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Zusammenfassung 

Wachstumsfaktoren und Stereidhormone sind Botenstoffe, die über 

unterschiedliche Wege die Genexpression ihrer Zielzellen beeinflussen. 

Während Wachstumsfaktoren extrazellulär an ihre. in der Zellmembran 

lokalisierten Rezeptoren binden und durch die Aktivierung dieser Rezeptoren 

eine Kaskade von Signalen auslösen, die zur Aktivierung von 

Transkriptionstaktoren führt, erfolgt die Bindung von Stereidhormonen an ihre 

Rezeptoren intrazellulär und führt über Bindung der Hormon-Rezeptor 

Komplexe an spezifische DNA Sequenzen im Promotorbereich 

hormonregulierter Gene direkt zur Transkription dieser Gene. 

Das Stereidhormon Progesteron und der epidermale Wachstumsfaktor (EGF, 

Epidermal Growth Factor) beeinflussen die Entwicklung des Mammaepithels 

und das Wachstum von Mammatumoren. Das Maus Mamma Tumor Virus 

(MMTV) wird von Progesteron und EGF synergistisch aktiviert. Die 

Untersuchung des Mechanismus dieser Aktivierung ist Gegenstand der 

vorliegenden Arbeit. 

Der Synergismus ist nicht spezifisch für MMTV, sondern tritt auch bei anderen 

progesteronregulierten Promotoren auf. Als Gis-regulatorische Sequenz sind 

für den Synergismus nur eine Progesteronrezeptorbindungsstelle und eine 

Erkennungssequenz für den Transkriptionsinitiationskomplex notwendig. 

Die Steigerung der progesteroninduzierten Genexpression durch EGF ist 

bereits nach 15 min n~chweisbar und erfolgt transient. Sie ist abhängig von 

der Aktivierung des EGF Rezeptors und verläuft wahrscheinlich über die 

Aktivierung von Proteinkinase C. 

Die Möglichkeit einer Modifikation des Progesteronrezeptors als molekularer 

Mechanismus des Synergismus wurde eingehend untersucht. Weder die 

Gesamtphosphorylierung des hormonaktivierten Progesteronrezeptors noch 

die phosphorylierten Aminosäurereste oder das Phosphorylierungsmuster von 

partiell mit Protease verdautem Progesteronrezeptor wird durch EGF 

verändert. Auch die DNA Bindung des aktivierten Progesteronrezeptors in vitro 

wird durch EGF nicht verändert. 

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, daß der molekulare 

Mechanismus der synergistischen Aktivierung progesteronregulierter Gene 

durch Progesteron und EGF auf einer Interaktion eines durch EGF aktivierten 

Faktors mit dem Progesteronrezeptor beruht, die in vitro nicht nachgewiesen 

werden konnte. 



Synergistic activation of progesterone regulated genes 
by the epidermal growth factor (EGF) 

and the steroid hormo~e progesterone 

Summary 

Growth factors and steroid hormones influence gene expression of their target 

cells through different pathways. Growth factors bind to their membrane 

receptors extracellulary and start a signal cascade which Ieads to the activation 

of transcription factors, while binding of steroid hormons to their intracellular 

receptors induces the transcription of responsive genes by binding of hormone­

receptor complexes to specific DNA sequences in the promoter-region of these 

genes. 

The steroid hormone progesterone and the epidermal growth factor (EGF) 

influence the development of the mammary epithelium and the growth of 

mammary tumors. The mouse mammary tumor virus (MMTV) is synergistically 

activated by progesterone and EGF. The object of this work is the investigation 

of the mechanism of this activation. 

The synergism is not specific for MMTV, but is also found with other 

progesterone regulated promoters. The only necessary cis-regulatory 

sequences for this synergism are a binding site for the progesterone receptor 

and a recognition sequence for the transcription initiation complex. 

The enhancement of the progesterone induced gene expression by EGF is 

already detectable 15 min after treatment and is transient. lt depends on 

activation of the EGF receptor and probably involves activation of protein 

kinase C. 

A possible modification of the prog~sterone receptor as the molecular 

mechanism of the synergism was investigated intensively. Neither the total 

phosphorylation of the hormone activated progesterone receptor nor the 

phosphorylated amino acid residues nor the phosphorylation pattern of partially 

protease digested progesterone receptor is changed by EGF. Also DNA 

binding of the activated progesterone receptor in vitro is not influenced by the 

growth factor. 

These results support the idea that the molecular mechanism of the synergistic 

activation of progesterone regulated genes by progesterone and EGF is based 

on an interaction of an EGF-activated factor with the progesterone receptor, 

which could not be detected in vitro. 
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Einleitung 

Vielzellige Organismen zeichnen sich durch Aufgabenteilung bei den 

verschiedenen für die Lebenserhaltung notwendigen Funktionen aus. Zur 

Wahrnehmung unterschiedlicher Aufgaben haben sich im Verlauf der 

Evolution verschiedene Gewebe herausgebildet, deren Zellen sich trotz in der 

Regel gleichen Erbguts in der Zusammensetzung ihrer Proteine 

unterscheiden. Die Herausbildung und Aufrechterhaltung solcher 

gewebespezifischen Unterschiede sowie die Anpassung an veränderte 

äußere Bedingungen erfordert Kommunikation von Zellen untereinander. 

Diese interzelluläre Kommunikation wird durch Botenstoffe vermittelt, die nach 

Wirkmechanismus und Aufbau in die Gruppen Neurotransmitter, Hormone, 

Cytokine und Wachstumsfaktoren unterteilt werden. Auf die Neurotransmitter, 

die Signale zwischen Nervenzellen sowie zwischen Nerven- und 

Muskelzellen übertragen, und auf die Cytokine, die hauptsächlich von Zellen 

des Blutbildenden- und Immunsystems gebildet werden und an Immun- und 

Entzündungsreaktionen beteiligt sind, soll im Folgenden nicht näher 

eingegangen werden. 

Unter dem Begriff Hormone werden eine Reihe unterschiedlich aufgebauter 

Substanzen wie Aminosäurederivate (z.B. Adrenalin, Thyroxin), 

Peptidhormone (z.B. Prolaktin, Insulin) und Stereidhormone zusammengefaßt, 

wobei letztere wiederum in Mineralokortikoide (z. B. Aldosteron), 

Glukokortikoide (z.B. Kortison) und Sexualhormone (z.B. Progesteron) 

unterteilt werden. Charakteristisch für Hormone ist ihre Bildung in dafür 

spezialisierten Organen oder Gewebeteilen (z.B. Hypophyse, 

Nebennierenrinde), ihre Verteilung im gesamten Körper über das Blutsystem 

und ihre Wirkung auf verschiedene Gewebe, die in der Regel nicht mit den 

Bildungsorten identisch sind. 

Bei den Wachstumsfaktoren handelt es sich um kleinere Proteine ode'r 

Peptide, die von verschiedenen Zellen gebildet und ausgeschleußt werden 

können und bevorzugt auf ihre Ursprungszellen oder benachbarte Zellen 

wirken (autokrin oder parakrin, im Gegensatz zur endokrinen Wirkungsweise 
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von Hormonen). Die meisten Wachstumsfaktoren stimulieren das Wachstum 

ihrer Zielzellen. So fördern der epidermale Wachstumsfaktor (EGF, Epidermal 

Growth Factor) und der transformierende Wachstumsfaktor a (TGFa, 

Transforming Growth Factor a) das Wachstum von epidermalen Zellen und 

Fibroblasten (Schreiber et al. 1986). Andere Wachstumsfaktoren wie der 

transformierende Wachstumsfaktor ß (TGFß, Transforming Growth Factor ß) 

können sowohl wachstumsstimulierend als auch wachstumshemmend wirken 

(Moses et a/. 1990). 

Die vielfältigen und häufig komplexen Wirkungen einzelner Botenstoffe 

gestatten nicht in jedem Fall eine eindeutige Zuordnung zu einer der 

beschriebenen Gruppen. So wirkt das in der Bauchspeicheldrüse gebildete 

Peptid Insulin einerseits als Hormon bei der Regulierung des 

Blutzuckerspiegels, andererseits als Wachstumsfaktor bei der Stimulierung 

des Wachstums verschiedener Zellen {Topper und Freeman 1980, Conteas et 

al. 1989}. 

Wachstumsfaktoren und Peptidhormone treten mit ihren Zielzellen durch 

Bindung an einen spezifischen Rezeptor in Verbindung. Bei diesen 

Rezeptoren handelt es sich um Transmembranproteine, deren Bindungsstelle 

für ihren jeweiligen Botenstoff an der Membranaußenseite liegt. 

Die Bindung des Liganden an den Rezeptor führt bei Wachstumsfaktoren zur 

Phosphorylierung einer Kinase, die Bestandteil des Rezeptors oder mit dem 

Rezeptor assoziiert ist. Diese Kinase löst durch Phosphorylierung spezifischer 

Proteine eine Kaskade von Veränderungen in der Zelle aus, die die 

Expression bestimmter Gene beeinflussen. 

Die durch die Ligandbindung ausgelöste Folge von Reaktionen in der Zelle ist 

unter anderem am Beispiel des in vielen epidermalen Zellen vorkommenden 

EGF Rezeptors untersucht worden. Die Bindung von EGF an diesen Rezeptor 

führt zur Aktivierung der EGF Rezeptor-Tyrosinkinase, die den Rezeptor und 

andere Proteine an Tyrosinresten phosphoryliert (Ushiro und Cohen 1980, 

Hunter und Cooper 1981 ). Diese Tyrosinkinaseaktivität ist eine Voraussetzung 

für die Stimulierung von Genexpression und Zellwachstum durch EGF. 

Inaktivierung der Tyrosinkinase durch Mutation des Rezeptors führt ·zum 
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Ausfall dieser Wirkungen (Chen et a/. 1987, Honegger et a/. 1987). Als Folge 

der Phosphorylierungsreaktionen durch die EGF Rezeptor-Tyrosinkinase steigt 

die Aktivität von Phospholipase C, die die Hydrolyse von 

Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat zu Diacylglycerol und 

lnositol-1 ,4,5-triphosphat katalysiert (Berridge 1987, Wahl et al. 1988, Posner 

et a/. 1989). lnositol-1 ,4,5-triphosphat bewirkt die Freisetzung von Ca2+ 

innerhalb der Zelle, während Diacylglycerol Proteinkinase C (PKC) aktiviert 

(Berridge 1987). Im weiteren Verlauf der durch EGF ausgelösten Signalkette 

kommt es zur Expression der Proto-Onkogene c-fos, c-jun und c-myc (Müller 

et a/. 1984, Quantin und Breathnach 1988), deren Genprodukte als 

Transkriptionstaktoren die Aktivierung einer Reihe weiterer Gene wie zum 

Beispiel des Gens für die Matrix-Metalloproteinase Stromelysin bewirken 

(McDonne/1 et al 1990). Die durch EGF indirekt über die beschriebene 

Signalkette hervorgerufenen Änderungen der Genexpression führen 

schließlich zu einer Stimulierung des Zellwachstums. 

Der Wachstumsfaktor TGFa (Transforming Growth Factor a) weist eine 

Homologie von 30% auf Proteinebene zu EGF auf einschließlich 

Konservierung aller sechs Cysteinreste und kompetiert mit EGF um die 

Bindung an den EGF Rezeptor (Marquardt et al. 1983 und 1984, Massague 

1983, Carpenter et a/. 1983). Im Gegensatz zu dem in der Speicheldrüse 

gebildeten Wachstumsfaktor EGF wird TGFa in einigen embryonalen und 

adulten Geweben und in einer Reihe von Tumorzellen exprimiert (Derynck 

1988, Gaustin et al. 1986, Sa/omon et a/. 1984, Bates et al. 1988, Valverius et 

al. 1989). Obwohl die Bindungsaffinität von TGFa an den EGF Rezeptor nur 

55% der Affinität von EGF beträgt, bestehen in der biologischen Aktivität nur 

geringe Unterschiede zwischen TGFa und EGF (Wink/er et al. 1986, Derynck 

1988). 

Im Gegensatz zu Wachstumsfaktoren können Stereidhormone die 

Zellmembran passieren und innerhalb der Zelle an ihren Rezeptor binden. 

Die Hormonbindungsdomäne ist im C-terminalen Bereich des Rezeptors 

lokalisiert (Evans 1988). Die Bindung des Liganden an den Rezeptor führt zur 
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Dissoziierung des Hitzeschockproteins hsp90, das in Abwesenheit von 

Hormon mit dem Rezeptor in einem Komplex vorliegt (Joab et al. 1984, Gate/li 

et al. 1985, Sanchez et al. 1985, Redeui/h et al. 1987). Nach Abspaltung von 

hsp90 dimerisiert der Rezeptor und bindet an spezifische DNA Sequenzen im 

Promotorbereich steroidhormonregulierter Gene (Beato 1989). Die Bindung 

des durch Stereidhormon aktivierten Rezeptors an die DNA führt, im 

Gegensatz zu dem für den Wachstumsfaktor EGF beschriebenen 

Mechanismus der Genaktivierung über Signaltransduktion, direkt zur 

Transkription des hormonregulierten Gens (Beato 1989). 

Steroidhormonrezeptoren sind Phosphoproteine. Für den 

Glukokortikoidrezeptor wurde gezeigt, daß diese Phosphorylierung notwendig 

ist für die Ligandbindung und damit für die Aktivierbarkeit des Rezeptors durch 

Hormon. Durch Behandlung mit Phosphatasen wird die Bindungsfähigkeit des 

Rezeptors für Hormon zerstört (Nie/sen et a/. 1977, Hous/ey et al. 1982). 

Für den Progesteronrezeptor, den Glukokortikoidrezeptor und ein weiteres 

Mitglied der Steroidhormonfamilie, den Vitamin D3 Rezeptor, konnte gezeigt 

werden, daß die Aktivierung durch Hormon von einer Veränderung der 

Phosphorylierung des Rezeptorproteins begleitet ist (Logeat et al. 1985, Raa et 

al. 1987a, Hoeck et al. 1989, Hoeck und Groner 1990, Pike und Sleator 1985). 

Diese hormonabhängige Phosphorylierung ist vermutlich eine Voraussetzung 

für die Transaktivierung der Genexpression durch diese Rezeptoren. 

Die DNA bindende Domäne ist im zentralen Bereich des Rezeptormoleküls 

lokalisiert und innerhalb der Familie der Steroidhormonrezeptoren stark 

konserviert (Evans 1988, Beato 1989). Die Bindung dieser Rezeptoren an die 

DNA wurde am Beispiel des Maus Mamma Tumor Virus (MMTV) untersucht. 

Das MMTV ist ein Retrovirus, das hormonabhängig in Mäusen Tumore auslöst. 

Die genetische Information dieses Virus besteht aus eineni RNA Molekül, das 

nach Eindringen in eine Wirtszelle von dem viruskodierten Enzym Heverse 

Transkriptase in ein doppelsträngiges DNA Molekül übersetzt wird. Diese DNA 

kann mit Hilfe von repetitiven Sequenzen an beiden Enden des Moleküls, den 

sogenannten Leng Terminal Repeats (L TA), unspazifisch ins Genom der 

Wirtszelle integrieren (Varmus 1982). Das MMTV Genom enthält kein Onkogen 
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(Hynes et al. 1984). Es besteht neben den L TR Sequenzen aus den Genen 

gag, pol und env, die für die Reverse Transkriptase und für Hüllproteine des 

Virus kodieren (Sen et al. 1979, Hynes et al 1984). Die Bildung von 

Mammatumoren in Mäusen ist korreliert mit einer Integration des MMTV in der 

Nähe von Proto-Onkogenen, die als int-1 bis int-4 bezeichnet werden (Nusse 

und Varmus 1982, Dicksan et al. 1984, Peters et al. 1986, Gal/ahan und 

Callahan 1987, Nusse et al. 1988). Die Aktivierung dieser int Gene durch 

Promotorsequenzen im L TR des MMTV wird als tumorauslösendes Ereignis 

betrachtet (Nusse 1988). 

Obwohl MMTV neben der Brustdrüse auch lymphatisches Gewebe, 

Speicheldrüsen und männliche Geschlechtsorgane infiziert, ist die 

Tumorbildung auf das Mammaepithelgewebe weiblicher Mäuse beschränkt 

und erfolgt in Abhängigkeit von Trächtigkeit und Laktation (Hagemann et a/. 

1981 ). Während der Trächtigkeit der Mäuse, die mit einer Erhöhung der 

Konzentrationen von Progesteron und Glukokortikoid einhergeht, steigt die 

MMTV Transkription im Mammaepithelgewebe stark an und sinkt bei 

Rückbildung des Mammagewebes nach Beendigung der Laktation wieder ab 

(Munoz und Bo/ander 1989). Für das Glukokortikoid Dexamethason konnte in 

aus Mammatumoren etablierten Zellinien sowie in mit MMTV DNA 

transfizierten Zellen eine hormonabhängige Steigerung der MMTV 

Transkription nachgewiesen werden (Parks et al. 1974, Buetti und Diggetmann 

1981). 

Diese Hormonregulation wird durch eine Region im LTR des MMTV vermittelt, 

die die DNA Sequenz von -202 bis -59 bezogen auf den Transkriptionsstart 

umfaßt und als HRE (Hormone Response Element) bezeichnet wird (Faselet 

al. 1982, Hynes et al. 1983, Ponta et al. 1985). Die Transkriptionsinduktion 

durch das HRE ist nicht spezifisch für Glukokortikoid, sondern wurde auch für 

die Stereidhormone Progesteron, Androgen und Mineralokortikoid gezeigt 

(Cato et al. 1986 und 1987, Cato und Weinmann 1988). Das HRE enthält vier 

Wiederholungen der Sequenz 5, TGTTCT 3'. Für den Glukokortikoidrezeptor 

und den Progesteronrezeptor wurde eine Bindung an diese Sequenz gezeigt 

(Scheidereit et al. 1983, Payvar et a/. 1983, von der Ahe et al. 1985). 
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Die Regulation der MMTV Transkription erfolgt jedoch nicht ausschließlich 

durch Steroidhormone. Außerhalb der Bindungsstellen für die 

Steroidhormonrezeptoren wurden Sequenzen identifiziert, die die MMTV 

Transkription durch Bindung trans-aktivierender Faktoren unabhängig von der 

Induktion durch Stereidhormone beeinflussen können (Mink et al. 1990). 

Prolaktin stimuliert die MMTV Transkription (Munoz und Bo/ander 1989), 

während der Wachstumsfaktor TGFß einen hemmenden Einfluß ausübt (Cato 

et a/. 1989). 

Stereidhormone und Wachstumsfaktoren können sich in ihren Wirkungen auf 

Zellen gegenseitig beeinflussen. Im Folgenden soll auf die Wechselwirkungen 

zwischen dem Stereidhormon Progesteron und dem Wachstumsfaktor EGF 

näher eingegangen werden. Mammaepithelzellen sind Zielzellen für beide 

Botenstoffe. Progesteron und EGF beeinflussen die Reaktion dieser Zellen auf 

den jeweils anderen Botenstoff. So führt Progesteron in der menschlichen 

Mammaepitheltumorzellinie T47D zur Expression der Gene für EGF und TGFa 

(Murphy et al. 1988, Musgrove et al. 1991) und zu einer Erhöhung der Anzahl 

der EGF Rezeptormoleküle in der Zellmembran (Murphy et al. 1985 und 1986, 

Sarup et al. 1988). EGF hemmt die Bindung von Progesteron an den 

Progesteronrezeptor und vermindert die Anzahl der Progesteronrezeptor­

moleküle in der Zelle (Sarup et a/. 1988}. 

ln menschlichen Mammatumorzellinien und Mammatumoren wurden 

antagonistische Wirkungen von Progesteron und EGF auf das Zell- bzw. 

Tumorwachstum beschrieben. EGF stimuliert das Wachstum von 

Mammatumorzellen (Singletary et al. 1987, Karey und Sirbaska 1988}, 

während Progesteron wachstumshemmend wirkt (Horwitz und Freidenberg 

1985, Sarup et al. 1988, Koga et al. 1989}. Die progesteroninduzierte 

Wachstumshemmung von T47D Zellen kann durch EGF teilweise aufgehoben 

werden (Sarup et al. 1988, Koga et al. 1989). ln Mammatumoren können 

neben der Anzahl der Rezeptoren für Östrogen in den Tumorzellen auch die 

Rezeptorzahlen für Progesteron und EGF als prognostische Faktoren für die 

Überlebenszeit verwendet werden. Die Zahl der Progesteronrezeptoren 
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korreliert positiv mit der Überlebenszeit (C/ark et a/. 1983, Foekens et al. 1989) 

und negativ mit der EGF Rezeptorzahl (Cappelletti et al. 1990). 

Agonistische Wirkungen von Progesteron und EGF sind für die Differenzierung 

des Mammaepithelgewebes in trächtigen Mäusen (Tone/li und Sorof 1980, 

Taketani und Oka 1983, Snedeker et al. 1991) und für die Hemmung der 

Synthese von Milchproteinen während der Schwangerschaft (Taketani und 

Oka 1983) postuliert worden. 

Einen Hinweis auf eine agonistische Wirkung von Progesteron und EGF auf 

die Genexpression des MMTV gibt ein Experiment von Kurachi et al. 1985. ln 

mit MMTV infizierten Mäusen wurde ein Zusammenhang zwischen der 

Konzentration des Wachstumsfaktors EGF und dem Auftreten und Wachstum 

von Mammatumoren während der Trächtigkeit und Laktation festgestellt 

(Kurachi et a/. 1985). EGF ist zur Differenzierung des Mammaepithels 

notwendig und liegt während der Schwangerschaft in hohen Konzentrationen 

vor (Taketani und Oka 1983). Entfernen der Speicheldrüsen, in denen EGF 

hauptsächlich produziert wird, führt zu deutlich vermindertem Auftreten und 

geringerem Wachstum von Mammatumoren im Vergleich zu einer 

Kontrollgruppe. Behandlung der operierten Tiere mit EGF erhöht die 

Tumorrate und das Tumorwachstum annähernd auf die Werte der Kontrolltiere. 

Um näheren Aufschluß über das Zusammenwirken von Progesteron und EGF 

bei der Expression von Genen zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit 

der Einfluß von EGF auf die Transkription progesteronregulierter Gene 

untersucht. 
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Zielsetzung 

ln dieser Arbeit wurde der Synergismus zwischen dem Stereidhormon 

Progesteron und dem Wachstumsfaktor EGF bei der Aktivierung der vom 

MMTV-LTR regulierten Transkription untersucht (Cato et al. 1989, Krusekopf et 

al. 1991). Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet: 

Ist der DNA Bereich des MMTV-L TR, an den der Progesteronrezeptor 

bindet, ausreichend, um den EGF Effekt auf die Progesteroninduktion der 

Transkription hervorzurufen? 

Ist der EGF Effekt spezifisch für das Stereidhormon Progesteron? 

Erfordert dieser Effekt die Aktivierung des EGF Rezeptors? 

Falls ja, über welche Zwischenstufen gelangt das Signal vom EGF 

Rezeptor zur Progesteronrezeptorbindungsstelle? 

Findet ein Zusammenwirken des vom EGF Rezeptor ausgehenden 

Signals mit der Hormonaktivierung des Progesteronrezeptors statt? 

- Wird die progesteronabhängige Phosphorylierung des 

Progesteronrezeptors durch zusätzliche Behandlung von Zellen mit 

EGF verändert? 

- Beeinflußt EGF die hormonabhängige Bindung des 

Progesteronrezeptors an die PRE (Progesterone Response Element) 

Sequenz? 
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Materialien und Methoden 

Materialien 

1. Bezugsquellen 

Soweit nicht anders aufgeführt wurden Chemikalien von der Firma Merck, 

Darmstadt oder Roth, Karlsruhe und Enzyme von Boehringer, Mannheim oder 

Promega Biotec, Heidelberg bezogen. 

Acetyl-Coenzym A, Li-Salz 

Acrylamid 

Agar Agar 

Agarose 

Ammoniumperoxodisulfat 

Ampicillin 

BCIP 

DEAE Membran 

Dim ethylsu lfoxid (DMSO) 

Dithiothreitol 

DMEM 

E. co/itRNA 

Emulsifier Safe 

Epidermal Growth Factor (EGF) 

Ethanol 

Ethidiumbromid 

Ethylacetat 

Ficoll 400 

Fötales Kälberserum (FCS) 

G418 

Glycerol 

H7 

H9 

HA1004 

Pharmacia LKB, Freiburg 

Serva, Heidelberg 

Seelze, Hannover 

Appligene, Heidelberg 

Bio-Rad, München 

Sigma, München 

Sigma, München 

Schleicher und Schuell, Dassei 

Fluka, Neu-Uim 

BRL, Neu-lsenburg 

Gibco, Karlsruhe 

Boehringer, Mannheim 

Packard Instrument Company, 

Groningen 

Sigma, München 

Roth, Karlsruhe 

Sigma, München 

Merk, Darmstadt 

Serva, Heidelberg 

Gibco, Karlsruhe 

Gibco, Karlsruhe 

Roth, Karlsruhe 

Seikagako Cogyo, T okyo 

Seikagako Cogyo, T okyo 

Seikagako Cogyo, Tokyo 
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Harnstoff 

Hefeextrakt 

HEPES 

Immobilen P Transfermembran 

IGFI 

Insulin 

Kieselgei-DC-Piatten 

Lysozym 

ß-Mercaptoethanol 

MOPS 

Ninhydrin Sprühreagenz 

N, N '-Methylen-bisacrylamid 

Nonidet-P 40 

NTB 

Oligo-dT-Cellulose Typ VII 

Penicillin/Streptomycin 

Phosphoserin 

Phosphothreonin 

Phosphotyrosin 

PMSF 

poly(dl-dC) 

Proteaseinhibitoren 

Proteinase K 

Protei n-A-Sepharose 

Proteinassay 

Quiagen tip 500 Säulen 

Quickszint 

Röntgenfilme (HyperfilmMP) 

RPMI1640 

SOS 
Sephadex GSO 

Sphingosin 

TEMED 

TGFa 

TGFß1 

TPA 

transfer-RNA (aus Kalbsleber) 

Tris 

Materialien und Methoden 

Bio-Rad, München 

Difco, Detroit 

Sigma, München 

Millipore, Bedford 

Bissendorf, Hannover 

Sigma, München 

Macherey-Nagel, Düren 

Boehringer, Mannheim 

Roth, Karlsruhe 

Roth, ~<arlsruhe 

Sigma, München 

Bio-Rad, München 

Bio-Rad, München 

Sigma, München 

New England Biolabs, 

Gibco, Karlsruhe 

Sigma, München 

Sigma, München 

Sigma, München 

Sigma, München 

Pharmacia LKB, Freiburg 

Sigma, München 

Merk, Darmstadt 

Pharmacia LKB, Freiburg 

Bio-Rad, München 

Diagen, Düsseldorf 

Zinsser Analytik, Frankfurt 

Amersham, Braunschweig 

Gibco, Ka:rlsruhe 

Serva, Heidelberg 

Pharmacia LKB, Freiburg 

Sigma, München 

Bio-Rad, München 

Bissendorf, Hannover 

H. Biermann GmbH, Bad Nauheim 

Sigma, München 

Boehringer, Mannheim 

Sigma, München 
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TritonX1 00 

Trypsin 

Trypton 

Tyrphostin RG50864 

V8 Endeprotease Glu-C 

Whatman 3MM Papier 

Zellkulturverbrauchsmaterial 

Bio-Rad, München 

Gibco, Karlsruhe 

Difco, Detroit 

Rarer Pharmaceutical Company, 

Pennsylvania 

Boehringer, Mannheim 

Bender & Hobein,Karlsruhe 

Greiner, Nürtingen 

17 

Das Progestin R5020 wurde von Schering, Berlin und die 

Staurosporinderivate CGP41251 und CGP42700 von Ciba Geigy zur 

Verfügung gestellt. 

Radiochemikalien: 

y-32P-dATP (370 MBq/ml) 

32P-Orthophosphat (92,5 MBq/ml) 

D-threo-(dichloracetyl-1-14C)-

Chloramphenicol (7,4 MBq/ml) 

14C-methylierte Proteine 

Amersham, Braunschweig 

Amersham, Braunschweig 

Amersham, Braunschweig 

Amersham, Braunschweig 
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2. Zellen und Bakterien 

T47D 

T47D-CAT7 

E. co!tDH5 

3. Antikörper 

Let126 

AB 52 

Materialien und Methoden 

menschliche Mammaadenokarzinomzellinie 

(Horwitz et al. 1978) 

Einzelklon aus einer stabilen Transfaktion von 

T47D Zellen mit pMMTV-CAT und pSV2neo (Cato 

et al. 1987) 

F-, endA1, hsdR17(rk-, mk+), supE44, thi-1, 'A-, 

recA 1, gyrA96, re/A 1 

Monoklonaler Maus-Antikörper gegen 

menschlichen Progesteronrezeptor (B-Form) 

(Perrot-Applanat et al. 1987, zur Verfügung 

gestellt von E. Mi/gram) 

Monoklonaler Maus-Antikörper gegen 

menschlichen Progesteronrezeptor (B- und 

A-Form) (Estes et al. 1987, zur Verfügung gestellt 

von 0. P. Edwards) 

4. Seguenzen der verwendeten Oligonukleotide 

PRE 5' AGCTTAGAACACAGTGTTCTCTAGAG 3' 
3' ATCTTGTGTCACAAGAGATCTCCTAG 5' 

F2 (MMTV-L TR, -909/-880) 5' GATCCTTCCTCTTGGGGCAAGGACCACAGCCAA 3' 
3'GAAGGAGAACCCCGTTCCTGGTGTCGGTTTCGA5' 
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5. Plasmidkonstrukte 

pMMTV-CAT 

pHCB 

PREtkCAT 

PRE1 TATA-CAT 

PRE2 TATA-CAT 

pBR322 

enthält das Haelll Fragment des MMTV-L TR 

von -631 bis + 125 fusioniert an das bakterielle 

CAT (Chloramphenicoi-Acetyi-Transferase) Gen 

(Cato et al. 1986). 

enthält die Sequenzen von -237 bis + 110 des 

MMTV-L TR mit einer Mutation in der 

Bindungsstelle des Proteins NFI (Nuclear 

Factor I) fusioniert an das bakterielle CAT Gen 

(Cato et al. 1988). 

enthält das vollständige Palindrom 

5' AGAACACAGTGTTCT 3' fusioniert an den 

Promotor des Thymidinkinasegens (tk) und das 

CAT Gen (Krusekopf et al. 1991). 

enthält die PRE Sequenz 5, 

TGTACAGGATGTTCT 3' des TAT 

(Tyrosin-Amino-Transferase) Gens fusioniert an 

eine TATA Sequenz und das CAT Gen 

(zur Verfügung gestellt von L. Klein-Hitpaß). 

enthält die PRE Sequenz des TAT Gens als 

Dimer fusioniert an TATA-CAT (zur Verfügung 

gestellt von L. Klein-Hitpaß). 

enthält das bakterielle Neomycin-Resistenzgen 

unter SV 40 Kontrolle (Southern und Berg 1982) 

Verwendung als Molekulargewichtsstandard 

nach Haelll Verdau (Bolivar et al. 1977, Sutcliffe 

1979). 
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Methoden 

Soweit nicht anders vermerkt, sind die Arbeitsprotokolle den 

Methodensammlungen von Maniatis et al. (1982) und Ausubel et al. (1989) 

entnommen. 

1. Zellkultur 

1 .1. Kultivieren von Zellen 

T47D Zellen wurden in RPMI1640 Medium mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin 

und 100 J.tg/ml Streptomycin bei 37°C, 6% C02 und 95% relativer Feuchte 

kultiviert. 

1.2. Trypsinieren von Zellen 

Zunächst wurde das Medium von den Zellen abgesaugt. Die Kulturschalen 

wurden mit PBS (123 mM NaCI, 17 mM Na2HP04 , 2,5 mM KH2P04 , pH 7,3) 

gewaschen und mit 0,25%igem Trypsin im Brutschrank inkubiert. Sobald die 

Zellen sich abzulösen begannen, wurden sie mit Medium von der Petrischale 

abgespült und in einem Falconröhrchen 3 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. 

Das Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und nach Bestimmung der 

Zellzahl in geeigneter Verdünnung auf neue Kulturschalen verteilt. 

1 .3. Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Die Zellen wurden trypsiniert, abzentrifugiert, in Medium mit 10% DMSO 

resuspendiert und in Einfrierröhrchen überführt. Nach 30 min Inkubation auf 

Eis wurden die Einfrierröhrchen in einer Styroporbox über Nacht bei -80°C 

und anschließend in flüssigem Stickstoff (-196°C) aufbewahrt. 
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1.4. Stabile Transfaktion von T47P Zellen 

(nach Chen und Okayama 1987) 

21 

Für jeden Transfektionsansatz wurden 2x1 Q6 Zellen auf eine 10 cm 

Zellkulturschale eingesät und über Nacht in 10 ml Dulbecco's Modified Eagles 

Medium (DMEM) + 10% FCS + 100 U/ml Penicillin + 100 11g/ml Streptomycin 

inkubiert (RPMI 1640 Medium ist für Ca3(P04)2-Transfektionen nicht geeignet, 

da es 1 Ox mehr Phosphationen als DMEM enthält, was zum Verklumpen des 

DNA-Präzipitats führt). 10 il9 des CAT-Konstrukts und 1 119 pSV2neo DNA 

wurden mit 0,5 ml 2,5 M CaCI2 vermischt und unter leichtem Schütteln 

tropfenweise zu 0,5 ml 2x BBS (50 mM BES, 280 mM NaCI, 1 ,5 mM Na2HP04, 

pH 6,95) gegeben und 20 min bei RT inkubiert. Nach Mediumwechsel wurde 

der Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben und diese 16 h 

bei 35°C und 3% C02 inkubiert. Das Medium wurde erneut gewechselt und 

die Zellen 24 h bei 37°C und 5% C02 inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen trypsiniert und 14 Tage mit 800 11g/ml G418 selektioniert. Nachdem die 

resistenten Zellen zu Kolonien hochgewachsen waren, wurden entweder 

Einzel- oder Massenklone weitergezogen und auf lnduzierbarkeit durch R5020 

getestet. 

1 .5. Behandlung von Zellen mit Induktoren 

Induktoren wurden nach Ersatz des Kulturmediums durch Medium ohne FCS 

in der im Text angegebenen Konzentration zu den Zellen gegeben. Bei den in 

EtOH gelösten Steroidhormonen wurden die Kontrollen mit entsprechenden 

Mengen an EtOH behandelt. Der Phorbolester TPA wurde in DMSO gelöst und 

die Kontrollen ebenfalls mit DMSO inkubiert. Die Staurosporine CGP41251 

und CGP42700 und die entsprechenden Kontrollen wurden in DMSO/H20 im 

Verhältnis 1 :1 verwendet. 
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2. Behandlung von Nukleinsäuren 

2.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration von Nukleinsäuren in wässriger Lösung wurde 

photospektrametrisch durch Messen der optischen Dichte (oD) bei einer 

Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Eine oD260 von 1 entspricht 50 ng/Jll 

doppelsträngiger DNA bzw. 40 ng/Jll RNA. 

2.2. Phenol/Chloroform-Extraktion 

Zur Abtrennung von Proteinen aus wässrigen Nukleinsäurelösungen wurden 

diese Lösungen mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 

(25:24:1, gesättigi mit i 0 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) gemischt und die 

Phasen durch 5 min Zentrifugation getrennt. Um Phenolreste zu entfernen, 

wurde die obere, die Nukleinsäuren enthaltende Phase entweder erneut mit 

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert oder mit Ethanol gefällt. 

2.3. Ethanolfällung 

Wässrige Nukleinsäurelösungen können durch Fällung mit Ethanol von 

Phenol- und Chloroformresten gereinigt und konzentriert werden. 

Die DNA- bzw. RNA-Lösung wurde mit 1/10 Volumen 3 M NaAcetat, pH 4,8 

und 2 Vol. EtOH (bei RNA 2,5 Val. EtOH) gemischt, 10 min bei -80°C oder 

mindestens 1 h bei -20°C gefällt und 10 bis 30 min bei 12000 g zentrifugiert. 

Zum Entfernen von Salz wurde das Pellet 1 - 2 mal mit 80% EtOH gewaschen. 

Nach Trocknen unter Vakuum wurden die Nukleinsäuren in einem geeigneten 

Volumen destillierten Wassers oder des gewünschten Puffers aufgenommen. 

Bei geringen Nukleinsäuremengen wurden 1 - 10 llg E.coli tRNA als 

Fällungshilfe zugegeben. 

Anstelle von Ethanol kann zur Fällung von Nukleinsäuren auch 0,7 Val. 

Isopropanel verwendet werden. 
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2.4. Gelfiltration mit Sephadex G50 Säulen 

Mit Sephadex G50 Säulen können im Anschluß an radioaktive 

Markierungsreaktionen nicht eingebaute Nukleotide von DNA 

Restriktionsfragmenten bzw. Oligonukleotiden abgetrennt werden. 

Eine 1 ml Gilsonspitze wurde mit Glaswolle abgedichtet und mit in TE (1 0 mM 

Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) gequollenem Sephadex G50 gefüllt. Die so 

erhaltene Säule wurde mit Hilfe eines Eppendorfreaktionsgefäßes, dessen 

Boden abgeschnitten wurde, in einem 15 ml Greiner Röhrchen befestigt und 1 

min bei 2000 rpm in einer Digifuge zentrifugiert. Die Säule wurde mit 1 ml TE 

gewaschen und 4 min zentrifugiert. Nach Auftragen der Probe (ca. 0,1 ml) 

wurde erneut 5 min zentrifugiert und die markierte DNA in einem 

Eppendorfreaktionsgefäß aufgefangen, während die nicht eingebauten 

Nukleotide im Säulenmaterial verblieben. 

2.5. Restriktionsverdau von DNA 

Plasmid DNA wurde in 20 - 50 ~I Ansätzen mit Restriktionsenzym unter den für 

das jeweilige Enzym von der Bezugsfirma angegebenen Puffer- und 

Temperaturbedingungen 1 - 4 h inkubiert. Die Vollständigkeit des Verdaus 

wurde auf einem Agarosegel getestet. 

2.6. Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen 

Plasmide wurden mit geeigneten Restriktionsenzymen verdaut und je nach 

Größe der zu isolierenden Fragmente auf 0,8 - 1,5% Agarosegelen 

aufgetrennt, bis das gewünschte Fragment deutlich von anderen DNA Stücken 

getrennt war. Das Gel wurde auf einen Transilluminator gelegt und unter UV 

Licht in Laufrichtung des Gels direkt vor dem zu isolierenden Fragment mit 

einem Skalpell ein Schlitz von der Breite des Fragments in das Gel 

geschnitten. ln den Schlitz wurde ein Stück DEAE Membran gesteckt und die 

Elektrophorese fortgeführt, bis das Fragment auf die Membran aufgelaufen 

war. Die Membran wurde aus dem Gel entfernt und die DNA durch 30 min 

Inkubation in Elutionspuffer (1 M NaCI, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) bei 

65°C von der Membran gelöst. Die DNA wurde phenolisiert und EtOH gefällt. 
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2. 7. Dephosphorylierung von DNA Restriktionsfragmenten und 

Oljgonukleotiden 

Restriktionsverdaute DNA wurde in 1 x CIP-Puffer (50 mM Tris pH 9,0, 1 mM 

MgCI2, 0,1 mM ZnCI2, 1 mM Spermidin) mit 1 U Alkalischer Phosphatase 30 

min bei 3?CC und 10 min bei 70°C inkubiert, phenolisiert und EtOH gefällt. 

2.8. Kina~ierung von DNA Restriktionsfragmenten und Oligonukleotjden 

20 ng Oligonukleotid oder DNA Fragment wurden mit 3 J..LI 1 Ox Kinasepuffer 

(500 mM Tris-base pH 7,5, 100 mM MgCI2, 50 mM DTT), 5 J.!l y-32P-ATP (1 ,85 

MBq) und 2 J..LI T4-Polynukleotidkinase (10 U/J..LI} in einem 30 J..LI Ansatz 30 min 

bei 37°C inkubiert. Nach Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 J..LI 0,5 M 

EDTA (pH 8,0) und Auffüllen auf 100 J.!l mit TE (1 0 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 

8,0) wurden die nicht eingebauten Nukleotide mit Hilfe einer Sephadex G50 

Säule abgetrennt. Die kinasierte DNA wurde mit EtOH gefällt, mit 80% EtOH 

gewaschen, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 100 Jll destilliertem 

Wasser gelöst. Der Einbau wurde durch Messen von 2 J..LI des Ansatzes in 

einem Szintillationszähler ermittelt. 

3. DNA Präparation 

3.1. Herstellung kompetenter Bakterien 

2 ml einer stationären über Nacht Kultur von E.coliDH5 wurden zu 50 ml LB 

(1 0 g/1 Trypton, 5 g/1 NaCI, 5 g/1 Hefeextrakt) gegeben und bei 37°C 

geschüttelt, bis eine oD550 von 0,3 erreicht war. Nach 10 min Inkubation in Eis 

wurden die Bakterien abzentrifugiert (5 min bei 3000xg, 2°C), in 10 ml 

eiskaltem CaCI2-Puffer (50 mM CaCI2, 10 mM Tris, pH 8,0) resuspendiert und 

nach 15 min Inkubation in Eis erneut 5 min bei 3000xg und 2°C zentrifugiert. 

Die kompetenten Bakterien wurden in 2 ml eiskaltem CaCI 2 -Puffer 
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resuspendiert und sofort transformiert oder in CaCI2-Puffer mit 15% Glycerin 

aliquotiert und in flüssigem Stickstoff (-196°C) eingefroren. 

3.2. Transformation von Bakterien 

Ca. 10 ng DNA wurde mit 50 111 kompetenten Zellen auf Eis vermischt und 30 

min in Eis inkubiert. Die Transformation wurde durch einen 2 minütigen 

Hitzeschock bei 42°C gestoppt und die Bakterien nach Zugabe von 0,2 ml LB 

Medium (1 0 g/1 Trypton, 5 g/1 NaCI, 5 g/1 Hefeextrakt) weitere 30 min bei 37°C 

inkubiert. Je 0,1 ml des Transformationsansatzes wurden auf eine Platte mit 

Selektionsmedium (LB + 15 g/1 Agar Agar + 0,1 mg/ml Ampicillin) ausplattiert 

und die Platten über Nacht im 37°C Brutschrank inkubiert. 

3.3. Präparation von Plasmid-DNA 

DNA wurde mit Quiagen-Maxisäulen nach der von Diagen beschriebenen 

Methode präpariert. 

250 ml einer mit der zu präparierenden DNA transformierten E.coli Kultur 

wurde über Nacht in LB Medium (1 0 g/1 Trypton, 5 g/1 NaCI, 5 g/1 Hefeextrakt) 

mit 100 llg/ml Ampicillin bei 37°C geschüttelt. Die stationären Bakterien 

wurden 5 min bei 3000 g zentrifugiert und das Pellet in 10 ml P1 (50 mM 

Iris/HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0 + 0,1 mg/ml Lysozym) resuspendiert. Nach 

Zugabe von 10 ml P2 (200 mM NaOH, 1% SOS), 5 min Inkubation bei RT und 

Zugabe von 10 ml P3 (2,55 M KAc, pH 4,8) wurden die Ansätze 30 min bei 4°C 

und 12000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde auf eine mit 10 ml OBI (50 

mM MOPS, 750 mM NaCI, 15% EtOH, 0,15% TritonX-100, pH 7,0) equilibrierte 

Quiagensäule gegeben und die Säule nach Durchlauf des Überstandes mit 30 

ml QC (50 ml MOPS, 1 M NaCI, 15% EtOH, pH 7,0) gewaschen. Die Elution 

der DNA erfolgte mit 15 ml QF (50 mM MOPS, 1 ,25 mM NaCI, 15% EtOH, pH 

8,2). Die DNA wurde mit 0,7 Vol. lsopropanol gefällt, 30 min bei 4°C und 

12000 g zentrifugiert, mit 80%igem EtOH gewaschen, unter Vakuum 

getrocknet und in destilliertem Wasser aufgenommen. 
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4. DNA Gelelektrophorese 

4.1. Agarosegele 

0,8- 1 ,5% Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris, 10 mM Na-Acetat, 1 mM EDTA, 

pH 7 ,8) wurde durch Aufkochen verflüssigt und nach Zugabe von 1 Jll 

Ethidiumbromid (1 0 mg/ml) pro 100 ml Agaroselösung in eine horizontale 

Elektrophoresekammer gegossen, in die ein Gelkamm eingesetzt wurde. Nach 

Erstarren des Gels wurde es mit TAE-Puffer (40 mM Tris, 10 mM Na-Acetat, 1 

mM EDTA, pH 7,8) überschichtet und der Gelkamm entfernt. Die DNA-Proben 

wurden mit 1/10 Volumen Probenpuffer (1 0 mM EDTA pH 8,0, 10% Glycerol, 

0,1% SOS, 0,02% Bromphenolblau) gemischt und aufgetragen. Die 

Elektrophorese erfolgte 1 ~ 2 h bei 100 mA. Die DNA-Banden wurden auf 

einem Transilluminator durch UV Licht sichtbar gemacht und bei Bedarf 

fotografiert. 

4.2. Polyacrylamjdgele 

Nicht denaturierende Acrylamidgele wurden zur Auftrennung von DNA-Protein 

Komplexen verwendet. Eine 4% Acrylamid-/Bisacrylamidlösung (30:0,8) mit 

0,5x TBE (45 mM Tris, 90 mM Borsäure, 1,25 mM EDTA, pH 8,3) wurde in einer 

Saugflasche entgast und nach Zugabe von 0,025% APS und 0,25% TEMED 

zwischen zwei 14 x 15 cm große Glasplatten mit 1 mm dicken Abstandhaltern 

gegossen, die mit Agarose abgedichtet waren. Ein Gelkamm wurde eingesetzt 

und das Gel nach Beendigung der Polymerisation vertikal in eine 

Elektrophoreseapparatur eingespannt. Die Gelkammer wurde mit 0,5x TBE 

gefüllt, der Gelkamm entfernt und die Geltaschen mit 0,5x TBE ausgespült. 

Nach einem Vorlauf von 30 min bei 100 V (RT oder 4°C ) wurden die Proben 

aufgetragen und 90 min bei 100 V und RT oder 180 min bei 120 V und 4°C 

aufgetrennt. Das Gel wurde 10 min in 10% Essigsäure fixiert, auf Whatman 

3MM Papier übertragen, mit Frischhaltefolie abgedeckt, auf einem 

Vakuumtrockner bei 80°C getrocknet und mit Verstärkerfolie in einer 

Expositionskassette bei -sooc autoradiographiert. 
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4.3. Polyacrylamid-Harnstoffgele 

Für eine 6%ige Acrylamid-Harnstofflösung wurden 252 g Harnstoff, 46,4 g 

Acrylamid und 1 ,6 g Bisacrylamid in 450 ml H20 bidest gelöst, mit 20 g 

Amberlite 30 min gerührt, sterilfiltriert, mit 60 ml 1 Ox TBE (1 ,35 M Tris, 75 mM 

Borsäure, 25 mM EDTA, pH 8,9 (mit Essigsäure)) versetzt und mit H20 bidest. 

auf 600 ml aufgefüllt. Die Lösung wurde bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. 30 ml 

dieser Lösung wurden in einer Saugfiasche entgast ünd nach Zugabe von 300 

111 10% APS und 30 111 TEMED luftblasenfrei zwischen zwei Glasplatten der 

Größe 19,5 x 38,5 cm mit 0,1 mm dicken Abstandhaltern gegossen. Ein 

Gelkamm wurde eingesetzt. Nach einer Polymerisationszeit von 30 min wurde 

das Gel in eine Elektrophoresekammer eingespannt und zur gleichmäßigeren 

Wärmeverteilung mit einer Aluminiumplatte bedeckt. Als Laufpuffer wurde 1 x 

TBE in die Kammer gefüllt. Der Gelkamm wurde entfernt und die Geltaschen 

mit Laufpuffer ausgespült. Das Gel wurde durch 30 min Vorlauf bei 1200 V 

erwärmt. Die Proben wurden in 4 111 Sanger-Puffer (99% mit Amberlite 

deionisiertes Formamid, 20 mM EDTA pH 8,0, 0,03% Xyalencyanol, 0,03% 

Bromphenolblau) 3 min gekocht und auf Eis abgekühlt. Nach erneutem 

Ausspülen der Geltaschen wurden die Proben aufgetragen und 3 h bei 1200 V 

aufgetrennt. Nach Abheben einer Glasplatte mit einem dünnen Spatel wurde 

das Gel mehrfach vorsichtig mit 10% Essigsäure übergossen, bis sich die 

Farbmarker gelb färbten. Das Gel wurde auf Whatman 3MM Papier 

übertragen, mit Frischhaltefolie abgedeckt, auf einem Vakuumtrockner bei 

80°C getrocknet und mit Verstärkerfolie in einer Expositionskassette bei -80°C 

autoradiographiert. 
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5. DNA-Protein Bindungsanalysen 

5.1. Herstellung von Zellextrakten für Gelretardationsanalysen 

(verändert nach Eu/eta/. 1989) 

Je zwei 15 cm Petrischalen wurden dicht mit T47D-CAT7 Zellen eingesät und 

am nächsten Tag nach Wechsel zu Medium ohne FCS 30 min bis 2 h mit EGF 

und/oder R5020 induziert. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS (123 

mM NaCI, 17 mM Na2HP04 , 2,5 mM KH2P04 , pH 7,3) gewaschen und in 0,5 

ml Extraktionspuffer (1 0 mM Na-phosphat pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 

15% Glycerol, 400 mM bzw. 60 mM KCI) in einem Dounce Homogenisator 

aufgeschlossen. Das Zellysat wurde 40 min bei 1 OOOOOxg und 2°C 

zentrifugiert und der Überstand nach Bestimmung der Proteinkonzentration in 

Aliquots in flüssigem Stickstoff (-196°C) eingefroren und bei -sooc aufbewahrt. 

5.2. Gelretardationsanalysen (Bandshift) 

(verändert nach Eu/ et a/.1989) 

10 - 20 )lg Zellextrakt wurde in einem 20 J.LI Ansatz mit 4 J.LI 5x Bandshiftpuffer 

(30 mM Hepes pH 7,9, 5 mM MgCI2 , 0,5 mM EDTA, 5 mM DTT, 10% Ficoll), 2 

)lg poly(dl-dC), 10000 cpm kinasiertem PRE Oligonukleotid und in einigen 

Ansätzen einem Überschuß an nicht markiertem Oligonukleotid bei einer 

Endkonzentration von 60 mM KCI 30 min bei RT oder 4°C inkubiert. Die 

Oligonukleotid-Proteinkomplexe wurden auf 4% Polyacrylamidgelen mit 0,5x 

TBE (45 mM Tris-Base, 45 mM Borsäure, 2,5 mM EDTA, pH 8,3) als Laufpuffer 

90 min bei 120 V und RT oder 3 h bei 4°C aufgetrennt. Die Gele wurden 10 

min in 10% Essigsäure fixiert, auf 3MM Papier getrocknet und 

autoradiographiert. 
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6. Poly A+ RNA Präparation 

(nach Aviv und Leder 1972) 

29 

Die Zellen wurden trypsiniert und in einer Dichte von 5x1 06 Zellen pro 9 cm 

Platte ausgesät. Für jeden Ansatz wurden mindestens 3 Zellkulturschalen 

verwendet. Nach 16 h wurde das Kulturmedium durch Medium ohne FCS 

ersetzt und Induktoren zugegeben. Zur Ernte wurden die Zellen zweimal mit 

eiskaltem PBS (123 mM NaCI, 17 mM Na2HP04 , 2,5 mM KH2P04 , pH 7,3) 

gewaschen und in 10 ml kaltem STE (20 mM Tris pH 7,4, 100 mM NaCI, 10 

mM EDTA), 300 ~-tl Proteinase K (1 0 mg/ml) und 250 ~I 20% SDS abgeschabt 

und in ein 50 ml Falcon-Zentrifugenröhrchen überführt. Die Zellen wurden 30 

Sekunden mit einem Ultraturrax bei 50% Leistung homogenisiert und 

anschließend 45 min bei 37°C inkubiert. Das Lysat wurde mit 1,1 ml 5 M NaCI 

(Endkonzentration 0,5 M) versetzt und nach Zugabe von ca. 100 mg in HSB 

(10 mM Tris pH 7,5, 300 mM NaCI, 5 mM EDTA, 0,1% SDS) resuspendierter 

Oligo-dT-VII-Cellulose über Nacht bei RT auf einer Rotationsapparatur 

(Roto-Torque) gemischt. Die Oligo-dT-Cellulose wurde zusammen mit der 

adsorbierten poly A+ RNA 4 min bei 330xg abzentrifugiert und dreimal mit je 

10 ml HSB gewaschen. Die E260 des 3. Waschpuffers wurde gemessen, um 

sicherzustellen, daß die nicht an die Oligo-dT-Cellulose adsorbierte rRNA 

entfernt worden war (E260 < 0,05). Mit 3x 1 ml H20 bidest wurde die poly A+ 

RNA aus dem Adsorptionsmaterial eluiert. Nach Abzentrifugieren von Oligo-dT 

Resten wurden 250 ~-tl der RNA-Lösung zur Konzentrationsbestimmung 

abgenommen und die restlichen 2,7 ml nach Zugabe von 10 ~g tRNA und 200 

~I 3 M NaAC in einem 15 ml Greinerröhrchen mit 7,5 ml EtOH gefällt. Die 

Oligo-dT-Cellulose wurde durch Waschen mit 2x 10 ml 0,1 M NaOH, 5 mM 

EDTA, 5x H20 bidest und 2x HSB regeneriert. 
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7. S1 Nukleasekartierung 

(nach Weaver und Weissmann 1979) 

Aus T47D-CAT7 Zellen isolierte poly A+ RNA wurde mit einem 2,1 kb 

C/ai/Hpall Fragment aus dem Plasmid p2.6 hybridisiert (Hynes et al. 1983), 

das 106 bp vom Transkriptionsstart des MMTV-L TA enthält. Das Plasmid 

wurde mit Hpall verdaut und dephosphoryliert. Nach Verdau mit C/al wurde 

das 2,1 bp Insert isoliert und für die Si-Reaktion am dephosphorylierten Hpall 

Ende kinasiert. Als interne Kontrolle zur Überprüfung der eingesetzten RNA 

Mengen wurde ein 3,0 kb EcoRI/Bg/11 Fragment des in den CAT7 Zellen 

enthaltenen Plasmids pSV 2neo verwendet (Southern und Berg 1982), das an 

der Bg/11 Stelle markiert war. 

1 0 - 20 J.Lg poly A + RNA wurden zusammen mit 20000 cpm p2.6-Fragment und 

5000 cpm pSV2 neo Fragment EtOH gefällt, mit 80% EtOH gewaschen, 

getrocknet und in 10 J.LI 80% Hybridisierungspuffer (40 mM Pipes pH 6,4, 400 

mM NaCI, 5 mM EDTA, 80% (v/v) Formamid) aufgenommen. Die Proben 

wurden gut gemischt, 10 min bei 70°C denaturiert und über Nacht bei 45°C 

hybridisiert. Zum Verdau mit S1 Nuklease wurden 100 J.LI S1-mix (60 U S1 

Nuklease, 4 ng Träger DNA, 20 J.LI 5x Si Puffer (1 ,25 M NaCI, 150 mM NaAc, 5 

mM ZnS04)) zu den Ansätzen gegeben und 40 min bei 30°C inkubiert. Die 

Reaktion wurde durch Zugabe von 200 J.LI Phenoi/CHCI3/Isoamylalkohol 

(50:48:2) gestoppt. Nach dem Phenolisieren und Zugabe von 2 J.Lg Hefe RNA 

wurden die Proben EtOH gefällt, mit 80% EtOH gewaschen, getrocknet, in 4 J.LI 

Sangerpuffer (1 0 ml deionisiertes Formamid, 75 mg EDTA, 3 mg Xylencyanol, 

3 mg Bromphenolblau) aufgenommen, 3 min bei 1 oooc gekocht, auf Eis 

abgekühlt und auf einem 6% Harnstoff-Polyacrylamidgel mit 1 x TBE (1 ,35 M 

Tris, 75 mM Borsäure, 25 mM EDTA, pH 8,9) 3 h bei 1200 V aufgetrennt. Das 

Gel wurde 10 min in 10% Essigsäure fixiert, getrocknet und mit Verstärkerfolie 

in einer Expositionskassette bei - 80°C autoradiographiert. 
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8. Analyse von Proteinen 

8.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

ln einer 96er Mikrotiterplatte wurden 97 J.LI 1 :5 verdünnter Bio-Rad 

Proteinassay-Lösung mit 3 111 Protein gemischt und spektrametrisch bei 600 

nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichkurve 

bestimmt; die aus verschieden konzentrierten BSA-Lösungen erstellt wurde. 

8.2. CAT Assay 

(Nach Gorman et al. 1982) 

4 Stunden nach Induktion mit Stereidhormonen und Wachstumsfaktoren 

wurden die stabil mit einem CAT-Konstrukt transfizierten Zellen mit PBS (123 

mM NaCI, 17 mM Na2HP04, 2,5 mM KH 2P04, pH 7 ,3) gewaschen, trypsiniert 

und in PBS von der Kulturschale abgespült. Nach Zentrifugation wurden die 

Zellen in 1 ml PBS resuspendiert, in Eppendorfreaktionsgefäße überführt, 

erneut abzentrifugiert und in 200 J.LI 0,25 M Tris pH 7,8 resuspendiert. Das 

Aufbrechen der Zellen erfolgte durch dreimaliges Schockfrieren (5 min im 

Trockeneis/EtOH Bad) und Auftauen (5 min 37°C Wasserbad). Die Zelltrümmer 

wurden abzentrifugiert (1 0 min 13000xg), der Proteinextrakt in ein anderes 

Eppendorfreaktionsgefäß überführt und die Proteinkonzentration bestimmt. 

Der CAT Assay wurde in 200 J.LI Ansätzen durchgeführt, die jeweils 1,25 J.LI 

14C-Chloramphenicol (250 nCi), 20 111 4 mM Acetyl-Coenzym A und gleiche 

Proteinmengen in 0,25 M Tris pH 7,8 enthalten. Nach 2 h Inkubation bei 37°C 

wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml Ethylacetat gestoppt und das 

Chloramphenicol durch Mischen aus der wässrigen Phase extrahiert. Durch 5 

min Zentrifugieren wurden die Phasen getrennt. Die Ethylacetat-Oberphase 

wurde in ein anderes Eppendorfreaktionsgefäß überführt und das Ethylacetat 

in einer Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Das Chloramphenicol wurde in 20 J.LI 

Ethylacetat gelöst und punktförmig auf eine Kieselgei-DC-Piatte aufgetragen. 

Nach 70 min Chromatographie in einer Glaskammer mit 100 ml Chloroform/ 

Methanol (95:5) wurde die Dünnschichtplatte an der Luft getrocknet und in 
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einer Expositionskassette mit Verstärkerfolie auf einem Röntgenfilm über 

Nacht bei -80°C exponiert. 

8.3. Auswertung von CAT Assays 

Durch die Chromatographie wurden die 1'- und 3'-acetylierten 

Chloramphenicolformen vom nicht acetylierten Chloramphenicol getrennt. 

Anhand des entwickelten Röntgenfilms konnten die Positionen der 

verschiedenen Chloramphenico!formen auf der Dünnschichtplatte markiert 

und anschließend ausgeschnitten werden. Für jeden Ansatz wurden die 

acetylierten und die nicht acetylierten Chloramphenicoi-DC-Stücke in einem 

Szintillationszähler mit 6 ml Emulsifier Safe Lösung gemessen. Die 

prozentuale CAT-Aktivität wurde als Verhältnis der Aktivität des acetylierten 

Chloramphenicols zur Aktivität des insgesamt eingesetzten Chloramphenicols 

berechnet. 

8.4. Immunpräzipitation des Progesteronrezeptors 

Für jeden Ansatz wurden 2x1 oe Zellen auf 4,5 cm Petrischalen in RPMI1640 + 

10% FCS ausgesät. Am nächsten Morgen wurden die Zellen in DMEM ohne 

Phosphat gewaschen und 1 h inkubiert. Anschließend wurden 250 J.LCi 

32P-Orthophosphat zugegeben und die Zellen nach 3 oder 16 h für 30 min mit 

Progesteron und/oder EGF induziert. 

Zur Ernte wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS (123 mM NaCI, 17 mM 

Na2HP04, 2,5 mM KH2P04, pH 7,3) gewaschen, in 0,5 ml kaltem RIPA-Puffer 

(50 mM Tris pH 7,8, 250 mM NaCI, 5 mM EDTA, 1% TritonX1 00, 

0,5%Na-deoxycholat, O,i% SOS, 1 mM PMSF, 20 mM NaF, 100 J.LM 

Na-orthovanadat, 50 J.Lg/ml Aprotinin, 10 J.Lg/ml Leupeptin) abgeschabt und in 

ein 1 ,5 ml UZ-Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Nach Vortexen und 10 min 

Inkubation in Eis wurde das Lysat in einer Ultrazentrifuge 40 min bei 1 OOOOOxg 

und 2°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein anderes Eppendorfgefäß 

überführt. Zur Kontrolle des Phosphateinbaus wurden jeweils 2,5 Jll des 

Überstandes in einem Szintillationszähler gemessen. Das übrige Zellysat 

wurde mit 3 Jll des Maus-Anti-Progesteronrezeptor-Antikörpers Let126 (2 
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mg/ml) versetzt und 4 h bei 4°C auf einem Rototorque gemischt. Nach Zugabe 

von 20 J.tl in RIPA-Puffer suspendierter Protein-A-Sepharose und 2 J.tg 

Anti-Maus-Antikörper wurden die Ansätze weitere 4 h (oder über Nacht) auf 

dem Rototorque inkubiert. Die Proben wurden 4x mit jeweils 1 ml kaltem 

RIPA-Puffer (ohne Proteaseinhibitoren) gewaschen, in 20 J.tl 

Laemmliprobenpuffer (62,5 mM Tris pH 6,8, 2% SOS, 10% Glycerol, 5% 

ß-Mercaptoethanol, 0,005% Bromphenolblau) aufgenommen, 10 min gekocht, 

auf Eis abgekühlt und auf ain SDS-Polyacrylamidge! aufgetragen. 

8.5. Autrennung von Proteinen auf SDS-Polyacrylamidgelen 

(Laemmli 1970) 

Proteingele wurden zwischen Glasplatten mit Abstandhaltern von 0,7 mm 

Dicke gegossen. Zur Auftrennung des Progesteronrezeptors wurden 7,5% 

Geie verwendet. Proteaseverdaute Rezeptorfragmente wurden auf 

höherprozentigen Gelen aufgetrennt. Für das Trenngel wurde die 

entsprechende Menge einer 30% Acrylamid/Bisacrylamidlösung (30:0,8) mit 

125 mM Tris pH 8,8 und H20 in einer Saugflasche entgast. Nach Zugabe von 

jeweils 0,1% SOS und APS sowie 0,01% TEMED wurde die Lösung zwischen 

die mit Agarose abgedichteten Gelplatten gegossen und mit destilliertem H20 

überschichtet Nach Abschluß der Polymerisation, sichtbar am 

Wiedererscheinen der Phasengrenze zwischen Gel und Überschichtung, 

wurde das Wasser abgegossen, eine 6% Sammelgellösung (375 mM Tris pH 

6,8, 6% Acrylamidlösung, H20, nach Entgasen je 0,1% SOS, APS, TEMED) 

auf das Trenngel gefüllt und ein Gelkamm eingesetzt. Das polymerisierte Gel 

wurde in einer Elektrophoresekammer befestigt, die Kammer mit 1 x 

Laemmlilaufpuffer (25 mM Tris pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1% SOS) aufgefüllt, 

der Gelkamm entfernt und die Geltaschen mit Laufpuffer gespült. Die in 

Laemmliprobenpuffer (62,5 mM Tris pH 6,8, 2% SOS, 10% Glycerol, 5% 

ß-Mercaptoethanol, 0,005% Bromphenolblau) gelösten Proteine wurden 3 min 

gekocht, auf Eis abgekühlt und auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte 

im Sammelgel bei 70 V; im Trenngel wurde bei konstantem Strom 100 - 130 V 

angelegt. Sobald die Bromphenolblaufront das Gelende erreicht hatte, wurde 
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der Lauf gestoppt und das Gel entweder für den Western Blot verwendet oder 

10 m in in 10% Essigsäure fixiert, auf einem Vakuumtrockner bei 80°C 

getrocknet und in einer Expositionskassete mit Verstärkerfolie bei -80°C 

autoradiographiert. 

8.6. Partielle Proteolyse des präzipitierten Progesteronrezeptors 

Der Progesteronrezeptor wurde immunpräzipitiert und in Laemmliprobenpuffer 

(62,5 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% Glycerol, 5% ß-Mercaptoethanol, 0,005% 

Bromphenolblau) 5 min gekocht, um den Rezeptor von der 

Protein-A-Sepharose zu lösen. Der Überstand wurde in ein anderes 

Eppendorfgefäß übertragen und auf Eis abgekühlt. 

2 1-Lg VB Protease wurden in einem 20 1-LI Ansatz 10 min bei 3JCC mit dem 

Progesteronrezeptor inkubiert. Die Proteolyse wurde durch Zugabe von 1 !-LI 

500 mM EDTA gestoppt und die Proben bei- 20°C eingefroren. 

8. 7. Western Blot 

Der Progesteronrezeptor wurde immunpräzipitiert und auf einem SOS 

Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde auf eine in Methanol und H20 

aktivierte Immobilen P Transfermembran (Polyvinyldifluorid) gelegt und 

zwischen zwei mit Westernbietpuffer (5 1: 29 g Tris, 145 g Glycin, 0,01% SDS, 

1 I Methanol) getränkte Whatman 3MM Papiere luftblasenfrei in eine 

Elektrobietapparatur eingespannt. Die Elektrobietkammer wurde mit 

Westernbietpuffer gefüllt und die Proteine 16 h bei 50 mA (350 V) transferiert. 

Zum Nachweis des Progesteronrezeptors wurde der Filter zunächst 1 h bei RT 

in 10% Magermilchpulver in PBS (123 mM NaCI, 17 mM Na2HP04 , 2,5 mM 

KH 2P04, pH 7,3) geschüttelt. Der Filter wurde mit 3 ml Inkubationspuffer (1 0% 

Milchpulver, 0,3% Tween20 in PBS) und 2 !-LI des 

Anti-Progesteronrezeptor-Antikörpers Let126 (2 mg/ml) in einen Plastikbeutel 

eingeschweißt und 1 h bei RT auf einem Rototorque gedreht. Anschließend 

wurde der Filter 3x mit 0,3% Tween20 in PBS gewaschen und mit 3 ml 

Inkubationspuffer und 3 !-LI an Alkalische Phosphatase gekoppeltem Anti-Maus 
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Antikörper (1 mg/ml) erneut in einen Beutel eingeschweißt Nach 1 h Rotation 

auf einem Rototorque bei RT wurde der Filter 3x mit 0,3% Tween20 in PBS 

und 1 x mit AP-Puffer (1 00 mM Tris, 100 mM Na Cl, 5 mM MgCI2, pH 9,5) 

gewaschen. Zur Anfärbung des an Alkalische Phosphatase gekoppelten 

Antikörpers wurde der Filter 1 bis 5 min in einer Lösung aus 2,5 mg 

5-Bromo-4-Chloro-3-lndolyi-Phosphat (BCIP) in 50 ~I Dimethylformamid und 5 

mg Nitro Blue Tetracolium (NTB) in 15 ml AP-Puffer geschwenkt, bis deutliche 

Banden erkennbar 'vvaren. Der Filter wurde im Dunkeln aufbewahrt. 

8.8. Analyse der phosphorylierten Aminosäuren 

(nach Hunter und Setton 1980) 

Der in vivo radioaktiv markierte Progesteronrezeptor wurde mit dem Antikörper 

Let126 präzipitiert und 2 h bei 11 ooc in 100 ~I 6 ty1 HCI hydrolysiert. Zur 

Entfernung der Salzsäure und Konzentrierung der Proben wurden die 

Reaktionsgefäße nacheinander mit 1 ml, 600 ~I. 300 ~I. 100 ~1. 40 ~I und 10 ~I 

destilliertem Wasser aufgefüllt und lyophilisiert. Das getrocknete Pellet wurde 

in 2 ~I einer Mischung aus je 10 ~g nicht markiertem Phosphoserin, 

Phosphothreonin und Phosphotyrosin aufgenommen, auf eine 

Cellulose-Dünnschichtplatte aufgetragen und mit Hilfe zweidimensionaler 

Elektrophorese (1. Dimension: 2 h bei 600 V in Essigsäure/Ameisensäure/ 

H20 im Verhältnis 78:25:897(Voi.Nol.), pH 1 ,9; 2. Dimension: 2 h bei 400 V in 

Essigsäure/Pyridin/H20 im Verhältnis 50:5:945 (Voi.Nol.)) aufgetrennt. Die 

Phosphoaminosäurestandards wurden mit einer 0,2%igen Ninhydrinlösung 

angefärbt. Die Celluloseplatten wurden autoradiographiert und die radioaktiv 

markierten Phosphoaminosäuren durch Vergleich mit den gefärbten Markern 

identifiziert. 
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Ergebnisse 

1. EGF verstärkt die progesteroninduzierte Transkription des MMTV 

Promotors 

Der epidermale VVachstumsfaktor (EGF, Epidermal Growth Factor) fördert 

Entstehung und Wachstum von Mammatumoren in mit MMTV (Maus Mamma 

Tumor Virus) infizierten Mäusen (Kurachi et al. 1985). Da die Tumorentstehung 

in diesen Mäusen von der Expression des MMTV abhängt, ist wahrscheinlich, 

daß EGF die durch Stemidhormone induzierte Transkription dieses Virus 

verstärkt. ln der vorliegenden Arbeit wurde der synergistische Effekt von 

Progesteron und EGF auf die Genaktivierung untersucht. Die Experimente 

wurden in der menschlichen Mammaadenokarzinomzellinie T47D 

durchgeführt, weil diese Zellen sowohl EGF Rezeptor als auch große Mengen 

an Progesteronrezeptor exprim ieren (Zajchowski et al. 1988, Horwitz et al. 

1978). Da T 47D Zellen kein MMTV enthalten, wurden sie mit einem MMTV 

Konstrukt transfiziert. 

Die Promotorsequenzen des MMTV sind im L TR (Long Terminal Repeat) des 

Virus lokalisiert (Übersichtsartikel: Hynes et al. 1984). Das Plasmid 

pMMTV-CAT enthält 5' von der MMTV-LTR-TATA Sequenz Promotorbereiche, 

die für Induktion durch Progesteron und andere Steroidhormone, für 

zelltypspezifische Expression und für die Basalaktivität dieses Vektors 

verantwortlich sind (Übersichtsartikel: Beato 1989; Mink et al. 1990). Die 

Hormonregulation des MMTV wird durch das HRE (Hormone Response 

Element) vermittelt, das im MMTV Promotor von -202 bis -59 bezogen auf den 

Transkriptionsstart lokalisiert ist (Ponta et al. 1985, Cato et al. 1986). 
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HRE TATA CAT 

-631 -202 -59 +1 +125 

Abb. 1 pMMTV-CAT enthält die Sequenzen von -631 bis +125 des MMTV­
L TR fusioniert an das bakterielle CAT Gen. 

Das Plasmid pMMTV-CAT enthält ein Haelll Restriktionsfragment, das die 

Sequenzen 631 Basenpaare (bp) 5, vom Transkriptionsstart einschließlich des 

HREs und 125 bp des nicht translatierten MMTV Transkripts umfaßt und 

hormonabhängige Transkription vermittelt. Zur quantitativen Auswertung 

dieser Transkription wurde das Haelll Fragment mit dem Gen für das 

bakterielle Enzym Chloramphenicoi-Acetyi-Transferase (CAT) fusioniert (Cato 

et al. 1986}. Die Bildung dieses Enzyms ist ein Maß für die 

Transkriptionsstärke des MMTV-CAT Fusionsgens. 

Die Chloramphenicoi-Acetyl-Transferase katalysiert die Inaktivierung des 

Antibiotikums Chloramphenicol durch Übertragung einer Acetylgruppe vom 

Acetyl-Coenzym A auf dieses Molekül. Mit Hilfe von 

Dünnschichtchromatographie können zwei acetylierte 

Chloramphenicolformen, das 1 '- und 3'-Acetyi-Chloramphenicol, vom nicht 

acetylierten Chloramphenicol getrennt werden. Bei Verwendung von 

radioaktiv markiertem Chloramphenicol im CAT Assay können die auf der 

Dünnschichtplatte aufgetrennten Chloramphenicolformen auf einem 

Röntgenfilm sichtbar gemacht werden. 

Durch stabile Transfektion von T47D Zellen mit den Plasmiden pMMTV-CAT 

und pSV2neo zur Selektion auf Neomycinresistenz wurde der Zellklon 

T47D-CAT7 hergestellt (Cato et al. 1987). Behandlung dieser Zellen mit dem 

synthetischen Progesteron (Progestin) R5020, das im Gegensatz zu 

natürlichem Progesteron von den Zellen nicht metabolisiert wird, führt zur 

Aktivierung des MMTV Promotors und zur Synthese des CAT Enzyms, dessen 

Aktivität im CAT Assay bestimmt werden kann (Cato et al. 1987). 
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Behandlung von T47D-CAT7 Zellen mit dem Wachtumsfaktor EGF (Epidermal 

Growth Factor) führt nicht zu einer Änderung der Basalexpression des 

MMTV-CAT Konstrukts (Cato et al. 1989, Abb. 2). Bei gemeinsamer Induktion 

der Zellen mit R5020 und EGF wirken Stereidhormon und Wachstumsfaktor 

synergistisch auf die Aktivierung des MMTV Promotors. Die CAT Synthese bei 

Behandlung der Zellen mit einer Kombination beider Induktoren übersteigt die 

durch R5020 allein bewirkte CAT Expression um das 3- bis 5-Fache (Cato et 

Dieser EGF Effekt tritt nur in stabil transfizierten Zellklonen auf. Transient mit 

pMMTV-CAT transfizierte Zellen zeigen keinen Unterschied in der CAT 

Expression nach Induktion mit R5020 bzw. R5020 + EGF (nicht gezeigt). 

Abb.2 

0,94 0,95 17,53 77,53 

EGF R5020 R5020 
+EGF 

EGF erhöht die progesteroninduzierte Expression des MMTV 
Promotors in T47D Zellen. 
Stabil mit pMMTV-CAT transfizierte T47D Zellen wurden 6 h 
induziert wie in der Abb. angegeben (R5020 1 o-s M, EGF 20 
ng/ml). Die Aktivität der Chloramphenicoi-Acetyi-Transferase wurde 
im CAT Assay bei Einsatz von jeweils 10 !lg Protein pro Ansatz 
bestimmt. Die CAT Aktivität ist in nmol pro h und mg eingesetztem 
Protein angegeben. 
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2. Die Cis-regulatorische Sequenz für den EGF Effekt ist identisch 

mit der Bindungsstelle für den Progesteronrezeptor 

Die HRE-Sequenz im MMTV-L TR, die die Progesteroninduktion dieses 

Promotors vermittelt, enthält vier Bindungsstellen für den Progesteronrezeptor 

und eine Bindungsstelle für das Protein NFI (von der Ahe et al. 1985, Nowock 

et al. 1985, Miksicek et al. 1987). Mutation der NFI Bindungsstelle beeinflußt 

die Progesteroninduktion nicht (Cato et af. 1988). 

Auch für den EGF Effekt ist die NFI Bindungsstelle nicht erforderlich, da dieser 

Effekt in T47D Zellen auch durch das Plasmid pHCS vermittelt wird (Abb. 3), 

das das HRE des MMTV mit einer Mutation in der Bindungssequenz für NFI 

fusioniert mit dem CAT-Gen enthält (Cato et al. 1988). 

Um auszuschließen, daß andere Sequenzen des MMTV außer der 

Bindungsstelle für den Progesteronrezeptor für den EGF Effekt notwendig sind, 

wurden T47D Zellen mit verschiedenen Promotor-CAT Konstrukten transfiziert. 

Die verwendeten Promotoren enthalten als Erkennungssequenz für den 

Transkriptionsinitiationskomplex eine TATA-Sequenz oder den Promotor des 

Thymidinkinasegens (tk). Vor diese Sequenz ist ein Oligonukleotid kloniert, 

das eine Progesteronrezeptorbindungssequenz (PRE) als Dimer (PRE2) oder 

Monomer (PRE1) enthält. Die verwendeten Rezeptorbindungssequenzen sind 

nicht identisch mit den im HRE des MMTV vorkommenden PREs. Das 

Konstrukt PREtkCAT enthält das perfekte Palindrom 5, AGAACACAGTGTTCT 

3, als synthetische Rezeptorbindungsstelle (Krusekopf et al. 1991 ). ln den 

TATA-CAT Konstrukten wurde das PRE: 5' TGTACAGGATGTTCT 3' aus dem 

Tyrosin-Amino-Transferase (TAT) Gen verwendet (Jantzen et al. 1987, 

Klein-Hitpaß unveröffentlicht). 

Wie in Abb. 3 gezeigt, wird die R5020 Induktion aller getesteter Plasmide 

durch EGF verstärkt. Eine PRE-Konsensussequenz in Verbindung mit einer 

Erkennungssequenz für den Transkriptionsinitiationskomplex ist hinreichend 

für die Vermittlung des EGF Effekts. Die NFI Bindungsstelle oder andere 

Bereiche des HRE oder des übrigen MMTV Promotors sind nicht notwendig. 
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111 PREHATACAT 
1!1 PRE2TATACAT 
m PREtkCAT 
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D NF1 Mut. pHCB 

EGF R5020 R5020 + EGF 

Das PRE des MMTV ist der den EGF Effekt vermittelnde 
Promotorbereich. 
T47D Zellen wurden stabil mit PRE-CAT Vektoren bzw. der NF1 
Mutante pHC8 transfiziert. Die erhaltenen Transfektanden wurden 
als Massenklone kultiviert und ebenso wie der Klon MMTV-CAT7 5 
h induziert wie in der Abb. angegeben (R5020 1 o-s M, EGF 20 
ng/ml). Die Abb. zeigt die CAT Aktivität der getesteten Klone in 
nmol pro h und mg eingesetztem Protein. 

3. Hormonspezifität des EGF Effekts 

3.1. Der EGF Effekt ist abhängig von der eingesetzten 

Progestinkonzentration 

Der Wachstumsfaktor EGF beeinflußt die MMTV Transkription nur im 

Zusammenwirken mit dem Stereidhormon Progesteron. Die halbmaximale 

R5020 Konzentration für die MMTV Induktion durch dieses Progastin beträgt 

ca. 5x1Q-11 M (Cato et al. 1986, Abb. 4). Durch Verwendung unterschiedlicher 

Progestinkonzentrationen wurde getestet, ob der EGF Effekt bei denselben 

R5020 Konzentrationen auftritt wie die Genaktivierung durch R5020 und ob 

auch bei maximaler R5020 Induktion noch eine Steigerung der Genexpression 
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durch EGF erfolgt. 

Bei einer Konzentration von 1 o-1 o M R5020 ist sowohl eine Hormoninduktion 

als auch die synergistische Steigerung der Genaktivierung durch EGF sichtbar 

(Abb. 4}. Steigende R5020 Konzentrationen führen zu einer Erhöhung der 

Wirkung von EGF auf die Aktivierung des MMTV Promotors. Der EGF Effekt 

kann nicht durch Einsatz hoher Progestinkonzentrationen kompetiert werden. 
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Erhöhung der Progesteronkonzentration führt zu einer Steigerung 
des EGF Effekts. 
T47D-CAT7 Zellen wurden 4 h ohne bzw. mit 20 ng/ml EGF und 
steigenden Konzentrationen R5020 (2x1 o-11 bis 1 o-7 M) in kubiert. 
Nach Ernte der Zellen wurden die Proteine isoliert und die Aktivität 
der Chloramphenicoi-Acetyl-Transferase von 2 Jlg Protein 
bestimmt und in nmol/h·mg Protein angegeben. 
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3.2. Wirkung von EGF auf die MMTV Induktion durch andere 

Stereidhormone 

Außer dem Progesteronrezeptor können auch Glukokortikoid- und 

Androgenrezeptor an das HRE binden und die Transkription des MMTV 

induzieren (Hynes et a/. 1983, Cato et al. 1987). Es wurde untersucht, ob EGF 

die MMTV Induktion dieser Stereidhormone verstärkt oder ob der EGF Effekt 

für den Progesteron-Progesteronrezeptorkomplex spezifisch ist. 

T47D-CAT7 Zellen wurden mit den Glukokortikoiden RU28362 und 

Dexamethason, dem Androgen Dihydrotestosteron (DHT) und als Kontrolle 

mit dem Progesteron R5020 in Parallelansätzen jeweils ohne und mit EGF 

induzieit. Die relative Stärke der vom MMTV Promotor gestarteten 

Transkription wurde als Aktivität der Chloramphenicoi-Acetyi-Transferase 

bestimmt. Die Abb. 5a zeigt für RU28362 und DHT einen 3- bis 4-fachen 

Anstieg der MMTV Transkription bei Induktion mit EGF und Hormon. Dieses 

Ergebnis stimmt mit dem EGF Effekt bei Induktion der Zellen mit R5020 

überein. Dexamethasonkonzentrationen bis 1 o-6 M aktivieren den MMTV 

Promotor in T 47D Zellen nicht (nicht gezeigt, Cato et al. 1986). 

T47D Zellen enthalten große Mengen an Progesteronrezeptor, jedoch nur 

wenig Glukokortikoid- und Androgenrezeptor. Das Verhältnis von 

Progesteronrezeptor zu Glukokortikoidrezeptor beträgt 64 : 1, das von 

Progesteronrezeptor zu Androgenrezeptor 39 : 1 (Horwitz et al. 1978). Für 

RU28362 und DHT sind außerdem Bindungsaffinitäten an den 

Progesteronrezeptor beschrieben, die 0,4 bzw. 0,2% der Bindung von R5020 

an seinen Rezeptor betragen (Raynaud und Ojasoo 1983). Die 

Bindungsaffinität von Dexamethason an den Progesteronrezeptor beträgt 

weniger als 0,02% der von R5020 (Raynaud und Ojasoo 1983}. Da die durch 

R5020 induzierte MMTV Aktivierung bereits bei einer Hormonkonzentration 

von 10-10 M nahezu maximal ist (Cato et a/. 1987, vgl. Abb. 4), könnte die in 

Abb. 5a beobachtete Aktivierung durch 100- bis 1 000-fache Konzentrationen 

an RU28362 bzw. DHT auf Bindung dieser Hormone an den 

Progesteronrezeptor anstelle des Glukokortikoid- bzw. Androgenrezeptors 

beruhen. 
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Um zu testen, ob Glukokortikoid und Androgen in T47D Zellen die Bindung 

des Progesteronrezeptors an das PRE induzieren, wurden 

DNA-Bindungsexperimente durchgeführt. Hierbei werden in einem in vitro 

Ansatz radioaktiv markierte DNA Fragmente mit Zellextrakten inkubiert und 

unter nicht denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Die 

Bindung von Proteinen an die markierte DNA vermindert deren Mobilität im 

Gel. Auf dem Autoradiogramm des Gels sind solche Protein-DNA Komplexe 

als sogenannter "Bandshift" sichtbar (Garner und Revzin 1981}. 
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Abb. 5 Die Aktivierung des MMTV Promotors durch Glukokortikoid und 
Androgen erfolgt in T47D Zellen durch Bindung des 
Progesteronrezeptors an die PRE-Sequenz. 

a) Das Glukokortikoid RU28362 und das Androgen 
Dihydrotestosteron (DHT) zeigen im CAT Assay einen mit 
Progesteron vergleichbaren EGF Effekt. T47D-CAT7 Zellen wurden 
6 h mit R5020 (1 o-B M), RU28362 (1 o-B und 1 o-7 M) und 
DHT (1 o-7 M) ohne bzw. mit EGF (20 ng/ml) induziert. Die Zellen 
wurden geerntet, die Proteine isoliert und die Aktivität der 
Chloramphenicoi-Acetyl-Transferase im CAT Assay bei Einsatz von 
10 llg Protein bestimmt. 
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b) Behandlung von Extrakten aus T 470-CAT? Zellen mit RU28362 
bzw. DHT induziert DNA-Bindung des Progesteronrezeptors. 
Extrakte wurden präpariert wie in Materialien und Methoden 
beschrieben. Jeweils 20 ~g Extrakt wurden 30 min auf Eis mit 
Hormon in den angegebenen Konzentrationen (von 1 o-B bis 1 Q-6 
M) sowie ohne/mit 1 ~I Anti-Progesteronrezeptor-Antikörper AB52 
(2 mg/ml) inkubiert. Anschließend wurden Bandshiftpufferl poly 
(dl-dC) und markiertes PRE Oligo zugegeben, die Bandshiftansätze 
30 min bei RT inkubiert und auf einem 4% Polyacrylamidgel bei RT 
aufgetrennt. Dex: Dexamethason, PR: Progesteronrezeptor 



46 Ergebnisse 

Extrakte aus T47D-CAT7 Zellen wurden mit R5020, Dexamethason, RU28362, 

DHT und radioaktiv markiertem PRE-Oiigonukleotid inkubiert und auf einem 

Gel aufgetrennt (Abb. 5b). ln mit RU28362 und DHT behandelten Extrakten ist 

ein Protein-DNA Komplex erkennbar, der im Laufverhalten mit dem nach 

R5020 Behandlung gebildeten Komplex übereinstimmt. Die Mobilität der nach 

Behandlung mit RU28362, DHT und R5020 gebildeten Protein-DNA Komplexe 

wird durch Zugabe des Anti-Progesteronrezeptor-Antikörpers AB52 in gleicher 

Weise verringert. Dieses Experiment zeigt; daß RU28362 und DHT die 

Bindung des Progesteronrezeptors an eine PRE-Sequenz induzieren können. 

Außer dieser Bindung wurde kein weiterer hormonspezifischer 

PRE-Proteinkomplex gefunden, der auf eine Beteiligung von 

Glukokortikoidrezeptor oder Androgenrezeptor an der PRE-Bindung schließen 

ließe. Bei Inkubation der Zellextrakte mit Dexamethason wurde keine 

spezifische DNA-Proteinbindung sichtbar. 

Aus den beschriebenen Experimenten ergibt sich, daß der nach Induktion mit 

RU28362 und DHT beobachtete EGF Effekt zumindest teilweise auf 

Aktivierung des Progesteronrezeptors zurückzuführen ist. Aufgrund der 

geringen Mengen an Glukokortikoid- und Androgenrezeptor im Verhältnis zum 

Progesteronrezeptor kann in T47D Zellen nicht untersucht werden, ob der EGF 

Effekt für den Progesteronrezeptor spezifisch ist. ln anderen mit pMMTV-CAT 

stabil transfizierten Mammazellen (NMuMG, GR), die Glukokortikoidrezeptor, 

aber keinen Progesteronrezeptor exprimieren, konnte kein Einfluß von EGF 

auf die durch Dexamethason induzierte MMTV-CAT Transkription gefunden 

werden (nicht gezeigt). 
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4. Der EGF Effekt erfolgt durch Aktivierung des EGF Rezeptors 

4.1. Der Wachstumsfaktor TGFa stimuliert die progesteronregulierte 

MMTV Transkription vergleichbar mit EGF 

EGF bindet an den EGF Rezeptor und aktiviert ihn. Wenn diese Aktivierung 

des EGF Rezeptors für den EGF Effekt notwendig ist, sollte auch der 

Wachstumsfaktor TGFa (Transforming Growth Factor a), ein natürlicher Ligand 

für die Aktivierung des EGF Rezeptors, die Progestininduktion des MMTV 

Promotors verstärken. 

Abb. 6 zeigt die MMTV-CAT Aktivierung nach Behandlung der Zellen mit den 

Wachstumsfaktoren EGF und TGFa in Kombination mit R5020. TGFa zeigt den 

gleichen synergistischen Effekt auf die R5020 induzierte MMTV Transkription 

wie EGF. Bei Induktion der Zellen mit R5020 und anderen Wachstumsfaktoren, 

deren Wirkung keine Aktivierung des EGF Rezeptors beinhaltet (IGFI, Insulin 

und TGFß1 ), konnte keine Änderung in der CAT Synthese im Vergleich zur 

Induktion mit R5020 alleine festgestellt werden (nicht gezeigt). 

Dieses Ergebnis unterstützt die Annahme, daß die Aktivierung des EGF 

Rezeptors für den EGF Effekt notwendig ist. 
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Abb. 6 T G Fa zeigt eine EGF vergleichbare Steigerung der 
progesteroninduzierten MMTV Expression. 
T47D-CAT7 Zellen wurden 4 h mit EGF (20 ng/ml), TGFa (20 
ng/ml) und/oder R5020 (1 o-B M) induziert. Für den CAT Assay 
wurden 2 Jlg Protein eingesetzt. Für zwei Parallelansätze 
wurde die CAT Aktivität in nmol/h·mg Protein sowie die Abweichung 

vom Mittelwert crn_1 bestimmt. 

Anmerkung: crn_1 wurde als Quadratwurzel aus (L:x2 - n·MWx)/(n - 1) 

berechnet. x: Meßwert, MWx: Mittelwert der Meßwerte, n: Anzahl der 
Messungen 
ln mehreren Abbildungen in dieser Arbeit sind Abweichungen von 
zwei Meßwerten aus Parallelansätzen angegeben. Bei dieser 

kleinen Anzahl von Werten gibt crn_1 die Abweichung vom Mittelwert 

an. Eine statistische Signifikanz kann jedoch nicht berechnet 
werden. Alle Experimente wurden mehrfach durchgeführt. Die 
Ergebnisse verschiedener Versuche konnten jedoch nicht in einer 
Abbildung ausgewertet werden, da die R5020 Induktion in den 
verwendeten Zellen starken Schwankungen unterliegt. Die 
untersuchten Effekte sind in unabhängigen Experimenten 
reproduzierbar. 
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4.2. Bestimmung der halbmaximalen Konzentrationen von EGF und 

TGFa für die Steigerung der R5020 induzierten MMTV Expression 

Für durch EGF vermittelte Wirkungen in Mammaepithelzellen sind 

halbmaximale Konzentrationen von 0,08 nM, 0,1 nM und 0,2 nM beschrieben 

worden (Koga et al. 1989, Sarup et al. 1988, Raa et al. 1987b). Um die 

Annahme, daß der EG F Effekt eine Aktivierung des EGF Rezeptors erfordert, 

weiter zu erhärten, wurden die halbmaximalen Konzentrationen von EGF und 

TG Fa für die Verstärkung der Progestininduktion des MMTV Promotors 

ermittelt und mit den Literaturdaten verglichen. 
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Abb. 7 Die halbmaximale EGF Konzentration für den EGF Effekt (k1/2) in 
T47D-CAT7 Zellen beträgt 0,65 ng/ml (0.11x1o-9 M). 
T47D-CAT7 Zellen wurden 4 h mit R5020 (1o-s M) und EGF in den 
in der Abb. angegebenen Konzentrationen induziert. Zur 
Bestimmung der CAT Aktivität wurden 5 ~g Protein eingesetzt. Für 
jede EGF Konzentration wurde der Mittelwert von 2 Ansätzen 

gebildet. Die Abweichung an_1 ist als Balken eingetragen. 
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Die halbmaximale TGFa Konzentration für die Steigerung der 
R5020 Induktion des MMTV Promotors in T47D Zellen beträgt 1,3 
ng/ml (0,23x1 o-9 M). 

T47D-CAT7 Zellen wurden 4 h mit R5020 (1o-s M) und TGFa in den 
in der Abb. angegebenen Konzentrationen induziert. Die CAT 
Aktivität von jeweils 2 ~g Protein wurde bestimmt und in nmol/h·mg 
Protein aufgetragen. Für jeden in der Abb. eingetragenen Punkt 
wurden zwei Versuchsansätze ausgewertet. Die Abweichung vom 

Mittelwert crn_ 1 ist eingetragen. 

Zur Bestimmung der benötigten Konzentrationen an EGF und TGFa für ihren 

Effekt auf die R5020 induzierte Genexpression wurden T47D-CAT7 Zellen mit 

R5020 und steigenden Konzentrationen der Wachstumsfaktoren behandelt 

und die MMTV Aktivierung im CAT Assay bestimmt. Die Ergebnisse sind in 

Abb. 7 für EGF und in Abb. 8 für TGFa ausgewertet. 

Als halbmaximale Konzentration für die Steigerung der R5020 induzierten 

MMTV Expression wurde 0,65 ng/ml EGF bestimmt, was 0,11 nM entspricht 

(Das Molekulargewicht von EGF beträgt 6045 D, Staseheck und King 1986). 

Dieses Ergebnis stimmt mit den oben genannten Literaturdaten für EGF 

Wirkungen in Mammazellen überein und unterstützt die Annahme, daß die 

Aktivierung des EGF Rezeptors für den EGF Effekt erforderlich ist. 

Die halbmaximale Steigerung der R5020 induzierten MMTV Expression durch 

TG Fa erfolgt bei einer TGFa Konzentration von 1,3 ng/ml bzw. 0,23 nM 
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(Molekulargewicht TGFa: 5547 D). Auch dieses Ergebnis deutet auf eine 

Aktivierung des EGF Rezeptors hin, da die Bindungsaffinität von TGFa an den 

EGF Rezeptor 55% der Bindungsaffinität von EGF entspricht (Wink/er et al. 

1986). 

4.3. Hemmung des EGF Effekts durch Tyrphostin. einen 

spezifischen Inhibitor der Tyrosinkinaseaktivität des EGF Rezeptors 

Bindung von EGF an den EGF Rezeptor führt zur Aktivierung einer 

Tyrosinkinase, die Bestandteil des Rezeptors ist (Ushiro und Cohen 1980). 

Diese Tyrosinkinaseaktivität ist Voraussetzung für die durch EGF bewirkten 

Veränderungen in der Zelle wie Erhöhung des intrazellulären 

Kalziumspiegels, EGF spezifische Genaktivierung und Stimulierung des 

Zellwachstums; Inaktivierung der Tyrosinkinase durch einen 

Aminosäureaustausch verhindert diese Reaktionen der Zelle auf die 

Ligandbindung des EGF Rezeptors (Chen et a/. 1987, Honegger et al. 1987). 

Die Tyrosinkinaseaktivität des EG F Rezeptors kann durch Tyrphostine 

spezifisch gehemmt werden (Yaish et al. 1988, Lya/1 et al. 1989, Posner et a/. 

1989). Behandlung von T 47D-CAT7 Zellen mit dem Tyrphostin RG50864 

wurde neben den beschriebenen Hinweisen auf Aktivierung des EGF 

Rezeptors als weiterer Test für die Beteiligung der Tyrosinkinase des EGF 

Rezeptorsam EGF Effekt durchgeführt. 

ln Abb. 9 ist die CAT Aktivität von mit R5020 bzw. R5020 + EGF induzierten 

Zellen in Abhängigkeit von steigenden Konzentrationen des Tyrphostins 

RG50864 dargestellt. Die R5020 Induktion des MMTV Promotors wird durch 

Inhibitorkonzentrationen bis 100 ~M nur geringfügig beeinflußt, während die 

durch R5020 + EGF bewirkte MMTV-CAT Transkription bereits bei 50 ~M 

Tyrphostin nahezu halbiert ist. 

Der Versuch zeigt eine deutliche Hemmung des EGF Effekts durch RG50864. 

Die Aktivierung der Tyrosinkinase des EGF Rezeptors ist folglich notwendig für 

die EGF Wirkung auf die HRE regulierte Transkription. 
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Abb. 9 Tyrphostin, ein spezifischer Inhibitor der Tyrosinkinase des EGF 
Rezeptors, hemmt den EGF Effekt. 
T47D-CAT7 Zellen wurden mit den in der Abb. aufgeführten 
Konzentrationen des Tyrphostins RG50864 behandelt. Nach 30 min 
wurden R5020 (1o-s M) und EGF (20 ng/ml) zugegeben und die 
Zellen 5 h später geerntet. ln der Graphik ist die CAT Aktivität von 
jewils 15 ~-tg Protein in nmol/h·mg Protein aufgetragen. 

ln Kapitel 4 wurde gezeigt, daß der EGF Effekt eine Aktivierung der 

Tyrosinkinase des EGF Rezeptors erfordert: Die beiden Liganden des EGF 

Rezeptors stimulieren die R5020 regulierte Transkription in gleicher Weise. 

Die halbmaximalen Konzentrationen beider Wachstumsfaktoren für die 

Auslösung dieses Effekts entsprechen den Literaturdaten für zelluläre 

Wirkungen von EGF und TGFa. Der EGF Effekt wird durch einen spezifischen 

Inhibitor der Tyrosinkinaseaktivität des EGF Rezeptors gehemmt. Im folgenden 

Kapitel wird untersucht, welche molekularen Mechanismen im Anschluß an die 

Aktivierung der EGF Rezeptor-Tyrosinkinase den EGF Effekt bewirken. 
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5. Mechanismus des EGF Effekts nach Aktivierung des EGF 

Rezeptors 

5.1. Kinetik des EGF Effekts 

Als Folge einer Behandlung von Zellen mit EGF sind zahlreiche 

Veränderungen in den Zellen beschrieben worden, die nach 

unterschiedlichen Zeiten auftreten. EGF induzierte Tyrosinphosphorylierung 

von zellulären Proteinen ist bereits nach 0,5 - 1 min meßbar (Hunter und 

Cooper 1981, Margolis et al. 1989). EGF verringert innerhalb von 2 min die 

Bindung von Progesteron an seinen Rezeptor (Sarup et a/. 1988). Nach 15 

min sind durch EGF induzierte Transkripts der Onkogene c-fos und c-jun 

nachweisbar, während die EGF induzierte und proteinsyntheseabhängige 

Expression des Gens für die Metalloproteinase Stromelysin erst nach 4 - 8 h 

auftritt (McDonne/1 et al. 1990). Eine Stimulierung des Zellwachstums durch 

EGF kann erst nach mehreren Tagen beobachtet werden (Sarup et al. 1988). 

Um einen Hinweis auf den molekularen Mechanismus zu erhalten, der dem 

EGF Effekt zugrunde liegt, wurde die Kinetik des EGF Effekts bestimmt und mit 

den Zeiten für EGF induzierte proteinsyntheseunabhängige und -abhängige 

Genexpression verglichen. 

Der EGF Effekt auf die Expression progesteronregulierter Gene erfolgt auf der 

Ebene der Transkription (Krusekopf et al. 1991 ). Als direktes Maß für die 

Transkriptionsrate wurde die Menge der vom MMTV Promotor initiierten RNA 

zu verschiedenen Zeiten bestimmt. 

Um festzustellen, innerhalb welchen Zeitraums nach Induktion der Zellen der 

EGF Effekt auftritt und wie lange er anhält, wurden Zellen zu verschiedenen 

Zeiten nach Induktion geerntet und die poly A+ RNA isoliert. Zur Identifizierung 

der vom HRE kontrollierten MMTV-CAT RNA wurde die isolierte RNA mit einem 

radioaktiv markierten DNA Fragment hybridisiert, das aus Sequenzen des 

MMTV-L TR einschließlich des Transkriptionsstarts und 106 bp der 

transkribierten Region besteht (siehe Abb. 1 0). Nach Hybridisierung der 

homologen Bereiche der MMTV DNA und des MMTV Transkripts wurden 

einzelstängige DNAs und RNAs mit der einzelstrangspezifischen S1 Nuklease 
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verdaut. Das durch Hybridisierung an die RNA vor Abbau geschützte i 06 

Nukleotide umfassende radioaktiv markierte DNA Fragment wurde 

elektrophoretisch aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht. 

Die Intensität der Schwärzung des Röntgenfilms ist ein Maß für die Menge der 

aus den Zellen isolierten Transkripts des MMTV Promotors. Die Methode der 

Si Analyse ist in Abb. i 0 schematisch dargestellt. 

MMTV LTR CAT 

~I 
Hpa II 

..1.: )' 

2, i kb C/a I !Hpa II Fragment ,., 
'" 

AAAA 

RNA 

Si Nuklease ~ 
~ geschütztes 
~I Fragment 

106 bp 

Abb. iO Die Bestimmung der Menge von MMTV Transkripten durch Si 
Analyse ist schematisch dargestellt (Abb. in Anlehnung an S. Mink 
1988}. 
Das C!ai!Hpall Fragment wurde aus dem Plasmid pl 2.6 isoliert und 
an der Hpall Schnittstelle endmarkiert Dieses Fragment kann in 
einem Bereich von i 06 bp mit dem im MMTV~L TR startenden 
MMTV-CAT Transkript hybridisieren. Die nicht hybridisierenden 
Einzelstrangbereiche wurden mit Si Nuklease verdaut. Die durch 
die homologe RNA geschützten i 06 Nukleotide des markierten 
Fragments wurde auf einem Gel aufgetrennt und durch 
Autoradiographie sichtbar gemacht (Abb. 11 a). 
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Zur Kontrolle der eingesetzten Mengen an poly A+ RNA wurde die RNA neben 

dem MMTV Fragment mit einem 3,0 kb EcoRI/Bgßl Fragment aus dem Plasmid 

pSV2 neo hybridisiert, mit dem die T47D Zellen bei der Transfektion mit 

pMMTV-CAT zur Selektion kotransfiziert worden waren. Da die Transkription 

des pSV2neo durch Induktion der Zellen mit R5020 und EGF nicht beeinflußt 

wird, eignet sich das geschützte SV40 Fragment des pSV2neo als interne 

Kontrolle für die im Versuch eingesetzte RNA Menge. Bei Hybridisierung mit 

Hefe RNA anstelle von A+RNA aus T47D Zellen tritt die 392 Nukieotide große 

SV40 Bande nicht auf (nicht gezeigt). 

Die Wirkung von EGF auf die R5020 induzierte MMTV Transkription erfolgt 

sehr schnell. Bereits 15 min nach Induktion ist in den mit R5020 + EGF 

behandelten Zellen die vom HRE regulierte RNA deutlich erhöht gegenüber 

nur mit R5020 behandelten Zellen. Der EGF Effekt auf RNA Ebene ist nach 30 

min ca. 1 0-fach und fällt innerhalb von 4 h deutlich ab. Der zum Vergleich nach 

4 h Induktion der Zellen durchgeführte CAT Assay zeigt als Gesamteffekt über 

diesen Zeitraum eine 3-fache Aktivierung des HRE durch EGF + R5020 

gegenüber R5020 alleine (Abb. 11 c). 

Die Kinetik des EGF Effekts stimmt mit der für proteinsyntheseunabhängige 

Induktionen von Transkription durch EGF (z.B. c-jun) gemessenen Kinetik 

überein. Diese schnelle Genaktivierung erfolgt vermutlich durch 

Phosphorylierung von Proteinen durch die Tyrosinkinase des EGF Rezeptors, 

die zur Aktivierung weiterer Kinasen führen kann. 
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c) 
9,16 1027 48,29 178,30 

EGF R5020 R5020 
+EGF 

Abb. 11 Der EGF Effekt ist bereits nach 15 min auf RNA Ebene sichtbar und 
fällt innerhalb von 4 h deutlich ab. 

a) T47D-CAT7 Zellen wurden mit EGF (20 ng/ml) und/oder R5020 
( 1 o-s M) induziert. Nach den in der Abb. angegebenen Zeiten 
wurde poly A+ RNA isoliert und jeweils 15 llg dieser RNA in einer 
Si Nuklease-Kartierungsanalyse mit einseitig radioaktiv 
markierten SV40- und MMTV-Sequenzen hybridisiert. Die durch 
Hybridisierung vor Abbau durch Nuklease Si geschützten SV40 
(392 Nukleotide) und MMTV (106 Nukleotide) Sequenzen wurden 
auf 6% Polyacrylamid-Harnstoffgelen aufgetrennt. Als 
Molekulargewichtsstandard wurde mit dem Restriktionsenzym Haelll 
verdauter und endmarkierter pBR322 aufgetragen (M). Die 
Fragmentgrößen sind in Nukleotiden angegeben. 
': Minuten, h: Stunde(n) 
Die Unterschiede im Laufverhalten der 106 Nukleotide großen 
MMTV Bande sind eine Folge der Elektrophorese. Bei diesem Gel 
ist die Mobilität der aufgetragenen Proben in der Gelmitte höher als 
an den Rändern. 

b) Die Spuren der in a) gezeigten S1 Nukleasekartierung mit 
Behandlung der Zellen mit R5020 und R5020 + EGF von 30 min bis 
4 h wurden densitometrisch ausgewertet. Die Intensität der 
Schwärzung der Banden des MMTV Transkripts wurde auf die der 
zugehörigen SV40 Banden normiert. Aufgetragen ist die relative 
Dichte der Banden zu den untersuchten Zeiten. 

c) Parallel zur poly A+ RNA Isolierung wurden nach 4 h Induktion der 
Zellen (EGF 20 ng/ml, R5020 10·8 M) CAT Assays mit 5 llg Protein 
durchgeführt. Die CAT Aktivität ist in nmol/h·mg Protein 
angegeben. 
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5.2. Synergistischer Effekt von TPA und R5020 auf die Aktivierung 

des HRE 

Die Bindung von EGF an seinen Rezeptor aktiviert die endogene 

Tyrosinkinase des EGF Rezeptors, die wiederum über die Phospholipase C 

Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat zu Diacylglycerol und lnositolphosphat 

hydrolysiert (Ushiro und Cohen 1980, Hunter und Cooper 1981, Wahl et al. 

1988). Diacvlalvcerol ist ein Aktivator für die Serin/Threonin-Proteinkinase C , ." ...... "' 

(PKC) (Castagna et a/. 1982, Nishizuka 1984). 

Der Tumorpromotor TPA aktiviert ebenfalls PKC (Nishizuka 1984}. Um zu 

testen, ob der EGF Effekt auf die R5020 abhängige Stimulierung der 

Transkription HRE regulierter Gene durch Aktivierung von PKC erfolgt, wurde 

der Effekt von TPA auf die Hormoninduktion des HRE im CAT Assay bestimmt. 

TPA verstärkt die R5020 induzierte Transkription des MMTV-CAT Konstrukts 

vergleichbar mit EGF (Abb. 12). Dieses Ergebnis deutet auf eine Beteiligung 

von PKC am EGF Effekt hin. 

300 

• -
c 250 II + EGF 
'äi - rm +TPA 2 
0.. 
Ol 200 
E .c 

::::, 
0 
E 150 .s -:('() :t: 

,;::: 100 .:l;;:: 
<( 

~ 
ü 50 

0 

R5020 

Abb. 12 Der Phorbolester TPA verstärkt die R5020 Induktion des HRE 
vergleichbar mit EGF. 
T47D-CAT7 Zellen wurden 4 h induziert wie in der Abb. angegeben 
(R5020 10-s M, EGF 20 ng/ml, TPA 80 1-Lg/ml). Die CAT Aktivität von 
2 1-Lg Protein wurde bestimmt und der Mittelwert von jeweils zwei 

Ansätzen mit Abweichung crn_1 in nmol/h·mg Protein aufgetragen. 
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5.3. Einfluß von Serin/Threonin-Proteinkinaseinhibitoren auf den 

EGF Effekt 

Der in Abb. 12 gezeigte TPA Effekt auf die R5020 induzierte Transkription 

eines HRE regulierten Gens gibt einen Hinweis auf eine mögliche Beteiligung 

der Proteinkinase C am EGF Effekt. Es ist jedoch nicht gezeigt, ob der TPA 

Effekt auf den gleichen molekularen Grundlagen beruht wie der EGF Effekt. 

Um die Hypothese einer Beteiligung von PKC am EGF Effekt weiter zu 

untersuchen, wurden Versuche mit Proteinkinaseinhibitoren durchgeführt. 

Das Staurosporinderivat CGP41251 hemmt die Aktivität von PKC in vitro; nicht 

jedoch cAMP-abhängige Proteinkinase, 86 Kinase und die Tyrosinkinase des 

EGF Rezeptors (Meyer et al. 1989). Die eingesetzte CGP41251 Konzentration 

von 200 nM hemmt das Wachstum verschiedener Zellinien, während die 

Kontollsubstanz CGP42700 in dieser Konzentration keinen Effekt zeigt (Meyer 

et a/. 1989). ln dem in Abb. 13a ausgewerteten Experiment hemmt CGP41251 

den EGF Effekt nicht. 

Der PKC Inhibitor Sphingosin wurde in der in der Literatur angegebenen 

Konzentration von 50 ~M eingesetzt (Hannun et al. 1986, Bazzi und 

Nelsestuen 1987, Hannun und Bell 1987, Rahmsdorf und Herrlich 1990). Die 

in Abb. 13a sichtbare Hemmung der CAT Aktivität sowohl in mit R5020 als 

auch in mit R5020 + EGF behandelten Zellen ist wahrscheinlich auf die 

Toxizität des Inhibitors zurückzuführen. Nach dem Versuchszeitraum von 4112 

h waren die Zellen abgerundet und teilweise von der Kulturschale abgelöst. 

Der EGF Effekt wurde durch Behandlung der Zellen mit Sphingosin nicht 

beeinflußt. 

Die Proteinkinaseinhibitoren H7 und H9 hemmen in den eingesetzten 

Konzentrationen sowohl die Aktivität von PKC als auch von cGMP und cAMP 

abhängigen Kinasen (Hidaka et al. 1984). Zur Hemmung von PKC ist eine 

3-fach höhere Konzentration an H9 erforderlich als bei H7. HA1004 hemmt 

PKC in diesen Konzentrationen nicht (Hidaka et al. 1984). Keine dieser drei 

Substanzen hemmt den EGF Effekt. 20 ~M H7 hemmen die CAT Synthese 

sowohl in mit R5020 als auch in mit R5020 + EGF behandelten Zellen. Der 

3-fache EGF Effekt bleibt jedoch erhalten (Abb. 13b). Bei 35 ~M H7 wird die 
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CAT Aktivität auf den Basalwert nicht induzierter Zellen verringert. H9 hemmt 

bei einer Konzentration von 35 ~-tM ebenfalls die CAT Synthese sowohl in mit 

R5020 als auch in mit R5020 + EGF behandelten Zellen, ohne den 3-fachen 

EGF Effekt zu beeinflussen (Abb. 13c). Die Kontrollsubstanz HAi 004 hemmt 

die CAT Synthese nicht. 

Die Hyphethese einer Beteiligung von PKC am EGF Effekt wird durch die 

beschriebenen Experimente mit Proteinkinaseinhibitoren nicht unterstützt. 

a) 
500 

• -'2 111 + CGP41251 
'(i) 400 ml + CGP42700 ...... 
0 
"- f2j + Sphingosin 0.. 
0> 

Ei= 300 .c 
::::::. 
0 
E .s ..... 200 :('Cl ..... 

~ 
~ Basal-
!;( 100 
0 

0 
R5020 R5020 + EGF 

Abb. i 3 Behandlung der Zellen mit Proteinkinaseinhibitoren gibt keinen 
Aufschluß über eine Beteiligung von PKC (Proteinkinase C) am EGF 
Effekt. 

a) T47D-CAT7 Zellen wurden 30 min mit den Proteinkinaseinhibitoren 
CGP41251 (200 nM), CGP42700 (200 nM) und Sphingosin (50 ~-tM) 
inkubiert. Anschließend wurden R5020 bzw. R5020 + EGF (20 
ng/ml) zugegeben. Nach 4 h wurden die Zellen geerntet und die 
CAT Aktivität von 2 IJ.g Protein bestimmt. ln der Abb. sind die 
Mittelwerte der CAT Aktivitäten von jeweils zwei Ansätzen sowie die 
Abweichung crn-1 in nmol/h·mg Protein aufgetragen. 
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b) T 47D-CAT7 Zellen wurden 10 min mit den Proteinkinaseinhibitoren 
H7, H9 oder HA 1004 (jeweils 20 ~M) inkubiert und anschließend 4 h 
wie in der Abb. angegeben mit R5020 (1 o-s M) bzw. R5020 + EGF 
(20 ng/ml) induziert. Aufgetragen ist die CAT Aktivität von 5 ~g 
Protein in nmol/h·mg Protein. 

c) T47D-CAT7 Zellen wurden 10 min mit H7, H9 oder HA1004 (jeweils 
35 ~M) inkubiert und 4 h mit R5020 (1o-s M) bzw. R5020 + EGF (20 
ng/ml) induziert. Die CAT Aktivität von 2 ~g Protein wurde bestimmt. 
ln der Abb. ist der Mittelwert von jeweils zwei Ansätzen und die 
Abweichung crn_1 in nmol/h·mg Protein angegeben. 
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6. Einfluß von EGF auf die R5020 induzierte Phosphorylierung des 

Progesteronrezeptors 

Der Progesteronrezeptor ist ein Phosphoprotein, das im Kern lokalisiert ist und 

in Abwesenheit von Hormon als Komplex mit den Hitzeschockproteinen 

hsp90, hsp?O, hsp56 und anderen bisher nicht näher charakterisierten 

Proteinen vorliegt (Perrot-Applanat et al. 1985, Guiochon-Mantel et al. 1989 

und 1991, Smith et al. 1990, Sanches 1990, Bagchi et al. 1991). 

Die Aktivierung des Rezeptors durch Progesteron erfolgt in mehreren 

Schritten. Bindung des Hormons an den Rezeptor führt zur Dissoziierung des 

Rezeptor-hsp Komplexes sowie zu einer Dimerisierung und zusätzlichen 

Phosphorylierung des Rezeptormoleküls (DeMarzo et al. 1991, Logeat et al. 

1985, Raa et al. 1987a, Sheridan et al. 1989, Chauchereau et a/. 1991 ). Der 

dimerisierte Progesteronrezeptor bindet an das HRE und bewirkt die 

Transkription des HRE-regulierten Gens. 

Die Aktivierung des Progesteronrezeptors durch Hormon geht einher mit einer 

Verstärkung der Phosphorylierung des Rezepters. Eine hormonabhängige 

Phosphorylierung wurde auch bei anderen Steroidhormonrezeptoren 

beobachtet und wird als wesentliche Voraussetzung für die Transaktivierung 

der Genexpression durch Stereidhormone angesehen (Pike und Sleator 1985, 

Hoeck et al. 1989, Hoeck und Groner 1990). Da die Aktivierung des EGF 

Rezeptors durch EGF eine Kaskade von Reaktionen in der Zelle auslöst, in 

deren Verlauf zahlreiche zelluläre Proteine phosphoryliert werden, wurde 

untersucht, ob der Progesteronrezeptor in den untersuchten Zellen ein 

Substrat für eine durch EGF direkt oder indirekt aktivierte Kinase oder 

eventuell Phosphatase ist. 
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6.1. EGF Effekt auf die Gesamtphosphorylierung des 

Progesteronrezeptors 

Durch in vivo Markierung von T47D-CAT7 Zellen mit radioaktivem Phosphat 

und anschließender Immunpräzipitation des Progesteronrezeptors aus nicht 

induzierten und aus mit EGF und/oder R5020 induzierten Zellen wurde 

untersucht, ob Behandlung mit EGF + R5020 die Gesamtphosphorylierung des 

Progesteronrezeptors gegenüber nur mit R5020 behandelten Zellen verändert. 

Abb. 14 zeigt das Ergebnis eines typischen Experiments. ln Abb. 14a wurde 

der immunpräzipitierte Progesteronrezeptor auf einem denaturierenden Gel 

aufgetrennt und autoradiographiert. Der Rezeptor aus mit R5020 und R5020 + 

EGF behandelten Zellen zeigt eine durch die zusätzliche Phosphorylierung 

bedingte verringerte elektrophoretische Mobilität sowie eine dreifach erhöhte 

Gesamtphosphorylierung gegenüber dem Rezeptor aus unbehandelten oder 

mit EGF behandelten Zellen. Unterschiede in der Rezeptorphosphorylierung 

zwischen mit R5020 + EGF und nur mit R5020 behandelten Zellen sind nicht 

erkennbar. 

ln Abb. 14b wurde mittels Western Blot und anschließender 

Antikörpermarkierung die Menge des immunpräzipitierten 

Progesteronrezeptors bestimmt. Wie die densitometrische Auswertung zeigt, 

unterscheiden sich die eingesetzten Rezeptormengen nicht. 

ln einem Parallelexperiment zur Phosphorylierung wurde die Aktivierung des 

HRE nach Induktion der Zellen im CAT Assay gemessen. Abb. 14c zeigt eine 

dreifache synergistische Genaktivierung durch EGF + R5020 gegenüber 

R5020 allein in diesem Experiment. 
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a) b) 

+ + R5020 + + 
M + + EGF + + 
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-• PR - PR 
97,5· 
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0,38 0,41 1,3& 1,27 0,59 0,52 0,64 0,61 

c) 
R5020 

EGF R5020 +EGF 

0,31 0,34 6,05 17,48 

Abb. 14 Die Gesamtphosphorylierung des Progesteronrezeptors wird durch 
EGF nicht beeinflußt. 

a) T47D-CAT7 Zellen wurden 3 h mit 32p Orthophosphat markiert und 
30 min mit EGF (20 ng/ml) und/oder R5020 (1 o-s M) induziert. Der 
radioaktiv markierte Progesteronrezeptor wurde mit dem 
Anti-Progesteronrezeptor-Antikörper Let126 immunpräzipitiert und 
auf einem 7,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die 
densitometrisch ermittelten Bandenstärken sind angegeben. 
PR: Progesteronrezeptor, M: Molekulargewichtsstandard 

b) Die elektrophoretisch aufgetrennten Progesteronrezeptorbanden 
wurden mittels Elektrobiet auf einen Filter übertragen. Der Filter 
wurde mit 4 ~g Anti-Progesteronrezeptor-Antikörper Let126 und an 
Alkalische Phosphatase gekoppeltem Anti-Maus-Antikörper 
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behandelt, um die Menge des präzipitierten Progesteronrezeptors 
zu bestimmen. Die densitometrisch ermittelten Bandenstärken sind 
angegeben. 
PR: Progesteronrezeptor, AK: Maus-Anti-PR-Antikörper 

c) Von parallel zur Immunpräzipitation mit den in a) angegebenen 
Induktorkonzentrationen 4 h induzierten Zellen wurden CAT Assays 
durchgeführt. Es wurden 35 11g Protein eingesetzt. Die 
CAT Aktivität ist in nmol/h·mg Protein angegeben. 

EGF I- R5020 I- R5020 + EGF I- R5020 + EGF I R5020 

1,10 ± 0,25 3,03 ± 1,26 3,07 ± 1,29 1,00 ± 0,21 

Tab.1 Die Tabelle zeigt die densitometrische Auswertung von 10 
unabhängigen Immunpräzipitationen des Progesteronrezeptors 
mit dem Antikörper Let 126 . 
Für jedes Experiment wurden die in der Tabelle angegebenen 
Verhältnisse der Phosphorylierung des Rezeptors aus 
unbehandelten ( -) sowie mit EGF und/oder R5020 behandelten 
Zellen errechnet und die Mittelwerte aller Experimente mit 
Standardabweichung crn_ 1 bestimmt. Die Dauer der radioaktiven 
Markierung des Progesteronrezeptors betrug 3 h. Parallel zu den 
Immunpräzipitationen durchgeführte CAT Assays zeigten für jedes 
Experiment eine mindestens zweifache Aktivierung R5020+EGF I 
R5020. 

Zur statistischen Absicherung der in Abb. 14 gezeigten Ergebnisse wurde 

das Experiment mehrfach wiederholt. ln Tabelle 1 ist die Auswertung von 10 

unabhängigen Versuchen zusammengefaßt. 

Auch in der statistischen Auswertung der Experimente ergibt sich wie im in 

Abb. 14 gezeigten Einzelexperiment kein Unterschied in der 

Gesamtphosphorylierung des Progesteronrezeptors nach Behandlung der 

Zellen mit EGF bzw. mit R5020 + EGF im Vergleich zu unbehandelten bzw. 

nur mit R5020 behandelten Zellen. 

Um auch eventuelle Dephosphorylierungen an denjenigen Aminosäuren 

nachweisen zu können, die bereits in nicht induzierten Zellen phosphoryliert 

sind, wurden die Zellen 16 h anstatt 3h mit radioaktivem Phosphat inkubiert, 

um alle bereits bestehenden Phosporylierungen gegen radioaktive 

Phosphate auszutauschen (Abb. 15). Durch diesen Versuchsaufbau wird die 
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Differenz in der Phosphorylierung des Rezeptors zwischen mit R5020 

induzierten und nicht induzierten Zellen verringert, da der Einbau radioaktiver 

Phosphatreste in die Rezeptormoleküle unabhängig von der Induktion der 

Zellen verstärkt wird. Der Effekt von EGF auf die Phosphorylierung des 

Progesteronrezeptors wird durch die Dauer der radioaktiven Markierung nicht 

beeinflußt. 

200 -

97,5-

69 -

46 -

M + 
+ + 

+ 

1 ,06 0,94 1,94 1 ,88 

R5020 
EGF 

- PR 

Abb. 15 T47D-CAT7 Zellen wurden 16 h mit 32P-Orthophosphat markiert 
und 30 min mit EGF (20 ng/ml) und/oder R5020 (1 o-s M) induziert. 
Der radioaktiv markierte Progesteronrezeptor wurde mit dem 
Anti-Progesteronrezeptor-Antikörper Let126 immunpräzipitiert und 
auf einem 7,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die 
densitometrisch ermittelten Bandenstärken sind angegeben. 
PR: Progesteronrezeptor, M: Molekulargewichtsstandard 

6.2. Analyse der phosphorylierten Aminosäuren 

Die Gesamtphosphorylierung des Progesteronrezeptors wird durch 

Behandlung der Zellen mit EGF weder erhöht noch verringert (Abb. 14 und 

15, Tab. 1 ). Außer der Möglichkeit der Änderung der Gesamtphosphorylierung 

durch EGF könnte die Stimulierung der MMTV Transkription durch das 

Wachstumshormon auch auf eine Verschiebung der 

Phosphorylierungsstellen innerhalb des Rezeptormoleküls zurückzuführen 

sein. Um diese Hypothese zu testen, wurde untersucht, welche Aminosäuren 
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in Abhängigkeit von Induktion mit R5020 + EGF phosphoryliert werden. 

Sowohl die basale als auch die hormoninduzierte Phosphorylierung des 

Progesteronrezeptors erfolgt an Serinresten (Raa et a/. 1987a, Sheridan et 

al. 1989). ln vitra konnte jedoch eine Phosphorylierung des 

Progesteronrezeptors an Tyrosinresten durch die Tyrosinkinase des EGF 

Rezeptors beobachtet werden {Ghash-Dastidar et a/. 1984, Waa et a/. 1986). 

Durch Analyse der phosphorylierten Aminosäuren wurde untersucht, ob 

Behandlung von Zellen mit R5020 + EGF auch in viva zusätzlich zur R5020 

induzierten Serinphosphorylierung zu einer Phosphorylierung an Tyrosin­

oder Threoninresten führt. 

Abb. 16 zeigt die zweidimensionale Auftrennung der phosphorylierten 

Aminosäuren des immunpräzipitierten Progesteronrezeptors nach dessen 

vollständiger Hydrolyse. Sowohl in unbehandelten Zellen als auch nach 

Induktion mit R5020 + EGF erfolgt der überwiegende Teil der 

Phosphorylierungen an Serinresten. Es ist keine Tyrosinphosphorylierung 

nachweisbar. Nach längerer Exposition wird sowohl in unbehandelten als 

auch in mit R5020 + EGF behandelten Zellen eine sehr geringe 

Threoninphosphorylierung sichtbar. Diese Phosphorylierung ist jedoch im 

Verhältnis zur Serinphosphorylierung so schwach, daß nicht ausgeschlossen 

werden kann, daß sie auf Verunreinigungen des Immunpräzipitats mit 

anderen Phosphoproteinen zurückzuführen ist. 

Es besteht kein Unterschied in der Zusammensetzung der phosphorylierten 

Aminosäuren des Progesteronrezeptors aus unbehandelten und mit R5020 + 

EGF behandelten Zellen. 
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Abb. 16 Der Progesteronrezeptor ist an Serinresten phosphoryliert. Eine 
geringe Phosphorylierung an Threoninresten ist nachweisbar. 
Progesteronrezeptor aus in vivo radioaktiv markierten T47D-CAT7 
Zellen wurde mit dem Antikörper Let126 präzipitiert und mit 6 M HCI 
vollständig hydrolysiert. Die Aminosäuren wurden zweidimensional 
aufgetrennt und durch Vergleich mit unmarkierten Referenzen 
identifiziert. pSer: Phosphoserin, pThr: Phosphothreonin, pTyr: 
Phosphotyrosin 

a) unbehandelte Zellen 
b) mit R5020 (io-s M) und EGF (20 ng/ml) induzierte Zellen 
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6.3. Partielle Proteolyse des radioaktiv phosphorylierten 

Progesteronrezeptors 

Als weiterer Ansatz zur Untersuchung einer möglichen EGF-induzierten 

Verschiebung von Phosphorylierungsstellen innerhalb des 

Progesteronrezeptormoleküls wurde der Progesteronrezeptor partiell mit der 

Endeprotease V8 verdaut. Die entstehenden Peptide wurden 

eiektrophoretisch aufgetrennt. 

Die Gesamtphosphorylierung des in Abb. 17 dargestellten Experiments 

unterscheidet sich nicht von den in Abb. 14 und 15 gezeigten Ergebnissen. 

Für den menschlichen Progesteronrezeptor sind im nicht induzierten Zustand 

sechs und im hormoninduzierten Zustand sieben bis acht 

Phosphorylierungen beschrieben worden (Sheridan et al. 1989). Der V8 

Verdau sowohl des nicht induzierten als auch des hormoninduzierten 

Rezeptors führt zu einer großen Anzahl phosphorylierter Peptide 

unterschiedlicher Größe. Bedingt durch die partielle Proteolyse kann jede der 

phosphorylierten Aminosäuren in mehreren Peptiden unterschiedlicher 

Größe im Gel vorliegen. So ergeben sich trotz nur ein bis zwei zusätzlicher 

Phosphorylierungen zahlreiche Unterschiede im Peptidmuster zwischen den 

Rezeptorfragmenten aus nicht induzierten und mit Hormon behandelten 

Zellen (Spur 6 und 8 in Abb. 17). 

Im Gegensatz zu diesen deutlichen Unterschieden kann keine Veränderung 

des Bandenmusters durch Behandlung der Zellen mit EGF festgestellt 

werden. Zwischen unbehandelten und mit EGF behandelten Zellen sowie 

zwischen mit R5020 und mit R5020 + EGF behandelten Zellen stimmen die 

Peptidmuster überein. 
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Abb. 17 Eine Analyse der phosphorylierten Peptide nach partiellem Verdau 
des Progesteronrezeptors mit der Endeprotease VB zeigt keinen 
Unterschied in der Rezeptorphosphorylierung bei Vergleich der 
Verdaumuster von Extrakten aus mit R5020 bzw. mit R5020 + 
EGF behandelten Zellen, während mit R5020 behandelte Zellen 
sich in zahlreichen Peptidbanden von unbehandelten Zellen 
unterscheiden. 
Progesteronrezeptor aus mit EGF (20 ng/ml) und/oder R5020 (1 o-s 
M) induzierten T47D-CAT7 Zellen wurde mit dem 
Anti-Progesteronrezeptor-Antikörper Let126 immunpräzipitiert, 10 
min mit 2 mg VB Protease bei 3rC inkubiert und auf einem 7,5 -
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20% Gradientengel aufgetrennt (Spuren 6 - 9). ln den Spuren 1 - 4 
wurde unverdauter Progesteronrezeptor aufgetragen. 
M: Molekulargewichtsstandard, PR: Progesteronrezeptor 

Die in Kapitel 6 beschriebenen Experimente geben keinen Hinweis auf eine 

Änderung der Phosphorylierung des Progesteronrezeptors durch Behandlung 

von Zellen mit R5020 + EGF gegenüber nur mit R5020 induzierten Zellen. 
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7. Einfluß von EGF auf die DNA Bindungdes Progesteronrezeptors 

Bindung des Progesteronrezeptors an das PRE ist eine Voraussetzung für die 

Genaktivierung durch den Progesteronrezeptor. Die Bildung solcher 

Protein-DNA Komplexe kann mit der Methode des. "Bandshifts" überprüft 

werden (Garner und Revzin 1981). 

Die Mobilität des Protein-DNA Komplexes im Gel ist neben der Größe des 

DNA Fragments abhängig von Größe und Konformation des Proteins. Schon 

geringfügige Änderungen im an die DNA gebundenen Rezeptor-Hormon 

Komplex beeinflussen die Mobilität des Gesamtkomplexes. So unterscheidet 

· sich der Bandshift eines PRE Oligonukleotids mit einem Progesteronrezeptor, 

der durch das Antiprogesteron RU486 aktiviert wurde, deutlich vom Bandshift 

mit durch R5020 aktiviertem Rezeptor (Kiein-Hitpass et al. 1991, Abb. 18). 
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Abb. 18 Der mit dem Antiprogestin RU486 gebildete DNA-Rezeptorkomplex 
weist im Gel eine deutlich höhere Mobilität auf als der mit R5020 
gebildete Komplex. 
T47D-CAT7 Zellen wurden in Extraktionspuffer mit 400 mM KCI 
geerntet. 20 ~g Zellextrakt wurden 30 min mit 1Q-7 M R5020 bzw. 
RU486 bei ooc und nach Zugabe von Bandshiftpuffer, 1 ~g 
poly(dl-dC) und markiertem Oligonukleotid weitere 30 min bei RT 
inkubiert. Der Gellauf erfolgte bei RT. 
PR: Progesteronrezeptor, B: B-Form des PR, A: A-Form des PR 

Anhand von Bandshiftexperimenten wurde untersucht, ob Behandlung von 

Zellen mit EGF die Bindung des durch R5020 aktivierten Progesteronrezeptors 

an die PRE DNA verändert. 

Neben unspazifischen Bindungen zeigt Abb. 19a im oberen Bereich des Gels 

einen Protein-PRE Komplex, der nur nach Behandlung der Zellen mit R5020 

auftritt (Spuren 7 bis 1 0). Dieser Komplex ist spezifisch für die PRE Sequenz, 

da er bei Inkubation der Extrakte mit einem 50-fachen Überschuß an nicht 

markiertem PRE Oligonukleotid stark abgeschwächt wird (Spuren 11 bis 14), 

während ein 50-facher Überschuß eines heterologen Oligonukleotids keinen 
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Einfluß auf die Bindung an das radioaktive PRE Oligonukleotid hat (Spuren 15 

bis 18, vgl. 9, 10 mit 17, 18). Der Komplex in den Spuren 9 und 10 wird von 

einem Protein gebildet, das nach Induktion der Zellen mit R5020 spezifisch an 

die PRE Sequenz bindet. Es besteht kein Unterschied in der Mobilität dieses 

Protein-DNA Komplexes bei Verwendung von Extrakten aus mit R5020 + EGF 

gegenüber nur mit R5020 induzierten Zellen. 

T47D Zellen enthalten zwei Formen des Progesteronrezeptors, den B- und 

den A-Rezeptor (Krett et al. 1988}. Bei diesen beiden Formen handelt es sich 

um zwei Translationsprodukte eines Gens (Kastner et al. 1990a und 1990b). 

Sowohl B- als auch A-Rezeptor können Hormon und DNA binden und die HRE 

regulierte Transkription stimulieren (Krett et al. 1988). Die B- und A­

Rezeptor-DNA Komplexe sind im Gel bei kurzer Exposition als getrennte 

Banden erkennbar (Abb. 18). 

Um zu untersuchen, ob EGF das Verhältnis von B- und A-Rezeptor an der 

DNA-Bindung verändert, wurden die Zellextrakte zusätzlich zum PRE 

Oligonukleotid mit Antikörpern gegen den Progesteronrezeptor inkubiert. Die 

Antikörper binden an den Rezeptor-DNA Komplex und verringern die Mobilität 

dieses Komplexes. Es wurden zwei verschiedene Antikörper gegen 

menschlichen Progesteronrezeptor eingesetzt. Der Antikörper AB52 bindet 

sowohl an den B- als auch an den A-Rezeptor, während der Antikörper Let126 

nur den B-Rezeptor erkennt. 

Die Spuren 1 und 2 in Abb. 19a zeigen den R5020 abhängigen Komplex nach 

Inkubation der Zellextrakte mit AB52. Die Mobilität des gesamten 

Rezeptorkomplexes ist gegenüber Extrakten ohne Antikörper (Spuren 9 und 

1 0) deutlich verringert. EGF hat keinen Einfluß auf diese Mobilitätsänderung. 

Bei Inkubation der Extrakte mit Let126 ändert sich die Mobilität nur bei einem 

Teil des Rezeptorkomplexes. Der Bereich des Komplexes mit der höchsten 

Laufgeschwindigkeit im Gel (Spuren 9 und 1 0) bleibt unverändert, da der 

Antikörper Let 126 nicht an den A-Rezeptor bindet (vgl. die Spuren 5, 6 mit 9, 

1 0). Nur die Mobilität des B-Rezeptors wird durch Let126 verringert. Das 

Verhältnis von am DNA-bindenden Komplex beteiligten B- und A-Formen des 

Progesteronrezeptors wird durch Induktion der Zellen mit EGF zusätzlich zur 

Inkubation mit R5020 nicht verändert. 
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Mit dem in Abb. 19b gezeigten Bandshiftexperiment wurde untersucht, ob die 

Spezifität der DNA Bindung des Progesteronrezeptors durch Behandlung der 

Zellen mit EGF beeinflußt wird. Zellextrakte wurden mit radioaktiv markiertem 

PRE-Oiigonukleotid ohne bzw. mit steigenden Mengen nicht markierter, 

unspezifischer DNA zur Kompetition nicht spezifischer Proteinbindungen an 

das PRE-Oiigonukleotid inkubiert. ln Abwesenheit von unspezifischem 

Kompetitor bildet sich ein PRE-Protein Komplex, der von der Induktion der 

Zellen mit R5020 unabhängig ist und eine geringere Mobilität aufweist als der 

vom Progesteronrezeptor gebildete Komplex (Spuren 1 bis 4, vgl. mit 7 und 8). 

Schon bei Zugabe geringer Mengen an unspezifischer DNA ist im Gel der 

R5020 spezifische Progesteronrezeptorkomplex sichtbar. Höhere Mengen 

unspezifischer DNA führen zu einer Schwächung der unspezifischen Bande 

unterhalb des Progesteronrezeptorkomplexes, während der Rezeptorkomplex 

selber unverändert bleibt. Ein Einfluß von EGF auf die Spezifität der DNA 

Bindung des Progesteronrezeptors ist nicht erkennbar. 

Mit den gezeigten Protein-DNA Bindungsstudien sollte auch die Hypothese 

getestet werden, ob die Behandlung von Zellen mit R5020 + EGF die Bindung 

eines zusätzlichen Faktors an den Progesteronrezeptor induziert, der mit 

diesem zusammen an die DNA bindet und eine verstärkte Transkription 

bewirkt. Um einen solchen Komplex bei der Herstellung der Zellextrakte nicht 

zu zerstören, wurden in einigen Experimenten für die Extraktion 60 mM KCI 

statt 400 mM KCI eingesetzt und sowohl Bindungsreaktion als auch Gellauf bei 

4°C durchgeführt. Diese Änderungen in den Versuchsbedingungen hatten 

jedoch keinen Einfluß auf die R5020 abhängigen Komplexe. Die Stärke der 

unspezifischen Bindungen mit höherer Mobilität als der 

Progesteronrezeptorkomplex unterschied sich auch bei verschiedenen 

Extraktpräparationen nach dem gleichen Protokoll und war außerdem 

abhängig von der Temperatur bei Inkubation und Gellauf. 
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Abb. 19 Die Bindung des Progesteronrezeptors an DNA in vitro wird durch 
Behandlung der Zellen mit EGF nicht verändert. 

a) T47D-CAT7 Zellen wurden 30 min mit EGF (20 ng/ml) und/oder 
R5020 (1 o-B M) induziert und in Extraktionspuffer mit 60 mM KCI 
geerntet. Für die Bindungsreaktion (30 min bei 4°C) wurden 20 11g 
Zellextrakt, 2 11g poly(dl-dC), 10000 cpm kinasiertes PRE 
Oligonukleotid und wie in der Abb. angegeben 0,5 11g 
Anti-Progesteronrezeptor-Antikörper AB52 bzw. Let126 oder ein 
50-facher Überschuß an nicht markiertem PRE- bzw. 
unspazifischem Oligonukleotid eingesetzt. Die Elektrophorese 
wurde bei 4°C durchgeführt. PR: Progesteronrezeptor, AK: 
Antikörper, F2: unspazifisches Oligonukleotid 
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b) T47D-CAT7 Zellen wurden 30 min mit EGF (20 ng/ml) und/oder 
R5020 (10·B M) induziert und in Extraktionspuffer mit 400 mM KCI 
geerntet. Die Bindungsreaktion wurde bei RT ohne poly(dl-dC) 
unter Zugabe der in der Abb. angegebenen Mengen an Hinflll 
verdauter pBR322-DNA durchgeführt. Der Gellauf erfolgte bei RT. 
PR: Progesteronrezeptor 
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Diskussion 

Wachstumsfaktoren und Hormone sind Botenstoffe, die die gewebe- und 

stadienspezifische Expression zahlreicher Gene regulieren. ln dieser Arbeit 

wurde die synergistische Aktivierung von Promotoren, die eine 

Progesteronrezeptorbindungsstelle enthalten, durch das Stereidhormon 

Progesteron und den Wachstumsfaktor EGF untersucht. 

Für den MMTV-L TR Promotor wurde eine synergistische Genaktivierung durch 

Progesteron und EGF beschrieben (Cato et al. 1989). ln der vorliegenden 

Arbeit wurde festgestellt, daß dieser synergistische Effekt nicht spezifisch für 

MMTV ist, sondern auch durch Promotorsequenzen vermittelt werden kann, 

die ein synthetisches PRE-Palindrom bzw. das PRE des TAT Gens sowie eine 

Erkennungssequenz für den Transkriptionsinitiationskomplex enthalten (Abb. 

3, Krusekopf et al. 1991). Diese Ergebnisse zeigen, daß eine Bindungsstelle 

für den Progesteronrezeptor in Kombination mit einer Erkennungssequenz für 

den Transkriptionsinitiationskomplex für die Verstärkung 

progesteroninduzierter Genexpression durch EGF ausreicht. Da für diesen 

EGF Effekt außer den für die Progesteroninduktion notwendigen Sequenzen 

keine weiteren DNA Elemente erforderlich sind und die getesteten 

Progesteronrezeptorbindungsstellen unterschiedliche Sequenzen aufweisen, 

ist nicht wahrscheinlich, daß der Synergismus auf der durch EGF vermittelten 

Bindung eines zusätzlichen Faktors neben dem Progesteronrezeptor an die 

DNA beruht. Die in Abb. 3 dargestellten Ergebnisse sind mit der Annahme 

vereinbar, daß der Synergismus auf einer Veränderung des 

Progesteronrezeptors durch EGF beruht, die zu einer Verstärkung der 

Transaktivierung durch den Rezeptor führt. 

Diese Annahme wird unterstützt durch die Beobachtung, daß EGF die in Abb. 

3 untersuchten Promotoren nur zusammen mit Progesteron aktiviert. ln 

Abwesenheit von Hormon induziert EGF die Transkription PRE regulierter 

Gene nicht. Bei einer Konzentration von 1 o-1 o M R5020 ist sowohl eine 

Hormoninduktion als auch ein EGF Effekt sichtbar (Abb. 4). 
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Bei der Beurteilung der biologischen Relevanz dieser Konzentration muß 

berücksichtigt werden, daß das synthetische Progesteronanalog R5020 das 

MMTV-L TR ca. 1 00-fach stärker aktiviert als das natürliche Stereidhormon 

Progesteron (Cato et a/. 1986}. 1 o-1 o M R5020 entspricht also in der 

Wirksamkeit einer Konzentration von ca. 1 o-s M Progesteron. Hierbei handelt 

es sich um einen physiologischen Wert: Progesteronkonzentrationen in 

diesem Bereich liegen· während der späten Phase des Menstruationszyklus 

und während der Schwangerschaft vor (Bau!ieu 1989}. 

Die Spezifität des EGF Effekts für die Genaktivierung durch Progesteron wurde 

durch Behandlung von T47D-CAT7 Zellen mit den Glukokortikoiden 

Dexamethason und RU28362 sowie mit dem Androgen Dihydrotestosteron 

(DHT) untersucht. Dexamethasonkonzentrationen < 1 o-6, die in anderen 

Mammaepithelzellen (z.B. GR, NMuMG) Glukokortikoidwirkung zeigen, 

induzieren in T47D-CAT7 Zellen keine Transkription des MMTV-L TR 

Promotors (Cato et a/. 1986). Behandlung von T47D-CAT7 Zellen mit 

RU28362 oder DHT führt zu einer Hormoninduktion, die durch EGF verstärkt 

wird (Abb. 5a). Da die Hormone RU28362 und DHT mit dem 

Progesteronrezeptor kreuzreagieren können, wurde untersucht, ob die 

Transkriptionsinduktion durch RU28362 und DHT und damit deren EGF Effekt 

auf einer Aktivierung des Progesteronrezeptors anstelle von Glukokortikoid­

bzw. Androgenrezeptor beruhen könnte. Diese Vermutung wird durch die 

Bindung von RU28362 und DHT an den Progesteronrezeptor im 11 Bandshift 

Assayll bestätigt (Abb. 5b). Aufgrund der geringen Mengen an Glukokortikoid­

und Androgenrezeptor kann in T47D-CAT7 Zellen keine Aussage über die 

Spezifität des EGF Effekts für das Stereidhormon Progesteron gemacht 

werden. Das Fehlen eines EGF Effekts auf die Dexamethasoninduktion von mit 

pMMTV-CAT transfizierten Mammaepithelzellen, die Glukokortikoidrezeptor 

enthalten (GR, NMuMG), spricht für eine Progesteronspezifität des EGF Effekts. 

Es kann sich jedoch auch um einen zelltypspezifischen Unterschied zwischen 

den getesteten Zellinien handeln. 
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Die Bindung von EGF an den EGF Rezeptor löst eine Kaskade von 

Veränderungen in der Zelle aus, deren erster Schritt in einer Phosphorylierung 

der Tyrosinkinase des EGF Rezeptors besteht (Ushiro und Cohen 1980, 

Hunter und Cooper 1981). ln der vorliegenden Arbeit durchgeführte 

Experimente bestätigen die Annahme, daß der EGF Effekt über die für EGF 

bekannten Aktivierungsstufen wie spezifische Bindung und Aktivierung des 

EGF Rezeptors abläuft. 

So kann ein anderer Ligand für den EGF Rezeptor, der Wachstumsfaktor 

TGFa, EGF bei der synergistischen Genaktivierung mit Progesteron ersetzen 

(Abb. 6, Krusekopf et a/. 1990 und 1991). Ferner stimmen die halbmaximalen 

Konzentrationen von EGF und TGFa für den Synergismus mit Progesteron bei 

der Genaktivierung überein mit den Literaturdaten für EGF Wirkungen wie 

Stimulierung des Zellwachstums und Hemmung der Rezeptorbindung von 

Stereidhormonen (Abb. 7 und 8, Koga et al. 1989, Sarup et al. 1988, Raa et al. 

1987b, Wink/er et al. 1986). Inaktivierung der Tyrosinkinase des EGF 

Rezeptors verringert den EGF Effekt (Abb. 9). 

Die Verstärkung der Transkription progesteronregulierter Gene durch EGF ist 

transient. Sie ist bereits nach 15 min nachweisbar und nimmt innerhalb von 4 

h deutlich ab. Diese Kinetik entspricht der der sogenannten "immediate-early 

response genes" (Gene, die sehr schnell nach Induktion exprimiert werden) 

wie der Proto-Onkogene c-fos und c-jun. Die Induktion dieser Gene durch EGF 

ist nicht abhängig von Proteinsynthese (Lau und Nathans 1987, Quantin und 

Breathnach 1988). Auch beim EGF Effekt sprechen die schnelle 

Transkriptionsinduktion und Experimente mit dem Proteinsyntheseinhibitor 

Cycloheximid gegen eine Beteiligung von Proteinsynthese (Abb. 11 a, 

Krusekopf et a/. 1991). 
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Die Aktivierung der EGF Rezeptortyrosinkinase führt über mehrere Schritte zur 

Aktivierung von PKC. Diese Proteinkinase kann auch durch den Phorbolester 

TPA aktiviert werden (Castagna et a/. 1982, Nishizuka 1984). PKC ist 

wahrscheinlich auch an der Induktion der Expression von c-fos und anderen 

Proto-Onkogenen durch TPA beteiligt (Büscher et al. 1988, Rahmsdorf und 

Herrlich 1990). ln der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß TPA EGF bei der 

Vermittlung des synergistischen Effekts auf die progesteroninduzierte 

Genexpression ersetzen kann. Dieser Befund deutet auf eine Beteiligung vori 

PKC am EGF Effekt hin. 

Eine Beteiligung von PKC am EGF Effekt konnte jedoch durch Experimente mit 

Proteinkinaseinhibitoren nicht bestätigt werden. Der EGF Effekt wurde durch 

keinen der verwendeten Proteinkinaseinhibitoren gehemmt. Das Ausbleiben 

einer Hemmung des EGF Effekts durch Staurosporin und Sphingosin (Abb. 

13a) ist nicht so hoch zu bewerten, da bekannt ist, daß diese Inhibitoren PKC 

abhängige Reaktionen nicht in jedem Fall hemmen. So wird dieTPA Induktion 

der Transkription von c-fos, bei der eine Beteiligung von PKC angenommen 

wird, durch Staurosporin Lind Sphingosin nicht gehemmt (Krämer et al. 1990). 

Dem Fehlen einer Hemmung der synergistischen Genaktivierung durch die 

Serinffhreonin-Proteinkinaseinhibitoren H7 und H9 (Abb. 13b und 13c) ist 

größeres Gewicht beizumessen, zumal die Aktivität dieser Inhibitoren durch 

Hemmung der R5020 induzierten Genexpression gezeigt werden konnte. 

Diese Hemmung beruht wahrscheinlich auf Interaktion der Inhibitoren mit der 

Proteinkinase, die den Progesteronrezeptor hormonabhängig phosphoryliert. 

Die aufgrund von Experimenten mit Inhibitoren möglichen Aussagen werden 

jedoch dadurch abgeschwächt, daß keiner der bekannten PKC Inhibitoren 

vollständig spezifisch ist für diese Proteinkinase. Möglicherweise werden nicht 

alle Mitglieder der PKC Familie durch H7 und H9 gehemmt. Anhand der 

vorliegenden Ergebnisse kann nicht ausgeschlossen werden, daß PKC am 

EGF Effekt beteiligt ist. 
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Ziel der durch EGF ausgelösten Signalkette, die zur Steigerung der 

progesteroninduzierten Genaktivierung führt, ist wie bereits dargestellt 

wahrscheinlich der Progesteronrezeptor. Die Transaktivierung durch den 

Progesteronrezeptor könnte durch eine Modifikation dieses Moleküls oder 

durch Bindung eines Kofaktors verstärkt werden. 

Die Aktivierung des Progesteronrezeptors durch Bindung seines Liganden 

korreliert mit einer Verstärkung der Phosphorylierung des Rezeptors (Raa et al. 

1987a, Sheridan et a!. 1989, Chaucereau et al. 1991 ). Hormonabhängige 

Phosphorylierung wurde nicht nur für den Progesteronrezeptor, sondern auch 

für den Glukokortikoidrezeptor und den Vitamin D3 Rezeptor gezeigt (Hoeck et 

al. 1989, Hoeck und Groner 1990, Pike und Sleator 1985). Behandlung des 

Glukokortikoidrezeptors mit Phosphatasen führt zur Inaktivierung des 

Rezeptors (Nie/sen et al. 1977, Hous/ey et al. 1982). Die Phosphorylierung 

wird deshalb als notwendige Voraussetzung für die Aktivierbarkeit von 

Steroidhormonrezeptoren angesehen. 

Da einerseits der Phosphorylierung des Progesteronrezeptors offensichtlich 

eine wichtige Funktion bei der Transaktivierung von Genen durch diesen 

Rezeptor zukommt und andererseits die durch EGF ausgelöste Signalkette die 

Phosphorylierung von Proteinen beinhaltet, wurde in dieser Arbeit untersucht, 

ob Behandlung von Zellen mit EGF zu einer Änderung der Phosphorylierung 

des Progesteronrezeptors führt, die sich von der progesteroninduzierten 

Rezeptorphosphorylierung u nte rsch ei det. In einer anderen 

Mammaepithelzelline (HBL 1 00) wurde für den Glukokortikoidrezeptor eine 

Verstärkung der Phosphorylierung durch EGF sowohl an Serin- als auch an 

Tyrosinresten beschrieben (Raa und Fox 1987). Ein biologischer Effekt dieser 

zusätzlichen Phosphorylierung wurde in diesem Experiment allerdings nicht 

untersucht. 

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Immunpräzipitationen des 

mit radioaktivem Phosphat markierten Progesteronrezeptors konnte keine 

Veränderung in der Gesamtphosphorylierung des progesteroninduzierten 

Rezeptors durch Behandlung der Zellen mit EGF festgestellt werden 

(Krusekopf et a/. 1990 und 1991, Abb. 14 und 15). Kein Einfluß von EGF auf 
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die hormoninduzierte Phosphorylierung des Progesteronrezeptors wurde auch 

von Rao et al. gefunden (Raa et al. 1987a). Die dort beschriebenen 

Versuchsbedingungen unterscheiden sich von den in Abb. 14 und Tab. 1 

gezeigten Experimenten in zwei Punkten. Zum einen wurden die T47D Zellen 

nicht gleichzeitig mit Hormon und Wachstumsfaktor induziert, sondern zuerst 

mit EGF und anschließend mit Progesteron behandelt. Zum anderen wurde für 

die beschriebenen Versuchsbedingungen keine biologische Wirkung von EGF 

auf die behandelten Zellen gezeigt. 

Da durch Bestimmung der Gesamtphosphorylierung des immunpräzipitierten 

Progesteronrezeptors eventuell vorhandene sehr geringe 

Phosphorylierungsunterschiede ( < 20%, siehe Spalte 4 in Tab. 1) sowie 

Verschiebungen von Phosphorylierungsstellen innnerhalb des 

Rezeptormoleküls nicht erkannt werden können, wurden weitere 

Untersuchungen zur Beeinflussung der Rezeptorphosphorylierung durch EGF 

durchgeführt. 

Die Tyrosinkinase des EGF Rezeptors phosphoryliert nach Aktivierung durch 

EGF sich selbst und zahlreiche andere Proteine, darunter auch die 

Serin/Threonin-Proteinkinase C und eventuell andere Kinasen (Ushira und 

Cahen 1980, Hunter und Caaper 1981, Berridge 1987). Für den 

Progesteronrezeptor sind in viva nur Serinphosphorylierungen beschrieben 

worden (Raa et al. 1987a, Sheridan et al. 1989). ln vitra ist gereinigter 

Progesteronrezeptor jedoch ein Substrat für die Phosphorylierung durch die 

Tyrosinkinase des EGF Rezeptors (Ghash-Dastidar et al. 1984, Waa et a/. 

1986). Da die Analyse der phosphorylierten Aminosäuren nach Behandlung 

von T47D-CAT7 Zellen mit R5020 + EGF keinen Hinweis auf eine 

EGF-abhängige Tyrosinphosphorylierung erbracht hat (Abb.16), kann nicht 

davon ausgegangen werden, daß eine Phosphorylierung des 

Progesteronrezeptors durch die Tyrosinkinase des EGF Rezeptors oder eine 

andere im Verlauf der durch EGF ausgelösten Signalkette aktivierten Tyrosin­

oder Threoninkinase erfolgt. Dieses Ergebnis stimmt mit Daten von Rao et al. 

überein, die in T47D Zellen nach Behandlung mit EGF in Abwesenheit von 

Hormon keine Tyrosinphosphorylierung gefunden haben (Raa et al. 1987a). 
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Ein Vergleich des Phosphorylierungsmusters von durch partiellen 

Proteaseverdau des Progesteronrezeptors nach Induktion der Zellen mit 

R5020 oder R5020 + EGF erhaltenen Peptiden zeigt keinen EGF abhängigen 

Unterschied zwischen den phosphorylierten Peptiden, während die 

zusätzliche Phosphorylierung des Rezeptors nach Behandlung mit R5020 im 

Vergleich zu nicht induzierten Zellen zu zahlreichen Unterschieden im 

Peptidmuster führt (Abb. 17). Dieses Ergebnis spricht gegen eine Änderung 

der Phosphorylierung des Progesteronrezeptors als Ursache für den EGF 

Effekt. 

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse muß berücksichtigt werden, daß nur ein 

geringer Teil des ligandgebundenen Progesteronrezeptors tatsächlich 

spezifisch an die PRE DNA binden kann, da die Anzahl der PRE Sequenzen in 

der Zelle gering ist gegenüber den vorhandenen Hormon- und 

Progesteronrezeptormolekülen. Sollte eine EGF abhängige Änderung der 

Phosphorylierung des Progesteronrezeptors nur bei PRE-gebundenen 

Rezeptormolekülen auftreten, so könnte diese mit Hilfe der durchgeführten 

Experimente wahrscheinlich nicht erkannt werden, da die Veränderung dieser 

Minderheit der Rezeptormoleküle von den unveränderten nicht PRE­

gebundenen Progesteronrezeptoren überlagert würde. 

Hinweise auf eine DNA-bindungsabhängige Phosphorylierungsänderung bei 

Steroidhormonrezeptoren geben Untersuchungen am Glukokortikoidrezeptor 

(Orti et al. 1989). Hierbei wurde die Phosphorylierung eines kleinen Teils der 

im Kern lokalisierten Rezeptorfraktion untersucht, der nach DNase Verdau 

nicht extrahiert werden konnte, sondern erst durch Kochen in 10% SOS und 

20% TritonX100 von der Kernfraktion zu trennen war. Bei diesem mit DNase 

nicht extrahierbaren Rezeptor handelt es sich wahrscheinlich um die 

spezifisch DNA gebundene Fraktion. Die Experimente von Orti et al. ergaben, 

daß dieser mit DNase nicht extrahierbare Rezeptor die für den mit DNase 

extrahierbaren Rezeptor beobachtete ligandabhängige zusätzliche 

Phosphorylierung nicht aufweist und in seiner Gesamtphosphorylierung dem 

nicht aktivierten Rezeptor entspricht. Da jedoch in dem beschriebenen 

Experiment die Menge des mit DNase nicht aus der Kernfraktion isolierbaren 
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Progesteronrezeptors sehr gering war und demzufolge der gemessene Einbau 

an radioaktivem Phosphat nur um den Faktor zwei über dem Hintergrund lag, 

ist nicht sicher zu entscheiden, ob die beobachtete um 40% geringere 

Phosphorylierung der nicht mit DNase extrahierbaren Rezeptoren tatsächlich 

die in vivo Verhältnisse widerspiegelt oder ob ein Meßfehler vorliegt. Für den 

Fall, daß kein Meßfehler vorliegt, folgt aus dem dargestellten Experiment, daß 

die bekannte hormoninduzierte Phosphorylierung des Rezeptors 

möglicherweise nicht die einzige für die Transaktivierung notwendige 

Modifikation des Glukokortikoidrezeptors ist. Eine DNA-bindungsabhängige 

Phosphorylierungsänderung könnte eventuell auch beim Progesteronrezeptor 

vorliegen und durch EGF modifiziert werden oder nur nach Behandlung der 

Zellen mit EGF auftreten. Weitere Untersuchungen sind notwendig zur Klärung 

des Vorliegens DNA-bindungsabhängiger Phosphorylierungsänderungen von 

Steroidhormonrezeptoren und ihrer biologischen Relevanz für die 

Transaktivierung von Genen. 

Ein anderer Schritt in der Aktivierung des Progesteronrezeptors, der durch 

EGF beeinflußt werden könnte, ist die Dissoziation des Rezeptor-hsp 

Komplexes. Diese Dissoziation ist Voraussetzung für die 

Rezeptordimerisierung und Transaktivierung. Falls durch EGF aktivierte 

Faktoren die Dissoziation des Komplexes erleichtern würden, sollte der EGF 

Effekt bei geringen Hormonkonzentrationen stärker sein als bei maximaler 

Hormonkonzentration, da bei hoher Ligandkonzentration alle 

Rezeptormoleküle aktiviert sind. Tatsächlich steigt der EGF Effekt jedoch mit 

steigender Hormonkonzentration (Abb. 4). Der EGF Effekt beruht folglich nicht 

auf einer schnelleren Aktivierung des Progesteronrezeptors, sondern auf einer 

Steigerung der Transkriptionsrate des PRE-gebundenen 

Progesteronrezeptors. 

EGF könnte die DNA Bindung des aktivierten Progesteronrezeptors verändern. 

Bindung des aktivierten Progesteronrezeptors an eine PRE 

Konsensussequenz ist Voraussetzung für die progesteroninduzierte 
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Genexpression. Sowohl Strukturveränderungen des Rezeptors durch 

Modifikationen wie Phosphorylierung oder Dephosphorylierung als auch eine 

durch EGF induzierte Bindung von weiteren Faktoren an den 

Progesteronrezeptor sollten die Mobilität des Ligand-Rezeptorkomplexes in 

einem nicht denaturierenden Gel verändern. EGF induzierte Änderungen in 

der Mobilität des Rezeptor-DNA Komplexes konnten jedoch in 11 Bandshift 11 

Experimenten nicht gefunden werden (Abb. 19a, Krusekopf et al. 1991 ). Auch 

die Spezifität der Rezeptor-DNA Bindung wurde durch EGF nicht beeinflußt 

(Abb. 19b). Diese Ergebnisse zeigen, daß unter den verwendeten 

experimentellen Bedingungen bei Extraktpräparation und DNA Bindung 

wahrscheinlich keine durch EGF bewirkte Modifikation des 

Progesteronrezeptors und keine Bindung eines Kofaktors an den Rezeptor 

stattfindet. 

Als weitere Möglichkeit könnte ein EGF induzierter Unterschied in der 

Beteiligung von A- und B-Rezeptor am DNA-Proteinkomplex für die 

Verstärkung der Genexpression durch EGF verantwortlich sein. Zwar 

induzieren sowohl A- als auch B-Rezeptor progesteronregulierte 

Genexpression (Krett et al. 1988); es gibt jedoch Unterschiede in der 

biologischen Aktivität zwischen der A- und der B-Form des 

Progesteronrezeptors. So aktiviert der B-Rezeptor im Gegensatz zum 

A-Rezeptor die Transkription eines PRE/GREtkCAT Konstrukts in Abhängigkeit 

von RU486 (Meyer et al. 1990). Die Vermutung einer EGF abhängigen 

Beteiligung von A- und B-Rezeptor am DNA-Proteinkomplex wird jedoch durch 

DNA-Protein Bindungsexperimente nicht bestätigt, da kein Unterschied im 

Verhältnis von A- und B-Rezeptor beim DNA-bindenden Komplex nach 

Behandlung von Zellen mit R5020 ± EGF gefunden wurde (Abb. 19a). 

Bei der Bewertung dieser Ergebnisse ist zu berücksichtigen, daß die DNA 

Bindung in den durchgeführten Experimenten mit Zellextrakten in vitro und 

nicht in der Zelle stattfand und daß die zugefügte DNA frei von Chromatin war. 

Möglicherweise spiegelt die unter diesen Bedingungen beobachtete 

Rezeptor-DNA Bindung nicht die in vivo vorliegenden Bedingungen wider. 

So könnte ein eventuell EGF-abhängig am Rezeptor-DNA Komplex beteiligtes 

weiteres Protein während der Extraktpräparation von diesem Komplex 
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dissoziieren. Um diese Mög I ich keit zu untersuchen wurden 

Extraktpräparationen mit geringer Salzkonzentration durchgeführt. Die mit 

diesen Extrakten gebildeten Protein-DNA Komplexe unterscheiden sich 

jedoch nicht von den Komplexen mit Extrakten, für deren Präparation 400 mM 

KCI verwendet wurde. Ein Nachteil der schonenden Extraktpräparation bei 

geringer Salzkonzentration ist jedoch, daß die spezifisch an die DNA 

gebundenen Rezeptormoleküle wahrscheinlich nicht extrahiert und somit auch 

im "Bandshift" nicht untersucht werden können. Wie bei den Untersuchungen 

zur Phosphorylierung muß bei den DNA Bindungsstudien außerdem 

berücksichtigt werden, daß eine Veränderung des Rezeptor-DNA Komplexes, 

die nur bei den in vivo an DNA gebundenen Rezeptormolekülen auftritt, 

wahrscheinlich auch dann nicht erkannt werden könnte, wenn sie bei der 

Extraktpräparation nicht zerstört würde, da die spezifisch an DNA gebundene 

Rezeptorfraktion nur einen kleinen Teil der durch Hormon aktivierten 

Rezeptormoleküle ausmacht. Diese Minderheit der veränderten 

Rezeptormoleküle würde von den in vivo nicht DNA gebundenen Rezeptoren 

überdeckt werden. 

Möglicherweise beruht die synergistische Genaktivierung durch Progesteron 

und EGF auf der Bindung eines zusätzlichen Proteins an den 

Progesteronrezeptor-PRE Komplex, die in vitro nicht nachvollzogen werden 

kann. Einen Hinweis auf die mögliche EGF-abhängige Beteiligung eines 

Kofaktors an der DNA Bindung des Progesteronrezeptors gibt die 

Beobachtung, daß in transient mit pMMTV-CAT transfizierten Zellen im 

Gegensatz zu stabilen Transfektanden kein EGF Effekt auftritt. ln transient 

transfizierten Zellen liegen die Plasmide in höherer Kopienzahl vor als in 

stabilen Transfektanden. Ein für den EGF Effekt notwendiger Faktor, der nur in 

geringer Konzentration in der Zelle vorliegt, könnte bei Vorliegen einer großen 

Anzahl von Rezeptorbindungsstellen nach transienter Transfektion austitriert 

werden und nicht für alle DNA-gebundenen Rezeptormoleküle zur Verfügung 

stehen, so daß der EGF Effekt durch Transkriptionsinitiation ohne diesen 

Kofaktor überdeckt wird. Diese Überlegung bietet einen Ansatzpunkt für 

zukünftige Untersuchungen zum Mechanismus des Synergismus von 

Progesteron und EGF bei der Genaktivierung. 
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