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The sedimentation of nucleoids from thymic and splenic cells of rats was tested following total-
body X-irradiation (TBI) with doses ranging from 24 to 1520 ¢Gy. The principal results may be
summarized as follows: 1) The nucleoid sedimentation of the cells was reduced immediately after
TBI with doses of = 760 cGy. In the following postirradiation period, an enhancement of
sedimentation rate has been observed which could be neutralized by addition of proteinase K to
the nucleoid preparation. 2) When nucleoids were prepared 6 h after TBI with doses = 190 cGy,
beside the main nucleoid band a smaller nucleoid fraction appeared in the ethidium bromide
containing saccharose gradient. This fraction was of less sedimentability than the main nucleoid
peak and could not be distinguished from pure, high molecular DNA. — From the present results
it is suggested that the reduction of the nucleoid sedimentation immediately following high doses
of TBI is the result of primary (non-repaired) DNA lesions whereas the changes detectable some
hours later are due to the secondary enzymatic changes connected with the interphase death of the
cells. With respect to the detection of in vivo effects of X-irradiation, the nucleoid sedimentation
has to be regarded much less sensitive than some biochemical and/or cytomorphological methods.

Einleitung

Bei Aufschlufl von Zellen in Medien hoher Salz-
konzentration in Gegenwart nicht-ionischer Deter-
gentien bilden sich subzelluldre Partikel, welche die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) des Zellkerns,
Ribonukleinsdure und Spuren von Protein enthalten
und bei Ultrazentrifugation im neutralen Saccha-
rosegradienten in Form eines gelartigen Aggregats
als einheitliche Fraktion sedimentieren. Entspre-
chend ihrer Herkunft aus dem Zellkern werden diese
Partikel als Nukleoide bezeichnet [1—3]. Durch Zu-
satz geeigneter Fluorogene (gebrauchlich Ethidium-
bromid oder Bisbenzimid bzw. DNA-Farbstoff
Hoechst 33258) zur Gradientenlosung kann die
Nukleoidzone aufgrund ihrer Fluoreszens im Ultra-
violettlicht sichtbar gemacht und in Lage und Aus-
dehnung vermessen werden.

Unter Standardbedingungen spiegelt die Sedimen-
tierbarkeit der Nukleoide den Relaxationsgrad bzw.
die superhelikale Struktur der DNA wider. DNA-
Strangbriiche z.B. erhohen die DNA-Relaxation
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und vermindern somit die Nukleoidsedimentation
[2—4]. Werden Siugetierzellen in vitro rontgen-
bestrahlt, lassen sich so noch Strahlendosen
= 25-50 cGy [3—9] bzw. 1 Einzelstrangbruch pro
2,2x 10" Da DNA [10] nachweisen. Uber die Eig-
nung der Methode als Bioindikator einer Strahlen-
exposition von Zellen (z.B. von Lymphozyten) in
vivo liegen bisher u. W. keine Erfahrungen vor. In
der vorliegenden Arbeit wurde daher die Sedimenta-
tion von Nukleoiden aus Thymus- und Milzzellen der
Ratte 1—6 h (d.h. im Zeitraum der Entwicklung des
»Interphasetodes“) nach Ganzkorper-Rontgenbe-
strahlung (GKB) mit Dosen von 24—1520 cGy unter-
sucht.

Material und Methodik

Die Versuche wurden mit weibl., 180—220 g
schweren, etwa 3 Monate alten Wistar-Ratten aus
institutseigener, konventioneller Zucht durchge-
fiihrt. Die Tiere wurden bei Raumtemperaturen von
22—24 °C gehalten und erhielten Standardfutter
(,,Alma-Standard-Diat H 1003“) und Trinkwasser ad
libitum. Die Rontgenbestrahlung erfolgte in einem
oben offenen Glaszylinder (& 20 cm) unter schonen-
der Fixation der Tiere in einem hohenverstellbaren
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Drahtnetz. Die Expositionsdaten lauten wie folgt:
Kristalloflex 4 der Fa. Siemens und Halske, Erlan-
gen, Scheitelspannung 60 kV, Heizstrom 30 mA,
Filterung mit 0,16 mm Cu, Fokus-Tier-Abstand
20 cm, Energiedosisleistung 76 cGy/min.

Zum gewiinschten Versuchszeitpunkt nach Expo-
sition wurden die Tiere in oberflichlicher Athernar-
kose dekapitiert und entblutet. Gewinnung der Zel-
len, Zellyse, Nukleoidsedimentation und Auswer-
tung folgten den zuletzt in Lc. [11] ausfiihrlicher dar-
gestellten Verfahren. Die Zentrifugenhiilsen (Kon-
tron Cellulose-Tubes HT 91-90426) enthielten einen
linearen (15—30%) Saccharose-Gradienten (in 11
Saccharoselosung — pH 8,0, Einstellung mit 1 mol
HCIl/1 — waren 1,5 mol NaCl, 0,02 mol Tris-Puffer,
1 mmol Athylendiamintetraessigsiure — EDTA-Na,
— und 30 mg Ethidiumbromid oder 1 mg Bisbenz-
imid enthalten). Das Fillungsvolumen betrug
9,86 ml. Zur Freisetzung der Nukleoidfraktion wur-
de der Saccharosegradient mit 340 ul der Lyselosung
(pH 8,0, 1,5 mol NaCl, 0,1 mol EDTA-Na, und 7 g
Triton X-100 pro Liter) und 250 ul Zellsuspension
(3,75 X 10° Zellen) iiberschichtet. Nach 30 min Lyse-
zeit — unter Lichtabschlu3 bei Zimmertemperatur —
wurden die Proben in dem Rotor SW 41 der Ultra-
zentrifuge Typ L2 der Fa. Beckman 90 min lang bei
25000 U/min und 20 °C zentrifugiert. Als Sedimen-
tationsstrecke wurde die Entfernung der Banden-
mitte vom oberen Fliissigkeitsmeniskus der Zentrifu-
genhiilsen definiert. Der DNA-Gehalt der Zell-
suspensionen wurde spektrophotometrisch bei
260 nm unter Verwendung einer Eichlosung aus
hochmolekularer Kalbsthymus-DNA bestimmt.

Alle Reagentien waren Priparate der Firmen Sig-
ma, Taufkirchen, EGA-Chemie, Steinheim, Merck,
Darmstadt, Serva, Heidelberg, oder Calbiochem,
Frankfurt. Je Analysenwert wurden 3 Sedimentatio-
nen durchgefithrt. Die arithmetischen Mittel der
Versuchswerte wurden anhand des t-Tests nach Stu-
dent auf der Basis p < 0,05 miteinander verglichen.

Ergebnisse

1. Zeitabhdingigkeit strahleninduzierter
Verdnderungen

Innerhalb des gewéhlten Versuchszeitraumes von
6 h zeigte die Sedimentation von Thymus- und Milz-
nukleoiden von Ratten nach GKB mit einer Test-
dosis von 760 cGy eine Verkiirzung der Sedimenta-
tionsstrecke um etwa 30% gegeniiber den — schein-

bestrahlten — Kontrollen, sobald die Organe unmit-
telbar nach Strahlenexposition entnommen worden
waren (Abb. 1). Die anfangs ausgeprigte Verminde-
rung der Nukleoidsedimentation wurde mit zuneh-
mendem zeitlichen Abstand von der Bestrahlung
schwicher und ging schlieBlich in eine Verldngerung
der Sedimentationsstrecke tiber, so daB 6 h nach
GKB die Milznukleoide etwa 10% und die Thymus-
nukleoide rund 45% weiter wanderten als die Kon-
trollproben. Bei den Thymuszellen setzte die Phase
beschleunigter Nukleoidsedimentation etwas schnel-
ler ein als bei den Milzzellen (Abb. 1).

2. Dosisabhdngigkeit strahleninduzierter
Verdnderungen

Den o.a. Reaktionsphasen entsprechend wurde
die Dosisabhdngigkeit der durch die GKB ausgelo-
sten Verdnderungen an Thymuszellen bei Gewin-
nung unmittelbar sowie 6 h nach Exposition unter-
sucht. Erfolgte die Organentnahme unmittelbar nach
Strahlenexposition, war die Sedimentationsstrecke
der Nukleoide nur nach Dosen von 760 und
1570 cGy — signifikant — um etwa 20% vermindert
(Abb. 2). Die gleichen Dosen fiihrten 6 h nach GKB
zu einer gegeniiber den Kontrollen um 25 bzw. 45%
verlidngerten Sedimentationsstrecke (Abb. 3). Zu-
satzlich zeigte sich folgendes Phanomen: Nach GKB
der Tiere mit Dosen = 190 cGy trat bei dem iibli-
chen Analysengang unterhalb des Fliissigkeitsmenis-
kus eine schmale Extrabande auf. Diese — mit gelb-
weiem Farbton fluoreszierende — Zone war nur in
den Gradienten sichtbar, die Ethidiumbromid ent-
hielten (Abb. 4). Sowohl der Abstand dieser Extra-
banden vom oberen Fliissigkeitsmeniskus der Pro-
ben als auch die Breite der Zonen nahm dosisabhén-
gig zu (Tab. I). Die Bestimmung der DNA-Menge
von 4 Extrabanden, die nach Nukleoidsedimentation
aus Thymuszellen von Ratten nach GKB mit
760 cGy sichtbar gemacht worden waren, ergab
einen Mittelwert von 0,0284 = 0,0054 mg/ml, was
etwa 4,5% der pro Gradient insgesamt aufgetrage-
nen DNA-Menge entsprach. Wurde andererseits der
iiblichen Zellkonzentration (15x 10° Zellen/ml) rei-
ne, hochmolekulare Kalbsthymus-DNA zugesetzt,
erschien bei der Nukleoidsedimentation eine im UV-
Licht ebenfalls fluoreszierende Zone, die nach Lage,
Aussehen und Form mit jener vergleichbar war, die
einige Stunden nach hochdosierter GKB unter sonst
identischen Aufarbeitungsbedingungen nachgewie-
sen wurde.
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Abb. 1. Sedimentation von Milz- und Thymusnukleoiden von Ratten nach GKB mit 760 cGy zeitabhingig. Sedimenta-
tionsstrecke in Prozent der Sedimentationsstrecke von scheinbestrahlten Kontrolltieren mit Standardabweichung (n = 3).
Symbole: schrig schraffiert: Milznukleoide, weifl: Thymusnukleoide. Strecken 1 bzw. 2: Standardabweichungen der Milz-

bzw. Thymuskontrollen.
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Abb. 2. Sedimentation von Thymusnukleoiden von Ratten
nach GKB dosisabhéangig; sofortige Organentnahme. Ordi-
nate: Sedimentationsstrecke in Prozent der Sedimenta-
tionsstrecke scheinbestrahlter Kontrolltiere mit Standard-
abweichung; n = 3 (760 cGy), n = 4 (380 und 1520 cGy),
n = 6 (190 cGy). Sk: Standardabweichung der Kontrollen
(n = 4).

Tab. I. Extrabanden der Thymusnukleoide von Ratten
nach GKB mit 380—1520 c¢Gy im ethidiumbromidhaltigen
Saccharosegradienten. Organentnahme 6 h nach Strahlen-
exposition. — In den Spalten 2 bzw. 3 der Tabelle sind der
Abstand der Extrabanden vom oberen Fliissigkeitsmenis-
kus bzw. die Bandenbreite — jeweils mit Standardabwei-
chung — aufgefiihrt.

Strahlendosis Bandenabstand Bandenbreite n
[cGy] [cm] [cm]
380 0,27 £ 0,05 0.3 %005 9
760 0,40 = 0,04 0,31 £ 0,03 12
1520 i = (00 0,36 = 0,05 6

3. Nukleoidsedimentation 24 h nach GKB

Strahlendosen < 190 cGy (23,75; 47,5; 95 cGy)
konnten auch dann nicht signifikant nachgewiesen
werden, wenn Thymus und Milz erst 24 h nach
Strahlenexposition entnommen worden waren. Thy-
musnukleoide von Kontrollen und den o.a. Dosis-
gruppen beispielsweise wiesen Sedimentationsstrek-
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Abb. 3. Sedimentation von Thymusnukleoiden von
Ratten nach GKB dosisabhingig; Organentnahme
6 h nach Strahlenexposition. Ordinate: Sedimenta-
tionsstrecke in Prozent der Sedimentationsstrecke
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Abb. 4. Sedimentation von Thymusnukleoiden von Ratten
nach GKB mit 760 cGy; Organentnahme 6 h nach Strah-
lenexposition. Schemazeichnung: K: Kontrollen, Vp: Ver-
suchsproben.

ken von 3,05 £ 0,67, 2,7 = 0,04, 3,18 = 0,6 bzw.
2,61 £ 0,41 cm auf. Nach hoheren Strahlendosen
verminderte sich die Zellzahl der Organe so sehr,
daB die fiir die Analyse erforderliche Zellkonzentra-
tion je Tier nicht mehr gewéhrleistet war.

scheinbestrahlter Kontrolltiere mit Standardabwei-
chung; n = 2 (190 cGy), n = 3 (380 cGy), n = 4
(760 cGy), n = 3 (1520 cGy). Sk: Standardabwei-
chung der Kontrollen (n = 4).

4. Ursachen erhohter Nukleoidsedimentation
nach GKB

Da bei Einstellung von Zellsuspensionen zur Nu-
kleoidsedimentation nur mikroskopisch intakte Zel-
len berticksichtigt werden, einige Stunden nach rela-
tiv hochdosierter Strahlenexposition aber vermehrt
DNA aus nekrotischen Zellen in der Zellsuspension
auftritt (Tab. II), wurde zunidchst geklart, welchen
EinfluB ein unterschiedlicher Zell- bzw. DNA-Ge-

Tab. I1. DNA-Konzentrationen (in ug/ml) der auf 15 x 10°
intakte Zellen/ml eingestellten Kontroll- und Versuchspro-
ben von Ratten 6 h nach Strahlenexposition.

Strahlendosis Versuchsproben Kontrollproben A/B
[cGy] (A) (B)
190 168 135 1,24
380 328 192 171
760 621 177 3591
1520 724 160 4,52
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halt auf die Sedimentationsstrecke der Nukleoide
ausiibt. Zellsuspensionen mit 10 X 10°, 20 X 10° bzw.
40 % 10° Thymuszellen/ml wurden in der iiblichen
Weise auf die Gradienten aufgetragen, lysiert und
zentrifugiert. Mit Sedimentationsstrecken von 2,43,
2,47 bzw. 2,7 cm ergab sich, daB eine gegeniiber dem
Kontrollansatz vierfach hohere DNA-Konzentration
lediglich eine etwa 10prozentige Erhohung der Nu-
kleoidsedimentation bewirkte. Da dieser Wert deut-
lich unter dem Grad der Sedimentationsbeschleuni-
gung der 6 h nach hochdosierter GKB gewonnenen
Nukleoide liegt, reicht die Erhohung der DNA-Kon-
zentration nicht aus, um das Phdnomen zu erklaren.
Als weitere Ursache war an strahleninduzierte
DNA—-DNA- und/oder DNA—Protein-Vernetzun-
gen (,cross-links“) zu denken. Letztere lieBen sich
durch Zusatz von Proteinase K in Konzentrationen
- von 0,5 und 4 mg/ml zur Nukleoidpraparation hoch-
dosiert rontgenbestrahlter Tiere (Organentnahme
6 h nach GKB) bestitigen (Abb. 5). Die Erhohung
der Nukleoidsedimentation einige Stunden nach
hochdosierter Strahleneinwirkung ist somit nahezu
quantitativ tiber verstdrkte Freisetzung von DNA
aus nekrotischen Zellen und iiber DNA—Protein-
Vernetzungen zu erkliaren (Tab. 2, Abb. 5).
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Abb. 5. Sedimentation von Thymusnukleoiden von Ratten
nach GKB mit 760 cGy; Organentnahme 6 h nach Strah-
lenexposition. Ordinate: Sedimentationsstrecke von mit
Proteinase K behandelten Nukleoiden in Prozent der Sedi-
mentationsstrecke nicht-enzymbehandelter Proben (K,
3,3 = 0,31 cm) mit Standardabweichung (n = 3). Versuche
Nr. 1, 2 bzw. 3: 0,5, 4 bzw. 10 mg Proteinase K pro ml
Zellysat.

Diskussion

Subletale und letale Dosen ionisierender Strahlen
fiithren in lymphatischen Organen, wie Thymus und
Milz, zu zahlreichen morphologischen und biochemi-
schen Veridnderungen, deren Ablauf fiir das Bild des
.Interphasetodes charakteristisch ist (Literatur-
ubersicht s. etwa unter l.c. [12]). Als Zeichen des
Zelluntergangs zeigen sich bereits in der Frithphase
der zelluldren Strahlenreaktion u.a. Kernpyknosen,
Zellfragmente (apoptotische Koérperchen) und Chro-
matinabbau mit vermehrtem Auftreten von Nukleo-
somen (und ihren Oligomeren), freier DNA und
Desoxyribopolynukleotiden. Fiir Aussagen zum
Mechanismus des ,,Interphasetodes® sind somit vor
allem die ersten Stunden nach Strahlenexposition
von Interesse.

Wurden Thymus- und Milzzellen der Ratte in vitro
(bei 0 °C) rontgenbestrahlt und unmittelbar anschlie-
Bend aufgearbeitet, hatten noch Strahlendosen
= 25-50 cGy eine signifikante Verminderung der
Nukleoidsedimentation zur Folge [9, 12]. Der glei-
che Effekt zeigte sich an Thymus- und Milzzellen
ganzkorperrontgenbestrahlter Tiere (In-vivo-Expo-
sition) erst nach der 15- bis 20fach héheren Strahlen-
dosis (Abb. 1 und 2). Diese scheinbare Diskrepanz
zwischen In-vitro- und In-vivo-Effekten findet ihre
Erkldrung in der Feststellung, daB3 die Tiefendosis-
kurve der 60-kV-Rontgenstrahlung [13] — fiir Thy-
mus und Milz gleichermaflen — einen rund 50prozen-
tigen Dosisleistungsabfall erwarten 1dBt und daB
Ganzkorperbestrahlung den Zellen bis zu ihrer Ge-
winnung einen betrachtlichen Spielraum fiir DNA-
Reparaturvorginge bietet. In diesem Zusammen-
hang sei daran erinnert, da3 z. B. strahleninduzierte
DNA-Einzelstrangbriiche mit Halbwertszeiten in der
GroBenordnung von wenigen Minuten repariert wer-
den ([14, 15] u.a.). — Werden dagegen die im Zu-
sammenhang mit dem ,Interphasetod” in Thymus-
und Milzzellen ablaufenden sekundédren morphologi-
schen und biochemischen Verdnderungen abgewar-
tet [12, 16, 17], 148t sich mit Hilfe der Nukleoidsedi-
mentation noch eine Strahlendosis im Bereich von
= 190 cGy aus dem Auftreten einer — nur im ethi-
diumbromidhaltigen Gradienten sichtbaren — Nu-
kleoid- bzw. DNA-Zone besonders niedriger Sedi-
mentierbarkeit nachweisen (Abb. 4), welche den von
zahlreichen Autoren untersuchten und bestitigten —
iiberwiegend enzymatischen — Abbau des Chroma-
tinkomplexes in Verbindung mit der Bildung freier
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DNA bzw. von Desoxyribopolynukleotiden (s. dazu
etwa [.c. [12, 16—19]) widerspiegelt.

Angesichts der in den ersten Stunden nach GKB in
Thymus und Milz ablaufenden — vorwiegend kata-
bolen — Prozesse muf3 die Verlingerung der Sedi-
mentationsstrecke der Nukleoidhauptbande (Abb. 3
und 4) iberraschen. Wihrend diese Erhohung der
Nukleoidsedimentation einige Stunden nach GKB
nahezu quantitativ iiber verstirkte Freisetzung von
DNA aus nekrotischen (lichtmikroskopisch als py-
knotisch zu bezeichnenden) Zellen und Bildung von
DNA —Protein-Vernetzungen (,,cross-links*) erklart
werden kann (Tab. II, Abb. 5), ist die Frage nach
dem Mechanismus der Bildung solcher ,,cross-links*
und ihrer pathogenetischen Bedeutung aufgrund der
vorliegenden Untersuchungen zunachst nicht zu be-
antworten. DNA —Protein-Vernetzungen gehoren —
neben DNA-Einzel- und -Doppelstrangbriichen —
zu den unmittelbarsten molekularen Effekten ioni-
sierender Strahlen auf die Zelle [20—22]. An gam-
mabestrahlten Zellen des Chinesischen Hamsters
z.B. ergab sich, daB in einem Dosisbereich von
0—100 Gy mit 150 DNA —Protein-Vernetzungen pro
1 Gy absorbierter Energiedosis zu rechnen ist [22].
Ihre Reparatur verlduft — verglichen mit der Repa-
ratur von DNA-Strangbriichen — verhiltnismaBig
langsam [20]. Da sich die Proteinase K — Empfind-
lichkeit der Thymus- (und Milz-)Nukleoide in den
vorliegenden Versuchen allerdings erst im Zusam-
menhang mit den durch den Interphasetod sekundér
bedingten morphologischen und biochemischen Re-
aktionen — d.h. in den ersten Stunden nach Exposi-
tion — einstellte, wird man in den nachgewiesenen
DNA —Protein-Vernetzungen weniger den Aus-
druck eines unmittelbaren Strahleneffekts als das
Ergebnis von DNA —Protein-Wechselwirkungen im
Zusammenhang mit dem enzymatischen Chromatin-
Ab- und -Umbau nekrotischer oder nekrobiotischer
Zellen sehen. Analog deuteten z. B. Chiu et al. [20]
die Zunahme von DNA —Protein-,cross-links“ in
Zellen des Chinesischen Hamsters wiahrend der er-
sten Stunden nach Bestrahlung mit UV-Licht: ,,Pos-
sibly, the increase in cross-linked DNA with time
after UV irradiation represents attempted but unsuc-
cessful rearrangements of chromatin which trap addi-
tional DNA into protein complexes“ [20]. An Zellen
der gleichen Spezies zeigten sich strahleninduzierte
Vernetzungen zwischen der DNA und nukledren
Matrix-Proteinen bevorzugt im Bereich transkrip-
tionsaktiver Gen-Sequenzen [23], was die Moglich-

keit eines sekundéren, enzymatischen Mechanismus
der Bildung von DNA —Protein-,,cross-links“ nach
Strahleneinwirkung unterstreicht.

Wihrend die Bildung von DNA —Protein-Vernet-
zungen in Thymus- und Milzzellen einige Stunden
nach Strahlenexposition pathogenetisch als Bestand-
teil (Nekrolyse) der geweblichen Reaktion bzw. Re-
paration gesehen werden kann und zeitlich begrenzt
ist (kein Nachweis von ,,cross-links“ 24 h nach GKB
mit 24—95 cGy), gehen die meisten Autoren von der
Annahme aus, daf3 die Persistenz von DNA —Pro-
tein-,,cross-links“ die Chromatinfunktionen ein-
schriankt und die zytoletalen bzw. transformierenden
Wirkungen ionisierender Strahlung verstérkt [20, 21,
24].

Aus den vorliegenden Untersuchungen ergeben
sich folgende

SchluBfolgerungen

Unmittelbar nach GKB vermindert sich die super-
helikale DNA-Struktur von Thymozyten und Milz-
zellen. Im Sedimentationsverhalten von Nukleoiden
wird diese Veranderung erst nach sub- bis mittelleta-
len Dosen deutlich und spiegelt die bis zum Analy-
senzeitpunkt nicht reparierten Strangbriiche wider.
Im weiteren Verlauf der zelluldren bzw. geweblichen
Strahlenreaktion werden DNA-Abbauprodukte und
DNA —Protein-Vernetzungen (,,cross-links“) nach-
weisbar. Erstere manifestieren sich als Nukleoidban-
de besonders geringer, letztere als (Proteinase-K-
sensible) Nukleoidzone besonders hoher Sedimen-
tierbarkeit. Eine funktionelle Verkniipfung beider
Phianomene kann darin gesehen werden, daf3 es sich
bei den iiber ,,cross-links*“ an die DNA gebundenen
Proteinen bevorzugt um Nekrolyseenzyme, z. B. um
Desoxyribonukleasen, handelt, welche in den nekro-
tischen bzw. nekrobiotischen Zellkernen teils an die
DNA gebunden bleiben, teils zu Abbauvorgingen
mit der Freisetzung von DNA bzw. Desoxyribopoly-
nukleotiden aus dem Chromatinkomplex fiihren. In-
wieweit der Bildung von DNA —Protein-Vernetzun-
gen eine spezifische Funktion im Mechanismus des
Interphasetodes lymphatischer Zellen zukommt,
muBl Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben.
Da Anderungen im Sedimentationsverhalten von
Nukleoiden nach Strahleneinwirkung in vivo offen-
sichtlich relativ hohe Dosen voraussetzen, scheidet
die Methode in ihrer gegenwairtigen Form als Bio-
indikator von Strahlenexpositionen aus.
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