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ZUSAMMENFASSUNG 

Onkogene sind Bestandteile der Erbinformation, die unter bestimmten 

Umständen die tumorigene Transformation der Zelle bewirken können. Man 

nimmt an, daß ihre normalen Genprodukte funktionelle Teile von Signaltransfer

ketten sind, die wachstums- oder differenzierungsspezifische extrazelluläre Signale 

bis hinein in den Zellkern transduzieren und dort in eine veränderte Genexpression 

konvertieren. Das nukleäre Protein des fos Onkogens ist ein präsumptives Glied 

eines solchen Signaltransfers: Es wird durch eine Reihe biochemisch verschiedener 

extrazellulärer Agenzien induziert und vermag andere Gene zu transaktivieren. Die 

inadäquate Expression seines Proteins kann die Transformation von Zellen 

bewirken. 

Durch die gezielte Überexpression transfizierter Onkogene konnte ich zeigen, 

daß das fos Protein eine Schlüsselrolle im molekularen Signaltransfer spielt: i) Die 

fos Expression wird durch die Onkogenprodukte von ras, src, mos, trk und myc 

induziert. ii) Fos selbst sowie ras, src, mos, trk und myc aktivieren den Kollagenase 

Promoter. iii) Für diese Aktivierung ist jene Nonanukleotid-Sequenz im 

Kollagenase Promoter notwendig und ausreichend, über die auch die Induktion der 

Kollagenase durch den Tumorpromotor TPA (12-0-Tetradecanoyl-Phorbol-13-

Acetat) vermittelt wird. Durch die Verwendung eines Expressionsvektors, der zur 

fos mRNA komplementäre "anti-sense" RNA transkribierte und damit die fos 

Synthese spezifisch blockierte, konnte ich nachweisen, daß iv) für die Aktivierung 

des Kollagenase Promoters durch ras, src und mos sowie durch TPA die Anwesen

heit von fos Protein notwendig ist. Die Expression von fos ist sehr stringent 

reguliert: v) Das fos Protein reprimiert seinen eigenen Promoter; die fos mRNA 

zeigt eine Halblebenszeit von 9 Minuten. 

Die konditionale Expression eines chimären Konstrukts aus fos kodierenden 

Sequenzen und hormonabhängigem MMTV (Maus Mamma Tumor Virus) 

Promoter bewirkt die tumorigene Transformation muriner Fibroblasten. Nach 

Abschalten der fos Expression revertieren diese Zellen wieder zum Normaltyp. Die 

Deletion des 3' -untranslatierten Endes des fos Gens verursacht eine mehr als 10fache 

Verlängerung der Halblebenszeit der fos mRNA und resultiert in erhöhter fos 

Protein Synthese. 



A KEY ROLE OF THE NUCLEAR ONCOPROTEIN FOS IN SIGNAL TRANSDUCTION 

SUMMARY 

Oncogenes are parts of the genome which, under certain circumstances, can 

cause the tumorigenic transformation of cells. It is assumed that their normal gene 

products are components of signal transducing pathways which transfer growth or 

differentiation specific signals from the outside of the cell to the nucleus, there 

converting them into changes in gene expression. The nuclear protein of the fos 

oncogene is a presumptive member of such pathways: its expression is induced by 

biochemi- cally different external signals; the fos protein is capable of activating 

other genes. The inadequate expression of fos can cause the transformation of cells. 

By means of targeted over-expression of transfected oncogenes I could show, that 

the fos protein plays a key role in the molecular signal transfer: i) fos expression is 

induced by the oncogene products ras, src, mos, trk and myc; ii) fos itself as well as 

ras, src, mos, trk and myc activate the human collagenase promoter; iii) necessary 

and sufficient for this activation is a 9 basepair sequence of the collagenase promoter 

which formerly was shown to mediate the activation of the collagenase gene by 

phorbol ester tumor promoters. By introducing into cells an expression vector which 

produces anti sense fos RNA, thereby specifically blocking fos synthesis, I could 

demonstrate that iv) the presence of fos protein is required for induction of the 

collagenase promoter by ras, src and mos as well as TP A. Expression of the fos gene is 

regulated very stringently: v) fos protein represses its own promoter; fos mRNA has 

a half-life of 9 minutes. 

Using a chimeric construct of the the fos coding region and the 

hormone-inducible MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) promoter I could 

show that conditional expression of fos can cause the tumorigenic transformation of 

murine fibroblasts. This effect is reverted after shut off of fos expression. Deletion of 

the 3'-untranslated sequences extended the half-life of fos mRNA to more than 2 

hours resulting in elevated fos protein synthesis. 



INHALTSVERZEICHNIS 

ZUSAMMENFASSUNG 

SUMMARY 

ABKÜRZUNGEN 

Seite 

EINLEITUNG 1 

MATERIALIEN 10 

1. Chemikalien und Arbeitsmittel 10 

2. Zellen 11 

3. Kulturmedien 12 

METHODEN 13 

I. Allgemeine Arbeitsmethoden 13 

1. Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 13 

2. Extraktion von Nukleinsäuren 13 

3. Fällung von Nukleinsäuren 13 

li. DNA Klonierungstechniken 13 

1. Fragmentierung mit Restriktionsendonukleasen 13 

2. Auffüllen von 5'-Überhängen ("Fill in") 14 

3. Entfernung endständiger Phosphatgruppen 14 

4. Elektrophoretische Auftrennung von DNA- Fragmenten 14 

5. Isolierung von DNA- Fragmenten aus Agarose-Gelen 15 

6. Ligation von DNA - Fragmenten 15 

7. Transformation von Bakterien 15 

8. Präparation kleiner Mengen Plasmid- DNA ("Mini Prep") 15 

9. Präparation großer Mengen Plasmid- DNA ("Large Scale Prep") 16 

10. Einfrieren und Auftauen von Bakterien 16 

III. Zellkultur 17 

1. Trypsinbehandlung von Zellen 17 

2. Einfrieren und Auftauen von Zellen 17 

3. Stabile Transfektion 17 

4. Kultur in Weichagar(ose) 18 

5. Transiente Transfektion 18 

6. Protein Präparation 19 

7. DNA Präparation 19 

8. RN A Präparation 20 



IV. Analytische Methoden 

1. DNA - Transfer auf Nitrozellulose ("Southern Blot") 

2. RNA - Transfer auf Nitrozellulose ("Northern Blot") 

20 

20 

21 

3. Radioaktive Markierung von DNA - Fragmenten ("Nick Translation") 21 

4. Radioaktive 5'-Endmarkierung von DNA - Fragmenten 22 

5. Hybridisierung von DNA- Sonden an filtergebundene DNA 22 

6. Hybridisierung von DNA'- Sonden an filtergebundene RNA 

7. S 1 - Kartierung von RNA 

8. Bestimmung der CAT - Aktivität ("CAT - Assay") 

ERGEBNISSE 

I. Konditionale fos Expression führt zu transienter Transfonnation 

1. Ein chimäres MMTV- c-fos Gen induziert einen 

transformierten Phänotyp nach Hormongabe 

2. Hormonentzug führt zur Reversion des 

fos - transformierten Phänotyps 

3. Überexpression des fos Proteins ist für 

die Transformation verantwortlich 

II. Schlüsselrolle des fos Proteins im molekularen Signaltransfer 

1. Der fos Promoter wird durch verschiedene 

(Proto-)Onkogene aktiviert 

2. fos und andere (Proto-)Onkogene aktivieren 

den Kollagenase Promoter über das TRE 

3. fos Expression ist notwendig für die Induktion 

der Kollagenase durch (Proto-)Onkogene und TPA 

4. Der fos Promoter wird durch fos Protein reprimiert 

DISKUSSION 

LITERATURVERZEICHNIS 

22 

23 

23 

25 

25 

27 

41 

41 

45 

49 

51 

61 

65 

71 

77 



ABKÜRZUNGEN 

Abb. 
APS 
ATP 
BSA 
CAT 
Ci 
cpm 
dATP 
oc 
dCTP 
DEAE 
DEPC 
dGTP 
DMEM 
DMSO 
DNA 
DNase 
dNTPs 
DTT 
dTTP 
EDTA 
FBJMSV 
FBRMSV 
FCS 
HE PES 
kb 
K-MES 
LTR 
MMTV 
mRNA 
NC 
PEG 
PIPES 
PVP 
RNA 
RNase 
SDS 
SV40 
Tab. 
TEMED 
TK 
TPA 
TRE 
Tris 
tRNA 
wt 

Abbildung 
Ammoniumpersulfat 
Adenosintriphosphat 
Rinderserumalbumin 
Chloramphenicol-Acetyltransferase 
Curie 
counts per minute 
Desoxyadenosin-5 '-Triphosphat 
Dünnschicht-Chromatographie 
Desoxycytidin-5 '-Triphosphat 
Diethylaminoethyl 
Diethylpyrocarbonat 
Desoxyguanosin -5 '-Trip hospha t 
Dulbecco's Modified Essential Medium 
Dimethylsulfoxid 
Desoxyribonukleinsäure 
Desoxyribonuklease 
Desoxyribonukleotidphosphate 
Dithiothreitol 
Desoxythymidin-5'-Triphosphat 
Ethylendinitrilotetraessigsäure Dinatriumsalz 
Pinkel Biskis Jinkins- Murine Sarcoma Virus 
Pinkel Biskis Reilly- Murine Sarcoma Virus 
Fötales Kälberserum 
N-2-Hydroxyethyl piperazin-N' -2-E thansulfonsäure 
Kilobasen 
K-Morpholin-E thansulfonsäure 
Long Terminal Repeat 
Mouse Mammary Tumor Virus 
messenger Ribonukleinsäure 
Nitrozellulose 
Polyethylenglykoll 
Piperazin-N,N'-bis(2-Ethansolfonsäure) 
Polyviny lpyrrolidon 
Ribonukleinsäure 
Ribonuklease 
Natriumdodecylsulfat 
Simian Virus 40 
Tabelle 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
Thymidinkinase 
12-0-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat 
TP A-reguliertes Element 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
transfer Ribonukleinsäure 
Wildtyp 



- 1 -

EINLEITUNG 

Ein wegweisender Befund für das Verständnis der Krebsentstehung war die 

Entdeckung, daß bestimmte Gene zur Tumorbildung beitragen können. Solche 

"Onkogene" wurden zunächst entdeckt als das krebsauslösende Element bestimmter 

DNA- und akut transformierender RNA-Tumor Viren (Tooze 1981; Weiss et al., 

1984), letztere das kanzerogenste Agens überhaupt (Bister und Jansen, 1986; Bishop, 

1987) . Es zeigte sich, daß in normalen eukaryontischen Zellen Gene vorhanden 

sind, die große Ähnlichkeit zu den viralen Onkogenen der Retroviren besitzen: die 

Proto-Onkogene (Weinberg, 1984; Knudson, 1986). Deren latentes tumorigenes 

Potential kann durch Punktmutation, chromosomale Translokation, Amplifikation 

oder Insertion eines viralen Verstärkerelementes (Enhancer) freigesetzt werden: 

eine nicht mehr adäquat geregelte Genexpression oder eine veränderte Struktur 

dieses Genprodukts trägt zur tumorigenen Entartung der Zelle bei das 

Proto-Onkogen konvertiert zum Onkogen (Hunter, 1984; Varmus, 1984; Weinberg 

1984, 1985; Bishop 1985a, 1985b, 1987; Klein und Klein, 1985; Nusse 1986). 

Wie kann ein einzelnes Gen einen solchen Beitrag zur Krebsentstehung 

leisten? Tumorzellen unterscheiden sich von normalen in einer Reihe 

phänotypischer Eigenschaften, meist in verstärkter Proliferation oder verminderter 

Fähigkeit zur Differenzierung (Klein und Klein, 1984, 1986; Barbacid, 1986; Harris, 

1987; Marks et al., 1987; Nishimura und Sekiya, 1987). Ein unterschiedlicher 

Phänotyp basiert auf einem verändertern genetischen Programm. Es gibt Hinweise 

dafür, daß Proto-Onkogene Bestandteile von Signaltransferketten sind, die 

extrazellulär ankommende mitogene oder differenzierungsspezifische Stimuli (z.B. 

von Wachstumsfaktoren oder Hormonen) bis hinein in den Zellkern vermitteln 

und dort in die entsprechende Antwort (veränderte Genexpresion) umsetzen 

(Heidin und Westermark; 1984; Hunter, 1985; Kris et al., 1985; Berridge, 1986; 

Bradshaw und Prentis, 1987). 

Der normale biochemische Ablauf eines solchen Signaltransfers ist 

beispielhaft für den Wachstumsfaktor aus Blutplättchen (Platelet Derived Growth 

Factor, PDGF) in Abb. 1 vereinfacht dargestellt (vgl. Heidin und Westermark, 1984; 

Majerus et al., 1985; Rozengurt, 1986; Berridge, 1986): 
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Abb. 1: Beteiligung von Proto-Onkoproteinen an der Wachstumsfaktor-induzierten Zellantwort. 
Hier gezeigt am Beispiel der Induktion des Kollagenase Gens durch extrazelluläres PDGF. 
(Erläuterung siehe Text.) 
Proteine mit Ähnlichkeit oder Identität zu Proto-Onkoproteinen sind mit "*" 
gekennzeichnet. Abk.: A: Na+ I H+ -Austauscher; AS: Arachidonsäure; AP-1: 
aktivierendes Protein 1; AZ: Adenylatzyklase; cAMP: zyklisches 
Adenosinmonophosphat; DAG: Diacylglycerol; EGF: Epidermaler Wachstumsfaktor; 
ER: Endoplasmatisches Retikulum; G: G-Prot<'in; IP3: Inositoltriphosphat; PDGF: 

Wachstumsfaktor aus Blutplättchen; I'CE: Prostaglandin E; PIP2 : 

Phosphatidylinositol-bisphosphat; PKC: Pn•tl'inkinase C; PLC: Phospholipase C; R: 
Rezeptor; TP A: 12-0-Tetradecanoyl-Phorbo 1- I .1- Acetat. 
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PDGF bindet an seinen transmembranen Rezeptor, eine tyrosinspezifische Protein 

Kinase. Der Ligand-Rezeptor-Komplex stimuliert nun, möglicherweise über seine 

Kinase-Aktivität, eine komplexe Folge von Ereignissen in der Membran, im Zytosol 

und im Zellkern. 

Eine der ersten feststellbaren Antworten auf PDGF-Bindung ist die 

Zunahme des Ionenflusses über die Zellmembran, was zu einer Alkalisierung des 

Zytosols führt. Weiterhin wird, möglicherweise über ein G-Protein, die 

Phospholipase C (PKC) aktiviert, die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in 

die beiden "second messenger" Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3 ) und 

1,2-Diacylglycerol (DAG) spaltet. IP3 mobilisiert die Freisetzung von ca2+ aus dem 

Endoplasmatischen Retikulum (ER). Ca2+ und DAG aktivieren die Proteinkinase C 

(PKC), ein in der aktiven Form membrangebundenes Enzym. PKC phosphoryliert 

eine Reihe von Substraten, darunter auch den Rezeptor für den Epidermalen 

Wachstumsfaktor (EGF), und setzt damit wohl eine Proteinkinase-Kaskade in Gang. 

Parallel dazu initiiert die Zelle eine zweite Proteinkinase-Kaskade: zumindest zum 

Teil aus DAG wird Arachidonsäure freigesetzt und in Prostaglandin E (PGE) 

umgewandelt. PGE stimuliert über seinen Rezeptor und ein G-Protein die 

Adenylat-Zyklase (AZ), was zur Synthese von zyklischem Adenosinmonophosphat 

(cAMP) und anschließender Aktivierung von Proteinkinasen führt. Beide 

Proteinkinase-Kaskaden pflanzen das Signal über größtenteils unbekannte 

Zwischenstufen bis in den Kern hinein fort. Dort wird über die Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren (z. B. AP-1, s. u.) das Signal in die entsprechende 

Genexpression umgesetzt (s.u.). 

Hinweise auf die Beteiligung von (Proto-)Onkogenen an solchen 

Signaltransferketten ergaben sich zunächst durch den Befund, daß die Expression 

der Proto-Onkogene c-fos und c-myc durch Serumstimulation gehungerter Zellen 

oder Gabe spezifischer Wachstumsfaktoren wie PDGF induziert werden kann (Kelly 

et al., 1983; Cochran et al., 1984; Greenberg und Ziff, 1984; Kruijer et al., 1984). 

Insbesondere c-fos reagiert je nach Zelltyp auf eine Vielzahl weiterer externer 

Stimuli (s.u.). Da die Genprodukte von c-fos, c-myc und c-myb (ebenfalls ein 

serumstimulierbares Proto-Onkogen) im Kern lokalisiert sind und DNA-bindende 

Eigenschaften besitzen (Klempnauer et al., 1984; Eisenman et al., 1985; Watt et al., 

1985; Sambucetti und Curran, 1986; Eisenman und Thompson, 1986; Klempnauer 

und Sippel, 1986), nimmt man an, daß sie nukleäre Effektoren der Mitogenese 
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darstellen (Armelin et al., 1984; Bravo et al., 1985; Moore et al., 1986; Goustin et al., 

1986; Rozengurt, 1986; Studzinski et al. 1986). Dies wurde erhärtet durch den Befund, 

daß c-fos und c-myc andere Gene transaktivieren können (Setoyama et al., 1986; 

Kaddurah-Daouk et al, 1987). Für das fos Protein wurde nachgewiesen, daß es Teil 

eines Proteinkomplexes ist, der an die gleiche DNA-Sequenz bindet wie der 

Transkriptionstaktor Aktivierendes Protein 1 (AP-1) (Rauscher III et al., 1988). 

Interessanterweise ist AP-1 selbst ein Proto-Onkogen, das zelluläre Gegenstück des 

viralen jun Onkogens (Bohmann et al., 1987; Bos et al., 1988; Angel et al., 1988). Das 

nukleäre erbA Onkoprotein ist ein Mitglied der Steroidhormon-Rezeptor Familie 

(Weinberger et al., 1985; Sap et al., 1986 ). 

Der Zusammenhang von Signaltransfer und (Proto-)Onkogenfunktion 

bleibt nicht auf den Zellkern beschränkt: Das extrazelluläre PDGF wird durch ein 

Proto-Onkogen, das c-sis Gen, kodiert (Doolittle et al., 1983; Waterfield et al., 1983; 

Chiu et al. 1984). Bestimmte transmembrane Rezeptoren für Wachstumsfaktoren 

zeigen große Ähnlichkeit zu (Proto-)Onkogenprodukten, der EGF-Rezeptor zu erbB 

(Downward et al., 1984), der Rezeptor für den Granulozyten-Makrophagen

Koloniestimulierenden Faktor (GM-CSF) zu fms (Sherr et al., 1985; Sherr und 

Rettenmier, 1986). Diese Verwandtschaft ist sowohl strukturell durch die 

Ähnlichkeit in der Primärstruktur als auch funktionell durch den Besitz einer 

tyrosin-spezifischen Proteinkinase-Aktivität evident. Diese Aktivität charakterisiert 

eine ganze Reihe von (Proto-)Onkoproteinen, unter ihnen auch das 

membrangebundene src oder das zytoplasmatische trk (Courtneidge et al., 1980; 

Hunter und Cooper; 1985; Mitra et al. 1987; Sefton, 1987). Das ebenfalls im 

Zytoplasma lokalisierte mos (Proto-)Onkogen und die PKC, für die erst kürzlich 

onkogene Aktivität nachgewiesen wurde (Persons et al., 1988), sind Vertreter der 

serin- und threoninspezifischen Proteinkinasen (Papkoff et al., 1983; Nishizuka, 

1984, 1986; Sefton, 1987; Edelman et al., 1987). Man nimmt an, daß Kinasierungen 

ganz wesentliche Schritte im Signaltransfer darstellen und daher diese Aktivität 

einer strengen Kontrolle unterliegen muß. 

Es ist plausibel anzunehmen, daß vielleicht alle an mitogenen oder 

differenzierungsspezifischen Signaltransferketten beteiligte Proteine Prota

Onkogenprodukte sind. Eine Transformation der Zelle würde dann dadurch bewirkt 

werden, daß ein qualitativ oder quantitativ verändertes Onkoprotein die ihm 
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folgenden Glieder der Kette aktiviert, ohne daß der entsprechende extrazelluläre 

Impuls vorliegt. Dieser "molekulare Kurzschluß" würde das Wachstum oder die 

Differenzierung der Zelle der adäquaten Kontrolle entziehen, und sie würde 

entarten. 

Es gibt zahlreiche Beispiele für ein solches Zusammenspiel der 

(Proto-)Onkoproteine: Unter anderem wurde gezeigt, daß die Aktivierung der PKC 

durch Tumorpromotoren wie den Phorbolester TPA zur Aktivierung des 

Transkriptionstaktors AP-1 und zur Induktion des c-fos Proto-Onkogens führt 

(Angel et al., 1987a; Barber und Verma, 1987; Radzioch et al., 1987). Letzteres wird 

ebenfalls bewirkt durch Mikroinjektion des ras Genprodukts (Stacey et al., 1987), ein 

membrangebundenes Onkoprotein mit GTPase-Aktivität (Manne et al., 1985; Buss 

und Sefton, 1986). In ras transformierten Zellen ist die Menge an DAG erhöht, was 

in der Aktivierung der PKC resultiert (Pleischman et al., 1986; Wolfman und 

Macara, 1987). 

Weiterhin führt die Mikroinjektion von anti-ras Antikörpern zur 

Reversion des transformierten Phänotyps in Zellen, die mit src, fms oder fes 

Onkogenen transformiert sind (Smith et al., 1986). Dies deutet darauf hin, daß die 

betreffenden Onkogene für die Weitervermittlung ihrer Aktivität das ras 

Proto-Onkoprotein benötigen. Der Transformierende Wachstumsfaktor ß (TGP-ß) 

induziert die Expression des sis Proto-Onkogens (PDGP), dieses nachfolgend über 

einen autokrinen Mechanismus die Proto-Onkogene c-fos und c-myc (Leof et al., 

1986). 

Diese Beispiele zeigen, daß (Proto-)Onkoproteine miteinander interagieren 

können und an einem Signaltransfer partizipieren. Es ist jedoch noch größtenteils 

ungeklärt, wieviele unterschiedliche Signalketten es gibt oder wieviele und welche 

intermediären Komponenten beteiligt sind. 

Anhand des fos Gens versuchte ich, Einblick in den Zusammenhang von 

Signaltransfer und onkogener Transformation zu bekommen. 

Dieses Gen wurde zunächst entdeckt als das transformierende Element des 

Murinen Sarkom Virus PBJ (PBJ-MSV), ein replikationsdefektes Retrovirus, das in 

Mäusen Knochenturnare verursacht (Pinkel et al., 1966; Pinkel et al., 1973; Curran et 

al., 1982; Curran und Teich , 1982). Eine zweite virale Variante des fos Gens (v-fos) 

wurde ebenfalls aus einem murinen Knochentumor isoliert, das PBR-MSV (Curran 

und Verma, 1984). Diese beiden transformierenden v-fos Gene zeigen 
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charakteristische und bedeutsame Unterschiede zu ihrem zellulären, 

nicht-transformierenden Gegenstück, dem c-fos Gen: Neben Änderungen der 

Primärstruktur zeigen die beiden v-fos Gene eine Deletion des karboxyterminalen 

Bereichs und stehen unter der Kontrolle eines starken viralen Promoters, des "Long 

Terminal Repeat" (LTR) des entsprechenden MSV (Van Beveren et al., 1983; Curran 

et al., 1983; Curran et al., 1984). Es konnte gezeigt werden, daß das c-fos Gen ebenfalls 

transformierende Eigenschaften erhält, wenn es ohne sein 3'-Ende unter die 

Kontrolle eines starken Promoters gestellt wird (Miller et al., 1984; Iba et al., 1988). 

Eine Deletion von nur 67 Basenpaaren im 3' -untranslatierten Bereich ist hierfür 

ausreichend (Meijlink et al., 1985). Eine Veränderung der Primärstruktur seines 

Proteins war also nicht nötig. 

Wie bewirkt ein unverändertes fos Protein eine tumorigene 

Transformation von Zellen? Zur Beantwortung dieser Frage muß wohl die 

Funktion dieses Proteins aufgeklärt werden. Es gibt Hinweise darauf, daß dieses Gen 

eine wichtige Rolle sowohl in Wachstums- als auch in Differenzierungsprozessen 

spielt. Seine Expression wird sehr schnell induziert. Innerhalb weniger Minuten 

nach Applikation von zum Teil sehr unterschiedlichen extrazellulären Signalen 

wie z.B. Wachstumsfaktoren (Curran und Morgan, 1985; Greenberg et al., 1985; 

Angel et al., 1985; Conscience et al., 1986), Peptidhormonen wie Thyreotropin 

(Coletta et al., 1986; Tramontano et al., 1986) oder Insulin (Stumpo und Blackshear, 

1986), cAMP (Kruijer et al., 1985; Bravo et al., 1987), Kalzium-Ionophore (Pompidou 

et al., 1987; Curran und Morgan, 1988), Neurotransmitter (Greenberg et al., 1986b; 

Hunt et al., 1987; Morgan et al., 1987), Phorbolester (Greenberg und Ziff, 1984; 

Herrlich et al., 1988) oder UV-Licht (Herrlich et al., 1988) ist fos mRNA 

nachzuweisen. Die Induktion ist transient, nach 2 Stunden ist die fos mRNA Menge 

wieder unter die Nachweisgrenze zurückgekehrt (Greenberg und Ziff, 1984; Curran 

und Morgan, 1985). Diese stringente Kontrolle gilt auch für das fos Protein: seine 

Kinetik entspricht, etwas zeitversetzt, der der fos mRNA (Miller et al., 1985), d.h. 

sowohl mRNA als auch Protein haben eine sehr kurze Halblebenszeit und einen 

entsprechend schnellen Umsatz (Miller et al., 1985; Rechsteiner et al., 1987). Für das 

fos Protein wurde gezeigt, daß es die Expression von Genen regulieren kann: es 

transaktiviert den Kollagen alpha-1(III) Promoter (Setoyama et al., 1986) und ist Teil 

eines Proteinkomplexes, der an das Adipozyten Gen P2 (aP2) bindet (Distel et al., 

1987 ). 
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Eine direkte Beteiligung von fos an Zellteilungsvorgängen implizieren 

Experimente, in denen die fos Expression durch "anti-sense" fos RNA (zu Teilen der 

fos mRNA komplementäre RNA) gehemmt wurde: diese Zellen verloren die 

Fähigkeit zur Proliferation (Holt et al., 1986; Nishikura und Murray, 1987; Holt und 

Nienhuis, 1988). 

Ein erster Hinweis auf differenzierungsspezifische Qualitäten des fos 

Proteins war der Befund, daß es im Fetus und in extraembryonalen Geweben stark 

gewebs- und entwicklungsspezifisch exprimiert wird (Müller et al., 1985b; Mason et 

al., 1985; Adamson, 1987; Dony und Gruss, 1987). Weiterhin korreliert die fos 

Expression mit der Differenzierung bestimmter hämatopoetischer Vorläuferzellen 

(Müller et al., 1984b; Müller et al., 1985a; Adamson, 1987). Das Einbringen eines fos 

Gens in Teratokarzinomzellen induziert deren Differenzierung (Müller und 

Wagner, 1984; Rüther et al., 1985; Müller, 1986). Transgene Mäuse mit einem fos 

Gen unter der Kontrolle des menschlichen Metallothionein Promoters zeigen 

Störungen der Knochenmorphogenese ( Rüther et al., 1987). 

Fos scheint also eine vielseitige Rolle im Zellgeschehen zu übernehmen, 

neueste Befunde implizieren sogar eine Beteiligung dieses Genprodukts an der 

neuronalen Gedächtnisbildung (Hunt et al., 1987; Marx, 1987). 

Im ersten Teil meiner Arbeit beschäftigte ich mich mit den phänotypischen 

Konsequenzen der fos Expression und untersuchte insbesondere, ob eine Reversion 

des fes-transformierten Phänotyps nach Abschalten der fos Expression möglich ist. 

Zu diesem Zweck fusionierte ich verschiedene fos Mutanten mit einem 

hormoninduzierbaren Promoter, sodaß die fos Expression durch Hormongabe oder 

-entzug reguliert werden konnte. Ich konnte zeigen, daß die Induktion eines fos 

Gens mit deletiertem 3'-untranslatierten Ende die Transformation bewirkt, daß 

jedoch nach Abschalten des Gens die Zelle wieder zum Normalzustand revertiert. 

Die Anwesenheit des fos Proteins ist also für die Aufrechterhaltung des 

transformierten Phänotyps notwendig. 

Da man annimmt, daß das 3'-Ende eine Rolle beim Abbau der fos mRNA 

spielt (Treisman, 1985; Verma, 1987), untersuchte ich die Halblebenszeiten von fos 

mRNAs mit unterschiedlichen 3'-Enden. Ich fand, daß die Deletion des 

3' -untranslatierten Bereichs die Halblebenszeiten der entsprechenden mRNA mehr 

als 10fach verlängert. Dies resultiert in einer erhöhten fos Protein Menge. 
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Eine Spezifizierung der Beteiligung von fos Protein an Signaltransferketten 

war Gegenstand des zweiten Teils meiner Arbeit. Da fos durch viele 

unterschiedliche Stimuli induziert werden kann, untersuchte ich, ob bestimmte 

Onkogene, für die eine Beteiligung am Signaltransfer postuliert wurde, dies 

ebenfalls bewirken können. Ich brachte verschiedene (Proto-)Onkogene in Zellen 

ein und untersuchte den Einfluß ihrer Expression auf den fos Promoter. Tatsächlich 

wird das fos Gen durch eine ganze Reihe von (Proto-)Onkoproteinen induziert. Dies 

ist ein direkter Hinweis auf das Zusammenspiel verschiedener 

(Proto-)Onkoproteine im Signaltransfer. 

Wie geht der Signaltransfer nach der Aktivierung des fos Gens weiter? Ein 

Präzedenzfall für die Transaktivierung anderer Gene durch das fos Protein war 

bereits bekannt (Setoyama et al., 1986). Ein weiterer Kandidat war das Kollagenase 

Gen, da es auf die gleichen Induktoren wie fos, allerdings mit einer stark 

verzögerten Kinetik, anspricht (Angel et al., 1987b; Herrlich et al., 1988). Ich brachte 

verschiedene Mutanten des Kollagenase Promoters, die alle mit einem Indikatorgen 

fusioniert worden waren, zusammen mit einem fos exprimierenden Vektor in 

Zellen ein. Es zeigte sich, daß der Kollagenase Promoter durch fos induziert wird 

und daß diese Transaktivierung durch die selbe cis-wirkende 

Nonanukleotidsequenz vermittelt wird wie die Induktion der Kollagenase durch 

TPA. Weiterhin können jene Onkoproteine, die das fos Gen induzieren, ebenfalls 

über die selbe Sequenz den Kollagenase Promoter induzieren. Dies sind starke 

Evidenzen dafür, daß die verschiedenen (Proto-)Onkogene über die Aktivierung 

von fos die Expression des Kollagenase Gens beeinflussen. 

Ist fos eine absolut notwendige Komponente dieses Signaltransfers hin zum 

Kollagenase Promoter? Durch Einbringen von "anti-sense" fos Sequenzen in die 

Zellen wurde die fos Expression spezifisch blockiert. Es zeigte sich, daß dann die 

(Proto-)Onkoprotein- und TP A-induzierte Kollagenase Induktion sehr stark 

vermindert war. Pos ist also ein notwendiger Bestandteil von (einer?) 

Signalkette(n), die über die Proteinkinase C (dem Rezeptor für TPA, Pasti et al., 1986; 

Blumberg, 1988) und verschiedenen Proto-Onkoproteinen schließlich im Kern das 

Kollagenase Gen induzieren. 
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Die Expression des fos Gens ist sehr stringent reguliert (s.o.). Es bestand die 

Vermutung, daß möglicherweise fos selbst an der Regulation seines eigenen 

Promoters beteiligt sein könnte (Mitchell et al., 1985; Sassone-Corsi und Verma, 

1987; Verma, 1987). Ich untersuchte dies, indem ich erstens die fos Protein Synthese, 

in der Zelle durch geeignete Vektoren erhöhte oder zweitens die basale Restmenge 

an endogenem fos Protein durch Einbringen von "anti-sense" fos Konstrukten 

weiter reduzierte und dann die Aktivität des fos Promoters analysierte. Wird die fos 

Protein Menge erhöht, sinkt die Aktivität des fos Promoters ab, wird hingegen die 

endogene fos Protein Menge reduziert, wirkt sich dies stimulierend auf den fos 

Promoter aus. Dies zeigt, daß fos autoregulatorische Eigenschaften besitzt: Das fos 

Protein hemmt die Expression seines eigenen Promoters. 

Im Gesamtzusammenhang mit bisher veröffentlichten Daten ergibt sich aus 

meiner Arbeit folgendes Bild über die Rolle des fos Proteins: Das fos Protein ist ein 

Mediator, der am Ende eines durch biochemisch verschiedene Agonisten initiierten 

Signaltransfers sitzt und durch Transaktivierung anderer Gene die entsprechende 

pleiotrope Zellantwort vermittelt. Für diese Schlüsselrolle ist eine subtile 

Regulation seiner Proteinmenge notwendig. Hierzu trägt wesentlich die Instabilität 

der mRNA und die negative Rückkopplung des Proteins auf den Promoter bei. 

Werden diese Regulationsmechanismen gestört, kann fos durch ein Überangebot 

seines Proteins den transformierten Phänotyp einer Zelle induzieren - sie ist damit 

der adäqaten Kontrolle entzogen und entartet. 
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MATERIALIEN 

1. Chemikalien und Arbeitsmittel 

Acetyl-CoEnzym A 
Acridinorange 
Actinomycin D 
Agarose 
Ammonium peroxodis ulf a t 
Ampicillin 
Chloroquin 
Cycloheximid 
Dexamethason 
Dimethyldichlorsilan 
Di thiotrei tol 
DEAE-Dextran 
Desoxynukleotid-Triphosphate 
DMSO 
Ethanol 
Ethidiumbromid 
Pieoll 
Glyoxal 
G418 
HE PES 
Kanamycinsulfat 
Kieselgel DC Platten 
K-MES 
Lachs-Spermien DNA, Typ III 
Lambda DNA 
Linker DNA 
Lysozym 
Nick Translation Kit 
Nitrozellulose Filter 
N,N' -Methylenbisacrylamid 
Oligo-dT Zellulose 
PEG 
PIPES 
PVP 
SDS 
Sephadex GSO 
TEMED 
TPA 
Tris 
Whatmann 3MM Papier 

Pharmacia, Freiburg 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, Deisenhofen 
Bio-Rad, München 
Sigma, München 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, Deisenhofen 
Fluka, Neu-Ulm 
BRL Inc., Neu-Isenburg 
Pharmacia, Freiburg 
Boehringer, Mannheim 
Fluka, Neu-Ulm 
Ro th, Kar lsruhe 
Sigma, München 
Serva, Beideiberg 
Sigma, Deisenhofen 
Gibco, Karlsruhe 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, München 
Macherey und Nagel, Düren 
Fluka, Neu-Uim 
Sigma, München 
Boehringer, Mannheim 
Biolabs, Schwaibach 
Boehringer, Mannheim 
Amersham Buchler, Braunschweig 
Schleicher und Schüll, Dassei 
Bio-Rad, München 
Collaborative Research, Frankfurt 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, Deisenhofen 
Serva, Beideiberg 
Bio-Rad, München 
Bio-Rad, München 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, Deisenhofen 
Bender und Bobein, Karisruhe 
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Restriktionsenzyme sowie DNA- und RNA-modifizierende Enzyme 
wurden von Boehringer, Mannheim; BRL Inc., Neu-Isenburg; Genofit, 
Beideiberg und Biolabs, Schwalbach, bezogen. 
Alle Chemikalien zur Transformation von Bakterien wurden von Fluka, 
Neu-Ulm, die Trockenmedien für die Kultur von Bakterien von Difco Lab., 
Detroit, die Trockenmedien für die Kultur eukaryontischer Zellen von Gibco, 
Karlsruhe, bezogen. 
Alle Plastik-Zellkulturartikel wurden von Nunc (über Gibco, Europe, 
Karlsruhe) bezogen. 
Die radioaktiv markierten Substanzen wurden von Amersham Buchler, 
Braunschweig, bezogen. 

2. Zellen 

NIH3T3 

F9 

GM637 

HeLa tk-

NFB München 

E.coli K12 RRI 

murine Fibroblasten, entsprechen den 3T3 Zellen der 
American Type Culture Collection; 
erhalten von P. Gruss, Heidelberg. 

murine embryonale Teratokarzinomzellen; 
erhalten von E. Wagner, Heidelberg. 

mit Simian Virus (SV40) transformierte humane 
Hautfibroblas ten; 
erhalten von J.E. Cleaver, San Franzisko. 

humane Zervix-Karzinomzellen mit Defizienz im 
Thymidin-Kinase Gen; 
erhalten von Y. Chi-Cheng, Durham. 

primäre humane Hautfibroblasten; 
erhalten von K. Sperling, Berlin. 

(F-, hsd S20, ara-14, pro A2, lac Y1, gal K2, mtl-1, 

sup E44, M 15, 'A,- ); 

erhalten von U. Rüther, Heidelberg. 
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3. Kulturmedien 

a.) Kulturmedium für NIH 3T3, F9, GM637 und NFB München 

Dulbecco's Modified Essential Medium (DMEM) 
10% Fötales Kälberserum (FCS) 
Penicillin (100 E/ml) 
Streptomycin (100 ug/ml) 

b.) Kulturmedium für HeLa tk-

Earle's Minimal Essential Medium 
10% FCS 
Penicillin (100 E/ml) 
Streptomycin (100 ug/ml) 

c.) Kulturmedium für Bakterien: L-Broth 

1 % Bactotrypton 
0,5 % Hefeextrakt 
0,5% NaCl 

d.) Kulturmedien für Bakterien-Transformation 

SOB- Medium 
2 % Bactotrypton 
0,5% Hefeextrakt 
10mMNaCl 
2,5mMKCI 
10mMMgCl2 

lOmMMgS04 

SOC- Medium 
SOB + 20 mM Glukose 

e.) Antibiotika zur Bakterien-Selektion 

Ampicillin (50 mg/ml) 
Kanamycin (50 mg/ml) 
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METHODEN 

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Arbeitsprotokolle den 
Methodensammlungen von Maniatis et al. (1982) und Davis et al. (1986) 
entnommen. 

I. Allgemeine Arbeitsmethoden 

1. Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 

Die Konzentration von Nukleinsäuren in einer wäßrigen Lösung wurde durch 
Messen ihrer optischen Dichte (OD) bei 260 und 280 nm bestimmt. Eine OD26o=1 

entspricht 50 ug/ml doppelsträngiger DNA oder 40 ug/ml RNA oder 20 ug/ml von 
Oligonukleotiden. Ein Maß für die Verunreinigung der Lösung ist die OD230, sie 

sollte höchstens 70% der OD260 betragen. 

2. Extraktion von Nukleinsäuren 

Zur Trennung der Nukleinsäuren von Proteinen wurde eine Phenol/Chloroform 
Extraktion durchgeführt. Zu einem Volumen nukleinsäurehaltiger Lösung wurde 
das gleiche Volumen Phenol (gesättigt mit 10 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA) 
und das gleiche Volumen eines Gemisches aus Chloroform und Isoamylalkohol 
(24:1) zugegeben, kräftig gemischt und zur Phasentrennung eine Minute 
zentrifugiert. Die wässrige Oberphase wurde noch zweimal mit gleichem Volumen 
Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert. 

3. Fällung von Nukleinsäuren 

Die nukleinsäurehaltige Lösung wurde mit Natrium-Acetat (NaAc, pH 4,8) auf eine 
Endkonzentration von 0,2 M gebracht und mit dem 2,5fachen Volumen Ethanol 
gemischt. Nach 30minütiger Inkubation in -80° C oder über Nacht in -20° C wurde 
das Präzipitat für 20 Min. bei 8700xg abzentrifugiert, mit 80 % Ethanol gewaschen, 
nochmals abzentrifugiert und unter Vakuum getrocknet. Anschließend wurde die 
Nukleinsäure in H20 aufgenommen. 

II. DNA Klonierungstechniken 

1. Fragmentierung mit Restriktionsendonukleasen 

Eine Einheit einer Restriktionsendonuklease ist definiert als die Menge Enzym, die 1 
ug Lambda Phagen DNA in einer Stunde vollständig fragmentiert. In der Regel 
wurde ein 2,5facher Überschuß an Enzym verwendet und die vom Hersteller für 
jede Restriktionsendonuklease individuell empfohlenen Puffer- und Reaktions
bedingungen eingehalten. 
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2. Auffüllen von 5'-überhängenden Enden ("fill in") 

Pro 100 pmol 5'-Enden wurde 1 Einheit DNA Polymerase I (Klenow Fragment) 
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte in 7 mM Tris, pH 7,5; 7 mM MgS04; 50 mM NaCl; 

1 mM DTT und 2mM dNTPs für 30 Min. bei 22° C. Anschließend wurde die DNA 
durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion gereinigt und mit Ethanol 
gefällt. 

3. Entfernung endständiger Phosphatgruppen 

a) von 5'-Überhängen 
Pro 100 pmol DNA-Enden wurde 1 Einheit alkalische Phosphatase aus Kälberdarm 
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte in 50 mM Tris, pH 9; 1 mM MgCl2; 0,1 mM ZnCl2 

und 1 mM Spermidin für 30 Min. in 37° C. Danach wurde erneut Enzym zugegeben 
und weitere 30 Min. in 37° C inkubiert. 
b) von 3'-Überhängen und stumpfen Enden ("blunt ends") 
Diese Dephosphorylierung erfolgte unter sonst gleichbleibenden Bedingungen 15 
Min. bei 37° C, gefolgt von 15 Min. bei 56° C. Nach erneuter Enzymzugabe wurde 
dies nochmals wiederholt. 
Anschließend wurde das Enzym durch 10minütiges Erhitzen auf 68° C inaktiviert, 
durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion entfernt und die DNA mit 
Ethanol gefällt. 

4. Elektr~phoretische Auftrennung von DN A-Fragmenten 

a) Agarose Gel (für DNA Fragmente >0,5 kb) 
Abhängig von der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente wurde eine Agarose
Konzentration von 0,8- 2 %gewählt. Die Agarose (Typ II) wurde in 50 ml Laufpuffer 
TAE (40 mM Tris; 5 mM NaAc; 1 mM EDTA; pH 7,7) durch Erhitzen gelöst, 0,3 
ug/ml Ethidiumbromid hinzugefügt und in eine Kammer (7,5 x 13,5 cm) gegossen. 
Mit Hilfe eines Kammes wurden Taschen zum Auftrag der Proben ausgespart. Nach 
Erkalten wurde das Gel mit Laufpuffer überschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 
Probenpuffer (10 % Glycerol; 10 mM EDTA; 0,1 % SDS; 0,02 % Bromphenolblau) in 
die Taschen unterschichtet und bei 100 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. Über 
einem UV-Lichtkasten (320 nm) waren die Fragmente sichtbar und wurden 
fotographiert. 

b) Acrylamid Gel (für S1 - Kartierung, vgl. IV,7) 
Die bei der S1 - Kartierung entstehenden DNA Fragmente von i.d.R. <0,3 kb wurden 
auf einem denaturierenden Acrylamid-Harnstoff-Gel aufgetrennt. Eine Gellösung, 
bestehend aus 6 % Acrylamid (19 Teile Acrylamid, 1 Teil N,N' -Methylen-bisacryl
amid), 8 M Harnstoff in TBE (90 mM Tris, pH 8,3; 90 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA) 
wurde nach Zugabe von 0,05 % TEMED und 0,1 % APS zwischen zwei durch 
Abstandshalter getrennte Glasplatten gegossen. Die Glasplatten waren zuvor mit 
Ethanol abgerieben und mit 2 ml 5 % Dimethyl-dichlorsilan in CCl4 silikonisiert 

worden. Nach einem Vorlauf des Gels von 30 Min. bei 1000 Volt wurden die Proben 
aufgetragen und bei 1000 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. Laufpuffer war TBE. 
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde eine Glasplatte entfernt und das Gel in 
10 % Essigsäure/10 % Methanol für 10 Min. fixiert, auf ein Whatmann 3MM 
Filterpapier transferiert, getrocknet und mit einem Kodak X-AR Film unter Verwen
dung einer Verstärkerfolie bei -80° C autoradiographiert. 
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5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Fragmente wurde das Agarose-Gel direkt 
vor der zu isolierenden DNA-Bande mit einem Skalpell eingeschnitten und ein 
Streifen DEAE-Zellulose eingesetzt. Danach wurde die Elektrophorese fortgesetzt 
und die DNA von dem Papier gebunden. Das Papier wurde anschließend in 1,5 M 
NaCl zerstampft und die DNA durch Inkubation für 15 Min. bei 65° C eluiert. Durch 
Zentrifugation über eine Quarzsand-Säule (am Boden durchstochenes 
Eppendorfgefäß mit 2-3 mm Quarzsand) wurde die DNA von den Papierresten 
abgetrennt und mit Ethanol gefällt. 

6. Ligation von DNA-Fragmenten 

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem molaren Verhältnis von 1 : 1 
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte in 20 ul Reaktionsvolumen (50 mM Tris, pH7,4; 
10 mM MgCl2; 10 mM DTT; 1 mM Spermidin; 1 mM ATP; 100 ug/ml BSA) mit 0,1 

Einheiten T4 DNA Ligase pro pmol Enden bei 15° C über Nacht. 
Zur Ligation von Linkern (Verbindungsmolekülen) an DNA Enden wurde 1 ug 
Plasmid-Fragment mit 200 ng Linker DNA in 70 mM Tris, pH 7,5; 7 mM MgC12; 

1mM ATP und einer Einheit T4 DNA Ligase bei 15° C über Nacht inkubiert. 

7. Transformation von Bakterien 

Bakterien des Stammes E. coli K12 RRI (Bolivar et al., 1977) wurden mit Plasmiden 
entsprechend der Methode von Hanahan (1983) transformiert. 
10 ml SOB- Medium wurde mit einer Einzelkolonie RRI angeimpft und über Nacht 
in 37° C unter starkem Schütteln inkubiert. Am nächsten Tag wurden 0,1 ml 
entnommen und mit 50 ml frischem SOB verdünnt. Diese Kultur wurde bis zu 
einer OD550 von 0,45 - 0,55 wachsen gelassen. Dann wurden die Bakterien in 

Portionen zu je 10 ml bei 4° C mit 670xg für 10 Min. abzentrifugiert. Das Sediment 
wurde in 3,3 ml TFB (10 mM K-MES, pH 6,2; 100 mM RbCl; 45 mM MnC12; 10 mM 

CaCl2; 3 mM Hexamin-CoC13) resuspendiert und 10- 15 Min. auf Eis gekühlt. Nach 

erneutem Abzentrifugieren und Resuspendieren in 0,8 ml TFB wurde die 
Suspension weiterhin auf Eis inkubiert und in 5 minütigen Abständen 28 ul DMSO, 
28 ul DTT (2,25 M) und nochmals 28 ul DMSO zugesetzt. 

210 ul dieser nun transformationskompetenten Bakterien wurden mit 1 - 5 ul eines 
Ligationsansatzes (50- 200 ng DNA) oder 1 - 2 ng eines reinen Plasmids für 30 Min. 
auf Eis inkubiert. Anschließend folgte für 90 Sekunden eine Erwärmung auf 42° C 
(Wasserbad) und eine weitere Abkühlung auf Eis für mindestens 1 Min. Dann 
wurden 0,8 ml SOC zugegeben und der Transformationsansatz für 1 Stunde im 
Schüttelwas~:erbad bei 37° C inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml SOC wurden die 
Bakterien 5 Min. bei Raumtemperatur mit 670xg abzentrifugiert, in 0,2 ml SOB 
resuspendiert, auf entsprechenden antibiotikahaltigen Agarplatten ausgestrichen 
und über Nacht bei 37° C inkubiert. 

8. Präparation kleiner Mengen Plasmid DNA ("mini prep") 

Einzelkolonien transformierter Bakterien wurden mit einem Glasstäbchen gepickt 
und in 1,5 ml Selektionsmedium über Nacht bei 37° C geschüttelt. Diese Übernacht
kulturwurde 5 Min. mit 8800xg abzentrifugiert, das Bakteriensediment in 100 ul 
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Lysozymlösung (2 mg/ml Lysozym; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris; pH 
8,0) resuspendiert und 30 Min. auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 200 ul 
alkalische SDS- Lösung (0,2 M NaOH; 1 % SDS) zugegeben, 5 Min. auf Eis inkubiert, 
150 ul Natriumacetat (3M, pH 4,8) hinzugefügt und 1 Stunde auf Eis stehen gelassen. 
Nach 10minütiger Zentrifugation mit 8800xg wurde das Sediment ~.it einem 
Zahnstocher oder einer Pipettenspitze herausgezogen und verworfen, der Uberstand 
mit 1 ml eiskaltem Ethanol versetzt und 30 Min. bei -80° C inkubiert. Die 
präzipitierte DNA wurde 10 Min. bei 8800xg abzentrifugiert, unter Vakuum 
getrocknet und in 30 ul H20 resuspendiert. 

9. Präparation großer Mengen Plasmid DNA ("large scale prep") 

200 ml einer Bakteriensuspension wurden 10 Min. bei 4° C mit 6000xg 
abzentrifugiert, in 10 ml Lysozymlösung (siehe 8.) resuspendiert und 30 Min. auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurden 20 ml alkalische SDS - Lösung (siehe 8.) zugegeben, 
sehr sanft gemischt, nach weiteren 5 Min. 15 ml Natriumacetat (3M, pH 4,8) 
hinzugefügt und diese Suspension für 1 Stunde auf Eis inkubiert. Die Zellfragmente 
sowie die hochmolekulare DNA wurden durch 20minütiges Zentrifugieren mit 
10800xg pelletiert, der Überstand mit 100 ml eiskaltem Ethanol versetzt und 30 Min. 
bei -80° C inkubiert. Die ausgefallene Plasmid DNA wurde 20 Min. mit 10800xg 
abzentrifugiert, in 8 ml 50 mM Tris, pH 8,0; 100 mM Natriumacetat resuspendiert, 
nochmals durch Zugabe von 20 ml Ethanol und 30minütiger Inkubation bei -20° C 
präzipitiert und mit 8000xg abzentrifugiert. Nach Trocknen im Vakuum wurde der 
Niederschlag in 4 ml TE (50 mM Tris, pH 8,0; 1mM EDTA) resuspendiert. 
Anschließend wurden darin 4,1 g CsCl gelöst und dann 300 ul Ethidiumbromid
lösung (10 mg/ml) zugegeben. 

Diese Lösung wurde in einem Beckmann Vertikalrotor Typ 65 für 16 Stunden mit 55 
000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Durch das CsCl bildete sich ein 
Dichtegradient aus, in dem die Plasmid DNA von verbliebenen Resten entsprechend 
ihrer verschiedenen Auftriebskräfte getrennt wurde. Die plasmidhaltige Bande 
wurde mit einer Spritze abgezogen, mit frischer CsCl/Ethidiumbromid - Lösung 
aufgefüllt und nochmals für 6 Stunden unter den gleichen Bedingungen 
zentrifugiert. Die abgezogene plasmidhaltige Bande (ca. 1,5 ml) wurde mehrmals mit 
H20 - gesättigtem Butanol extrahiert, bis die rote Färbung (Ethidiumbromid) 

vollständig verschwunden war (2- 4 mal). Dann wurde H20 auf 5 ml zugefügt und 

die Plasmid DNA durch Zugabe von 12,5 ml Ethanol und Inkubation für 1 Stunde 
bei -80° C (oder -20° C über Nacht) präzipitiert. Nach Zentrifugation bei 8000xg, 
Waschen mit 80 % Ethanol, erneuter Zentrifugation und Trocknen im Vakuum 
wurde die Plasmid DNA in 0,3 - 1,0 ml H20 resuspendiert. 

10. Einfrieren und Auftauen von Bakterien 

1,8 ml einer frischgewachsenen Bakterienkultur wurde in Polypropylen - Einfrier
röhrchen mit 0,2 ml DMSO gemischt, 30 Min. auf Eis inkubiert und dann bei -80° C 
gelagert. 
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Zum Ansetzen einer neuen Kultur wurde die tiefgefrorene Bakteriensuspension 
nur leicht angetaut, die geschmolzenen äußeren Schichten dem Röhrchen 
entnommen und in entsprechendem Medium inkubiert. Der gefrorene Rest wurde 
sofort wieder in -80° C verbracht. 

III. Zellkultur 

1. Trypsin- Behandlung von Zellen 

Alle Zellinien wurden kurz vor Erreichen der Konfluenz subkultiviert (Lindl und 
Bauer, 1987). Das Medium wurde abgesaugt, die Zellschicht einmal mit PBS (0,14 M 
NaCl; 2,7 mM KCl; 0,7 mM CaC12; 0,6 mM MgC12; 6,5 mM Na2HP04; 1,5 mM 

KH2P04) nachgespült und dann 1 ml 0,05 % (NFB München Zellen 0,25 %) Trypsin

lösung pro 10 cm - Petrischale zugegeben. Das Trypsin wurde durch leichtes 
Schwenken auf der Platte verteilt, sofort wieder abgesaugt und die Zellen für 3 - 5 
Min. (NFB München Zellen 8 Min.) bei 37° C inkubiert. Danach wurden die Zellen 
in 6 ml Medium suspendiert und 106 pro Schale neu ausgesät. Die Kultivierung 
aller Zellen erfolgte in 37° C bei 5,5 % C02. 

2. Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen tiefgefroren (Lindl und Bauer, 1987). 
Exponentiell wachsende Zellen (ca. 80 % konfluent) wurden von der Kulturschale 
abtrypsiniert, in 6 ml Medium bei 800xg für 4 Min. abzentrifugiert und in 1,8 ml FCS 
resuspendiert. Nach Zugabe von 0,2 ml DMSO wurden die Zellen 30 Min. auf Eis 
und mindesten 24 Stunden in -80° C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in 
flüssigen Stickstoff überführt. 

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem flüssigen Stickstoff entnommen, in 
einem 37° C Wasserbad aufgetaut und mit 8 ml Medium in einer Kulturschale 
angesetzt. Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt. 

3. Stabile Transfektion 

Stabile Transfektionen wurden mit einer modifizierten Form der Calciumphosphat
präzipitationsmethode durchgeführt (Graham und van der Eb, 1973; Wigler et al., 
1977; Gorman, 1985). Diese Methode beruht darauf, daß die zu transfizierende DNA 
zusammen mit Calciumphosphat ausfällt und in dieser Form von den Zellen 
aufgenommen werden kann. Der genaue Mechanismus der Aufnahme ist 
unbekannt; persistierende toxische Effekte der hohen Calcium Konzentration 
wurden nicht beobachtet. Der Vorteil dieser Methode ist die hohe Effizienz, mit der 
DNA von Zellen aufgenommen wird. In vielen beschriebenen Experimenten, auch 
in den hier durchgeführten, zeigte es sich, daß transfizierte Gene oder 
Promoter-Bereiche in ähnlicher Weise funktionieren und den gleichen 
Regulationsmechanismen unterliegen wie das bereits vorhandene, endogene Gen. 
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Am Tag vor der Transfektion wurden 106 Zellen je 10 cm- Petrischale ausgesät. Zur 
Transfektion wurden pro Schale 10 ug DNA eingesetzt: 9 ug zerkleinerte, 
denaturierte DNA aus Lachs - Spermien als Träger DNA, 1ug des ausgewählten 
Plasmids und 0,1 ug pSV2neo (Southern und Berg, 1982), ein Plasmid, das das Enzym 
Aminoglykosid 3'-Phosphotransferase exprimiert und dadurch die Selektion 
transfizierter Zellen in G418 - haitigern Medium ( Jiminez und Davies, 1980) 
ermöglicht. Durch den 10fachen Überschuß von ausgewähltem Plasmid ist die 
Wahrscheinlichkeit groß, daß jeder selektionierte Zellklon neben pSV2neo auch das 
andere Plasmid enthält (Co - Transfektion). 

Die DNA wurde mit 2,5 M CaCI2 (Endkonzentration 125 mM) zu einem Volumen 

von 250 ul gemischt, tropfenweise zu 250 ul 2 x HBS (je 100 ml: 1,6 g NaCl; 0,074 g 
KCl; 0,025 g Na2HP04 x 2 H20; 0,2 g Glukose; 1,0 g HEPES; pH 7,1;) gegeben und 

durch sanftes Schütteln langsam gemischt. Während 30 Min. bei Raumtemperatur 
bildete sich das Präzipitat aus Calciumphosphat und DNA. 

Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt, diese einmal mit PBS (siehe 2.) 
gewaschen und dann 500 ul Präzipitat direkt auf die Zellen gegeben. Unter 
gelegentlichem leichten Schwenken blieben die Platten 30 Min. bei Raumtemperatur 
stehen. Dann wurde der Transfektionsmix abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und mit frischem Medium kultiviert. 40 - 48 Stunden nach der 
Transfektion wurden die Zellen trypsiniert, auf 5 Petrischalen verteilt und in G418 -
haitigern Medium (700 ug/ml) selektioniert. Nach 10 - 14 Tagen hatten die G418 -
resistenten Zellen vereinzelte Kolonien gebildet. Diese Klone wurden mit Hilfe 
kleiner Metallzylinder getrennt voneinander abtrypsiniert und in Medium mit 300 
ug/ml G418 weiter propagiert. 

4. Kultur in Weichagar(ose) 

Zur Kultur von Zellen in Weichagar wurde eine modifizierte Methode nach Lindl 
und Bauer (1987) benutzt. Multischalen mit 6 Vertiefungen (je 3,5 cm Durchmesser) 
wurden mit je 2 ml 0,7% Grundagar (für 50 ml: 25ml 1,4% Agar; 19,5ml 2 x DMEM; 
5 ml FCS; 0,5 ml Penicillin/Streptomycin) beschichtet. Die Zellen wurden trypsiniert 
und auf 103, 104 und 105 pro ml in 2 x DMEM (incl. 10 % FCS; 1 % 
Penicillin/Streptomycin) verdünnt. Je 1 ml der verschiedenen Zellkonzentrationen 
wurde mit 1 ml 0,7 % Agar (Endkonz. 0,35 %) gemischt und über den erhärteten 
Grundagar geschichtet. Alle 5 Tage (bei intensivem Wachstum auch öfter) wurde 0,5 
ml Medium ohne Agar überschichtet und entsprechend gewechselt. Nach 18 - 24 
Tagen wurden die Kolonien gezählt. 

Bei Versuchen mit Hormoninduktion enthielt die Hälfte der Ansätze 10-6 M Dexa
methason (Stammlösung 1o-3 M in 70 % Ethanol). Für die Kultur der Zellen in 
Weichagarose wurde statt Agar Agarose mit einer Elektroendoosmose <0,15 
verwendet. 

5. Transiente Transfektion 

a) von NIH 3T3, F9, GM 637 und NFB München Zellen 
(Graham und van der Eb, 1973; Wigler et al., 1979; Spandidos und Wilkie, 1984). 

106 Zellen wurden pro 10 cm - Petrischale ausgesät und 24 Stunden später mit der 
Calciumphosphatpräzipitationsmethode (s. Anm. bei 3.) transfiziert. 10 ug DNA 
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wurden mit 250 ul 2 x HBS (siehe 3.) gemischt, das Volumen mit H20 auf 475 ul 

ergänzt und mit 25 ul 2,5 M CaCl unterschichtet Durch zeitweises sehr sanftes 
Bewegen wurden die beiden Schichten innerhalb von 30 Min. sehr langsam 
miteinander vermischt. Erst nach diesem Zeitraum bildeten sich keine Schlieren 
mehr und die Vermischung war vollständig. Das gebildete Präzipitat wurde direkt 
ins Medium pipettiert und wirkte für 14 - 20 Stunden auf die Zellen ein (NFB 
München Zellen 6 - 8 Stunden). Nach dieser Zeit wurde das Medium abgesaugt, 
einmal mit PBS (siehe 1.) gewaschen und neues Medium zugegeben. NFB München 
Zellen erhielten zuvor noch einen Glycerol - Schock: das Medium wurde abgesaugt, 
zweimal mit PBS gewaschen und die Zellen dann 2 Min. mit 15 % Glycerol in PBS 
inkubiert. Dies sollte die DNA - Aufnahme verbessern. Nach zweimaligem 
Waschen mit PBS wurde neues Medium hinzugefügt und die Zellen weiter 
kultiviert. 

b) von He La tk- Zellen 
(Luthmann und Magnusson, 1983; Kawai und Nishizaku, 1984; Spandidos und 
Wilkie, 1984) 

24 Stunden vor der Transfektion wurden 106 Zellen pro 10 cm- Petrischale ausgesät. 
Zur Transfektion wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit TBS (25 mM 
Tris, pH 7,4; 137 mM NaCl; 5 mM KCl; 0,7 mM CaCl2; 0,5 mM MgCl2; 0,6 mM 

Na2HP04) gewaschen und 1 ml Transfektionslösung (10 ug Plasmid und 500 ug 

DEAE-Dextran in TBS) in die Petrischale gegeben. Die Inkubation erfolgte unter 
gelegentlichem Schwenken für 30 Min. bei Raumtemperatur. Anschließend wurde 
die Transfektionslösung abgesaugt, zweimal mit TBS gewaschen und die Zellen für 
6 - 10 Stunden in Earle's Medium mit 0,1 mM Chloroquin-diphosphat inkubiert. 

Nach neuerlichem Waschen mit PBS wurden die Zellen in frischem Earle's 
Medium kultiviert. 

Bei allen transienten Transfektionen wurden die Zellen 30 - 60 Stunden nach 
Transfektion geerntet. 

6. Protein Präparation 

Zur Isolierung der Proteine aus transient transEizierten Zellen (Luthman und 
Magnusson, 1983; Kawai und Nishizaku, 1984) wurde das Medium abgegossen, die 
Schalen zweimal mit PBS (siehe 1.) gewaschen, dann die Zellen in 1 ml TBS (siehe 
5.) mit einem Gummispatel abgeschabt. Die Zellsuspension wurde in ein 
Eppendorfgefäß überführt, 5 Min. zentrifugiert und die Zellen nach dem 
Resuspendieren in 100 ul 0,25 M Tris, pH 7,8 durch dreimaliges Einfrieren und 
Auftauen (Methanol-Trockeneis Bad und 37° C Wasserbad) aufgebrochen. Die 
~xtrakte wurden 10 Min. mit 8700xg zentrifugiert, die Proteinkonzentration im 
Uberstand nach der Methode von Lowry (1951) bestimmt und dann entweder sofort 
für den CAT- Assay (siehe IV,8) benutzt oder bei -80° C tiefgefroren aufbewahrt. 

7. DNA Präparation 

Das Medium einer konfluent bewachsenen Petrischale wurde abgegossen und die 
Zellen zweimal mit eiskaltem PBS (siehe 1.) gewaschen. Mit Hilfe eines 
Gummispatels wurden die Zellen in 10 ml eiskaltem PBS abgeschabt, in ein 15 ml 
Corexröhrchen überführt und 5 Min. mit 4000xg bei 4° C abzentrifugiert. Die Zellen 
wurden in 5 ml Kernpuffer (0,3 M Sucrose; 10 mM NaCl; 1,5 mM Mg-Acetat; 10 mM 
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Tris, pH 8,0; 0,1 % Nonidet P- 40; 1 mM DTT) resuspendiert und in einem Dounce
Homogenisator durch 5 langsame Stöße mit dem Pistill aufgeschlossen. Die so 
freigesetzten Zellkerne wurden 5 Min. mit 4000xg bei 4° C abzentrifugiert, noch 
zweimal mit je 5 ml Kernpuffer gewaschen und in 10 ml TNE (10 mM Tris, pH 8,0; 
100 mM NaCl; 1 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert. Zur Freisetzung der DNA wurde 
SDS (Endkonzentration 0,5 %) und Proteinase K (Endkonzentration 100 ug/ml) 
zugegeben und unter leichtem Schütteln in einem 37° C Wasserbad für 4 Stunden 
inkubiert. Danach wurde mehrmals mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 
extrahiert, die DNA mit Ethanol ausgefällt, mit 80 % Ethanol gewaschen, im 
Vakuum getrocknet und in 100 ul H20 resuspendiert. 

8. RNA Präparation 

Diese Methode nach einem Protokoll von Erwin Wagner, EMBL, Heidelberg, diente 
zur Isolierung der poly A - haltigen (poly(A)+) RNA. 
Drei 10 cm Petrischalen oder eine 15 cm Petrischale, jeweils nahezu konfluent 
bewachsen, wurden nach Abgießen des Mediums zweimal mit eiskaltem PBS (siehe 
1.) gewaschen, die Zellen mit einem Gummispatel in 10 ml STE (100 mM NaCl; 20 
mM Tris, pH 7,4; 10 mM EDTA) abgeschabt und mit SDS (Endkonzentration 0,5 %) 
und Proteinase K (Endkonzentration 300 ug/ml) versetzt. Zur Zerkleinerung der 
hochmolekularen DNA wurde das Gemisch 30 Sek. mit einem Ultra - Turrax 
Messerhomogenisator homogenisiert und dann für 40 Min. in einem 37° C Wasser
bad inkubiert. Nach Zugabe von NaCl auf 0,5 Mund 50 mg Oligo- dT Zellulose (Typ 
VII) in 2 ml HSB (0,4 M NaCl; 20 mM Tris, pH 7,4; 10 mM EDTA; 0,2% SDS) wurde 
die Suspension über Nacht bei Raumptemperatur auf einem Roto - Tork gemischt. 
Während dieser Zeit sollte die poly(A)+ RNA an die Oligo- dT Zellulose binden. 

Danach wurde die Zellulose dreimal bei 3000xg für 2 Min. zentrifugiert und jeweils 
in HSB gewaschen. Nach einem abschließenden Resuspendieren und Abzentrifugie
ren in Wasch - Puffer (100 mM NaCl; 10 mM Tris, pH 7,4; 1mM EDTA; 0,2 % SDS) 
wurde die poly(A)+ RNA viermal mit 1 ml H20 eluiert. 300 ul dieses Eluats wurden 

für die Bestimmung der RNA Konzentration verwendet, der Rest wurde mit 3 M 
Na-Acetat (pH 4,8) auf eine Endkonzentration von 0,2 M gebracht und mit Ethanol 
bei -20° C über Nacht ausgefällt. Nach 30 minütigem Zentrifugieren mit 10 OOOxg bei 
4° C und Trocknen im Vakuum wurde die RNA zu einer Konzentration von 1 
ug/ul in H 2o gelöst und in -80° C aufbewahrt. 

IV. Analytische Methoden 

1. DNA - Transfer auf Nitrozellulose ("Southern Blot") 

Nach Southern (1975). Je 10 ug genornisehe DNA wurde mit einer Restriktionsendo
nuklease vollständig fragmentiert und auf einem 0,8 % Agarosegel in TAE (siehe I,4) 
bei einer Spannung von 40 Volt für 15 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. 
Anschließend wurde es mit Ethidiumbromid (1 ug/ml) gefärbt und die DNA im UV 
Licht fotografiert. Nach Denaturieren für 40 Min. in 250 ml 1M NaOH und Neutrali
sieren durch Zugabe von 250 ml 1 M HCL; 1 M Tris für 60 Min. wurde das Gel 20 
Min. in 10 x SSC (1,5 M NaCl; 0,15 M Na-Citrat; pH 6,5) äquilibriert. 
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Dann erfolgte der "Blot": Ein auf Gelgröße zurechtgeschnittener Nitrozellulosefilter 
wurde durch je 5 minütiges Inkubieren in H20, 6 x SSC und 10 x SSC vorbereitet. In 

einer Plastikwanne mit 10 x SSC als Laufmittel wurde ein Schwamm, 3 mit 10 x SSC 
getränkte Blatt 3MM Papier, das Agarosegel, der Nitrozellulosefilter, nochmals 3 mit 
10 x SSC getränkte Blatt 3MM Papier und schließlich ein Pack Papierhandtücher 
übereinander gestapelt. Obenauf kam zur Beschwerung eine Glasplatte und eine 
volle Halbliterflasche. Durch das nach oben in die Papierhandtücher gesaugte 
Laufmittel sollte die DNA aus dem Gel auf die Nitrozellulose transferiert werden. 
Der Transfer war nach 12- 16 Stunden abgeschlossen. Der Nitrozellulosefilter wurde 
dann 10 Min. in 6 x SSC; 0,05 % SDS gewaschen, kurz luftgetrocknet, bei 80° C im 
Vakuum gebacken und zur Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde in Folie 
ein geschweißt. 

2. RNA - Transfer auf Nitrozellulose ("Northern Blot") 

Nach McMaster und Carmichael (1977) sowie Thomas (1980). 5 ug poly(A)+ RNA in 
5 ul H20 wurden mit 15 ul Denaturierungspuffer (10 mM Na2HP04/NaH2P04, pH 

6,85; 50 % DMSO; 20% deionisiertes Glyoxal) gemischt, für 5 Min. auf 50° Cerwärmt 
und nach Abkühlung bei Raumtemperatur mit 5 ul Ladepuffer (50 % Glycerol; 10 
mM Na2P04/NaH2P04, pH 6,85; 0,1 % Bromphenolblau) versetzt. Die RNA wurde 

auf einem vertikalen 1 % Agarosegel, das mit einem 10 % Acrylamid-Kissen 
abgedichtet war, mit PB (10 mM Na2HP04/NaH2P04, pH 6,85) als Laufpuffer bei 100 

Volt für 3 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurde das Gel zur 
Anfärbung der RNA für 15 Min. bei Raumtemperatur mit 300 ug/ml Acridinorange 
in BP inkubiert, dreimal je 15 - 30 Min. mit PB entfärbt und im UV Licht fotografiert. 

Der Transfer der RNA auf Nitrozellulosefilter erfolgte wie unter 1. für den 
"Southern Blot" beschrieben. Der Filter wurde vor dem Backen in 20 x SSC 
gewaschen. 

3. Radioaktive Markierung von DNA Fragmenten ("Nick Translation") 

Es wurde der "Nick Translation Kit" der Firma Amersham benutzt. Zu 250 ug 
Plasmid DNA in 10 ul H 20 wurden 2,5 ul alpha-32P-dCTP (spezifische Aktivität 3000 

Ci/mmol; 10 mCi/ml), 5 ul Lösung I (je 100 uM dATP, dGTP und dTTP in Tris-HCl, 
pH 7,5; MgC12; ß-Mercapto-Ethanol) und 2,5 ul Lösung II (2,5 U DNA Polymerase I; 

100 pg DNase I) gegeben und 2,5- 3 Stunden bei 15° C inkubiert. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von 20 ul Stop - Lösung (100 mM NaCl; 10 mM Tris, pH 7,5; 10 mM 
EDTA; 0,8 % SDS; 20 ug zerkleinerte, denaturierte Lachsspermien DNA) beendet, das 
Volumen mit TE (10mM Tris, pH 8,0; 1mM EDTA) auf 100 ul gebracht und die nicht 
inkorporierten Nukleotide durch Säulen- zentrifugation abgetrennt. 

Hierfür wurde ein am Boden durchstochenes Eppendorfgefäß mit Quarzsand 2 - 3 
mm hoch angefüllt, mit Sephadex G50 in TE überschichtet und bei 3000xg für 2 Min. 
zentrifugiert. Nach Durchzentrifugieren von 150 ug zerkleinerter, denaturierter 
Lachsspermien DNA, gefolgt von 300 ul TE, wurde die Eppendorf - Säule auf ein 
anderes Eppendorfgefäß gesetzt, die nick - translatierte Probe aufgetragen und 
durchzentrifugiert. Die einzelnen Nukleotide verblieben in der Säule, vom 
Durchlauf mit der markierten Plasmid DNA wurde 1 ul zur Bestimmung der 
spezifischen Aktivität benutzt. Durch Cerenkov - Zählung ergaben sich im 
Durchschnitt 108 cpm/ug DNA. 
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4. Radioaktive 5'-Endmarkierung von DNA Fragmenten 

Zur Markierung von 1 pmol dephosphorylierter 5'-Enden wurde die DNA mit 10 U 
T 4 Polynukleotidkinase und 50 uCi gamma-32P-dATP (spezifische Aktivität 5000 
Ci/mmol; 10 mCi/ml) in 50 mM Tris, pH 7,6; 10 mM MgCl2; 5 mM DTT; 0,1 mM 

Spermidin und 0,1 mM EDTA in einem Volumen von 20 ul für 30 Min. bei 37° C 
inkubiert. Nicht inkorporierte Nukleotide wurden durch zweimalige Säulenzentri
fugation (siehe 3.) abgetrennt. 

5. Hybridisierung von DNA- Sonden an filtergebundene DNA 

Der durch "Southern Blot" (siehe 2.) mit DNA beschichtete Nitrozellulosefilter 
wurde zum Nachweis entsprechender Sequenzen mit radioaktiv "nick 
translatierter" (siehe 3.) Plasmid DNA als spezifischer Sonde hybridisiert. Der Filter 
(13 x 14 cm) wurde in Plastikfolie eingeschweißt und zur Abdeckung unspezifischer 
Bindungsstellen mit 10 ml Vorhybridisierungslösung, bestehend aus 4 x SSC (0,6 M 
NaCl; 0,06 M Na-Citrat; pH 6,5), 1 x Denhardfs (je 0,02% BSA, Ficoll,PVP), 3,3 % PiPPi 
(0,2 M NaH2P04; 0,3 M Na2HP04; 1,5 % Na4P207), 0,1 % SDS und 200 ug zerkleiner-

ter, denaturierter Lachsspermien DNA bei 65° C für 2- 4 Stunden inkubiert. Danach 
wurde eine Ecke des Plastikbeutels aufgeschnitten, die Vorhybridisierungslösung 
herausgestrichen und ersetzt durch 10 ml Hybridisierungslösung (4 x SSC; 10 mM 
EDTA; 0,1 % SDS; 200 ug Lachsspermien DNA; 200 - 500 ng radioaktiv markierte 
Probe, zuvor 10 Min. gekocht und auf Eis abgekühlt). Die Hybridisierung erfolgte 
über Nacht. 

Zur Entfernung von nicht hybridisierter Probe und unspezifischen Hybridisierungen 
wurde der Filter in 6 Schritten gewaschen: 

- zweimal 5 Min. mit 2 x SSC bei Raumtemperatur (RT) 
- zweimal 30 Min. mit 2 x SSC, 1 % SDS bei 65° C 
- zweimal 5 Min. mit 0,1 x SSC bei RT 

Der getrocknete Filter wurde in Haushaltsfolie eingeschweißt und mit einem Kodak 
X-AR Film unter Verwendung einer Verstärkerfolie bei -80° C autoradiographiert. 

6. Hybridisierung von DNA - Sonden an filtergebundene RNA 

Zur Abdeckung unspezifischer Bindungsstellen wurde der Filter (11 x 14 cm) mit 20 
ml Vorhybridisierungslösung (6 x SSC; 5 x Denhardfs; 0,5 % SDS und 50 ug/ml 
Lachsspermien DNA - vgl. 5.) bei 65° C für 4 - 6 Stunden inkubiert. Danach wurde 
die Vorhybridisierungslösung ersetzt durch 3 ml Hybridisierungslösung (4 x SSC; 5 x 
Denhardfs; 0,1 % PiPPi; 100- 150 ng radioaktiv markierte DNA, die zuvor mit 150 ug 
Lachsspermien DNA 10 Min. gekocht und auf Eis abgekühlt worden war) und der 
Filter bei 65° C 18 - 24 Stunden inkubiert. 

Das Waschen erfolgte für je 20 Min. in 200 ml 
- 2 x SSC; 0,1 % SDS; 3,3% PiPPi 
- 1 x SSC; 0,1 % SDS; 3,3% PiPPi 
- 1 x SSC; 0,1 % SDS; 3,3% PiPPi 
- 0,5x SSC; 0,1 % SDS; 3,3 % PiPPi 

Danach wurde der Filter trocken in Folie eingeschweißt und auf Kodak X-AR Film 
mit Verstärkerfolie bei -80° C exponiert. 
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7. S 1- Kartierung von RNA 

Nach Williams und Mason (1985). Je 5 ug poly(A)+ RNA wurde zusammen mit 0,01 
- 0,05 pmol 5'-endmarkierter DNA (siehe 4.) in 0,2 M Na-Acetat mit Ethanol gefällt. 
Nach Waschen mit 80 % Ethanol und Trocknen im Vakuum wurde das Präzipitat in 
10 ul Hybridisierungspuffer (80 % deionisierter Formamid; 40 mM PIPES, pH 6,4; 1 
mM EDTA; 0,4 M NaCl) resuspendiert, 10 Min. bei 80° C denaturiert und über Nacht 
bei 47,5° C hybridisiert. Anschließend wurden durch Zugabe von 100 ul S 1 Lösung 
(60 U Nuklease S 1; 250 mM NaCl; 30 mM Na-Acetat, pH 4,5; 10 mM ZnS04; 2 ug 

Lachsspermien DNA) und Inkubation für 40 Min. bei 30° C die einzelsträngigen 
Teile der Nukleinsäuren abgebaut. 

Nach Extraktion mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und Zugabe von 8 ug 
Hefe RNA wurde die Probe mit Ethanol ausgefällt. Der abzentrifugierte Niederschlag 
wurde in 3 ul Probenpuffer (zu 1 ml deionisiertem Formamid werden 1 mg Xylen
xyanol, 1 mg Bromphenolblau und 40 ul 0,5 M EDTA gegeben) aufgenommen, durch 
3 minütiges Kochen und schnelles Abkühlen auf Eis denaturiert und auf einem 
Acrylamid - Harnstoffgel bei 1000 Voltelektrophoretisch aufgetrennt (siehe II, 4b). 

8. Bestimmung der CAT - Aktivität 

Nach Gorman et al. (1982). 1,25 ul 14c - Chloramphenicol (53 mCi/mmol; 200 
uCi/ml) wurden in 100 ul 0,25 M Tris, pH 7,8 pipettiert, die gewünschte Menge 
Proteinextrakt aus transient transfizierten Zellen (vgl. III,6.) in 80 ul 0,25 M Tris, pH 
7,8 hinzugefügt und die Reaktion durch Zugabe von 20 ul Acetyl - CoEnzym A 
gestartet. Die Inkubation erfolgte für 2 Stunden in 37° C. Anschließend wurde das 
Chloramphenicol mit 1 ml Ethylacetat durch kräftiges Vortexen und 5 minütiges 
Zentrifugieren aus der wäßrigen Phase extrahiert. Das Ethylacetat wurde in der 
Vakuumzentrifuge eingedampft, das Chloramphenicol in 15 ul Ethylacetat wieder 
gelöst und punktuell auf eine DC - Platte aufgetragen. Als Laufmittel diente 
Chloroform/Methanol (9 : 1). Nach der chromategraphischen Auftrennung von 
acetyliertem und nicht - acetyliertem Chloramphenicol wurde die Platte an der Luft 
getrocknet und auf Kodak X-AR Film mit Verstärkerfolie bei -80° C 
autoradiographiert. 

Zur Bestimmung der umgesetzten Menge Chloramphenicol wurden die nicht -
acetylierten und die acetylierten Formen ausgeschnitten, mit je 5 ml Quickszint 
versetzt und im Scintillationszähler die cpm bestimmt. Die spezifische CAT -
Aktivität in pmol x mg-1 x min-1 berechnet sich aus 

4750 pmol Chloramphenicol x cpm acetyliertes Chloramphenicol 
120 Min. x rng Proteinextrakt x cpm eingesetztes Chloramphenicol 
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ERGEBNISSE 

I. Konditionale fos Expression führt zu transienter Transformation 

Die Rolle des fos Gens in wachstums- und differenzierungsspezifischen 

Prozessen der Zelle ist noch großteils unklar. Eine Möglichkeit, Hinweise über seine 

genaue Funktion im Zellgeschehen zu bekommen, ist es, seine Expression gezielt zu 

erhöhen und dann zu analysieren, welche phänotypischen Veränderungen sich 

ergeben. Ich etablierte ein System, in dem das fos Gen durch einen distinkten 

externen Stimulus angeschaltet werden konnte. Damit war ich in der Lage, ein 

verändertes Zellverhalten direkt mit der fos Expression korrelieren zu können. 

Da der fos Promoter selbst zwar auf viele verschiedene Stimuli reagiert, aber 

innerhalb weniger Minuten wieder reprimiert wird, ersetzte ich ihn durch einen 

viralen Promoter, den "Long Terminal Repeat" (LTR) des Maus Mamma Tumor 

Virus (MMTV) (Varmus und Swanstrom, 1982). Dieser ist nur in Anwesenheit von 

Stereidhormonen aktiv (Groner et al., 1983; Hynes et al., 1983) und vermittelt mit 

ihm fusionierten Genen hormoninduzierbare Expression. Er war bereits für die 

konditionale Expression von Onkogenen erfolgreich verwendet worden (Huang et 

al., 1981; Jakobovits et al., 1984; Papkoff und Ringold, 1984; van der Hoorn und 

Müller, 1985; Jaggi et al., 1986). Durch die Fusion mit dem LTR sollten also größere 

Mengen fos Protein strikt hormonabhängig exprimiert werden. 

Da die Deletion des 3' -untranslatierten Endes des fos Gens bei der 

tumorigenen Transformation eine Rolle spielt (Miller at al., 1984; Iba et al., 1988), 

deletierte ich in weiteren Konstrukten die entsprechenden Sequenzen. Mit diesen 

Mutanten wollte ich untersuchen, ob ihre hormoninduzierte Expression ebenfalls 

zum transformierten Phänotyp führt und welche Auswirkungen dann die 

Abschaltung des fos Gens durch Hormonentzug zeigt. 

Als Kontrolle zu allen Versuchen klonierte ich ein hormoninduzierbares 

fos Gen, das zwar ein intaktes 3'-Ende besaß, aber in der für Protein kodierenden 

Region eine große Deletion hatte, sodaß kein funktionsfähiges fos Protein mehr 

synthetisiert werden sollte. 

Zur Charakterisierung des Phänotyps fos exprimierender Zellen 

untersuchte ich drei Eigenschaften, die in der Regel für transformierte Zellen typisch 

sind: 
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Das c-fos Gen der Maus wurde fusioniert mit dem hormoninduzierbaren Promoter (L TR) des 

MMTV. A: pL TR.Mos wurde erhalten durch Deletion der c-fos Sequenzen von Position 1190 
(Bgl II) bis 2540 (BstE II) aus pLTRfoswt (die verbleibenden Enden wurden glatt (1'blunt") 
ligiert). B: pLTRfoswt enthält das vollständige c-fos Gen ab Position 175 (identisch mit 
dem 3,7 kb BamHI Fragment aus p19/1, siehe Rüther et al., 1985), inseriert in die BamHI 
Schnittstelle hinter den LTR des MMTV in pBG102 (Ponta et al., 1985). C: Für pLTRfos 
wurden die c-fos Se~uenzen von Position 2800 (Sal I) bis 3413 (Mst II) deletiert: hierfür 
wurden in pLTRfosw sämtliche 3'-Sequenzen ab Position 2800 (Sal I) deletiert und ersetzt 
durch 3'-Sequenzen ab 3413 (Mst Il Schnittstelle durch Anfügung von Sal I - Linkern 
kompatibel gemacht) des gleichen Plasmids. D: In pLTRfos40 wurden alle 3'-Sequenzen 
des c-fos Gens ab Position 2800 (Sal I) ersetzt durch SV40 Sequenzen mit einem 
Polyadenylierungssignal (aus pSV2neo, Position 4848 (Hpa I) bis 4979 (BamHI) 
(Nordstrom et al., 1985), Hpa I durch Anfügung von Sal I- Linkern kompatibel gemacht). 
I-IV: Exons des c-fos Gens; 9 und9: Polyadenylierungssignal; gepunktet: MMTV LTR; 

schräggestrichelt: in pLTRfos40- SV40 Sequenzen, in pLTRMos- Rest des IV. Exons (aus 
dem Leseraster). Nummerierung von c-fos gemäß V an Beveren et al., 1983. 
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1. Fähigkeit zur Fokus-Bildung: transformierte Zellen sind beim Wachstum 

in der Kulturschale nicht mehr kontaktinhibiert; nach Ausbildung einer einlagigen 

Zellschicht (Monolayer) proliferieren sie im Gegensatz zu normalen Zellen weiter 

und bilden dreidimensionale Zellhaufen (Foci). 

2. Fähigkeit zum Wachstum in Weichagar: transformierte Zellen benötigen 

zur Proliferation keinen festen Untergrund zur Anheftung mehr (anchorage 

independence); sie wachsen auch lösgelöst, z.B. eingebettet in eine Matrix. 

3. Fähigkeit zur Tumorbildung in Nacktmäusen: transformierte Zellen 

können nach Injektion in athymische Mäuse Tumoren bilden. 

Ich brachte nun das unterschiedlich manipulierte fos Gen in murine Fibro

blasten ein und verglich den resultierenden Phänotyp der verschiedenen Klone vor 

und nach Hormoninduktion der LTR-fos Konstrukte. Zum direkten Vergleich 

verwendete ich parallel zwei Zellklone, die mit einem hormoninduzierbaren ras 

bzw. mos Onkogen transfiziert waren und deren Eigenschaften bereits charkterisiert 

waren (Jaggi et al., 1986). Auf molekularer Ebene analysierte ich Unterschiede in der 

Expression der verschieden LTR-fos Mutanten. 

1. Ein chimäres LTR-fos Gen induziert einen transformierten Phänotyp nach 

Hormongabe 

Im einzelnen wurde das fos Gen folgendermaßen manipuliert (Abb. 2): 

pLTRfos enthielt eine Deletion im 3'-untranslatierten Bereich; in pLTRfos40 war 

der gesamte 3' -untranslatierte Bereich des fos Gens ersetzt durch das 

Polyadenylierungssignal des Affenvirus SV40; in pLTRßfos waren 85 % der 

kodierenden Sequenzen deletiert, so daß kein funktionsfähiges fos Protein mehr 

entstehen konnte; pLTRfoswt enthielt die unveränderten Wildtyp-Sequenzen von 

c-fos. 

Diese Konstrukte wurden zusammen mit pSV2neo (Southern und Berg, 

1982), einem Plasmid, das die Selektion transfizierter Zellen in G418-haltigem 

Medium ermöglichte, stabil in immortalisierte Mausfibroblasten (NIH3T3 Zellen) 

transfiziert (siehe Methoden). Es wurden je 30 Einzelklone isoliert und ihr Genom 

auf Integration der transfizierten LTR-fos Konstrukte untersucht. Hierfür wurde die 

DNA extrahiert, mit Restriktionsendonukleasen fragmentiert, auf Nitrozellulose -

Filter transferiert ("Southern Blot") und mit einer radioaktiv markierten fos-
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Abb. 3: Nachweis des transfizierten LTR-fos Gens im Genom von NIH 3T3 Zellen. 
Aus den isolierten Einzelklonen wurde DNA isoliert, je 10 ug mit BamHI 

fragmentiert, auf Nitrozellulosefilter transferiert ("Southern Blot") und mit einem 
nick translaUerten 1 kb Pst I Fragment des viralen fos Gens (aus pfos-1, Curran et al., 
1982) hybridisiert. a: DNA aus untransfizierten NIH 3T3 Zellen. b: DNA aus 
untransfizierten NIH 3T3 Zellen, gemischt mit 200 pg BamBI-geschnittenem 
Kontrollplasmid. c: 200 pg BamBI-geschnittenes Kontrollplasmid. Als 
Kontrollplasmid wurde jeweils das entsprechende, für die stabile Transfektion 
verwendete LTR-fos Plasmid benutzt. Nr. 8 u. 9: mit pLTRfoswt transfizierte Klone 
(Nr. 9 unvollständige Fragmentierung der DNA); Nr. 14, 17 u. 18: mit pLTRfos 

transfizierte Klone. Nr. 21 u. 23: mit pLTRMos transfizierte Klone. exo fos bezeichnet 
das für das transfizierte LTR-fos Konstruktindikative Fragment: Größe in pLTRfoswt: 

3,6 kb; in pLTRfos: 3,0 kb; in pLTMfos: 2,3 kb. endo fos bezeichnet das fürdas endogene 
c-fos Gen indikative BamHI Fragment (15 kb, Curran et al., 1982). Die 
Größenbestimmung erfolgte durch parallel aufgetragene DNA des Phagen Lambda, die 
durch Fragmentierung mit Hindill in Stücke bekannter Größe aufgetrennt und im 
UV -Licht nach Färben mit Ethidiumbromid gemessen und fotografiert wurde. 
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spezifischen Sequenz hybridisiert (Abb. 3). Die indizierten Fragmente repräsentieren 

den vollständig integrierten LTR-fos Abschnitt des Plasmids. Durch Vergleich der 

Intensität dieser Bande mit dem Signal, das durch das endogene fos verursacht wird 

(endo fos), kann die Kopienzahl des transfizierten Plasmids pro Zelle bestimmt 

werden. Die Mehrzahl der Klone besaß mindestens eine Kopie des L TR-fos Gens. 

Wichtig war nun, ob das transfizierte Konstrukt auch tatsächlich 

hormonabhängig arbeiten würde. Verschiedene Klone wurden für 90 Minuten mit 

2 x lo-7 M Dexamethason oder dem entsprechenden Volumen 70 % Ethanol 

inkubiert, die poly (A)+ haltige RNA extrahiert, auf Nitrozellulose transferiert 

("Northern Blot") und mit einer radioaktiven fos Probe hybridisiert (Abb. 4, gezeigt 

für pLTRfos und pLTRL\fos). Mit einer Ausnahme waren in sämtlichen Klonen fos 

spezifische Transkripte nur nach Dexamethason Gabe nachzuweisen. Die Aus

nahme zeigte bereits ohne Hormon eine basale Expression. Da in diesem Klon sehr 

viele Kopien des Plasmids integriert waren, wird die Basalexpression vermutlich 

durch Integration einzelner Kopien in aktive Stellen des Chromatins verursacht. 

Durch Hormongabe wurde auch hier die fos Expression weiter gesteigert (nicht 

gezeigt). 

L TRfos LTR6fos 

0 1 8 0 1 8 h Dex 

1,6 kb ___. 
.__ 1,4 kb 

Abb. 4: Nachweis von LTR-fos spezifischer mRNA. 
Zellklone, von denen nachgewiesen war, daß sie das entsprechende LTR-fos 

Konstrukt ins Genom integriert hatten, wurden mit 2 x 10-7M Dexamethason (2 ul einer 
10-3 M Stammlösung Dexamethason in 70% Ethanol pro 10 ml Medium) für 1 oder 8 
Stunden inkubiert, die poly(A)+ RNA isoliert und auf Nitrozellulosefilter transferiert 
("Northern Blot"). Hybridisiert wurde mit einer nick translatierten 1 kb Pst I v-fos 
Probe aus pfos-1 (Curran et al., 1982). 1,6 kb ist die indikativeGrößefür mRNA, die 

von pLTRfos exprimiert wird, 1,4 kb repräsentiert das Transkript von pLTIMfos. Die 
Größe wurde bestimmt durch parallele Auftrennung von Gesamt-RNA, in der nach 
Färbung mit Acridinorange die Banden der 18S und 28S rRNA (1,8 bzw. 4,7 kb) 
sichtbar waren. Spur 0 zeigt poly(A)+ RNA des unbehandelten Klons. 
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Abb. 6: S-1 Kartierung von 
Transkripten transfizierter 
LTR-fos Konstrukte sowie des 
endogenen c-fos Gens. 

Transfizierte Klone wurden 
mit 2 x 10-7M Dexamethason (vgl. 

1 04 Abb. 4) behandelt und nach 
verschiedenen Zeitpunkten die 
poly(A)+ RNA isoliert. Je 5 ug 
dieser RNA wurde mit einer S-1 

Sonde (siehe Abb. 5) hybridisiert und die RNA/DNA Hybride unter denaturierenden 
Bedingungen auf einem Acrylamid/Harnstoffgel elektrophorefisch aufgetrennt. Das Fragment 
von 232 Nukleotiden (nt) Länge istindikativfür mRNA des transfizierten pLTRfoswt (A.) bzw. 
pLTRfos (B.). 120 nt ist die erwartete Größe der Transkripte vom endogenen c-fos Gen. In A. ist zur 
Kontrolle eine S-1 Kartierung von unbehandelten (Ko) und serumstimulierten (S) NIH 3T3 Zellen 
durchgeführt worden. Der Pfeil zeigt auf das indikativeFragmentder mRNA vom endogenen 
c-fos Gen. M bezeichnet den Größenmarker, hier pBR322, fragmentiert mit Hae 111. Links daneben 
ist die Größe der jeweiligen Fragmente in nt angegeben. 
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Die Größen der fos mRNAs entsprachen den Größen, die man von den 

verschiedenen Konstrukten erwartet hatte: pLTRfos und pLTRfos40: 1,6 kb; 

pLTRMos: 1,4 kb. Die Größe der von pLTRfoswt transkribierten mRNA sollte etwa 

den Transkripten des endogenen fos Gens (2,2 kb) entsprechen. Um auszuschließen, 

daß es sich bei dem 2,2 kb Signal nicht um mRNA des endogenen Gens handelte, 

wurde eine S 1 - Kartierung durchgeführt: Eine radioaktiv endmarkierte DNA -

Sequenz, die Teile des LTR und die ersten 120 Nukleotide des fos Gens umfaßte 

(Abb. 5), wurde mit poly (A)+ RNA hybridisiert, die ungepaarten Sequenzen mit S 1 

Nuklease abverdaut und die Größe des verbleibenden Doppelstranges durch 

Elektrophorese auf einem Acrylamidgel bestimmt (Abb. 6). Die indikativen 

Fragmente wären 232 Nukleotide für ein LTRfoswt Transkript und 120 Nukleotide 

für die mRNA vom endogenen fos Gen. Ein 120 Nukleotide großes Fragment wurde 

nicht erhalten, es konnte also keine Aktivierung des fos Promoters nach 

Dexamethason Gabe nachgewiesen werden. 

I 
I 

1/ ,1- LTR ~ 7 foe s. LTRfos Gen 

·1165 +1 +112 +232 

~ 
... AAAA LTRios mRNA 

232 nt I 32 p 0 L TRios Sonde I 120 nt 

~ ... AAAA c-fos mRNA 

t 
) 

I li!o 

:C_ c • foe c-fos Gen 

+174 +2114 

Abb. 5: Schematische Darstellung der S-1 Kartierung von fos mRNA (zu Abb. 6). 
Ein 1397 Basenpaare langes Ava I Fragment (umfaßt den gesamten LTR-Promotor 

sowie die ersten 232 transkribierten Nukleotide) aus pLTRfos wurde durch 
5'-Endmarkierung radioaktiv markiert und als Sonde zum Nachweis von LTR-fos 
Transkripten sowie mRNA vom endogenen c-fos Gen eingesetzt. LTR-fos mRNA sollte 
über eine Länge von 232 Nukleotiden (nt), mRNA vom endogenen c-fos Gens über eine 
Länge von 120 nt komplementär sein. 
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Das Fragment mit 232 Nukleotiden Länge zeigt neben der Hormoninduzier

barkeit des Konstrukts weiterhin, daß der Start der Transkription von der richtigen 

Stelle aus erfolgt: Für den MMTV LTR war als Startstelle für die Transkription ein 

Nukleotid gefunden worden, das 112 Basenpaare 5' vor der Fusionsstelle mit dem 

fos Gen sitzt (Lee et al. 1981). Bei Initiation der mRNA an dieser Stelle entsteht daher 

das 232 Nukleotide große Fragment. 

Die Synthese von fos Protein war ebenfalls hormonabhängig: nach Gabe 

von Dexamethason für 2, 4 oder 6 Stunden konnte zu jedem dieser Zeitpunkte eine 

erhöhte Menge fos Protein nachgewiesen werden (Abb. 7, Experiment durchgeführt 

von Rolf Müller, EMBL, Heidelberg). 

92 

69 

p55-+ 
46 

30 

M 0 2 4 6 h Dex 

Abb. 7: Induktion eines transfizierten LTRfos Konstrukts führt zu erhöhter fos Protein Menge. 
Mit pLTRfos transfizierte Zellen wurden für 2, 4 oder 6 Stunden mit 2 x 10-7 M 

Dexamethason (vgl. Abb. 4) behandelt, für 45 Min. mit 35s-Methionin inkubiert und die 
isolierten Proteine mit {os-spezifischen Antikörpern immunpräzipitiert (Herstellung 
der {os-spezifischen Antikörper siehe Müller et al., 1986; Immunpräzipitation siehe 
Müller et al., 1984). M bezeichnet den Größenmarker, Proteine der Größen 30, 46,69 und 
92 kDalton. p55 bezeichnet das für fos Protein (55 kDalton, Müller at al., 1984a) 
indikative Signal. Dieses Experiment wurde durchgeführt von R. Müller, EMBL, 
Heidelberg. 
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Somit war ein Zellsystem etabliert, in dem das fos Gen durch einen 

bestimmten externen Stimulus angeschaltet werden konnte. Nun untersuchte ich 

in verschiedenen Einzelklonen, welche phänotypischen Konsequenzen sich aus der 

Induktion des fos Gens ergeben würden. Allein die Gabe von Dexamethason zu 

logarithmisch wachsenden Klonen pLTRfos und pLTRfos40 veränderte innerhalb 

von wenigen Stunden deren äußere Morphologie: sie konvertierten vom 

Normaltyp der Fibroblasten zu einem fusiformen Äußeren, waren spindeiförmig 

mit langen Zellausläufern und gruppierten sich um freie Flächen (Abb. 8). Diese 

Veränderungen ergaben sich auch - noch stärker ausgeprägt - nach Hormonbe

handlung von Zellen, die stabil mit LTRc-ha-ras (A) transfiziert waren. 

Untransfizierte NIH 3T3 Zellen und Zellen mit pLTRfoswt zeigten keine morpholo-

gischen Änderungen. Die Behandlung der Kontrollzellen mit dem 

Tumorpromotor TP A führte zu gleichen äußerlichen Änderungen wie die Onkogen 

Induktion in pLTRfos und pLTRc-ha-ras (A) Klonen (Abb. 8). 

Dies war ein erster Hinweis, daß die hormoninduzierte Expression des fos 

Gens phänotypische Konsequenzen bewirken kann. Ich untersuchte nun im 

einzelnen die transfizierten Zellen auf die Fähigkeit zur Fokusbildung, zum 

Wachstum in Weichagar und -agarose sowie auf die Tumorigenität in 

Nacktmäusen. 

Abb. 8 :Änderung der Zellmorphologie von 3T3 Zellen durch Onkogen Expression. 
A: LTRc-ha-ras(A) transfizierte Zellen. B: LTRfos transfizierte Zellen. 
C: untransfizierte 3T3 Zellen. 
A', B' und C: Zellen 20 Stunden nach Gabe von 2 x 10-7 M Dexamethason. 
C": Zellen 20 Stunden nach Gabe von 100 ng/ml TP A. A', B'und C" zeigen 
die typische fusiforme Zellmorphologie transformierter Zellen. 
(Vergrößerung 82x) 



- 36 -

LTRfos + 

Kontrolle + 
Abb. 9: Foci-Bildung von 31'3 Zellen durch Onkogen Expression. 

pL1Rfos- bzw. pSV2neo(Kontrolle)-transfizierte Zellklone wurden zu 106 Zellen pro 10 
cm Petrischale ausgesät. Am nächsten Tag und dann alle drei Tage wurde das Medium 
gewechselt und jeweils zur Hälfte der Zellen 2 x w-7 M Dexamethason (vgl. Abb. 4) 
gegeben. Nach 15 Tagen wurden die Zellen fotografiert. + zeigt Zellen mit, - Zellen 
ohne Zugabe von Dexamethason. L TRfos + Dex. zeigt einen typischen Fokus, derer sich 
mehrere Hundert pro Petrischale bildeten. (Vergrößerung 82x) 
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Focus-Bildung: Verschiedene Zellklone wuchsen 14 Tage lang in Gegenwart 

oder Abwesenheit von Dexamethason und wurden dann auf die Bildung von 

dreidimensionalen Zellhaufen (Foci) untersucht (Abb. 9). Ohne Hormon waren alle 

Klone kontaktinhibiert: sie wuchsen nur zur einschichtigen Zellage (Monolayer). 

Klone mit pLTRfoswt oder pLTRMos veränderten ihren Phänotyp nicht. Klone mit 

pLTRfos oder pLTRfos40 jedoch verloren nach Dexamethason-Gabe ihre 

Kontaktinhibition, sie bildeten Foci. Zwei Zellklone, die mit einem 

hormonind uzierbaren ras Onkogen (pL TRc-ha-ras(A)) bzw. einem 

hormoninduzierbaren mos Onkogen (pLTRmos) transfiziert waren (Jaggi et al., 

1986), bildeten ebenfalls nur nach Dexamethason-Gabe Foci. Jedoch war bei diesen 

beiden Klonen die Foci-Bildung ausgeprägter als bei den pLTRfos oder pLTRfos40 

Zellen, die einzelnen Zellhaufen waren größer (nicht gezeigt). Zellen, die mit 

pSV2neo allein transfiziert waren, bildeten weder in Abwesenheit noch in 

Anwesenheit des Hormons Foci (Abb. 9). 

Um zu testen, ob jede Einzelzelle eines Klons in der Lage war, einen Fokus 

zu initiieren, wurden jeweils 100 Zellen von drei verschiedenen Klonen mit 

pLTRfos40 zusammen mit 105 untransfizierten NIH3T3 Zellen ausgesät. Die Hälfte 

der Zellen erhielt Dexamethason. Nach 18 Tagen hatten sich in den 

hormonbehandelten Kulturen zwischen 50 und 70 Foci gebildet (nicht gezeigt). Die 

Mehrzahl der Zellen war also in der Lage, einen Fokus zu bilden. 
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Abb. 11: Vergleich der in 
Weich-Agar gebildeten Kolonien 
verschiedener Zellklone. 

Die Kolonien wurden nach 20 Tagen 
Wachstum in Gegenwart von 
Dexamethason fotografiert. 
Typische Kolonien von 
LTRc-ha-ras(A) Zellen bestanden 
aus mehr als 1000, Kolonien von 
LTRfos Zellen aus etwa 100-1000 
Zellen (jeweils geschätzt). 
Kontrollzellen (transfiziert mit 
pSV2neo) bildeten nur ganz 
vereinzelt kleine Kolonien. 
(Vergrößerung 30x) 
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Abb. 10: Die Expression von Onkogenen vermittelt die Fähigkeit zum Wachstum in 
Weich-Agar. 1o3Zellen 
je Zellklon wurden in Gegenwart oder Abwesenheit von 10-6 M Dexamethason in 
Weich-Agar ausgesät und nach 20 Tagen die entstandenen Kolonien gezählt. Die 
Balken repräsentieren die Anzahl der gebildeten Kolonien. - zeigt die Anzahl der 
Kolonien ohne,+ mit Hormon. LTRfos, LTRc-ha-ras(A) sowie LTRmos zeigen eine 
drastische Zunahme des Weich-Agar Wachstums nach Induktion des Onkogens. 

Wachstum in Weichagar(ose): Zellen verschiedener Klone wurden in 

Weichagar oder Weichagarose mit oder ohne Dexamethason eingebettet. Nach 18 

Tagen wurden die entstandenen Kolonien gezählt (Abb. 10). In Weichagar ohne 

Hormon bildeten alle Klone wenige kleine Kolonien. In Anwesenheit von Hormon 

nahm die Anzahl und Größe der Kolonien von pLTRfos transEizierten Zellen 

deutlich zu. Zellen mit pLTRfoswt oder pLTMfos zeigten keinen deutlichen 

Unterschied zu nicht hormonbehandelten Zellen. pLTRc-ha-ras(A) und pLTRmos 

transEizierte Klone zeigten in Anwesenheit von Hormon eine dramatische 

Zunahme der Kolonienzahl und -größe. Das Wachstum dieser beiden Klone war 

hier deutlich stärker als das der pLTRfos Zellen (Abb. 11). Zellen mit pSV2neo oder 

pBG102 (enthält den MMTV-LTR ohne ein nachgeschaltetes Gen; Ponta et al., 1985) 

zeigten keine wesentliche Änderung. 
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Wurde für dieses Experiment statt Weich-Agar Weich-Agarose verwandt, 

ergab sich im Wesentlichen das gleiche Resultat, jedoch war hier insgesamt das 

Wachstum stärker (nicht gezeigt). 

Tumorigenität in Nacktmäusen: Zellen von zwei Klonen pLTRfos und dem 

Klon pLTRc-ha-ras(A) wurden in je 7 athymische Nacktmäuse injiziert 

(durchgeführt von Siegfried Matzku, DKFZ, Heidelberg). Von den 21 verwendeten 

Tieren entwickelten 20 Tumoren. Die beiden Klone mit pLTRfos induzierten in 13 

Tieren kleine, langsam wachsende Tumoren, die erstmals nach etwa 3 Wochen 

festgestellt werden konnten. Alle 7 Tiere mit injizierten pLTRc-ha-ras(A) Zellen 

entwickelten große, schnellwachsende Tumoren, deren Entwicklung bereits nach 10 

Tagen erkennbar war. 

Um die Zahl der verwendeten Tiere niedrig zu halten, wurde auf die 

negative Kontrolle (Injektion von Zellen mit pSV2neo) verzichtet: Da 

entsprechende Zellen schon sehr oft als Kontrolle in Tumorigenitätstests eingesetzt 

wurden (z.B. Bernstein und Weinberg, 1985; Bradley et al., 1986) und in der Regel 

keine Tumoren verursachen, gehe ich davon aus, daß die von mir verwendeten 

Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht tumorigen sind. 

Diese Experimente zeigen, daß die gezielte Induktion des fos Gens den 

Zellen transformierende Eigenschaften verleihen kann. Notwendig ist jedoch auch 

hier, daß bestimmte Sequenzen des 3' -untranslatierten Bereichs deletiert sind. Die 

fos transfizierten Zellen prägen den transformierten Phänotyp nicht so drastisch aus 

wie die verwendeten ras oder mos transfizierten Zellen. Eine mögliche Erklärung 

hierfür wären klonale Unterschiede: die beiden ras und mos transfizierten Zellklone 

wurden durch ihre Fähigkeit zum Wachstum in Weichagar isoliert, es wurde also 

von vorneherein auf stark ausgeprägte transformierte Eigenschaften hin 

selektioniert (S. Kozma, persönliche Mitteilung). Die von mir etablierten Zellen 

wurden im Gegensatz dazu jedoch durch ihre Resistenz gegen das Antibiotikum 

G418 isoliert, transformierte Eigenschaften spielten bei dieser Selektion keine Rolle. 
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2. Hormonentzug führt zur Reversion des fos - transformierten Phänotyps 

Bestimmte onkogene Viren vermögen Zellen dauerhaft zu transformieren, 

ohne daß dann noch virale DNA oder virales Protein nachzuweisen wäre (Galloway 

und McDougall, 1983). Diese "hit - and - run" Transformation konnte auch für 

Zellen gezeigt werden, die mit Plasmiden transfiziert wurden (Ching et al., 1985). In 

Bezug auf die hormoninduzierte fos - Transformation war es nun interessant zu 

wissen, ob für die Aufrechterhaltung des transformierten Phänotyps weiterhin fos 

Expression nötig ist oder ob fos einen "hit- and - run" Impuls initiieren kann. 

Hierzu wurden pL TRfos transfizierte Zellen durch Hormonbehandlung zur 

Bildung von Foci gebracht. Diese Foci wurden trypsiniert und die so vereinzelten 

Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von Dexamethason neu ausgesät. Während 

hormonbehandelte Zellen wiederum Foci bildeten, waren die Zellen ohne Hormon 

jetzt kontaktinhibiert, sie bildeten keine Foci. 

Dies zeigt, daß die fos Expression den transformierten Phänotyp nicht nur 

induziert, sondern zur Aufrechterhaltung transformierter Eigenschaften auch 

weiterhin vorhanden sein muß. Die Abschaltung des fos Gens ermöglicht der Zelle, 

vom transformierten wieder zum normalen Phänotyp zu revertieren. Pos initiiert 

also keinen der "hit- and - run" Tumorigenese vergleichbaren Impuls. 

3. Überexpression des fos Proteins ist für die Transformation verantwortlich 

Die verschiedenen Mechanismen der Aktivierung von Proto-Onkogenen 

zu transformierenden Onkogenen resultieren im Endeffekt in einer nicht mehr 

adäquat geregelten Genexpression oder in einer veränderten Struktur des 

Genprodukts. Für fos war gezeigt, daß das unveränderte Protein tumorigene 

Eigenschaften besitzt (diese Arbeit; Miller et al.,1984; Meijlink et al.,1985). Es war also 

wahrscheinlich, daß fos durch eine rein quantitative Zunahme seines Proteins die 

Transformation der Zelle bewirkt. Um herauszufinden, wie die Deletion im 

3' -untranslatierten Bereich zur tumorigenen Aktivierung des fos Gens führt, 

untersuchte ich die Expression der verschiedenen LTR- fos Konstrukte. 
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L TR.6. tos 
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Abb. 12: Deletion des 3'-untranslatierten Endes stabilisiert die fos rnRNA. 
Die Zellklone mit verschiedenen L TR-fos Konstrukten wurden für 90 Min. mit 

Dexamethason (2xl0-7M) inkubiert, dann durch Zugabe von Aktinomycin D (20 
ug/ml) die Transkription blockiert. In untransfizierten 3T3 Zellen (bezeichnet als 
"endo fos") wurde die fos mRNA Synthese durch 36stündiges Hungern der Zellen in 
DMEM mit 0,5 % FCS und anschließender Stimulation mit 15 % FCS in DMEM 
induziert. 30 Min. nach dieser Serumstimulation wurde ebenfalls Actinomycin D 
zugegeben. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Actinomycin D Gabe wurde dann die 
poly(A)+ RNA isoliert. Durch "Northern Blot", Hybridisierung der RNA mit einer 
radioaktiv markierten v-fos Sonde (vgl. Abb. 4) und Messung der Stärke des 
fos-spezifischen Signals mit einem Joyce-Loebel Densitometer wurde die Menge an 
fos Transkripten bestimmt. 
20 ug/ml Actinomycin D hemmte die Serum- bzw. Hormoninduktion des endogenen 
bzw. des transfizierten fos Gens, wenn es gleichzeitig mit dem Induktor (Serum bzw. 
Hormon) gegeben wurde (Kontrolle für Actinomycin D Wirkung). 
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Aus den Kinetiken der fos mRNA Menge nach einmaliger 

Hormoninduktion verschiedener Konstrukte war bereits zu sehen, daß die von 

pLTRfosWt oder pLTMfos transkribierte mRNA Menge schneller reduziert wurde 

als die von pLTRfos (Abb. 4 u. 5). Es bot sich daher an, die Halblebenszeiten dieser 

mRN As zu untersuchen. 

Zur Bestimmung der Halblebenszeiten der mRNA wurde zunächst das fos 

Gen induziert und nach Erreichen einer maximalen fos mRN A Menge die 

Transkription mit Aktinomycin D blockiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten 

wurde dann die p(A)+ RNA eluiert und die Menge der fos spezifischen Transkripte 

bestimmt (Abb. 12). Diese Messungen wurden für mRNA durchgeführt, die vom 

normalen, endogenen fos Gen oder von den verschiedenen transfizierten L TR-fos 

Konstrukten transkribiert wurden. Es wurden jeweils zwei verschiedene LTR-fos 

Klone untersucht. Einmal wurde die fos mRNA Menge durch Hybridisierung einer 

radioaktiven fos Sonde an filtergebundene RNA ("Northern Blot") bestimmt (Abb. 

12), ein zweites Mal wurde die fos mRNA Menge durch eine S-1 Kartierung 

bestimmt (nicht gezeigt). Die nach den beiden unabhängigen Experimenten 

ermittelten Halblebenszeiten differierten weniger als 10 %. 

Die mRNA des endogenen c-fos Gens besaß wie erwartet eine extrem kurze 

Halblebenszeit von etwa 9 Minuten. Die Halblebenszeiten der Transkripte von 

pLTRfos wt und pLTMfos lagen in der gleichen Größenordnung (12 bzw.14 

Minuten). Im Gegensatz dazu war der Abbau der Transkripte von pLTRfos extrem 

verlangsamt: die Halblebenszeit betrug 2 Stunden. Ein weiteres Konstrukt, das fos 

unter Kontrolle eines menschlichen Metallothionein-Promoters exprimierte und 

dessen 3'-untranslatiertes Ende ersetzt war durch einen viralen LTR (p76/21, Rüther 

et al., 1985) transkribierte ebenfalls eine mRNA mit drastisch verlängerter 

HalblebenszEdt (hier nicht gezeigt, siehe dazu Rahmsdorf et al., 1987). 

Die erhöhte Stabilität der mRNA führt zu vermehrter Protein - Synthese: In 

pLTRfos transfizierten Zellen ist die Menge an fos Protein gegenüber Kontrollzellen 

stark erhöht (nicht gezeigt,vgl. Abb. 7; Experiment durchgeführt von Rolf Müller, 

EMBL, Heidelberg). 
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Diese Experimente zeigen, daß im 3' -untranslatierten Bereich des fos Gens 

Sequenzen vorhanden sind, die bei der posttranskriptioneilen Regulation der fos 

Expresssion eine Rolle spielen. Sie sind verantwortlich für die schnelle Degradation 

der mRNA, ihre Deletion verlängert die Halblebenszeit von etwa 10 Minuten auf 2 

Stunden. 

Da nur jene LTR-fos Konstrukte transformierend wirken, die eine Deletion 

im 3' -untranslatierten Bereich haben, kann man folgern, daß die Konversion des 

Proto-Onkogens c-fos zum aktivierten Onkogen allein durch seine verstärkte 

Expression bewirkt werden kann: durch die stark verlängerte Halblebenszeit der 

mRNA steht diese länger für die Translation zur Verfügung, es wird mehr fos 

Protein synthetisiert. 

Diese erhöhte Syntheserate ist weiterhin notwendig zur Aufrechterhaltung 

des transformierten Phänotyps: nach Abschalten der fos Expression revertieren die 

Zellen zum Normaltyp. 

Wie das Überangebot eines einzigen Proteins die pleiotropen Effekte 

bewirken kann, die letztendlich zur Tumorbildung führen, ist Gegenstand des 

zweiten Teils meiner Arbeit. 
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II. Schlüsselrolle des fos Proteins im molekularen Signaltransfer 

Man nimmt an, daß Onkoproteine ihren tiefgreifenden Einfluß auf den 

Phänotyp von Zellen dadurch bewirken, daß sie als Teile von Signalketten diese 

"kurzschließen" und der Zelle dadurch eine veränderte Genexpression aufzwingen. 

Im zweiten Teil meiner Arbeit untersuchte ich eine mögliche Beteiligung 

von fos und anderen Onkoproteinen an Signaltransferketten und analysierte 

potentielle Interaktionen zwischen einzelnen Komponenten. Zu diesem Zweck 

wurde willkürlich die intrazelluläre Menge von fos oder einem anderen 

Onkoprotein manipuliert und die Auswirkungen auf Indikatorgene untersucht. Ist 

das betreffenden Onkoprotein in einen Signaltransfer involviert, sollte die 

veränderte Expression ein Signal vortäuschen und durch die Antwort eines 

Indikatorgens direkt eine funktionelle Rolle des Onkoproteins implizieren. 

Für diese Analyse verwendete ich neben konstitutiv fos-exprimierenden 

Vektoren folgende (Proto-)Onkogene: 

psrc: ein virales Onkogen, dessen Genprodukt an der Innenseite der 

Plasmamembran verankert ist und tyrosinspezifische Proteinkinase Aktivität 

besitzt (Courtneidge et al., 1980; Hunter und Cooper, 1985) 

pe-ha-ras (N): ein zelluläres Proto-Onkogen, das ebenfalls an der Membran 

sitzt und GTPase- Aktivität zeigt (entspricht Konstrukt pbc-N1 in Santoset al.,1984; 

Sweet et al., 1984; Bussund Sefton, 1986). 

pe-ha-ras (A): ist eine onkogene Version von pe-ha-ras (N), es besitzt eine 

Punktmutation im 12. Codon, was einen Aminosäurenaustausch bewirkt 

(entspricht Konstrukt T24-C3 in Santoset al., 1984; McGrath et al., 1984). 

pLTRc-ha-ras (N) und pLTRc-ha-ras (A) sind die beiden oben erwähnten ras 

(Proto-)Onkogene, fusioniert mit dem hormoninduzierbaren Promoter des MMTV 

(Jaggi et al., 1986). 

pLTRmos: ist das virale mos Onkogen, fusioniert mit dem MMTV-LTR 

(Jaggi et al., 1986). Das Genprodukt besitzt serinspezifische Proteinkinase Aktivität 

und ist im Zytoplasma lokalisiert (Papkoff et al., 1983; Sefton, 1987). 

p trk: ist ein zelluläres Onkogen, dessen Protein tyrosinspezifische 

Proteinkinase Aktivität besitzt und ebenfalls im Zytoplasma lokalisiert ist 

(Martin-Zanca et al., 1986; Mitra et al., 1987; Kozma et al., 1988). 
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Kollagenase- CAT Konstrukte 

-1200 + 63 
Kollagenase TRE 

-73-65 CAT 
A. p (-1200/+63) 

8. p (- 517/+63) 
-517 
~r--~~n---~. 

C. p (- 73/+63) 
-73 

~~----~"* 
-66 

0. p(- 66/+63) ~--'--:!", 

-517 -42 
~r--~K')ili~~):~~:·l-~"\ E. p (- 517/ -42)t k 
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F. p(- 73/-42)ik ---ml-:-:-.:·: .. ~ .. :·:·1 .......... -~, 

-517 -73 

G. p(- 517/-73)tk ~r--....,l":"!"!"':::::o:o:r:J -~, 

H. p(- 73/-65)5 tk ~······· ...... 

Abb. 13: Das bakterielle CAT-Gen unter der Kontrolle des Kollagenase Promoters. 
Verschiedene Teile des humanen Kollagenase Promoters mit der Startstelle der 
Transkription wurden inseriert in pBLCAT 3 (A-D). Teile des Kollagenase Promoters 
ohne eigene Startstelle wurden in pBLCAT 2 (E-H) kloniert. Hier erfolgte der Start 
der Transkription vom Promoter des Thymidinkinase Gens (tk, gepunktet) des Herpes 
Simplex Virus. Die Klonierung wurde durchgeführt von P. Angel und B. Stein (genaue 
Beschreibung sieheAngelet al., 1987a undAngelet al., 1987b; für pBLCAT 2u.3 siehe 
Luckow und Schütz, 1987). Schräggestrichelt: TPA-regulatorisches Element (TRE); 
Die Bezeichnung der KollagenaseCAT Konstrukte repräsentiert jeweil den Anfangs
und Endpunkt des Fragments aus dem Kollagenase Promoter. 
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pSVc-myb: ist das zelluläre myb Proto-Onkogen, fusioniert mit einem SV40 

Promoter, sein Genprodukt ist im Zellkern lokalisiert (Klempnauer und Sippel, 

1986; Bister und Jansen, 1986). 

pSVv-myb: ist die virale Form des myb Gens, ebenfalls fusioniert mit einem 

SV40 Promoter (Klempnauer und Sippel, 1986; Bister und Jansen, 1986). 

pSVc-myc: ist das zelluläre myc Proto-Onkogen, fusioniert mit einem SV40 

Promoter, dieses Genprodukt ist nukleär (enspricht Konstrukt pSVc-myc-1 in Land 

et al., 1983; Müller und Verma, 1984; Bister und Jansen, 1986). 

Die gezielte Veränderung der Expression dieser verschiedenen Onkogene 

wurde auf drei Wegen erreicht: 

1. In Mausfibroblasten, die stabil mit einem Onkogen unter Kontrolle eines 

hormoninduzierbaren (konditionalen) Promoters transfiziert waren, wurde dieses 

Onkogen mit Dexamethason induziert. 

2. In verschiedene humane und murine Zellen wurde transient ein 

Onkogen transfiziert, das unter der Kontrolle seines eigenen oder eines 

konstitutiven viralen (SV40) Promoters exprimiert wurde. 

3. Es wurden Plasmide transfiziert, die retrograd eine zu Teilen der fos 

mRNA komplementäre mRNA (anti-sense fos = sof) transkribierten bzw. es wurden 

synthetische Oligonukleotide transfiziert, die komplementär zu den ersten fünf 

Kodons der fos mRNA waren (sof-Pentadecanukleotide). 

In allen Fällen wurde als Indikatorgen ein Chloramphenicol-Acetyl

transferase Expressionsvektor benutzt, der als regulatorische Sequenzen entweder 

Teile des humanen Kollagenase Promoters (Abb. 13) oder den c-fos Promoter (Abb. 

14) enthielt. Diese beiden Regulationssequenzen waren für meine Zwecke 

vielversprechend, da sie auf eine Vielzahl extrazellulärer Signale mit einer 

Aktivierung der Transkription antworten. Die Induktion des c-fos Promoters 

geschieht sehr schnell, die des Kollagenase Promoters verzögert, was auf 

verschiedene Mechanismen der Aktivierung hindeutet. Diese CAT-Vektoren 

wurden transient in die Zellen transfiziert und die Promoter Aktivität unter dem 

Einfluß des betreffenden Onkogens durch die Bestimmung der CAT-Aktivität in 

einem Enzymtest ermittelt. In einigen Experimenten wurde parallel dazu die 

mRNA Menge des transfizierten CAT Gens oder des endogenen fos Gens bestimmt. 
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tos- CAT Konstrukt 
-711 

I 
+~5 

I 
C - f OS CAT 

Ab b. 14: Das bakterielle CAT ..Cen unter der Kontrolle des humanen c-fos Promoters. 
Der c-fos Promoter von -711 (Xho I) bis +45 (Not I, umgewandelt in eine Xba I 

Schnittstelle) (Nummerierung nach Treisman, 1985) wurde in die 
Polyklonierungsstelle von pBLCAT 3 (Luckow und Schütz, 1987) inseriert. Konstrukt 
kloniert von M. Büscher, genaue Beschreibung in Büseher et al., in Vorbereitung. 

L TRc-ha-ras(N) L TRc-ha-ras(A) LTRmos 

0 1 3 8 0 1 3 8 0 1 2 3 8 h Dex 

a ._____I ___.I ·1 ~--_. I . L--I _. _ +--- fos 

b d 

+--- ras/mos 

Abb.lS: fos mRNA Induktion durch Onkogene. 
Verschiedene NIH 3T3 Zellklone mit hormoninduzierbaren Onkogenen wurden mit 
Dexamethason (vgl. Abb. 4) inkubiert und danach zu den angegebenen Zeitpunkten 
poly(A)+ RNA isoliert. Je 5 ug RNA wurde auf Nitrozellulose transferiert 
("Northern Blot") und mit einer radioaktiven v-fos Sonde (vgl. Abb. 4) hybridisiert 
(a, c, e). Das resultierende Signal ist indikativ für die 2,2 kb große fos mRNA. 
Parallel dazu wurden die gleichen poly(A)+ RNAs auf die gleiche Weise 
hybridisiert mit ras (b, d) bzw. mos (f). Hier dienten als Sonden ein 6,6 kb BamHI 
Fragment aus pc-ha-ras(A) (entspricht T24-C3 in Santos et al., 1984) bzw. ein Xba 
I/Hindiii v-mos spezifisches Fragment aus pMSV-31 (Papkoff et al., 1981). Der 
richtige Start der Transkription von LTRc-ha-ras(A) sowie L TRmos wurde durch S-1 
Kartierung bestätigt (für ras vgl. Abb. 18, für mos nicht gezeigt, s.a. Jaggi et al., 
1986). 
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In den folgenden Tabellen sind jeweils die Werte eines einzelnen 

Experiments angegeben, die repräsentativ für eine Serie gleichartiger Experimente 

sind. Die Experimente wurden mindestens dreimal, z.T. bis zu zehnmal, wiederholt 

(Ausnahme s. Tab.6). Durch Verwendung unterschiedlicher Präparationen des 

selben Plasmids sowie durch den Gebrauch der gleichen, aber nicht immer der 

selben Lösungen, ergaben sich unterschiedliche Transfektionseffizienzen 

(DNA-Aufnahme) und daraus resultierend unterschiedliche Absolutwerte der CAT 

Aktivität. Die ermittelten Induktionsfaktoren jedoch waren stets ähnlich. 

1. Der c-fos Promoter wird durch verschiedene (Proto-)Onkogene aktiviert 

Das fos Proto-Onkogen wird durch eine Vielzahl biochemisch 

verschiedener Signale induziert (Verma, 1987; Curran und Morgan, 1988). Durch die 

Lokalisation seines Genprodukts im Zellkern ist es ein Kandidat für ein am Ende 

einer Signaltransferkette gelegenes Glied. Wären andere (Proto-:)Onkogene 

Komponenten derselben Kette, würde man erwarten, daß ihre Aktivierung das fos 

Gen induziert. Ich untersuchte daher, ob die Expression von bestimmten 

(Proto-)Onkogenen das fos Gen induzieren kann. 

Induktion der mit dem MMTV-LTR fusionierten Onkogene ras oder mos 

(LTRc-ha-ras(N bzw. A) und LTRmos) durch Dexamethason in stabil transfizierten 

NIH3T3 Zellen führt zu einer transienten Zunahme der endogenen fos mRNA 

nach 2-3 Stunden (Abb. 15 a,c,e). Obwohl die ras und mos mRNA (Abb. 15b,d,f) und 

das entsprechende Protein (vgl. Jaggi et al., 1986) für die Dauer der fos Expression 

erhöht bleibt, kehrt die Menge der fos Transkripte wieder auf das Ausgangsniveau 

zurück: nach 8 Stunden ist keine fos mRNA mehr nachweisbar. In NIH3T3 Zellen 

ohne hormoninduzierbares Onkogen wurde keine Erhöhung der fos mRNA durch 

Dexamethason gefunden (nicht gezeigt). 

Die Aktivität eines transient transfizierten CAT Gens unter der Kontrolle 

des c-fos Promoters (Abb. 14) konnte ebenfalls durch verschiedene Onkogene 

deutlich erhöht werden: in Zellen mit hormoninduzierbarem ras oder mos 

Onkogen erhöhte Dexamethason-Gabe die CAT-Aktivität auf das 3-5 fache (Tab. 1 

A-D). Bei Kotransfektion von ras, trk, src oder myc erhöhte sich die Aktivität auf bis 

zu 10fach (Tab. 1, E-M). Intressanterweise bewirkt hier die aktivierte 

(transformierende) Version des ras Gens (c-ha-ras(A)) eine stärkere Induktion des 
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CAT-Aktivität Induktionsfaktor 

hormoninduzierbare Onkogene Dex 

A. LTRc-ha-ras(A) 1190 
+ 6230 5,2 

B. LTRc-ha-ras(N) 2460 
+ 10460 4,3 

c. LTRmos 3150 
+ 9510 3,0 

D. Ko (ohne Onkogen) 300 
+ 340 1,1 

konstitutiv exprimierte Onkogene 

E. pc-ha-ras(A) 5859 10,3 

F. pc-ha-ras(N) 2800 4,9 

G. psrc 2950 5,2 

H. ptrk 1213 2,1 

I. pBR322 (Ko) 567 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

K. pSVc-myc 1270 4,2 

L. pSVv-myb 292 1,0 

M. pSV (Ko) 304 

Tab. 1: Aktivierung des fos Promoters durch Onkogene. 
A-D: 2 ug fos C,at + 8 ug pBR322 (Scutcliffe, 1978) als Träger-DNA wurden transient 

in die LTRc-ha-ras(N bzw A) und LTRmos Zellklone transfiziert. Als Kontrolle dienten 
NIH :3T3 Zellen. 16 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium ersetzt durch DMEM 
mit 0 . .5 % FCS und zur Hälfte der Schalen 2x10-7M Dexamethason (vgl. Abb. 4) gegeben. 
Nach 30 Stunden wurden die Zellen geerntet. 

E-M: 2ug fosCAT + 8 ug onkogen-exprirnierendes Plasrnid wurden 
transient in 3T3 Zellen kotransfiziert. Die Zellen wurden wie A-D, jedoch ohne 
Dexamethason, behandelt. Als Kontrollplasmide dienten die jeweiligen Vektoren ohne 
Onkogen: für E-H: pBR322, für K u. L: pSV (ist ein Plasmid mit SV40 Promoter sowie 
Splice- und Adenylierungssignal). 
CAT-Aktivität angegeben in pmol x min-1x mg-1. 
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fos Promoters als das normale ras (c-ha-ras(N)) (Tab 1, E). In scheinbarem Gegensatz 

dazu ist die gleichstarke fosCAT -Aktivität in den LTRc-ha-ras(A) und 

LTRc-ha-ras(N) enthaltenden Zellen (vgl. Tab. 1, A u. B). Jedoch handelt es sich 

hier um Einzelklone, die bezüglich der Kopienzahl und der chromosomalen 

Integrationsorte der stabil transfizierten LTR-ras Konstrukte stark unterschiedlich 

sein können. Außerdem sind die L TR Promotoren in den beiden Zellklonen 

unterschiedlich lange aktiv, was in einer unterschiedlichen Menge an ras Protein 

resultiert (Jaggi et al., 1986). Kotransfektion des viralen oder zellulären myb Gens 

beeinflußt den fos Promoter nicht (Tab. 1, L; nur gezeigt für v-myb). 

Ein Einfluß von Onkogenprodukten auf den fos Promoter wurde kürzlich 

auch in anderen Laboratorien beobachtet: Die Injektion von ras Protein in 3T3 

Zellen induzierte den fos Promoter (Stacey et al., 1987). Kotransfektionsexperimente 

zeigten eine Transaktivierung des c-fos Promoters durch das Onkoprotein E1A des 

Adenovirus (Sassone-Corsi und Borelli, 1987). 

Meine Ergebnisse zeigen, daß Onkogene mit verschiedenen biochemischen 

Funktionen die durch extrazelluläre Signale bewirkte fos Induktion nachahmen 

können: die erhöhte Menge an Onkoprotein ras, src, mos, trk oder myc führt zur 

Aktivierung des fos Promoters, ohne daß andere extrazelluläre Signale notwendig 

wären. 

2. fos und andere (Proto-)Onkogene aktivieren den Kollagenase Promoter 

über das TRE 

Die Kollagenase ist wie fos ein Gen, das durch verschiedene extrazelluläre 

Signale induziert werden kann (Angel et al., 1987b; Herrlich et al., 1988). Im 

Gegensatz zu fos, das innerhalb weniger Minuten synthetisiert wird, ist seine 

Expression nach Stimulation stark verzögert und von vorheriger Proteinsynthese 

abhängig. Es bot sich daher an zu untersuchen, ob die Expression der Kollagenase 

durch fos induziert werden kann. Sollte dies der Fall sein, wären dann jene 

Onkogene, die den fos Promoter aktivieren, ebenfalls Kandidaten für die 

Kollagenase Induktion. 
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SV- fos Konstrukte 

+175 mause c-fos +2800 

A. pSVtos l'l 

B. p SV6. tos 

C. pSV sof 

Abb.16: Konstitutiv exprimierbare fos Konstrukte. 
Das c-fos Gen der Maus wurde fusioniert mit dem frühen Promoter des SV 40. A: das c-fos 
BamHI Fragment mit SV40-Polyadenylierungssignal aus pLTRfos40 (vgl. Abb. 2D) wurde 
vor den SV40 Promoter (Postion 185-5107 nach Reddy et al., 1978) in die Bgl II- (Pos. 5107) 
bzw BamHI- (Pos. 2469) Schnittstelle von pKSV-10 (Pharmacia) kloniert. B: Aus pSVfos 
wurden die c-fos Sequenzen von Pos. 1190 bis 2540 deletiert (vgl. Abb. 2A). C: Zur 
Konstruktion von pSVsof wurde zunächst ein 2,6 kb BamHI (Pos. 175) I Sal I (Pos. 2800) 
c-fos Fragment aus pSVfos unterkloniert in die BamHI/Sal I Schnittstellen von pBR 322 
(Scutcliffe, 1978). Dann wurde das 2,4 kb Bgl II I BamHI Fragment mit SV40 Splice- und 
Polyadenylierungsignal aus pKSV-10 in die BamHI Schnittstelle vor das unterklonierte 
c-fos Fragment inseriert (Bgl II Schnittstelle ligiert mit BamHI von c-fos). Das 
resultierende Konstrukt wurde mit Ava I an Position 292 des c-fos aufgeschnitten, die 
Schnittstellen aufgefüllt, dann mit BamHI das 2,5 kb Fragment mit 117 Basenpaaren c-fos 
sowie Splice- und Polyadenylierungssignal von SV40 isoliert und in die Bgl Il/BamHI 
Schnittstellen von pKSV-10 inseriert (die Bgl II Schnittstelle wurde zuvor aufgefüllt). 

Nummerierung der c-fos Sequenzen nach V an Beveren et al., 1983. I-IV repräsentieren die 
Exons des c-fos Gens; gestrichelt: Rest des IV. Exons (aus dem Leseraster); gepunktet: SV40 
Sequenzen. 

Ich brachte das KollagenaseCAT Konstrukt p(-1200/ +63) (Abb. 13 A) zusam

men mit dem konstitutiv fos exprimierenden Vektor pSVfos (Abb. 16A) in murine 

Fibroblasten ein und bestimmte die resultierende CAT - Aktivität gegenüber einer 

Kontrolle (pSV ~fos). In Gegenwart von fos Protein zeigt der Kollagenase Promoter 

eine 6fach höhere CAT Aktivität (Tab. 2 0 u. P, rechte Spalte). Der Kollagenase 

Promoter war also durch fos induzierbar. Nach Transfektion des KollagenaseCAT 

Konstrukts in Zellen, die ein hormoninduzierbares ras, mos oder fos Onkogen 

besaßen, resultierte durch Hormongabe ebenfalls eine erhöhte Aktivität des Kollage

nase Promoters (Tab. 2 A-E). 
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Kollagenase-Promotor p(-73/-65) 5tk p-1200/+63 

Plasmid CAT- Induktions- CAT- Induktions-
Aktivität faktor Aktivität faktor 

hormoninduzierbare Onkogene Dex 

- 380 - 158 -A. LTRc-ha-ras(A) + 2780 7,3 1733 11 

B. LTRc-ha-ras(N) - 630 - 120 -
+ 5670 9 3845 32 

c. - 1580 - 640 -
LTRmos + 4540 2,9 3334 5,2 

D. - 320 - 210 -
LTRfos + 771 2,4 376 1 ,8 

E. (ohne - 120 - 97 -Ko Onkogen) + 104 0,9 58 0,6 

konstitutiv exprimierte Onkogene 

F. pc-ha-ras(A) 554 5,2 478 17 

G. pc-ha-ras(N) 693 6,5 619 22 

H. psrc 578 5,4 n.d. 

I. ptrk 249 2,3 n.d. 

K. pBR322 (Ko) 107 - 28 -

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

L. pSVc-myc 127 3,0 n.d. 

M. pSVv-myb 33 0,8 n.d. 

N. pSV (Ko) 42 - n.d. 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

0. pSVfos 198 15 109 6,1 

P. pSVL\fos 13 - 18 -

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Q. pFBRfos 1167 18 n.d. 

R. pFBRfosL\ 65 - n.d. 
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transient transfiziertes 

Plasmid 

CAT-Aktivität 

ohne Dex mit Dex 

Induktionsfaktor 

A. p-1200/+63 (in pBLCAT3) 158 1733 11 

B. p -517/+63 II 161 1616 10 

c. p -73/+63 II 152 316 2 

D. p -66/+63 II 80 87 1' 1 

E. pBLCAT3 (Ko) 68 73 1,1 

F. p -517/-42tk (in pBLCAT2) 170 2042 12 

G. p -517/-73tk II 75 85 1 '1 

H. p -73/-42tk II 181 476 2,6 

I. p (-73/-65)5tk II 473 3465 7,3 

K. pBLCAT2 (Ko) 73 82 1,1 

Tab. 3: Das Proto-Onkogen ras aktiviert den Collagenase Promoter über das TRE. 
je 2 ug verschiedener Kollagenase Promoter Mutanten (A-D u. F-I} + 8 ug pBR322 als 
Träger Plasmid wurden transient in LTRc-ha-ras(N) enthaltende 3T3 Zellen transfiziert 
und auf Induktion durch hormoninduziertes ras Onkogen getestet. Die weitere Behandlung 
erfolgte wie in Tab. 1 A-D beschrieben. 
CAT-Aktivität angegeben in pmol x min-1 x mg-1. 

Tab. 2: Induktion des Kollagenase Promoters durch Onkogene. 
A-D: stabil ein hormoninduzierbares Onkogen enthaltende 

3T3 Zellen wurden mit 2 ug p(-73/-65)5tk oder p(-1200/+63) und jeweils 8 ug pBR322 als 

Träger-DNA transient transfiziert. Die Behandlung der Zellen erfolgte wie in Tab. 1 A-D 
beschrieben. Als Kontrolle dienten NIH 3T3 Zellen ohne hormoninduzierbares Onkogen. 

F-R: 2 ug p(-73/-65)5tk oder p(-1200/+63) und jeweils 8 ug 

onkogen-exprimierendes Plasmid wurden transient in 3T3 Zellen kotransfiziert. Die 
Behandlung der Zellen erfolgte wie in Tab. 1 E-M beschrieben. Als Kontrollplasmide 
dienten die jeweiligen Vektoren ohne Onkogen (pBR322 für F-I und pSV für L-N, vgl. a. 

Tab. 1 E-M) bzw. die Vektoren mit einem funktionell inaktiven Onkogen (pSV Mos für 0; 
p~fürQ). 

n.d. =nicht durchgeführt. CAT-Aktivität angegeben in pmol x min-1x mg-1. 
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p(-73/-65) 5tk Induktions- pfosCAT Induktions- bzw. 
faktor Repressions-

faktor 

A. GM637 

pSVfos 832 11,1 69 0,2 
pSVLlfos (Ko) 75 340 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pFBRfos 1470 8,9 105 0,7 
pFBRfost~ (Ko) 166 142 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pc-ha-ras(A) 1698 12,0 n.d. 
pBR322 (Ko) 141 n.d. 

B. NFB München 

pSVfos 330 3,7 35 0,7 
pSVllfos (Ko) 90 50 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pFBRfos 1687 9,1 n.d. 
pFBRfosll (Ko) 185 n. d. 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pc-ha-ras(A) 3475 17 n. d. 
psrc 5680 28 n.d. 
pBR322 (Ko) 203 n.d. 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pSVc-myc 4222 24 3405 11,4 
pSVv-myb 169 1,0 n.d. 
pSV (Ko) 176 298 

c. He La 

pSVfos 2046 10,2 n.d. 
pSVllfos (Ko) 200 n.d. 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pFBRfos 5897 14 120 0,8 
pFBRfost~ (Ko) 420 150 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pSVc-myc 670 2,9 n.d. 
pSVv-myb 218 1,0 n.d. 
pSV (Ko) 229 n.d. 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pc-ha-ras(A) n.d. 2527 12,2 
pBR322 (Ko) n.d. 207 

D. F9 tk- p(-517/-42)tk 

pSVfos 110 3,7 n.d. 
pSVllfos (Ko) 30 n.d. 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pc-ha-l'as(A) 260 4,3 n.d. 
pBR322 60 n.d. 
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Zur Analyse, über welche Sequenzen die Aktivierung im Kollagenase 

Promoter vermittelt wurde, transfizierte ich verschiedene Deletionsmutanten des 

Kollagenase Promoters (Abb. 13) transient in NIH 3T3 Zellen, die stabil mit 

pLTRc-ha-ras (N) transfiziert waren. Durch Gabe von Dexamethason wurde 

ermittelt, welche Mutanten noch auf die ras Expression ansprachen. Tab. 3 zeigt, daß 

nur jene Teile des Kollagenase Promoters durch die ras Expression aktiviert wurden, 

die noch das TPA- regulierte Element (TRE, Angelet al., 1987) besitzen (vgl. Abb. 

13). Ein Konstrukt, das im wesentlichen nur noch das TRE enthält (p(-73/-42)tk), ist 

noch zweifach induzierbar. Das pentamerisierte TRE (p(-73/-65)5tk) vermittelt eine 

mehr als 7fache Induktion (Tab. 3 I). In der Folge wurde nun das Konstrukt 

p(-73 I -65)stk verwendet, und es zeigte sich, daß die Onkogene fos, ras, mos, src, trk 

und myc alle die Induktion der Kollagenase über das TRE bewirken (Tab. 2). Das myb 

Onkogen, das bereits den fos Promoter nicht aktiviert hatte, zeigte auch hier keinen 

aktivierenden Effekt auf den Kollagenase Promoter. 

Bei Kotransfektion des KollagenaseCAT Vektors mit Onkogen -

exprimierenden Plasmiden in die Zellinien F9 (murine embryonale 

Teratokarzinomzellen), GM637 (durch SV40 immortalisierte humane Fibroblasten), 

HeLa (humane Cervixkarzinomzellen) und NFB München (primäre humane 

Fibroblasten) ergaben sich im wesentlichen die gleichen Effekte, die 

Induktionsfaktoren waren jedoch zum Teil unterschiedlich (Tab. 4, linke Spalte). 

Tab. 4: Induktion des Kollagenase Promoters und Induktion bzw. Repression des fos Promoters 
durch Onkogene in verschiedenen Zellinien. 
Je 2 ug p(-73/ -65)5tk bzw. fosCAT + 8 ug onkogen-exprimierendes Plasmid wurden transient 

kotransfiziert. Die Behandlung der Zellen erfolgte wie in Tab. 1 E-M für 3T3 Zellen 
beschrieben. Für F9 Zellen wurde als KollagenaseCAT Plasmid p(-517 /-42)tk verwendet. 
Die jeweiligen Kontrollplasmide sind in Tab. 2 F-R beschrieben. 

n.d. =nicht durchgeführt. CAT-Aktivität angegeben in pmol x min-1x mg-1. 
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A. LTRmos 

H7 HA1004 

+ + Dex 

B. L TRc-ha-ras(N) 

H7 HA1004 

+ + + Dex 

C. NIH3T3 (Ko) 

H7 HA1004 

+ + + Dex 

' 

Protelnkln11e Du LTRc·ha·raa(A) LTRmoa NIH3T3 (Ko) 
Inhibitor 

140 200 115 

+ 1100 1400 75 

H7 + 410 1130 430 

HA1004 + 1060 1580 60 

Abb. 17: Beteiligung von 
Proteinkinasen an der 
Kollagenase-Induktion durch 
Onkogene. 

Je2 ug 
p(-1200/+63) (vgl. Abb. 13) zusammen 
mit 6 ug pBR322 (Scutcliffe, 1978) als 
Träger Plasmid wurden in LTRmos-, 
LTRc-ha-ras(N)- oder NIH 3T3 Zellen 
transfiziert. Nach 14 Stunden wurde 
das Medium erneuert und zu einem Teil 
der Zellen Dexamethason (2x1o-7) und 
je 50 uM H7 oder HA1004 gegeben. 
Nach 30 Stunden wurden die Proteine 
isoliert und mit je 300 ug 
Proteinextrakt eine Bestimmung der 
CAT-Aktivität durchgeführt. A und B 
zeigt die Erhöhung der 
KollagenaseCAT-Aktivität durch 
Dexamethason Induktion des LTRmos 
bzw. LTRc-ha-ras(N) Gens. Diese 
Erhöhung wird durch HA1004 nicht 
beeinflußt. Sie wird jedoch in 
LTRc-ha-ras(N) Zellen durch H7 
stark reduziert. Kontrollzellen (C) 
zeigen eine Repression des 
Kollagenase Promoters durch 
Dexamethason, die auch in Gegenwart 
von HA1004 stattfindet. Im Gegensatz 
dazu führt H7 zu einer Erhöhung der 
Aktivität des Kollagenase Promoters. 

Die CAT-Aktivität 
in pmol x min-1 x mg-1 ist 
zusammengefaßt in obiger Tabelle 
dargestellt. 
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Proteinkinasen spielen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion 

(Rozengurt, 1986). Ich verwendete spezifische Proteinkinase - Inhibitoren und unter

suchte, ob sie mit der Induktion der Kollagenase durch Onkogene interferierten: H7 

ist ein Inhibitor der .cAMP-abhängigen Proteinkinasen und der Proteinkinase C 

(Kawamoto und Hidaka, 1984; Hidaka et al., 1984). HA1004 hemmt selektiv cAMP

abhängige Proteinkinasen (Hidaka et al., 1984). H7 blockierte die Induktion des 

Kollagenase Promoters durch das ras Onkogen, jedoch nicht die Induktion durch das 

mos Onkogen (Abb. 17 A,B). In Kontrollzellen führte H7 zu einer deutlichen 

Stimulation des Kollagenase Promoters (Abb. 17C). HA1004 zeigte in allen Zellen 

keinen Effekt. Da in meinem System jedoch nicht nachgewiesen werden konnte, ob 

HA1004 tatsächlich seine spezifische blockierende Wirkung entfaltete, kann aus 

diesem Experiment zwar nicht die Spezifität der beteiligten Proteinkinase(n) 

bestimmt werden, es ermöglicht aber den Schluß, daß an der Induktion der 

Kollagenase durch das ras Protein Proteinkinase(n) beteiligt sind. Das mos Protein ist 

wohl eine Komponente des Signaltransfers, die unterhalb der Mitwirkung von 

Protein Kinase C bzw. cAMP-abhängigen Proteinkinasen lokalisiert ist. Die 

Induktion der Kollagenase durch Hemmung von cAMP-abhängigen Proteinkinasen 

bzw. der Proteinkinase C in Kontrollzellen ließe sich durch die Annahme erklären, 

daß solche Enzyme vielleicht an einer negativen Kontrolle des Kollagenase 

Promoters beteiligt sind. Ein negativer Effekt auf die Expression der Kollagenase 

wurde z.B. für Dexamethason nachgewiesen (Bauer et al., 1985; vgl. a. Tab. 2E und 

Abb. 17). 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daß die hier verwendeten 

Onkogenprodukte Bestandteile von Signalketten sind, die letztendlich im Zellkern 

zur Aktivierung des Kollagenasegens führen: Ich zeigte, daß Onkoproteine, die in 

verschiedenen Kompartimenten lokalisiert sind (ras und src an der Innenseite der 

Zytoplasmamembran; mos und trk im Zytoplasma; myc und fos im Zellkern) zur 

Aktivierung des Kollagenase Promoters im Kern führen können. Notwendig und 

ausreichend für die Vermittlung dieser Transaktivierung ist das TRE. 
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transient ko-transfiziertes Plasmid(> pKSV10 (Ko) pSVsof 

A. 

B. 

c. 

D. 

stabil transfiziertes Induktor CAT- Induktions- CAT- Induktions-
Plasmid Aktivität faktor Aktivität faktor 

Ko 305 - 80 
LTRc-ha-ras(A) Dex 1262 4,1 130 

TPA 1280 4,2 130 

Ko 832 - 277 
LTRc-ha-ras(N) Dex 5053 6,1 668 

TPA 3828 4,6 587 

Ko 353 - 88 
LTRmos Dex 769 2,2 97 

TPA 634 1,8 59 

Ko 412 - 130 
Ko (ohne Onkogen) Dex 330 0,8 128 

TPA 1063 3,2 184 

Tab. 5: Anti-sense fos RNA inhibiert die Onkogen- und TPA- induzierte CAT-Expression 
von p(-73/~)stk. 

Je 2 ug p(-73/-65)5tk wurden mit 8 ug pSVsof oder einem Kontrollplasmid 

(pKSV-10) transient in 3T3 Zellen, die ein hormoninduzierbares Onkogen enthielten, 
kotransfiziert. Als Kontrollzellen dienten 3T3 Zellen ohne hormoninduzierbares Onkogen. 
Die Behandlung der Zellen erfolgte wie in Tab. 1 A-D beschrieben. TPA: 60 ng/ml. Der 
Vergleich der rechten Spalte (pSVsof) mit den entsprechenden Werten der linken Spalte 
(pKSV-10) zeigt die Hemmung der Onkogen (Dex)- bzw. TPA- induzierten 
CA T-Expression. 

CAT-Aktivitätangegeben in pmol x min-1 xmg-1. 

-
1.6 
1,6 

-
2,4 
2,1 

-
1, 1 
0,7 

-
1, 0 
1,4 
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Da mehrere Gene funktionelle TRE oder TRE - ähnliche Sequenzen 

enthalten, würde man erwarten, daß sie in ähnlicher Weise auf Onkoproteine 

ansprechen. Tatsächlich wurde gezeigt, daß die Promotoren des Polyoma 

"Enhancers" und des Transin Gens - beide mit TRE - auf erhöhte 

Onkogenexpression, inklusive ras, ansprechen (Matrisian et al., 1986; Wasylyk et al., 

1987). 

3. fos Expression ist notwendig für die Induktion der Kollagenase 

durch (Proto-)Onkogene und TP A 

Phorbolester und verschiedene Onkoproteine aktivieren die Transkription 

des fos Gens. Die selben Agenzien und auch das fos Gen selbst stimulieren den 

Kollagenase Promoter über das selbe Element (TRE). Diese Hinweise führten zu der 

Hypothese, daß fos ein notwendiges Zwischenprodukt in jenen Signalwegen sein 

könnte, die zur Aktivierung der Kollagenase führen. Um dies zu untersuchen, 

wurde selektiv die fos Expression blockiert und dann getestet, ob der Kollagenase 

Promoter noch induzierbar war. Eine Hemmung der fos Aktivität wurde dadurch 

erzielt, daß zur fos mRNA komplementäre Sequenzen (sof) in die Zellen 

eingebracht wurden. Vermutlich bilden solche "anti-sense" Sequenzen Hybride mit 

der mRNA und verhindern dadurch die Translation. 

Bei gleichzeitiger Transfektion eines konstitutiv sof mRNA 

exprimierenden Plasmids (pSVsof, Abb. 16C) war die Induktion des Kollagenase 

Promoters durch TP A sowie durch hormoninduziertes ras oder mos Onkogen 

deutlich gehemmt (Tab. 5). Diese Repression durch sof drückte die basale und die 

induzierte Höhe der CAT Aktivität noch unter die in unstimulierten Zellen 

nachgewiesene Aktivität. Bei Kotransfektion des gleichen Plasmids ohne sof 

Sequenzen (pKSV10) war diese Inhibition nicht zu sehen (Tab. 5). 



- 62 -

ko-transfizierte Plasmide 35°C 40,2°C 

in rat-1/ts src 

A. p(-73/-65) 5tk + Ko 690 390 

8. p(-73/-65) 5tk + pSVsof 290 250 

c. pBLCAT2 + Ko 150 130 

0. pBLCAT2 + pSVsof 130 120 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

in rat-2 (Ko) 

E. p(-73/-65) 5tk + Ko 325 330 

F. pBLCAT2 + Ko 175 170 

Tab. 6: Anti-sense fos RNA hemmt die durch ein temperatursensitives src Onkogen induzierte 
CAT-Expression von p(-73/ -65)5tk. 

Je 2 ug p(-73/-65)5tk wurden mit 10 ug pSVsof oder pi<SV-10 (Kontrolle) transient in 

rat-1 Zellen, die ein temperatursensitives src Onkogen exprimierten, kotransfiziert. Die 
Transfektion erfolgte für 12 Stunden in 40,2° C (nicht-permissive Temperatur). Dann wurde 
das Medium durch DMEM mit 0,5 % FCS ersetzt und ein Teil der Zellen in die permissive 
Temperatur (35° C) überführt. Nach 30 Stunden wurden die Zellen geerntet. A. zeigt die 
Induktion von p(-73/-65)5tk durch Transfer in die permissive Temperatur. B. zeigt die 

Hemmung dieser Induktion durch anti-sense fos (pSVsof). Cu. D: das CAT Gen ohne 
Kollagenase Sequenzen zeigt keine Änderung durch Aktivierung des src Onkogens. Eu. F: 
In Zellen ohne temperatursensitivem Onkogen findet keine Aktivierung von 
KollagenaseCAT durch Temperaturwechsel statt. (Dieses Experiment wurde von mir im 
Labor von Bob Friis, Bern, durchgeführt. Wegen des erheblichen technischen Aufwandes 
wurde es nur einmal durchgeführt. Das Resultat fügt sich in den Rahmen, der durch die 
anderen Transfektionsexperimente (Tab. 2, 4, 5) abgesichert wurde.) 

CAT-Aktivität angegeben in pmol x min-1x mg-1. 
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In einer Ratten-Zellinie, die mit einem temperatursensitiven src Onkogen 

(ts-src) exprimierenden Virus infiziert war (Fincham et al., 1982), wurde die 

Induktion des Kollagenase Promoters (p( -73 I -65)5tk) nach Einbringen der Zellen in 

die permissive Temperatur ebenfalls durch pSVsof Transfektion reduziert (Tab. 6). 

Die Kotransfektion von sof Pentadekanukleotiden, die komplementär zu 

den ersten fünf Kodons der fos mRNA waren, verringerten die ras induzierte 

Kollagenase Aktivität in NIH3T3 Zellen (nicht gezeigt). 

TP A, ein Phorbolester, von dem gezeigt war, daß er sowohl das fos Gen als 

auch das Kollagenase Gen induzieren kann, wirkt ebenfalls über fos: die Induktion 

des Kollagenase Promoters (p(-73/-65)5tk) durch TPA ist in Gegenwart von sof 

deutlich gehemmt (Tab. 5). 

Diese Ergebnisse zeigen, daß die Aktivierung der Kollagenase durch ras, 

mos, src oder TPA von vorheriger fos Expression abhängt. Die Basalaktivität des 

Kollagenase Promoters in uninduzierten Zellen, die ebenfalls durch sof Expression 

verringert werden kann (Tab. 5), reflektiert sehr wahrscheinlich die geringe, aber 

doch vorhandene fos Expression in diesen Zellen (Bravo et al., 1986). Die Hemmung 

der Kollagenase Induktion war in verschiedenen Experimenten unterschiedlich 

stark, was wohl auf die unterschiedliche Mengen an sof mRNA zurückzuführen ist. 
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A B C 
+ + dexamethason 

+ antisense tos 

-210 nts 

112 nts 

Abb. 18: Die ras-abhängige Kollagenase Expression benötigt fos. 
Zellklone mit LTRc-ha-ras(N) wurden zu 3x106 Zellen pro 15 cm 

Petrischale angesetzt und am nächsten Tag mit 5 ug p(-73/-65)5tk + 20 ug pKSV-10 

(A, B; Kontrolle) oder + 20 ug "anti-sense" fos exprimierendem Plasmid pSVsof (C) 
transfiziert. Nach 16 Stunden wurde das Medium ~wechselt und ersetzt durch 
DMEM mit 0,5 % FCS, wobei ein Teil der Zellen 2x10- M Dexamethason erhielt (B, 
C). Nach 30 Stunden wurde die poly(A)+ RNA isoliert und eine S-1 Kartierung 
durchgeführt. Je 5 ug RNA wurde mit einer LTR-spezifischen Sonde (ein 
5'-endmarkiertes Eco RI/BamHI Fragment aus pBG102; Ponta et al., 1985) oder einer 
tk-CAT-spezifischen Sonde (ein 5'-end markiertes Eco RI/Pvu li Fragment aus 
pBLCAT 2, vgl. Fig. 2 in Angelet al., 1987b) hybridisiert und nach S-1 Behandlung 
elektrophoretisch aufgetrennt. 112 Nukleotide (nts) sind indikativ für die mRNA 
vom LTRc-ha-ras(N) Konstrukt, 210 nts repräsentieren die Kollagenase Promoter 
regulierten Transkripte von p(-73/-65)5tk. Dexamethason induziert LTRc-ha-ras(N) 

(112 nts, A versus B u. C). Die ras Expression wirkt induzierend auf p(-73/-65)5tk (210 

nts, A versus B). In Gegenwart von sof ist diese Induktion blockiert (210 nts, B versus 
C). 



- 65 -

Zur Untersuchung, ob die Induktion der Kollagenase transkriptionell 

reguliert wird, führte ich eine 51-Kartierung der mRNA durch (Abb. 18). Hierfür 

verwandte ich einen Zellklon, der stabil mit dem hormoninduzierbaren ras 

Onkogen (pLTRc-ha-ras(N)) transfiziert war. Hormongabe induziert drastisch die 

Menge an LTR-ras Transkripten. Die Transkripte eines transfizierten Kollagenase 

Promoters (verwandt wurde p-1200/ +63 oder p(-73/-65)stk, siehe Abb. 13) sind 

ebenfalls stark vermehrt, jedoch bei Kotransfektion des pSVsof Konstruktes nicht 

mehr nachzuweisen (Abb. 18, gezeigt für p(-73/-65)5tk). Die TPA Induktion der 

Transkription vom Kollagenase Promoter wird ebenfalls in Gegenwart von sof 

gehemmt (nicht gezeigt). Dies ist ein Hinweis dafür, daß die Kollagenase Expression 

transkriptioneil reguliert wird. 

Diese Experimente zeigen, daß fos eine notwendige Komponente von 

Signalketten ist: die Induktion der Kollagenase durch TPA oder die 

(Proto-)Onkogene ras, mos und src ist stark reduziert, wenn die Expression des 

endogenen fos durch "anti-sense" fos mRNA (sof) blockiert wird. 

4. Der fos Promoter wird durch fos Protein reprimiert 

Die Expression des fos Gens ist sehr stringent reguliert: seine Expression 

nach Induktorgabe ist die erste feststellbare Änderung der Genexpression; seine 

Abschaltung erfolgt ebenfalls extrem schnell: nach 30 Minuten nimmt die mRNA 

Menge bereits wieder ab und ist nach 90 Minuten auf den Ausgangswert 

zurückgekehrt (Greenberg und Ziff, 1984; Curran und Morgan, 1988); das fos Protein 

wird posttranskriptionell sehr stark modifiziert und hat eine sehr kurze 

Halblebenszeit (Curran et al., 1984). 

Diese Hinweise ließen vermuten, daß fos möglicherweise an der Regulation 

seiner eigenen Expression beteiligt ist. Um das zu testen, wurde zusammen mit 

einem fosCAT Konstrukt (Abb. 14) ein Vektor transfiziert, der das fos Gen 

konstitutiv unter Kontrolle des viralen SV40 Promoters (pSVfos, Abb. 16A) 

exprimierte. Als Kontrolle diente eine Deletionsmutante, die nur ein 

verstümmeltes, also inaktives fos Protein synthetisierte (pSV .6.fos, Abb. 16B). 
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ko-transfiziertes Plasmid CAT-Aktivität Aktivität des 
fos Promoters (%) 

A. pSVMos (Ko) 536 100 

8. pSVsof 2426 453 

c. pSVfos 189 35 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - ------- - - - -

D. pFBRfosll (Ko) 612 100 

E. pFBRfos 108 18 

- - - - - ------ - - - - - - - - ------- - - - -
stabil transfiziertes Dex 

Plasmid 

F. LTRfos 1100 100 
+ 528 48 

G. LTRsof 1620 100 
+ 1910 118 

H. NIH3T3 (Ko) 300 100 
+ 325 108 

Tab. 7: fos reprimiert, anti-sense fos induziert die Aktivität des fos Promoters. 
A-E: 2 ug fosCAT + 8 ug fos- oder anti-sense fos(sof)- exprimierendes Plasmid bzw. 

Kontrollplasmid wurden wie in Tab. 1 E-M beschrieben kotransfiziert. B. versus A. zeigt 
die Aktivierung des fos Promoters in Gegenwart von anti-sense fos, C. versus A. die 
Repression durch fos. F.-H.: 2 ug fosCAT + 8 ug pBR322 als Träger DNA wurden wie in 
Tab. 1 A-D beschrieben transient in 3T3 Zellen transfiziert, die ein hormoninduzierbares 
fos oder sof enthielten. Als Kontrollzellen diente NIH 3T3 Zellen. F. zeigt die Repression 
des fos Promoters durch Hormoninduktion von LTRfos, G. die schwache, aber 
reproduzierbare Induktion durch anti-sense fos. 

CAT-Aktivität angegeben in pmol x min-1 x mg-1. 
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In weiteren Experimenten wurde das "anti-sense" fos Konstrukt (pSVsof, 

Abb. 16 C) kotransfiziert, um einen möglichen Einfluß des endogenen fos auf 

fosCAT zu blockieren. 

Kotransfektion von pSVfos reprimierte die vom c-fos Promoter gesteuerte 

CAT Synthese auf etwa ein Drittel, pSV~fos bewirkte keine Änderung (Tab. 7 B,C). 

Diese Auto-Repression des fos Promoters wurde auch durch virales fos Protein 

erreicht: Kotransfektion eines viralen fos Gens unter der Kontrolle des FBR Maus 

Sarkom Virus LTR (pFBRfos, entspricht Konstrukt E300 in Lucibello et al., 1988) 

hemmt die fosCAT Expression ebenfalls (Tab. 7 D,E). Hier diente als Kontrolle ein 

virales fos Gen, dessen Protein eine Punktmutation in der DNA Bindungsdomäne 

besitzt und daher nicht mehr DNA bindend ist (pFBRfos~, entspricht Konstrukt D4 

in Lucibello et al., 1988). 

Auch in einem mit pLTRfos (Abb. 2C) stabil transfizierten Zellklon 

resultierte die hormoninduzierte fos Expression in einer Reduktion der fosCAT 

Aktivität (Tab. 7 F). In diesen Zellen analysierte ich weiterhin, ob durch die hormon

induzierte Expression des fos Gens nicht nur ein transient transfizierter fos 

Promoter (fosCAT) reprimiert werden kann, sondern ob dieser Effekt auch auf den 

endogenen c - fos Promoter nachzuweisen war: die Zellen wurden gehungert, dann 

wurde durch Serumstimulation das endogene c- fos Gen induziert. Dabei wurde in 

einem Teil der Zellen 90 Min. vor Serumgabe das stabil transfizierte LTRfos Gen 

durch Dexamethason induziert. Bei vorheriger Stimulation des LTRfos Gens war 

die Seruminduktion des endogenen c - fos Gens blockiert (Abb. 19). Wurde die 

Translation der LTRfos mRNA durch Cycloheximid gehemmt, war die 

serumstimulierte Menge der endogenen fos mRNA ohne und mit Hormon gleich 

hoch (Abb. 19). Diese Resultate zeigen, daß die Anwesenheit von fos Protein die 

Induktion des c - fos Promoters reprimiert. 

Die transiente Transfektion eines "anti-sense" fos Konstrukts (pSVsof, Abb. 

16C) bewirkt die Aktivierung eines kotransfizierten fosCAT Plasmids (Tab.7A,B). 

Auch die Induktion eines stabil transfizierten LTRsof Konstrukts (entspricht 

pLTLcfosM.a in Nishikura und Murray, 1987) mit Hormon führte zu einer leichten, 

aber reproduzierbaren Stimulation eines transient transfizierten fosCAT Konstrukts 

(Tab. 7G). Dieser geringe Effekt im Vergleich zur Verwendung von pSVsof (Tab. 7B) 

ist wohl auf die unterschiedliche Stärke der sof - exprimierenden Promotoren 

zurückzuführen. 
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a b c d e f g h k 

+ + + + Cx 

15' 35' 15' 35' 15' 35' 15' 35' Serum 

+ + + + + Dex 

.__.-2,2 kb endo fos 

.__1,6 kb L TRfos 

Abb. 19: fos Protein verhindert die Serumstimulation des c-fos Gens. 
Stabil mit LTRfos transfizierte Zellen wurden für 70Stunden in DMEM 

mit 0,5 % FCS gehungert, dann mit verschiedenen Kombinationen Dexamethason 
(Dex, 2x10-7M), frischem DMEM mit 15 % FCS und Cycloheximid (Cx, 10 ug/ml) 
behandelt, die poly(A)+ RNA isoliert und nach "Northern Blot" mit einer 
!os-spezifischen Sonde (vgl. Abb. 4) hybridisiert. 2,2 kb endo fos repräsentiert 
mRNA des endogener\. c-fos Gens, 1,6 kb ist indikativ für Transkripte des LTRfos 
Konstrukts. 90 minütige Dex Gabe induziert die Transkription vom LTRfos Konstrukt 
(a, b). 15 bzw. 35 minütige Serumstimulation führt zur Induktion des endogenen c-fos 
Gens (e, f). Diese Induktion ist blockiert, wenn 90 Min. vor Serumgabe LTRfos durch 
Dex induziert wurde (c, d). 
Wird der Proteinsynthese-Inhibitor Cx gleichzeitig mit Dex appliziert, wird 
weiterhin LTRfos mRNA transkribiert (g, h), ebenso erlaubt Cx, gleichzeitig mit 
Serum gegeben, die Stimulation des endogenen c-fos Gens (i, k). Jedoch ist in 
Gegenwart von Cx die Serumstimulation des endogenen c-fos nicht mehr durch 
vorherige Dex Induktion des L TRfos blockierbar (g, h). 
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Es ist anzunehmen, daß die Expression von sof Sequenzen die sehr geringe 

basale Menge an endogenem fos Protein noch weiter reduziert und damit diesen 

Repressor "aushungert". Als Folge wird der fos Promoter aktiv. 

Diese Experimente zeigen, daß fos sowohl als Aktivator als auch als 

Repressor wirken kann: es transaktiviert den Kollagenase Promoter und reprimiert 

die Expression von seinem eigenen Promoter. 

Die Resultate des zweiten Teils meiner Arbeit implizieren eine 

Schlüsselrolle des fos Proteins im Signaltransfer: Die Onkogene ras, src, mos, trk, 

rnyc und fos aktivieren den Kollagenase Promoter, und zumindest für ras, mos und 

src konnte ich zeigen, daß für diese Aktivierung die Gegenwart von fos Protein 

notwendig ist. Die Menge an fos Protein wird durch die Onkogene ras, src, mos, trk 

und rnyc induziert, fos selbst bewirkt eine Repression seines eigenen Promoters und 

hält u.a. durch diese negative Rückkopplung den Signaltransfer unter der notwen

digen stringenten Kontrolle. 
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DISKUSSION 

Seit der Entdeckung der retroviralen Onkogene und ihrer zellulären Gegenstücke, 

der Proto - Onkogene, häufen sich die Hinweise, daß Onkoproteine Teil eines 

zellulären Netzwerkes sind, das die Transduktion von mitogenen oder differenzie

rungsspezifischen Signalen bis hinein in den Zellkern vermittelt. In diesem 

Netzwerk könnten die nukleären Onkoproteine Endglieder sein, die das Signal 

schließlich in eine veränderte Genexpression umsetzen. Bei einem dieser Onko

proteine, dem Produkt des fos Onkogens, deuten zahlreiche Evidenzen darauf hin, 

daß es tatsächlich durch extrazelluläre Signale beeinflußt wird und das genetische 

Programm verändern kann: es wird sehr schnell nach Behandlung von Zellen mit 

biochemisch verschiedenen Agonisten, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Ionophoren 

oder Tumor Promotoren (Cochran et al., 1984; Greenberg und Ziff, 1984; Kruijer et 

al., 1984; Bravo et al., 1985; 'Angelet al., 1985; Pompidou et al.,1987; Rahmsdorf et al., 

1987) induziert; es bindet an DNA (Sambucetti und Curran, 1986; Renz et al., 1987) 

und ist an der Regulation des alpha-1 (III) Kollagen-, des Adipozyten P2- und des 

Rous Sarkom Virus - Promoters beteiligt (Seytoyama et al., 1986; Distel et al.,1987). 

Transformationsexperimente, bei denen Revertanten von fos - transformierten 

Fibroblasten nicht wieder mit fos, ras oder mos Onkogenen retransformiert werden 

konnten (Zarbl et al., 1987), lassen an eine Onkogen - Kette denken, in der das fos 

Protein mit einer Aktivitätsregulation anderere Gene beteiligt ist. 

Meine Ergebnisse demonstrieren eine funktionelle Rolle verschiedener Onkogene 

in der Modulation definierter Promoter- Elemente, und sie zeigen, daß das nukleäre 

fos Onkoprotein ein Effektor ist, der die Konversion eines übertragenen Signals in 

die Aktivierung eines zellulären Gens, der Kollagenase, bewirkt. Diese Aktivierung 

wird vermittelt über ein 9 Basenpaare langes DNA Element, das als das TPA -

regulierte Element (TRE) der Kollagenase definiert worden war (Angel et al., 1987a). 

Mit dem TRE übereinstimmende Sequenzen wurden auch in anderen Genen, wie 

dem Interleukin 2, dem Methallothionein Ila und dem Stromelysin Gen, gefunden 

(Angel et al., 1987a). Es ist daher sehr wahrscheinlich, daß das Kollagenase Gen 

stellvertretend für eine größere Gruppe gemeinsam regulierter Gene steht, die alle 

von fos Protein abhängig sind. In diesem Sinne wäre das fos Protein ein Regulator 

der Transkription und Bestandteil des Transkriptionskomplexes. 
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Es gibt Hinweise, daß dies tatsächlich der Fall ist; das fos Protein ist ein Teil des 

Transkriptionskomplexes des Adipozyten P2 Gens (Distel et al., 1987); es bindet 

spezifisch an Oligonukleotide, die eine TRE Sequenz enthalten (Franza et al., 1988; B. 

Stein, unveröffentlicht); es liegt in der Zelle komplexiert mit p39 vor (Curran et al., 

1985; Franza et al., 1987), einem Protein, vom dem vermutet wird, daß es AP-1 ist (P. 

Vogt, persönliche Mitteilung). 

Von AP-1 war gezeigt, daß es ein Transkriptionstaktor ist, dessen Bindung an das 

TRE notwendig zur Aktivierung des Kollagenase Promoters ist (Angel et al., 1987b; 

Lee et al., 1987). Man nimmt an, daß die Aktivität dieses Faktors posttranslational 

modifiziert wird, da die Aktivierung der Kollagenase über das TRE unabhängig von 

neuer Proteinsynthese zu sein scheint und die Bindungsaktivität des AP-1 in 

Extrakten phorbolester-behandelter Zellen auf das 4fache ansteigt. Ich zeigte jedoch, 

daß fos Proteinsynthese eine Voraussetzung für die Genaktivierung über das TRE 

ist. Eine Erklärung für diesen Widerspruch wäre folgende: Die experimentellen 

Konditionen zur Inhibition der Proteinsynthese erlauben immer noch eine 

Residualsynthese von etwa 5 %. Gleichzeitig führen diese Bedingungen zu einer 

drastischen Überproduktion an fos mRNA (Cochran et al., 1984; Kruijer et al., 1984; 

Greenberg et al., 1986a). Daher könnte selbst bei Anwesenheit von Proteinsynthese -

Inhibitoren eine signifikant~ Menge an fos Protein produziert werden. Es ist 

dennoch wahrscheinlich, daß AP - 1 posttranslational modifiziert wird und als ein 

zweites, unabhängiges Ereignis während der TPA Behandlung von Zellen benötigt 

wird (Herrlich und Karin, 1987). Dies würde erklären, warum die fos Induktion 

alleine nicht ausreichend für die Induktion des Kollagenase Promoters ist: 

Bestrahlung von Zellen mit UV - Licht induziert sehr schnell die Transkription des 

c - fos Gens (Angel et al., 1985; Büseher et al., eingereicht), aber die Induktion der 

Kollagenase ist hier im Vergleich zu Serum- oder TPA-behandelten Zellen mehrere 

Stunden verzögert. 

Ein auffälliges Merkmal der Aktivierung des c - fos Gens ist das schnell vorüberge

hende Erscheinen seiner mRNA und seines Proteins. Dies wird verursacht durch 

i) die kurze Halblebenszeit der mRNA; ii) den raschen Abbau des Proteins; iii) die 

schnelle Repression des Promoters; (Curran et al., 1984; Treisman, 1985; Greenberget 

al., 1986; Rechsteiner et al., 1987; Verma, 1987). Ich zeigte, daß die Repression des 
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c- fos Promoters durch fos Protein selbst verursacht wird. Mehrere Befunde führten 

zu dieser Schlußfolgerung: i) ein c - fos Promoter-CAT Konstrukt wird induziert, 

wenn die Synthese des endogenen fos Proteins durch "anti - sense" fos blockiert 

wird; ii) die Aktivität des fos-CAT Konstrukts wird reprimiert, wenn ein fos Protein 

synthetisierendes Plasmid kotransfiziert wird. Diese Experimente wurden in 

gehungerten Zellen durchgeführt und implizieren daher, daß selbst unter diesen 

Bedingungen eine niedrige basale Synthese von fos Protein stattfindet (vgl. Bravo et 

al., 1986). Dies ist in Übereinstimmung mit meinem Befund, daß die Basalaktivität 

des Kollagenase Promoters weiter reduziert werden kann, wenn die fos 

Proteinsynthese durch anti-fos Sequenzen blockiert wird. Weiterhin wird iii) die 

serumstimulierte fos Expression gehemmt, wenn zuvor ein stabil transfiziertes 

LTR-fos Konstrukt durch Hormongabe angeschaltet wurde. 

Das fos Gen erwirbt durch Modifikationen des 5'- und 3'- Bereiches transformieren

de Eigenschaften (Miller et al., 1984; Meijlink et al., 1985; Iba et al., 1988). Man nimmt 

an, daß durch diese Veränderungen die Menge an fos Protein in der Zelle länger

fristig erhöht wird, also im Gegensatz steht zur normalen, schnell vorübergehenden 

Expression von fos nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren. Meine Experimente 

zeigen, daß dies tatsächlich der Fall ist: i) die Deletion des 3' -untranslatierten Endes 

bewirkt eine drastische Verlängerung der Halblebenszeit der mRNA; ii) die fos 

Protein Menge bleibt über mehrere Stunden konstant erhöht; iii) die erhöhte 

Expression korreliert mit der Ausprägung des transformierten Phänotyps; iv) nach 

Reduktion der erhöhten fos Expression revertiert die Zelle zum Normaltyp. 

Ist das fos Protein auch an der Transformation der Zellen durch andere Onkogene 

beteiligt? Sicherlich ist die über fos bewirkte Aktivierung des Kollagenase Gens nicht 

ausreichend für die Transformation der Zelle: Klone einer Rattenzellinie (rat-2), die 

große Mengen Kollagenase exprimierten, zeigen keine Anzeichen eines transfor

mierten Phänotyps (Ponta et al., unveröffentlicht). Jedoch sprechen mehrere 

Befunde für eine Rolle des fos Proteins in Onkogen- oder TP A-induzierten Trans

formationsprozessen: i) Nach Steroidhormonbehandlung von NIH 3T3 Zellen, die 

stabil mit LTRras, LTRmos oder LTRfos transEiziert sind, ändern diese innerhalb 

weniger Stunden auf die gleiche Weise ihren Phänotyp: sie konvertieren zu einer 

fusiformen Morphologie; die gleichen Veränderungen resultieren aus der 
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Behandlung untransfizierter NIH 3T3 Zellen mit dem Tumor Promoter TP A. Dies 

deutet darauf hin, daß diese verschiedenen induzierenden Agentien - zusätzlich 

zur Kollagenase - ein ähnliches Gensortiment aktivieren. ii) "Anti-sense" fos RNA 

restauriert das kontakt-inhibierte Wachstum von Zellen, die mit dem viralen sis 

Onkogen transformiert wurden (Mercola et al., 1987). iii) NIH 3T3 Zellen, die mit 

raf, fms oder dem sis Onkogen transformiert wurden, exprimieren erhöhte fos 

Mengen (Müller et al., 1984; Mercola et al., 1987). iv) Revertanten fos 

transformierter Fibroblasten können nicht mehr mit fos, ras oder mos Onkogenen 

retransformiert werden (Zarbl et al., 1987). 

Die über fos laufende Signaltransferkette, die hier am Beispiel der Kollagenase 

Induktion aufgezeigt wurde, ist wohl eine von mehreren, über die Genregulation 

und Transformation erreicht werden kann. Zum Beispiel können die oben erwähn

ten Revertanten fos transformierter Zellen leicht mit trk oder Polyoma mittel T 

Onkogenen retransformiert werden (Zarbl et al., 1987). Potentielle Kandidaten für 

alternative Signaltransferketten wären die nukleären Onkogene myc, myb, erbA 

und jun, die möglicherweise direkt in die Kontrolle der Genexpression involviert 

sind (Kaddurah-Daouk et al., 1987; Sap et al., 1987; Bohmann et al., 1987; Angelet al., 

1988; Bos et al., 1988). 

Für myc konnte ich zeigen, daß es sowohl den fos-, als auch den Kollagenase

Promoter induziert. Die physiologische Relevanz dieses Befundes ist jedoch noch 

unklar, da in serumstimulierten Fibroblasten zuerst fos, dann myc induziert wird 

(Müller et al., 1984a). Möglicherweise spielen dabei gewebsspezifische Faktoren eine 

Rolle: in undifferenzierten Phaeochromozyten kann unter bestimmten Umständen 

erst myc, dann fos induziert werden (I. Verma, persönliche Mitteilung). Gewebs

spezifische Komponenten sind wohl auch dafür verantwortlich, daß das myb 

Onkogen in Fibroblasten weder den c - fos-, noch den Kollagenase -Promoter akti

viert: das virale myb transformiert nur hämatopoetische Zellen, keine Fibroblasten 

(Lipsick et al., 1986). Erste Experimente deuten darauf hin, daß das jun Onkogen 

-wie fos- den Kollagenase Promoter aktiviert und den fos Promoter reprimiert. 
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Die Resultate dieser Arbeit weisen darauf hin, daß Onkoproteine Teil eines kom

plexen Netzwerks sind, das die Umsetzung extrazellulärer Signale in die Aktivie

rung oder Repression von Genen bewirkt. Entgeht die stringente Regulation der 

adäquaten Kontrolle, kann durch einen "molekularen Kurzschluß" die tumorigene 

Transformation der Zelle resultieren. Es wird eine wichtige Aufgabe sein, die einzel

nen Komponenten dieser Signaltransferketten weiter zu dissektieren und ihre 

Funktionen und Interaktionen zu analysieren &3 
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