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The influence of 4-hydroxy-2,3-trans-pentenale (HPE) on multiplication of Vaccinia virus in
chick fibroblast cultures has been investigated. The cytotoxicity of HPE has been estimated by in-
corporation of [3H]thymidine, [*H]uridine, [*H]leucine and by morphological tests. The greatest
influence of HPE was seen after incorporation of [3*H]thymidine.

Chick-embryo cultures infected with Vaccinia virus showed a marked increase of DNA synthesis
in contrast to the controls. This increase averaged 180% after 16 to 14 hours. HPE 0.05-10— 3 m
caused a reduction of 72% in [*H]thymidine incorporation in virus infected cultures. At the same
time virus concentration decreased by 76%. HPE 0.1:10—3 M, a concentration which inhibits the
normal cell DNA synthesis by 50%, caused about 90% inhibition in infected cultures; virus multi-
plication was 99% inhibited. These findings have been attributed to a selective inhibition of virus
DNA synthesis by HPE, and possible mechanisms are discussed.

4-Hydroxy-2.3-trans-enale stellen eine Gruppe
von Aldehyden dar, deren erster Vertreter — Hy-
droxyoctenal — aus den wasserloslichen Autoxyda-
tionsprodukten von  9.12-Methyllinoleat isoliert
wurde 1.

4-Hydroxy-enale entfalten starke und sehr ge-
zielte Hemmeffekte im Energie- und Synthesestoff-
wechsel, wobei im allgemeinen hochproliferative Zel-
len (z.B. maligne Zellen) viel stiarker betroffen wer-
den als normale 2.

Alle bisher bekanntgewordenen biochemischen
und biologischen Hemmwirkungen der Hydroxy-
enale beruhen auf demselben Wirkungsmechanis-
mus: Der Reaktion mit funktionellen Thiolen, wo-
bei es unter Addition der SH-Gruppe an die C, = C;-
Gruppe des Aldehyds zur Ausbildung von Thio-
dthern kommt 3.

In der bereits synthetisch zugénglichen, homo-
logen Reihe der Hydroxyenale (4-C bis 14-C) * be-
sitzt das 5-C-homologe Hydroxy-pentenal (HPE)
den Vorteil hoher Hemmwirksamkeit verbunden mit
guter Wasserloslichkeit und wurde deshalb fiir die
meisten der bisherigen Untersuchungen verwendet.

Unter dem EinfluB von HPE wird, nach Bickis
u. Mitarb.?, der Einbau von Adenin in die DNA
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von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen wesentlich stirker
gehemmt als der Einbau von Adenin in die RNA
bzw. von Leucin in die Proteine. Weiters wurde ge-
funden, daf} die DNA-Synthese in Ehrlich-Tumor-
zellen und Sarkom-37-Zellen um ein Vielfaches stir-
ker gehemmt wird als in Normalgeweben.

Auch Seeber u. Mitarb. ¢ fanden, dafl der Einbau
von Thymidin in die Ehrlich-Tumorzellen durch
HPE deutlich stirker gehemmt wird, als der von
Uridin und Leucin, und dafl die DNA-Polymerase
im zellfreien System stirker gehemmt wird als die
DNA-abhingige RNA-Polymerase. Auflerdem lief}
sich in HPE-behandelten Ehrlich-Tumorzellen eine
Anhéufung der Nukleosid-mono- und -diphosphate
unter gleichzeitiger Abnahme der Triphosphate
nachweisen.

Scaife 7 berichtete iiber Mitosehemmungen und
morphologische Schiiden durch HPE bei Zellen unter
verschiedenen Proliferationsbedingungen, wobei sich
zeigte, dal} die cytotoxische Wirkung von HPE bei
lebhaft proliferierenden Zellen viel stirker in Erschei-
nung tritt als bei kontaktgehemmten.

Die beschriebenen Befunde veranla3ten uns nach-
zuprifen, ob HPE in bestimmten Konzentrationen
in der Lage ist, die Vermehrung des DNA-haltigen
Vaccinia-Virus in der Gewebekultur zu beeinflussen,
ohne auf die Wirtszelle toxisch zu wirken 8.
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Material und Methoden

Gewebekulturen

Die Untersuchungen wurden mit Hiihnerfibrobla-
sten (HF) -kulturen, die von 9 Tage alten Hiihner-
embryonen gewonnen wurden, vorgenommen. Der
GewebeaufschluB erfolgte nach Youngner?, die Aus-
saat der Zellen in Liquid-Scintillation (LS)-Flasch-
chen 1%, Als Wachstumsmedium verwendeten wir
0,5% Lactalbumin-Hydrolysat in Hanks-BSS mit
10% Kailberserum (KS), fiir die Inkubation der
Zellen mit 4-Hydroxy-2.3-trans-pentenal (HPE)
Minimum Essential Medium (Eagle) mit Hanks
Salzen (MEM), fir die Verdinnung der radioakti-
ven Substanzen Minimum Essential Medium (Eagle)

mit Earle-Salzen (MEME).

Virus

Vaccinia-Virus, Stamm Elstree, lyophilisiert. Die
HF-Kulturen wurden mit 10 pock-forming-units
(p.fu.) pro Zelle (0,1 ml Virussuspension pro LS-
Fliaschchen) infiziert; Adsorptionszeit 2 Stunden bei
37 °C. Anschliefend erfolgte ein zweimaliges Wa-
schen mit je 2 ml Hanks-BSS. Kulturen, bei denen
die Viruskonzentration ermittelt werden sollte, wur-
den zuniichst bei — 20 °C eingefroren. Nach dem
Auftauen wurden die Zellen mechanisch von der
Glasoberflache gelost und anschlieffend durch Ultra-
schall (90 W, 1 min unter Eiskiithlung) homogeni-
siert. Die Bestimmung der Viruskonzentration er-
folgte durch Beimpfung der Chorioallantoismem-
bran (CAM) bebriiteter Hiihnereier. Fiir die Her-
stellung der Verdinnungsreihen zur Viruskonzentra-
tionsbestimmung verwendeten wir Mcllvaine-Puffer
(Phosphatkonzentration 0,004 M), pH 7.4 mit
einem Zusatz von 37 Meerschweinchenserum (wei-

tere Methodik siehe bei Grist u. Mitarb. 11).
4-Hydroxy-2.3-trans-enale stellen eine Gruppe von
Aldehyden dar, deren erster Vertreter — Hydroxy-
octenal — aus den wasserloslichen Autoxydations-
produkten von 9.12-Methyllinoleat isoliert wurde .

HPE

4-Hydroxy-2.3-trans-pentenal wurde nach Ester-
bauer u. Mitarb.* synthetisiert. Die Stammldsung
(ca. 1072M) wurde mit isotoner NaCl-Losung auf
das 10-fache verdiinnt und aus dieser Lésung durch
Zusatz von MEM die erforderlichen Arbeitskonzen-
trationen hergestellt.

3H-markierte Verbindungen

L-[4.5-3H]Leucin (Aktivitit 5 Ci/mMol), [3H]
Methyl-thymidin (15 Ci/mMol) und [5-3H]Uridin

(20 Ci/mMol) ; Fa. NEN-Chemicals, BRD. Die mar-
kierten Vorstufen wurden in MEME auf 1 «Ci/ml

verdinnt.

Inkubation mit HPE

Das Medium der HF-Kulturen wurde entfernt,
der Zellrasen zweimal mit je 2 ml Hanks-BSS ge-
waschen. Die Kontrollen erhielten MEM mit 10%
(V/V) Zusatz physiologischer NaCl-Lésung, die Ver-
suchskulturen MEM mit 10% (V/V) HPE der ent-
sprechenden Konzentration; zugesetztes Volumen
2ml pro LS-Flaschchen (Inkubation 1 Stunde bei
37 P16},

Zur Uberpriifung einer eventuellen /naktivierung
von Vaccinia-Virus (Abschnitt 3) durch HPE wurde
lyophilisiertes Virus in MEM in einer Konzentra-
tion von 5-107 p.f.u./ml suspendiert und HPE-
Losung zugesetzt (Endkonzentration an HPE
0,05-10" 3 bzw. 0,1-1073M). Den Kontrollansitzen
wurden entsprechende Volumina von 0,9-proz.
NaCl-Losung zugefiigt. Nach 1-stiindiger Inkubation
bei 37 °C wurden die Inkubate bei 109 000 x g
zentrifugiert, die Sedimente durch Ultraschall im
urspriinglichen Volumen Hanks-BSS resuspendiert
und zur Infektion der HF-Kulturen verwendet.

Bestimmung der Radioaktivitit

Der Einbau der radioaktiven Verbindungen
wurde durch Zusatz von 5ml kalter 10-proz. Tri-
chloressigsdure (TCE) pro Kulturflasche gestoppt.
Nach Auswaschen des siureloslichen Materials 12
wurden die Zellen mit 0,5 ml Soluene (Packard)
iiber Nacht bei 37 °C Toluol-I6slich gemacht. An-
schlieBend Zusatz von 5 ml Toluol-Scintillator
(0,4-proz. Losung von Omniflour — 98% PPO und
2% MSB in Toluol) und Bestimmung der counts
per minute (cpm) im Packard-Scintillationszéhler,

Typ 3375.

Ergebnisse

1. EinfluB von HPE auf nicht-infizierte Hiihner-
fibroblastenkulturen, morphologische Verinde-
rungen

Zunichst wurde gepriift, in welcher Weise sich
der Zusatz verschiedener Konzentrationen von HPE
auf das morphologische Verhalten der Zellen und
ihre Anfirbbarkeit mit Trypanblau auswirkt. Die
Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, dal}
wir die HF-Kulturen mit den entsprechenden HPE-
Konzentrationen 1 Stunde bei 37 °C inkubierten,
anschliefend das Medium durch MEME ersetzten
und 24 Stunden bei 37 °C inkubierten.
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Das morphologische und fdrberische Verhalten
der Zellen nach Einwirkung der verschiedenen HPE-
Konzentrationen kann aus Tab.I entnommen wer-
den. Bis zu einer Konzentration von 0,15-10 3™
verhielten sie sich normal, danach traten ab der
Konzentration von 0,2:1073M Granula im Cyto-
plasma auf, verschiedene Zellen traten aus dem
Zellverband hervor, waren abgerundet und kleiner
als die iibrigen. 20 —30% der Zellen nahmen Try-
panblau auf. Bei hoheren Konzentrationen, z.B.
0,4-1073M war der Zellrasen praktisch von der
Glasoberfliche gelost, die Zellen vollstandig zerstort,
Trypanblau wurde praktisch von allen Zellen ge-
speichert.

Tab. I. Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen (Be-

obachtungszeit 24 Stunden).

HPE-Kon  Morphologische Beobachtung Trypanblau-
zentration aufnahme der
[mol/i] Zellen [9]
Kontrolle langgestreckte ungranulierte ~ 5—8

Fibroblastenzellen, Kern deut-

lich erkennbar, einschichtige,

voll ausgewachsener Zellrasen
0,05 - 103  siehe Kontrolle 5—8
0,1-10-3 siehe Kontrolle 5—8
0,15-10-3  siehe Kontrolle 5—8
0,2-103 Auftreten von Granula im 20—30

Cytoplasma, einzelne Zellen

abgerundet, verkleinert,

dichter Zellrasen
0,3-10-3 starke Granulierung im Cyto- 80—90

plasma, viele Zellen abgerun-

det, stark lichtbrechend, teil-

weise im Nahrmedium schwim-

mend, Zellrasen stellenweise

bereits abgelost
0,4 -10-3 siehe Konzentration 0,3 - 10-3,

Zellrasen lost sich weiter ab ~ 90—100
0,5-10-3 Zellrasen praktisch vollstindig

Zellen bereits
abgelost

zerstort

2. EinfluB von HPE auf den Einbau radioaktiver
Vorstufen in nicht-infizierte Hiihnerfibroblasten-
kulturen

Aus den bereits genannten Arbeiten von Bickis u.
Mitarb. > und Seeber u. Mitarb. ¢ war zu entnehmen,
dal die DNA-Synthese durch HPE stdrker beein-
flufit wird als andere Biosynthesen (z.B. RNA- und
Proteinsynthese). Wir haben daher den Einfluf} von
HPE auf den Einbau von [*H]Thymidin in HF-
Zellen eingehend untersucht, um die Hemmungs-
grenzen genau bestimmen zu konnen.

Abb. 1a zeigt den Zusammenhang zwischen
[*H] Thymidineinbau in %, bezogen auf die Kon-
trollen (=100%), und verschiedenen HPE-Kon-

zentrationen.

Bis zur Konzentration 0,05-1073M zeigt sich
kein signifikanter Einflul (Vertrauensgrenze 95%)
gegeniiber den Kontrollen. Bei hoheren HPE-Kon-
zentrationen weichen die Meflpunkte von dem bei
einfachen Dosis-Effekt-Kurven iiblichen, symmetri-
schen Kurvenverlauf deutlich ab.

Fir die weiteren Versuche ergibt sich als wichtig-
ste Aussage, da} die mittleren Mel3werte bei einer
HPE-Konzentration von 0,05-1073 M von den Wer-
ten der Kontrolle (100%) nicht signifikant abwei-
chen.

Der Einbau von [3H]Uridin in sdureunlsliches
Material in Abhingigkeit von der HPE-Konzentra-
tion wird in Abb. 1 b, von [®H]Leucin in Abb. 1c¢

wiedergegeben. Wie aus den Kurven zu ersehen ist,
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wird der Einbau von [?H]Uridin und [*H]Leucin
durch HPE schwicher gehemmt als der von [*H]-
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Thymidin (halbmaximale Hemmstoftkonzentration
bei 0,2-1073 ™).
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Abb. 1a—c. EinfluB von HPE verschiedener Konzentratio-

nen auf die Einbaurate von [*H]Thymidin, [*H]Uridin und
[*H] Leucin in Hiihnerfibroblastenkulturen. Einstiindige In-
kubation mit HPE ; Konzentrationen 0,01-1073 bis 1,0-1073 M.
AnschlieBend Zusatz von [3H]Thymidin, [*H]Uridin bzw.
[*H]Leucin (1 #Ci/ml MEME). Danach Inkubation 24 Stun-
den bei 37 °C. Beendigung des Versuches durch Zugabe von
TCE. Cpm-Bestimmung, %-Angabe bezogen auf Kontrolle =
100%. Streubreite (s) der Einzelmessungen durch zur Ordi-
nate parallele Striche dargestellt. a. Einbau von [*H]Thymi-
din. Der gestrichelte Teil stellt den theoretischen Kurvenver-

lauf dar. b. Einbau von [*H]Uridin. c¢. Einbau von
[*H] Leucin.
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Abb. 2. Beeinflussung von Vaccinia Virus-Suspensionen durch
HPE. Vaccinia Virus-Suspensionen wurden mit 0,05-103,
0,1-10—3 M HPE, bzw. 0,9% NaCl versetzt und 1 Stunde bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden nach Zentrifugation
(109 000 x g) und Resuspension des Virus im urspriinglichen
Volumen HF-Kulturen mit demselben beschickt (10 p.f.u./
Zelle). Die Kontrolle wurde mit 0,9% NaCl-Losung schein-
infiziert, Inkubation 2 Stunden. Nach Entfernung des Uber-
standes Zugabe von [*H]Thymidin (1 #Ci/ml MEME). Be-
endigung des Versuches zu den angegebenen Zeiten durch Zu-
gabe von TCE, cpm-Bestimmung. W Kontrolle; Virus inku-
biert mit {/ NaCl 0,9%, @ HPE 0,05-10-3m, [l HPE
0,1-10—3m.

3. Beeinflussung von Vaccinia-Virus durch HPE

In einem weiteren Versuch wurde gepriift, ob
HPE in den verwendeten Konzentrationen das Vac-
cinia Virion inaktiviert (soweit es dessen Einfluf}
auf die DNA-Synthese betrifft). Dabei wurde die
Virus-Suspension zusammen mit einer Kontrolle
(0,9-proz. NaCl-Losung statt HPE) 1 Stunde bei
37 °C inkubiert und anschlieBend wie in ,,Material
und Methoden® beschrieben zur Infektion der HF-
Kulturen verwendet. Das Medium der HF-Kulturen
enthielt 1 «Ci/ml [*H]Thymidin.

Aus der Abb. 2 ist der Verlauf des [3H]Thymi-
dineinbaues der Zell-Kontrolle, desgleichen der von
Vaccinia-infizierten HF-Kulturen zu ersehen, wobei
das Vaccinia-Virus entweder mit NaCl oder HPE
(0,05-10" 3™ bzw. HPE 0,1-1073 M) vorbehandelt
wurde.

Wie aus dem Kurvenverlauf zu entnehmen ist,
zeigt HPE keinen Einflul} auf das gepriifte Verhal-
ten des Vaccinia-Virion. Der [*H]Thymidineinbau
ist im Vergleich zur unbehandelten Vaccinia-Virus-
suspension (NaCl) unbeeinfluf3t.

4. Vaccinia-Virus-infizierte Kulturen. Einflul wvon
HPE auf [3H ]Thymidineinbau und Virusvermeh-

rung

Auf Grund der bisher beschriebenen Ergebnisse
wurden Vaccinia-Virus-infizierte HF-Kulturen bei
HPE-Konzentrationen von 0,05 und 0,1:10°3 M
untersucht. Aufler dem [*H]Thymidineinbau wurde
die Vermehrung des Virus verfolgt (Bestimmung
der p.f.u./ml). Nach der Infektion der HF-Zellen
mit 10 p.f.u./Zelle fanden wir primir eine Reduk-
tion, nach 5—6 Stunden jedoch eine starke Sti-
mulierung der Einbaurate von [*H]Thymidin
(Abb. 3). Nach 16 Stunden lag sie 70% iiber dem
Wert der Kontrollen. Dagegen fand sich bei den
erst mit Vaccinia-Virus-infizierten und dann mit
HPE 0,05-1073M behandelten Zellen eine Reduk-
tion der Einbaurate von [3H]Thymidin um etwa
50% — verglichen mit den unbehandelten Zellen —
und um 74% verglichen mit den infizierten Zellen.

Die zwei weiteren Kurven in Abb. 3 zeigen den
Verlauf des [*H]Thymidineinbaues in Gegenwart
von 0,1-1073M HPE. Hier reduziert HPE ihn bei
nicht-infizierten Fibroblasten,
Abb. 1 a dargestellten Versuch zu erwarten, bereits
um 50% gegeniiber denjenigen der Kontrollen, wih-
rend die infizierten und dann mit HPE behandelten

wie nach dem in
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Zellen eine Hemmung des [3H]Thymidineinbaues
um 88% aufweisen.
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Abb. 3. [*H]Thymidineinbau bei Vaccinia Virus-infizierten

Kulturen. Infektion von HF-Kulturen (10 p.f.u./Zelle) mit
Vaccinia-Virus bzw. Scheininfektion mit 0,9% NaCl-Losung,
Inkubation 2 Stunden bei 37 °C. Nach Entfernung des Uber-
standes Zugabe von HPE (0,05-10—3, 0,1-1073 M) bzw.
MEME, Inkubation 1 Stunde bei 37 °C. Nach Entfernung des
Uberstandes Zugabe von [*H]Thymidin (1 xCi/ml MEME).
Beendigung des Versuches zu den angegebenen Zeiten durch
Zugabe von TCE; cpm-Bestimmung. Wy Kontrolle; \/ Virus;
O HPE 0.05-10—3M; [J HPE 0.05-10—%*M und Virus;
@ HPE0.1-10—3Mm; ll HPE 0.1:10—2 M und Virus.

Eine Trennung von [3H]Thymidin-markierter
zellularer und viraler DNA wurde in diesen Ver-
suchen nicht durchgefiihrt. Nach den beschriebenen
Befunden kann man jedoch annehmen, dal} die
Steigerung des [*H]Thymidineinbaues (vgl. zur
Zellkontrolle) durch die Vaccinia-Virusinfektion be-
dingt ist.

Ebenso wie der [?H]Thymidineinbau wird auch
die Bildung von Vaccinia-Virus durch HPE dra-
stisch reduziert. Wie Tab. II ausweist, reduzierten
0,05-1073M HPE die Virusausbeute um 76% und
0,1-1073 M HPE diese um iiber 99%.

Tab. II. Einflufl von HPE auf die Vermehrung von Vaccinia-

Virus.
HF-Zellen mit Vaccinia Virus  Viruskon- Reduktion
zentration
in p.fou./ml [9%]
Vaccinia Virus ohne HPE 3.4 105 —
= Viruskontrolle
Vaccinia Virus mit
0,05+ 103 M/HPE 8,3 - 104 76
Vaccinia Virus mit
0,1-10-3 M/HPE 2,2-103 > 99

In Abb. 4 sind die bei den beiden Versuchsanord-
([*H]Thymidineinbau und Virus-Infek-
tionstest) ermittelten Werte einander gegeniiber-
gestellt.

nungen

] Kontrolle Jlllll HPE und Virus (3H-TdR)
%/ HPE und Virus (p.f.u.)
%
1004 —
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Abb. 4. Einflul von HPE auf nicht-infizierte und Vaccinia-
Virus-infizierte HF-Kulturen ausgedriickt in Prozent. a.
[*H] TdR Einbaurate in nicht HPE behandelte, nicht Vaccinia-
infizierte HF-Kulturen = Kontrolle (100%). b. Reduktion
der [3H]TdR Einbaurate nach EinfluB von HPE (0.05-10—2
bzw. 0,1-10—3 M). c. Reduktion der [*H]TdR Einbaurate nach
Vaccinia-Virusinfektion und HPE Behandlung (0,05-10—3
bzw. 0,1-10—2 M). d. Reduktion der Viruskonzentration (be-
zogen auf p.f.u. der Viruskontrolle = 100%) nach Infektion
und anschlieBender HPE-Behandlung (0,05:10—3  bzw.
0,1-10—3 m), siehe auch Tab. II.

Besprechung der Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung bemerkt, hemmt
HPE unter den bisher untersuchten Stoffwechsel-
groflen am stirksten die Biosynthese von DNA,
schwicher die der RNA und Proteine und den Ener-
giestoffwechsel - 6. Es lag daher nahe, die Hemm-
wirkung des HPE auf die Synthese von Virus-DNA
zu prifen. Im ersten Teil der Untersuchungen wur-
den jene Konzentrationen von HPE ermittelt, die
keine mefibare Schiadigung des verwendeteten Zell-
systems bewirken.

Aus den mikroskopischen Untersuchungen geht
hervor, dal HPE bis zu einer Konzentration von
0,15-10" %M den normalen Prozentsatz trypanposi-
tiver Zellen (5—8%) nicht verindert und auch
keine sonstigen erkennbaren morphologischen Ver-
anderungen an den Zellen hervorruft.

Empfindlicher reagiert jedoch die DNA-Synthese
auf HPE. 0,1-1073 M HPE hemmen sie bereits zu
50%. Die RNA- und Proteinsynthesen werden erst
durch 0,2-1073 M HPE zu 507 gehemmt.

Fiir unsere Fragestellung war besonders die HPE-
Konzentration 0,05-1073M von Interesse, da sie
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keinen mefbaren Einflul auf HF-Zellen austbte.
Diese, sowie die doppelte verwendete Konzentration
haben wir verwendet, um beiVaccinia-Virus-infizier-
ten Kulturen einmal den Einflul auf den [*H]Thy-
midineinbau, zum anderen auf die Virusvermehrung,
zu messen. Einen direkten Einfluf von HPE
(0,05-1073 und 0,1-10 3M) auf das Vaccinia-
Virion (Abb. 2) konnten wir ausschlieBen. Dies ist
um so mehr von Bedeutung, da z. B. Formaldehyd in
einer Konzentration von 3-10 3M zur Inaktivie-
rung von Viren bei Herstellung von Virusimpfstof-
fen Verwendung findet. Es ist jedoch moglich, daf}
hohere HPE-Konzentrationen mit den SH-Gruppen
der Proteinhiille des Virions in Reaktion treten und
die Infektiositat herabsetzen konnen.

Bei einer HPE-Konzentration von 0,05-1073m
fanden wir eine betrachtliche (74-proz.) Verminde-
rung des [®H]Thymidineinbaues in Vaccinia-Virus-
infizierten Kulturen. Es ist bekannt 13, da} unmittel-
bar nach der Infektion, unter der Kontrolle des
Virusgenoms, eine Stimulierung der zelluldren
DNA-Synthese erfolgt, die jedoch bald von einer
Hemmung des DNA-Synthesesystems abgelost wird.
Wir haben die Einbauraten fiir die Virus-infizierten
Zellen wihrend der ersten Stunden stets niedriger
gefunden, als in der parallel mitgefithrten Zellkon-
trolle. Es kann daher geschlossen werden, daf} die
erste Messung zu einem Zeitpunkt erfolgte, an dem
die zellulire DNA-Synthese bereits reprimiert war
(4 Stunden nach Zugabe von Virus).
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