenderReihenachgelöstsind,alleszusammengebenund im Meßkolbenauf

100 ml auffüllen. Danach wird in einem Erlenmeyerkolben autoklaviert.

Alteromonas Medium:

Die Mengen sind für 1 l Medium berechnet (4 bzw. 8 l Medium werden benötigt):
8 g Bacto Nutrient-Broth 

�

0,7 g KCl 
�

26 g NaCl
�

�

�

lösen in 700 ml A. bidest � evtl . erhitzen �

1,5 g CaCl2*2H2O in 100 ml A. bidet lösen

7



12 g MgSO4 * 7H2O2 in 100 ml A. bedest lösen

dann zusammengeben, auffüllen und autoklavieren.

Bei 4 bzw. 8 l Medium zuerstdie entsprechendeMenge der Substanzenin 2 l Aqua bidest

nacheinandervollständiglösenund mit 2 bzw. 6 l Aqua bidestim AmpuvaKanisterauffüllen.

DasMediumwird im Fermenterautoklaviert,d.h.derFermentermit demMediumwird mitsamt

denElektrodenim Autoklavensterilisiert.DabeimussunbedingtdasÜberdruckventilgeöffnet

sein.Da die Sauerstoffelektrodeca. 24 Std. benötigt,um nachdem Autoklavierenein stabiles
Meßsignal zu liefern, muss der Fermenterdonnerstags zusammengebautund autoklaviert

werden.

Nach Beendendes Fermentierensam Montag kann der Fermenterbis zum kommendenTag

abgeschaltet stehenbleiben, um dann von der Nutzergruppe gereinigt zu werden.

Polyethylenglycol (= PEG 6.000): 43 g pro l Überstand

Dextransulfat:   2,35 g Dextransulfat 500.000

(Pharmacia) pro l Überstand

Tris-Puffer pH 8,1: 20 mmol/l Tris x HCl, pH 8,1

(nicht steril) 1 mol/l NaCl

benötigte Menge 500 ml

Tris-Puffer pH 7,5: 10 mmol/l Tris x HCl pH 7,5

(steril filtrieren) benötigte Menge 2 l

Na-EDTA-Lösung (Titriplex III): 100 mmol/l EDTA

(steril) benötigte Menge ca. 100 ml

SSC-Puffer: 0,15 mol/l NaCl

(nicht steril) 15 mmol/l Citronensäure (mit NaOH

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

Sarcosyl-Lösung: 10 % Laurylsarcosin Na-Salz (Sigma)

(steril) 5 ml ansetzen.

Phenol-Lösung: Speziell für DNA-Extraktion hergestellt.

(Biomol, Prod. No. 5054) Das Phenol enthält 0,1 % (w/v)

Vorsicht kanzerogen! 8-Hydroxyquinoline und hat pH > 7.6.

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

8



Alle Arbeiten mit Phenol müssen im Abzug mit Handschuhen durchgeführt werden.

Ethidiumbromid-Lösung: 10 mg/ml Ethidiumbromid

(lichtempfindlich) (wird zur Verfügung gestellt)

Vorsicht kanzerogen!

Chloroform p. a.

n-Butanol p. a.: wassergesättigtherstellen:1 Teil Butanol mit 1 Teil Wasserversetzen,gut

schütteln. Die Oberphase ist Butanol.

CsCl (für Dichtezentrifugation)

Dialysierschlauch (breit und schmal): in Tris × HCl, pH 7,5 1/2 Std. kochen, abkühlen lassen.

Durchführung:

Phagenzucht:

Vorkultur:

Von der aktiven PM2-Phagensuspension(Lysat) werden unter sterilen Bedingungen 5

Verdünnungen(10-2, 10-4, 10-6, 10-8, 10-10) in 100er-Schritten(steril) hergestellt,wobei mit

Medium verdünnt wird (Gesamtvolumen10 ml, Ausnahme:erster Verdünnungschritt1:100,

insgesamt 100 ml).

Zu 100 ml von Phagenjeder Verdünnungder Pagensuspensionwerden200 ml einer aktiven

Übernacht-KulturdesPseudomonas-StammesAlteromonaspipettiert,gemischtund30 Min. bei

Raumtemperatur(cleanbench)inkubiert (300 ml Endvolumen).Für jedeVerdünnungwerden2

ml Top-Agar (zuvor erhitzt) in sterile Reagenzgläsergefüllt und in ein Wasserbadmit 45 °C

gestellt.

Nacheinanderwerden100ml desobenangesetzten300ml Phagen-Alteromonasansatzeszu den2

ml Top-Agar pipettiert, gut gemischtund sofort auf eine Platte mit Bottom-Agar (vorher

erwärmt, Wärmeplatte)gegossenund über Nacht umgekehrtbei 28 °C im Trockenschrank

inkubiert. Am nächstenTag werdendie Plattenin denKühlraumgestellt.Montagswerdendie

entstandenen Phagen ausgezählt und die aktive Phagenkonzentration im Lysat berechnet.

Hauptkultur:

Die Hauptkulturfindet im Fermenterunterder Betreuungvon Herrn RainerHulschoderHerrn

Uwe Maschmann,Mikrobiologie, statt (Raum W4 1-101). 3650 ml Medium im Fermenter

werdenmit soviel Übernachtkulturbeimpft,dassdie OD bei 610nm ca.0,05-0,08beträgt.Der
Prozeß läuft in "batch" Kultur, d.h. der wachsendenKultur wird mit Ausnahme des
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Belüftungsgasesnichtsmehrzugeführt.Kultiviert wird bei 28 °C, einerRührerdrehzahlvon 200
rpm undeinerBegasungsratevon 2 NL Luft/Min. (NL = Normalluft).Der pO2 wird währendder

Fermentationüberwachtund bei der GefahrdesUnterschreitenseinerKonzentrationvon 10 %
wird die Begasungsrateerhöht.Kontrolliert wird dasWachstumüberdie OD, denpO2, denpH-

Wert und überdie Abgaszusammensetzung(Vol % O2 und Vol % CO2). Die Kulturzeit beträgt

ca.5 Std.Bei einerOD von 0,4 (nachca.1 -2 Std.)wird mit demaktivenPhagenlysatinfiziert.

Die MengedesPhagenlysatswird ausdenErgebnissender Vorkultur berechnet.Ziel: Pro Liter

Alteromonaskultur(O.D.0,4)1 x 10
10

Phagenin einemml. Eswird ein Protokollgeführtundein
Diagrammerstellt,in demdie Meßwertefür die OD, denpO2 unddenRQ (Respirationsquotient,

pO2/pCO2 aus den Abgaswerten berechnet) sofort eingetragen werden, so dass der

Wachstumsprozeßverfolgt und die Zeit des Erreichens der OD zum Animpfen des

Phagenlysatesabgeschätztwerden kann. Die OD muss regelmäßig,in entsprechendkurzen

Zeitabständen gemessen werden (ca. alle 15 Min.).

NachderLysatzugabewird nacherfolgterDurchmischungderRührerfür ca.5 Min. abgestellt,

damitdie Phagendie Möglichkeit haben,sich amBakteriumanzusetzen.Nachca.1 Std. ist mit

der Lyse der Bakterienzu rechnen,was sich in einem plötzlichen Absinken der OD, einem
raschenAnsteigendespO2 undeinemAuftretenvon Schaumzeigt.Wennnach2 Std.nichtsvon

demgenanntenzu beobachtenist, mussvon außenauf dasBakteriumeingewirktwerden,damit

die Zelle eineSchädigungerfährtund dadurchPhagen-DNAfreigesetztwird. Dies kanndurch

Veränderungdes Mediums erzielt werden,entwederdurch Veränderndes pH-Wertesin den

saurenBereichoderdurchBegasenderKultur mit Stickstoff,wasin unseremFall die einfachere

Möglichkeit ist. Nachca. 20 - 30 Min. solltendannebenfallsdie obengenanntenKriterien zu

beobachten sein.

Sobalddie Lyse eingetretenist, wird das Restwachstumder ungeschädigtenBakteriendurch

Begasenmit Stickstoff unterbunden.DasMedium wird demFermenterentnommen- in 500 ml

Zentrifugenbecher bzw. Vorratsflaschen - und bis zur Zentrifugation im Eisbad kühl gelagert.

Isolierung des Phagen:

Konzentrierung des Phagen aus dem Lysat

Aus demLysatwerdenim erstenSchrittBakterienundBakterientrümmerdurcheine20minütige

Zentrifugation mit 5.500 x g bei 4 °C abgetrennt (Beckman J-21-Kühlzentrifuge, Rotor JA-14).

Überstand im Meßzylinder messen.

Der Überstand wird in 2-l-Erlenmeyerkolben gegeben und 43 g PEG (Polyethylenglykoll: 

H(O-CH2 - CH2)n-OH pro Liter zugegeben und bei Raumtemperatur unter Rühren gelöst.

Nach vollständigemLösen werdenpro Liter 2,35 g Dextransulfatzugegebenund gleichfalls

gelöst.

Die Erlenmeyerkolben(abgedeckt)werdenüberNachtin leicht geneigterPositionim Kühlraum
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aufgestellt. (Rotor vorkühlen)

Die Phagenund dasDextransulfathabensich am Bodenabgesetzt.Der PEG-Überstandwird

vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

Die Dextransulfatphasemit PEG-Restenwird in 30-ml-Corexröhrchenüberführtund20 Min. bei

12.000 rpm (JA-20, 4 °C, vorkühlen) zentrifugiert. Die PEG-Restewerden vorsichtig mit

Pasteurpipette abgenommen (alles im Eisbad und die Oberphase verwerfen).

Die Unterphasen vereinigen.

Das Gewicht der Dextransulfatphasewird bestimmtund pro Gramm2 ml Tris-Puffer pH 8,1

zugegeben.

Die Lösung wird für 30 Min. bei 14.000 rpm (JA-20, 4 °C) zentrifugiert.

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

Die Pelletswerdenin je 1 ml 20 mmol/l Tris-Puffer,pH 8,1, auf demEisbadgeschütteltund

innerhalb von 1-2 Std. vorsichtig resuspendiertund dann vereinigt. Die Zentrifugenbecher

werden nacheinander mit weiteren 5 ml Tris (insgesamt) gespült.

NachderZentrifugationfür 20 Min. bei 10.000rpm (JA-20),4 °C befindensichdie Phagen im

Überstand und sehen milchig trüb aus.

Der Überstandwird abgenommenund dasPellet nochmalsmit 5 ml 20 mmol/l Tris, pH 8,1,

resuspendiert und erneut bei 10.000 rpm (Rotor JA-20) 30 Min. zentrifugiert.

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

Reinigung der Phagenpartikel im CsCl-Dichtegradienten

Die gesammeltenÜberständewerdenmit CsCl versetzt(0,317g CsCl pro ml). Nach vollstän-

diger LösungdesSalzeswird die Lösungauf 2 Polyallomer-Röhrchen(BeckmanNr. 31372)

verteilt und genauaustariert.Falls die Röhrchennicht voll sind, wird mit CsCl im 20 mmol/l

Tris-PufferpH 8.1aufgefüllt.Danachwird überNacht(mindestens15 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 bläulich-opaleszierendeBandemit einer Kanüle abgenommen.Die

Dichte des Phagen beträgt 1,28 g/ml.

Eine Kanülewird etwasunterhalbder BandedurchdasRöhrcheneingestochenund die Bande
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mit einerSpritze(2 ml Kanüle0,65x 30 mm) abgesaugtund in ein Rotkäppchenüberführt.Die

Bandewird überNacht je nachVol. der Bandegegen2-6 l SSC-PufferpH 7,7 im Kühlraum

dialysiert (Pufferwechsel nach 1 Std.) und das Gefäß mit Alufolie gegen Lichteinfall geschützt.

Freisetzung der Phagen-DNA

Lyse der Phagen-Partikel

Das Volumen der Phagenlösungwird nachder Dialyse bestimmt.Die Phagenlösungwird auf

eine Konzentration von 5 mM EDTA (mit 100 mM EDTA) und 0,5 % n-Lauryl-Sarkosyl (mit 

10 % Sarcosyl) gebracht. Die trübe Phagensuspension wird klar. Die DNA liegt frei vor.

Phenolextraktion der Proteine

Nach 10 Min. auf Eis wird zu der Phagen-Lösung1 Vol. Phenol-Lösungzugegebenund das

Röhrchen(CorrexRöhrchen)einigeMale invertiert, so dasseineguteVermischungder Phasen

stattfindet (im Halbdunkeln arbeiten).

Die Phasenwerdendurch 10minütigeZentrifugationbei 10.000 rpm (4 °C) wieder getrennt

(Tischzentrifuge).

Die wässrigeOberphasewird in ein neuesRöhrchenüberführtund mit einemneuenVolumen

Phenollösung versetzt invertiert und die Phasen erneut über Zentrifugation getrennt.

Die jetzt erhaltenePhenolphasewird mit 1 Vol. SSC-Pufferversetzt,invertiert und die Phasen

wie oben durch kurze Zentrifugation separiert (Tischzentrifuge, 1-2 Min.).

Die Wasserphasenwerdenvereinigtundnochmalsphenolisiertundzentrifugiert.Die wässrigen

Phasenabnehmen,vereinigenund mit 1 Vol. Chloroform extrahieren.DiesenProzeßbis 3 x

wiederholenbis zwischender Chloroform-undder Wasserphasekeine dickere Bande mehr

sichtbar ist.

Die Wasserphasewird bei 4 °C gegenSSC-Pufferüber Nacht dialysiert (Pufferwechselnach

einerStunde,Kühlraum,Alufolie). SSCPuffer der Dialyseaufbewahren.Der DNA-Gehaltdes

Dialysates soll abgeschätzt werden (Dialysat 1:20 verd., Spektrum von 320nm-220nm fahren). 

Die soabgeschätztenDNA-Einheitensolltenim folgendengleichmäßigaufdenCsCl-Gradienten

verteilt werden. 

Reinigung der superhelikalen Phagen-DNA

Zur Abtrennung der relaxierten helikalen und linearen DNA-Anteile wird eine

Gleichgewichtszentrifugation(CsCl-Gradient)unterfolgendenBedingungendurchgeführt:Rotor
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SW 60,29.000rpm,20°C, LaufzeitübersWochenende.In das4 ml-Polyallomer-Röhrchenwird

folgende DNA-CsCl-Lösung (s = 1,57 g/ml) gegeben:2,91 ml DNA-Lösung (die DNA-

Konzentrationsollte nicht höher als 40 µg/ml sein im SW60 Rotor, ggf. mit SSC-Puffer

verdünnen)+ 2,88 g CsCl. Dazu werden pro Röhrchen0,09 ml Ethidiumbromidlösung(10

mg/ml) pipettiert. Sobald DNA und Ethidiumbromid zusammengefügtsind, darf wegen der

Gefahrvon Strangbrüchennur nochbei gedämpftemLicht gearbeitetwerden.Für dasim Rotor

gegenüberliegendeRöhrchenmussebenfallsdie Gradientenlösunghergestelltwerden,jedoch

ohneDNA (stattdessenSSC-Puffer).BeideRöhrchenmüssengegeneinanderaustariertwerden.

Vor AbstellenderUZ unbedingtBremseabstellen(Breakoff!). NachderZentrifugationwerden

die DNA-Bandenin Pierce-Röhrchengesammelt(entsprechenddem1. CsCl-Lauf).Die Banden

solltenmöglichstkonzentriert(nur im Bandenbereich)abgenommenwerden,dasonstdie DNA-

Konzentrationzu geringwird. Die in denPierceröhrchenvorliegendeDNA wird vorsichtig (3 x

über Kopf drehen)so langemit wassergesättigtem n-Butanol kalt (1/3 Volumen Butanol, 2/3

DNA-Lösung) invertiert, bis das Ethidiumbromid vollständig entfernt ist: Danachwird die

Oberphasemit einerPasteurpipetteabgenommen.DieserVorgangwird wiederholt(bis 3 x), bis

die Wasserphase(unten!) gegen einen weißen Hintergrund nicht mehr rosa erscheint.

Anschließendwird gegenTris-HCl-Puffer pH 7,5 dialysiert (mindestens3 Std., besserüber

Nacht). Die DNA-Konzentrationwird durch Extinktionsmessungbei l = 260 nm bestimmt.

Dabei enthälteine proteinfreieProbemit E = 1 50 mg/ml DNA. Die DNA wird in einzelnen

Fraktionenbis zur weiterenVerwendungbei -70 °C eingefroren(Beschriftungnicht vergessen).

Vorher DNA-Qualität überprüfenund je nachDNA-Konzentrationfraktioniert einfrieren.DNA

vor derTestungim Gel im Kühlschrank(Alu) lagern.Die DNA-Qualitätbzw. die Reinheitwird

elektrophoretischüberprüft (Methodein Versuch2 beschrieben).Dabei werden10 ml DNA-

Lösung (20 mg/ml) mit einem Tropfen Abstopperlösung versetzt und aufgetrennt.

Protokoll:

Im Protokoll sollen alle Daten festgehaltenwerden, sowie alle Abweichungen von der

Vorschrift, jedoch nicht die Vorschrift selbstwiederholt werden.Zusätzlich sollen folgende

Fragen beantwortet werden:

- Warummussdie Bakterienkulturexakt bei einerOD von 0,4 mit Phagenlösunginfiziert

werden?

- Kommt es bei der Infektion auf eine bestimmte Phagenmenge an?

- Was passiertbeim Ausschüttelnder abzentrifugiertenPhagenlösungmit PEG-Dextran-

sulfat?

- Warum werden im einzelnen die verschiedenen Dialysierschritte unternommen?

- Wie kann man die Zentrifugationsbedingungenfür das Sedimentierender Phagen

ermitteln, wenn man nur den S-Wert der Phagen (S = 230) kennt (vgl. Anhang IV)?

- Warum werden die Gleichgewichtszentrifugationen in der Wärme bei 20 °C durchgeführt?

- Was bewirkt die Sarcosyl-Behandlung?

- Warum wird mit Phenol ausgeschüttelt, warum mit Chloroform?
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- Warum wird bei der 2. CsCl-Zentrifugation Ethidiumbromid zugefügt?
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Versuch 2: Quantitativer Nachweis von DNA-Strangbrüchen durch ein Strangbruch-

erzeugendes Agens

Eine Reihe von Mutagenen/Kanzerogenen erzeugen direkt Strangbrüche in der DNA 

(z.B. g-Strahlen,Cytostatika).Auch belastenCarcinogenmoleküle,die an die Basender DNA

gebundensind, dasZuckerphosphatgerüsthäufigso stark,dassin der FolgeApurinstellen(AP-

Stellen) und Strangbrüche auftreten.

Die Entstehungvon DNA-Strangbrüchenin vitro korreliert mit der Kanzerogenitäteiner

Substanz.Deshalbwird der Nachweisvon Strangbrüchendurch chemischeAgenzienauchals

Kurzzeittest für chemische Kanzerogene angewandt.

DasNachweisverfahrenfür Strangbrücheist außerordentlichempfindlich.Die Nachweisgrenze

liegt bei ca.0,05Einzelstrangbrüchepro DNA-Molekül. Als DNA wird die superhelikalePM2

DNA benutzt,die in Versuch1 isoliert wordenwar. Durch Inkubationmit einemStrangbruch-

erzeugendenAgensentstehtdie helikale,relaxierteDNA (Form II), die von der unbeschadeten

superhelikalen DNA (Form I) leicht elektrophoretisch abgetrennt werden kann.

Puffer und Lösungen:

Na-Phosphat-Puffer: 100 mmol/l Na-Phosphat, steril
pH 7,2 (200 ml 100 mmol/l NaH2PO4)

(300 ml 100 mmol/l Na2HPO4) 

Base vorlegen und mit der Säure den pH einstellen

PM2 DNA-Lösungen: Die durch CsCl-Zentrifugation aus Versuch 1 gewonnene super

helikaleDNA wird mit Na-Phosphat-Pufferauf 20

mg/ml verdünnt.

Abstopperlösung DMSO 20 %

(wird zur Verfügung gestellt)Bromphenolblau 0,04 % (Spatelspitze)

Glycerin 45 %, diese Lösung kann von einer Gruppe für alle 

angesetzt werden (10 ml)

Ethidiumbromid-Lösung: 2 mg/ml Ethidiumbromid(lichtempfindlich,daherim Dunkeln(ist

gebrauchsfertig) aufbewahren!)

(Stammlösung) Diese Lösung 1 : 1000 verdünnen mit Leitungswasser.

Vorsicht! Ethidiumbromid ist mutagen und möglicherweise Karzinogen.
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Elektrophoresepuffer: Stammlösung (10fach konzentriert).

pH 8,25 560 mM Tris                 67,8 g/l

890 mM Borsäure          55,0 g/l

31,9 mM EDTA (Säure) 9,32 g/l

pH auf 8,25 mit 10 M NaOH einstellen

Vor Gebrauch 1:10 verdünnen

Agarosegel: 0,8 % in Elektrophoresepuffer

(verdünnt) (siehe Versuchsdurchführung)

Entfärbelösung: 2 mmol/l MgSO4 in Leitungswasser 1:100

(von 1 Gruppe für 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 verdünnen. Im ersten

Schritt auf mindestens 1 mmol/l verdünnen, sonst

fällt es aus. Meist ist noch eine 2-4 minütige

Ultraschallbehandlung nötig (10 ml ansetzen).

Geräte:

UV-Lampe: Transilluminator C-60 (Hersteller:

Products, Inc.)

Leistung: 6 x 13 Watt, Strahlungintensität:6.000 mW bei 366 nm

Elektrophoresegeräte: Horizontalelektrophorese (Hersteller: Pharmacia)

Wasserbad 37 °C

Eisbad (mit Wasser!)

Polaroidkamera mit Film (Landpack 667)

Microprozessor-gesteuerter halbautomatischer Integrator (MOPI, Kontron)

Herstellung der Elektrophoresegele:

a) Gelträger reinigen

- Träger unter fließendem dest. Wasser reinigen

- Trocknen mit Fließpapier

b) Gelträger kleben

- Die beidenoffenenSeitendesGelträgersmit Klebebandumkleben.DasKlebebandhaftetnur

auf trockenem Untergrund!
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- Gelträger auf eine waagerechte Unterlage stellen (Wasserwaage benutzen).

- Die benötigtenKämme(je 14 bzw. 28 Taschen)in den Trägerstecken,sich dabeian den

Linien (rot + schwarz) in den Elektrophoresekammern orientieren.

c) Agarose-Gel gießen

Achtung: Das Horizontalelektrophoresegerät verträgt keine Temperaturen über 60 °C!

- Pro Gel werden 250 ml 0,8 %ige Agarose benötigt

- von 2,5 l des verdünntenTris-Borat-Pufferswerden250 ml abgenommenund mit der

entsprechenden Menge Agarose unter Rühren bis zum Auflösen der Agarose aufgekocht

- Die Agaroselösungauf 50 °C abkühlenlassenundvorsichtigin denGelträgergießen.Bei

zu schnellem Einfüllen der Lösung entstehen leicht Blasen!

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

5. Der Gelträgerwird so in die Elektrophoresekammergesetzt,dasssich die Kämmeüber

den roten Linien befinden

6. ca. 2 l desverdünntenTris-Borat-Pufferswerdenin die Kammergefüllt, sodassdasGel

leicht mit Puffer bedeckt ist

7. Kämme vorsichtig aus dem Gel herausziehen

8. 80 V anlegen und Stromstärke überprüfen (muss zwischen 75-110 mA liegen).

Anmerkungen zum Versuch:

Im folgenden Versuchsplanwird die SubstanzTetrachlorhydrochinon(TCHQ) als DNA-

schädigendesAgens verwandt. Da Hydrochinonein wässrigenMedium leicht autoxidieren,

dürfensieerstunmittelbarvor Versuchsstartgelöstwerdenundmüssenzügigeingesetztwerden

(5-10 Minuten bis zur Inkubation!). Andernfalls haben sie sich schon abreagiert und

Strangbrüchesind nicht mehr nachweisbar.Im Praktikum können auch andereSubstanzen

eingesetzt werden (z. B. O - 1 mmol/l Wasserstoffperoxid (H2O2)).

TCHQ erzeugtin einerStundein einemKonzentrationsbereichvon 1 - 40 mmol/l nachweisbar

Strangbrüche.Damit ist die Endkonzentrationim Inkubationsansatz(ohneAbstopper)gemeint.

Die Bildung der Strangbrüchekannentwederin Abhängigkeitder Schadstoffkonzentrationbei

einer Stunde Inkubationszeit oder in Abhängigkeit der Zeit (0 - 3 Std.) bei gleicher

Schadstoffkonzentration(TCH 10 mmol/l) bestimmtwerden.Die Verdünnungensollenentweder

auf 5 ml berechnetwerden(in sterileReagenzgläser)oderauf 1 ml (sterileEppendorfcaps).Zu

pipettierende Volumina sollen nicht größer als 10 µl sein.

Es ist wiederumwichtig, sich vor VersuchsbeginneinendetailliertenVersuchsplanzu erstellen.

Die Anzahl der Probenrichtet sich nach der Anzahl der Geltaschen(14 oder 28), in die die

Probengegebenwerden.Nebender mit SchadstoffinkubiertenDNA müssenauch geeignete

Kontrollwerte erstellt werden (welche?).
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Versuchsdurchführung

Inkubationsansatz:

9. 10 ml PM2 DNA (0,2 mg) bei O °C ins Eppendorfgefäßgeben,je nachAnwendungmit

Tris oder Ohosphatpuffer verdünnen+ 10 ml Schadstofflösungkurz mit Hilfe eines

Whirl-mixes durchschütteln 

- kurz zentrifugieren (Eppendorfzentrifuge)

- im Wasserbad bei 37 °C inkubieren

- nach der Inkubation auf Eis stellen und mit 10 ml Abstopperlösung die Reaktion beenden

- kurz durchschütteln im Whirl-mix und kurz zentrifugieren

- die Proben in die Taschen des Elektrophoresegels füllen

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

Anfärben und Fotografieren der Gele:

Nach dem Elektrophoreselaufwird das Gel 1 Std. in der frisch angesetztenEthidium-

bromidlösung(in Leitungswasser)im Dunkelnangefärbt.DasHorizontalgelwird samtTrägerin
das Färbebadüberführt. Nach dem Anfärben wird das Gel in 2 mmol/l MgSO4 Lösung

entwässert(1 Std.),um dasüberschüssigeEthidiumbromidzu entfernen.Anschließendwird es

auf den Transilluminator gelegt (vorsichtig vom Träger schieben!)und sofort fotografiert

(Belichtungszeitund Blendenzahlerfragen!). Da Ethidiumbromid im UV-Licht instabil ist,

verblassen die Banden schnell.

Quantitative Auswertung:

Ethidiumbromid-angefärbteDNA ist bei UV-Bestrahlunginstabil. Deshalbkann ein exakter

quantitativerNachweisder DNA nicht an der Probe selbst durchgeführtwerden. Es gibt 2

Möglichkeiten der quantitativenAuswertung,die beide in einem Versuch durchgeführtund

verglichenwerdensollen.Zum einenwird dasBild digital gespeichertund mit Hilfe geeigneter

Softwareausgewertet(direkteAnleitungamComputer),zumanderenwird die Probefotografiert

und das Positiv einer Reflektionsmessungunterworfen.Die auf der Fotografieerscheinenden

hellenDNA-BandenreflektierensichtbaresLicht stärkerals der dunkleUntergrund.Mit einem

schmalenLichtspaltwerdendie Bandenabgefahrenunddie MengedesreflektiertenLichteswird

in Form von Kurven graphisch aufgezeichnet.Anschließend werden die Peakflächen

halbautomatisch mit einem Mikroprozessor gesteuerten Integrator bestimmt.

Die Peakflächenkorrelierenmit der interkaliertenEthidiumbromidmengein der DNA. Es wird

angenommen,dassdie Verteilungder Brücheauf die einzelnenDNA-Moleküle einerPoisson-

verteilungfolgt. AusdemAnteil derMoleküleohneBruch(a) wird diedurchschnittlicheAnzahl

N der Brüche pro PM2 DNA-Molekül nach der Formel

N = - ln a
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a �

Superhelikale DNA
relaxierte DNA x 0,8 � sup erhelikale DNA

berechnet.

Die Auswertungerfolgt am günstigstenüber die Zunahmeder eingeschnittenenrelaxierten

DNA, also über die ZunahmedesProduktes.Von dem Reaktionsproduktmussder Anteil der

unspezifischen Brüche der Kontrollproben abgezogen werden.

Protokoll:

Zum Protokoll gehörender 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.),Carcinogens:Identificationand Mechanismof Action, Raven

Press 1979 (in der Bibliothek vorhanden!).
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Versuch 3: Herstellung einer Fraktion aus menschlichen Fibroblasten, die AP-

Endonuklease enthält

Als AusgangsmaterialdienenmenschlichePrimärfibroblasten,die in Zellkultur gehaltenwerden.

DieseZellen wachsenin Form einer"monolayer"-Schichtauf demBodenvon Kulturflaschen.

Siesindbedecktmit einemFlüssigmediumausdefiniertenAminosäuren,VitaminenundSalzen,

angereichert mit 12 % foetalem Kälberserum.

Ziel der Extraktherstellungist es, in kurzer Zeit ohne großenAufwand eine Fraktion aus

Fibroblastenzu gewinnen,die reich an AP-Endonukleaseist und möglichst wenige für die

EnzymreaktionstörendeZellbestandteileenthält.Die AP-EndonukleasenerkennenSchad-stellen

in der DNA, die darin bestehen,dasseinzelneBasenin der DNA verlorengegangensind (sog.

Apurin- bzw. Apyrimidinstellen). AP-Endonukleasenin höheren Organismenbesitzen ein

Molekulargewicht von ca. 30.000.

Allgemein ist zu sagen,dassbei derGewinnungvon ZellbestandteilenausZellkulturenhöherer

Organismenim Vergleich zu Mikroorganismenmit wesentlichweniger Ausgangsmaterialzu

rechnen ist. Dies fordert zum Teil andere Techniken, zum Teil auch die Fantasie des

Experimentators.

Lösungen und Puffer:

Alle Puffer sind steril zu filtrieren (warum?)

PBS-Puffer (Ca 
2 
- frei).  (PBS = phosphate buffered saline)

   (200 ml herstellen)       8 g/l NaCl

     0,2 g/l KCl
     1,4 g/l Na2HPO4 x 2H2O

     0,2  g/l KH2PO4

Extraktionspuffer pH 7,5   100 mmol/l NaCl

   (50 ml herstellen)   200 mmol/l KCl

     50 mmol/l Tris

      1 mmol/l EDTA (Titriplex III)

      1 mmol/l Dithiothreitol

Die pH-Werteinstellung erfolgt mit HCl vor der Zugabe von Dithiothreitol.

Fibroblastenpuffer pH 7,5     100 mmol/l NaCl

   (2 l herstellen)       50 mmol/l Tris

       1 mmol/l EDTA (Titriplex III)

       1 mmol/l Dithiothreitol

Die pH-Werteinstellung erfolgt mit HCl vor der Zugabe von Dithiothreitol.

Streptomycinsulfatlösung       10 % (w/v) Streptomycin in Fibroblastenpuffer
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(10 ml herstellen)

Geräte:

Ultraschallgerät Branson Sonifier

Kühlzentrifuge Beckman J2-21, Rotor JA21

Airfuge: Die als Tischgerätkonzipierteairfuge-Ultrazentrifugeist eineMiniatur-Luftturbinemit

einemkleinen,6 RöhrchenfassendenRotor, der innerhalbvon 30 Sek.auf Geschwin-digkeiten

bis zu 100.000rpm beschleunigtwird. DabeibauensichZentrifugalfelderin derGrößenordnung

von 105.000x g auf. Der Rotor, der auf der Unterseitemit Turbinen-Profilrillenversehenist,

läuft aufeinemLuftkissenundwird allein durchDruckluft in Rotationversetztundgehalten.Die

ausschrägangeordnetenDüsenim darunterliegendenStänderblockströmendeLuft treibt den

Rotor an. SenkrechtnachobengerichteteLuftdüsenerzeugeneinenvertikalenLuftstrom, der

denRotor währendder Bremsphaseträgt.Der beständigeLuftstrom sorgtaußerdemdafür,dass

die Rotortemperatur nahezu konstant bleibt.

Aufgrund der festen Beziehungzwischen Rotorgeschwindigkeitund wirksamen Luftdruck

genügtein einfacherDruckreglerzur Steuerungder Rotordrehzahl.Die Rotorgeschwindigkeit

läßt sich so aus dem angezeigten Druck direkt ableiten.

Der zugehörigeRotor (30°-Festwinkel) besitzt einen k-Wert bei maximaler Umdrehungs-

geschwindigkeit von k = 19 (vergl. Anhang IV).

Durchführung:

Die zur VerfügunggestelltenFibroblastensindin einerPetrischale(Æ13,5cm) subkonfluentbis

konfluent(= stationäre Phase) gewachsen.Zunächstwird dasMediumausderFlascheabgesaugt

und anschließendwird 2x mit je ca. 25 ml Ca2+
-freiem PBS-Puffergespült, wobei darauf

geachtetwerden muss, dass das Medium und der zum Waschenbenutzte Puffer jeweils

vollständig abgesaugtwird. Alle nachfolgendenSchritte werdenbei 0 °C durchgeführt.Die

Zellen werden mit Extraktionspuffer (0,5 ml/Petrischale) von der Kulturgefäßoberfläche

abgeschabtundin ein kleinesGefäßüberführt,in demdie Ultrabeschallungdurchgeführtwerden

kann(z.B. einezugeschmolzene5 ml Eppendorf-Spitze).Eswird ein zweitesMal mit 1 ml der

Rest der Zellen in Extraktionspuffer suspendiertund in das zu beschallendeRöhrchen

transferiert (Gesamtvolumenca. 2,2 ml). Das Beschallenerfolgt im Eisbad bei maximaler

Resonanz(hörbar)und zwar 400 Sek. bei 25 %iger Arbeitsleistung.Es mussdaraufgeachtet

werden,dassder Metallstabnicht die Gefäßwandoder -boden berührt und die Probenicht

schäumt.Im Mikroskop wird kontrolliert, ob die Zellen vollständigzertrümmertsind. Danach

wird mit Hilfe derAirfuge ein ribosomenfreierÜberstandhergestellt.Man berechneanhanddes

k-Faktorsund der Sedimentationskonstanten(s = 80) die nötige Laufzeit, wobei bei 90 % der

maximalenUmdrehungszahlim 30°-Festwinkelrotorzentrifugiert werdensoll. Das maximale
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Volumen des Zentrifugeneinsatzes beträgt 7 ml, das minimale 2,2 ml.

Die ÜberständeausdeneinzelnenZentrifugenröhrchenwerdenvereinigt und mit soviel 10 %

Streptomycinsulfatlösungversetzt,dassdie Endkonzentrationan Streptomycin0,25 % beträgt.

Nach einer Fällungsdauervon mindestens30 Min. im Eis, wird der Niederschlagin der

BeckmanKühlzentrifugeJA-21 abzentrifugiert(20 Min., 18000rpm vorgekühlterRotor). Der

Überstandwird über Nacht gegenFibroblastenpufferdialysiert (den Dialyseschlauchzuvor in

Fibroblastenpuffer 30 Min. kochen). Nach Möglichkeit sollte ein Pufferwechsel stattfinden.

Am nächstenMorgenwird von der unverdünntenProbeeineProteinbestimmungdurchgeführt.

Zunächstsollte der Proteingehaltspektrophotometrischbei l = 280 nm und l = 260 nm

gemessenund mit Hilfe der Warburg-Tabelleerrechnetwerden (siehe Anhang I). Ist der

Nukleinsäuregehaltzu hoch,wird die ProteinbestimmungnachWarburgzu ungenau.In jedem

Fall mussdasProteinauchchemischnachLowry bestimmtwerden(sieheAnhangII). Dabei

dürfen jedochnicht mehr als 500 ml desExtraktesverwendetwerden.Der Restwird für die

Endonukleasebestimmungin 2 Fraktionenbei -20 °C eingefroren,und vorher bei 4 °Grad

gelagert (gut beschriften!).

Protokoll:

Im Protokoll sollte die genaueDurchführung der Extraktherstellungbeschriebenwerden.

Daneben soll der Sinn der einzelnen Arbeitsschritte erläutert werden:

- Warum werden die Zellen mit Puffer gewaschen?

- Was bewirkt die Ultrabeschallung?

- Warum wird ein 105.000 x g Überstand hergestellt?

- Warum wird die DNA ausgefällt?

- Warum wird dialysiert?

- Warumwird derProteinbestimmungnachWarburg(Absorptionsmessungbei 280nm) den

Vorzug gegenüber der chemischen Proteinbestimmung nach Lowry gegeben?
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Versuch 4: Bestimmung der AP-Endonukleaseaktivität

Schäden,die durch chemischeoder physikalischeEinwirkung an der DNA gesetztwerden,

könnenenzymatischerkanntund eliminiert werden.Es gibt verschiedeneReparatursysteme,

wobei das Nukleotidexzisionsreparatursystemdas bekanntesteist. Es bestehtaus 4 enzyma-

tischen Schritten:

Einschneidenin die DNA neben dem DNA-Schaden (Endonuklease),Ausschneidendes

Schadens(Exonuklease),Wiederherstellungder ursprünglichenNukleotidsequenzanhanddes

komplementärenDNA-Stranges(DNA-PolymeraseI), Verbinden der beiden freien Enden

(DNA-Ligase).

Durch MutagenebedingteVeränderungenan Nukleinsäurebasenin der DNA habenhäufig die

Labilisierungder N-glykosidischenBindungzur Folge.Dadurchkönnendie betroffenenPurine

bzw. Pyrimidine von der DNA abfallen und es entstehen Lücken (= Apurin- bzw.

Apyrimidinstellen)in der DNA, wasPunktmutationengleichzusetzenist. DieseLückenwerden

durch Apurinendonukleasen(AP-Endonukleasen)erkannt und die Exzisionsreparaturkann

erfolgen.

Apurin-/Apyrimidinstellen (AP-Stellen) können auch physikalisch z.B. durch Hitze/Säure

erzeugtwerden. Dies soll im Praktikum ausgenutztwerden, um unnötigesHandhabenmit

Mutagenen Carcinogenen zu vermeiden.

Die Charakterisierungvon Enzymenhat zur Voraussetzung,dassdie jeweilige Enzymaktivität

methodischdirekt nachweisbarist, d.h., es mussentwederdie Abnahmeder/desSubstrate(s)

oderdie Zunahmeder/desProdukte(s)meßbarsein. Ist dasSubstratjedochsehrgroß,wie z.B.

die DNA unddie enzymatischenVeränderungensehrgering(z.B.: wenigeEinzelstrang-brüche),

so scheitert der Enzymnachweishäufig 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

ungeklärt. Allerdings wurden in den letzten Jahren eine Reihe von komplizierten

Nachweisverfahrenfür DNA-spezifischeEnzyme entwickelt, so dasszur Zeit eine Vielzahl

neuer Enzyme beschriebenwerden. Hierzu zählen auch Reparaturendonukleasen,also die

Enzyme,die eineSchadstelleanderDNA erkennenunddabeieineeinzigekovalenteBindungin

der DNA lösen.

Die Einführung einesendonukleolytischenSchnittesentsprichtchemischder Erzeugungvon

Einzelstrangbrüchendurch Schadstoffe.Somit kann in beidenFällen zum Nachweisdasselbe

Verfahrenverwendetwerden,nämlichdie Überführungvon superhelikalerDNA in die helikale

relaxierteDNA. Einzelheitenzur Methode(z.B. Durchführungder Elektrophorese)müssenaus
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Versuch 2 entnommen werden.

Es werden 2 Versuchsreihen zur Auswahl vorgeschlagen:

10. Variation der Enzymkonzentration

11. Substratvariation: Variation der Dauer der Hitze-Säurebehandlung

Achtung: Es ist wichtig, sich wie immer vor Beginn des Versuchs einen detaillierten

Versuchsplanaufzustellen,der die Variation von Enzym und Substratberücksichtigt.Man

überlegesich genau,welche Kontrollen nötig sind, um unspezifischeNukleaseaktivitätund

Bruch durch Hitze/Säure-Behandlung berücksichtigen zu können.

Puffer und Lösungen:

Fibroblastenpuffer siehe Vers. 3

Ethidiumbromid-Lösung: Zusammensetzung wie Versuch 2

Abstopperlösung:  in A. bidest ansetzen

- 10 % SDS

- 0.04 % Bromphenolblau

- 45 % Glycerin

muss vor Gebrauch kurz in ein Wärmebad gestellt werden.

- 10 mmol/l Tris·HCl-Puffer pH 7,5

- 200 mmol/l Tris·HCl-Puffer pH 8,1

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

- MgCl2-Lösung: 12 mmol/l

alle Puffer müssen steril sein, der Mengenbedarf muss durch Lesen des Skripts ermittelt werden.

Geräte:

Plattenelektrophoresegerät mit Umwälzpumpe

Wasserbad 70 °C und 37 °C

Eppendorf-Zentrifuge
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Durchführung:

1. Enzymvariation

Hitze-Säurebehandlung der DNA

- 35 ml DNA (80 mg/ml) + 35 ml Na-Citrat-PufferpH 5,1 in ein Reaktionsgefäßgebenund

15 Min. bei 70 °C im Wasserbad inkubieren.

- Mit 70 ml Tris HCl-Puffer pH 8,1 neutralisieren und in ein Eisbad stellen

(Endkonzentration der DNA: 20 mg/ml).

Währendder Hitze/Säure-Behandlungwerdendie geeignetenEnzymkonzentrationenhergestellt

(welches Verdünnungsmittel?). Es werden immer Doppelproben angesetzt.

Enzymbehandlung der DNA

- 14 Reaktionsgefäßemit 10 µl Hitze-Säure-behandelterDNA und 14 Reaktionsgefäßemit

unbehandelter DNA (10 µl, 20 mg/ml) füllen.

- In jedes Reaktionsgefäß5 ml 12 mmol/l MgCl2-Lösung geben (Endkonzentrationim

Ansatz muss 2 mmol/l sein).

12. 15 ml Enzymlösung(zwischen5 und 200 mg/ml sollen 6 Konzentrationenmit je zwei

Paralleleneingesetztwerden,verdünnenmit Fibroblastenpuffer)zu der behandeltenund

unbehandeltenDNA geben.Mixen undkurz zentrifugieren(Kontrollenfür unbehandelte

und Hitze-Säure behandelte DNA nicht vergessen!). 

13. 45 Min. bei 37 °C im Wasserbadinkubieren,danachaufs Eis gebenund sofort 20 ml

Abstopperlösung zugeben.

- Proben mixen und kurz zentrifugieren.

- Probenmit Eppendorfpipetteoder Pasteurpipettemöglichstquantitativ in die Geltaschen

füllen (evtl. Proben kurz im Wasserbad anwärmen Þ  leichter zu pipettieren).

2. Substratvariation

Hitze-Säure-Behandlung der DNA

14. 50 ml DNA (80 mg/ml) + 50 ml Na-CitratpufferpH 5,1, in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß

geben und im Wasserbad bei 70 °C inkubieren.

15. Zu verschiedenenZeiten4 x je 5 ml DNA in ein Reaktionsgefäßgebenund jeweilsmit 5

ml Tris-HCl-Puffer pH 8,1 neutralisieren (für jeweils 2 Parallelproben). Die

Reaktionsgefäßein ein Eisbadstellen.Die ersteProbenach5 Min. nehmen,die letzte

nach 20 Min. (DNA-Konzentration nach Neutralisation 20 mg/ml, jede Probe 2x

ansetzen).

16. Herstellender unbehandeltenDNA: DNA (80 mg/ml) auf 20 mg/ml verdünnen(welches

ist die geeignete Verdünnungslösung?).

Enzymbehandlung der DNA

17. Enzymextraktlösungenmit höchster Proteinkonzentration(nicht über 100 mg/ml)
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benutzen.

18. In jedes Reaktionsgefäß mit apurinisierter und unbehandelter DNA 5 ml 12 mmol/l
MgCl2-Lösung geben.

19. 15 ml Enzymextraktbzw. Fibroblastenpufferzugeben,so dasszu jederBehandlungszeit

jeweils 1 Reaktionsgefäßmit Enzymextraktund als Kontrolle 1 Reaktionsgefäßmit

Fibroblastenpuffer versetzt ist. Mixen und mit der Tischzentrifuge kurz abzentrifugieren.

20. 45 Min. bei 37 °C im Wasserbadinkubieren,danachaufs Eis gebenund sofort 10 ml

Abstopperlösung zugeben.

21. Proben mixen und kurz zentrifugieren.

22. Inhalt der Reaktionsgefäßemit einer Eppendorfpipetteoder einer Pasteurpipette

möglichst quantitativ in die Geltaschen füllen.

Die Auftrennungder Probenerfolgt unterdengleichenBedingungenwie in Versuch2, ebenso

die quantitative Auswertung. Hierbei muss bedacht werden, dass zur Berechnung der

spezifischenendonukleolytischenAktivität die Anteile an relaxierterDNA abgezogenwerden

müssen,die a) durch Hitze/Säure-Behandlung(Hitze-SäurebehandelteDNA + Puffer) und b)

durch unspezifischeNukleasenin Fibroblastenextrakt(unbehandelteDNA + Enzymextrakt)

entstehen.

Protokoll:

Es soll die Abhängigkeit der Substratkonzentrationbzw. der Enzymmenge von der

Enzymaktivität graphisch dargestellt werden.
Wie lautet im Falle der AP-Endonukleaseaktivität die Einheit des KM-Wertes?

Literatur:

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

      kompetenten und einer -nicht kompetenten Zellinie

Viele Schadstoffezeigenerst nachenzymatischerUmwandlungim Organismuseine toxische,

mutageneoder kanzerogeneWirkung. Die „Giftung“ bzw. Entgiftung von Schadstoffenfindet

hauptsächlichin der Leberstatt.Aber auchz.B. Epidermisund Lungengewebekönnen- wenn

auchin geringemMaße- Schadstoffemetabolisieren.Um die Mutagenität/Kanzerogenitäteiner

Chemikaliezu testen,genügtes alsonicht, z.B. die MutationsratediesesAgenszu messen.Es

muss auch die Wirkung möglicher Stoffwechselprodukte dieses Schadstoffes getestet werden.

Spezialisierte Leberzellen, die den Schadstoff-metabolisierendenCytochrom P450-

Multienzymkomplexbesitzen,sindnicht odernur sehrschwerteilungsfähig.Siemüssenalsofür

jedenVersuchausdemTier isoliert werden.In jüngsterZeit gelanges,eine permanente(also

unbegrenztteilungsfähige)Zellinie zu entwickeln,die stabildasCyt P450-Systembesitzt.Durch

einen Vergleich der toxischen Wirkung eines Schadstoffesauf eine Cyt P450-kompetente

Zellinie und eine Cyt P450-defizienteZellinie kann erkanntwerden,ob der Schadstoffüber

P450-Enzymemetabolisiertwird und dabeitoxifiziert oderdetoxifiziert wird. Wir vergleichen

primäre menschliche Fibroblasten (P450-defizient) mit der permanenten Zellinie HEP G2.

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

superhelikalerDNA. Der Arbeitsaufwandist wesentlichhöher.Die mit Schadstoffbehandelten

Zellenmüssenaufgeschlossenunddie DNA von Proteinenbefreitwerden.Da die chromosomale

DNA um Größenordnungenlänger als die zirkuläre PM2-DNA ist, führen Scherkräfteselbst

während sanftester Handhabung der lysierten Zellen zu Strangbrüchen.

Vor kurzerZeit wurdeein schnellesundsensitivesVerfahrenzumNachweisvon DNA-Schäden

in Säugerzellenentwickelt. Dabei werden DNA-Schädenerfaßt, die entweder direkt zu

StrangbrüchenführenoderübereineAlkalibehandlungin Einzelstrangbrücheüberführtwerden.

Nach der Schadstoffbehandlungwerdendie Zellen vereinzeltund lysiert. Über einealkalische

Behandlungwerdenzumeinenalkali-labileStellenin Strangbrücheüberführt,zumanderenwird

die Doppelstrang-DNAin Einzelstrang-DNAaufgetrennt,wodurch dann Einzelstrangbrüche

nachweisbarwerden.Währenddie angefärbteungeschädigteDNA im Mikroskopalskreisrunder

Fleck (Zellkern) sichtbarwird, trägt der Zellkern einermit SchadstoffbehandeltenZelle einen

mehr oder weniger ausgeprägtenSchweif („Comet“). Die Länge des Schweifesspiegelt die

Größe der DNA-Fragmentewieder, während die Intensität des Schweifesdie Anzahl der

Fragmentewiedergibt. Die Kometenbildungkann mit diesenFaktorenquantifiziert werden

(„tailmoment“) und stellt das Verhältnis Schweif : Kern dar. Es können6 Probenin einem

Versuchsdurchgang bearbeitet werden. 
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Puffer und Lösungen

PBS-Puffer: 1600 mg NaCl

                  40 mg KCl

                288 mg Na2HPO4 x 2H2O

                  40 mg KH2PO4

�

�

�

�

�

�

in knapp200ml Bidestauflösen,pH

Wert auf 7,4 einstellen,auf 200 ml

auffüllen, und bei 4 °C lagern.

Lyselösung, Stammlösung: 1 x für alle Gruppen ansetzen

146,1 g  NaCl

  37,2 g EDTA (Titriplex III)

    1,2 g Tris

�

�

	

�

	

In dieserReihenfolgezu 800 ml Aqua bidestgeben:erst

durchZugabevon ca.8 g NaOH(fest)gehendie Salzein

Lösung: den pH-Wert mit NaOH auf 10 einstellen.

10 g Na-Laurylsarkosinatzugeben,das sich nach ca. 1 h gelöst hat, dann alles auf 890 ml

auffüllen, bei Raumtemperatur lagern.

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

1 ml Triton X-100 und 10 ml DMSO zu 89 ml Lyse-Stammlösunggeben(sehrgut mischen),

damit die Lösungausreichendkühl ist (um die Reparaturzu unterbrechen)- vor Gebrauchfür

min. 1 h im Kühlschrank in Küvetten für Objektträger lagern.

Lösung für die Elektrophoresekammer: Ausgangslösungen:

23. 10 mol/l NaOH (40 g/100 ml Aqua bidest, maximal 14 Tage haltbar)

24. 200mmol/l EDTA (7,45g/100ml Aquabidest,pH-Wertauf10einstellen,bei Raumtem-

peratur lagern)

Frische Elektrophoreselösung (ausreichend für 1 Elektrophoresekammer - 12 Objektträger)

45 ml 10 N NaOH + 7,5 ml EDTA Stammlösungzusammengebenund mit H2O auf 1,5 l

auffüllen, gut mischen, der pH-Wert sollte über 13 liegen.

Neutralisationspuffer: 0,4 mol/l. (12, l g/250 ml) Tris × HCl pH 7,5

bei Raumtemperatur lagern

Färbelösung: Stammlösung (1 x für alle Gruppen ansetzen):
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2 mg Ethidiumbromid/10 ml Aqua bidest, im Dunkeln bei 4° C  aufbewahren

Gebrauchslösung:

0,25 ml der Stammlösung

+ 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.

Schadstofflösungen:

PCP Stammlsg.: 5 mmol/l in serumfreien Medium

Materialien und Geräte:

Objektträger

Deckgläser (24 x 60 mm)

Elektrophoresekammer

Netzgerät

Wärmebank

Wärmebad

div. Eppendorfpipetten + Spritzen

Eppendorfcaps

Färbekammern

Herstellung und Auftragung der  Agarosebasalschicht auf Objektträger (einen Tag vor

Versuchsdurchführung)

1,5 g Agarosein 100 ml PBSdurchErhitzenin der Mikrowelle (StufeIII) lösen,unterRühren

auf 60 °C abkühlenlassen,noch1 x in die Mikrowelle geben,aufkochenundjeweils auf 60 °C

abkühlen und im 60 °C-Wasserbad die Beschichtung der Objektträger durchführen. Dazu werden

die Objektträgerkurz in die 60 ° C heißeAgaroselösunggetaucht,wobei dasBeschriftungsfeld

etwabis zur Hälftebenetztseinsollte.Die UnterseitederObjektträgerwird dannabgewischtund

die Objektträgerwerdenhorizontalhingelegt.DieserSchritt sollte zügig durchgeführtwerden,

weil sich die Agarosesonstungleichmäßigverteilt. Die Objekt-trägerwerdendannüberNacht

an der Luft getrocknet. Es sollten insgesamt 20 Objektträger beschichtet werden.

30



Versuchsplan:

Eskönneninsgesamt6 Petrischalenmit subkonfluentgewachsenenFibroblastenbzw. HEP-G2-

Zellen begiftetwerden(4 mit HEP G2, 2 mit Fibroblasten).EinzusetzendeKonzentrationen:0,

250, 500 und 750 µmol/l PCP auf HEP G2; 250 und 750 µmol/l auf Fibroblasten.

Versuchsdurchführung

vorbereitende Arbeiten:

- pro Probeje 2 möglichstgleichmäßigbeschichteteObjektträgerheraussuchenund mit der

matten= beschichtetenSeitenachoben(gegendasLicht spiegeln)bereit legen.Möglichst

weit am Rand auf dem mattierten Feld mit Bleistift! beschriften.

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

- DenLysepufferlaut Anleitungansetzen,verrührenundin einerabgedunkeltenKüvettein den

Kühlschrank stellen

- Schadstofflösung und Verdünnungen ansetzen

- Elektrophoresepuffer ansetzen

Schadstoffbehandlung:

- Medium von den Petrischalen  absaugen

- Petrischalen 2 x mit je 3 ml serumfreiem Medium spülen

- HEP-G2-Zellen mit 0, 250, 500 und 750 µmol/l PCP, Fibroblasten mit 250 und 

750 µmol/l PCP in 10 min Abständen begiften und eine Stunde im Brutschrank inkubieren..

- während der Inkubationszeit:

- Wärmeplatte anstellen und darauf Pipettenspitzen und Eppendorfcaps bereit legen 

- gr. Deckgläschen bereit legen

- ca.15 min. vor demEndederBegiftungszeit,die LMP-Agarosein derMikrowelle (StufeIII,

1 min.) ohne Deckel 1 x kurz erhitzen.Beim ersten„Blubbern“ sofort ausstellen;danach

wieder in das Wärmebad (37 °C) stellen

- Nach der 1stündigen Inkubation Schadstofflösung absaugen

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

- Petrischalen mit je ca. 3 ml Trypsin 10 sec. trypsinieren, Trypsin absaugen!

- nach 5 min. auf der Wärmebank,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 Kühlschrank stellen

Auftragen der Zellen auf die beschichteten Objektträger

Die Zellsuspensionder 1. Petrischalelaufendmit einer1 ml Pipetteaufsaugenund umspülen,

um eine gute Suspension herzustellen.
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Folgende Arbeitsschritte müssen sehr zügig ausgeführt werden, da die Agarose mit

absinkender Temperatur schnell fest wird!

- 10 µl dieserSuspensionentnehmenund in ein Reaktionsgefäßgeben+ 90 µl LMP-Agarose

dazu geben - kurz mit der Pipette durch Aufsaugenvermengenund sofort auf den 1.

Objektträger auftragen, sofort ein Deckgläschen darauf legen.

- Für einen Parallel-Objektträger wird ebenso verfahren.

- Mit der 2. + 3. Petrischale ebenso.

- Die ersten6 ObjektträgerwerdennunambestenaufeinemkleinenTablettfür 2-3min. in den

Kühlschrank gestellt.

- Mit Petrischale 4-6 weitermachen und dann diese Objektträger in den Kühlschrank stellen und

die ersten wieder herausnehmen.

- Von diesendie Deckgläschenvorsichtig seitlich wieder abziehen.Die Paralellobjektträger

„Rückenan Rücken“in die abgedunkelteKüvettemit Lysepufferstellen;Küvettezurück in

den Kühlschrank stellen.

- Mit den zweiten 6 Objektträgern ebenso verfahren

- Die Objektträger müssen mindestens 1 h in dem Lysepuffer stehen.

Elektrophorese

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

- Die Elektrophoresekammerin eine Fotowannestellen und die Zwischenräumemit Eis

ausfüllen. Dabei ist darauf zu achten, dass die Kammer waagerechtsteht, damit die

Objektträger später nicht „wegschwimmen“.

- Die Objektträgerso auf demStegder Kammeranordnen,dassder Pluspol(rot) obenliegt,

möglichst keine Lücken zwischen den Objektträgern entstehen. Dabei sollten alle

Objektträger in dieselbe Richtung weisen.

- So viel Elektrophoreselösungin die Kammereinfüllen,dassdie Objektträgergeradebedeckt

sind (= ca. 1260 ml).

- Karton zur Verdunklung  darüber stülpen.

- 40 min. so stehen lassen.

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

- Netzgerätanschalten,und die Stromstärkeund Spannungdurch Auffüllen oder Abnehmen

von ElektrophoreselösungüberdenObjektträgernauf 300 mA bzw. 25 V justieren.Um die

Stromstärke(mA) zu erhöhen,mussmanElektrophoreselösungzugeben.Um die Spannung
(V) zu erhöhen,mussder Pufferlevelgesenktwerden(10 ml/V). Dabeisollte dasNetzgerät

ausgeschaltet werden!

- Die Kammer wieder mit einem Karton verdunkeln.

- Die Elektrophorese 20 min. laufen lassen.

- Der Strom wird automatischausgeschaltet.Die Objektträgervorsichtig aus der Kammer

nehmen und horizontal auf ein Abtropfgestell legen. Die Objektträger vorsichtig mit
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Neutralisationspufferüberschichtenund für ca.5 min. so belassen.Den Puffer 2 x erneuern,

indem der alte abgekippt wird und frischer Puffer über die Objektträger gegeben wird.

- Die Objektträger1 x kurz in ein Becherglasmit Aqua dest.tauchenund horizontalliegend

z.B. über Nacht trocknen lassen.

- Nach dem Elektrophoreselaufmussdie alkalischeElektrophoreselösungmit konzentrierter

HCl neutralisiert werden, bevor sie entsorgt wird.
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Anfärbung der Objektträger

- 40 µl Ethidiumbromid-FärbelösungderLösungauf denObjektträgergebenundein Deckglas

darauf legen. Nur die ersten3 anfärben,da die Färbung mit der Zeit wieder verblasst.

Lagerungder Objektträgerin einer abgedunkeltenKammer. Nach 10 min. kann mit der

Auswertungbegonnenwerden.Dafür die Objektträgermit 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(Netzstecker)und den Drucker anschalten.Die UV-Lampe sollte eine

halbe Stunde vor Untersuchungsbeginnangeschaltetwerden. 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

- (5) auf G

- (6) Schieber raus = ganz rechts

- (7) Diffuser out

- Fluor 40 Objektiv

Die computergestütztequantitativeErfassungdesKometenschweifsanhanddes„tailmoments“

wird vor Ort gezeigt.Um die Objektträgerzu einemspäterenZeitpunktnochmalsauswertenzu

können,müssendie Deckgläschenentfernt,die Objektträgermit Aqua destgespült undwieder

getrocknet werden.

Protokoll

Aufzeichnung und Diskussion der Ergebnisse sowie Beantwortung folgender Fragen:

- Welche Schädenlassensich mit dem „comet assay“ aufgrund der Alkali Behandlung

nachweisen, welche Schäden lassen sich nicht nachweisen?

- Die KometenschweifekönnenschadstoffspezifischunterschiedlicheFormenannehmen.Wie

könnte man das erklären?

- Was sagt das „tailmoment“ aus?

- Unter welchen Bedingungenist mit der vorhandenenSoftware das „tailmoment“ nicht

bestimmbar, obwohl eine starke Schweifbildung vorliegt?

- warum kann die Stromstärkeund Spannungbei der Elektrophoresedurch Auffüllen oder

Abnehmen von Elektrophoreselösung über den Objektträgern eingestellt werden?

- welche DNA-schädigenden 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. Res. 339, 37-59

Versuch 6: Nachweis der Persistenz von DNA-Schäden in menschlichen Fibroblasten 

      (Comet-Assay)

Viele DNA-Schädenwerden in den Zellen repariert. Inwieweit dies für das Experimental-

kanzerogenMethylmethansulfonat(MMS) der Fall ist und wie schnelleine Reparaturerfolgt,

kannmit Hilfe desCometen-Assaysuntersuchtwerden.Den Zellenwird nachder Begiftung½

und2 h Zeit gegebeneinenDNA-Schadenzu reparieren.Bei erfolgreicherReparatursolltesich

das Tailmoment verkleinern bzw. der Komet vollständig verschwinden.

Lösungen, Puffer und Versuchsdurchführung: siehe Versuch 5

MMS-Stammlsg: unmittelbar vor Versuchsbeginn ansetzen:

50 mmol/l MMS in 10 ml serumfreien Medium (SFM) ansetzen

MMS-Verdünnung: 1 mM MMS in SFM herstellen

Es stehen 6 kleine Petrischalen mit subkonfluent gewachsenen Fibroblasten zur Verfügung. 

Nach dem Spülen werden alle Petrischalenbegiftet (1 x SFM-Kontrolle und 5 x 1 mmol/l

MMS). NachdereinstündigenInkubationwerdendie erstenbeidenProben(Kontrolle und eine

MMS-Schale) 2 x mit eiskaltem PBS gespült und sofort für den Kometenassayweiter

aufgearbeitet(s. Versuch6). Die Probenwerdenin derLysekammeraufbewahrtbis alle Proben

lysiert sind und eine gemeinsameElektrophoresegestartetwerdenkann. Die anderenProben

werden2x mit 37 C° warmenSFM gespültund anschließendmit 4 ml 37 C° warmenMedium

beschichtetund für ¼ h, ½ h, 1h und für 2 h in den Brutschrankzurückgestellt.Nach diesen

unterschiedlichenNach-Inkubationszeitenfolgt dasSpülenmit eiskaltemPBS und die weitere

Aufarbeitung für den Cometenassay. 

Protokoll:

Es wird die Abnahme der Kometenbildung in Abhängigkeit der Zeit graphisch dargestellt.

Mit welchen 

25. Reparaturmechanismen können MMS-bedingte Schäden beseitigt werden?

26. können alle Reparaturwege der MMS-bedingten Schäden über die Abnahme der

Persistenz erfasst werden?

27. ist es vorstellbar, dass im Anschluss an die Schadstoffbehandlung die Kometenbildung

noch zunimmt?

28. welche DNA-Schäden erzeugt MMS, wie werden sie repariert?
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Anhang I.

Warburg-Tabelle zur Bestimmung des Protein- und Nukleinsäuregehaltes

WegenihresGehaltsanTryptophanund Tyrosin zeigenProteineeineUV-Ab sorptionum 280

nm.Nukleinsäurenhabenwegenihrer heterocyclischenBaseneinAbsorptionsmaximumum 260

nm.Aus denExtinktionenbei 280und260nm läßtsichderGehalteinerProbelösunganProtein

und Nukleinsäuren und damit auch die Proteinkonzentration ermitteln.

a) Mit Hilfe der von Warburg und Christian angegebenen Tabelle ergibt sich

   die Proteinkonzentration in der Meßküvette zu

mg Protein/ml = E280 x F

Der einzusetzende Faktor F ergibt sich aus dem gemessenen Verhältnis E280/E260 

b) Nach der Formel von Kalckar
2)

 beträgt die Konzentration in der Meßküvette

mg Protein/ml = 1,45 x E280 - 0,74 x E260 

1. Warburg, O., Christian, W., Biochem. Z. 310, 384 (1941)

2. H. M. Kalckar, J. biol. Chem. 167, 461 (1947)
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E280/E260 % Nukleinsäure* F *Gew.-Prozent der

--------------------------------------------------- Summe Protein plus

1,75   0,00 1,116 Nukleinsäure

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 II.

Proteinbestimmung nach Lowry

Lösung A: 5,4 g Na2CO3 x 10H2O

(nur 1 Tag haltbar!) 0,4 g NaOH               in 100 ml Aqua bidest

20 mg NaK-Tartrat

Lösung B: 0,5 % CuSO4 (5 ml)

Lösung C: 50 Teile Lösung A

+ 1 Teil Lösung B

Lösung D: 1 Teil Folin-Ciocalteus Phenolreagens

+ 3 Teile Aqua bidest

Eichprotein: 1 mg/ml Rinderserumalbumin / in Fibroblastenpuffer

Durchführung:

Die Proteineichkurvesollte in einemKonzentrationsbereichvon 0,01 - 1 mg/ml Proteinerstellt

werden.100µl Probewerdenmit 1,25ml LösungC gemischt,nach20 Min. wird unterheftigem

whirlmixen 0,25 ml Lösung D dazugegeben.Nach 30 Min. wird die Extinktion bei 750 nm

gemessen.Die Probenwerdenmit Fibroblastenpufferverdünnt.Es sollenDoppelwerteerstellt

werden.

38



39



Anhang IV.

Bedeutung und Bestimmung des k-Wertes

UnterSedimentationszeitverstehtmandie Zeit (t), die ungefährbenötigtwird, umeineSubstanz

mit bekanntemSedimentationskoeffizientendurch Zentrifugation zu klären. Man erhält sie,

indem man eine Konstante (k), die für jeden Rotortyp verschieden ist, durch den

Sedimentationskoeffizienten in Svedberg-Einheiten (S) teilt:

tt= k/S (t in Std.)

Der k-Wert errechnet sich wie folgt:

k = (ln (rmax/rmin)/w
2
) × (10

-13
/360)

rmax = maximaler Radius von der Rotationsachse

rmin = minimaler Radius von der Rotationsachse

     = 0,10472 x rpm (Winkelgeschwindigkeit in rad/sec)

Der Wert k/S bezeichnetdie Zeit, die eine Grenzliniebenötigt,um bei 20 °C in Wasser,von
Punkt rmin nach rmax zu sedimentieren,wenn man Faktoren wie Konvektion, Dichte- oder

Viskositätsschwankungen im Medium außer Betracht lässt.

Die Bestimmung des k-Wertes für reduzierte Drehzahlen

Wird der Rotor unter seinerHöchstgeschwindigkeitbetrieben,so erhöhtsich der k-Wert und

damit die Sedimentationszeit.Den k-Wert für reduzierteGeschwindigkeitberechnetmandurch

Multiplikation desk-Wertesfür die Höchstdrehzahlmit demVerhältnisderQuadratederbeiden

Geschwindigkeiten.

Hier ein Beispiel:Für denRotor A-100 ist der k-Wert 11 (bei der maximalenGeschwindigkeit

von 100.000rpm). Die Sedimentationszeitfür ein 10-S-Partikelim Rotor beträgtdann11/10,

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

(100.000)
2
/ (50.000)

2
x 11 = 4. Damit ist die Sedimentationszeitfür das gleicheMaterial bei

50.000 rpm gleich 4/10 bzw. 4,4 Std.
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Anhang V.

Ermittlung der Dichte einer CsCl-Lösung
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Anhang VIa

CsCl-Präzipitationskurven für den SW60Ti-Rotor

42



Anhang VIb

CsCl-Präzipitationskurven für den SW40Ti-Rotor

PrecipitationCurves for the SW 40 Ti Rotor. Using speedand density combinationsthat

intersecton or below thecurvesensuresthatCsCl will not precipitateduring centrifigation.Fill

volumesareindicatedon the curves.The dashlines area representationof Eyuation(3) andan

drawn here to show the inability of that equasion to guard against CsCl prezipitation.
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Anhang 

CsCl-Gradienten nach Herstellung des Gleichgewichtes für den SW 40 Ti-Rotor
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Anhang VII b

CsCl-Gradienten nach Herstellung des Gleichgewichtes für den SW40 Ti-Rotor
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Zeitplan
*eigentlicher Versuchstag
Tag Seminar

815 Uhr
Gruppe I Gruppe II + III Gruppe IV + V Betreuung

800 bis 1230

Betreuung
1230 bis ca. 1700

ÜNK * Zellsaat

Mi. 19.11. PM2 DNA,
Strangbruch N./
AP-Enzymakti-
vität

Vorbereitung
PM2 - Isolierung

Vorbereitung 
Strangbruch

Vorbereitung
Strangbruch

Gaby, Irene,
Marita

Gaby,Marita

Do. 20.11. " *Strangbruch-
Nachweis

*Strangbruch-
Nachweis

Gaby, Elke Irene, Elke 5 gr. Petris für
Mo (2 Fl.)(2x
AP-Extrakt)

12 Petrischalen
für HEPG2
5 Petrischalen 
Fibros für Mo

Fr. 21.11. Zellkulturunters
uchungen/AP-
Extrakt

-
Comet Assay
(Metabolismus/
Persistenz)

" Auswertung
Strangbruch N.

-
Vorbereitung
AP-Extrakt

Auswertung 
Strangbruch N.

-
Vorbereitung
Metabolismus

Gabi, Irene,
Anke

Irene

So. 23.11 Marita ÜNK
Mo. 24.11. *PM2- Iso-

lierung
*AP-Extrakt *Metabolismus Gabi, Irene, Ma-

rita
Gabi, Irene, Ma-
rita

5 gr. Petris für
Mi (2 Fl.)(2x
AP-Extrakt)
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Tag Seminar
815 Uhr

Gruppe I Gruppe II + III Gruppe IV + V Betreuung
800 bis 1230

Betreuung
1230 bis ca. 1700

ÜNK * Zellsaat

Di. 25.11. " Auswertung
AP-Extrakt

Auswertung
Metabolismus

-
Vorbereitung
AP-Extrakt

Gabi, Irene, Ma-
rita

Gabi, Irene, Ma-
rita

Mi 26.11. " Vorbereitung 
PM2-Isolierung

*AP-Extrakt Gabi, Irene, Elke Gabi, Irene, Ma-
rita

Do. 27.11. " " *AP-Enzym-
aktivität

-
Auswertung
AP-Extrakt

Gabi, Elke Gabi, Elke

Fr. 28.11. Fremdstoff-Me-
tabolismus

" " *AP-Enzymak-
tivität

Irene, Elke,
Anke

Irene, Elke

So. 30.11 ÜNK
Mo 1.12 * PM2-Isolie-

rung
* PM2-Iso-

lierung
Auswertung
AP-Extrakt
-
Vorbereitung 
Persistenz

Gabi, Marita Gabi, Marita

Di. 2.12. "
Vorbereitung
Metabolismus

" *Persistenz Irene, Gabi, Ma-
rita

Irene, Gabi, Ma-
rita
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Tag Seminar
815 Uhr

Gruppe I Gruppe II + III Gruppe IV + V Betreuung
800 bis 1230

Betreuung
1230 bis ca. 1700

ÜNK * Zellsaat

Mi. 3.12. DNA-Struktur/
DNA-Schäden *Metabolismus

" Auswertung
Persistenz
        -
Vorbereitung
PM2

Irene, Elke Gabi, Marita

Do. 4.12 Auswertung
Metabolismus 

-
Vorbereitung
Persistenz

„           „ Gabi, Elke Irene, Elke

Fr. 5.12. DNA-Reparatur * Persistenz " " Irene, Elke,
Anke

Irene, Elke 14 kl. Petris für
Di (1 Fl.) (Per-
sistenz)

So 7.12 ÜNK
Mo. 8.12. Auswertung

Persistenz
-

Vorbereitung
Strangbruch N.

" *PM2-Iso-
lierung

Gabi, Marita Gabi, Marita 3 gr. Petris für
Do (1 x AP-
Extrakt)
12 Petrischalen
(HEP G2), 5
Petrischalen
(Fibros) für Mi.

Di. 9.12. *Strangbruch-
nachweis

"
Vorbereitung
Metabolismus

" Gabi, Marita Irene, Marita 14 Petris für Fr.
(Persistenz)
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Tag Seminar
815 Uhr

Gruppe I Gruppe II + III Gruppe IV + V Betreuung
800 bis 1230

Betreuung
1230 bis ca. 1700

ÜNK *
Zellsaat

Mi. 10.12. Reaktive Sauer-
stoffspezies

Auswertung
Strangbruch-N.

-
Vorbereitung
AP-Extrakt

*Metabolismus
" Gabi, Irene, 

Elke
Gabi, Irene,
 Marita

Do. 11.12. *AP-Extrakt Auswertung
Metabolismus

-
Vorbereitung
Persistenz

" Gabi, Elke Irene, Elke

Fr. 12.12. Auswertung
AP-Extrakt

-
Vorbereitung
AP-Enzymakt.

*Persistenz " Irene, Elke Irene, Elke 14 Petrischalen
für Di.
(Persistenz)

Mo. 15.12. Krebs *AP-
Enzymaktivitä
t

Auswertung
Persistenz

-
Vorbereitung
AP-Enzymakt.

" Irene, Marita,
Elke

Gabi, Marita, 

Di. 16.12. Auswertung
Enzymaktivität

*AP-Enzym-
aktivität

" Gabi, Marita,
Elke

Irene, Marita, 

Mi. 17.12. Film: Der Weg
zum Ruhm

Auswertung
AP-Enzymakt.

Gabi, Irene, Ma-
rita, Elke
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