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Aus Kulturen embryonaler Rattenzellen, die durch
Inkubation in serumfreiem Medium in der G,-Phase
des Zellzyklus gestoppt worden waren!, konnte eine
niedermolekulare DNA-Fraktion isoliert werden?.
Diese sedimentiert in der Ultrazentrifuge mit einer
Sedimentationskonstanten S,, = 11 und bandet in
alkalischen CsCl-Gradienten bei einer hheren Dichte
als die iibrige Zell-DNA. SmiTH u. VINOGRAD haben
kiirzlich iiber die Isolierung einer DNA mit Zhnlichen
Eigenschaften aus HeLa-Zellen berichtet3; die Funk-
tion dieser Nukleinsiure im Zellstoffwechsel ist gegen-
wirtig noch unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Hybridisie-
rungsverhalten der niedermolekularen DNA-Kompo-
nente aus Rattenzellen untersucht. Die Isolierung
erfolgte wie kiirzlich beschrieben?: Embryonale Rat-
tenzellen (Sekundirkulturen) wurden am Beginn der
S-Phase durch 15stdg. Inkubation in 2 - 10-3M Hydro-
xyharnstoff synchronisiert und nach Entblockung fiir
2 Stdn. mit Methyl-3H-Thymidin (NEN 1 uxCi/ml;
spez. Akt. 5 Ci/mMol) bzw. 1¥C-Thymidin (0,1 uCi/
ml; spez. Akt. 44 mCi/mMol) markiert. Dann wurden
die Zellen weitere 6 Stdn. in nicht radioaktivem so-
wie 20 Stdn. in serumfreiem Medium inkubiert und
mit alkalischer EDTA-L&sung lysiert. Die DNA-
Fraktionen wurden durch Zentrifugation in alkali-
schen Saccharosegradienten (5-209/9), RNase- und
Pronaseverdauung sowie isopyknische Zentrifugation
in CsCl isoliert; die Hauptmenge der Zell-DNA, die
in den alkalischen Saccharose-Gradienten rasch sedi-
mentiert, wird im folgenden als s-DNA, die langsam
sedimentierende Fraktion (S, = 11) als -DNA
bezeichnet.

Zur Isolierung der Gesamt-DNA wurden logarith-
misch wachsende Zellen 24 Stdn. mit Methyl-3H-
Thymidin (1 uCi/ml; spez. Akt. 5 mCi/mMol) bzw.
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14C-Thymidin (0,1 uCi/ml; spez. Akt. 44 mCi/mMol)
markiert, von den Kulturgefiflen abtrypsiniert, in
1 x SSC/EDTA suspendiert und durch Zusatz von
SDS (Endkonzentration 0,59%o) lysiert. Die weitere
Reinigung erfolgte durch Verdauung mit Pronase und
RNase, Extraktion von Chloroform/Isoamylalkohol
mit anschliefender Zentrifugation in CsCl-Gradien-
ten2. Die Schmelztemperatur der DNA wurde in
1 x SSC bei pH 6,8 zu 86 °C ermittelt.

Fir die Hybridisierung der DNA auf Nitrozellu-
losefiltern wurden die Verfahren nach DENHARDTY,
LEGAULT-DENARE® sowie nach WARNAAR u. COHENS®
gepriift. Hierbei erwies sich die Technik von WARNAAR
u. CoHEN den beiden anderen iiberlegen, da die un-
spezifische Hybridisierung geringer war und aufler-
dem stiarker verdiinnte DNA-Losungen eingesetzt
werden konnten. Die mit 3H- oder '4C-Thymidin
markierte DNA wurde in der gewiinschten Konzen-
tration in 0,1 x SSC/EDTA durch Zugabe von NaOH
bei pH 12,6-12,8 denaturiert; anschliefend wurde die
Losung neutralisiert, auf 6 x SSC gebracht und durch
Nitrozellulosefilter (Millipore HAWP, Porenweite
0,45 u, 1 Stde. mit 6 x SSC vorbehandelt) mit einer
Geschwindigkeit von max. 5 ml/min gesaugt. Nach
dem Waschen mit 6 x SSC (insgesamt 50 ml) wurden
die Filter mit der immobilisierten Einzelstrang-DNA
14 Stdn. bei Raumtemperatur und 2 Stdn. in Vakuum
bei 80 °C getrocknet. Zur Hybridisierung wurden
die Filter 24 Stdn. bei 65 °C in 1 ml einer Losung
inkubiert, welche 1 ug der zu testenden, mit 14C- bzw.
SH-Thymidin markierten DNA in 2 x SSC/0,1%
SDS enthielt; diese DNA war zuvor mit Alkali
denaturiert und 6 mal mit einer Geschwindigkeit von
mehr als 1 ml/5 sec durch eine 16er-Injektionskaniile
gezogen worden. Die Filter wurden mit 3 mM Tris-
puffer, pH 9,2, gewaschen, bei 80 °C getrocknet und
mit Toluol-Szintillator im Packard-Fliissigkeitszihler
3375 die 3H- sowie 4C-Aktivititen bestimmt.

Abb. 1 zeigt die Hybridisierung von Gesamt-DNA
aus embryonalen Rattenzellen, wobei steigende Men-
gen von SH-DNA auf den Filtern immobilisiert
wurden. Im Sittigungsbereich wurden etwa 259/o der
angebotenen *C-DNA von den Filtern gebunden.

Fiir die Hybridisierungsversuche mit den DNA-
Fraktionen (I-DNA und s-DNA), die aus embryo-
nalen Rattenzellen in der G,-Phase isoliert worden
waren, wurden jeweils 5 ug 1#C-DNA auf den Filtern
immobilisiert und mit 1 ug der entsprechenden 3H-
DNA hybridisiert. Nach Tab. I hybridisiert die rasch
sedimentierende DNA-Fraktion (s-DNA) mit sich
selbst am besten; unter optimalen Bedingungen wur-
den hier iiber 9% der in der Losung angebotenen
DNA an die Filter gebunden. Nicht signifikant ver-
schieden davon ist das Hybridisierungsverhalten zwi-
schen rasch und langsam sedimentierender DNA
(s-DNA mit I-DNA), wobei gleichgiiltig ist, ob die
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Abb. 1. Hybridisierung von Gesamt-DNA aus embryo-
nalen Rattenzellen. Auf den Nitrozellulosefiltern waren
steigende Mengen 3H-DNA immobilisiert (spez. Akt. 31700
Imp/min - ug), in 1 ml Lésung wurde 1 ug denaturierte
I-DNA angeboten (spez. Akt. 5000 Imp/min - ug). Die
Hybridisierung erfolgte durch 24 stdg. Inkubation bei
65 °C in 2 x SSC/0,1 % SDS.

Tab. I. Hybridisierungsverhalten von s-DNA und I-
DNA (s. Text) aus embryonalen Rattenzellen. Auf den
Filtern wurden jeweils 5 ug der entsprechenden DNA
immobilisiert. Zur Hybridisierung wurde je 1 ug DNA
in 1 ml 2 x SSC/0,1%0 SDS angeboten.

Spez. Akt.: I-*H-DNA 4650 Imp/min - ug; 1-*C-DNA
300 Imp/min - ug; s-*H-DNA 12200 Imp/min - ug;
s-14C-DNA 1250 Imp/min - ug.

Prozent der DNA in

e DNA s : .
Immobilisierte A Ldsg., die auf Filtern
DNA in Losung gebunden wurde + SD
uC-I-DNA SH-1-DNA 9,2+ 0,9
14C-1-DNA SH-s-DNA 5,7 + 0,4
UC-s-DNA 3H-1-DNA 8,7 £ 0,5
uC-l-DNA 3H-s-DNA 8,3 £ 05
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s-DNA oder die -DNA auf den Nitrozellulosefiltern
immobilisiert wird. Ganz erheblich schlechter hybri-
disiert dagegen die 1-DNA mit sich selbst, obwohl
diese eindeutig als Doppelstrang in den Zellen vor-
kommt und hieraus isoliert werden konnte2.

Diese Ergebnisse erlauben folgende Aussagen:

1. Da unter den angewandten Bedingungen nur DNA-
Stringe mit repetitiven Sequenzen hybridisieren? 8,
miussen solche sowohl in der s-DNA als auch in
der I-DNA vorhanden sein.

2. s-DNA und I-DNA miissen identische oder zumin-
dest sehr dhnliche Sequenzen enthalten.

3. Die Selbst-Hybridisierung der I-DNA muf sterisch
behindert sein. Elektronenmikroskopische Auf-
nahmen (unverdffentlichte Ergebnisse) haben er-
geben, dafl die -DNA zumindest teilweise in Ring-
form vorliegt.

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.
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