
Durch Staphylococcus-aureus-α-Toxin permeabilisierte,

mit Simian Virus 40 infizierte CV1-Zellen als Modellsystem

zum Studium der DNA-Repl ikat ion höherer  Zel len

D I S S E R T A T I O N

der Fakultät für Chemie und Pharmazie

der Eberhard-Karls-Universität Tübingen

zur Erlangung des Grades eines Doktors

der Naturwissenschaften

2001

vorgelegt von

Frank Eger



Tag der mündlichen Prüfung: 13.06.2001

Dekan: Prof. Dr. H. Probst

1. Berichterstatter: Prof. Dr. H. Probst

2. Berichterstatter: Prof. Dr. K.-U. Fröhlich



Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. Dr. H. Probst von

Januar 1996 bis Mai 2001 am Physiologisch-Chemischen Institut der Universität

Tübingen durchgeführt.

Herrn Prof. Dr. H. Probst gilt mein besonderer Dank für die Überlassung von Thema

und Arbeitsplatz, seine wertvolle Hilfe und sein ständiges Interesse an meinen

Fortschritten. Er unterstützte mich stets bei Organisation, Technik und Finanzierung und

war jederzeit diskussionsbereit.

Herrn Dr. Hans-Jörg Riedinger möchte ich für seine hilfreiche und geduldige

Unterstützung danken und dafür, daß er sich für die Korrektur dieser Arbeit viel Zeit

nahm.

Herrn Dr. Florian Prinz möchte ich für ausgezeichnetes Arbeitsklima, die gemeinsame

Aufbruchsstimmung und zahlreiche Hinweise zur Standortwahl, Materialbeschaffung

und die ausführliche Korrektur dieser Arbeit danken.

Herrn Dr. Frank Madeo möchte ich für die ausführliche Korrektur dieser Arbeit danken.

Bei den restlichen Mitgliedern der Arbeitsgruppe bedanke ich mich für gutes

Arbeitsklima und ständiges An-einem-Strang-ziehen.

Ausdrücklich möchte ich auch dem Land Baden-Württemberg für die Unterstützung

durch ein Promotionsstipendium von Oktober 1997 bis September 1999 danken.

Meiner Frau Regina, meinen Kindern Hannah, Benedikt und Antonia und meinen Eltern

Liesel und Alfred möchte ich danken für ihr Verständnis, ihre Ermunterung und

fortwährende Opferbereitschaft und ihre Unterstützung meines Studiums und dieser

Arbeit.





I

INHALTSVERZEICHNIS

1 ZUSAMMENFASSUNG...............................................................................1

2 EINLEITUNG ...............................................................................................2

2.1 DIE REPLIKATION EUKARYONTISCHER ZELLEN .......................................................2
2.2 DAS SIMIAN VIRUS 40 (SV40) ..............................................................................4

2.3 ZELLPERMEABILISIERUNG MIT ALPHATOXIN (α-TOXIN)............................................5
2.4 SYNCHRONISATION DER REPLIKATION DURCH TRANSIENTE HYPOXIE.......................6
2.5 ZIELE DIESER DISSERTATION................................................................................7

3 MATERIALIEN UND METHODEN ..............................................................8

3.1 MATERIALIEN.......................................................................................................8
3.1.1 Viren und Zellen................................................................................................. 8

3.1.1.1 SV40-Viren .......................................................................................................... 8
3.1.1.2 CV1-Zellen........................................................................................................... 8
3.1.1.3 Staphylococcus aureus........................................................................................ 8

3.1.2 Puffer und Lösungen ......................................................................................... 9
3.1.3 Kulturmedien, -bestandteile und Enzyme.......................................................... 9
3.1.4 Gase und Gasmischungen ................................................................................ 9

3.2 METHODEN .........................................................................................................9
3.2.1 Zellkulturen, Extrakte aus Zellen, Permeabilisierung........................................ 9

3.2.1.1 CV1-Zellen......................................................................................................... 10
3.2.1.2 HeLa-Zellen ....................................................................................................... 10
3.2.1.3 CCRF-CEM-Zellen............................................................................................. 10
3.2.1.4 Einfrieren und Auftauen der Zellen .................................................................... 11
3.2.1.5 Staphylococcus aureus...................................................................................... 11
3.2.1.6 Methanolextrakte ............................................................................................... 11

3.2.2 SV40-Viren....................................................................................................... 12
3.2.2.1 Stocklysate ........................................................................................................ 12
3.2.2.2 Urstocklysate und Infektion................................................................................ 13
3.2.2.3 Qualitätsbestimmung von Stocklysaten............................................................. 14
3.2.2.4 Isolierung von Gesamt-DNA aus virusinfizierten Zellen .................................... 15
3.2.2.5 DNA-Isolierung nach Hirt und DNA-Reinigung .................................................. 15

3.2.3 Markierung der DNA ........................................................................................ 16
3.2.3.1 Markierung in intakten Zellen mit [Methyl-3H]-Thymidin .................................... 16
3.2.3.2 Markierung permeabilisierter Zellen mit [α-32P]-dATP....................................... 16
3.2.3.3 Markierung permeabilisierter Zellen mit BrdUTP............................................... 17
3.2.3.4 Ermittlung der Verwertbarkeit der Radioaktivität ............................................... 17

3.2.4 Markierung von Proteinen................................................................................ 18
3.2.5 Ultrazentrifugation von Replikationsintermediaten.......................................... 18

3.2.5.1 Isokinetische Zentrifugation............................................................................... 18
3.2.5.2 Isopyknische Zentrifugation auf CsCl-Gradienten ............................................. 19

3.2.6 Säurefällbare Radioaktivität............................................................................. 20
3.2.6.1 Ganze Zellen...................................................................................................... 20



II

3.2.6.2 Verdünnte, wäßrige DNA-Lösungen ..................................................................20
3.2.6.3 Hirt-Überstände..................................................................................................21
3.2.6.4 Hirt-Rückstände .................................................................................................21

3.2.7 Gelelektrophoresen ......................................................................................... 21
3.2.7.1 Analytische Gelelektrophorese ..........................................................................21
3.2.7.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese................................................................21
3.2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese .............................................................23
3.2.7.4 Chloroquin-Gelelektrophorese, Nachweis von „Form U“ ...................................24

3.2.8 Southern Blotting ............................................................................................. 25
3.2.9 Proteinbestimmung.......................................................................................... 26

3.2.10 α-Toxin-Isolierung, -Aufbewahrung, -Charakterisierung................................. 27
3.2.10.1 Reinigung...........................................................................................................27
3.2.10.2 Mikrodialyse kleiner Mengen α-Toxins ..............................................................29
3.2.10.3 Halbquantitative Bestimmung der hämolytischen Aktivität ................................29
3.2.10.4 Herstellung standardisierter Erythrozytensuspensionen....................................29
3.2.10.5 Quantitativer Hämolysetest................................................................................30

3.2.11 O2-Messung mit der Clark-Sauerstoffelektrode .............................................. 30
3.2.11.1 Vorbereitung der Elektrode ................................................................................30
3.2.11.2 Eichung der Clark-Sauerstoffelektrode..............................................................31

3.2.12 Ablauf von Permeabilisierungsversuchen....................................................... 31
3.2.12.1 Bevorratung und Einsatz von Stammlösungen..................................................31
3.2.12.2 Permeabilisierung von Zellen für Replikations-Versuche ..................................32
3.2.12.3 Begasung von Zellkulturen, Aufhebung von Hypoxie ........................................33
3.2.12.4 Adaptation der Begasungseinrichtungen auf Kunststoff ....................................33
3.2.12.5 Das optimierte Permeabilisierungsmedium .......................................................34

4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION ...........................................................35

4.1 ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON αααα-TOXIN......................................................... 35
4.1.1 Anzucht des Stapylococcus aureus ................................................................ 35

4.1.2 Nachweis und Bestimmung von αααα-Toxin ........................................................ 35
4.1.3 Reinigung über die CM-Cellulose ................................................................... 35
4.1.4 Reinigung über die Cu-Chelat-Säule .............................................................. 36
4.1.5 Fällung mit Ammoniumsulfat ........................................................................... 37
4.1.6 Gesamtergebnis der Reinigung....................................................................... 37
4.1.7 Dialyse, Aufbewahrung, Dosierung................................................................. 37

4.2 REPLIKATION IN PERMEABILISIERTEN ZELLEN UNTER NORMOXISCHEN BEDINGUNGEN . 38
4.2.1 Untersuchungsmethoden ................................................................................ 38

4.2.1.1 Messung des Einbaus radioaktiver Vorstufen ...................................................38
4.2.1.2 Alkalische Rohrzuckergradienten ......................................................................39
4.2.1.3 Analyse dichtemarkierter DNA durch isopyknische Zentrifugation ....................40
4.2.1.4 Zweidimensionale Gelelektrophorese................................................................40

4.2.2 Zusammensetzung des Testsystems.............................................................. 40
4.2.2.2 α-Toxinkonzentration .........................................................................................41
4.2.2.2 Replikation bei verschiedenen Zelldichten.........................................................44
4.2.2.3 DTT-Zusatz........................................................................................................45
4.2.2.4 Zusatz von Zellextrakten und 100000g-Überständen........................................47
4.2.2.5 Weitere Medienbestandteile bzw. -zusätze .......................................................48
4.2.2.6 Variationen der Standardinkubationsbedingungen ............................................54
4.2.2.7 Proteinbiosynthese in permeabilisierten Zellen..................................................58
4.2.2.8 Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase...........................................................61



III

4.2.3 Charakterisierung des optimierten Systems ................................................... 63
4.2.3.1 Gleichzeitige Markierung mit [3H]-Thd und [α-32P]-dATP .................................. 63
4.2.3.2 Einfluß der Kultivierungsdauer von CV1-Zellen auf die SV40-Replikation

nach Permeabilisierung ..................................................................................... 65
4.2.3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese................................................................ 66

4.3 REREPLIKATION IN PERMEABILISIERTEN ZELLEN ..................................................68
4.3.1 Beeinflussung der Replikation durch BrdUTP................................................. 68
4.3.2 Isopyknische Zentrifugation zum Rereplikationsnachweis ............................. 69

4.4 REPLIKATION IN PERMEABILISIERTEN ZELLEN UNTER HYPOXISCHEN BEDINGUNGEN ..71
4.4.1 Zielsetzungen................................................................................................... 71
4.4.2 O2-Messungen mit der Clark-Elektrode........................................................... 72

4.4.2.1 Messungen in Permeabilisierungsmedium........................................................ 72
4.4.2.2 Messungen in DMEM ........................................................................................ 74
4.4.2.3 Wirkung von Na2-Dithionit in Kulturmedium ...................................................... 75

4.4.3 Etablierung von Hypoxie in permeabilisierten CV1-Zellen.............................. 76
4.4.4 Allgemeine Wirkungen von Hypoxie auf die SV40-Replikation in CV1-Zellen77

4.4.4.1 Übersicht............................................................................................................ 77
4.4.4.2 Toxizität von Ascorbatoxidase und Ascorbinsäure in permeabilisierten Zellen. 78

4.4.5 Permeabilisierung normoxischer CV1-Zellen mit anschließender Hypoxie ... 80
4.4.5.1 Hypoxie durch Begasung allein ......................................................................... 80
4.4.5.2 Ascorbinsäure- und Ascorbatoxidase-Wirkung auf SV40-infizierte

CV1-Zellen mit und ohne hypoxische Begasung............................................... 81
4.4.5.3 Normoxische Zellen, Permeabilisierung unter hypoxischer Begasung in

Gegenwart von Ascorbat und Ascorbatoxidase................................................. 83
4.4.5.4 [Methyl-3H]-Thd/[α-32P]-dATP-Doppelmarkierung unter Hypoxie und

Zugabe von Ascorbat und Ascorbatoxidase...................................................... 85
4.4.6 Hypoxische Vorbegasung in-vivo ohne Ascorbinsäure .................................. 86
4.4.7 Hypoxische Begasung in vivo, hypoxische Permeabilisierung....................... 87

4.5 REOXIGENIERUNG PERMEABILISIERTER ZELLEN...................................................89
4.5.1 Permeabilisierung vor hypoxischer Begasung, Konditionierung des

Permeabilisierungsmediums ........................................................................... 89
4.5.2 Permeabilisierung 1 min nach Reoxigenierung in vivo ................................... 91
4.5.3 Reoxigenierung gleichzeitig mit Permeabilisierung ........................................ 92
4.5.4 [3H]-/[32P]-Doppelmarkierung nach Reoxigenierung ....................................... 94
4.5.5 Reoxigenierung in Gegenwart von BrdUTP .................................................... 95
4.5.6 Nachweis von „Form U“ in permeabilisierten CV1-Zellen............................... 96

4.6 MEDIENZUSÄTZE UND HYPOXIE ..........................................................................97
4.6.1 Einfluß von Glucose......................................................................................... 97
4.6.2 Einfluß von Desoxicytidin (dCyd)..................................................................... 97
4.6.3 Einfluß von Desferroxamin und Hydroxyharnstoff .......................................... 98

5 LITERATUR..............................................................................................100



IV



V

ABKÜRZUNGEN
Abb. Abbildungen
AS Aminosäuren
ATCC American Type Culture Collection
bidest doppelt destilliert
bp Basenpaare
Bq Bequerel, Zerfälle pro Sekunde
bzw. beziehungsweise
CCL culture collection list
cpm counts per minute
Da Dalton
d. h. das heißt
DNA desoxyribo nucleic acid (Desoxyribonukleinsäure)
dNTP Desoxytriphosphate
EAT Ehrlich-Aszites-Tumorzellen
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGTA Ethylenglycol-bis(ββββ-aminoethylether)-N,N.N´,N´-tetraacetat
EM Elektronenmikroskop
FKS fötales Kälberserum
g Gramm
x g Erdbeschleunigung
h Stunde
i. p. intraperitoneal
kb Kilobasenpaare
kDa Kilodalton
KG-Puffer Kalium-Glutamat-Puffer
LS Längenstandard
LSC liquid szintillation counter (Flüssigkeits-Szintillationszähler)
M molar
mg Milligramm
min Minute
Mio. Million
ml Milliliter
MW molecuar weight
µg Mikrogramm
nm Nanometer
NTA Nitriloessigsäure
NTP Nucleosidtriphosphate
OD optische Dichte
p. a. pro analysi
PIPES Piperazin-N,N´-bis(2-ethansulfonsäure)
PS Pferdeserum
PVP Polyvinylpyrrolidon
RF-A replication factor A
rpm rounds per minute
s Sekunde
Sty I Restriktionsenzym
SV 40 simian virus 40
t-Ag kleines T-Antigen
T-Ag großes T-Antigen
U Unit (Enzymaktivität)
U/min Umdrehungen pro Minute
UZ Ultrazentrifugation
Vol. Volumen
V Volt
v/v Volumen/Volumen
w/v Gewicht/Volumen
w/w Gewicht/Gewicht



1

1  ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die eukaryontische Replikation mit Hilfe der αααα-Toxin-
Permeabilisierung unter Verwendung des Modellsystems der SV40-Replikation
unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen untersucht. Das bereits bei
Eger 1995 benutzte Kalium-Glutamat-PIPES-Puffersystem für permeabilisierte
Zellen wurde weiter optimiert, um die in-vivo-Replikation von SV40 in CV1-
Wirtszellen so gut wie möglich zu imitieren. Die Nachweisverfahren für die SV40-
Replikationsprodukte und die Etablierung und Aufrechterhaltung von Hypoxie
(u.a. durch Zugabe von Ascorbinsäure, Ascorbatoxidase und NaHCO3 und hy-
poxische Begasung der untersuchten Zellen im Wärmeraum) wurden erweitert
bzw. verfeinert.

Folgende Feststellungen werden durch die erhaltenen Daten gestützt:

1. Prä-Initiation und Initiation finden in permeabilisierten Zellen statt.
2. Die DNA-Elongation in permeabilisierten Zellen ist der in vivo vergleichbar.
3. Der hypoxisch arretierte Zustand der SV40-Replikation in intakten Wirtszellen

läßt sich sowohl durch normoxische als auch durch hypoxische Permeabilsie-
rung hypoxischer Zellen aufheben. Nach Reoxigenierung kurz vor Permeabili-
sierung wird allerdings der stärkste Effekt beobachtet.

4. In hypoxischen, permeabilisierten, SV40-infizierten CV1-Zellen ist die Etablie-
rung eines Zustands der DNA-Replikation möglich, der dem Zustand in hypoxi-
schen, intakten, SV40-infizierten CV1-Zellen entspricht. Dies widerspricht der
Hypothese, daß dCTP den hypoxisch verursachten Replikonaufstau verhindert
bzw. aufhebt.

5. Zugabe verschiedener Substanzen (z.B. cAMP, Emetin) steigert bzw. verrin-
gert die Replikation in permeabilisierten Zellen z.T. erheblich.

6. Hypoxische Zustände können durch Zugabe von Ascorbinsäure, NaHCO3 und
Ascorbatoxidase ins Permeabilisierungsmedium schneller etabliert werden als
durch ausschließliche hypoxische Begasung.

7. Die Zugabe von Na-Dithionit in DMEM etabliert ohne längere hypoxische Be-
gasung keinen hypoxischen Zustand der Replikation in vivo.
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2  E INLEITUNG
2.1 DIE REPLIKATION EUKARYONTISCHER ZELLEN

Voraussetzung für Wachstum und Vermehrung in der Natur ist die Zellteilung. Einge-
leitet wird diese durch die identische Verdoppelung der Erbinformation durch semikon-
servative Replikation. Bei eukaryontischen Zellen dauert dieser Vorgang mehrere
Stunden. Der eukaryontische Zellzyklus gliedert sich in Gap-Phase 1 (G1), Synthese-
phase (S), Gap-Phase 2 (G2) und Mitosephase (M). Ob die Zelle diesen Zyklus vollstän-
dig durchläuft und sich schließlich teilt oder nach erfolgter Zellteilung in einen
replikationsfreien Ruhezustand (G0-Phase) übergeht, entscheidet sich in der G1-Phase
und hängt u.a. von der Nährstoffversorgung, dem O2-Partialdruck und dem Vorhanden-
sein von Wachstumsfaktoren ab. Eukaryontische Zellkulturen verdoppeln sich alle 9-26
h, Zellen in Organismen benötigen hierfür zwischen 2 h und 100 Tagen. Viele terminal
differenzierte Zellen teilen sich nicht mehr (Pardee 1989).

Die DNA-Replikation beginnt bei allen Organismen an Replikationsursprüngen, soge-
nannten Origins. Die Synthese erfolgt in 5´→3´-Richtung. Dabei wird einer der beiden
neu entstehenden DNA-Stränge kontinuierlich, der andere diskontinuierlich repliziert. Das
Genom der meisten Prokaryonten und vieler Viren besitzt nur einen Origin, die Replikati-
onsgabeln bewegen sich bidirektional in entgegengesetzte Richtungen auf den Termina-
tionspunkt zu.

Das menschliche Genom besteht aus ca. 2.9 x 109 Basenpaaren. Um Genome dieser
Größenordnung in wenigen Stunden replizieren zu können, startet die Replikation gleich-
zeitig in vielen diskreten Genomeinheiten, sogenannten Replikons. Die DNA-Synthese
erfolgt zeitlich und räumlich geordnet. Die Ursprünge der Replikons sind zwischen 10
und 1000 kb voneinander entfernt und in sogenannten Clustern organisiert, die aus bis
zu mehreren hundert Replikons bestehen können. Die Replikons eines Clusters begin-
nen gleichzeitig zu replizieren. Verschiedene Cluster replizieren zu unterschiedlichen
Zeiten während der S-Phase. Die zeitliche Abfolge der Aktivierung einzelner Cluster ist
dabei festgelegt (Hand 1978). Die Assoziation mit der Kernmatrix scheint dabei für den
Ablauf und die Organisation der Replikation von Bedeutung zu sein (DeBruyn 1988,
Jackson 1986, Nakayasu 1989). Elementare Aufgaben des Genoms (Genexpression,
Hormonantwort) müssen auch während der S-Phase aufrechterhalten werden (Vemuri
1993, Prinz 1995).

Auf der Ebene der Replikons läßt sich die Replikation in 4 Phasen einteilen:
•  Prä-Initiationsphase: Ausbildung eines Multi-Protein-Komplexes am Origin nach Sti-

mulation durch Replikationssignale.
•  Initiation: Entwindung der DNA, Stabilisierung der Einzelstrang-DNA. Primerbildung

am Origin. Die Primer werden zu Okazaki-Fragmenten und schließlich zu kompletten
Tochtersträngen verlängert (Nethanel 1988).
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•  Elongation: Zwei Replikationsgabel-Apparate bewegen sich in entgegengesetzter
Richtung vom Origin weg auf ihre Terminationszone hin. Eine scharfe Grenze zwi-
schen Initiation und Elongation kann nicht gezogen werden.

•  Termination: selbständige Tochtergenome entstehen, bei Eukaryonten verschmelzen
die Replikons miteinander.

Die Phasen laufen unabhängig voneinander ab und lassen sich auf verschiedenen
Ebenen beeinflussen, beispielsweise bei der Wundheilung, während der frühen Embryo-
nalentwicklung oder beim Wachstum von Tumoren (Geider 1981, Gellert 1981, Kornberg
1992, Probst 1988 a + b, Ogawa 1980, Wormer 1995). Die Initiation der Replikation ist
der wahrscheinlich wichtigste Angriffspunkt einer Regulation (Lewin 1994).

Originsequenzen waren bis vor kurzem lediglich bei Prokaryonten, Hefen, Bakterio-
phagen und eukaryontischen Viren (z.B. SV40) identifiziert (Moriya 1985, Nossal 1983,
Baldacci 1984). Gegenstand der Forschung ist derzeit einerseits, die Orte der Initiation
zu definieren und andererseits die an der Initiation beteiligten Proteine zu identifizieren.
Bei höheren eukaryontischen Zellen wurden spezifische Origin-Sequenzen im humanen
Lamin-B2-Locus und im DHFR-Locus nachgewiesen (Abdurashidova 2000, Altman
2001). Die identifizierten Replicons bestehen aus einer core-Sequenz, die Bindestellen
für Initiations-Proteinen und DUEs (DNA unwinding elements) enthält und zusätzlichen
Sequenzen, die die Effizienz der Initiation erhöhen (DePamphilis 1996, Newlon 1996). In
S. cerevisiae erfordert die Initiation der Replikation eine ARS-Region (autonomously re-
plicating sequence in cis-Stellung in der Nähe von DUE-Regionen und Bindestellen für
den ORC (origin recognition complex) und weiteren Initiations-Proteinen (Bielinsky 1998
und 1999).

In unserer Arbeitsgruppe wurde entdeckt, daß ein entscheidender Schaltvorgang bei
der Replikoninitiation in Säugetierzellen vom Sauerstoffpartialdruck (pO2) in der direkten
Umgebung der Zellen abhängt (Riedinger 1991 und 1992, Amellem 1991 und 1993, Ge-
keler 1993). Der pO2 ist in Geweben ein verläßlicher Indikator für die Qualität der Nähr-
stoffversorgung einer Zelle durch den Blutkreislauf (Giaccia 1996). Diese Regulation hat
eine große medizinische Bedeutung, z.B. im Hinblick auf Tumorentstehung und -
wachstum. Aufgrund vorausgegangener Untersuchungen (Engelcke 1992, Probst, G.
1999) wird vermutet, daß die O2-abhängige regulatorische Antwort durch Veränderungen
der Desoxynukleotid-Pools der Zellen ausgelöst werden kann. Um dies zu überprüfen,
müssen die zellulären niedermolekularen Pools von außen manipuliert werden können,
ohne die strukturelle Organisation der Zelle und ihren Gehalt an Proteinen und anderen
biologischen Makromolekülen zu verändern. Voruntersuchungen bestätigten die Vermu-
tung, daß dieses Ziel mit Hilfe des porenbildenden αααα-Toxins von Staphylococcus aureus
erreichbar ist (Eger 1995).
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2.2 DAS SIMIAN VIRUS 40 (SV40)
Aufgrund der Größe und der komplexen Organisation eukaryontischer Genome be-

dient man sich einfacher Modellsysteme. Das doppelsträngige DNA-Virus Simian Virus
40 (SV40) ist das bestcharakterisierte Modellsystem zum Studium der DNA-Replikation
in Säugetierzellen (Stillman 1989). SV40 ist ein DNA-Tumorvirus aus der Gruppe der
Papovaviren. Der natürliche Wirt ist die afrikanische grüne Meerkatze. Das 5243 bp gro-
ße, ringförmig geschlossene Genom des SV40 codiert für 6 Genprodukte: Im Verlauf des
Replikationszyklus werden zunächst die �frühen� Genprodukte gebildet, das multifunktio-
nelle große Tumorantigen (T-Ag) und das kleine Tumorantigen (t-Ag). Danach wird die
virale DNA repliziert. Anschließend werden die �späten� Genprodukte gebildet (das
Agnoprotein sowie VP1, VP2 und VP3, Salzmann 1988). Letztere sind zur Verpackung
der viralen DNA notwendig. Schließlich werden die Viruspartikel durch Lyse der Wirts-
zelle freigesetzt (Winnacker 1985). Zellen, in denen dieser Replikationszyklus stattfinden
kann, werden als permissiv bezeichnet. SV40 kann aber auch nicht-permissive Zellen in-
fizieren (z.B. Maus und Hamster). Die Virus-DNA kann dann in das Wirts-Genom inte-
grieren und nach T-Ag-Expression die Transformation der Wirtszelle verursachen
(Knippers 1990, Martin 1981, Stahl 1983 a und b, Tooze 1981).

Das SV40 hat mehrere Eigenschaften, durch die es sich in besonderer Weise als Modell
für die eukaryontische Replikation eignet:
•  Das Virusgenom assoziiert mit Histonen, es entsteht ein Minichromosom aus 22-28

Nukleosomen (Jakobovits 1980, Sogo 1986, Varshavsky 1979).
•  Das Virusgenom besteht aus genau einem Replikon mit definiertem Origin.
•  Außer dem T-Ag werden keine weiteren viralen Replikationsfaktoren benötigt. Etwa

90% des T-Ag befinden sich im Zellkern, 10% im Cytoplasma. Teilsequenzen werden
auf der Zelloberfläche präsentiert. Das T-Ag reguliert die Transkription viraler Genpro-
dukte (Contreras 1982, Harzell 1984, Mitchell 1987, Rio 1983, Tack 1985, Wildemann
1989), induziert zelluläre DNA-Replikation und wirkt als DNA-Helicase (Hiscott 1988,
Schutzbank 1982, Scott 1983, Segawa 1987, Soprano 1983, Stahl 1986).

•  Die Replikation des viralen Genoms erfolgt im Zellkern der Wirtszelle unter Beteiligung
zellulärer DNA-Polymerasen und Replikationsfaktoren; die Virusreplikation ähnelt da-
durch weitgehend der zellulären. Durch Hemmstoffe wie Aphidicolin oder durch transi-
ente Hypoxie läßt sich die virale SV40-Replikation in gleicher Weise beeinflussen wie
die zelluläre (Dreier 1991, 1993 und 1995).

•  Das Virusgenom kann in vitro repliziert werden (Li+Kelly 1984, Waga 1994, Uhlmann
1994).

•  Die Isolierung des SV40-Genoms erfolgt schnell und einfach (Hirt 1967).
•  Das Genom eukaryontischer Zellen wird in jeder S-Phase nur ein Mal repliziert, das

SV40-Genom viel häufiger. Dies führt zu einer sehr großen Zahl von SV40-Genomen
in jeder infizierten Zelle (bis zu 200.000 Genome/Zelle). Isolierung und Charakterisie-
rung wird durch die große Anzahl an SV40-Genomen vereinfacht (Riedinger 1995).
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Die SV40-Replikation erfolgt, ausgehend vom Origin, semikonservativ und bidirektional:
Zwei T-Ag-Hexamere, Topoisomerasen und der Replikationsfaktor A (RF-A) entwin-

den unter ATP-Verbrauch den Origin-Bereich (Borowiec 1991, Dreier 1993, Fanning
1992, Moarefi 1993, Scheidtmann 1991). Dabei vermittelt das T-Ag das Zusammentreten
des Prä-Initiationskomplexes. Es wirkt als Schmelzprotein und als Helicase (DePamphilis
1986 und 93, Dean 1987, Fanning 1992, Murakami 1993, Stahl 1986, Wold 1987). Die
Replikation der viralen DNA unterscheidet sich von der der zellulären DNA durch die
Beteiligung des T-Ags. Nach Aufwindung des Origins bildet die DNA-Polymerase
αααα/Primase kurze Primer aus ca. 10 Ribonukleotiden, an deren Ende sich ca. 26 Desoxy-
ribonukleotide anschließen (Nethanel 1988 und 1992, Dennis 1993, Bullock 1989 und
1991).

Die Elongation erfolgt durch Polymerase δ unter Mitwirkung von 1PNCA und 2RFC, die
Synthese beider Stränge ist dabei gekoppelt (Prelich 1988, Waga 1994). Aus den Oka-
zakistücken entstehen nach Abbau der RNA-Anteile und Ligation durch DNA-Ligase I
(Ogawa 1980) vollständige Tochterstränge. Die große Anzahl beteiligter Replikations-
faktoren eröffnet viele Möglichkeiten der Regulation der Replikation (Erdile 1991, Netha-
nel 1988, 1990 und 1992, Pan 1993).

In der Terminationsregion verlangsamt sich die Replikationsgeschwindigkeit (Danna
1972, Lai 1975, Tapper 1979), die DNA-Stränge werden durch Topoisomerasen ge-
trennt. Neben dem Hauptprodukt des superhelikalen Virusgenoms entstehen Nebenpro-
dukte (Katenane, Dimere), nachweisbar auf zweidimensionalen Gelen (Eger 1995,
Snapka 1988, Sundin 1980 und 1981, Weather 1985, Yang 1987).

2.3 ZELLPERMEABILISIERUNG MIT ALPHATOXIN (αααα -TOXIN)
Eukaryontische Zellen sind von einer Membran umgeben, die aus einer Lipiddoppel-

schicht unterschiedlicher Zusammensetzung sowie integralen und peripheren Membran-
proteinen bestehen. Polare Stoffe wie Nukleosidtriphosphate und Analoga (z.B. BrdUTP)
können lediglich in nenneswertem Ausmaß ins Zellinnere gelangen, wenn spezielle
Transportproteine in der Membran vorhanden sind. Höhere Eukaryontenzellen exprimie-
ren i.d.R. keine derartigen Transportproteine (Voet 1995). Bisher war es nahezu unmög-
lich, niedermolekulare Stoffe hoher Ladung in die Zelle zu transportieren, ohne die
Vitalität der Zelle stark zu beeinträchtigen (Ahnert-Hilger 1989 a, Trummler 1995).

U. a. durch Anlegen hoher Spannung (Baker 1978 und 1982), Permeabilisierung mit-
tels Detergentien wie z.B. Digitonin (Brooks 1983, Dunn 1983) und Zellpermeabilisierung
mittels porenbildender Proteine (αααα-Toxin, Streptolysin O: Ahnert-Hilger 1985, a und b und

                                           
1PNCA: proliferating nuclear cell antigen. Die Bindung von PNCA an die DNA-Polymerase δ stei-

gert deren Prozessivität erheblich
2RFC: Replikationsfaktor C
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1989, b und c, Bader 1986, Howell 1987, Wilson 1983, Dayanithi 1994) können polare
Substanzen in die Zelle transportiert werden.

αααα-Toxin ist ein Exotoxin, das von Staphylococcus aureus sezerniert wird. Die Exoto-
xine von Staphylococcus aureus bilden den Hauptpathogenitätsfaktor dieses Organis-
mus. Die Porenbildung ist ein ungeordneter Prozeß, bei dem sich die Monomeren
(Molekulargewicht 34 kD) nach Einlagerung in die Membran zu Tetra- bis Heptameren
zusammenfinden und Poren unterschiedlicher Eigenschaften und Lebensdauer bilden
können (Menestrina 1991, Jonas 1994, Bortoleto 1998, Krasilnikov 1999).

αααα-Toxin wurde zur Permeabilisierung verschiedener Zellsysteme (Hepatocyten, PC
12, CCRF, HeLa, Ehrlich-Aszites, CV1) verwendet (McEwen 1985, Eger 1995, Martin
1997). Es ist bindet bereits in geringen Konzentrationen (<100nM) an bestimmte Zellen
(Kaninchenerythrozyten, humane Blutplättchen, Monozyten, Endothelzellen) über ver-
mutete hochaffine Akzeptorproteine. Bei höheren Konzentrationen bindet αααα-Toxin dage-
gen über eine unspezifische Absorption an alle Lipidmembranen (Bhakdi 1991).

αααα-Toxin kann als Werkzeug benutzt werden, um das intrazelluläre Millieu zu beein-
flussen. Poren aus 5-7 Monomeren entstehen nach wenigen Minuten und weisen einen
Durchmesser von 1-2nm auf. Durch diese können polare Stoffe bis ca. 2kDa Molekular-
gewicht hindurchgelangen. Die inneren Membranen der Zellen (Endoplasmatisches Reti-
kulum, Mitochondrien, Golgi-System) bleiben intakt, Proteine treten nicht aus. Die
Replikation der Zellen wird bei richtiger Wahl des umgebenden Mediums nicht beein-
trächtigt, in Einzelfällen sogar beschleunigt. Die Replikation findet auch noch Stunden
nach Permeabilisierung durch αααα-Toxin statt. Grad und Fortschritt der Permeabilisierung
kann durch luminometrische Messung des austretenden ATPs verfolgt werden. Replizie-
rende DNA kann direkt durch Zugabe radioaktiver oder dichtemarkierter Nukleotide mar-
kiert werden (Föhr 1993, Trummler 1995, Eger 1995)

2.4 SYNCHRONISATION DER REPLIKATION DURCH TRANSI-
ENTE HYPOXIE

Die DNA-Replikation eines jeden Organismus unterliegt der Kontrolle auf verschiede-
nen regulatorischen Ebenen. Ein die Initiation betreffender Schaltvorgang hängt in Säu-
getierzellen vom Sauerstoffpartialdruck (pO2) in der direkten Umgebung der Zellen ab
(Brischwein 1996, Gekeler 1988, Probst 1980, 1984 und 1989), was bedeutet, daß der
pO2 an der physiologischen Kontrolle der normalen oder krankhaften Zellproliferation bei
Säugetieren beteiligt ist (Embryonal-Entwicklung, Wundheilung, Tumorentwicklung,
�wachstum und �bekämpfung sowie Metastasenbildung: Bedford 1976, Green 1998 und
2001, Ludlow 1993, Pettersen 1983, Tannock 1992). Der pO2 ist in Geweben ein verläß-
licher Indikator für die Güte der Nährstoffversorgung einer Zelle durch den Blutkreislauf.
In vielen größeren Tumoren existiert eine hypoxische innere Zone, die 100-150µm vom
nächsten Blutgefäß entfernt beginnt. Die dort befindlichen Tumorzellen proliferieren
kaum, sind in der G1/S-Phase arretiert und können durch Chemotherapeutika kaum be-
kämpft werden (Siemann 1988, Tannock 1968). Diese pO2-abhängige regulatorische
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Antwort könnte durch Veränderungen der Desoxynukleotid-Pools der Zellen ausgelöst
werden. Bei dauerhafter Unterschreitung eines bestimmten pO2 wird die Ribonukleoti-
dreduktase inaktiv (Thelander, 1983). Längere Hypoxie mit 200 ppm O2 führt deshalb zu
einer Verarmung der Zelle an dNTPs, insbesondere dCTP. Neben der Funktion als DNA-
Baustein wird dCTP in der Zelle auch eine regulatorische Funktion bei der DNA-
Replikation (v.a. Initiation) zugeschrieben. Ein Absinken des dCTP-Spiegels geht mit
Hemmung der Replikoninitiationen einher (Engelcke 1992, Probst 1999). In CCRF-, He-
La- und Ehrlich-Aszites-Zellen läßt sich die Replikoninitiation durch Zugabe von dCyd zu
hypoxischen Zellen wieder starten (Probst 1999, Brischwein 1997, Probst 1989).

Der dCTP-Spiegel der Zelle könnte Bindeglied zwischen pO2 und Initiation der Repli-
kation sein. Sollte er das alleinige Bindeglied sein, könnte in permeabilisierten Zellen eine
Hemmung der Replikation durch Hypoxie verhindert werden, da alle dNTP in ausrei-
chender Konzentration zur Verfügung gestellt werden können (Loffler 1987).

2.5 ZIELE DIESER DISSERTATION

In dieser Arbeit wurde ein Modellsystem zum Studium der Regulation der DNA-
Replikation geschaffen und optimiert. Es besteht aus SV40-infizierten CV1-Zellen, die mit
Hilfe von Staphylococcus-aureus-αααα-Toxin permeabilisiert werden. Das Verständnis über
die Regulation der Zellvermehrung soll mit Hilfe dieses Modellsystems vertieft werden.
Dabei bildet die Möglichkeit der Untersuchung der sauerstoffabhängigen Veränderungen
der zellulären Replikation einen Forschungsschwerpunkt. Dadurch wurden Grundlagen
erarbeitet, deren Berücksichtigung für die Ausarbeitung optimaler Therapieprotokolle,
beispielsweise bei Tumorerkrankungen, wichtig ist.

Folgende Punkte sollten im Rahmen dieser Arbeit im Besonderen untersucht werden:
•  Isolierung von hochreinem αααα-Toxin hoher hämolytischer Aktivität unter Modifikation

bislang bekannter Isolierungs- und Kultivierungsverfahren.
•  Optimierung der Bedingungen für die αααα-Toxin-Permeabilisierung SV40-infizierter CV1-

Zellen zum Studium der DNA-Replikation unter hypoxischen, normoxischen und
reoxigenierten Bedingungen.

•  Untersuchung der Prä-Initiation und Initiation in permeabilisierten Zellen. Etablierung
und Anpassung der entsprechenden Nachweismethoden auf permeabilisierte Zellen.

•  Untersuchung der Rolle von dCTP als Bindeglied für die Regulation der Replikation.
•  Etablierung der Hypoxie in permeabilisierten Zellen.
•  Zielgerichtete Veränderung der Konzentration der Bestandteile des Permeabilisie-

rungsmediums und Untersuchung der Bedeutung weiterer Substanzen, z.B. von Cyto-
solbestandteilen anderer Zellen, für die Replikation.
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3  MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN

3.1.1 Viren und Zellen
3.1.1.1 SV40-Viren

CV1-Zellen wurden für diese Arbeit mit SVS-Wildtyp des SV40 infiziert. SV40 neigt bei
Infektionen höherer Multiplizität zur Rekombination. Die DNA des vorhandenen und von
R. Knippers, Konstanz, bezogenen Virusmaterials hatte sich beim Verdau mit Restrikti-
onsenzymen als heterogen erwiesen. Deshalb wurde durch Dreier SV40-Wildtyp-DNA
aus dem Plasmid pSV40 isoliert, welches aus dem Vektor pAT 153 besteht, in dessen
BamHI-Schnittstelle das komplette SV40-Genom einkloniert ist. Die nach Restriktions-
verdau gewonnene DNA wurde religiert und in TC7-Zellen transfiziert. Das Zelllysat lie-
ferte nach �plaque purification� einheitliche SV40-Wildtyp-Stocklysate (Dreier, 1995,
Winter, 1995). Nur diese SV40-Wildtyp-Stocklysate (�Primär-Stocklysate�) eignen sich
zur Infektion von CV1-Zellen mit geringer Multiplizität zur Herstellung von �Sekundär-
Stocklysaten�. Mit diesen werden CV1-Zellen mit hoher Multiplizität infiziert.

3.1.1.2 CV1-Zellen
Als Wirte von SV40 dienten CV1-Zellen (ATCC-Nr. CCL 70). Diese immortalisierten

Zellen entstammen der Niere einer afrikanischen Grünen Meerkatze (1964, african green
monkey kidney cells, Proc. Nat. Acad. Sci. 53, 53, 1964). CV1-Zellen sind nahezu diploid
(∅  60 Chromosomen) und sie wachsen mit Kontaktinhibition. Die verwendeten CV1-
Zellen wurden im Januar 1994 von der American Type Culture Collection (ATCC) bezo-
gen und seitdem als Monolayer in DME-Medium in Kultur gehalten. Die Vermehrung von
SV40 in CV1-Zellen oder Subzellinien ist etabliert (Dreier, 1995).

3.1.1.3 Staphylococcus aureus
Zur Produktion und Isolierung des in dieser Arbeit verwendeten αααα-Toxins wurde Sta-

phylococcus aureus, Wood 46 verwendet. Der Stamm wurde von M. Gratzl, Ulm, bezo-
gen. Staphylococcus aureus sezerniert, neben weiteren Exotoxinen, αααα-Toxin in den
Kulturüberstand. Die αααα-Toxin-Monomere (MW 34 kDa) lagern sich rezeptorvermittelt oder
spontan in die Membran ein und bilden dort ringförmige, porenbildende Oligomere. Diese
können aus 4-7 Monomeren bestehen (Zoller, 1992, Bortoleto, 1998, Bobich + Zheng,
1998, Krasilnikov, 1999).

Eukaryontische Zellmembranen sind für viele Kleinmoleküle wie z.B. dATP impermea-
bel und werden durch αααα-Toxin dafür permeabilisiert. Die Poren bilden sich nach wenigen
Minuten und weisen einen Durchmesser von 1-2 nm auf. Durch sie können Moleküle bis
2 kDa entsprechend ihres Konzentrationsgradienten diffundieren.
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3.1.2 Puffer und Lösungen
Puffer und Lösungen wurden grundsätzlich mit entionisiertem, bidestilliertem Wasser

hergestellt. Dieses Wasser wird möglichst frisch hergestellt. Alle Chemikalien wurden alle
in der Qualitätsstufe pro analysi oder gleichwertigen Qualitäten bezogen. Alle Puffer und
Lösungen wurden in frisch gebrannten Flaschen angesetzt. Auf die Zusammensetzung
der verschiedenen Medien wird bei der jeweiligen Methode eingegangen.

3.1.3 Kulturmedien, -bestandteile und Enzyme
Die nachfolgenden Medien und Medienkomponenten wurden von den Firmen Gibco

oder Seromed bezogen und mit fötalem Kälberserum (FKS) oder Pferdeserum (PS), so-
wie mit Antibiotika versetzt. Alle Enzyme wurden von der Firma Boehringer Mannheim
bezogen und bei -20°C gelagert.

3.1.4 Gase und Gasmischungen
Argon 5.0 AGA Edelgas GmbH
Stickstoff 5.0 AGA Edelgas GmbH
Kohlendioxid (�medizinische Qualität�) Buse
Sauerstoff (�Narkose-Qualität�) Linde

�Normoxische� Gasmischung mit CO2 5% CO2
20% O2
75% N2

�Normoxische� Gasmischung ohne CO2 20% O2
80% N2

�Hypoxische� Gasmischung mit CO2 5% CO2
200 bzw. 400 ppm O2
Rest Argon

�Hypoxische� Gasmischung ohne CO2 200 bzw. 400 ppm O2
Rest Argon

�Reoxigenierende� Gasmischung mit CO2 5% CO2
95% O2

�Reoxigenierende� Gasmischung ohne CO2 100% O2

3.2 METHODEN

3.2.1 Zellkulturen, Extrakte aus Zellen, Permeabilisierung
Der pH-Wert in einer DMEM-Zellkultur (pH 7,4) wurde durch Bicarbonat-Pufferung bei

Begasung mit 5% CO2 (v/v) aufrechterhalten. Dies galt sowohl für die Anzucht der Zellen
im Brutschrank als auch für die Begasung während der Versuche. Es ließ sich nicht ver-
meiden, die Zellen für einige Minuten zur Passage, zum Transport oder zur Infektion mit
SV40 der Raumtemperatur und -atmosphäre auszusetzen. Die Kultivierung der CV1-,
HeLa-, CCRF-CEM-, und Ehrlich-Aszites-Tumorzellen erfolgte bei 5% CO2, 100% Luft-
feuchtigkeit und 37°C (EAT mit DMEM und 10% PS kultiviert).
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Die Zugabe von FKS in das vorgemischte und bei 4°C aufbewahrte DMEM leitete ei-
nen Alterungsprozeß des Mediums ein. Permeabilisierte, SV40-infizierte CV1-Zellen
zeigten einen um bis zu 70% höheren Einbau (120 min Dauermarkierung mit [α-32P]-
dATP), wenn das DMEM weniger als 2 Wochen vor Versuchsbeginn mit FKS versetzt
wurde (möglicherweise wegen einer höheren Proteinbiosynthese in frischem DMEM).
Der [α-32P]-dATP-Einbau in permeabilisierten Zellen, bei denen das DMEM 20-24 h nach
erfolgter SV40-Infektion komplett und nochmals 2-4 h vor Versuchsbeginn zur Hälfte
ausgetauscht wurde erhöhte sich nur um 5-10% gegenüber dem Einbau in Zellen, bei
denen das DMEM nach Infektion nicht ausgetauscht wurde. Auf den kompletten Wechsel
20-24 h nach Infektion wurde deshalb verzichtet, 2-4 h vor Versuchsbeginn wurde die
Hälfte des DMEM gegen vorgewärmtes DMEM gewechselt.

3.2.1.1 CV1-Zellen
CV1-Zellen wurden in DMEM mit 10% FKS, 90U/ml Penicillin G und 90 µg/ml Strep-

tomycin kultiviert. Sie wurden in 250- oder 650-ml-Kunststoffkultur-flaschen oder für Ver-
suche oder zur Viruspropagation in 145/20mm- bzw. 35/10-mm-Kulturschalen aus
Kunststoff oder Glas (Fa. Greiner bzw. Schott) gehalten. Konfluente Zellkulturen beste-
hen aus ca. 10 Mio Zellen je 650-ml-Kulturflasche bzw. 145-mm-Kulturschale oder ca. 3
Mio Zellen je 250-ml-Kulturflasche. Die Zellen wurden nach Absaugen des Kulturmedi-
ums durch Zugabe von 3 ml je 250-ml- und 6-8 ml je 650-ml-Kulturflasche 0,05%iger
Trypsinlösung in PBS für 5 min bei 37°C vom Boden abgelöst. Am Boden anhaftende
Zellen konnten durch verlängertes Trypsinisieren bei 37°C, durch Scherkräfte oder durch
vorsichtiges Pipettieren abgelöst werden. Die Zelldichte der Trypsin-Zellsuspension wur-
de durch Auszählen eines Aliquots in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Phasen-
kontrastmikroskop bestimmt. 1/4-1/5 der Zellen wurden weiter passagiert. Danach wurde
die Zelldichte durch Zugabe von DME-Medium auf 150000 bis 200000 Zellen je ml
DMEM eingestellt. Die Zellzahl verdoppelte sich etwa alle 24 h (s. auch Dreier 1991 und
1995).

3.2.1.2 HeLa-Zellen
Die Kultur von HeLa-Monolayern wurde analog Engelke, 1992 bzw. Dreier, 1995

durchgeführt. 4 h vor Versuchsbeginn wurde das Medium zur Hälfte ausgetauscht.

3.2.1.3 CCRF-CEM-Zellen
CCRF-CEM-Suspensionszellen wurden vermehrt wie bei Wilisch, 1992 beschrieben.

Zwei Tage vor Versuchsbeginn wurde die Zelldichte mit frischem Medium auf 700000/ml
eingestellt, um sicherzustellen, daß sich die Zellen in logarithmischer Wachstumsphase
befinden. 2-3 h vor Versuchsbeginn wurde 1/3 Vol. vorgewärmtes RPMI, ggf. mit [Methyl-
3H]-Thd, zugegeben.
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3.2.1.4 Einfrieren und Auftauen der Zellen
Befinden sich Zellen in der Phase logarithmischen Wachstums, können diese zur Vor-

ratshaltung eingefroren werden. Dabei wurden bei CV1-Zellen zu 80-90% konfluente
Monolayer verwendet.

Die Zellen wurden durch Trypsinbehandlung vom Flaschen- oder Schalenboden ab-
gelöst. Die Zellsuspension wurde in ein steriles Kunststoffgefäß (Greiner) mit ca. 8 ml
vorgelegtem DMEM überführt und 5 min mit 135 x g (800U/ min, Heraeus-Varifuge) se-
dimentiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Zellen in eiskaltem DMEM mit
8% DMSO resuspendiert und in Einfrierröhrchen überführt. Die Einfrierröhrchen mit In-
halt wurden auf Eis gestellt und langsam auf -80°C gekühlt. Am darauffolgenden Tag
wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt. Eine 650ml-Kulturflasche (8 Mio Zel-
len, 80% konfluent) wurde auf zwei Einfrierröhrchen verteilt.

Beim Auftauen wurden die Einfrierröhrchen aus flüssigem Stickstoff entnommen und
in ca. 37°C warmem Wasser erwärmt bis 1/3 der Zellsuspension aufgetaut war. Das
Röhrchen wurde durch Eintauchen in 70%iges Ethanol sterilisiert. Nach Abtropfen des
Ethanols wurde kurz abgeflammt und die Zellsuspension in eine 250-ml-Kulturflasche
gegeben, in die 20 ml kaltes DMEM vorgelegt worden war. Das DMSO wurde nicht aus-
gewaschen.

3.2.1.5 Staphylococcus aureus
Die Produktion von αααα-Toxin wurde bei Staphylococcus aureus, �Wood 46�, DSM

20491, angeregt. Eine bei -80°C gelagerte Dauerkultur in Glycerin wurde auf Schafs-
blutagarplatten (Unipath) ausgestrichen. Die nach 24-48h bei 37°C entstehenden Kultu-
ren mit den größten Hämolysehöfen wurden über mehrere Generationen vereinzelt.
Sobald die Größe des Hämolysehofes nicht mehr steigerungsfähig war, wurde eine
Übernachtkultur in 10 ml 3% TSB-Medium (Difco) angeimpft. Nach 14h wurde je 0.35%
(v/v) der Vorkultur in 2.4-6.5l Hauptkultur in 3%igem TSB gegeben. Nach Erreichen einer
OD578 von 4.8-7.4 wurde diese Hauptkultur durch Zugabe von NaN3 und EDTA abge-
stoppt (Zoller, 1992). Durch Zugabe von bis zu 10 mM Glucose zum TSB-Medium konnte
das Wachstum von Staphylococcus aureus beschleunigt werden.

3.2.1.6 Methanolextrakte
Um dem Permeabilisierungsmedium Zellbestandteile zuzugeben, die bei der Permea-

bilisierung der Zellen aus diesen hinausdiffundieren, wurden Methanolextrakte von Zell-
kulturen gewonnen.

Dazu wurden 550 ml einer CCRF-Zellkultur mit einer Zelldichte von 1.15 Mio Zellen/ml
durch ¼ Vol. vorgewärmtes RPMI verdünnt und weitere 15 min bei 37°C inkubiert. Die
gesamte Kultur wurde zu einer Mischung aus 400 ml Hanks-Eiswürfeln in 500 ml eiskal-
ter Hanks-Lösung gegeben und gerührt, bis sich das Eis gelöst hatte. Anschließend wur-
de die Zellsuspension im Kühlraum zentrifugiert (2 min, ca. 800 x g), das Pellet mit wenig
eiskaltem RPMI aufgenommen und in kleine 14-ml-Kunststoffröhrchen (Greiner) über-
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führt. Nach 10minütiger Zentrifugation im Kühlraum (800 x g) wurde der Überstand ver-
worfen und das Pellet mit 8 ml 60% Methanol versetzt. Die Suspension wurde über Nacht
bei -20°C inkubiert und anschließend im Beckman Ti 50-Rotor 30 min bei 40000 rpm und
4°C zentrifugiert.

Der Überstand wurde in 400-µl-Aliquots in Eppendorf-Cups überführt und in einer Va-
kuumzentrifuge in 2.5 h bis zur Trockne eingedampft. Der Rückstand wurde mit dem
0.1fachen des ursprünglichen Zellvolumens Kaliumglutamatpuffer (480 mM) resuspen-
diert, aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

Zellbestandteile aus HeLa-Monolayern wurden in ähnlicher Weise herausgelöst. Dazu
wurden die Zellen 3 Mal mit eiskalter HANKS-Lösung gewaschen. Nach vollständigem
Abziehen der Waschlösung wurden je 650-ml-Flasche 5 ml Methanol (100%, p.a.) zuge-
geben und über Nacht bei -20°C inkubiert. Der Methanolextrakt wurde in 400-µl-Aliquots
wie oben beschrieben eingetrocknet. Der Extrakt wurde in 20 µl 10 x KG-Puffer in zehn-
facher zellulärer Konzentration aufgenommen und bei -80°C gelagert.

HANKS-Lösung (1 x) NaCl 137     mM 8 g/l
KCl    5,4   mM 0,4 g/l
Na2HPO4 x 2 H2O    0,8   mM 0.115 g/l
KH2PO4    0,4   mM 0,055 g/l
MgCl2 x 6 H2O    0,5   mM 0,1 g/l
MgSO4    0,4   mM 0,048 g/l
NaHCO3    4      mM 0.336 g/l
CaCl2    1,25 mM 0,18 g/l
Glucose    5,5   mM 0,991 g/l
pH 7.4

10xKG-Gebrauchspuffer: K-Glutamat    1,2  M     2.226  g/l
NTA   40 mM   76.6   mg
EGTA     5 mM   19.02 mg
PIPES 160 mM 483.1   mg
MgCl2   85 mM 176.6   mg
CaCl2   10 mM   14.7   mg

Es wurden 8 ml H20 zugegeben, der pH mit 5M KOH auf 7,2 eingestellt und auf 10
ml aufgefüllt.

3.2.2 SV40-Viren
3.2.2.1 Stocklysate

30-40 h nach Aussaat von 4-7 Mio CV1-Zellen je 145-mm-Schale wurden diese mit 3
ml eines durch �plaque purification� aufgereinigten SV40-Urstocklysats infiziert. Um das
Auftreten von SV40-Rekombinanten zurückzudrängen, muß das Stocklysat so verdünnt
sein, daß die Zellen von nicht mehr als einem Virion infiziert werden (Virus/Zell-Verhältnis
<1). Diese SV40-Rekombinanten weisen eine andere DNA-Sequenz auf, die vollständige
Information für die Verpackungsproteine oder das T-Antigen kann fehlen. Sie können
sich deshalb nur bei Doppelinfektion einer Zelle mit Wildtyp-SV40 als Helfervirus vermeh-
ren. Nach Zugabe des Urstocklysats wurden die Zellen 90 min im Brutschrank inkubiert
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und alle 15 min umgeschwenkt. Nach Adsorption der Viren an die Zellen wurden 16-22
ml DMEM zugegeben, umgeschwenkt und weiter im Brutschrank inkubiert.

Im weiteren Verlauf lösten sich zunehmend Zellen vom Schalenboden ab, die meisten
Zellen wiesen eine starke Vakuolisierung auf. 6-12 Tage nach Infektion lösten sich mehr
als die Hälfte der Zellen vom Schalenboden. Die vollständige Freisetzung der Viren er-
folgte durch dreimaliges Einfrieren bei -80°C und Wiederauftauen der Zellen. Die Zell-
trümmer wurden durch Zentrifugation (5 min, 135 x g) sedimentiert und der Überstand in
einem sterilen, verschließbaren Kunststoffgefäß (Greiner) bei -80°C eingefroren. Die Ho-
mogenität des SV40-Genoms wurde durch Restriktionsverdaus (Sty I) und Analysen der
verdauten und unverdauten SV40-DNA mittels analytischer Gelelektrophorese überprüft.

3.2.2.2 Urstocklysate und Infektion
Die �plaque purification� diente dazu, genomisch einheitliche, nicht rekombinante

SV40-Populationen zu erzeugen. Aus der Zahl der Plaques, die bei einer bestimmten
Stocklysatverdünnung auftreten, kann man den Virustiter als Plaque-formende Einheiten
(plaqueforming units) bestimmen, d. h. die Zahl an infektionsfähigen Viren je ml Stockly-
sat (analog Dreier 1995).

Die Herstellung von Urstocklysaten erfolgte mit kleinerem Virustiter als bei der Her-
stellung normaler Stocklysate:

30-40 h vor Infektion wurden 2-4 Mio CV1-Zellen in 15 ml DMEM auf 145-mm-
Kulturschalen ausgesät. Mit einer mehrfach ausgeglühten Impföse wurden durch Einste-
chen in einzelne, gut von anderen abgegrenzten Plaques SV40-Viren durch Umschwen-
ken der Öse ins Medium der vortags ausgesäten CV1-Zellkultur übertragen. Zwei mal
jede Woche wurde die Hälfte des Mediums gegen frisches ausgetauscht.

2-3 Wochen nach Infektion lysierten mehr als 50% der Zellen. Die Viren wurden durch
wiederholtes Einfrieren und Wiederauftauen freigesetzt, das Medium wurde durch Sedi-
mentation mit 135 x g von Zelltrümmern befreit. Diese Urstocklysate wurden in 102-
104facher Verdünnung zur Herstellung von Gebrauchsstocklysaten verwendet.

Agar Noble (Difco) 2 % in H2O
100 x DMEM-Vitamine:

Cholinchlorid 20 mg/50 ml Folsäure 20 mg/50 ml
i-Inosit 36 mg/50 ml Nicotinamid 20 mg/50 ml
D-Ca-Panthothenat 20 mg/50 ml Pyridoxal x HCl 20 mg/50 ml
Riboflavin   2 mg/50 ml Thiamin x HCl 20 mg/50 ml

100 x DMEM-Aminosäuren 1 (100 x AS 1): L-Histidin  x HCl 210 mg/50 ml
L-Arginin  x HCl 420 mg/50 ml L-Lysin  x HCl 730 mg/50 ml
L-Isoleucin 525 mg/50 ml L-Phenylalanin 330 mg/50 ml
L-Threonin 475 mg/50 ml L-Tryptophan   80 mg/50 ml
L-Valin 470 mg/50 ml L-Leucin 525 mg/50 ml

50 x DMEM-Aminosäuren 2 (50 x AS 2):
L-Cystin 120 mg/50 ml L-Tyrosin 180 mg/50 ml

100 x DMEM-Aminosäuren 3 (100 x AS 3):
Glycin 150 mg/50 ml L-Serin   210 mg/50 ml
L-Methionin 150 mg/50 ml L-Glutamin 2900 mg/50 ml
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Zum Zeitpunkt der Infektion von CV1-Zellen wurde eine Zelldichte von 8-10 Mio Zellen
je 145-mm-Kulturschale bzw. 4-500000 Zellen je 35-mm-Kulturschale angestrebt. Zur
Infektion wurde das Kulturmedium entfernt und je 145-mm-Kulturschale 2-3 ml, je 35-
mm-Kulturschale 300 µl unverdünntes SV40-Stocklysat zugegeben. Die Adsorption der
Viren erfolgte für 90 min im Brutschrank bei 37°C und unter Umschwenken alle 15 min.
Anschließend wurden 17-23 ml DMEM zugegeben und vorsichtig verteilt. Bei Verwen-
dung anderer Kulturschalen wurden die Mengen entsprechend der Fläche des jeweiligen
Schalenbodens angepaßt.

3.2.2.3 Qualitätsbestimmung von Stocklysaten
Vorbereitung der Proben

Mit je 600 µl der zu prüfenden Stock- und Urstocklysate wurden CV1-Zellkulturen in
35-mm-Kulturschalen angeimpft. 43h nach Infektion wurde das DMEM entfernt und die
Kultur mit je 300 µl Hirt-Lösung (s. 3.2.2.5) lysiert. Der Hirt-Überstand wurde wie in
3.2.2.5 beschrieben gewonnen und in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach Versetzen und
Mischen mit je ½Vol. Chloroform und ½Vol. mit TE, pH 8.0, äquilibriertem Phenol wurden
die Phasen durch Zentrifugation getrennt (3 min, 14000 U/min). 350 µl der wäßrigen
Phase wurden mit je 875 µl Ethanol über Nacht bei 4°C gefällt. Der ethanolische Über-
stand wurde nach Zentrifugation (15 min, 14000 U/min, 0°C) entfernt und das Pellet zwei
Mal mit je 200 µl 70% Ethanol vorsichtig gewaschen. Die DNA wurde in der Vakuumzen-
trifuge 8 min am Wasserstrahlvakuum getrocknet, in 10 µl TE gelöst und bis zur Verwen-
dung bei 4°C aufbewahrt.

Konzentrations- und Reinheitsbestimmung
Nach 3.2.7.1 wurde ein 1%iges NA-Agarose-Minigel hergestellt und mit TAE-Puffer 5-

mm überschichtet. 2 µl der Proben wurden mit 1 µl 10 x Probenauftragspuffer und 7 µl
Wasser versetzt und auf das Gel neben 3 µl Längenstandard 3 (Boehringer, ≅  300ng
DNA, mit Probenauftragspuffer) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte entsprechend 3.2.7.1.
Nach dem Gellauf wurde die DNA 5 min in Ethidiumbromidlösung (2 µg/ml) gefärbt und
das Gel 10 min in Wasser entfärbt. Die Konzentration der Proben-DNA und damit die Ef-
fizienz der Hirt-Isolierung wurde durch Vergleich mit der bekannten Konzentration des
Längenstandards auf dem Transilluminator abgeschätzt. Außerdem konnte beurteilt wer-
den, ob SV40-Rekombinanten auftreten.

Sty I-Verdau und Auftrennung auf dem Gel
500 ng SV40-DNA wurden mit 5 U (0,5 µl) Sty I (Boehringer) und 0,3 µl RNAse-

Lösung (3 µg) in 10 µl Verdaupuffer für 2-4h bei 37°C verdaut. Nach Zugabe von 1 µl
Probenauftragspuffer wurden die DNA-Fragmente in einem 2%igen analytischen Minigel
aufgetrennt (3.2.7.1). Nach Färbung in Ethidiumbromid wurde der Restriktionsverdau und
die Reinheit der SV40-Stocklysate auf dem Transilluminator bei 302 nm überprüft.

Sty I 10 U/µl
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RNAse A (Rinderpankrease): 10 mg/ml in 10 mM Tris/HCl, pH 7.0, 15 mM NaCl. Die
RNAse-Lösung wurde 15 min auf 100°C erhitzt, langsam auf Raumtempera-
tur abgekühlt und bei -20°C eingefroren

3.2.2.4 Isolierung von Gesamt-DNA aus virusinfizierten Zellen
Nach Abstoppen der Kulturen durch Waschen mit PBS wurden 5 ml auf 55°C vorge-

wärmte Lyselösung je 145-mm-Kulturschale zugegeben, das Lysat vollständig in ein ver-
schließbares Gefäß überführt und im Wasserbad oder Backofen 3 h bei 55°C inkubiert.

Anschließend wurde 1 Vol. Phenol (Roth, fertig äquilibriert mit TE-Puffer pH 8) zuge-
geben, gut vermischt und 5 min bei 850 x g zentrifugiert. Der wäßrige Überstand wurde
in ein neues Gefäß überführt, mit je ½ Vol Phenol und ½ Vol Chloroform vermengt und
wie oben zentrifugiert. Die DNA-Lösung wurde durch mehrmaliges Ausschütteln mit je-
weils 2-3 Vol. Butanol auf ein Volumen von 1 ml eingeengt. Anschließend wurde gegen
2000 Vol. 0,1 x TE 4 h dialysiert.

Das Dialysat wurde in der Vakuumzentrifuge bis zur DNA-Konzentration von 1µg/µl
eingeengt. Die Lösung wurde sofort verwendet, bei 4°C aufbewahrt oder bei -20°C ein-
gefroren. Die so gewonnene DNA wurde u.a. in zweidimensionalen Gelen analysiert.

TE-Puffer (100 x) Tris     1    M 121,14 g/l
EDTA 100 mM         3,7   g/l

mit HCl auf pH 8,0
Lyselösung SDS     1 %

EDTA   60 mM        2,22 g/l

3.2.2.5 DNA-Isolierung nach Hirt und DNA-Reinigung
Die von B. Hirt bereits 1967 beschriebene Methode der DNA-Extraktion von Polyoma-

DNA aus infizieren Mauszellen ist in leichten Abwandlungen auch für Extraktionen von
SV40-DNA aus CV1-Zellen anwendbar (Dreier, 1995).

Die Replikation wurde durch Zugabe von 1 ml eiskalter PBS gestoppt, das PBS an-
schließend vollständig entfernt. Danach wurde je 145-mm- 1600 µl, je 95-mm-Kultur-
schale 800 µl Hirt-Lösung gegeben und durch Umschwenken mehrmals über alle Zellen
verteilt. Nach 20 min bei Raumtemperatur wurden die Lysate in ultrazentrifugengeeignete
Eppendorf-Cups (Beckman) überführt, ¼ Vol 5M NaCl zugegeben und gut gemischt. Die
zelluläre DNA wurde 40 min bei -20°C oder über Nacht bei 4°C gefällt, bevor sie 45 min
bei 45000 g und 4°C pelletiert wurden. Die DNA im �Hirt�-Überstand wurde durch Zugabe
von 0.6-0.9 Vol. Isopropanol oder 2.5 Vol. Ethanol (-20°C) präzipitiert. Die Zentrifugation
erfolgte für 5 min bei 14000 U/min im Kühlraum. Das Pellet wurde 2 Mal mit -20°C kaltem
70%igen Ethanol vorsichtig gewaschen. Anschließend wurde die DNA getrocknet und in
20 µl Wasser oder TE gelöst. In dieser Form wurde die DNA maximal 7 Tage lang bei
4°C gelagert.
Hirt-Lösung Tris 10 mM 121 mg/100 ml

EDTA 10 mM 372 mg/100 ml
SDS 0,6 % 600 mg/100 ml

mit HCl auf pH 8,0
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Lyselösung NaOH 250 mM   2,5 g/250 ml
Na4P2O7 5 % 12,5 g/250 ml

PBSdef (1 x) NaCl 0,137  M 8      g/l
KCl 2,68 mM 0,2   g/l
Na2HPO4 8      mM 1,15 g/l
KH2PO4 1,47 mM 0,2   g/l

3.2.3 Markierung der DNA
3.2.3.1 Markierung in intakten Zellen mit [Methyl-3H]-Thymidin

Das zur Pulsmarkierung der DNA verwendete [Methyl-3H]-Thymidin wies eine Aktivität
von 1 µCi/µl (37000 Bq/µl) auf und wurde, wie die anderen Radiochemikalien, von Amer-
sham Buchler oder ICN bezogen. Um eine osmotische Veränderung des Kulturmediums
bei hohen Radioaktivitätszugaben zu vermeiden, wurde [Methyl-3H]-Thymidin 9:1 mit 10 x
PBS gemischt und entweder direkt in das Kulturmedium oder bei Wechsel des Kulturme-
diums zusammen mit dem neuen Inkubationsmedium auf die Kulturen gegeben.

Während der Markierung wurde das Medienvolumen von 25 ml auf 3 ml verringert
(145mm-Kulturschalen) und 200-500 µCi [Methyl-3H]-Thymidin/PBS-Lösung zugegeben.
Nach Inkubation wurde die Replikation abgestoppt und die DNA isoliert. Die 3H-/32P-
Doppelmarkierung permeabilisierter Zellen erfolgte analog der 32P-Markierung (3.2.3.2).

 Alternativ wurde [Methyl-3H]-Thymidin auch zur Vormarkierung von Zellen als Be-
zugsgröße zur Normierung der Zellmenge innerhalb einer Versuchsreihe eingesetzt. In
diesem Fall wurden 0,1-5 µCi [Methyl-3H]-Thymidin (ohne PBS) je ml DMEM (1.5-62.5
nM) vor Infektion der Zellen mit SV40 zugegeben und die Zellen 30-60 min im Brut-
schrank inkubiert. Das radioaktive Medium wurde danach entfernt und die Kultur mit
SV40 infiziert. Die Weiterkultivierung erfolgte danach in üblicher Weise (s. 3.2.1).

Alternativ hierzu wurde die Vormarkierung 2-4 h vor Versuchsbeginn durchgeführt. Die
verwendeten Radioaktivitäten lagen bei 0.5-16 µCi [3H]-Thymidin je ml DMEM.

3.2.3.2 Markierung permeabilisierter Zellen mit [αααα-32P]-dATP
Das zur Pulsmarkierung der DNA mit 32P verwendete [α-32P]-dATP wurde in einer

spezifischen Radioaktivität von 200-8000 Bq [α-32P]-dATP/µl Permeabilisierungsmedium
eingesetzt, und wurde entweder direkt während der Inkubation ins Permeabilisierungs-
medium gegeben oder vor Aufbringung des Permeabilisierungsmediums mit diesem
vermischt. Das Medium wurde alle 10-20 min über die Zellen verteilt.

Die Markierung der DNA mit [α-33P]-dATP erfolgte in gleicher Weise.
Bei zweidimensionaler Auftrennung radioaktiv markierter SV40-Replikationsinterme-

diate in Agarosegelen hinterläßt 33P genauer lokalisierbare Spuren auf belichteten Filmen
als 32P. Die schwächere Strahlung und die längere Halbwertszeit bei gleichem Einbau-
verhalten sind weitere Vorteile, der höhere Preis limitiert den Einsatz dieses Isotops.

[α-32P]-dATP 10 µCi/µl und 3000 Ci/mMol
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[α-33P]-dATP   1 µCi/µl und 1000-3000 Ci/mMol

Ebenso wurde [α-35S]-dATP bei gleicher Aktivität von 1 µCi/µl (>1000 Ci/mMol) zur Mar-
kierung der DNA permeabilisierter Zellen wie oben beschrieben eingesetzt.

3.2.3.3 Markierung permeabilisierter Zellen mit BrdUTP
Durch Zellpermeabilisierung mit αααα-Toxin wurde eine Doppelmarkierung der DNA durch

BrdUTP und [α-32P]-dATP über mehrere Stunden möglich:
Eine frisch angesetzte, unter Lichtschutz auf Eis gehaltene, 10 mM BrdUTP-

Stammlösung wurde mit Inkubationsmedium auf eine BrdUTP-Endkonzentration von
300-500 µM verdünnt. Ca. 10 min vor Versuchsbeginn wurde diese Permeabilisierungs-
lösung auf 37°C erwärmt. Je 35-mm-Kulturschale wurde 300 µl Permeabilisierungsmedi-
um zugegeben, die DNA wird zunächst nur dichtemarkiert. Nach einer Vorinkubationszeit
von 20 min wurde die DNA durch Medienwechsel oder durch Zugabe von ¼ Volumen [α-
32P]-dATP-haltigen Permeabilisierungsmediums zusätzlich radioaktiv markiert. [α-32P]-
dATP kann in Mengen bis zu 1% des Gesamtvolumens direkt ins Medium zugegeben
werden. Bei Pulse-Chase-Experimenten wurde nach radioaktiver Markierung durch kom-
pletten Medienwechsel gegen BrdUTP-haltiges, [α-32P]-dATP-freies Permeabilisierungs-
mediums die Dichtemarkierung weitergeführt.

3.2.3.4 Ermittlung der Verwertbarkeit der Radioaktivität
Neben dem radioaktiven 32P-Zerfall nimmt die Menge der [α-32P]-dATP-Moleküle durch
Radiolyse ab. Um die spezifische Radioaktivität exakt bestimmen zu können, mußte die
32P-Menge ermittelt werden, die in intakten [α-32P]-dATP-Molekülen zum Einbau in die
DNA zur Verfügung steht ([α-32P]-dATP-Verwertbarkeit). Dazu wurde der [α-32P]-dATP-
Einbau in die DNA mit dem Einbau von [3H]-dATP verglichen ([3H]-dATP, 1µCi/µl und 80
Ci/mMol), das laut Herstellerangaben zu 100% verwertbar ist und keiner Radiolyse unter-
liegt. Je 1µCi [3H]-dATP und 0,5 µCi [α-32P]-dATP wurden zu 250 µl gebrauchsfertiger
Permeabilisierungslösung zugegeben (je 35-mm-Kulturschale). Nach Permeabilisierung
von SV40-infizierten CV1-Zellen wurde 30 bzw. 90 min dauermarkiert.

Anschließend wurden je 10% (25 µl) der Permeabilisierungsüberstände in ein Szintivi-
al gegeben und mit 5%iger TCA auf 1 ml aufgefüllt. Die Zellen wurden gründlich mit Kali-
umglutamat-Puffer gewaschen, mit je 950 µl 0.3M NaOH/Schale lysiert und die
entstandene DNA-Lösung wurde auf zwei Mal mit je 1 ml kaltem H2O in ein Kunst-
stoffreagenzglas überführt. Nach Zugabe von 0.5 ml 15%iger-TCA/2%iger-
Pyrophosphat-Lösung wurde die doppelmarkierte DNA 30 min gefällt, über Whatman
GF/C-Filter abgesaugt und zweimal mit 1%iger TCA und einmal mit Ethanol nachgewa-
schen.

Die getrockneten Filter wurden zusammen mit 25 µl Wasser und 975 µl 5%iger TCA
in ein Szintivial gegeben und wie die Permeabilisierungsüberstände gut verschlossen je
2h auf 80-85°C erhitzt. Nach Abkühlen und Zugabe von 10 ml Ultima Gold Szintillator in



18

jedes Szintivial wurden 3H und 32P ausgezählt. Nach Korrektur der Kreuzkontamination
ergibt sich der

•  Quotient der Permeabilisierungsüberstände durch Division von [32P]-cpm/[3H]-cpm
der Überstände (A) und der

•  Quotient der in die DNA eingebauten Radioaktivivtät durch Division von [32P]-
cpm/[3H]-cpm der säurefällbaren Radioaktivität (B).

•  Der verwertbare Anteil an [α-32P]-dATP errechnet sich durch Division von B / A

Packard Ultima Gold  XR für wässrige Proben
Packard Optifluor  O für filterfixierte Proben
Whatman GF/C Glasfaserfilter

3.2.4 Markierung von Proteinen
Aminosäuren können in durch αααα-Toxin-permeabilisierte Zellen hinein- und hinausdif-

fundieren. Die Proteinbiosynthese in permeabilisierten Zellen wurde durch die Zugabe
von 3H-Leucin zum Permeabilisierungsmedium überprüft. Dazu wurde eine 20 mM
Leucin-Stammlösung frisch hergestellt. Zu 12 µl dieser Stammlösung wurden 20 µl
[2,3,4,5-3H]-Leucin (Amersham Buchler, 1 µCi/µl und 80 Ci/mMol) gegeben und die Zelle
für 20 min mit dieser Mischung (8 µl auf jede 35-mm-Kulturschale, Endkonzentration 100
µM Leucin, 617 Bq/µl) inkubiert. 3H-leucinbeladene tRNAs entstehen bei einem solchen
Vorgehen ebenfalls und werden während des Absaugens auf GF/C-Filtern zurückgehal-
ten. Durch 1stündige Hydrolyse der Filter mit 5% TCA bei 80°C und zweimaligem Wa-
schen mit 5%iger TCA werden die tRNAs zerstört und verfälschen das Ergebnis der
Messung im LSC nicht.

3.2.5 Ultrazentrifugation von Replikationsintermediaten
3.2.5.1 Isokinetische Zentrifugation

Die Längenanalyse zellulärer und viraler DNA erfolgte durch Zonenzentrifugation im
alkalischen, linearen Rohrzuckergradienten. Die Längenanalyse mit dem SW40-Rotor
(Beckmann) wurde wie folgt durchgeführt:
Nach 32P-Markierung der DNA wurden die permeabilisierten Zellen mit 300 µl Baselö-
sung je 35-mm-Kulturschale versetzt. 5-40%ige (w/w) Rohrzuckergradienten wurden kurz
vor DNA-Zugabe mit Hilfe eines ISCO-Gradientenformers, Modell 570, automatisch auf-
gebaut. In jedes SW40-Polyallomer-Röhrchen (Beckman) wurde zuvor 0.5 ml 40%ige al-
kalische Sucrose vorgelegt. Das Volumen des Gradienten betrug 12 ml. Die basischen
DNA-Proben werden 10 min nach Zugabe der Baselösung von der Kulturschale abge-
schabt und nach Triturieren langsam auf die Gradienten aufgebracht (Eger 1995). Durch
Zugabe weiterer Baselösung wurde das Gewicht der Röhrchen austariert. Die Gradien-
ten wurden in die Zentrifuge gestellt und diese nach 1 h gestartet.

Die Zentrifugation erfolgte für 16 h bei 36000 U/min in einem Beckman SW40-Rotor
(L5-75-Zentrifuge, Beckman). Anschließend wurden von den Gradienten mit Hilfe des
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ISCO Density Gradient Fractionator, Modell 640, durch Unterschichten mit 65%iger blau-
er Sucroselösung (Flußrate 2 ml/min) je 20 Fraktionen à 0,6 ml angefertigt und die säu-
refällbare Radioaktivität der einzelnen Fraktionen analog 3.2.6.2 bestimmt.

Unter Berücksichtigung der Zusammenhänge zwischen Zentrifugationsbedingungen,
Sedimentationskoeffizenten und DNA-Kettenlänge ergab sich unter alkalischen Bedin-
gungen nach Studier (Studier 1965) eine spezifische Längen- und Molekulargewichts-
verteilung auf die verschiedenen Fraktionen (Dreier, 1995). Der S-Wert stieg um ca. 1.7
pro Fraktion, DNA wurde erstmals in der 3. Fraktion nachgewiesen.
Baselösung f. SV 40 EDTA   50 mM 4,65 g/250  ml

NaOH 200 mM 2      g/250  ml
Blaue Sucroselösung 65% w/v      650 g/l Sucrose, angefärbt mit Methylenblau
15% Sucroselösung NaOH 250 mM 10      g/l

NaCl 600 mM 35,07 g/l
EDTA     1 mM 372 mg/l
Sarcosyl 0,1%     1    g/l
Sucrose 15%(w/w) 158,9 g/l

5% Sucroselösung wie 15%-Lösung, nur 51 g Sucrose je l H2O
30% Sucroselösung wie 15%-Lösung, nur 338,1 g Sucrose je l H2O
40% Sucroselösung wie 15%-Lösung, nur 470,6 g Sucrose je l H2O

3.2.5.2 Isopyknische Zentrifugation auf CsCl-Gradienten
BrdUTP-/[α-32P]-dATP-doppelmarkierte DNA (s. 3.2.3) kann nach Dichte in CsCl-

Gradienten aufgetrennt werden. Dabei sind neben nicht dichtemarkierter Kontroll-DNA
zur Hälfte dichtemarkierte und komplett dichtemarkierte DNA-Spezies auftrennbar.

Nach BrdUTP-Markierung ist die DNA sehr lichtempfindlich und muß sofort zentrifu-
giert werden, da sonst Radiolyse- und Lumolyseschäden auftreten. Gleichzeitig mit Inku-
bation der Proben wurden geeignete Zentrifugenröhrchen für den Rotor Ti 70.1 komplett
mit Deckel und Kern pärchenweise vorbereitet (<10 mg Gewichtsdifferenz) und der
dichte Sitz der Kerne durch vorsichtiges Drücken geprüft. In diese Röhrchen wurden je
8.15 g Cäsiumchlorid eingewogen und mit zugehörigem Deckel und Kern nach Anleitung
(Beckman) verschlossen.

Jede 35-mm-Kulturschale wurde nach Entfernen des kalten KG-Puffers mit 1500 µl
37°C warmem Lysemedium (0.5% Sarcosyl, 60 mM EDTA, pH 8.0) inklusive Proteinase
K (20 mg/ml-Stammlösung in H2O, Endkonzentration im Ansatz 100 µg/ml) versetzt und
jeweils 20 min lang durch Umschwenken bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die
Zelllysate mit einem Gummischaber abgeschabt und in je ein Kunststoff-Reagenzglas
gegeben, mit TE auf 2 ml verdünnt und zur Scherung der zellulären DNA je fünf Mal
durch eine 21-G-Kanüle auf- und abgezogen.

100 µl des gescherten Lysats wurden mit Wasser auf 2 ml verdünnt, je 50 µg Carrier-
DNA zugegeben, mit 1 ml 15%iger-TCA/2%iger-PPi-Lösung gemischt, 30 min bei 0°C
gefällt und die enthaltene säurefällbare Radioaktivität bestimmt.

Vom restlichen Lysat wurden jeweils gleiche Radioaktivitätsmengen mit einer in glei-
cher Weise vorbehandelten, [Methyl-3H]-Thd-markierten Referenz-DNA (nicht dichtemar-
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kiert) versetzt und die Mischung mit TE auf 6,5 ml aufgefüllt. 6.00 g dieser verdünnten
Lysate wurden mit einer Einmalspritze durch das Deckelloch in die vorbereiteten Zentri-
fugenröhrchen gegeben. Vom Rest wurden 100 µl entnommen, mit Wasser auf 2 ml ver-
dünnt und wie oben die säurefällbare Radioaktivität bestimmt.

Die Zentrifugenröhrchen wurden mit den vorbereiteten Titandeckeln verschlossen und
mit einem Drehmoment von 100 Inchpounds verschraubt. Anschließend wurde das vor-
gelegte Cäsiumchlorid nach Eindrehen des Kerns durch Umschwenken vollständig ge-
löst. Die Bestimmung der Brechungsindices erfolgte im Refraktometer mit 20 µl der
Lösung, die Ausgangsdichte lag bei 1.403 g/cm3. Der über der DNA-Lösung verbliebene
Luftraum in den Zentrifugenröhrchen wurde mit Paraffinöl blasenfrei aufgefüllt, die Pro-
ben paarweise abgewogen und austariert. Nach Verschluß der Röhrchen mit Titankernen
wurde die Dichtigkeit durch leichtes Drücken überprüft. Die Röhrchen wurden in einen
Beckman Ti 70.1-Rotor eingesetzt, der Rotor-Deckel wurde fest verschlossen. Die Zen-
trifugation erfolgte für 60 h bei 36000 rpm und 20°C.

Nach dem Lauf wurden die Gradienten sofort durch Verdrängung mit Paraffinöl nach
unten fraktioniert. Es wurden 40 Fraktionen à 200 µl gesammelt. Die Dichte jeder 5.
Fraktion wurde mit Hilfe folgender Formel refraktrometrisch bestimmt:

ρρρρ = a •  µµµµ - b
ρρρρ = Dichte [g/cm3]
µµµµ = Brechungsindex25°C

a = 10.9276 (10.8601) bei 20°C (25°C)
b = 13.593 (13.497) bei 20°C (25°C)

Nach Fraktionierung wurde jede Probe mit je 25 µg Carrier-DNA versetzt und durch
Zugabe von 500 µl 15%iger-TCA/2%iger-PPi-Lösung 30 min bei 0°C gefällt. Die Menge
markierter säurefällbarer DNA wurde nach 3.2.6.2 bestimmt.

3.2.6 Säurefällbare Radioaktivität
3.2.6.1 Ganze Zellen

Die nach 3.2.3 markierten und gewaschenen Zellen wurden durch Zugabe von 1 ml
0,3 N NaOH 10 min bei Raumtemperatur lysiert. Anschließend wurde das Lysat in ein
Kunststoffröhrchen gegeben, 2 Mal mit je 1 ml Wasser nachgespült und die Waschfrak-
tionen mit dem Lysat vereinigt. Nach Zugabe von 0,5 ml 15%iger-TCA/2%iger-PPi-
Lösung und Vermischen fiel die DNA innerhalb von 30 min auf Eis aus. Die wäßrige
DNA-Lösung wurde durch GF/C-Filter abgesaugt und 2 Mal mit 1%iger TCA und 1 Mal
mit Ethanol nachgespült. Die Filter wurden 20 min bei 80°C getrocknet. Die säurefällbare
Radioaktivität wurde nach Zugabe von 5 ml Szintillator (Optifluor O) im LSC bestimmt.
15% TCA + 2% PPi 1g PPi in 50 ml 15%iger TCA gelöst

3.2.6.2 Verdünnte, wäßrige DNA-Lösungen
Fraktionen aus der Gradientenzentrifugation wurden mit 50 µg neutraler Carrier-DNA

versetzt und gut gemischt. Durch Zugabe von je 250 µl eiskalter 15%iger TCA wurde die
DNA in 30 min auf Eis gefällt und die säurefällbare Radioaktivität wie in 3.2.6.1 bestimmt.
Carrier-DNA-Lösung 0.25 g Heringssperma-DNA in 1 l Wasser + CHCl3
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3.2.6.3 Hirt-Überstände
Hirt-Überstände wurden wie Fraktionen aus der Gradientenzentrifugation gefällt

(3.2.6.2), die Zugabe von Carrier-DNA entfiel.

3.2.6.4 Hirt-Rückstände
Die Radioaktivität des Hirt-Rückstandes zur Überprüfung der Effizienz der DNA-

Isolierung nach Hirt wurde wie folgt bestimmt: Die Hirt-Rückstände aus einer 145-mm-
Kulturschale wurden nach vollständigem Entfernen der Überstände durch Zugabe von 2
ml 0,3 M NaOH und einstündiger Inkubation bei 72°C gelöst. Die DNA von 200 µl dieser
Lösung wurde nach Abkühlen auf Raumtemperatur durch Zugabe von 100 µl 15%iger
TCA für 30 min bei 0°C gefällt. Die säurefällbare Radioaktivität wurde wie die der Hirt-
Überstände bestimmt (3.2.6.2).

3.2.7 Gelelektrophoresen
3.2.7.1 Analytische Gelelektrophorese

Zur Qualitätskontrolle der SV40-DNA und von Restriktionsverdaus wurde eine analyti-
sche Gelelektrophorese auf Minigelen durchgeführt. Für die Trennung von DNA der Grö-
ße 1-10 kb ist ein 1%iges, für die Trennung von 0.2-2 kb langer DNA ein 2%iges NA-
Agarose-Gel in 1 x TAE erforderlich. 300-500 ng DNA wurden auf ein Volumen von 10 µl
gebracht, mit 1 µl Probenauftragspuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Der Gel-
lauf erfolgte bei 50 V (3 V/cm) und 100 mA für 90 min bei Raumtemperatur, in den ersten
4 min nach Auftrag wurden 100 V (6 V/cm) und 190 mA angelegt.

Nach dem Lauf wurde die DNA in einer Ethidiumbromid-Lösung (2 µg/ml) für 5 min
angefärbt, das Gel in Wasser für 10 min entfärbt und die Gele auf einem Transilluminator
(Anregungswellenlänge 302 nm) mit Rotfilter (Cenei 55, 8 x) auf Polaroid Type 667 foto-
grafiert (Blende 11, Belichtungszeit 2-4 s).

TAE (20 x) Tris     0,8 M 96,8 g/l
EDTA   22    mM   8,2 g/l
Natriumacetat-Essigsäure 100    mM   7,4 g/l pH 7,9

Minigel 75 x 50 x 5 mm, 17 ml Gel
1-2% (w/v) NA-Agarose (Pharmacia) in 1 x TAE, pH 7.9

Laufpuffer 1 x TAE, pH 7.9

3.2.7.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese
Die nach 3.2.2.4 bzw. 3.2.2.5 isolierte, 3H-, 35S-, 33P- bzw. 32P-markierte DNA wurde in

großen Gelen (140 x 170 x 5,7 mm, 135 ml Gelbettvolumen) in zwei Dimensionen aufge-
trennt. Die Auftrennung der SV40-DNA erfolgte in der ersten Dimension bei einer Agaro-
sekonzentration von 0.8%. Nach Überschichtung des Gels mit Elektrodenpuffer 1 wurden
von jeder Probe in 2 Geltaschen je 3 µg DNA in 11 µl und in je einer Tasche 10-15 µg
DNA in 11-16 µl Probenvolumen aufgetragen. Als Vergleich diente 10 µl gebrauchsferti-
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ger Längenstandard 3 (Boehringer). Der Gellauf erfolgte für 18-24 h bei 0.8-1 V/cm. Die
Temperatur wurde in der 1. Dimension nicht reguliert.

Nach Beendigung des Gellaufs wurde die Spur mit hoher und eine der Spuren mit
niedrigerer DNA-Konzentration 6 mm breit mit einem Skalpell vom übrigen Gel abge-
trennt. Die Spur mit hoher DNA-Konzentration wurde für 3 h bei Raumtemperatur oder 2
h bei 37°C in Elektrodenpuffer 2 umgepuffert (15-20minütiger Wechsel der Pufferlö-
sung). Die Spur niedriger DNA-Konzentration wurde bei 3H-Markierung zur Fixierung der
DNA im Gel über Nacht in Essigsäure/PPO-Lösung gelegt. Bei 35S-, 33P- oder 32P-
Markierung wurde die Spur bis zur Weiterverwendung bei 0°C aufbewahrt. Die weiteren
Spuren niedriger DNA-Konzentration wurden wie die Spur mit Längenstandard 3, für 20
min in einer Ethidiumbromid-Lösung (2 µg/ml) gefärbt, das Gel 40 min in Wasser entfärbt
und auf einem Transilluminator (Anregungswellenlänge 302 nm) mit Rotfilter (Cenei 55, 8
x) auf Polaroid Type 667 fotografiert (Blende 11, Belichtungszeit 4-6 s).

In der zweiten Dimension wurden Gele mit gleichen Abmessungen und gleichen Gel-
bettvolumina verwendet. Die Agarosekonzentration betrug 1.5% bei denaturierenden Be-
dingungen (pH 12.5, 2 mM EDTA). Beim Gießen des Gels wurde eine einzige Geltasche
(120 x 7 mm) ausgespart, in die nach Erstarren die umgepufferte Gelspur eingelegt und
in Laufrichtung blasenfrei angepreßt wurde. Die Lücken wurden mit 60°C warmem Sea-
ling-Gel aufgefüllt. Nach Erstarren des Sealing-Gels (nach 20 min) wurde das Gel mit
Elektrodenpuffer 2 überschichtet. Die Laufzeit betrug 16 h bei 1,3 V/cm bzw. 8.5 h bei
2.5 V/cm. Zum Abführen der bei 2.5 V/cm entstehenden Wärme wurde die Temperatur
während des Gellaufs auf 24-28°C reguliert.

Sofort nach dem Gellauf wurde 3H-markierte DNA im Gel durch 12stündige Inkubation
in Essigsäure/PPO fixiert. Aus dem Gel und dem zuvor in Essigsäure/PPO inkubierten
Gelstreifen wurde anschließend die Essigsäure unter langsam fließendem Wasser in 24
h ausgewaschen. Bei 35S-, 33P- und 32P-markierter DNA entfiel dieser Schritt.

Das Gel wurde über Whatman-Papier auf einem Aldo-Xer-Vakuumgeltrockner 1.5 h
bei Raumtemperatur am Wasserstrahlvakuum und weitere 3 h bei 40-50°C getrocknet.
Die Fluorographie (3H) bzw. Autoradiographie des getrockneten Gels erfolgte bei -80°C
in einer Röntgenkassette mittels eines ß-Max-Films oder eines vorbelichteten Hyperfilm
MP (beides Amersham). Die Expositionszeit betrug 3-15 Tage.
EDTA 500 mM, pH 7,4 (mit KOH) 37,2 g/200 ml
EGTA 100 mM   7,6 g/200 ml
Essigsäure/PPO-Lösung 40 g PPO in 2 l konz. Essigsäure
Gel der 1. Dimension TAE (20 x, s.3.2.7.1)     6,75 ml

NA-Agarose     1,08 g
SDS (10 % (w/v)) 405      µl
H2O auf 135      ml

Elektrodenpuffer (1. Dim.) TAE (20 x)   80      ml
SDS (10 %)     4,8   ml
H2O auf     1,6      l

Gel der 2. Dimension EDTA (0,5 M) 540       µl
EGTA (0,1 M)     1,35  ml
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NA-Agarose     2,04   g
NaOH (5 M) 810       µl
H2O auf 135       ml

Elektrodenpuffer (2. Dim.) NaOH (5 N)   12       ml
EDTA (0,5 M)     8,04  ml
EGTA (0,1 M)   20       ml
H2O auf     2          l

Probenauftragspuffer (10x) für DNA Ficoll   25 %
EDTA   10       mM
Bromphenolblau     0,25 %

Sealing-Gel EDTA (0,5 M)   40        µl
EGTA (0,1 M) 100        µl
NA-Agarose     0,04   g
NaOH (5 M)   60        µl
H2O auf   10        ml

Entwickler: Tetenal (Roentogen)
Fixierer: Acidofix (Agfa)

3.2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Für die Dokumentation von Proteinreinigungen wie z.B. die von αααα-Toxin wurde eine

Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit 7.5%igen Trenn- und 3%igen Sammelgelen (Martin
1997) durchgeführt. Die Proteinproben wurden vor Auftrag auf das Gel über Nacht gegen
0.01 x TE dialysiert (Spectrum , Spectra/Por , Ausschlußgröße 3 kDa) und danach im
Wasserstrahlvakuum eingetrocknet. Nach Aufnehmen von jeweils 1.5-10 µg Protein in
10 µl Wasser wurden die Proben mit Auftragspuffer 1:1 verdünnt und aufs Gel (Gelgröße
160 x 160 x 8 mm) aufgetragen. Daneben wurden 6 µg Markerprotein als Referenz auf-
getragen. Die Laufzeit betrug 2 h bei 60 V. Das Färben und Entfärben erfolgte nach
Eger, 1995 mittels der unten aufgeführten Lösungen.

Trenngel: Acrylamid/Bisacrylamid (19:1, 20% (w/v))     7.5   ml
TRIS / HCl (1.5 M, pH 8.8)     7.5   ml
H2O   14.54 ml
SDS (10% (w/v)) 300      µl
TEMED   20      µl
APS (10% (w/v)) 140      µl

Sammelgel: Acrylamid/Bisacrylamid (19:1, 20% (w/v))     2.5   ml
TRIS / HCl (0.5 M, pH 6.8)     3.7   ml
H2O     8.4  ml
SDS (10% (w/v)) 150     µl
TEMED   10     µl
APS (10% (w/v)) 200     µl

Auftragspuffer: TRIS / HCl (0.5 M, pH 6.8)     2     ml
SDS (10% (w/v))     4     ml
Glycerin     2     ml
Mercaptoethanol     1     ml
Bromphenolblau (0.5% (w/v)) 400     µl
H2O     0.6  ml
DTT   50     mM
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Laufpuffer: Glycin   15     g
TRIS     6     g
SDS     1.5  g
H2O ad 1     l

Coomassie-Färbelsg: Coomassie brilliant blue R 250     0.8  g
Methanol 200     ml
Essigsäure   40     ml
H2O 200     ml

Entfärbelösung: Methanol 250     ml
Essigsäure 100     ml
H2O ad 1       l

Markerproteine: α2-Macroglobulin MW 340.000     0.1 µg/µl
Phosphorylase b MW 97.400     0.1 µg/µl
Glutamat-Dehydrogenase MW 55.400     0.1 µg/µl
Lactat-Dehydrogenase MW 36.500     0.1 µg/µl
Trypsin Inhibitor MW 20.100     0.1 µg/µl

3.2.7.4 Chloroquin-Gelelektrophorese, Nachweis von „Form U“
Bei der SV40-Replikation entsteht während der Initiation eine unterwundene Form des

SV40 (�Form U�). Aphidicolin, ein Diterpenoid aus Pilzen, hemmt in CV1-Zellen Polyme-
rase δδδδ und αααα. Durch Zugabe von Aphidicolin zum Kulturmedium 15 min vor Permeabili-
sierung und in gleicher Konzentration zum Permeabilisierungsmedium konnte die Form U
aufgestaut und nachgewiesen werden (Sarkar, 1987). Über den Nachweis von Form U
gelang der Nachweis von Neuinitiationen der SV40-DNA (v.Betteraey 1999).

Das DMEM von SV40-infizierten CV1-Zellen wurde 24 h nach Infektion durch vorge-
wärmtes DMEM-Mangelmedium ersetzt (Gibco BRL DMEM w/o Arg, Cys, Gluc, Glut,
Inos, Leuc, Meth, Phos, Cat. Nr. 11963022). Die Zellen wurden in den Wärmeraum
überführt und dort 1.5 h normoxisch begast. Danach wurden sie für 10 h in vivo hy-
poxisch (200 ppm) begast. Anschließend wurde Aphidicolin hypoxisch in einer Endkon-
zentration von 2 µg/ml ins DMEM gegeben und nach weiteren 10 min wurden die Zellen
hypoxisch permeabilisiert und anschließend reoxigeniert (s. Abb. 54).

10 min nach Reoxigenierung wurde die DNA isoliert:
Zum Abstoppen der Inkubation wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit

1 ml eiskalter PBS gewaschen. Die Kulturschälchen wurden dann bis zur Lyse nach Hirt
(3.2.2.5) auf Eis gestellt.
Anschließend erfolgte die Auftrennung auf chloroquinhaltigen Gelen (190 x 240 mm):

Zum Gießen des Gels wurden 2.4 g NA-Agarose in 300 ml Gelpuffer geschmolzen
und die klare Lösung nach Abkühlen auf 60°C mit Chloroquin in einer Endkonzentration
von 20 µg/ml versetzt. Das Gel wurde bis zum Lauf im Kühlraum aufbewahrt. Unmittelbar
vor dem Lauf wurde die Gelkammer mit 3 l (kaltem) Laufpuffer gefüllt. Die DNA´s wurden
mit 1/10 Vol. DNA-Auftragspuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Zusätzlich wurde
in jede Geltasche 10 µl unverdünnter DNA-Auftragspuffer gegeben.
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Als Spannung wurde zunächst für 5 min bei 4 V/cm und anschließend für 18 h 2 V/cm
angelegt und die Temperatur auf 4°C konstant gehalten. Nach dem Lauf wurde das Gel
für 30 min gewässert, um überschüssiges Chloroquin zu entfernen.

Die Vorbereitung für den Transfer und der Transfer selbst erfolgten nach v. Betteraey
1999 und Riedinger 1999.

Insbesondere bei zunächst hypoxisch permeabilisierten und nach weiteren 15 min
durch Medienaustausch reoxigenierten und 10 min danach abgestoppten CV1-Zellen
wurden hohe Konzentrationen von Form U nachgewiesen.

Der Vergleich (10 min nach Aphidicolinzugabe durch Zugabe von ¼ Volumen O2-
gesättigtem DMEM (inklusive 2 µM Aphidicolin) reoxigeniert und weitere 15 min später
abgestoppt) enthielt vergleichbar viel Form U.

Form U konnte auch nachgewiesen werden, wenn sich im Inkubationsmedium mit
Ausnahme von 2.8 mM ATP keine NTPs und dNTPs befanden (vgl. Abb. 54).

Weitere Vergleiche s. 4.5.6 und Abb. 54.

Chloroquingelpuffer  (10 x) TRIS 360 mM   43.56 g/l
NaH2PO4 300 mM   36.0   g/l
EDTA   10 mM     3.72 g/l

PBS: NaCl 150 mM     8.7   g/l
NaH2PO4    10 mM     1.2   g/l
pH   7,4

Chloroquingel Chloroquingelpuffer (10 x)   30   ml
Wasser 270   ml
Na-Agarose      2.4 g
Chloroquin-Stammlösung (20 mg/ml)    0.3 ml

Laufpuffer 10 x Chloroquingelpuffer 300 ml
Wasser           2700 ml
Chloroquin-Stammlösung (20 mg/ml)      3 ml

Lyselösung Proteinase K  100 µg/ml
EDTA   60 mM  2.23 g/100 ml
Sarcosyl     0.5 %  0.5   g/100 ml

3.2.8 Southern Blotting
Der Transfer der im Chloroquingel aufgetrennten SV40-DNA vom Gel auf eine Ny-

lonmembran (�Southern Transfer�) wurde als alkalischer Kapillarblot durchgeführt (Sam-
brook 1989). Nach 10 min Inkubation in 0.2 M HCl und zweifachem einminütigem
Waschen mit H2O erfolgte die Vorinkubation des Chloroquingels 1 x 15 min und 1 x 20
min in Transferpuffer. �Hybond-N+�-Nylonmembranen wurden durch 5minütiger Inkubati-
on in H2O und anschließender 5minütiger Inkubation in Transferpuffer vorbereitet. In ei-
nem Kunststoffbehälter (40 x 50 x 12 cm) wurden 1,5 l alkalischer Transferpuffer (0.4 M
NaOH, 1 M NaCl) eingefüllt und mit Kunststoffblöcken eine Glasscheibe 2 cm über der
Pufferoberfläche befestigt. Auf diese wurde ein Whatman-3MM-Papier gelegt, dessen
Rand sich im Transferpuffer befand. Dieses Papier wurde mit Transferpuffer gut ange-
feuchtet und anschließend das Chloroquingel luftblasenfrei aufgelegt. Auf das Gel wurde
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eine 0.5 cm über das Gel hinausragende Hybond-N+-Membran luftblasenfrei aufgelegt.
Unter den Rand des Gels wurden Folienstreifen (Parafilm) gelegt, um zu verhindern, daß
der Puffer um das Gel herumfließt. Auf das Gel wurden ein Whatman-3MM-Papier und
darauf 5 cm Saugpapiere gelegt. Der ganze Aufbau wurde mit 2 kg beschwert und befe-
stigt. Nach 8 h wurde der Kapillarblot beendet.

Die Hybond-N+-Membran wurde neutralisiert und anschließend in 150 ml 42°C war-
mer Vorhybridisierungslösung für 2h auf einem Schüttler bei 20 U/min inkubiert. Parallel
zur Vorhybridisierung wurde eine 32P-markierte SV40-DNA-Sonde vorbereitet (v. Bet-
teraey 1999) angefertigt, kurz vor Gebrauch 10 min lang im Heizblock bei 100°C denatu-
riert, auf Eis abgekühlt und zu 50 ml 42°C warmer Hybridisierungslösung gegeben. In
dieser Lösung wurde die Membran über Nacht bei 42°C bei 20 U/min inkubiert und an-
schließend 2 x 5 min mit 2fach SSC/0.1% SDS und 2 x 10 min mit 0.1fach SSC/0.1%
SDS bei 45°C gewaschen. Nach Trocknung der Membran wurde ein Hyperfilm MP auf-
gelegt und 1-5 Tage bei -80°C exponiert.

Neutralisierungslösung TRIS   0.5 M   60.5   g/l
NaCl   1.5 M   87.66 g/l

mit HCl   auf   pH 7.0

alkalischer Transferpuffer NaOH 0.4 M   16      g/l
NaCl    1 M   58.44 g/l

Vorhybridisierungslösung H2O        21 ml
Na-Phosphat 1 M pH 7.2        25 ml
NaCl        5 M          5 ml
EDTA 500 mM       0.2 ml
SDS       3.5 g
Formamid        45 ml

20 x SSC-Lösung NaCl    3 M 175.3   g/l
Na3-Citrat 0.3 M   88.23 g/l

3.2.9 Proteinbestimmung
Proteinbestimmungen wurden nach Bradford, 1981 durchgeführt. Die Proben wurden

auf 1-50 µg Protein in 50 oder 100 µl Probenvolumen verdünnt und in einer Halbmikro-
kuvette mit 900 bzw. 950 µl Bradford-Reagenz vermischt. Nach 10-30 min wurde die Ex-
tinktion bei 595 nm gegen einen Leerwert bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde
durch Vergleich mit einer BSA-Eichgeraden errechnet.

Bradford Reagens (Stammlösung) Serva Blue G     1 g
Orthophosphorsäure 200 ml
Ethanol 100 ml

Bradford Reagens (Gebrauchslösung) Stammlösung   30 ml
Orthophosphorsäure   80 ml
Ethanol   40 ml
mit H2O auf 600 ml
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3.2.10 αααα-Toxin-Isolierung, -Aufbewahrung, -Charakterisierung
3.2.10.1 Reinigung

Nach Anzucht einer Kultur von Staphylococcus aureus, �Wood 46�, DSM 20491 auf
Blutagarplatten (Oxoid/Unipath) und in 3% TSB (Tryptic Soy Broth, Difco) nach Zoller,
1992 erfolgte die Reinigung des im Kulturüberstand befindlichen αααα-Toxins wie folgt:

Isoelektrische Fällung
Die mit NaN3 abgestoppte Suspensionskultur wurde durch Zugabe von Essigsäure auf

pH 5.0 eingestellt. Anschließend wurde 1.5 Vol. Lösung A zugegeben und 3 h bei 4°C
gefällt. Das Sediment wurde vom klaren Überstand durch Zentrifugation (6000 rpm,
10000 x g, 15 min, Centricon H-401B, Rotor: Kontron Hermle A 6.14) abgetrennt.

Kationentauscher CM 52
3-5 l des klaren Überstandes wurden über je 200-300 ml CM 52 Kationenaustau-

schermaterial (Carboxymethylcellulose) gereinigt, die Bindung an den Kationenaustau-
scher erfolgte im Batch-Verfahren über einen Zeitraum von 1 h. Nach Absetzen des
Kationenaustauschers wurde der Überstand, der keine hämolytische Aktivität aufwies,
verworfen, und αααα-Toxin-beladene CM-Cellulose in eine Säule gefüllt (Länge 60 cm, In-
nendurchmesser 3 cm). Die Gelbetthöhe betrug 30-42 cm. Das Säulenmaterial wurde mit
1 l Lösung A und 2 l Lösung B gewaschen (Flußrate jeweils 150 ml/h). Die Elution er-
folgte mit Lösung C (Flußrate 100-120 ml/h). Das Eluat wurde in Fraktionen zu 8-12 ml
gesammelt. Die Regeneration der CM-Cellulose erfolgte mit Lösung A (1.5 l, Einlagerung
im Kühlraum mit 8 mM NaN3).

Kupfer-Chelat-Affinitätschromatographie
Zur weiteren Aufreinigung von αααα-Toxin wurde eine Säule (2 cm Innendurchmesser,

Länge 30 cm) mit Kupfer-Chelat-Sepharose auf eine Gelbetthöhe von 20 cm gefüllt und
das Säulenmaterial durch Zugabe von 100 ml Lösung E in einer Flußrate von 70 ml/h mit
Cu2+ beladen. Danach wurde die Säule nacheinander mit 150 ml Lösung F und 150 ml
Lösung I gewaschen und mit 200 ml Lösung F voräquilibiert (Flußraten 70 ml/h).

Die 8-10 Fraktionen des CM-Cellulose-Eluats, die die höchsten hämolytischen Aktivi-
täten aufwiesen wurden mit einer Flußrate von 40-50 ml/h auf die Säule aufgetragen. Die
Elution der gebundenen Proteine erfolgte mit gleicher Flußrate durch 100 ml Lösung G,
200 ml Lösung H und 300 ml Lösung I. Als Fraktionsgröße wurden 6-8 ml gewählt, die
Regeneration der Säule erfolgte mit Lösung J, die Einlagerung in Lösung D.

Ammoniumsulfatfällung
Die hämolytisch aktiven Fraktionen des Cu-Chelat-Eluats wurden vereinigt, mit EDTA

versetzt (Endkonzentration 5 mM) und mit (NH4)2SO4 bis zu 90%iger Sättigung zugege-
ben (66,2 g (NH4)2SO4 zu je 100 ml Eluat bei 4°C). Ein erster Niederschlag bei 88%iger
(NH4)2SO4-Sättigung enthielt αααα-Toxin in geringen Mengen. Der Niederschlag löste sich
durch weiteres Rühren wieder auf. Nach Zugabe des restlichen (NH4)2SO4 fiel αααα-Toxin
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innerhalb weniger Stunden auf Eis aus. Dieser Niederschlag wurde mehrmals mit
90%iger Ammoniumsulfatlösung mit 2 mM EDTA, pH 7.0, 0°C gewaschen, bevor er zur
weiteren Charakterisierung aliquotiert und bei -80°C gelagert wurde.

Dialyse
Der (NH4)2SO4-Niederschlag wurde über Nacht gegen 0.05 x TE, pH 7.5 dialysiert.

Anschließend wurde die Proteinkonzentration auf 600 bzw. 1800 µg/ml eingestellt und
Aliquots à 200 µl ohne weitere Maßnahmen bei -80°C gelagert.

Lösung A: Essigsäure   10 mM
NaN3     8 mM
mit KOH auf pH 5.0

Lösung B: NaH2PO4   10 mM
NaN3     8 mM
mit KOH auf pH 6.5

Lösung C: NaCl 500 mM
NaH2PO4   50 mM
Imidazol     1 mM
NaN3     8 mM
mit KOH auf pH 7.0

Lösung D: TRIS   50 mM
Ethanol   20 % (v/v)
NaN3     8 mM
mit HCl auf pH 8.0

Lösung E: CuSO4   25 mM
NaCl     1 M
mit HAc auf pH 3.4

Lösung F: NaCl 500 mM
Essigsäure   50 mM
Imidazol     1 mM
NaN3     8 mM
mit HAc auf pH 4.5

Lösung G: NaCl 500 mM
Essigsäure   50 mM
Imidazol   11 mM
NaN3     8 mM
mit HAc auf pH 4.5

Lösung H: NaCl 500 mM
Essigsäure   50 mM
Imidazol   50.5 mM
NaN3     8 mM
mit HAc auf pH 4.5

Lösung I: NaCl 500 mM
Essigsäure   50 mM
Imidazol 300 mM
NaN3     8 mM
mit HAc auf pH 4.5

Lösung J: EDTA   50 mM
Na3-Citrat   50 mM
NaCl     1 M
mit KOH auf pH 7.0
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Isotone Na3-Citrat-Lsg: Na3-Citrat   50 mM
NaCl 150 mM
BSA  0.2% (w/v)
mit HCl auf pH 4.5

Kationenaustauscher: Carboxymethylcellulose, CM 52, Whatman
Cu-Chelat-Affinitätschr.: Chelating Sepharose  Fast Flow, Pharmacia Biotech
Dialyse: Spectrum  Spectra/Por Spectrum companies

3.2.10.2 Mikrodialyse kleiner Mengen αααα-Toxins
Um die Ammoniumsulfatkonzentration nach Lösen des (NH4)2SO4-αααα-Toxin-

Niederschlags in Wasser schnell zu verringern, wurde zunächst ein etabliertes Mikrodia-
lyseverfahren verwendet (Uhlmann 1995). Um größere αααα-Toxin-Mengen möglichst
schnell zu dialysieren, wurde dieses weiterentwickelt.

In den Deckel von 1.5-ml-Reaktionsgefäßen wurde jeweils ein Loch mit 7 mm Durch-
messer gestanzt und das spitze Ende der Reaktionsgefäße abgeschnitten. Ein in 0.05 x
TE eingelegter Spektrapor -Schlauch wurde aufgeschnitten und mittig über die Innen-
seite des geöffneten Deckels gelegt. Der Deckel wurde geschlossen, der Schlauch lag
an der Innenseite des Eppendorf-Cups glatt auf und wurde durch die Seitenränder ge-
spannt. Überstehende Schlauchteile wurden abgeschnitten, der Deckel mit einem Strei-
fen Gewebe-Klebeband (Tesa) fixiert. In ein ca. 10 x 10 x 1 cm großes Styroporplättchen
wurden Löcher von 9 mm Durchmesser im Abstand von 2-3 cm gebohrt. In diese Löcher
wurden die Mikrodialyse-Gefäße eingesteckt und mit der Deckelseite nach unten in 2 l
und 4°C kalte 0.05 x TE-Lösung, pH 7.5, eingetaucht. Die entstehenden Luftblasen zwi-
schen Deckelrand und Spektrapor -Membran wurden durch Ausspülen entfernt. Von
oben wurden αααα-Toxin-haltige Lösungen zugegeben und in 4-5 h unter ständigem Umrüh-
ren dialysiert.

3.2.10.3 Halbquantitative Bestimmung der hämolytischen Aktivität
Die halbquantitative Bestimmung der hämolytischen Aktivität einer αααα-Toxin-haltigen

Probe erfolgte durch Bestimmung des Hämolysehofes, der auf Schafsblutagarplatten
(Oxoid/Unipath) entstand. Zuvor wurden in die Schafsblutagarplatten Löcher von 3 mm
Durchmesser in einem Abstand von 2.5 cm gestanzt und mit einem Tropfen 2%iger Aga-
rose in PBS nach unten abgedichtet. In diese Ausstanzungen wurden je 10 µl Probe auf-
getragen. Nach einer Stunde wurden erste Hämolysehöfe sichtbar, nach 12 h war die
halbquantitative Auswertung möglich.

3.2.10.4 Herstellung standardisierter Erythrozytensuspensionen
 0.5-1 ml Blut aus der Ohrvene eines Kaninchens wurde direkt in 3 ml vorgelegte iso-

tone Natrium-Citrat-Lösung gegeben. Diese Suspension wurde zentrifugiert (2 min, 750 x
g, Raumtemperatur) und das Pellet dreimal mit PBS gewaschen. Zur Standardisierung
wurde das Pellet in Natrium-Citrat-Lösung so verdünnt, daß der Extinktionsunterschied
bei 412 nm  vor und nach vollständiger Hämolyse 1.0 ∆OD beträgt. Dies ist bei einer
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3%igen Suspension der Fall. Die vollständige Hämolyse erfolgte durch Zugabe von 5 µl
2%ige SDS-Lösung zu 50 µl Erythrozytensuspension in 5minütiger Inkubation bei
Raumtemperatur. Vor der Extinktionsmessung wurden die Zelltrümmer durch Zentrifuga-
tion (5 min, 2000 x g) pelletiert. Der Leerwert wurde mit PBS statt SDS-Lösung ermittelt.

3.2.10.5 Quantitativer Hämolysetest
Zur Durchführung des quantitativen Hämolysetests nach Zoller wurden 10-100 µg/ml

αααα-Toxin/(NH4)2SO4�Niederschlag gelöst. Nach Proteinbestimmung wurden Verdünnun-
gen der Ausgangslösung zwischen 1:1 und 1:45000 mit Wasser bei jeweiliger Halbierung
der Konzentration hergestellt. 5 µl dieser Verdünnungen wurden zu 50 µl standardisierter
Erythrozytensuspension gegeben und 45 min bei 37°C unter Schütteln inkubiert. An-
schließend wurde die Suspension 5 min bei 2000 x g zentrifugiert. 50 µl des Überstandes
wurden mit 200 µl Wasser verdünnt und in einer Mikroküvette die Extinktion bei 412 nm
im Photometer gemessen. Halbmaximale Extinktion entspricht halbmaximaler Hämolyse.
Die αααα-Toxin-Menge, die genau halbmaximale Hämolyse in diesem Testansatz verur-
sacht, entspricht einer hämolytischen Einheit (Ahnert-Hilger, 1985 a). Durch Proteinbe-
stimmung der αααα-Toxin-Stammlösung wurde die Aktivität des αααα-Toxins in hämolytischen
Einheiten je mg Protein (hU/mg) bestimmt.

3.2.11 O2-Messung mit der Clark-Sauerstoffelektrode
3.2.11.1 Vorbereitung der Elektrode

Die Sauerstoffmessung wurde mit einer Clark-O2-Elektrode (Fa. Bachofer, Typ DW1)
durchgeführt. Die Kathode der Clark-Sauerstoffelektrode wurde mit einem Tropfen 3M
KCl-Lösung benetzt und anschließend mit einem nitritfreien (über Nacht in 3M KCl-
Lösung eingeweichten) Zigarettenpapier (es dient als Elektrolyt-Brücke und als Spacer)
der Größe 25 x 25 mm belegt. Die Anode, die sich in einer Vertiefung befindet, wurde mit
KCl-Lösung bedeckt. Sofort darauf wurde eine 25 x 25 mm große Teflonmembran auf
die Kathode gelegt. Dabei sollte sich die Adhäsion des Teflons an das getränkte Papier
ohne Unterbrechung des Flüssigkeitsfilmes über die ganze Fläche erstrecken.

Der O-Ring-13-g zur Fixierung der Membran wurde auf den Zylinder des Membran-
Applikators gesetzt, dessen Ausfräsung komplementär zur Kathode ist und senkrecht auf
die Kathodenkuppel gesetzt. Durch Herunterdrücken des Applikators wurde der Ring in
die Einschnürung der Kuppe gedrückt, der O-Ring spannte Teflonmembran und Papier
ohne Luftblasen über der Kathode und hielt beides in der KCl-getränkten Anodenrille
fest. Die Teflonmembran wurde vor Auflegen des O-Ring-13-h zurechtgeschnitten, damit
sie nicht über die Anodenrille hinausragte.

Schließlich wurde der Reaktionsraum auf die Elektrodenscheibe geschraubt und mit
Wasser gefüllt. Nach Dichtigkeitsprüfung wurde die Geschwindigkeit des Magnetrührers
langsam erhöht, bis die Drehung periodisch bleibt. Die Polarisationsspannung wird von
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einem netzunabhängigen Stromversorgungsgerät geliefert. Nach Erreichen konstanter
Anzeige (30-60 min) wurde mit der Messung begonnen (Bild s. Gkantiragas 1997).

3.2.11.2 Eichung der Clark-Sauerstoffelektrode
Der Schreiber wurde unter normoxischen Bedingungen (noch nicht eingesetzter

Stempel, ständiges Rühren mit dem Magnetrührer) bei 37°C auf 100% eingestellt.
Nach Einsetzen des Stempels, der nach unten geschraubt wurde, bis der Flüssig-

keitsfilm in die Kapillare des Kolbens stieg, wurde der anoxische Wert (0% O2-
Konzentration) durch Zugabe von Na2-Dithionit ad 10 mM eingestellt. Der Schreiber wur-
de auf 0% O2 justiert. Nachdem keine Potentialänderung mehr meßbar war, wurde der
erreichte Punkt als Nullwert definiert. Nach Absaugen der gemessenen Lösung und
Spülen der Apparatur wurden die Messungen durchgeführt.

3.2.12 Ablauf von Permeabilisierungsversuchen
3.2.12.1 Bevorratung und Einsatz von Stammlösungen

Das Permeabilisierungsmedium für SV40-infizierte CV1-Zellen wurde im Vergleich zu
Eger, 1995 weiter optimiert, das Lösungsverfahren wie folgt geändert:

Kaliumglutamat, NTA, EGTA, PIPES, MgCl2 und CaCl2 wurden in entsprechender
Menge eingewogen, mit H2O gelöst, mit KOH auf pH 7.2 eingestellt und mit H2O aufge-
füllt. Nach Einwiegen der Triphosphate CTP, GTP und UTP und der Desoxytriphosphate
dCTP, dGTP, dTTP und dATP in Reaktionsgefäße wurden diese mit KG-PIPES-Puffer
ad 10 mM gelöst. ATP wurde in ein größeres, steriles Gefäß eingewogen und mit je 1 ml
der gelösten Triphosphate und Desoxytriphosphate gelöst. Mit KG-PIPES-Puffer wurde
auf 9 ml aufgefüllt, der pH-Wert nochmals kontrolliert und adjustiert. Creatinkinase und
Creatinphosphat wurden wie in Eger, 1995 gelöst und aliquotiert.
ATP-Stammlösung 250     mM 152       mg in   1 ml
CTP-Stammlösung   10     mM     5,27  mg in   1 ml
dATP-Stammlösung   10     mM     6,18  mg in   1 ml
dCTP-Stammlösung   10     mM     5,11  mg in   1 ml
dGTP-Stammlösung   10     mM     5,51  mg in   1 ml
dTTP-Stammlösung   10     mM     5,7    mg in   1 ml
GTP-Stammlösung   10     mM     5,67  mg in   1 ml
UTP-Stammlösung   10     mM     5,5    mg in   1 ml
Creatinphosphat 350     mM 129,6    mg in   1 ml
Creatinkinase   10       mg in   1 ml
CaCl2-Stammlösung 100     mM 147       mg in 10 ml
Dithiothreitol-Stammlösung   25     mM     3,86  mg in   1 ml
EGTA-Stammlösung     0,5  mM   19       mg/  10 ml mit KOH pH 7,4
MgCl2-Stammlösung 100     mM 203   mg/  10 ml
NTA-Stammlösung   50     mM 287   mg/300 ml  mit KOH pH 7,4
PIPES-Stammlösung 100     mM 907   mg/300 ml  mit KOH pH 7,4
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3.2.12.2 Permeabilisierung von Zellen für Replikations-Versuche
Nach Kultivierung von CV1-Zellen zur Konfluenz (vgl. 3.2.1.1) wurden diese auf

Kunststoffpetrischalen, Suspensionskulturen in Kunststoff- oder Glasgefäßen in den
Wärmeraum überführt und zunächst mit einer barometrischen Gasmischung aus 20%
O2, 5% CO2 und 75% N2 begast, die, durch eine Begasungsvorrichtung (Dreier 1995,
Gkantiragas 1997) befeuchtet, von unten zu den Zellkulturen geleitet wurde. Nach min-
destens 1.5 h wurde das Kulturmedium vollständig abgesaugt. Suspensionskulturen
wurden mit 1600 g x min zentrifugiert. Anschließend wurde die Begasung verändert: Bei
normoxischen Versuchen mit permeabilisierten Zellen wurde eine befeuchtete Mischung
aus 20% O2 und 80% N2 von unten zu den Zellkulturen geleitet. Bei hypoxischen Versu-
chen eine Mischung aus 200 oder 400 ppm O2 und Argon befeuchtet und von unten zu-
geleitet. Argon verdrängt in kurzer Zeit die normoxische Luft nach oben. Nach Abziehen
des DMEM wurden 0,1-0,2 Vol. Permeabilisierungsmedium vorsichtig zugegeben und
verteilt. Das Permeabilisierungsmedium für SV40-infizierte CV1-Zellen enthielt zwischen
500 und 5000 hU/ml αααα-Toxin. Für die Permeabilisierung von HeLa-Zellen wurden 3000-
15000 hU/ml eingesetzt. Die schnelle Einstellung der Hypoxie wurde unterstützt durch
Zugabe von 700 µM Ascorbinsäure, 1400 µM NaHCO3 und 3 U/ml Ascorbatoxidase. Das
Medium wurde bei Monolayern alle 10-20 min durch Schwenken neu verteilt, um die
Austrocknung der Zellen zu verhindern.

Die Pulsmarkierung permeabilisierter Zellen erfolgte durch direkte Zugabe von [α-32P]-
dATP, [α-33P]-dATP, [α-32P]-dCTP oder [α-35S]-dATP zum Permeabilisierungsmedium.
Das am häufigsten verwendete [α-32P]-dATP wurde in einer Aktivität von 10 µCi/µl
(370000 Bq/µl, d. i. 3 x 106 Ci/Mol (1,11 x 1017 Bq/Mol)) geliefert. Aufgrund der hohen
spezifischen Radioaktivität konnte auf osmotischen Ausgleich bei Zugabe in das Medium
verzichtet werden. Die Markierungsdichten variierten stark und werden in den einzelnen
Versuchen beschrieben. 3H-/32P-Doppelmarkierungen wurden durch Zugabe oben ge-
nannter Isotopenträger zusammen mit [Methyl-3H]-Thymidin zu 200-300 µl Permeabilisie-
rungsmedium je 35-mm-Kulturschale und 1.5-3 ml je 145-mm-Kulturschale durchgeführt.
Nach abgeschlossener Inkubation wurde das Permeabilisierungsmedium entfernt und die
Zellen je zwei Mal mit 0.5 ml eisgekühltem KG-Puffer gewaschen.

KG-Waschpuffer K-Glutamat 1500 mM   27,8      g/l
EGTA       5 mM 190,2   mg/l
NTA     50 mM 957      mg/l
PIPES   160 mM     3,02    g/l mit KOH auf pH 7,2

Ascorbinsäure-Stammlösung     70 mM   12,33 mg/ml
BrdUTP-Stammlösung     10 mM     5,47 mg in 1 ml
NaHCO3-Stammlösung 1400 mM   11,76 mg/ml
Emetin-Stammlösung     10 mM      55,4   mg/ml 80 mM KOH
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3.2.12.3 Begasung von Zellkulturen, Aufhebung von Hypoxie
Die Begasung der verwendeten Kulturen erfolgte analog Gekeler 1982 und Dreier

1995. Zur Aufhebung von Hypoxie (Reoxigenierung) wurden nicht permeabilisierten hy-
poxischen Kulturen ¼ Vol. warmes, für 15 min mit 95% O2, 5% CO2 bei 37°C begastes
Kulturmedium zugegeben. Hypoxische Kulturen aus permeabilisierten Zellen wurden auf
verschiedene Weisen reoxigeniert (s. Darstellung im Ergebnisteil bei den jeweiligen Ver-
suchen). Die weitere Begasung erfolgte normoxisch ohne CO2.

Für hypoxische Permeabilisierungen wurde das Permeabilisierungsmedium in ein
Glasgefäß in einer separaten Begasungskammer aus Aluminium gegeben, in dem die
gewünschte Menge wäßrig gelöstes NaHCO3, Ascorbat und Ascorbatoxidase in drei se-
paraten Tropfen vorgelegt wurde. Die Mischung erfolgte durch Zugabe des Permeabili-
sierungsmediums, die hypoxische Begasung dauerte 15-20 min lang. Anschließend
wurde eine kleine Glasspritze (1-2 ml), abgedichtet mit wenig Silikon, durch mehrmaliges
Aufziehen und Ablassen in hypoxischer Atmosphäre mit hypoxischem Gas gefüllt. Mit
dieser wurde durch ein Diaphragma das nun hypoxische Permeabilisierungsmedium auf-
genommen und durch ein weiteres Diaphragma in das Reaktionsgefäß gegeben. Der er-
ste Tropfen wurde am Außenrand eines Kulturgefäßes abgestreift, der Rest auf die
Zellen gegeben, deren Medium kurz zuvor entfernt worden war.

3.2.12.4 Adaptation der Begasungseinrichtungen auf Kunststoff
O2-Gas kann Glas nicht permeieren und wird in diesem nicht gelöst. Zur Etablierung

von Hypoxie werden deshalb i.d.R. Glaspetrischalen (bei Monolayern) bzw. Glasrea-
genzgläser (bei Suspensionskulturen) verwendet. Reoxigenierungen von SV40-
infizierten, permeabilisierten CV1-Zellen nach Hypoxie führten jedoch zur Ablösung gro-
ßer Teile der CV1-Monolayer (bis 95% der Zellen). Die in-vivo-Vormarkierung der DNA
mit [Methyl-3H]-Thd zur Normierung dieses Verlustes stellte zwar eine große Verringe-
rung dieses Fehlers, jedoch keine völlig befriedigende Lösung dar.

Andere Monolayer-Zellkulturen (z.B. HeLa) wurden von einer solchen Ablösung nicht
in dem Maß betroffen. Vermutlich weisen diese Zellen mehr �Anheftungspunkte� auf als
CV1-Zellen. Deshalb wurden hypoxische Inkubationen SV40-infizierter, permeabilisierter
CV1-Zellen auf Polystyrol-Petrischalen (Greiner) durchgeführt. Kunststoffe weisen i.d.R.
eine hohe O2-Löslichkeit auf. Alternativ wurden Kupferleitungen verwendet.

Die zur Zellkultur verwendeten Kunststoffpetrischalen aus PS der Fa. Greiner wiesen
einen 0.5 mm großen Rand unterhalb des Petrischalenbodens auf. Der Gasaustausch
dieses Luftreservoirs mit einströmendem hypoxischem Gas dauert auf einer planen Flä-
che zu lange. Deshalb wurde in der �Karussell� genannten Begasungskammer an Stelle
des planen Bleches (nähere Beschreibung s. Dreier, 1995, Wormer, 1995), auf dem die
Kulturen im Kreis gedreht werden können, ein dünneres Blech montiert, auf dem in 3 mm
Abstand ein Lochblech (2 mm Lochdurchmesser, 8 mm Abstand) angebracht wurde. So
wurde ein Umströmen der Kunststoffschalen (auch direkt von unten) ermöglicht.
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In den Aluminiumkammern wurde ein feinmaschiges Nirosta-Netz auf kleinen Füß-
chen aus Schrauben unter die Kunststoffschalen gestellt, durch das das Gas ungehindert
strömen konnte. Größere Kunststoffschälchen wurden für hypoxische Begasung in gro-
ßen Aluminiumkammern auf ein grobmaschiges Aluminiumgitter gestellt, das auf ein
Aluminiumgestell gelegt wurde.

3.2.12.5 Das optimierte Permeabilisierungsmedium
Das für die replikationsunterstützende Permeabilisierung von CV1-Zellen optimierte In-
kubationsmedium wurde bei allen hier beschriebenen Untersuchungen verwendet und
setzt sich wie folgt zusammen:

120    mM Kaliumglutamat-Puffer, pH 7.2
    8,5 mM MgCl2
    1    mM CaCl2
    2,8 mM ATP
100    µM CTP, GTP und UTP
100    µM dATP, dCTP, dGTP und dTTP
400    µM EGTA
    4   mM NTA
  16   mM PIPES
    1   mg/ml Creatinkinase
  50   mM Creatinphosphat
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4  ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON αααα -TOXIN

4.1.1 Anzucht des Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus (�Wood 46�, DSM 20491) wurde entsprechend 3.2.1.4 und

3.2.11 zunächst auf Schafsblutagarplatten bis zur Hämolysehofgröße von 16 mm kulti-
viert. Über-Nacht-Kulturen in TSB-Flüssigmedium aus Kulturen, die besonders große
Hämolysehöfe produzierten, wiesen nach 10.5 h Kultivierung bei 37°C ca. 1.8 x 109

Bakterien je ml Lösung auf. Von diesen Reagenzglasvorkulturen wurde die Hauptkultur in
3% TSB beimpft (Zugabe von 0.003 Vol.). Die maximale αααα-Toxinproduktion wurde nach
24 h bei einer optischen Dichte von 7,2 (578 nm, ∆OD578nm= 1.0 (d = 1.0 cm) ≈ 7x109

Zellen ≈ 0.3 g/l Bakterientrockengewicht und Gesamtproteingehalt ≈ 0.17 g/l, Zoller,
1992) erhalten. Glucosezusatz zu TSB-Medium beschleunigte das Wachstum von Sta-
phylococcus aureus und die Produktion von αααα-Toxin. In allen Isolierungen nach 1996
wurde 10 mM Glucose in einer Endkonzentration von 10 mM steril zugesetzt. Reinheit
und Qualität des isolierten αααα-Toxins wurden dadurch nicht verändert.

Die Freisetzung von αααα-Toxin ins Kulturmedium erfolgte in nennenswertem Ausmaß
erst nach Erreichen der stationären Wachstumsphase, 15-19 h nach Inokulation.

4.1.2 Nachweis und Bestimmung von αααα-Toxin
Folgende qualitative, halbquantitative und quantitative Nachweise von αααα-Toxin wurden

verwendet:
Als Schnelltest für halbquantitative Bestimmungen des αααα-Toxingehalts von Lösungen

diente ein Hämolysetest auf Schafsblutagarplatten (3.2.10.3). Die Hämolysehöfe vergrö-
ßerten sich mit steigender Inkubationsdauer. Der Logarithmus des Durchmessers war
proportional der in der Probe befindlichen αααα-Toxinkonzentration.

αααα-Toxin wurde in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und dieses anschließend
gefärbt (Coomassie bzw. Silber). Mit Hilfe von Vergleichsproteinen konnte αααα-Toxin zu-
sammen mit weiteren Verfahren in vorgereinigten Proben nachgewiesen werden. Die αααα-
Toxin-Bande befand sich an derselben Stelle wie der 34-kDa-Proteinmarker.

Die quantitative Bestimmung von αααα-Toxin erfolgte über Hämolyse von Kaninchen-
Erythrozyten, die besonders empfindlich auf αααα-Toxin reagieren (Arbuthnott 1970, Thele-
stam 1988). Der Kehrwert der αααα-Toxinkonzentration, bei der >50% der Kaninchene-
rythrozyten lysieren wurde als hämolytische Einheit (hU) definiert.

4.1.3 Reinigung über die CM-Cellulose
Die Kultur wurde entsprechend 3.2.10.1 abgestoppt und der klare Kulturüberstand auf

pH 5.0 eingestellt. Nach Versetzen mit Lösung A betrug das Volumen des klaren Kultur-
überstandes das 2.35fache des Kulturvolumens.
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Der klare Kulturüberstand (kK) wurde mit CM-Cellulose-Säulenmaterial versetzt, des-
sen Volumen im vorgequollenenen Zustand 6% des kKs ausmacht. Die Proteine wurden
im Batch-Verfahren geladen und nach Umfüllung der CM-Cellulose in eine Säule eluiert.
Fraktionsgröße war 8-12 ml, die Elution der Proteine erfolgte in einem scharfen Maxi-
mum. Nur wenige Fraktionen enthielten αααα-Toxin in auswertbarer Konzentration, das auf-
getragene αααα-Toxin ist im Eluat quantitativ enthalten (Abb. 1):
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Abb. 1: Profil einer αααα-Toxinreinigung über
eine CM-Cellulose-Säule

αααα-Toxinherstellung durch Staph. aureus in
24-h-Kultur (3.2.11)

Fraktion 1: letzte reine Lösung B
∏: αααα-Toxinkonzentration [% d. Gesamtkon-

zentration des Reinigungsschrittes], ge-
messen als log der Eindringtiefe in
Blutagarplatten

��◊��: Gesamtproteingehalt einzelner Frak-
tionen [mg/ml] (280-nm-Extinktion)

Fraktionsgröße: 12 ml

Nach Elution des αααα-Toxins von der CM-Cellulose wurden die Fraktionen 19-26 verei-
nigt, sie enthielten 97.7-98.9% des αααα-Toxins. Das Elutionsprofil bei mehreren Isolierun-
gen war vergleichbar. Die Regeneration der Säule erfolgte nach Anleitung und 3.2.10.

4.1.4 Reinigung über die Cu-Chelat-Säule
Das αααα-Toxinhaltige CM-Cellulose-Eluat wurde entsprechend 3.2.11 auf die Cu-Chelat-

Säule aufgetragen und eluiert. Fraktionsgröße war 8 ml. In diesem Reinigungsschritt
befand sich αααα-Toxin in 32 Fraktionen, weitere Proteine befanden sich in den Fraktionen
18-51. Die Fraktionen 28-38 enthielten den Hauptteil des αααα-Toxin und wurden vereinigt
(Abb. 2):

0 10 20 30 40 50
0,0

0,4

0,8

1,2

1,6
Cu-Chelat-Säule

Fraktionen der Cu-Chelat-Säule

P
r
o
t
e
i
n
g
e
h
a
l
t

[
m
g
/
m
l
]

0

5

10

15

20

25 r
e
l
.

A
l
p
h
a
t
o
x
i
n
g
e
h
a
l
t

[
%
]

Abb. 2: Profil einer exemplarischen αααα-
Toxinreinigung über eine Cu-Chelat-
Säule

αααα-Toxinherstellung: Staph. aureus in 24-h-
Kultur (s. 3.2.1.5)

Fraktion 1: erste Spuren von Lösung G
∏: αααα-Toxinkonzentration [% der Gesamt-

konzentration des Reinigungsschrittes],
gemessen als log der Eindringtiefe in
Schafsblutagarplatten

��◊��: Gesamtproteingehalt einzelner
Fraktionen [mg/ml] (Extinktion 280 nm)

Gesamtprotein bezogen auf Serumalbu-
min, eine Extinktionseinheit ≅  1 mg/ml

Auf die vereinigten Fraktionen entfielen 85% des aufgetragenen αααα-Toxins.
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4.1.5 Fällung mit Ammoniumsulfat
Die vereinigten Fraktionen des Cu-Chelat-Eluats wurden auf 5 mM EDTA eingestellt

und langsam mit (NH4)2SO4 bis zur 90%igen Sättigung (66,2 g (NH4)2SO4 zu je 100 ml
Eluat bei 4°C) versetzt. Der vor Erreichen der (NH4)2SO4-Sollkonzentration fallende αααα-
Toxinhaltige Niederschlag löste sich nach einigen Minuten wieder. Erst danach und der
restlichen Zugabe der erforderlichen Menge Ammoniumsulfat wurde ein nicht mehr lös-
barer Niederschlag manifest, der αααα-Toxin in hoher Konzentration enthielt.

4.1.6 Gesamtergebnis der Reinigung
Tabelle 1 listet die Daten einer repräsentativen Isolierung auf, die den Daten anderer

Isolierungen in kleiner Variation entsprechen.

Tabelle 1: Dokumentation von αααα-Toxinproduktion und -reinigung
Probe Protein

[µg/ml]
Volumen

[ml]
Gesamtes

Protein [mg]
hämolytische
Aktivität [%]

spezifische Akti-
vität [hU/µg]

Kultur nach 24 h 1000 2000 2000 100 3,96

klarer Kulturüberst. 186 4700 876 98 8,85

klarer Kulturüberst.

nach CM-Cellulose 39,9 4700 278

in CM-Cellulose 597 max. 12,99

CM-Cellulose-Eluat 1600 96 154 43,7 22,455

Cu-Chelat-Eluat 840 89 74,8 39,7 42

(NH4)2SO4-Fällung 22,8 12,1 42

Waschlösungen 680 52 27,6 12

4.1.7 Dialyse, Aufbewahrung, Dosierung
Das isolierte αααα-Toxin wurde entsprechend Literaturangaben (Zoller, 1992) als

(NH4)2SO4-Niederschlag bei -80°C aufbewahrt. Dabei wurde auch nach 12-18 Monaten
Lagerung kein Aktivitätsverlust von mehr als 10% festgestellt. In den nachfolgend be-
schriebenen Permeabilisierungsversuchen mit SV40-infizierten CV1-Zellen wurde ge-
zeigt, daß hohe αααα-Toxin-Konzentrationen nicht durch Lösung des (NH4)2SO4-
Niederschlages im Permeabilisierungsmedium erreicht wurden, da dann die (NH4)2SO4-
Konzentration zu hoch wurde: Bei 60minütiger Dauermarkierung permeabilisierter Zellen
in Gegenwart von [α-32P]-dATP hemmte 1% (NH4)2SO4 im Permeabilisierungsansatz den
dATP-Einbau in neugebildete DNA um 75% im Vergleich zum gleichen Ansatz, in dem
das αααα-Toxin vor Einsatz dialysiert wurde.

0.3-2% (NH4)2SO4 im Permeabilisierungsmedium führte zu Ablösung der SV40-
infizierten CV1-Zellen bei zunehmender Inkubationsdauer.
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Zur Reduktion der (NH4)2SO4-Konzentration der αααα-Toxin-Lösung wurde nach Auftauen
des (NH4)2SO4-Niederschlages eine Mikrodialyse gegen 0,05 x TE durchgeführt. Für die
schnelle Mikrodialyse kleiner Mengen (NH4)2SO4-haltigen αααα-Toxin wurde das 3.2.11.2
beschriebene Verfahren entwickelt. Durch Dialyse wurde die DNA-Synthese in permeabi-
lisierten Zellen um bis zu 300% gesteigert und Zellablösungen reduziert. Die Dialyse er-
folgte in 4-5 h direkt vor Versuchsbeginn.

Nach Feststellung, daß die dialysierten αααα-Toxin-Lösungen nach mehrmonatiger Auf-
bewahrung bei -80°C keine nennenswerten Aktivitätsverluste zeigen, wurden alle
(NH4)2SO4-αααα-Toxin-Niederschläge gegen 0.05 x TE dialysiert und in einer Konzentration
von 0.6 bzw. 1.8 mg/ml aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
aufbewahrt. Dialysiertes αααα-Toxin konnte über mehrere Wochen in diesen Konzentratio-
nen bei 4°C ohne Aktivitätsverlust aufbewahrt werden.

4.2 REPLIKATION IN PERMEABILISIERTEN ZELLEN UNTER
NORMOXISCHEN BEDINGUNGEN

4.2.1 Untersuchungsmethoden
4.2.1.1 Messung des Einbaus radioaktiver Vorstufen

Die Markierung der DNA nichtpermeabilisierter Zellen erfolgte durch radioaktiv mar-
kierte Moleküle, die durch die Zellmembran aufgenommen werden (z.B. [Methyl-3H]-
Thymidin). Diese werden in der Zelle phosphoryliert, bevor sie in die DNA eingebaut
werden. Nukleotide werden von intakten Zellen nicht aufgenommen. Die Permeabilisie-
rung mit αααα-Toxin ermöglichte die Markierung der DNA mit radioaktiven Nukleosid-
Triphosphaten in Form von Dauermarkierungen oder Pulsmarkierungen von verschiede-
ner Dauer und in verschiedenen Intervallen.

Dauermarkierungen
Zellen wurden durch Zugabe radioaktiv markierter Nukleotide ([α-32P]-, [α-33P]-dATP

bzw. [α-32P]-dCTP) zum Permeabilisierungsmedium dauermarkiert. Nach Zugabe des
Permeabilisierungsmediums zu den Zellen gelangte das radioaktive Molekül zusammen
mit allen anderen für die Replikation erforderlichen Kleinmolekülen nach einer kurzen, mit
der αααα-Toxin-Permeabilisierung der Zelle zusammenhängenden Verzögerung von 1-3 min
bis zum verstetigten Einbau in die Zelle und wurde in die DNA eingebaut.

Durch Variationen der Markierungszeit konnte die für die Permeabilisierung notwendi-
ge Zeit und den Einfluß von Substanzen auf die Replikation untersucht werden.

Durch Variation von Dauer und Beginn der Markierung nach Permeabilisierung konn-
ten die optimalen Bedingungen ermittelt werden, unter denen permeabilisierte Zellen
längere Zeit auf hohem Niveau replizieren. Eine Verringerung des Einbaus mit zuneh-
mender Zeit nach Permeabilisierung konnte in Abhängigkeit der Konzentration verschie-
dener Zusätze zum Inkubationsmedium (z.B. rGTP, cAMP) minimiert werden. Kurzfristige
Änderungen der Replikation, insbesondere bei schnellem Wirkungseintritt eines nach
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Permeabilisierung zugegebenen Stoffs (z.B. Cycloheximid, Emetin) wurden mit Dauer-
markierungen verfolgt, die vor Zugabe des Wirkstoffs begonnen wurden.

Markierung durch kurze Pulse
Die radioaktive Markierung wurde hierbei nach erfolgter Permeabilisierung in Form ei-

nes �Pulses� durchgeführt. Sie wurde durch Wechsel des Mediums oder durch Abstop-
pen der Inkubation beendet. Durch eine Pulsmarkierung wurde die Replikation während
eines kurzen Zeitintervalls untersucht.

Markierung durch zeitlich gestaffelte kurze Pulse
Durch Folgen von kurzen Pulsen konnten besonders viele Informationen über die Re-

plikation erhalten werden. Es wurden kurzfristige Schwankungen der Replikation nach
einer bestimmten Zeit nach Permeabilisierung detektierbar. Eine Pulsmarkierungskurve
kann durch Integration der Meßwerte rekonstruiert werden und mit durch Dauermarkie-
rungen erhaltenen Kurven verglichen werden.

Insbesondere nicht kontinuierliches Ansteigen und Nachlassen der Replikation ist
durch Dauermarkierungen schlecht nachweisbar und kann nur durch längere Folgen von
kurzen Pulsen nachvollzogen werden. Ein Schneller Wirkungseintritt dagegen wird durch
Dauermarkierungen besser erfaßt.

Kontrolle
Unspezifische, nicht auf Replikation basierende Effekte können Ergebnisse von Repli-

kationsuntersuchungen mit permeabilisierten Zellen beeinflussen. Es wurde deshalb re-
gelmäßig der radioaktive Einbau von Zellen gemessen, die mit Permeabilisierungbeginn
sofort auf Eis gestellt wurden, da bei Temperaturen unter 10°C in Eukaryonten keinerlei
Replikation mehr stattfindet. Die Dauermarkierung bei 0°C erfolgte ähnlich der bei 37°C,
die fixierte Radioaktivität war aber deutlich geringer: Nach 10 min wurden 3.2%, nach 30
bzw. 90 min 1.9% bzw. 1.2% des 37°C-Referenzwertes erreicht (Abb. 3).
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Abb. 3: Radioaktive Markierung in „Eiswerten“
Normoxisch vorbegaste SV40-infizierte CV1-Zellen

wurden nach 3.2.12.2 permeabilisiert, sofort auf Eis
gestellt und gleichzeitig 10-90 min mit [α-32P]-dATP
dauermarkiert.
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  149 hU/ml Endkonz.
32P-Markierung: 10-90 min, Dauermarkierung mit [α-

32P]-dATP
eingesetzte Endkonzentration im Markierungsansatz::
746 Bq/µl Permeabilisierungsmedium

4.2.1.2 Alkalische Rohrzuckergradienten
Analog 3.2.5.1 erfolgte die Analyse von zellulären und SV40-Replikations-

intermediaten und -produkten durch isokinetische Zonenzentrifugation im alkalischen
Rohrzuckergradienten. Die Größenverteilung neusynthetisierter Tochterstrang-DNA wur-
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de auf diese Weise ermittelt. Dabei wurden lineare Sucrosegradienten hergestellt und je
nach Trennproblem variiert.

4.2.1.3 Analyse dichtemarkierter DNA durch isopyknische Zentri-
fugation

Die in 3.2.5.2 beschriebene Methode der isopyknischen Zentrifugation mit BrdUTP
dichtemarkierter DNA im CsCl-Gradienten wurde verwendet, um nicht dichtemarkierte
Referenz-DNA von halbdichtemarkierter SV40-DNA (nach einer Replikationsrunde) und
volldichtemarkierter SV40-DNA (nach mehreren Replikationsrunden auftretend) zu unter-
scheiden. Die Dichteverschiebung der BrdU-markierten DNA gilt als Maß für den Grad
der Vollständigkeit der Substitution des Thymidins durch BrdUTP, die Zeit bis zur Bildung
voll substituierter DNA als Maß für die Geschwindigkeit der Replikation in permeabili-
sierten Zellsystemen.

4.2.1.4 Zweidimensionale Gelelektrophorese
DNA kann nach verschiedenen Trennprinzipien in zwei Dimensionen aufgetrennt, ver-

schiedene DNA-Spezies können dann besser voneinander unterschieden werden. Dies
wurde in jüngerer Zeit insbesondere bei SV40-DNA angewendet (Snapka 1986, 1988,
1991 a und b, Sundin 1980, 1981). Doppelsträngige ringförmige DNA (z.B. virale Repli-
kationsintermediate) wurde in der ersten Dimension auf neutralen Agarosegelen nach
Größe und Kompaktheit aufgetrennt.

Die Laufrichtung der zweiten Dimension erfolgte im rechten Winkel zur ersten. Die
DNA wurde durch alkalische Puffer denaturiert. Alternativ kann die Topologie und mit ihr
die elektrophoretische Beweglichkeit durch Verwendung von Interkalatoren, z.B. Chloro-
quin oder Ethidiumbromid, verändert werden. Dadurch konnte DNA, die in der ersten Di-
mension die gleiche Laufstrecke aufwies und sich übereinander abbildete, in der zweiten
Dimension getrennt werden (Snapka 1991 a).

Durch neutrale/alkalische 2D-Gelelektrophorese können zahlreiche Fragestellungen
untersucht werden: Die Richtung der Replikationsgabel kann über Hybridisierung mit
kurzen Probesequenzen untersucht werden (Nawotka 1988), Proteinassoziierte DNA
kann aufgelöst werden (Snapka 1991 b). Auch nach Hirt isolierte SV40-DNA kann nach
Proteinase-K-Verdau zur Aufdeckung provozierter Replikationsfehler aufgetrennt werden
(Hirt 1967, Snapka 1993). Kovalente Bindungen können in einer Phase aufgelöst werden
(Gourlie 1983, Snapka 1991 a).

4.2.2 Zusammensetzung des Testsystems
Fast alle Ergebnisse wurden durch Vormarkierung der Zellen mit [Methyl-3H]-Thymidin

(3.2.3.1) normiert, wodurch der Einfluß von Vitalitätsunterschieden, Unterschieden der
Zelldichte bei Aussaat und Wachstum, Unterschiede bei der Infektion mit SV40-
Stocklysat und eventueller partieller Ablösungen des Monolayers durch Medienwechsel
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bzw. bei Waschschritten nach Abstoppen der Replikation oder durch Manipulationen
unter Hypoxie berücksichtigt werden konnte.

32P-markierte Nukleosidtriphosphate wurden zu verschiedenen Zeiten nach Herstel-
lung und Lieferung verwendet. Neben dem natürlichen Zerfall des Isotops tritt zusätzlich
eine Radiolyse der [α-32P]-dATP-Nukleotide auf. Dies wurde durch eine Bestimmung der
biologischen Verwertbarkeit (3.2.3.4) berücksichtigt. Unabhängig, von welcher Charge
und welchem Lieferanten die Nukleotide stammten, betrug die Verfügbarkeit von [α-32P]-
dATP im Durchschnitt 88.6%. Durch Radiolyse wurden im Durchschnitt 12.4% der 32P-
markierten Moleküle zerstört. Dieser Anteil blieb bei Alterung der Proben weitgehend
konstant, was den Schluß nahelegt, daß die Radiolyse insbesondere bei der Herstellung
bei wesentlich höheren spezifischen Radioaktivitäten und noch ohne Stabilisierung der
Lösungen stattfindet. Diese Ergebnisse wurden bei allen Mengenangaben über den Ein-
bau berücksichtigt, ältere Berechnungen korrigiert.

4.2.2.1 αααα-Toxinkonzentration
Zellen gelten hier als vollständig permeabilisiert, wenn eine weitere Erhöhung der αααα-

Toxin-Konzentration zu keiner weiteren Steigerung des Einbaus radioaktiv markierter
Nukleotide in die DNA der permeabilisierten Zelle in den ersten 30 min nach Permeabili-
sierung führt.

αααα-Toxin wurde in Konzentrationen verwendet, die bei SV40-infizierten CV1-Zellen
nach derzeit vorliegenden Erkenntnissen zur vollständigen Permeabilisierung führten. Die
αααα-Toxin-Menge wurde bei verschiedenen Anwendungen zwischen 100-3000 hämolyti-
schen Units je ml im Endansatz, wie jeweils angegeben, variiert.

Im Verlauf dieser Dissertation wurden mehrere αααα-Toxin-Isolierungen durchgeführt, der
(NH4)2SO4-αααα-Toxin-Niederschlag jeweils charakterisiert und aliquotiert und zunächst di-
rekt im Permeabilisierungsmedium gelöst. Nach Feststellung des Einflusses hoher
(NH4)2SO4�Konzentrationen auf die Replikation, wurde den Untersuchungen die Mikro-
dialyse des (NH4)2SO4-αααα-Toxin-Niederschlages gegen 0,05 TE vorangestellt (3.2.10.2).
Nachdem verdünnte αααα-Toxin-Lösungen nach Schockgefrieren keinen Aktivitätsverlust
zeigten, wurde das isolierte αααα-Toxin einer Präparation direkt nach Isolierung gegen 0,05
TE dialysiert, aliquotiert und bei -80°C gelagert. Von diesen Aliquots wurden jeweils glei-
che Mengen (in [hU/ml] und [µg/ml]) eingesetzt.

Im Vergleich verschiedener αααα-Toxin-Chargen zeigte sich folgende Abhängigkeit des
Einbaus von der αααα-Toxin-Konzentration im Permeabilisierungsmedium (Abb. 4):
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Abb. 4: Test verschiedener αααα-Toxin-Präparationen:
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach normoxischer
Vormarkierung nach 3.2.12.2 mit 14-260 hU αααα-Toxin/ml
im Endansatz permeabilisiert und gleichzeitig nach
3.2.3.2 normoxisch 5-60 min mit [α-32P]-dATP dauer-
markiert.
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  14-260 hU/ml
3H-Markierung: 2h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 5-60 min Dauermarkierung
eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz:
162Bq [α-32P-dATP/µl Permeabilisierungsmedium
A: 1. αααα-Toxin, ((NH4)2SO4) nicht dial. 300 hU/ml, B: 2.
αααα-Toxin, ((NH4)2SO4), dialysiert 98 hU/ml, C: 2. αααα-Toxin,
((NH4)2SO4), dialysiert 31 hU/ml
D: 2. αααα-Toxin, ((NH4)2SO4), dialysiert 14.5 hU/ml, L:
Leerwert ohne αααα-Toxin

Abb. 4 veranschaulicht die starke Abhängigkeit des [α-32P]-dATP-Einbaus von der αααα-
Toxinmenge: Bei nicht vollständiger Permeabilisierung (<50 hU/ml) sinkt die Einbaurate
deutlich ab. Zwischen 50 und 500 hU/ml ist ein hoher Einbau zu verzeichnen, der bei
weiterer Steigerung der αααα-Toxinkonzentration über 500 hU/ml bei längerer Markierungs-
zeit etwas zurückgeht (nicht gezeigt). Dies war in den oben gezeigten Fällen wahrschein-
lich auf steigende (NH4)2SO4)-Konzentrationen bei direkter Lösung des αααα-Toxins in der
Permeabilisierungslösung zurückzuführen; durch Dialyse des αααα-Toxins gegen 0.05 x TE
konnte dies verhindert werden.

Kritische Konzentrationen von αααα-Toxin
Eine geringe αααα-Toxinkonzentration führte bei menschlichen T-Lymphozyten zur Einlage-
rung von αααα-Toxin in die Membran und zur Ausbildung von Heptamer-Poren, die die Re-
plikation der Zellen kurzfristig nicht behindert. Wurde die Konzentration erhöht, kam es
zu DNA-Degradation (kritische αααα-Toxin-Konzentration). Bei weiterer Erhöhung der αααα-
Toxin-Konzentration über 300 nM hinaus traten solche Effekte nicht auf, dATP wurde
stetig zunehmend in die DNA eingebaut (Jonas 1994). Die normoxische Dauermarkie-
rung von CV1-Zellen mit [α-32P]-dATP bei verschiedenen αααα-Toxin-Konzentrationen und
Inkubationszeiten zeigte folgende Effekte (Abb. 5).
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Abb. 5: kritische αααα-Toxin-Konzentrationen:
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach
3stündiger normoxischer Vormarkierung mit
[Methyl-3H]-Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 mit 180-
4600 hU αααα-Toxin/ml permeabilisiert und gleichzei-
tig nach 3.2.3.2 durch [α-32P]-dATP normoxisch
dauermarkiert. αααα-Toxin: 180-4600 hU/ml
3H-Markierung: 180 min normoxisch in vivo
32P-Markierung:30-180-min-Dauermarkierung
einges. Endkonzentrationen im Markierungsan-
satz: 23 Bq [3H]-Thd/µl, 140 Bq [α-32P]-dATP/µl
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Bei kritischer αααα-Toxin-Konzentration ließ sich ferner nach Permeabilisierung der Ab-
bau vor Permeabilisierung markierter DNA nachweisen.
Zur Ermittlung der optimalen Konzentration oberhalb der kritischen Konzentration wurden
mehrere Dauer- und Pulsmarkierungen durchgeführt:
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Abb. 6: Variation von αααα-Toxin-Konzentration +
Markierungszeit nach Permeabilisierung

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach norm-
oxischer Vormarkierung mit [3H]-Thd (3.2.3.1) mit 0-
350000 hU αααα-Toxin/µl nach 3.2.12.2 permeabilisiert
und durch [α-32P]-dATP markiert. 6A zeigt eine mit
Permeabilisierung beginnende 2stündige Dauer-
markierung, Abb. B + C Markierungen mit [α-32P]-
dATP 0-30 und 60-90 min nach Permeabilisierung,
Vorbehandlung der Zellen: normoxisch, αααα-Toxin: 0 -
350000 hU/ml (0 - 420 µg/ml) Endkonzentration
3H-Markierung: 3 h Dauermarkierung in vivo, 32P-
Markierung: 2 h Dauermarkierung permeabilisiert
normoxisch bzw. 30 min Pulsmarkierung nor-
moxisch, eingesetzte Endkonzentrationen im
Markierungsansatz: 12 Bq [3H]-Thd/µl DMEM +
93 / 188 Bq [α-32P]-dATP /µl

Bei sehr hoher αααα-Toxin-Konzentration ließ der Einbau mit der Zeit deutlich stärker
nach als dies in früheren Experimenten mit geringerer αααα-Toxin-Konzentration nachgewie-
sen werden konnte (Eger 1995). Die Einbaukurve bildet relative Maxima bei 10, 70 und
260 µg αααα-Toxin/ml Permeabilisierungsmedium. Nur bei geringen αααα-Toxin-
Konzentrationen blieb der Einbau über eine mehrstündige Dauer konstant (Abb. 6 B). Bei
höheren Konzentrationen läßt er hingegen stark nach. Voll permeabilisierte Zellen bauen
offenbar bereits nach 60-90 min deutlich weniger ein als frisch permeabilisierte bzw. als
weniger stark permeabilisierte nach dieser Zeit.

Dies konnte durch SW-40-Sucrosegradienten bestätigt werden (Abb. 7):
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Abb. 7: [αααα-32P]-dATP-Pulsmarkierungen zu verschiedenen Zeiten nach Permeabilisierung,
DNA aufgetrennt auf SW40-Sucrosegradienten

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3stündiger normoxischer Vormarkierung mit [3H]-Thd
(3.2.3.1) nach 3.2.12.2 mit 150 hU αααα-Toxin/ml permeabilisiert und normoxisch weiterbegast. 0, 40
und 82 min nach Permeabilisierung wurde nach 3.2.3.2 durch [α-32P]-dATP für 8 min pulsmarkiert
Zusammensetzung des Mediums: Standard, αααα-Toxin: 150 hU/ml
3H-Markierung: 3 h normoxische Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 8 min Pulsmarkierung in permeabilisierten Zellen
eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 11.2 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 407 Bq [α-
32P]-dATP/µl, Σ CPM: 0-8 min: 10423.7 cpm, 40-48 min: 3058.6 cpm, 82-90 min: 1542.6 cpm

Je länger Markierungszeit und Permeabilisierungsbeginn auseinanderlagen, desto
höher war der Anteil kürzerer DNA-Stücke an der Gesamtmarkierung, erkennbar daran,
daß in niedrigeren Fraktionsnummern ein immer höherer prozentualer Anteil der säure-
fällbaren Radioaktivität gefunden wird. Der Anteil der fertig replizierten SV40-DNA sank
gleichzeitig. Möglicherweise wurden entweder kurze DNA-Stücke mit zunehmender Per-
meabilisierungszeit in immer geringerem Maße verlängert oder ein Teil der markierten
längeren DNA wurde wieder abgebaut.

2-Dimensionale Gelelektrophorese:
Durch Zugabe von 500-1000 hU αααα-Toxin/ml Permeabilisierungsmedium im Endansatz

wurden CV1-Zellen permeabilisiert und die DNA nach 3.2.3.2 mittels [α-32P]-dATP radio-
aktiv markiert. Diese DNA konnte in zweidimensionalen Gelen so aufgetrennt werden,
daß alle Replikationsintermediate nachweisbar waren (s. Abb. 30 E + F, 4.2.3.3).

4.2.2.2 Replikation bei verschiedenen Zelldichten
Die Aussaat von 4 � 6 x 105 CV1-Zellen je 35-mm-Kunststoffkulturschale, führte nach

Permeabilisierung und radioaktiver Markierung mit [α-32P]-dATP zu einer ähnlichen Mar-
kierungsdichte je Zelle. Wurden die CV1-Zellen wesentlich dünner ausgesät, war der
Einbau je Zelle jedoch signifikant geringer (Abb. 8).
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Abb. 8: Einfluß der Zelldichte
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach
3stündiger normoxischer Vormarkierung mit
[Methyl-3H]-Thd (3.2.3.6), nach 3.2.12.2 permea-
bilisiert und normoxisch für 60 bzw. 180 min nach
3.2.3.2 mit [α-32P]-dATP dauermarkiert.
Vorbehandlung der Zellen: normoxisch
Zusammensetzung Medium: Standard
αααα-Toxin: frisch dialysiert, 260 hU/ml
3H-Markierung: 2h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 60+180 min Dauermarkierung
eingesetzte Endkonz. im Markierungsansatz: 22.2
Bq [3H]-Thd/µl, 879 Bq/µl [α-32P]-dATP

Für alle hier dargelegten Versuchsreihen wurden aufgrund dieser Ergebnisse zwi-
schen 0.4 und 0.5 Mio Zellen je 35-mm- bzw. 4.5-6 Mio Zellen je 145-mm-Kulturschale
(0.23-0.33 Mio Zellen/ml DMEM) ausgesät.

4.2.2.3 DTT-Zusatz
DTT ist ein Reduktionsmittel, das eingesetzt wird, um Thiolreste von Proteinen vor

Oxidation zu schützen. Höhere Konzentrationen von DTT sind in der Lage, Disulfidbrük-
ken in Proteinen zu reduzieren. Die einschlägig diskutierte Verwendung von DTT in in-
vitro-Systemen wurde deshalb auf ihre Notwendigkeit hin untersucht. Dazu wurde die
DTT-Konzentration im Permeabilisierungsmedium kontinuierlich erhöht. Zwischen 0 und
2.5 mM DTT erhöhte sich der Einbau ohne DTT bereits nach 40 min Dauermarkierung
gegenüber dem Ansatz mit DTT. Dieser Unterschied verstärkt sich mit zunehmender
Permeabilisierungsdauer (240 min) auf 400% (Abb. 9).

0 1 2 3 4 5
0

100

200

300

400

500

A

Konzentrationsreihe DTT

a
m
o
l
d
A
T
P
/
Z
e
l
l
e

D TT [mM]      
0 40 80 120 160 200 240

0

150

300

450

600

750

B

ohne DTT

mit 2,5 mM DTT

Dauermark. mit + ohne DTT

a
m
o
l
d
A
T
P
/
Z
e
l
l
e

Zeit [min]

Abb.9: Einfluß von DTT unter normoxischen Bedingungen zu diversen Markierungszeiten
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2.5stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-
Thd permeabilisiert und gleichzeitig nach 3.2.3.2 für 10-240 min mit [α-32P]-dATP normoxisch dau-
ermarkiert. Vorbehandlung der Zellen: normoxische Begasung Zusammensetzung des Mediums:
Standard + DTT, αααα-Toxin: je 390 hU/ml, DTT-Konzentrationsreihe 10 khU/ml
3H-Markierung: 1.5 bzw. 2.5h Dauermarkierung, 32P-Markierung: 10-240 min Dauermarkierung
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eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 23.2 Bq [3H]-Thd/µl (a, 1.5 h), 37 Bq [3H]-
Thd/µl (b, 2.5h), 140 Bq [α-32P]-dATP/µl (a), 617 Bq [α-32P]-dATP /µl (b)

Ohne DTT unterstützte das Permeabilisierungsmedium die Replikation länger als mit
2.5 mM DTT, die DNA--Synthese war viel stärker als mit DTT. Geringe DTT-
Konzentrationen beeinflußten die Replikation bei einer αααα-Toxinkonzentration von 6000
hU/Mio CV1-Zellen (10.000 hU/ml Permeabilisierungsmedium) nicht. Durch Zugabe von
2,5 bzw. 5 mM DTT sank die Replikation jeweils um mehr als 50%.

In linearen alkalischen Sucrosegradienten aufgetrennt, zeigte normoxisch markierte
SV40-DNA aus permeabilisierten CV1-Zellen mit DTT ein deutlicheres Nachlassen der
Replikation nach der zweiten Stunde als ohne DTT. Ohne DTT traten Replikationsinter-
mediate entsprechender Molekülgrößen (Fraktion 10) nach 4h Dauermarkierung in per-
meabilisierten Zellen gegenüber der gereiften SV40-DNA (Fraktion 18) in den
Hintergrund (Abb. 10).
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Abb.10: Einfluß von DTT bei Dauermarkierungen verschiedener Dauer: Vergleich der DNA
im alkalischen, linearen Sucrosegradienten

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach einstündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-
Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig nach 3.2.3.2 für 60-240 min nor-
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moxisch mit [α-32P]-dATP dauermarkiert. Vorbehandlung der Zellen: Normoxische Vorbegasung,
nach Permeabilisierung normoxische Begasung ohne CO2.
Zusammensetzung des Mediums: Standard, bei A - C incl. 2.5 mM DTT (frisch gelöst)
αααα-Toxin: je 390 hU/ml, 3H-Markierung: [Methyl-3H]-Thd-Dauermarkierung normoxisch 1 h in vivo
32P-Markierung: [α-32P]-dATP-Dauermarkierung 1-4 h
eingesetzte Endkonz. im Markierungsansatz: 57.8 Bq 3H-Thd/µl DMEM, 2718 Bq [α-32P]-dATP/µl
Σ CPM: A: 36185, B: 42682, C: 43755, D: 82403, E: 165171, F: 202021

4.2.2.4 Zusatz von Zellextrakten und 100000-g-Überständen
Zelluläre Extrakte haben in in-vitro-Replikationssystemen oft große replikationssteigernde
oder -vermindernde Wirkungen. Einige in-vitro-Systeme replizieren ohne Zusatz zellulä-
rer Komponenten nicht (Uhlmann 1995). Darum wurde untersucht, ob methanolische
CCRF-Zellextrakte oder HeLa-100000-g-Überstände replikationssteigernde bzw. -
verlängernde Wirkung bei permeabilisierten CV1-Zellen ausüben (Abb. 11).
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Abb. 11: Wirkung von Zellextrakten auf die DNA-
Synthese in permeabilisierten Zellen

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2.5stündiger nor-
moxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd (3.2.3.1) nach
3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig in 15 min mit [α-32P]-
dATP pulsmarkiert. Vorbehandlung der Zellen: nach Permea-
bilisierung normoxische Begasung ohne CO2. Zusammenset-
zung Medium: Standard, mit CCRF-Methanol-Extrakt bzw.
HeLa-100000-g-Überstand
αααα-Toxin: 400 hU/ml, 3H-Markierung: 2.5h Dauermarkierung in
vivo,  32P-Markierung: 15-min-Puls, eingesetzte Endkonzen-
tration im Markierungsansatz: 37 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 2755
Bq [α-32P]-dATP/µl, Σ CPM: Hela-100000g: 3084.6, CCRF-
Methanol-Extrakt: 3265, Vergleich: 2415.8
Gezeigt: A - C: Sucrosegradienten, D: Einbaumessungen. Je
Mio CV1-Zellen wurden CCRF-Methanol-Extrakte aus 1,5 x
107 CCRF- und HeLa-100000-g-Überstände aus 4 x 106 HeLa-
Zellen eingesetzt.

Der Einbau in die DNA permeabilisierter CV1-Zellen erhöhte sich weder durch Zugabe
von CCRF-Methanolextrakten noch von HeLa-100000-g-Überständen zum Permeabili-
sierungsmedium. Die Replikation wurde im Gegenteil sogar durch Zugabe des CCRF-
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Methanol-Extraktes um 50% und durch Zugabe des HeLa-100000-g-Überstandes um
60% reduziert (Abb. 11 D).

Die Auftrennung der DNA auf alkalischen Sucrosegradienten zeigte geringe Verände-
rungen der Elongationsgeschwindigkeit nach Zugabe der o. g. Zusätze. Die Fraktionen,
in denen die aufgetrennten Maxima der eingebauten Radioaktivität gesammelt wurden,
verschoben sich durch Zugabe von HeLa-100000-g-Überständen um eine Fraktion hin zu
geringeren, bei CCRF-Methanol-Extrakten um eine Fraktion hin zu größeren DNA-
Längen. Da die Zugabe zellulärer Inhaltsstoffe zum Inkubationsmedium keine replikati-
onssteigernde Wirkung zeigte, wurde auf diese Zugabe verzichtet.

4.2.2.5 Weitere Medienbestandteile bzw. -zusätze
Mit dem Ziel, die Replikation permeabilisierter Zellen in Einbaurate bzw. sogar Dauer

weiter zu optimieren und verschiedene Untersuchungen einzuleiten, wurden mehrere
Substanzen getestet. Standen die zum Erreichen eines deutlichen Effekts notwendigen
Konzentrationen (z.B. bei cAMP) in krassem Mißverhältnis zur normalen, in der intakten
Zelle vorkommenden Konzentration, wurden diese Substanzen lediglich vorübergehend
und nur für die Dauer der jeweiligen Untersuchung zugesetzt.

Folgende Substanzen zeigten einen nennenswerten Einfluß auf die Replikation per-
meabilisierter CV1-Zellen. Im folgenden werden die Ergebnisse diskutiert (Tab 2).

Tabelle 2: Mit dem Ziel der Erhöhung des Einbaus zum Permeabilisierungsmedium
zugesetzte Substanzen

getestete
Substanz

norm. Konz.
im Inkubati-
onsmedium

Stärkster
positiver
Effekt bei

Bandbreite der erzielbaren
Veränderung des Einbaus

signifikanteste Verände-
rung des Einbaus ggü.
Normalkonzentration

dCTP 100 µM 100 µM 0-2,1 mM, 0 bis �65 % 2,1 mM, �65 %

rGTP 100 µM 2 mM 0-2 mM, +40 bis +65 % 2 mM, +65 %

cAMP 0 µM 2 mM 0-10 mM, �55 bis +88 % 2 mM, +88 %

dUrd 0 µM 100 µM 0-100 µM, +33 bis +41 % 100 µM, +41 %

dUMP 0 µM 100 µM 0-100 µM, 0 bis +22 % 5 µM, +18 %

Cholin 0 µM 200 µM 0-200 µM, 0 bis �49 % 200 µM, �49 %
Ethanol-

amin
0 µM 200 µM 0-200 µM, 0 bis �46 % 200 µM, �46 %

BSA 0 % 0 % 0-1 % (w/v), 0 bis �60 % 1 % (w/v), �60 bis �2 %

CaCl2 1 mM 1 mM 0-2 mM, �18 bis +5 % 2 mM, +5 %

EGTA 0.4 mM 0.4 mM 0-0,8 mM, �6 bis 0 % 0.8 mM, +1 %

NTA 4 mM 4 mM 0-8 mM, �9 bis 0 % 8 mM, +19 %

PIPES 16 mM 16 mM 0-32 mM, �27 bis 0 % 8 mM, -10 %

Desoxyribo-CTP (dCTP) ist eine direkte DNA-Vorstufe. Die Zugabe von Cytosin zum
Medium von hypoxischer HeLa-, Ehrlich-Aszites- und CCRF-Zellen hebt die O2-abhän-
gige Hemmung der Replikation auf (Probst 1999, Brischwein 1997, Probst 1989). Eine
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Beeinflussung der Replikation SV40�infizierter CV1-Zellen durch dCTP-Zugabe zum
Permeabilisierungsmedium wäre zwar denkbar, beeinflußte in normoxischen permeabili-
sierten Zellen die Replikation jedoch nicht (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluß von dCTP auf permeabilisierte Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1.5stün-diger
normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd 2.5h
hypoxisch begast, hypoxisch permeabilisiert und weite-
re 3h hypoxisch weiterbegast. Die Hypoxie war dabei
noch nicht voll ausgeprägt. Die DNA  wurde mit [α-32P]-
dATP 10 min pulsmarkiert. Vorbehandlung d. Zellen:
Hypoxie in vivo + perm., αααα-Toxin: 2600 hU/ml
3H-Markierung: 1.5 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 10-min-Puls permeabilisiert
einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz:
123 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 1106 Bq [α-32P]-dATP/µl

Ribo-GTP (rGTP) ist eine RNA-Vorstufe und wird in jeder Zelle bei der Primersynthe-
se verwendet. Darüber hinaus kann rGDP in dGDP umgewandelt werden. Außerdem ist
rGTP an vielen Stoffwechselvorgängen und Signalwegen beteiligt. Inwiefern eine weitere
Steigerung der rGTP-Konzentration über den Standard von 100µM hinaus eine weitere
Steigerung der Replikation permeabilisierter Zellen zur Folge hat, wurde unter normoxi-
schen Bedingungen geprüft (Abb. 13):
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Abb. 13: Einfluß von rGTP auf permeabilisierte Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1stündiger nor-
moxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd (3.2.3.1)
nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig nach
3.2.3.2 für 40 bzw. 120 min mit [α-32P]-dATP dauermar-
kiert. Zusammensetzung des Mediums: Standard bzw.
Standard mit 2 mM rGTP + 2 mM MgCl2
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  95 hU/ml
3H-Markierung: 1 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 40- und 120-min-Dauermarkierung
eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz:
1205 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die Steigerung des Einbaus nach Erhöhung der rGTP-Konzentration warf die Frage
auf, ob das Nachlassen der Replikation nach längerer Permeabilisierung auf mangelnde
rGTP-Versorgung der Zelle zurückzuführen ist. Ein Einfluß von rGTP auf die porenbil-
dende Wirkung von αααα-Toxin bzw. auf den Abbau der Poren in der Membran und einer
aus diesem Grund verlängerten Einschleusung der im Permeabilisierungsmedium vorge-
haltenen Stoffe wäre denkbar. Ziel der Permeabilisierung von Zellen war die Untersu-
chung der Replikation unter Bedingungen, die denen in nichtpermeabilisierten Zellen
möglichst ähnlich sind. Trotz der erheblichen Steigerung der Replikation wurde die rGTP-
Konzentration deshalb bei 100 µM belassen, zumal bei einer Steigerung der rGTP-
Konzentration auch weitere Komponenten (MgCl2, PIPES, EGTA, NTA) hätten angepaßt
werden müssen. Darüber hinaus wurde darauf geachtet, daß außer ATP alle weiteren
Ribo- und Desoxyribonukleosidtriphosphate in gleicher Konzentration vorhanden sind.
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Versuche mit erhöhter dNTP- und rNTP-Konzentration führten zu verminderter Replikati-
on (Eger, 1995).

Cyclo-AMP (cAMP) kommt in allen Eukaryonten vor und ist ein bedeutender second
messenger. In der Zelle entsteht es in einem Schritt aus ATP und ist in Abwesenheit von
Phosphodiesterase sehr stabil. Hohe cAMP-Spiegel stimulieren den aktiven Austransport
von Ionen (z.B. Na+) und kontrollieren das Zellwachstum.

Es wurde untersucht, ob cAMP die Replikation permeabilisierter Zellen steigert. Die
MgCl2-Konzentration wurde in gleichen Verhältnissen erhöht (Abb. 14).
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Abb. 14: Einfluß von cAMP auf permeabilisierte Zellen in 40- und 120-min-Dauermarkierungen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-
Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig nach 3.2.3.2 mit [α-32P]-dATP 40- bzw.
120 min normoxisch pulsmarkiert. Vorbehandlung der Zellen: normoxische Begasung
Zusammensetzung des Mediums: Standard + 0-10 mM cAMP (bei 8.5-18.5 mM MgCl2 Endkonz.)
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  95 hU/ml
3H-Markierung: 1 h DMK in vivo, 32P-Markierung: 40- und 120-min-Dauermark. permeabilisiert
eingesetzte Endkonzentration im Markierungsansatz: 1205 Bq [α-32P]-dATP/µl

Man erkennt in der Abbildung, daß cAMP den radioaktiven Einbau in permeabilisierte
CV1-Zellen um bis zu 88% gegenüber der Kontrolle steigerte. Dieses Maximum stellte
sich bei einer Endkonzentration im Markierungsansatz von 2 mM ein. Bei weiterer Erhö-
hung der cAMP-Konzentration wurde die Replikation wieder schwächer und sank bei 10
mM gegenüber der Kontrolle um 45%. Die Ursache der Replikationssteigerung bei per-
meabilisierten Zellen wurde nicht näher untersucht. Ein Einfluß von cAMP auf die poren-
bildende Wirkung von αααα-Toxin bzw. auf den Abbau der Poren in der Membran und einer
deshalb verlängerten Einschleusung der im Permeabilisierungsmedium vorgehaltenen
Stoffe kann nicht ausgeschlossen werden.

Auf eine dauernde Zugabe von cAMP ins Medium permeabilisierter Zellen wurde nach
ähnlichen Überlegungen wie für rGTP verzichtet, der Einbau, der mit dem hier beschrie-
benen Permeabilisierungsmedium erzielt wurde, genügt für die Untersuchung der Repli-
kation in normoxischen und hypoxischen Zellen.

Desoxy-Urd (dUrd) stand aufgrund von in-vivo-Studien im Verdacht, Wirkungen, die
hypoxische Begasung auf verschiedene Zellen ausübt, aufzuheben. Inwieweit die Zuga-
be von dUrd die Replikation permeabilisierter Zellen beeinflußt, auch im Hinblick etwaiger
Anwendungen bei permeabilisierten hypoxischen Zellen, wurde durch Zugabe von dUrd
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zum Permeabilisierungsmedium untersucht. Da dUrd Mg2+ kaum komplexiert, wurde auf
äquimolare Zugabe von MgCl2 verzichtet (Abb. 15).
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Abb. 15: Einfluß von dUrd auf permeabilisierte Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1stündiger nor-
moxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd (3.2.3.1)
nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig mit [α-32P]-
dATP nach 3.2.3.2 für 120 min dauermarkiert.
Vorbehandlung der Zellen: normoxische Begasung
Zusammensetzung Medium: Standard + dUrd
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  95 hU/ml
3H-Markierung: 1h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 120-min-Dauermarkierung permeabilisiert
eingesetzte Endkonzentration im Markierungsansatz: 1205
Bq [α-32P]-dATP/µl Permeabilisierungsmedium

Die Zugabe von dUrd zum Medium permeabilisierter CV1-Zellen steigerte den radio-
aktiven Einbau um bis zu 41%. Diese Steigerung des Einbaus in normoxischen Verhält-
nissen wurde bislang nicht näher untersucht. Ein Einfluß von dUrd auf die porenbildende
Wirkung von αααα-Toxin bzw. auf den Abbau der Poren in der Membran einhergehend mit
verlängerter Einschleusung der im Medium vorgehaltenen Stoffe wird nicht ausgeschlos-
sen. Die Verringerung des DNA-Abbaus in permeabilisierten Zellen erscheint möglich.
Der Einfluß auf hypoxische Zellen wurde gesondert untersucht. Auf eine permanente Zu-
gabe von dUrd ins Standardmedium wurde verzichtet.

Die Replikation permeabilisierter Zellen läßt im Verlauf mehrerer Stunden immer stär-
ker nach. Als ein möglicher Erklärungsansatz hierfür wird das Entweichen eines bei der
Replikation benötigten Stoffes aus der Zelle diskutiert. Aufgrund von FPLC-Messungen
bei replizierenden CCRF-Zellen (Probst 1997) steht dUMP im Verdacht, bei Unter-
schreiten einer bestimmten Konzentration die Replikation zu hemmen. Deshalb wurde
die Wirkung einer Zugabe von dUMP zum Permeabilisierungsmedium auf die Replikation
untersucht (Abb. 16).
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Abb. 16: Einfluß von dUMP auf permeabilisierte Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2stündiger
normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd
(3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig
mit [α-32P]-dATP in 180 min normoxisch dauermarkiert.
Vorbehandlung d. Zellen: normoxische Begasung
Zusammensetzung des Mediums: Standard
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  260 hU/ml
3H-Markierung:  2 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 180-min-Dauermarkierung
eingesetzte Endkonzentration im Markierungsansatz:
22.2 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 879 Bq [α-32P]-dATP/µl
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Der Steigerung der Replikation von 15-20% bei 100 µM dUMP steht eine Reduzierung
der Replikation bei höheren Konzentrationen (<500 µM) gegenüber. Ein Einfluß von
dUMP auf die porenbildende Wirkung von αααα-Toxin bzw. auf den Abbau der Poren in der
Membran ist bei 100 µM dUMP unwahrscheinlich und bislang nicht untersucht worden.
Da die Replikation längere Zeit nach Permeabilisierung durch dUMP nicht so unterstützt
werden konnte, daß eine signifikante Steigerung erzielbar war, wurde dUMP dem Stan-
dard-Permeabilisierungsmedium nicht zugefügt.

Cholin und Ethanolamin sind Alkohole, die als Bausteine von Phosphoglyceriden
Membraneigenschaften verändern. Daneben ist Cholin ein Baustein des Neurotransmit-
ters Acetylcholin. Die Nukleotidfraktion von Mausfibroblasten-Zellkulturen enthält dCDP-
Ethanolamin und dCDP-Cholin wie auch die entsprechenden Riboliponukleotide, ein
Pool, der vorzugsweise vom Desoxycytidin her aufgefüllt wird (Spyrou 1987). Obwohl es
wahrscheinlich erscheint, daß Desoxyliponukleotide und DNA aus verschiedenen dCTP-
Pools gespeist werden (Nicander 1983), könnten sowohl Cholin als auch Ethanolamin die
Replikation normoxischer und insbesondere hypoxischer permeabilisierter Zellen beein-
flussen. Deshalb wurden beide Stoffe in einer Endkonzentration von je 200µM zum Per-
meabilisierungsmedium gegeben (Abb. 17).
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Abb. 17: Einfluß von Cholin und Ethanolamin in
hypoxischen, permeabilisierten Zellen

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 25minütiger
normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd
(3.2.3.1) 7h hypoxisch begast, danach nach 3.2.12.2
hypoxisch permeabilisiert und nach 3.2.3.2 mit [α-32P]-
dATP 60 min dauermarkiert. Vorbehandlung der Zel-
len: hypoxisch begast, hypoxisch permeabilisiert
Zusammensetzung des Mediums: Standard + 200µM
Cholin oder 200µM Ethanolamin
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  58,3 hU/ml
3H-Markierung: 25-min-Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 60-min-Dauermarkierung
eingesetzte Endkonz. im Markierungsansatz: 1.5 Bq
[3H]-Thd/µl DMEM, 491 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die Verringerung des ohnehin bereits sehr geringen Einbaus unter hypoxischen Be-
dingungen spricht möglicherweise dafür, daß Cholin und Ethanolamin CTP in den per-
meabilisierten CV1-Zellen binden, was deren Replikation zusätzlich hemmt. Weitere
Experimente müßten diese hochspekulative Annahme jedoch unterstützen. Auch die ne-
gative Beeinflussung der Replikation durch unphysiologische Konzentrationen an Cholin
und Ethanolamin ist möglich.

„Bovine Serum Albumine“ (BSA) wurde früher verwendet, um verdünnte αααα-Toxin-
Lösungen während der Lagerung bei -80°C zu stabilisieren und die schonende Mischung
mit den aliquotierten und teilweise getrennt gelagerten Bestandteilen des Inkubations-
mediums zu erleichtern. Wenn BSA die Replikation permeabilisierter Zellen nicht beein-
flussen würde, ließe sich BSA-αααα-Toxin-Lösung direkt mit den anderen Permeabili-
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sierungssubstanzen mischen und einsetzen. Da die BSA-Zugabe zum Inkubationsmedi-
um den Einbau um bis zu 60% reduzierte, wurde BSA normalerweise nicht zugesetzt.

CaCl2 wurde bereits in vielen in-vitro-Replikationssystemen zur Unterstützung der Re-
plikation eingesetzt (Uhlmann 1995). In der intakten Zelle ist Ca2+ in Konzentrationen um
0.1 µM vorhanden. Es bindet an Proteine und dient als Second Messenger. Für kein
permeabilisierendes, replikationsunterstützendes Medium wurde bislang eine nötige, mi-
nimale Ca2+-Konzentration nachgewiesen. Dies kann zum einen daran liegen, daß intra-
zelluläre Speicher trotz eventuellen Ca2+-Ausstroms die Ca2+-Konzentration auf einem
Niveau halten, das die Replikation ermöglicht. Außerdem wurde bei hohen αααα-
Toxinkonzentrationen ein Ca2+-Einstrom in die Zelle nachgewiesen (Jonas 1994), ein
Ausstrom durch αααα-Toxinporen bislang nicht. Derzeit wird eine Anionenselektivität beim
Einstrom in die Zelle durch αααα-Toxinporen diskutiert. Bei hohen Ca2+-Konzentrationen
wurde vereinzelt eine starke Fragmentierung der DNA permeabilisierter Zellen festge-
stellt, möglicherweise verursacht durch die Aktivierung endogener Endonucleasen (Ha-
meed 1989, Kaminskas 1989, Jonas 1994). Die bereits bei Eger, 1995 beschriebene
Ca2+-Konzentration von 1 mM wurde nach weiteren Untersuchungen beibehalten.

EGTA (Ethylenglycol-bis(ββββ-aminoethylether)-N,N.N´,N´-tetraacetat) bindet Ca2+

spezifisch und mit hoher Affinität und puffert weitere zweiwertige Ionen mit geringerer Af-
finität. Mg2+- und Ca2+-Ionen werden so in ausreichender Konzentration zur Verfügung
gestellt, um Komplexe mit Triphosphaten und Desoxytriphosphaten zu bilden und mit
Replikationsenzymen zu reagieren. Möglicherweise kann durch EGTA auch die durch
Ca2+- bzw. Mg2+-katalysierte Fragmentierung der DNA durch Endonucleasen (Hameed
1989, Kaminskas 1989 und Jonas 1994) weitgehend unterdrückt werden. Eine EGTA-
Konzentration von 0.4 mM wies von allen getesteten Konzentrationen die beste einbau-
erhöhende Wirkung auf und wurde im Standardmedium verwendet.

NTA (Nitriloessigsäure) puffert sowohl ein- als auch zweiwertige Ionen und wird bei
vielen in-vitro-Replikationssystemen beschrieben. Es bestätigte sich, daß die NTA-
Konzentration von 4 mM bei permeabilisierten SV40-infizierten CV1-Zellen replikations-
unterstützend wirkte. 4 mM NTA verursachte keine zuweilen beobachtete DNA-
Fragmentierung.

PIPES (Piperazin-N,N´-bis(2-ethansulfonsäure)) ist bei pH 7.2 im Permeabilisie-
rungsmedium die wichtigste pH-puffernde Substanz, Kalium-Glutamat (pKa 2.10, 4.07
und 9.47) puffert � obwohl im Permeabilisierungsmedium wesentlich höher konzentriert �
nur gering bei pH 7.2. Eine PIPES-Konzentration von 16 mM wurde im optimierten Per-
meabilisierungsmedium verwendet und nicht weiter reduziert, dies insbesondere mit Hin-
blick auf den Anwendungsbereich der Hypoxie, wo Änderungen des Gasgemisches nötig
wurden und permeabilisierte Zellen auf höhere Kapazitäten des Puffers angewiesen wa-
ren. Darüber hinaus war der Einbau bei 16 mM PIPES deutlich höher als bei geringeren
Konzentrationen.

Es wurde darauf geachtet, die Konzentrationen der eingesetzten Substanzen mög-
lichst nahe an den Verhältnissen der intakten Zelle zu belassen, da unphysiologisch hohe
Konzentrationen von Substanzen (2-5 mM cAMP oder rGTP) die Übertragbarkeit auf die
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Replikation der nichtpermeabilisierten Zelle verringern, deren Erforschung das Ziel war.
Auf die Verhinderung der vielen Arbeiten beschriebenen, durch Mg2+ und Ca2+ kataly-
sierte und durch EDTA verhinderbare Fragmentierung der DNA permeabilisierter Zellen
durch endogene Endonucleasen (Hameed 1989, Kaminskas 1989, Jonas 1994) wurde
bei der Festlegung der Standardkonzentrationen geachtet. Nach Optimierung des Per-
meabilisierungsmediums wurden in den ersten 60-90 min nach Permeabilisierung keine
stärkeren Fragmentierungen der DNA beobachtet. Veränderte Konzentrationen der oben
beschriebenen Substanzen bewirkten häufig eine Verringerung des Einbaus bei längerer
Dauermarkierungszeit (oft schon 30 min nach Permeabilisierung), was auf DNA-
Fragmentierung hindeuten könnte.

Die Standardkonzentration jeder Substanz wurde entsprechend 3.2.12.5 festgelegt.
Im Vergleich zum zuvor beschriebenen Permeabilisierungsmedium wurden die Konzen-
trationen von CaCl2, EGTA, NTA und PIPES verändert. Trotz teilweise erheblicher Stei-
gerung der Replikation wurde auf die Veränderung der Konzentrationen aller weiteren
oben beschriebenen Substanzen im Vergleich zu Eger, 1995 verzichtet. Einerseits erhöht
sich die Vergleichbarkeit mit früheren Ergebnissen, andererseits kommen so die Repli-
kationsbedingungen denen in vivo möglichst nahe.

4.2.2.6 Variationen der Standardinkubationsbedingungen
Regelmäßiger Austausch des Permeabilisierungsmediums

Thelestam und Möllby (1983) wiesen nach, daß sich Zellkulturen von αααα-Toxingaben
wieder erholen können, indem sie die Integrität ihrer Doppelmembran wiederherstellen.
Um herauszufinden, ob und inwiefern SV40-infizierte CV1-Zellen dazu in der Lage sind
und ob sich ggf. Bestandteile des Permeabilisierungsmediums während längerer Inkuba-
tionen erschöpfen, wurde das Permeabilisierungsmedium im Verlauf längerer Dauermar-
kierungen gegen frisches ausgetauscht (Abb. 18).
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Abb. 18: Medienersatz im Verlauf von radioaktiven Dauermarkierungen mit [αααα-32P]-dATP
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2.5stündiger normoxischer Vorinkubation mit [Methyl-3H]-
Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig mit [α-32P]-dATP nach 3.2.3.1 20-240
min normoxisch dauermarkiert, Vorbehandlung der Zellen: normoxische Begasung, A: 270 000
Zellen/ml, B: 160 000 Zellen/ml DMEM ausgesät, je 1.5 ml je 35-mm-Kulturschale
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  264 bzw. 344 hU/ml Endkonzentration, Medienersatz alle 60 min
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3H-Markierung: 2.5h Dauermarkierung in vivo, 32P-Markierung: 20-240-min-Dauermarkierung
einges. Endkonz. im Markierungsansatz: [3H]-Thd: 21.1/15.4 Bq/µl, [α-32P]-dATP: 1233/484 Bq/µl

Bei längeren Dauermarkierungen und hohen Zelldichten führte der regelmäßige Aus-
tausch des Permeabilisierungsmediums (inklusive der jeweils gleichen Menge αααα-Toxins)
zur deutlichen Erhöhung des radioaktiven Einbaus in die DNA. In Abb. 18 A wurde die
Replikation bei höherer Zelldichte (270000 Zellen/ml DMEM, 1.5 ml / 35-mm-Schale)
dargestellt als in Abb. 18 B (2,5 x 105 Zellen / 35-mm-Kunststoffschale). Nach 120 min
bewirkte der Medienaustausch bei einer Aussaatdichte von 4 x 105 Zellen / 35-mm-
Kunststoffschale eine 20%ige Steigerung des Einbaus, bei geringeren Zelldichten ver-
besserte sich der insgesamt geringere Einbau nach 120 min nur um durchschnittlich 4%
(vgl. hierzu auch 4.2.2.4). 240 min nach Permeabilisierungsbeginn lag die Erhöhung des
Einbaus in beiden Ansätzen bei 20-25%. Die Veränderung der Menge des standardi-
sierten Permeabilisierungsmediums je Kulturschale (150-500 µl / 35-mm-Kunststoff-
schale) wirkte sich nicht signifikant auf die Höhe des Einbaus aus (nicht abgebildet).

Da die Mehrzahl der Replikationsuntersuchungen in permeabilisierten Zellen innerhalb
der ersten 60-90 min nach Beginn der Permeabilisierung durchgeführt und abgeschlos-
sen wurde, erschien ein regelmäßiger Medienaustausch nach bestimmten Zeitintervallen
nach den hier gewonnenen Erkenntnissen nicht sinnvoll.

Wiederholte Verwendung des Permeabilisierungsmediums
Bei hoher αααα-Toxinkonzentration läßt der radioaktive Einbau in permeabilisierte CV1-

Zellen bereits nach 40-120 min deutlich nach. 200-360 min nach Permeabilisierungsbe-
ginn geht die Menge der säurefällbaren Radioaktivität bei weiter steigenden Markie-
rungszeiten zurück. Ein Erklärungsansatz für dieses Phänomen besteht darin, daß in
permeabilisierten Zellen zu jeder Zeit Replikation und DNA-Abbau in einem bestimmten
Verhältnis stehen und mit Nachlassen der Synthese der Abbau gegenüber dem Aufbau
überwiegt und daher die säurefällbare Radioaktivität einer dauermarkierten Probe wieder
nachläßt. Es war zu klären, ob dieser Rückgang auf den Verlust der Aktivität des αααα-
Toxins im Verlauf der Inkubationszeit bei 37°C, auf mangelnde Energieversorgung der
Zellen oder auf die nachlassende Fähigkeit der Zellen zur Replikation zurückzuführen ist
(ggf. durch Abbau von an der Replikation beteiligter Proteinen ohne daß in ausreichen-
dem Maß für einen Ersatz dieser Proteine durch Neusynthese gesorgt werden kann, s.
4.2.2.9).

Um diese Fragestellung zu klären, wurde untersucht, wie stark der Einbau in die DNA
bei Mehrfachverwendung von radioaktivem Permeabilisierungsmedium nachließ (Abb. 19
A). Ferner wurde untersucht, ob das Medium durch Zugabe von jeweils 50% der ur-
sprünglich eingesetzten αααα-Toxinmenge bei jedem Transfer �aufgefrischt� werden konnte
(Abb. 19 B) und welchen Einfluß die Verdreifachung der Konzentration aller Bestandteile
des Inkubationsmediums unter den beschriebenen Transferbedingungen auf den Einbau
ausübt (Abb. 19 C).
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Abb. 19 A - C: Mehrfachverwendung des Mediums
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3.25-4.75-stündiger normoxischer Vorinkubation mit [Methyl-
3H]-Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und mit [α-32P]-dATP normoxisch 30 min markiert.
Zusammensetzung des Mediums: Standard + bei B: αααα-Toxin-Zugabe bei Medientransfer (17.500

hU/ml), c: 3.3fach konzentriert, α-Toxin: A und B: (1fach) ca. 35000, C: 10000 hU/ml
3H-Markierung: 3.25-4.75-h-Dauermarkierung in vivo, 32P-Markierung: 30 min Pulsmarkierung
einges. Endkonz. im Markierungsansatz: 15 Bq [3H]-Thd/µl, 141 / 2766 Bq [α-32P]-dATP/µl

Nach 30minütiger Markierung wurde das Permeabilisierungsmedium auf nicht per-
meabilisierte CV1-Zellen überführt, was noch zwei Mal wiederholt wurde (Abb. 19 A).
Dieses Permeabilisierungsmedium wurde bei Übertragung nicht durch αααα-Toxin �aufge-
frischt�. Der radioaktive Einbau war in der zweiten 30minütigen Inkubation um 65%, in
der dritten und vierten um 87 bzw. 93% geringer als bei der ersten. Wurde bei jeder
Übertragung die Hälfte des ursprünglich vorhandenen αααα-Toxins zum Permeabilisierungs-
medium zugegeben, war die Markierung höher als ohne diese �Auffrischung�, ließ gegen-
über der ersten 30minütigen Inkubation jedoch ebenfalls nach (37 nach der ersten und
68% nach zweiten Übertragung, Abb. 19 B). Eine Erhöhung der αααα-Toxin-Konzentration
bereits vor der ersten Permeabilisierung um 50% veränderte den Einbau im Vergleich
zum nicht aufgefrischten Medium nicht. Die Verringerung des Einbaus bei längeren Mar-
kierungen könnte zumindest teilweise auf die Verringerung der Fähigkeit des αααα-Toxins
zur Permeabilisierung der Membran zurückzuführen sein. Bei längerer Permeabilisie-
rungszeit bei 37°C nimmt die Oligomerbildung bei hoher αααα-Toxinkonzentration zu. αααα-
Toxinoligomere können sich weder die Membran einlagern noch diese permeabilisieren.

Wurden die Konzentrationen aller Substanzen im Permeabilisierungsmedium verdrei-
facht, betrug der Einbau nach 30 min nur 1,7% des Vergleiches. Danach verringerte sich
dieser niedrige Einbau kaum noch (Abb. 19 C).

Minimieren des Medienvolumens

Würden einzelne, in der intakten Zelle zur Replikation in einer bestimmten Mindest-
konzentration benötigte Substanzen nach Permeabilisierung mit αααα-Toxin durch Diffusion
unter dieses Niveau verdünnt, würde dies zu einem schnellen Nachlassen der Replikati-
on führen. Umgekehrt würde eine Verringerung des Inkubationsvolumens die am Ort der
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Replikation verfügbare Konzentration dieser Substanzen erhöhen und die Replikation auf
höherem Niveau halten. Um dies zu untersuchen wurde das Permeabilisierungsmedium
für Inkubationen auf 35-mm-Kunststoffschalen auf 10 µl, d.h. 4% des Standardvolumens
reduziert. Um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern, wurde ein Deckglas auf den
Flüssigkeitsfilm über den Zellen gelegt. Die spezifische [α-32P]-dATP-Aktivität war unver-
ändert. Das Deckglas bedeckte 30% aller Zellen, die anderen trockneten größtenteils
aus und lösten sich beim Waschen ab (Abb. 20).
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Abb. 20: Reduktion des Permeabilisierungsvolu-

mens mit und ohne Deckglas über den Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2stündiger
normoxischer Vorinkubation nach 3.2.12.2 permeabili-
siert und gleichzeitig mit [α-32P]-dATP 40 bzw. 120 min
dauermarkiert(�min40� bzw. �min120�, DB=Deckglas).
Vorbehandlung der Zellen: normoxische Begasung
Zusammensetzung des Mediums: Standard
αααα-Toxin: frisch dialysiert, 150-300 hU/ml
32P-Markierung: 40- und 120-min-Dauermarkierung
einges. Endkonzentration im Markierungsansatz: 246 Bq
(250µl), 6150 Bq (10µl) [α-32P]-dATP/µl

Wurden die Zellen sofort nach Permeabilisierung mit 4% des Standardvolumens mit
einem Deckglas zum Schutz vor Austrocknung abgedeckt, lag die Menge der säurefäll-
baren Radioaktivität je Kulturschale zwar deutlich geringer, der Einbau dATP/Zellen aber
knapp auf Höhe des Vergleichs (250 µl Medium, kein Deckglas), wenn die 30%ige Über-
deckung der Zellen berücksichtigt wird. Die reduzierte Diffusion im Medium, die man-
gelnde Sauerstoffversorgung der Zellen unter dem Deckglas und die geringere αααα-
Toxinkonzentration pro Zelle (α-Toxinkonzentration wurde bei reduzierter Medienmenge
um 60% erhöht) wurden nicht berücksichtigt. Da diese Faktoren die säurefällbare Radio-
aktivität u.U. deutlich reduzieren, ist ein Vorteil der Medienreduktion gegenüber der Per-
meabilisierung mit 250 µl postulierbar, jedoch schlecht nachweisbar.

Ohne Deckglas war der Einbau bei 10 µl Permeabilisierungsmedium geringer, da
zahlreiche Zellen während der Inkubation ausgetrocknet waren.

Die Annahme, daß für die Replikation benötigte zelluläre Substanzen durch αααα-
Toxinporen aus der Zelle diffundieren, wurde durch diese Ergebnisse nicht widerlegt, je-
doch auch nicht eindeutig gestützt. Die Kapazität des Permeabilisierungsmediums für die
Unterstützung der Replikation längere Zeit nach Permeabilisierung ist bei Standardkon-
zentrationen ausreichend: Bei 120 min Dauermarkierung steigt der Vorteil der Medienre-
duktion gegenüber dem Vergleich.

Die viel kompliziertere transiente Abdeckung der Zellen mit einem Deckglas und die
mangelnde Kontrolle der Begasung unter dem Deckglas, sowie die Unmöglichkeit von
Medienwechseln oder -veränderungen verhinderte den standardisierten Einsatz dieser
Methode, zumal sich zwar die Menge des eingebauten dATPs je Zelle erhöhte, die Men-
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ge der säurefällbaren Radioaktivität jedoch weitgehend unverändert blieb. Das beschrie-
bene Permeabilisierungsverfahren mit Deckblatt bietet Vorteile, sobald das Medienvolu-
men klein oder die spezifische Radioaktivität groß gewählt werden soll.

4.2.2.7 Proteinbiosynthese in permeabilisierten Zellen
Zusatz von Aminosäuren zum Permeabilisierungsmedium

Nach Permeabilisierung von Zellen höherer Eukaryonten läßt die Proteinbiosynthese
schnell nach (Negrutskii 1993). Um die Replikation nach Permeabilisierung möglichst
lange auf hohem Niveau zu stabilisieren, muß das Inkubationsmedium die Proteinbio-
synthese unterstützen, da auch kurzlebige Proteine benötigt werden (Riedinger 1991).

Da durch αααα-Toxinporen in der Zelle vorhandene Aminosäuren ins Inkubationsmedium
austreten können, wurden dem Permeabilisierungsmedium zur Unterstützung der Pro-
teinbiosynthese jeweils 100 µM aller biogenen Aminosäuren frisch zugesetzt. Mit der Zu-
gabe von 3H-Leucin zum Inkubationsmedium wurde die Fähigkeit der Zellen zur
Proteinbiosynthese untersucht (Abb. 21).
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Abb. 21: normoxische [3H]-Leucin-Markierung permeabilisierter Zellen mit + ohne Aminosäuren
SV40-infizierte CV1-Zellen nach 2stündiger normoxischer Vorinkubation nach 3.2.12.2 permeabilisiert
und gleichzeitig mit [α-32P]-dATP 20-240 min dauermarkiert. 20 min vor dem Abstoppen der radioakti-
ven Dauermarkierung wurde durch Zugabe von [3H]-Leucin zusätzlich pulsmarkiert.
Zusammensetzung des Mediums: Standard + 100 µM aller biogenen Aminosäuren
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  211 hU/ml, 32P-Markierung: 20-240-min-Dauermarkierung
3H-Markierung: keine [Methyl-3H]-Thd-Vormarkierung in vivo, [3H]-Leucin wurde 20 min vor Ende der [α-
32P]-dATP-Markierung ins Permeabilisierungsmedium zugegeben.
A: 3H-Leucin-Einbau, B: [α-32P]-dATP-Einbau in die DNA
einges. Endkonzentration im Markierungsansatz: 617 Bq [3H]-Leucin/µl, 1233 Bq [α-32P]-dATP/µl

Bereits wenige Minuten nach Beginn der Permeabilisierung sank der 3H-Leucin-
Einbau stark ab (Abb. 21 A). Durch Zugabe aller biogenen Aminosäuren in einer Kon-
zentration von 100 µM konnte der [3H]-Leucin-Einbau während der ersten 20 min nach
Permeabilisierung mehr als verdoppelt werden. Im weiteren Verlauf sank der Einbau je-
doch auf das gleiche niedrige Niveau wie im Ansatz ohne Aminosäuren.

In den meisten gängigen Medien zur Anzucht von Zellen sind viele der biogenen Ami-
nosäuren in ausreichender Konzentration enthalten. Damit die verwendeten CV1-Zellen
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auch nach der Permeabilisierung auf identische Konzentrationen der Aminosäuren zu-
rückgreifen können, wurden die im DMEM enthaltenen Konzentrationen ins Inkubations-
medium übernommen. Die selektive Aufnahme der Aminosäuren in nicht permeabilisierte
Zellen durch verschiedene Transportsysteme führt allerdings zu veränderten intrazellulä-
ren Konzentrationen (Abb. 22).
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Abb. 22: Einfluß von Aminosäuren und Vitaminen auf normoxische 32P-Dauermarkierung
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2.5stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-
Thd permeabilisiert und gleichzeitig mit [α-32P]-dATP 120-240 min dauermarkiert.
Zusammensetzung des Mediums: Standard und Aminosäuren (AS) und Vitamine
A: Dauermarkierung mit und ohne Aminosäurezusatz zum Permeabilisierungsmedium (100µM); B:
Variation der Aminosäure- und Vitaminkonzentration als Zusatz zum Permeabilisierungsmedium
zwischen 0 und 100% der Aminosäure-Endkonzentrationen bzw. 50% der Vitamin-
Endkonzentrationen des normalen DMEM
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  344 hU/ml, 3H-Markierung: 2.5 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 120- bzw. 240-min-Dauermarkierung permeabilisiert, eingesetzte Endkonzentra-
tionen im Markierungsansatz: 16 Bq [3H]-Thd/µl (2.5 h), 1233 bzw. 484 Bq [α-32P]-dATP/µl

Durch Zugabe von Aminosäuren bzw. einigen Vitaminen konnte das Nachlassen der
Replikation 120-240 min nach Beginn der Permeabilisierung reduziert werden. Dieses
Ergebnis könnte durch verbesserte Proteinbiosynthese oder durch Wechselwirkungen
zwischen den zugegebenen Substanzen und αααα-Toxin bewirkt worden sein. Da die beob-
achteten Effekte gering ausfielen, wurden Aminosäuren bzw. Vitamine nicht zugesetzt.
Die Ergebnisse lassen vermuten, daß Proteinbiosynthese in permeabilisierten, SV40-
infizierten CV1-Zellen nur noch auf geringem Niveau stattfindet.

Einfluß von Emetin

Emetin ist ein dem Cycloheximid strukturanaloger Hemmstoff der Proteinbiosynthese.
Die Zugabe von Emetin zu permeabilisierten Zellen reduziert die Proteinbiosynthese. Um
zu untersuchen, wie sich das Unterbrechen der Proteinbiosynthese vor und während
Permeabilisierung auf die Replikation auswirkt, wurde Emetin vor (30 µM, 30 min) und
nach Permeabilisierung von CV1-Zellen zugegeben (Abb. 23 und 24).
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Abb. 23: Vorinkubation von Zellen mit Emetin
Zu SV40-infizierten CV1-Zellen wurden während einer 2stündigen normoxischen Vorinkubation im
Wärmeraum 30 min vor Permeabilisierung 30µM Emetin gegeben. Danach wurde in Gegenwart
von 30µM Emetin nach 3.2.12.2 permeabilisiert und mit [α-32P]-dATP bzw. [3H]-Leucin 10-60 min
dauermarkiert. Zusammensetzung des Inkubationsmediums: Standard + 30µM Emetin
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  >500 hU/ml
3H-Markierung: [3H]-Leucin-Dauermarkierung 10-60 min ab Permeabilisierungsbeginn (A)
32P-Markierung: [α-32P]-dATP-Dauermarkierung 10-55 min ab Permeabilisierungsbeginn (B)
eingesetzte Endkonz. im Markierungsansatz: 14.5 Bq [3H]-Leucin/µl, 456 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die 30minütige Vorinkubation der Zellen mit 30 µM Emetin hemmte die Proteinbio-
synthese der permeabilisierten Zellen, der 3H-Leucin-Einbau der gehemmten Zellen be-
trug nach Permeabilisierung 10% des 3H-Leucin-Einbaus der unbehandelten Zellen. Der
[α-32P]-dATP-Einbau in die permeabilisierten Zellen wurde nach Emetin-Vorinkubation
stark gehemmt (Abb. 23 B). Bei längerer Inkubation befand sich der 3H-Leucin-Einbau
mit und ohne Emetin-Vorbehandlung auf dem gleichen Niveau, der [α-32P]-dATP-Einbau
der unbehandelten Zellen lag aber deutlich höher.
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Abb. 24: Zugabe von Emetin nach Permeabilisierung
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2stündiger

normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd nach
3.2.12.2 permeabilisiert und mit [α-32P]-dATP 0-120
min dauermarkiert. 30 min nach Permeabilisierungs-
beginn erfolgte die Emetinzugabe ins Medium.
Zusammensetzung des Mediums: Standard, Zugabe

von bis zu 10 mM Emetin direkt ins Medium
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  >500 hU/ml
3H-Markierung: 2h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 0-120-min-Dauermarkierung
eingesetzte Endkonz. im Markierungsansatz: 17.6 Bq
[3H]-Thd/µl DMEM, 234 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die Zugabe von 3.3 mM Emetin 30 min nach Beginn der Permeabilisierung direkt in das
radioaktive Inkubationsmedium bewirkte bereits nach 10 min eine Verringerung der Re-
plikation (Abb. 24). 30 min nach Zugabe war kein weiterer radioaktiver Einbau mehr fest-
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stellbar. Die Zugabe von 10 mM Emetin bewirkte eine sofortige Unterbrechung des Ein-
baus in die DNA. Die Menge der bereits radioaktiv markierten, säurefällbaren DNA ver-
ringerte sich sofort, wie es sich z.B. bei einer DNA-Degradation zeigen würde.

Wurde Emetin zu bereits permeabilisierten Zellen zugegeben, waren wesentlich höhe-
re Konzentrationen an Emetin nötig (>1 mM), um einen signifikanten Hemmeffekt zu ver-
ursachen. Bei der Zugabe zu nichtpermeabilisierten Zellen reichten dazu
Konzentrationen von 30 µM aus. Dieses Ergebnis bestätigte die Annahme, daß Emetin
bei der Aufnahme durch intakte CV1-Zellmembranen konzentriert wird. Die αααα-Toxin-
Permeabilisierung bewirkte offenbar eine Verdünnung des Emetins.

Wirkung von Cycloheximid
Cycloheximid hemmt die Proteinbiosynthese in nichtpermeabilisierten Zellen ab einer
Konzentration von 30µM, die SV40-Replikation scheint dadurch jedoch nicht beeinträch-
tigt zu werden (Schulte, 1992). Soll die Proteinbiosynthese in permeabilisierten Zellen
gehemmt werden, sind deutlich höhere Konzentrationen notwendig. Die Zugabe von Cy-
cloheximid in einer Konzentration von 3 mM direkt zum Permeabilisierungsmedium be-
wirkte folgende Veränderungen der Proteinbiosynthese (Abb. 25).
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Abb. 25: Markierung von CV1-Zellen mit 35S-Cys und
35S-Met

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2stündiger nor-
moxischer Vorinkubation nach 3.2.12.2 permeabilisiert und
gleichzeitig 30 min in Gegenwart bzw. Abwesenheit von 3
mM Cycloheximid (CHX) 35S-dauermarkiert.
Zusammensetzung des Mediums: Standard + CHX
αααα-Toxin: 8330 hU/ml
35S-Markierung: Zugabe von 35S-markierten Cys und Met
zum normalen Permeabilisierungsmedium, 30-min-
Dauermarkierung, eingesetzte Endkonzentration im Mar-
kierungsansatz: 89 Bq 35S/µl

In Gegenwart von 3 mM Cycloheximid im Inkubationsmedium erfolgte nur eine gerin-
ge Proteinmarkierung. Ohne Cycloheximid fand dagegen eine deutliche Markierung von
Proteinen durch [35S]-Cystein und [35S]-Methionin statt. Der Vergleich mit der Proteinbio-
synthese nicht permeabilisierter Zellen gilt bei diesem Versuchsansatz nur bedingt, da
die sich Konzentration diverser Kleinmoleküle deutlich unterscheidet. Nach Permeabili-
sierung hemmte auch Cycloheximid analog Emetin die Proteinbiosynthese erst bei deut-
lich höheren Konzentrationen (>1 mM). Dieses Ergebnis bestätigte die Annahme, daß
Cycloheximid durch intakte Zellmembranen bei der Aufnahme konzentriert wird.

4.2.2.8 Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase
Die Ribonukleotid-Reduktase (RNR) stellt aus Ribonukleosiddiphosphaten 2´-

Desoxyribonukleosiddiphosphate her. In intakten Zellen ist dies sehr wichtig, da so der
Nachschub an DNA-Bausteinen für die Replikation hergestellt wird. Säugetier-RNR ent-
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hält ein Tyrosylradikal im Aktivitätszentrum, das zur Regenerierung Sauerstoff und Eisen
benötigt (Thelander 1983). Da in αααα-Toxin-permeabilisierten CV1-Zellen alle notwendigen
DNA-Bausteine durch das Inkubationssmedium bereitgestellt werden, sollte der RNR
keine bedeutende Funktion zukommen. Es wird ein direkter Zugang der RNR über ein
�channeling� in einem Multienzymkomplex (Replikase) diskutiert (Riedinger 1991, Reddy
1980 und 1982, Mathews 1986, Hammond 1989). Wird die RNR inaktiviert und führt dies
zu erhöhtem Einbau von (extern angebotenem) [α-32P]-dATP in die DNA, so könnte dies
auf ein �channeling� hindeuten.

Hydroxyharnstoff (HH)
Hydroxyharnstoff wirkt als Radikalfänger. Die B2-Untereinheit der Ribonukleotid-

Reduktase enthält ein stabiles organisches freies Tyrosylradikal, das als vorübergehen-
der �Radikaldonor� dient (Reichard 1983, Brischwein 1997). Dieses Tyrosylradikal kann
durch Hydroxyharnstoff inaktiviert werden, die katalytische Aktivität der RNR geht verlo-
ren und die Zellen können rNDPs nicht mehr zu dNDPs reduzieren. Der Zusatz von Hy-
droxyharnstoff zum Permeabilisierungsmedium wurde deshalb unter norm- und
hypoxischen Bedingungen mit Dauermarkierungen und Pulsmarkierungen bei verschie-
denen αααα-Toxinkonzentrationen untersucht (Abb. 26).
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Abb. 26: Einfluß von Hydroxyharnstoff auf die Markierung normoxischer permeabilis. Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1-3.5stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-
3H]-Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig mit [α-32P]-dATP 0-120 min dauer-
markiert (A) bzw. verschiedene Zeiträume nach Permeabilisierung mit [α-32P]-dATP für 8 min
pulsmarkiert (B). Zusammensetzung des Mediums: Standard mit und ohne Hydroxyharnstoff
αααα-Toxin: (A): frisch dialysiert, 15 (�wenig A.�), 150 (�viel A.� + �HH�) hU/ml, (B): 4440 hU/ml
3H-Markierung: (A): 1h Dauermarkierung, (B): 3.5h Dauermarkierung
32P-Markierung: (A): 40/120 min Dauermarkierung, (B): 8-min-Pulse, einges. Endkonzentration im
Markierungsansatz: (A): 103, (B): 4.92 Bq [3H]-Thd/µl; (A): 246, (B): 407 Bq [α-32P]-dATP/µl

Unter normoxischen Verhältnissen beeinflußte Hydroxyharnstoff die Replikation per-
meabilisierter CV1-Zellen nicht wesentlich, die Replikation ließ bei anhaltender Permea-
bilisierung jedoch in geringerem Umfang nach (Abb. 26 A). Bei DNA-Markierungen durch
kurze Pulse zeigte die Zugabe von Hydroxyharnstoff weder bei norm- noch bei hypoxisch
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vorinkubierten bzw. hypoxisch permeabilisierten Zellen Auswirkungen auf die Höhe des
Einbaus (Abb. 27, s. auch 4.5 und 4.6.4).
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Abb. 27: Auswirkungen von Hydroxyharnstoff bei unterschiedlicher αααα-Toxin-Konzentration
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3.5stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-
Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und mit [α-32P]-dATP für 30 min pulsmarkiert. 20 min
vor Permeabilisierungsbeginn erfolgte die Hydroxyharnstoff-Zugabe ad 30 µM ins DMEM. Das
Permeabilisierungsmedium enthielt 3 mM Hydroxyharnstoff. A: Pulsmarkierung 0-30 min, B: Puls-
markierung 60-90 min nach Permeabilisierung. Zusammensetzung des Inkubationsmediums:
Standard bei verschiedenen αααα-Toxinkonzentrationen + 3 mM Hydroxyharnstoff
α-Toxin: 2,5-150 hU/ml, 3H-Markierung: 3.5 h Dauermarkierung, 32P-Markierung: 30-min-
Pulsmarkierung, Endkonz. im Markierungsansatz: 12.3 Bq [3H]-Thd/µl, 188 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die Zugabe von 3 mM Hydroxyharnstoff zum Inkubationsmedium bewirkte unter nor-
moxischen Bedingungen keine Modulation des Einbaus, die Wirkungen variierter αααα-
Toxin-Konzentrationen auf die DNA-Markierung veränderten sich nicht. Eine aktive Ribo-
nukleotid-Reduktase schien für die Replikation in permeabilisierten Zellen nicht zwingend
notwendig zu sein, der Nukleotidpool wurde aus dem großen Reservoir des Inkubati-
onsmediums außerhalb der Zelle gespeist.

4.2.3 Charakterisierung des optimierten Systems
4.2.3.1 Gleichzeitige Markierung mit [3H]-Thd und [αααα-32P]-dATP

[Methyl-3H]-Thd-/[α-32P]-dATP-Doppelmarkierungen permeabilisierter Zellen zeigten
ein differenziertes Einbauverhalten beider Isotope in die DNA. Um dieses Einbauverhal-
ten näher zu untersuchen, wurden mehrstündige Dauermarkierungen durchgeführt. Der
Vergleich mit früheren Ergebnissen (Eger, 1995) zeigte die Auswirkungen des höheren
Optimierungsgrades des Inkubationsmediums auf. Eine DNA-Degradation (Jonas 1994,
Kaminskas 1989) nach Permeabilisierung durch αααα-Toxin kommt eventuell in Betracht
(Abb. 28).
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Abb. 28: Gleichzeitige DNA-Markierung permeabi-
lisierter Zellen mit [3H]-Thd + [αααα-32P]-dATP

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2stündiger
normoxischer Vorinkubation nach 3.2.12.2 permea-
bilisiert und gleichzeitig mit [Methyl-3H]-Thd und [α-
32P]-dATP 0-240 min doppelmarkiert.
Zusammensetzung des Mediums: Standard
αααα-Toxin: 8000 hU/ml, 3H- und 32P-Markierung:
0-240-min-Dauermarkierung permeabilisiert
eingesetzte Endkonzentration im Markierungsan-
satz: 1540 Bq [3H]-Thd/µl, 254 Bq [α-32P]-dATP/µl

Der größte Teil des [Methyl-3H]-Thd wurde in den ersten 8 min nach Permeabilisie-
rung in die DNA eingebaut. Nach 40 min verringerte sich der [Methyl-3H]-Thd-Einbau auf
ein fast nicht nachweisbares Niveau. Dies bestätigen auch SW40-Sucrosegradienten von
Pulsmarkierungen (Abb. 29).
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Abb. 29: Sucrosegradienten von doppelmarkierter DNA permeabilisierter normoxischer Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2stündiger normoxischer Vorinkubation nach 3.2.12.2
permeabilisiert und in 4-min-Pulsen mit [Methyl-3H]-Thd und [α-32P]-dATP doppelmarkiert (Start
der Pulse: 0-86 min nach Permeabilisierungsbeginn). Anschließend wurde die DNA auf SW40-
Gradienten aufgetrennt. Zusammensetzung des Mediums: Standard, αααα-Toxin: 8900 hU/ml
3H- und 32P-Markierung: 4-min-Pulse, 0-86 min nach Permeabilisierungsbeginn
einges. Endkonzentration im Markierungsansatz: 4200 Bq [3H]-Thd/µl, 703 Bq [α-32P]-dATP/µl
Σ cpm: A: [3H]-Thd: 6466, [α-32P]-dATP: 1186; B: [3H]-Thd: 1359, [α-32P]-dATP: 3096, C: [3H]-Thd:
689, [α-32P]-dATP: 1451

Die Markierung der neusynthetisierten SV40-DNA erfolgte mit zunehmender Zeit nach
Permeabilisierungsbeginn immer ausschließlicher durch [α-32P]-dATP. Ein immer höhe-
rer Prozentsatz der [Methyl-3H]-Thd-Markierung sedimentierte in Fraktion 20 (86-90 min
nach Permeabilisierung 35% der gesamten säurefällbaren [3H]-Radioaktivität), die jedoch
nicht sehr aussagekräftig ist.
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Die Zugabe von [Methyl-3H]-Thd gleichzeitig mit der Permeabilisierung zum Markie-
rungsansatz bewirkte eine stärkere [3H]-Markierung der DNA als eine spätere [3H]-Thd-
Zugabe. Die Längenverteilung der 3H- und 32P-markierten DNA war bei frühen Pulsen
gleich, bei Pulsen nach längerer Permeabilisierung unterschieden sich die Pulse deutlich
(Abb. 29 C). Bei späten [3H]-Thd-Zugaben stieg der Anteil kleiner und sehr großer DNA-
Moleküle (Fraktion 1-5, Fraktion 20) an der gesamten säurefällbaren [3H]-Aktivität. Dies
könnte auf Primersynthese oder unspezifische Adhäsionen von [3H]-Thd an DNA oder
Proteine hindeuten. Eine noch nicht vollständige Permeabilisierung könnte eine Konzen-
trationsänderung und Aufphosphorylierung von [3H]-Thd in der Zelle bewirken.

4.2.3.2 Einfluß der Kultivierungsdauer von CV1-Zellen auf die
SV40-Replikation nach Permeabilisierung

Bei SV40-infizierten CV1-Zellkulturen können, abhängig von der Kultivierungsdauer
nach Auftauen der Zellen, durch kurz aufeinanderfolgende Serienpulsmarkierungen bei
mehrstündigen Permeabilisierungsversuchen die im folgenden gezeigten Replikati-
onsphasen nachgewiesen werden (Abb. 30 A und C).
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Abb. 30: Permeabilisierung von nur kurz kultivierten CV1-Zellen, markiert durch kurze Pulse.
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3-4stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-
3H]-Thd nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzeitig in 10- (A) bzw. 1.5-5-min-Pulsen (B + C) [α-
32P]-dATP markiert (Start der Pulse: 0-180 min nach Permeabilisierungsbeginn). Vorbehandlung
der Zellen: 3-5 (A) bzw. 9 (B) -18 (C) normoxische Kulturpassagen nach Auftauen
Zusammensetzung des Mediums: Standard, αααα-Toxin: A: 1560 hU/ml, B: 1200, C: 3600 hU/ml
3H-Markierung: A: 4 h Dauermarkierung in vivo, B + C: 3 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: A: 10-min-Pulse permeabilisiert, B + C: 1.5-5-min-Pulse
eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: A: 4.9 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 165 Bq [α-
32P]-dATP, B+C: 11 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, B:510 Bq [α-32P]-dATP/µl, C: 284 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die CV1-Zellen, die 3-5 Passagen nach Kultivierungsbeginn mit SV40 inifziert wurden,
zeigten 20-30 min nach Beginn der Permeabilisierung einen sprunghaften Anstieg der
Replikation auf 400 amol dATP/Zelle innerhalb eines 10-min-Pulses (Abb. 30 A). Die
durchschnittliche Replikation in den ersten 120 min der Permeabilisierung führte zum
Einbau von 25-50 amol dATP/Zelle in jeweils 10 min. Die Replikation normalisierte sich,
bevor ca. 60-100 min nach Permeabilisierungsbeginn ein nicht mehr ganz so extremer
Anstieg der Replikation stattfand, dem auch eine schnelle Normalisierung folgte.
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Hypoxisch permeabilisierte, zuvor normoxische CV1-Zellen zeigten diese Schwankun-
gen nicht, deren normale Replikation lag bei 40-60% des Vergleichs (nicht gezeigt). Die
�exzessive� Replikation wurde nur bei normoxischen Zellen beobachtet.

Mit zunehmender Kultivierungsdauer der CV1-Zellen wurden die beobachteten Repli-
kationsphasen immer flacher (Abb. 30 B und C). Vor Infektion 9 Generationszyklen in
Kultur gehaltene CV1-Zellen (Abb. 30 B im Vergleich zu 30 A) zeigten deutliche Replika-
tionsphasen, die sich in noch kürzerer Zeit nach Permeabilisierung manifestierten (1.
Spitze 15-20 min, Normalisierung 20-40 min, 2. Spitze 50-70 min nach Permeabilisie-
rungsbeginn). 100 min nach Permeabilisierungsbeginn pendelte sich die Replikation auf
niedrigere Niveaus ein. Je länger die CV1-Zellen in Kultur gehalten wurden (<15 Genera-
tionen), desto geringer fielen diese Replikationsphasen aus.

Die rechnerische Integration der Werte der säurefällbaren Radioaktivität nach Puls-
markierung führte zu einer Darstellung, die dem Informationsgehalt von Dauermarkie-
rungsdarstellungen entspricht (s. Abb. 41 B). Hier zeigte sich der Vorteil von Puls-
gegenüber Dauermarkierungen: bei Dauermarkierungen blieb die Phasigkeit der Repli-
kation bislang verborgen.

Diese so nicht erwarteten Ergebnisse wurden mehrfach reproduziert. Die Phasigkeit
der Replikation könnte verursacht werden durch
a) synchrone SV40-Replikationsrunden mit anschließender Erschöpfung der Replikati-

onsfähigkeit permeabilisierter Zellen (s. Abb. 41 B),
b) erhebliche Beschleunigung der Elongationsrate und zwischenzeitlichem Mangel an

initiationsbereiter SV40-Virus-DNA oder
c) Vorliegen einer kritischen αααα-Toxin-Konzentration:

αααα-Toxin-Monomere dringen in die Membran ein und permeabilisieren nach Oligome-
risierung die Zelle. Die αααα-Toxin-Rezeptoren sind größtenteils belegt. Nach einer be-
stimmten Zeit schließen sich die Poren wieder, neue αααα-Toxin-Moleküle lagern sich
erst wieder in die Membranen der Zellen ein, wenn die Rezeptoren wieder in der La-
ge sind, das Einlagern von αααα-Toxin in die Membran zu ermöglichen. In dieser Zwi-
schenzeit sind statistisch über die Anzahl der Zellen verteilt weniger Poren offen,
weniger Kleinmoleküle können zur Unterstützung der Replikation in die Zellen ein-
transportiert werden, die Einbaurate in die Zellen ist in dieser Zeit geringer. Sind
wieder mehr Poren offen, steigt der Einbau wieder an.

Da die Phasigkeit der Replikation permeabilisierter Zellen mit zunehmender Kultivie-
rungsdauer abnimmt, ist die Hypothese c) die unwahrscheinlichste.

4.2.3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese
Die Möglichkeiten der Auftrennung von DNA durch zweidimensionale Gelelektropho-

rese nach verschiedenen Trennprinzipien wurde in den letzten Jahren häufig untersucht
und beschrieben (Gourlie 1983, Hirt 1967, Nawotka 1988, Snapka 1991 a - c, 1986, 1988
und 1993, Sundin 1980 und 1981, Eger, 1995).
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Mit dieser Technik können die SV40-Replikation in CV1-Zellen und die Einflüsse ver-
schiedener Substanzen detailliert untersucht werden. Auf den Vergleich zwischen nicht
permeabilisierten, [Methyl-3H]-Thd-markierten und αααα-Toxin-permeabilisierten, SV40-
infizierten CV1-Zellen wurde bereits eingegangen (Eger 1995). Im Verlauf dieser Arbeit
wurden CV1-Zellen mehrmals in vivo hypoxisch begast und entweder hypoxisch permea-
bilisiert und 32P-markiert (nicht gezeigt, da nur geringer Einbau) oder entweder während
oder kurz vor Permeabilisierung reoxigeniert. Mittels kurzer und längerer Pulse konnte
der Wiederbeginn der Replikation verfolgt werden bzw. die Konzentration der einzelnen
Replikationsintermediate zu verschiedenen Zeiten nach Reoxigenierung abgeschätzt
werden (Abb. 30 F im Vergleich zu normoxischen, permeabilisierten SV40-infizierten
CV1-Zellen, Abb. 30 E).
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Abb. 30: Zweidimensionale Gelelektrophorese mit DNA aus normoxisch (E) und durch Per-
meabilisierung reoxigenierten (F) Zellen, darüber der Gelstreifen der 1. Dimension

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden entweder (E) nach 3.5stündiger normoxischer Inkubation per-
meabilisiert oder (F) nach 2stündiger normoxischer Inkubation 6h in vivo hypoxisch begast, bevor
sie durch Zugabe von ¼ Vol. O2-gesättigtem Medium reoxigeniert wurden. Anschließend wurde
durch Zugabe von 3 ml Permeabilisierungsmedium je 145-mm-Kulturschale permeabilisiert. Die
Pulsmarkierung mit [α-32P]-dATP erfolgte gleichzeitig und wurde nach 20 min (E) bzw. 12 min (F)
beendet. Über die Spuren der 2. Dimension wurde zum Vergleich ein Gelstreifen der 1.Dimension
abgebildet. Rechter Rand der 1. Dimension = Auftragtasche (auch in der 2. Dimension sichtbar),
Mt = mitochondriale DNA, LC = Late Cairns (späte Replikationsintermediate), IC = Intermediate
Cairns (Replikationsintermediate), NC = Nicked Cairns (Replikationsintermediate mit Einzelstrang-
bruch im unreplizierten Teil), Form I = hochunterwundenes, circulär geschlossenes Genom, Form
II = entspanntes circuläres Genom, Form III = durch Doppelstrangbruch lineares Genom.
Vorbehandlung der Zellen: normoxische Begasung (E), 6h hypoxische Begasung (F)
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  1440 hU/ml (E), 1000 hU/ml (F)
32P-Markierung: E: 20-min-Pulsmarkierung, F: 12-min-Pulsmarkierung
Eingesetzte Endkonzonzentration im Markierungsansatz: E: 1070 Bq, F: 1250 Bq [α-32P]-dATP/µl

Nicht zirkulär geschlossene Einzelstränge stellen die neureplizierten, markierten
Tochterstränge aller Cairns-Intermediate dar, deren Länge mit dem Volumen der Cairns-
struktur während der Replikation zunimmt. Daher setzten die in der ersten Dimension
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kurz gewanderten, großen Cairns-Intermediate in der zweiten Dimension unterschiedlich
lang replizierte Einzelstränge frei. Daraus ergibt sich der �Schweif�, ausgehend von den
aus den LC freigesetzten Tochtersträngen bis hin zu Ministrängen, die aus dem noch
fast voll umwundenen, gerade erst initiierten Muttergenom freigesetzt wurden (auf einer
Linie in der ersten Dimension mit Form 1). Der zunehmenden Radioaktivität in wachsen-
den Tochtersträngen entspricht auch die Verbreiterung und zunehmende Schwärzung
des Schweifs von den frühen IC zu den LC. Alle weiteren sichtbaren Spuren wurden be-
reits früher eingehend erläutert (Eger 1995).
Nach Reoxigenierung sind alle bei normoxischen Zellen nachweisbaren Replikationsin-
termediate ebenso vorhanden. Der Einbau war trotz kürzerer Markierungszeit i.d.R. bei
fast allen Replikationsintermediaten gleichmäßig kräftiger und entsprach daher den Er-
wartungen. Die überproportional stark ausgeprägte Spur der �nicked cairns� dürfte einer-
seits in der Replikationshemmung unter Hypoxie und andererseits in der höheren
Einbaudichte nach Reoxigenierung begründet sein.

4.3 REREPLIKATION IN PERMEABILISIERTEN ZELLEN

4.3.1 Beeinflussung der Replikation durch BrdUTP
In ersten Vorversuchen wurde zunächst untersucht, welche Auswirkungen die Zugabe

von BrdUTP zum normalen Permeabilisierungsmedium auf die Replikation ausübt � ne-
ben dem Ersatz von dT durch BrdUrd in der DNA. Ebenfalls wurde untersucht, wie die
Menge der säurefällbaren [32P]-Radioaktivität durch verschiedene BrdUTP-
Konzentrationen relativ zu einer [3H]-Vormarkierung verändert wurde (Abb. 31 A).
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Abb. 31: Einfluß von BrdUTP auf die Replikation permeabilisierter Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1.5-2.5stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-
3H]-Thd (3.2.3.1) entsprechend 3.2.12.2 mit BrdUTPhaltigem Inkubationsmedium permeabilisiert
und gleichzeitig in 120 min [α-32P]-dATP dauermarkiert.
Zusammensetzung des Mediums: Standard + verschiedene BrdUTP-Konzentrationen (o.a.)
αααα-Toxin: frisch dialysiert,  a: 250, b: 1300 hU/ml
3H-Markierung: A: 2.5stündige, B: 1.5stündige normoxische Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: A + B: 120-min-Dauermarkierung normoxisch
einges. Endkonz. im Markierungsansatz: 17 Bq / 123 Bq [3H]-Thd/µl, 617 Bq / 2200 Bq [α-32P]-dATP/µl
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Der dATP-Einbau normoxisch permeabilisierter, SV40-infizierter CV1-Zellen (Abb. 31
A) wurde durch Erhöhung der BrdUTP-Konzentration auf 400  - 500 µM um 82% gestei-
gert. Dies könnte damit zusammenhängen, daß BrdUTP ähnlich wie dTTP auf die Ribo-
nukleotidreduktase einen allosterischen Einfluß ausübt, der bewirkt, daß die RNR GDP-
spezifischer arbeitet. Postuliert man gleichzeitig ein �Channeling�, wird auf diesem Weg
weniger internes und mehr externes dATP in die DNA eingebaut.

Bei der Auftrennung der durch [α-32P]-dATP markierten DNA im SW40-Sucrose-
Gradienten deutete sich eine mit der Zunahme der BrdUTP-Konzentration einhergehen-
de Verschiebung der Hauptfraktionen in Richtung längerer DNA-Fragmente an. Mögli-
cherweise ist ein Anstieg der Gabelgeschwindigkeit ein Grund hierfür, ein weiterer könnte
im zunehmenden BrdUrd-Substitutionsgrad der DNA liegen.

4.3.2 Isopyknische Zentrifugation zum Rereplikationsnachweis
Die Rereplikation, d.h. das Wiederanwerfen der Replikation nach hypoxieinduzierem

Replikationsstau in permeabilisierten Zellen ist gleichzeitig ein Beweis für Initiationen
nach Permeabilisierung. BrdUTP-markierte DNA kann auf isopyknischen CsCl- oder
Cs2SO4-Dichtegradienten nach dem Grad ihrer Dichtemarkierung aufgetrennt werden:
Nach Permeabilisierung nicht mehr replizierte DNA enthält keine BrdUTP-Moleküle und
wird im folgenden als nicht dichtemarkierte DNA bezeichnet. Ist die semikonservative
Replikation SV40-infizierter CV1-Zellen nach Permeabilisierung so erfolgt, daß eine Re-
plikationsrunde begonnen und vollständig beendet wurde, entsteht eine Hybrid-DNA aus
nicht dichtemarkierter Parental-DNA ohne BrdUTP und dichtemarkierter Tochter-DNA,
bei der ein bestimmter Anteil der Thyminbasen durch BrdUrd ersetzt wurde. Dieser Sub-
stitutionsgrad bleibt bei einem vorgegebenen BrdUTP/dTTP-Verhältnis gleich. Die beiden
Stränge bleiben bei der Lösung in CsCl oder Cs2SO4 und der Zentrifugation im Gradien-
ten umeinander gewunden und nehmen gemeinsam ihren isopyknischen Punkt ein, der
dem Durchschnitt beider Dichten entspricht (z. T. dichtemarkierte DNA-Doppelstränge).

In einer zweiten Replikationsrunde entstehen wiederum dichtemarkierte Tochtersträn-
ge, was dazu führt, daß aus dem nicht dichtemarkierten Parentalstrang und einem neu
synthetisierten, markierten Tochterstrang wieder teilweise dichtemarkierte Doppelsträn-
ge, aus dem dichtemarkierten Parental- und einem Tochterstrang aber ein voll dich-
temarkierter DNA-Doppelstrang entsteht. Letzterer bewegt sich zu einem anderen,
schwereren isopyknischen Punkt als der teilweise dichtemarkierte DNA-Doppelstrang.
Der Nachweis einer doppelt BrdUTP-markierten DNA gilt als Nachweis für Initiation und
Rereplikation in permeabilisierten Zellen. Zum besseren Nachweis wurde die DNA radio-
aktiv markiert. Die Analyse der Fraktionen im Flüssigszintillator ermöglichte bei permea-
bilisierten Zellen eine Puls-, Puls-Chase- oder Dauermarkierung mit [α-32P]-dATP
gleichzeitig oder nach einer BrdUTP-Markierung.

Der Nachweis BrdU- und 32P-doppelmarkierter DNA erforderte eine möglichst lange
Markierungsdauer. Die zeitgleiche Doppelmarkierung der DNA mit [α-32P]-dATP und
BrdUTP führte zu einem mit steigender Markierungsdauer steigenden Anteil der doppelt
BrdU-markierten DNA an der gesamten markierten DNA (�Aufaddierung�). Die Dich-
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temarkierung der DNA erfolgte gleichzeitig mit Permeabilisierung durch Zugabe von
BrdUTP in einer Endkonzentration von 500 µM zum Inkubationsmedium. Die radioaktive
Markierung erfolgte 30-360 min nach Permeabilisierung durch Zugabe von [α-32P]-dATP.
Eine zu großflächige Ablösung des Zellrasens durch häufige Medienwechsel erforderte
den Verzicht auf Nachmarkierung der DNA mit BrdUTP ohne [α-32P]-dATP (�Chase�). Die
DNA wurde analog 3.2.5.2 vorbereitet, zusammen mit Referenz-DNA (3H-Markierung,
keine Dichtemarkierung) im CsCl-Gradienten isopyknisch aufgetrennt, in 40 Fraktionen
aufgeteilt und im LSC ausgezählt (Abb. 32).
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Abb. 32: CsCl-Gradienten dichtemarkierter DNA
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 90minütiger normoxischer Vorinkubation (3.2.3.1) nach
3.2.12.2. permeabilisiert und gleichzeitig nach 3.2.3.3 mit BrdUTP dichtemarkiert. 20 min nach Be-
ginn der Permeabilisierung wurde die DNA durch Austausch des Mediums mit [α-32P]-dATP für
weitere 20 min (A), 90 min (B), 240 min (C) bzw. 360 min (D) zusätzlich radioaktiv und gleichzeitig
weiterhin BrdU-dichtemarkiert. Nicht BrdU-markierte Vergleichs-DNA wurde durch Markierung wie
oben vorbehandelter CV1-Zellen mit [Methyl-3H]-Thd nach 3.2.3.1 für 240 min in vivo normoxisch
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gewonnen. 1/15 dieser Vergleichs-DNA wurde jeder Probe zugesetzt. �t� beginnt mit Permeabilisie-
rung. Zusammensetzung Medium: Standard + 400 µM BrdUTP, αααα-Toxin: 2800 hU/ml
3H-Markierung: Vergleichs-DNA 240 min dauermarkiert, 6.7 % eingesetzt
32P-Markierung: 20-360-min-Dauermarkierung, 20 min nach Permeabilisierungsbeginn
einges. Endkonz. im Markierungsansatz: 1233 Bq [3H]-Thd/µl, 2766 Bq [α-32P]-dATP/µl; Σ cpm:
[3H], A, B, C, D: 11078, 11518, 11706, 12033; [32P], A, B, C, D: 10785, 14427, 95117, 172136

Eine 40minütige Dichtemarkierung führte zur Verschiebung der Dichtemaxima der
teilweise dichtemarkierten gegenüber der nicht dichtemarkierten Referenz-DNA um ca.
0,01 g/cm3. Voll dichtemarkierte DNA (weitere Verschiebung um ca. 0,04-0,05 g/cm3) war
noch nicht nachweisbar, eine 110minütige Dichtemarkierung führte zum ersten deutli-
chen Nachweis voll dichtemarkierter DNA, in diesem Fall um 0,039 g/cm3 gegenüber der
teilweise dichtemarkierten DNA verschoben (Daten nicht im Diagramm gezeigt).

Der Anteil voll dichtemarkierter DNA an der Gesamt-DNA stieg mit steigender Markie-
rungszeit stetig. Ebenso stabilisierte sich die Dichteverschiebung der voll dichtemarkier-
ten DNA: Gegenüber der hälftig dichtemarkierten DNA betrug die Verschiebung nach
260minütiger Dichtemarkierung 0,049 g/cm3, was bei längerer Markierungsdauer kon-
stant blieb. Die mittlere Dichteverschiebung zwischen nicht und hälftig dichtemarkierter
DNA betrug in allen Dichtemarkierungen mit einem BrdUTP/dTTP-Verhältnis von 5:1
nach mindestens 90 min Dichtemarkierung 0,04372 g/cm3. Die mittlere Dichteverschie-
bung (nach ebenfalls mindestens 90minütiger Dichtemarkierung) zwischen hälftig und
voll dichtemarkierter DNA betrug 0,04388 g/cm3. Beide Replikationsrunden hatten somit
die gleiche dichteverschiebende Wirkung, der BrdUTP/TTP-Substitutionsgrad war somit
in beiden DNA-Strängen gleich hoch.

Einbaukurven unter gleichen Bedingungen zeigten, daß die Replikation in normoxi-
schen permeabilisierten Zellen über mindestens 3 h auf hohem Niveau unterstützt wurde
und daß auch nach mehr als 2 h nach Permeabilisierung noch Initiationen stattfanden.

4.4 REPLIKATION IN PERMEABILISIERTEN ZELLEN UNTER
HYPOXISCHEN BEDINGUNGEN

4.4.1 Zielsetzungen
Die DNA-Replikation unterliegt in allen Organismen der Kontrolle auf verschiedenen

regulatorischen Ebenen. Eine regulatorische Ebene ist die An- oder Abschaltung der In-
itiation der Replikons in Abhängigkeit vom Sauerstoffpartialdruck (pO2) in der direkten
Umgebung der Zellen (Brischwein 1997, Gekeler 1988, Probst 1989 und 1984, Probst
1980). Neben der Funktion als DNA-Baustein wird dCTP eine regulatorische Funktion bei
der DNA-Replikation, möglicherweise als Bindeglied zwischen pO2 und Initiation der Re-
plikation zugeschrieben. Sinkt der dCTP-Spiegel, führt dies zur Hemmung der Replikoni-
nitiationen (Probst 1999, Engelcke 1992). In CCRF-, HeLa- und Ehrlich-Aszites-Zellen
läßt sich die Replikoninitiation durch Zugabe von dCyd zu hypoxischen Zellen wieder
starten (Probst 1999, Brischwein 1997, Probst 1989).

In vivo ließ sich die Replikation SV40-infizierter CV1- bzw. TC7-Zellen durch transi-
ente Hypoxie synchronisieren (Dreier 1993). Für permeabilisierte CV1-Zellen, in die alle
für die Replikation benötigten dNTPs, auch dCTP, in ausreichender Menge hineindiffun-
dieren können, sollte ein Replikationsblock durch Hypoxie unmöglich sein. Nach hypoxi-
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scher Permeabilisierung sollten hypoxische Zellen deshalb wieder mit Initiationen begin-
nen.

Ascorbat und Ascorbatoxidase in permeabilisierten Zellen
Um den Sauerstoffpartialdruck (pO2) in permeabilisierten Zellen möglichst schnell und

effizient zu reduzieren, wurden mehrere Verfahren untersucht:
Hypoxische Begasung allein verursachte ein Absinken des pO2 im Inkubationsmedium

erst nach langer Zeit (> 12 h mit 200 ppm O2 bei 37°C, s. 3.2.12.3). Danach konnte das
Inkubationsmedium die Replikation nicht mehr ausreichend unterstützen.

Wurde die Reduktion des pO2 durch hypoxische Begasung des Permeabilisierungs-
mediums über einer Zellkultur (Unterstützung durch Zellatmung !) unterstützt, begann der
Hypoxieblock bereits nach 3-4 h. Dies war zu lang, als das die Replikation durch das
Permeabilisierungsmedium noch ausreichend unterstützt werden konnte.

Die pO2-Reduktion durch chemische Stoffe (beispielsweise Dithionit) wurde in in-vitro-
und zellpermeabilisierenden Systemen wiederholt untersucht. In αααα-Toxin - permeabili-
sierten CV1-Zellen beeinträchtigten pO2-reduzierende Chemikalien die Replikation der
permeabilisierten Zellen jedoch zu stark (vgl. auch Trummler, 1994).

Die pO2-Verminderung durch natürliche Oxidasen war eine Möglichkeit, schnell und
schonend Hypoxie im Inkubationsmedium zu etablieren. Zahlreiche in der Natur vor-
kommende Oxidasen (Superoxid-Dismutase) produzieren jedoch O°- oder O2

°-- bzw. O2-
Radikale. Deren hochkonzentriertes Auftreten verbot den Einsatz dieser Oxidasen in
permeabilisierten Zellen, da zu beobachtende Effekte durch Beeinträchtigungen der Nu-
kleotid-Pools und der Störung der Replikation verfälscht wurden.

Ascorbat und Ascorbatoxidase [EC 1.10.3.3: L-Ascorbat: Sauerstoff-Oxireduktase]
wurden mehrfach in in-vitro- und zellpermeabilisierenden Systemen verwendet (Nakamu-
ra 1968) und können in großen Mengen gewonnen bzw. beschafft werden. Mehrere Vor-
versuche zeigten, daß beide Substanzen die Replikation permeabilisierter CV1-Zellen
nicht beeinträchtigten. Die Zugabe von 700 µM Ascorbat, 2U/ml Ascorbatoxidase und
1400 µM NaHCO3 führte zur pO2-Senkung auf unter 2000 ppm in wenigen Minuten.

4.4.2 O2-Messungen mit der Clark-Elektrode
4.4.2.1 Messungen in Permeabilisierungsmedium

Mit Hilfe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase wurde in beliebigen wäßrigen Medi-
en Hypoxie viel schneller etabliert als durch einfache Begasung (Gkantiragas, 1997).

Bei 37°C beträgt die O2-Konzentration in einer isotonischen Kochsalzlösung ca. 170
µM (Truesdale and Downing, 1954). Betrachtet man das stöchiometrische Verhältnis, mit
dem Ascorbinsäure unter Mithilfe von Ascorbatoxidase nach der Reaktionsgleichung

2  L-Ascorbat + O2  > >>>      2  L-Dehydroascorbat + 2 H2O

oxidiert und der Sauerstoff zu H2O reduziert wird, werden 340 µM Ascorbinsäure be-
nötigt, um allen gelösten Sauerstoff aus einer mit atmosphärischem O2 äquilibrierten
wäßrigen Lösung zu entfernen.
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Bei Vorinkubation des Permeabilisierungsmediums in einem Glasgefäß in einer sepa-
raten Begasungskammer aus Aluminium (3.2.12.3) und Überführung dieses Mediums mit
einer kleinen Glasspritze zum Inkubationsgefäß kommen weitere, aus der Umgebungs-
luft hineindiffundierende Anteile Sauerstoff hinzu, die bei Berechnung der benötigten
Ascorbinsäurekonzentration mitberücksichtigt werden müssen.

Der pO2 in einem Medium oder in Wasser wurde mit Hilfe einer Clark-O2-Elektrode
nach Eichung mit Na-Dithionit untersucht (Tab. 3).

Tabelle 3: Veränderung des pO2 durch Zugabe von Ascorbinsäure, Ascorbatoxida-
se + NaHCO3 zu Wasser und Inkubationsmedium mit und ohne αααα-Toxin

O2 -Reduktion in O2 -Reduktion durch Endpunkt Zeit bis Erreichung
des Endpunktes

Wasser 10 mM Na-Dithionit < 1000 ppm O2 2 min

Wasser 700 µM Ascorbat, 1,4 µM NaH-
CO3, 2 U/ml Ascorbatoxidase

< 1000 ppm O2 3,5 min

Permeabilisie-
rungsmedium

10 mM Na-Dithionit Kein definierter
Endpunkt

Dynamischer, länger
dauernder Prozeß

Permeabilisie-
rungsmedium

300 µM Ascorbat, 1 U/ml Ascor-
batoxidase, 600 µM NaHCO3

40000 ppm O2 > 30 min

Permeabilisie-
rungsmedium

500 µM Ascorbat, 1 U/ml Ascor-
batoxidase, 1000 µM NaHCO3

< 1000 ppm O2 8 min

Wasser 500 µM Ascorbat, 1 U/ml Ascor-
batoxidase, 1000 µM NaHCO3

< 1000 ppm O2 8 min

Inkubationsmedi-
um ohne αααα-Toxin

700 µM Ascorbat, 2 U/ml Ascor-
batoxidase, 1400 µM NaHCO3

< 1000 ppm O2 4.5 min

Permeabilisie-
rungsmedium

700 µM Ascorbat, 2 U/ml Ascor-
batoxidase, 1400 µM NaHCO3

< 500 ppm O2 4.5 min

Na-Dithionit reduzierte den in Wasser und Permeabilisierungsmedium gelösten Sau-
erstoff innerhalb von 2 min um mehr als 99.5% des Ausgangswertes, was einem Gleich-
gewicht mit 1000 ppm O2 in der Gasphase entspricht.

340 µM Ascorbinsäure müßten nach Truesdale und Downing, 1954, die exakte Titrati-
on des O2, der bei 37°C im Medium gelöst ist, ermöglichen. Mit 340 µM Ascorbinsäure
konnten aber hypoxische Verhältnisse (Gleichgewicht mit  ≤ 2000 ppm O2 in der Gas-
phase) nicht etabliert werden. Selbst nach Inkubationszeiten von mehr als 30 min sank
der pO2 nur auf 20% des Ausgangswertes. Nach Zugabe weiterer Ascorbinsäure, wurde
der verbliebene Sauerstoff weitestgehend verbraucht.

Bei Zugabe von 500 µM Ascorbinsäure und 1U/ml Ascorbatoxidase zum Permeabili-
sierungsmedium wurde der gelöste Sauerstoff innerhalb von 8 min bis zum Grenzwert
verbraucht. Das Medium blieb auch danach für längere Zeit hypoxisch.

In Wasser wurde Sauerstoff ebenso in 8 min durch 500 µM Ascorbinsäure wirksam
verbraucht. Die sonstigen Bestandteile des Permeabilisierungsmediums übten offenbar
keinen Einfluß auf die pO2-Reduktion durch Ascorbinsäure aus.
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Sowohl in Inkubationsmedium ohne αααα-Toxin als auch in komplettem Permeabilisie-
rungsmedium mit αααα-Toxin wurde der pO2 durch 700 µM Ascorbinsäure und 2 U/ml
Ascorbatoxidase in 4.5 min auf ≤ 1000 ppm verringert. Auch bei längerer Inkubation
blieb die O2-Konzentration auf hypoxischem Niveau.

Sowohl für Wasser als auch für Permeabilisierungsmedium konnte gezeigt werden,
daß Ascorbinsäure in Verbindung mit Ascorbatoxidase in wenigen Minuten einen hypoxi-
schen Zustand erzeugen und unterstützen kann. Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase
wurden deshalb zur Unterstützung von Hypoxie standardisiert verwendet.

4.4.2.2 Messungen in DMEM
Zu Vergleichszwecken wurden die Effekte von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase auf
DMEM mit der Clark-Elektrode verfolgt (Tab. 4).

Tabelle 4: Veränderung des pO2 durch Zugabe von Ascorbinsäure, Ascorbatoxida-
se und NaHCO3 zu DMEM

O2 -Reduktion in O2 -Reduktion durch Endpunkt Zeit bis Erreichung
des Endpunktes

DMEM 500 µM Ascorbat, 1000 µM
NaHCO3, 1 U/ml Ascor-

batoxidase

ca. 5000 ppm 2 min

DMEM 700 µM Ascorbat, 1400 µM
NaHCO3, 2 U/ml Ascor-

batoxidase

ca. 5000 ppm 1.5 min

DMEM 900 µM Ascorbat, 1800 µM
NaHCO3, 2.5 U/ml Ascor-

batoxidase

ca. 5000 ppm 1.5 min

Durch Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase zu DMEM war eine O2-
Reduktion auf 2.6% möglich (entspricht einem Gleichgewicht mit 5000 ppm O2 in der
Gasphase). Dieser Endpunkt wurde bereits 1.5 min nach Zugabe erreicht. Eine stärkere
O2-Reduzierung wurde auch durch Erhöhung der Ascorbinsäure-Konzentration nicht er-
reicht. Dies hängt mit der Zusammensetzung des fertigen DMEM zusammen, in dem u.a.
auch zahlreiche Proteine (aus dem zugesetzten FKS) gelöst sind. Diese Proteine oder
andere Substanzen im FKS (Vitamine, Aminosäuren, etc.) haben evtl. die Eigenschaft,
O2 zu binden und speichern. Unter Berücksichtigung der O2-Dissoziationskonstante der
Ascorbatoxidase (KmAscorbatoxidase/O2 = 35 mM O2, Gkantiragas, 1997) waren Ascorbat und
Ascorbatoxidase bei geringem pO2 offenbar nicht in der Lage, diesen Restsauerstoffge-
halt zügig weiter zu verringern. Die Messung in zellfreiem DMEM legt nahe, daß die Un-
terschreitung von 5000 ppm O2 bei Einsatz von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase für
mindestens 60 min verhindert wird. In Zellkulturen kann durch Zellatmung und hypoxi-
scher Begasung mit 200 ppm O2 der pO2 auf deutlich unter 5000 ppm verringert werden.

Ein Verbrauch der Ascorbinsäure in Zellkulturen durch Prozesse, die keinen Einfluß
auf den pO2 haben, kann nicht ausgeschlossen werden. Da auch erneute Zugaben so-
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wohl von Ascorbatoxidase als auch von Ascorbinsäure keine weitere Absenkung des pO2

zur Folge hatten, kann wahrscheinlich ausgeschlossen werden, daß im FKS evtl. enthal-
tene Proteasen zur Inaktivierung der Ascorbatoxidase führen.

4.4.2.3 Wirkung von Na2-Dithionit in Kulturmedium
Die Wirkungen, die die Zugabe von Na-Dithionit zu Zellkulturen und zu DMEM auslö-

ste, sind paradox (Trummler, 1995, Uhlmann, 1995): Nach der Zugabe sank der gemes-
sene pO2 zunächst schnell ab, um nach wenigen Minuten wieder auf ca. 60% des
normoxischen pO2 anzusteigen. Um mit Hilfe der Clark-O2-Elektrode diese Effekte zu
untersuchen, wurden die Wirkungen von Na-Dithionit in Wasser, Permeabilisierungsme-
dium und DMEM in An- und Abwesenheit von Ascorbat und Ascorbatoxidase untersucht
(Tab. 5).

Tabelle 5: Veränderung des pO2 durch Zugabe von Ascorbinsäure, Ascorbatoxida-
se, NaHCO3 + Na-Dithionit zu DMEM, Wasser und Inkubationsmedium

O2 -Reduktion in O2 -Reduktion durch Beschreibung d. beobachteten Effektes

Wasser 1. Ascorbat, NaHCO3,
Ascorbatoxidase,

2. Na-Dithionit

O2-Reduktion durch Ascorbat innerhalb von
1.5 min auf <1000 ppm, nach Zugabe von
Na-Dithionit starke Erhöhung des gemes-

senen pO2 auf ca. 30%.

Permeabilisie-
rungsmedium

1. Ascorbat, NaHCO3,
Ascorbatoxidase

2. Na-Dithionit

O2-Reduktion durch Ascorbat innerhalb von
2 min auf <1000 ppm, nach Zugabe von

Na-Dithionit starke Erhöhung des gemes-
senen pO2 auf ca. 30%

DMEM 1. Ascorbat, NaHCO3,
Ascorbatoxidase

2. Na-Dithionit

O2-Reduktion durch Ascorbat innerhalb von
3 min auf ≈5000 ppm, nach Zugabe von

Na-Dithionit starke Erhöhung des gemes-
senen pO2 auf >60%

Nach anfänglicher pO2-Verringerung mit Hilfe von Ascorbinsäure, NaHCO3  und
Ascorbatoxidase wurde nach Stabilisierung des pO2 Na-Dithionit zugegeben. Dadurch
kehrte sich, insbesondere in DMEM, in etwas geringerem Ausmaß aber auch in Wasser
und Inkubationsmedium der Prozeß der O2-Reduktion scheinbar um, es erhöhte sich der
pO2 umso mehr, je mehr Na-Dithionit zugegeben wurde. In DMEM war dieser Effekt so
stark, daß bis zu 90% des vor Versuchsbeginn vorhandenen pO2 gemessen wurde. Auch
ohne vorherige Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase führte die Zugabe von
Na-Dithionit zu DMEM nach initialer pO2-Verringerung zu einer Erhöhung des pO2 im
weiteren Verlauf. Die Ursache wurde nicht näher untersucht, es sind mehrere Reaktionen
zwischen Na-Dithionit und Ascorbinsäure, insbesondere in Verbindung mit den im DMEM
über FKS vorkommenden Proteinen denkbar.
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4.4.3 Etablierung von Hypoxie in permeabilisierten CV1-Zellen
Wie bereits in 3.2.13.3 und 3.2.13.4 ausgeführt und aufgrund der Tatsache, daß we-

gen der Ablösung SV40-infizierter, permeabilisierter CV1-Zellen von Glasschälchen unter
Hypoxie Kunststoffschalen aus Polystyrol (PS) verwendet werden mußten, war es not-
wendig, neue Versuchsprotokolle zu entwickeln, um ein ausreichendes Absinken der Re-
plikation unter Hypoxie zu erreichen. O2 löst sich in PS und wird während der Hypoxie
unkontrolliert abgegeben. In der �Karussell� genannten Begasungseinrichtung wurden
SV40-infizierte CV1-Zellen nach Permeabilisierung verglichen (Abb. 33).

0 4 8 12 16 20
0

4

8

12

16

20 A
hypox

reox

normox

4-10-min-Puls

c
p
m
[
%
]

Fraktionsnummer
0 4 8 12 16 20

0

4

8

12

16

20
B hypox

reox

normox

10-16-min-Puls

Fraktionsnummer
0 4 8 12 16 20

0

4

8

12

16

20
C

hypox

reox

normox

Sucrosegradienten, Hypoxie- u. Reoxigenierungseffekte
30-36-min-Puls

Fraktionsnummer

Abb. 33: Überprüfung von Hypoxie- und Reoxigenierungseffekten im SW40-Sucrosegradienten
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1.5stündiger normoxischer Vorinkubation 6 h hypoxisch
begast (�hypox� + �reox�) oder 3 h normoxisch begast (�normox�). Anschließend wurde hypoxisch
(�hypox� + �reox�) oder normoxisch (�normox�) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und in 6 min [α-32P]-
dATP pulsmarkiert. Beginn der Pulsmarkierung war 4, 10 und 30 min nach Permeabilisierungs-
bzw. Reoxigenierungsbeginn. Reoxigenierung 10 min nach Permeabilisierungsbeginn durch Medi-
en- und Begasungswechsel. αααα-Toxin: 1160-1440 hU/ml, 32P-Markierung: 6-min-Pulsmarkierung
einges. Endkonz. im Markierungsansatz: 2300 (hypox), 1150 (reox) bzw. 2950 Bq [α-32P]-dATP/µl
Σ cpm: hypox: 4, 10, 30 min: 12949.75, 4269.25, 3620.5; reox: 4, 10, 30 min: 16503, 19773,

27055; normox: 4, 10, 30 min: 33944, 25616, 41821

Die DNA-Längenanalysen der hypoxischen, der reoxigenierten und der normoxisch
permeabilisierten Vergleichszellen im Sucrosegradienten unterscheiden sich nur wenig.
Eine Verschiebung der Fraktion, in der sich die höchste Radioaktivität befindet wäre je-
doch zu erwarten gewesen (Dreier, 1995). Werden SV40-infizierte CV1-Zellen auf Kunst-
stoffpetrischalen kultiviert, reichen 6 h hypoxische Begasung mit 200 ppm offensichtlich
nicht aus, damit der niedrige pO2 die Replikoninitiation hemmt.

Mit dem Ziel, die Dauer hypoxischer Begasung in akzeptablem Rahmen zu halten und
gleichzeitig die hypoxieinduzierte Replikationshemmung zu erreichen, wurde die Bauart
des Karussells und aller sonstigen Begasungskammern für Kunststoffpetrischalen opti-
miert (vgl. 3.2.12.4). Dadurch konnten hypoxische Zustände bei nur wenig verlängerter
Begasungsdauer erreicht werden (Abb. 34 A und B).
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Abb. 34: Hypoxie und Reoxigenierung von SV40-infizierten CV1-Zellen in Kunststoffschalen
CV1-Zellen wurden direkt nach SV40-Virusinfektion 34.5 h normoxisch mit [14C]-Thd im Brut-
schrank dauermarkiert (analog 3.2.3.1 und Riedinger, 1991). Nach weiteren 1.2 h normoxischer
Vorinkubation im Wärmeraum wurden die Proben im Karussell alter Bauart 6.5 h (A) bzw. im Ka-
russell neuer Bauart 8 h (B) hypoxisch begast. Anschließend wurden die Proben durch Zugabe von
¼ Vol. O2-gesättigtem DMEM reoxigeniert.  Zu verschiedenen Zeiten unter Hypoxie bzw. nach
Reoxigenierung wurde 10 min mit [Methyl-3H]-Thd pulsmarkiert.
Zusammensetzung des Mediums: DMEM, keine Permeabilisierung, αααα-Toxin: keines
14C-Markierung: 36 h normoxische Dauermarkierung direkt nach SV40-Infektion der CV1-Zellen
3H-Markierung: 10-min-Pulse mit [Methyl-3H]-Thd in vivo hypoxisch bzw. reoxigeniert
einges. Endkonz. im Markierungsansatz: 256 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 4.7 Bq [14C]-Thd/µl DMEM

Wie Abb. 34 A gezeigt, waren bei Verwendung des Karussells alter Bauart und von
Kunststoffpetrischalen 6.5 h Hypoxie gerade ausreichend, die hypoxieinduzierte Replika-
tionshemmung zu erreichen. Diese Begasungszeit reichte jedoch nicht aus, die Repli-
kons hinreichend lange aufzustauen; der Einbau nach Reoxigenierung erreichte den
normoxischen Vergleich (nicht gezeigt, jeweils bei ca. 5000 3H-cpm) nicht.

Nach der in 3.2.12.4 beschriebenen Veränderung der Konstruktion der Begasungs-
kammern wurde bereits nach 4 h hypoxischer Begasung eine gute Replikationshemmung
erreicht. Nach weiteren 2-3 h (>7 h Hypoxie) fand darüber hinaus ein beachtlicher Auf-
stau an initiationsbereiten Replikons statt, nach Reoxigenierung wurde der normoxische
Vergleich um mehr als 100% übertroffen (nicht gezeigt).

4.4.4 Allgemeine Wirkungen von Hypoxie auf die SV40-
Replikation in CV1-Zellen

4.4.4.1 Übersicht
Hypoxische Bedingungen bei ganzen Zellen wurden durch Begasung mit hypoxi-

schem Gas (150-2000 ppm O2) incl. 5% CO2 etabliert. Die beschleunigte Verringerung
des Sauerstoffpartialdrucks (pO2) wurde durch Zugabe von Enzymen erreicht (s. 4.4.1).

Die einfache hypoxische Begasung permeabilisierter Zellen erfolgte ohne CO2, die
Verringerung des pO2 konnte chemisch oder durch Enzyme beschleunigt werden.
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Die Reoxigenierung erfolgte entweder nach hypoxischer Begasung der ganzen Zelle
(in vivo) durch normoxische Permeabilisierung oder nach hypoxischer Permeabilisierung
durch Ersatz des hypoxischen durch normoxisches Permeabilisierungsmedium (ex vivo).

Darüber hinaus konnten hypoxische permeabilisierte Zellen wegen des geringen Vo-
lumens (geringe Schichtdicke) des Permeabilisierungsmediums in wenigen Minuten auch
durch beschleunigte Begasung mit reinem O2 reoxigeniert werden.

4.4.4.2 Toxizität von Ascorbatoxidase und Ascorbinsäure in per-
meabilisierten Zellen

In dieser Arbeit wurde die Etablierung der Hypoxie permeabilisierter Zellen i. d. R.
durch Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase unterstützt. Zuvor wurde untersucht, ob die
käuflich zu erwerbenden Ascorbatoxidase-Präparationen (von Boehringer oder Sigma)
für den Einsatz in permeabilisierten CV1-Zellen ausreichend rein vorliegen oder toxisch
wirken, da im käuflichen Rohextrakt weitere Inhaltsstoffe vorhandenen sind. In diesem
Fall wäre eine weitere Aufreinigung erforderlich (Abb. 35).
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Abb. 35: Einfluß von Ascorbatoxidase
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2stündiger
normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd
(3.2.3.1) nach 3.2.12.2 permeabilisiert und gleichzei-
tig in 10-90 min [α-32P]-dATP-dauermarkiert.
Zusammensetzung d. Mediums: Standard + 20U/ml
Ascorbatoxidase, αααα-Toxin: frisch dialys., 149 hU/ml
3H-Markierung: 38 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 10-, 30- und 90-min-Dauermark.
Einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz:

1.67 Bq [3H]-Thd/µl, 780 Bq [α-32P]-dATP/µl

Nach 90 min Dauermarkierung unter normoxischer Begasung wurden selbst bei Zu-
gabe der 10fachen Normal-Dosis des Ascorbatoxidase-Rohextraktes zum Inkubations-
medium keine toxische Wirkungen auf permeabilisierte CV1-Zellen festgestellt.

Ascorbinsäure und NaHCO3 wurden ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen in
normoxischen permeabilisierten CV1-Zellen getestet. Hierbei zeigten sie einzeln und in
Kombination nur geringe Auswirkungen auf die Replikation. Mit steigender Ascorbinsäu-
rekonzentration (ohne NaHCO3) wurde das Permeabilisierungsmedium zunehmend sau-
rer, was die Replikation verringerte. Bei einem Ascorbat/NaHCO3-Verhältnis von 1:2 war
die pH-Veränderung des Inkubationsmediums gering. 1000 µM Ascorbat und 2000 µM
NaHCO3 führten zu Replikationseinbußen von lediglich <6%. Die Zugabe von Ascorbin-
säure zum Inkubationsmedium unter normoxischer Begasung führte ohne Ascorbatoxi-
dase zu keiner pO2-Reduktion, toxische Wirkungen wurden nicht beobachtet. Abb. 36
verdeutlicht den Einfluß von Ascorbinsäure, NaHCO3 und >0.3 U/ml Ascorbatoxidase:
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Abb. 36: Wirkung von Ascorbinsäure, Ascorbatoxidase und NaHCO3 unter Hypoxie
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach einstündiger normoxischer Inkubation im Wärmeraum 7 h
hypoxisch begast und nach 3.2.12.2 hypoxisch mit 350-2000 µM Ascorbinsäure, der doppelten
Konzentration an NaHCO3 und 1-4 U/ml Ascorbatoxidase permeabilisiert. 5-15 min und 15-25 min
(A) bzw. 8-12 min (B) danach wurde gemäß 3.2.3.2 mit [α-32P]-dATP pulsmarkiert und die Replika-
tion anschließend sofort abgestoppt. Vorbehandlung der Zellen: 7 h hypoxische Begasung
Medienzusammensetzung: Standard + Ascorbinsäure, NaHCO3, Ascorbatoxidase. αααα-Toxin: a: 230
hU/µl, b: 386 hU/ml. 32P-Markierung: 10- bzw. 4-min-Pulsmarkierung permeabilisiert hypoxisch
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 1460 bzw. 1230 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die Zugabe von 500 µM Ascorbinsäure und NaHCO3 und 1 U/ml Ascorbatoxidase
führte bei gleichzeitiger hypoxischer Begasung mit 200 ppm O2 schon nach 20-30 min zu
einer Reduktion des dATP-Einbaus auf 5-8% des normoxischen Vergleichs (vgl. 4.3.2.3,
Abb. 30 A). Die Steigerung der Endkonzentration von Ascorbinsäure und NaHCO3 von
350 auf 450 µM (weiter 1 U/ml Ascorbatoxidase) führte erst nach 10-15 min eine weitere
Verringerung des 32P-Einbaus, die Kapazität von 350 µM Ascorbinsäure und NaHCO3

reichte bei 15minütiger Vorinkubation des Permeabilisierungsmediums und Überführung
auf die Zellen in einer Glasspritze bis zu diesem Zeitpunkt aus. Eine Steigerung der
Ascorbinsäurekonzentration über 500 µM hinaus bewirkte kurz nach hypoxischer Per-
meabilisierung keine weitere Reduktion des Einbaus, der pO2 verringerte sich nicht wei-
ter (KM Ascorbatoxidase = 35 µM, Gkantiragas 1997). Dadurch stieg jedoch sofort die Kapazität
des hypoxischen Permeabilisierungsmediums gegen O2-Eintrag.

Toxische Wirkungen von Ascorbinsäure oder NaHCO3 wurden nicht nachgewiesen.
SV40-infizierte CV1-Zellen, die 7 h hypoxisch begast worden waren und mit normoxi-

schem Inkubationsmedium permeabilisiert wurden, wiesen das 4-7fache, CV1-Zellen, die
nach 7 h hypoxischer Begasung durch Inkubationsmedium permeabilisiert wurden, des-
sen O2-Gehalt durch 30minütige hypoxische Begasung reduziert wurde, wiesen das 2-
4fache des oben beschriebenen Einbaus auf (nicht gezeigt).

Die Zugabe von 2000 µM Ascorbinsäure bewirkte bei längeren Dauermarkierungen
(60-120 min nach hypoxischer Permeabilisierung) einen geringeren Einbau als die Zuga-
be von 500 µM Ascorbinsäure (jeweils 4U/ml Ascorbatoxidase, Abb. 37).
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Abb. 37: Variation der Ascorbinsäure-Konzentration und der Begasungsart
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 4stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-
Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 hypoxisch (a + b) oder normoxisch (b, �euox.�) permeabilisiert und
gleichzeitig 0-120 min [α-32P]-dATP-dauermarkiert; αααα-Toxin: 2100 hU/ml
Zusammensetzung des Mediums: Standard + 500-2000 µM Ascorbat, NaHCO3, 1-4 U/ml AO
3H-Markierung: 4 h Dauermarkierung in vivo normoxisch
32P-Markierung: 0-120-min-Dauermarkierung hypoxisch oder normoxisch permeabilisiert
Einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 26.4 Bq [3H]-Thd/µl, 398 Bq [α-32P]-dATP/µl

Normoxische Begasung führte nach Zugabe von 2000 µM Ascorbinsäure, 4000 µM
NaHCO3 und 4 U/ml Ascorbatoxidase nach 120minütiger Dauermarkierung zum doppel-
ten Einbau im Vergleich zur hypoxischen Begasung. Die Einbaurate blieb aber um 70%
unter dem normoxischen Vergleich ohne Ascorbinsäure (vgl. Abb. 5 bzw. 4.2.2.1).

Diese und die nachfolgend beschriebenen Ergebnisse führten zur standardmäßigen
Unterstützung der Hypoxie in permeabilisierten Zellen nach 3.2.12 durch Zugabe von 700
µM Ascorbinsäure, 1400 µM NaHCO3 und 2 U/ml Ascorbatoxidase.

4.4.5 Permeabilisierung normoxischer CV1-Zellen mit anschlie-
ßender Hypoxie

4.4.5.1 Hypoxie durch Begasung allein
Ohne Unterstützung durch Ascorbinsäure, NaHCO3 und Ascorbatoxidase verringerte

sich der pO2 durch Begasung nur langsam. Nach Permeabilisierung normoxischer Zellen
durch 30 min hypoxisch vorbegastes Permeabilisierungsmedium bei hypoxischer Bega-
sung sank dennoch bereits nach 1,5 h der 32P-Einbau in die DNA ab (Abb. 38).
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Abb. 38: ohne Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase
hypoxisch permeabilisierte normoxische Zellen

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 5stündiger
normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd
(3.2.3.1) durch normoxisches oder hypoxisch vorbe-
gastes Permeabilisierungsmedium nach 3.2.12.2
permeabilisiert und mit [α-32P]-dATP in 10 min puls-
markiert. Der normoxische Vergleich wurde aus einer
Dauermarkierung errechnet. Vorbehandlung der hy-
poxisch begasten Zellen: 5 h normoxische Begasung
vor hypoxischer Permeabilisierung, Inkubationsmedi-
um ca. 30 min hypoxisch begast. αααα-Toxin: 1670 hU/ml
3H-Markierung: 5 h Dauermarkierung in vivo, 32P-
Markierung: 10-min-Pulsmarkierung
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz:
18.5 Bq [3H]-Thd/µl, 285 Bq [α-32P]-dATP/µl

Nach 60 min hypoxischer Begasung war noch keine Verringerung des Einbaus fest-
stellbar, die Reduktion des O2 im Medium allein mit Hilfe der Zellatmung erfolgte wesent-
lich langsamer als nach Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase. 120 min nach
Beginn der hypoxischen Permeabilisierung war der Einbau gegenüber dem normoxi-
schen Vergleich bereits um 80%, nach 3 h um 90% reduziert. Die Replikation permeabili-
sierter, SV40-infizierter CV1-Zellen konnte auch ohne Ascorbinsäure und
Ascorbatoxidase allein durch hypoxische Begasung gehemmt werden. Die Toleranz des
Systems gegen Sauerstoffeintrag war geringer und die Zeit bis zur Hemmung der Repli-
kation war höher als nach Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase. Außerdem
verharrte der Einbau auf einem höheren Niveau als mit Ascorbinsäure.

4.4.5.2 Ascorbinsäure- und Ascorbatoxidase-Wirkung auf SV40-
infizierte CV1-Zellen mit und ohne hypoxische Begasung

Der Sauerstoffpartialdruck (pO2) in Medien wird durch verschiedene Faktoren beein-
flußt. Dies sind neben anderen hypoxische Begasung, Zugabe von Ascorbinsäure und
Ascorbatoxidase und die Veratmung des Sauerstoffs durch Zellen in Kultur. Durch hy-
poxische Begasung allein verringert sich der pO2 langsamer als unter Mitwirkung der
Stoffwechselleistung von Zellen. Die Veränderung des pO2 durch hypoxische Begasung
und Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase ohne Mitwirkung von Zellen wurde
bereits in 4.4.2 beschrieben. Die Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase zu 10
min zuvor permeabilisierten, SV40-infizierten CV1-Zellen bewirkte eine beschleunigte
Absenkung des pO2. Der Verlauf des dATP-Einbaus in die DNA permeabilisierter Zellen
wurde mit und ohne Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase und unter hypoxi-
scher und normoxischer Begasung untersucht (Abb. 39).
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Abb. 39: normoxische + hypoxische Begasung
mit Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3stündiger
normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd
(3.2.3.1) nach 3.2.12.2 normoxisch permeabilisiert.
10 min nach Permeabilisierung erfolgte die Zugabe
von Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase, die
DNA wurde in 4minütigen Pulsen mit [α-32P]-dATP
markiert. Die Darstellung wurde normiert auf % des
normoxischen Vergleichs. αααα-Toxin: 2780 hU/ml
Medienzusammensetzung: Standard + 0.7 mM
Ascorbat, 1.4 M NaHCO3, 2 U/ml Ascorbatoxidase
3H-Markierung: 3 h Dauermarkierung normoxisch,
32P-Markierung: 4-min-Pulsmarkierung
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsan-
satz: 12.3 Bq [3H]-Thd/µl, 923 Bq [α-32P]-dATP/µl

Nach Zugabe von Ascorbinsäure auf 700 µM, NaHCO3 auf 1400 µM und Ascorbatoxi-
dase auf 2 U/ml sank der 32P-Einbau in die DNA bei hypoxischer Begasung schnell ge-
genüber dem normoxischen Vergleich auf 25% ab. Bei normoxischer Begasung stieg der
32P-Einbau zunächst leicht an, mit Verzögerung von 5 min sank auch hier der Einbau auf
ca. 25% des normoxischen Vergleichs.

Durch Kombination von hypoxischer Begasung mit der Zugabe von Ascorbat, NaH-
CO3 und Ascorbatoxidase und der Zellatmung konnte die pO2-Reduktion in kürzester Zeit
gewährleistet werden. Permeabilisierte Zellen zeigten sich wenig anfällig für O2-Eintrag
(z.B. durch Undichtigkeiten oder Medienwechsel, vgl. auch 4.4.5.1 + 4.4.5.3).

Der Einfluß der Zugabe von Ascorbinsäure, NaHCO3 und Ascorbatoxidase auf die
Hypoxie wurde bei längerer hypoxischer Begasung im Vergleich zur hypoxischen Bega-
sung ohne Unterstützung wie folgt untersucht: Normoxische Zellen wurden nach
5minütiger hypoxischer Begasung (um eine hypoxische Atmosphäre zu schaffen) 1. mit
30 min hypoxisch vorbegastem ohne bzw. 2. mit 15 min hypoxisch vorbegastem Per-
meabilisierungsmedium mit Ascorbinsäure, NaHCO3 und Ascorbatoxidase permeabili-
siert. In regelmäßigen Abständen wurde DNA mit [α-32P]-dATP pulsmarkiert (Abb. 40).
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Abb. 40: hypoxisch begaste permeabilisierte Zellen
mit und ohne Ascorbat und Ascorbatoxidase

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 4stündiger
normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-Thd hy-
poxisch ohne bzw. mit Ascorbat nach 3.2.12.2 per-
meabilisiert, danach hypoxisch begast und mit [α-
32P]-dATP 10 min pulsmarkiert, αααα-Toxin: 1390 hU/ml,
Zusammensetzung des Mediums: Standard
3H-Markierung: 4 h Dauermarkierung normoxisch
32P-Markierung: 10-min-Pulse hypoxisch
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz:

12.3 Bq [3H]-Thd/µl, 317 Bq [α-32P]-dATP



83

Die Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase verursachte 0-10 und 10-20 min
nach Permeabilisierung einen Anstieg des Einbaus. 50-60 min nach Permeabilisierung
war der Einbau jedoch 90% geringer als beim normoxischen Vergleich. Die hypoxische
Permeabilisierung durch 30 min hypoxisch vorbegastes Permeabilisierungsmedium be-
wirkte nach weiteren 50-60 min hypoxischer Begasung eine Reduktion des Einbaus um
83% gegenüber dem normoxischen Vergleich. Der Einbau verringerte sich danach wei-
ter, blieb jedoch etwa doppelt so hoch wie nach Zugabe von Ascorbinsäure.

Durch Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase konnte bei hypoxischer Begasung mit 200
ppm O2 bereits 60 min nach Permeabilisierung ein hypoxieinduzierter Replikationsblock
gesetzt werden. Damit konnten die Inkubationszeiten bei Untersuchungen permeabili-
sierter Zellen deutlich reduziert werden. Der im Vergleich zum Ausgangswert anfangs
höhere 32P-Einbau in die DNA könnte evtl. auf eine stärkere Hemmung der Ribonukleo-
tid-Reduktase zurückzuführen sein. Bei geringem pO2 würde die RNR inaktiviert und da-
durch vermehrt externe Nukleotide in die DNA eingebaut. Die durchschnittliche
spezifische Radioaktivität am Replikationsort stiege an, der 32P-Einbau im gleichen Maß.

4.4.5.3 Normoxische Zellen, Permeabilisierung unter hypoxischer
Begasung in Gegenwart von Ascorbat und Ascorbatoxidase

Je schneller die Replikation durch Hypoxie gehemmt werden kann, desto besser kann
sie untersucht werden. Deshalb wurden die Faktoren gesucht, die die Geschwindigkeit
der Etablierung eines Replikationsblocks determinieren (Abb. 41).
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Abb. 41: Vergleich hypoxisch und normoxisch begaster, permeabilisierter CV1-Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3.5stündiger normoxischer Vormarkierung mit [Methyl-3H]-
Thd (3.2.3.1) nach 3.2.12.2 hypoxisch unter Zugabe von Ascorbat oder normoxisch permeabilisiert
und gleichzeitig mit [α-32P]-dATP nach 3.2.3.2 dauer- (A) oder in 10 min pulsmarkiert (B) mit [α-
32P]-dATP (Start der Pulse: 0-180 min nach Permeabilisierungsbeginn). Die Darstellung B ist die
rechnerische Integration der Pulsmarkierungsergebnisse, αααα-Toxin: A: 830, B: 1560 hU/ml
Medienbestandteile: Standard + 700µM Ascorbat, 1400µM NaHCO3, 2U/ml Ascorbatoxidase
3H-Markierung: 3.5 h Dauermarkierung in vivo, 32P-Markierung: 0-250 min Dauermarkierung
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: A: 12.3 Bq [3H]-Thd/µl, 213 Bq [α-32P]-
dATP/µl, B: 4.9 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 165 Bq [α-32P]-dATP.
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Wurden normoxische CV1-Zellen 5 min vor hypoxischer Permeabilisierung hypoxisch
begast, anschließend hypoxisch unter Zugabe von Ascorbinsäure und Ascorbatoxidase
permeabilisiert, weiter hypoxisch begast (dann ohne CO2) und dauermarkiert, ist die nach
bestimmten Zeiten in die DNA eingebaute Radioaktivität im Vergleich zu normoxischen
permeabilisierten Zellen in jedem Zeitintervall geringer.

Der normoxische Vergleich zeigte eine häufig beobachtete triphasische Einbaucha-
rakteristik: hoher linearer Einbau bis ca. 60 min, geringerer Einbau zwischen 60-180 min
nach Permeabilisierung gefolgt von einem wieder stärkeren Einbau (Abb. 41 A). Bei der
Darstellung der rechnerischen Integration der Pulsmarkierungs-Ergebnisse (Abb. 41 B)
sind die ersten beiden Phasen gut zu erkennen. Mit Ascorbinsäure hypoxisch permeabili-
sierte Zellen zeigten bis 12 min nach Permeabilisierung keinen Unterschied zum nor-
moxischen Vergleich (vgl. auch 4.4.2 und 4.2.3.2, Abb. 30 A). Danach war der Einbau in
der Dauermarkierung um 50-85% geringer als beim normoxischen Vergleich, der Anstieg
verlangsamte sich zwischen 10 und 20 min auf ¼ des Vergleichs. 180 min nach Per-
meabilisierungsbeginn ging die säurefällbare Radioaktivität sogar zurück, während nor-
moxische Zellen diese weiter steigerten. 700 µM Ascorbinsäure bewirkten schnell eine
Verringerung des dATP-Einbaus. Deutlich belegen dies auch Sucrosegradienten puls-
markierter DNA (Abb. 42, vgl. auch 4.4.5.2 und Abb. 40).
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Abb. 42: hypoxische Permeabilisierung normoxischer Zellen.
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 4stündiger normoxischer Begasung im Inkubationsgefäß
hypoxisch unter Zugabe von Ascorbat und Ascorbatoxidase permeabilisiert und mit [α-32P]-dATP
pulsmarkiert. Zusammensetzung des Mediums: Standard + z.T. 700 µM Ascorbat + 2 U/ml AO.
αααα-Toxin: 8330 (A), 2800 (B) hU/ml, 32P-Markierung: A: 4-25-min-Dauermark., B: 4-min-Pulse
Einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 394 Bq (A), 2766 Bq (B) [α-32P]-dATP/µl
Σ cpm: A: 0-4, 0-10, 0-25 min: 6182.6, 24222, 69378.6; B: 0-4, 6-10, 20-24, 56-60 min: 3925.4,
9110.4, 3830.5, 950.5

Durch die Methode der Dauermarkierung können nach hypoxischer Permeabilisierung
normoxischer SV40-infizierter CV1-Zellen keine Neuinitiationen nachgewiesen werden.
Ein mit Markierungsdauer steigender Anteil der säurefällbaren Radioaktivität bandete in
den selben SW-40-Fraktionen wie replizierende, nicht gereifte SV40-DNA. Reife SV40-
DNA wurde in noch stärker zunehmendem Maß markiert.
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Durch Pulsmarkierungen konnten Neuinitiationen nachgewiesen werden. Der Einbau
stieg 6-10 min nach Permeabilisierung stark an und sank 20-24 min auf 40% bzw. 56-60
min auf 11% dieses Maximums ab. Bis 30 min nach Permeabilisierung wurde verstärkt
nicht reife SV40-DNA markiert. In Pulsen 6-10 min nach Permeabilisierung konnte erst-
mals auch gereifte SV40-DNA markiert werden. Diese war jedoch 20-24 min nach Per-
meabilisierung nicht mehr markierbar. 60 min nach hypoxischer Permeabilisierung ließ
der Einbau stark nach, der Großteil der säurefällbaren Radioaktivität trat in kurzen DNA-
Strängen auf, was auf Primermarkierung hindeutet.

Durch Zugabe von dCyd zum Medium verschiedener Zellen können die Wirkungen
hypoxischer Begasung aufgehoben werden (Riedinger 1991, Probst 1983, 1988 a + b,
Probst, G. 1999). In SV40-infizierten CV1-Zellen ist dies nicht gelungen. Da nach αααα-
Toxin-Permeabilisierung dCTP vom Inkubationsmedium in die Zelle nachgeliefert wird,
sollte die hypoxische Begasung wenig Wirkung zeigen. Wie hypoxische Dauer- und
Pulsmarkierungen aber zeigten, wurde die Replikation gegenüber dem normoxischen
Vergleich um 90% reduziert. Möglicherweise liegt dies u. a. an einem �channeling� inner-
halb der Zelle.

4.4.5.4 [Methyl-3H]-Thd/[αααα-32P]-dATP-Doppelmarkierung unter Hy-
poxie und Zugabe von Ascorbat und Ascorbatoxidase

Wie früher gezeigt (Eger 1995) erfolgte die [Methyl-3H]-Thd-Markierung permeabili-
sierter CV1-Zellen nur so lange, wie die Permeabilisierung noch nicht voll ausgeprägt ist.
Danach ist eine Markierung, z.B. durch [α-32P]-dATP, weiterhin möglich, die spätere Zu-
gabe von [Methyl-3H]-Thd führte jedoch nur noch zu geringer Markierung der DNA.

Die Unterschiede zwischen hypoxischer und normoxischer Markierung der DNA per-
meabilisierter CV1-Zellen wurde durch [Methyl-3H]-Thd/[αααα-32P]-dATP- Doppelmarkierun-
gen herausgearbeitet (Abb. 43).
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Abb. 43: [Methyl-3H]-Thd/[αααα-32P]-dATP -Doppelmarkierung unter hypoxischen Bedingungen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1.5-2stündiger normoxischer Vorinkubation normoxisch
oder unter Zugabe von Ascorbat und Ascorbatoxidase hypoxisch nach 3.2.12 permeabilisiert und
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gleichzeitig mit [α-32P]-dATP und [Methyl-3H]-Thd dauermarkiert. Vor hypoxischer Permeabilisie-
rung wurden die Zellen 8 min hypoxisch vorbegast. αααα-Toxin: A: 8000, B: 8330 hU/ml
Zusammensetzung des Mediums: Standard + ggf. 700 µM Ascorbat, 1400 µM NaHCO3, 2 U/ml
Ascorbatoxidase, 3H/32P-Markierung: 0-160-min-Dauermarkierung
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: A: 1540 Bq [3H]-Thd/µl, 254 Bq [α-32P]-
dATP/µl, B: 1400 Bq [3H]-Thd/µl, 394 Bq [α-32P]-dATP/µl

Normoxische CV1-Zellen bauten in den ersten 40 min nach Permeabilisierung 80%
des innerhalb von 180 min insgesamt in die DNA eingebauten [Methyl-3H]-Thd ein, bis
140 min nach Permeabilisierung wurden die restlichen 20% eingebaut. Anschließend
kam der [3H]-Thd-Einbau in die DNA zum Stillstand (vgl. auch Eger, 1995).

Hypoxisch permeabilisierte CV1-Zellen bauten 87% des innerhalb von 160 min insge-
samt in die DNA eingebauten [Methyl-3H]-Thd, aber nur 16% des 32P-Gesamteinbaus in
den ersten 6 min nach Permeabilisierung ein (vgl. auch Abb. 42 in 4.4.5.3). 10  min nach
hypoxischer Permeabilisierung kam der 3H-Einbau fast völlig zum Erliegen. Dies ist deut-
lich früher als beim normoxischen Vergleich. Der stetige 32P-Einbau in die DNA läßt erst
90 min nach Permeabilisierungsbeginn nach.

Die frühe Reduktion des [Methyl-3H]-Thd-Einbaus in die DNA unter Hypoxie könnte
u.a. damit zusammenhängen, daß nach vollständiger Permeabilisierung [3H]-dTTP in das
gegenüber dem Zellvolumen ca. 500fach größere Volumen des Inkubationsmediums
verdünnt wird. Berücksichtigt man jedoch die unterschiedlichen Verzögerungen bis zum
annähernd konstanten [α-32P]-dATP-Einbau in die DNA, könnte daraus geschlossen
werden, daß die Permeabilisierung der CV1-Zellen durch αααα-Toxin unter Hypoxie langsa-
mer stattfindet als im normoxischen Zustand. Dies würde bedeuten, daß der [Methyl-3H]-
Thd-Einbau bei hypoxischen Zellen länger andauern müßte als bei normoxischen. Dies
ist nicht der Fall. Möglicherweise wurde die Replikation nach hypoxischer Permeabilisie-
rung aber bereits stark beeinträchtigt, so daß trotz höherer [Methyl-3H]-Thd-
Konzentration in der Zelle kein länger andauernder Einbau stattfindet.

4.4.6 Hypoxische Vorbegasung in-vivo ohne Ascorbinsäure
Um die Wirkung aller relevanten Substanzen auf die Replikation in permeabilisierten

Zellen untersuchen zu können, wurden Alternativen zur Unterstützung der hypoxischen
Begasung durch Zugabe von Ascorbinsäure, NaHCO3 und Ascorbatoxidase gesucht.

Beispielsweise wurde ein Teil der hypoxischen Begasung (1-2h) bereits vor der Per-
meabilisierung durchgeführt. Die Zeit bis zur hypoxieinduzierten Replikationshemmung
konnte so deutlich reduziert werden. Das Permeabilisierungsmedium wurde für 30 min
hypoxisch vorbegast, um den im Medium gelösten Sauerstoff so weit wie möglich zu re-
duzieren. Danach wurden Zellen mit diesem Medium permeabilisiert. Die hypoxische Be-
gasung minimierte den pO2 im Medium so stark, daß die Replikation der O2-verarmten,
1-2 h hypoxisch vorbegasten CV1-Zellen � auch unter Mitwirkung der Zellatmung � in
wesentlich kürzerer Zeit gehemmt wurde als ohne Vorbegasung. Die so permeabilisier-
ten Zellen wurden weiter hypoxisch begast und konnten durch Austausch des Mediums
reoxigeniert werden (Abb. 44).
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Abb. 44: Hypoxie vor und nach Permeabilisierung
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1stündiger normoxi-
scher Vorinkubation 2 h hypoxisch begast und gleichzeitig [Me-
thyl-3H]-Thd-vormarkiert (3.2.3.1), danach ohne Ascorbat
hypoxisch permeabilisiert (analog 3.2.12.2), hypoxisch weiterbe-
gast und nach weiteren 1 bzw. 2 h mit [α-32P]-dATP 10 min
pulsmarkiert.
Vorbehandlung der Zellen: 2h hypoxische Begasung in vivo, hy-
poxische Permeabilisierung, αααα-Toxin: 1041 hU/ml
3H-Markierung: 2 h in vivo unter hypoxischer Begasung
32P-Markierung: 10-min-Pulsmarkierung permeabilisiert
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 11.6 Bq
[3H]-Thd/µl, 553 Bq [α-32P]-dATP/µl

Der Einbau von dATP in die DNA hypoxisch vorinkubierter und hypoxisch permeabili-
sierter Zellen betrug 3-10% des normoxischen Vergleich (nicht hier gezeigt, vgl. 4.2.2.3,
Abb. 4). Nach insgesamt 3-4 h hypoxischer Begasung lag der Einbau auf dem Niveau
von 7 h in vivo hypoxisch permeabilisierten Zellen. So war auch ohne Zugabe von Ascor-
bat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase eine beschleunigte Verringerung des pO2 möglich.

Der Einbau schwankte jedoch so stark, daß davon ausgegangen werden muß, daß
dieses Verfahren die Vitalität der Zellen sehr stark beeinträchtigte. So zeigte sich das
Einbauverhalten u.a. abhängig von der Vitalität der Zellen, ihrer Fähigkeit O2 schnell zu
veratmen und der Anzahl der Passagen, die die CV1-Zellen seit dem Auftauen in Kultur
verbracht hatten. Die Anfälligkeit des Systems gegen O2-Eintrag war ebenfalls groß.
Nach Reoxigenierung erreichte der Einbau das normoxische Niveau nicht, während in vi-
vo bis zum Vierfachen dieses Niveaus erreicht wurde (4.4.3, Abb. 34). Deshalb wurde die
hypoxische Vorbegasung in vivo selten angewandt.

4.4.7 Hypoxische Begasung in vivo, hypoxische Permeabilisierung
Die Zugabe von dCyd zum Medium diverser Zellen kann die hypoxieinduzierte Repli-

kationshemmung aufheben (Riedinger 1991, Probst 1983 + 1988 a + b, Probst, G.
1999). Für SV40-infizierte CV1-Zellen existiert ein solcher Nachweis bislang nicht. Sollte
dCyd bei CV1-Zellen das gleiche bewirken, müßten der dATP-Einbau bei CV1-Zellen mit
hypoxieinduziertem Replikationsblock in vivo, ähnlich wie bei einer Reoxigenierung,
durch Permeabilisierung stark ansteigen. Die Hypoxie kann durch Zugabe von Ascorbin-
säure, NaHCO3 und AO unterstützt werden (Abb. 45).
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Abb. 45: Hypoxische Permeabilisierung nach hypoxi-
scher Begasung; Reoxigenierung

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden 7 h hypoxisch begast
und zwischen SV40-Infektion und Permeabilisierung mit
[14C]-Thd dauermarkiert. 15 min nach Zugabe von
Ascorbinsäure, NaHCO3 und Ascorbatoxidase zum hy-
poxisch begasten Permeabilisierungsmedium wurden die
Zellen nach 3.2.12 hypoxisch permeabilisiert. Die 6-min-
Pulse mit [α-32P]-dATP starteten bei den hypoxischen
(�Hypox�)  und den reoxigenierten (�Reox�) Zellen 0, 4,
10 und 30 min nach Beginn der Permeabilisierung, bei
den verzögert reoxigenierten Zellen (�Komplex�) nach
Reoxigenierung durch Austausch des Mediums (10 min
nach hypox. Permeabilisierung). Die normoxische Kon-
trolle (�Normox�) wurde normoxisch begast und gleich
nach Permeabilisierung mit [α-32P]-dATP markiert. αααα-
Toxin: 463 hU/ml
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Zusammensetzung des Inkubationsmediums: Standard + bei �Hypox� und �Komplex� 500 µM
Ascorbinsäure, 1 mM NaHCO3, 1,5 U/ml Ascorbatoxidase.
14C-: 39.5 h Dauermarkierung in vivo, 32P-Markierung: 6-min-Pulsmarkierung permeabilisiert
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 0.1 Bq [14C]-Thd/µl, 617 Bq [α-32P]-dATP

7 h in vivo hypoxisch begaste, mit Unterstützung von Ascorbat, NaHCO3 und Ascor-
batoxidase hypoxisch permeabilisierte CV1-Zellen zeigten direkt nach Permeabilisierung
einen gegenüber dem normoxischen Vergleich um 80% reduzierten Einbau (Abb. 45). 30
min nach Permeabilisierung glichen sich die Einbauniveaus durch Erhöhung des Einbaus
der hypoxischen und Verringerung des Einbaus der normoxischen Zellen bis auf eine
Differenz von 30% an. Danach reduzierte sich der Einbau bei hypoxischen Zellen wieder,
während der der normoxischen konstant blieb (nicht gezeigt).

Wurden hypoxische CV1-Zellen 10 min nach hypoxischer Permeabilisierung (incl.
Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase) durch Zugabe normoxischen Permeabilisie-
rungsmediums  reoxigeniert, lag die Höhe des Einbaus zunächst in der Größenordnung
des Einbaus der hypoxischen Zellen direkt nach hypoxischer Permeabilisierung. Typi-
sche Reoxigenierungseffekte traten nicht auf, 25-30 min nach Permeabilisierung war der
Einbau sogar geringer als beim hypoxischen Vergleich.

Mit Hilfe von Sucrosegradientenzentrifugation wurde untersucht, wie Initiation und
Elongation bei SV40-infizierten CV1-Zellen durch die Zugabe von Ascorbinsäure, NaH-
CO3 und AO in verschiedenen Begasungsverhältnissen beeinflußt werden (Abb. 46).
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Abb. 46: hypoxische Permeabilisierung hypoxischer Zellen, normoxischer Vergleich
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 4stündiger normoxischer oder 1stündiger normoxischer
mit anschließender 8stündiger hypoxischer Begasung normoxisch bzw. hypoxisch mit Ascorbat,
NaHCO3 und Ascorbatoxidase analog 3.2.12 permeabilisiert u. mit [α-32P]-dATP pulsmarkiert.
Vorbehandlung der Zellen: 4 h normoxische oder 8 h hypoxische Begasung in vivo
Zusammensetzung des Mediums: Standard + 700 µM Ascorbat, 1.4 mM NaHCO3, 2 U/ml Ascor-
batoxidase im hypoxischen Permeabilisierungsmedium, αααα-Toxin: 2800 hU/ml, 32P-Markierung: 4-
min-Pulse, Eingesetzte Endkonzentration im Markierungsansatz: 3423 Bq [α-32P]-dATP/µl
Σ cpm: A: 0-4, 6-10, 20-24 min: 6709, 5024, 4005; B: 0-4, 6-10, 20-24 min: 10167, 1756, 4242

Hypoxische CV1-Zellen, die hypoxisch permeabilisiert und begast wurden, zeigten
deutliche �Reoxigenierungseffekte�. Intrazelluläre Konzentrationsänderungen der Nu-
kleotide durch die Permeabilisierung könnten Ursachen hierfür sein. Neuinitiationen wa-
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ren insbesondere in den ersten 5 min nach Permeabilisierung in nennenswertem Aus-
maß feststellbar. Anschließend traten weniger Initiationen auf, die Elongation verlief im
Vergleich zu reoxigenierten Zellen (s. 4.5.2) langsamer. Der Einbau ließ im Verlauf nach.
Die SV40-DNA reifte unabhängig von der Zugabe von Ascorbinsäure, NaHCO3 und
Ascorbatoxidase. Die gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, daß die Replikation nach
hypoxischer Permeabilisierung hypoxischer Zellen für kurze Zeit wieder initiiert wurde.

4.5 REOXIGENIERUNG PERMEABILISIERTER ZELLEN

4.5.1 Permeabilisierung vor hypoxischer Begasung, Konditionie-
rung des Permeabilisierungsmediums

Die Reoxigenierung in vivo hypoxisch begaster CV1-Zellen durch Zugabe normoxi-
schen Permeabilisierungsmediums verursachte einen vergleichsweise geringen [α-32P]-
dATP-Einbau. Die Reoxigenierung hypoxisch permeabilisierter CV1-Zellen durch nor-
moxisches Permeabilisierungsmedium erbrachte keine besseren Ergebnisse. Dies
könnte an der langen Kultivierungsdauer unter hypoxischen Bedingungen und der direkt
anschließenden Permeabilisierung liegen, was den Zellen keine Möglichkeit zur Erholung
von der Hypoxie ließ.

Um die Replikation hypoxischer und hypoxisch permeabilisierter CV1-Zellen zu unter-
stützen, wurde normoxisches Permeabilisierungsmedium zunächst für 1.5 h zur Permea-
bilisierung normoxischer CV1-Zellen verwendet. Mit dem so konditionierten Medium
wurde das hypoxische Permeabilisierungsmedium von Zellen ersetzt, die unter Zugabe
von Ascorbinsäure, NaHCO3 und Ascorbatoxidase hypoxisch permeabilisiert worden wa-
ren. Nach Medienwechsel wurde normoxisch weiterbegast (Abb. 47).
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Abb. 47: Reoxigenierung durch normales und kondi-
tioniertes Permeabilisierungsmedium

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden in 3stündiger norm-
und 2.5stündiger hypoxischer Begasung nach 3.2.3.1
[Methyl-3H]-Thd-markiert. Nach hypoxischer Permeabili-
sierung (3.2.12) ohne Ascorbat und 3 h hypox Begasung
wurde durch Austausch gegen normoxisch konditionier-
tes Medium reoxigeniert und mit [α-32P]-dATP pulsmar-
kiert (7- bzw. 10-min-Pulse). αααα-Toxin: 1670 hU/ml
Vorbehandlung der Zellen: 3 h norm- und 2.5 h hypox.
Begasung in vivo, 2.5 h hypox Begasung permeabilisiert
3H-Markierung: 5.5 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 7- ( beide �reox�) bzw. 10-min-Pulse
Eingesetzte Endkonzentration im Markierungsansatz:
18.5 Bq [3H]-Thd/µl, 285 Bq [α-32P]-dATP/µl

Der Austausch des hypoxischen gegen normoxisch konditioniertes Permeabilisie-
rungsmedium führte zu einer geringen Reoxigenierungsreaktion. Der Austausch gegen
nicht konditioniertes normoxisches Medium führte zu einem noch niedrigeren Einbau (im
Maximum betrug der Einbau nach Zugabe von konditioniertem Medium 300% des Ein-
baus nach Zugabe von nichtkonditioniertem). Der Einbau mit nicht konditioniertem Medi-
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um blieb auch unter dem Einbau des hypoxischen Vergleichs. Die so gewonnene 32P-
markierte DNA bandete in SW40-Sucrosegradienten entsprechend Abb. 48.
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Abb. 48: SW40-Sucrosegradienten hypoxisch permeabilisierter, dann reoxigenierter CV1-Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3stündiger normoxischer und 2.5stündiger hypoxischer
Begasung hypoxisch analog 3.2.12.2 permeabilisiert (ohne Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxida-
se). Nach weiteren 3h hypoxischer Begasung wurde mit normoxisch konditioniertem bzw. nicht
konditioniertem Medium reoxigeniert (3.2.12.3) und mit [α-32P]-dATP pulsmarkiert (8- (A) bzw. 6-
min-Pulse (B)). αααα-Toxin: 1670 (A) bzw. 833 (B) hU/ml
32P-Markierung: 6 bzw. 8-min-Pulsmarkierung (Beginn 0, 2, 10 + 20 min nach Reoxigenierung)
Eingesetzte Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 418 Bq (A), 328 Bq (B) [α-32P]-dATP/µl
Σ cpm: A 0-8, 10-18, 20-28 min: 2893, 6372, 6004, B 0-6, 2-8, 10-16 min: 7711, 9710, 16129

Die Reoxigenierung hypoxisch permeabilisierter CV1-Zellen durch normoxisch kondi-
tioniertes Permeabilisierungsmedium führte zu einer Aufhebung der Replikationshem-
mung, der Einbau wurde deutlich gesteigert. Die Fraktion mit dem höchsten Anteil der
säurefällbaren Radioaktivität war in Richtung längerer DNA verschoben, was auf eine �
gegenüber nicht konditioniertem Medium � beschleunigte Elongation hindeutet. Die Kon-
ditionierung des Mediums schien einen positiven Einfluß auf die Reoxigenierbarkeit hy-
poxisch permeabilisierter CV1-Zellen auszuüben. Dies bestätigte sich am Verlauf des
Einbaus nach Reoxigenierung pulsmarkierter Zellen (Abb. 49).

Reox 0-10 Reox 7-17  Reox 14-24    kond.R.5-15    kond.R.10-20
0

1

2

3

4

5

6

Reoxigenierung durch konditioniertes Medium

am
ol

dA
TP
/Z
el
le

Abb. 49: Hypoxie in vivo und permeabilisiert,
Reoxigenierung mit konditioniertem Medium

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach einstündi-
ger norm- bzw. 2stündiger hypoxischer Begasung in
vivo bei paralleler Markierung mit [Methyl-3H]-Thd
nach 3.2.12.2 hypoxisch permeabilisiert (ohne
Ascorbat) und 3 h hypoxisch weiterbegast. Die
Reoxigenierung erfolgte durch Austausch des Per-
meabilisierungsmediums gegen konditioniertes
bzw. nichtkonditioniertes normoxisches. Die Puls-
markierung erfolgte mit [α-32P]-dATP (3.2.3.2).
Vorbehandlung der Zellen: 2 h hypoxische Bega-
sung in vivo, hypoxische Permeabilisierung Zu-
sammensetzung des Mediums: Standard, αααα-Toxin:
1041 hU/ml, 3H-Markierung: 3 h Dauermarkierung
in vivo, 32P-Markierung: 10-min-Pulsmarkierung

Einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 11.6 Bq [3H]-Thd/µl, 553 Bq [α-32P]-dATP/µl
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Die Reoxigenierung von in vivo hypoxisch begasten, hypoxisch permeabilisierten CV1-
Zellen durch Austausch des hypoxischen gegen normoxisches aber nicht konditioniertes
Permeabilisierungsmedium führte nicht zu einer Erhöhung des 32P-Einbaus in die DNA
(vgl. Abb. 44 mit Abb. 49, 4.4.6). Der 32P-Einbau wurde jedoch dann deutlich erhöht,
wenn durch Austausch des Permeabilisierungsmediums gegen normoxisch konditionier-
tes (1.5 h auf CV1-Zellen) reoxigeniert wurde. Der Einbau vervierfachte sich und führte
teilweise deutlich über den hypoxischen Vergleich hinaus.

4.5.2 Permeabilisierung 1 min nach Reoxigenierung in vivo
Zur Untersuchung von Reoxigenierungseffekten wurden CV1-Zellen 0.5-2 min vor

normoxischer Permeabilisierung in vivo reoxigeniert. Dies geschah durch Zugabe von ¼
Vol. frischem, O2-gesättigtem DMEM zum hypoxischen Inkubationsmedium der Zellen.
Dadurch entsprach der pO2 sofort nach Zugabe dem normoxischen pO2 (Probst, 1988 b,
Probst + Gekeler, 1988, Riedinger, 1991, Gekeler, 1982). Anschließend wurde mit nicht
konditioniertem Permeabilisierungsmedium permeabilisiert und die DNA pulsmarkiert.
Die markierte DNA wurde durch Sucrosegradientenzentrifugation aufgetrennt (Abb. 50).
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Abb. 50: In vivo reoxigenierte, normoxisch permeabilisierte im Vergleich mit hypoxisch perm. Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden in vivo 8 h hypoxisch begast und anschließend entweder unter Zu-
gabe von Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase hypoxisch permeabilisiert (A) oder in vivo 2 min
reoxigeniert und danach permeabilisiert (B). Die anschließende 6-min-Pulsmarkierung erfolgte mit [α-
32P]-dATP. Zusammensetzung d. Mediums: Standard + Ascorbat, NaHCO3 + AO, αααα-Toxin: 463 hU/ml
Vorbehandlung der Zellen: 8 h hypoxische Begasung, 2 min Reox. in vivo, normoxisch permeabilisiert
32P-Markierung: 6-min-Pulsmarkierung, einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 1850 Bq [α-
32P]-dATP/µl, Σ cpm (0-6, 4-10, 10-16 min) A: 1132, 2317, 5886, B: 10469, 18231, 33498

Hypoxisch permeabilisierte Zellen zeigten ein ähnliches Einbauverhalten wie in vivo
hypoxisch begaste Zellen: Der Einbau war auch längere Zeit nach Permeabilisierung ge-
ring, was darauf hindeuten könnte, daß nur wenige Replikons aktiv waren bzw. die Elon-
gation im Vergleich zu in vivo reoxigenierten Zellen langsamer verlief. Durch den
Medienwechsel unter Hypoxie in Verbindung mit der Permeabilisierung könnte die Repli-
kation so stark gestört worden sein, daß die CV1-Zellen trotz geringer Erhöhung des pO2

(O2-Eintrag) unter diesen Umständen nicht mehr reoxigenierbar waren.
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In vivo reoxigenierte und danach permeabilisierte CV1-Zellen zeigten ein ähnliches
Einbauverhalten wie in vivo reoxigenierte, [3H]-markierte CV1-Zellen: Der Einbau in die
DNA war um mehr als den Faktor 10 höher als bei hypoxischen CV1-Zellen, im Verlauf
von 10-12 min wurde ein Maximum erreicht, danach ließ der Einbau wieder nach. �Auf-
gestaute� Replikons wurden elongiert, die Replikation war schneller als unter Hypoxie,
Neuinitiationen waren in erheblichem Umfang zu beobachten.

Die hier dargestellten Ergebnisse wiesen die Reoxigenierbarkeit permeabilisierter
CV1-Zellen nach. Die beobachteten Effekte waren vergleichbar mit den Effekten, die bei
in vivo reoxigenierten und markierten und bei durch konditioniertes Medium direkt durch
Permeabilisierung reoxigenierten CV1-Zellen feststellbar waren (vgl. Abb. 47).

4.5.3 Reoxigenierung gleichzeitig mit Permeabilisierung
Um die Replikation in permeabilisierten Zellen direkt nach Reoxigenierung untersu-

chen zu können, wurde nach 8stündiger hypoxischer Begasung in vivo nach Abnahme
des hypoxischen DMEM normoxisches Permeabilisierungsmedium zugegeben. Danach
wurde die DNA durch sehr kurze Pulse radioaktiv markiert und durch isokinetische Zen-
trifugation in Sucrosegradienten aufgetrennt (Abb. 51).
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Abb. 51: In-vivo hypoxisch begaste, durch Permeabilisierung reoxigenierte Zellen im Vergleich
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SV40-infizierte CV1-Zellen wurden während 1stündiger normoxischer und 8stündiger hypoxischer
(hypoxische bzw. reoxigenierte Zellen) bzw. 3stündiger normoxischer Begasung (normoxischer
Vergleich) mit [Methyl-3H]-Thd vormarkiert und anschließend hypoxisch (mit (D) und ohne (C)
Ascorbinsäure, NaHCO3 und Ascorbatoxidase) bzw. normoxisch permeabilisiert (A + B). Die
Reoxigenierung erfolgte durch Zugabe von normoxisch konditioniertem Permeabilisierungsmedi-
um. Anschließend wurde mit [α-32P]-dATP pulsmarkiert (3.2.3.2). αααα-Toxin: 2780 hU/ml
Zusammensetzung des Mediums: Standard + (nur D) Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase
3H-Markierung: 3 h Dauermarkierung normoxisch oder 1 h normoxisch + 8 h hypoxisch
32P-Markierung: 4-min-Pulsmarkierung, Einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 15.4
Bq [3H]-Thd/µl, 827 Bq [α-32P]-dATP/µl, Σ cpm: Reihenfolge jeweils 0-4, 6-10, 20-24 min: A: 1178,
1984, 2372; B: 570, 2389, 1173; C: 1017, 781, 484; D: 409, 828, 1196

Die CV1-Zellen, die gleichzeitig mit Permeabilisierung reoxigeniert wurden (B), zeigten
bei der Auftrennung der markierten DNA durch isokinetische Zentrifugation eine Ver-
schiebung der Fraktionsnummer, in der sich der größte Anteil der markierten DNA be-
fand, in Richtung längerer DNA (ähnlich der, die bei in vivo reoxigenierten und dann
permeabilisierten CV1-Zellen zu beobachten war). Die Fraktionsnummer verschob sich
von Fraktion 5 (0-4 min) über Fraktion 8 (6-10 min) auf Fraktion 10 (20-24 min nach
Reoxigenierung). Der Einbau war 6-10 min nach Reoxigenierung am höchsten.

 32P-Markierung von DNA nach hypoxischer Permeabilisierung (unter Zugabe von As-
corbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase) hypoxischer CV1-Zellen führte nach Auftrennung
durch isokinetische Zentrifugation (SW40-Rotor) zu einer Konzentration der säurefällba-
ren Radioaktivität in den Fraktionen 6, 8 oder 9 � 4, 10 bzw. 24 min nach Permeabilisie-
rung. Dies könnte auf eine langsamere Elongation hindeuten. Der Einbau war nach 20-
24 min am höchsten, blieb aber um 50% unter dem normoxischen Vergleich. Auch dies
könnte mit einer verminderten Elongationsgeschwindigkeit zusammenhängen.

Ein ähnliches Längenverteilungsmuster zeigte die DNA hypoxisch permeabilisierter
CV1-Zellen, deren Permeabilisierungsmedium ohne Ascorbatzugabe 30 min hypoxisch
begast wurde. Hier lagen die Hauptfraktionen bei durchschnittlich 6, 8.6 und 9.4, der Ef-
fekt war geringer als durch ascorbatunterstützte Hypoxie. Dies könnte an einem höherem
pO2 im zugegebenen Permeabilisierungsmedium gelegen haben.

Zu einem geringeren Gesamteinbau (im Durchschnitt 75%) führte die Reoxigenierung
durch normoxische Permeabilisierung, im Gegensatz zur Reoxigenierung in vivo kurz vor
Permeabilisierung (im Durchschnitt 125% des normoxischen Vergleichs). Die Elongati-
onsgeschwindigkeit könnte sich ähnlich verhalten (vgl. 4.5.2). Offensichtlich entscheiden
die ersten 30-120 s nach Reoxigenierung über die Höhe des Einbaus, sowie möglicher-
weise über die Anzahl an Replikons, die elongiert werden. Anzahl und Zustand der Pro-
teine bei in vivo reoxigenierten Zellen könnten besser für die Elongation zahlreicher
Replikons geeignet als dies in Zellen der Fall ist, die durch normoxisches Permeabilisie-
rungsmedium reoxigeniert wurden. Die Geschwindigkeit der Elongation schien bei den
untersuchten CV1-Zellen vom pO2 abhängig zu sein: Zellen, die unter Zugabe von
Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase hypoxisch permeabilisiert wurden, replizierten
langsam, ohne Ascorbat-Zugabe schien die Gabelgeschwindigkeit 20-30% schneller zu
sein während der pO2 deutlich höher war. Das Einbauverhalten bei Permeabilisierung
reoxigenierter CV1-Zellen ließ nach Sucrosegradientenzentrifugation eine um den Faktor
1.5 höhere Elongationsgeschwindigkeit vermuten.
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4.5.4  [3H]-/[32P]-Doppelmarkierung nach Reoxigenierung
Um einen Vergleich zwischen der Replikation in permeabilisierten Zellen nach Reoxi-

genierung und der Replikation normoxischer permeabilisierter Zellen ziehen zu können,
wurden in Anlehnung an die in 4.2.3 beschriebenen Versuche reoxigenierte, SV40-
infizierte Zellen mit [Methyl-3H]-Thd und gleichzeitig mit [α-32P]-dATP markiert (Abb. 52).
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Abb. 52: SV40-infizierte
CV1-Zellen wurden nach
1stündiger normoxischer
und 7.5stündiger hypoxi-
scher Begasung, 30s in vi-
vo reoxigeniert,
permeabilisiert und in 4-
min-Pulsen mit [Methyl-
3H]-Thd u. [α-32P]-dATP
markiert (Start Markierung:
6 + 20 min nach Beginn
der Permeabilisierung).
Anschließend wurde die
DNA nach 3.2.5.1 durch
SW40-Gradienten aufge-
trennt, αααα-Toxin: 8330
hU/ml, 3H-Markierung: 4-
min-Pulse, 32P-
Markierung: 4-min-Pulse

Einges. Endkonzentrationen im Markierungsansatz: 4060 Bq [3H]-Thd/µl, 1150 Bq [α-32P]-dATP/µl
Σ cpm: 6-10 min (A): [3H]: 1544; [32P]: 2443; 20-24 min (B): [3H]: 1449; [32P]: 4847

Wurde [Methyl-3H]-Thd nach Permeabilisierung zugegeben, erfolgte nur eine geringe
Markierung der neusynthetisierten SV40-DNA. Eine zuvor etablierte Hypoxie beeinträch-
tigte die Replikation der untersuchten CV1-Zellen nach Permeabilisierung trotz Reoxige-
nierung in vivo deutlich. Nach Auswertung vieler Verzögerungen bis zur Verstetigung des
[α-32P]-dATP-Einbaus und deren Vergleich mit der αααα-Toxinmenge, wurde der Eindruck
gewonnen, daß Hypoxie die Permeabilisierung durch αααα-Toxin verlangsamte.

Wurde [Methyl-3H]-Thd vor vollständiger Permeabilisierung zu den Proben zugegeben,
konnte 3H in hoher Konzentration in die DNA eingebaut werden, die Verteilung 3H- bzw.
32P-Markierungen über die verschiedenen DNA-Längen war ähnlich. Die Höhe des [α-
32P]-dATP-Einbaus war geringer als bei vollständiger Permeabilisierung (nicht gezeigt).

Vermutlich wurde vor vollständiger Permeabilisierung [Methyl-3H]-Thd in der Zelle
konzentriert. Nach vollständiger Permeabilisierung verdünnte sich [Methyl-3H]-Thd ins In-
kubationsmedium, dessen Volumen das 102 bis 103fache des Cytosols der CV1-Zellen
betrug. So gelangten nur geringe [3H]-Thd-Mengen an den Ort der Replikation und in die
DNA; die Konzentration an [α-32P]-dATP erhöhte sich jedoch mit zunehmender Permeabi-
lisierung. Längere Zeit nach Permeabilisierung war eine 3H-Markierung neusynthetisierter
SV40-DNA kaum noch nachweisbar. 3H-Markierungen bei kleinen DNA-Molekülen (Frak-
tion 1-5) durch Primersynthese, unspezifische Adhäsionen von [3H]-Thd an DNA oder
Proteine etc. waren auch längere Zeit nach vollständiger Permeabilisierung gut nach-
weisbar. In SW40-Sucrosegradienten traten häufig 3H-markierte Pellets auf, was auf
DNA-Protein-Aggregate oder zelluläre 3H-markierte DNA hindeutet.



95

4.5.5 Reoxigenierung in Gegenwart von BrdUTP
Durch Markierung der DNA normoxischer permeabilisierter Zellen mit BrdU wurde

Rereplikation bereits nachgewiesen (vgl. 4.3, Abb. 32). Die Untersuchung hypoxischer
CV1-Zellen auf Rereplikation schloß die Untersuchung der Wirkungen der BrdUTP-
Zugabe auf den Einbau ein. 3H-vormarkierte CV1-Zellen wurden nach in-vivo-Hypoxie mit
hypoxischem Permeabilisierungsmedium inkubiert, das neben 100 µM dTTP auch 500
µM BrdUTP enthielt. 2.5 h nach hypoxischer Permeabilisierung wurden die CV1-Zellen
reoxigeniert, die DNA durch Zugabe von [α-32P]-dATP 10-120 min lang markiert und
durch Zonenzentrifugation (SW40-Rotor) in Sucrosegradienten aufgetrennt (Abb. 53).
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Abb. 53: SW40-Gradienten BrdUTP-markierter permeabilisiert reoxigenierter CV1-Zellen
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 1.5stündiger normoxischer Begasung während
2.5stündiger hypoxischer Begasung in vivo [Methyl-3H]-Thd-markiert. Anschließend wurde durch
20 min hypoxisch vorbegastes Medium hypoxisch permeabilisiert (3.2.12.2). Nach weiteren 2.5 h
hypoxischer Begasung erfolgte die Reoxigenierung durch Austausch des hypoxischen gegen nor-
moxisches Permeabilisierungsmedium, das 500 µM BrdUTP enthielt. Anschließend wurde mit [α-
32P]-dATP (3.2.3.2) 10-120 min markiert und danach die Replikation beendet. Zusammensetzung
des Mediums: Standard + 500 µM BrdUTP nach Reoxigenierung, αααα-Toxin: 3500 hU/ml
3H-Markierung: 2.5 h Dauermarkierung in vivo mit Beginn der hypoxischen Begasung, 32P-
Markierung: 10-120-min-Dauermarkierung permeabilisiert, t = 0 (Zeitpunkt der Reoxigenierung)
Eingesetzte Endkonz. im Markierungsansatz: 23 Bq [3H]-Thd/µl DMEM, 140 Bq [α-32P]-dATP/µl
Σ cpm: 10 min: 3H: 3396, 32P: 4460; 50 min: 3H: 3486, 32P: 16994; 120 min: 3H: 3302, 32P: 16252

In DNA, die nach Permeabilisierung 10-min-pulsmarkiert wurde, waren per SW-40-
Sucrosegradienten kurze DNA-Ketten wie nach stattgehabten Initiationen nachweisbar.
Nach 50minütiger Pulsmarkierung bestand der Großteil der markierten DNA aus gereifter
SV40-DNA; nach 120-min-Pulsen ging im Vergleich zu 50-min-Pulsen der Gesamteinbau
zurück und es entstanden vermehrt kürzere DNA-Fragmente. Dies könnte auf einen
DNA-Abbau oder erfolgter DNA-Reparatursynthese hindeuten. Dieser Effekt war � unab-
hängig von der Gegenwart von BrdUTP � bei längeren Markierungszeiten nach Hypoxie
häufig feststellbar. Eine Beschleunigung der Elongation durch BrdUTP (wie bei normoxi-
schen Zellen vermutet), konnte weder eindeutig bestätigt noch ausgeschlossen werden.
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4.5.6 Nachweis von �Form U� in permeabilisierten CV1-Zellen
Aphidicolin (ein Diterpenoid aus Pilzen) hemmt in CV1-Zellen bevorzugt die Polymera-

se δδδδ, eine Primer-Synthese ist jedoch noch möglich. Die Polymerase αααα von CV1-Zellen
wird ebenfalls gehemmt. Durch Zugabe von Aphidicolin zum Kulturmedium 15 min vor
Permeabilisierung und in gleicher Konzentration zum Permeabilisierungsmedium konnte
ein gehäuftes Auftreten von �Form U�, einem stark unterwundenen SV40-Topoisomer,
provoziert werden (Sarkar, 1987). Dieses wurde analog 3.2.7.4 nachgewiesen und diente
als direkter Initiationsnachweis (s. Riedinger 1999 Abb. 54).

Abb. 54: „Form U“ in permeabilisierten und nichtpermeabilisierten, SV40-infizierten CV1-Zellen
Das DMEM von SV40-infizierten CV1-Zellen wurde 24h nach Infektion durch vorgewärmtes
DMEM-Mangelmedium ersetzt (Gibco BRL DMEM w/o Arg, Cys, Gluc, Glut, Inos, Leuc, Meth,
Phos, Cat. Nr. 11963022), die Zellen in den Wärmeraum überführt und dort 1.5h normoxisch be-
gast. Danach wurden die Zellen 10 h hypoxisch begast. Anschließend hypoxisch Aphidicolin (2
µg/ml DMEM) zugegeben und 10 min lang darauf belassen. Probe 1 wurde danach hypoxisch
permeabilisiert und nach weiteren 15 min durch Medienaustausch reoxigeniert. 10 min nach
Reoxigenierung wurde die Probe abgestoppt und aufgearbeitet. Die Proben 2-6 und 8 wurden nicht
reoxigeniert. Die hypoxische Probe 8 war � als negative Referenz gedacht � 10 min nach hypoxi-
scher Aphidicolinzugabe beendet worden.
Probe 7 wurde 10 min nach Aphidicolinzugabe durch Zugabe von ¼ Volumen O2-gesättigtem
DMEM (inklusive 2 µM Aphidicolin) reoxigeniert und weitere 15 min später beendet.
Die Proben 2-6 wurden 10 min nach Aphidicolinzugabe hypoxisch unter Variation des Inkubati-
onsmediums permeabilisiert, das Inkubationsmedium enthielt ebenso 2µM Aphidicolin:
Probe 2 wurde ohne Nukleosid- noch Desoxynukleosid-Triphosphate permeabilisiert.
Probe 3 wurde permeabilisiert unter zusätzlichem Zugeben von 10 mM EDTA.
Probe 4 wurde permeabilisiert wie Probe 2 mit der Ausnahme, daß sich im Inkubationsmedium 2.8
mM ATP befand.
Probe 5 wurde mit normalem Inkubationsmedium permeabilisiert (zusätzlich 2 µM Aphidicolin).
Bei Probe 6 enthielt das ansonsten normale Inkubationsmedium (zusätzlich 2 µM Aphidicolin) kein
αααα-Toxin.
Eine [α-32P]-dATP-Markierung erfolgte nicht. Die Hybridisierung mit [32P]-markierter SV40-DNA
wurde entsprechend 3.2.7.4 und Riedinger, 1999 durchgeführt. αααα-Toxin: 2800 hU/ml.
Vorbehandlung der Zellen: 24 h p.i. 1.5 h normoxische und 10 h hypoxische Begasung
Zusammensetzung des Mediums: Standard + Aphidicolin (2 µg/ml).

Wie durch die Hybridisierung von Probe 1 gut erkennbar ist, konnte auch in permeabi-
lisierten Zellen Form U nachgewiesen werden. Es wird jedoch zumindest ATP benötigt,
die Zugabe von EDTA verhinderte die Replikation. In nicht permeabilisierten Zellen trat
Form U nur nach Reoxigenierung auf, wenn sich die Zellen in DMEM befinden, der Aus-
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tausch des DMEM gegen Permeabilisierungsmedium ohne αααα-Toxin verhinderte Form U
ebenso. Ohne Aphidicolin-Zugabe gelang ein Nachweis bislang nicht. In durch Permea-
bilisierung reoxigenierten hypoxischen CV1-Zellen gelang sowohl mit als auch ohne
Aphidicolin der eindeutige Nachweis von Form U. Mit Aphidicolin ließ die Schwärzung
des Films auf eine etwa 6fach höhere Konzentration der Form U schließen als bei glei-
cher Versuchsanordnung (Abstoppen nach 6 min statt nach 10 min) ohne Aphidicolin.
Die in permeabilisierten Zellen nachzuweisbaren Form-U-Konzentrationen lagen auf glei-
chem Niveau als die, die bei nichtpermeabilisierten hypoxischen CV1-Zellen nach Reoxi-
genierung auftraten.

4.6 MEDIENZUSÄTZE UND HYPOXIE

4.6.1 Einfluß von Glucose
Riedinger konnte nachweisen, daß die DNA-Replikation SV40-infizierter CV1-Zellen

nur dann durch hypoxische Begasung in vivo gehemmt wurde, wenn die Glucosekon-
zentration im DMEM weniger als ca. 300 µg/ml betrug. Die ursprüngliche Konzentration
in frischem DMEM beträgt 1 mg/ml, sie muß durch Verbrauch unter die o. g. Grenze ver-
ringert werden (Riedinger, 1998).

Ob die Replikation dieser Zellen auch nach Permeabilisierung nur unterhalb einer be-
stimmten Glucosekonzentration durch Hypoxie hemmbar ist, wurde durch Zugabe von 1
mg/ml Glucose in das Permeabilisierungsmedium vor hypoxischer Permeabilisierung
unter Zugabe von Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase untersucht (Abb. 55).
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Abb. 55: Hypoxie bei erhöhter Glucosekonzentration
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 2.5stündiger
normoxischer [Methyl-3H]-Thd-Vormarkierung (3.2.3.1)
normoxisch bzw. hypoxisch unter Zugabe von Ascorbat,
NaHCO3 und Ascorbatoxidase permeabilisiert (3.2.12.2)
und weiterbegast. Die Pulsmarkierung erfolgte für 5 min
mit [α-32P]-dATP. Zusammensetzung des Mediums: Stan-
dard + 1 mg/ml Glucose, αααα-Toxin: 1300 hU/ml
3H-Markierung: 2,5 h Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 5-min-Pulsmarkierung
Eingesetzte Endkonzentration im Markierungsansatz: 9.25
Bq [3H]-Thd/µl, 741 Bq [α-32P]-dATP/µl

Die Gegenwart von 1 mM Glucose im Permeabilisierungsmedium beeinträchtigte die
Wirkung hypoxischer Begasung auf die Replikation von CV1-Zellen nicht wesentlich.

4.6.2 Einfluß von Desoxicytidin (dCyd)
In verschiedenen Zelllinien (CCRF, HeLa, EAT) wurde nachgewiesen, daß durch Zu-

gabe von dCyd der Einfluß der Hypoxie auf die Replikation aufgehoben werden kann
(Probst 1983, Probst 1999, Engelcke 1992). Wie sich die Zugabe von dCyd zum Per-
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meabilisierungsmedium unter Hypoxie auf die Replikation permeabilisierter CV1-Zellen
auswirkt, wurde im Folgenden untersucht (Abb. 56).
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Abb. 56: Einfluß von dCyd auf hypoxisch permeabili-
sierte Zellen

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 3stündiger nor-
moxischer [Methyl-3H]-Thd-Markierung hypoxisch unter
Zugabe von Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase
bzw. normoxisch permeabilisiert und mit [α-32P]-dATP
dauermarkiert, αααα-Toxin: frisch dialysiert,  98.8 hU/ml, Zu-
sammensetzung des Mediums: Standard mit und ohne
100 µM dCytidin
3H-Markierung: 22 min Dauermarkierung in vivo
32P-Markierung: 0-60-min-Dauermarkierung permeabil.
Einges. Endkonzonzentration im Markierungsansatz:

1740 Bq [3H]-Thd/µl,1066 Bq [α-32P]-dATP/µl

Abb. 57 zeigt, daß die Zugabe von dCyd zum hypoxischen Permeabilisierungsmedium
keinerlei Auswirkungen auf die Replikation von SV40-infizierte CV1-Zellen hatte. Höhere
dCyd-Konzentrationen könnten evtl. einen Einfluß auf die Replikation haben.

4.6.3 Einfluß von Desferroxamin und Hydroxyharnstoff
Der Radikalfänger Hydroxyharnstoff (HH) kann das Tyrosylradikal der Ribonukleoti-

dreduktase zerstören, Desferroxamin kann als Eisenchelator die Funktion der Ribonu-
kleotidreduktase beeinflussen. Die Beeinträchtigung der Replikation von CV1-Zellen
durch In-vivo-Vorinkubation mit Hydroxyharnstoff bzw. Desferroxamin, wurde unter hy-
poxischen Bedingungen getestet (Abb. 57).
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Abb. 57: Einfluß von Hydroxyharnstoff und Desfer-
roxamin auf hypoxische, permeabilisierte Zellen

SV40-infizierte CV1-Zellen wurden nach 8stündiger hy-
poxischer Begasung in vivo entweder hypoxisch (mit
Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase) oder nach
20minütiger Vorinkubation mit Hydroxyharnstoff (3 mM)
bzw. 90minütiger Vorinkubation mit Desferroxamin (1
mM) normoxisch permeabilisiert. Die 4-min-Puls-
Doppelmarkierung erfolgte gleichzeitig mit [Methyl-3H]-
Thd und [α-32P]-dATP. αααα-Toxin: 8330 hU/ml
Zusammensetzung des Mediums: Standard + 1 mM

Desferroxamin oder 3 mM Hydroxyharnstoff
3H-/32P-Markierung: 4-min-Pulsmarkierung
Einges. Endkonzonzentration im Markierungsansatz:
1110 Bq [3H]-Thd/µl, 561 Bq [α-32P]-dATP/µl

Sowohl durch Zugabe von Hydroxyharnstoff als auch von Desferroxamin konnte eine
Reaktion der Replikation auf die Reoxigenierung unterdrückt werden. Der Einbau mar-
kierter Nukleotide in die DNA in 4minütigen Pulsmarkierungen überstieg das Niveau hy-
poxisch permeabilisierter Vergleichszellen nicht.



99

Welche Auswirkungen die Reoxigenierung der Zellen 10 min nach hypoxischer Per-
meabilisierung in Gegenwart von Hydroxyharnstoff auf die Replikation hat (�verzögerte
Reoxigenierung�, Abb. 58) wurde anschließend untersucht (analog zu 4.4.7, vgl. Abb. 45,
�Komplex�):
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Abb. 58: Reoxigenierung mit Hydroxyharnstoff
SV40-infizierte CV1-Zellen wurden 1. nach 3.5stündiger normoxischer Inkubation permeabilisiert
oder 2. 2 h normoxisch und anschließend 7.5 h in vivo hypoxisch begast bevor die Zellen hy-
poxisch permeabilisiert wurden (unter Zugabe von Ascorbat, NaHCO3 und Ascorbatoxidase). Die
Reoxigenierung erfolgte über Medienaustausch, Hydroxyharnstoff wurde jeweils 20 min vor Reoxi-
genierung zugegeben. Die Pulsmarkierung erfolgte in jeweils 4 min mit [α-32P]-dATP und [Methyl-
3H]-Thd gleichzeitig. αααα-Toxin: 8330 hU/ml, 3H-/32P-Markierung: 4-min-Pulsmarkierung
Zusammensetzung d. Mediums: Standard, Variationen von αααα-Toxin + Hydroxyharnstoff
Einges. Endkonzonzentration im Markierungsansatz: 1480 Bq [3H]-Thd/µl, 163 Bq [α-32P]-dATP/µl

Bei der Doppelmarkierung reoxigenierter Zellen durch sehr kurze Pulse (4 min) mit [α-
32P]-dATP und [Methyl-3H]-Thd ist der Einbau in die DNA in Gegenwart von Hydroxy-
harnstoff deutlich geringer als bei normoxisch begasten bzw. bei reoxigenierten Zellen
ohne Hydroxyharnstoff. Der Einbau lag auf dem Niveau hypoxisch vorbegaster und hy-
poxisch permeabilisierter Zellen. Hydroxyharnstoff scheint die Reoxigenierungseffekte
zuvor hypoxischer Zellen zu unterdrücken: Reoxigenierte und gleichzeitig permeabili-
sierte, SV40-infizierte CV1-Zellen ohne Hydroxyharnstoff bauten 6-10 min nach Reoxige-
nierung die 5.8fache Menge markierter Nukleotide wie mit Hydroxyharnstoff behandelte,
reoxigenierte Zellen ein.

Nach Vorlage aller Ergebnisse ließ sich die Replikation permeabilisierter CV1-Zellen
durch Hydroxyharnstoff nicht beeinflussen. Dies liegt möglicherweise an dem im Ver-
gleich mit dem Zellvolumen umfangreichen Reservoir außerhalb der Zelle, daß der Nu-
kleotidpool aus einem im Vergleich zum Zellvolumen sehr großen Reservoir des
Inkubationsmediums außerhalb der Zellen gespeist wird. Unter diesen Umständen wirkt
sich eine eventuelle Inaktivität der Ribonukleotid-Reduktase nicht aus. Die Replikation
reoxigenierter Zellen konnte jedoch sehr wohl durch Hydroxyharnstoff beeinflußt werden
(vgl. auch 4.2.2.8).
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