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Zusammenfassung

Ataxia telangiectasia (AT) ist eine seltene menschliche Erbkrankheit, die sich unter anderem
in der Uberempfindlichkeit gegeniiber ionisierenden Strahlen duBert. Bei kultivierten Zellen
von AT-Patienten zeigt sich diese Uberempfindlichkeit anhand der verringerten Uberlebens-
rate nach Bestrahlung. AT-Zellen erfahren auBlerdem, im Unterschied zu normalen Zellen,
keine Blockierung in der G1-Phase des Zellzyklus nach Bestrahlung, Die DNA-Synthese in
AT-Zellen wird, im Vergleich zu normalen Zellen, durch ionisierende Strahlen nur schwach
gehemmt. Aufgrund der strahleninduzierten Hemmung der DNA-Synthese nach Fusion von
AT-Zellen unterschiedlicher Patienten werden diese in fiinf verschiedene
Komplementationsgruppen eingeteilt. Jeder Komplementationsgruppe wird ein unterschied-
licher genetischer Primirdefekt zugeordnet. Durch Kopplungsanalysen, sowie Komplemen-
tation der Strahleniiberempfindlichkeit durch Ubertragen von Chromosomen oder Chromo-
somenfragmenten aus normalen Zellen, konnten drei der AT-Gene (Komplementations-
gruppen A, C, D) auf dem Bereich q22-23 des menschlichen Chromosoms 11 lokalisiert
werden. Die phinotypische Komplementation von AT-Zellen durch Transfektion von
Bibliotheken genomischer DNA aus Wildtypzellen war bisher nur beziiglich der Erhohung
der Strahlenresistenz partiell erfolgreich.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die phiinotypische Komplementation von AT-Zellen
(AT5BIVA, Komplementationsgruppe D) durch stabile Transfektion von cDNA-Bibliotheken
angestrebt;:

Nach Transfektion von cDNA-Bibliotheken wurden die G418-resistenten Zellklone in einer
sequentiellen, mehrtiigigen Bestrahlung mit je 0,6 Gy Rontgenstrahlen selektioniert. Einer der
iberlebenden Transfektantenklone (Klon 514) erwies sich in weiteren Strahlenselektionen
und Dosis-Effekt-Experimenten als stabil strahlenresistenter im Vergleich zu AT-Zellen. Die
Analyse der Zellzyklus-Phasen verdeutlicht, da8 sowohl unbestrahlte als auch bestrahlte 514-
Zellen in diesem Merkmal komplementiert sind. Die DNA-Synthese ist jedoch nach
Bestrahlung nicht stirker hemmbar als in AT-Zellen, sondern zeigt den umgekehrten Effekt.
Aus der genomischen DNA der 514-Zellen konnte ein transfiziertes cDNA-Fragment
(AT500-cDNA) isoliert werden, welches eine bisher unbekannte DNA-Sequenz darstellt.
Eine zur AT500-cDNA homologe, endogene Sequenz ist in der DNA aller untersuchter
menschlicher Zellen, nicht aber in der DNA aus Zellen anderer Spezies vorhanden. Die
¢DNA-Sequenz konnte auf dem menschlichen Chromosom 11 lokalisiert werden. In
menschlichen Zellen ist die ATS00-cDNA als Bestandteil von zwei mRNAs nachweisbar.




Aus einer Cosmidbibliothek, die hochmolekulare, genomische DNA aus menschlichen
Wildtyp-Zellen enthilt, wurden 4 verschiedene Cosmidklone isoliert, die mit AT500
hybridisieren. Diese zur AT500-Sequenz homologen Cosmidklone wurden stabil in AT-
Zellen transfiziert und die G418&-resistenten Zellen auf ihre Strahlenresistenz getestet. Einer
der Cosmidklone vermittelt erneut partielle Strahlenresistenz, die in Strahlenselektionen und
Dosis-Effekt-Experimenten zum Ausdruck kommt,

Die Ergebnisse verdeutlichen, dafl dem klonierten cDNA-Fragment ein bisher unbekanntes
Gen zugrunde liegt, welches in den verwendeten AT-Zellen die Strahlensensitivitit sowie die
krankhaft veriinderte Regulation der Zellzyklusphasen nach Bestrahlung partiell
komplementiert und auf dem menschlichen Chromosom 11 lokalisiert ist.




Abstract

Complementation of radiation-sensitive Ataxia telangi-
ectasia cells after transfection of cDNA expression
libraries and cosmid clones from wildtype cells.

Ataxia telangiectasia (AT) is a rare human inherited disease characterized by hypersensitivity
to ionizing radiation and other clinical features. In cultured cells from AT patients this
hypersensitivity is reflected as the reduced clonogenic survival after irradiation. In addition,
cultured AT-cells are not delayed in the Gl-phase of the cell cycle after irradiation, as
compared to normal cells. The rate of DNA synthesis in AT-cells is only weakly inhibited by
irradiation, in contrast to normal cells. After fusion of AT-cells from different donors, the
inhibition of DNA-synthesis after irradiation in these heterokaryons allows the assignment of
the cells to 5 different complementation groups. Each complementation group should reflect a
different primary defect.

Linkage analysis revealed the physical localization of 3 AT-genes (complementation groups
A, C and D) to human chromosome 1, region q22-23. This localization could be confirmed
by complementation of the cellular AT-defects after introducing normal human chromosome
Il or tfragments containing 11q22-23 into AT-cells. Up to now, transfection of genomic
DNA-libraries from normal human cells could only partially complement the radiation
hypersensitivity of AT-cells.

In this Ph.D.-thesis, phenotypic complementation of AT-cells (ATSBIV A) by transfection of
cDNA-expression-libraries was adressed:

After stable transfection of cDNA-expression-libraries G418 resistant clones were selected
tor enhanced radioresistance by a fractionated X-ray selection. One surviving transfectant
clone (clone 514) exhibited enhanced radiation resistance in dose-response experiments and
further X-ray selections. Cell cycle analysis revealed complementation of untreated and
irradiated 514-cells in cell cycle progression, The rate of DNA synthesis, however, is not
diminished after irradiation but shows the reverse effect.

A transfected cDNA-fragment (AT500-cDNA) was isolated from the genomic DNA of 514-
cells and proved to be an unknown DNA sequence. A homologous sequence could be
detected in genomic DNA from human cell lines, but not in DNA from other species. The




cDNA-sequence could be localized to human chromosome 11. In human cells the cDNA
sequence is part of two large mRNAs,

4 different cosmid clones containing high molecular genomic DNA from normal human cells
could be isolated from a library, each hybridizing to the AT500-cDNA. After stable
transtection into AT-cells, one cosmid-clone was able to confer enhanced radiation resistance
both in X-ray selections and dose-response experiments.

The results indicate that the cloned cDNA-fragment is based on an unknown gene from
human chromosome 11 which partially complements the radiosensitivity and the defective
cell cycle progression in ATSBIVA cells.
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Einleitung

Elektromagnetische Strahlen aus dem Weltraum waren und sind als Energietriiger fiir das
Leben auf der Erde eine unabdingbare Vorraussetzung. Pflanzen nutzen die Strahlenenergie
eines bestimmten Spektrums, um aus CO2 und Wasser energiereiche Zuckermolekiile zu
synthetisieren und bilden damit die Grundlage der Nahrungskette und Energiegewinnung
tierischer Organismen,

Besonders die energiereichen UV-Strahlen und ionisierenden Strahlen konnen aber, durch
unkontrollierte Energieabgabe, zur Schiidigung der betroffenen Zellen fithren. Um dauverhafte
Schiidigungen der Zellen zu vermeiden, haben sich daher im Laufe der Evolution
Schutzmechanismen entwickelt, die entweder die Strahlung abschirmen, oder bereits
vorhandene Strahlenschiden beseitigen. Die Unversehrtheit der DNA-Molekiile, als Triiger der
genetischen Information, ist besonders wichtig ist fiir das Uberleben und die Fortptlanzung der
Zellen. Daher sind verschiedene Mechanismen in der Zelle vorhanden, die Strahlenschiden,
aber auch andere umweltbedingte oder spontan auftretende Schiiden der DNA reparieren.

Im Zusammenhang mit einer erwarteten steigenden Strahlenbelastung der Menschen durch UV-
Strahlen (Ozonloch), aber auch durch ionisierende Strahlen (Reaktor-Unfiille, kiinstliche und
medizinische Strahlenbelastung, Hohenstrahlung im Flugzeug) kommt den DNA-Reparatur-
mechanismen wachsende Bedeutung zu. Persistierende DNA-Schiiden in Zellen der Keimbahn
konnen zu Erbdefekten der nachfolgenden Generation fithren (zur Ubersicht: Wiirgler, 1993).
In den Korperzellen firdern sie bei den betroffenen Individuen die Krebsentstehung, wie
anhand der Krebshiufigkeit von Patienten mit erblichen DNA-Reparatur-Defekten eindriicklich
deutlich wird (zur Ubersicht: Zabel, 1993).

Klonierung von DNA-Reparatur-Genen

Das Wissen iiber zellulire DNA-Reparatursysteme basiert im wesentlichen auf Erkenntnissen,
die durch Untersuchungen an Bakterien gewonnen wurden (Hanawalt et al., 1979). Bakterien
besitzen Reparaturenzyme, wie DNA-Glycosylasen, Endonukleasen, Photolyasen und
Transmethylasen die sehr spezifisch verschiedene DNA-Schiiden erkennen und eliminieren
(Lindahl, 1982). Die Exzisionsreparatur, ein universelleres Reparatursystem, schneidet
verschiedenartige Lisionen aus der DNA aus und stellt durch die Neusynthese des DNA-
Strangs wieder den ungeschiidigten Ausgangszustand her (Sancar und Rupp, 1983). Die
Komponenten der Exzisionsreparatur (Friedberg, 1985) sind Bestandteil des "SOS-Systems",
das nicht nur durch DNA-Schiidigungen, sondern allgemein durch "Stress" induziert wird, und

zum Beispiel an der Mutagenese und an Rekombinationsprozessen beteiligt ist.




2 . Einleitung

Wie bei Bakterien ist auch bei Eukaryonten die Verfiigbarkeit genetisch defekter Mutanten, die
einen strahlensensitiven Phiinotyp zeigen, Voraussetzung zur Klonierung der zugrunde
liegenden DNA-Reparatur-Gene. Die Komplementation des defekten Phinotyps, also die
Korrektur der Strahleniiberempfindlichkeit nach Gen-Transfer, wird ausgenutzt zur
Identifizierung des Gens, das in der entsprechenden Mutante defekt ist. Von der Hefe
S. cerevisiae wurden iiber 50 verschiedene "rad"-Mutanten charakterisiert, die in 3 Gruppen,
entsprechend ihrer Uberempfindlichkeit gegeniiber UV-Strahlen, ionisierende Strahlen oder
beiden Strahlentypen eingeteilt sind (Friedberg, 1988). Auch von Nagerzellen wurden mehrere
verschiedene Mutanten isoliert, die liberempfindlich gegeniiber ionisierende und/oder UV-
Strahlen sind (Jones et al., 1987; Thacker und Wilkinson, 1991; Hoeijmakers, 1993).

Beim Menschen sind es die Erbkrankheiten Xeroderma pigmentosum, Ataxia telangiectasia
(AT) und Cockaynes Syndrom, die mit einem Defekt in der Reparatur strahlengeschidigter
DNA in Verbindung gebracht werden. Im Gegensatz zu Hefe- oder Nagermutanten ist die
Anzahl menschlicher Zellinien mit Defekten in der DNA-Reparatur also recht gering, weil diese
Defekte fiir den Organismus vermutlich lethal sind. Die starke Konservierung der
Reparaturgene in der Evolution erlaubte es jedoch, defekte Nagermutanten mit mensch-lichen
Genen zu komplementieren. Drei der auf diese Weise charakterisierten menschlichen "ERCC"
("excision repair cross-complementing rodent repair deficiency")-Gene konnten nachtriiglich als
unterschiedliche Primiirdefekte verschiedener XP-Patienten erkannt werden (ERCC2, ERCC3
und ERCCS). Die Homologie der menschlichen ERCC-Gene mit entsprechenden Genen
anderer Spezies driickt sich nicht nur in der Komplementation defekter Nagermutanten aus. Sie
wird auch ersichtlich aus der Tatsache, daf die ERCC-Gene Reparaturgenen der Hefe S.
cerevisiae strukturell homolog sind, wie Sequenzvergleiche zeigen (Van Duin et al., 1986;
Bankmann et al., 1992; Park et al., 1992; McKay und Hanawalt, 1992).

Die Analyse einiger von den ERCC/RAD-Genen kodierten Proteine gab Aufschluf} iiber die
zugrunde liegenden Mechanismen der Exzisionsreparatur: Es wurden einzelstrang- und
doppelstrang-spezifische DNA-Bindedomiinen, Helicase-Aktivititen, die Beteiligung an
Rekombinationsprozessen sowie die Affinitit zu Chromatin-Proteinen erkannt (zur Ubersicht:
Hoeijmakers, 1993). Die Transkription einiger Gene war durch UV-Bestrahlung induzierbar.
Wiihrend viele Komponenten der hauptsichlich durch UV-Strahlung aktivierten
Exzisionsreparatur nach Komplementation der entsprechenden Defekte in Hefe-, Nager- und
menschlichen Zellen charakterisiert werden konnten, sind eukaryontische Gene, die spezifisch
in der DNA-Reparatur nach ionisierender Strahlung eingreifen, fast ausschlieflich aus der Hefe
bekannt. Die Kenntnis der darin kodierten Protein-Funktionen ist jedoch noch rudimentir. Die
zugrunde liegenden mutierten Zellinien (rad51, rad52, rad54) zeigen neben der extremen
Uberempfindlichkeit gegeniiber ionisierende Strahlen gravierende Defekte in der DNA-
Rekombination und der Reparatur von spontanen oder induzierten DNA-Doppelstrangbriichen.
Als Konsequenz tritt eine erhihte chromosomale Instabilitit dieser Zellen auf, die zu
aneuploiden Zellen fiihrt. Das gleichzeitige Auftreten der erwihnten phiinotypischen Defekte
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fiihrte zu der Annahme, daf die Reparatur von DNA-Schiiden nach ionisierender Bestrahlung
mit der DNA-Rekombination verkniipft und von der Exzisions-Reparatur grundsitzlich
verschieden ist (Friedberg, 1988).

Von Siugerzellen sind mittlerweile mehrere Mutanten bekannt, die iiberempfindlich gegeniiber
ionisierende Strahlen sind (Jones et al., 1987; Thacker und Wilkinson, 1991). Diese Maus oder
Rattenzellen konnten aufgrund von Zellfusionen in 8 verschiedene Komplementationsgruppen
eingeteilt werden. Ein menschliches Gen (XRCC1), das eine dieser Zellinien komplementierte,
wurde erfolgreich kloniert und ist mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Reparatur von DNA-
Einzelstrangbriichen beteiligt (Thompson et al., 1990).

Zwei Mausstimme wurden beschrieben, die neben der Uberemptfindlichkeit gegeniiber
ionisierende Strahlen zusiitzlich recht komplexe phinotypische Defekte zeigen: Der Phiinotyp
der "scid"-Maus ist charakterisiert durch schwerwiegende Immundetekte und ist darin dem der
menschlichen Erbkrankheit Ataxia telangiectasia (AT) dhnlich. Die Fusion von "scid"- und AT-
Zellen zeigte aber, daB die Strahleniiberempfindlichkeit der resultierenden Hybridzellen
aufgehoben war und die zugrundeliegenden genetischen Defekte folglich voneinander
verschieden sind (Komatsu et al., 1993).

Charakteristische Merkmale der "wasted"-Maus sind die erhohte Anzahl spontaner und
induzierter Chromosomen-Aberrationen und Defekte des Immun- und Nervensystems, die sich
ebenfalls bei AT-Patienten finden. Allerdings ist die Strahleniiberempfindlichkeit nicht in allen
Zelltypen der Maus ausgepriigt, so daB auch hier ein zur menschlichen Erbkrankheit AT
verschiedener Primérdefekt postuliert wird (Inoue et al., 1986).

Die Erbkrankheit Ataxia telangiectasia

Ataxia telangiectasia (AT) ist eine seltene rezessive Erbkrankheit des Menschen (etwa
1/100.000 Lebendgeburten), die sich in einer Vielzahl unterschiedlicher klinischer Symptome
dullert: Homozygote Triger des unbekannten, defekten Gens leiden unter anderem an
Entwicklungsstérungen des Kleinhirns, des Immunsystems und der Haut, die sich meist schon
im frithen Kindheitsalter manifestieren. Die Patienten sind auferdem iiberempfindlich
gegeniiber ionisierender Bestrahlung (zur Ubersicht: Bridges und Harnden, 1982).

Die erwiihnten Funktionsstorungen des Kleinhirns korrelieren mit der Degeneration und
Atrophie der Purkinje-Zellen (Vinters et al., 1985) und manifestieren sich in den meisten
Patienten als motorische Ataxie unterschiedlichen Grades (Boder, 1985).

Der Immundefekt betrifft das zellulidre und humorale System und duBert sich vor allem in der
starken Anfilligkeit gegeniiber bakterieller Erreger, was meist zu schweren Infektionen der
Atemwege fiihrt. Eine Ursache des Immundefekts liegt in der stark unterentwickelten oder
sogar giinzlich fehlenden Thymusdriise (Peterson et al., 1966).

Vermutlich als Folge dieser Immundefizienzen tritt in AT-Patienten eine erhdhte
Krebsanfilligkeit auf: Bei bis zu 38% der homozygoten Patienten entwickeln sich Tumore
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wiithrend des meist kurzen Lebens (Swift, 1985) und zwar hauptsiichlich Tumore des lympho-
retikularen Systems sowie Karzinome (Spector et al., 1982).

Die Haut von AT-Patienten zeichnet sich durch stark geweitete Blutgefifie aus. Diese bei alten
Menschen hiiufige Erscheinung tritt bei AT-Patienten schon ab dem 2. bis 6. Lebensjahr auf
und wird am deutlichsten sichtbar in der Bindehaut des Auges und im Gesicht (Reed et al.,
1966). Auch andere Merkmale, wie friihzeitiges Ergrauen der Haare, weisen bei manchen
Patienten auf vorzeitige Alterungsprozesse hin (Boder, 1985). Die durchschnittliche
Lebenserwartung von AT-Patienten liegt bei unter 30 Jahren.

Auswirkungen fehlerhafter Gewebedifferenzierungen, wie sie bereits fiir die Thymusdriise
beschrieben wurden, sind bei den meisten AT-Patienten zu beobachten: Hauptsichlich bei
weiblichen Patienten ist die Ausbildung der sekundiren Geschlechtsmerkmale verzigert oder
giinzlich fehlend (Blaese, 1989). Vermutlich als Folge einer unterentwickelten Leber wird in
allen Patienten ein erhthter Gehalt von Alpha-Fétoprotein im Blutplasma gemessen (Waldmann
und Mclntyre, 1972). Das Karzinoembryonale Antigen, ein anderes Protein, das normalerweise
nur im fotalen Blut vorkommt, tritt ebenfalls oft erhht auf (Sugimoto et al., 1978). Die
Beurteilung der geschilderten klinischen Symptome fiihrte zu der Hypothese, dafl in der
Embryogenese von AT-Patienten die Interaktion zwischen den Keimblittern Entoderm und
Mesoderm (MacFarlin et al., 1972; Waldmann und Maclntyre, 1972) gestort sei .

Nicht erklirbar ist mit dieser Hypothese jedoch ein spiiter entdecktes klinisches Symptom:
Aufgrund des Todes zweier Patienten nach einer Strahlentherapie, die zur Krebsbehandlung
durchgefiihrt wurde, wurde die erhéhte Sensitivitiit gegeniiber ionisierenden Strahlen erkannt
(Morgan et al., 1968). Wie sich anhand von Versuchen mit kultivierten AT-Zellen herausstellte,
ist diese Hypersensitivitiit eine prinzipiell auftretende Eigenschaft von AT-Patienten (Taylor et
al., 1979).

Heterozygote Triiger des defekten Gens (etwa 1-3% der Bevilkerung; Swift, 1986) erscheinen
duBerlich normal, kultivierte Zellen von ihnen sind in Bestrahlungsexperimenten aber schwach
iiberempfindlich gegeniiber ionisierender Strahlen (Chen et al., 1978; Paterson et al., 1985).
Sie haben, nach statistischen Aussagen, ebenfalls ein erhohtes Krebsrisiko (Swift et al., 1987;
Pippard et al., 1988), das nach Strahlenexposition drastisch ansteigt (Swift et al., 1991). Es
wird geschiitzt, dafl 18% aller Brustkrebs-Patientinnen in den USA, sowie 5-10% simtlicher
Krebspatienten ein defektes AT-Allel tragen (Gatti, 1985).

Die Charakterisierung eines AT-Gens ist von hohem wissenschaftlichem Interesse. Man erhofft
sich Einblicke in die Zusammenhiinge zwischen der Entwicklung des Immunsystems, der
Neuropathologie und der Strahlenresistenz. Von klinischer Bedeutung ist die Identifizierung
heterozygoter Triger. Diese erhoht krebsanfillige Population mufl vor Strahlenbelastung
(Mammographie, Strahlentherapie) besonders geschiitzt werden, um die Krebsentwicklung zu
verhindern. Mit der Charakterisierung des Primirdefekts ist die Entwicklung einer Privention
und Schnellidentifizierung von heterozygoten Trigern des defekten Gens denkbar, Durch die
Identifizierung heterozygoter AT-Triger kinnte die Gesamtdosis der Strahlentherapie zur
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Krebsbekimpfung bei der restlichen Population erhiht werden (Gatti, 1985). Dadurch sollten
fiir einige Krebserkrankungen die Heilungschancen drastisch steigen.

Charakteristische Merkmale kultivierter AT-Zellen:

Wiihrend die klinischen Untersuchungen verschiedener AT-Patienten eine starke phiinotypische
Heterogenitiit offenbarten, sind die Ausprigungen der krankhaft verinderten zelluliren
Parameter in kultivierten AT-Zellen recht einheitlich:

In Bestrahlungsexperimenten wurde die Hypersensitivitit gegeniiber ionisierender Strahlen
bestiitigt. Diese Uberempfindlichkeit konnte auch fiir chemische Mutagene gezeigt werden, die
analog zu ionisierenden Strahlen DNA-Strangbriiche in der Zelle bewirken, z.B. Bleomycin,
Neocarcinostatin und Streptonigrin (Shiloh et al., 1983; Cohen und Simpson, 1983; Zampetti-
Bosseler und Scott, 1985).

Nach Bestrahlung normaler eukaryotischer Zellen ist eine Verzégerung des Zellzyklus beim
Ubergang von der Gl- in die S-Phase, sowie von der G2- in die M-Phase zu beobachten
(Tolmach et al., 1977; Painter und Young, 1980; Weinert und Hartwell, 1988; Kaufmann et
al., 1991; O'Connor et al., 1992). Man vermutet, da3 durch diese Verzégerung in der G-
Phase die Replikation strahlengeschiidigter DNA und in der G2-Phase die Verteilung derselben
auf die Tochterzellen durch zwischenzeitliche Reparatur der DNA-Schiiden verhindert wird.

Im Unterschied zu normalen Zellen werden die AT-Zellen beim Durchlaufen der G1-Phase
schwiicher oder gar nicht verzigert (Nagasawa et al., 1985; Rudolph und Latt, 1989). Neueste
Ergebnisse filhren diesen Effekt auf eine fehlende Erhohung des Gehalts des p53-
Tumorsupressor-Proteins in AT-Zellen zuriick, die in normalen Zellen nach Bestrahlung
stattfindet (Kastan et al., 1992). In der G2-Phase unterscheiden sich primire und virus-
immortalisierte AT-Zellinien aus bisher unverstandenen Griinden: SV40-immortalisierte
Fibroblasten und EBV-immortalisierte Lymphoblasten erfahren einen starken und deutlich
lingeren G2-Block als normale Zellen, Dieser Block scheint auch nicht vollstindig reversibel zu
sein (Ford et al., 1984). Hingegen werden primiire AT-Zellen im Durchlaufen der G2-Phase
offensichtlich nicht gehemmt (Rudolph und Latt, 1989; Zampetti-Bosseler und Scott, 1985).
Sowohl primiire, als auch immortalisierte AT-Zellen unterscheiden sich also im Durchlaufen der
Zellzyklus-Phasen nach Bestrahlung deutlich von normalen Zellen.

In Zellen, die sich withrend der Bestrahlung in der S-Phase befinden, ist eine Hemmung der
DNA-Replikation anhand des verringerten Einbaus exogen zugegebener, radioaktiv markierter
Nukleotide in die genomische DNA mefbar, Messungen der DNA-Replikation in AT-Zellen
erbrachten, daff diese nach Bestrahlung weniger hemmbar ist als diejenige normaler Zellen
(Young und Painter, 1989). Die Analyse der Fragmentlingen neusynthetisierter DNA ergab,
daBl in AT-Zellen die Initiation neuer Replicons, sowie in geringerem Ausmaf auch die
Kettenverlingerung nach Bestrahlung deutlich weniger gehemmt wird, als in normalen Zellen
(Cramer und Painter, 1981). Als Ursache der gestiirten DNA-Syntheserate wird eine veriinderte
Chromatinstruktur in AT-Zellen diskutiert (Jaspers et al., 1982; Painter, 1982). Auch hier
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zeigten sich dieselben Effekte nach Behandlung mit Bleomycin, Streptonigrin und
Neocarcinostatin.

Cytogenetische Analysen offenbarten eine erhhte chromosomale Instabilitit von AT-Zellen:
Spontane Chromosomen-Aberrationen treten in Zellen mancher Patienten vermehrt auf, Nach
Bestrahlung ist jedoch die Rate der Chromosomen-Aberrationen in Zellen aller untersuchter
AT-Patienten im Vergleich zu Zellen von Kontrollgruppen stark erhoht (Li und Shiraishi, 1990;
Pandita und Hittelman, 1992). Auch die Amplifikation bestimmter Markergene in kultivierten
AT-Zellen wird als Kriterium der genomischen Instabilitit angesehen (Liicke-Huhle, 1987),
ebenso der Befund, dafl in AT-Zellen die Rate spontaner intrachromosomaler Rekombinationen
bis zu 200fach erhéht ist (Meyn, 1993).

Liegt der AT-Defekt in der Reparatur von DNA-Schiden?

Die Analogie des strahlen-iiberempfindlichen AT-Phiinotyps mit dem UV-iiberempfindlichen
Phiinotyp der Erbkrankheit Xeroderma pigmentosum legte schon frith den Verdacht nahe, dal
es sich hier ebenfalls um einen Defekt in der DNA-Reparatur und dem zelluliren DNA-
Metabolismus handelt. Es wurden daher zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, die das
Auftreten und die Reparatur spezifischer strahleninduzierter DNA-Schiiden in AT-Zellen
quantitativ und qualitativ analysierten.

Das Hauptinteresse galt daher den DNA-Doppelstrangbriichen, die durch ionisierende Strahlen,
nicht aber durch UV-Strahlen, in groBer Anzahl entstehen, Verschiedene Arbeitsgruppen
erlangten hier mit unterschiedlichen Methoden zum Teil widerspriichliche Ergebnisse. Es
wurde allerdings deutlich, daf8 die Induktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen nach
Bestrahlung in AT-Zellen keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zu normalen
menschlichen Zellen zeigt (Coquerelle und Weibezahn, 1981; Conforth und Bedford 1985;
Riinger et al., 1992; Sikpi, 1992; Blocher et al., 1991).

Als biochemische Besonderheit haben strahleninduzierte DNA-Doppelstrangbriiche oft eine
basenfreie Desoxyribose-Phosphat-Gruppe am freien 5°-Ende. Zur Reparatur dieser
Bruchstelle muf die endstindige Gruppe entfernt und durch ein vollstindiges Nukleotid ersetzt
werden. In Extrakten menschlicher Zellen ist daher nach Zugabe bestrahlter DNA die
Freisetzung von Desoxyribose-Phosphaten mit chromatographischen Analysen mefibar.
AusschlieBlich in Extrakten aus AT-Zellen ist etwa die Hilfte der freigesetzten Desoxyribose-
Phosphate zusiitzlich kovalent modifiziert; die Art der Modifikation ist nach wie vor unbekannt
(Karam et al., 1990).

Die Untersuchungen der DNA-Reparaturfiihigkeit nach Behandlungen mit alkylierenden
Agentien (MMS, MNNG) erbrachten ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse in verschiedenen
Arbeitsgruppen. In einigen Arbeitsgruppen wurde eine zellulire Uberempfindlichkeit
bestimmter AT-Zellinien gegeniiber alkylierenden Agentien gemessen, die von anderen
Arbeitsgruppen jedoch nicht bestiitigt werden konnte (Cohen und Simpson, 1983; Paterson et
al., 1979; Barfknecht und Little, 1982). Alle anderen untersuchten, definierten DNA-Schiiden,




Einleitung i

wie Einzelstrang-Briiche (Kohn et al., 1981; Jaspers et al., 1982; Fornace und Little, 1980),
UV-induzierte Thymin-Dimere (Paterson et al., 1977; Kantor et al., 1980), DNA-Quer-
vernetzungen nach Mitomycin C-Behandlung (Jaspers et al., 1982; Ikenaga et al., 1983) und
apurinische, bzw. apyrimidinische Stellen in der DNA (Sheridan und Huang, 1978) werden in
AT-Zellen offensichtlich normal repariert.

Unabhiingig von der quantitativen und qualitativen Analyse strahleninduzierter DNA-Schiiden
konnten auf der Suche nach den molekularen Ursachen des AT-Defekts einige
Enzymaktivitiiten, die wahrscheinlich an der Exzisionsreparatur strahlengeschidigter DNA
teilnehmen, direkt bestimmt werden: Die Messung der Enzymaktivititen der Uracil-DNA-
Glycosylase (Kuhnlein et al., 1978), der apurinen Endonuclease (Inoue et al., 1981; Moses
und Beaudet, 1978), sowie der 3 DNA-Polymerasen o, B und ¥ (Bertazzoni et al,, 1978)
erbrachte keine UnregelmiBigkeiten in AT-Zellen. Auch Enzyme, die die Tertifirstruktur der
DNA veriindern, wurden untersucht: In mehreren Arbeitsgruppen wurden Aktivititen der
Topoisomerasen I und II in AT-Zellen gemessen, die sich von denen normaler Zellen
unterscheiden. Verschiedene AT-Zellinien erbrachten jedoch keine iibereinstimmenden
Ergebnisse (Smith und Makinson, 1989; Davies et al., 1989; Singh et al,, 1988). Die Autoren
folgern, dafl Veriinderungen der Topoisomerase-Aktivititen vermutlich nicht am primiren AT-
Defekt beteiligt sind.

Da die ionisierende Strahlung tiber die Bildung von Radikalen in der Zelle wirkt, wurden die
Aktivititen von Enzymen des Radikalstoffwechsels analysiert. Sowohl die Superoxid-
Dismutase, als auch die Katalase zeigten normale Aktivitiiten in AT-Zellen (Abeliovitch und
Cohen, 1978; Brown und Harnden, 1978). Ebenso traten in AT-Zellen keine Unregelmifig-
keiten der Glutathionkonzentrationen auf, verglichen mit normalen Zellen (Kinsella et al.,
1982).

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB in AT-Zellen keine deutlichen Defekte in
bekannten Enzymen des DNA-Metabolismus, der Exzisionsreparatur und des
Radikalstoffwechsels gefunden wurden. Die Analyse der Reparatur strahleninduzierter DNA-
Doppelstrangbriiche erbrachte entweder keine Unterschiede zwischen AT- und normalen
Zellen, oder schwache Reparaturdefekte in AT-Zellen. Die Diskrepanz dieser Ergebnisse mag
einerseits auf die angewandten Methoden, andererseits auf Fehlinterpretationen der schwachen
Effekte zuriickzutiihren sein. Analoges gilt fiir die zellulire Sensitivitiit gegeniiber alkylierende
Agentien und die Topoisomerase-Aktivititen der AT-Zellen. Die Freisetzung modifizierter
Desoxyribose-Phosphate in AT-Zellen deutet jedoch auf ein Beteiligung strahleninduzierter
DNA-Doppelstrangbriiche am zelluliiren AT-Phiinotyp, ebenso wie die in allen untersuchten
Fillen gefundene, erhthte Anzahl von Chromosomen-Aberrationen. Chromosomen-
Aberrationen werden als direkte Folge ungeniigend oder inkorrekt reparierter
Doppelstrangbriiche angesehen (Bender et al., 1974; Natarajan und Obe, 1984).
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Genetische Analyse der Erbkrankheit AT

Trotz der vielfiltigen klinischen und zelluliren Symptome, die scheinbar ohne kausale
Verkniipfung in jedem der AT-Patienten auftreten kiinnen, geht man aufgrund des Vererbungs-
Schemas davon aus, daB der Primiirdefekt jedes Patienten in einem Gen liegt. Allerdings legte
die Tatsache der unterschiedlichen Auspriigung der Symptome in verschiedenen AT-Patienten
schon frith die Vermutung nahe, dafl die zugrunde liegenden genetischen Defekte
verschiedenen Ursprungs sind. Um diese Vermutung experimentell zu untersuchen, wurden
AT-Zellen aus unterschiedlichen Patienten fusioniert. In den resultierenden Heterodikaryons
wurde die DNA-Syntheserate nach Bestrahlung, und somit die gegenseitige
Komplementationsfihigkeit verschiedener AT-Zellinien bestimmt. AT-Zellen, die sich nicht
komplementierten, wurden in gemeinsame Komplementationsgruppen eingeteilt. Es wurde so
5 verschiedene Komplementationsgruppen (A,C,D,E,V) ermittelt (Jaspers et al., 1988), denen
unterschiedliche genetische Defekte zugeschrieben werden. Nicht auszuschlieBen ist durch
diese Versuche die Maglichkeit der intragenischen Komplementation verschiedener AT-Zellen.
In diesem Falle wiirden verschiedene Komplementationsgruppen verschieden mutierte Allele

eines Gens in der Population bedeuten.

Physikalische Lokalisierung der AT-Gene durch Kopplungsanalysen

Mit dem Konzept der "reversen Genetik" wird versucht, ein unbekanntes Gen auf dem
Chromosom zu lokalisieren, um nach seiner Isolierung und Charakterisierung die Funktion des
darin kodierten Proteins zu bestimmen. Die Basis fiir die Lokalisierung eines unbekannten
Gens bilden Kopplungsanalysen:

Die genetische Kopplung zwischen einem unbekannten Gen fiir eine Erbkrankheit und einem
bekannten Markergen deutet auf physikalisch benachbarte Genorte auf dem selben Chromosom
- hin. Nachgewiesen wird die Kopplung durch klassische Segregationsanalysen, das heiBt, man
vergleicht in méglichst vielen von der Erbkrankheit betroffenen Familien die Segregation des
phiinotypischen Defektes von den Allelen bekannter Markergene. Je stirker die Kopplung
zwischen Markergen und Erbkrankheit ist, desto niiher zueinander liegen die 2 verglichenen
Gene auf dem selben Chromosom. Die Zahl der durch "crossing-over" erfolgten
Rekombinationsereignisse ist ein MaB fiir den Abstand der beiden untersuchten Genorte. Da die
Hiufigkeit von "crossing-over" sequenzabhiingig ist, basiert die Aussage der Kopplung immer
auf einer Wahrscheinlich-keitsdiagnose.

Anhand der Kopplungsanalysen vieler ausgedehnter Familienstammbiume konnten 3 AT-Gene
wie folgt lokalisiert werden: Fiir die Komplementationsgruppen A, C und D wurde der
Chromosomenbereich 11q22-23 als Locus identifiziert (Gatti et al., 1988; Sanal et al., 1990;
Ziv et al., 1991; Foroud et al., 1991). Eine Untersuchung, die alle Komplementationsgruppen
zusammen betrachtete, bestitigte diesen Locus und machte ihn auch fiir die anderen
Komplementationsgruppen wahrscheinlich (McConville, 1990).
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Funktionelle Komplementation des AT-Phinotyps durch DNA-Transfer

In den jahrzehntelangen Bemiihungen, eines der AT-Gene zu klonieren, wurden einerseits
biochemische Besonderheiten bestrahlter DNA in AT-Zellen gesucht, die die zelluliren Defekte
erkliren und somit zu dem verantwortlichen Protein filhren kdnnen. Andererseits wurden
Untersuchungen an bekannten Enzymen durchgefiihrt, die an Veriinderungen der Struktur,
dem Metabolismus und der Reparatur von strahlengeschiidigter DNA beteiligt sind. In beiden
Fillen war man experimentell im wesentlichen an bereits bekannte DNA-Strukturen und
Proteine gebunden, so daf die Suche nach dem unbekannten "AT-Protein" mehr oder weniger
nach dem AusschluBprinzip bereits bekannter zellulirer Komponenten erfolgte.

Das Konzept der funktionellen Komplementation von AT-Zellen durch Transfer der kompletten
genetischen Information gesunder Zellen weist diese erhebliche Einschrinkung nicht auf und
entspricht dem Konzept, das zur Isolierung menschlicher Onkogene erfolgreich angewandt
wurde.

Der experimentelle Ansatz, den defekten AT-Phinotyp durch Ubertragen von DNA zu
komplementieren, basiert auf folgendem Prinzip: Es wird méglichst die komplette genetische
Information einer gesunden Zelle portionsweise in eine hohe Anzahl strahleniiberempfindlicher
AT-Zellen eingebracht. Diejenige Zelle, die ein intaktes AT-Gen von der gesunden Zelle
aufgenommen hat, sollte damit die Strahlenresistenz normaler Zellen erworben haben. Diese
komplementierte Zelle kann iiber die neu erworbene Eigenschaft der Strahlenresistenz aus der
groBen Anzahl nicht komplementierter Transfektanten selektioniert werden. Aus der
genomischen DNA der phinotypisch komplementierten AT-Zelle sollte die neu eingebrachte
DNA, also das gesunde AT-Gen, re-isolierbar sein.

Dieser experimentelle Ansatz war jedoch in mehreren Anlidufen nicht erfolgreich (Lohrer et al.,
1988). In einem Falle konnte durch Transfer von hochmolekularer DNA aus gesunden
menschlichen Zellen die Strahleniiberempfindlichkeit, nicht jedoch die "strahlenresistente DNA-
Synthese" korrigiert werden. Die dafiir verantwortliche, neu in die Zellen eingebrachte DNA
war nicht re-isolierbar (Green et al., 1987). Nach Transfektion von Cosmiden, die ebenfalls
hochmolekulare menschliche DNA enthielten, wurde inzwischen ein Cosmidklon isoliert, der
gleichfalls lediglich die Strahleniiberempfindlichkeit in AT-Zellen korrigiert (Kapp et al., 1992).
Dieser Cosmidklon gewinnt zusiitzliche Bedeutung durch die Tatsache, daB die Insertion
menschlicher DNA aus der vorhergesagten chromosomalen Region des AT-Gens stammt. Es
konnte sich bei diesem Cosmid um ein unvollstindiges AT-Gen handeln, das noch
Teilfunktionen in der Zelle ausiiben, aber nicht alle defekten AT-Merkmale komplementieren
kann,

In den beschriebenen Fiillen traten methodische Schwierigkeiten auf, die die Effizienz des
Transfers intakter komplementierender DNA-Molekiile in die Zellen, und somit die
Wahrscheinlichkeit des Erfolgs dieser Experimente entscheidend beeintriichtigten: Menschliche
Zellen nehmen nach Transfektion nur sehr ineffizient hochmolekulare genomische DNA stabil
auf (Colbere-Garapin et al., 1986; Hoeijmakers et al., 1987; Lohrer et al., 1988). Anteile der
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exogenen, hochmolekularen DNA werden mit groBer Wahrscheinlichkeit durch
Rekombinationsereignisse rearrangiert oder sogar, bei fehlendem Selektionsdruck, aus der
genomischen DNA wieder eliminiert (Mayne et al., 1988; Dean et al., 1989). Fiir diese
Ereignisse sind wahrscheinlich repetitive Sequenzen der exogenen und/oder endogenen DNA
verantwortlich (Kioussis et al., 1987).

Neuere molekularbiologisch-zellbiologische Methoden erlaubten den Transfer kompletter
Chromosomen in AT-Zellen, Der defekte AT-Phinotyp war in mehreren Arbeitsgruppen durch
Einbringen eines gesunden Chromosoms 11 komplementierbar (Komatsu et al., 1990; Lambert
etal., 1991; Ejima et al., 1991; Kodama et al., 1992). Die Verwendung eines partiell deletierten
Chromosoms 11, sowie von Chromosomenfragmenten, die an Triigerchromosomen gekoppelt
waren, konnten den komplementierenden Bereich auf die Chromosomenbanden 11q22-23
einengen. Der untersuchte Phiinotyp war hierbei immer die zellulire Sensitivitit, das Uberleben
nach Bestrahlung. In einem Fall konnte auRerdem gezeigt werden, dafl die strahleninduzierte
Erh6hung der Chromosomen-Aberrationen ebenfalls korrigiert wurde (Kodama et al., 1992).
Lambert und Mitarbeiter beschrieben eine Korrektur des AT-Defekts durch Fusion mit
Mikrozellen, die die normale Chromosomenbande 1123 enthalten, auf der Ebene des
zelluliren Uberlebens, der Hemmung der DNA-Synthese, sowie des Verlaufs der Zellzyklus-
Phasen nach Bestrahlung (Lambert et al., 1991). Die funktionelle Komplementation durch
Chromosomen, bzw. Chromosomenfragmente bestiitigte also die durch Kopplungsanalysen
erfolgte Lokalisierung der Gene. Die Klonierung eines AT-Gens auf der Basis komplemen-
tierender Chromosomenfragmente ist jedoch, bedingt durch die Grifie derselben, sehr

unwahrscheinlich.
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Ziel der Arbeit

Die in einer Arbeit (Lambert et al., 1991) gelungene, vollstindige Komplementation der
zelluliiren AT-Eigenschaften durch Ubertragen von Chromosomenfragmenten hat gezeigt, daf
die Korrektur des defekten Phinotyps prinzipiell moglich ist. Die fehlgeschlagenen Versuche,
die Strahleniiberempfindlichkeit der AT-Zellen durch Einbringen von Bibliotheken kleinerer
DNA-Fragmente, wie genomische DNA oder Cosmid-DNA vollstindig zu komplementieren,
muf} also auf methodische Ursachen zuriickzufiihren sein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die phiinotypische Komplementation der AT-Zellen durch
Transfektion von cDNA-Expresions-Bibliotheken anzustreben. Diese haben gegeniiber den
bereits experimentell verwendeten genomischen Bibliotheken und Cosmidbibliotheken folgende
Vorteile:

1) Es wird nur die gesamte transkribierte Information einer gesunden Zelle zur Trans-
fektion verwendet. Nicht-codierende DNA-Bereiche, sowie repetitive Sequenzen,

die insgesamt etwa 95% des gesamten Genoms ausmachen, bleiben ohne Einfluf3
und storen die Transfektionseffizienz nicht.

2) Das Fehlen von Intronsequenzen in der cDNA erhoht drastisch die Chancen,
komplette Gene in die Empfingerzellen zu transfizieren. Gleichzeitig steigt durch die
geringere Grifle der cDNA-Klone, im Vergleich zu genomischer DNA und Cosmid-
Klonen, die Wahrscheinlichkeit des stabilen Einbaus in das Genom menschlicher
Zellen.

3) Die konstitutive Transkription der cDNAs durch vorgeschaltete SV40-Promotoren
des pcD-Vektors hat zur Folge, daf8 die neu eingebrachte genetische Information
exprimiert wird,

4) Ein im cDNA-Vektor integriertes, dominantes Neomycin-Resistenzgen gewihrleistet,
daB jeder mit G418 selektionierte Zellklon tatsiichlich cDNA-Sequenzen erhalten hat.

Aus der genomischen DNA eines komplementierten Zellklons sollte das Re-Isolieren der dafiir
verantwortlichen cDNA mit Hilfe des gekoppelten Neomycin-Resistenzgens und/oder der
bekannten Vektorsequenzen moglich sein. Der funktionelle Beweis der Resistenzvermittlung
einer re-isolierten cDNA sollte anschliefend iiber weitere Transfektionen der cDNA oder
homologer DNA-Klone erfolgen.
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Material

Nihrmedien fiir die Bakterienkultur
LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl; pH7,4; Angaben pro Liter
XT-Medium: 50 mM Tris; 20 mM MgSOy; 25 g Bacto-Trypton; 7,5 g Hefe-Extrakt; 0,1 g

Diamino-Pimelinsiure; 0,04 g Thymidin, pH 7,5; Angaben pro Liter

SOB-Medium: 20 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt, 10 ml 1 M NaCl; 2,5 ml 1 M KCl;

10 ml 2 M MgClyMgSOyg; pH7,0; Angaben pro Liter

SOC-Medium: SOB-Medium + 20 mM Glucose
Nach Zugabe von 15 g Bacto-Agar/Liter wurden LB- und XT-Agarplatten hergestellt

Wichtige Puffer und Loésungen

20xSSC:
TE:
10xTBE:

175,3 g NaCl; 88,2 g NaCitrat, pH7,0; Angaben pro Liter
10 mM Tris, pH7,4; 1 mM EDTA
54 g Tris-Base; 27,5 g Borsiure; 20 ml 0,5 M EDTA,; Angaben pro Liter

10xCIP-Puffer: 0,5 M Tris, pH9,0; 0,1 M MgCly; 1 mM ZnCly
10xLigase-Puffer: 0,5 M Tris, pH7,4; 0,1M MgCly; 0,1 M DTT; 10 mM Spermidin; 10 mM

STB:

DnD:
STE:
HSB:
2xBBS:

Zellinien

ATS5BIVA:

GM637:
XP12RO:

ATP; 1 mg/ml BSA

100 mM KCl; 45 mM MnClx4H,0; 10 mM CaClpx2H,0; 3 mM
HACoC]; 10 mM K-MES; 15% Glycerin; pH6,2

90% DMSO; 1 mM DTT; 10 mM KAc; pH7,4

20 mM Tris; 10 mM EDTA; 100 mM NaCl; pH7 4

10 mM Tris; S mM EDTA; 300 mM NaCl; 0,1% SDS; pH7,4

50 mM BES; 280 mM NaCl; 1,5 mM NasHPOy; pH6,95

SV40-immortalisierte Fibroblasten aus einem Patienten mit der Erbkrankheit
Ataxia telangiectasia (Komplementationsgruppe D)

Normale, menschliche SV40-immortalisierte Fibroblasten
SV40-immortalisierte Fibroblasten aus einem Patienten mit der Erbkrankheit
Xeroderma pigmentosum (Komplementationsgruppe A)

Die Zellinien wurden mir von Prof. H. J. Rahmsdorf sowie Frau Dr. Liicke-Huhle (beide
Institut fiir Genetik, Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt.
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1 n w nomische DNA un A nnen:
GM2994:  Primiire Fibroblasten aus einem Patienten mit der Erbkrankheit Xeroderma
pigmentosum (Komplementationsgruppe A)
AT-Lymph.: EBV-immortalisierte Lymphozyten aus einem Patienten mit der Erbkrankheit
Ataxia telangiectasia (Komplementationsgruppe unbekannt)

HL60: Promyelozytische Leukéimiezellen

SL88: Primiire, normale, menschliche Fibroblasten

CHO: Chinesische Hamsterzellen (chinese hamster ovary)
Frosch: Primiire Froschzellen (X.laevis)

Hefe: Saccharomyces cerevisiae

El4: Embryonale Maus-Stammzellen

MX-21: Maus-Melanomzellen (K1735)

AS: Bsp73AS, Rattenzellinie

Die DNA folgender Zellinien stand fiir Hybridisierungs-Analysen zur Verfiigung:

1) Mensch-Nager-Hybridzellinien:

Verschiedene Maus- und Hamsterzellinien, die unterschiedliche menschliche Chromosomen
enthalten. Die DNA war nach Verdau in einem Gel aufgetrennt und auf einer Membran
immobilisiert worden. Diese Membran wurde freundlicherweise von Dr. Grzechik (Marburg)
zur Verfiigung gestellt.

2) Mensch-Maus-Hybridzellinien:

Die DNA von 4 Mauszellinien, die unterschiedliche Anteile des menschlichen Chromosoms 11
enthalten, wurde mir von Dr. C. Jones (Denver, USA) zur Verfiigung gestellt.

Bakterien
E.coli (DH5at): F-, thi-1, ®80d, lacZAM15, endAl, recAl, hsdR17, (rk", mk™),
supE44, d-, gyrA96, U196, A(lacZYA-argF).

Plasmide
PSV2neo: Erhalten von Prof. B. Kaina (Institut fiir Genetik, Karlsruhe)
pH-cJ-1: Erhalten von Dr. P. Angel (Institut fiir Genetik, Karlsruhe)

pcD-MPG: Erhalten von E. Eschbach (Institut fiir Genetik, Karlsruhe)
pUC-MPG: Erhalten von E. Eschbach (Institut fiir Genetik, Karlsruhe)
PRGAPDH-13: Erhalten von Prof. H. J. Rahmsdorf (Institut fiir Genetik, Karlsruhe)
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DNA-Bibliotheken

pcD-cDNA-Bibliothek: Die mit der Bibliothek transformierten Bakterien wurden von
Prof. B. Kaina zur Verfiigung gestellt und enthalten menschliche
cDNAs (Konstruiert von Prof. H. Okayama, Osaka, Japan)

pcD-Bas-cDNA-Bibliothek: Diese cDNA erhielt ich von Prof, H. Okayama (Osaka, Japan)

pWE15-Cosmid-Bibliothek:

Oligonukleotide
1) pcD1: (Tm =84,9°C)
2)peD2:  (Tm =82,2°C)

3) AT85: (Tm =74,8°C)
4) AT451: (Tm =74,1°C)

S)neol: (Tm =85,5°C)
6)neo2: (Tm =85,5°C)

7) 1201 (pUC/M13 reverse)
8) 1212 (pUC/M13)

9) oligo (dT):

Radiochemikalien

und transformierte sie in E.coli DHSo
Erhalten von Prof. B. Kaina und Dr. P. Angel, enthilt
menschliche genomische DNA (konstruiert von STRATAGENE,

LaJolla, USA)

5°-TCC
5% cce

5°-TCT
5°- AAA

5°- ARG
5°-cGa

5°- AAC
5-GTT

5-TTT

CTC
GGA

GAT
GAA

GGA
TAC

AGC
TTC

TTT

GAG
TCC

GTT
TTT

CTG
CGT

TAT
CCA

TTT

GGA
GGT

CAA
GAC

GCT

GAC

GTC

TTT

TTC
GGT

GAG
CcCa

GCT
GCA

CAT
ACG

TTT

CCT GGT TCT TTC CGC -3°
GGT GCA AAT CAA AGA -3°
CAG GAG GAG G -3

GTG ATT AAG GTG GC -3
ATT GG -3°

CGA GG -3°

G-3°

AC -3

TTT-3"

o-32P-dCTP (3000 Ci/mmol), a-35S-dATP (600 Ci/mmol), 14C-Thymidin (50 uCi/ml; 51,4
mCi/mmol) und 3H-Thymidin (1 mCi/ml; 45 Ci/mmol) wurden von Amersham-Buchler

(Braunschweig), bezogen.

Enzyme

Alle Enzyme wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Biolabs (Frankfurt),
Boehringer (Mannheim), Pharmacia (Freiburg) und USB (Cleveland) bezogen. Tagq-
Polymerase fiir die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde von Amersham-Buchler bezogen,

ProteinaseK von Sigma (Miinchen).
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Bezugsquellen

Alle hier aufgefiihrten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in pro analysi
(p.A.) Qualitiit bezogen. Wissrige Losungen wurden mit iiber ein Milli-Q Reinstwasser-System
(Millipore) gereinigtem Wasser in sterilen Gefilen angesetzt.

Acrylamid
Agarose
Ammoniumacetat
Ammoniak
Ammoniumchlorid
Ampicillin

APS (Ammonium-Peroxo-Disulfat)

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
BES
Bisacrylamid
Borsiure
Bromphenolblau

BSA (Rinder-Serum-Albumin)

Butanol
Cadmiumchlorid
Césiumchlorid
Chloroform (p.A.)
Chloroform (technisch)
DAPI
Dimethyldichlor-Silan
Dinatriumcarbonat

Dinatriumhydrogenphosphat

DMEM

DMSO

dNTPs

DTT

EDTA

Essigsiure

Ethanol
Ethidiumbromid
FCS

Ficoll

Formaldehyd
Formamid

Gelase, Gelasepuffer
Geneticin®-sulphat (G418)
GF/C-Filter
Giemsa-Firbelsung
Glasfaser-Filter
Glucose

Glutamin

Glycerin

Glyoxal

Harnstoff

HCl

Hefe-Extrakt

Hyperfilm XR®
Isoamylalkohol
Isopropanol

Roth, Karlsruhe
Biozym, Hameln
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Difco, Detroit
Difco, Detroit
Difco, Detroit
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe
Fluka, Buchs
Pharmacia, Freiburg
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biozym, Hameln
Gibco, Karlsruhe

Bender und Hobein, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Scatron,

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Difco, Detroit

Amersham-Buchler, Braunschweig

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
Isoton

Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid
Kanamycin

Kristallviolett
Lachsspermien-DNA (TypllI)
LMP-Agarose

Lysin

Lysozym
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid

MES

Methanol (technisch)
Mineral6l

MOPS

Natriumacetat

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumgitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat
Nylon-Membran (Hybond)
Oligo-dT-VII-Cellulose
PEG

Phenol
Polyvinylpyrrolidon (PVP)
Prime-it-Markierungskit
Propanol
Rhubidiumchlorid
Sarcosyl

Schwefelsiure

SDS

Sephadex G50

Spermidin
B-Mercaptoethanol
Szintillationsfliissigkeit
T7-Sequenzierungs-Kit
TEMED
Tetrachlor-Kohlenstoff
Trichloressigsiure
Trinatriumphosphat

Tris

Triton X-100

tRNA

Trypsin

Whatman 3MM®
Xylencyanol
Zellkulturschalen
Zinkchlorid

USB, Cleveland
Molter, Neckargemiind
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Biozym, Hameln
Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe; Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Amersham-Buchler, Braunschweig
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Stratagene,

Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Packard, Groningen
Pharmacia, Freiburg
Biorad, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Biorad, Miinchen
Sigma, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
Bender und Hobein, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Greiner, Niirtingen
Sigma, Miinchen
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METHODEN

1. Zellkultur

Die adhéirent wachsenden menschlichen Zellinien AT5BIVA, GM637 und XP12RO wurden in
Dulbecco’s MEM mit 15% FCS kultiviert. Stabile Transfektantenklone, die von diesen
Zellinien erhalten worden waren, wurden zusétzlich mit G418 unter Selektionsdruck kultiviert,
Zum Passagieren, bzw. zum Einsetzen der Zellen in die Versuche wurde das Medium
abgenommen, kurz mit Trypsin (0,25%) gespiilt und die Zellen mit Trypsin (ein Zehntel des
urspriinglichen Mediumvolumens) abgeldst. Durch Zugabe eines zweifachen Volumens
Medium wurde die enzymatische Aktivitiit des Trypsins abgestoppt und die Zellen bis maximal
1:15 verdiinnt und weiterkultiviert. Vor dem Einsetzen in die Versuche wurden die geernteten
Zellen in einem "Coulter Counter", verdiinnt mit Isoton (1:10 oder 1:20), gezihlt. Die
Kultivierung aller Zellen erfolgte bei 370C und einem CO,-Anteil der Luft von 6%.

1.1. Fixieren und Firben von Zellen

Nach Abnehmen des Mediums wurden die Zellen einmal mit PBS gespiilt und mit Ethanol
bedeckt. Nach 10 -15 min in Ethanol waren die Zellen fixiert und konnten nach Dekantieren des
Alkohols mit einer Giemsa/Kristallviolett-Losung (0,5% Kristallviolett/ 5% Giemsa, in Wasser)
angefiirbt werden. Nach 15-miniitigem Anfirben wurde die Firbelosung zur mehrfachen
Nutzung wieder abgenommen, die KulturgefiiBe unter flieBendem Wasser von restlichem
Farbstoff befreit und iiber Nacht trocknen gelassen.

1.2. Stabile Transfektion (Chen und Okayama, 1987)

Das hier angewandte Transfektionsprotokoll zeichnet sich durch eine hohe Effizienz der DNA-
Aufnahme aus. Die Spender-DNA wird in viele individulle Empfingerzellen eingebaut; diese
erhalten nur wenige Kopien der transfizierten DNA. Erreicht wird dies durch eine verzogerte
Priizipitation der DNA durch Inkubation bei pH6,9 in 3% CO2 und bei 35°C.

1 Tag vor der Transfektion wurden 1x106 Zellen in 10cm-Petri-Schalen mit 10 ml Medium
eingesit. 20 pg DNA wurden mit 0,5 ml 0,25 M CaCly gemischt und unter starkem Schiitteln
in 0,5 ml 2xBBS (50 mM BES, pH6,95; 280 mM NaCl; 1,5 mM NapHPOjy) pipettiert. Die
Mischung wurde 10 bis 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann tropfenweise unter
Schwenken der Petri-Schale auf die Zellen gegeben. Nach Inkubation iiber Nacht bei 35°C und
3% CO2 wurden die Zellen 2mal mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben. Nach
weiteren 24 Stunden wurden die Zellen trypsiniert und auf eine 15cm-Petri-Schale in G418-
haltiges Medium verteilt. Die Selektion stabiler Transfektanten anhand des dominanten
Neomycin-Markergens erfolgte bei 400 pg/ml G418 fiir AT-Zellen, bzw. 800 pg/ml fiir
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GM637-Zellen withrend 12-14 Tagen. Stabile Transfektanten wurden in G418-haltigem
Medium weiterkultiviert.

Die Transfektions-Effizienz wurde nach der Methode von Chen und Okayama berechnet: Die
Zellen wurden einen Tag nach der Transfektion trypsiniert und eine definierte Anzahl in
parallelen Ansétzen mit und ohne Selektionsmedium kultiviert. Nach etwa 14 Tagen wurden die
Kolonien fixiert und gefirbt. Der Mittelwert der in Selektionsmedium gewachsenen G418-
resistenten Kolonien wurde dividiert durch den Mittelwert der nicht selektionierten Kolonien,
der Quotient multipliziert mit 100 ergab so die Transfektionseffizienz in Prozent.

1.3. Bestrahlung der Zellen

Zur y-Bestrahlung wurden zwei Co%-Strahlenquellen (Atomic Energy of Canada) verwendet:
Gammacell 200, Dosisleistung: 32 rad/min (Stand: 1.6.1993)
Gammacell 220, Dosisleistung: 790 rad/min (Stand: 1.6.1993)

Die Rontgenbestrahlung erfolgte mit einer Philips-Rontgenréhre (Mo 300) bei 250 kV und

10 mA mit einem 1mm dicken Kupfer-Filter (Dosisleistung: 16,1 rad/min).

Die Behandlung der Zellen mit ionisierenden Strahlen konnte direkt im ZellkulturgefiB

durchgefiihrt werden.

1.4. Uberlebenskurven nach Bestrahlung

48 Stunden vor der Bestrahlung wurden fiir jeden Dosis-Wert 5x103 Zellen in 10cm-Schalen
iiberimpft. Nach der Bestrahlung der subkonfluenten Kulturen wurden die Zellen sofort gut
trypsiniert, gezihlt und 2fach bis 3fach parallel ausplattiert. Nach 12 bis 14 Tagen wurden die
Kolonien, die aus den eingesiiten Einzelzellen entstanden waren, gefirbt und gezihlt. Als
"Kolonie" wurden Zellklone gewertet, die mit aus mindestens 50 Zellen bestanden.

In einem verkiirzten Protokoll wurden die Zellen einer subkonfluenten Petri-Schale direkt
trypsiniert, gezihlt und verdiinnt ausgesiit und nach 3 bis 4 Stunden Anheftungszeit die
Einzelzellen auf der Petri-Schale bestrahlt.

Die Uberlebensrate wurde ermittelt aus dem Quotient der gezihlten Kolonien eines
Bestrahlungswertes zur Kolonienzahl der unbestrahlten Kontrolle. Die Kolonienzahl der
unbestrahlten Kontrolle dividiert durch die Zahl der tatsiéichlich eingesiten Zellen ist ein MaB fiir
die Platierungseffizienz (PE) der Zellen.

1.5. Rontgen-Selektion

Die Rontgen-Selektion basiert auf dem von Dr. H. Lohrer (Lohrer, 1987) angewandten Prinzip:
Um wenige strahlenresistente Zellen aus einer Population strahlensensitiver AT-Zellen retten zu
konnen, muBte eine schwache Dosis ionisierender Strahlen mehrfach appliziert werden. Die
Bestrahlungsintervalle lagen aufgrund der Generationszeit der AT-Zellen (22-26 Stunden) bei
24 Stunden. Wihrend der Bestrahlungsintervalle sollten subletal "getroffene” AT-Zellen nicht
weiter auswachsen kénnen und die gesamte Population sensitiver Zellen, abhéingig von der
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verwendeten Dosis, somit in einem bestimmten Zeitraum abgetétet sein ("Endpunkt der
Selektion"). Die Héufigkeit der bendtigten Bestrahlungen in Abhiingigkeit von der verwendeten
Dosis, sowie die Wahrscheinlichkeit des Uberlebens resistenter Wildtypzellen ergibt sich
rechnerisch aus den fiir die beiden Zelltypen unterschiedlichen Dosis-Effekt-Kurven. Die
experimentell ermittelten Zusammenhinge zwischen Hiufigkeit der Bestrahlungen und
Bestrahlungsdosis bestiitigen die theoretisch ermittelten.
In dieser Arbeit wurden folgende 2 Selektionsregimes angewandt:
1) 106 Zellen pro 10 cm-Petri-Schalen wurden mit 0,6 Gy 23 mal in 24-Stunden-
Intervallen bestrahlt.
2) 5x104 Zellen pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte wurden 16 mal mit 0,6 Gy
in 24-Stunden-Intervallen bestrahlt.
Es wurde je nach Bedarf alle 2 bis 4 Tagen das verbrauchte Medium entfernt und frisches
zugegeben.
Nach Anwendung der beiden Selektionsregimes wurde der "Endpunkt der Selektion” in der
Regel erreicht, das heiBt es waren nach weiterer Kultivierung der bestrahlten Ansitze keine
iiberlebenden AT-Zellen zu Kolonien ausgewachsen. Alle strahlensensitiven AT-Zellen waren
durch die Bestrahlung abgetdtet worden.

1.6. Isolieren von Zellklonen

Kolonien, die nach der Transfektion oder Rontgenselektion gewachsen waren, wurden in
manchen Fillen zur weiteren Untersuchung als Einzelklone isoliert. Dazu wurden, nach
vorheriger Markierung der Position am Boden der Kulturgefie, durch Auf- und Abpipettieren
von wenigen pl Trypsin die Zellen direkt im GefiB trypsiniert und resuspendiert. Die Zellen
wurden stufenweise in Vertiefungen von 24-Loch-Platten, danach in 6-Loch-Platten
groBgezogen. Um Kontamination mit Zellen anderen klonalen Ursprungs auszuschlieBen,
wurden auf diese Weise nur Kolonien isoliert, die vereinzelt, ohne Nachbarzellen in dem Gefd
vorlagen.

2. Messung der DNA-Syntheserate

2.1. Mit dem "cell harvester"

Fiir jeden MeBpunkt wurden 104 Zellen in Vertiefungen von 96-Loch-Platten ausgesit. Nach
12 Stunden wurde den Zellen 4C-Thymidin (Endkonzentration 0,025 pCi/ml) zugegeben.
Nach weiteren 12 Stunden wurde das Medium abgenommen und frisches zugegeben und sofort
bestrahlt. 3 Stunden nach der Bestrahlung wurden die Zellen fiir 60 min mit 3H-Thymidin
(Endkonzentration 5 puCi/ml) inkubiert, auf Eis gestellt und trypsiniert. Die Ernte und Lyse der
Zellen erfolgte im "cell harvester" (combi cell harvester, Scatron) durch 3 Waschschritte mit
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deionisiertem Wasser und Aufsaugen der genomischen DNA auf Glasfaserfilter. Die Filter
wurden iiber Nacht getrocknet, fiir mindestens 8 Stunden unter Schiitteln in
Szintilationsfliissigkeit gehalten und im Szintilationszihler die 3H- bzw. 14C-Zerfille geziihlt.
Pro MeBpunkt wurden 8-12 parallele Ansétze durchgefiihrt.

2.2. Mit TCA-Fillung

Hier wurden 2x10% Zellen pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte fiir jeden MeBpunkt ausgesit.
Nach 24 Stunden wurde 14C-Thymidin zugegeben und fiir weitere 20 Stunden inkubiert. Nach
dem darauffolgenden Abnehmen des 14C-Mediums und Zugabe frischen Mediums wurden die
Zellen bestrahlt und nach 3 Stunden auf Eis trypsiniert. Die abgelosten Zellen wurden auf
GF/C-Filter gesaugt und sofort mit 5 ml Trichloressigsidure die DNA ausgefillt. Mit 10 ml 80%
Ethanol und 10 ml 100% Ethanol wurden die Filter gewaschen, danach getrocknet und wie
oben beschrieben weiterbehandelt. Pro MeBpunkt wurden 3 parallele Ansitze durchgefiihrt.

Die Berechnung der DNA-Syntheseaktivitit erfolgte durch Abgleichen der gemessenen 3H-
Thymidin-Zerfille mit der DNA-Menge, die iiber den internen 14C-Thymidin-Standard
berechnet wurde. Der Quotient aus den gemessenen 3H-Thymidin-Zerféllen/!4C-Thymidin-
Zerfillen ergab die DNA-Synthesesrate eines Melpunktes. Die Mittelwerte der parallelen
MeBpunkte nach Bestrahlung wurden mit den unbestrahlten Werten verrechnet. Hieraus ergab
sich die durch Bestrahlung reduzierte DNA-Syntheserate.

3. Zellzyklus-Analyse

Zur Untersuchung des zellulidren Proliferationsverhaltens wurden durchfluBzytometrisch die
Zellzyklusphasen einer Zellpopulation bestimmt. Die Zuordnung der Zellen zu einer der
Zellzyklusphasen erfolgte nach Proportionalfirbung der zelluliren DNA mit einem
Fluoreszenzfarbstoff. In dieser Arbeit wurde die DNA mit DAPI (4,6 -Diamidino-2-
phenylindol) angefirbt. Der Farbstoff hat sein Absorptionsmaximum bei 340 nm, sein
Floureszenzmaximum liegt bei 488 nm. Die Bindung des Farbstoffes erfolgt spezifisch an AT-
reicher DNA.

Von den zu analysierenden Zellpopulationen wurden die Kerne prépariert, um Artefakte
(cytoplasmatische Fluoreszenz durch Doppelstrang-RNA) auszuschlieBen. Dabei wurde im
wesentlichen die zu einem Einschritt-Protokoll verkiirzte Originalvorschrift von Vindelov
("pH10-procedure”, 1977) angewandt: Pro 106 Zellen wurde 1 ml DAPI-Lésung (5,4 pM
DAPI; 2 mM MgCly; 0,15 M NaCl; 0,1% Triton-X 100 in 0,1 M Tris, pH7,3) zugegeben.
Dadurch wurden die Zellkerne freigesetzt und gleichzeitig die DNA angefirbt. Vor der
Fluoreszenzmessung wurden die Zellkerne durch eine Membran (PA-28/16, Nybolt, Schweiz)
mit der PorengroBe 28 pum filtriert, um Aggregationen der Kerne auszuschlieBen.
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Die Zellkerne wurden in einem PAS-II DurchfluBzytometer (Partec) untersucht. Die Anregung
des Fluoreszenzfarbstoffes erfolgte durch eine UV-Lichtquelle (Quecksilberhdchstdrucklampe,
HBO 100W). Von einem Photomultiplier wurden die von der angefirbten DNA ausgesendeten
Lichtimpulse gemessen. Ein nachgeschalteter Vielkanal-Analysator sortierte die
aufgenommenen Impulse nach ihrer Intensitit. Dabei wurde jede Fluoreszenzintensitit einem
bestimmten Kanal zugeordnet, der somit einer bestimmten DNA-Menge entspricht. In einem
Histogramm wurde die Anzahl der gemessenen Zellkerne pro Kanal aufgetragen.

Die gemessenen Histogramme wurden zunichst mit einem an das DurchfluBzytometer
gekoppelten Rechner auf Disketten gespeichert. Durch ein Umwandlungsprogramm (MS-File,
PARTEC) wurden die Werte fiir ein DOS-Betriebssystem lesbar gemacht und mit einer Diskette
auf einen IBM kompatiblen PC iibertragen. Die mathematische Auswertung erfolgte hier mit
dem Computerprogramm "MultiCycle" (= multiple option cell cycle fitting, von P. S.
Rabinovitch, 1987; Phoenix Flow Systems, San Diego, CA). Dem Auswertungs-programm
liegen folgende biologischen Prinzipien zugrunde: Alle genetisch identischen Zellen einer
Kuitur haben in der G1-Phase des Zellzyklus den gleichen DNA-Gehalt (2n). Sie binden daher
gleich viel Fluoreszenzfarbstoff und emittieren die gleiche Fluoreszenzintensitit, welche in
einem Kanal zusammengefaBt wird. Alle Zellen der (G2+M)-Phase haben den doppelten DNA-
Gehalt (4n) und werden somit einer doppelt hohen Kanalzahl zugeordnet. Zellen, die in der
Replikation begriffen sind (S-Phase), werden je nach bereits replizierter DNA Kanilen
zwischen G1 und (G2+M) zugeordnet. Biologische Effekte, sowie MeBungenauigkeiten im
optischen und elektrischen System verhindern den idealisierten Fall, daB G1- und (G2+M)-
Zellen in einem einzigen Kanal erscheinen. Es kommt daher zu einer Verbreiterung der Spitzen
("peaks™).

4. Analyse von Nukleinsiuren

4.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von Nukleinsduren in wissriger Losung wurde spektrophotometrisch durch
Messen der optischen Dichte (OD) bei 260 nm durchgefiihrt. Eine OD2gp = 1 entspricht 50
pg/ml doppelstringiger DNA oder 40 pg/ml RNA. Einen Hinweis auf Verunreinigungen gibt
die OD bei 280 nm ( hier absorbieren Phenol, DNA und Proteine). Das Verhiltnis der OD2gg zu
OD»g0 sollte im Idealfall 1,8:1 bei DNA und 2:1 bei RNA sein.

4.2. Phenol-Extraktion von Nukleinsiuren

Zum Trennen der DNA von Proteinen nach Restriktionsverdau oder Dephosphoryllierung von
DNA-Strangenden wurde die DNA wie folgt aus dem Ansatz extrahiert: Das Volumen wurde
mit HoO bidest. auf mindestens 100 pl aufgefiillt und gleiches Volumen eines Phenol-




Chloroform-Gemisches (Gesiittigt mit 0,5 M Tris-Base, pH8,5 und 10 mM EDTA, pH 8,0)
zugegeben. Nach griindlichem Durchmischen wurde zur Phasentrennung 5 min abzentrifugiert,
die obere wissrige Phase abgenommen und noch einmal mit dem gleichen Volumen
Chloroform extrahiert.

4.3. Fillung von Nukleinsiduren

Die geloste DNA wurde in 3 M Natriumacetat-Losung (pH4,8) auf eine Endkonzentration von
0,3 M gebracht und mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol gemischt, Die Fiillung erfolgt iiber
Nacht bei -20°C oder 1 Stunde bei -80°C. Das Priizipitat wurde bei 13000xg 20 min
abzentrifugiert, zur Entfernung von Salzresten mit 80% Ethanol gewaschen, nochmals
abzentrifugiert und unter Vakuum getrocknet.

Hochmolekulare, genomische DNA wurde mit 1 Volumen Isopropanol und 0,3 M
Natriumacetat bei Raumtemperatur gefillt. Die ausgefillte DNA konnte auf eine Pasteurpipete
aufgespult werden. Durch Schwenken in 80% Ethanol wurden Salzreste entfernt; die DNA
wurde einige Stunden luftgetrocknet, in TE aufgenommen und bei 4°C gelagert.

4.4. Sequenzierung

Es wurde in dieser Arbeit die Didesoxy-Methode (Sanger, 1977) mit der Sequenase und den
Reagention von USB (Cleveland, USA) durchgefiihrt:

Die zuvor gefillte und getrocknete DNA (2 bis 3 pg) wurden in 40 pl Denaturierungspuffer
(0,2 M NaOH; 0,2 mM EDTA, pH8,0) aufgenommen und fiir 5 min bei Raumtemperatur
denaturiert. Mit 4 ul 2 M Ammoniumacetat (pH4,5) und 100 pl Ethanol wurde die DNA erneut
ausgefillt, in 80% Ethanol gewaschen und die getrocknete DNA in 7 pl Wasser aufgenommen.
2 pl 5xSequenzierpuffer, sowie 1 pl Primer (1 bis 5 ng) wurden zugegeben, das ganze 3 min
bei 65°C erhitzt und zum Anlagern der Primer an die komplementiire Sequenzen der Matrizen-
DNA langsam fiir 30 bis 60 min bei Raumtemperatur abgekiihlt. Die Markierungsreaktion
wurde gestartet mit 1 ul 0,1 M DTT, 2 pl verdiinntem (1:5) Markierungs-Mix, 1 pl 35S-dATP
und 2 pl T7-DNA-Polymerase (1:8 verdiinnt in TE). Nach 5 min Reaktionszeit wurden je 3,5
1 in Eppendorff-GefiBe iiberfiihrt, die je 2,5 pl der verschiedenen Terminationsmischungen
fiir die 4 Nukleotide enthielten und auf 37°C vorgewirmt waren. Nach gutem Durchmischen
wurden die Gefie weitere 5 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktionen wurden beendet durch
Zugabe von je 4 1l Formamid-Probenpuffer. Vor der Gelelektrophorese wurden die Proben bei
95°C 3 min denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Es wurden je 4 pl der Proben in die Taschen
eines 6%igen denaturierenden Harnstoffgels gegeben und bei 1500 V und 12 mA fiir 2 bis 4
Stunden elektrophoretisch aufgetrennt.




MmMﬂhﬂdsL 23

4.5. Denaturierende Acrylamid-Harnstoff-Gele

Das fiir Sequenzierreaktionen verwendete Gelsystem trennt DNA durch die 8,3 M
Harnstoffkonzentration unter denaturierenden Bedingungen auf, Die Glasplatten (20x39cm)
wurden wie folgt vorbehandelt: Beide Glasplatten wurden mit Ethanol gereinigt, die Platte mit
dem Ausschnitt wurde mit 1,5 ml Dimethyldichlor-Silan (geldst in Tetrachlor-Kohlenstoff)
gleichmiiBig iiberschichtet, trocknen gelassen und danach kriftig poliert. Auf die andere Platte
wurde eine Mischung aus 3,3 ml "Haftsilan" (150 pl Silan in 50 ml Ethanol) und 100 pl 100%
Essigsiure gleichmiBig verteilt, trocknen gelassen und nach Abspiilen mit Ethanol ebenfalls gut
poliert. Die beiden Platten wurden mit 0,1 mm dicken Abstandhaltern zusammengebaut. Fiir ein
6%iges Gel wurden 30 ml einer 6% Acrylamidlosung mit 8,3 M Harnstoff bendtigt: 100 ml
einer deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid-Ldsung (30:0,8) wurden mit 50 ml 10xTBE (1x: 90
mM Tris pH8,3; 90 mM kristall. Borsiure; 2,5 mM EDTA pH8.0) versetzt und darin 250g
Hamstoff geldst. Die dann auf 500 ml mit Wasser aufgefiillte Losung wurde noch steril filtriert
und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Nach 2 min Entgasen und Zufiigen von 15 pl TEMED
und 250 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat-Lsung wurde das Gel gegossen und der Kamm
eingesetzt. Nach 30 min war das Gel polymerisiert und konnte bei 4°C einen Tag aufbewahrt
werden.

Die Gelplatte wurde dann senkrecht in eine Gelelektrophorese- Apparatur eingespannt und zur
gleichmiBigen Wirmeverteilung mit einer Aluminiumplatte bedeckt.

Als Anoden- und Kathodenpuffer dienten je 375 ml 0,5x TBE. Nach Entfernen des Kammes
wurden die Taschen von Harnstoff freigespiilt. In einem Vorlauf (30 min bei 30 W) wurde das
Gel vorgewirmt. Die in Formamid-Probenpuffer aufgenommenen Proben wurden 3 min auf
950C erhitzt und sofort auf Eis gestellt. Die Aufrennung der Proben erfolgte bei 25-30 Watt bis
zur gewiinschten Strecke. Nach dem Lauf wurde die mit Dimethyldichlor-Silan beschichtete
Platte abgehoben und durch sofortiges Einlegen in 10% Essigsdure etwa 15 min lang der
Harnstoff herausgelost. Nach griindlichem Spiilen mit Wasser wurde das Gel bei 80°C
mindestens eine Stunde getrocknet und danach bei -80°C autoradiographiert.

S. Nukleinsidure-Praparationen

5.1. Mini-Plasmid-DNA-Priaparation

Die Bakterienkolonie wurde in 3 ml LB-Nihrmedium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100
pg/ml) iiberimpft und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1,5 ml dieser Kultur wurden in
EppendorfgefiBe iiberfiihrt und bei 4000xg 5 min pelletiert. Der Niederschlag wurde in 100 pl
Lysozymlésung (4 pg/ml Lysozym; 50 mM Glucose; 10 mM EDTA, pH7,8; 25 mM Tris
pH8,0) resuspendiert und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul
alkalischer SDS-Losung (0,2 M NaOH; 1% SDS) und Mischen wurden 150 pl 3 M
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Natriumacetat zugegeben und 5 min auf Eis gestellt. AnschlieBend erfolgte eine Phenol-
Chloroform-Extraktion. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 1 ml Ethanol versetzt und 10
min auf Eis gestellt. Die ausgefallene Plasmid-DNA wurde durch 10 min Zentrifugation bei
13000xg pelletiert, mit 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 - 50 pul H2O gelost.

5.2. Maxi-Plasmid-DNA-Priparation

Die Bakterienkolonie wurde in 2 ml LB-Nihrmedium mit Ampicillin (100 pg/ml) iiberimpft und
bei 379C etwa 4 Stunden geschiittelt. 200 ml Selektionsmedium wurden mit 150 pl dieser
Vorkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C im Erlenmeyerkolben geschiittelt

Diese Ubernachtkultur wurde 10 min bei 4000xg zentrifugiert, der Bakterien-Niederschlag in
10 ml Lysozym-Losung (50 mM Glucose; 10 mM EDTA, pH7,8; 25 mM Tris pH8,0)
reuspendiert und 30 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe und Durchmischen von 20 ml SDS-
Losung (0,2 M NaOH; 1% SDS) wurde emeut 5 min auf Eis abgekiihlt. Dadurch ausgefallene
Proteine und hochmolekulare genomische DNA konnten durch Zentrifugation (1700xg fiir 20
min bei 49C) pelletiert werden. Zum Uberstand wurde das 2,5-fache Volumen kaltes Ethanol
zugegeben und die Plasmid-DNA mindestens 30 min bei -80°C gefillt. Nach dem
Abzentrifugieren (1700xg; 10 min; 4°C) wurde die DNA getrocknet und erneut in 10 m1 0,1 M
NaAcetat und 50 mM Tris pH8,0 gelost.

Nach Zugabe von 4,5g CsCl und 40 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurde die Losung auf
zwei 5 ml Zentrifugenréhrchen (VTi65) verteilt, mit einer CsCl-Losung der gleichen
Konzentration aufgefiillt und zugeschweiit. Nach 16 Stunden Ultrazentrifugation im Beckman
VTi65-Vertikalrotor bei 55000 U/min (20°C) wurde die "supercoiled"-Plasmidbande abgesaugt
und nach Vereinigen der beiden Ansitze fiir weitere 6 Stunden ultrazentrifugiert. Nach
erneutem Absaugen der "supercoiled"-Plasmidbande konnte das Ethidiumbromid mit
wassergesittigtem 1-Butanol aus der Losung extrahiert werden. Die DNA-LOsung wurde mit
H30 auf 4 ml aufgefiillt, NaAcetat zu einer Endkonzentration von 0,2 M zugegeben und die
DNA iiber Nacht bei -20°C ausgefillt. Nach 30 min Zentrifugieren bei 1700xg (4°C) wurde
das DNA-Pellet mit 10 ml 80% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, getrocknet und in
Wasser gelost.

5.3. Plasmid-DNA-Priparation aus cDNA-Bibliotheken

Um die Komplexitidt der cDNA-Bibliotheken zu erhalten, wurden zur Plasmid-DNA-
Priiparation in 4 parallelen Ansiitzen etwa 106 Bakterienzellen/Platte (25x25 cm) ausplattiert.
Nach 24-30 h Wachstum auf XT-Agarose (50 pg/ml Kanamycin) wurden die
Bakterienkolonien mit einem Gummischaber abgeldst, in 200 ml XT-Medium gut resuspendiert
und wie iiblich (s.0.) weiter aufgeschlossen.
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5.4. Priiparation genomischer DNA aus Siugerzell-Kulturen

Die Zellen einer 15cm-Petri-Schale wurden trypsiniert, in einem 50ml-Falcon-R6hrchen
abzentrifugiert, 1mal mit PBS gewaschen und in mindestens 3 ml PBS resuspendiert. Nach
Zugabe von einem halben Volumen 3xLysepuffer (3% Sarcosyl; 0,07 M Tris, pH8,5; 0,025 M
EDTA, pHS8,1) und 1,5 mg/10 ml Proteinase K wurden die Zellen 2 Stunden bei 37°C
aufgeschlossen. Die Phenolextraktion erfolgte mit 1 Volumen Phenol durch 45 min Schwenken
auf einer Rotationsscheibe und Zentrifugation bei 2000 U/min fiir 15 min. Die obere wissrige
Phase wurde 2 weitere Male mit Phenol versetzt und aufgereinigt. Die Entfernung des Phenols
erfolgte auf analoge Weise durch Verwendung von Chloroform:Isoamylalkohol (24:1). Der
letzte Uberstand wurde iiber Nacht in 1xTE dialysiert. Auf den RNaseA-Verdau (50 pg/ml
RNaseA; 2 Stunden bei 37°C) folgte der ProteinaseK-Verdau (100 mg/ml ProteinaseK, 1
Stunde bei 37°C). Die DNA wurde erneut 2 mal phenolisiert und das Phenol mit
Chloroform:Isoamylalkohol entfernt. Die nachfolgende Dialyse erfolgte fiir 2 Tage in 1xTE mit
Pufferwechsel und unter Riihren. Die dialysierte DNA wurde wie beschrieben ausgefillt.

In einem verkiirzten Verfahren wurde die DNA einer kleineren Zellmenge isoliert:

Die Zellen einer subkonfluenten 10cm-Petri-Schale wurden mit PBS gewaschen und mit einem
Gummischaber in 3 bis 5 ml PBS abgekratzt. Nach Zentrifugation (1000 U/min fiir 10 min)
wurde das Zellpellet in 1 ml 2xTEN (20 mM Tris, pH7,5; 20 mM EDTA; 0,3 M NaCl)
resuspendiert. Durch Zugabe von 40 ul 20% SDS (Endkonzentration 0,4%) wurden die Zellen
aufgebrochen. Mit 50 pl ProteinaseK (20 mg/ml) und 10 pl Wasser wurde die Losung 3
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach 2 Phenol- und 1 bis 2 Chloroform:Isoamylalkohol-Schritten
wurde die DNA mit 5 ml Ethanol und 75 pl 4 M NaCl gefillt. Die nicht vollstindig getrocknete
DNA wurde nach dem Aufnehmen in 900 pl TE entweder unter gleichzeitiger Zugabe von
RNaseA in Restriktionsverdaus eingesetzt oder einer seperaten RNaseA-Behandlung (1 mg/ml
RNaseA; 2 Stunden bei 37°C) und ProteinaseK-Behandlung (0,2% SDS; 20 mg/ml
ProteinaseK; 1 Stunde bei 37°C) unterworfen. Die RNaseA-/ProteinaseK-behandelte DNA
wurde erneut 3 mal mit Phenol sowie 1 mal mit Chloroform:Isoamylalkohol versetzt, Ethanol
gefillt, getrocknet und in 50 bis 100 pl TE tiber Nacht bei 4°C gelost.

5.5. Priiparation von poly(A)*-mRNA aus Zellkulturen

Die Zellen einer subkonfluenten 14cm-Petrischale wurden mit 10 ml eiskaltem PBS gewaschen,
in 10 ml kaltem STE (100 mM NaCl; 20 mM Tris, pH7,4; 10 mM EDTA, pH7,8) mit einem
Gummischaber abgeschabt und in ein 50ml-Greiner-Rohrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von
300 pg/ml ProteinaseK und 0,5% SDS wurde die Mischung 30 sec mit einem Ultraturrax-
Messerhomogenisator homogenisiert. Nach 45 bis 60 min Inkubation bei 37°C wurde NaCl bis
zu einer Endkonzentration von 0,5 M zugesetzt. Etwa 50 mg Oligo-dT-VII-Cellulose, die in 1
ml HSB (0,3 M NaCl; 10 mM Tris, pH7,5; 5 mM EDTA, pH7,8; 0,1% SDS) resuspendiert
war, wurde zugegeben. Durch Mischen iiber Nacht bei Raumtemperatur auf einer
Rotationsapparatur wurde die poly(A)*t-RNA an die Oligo-dT-VII-Cellulose adsorbiert. Nach
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Abzentrifugieren (2 min bei 350xg) wurde die Cellulose 3 mal mit 10 ml HSB gewaschen. Die
RNA wurde mit sterilem Wasser von der Cellulose eluiert, indem 3 mal mit je 1 ml Wasser und
das letzte Mal mit 1,5 ml Wasser gewaschen wurde. Der erste ml Waser wurde verworfen, die
restlichen 3,5 ml RNA-Losung vereinigt und durch Zentrifugation von Resten der Cellulose
befreit. 300 pl der RNA-Ldsung wurden in die Konzentrationsbestimmung eingesetzt. Die
restlichen 3,2 ml wurden in einem 15ml-Greiner-Rohrchen, eventuell unter Zuhilfenahme von
10 pg tRNA, mit Ethanol bei -80°C iiber Nacht ausgefillt. Die Oligo-dT-VII-Celllose wurde
durch zweimal Waschen mit 10 ml Waschldsung (0,1 M NaOH; 5 mM EDTA, pH7,8) fiinfmal
Waschen mit Wasser und zweimal Waschen mit HSB regeneriert.

5.6. Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mittels eines Synthesizers (Gene Assembler Plus, Pharmacia)
hergestellt oder von den Firmen MWG, Biotech (Ebersberg) und TIB Molbiol (Berlin)
bezogen. Die von den Firmen bezogenen Oligonukleotide konnten direkt in die "PCR"
eingesetzt werden; die mit dem Synthesizer hergestellten Oligonukleotide muBten zuvor von
unvollstindigen Fragmenten gereinigt werden: Die Elution der Oligonukleotide aus der
trockenen Kassette erfolgte mit 1 ml 25%iger Ammoniaklésung {iber Nacht bei 50°C. Nach
Eindampfen des Ammoniak, Aufnahme des Pellets in dest. Wasser und nochmaligem
Eindampfen erfolgte das Auftrennen der unterschiedlich langen Oligonukleotide durch
Diinnschicht-Chromatographie auf Silica 60A Gel-Platten (Laufmittel: 55 ml n-Propanol; 35 ml
NH3; 10 ml HyO; Kammersittigung). Nach Identifizierung unter UV-Licht (245 nm) und
Markierung der Oligonukleotidbande, welche die vollstindigen Produkte enthilt, wurde das
entsprechende Plattenmaterial abgekratzt und die Oligonukleotide mehrmals mit HyO (1x300 pl;
2x100 pl) eluiert und mit Ethanol gefilit.

6. Nukleinsdure-Synthese

6.1. Polymerase-Ketten-Reaktion ("PCR")

In der Polymerase-Ketten-Reaktion wurden ausgehend von 2 sequenzspezifischen
Oligonukleotiden (Primer), die komplementiir zu Endbereichen einer vorgelegten Matrizen-
DNA sind, DNA-Fragmente der Matrizen-DNA, die innerhalb der flankierenden Primer liegen,
mit der temperaturbestindigen Taq-Polymerase kopiert und amplifiziert. Die
Amplifikationsprodukte wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Anfirben mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

In die Reaktionen wurden folgende Reagentien eingesetzt:
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10xPuffer: 500 mM KCI; 100 mM Tris-Cl pH8,4; 15 mM MgCl
(Der Puffer wurde selbst hergestellt, bzw. von Amersham bezogen)

10xdNTPs: 2 mM dATP; 2 mM dCTP; 2 mM dGTP; 2 mM dTTP; pH7,0

10x Primer: 2,5 uM in TE

Taq-Polymerase ( 1-2 U/Ansatz)
Standardansatz: 1/10 Volumen 10xPuffer, 1/10 Volumen 10xdNTPs, 1/10 Volumen
10xPrimer (2 verschiedene), 1-2U Taq-Polymerase und 10 bis 500 ng Matrizen-DNA wurden
bei 0°C mit Wasser auf das Endvolumen aufgefiillt und im Reaktionsapparat sofort auf die
Denaturierungstemperatur gebracht. Die Denaturierung erfolgte prinzipiell bei 940C fiir 1 bis 2
min, die optimale Hybridisierungstemperatur und -zeit wurde aufgrund der physikalischen
Eigenschaften der als Primer verwendeten Oligonukleotide bestimmt. Die Temperatur zur
Kettenverlingerung lag bei 720C und wurden entsprechend der Linge des erwarteten Produktes
zwischen 1 min und 10 min eingehalten. (Als Faustregel gilt, daB die Taq-Polymerase pro
Minute DNA-Fragmente mit der Linge 1 kb synthetisieren kann.) Die Anzahl der
Reaktionszyklen lag zwischen 30 und 40,
Die Menge an eingesetzter Matrizen-DNA lag bei 10 - 50 ng fiir klonierte Plasmid- oder
Cosmid-DNA. Bei Verwendung hochmolekularer genomischer DNA wurden in der Regel
500 ng DNA als template eingesetzt. Die genomische DNA wurde zuvor 5 min bei 94°C
denaturiert und sofort auf Eis gestellt.

Es wurden 2 Apparate zur Amplifikation verwendet;
1) Coy-Tempcycler (Fa. Frobel, Lindau): Hier wurden 500 pl-Eppendorff-GefiBe
benétigt. Die Reaktionen muBlten mit Mineral6! iiberschichtet werden.
2) Perkin-Elmer (Norwalk, USA): Hier kamen spezielle ReaktionsgefidBe von Perkin-
Elmer zum Einsatz,

6.2. cDNA-Synthese

2-3 pg poly(A)*-mRNA der zu untersuchenden Zellinie wurden zur cDNA-Synthese
eingesetzt. Die Synthese-Reaktion mit der AMV reversen Transkriptase erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 20 pl fiir 90 min bei 42°C (Reaktionspuffer: 75 mM Tris-HCl, pH7,5;
1,5 mM DTT; 6 mM MgClp; dNTP-Mix (Endkonzentration je Nukleotid 1,5 mM); 20 U AMV
Reverse Transkriptase). Nach Beendigung der Reaktion wurde das Volumen auf 50 pl erhoht
und die Proben bei -20°C gelagert.

Zur Synthese radioaktiv markierter cDNA wurde ein Hundertstel der iiblichen CTP-Menge
verwendet. Die Zugabe von 20-50 uCi a-P32-dCTP erméglichte die radioaktive Markierung

der neu synthetisierten cDNA.
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7. Radioaktive Markierung von Nukleinsduren

7.1. "Random priming"

Es wurden hierzu die Reagentien von Stratagene (Prime itTM) benutzt. Die DNA-Probe (25 ng)
wurde fiir 5 min bei 95°C denaturiert in Anwesenheit von 10 pl "Random-Primer"
(Gesamtvolumen 31 pl). Durch 5 min Inkubation bei Raumtemperatur konnten die Primer an
die Proben-DNA hybridisieren. In die Markierungsreaktion wurden dann 10 pl Nukleotidpuffer
(enthilt kein dCTP), 20-50 uCi o.-P32-dCTP (3000 Ci/mmol) und 2U T7-Polymerase zu einem
Endvolumen von 50 pl gegeben. Die Synthese-Reaktion erfolgte fiir 10 min bei 37°C und
wurde durch Zugabe von 2 pl "Stop-Mix" beendet. Nicht-inkorporierte radioaktive Nukleotide
wurden siulen-chromatographisch abgetrennt.

7.2. Polymerase-Ketten-Reaktion ("PCR")

In Abwandlung zum oben beschriebenen Protokoll fiir die PCR wurde hier ein 10xNukleotid--
Mix verwendet, der nur 20 uM dCTP enthilt. Zusitzlich wurden dann 20-50 puCi o-P32-dCTP
in die Reaktion eingesetzt, die ansonsten nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt wurde. Die
Abtrennung nicht-inkorporierter Nukleotide erfolgte ebenfalls sdulenchromatographisch.

Zur Amplifikation und gleichzeitigen Markierung eines Fragments des Neomycin-Resistenz-
gens wurden 50 ng des pSV2neo-Plasmids als Matrize eingesetzt. Mit den Primern neol und
neo2 wurde ein 475 bp langes Fragment aus der kodierenden Region des Neomycin-
Resistenzgens amplifiziert und dabei radioaktiv markiert. Die Dauer und Temperatur der
Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C, 1 min bei 62°C, 1 min bei 72°C.

7.3. Abtrennung nicht-inkorporierter radioaktiver Nukleotide

Einer sterilen Pasteurpipette wurde die Spitze entfernt und der verbreiterte AusfluB mit
silanisierter Glaswolle locker zugestopft. Die vertikal eingespannte Pasteurpipette wurde mit
Sephadex G50 (in TE) bis 1cm unter den oberen Rand aufgefiillt und mit etwa 1 ml TE
gewaschen. Die Probe wurde in 100 pl Volumen aufgetragen und nach dem Einlaufen in das
Séulenmaterial mit je 100 pul TE eluiert. Die austropfende DNA-Losung wurde in 100 pl-
Fraktionen gesammelt, mit dem Handmonitor vermessen und die 3-5 Fraktionen mit dem
Hauptanteil radioaktiv markierter DNA-Proben vereinigt und zur Hybridisierung eingesetzt.
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8. Klonierungstechniken

8.1. Restriktionsverdau von DNA

Fiir die verschiedenen Restriktionsendonukleasen wurden die vom Hersteller empfohlenen
Puffer-und Reaktionsbedingungen eingehalten. Es wurde in der Regel ein 2- bis 3-facher
UberschuB an Restriktionsenzym verwendet. Die Enzymeinheit (1 U) ist definiert als diejenige
Menge an Enzym, die ein pg DNA des Phagen A in einer Stunde verdaut.

8.2. Dephosphoryiiierung von DNA-Strangenden

Die DNA wurde mit 2-5 U alkalischer Phosphatase aus Kilberdarm ("Calf intestinal
phosphstase, CIP") 30 bis 60 min bei 37°C in "CIP-Puffer" (0,5 M Tris, pH9,0; 0,1 M
MgCly; 1 mM ZnCly) inkubiert, das Enzym danach bei 65°C 10 min lang inaktiviert und die
DNA aus dem Ansatz mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol gefilit.

8.3. Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden, je nach GroBenverhaltnisse der Vektor- und
Fremd-DNA, in geeigneten Mengen mit 2 1 10 mM ATP und 1 pl T4-DNA-Ligase (2 U/ul) in
einem Endvolumen von 20 pl 1xLigationspuffer (50 mM Tris, pH7,4; 10 mM MgCly; 10 mM
DTT; 1 mM Spermidin; 1 mM ATP) versetzt. Die Reaktion erfolgte bei 15°C iiber Nacht oder
bei Raumtemperatur fiir 2-3 Stunden. Zur Erh6hung der Ligationseffizienz wurden 15% PEG
(Polyethylenglycoll) zugegeben.

9. Transformation von Bakterien

9.1. Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Transformation (Hanahan,
1986)

100 ml SOB-Medium wurden mit einer Ubernacht-Kultur von DH50 angeimpft und bis zu
einer ODsgp von 0,3-0,35 hochwachsen gelassen. Nach 10 min Abkiihlen der Zellen in
Eiswasser wurden die Zellen abzentrifugiert (3000xg; 10 min; 4°C). Nach Dekantieren des
Uberstandes wurden die Bakterien vorsichtig in 10 ml STB auf Eis suspendiert und
anschlieBend das STB-Volumen auf 20 ml erh6ht. Nach 20-miniitiger Inkubation auf Eis
wurden die Zellen nochmals abzentrifugiert (3000xg; 10 min; 4°C), in 4 ml STB suspendiert
und zur Transformation eingesetzt, bzw. in fliissigem Stickstoff gelagert. Zur weiteren
Erhohung der Transformationseffizienz wurde den Zellen in manchen Fillen DnD-Losung
zugesetzt (14 pl/200 pl kompetente Zellen) und weitere 10 min auf Eis inkubiert.
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9.2. Transformation

100-200 pl kompetente Zellen wurden mit 10 pl Plasmid-DNA versetzt, 30 min auf Eis
inkubiert und die Bakterien anschlieBend zur Aufnahme der Fremd-DNA fiir 90 sec Hitze-
geschockt (42°C). Nach nochmaliger Inkubation auf Eis fiir 2 min wurden die Zellen
anschlieBend zur Expression des im Plasmid vorhandenen Ampicillin-Resistenzgens nach
Zugabe von 2 ml SOC-Medium fiir 1 h im Schiittelinkubator (37°C) inkubiert. Danach wurden
die Bakterien abzentrifugiert (3000xg; RT), in 200 pl LB-Medium resuspendiert, diese auf
Ampicillin (50 pg/ml) enthaltende LB-Platten ausplattiert und die Platten zum Wachstum der
Ampicillin resistenten Bakterien iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

10. Agarose-Gelelektrophorese

10.1. DNA-Gele

Es wurden je nach GroBe der aufzutrennenden Fragmente 0,8 bis 1,2%ige Agarosegele
beniitzt. Die entsprechende Menge Agarose Typ II wurde in 50 ml 1xTBE ( 90 mM Tris-Base;
90 mM krist. Borsdure; 2,5 mM EDTA, pH8,3) eingewogen und im Mikrowellenherd
aufgekocht. Nach Zugabe von 2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurde die Agaroseldsung in
eine horizontale Elektrophoresekammer (7,5x13,5 cm) gegossen und zum Abkiihlen und
Erhirten 30-60 min stehen gelassen. Nach EingieBen des Laufpuffers (100 bis 150 ml 1xXTBE)
und Entfernen des Probenkammes wurden die Proben in Glycerin-Probenpuffer (10 mM
EDTA, pH8,0; 10% Glycerin; 0,1% SDS; 0,02% Bromphenolblau) aufgenommen und in die
Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgt in der Regel bei 100 V fiir 60 bis 90 min. Bei
Verwendung von LMP-Agarose (Low Melting Point) wurden 50-70 V Spannung angelegt. Die
DNA-Banden wurden auf einem UV-Lichttisch (302 nm) sichtbar gemacht.

10.2. Isolieren von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde unter UV-Licht als Bande der entsprechenden Grofe
identifiziert und mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Das Agarosescheibchen wurde
in einen Dialyseschlauch iiberfiihrt, der mit 0,5 bis 1 ml 1xTE gefiillt war und in einer
Gelelektrophorese-Kammer fixiert und mit 1XTBE iiberschichtet wurde. Wihrend der
Elektrophorese (100 V; 30 min) wanderte die DNA aus der Agarose in die Losung. Diese
wurde nach 2 min Umpolen der Spannung aus dem Dialyseschlauch entnommen und die DNA
mit Ethanol aus der Lsung gefillt .

Bei Verwendung von LMP-Agarose wurde die DNA enzymatisch eluiert: Das ausgeschnittene
Agarose-Scheibchen wurde gewogen und mit 2 pl Gelase-Puffer/100 mg Agarosegel versetzt.
Bei 65-70°C wurde die Agarose nach 10-20 min geschmolzen und fiir weitere 5-10 min bei
40°C gehalten. Die noch fliissige Agarose wurde mit 1,25 U Gelase™ pro 100 mg Gel (bei




1%igem Gel) wihrend einer Stunde bei 40°C abverdaut. Nach Ethanolfillung konnte die DNA
quantitativ aus der Losung isoliert werden.

10.3. RNA-Gele

Fiir ein 1,4%iges Agarosegel wurden 1,4 g Agarose in 100 ml 1x RNA-Laufpuffer (10 mM
NasHPOy4; Stammlosung 500 mM, pH6,9 mit konz. Schwefelsiure eingestellt) im
Mikrowellenherd fiir 10 min aufgeschmolzen und dabei autoklaviert. Die abgekiihlte Agarose
wurde in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem Erkalten der Agarose wurden 900
ml Laufpuffer (10 mM NapHPO,) in die Gelkamer gegeben und der Probenkamm entfernt, 4 pl
poly(A)*-RNA (1 pg/ pl ; geldst in HoO) wurden mit 7,2 pl RNA-Mix (30 pl deionisiertes,
steriles Glyoxal; 105 pl steriles DMSO; 4,2 pl 500 mM NapHPO4, pH6,9) gemischt,
mindestens 5 min bei 50°C inkubiert und danach auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1 pl
Ethidiumbromid (1 pg/pl) und 1 pl RNA-Ladepuffer (50% Glycerin; 10 mM NaHPOy; 0,4%
Bromphenolblau) wurden die Proben in die Taschen geladen und elektrophoretisch aufgetrenn.
Die Elektrophorese erfolgt 2 bis 3 Stunden bei 75 V, bei gleichzeitigem Umwilzen des
Laufpuffers (vom + zum - Pol) mittels einer Peristaltikpumpe. Nach Ende des Laufs wurde das
Gel unter UV-Licht photographiert.

11. Transfer von Nukleinsiuren auf Membranen und
Hybridisierung

11.1. "Southern-Transfer" von DNA

Die nach Restriktionsverdau gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden durch
Kapillarkrifte auf Nylonmembranen iibertragen. Eine genaue Beschreibung des
Versuchsaufbaus findet sich in Maniatis (1982). Der Transfer hochmolekularer, genomischer
DNA-Fragmente erfolgt unter denaturierenden Bedingungen in 0,4 M NaOH iiber Nacht auf
eine Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham). Nach dem Transfer wurde die DNA durch 3
min UV-Bestrahlung (UV-Lichttisch, 302 nm) auf der Membran fixiert, diese in 2xSSC
gewaschen und bis zur Hybridisierung bei 4°C aufbewahrt. Der Transfer von Plasmid-DNA-
Molekiilen erfolgt nach Denaturieren der DNA (2x15 min Einlegen des Gels in Denaturierungs-
puffer (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH)), sowie Neutralisieren (2x15 min in Neutralisierungspuffer
(1,5 M NaCl; 0,5M Tris, pH7,2; 1 mM EDTA)) in 2xSSC.

11.2. "Northern-Transfer" von RNA ,
Der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrenner RNA erfolgt wie im Southern-Transfer
hochmolekularer DNA-Fragmente, jedoch in 20xSSC.




32 Material & Methoden

11.3. Hybridisierung von Nukleinsiuren und Autoradiographie

Zur Hybridisierung der auf einer Nylonmembran fixierten Nukleinsiduren wurde die Membran
zum Absittigen unspezifischer Bindungen in Hybridisierungs-Losung (4xSSC; 1xDenhardt’s
(0,02% BSA,; 0,02%Ficoll; 0,02% PVP), 0,1%SDS; 20-50 pg/ml denaturierte Lachsspermien-
DNA) fiir 1 bis 4 Stunden bei 65°C vorhybridisiert. Zur eigentlichen Hybridisierung wurde
eine radioaktiv markierte DNA-Sonde (109 -107 cpm pro ml Hybridisierungslésung) zugegeben
und iiber Nacht bei 65°C inkubiert. Die Inkubationen erfolgten in Kunststoffzylindern, die in
einem Hybridisier-Ofen um die Liingsachse rotierten.

Nach der Hybridisierung wurden die Membranen in in groBen Volumina Waschlsung mit
abnehmender Salzkonzentration (2xSSC (dann 1x, 0,5x, 0,1x), 1%SDS) bei 65°C je 2x15 min
gewaschen. Die noch feuchte Membran wurde in Haushaltsfolie eingeschweift.

Sollte die Membran mehrmals mit verschiedenen DNA-Sonden hybridisiert werden, so mufite
die alte radioaktive Sonde durch Waschen des Filters in 0,1% SDS bei 95°C fiir 15 min entfernt
werden.

Unter Verwendung einer Verstirkerfolie wurden Réntgenfilme bei -80°C auf die hybridisierten
Membranen exponiert.

12. "Screenen" einer Cosmidbank

In der verwendeten Cosmidbank waren genomische DNA-Fragmente menschlicher Zellen mit
einer Linge von 30 bis 45 kb im Vektor pWE15 kloniert (Stratagene, LaJolla, USA). Die
E.coli-Bakterien, die die Cosmide tragen, wurden mit einer Dichte von 100 Zellen pro Platte
(25x25cm) auf einer Nylon-Membran ausplattiert, die auf LB-Agarose mit Selektionslosung
(50 pg/ml Kanamycin) gelegt worden war ("Master Filter"), Nach 18-24 Stunden Wachstum
bei 37°C waren sehr kleine, aber deutlich erkennbare Kolonien zu sehen. Nach Abnehmen des
Masterfilters wurden von diesem durch kriiftiges Andriicken einer weiteren Membran 2 mal
Abdriicke (Replikafilter) gemacht, Masterfilter und Replikafilter wurden nochmals auf LB-
Kanamycin-Agarose fiir 6-8 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Masterplatte wurde bei 4°C
gelagert, die Replikafilter weitere 12-24 Stunden kultiviert, so da8 die Kolonien jetzt sehr
deutlich sichtbar waren. Die Bakterien auf der Membran wurden lysiert, indem diese mit den
Kolonien nach oben fiir je 5 min auf Whatman-Papier gelegt wurde, das mit folgenden
Losungen getrinkt war: Zuerst 10% SDS, dann Denarurierungslésung (1,5 M NaCl; 0,5 M
NaOH), dann Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris, pH7,2; 1 mM EDTA). Zum
SchluBl wurde die Membran in 2xSSC iiberfiihrt, der Bakterienschleim durch vorsichtiges
Abreiben entfernt und die DNA durch Trocknen iiber Nacht an den Filter fixiert. Die
Hybridisierung erfolgte wie oben bereits beschrieben. Nach Identifizierung identischer Signale.
auf beiden Replikafiltern wurden die entsprechenden Kolonien des Masterfilters in wenigen pl
LB-Medium abgekratzt, etwa 1:100 verdiinnt und in 10cm-Agarplatten erneut auf LB-
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Kanamycin-Medium ausplattiert. Das erneute "Screenen" dieser Bakterienklone erfolgte nach
der in Maniatis beschriebenen Methode des "Colony-Lifting" (Maniatis, 1982). Die danach
identifizierten positiven Einzelklone wurden in Southern-Analysen charakterisiert.
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Ergebnisse

Im Ergebnisteil dieser Arbeit wird nach der Untersuchung kritischer experimenteller Parameter
die Isolierung eines partiell strahlen-resistenten Zellklons nach Transfektion von AT-Zellen mit
cDNA-Bibliotheken beschrieben. Nach der phénotypischen und genotypischen Analyse dieses
Zellklons folgt die Isolierung und Charakterisierung eines transfizierten cDNA-Fragments aus
der genomischen DNA dieser Zellen. Mit dem klonierten cDNA-Fragment als Sonde wurden
Cosmidklone, die Insertionen hochmolekularer menschlicher DNA enthalten, aus einer
Cosmidbibliothek isoliert. Einer der Cosmidklone vermittelt nach Transfektion in AT-Zellen
erhohte Strahlenresistenz und bestdtigt damit den Zusammenhang zwischen der
Strahlenresistenz und dem aus der partiell strahlenresistenten Zellinie klonierten cDNA-
Fragment.

1. Das experimentelle Komplementations-System
Der Versuch, den strahlensensitiven AT-Phinotyp durch transfizierte ¢cDNA zu
komplementieren, ist im wesentlichen von folgenden experimentellen Parametern abhingig:
1.Von der Qualitiit der cDNA-Bibliothek und ihrer Expression in menschlichen Zellen
2.Von einer geniigend hohen Anzahl individueller AT-Zellen, die cDNA aufgenommen
haben;
3.Von dem Selektionsprotokoll;
4.Von der Frage, ob spontane oder durch die Transfektion und Selektion induzierte
Revertanten entstehen, die unabhiingig von der aufgenommenen cDNA eine erh6hte
Strahlenresistenz zeigen.
Diese kritischen Parameter wurden von mir experimentell untersucht und in den nachfolgenden
Abschnitten dargestellt:

1.1. Qualitit der verwendeten cDNA-Biblioheken (pcD und pcD-Bas) und
Expression in menschlichen Zellen

Die hier verwendeten cDNA-Bibliotheken wurden freundlicherweise von Dr. H. Okayama
(Osaka Institute, Osaka, Japan) zur Verfiigung gestellt und sind aus mRNA von GM637-Zellen
(pcD), bzw. primidren menschlichen Fibroblasten (pcD-Bas) konstruiert worden. Der
verwendete Expressionsvektor pcD2 ist in Abbildung 1 gezeigt. Die Transkription der
klonierten cDNA steht unter der Kontrolle des konstitutiven SV40-Promotors. Das im Vektor
integrierte Neomycin-Resistenzgen erlaubt die direkte Selektion der transfizierten Zellen, die
stabil ein cDNA-Plasmid aufgenommen und dadurch Resistenz gegeniiber G418
(Neomycinsulfat) erworben haben.
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(entnommen aus: Chen und Okayama, 1983)
Zu erkennen sind das Neomycin-Resistenzgen (neo) und die iiber poly(A/T)- und poly(G/C)-Briicken
inserierte cDNA. Die Transkription beider Gene wird jeweils von einem konstitutiven SV40-Promotor
veranlaBt. Beiden Genen sind Polyadenylierungs-Signale nachgeschaltet. Im Vektor befindet sich
zwischen dem SV40-Promotor und der inserierten cDNA ein ATG-Startcodon.

Die Anzahl unabhingiger cDNA-Bakterien-Klone wurde von Okayama mit 5x103 (pcD), bzw.
5x106 (pcD-Bas) angegeben. Nimmt man an, daB eine menschliche Zelle maximal 50.000
verschiedene Gene enthilt (Lewin, 1983; Buselmaier und Tariverdian, 1991), so wiire die
Gesamtheit aller verschiedenen mRNAs also 10fach bzw. 100fach als cDNA in den
Bibliotheken enthalten.

Um die Haufigkeit und GréBe der cDNA-Insertionen in den Klonen der Bibliotheken zu
untersuchen, wurde die Plasmid-DNA von 96 =zufillig gewdhlten, individuellen
Bakterienklonen isoliert, mit BamHI verdaut und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Analyse
der mit Ethidiumbromid gefiirbten DNA-Banden wird deutlich, daB die Bibliotheken in iiber
95% aller getesteten Einzelklone eine cDNA als Insertion im Expressionsvektor enthalten. Die
GroBe der cDNA-Insertionen liegt im Bereich zwischen 0,3 und 2,5 kb.

Um abschiitzen zu kdnnen, ob die cDNA schwach exprimierter Gene reprisentiert ist, wurden
liber Koloniehybridisierungen c-jun cDNA-Klone aus der pcD-Bas-Bibliothek isoliert. Das c-
jun Gen gehort zu den sehr schwach exprimierten Genen in normalen, menschlichen Zellen. Es
wird geschitzt, daB eine c-jun mRNA pro 4x104 Gesamt-mRNA-Molekiilen in einer nicht
stimulierten Zelle auftritt (P. Angel, persénliche Mitteilung). Aus der pcD-Bas-Bibliothek
wurden so 11 Bakterienklone isoliert, von denen 7 nach Hybridisierung mit einer c-jun-Sonde
ein positives Signal zeigten. Die Plasmid-DNA dieser Bakterienklone wurde isoliert, durch
Verdau mit BamHI die inserierte cDNA ausgeschnitten, die verdaute DNA elektrophoretisch
aufgetrennt und auf einer Nylon-Membran immobilisiert. Diese Membran wurde mit dem 1,5
kb c-jun-Fragment hybridisiert, das nach Verdau mit HindIIl und BamHI aus dem
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rekombinanten Plasmid ph-cJ-1 isoliert und radioaktiv markiert worden war. Nach stringentem
Waschen zeigte sich auf dem Autoradiogramm, da 4 von 11 cDNA-Klonen eine vollstéindige
c-jun cDNA mit der Linge von 2,4 kb (Abb.2; Spuren 3, 5, 6, 7) und 3 von 11 Klonen eine
unvollstindige cDNA (Abb.2; Spuren 8,11,12) enthielten. 4 Bakterienklone enthielten keine
c-jun cDNA und hybridisierten nicht mit der eingesetzten Sonde (Negativ-Kontrolle).

Das schwach exprimierte c-jun-Transkript ist also in mehreren Klonen als vollstindige cDNA
in der pcD-Bas-Bibliothek enthalten.

C-jun isolierte Einzelklone der Bibliothek
1 2 3 4 § ¢ 7 8 9 10 11 12

Uber Koloniehybridisierungen wurden potentielle c-jun cDNA-Klone aus der pcD-Bas-Bibliothek
isoliert. Die Plasmid-DNA der Bakterienklone wurde prapariert, zum Ausschneiden der Insertion mit
dem Restriktionsenzym BamH| verdaut und in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach
Immobilisieren auf einer Nylon-Membran wurde die DNA mit einem radioaktiv markierten c-jun-
Fragment hybridisiert und stringent (bis 0,1% SSC) gewaschen.
Die Pfeile zeigen die vollstandige c-jun cDNA-Insertion (2,4 kb) sowie das als Sonde eingesetzte,
1,5 kb lange c-jun-Fragment.

Spur 1: 1 ug des c-jun-Fragments, das nach Verdau mit Hindlll und BamHI aus dem

rekombinanten Plasmid ph-cJ-1 isoliert wurde.
Spur 2-12: Plasmid-DNA individueller Bakterienkione der pcD-Bas-Bibliothek

Die Expression der in den pcD-Vektor inserierten cDNAs nach Transfektion in menschliche
Zellen wurde bereits von mehreren Arbcitsgruppen getestet: Okayama und Berg (1983) konnten
zeigen, daB die cDNA eines definierten Klons der pcD-Bibliothek nach Transfektion in
menschlichen Zellen konstitutiv exprimiert wird. In anderen Arbeitsgruppen wurde nach
Transfektion der pcD-Bibliothek der UV-hypersensitive Phidnotyp von Xeroderma
pigmentosum-Zellen, bzw. der Rontgen-iiberempfindliche Phénotyp einer Nagerzellinie
korrigiert (Teitz et al., 1990; Thompson et al., 1990).

1.2. Anzahl unabhingiger AT-Zellen, die cDNA aufgenommen haben

Um eine hohe Transfektionseffizienz zu erzielen, wurde die von Chen und Okayama (1987)
beschriebene, modifizierte CaPOy4 -Transfektion in AT-Zellen getestet. Diese Methode zeichnet
sich dadurch aus, daB eine hohe Anzahl individueller Zellen transfiziert wird, von denen jede
im Durchschnitt eine geringe Anzahl cDNA-Kopien aufnimmt.




Ergebnisse | 37

Durch die Ermittlung der Transfektionseffizienzen (siehe Methoden; Chen und Okayama, 1987)
konnte fiir jedes von mir durchgefiihrte Transfektionsexperiment die Anzahl unabhéngiger
" Transfektanten ermittelt werden. Dazu wurde eine definierte Anzahl von Zellen einen Tag nach
der Transfektion vereinzelt auf Petrischalen ausplattiert und fiir 10 - 12 Tage mit und ohne
G418 kultiviert. Anhand der Koloniebildungsfihigkeit wurde der prozentuale Anteil an Zellen
bestimmt, die nach der Transfektion stabil die cDNA integriert und damit G418-Resistenz
erworben hatten. Die Transfektionseffizienz betrug im Durchschnitt 5% und liegt damit im
Bereich der von Chen und Okayama veréffentlichten Daten. Die Gesamtzahl der
Transfekiantenklone betrug bei Transfektion mit der pcD-Bibliothek 1x109, bei Transfektion
mit der pcD-Bas-Bibliothek 1x107; sie war also doppelt so hoch wie die Anzahl unabhlingiger
cDNA-Bakterien-Klone der jeweiligen Bibliothek, so da man annehmen darf, daB bei
Integration mehrerer cDNA-Kopien pro Transfektantenzelle jede individuelle cDNA der beiden
Bibliotheken in AT-Zellen stabil eingebaut wurde.

1.3. Selektionsprotokoll
In einer geeigneten Selektion sollen aus der Gesamtheit der unabhiingigen G418-resistenten
Transfektantenklone moglichst effektiv solche mit erhohter Strahlenresistenz isoliert werden.
Die Strahlenselektion der cDNA-Transfektanten soll also 2 Kriterien erfiillen:

1. Alle nicht-komplementierten, strahlensensitiven AT-Zellen miissen absterben

("Endpunkt der Selektion").
2.  Strahlenresistente Zellen sollen mit moéglichst geringem Verlust die Strahlen- .
selektion iiberleben.

Beide Kriterien werden erfiillt, wenn man Zellen, die eine Generationszeit von iiber 24 Stunden
haben, mehrfach im 24-Stunden-Rhythmus mit einer schwachen Dosis Rontgen bestrahlt.
Grundlage fiir dieses Verfahren sind die unterschiedlichen Uberlebensraten von AT- und
normalen Zellen nach ionisierender Bestrahlung. In Dosis-Effekt-Kurven (Abb.3) wird das
prozentuale Uberleben der Zellen, gemessen an der Fihigkeit der bestrahlten Einzelzellen zur
Koloniebildung, in Abhingigkeit von der eingesetzten Strahlendosis dargestellt. Die zur
Selektion verwendete Dosis (0,6 Gy) totet bei jeder Bestrahlung 50% der AT-Zellen ab.
Ausgehend von 109 eingesetzten AT-Zellen sind also 23 aufeinander folgende Bestrahlungen
mit 0,6 Gy nétig, um die gesamte Population abzutSten (Endpunkt der Selektion).
Strahlenresistente Kontrollzellen (GM637) iiberleben diese Prozedur mit etwa 90%iger
Wahrscheinlichkeit und wachsen schon wiihrend der Bestrahlungen zu Kolonien aus. In einer
verkiirzten Selektion werden 5x104 Zellen pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte eingesetzt und
mit 15 Bestrahlungen (0,6 Gy) im 24-Stunden-Rhythmus alle strahlensensitiven AT-Zellen
abgetétet.
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Die Zellen jedes Klons wurden mit den angegebenen Dosen Réntgen bestrahlt und in 3 parallelen
Anséatzen pro Dosis zur Koloniebildung ausgesat. Nach 12 Tagen wurden die Zellen fixiert, mit
Giemsa/Kristallviolett blau angefarbt, die Zahl der gewachsenen Kolonien (>50 Zellen) bestimmt und
im Verhéltnis zur unbestrahlten Kontrolle das Ubetleben errechnet. Die Kurven stellen die Mittelwerte
aus 3 Experimenten dar. Die errechneten Standardabweichungen sind als Fehlerbalken einge-
zeichnet.

AT. AT5BIVA;SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit der

Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
GM: GM&637; normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)

Das Prinzip der beschriebenen Selektion konnte bereits experimentell verifiziert werden
(Lohrer, 1987). Allerdings wurde bisher nicht gezeigt, ob wenige komplementierte AT-Zellen
(oder normale Kontrollzellen) in der Umgebung vieler absterbender AT-Zellen die
Strahlenselektion tiberleben kinnen. Denn einerseits werden toxische Stoffwechselprodukte
durch absterbende Zellen frei, andererseits wurde ein klastogener Faktor beschrieben, der von
AT-Zellen in das Medium sezerniert wird (Shaham und Becker, 1981). Dieses Medium
induziert Chromosomen-Aberrationen, wenn man es auf andere Zellen iibertriigt.

Um die Frage nach dem Einfluf absterbender AT-Zellen auf die Uberlebensfihigkeit weniger
normaler Zellen in einer Strahlenselektion zu kliren, wurden normale Kontrollzellen (GM637)
mit dem Plasmid pSV2neo transfiziert, welches die dominante Eigenschaft fiir G418-Resistenz
vermittelt. In Mischungsexperimenten iiberlebten von 100 GM637neo-Zellen, die zusammen
mit 106 AT-Zellen eingesiit worden waren, etwa 50-60% die Strahlenselektion und waren
bereits nach den Bestrahlungen als iiberlebende Kolonien makroskopisch erkennbar. Diese
iiberlebenden Klone konnten in der nachfolgenden Kultivierung mit G4 18-haltigem Medium
aufgrund ihrer G418-Resistenz eindeutig als GM637neo-Zellen identifiziert werden. Das
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Mischungsexperiment verdeutlicht, daB in der Strahlenselektion 106 absterbende AT-Zellen
einen negativen EinfluB auf die Uberlebensfihigkeit normaler Kontrollzellen haben. Wihrend
in unvermischten Kulturen verdiinnt eingesite GM637-Zellen mit einer Wahrscheinlichkeit von
90% die Strahlenselektion iiberleben, waren es in der Mischkultur nur 50 - 60%. Diese
I'Jberlebensquote normaler Zellen, bei gemeinsamer Kultivierung mit AT-Zellen, wird aber als
ausreichend fiir die weiteren Experimente angesehen.

In einem analogen Experiment konnte umgekehrt gezeigt werden, daB iiberlebende
Kontrollzellen nicht zum Uberleben benachbarter AT-Zellen fiihrten: In diesem Falle wurden
AT-Zellen stabil mit pSV2neo transfiziert und das Mischungsexperiment mit 100 GM637 und
106 ATneo-Zellen wiederholt. Wiederum waren nach den Bestrahlungen strahlen-resistente
Kolonien makroskopisch erkennbar. Nach weiterer zweiwochiger Kultivierung in G418 waren
sie allerdings vollstiandig abgestorben, wie sich nach Fixieren und Anfirben der Zellen zeigen
lieB. Es waren also keine ATneo-Klone unter den iiberlebenden GM637-Kolonien nach der
Selektion vorhanden. Dieses Experiment zeigt, daB durch die Kokultivierung mit
strahlenresistenten Kontrollzellen keine strahlen-sensitiven AT-Zellen diese Selektion
iiberlebten.

1.4. Revertanten

Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, daB die Strahlenselektion geeignet war, 106
strahlensensitive AT-Zellen abzutbten, wihrend gleichzeitig 60 von 100 in die AT-Population
gemischte, resistente GM637-Zellen iiberlebten. Von groBer Bedeutung fiir das Arbeitskonzept
war nun die Frage, ob unter diesen Versuchsbedingungen seltene spontane Revertanten der
AT-Zellen auftreten konnen, die in einer Strahlenselektion als falsch-positive Klone
auswachsen wiirden.

Daher wurden in mehreren Kontrollexperimenten insgesamt 3,5x107 AT-Zellen der
Strahlenselektion unterworfen, Diese Zahl entspricht einem Viertel der Anzahl transfizierter
Zellen, die in den spiteren Versuchen zur Isolierung resistenter Transfektantenklone eingesetzt
wurden. Hierbei wuchsen 3 iiberlebende Zellen nach den Bestrahlungen zu Kolonien aus, die
als Einzelklone hochgezogen und erneut auf ihre Resistenz getestet wurden. Keiner der
isolierten Einzelklone zeigte eine erhdhte Strahlenresistenz in Dosis-Effekt-Experimenten. Die
Reversionsrate liegt also unter 3,5x10-7, In fritheren Experimenten waren unter 5x108 Zellen
mit dem selben Selektionsschema keine Revertanten gefunden worden (Lohrer, 1987).
Gleichzeitig beweisen diese Experimente, daB auch nach 23 Bestrahlungen mit je 0,6 Gy der
strahlensensitive Phiinotyp eventuell iiberlebender AT-Zellen nicht verindert wurde. Es wurden
also durch die hiufigen Bestrahlungen keine Revertanten induziert.

Der Befund, daB iiberhaupt AT-Klone nach der Strahlenselektion auswachsen konnten, ist
durch Schwankungen experimenteller Parameter (Dosisleistung der Réntgenquelle) erklirbar.
Der Endpunkt der Selektion, also die Abtotung aller AT-Zellen, wurde in diesen Fillen nicht
erreicht.




40 ' Ergebnisse

Unabhiingig von der Moglichkeit des Auftretens spontaner oder strahleninduzierter Revertanten
birgt die Prozedur der stabilen Transfektion ein groBes Potential, phiinotypische Veréinderungen
hervorzurufen. Die Umorganisation der genomischen DNA durch den Einbau zusiitzlicher
(Fremd-)DNA, die konstitutive Expression von Fremdproteinen (z.B. das Neomycin-
Resistenzprotein) und die Wirkungen transfizierter, konstitutiver Promotoren kénnen die.
genetische Information sowie das Expressionsmuster der Gene der betroffenen Zelle gravierend
veriindern (Lebkowski et al., 1984). So wurde zum Beispiel eine Erh6hung der Strahlen-
resistenz von Mauszellen nach Transfektion des Neomycin-Resistenzgens und klonaler
Expansion G418-resistenter Einzelzellen beschrieben (Pardo et al., 1991),

Um den EinfluB dieser Parameter (Expression des Neomycin-Resistenproteins, stabile
Integration exogener DNA) auf die AT-Zellen abzuschitzen, wurden AT-Zellen stabil mit
pSV2neo transfiziert und der Strahlenselektion unterworfen. In drei unabhéngigen Selektions-
experimenten wurden insgesamt 1,6x106 ATneo-Zellen, die aus 5x103 individuellen Transfek-
tantenklonen gewachsen waren, auf ihre Strahlenresistenz getestet. Nach dem Fixieren und
Anférben der Hiilfte der parallelen Ansitze konnten ein (Experiment A), 12 (Experiment B) und
60 (Experiment C) iiberlebende Klone geziihlt werden (Abb.4), wobei die Experimente B und
C einen bzw. vier Tage vor Erreichen des Endpunktes der Selektion abgebrochen worden
waren. In der anderen, nicht fixierten Hilfte der parallelen Ansitze waren eine (Experiment A),
14 (Experiment B) und etwa 50 Kolonien (Experiment C) mikroskopisch erkennbar.

Um zu priifen, ob die iiberlebenden Kolonien der ersten Selektion tatsdchlich erhoht
strahlenresistent sind, wurden die nicht fixierten, iiberlebenden Zellen der Parallelansitze
isoliert ("ATneo/r") und emeut in einer Strahlenselektion getestet:

Die 15 iiberlebenden Kolonien der Experimente A und B wurden als Einzelklone isoliert,
wiihrend die 50 Kolonien des Experiments C als Mischkultur weitervermehrt wurden.
Auffallend hierbei war, daB von den 15 isolierten Einzelklonen nach der Selektion nur 2 Klone
voll vital waren und vermehrt werden konnten. Dies kann als verzogertes Absterben nach der
Bestrahlung gedeutet werden, das auch von Chang und Little (1991) beschrieben wurde. Die
isolierten, vitalen Populationen ("ATneo/r") wurden zur Untersuchung ihrer Strahlenresistenz
erneut in Strahlenselektionen eingesetzt. Es zeigte sich, da weder die Zellen der 2 Einzelklone,
noch die der Mischpopulation erhoht strahlenresistent waren.

Die mit Mauszellen gezeigte Erhohung der Strahlenresistenz nach Transfektion und Expression
des Neomycin-Resistenzgens trat also in 5x105 unabhiingigen AT-Klonen, die mit pSV2neo
transfiziert worden waren, nicht auf,
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» ATneo (B /r

Pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte wurden 5x104 Zellen einges4t, nach 4 bis 6 Stunden mit 0,6 Gy
Rontgen bestrahit und die Bestrahlung 14 mal im 24-Stunden-Rhythmus wiederholt. Nach weiteren
12 Tagen ohne Bestrahlung wurden die Zellen fixiert und mit Giemsa/Kristallviolett blau angefarbt. Es
sin 3 verschiedene Experimente (A,B und C) zusammengefaﬂt die Kontrollen stammen aus
Experiment A, Dargestellt sind die angeférbten Zellen aus einer von mehreren parallel bestrahiten 24-
Loch-Platten, mit je 2 Ansatzen pro Zellinie. Die paraliel bestrahlten 24-Loch-Platten lieferten
identische Ergebmsse
— Uberlebende Kolonien aus einer ersten Selektion wurden isoliert und expandiert, und
5x104 Zellen dieser Population (ATneo/r) erneut in Strahlenselektionen getestet
Experiment A: 15 Bestrahlungen:1 Kolonie wurde isoliert, weitervermehrt und 5x104
Zellen dieser Population erneut in der Strahlenselektion getestet.
Experiment B: 14 Bestrahlungen: Von 14 isolierten Kolonien war nur eine vermehrungs-
fahig und konnte erneut eingesetzt werden.
Experiment C: 11 Bestrahlungen: Die Kolonien wurden als Mischung geerntet und wei-
terkultiviert und 5x104 Zellen erneut in die Strahlenselektion eingesetzt.

AT: AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten
mit der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia

ATneo: Mischung individueller, G418-resistenter AT5BIVA-Klone, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden

GM637: Normale, menschliche Fibroblasten (SV40 immortalisiert)

GM637neo:  Mischung individueller, G418-resistenter GM637-Zellen, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden
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2. Selektion des partiell strahlenresistenten Zellklons 514 nach Transfektion
von cDNA-Bibliotheken in AT-Zellen

Im vorausgehenden Kapitel wurden die kritischen Parameter der angestrebten phénotypischen
Komplementation von AT-Zellen untersucht. Es konnte gezeigt werden, da8 die Qualitit der
verwendeten cDNA-Bibliotheken, die geringe Reversionsrate der AT-Zellen sowie die
experimentellen Grundlagen der stabilen Transfektion und Strahlenselektion zur Durchfiihrung
der geplanten Experimente geeignet waren.

2.1. Stabile Transfektion der cDNA-Bibliotheken in AT-Zellen und Isolierung
itberlebender Zellklone nach Strahlenselektionen

Die cDNA-Bibliotheken wurden mit der erfolgreich getesteten Methode (siehe Abschnitt 1.2.)
in die AT-Zellen transfiziert: Ausgehend von 2,3x108 zur Transfektion eingesetzten AT-Zellen
wurden 1,1x107 unabhiingige Transfektantenklone erhalien. Von beiden cDNA-Bibliotheken
wurden die G418-resistenten Klone geerntet und vereinigt; diese Gemische der stabilen
Transfektanten wurden weiter kultiviert und in die Strahlenselektionen eingesetzt.

In mehreren Selektionen wurden die mit cDNA transfizierten AT-Zellen auf ihre Uberlebens-
fihigkeit nach Bestrahlung getestet. Es wurden dabei insgesamt 1,4x108 Zellen eingesetzt, die
aus der Expansion der 1,1x107 unabhiingigen Transfektantenklone entstanden waren.
Insgesamt iiberlebten 51 unabhingige Zellklone die Bestrahlungen und konnten isoliert und
einzeln weitervermehrt werden. In allen Fillen war der Endpunkt der Selektion erreicht
worden, das heiBit aus mehreren parallel bestrahlten Ansidtzen mit AT- oder ATneo-Zellen
waren keine iiberlebenden Klone hervorgegangen.

2.2. Zellklon 514 ist in Dosis-Effekt-Experimenten strahlenresistenter als AT-
Zellen

Um ihre Strahlenresistenz zu testen, wurde jeder der 51 Klone mit verschiedenen Dosen
Rontgen bestrahlt und die ﬁberlebensﬁihigkeit gemessen. Lediglich ein Klon (514) zeigte einen
resistenteren Phinotyp als nicht transfizierte AT-Zellen. Alle anderen transfizierten und
isolierten Einzelklone, die die Strahlenselektion iiberlebt hatten, waren noch sensitiver als AT-
Zellen (Abb.5) und wurden folglich aufgrund von Schwankungen des Selektionssystems als
liberlebende Klone isoliert.




- == GM 637
.o u-n*un.u 51 4
Y e AT
s
g £ a 1072
g8
% a 531
25
= + 10/124
&
15 [ ] 1156
: ]
& 1042
° .
© 1023
e ° 131
)1 v L v T ¥ 1
o] 1 2 3
Dosis (Gy)

Die Zellen jedes Klons wurden mit den angegebenen Dosen Rontgen bestrahit und in 2 bis 3
parallelen Ansédtzen zur Koloniebildung ausgesat. Nach 12 Tagen wurden die Ansétze fixiert und mit
Giemsa/Kristallviolett blau angeférbt, die Zah! der gewachsenen Kolonien bestimmt und im Verhaitnis
zur unbestrahiten Kontrolle das Uberleben errechnet. Die Kurven der AT- und 514-Zellen stellen die
Mittelwerte aus 5 bis 9 Experimenten dar. Die errechneten Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken eingezeichnet.
Die Einzelklone 131, 514, 531, 1023, 1042, 1072, 1156 und 10/124 wurden nach stabiler
Transfektion mit der cDNA-Bibliothek als (iberlebende Klone einer Strahlenselektion isoliert.

AT: ATS5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit

der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
GM637: Normale, menschiiche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)

Statistische Auswertung der Dosis-Effekt-Kurven von AT-und 514-Zellen: ;

Die in Abb.5 dargestellten Uberlebenskurven der Zellklone ATSBIVA und 514 wurden mit
Hilfe des Student-Tests (Lienert, 1962) statistisch ausgewertet. Der Student-Test bewertet, ob
die den beiden Kurven zugrunde liegenden Mittelwerte jeder Dosis signifikant voneinander
verschieden sind. Die mathematischen Vorraussetzungen, d.h. die Normalverteilung der
MeBwerte sowie die prinzipiell gleichen Standardabweichungen der MeBgroBen sind erfiillt.
Ausgehend von der Nullhypothese, welche besagt, daB die beiden Verteilungen sich nicht




44 Ergebnisse

unterscheiden, wird die PriifgroBe t des Student-Tests mit dem kritischen Wert der
Irrtumswahrscheinlichkeit t* verglichen. Die PriifgréBe ¢ wird mit der Formel

Ix -y I nx X n
f=ex "Y1 Dx X ny X1 - Xq
s nx+ny ’

y1 - yn = Stichproben
X , ¥ = Mittelwerte der Stichproben
O(n-1) = Standardabweichung
errechnet, wobei sich s (Schiitzwert fiir 6) ergibt aus

S"'V 0)(2 (ng - 1)+Cy2 Ny

ny +npy -2

In Tabelle 1 ist fiir jeden Dosiswert der Bestrahlung die errechnete Priifgrofe t mit dem
entsprechenden kritischen Wert t* gezeigt. Die Werte fiir t* wurden einer Tafel entnommen
und geben den Betrag an, der von t iiberschritten sein muB, um mit 95%iger
Wahrscheinlichkeit die Nullhypothese fiir zweiseitige Fragestellungen auszuschlieBen. Da fiir
jede Dosis die PriifgroBe t deutlich groBer ist als der kritische Wert t¥, muB die Nullhypothese
fiir jeden Dosiswert abgelehnt werden, das heiBt fiir jeden Dosiswert sind die experimentell
ermittelten Mittelwerte signifikant voneinander verschieden. Damit sind auch die Kurven
signifikant voneinander verschieden.

Dosis (Gy) 1 2 3
t 3,39 4,86 16,74
t* 2,23 2,20 2,18

Fur jeden Dosiswert der Uberlebenskurven von AT- und 514-Zellen wurde die PrifgréBe t bestimmt.
Sie ist fur alle Dosiswerte gréBer als der kritische Wert t*, der einer Tafel entnommen wurde (Lienert,
1962) und in Abhangigkeit von der Anzahl der Stichproben fiir zweiseitige Fragestellungen mit
95%iger Wahrscheinlichkeit die Nullhypothese zul4ft.
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2.3. Zellklon 514 ist in Strahlenselektionen deutlich resistenter als AT-Zellen
und behilt diesen Phanotyp in weiteren Strahlenselektionen stabil bei

In den oben gezeigten Dosis-Effekt-Kurven waren die Zellen des Klons 514 nur schwach, aber
signifikant resistenter gegeniiber Rontgenbestrahlung als AT-Zellen. Es stellte sich nun die
Frage, ob diese Erhdhung der Resistenz auch in einer weiteren Strahlenselektion zum Ausdruck
kommt,

Aus diesem Grunde wurden 514-Zellen erneut in eine Strahlenselektion eingesetzt. Es zeigte
sich, daB auch hier eine erhohte Resistenz zu beobachten war: Bereits nach der letzten
Bestrahlung waren erhohte Zellzahlen im Vergleich zu AT-Zellen sichtbar (Abb.6 A), die
wiithrend der weiteren Kultivierung zu groBen Kolonien auswuchsen (Abb.6 B), Die
unmittelbar nach den Bestrahlungen noch sichtbaren AT-Zellen waren hingegen nicht mehr
lebensfihig und starben wiihrend der weiteren Kultivierung ab. Dieser Phiinotyp der 514-Zellen
blieb auch nach erneuter Isolierung der iiberlebenden Kolonien stabil. Es wurden mit den 514-
Zellen in mehreren Experimentreihen bis zu 2 Selektionsrunden mit nachfolgender Isolierung
und emeuter Strahlenselektion der jeweils iiberlebenden Zellen durchgefiihrt. Hierbei blieb der
partiell strahlenresistente Phianotyp der jeweils isolierten Zellpopulationen stabil (Abb.6B).
Diese Tatsache verdeutlicht, daB keine stirker strahlenresistente Subpopulation der 514-Zellen
existiert, sondern dafl die Gesamtpopulation eine erhohte Resistenz aufweist. Im Unterschied
zu selten iiberlebenden Klonen der AT- oder ATneo-Population handelt es sich beim Klon 514
also um stabil verinderte Zellen, die eine erhshte Strahlenresistenz besitzen.

In insgesamt 7 verschiedenen Experimenten waren 514-Zellen der Strahlenselektion
unterworfen worden. Im Durchschnitt waren hierbei, ausgehend von 5x10# ausplattierten
Zellen, 55 (+/- 15) Kolonien gewachsen, deren weiterkultivierte Zellen in erneuten
Strahlenselektionen die erhohte Resistenz stabil beibehielten. Gleichzeitig hatten in den
Ansitzen mit AT- oder ATneo-Zellen keine stabil strahlenresistenten Kolonien iiberlebt.




Pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte wurden 5x104 Zellen eingesat, nach 4 bis 6 Stunden mit 0,6 Gy
Rontgen bestrahlt und im 24-Stunden-Rhythmus die Bestrahlung 14 mal wiederholt. Direkt nach der
Bestrahlungsperiode (A), bzw. nach weiteren 12 Tagen ohne Bestrahlung (B) wurden die Zellen
fixiert und mit Giemsa/Kristallviolett blau angefarbt. Dargestellt sind die gefarbten Zellen aus einer von
'5 parallel bestrahlten 24-Loch-Platten, mit je 2 paralielen Ans4tzen pro Zellinie. Die parallel bestrahiten
24-Loch-Platten lieferten identische Ergebnisse.
—=- (Jberlebende Kolonien aus einer Selektion wurden isoliert und expandiert, und 5x104
Zellen dieser Population erneut in Strahlenselektionen getestet.
GM637: Normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)
AT: AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit der
Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
514; AT5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit CDNA eine Strahlenselektion
Uberlebt hatte
XP; XP12RO; SV40-immonrtalisierte, UV-tiberempfindliche Fibroblasten aus einem
Patienten mit der Erbkrankheit Xeroderma pigmentosum
ATneo: Mischung individueller, G418-resistenter AT5BIVA-Klone, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden
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3. Phiinotypische Charakterisierung des Zellklons 514

Die DNA-Syntheserate sowie die Verteilung der Zellzyklus-Phasen nach Bestrahlung weichen
in AT-Zellen charakteristisch von normalen Kontrollzellen ab und machen zusammen mit der
Strahlensensitivitit den zelluldren AT-Phénotyp aus. In AT-Zellen findet die Hemmung der
DNA-Synthese nach Bestrahlung, im Gegensatz zu normalen Zellen, nur schwach statt.
Ebenso ist nach Bestrahlung die Hemmung des Durchlaufens der G1-Phase in AT-Zellen kaum
ausgepriigt. In der (G2+M)-Phase tritt hingegen eine lingere Blockierung immortalisierter AT-
Zellen im Vergleich zu primdren und immortalisierten normalen Zellen auf. Bei einer
spezifischen Komplementation des AT-Defektes durch ein intaktes und vollstindiges AT-Gen
sollten alle phénotypischen Charakteristika der AT-Zellen zumindest teilweise korrigiert sein.
Ob dies fiir den partiell strahlenresistenten Klon 514 zutrifft, wurde anhand des Einbaus
radioaktiv markierter Nukleotide sowie der durchfluBzytometrischen Analyse der Zellzyklus-
Phasen untersucht, und ist Gegenstand der folgenden Abschnitte.

Zur phinotypischen Charakterisierung des Klons 514 ist auBerdem die Generationszeit der
Zellen ein wichtiger Parameter.

3.1. Die Uberlebensfihigkeit des Zellklons 514 in Strahlenselektionen ist nicht
die Folge einer verkiirzten Generationszeit

Das Prinzip der hier beschriebenen Strahlenselektion basiert auf schrittweisem Abtdten von
Zellen durch sequentielle schwache Bestrahlungen im 24-Stunden-Rhythmus. Zellen mit einer
Generationszeit von mehr als 24 Stunden replizieren zwischen den Bestrahlungen nicht und
sterben somit nach und nach ab. Sich deutlich schneller teilende Zellkulturen konnen durch die
sich stéindig regenerierende Zellzahl zwischen den Bestrahlungsintervallen nicht vollstéindig
abgetotet werden. Solche Zellkulturen wiirden in den hier angewandten Strahlenselektionen
eine erhohte Resistenz vortiuschen.

Um zu priifen, ob eine kiirzere Generationszeit der 514-Zellen Ursache des Uberlebens in der
Strahlenselektion ist, wurde die Verdoppelungszeit der 514-Zellen bestimmt: 5x104
logarithmisch wachsende Zellen wurden in Scm-Petrischalen ausplattiert und die Hilfte der
Ansitze nach zwei Tagen mit 0,6 Gy bestrahlt. Unmittelbar danach sowie in 24-Stunden-
Abstinden wurden die Zellen geerntet und die Zellzahl im "Coulter Counter” bestimmt. Aus
dem exponentiellen Bereich der daraus resultierenden Wachstumskurve wurden die
Verdopplungszeiten bestimmt. Es zeigte sich, daB 514-Zellen mit 24 Stunden eine geringfiigig
verldngerte Generationszeit im Vergleich zu deren direkten Vorlduferzellen ATSBIVA haben
(22 Stunden, Abb.7). Nach einmaliger Bestrahlung mit einer schwachen Dosis
Rontgenstrahlen ist die Generationszeit beider Zellinien praktisch gleich (25 Stunden bei AT-
und 24,5 Stunden bei 514-Zellen). Die erhohte Uberlebensfihigkeit des Klons 514 in der
Strahlenselektion ist somit nicht auf eine kiirzere Generationszeit der Zellen zuriickzufiihren.
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AT 514

Generationszeit (Stunden)

5x104 logarithmisch wachsende Zellen wurden in 5cm-Petrischalen in Doppelansédtzen ausplattiert
und nach zwei Tagen mit 0,6 Gy bestrahlt. Unmittelbar danach sowie in 24-Stunden-Abstdnden
wurden die Zellen geerntet und die Zellzahl im "Coulter Counter" bestimmt. Aus dem exponentiellen
Bereich der resultierenden Wachstumskurve wurden die Verdoppelungszeiten bestimmt. Die Graphik
stellt die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhingigen Experimenten dar.
AT:  ATSBIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit der
Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
514: ATS5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell strahlen-
resistenten Phanotyp zeigt

3.2. Die DNA-Synthese nach Bestrahlung ist in 514-Zellen nicht gehemmt

In normalen menschlichen Zellen bewirken ionisierende Strahlen kurzzeitig eine Verzégerung
des Durchlaufens der Zellzyklus-Phasen. Dieses Ereignis kann in der S-Phase als Hemmung
der DNA-Synthese, anhand des verringerten Einbaus radioaktiv markierter Nukleotide,
gemessen werden. Die Hemmung der DNA-Synthese nach Bestrahlung ist in AT-Zellen aller
bekannter Komplementationsgruppen signifikant schwiicher ausgeprigt als in normalen Zellen.
Die verminderte Hemmung der DNA-Synthese wird nicht durch einen vorzeitigen Eintritt der
G1-Phase-Zellen in die S-Phase verursacht (Jaspers und Bootsma, 1982). Die Untersuchung
der Fragmentldngen neu synthetisierter DNA ergab, daB in AT-Zellen die Initiation neuer
Replicons sowie in schwicherem AusmaB auch die Kettenverlidngerung nach Bestrahlung
deutlich weniger gehemmt wird als in normalen Zellen. Die Bestimmung der DNA-
Syntheserate bis zu 6 Stunden nach der Bestrahlung spiegelt also die Hemmung der Zellen in
der S-Phase wieder und gibt keine Auskunft iiber den Eintritt von Zellen aus der G1-Phase in
die S-Phase, oder der S-Phase in die G2-Phase.

Fiir die Charakterisierung des partiell strahlenresistenten Klons 514 war es von entscheidendem
I reresse, ob der in allen AT-Zellen ausgeprigte Phinotyp der "radioresistenten DNA-
S hese" ebenfalls partiell korrigiert wurde. In Vorversuchen wurde der zeitliche Verlauf der
Di4A-Synthese nach der Bestrahlung gemessen. Im Einklang mit verdffentlichten Daten
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anderer Arbeitsgruppen wurde die maximale Hemmung der DNA-Synthese in menschlichen
Zellen 3 Stunden nach Bestrahlung beobachtet (Jaspers et al., 1982). Infolgedessen wurde die
Dosisabhiingigkeit der DNA-Synthese-Hemmung in AT-, 514- und GM637-Zellen 3 Stunden
nach der Bestrahlung untersucht.

In Abb.8 sind die Mittelwerte von 3 Experimenten zusammengefaf}t, die unter Verwendung des
"Cell Harvesters" durchgefiihrt worden waren (siche Methoden). Die so ermittelten Werte
wurden durch die Ergebnisse von zwei weiteren Experimenten bestitigt, die mit der Methode
der TCA-Fillung der genomischen DNA (siche Methoden) durchgefiihrt wurden.
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Fur jeden MeBpunkt wurden in 4 bis 6 paralielen Ansétzen 104 Zellen in Vertiefungen von 96-Loch-
Platten ausgesat. Zur Standardisierung der Zelizahl bzw. des DNA-Gehalts wurde den Zellen 12
Stunden nach dem Eins4en 14C-Thymidin (Endkonzentration 0,025 uCi/ml) zugegeben, welches in
die genomische DNA eingebaut wurde. Nach weiteren 12 Stunden wurde das Medium
abgenommen, durch nicht radioaktives ersetzt und die Zellen sofort in der Co-y-Quelle bestrahlt. 3
Stunden nach der Bestrahlung wurden die Zellen fir 60 min mit 3H-Thymidin inkubiert
(Endkonzentration 5 uCi/ml ), auf Eis gestelit und trypsiniert. Die Lyse der Zellen und Ernte der
genomischen DNA erfolgte im "cell harvester" durch 3 Waschschritte mit deionisiertem Wasser und
Aufsaugen der genomischen DNA auf Glastasertilter.
Nach 8-stiindigem Schitteln in Szintillationsfliissigkeit wurde das eingebaute radioaktive Thymidin
anhand der 3H- und 14C-Zerf4lle im Szintillationszihler gemessen. Die Berechnung der DNA-
Synthese erfoigte durch Abgleichen der gemessenen 3H-Thymidin-Zerfalle mit der DNA-Menge, die
durch den internen '4C-Thymidin-Standard gemessen werden konnte. Der Quotient aus 3H-
Thymidin-Zerfalle/14C-Thymidin-Zerfalle ergab die DNA-Syntheserate eines MeBpunktes. Die
Mittelwerte der parallelen MeBpunkte nach Bestrahlung wurden mit den unbestrahlten Werten
verrechnet. Hieraus ergab sich die durch Bestrahiung reduzierte DNA-Syntheserate.

GM: GM&637; normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)

AT:  ATSBIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit der

Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
514:. ATSBIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell strahlen-
resistenten Phanotyp zeigt
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Die Ergebnisse der DNA-Synthesemessung zeigen den erwarteten Unterschied zwischen AT-
Zellen und normalen menschlichen Zellen. Die GM637-Zellen sind in den hier gezeigten
Experimenten allerdings etwas schwicher in ihrer DNA-Synthese hemmbar als andere normale
menschliche Zellen (Young und Painter, 1989).

Auffillig ist das Verhalten der 514-Zellen. Sie sind keinesfalls in Richtung normaler Zellen
komplementiert, also stirker durch Bestrahlung in ihrer DNA-Synthese hemmbar als AT-
Zellen, sondern zeigen einen entgegengesetzten Effekt: Die DNA-Synthese der 514-Zellen ist
deutlich weniger hemmbar als diejenige der direkten Vorliuferzellen ATSBIVA.

Dieses Ergebnis zeigt erstens, daf die fehlende Hemmung der DNA-Synthese nicht mit der
erh6hten Uberlebensrate nach Bestrahlung korrelliert. Zweitens wird deutlich, daB der partiell
strahlenresistente Phinotyp der 514-Zellen nicht durch Transfektion und Expression der
vollstindigen genetischen Information entstanden sein kann, welche in AT-Zellen defekt ist.

3.3. Zellzyklus-Analysen

Im letzten Abschnitt wurde die Hemmung der DNA-Synthese nach Bestrahlung als Kriterium
fiir die Hemmung der Zellen in der S-Phase dargestellt. Im folgenden sollen die Anteile der G1-
und (G2+M)-Phasen nach Bestrahlung des partiell strahlenresistenten Klons 514 mit den
entsprechenden Kontrollzellen mittels DurchfluBzytometrie verglichen werden. Im Unterschied
zum vorigen Abschnitt wurden hier iiber einen ldngeren Zeitraum alle Zellen einer Population
betrachtet. Nach fluoreszenz-vermittelter Messung des DNA-Gehalts der einzelnen Zellen
wurden diese in Histogrammen den Zellzyklus-Phasen zugeordnet. Der zeitliche Verlauf des
Anteils der Zellen verschiedener Zellzyklus-Phasen an der Gesamtpopulation gibt Auskunft
liber die strahlen-induzierte Verzégerung der Zellen. Zuvor wird auf die Verteilung der
Zellzyklus-Phasen in den unbestrahlten Zellen eingegangen.

3.3.1. Die Verteilung der Zellzyklus-Phasen unbestrahlter 514-Zellen
entspricht der normaler Zellen

Abbildung 9 A zeigt die Original-Histogramme von AT- und 514-Zellen nach der Computer-
Auswertung.
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Von logarithmisch wachsenden Zellkulturen wurden Zellkerne pripariert, die doppelstrangige DNA
mit DAP| (4',6-Diamidino-2-phenylindol) angetarbt und im PAS-II DurchfluBzytometer der DNA-Gehalt
der Kerne bestimmt und Kanilen verschiedener Fluoreszenz-Intensitdten zugeordnet. Die
resultierenden Histogramme wurden mit dem Computer-programm "MultiCycle" mathematisch
ausgewertet und die Zellkerne entsprechend ihrem DNA-Gehalt den Zellzyklusphasen zugeordnet.
Die Daten des Originalausdrucks beziehen sich auf den prozentualen Anteil der Zellen in der
jeweiligen Phase (%G1, %S, %G2), den “"coeffizient of variation" (cv), der die Abweichungen der
MeBwerte vom Mittelwert angibt sowie die Kanalzahlen der Mittelwerte (mean G1, mean G2) und
deren Verhéltnis zueinander (G1/G2). Ein Histogramm beruht auf Messungen von mindestens 50000
Zellkern-Fluoreszenzen.
AT. AT5BIVA; SV40-immontalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit der
Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
514: ATS5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell strahlen-
resistenten Phanotyp zeigt
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In Abbildung 9 B sind die Anteile der Phasen der Zellklone AT, ATneo, 514 und GM637 nach
durchfluBzytometrischer Messung und computergestiitzter Auswertung dargestellt. Deutlich
erkennbar ist die stark erh6hte Zahl der AT-Zellen in der S-Phase. Dieses Phinomen der S-
Phase-Verlingerung wurde von anderen Arbeitsgruppen in ATSBI-Zellen (Zampetti-Bosseler
und Scott, 1985), lymphoiden AT-Zellen (Cohen und Simpson, 1980) und AT-Fibroblasten
verschiedener Komplementations-Gruppen (Murnane und Painter, 1982) ebenfalls beobachtet.
Moglicherweise ist das beobachtete Phiinomen Ausdruck fiir den Befund, daB in AT-Zellen die
DNA-Syntheserate nicht bestrahlter Zellen im Vergleich zu normalen Zellen deutlich erniedrigt
ist (Lambert et al., 1991). Die Vollendung der kompletten DNA-Synthese dauert somit zwangs-
ldufig ldnger, was sich in dem prozentualen Anteil der S-Phase-Zellen der Population
ausdriickt. Nach stabiler Transfektion und Expression des Neomycin-Resistenzgens dnderte
sich diese verldngerte S-Phase der AT-Zellen nicht. In 514-Zellen ist hingegen die G1-Phase
deutlich verldngert und die S-Phase entsprechend verkiirzt. Diese Verteilung entspricht der aus
normalen Zellen (GM637), und ist somit als komplementierter Phiinotyp der 514-Zelien zu
betrachten.

B o

B G2:M

Anteil der Zellzyklus-Phasen
(% zur Gesamtpopulation)

Von logarithmisch wachsenden Zellkulturen wurden Zellkerne prapariert, die doppelstrangige DNA
mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) angefarbt und im PAS-II DurchfluBzytometer der DNA-Gehalt
der Kerne bestimmt. Die resultierenden Histogramme wurden mit dem Computer-programm
"MultiCycle" mathematisch ausgewertet und die Zellkerne entsprechend ihrem DNA-Gehalt den
Zellzyklusphasen (G1, S und (G2+M)) zugeordnet. Das S&ulendiagramm beruht auf Mittelwerten von
5 unabhangigen Experimenten.
AT: AT5BIVA: SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit der
Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
ATneo: Mischung individueller, G418-resistenter AT5BIVA-Klone, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden
514:  AT5BIVA-Zsllklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell strahlen-
resistenten Phanotyp zeigt
GM: GM637; normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)
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3.3.2. Nach Bestrahlung ist die zeitliche Verteilung der Zellzyklus-Phasen von
514-Zellen in Richtung normaler Zellen verindert

Die fehlende Hemmung des Durchlaufens des Zellzyklus nach Bestrahlung wird in AT-Zellen
besonders anhand der G1- und S-Phasen deutlich. Erschwert wird die Interpretation der
Zellzyklus-Analysen jedoch durch die hohe Empfindlichkeit der AT-Zellen gegeniiber geringe
Strahlendosen. Fiir die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Zellzyklus-Phasen nach
Bestrahlung sollte daher eine niedere Dosis verwendet werden, so daB schnelle, letale
Strahleneffekte in den AT-Zellen vernachlissigt werden konnen,

Infolgedessen wurden unbestrahlte und mit 1 Gy Réntgenstrahlen behandelte Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten geerntet, fiir die DurchfluBzytomeirie aufgeschlossen und angefirbt.
Die Anteile der Phasen aus den bestrahlten Zellen wurden mit den unbestrahlten Kontrollen der
gleichen Zeitpunkte verrechnet. Die so entstandene Kinetik der Zellzyklus-Phasen nach
Bestrahlung mit 1 Gy wird wie folgt beurteilt:

a) Beurteilung der G1-Phasen (Abb.10 A):

G1-Phase nach Bestrahlung (1 Gy)
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Logarithmisch wachsende Zellkulturen wurden zum Zeitpunkt 0 mit 1 Gy Réntgen bestrahlt. Nach 6,
10, 16 und 30 Stunden wurden die Zellkerne prapariert, die doppelstrangige DNA mit DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindol) angefarbt und im PAS-II DurchfluBzytometer der DNA-Gehalt der Kerne
bestimmt. Die resultierenden Histogramme wurden mit dem Computerprogramm "MultiCycle"
mathematisch ausgewertet und die Zellkerne entsprechend ihrem DNA-Gehalt den Zellzyklus-
Phasen zugeordnet. Die Ergebnisse der bestrahiten Zellen wurden mit den unbestrahiten Kontrollen
der gleichen Zeitpunkte verrechnet. Die MeBwerte stellen die Mittelwerte aus 2 Experimenten dar; die
errechneten Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.
GM: GM637; normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immonrtalisiert)
AT: AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen auseinem Patienten mit der
Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
514: ATSBIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell strahlen-
resistenten Ph&notyp zeigt
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Trotz der gleichzeitigen, mehr oder weniger starken Blockierung aller Zellzyklus-Phasen in
normalen Zellen (GM637), nimmt der Anteil der G1-Zellen bis zu 10 Stunden nach
Bestrahlung schwach ab und hat nach 16 Stunden wieder den Ausgangswert erreicht. Diese
kurze und schwache Abnahme der G1-Zellen entspricht den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen (Ford et al., 1984); der zugrunde liegende Mechanismus ist unbekannt.
AT-Zellen werden im selben Zeitraum durch die Bestrahlung auf 78% der Kontrolle reduziert,
was durch die fehlende Blockierung der G1-Zellen bei gleichzeitiger Blockierung der (G2+M)-
Zellen verstindlich wird.

514-Zellen zeigen hier einen intermeditiren Phinotyp: Der Anteil an G1-Zellen nimmt bis zu 10
Stunden nur schwach ab, sinkt aber nach 16 Stunden bis auf 83% der unbestrahlten Kontrolle.
Dieses Verhalten der 514-Zellen ist nur durch eine teilweise Blockierung in der G1-Phase im
Vergleich zu AT-Zellen erklérbar.

b) Beurteilung der S-Phasen (Abb.10 B):

S-Phase nach Bestrahlung (1 Gy)
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Legende: siehe Abb.10 A

Messungen der DNA-Synthese bestrahlter Zellen ergaben 3 Stunden nach der Bestrahlung eine
maximale Hemmung der DNA-Replikation (Jaspers et al., 1982; eigene Daten). Innerhalb
mehrerer Stunden nimmt die Replikationsfidhigkeit der Zellen und damit die Progression von
der S-Phase in die (G2+M)-Phase wieder zu. Konsequenterweise tritt, bei gleichzeitiger
Blockierung der G1-Phase, erst 16 Stunden nach der Bestrahlung in der Population normaler
Zellen ein starker Abfall der S-Phase-Zellen auf 78% auf. Die G1-Zellen sind zu diesem
Zeitpunkt offensichtlich noch blockiert, die S-Zellen gehen schon in die (G2+M)-Phase iiber.
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AT-Zellen sind in der S-Phase schwiicher blockiert als normale Zellen und laufen schneller in
die (G2+M)-Phase ein. Durch die fehlende Hemmung und Nachlaufen der G1-Phase-Zellen
bleibt jedoch der Gesamtanteil der S-Phase-Zellen bis zu 10 Stunden nach der Bestrahlung
relativ unverédndert. Erst nach 16 Stunden sinkt die Anzahl der S-Phase-Zellen durch die
zunehmende Verarmung an nachlaufenden G1-Zellen (durch Blockierung der G2-Zellen) auf
90% ab.

Die Hemmung der 514-Zellen in der S-Phase ist, wie aus den Messungen der DNA-
Syntheserate ersichtlich wurde, nach Bestrahlung noch weniger ausgeprigt als in AT-Zellen.
Aus dieser Tatsache folgt, daB in der S-Phase bestrahlte 514-Zellen schneller in die (G2+M)-
Phase eintreten als AT-Zellen. Die in Abbildung 10 B gezeigte, frithe und kontinuierliche
Abnahme des Anteils der S-Phase-Zellen der 514-Population ist daher wiederum nur durch eine
teilweise Blockierung der G1-Phase-Zellen, im Unterschied zu AT-Zellen, erkldrbar.

(Der in Abb.8, Abschnitt 3.2. gezeigte Unterschied der DNA-Synthese-Hemmung zwischen
AT-, 514- und normalen Zellen wird hier nicht deutlich, da hier die Anzahl der Zellen einer
Zelizyklus-Phase gemessen wird und nicht deren DNA-Synthese-Aktivitit.)

¢) Beurteilung der (G2+M)-Phasen (Abb.10 C):

G2-Phase nach Bestrahlung (1 Gy)
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Legende: siehe Abb.10 A

Die Blockierung aller Zellinien in der (G2+M)-Phase wird anhand des prozentualen Anstiegs
bis zu 16 Stunden nach der Bestrahlung deutlich. Die transiente Blockierung 148t dann nach,
was sich in einem schnellen Auslaufen der Zellen, sichtbar als Abfall der Kurven, bis zu 30
Stunden nach der Bestrahlung dufBert. Wihrend der Anteil normaler Zellen zu diesem Zeitpunkt
durch einen leichten Synchronisierungseffekt der Bestrahlung sogar unter den Ausgangswert




56 | Ergebnisse

fdllt (90% der unbestrahlten Kontrolle), sind die AT-Zellen noch nicht komplett aus der
(G2+M)-Phase ausgelaufen. Dieses auch von anderen Arbeitsgruppen dokumentierte Verhalten
wird mit der Moglichkeit diskutiert, daB ein Teil der in (G2+M) blockierten Zellen nicht mehr
auslaufen kann und als Population letal getroffener Zellen spiiter abstirbt (Ford et al., 1984).
514-Zellen zeigen hier wiederum einen intermeditiren Phéinotyp: Sie sind 30 Stunden nach der
Bestrahlung wieder am Ausgangswert angelangt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB in unbestrahlten AT-Zellen eine stark verldngerte
S-Phase bei gleichzeitig verkiirzter G1-Phase auftrat. Die stabile Transfektion und Expression
des pSV2neo-Gens in diesen Zellen dnderte die Phasen-Verteilung nicht. In den partiell
strahlen-resistenten 514-Zellen ist die G1-Phase jedoch verlingert und die S-Phase
entsprechend verkiirzt. Die Phasenverteilung der 514-Zellen ist somit der Phasenverteilung
normaler Zellen dhnlich.

Nach Bestrahlung der Zellen mit 1 Gy zeigen die normalen GM637-Zellen sowie die AT-Zellen
die anhand von Vergleichen mit versffentlichten Daten erwarteten Zellzyklus- Verdnderungen:
In GM637-Zellen werden alle Zellzyklus-Phasen transient verzogert, in AT-Zellen wird nur die
(G2+M)-Phase deutlich blockiert. 514-Zellen zeigen nach Bestrahlung, im Vergleich mit ihren
direkten Vorlduferzellen ATSBIVA, ein veridndertes Verhalten in allen Zellzyklus-Phasen:

a) 514-Zellen werden teilweise in der G1-Phase blockiert.

b) Das Auslaufen aus dem (G2+M)-Block findet nach 30 Stunden vollstéindig statt, es bleiben
keine blockierten Zellen in der (G2+M)-Phase liegen.

Wiihrend 514-Zellen also nach Bestrahlung beziiglich der DNA-Synthese-Hemmung den AT-
Phinotyp beibehalten, sind sie im Durchlaufen der G1- und (G2+M)-Phase in Richtung
normaler Zellen komplementiert. Die beschriebenen Veriinderungen der Zellzyklus-Phasen von
514-Zellen sind nicht die Folge einer verinderten Generationszeiten, da die Messung der
Verdoppelungszeiten von AT- und 514-Zellen ergeben hatte, daB8 diese auch nach Bestrahlung
nur sehr unwesentlich verschieden sind (siehe Abschnitt 3.1.).
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4. Die erhohte Strahlenresistenz des Klons 514 war durch sekundire
Transfektionen nicht stabil iibertragbar

Das letzte Kapitel hat gezeigt, daB der Zellklon 514 nicht nur beziiglich der Strahlenresistenz,
sondern auch in der Verteilung der Zellzyklus-Phasen in Richtung normaler Zellen korrigiert
ist. Diese Tatsache sowie die erhohte interzellulire Kommunikation der 514-Zellen und die
morphologische Ahnlichkeit mit GM637-Zellen unterstrichen die Bedeutung der Klonierung
einer cDNA aus 514-Zellen, die fiir die erwihnten zelluliren Effekte verantwortlich ist. Die
Klonierungsstrategie ging dabei von der Erhthung der Strahlenresistenz als relativ leicht
meBbarem Phiinotyp aus.

Falls die erhohte Strahlenresistenz des Zellklons 514 durch Expression der transfizierten und
stabil integrierten cDNA entstanden ist, muB diese Eigenschaft der 514-Zellen prinzipiell ein
zweites Mal genetisch iibertragbar sein. Die Transfektion der zellulidren DNA des Klons 514 in
AT-Zellen ("sekundire Transfektion") sollte mit geringer Effizienz erneut zu erhdht strahlen-
resistenten Zellklonen fiihren. Ein wesentlicher Vorteil sekundirer Transfektanten, die den
gewiinschten Phénotyp exprimieren, liegt in der Tatsache, daB von vielen primir transfizierten
c¢DNAs nur wenige cDNAs, darunter auch die fiir den gewiinschten Phinotyp verantwortliche,
im Genom der der sekundiren Transfektante vorhanden sein sollten. Die genomische DNA
solcher sekundirer Transfektanten wire daher das ideale Ausgangsmaterial zur Klonierung der
transfizierten, komplementierenden cDNA.

Die Integration transfizierter DNA erfolgt meist an wenigen Stellen des Empfiinger-Genoms;
kurze DNA-Fragmente, wie Plasmide, werden oft mehrfach hintereinander eingebaut. Aus
diesem Grunde wurde die zellulire DNA des Klons 514 mit dem Restriktionsenzym Sall
geschnitten. Mehrere hintereinander integrierte cDNAs der 514-Zellen sollten durch Sall-
Verdau getrennt werden, da im Vektorbereich eine entsprechende Erkennungsstelle vorhanden
ist (siehe schematische Darstellung des Expressionsvektors, Abb.1). Eine im pcD-Vektor
inserierte cDNA wird dadurch nicht von den Promotor- und Polyadenylierungssequenzen
getrennt, gleichzeitig bleibt das pSV2neo-Gen noch mit der cDNA verkniipft. Die Hiufigkeit
von Sall-Schnittstellen in menschlicher genomischer DNA ist sehr gering (durchschnittliche
Restriktionsfragmentléngen betragen 200 kb bis 300 kb), so daB die cDNA selbst intakt bleiben
sollte.

Insgesamt wurden 250 pg dieser restriktionsverdauten, zelluliren 514-DNA in 2,5x107 AT-
Zellen in 25 Ansiitzen transfiziert. Nach Zugabe von G418 wurden 2 Zellklone selektioniert,
die zumindest das Neomycin-Gen aus dem Genom der 514-Zellen aufgenommen und stabil
integriert hatten (AT-514/2 und AT-514/4). Die Effizienz der Aufnahme eines dominanten
Markergens aus genomischer DNA betrug also 1,2x10-7 und entspricht damit der
beschriebenen Effizienz friiherer Experimente (Lohrer, 1987).

Um die gleichzeitige Aufnahme einer strahlenresistenz-vermittelnden cDNA zu untersuchen,
wurde die Strahlenresistenz der Zellklone AT-514/2 und AT-514/4 bestimmt. Sowohl in Dosis-
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Effekt-Experimenten als auch in Strahlenselektionen (Abb.14) zeigte sich, daB die sekundiren
Transfektanten durch Aufnahme genomischer DNA aus 514-Zellen, die an das Neomycin-
Resistenzgen gekoppelt ist, nicht strahlenresistenter wurden.

Pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte werden 5x104 Zellen eingesat, nach 4 bis 6 Stunden mit 0,6 Gy
Réntgen bestrahit und im 24-Stunden-Rhythmus die Bestrahlung 14 mal wiederholt. 12 Tage nach
der Bestrahlungsperiode wurden die Zellen fixiert und mit Giemsa/Kristallviolett blau angeférbt.
Dargestelit sind die gefarbten Zellen aus einer von 4 parallelel bestrahlten 24-Loch-Platten, mit je 2
Ansatzen pro Zellinie. Die parallel bestrahiten 24-Loch-Platten lieferten identische Ergebnisse.
- | Uberlebende Kolonien aus einer ersten Selektion wurden isoliert und expandiert, und
5x104 Zellen dieser Population (-/r) erneut in Strahlenselektionen getestet
AT: AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit
der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
ATneo:  Mischung individueller, G418-resistenter ATSBIVA-Klone, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden
GM637:  Normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)
514: AT5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell
strahlenresistenten Phanotyp zeigt
AT/514-2,
AT/514-4: Stabil G418-resistente Zellklone, die nach Transfektion genomischer DNA
aus 514-Zellen in AT-Zellen entstanden ("sekundére Transfektanten")
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Das Ergebnis dieser Experimente 146t drei mégliche Interpretationen zu:

1. Die erhohte Strahlenresistenz des Klons 514 ist nicht durch Expression einer neu
transfizierten cDNA entstanden und kann daher in sekundiren Transfektionen nicht libertragen
werden. Die erhohte Strahlenresistenz und auch das veréinderte Zellzyklus-Verhalten miiBite
dann unspezifisch aufgrund spontaner oder strahlen-induzierter Mutationen, beziehungsweise
durch die genomische Umorganisation nach der Transfektion in den 514-Zellen entstanden
sein. Das Zutreffen dieser Moglichkeit erscheint aufgrund der entsprechenden Kontrollen in
Kapitel 1 dieser Arbeit sehr unwahrscheinlich.

2. Wahrscheinlicher ist die Folgerung, dal in 514-Zellen nach Transfektion einer
cDNA eine partiell komplementierende Aktivitit exprimiert wurde. Durch die Transfektion
und/oder die hohe genomische Instabilitit der AT-Zellen kann die cDNA jedoch von dem
Neomycin-Resistenzgen beziiglich der Sall-Schnittstelle entkoppelt worden sein. Daraus wiirde
folgen, daB die komplementierende cDNA in sekundiren Transfektionen nach Sall-Verdau
nicht mehr zusammen mit der Resistenz fiir G418 iibertragbar ist.

3. Falls die seltene Resiriktionsschnittstelle Sall in der unbekannten,
komplementierenden cDNA-Sequenz der 514-Zellen vorhanden ist, wird die Ubertragbarkeit
der kompletten cDNA und die Komplementation des strahlensensitiven Phénotyps in den
dargestellten sekundiiren Transfektionen unwahrscheinlich.
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5. Genotypische Charakterisierung des Zellklons 514

Das vorhergehende Kapitel zeigte, daB die erhohte Strahlenresistenz des Klons 514 nicht erneut
durch sekundire Transfektionen nach Selektion fiir das Neomycin-Resistenzgen iibertragen
werden konnte. Die Analyse der genomischen Struktur des Klons 514 sowie der sekundéren
Transfektanten sollte aufklédren, ob eine Entkopplung der cDNA von dem Neomycin-Resistenz-
gen dafiir verantwortlich sein kann. Gleichzeitig war es fiir alternative Klonierungsstrategien
der transfizierten cDNAs in 514-Zellen wichtig, das Integrationsmuster und die Kopienzahl der
Vektorsequenzen und somit auch der cDNA im Genom der 514-Zellen abzuschitzen

5.1. Anzahl der transfizierten cDNAs in der zelluliren DNA der Klone 514 und
AT-514/4

Durch Hybridisierung der genomischen DNA der 514-Zellen mit einer fiir das Neomycin-
Resistenzgen spezifischen Probe konnen die transfizierien cDNA-Vektorsequenzen detektiert
werden. Diese sollten in der DNA von AT-Zellen nicht vorhanden sein; in der DNA der
sekundiren Transfektanten ist eine geringere Zahl von cDNA-Kopien, im Vergleich mit der
DNA aus 514-Zellen zu erwarten. Wegen der Ubersichtlichkeit wird hier nur ein Klon der
beiden sekundiren Transfektanten (AT-514/4) diskutiert. Die genetische Analyse des zweiten
Klons (AT-514/2) fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen und denselben Schluffolgerungen.

Je 30 pg genomische DNA der Zellklone ATSBIVA, 514 und des sekundiren
Transfektantenklons AT-514/4 wurden mit den Restriktionsenzymen BamHI, BglII und EcoRI
verdaut. Aufgrund der entsprechenden Erkennungsstellen im pcD-Vektor (siche Abb.16)
sollten nach BamHI-Verdau drei Fragmente entstehen, die jeweils das Neomycin-Resistenzgen,
die cDNA oder die SV40-Promotorregion der cDNA enthalten. BglIl und EcoRI haben beide
nur eine Erkennungsstelle im Vektor, und zwar vor, bzw. direkt am Anfang des Neomycin-
Resistenzgens. Die geschnittene DNA wurde in einem Agarosegel aufgétrcnm und auf einer
Nylon-Membran immobilisiert. Fiir die Hybridisierung wurde ein iiber PCR amplifiziertes und
dabei radioaktiv markiertes Fragment des Neomycin-Resistenzgens (siche Methoden) als Sonde
fiir die pcD-Vektorsequenzen eingesetzt. Erwartungsgemil zeigte die DNA aus nicht
transfizierten AT-Zellen kein Signal; in der DNA aus 514-Zellen waren nach Verdau mit den 3
Enzymen je zwei Hauptbanden aufgetreten (Abb.15). Mit der DNA aus der sekundiren
Transfektante war es nur noch jeweils eine Hauptbande.

Durch den Vergleich der Signalstirke einer definierten Menge des pSV2neo-Plasmids mit der
von den geschnittenen genomischen DNAs kann man die Anzahl der integrierten Neomycin-
Resistenzgene in der genomischen DNA abschitzen: Das Signal der Kontrollspur (Spur 10) der
Abbildung 15 entstand durch 6,5 pg des unverdauten pSV2neo-Plasmids und entspricht somit
4,8x10% Molekiilen, bzw. Kopien. Da ein diploides menschliches Genom aus etwa 7,5x10 -6
ug DNA besteht, entsprechen 30 pg genomische DNA 4,2x106 Genom-Kopien. Die Intensitiit
der zwei Hauptbanden in jeder der geschnittenen DNAs von 514-Zellen (Spur 7-9) entspricht
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etwa der Intensitit der pSV2neo-Kontrolle (Spur 10), so daB man abschiitzen kann, daB jede
Hauptbande einer Kopie des Neomycin-Resistenzgens entspricht. Es sind also nach dieser
Abschitzung zwei Neomycin-Resistenzgene pro diploidem Genom der 514-Zellen vorhanden
und somit zwei cDNA-Plasmide. Die schwicheren Nebenbanden sollten durch unvollstindigen
Verdau der DNA entstanden sein, moglicherweise auch durch Amplifikation von Teilsequenzen
des Neomycin-Resistenzgens als Folge der Bestrahlungen.

== 23 kb
=9 kb
& kb
. f=—4,4 kb

—2,3kb
— 2,0 kb

— 500 bp

1234567 89 10

Je 30 ng genomische DNA der Zellklone AT, 514 und AT-514/4 wurden mit den angegebenen
Enzymen verdaut, in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und auf einer Nylon-Membran
immobilisiert. Nach Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten, fir das Neomycin-Resistenzgen
spezifischen Sonde wurde die Membran bis 0,1xSSC gewaschen und eine Autoradiographie
angefertigt.
AT:

AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus Patienten mit der

Erbkrankheit Ataxia telangiectasia

514: AT5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen patrtiell
strahlenresistenten Phanotyp zeigt

AT-514/4: Stabil G418-resistenter Zeliklon, der nach Transfektion genomischer DNA
von 514-Zellen in AT-Zellen entstand.

pSV2neo: 6,5 pg des unverdauten pSV2neo-Plasmids
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Die Abschitzung der Kopienzahl wird durch zwei Befunde unterstiitzt:

1.Nach Verdau mit den Enzymen BglII und EcoRI traten jeweils zwei verschiedene
Haupt-Banden auf, die jeweils eine unterschiedliche Fragmentlinge, bzw. ein unterschiedliches
Integrationsmuster der beiden posulierten cDNAs repriisentieren. Nach BamHI-Verdau und
Hybridisierung traten aufgrund unterschiedlicher Integration ebenfalls zwei Hauptbanden auf,
sowie Nebenbanden, die wahrscheinlich durch unvollstéindigen Verdau der genomischen DNA
entstanden sind.

2. Von zwei vorhandenen Bglil-Banden in der DNA aus 514-Zellen wurde eine Bande
(4,5 kb) in der DNA der sekundiren Transfektante (AT-514/4) wiederentdeckt, die aus der
genomischen DNA der 514-Zellen iibertragen wurde.

5.2. Integrationsmuster der Vektorsequenzen nach Hybridisierung der
. zelluliren DNA mit einer fiir das Neomycin-Resistenzgen spezifischen Sonde
Die Transfektion der AT-Zellen erfolgte mit zirkuldren cDNA-Plasmiden. Bei der stabilen
Integration in das Empfinger-Genom werden diese als lineare Molekiile eingebaut. Durch die
Offnung des Plasmids bei der Integration kann dabei die unmittelbare Nachbarschaft des
Neomycin-Resistenzgens mit der cDNA unterbrochen werden, weshalb nach Sall-Verdau der
genomischen DNA die beiden Gene nicht mehr gekoppelt auf einem DNA-Fragment vorliegen.
Fiir die bereits geschilderten sekunddren Transfektionen hitte dies zur Folge, dal die
Neomycin-Resistenz und die Strahlenresistenz der cDNA nicht mehr gemeinsam tibertragbar
wiren.

Nach BamHI-Verdau der DNA aus 514-Zellen und Hybridisierung mit einer radioaktiv
markierten Neomycin-Sonde kann die Art der Integration der cDNA-Plasmide in die
genomische DNA untersucht werden. Tritt eine 3,4 kb-Bande auf, so entspricht diese héchst
wahrscheinlich dem vollstindigen pcD-Vektor ohne inserierte cDNA und ohne das 0,6 kb lange
SV40-Promoter-Fragment (siche Abb.16, Fall A). Das heiit in diesem Falle muB bei der
Transfektion die Ringéffnung zur stabilen Integration der Plasmide in dem vorgelagerten
0,6 kb langen BamHI-Fragment stattgefunden haben, wodurch die cDNA nach Sall-Verdau
vom Neomycin-Gen entkoppelt wird.

Die Fragmentlingen nach Hybridisierung mit einer Neomycin-Sonde ergaben in den BamHI-
verdauten DNA-Proben der 514-Zellen zwei Hauptbanden mit 5,0 kb und 3,4 kb Linge
(Abb.15). Es scheint also fiir ein transfiziertes cDNA-Plasmid der oben diskutierte Fall der
Entkopplung von dem Neomycin-Resistenzgen zuzutreffen. Die 5,0 kb-Bande sollte auf die
Integration eines cDNA-Plasmids zuriickzufiihren sein, das hierzu zwischen dem Neomycin-
Resistenzgen und dem Polyadenylierungssignal der cDNA geéffnet wurde (Abb.16, Fall B).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB in der genomischen DNA von 514-Zellen
mindestens zwei cDNA-Plasmide integriert vorliegen. In einem Fall wurde bei der Integration
die cDNA sehr wahrscheinlich vom Neomycin-Resistenzgen entkoppelt. Eine Entkopplung
wiirde erkldren, weshalb nach sekundirer Transfektion Sall-verdauter genomischer DNA aus
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514-Zellen und Selektion fiir das Neomycin-Resistenzgen die erhohte Strahlenresistenz nicht
iibertragbar war.

lasmid

E

AAA

B) fuemes b4 N

o e -

A) 3,4kb(neo) | -

V40

Das znrkulére pcD -Plasmid wurde zur Ubersuchthchkelt durch BamH|-Verdau Imeansnen dargestellt
Fette, durchgezogene Linien: Plasmid-DNA
Fette, unterbrochene Linien: Genomische DNA
Dinne Linien: BamHI-Fragmente nach Hybridisierung mit einer Neomycin-Sonde
BamHl|, Sall, Bglll, EcoRl: Restriktions-Schnittstellen im pcD-Plasmid
AAA: Polyadenylierungs-Signale
SV40: konstitutiver SV40-Promotor
neo: Neomycin-Resistenzgen

A) Die Ringéftnung des Plasmids beim Einbau in die genomische DNA erfolgte in dem mit einem
Pfeil gekennzeichneten Bereich. Nach Hybridisierung mit einer fiir das Neomycin-Resistenzgen
spezifischenSonde tritt in BamHI-verdauter genomischer DNA eine 3,4 kb-Bande auf.

B) Die Ringéffnung des Plasmids erfolgte in dem mit Pfeilen gekennzeichneten Bereich und
liefert nach der Hybridisierung eine BamHI-Bande, deren Lange nicht 3,4 kb betrégt.

Alternative Strategien zum gleichzeitigen Ubertragen der Gene fiir Neomycin-Resistenz und
Strahlenresistenz in sekundiren Transfektionen wiren denkbar nach Partialverdau der
genomischen DNA aus 514-Zellen mit BamHI oder Verdau mit sehr selten schneidenden
Enzymen wie z.B. Notl. Im Falle des Partialverdaus wiire eine deutlich groflere Menge
verdauter DNA aus 514-Zellen zu transfizieren, um das statistisch selten auftretende,
gewiinschte DNA-Fragment mit beiden Genen zu iibertragen. Notl-verdaute, genomische DNA
wire sehr hochmolekular und konnte daher nur sehr ineffizient von AT-Zellen aufgenommen
werden (Colbere-Garapin et al., 1986; Hoeijmakers et al., 1987; Lohrer et al., 1988). In beiden
Fillen ist die geringe Effizienz sekundirer Transfektionen ein limitierender Faktor fiir das
Gelingen der Experimente. Es wurden daher alternative Klonierungsstrategien angestrebt.
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6. Isolierung, Klonierung und Charakterisierung eines transfizierten cDNA-
Fragments aus dem Genom von 514-Zellen

In Kapitel 4 wurde dargestellt, daB die Strategie der sekundiren Transfektion von DNA aus
514-Zellen in AT-Zellen zwar zu zwei G418-resistenten Klonen fiihrte, diese aber keine
erhohte Strahlenresistenz aufwiesen. In Kapitel 5 konnte durch die Analyse der genomischen
Struktur von 514-Zellen gezeigt werden, daB erfreulicherweise nur wenige cDNA-Plasmide in
diesen Zellen stabil integriert worden waren. Die Entkopplung einer cDNA-Insertion von dem
dominanten Neomycin-Resistenzgen kann die Tatsache erkliren, da G418-resistente Klone
aus sekundiren Transfektionen nicht erhoht strahlenresistent sind. Zur Klonierung einer
strahlenresistenz-vermittelnden cDNA aus 514-Zellen wurde daher eine direkte Klonierungs-
Strategie aus der DNA von 514-Zellen getestet. Diese wird wesentlich durch die Tatsache
erleichtert, dal nur wenige cDNA-Kopien in der DNA von 514-Zellen vorhanden sind.
Gleichzeitig ist sie unabhiingig von der unmittelbaren Nachbarschaft des Neomycin-
Resistenzgens und dem Gelingen sekundirer Transfektionen.

6.1. Isolieren von transfizierten ¢cDNAs mit der Polymerase-Ketten-Reaktion
("PCR") :

Mit dem Enzym Taq-Polymerase kénnen ausgehend von zwei sequenzspezifischen
Oligonukleotiden ("Primer") DNA-Fragmente amplifiziert werden, die auf einer Matrizen-DNA
innerhalb dieser bekannten Oligonukleotid-Sequenzen liegen. Mit Hilfe von Primern, die
komplementir zu denjenigen Bereichen der pcD-Vektor-Sequenzen sind, welche die cDNA-
Insertion flankieren, sollte also die in dem Vektor inserierte (unbekannte) cDNA amplifizierbar
sein. Da sich die Spezifitit der Reaktion nur nach den verwendeten Primern richtet, ist
prinzipiell jede cDNA, die nach Transfektion mit den flankierenden Vektorsequenzen in die
genomische DNA integriert wurde, auf diese Weise amplifizierbar. In Abbildung 17 A ist die
Lokalisation, Orientierung und Nukleotidfolge der hier verwendeten vektorspezifischen Primer
pcdl und pcd2 dargestellt.
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Primer 1 (pcdl): 5'- TCC CTC GAG GGA TCC CCT GGT TCT TTC CGC -3

Primer 2 (pcd2): 5'- CCC GGA TCC GGT GGT GGT GCA AAT CAA AGA -3

ezeigt ist die cDNA-Insertion mit den flankierenden Vektorsequenzen der transfizierten cDNA-
Plasmide. Die cDNA ist (iber poly(G/C)- und poly(A/T)-Briicken in den Vektor kloniert. Die Restriktions-
schnittstellen des Vektors (BamHI, Psti und Xhol) sowie das Neomycin-Resistenzgen (neo) sind
angegeben. Die Lokalisation und Orientierung der Primer pcd1 und pcd2 ist durch Pfeile dargestelit.
Der Primer pcd2 ist komplementar zum kodierenden Strang der cDNA. In der Nukieotidabfolge der
Primer sind die BamHI-Restriktionsschnittstellen unterstrichen. Die Sonde, die zur Hybridisierung
(Abb.17C) verwendet wurde, ist hier ebenfalls dargestellt.

Anhand einer Positivkontrolle konnte das geschilderte Prinzip verifiziert werden: Eine definierte
c¢DNA (Methyl-Purin-Glycosylase, MPG), die als 1,1 kb-Fragment im pcD-Expressionsvektor
vorliegt, wurde in AT-Zellen transfiziert. Die genomische DNA eines G418-resistenten
Zellklons, der die intakte MPG-cDNA trug, wurde isoliert und als Matrize fiir die PCR
verwendet. Mit den vektorspezifischen Primern pcd1 und pcd2 (Abb.17 A) wurde die inserierte
c¢DNA amplifiziert und nach gelelektrophoretischer Auftrennung das erwartete
Amplifikationsprodukt mit der Gré8e von 1100 bp sichtbar gemacht (Abb.17 B). Ein Produkt
mit der identischen Grofe entstand, wenn das zur Transfektion verwendete pcD-MPG-Plasmid
als Matrize in die PCR eingesetzt wurde (hier nicht gezeigt).

Mit dieser erfolgreich getesteten Methode sollte jede stabil transfizierte cDNA aus der
genomischen DNA der 514-Zellen amplifizierbar sein, sofern sie noch mit den unmittelbar
flankierenden Vektor-Sequenzen verkniipft ist. Daher wurde genomische DNA aus AT-Zellen,
aus Zellen des partiell strahlenresistenten Klons 514 sowie des Transfektantenklons 1072 als
Matrize in die PCR eingesetzt. Der urspriinglich G418-resistente Transfektantenklon 1072 hatte
eine Strahlenselektion in G418-freiem Medium iiberlebt, dabei aber die Resistenz fiir G418
verloren. Aus der genomischen DNA der AT- und 1072-Zellen waren keine Amplifikations-
produkte nach gelelektrophoretischer Auftrennung zu sehen. Durch unspezifisches Anlagern
der Primer an genomische DNA-Sequenzen entstanden jedoch hochmolekulare Amplifikations-
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produkte, die nach der gelelektrophoretischen Auftrennung im hochmolekularen Bereich der
entsprechenden Spuren sichtbar wurden.

Aus der genomischen DNA des Zellklons 514 konnten mehrere Produkte mit einer Linge von
900 bp, 700 bp und 500 bp sowie kleinere Fragmente amplifiziert werden (Abb.17 B).

Je 500 ng genomische DNA verschiedener Zellen, bzw. 50 ng Plasmid-DNA wurden als Matrize
eingesetzt und mit den vektorspezifischen Primern pcd1 und pcd2 die cDNA-Insertion amplifiziert.
Die Dauer und Temperatur der 30 Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C; 1 min bei 60°C; 3 min bei
72°C. Ein Viertel der PCR-Ansidtze wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt.

AT: ATSBIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit
der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
514; ATSBIVA-Zeliklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell

strahlenresistenten Phanotyp zeigt
AT-MPG: AT-Zellen, die stabil mit dem pcD-MPG-Plasmid transfiziert worden waren
pUC-MPG: Rekombinantes pUCS-Plasmid mit der MPG-cDNA (1,1 kb nach BamHI-
Verdau) als Insertion

1072; Primér G418-resistenter AT-Zellklon, der nach einer Strahlenselektion in
G418-freiem Medium Uberlebt, aber die G418-Resistenz verioren hatte

M: GréBenmarker (A/Hindlil)

oligos: Unverbrauchte Oligonukleotide (Primer)

Um die Spezifitdt der Reaktion zu priifen, und eventuelle schwach amplifizierte DNA-
Fragmente zu erkennen, wurden die Amplifikationsprodukte nach der Gelelektrophorese auf
einer Nylon-Membran immobilisiert und mit einem pcD-Vektorfragment hybridisiert. Dazu
wurde nach Partialverdau des pcD-Vektors mit BamHI und Pstl das 0,6 kb-Fragment zwischen
dem Neomycin-Resistenzgen und der cDNA (siche Abb.17 A) nach elektrophoretischer
Auftrennung aus dem Gel eluiert und radioaktiv markiert. Nach der Hybridisierung wurde




Ergebnisse 67

stringent gewaschen und die Autoradiographie durchgefiihrt. Abbildung 17 C zeigt, daB
sowohl das 1,1 kb-Amplifikationsprodukt der im pcD-Vektor vorliegenden MPG-cDNA als
auch 4 amplifizierte Fragmente (900 bp, 700 bp, 500 bp und 300 bp) aus der genomischen
DNA von 514-Zellen mit dem Vektorfragment hybridisieren. In den PCR-Ansitzen mit
genomischer DNA aus AT-Zellen sowie aus Zellen des Transfektantenklons 1072, der nach
einer Strahlenselektion (zumindest) die Resistenz fiir G418 verloren hatte, waren keine
Amplifikationsprodukte nach der Hybridisierung mit dem pcD-Vektorfragment sichtbar.

&)
O &
s =
= 3 B3 K
< in <322
[ 2,0kb
|~t— 1,1 kb
- | 550 bp
— 125 bp

Je 500 ng genomische DNA, bzw. 50 ng Plasmid-DNA wurden als Matrize eingesetzt und mit den
vektorspezifischen Primern pcd1 und pcd2 die cDNA-Insertion amplifiziert. Die Dauer und Temperatur
der 30 Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C; 1 min bei 60°C; 3 min bei 72°C. Ein Viertel der PCR-
Ansétze wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angefarbt. Nach Immobilisieren auf einer Nylon-Membran wurde mit einem radioaktiv markierten
Vektorfragment hybridisiert, stringent gewaschen (0,1xSSC) und die Autoradﬁographle durchgefihn.
AT: AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit der
Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
514: AT5BIVA-Zelliklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell strahlen-
resistenten Phanotyp zeigt
AT-MPG:  AT-Zellen, die stabil mit dem pcD-MPG-Plasmid transfiziert worden waren
pUC-MPG: Rekombinantes pUC9-Plasmid mit der MPG-cDNA (1,1 kb nach BamHi-Verdau)
als Insertion
1072: Urspriinglich G418-resistenter AT-Zellklon, der nach einer Strahlenselektion in
G418-freiem Medium Uberlebt, aber die G418-Resistenz verloren hatte
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6.2. Klonierung des 500 bp-Amplifikationsproduktes in pUC9

Die aus der genomischen DNA von 514-Zellen amplifizierten PCR-Produkte, die mit der
Vektorsequenz hybridisierten, wurden nach elektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel
eluiert und mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut. Dadurch wurden Anteile der zur PCR
verwendeten Oligonukleotide abgespalten (siche Abb.17 A). Die auf diese Weise entstandenen
Produkte wurden dephosphoryliert und mit dem durch BamHI-Verdau linearisierten Vektor
pUCQC9 ligiert. Die Ligationsansitzen wurden in kompetente E.coli DH50. transformiert. Trotz
wiederholter Bemiihungen konnte so nur das 500 bp-Fragment kloniert werden. Der
resultierende, positive E.coli-Klon trigt das rekombinante Plasmid (pUC9-ATS500), welches
nach BamHI-Verdau die 500 bp-Insertion zeigt. Diese wird im Folgenden als AT500
bezeichnet.

6.3. Sequenzierung des 500 bp-Fragments

Das rekombinante pUC9-AT500-Plasmid wurde nach der Sanger-Methode sequenziert. Als
Primer wurden "M13/pUC universal primer #1212" und "reverse primer #1201" verwendet.
Die DNA-Sequenz des fiir die cDNA kodierenden Strangs ist in Abbildung 18 gezeigt.

Zur Orientierung sind die flankierenden pUC9-Vektorsequenzen mit den Restriktions-
Schnittstellen dargestellt. In der klonierten AT500-Sequenz sind die Anteile der urspriinglichen
cDNA-Vektorsequenzen vorhanden, die als Startpunkte fiir die Amplifikation des Fragments
mit den vektorspezifischen Primer pcd1 und pcd2 aus der genomischen DNA des Klons 514
dienten. Die Lokalisation und Orientierung der pcd1- und pcd2-Primer entspricht der Situation
in den pcD-Plasmiden: AnschlieBend an die pcd2-Sequenz folgt eine PstI-Schnittstelle (die hier
allerdings eine Sequenzabweichung trigt, Nukleotide 53-57), und eine poly(G)-Briicke, die zur
Insertion der cDNA verwendet worden war (sieche Abb. 17 A; Okayama und Berg, 1983).
Unmittelbar darauf folgt das "Start"-Codon der cDNA (ATG, Nukleotide 69-72). Die in dem
AT500-Fragment beinhaltete cDNA wird im Folgenden als AT500-cDNA bezeichnet.
Auffallend an der dargestellten Nukleotidsequenz ist die Tatsache, daB die Bereiche der beiden
Primer pcd1 und pcd2 Sequenzabweichungen tragen. Diese kénnen sowohl durch Mutationen
der genomischen Sequenz der 514-Zellen als Folge der Bestrahlungen bei der ersten Selektion
entstanden sein als auch durch Kopierfehler der Taq-Polymerase und experimentelle Fehler bei
der Klonierung und Sequenzierung des amplifizierten Fragments. Moglicherweise sind sie auch
auf Fehler bei der Oligonukleotidsynthese zuriickzufiihren.
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ECORT BamHI * % * pcdz *
1 |agtgaattcc cgggggkccg gttgaggtgg aaatctaaga atccatagcg
AT85
51 agctcagggg gggaagatcagattag tctgatgttc aagagcagga
el
101 ggaggaggga atcccatcct ggaagagaca gagaatgcac ccttcttcta
151 cagggttttt ccattcaxgc ccctagccaa tgggatagtg cctgcccaca
201 ttgagggcaa tagtctcact ccccacttac ctgtcagtct cctctgaaca
251 ccctcccagce cacccagagc aagcttcage agccatctag ggatctctcea
301 acacagtcaa gttagatcct aaaattaacc atcacagtgg atatgttatg
351 tcattaacca aagaatgtcc atagaaccaa gtagattgga atatacactc
AT451
401 tatcatatgC caccttaatc actgggtcaa attctttttc ccagtaaaga
* k% %k
451 cggttaaaat tcgtttttcc atgtgtcttt cgcacgg&gg catcccacca
pedl
501 gggggdtccg tcgacctgca gccaaqctt]
BamHI HindIIIX

Das rekombinante Plasmid pUC9-AT500 wurde nach der Sanger-Methode unter Verwendung
vektorspezifischer Oligonukieotide (pUC/M13 reverse- und universal primer) und dem Enzym
Sequenase sequenziert. Nach Auftrennen der Sequenzierreaktion in einem denaturierenden
Polyacrylamid-Harnstoffgel konnte die Abfolge der Nukleotide gelesen werden. Dargestelit ist der fur
die cDNA kodierende Strang. Das ATG-"Start"-Codon ist umrahmt. Als Orientierungshilfen sind die
flankie-renden pUC9-Vektorsequenzen mit den Restriktions-Schnittstellen umrahmt dargestelit. Die
Nukleotidfolgen der urspriinglich zur Amplifikation verwendeten pcD-Primer sind mit Pfeilen, die darin
vorhandenen Sequenzabweichungen als Sterne gekennzeichnet. Die Sequenzen und Lokali-
sierung der Oligonukleotide AT85 (Nukleotide 78-105) und AT451 (Nuklieotide 408-436), die als
Primer zur Amplifikation eines internen 360 bp langen Subfragments verwendet wurden (siehe
nachster Abschnitt), sind ebenfalls mit Pfeilen gekennzeichnet.

6.4. Re-Amplifikation des klonierten Fragments und Amplifikation eines
internen Subfragments mit der "PCR"

Mit Hilfe der pcdl- und pcd2-Primer konnte das gesamte ATS500-Fragment aus dem
rekombinanten Plasmid pUC9-ATS00 re-amplifiziert werden (hier nicht gezeigt).

Fiir Hybridisierungsexperimente war es wichtig, eine AT500-Sonde zu verwenden, die keine
Vektorsequenzen mehr enthilt. Daher wurden, basierend auf der ermittelten DNA-Sequenz des
AT500-Fragments, zwei Oligonukleotide bestimmt, mit denen ein internes Subfragment von
ATS500 amplifiziert werden konnte. Mit diesen Oligonukleotiden als Primer sollte auflerdem ein
qualitativer Nachweis des cDNA-Anteils der AT500-Sequenz in unterschiedlichen DNAs iiber
PCR-Analyse moglich sein. Abbildung 18 zeigt die Sequenz, Lokalisation und Orientierung der
als Primer verwendeten Oligonukleotide (AT85, AT451) in dem AT500-Fragment. AT451 ist
komplementiir zu dem fiir die cDNA kodierenden Strang,
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In Abbildung 19 ist die gelelektrophoretische Auftrennung eines PCR-Ansatzes gezeigt, in dem
pUC-AT500 als Matrize sowie die Primer AT85 und AT451 verwendet wurden. Das
Amplifikationsprodukt hat die erwartete GréBe von 360 bp und wird im folgenden als AT360
bezeichnet.

50 ng DNA des Plasmids pUC9-AT500 wurden als Matrize eingesetzt und mit den Oligonukleotiden
AT85 und AT451 das 360 bp-Fragment der klonierten AT500-Sequenz amplifiziert.
Die Dauer und Temperatur der 30 Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C; 1 min bei 65°C; 1 min bei
72°C. Ein Viertel des PCR-Ansatzes wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt.
Ohne Matrizen-DNA

pUC -AT500: Rekombinantes Plasmid (AT500 in pUCS9)

M: GréBenmarker (A/Hindlil)

oligos: Unverbrauchte Oligonukleotide (Primer)

6.5. Charakterisierung der AT500-cDNA mit Computeranalyse

Mit Hilfe eines Software-Programms konnte die klonierte DNA-Sequenz, bzw. deren
abgeleitete Proteinsequenz niher charakterisiert werden. Dadurch sollte die Frage beantwortet
werden, ob es sich bei der AT500-cDNA um eine bekannte DNA-Sequenz bzw. davon
abgeleitete Proteinsequenz handelt, und ob diese mit der Vermittlung der Strahlenresistenz in
514-Zellen in Verbindung gebracht werden kann,

6.5.1. Die klonierte DNA-Sequenz ist in der EMBL-Datenbank unbekannt
Mit dem GCG-Computerprogramm (GCG sequence analysis software package, Version 7.3)
konnte die AT500-cDNA-Sequenz mit allen bisher klonierten und sequenzierten DNA-
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Sequenzen der EMBL-Datenbank (Stand: August 1993) verglichen werden. Dabei wurde
sowohl die komplette EMBL-Bank, als auch die Unterabteilung menschlicher Sequenzen mit
der AT500-cDNA verglichen. In beiden Fillen zeigte sich, daB die Sequenz bisher unbekannt
ist. Auf der Suche nach auffilligen Homologien zu bekannten Sequenzen wurden die EMBL-
Sequenzen mit der besten Ubereinstimmung zur AT500-cDNA analysiert. Der Computer-
ausdruck der besten 40 Ubereinstimmungen verdeutlichte, daB nur zu zwei bekannten DNA-
Sequenzen eine auffillige Homologie vorhanden war: Die mit Abstand beste Ubereinstimmung
der verglichenen Sequenzen trat mit der menschlichen Glutathiontransferase-mRNA (1,3 kb)
auf (Ross und Board, 1992). Hier betrug die Ubereinstimmung der verglichenen Nukleotide
57,1% iiber einen Bereich von 324 Basenpaare. Eine zweite schwache Homologie (59,5%) trat
iiber eine Strecke von 210 kb zu dem 5°-nicht-translatierten Bereich eines U7 snRNA-
Pseudogens auf (Soldati und Schiimperli, 1990). Alle anderen Ubereinstimmungen erstreckten
sich hochstens iiber 100 Basenpaare und betrugen bei dieser Linge maximal 65%.

6.5.2. Die AT500-cDNA-Sequenz hat kein durchgehend offenes Leseraster und
die abgeleiteten Aminosidure-Sequenzen sind in der EMBL-Datenbank
unbekannt.

Aufgrund der Annahme, da AT500 eine cDNA-Sequenz darstellt, die fiir ein Protein kodiert,
wurde das Leseraster der Sequenz untersucht. Ausgehend vom wahrscheinlichen "Start"-
Codon (ATG) der cDNA wurde die DNA-Sequenz in die entsprechende Aminosiure-Sequenz
translatiert. Es zeigte sich hierbei, daB nach 44 Aminoséduren ein "Stop"-Codon aufttrat. Auch
die Translation in den iibrigen 5 Leserastern erbrachte keine durchgehende, putative
Aminosiurekette.

Auf der Suche nach Homologien zu bereits bekannten Proteinen wurden die sechs
verschiedenen Aminosiduresequenzen mit den ebenfalls translatierten Sequenzen der EMBL-
Bank verglichen. Es war keine annihernd identische Proteinsequenz in der EMBL-Bank
vorhanden, deren Homologie zu den translatierten Aminoséuresequenzen von AT500 sich iiber
einen lidngeren Bereich (mindestens 30 Aminosiuren) erstreckte.

Die geschilderten Sequenzanalysen konnen folgendermaBen interpretiert werden:
Die klonierte AT500-Sequenz ist sowohl auf DNA- wie auch auf Protein-Ebene unbekannt. Mit
den zur Amplifikation verwendeten vektorspezifischen Primern, die homolog zu SV40-
Promotor- und Polyadenylierungs-Sequenzen sind, wurde keine bekannte virale SV40-DNA
als Artefakt aus der genomischen DNA der 514-Zellen amplifiziert. AT500 ist keine bekannte
repetitive Sequenz.
Die Tatsache, daBB ATS00 kein durchgehend offenes Leseraster besitzt, kann folgende Ursachen
haben:

1. Die ermittelte Sequenz kann artifizielle Fehler enthalten, die nicht in der genomischen
Sequenz der 514-Zellen vorhanden sind. Als Fehlerquellen kommen hier die Kopierfehler der
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Tag-Polymerase bei der Amplifikation des Fragments aus der genomischen DNA sowie die
Klonierungs- und Sequenzierungsreaktionen in Frage.

2. Die ermittelte AT500-Sequenz entspricht der Sequenz in der DNA aus 514-Zellen und

stellt somit eine mutierte und/oder unvollstindige cDNA-Sequenz dar. In diesem Fall stellen
sich die Fragen, warum es zur Mutation und/oder Deletion der cDNA-Sequenz gekommen ist,
und ob die davon abgeleitete Aminosiure-Sequenz als funktionelles Protein in der Zelle wirken
kann.
Punkt 1 ist durch die genomische Instabilitit der AT-Zellen sowie die in Kapitel 1 ausfiihrlich
beschriebenen Effekte der Transfektion und Strahlenselektion leicht erklidrbar. Zu Punkt 2 kann
gesagt werden, daB8 auch unvollstindige Proteine, in manchen Fillen sogar nur das aktive
Zentrum eines Proteins, biologische Funktionen in der Zelle ausiiben konnen (Pierre und
Laval, 1981; Angel et al, 1989).

6.6. Charakterisierung der zu AT500 homologen genomischen DNA

Die vergleichende Computeranalyse verdeutlichte, daB AT500 eine bisher unbekannte DNA-
Sequenz darstellt. Unter der Annahme, daB AT500 Bestandteil einer menschlichen cDNA ist,
sollte die Sequenz spezifisch in DNA aus menschlichen Zellen auffindbar sein.

Da AT500 urspriinglich als transfizierte cDNA aus dem Genom von 514-Zellen amplifiziert
worden war, muBlte das zusitzliche Auftreten dieser Sequenz in der genomischen DNA aus
514-Zellen, im Unterschied zu DNA aus AT-Zellen, zu erkennen sein.

6.6.1. Das klonierte DNA-Fragment tritt nach PCR-Analyse spezifisch in DNA
aus menschlichen Zellen auf

In der genomischen DNA unterschiedlicher Zellinien aus verschiedenen Spezies wurde die
Anwesenheit des klonierten DNA-Fragmentes mit PCR-Analysen untersucht. Die als
Startermolekiile verwendeten Oligonukleotide AT85 und AT451 wurden zur Amplifikation des
internen 360 bp-Fragmentes in die PCR eingesetzt. Als Matrizen-DNA wurde genomische
DNA der menschlichen fibroblastischen Zellinien ATSBIVA (sowie stabile Transfektantenlinien
derselben), HL60 (promyelozytische menschliche Zellen) und SL88 (primire fibroblastische
Zellinie) eingesetzt. Als nicht-menschliche DNA wurde genomische DNA aus immortalisierten
Hamster- (CHO, chinese hamster ovary), aus Frosch- (Xenopus laevis) sowie aus Hefezellen
eingesetzt. In mehreren unabhingigen Experimenten zeigte sich, daB ausschlie8lich in der DNA
menschlicher Zellen das erwartete Amplifikationsprodukt als einzige und ausgeprigte Bande
nach gelelektrophoretischer Auftrennung vorhanden war (Abb.20). Aus der DNA aus
Hamster-, Frosch- und Hefezellen wurden lediglich geringe Mengen verschiedenster
niedermolekularer DNA-Fragmente unspezifisch amplifiziert, die als Anhdufung schwacher
DNA-Banden nach gelelektrophoretischer Auftrennung sichtbar wurden.
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Daraus folgt, daB in PCR-Analysen das untersuchte Fragment ausschlieBlich aus der DNA
menschlicher Zellen amplifizierbar ist. Auerdem ist das PCR-Produkt unabhingig von der
Immortalisierung der Zellen durch SV40-DNA vorhanden. Die genomische AT360 Sequenz
scheint nicht durch Introns unterbrochen zu sein.

£
5
2

Je 500 ng genomische DNA aus menschlichen Zellinien sowie Zellen anderer Spezies wurden als
Matrize eingesetzt und mit den Oligonukleotiden AT85 und AT451 das 360 bp-Fragment der
klonierten AT500-Sequenz amplifiziert.

Die Dauer und Temperatur der 30 Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C; 1 min bei 65°C; 1 min bei
729C. Ein Viertel der PCR-Ansitze wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt.

AT: AT5BIVA; SV40-immonrtalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit
der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia

ATneo: Mischung individuelier, G418-resistenter AT5BIVA-Klone, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden

AT-Lymph: Lymphoblastische Zellen aus einem Patienten mit der Erbkrankheit Ataxia
telangiectasia

514 AT5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell
strahlenresistenten Phanotyp zeigt

AT-514/4 Stabil G418-resistenter Zellklon, der nach Transfektion genomischer DNA
aus 514-Zellen in AT-Zellen entstand

AT-MPG:  AT-Zellen, die stabil mit dem pcD-MPG-Plasmid transfiziert worden waren

HL60: Promyelozytische menschliche Zellinie

SL8s: Primére menschliche Fibroblasten-Linie

CHO: Hamsterzellen (chinese hamster ovary)

Frosch: Primére Froschzellen (Xenopus laevis)

Hefe: Saccharomyces cerevisiae

- Ohne Matrizen-DNA

Marker; GréBenmarker (A/Hindlll)

6.6.2. Hybridisierung genomischer DNA verschiedener Spezies mit dem
klonierten Fragment

Da die im letzten Abschnitt gezeigten PCR-Analysen abhingig sind von der Spezifitét der
verwendeten Primer, bezieht sich die Aussagekraft der PCR nur auf die Homologie der Primer,
die an die entsprechenden genomischen Sequenzen hybridisieren und die Linge der
amplifizierten DNA. Um zu testen, ob in der DNA anderer Spezies Sequenzen vorhanden sind,
die iiber weite Strecken zu AT500 homolog, aber aufgrund fehlender Homologie zu den
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Primer-Sequenzen in der PCR nicht amplifizierbar sind, wurden Hybridisierungen
durchgefiihrt.

Je 20 pg menschliche, genomische DNA sowie genomische DNA aus verschiedenen
Mausschwiinzen (zur Verfiigung gestellt von R.Zwacka) wurden nach Verdau mit BamHI in
einem 0,8%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran
libertragen und mit dem klonierten AT360-Fragment hybridisiert. Es zeigte sich, da8 nach dem
Waschen der Filter mit mittlerer Stringenz (0,5xSSC) starke Hybridisierungssignale mit der
menschlichen DNA auftraten, jedoch keine Hybridisierung mit der Maus-DNA zu sehen war
(Abb.21). Als Kontrolle fiir die Existenz und Hybridisierbarkeit der Maus-DNA war dieselbe
Membran zuvor mit einer mausspezifischen Probe (genomisches Fragment des Mpv17-Gens
aus Mauszellen; Weiher et al., 1990) hybridisiert worden. Nach der Hybridisierung waren
polymorphe Mpv17-Allele als Banden der GroBe 2,8 kb und 6,3 kb in der Maus-DNA, jedoch
keine Signale in der menschlichen DNA auf dem Autoradiogramm zu sehen.

DNA aus Miusen

| ATSBIVA

1 2 3 4 5 6 7 8

Je 20 pg genomische DNA wurden mit BamHI verdaut und nach gelelektrophoretischer Auftrennung
auf eine Nylon-Membran ibertragen. Zuerst wurde mit einer radioaktiv markierien, mausspezifischen
Sonde (Mpv-17) hybridisiert, die nach stringentem Waschen (0,1xSSC) nur bei der Maus-DNA in der
Autoradiographie Banden mit der GréBe 2,8 kb und 6,3 kb hervorbrachte. Nach einer zweiten
Hybridisierung mit dem radioaktiv markierten AT360-Fragment wurde nur bis 0,5xSSC gewaschen.
Das Autoradiogramm zeigt, daB die AT360-Sonde nur DNA aus menschlichen Zellen erkennt,

Spur 1-8:  Genomische DNA aus verschiedenen Mausen

ATS5BIVA: SV40-immonalisierte Zellen von einem Patienten mit der Erbkrankheit Ataxia

telangiectasia
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Dieses Experiment zeigt, daB in der DNA aus Mauszellen zusiétzlich zu den Maus-spezifischen
Signalen (Mpv17) keine Signale nach Hybridisierung mit der AT360-Sonde auftreten. Das
Ergebnis steht somit im Einklang mit den PCR-Analysen des letzten Abschnitts und bestiitigt
das spezifische Auftreten der klonierten Sequenz in menschlicher DNA.

6.6.3. Hybridisierung genomischer DNA aus AT-, 514- und normalen GM637-
Zellen mit dem klonierten Fragment

Die letzten zwei Abschnitte zeigten die Spezifitit der Herkunft des klonierten ATS00-Fragments
aus menschlicher DNA. Die Sequenzanalyse (Abschnitt 6.6.) und die Re-Amplifizierbarkeit des
AT500-Fragments mit den pcD-Primermn (Abschnitt 6.4.) bestitigten, da das AT500-Fragment
nach Amplifikation mit denselben vektorspezifischen Primern aus der genomischen DNA der
514-Zellen isoliert worden war. Durch Hybridisierungen sollte die zusitzliche Integration des
AT500-Fragments in die genomische DNA der 514-Zellen nachweisbar sein.

Je 30 pg genomische DNA der Zellklone GM637, ATS5-BIVA, 514 und des sekundiren
Transfektantenklons AT-514/4 wurde mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen verdaut, in
einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran immobilisiert. Fiir die
Hybridisierung wurde das iiber PCR amplifizierte und dabei radioaktiv markierte AT360-
Fragment eingesetzt. Nach dem Waschen der Membran mit mittlerer Stringenz (0,5xSSC)
zeigten sich in allen getesteten DNAs eine Vielzahl starker Signale unterschiedlicher
Fragmentlidngen, die den Eindruck einer repetitiven Sequenz vermittelten (siehe auch letzter
Abschnitt). Nach erneutem Waschen mit 0,1xSSC traten einzelne distinkte Banden als
spezifische Hybridisierungssignale in den verschieden verdauten DNAs auf (Abb.22 A).

Die Analyse der Banden ergab, da in der DNA der untersuchten Zellinien eine 3,5 kb-Bande
nach Bglll-Verdau, eine 0,9 kb-Bande nach EcoRI-Verdau sowie eine 6 kb-Bande nach
BamHI-Verdau aufgetreten waren. Aufgrund der identischen FragmentgroBen in den
verschiedenen DNAs kann gefolgert werden, daB die hier aufgetretenen Signale auf die in allen
untersuchten Zellen vorhandenen, endogenen Sequenzen von AT500 zuriickzufiihren sind. In
der DNA aus 514-Zellen konnte eine zusitzliche, schwache 2,0 kb-Bande nach EcoRI-Verdau
(Abb.22 A, Spur 8) erkannt werden. Da die endogene Kopie der AT500-Sequenz in diploiden
Zellen doppelt vorkommt, ist die Intensitit der transfizierten Bande des AT500-Fragments
entsprechend schwicher. In einem weiteren Experiment konnte eine zusitzliche schwache
0,2 kb-Bande nach Bglll-Verdau (Abb.22 B, Spur 5) in der genomischen DNA aus 514-
Zellen nachgewiesen werden, fiir die analoges gilt. Die Groe der vollstindigen, in 514-Zellen
transfizierten cDNA wird aus diesem Experiment nicht ersichtlich. Je nach Art der Integration
in das zelluldre Genom und Restriktionsschnittstellen der unbekannten Sequenz kénnen
unterschiedliche Banden nach Hybridisierung mit der AT360-Sonde auftreten.
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Abb.22 A und B: Autoradiogramm gelelektrophoretisch aufgetrennter, genomischer DNA aus

menschlichen Zellen nach Hybridisierung mit AT500
Je 30 pug genomische DNA der Zellklone AT, 514, GM637 und AT-514/4 wurden mit den

angegebenen Enzymen verdaut, in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und auf einer Nylon-
Membran immobilisiert. Die DNA auf der Membran wurde mit dem radioaktiv markierten AT500-
Fragment hybridisient, bis 0,1xSSC gewaschen und eine Autoradiographie durchgefuhnt,
A, B:  Verschiedene Experimente, die parallel durchgefiihrt worden waren
AT: AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit
der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
AT-514/4: Stabil G418-resistenter Zeliklon, der nach Transfektion genomischer DNA
aus 514-Zelien in AT-Zellen entstand.
514: ATBEBIVA-Zellkion, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell
strahlenresistenten Phanotyp zeigt
GM637:  Normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immotalisiert)
AT500:  Unverdaute DNA des rekombinanten Plasmids pUCS-AT500

Das Auftreten zusitzlicher Banden in der DNA aus 514-Zellen nach Hybridisieren mit AT500
bestiitigt, wie auch die Sequenzanalyse, den Ursprung der klonierten Sequenz aus einem
urspriinglich in diese Zellen transfizierten cDNA-Plasmid. Es wird auBerdem deutlich, daf} die
klonierte Sequenz nur eine von mehreren moglichen transfizierten cDNAs erkennt. Die
Tatsache, dafl in der DNA aus Zellen der sekundiren Transfektante AT-514/4 keine
zusiitzlichen Banden auftreten, zeigt, da die AT500-cDNA in der sekundiren Transfektion
vermutlich vom Neomiycin-Resistenzgen entkoppelt wurde. Sie war deshalb nicht zusammen
mit dem Neomycin-Resistenzgen iibertragbar, weshalb die mit G418-selektionierten Zellen des
sekundiren Transfektantenklons auch nicht erhoht strahlenresistent sind. Dasselbe gilt fiir die
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Zellen des zweiten sekundiren Transfektantenklons AT-514/2, der hier nicht gezeigt ist.
Hieraus 1iBt sich eine Korrelation zwischen dem Auftreten der klonierten AT500-cDNA und
der Strahlenresistenz der Zellen ableiten.

6.7. Chromosomale Lokalisierung des AT500-Fragments

Die phinotypischen Daten des Zellklons 514 zeigen, daB eine partielle Komplementation der
AT-Zellen in 2 von 3 zelluléiren Parametern stattgefunden hat. Das aus der DNA der 514-Zellen
klonierte AT500-Fragment konnte als Bestandteil einer menschlichen DNA charakterisiert
werden, war aber iiber die vergleichende Analyse mit Sequenzen bekannter Gene nicht
identifizierbar. Daher war es von Interesse, die chromosomale Lokalisation dieser Sequenz zu
erfahren. Besonders wichtig war die Frage, ob das klonierte Fragment auf dem postulierten
Locus fiir die AT-Gene, dem Chromosomenbereich 11q22-23 kartiert.

6.7.1. Hybridisierung von Mensch-Nager-Hybridzellinien mit dem klonierten
Fragment

Um zu erkennen, auf welchem Chromosom das AT500-Fragment kartiert, wurden genomische
DNASs aus unterschiedlichen Mensch-Nager-Hybridzellinien mit dem Fragment hybridisiert.
Jede dieser untersuchten Nagerzellinien enthilt einige menschliche Chromosomen. Durch den
Vergleich der mit der Sonde hybridisierenden Zellinien mit den in den jeweiligen Zellen
enthaltenen menschlichen Chromosomen kann das Chromosom identifiziert werden, welches
die als Sonde eingesetzte DNA enthiilt, Die genomische Instabilitit der Hybridzellinien und das
Auftreten von Chromosomenfragmenten 148t jedoch in der Regel keine 100%ige Korrelation
der eingesetzten Sonde zu einem Chromosom zu.

Die DNAs der unterschiedlichen Hybridzellinien waren nach EcoRI-Verdau gelelektro-
phoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran immobilisiert worden. Diese Membran
wurde mir freundlicherweise von Dr. Grzechik (Marburg) zur Verfiigung gestellt.

Nach Hybridisierung mit dem AT360-Fragment wurde die Membran mit 0,5xSSC gewaschen,
da nach dem Waschen mit hoherer Stringenz auf dieser Membran keine Signale aufgetreten
waren. Wie in den Experimenten zuvor (Abb.21) trat auch hier nach dem Waschen mit
verminderter Stringenz ein stark ausgeprigtes Bandenmuster auf (Abb.23). Als positives
Signal wurde die 0,9 kb-Bande gewertet, die nach stringentem Waschen (0.1xSSC) als
spezifische EcoRI-Bande in dem Experiment des letzten Abschnitts aufgetreten war. Nach dem
Vergleich der Anwesenheit menschlicher Chromosomen mit dem Auftreten der 0,9 kb-Bande
kamen 3 menschliche Chromosomen als Triger der ATS500-Sequenz in Frage, die
Chromosomen 11, 17 und 22. Alle anderen in den verschiedenen Hybridzellinien enthaltenen
menschlichen Chromosomen zeigten eine sehr viel schlechtere Korrelation (<50%) zu dem
spezifischen Hybridisierungssignal. Die Verteilung der 3 in Frage kommenden Chromosomen
in den unterschiedlichen Hybridzellinien ist in Abbildung 23 dargestellt. Auch in diesem
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Experiment zeigte sich die Spezifitit von AT500 fiir menschliche DNA-Sequenzen: Kontroll-
DNA aus Hamsterzellen (Spur 13) und Mauszellen (Spur 17) ohne menschliche DNA-Anteile
zeigten auch bei verminderter Stringenz keinerlei Kreuzhybridisierung.

11 11 11 menschliche
17 17 17 17 Chromosomen
2222 22 22 22 2222 22 22 in der Hybridzellinie

1234567 891011121314 15 1617 Zellinien
' — 23 kb

900 bp

phoretisch aufgetrennt und auf einer Nylonmembran immobilisiert worden (Grzechik, Marburg). Nach
Hybridisierung mit dem 360 bp-Fragment wurde der Filter bis 0,5xSSC gewaschen und eine
Autoradiographie durchgefahrt.
Die Verteilung der 3 Chromosomen mit der besten Korrelation zu dem spezifischen Hybridi-
sierungssignal (Chromosomen 11, 17 und 22) in den verschiedenen Hybridzellinien ist gezeigt.
Spur 1: Genomische DNA aus menschlichen Zellen
Spuren 2-12: Genomische DNA aus Hamsterzellen, die verschiedene Anteile mensch-
licher Chromosomen enthalten
Spur 13: Genomische DNA aus Hamster-Kontrollzellen
Spuren 14-16: Genomische DNA aus Mauszellen, die verschiedene Anteile menschlicher
Chromosomen enthalten
Spur 17; Genomische DNA aus Maus-Kontrollzellen

6.7.2. "PCR"-Analysen mit DNA aus Hybridzellinien

Die Hybridisierung der DNA aus Hybridzellen im vorigen Abschnitt deutete auf eine mégliche
Lokalisierung des AT500-Fragments auf Chromosom 11 und damit auf dem Chromosom mit
dem postulierten Locus fiir die AT-Gene. Eine genauere Analyse der Lokalisation war durch
die Existenz von Mensch-Hamster-Hybridzellinien méglich, die als einzige menschliche DNA
definierte Fragmente des Chromosoms 11 enthalten (Tanigami, 1992). Genomische DNA
dieser Zellinien wurde mir freundlicherweise von Dr. C. Jones (Eleanor Roosevelt Institute,
Denver, USA) zur Verfiigung gestellt. Uber die spezifische Amplifikation des AT360-
Fragments aus der genomischen DNA dieser Zellinien kann eine qualitative Aussage iiber die
Existenz des gesuchten Fragments in der DNA getroffen werden. Da das Fragment in
Nagerzellinien nicht vorhanden ist und somit nicht amplifiziert werden kann, ist das magliche
Amplifikationsprodukt ausschlieBlich auf die menschlichen DNA-Anteile der Hybridzellinien
zuriickzufiihren.

Die Ergebnisse der PCR-Analyse in Abbildung 24 zeigen, daf in den Hybridzellinien R304-A2
und P3-27A die AT360-Sequenz vorhanden ist, in den Zellinien R229-3A und R28-4D jedoch
nicht. Die Kontrollen mit DNA aus menschlichen Zellen (Spur 5+6) sowie dem rekombinanten
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Plasmid pUC-AT500 (Spur 9) als Matrizen zeigten das erwartete Signal. Sowohl aus der DNA
von Hamsterzellen (Spur 7) als auch von Mauszellen (Spur 8) war das AT360-Fragment
erwartungsgemil nicht amplifizierbar.

UC-ATS500

| R304-A2
1R229.3A
i1 P3-27A
R28-4D
Ei4-Maus

Je 500 ng genomische DNA verschiedener Zellinien, bzw. 50 ng Plasmid-DNA wurden als Matrize
eingesetzt und mit den Oligonukleotiden AT85 und AT451 das interne 360 bp-Fragment amplifiziert.
Die Dauer und Temperatur der 30 Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C; 1 min bei 65°C; 1 min bei
72°C. Ein Viertel des PCR-Ansatzes wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt.

R304-A2, P3-27A,

R229-3, R28-4D: Hamsterzellinien, die als einzige menschliche DNA Anteile des Chromo-

soms 11 enthalten (wurden von Dr. C. Jones zur Verfligung gesteilt)

AT,1 und AT,2: ATSBIVA-Zellen

CHO: Hamsterzellen (chinese hamster ovary)

E14; Mauszellen (embryonale Maus-Stammzellen)

pUC-AT500: Rekombinantes pUC9-Plasmid mit dem inserierten AT500-Fragment

- Ohne Matrizen-DNA

oligos: Nicht verbrauchte Oligonukleotide (Primer)

15 14 13 12 11 1112 13 14 21 22 23 24 25
. ] } | XA L1 | 11 ] ] 1 ) Chrll
p q

—— e R304-A2
R — —— — — - P3.27A
————————————————— — R ) R229-3
— e - e e e - - — — s R28-4D

. eI ~
Hybridzellinien (in Anlehnung an Tanigami, et al., 1992
Durchgehende fette Balken reprasentieren die DNA-Anteile des menschlichen Chromosoms 11, die
in den entsprechenden Hybridzellinien enthalten sind. Die mit Nummern gekennzeichneten
Chromosomenbanden sind maBstabsgetreu dargestelit.

R304-A2, P3-27A,

229-3, R28-4D: Hamster-Hybridzellinien, die als einzige menschliche DNA Anteile des

Chromosoms 11 enthalten (von Dr. C. Jones zur Verfligung gestellt)
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Uber den Vergleich der in den Hybridzellinien enthaltenen Chromosom 11-Anteile (siehe
Schema der Abbildung 25) wird deutlich, daB die AT360-Sequenz auf dem kurzen Arm oder
dem langen Arm im Bereich vom Zentromer bis zur Bande 13 liegen mu8.

Dieser Befund bestiitigt die Lokalisation des AT360-Fragments auf Chromosom 11; die fiir die
AT-Gene postulierte chromosomale Region 11q22-23 scheidet fiir das AT360-Fragment in
diesem Experiment jedoch aus.

6.8. Expression des ATS500-Fragments

Die im Abschnitt 6.6. beschriebene Sequenzanalyse des AT500-Fragments gab keinen
zwingenden Hinweis auf die Frage, ob das klonierte Fragment Bestandteil einer cDNA bzw.
exprimierten RNA ist. Daher wurde durch Hybridisierungen von gelelektrophoretisch
aufgetrennter und immobilisierter mRNA, sowie der sensitiveren Methode der PCR-Analysen
revers transkribierter mRNA, die Expression des klonierten Fragments untersucht. Die GroBe
einer hybridisierenden, homologen mRNA sollte kliren, ob die ATS00-cDNA Bestandeteil einer
groBeren mRNA ist.

6.8.1. Aus der cDNA menschlicher Zellinien ist das AT360-Fragment in PCR-
Analysen amplifizierbar

Aus poly-(A)*-mRNA unterschiedlicher menschlicher Zellinien wurde mit dem Enzym Reverse
Transkriptase des Avian Myeloblastosis Virus (AMV), ausgehend von poly(dT)-Oligomeren,
die an den terminalen poly(A)-Enden der mRNA hybridisieren, der Gegenstrang synthetisiert.
Dieser cDNA-Strang diente als Matrize fiir die Amplifikation des AT360-Fragments. In
Abbildung 26 A ist zu sehen, daB aus der mRNA aller untersuchten menschlichen Zellinien
nach cDNA-Synthese das AT360-Fragment amplifiziert werden konnte.
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Nach reverser Transknptlon von poly(A)+ -RNA aus unterschiedlichen Zellen wurde je 1 ug cDNA als
Matrize eingesetzt und mit den Oligonuklieotiden AT85 und AT451 das 360 bp-Fragment des
klonierten AT500-Fragments amplifiziert.
Die Dauer und Temperatur der 30 Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C; 1 min bei 65°C; 1min bei
72°C. Ein Viertel des PCR-Ansatzes wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt.
AT: AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus Patienten mit der
Erbkrankhett Ataxia telangiectasia
AT-514/4: Stabil G418-resistenter Zellklon, der nach Transfektion genomischer DNA
aus 514-Zellen in AT-Zellen entstand.

514: AT5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell
strahlenresistenten Ph&notyp zeigt
GM: GM®637; normale, menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)

GMneo:  Mischung individueller, G418-resistenter GM637-Zellen, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden

ATneo: Mischung individueller, G418-resistenter AT5BIVA-Klone, die nach stabiler
Transfektion mit pSV2neo entstanden

GM-BRNA: Es wurde nicht cDNA, sondern 1 ug poly(A)*-mRNA aus GM637-Zellen
als Matrize eingesetzt

M: GréBenmarker (A/Hindllt)

oligos: Nicht verbrauchte Oligonukleotide (Primer)

In identisch transkribierten cDNAs aus der mRNA von Rinder-, Maus- und Rattenzellen konnte
auf analoge Weise mit den fiir AT360 spezifischen Primern kein Produkt mit der PCR
amplifiziert werden (Abb. 26 B). Als Kontrolle fiir die Enzymaktivitit der Reversen
Transkriptase und der Neusynthese einer cDNA wurden in einem parallelen Ansatz mit Maus-
mRNA radioaktive Nukleotide zugesetzt. Der Einbau radioaktiver dCTPs in die neue cDNA
wurde nach Abtrennung der nicht inkorporierten Nukleotide mit Sephadex G50 und Cerenkov-
Messung der inkorporierten Radioaktivitit bestitigt.

In Kontrollansitzen, die anstelle der revers transkribierten cDNA 1 pg poly-(A)*-mRNA als
Matrize enthielten, traten keine Amplifikationsprodukte auf. Dies zeigt, daB keine DNA-
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Verunreinigungen in der mRNA vorhanden waren, die als Matrize hiitten dienen und
amplifiziert werden kdnnen.

Zusammenfassend machen diese Analysen deutlich, daB in menschlichen Zellen eine mRNA
transkribiert wird, die zu AT500 homologe Bereiche enthilt. Diese Bereiche kénnen nach
c¢DNA-Synthese mit den spezifischen Primern fiir das AT360-Fragment amplifiziert werden.
Die mRNA tritt in normalen GM637-Zellen, 514- und AT-Zellen auf.

In Zellen anderer Organismen (Maus, Ratte) konnte die AT360-spezifische mRNA nicht
nachgewiesen werden,

<
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Nach reverser Transkription von poly(A)*t-RNA aus unterschiedlichen Zellen wurde je 1 ng cDNA als
Matrize eingesetzt und mit den Oligonukleotiden AT85 und AT451 das 360 bp-Fragment des
klonierten AT500-Fragments amplifiziert.

Die Dauer und Temperatur der 30 Reaktionszyklen waren: 1 min bei 94°C; 1 min bei 65°C; 1 min bei
72°C. Ein Viertel des PCR-Ansatzes wurde in einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt.

Maus 1: mRNA aus E14-Mauszellen (embryonale Maus-Stammzellen)

Maus 2: mRNA aus kultivierten MX21-Mauszellen

Ratte: Rattenzellen (Bsp37-AS)

Maus-RNA: Es wurde nicht cDNA, sondern 1 pg poly(A)+-mRNA als Matrize eingesetzt

AT: ATSBIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus Patienten mit der
Erbkrankheit Ataxia telangiectasia

514 AT5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell

strahlenresistenten Phanotyp zeigt
AT-514/4:  Stabil G418-resistenter Zellklon, der nach Transfektion genomischer DNA
aus 514-Zellen in AT-Zellen entstand.
GM: GM637; normale menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)
GM-RNA; Es wurde nicht cDNA, sondern 1 ug poly(A)+*-mRNA als Matrize eingesetzt
Marker: GréBenmarker (A/Hindll)
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6.8.2. Das klonierte Fragment erkennt in Hybridisierungen mit mRNA aus
GM637-Zellen zwei groBe mRNA-Spezies

Poly-(A)*-mRNA aus GM637-Zellen wurde isoliert, in einem 1,4%igen Agarosegel unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und auf einer Nylon-Membran immobilisiert. Die
RNA auf der Membran wurde mit der AT500-cDNA hybridisiert und bis 0,5xSSC gewaschen,
-Nach einem Tag Exposition des Films konnten 2 Banden identifiziert werden, die knapp iiber
der Bande der 28S-RNA (etwa 6 kb) liegen (Abb.27).

Abb.27: Autoradiogramm gelelekirophoretisch aufgetrennter poly(A)*-mRNA aus GM637-Zellen nach
Hybridisi it dem AT500-F

Poly(A)*-mRNA aus GM637-Zellen wurde isoliert und nach Auftrennung unter denaturierenden
Bedingungen in einem Agarosegel auf eine Nylon-Membran Uibertragen. Nach der Hybridisierung mit
einer radioaktiv markierten AT500-Sonde wurde bis 0,5xSSC gewaschen und die Autoradiographie
durchgefihrt. In einer nachfolgenden Kontroll-Hybridisierung wurde eine radioaktiv markierte
GAPDH-Sonde auf identische Weise verwendet. Dargestelit sind die beiden AT500-Banden
oberhalb der 28S-RNA sowie die Bande der GAPDH-mRNA.

Die in dieser Arbeit klonierte AT500-cDNA scheint also nur einen kleinen Teil von 2 groien
mRNAs darzustellen.
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7. Isolierung von Cosmiden, die mit ATS500 hybridisieren und nach der
Transfektion in AT-Zellen erhohte Strahlenresistenz vermittein

Die geschilderten Untersuchungen der vorhergehenden Kapitel zeigten folgende wichtige
Eigenschaften des aus der partiell strahlenresistenten Zellinie 514 klonierten AT500-Fragments:

1. Die AT500-cDNA ist nur in menschlichen Zellen vorhanden und ist auf Chromosom
11 lokalisiert. Nach Hybridisierung mit AT500 traten keine homologen Sequenzen
in der DNA aus Mauszellen auf.

2. Inder genomischen DNA des partiell strahlenresistenten Klons 514, nicht aber der
strahlensensitiven sekundiren Transfektanten AT-514/2 und AT-514/4 konnten nach
Hybridisierung mit dem AT360-Fragment zusétzliche, transfizierte Banden zu den
endogenen Sequenzen entdeckt werden. Die GroBe der in die 514-Zellen trans-
fizierten, vollstindigen AT500-cDNA ist jedoch unbekannt.

3. Die von der AT500-Sequenz abgeleitete RNA wird in den untersuchten menschlichen

Zellen als Bestandteil von zwei groen mRNAs konstitutiv exprimiert.

Spielt die mit der AT500-cDNA hybridisierende mRNA, bzw. das davon abgeleitete Protein
eine Rolle bei der Entstehung des partiell strahlenresistenten Klons 514? Um diese Frage zu
beantworten, wurden in einer menschlichen Cosmidbibliothek Cosmidklone gesucht, die mit
AT500 hybridisieren. Sollten Cosmidklone, die ein Gen tragen, welches mit AT500
hybridisiert, den AT-Phiénotyp komplementieren, dann wire die Erh6hung der
Strahlenresistenz in 514-Zellen durch das der AT500-cDNA zugrunde liegende Gen erklérbar.

7.1. Absuchen einer Cosmidbibliothek nach Klonen, die mit ATS500
hybridisieren

In einer Cosmidbibliothek (Stratagene, LaJolla, USA) mit genomischer DNA aus menschlichen
Zellen wurden Klone gesucht, die mit dem AT500-Fragment hybridisieren. In die Cosmid-
Vektoren dieser Klone sind Fragmente menschlicher, genomischer DNA mit einer GréBe von
30-45 kb inseriert. Die genomische DNA war nach Partialverdau mit Mbol in die BamHI-
geschnittenen Vektoren kloniert worden. Die Anzahl der primiren Cosmidklone betrug
1,4x106. Der Cosmidvektor selbst ist 8,1 kb groB und triigt ein Neomycin-Resistenzgen.

Zur Identifizierung positiver Klone wurde in einer PCR das 360 bp-Fragment amplifiziert,
dabei gleichzeitig radioaktiv markiert und als Sonde in die Koloniehybridisierung eingesetzt. Es
wurden aus etwa 2x106 ausplattierten, individuellen Klonen der Bibliothek 4 positive
Cosmidklone isoliert. Nach Priparation der Cosmid-DNA wurde diese jeweils mit den
Enzymen EcoRI und Notl geschnitten, deren Erkennungsstellen die Klonierungsstelle
flankieren und somit die Insertionen ausschneiden. Aufgrund der unterschiedlichen
Bandenmuster nach Verdau mit den angegebenen Enzymen und gelelektrophoretischer
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Auftrennung wird ersichtlich, daB die Klone unterschiedliche Insertionen menschlicher
genomischer DNA tragen (Abb.28). Nach Immobilisieren der DNA und Hybridisierung mit
dem radioaktiv markierten AT360-Fragment traten spezifische Banden der menschlichen DNA
auf, die mit der Sonde hybridisieren (hier nicht gezeigt).

cosl cosd4 cos8 cosl2
E':l E'.'.I :.z, E’.‘:‘1
:32:32":35:322

1234567809101 1213

Die Cosmidklone cos1, cos4, cos8 und cos12 waren nach Hybridisierung einer Cosmidbibliothek mit
dem AT360-Fragment isoliert worden. Je 1 ug DNA wurde mit den angegebenen Enzymen verdaut
und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Mit den Enzymen EcoRl und Notl wird die inserierte,
genomische DNA aus menschlichen Zellen aus dem pWE15-Vektor ausgeschnitten.

--: Unverdaute Cosmid-DNA

M: Gr8Benmarker (A/Hindlll)

7.2. Stabile Transfektion der Cosmide und Strahlenselektion

Die 4 Cosmide wurden einzeln in AT-Zellen transfiziert und mit Hilfe des Neomycin-
Resistenzgens, das integriert in dem Vektor pWE15 vorliegt, stabile Transfektanten
selektioniert. Hierbei war zu bedenken, daB bei zufallsgemiBem Offnen der transfizierten DNA
wihrend der Integration in das zellulire Genom der Anteil unterbrochener Sequenzen der
klonierten, menschlichen DNA recht gro8 sein kann. Statistisch betrachtet, sollten in den
transfizierten Cosmiden etwa 4/5 der Bruchstellen innerhalb der klonierten menschlichen DNA
(GroBe: 30-45 kb) und 1/5 im Cosmidvektor selbst (GroBe: 8,1 kb) liegen. (Das Neomycin-
Resistenzgen ist in dieser Kalkulation nicht beriicksichtigt; es muBte intakt sein, da auf G418-
Resistenz selektioniert wurde.) Aus diesem Grunde sind bei 4/5 der stabilen Transfektanten

auch keine phénotypische Verinderung zu erwarten.
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Daher wurden die stabilen Transfektanten jedes Cosmids (etwa 1x104 G418-resistente
Kolonien in jeder Transfektion) vereinigt und als Gesamtpopulation in Strahlenselektionen
eingesetzt (Abb.29). Nach der ersten Strahlenselektion, in welcher Transfektanten mit
unterbrochenen Sequenzen der klonierten, menschlichen DNA nicht iiberleben sollten, wurden
die iiberlebenden Zellen emeut in weitere Strahlenselektionen eingesetzt. Theoretisch sollte also
nach der ersten Strahlenselektion eine Anreicherung resistenter Zellen zu erwarten sein, falls die
in den Cosmiden klonierten menschlichen Sequenzen tatsiichlich Strahlenresistenz vermitteln.

Pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte wurden 5x104 Zellen eingesat, nach 4 bis 6 Stunden mit 0,6 Gy
Rdntgen bestrahlt und im 24-Stunden-Rhythmus die Bestrahlung 14 mal wiederholt. 12 Tage nach
der Bestrahlungsperiode wurden die Zellen fixiert und mit Giemsa/Kristallviolett blau angefarbt.
Dargestellt sind die gefarbten Zellen aus einer von 4 parallel bestrahiten 24-Loch-Platten, mit je zwei
Ansatzen pro Zellinie. Die parallel bestrahlten 24-Loch-Platten lieferten identische Ergebnisse.
e Uberlebende Kolonien aus einer Selektion wurden isoliert und expandiert und
5x104 Zellen dieser Population erneut in Strahlenselektionen getestet
AT : AT5BIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit
der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
GM637: Normale menschliche Fibroblasten (SV40-immontalisiert)
514: AT5BIVA-Zellklon, der nach stabiler Transfektion mit cDNA einen partiell
strahlenresistenten Phénotyp zeigt
C4, C8: Gesamtheit der unabhéngigen AT-Klone, die stabil mit Cosmid 4, bzw. Cosmid 8
transfiziert worden waren

Die erste Selektion der priméren Cosmid-Transfektanten erbrachte in jeder Transfektanten-
Population zwischen 2 und 5 iiberlebende Klone pro Vertiefung der 24-Loch-Platten. Die
tiberlebenden Klone der parallelen Ansiitze wurden jeweils als Mischung weiterkultiviert und
erneuten Strahlenselektionen ausgesetzt. Nur in der mit Cosmid 8 (C8) transfizierten
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Population traten auch nach der zweiten Selektion erneut tiberlebende Klone auf (C8/r). Es
waren in diesen Ansétzen zwischen 5 und 10 iiberlebende Kolonien pro Ansatz gewachsen. Die
Anzahl dieser Klone war also im Vergleich zu der Anzahl von Klonen nach der ersten Selektion
deutlich erhoht. Die Anreicherung resistenter Zellen nach der ersten Selektion hat demnach
stattgefunden. Nach einer 3. Selektion der Zellen, die aus iiberlebenden Kolonien der zweiten
Selektion gewachsen waren (C8/r,r1 und C8/r,r2), zeigte sich, daB der strahlenresistente
Phénotyp der Cosmidtransfektanten noch nicht stabil war: Auch hier iiberlebten mehr Kolonien
als zuvor (10 bis 20 Kolonien pro Ansatz), es fand also noch eine weitere Anreicherung
resistenter Zellen statt. In Abbildung 29 sind die Selektionsexperimente der mit Cosmid 8 und
Cosmid 4 transfizierten AT-Populationen dargestellt. Cosmid 4 reprisentiert hier einen
Cosmidklon, der nach Transfektion in AT-Zellen ebenso wie die Cosmide 1 und 12 keine
Resistenz in Strahlenselektionen vermittelt.

7.3. Uberiebenskurven der Cosmid-Transfektanten, die zwei Strahlen-
selektionen iiberlebt haben

Die Population der C8/r,r-Zellen erwies sich in Strahlenselektionen als deutlich resistenter,
verglichen mit AT-Kontrollzellen und AT-Zellen, die mit anderen Cosmiden transfiziert worden
waren. Es stellte sich nun die Frage, ob auch in Dosis-Effekt-Experimenten diese Resistenz
auftritt. Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, sind die C8/r,r-Zellen iiber den gesamten getesteten
Dosisbereich resistenter als AT-Zellen.

Die erhthte Resistenz der mit Cosmid 8 transfizierten AT-Zellen ist also sowohl in der
Strahlenselektion als auch in Dosis-Effekt-Experimenten zu erkennen. Da der Cosmidklon
aufgrund der Hybridisierung mit der AT500-Sequenz isoliert wurde, ist wiederum eine
Korrelation der AT500-Sequenz mit einer erhdhten Strahlenresistenz gegeben.
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Die Zellen jedes Klons wurden mit den angegebenen Dosen Réntgenstrahlen behandelt und in 2 bis
3 parallelen Anséatzen zur Koloniebildung ausgeséat. Nach 12 Tagen wurden die Zellen fixiert und mit
Giemsa/Kristallviolett blau angefarbt, die Zahl der gewachsenen Kolonien bestimmt und im Verhaltnis
zur unbestrahlten Kontrolle das Uberleben errechnet. Die Kurven stellen die Mittelwerte aus 3
Experimenten dar. Die errechneten Standardabweichungen sind als Fehlerbalken eingetragen.
AT ATSBIVA; SV40-immortalisierte, fibroblastische Zellen aus einem Patienten mit
der Erbkrankheit Ataxia telangiectasia
GM637: Normale menschliche Fibroblasten (SV40-immortalisiert)
C8r3,r: AT-Zellen, die stabil mit Cosmid 8 transfiziert und als beriebende Kolonien von
2 aufeinander folgenden Strahlenselektionen isoliert worden waren.
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Diskussion

Ataxia telangiectasia (AT) ist eine seltene, rezessive Erbkrankheit des Menschen, die sich unter
anderem in der Uberempfindlichkeit gegeniiber ionisierenden Strahlen #uBert. AT-Patienten,
also homozygote Triger des unbekannten, defekten Gens, leiden auBerdem an
Entwicklungsstérungen der Haut, des Kleinhirns und des Immunsystems. In kultivierten Zellen
von AT-Patienten wird die Strahleniiberempfindlichkeit anhand des verringerten Uberlebens
deutlich. Zwei weitere zelluldre Charakteristika sind die schwache Hemmung der DNA-
Synthese sowie die fehlende Blockierung der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus nach
Bestrahlung. Die Bemiihungen, den zelluliren AT-Phinotyp durch Gen-Transfer zu
komplementieren, waren bisher nur durch Ubertragen des Chromosoms 11 oder Fragmenten
dieses Chromosoms eindeutig erfolgreich. Diese Experimente bestitigten gleichzeitig die
aufgrund von Kopplungsanalysen postulierte Lokalisation des AT-Defekts auf dem
Chromosom 11, Bande q22-23.

Nach Transfer einer cDNA-Bibliothek in AT-Zellen (ATSBIVA, Komplementationsgruppe D),
sekundiren Transfektionen, Isolieren eines transfizierten cDNA-Fragments und Transfektion
homologer Cosmidklone konnte in der vorliegenden Arbeit eine menschliche DNA-Sequenz des
Chromosoms 11 charakterisiert werden, die AT-Zellen partielle Strahlenresistenz verleiht. Das
nachfolgende Schema dokumentiert den Ursprung der DNA-Sequenz und der transgenen
Zellinien, die in dieser Arbeit hergestellt und vewendet wurden.

AT- n
(strahlenresistent) (strahlensensitiv)
mRNA
cDNA-Expressions-
Blbl}? theken Transfektion, Strahlenselektion
(partiell strahlenresistent)
genomische ,

‘DNA genomische DNA Transfektion
Cosmid- sckundire ¥
Bibliothek PCR (strahlensensitiv)

'screening”
AT500<DNA
y
Cosmidklone, die
mit AT500 hybridisieren
Transfektion
Cosmid-Transfektanten

(partiell strahlenresistent)
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Phinotypische Eigenschaften der 514-Zellen

514-Zellen zeigen in Dosis-Effekt-Experimenten und in Strahlenselektionen stabil einen partiell
strahlenresistenten Phinotyp. In umfangreichen Kontrollen mit nicht transfizierten und
pSV2neo-transfizierten AT-Zellen war kein erhoht strahlenresistenter Zellklon selektioniert
worden.

Die Analyse der Verteilung der Zellzyklusphasen in 514-Zellen verdeutlicht, daB dieses
Merkmal in unbestrahlten 514-Zellen vollstindig, in bestrahlten 514-Zellen teilweise
komplementiert ist: Die fiir die unbestrahlten AT-Zellen typische, verldngerte S-Phase ist in
514-Zellen auf das Niveau normaler Zellen reduziert. Nach Bestrahlung der Zellen wird
deutlich, daB 514-Zellen, im Unterschied zu AT-Zellen, eine Verzogerung in der G1-Phase
erfahren. Damit sind 514-Zellen normalen Zellen #dhnlich, so wie auch im schnelleren und
vollstindigen Auslaufen der G2-Phase-Zellen nach der Bestrahlung, verglichen mit AT-Zellen.
Die dritte charakteristische Eigenschaft der AT-Zellen, die nur schwach hemmbare DNA-
Synthese nach Bestrahlung, ist in 514-Zellen nicht in Richtung normaler Zellen korrigiert,
sondern zeigt den umgekehrten Effekt: 514-Zellen sind noch weniger durch Bestrahlung in der
DNA-Synthese hemmbar, als AT-Zellen, Dieser Befund ist insofern iiberraschend, als er von
anderen Arbeitsgruppen, die die Strahlensensitivitidt von AT-Zellen partiell komplementieren
konnten, nicht beobachtet wurde. Andererseits konnte dieses AT-Merkmal auch von keiner
anderen Arbeitsgruppen zusammen mit der Strahleniiberempfindlichkeit der Zellen durch-
Transfer von DNA-Bibliotheken korrigiert werden (Lehmann et al., 1986; Kapp und Painter,
1989).

Diese Tatsache deutet darauf hin, daB die fehlende Hemmung der DNA-Synthese nach
Bestrahlung nicht mit der zelluldren Sensitivitit gegeniiber Bestrahlung korreliert. Als
Konsequenz sind 2 verschiedene Gene zu fordern, die den priméiren AT-Defekt jedes Patienten
ausmachen, aufgrund der Kopplungsanalysen aber eng benachbart sein sollten. Dabei wiirde je
ein defektes Gen die Strahlensensitivitit, das andere die nicht hemmbare DNA-Synthese
bedingen. Die Existenz zweier verschiedener, aber eng benachbarter mutierter Gene in jeder
AT-Zellinie wiirde erkliren, warum die gleichzeitige Komplementation der verschiedenen AT-
Phénotypen zwar nach Transfer von Chromosomen oder Chromosomenfragmenten (Lambert et
al., 1991), nicht aber durch einzelne DNA-Klone wie Cosmide oder genomische Klone
gegliickt ist.

Zusammenfassend macht der phinotypische Vergleich deutlich, dal 514-Zellen in 2 von 3
moglichen, nach Bestrahlung auftretenden zellulidren Charakteristika der AT-Zellen partiell
komplementiert sind. Die 3. Eigenschaft, die DNA-Syntheserate nach Bestrahlung ist
erstaunlicherweise noch stirker in Richtung des defekten AT-Phinotyps verindert. Diese
Befunde verdeutlichen, daB} es sich bei den 514-Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht um
spontane Revertanten der AT-Zellen handelt, und unterstiitzen die in Kapitel 1 der Ergebnisse
gezeigten Kontrollexperimente der Transfektion und Strahlenselektion. Gleichzeitig kann
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gefolgert werden, daB in 514-Zellen nicht die vollstindige genetische Information, die in den
hier verwendeten AT-Zellen defekt ist, durch die cDNA-Transfektion eingebracht wurde.

Molekulargenetische Analyse des Zellklons 514

Nach Hybridisierung mit einer Sonde fiir das Neomycin-Resistenzgen wurden zwei
unterschiedlich integrierte cDNA-Vektoren entdeckt. Dadurch wurde bestitigt, da8 nur wenige
c¢DNAs durch die hier verwendete Transfektionsmethode stabil eingebaut wurden. Die Analyse
der Fragmentlingen zeigte, daB bei der Integration in das zellulére Genom eine der cDNAs von
dem Neomycin-Resistenzgen entkoppelt wurde.

Die Amplifikation der transfizierten cDNAs unter Verwendung vektorspezifischer Primer
lieferte 4 Produkte aus der genomischen DNA von 514-Zellen. Daraus folgt, da8 die Analyse
der Kopienzahl nach der Hybridisierung mit der Sonde fiir das Neomycin-Resistenzgen nicht
korrekt war, oder daB tatsichlich nur 2 Kopien des Neomycin-Resistenzgens, aber 4
amplifizierbare cDNAs im Genom der 514-Zellen vorhanden sind. Da transfizierte DNA-
Sequenzen ohne entsprechenden Selektionsdruck wieder aus dem Genom eliminiert werden
konnen (Mayne et al., 1988; Dean et al., 1989), ist es mdglich, daB urspriinglich transfizierte
Neomycin-Resistenzgene verloren gingen, da prinzipiell eine Kopie zur Vermittlung der
Resistenz gegeniiber G418 ausreicht.

Mit experimentellen Standardmethoden konnte, trotz mehrerer Versuche, nur das 500 bp groBe
Amplifikationsprodukt der 514-DNA (AT500) kloniert werden. Mit Hilfe interner Primer war
ein Subfragment (AT360) der AT500-Sequenz amplifizierbar. In den mit AT360 hybridisierten,
nach Restriktionsverdau gelelektrophoretisch aufgetrennten DNAs menschlicher Zellinien trat
jeweils eine spezifische Bande auf, die auf endogene AT500-Sequenzen zuriickzufiihren ist. In
der DNA aus 514-Zellen konnte eine zusitzliche Bande identifiziert werden, die auf die
transfizierte cDNA zuriickzufiihren sein sollte.

Sekundire Transfektanten sind nicht strahlenresistenter als AT-Zellen

Die sekundiren Transfektanten (AT514/2 und AT-514/4) sind nach Transfektion genomischer
DNA aus 514-Zellen in AT-Zellen entstanden. Um zu testen, ob mit dem Neomycin-
Resistenzgen gleichzeitig die, fiir die erhohte Strahlenresistenz der 514-Zellen verantwortliche
cDNA aufgenommen wurde, wurde die Strahlensensitivitit der sekundiren Transfektanten
getestet. Sowohl in Dosis-Effekt-Experimenten, als auch in Strahlenselektionen waren beide
sekundéren Transfektantenklone nicht strahlenresistenter als AT-Zellen.

Die genomische Analyse der beiden Klone bestitigte die Integration eines Neomycin-
Resistenzgens aus der genomischen DNA von 514-Zellen. Es wurden jedoch keine
zusidtzlichen, transfizierten ATS500-Sequenzen entdeckt. Dies kann durch dir gezeigte
Entkopplung einer cDNA von dem Neomycin-Resistenzgen in der DNA aus 514-Zellen bedingt
sein. Die fehlende Erhohung der Strahlenresistenz der sekundiren Transfektanten ist somit
erklédrbar. Das Konzept der sekundéren Transfektion konnte also in dieser Arbeit, wie auch in
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frilheren Berichten (Lehmann et al., 1986; Kapp und Painter, 1989), nicht zur erneuten
Ubertragung der Strahlenresistenz in AT-Zellen und damit der Klonierung der dafiir
verantwortlichen DNA beitragen.

Ein Cosmid mit menschlicher, genomischer DNA, die homolog zu AT500 ist,
vermittelt nach Transfektion Strahlenresistenz in AT-Zellen

Die Cosmidtransfektanten gehen auf 4 individuelle Cosmidklone zuriick. Diese waren aufgrund
der Hybridisierung mit der AT360-Sonde aus einer Cosmidbibliothek isoliert worden, deren
Klone jeweils 30-45 kb menschliche genomische DNA aus normalen Zellen enthalten. Nach
Transfer in AT-Zellen konnten stabile Transfekianten durch das im Vektor integrierte
Neomycin-Resistenzgen selektioniert werden, Da die hochmolekulare DNA bei der stabilen
Integration in das zelluldre Genom oft rearrangiert wird, sind phénotypische Veridnderungen nur
in wenigen, einzeln isolierten Transfektantenklonen oder nach Vorselektion der gesamten
Transfektanten-Population zu erwarten. Kapp und Mitarbeiter (1992) hatten nach Transfektion
eines Cosmids, welches das putative AT-D-Gen enthilt, in 3 von 50 individuellen
Transfektantenklonen eine schwach erhohte Strahlenresistenz finden konnen. In der hier
vorliegenden Arbeit wurden die Transfektanten-Populationen der 4 verschiedenen Cosmide in
zwei aufeinander folgenden Strahlenselektionen auf ihre Strahlenresistenz getestet. In der mit
dem Cosmid 8 transfizierten Population wurde deutlich, daB nach jeder Selektion die Anzahl
der iiberlebenden Klone stieg, bedingt durch eine Anreicherung strahlenresistenter Cosmid-
Transfektanten. AT-Zellen, die mit anderen Cosmiden transfiziert worden waren, zeigten in den
aufeinander folgenden Strahlenselektionen keine Erhéhung der Strahlenresistenz. Die nach der
2. Strahlenselektion iiberlebende Population der Cosmid 8-Transfektanten erwies sich auch in
Dosis-Effekt-Experimenten als deutlich strahlenresistenter, als nicht transfizierte und mit
anderen Cosmiden transfizierte AT-Zellen.

Die Moglichkeit, da3 das Cosmid 8 unabhiingig von der Hybridisierung mit der AT500-DNA
"zufillig" die Strahlenresistenz in AT-Zellen erhoht, kann nahezu ausgeschlossen werden: Nach
Transfektion kompletter Cosmid-Bibliotheken mit Insertionen menschlicher genomischer DNA
in AT5SBIVA-Zellen konnten Kapp und Painter (1989) lediglich einen stabil strahlenresistenten
Zellklon isolieren. Die erhohte Resistenz dieses Cosmids war, im Vergleich zu normalen
Zellen, ebenfalls nur partieller Natur. Dies zeigt eindeutig, daB die komplementierende
Eigenschaft von Cosmid 8 auf seine Sequenzhomologie zur AT500-cDNA zuriickzufiihren ist.

Charakterisierung der klonierten AT500-cDNA

1) Homologien zu DNA anderer Spezies:

Mit Hilfe interner Primer war ein Subfragment (AT360) der AT500-Sequenz aus allen
getesteten menschlichen genomischen DNAS, nicht aber aus der DNA anderer Spezies (Nager,
Frosch, Hefe) amplifizierbar. Auch Hybridisierungen von Maus- und Hamster-DNA erbrachten
bei mittlerer Stringenz keinerlei Kreuzhybridisierungen mit der AT500-cDNA. Somit konnte
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gezeigt werden, daB die Sequenz spezifisch menschlichen Ursprungs, und zwischen Mensch
und Maus nur schwach konserviert ist.

Die Hybridisierung der DNA aus Mensch-Nager-Hybridzellinien mit unterschiedlicher
Verteilung menschlicher Chromosomen erbrachte bei mittlerer Stringenz starke
Hybridisierungssignale mit AT500 in den DNAs aller Hybridzellinien. Homologe DNA-
Sequenzen scheinen also innerhalb des menschlichen Genoms auf mehreren verschiedenen
Chromosomen vorzukommen. Die Tatsache, daBl nach Verdau mit 3 verschiedenen Enzmen
jeweils eine definierte Einzelbande nach stringenter Hybridisierung mit AT500 auftritt, spricht
jedoch eindeutig gegen eine repetitive Sequenz!

2 mosom kalisierung:

Die Auswertung der Hybridisierung der Mensch-Nager-Hybridzellinien lieB eine mogliche
Lokalisierung der AT500-DNA auf dem menschlichen Chromosom 11 zu. Daher wurden mit
der DNA aus Mensch-Maus-Hybridzellinien, die als einzige menschliche DNA verschiedene
Anteile des Chromosoms 11 enthalten, PCR-Analysen durchgefiihri, die die Anwesenheit der
gesuchten Sequenz in der zelluliren DNA zeigen sollten. Die Ergebnisse dieser Analysen
bestitigten die Anwesenheit der AT500-Sequenz auf Chromosom 11 und deuten auf eine
Lokalisierung des Fragments auf dem kurzen Arm oder dem langen Arm zwischen Zentromer
und Bande 13. Hierbei gehen jedoch negative PCR-Ergebnisse, also das Fehlen des
Amplifikationsprodukts aus einer Zellinie, in die Interpretation mit ein. Betrachtet man nur die
von der Aussagekraft stidrkeren, positiven Aussagen der PCR-Analysen, so kann der in Frage
kommende Bereich bis zu der Bande 23 des langen Arms reichen. Damit wiirde sich der
Bereich mit dem, aufgrund von Kopplungsanalysen postulierten Locus des AT-D-Gens
(11922-23, Komplementationsgruppe D) iiberschneiden. Letztlich wird nur eine In-Situ-
Hybridisierung gespreiteter Metaphase-Chromosomen oder die Cosegregation von bekannten
Markergenen die chromosomale Lokalisierung der AT500-cDNA zuverlédssig bestimmen
konnen.

3) Ist das klonierte Fragment Bestandteil einer in menschlichen Zellen vorkommenden RNA?

In revers transkribierten cDNAs aus der mRNA menschlicher Zellen konnte mit PCR-Analysen
das interne 360 bp-Fragment der AT500-Sequenz nachgewiesen werden. Die Sequenz war
wiederum in allen getesteten menschlichen Zellen, nicht aber in Zellen anderer Spezies als

Bestandteil von mRNAs vorhanden,

Die Hybridisierung gelelektrophoretisch aufgetrennter poly(A)*-mRNAs aus normalen
GM637-Zellen zeigte, daBl zwei groBe mRNA-Spezies dieser Zellen (>6 kb) das AT500-
Fragment oder zumindest eine sehr stark homologe Sequenz enthalten. Die AT500-Sequenz
reprisentiert also hochstwahrscheinlich einen kleinen Bestandteil von zwei sehr viel grofieren
mRNAs. Hier stellt sich die Frage, ob ein so kleiner Anteil einer mRNA, wie sie die AT500-
cDNA darstellt, in der Zelle phénotypische Verénderungen hervorrufen kann. Da in mehreren
Arbeitsgruppen die biologische Aktivitit verkiirzter Proteine berichtet wurde (Pierre und Laval,
1981; Angel et al., 1989), ist die Resistenzvermittlung durch die AT500-cDNA in 514-Zellen
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durchaus moglich. Eine unvollstindige, transfizierte cDNA koénnte auBerdem die zwar
signifikante, aber nur schwache phénotypische Komplementation der 514-Zellen erkléren.
Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, daB die mit der Taq-Polymerase amplifizierte
und dann klonierte ATS500-cDNA nur einen Teil der in 514-Zellen transfizierten,
komplementierenden cDNA darstellt. Dieser Fall kann durch unspezifische Hybridisierung
einer der zur Amplifikation verwendeten Primer an interne cDNA-Sequenzen auftreten, und ist
umso wahrscheinlich, je ldnger die transfizierte cDNA ist. Denn die Amplifikation von DNA-
Fragmenten aus genomischer DNA, die ldnger als etwa 5 kb sind, ist sehr unwahrscheinlich. In
diesem Zusammenhang ist es wichtig, daB die GroBe der vollstindigen AT500-cDNA in 514-
Zellen unbekannt ist. Hybridisierungsanalysen konnen hieriiber keine Information geben, da
die vollstindige Sequenz, deren Restriktionsschnittstellen sowie die Art der Integration in das
zelluldre Genom unbekannt sind.

4) Analyse der DNA-Sequenz

Die Sequenzanalyse der AT500-cDNA ergab, ausgehend von einem internen ATG-Start-
Codon, ein offenes Leseraster, das fiir 44 Aminosiuren kodiert. Der Vergleich mit den in der
EMBL-Datenbank gespeicherten Sequenzen zeigte auf DNA- und Proteinebene jedoch keine
Identitit oder auffillige Homologie zu bereits bekannten Genen oder Proteinen.

Mogliche Mechanismen der phinotypischen Komplementation durch AT500

Der hier angewandte, experimentelle Ansatz der phinotypischen Komplementation kann nicht
ausschlieBen, daB eine "unspezifische” Korrektur des defekten Phidnotyps in den Zellen
stattfindet. Unspezifisch nennt man eine Korrektur dann, wenn durch die (Uber-)Expression
transfizierter Gene iiber Umwege ein phénotypischer Defekt korrigiert wird, ohne daB
zwangsliufig der primire genetische Defekt der Empfinger-Zellen aufgehoben wird. So wurde
z.B. durch Transfer und Expression des Casein-Kinase-II-Gens in XP-Zellen deren UV-
hypersensitiver Phinotyp korrigiert, ohne daB der primére Gendefekt komplementiert worden
war (Teitz et al., 1990).

Eine unspezifische Erhéhung der Strahlenresistenz wire durch Abfangen strahleninduzierter
Radikale, z.B. durch die Uberexpression Cystein-reicher Proteine oder Peptide moglich. Die
Analyse der Aminosiuresequenz der AT500-cDNA nach Translation in allen 6 moglichen
Leserastern ergab jedoch keine Anhdufung von Cysteinen. Die Méglichkeit, da durch
Uberexpression Cystein-haltiger Proteine oder Peptide die strahleninduzierten Radikale in 514-
Zellen abgefangen werden, scheidet also zur Erkldrung der erhthten Strahlenresistenz aus. Die
hier gezeigte, partielle Komplementation von 2 AT-spezifischen Eigenschaften, und die
Tatsache, daB in mehreren Arbeitsgruppen keine unspezifische Komplementation oder
Reversion des Phidnotyps von AT-Zellen beobachtet wurde, 148t vielmehr einen unspezifischen
Effekt unwahrscheinlich erscheinen,

Neueste Untersuchungen konnten eine Korrelation zwischen der Blockierung der Zellen in der
G1-Phase und einem erhéhten Gehalt des Tumorsupressor-Proteins pS3 nach Bestrahlung




Diskussion | 95

herstellen: Es zeigte sich, daB in AT-Zellen die Erhohung des p53-Proteingehalts durch
ionisierende Bestrahlung, im Unterschied zu normalen Zellen, nicht erreicht werden konnte.
Die fehlende Erhohung des p53-Proteingehalts ging gleichzeitig mit einer fehlenden Hemmung
der G1-Phase-Zellen nach Bestrahlung einher (Kastan et al., 1992; Kuerbitz et al., 1992).
Neueste, noch unverdffentlichte Ergebnisse zeigen allerdings, daB auch manche AT-Zellen auf
Bestrahlung mit einer ErhShung der p53-Proteinmengen reagieren. Die seltene, menschliche
Erbkrankheit Li-Fraumeni-Syndrom (LFS) zeichnet sich, dhnlich AT, durch erhohte
chromosomale Instabilitdt (Amplifikation, Chromosomen-Aberrationen) sowie eine erhohte
Krebsrate aus (Bischoff et al., 1990; Li et al., 1988). Die molekulare Ursache diese Syndroms
liegt hier in mutierten p53-Genen. Auch in LFS-Zellen findet keine Hemmung der G1-Phase-
Zellen nach Bestrahlung statt (Yin et al., 1992).

Ist die nach Bestrahlung auftretende Blockierung der 514-Zellen in der G1-Phase auf eine
erhohte p53-Proteinmenge zuriickzufiihren? Um diese Frage zu kliren, wurde der p53-
Proteingehalt der AT- und 514-Zellen untersucht. Aus eigenen, hier nicht gezeigten
Experimenten wurde klar ersichilich, daB in unbestrahlten und bestrahlten 514-Zellen keine
erhohten p53-Mengen im Vergleich zu deren Vorlduferzellen ATSBIVA auftreten. Auch die
GroBe des gelelektrophoretisch aufgetrennten und mit Antikdrpern sichtbar gemachten p53-
Proteins der 514-Zellen unterschied sich nicht von dem aus AT-Zellen. Es ist zudem fraglich,
ob in den hier verwendeten, SV40-immortalisierten Zellen p53 in der Lage ist, spezifische
Zellzyklus-Effekte zu vermitteln. Denn p53 wird durch das T-Antigen des SV40 gebunden und
dadurch wahrscheinlich inaktiviert (Lechner et al., 1992).

Die gleichzeitige Verzégerung der G1-Phase nach Bestrahlung und erhhte Resistenz der 514-
Zellen warf auflerdem die Frage auf, ob und wie diese beiden Merkmale kausal miteinander
verkniipft sind. Kann z.B. eine "unspezifisch" verlingerte G1-Phase nach Bestrahlung die
Strahlenresistenz der 514-Zellen erhdhen? Diese erstmals von Painter und Young (1980)
formulierte Hypothese (Abhingigkeit der Strahlenresistenz von der Verzogerung der
Zellzyklus-Phasen) konnte fiir AT-Zellen widerlegt werden: Eine experimentelle Verzogerung
der Zellzyklus-Phasen nach Bestrahlung fiihrte nicht zur Erhthung der Strahlenresistenz von
AT-Zellen (Cox et al.,, 1981). Die unmittelbar nach Bestrahlung auftretenden
Chromosomenschiden in AT-Zellen sind auBerdem unabhingig von der Zellzyklus-
Progression (Conforth und Bedford, 1985). Die Koffein-Behandlung von Zellen reduziert die
Verzogerung der Zellzyklus-Phasen nach ionisierender Bestrahlung (Tolmach et al., 1977).
Untersuchungen von Koffein-behandelten und bestrahlten Zellkulturen verdeutlichen, daB auch
in normalen Zellen eine reduzierte Zellzyklus-Hemmung nicht mit deren Strahlenresistenz
korreliert (Busse et al., 1978; Musk, 1991).

Diese Befunde zeigen, dafl die erhdhte Strahlenresistenz der 514-Zellen sehr wahrscheinlich
nicht auf eine unspezifische Blockierung der G1-Phase-Zellen nach Bestrahlung
zuriickzufithren ist. Die komplementierende Aktivitit, also das, der ATS500-cDNA
entsprechende Gen(produkt) sollte daher spezifisch in dem Mechanismus eingreifen, der in den
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hier verwendeten AT-Zellen defekt ist, und die krankhaft verinderten Eigenschaften nach
ionisierender Bestrahlung bedingt.

Ausblick

Kapp und Mitarbeiter (1992) konnten das bisher einzige Gen klonieren, das mdglicherweise in
Patienten mit der Erbkrankheit AT defekt ist: Nach Transfektion von Cosmiden in ATSBIVA-
Zellen wurde der strahlensensitive Phinotyp der AT-Zellen, nicht aber deren schwach
hemmbare DNA-Syntheserate partiell komplementiert. Inzwischen konnten die dafiir
verantwortlichen Cosmide sowie eine homologe cDNA kloniert werden.

Ein Vergleich des von mir isolierten cDNA-Fragments mit den Eigenschaften des von Kapp
und Mitarbeitern klonierten, putativen AT-D-Gens (Komplementationsgruppe D) zeigt folgende
Parallelen: Das putative AT-D-Gen konnte nur die Strahlensensitivitit der AT-Zellen partiell
komplementieren, nicht aber deren ungehemmte DNA-Synthese nach Bestrahlung.
Hybridisierungen mit dem klonierten Gen erbrachten ebenfalls keine unterschiedlichen
Bandenmuster in der genomischen DNA aus verschiedenen normalen Zellinien und 4 AT-
Zellinien unterschiedlicher Patienten. Nach Hybridisierung von RNA zeigte sich, daB} die
verwendete Gen-Sonde ebenfalls 2 groBe mRNAs (etwa 4,5 kb und 5,5 kb) erkennt. Das
putative AT-D-Gen liegt, aufgrund der Analyse von In-Situ-Hybridisierungen gespreiteter
Metaphase-Chromosomen, im Bereich q23 des Chromosoms 11, also im postulierten Bereich
fiir die AT-Gene.

Aufbauend auf den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen sollte es moglich sein, die Identitit der
volistindigen AT500-cDNA, deren genaue Lokalisation auf dem Chromosom 11 und deren
Rolle bei der Entstehung der menschlichen Erbkrankheit AT festzustellen.
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