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Ein Screening System zur Bestimmung einer Hemmung
spezifischer Enzyme der DNS-Synthese und DNS-Reparatur

A Screening System to Determine Inhibition of Specific Enzymes
of the Semiconservative DNA-synthesis and DNA-repair Replication
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To observe the influence of substances on specific enzymes of the semiconservative DNA-
synthesis and DNA-repair replication a screening system was developed, which represents an
extensive modification of known papers. Optimal conditions were found after comprehensive
investigations. The detergens Tween 80 and the antileukemic drug cis-platinum(II)diammino-

dichloride were used as test substances.
Einleitung

In letzter Zeit nimmt der Einsatz chemischer Sub-
stanzen bzw. Verbindungen, deren biologische Auswir-
kungen nicht restlos geklirt sind, stetig zu. So finden
unter anderem Pharmaka in der klinischen Therapie,
hauptsichsich als Zytostatika bei der Krebsbehand-
lung, oder Steroide z. B. zur Behandlung rheuma-
tischer Erkrankungen, Herbizide und Insektizide in
der Landwirtschaft und Detergentien in der pharma-
zeutischen Industrie verbreitete Anwendung. Es sind
bereits Arbeiten erschienen, die sich mit einer Beein-
flussung der DNS-Reparatur und einer kokarzinoge-
nen Wirkung dieser Substanzen beschiftigen!™4. Auch
von unserer Arbeitsgruppe wurden eine ganze Reihe
von Verbindungen der oben erwihnten Stoffgruppen
getestet und bei einzelnen Substanzen eine gezielte
Hemmung der DNS-Reparatur ohne Beeinflussung
der semikonservativen DNS-Synthese, bei anderen
Verbindungen eine Hemmung der semikonservativen
DNS-Synthese ohne Beeinflussung der DNS-Repa-
ratur, sowie eine Reihe von Substanzen, die beide
Synthesemechanismen hemmen bzw. gar nicht beein-
flussen, gefunden30-32. In der vorliegenden Arbeit soll
vor allem die Methode der Testungen genauer be-
schrieben werden. Als Testsubstanzen wurden 2 Ver-
bindungen ausgewihlt, die durch ihre verschiedenen
Wirkungen auf das untersuchte System gekennzeichnet
sind.

Sonderdruckanforderungen an Dr. H. ALTMANN, Oster-
reichische Studiengesellschaft fiir Atomenergie GmbH,
Forschungszentrum Seibersdorf, Institut fiir Biologie, Sei-

bersdorf (Osterreich).

Bekanntlich sind normale Zellen in der Lage,
Schiden, die in ihrer DNS durch ionisierende Strah-
len, UV-Licht oder alkylierende Agentien erzeugt
worden waren, zu repatieren®:®. Bestimmte Verdnde-
rungen in der Struktur der DNS werden von Enzy-
men erkannt, worauf es zum Aufbrechen der Phos-
phodiesterbindungen und anschlieBendem Heraus-
schneiden des beschidigten DNS-Teiles kommt.

Der Einsatz des fehlenden DNS-Stiickes erfolgt mit
Hilfe des intakten Stranges als Matritze fiir den Ein-
bau der korrekten Basensequenz. Schliefllich werden
die freien 5°-P und 3’-OH-Enden durch eine DNS-
Ligase miteinander verestert!l. Insbesonders die Un-
tersuchungen von CLEAVER und PAINTER?S unter-
mauerten den Mechanismus der Reparaturvorginge
in normalen Zellen. Dabei konnte auch die Pathoge-
nese einer Erbkrankheit aufgeklirt werden. Zellen
von an Xeroderma pigmentosum erkrankten Personen
konnen UV-Schiden, die in der DNS dieser Zellen
gesetzt worden waren, nur zu einem geringen Teil
ausbessern. Es konnte nachgewiesen werden, dafl das
Fehlen oder die Blockierung einer Endonuclease dafiir
verantwortlich ist®10.

Die hier beschriebene Methode soll vor allem als
Schnelluntersuchung zur Erkennung der Hemmung
der Exonuclease und Polymerasereaktion des Dunkel-
reparaturvorganges dienen und erfaflt nicht die un-
abhingig von diesen Reaktionen ablaufenden Re-
kombinationsreparaturvorginge. Will man die Endo-
nucleasereaktion des Dunkelreparationsvorganges mit-
erfassen, dann mufl man an Stelle der hier verwen-
deten ionisierenden Strahlung UV-Licht zur Schaden-
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setzung verwenden. Zur Erkennung einer Ligasereak-
tionshemmung sind Gradientenzentrifugationen in al-
kalischer Sucrose notwendig!4.

Durch die Vielzahl der Verbindungen bedingt, die
es wertvoll erscheinen lassen, in Hinsicht auf eine
Hemmung der DNS-Synthese oder DNS-Reparatur
getestet zu werden, war es notwendig, in Anlehnung
an bekannte Literaturzitate!2!3 eine modifizierte Me-
thode auszuarbeiten, die eine rasche Aussage iiber die
zu testende Substanz vermittelt.

Material und Methodik

1. Zellmaterial

Fiir die Untersuchungen wurden sowohl Mausmilz-
zellen als auch DNS-haltige Zellen im Rattenvoll-
blut verwendet.

Weifle Mause (Swissmice) — 3 Monate alt, beiderlei
Geschlechts — wurden durch Dekaptieren getotet,
die Milz sofort entfernt, in kaltes Han ks -Me-
dium?!5 gegeben, mit der Hand schonend in einem
Potter-Homogenisator eine Zellsuspension her-
gestellt, dann bei 2000 U/min (Christ Junior Kiihl-
zentrifuge) zentrifugiert, 3 mal mit Han ks -Me-
dium gewaschen, fiir die Weiterverarbeitung im
gleichen Medium suspendiert und auf die einzelnen
Ansitze verteilt.

Weifle Ratten (Sprague Dawley) — 5 Monate alt,
beiderlei Geschlechts — wurden durch Ausbluten ge-
totet, das Blut durch Liquemin (Hoffmann-La
Roche) an der Gerinnung gehindert, in sterilem
Hanks-Medium (1:1) aufgehommen und auf die
einzelnen Ansitze zur Weiterverarbeitung verteilt.

2. Testsubstanzen

Als Testsubstanzen wurden das Detergenz Tween
80 und das Anti-Leukdmie Mittel cis-Dichlordia-
minoplatin ausgewihlt16.17.1, Tween 80 wurde in
Konzentrationen von 2 ug, 25 ug, 100 ug und
200 ug/ml Ansatz, cis-Dichlordiaminoplatin in
Konzentrationen von 50 und 100 ug/ml Ansatz
eingesetzt.

3. Hydroxyharnstoff

Die normale DNS-Synthese wurde mit Hydroxy-
harnstoff unterdriickt. Dadurch wurde die Beob-
achtung der Reparaturvorginge unabhingig von
der semikonservativen DNS-Synthese erleichtert.
Einige Autoren arbeiteten mit einer Hydroxyharn-
stoff-Konzentration von 2,0-1073Mm18-21, In der
vorliegenden Arbeit wurde eine Konzentration von
5,0 - 1073M bis 1072M als optimal gefunden (Abb. 1).
Dieser Konzentrationsbereich zeigte bei den Vor-
untersuchungen gleiche Wirkung.
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Abb. 1. DNS-Reparatur in Abhingigkeit verschiedener
Hydroxyharnstoff-Konzentration.

A Ansatz mit Hydroxyharnstoff, bestrahlt.
B------ [l Ansatz mit Hydroxyharnstoff, unbestrahlt.
Kontrolle bestrahlt.

Kontrolle unbestrahlt.

4. Die Versuchsansitze

Fiir jeden Versuch wurden 8 Ansitze mit je 8 ml
Zellsuspension vorbereitet (Zellzahl 1,2 bis 1,5 -
108/ml), um alle Parameter unmittelbar vergleichen
zu konnen. Die Zugabe der Testsubstanzen bzw.
von Hydroxyharnstoff erfolgte nach unten ange-

fithrter Tabelle.

Tab. Anordnung der Versuchsansitze.

Hy-
An- Be- droxy- Test-
satz strahlt harn- sub- Bemerkung
stoff  stanz

1 — - - normale semikonservative
DNS-Synthese

2 + — — durch Gamma-Strahlen
unterdriickte normale DNS-
Synthese plus erhohte
Reparatur-Replikation

3 — — + durch Testsubstanz beein-
fluBte normale DNS-
these

4 + — - EinfluB der Testsubstanz auf
Reparatur-Replikation und
normale DN S-Synthese nach
Gamma-Bestrahlung

5 — - — unterdriickte DN'S-Synthese

6 + + — unterdriickte DNS-Synthese
plus erhohte Reparatur-
Replikation

4 — + + EinfluB der Testsubstanz auf

die unterdriickte DN S-
Synthese

EinfluB der Testsubstanz auf
die DNS-Reparatur

8+ + o+

Die gut durchmischten Ansitze wurden 60 min bei
37 °C vorinkubiert und im gleichen Medium be-
strahlt.
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. Bestrablung

Als Strahlenquelle stand eine 8°Co-Anlage mit einer
Gesamtaktivitit von 12 kCi und einer derzeitigen
Dosisleistung von 1,05 Mrad/h zur Verfiigung. Die
Proben wurden in einem Behilter, der mit Eis-
wasser gefiillt war, mittels Rohrpost in die zentrale
Bestrahlungsposition gebracht. Die Dosisleistung der
Zentralposition wurde mit Hilfe der Fricke?? und
KraMerTH, Kocsis22 Dosimetrie bestimmt. An
Hand einer Bestrahlungsreihe wurde fiir diese Ver-
suche eine Dosis von 60 Krad gewihlt (Abbn. 2
und 3).
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Abb. 2. EinfluB verschieden hoher Gammastrahlen-Dosen
auf die DNS-Synthese bei gleichzeitig durch die Strahlung
induzierter Reparatur-Replikation.
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Abb. 3. EinfluB verschieden hoher Gammastrahlen-Dosen
auf die DNS-Reparatur.

Q-=--=--- O Ansatz mit Hydroxyharnstoff, unbestrahlt.
@ —— @ Ansatz mit Hydroxyharnstoff, bestrahlt.
6. Verfabren

Unmittelbar nach der Bestrahlung wurde pro An-
satz 40 uCi 3H-(Methyl)-Thymidin (NEN, spez.
Aktivitit 50 Ci/mMol) zugesetzt, entsprechend
einer Konzentration von 5 uCi/ml. Einer guten
Durchmischung folgte der Einbau der markierten
DNS-Vorstufe bei 37 °C, wobei zu den Zeiten 5,
10, 15 und 30 min Proben zu je 2 ml entnommen
wurden. Diese Zellsuspensionen wurden sofort in
eiskalte 10-proz. Trichloressigsiure (TCA) — End-
konzentration 5-proz. TCA- bzw. 12-proz. Per-
chlorsiure (PCA) — Endkonzentration 6-proz.
PCA-pipettiert, um die Reaktion exakt zu stoppen.
Jede der entnommenen Proben wurde nach Abbruch
der Reaktion 30 min bei O °C belassen. Anschlie-
fend erfolgte eine Zentrifugtion bei 4000 U/min,
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worauf 3 mal mit eiskalter 5-proz. TCA bzw.
6-proz. PCA gewaschen wurde. Das Zellsediment
wurde bei minus 25 °C eingefroren und hierauf
nach 3 maligem Waschen (5-proz. TCA bzw.
6-proz. PCA) eine heifle Extraktion des DNS durch-
gefiihrt?d. Nach einer Zentrifugation wurde der
klare Uberstand abpipettiert und zur weiteren Be-
stimmung verwendet. Bei Anwendung von TCA als
Extraktionsmittel wurde eine 4 malige Atherex-
traktion angeschlossen, um bessere Ausbeuten bei
der Aktivititsmessung zu erhalten. Auflerdem wur-
den die von TCA befreiten Proben vor der Aktivi-
titsbestimmung schonend zur Trockene eingedampft.
Als Szintillator wurde bei Verwendung von TCA,
Toluol/0,03%/¢ POPOP/0,4%/0 PPO, bei Verwen-
dung von PCA, Toluol: Triton X-100 (1:1)/0,03%
POPOP/0,4%/s PPO, eingesetzt.

Die DNS-Bestimmung erfolgte mit Diphenylamin
nach ScCHNEIDER bzw. BurTON25.24. Die DNS-
Menge wurde an Hand einer Eichkurve ermittelt.

Ergebnisse und Diskussion

Die auf spezifische Aktivitit (Impulse/min/ug

DNS) bezogenen Ergebnisse in Bezug auf das Deter-

Tween 80
- ’_.:-_:::::3
5ol g
= | s’
= L 2ug/ml
<30 o ¥ B
N & e 5
[ P o aeaOe==""
& tof fa?
il 1 1 I
5 10 15 30
Inkubationszeit [min]
........ +
1§ 50 o e -
g1 A
= &
<30f ) ‘:_/ 25ug/ml
N 2 o
© 2 eageemem"
310 -,:,f%---‘”
B
=z
X
<
N
@
a
(0]
1! ) 1

Inkubationszeit [min]

Abb. 4. EinfluB der Tween 80-Konzentration auf die DNS
Synthese.

------ O Ansatz mit Hydroxyharnstoff, unbestrahlt.
------ + Kontrolle unbestrahlt.
------ [0 Ansatz mit Tween 80, unbestrahlt.
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genz Tween 80, das als Ko-Karzinogen und Repara-
turhemmer bekannt ist!, ergaben fiir beide Zellkul-
turen einen sehr dhnlichen Kurvenverlauf. Der Ein-
flufl der verschieden hohen Tween 80 Konzentrationen
wird in der Abb. 4 deutlich. Die Unterdriickung der
semikonservativen DNS-Synthese ist erst bei den
Konzentrationen 100 bzw. 200 ug/ml hoch signifikant,
wihrend sich bei 2 ug/ml kein Effekt zeigte und auch
bei 25 ug/ml erst eine schwache Unterdriickung be-
merkbar ist.

Die Wirksamkeit von Tween 80 auf die unter-
suchten DNS-Reparaturvorignge wird durch den
Verlauf der aus den Proben der Ansitze 5 bis 8 er-
haltenen Kurven klar ersichtlich (Abb. 5). Ist bei der
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Abb. 5. EinfluB von Tween 80 auf die DNS-Reparatur-

Synthese.

Q------ O Ansatz mit Hydroxyharnstoff, unbestrahlt.

& @® Ansatz mit Hydroxyharnstoff, bestrahlt.

A ———— A Ansatz mit Hydroxyharnstoff und Tween 80,
bestrahlt.

A------ /\ Ansatz mit Hydroxyharnstoff und Tween 80,
unbestrahlt.

Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus den Ansitzen 5
und 6 deutlich erhohte Reparaturreplikation erkenn-
bar, findet also eine Reparatur des gesetzten Strahlen-
schadens an der DNS statt, so zeigt sich bei den An-
sitzen 7 und 8 nach Einsatz einer Tween 80 Konzen-
tration von 200 ug/ml eine 100-proz. Unterdriickung
des Reparaturvorganges, das heiflt, der gesetzte Strah-
lenschaden an der DNS bleibt bestehen. Die Konzen-
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tration von 25 ug/ml, die GAUDIN und Mitarbeiter?
bereits untersuchten, bringt in Ubereinstimmung mit
diesem Zitat eine etwa 50-proz. Unterdriickung der
DNS-Reparatur mit sich. Bei dieser Konzentration ist
die DNS-Reparatur deutlicher gehemmt als die semi-
konservative DNS-Synthese.

Der Anti-Tumoreffekt von seltenen anorganischen
Platinverbindungen wurde von RoSENBERG? berichtet.
Dabei wurde auf die antileukdmischen Effekte des
Platins hingewiesen. HowLe und GaLE?8 berichten
iiber eine direkte Bindung an die DNS. Es war nahe-
liegend, diese Substanz auf eine eventuelle Reparatur-
hemmung hin zu untersuchen. Die vorliegenden Ver-
suche haben gezeigt, dafl cis-Dichlordiaminoplatin die
Reparatur nicht hemmt (Abb. 6).
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Abb. 6. EinfluB von cis-Dichlordiaminoplatin auf die
DNS-Reparatur.

O------ O Ansatz mit Hydroxyharnstoff, unbestrahlt.
® ———— @ Ansatz mit Hydroxyharnstoff, bestrahlt.
A ——— & Ansatz mit Platinverbindung, bestrahlt.
A -=------ /\ Ansatz mit Platinverbindung, unbestrahlt.

Eine selektive Hemmung der DNS-Synthese, wie
sie bei einer Konzentration von 5 uM bei Amnion AV,
Zellen?® gefunden wurde, konnte bei den hier einge-
setzten Konzentrationen nicht festgestellt werden.
Vielmehr wurde deutlich, daf} in den unbestrahlten
Proben, denen Platin zugesetzt worden war, ein er-
hohter Thymidineinbau stattfand (Abb. 7). Dies
wiirde darauf schlieflen lassen, daff die durch Platin
verursachten Quervernetzungen sofort ausrepariert
werden, was auch von ROBERTS?? bestitigt wurde.

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Forschungs-
kontraktes Nr. 1053/RB der IAEA durchgefithrt und
unterstiitzt.
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Abb. 7. EinfluB von cis-Dichlordiaminoplatin auf die
DNS-Synthese.

g------ [0 Ansatz mit Platinverbindung, unbestrahlt.
+------ + Kontrolle unbestrahlt.
. ——— |8 Ansatz mit Platinverbindung, bestrahlt.

* Kontrolle bestrahlt.

* Die Reproduzierbarkeit der Einzelergebnisse ist auBer-
ordentlich gut. Die mittlere Fehlerbreite der MeBwerte
betrigt nach einer Einbauzeit von 5 min 69;, nach
10 min 39, sowie nach 15 und 30 min 29.

1 D. Gaupin, R. S. GregG u. K. L. YIELDING, Bio-
chem. Biophysic. Res. Commun. 45, 630 [1972].

2D. GaupiN, K. L. YIELDING, A. STABLER u. J.
Brown, P. S. E. B. M., 137, 202 [1971].

3 D. K. MyERrs, Int. J. Radiat. Biol., 19, 293 [1971].

4 Z. Fuks u. K. C. SmiTH, Radiat. Res. 48 63 [1971].

5 H. ALTMANN, Arztliche’ Praxis, 87, 3989 [1971]

6 H. ALTMANN u. R. EBERL, WISS Z. Friedrich-
Schiller Univ. Jena/Thiir., math.-naturwiss. R, 20,
H. 2/3 [1971].

Hemmstoffe der DNS-Synthese und DNS-Reparatur

135

7 J. E. CLEavER u. R. B. PAINTER, Biochim. bio-
physica Acta [Amsterdam] 161, 552 [1968].

8 R. B. PAINTER u. J. E. CLEAVER, Radiat. Res. 37,
451 [1969].

9 J. E. CLEAVER, Nature [London] 218, 652 [1968].

0 J. E. CLEAVER, Int. J. Radiat. Biol. 18, 557 [1970].

11 P. HowARrRD-FLANDERS u. R. P. Bovcg, Radiat. Res.
Supp. 1, 156 [1966].

12 P, SPIEGLER u. A. NORMAN,
[1969].

13 R. G. Evans u. A. NormaN, Radiat. Res. 36, 287
[1968].

14 H. ALT™MANN, TAEA techn. report, Sept. [1972].

15 H. J. Hanks u. E. R. WaLLacg, Proc. Soc. exp.
Biol. Med. 71, 196 [1949].

16 B. J. LEoNARD, E. EccLEsTON, D. JoNESs, P. Topp

A. WarproLE, Nature [London] 234, 43 [1971].

17 J. J. RoBERTs u. J. M. Pascog, Nature [London]
235, 282 [1972].

18 H. S. RoseNKRANZ, A. J. GARrO, J. A. LEvyY u.
H. S. CARrr, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam]
114, 501 [1966].

19H. S. ROSENKRANZ, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 138, 645 [1967].

20 H. S. ROSENKRANZ, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 161, 428 [1968].

21 J. H. KrakorF, N. C. BRowN u. P. REICHARD,
Cancer Res. 28, 1559 [1968].

22 H. FRICKE u. S. MORSE, Amer.
Radium Therapy 18, 426 [1927].
23 O. L. KraMERT u. F. Kocsis, Int. J. Radiat. Biol.

14, 293 [1968].

24 C. W. SCHNEIDER, J. biol.
[1945].

25 K. BurToN, Biochem. J. 62, 315 [1956].

26 C. H. HARDER u. B. ROSENBERG, Int. J. Cancer. 6,
207 [1970].

27 B. ROSENBERG, L. vaN Camp, E. J. TRosko u. H. V.
MaNsoUR, Nature [London] 222, 385 [1969].

28 A. J. HowLE u. R. G. GaLE, Biochem. Pharmakol.
19, 2757 [1970].

29 J. J. RoBERTs, Hoest-Symposium, Vortrag (Okto-
ber 1971).

30 W. KLEIN, F. Kocsis, R. EBERL u. H. ALTMANN,
SGAE-Bericht, Preprint BL-51, Nov. 1972.

31 R. EBerr, W. KrLEIN, F. Kocsis u. H. ALTMANN,
SGAE-Bericht, Preprint BL-53, Dez. 1972.

32 H. Tuscur, W. KrLEIN, F. Kocsrts, E. BERNAT u. H.
ArTMANN, SGAE-Bericht, Preprint BL-59, Mirz
1973.

Radiat. Res. 39, 400

J. Roentgenol.

Chemistry 161, 293



