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Zusammenfassung 

Alkylierende Agenzien sind in unserer Umwelt weit verbreitet und stellen 

potente chemische Mutagene/Karzinogene dar. Auch in der Tumorchemothe­

rapie finden Alkylantien eine breite Anwendung. Das Ziel der hier vorlie­

genden Arbeit war es, zelluläre Schutzfunktionen eukaryontischer Zellen 

(Säugerzellen) zur Abwehr· genatoxischer Schäden nach Alkylantienexposi­

tion zu charakterisieren. 

Durch Transfektion von genorniseher menschlicher DNA in eine Alkylan­

tien-hypersensitive Hamster-Zellinie (27-1) und nachfolgende Selektion auf 

Methyl-Methansulfonat (MMS) resistente Zellen konnten menschliche DNA 

enthaltende Cosmide und schließlich eine cDNA (C-81) kloniert werden, die 

Resistenz gegenüber monofunktionellen Alkylantien (Iv!Iv!S und N-Methyl-N'­

Ni tro- N- Ni trosoguanidin (Iv!NNG)), sowie 6- Thioguanin vermitteln. Die cDNA 

codiert mit großer Wahrscheinlichkeit für ein Membranglykoprotein. Muta­

genbehandlung führte nicht zu einer verstärkten Expression von C- 81 mRNA 

in menschlichen Zellen. Da die Cosmidtranfektanten im Vergleich zu Kon­

trolltransfektanten eine verringerte Teilungsrate aufwiesen, und C- 81 

mRNA verstärkt in konfluenten Zellen exprimiert wurde, erscheint es 

möglich, daß dem Mechanismus der Resistenzvermittlung eine Verringerung 

der Proliferationsgeschwindigkeit durch das von C-81 codierte Protein zu­

grunde liegt. Eine verringerte Teilungsrate der Zellen könnte ihnen die 

Reparatur von DNA-Alkylierungsschäden ermöglichen, bevor diese durch 

nachfolgende Replikation fixiert und manifestiert werden. 

Einen weiteren Faktor, der an der Vermittlung von Alkylantienresistenz 

beteiligt ist, stellt die 0 6 -Alkylguanin- DNA Alkyltransferase (MGiv!T) dar. 

Durch stabile Transfektion und Expression der menschlichen cDNA für 

dieses Protein in Alkyltransferase defizienten Hamsterzellen (CH0-9) konnte 

die Bedeutung dieses Reparaturproteins für die Vermeidung der genatoxi­

schen Wirkung von alkylierenden Agenzien untersucht werden. Es zeigte 

sich, daß die 0 6 -Alkylguanin-DNA Alkyltransferase einen wesentlichen 

Beitrag zur Abwehr der toxischen, mutagenen, Aberrationen- und 

Schwesterchromatidenaustausch-induzierenden Wirkung von monofunktio-



nellen Alkylantien leistet. Die Stärke der 

0 6 -Alkylguanin- DNA Alkyltransferase ist abhängig 

Schutzwirkung der 

von der zellulären 

MGMT-Menge, der Mutagendosis und der Art des applizierten Mutagens. 

Durch Verwendung eines Dexamethason - induzierbaren MGMT-Expressions­

konstrukts konnte gezeigt werden, daß 0 6 -Methylguanin erst nach Ablauf 

eines Zellzyklusses und damit wahrscheinlich erst über die Ausbildung 

sekundärer Läsionen seine toxische Wirkung entfaltet. 

Erstmals konnte im Rahmen dieser Arbeit auch der Nachweis einer trans­

kriptionellen Aktivierbarkeit eines DNA- Reparaturgens (MGMT) aus Säu­

gerzellen nach Behandlung mit DNA-schädigenden Agenzien erbracht wer­

den. Die Induzierbarkeit der Iv!GMT-mRNA-Expression wurde nur an Hepatom­

zellen von Ratten beobachtet und erfolgte durch alle zu DNA-Strangbrüchen 

führenden Behandlungen. Es wurde gezeigt, daß die Induktion der MGMT­

mRNA-Expression von Proteinbiosynthese abhängig ist und durch Phospha­

tasehemmung verhindert werden kann. Die Induktion der MGMT-mRNA-Ex­

pression ist _von biologischer Relevanz, da sie bei wiederholter Alkylan­

tienexposition von Zellen zu einer Verringerung der induzierten Mutations­

frequenz in Hepatomzellen führt. 

Bei der Untersuchung der molekularen Ursachen für die MGMT-Defizienz 

von Zellen (Mex--Phänotyp) zeigte sich, daß sowohl ein völliger Verlust, 

als auch Punktmutationen oder Veränderungen des Methylierungsgrades 

des MGiv!T- Gens den Iv!ex--Phänotyp bedingen können. 

Die Ergebnisse machen zusammengefaßt deutlich, daß mindestens 2 Funk­

tionen an der Vermittlung von zellulärer Alkylantienresistenz beteiligt 

sind: ein von der C- 81-cDNA codiertes Protein, sowie das Reparaturprotein 

0 6 -Alkylguanin-DNA Alkyltransferase. Die durch MGMT-Induktion bewirkte 

Verringerung der Mutationsfrequenz in den induzierten Zellen deutet dabei 

auf die Existenz einer adaptiven Antwort auch in Säugerzellen hin. 



Abstract 

Characterization of Cellular Fundions Protecting Against the Genotoxic 
Effects of Alkylating Agents in Mammalian Cells 

Alkylating agents are widespread environmental mutagens/carcinogens 

and are often used in tumour chemotherapy. In the work presented here 

cellular functions which protect eukaryotic cells against the genotoxic 

effects of alkylation darnage were characterized. 

After transfection of human genomic DNA into an alkylation-hypersensitive 

hamster mutant cell line (27-1) and selection wi th methyl-methane­

sulfonate (MMS) cosmids and finally a human cDNA (C-81) were cloned 

which conferred resistance both towards simple alkylating agents such 

as MMS or N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) and 6-thioguanine. 

Very likely the cloned cDNA codes for a membrane glycoprotein. Mutagen 

treatment does not induce elevated C-81 mRNA expression in human cells. 

C- 81 mRNA ex:pression was enhanced in confluent human cells, as compared 

to cells growing lögari thmically. This observation and the fact that 

cosmid transfectants showed a slower growth rate than control trans­

fectants suggests that the C- 81 protein mediates alkylation resistance by 

influencing cell cycle progression. A decreased proliferation rate could 

enable cells to repair alkylation darnage before its fixation. 

The 0 6 -alkylguanine-DNA alkyltransferase (Iv!GMT) is another factor con­

ferring resistance to alkylating agents. After stable transfection and 

expression of the human Iv!Giv!T cDNA in lv!GMT . deficient hamster cells 

(CH0-9) it was shown that the o6 -a lkylguanine- DNA alkyltransferase 

has a great importance as cellular defence mechanism against the toxic, 

mutagenic, clastogenic and sister chromatid exchange inducing effects of 

simple alkylating agents. The extent of protection was dependent on the 

quanti ty of lv!Giv!T molecules per cell, the dose and the kind of the applied 

mutagen. By use of a dexamethasone inducible Iv!Giv!T-expression vector it 

was shown that 0 6 -methylguanine containing DNA needs replication to 

give rise to toxic effects. Thus the toxicity of this lesion is probably 

based on the creation of secondary lesions. 



Furthermore i t was shown here for the first time that a mammalian DNA 

repair gene (MGMT) can be transcriptionally activated upon DNA damaging 

treatments. The inducibility of the MGMT-mRNA expression was detected 

only in rat hepatoma cells after various treatments having in common to 

lead to DNA breakage. The MGMT-induction depends on protein synthesis 

and can be prevented by phosphatase inhibi tion. After mutagen treatment 

the MGMT induction gave rise to reduction of MNNG- induced mutation fre­

quency in hepatoma cells; thus MGMT induction is biologically relevant. 

Investigations concerning the molecular reasons for the MGMT deficiency 

of cells (Mex- -phenotype) revealed that a total loss, point mutations or 

changes in methylation pattern of the MGMT gene might lead to the 

Mex- -phenotype. 

In summary, the results show that at least 2 functions are participated 

in conferring cellular alkylation resistance: a protein coded by the C- 81 

cDNA and th~ repair protein 0 6 -alkylguanine-DNA alkyltransferase. The 

reduction of the mutation frequency in MGivlT induced cells indicates the 

existence of an adaptive response in mammalian cells. 
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EINLEITUNG 

Das Überleben einer Art im Laufe der Evolution hängt wesentlich von der 

identischen Weitergabe der genetischen Information an die Tochterge­

neration ab. Um mutagene und toxische Auswirkungen endogen- sowie 

umweltbedingter Schädigungen der Erbsubstanz zu vermeiden, besitzen 

Organismen eine Reihe von verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen ( z.B. 

Exzisionsreparatur, Rekombinationsreparatur). 

Besonders gut untersucht sind DNA-Reparaturvorgänge an. Escherichia coli 

( Brent u. Ptashne, 1980; Bridges u. Lehmann, 1982; Little und Mount, 1982; 

Friedberg, 1985; Yarosh, 1985; Lindahl u. Sedgewick, 1988). Nach Einwirkung 

von Hitze, Strahlung oder chemischen Mutagenen reagieren E. coli Zellen 

mit der Induktion von Funktionen, die Schutzcharakter haben. Das nach 

Behandlung mit replikationsblockenden Agenzien (z.B .. W-Bestrahlung) in E. 

coli induzierte Abwehrsystem wird als "SOS-Antwort" (Radman, 1980) be­

zeichnet; das nach Einwirkung von alkylierenden Agenzien wie N-Methyl­

N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) induzierte Abwehrsystem trägt die Be­

zeichnung "adaptive Antwort" ("adaptive response"; Teo et al., 1986; Lin­

dahl et al., 1988). Während im Zentrum der SOS-Anty..rort das RecA Protein 

steht, welches durch proteolytische Spaltung des Lex A Repressors die In­

duktion der SOS-Antwort ermöglicht, spielt bei der "adaptive response" 

das sogenannte Ada-Protein (Ada :::: 11 alkylation damage") die zentrale Rolle. 

Dieses 38 kDa- Protein überträgt irreversibel Alkyl-Gruppen von 0 -Ato­

men der Phosphodiesterbindung, der 0 6 -Position des Guanins und der 

0 4 -Position des Thymins auf eigene Cysteinreste, wodurch der ursprüngli­

che Zustand der DNA wieder hergestellt wird (Demple et al., 1985; Naka­

beppu et al., 1985; Lindahl et al., 1988; Tano et al., 1989). Das funktionell 

inaktivierte Ada-Protein wirkt als Transkriptionsaktivator für die eigene 

Expression sowie anderer an der Beseitigung von DNA- Alkylierungsschä­

den beteiligten Gene, wie z.B. des für eine Glycosylase codierenden alkA­

Gens (Evensen u. Seeberg, 1982; Karran et al., 1982b; Sedgewick, 1983; Teo et 
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al., 1984; Nakabeppu u. Sekiguchi, 1986; Sekiguchi u. Nakabeppu, 1987; Lin­

dahl u. Sedgewick, 1988; Samsan et al., 1988). Neben dem induzierbaren 

Ada-Protein existiert in E. coli außerdem noch ein konstitutiv exprimier­

tes Alkyltransferase- Protein, das vom ogt-Gen kodiert wird (Potter et al., 

1987; Rebeck et al., 1988; Potter et al., 1989). Es hat ein Molekulargewicht 

von 19 kDa und entspricht funktionell dem N-terminalen Teil des Ada-Pro­

teins. Im Gegensatz zum Ada-Protein repariert es allerdings keine Phos­

phatriester (Rebeck et al., 1988). 

Auch bei Säugerzellen sind eine Reihe von zellulären Reaktionen nach DNA 

schädigenden Behandlungen bekannt (Herrlich et al., 1986); diese Reaktionen 

reichen von Genamplifikation (Lavi, 1981; Lücke-Huhle et al., 1986; Yalkino­

glu et al., 1988) bis zur transkriptionellen Aktivierung von Genen zu denen 

u.a. c-fos, c-myc, c-jun, Metallothionein, Collagenase, Plaminogenaktivator 

und Polymerase ß gehören (Miskin u. Ben-Ishai, 1981; Angel et al., 1986; 

Brdar u. Matulic, 1988; Farnace et al., 1988; Lambert u. Garrels, 1988; Hol­

lander u. Fornace, 1989; Kaina et al., 1989; Stein et al., 1989a; Krämer et 

al., 1990; Ronai et al., 1990; Kedar et al., 1991) . Weiterhin sind die Sekre­

tion von Proteinen (Schorpp et al., 1984; Stein et al., 1989b) sowie die Akti­

vierung von Proteinaktivitäten wie NFxB oder ADPRT beschrieben worden 

(Shall et al., 1982; Althaus et al., 1985; Bäuerle u. Baltimore, 1988). Wäh­

rend Metallothionein eine protekti ve Funktion gegenüber Schwermetallen, 

Radikalen und Alkylantien ausübt ( Gick et al., 1981; Thornally u. Vasaki, 

1985; Lohrer u. Robson, 1989; Kaina et al., 1990a), scheint c-fos eher an 

einem gegenteiligen Effekt, der Induktion von Aberrationen beteiligt zu 

sein (V an den Berg et al., 1991). Es ist bekannt, daß die nach DNA- Schädi­

gung oder Mitogenbehandlung innerhalb weniger Minuten induzierbaren Ge­

ne c-fos und c-jun den Transkriptionsfaktor AP-1 bilden (Angel et al., 

1986, 1987, 1988; Chiu et al., 1988; ). Ob dieser allerdings an der transkrip­

tionellen Aktivierung von DNA-Reparaturgenen beteiligt ist, ist unbekannt. 
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Das Wissen über DNA-Reparaturgene und deren Regulation in Säugetierzel­

len ist gering, verglichen mit E. coli. Adaptive Antworten von Säugetier­

zellen sind zwar häufig beschrieben worden (Samson u. Schwartz, 1980; Du­

rant et al., 1981; Kaina, 1983; Goth-Goldstein, 1987; Goth -Goldstein u. Hug­

hes, 1987; Aquilina et al., 1988), eindeutige Erklärungen für diese Beobach­

tungen fehlen bisher jedoch. Lediglich für die unten noch genauer be­

schriebene 0 6 -Alkylguanin-DNA Alkyltransferase, sowie die 3-Methylpu­

rin-DNA Glycosylase ist eine 2-3 fache Erhöhung der Aktivität nach DNA­

Schädigung beobachtet worden (Lefebvre u. Laval, 1986; 1989; Frosina u. 

Laval, 1987; Laval, 1990; 1991). Reparaturvorgänge finden bevorzugt in aktiv 

transkribierten Genen statt (Mellon et al., 1986; Mellon u. Hanawalt, 1989). 

Aus Hefezellen sind neben mehreren "RAD"-Genen (Friedberg, 1985) das die 

0 6 -Alkylguanin -DNA Alkyltransferase codierende Gen (Xiao et al., 1991 ) 

sowie ein dem bakteriellen alkA homologes Gen ( Chen et al., 1989; Berdal 

et al., 1990; Chen et al., 1990) kloniert worden. Aus Säugerzellen sind bis­

her die ERCC-Gene 1-3 (Van Duin et al., 1986; Weber et al., 1990; Weeda et 

al., 1990 a), das XRCC1-Gen (Thompson et al., 1990), zwei menschliche Glyco­

sylase-Gene (die N-Alkylpurin-DNA Glykosylase cDNA (O'Connor u. Laval, 

1990; Chakravarti et al., 1991 ) und die Uracil- DNA Gycosylase cDNA ( Olsen 

et al., 1989)) sowie die cDNA für die menschliche 0 6 -Alkylguanin-DNA Al­

kyltransferase ( Hayakawa et al, 1990; Tano et al., 1990; Rydberg et al., 

1990) isoliert worden. Eine Übersicht über klonierte menschliche DNA-Re­

paraturgene findet sich bei Kaina et al. (1991a). 

Die ERCC-Gene (''Excision repair cross-complementing rodent UV- comple­

mentation group genes") wurden alle aus sekundären Transfektanten nach 

Transfektion von menschlicher DNA (ERCC 1, 3) bzw. Mensch-Hamster Hybrid 

DNA (ERCC 2) in Hamsterzellen der jeweiligen Komplementationsgruppe 

erhalten. 

Das ERCC 1-Gen komplementiert die UV-, Mitomycin C (MMC), Ethyl-Nitrosc­

harnstoff (ENU), 4-Nitroquinolinoxid- und N-Acetoxy-Acetylaminofluoren­

Hypersensitivität einer CH0-9-Mutante (43-3B-Zellen) und zeigt eine par-
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tielle Homologie zu den uvr-A und uvr-C-Genen von E. coli sowie dem 

rad 10 Gen der Hefe. Die genaue Wirkung des Genprodukts ist noch nicht 

bekannt. Das ERCC2-Gen codiert für ein Protein, das aus 760 Aminosäuren 

besteht und die UV-Hypersensiti vität von CHO- UV5-Zellen komplementiert. 

Das Protein weist 73 % Homolgie zum rad 3 Gen der Hefe auf (Weber et al., 

1990). Da das Hefegen für eine Helicase codiert, wird das ERCC2-Genpro­

dukt ebenfalls als ATP-abhängige Helicase angesehen. Die 3 kb große mRNA 

des ERCC 3- Gens codiert für ein aus 782 Aminosäuren bestehendes Protein, 

welches die UV-, nicht aber die MMS-Hypersensitivität von 27-1 Zellen 

komplementiert. Da das Protein Nukleotid-, Chromatin- sowie DNA-Bin­

dungsdomänen besitzt, stellt es wahrscheinlich eine DNA-Reparatur-Heli­

case dar. Das ERCC3- Gen komplementiert außerdem den auf einer Raster­

schubmutation beruhenden Defekt von XP-B-Zellen ( Weeda et al., 1990b). 

Bei der Klonierung der menschlichen 0 6 -Alkylguanin- DNA Alkyltransferase 

(MGMT) wurden erstmals erfolgreich spezifische E. coli Reparaturmutanten 

mit einer in einen prokaryontischen Expressionsvektor klonierten mensch­

lichen cDNA-Bank komplementiert (Tano et al., 1990). Auf die gleiche Weise 

wurde auch die cDNA für die Alkylpurin-DNA- Glycosylase isoliert (01Con­

nor u. Laval, 1990; Chakravarti et al., 1991). Die 850 bp große mensch­

liche MGMT- cDNA zeigt keine nennenswerte Sequenzhomologie mit der bak­

teriellen ada-cDNA; fehlende Kreuzhybridisierung dürfte auch ein Grund 

für die erst Jahre nach der Klonierung des ada-Gens (Sedgewick, 1983) 

erfolgreiche MGMT-Klonierung gewesen sein. Beim Vergleich der Aminosäu­

re-Sequenz der menschlichen MGMT mit der kürzlich klonierten Ratten­

MGMT ( Potter et al., 1991) ergibt sich eine nur 81 % ige Homologie. Auch 

unter Säugern scheint das Protein demnach insgesamt nicht sehr konser­

viert zu sein. Lediglich im Bereich des als Methyl-Akzeptor fungierenden 

Cysteins sind das menschliche, Ratten-, Hefe- und bakterielle Protein 

identisch (Pro-Cys-His-Arg). Das aus der cDNA-Sequenz abgeleitete Moleku­

largewicht der menschlichen Alkyltransferase beträgt 22 kDa (Tano et al., 

1990); für über klassische Reinigungsverfahren isoliertes MGMT-Protein 

wurde ein Molekulargewicht von 25 kDa bestimmt ( Brent et al., 1990; Von 
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Wronski et al., 1991). Die 0 6 -Alkylguanin-DNA Alkyltransferase arbeitet 

cofaktorunabhängig, wird durch Schwermetalle in ihrer Funktion gehemmt 

und greift bevorzugt an doppelsträngiger DNA an ( Harris et al., 1983; Pegg 

et al., 1983; Bhattacharyya et al., 1988; Brent et al., 1990). Im Unterschied 

zum bakteriellen Ada-Protein repariert das menschliche Protein effizient 

nur 0 6 -Alkylguanin-Läsionen. Außerdem besitzt es auch hohe Effektivität 

bei der Reparatur von längerkettigen Addukten an der 0 6 -Position des Gu­

anins, wie z.B. Propylierungen und Chlorethylierungen (Yarosh et al., 1985; 

Morimoto et al., 1985; Pegg, 1990). 

Die von der Alkyltransferase reparierte 0 6 -Alkylguanin-Läsion stellt eine 

prämutagene Läsion dar, die, nicht repariert, zu. GC -> AT Transitionen 

führt (Newbold et al., 1980; Saffhill et al., 1985; Yarosh, 1985; Pegg, 1990 ). 

Da solche Mutationen möglicherweise auch an der Aktivierung des zellulä­

ren H- ras Protoonkogens beteiligt sind (Sukumar et al., 1983; ~·1itra et al., 

1989) wird der Alkyltransferase neben der antimutagenen auch antikarzi­

nogene Wirkung zugesprochen. Diese Hypothese wird dadurch unterstützt, 

daß ein protektiver Einfluß der MGMT auf durch Alkylantien induzierte 

Transformation von Zellen gefunden wurde (Thomale et al., 1990). Da die 

Alkyltransferase als einziges bisher bekanntes Protein auch die Schäden 

reparieren kann, die von in der Tumorchemotherapie verwendeten chlore­

thylierenden Agenzien gesetzt werden, kommt diesem Protein auch prakti­

sche, medizinisch-klinische Bedeutung zu (Farmer, 1985; Malpas, 1986; Rud­

don, 1987; Pegg, 1990). Chlornitroseharnstoffe beispielsweise werden heute 

insbesondere zur Behandlung von Gehirntumoren eingesetzt. Deren thera­

peutische Effizienz beruht darauf, daß das Gehirn im Vergleich zu anderen 

Organen die geringsten MGMT- Aktivitäten aufweist (Myrnes et al., 1983; 

Grafstrom et al., 1983; Gerson et al., 1986; Pegg, 1990). Die Nebenwirkungen 

einer solchen Chemotherapie auf andere Organe bleiben somit relativ 

gering. 
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Neben ihrer Bedeutung für die Tumorchemotherapie stellen alkylierend 

wirkende N-Nitroso-Verbindungen (Nitrosamine) auch eine wichtige Grup­

pe von Umweltkarzinogenen dar (Bartsch u. Montesano, 1988; Tricker et al., 

1989). Diese Substanzen können vom Menschen direkt mit der Nahrung auf­

genommen oder indirekt über Verdauungsprozesse gebildet werden. Sie 

führen, meist erst nach metabolischer Aktivierung durch Oxygenasen über 

den Mechanismus der nukleophilen Substitution zu N- oder 0-Alkylierungen 

in der DNA (Margison u. Connor, 1979; Dipple et al., 1987; Archer, 1989; Gut­

tenplan, 1990). Die häufigsten N-Alkylierungsprodukte nach Behandlung von 

Zellen mit Methyl-Nitroseharnstoff sind N7-Methylguanin (65 % der Gesamt­

alkylierungen) und N3 -Methyladenin (9 % der Gesamtalkylierungen), die 

häufigsten 0-Alkylierungen finden an der 0 6 -Position des Guanins (8 %) und 

04_Position des Thymins (0,5 %) statt (Beranek, 1990). Aufgrund der bereits 

erwähnten mutagenen Wirkung der 0 6 -Alkylguanin-Läsion stellt die 

0 6 -Alkylguanin- DNA Alkyltransferase damit auch eine wichtige Schutz­

funktion für die Gesundheit des Menschen dar. 

Es existieren eine Reihe von Zellinien, die defekt bezüglich der Repara­

tur von 0 6 -Alkylguanin sind; sie werden als Mex- (bzw. Mer-) bezeichnet. 

Im Vergleich zu Mex+-zellen weisen sie eine erhöhte Sensitivität gegenü­

ber N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) sowie Chlornitroseharn­

stoffen auf (Day III et al., 1980; Yarosh et al., 1983; Fujio et al., 1989). Ob­

wohl 0 6 - Alkylguanin im Gegensatz zu N3 -Methyladenin keine replikations­

blockende Wirkung hat ( Larson et al., 1985), deutet das gegenüber MNNG 

erhöhte Resistenzverhalten von mit der bakteriellen ada-cDNA transfi­

zierten Mex--Zellen auf eine mögliche toxische Wirkung auch der 

0 6 -Methylguanin-Läsion hin (Brennand u. Margison, 1986; Ishizaki et al., 

1986; Kataoka et al., 1986; Samson et al., 1986; White et al., 1986). Aufgrund 

der 3-fachen Reparaturwirkung (06 -, 0 4 -, Phosphotriester) des bakteriel­

len Ada- Proteins (MGMT repariert effizient nur 0 6 -Läsionen (Yarosh et al., , 

1985)) stand der endgültige Beweis für diese Hypothese jedoch noch aus. Im 

Rahmen von Untersuchungen zur molekularen Erklärung des Mex-Phänotyps 

wurden nach Transfektions- sowie Zellfusionsversuchen aus Mex- -Zellen 
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MNNG resistente, MGMT defiziente Zellen erhalten ( Yarosh, 1985; Kaina et 

al., 1987 ) . Diese Ergebnisse zeigten, daß MNNG- Resistenz nicht, wie ur­

sprünglich angenommen, unbedingt mit MGMT- Profizienz korreliert sein 

muß. Es zeigte sich außerdem, daß eine spontane Umwandlung von 

Mex- -Zellen zu Mex+ -Zellen möglich ist (Arita et al., 1988, 1990). Ebenso 

können durch Transfektion von DNA aus Mex- -Zellen in Mex- -Zellen MGMT 

profiziente Zellen entstehen (Dolan et al., 1989). Weiterhin konnten nach 

SV40 Transformation von Mex+- Zellen mit hoher Frequenz Mex- - Zellen 

erhalten werden ( Day III et al., 1980; Green et al., 1990). Neben einer inter­

individuellen Variation der MGMT-Aktivität wurden auch starke gewebe­

spezifische Unterschiede in der MGMT-Aktivtät festgestellt, wobei die 

menschliche Leber mit ca. 200 000 Molekülen/Zelle die höchsten, das 

menschliche Gehirn mit nur ca. 2000 Molekülen/Zelle die geringsten 

MGMT- Mengen aufweist (Krokan et al., 1983; Myrnes et al., 1983; Grafstrom 

et al., 1984). Insgesamt lassen diese Daten eine sehr komplexe Regulation 

des MGMT-Gens vermuten. Die Klonierung der cDNA für die menschliche 

0 6 -Alkylguanin-DNA Alkyltransferase (Tano et al., 1990) ermöglicht nun 

molekulare Untersuchungen zur Regulation der Expression, zur Charakteri­

sierung des Mex/Mer-Phänotyps, sowie der genauen protektiven biologi­

schen Funktion des Gens. 

Ein großer Teil meiner Arbeit befaßte sich mit diesen Problemstellungen. 

Ziel der Untersuchungen war die Charakterisierung der Funktion des 

MGMT..:Proteins in transgenen Zellinien bezüglich seines Einflusses auf die 

toxische und mutagene Wirkung von alkylierenden Agenzien. Ein weiteres 

Ziel der Experimente bestand in der molekularen Charakterisierung des 

Mex- Phänotyps sowie in der Beantwortung der Frage nach der Expression, 

potentiellen Induzierbarkeit und Regulation des Gens in Säugerzellen. 

Im Blickpunkt eines zweiten Teils der Arbeit standen Untersuchungen zur 

Alkylantien- Hypersensitivität der bereits oben erwähnten 27-1-Zellen 

(Zdzienicka u. Simons, 1986; Kaina, 1987). In diesem Rahmen wurden, auf­

bauend auf bereits durchgeführten Untersuchungen zur DNA-Reparatur in 
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27-1-Zellen (Kaina et al., 1990b), weitere Hypothesen zur kausalen Er­

klärung der Hypersensi ti vi tät dieser Zellen überprüft. Hauptsächlich je­

doch wurde in Anlehnung an die oben erwähnte Strategie bei der Klonie­

rung von Reparaturgenen ( ERCC-Gene) versucht, den 27-1 Reparaturdefekt 

durch Transfek tion mit genorniseher menschlicher DNA zu komplementie­

ren. Zur Verfügung stand mir hierzu bereits eine aus einer sekundären 

27-1- Transfektante (T60) von Dr. Bernd Kaina (Karlsruhe) hergestellte Cos­

midbank. Ziel war es, auf diese Weise ein weiteres, an der Vermittlung 

von Alkylantienresistenz beteiligtes Gen zu isolieren. 



Chemikalien und Enzyme 

Bakterienplatten: 
BrdU: 
FCS, NBS: 
G418: 
Gentamycin: 
HeCNU: 

Hybond-Nylonfilter: 
Medien für Bakterienkultur: 
Medien für Zellkultur: 
MMS: 
MNU: 
3H-MNU: 
Nick- Translationski tt: 
Radion ukleotide 
(o: - 32P-ATP) 
Random prime ITKitt: 
Restriktions- Endonukleasen: 

Taq-Polymerase: 
6- Thioguanin: 
T 7-ExoMet™Sequenzierkitt: 
Whatman 3MM-Papier: 
Zellkulturmaterial: 
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MATERIALIEN 

Greiner, Nürtingen 
Serva, Heidelberg 
Gibco, Eggenstein 
Gibco, Eggenstein 
G ibco, Eggenstein 
Von Prof. Eisenbrand (Kaiserslautern) zur 
Verfügung gestellt 
Amersham-Buchler, Braunschweig 
Difco Laboratories, Detroit 
Gibco, Eggenstein 
Sigma 
Sigma 
Amersham-Buchler, Braunschweig 
Amersham-Buchler, Braunschweig 
Amersham-Buchler, Braunschweig 

Stratagene 
Bio Labs, Schwalbach b. Frankfurt; Boehringer, 
Mannheim; Pharmacia, Freiburg ; Promega 
Biotec, Heidelberg 
Arnersham 
Sigma 
Stratagene 
Bender & Hobein, Karlsruhe 
Greiner, Nürtingen 

Alle weiteren verwendeten Chemikalien und Enzyme stammen von Boehrin­
ger (Mannheim), Bio Rad Laberatbries (München), BRL Inc. (Neu- Isenburg), 
Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Heidelberg), Promega 
Biotee (Heidelberg), Stratagene (Heidelberg) oder Sigma (München). 

Plasmide 

pSVT7: Erhalten von U. Günthert (Kernforschungszentrum Karlsruhe, IGT) 

pSVL-ADPRT: Von A. Schweiger (Innsbruck) zur Verfügung gestellt 

pKTlOO: Von S. Mitra (Oak Ridge, USA) zur Verfügung gestellt 

c2xB; pRGAPDH-13; pSV2neo: Erhalten von B. Kaina (Kernforschungszentrum 
Karlsruhe, IGT) 
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Wichtige Puffer und Lösungen 

20xSSC: 175,3 g NaCL I 88,2 g NaCitrat (pro Liter, pH 7,0) 

TE: 10 mM Tris (pH 7,4) I 1 mM EDTA 

10xTBE: 54 g Tris Base I 27,5 g Borsäure I 20 ml 0,5 M EDTA (pro Liter) 

10xCIP-Puffer: 0,5 M Tris (pH 9,0) I 0,1 M MgC12 I 1 mM ZnC12 

10xLigase-Puffer: 0,5 M Tris (pH 7,4) I 0,1 M MgC12 I 0,1 M DTT I 
10 mM Spermidin I 10 mM ATP I 1 mglml BSA 

10xNick-Translations-Puffer: 0,5 N Tris (pH 7,2J I 0,1 M MgS04 I 1 mM DTT I 
0,5 mglml BSA 

10x Kinase-Puffer: 0,5 M Tris (pH 7,4) I 0,1 M MgC12 I 50 mM DTT I 
10 mM Spermidin 

Calciumphosphat-Transfektionspuffer A: 1,5 mM Na2P0 2 I 50 mM Hepes I 
280 mM NaCl (pH 7,1) 

Calciumphosphat-Transfektionspuffer B: 10 mM Hepes I 250 mM CaC12 (pH 7,1) 

Hanahan-Puffer zur Herstellung kompetenter E. Coli: 

STB: 100 ·mM KCl I 45 mM MnC12x4H20 I 10 mM CaC12x2H20 I 
3 mM HACoCl I 10 mM KNes I 15 % Glycerin (pH 6,2) 

DnD: 90 % DMSO I 1 M DTT I 10 mM KAc (pH 7,4) 

Puffer zur Poly(]l,)+- RNA-Präparation: 

STE: 20 mM Tris I 10 mM EDTA I 100 mM NaCl (pH 7,4) 
HSB: 10 mM Tris I 5 mM EDTA I 300 mM NaCl I 0,1 % SDS (pH 7,4) 

Denaturierungspuffer zur Gesamt-RNA-Präparation: 
4 M Guanidiniumthiocyanat I 25 mM NaCitrat I 0,5 % Sarcosyl I 
0,1 M 2-Mercaptoethanol 

Denaturierungspuffer zur DNA- Isolation: 

10 mM Tris I 10 mM EDTAI 150 mM NaCl I 0,5 % SDS I 300 11g/ml Proteinase K 

Lösung zur Plasmidpreparation: 25 mM Tris I 10 mM EDTA I 50 mM Glucose I 
4 mglml Lysozym (pH 8,0) 

Vorhybridisierungslösung: 0,5 M NaP-Puffer I 1 mM EDTA I 7 % SDS (pH 7,2) 
Hybridisierungslösung: Vorhybridisierungslösung + 1% BSA 
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Nährmedien für die Bakterienkultur 

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton I 5 g Hefe-Extrakt I 10 g NaCl 
Angaben pro Liter 

(pH 7,4) 

XT-Medium: 50 mM Tris I 20 mM MgS04 I 25 g Bacto-Trypton I 7,5 g Hefe-
Extrakt/ 0,1 g Diaminopimellinsäure I 0,04 g Thymidin (pH 7,5) 
Angaben pro Liter 

SOB-Medium: 20 g Bacto-Trypton I 5 g Hefe-Extrakt I 10 ml 1 M NaCl I 
2,5 ml 1 M KCl / 10 ml 2 M MgCl2 /MgS04 (pH 7,0) 

SOC-Medium: SOB-Medium + 20 mM Glucose 

Zur Selektion auf Ampicillin-Resistenz wurde dem Medium 50 llg/ml 
Ampicillin zugesetzt. 

Zellinien und Bakterienstämme 

Folgende Zellinien wurden in der Arbeit verwendet: 

CH0-9: 
27-1: 
F9: 
GM637: 
H4IIE, FTO- 2B: 
HepG2: 
HeLa MR: 
HeLa 83: 
NIH3T3: 
V79: 
VH44, SL88, GM10 : 
208F: 

Hamsterovarialzellen 
CH0-9 Mutante (W-, MNNG-, MMS-sensitiv) 
'Teratokarzinomzellen der Maus 
SV40 transformierte menschliche Zellen 
Rattenhepatomzellen 
Menschliche Hepatomzellen 
Menschliche Gebärmutterkarzinomzellen; Mex­
Menschliche Gebärmutterkarzinomzellen; Mex+ 
Mausfibroblasten 
Harnsterfibroblasten 
Diploide, nicht etablierte menschliche Fibroblasten 
Rattenfibroblasten 

Die verschiedenen Zellinien wurden mir von Dr. Bernd Kaina (Kernfor­
schungszentrurn Karlsruhe, IGT) zur Verfügung gestellt. 

Bakterienstänune 

E. coli DH5 : F-; endA1; hsdR17 (rk-; mk+); supE44; thi-1; -; recAl; gyrA96; 
relA1; ß(argF-laczya); U169; 80 dLacZßM15 

E. coli XLl: endAl; hsdR17 (rk-; rnk+); supE44; thi-1; -; recAl; gyrA96; relA1; 
(lac-); lF', proAB, laciqZßM15, Tn10, (tetr) I 
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METHODEN 

1. ZELLKULTUR 

Die Zellinien HeLa MR, HeLa S3, CH0-9, 27-1, V79 sowie FT0-2B wurden in 

F10/Dulbecco (+ 5% FCS ) kultiviert, GM10, VH44 und GM637 Zellen in glei­

chem Medium jedoch mit 10% FCS. NIH3T3, F9, SL88 und HepG2 Zellen erhiel­

ten Dulbecco Medium (+ 10% FCS), H4 IIE Zellen (in der Arbeit vereinfacht als 

H4 bezeichnet) Alpha Medium (+ 5% FCS). Zum Passagieren bzw. zum Ver­

suchsansatz wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit einigen Tropfen 

PBS/0,25% Trypsin bei 37 ° C (ca. 10 min) vom Boden des Kulturgefäßes ab­

gelöst und die enzymatische Aktivität des Trypsins durch Zugabe eines 

Überschusses an Medium (3-5 ml) gestoppt. Anschließend wurden die Zellen 

zur Weiterkultivierung 1:2- 1:8 (abhängig von der Zellinie) bzw. für einen 

Versuchsansatz nach vorausgegangener Zellzählung mittels Neubauer-Kam­

mer in neue Kulturgefäße eingesäht. Die Kultivierung aller Zellen erfolgte 

im Brutschrank bei 37 °C und einem co2 -Anteil der Luft von 6 %. 

2. BEHANDLUNG MIT ALKYLIERENDEN AGENZIEN 

Die in dieser Arbeit verwendeten Alkylantien wurden als Stocklösungen in 

sterilem PBS oder destilliertem Wasser hergestellt. MNNG, MNU und ENU 

wurden dabei zuerst in einem geringem Volumen DMSO gelöst. Anschließend 

wurden die Stocklösungen in kleine Portionen verteilt und bei - 20 bis - 80 

°C aufbewahrt. Zur Behandlung der Zellen wurden diese Stocks bei 37 °C 

schnell aufgetaut, das Mutagen dem Medium in entsprechender Konzentra­

tion zugesetzt und durch Schwenken gleichmäßig verteilt. Aufgrund der 

Instabilität dieser Verbindungen wurde vor Mutagenzugabe auf einen kor­

rekten, neutralen pH-Wert des Mediums geachtet (Medium enthält einen 

Farbindikator der im basischen Bereich nach rot umschlägt). Andere, nicht 

alkylierend wirkende Substanzen wurden in destilliertem Wasser gelöst 

(Ausnahme: 6-TG: 0,1 M NaOH; 0 6 -Methyl (Benzyl)-Guanin: 0,1 N HCL). 
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3.ÜBERLEBENSVERSUCHE 

Hierbei wurden 300-500 Zellen pro 5 cm Kulturschale eingesäht und die 

Zellen 6-12 h später für 1 h bei 37 °C mit verschiedenen Konzentrationen 

des entsprechenden Mutagens behandelt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 

das Medium erneuert. Bei Bestrahlung wurde das Medium zuerst entfernt. 

Nach 7-10 Tagen (in Abhängigkeit von der Teilungsrate der jeweiligen 

Zellinie) wurden die Zellen dann fixiert (nach Absaugen des Mediums und 

Waschen des Zellrasens mit PBS für 10 min mit Methanol) und die Kolonie­

zahl nach Färbung der Zellen (10 min, 0,25 % Kristallviolett, 1 % Giemsa in 

Wasser) bestimmt. Zur Bestimmung der überlebensrate wurde die Zahl der 

die Mutagenbehandlung überlebenden Kolonien in % zur unbehandelten Kon­

trolle (Plattierungseffizienz (PE)) berechnet. Zur Endauswertung wurden im 

allgemeinen die Mittelwerte aus mindestens 2 unabhängigen Versuchen mit 

jeweils 2 Meßpunkten pro Mutagenkonzentration verwendet. 

4. HERSTELLUNG STABILER TRANSFEKTANTEN 

Zur Herstellung stabiler transgener Zellinien wurden Transfektionen im 

allgemeinen als Cotransfektion mit dem Neomycin Resistenzgen (Plasmid 

pSV2-neo) als Marker durchgeführt. Die Selektion erfolgte mit G418 (1,5 

mg/ml für Hamsterzellen). G418 stellt ein Aminoglycosid-Antibiotikum dar, 

welches die Funktion der 80 s Ribosomen beeinträchtigt und durch eine 

bakterielle Phosphotransferase (Produkt des neo- Gens) inaktiviert werden 

kann. Teilweise wurden auch Vektoren mit bereits eingebautem neo- Gen 

verwendet (Cosmidvektor c2xB, pMAMneo-Vektor). Eine Cotransfektion mit 

pSV2neo war hier nicht mehr nötig; die Selektion erfolgte wie oben be­

schrieben ebenfalls mit G418. Transfektanten wurden routinemäßig in Me­

dium mit G418 kultiviert. Ausnahmen zur dieser Selektionsmethode stellen 

die primären und sekundären Transfektanten T38, T60 und T70 dar, die mit 

dem bakteriellen gpt- Gen als Selektionsmarker transfiziert worden waren 

und deshalb zur Selektion auf eine stabile Transfektantenpopulation rou-
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tinemäßig in MAX-Medium kultiviert wurden (MAX -Medium: F10/Dulbecco­

Medium (+ 5 % FCS) mit Mycophenolsäure (25 (lg/ml), Hypoxanthin (15 (lg/ml), 

Thymidin (5 (lg/ml), Xanthin (10 (lg/ml), Deoxycitidin (2,3 (lg/ml) und Aminop­

terin (0,2 (lg/ml)). 

Zur Selektion mutagenresistenter Zellen wurden G418 resistente Zellen ei­

ner zweiten Selektion mit MMS, MNNG oder HeCNU unterzogen. Teilweise 

wurde zum Erhalt stabiler Transfektanten auch eine Doppelselektion mit 

G418 und Mutagen (Zugabe 24 h später) durchgeführt (bei der Isolierung 

von CH0-9-MGMT-Transfektanten). 

4.1. Calciumphosphat- T ransfek tion 

24 h nach Einsaat von 5x105 Zellen/ 10 cm Kulturschale erfolgte die Trans­

fektion. Dazu wurden 5-10 (lg Plasmid-DNA + 0,5-1 (lg pSV2neo (eventuell 

noch 10 (lg Heringssperma- DNA als Carrier) pro zu transfizierender Platte 

für 15 min in 0,5 ml Puffer A (280 mM NaCl, 50 mM Hepes, 1,5 mM Na2HP02 , 

pH 7,1) äquilibriert und nach tropfenweiser Zugabe von 0,5 ml Puffer B 

(250 mM CaC12 , 10 mM Hepes, pH 7,1) zur Präzipitatbildung für 1 h bei RT 

inkubiert. Nach Mischen wurde dann 1 ml dieser DNA haltigen Lösung pro 

Kulturschale zugegeben und über Nacht im Brutschrank (37 °C; 6 % C02 ) 

inkubiert. Nach DMSO-Schock (5 ml eiskaltes 30 % DMSO (in Medium) zu 10 

ml Medium, 15-30 min 37 °C im Brutschrank), anschließendem Entfernen des 

DMSO und waschen des Zellrasens mit PBS wurde den Zellen dann frisches 

Medium zugesetzt. 2 Tage später erfolgte dann zur Selektion der stabilen 

Transfektanten ein 1:4 Umsatz der transfizierten Zellen in G418 haltiges 

Medium. Bei gleichzeitiger Selektion auf Mutagenresistenz wurde das Mu­

tagen 1 d nach G418 Behandlung zugesetzt. 
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S.ELEKTROPORATION 

Diese Methode, die ebenfalls zur Transfektion von DNA in eukaryontische 

Zellen oder Bakterien geeignet ist, wurde hier zum Einbringen von Pro­

teinen (Restriktionsenzymen) in Säugerzellen verwendet. Nach Trypsinieren 

und Waschen der Zellen mit Elektroporationspuffer ( 10 mM Na2HP04 , 75 mM 

KCl, 1 mM MgC1
2

, 130 mM Sucrose, pH 7,2) wurden die Zellen in einer Dichte 

von 107 /ml in Elektroporationspuffer resuspendiert. 200 (.Ü dieser Zellsu­

spension wurden dann die gewünschte Menge an Restriktionsenzym zuge­

setzt und die Elektroparation durchgeführt (500 V, 6 Pulse von je 1 ms 

Dauer (1 s Pause zwischen 2 Pulsen, RT)). Nach 5 minütiger Inkubation auf 

Eis wurden die Zellen dann in Medium ausgesäht und 24 h später zur 

RNA-Präparation geerntet. 

6. TRANSFORMATION 

Kompetente E. coli Bakterien (Stamm: DH5 e<) wurden nach Protokollen von 

Hanahan (1986) bzw. Chung et al. (1989) hergestellt und mit 10-100 ng Plas­

mid-DNA transformiert. Zur Transformation wurden 100-200 t.Ll kompetenten 

Zellen 10 (ll Plasmid- DNA zugesetzt, 30 min auf Eis inkubiert und die Bak­

terien anschließend zur Aufnahme der Fremd-DNA für 90 sec hitzege­

schockt (42 °C). Nach nochmaliger Inkubation auf Eis für 2 min wurden die 

Zellen anschließend zur Expression des im Plasmid vorhandenen Ampicil­

lin-Resistenzgens nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium (LB-Medium + 10 mM 

MgSO 4 + 20 mM Glucose) für 1 h im Schüttelinkubator (37 °C) inkubiert. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Bakterien abzentrifugiert (5000 rpm, 

RT), in 200 (ll LB-Medium resuspendiert, diese auf Ampicillin (50 (lg/ml) 

enthaltende LB- Platten ausplattiert und die Platten zum Wachstum der 

Ampicillin resistenten Zellen über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
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6.1. Hanahan-Protokoll (1986) 

100 ml SOB-Medium wurden mit einer Übernachtkultur von DH5cx angeimpft 

und bis zu einer OD600 von 0,3-0,4 hochwachsen gelassen. Nach 10 minüti­

gem Abkühlen der Zellen in Eiswasser wurden die Zellen abzentrifugiert 

(3000 X g, 10 min., 4 °C). Nach dekantieren des Überstandes wurden die 

Bakterien vorsichtig in 10 ml STB (auf Eis) suspendiert und anschließend 

das Volumen an STB auf 20 ml erhöht. Nach 20 minütiger Inkubation auf 

Eis wurden die kompetenten Zellen nochmals abzentrifugiert (3000 x g, 10 

min, 4 °C), in 4 ml STB suspendiert und zur Transformation eingesetzt bzw. 

in flüssigem Stickstoff zur Lagerung eingefroren. Zur weiteren Erhöhung 

der Transformationseffizienz wurde den Zellen teilweise noch DnD-Lösung 

(2x7 t.tl/200 111 kompetenter Zellen) zugesetzt und nochmals je 10 min auf Eis 

inkubiert. 

6.2. Protokoll nach Chung et al. (1989) 

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer Übernachtkultur angeimpft und 

bei 37 °C im Schüttler bis zu einer OD600 von 0,3-0,4 inkubiert. Anschlie­

ßend wurde diese Zellsuspension mit dem doppelten Volumen eiskaltem 

2xTSS (TSS: LB + 10 % PEG (MG 8000) + 5 % DMSO + 20 mM MgC12 , pH 6,5) ver­

setzt und vorsichtig gemixt. Die so behandelten Zellen wurden zur Trans­

formation eingesetzt oder zur Lagerung in flüssigem Stickstoff eingefro­

ren und bei -80 °C aufbewahrt. 

7. KLONIERUNGSTECHNIKEN 

7.1. Restriktionsverdau und Isolation von DNA-Fragmenten 

Zum Restriktionsverdau wurden genornisehe bzw. Plasmid-DNA für 1 h bis 

über Nacht mit 2-10 U RE/11g DNA verdaut. Zur Präparation von Plasmid­

Fragmenten wurde die verdaute DNA gelelektrophoretisch in Low-melting 
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Agarose aufgetrennt (50-100 V; 1xTBE-Laufpuffer). Nach Identifizierung und 

Ausschneiden der gewünschten Fragmente unter lN-Licht (254 nm) wurden 

die DNA enthaltenen Agarosestücke durch 10 minütiges Erhitzen auf 60 °C 

geschmolzen und anschließend sofort für 15 min in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Die gefrorene Agarose wurde dann in ein neues Eppendorfge­

fäß überführt und bei RT für 15 min auf einer Eppendorfzentrifuge zentri­

fugiert. Durch die Zentrifugation bedingt wird die Agarose während des 

Auftauens pelletiert, die DNA findet sich im Überstand und wurde mittels 

Ethanol präzipitiert (0,1 M NaCl, 2 faches Volumen Ethanol). Die so gewon­

nenen DNA-Fragmente wurden nun zu Klonierungszwecken oder zur radioak­

tiven Markierung eingesetzt. 

7.2. Dephosphorylierung von DNA 

Hierzu wurde der Restriktionsverdau mit H2 0 auf 20 111 aufgefüllt und nach 

Zugabe von 5 111 CIP-Puffer (0,5 M Tris (pH 9,0), 10 mM MgCl2 , 1 mM ZnCl2 ) + 

24 111 H2 0 + 1 111 alkalische Phosphatase (2 Units)) für 30 min bei 37 °C in­

kubiert. Nach Hitzedenaturierung der Phosphatase (10 min, 68 °C) und an­

schließender Phenol/Chloroform Extraktion wurde das gewünschte Restrik­

tionsfragment über ein präparatives Gel (0,8 %, 11Low-melting 11
) isoliert. 

7.3. Ligation 

Zur Ligation wurden 0,1 11g gereinigtes Insert mit 0,1 - 0,5 11g dephospho­

ryliertem Vektor, 2 111 10 x Ligase Puffer (0,5 M Tris (pH 7,4), 0,1 M MgCl2 , 

0,1 M DTT, 10 mM Spermidin, 10 mM ATP, 1 mg/ml BSA) und 1-3 U T4 Ligase 

für 4 h bei 14 °C oder ü .. N. bei 4 °C in einem Volumen von 10-20 111 inku­

biert. Das ligierte Material wurde anschließend zur Transformation einge­

setzt. 

7.4. Fill-in Reaktion 

Zur Durchführung dieser Reaktion, die z.B. Voraussetzung zu 11Blunt-end 11 

Ligationen ist, wurden folgende Komponenten zusammenpipettiert: 20 111 
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DNA-Probe + 3 111 10 x Nick-Translations-Puffer + 3 111 10 mM DTT + 3 111 

dNTP-Mix (jedes Nukleotid 0,5 M) + 1-3 U Klenow- Polymerase. Diese besitzt 

5'-> 3' Polymerase-Aktivität, jedoch keine 31 -> 51 Exonuklease-Aktivität. 

Der Reaktionsstop erfolgte durch Erhitzen (10 min, 70 °C). Die so behandel­

te DNA wurde dann nach Ethanolfällung sofort zur Ligation bzw. Dephos­

phorylierung eingesetzt. 

8. PRÄPARATION VON PLASMID-DNA 

8.1. Mini-Präparation 

Hierzu wurden 1,5 ml einer E. coli Übernachtkultur in 1,5 ml Eppendorf-Re­

aktionsgefäße gefüllt, 1 min bei 4 °C auf einer Eppendorfzentrifuge bei 

10 000 x g zentrifugiert und das Bakterienpellet in 100 111 eiskalter, lyso­

zymhaltiger Lösung (4 [lg/ml Lysozym in 25 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM 

Glucose (pH 8,0)) suspendiert und für 5 min bei RT inkubiert. Die Zellyse 

erfolgte anschließend unter alkalischen Bedingungen durch Zugabe von 200 

111 Lysislösung (0,2 M NaOH, 1 % SDS). Nach vorsichtigem Mischen und 5 minü­

tiger Inkubation auf Eis wurden weitere 150 111 eiskalte 3 M KAc-Lsg (pH 

4,8) zugegeben, 10 sec mittels Vortex gemischt, anschließend wiederum für 

5 min auf Eis inkubiert und zum Entfernen der denaturierten Zellproteine 

und der chromosomalen Bakterien- DNA 10 min zentrifugiert (10 000 x g, 4 ° 

C). Der Überstand wurde Phenol/Chloroform extrahiert, die Plasmid DNA 

mit Ethanol für 5 min bei RT gefällt und abschließend durch Zentrifuga­

tion (10 000 x g, RT) pelletiert. Nach Aufnahme der Plasmid- DNA in 50 111 

TE wurden dann 5 111 dieser Lösung in Gegenwart von RN'ase A (20 !lg/ml) 

init dem gewünschten RE verdaut. 

8.2. Große Plasmidpräparation 

Zur Präparation größerer Mengen an Plasmid- DNA wurden 300-500 ml einer 

Übernachtkultur von E. coli aufgearbeitet. Nach Pelletieren der Zellen (10 

rnin, 5000 rpm) wurden diese vergleichbar mit den Minipreparationen in 10 
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ml Lysozymlösung suspendiert, 5 min bei RT inkubiert und mit 20 ml Dena­

turierungslösung alkalisch denaturiert (10 min, 0 °C). Nach Zugabe von 15 

ml eiskalter KAc-Lsg., 10, minütiger Inkubation auf Eis und Zentrifugation 

(20 min, 10 000 x g) wurde die DNA auch hier mittels Ethanol präzipitiert 

(20 min, RT) und abzentrifugiert (10 000 x g, 30 min, RT). Das Pellet wurde 

in 8 ml TE aufgenommen und die Plasmid DNA nach Zugabe von Cäsium­

chlorid (CsCl, 8,5 g) und Ethidiumbromid (EtBr; 200 111 10 mg/ml Stocklö­

sung) druch Zentrifugation gereinigt (36 h, 45 000 rpm (Ty 65 Rotor), 20 ° 

C). Die Plasmid-DNA wurde dann wie bei Maniatis (1982) beschrieben aus 

dem CsCl-Gradienten geerntet, das EtBr durch Extraktion mit H2 0 gesät­

tigtem Butanol entfernt und die DNA nach Dialyse (2x4h mit TE/0,1 M NaCl) 

mit 2 fachem Volumen Ethanol gefällt. 

9. RNA-PRÄPARATION 

9.1. Präparation von Gesamt- RNA 

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte nach einer Methode von Chomczyn­

ski und Sacchi (1987). Im einzelnen wurden die Zellen nach Absaugen des 

Mediums und Waschen des Zellrasens mit PBS auf der Platte in 250 tll (pro 

2,5 cm Platte) Denaturierungslösung (4 M Guanidiniumthiocyanat, 25 mM 

NaCitrat, 0,5 % Sarcosyl, 0,1 M 2-Mercaptoethanol) lysiert, das lysierte 

Material in Eppendorf Reaktionsgefäße pipettiert und nach Zugabe von 25 

111 2 M NaAcetat Lösung (pH 4,0) vorsichtig geschüttelt. Anschließend wur­

den 250 111 H2 0 gesättigtes Phenol zugesetzt, erneut vorsichtig geschüttelt 

und abschließend 50 111 Chloroform- Isoamylalkohol (49:1) zugegeben und 

kräftig geschüttelt. Die nun milchige Lösung wurde, nach 15 minütiger 

Inkubation auf Eis, zentrifugiert (20 min, 4 °C, 10 000 x g). Die obere, RNA 

enthaltende Phase wurdE; abgenommen , die RNA in doppeltem Volumen 

Ethanol für 1 h bei -20 °C präzipitiert und anschließend abzentrifugiert 

(15 min, 4 °C, 10 000 x g). Das RNA-Pellet wurde mit 80 % igem Alkohol ab­

gespült, getrocknet und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 
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9.2. Präparation von ~oly( A)+- RNA 

Nach Absaugen des Mediums und Spülen des Zellrasens mit PBS wurden die 

Zellen auf der Platte ( r;6 14,5 cm) in 10 ml STE (100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 

20 mM Tris, pH 7,4) + 3 mg Proteinase K + 250 (Ü 20 % SDS lysiert. Durch 

mehrmaliges Aufsaugen der Suspension mittels Spritze durch eine dünne 

Kanüle wurde die DNA geschert. Nach Proteinase K Verdau (1 h, 37 °C) und 

Phenol/Chloroform Extraktion wurde die NaCl-Konzentration auf 0,5 M 

eingestellt. Die Bindung der RNA an Oligo-dT (100 mg/10 Platten) erfolgte 

ü.N. bei RT unter leichter Rotation. Nach Abzentri fugieren des Oligo- dT­

Materials (1000 x g, 2 min, RT) und 3 maligem Waschen mit HSB-Puffer zum 

Entfernen chromosomaler DNA und ribosomaler RNA (HSB: 300 mM NaCl, 5 mM 

EDTA, 0,1 % SDS, 10 mM Tris, pH 7,4) wurde die Poly(.P•t -RNA mittels DEPC 

behandeltem Wasser (3 x 1 ml) von der Oligo-dT-Cellulose eluiert. Die Fäl­

lung erfolgte in 2,5 fachem Volumen Ethanol in Anwesenheit von 0,3 M NaAc 

und 10 {lg t- RNA /ml als Carrier. 

10. DNA-ISOLATION 

Auch hier wurden die Zellen auf der Platte ( 15 cm) mittels 10 ml Lysislö­

sung (150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5 % SDS, 10 mM Tris, 300 (lg/ml Proteinase 

K, pH 8,0) lysiert. Der Proteinase K Verdau erfolgte für 5 h bei 50 °C. Nach 

2 maliger Phenol/Chloroform Extraktion und nachfolgende Chloroform-Ex­

traktion wurde eine RN'ase Behandlung durchgeführt (50 (-tg/ml RN'ase A, 1 

h, 37 ° C), anschließend nochmals Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA 

mit 2 fachem Volumen Ethanol bei RT gefällt. Das sich bildende DNA-Knäul 

wurde mittels Pasteurpipette entnommen und die hochmolekulare DNA in 

TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4) gelöst. Die Lagerung der DNA erfolgte 

bei 4 °C. 
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11. KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSÄUREN 

Durch Messung der Extinktion einer nukleinsäurehaltigen Lösung bei 260 

nm im Photometer kann die Nukleinsäurekonzentration der Lösung be­

stimmt werden. Einer OD von 1,0 entspricht hierbei 50 !J.g/ml (DNA), 40 11g/ 

ml (RNA) bzw. 20 !lg/ml (Oligonukleotide). Als Hinweis für Verunreinigungen 

kann der Quotient E260/E280 herangezogen werden; für saubere DNA sollte 

er 1,8, für RNA 2,0 betragen. 

12. GELELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON RNA 

Die zur elektrophoretischen Auftrennung von RNA verwendeten Methoden 

unterscheiden sich durch die Art der Denaturierung der RNA. Die hier 

verwendeten Methoden bedienen sich der Denaturierung mittels Glyoxal/ 

DMSO, bzw. mittels Formaldehyd/Formamid. 

12.1. Denaturierung der RNA mittels Glyoxal I DMSO 

Nach Aufnahme der RNA (5-10 !J.g) in 20 111 Denaturierungspuffer (255 !J.l H2 0, 

50 !J.l 0,2 M NaH2P04 , 195 !J.l 30 % deionisiertes Glyoxal, 500 111 DMSO) erfolgte 

die Denaturierung für 3-60 min bei 50 °C. Anschließend wurden die Proben 

auf Eis gestellt, geschüttelt, mit 4 !J.l Ladelösung ( 50 % Glycerol, 10 mM 

NaH2 P04 (PB), 0,4 % Bromphenolblau) versehen und über ein 1 % Agarosegel 

aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 10 mM NaH2P04 (Pufferwechsel alle 30 

min). Nach 3-4 h Laufzeit bei 100 V wurde das Gel in PB/Acridinorange 

(1000:1) für 10 min gefärbt, anschließend für 3x15 min mit PB entfärbt und 

die RNA dann auf Nylonfilter transferiert (s. Kapitel 13.2). 

12.2. Denaturierung der RNA mittels Formaldehyd/Formamid 

Hier wurde die RNA (5- 20 !J.g) in 4,5 111 H2 0 und 15,5 !J.l Aufnahmepuffer (2 !J.l 

5x Puffer (0,2 M MOPS, 50 mM NaAc, 5 mM EDTA, pH 5,5-7,0) + 3,5 !J.l Formal­

dehyd + 10 111 deion. Formamid) gelöst und für 15 min bei 55 °C denatu-
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riert. Die gelelektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte über ein 

Agarose Gel für 2-3 h bei 100 V mit 1x Puffer als Laufpuffer. Nach Visua­

lisierung der aufgetrennten RNA unter UV-Licht (254 nm) und photographi­

scher Dokumentation wurde auch hier die RNA auf Nylonfilter transferiert 

(s. Kapitel 13.2). 

13. TRANSFER VON NUKLEINSÄUREN AUF MEMBRANEN 

13.1. Sou thern- Transfer 

Hier wird die nach Restriktionsverdau auf Agarosegelen gelelektrophore­

tisch aufgetrennte DNA mittels Kapillarkräften auf Nylonfilter übertragen. 

Eine genaue Beschreibung findet sich bei Maniatis (1982). Der Transfer 

erfolgte hier unter denaturierenden Bedingungen mit 0,4 M NaOH über 

Nacht auf Hybond N+- Filter (Amersham). Nach Spülen der Membran mit 

2xSSC wurde diese dann luftdicht eingeschweißt und bis zur Hybridisie­

rung bei 4 °C aufbewahrt. 

13.2. Northern- Transfer 

Im Unterschied zum Southern Transfer wurde hierbei der Transfer gele­

lektrophoretisch aufgetrennter RNA auf Nylonmembran (Hybond N+) mit 

20xSSC durchgeführt. Die Fixierung der RNA an den Filter nach Beendigung 

des Transfers erfolgte durch 5 minütige Behandlung der Membran mit 50 

mM NaOH. Aufbewahrt wurde der Filter wie unter 13.1 beschrieben. 

13.3. Slot Blot 

Nach Denaturierung von RNA gemäß der in 12.2. beschriebenen Weise wurde 

ein Aliqout der RNA haltigen Lösung (1-2 !lg Gesamt-RNA) mit einem glei­

chen Volumenanteil 20 x SSC gemischt und unter Verwendung einer Slot-Blot 

Apparatur (Hybri -Slot™ Manifold, BRL) in· einem Gesamtvolumen von 20-30 

[11 auf trockene Hybond N+ Nylonmembran aufgetragen. Die Fixierung der 
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RNA an der Membran erfolgte anschließend durch 5 minütige Inkubation 

der Membran in 50 mM NaOH-Lösung. Nach Spülen mit 2 x sse wurde die 

Membran dann wie unter 13.1. bis zur Hybridisierung bei 4 °e aufbewahrt. 

14. RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON DNA-PROBEN 

14.1. Nick- Translation 

Hierzu wurde ein Ki t von Amersham verwendet. 100 ng DNA wurden zusam­

men mit 6 !Jl dTTP, dATP, dGTP-Mix, 20-50 !lei-cx- 32P-deTP (3000 ei/mmol) 

und 2 111 Enzym (DNase I-Polymerase I-Gemsich) für 2 h bei 15 ° e inku­

biert. Die radioaktive Markierung der DNA Probe erfolgt aufgrund der 

gleichzeitigen Endonuclease, Exonuklease- und Polymerase-Aktivität des 

verwendeten Enzymgemisches. Nach Stoppen der Reaktion mit 30 111 Stopp­

lösung (20 mM Tris, 1 % SDS, 30 mM EDTA, pH 7,5) wurde die Probe von frei­

em, nicht eingebautem 32P-deTP gereinigt, indem das markierte Material 

durch eine Sephadex-G-50-Säule (1 ml Volumen) zentrifugiert (3 min, 1200 

rpm) und diese 2x mit je· 50 111 TE nachgewaschen wurde. Freies 32P-deTP 

verbleibt hierbei im SäulenmateriaL 

14.2. Random priming 

Hierzu wurde ein Kit von Stratagene (Prime it™) verwendet. Nach Denatu­

rierung der Probe (25 ng DNA für 5 min bei 95 °e) in Anwesenheit von 10 111 

Primer (34 111 Gesamtvolumen) und 5 minütiger Inkubation bei RT zwecks 

Hybridisierung des Primers an die Proben- DNA erfolgte die eigentliche 

Reaktion für 10 min bei 37 °e , Im Gesamtvolumen von 50 111 waren 10 111 

Nukleotidpuffer (enthält kein deTP), 20-50 !-Lei cx- 32P-deTP (3000 ei/mmol) 

und 2 U T7 DNA-Polymerase enthalten. Die Reinigung der Probe erfolgte 

wie oben bereits beschrieben säulenchromatographisch. 
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15. HYBRIDISIERUNG VON NUKLEINSÄUREN 

Zur Hybridisierung der unter 13. auf Nylonmembran fixierten Nukleinsäu­

ren wurde die Membran in Vorhybrisierungslösung (7 % SDS, 1 mM EDTA, 0,5 

M Na2HP04 , pH 7,2) für 1-2 h bei 65 °C zum Absättigen unspezifischer Bin­

dungen vorhybrisiert. Die eigentliche Hybrisiserung erfolgte dann in An­

wesenheit einer radioaktiv markierten Probe (106 -107 cpm pro ml Hybridi­

sierungslösung) über Nacht bei 65 °C in Hybridisierungslösung (Vorhybri­

sisierungslösung + 1 % BSA; ca. 0,05 ml/cm2 Membran). Das Waschen der 

Filter erfolgte ebenfalls bei 65 °C für 2-3 x 30 min in Waschlösungen mit 

abnehmender Salzkonzentration (2xSSC (1x, 0,5x), 1 % SDS, 1 mM EDTA). Ab­

schließend wurde der Filter in 2xSSC gespült (RT) und nach Einschweißen 

in Haushaltsfolie unter Verwendung einer Verstärkerfolie auf Röntgenfilm 

(Amersham ) für 1-14 Tage exponiert. Die quantitative Auswertung von 

Expressionsanalysen (Northern-Blots) erfolgte densi tometrisch (Laserdensi­

tometer Ultrascan XL (LKB)). Zur Berechnung von Induktionsfaktoren wurde 

zur Bestimmung der tatsächlich aufgetragenen RNA-Mengen eine Kontroll­

hybridisierung mit GAPDH (0,9 kb Eco RI cDNA-Fragment aus pR GAPDH-13) 

durchgeführt. 
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16. SCREENEN EINER COSMIDBANK 

Die in E. coli vorliegende, von Dr. B. Kaina (Karlsruhe) in einen c2xB Vek­

tor klonierte Cosmidbank (Komplexität 2x105) wurde in einer Dichte von 

106 -Zellen pro Platte (25x25 cm) auf einen auf XT- Platten liegenden Filter 

(Gene Screen Plus) ausplattiert (Masterfilter). Nach 14-20 h Wachstum (37 ° 

C; nahezu geschlossener Bakterienrasen mit kleinen, aber deutlichen Kolo­

nien) wurden pro Masterfilter 2 Abdrücke (Repiikafilter) angefertigt und 

die auf Master- und Replikafilter sich befindenden Bakterien nochmals 

zum Hochwachsen für ca. 6 h bei 37 °C weiterinkubiert. Die lviasterplatte 

wurde anschließend bei 4 °C gelagert, die Replikafilter zur Amplifikation 

der Cosmide nochmals für 24 h auf ampicillinhaltige XT-Platten mit Chlor­

amphenicol (50 {lg/ml) aufgelegt. Die Lyse der Bakterien auf dem Filter 

erfolgte durch jeweils 3 minütige Behandlung der Filter mit 0,2 M NaOH -1 

% SDS, 0,5 M NaOH - 1 M Tris (pH 7,4), wobei die Filter vorsichtig (mit den 

Bakterien nach oben) auf die Oberfläche der entsprechenden Lösungen 

gelegt wurden. Anschließend wurden die Filter in 2xSSC-0,1 % SDS über­

führt, der Bakterienschleim mittels Kleenex vorsichtig abgerieben, und 

die Filter nach nochmaligem Spülen in 2xSSC ü.N. bei RT zur Fixierung der 

DNA an den Filter getrocknet. Die Hybridisierung erfolgte dann wie oben 

beschrieben. Nach Identifizierung identischer Signale auf beiden Replika­

filtern wurden, rückgreifend auf die Masterplatte, die Bakterienklone des 

·entsprechenden Bereichs mit 5-10 {ll 10 mM MgS04 -Lösung abgepickt und in 

einer Verdünnung von etwa 1:500 erneut ausplattiert. Hierbei wurde die 

Verdünnung so gewählt, daß nach Hochwachsen der Bakterien Einzelklone 

deutlich identifizierbar waren und so nach "Screening" dieser Kolonien 

mittels "Colony-Lifting" (Maniatis, 1982) gezielt zu einem dritten "Screen'' 

bzw. Southern-Analysen abgenommen werden konnten. 
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17. 3 H-THYMIDIN-EINBAU ZUR MESSUNG DER ZELLULÄREN 

REPLIKATION 

Beim Wachstum von Zellen in Anwesenheit von 3 H-Thymidin kann der Ein­

bau dieser radioaktiv markierten Base in die DNA verfolgt und als Maß­

stab für die zelluläre Replikation herangezogen werden. Zur Bestimmung 

des Einflusses von Mutagenen auf die Replikation wurden 2-5x104 Zellen 

pro MiniweHplatte (0,2 ml Medium) eingesäht und 24 h später unter Ver­

wendung von konditioniertem Medium mit dem jeweiligen Mutagen behan­

delt. Zur Bestimmung der Replikationsrate wurden 100 !J.l 3 H-Thymidin 

enthaltendes .Medium (5 !J.Ci/ml) für 30 min auf die Zellen gegeben. Nach 

Entfernung des markierten Mediums wurden die Zellen abtrypsiniert und 

nach Zugabe von 200 !J.l PBS mittels 11Zellharvester'' (Combi cell harvester 

(Skatron)) auf Skatron-Filtermatten gesaugt. Die bei der nachfolgenden 

Szinillationsmessung detektierte, an diese Filter gebundene Radioaktivität 

kann dann als Maß für die Replikationsgeschwindigkeit der Zellen ange­

sehen werden. Pro Meßpunkt wurden 8-12 Parallelmessungen (8-12 Wells) 

durchgeführt und davon das arithmetische Mittel gebildet. 

1B.DNA-SEQUENZIERUNG 

Die hier durchgeführten Sequenzierungen erfolgten als Doppelstrangse­

quenzierung nach der Didesoxymethode von Sanger (1977) unter Verwendung 

eines Sequenzierkitts von Stratagene (T7-ExoMet TM Sequenzierungskitt 

bzw. T7-Sequenase-Kitt ). Im Einzelnen wurde 2-3 !J.g aus Minipräparationen 

gewonnene Plasmid-DNA für 15 min bei RT in einem Volumen von 100 tll 

RN'ase A (1,5 !J.g) verdaut, nach Zugabe von 40 !J.l 3 M NaAc (pH 4,8) + 260 !J.l 

H2 0 mit Phenol/Chloroform sowie Chloroform extrahiert, mit EtOH für 30 

min bei -80 °C gefällt und zentrifugiert (10 000 x g, 4 °C). Die Denaturie­

rung der DNA erfolgte durch Resuspendieren des DNA-Pellets in 40 !J.l De­

naturierungspuffer (0,2 M NaOH, 0,2 M EDTA) für 5 min bei RT. Nach erneu­

ter Fällung, Waschen und Trocknen wurde die DNA in 7 tll H2 0 resuspen-
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diert. Nach Zugabe von 2 [ll Sequenzier-Puffer und 1 [ll Primer (5 [lg/ml) 

wurde die zu sequenzierende Probe für 3 min bei 65 °C erhitzt und für 30 

min zur Hybridisierung des Primers bei RT abgekühlt. Zum Anlaufen des 

Sequenzierreaktion wurden anschließend folgende Agenzien zupipettiert: + 1 

!11 0,1 M DTT, + 2 [ll Nukleotid-Mix + 1 [11 cx:- 35S-ATP, + 2 !11 T7-Polymerase (3 

U) . Nach 5 minütiger Inkubation bei RT wurden je 3,5 [ll dieses Gemisches 

in auf 37 °C vorgewärmte Terminationsgefäße gegeben (enthalten je 2,5 [ll 

G-, A-, T- bzw. C-Mix, mit den für den Abbruch der Sequenzierreaktion 

verantwortlichen Didesoxynukleotiden ) und für genau 5 min bei 37 °C 

wei terinkubiert. Gestoppt wurde die Sequenzierungsreaktion durch Zugabe 

von 4 [ll Formamid-Puffer (950 [ll Formamid, 50 [ll 20 x TBE, 0,1 mg Brom­

phenolblau, 0,1 mg Xylenblau). Nach Erhitzen (3 min, 75-80 °C) wurden die 

Proben dann sofort auf Eis abgekühlt und anschließend über ein 6 % Poly­

acrylamid-Sequenziergel (Stocklösung: 50 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30:1), 

25 ml lOxTBE, 125 g Harnstoff, mit Wasser auf 250 ml aufgefüllt und fil­

triert) mit lx TBE als Laufpuffer für 1-3 h aufgetrennt (1500 V, 12 mA). Das 

Auftragevolumen bei dem hier verwendeten Gelsystem (30 cm x 15 cm x 0,1 

cm) beträgt 4 {ll. 

Als Primer zur Durchführung der Sequenzierungen wurde nach vorausge­

gangenen Exo III-Deletionen immer der gleiche Primer (T3-Primer) benutzt 

oder verschiedene, nach Ergebnissen der Sequenzierungen mit dem T3-Pri­

mer synthetisierte Oligonukleotide verwendet. Die Verwendung des T3-Pri­

mers war deshalb möglich, weil die zu sequenzierende cDNA im Blue­

script-Vektor vorlag (enthält T3-Promotor). Das Prinzip von Exo III- Dele­

tionen beruht darauf, daß durch Restriktionsverdau mit zwei nahe neben­

einander schneidenden Enzymen 51 und 31 überhängende Enden geschaffen 

werden, wobei 31 Überhänge von dem Exo III-Enzym nicht angegriffen und 

somit geschützt sind. Nach Restriktionsverdau erfolgte der Exoiii-Verdau 

mit 20 U/[lg DNA bei 30 °C (0,2 !lg DNA/[11). Alle 10 s wurden Proben (50 {ll (= 

10 11g) entnommen und die Reaktion durch EDTA gestoppt. Die so entstande­

nen Deletionen des zu sequenzierenden Gens können dann durch nachfolgen­

den Si-Verdau (37 °C, 1 h; Puffer: 1,5 M NaCl, 150 mM NaAc, 15 mM ZnS04 , 50 
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(lg/ml Kalbsthymus DNA, 40 U S1-Nuclease), Fill in Reaktion zur Reparatur 

der Enden, 11Blunt end 11 -Ligation und Transformation in E.coli amplifiziert 

werden. Die Sequenzierung der einzelnen Deletionen kann dann unter Ver­

wendung des gleichen Primers durchgeführt werden. Sequenziert wurden 

überlappende Klone. 

19.RUN-ON-TRANSKRIPTIONSANALYSE 

Hiebei wird durch in vi tro Transkription in isolierten Zellkernen neu 

synthetisierte prä-RNA radioaktiv markiert und als Probe eingesetzt. Vor­

teil dieser Methode ist, daß so direkt die Transkriptionsrate und nicht 

die insgesamt vorliegende Menge an mRNA gemessen werden kann. 2-4x106 

H4 Zellen wurden pro 14,5 cm Gewebekulturschale eingesäht und 24 h spä­

ter mit 5 bzw. 10 (1M MNNG behandelt, Weitere 24 h später wurden dann die 

Zellkerne präpariert. Dazu wurden die Zellen nach Waschen des Zellrasens 

mit PBS in 5 ml eiskaltem PBS abgeschabt, abzentrifugiert (400 x g, 4 °C) 

und das Zellpellet in 1 ml Lysis-Puffer (0,5 % NP40, 3 mM MgC12 , 10 mM Nacl, 

10 mM Tris, pH 7,4) resuspendiert. Nach Lyse der Zellen (5 min, auf Eis) 

wurden die Zellkerne abzentrifugiert (5 min, 400 x g, 0 °C) und nochmals 

mit 2 ml Lysispuffer gewaschen. Bis zur eigentlichen Reaktion wurden die 

Kerne dann in 100 (11 Glycerolpuffer (40 % Glycerol, 5 mM MgC12 , 0,1 mM ED­

TA, 50 mM Tris, pH 8,3) in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C 

aufbewahrt. 

Zur "nuclear run-on'' Reaktion wurden die aufgetauten Kerne mit 100 (11 

Reaktionspuffer (5 mM MgC12 , 300 mM KCl, 10 mM Tris, pH 8,0, je 0,5 mM ATP, 

GTP, CTP und 100 (lCi ~- 32P-dUTP ( 400 Ci/mmol) gemischt und 30 min bei 30 

°C inkubiert. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von DNase I (20 

(lg/ml) und 5 minütiger Inkubation bei 30 °C. Die Reaktionsansätze wurden 

dann für 30 min bei 42 °C Proteinase K verdaut (+ 50 (11 5 % SDS, 25 mM 

EDTA, 50 mM Tris, pH 7,5, + 2,5 (11 Proteinase K (10 mg/ml)). Nach zweimali­

ger Phenol/Chloroform Extraktion und Zugabe von 25 (lg Hefe tRNA pro 
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Ansatz wurden 250 [.Ll 10 % TCA, 60 mM Na4 P2 0 7 hinzupipettiert, 30 min auf 

Eis inkubiert, das Präzipitat mittels einer Mehrfachfiltereinrichtung auf 

Nitrozellulosefilter (BA85, 25 mM, Porengröße 0,45 [.LM) gesammelt und 3x mit 

10 ml 3 % TCA, 30 mM Na4 P2 0 7 gewaschen. Der DNase I- Verdau erfolgte in 

Packard-Plastikszintillationsgefäßen für 30 min bei 37 °C nach Zugabe von 

0,9 ml DNase Puffer (25 llg DNase I, 5 mM MgC12 , 1 mM CaC12 , 20 mM Hepes 

pH 7,5). Gestoppt wurde der Verdau durch Zugabe von SDS und EDTA (1 % 

bzw. 15 mM). Nach Elution der RNA von den Filtern (10 min, 65 °C), weiterer 

10 minütiger Inkubation bei 65 °C (+ 0,5 ml 1 % SDS, 5 mM EDTA, 10 mM Tris, 

pH 7,4) wurden beide Flüssigkeiten vereinigt und nochmals durch Zugabe 

von 25 [.Lg Proteinase K verdaut (30 min, 37 °C). Abschließend wurde die RNA 

nach erneuter Phenol/Chloroform Extraktion in Anwesenheit von 0,1 M NaCl 

mit dem 2,5 fachen Volumen Ethanol ü.N. gefällt. 

Zur Hybridisierung wurden das die MGMT- und GAPDH -cDNA enthaltenden 

Plasmide (je 7,5 [.Lg) hitzedenaturiert (10 min 1 95 °C), auf Hybond N+- Mem­

bran immobiliert (Slot-Blot Apparatur von BRL) und wie unter 13. be­

schrieben mit der markierten RNA hybridisiert. Gewaschen wurde der 

Filter für 3 x 30 min mit 2xSSC, wobei nach dem ersten Waschen noch ein 

RNase A-Verdau zwischengeschaltet wurde (15 min, 37 °C). 

20. REINIGUNG VON OLIGONUKLEOTIDEN 

Oligonukleotide wurden mittels eines Oligonukleotidsynthezisers (Gene As­

sembler Plus (Pharmacia) ) hergestellt. Die Elution der Oligonukleotide 

aus der trockenen Kassette erfolgte mit 1 ml 25 % iger Ammoniaklösung ü. 

N. bei 50 °C. Nach Eindampfen des Ammoniak, Aufnahme des Pellets in dest. 

Wasser und nochmaligem Eindampfen erfolgte die Reinigung von kurzketti­

gen Produkten durch dünnschichtchromatographische Auftrennung der 

Oligonukleotide (Whatmann, Silica Gel 60A, Laufmittel: 55 ml n-Propanol, 35 

ml NH3 , 10 ml H20; Kammersättigung ). Nach Identifizierung und Markierung 

der Oligonukleotidbande unter UV- Licht (254 nm) wurde das entsprechende 

Plattenmaterial abgekratzt, die Oligonukleotide durch H2 0 (1x300 tll, 2x100 

[.Ll) eluiert und mit Ethanol gefällt. 
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21. MESSUNG VON DNA-REPARATUR- UND RIBOSYLIERUNGS­

AKTIVIT.ÄTEN 

21.1. 0 6 -Alky lguanin- DNA -Alky 1 transferase -Ak ti vi tä tstest 

Das Prinzip dieses Aktivitätstests beruht auf der irreversiblen Übertra­

gung einer radioaktiv markierten Methyl -Gruppe von als Substrat ver­

wendeter Kalbsthymus-DNA auf das Methyltransferase-Protein und an­

schließender Bestimmung der Radioaktivität im Proteinpellet. Die Alkylie­

rung der Substrat-DNA erfolgte mit 3 H-MNU (3000 Ci/mmol) in 0,2 M NaCa­

caodylat + 1 mM EDTA (pH 7,5) für 4 h bei 37 °C und anschließender Fällung 

sowie Dialyse (ü.N.) der alkylierten DNA. Die so gereinigte DNA wurde in 50 

ml TE aufgenommen. Zur Aktivitätsmessung wurden 0,1 - 1,0 mg Gesamt­

Zellprotein sowie 50 [.Ll der Substrat- DNA (30 000 cpm) in einem Gesamtvo­

lumen von 200-500 [.Ll eingesetzt (10x Reaktionspuffer: 700 mM Hepes/KOH, 10 

mM DTT, 10 mM EDTA, pH 7,8) Nach Ablauf der Transferase- Reaktion (15 

min, 37 °C) wurde die DNA durch Zugabe von TCA (Endkonzentration 10 %) 

und Erhitzen (10 min, 90 °C) hydrolysiert, und das Protein durch nachfol­

gende Inkubation auf Eis (30 min) gefällt. Nach Abzentrifugieren (10 000 x 

g, 4 ° C) des Proteins und Waschen des Proteinpellets mit Aceton wurde 

das Proteinpellet in 300 [.Ll 0,1 N NaOH hydrolysiert, und die Radioaktivität 

nach Zugabe von 5 ml Szintillationsflüssigkeit im Szintillationszähler be­

stimmt. 

21.2. Bestimmung der Adenosyl- Phosphoribosyl transferase­

Aktivität 

Die Messung der ADPRT-Aktivität erfolgte in permeabilisierten Zellen. 24 h 

nach Einsaat von 3 x 105 Zellen I 5 cm Platten wurden die Zellen für 2 h 

mit 5 mM MMS behandelt. Anschließend wurde zur Permeabilisierung das 

Kulturmedium durch 600 [ll Permeabilisierungspuffer (150 mM Sucrose, 4 

mM MgC12 , 1 mM EGTA, 6 mM DTT, 20 mM Tris, pH 7,8) ersetzt. Nach 30 min 

bei 4 °C wurden 100 [.Ll Reaktionspuffer (20 mM MgC12 , 14C-NAD (200 000 

cpm), 100 mM Tris, pH 7,8) zugegeben und die Zellen für 1 h im Brutschrank 
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bei 37 °C inkubiert (alle 15 min leichtes Schwenken). Anschließend wurden 

die Zellen in 5 ml PBS mit Gummischabern abgeschabt und die Proteine 

TCA gefällt (Endkonzentration TCA: 10 %). Die so gefällten Makromoleküle 

wurden unter Verwendung einer Absaugvorrichtung (Schleicher u. Schüll ) 

auf Glasfaserfilter (Whatman GF /C) gesaugt und die Filter nach Waschen 

(1x5 ml 10 % TCA, 1x 5 ml 5 % TCA) und Lufttrocknen unter Verwendung von 

Szintillationsflüssigkeit im Szintillator auf gebundene Radioaktivität hin 

ausgemessen. 

22. PROTEINBESTIMMUNG NACH BRADFORD 

Nach Zellaufschluß durch Beschallung (Branson Sonifier, 40 W, 3 x 15 s, 

auf Eis) und Abzentrifugieren der Zelltrümmer (10 000 x g, 4 °C) erfolgte 

die Proteinbestimmung im Überstand nach Bradford (1976). Hierbei wird der 

Proteingehalt über eine Farbreaktion zwischen den Aminogruppen des Pro­

teins und Coomassie Brillant Blue G-250 ermittelt. Verwendet wurde hier 

die Makromethode, bei der Proteinmengen von 10-100 [lg in einem Gesamtvo­

lumen von 100 [ll mit 5 ml Bradfordreagenz versetzt werden (0,01 % Serva 

Blau G 250, 50 ml EtOH, 100 ml Phosphorsäure). Die Messung der Absorption 

gegen einen Leerwert erfolgt bei 595 nm. Die Eichkurve wurde mit BSA im 

Bereich von 50-500 [lg/ml erstellt. 

23. HERSTELLUNG VON CHROMOSOMENPRÄPARATEN 

23 .1. Abe rra tionspr äpa rate 

20-22 _h nach Mutagenbehandlung logarithmisch wachsender Zellen wurden 

diese für 2 h mit dem Mitosehemmstoff Colcemid (50 ng/ml) behandelt. 

Anschließend wurde das Medium in 15 ml Zellkulturröhrchen umgefüllt, die 

Zellen abtrypsinisiert, in das jeweilige Medium zurück überführt und 

pelletiert (5 min, 1000 rpm). Nach Abgießen des Überstandes wurden die 

Zellen im Restmedium gut resuspendiert. Die Hypotonie-Behandlung der 
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Zellen erfolgte durch Zugabe von 10 ml 0,075 M KCl- Lösung und Inkubation 

für 7 min bei RT. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 1000 rpm) wurde der 

Überstand bis auf ca. 0,5-1 ml abgesaugt und tropfenweise Methanol/Eis­

essig (3:1) zur Fixierung zugegeben. Nach Zugabe von insgesamt 10 ml 

dieser Fixierungslösung wurde für 10 min bei RT fixiert, die Zellen abzen­

trifugiert und noch 2x mit Methanol/Eisessig (3:1) gewaschen. Nach dekan­

tieren des Überstandes bis auf 1-2 ml und Resuspension der Zellen wurden 

diese mittels Pasteurpipette auf fettfreie, eiskalte, gewässerte Objekttä­

ger aufgetropft und flammenfixiert. Die Anfärbung der Präparate erfolgte 

für 10 min in PBS/ 4 % Giemsa. 

23.2. SeE-Präparate 

Im Unterschied zur Herstellung von Aberrationspräparaten wurden hierzu 

die Zellen nach Mutagenb'ehandlung in Anwesenheit von 10 1-Lg BrdU/ml Me­

dium weiterinkubiert. Diese Substanz wird anstelle von Thymin in die DNA 

eingebaut und ermöglicht durch eine nachfolgende Farbreaktion die Iden­

tifizierung von SCE's. Voraussetzung ist die Anwesenheit des BrdU über 2 

Generationszyklen (24 h bei CHO- Zellen). Die Herstellung der Präparate 

erfolgte dann wie oben bereits beschrieben. Zur Sichtbarmachung der 

SCE's wurden die Präparate mit 0,5xSSC (+ 0,5 1-Lg Bisbenzimid/ml) über­

schichtet und 20 min mit W bestrahlt (254 nm, 1000 J/m2). Anschließend 

wurden die Präparate mit 1xSSC gespült und in der gleichen Lösung für 1 

h bei 80 °C inkubiert. Nach erneutem Spülen mit 1xSSC wurden die Präpa­

rate dann wie oben beschrieben angefärbt, wobei nur die Chromatiden 

anfärbbar sind, die kein BrdU enthalten. SCE's sind folglich am Wechsel 

zwischen dunkler und heller Färbung (und umgekehrt) des gleichen Chro­

matids erkennbar. 
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24. BESTIMMUNG DER MUTATIONSFREQUENZ AM HGPRT-LOCUS 

Als Marker für die nach Mutagenbehandlung von Zellen auftretenden Gen­

Mutationsfrequenzen wurde der X-chromosomal lokalisierte HGPRT-Locus 

gewählt. Bei Mutation an diesem Locus sind die Zellen nicht mehr in der 

Lage dem Kulturmedium in toxischer Konzentration zugesetztes 6-Thiogua­

nin (6-TG) in die eigene DNA einzubauen und überleben daher diese Behand­

lung. Damit ist die Zahl der die 6-TG Behandlung überlebenden Kolonien 

ein direktes Maß für die Mutationsfrequenz an diesem Locus. Die zur Se­

lektion einzusetzenden toxischen 6-TG Konzentrationen sind von Zelltyp zu 

Zelltyp verschieden und müssen jeweils in Vorversuchen für die jeweilige 

Zellinie festgelegt werden. 24 h nach Einsaat von 2 x 105 Zellen pro 10 cm 

Kulturschale wurden die Zellen mit Mutagen behandelt (Dauerbehandlung) 

und weitere 4 Tage später je nach toxischer Wirkung des Mutagens 1:5 -

1:20 umgesetzt (Vermeidung metabolischer Kooperation). Da die optimale 

Expressionszeit für HGPRT-Mutationen 5-7 Tage beträgt wurden die Zellen 

erst 3 Tage später zur 6-TG-Selektion in einer Dichte von 2 x 105 pro 10 

cm Platte in 6-TG-haltiges Medium umgesetzt. Die zur genauen Bestimmung 

der Mutationsfrequenz nötige Bestimmung der Plattierungseffizienz wurde 

durch gleichzeitiges Ausplattieren eines Aliquots von Zellen in Normalme­

dium ermöglicht. 

25. MIKROINJEKTION VON POLY(A)+-RNA 

Diese Methode eignet sich zur transienten Komplementation eines spezifi­

schen Defekts und Identifizierung der Größe (kb) der komplementierenden 

RNA-Fraktion(en). Poly (A)+ - RNA aus HeLa S3 Zellen (Mex+) wurde mittels 

Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation in einem 5-20 % Sucrose Gradien­

ten (+ 0,5 % SDS, 5 mM EDTA, pH 7,4) größenfraktioniert (14 h, 25 000 rpm, 

SW40 Rotor (Beckmann)) und anschließend 11 Fraktionen geerntet. Diese 

wurden dann für die Injektionsversuche verwendet. Hierzu wurden 5 x 104 

CH0-9 Zellen pro 10 cm Kulturschale ausgesäht und 24 h später 250-400 

Zellen innerhalb eines auf der Platte gekennzeichneten Bereiches mikroin-
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jiziert (Eppendorf Mikroinjektor 5242). Die RNA der Fraktionen wurde dazu 

nach Etanol-Fällung in destilliertem Wasser gelöst (0,3 (lg/ml). 20 h später 

wurden die injizierten , sowie eine unbehandelte Kontrollplatte mit 80 11M 

HeCNU behandelt, und die Zahl der überlebenden Klone in dem markierten 

Bereich 8-10 d später ausgezählt. 

26. NACHWEIS GERINGER MENGEN AN mRNA MITTELS PCR 

(
11 POLYMERASE CHAIN REAC TION 11 ) 

Durch die 11Polymerase chain reaction" (PCR) ist eine enorme Amplifikation 

und damit Detektion ansonsten mit herkömmlichen Verfahren (Northern­

Blot, Southern-Blot) nicht detektierbarer RNA/DNA Mengen mögich (Amplifi­

kationsfaktor bei Vorhandensein nur 1 Kopie: 2n 1 wobei n die Anzahl der 

ablaufenden Cyclen angibt). Das Prinzip beruht auf einer 5 1 und 31 Hybridi­

sierung eines bekannten definierten Primers an die zu amplifizierende 

Sequenz, gefolgt von einem nachfolgenden Polymerisationsschritt, Denatu­

rierung, Hybridisierung und erneuter Polymerisation. Ermöglicht wird 

dieser Zyklus durch Verwendung der temperaturresistenten Taq-Polymera-

se. 

26.1. cDNA-Synthese 

2-3 (lg Poly (A)+- RNA der zu untersuchenden Zellinie wurden zur cDNA Syn­

these eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 111 

mit Hilfe der AMV reversen Transkriptase für 90 min bei 42 °C. (Reaktions­

puffer: 75 mM Tris/HCl pH 7,5, 1,5 mM DTT, 6 mM MgCl2 ; dNTP-Mix (Endkon­

zentration je Nukleotid 1,5 mM); 30 U RNasin; 20 U AMV Reverse Transkrip­

tase). Nach Beendigung der Reaktion wurden die Proben bis zur weiteren 

Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 
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26,2, Durchführung der PCR- Reaktion 

2 (.11 des cDNA Ansatzes wurden zur PCR- Reaktion eingesetzt. Das Gesamtvo­

lumen des Ansatzes betrug 100 {ll (16 (1.1 dNTP's (je 1,25 mM) + 10 (.11 10 x Re­

aktionspuffer (500 mM KCl, 15 mM MgC12 , 0,1 % Gelatine, 100 mM Tris/HCl pH 

8,3) + 100 pmol Primer 1 + 100 pmol Primer 2 + 2 (.11 cDNA + 0,5 U Taq-Poly­

merase + H20 (auf 100 ul)). Im allgemeinen wurden 30 Zyklen durchgeführt 

(Coy Temp. Cycler (Fröbel), wobei die Denaturierungstemperatur 94 °C, die 

Hybridisierungstemperatur 55-60 °C und die Polymerisationstemperatur 72 

° C betrug. Nach Ablauf der Reaktion wurden 2-20 {ll des Ansatzes auf 

einem 0,8 % Agarose- Gele aufgetrennt, auf Nylonmembran transferiert 

(Southern - Blot) und zur sicheren Identifizierung der gesuchten Sequenzen 

mit der entsprechenden Probe hybridisiert. 



- 36 -

ERGEBNISSE 

L Untersuchungen zur Alkylantien- Hypersensitivität von 

27-1-Zellen 

Bei der 27-1-Zellinie handelt es sich um eine gegenüber monofunktionellen 

Alkylantien und W-Strahlung hypersensitive CH0-9-Mutante (Zdzienicka u. 

Simons, 1986; Kaina, 1987). Während die UV-Hypersensitivität wahrschein­

lich auf einen Inzisionsdefekt nach UV-Bestrahlung ;z;urückzuführen ist und 

durch das ERCC 3- Gen komplementiert werden kann (Weeda et al., 1990a), 

ist die Ursache der Alkylantienhypersensitivität dieser Zellinie weiterhin 

ungeklärt. In Fortführung der Untersuchungen von Kaina et al. (1990b) 

sollten hier weitere mögliche Erklärungsmodelle für die Hypersensitivi­

tät von 27-1-Zellen überprüft werden. 

1.1. Hemmung der DNA- Replikation nach Mutagenbehandlung 

Eine mögliche Erklärung für zelluläre Hypersensitivität gegenüber DNA 

schädigenden Agenzien besteht in einer fehlenden oder verzögerten Repli­

kationshemmung nach DNA- Schädigung. Als Folge dieser fehlerhaften 

Replikationshemmung ist die Wirksamsamkeit von Reparaturfunktionen 

aufgrund schnellerer Manifestation prämutagener und prätoxischer Schä­

den verringert. Eine solche gegenüber Normalzellen verringerte DNA-Repli­

kationshemmung nach Röntgenstrahlung ist beispielsweise im Zusammen­

hang mit der Röntgen-Hypersensitivität von Ataxia-Zellen diskutiert wor­

den (Painter u. Young, 1980; De Witt et al., 1981; Jaspers et al., 1982). 

Die hier untersuchte Mutanten-Zellinie 27-1 zeigte nach MMS -Behandlung 

jedoch keine gegenüber dem CH0-9 11Wildtyp11 verzögerte bzw. verringerte 

Replikationshemmung (Abb. 1). Nach Mutageneinwirkung erfolgte konzentra­

tionsabhängig in beiden Zellinien eine transiente Verringerung der DNA­

Replikation mit einer maximalen Reduktion 2 h nach Behandlung. Die MMS-
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Hypersensitivität der 27-1-Zellen kann folglich nicht auf Veränderungen in 

der Replikationshemmung nach Mutagenbehandlung zurückgeführt werden. 
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Abb. 1: Vergleich der DNA- Replikation von 27-1- und CH0-9-Zellen nach 

MMS- Behandlung. 

Angegeben ist die 3H-Thymidin-Indkorporation in % der Kontrolle 

zum Zeitpunkt t=O. 24 h nach Einsaat von 5x104 Zellen/Miniwell 

(0,2 ml Medium) wurden die Zellen für 1 h bei 37 °C mit MMS be­

handelt (Verwendung von konditioniertem Medium). Die 
3H-Thymidin- Markierung (5 [-LCi/ml) erfolgte für 30 min bei 37 °C. 

Dargestellt ist das Ergebnis eines repräsentativen (reproduzier­

baren) Versuchs. 
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1.2. Beeinflussung der zellulären Resistenz durch Ribosylie= 

rung 

Es ist bekannt, daß an der Exzisionsreparatur beteilige Enzyme durch Ri­

bosylierung in ihrer Aktivität modifiziert werden können (Althaus et al., 

1985; Cleaver u. Morgan, 1985 ). Untersuchungen mit Hemmstoffen der Ribo­

sylierung (3-Aminobenzamid) zeigten, daß Ribosylierungsvorgänge an der 

Vermittlung von MMS und W-Resistenz beteiligt sind; Hemmung der 

ADP-Ribosyl-Transferase (ADPRT) führt zu einer erhöhten Sensitivität 

von Zellen gegenüber diesen Mutagenen (Shall et al., 1982; Althaus et 

al., 1985; Shall, 1987). Ausgehend von diesen Daten wurde hier untersucht, 

ob CHO- 9- und 27-1- Zellen sich in ihrer ADPRT abhängigen Ribosylierung 

unterscheiden, und ob solche Unterschiede möglicherweise eine funktionel­

le Bedeutung für die MMS- Hypersensitivität der 27-1-Zellen haben. 

Es konnte festgestellt werden, daß 27-1-Zellen sowohl geringere lv.!engen 

ADPRT- mRNA exprimieren (Abb. 2B), als auch eine gegenüber CH0-9-Zellen 

um 30 % verringerte ADPRT-Aktiviät aufweisen (CH0-9: 205 fmol/h/10 6 Zel­

len; 27-1: 146 fmol/h/106 Zellen). Diese geringere Ribosylierungsaktivität 

der 27-1-Zellen und die daraus zu folgernde verringerte Ligase Ir-Aktivi­

tät stellen eine Erklärungsmöglichkeit für die von Kaina et al. (1990b) für 

diese Zellen beschriebene erhöhte DNA- Reparatursyntheserate nach MNNG­

Behandlung dar. 

Falls die im Vergleich zu CH0-9 verringerte ADPRT-Expression der 

27-1- Zellen funktionelle Bedeutung für deren Alkylantien-Hypersensitivität 

hat, sollte diese durch Überexpression von ADPRT komplementierbar sein. 

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden durch Cotransfektion eines die 

menschliche ADPRT- cDNA enthaltenden Expressionsplasmids (von lv.!. 

Schweiger, Innsbruck zur Verfügung gestellt) und dem pSV2neo Marker­

fgen stabile Transektanten hergestellt. Bei nachfolgender MlvfS-Selektion 

der G418 resistenten Hassenkultur zeigten die ADPRT-Transfektanten ge-
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genüber Kontrollzellen nur ein geringfügig erhöhtes MMS-Resistenzverhal­

ten (3- 4 fach höhere Überlebensrate ). Die geringe Bedeutung von ADPRT 

für die zelluläre MMS-Resistenz spiegelt sich auch in einem zur genaueren 

Analyse isolierten Einzelklon wieder (Abb. 2). Diese 27-1-ADPRT-Transfek­

tante zeigte im Vergleich zur Kontrolle neben einer erhöhten ADPRT-Ex­

pression (Abb. 2B) eine Verdopplung der ADPRT-Aktivität, eine Verringerung 

der Aberrationsfrequenz nach MMS- Behandlung (Abb. 2C) sowie eine leicht 

erhöhte MMS-Resistenz (Abb. 2A). Aufgrund des Eingangs erwähnten Inzisi­

onsdefekts von 27-1 nach W-Bestrahlung weist die ADPRT-Transfektante 

gegenüber der verwendeten Kontrolle erwartungsgemäß keine erhöhte 

W-Resistenz auf (Abb. 2A). 

Ähnliche Ergebnisse ergaben sich nach Transfektion von CH0-9-Zellen. 

Auch hier zeigte die isolierte ADPRT-Transfektante gegenüber der Kon­

trolle eine erhöhte ADPRT- Expression (Abb. 2B) und geringfügig erhöhte 

MMS- bzw. W-Resistenz (Abb. 2A). Obwohl die 27-1-ADPRT-Transfektante in 

ADPRT-Aktivität und ADPRT-Expression das Niveau. des CH0-9- 11Wildtyps11 

erreicht bzw. sogar übertrifft, konnte keine vollständige Komplemen­

tation des 27-1- Defekts erzielt werden; die 27-1-ADPRT-Transfektante er­

reicht bei weitem nicht die MMS-Resistenz von CH0-9-Zellen. Daraus kann 

geschlossen werden, daß Ribosylierungsunterschiede zwischen 27-1- und 

CH0-9-Zellen nicht allein für die Alkylantien-Hypersensitivität der 

27-1-Zellinie verantwortlich sein können. 
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0,2 OA 0,6 0,8 LO 1.2 1 A 1.6 

MMS (mM) 
UV (J/m2 ) 

Abb. 2: Einfluß der ADPRT-Expression auf das Oberleben von CHO- 9- und 

27-1- Zellen nach. Behandlung mit MMS oder UV. 

A: Die dargestellten Meßpunkte sind Mittelwerte aus 3 unabhängi­

gen Versuchen. Die MMS-Behandlung erfolgte für 1 h bei 37 °C. 

B: Northern-Analyse von Wildtyp und ADPRT-Transfektanten. 5 p.g 
+ 

Poly (A) -RNA wurden nach der im Methodikteil beschriebenen 

Glyoxal/DMSO Methode auf einem 1 % Agarose-Gel aufgetrennt. 

Als Hybridisierungsprobe wurde ein 1,6 kb Eco RI -Fragment 

der ADPRT-cDNA verwendet. 

C: Zur Bestimmung der Aberrationsfrequenz pro Zelle wurden lo­

garithmisch wachsende 27-1- Zellen für 1 h bei 37 °C mit 1,25 

mM MMS behandelt. Die Colcemid-Behandlung erfolgte 20 h spä­

ter für 2 h. Nach Fixierung wurden jeweils 50 Metaphasen aus­

gewertet (alle Aberrationstypen außer Lücken (gaps) berück­

sichtigt. 
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2. Arbeiten zur Klonierung eines die Hypersensitivität von 

27-1- Zellen komplementierenden Gens 

Die vorangegangenen Untersuchungen zur Alkylantien-Hypersensitivität der 

27-1-Zellen ergaben keine Hinweise für mögliche Ursachen ihres im Ver­

gleich zu CH0-9-Zellen verringerten Resistenzverhaltens gegenüber MMS. 

Aus diesem Grunde wurde im nun folgenden Teil der Arbeit versucht, die 

MMS-Hypersensitivität der 27-1-Zellen durch Transfektion mit menschlicher 

DNA zu komplementieren. Auf diese Weise sollte das für den 27-1 Defekt 

verantworliche Gen isoliert werden. 

Ausgangspunkt dieser Arbeiten war eine Cosmidbank, die von Dr. B. Kaina 

(Karlsruhe) bereits aus einer sekundären 27-1-Transfektante (T60) herge­

stellt worden war. Sowohl die primäre (T38), als auch die sekundäre 

Transfektante (T60) sind MGMT-defizient (Mex-), verstärkt MNNG-, MMS - und 

6-Thioguanin- resistent, zeigen eine mehr fibroblastoide Morphologie und 

bilden nach Injektion in Nacktmäuse keine Tumore mehr (Kaina, 1987; 1989). 

Einen ähnlichen Phänotyp zeigte auch eine nach Transfektion von mensch­

licher DNA in CH0-9-Zellen erhaltene sekundäre Transfektante (T70; Kaina 

et al., 1987; 1989). Zum besseren Verständnis zeigt Abb. 3 einen Überblick 

über die bei diesen Klonierungsarbeiten verwendete Vorgehensweise. 

CH0-9 
VH44-DNA l MNNG-Selek tion 

MNNG-res. 
Zellen 

~ DNA MNNG r_ Zellen 
MNNG-Selektion 

27-1 
I VH44-DNA 

f MMS-Selektion 

T38 

T38 DNA 
MMS-Selektion 

T70 T60 ' / Erstellung von Cosmidbanken 

t 

Parentale Zellininen 

Prünäre Transfaktanten 

Sekundäre Transfketanten 

Isolierung von Resistenz vermittelnden Einzelcosmiden 

Klonierung !ines Resistenzgens 

Abb. 3: Vergehensweisen zur Klonierung Alkylantienresistenz vermittelnder 

Gene. 
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2.1. Isolierung menschliche DNA enthaltender Cosmide 

Nach Hybridisierung der mir aus der sekundären Transfektante T60 (siehe 

Abb. 3) zur Verfügung stehenden Cosmidbank (Komplexität: 2x105 unabhän­

gige Klone) mit repetitiven menschlichen Sequenzen (Alu-Sequenzen) konnten 

4 Cosmide isoliert werden, die im Restriktionsverdau Unterschiede auf­

wiesen und menschliche Sequenzen enthalten (Abb. 4B). Die Cosmide besitzen 

z.T. Restriktionsfragmente gleicher Größe; einige von ihnen kreuzhybridi­

sieren mit der menschlichen Alu-Hybridisierungsprobe sowie mit Vektorse­

qu~n_zen (Abb. 4) . 

A 

B c 
Hind 111 Bgl II Hind 111 Bgl II 

-4,9 kb 

-2,0 kb 

a: cos 3,1 
b: cos 3,3 
c: cos 3,3,a 
d: cos 3,3,d Al U·Hybridlsierung Vektor· Hybrid isierung 
M: Lambda·Markcr (Hind 111 · Eco Rl) 

Abb. 4: Southern-Analyse der isolierten Cosmide. 

Zum Restriktionsverdau wurden je 1 pg des entsprechenden Cos­

mids eingesetzt. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte 

r1ber ein O,B % Agarose- Gel. Als Größenmarker wurde der A.-III­

Marker ( A.-DNA Hind III-Eco RI verdaut) verwendet. Die radioakti­

ve Markierung der eingesetzten Proben erfolgte durch Nick- Trans­

lation mit oc- 32P- dCTP. 

A: Ethidium-Bromid gefärbtes Gel 

B: Southern-Hybridisierung mit repetitiver menschlicher DNA 

(Alu-Sequenzen) als Hybridisierungsprobe. 

C: Southern - Hybridisierung mit dem Cosmidvektor (c2xB) als Hy­

bridisierungsprobe 
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2.2. Resistenzvermittlung durch die isolierten Cosmide 

Zur Überprüfung der Frage, ob die isolierten Cosmide zur Vermittlung von 

MMS- Resistenz befähigt sind, wurden diese sowohl als Gemisch ( Cosmide 

3.1, 3.3.a, 3.3.d) als auch einzeln in 27-1-Zellen transfiziert ( Cosmidvektor 

c2xB enthält bereits das neo-Gen). Nach MMS-Selektion der G418 resistenten 

Zellen zeigten die Cosmidtransfektanten eine im Vergleich zu Kontroll­

transfektanten (27-1- pSV2neo) deutlich höhere Überlebensfrequenz (Tab. 

1A,1B). Zur Überprüfung der Frage, ob die die MMS-Selektion überlebenden 

Zellen tatsächlich (stabil) resistent gegenüber MMS sind, wurden sie 

nochmals mit MMS behandelt. Die resistentesten Zellklone wurden auf die­

se Weise nach Transfektion mit den Cosmiden 3.3 und 3.3.d erhalten (Tab. 

1B, Seite 44). 

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, sind nur ein Teil der Klone1 die die erste MMS­

Selektion überlebt haben, stabil MMS-resistent. Etwa 30 % der Klone haben 

im Laufe mehrerer Passagen (während des Hochziehens der Einzelklone) ih­

re MMS- Resistenz verloren. 

Eine Analyse der MMS-Sensitivität einiger der isolierten Einzelklone in 

Form von Dosis- Wirkungs- Kurven ist in Abb. 5 dargestellt. Die stärkste 

MMS-Resistenz wiesen die nach Transfektion mit den Cosmiden 3.3 und 3.3.d 

erhaltenen Klone Id-2 und La-2 auf (Abb. 5B, Seite 45). Diese Transfektan­

ten erreichen nahezu die MMS-Resistenz von CH0-9- 11Wildtyp11 -Zellen. Die 

nach Transfektion mit dem Cosmid 3.1. erhaltene Transfektante Ha-1 zeigte 

eine mittlere MMS-Sensitivität (Abb. 5B). Die nach Transfektion mit dem 

Cosmidgemisch erhaltenen Transfeldanten wiesen ebenso wie Ha-1 ein 

mittleres Resistenzverhalten auf (Abb. 5A, Seite 45). 
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Tab. 1: M MS-Resistenzvermi ttlung durch menschliche DNA enthaltende Cos­

mide nach Transfektion in 27-1-Zellen. 

G41B resistente Zellen wurden in ei~er Dichte von 105 Zellen / 10 

cm Kulturschalte replattiert und 6 h später mit 0,2 mM MMS selek­

tioniert (identische Zahl an selektionierten Zellen bei Kontroll­

transfektanten und Cosmidtransfektanten). Angegeben sind die An­

zahl der insgesamt isolierten Klone aus 3 (A} bzw. 2 (B) unabhängi­

gen Transfektionsexperimenten. Zur Isolierung stabiler Einzelklone 

wurden einige der nach der ersten MMS-Selektion erhaltenen Klone 

nochmals mit 0,15 mM MMS behandelt (getestet/resistent). 

A: Zur Transfektion der Cosmide als Gemisch wurden je 5 ?lg Cos­

mid-DNA der Cosmide 3.1, 3.3.a und 3.3.d (insgesamt 15 pg) einge­

setzt. 

B: Zur Transfektion der Einzelcosmide wurden 5 pg Cosmid- DNA pro 

Transfektion eingesetzt. 

A Cosmide insgesamt 

Zellinie Selektion 

(MMS) 

27-1 neo 0,2 mM 

27-1 cos 0,2 mM 

B Cosmide einzeln 

Zellinie Selektion 

27-1 

27-1 

27-1 

27-1 

27-1 

nb 

(MMS) 

neo 0,2 mM 

cos 3.1 II 

cos 3.3 II 

cos 3.3.a II 

cos 3.3.d II 

nicht bestimmt 

nicht resistent 

überlebende Klone Resistenz 

(Gesamtzahl) (getestet/ resistent) 

1 - (1/0) 

12 - bis ++ (12/6) 

Überlebende Klone Resistenz 

(Gesamtzahl) (getestet/resistent) 

1 nb 

21 - bis ++ (4/3) 

9 - bis +++ (4/3) 

12 - bis + (3/2) 

21 - bis +++ (5/4) 

+ schwach resistent 

+++: stark resistent (vergleichbar mit CH0-9) 
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Abb. 5: Resistenz verschiedener 27-1-Cosmidtransfektanten (Einzelklone) ge­

genilber MMS. 

Die Mutagenbehandlung erfolgte 6 h nach Einsaat von 500 Zellen/5 

cm Platte filr 1 h bei 37 °C. Dargestellt ist das Oberleben muta­

genbehandelter Zellen in % zur unbehandelten Kontrolle. 

A: Resistenzverhalten von Cosmidtransfektanten, die nach Trans­

fektion mit einem Cosmidgemisch isoliert wurden (vgl. Tab. 

1A). Die dargestellten Meßpunkte sind Mittelwerte aus zwei un­

abhängigen Versuchen 

B: Resistenzverhalten von Einzelcosmid-Transfektanten , die auf die 

in Tab. 1B dargestellte Weise isoliert wurden (neo: pSV2neo Kon­

trolltransfektante; Ha-1: cos 3.1-Transfektante; La-2: cos 3.3.d­

Transfektante; Id-2: cos 3.3-Transfektante). Die dargestellten 

Meßpunkte sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchen. 
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2.3. Morphologie und Kreuzresistenz der isolierten 

Cosmidtransfektanten 

Die nach Transfektion der einzelnen Cosmide in 27-1-Zellen erhaltenen 

Zellklone zeigten eine im Vergleich zu Kontrolltransfektanten abweichende 

Morphologie. Die Zellen wiesen einen fibroblastoiden Phänotyp auf (Abb. 6). 

27-1 ld-2 27-1 La-2 

Abb. 6: Morphologie der isolierten 27-1-Cosmid transfektanten. 

Dargestellt ist die Morphologie subkonfluenter Kulturen. 

27~1neo: Zellklon isoliert nach Kontrolltransrektion mit pSV2neo 

Neben der veränderten Morphologie und MMS-Resistenz zeigten die Cosmid­

transfektanten eine deutlich erhöhte Resistenz gegenüber MNNG und 6-Thio­

guanin, sowie eine leicht erhöhte Serumabhängigkeit (Abb. 7). Die Wachs­

tumsrate der Cosmidtransfektanten in Medium mit 0,5 % FCS war deutlich 

geringer als die der Kontrolle; die Generationszeit der Cosmid tansfektan­

ten lag bei 19-22 h, die der Kontrolle bei 16 h. Die Sensitivität gegenüber 

W-Bestrahlung hingegen blieb unverändert (Abb. 7). 
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uv 
(2,5 Jim 2 ) 

Abb. 7: Einfluß von Serumkonzentration 1 MNNG 1 UV und 6-TG auf die Kolo­

niebildungsfähigkeit der getesteten Cosmldtransfektanten. 

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus mindestens 2 unab­

hängigen Versuchen. Die MNNG-Behandlung erfolgte 6 h nach Ein­

saat von 500 Zellen / 5 cm Platte fQr 1 h bei 37 °C. 6-TG verblieb 

1m Medium. Zur UV-Behandlung wurde das Medium entfernt. Die zur 

Behandlung eingesetzten Konzentrationen und Dosen sind der Abbil­

dung zu entnehmen. Zur Bezeichnung der Zellklone siehe Abb. 5. 
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2.4. I<reuzhybridisierung von aus verschiedenen Cosmidbanken 

isolierten Cosmiden 

Neben den Arbeiten zur Komplementation des 27-1 Defektes wurden von Dr. 

B. Kaina Transfektionen mit CH0-9-Zellen durchgeführt (vgl. Abb. 3) und 

MNNG-Resistenz vermittelnde Cosmide aus einer T70-Cosmidbank isoliert 

(Kaina 1989). Ein 1,6 kb Hind III-Fragment aus einem dieser Cosmide (cos 

9-5 RC2) zeigte hierbei eine Hybridisierung mit menschlicher cDNA, nicht 

aber mit repetitiven menschlichen Fragmenten bzw. mit Vektorsequenzen. 

Das gleiche 1,6 kb Hind III Fragment von cos 9-5 RC2 weist nun überra­

schenderweise auch eine Kreuzhybridisierung mit den von mir aus der 

T60- Cosmidbank isolierten Cosmiden 3.3. und 3.3.d auf (Abb. BA). Bei den 

kreuzhybridisierenden Cosmiden handelt es sich um diejenigen, welche 

auch die beste Resistenzvermittlung in den Transfektionsexperimenten 

zeigten (vgl. 2.2 ). 

Mit dem gleichen 1,6 kb Hind III Fragment aus cos 9-5 RC2 als Hybridisie­

rungsprobe wurde von Dr. Kaina aus einer menschlichen cDNA-Bank (im 

Bluescript-Vektor vorliegend) ein cDNA-Klon (C-81; Länge des Inserts: ca. 

1,8 kb) isoliert. Unter Verwendung dieser C-81 cDNA als Hybridisierungs­

probe wiesen nun alle von mir aus der T60- Cosmidbank isolierten Cosmi­

de eine deutliche Kreuzhybridsierung auf (Abb. SB). Diese Ergebnisse spre­

chen dafür, daß unabhängig voneinander, unter Verwendung unterschiedli­

cher Zellinien und Selektionsverfahren (MMS- bzw. MNNG-Selektion, vgl. 

Abb. 3) identische Sequenzen kloniert wurden, die an der Vermittlung von 

Alkylantienresistenz beteiligt sind. 
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d: cos 3.3.d 
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1, 1a, 1b, 1c 

5 '-+---....I...I...J------'U..--1--}---3' 

II 
1, 1d 

21a 2 1 2 1b 

-<I-T7-Primer T3-Primer-

1 • EcoRI; 1a • HINDIII; 1b • HINCII; 1c • Xhol: 1d • BamHI 2 • Pvull 

II • Linkerbereich 

Abb. 8: Southern-Analyse der aus der T60-Cosmidbank isolierten Cosmide 

nach Hind III- Verdau, 

Bei dem Filter handelt es sich um eine Rehybridisierung des in 

Abb. 4 verwendeten Filters. Die Markierung der Proben erfolgte 

durch Nick-Translation mit a-32P-dCTP. 

A: Als Hybridisierungsprobe wurde ein 32P-markiertes, 1,6 kb 

Hind III- Fragment aus dem Cosmid cos 9-5 RC2 (von Dr. Kaina 

aus der T70- Cosmidbank isoliert), bzw. die C-81 cDNA verwendet, 

B: Restriktionskarte der im Bluescript-Vektor vorliegenden C-81 

cDNA. 
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Aufgrund von Instabilitäten aller klonierten Cosmide war deren verglei­

chende Analyse auf der Basis von Restriktionskartierungen nicht möglich. 

Um trotzdem die Aussage zu verifizieren, daß unabhängig voneinander 

identische Cosmidfragmente kloniert wurden, wurden RFLP-Analysen 

durchgeführt. Verwendet wurden dazu die Cosmide, die die deutlichste 

Resistenzvermittlung in Transfektionsexperimenten ergeben hatten, näm­

lich cos 3.3.d (von mir aus der T60-Cosmidbank isoliert) und cos 9-5 RC2 

(von Dr. Kaina aus der T70- Cosmidbank isoliert). 

Das in Abb. 9 dargesteH te Ergebnis zeigt, daß die Cosmide cos 3.3.d und 

cos 9-5 RC2 in mehreren Restriktionsverdaus in ihrer Größe identische, 

mit C-81 kreuzhybridisierende Fragmente aufweisen. Eine Übereinstimmung 

in der Länge aller Restriktionsfragmente war nicht zu erwarten, da die 

sekundären Transfektanten, aus denen die Cosmidbanken hergestellt wur­

den , mehrmals mit Mutagenen selektioniert worden. \varen; zufällige Ent­

stehung oder Verlust von Restriktionsschnittstellen sind somit leicht er­

klärbar. 

Zusammengefaßt läßt sich sagen, daß auf zwei unterschiedlichen Wegen 

(vgl. Abb. 3) miteinander kreuzhybridisierende und damit sehr wahrschein­

lich identische, Alkylantien- sowie 6-Thioguanin- Resistenz vermittelnde 

Sequenzen kloniert wurden. Die Tatsache einer mehrmaligen, unabhängig 

voneinander erfolgten Klonierung offenbar identischer menschlicher DNA­

Fragmente unterstützt die Annahme, daß die Alkylantienresistenz in den 

Transfektanten durch Expression der klonierten DNA bewirkt wird. Auf 

dieser Erklärungsgrundlage werden auch die unter 2. beschriebenen Über­

einstimmungen im Phänotyp zwischen den Transfektanten T38, T60 und T70 

verständlich. 
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::::: 

kb 

- i ,o kb 

Abb. 9: Vergleichende So~thern-Analyse der Cosmide cos 3.3.d {2) und cos 

9-5 RC2 (1). 

Zum Restriktionsverdau wurden jeweils 1 p.g Cosmid-DNA eingesetzt. 

Die Auftrennung der Restriktionsfragmente erfolgte ilber ein O,B % 

Agarose Gel. Als Hybridisierungsprobe wurde die gesamte, durch 

"Random priming" 32P-markierte C-81 cDNA eingesetzt. cos 3.3.d 

stammt aus der T60-Cosmidbank, cos 9-5 RC2 aus der T70-Cosmid­

bank.. 

2.5. Vorhandensein und Expression von C- 81 Sequenzen in 

menschlichen Zellen, Hamsterzellen sowie Tra.nsfekta.nten 

Falls die Annahme, daß die klonierten C-81-Sequenzen bei der Vermittlung 

von Alkylantienresistenz eine Rolle spielen zutrifft, sollten solche Se­

quenzen auch in den primären und sekundären Transfektanten T38, T60 und 

T70 vorhanden sein. 

Wie nach Hybridisierung genorniseher DNA mit C-81 erkennbar wurde, zei­

gen sowohl die primäre Transfektante T38, als auch die sekundären 
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Transfektanten T60 und T70 , sowie die Cosmidtransfektanten Id-2 und 

La-2 zusätzliche Hybridisierungsbanden, die in den Ausgangszellinien 27-1 

und CH0-9 nicht auftreten (Abb. 10A,B). Die sekundäre Transfektante T70 

weist hierbei im Hinc li-Verdau eine für menschliche DNA typische, bei 

Hamster- DNA nicht auftretende Doppelbande zwischen 10 und 15 kb auf 

(Abb. 10A). Die Tatsache daß in allen Verdaus ähnliche Hybridisierungs­

muster zwischen menschlichen Zellen und Hamsterzellen festgestellt wer­

den konnten, deutet außerdem auf eine starke Konservierung des Gens für 

C- 81 zwischen verschiedenem Spezies hin (Abb. 10A). Wenngleich die bei den 

27-1-Transfektanten (im Vergleich zu 27-1) auftretenden zusätzlichen C-81 

Hybridisierungsbanden nicht bei menschlicher DNA nachzuweisen sind (Abb. 

lOB), so deutet jedoch auch hier die Anwesenheit zusätzlicher C-81-Sequen­

zen auf deren funktionelle Bedeutung bei der Vermittlung von Alkylantien­

resistenz hin. 

A B 
Rsa l Hind 111 Hinc II Bgl II 

- 3,5 kb 
-3,5 kb 

-2.0 kb 

- 1,0 kb 

c 81 

Abb. 10: Southern-Analyse menschlicher Zellen, Hamsterzellen sowie trans­

gener Zellinien zum Nachweis von C-81-Sequenzen. 

Zum Restriktionsverdau wurden 10 p.g genornisehe DNA eingesetzt. 

Die Auftrennung der Fragmente erfolgte Qber ein 0,8 % Agarose 

Gel. Zur Hybridisierung wurde ein 32P-markiertes 0,9 kb großes 

Hind III - Hinc II Fragment aus C-81 eingesetzt. 

A: Vergleichende Southern-Analyse von CHO- 9 Hamster DNA (1), DNA 

aus der transgenen Zellinie T70 (2) und menschlicher DNA (VH44 {3) 

bzw. GM637 (4)). 

B: Southern-Analyse von 27-1 Transfektanten nach Hinc II-Verdau. 
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Zum Nachweis der Expression von C-81-Sequenzen wurden zunächst Nor­

thern-Blot Analysen durchgeführt. Dabei diente eine wiederholte Hybridi­

sierung zum Nachweis der GAPDH - mRNA ( GAPDH stellt ein "housekeeping" 

Gene dar) als Kontrolle zur Bestimmung der aufgetragenen mRNA-Mengen. 

Auf der Ebene der Expression zeichnen sich menschliche Zellen durch das 

Auftreten von insgesamt 3 Hybridisierungsbanden im Bereich der 18S und 

28S RNA aus (Abb. 11A). In Hamsterzellen (27-1, CH0-9) war demgegenüber 

die Expression der beiden 2-2,5 kb großen, mit C-81 hybridisierenden mRNA 

Spezies nicht eindeutig nachweisbar (Abb. 11B). Unter Berücksichtigung der 

GAPDH- Kontrollhybridisierung exprimieren menschliche Zellen außerdem 

bedeutend höhere Mengen an C-81-Sequenzen (Abb. 11B). Für die 27-1 Trans­

fektanten T38 und T60, nicht jedoch für T70, konnten im Rahmen dieser 

Northern-Blot Analysen zusätzliche C-81-Hybridisierungsbanden im Bereich 

der 18S RNA nachgewiesen werden (Abb. 11B ). Letzteres spricht für eine im 

Vergleich zu 27-1 erhöhte Expression von C-81-spezifischen Sequenzen in 

den 27-1-Transfektanten. 

Aufgrund der relativ schwachen Expression von C-81-Sequenzen in den 

Hamsterzellen wurde im folgenden mittels der weitaus sensitiveren PCR­

Methode untersucht, inwieweit Hamsterzellen bzw. Transfektanten spezi­

fisch C-81-Sequenzen exprimieren. Nach PeR-Amplifikation von C-81-Se­

quenzen konnten sowohl bei menschlichen HeLa-Zellen als auch bei Ham­

sterzellen PCR-Produkte der erwarteten Länge (1,2 kb) gefunden werden 

(vgl. Sequenzanalyse Abb.12). Der Nachweis der Spezifität der PCR-Produkte 

erfolgte durch nachfolgende C-81-Hybridisierung. Auf diese Weise konnte 

gezeigt werden, daß Hamsterzellen nicht völlig defekt bezüglich der C-81-

Expression sind und sowohl menschliche Zellen, als auch die Transfektan­

ten T38 und T70 eine im Vergleich zu 27-1- bzw. CHO- 9- Zellen eine erhöhte 

C-81-Expression aufweisen (Abb. 11C). Wegen der schwierigen Quantifi­

zierung von PCR-Reaktionen ist eine präzise quantitative Aussage jedoch 

nicht möglich. 
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Insgesamt deuten die dargestellten Ergebnisse darauf hin, daß die erhöh­

te Alkylantienresistenz in den Transfektanten wahrscheinlich auf eine 

verstärkte C-81-Expression zurückzuführen ist (siehe auch Diskussion). 

A B c M 
CO m (/) m 
CO . ,... '<t • ..-
...J 0 CO 0 '<t 0 

(tl .... 0 0 ' CO • -1 I 
(/) J: 1'- M tO J: 1'- Q) 1'- J: I'- 1'- M 

Q N .... .... > .... J: N (.) .... N .... 

C-81 ~ 
C-81 

C-81 
BS 

GAPDH 

Abb. 11: e- 81 - Expression in menschlichen Zellen, Hamsterzellen sowie 

transgenen Zellinien . 

Als Hybrisierungsprobe wurde ein 32P-markieres ( 11Random pri­

ming") 0,9 kb Hind III-Hinc II Fragment von e-81 verwendet. 

A: Northern-Analyse. Aufgetragen wurden 5 j.Lg Poly(A)+ -RNA einer 

diploiden menschlichen Fibroblasten-Zellinie (SL 88). Die gele­

lektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte iJber ein 1 % 

Agarose- Gel. 

B: Northern Analyse nach Auftrennung von 5 1-Lg Poly(A)+- RNA aus 

menschlichen Zellen (VH44), Hamsterzellen (eH0-9, 27-1) und 

Transfektanten (T38, T60, T70) iJber ein 1 % Agarose Gel. 

e: Southern-Analyse nach PeR-Amplifikation von e-81-Sequenzen. 

2 j.Lg Poly(.ll) +- RNA wurden zur cDNA-Synthese mittels Reverser 

Transkriptase eingesetzt. 1/10 dieses Reaktionsvolumens wurde 

fiJr die PeR-Reaktion verwendet (30 eyclen, Denaturierung fiJr 1 

min bei 94 °e; Hybridisierungstemperatur 60 °e, 2 min; Polyme­

risation bei 72 °e für 3 min). 20 j.Ll (bzw. nur 2 j.Ll bei HeLa S3) 

aus dieser Reaktion wurden über ein 1 % Agarose Gel aufge­

trennt, die PeR-Produkte auf eine Nylonmembran transferriert 

und zur Identifizierung e-81 spezifischer Sequenzen mit e-81 

hybridisiert. Zur PeR wurden folgende Oligonukleotide (24 mere) 

verwendet: Oligo 1: TeT Gee TAG Tee TGG AGe TGT GeG (Position 

187-211); Oligo 2: TeT AAA GAG eTG GAe TGe AAe TAA (Position 

1443-1467). Die Positionsangaben beziehen sich auf die in Abb. 12 

dargestellt e- 81 Sequenz. 
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2.6. Resistenzvermittlung durch C- 81 

Um zu prüfen, ob die klonierte cDNA auch funktionell wirksam ist, d.h. Al­

kylantienresistenz zu vermitteln vermag, wurde sie gerichtet in einen 

eukaryontischen Expressionsvektor (pSVT7) umkloniert (vgl. Abbildung in 

Tab. 2). 

Quantitative Transfektionen mit diesem C-81-Expressionskonstrukt (als Co­

transfektion mit pSV2neo) in CH0-9- und 27-1-Zellen mit anschließender 

MNNG- bzw. MMS-Selektion der G 418 resistenten Zellen ergaben, daß C- 81 

eine schwache, aber deutlich protektive Funktion gegenüber der toxischen 

Wirkung der eingesetzten Alkylantien (MNNG, MMS) ausübt (Tab. 2). 

Die mit dem C- 81 - Expressionsplasmid transfizierten Zellen überlebten 

die Mutagenselektion 2-10 mal häufiger als die Kontrolltransfektanten 

(pSVT7-Vektor + pSV2neo, Tab. 2). Eine MNNG- bzw. MMS-Selektion (analog 

zum in Tab. 2 dargestellten Selektionsschema) von G418 resistenten Trans­

fektanten, bei denen die C-81-cDNA in Antisense-Orientierung in den 

pSVT7-Vektor kloniert worden war (Bam HI - Xho I- Fragment (C-81) in Bam 

HI - Sac I - Stelle des Polylinkers von pSVT7) zeigten eine im Vergleich zu 

den Kontrolltransfektanten um ca. 50 % reduzierte Überlebenshäufigkeit. 

Die Expression von C-81- Antisense- RNA führte also nicht zu einer erhe­

blichen Sensitivierung der Transfektanten gegenüber den verwendeten Al­

kylantien. Allerdings unterstreichen die unter Verwendung des Antisense­

Konstrukts erhaltenen Ergebnisse das positve Ergebnis einer Resistenz­

vermittlung durch das C-81-Sense -Expressionskonstrukt. 

Erklärungsmöglichkeiten für die wider Erwarten geringe Frequenz der Re­

sistenzvermittlung durch das C-81-Sense-Expressionskonstrukt werden il"l\ 

Diskussionsteil gegeben. 
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Tab. 2: MNNG- und MMS-Resistenzverrnittlung von pSVT7- C-81 nach stabiler 

Transfektion in Harnsterzellen. 

A 

B 

Die Transfektion erfolgte als Cotransfektion rnit pSV2neo als Mar­

kerplasrnid. Zur Transfektion wurden 1 1-lg pSV2neo + 7,5 1-lg pSVT7-

C-81 (bzw. pSVT7-Vektor bei der Kontrolltransfektion) + 10 f.!g 

Heringssperrna-DNA (Carrier) eingesetzt. 

A pSVT7-C-81-Expressionskonstrukt (schematische Darstellung}. 

Die Klonierung der C-81 cDNA in das Expressionsplasrnid erfolgte 

gerichtet unter Verwendung der Noti-Sali-Schnittstellen des 

pSVT7 Polylinkers bzw. des die C-81 cDNA enthaltenden Blue­

script-Vektors. 

B : 6-8 h nach Ausplattieren von 1aS G418 resistenten Zellen /10 crn 

Platte wurden die Zellen rnit MNNG (12,5 f.!M; CH0-9) bzw. MMS (0,125 

rnM; 27-1) behandelt und die Zahl der Oberlebenden Klone 10 d 

später bestirnrnt. 

EcoRI 

Versuch Kontroll t r ansf'ek tion pSVT7-C-81-Transf'ektion Faktor 
Nr. (Überlebende/105 Zellen) (Überlebende/105 Zellen) 

CH0-9 
1 2,7 15,5 5,7 

2 7,2 68,3 9,5 

3 0,6 4,0 6,7 
4 0,7 7,0 10,0 

27-1 
1 6,2 29,4 4,7 
2 6,4 10,5 1,7 
3 0,8 6,3 7,8 
4 1,2 3,6 3,0 
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Die nach MNNG- bzw. MMS-Behandlung isolierten C-81-Transfektanten wie­

sen ebenso wie die Cosmidtransfektanten (vgl. Abb 7) Kreuzresistenz ge­

genüber 6-TG auf. Um zu prüfen, ob die isolierte cDNA direkt 6-TG Resi­

stenz vermittelt , oder ob die erwähnte 6-TG-Resistenz lediglich eine Fol­

ge der vorausgegangenen Alkylantienbehandlung ist , wurden CH0-9-C-81-

Transfektanten direkt mit 6-TG (2 !lg/ml) behandelt. Es zeigte sich, daß, 

im Vergleich zu Kontrolltransfektanten, 5-7 mal mehr C-81-Transfek­

tanten diese 6-TG-Selektion überlebten (Ergebnis von 3 Versuchen). Gleich­

zeitig wiesen die auf diese Weise isolierten CH0-9-Transfektanten Kreuz­

resistenz gegenüber MNNG auf. Damit stimmen diese Ergebnisse mit den 

vorher dargestellten Befunden einer mit Alkylantienresistenz gekoppelten 

6-TG- Resistenz bei den Cosmidtransfektanten überein (vgl. Abb. 6,7) und 

deuten auf die gleichzeitige Vermittlung von Alkylantien- und 6-TG-Resi­

stenz durch C- 81- Expression hin. 

2. 7. Sequenzanalyse von c- 81 

Die Sequenzierung der C-81- cDNA ergab die in Abb. 12 dargestellte Se­

quenz. Die Computeranalyse ergab, daß die cDNA einen offenen Leserahmen 

von 1227 bp enthält und für ein aus 409 Aminosäuren bestehendes Protein 

codieren kann. 

CGGCACGAG 

CGGCACGAGCGGCACGAGCGGCACGAGGGTCATCAGTGCTCTTGACCCAGGTCCAGCGAGCCTTTTCCCTGG 

141 
TC TT G CAGCTGTTG TTG T ACCGCCGCC'G TCGCCG CCG TC'GC'C'G CCTGC TCTGCGGGG TCA TGGTG TGC TTCC'GCCT 

M V C F R L 

CTTCCGG TTCCGCTCA GGGCTC AGGC'TC'GTTC'TGG TC'TGC't'T AG TC'C'TGGG AGCTG TGCGGTCTT A TGC A TTGGAACT 

FRFRSG LRLVLVCLVLGAVRSYA LE L 
309 

TAATTTGAC'AGATTCAGAAAATGCCACTTGCCTTTATGCAAAATGGC'AGATGAATTTC'ACAGTAGGCTATGAAAC'TA. 

NLTDSENATCLYA KWQMNFTVGYE TT 

C'AAATAAAACTTATAAAACTGTAACC'ATTTCAGACC'ATGGC'AC'TGTGACATATAATGGAAGCATTTGTGGGGATGA 

NKTYKTVTISDHGTVTYNGS I CGDD 

TCAGAATGGTCCCAAAATAGCAGTGCAGTTCGGACCTGGC'TTTTCCTGGATTGCGAATTTTACCAAGGCAGCATCTA 

Q N G P K I A V Q F G P G F S WI AN F T K AAST 
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540 
CTTATTCAATTGACAGCGTCTCATTTTCCTACAACACTGGTGATAACACAACATTTCCTGATGCTGAAGATAAAGGA 

YS IDSVS FSYNTGDNTTFPDAEDKG 

ATTCTTACTGTTGATGAACTTTTGGCCATCAGAATTCCATTGAATGACCTTTTTAGATGCAATAGTTTATCAACTTTGG 

ILTVDE LLAI RI P LNDLFRCNSLSTLE 

AAAAGAATGATGTTGTCCAACACTACTGGGATGTTCTTGTACAAGCTTTTGTCCAAAATGGCACAGTGAGCACAAA 

KNDVVQHYWDVLVQAFVQNGTVS TN 
767 

TGAGTTCCTGTGTGATAAAGACAAAACTTCAACAGTGGCACCCACCATACACACCACTGTGCCATCTCCTACTAC 

EFLCDK DK TS TVAPTIHT TVPSPTT 

AACACCTACTCCAAAGGAAAAACCAGAAGCTGGAACCTATTCAGTTAATAATGGCAATGATACTTGTCTGCTGGC 

TPTPKE KP E AG T Y S VN N G ND TC L LA 

TACCATGGGGCTGCAGCTGAACATCACTCAGGATAAGGTTGCTTCAGTTATTAACATCAACCCCAATACAACTCA 

TMGLQLNI TQDKVASVINI NPNTTH 
997 

CTCCACAGCAGCTGCCGTCTCACATGCTCTACTT AGACTCAATAGCAGCACCATTAAGTATCTAGACTTTGTCTTTG 

S TAAAVSHALL RLNS S TIKYLDFVFA 

CTGTGAAAAATGAAAACCGATTTTATCTGAAGGAAGCGAACATCAGCATGTATTTGGTTAATGGCTCCGTTTTCAGC 

VKNE NRFY LKEAN S MYLVNGSVFS 

ATTGCAAATAACAATCTCAGCTACTGGATGCCCCCTGGAAGTTCTTATATGTGCAACAAAGAGCAGACTGTTTCA 

IANNNLSYWMPPGS SYMCNKEQ TVS 
1236 

GTGTCTGGAGCATTTCAGATAAATACCTTTGATCTAAGGGTTCAGCCTTTCAATGTGACACAAGGAAAGTATTCTAC 

V S G A F Q NTFDL RVQ PFNV TQG KYS T 

AGCCCAAGAGTGTTCGCTGGATGATGACAGGATTCTAATCCCAATTATAGTTGGTGCTGGTCTTTCAGGCTTGATTAT 

AQECS LDDDR L p V G A G L S G L 
1368 

CG TT AT AG TG A TTGCTT ACG TA A TTG GC AGAAGA A AAAG TT A TGCTGG AT A TC AGA CTC TG~c ACTA AT ACC TGA T 

V I V I A Y V G R R K S Y A G Y Q T L S TOP 

CTCTGTTACAAAAGAAAAACCAACTACAACTTCCAACATGCAATACTGCTCAACTTAACCTATATTTACTTGCACTC 
1536 

CAGCTCTTTACAATGGGTGGTATGGGGGATTTCAAACTTAAACAAAAAACTATCAACTACAAATTAGTTGCCTGACT 

TTGGTTTTTCCAACCAAGGAATTTAAAAACTGTTATTTTTTACAGCAAAAGATGTGCAAAATCACTGGATTATAAGTT 

CTATTTTACTGTCTTGAATTAGTATTTCAGTGTTTTCATTTTAGACTAAAAATACTCCGTTTAGAAAAAACAAGTTTTTC 
1770 

AAAAGAGATTTTTTCCTGCAGGTAGTTGAGTTGGAACAACATGTTCTACCGTGGATTTGTACTTGCTCCTTTGCTC 

Abb. 12: Nukleotidsequenz der menschlichen cDNA für C-81 sowie der da­

raus abgeleiteten Aminosäuresequenz des Proteins. 

Zur Sequenzanalyse wurden beide Stränge sequenziert. Die erste 

Sequenzierung erfolgte vom 3'-Ende (poly-A-Schwanz) her durch 

Herstellung von Exoiii- Deletionen; zur Verifizierung dieser Se-

qu.enz wurden unter Verwendung 

Oligonukleotide zur Sequenzierung 

Start- und Stoppcodon 

= : Polyadenylierungssignal 

der Erststrangsequenzierung 

des 2. Stranges hergestellt. 
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Ein Vergleich der ermittelten Sequenz mit in der EMBL-Datenbank gespei­

cherten Sequenzen ergab eine hohe Homologie von C-81 mit dem menschE­

schen lysosomalen Membranglykoprotein Lamp 2. Auf Nukleotidebene be­

trägt die Homologie bis zur Position 1243 über 99 %, dann nur noch 80 %. 

Auf Proteinebene liegt die Homologie bei insgesamt 91.6 % (Abb. 13A,B). Der 

hier isolierte cDNA Klon codiert also für ein dem Lamp 2 - Protein homolo­

ges, aufgrund eines unterschiedlichen C-Terminus aber nicht identisches 

Protein. Entweder sind lamp -2 und C-81 unterschiedliche Spliceprodukte 

des gleichen Gens, oder aber sie stellen 2 unterschiedliche Gene dar. Ei­

nen Vergleich der Proteinsstruktur zwischen Lamp 2 und C- 81 zeigt Abb. 

13B. 

• 0 0 • 0 

C- 81 1 MVCFRLFRFRSGLRLVLVCLVLGAVRSYALELNLTDSENATCLYAKWQMN 50 
1111111 ... I 111111111111111111111111111111111111 

Lamp 2- 1 MVCFRLFPV .PGSGLVLVCLVLGAVRSYALELNLTDSENATCLYAKWQMN 49 . . . . . 
51 FTVGYETTNKTYKTVTISDHGTVTYNGSICGDDQNGPKIAVQFGPGFSWI 100 

111 1111111111111111111111111111111111111111111111 
50 FTVRYETTNKTYKTVTISDHGTVTYNGSICGDDQNGPKIAVQFGPGFSWI 99 . . . . 

101 ANFTKAASTYSIDSVSFSYNTGDNTTFPDAEDKGILTVDELLAIRIPLND 150 
11111111111111111111111111111111111111111111111111 

100 ANFTKAASTYSIDSVSFSYNTGDNTTFPDAEDKGILTVDELLAIRIPLND 149 
• 0 • • • 

151 LFRCNSLSTLEKNDVVQHYWDVLVQAFVQNGTVSTNEFLCDKDKTSTVAP 200 
11111111111111111111111111111111111111111111111111 

150 LFRCNSLSTLEKNDVVQHYWDVLVQAFVQNGTVSTNEFLCDKDKTSTVAP 199 . . . 
201 TIHTTVPSPTTTPTPKEKPEAGTYSVNNGNDTCLLATMGLQLNITQDKVA 250 

11111111111111111111111111111111111111111111111111 
200 TIHTTVPSPTTTPTPKEKPEAGTYSVNNGNDTCLLATMGLQLNITQDKVA 249 . . . 
251 SVININPNTTHSTAAAVSH.ALLRLNSSTIKYLDFVFAVKNENRFYLKEA 299 

1111111111111: .. II 11111111111111111111111111111. 
250 SVININPNTTHSTGSCRSHTALLRLNSSTIKYLDFVFAVKNENRFYLKEV 299 . . . . . 
300 NISMYLVNGSVFSIANNNLSYWMPPGSSYMCNKEQTVSVSGAFQINTFDL 349 

1111111111111111111111111 111111111111111111111111 
300 NISMYLVNGSVFSIANNNLSYWMPP.SSYMCNKEQTVSVSGAFQINTFDL 348 . . . . . 
350 RVQPFNVTQGKYSTAQECSLDDDRILIPIIVGAGLSGLIIVIVIAYVIGR 399 

1111111111111111: II 111.: I: II III: 1.1:: I:::: 11.11 
349 RVQPFNVTQGKYSTAQDCSADDDNFLVPIAVGAALAGVLILVLLAYFIGL 398 

400 RKSYAGYQTL*H 411 
: •• 111: :I: 

399 KHHHAGYEQF*N 410 

Abb. 13: Vergleich des von C-81 codierten Proteins mit dem Lamp2-Protein. 

Zur Analyse wurde ein Software-Programm (GCG sequence analysis 

software package (Version 7)) verwendet. 

A.: Aminosäurevergleich von C-81 und Lamp 2. 

B: Vergleich der Sekundärstruktur von Lamp 2 und C-81 (nächste 

Seite). Grundlage dieses Vergleichs ist eine Vorhersage nach 

Chou-Fasman (1974). 

b Potentielle Glycosylierungsstellen 

() : Hydrophober Bereich 

0 : Hydrophiler Bereich 

1:.: Homologiegrad der Aminosäuren (abnehmend) 
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NH2 

C-81 

COOH 

Lamp2 

Abb. 13 B: Vergleich der Sekundärstruktur des C-81-Proteins mit der des 

Lamp 2- Proteins. 

Die Vorhersage erfolgte nach Chou-Fasman (1974) unter Verwen­

dung eines Software Programms (vgl. Abb. 13A) .. 
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2.8. Epression von c- 81 nach Mutagenbehandlung 

HeLa S3-Zellen wurden mit verschiedenen MNNG- bzw. MMS- Konzentrationen 

behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten RNA extrahiert. Unter den 

gewählten Bedingungen konnte kein eindeutiger Anstieg der C-81 mRNA­

Mengen festgestellt werden (Abb. 14). Die densitometrische Auswertung der 

Ergebnisse zeigte eine nur geringfügige Erhöhung der C-81-Expression 2 h 

nach MNNG bzw. MMS-Behandlung (150 % im Vergleich zur Kontrolle) . Solche 

schwachen Abweichungen von. nicht mutagenbehandelten Kontrollen werden 

im Rahmen dieser Arbeit jedoch als nicht signifikante Schwankungen be­

wertet {vgl. dazu auch in Kap. 4 dargestellte densitometrische Analysen). 

Nach den vorliegenden Ergebnissen wird c- 81 konstitutiv exprimiert. 

Abb. 14:Fehlende Induzierbarkeit der C-81 Expression nach Mutagenbehand­

lung von HeLa S3 Zellen. 
Logarithmisch wachsende HeLa S3 ''zellen wurden mit verschiedenen 

Mutagenkonzentrationen behandelt und nach verschiedenen Zeiten 

(2-10 h) Gesamt-RNA präpariert. 2 f.l.g der Gesamt-RNA wurden mit­

tels einer Slot-Blot Apparatur (BRL) auf Nylonfilter fixiert und an­

schließend mit 32-P-markiertem C-81 (0,9 kb Hind III-Hinc II-Frag­

ment) hybridisiert. Zur genauen vergleichenden Analyse wurde eine 

Kontrollhybridisierung (Rehybridisierung des gleichen Filters) mit 

GAPDH (0,9 kb Eco RI-Fragment) durchgefQhrt. 
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2.9. Abhängigkeit der C- 81 Expression vom Wachstumszustand 

diploider menschlicher Fibroblasten 

Da die C-81-Expression nach Mutagenbehandlung nicht induzierbar ist, 

stellt sich die Frage nach dem Mechanismus der Resistenzvermittlung 

durch C-81. Eine mögliche Erklärung wäre die, daß das C-81 Protein Ein­

fluß auf den Zellzyklus ausübt. 

Durch Untersuchung von logarithmisch wachsenden bzw. 5 Tage konfluen­

ten diploiden menschlichen Zellen konnte gezeigt werden, daß C- 81 Sequen­

zen verstärkt (Faktor 4) in konfluenten Zellen exprimiert werden (Abb. 

15A). In Abhängigkeit von der Zeit (12, 16, 20 und 24 h - Werte) nach Umsatz 

der konfluenten Zellen zeigte sich außerdem eine Veränderung der C-81-

Expression (Abb. 15 B). Die Ergebnisse deuten darauf hin, daß C- 81 in Ab­

hängigkeit vom Wachstumszustand der Zellen exprimiert wird. 

A 

GAPDH 

B 
c( 3 
:z: 
a: 
E 
.,!. 2 
CO 

u 
Cl) 

> -111 
Cl) 

a: 

-28S 

-18S 

12 16 20 24 

Zelt (h) 

Abb. 15: C- 81 Expression in Abhängigkeit vom 

Wachstumszustand von diploiden 

menschlichen Zellen (SL88) • 

Die Hybridisierung erfolgte, wie 

bereits mehrfach beschrieben, mit 

einem 32 P-markierten 0,9 kb Hind 

III-Hinc II C-81 -Fragment. 

A: Zur Northern - Blot Analyse 

wurden 5 f.lg Poly(A)+ - RNA einge­

setzt (1 % Agarose- Gel). Zur RNA 

Isolation verwendet wurden 

Zellen 5 d nach optischer Kon­

fluenz (konfl.) bzw. logarithmisch 

wachsende Zellen (log.}. 

B: c- 81 Expression verschiedene 

Zeiten nach Umsatz 5 d konflu­

enter SL 88-Zellen. Die Analyse 

erfolgte nach 

Gesamt-RNA 

Präparation von 

durch Slot-Blot 

Hybridisierung. Nach densito-

metrischer Analyse wurde die 

relative C-81 Expression (C-81/ 

GAPDH) 12 h nach Umsatz gleich 

1 gesetzt. 
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3. Untersuchung der Bedeutung der 0 6 -Alkylguanin- DNA Alkyl­

transferase (MGMT) zur Vermeidung genetoxischer Effekte 

von Alkylantien 

Da das MGMT-Protein 0 6 -Alkylguanin , welches GC->AT Transitionen be­

wirkt, repariert, wird der MGMT antimutagene Wirkung zugesprochen (Lo­

echler et al., 1984; Pegg,1990). Eine protektive Funktion des MGMT- Proteins 

gegenüber der zum Zelltod führenden Wirkung von Alkylantien war bisher 

umstritten. Die toxische Wirkung der 0 6 -Alkylguanin-Läsion konnte bis­

her nicht eindeutig nachgewiesen werden . Aus diesem Grunde wurde hier 

die Bedeutung der MGMT als anti-genatoxische Reparaturfunktion nach Al­

kylierung genauer untersucht. Als Endpunkte der genatoxischen Wirkung 

von Alkylantien wurden dabei die Zytotoxizität (gemessen anhand der Ko­

loniebildungsfähigkeit), die Induktion von Gen-Mutationen (am HGPRT-Locus) 

sowie die Induktion von Chromosomenaberrationen und Schwesterchromati­

denaustauschen (SCE's ) gewählt. 

Die oben erwähnte Fragestellung wurde bearbeitet, indem isogene Zell­

stämme isoliert wurden, die sich lediglich in der Expression der mensch­

lichen MGMT- cDNA unterschieden. Dazu wurde die MGMT- cDNA (Tano et al., 

1990) in einen eukaryontischen Expressionsvektor (pSV2neo) umkloniert, 

wobei das neo-Gen des pSV2neo- Vektors durch die MGMT- cDNA ersetzt 

wurde (Abb. 17C). Anschließend wurden CH0-9-Zellen (Mex-) mit diesem Ex­

pressionskonstrukt stabil transfiziert. Da die transgenen Zellinien sich 

von den Ausgangszellen nur durch das Vorhandensein der MGMT unterschei­

den, können alle beobachteten biologischen Effekte auf die Anwesenheit 

dieser Reparaturfunktion zurückgeführt werden. 

Neben der stabilen Komplementation von Mex-- CH0-9-Zellen durch Trans­

fektion wurden diese auch transient, durch Mikroinjektion von mRNA, kom­

plementiert. Dabei wurde der Einfluß verschiedener injizierter mRNA -

Fraktionen aus HeLa S3 (Mex+) auf die toxische Wirkung von HeCNU (chlore­

thylierendes Agenz) getestet. Zunächst sollen die Versuche zur transienten 

Komplementation dargestellt werden. 
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3.1. Transiente Komplementation des Mex- -Phänotyps 

Wie in der Literatur beschrieben, zeichnen sich Mex--Zellen durch eine 

Hypersensitivität gegenüber chlorethylierenden Agenzien aus (Fujio et al., 

1989; Pegg, 1990). Durch Mikroinjektion von mRNA aus Mex+ -Zellen (HeLa S3) 

in Methyltransferase defiziente CH0-9 Zellen (Mex-) konnte die Sensitivität 

dieser Zellen gegenüber HeCNU transient komplementiert werden (Abb. 16). 

Es konnte gezeigt werden, daß effizient nur die die MGMT-mRNA enthalten­

de mRNA Fraktion (Fraktion Nr. 7) den durch HeCNU gesetzten Defekt kom­

plementieren kann (Abb. 16). Daraus folgt , daß die MGMT der wichtigste 

Faktor für das Überleben HeCNU behandelter Zellen ist. Das Ergebnis zeigt 

weiterhin, daß zur Isolierung von Mex+ -Zellen eine Selektion auf HeCNU­

Resistenz gut geeignet ·ist (Fritz et al., 1990). 
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3.2. Resistenzverhai ten von MGMT stabil exprimierenden 

CH0-9-Transfektanten 

Zur Isolierung von die MGMT stabil überexprimierenden Zellklonen wurden 

CH0-9- Zellen (Mex-) mit der in einen eukaryontischen Expressionsvektor 

umklonierten MGMT-cDNA (pSVMGMT; Abb. 17C) und pSV2neo cotransfiziert 

und die Zellen gleichzeitig auf G418- und HeCNU-Resistenz (80 [lM) selektio­

niert. Auf diese Weise wurden eine große Zahl stabil HeCNU- resistenter 

Zellklone erhalten, die im folgenden weiter untersucht wurden. 

Die isolierten Klone wiesen unterschiedliche MGMT-Aktivitäten (34-1230 

fmol/mg Protein ) auf. Die gemessenen MGMT-Mengen lagen bei 20 000 bis 

200 000 Moleküle I Zelle (Abb. 17A). Durch Northern-Blot Analysen wurde 

auch die Expression der MGMT-cDNA in den Transfektanten bestätigt (Abb. 

17B). 

Unter Verwendung eines monoklonalen MGMT-Antikörpers konnte im Labor 

von Dr. S. Mitra (Oak Ridge, USA) spezifisch auch das menschliche MGMT­

Protein in den CH0-9-Transfektanten nachgewiesen werden (Arbeiten von Dr. 

B. Kaina ). Diese Daten bestätigen, daß die in den CH0-9-MGMT-Transfektan­

ten gemessenen MGMT-Aktivitäten (Abb. 17A) auf die Transfektion und Ex­

pression der menschlichen MGMT- cDNA zurückzuführen sind. Eine zufällige 

Reaktivierung des endogenen Hamstergens für die Methyltransferase kann 

ausgeschlossen werden. 
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Abb. 17: MGMT-Aktivit/3t und MGMT-mRNA-Expression in stabilen CH0-9-

MGMT-Transfektanten. 

CHO- 9-neo: neo Kontrolltransfektante; CHO- 9-adaC4: mit der bakte­

riellen ada - cDNA transfizierter Zellkon. Alle anderen Transfak­

tanten enthalten die menschliche MGMT-cDNA. 

A: MGMT-Aktivität der isolierten Zellklone. Zum Akivitätstest 

wurden 500 (-lg Gesamtprotein eingesetzt. 

B: Northern-Analyse einiger Zellklone mit hoher MGMT-Aktivität. 

5 (-lg Poly (A)+ -RNA wurden Qber ein 1 % Agarose Gel aufgetrennt 

und mit der 32P-markierten MGMT-cDNA hybridisiert. 

C: Schematische Darstellung des MGMT-Expressionskonstruks 

(pSVMGMT). Zur Herstellung wurde das neo-Gen des pSV2neo­

Vektors (Hind III-Sma I-Fragment) durch die MGMT-cDNA (Eco 

RI-Fragment) ersetzt. 
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Nach Behandlung mit HeCNU, MNNG und MNU zeigten die MGMT-Transfektan­

ten deutlich höhere Überlebensraten als die .Mex- Kontrollzellen (CH0-9 und 

CH0-9 neo; Abb. 18). Eine Resistenzvermittlung durch die MGMT-Reparatur­

funktion erfolgte , wenn auch in geringerem Ausmaß, auch gegenüber MMS, 

nicht jedoch gegenüber 1N und ENU (Abb. 18). 

~ 10 

G> 
iii 
;.; 
c 
Ql 
.0 
G> 
-.:: 
II) 

.Q 

·~ 

~ 10 

2 
cU .. 
(/) 
c 
Q) 
.0 
Q) 

-.:: 
Q) 
.0 

t:::J 

Abb. 

l 10 l 10 

·! ! 
"' 111 ... ... 
C/1 C/1 c c 
G> • .0 'i ... 
-.:: -.:: ... • .a .0 

·~ ·~ 

20 40 60 80 100 120 10 20 30 

HeCNU (pM) MNNG (}IM) UV (J/m2 ) 

18: 

t 10 t 
Ql • .. .. 
"' .. ... .. 
(/) .., 
c c 
Ql Ql 
.0 .Cl 
.! Cl .. -.:: 
Ql Cl 
.Cl .Cl 

·~ ·~ 

2 4 6 0,2 0,4 0,8 0,8 1,0 1,2 

ENU (mM) MNU (mM) 

Oberlebensraten (Koloniebildungsfähigkei t) 

MGMT- Transfektanten in Abhängigkeit von 

ner Mutagene. 

10 

0 CH0·9·5neo 
C» CH0·9·8/1·1 
G CH0·9·6/1-2 
ecH0·9·10/1·1 
ACH0·9·AT4 
ACH0·9·AT8 
DCH0·9·C1 
IIICH0·9·C3 
+ CH0·9·adaC4 

0.2 0.4 0.6 0.6 1.0 1.2 1.4 1.6 

MMS (mM) 

von stabilen CHO- 9-

der Dosis verschiede-

Die Alkylantienbehandlung erfolgte 6 h nach Einsaat von 500 Zel­

len/Platte für 1 h bei 37 °C. Angegeben sind die Zahl der die Mu­

tagenbehandlung überlebenden Klone in % zur unbehandleten Kon­

trolle. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus mindestens 2 

unabhängigen Versuchen. Bezeichnung der Transfektanten: s. Abb. 17. 
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Die in Abb. 18 dargestellten Daten ergaben außerdem, daß ein mit der bak­

teriellen ada-cDNA transfizierter CH0-9-Zellklon (CH0-9-adaC4) das gleiche 

Resistenzverhalten gegenüber den verwendeten Mutagenen aufwies, wie 

die MGMT-Transfektanten. Aufgrund der Reparatureigenschaften des bakte­

riellen Proteins (vgl. Einleitung) läßt dies den Schluß zu, daß die von dem 

bakteriellen Protein zusätzlich reparierten 0-Alkylierungen am Thymidin 

oder der Phosphodiesterbindung im Vergleich zu 0 6 -Alkylguanin wahr­

scheinlich keine bedeutende toxische Wirkung ausüben. Insgesamt zeigen 

diese Ergebnisse, daß 0 6 -Alkylguanin, induziert durch Einwirkung von 

MNNG, MNU, HeCNU und MMS eine bedeutende toxische Läsion ist. Erörterun­

gen bezüglich der fehlenden protekti ve Wirkung der MGMT gegenüber ENU 

erfolgen im DiskussionsteiL 

Die Auswertung der Toxizität von MNNG bzw. HeCNU (Dso) in Abhängigkeit 

von der MGMT-Aktivität der untersuchten Transfektanten ergab, daß eine 

deutliche positive Korrelation zwischen MGMT- Aktivität und HeCNU- bzw. 

MNNG-Resistenz besteht (Abb. 19~. Der Verlauf der Kurve hat Sättigungs­

charakter. Bei MGMT-Mengen bis zu etwa 100 000 Molekülen pro Zelle zeigte 

sich eine lineare Beziehung zur beobachteten MNNG bzw. HeCNU-Resistenz; 

höhere MGMT-Konzentrationen pro Zelle haben nicht mehr die bei einer 

linearen Korrelation zu erwartenden protektiven Effekte ( zur Interpreta­

tion siehe Diskussionsteil). 
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Abb. 19: Korrelation zwischen der Anzahl der MGMT-MolekQle/Zelle und dem 

Resistenzverhalten von CH0-9-MGMT- Transfektanten gegenaber 

MNNG und HeCNU. 

Als Maß fQr die zelluläre Resistenz wurden die Dso- Werte, d.h. 

die Mutagenkonzentration, bei der 50 % der behandelten Zellen 

Qberleben, verwendet. 
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3.3. Einfluß der MGMT-Expression auf die Mutationsfrequenz 

Einige der stabilen MGMT-Transfektanten wurden verwendet, um den Ein­

fluß der MGMT-Expression auf die Induktion von Mutationen am HGPRT-Lo­

cus zu untersuchen. 

Es zeigte sich, daß die menschliche, wie auch die bakterielle Alkyltrans­

ferase, eine deutlich protektive Funktion bezüglich der mutagenen Wirkung 

von MNNG und ENU ausüben (Abb. 20A). Die Mutationsfrequenzen der MGMT­

Transfektanten (CH0-9-AT4, CH0-9-ATS) sowie der Ada-Transfektante 

(CH0-9-ada-C4) überschritten nach MNNG- Behandlung kaum den Basalwert 

unbehandelter Zellen, während die Kontrolle (CH0-9-neo-C5) einen deutli­

chen Anstieg der Mutationsfrequenz aufwies. Auch nach END-Behandlung 

zeigten die MGMT-Transfektanten eine im Vergleich zur Kontrolle 4-5 fache 

Reduktion der Mutationsfrequenz, wobei der Basallevel jedoch nicht er­

reicht wurde. Beim Vergleich der mutagenen Wirkung der in äquitoxischen 

Dosen eingesetzten Alkylantien MNNG und ENU zeigte sich außerdem, daß 

ENU das weitaus stärkere Mutagen darstellt. 

Die in Abb. 20B dargestellte Korrelationsanalyse zwischen der Mutations­

frequenz nach MNNG- Behandlung und der MGMT-Aktivität ergab eine inver­

se Korrelation; die Zahl der Mutationen nimmt mit zunehmender MGMT-Men­

ge pro Zelle ab. Bei 40 000 MGMT- Molekülen pro Zelle kann die Mutations­

frequenz unter den hier gewählten Bedingungen (1 11M MNNG) um mehr als 95 

% reduziert werden. Dies bedeutet, daß 0 6 -Methylguanin die wesentlichste 

mutagene Läsion nach MNNG-Alkylierung ist, und das MGMT-Protein eine 

entscheidende antimutagen wirkende Reparaturaktivität darstellt. 
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Abb. 20 Mutationsfrequenzen am HGPRT-Locus nach Behandlung verschiede­

ner CH0-9-MGMT-Transfektanten mit MNNG und ENU. 

MNNG und ENU wurden in äquitoxischen Dosen (1 pM MNNG; 2 mM 

ENU) eingesetzt (Oberlebensrate ca. 50 %). Nach Mutagenbehandlung 

erfolgte kein Mediumwechsel. Die Selektion der 6-TG- resistenten 

Klone erfolgte nach einer Expnpssionszeit von 7 d mit 3 pg 6-TG/ 

ml Medium. 

A: Dargestellt sind die Mutationsfrequenzen als Mittelwert + Stan­

dardabweichung (X: .±. s) aus mindestens 3 unabhängigen Versu­

chen. 

B: Korrelation zwischen MGMT-Aktivität und induzierter Mutations­

frequenz nach MNNG-Behandlung. Die Mutationsfrequenzen stel­

len Mittelwerte aus 3 unabhängigen Versuchen dar. 
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3.4. Bedeutung der MGMT bei der Entstehung von Chromosomen-

a berrationen und Schwesterchromatidenaustauschen 

(SEC's) 

In Anbetracht der anti toxischen und antimutagenen Wirkung des MGMT -

Proteins nach Alkylierung von Zellen stellte sich die Frage, ob die Ex­

pression der MGMT auch zur Vermeidung zytogenetisch sichtbarer Ver­

änderungen wie Chromosomenaberrationen und SCE's beiträgt. Wie in Abb. 

21 dargestellt, übt die MGMT auch eine protektive Funktion gegenüber der 

Aberrationen und SCE induzierenden Wirkung von MNNG aus. Die MGMT- Ex­

pression führte zu einer Reduktion der Zahl der SCE's (Abb. 21A) bzw. Aber­

rationen (Abb. 21B) pro Zelle um mindestens 50 %. Somit stellt die 

0 6 -Methylguanin-Läsion nicht nur, wie oben gezeigt, einen toxischen und 

mutagenen, sondern auch einen clastogenen und seE-induzierenden Scha­

denstyp dar. 
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Abb. 21: Einfluß der MGMT auf die Induktion von seE's (A) und Aberrationen 

(B) nach MNNG-Behandlung. 

A: Die Behandlung der Zellen erfolgte für 1 h bei 37 °e mit 0,5 [.LM 

MNNG. Ausgewerte wurden 25 Metaphasen. Die Postinkubations­

zeit (Zeitdauer von der Mutagenbehandlung bis zur eolcemid­

Behandlung) betrug 24 h. - = unbehandelt, + = mutagenbehandelt. 

B: Die Behandlung erfolgte fiir 1 h bei 37 °e mit 20 [.LM MNNG 

(Postinkubationszeit 22 h). Ausgewertet wurden 50 Metaphasen. 

->:Ausschnitt einer Metaphase (mit SeE's bzw. Aberrationen) 
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3.5. Fixierung toxischer DNA-Schä.den in Abhängigkeit von 

der Zeit 

Um Aussagen bezüglich der Geschwindigkeit machen zu können, mit der die 

durch Alkylierung verursachten DNA-Schäden als toxische Schäden mani­

festiert werden, wurde die MGMT-cDNA unter Kontrolle eines durch Dexa­

methason induzierbaren Promotors kloniert (Abb. 22C ). Mit diesem Kon­

strukt wurden anschließend HeLa MR-Zellen (Mex-) stabil transfiziert und 

durch Selektion mit HeCNU ein MGMT- induzierbarer Zellklon isoliert (Abb. 

22A). Die Zeitdauer von der Dexamethason-Behandlung bis zum Auftreten 

deutlich erhöhter MGMT-Aktivität in diesem Zellklon beträgt 4 h (Abb. 22A). 

Durch die Dexamethason abhängige Induktion der MGMT- Expression kann, 

wie in den vorher dargestellten Ergebnissen gezeigt (vgl. Abb. 18,19), die 

zelluläre Resistenz gegenüber der toxischen Wirkung von HeCNU und MNNG 

erhöht werden. Durch Bestimmung der Überlebensrate, in Abhängigkeit 

vom Zeitpunkt der MGMT-Induktion nach Mutagenbehandlung, können folg­

lich auch Aussagen über die Geschwindigkeit der Fixierung lethal wirken­

der Schäden gemacht werden. 

Wie Abb. 22B zeigt, erfolgte die Fixierung toxischer Schäden nach HeCNU­

Behandlung sehr schnell; zum effektiven Schutz vor der toxischen Wirkung 

von HeCNU muß die MGMT-Reparaturfunktion bereits vor der Mutagenbe­

handlung vorhanden sein. Die nach Chlorethylierung von 0 6 -Guanin erfol­

gende Ausbildung von "cross-links" (Ludlum, 1991) findet nach den vorlie­

genden Daten innerhalb von 4-8 h statt. 

Demgegenüber bedarf es für die Fixierung der nach MNNG- Behandlung pro­

duzierten 0 6 -Methylguanin- Läsionen als lethalen Schadenstyp einer bedeu­

tend längeren Zeit. Gemäß Abb. 22B manifestieren sich toxische Wirkungen 

des 0 6 -Methylguanins wahrscheinlich erst nach Ablauf eines Zellzykluss 

(Generationszeit HeLa MR: 22 h). Versuche, bei denen im Unterschied zu Abb. 

22B höhere Zellzahlen eingesäht wurden (5xl04 /10 cm Kulturschale), erga­

ben prinzipiell die gleichen Ergebnisse. 
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Abb. 22: Vergleich der toxischen Wirkung eines chlorethylierenden Agenz 

(HeCNU) und eines einfachen monofunktionellen Agenz (MNNG) in 

zeitlicher Abhängigkeit von der MGMT-Induktion . 

A: MGMT-Aktivität und MGMT-mRNA Expression verschiedene Zeiten 

nach Dexamethason-Behandlung (2x10- 7 M) in einer HeLa-MR­

pMAMneo-MGMT- Transfektante. 

B: Oberlebenshäufigkeit MNNG und HeCNU behandelter HeLa MR­

pMAMneo- MGMT-Zellen in Abhängigkeit vom Zeitpunkt der De·­

xamethason-Behandlung (2x10- 7 M) der Zellen. Die Mutagenbe­

handlung erfolgte 16 h nach Aussaat von 1500 Zellen/5cm Kul­

turschale. Das Mutagen verblieb im Medium, Dexamethason 

wurde nach 24 h entfernt. Die Oberlebensfrequenz ohne Dexa­

methason lag bei O% (HeCNU) bzw. unter 0,5 % (MNNG). 

C: Schematische Darstellung des Dexamethason 

MGMT-Expressionskonstrukts {pMAMneo-MGMT) • 

induzierbaren 
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4. Regulation der MGMT- Expression in Säugerzellen 

Nachdem in den bisherigen Arbeiten die Bedeutung der MGMT als anti-ge­

notoxische Reparaturfunktion untersucht wurde, sollen im folgenden 

Aspekte der MGMT- Expression betrachtet werden. Im Vordergrund stand 

hierbei die Frage nach einer Induzierbarkeit der MGMT-Expression nach 

DNA-Schädigung. Zuvor soll jedoch überprüft werden, inwieweit die MGMT 

zellzyklusabhängig exprimiert wird. 

4.1. Zellzyklusabhängigkeit der MGMT- Expression 

Zur Untersuchung der zellzyklusabhängigen MGMT- Expression wurden 

durch Serumentzug synchronisierte, diploide menschliche Fibroblasten 

verwendet. Es zeigte sich, daß die MGMT-mRNA zellzyklusabhängig expri­

miert wird. In Relation zur GAPDH-Expression fand sich die höchste Ex­

pression in der Go- Phase, die geringste in der S- Phase (Abb. 23). 

Abb. 23: Abhängigkeit der MGMT-Expression vom Zellzyklus, 

Diploide menschliche Zelle (GM10) wurden durch 7 tägiges Wach­

stum in Medium mit 0,5 % FCS synchronisiert und anschließend 

durch Zugabe von Medium mit 1!] % FCS aus der C-o -Phase entlas­

sen. 

A: 3H-Thymidin-Einbau (5 pCi/ml; 30 min) verschiedene Zeiten nach 

Seruminduktion, 

B: Densitometrische Auswertung der Northern-Analyse in C. Die 

MGMT-Expression wurde hierbei in Relation zur GAPDH-Expres­

sion gesetzt (Kontrolle (t=O) =1 gesetzt). 

C: Northern-Analyse zur Bestimmung der MGMT-Expression ver­

schiedene Zeiten nach Seruminduktion (Gesamt-RNA verwendet). 
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4.2. Induzierbarkeit der MGMT-Expression 

Wie in der Einleitung beschrieben, ist das ada-Gen von E. coli durch Alky­

lantien spezifisch induzierbar. Davon ausgehend sollte überprüft werden, 

ob auch die MGMT von Säugern in ähnlicher Weise induzierbar ist. Sämtli­

che Versuche wurden, wenn nicht anders erwähnt, in logarithmisch wach­

senden Kulturen durchgeführt. Um quantitative Aussagen zu ermöglichen, 

wurden zur Bestimmung der tatsächlich aufgetragenen RNA-Mengen Kon­

trollhybridisierungen mit GAPDH durchgeführt. 

Bei den in Abb. 24 untersuchten Mex- bzw. Mex+-zellinien (HeLa MR, V79; 

HeLa S3, NIH3T3) konnten keine erhöhten MGMT-mRNk·:Mengen nach MNNG-Be­

handlung gefunden werden. In diesen Zellinien ist die MGMT- Expression 

durch Alkylierung demnach nicht induzierbar. 
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K 1 2 3 4 5 6 K 1 

MGMT 

GAPDH 

NIH3T3 

4 h 

K 1 2 3 4 5 6 K 1 

MGMT 

GAPOH 

B NIH3T3 
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MOMT 

GAPDH 

12 h 

2 3 4 5 6 

12 h 

2 3 4 5 6 

12 h 

2 3 4 5 6 

12 h 

2 3 4 5 6 

Abb. 24: Expression des MGMT- Gens nach 

MNNG-Behandlung in Mex-- und 

Mex+- Zellinien. 

Die MNNG- Behandlung erfolgte 

4 h bzw. 12 11 vor der Präpara­

tion der Gesamt-RNA mit 1 nM 

(1), 10 nM (2), 100 nM (3), 1 [..LM (4), 

5 [..LM (5) und 15 [..LM (6) MNNG. 

Nach Behandlung erfolgte kein 

Mediumwechsel. Zur Hybridi­

sierung wurde die 32 P-mar-

kierte ("random priming") 

MGMT cDNA (bzw. 0,9 kb 

GAPDH- cDNA-Probe) eingesetzt. 

Die Auftrennung der Gesamt­

RNA (20 [..Lg) erfolgte nach Dena­

turierung mittels Formal­

dehyd iiber ein 1,2 % Agarose 

Gel. K = unbehandelte Kontrol­

le. 

A: Konzen tra tionsabhängigkei t 

der MGMT-Expression 4 h 

bzw. 12 h nach Mu tagenbe­

handlung 

B; Zeitabhängigkeit der MGMT­

Expression nach 5 f..LM MNNG­

Behandlung von NIH3T3-Zel­

len. 
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Im Gegensatz zu den vorher untersuchten Zellinien konnte nach MNNG- Be­

handlung in der Zellinie H4 (Hepatomzellinie der Ratte) eine erhöhte 

MGMT-mRNA-Menge nachgewiesen werden (Abb. 25A). 

Dieses Ergebnis einer MNNG-abhängigen Erhöhung der MGMT-mRNA in H4-

Zellen, nicht aber in den oben untersuchten Mex+-zellinien (HeLa S3, NIH3T3) 

spricht für eine zellinienspezifische Induzierbarkei t der MGMT- Expression. 

Erhöhte MGMT-mRNA-Mengen sind hierbei bis 72 h nach MNNG-Behandlung 

nachweisbar (Abb. 25B). Die Hemmbarkei t der Induktion der MGMT- Ex­

pression durch den Einsatz des Transkriptionsinhibitors Actinomycin D 

zeigte, daß nach Alkylierung eine transkriptioneHe Akti vierung des 

MGMT-Gens vorliegt (Abb. 25C). 

Der direkte Nachweis einer Transkription des MGMT- Gens 24 h nach 5 {1M 

und 10 {1M MNNG- Behandlung von H4- Zellen durch radioaktive Markierung von 

in vitro transkribierter MGMT-prä-RNA ("run on"-Experimente) war nicht 

möglich. Eine Erklärungsmöglichkeit für dieses Ergebnis ist die einer 

sehr geringen basalen bzw. induzierten Transkriptionsrate des MGMT- Gens 

oder einer zu geringen Sensitivität der Methode. Eine solche geringe Sen­

si ti vi tät wäre bei einem sehr großen MGMT- Gen und damit einer relativ 

langen prä-mRNA (diese wird im 11 run on11 32P markiert) zu erwarten. Per­

sönliche Mitteilungen von S. Mitra ( Oak Ridge; USA) über die Größe des 

MGTMT-Gens (150-200 kb) lassen auch die letztgenannte Erklärung als mög­

lich erscheinen. 
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Abb. 25: Induzierbarkeit des MGMT-Gens 

nach MNNG-Behandlung in H4 Zel­

len. 

12 h 

K12345 

Nach Formaldehyd-Denaturierung 

und gelelektrophoretischer Auf­

trennung der Gesamt-RNA (20 

pg/Probe; 1,2 % Agarose- Gel) er­

folgte die Hybridisierung mit 
32P-markierter MGMT-cDNA. K = 

unbehandelte Kontrolle. 

A: Northern-Analyse. Zur Muta-

genbehandlung wurden MNNG­

Dosen von 1nM bis 5 {-lM einge­

setzt (1=1nM; 2=10mM; 3=100mM; 

4=1pM; 5=5pM) . Die Präparation 

der Gesamt-RNA erfolgte 24 

h nach MNNG-Behandlung. 

+ Act D I· Act D 

B: Northern-Analyse nach Be­

handlung von H4-Zellen mit 5 

pM MNNG und Präparation von 

Gesamt-RNA nach verschiede-

b 

c 
MGMT 

a nen Zeiten. 

C: Transkriptionelle Aktivierung 

des MGMT- Gens nach MNNG­

Behandlung {5-15 pM). Actino­

mycin D (Act D) wurde entwe­

der sofort (a) oder 6 h (b) 

nach MNNG-Behandlung in ei­

ner Konzentration von 5 pg/ 

ml zugesetzt. Die Präparation 

von Gesamt-RNA erfolgte 12 h 

nach Mutagenbehandlung. 

Die quantitative, densitometrische Auswertung der in Abb. 25 erhaltenen 

Daten (Northern-Blots) ist in Abb. 26 dargestellt. Es wird deutlich, daß die 

MGMT-Induktion nach MNNG-Behandlung sowohl zeit-, als auch konzentra­

tionsabhängig erfolgt (Abb. 26A,B). Erhöhte MGMT-mRNA-Mengen konnten 

erstmals 12 h nach Mutagenbehandlung gemessen werden; maximale MGMT­

mRNA-Mengen wurden 24 h nach Mutagenbehandlung erreicht (Abb. 26A). Die 

eine 3-fache MGMT-Induktion bewirkende MNNG-Dosis von 5 (lM MNNG übt 

dabei ledigliehe eine relativ schwache toxische Wirkung aus; im Kolonie­

bildungstest überlebten 60 % der H4-Zellen diese Mutagenbehandlung (Abb. 
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26C). Somit sind die bereits zur Erhöhung der MGMT- Expression führenden 

MNNG- Dosen noch als "physiologisch 11 , d. h. als biologisch relevant zu 

bezeichnen. Auch auf Proteinebene konnten bereits 24 h nach Mutagen­

behandlung erhöhte MGMT-Aktivitäten nachgewiesen werden (Abb. 26D). 

A B 
Q) 
Cl 
c: 
"' ::;; 
., 
.:= 
1ii 

~ 
< z 
a: 
E 
t!. :::; 
Cl 
::;; 

24 48 72 10 15 

c Zelt (h) 
D 

MNNG (f!M) 

100 1,5 

80 ~ 1,4 

~ ~ 
:;;; ., < 

'§ 60 t!. 1,3 
::;; 

(/) Cl c: ::;; Ql 
.0 40 1,2 
~ Ql :;; ~ .0 
,:;, "' 20 a; 1 '1 

a: 

10 15 5 10 15 

MNNG (l.lM) MNNG (f!M) 

Abb. 26: Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit der MGMT-Induktion in H4 

Zellen nach MNNG-Behandlung. 

Die densitornetrische Auswertung der Northern-Analysen aus Abb. 

24 u. 25 erfolgten rni ttels Laserdensi torneter( LKB ). Die unbehandel­

te Kontrolle MGMT rnRNA/GAPDH rnRNA wurde gleich 1 gesetzt und 

die Induktionsfaktoren nach MNNG-Behandlung entsprechend be­

rechnet. 

A: Zeitabhängigkeit der MGMT-Induktion. Die dargestellten Werte 

. beziehen sich auf eine 5 1-1M MNNG-Behandlung. 

B: Konzentrationsabhängigkeit der MGMT-Induktion. Dargestellt 

sind die Induktionswerte 12 h nach Mutagenbehandlung. 

C: Oberlebenskurve von H4 Zellen nach MNNG-Behandlung. Die 

MNNG- Behandlung (1 h, 37 °C) erfolgte 6 h nach Einsaat von 500 

Zellen/5 crn Platte. 

D: Relative Induktion der MGMT-Aktivität 24 h nac11 Bel1andlung 

rni t verschiedenen MNNG- Dosen. 
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Wie in Abb. 25 C gezeigt wurde, gehen die nach MNNG-Behandlung nach­

weisbaren erhöhten MGMT-mRNA Mengen auf eine verstärkte Transkription 

des MGMT-Gens zurück. Unter Annahme einer hohen Stabilität der MGMT­

mRNA wären die in den Northern-Blot-Analysen nachgewiesenen erhöhten 

MGMT-mRNA -Mengen nach MNNG-Behandlung auch bei einer nur geringfügi­

gen Erhöhung der Genexpression möglich. Zur Abklärung dieser Frage 

wurde die Stabilität der MGMT-mRNA im Vergleich zur GAPDH- und c-myc­

mRNA bestimmt. Wie in Abb •. 27 dargestellt, liegt die Halbwertszeit der 

MGMT-mRNA im Bereich der des 11housekeeping 11 Gens GAPDH (t1; 2 größer 7 

h), während die c-myc-mRNA mit einer Halbwertszeit von nur ungefähr 30 

min deutlich instabiler ist. Der Einsatz des Proteinbiosyntheseinhibitors 

Anisomycin hingegen führt, wie bei HeLa SJ gezeigt (Abb. 27), infolge einer 

Verringerung der RNA-Degradation zu einer Akkumulation der c-myc-mRNA, 

während die mRNA-Mengen bei GAPHD und MGMT nahezu unverändert blei­

ben. Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, daß das MGMT-Gen sowohl 

konstitutiv als auch nach MNNG-Induktion auf einem relativ geringen Ni­

veau exprimiert wird. 

H4 

c ol 
fll 

ti ·C: 
<!; <! 

IK 11h 3h 7h 17hl 

MGMT 

GAPDH 

c-myc 

28S 

He La S3 

·-.... c: (.) 
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Abb. 27: Northern-Analysen zur Be­

stimmung der Halbwertszeit 

der MGMT- mRNA und des 

Einflusses der Proteinbio-

syn these auf 

mRNA-Menge. 

die MGMT-

Kl1h 3h 7hl 1h ahl 
Actinomycin D (Act D) wurde 

in einer Konzentration von 5 

pg/ml , Anisomycin (Aniso) in 

einer Konzentration von 100 

11M eingestzt. Die 

RNA-Präparation 

verschiedene Zeiten 

Gesamt­

erfolgte 

(1-7 h) 

nach Behandlung. Die gele-

lek tropl1oretische Auftren-

nung erfolgte nach Formal­

dehyd-Denaturierung der RNA 

iiber ein 1,2 % Agarose Gel. K 

= unbehandelte Kontrolle. 
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Die hier gefundene Induzierbarkei t der MGMT- Expression in Rattenleber­

zellen (H4) ist insoweit von besonderem Interesse, als daß Leberzellen in 

vivo die höchsten MGMT-Aktivitäten aufweisen (Myrnes et al., 1983) und die 

Leber als wichtigstes Detoxifizierungsorgan in vivo auch den größten Al­

kylantien- Belastungen ausgesetzt ist. 

Um festzustellen, ob die in H4 beobachtete MGMT-Induktion möglicherweise 

spezifisch für Hepatozyten ist, wurden noch andere Leberzellinien auf ihre 

Induzierbarkei t durch MNNG- Behandlung untersucht. Tatsächlich konnte 

auch in einer anderen Rattenleberzellinie (FTO- 2B) eine Induktion der 

MGMT-mRNA-Expression nach Alkylierung (10 11M MNNG) beobachtet werden, 

während menschliche Leberzellen (HepG2) keine MGMT Induzierbarkei t auf­

wiesen (Abb. 28). Es kann hier jedoch nicht ausgeschlossen werden, daß 

HepG2 Zellen im Laufe ihrer Kultivierung leberspezifische Funktionen und 

damit möglicherweise auch die MGMT-Induzierbarkeit verloren haben. 

GM•DH 

MGMT 

MGMT 

GAPDH 

H4 

FT0-28 

HepG2 

I K 1 2 3 4 sl 

Abb. 28: Induktion des MGMT- Gens 

in Ratte." i eberzellen (H41 

FT0-2B) und menschlichen 

Leberzellen (HepG2 ) 24 h 

nach MNNG-Behandlung . 

Die eingesetzten MNNG­

Konzentrationen betrugen 

1, 5, 10, 15, 20 J1M. Darge­

stellt ist eine Northern­

Analyse mit Gesamt-RNA 

(20 J.lg). 

K = unbehandlete Kontrol­

le. Die gelelektrophoreti­

sche Auftrennung erfolgte 

über ein 1,2 % Agarose- Gel, 

die Hybridisierung mit der 
32-P markierten MGMT-cDNA. 
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Die Induzierbarkeit des MGMT-Gens in H4 oder FT0-2B Zellen beschränkt 

sich jedoch nicht nur auf MNNG und andere Alkylantien (MNU, HeCNU, MMS), 

sondern auch W- und Röntgen- Strahlung können als Induktor wirken (Abb. 

29). Damit liegt in Säugerzellen eine andere Situation vor als in E. coli, 

wo das ada-Gen nur durch Alkylierung induzierbar ist. In Übereinstim­

mung mit den Befunden nach Alkylierung konnte auch nach Röntgen-Be­

strahlung keine erhöhte MGMT-Expression in den menschlichen HepG2-Zellen 

festgestellt werden. 

4 

MGMT 

GAPDH 

. 
MGMT 

GAPDH 

Abb. 29: Induktion des MGMT-Gens in H4-Zellen durch UV- und Röntgen­

Strahlung sowie alkylierende Agenzien. 

Northern Analyse. Die RNA-Präparation (Gesamt-RNA (bzw. Poly 

(.Jl) + -RNA bei FT0-2B) zur Northern-Analyse erfolgte 24 h nach Be­

handlung (Ausnahme: FT0-2B, 48 h nach Behandlung) der Zellen. Die 

eingesetzten Konzentrationen betrugen 10 J/m2 (UV); 200 RAD (Rö), 

0,2 mM (MMS); 1 mM (MNU), 75 ?tM (HeCNU (1)) bzw. 150 pM (HeCNU (2)) • 

K = unbehandlete Kontrolle. Die Denaturierung der RNA erfolgte 

mittels Formaldehyd, die Hybridisierung mit der MGMT-cDNA nach 

Auftrennung über ein 1,2 % Agarose Gel. 
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Die quantitative densitometrische Auswertung der Northern-Blot Hybridi­

sierungen ( Abb. 25 und 29) ergab eine nach Mutagenbehandlung um 2,5 bis 

4,5 fach erhöhte MGMT-mRNA-Mengen; unter gleichen Behandlungsbedingun­

gen stieg die MGMT-Aktivität um das 1,5 bis 5 fache an (Abb. 30 ). Die 

unterschiedlichen Induktionsfaktoren für MGMT-mRNA und MGMT-Aktivität 

sind möglicherweise darauf zurückzuführen, daß nach Induktion des 

MGMT-Gens neu translatiertes MGMT-Protein mit noch in der DNA persistie­

renden 0 6 -Alkylgruppen reagiert und damit inaktiviert wird; die im Akti­

vitätstest gemessenen MGMT-Aktivitäten wären damit geringer als die 

MGMT-Proteinmengen und würden somit die tatsächliche Stärke der Genin­

duktion nicht direkt widerspiegeln. 
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Abb. 30: Vergleich der MGMT-Induktion nach Behandlung von H4-Zellen mit 

verschiedenen DNA schädigenden Agenzien auf Ebene der Expres­

sion {A) sowie Proteinebene {B). 

Die Bestimmung des Induktionsfaktors auf RNA-Ebene bezieht 

sich auf RNA-Präparationen 24 h nach Mutagenbehandlung. Das 

Verhältnis MGMT-mRNA/GAPDH -mRNA wurde für die unbehandelte 

Kontrolle gleich 1 gesetzt und die Induktionsfaktoren nach Be­

handlung entsprechend berechnet. Zur Bestimmung der MGMT-Ak­

tivität wurden die Zellen 48 h nach Behandlung geerntet. Die 

MGMT-Aktivität der unbehandelten Kontrolle wurde aucl1. hier 

gleich 1 gesetzt. 
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4.3. Einfluß der MGMT-Induktion auf die Mutationsfrequenz und 

das 'Ober leben von H4- Zellen 

Nach Induktion der MGMT-Expression durch MNNG- oder Rö-Vorbehandlung 

zeigten H4- Zellen bei nachfolgender Behandlung mit hohen MNNG-Dosen ei­

ne gegenüber der nicht vorbehandelten Kontrolle um 30-50 % verringerte 

induzierte Mutationsfrequenz (Abb. 31). Die Induktion der MGMT- Expres­

sion hat somit auch eine direkte protektive biologische Funktion für H4-

Zellen. Bei wiederholter Alkylantienexposition wird die Zahl der induzier­

ten Mutationen auf einem bestimmten maximalen Niveau konstant gehalten 

und somit additive mutagene Effekte verhindert. Bei den unter Abb. 31 

genannten Vorbehandlungsbedingungen war bei nachfolgender HeCNU-Se­

lektion (150 11M) auch die Zahl der überlebenden H4-Zellklone gegenüber 

nicht vorbehandelten H4-Zellen um das 3-5 fache erhöht. Damit hat die 

Induktion der MGMT-Expression auch Schutzcharakter gegenüber der toxi­

schen Wirkung wiederholter Alkylantienexpositionen. 
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Abb. 31: Einfluß der MGMT-Induktion auf die Mutationsfrequenz von H4-Zel­

len. 

Logarithmisch wachsende Zellen (24 h nach Einsaat von 

105 Zellen/10 cm Platte) wurden mit 5 pM MNNG bzw. 200 RAD vorbe­

handelt. 48 h später wurden die Zellen nochmals mit 15 pM MNNG 

behandelt. Die Bestimmung der Genmutationsfrequenz am HGPRT­

Locus erfolgte nach einer Expressionszeit von 7 d mit 1,5 pg 6-TG 

pro ml Medium. 
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4.4. Untersuchungen zum Mechanismus der MGMT-lnduktion 

Aufgrund der Tatsache, daß alle hier untersuchten DNA schädigenden Be­

handlungen zu einer Induktion des MGMT-Gens führten, stellt sich die Fra-: 

ge nach dem gemeinsamen, induktionsauslösenden Signal. Aus diesem Grund 

wurde die Wirkung weiterer 11Streßbehandlungen11 auf die MGMT-mRNA-Ex­

pression untersucht. Es zeigte sich, daß auch Wasserstoffperoxid (H20 ~' 

und Hitze zu einer deutlichen Induktion der MGMT-Expression führen (Abb. 

32). Demgegenüber haben Schwermetalle eine nur sehr schwache, die Basen­

analoga 6-Thioguanin und 5-Azacytidin keine induktionsauslösende Wir­

kung (Abb. 32). Aufgrund von bei der densitometrischen Auswertung sich 

ergebenden Fehlermöglichkeiten sowie möglicher Versuchsschwankungen 

werden im folgenden erst Induktionsfaktoren von größer als 1,5 als signi­

fikant angesehen. 

A B 
Behandlung MGMT/GAPDH Faktor 

K 0,16 1,0 
MGMT Temp. 0,30 1,9 

Cd/Zn 0,26 1,6 

GAPDH K 1,12 1,0 

H:202 1 2,80 2,5 

~022 2,93 2,6 

K 0,16 1,0 

6-TG 0,21 1,3 

K 0,49 1,0 

5-Aza 0,44 0,9 

Abb. 3:2: Northern-Analyse zum Nachweis der MGMT-Induktlon ln H4-Zellen 

nach verschiedenen Behandlungsbedingungen. 

Folgende Behandlungsbedingungen wurden gewählt: Hitzeschock: 42 ° 
c, 45 mln; H;P~ 0,001 %(1) und 0,0003 % (2); Cd/Zn: 20 ~-J.M/70 11-M; 

6-TG: 0,5 11-g/ml; 5-Azacytidln: 1 11-M . Die Präparation von Gesamt­

RNA erfolgte 24 h nach Behandlung. Die gelektrophoretlsche AuE­

trennung der RNA {20 t-tg) erfolgte Ober ein 1,2 % Agarose Gel, die 

Hybridisierung mit der gesamten 32P-markierten MGMT-cDNA. K = 
unbehandelte Kontrolle. 

B: Quantitative Auswertung von A. 
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Nach den vorliegenden Ergebnissen scheint die Induktion der MGMT- Ex­

pression unabhängig von der Art der eingesetzten DNA-schädigenden Be­

handlung zu sein. Dies deutet darauf hin, daß eine durch Alkylierung in­

aktivierte Säuger-MGMT, im Gegensatz zum bakteriellen Ada-Protein, keine 

autoregulatorische Funktion haben dürfte. Bestätigt werden konnte diese 

Annahme durch die Verwendung von 06 -Benzylguanin und 06 -Methylguanin, 

die beide als Substrate der Säuger-MGMT wirksam sind (Pegg, 1990; Dolan 

et al., 1991). Eine durch Zugabe dieser Substanzen bewirkte Depletion des 

MGMT- Pools in H4- Zellen führte nicht zu einer signifikanten Erhöhung der 

MGMT- mRNA Expression (Abb. 33). Auch das Einbringen von MNU-alkylierter 

DNA, oder Poly didC in H4- Zellen hatte keine erhöhte MGMT-mRNA Expres­

sion zur Folge (Abb. 33). 
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MGMT 

GAPDH 
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B Quantitative Auswertunq von A. 

Behandlung M GMT /GA.PDH Faktor 

l< 1,14 1,0 

Poly didC 1,08 1,0 

l< 0,74 1,0 

Gua 0,95 1,3 

0 6 -MeGua 0,64 0,9 

1<-DNA. 0,81 1,1 

MNU-DNA. 0,74 1,0 

l< 0,60 1,0 

0,1 mM] 06 _ 0,93 1,5 

0,2 mM Benz 0,51 0,9 

0,5 mM Gua 0,33 0,6 

.Abb.. .D' Einfluß von in vitro geschädigter DNA auf' die Induktion des 

MGMT-Gens in H4-Zellen. 

Die Präparation der Gesamt RNA erfolgte 24 h nach Behandlung. 

AuEgetrennt wurde die RNA (20 t.tg) aber ein 1,2 % Agarose -Gel. Die 

Hybridisierung erfolgte mit der 32P-markierten MGMT-cDNA. 20 11g 

in vitro MNU-alkylierte Kalbsthymus DNA wurde nach Hae III­

Verdau mittels Calciumphosphat-TranEektion in die Zellen einge­

bracht. Gua, o6 -Methylguanin {06 -MeGua) und o6 - Benzylguanin­

Nukleotide (06 -Benz-Gua) wurden in Konzentrationen von 0,1 mM 

bzw. 0,1- 0,5 mM, Poly didC in einer Konzentration von 50 t.tg/ml 

dem Medium zugesetzt. K= Kontrolle. 
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Eine Gemeinsamkeit aller DNA- schädigenden Behandlungen besteht unter 

anderem darin, daß sie zu einem transienten DNA- Replikationsblock führen. 

Eine Bestimmung der Replikationshemmung nach MNNG- Behandlung ergab 

die in Abb. 34 dargestellte Kurve. Beim Vergleich dieser Kurve mit der 

Konzentrationsabhängigkeit der MGMT-Induktion (Abb. 25) fällt auf, daß die 

gefundene Replikationshemmung umgekehrt proportional zur Induktion der 

MGMT- Expression verläuft. 
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34: 3H-T11ymidin-Einbau in H4-

Zellen nach MNNG-Be-

handlung. 

Gemessen wurde der 
3H-Thymidin-Einbau 2 h 

nach MNNG-Behandlung 

( 5 [-LCi/ml;30 min). 

Die Inkorporation von 
3H- Thymidin in die unbe­

handel te Kontrolle wurde 

100 % gesetzt. 

Außer DNA-schädigenden Behandlungen können naturlieh auch Konfluenz 

oder Serumentzug zum Replikationsstop führen. In der Literatur ist eine 

Gruppe von Genen beschrieben worden, die nach wachstumsstoppenden Sig­

nalen induziert werden. Diese Gene wurden als 11gadd 11 -Gene ("growth ar­

rest and DNA-damage inducible genes") bezeichnet. Sie werden durch zum 

Replikationsstop führende Reize wie MMS-Behandlung, OB-Harnstoff-Be­

handlung, Serumentzug oder Konfluenz induziert (Fornace et al., 1989). 

Eine Zugehörigkeit des MGMT-Gens zu dieser Gruppe erscheint jedoch un­

wahrscheinlich. Obwohl es durch MMS- und auch OH-Harnstoff -Behandlung 

(Abb. 36) induzierbar ist, wird es jedoch nicht durch Serumentzug oder 

Konfluenz induziert. (Abb. 35 A). Die MGMT- Induktion durch OH- Harnstoff 

erfolgte mit ähnlicher Kinetik wie durch MNNG (Abb. 35 B, Abb. 25 ). Be-
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dacht werden muß bei der Interpretation der Ergebnisse , daß OH-Harn­

stoff neben seiner replikationshemmenden Eigenschaft (durch Hemmung der 

Ribonucleotid Reductase) auch DNA- schädigende Wirkung hat (Kihlman u. 

Natarajan, 1987). 

c 
Behandlung MGMT/GAPDH Faktor 

K 0,36 1,0 

0,5 %FCS 0,49 1,4 
B OH-Urea 0,99 2,8 

Konfl. 0,40 1,1 

K 1,25 1,0 I K 4h 1 Oh 24111 K 411 1 Oh 24h \ 

4h] 0,5 ' 1,65 1,3 

lOh FCS 1,31 1,1 

24h 1,25 1,0 

MGMT 

GAPDH 
K 1,21 1,0 

4h l 1,74 1,4 

10h OH-Urea 3,42 2,8 

24h 3,10 2,6 

Abb. 35: Northern-Analyse zur Oberprüfung der Induktion des MGMT-Gens 

in H4-Zellen durch wachsturnsstoppende Behandlungen. 

24 h nach Behandlung wurde Gesamt-RNA präpariert, mittels 

Formaldehyd denaturiert und über ein 1,2 % Agarose Gel aufge­

trennt. Hybridisiert wurde mit der 32P-markierten MGMT-cDNA. 

A: Zum Erreichen der Konfluenz wurden 2x106 Zellen / 2,.5 cm 

Platte (Makrowell) eingeseiht. Die RNA-Präparatlon erfolgte 

hier 48 h nach Einsaat. Serumdepletion erfolgte durch 24 

stündiges Wachstum in Serum mit 0,5 % FCS. Hydroxy-Harn­

stofE (OH-Urei!t) wurde in einer Konzentration von 2 mM einge­

set:zt. K = Kont:rolle 

B: Kinetische Untersuchungen zur MGMT-Expression verschiedene 

Zeiten ni!tch Serurndepletion (0,5 % FCS) bzw. Hydroxy -HarnstofE 

(OH-Urea)-Behandlung (2 mM). 

c: Quantitative Auswertung der Northern-Blots aus A und B 

Die bisherigen Ergebnisse deuten an, daß es sich bei dem die MGMT-Induk­

tion auslösenden Signal möglicherweise um einen plötzlich auftretenden 

starken Replikationsblock handelt, wie er durch DNA schädigende Agen­

zien, nicht aber durch langsamen Entzug von Wachstumsfaktoren verur­

sacht wird. 
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Eine mögliche Ursache für einen derartigen plötzlichen Replikationsstop 

sind DNA-Strangbrüche, die bei Röntgen-Bestrahlung direkt, bei MNNG-Be­

handlung indirekt durch Wirkung von Reparatursystemen und /oder Repli­

kation entstehen können. Auf eine mögliche Beteiligung von DNA-Strangbrü­

chen an der Induktion der MGMT-Expression wiesen erstmals Ergebnisse 

mit dem Ligase-Hemmstoff 3-Aminobenzamid hin. Während MNNG-Behandlung 

(10 [lM) alleine bekanntermaßen zu einer etwa 4 fachen Erhöhung der 

MGMT-Expression führte (vgl. Abb. 25), ergab der zusätzliche Einsatz von 

3- Aminobenzamid (2 mM) einen Induktionsfaktor von 5,7. Wenn die oben 

geäußerte Hypothese, daß MNNG über die Ausbildung von DNA-Strangbrüchen 

zur MGMT-Induktion führt, zutrifft, dann sollten langsamer replizierende 

Zellen nach MNNG- Behandlung veringerte Induktionsfaktoren zeigen. 

Wie in Abb. 36A,B dargestellt, führte MNNG-Behandlung in konfluenten oder 

serumdepletierten H4-Zellen nur noch zu einer 1,5 bis 2 -fachen MGMT-In­

duktion. Die Verringerung der MNNG-Induktion der MGMT-Expression in 

konfluenten H4-Kulturen um ca. 50 % (auf den Faktor 2 im Vergleich zum 

Induktionsfaktor 4 bei logarithmisch wachsenden Zellen , vgl. Abb. 25) 

korreliert hierbei gut mit der Reduktion der Replikation 

( 
3 H-Thymidin-Einbau) in den konfluenten Kulturen um 40 % (keine vollstän­

dige Dichteinhibition bei H4-Zellen möglich). Die Induktion der MGMT-Ex­

pression nach MNNG- Behandlung scheint also replikationsabhängig zu sein. 

Da MNNG ein S-Phase abhängiges Clastogen ist (Schwartz, 1989) unterstützt 

dieses Ergebniss die Hypothese, daß DNA-Strangbrüche der die MGMT-In­

duktion auslösende Schadenstyp ist. Im Gegensatz zu MNNG ist die Ausbil­

dung von DNA-Strangbrüchen nach Rö- Bestrahlung replikationsunabhängig. 

Tatsächlich war die MGMT-Induktion nach Rö-Bestrahlung in konfluenten 

H4-Kulturen im Vergleich zu exponentiell wachsenden Zellen (vgl. Abb. 29) 

nicht beeinträchtigt (Abb. 37B). 

Ein weiterer starker Hinweis für DNA-Strangbrüche als möglicherweise 

auslösendes Signal für die Induktion der MGMT-Expression ergab sich auch 

durch das Einbringen von Restriktionsenzymen in H4-Zellen. 24 h 

nach Elektroparation des "blunt end" schneidenden Restriktionsenzyms 
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Pvuii in H4- Zellen war eine deutliche MGMT- Induktion des MGMT- Gens zu 

beobachten. Die Elektroparation von Eco RI (produziert 11sticky ends") 

führte zu keiner signifikanten Erhöhung der MGMT- Expression (Abb. 36C). 

Dieses Ergebnis stellt einen Hinweis für eine mögliche Abhängigkeit der 

MGMT-Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen dar. Allerdings kann nicht 

ausgeschlossen werden, daß unterschiedliche Geschwindigkeiten bei der 

Reparatur von DNA-Einzelstrang- bzw. Doppelstrangbrüchen ursächlich an 

diesem Ergebnis mit beteiligt sind. 

D Behandlung MGMT/GAPDH Faktor 

K (konn.) 0,93 1,0 

+ MNNG 1,40 1,5 

K (0,5 % FCS) 0,96 1,0 

+ MNNG 1,67 1,8 

A (/) ""' B c c 
(j 0 
IJ.. ::> 
,o -o' c 

0 konll. log. 

Behandlung MGMT/GAPDH Faktor 

K 0,29 1,0 

+ MNNG 0,62 2,1 
f,1GMT 

+ Rö 1,60 5,3 

GAPDH Behandlung MGMT/GAPDH Faktor 

K 0,52 1,0 

Eco RI 0,66 1,3 

Pvu II 1,30 2,5 

Abb. 36: Northern-Analysen zum Nachweis der Abh.!ingigkeit der MGMT-In­

duktion in H4-Zellen von DNA-Strangbrilchen. 

Die Präparation von Gesamt RNA erfolgte 24 h nach Behandlung. 

Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte ilber ein 1,2 % Aga­

rose Gel, die Hybridisierung mit 32P-markierter MGMT-cDNA. Die 

quantitative Auswertung der Northern-Blots ist den jeweiligen 

Tabellen {D) zu entnehmen. 

A: Induzierbarkeit der MGMT in 24 h serumdepletierten bzw. 48 h 

konfluenten H4-Zellen nach MNNG-Behandlung (1.5 t-tM). 

B: Indu:zierbarkeit der MGMT nach MNNG (1.5 f-lM) b:zw. Rö-Behandlung 

(300 RAD) in konfluenten H4-Zellen. 

C: Induktion der MGMT nach Elektroparation von 40 U Restriktion­

senzymen (Pvuii,- EcoRI) in logarithmisch wachsende H4-Zellen. 

D: Quantitative Auswertung der Northern-Blot -Analysen aus A,B 

und C. 
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Nachdem DNA-Strangbrüche, möglicherweise Doppelstrangbrüche als der 

zur Induktion der MGMT-mRNA Expression auslösende DNA-Schaden erkannt 

wurden, stellt sich nun die Frage, welche Signalmechanismen von der 

Schadenserkennung zur erhöhten MGMT-mRNA Expression führen. 

Wie aus Abb. 37B hervorgeht, ist die MGMT-Induktion abhängig von Pro­

teinbiosynthese. Die Notwendigkeit der Biosynthese eines an der Induk­

tionsvermittlung beteiligen Faktors erklärt auch die erst zu späten Zeiten 

(12h nach MNNG-Behandlung; vgl. Abb. 26) nachweisbare erhöhte MGMT-Ex­

pression. Der Einsatz von als sekundären Botenstoffen ("Second messenger") 

wirksamen Substanzen wie Hormone (Dexamethason), cAMP (Aktivator der 

cAMP-abhängigen Kinase (Proteinkinase A)) oder Ca2+-Ionen (Akitivierung 

der Ca2+-Calmodulin-abh. Proteinkinase) führten nicht zu einer erhöhten 

basalen Expression des MGMT-Gens (Abb. 37A ). Auch Serumfaktoren oder der 

Tumorpromotor TPA (Aktivatoren der Proteinkinase C), haben keine die 

MGMT-mRNA Expression beeinflussende Wirkung (Abb·. 37 A ). 

Aus diesem Grunde erscheint die Beteiligung von Proteinkinasen (Protein­

kinase C, Proteinkinase A, Ca2 +-calmodulin- abh. Kinase) bei der Induktion 

der MGMT-mRNA Expression als unwahrscheinlich. 
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c 
Behandlu~g MGMT/GAPDH Faktor 

I( 1,02 1,0 

TPA1 0,95 0,9 

TPA2 1,20 1,2 

I( 2,10 1,0 

Dex1 2,73 1,3 

Dex2 1,95 0,9 

MGMT I( 0,44 1,0 

GAPDH 
lmMJ 0,42 1,0 

5 mM aC12 0,36 0,8 

10 mM 0,36 0,8 

20m 0,46 1,0 

I( 0,87 1,0 

cAMP 0,95 1,1 
I( 0,32 1,0 

Serum 1 0,22 0,7 

Serum 2 0,24 0,7 

Behandlung MGMT/GAPDH Faktor 
GAP K 0,15 1,0 

MNNG 0,75 5,0 

MNNG+Aniso 0,13 0,9 

Abb. 37: Northern-Analysen zur AufkHirung der zur Induktion der MGMT-Ex­

presslon filhrenden Signalketten in H4-Zellen. 

Präparation von Gesamt-RNA erfolgte 12 h (Anisomycin) bzw. 24 h 

nach Behandlung. Nach Formaldehyd-Denaturierung und gelelek­

trophoretischer AuEtrennung (1,2 % Agarose Gel; 10-20 IJ.g Gesamt­

RNA) erfolgte die Hybridisierung mit der 32-P-markierten MGMT­

cDNA. Die quantitative Auswertung der Northern-Blots ist der 

Tabelle (C) zu entnehmen. K = unbehandelte Kontrolle. 

A: EinEluß von Serumfaktoren bzw. sekund.!:iren Botenstoffen auf die 

MGMT-Expression. Serum: Steigerung der Serumkonzentration von 

0,5 % FCS (1) bzw. S % FCS (2) auf 20 % FCS; TPA: 10 -7 M (1), 2x10 

-7 M (2); Dexamethason (Dex): 10- 7 M (1), 10- 6 M (2); CB.C1
2

: 1-20 

mM; cAMP; 1 mM. 

B: Abhängigkeit der MGMT-Induktion von der Proteinbiosynthese. 

MNNG wurde in einer Konzentration von 1!3 !J.M, Anisomycin in 

einer Konzentration von 100 11M dem Medium zugesetzt. 

C: QuantitB.tive Ausertung der Northern-Blot Analysen aus A und B 
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Bei weiteren Untersuchungen bezüglich der Fragestellung , inwieweit 

Phosphorylierungen 1 Dephosphory lierungen an der Regulation der MGMT­

Expression beteiligt sind., konnte festgestellt werden, daß Proteinkinase­

Hernmstoffe wie HS (Hemmstoff der cAMP abh. Kinase) oder H9 (Hemmstoff 

der Ca2+-calmodulin abh. Kinase) allein bereits zu erhöhter basaler Ex­

pression des MGMT-Gens führten (Abb. 38A). Umgekehrt bewirkte die Hem­

mung von Phosphatasen durch Na-Vanadat den Verlust der MNNG-Induzier­

barkeit des MGMT-Gens (Abb. 38 B). Insgesamt gesehen zeigen diese Daten, 

daß Mechanismen der Phosphorylierung/Dephosphorylierung eine wesentli­

che Rolle bei der Regulation der MGMT-Expression/Induktion spielen. 

A 8 

MGMT 

GAPDH 

T"""' ('\) 

,-; (j 

> > 
G Q 

~zz 

C Quantitative Auswertunq von A u. B 

Behandlung MGMT/GAPDH Faktor 

K 1,10 1,0 

H8+H9 4,01 :3,6 

MNNG 4,:35 4,0 

K 0,32 1,0 

H9 0,8:3 2,6 

K 0,12 1,0 

HB 0,29 2,4 

Behandlung_ MGMT/GAPDH Faktor 

K 0,50 1,0 

MNNG 1,70 :3,4 

+ NaVa1 0,51 1,0 

+ NaVa2 0,:30 0,6 

K 0,:39 1,0 

NaVa1 0,:37 1,0 

NaVa2 0,25 0,6 

A.bb. 38: Einfluß von Phosphorylierungs-/Dephosphoryllerungsereignissen 

auf die Expression und die Induzierbarkelt des MGMT-Gens in H4-

Zellen. 

Die Gesamt-RNA-Präparation erfolgte 24 h nach Behandlung der 

Zellen. Die gelelektrophoretlsche Auftrennung der Formaldehyd 

denaturierten RNA (10-:20 pg) erfolgte aber ein 1,2 ~ Agarose Gel, 

die Hybrisierung mit der 32P-markierten MGMT-cDNA. 

K = unbehandlete Kontrolle. 

A: Einfluß der Protelnklnase-Inhlbitoren HB und H9 (Endkonzentra­

tion: je 30 pM) auf die MGMT-Expresslon. 

B: Einfluß der Inhibition von Phosphatasen auf die MNNG- Indu­

zierbarkeit des MGMT - Gens (1: 1 mM NaVa; 2: 5 mM NaVa) • 

Die MNNG-Behandlung erfolgte mit 10 pM. 
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5. Molekulare Analyse des Mex-Phänotyps 

Mex--Zellen zeichnen sich, wie bereits in der Einleitung erwähnt , durch 

das Fehlen der MGMT-Aktivität aus. Das Ziel der folgenden Arbeiten be­

stand darin, die molekularen Ursachen für diese Defizienz zu finden. 

5.1. Unterscheidung von Mex+ /Mex-- Zellen auf genamischer 

Ebene und Expressionsebene 

Auf genamischer Ebene konnten nach Hind III-Verdau keine Unterschiede 

zwischen Mex+ und Mex- -Zellinien festgestellt werden (Abb. 39). Beide Zell­

typen wiesen in Southern-Analysen das gleiche Bandenmuster auf. Mensch­

liche Zellinien zeigten im Vergleich zu Harnsterzellinien zusätzliche Hybri­

disierungsbanden. Dies ist möglicherweise auf eine unterschiedliche Gen­

organisation bei Hamster und Mensch, oder aber auf Spezies-spezifische 

Hybridsierungsunterschiede der menschlichen MGMT-Probe zurückzuführen. 

Ein ca. 8 kb großes, bei menschlichen Zellen und Hamsterzellen auftreten­

des Hybridisierungsfragment deutet jedoch auf teilweise homologe Regio­

nen des menschlichen und Hamster-MGMT-Gens hin. 
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• 21,2 kb 

- 5,1 kb 

- 3,5 kb 

. 2,0 kb 

Abb. 39: Southern-Analyse zum Nach-

weis des MGMT- Gens in 

verschiedenen Mex+/ Mex-­

Zellinien. 

Jeweils 10 pg genamischer 

DNA wurden fiir den Hind III­

Restriktionsverdau einge­

setzt. Die Auftrennung der 

Restriktionsfragmente er-
folgte iiber ein O,B % Agarose 

Gel. Die Hybridisierung er­

folgte . mit der gesamten 32 P­

markierten MGMT-cDNA. 

Mex+: VH44; HeLa S3, HeLa 

CCL2, GM637, NIH3T3, F9i 

Mex-: HeLa MR, CH0-9, V79 
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Der Mex--Phänotyp ist der in Abb. 39 dargestellten Southern-Analyse zu­

folge nicht auf größere Deletionen im MGMT-Gen zurückzuführen. 

Auf Expressionsebene wiesen Mex- -Zellen jedoch keine im Northern-Blot 

detektierbare MGMT- mRNA auf (Abb. 40A). Die molekulare Ursache für die 

MGMT- Defizienz der Mex- -Zellen liegt demnach in der fehlenden Expres­

sion des MGMT- Gens. Als Ursache für die in Mex--Zellen fehlende MGMT- Ex­

pression kommen neben potentiellen Defekten im Regulatorbereich des 

Gens auch das Fehlen von Transkriptionstaktoren in Frage. Allerdings 

scheinen die Mex-- Zellinien HeLa MR und CHO- 9 noch geringe Mengen an 

MGMT-mRNA zu exprimieren, wie anhand der sensitiveren PCR-Analyse ge­

zeigt werden konnte (Abb. 40B). Im Vergleich zu HeLa S3 (Mex+) ist die 

MGMT- mRNA dieser Mex- -Zellen jedoch kürzer (Abb. 40B). Die MGMT- Akti vi­

täten der Mex + -Zellinien korreliert mit der Menge an exprimierter MGMT-

mRNA (MGMT-Aktivität (angegeben in fmol/mg Protein): F9: 84; GM637: 102; 

NIH3T3: 880: VH44: 1053: HeLa CC12: 1120; HeLa S3: 1240). 

A 0::(") 
C1l :;; (/) 

6 C1l !9!9 
:X: ..... (I) (I) 

0 > :X: :X: 

MGMT 

GAPDH 

B ::1 

a 

- b 
MGMT 

M 
(/) 

Ol 
I 

0 
::X: 
(.) 

Abb. 40: MGMT-Expression in verschiedenen Mex + /Mex-- Zellinien. 

A: Northern-Analyse. Jeweils S fl.g Poly(A)+- RNA wurden auf einem 

1 % Agarose Gel nach Glyoxal/DMSO Denaturierung elektropl:Jore­

tisch aufgetrennt und mit der MGMT-cDNA hybridisiert. Zur Zu­

ordnung zum Mex-Phänot:yp vgl. Abb 23. 

B: Southern-Analyse nach PeR-Amplifikation von MGMT-mRNA Se­

quenzen (30 Cyclen; HyL'">ridisierung 2 min, 60 °C; Denaturierung 1 

min 94 °C; Polymerisation 3 min, 72 °e). Die Auftrennung der 

PeR-Produkte (1-20 fl.l des Gesamtreaktionsvolumens (100 ( .. ll)) er­

folgte über ein 1 % Agarose- Gel. Als Oligonukleotide zur PeR­

Amplifikation spezifischer MGMT-mRNA Sequenzen wurden 24 

mere von Position 100-124 sowie 673-697 der publizierten MGMT 

cDNA Sequenz ( Tano et al., 1990) verwendet. 

a: Ethidiumbromid gefärbtes Gel (-> = spezifische MGMT-Bande) 

b: Southern-Hybridisierung 
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Um zu prüfen, ob in den Mex--Zellen möglicherweise Punktmutationen oder 

im Southern-Blot von Abb. 39 nicht nachweisbare Deletionen im MGMT-Gen 

vorliegen, wurden RFLP-Analysen durchgeführt. Für HeLa MR (Mex-) konnte 

durch Vergleich mit verschiedenen menschlichen Mex+-Zellinien ein spezi­

fischer RFLP im Mbo I-Verdau festgestellt werden (Abb. 41A,B). Auch die 

Mex--Zellinien V79 und CH0-9 zeigten im Pvu II-Verdau unterschiedliche 

Hybridisierungsmuster (Abb. 41C). Da keine Mex+- Harnsterzellinien existie­

ren, war jedoch eine genaue vergleichende RFLP-Analyse zwischen Mex+ 

und Mex-- Hamsterzellen nicht möglich. Allerdings muß zumindest bei ei­

ner der untersuchten Mex-- Harnsterzellinien (V79 oder CH0-9) eine Mutation 

im MGMT- Gen vorliegen. Ob die gefundenen Polymorphismen funktionell 

bedeutsam für den Mex--Phänotyp sind, kann nicht beantwortet werden. 

Lediglich für 208F-Zellen (Rattenfibroblasten, Mex-) konnte die Ursache für 

den Mex--Phänotyp eindeutig auf das völlige Fehlen (Deletion) des MGMT­

Gens zurückgeführt werden (Abb. 41D). 
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Abb. 41: RFLF-Analysen des MGMT- Gens in menschlichen Zellinien, Hamster­

und Rattenzellinen. 

Zum Restriktionsverdau wurden jeweils 10 11-g genomiscl1e DNA ein­

gesetzt. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte über ein 

0,8 % bzw. 1,2 % (Mboi, Haeiii-Verdaus) Gel. Die Hybridisierung er­

folgte mit der gesamten MGMT cDNA ( 32P-markiert). 

A: Vergleichende Southern-Analyse zwischen HeLa S3 (Mex+) und He­

La MR (Mex-) 

B: Vergleichende Southern-Analyse verschiedener menschlicher 

Mex+ -Zellinien im Mboi-Verdau (0,8 %-Gel) . 

C: Vergleich der Mex-- Harnsterzellinien V79 und CH0-9. 

D: Vergleich zwischen den Rattenzellininen H4 (Mex+) und 20BF (Mex- ). 
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5.2. Untersuchungen zur Bedeutung von DNA-Methylierungszu­

ständen für den Mex- Phänotyp 

Bei Säugern ist die Aktivität vieler Gene in der Regel von der Anwesen­

heit von 5-Methylcytosin in der DNA abhängig. Dabei werden hypermethy­

lierte Gene in der Regel weniger stark exprimiert, als nicht oder nur 

schwach methylierte Gene (Doerfler, 1983). Wenn dies auch auf das MGMT­

Gen zutrifft und Methylierungszustände den Mex-Phänotyp beeinflussen 

würden, sollte das MGMT- Gen in Mex--Zellen hypermethyliert sein. 

Diese Hypothese konnte experimentell jedoch nicht ·bestätigt werden. Wie 

in den in Abb. 42A dargestellten Southern-Analysen gezeigt, traten im Ver­

gleich zum Msp I-Verdau nach Hpa II-Verdau (Hpa II schneidet im Gegen­

satz zu Msp I bei Methylierung der Erkennungssequenz nicht mehr) hoch­

molekulare Hybridisierungsbanden in den menschlichen Mex+-zellinien auf, 

während bei HeLa MR (Mex-) kein Unterschied zwischen Msp I und Hpa Ir­

Verdau nachweisbar war. Entgegen der oben geäußerten Hypothese ist 

somit das MGMT-Gen in menschlichen Mex+-zellen relativ zu den 

Mex--Zellen hypermethyliert, in Mex--Zellen vergleichsweise hypomethy­

liert. 

Demgegenüber zeigten Hamster Mex--Zellinien (V791 CH0-9) eine deutliche 

Methylierung des MGMT-Gens (Abb. 42B). Da aber, wie bereits erwähnt kei­

ne Mex+-Hnmsterzellen nls positive Kontrolle zur Verfügung stehen, ist ei­

ne abschließende Beurteilung dieses Ergebnisses nicht möglich. 
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Abb. 42: Untersuchung des Methylierungszusta.ndes des MGMT-Gens bei ver­

schiedenen Mex +- bzw. Mex- -Zellinien. 

Zum RE-Verdau wurden 10 1.1-g genornisehe DNA eingestzt. Jvlsp I und 

Hpo. II erkennen gleiche Restriktionsschnittstellen, jedoch mit dem 

Unterschied, daß Hpa II bei Anwesenheit von !J-Methylcytosin in 

der Erkennungssequenz nicht: mehr schneiden kann. Die Auft:rennung 

des Restriktionsverdaus erf'olgte über ein O,B % Agarose Gel. Als 

Hy bridisierungsprobe wurde die vollständige, 32P-markierte 

MGMT-cDNA eingesetzt. Die Zuordnung der Zellinien zum Mex-Phä­

notyp vgl. Abb. 23. 1 = Msp I-Verdau; 2 = Hpa II-Verdau. 

A: Vergleichende Analyse menschlicher Mex+-Zellinien mit HeLa MR 

(Mex-). 

B: Vergleich von Mex- -Hamst:erzellinien untereinander. 

Um den Einfluß von 5- Methylcytosin- DNA- Methylierung auf den Mex-Phäno­

typ auch funktionell zu untersuchen, wurden HeLa S3 (Mex+), V79. CH0-9 und 

HeLa MR Zellen (alle Mex-) für 3 Wochen mit 1 [1M 5-Azacytidin behandelt 

(3x pro Woche; bei der Passagierung zugesetzt). Es sollte so versucht 
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werden, durch Einbau dieses Basenanalogons den Methylierungsgrad des 

MGMT- Gens zu vermindern. Bei der nachfolgenden Behandlung mit HeCNU, 

welches spezifisch Mex+ Zellen selektioniert, konnten weder bei HeLa SJ, 

MeLa MR noch CH0-9 Unterschiede zu nicht 5-Azacytidin behandelten Kon­

trollzellen festgestellt werden. Lediglich bei V79 traten nach 5-Azaycti­

din- Behandlung vermehrt HeCNU resistente Zellen auf (Tab. 3). 

Tab. 3: Häufigkeit des Auftretens HeCNTJ resistenter Zellklone nach 5-Aza­

cytidin-Behandlung verschiedener Mex- -Zellinien • 

Die Behandlung erfolgte 3x wöchentlich mit 1 (-IM. Zur Selektion 

wurden gleiche Zellzahlen vorbehandelter und nicht vorbehandelter 

Zellen (5-Azacytidin vorbehandelt (+) ; nicht vorbehandelt (-)) mit 

einer Dosis von 40 pM (HeLa MR) bzw. 80-100 pM (CH0-9, V79) HeCNU 

behandelt. Angegeben ist die Gesamtzahl der Klone, die die HeCNTJ­

Selektion überlebt haben. Nach 100 [-IM HeCNTJ -Selektion erhaltene 

Klone wurden auch auf MNNG-Resistenz und MGMT-Aktivität getestet. 

5-Azacytidin-Behandlung 

(1 !J.M) 

überlebende Klone 

(100 !J.M Selektion) 

HeCNU- Resisten~ 

MNNG- Resistenz 

MGMT-Aktivität 

I : enträl1t 

negativ 

++: starke Resistenz 

HeCNU 

He La MR 

+ -

0 0 

I I 
I I 
I I 

selektionierte Zellinien 

CH0-9 V79 

+ - + -

0 0 46(13) 3(0) 

I I ++ / 
I I - / 
I I - / 

Die auf diese Weise nach 5-Azacytidin-Behandlung isolierten V79 Zellklone 

waren stabil HeCNU-resistent, wiesen jedoch keine erhöhte MNNG-Resistenz 

auf (Abb. 43). Dies war insofern überraschend, als daß in den bisherigen· 

Untersuchungen immer eine Kreuzresistenz zwischen MNNG und HeCNU ge­

funden worden war (vgl. Abb. 18,19). Da diese V79-Zellklone zudem keine 
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MGMT-Aktivitat aufzeigten (Tab. 3), handelt es sich um Zellen, die durch 

5-Azacytidin-Behandlung HeCNU-Resistenz erworben haben, wobei diese je­

doch auf der Induktion anderer Schadensabwehrmechanismen als der MGMT 

beruhen muß. 
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Q) 
.Q 
Q) 
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Q) 
.Q 

:::::> 
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Abb. 43: Oberlebensrate nach .5-Azacytidin-Behandlung und HeCNU-Selektion 

erhaltener V79 Zellklone . 

Die Mutagenbehandlung erfolgte nach Einsaat von .500 Zellen/5 cm 

Platte für 1 1'2 bei 37 °c. 
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Diskussion 

1. UNTERSUCHUNGEN ZUR MMS-HYPERSENSITIVITÄT VON 27-1 

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Hamster-Zellinie 27-1 gehört zur 

CHO- Komplementationsgruppe 3 (Kaina et al., 1991a) und ist eine gegenüber 

W und den monofunktionellen Alkylantien MNNG und MMS hypersensitive 

Mutante der Zellinie CH0-9 (Zdzienicka u. Simons, 1986; Kaina, 1987). Die 

Komplementation des W-Defektes von 27-1 durch Transfektion mit genorni­

seher DNA führte zur Klonierung des ERCC3-Gens (Weeda et al., 1990a). Die 

Tatsache, daß ERCC3 nur die W-Hypersensitivität, nicht aber die Alkylan­

tien- Hypersensitivität von 27-1 korrigiert zeigt, daß es sich bei 27-1 um 

eine Doppelmutante handelt .. Der von Weeda et al. (1990a) für 27-1 beschrie­

bene Inzisionsdefekt nach W-Bestrahlung kann durch ERCC3 korrigiert 

werden, 

Nach MNNG-Behandlung zeigt die 27-1 Zellinie weder eine im Vergleich zum 

CH0-9-Wildtyp veränderte DNA-Alkylierungsrate, noch eine veränderte 

Exzision von DNA-Alkylierungsprodukten (7-Methylguanin , 3-Methyladenin, 

0 6 -Methylguanin; Kaina et al., 1990b). Allerdings erwies sich die DNA-Re­

paratursynthese von 27-1 Zellen gegenüber CHO- 9 Zellen leicht erhöht 

(Kaina et al., 1990b). Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen ist ein 

im Rahmen der Exzisionsreparatur verzögerter Ligationsschritt. 

Es ist bekannt, daß an der Exzisionsreparatur beteiligte Enzyme durch Ri­

bosylierung modifiziert werden können . Hierbei wird die Aktivität der 

Exonuklease durch Ribosylierung wahrscheinlich gel).emmt , die der Ligase 

II stimuliert (Durcacz et al., 1980; Creissen u. Shall, 1982; Shall et al., 

1982; Cleaver et al., 1983; Althaus et al., 1985). Ausgehend von diesen Beo­

bachtungen wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob die ADPRT-ab­

hängige Ribosylierung in 27-1-Zellen verändert ist und möglicherweise als 

Ursache für die Alkylantienhypersensitivität dieser Mutante in Frage 

kommt. 



- 103 -

Es zeigte sich, daß 27-1 Zellen zwar eine geringere ADPRT-mRNA Expression 

sowie ADPRT-Enzymaktivität aufwiesen als CH0-9-Zellen, doch dürfte nach 

den hier vorliegenden Ergebnissen dieser Unterschied nicht für die zu 

beobachtenden starken Differenzen in der MMS-Resistenz zwischen Mutante 

und Wildtyp verantwortlich sein. Gezeigt werden konnte dies anhand von 

mit einem ADPRT-Expressionskonstrukt stabil transfizierten 27-1 Zellen. 

Obwohl 27-1-Transfektanten im Vergleich zu CH0-9 eine höhere ADPRT-Ex­

pression aufwiesen, so erreichten diese bei weitem nicht das MMS-Resis­

tenzniveau des CH0-9- 11Wildtyps 11 • Es ist daher unwahrscheinlich, daß die 

zwischen CH0-9 und 27-1 auf RNA- und Protein-Ebene beobachteten ADPRT­

Unterschiede von entscheidender ursächlicher Bedeutung für den Alkylan­

tien-hypersensitiven Phänotyp von 27-1 sind. Erstmalig konnte hier 

allerdings durch die Versuche mit 27-1- und CH0-9-ADPRT-Transfektanten 

direkt nachgewiesen werden, daß ADPRT an der Vermittlung von MMS- und 

W-Resistenz beteiligt ist . Das Ausmaß dieser Resistenzvermitllung ist 

jedoch sehr gering; dies entspricht Literaturdaten, wo u.a. versucht wur­

de , den Einfluß der Ribosylierung an der Resistenzvermittlung durch 

Einsatz von Ribosylierungshemmstoffen (3-Aminobenzamid) zu bestimmen 

(Shall et al., 1982; Bhatia et al., 1990; Mac Laren et al., 1990). 

Eine weitere Hypothese zur Erklärung der 27-1 Alkylantien- Hypersensiti­

vität, die in der vorliegenden Arbeit verfolgt wurde, beruht auf der An­

nahme einer verringerten oder fehlenden Replikationshemmung nach Alky­

lantienbehandlung. Ein solcher Defekt hätte eine verkürzte Zeitspanne zur 

Folge, in der die Zellen induzierte DNA-Schäden reparieren könnten, wo­

durch die Zahl der durch Replikation manifestierten prätoxischen Schäden 

erhöht würde. Das Phänomen einer verringerten DNA-Replikationshemmung 

wurde bei Ataxia telangiectasia Zellen nach Einwirkung von Röntgen­

strahlen und Bleomycin beobachtet und als Ursache für die Röntgen-Hy- · 

persensitivität dieser Zellen diskutiert (De Wit et al., 1981; Jaspers et al., 

1982). 
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In den hier durchgeführten Untersuchungen konnten allerdings keine Un­

terschiede im Ausmaß der MMS induzierten Replikationshemmung zwischen 

CH0-9- und 27-1- Zellen gefunden werden. Insgesamt gesehen ist also bis­

her nicht klar, welche Ursache der Alkylantien-Hypersensitivität der 27-1 

Zellen zugrunde liegt. In Betracht gezogen werden muß auch, daß der Phä­

notyp der 27-1 Zellen möglicherweise nicht direkt auf einen im Vergleich 

zum CH0-9 11Wildtyp11 veränderten DNA-Reparaturmechanismus beruht, son­

dern daß an Wachstum und Replikation beteiligte Faktoren, wie Helicasen, 

Topoisomerasen, Polymerasen oder Kinasen indirekt am Phänotyp "Resi­

stenz11 beteiligt sein könnten. So ist beispielsweise die Beteiligung einer 

Kinase an der W-Resistenzvermittlung bei XP-B-Zellen beschrieben worden 

(Teitz et al., 1990). 

2. KOMPLEMENTATION DER ALKYLANTIEN-HYPERSENSITIVITÄT VON 

27-1 ZELLEN DURCH GENOMISCHE UND cDNA TRANSFEKTION 

Wie oben ausgeführt, konnten Untersuchungen von DNA-Reparaturfunktionen 

bei 27-1-Zellen deren Alkylantien-Hypersensitivität nicht zufriedenstellend 

erklären. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

versucht, über Transfektionsexperimente mit genorniseher menschlicher 

DNA und anschließender Selektion mit toxischen Dosen von MMS die MMS­

Hypersensitivität von 27-1 zu komplementieren . Ziel war die Isolierung 

des komplementierenden Gens. 

Durch die in Abb. 3 skizzierte Vergehensweise konnte ein MMS-Resistenz 

vermittelndes Gen kloniert werden . Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt 

wurde, handelt es sich bei der als C-81 bezeichneten cDNA aller Wahr­

scheinlichkeit nach um das gleiche Gen, das in unabhängigen Transfek­

tionsversuchen von Kaina (1989) auch als MNNG-Resistenz vermittelndes Gen 

isoliert wurde. Da die isolierte genornisehe DNA ( Cosmide) bzw. die C- 81 

cDNA sowohl MMS-, MNNG als auch 6-TG-Resistenz in 27-1- und CH0-9-Zellen 

bewirkt, erscheint es unwahrscheinlich, daß es sich hierbei um den spezi-
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fisch 27-1-Zellen fehlenden und deren Hypersensitivität verursachenden 

Faktor handelt. 

Das Ergebnis der Sequenzanalyse zeigte, daß die klonierte C-81 cDNA auf­

grund ihrer hohen Homologie mit dem menschlichen lysosomalen Glykopro­

tein Lamp 2 (Fukuda et al., 1988) höchstwahrscheinlich ebenfalls für ein 

Membranglykoprotein codiert. Da C-81 jedoch nicht völlig identisch mit 

Lamp 2 ist (starke Unterschiede insbesondere im C-terminalen Bereich des 

Proteins), muß es sich bei der hier isolierten C- 81 cDNA entweder um das 

Produkt eines neuen Gens oder um eine Splicevariante von lamp 2 handeln. 

Bis auf ihre Schutzfunktion vor der abbauenden Wirkung lysosomaler Ver­

dauungsenzyme ist bisher keine weitere Funktion lysosomaler Membran­

proteine beschrieben worden. Dies macht auch eine Beurteilung der C- 81 

Funktion bei der Resistenzvermittlung schwierig. Da a Herdings bekannt 

ist, daß ca. 5 % der lysosomalen Glykoproteine an der Cytoplasmamembran 

lokaliiert sind (Steinman et al., 1983; Lippincott-Schwarz u. Fambrough, 

1987), wäre eine Rezeptorfunktion an der Cytoplasmamembran lokalisierter, 

ursprünglich aber lysosomaler Membranproteine nicht auszuschließen. 

Dem Mechanismus der Resistenzvermittlung durch C- 81 zugrunde liegt mög­

licherweise ein Einfluß dieses Genprodukts auf den Zellzyklus. Sowohl 

die von mir isolierten Cosmidtransfektanten, wie auch die von Kaina 

(1987,1989) isolierten primären und sekundären Transfektanten T38, T60, T70 

wiesen längere Generationszeiten auf, als die jeweilige Parentalzellinie. 

Außerdem zeigte sich eine verstärkte Expression der C -81 mRNA in kon­

fluenten menschlichen Zellen. Eine Verringerung der Wachstumsgeschwin­

digkeit mit entsprechend verlängerter Zeit zur Reparatur wäre eine Er­

klärungsmöglichkeit für den Mechanismus der Resistenzvermittlung durch 

C-81. 

Die von mir aus der T60-Cosmidbank isolierten Cosmide zeigten in den 

Massentransfektionen eine im Vergleich zu Kontrolltransfektanten zwar 
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deutliche, insgesamt aber relativ geringe Frequenz der Resistenzvermitt­

lung. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, daß in den Cosmiden das 

C-81 Gen unter Kontrolle des endogenen Promotors steht, und die Effizienz 

der Resistenzvermittlung aufgrund der Mutagenselektionen der primären 

(T38) und sekundären (T60) Transfektante möglicherweise auch durch Muta­

tionen im C- 81- Gen beeinträchtigt worden ist. Erstaunlicherweise vermi t­

telt jedoch auch die in einen eukaryontischen Expressionsvektor klonierte 

C-81 cDNA ebenfalls nur mit relativ geringer Frequenz MMS- bzw. MNNG­

Resistenz. Für diese Beobachtung gibt es verschiedene Erklärungsmöglich­

keiten: 

a: Die klonierte C-81 cDNA könnte unvollständig oder im Verlauf der Klo­

nierung mutiert sein. 

b: Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, daß die beobachtete geringe 

Frequenz der Resistenzvermittlung auf ein Expressionsproblem des 

pSVT7-Konstrukts zurückgeht (nur geringe konstitutive Expression von 

C-81). 

c: Zur effektiven Resistenzvermittlung sind alle in den Northern-Blot Ana­

lysen mit der C-81-Probe hybridisierenden mRNA's (mehrere Splicevari­

anten eines Gens 7) nötig. 

d: Eine weitere Erklärungsmöglichkeit wäre der negative Selektionsdruck, 

der nach Überexpression eines wachstumshemmenden Proteins in den 

Zellen entstehen würde. Die Konsequenz wäre ein Überwachsen der 

Transfektanten durch c- 81 nicht exprimierende Zellen und im Endef­

fekt ein völliger Verlust positiver C-81 Transfektanten. 

Diese letztgenannte Hypothese wird dadurch unterstützt, daß während der 

hier durchgeführten Klonierungsarbeiten eine deutliche Instabilität der 

Transfektanten hinsichtlich ihres Phanötyps beobachtet werden konnte. 

Die gleiche Beobachtung wurde auch von Kaina (1~89) gemacht. Auch die 

nur geringfügig höheren C- 81 Expressionsraten in den primären und se­

kundären Transfektanten deuten auf diese Möglichkeit hin. Ob der Effekt 

einer verstärkten Alkylantienresistenz auf die beobachtete geringfügig 

erhöhte C- 81 Expression in den Transfektanten zurückzuführen ist, oder ob 
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die bei den Parentalzellinien CH0-9 und 27-1 exprimierte C-81 mRNA mögli­

cherweise Mutationen trägt und in den Transfektanten durch Transrektion 

intakte C-81-mRNA exprimiert wird, kann gegenwärtig nicht beantwortet 

werden. 

Da die hier isolierte C- 81 Sequenz auch Resistenz gegenüber 6-TG vermit­

telt, ist es wahrscheinlich, daß die isolierte cDNA auch für beschriebene 

Kreuzresistenzen zwischen MNU und 6-TG {Aquilina et al., 1989, 1990) ver­

antwortlich ist. 

Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen, daß ein Membranprotein bei 

der Vermittlung von Alkylantienresistenz involviert ist, könnte auch eine 

Erklärung für die von Kaina {1989) gemachte Beobachtung sein, daß sowohl 

die primären und sekundären 27-1 bzw. CH0-9-Transfektanten {T38, T60, 

T70), als auch Cosmidtransfektanten {Cosmide aus T70) tumorsupprimiert 

sind, d.h. nach Injektion in Nacktmäusen keine, oder aber bedeutend lang­

samer wachsende Turnare ausbilden, als die Parentalzellen. 

Eine Abklärung der Wirkungsweise des isolierten Gens muß zukünftigen 

Untersuchungen vorbehalten bleiben. Voraussetzung hierzu ist u.a. die 

Herstellung C-81 spezifischer Antikörper sowie die Klonierung aller C-81-

mRNA Varianten und des kompletten intakten Gens. Dadurch könnten Fragen 

bezüglich der Lokalisation des C- 81 Proteins sowie Fragen nach dem Ein­

fluß der verschiedenen C-81-mRNA Varianten auf das zelluläre Resistenz­

bzw. Wachstumsverhalten untersucht werden. 



- 108 -

3. DIE BEDEUTUNG DER MGMT ALS ANTI- GENOTOXISCHE DNA­

REPARATURFUNKTION NACH ALKYLIERUNG 

Alkylierende Agenzien spielen sowohl als Tumorchemotherapeutika als 

auch als Umweltschadstoffe eine bedeutende Rolle (Farmer, 1985; Malpas, 

1986; Ruddon, 1987; Archer, 1989; Tricker et al., 1989 ). Während N-Alkylie­

rungsprodukte wie N3-Methyladenin durch Replikationshemmung toxisch 

wirken können (Larson et al., 1985), haben die quantitativ selteneren 0-Al­

kylierungsprodukte aufgrund ihrer Fehlpaarungseigenschaften mutagene 

Wirkung (Bartsch et al., 1983; Loechler et al., 1984; Saffhill et al., 19 85, 

Pegg, 1990). Da 0 6 -Methylguanin mit einem Anteil von 8 % der Gesamtalkylie-

. rungen nach MNU-Behandlung von Zellen die häufigste 0-Alkylierung dar­

stellt ( Beranek, 1990), ist sie gleichzeitig die wichtigste prämutagene 

Läsion. Dementsprechend wird der 0 6 -Alkylguanin- DNA Alkyltransferase 

(MGMT) aufgrund ihrer Reparaturfunktion eine wichtige antimutagene und 

auch anticarcinogene Wirkung zugesprochen ( Yarosh et al., 1985; Pegg, 

1990) . Erste Hinweise für eine möglicherweise auch toxische Wirkung von 

0 6 -Alkyguanin ergaben sich aus der Beobachtung, daß menschliche Tumor­

zellinen, denen die MGMT-Reparaturfunktion fehlte (Mex-), hypersensitiv 

gegenüber MNNG waren (Day III et al., 1980; Yarosh et al., 1983). Da es sich 

bei den untersuchten Zellinien jedoch nicht um isogene Zellstämme han­

delte, konnte nicht ausgeschlossen werden, daß noch andere Veränderungen 

als die MGMT-Defizienz ursächlich an der MNNG-Sensitivität beteiligt sind. 

Weitere Hinweise für eine toxische Wirkung von 0 6 -Alkylguanin ergaben 

sich aus der Untersuchung von mit dem bakteriellen ada-Gen transfi­

zierten Zellen (Brennand u. Margison, 1986; Ishizaki et al., 1986; Kataoka et 

al., 1986; Samsan et al., 1986) . Da das bakterielle Ada-Protein im Vergleich 

zur menschlichen MGMT jedoch zusätzlich noch 0 4 -Alkylthymin- und Phos­

phatriester - Reparaturaktivität besitzt (Yarosh et al., 1985; Lindahl et 

al., 1988), ermöglichten jedoch auch die Ergebnisse dieser Untersuchungen 

keine eindeutige Aussage bezüglich der Toxizität der 

0 6 -Alkyguanin-Läsion. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Mex-- Zellinine (CH0-9) mit der 

menschlichen, spezifisch nur 0 6 -Alkylguanin reparierenden Alkyltransfe­

rase stabil komplementiert. Durch die Verwendung etablierter isogener 

Zellstämme, die sich lediglich bezüglich ihrer MGMT-Aktivität unterschie­

den, war es möglich, alle nach Alkylierung dieser Zellen zu beobachtenden 

Effekte auf diese Reparaturaktivität zurückzuführen. Durch diese Arbeiten 

konnte die 0 6 -Methylguanin-Läsion eindeutig sowohl als die hauptmutage­

ne und -toxische, als auch als eine SeE-induzierende und clastogene Läsi­

on identifiziert werden. 

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, besteht nach MNNG-Behand­

lung von Zellen eine umgekehrte Korrelation zwischen Mutationsfrequenz 

und MGMT-Aktivität. Bei einer MNNG-Dosis von 1 [1M können 95 % der indu­

zierten HGPRT-Mutationen auf 0 6 -Methylguanin zurückgeführt werden. Nach 

MNNG-Exposition von Zellen stellt 0 6 -Methylguanin somit die entscheidende 

prämutagene Läsion dar. Da GC->AT-Transitionen auch im durch Alkylie­

rung aktivierten zellulären H-ras Protoonkogen gefunden wurden (Sukumar 

et al., 1983; Mitra et al., 1989 ) stellt 0 6 -Methylguanin sehr wahrscheinlich 

auch eine wichtige präkarzinogene Läsion dar. In Korrelationsanalysen 

konnte auch eine umgekehrte Korrelation zwischen MGMT-Aktivität und 

Induktion von SCE's bzw. Aberrationen nachgewiesen werden (Kaina et al., 

1991b ). 

Da 0 6 -Alkylguanin die nach Alkylierung dominierende prämutagene 

Läsion darstellt, und die MGMT-Aktivität gleichzeitig eine große interindi­

viduelle Variation aufweist (Grafstrom et al., 1983; Myrnes et al., 1983) , 

kann folglich bei Personen mit geringeren MGMT-Aktivitäten eine Prädispo­

sition zu Alkylantien induzierten Mutationen und damit zur Initiation der 

Tumorbildung vermutet werden. Diese Hypothese einer erblichen Prädispo­

sition zu alkylantien-induzierter Tumorbildung erscheint insbesondere für 

die Entstehung von Magen-Darm-Tumoren attraktiv, da in den betreffenden 

Organen bis zu 40 fache interindividuelle Variationen in der MGMT-Aktivi­

tät gefunden wurden und im Magen-Darm-Trakt aufgrund endogener Nitro-
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saminbildung auch hohe Alkylantienbelastungen der umgebenden Zellen zu 

erwarten sind (Kobori et al., 1988; Kyrotopulos et al, 1989, 1990; Leaf et 

al., 1989; Rowland et al., 1991). Unterschiedliche MGMT-Aktivitäten zwischen 

gesunden Personen (höhere MGMT-Aktivitäten) und Patienten mit Lymphomen 

(geringere MGMT-Aktivitäten), sowie geringere MGMT-Aktivitäten in Lun­

genzellen von Patienten mit Lungentumoren unterstützen die Hypothese ei­

ner höheren Tumorinzidenz bei Personen mit relativ geringen MGMT-Aktivi­

täten ( Rüdiger et al., 1989; Sagher et al., 1989). Erbliche Aspekte bei der 

Tumorentstehung aufgrund von individuell unterschiedlichen DNA-Repara­

turaktivitäten wurden auch von Harris (1989) diskutiert. 

Weiterhin ergaben die Arbeiten, daß 0 6-Alkylguanin auch eine wichtige 

toxische Läsion darstellt. Das Ausmaß der anti-toxischen Wirkung der 

MGMT hängt im wesentlichen von der Zahl der MGMT Moleküle pro Zelle, 

der Mutagendosis und dem verwendeten Alkylanz ab. Die protektive Wir­

kung von MGMT gegenüber MNNG verläuft in einem weiten Bereich linear; 

erst bei sehr hohen MNNG-Dosen (über 5 (1M) übt das MGMT-Protein nicht 

mehr die von einer linearen Funktion zu erwartetende protekti ve Funktion 

aus. Der Grund hierfür ist möglicherweise, daß andere Reparaturmecha­

nismen (z.B. Exzisionsreparatur) bei hoher Alkylantienbelastung abgesät­

tigt sind und damit andere Läsionen als 0 6 -Methylguanin bzw. 

0 6
- Chlorethylguanin zum entscheidenden toxischen Schadenstyp werden. 

Bei niedrigen bis mittleren MNNG- Dosen ist die MGMT- Reparaturfunktion 

jedoch der wichtigste , das zelluläre überleben determinierende Faktor. 

Im allgemeinen nimmt die Schutwirkung des MGMT-Proteins mit der Zahl 

der 0-Alkylierungen, die das jeweilige Agenz verursacht,ab. Die Ausnahme 

hierzu stellt ENU dar. Obwohl ca. 10 % der durch ENU bewirkten Alkylie­

rungen der DNA an der 0 6 - Position des Guanins stattfinden, wirkt das 

MGMT -Protein nicht protektiv bezüglich der toxischen Wirkung von ENU; 

wohl aber reduziert die MGMT die ENU induzierten Mutationsfrequenzen. 

Durch ENU induziertes 0 6 -Ethylguanin stellt folglich zwar eine prämuta­

gene, nicht aber prätoxische Läsion dar. Eine mögliche Erklärung für 

dieses unerwartete Phänomen wäre, daß die von ENU in großer Zahl indu-
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zierten Phosphotriester (60-70 % der Gesamtalkylierung ausmachend, Bera­

nek, 1990 ) eine wichtige, bisher noch unbekannte Rolle beim Überleben der 

Zellen spielen. 

Über die Art und Weise, wie die 0 6 -Alkylguanin- Läsion seine toxische Wir­

kung entfaltet, gibt es bisher keine klaren Hinweise; es ist lediglich be­

kannt, daß diese Läsion nicht replikationsblockenq wirkt (Larson et al., 

1985). Eine Möglichkeit der toxischen Wirkung besteht in der Akkumulation 

von Punktmutationen und dadurch bedingtem Funktionsverlust wichtiger 

Enzymfunktionen. Dies ist aber insofern unwahrscheinlich, als daß, bei 

Einsatz äquitoxischer Dosen, ENU bedeutend mutagener wirkt als MNNG. Ei­

ne weitere Möglichkeit besteht darin, daß die toxische Wirkung von 

0 6 -Methylguanin indirekt über die Bildung von SCE's und Aberrationen 

verläuft; an deren Entstehung ist die 0 6 -Alkylguanin-Läsion, wie in dieser 

Arbeit gezeigt werden konnte, auch beteiligt. 

Um der Frage der zellzyklusabhängigen Toxizität des 0 6 -Methylguanins 

nachzugehen , wurde ein induzierbarer MGMT-Expressionsvektor hergestellt 

und nach dessen Transfektion in HeLa MR -Zellen (Mex-) ein transgener 

Zellklon isoliert, bei dem die Methyltransferasefunktion beliebig durch 

Dexamethason induziert werden kann. Auf diese Weise konnte gezeigt wer­

den, daß nach MNNG-Behandlung die 0 6 - Methylguanin -Läsion erst nach 

mehr als einem Zellzyklus eine toxische Wirkung ausübt. 

Demgegenüber muß zum wirkungsvollen Schutz vor der toxischen Wirkung 

chlorethylierender Agenzien (HeCNU) die MGMT-Reparaturfunktion zum Zeit­

punkt der Alkylierung bereits in den Zellen vorliegen. Der Grund hierfür 

liegt darin, daß es nach 0 6 - Chlorethylierung am Guanin relativ schnell 

zur Ausbildung von DNA- 11cross-links11 kommt, die von der Methyltransfera­

se nicht mehrt repariert werden können (Ludlum, 1990), Die in der MGMT 

induzierbaren Transfektante anhand der Zeitabhängigkeit der MGMT-Schutz­

wirkung gegenüber HeCNU feststellbare Halbwertszeit der Ausbildung von 
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"cross-lins'' beträgt 4 h. Dieses Ergebnis stimmt gut überein mit in vitro 

Halbwertszeitbestimmungen von 0 6 -Chlorethylguanin durch Brent u. Re­

mack ( 1988). 

Zusammengefaßt lassen sich die Ergebnisse dahingehend deuten, daß 

0 6 - Chlorethylguanin seine toxische Wirkung innerhalb des ersten Zellzy­

klus nach Induktion, 0 6 -Methylguanin aber erst im 2. Zellzyklus nach In­

duktion entfaltet. Da gezeigt wurde, daß sekundäre Läsionen bei der Aus­

bildung von SCE's involviert sind (Kaina u. Aurich, 1985) erscheint es mög­

lich, daß 0 6-Methylguanin seine toxische Wirkung auch erst über die Bil­

dung solcher Sekundärläsionen ausübt. Die Frage nach dem Mechanismus 

der Ausbildung und der Art von Sekundärläsionen kann gegenwärtig noch 

nicht beantwortet werden. Mit der Verfügbarkeit der etablierten CH0-9-

MGMT-Tansfektanten sowie der induzierbaren HeLa MR-MGMT-Transfektante 

sind jedoch die Voraussetzungen für eine experimentelle Untersuchung die­

ser Fragestellungen geschaffen worden. 

4. REGULATION DER MGMT- EXPRESSION: URSACHEN FOR DEN 

MEX--PH.ÄNOTYP 

Obwohl der Mex (Mer)-Phänotyp , insbesondere durch Vergleich der Repara­

turaktivitäten von tumorigenen und nicht tumorigenen menschlichen Zellen, 

intensiv untersucht wurde, sind die molekularen Ursachen der Umwandlung 

des Mex+ zum Mex- -Phänotyp unbekannt. Die Klonierung der menschlichen 

MGMT cDNA (Tano et al., 1990) machte es möglich, diese Thematik näher zu 

untersuchen. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß Mex--Zellen keine in 

Northern-Blot Analysen detektierbare MGMT-mRNA aufweisen; fehlende bzw. 

stark reduzierte Expression des MGMT-Gens sind also die Ursache für die 

MGMT- Defizienz der hier untersuchten Mex- -Zellinien (CH0-9; V79; HeLa MR). 
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Das gleiche Phänomen in Northern-Blot Analysen nicht nachweisbarer 

MGMT- Expression wurde auch in anderen Mex--Zellinien beobachtet ( Far­

nace et al., 1990; Rydberg et al., 1990, Tano et al., 1990) . Eigene und von 

Pieper et al. (1991) unter Verwendung der PCR-Technik durchgeführte Ex­

pressionsanalysen deuten jedoch darauf hin, daß manche Mex--Zellen nicht 

völlig defekt bezüglich der MGMT- Expression sind, sondern daß noch eine 

sehr geringe basale Expression des MGMT- Gens vorliegt . 

Prinzipiell kommen folgende Ursachen für die Auslöschung des 

Mex+-Phänotyps in Betracht: 

a: Völlige Deletion des MGMT-Gens. 

b: Punktmutationen oder kurze Deletionen in regulatorisch und funktionell 

wichtigen Bereichen des MGMT- Gens. 

c: Inaktivierung des MGMT-Gens durch Methylierung (Hyper- bzw. Hypome­

thylierung). 

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, sind mehrere der 

oben aufgeführten Möglichkeiten bei Mex--Zellen vorzufinden. So konnte 

nachgewiesen werden, daß Ratten 208F Zellen eine völlige Deletion des 

MGMT- Gens aufweisen. Neben der von Tano et al. (1990) beschriebenen HeLa 

M Zellinie sind 208F Zellen damit die einzigen Mex""'-Zellen, denen das kom­

plette MGMT-Gen fehlt. Wie in diesem Zusammenhang die Ergebnisse von 

Thomale et al. ( 1990) beurteilt werden müssen, die nach CNU-Selektion 

von 208F Zellen Methyltransferase - positive Zellklone erhielten, bleibt 

unklar. Da die Autoren in ihren Untersuchungen lediglich Methyltransfera­

se -Aktivitäten gemessen haben, jedoch keinen Nachweis des Vorhanden­

seins und der Expression des MGMT-Gens durch Southern- oder Northern­

Blot-Analysen erbrachten, kann in Verbindung mit den eigenen Ergebnissen 

die Existenz einer zweiten, bisher unbekannten Methyltransferase-Repara­

turfunktion nicht ausgeschlossen werden. 
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Auch das Auftreten von Punktmutationen bzw. kleinen Deletionen in 

Mex- -Zellen konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Im Vergleich zu 

menschlichen Mex+-zellinien wiesen MGMT defiziente HeLa MR einen RFLP 

nach Mbo I-Verdau auf. Auch zwischen Hamster Mex-- Zellinien (V79, CHO- 9) 

konnte ein RFLP gefunden werden. Diese Ergebnisse einer Mutation im 

MGMT-Gen von Mex--Zellen stellt einen Hinweis dafür dar, daß Mutationen an 

der Inaktivierung des MGMT- Gens funktionell beteiligt sein könnten. Ins­

besondere für die Entwicklung von Tumoren in vivo wäre denkbar, daß 

Zellen durch Mutationsereignisse MGMT defizient und infolgedessen anfäl­

liger für die carcinogene Wirkung von Alkylantien werden. Unterstützt 

wird diese Hypothese der klonalen Entwicklung eines Tumors aus einer 

Mex--Zelle durch Ergebnisse von Isowa et al. (1991), die in einer Reihe von 

menschlichen Lebertumoren keine MGMT-Aktivität mehr feststellen konnten. 

Die Befunde, daß jedoch ein großer Teil (20-30 %) menschlicher Zellen nach 

Transformation Mex- werden (Day III et al., 1980; Green et al., 1990) , so­

wie die Möglichkeit der Reversion von Mex- zu Mex+ (Arita et al., 1990) 

sprechen allerdings dafür, daß auch noch andere Mechanismen außer Muta­

tionen am Verlust des Mex+-Phänotyps beteiligt sind. 

Eine weitere Möglickeit der Beeinflussung von Genaktivitäten ist die der 

CpG-Methylierung. Im allgemeinen besteht eine inverse Korrelation zwi­

schen transkriptioneUer Aktivität eines Gens und seinem Methylierungszu­

stand (Doerfler, 1983). Um den Einfluß von 5-Methylcytosin auf den Mex­

Phänotyp zu untersuchen, wurden vergleichende Southern-Analysen zwi­

schen menschlichen Mex+ -Zellinien und HeLa MR (menschliche Mex- -Zellinie) 

durchgeführt. Falls Methylierungszustände einen Einfluß auf den Mex-Phä­

notyp haben, sollten Mex- -Zellen erwartungsgemäß eine MGMT-Hypermethy­

lierung aufweisen. Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen 

ergaben überraschenderweise jedoch eine Hypomethylierung des MGMT- Gens 

in den HeLa MR-Zellen, während alle getesteten menschlichen Mex+ -Zellen 

eine deutliche Hypermethylierung aufwiesen. Aufgrund dieses Ergebnisses 

erscheint es möglich, daß der Mex- -Phänotyp von HeLa MR durch eine Hy­

pomethylierung des MGMT- Gens bedingt ist. Eine daraus zu folgernde Hy-



- 115 -

permethylierung des MGMT-Gens als Voraussetzung für dessen Expression 

wäre denkbar, da solche, wenn auch ungewöhnlichen Phänomene bereits 

beschrieben worden sind (Gerber-Huber et al., 1983; Kelley et al., 1988). 

Für MGMT defiziente Mauszellen ist nach 5-Azacytidin- Behandlung eine 

Reversion des Mex--Phänotyps zum Mex+-Phänotyp beschrieben worden 

(Mitani et al., 1989) • Danach erscheint es möglich, daß im Gegensatz zu 

menschlichen Zellen das MGMT-Gen in Nagerzellen durch Hypermethylie­

rung, d.h. den oben geäußerten Erwartungen entsprechend, inaktiviert ist. 

Zwar konnte auch in der vorliegenden Arbeit in Southern-Analysen eine 

Methylierung des MGMT-Gens von V79 und CH0-9 nachgewiesen werden, ein 

Vergleich mit Mex+ -Zellen war aber nicht möglich, da keine 

Mex+ -Hamsterzellinien zur Verfügung standen. Aus diesem Grund wurde 

versucht, durch 5-Azacytidin-Behandlung und anschließende HeCNU-Selek­

tion Mex+ -Revertanten aus CH0-9 und V79 zu isolieren. Während bei CH0-9 

auf diese Weise keine HeCNU resistenten Zellklone isoliert werden konnten, 

zeigten 5-Azacytidin behandelte V79-Zellen nach HeCNU-Behandlung eine 

deutlich höhere Überlebensfrequenz als nicht vorbehandelte Zellen. Aller­

dings wiesen die so isolierten HeCNU resistenten V79 Klone weder eine 

erhöhte MNNG-Resistenz, noch MGMT-Aktivität auf. Damit stellen diese 

HeCNU resistenten, Mex- V79 Klone einen neuen, bisher nicht beschriebenen 

Phänotyp dar. Erwähnt werden soll , daß die oben erwähnte Arbeit von 

Mitani et al. (1989) auch von anderen Arbeitsgruppen nicht reproduziert 

werden konnte (mündliche Mitteilungen). 

Zusammenfassend deuten die eigenen, sowie die aus der Literatur be­

kannten Ergebnisse darauf hin, daß der Verlust des Mex+-Phänotyps auf 

verschiedene molekulare Ursachen zurückgeführt werden kann. 
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5. INDUZIERBARKEIT DES MGMT- GENS 

In Anbetracht der Induzierbarkeit des ada-Gens von E. coli und im Hin­

blick auf Beobachtungen, die auf eine adaptive Antwort auch in Säuger­

zellen hindeuten (Samson u. Schwarz, 1980; Kaina, 1983; Goth-Goldstein, 1987) 

stellte sich die Frage , ob die MGMT-mRNA Expression in Säugerzellen in­

duzierbar ist. Die Frage nach der Induzierbarkeit zellulärer Reparatur­

mechanismen wie der MGMT ist in zweifacher Hinsicht von praktischer 

Bedeutung. Einerseits sind Reparaturfunktionen aufgrund der zunehmenden 

Exposition des Menschen gegenüber Umweltcarcinogenen von besonderem 

Interesse für die menschliche Gesundheit, zum anderen kann auch die 

Tumorchemotherapie von solchen Ergebnissen positiv beeinflußt werden. 

Da alkylierende Agenzien (z.B. Chlornitrosoharnstoffe) ein breites Anwen­

dungsgebiet in der Tumorchemotherapie haben, kann durch die Induktion 

von Mechanismen, die zur Resistenz der Zellen führen (z.B. die Induktion 

der MGMT) die Effizienz der jeweiligen Chemotherapie beeinträchtigt wer­

den. 

Im Rahmen dieser Arbeiten zur Regulation der 0 6 -Alkylguanin-DNA Alkyl­

transferase konnte erstmals die Induzierbarkeit einer definierten DNA-Re­

parturfunktion bei Säugern auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden 

( Fritz et al., 1991). Es zeigte sich, daß die Induktion der MGMT-mRNA Ex­

pression zellinienspezifisch, möglicherweise spezifisch für Leberzellen ist. 

Lediglich in Rattenhepatomzellen (H4, FT0-2B) konnte nach Behandlung mit 

DNA-schädigenden Agenzien 3-5 fach erhöhte MGMT-mRNA Mengen nachge­

wiesen werden. Die auf RNA-Ebene gefundene MGMT-Induktion korreliert 

dabei mit den auf Proteinebene (Aktivitätsmessungen) nach Mutagenbe­

handlung nachgewiesenen MGMT- Induktionsfaktoren. Es zeigte sich außer­

dem , daß die Induktion der MGMT-Expression nach IviNNG-Behandlung zeit­

und dosisabhängig ist. Erst 12 h nach Mutagenbehandlung konnten erhöhte 

MGMT-mRNA- Mengen nachgewiesen werden. Die bereits zur Induktion füh-
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renden MNNG-Dosen (ab 3 t-tM) wiesen lediglich eine relativ geringe Toxizi­

tät auf (über 70 % der Zellen überlebten diese Dosis im Koloniebildung­

stest). Damit sind die zur Induktion führenden Dosen noch als 11physiolo­

gisch11 zu bezeichnen. 

Im Gegensatz zu E. coli ist die MGMT- Induktion in H4 Zellen nicht alkylan­

tienspezifisch; auch UV- oder Rö-Strahlung, Hitze und Wasserstoffperoxid 

führten zu einer Induktion der MGMT-mRNA Expression. Erhöhte MGMT-Akti­

vitäten in H4-Zellen sowie anderen Leberzellinien nach Behandlung mit 

DNA-schädigenden Agenzien wurden auch von Laval (1990) beschrieben. In 

Übereinstimmung mit den hier vorliegenden Daten konnten andere Arbeits­

gruppen auf Proteinebene in menschlichen Zellen ebenfalls keine Induktion 

der MGMT- Expression nach MNNG- Behandlung beobachten (Foote u. Mitra, 

1982; Karran et al., 1982a; Wani et al., 1898). Die in der vorliegenden Arbeit 

auf Expressionsebene in H4-Zellen erhaltenen Befunde korrelieren auch mit 

in vivo Daten. So wurde auf Proteinebene ein Anstieg der MGMT-Aktivität 

nach Bestrahlung, Acetylaminofluorene- und chronischer Dialkylnitrosa­

min-Behandlung von Ratten in Leberextrakten gemessen (Pegg u. Perry, 

1981; Cooper et al., 1982; Margison et al., 1985; Den Engelse et al., 1986) . 

Nach Klonierung der Ratten MGMT-cDNA wurden mittlerweile auch auf 

RNA-Ebene 10 fach erhöhte MGMT-mRNA-Mengen in der Leber von Acetylami­

nofluorene behandelten Ratten nachgewiesen (Potter et al., 1991). Untersu­

chungen zu einer Induzierbarkeit der MGMT-Aktivität beim Menschen durch 

Vergleich der MGMT-Aktivitäten in Lymphozyten von Rauchern und Nicht­

rauchern ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Grup­

pen ( Vähäkangas et al., 1991). Insgesamt sprechen die bislang vorliegen­

den Daten für eine Hepatozyten-spezifische Induzierbarkeit der MGMT­

Expression. 
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Obwohl die MGMT spezifisch 0 6 -Alkylierungsschäden repariert, wird sie 

dennoch, wie oben erwähnt, durch nicht alkylierend wirkende DNA schädi­

gende Behandlungen induziert. Dieses auf den ersten Blick biologisch nicht 

sinnvolle Phänomen kann jedoch dadurch erklärt werden, daß die MGMT 

möglicherweise zu einer Gruppe von DNA- Reparaturgenen gehört, die nach 

DNA-Schädigung koordiniert reguliert werden. Da die basale Expression 

der MGMT- Reparaturfunktion relativ hoch ist (200 000 Moleküle I Zelle in 

der Leber (Myrnes et al., 1983)), ist eine Induktion nur nach hohen Scha­

densbelastungen notwendig; die in einer Art Notfallreaktion erfolgende 

Induktion einer Gruppe von Reparaturmechanismen wäre damit unter "öko­

nomischen" Gesichtspunkten sinnvoll für die Zelle. Eine koordinierte In­

duktion von Genen ist beispielsweise bekannt für die Gruppe der 11gadd 11
-

Gene, die durch eine ganze Reihe von zum Wachstumsstop führende Be­

handlungen (z.B. MMS, Serumentzug) induziert werden können (Fornace et al., 

1989) und für die Gruppe der nach TPA und Serum induzierbaren 11early 

inducible 11 Gene (Almendral et al., 1988; Bücher et al., 1988; König et al., 

1989; Rahmsdorf u. Herrlich, 1990). 

Bei der Untersuchung des Mechanismus, der zur Induktion der MGMT- Ex­

pression führt, stellte sich heraus, daß alkylierte DNA per se kein indu­

zierendes Signal darstellt. Ein autoregulatorischer Mechanismus , wie er 

beim bakteriellen ada-Gen vorliegt, konnte hier ebenfalls ausgeschlossen 

werden. Wahrscheinlich sind DNA-Strangbrüche das primäre auslösende 

Signal zur MGMT- Induktion . Den stärksten Hinweis hierfür lieferte die 

Induzierbarkeit der MGMT-Expression nach Einbringen des Restriktionsen­

zyms Pvu II in H4 Zellen. Diese Hypothese würde auch erklären , warum 

alle in der vorliegenden Arbeit getesteten DNA-schädigenden Behandlungen 

eine erhöhte MGMT-Expression bewirkten. Jedes der verwendeten DNA­

schädigenden Agenzien führt direkt (z.B. Röntgen-Strahlung), oder indirekt 

durch die Wirkung von Reparaturmechanismen (z.B. lN-Strahlung) und/oder 

Replikation (Alkylantien) zu DNA-Strangbrüchen. Da solche Läsionen gleich-
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zeitig auch replikationshemmend wirken, kann die sekundäre Beteiligung 

eines Replikationsblocks an der MGMT- Induktion nicht völlig ausgeschlos­

sen werden. Eine Zugehörigkeit der MGMT zur Gruppe der oben erwähnten 

11gadd 11 -Gene liegt jedoch nicht vor, da die MGMT nicht durch Serumentzug 

induzierbar ist. 

Bezüglich der Signalketten, die von dem hypothetisch angenommenen DNA­

Strangbruch zur MGMT- Induktion führen, kann aufgrund der hier vorlie­

genden Daten die Beteiligung eines neu zu synthetisierenden Faktors, so­

wie die Beteiligung von Phosphatasen postuliert werden. Diese Aussage 

begründet sich darauf, daß die durch MNNG bewirkte Induktion der MGMT­

Expression sowohl durch den Einsatz eines Proteinbiosynthesehemmstoffes 

(Anisomycin), als auch durch Hemmung von Phosphatasen (durch Natriumva­

nadat verhindert werden kann. Die Notwendigkeit der Biosynthese eines 

neuen Proteinfaktors könnte auch erklären, weshalb die MGMT- Induktion 

erst zu erst relativ späten Zeiten (12 h) nach Mutagenbehandlung nach­

weisbar ist. TPA, cAMP oder Serumfaktoren, die als Aktiviatoren von Fra­

teinkinase C bzw. Proteinkinase A bekannt sind und auch zur Induktion von 

c-fos führen (Bücher et al., 1988), bewirkten keine erhöhte MGMT- Ex­

pression. Die Befunde, daß die Hemmung von Kinase- Aktivitäten zu einer 

erhöhten MGMT-Expression führten , deuten im Gegenteil eine Beteiligung 

von Kinasen bei der Repression der MGMT- Expression an. 

Ausgehend von den diskutierten Befunden zeigt Abb. 44 ein Modell der 

Regulation der MGMT- Expression in Säugerzellen und deren biologischer 

Konsequenz . 

Eine genauere Untersuchung der zur Induktion der MGMT-Expression bei­

tragenden Mechanismen und Signalwege ist auf die Verfügbarkeit des 

MGMT-Gens, bzw. dessen regulatorischen Bereiches angewiesen. Diese Se­

quenzen sind zur Zeit allerdings noch nicht verfügbar, so daß weitere 

Untersuchungen bezüglich der Regulation der MGMT- Expression der Zukunft 

vorbehalten bleiben müssen. 
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Abb. 44: Modell zur Regulation und Funktion der o6 -Alkylguanin-DNA Alkyl­

transferase nach Behandlung von Zellen mit DNA-schädigenden 

Agenzien. 

Nach Einwirkung von DNA schädigenden Agenzien, die direkt oder 

indirekt zu DNA-Strangbrüchen führen, kommt es über die Bio­

synthese eines Transkriptionfaktors zur Induktion des MGMT­

Gens. Diese Induktion kann durch Phosphatase-Hemmung unter­

bunden werden (-). Die konstitutiv oder nach Induktion vermehrt 

gebildeten MGMT-Proteine führen dazu, daß die Zelle vor ver­

schiedenen genatoxischen Wirkungen von Alkylantien geschützt 

ist. 
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