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Erythroleucemic cells of rats were induced by DMSO for the terminal erythroid differentia-
tion. The base composition and the SMC content of the DNA were analyzed by HPLC and a
significant difference between non-induced and induced cells was not found. The analysis of
labelled DNA by the restriction enzymes Hha I, Hpa Il, and Msp 1 did not result in a different
pattern before and after the induction. These results suggest that the SMC content of the DNA
does not change during the induced terminal erythroid differentiation.

Einleitung

Im Jahre 1948 [1] wurde erstmalig gefunden, daf3
die DNA aus eucaryonten Zellen eine seltene Base,
nimlich das 5-Methylcytosin (5-MC) enthilt. Uber
die biologische Bedeutung des Gehaltes an 5-MC
sind sehr viele Spekulationen angestellt worden.
Eine Beteiligung an Regulations- bzw. bei Differen-
zierungs-Vorgangen wird vermutet [2—10].

In Erythroleukdmiezellen der Maus, die durch
Transformation mit dem Friend-Virus-Komplex er-
zeugt wurden und die stindig den Viruskomplex in
der Zellkultur freisetzen, wurde nach der induzier-
ten erythroiden Differenzierung mit verschiedenen
Induktoren eine hypomethylierte DNA gefunden
[8-10].

Wir haben an Erythroleukdmiezellen der Ratte,
die durch Transformation mit DMBA erhalten wur-
den, nach Induktion der erythroiden Differenzierung
den Gehalt an SMC quantitativ bestimmt und nach
moglichen Verdanderungen im Schnittmuster nach
Verdauung mit Restriktionsenzymen gesehen. Mit
dieser Methodik fanden wir keine Veridnderung im
5MC-Gehalt der DNA nach DMSO-Induktion.

Abkiirzungen: DMSO, Dimethylsulfoxid; B*, Benzidin posi-
tiv; HPLC, High pressure liquid chromatography; SMC,
5-Methylcytosin, DMBA, Dimethylbenzantrazen, MEM,
Modified Eagles Medium; FCS, Fetal calf serum; BrdU,
Bromdesoxyuridin; HMBA, Hexamethylenbisacetamid.
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Material und Methodik
1. Zellen

Die Herkunft der RED-2/D 5-Zellen wurde frither
beschrieben [11]. Die Zellen wuchsen in MEM
Joklik-modifiziert fiir Suspensionskulturen (GIBCO
Kat. Nr. F-13) mit 10% FCS in 5% CO, Atmosphire.

Die Zellen wurden nach der [*H]Uridinmarkie-
rung (s. Methodik 2) in einer Dichte von 0,5 x 10%/ml
eingesetzt und nach 20 Std. geerntet (= Kontrolle).
Die Induktion erfolgte mit 210 mM DMSO (= 1,5%,
Merck, Darmstadt, DMSO fiir die Spektroskopie).
Fir den Induktionsversuch wurden ebenfalls 0,5 x 10°
Zellen/ml eingesetzt und nach 1, 2 resp. 3 Tagen
geerntet. Fiir die 5-Tage-Induktion wurden 1 x 10°
Zellen/ml eingesetzt und nach 20 Std. auf 0,8x10%/ml
verdiinnt. Der Anteil der hdamoglobinproduzieren-
den benzidinpositiven (B*) Zellen wurde wie be-
schrieben in Suspension bestimmt [12].

2. Markierung der DNA mit [PH] Uridin

226 x 10° Zellen in Log-Phase wurden in 22 ml
frischem MEM Joklik mod. fiir Suspensionskulturen
(GIBCO Kat. Nr. F-13) plus 10% FCS bei 37 °C fir
280 min mit 1 mCi [5.6-*H]Uridin (spez. Akt. 51,5
Ci/m mol; Amersham) inkubiert und anschlieBend
in dem gleichen Medium auf 0,5 x 108/ml verdiinnt.

3. Isolierung der DNA und Basen-Analyse

Diese wurde wie bereits beschrieben durchge-
fihrt [13].
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4. Inkubation von DNA mit Restriktionsenzymen

Msp1 (ca. 5 Einheiten) (Biolabs, New England)
und Hpall (ca. 5 Einheiten) (Boehringer) wurden
3 Stunden bei 37°C mit ca. 2 ug DNA in einem
Gesamtvolumen von 50 pl einer Lésung (pH 7,4)
inkubiert, welche 10 mmol/l Tris/HCI, 10 mmol/]
MgCl,, 6 mmol/l KCI, 1 mmol/I Dithioerythrit und
100 pg/ml Rinderserum-Albumin (RSA) enthielt.

Hhal (ca. 5 Einheiten) (Biolabs, New England)
wurde unter den gleichen Bedingungen inkubiert
mit Ausnahme der Inkubationslosung. Diese setzte
sich wie folgt zusammen: 50 mmol/l NaCl, 6 mmol/l
Tris/HCl (pH 7,4), 6 mmol/l MgCl,, 0,5 mmol/l
Dithioerythrit und 100 pg/ml Rinderserum-Albu-
min RSA.

Tag0

1 Hhal

2 Hpall

3 Mspl

4 Kontrolle

S5 A-DNA Hhal

6 A-DNA Hpa 1l

7 A-DNA Msp 1

8 A-DNA Hind 1IT*

Als Kontrolle wurde von jeder DNA-Probe 2y
DNA in 50 ul Hhal Puffer ohne Enyzm 3 Std. bei
37 °C eingesetzt.

Die Pufferldsungen, Pipettenspitzen und Reak-
tionsgefdBe wurden vor Gebrauch autoklaviert. Da-
nach wurde erst das RSA zugesetzt. Die Inkubation
wurde durch Zugabe von 20 pl einer Losung, ent-
haltend 0,1 mol/l EDTA, 50% Sucrose, 0,05% Brom-
phenolblau, 0.09 mol/l Tris, 0,09 mol/l H,BO,
(pH 7,0), gestoppt.

5. Agarose-Gelelektrophorese

0,5g Agarose wurden in 50ml Boratpuffer (pH8,3)
(0,09 mol/1 Tris/HCl, 0,09 mol/l H,BO;, 2,8 mmol/l
EDTA) kurz aufgekocht und langsam auf 50°C

6 7 8 9

1)) 12345

Hhal+ Hpall
Kontrolle
/-DNA Hhal
/-DNA Hpa 1l
/-DNA Msp |
/-DNA Hind I11*

Nelle N No NV, TN SNLOVE 38 o

* -DNA Hind 11l wird als kduflicher Langenstandard von der Firma Boehringer erworben.

Fragment 1 = 15,0 x 10° Daltons
Fragment 2= 6,4 x 10° Daltons
Fragment 3 = 4,3 x 10° Daltons
Fragment4 = 2,9 x 10° Daltons
Fragment 5 = 2,9 x 10° Daltons
Fragment 6 = 1,4 x 10° Daltons
Fragment 7= 0,32 x 10° Daltons

Abb. la
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Abb. 1b

Abb. la + 1b. Gelelektrophorese der mit Restriktionsenzymen behandelten DNA-Proben: Tag 0, Tag 1, Tag 3 und
Tag S. Jeweils 2 pg DNA wurden mit 5 Einheiten Enzym im entsprechenden Puffer 3 Std. bei 37 °C inkubiert. Nach
Zugabe des Stopp-Reagenzes erfolgte die Aufgabe des Reaktionsgemisches auf 1%ige Agarosegele zur Trennung der

DNA-Fragmente. Weitere Details siche Methoden.

temperiert. Nach Abkiihlung wurde die Lsung mit
Sl einer S mg/ml Ethidiumbromidlésung versetzt
und in Elektrophoreserdhrchen gegossen (9,2x0,6 cm)
Die Gele wurden in Boratpuffer (pH 8,3) 0,5 y/ml
Ethidiumbromid  vorelektrophoretisiert (15 min,
2 mA/Rohrchen). Nach Auftragen des Enzyman-
satzes wurden die DNA-Fragmente unter den glei-
chen Bedingungen 3 Std. elektrophoretisch aufge-
trennt und unter UV-Licht (254 nm) photographiert
(Abb. 1a + b).

6. Radioaktivititsmessung

Die Agarosegele wurden mit einem Gel slicer
(Joyce Loebl) in 1 mm-Scheibchen geschnitten. Je 2
Gelscheibchen wurden in 1 ml H,0, 20 min bei
70 °C inkubiert, gekiihlt und nach Zugabe von 7 ml

Szintillator (Unisolve I, Koch u. Light Lab.) in
einem Betaszint BF 5000 (Frieseke u. Hoepfner)
gemessen (Abb. 2).

Ergebnisse

1. Quantitative Bestimmung des Gehaltes an
5-Methylcytosin

Der Gehalt an 5-Methylcytosin in den induzierten
Zellen bleibt konstant nach der Behandlung. Dabei
spielt sowohl die Menge an DMSO als auch die Ein-
wirkungszeit keine Rolle (s. Tab. I). Aus der Tabelle
14Bt sich weiter entnehmen, daB die Reproduzier-
barkeit der Analysen sehr gut ist.
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Abb. 2. Szintigraphische Auswertung der fraktionierten Gele. Zur Bestimmung der *H-markierten Fragmente wurden die
Gele zerschnitten, die Scheiben in H,0, gel6st, Szintillator zugesetzt und gemessen. a =Tag 0; b =Tag 1; c=Tag 3;
d =Tag 5. — Kontrolle, ——— Hhal, --- Hpall, —-—-—- Hhal+ Hpall, —---—--- — Msp 1. Weitere Details siehe
Methoden.

Tab. I. Basen-Analyse der DNA aus Rattenerythroleukimie-Zellen RED-2/D5 nach Induktion mit DMSO. Angegeben

sind nMol%. B* = Benzidin positiv.

Behandlung DMSO Thy Gua Ade Cyt 5MC % B*
Tage

0 28,8 20,3 294 20,6 0,94 4

2 280 (2,0%) 28,6 20,3 29,6 20,5 0,94 —

3 210 (1,5%) 28,3 20,9 29,4 20,5 0,91 18

4 210 (1,5%) 28,3 20,9 29,4 20,5 0,89 =

5 210 (1,5%) 28,6 20,7 29,2 20,6 0,91 45
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2. Spaltung von PH] Uridin-markierter DNA mit
Restriktions-Enzymen

Wir haben die Empfindlichkeit der Methode
noch verstarkt, indem wir die DNA mit Uridin
markierten. Die radioaktive DNA wurde mit Hilfe
von Restriktions-Enzymen gespalten, dann in 1 mm-
Scheibchen geschnitten und die Radioaktivitdt in
diesen analysiert. Aus den Abbildungen ist zu ent-
nehmen, daB sich auch bei der Verwendung von
Restriktions-Enzymen keine Unterschiede ergeben
in der Spaltung der einzelnen DNA’s. Auch mit die-
ser Methode 1aBt sich also unter der Behandlung
mit DMSO kein unterschiedlicher Gehalt an 5-MC
aufzeigen.

Diskussion

Die Differenzierung kann in Erythroleukdmiezel-
len durch eine Reihe chemisch nicht verwandter
Substanzen wie DMSO [14], Butyrat [15], Ethionin
[9], HMBA [16], Purine [17], BrdU [18] u.a. Thy-
midinanaloga wie Propyldesoxyuridin [18], das nicht
in die DNA eingebaut werden kann, induziert
werden. Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, daf3
die Induktion zur terminalen Differenzierung ein
membranvermitteltes Ereignis einschlieBt [20]. Ob
in der Folge davon die Genexpression durch Ande-
rung im Methylierungsmuster reguliert wird, war
die Ausgangsfrage fiir diese Arbeit. Die quantita-
tive Bestimmung mit der HPCL des 5 MC-Gehaltes
vor und nach Induktion zeigte dabei keinen signifi-
kanten Unterschied. Die gleichen Ergebnisse wur-
den bei der durch verschiedenen Substanzen indu-
zierten Differenzierung in Maiuseerythroleukdmie-
zellen erhalten [9]. In vitro Methylierung von DNA
nichtinduzierter und induzierter Erythroleukdmie-
zellen mit homologer DNA Methyltransferase aus
nichtinduzierten Zellen zeigte, dal DNA von indu-
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zierten Zellen < 1,6 mehr Methylgruppen akzep-
tiert [9]. Da es sich um eine sehr rohe Enzym-Pripa-
ration handelt, ist diesen Daten mit groBer Skepsis
zu begegnen.
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Normoblasten.
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