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Zusammenfassung

Bestrahlung von Sidugetierzellen mit kurzwelliger ultravioletter
Strahlung (UVC) hat komplexe Anderungen im Programm der Gen-
expression zur Folge. In der schnellen Phase der "UV-Antwort" werden die
zelluldren Protoonkogene c-fos und c-jun, unabhédngig von Proteinneu-
synthese, verstirkt transkribiert. Man kann daher erwarten, daff Trans-
kriptionsfaktoren, die die Expression dieser Gene regulieren, durch UVC-
Bestrahlung in ihrer Aktivitit verdndert werden. c-fos und c-jun kodieren
selbst fiir Transkriptionsfaktoren (c-Fos, c-Jun), die die Expression anderer
Gene regulieren konnen. Daher werden in der zweiten Phase der UVC-
induzierten Reaktionen Gene verstirkt transkribiert, deren effiziente
Expression von der Neusynthese dieser Transkriptionsfaktoren abhidngt
(z. B. das Kollagenasegen). Die vorliegende Arbeit beginnt mit der Analyse
der schnellen Expression von c-fos und c-jun mit dem Ziel, die
Mechanismen der unmittelbaren, UV-induzierten Signaltransduktion zu
erforschen.

Im ersten Teil der Arbeit wird gezeigt, da die Transkriptionsfaktoren
¢-Jun und Elk-1 innerhalb von Minuten nach UVC-Bestrahlung von Zellen
verstirkt phosphoryliert und dadurch funktionell aktiviert werden. Beide
Proteine sind bereits im unstimulierten Zustand in der Zelle vorhanden
und die DNA-Erkennungssequenzen beider Faktoren sind notwendig fiir
die UVC-induzierte Expression der Gene c-jun bzw. c-fos. Dies legt den
Schluf§ nahe, daf Phosphorylierung von c-Jun und Elk-1 zur schnellen
Genexpression nach Bestrahlung von Zellen mit UVC beitragen. c-Jun ist
also an der Regulation der Expression seines eigenen Gens beteiligt.

Im folgenden wurde versucht, Komponenten im Zytoplasma zu
identifizieren, die zur UVC-abhidngigen Genexpression beitragen. Es wird
gezeigt, dafl die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren c-Jun und Elk-1
durch UVC tiber eine Signaltransduktions-Kaskade vermittelt wird, die in
dhnlicher Weise auch durch die Bindung von Wachstumsfaktoren an
Rezeptoren in der Plasmamembran initiiert wird. Die UVC-induzierte
Phosphorylierung des c-Jun Proteins ist identisch mit jener nach
Behandlung von Zellen mit Interleukin-la (IL-la) oder epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) bzw. nach Uberexpression einer aktivierten Form
des GTP-bindenden Proteins Ras. Eine dominant-negativen Mutante des




Ras-Proteins hemmt die UVC-induzierte Genexpression. Aufgrund dieser
Tatsachen und aufgrund der Aktivierbarkeit Ras-regulierter Proteinkinasen
durch UVC wird gefolgert, da8 das Ras-Protein eine notwendige
Komponente UVC-induzierter Signaltransduktion ist.

Das Ras-Protein lokalisiert an der Innenseite der Plasmamembran und
spielt eine zentrale Rolle bei der Vermittlung wachstumsfaktor-induzierter
Signaltransduktion. Der Aktivierung von Ras durch UVC sollte deshalb ein
Schritt in oder an der Plasmamembran vorgeschaltet sein. Durch mehrere
Methoden der Hemmung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren wird gezeigt,
da UVC solche Rezeptoren aktiviert. Dieser Prozef ist fiir die nachfolgende
genetische Antwort notwendig. Wird rezeptor-abhingige Signaltrans-
duktion durch Vorbehandlung mit Liganden gehemmt, reagieren die
Zellen nicht mehr auf eine nachfolgende Stimulierung durch UVC. Ein
Hemmstoff, der die Aktivierung von Rezeptoren durch ihre Liganden
verhindert, Suramin, blockiert ebenfalls UVC-induzierte Signal-
transduktion. Dariiber hinaus reduziert die Expression einer dominant-
negativen Mutante des EGF-Rezeptors eine nachfolgende UVC-induzierte
Genexpression.

Um zu kldren, ob die UVC-vermittelte Wirkung auf Rezeptoren iiber die
Bindung von Liganden erfolgt, wurden Experimente mit neutralisierenden
Antikérpern durchgefiihrt, die spezifisch die Bindung bekannter
Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren verhindern. Diese Experimente
zeigen, daf$ sezernierte Liganden offensichtlich bei der spiten (Kollagenase),
jedoch nicht bei der friithen (c-fos, c-jun) Genexpression eine Rolle spielen.

In der Folge durchgefiihrte Analysen des EGF-Rezeptors lassen die
Hypothese zu, daf UVC-Strahlung diesen Rezeptor in einer liganden-
unabhidngigen Weise funktionell aktivieren kann. Der EGF-Rezeptor besitzt
Tyrosinkinaseaktivitit und wird innerhalb von Sekunden nach UVC-
Bestrahlung an Tyrosinresten phosphoryliert - ein guter Hinweis auf
Autophosphorylierung und daher auf die funktionelle Aktivierung des
Rezeptors. Diese Phosphorylierung ist durch Suramin hemmbar, was die
hemmende Wirkung von Suramin auf UVC-induzierte Genexpression
erklart. Dariiber hinaus ist die Tyrosinphosphorylierung von anderen
Proteinen im Zellextrakt nach Bestrahlung von Zellen mit UVC identisch
mit der nach Behandlung mit EGF- oder dem "Platelet Derived Growth
Factor" (PDGF), jedoch nicht nach Insulin-Behandlung. Dies unterstiitzt die




Hypothese, da8 UVC und EGF (bzw. PDGF) identische Signaltransduktions-
mechanismen in der Zelle hervorrufen, die zur Phosphorylierung der
selben Proteine in der Zelle fiihren.

Diese Experimente legen eine direkte, liganden-unabhingige
Aktivierung unterschiedlicher Wachstumsfaktor-Rezeptoren durch UVC
nahe. Auf Grund der Vielfalt der biologischen Auswirkungen
verschiedener Wachstumsfaktoren, kénnte so das breite Wirkungs-
spektrum von UV-Strahlung auf Sdugerzellen erklart werden.




Involvement of growth factor receptors in UVC-induced
gene expression

Summary

Irradiation of mammalian cells with short-wavelength UV (UVC) elicits
a complex transcriptional response. Among the first genes to be actively
transcribed after irradiation are the proto-oncogenes c-fos and c-jun. This
expression is independent of ongoing proteinsynthesis, therefore it is
reasonable to assume that preexisting transcription factors become activated
by UVC-irradiation. The products of c-fos and c-jun (c-Fos/c-Jun) themself
act as regulatory transcription factors. As a consequence, genes which are
activated by Fos/Jun are transcribed in a proteinsynthesis-dependent
manner after UVC-irradiation (e.g. collagenase). This work concentrates on
the analysis of rapid c-fos/c-jun expression in order to identify UVC-
induced signal transduction mechanisms.

Two transcription factors which are involved in regulating c-fos and
c-jun gene expression were examined. Elk-1 which acts at the c-fos promoter
and c-Jun which autoregulates it own gene. Low levels of c-Jun protein are
present in the non-stimulated cell. Both transcription factors become rapidly
phosphorylated in response to UVC-irradiation of cells and thereby gain
increased transactivation potential. Since their DNA-recognition sequences
within the promoters of c-fos and c-jun are necessary for UVC-induced
expression of these genes, this suggests that these phosphorylation events
are causaly involved in the transcriptional response to UVC. This
hypothesis is corroborated by using a dominat-negative mutant of Elk-1
which inhibits UVC-induced transcription from the c-fos promoter.

In an attempt to identify the protein kinases which phosphorylate the
transcription factors Elk-1 and c-Jun, evidences for UVC-induced activation
of the cytoplasmically located protein kinases of the MAP family are
described. Additionally, the upstream regulators of MAP kinase activity,
namely the c-Raf kinase and the GTP-binding protein Ras are shown to be
obligatory components of UVC-induced signal transduction. Both proteins
reside at the inner surface of the plasma membrane. These findings suggest
that UVC-induced c-fos and c-jun expression is mediated by a signaling
cascade which originates in or at the plasma membrane.




Since the Ras protein is a key molecule in relaying signals from activated
growth factor receptors into cytoplasmic signal transduction, I investigated
the possible involvement of receptors in UVC-dependent gene expression.
The activity of receptor molecules was inhibited by several means and the
influence on subsequent UVC-induced gene expression was monitored.
Downregulation of receptors by pretreatment with their respective ligands
as well as the general receptor blocker suramin severely inhibit c-fos and
c-jun gene expression in response to UVC. Also a dominant-negative
mutant of the epidermal growth factor receptor interferes with UVC-
induced gene expression. The immediate activation of receptor-dependent
signal transduction by UVC seems, however, not to involve binding of
soluble ligands to the receptors at the outer cell surface. Under conditions
where ligand-induced processes are inhibited, no effects on UVC-induced
c-fos or c-jun expression are observed.

Subsequent studies show that the epidermal growth factor receptor
becomes tyrosine-phosphorylated almost immediately after UVC-
irradiation. The receptor has protein tyrosine kinase activity and
autophosphorylates when bound by its ligand. This is a strong hint for
functional activation of the receptor after irradiation with UVC. This
immediate effect of UVC on the epidermal growth factor receptor is
inhibited by suramin, supporting the view that suramin interferes with
UVC-induced signal transduction by inhibiting receptor molecules at the
cell surface.

Similar to the epidermal growth factor receptor also the receptor for
platelet derived growth factor (also a tyrosin kinase) becomes tyrosine
phosphorylated after UVC-irradiation. Moreover, identical proteins in a cell
extract are tyrosine phosphorylated upon treatment of cells with epidermal
growth factor, platelet growth factor or UVC. This further indicates that
signal transduction elicited by UVC is identical to that induced by (different)
receptor tyrosine kinases.

Theses experiments suggest that UVC activates several growth factor
receptor molecules in a ligand-independent manner. Due to the diversity of
cellular reactions in response to activation of different receptors this finding
contributes to our understanding of the biological effects of ultraviolet
radiation.
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Einleitung

Wirkung von UV-Strahlung auf hohere Zellen

Jeder Mensch ist ultravioletter (UV) Strahlung ausgesetzt. Der UV-Anteil
des Sonnenlichts, der die Erdoberflache erreicht, umfafit Wellenldngen-
bereiche von 280 - 320 nm (UVB) und 320 - 400 nm (UVA). Kiirzere Wellen-
lingen (< 280 nm; UVC) und kurzwellige Anteile des UVB, werden durch
stratosphdrisches Ozon absorbiert (Longstreth, 1988). Eine Abnahme an
Ozon in der Stratosphidre wiirde daher v.a. eine erh6hte Exposition an
UVB-Strahlung zur Folge haben.

Die biologischen Wirkungen des Sonnenlichts sind mannigfach:
Sonnenbrand (Erythem), Pigmentierung, Alterung und Verdickung der
Haut, Hautkrebs und Einfliisse auf das Immunsystem sind bekannt
(Ananthaswamy und Pierceall, 1990; Kripke, 1990). Fiir alle diese Reakt-
ionen ist der UVB-Anteil des Sonnenlichts am effektivsten und seine
Wirkung wird vor allem der Fahigkeit, DNA zu schéddigen, zugeschrieben.
DNA in Losung absorbiert UV-Strahlung maximal bei 260 nm, UV-
spezifische Schidden der DNA (v.a. Pyrimidindimere) werden in vivo
jedoch durch Wellenldngen weit liber 300 nm induziert (Freeman et al,,
1989; Quaite etal.,, 1992). Am gesichersten scheint der Zusammenhang
zwischen der DNA-schidigenden Wirkung kurzwelliger UV-Strahlung
und der Entstehung von Hautkrebs (vom Nicht-Melanomtyp): Schon vor
genau 100 Jahren (1894) wurde ein Zusammenhang zwischen Sonnenlicht
und der Entstehung von Hautkrebs postuliert. Die entscheidende Rolle des
kurzwelligen UVB in diesem Prozef wurde zu Beginn unseres
Jahrhunderts entdeckt (s. Hall, 1993). Ein Defekt in der Fahigkeit, UV-
induzierte Schiden der DNA zu reparieren (z. B. bei der Erbkrankheit
Xeroderma pigmentosum) fiihrt zu einer starken Prddisposition fiir
Hautkrebs (Cleaver und Bootsma, 1975). Schlieflich wurden in mehreren
Hautkrebsproben Mutationen in Onkogenen und Tumor-Suppressorgenen
gefunden, die auf UV-spezifische Verdnderungen der DNA
zuriickzufiihren sind (z. B. CC -> TT Austausche) (Ananthaswamy und
Pierceall, 1990; Brash et al., 1991). Bereits in gesunder, UV-bestrahlter Haut
kann dieser Typ von Mutation im Tumorsuppressorgen p53 vermehrt
gefunden werden (Nakazawa et al; 1994). Im Vergleich zu Nicht-Melanom-




Hauttumoren (Basalzellkarzinom, Plattenepithelkarzinom) scheint die
Korrelation zwischen erhohter Sonnenexposition und der Entstehung von
Melanomen nicht eindeutig, aber sehr wahrscheinlich zu sein (Hall, 1993).
Auch riickt zunehmend die schidigende Wirkung des langwelligen UVA
in das allgemeine Interesse, dessen Wirkung zumindest nicht
ausschliefllich durch DNA-Schddigung erkldart werden kann (Keyse, 1993
und Referenzen darin).

Nicht alle biologischen Wirkungen des UV-Lichts lassen sich durch die
direkte Schadigung des Erbgutes erkldren - aktive Expression von Genen
spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Reaktion einer Zelle auf
UV (und andere schidigende Agenzien; s. auch Holbrook und Fornace,
1991; Herrlich et al., 1992). Die Schddigung der DNA durch UV kann jedoch
auch zu verdnderter Genexpression fithren, entweder indem der Schaden
selbst ein induzierendes Signal darstellt, oder indem sich eine stabile
Mutation in verdnderter Genexpression manifestiert. Auf die Bedeutung
UV-induzierbarer Genprodukte wird im folgenden eingegangen. Die enge
funktionelle Koppelung zwischen der Reparatur strahlen-geschéddigter
DNA und der Transkription von Genen wird durch den Befund verdeut-
licht, da Komponenten des Exzisionsreparatursystems Bestandteile der
basalen Transkriptionsmaschinerie in Eukaryonten sind (Drapkin etal,
1994).

UV-induzierte Genexpression

Mehr als 100 UV-induzierbare Genprodukte wurden bisher in héheren
Zellen identifiziert (Holbrook und Fornace, 1991; Herrlich et al., 1992; Keyse,
1993). Die genetische Reaktion auf UV-Strahlung wird unter dem Begriff
"UV-Antwort" zusammengefafit (Karin und Herrlich, 1989). Die UV-Ant-
wort liberlappt nur wenig mit der Hitzeschock-Antwort (Herrlich et al.,
1992). Hingegen dhnelt sie stark den Reaktionen einer Zelle auf andere
DNA-schiddigende Agenzien (z. B. methylierende Substanzen, ionisierende
Strahlung, reaktive Sauerstoffradikale), auf Behandlung mit Phorbolester-
Tumorpromotoren und auf Behandlung mit Wachstums- und Differen-
zierungsfaktoren. Im Gegensatz zu Prokaryonten, werden jedoch die wenig-
sten der bekannten Genprodukte, die an der Reparatur geschidigter DNA
beteiligt sind, nach UV-Strahlung verstdrkt exprimiert. Ausnahmen davon
sind die O%-Methyl-Guanin-DNA-Methyltransferase, DNA-Polymerase,




DNA-Ligase, Metallothionein und Ribonukleotidreduktase (Elledge und
Davis, 1989; Kaina et al., 1990; Herrlich et al., 1992). Trotzdem kann erhohte
Resistenz von Zellen gegentiber UV-Schddigung nach einer Vorbehand-
lung mit niedrigen Dosen an UV beobachtet werden. Experimente zeigen
auch die verbesserte Reaktivierung UV-geschiddigter Viren in Zellen, die
mit niedrigen UV-Dosen vorbehandelt wurden, im Vergleich zu unbe-
strahlten Zellen. Dieser Vorgang ist proteinsynthese-abhingig und offenbar
unabhdngig von funktionierender Exzisionsreparatur, da vergleichbare
Effekte auch in reparatur-defizienten Xeroderma pigmentosum Zellen zu
beobachten sind (s. Ubersichtsartikel Keyse, 1993). Es scheint also, daf auch
die induzierbaren Genprodukte, die nicht unmittelbar mit der Reparatur
strahlen-geschiddigter DNA in Zusammenhang gebracht werden kénnen,
zum Schutz der Zelle vor UV-Strahlung beitragen (s. auch unten).

Im folgenden soll ein Uberblick iiber Funktion und Regulation jener UV-
induzierbaren Gene gegeben werden, die in dieser Arbeit hauptsidchlich
untersucht werden.

c-fos

Das c-fos Gen ist das zelluldre Protoonkogen der viralen v-fos Onkogene
aus den murinen Finkel-Biskis-Jinkins- und Finkel-Biskis-Reilly-Maus
Osteosarcom Viren (van Beveren et al.,, 1983; Jenuwein und Miiller, 1986).
Es kodiert fiir einen nukledren Transkriptionsfaktor (c-Fos), der, zusammen
mit Vertretern der Jun-Familie (s. unten), verschiedene Formen des Trans-
kriptionsfaktors AP-1 (Aktivator-Protein-1) bildet (Chiu et al., 1988). Trans-
kriptionsfaktoren regulieren tber die Bindung an spezifische DNA-
Erkennungssequenzen ("Enhancer") die Transkription von Genen, indem
sie direkt oder indirekt mit der basalen Transkriptionsmaschinerie inter-
agieren (Mitchell und Tjian, 1989). c-Fos wirkt nur im Heterodimer mit Jun-
Proteinen. Heterodimerbildung erfolgt tiber "Coil-Coil" Wechselwirkungen
der sogenannten "Leucin-Zipper" Doméinen beider Proteine. Beiden
Proteinfamilien (Fos/Jun) ist zusédtzlich eine stark basisch geladene DNA-
Bindedoméne gemeinsam, mit deren Hilfe sie an AP-1 Erkennungs-
sequenzen (TRE, "TPA-Responsive Element; Angel etal., 1987b) im
Promoterbereich von Genen binden.

Das c-fos Gen stellt den Prototyp der "Immediate Early Genes (IEG)" dar
(Herschman, 1991). Diese zeichnen sich durch schnelle, proteinsynthese-




unabhédngige Expression nach Stimulierung ruhender Zellen mit Mito-
genen aus. In der Folge wurde die zentrale Schliisselfunktion des c-fos Gen-
produkts bei der Umsetzung verschiedenster Stimuli in lang anhaltende
genetische Reaktionen identifiziert (Nishikura und Murray, 1987;
Schonthal et al., 1988; Herrlich und Ponta, 1989). Wachstumsfaktoren, zyto-
plasmatische Onkoproteine, Phorbolester-Tumorpromotoren, UV und
andere Formen von "Stref" verursachen innerhalb von 45 min die
maximale Anhdufung c-fos-spezifischer m-RNA, die innerhalb von 90 min
wieder auf Kontrollwerte absinkt (Greenberg und Ziff, 1984; Kruijer et al.,
1984; Prywes und Roeder, 1986; Biischer et al., 1988; Schonthal et al., 1988;
Hollander und Fornace, 1989). Proteinsynthesehemmer (Cycloheximid,
Anisomycin) hemmen diese Genexpression nicht, sondern fiihren zur
Superinduktion des c-fos Gens (Greenberg et al., 1986), ein Vorgang, der
hauptsidchlich auf der Verlingerung der Halbwertszeit der c-fos m-RNA
beruht. Auch die Induktion der Expression des c-fos Gens durch Protein-
synthesehemmer per se wurde beschrieben (Edwards und Mahadevan,
1992). Dieser Effekt kann auch bei niedrigen Konzentrationen der Inhibi-
toren, die nicht zur Hemmung von Proteinsynthese ausreichen, beobachtet
werden und beruht auf einem bislang unbekannten Signaltransduktions-
mechanismus (Auer, 1994).

Die zeitlich sehr definierte Expression des c-fos Gens setzt genaue
Regulationsmechanismen voraus. Diese erfolgen auf der Ebene der Aktiv-
ierung und Repression der Transkription und m-RNA Stabilitdt
(s. Ubersichtsartikel Herrlich etal., 1989). Mehrere "Enhancer"-Elemente
regulieren die transkriptionelle Stimulierung des c-fos Gens (Treisman,
1994). Eine zentrale Rolle spielt das "Serum Response Element (SRE)";
Mutation des SRE fiihrt zu weitgehendem Verlust der c-fos Genexpression
nach Serum-, Phorbolester- und UV-Behandlung von Zellen (Greenberg
et al., 1987; Biischer et al., 1988; Graham und Gilman, 1991). Das SRE ist auch
notwendig fiir die Autorepression der c-fos Genexpression durch das c-Fos
Protein selbst, ein Mechanismus, der allerdings noch nicht genau geklart ist
(Sassone-Corsi et al., 1988; Konig et al.,, 1989; Schonthal et al,, 1989). Ein
Homodimer des Transkriptionsfaktors "Serum Response Factor (p675RF,
SRF)" bindet zusammen mit einem Monomer eines "Ternary Complex
Factor (TCF)" an das SRE des c-fos Gens (Shaw et al., 1989; Hipskind et al.,
1991). Beide Faktoren besetzen das SRE auch im "ruhenden" Zustand der




Zelle und werden nach Behandlung der Zelle posttranslationell aktiviert
(Herrera et al., 1989; Kénig, 1991). Andere Elemente 5° und 3° des SRE’s
kooperieren mit dem SRE in der Regulation der c-fos Genexpression
(Gilman et al., 1986; Bravo et al., 1987; Piette und Yaniv, 1987; Wagner et al.,,
1990).

c-jun

Das c-jun Gen stellt das zelluldre Protoonkogen des viralen v-jun Onko-
gens aus dem "Avian Sarcoma Virus (ASV) 17" dar (Vogt und Bos, 1990). Es
kodiert fiir einen nukledren Transkriptionsfaktor, der entweder als Homo-
dimer oder als Heterodimer mit Vertretern der Fos-, ATF- bzw. der Jun-
Familie den Transkriptionsfaktor AP-1 bildet (Curran und Franza, 1988; van
Dam et al., 1993).

Zahlreiche Stimuli induzieren die schnelle, proteinsynthese-unab-
hingige Expression von c-jun. Die Kinetik der Genexpression dhnelt
derjenigen von c-fos, ist jedoch nicht identisch. So induziert UV-
Bestrahlung in HeLa Zellen die Expression des c-jun Gens stérker als die des
c-fos Gens; fiir Behandlung mit Phorbolester-Tumorpromotoren verhilt es
sich umgekehrt (Devary et al., 1991; Stein et al.,, 1992). Dartiber hinaus fiihrt
Behandlung von murinen F9 Teratokarzinomzellen mit UV zur
Expression beider Gene, c-fos und c-jun, Phorbolester aber nur zur
Expression des c-fos Gens (Auer et al., 1994). Dies deutet darauf hin, daff
unterschiedliche Signaltransduktionswege an der Regulation beider Gene
beteiligt sein konnten.

Auch im Promoterbereich des c-jun Gens wirken mehrere "Enhancer"-
Elemente kooperativ bei der Regulation der Expression. Zwei AP-1 Binde-
stellen (Junl TRE, Jun2 TRE, Herr et al., 1994) sind notwendig und ausreich-
end fiir die Induzierbarkeit durch UV und Phorbolester-Tumorpromotoren
(Stein et al., 1992; Herr et al., 1994). Diese unterscheiden sich jedoch durch
ein zusitzliches Nukleotid von der "klassischen" AP-1 Bindestelle aus dem
Kollagenasepromoter und binden daher qualitativ unterschiedliche AP-1
Faktoren (Stein et al., 1992; van Dam et al., 1993; Herr et al., 1994). Diese be-
stehen v. a. aus Heterodimeren von Jun- und ATF-2-Proteinen. Es gilt also
festzuhalten, daf das c-Jun Protein, als eine Komponente des Jun/ATF-2
Heterodimers, an der Regulation der Expression seines eigenen Gens beteil-




igt ist (Angel et al., 1988b), seine Aktivitit je nach Partner im dimeren AP-1
Komplex jedoch variieren kann.

Kollagenase Typ 1

Das Kollagenase Typ I Enzym (im folgenden als Kollagenase bezeichnet)
gehort zur Familie von sezernierten Matrix-Metalloproteasen, die fiir Um-
und Abbau von extrazellulirer Matrix verantwortlich sind (s. Ubersichts-
artikel Matrisian, 1990). Die Kontrolle der Aktivitdt der Kollagenase erfolgt
auf mehreren Ebenen: Transkription, Prozessierung und Interaktion mit
Inhibitoren. Die Kollagenase wurde frith als TPA- (12-O-Tetradecanoyl-
Phorbol-13-Azetat-) induzierbares Protein identifiziert (Aggeler et al., 1984;
Angel etal, 1987a) und die Charakterisierung des verantwortlichen
Promoterelements (TRE) legte einen Grundstein fiir das heutige
Verstédndnis der transkriptionellen Regulation induzierbarer Genexpression
(Angel et al., 1987b; Angel und Karin, 1991). Das Kollagenase-TRE stellt den
Prototyp einer AP-1 Bindestelle dar, die von c-Fos/c-Jun (AP-1)
Heterodimeren in vivo erkannt wird. Potentiell kénnen natiirlich auch
andere AP-1 Isoformen daran binden. Das Kollagenase-TRE ist notwendig
und ausreichend fiir die Induzierbarkeit der Kollagenase durch TPA,
Zytokine und UV (Angel et al.,, 1987a, b; Brenner et al.,, 1989; Stein et al,,
1989). Jedoch scheint im Kontext des gesamten Promoters die Regulation
von mehreren Elementen abzuhidngen (Auble und Brinckerhoff, 1991;
Auer, 1994). Interessanterweise bestehen deutliche Unterschiede in der
Kinetik der Expression der Kollagenase nach verschiedenen Stimuli. TPA
und Zytokine induzieren die schnelle Bindung von AP-1 in vitro und die
Transkription des Kollagenasegens innerhalb von 0.5 h, die durch Protein-
synthesehemmer nicht blockiert wird (Angel et al., 1987a; Brenner et al,,
1989; Stein et al., 1989). Jedoch erscheint Proteinneusynthese notwendig fiir
die effiziente anhaltende Expression des Gens zu sein (Angel et al.,, 1987a;
Auer, 1994). Im Gegensatz dazu kann die Akkumulation Kollagenase-
spezifischer m-RNA nach UV-Bestrahlung friihestens nach 24 h nach-
gewiesen werden (Angel et al., 1987a; Stein et al., 1989, Rahmsdorf et al.,
1992). Offensichtlich sind sowohl die posttranslationelle Modifikation von
AP-1 und die Neusynthese von Fos/Jun notwendig fiir die Expression des
Kollagenasegens nach verschiedenen Stimulierungen. Erhéhte m-RNA




Mengen von c-fos und c-jun alleine erscheinen nicht ausreichend fiir
diesen Prozefl (Conca et al., 1991).

Zytokine und Wachstumsfaktoren

Schon lange weif man um die UV-induzierte Freisetzung von Inter-
leukin-1 (IL-1) aus epidermalen Zellen (Gahring et al., 1984; Ansel et al,,
1988; Kramer et al.,, 1993). Zahireiche andere Zytokine und Wachstums-
faktoren wurden daraufhin identifiziert, die in vitro und in vivo nach UV-
Bestrahlung von Zellen sezerniert werden: IL-6 (Urbanski et al., 1990), IL-10
(Rivas und Ullrich, 1992), Tumor Nekrosefaktor o (TNFa) (Kock etal.,
1990), "Transforming Growth Factor a (TGFa)" (Ellem et al., 1988), basischer
Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) (Krdmer et al., 1993). Der Mechanis-
mus, durch den diese Faktoren nach UV-Bestrahlung serzerniert werden,
ist im einzelnen nicht bekannt. Fiir manche dieser Faktoren (z. B. IL-1la,
bFGF) ist der Sekretionsmechanismus tiberhaupt nicht geklart. Fiir IL-1lo
und bFGF wurden erhdhte Mengen an spezifischer m-RNA nach UVC-
Bestrahlung gemessen (Krdmer et al.,, 1993), ein Hinweis auf transkript-
ionelle Aktivierung der entsprechenden Gene. Allerdings sind auch
Mechanismen der Freisetzung "gespeicherter" Wachstumsfaktoren
moglich. Tatsdchlich fiihrt UV-Bestrahlung zur schnellen Aktivierung
eines Enzyms, das das membranstdndige TGFo Vorldufermolekiil proteo-
lytisch aktivieren kann (Brown et al., 1993).

Welche Funktionen haben UV-induzierbare Genprodukte in Sdugerzellen?

UV-induzierte, sezernierte Zytokine diirften eine entscheidende Rolle bei
den entziindlichen und immunologischen Wirkungen von UV-Strahlung
spielen. IL-1, IL-6 und TNFo induzieren Fieber und Entzindungs-
symptome, wie sie bei der Erythemreaktion auf UV-Bestrahlung beobachtet
werden (Dinarello etal.,, 1986; Kock et al.,, 1990). Die immunsuppressive
Wirkung von UV-Strahlung wird unter anderem der Wirkung von IL-10,
das nach UV-Bestrahlung von Keratinozyten sezerniert wird, zugeschrieben
(Ullrich, 1994).

Eine Beteiligung der Kollagenase an Entziindungsprozessen in der Haut
nach UV-Bestrahlung erscheint plausibel, ist aber nicht bewiesen. Behand-
lung von Zellen mit IL-1 und TNFo in Kultur, fiihrt zur gesteigerten




Expression des Kollagenasegens (Brenner et al., 1989; Conca et al., 1991). Die
Rolle der Kollagenase bei Migrationen transformierter Zellen ist gut doku-
mentiert (Matrisian, 1990) und diirfte auch bei Metastasierung von UV-
induzierten Hauttumoren (Melanomen) eine Rolle spielen.

Auf Grund ihrer Schliisselfunktion in zahlreichen Reaktionen der Zelle,
ist die Rolle der Gene c-fos und c-jun in UV-induzierten Reaktionen schwer
zu bestimmen. Zum einen tragen erh6hte Mengen an c-Fos und c-Jun zur
Aktivierung AP-l-abhdngiger Gene (wie z. B. der Kollagenase) bei (Chiu
et al., 1988; Schonthal et al., 1988; 1989; Gack et al., 1994). Als wichtige
Regulatoren des kontrollierten Zellwachstums, konnten sie jedoch auch
eine Rolle bei der Transformation von Hautzellen durch UV eine Rolle
spielen. So wurde z.B. gezeigt, da in "sonnengealterter" Haut
("Seemannshaut"), konstitutiv erhéhte Mengen an c-fos-spezifischer
m-RNA zu finden sind (Gilchrest, 1994). Zusammen mit der instabili-
sierenden Wirkung auf Chromosomen (van den Berg et al., 1991) kdnnten
erhthte Mengen an c-Fos Protein zur beobachteten Pradisposition sonnen-
gealterter Haut fiir Krebs beitragen.

Trotz des Befundes, daf# die meisten der bekannten DNA-Reparaturgene
in hoheren Zellen durch UV-Bestrahlung nicht induzierbar sind (s. oben),
wird der UV-Antwort in Sdugerzellen eine protektive Wirkung zuge-
sprochen. Nicht nur die starke Konservierung einer vergleichbaren gene-
tischen Antwort von der Hefe bis zum Mensch spricht dafiir (Engelberg
et al.,, 1994). Auch die Hemmung UVC-induzierter Genexpression durch
Inhibitoren der UV-induzierten Signaltransduktion, erhoht die Sensitivitat
von Zellen gegeniiber UVC-Bestrahlung (Devary et al., 1992). Schliefilich
konnte kiirzlich gezeigt werden, dafl Fibroblasten von Maiusen, denen
durch homologe Rekombination das c-fos- bzw. das c-jun-Gen deletiert
wurde, sensitiver auf UVC-Bestrahlung reagieren, als entsprechende Zellen
aus Wildtyp-Miusen (E. Wagner, Manuskript in Vorbereitung).

Transkriptionsfaktoren als Vermittler induzierter Genexpression

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteine, die die basale
Transkriptionsrate eines Promoters stark erhdhen (oder reprimieren)
kénnen. Sie sind in den meisten Fdllen aus definierten funktionellen
Domaénen aufgebaut: Eine DNA-Bindedomédne vermittelt die sequenz-
spezifische Bindung an die DNA im Promoterbereich eines Gens. Trans-




aktivierungsdoménen aktivieren tiber verschiedenste Mechanismen die
basale Transkriptionsmaschinerie. Die Regulation von Transkriptions-
faktoren kann auf der Ebene der Synthese und Degradation, aber auch durch
posttranslationelle Modifikationen erfolgen. Diese beeinflussen entweder
die DNA-Bindekapazitdt und/oder die Transaktivierungseigenschaften des
Proteins. Wie oben erwdhnt wurde, wird die "schnelle" Expression von
Genen nach Stimulierung von Zellen mit Wachstumsfaktoren, Phorbol-
ester-Tumorpromotoren oder UV iiber die Aktivierung praexistierender
Transkriptionsfaktoren vermittelt. In den letzten Jahren wurde intensiv an
der Aufklidrung dieser Mechanismen geforscht. Phosphorylierung durch
Proteinkinasen spielt dabei eine entscheidende Rolle (Hunter und Karin,
1992).

Beide Faktoren am c-fos SRE, SRF und TCF (s. oben), werden nach Stimu-
lierung von Zellen phosphoryliert: Mehrere Serinreste im N-terminalen
Bereich von SRF wurden identifiziert, deren Phosphorylierung die DNA-
Bindekapazitit von SRF, zumindest in vitro, regulieren (Janknecht et al,,
1992). Ser 103 wird in vitro durch die Ribosom-S6-Proteinkinase, eine
wachstumsfaktor-induzierbare Kinase, phosphoryliert. Die Kinetik der
Phosphorylierung an Ser 103 korreliert mit der c-fos Transkription nach
Stimulierung von Zellen mit Wachstumsfaktoren (Rivera et al., 1993).

Mehrere Proteine mit "TCF-Aktivitdt" wurden identifiziert (Treisman,
1994). Elk-1 wurde urspriinglich auf Grund von Homologien zum ets-
Onkogen aus dem E26 "Acute Leucemia Virus" kloniert und erst spéter
seine TCF-Aktivitdt erkannt (Rao et al., 1989; Hipskind et al., 1991). Es gehort
in eine Familie von Transkriptionsfaktoren mit einer konservierten "Ets"-
DNA-Bindedoméne und stellt den mengenmifig grofSten Anteil an TCFs
in verschiedenen Zellen dar (Zinck et al., 1993; Pingout et al, 1994). Mehrere
Phosphorylierungsstellen im C-terminalen Bereich von Elk-1 wurden iden-
tifiziert und funktionell charakterisiert (Gille et al., 1992; Janknecht et al.,
1993; Marais et al., 1993, Kortenjann et al., 1994). Der Phosphorylierungs-
zustand von Elk-1 korreliert vollstindig mit der transkriptionellen Aktiv-
ierung des c-fos Promoters durch Wachstumsfaktoren oder Phorbolester-
Tumorpromotoren (Zinck et al., 1993).

Wie bereits erwdhnt, ist das c-Jun Protein selbst an der Regulation seines
Gens (und anderer AP-1-abhédngiger Gene) beteiligt (Angel et al., 1988b; Stein
et al., 1992). Es wird ebenfalls durch Verdnderungen im Phosphorylierungs-
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zustand in seiner transkriptionellen Aktivitdt reguliert. Unstimulierte
Zellen weisen geringe, aber nachweisbare Mengen an phosphoryliertem
c-Jun Protein auf. Die phosphorylierten Aminoséuren (Ser und Thr) lokali-
sieren hauptsdchlich im Bereich der DNA-Bindedoméne und fiihren
dadurch vermutlich zur elektrostatischen AbstofSung des Proteins von der
(negativ geladenen) DNA (Boyle et al., 1991a; Lin et al., 1992; s. auch Uber-
sichtsartikel Sachsenmaier und Radler-Pohl, 1994). Die Stimulierung von
Zellen mit Wachstumsfaktoren, Phorbolester-Tumorpromotoren oder
aktivierten Onkoproteinen hat zwei gegenldufige Verdnderungen am c-Jun
Protein zur Folge: Verlust der inhibitorischen Phosphorylierungen im
Bereich der DNA-Bindedomédne und induzierte Phosphorylierung im
Bereich der N-terminalen Transaktivierungsdomdnen (Boyle etal., 1991a;
Binétruy et al., 1991; Smeal et al., 1991, 1992; Pulverer et al., 1991; Adler et al.,
1992; Franklin et al., 1992; Hagmeyer et al., 1993). Wie in dieser Arbeit
gezeigt und gleichzeitig auch von einer anderen Arbeitsgruppe publiziert
(Devary et al., 1992), induziert UVC-Bestrahlung sehr dhnliche Verdnder-
ungen am c-Jun Protein. Sowohl die verminderte negative Ladung in der
DNA-Bindedoméne, als auch die erhShte negative Ladung im Bereich der
Transaktivierungsdomanen, resultieren in verbesserter Transaktivierungs-
kapazitdt des c-Jun Proteins (Boyle et al., 1991a; Smeal et al., 1992; Radler-
Pohl et al., 1993a) (s. auch Ergebnisse).

Signaltransduktionsmechanismen von der Zellmembran zu Transkript-
ionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren liegen am Ende einer Signaltransduktions-
kaskade, die von aktivierten Komponenten an der Zellmembran oder im
Zytoplasma initiiert wird. Rezeptoren in der Plasmamembran binden
wasserlosliche Hormone, wie Peptid-Wachstumsfaktoren oder Zytokine,
und aktivieren tiber die Bildung von "Second Messenger" Molekiilen
zelluldre Proteinkinasen, die direkt oder indirekt Transkriptionsfaktoren
phosphorylieren. Manche Rezeptoren besitzen selbst Proteinkinase-
aktivitdt, wie z. B. die Rezeptoren fiir den epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF), Insulin oder den "Platelet Derived Growth Factor (PDGF)". An Hand
des Rezeptors fiir den epidermalen Wachstumsfaktor, sollen die Mecha-
nismen der Signaltransduktion eines Wachstumsfaktorrezeptors erldutert
werden, der Protein-Tyrosinkinaseaktivitit besitzt.
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Bindung von EGF an seinen Rezeptor fiihrt zur Dimerisierung bzw.
Konformationsdnderung zweier Rezeptormolekiile und dadurch zur Akti-
vierung der intrinsischen Tyrosin-Proteinkinaseaktivitit. Die Rezeptor-
molekiile phosphorylieren sich daraufhin gegenseitig an Tyrosinresten, die
in der Folge von Proteinen mit einer konservierten "Src Homology (SH) 2"
Domine gebunden werden (Schlessinger und Ullrich, 1992). SH2-Proteine
konnen selbst enzymatische Aktivitdt haben, die zur Bildung von "Second
Messenger" Molekiilen fiihrt (z. B. Phospholipase C, Ras-GTPase
aktivierendes Protein; Margolis et al., 1989; 1990). Andere SH2-Proteine
weisen keine (bekannte) Enzymaktivitdt auf und bestehen aus nicht viel
mehr als SH2- und SH3- Doméanen (SH3-Doménen binden an prolin-reiche
Sequenzen, sind also auch fiir Protein/Protein Interaktionen wichtig). Diese
"Adaptorproteine" fiihren zur korrekten Lokalisation von regulatorischen
Proteinen an der Plasmamembran (Buday und Downward, 1993).
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren katalysieren die Beladung des Ras-
Proteins mit GTP und wirken daher stimulierend, wahrend GTPase akti-
vierende Proteine die Hydrolyse von GTP durch Ras steigern, also
inhibierend auf Ras wirken (Boguski und McCormick, 1993).
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RAS Receptor
p2l aclivation

GAP-mediated

GTP hydrolysis

Sos-med
GDP/IC
excha
Raf

© 1994 Cune

Schema 1 Ras-abhingige Signaltransduktion von aktivierten Rezeptor-Tyrosinkinasen

(aus McCormick, Activators and effectors of ras p21 proteins, Current Opinion in
Genetics & Development, 1994, 4: 71-76)

Uber direkte Interaktion mit der der Ser/Thr-spezifischen Proteinkinase
c-Raf (Vojtek et al., 1993) aktiviert Ras eine Kaskade von Proteinkinasen:
MAP/ERK-Kinase (MEK) ist ein Substrat fiir c-Raf und phosphoryliert ERK1
und ERK2 ("Extracellular Signal Regulated Protein Kinase 1/2") (Boulton
etal.,, 1991; Howe etal., 1992; Kyriakis et al., 1992; Leevers und Marshall,
1992; Thomas et al., 1992; Wood et al., 1992). Man kann diesen Signalweg in
vitro mit rekombinanten Proteinen rekonstituieren, d. h. alle notwendigen
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Komponenten fiir die Ras-abhdngige Aktivierung von ERKs sind
identifiziert (MacDonald et al., 1993). Die Transkriptionsfaktoren c-Jun,
c-Fos und Elk-1 enthalten potentielle Konsensus-Phosphorylierungsstellen
fiir ERKs, wobei fiir c-Jun und Elk-1 die direkte Interaktion mit ERK2 in
vitro gezeigt werden konnte (Pulverer et al., 1991; Marais et al., 1993; Rao
und Reddy; 1994). Die I"Jberexpression von ERK1 in vivo resultiert in
Phosphorylierung und Aktivierung von Elk-1. Nach Mutation der
Konsensus Phosphoakzeptorstellen fiir ERKs verliert Elk-1 seine
transkriptionelle Aktivitdt (Janknecht et al., 1993). Dies lat den Schlufl zu,
da8 MAP/ERK-Kinasen diese Transkriptionsfaktoren in vivo direkt
phosphorylieren. Somit 148t sich zum ersten mal eine zusammenhédngende
Kette von Signaltransduktionsmechanismen von der Zellmembran bis in
den Zellkern darstellen. Natiirlich sind andere Mechanismen ebenfalls
beteiligt und sicherlich noch gar nicht bekannt.

Jeder regulatorische Vorgang in der Zelle muf seinerseits kontrolliert
werden. Daher stehen treibenden Reaktionen immer auch hemmende
Mechanismen gegeniiber. Auflerdem miissen Reize wieder gel6scht
werden, um fiir eine weitere Stimulierung zur Verfligung zu stehen.
Verschiedene Mechanismen gewdhrleisten die "Abschaltung” von Signal-
transduktion nach der erfolgten Aktivierung: Rezeptor-Ligand Komplexe
werden internalisiert und degradiert, regulatorische Phosphatgruppen
werden durch Proteinphosphatasen entfernt, GTP-bindende Proteine
kehren in den GDP-beladenen Zustand zuriick, Inhibitoren interagieren mit
aktiven Enzymen, etc. Eine gemeinsame Eigenschaft der meisten Signal-
transduktionswege ist die transiente "Refraktoritdt" gegeniiber einer
erneuten Stimulierung mit dem selben Agens. Eine (oder mehrere)
Komponenten der Signaltransduktion werden voriibergehend inaktiviert
oder miissen neu synthetisiert werden, so daff eine erneute Stimulierung
desselben Signalweges unmoglich ist (Biischer et al., 1988). Bekannte Bei-
spiele dafiir sind z. B. die Aktivierung und die nachfolgende Inaktivierung
und Degradation von Proteinkinase C- (PKC-) Isoformen durch Phorbol-
ester-Tumorpromotoren (Kraft et al., 1982), oder die liganden-induzierte
Inaktivierung und Internalisierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren
(Stoscheck und Carpenter, 1984; Downing et al., 1989).

Es sei an dieser Stelle auch erwdhnt, dafl sich unterschiedliche Signal-
transduktionswege auf allen Ebenen gegenseitig beeinflussen kénnen: So
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induziert die Behandlung von Zellen mit Phorbolester-Tumorpromotoren
eine inhibitorische Phosphorylierung am EGF Rezeptor (Cochet et al., 1984;
Hunter et al., 1984; Lin et al., 1986); cAMP-Behandlung hemmt eine nach-
folgende EGF-induzierte Signaltransduktion "unterhalb" des EGF Rezeptors
(Burgering et al.,, 1993); Transkriptionsfaktoren koénnen sich gegenseitig
positiv und negativ beeinflussen (Ponta et al., 1992; Stein et al., 1993).

Daraus ergibt sich ein sehr komplexes Netzwerk von regulatorischen
Vorgidngen in einer Zelle und die Erforschung eines Signaltransduktions-
weges nach Stimulierung kann immer nur begrenzte Aspekte der Vorgidnge
in der Zelle beleuchten.

Was war zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit iiber UV-induzierte
Signaltransduktion bekannt?

Biischer et al. (1988) konnten zeigen, daf8 sowohl UVC als auch Phorbol-
ester c-fos Genexpression iiber das SRE induzieren. Jedoch werden von
beiden Induktoren unterschiedliche Signaltransduktionswege zum SRE
beschritten. Dies beruhte v.a. auf der Beobachtung, daf8 Phorbolester-
Behandlung zur Refraktoritit der Zellen gegeniiber einer nachfolgenden
Behandlung mit Phorbolestern fiihrte, aber eine nachfolgende UVC-
Antwort nicht beeinflufite, also keine "Kreuzrefraktoritdt" induziert wurde.
Durch den Einsatz von Inhibitoren wurden Hinweise auf die Beteiligung
von Proteinkinasen an der UVC-Antwort gewonnen (Biischer et al., 1988;
Krdmer et al.,, 1990; Devary etal.,, 1991). Mehrere Evidenzen schlossen
jedoch eine Beteiligung der PKC-Isoformen an der UVC-induzierten Signal-
transduktion aus (Karin und Herrlich, 1989; Holbrook und Fornace, 1991).
Gebel (1992) konnte zeigen, da8 die Transkriptionsfaktoren c-Jun und c-Fos
nach Behandlung von Zellen mit UVC oder Phorbolestern innerhalb von
Minuten phosphoryliert werden und daf sich diese Modifikationen (in
HeLa Zellen) qualitativ voneinander unterscheiden.

Stein et al. (1989) publizierten Evidenzen, daf# die UVC-induzierte
Schiddigung der DNA fiir die Expression der Gene fiir Kollagenase, Metallo-
thionein und des "Human Immunodeficiency Virus Long Terminal Repeat
(HIV-LTR)" notwendig ist und identifizierte auch die entsprechenden
Transkriptionsfaktoren, die fiir die Expression dieser Gene nach UVC-
Bestrahlung verantwortlich sind. Folgende Evidenzen unterstiitzten die
Hypothese, daff die Schddigung der DNA ein notwendiger Zwischenschritt
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in der Expression dieser Gene nach UV-Bestrahlung ist: Zum einen waren
die Aktionsspektren fiir Geninduktion und Zellabtétung nahezu identisch,
d. h. UV induzierte Genexpression am besten im kurzwelligen Bereich, in
dem die DNA-schiddigende Wirkung am ho6chsten ist. Zum anderen
reichten in Zellen von Xeroderma pigmentosum Patienten niedrigere UV-
Dosen zur effizienten Genexpression aus, als in Zellen von gesunden
Menschen. Der Defekt in der Fahigkeit, UV-induzierte Schiden in der DNA
durch Exzisionsreparatur zu entfernen, fiihrte demnach zu einem ldngeren
Verweilen der Schiaden in der DNA, und daher zu einem ldnger andau-
ernden Signal (Miskin und Ben-Ishai, 1981).

Schon frith wurde erkannt, dafl UV-bestrahlte Zellen in Kultur Faktoren
ins Zellkulturmedium sezernieren, die in unbestrahlten Zellen dhnliche
genetische Reaktionen auslosen, wie UV selbst (Schorpp et al.,, 1984; Rotem
et al.,, 1987). Deshalb wurde eine funktionelle Beteiligung dieser Faktoren an
UV-induzierter Genexpression postuliert. Kramer (1991) konnte zeigen, daf3
UVC-bestrahlte HeLa Zellen IL-1o. und bFGF sezernieren. Er erhirtete die
Hypothese einer funktionellen Beteiligung beider Faktoren an der UVC-
induzierten Expression des Kollagenasegens, aufgrund der Hemmbarkeit
dieses Vorgangs durch Suramin, eines Hemmers von Wachstumsfaktor-

rezeptoren (Kramer et al., 1993).
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Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit méchte ich die Mechanismen, wie UVC-
Bestrahlung zu verdnderter Genexpression in Sdugerzellen fiihrt,
erforschen. Dazu werde ich zwei Formen von Genexpression als Endpunkt
wihlen, die schnelle, proteinsynthese-unabhingige Expression der Gene
c-fos und c-jun und die verzdgerte, proteinsynthese-abhingige Expression
des Kollagenasegens. Im ersten Fall kann angenommen werden, da8 in der
Zelle vorhandene Transkriptionsfaktoren durch UVC posttranslationell
aktiviert werden. Ich gehe davon aus, da8 die durch UVC hervorgerufenen
Signaltransduktionsmechanismen &dhnlich sind wie jene, die auch durch
andere Stimuli aktiviert werden, die dhnliche genetische Reaktionen wie
UVC hervorrufen. Diese Annahme basiert auf der Beobachtung, da8 die
selben regulatorischen Sequenzen in den Promotoren induzierbarer Gene
die Reaktion auf Wachstumsfaktoren, Phorbolester-Tumorpromotern und
UVC vermitteln. Daher werde ich bekannte Komponenten der Signaltrans-
duktion auf ihre Aktivierbarkeit durch UVC untersuchen und dadurch
versuchen, den Signalweg von den Transkriptionsfaktoren zuriickzuver-
folgen. Im besten Fall werde ich so Komponenten identifizieren koénnen,
die direkt durch UVC-Bestrahlung addressiert werden.

Die erste Serie von Experimenten wird sich mit der posttranslationellen
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren c-Jun und Elk-1 beschéftigen. Beide
sind flir die Regulation der Expression der Gene c-jun bzw. c-fos notwendig
und sind konstitutiv an ihre Erkennungssequenzen in den Promotoren
gebunden. Ich werde mich auf die Analyse des Phosphorylierungszustandes
beider Proteine konzentrieren, da dies eine der wahrscheinlichsten
Regulationsmechanismen ist. Sollten Unterschiede in der Phosphory-
lierung der Proteine nach Bestrahlung von Zellen mit UVC zu erkennen
sein, wird es notwendig sein, die Funktionalitit dieser Verdnderungen zu
zeigen. Dies wird durch die Analyse von Mutanten bewerkstelligt werden.
Parallel dazu wird meine Kollegin A. Radler-Pohl der Frage nachgehen,
welche Proteinkinasen durch UVC aktiviert werden kénnen und ob diese
als regulatorische Kinasen fiir die Transkriptionsfaktoren c-Jun und Elk-1 in
Betracht kommen. Auch hier wird die Strategie verfolgt, bekannte Kompo-
nenten auf UVC-Aktivierbarkeit zu testen. Frau Radler-Pohl wird sich dabei
auf Kinasen der MAP/ERK-Familie konzentrieren.
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Sollte sich zeigen, dafl Proteinkinasen durch Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren an der UVC-induzierten Genexpression beteiligt
sind, stellt sich die Frage, welche Komponenten die Aktivierung dieser
Kinasen vermitteln. Die meisten bekannten Signaltransduktions-
mechanismen rithren von aktivierten Komponenten in oder an der Zell-
membran her. Auch diese werden in die Untersuchung UVC-induzierter
Signalmechanismen mit eingeschlossen. Hier bietet sich die Verwendung
von dominant-negativ wirkenden Mutanten, die die Aktivitdt endogener
Proteine hemmen, an. Die Analyse dieser Fragestellungen wird auch
Hinweise liefern, welche Kompartimente der Zelle in der UVC-Antwort
involviert sind.

Der Moéglichkeit der Aktivierung membranstindiger Komponenten
durch UV wird auch in einem anderen experimentellen Ansatz nachge-
gangen. Welche Rolle spielen sezernierte Wachstumsfaktoren an der UVC-
induzierten Expression des Kollagenasegens? UVC konnte, iiber die Frei-
setzung und Bindung von Liganden an ihre Rezeptoren, zu einer indirekt-
en Aktivierung von Rezeptoren filihren, die vermutlich zur verzdgerten
Genexpression nach UVC beitragen wiirden. Obwohl eine Beteiligung sezer-
nierter Wachstumsfaktoren an der frithen Expression der Gene c-fos und
c-jun unwahrscheinlich erscheint, wird der Einfluf der Hemmung
rezeptor-abhidngiger Signaltransduktion auch auf die frithe Genexpression
untersucht. Mehrere Moglichkeiten der spezifischen und unspezifischen
Inhibition von Wachstumsfaktoren bzw. -rezeptoren existieren: Die Vorbe-
handlung von Zellen mit einem Wachstumsfaktor hemmt die nach-
folgende Wirkung desselben Faktors, vermutlich tiber die transiente
Inaktivierung des Rezeptors. Ich werde untersuchen, ob eine Vorbehand-
lung mit Wachstumsfaktoren UVC-induzierte Reaktionen der Zelle
hemmt. Dariiber hinaus werde ich mit spezifischen neutralisierenden Anti-
korpern bzw. Anatagonisten die Bindung bekannter Liganden an ihre
Rezeptoren verhindern und den Einfluf8 dieser Behandlung auf die UVC-
Antwort untersuchen. Um auch unbekannte Liganden zu hemmen, wird
ein genereller Hemmstoff, der Rezeptor-Liganden-Interaktionen hemmt,
zur Anwendung kommen. Schlieflich kann durch die Expression domi-
nant-negativer Rezeptor-Mutanten die Beteiligung eines Rezeptors an der
Genexpression analysiert werden.
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Fiir die meisten der gezeigten Experimente werde ich HelLa Zellen
(epitheliale Zervix-Karzinom Zellinie) verwenden. Die genetischen Reak-
tionen dieser Zellen sind vergleichbar mit denen von Epidermiszellen
(Garmyn et al., 1992; Gilchrest et al.,, 1994; Roddey et al., 1994). Da UVC
(260 nm) dhnlich, jedoch effizienter als UVB (290 nm) wirkt, wurde in
dieser Arbeit mit UVC gearbeitet. Auch hier zeigen eigene und verdffent-
lichte Daten vergleichbare Reaktionen von Zellen auf UVC und UVB
(Hollander und Fornace, 1989).

Durch diese Experimente erhoffe ich mir, Aufschluf8 iiber Signaltrans-
duktionskomponenten zu bekommen, die durch UVC aktiviert werden
und dadurch die genetische Reaktion einer Zelle auf UV-Strahlung
regulieren.







Material

Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in der héchst moglichen Reinheitsstufe
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verwendet. Wissrige Losungen wurden mit Wasser, das tiber ein Milli-Q
Reinstwassersystem der Firma Millipore entsalzt wurde, angesetzt.

Acrylamid-Bisacrylamid
Agar

Agarose

Ameisensdure
Ammoniumcarbonat
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

ATP

Azetyl-Coenzym A

BES

Borsdure

Bromphenolblau

BSA

Butanol -

Chloroform
Césiumchlorid
DEAE-Dextran
Desoxycholsdure (Natriumsalz)
Dinatriumcarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat
D-Dinitrophenyllysin
DMSO

DMSO (fiir die Zellkultur)
DMEM

DTT

ECL-System

EDTA

EGTA
Essigsdure
Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylazetat
FCS

Ficoll
Folin-Reagenz
G-50 Sepharose
Glaswolle

Roth, Karlsruhe
Difco, Detroit
Biozym, Hameln
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs
Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Amersham-Buchler,
Braunschweig
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Gibco, Eggenstein
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt
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Glukose

Glutamin

Glyoxal

Glyzerin
p-Glyzerophosphat
Glyzin
Hexamin-Cobaldchlorid
Hefextrakt

HEPES
Kalziumchlorid
Kaliumchlorid
K-Na-Tartrat
Kupfersulfat
Leupeptin

L-Leuzin

L-Lysin-HCL
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid

MEM (defizient)
B-Mercaptoethanol
MES (Pufferan®)
Methanol (technisch)
Methionin
Natriumazetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat
Natriumzitrat
Nonidet P-40
Okadaséure
Oligo-dT-Zellulose
p-Nitrophenylphosphat
Penicillin

Phenolrot

PMSF

PPO

"Prime It™ Random Primer Kit"
Protein A-Sepharose

Protein G-PLUS-Sepharose

PVP-360

Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs
Difco, Detroit
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Moana Prod., Honululu
Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt
BioWhittaker,
Walkersville
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Stratagene, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg
Oncogene Sci,
Uniondale
Sigma, Miinchen




Pyridin

Salzsdure

SDS

SDS-PAGE Standardproteine
Sperma-DNA (aus Hering)
Streptomycin

Szintillationsfliissigkeit (Emulsifier Safe)
TEMED

TPA

Tris

Triton X-100

t-RINA (aus E. coli)

Trypton

Tween-20

Wasserstoffperoxyd

Xylencyanol

Laborartikel

Bio-Imaging Analyzer
Brutschrank (Cytoperm)
DC-Platten (kieselgel-beschichtet)
DC-Platten (zellulose-beschichtet)
Einmal-Handschuhe
Einschweififolie

Elektrophoreseapparatur (fiir Peptidkartierung)
ELISA-Mefgerit (Titertek Multiskan PLUS)

Entwicklungsmaschine fiir Rontgenfilme
(X-Omat M20 Processor)
Filterpapier (GB002)

Gelkammer fiir RNA-Agarosegel
Geltrockner
Laser-Densitometer

"Mighty Small™ SE 250" Proteingelapparatur

Mikrozentrifugenréhrchen
Nitrozellulose-Membran

Nylonmembran (Highbond N+)

Parafilm™
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Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen
Boehringer, Mannheim
BioWhittaker,
Walkersville

Packard, Groningen
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Difco, Detroit

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Fuji, Japan

Heraeus, Stuttgart
Macherey-Nagel, Diiren
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Andion Elektro GmbH,
Kleve

CAMAG, Berlin
Laborbedarf Malar,
Nauheim

Kodak

Schleicher und Schuell,
Dassel

BRL, Gaithesbury
Bio-Rad, Miinchen
LKB/Pharmacia,
Freiburg

Hoefer Scientific Instr.,
USA

Greiner, Niirtingen
Schleicher und Schuell,
Dassel
Amersham-Buchler,
Braunschweig

Bender und Hobein,
Bruchsal
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Petrischalen fiir Bakterien
pH-Papier
Plastikzentrifugenréhrchen

PVDF-Membran (Immobilon)
Roéntgenfilme (Hyperfilm MP)

Rontgenfilmkassetten (Cronex)

Speed Vac®

Spektralphotometer (SPEKOL UV/VIS)
"Stratalinker”

Stromiibertragungsstreifen (fiir Peptidkartierung)

Szintillationsmefigerdt (BET Amatic)
Transferapparatur fiir Western Blot

Transilluminator (IL-350M)
Ultraturrax

Ultrazentrifugen
UV-Lampe

Vapoklav Dampfsterilisator
Vortex

Wiérmeschrank mit Rotationseinrichtung
Zellkulturschalen
Zentrifugenrdhrchen (Quick Seal™)

Radiochemikalien

32Zp-Orthophosphat
(370 Mbg/ml, ca. 370 TBq/mmol)

L-355-Methionin
(370 mBqg/ml, > 37000 GBq/mmol)

0~32P-dCTP (370 MBq/ml, 11000 GBq/ml)

D-threo-(dichlorazetyl-1-14C)-Chloramphenicol

(7,4 MBq/ml, 2.11 GBq/mmol)

Greiner, Niirtingen
Merck, Darmstadt
Falcon bzw. Greiner,
Niirtingen
Millipore, Bedford
Amersham-Buchler,
Braunschweig
Dupont

Savant, Farmingdale
Zeiss, Jena
Stratagene, Heidelberg
CAMAG, Berlin
Kontron

Hoefer Scientific Instr.,
USA

Bachofer, Reutlingen
Janke und Kunkel,
Staufen

Beckman, Stuttgart
Vetter, Wiesloch
Sterico AG, Dieticon
Janke und Kunkel,
Staufen

Bachofer, Reutlingen
Greiner, Niirtingen
Beckman, Stuttgart

Amersham-Buchler,
Braunschweig

Amersham-Buchler,
Braunschweig

Amersham-Buchler,
Braunschweig

Amersham-Buchler,
Braunschweig




Wachstumsfaktoren

Interleukin la (human, rekombinant,
aus E. coli, spez. Aktivitit: 1 -2 x 108 U/mg)

Interleukin 1o (keine spezif. Aktivitdt bekannt)

Basischer Fibroblastenwachstumsfaktor (human,
rekombinant, aus E. coli,
spez. Aktivitit: ca. 1 x 108 U/mg)

Epidermaler Wachstumsfaktor (human,
rekombinant, aus S. cerevisiae)
EDs5p = 0.34 ng/ml

Platelet Derived Growth Factor-BB Homodimer
(human, rekombinant, aus E. coli,
ED5p =1 - 3 ng/ml)

Platelet Derived Growth Factor-AA Homodimer
(human, rekombinant,
ED50 < 50 ng/ml)

Insulin (aus Rinderpankreas;
keine spez. Aktivitdt bekannt)

Antikérper

anti EGF-Rezeptor (monoklonal IgGo,,
Klon 528, gegen humanen EGF-Rezeptor
aus A431 Zellen)

anti c-Jun/AP-1 (Ab-1) (polyklonal, IgG,
aus Kaninchen, gegen Peptid AS 209 - 225
aus v-Jun)

anti IL-1a (polyklonal, IgG, Protein G-gereinigt,
aus Ziege, gegen gereinigtes, rekombinantes,
humanes IL-1a)

anti I1-1a (polyklonal, gereinigt, aus Kaninchen)

anti bFGF (polyklonal, IgG, Protein A-gereinigt,
aus Kaninchen, gegen gereinigten Rinder bFGF)
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British Biotechnology
Ltd.,

Abingdon

Biogen, Genf

British Biotechnology
Ltd.,

Abingdon

Sigma, Miinchen

Calbiochem, La Jolla

Gibco BRL, Eggenstein

Sigma, Miinchen

Oncogene Sci.,
Uniondale

Oncogene Sci.,
Uniondale

British Biotechnology
Ltd.,
Abington

Biogen, Genf
British Biotechnology

Ltd.,
Abington
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Praimmunserum (Serum aus nicht
immunisierten Kaninchen)

anti Phosphotyrosin (monoklonal, IgGy,
Klon PT-66, gegen Phosphotyrosin-BSA)

anti Maus-Immunglobuline, gekoppelt an
Peroxidase aus Meerettich (polyklonal, IgG,
aus Kaninchen, gegen Maus-Immunglobuline)

anti Kaninchen-Immunglobuline, gekoppelt
an Peroxidase aus Meerettich (polyklonal, IgG,
aus Ziege, gegen Kaninchen-Immunglobuline)

IL-1 Rezeptorantagonist (human, rekombinant)

Enzyme

Proteinase K
Restriktionsenzyme und 10 x Puffer

Trypsin fiir die Zellkultur
Trypsin ("Sequencing Grade")

Puffer + Losungen

Institut fiir Genetik,
Kernforschungs
zentrum, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Dako, Glostrup (DK)

Dako, Glostrup (DK)

Ciba-Geigy, Basel

Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Biolabs, Frankfurt
Pharmacia, Freiburg
USB, Cleveland

Difco, Detroit
Boehringer, Mannheim

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM K(l, 0.7 mM CaClp, 0.6 mM MgCly, 6.5 mM

NapyHPOy4, 1.5 mM KHpPOy4, pH 7.6

100 x Denhardt’s Losung: 2% Ficoll, 2% Polyvinylpyrrolidon, 2% BSA
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Medien

Alle Medien wurden in Pulverform gekauft und nach den Hersteller-
angaben geldst, mit Natriumcarbonat versetzt, sterilfiltriert und bei 4°C
gelagert.

DMEM Gibco, Eggenstein
F12-Medium Gibco, Eggenstein
MEM Eagle’s Medium defizient Sigma, Miinchen

(ohne Leuzin, Lysin, Methionin und Phosphat)

RPMI defizient Sigma, Miinchen
(ohne Leuzin, Lysin, Glutamin und Methionin)

32p-Markierungsmedium:

MEM Eagle’s Medium defizient + 0.4 mM L-Leuzin + 0.4 mM L-Lysin-HCI +
0.1 mM Methionin

355-Markierungsmedium:

RPMI defizient + 0.4 mM L-Leuzin + 0.4mM L-Lysin-HCl +
2 mM Glutamin

32p/35S-Doppelmarkierungsmedium:

MEM (defizient) + 0.4 mM L-Leuzin + 0.4 mM L-Lysin-HCl

Plasmide
Exprggsz'gngplgsmmg

RSV-c-Jun wt und RSV-c-Jun S1+S2 sind in Pulverer etal. (1991)
beschrieben. Beide Plasmide wurden mir von J. R. Woodgett, Ludwig
Institute for Cancer Research, London, zur Verfiigung gestellt. Das Plasmid
CMV-c-Jun (A89-91) erhielt ich von M. Birrer, National Cancer Institute,
Bethesda. Die Expressionsvektoren RSV-GAL4-c-Jun wt, RSV-GAL4-c-Jun
(51+52), RSV-GAL4-v-Jun und RSV-GHF-GAL4 wurden bereits beschrieben
(Radler-Pohl etal., 1993a) und wurden mir freundlicherweise von A.
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Radler-Pohl, T. Oehler und P. Angel, alle am Institut fiir Genetik,
Kernforschungszentrum Karlsruhe, zur Verfiigung gestellt. Das Plasmid
pUC-RSV-CAT, enthilt das CAT-Gen aus pRSVcat (Gorman et al.,, 1982)
unter der Kontrolle des RSV-LTR im Vektor pUC-RSV (P. Angel,
unverdffentlicht), dem gleichen Vektor, der fiir die oben genannten
Expressionsplasmide zur Verwendung kam (kloniert und zur Verfiigung
gestellt von M. Litfin, Institut fiir Genetik, Kernforschungszentrum
Karlsruhe). Das Expressionsplasmid pElky.374, pSRF (Ala 103) und der
entsprechende "leere" Vektor pEv3S (Matthias etal.,, 1989) wurden in
Janknecht und Nordheim (1992) bzw. Janknecht et al. (1992) beschrieben.
Beide Plasmide stellte mir A. Nordheim, Institut fiir Molekularbiologie,
Medizinische Hochschule, Hannover, zur Verfligung. RSV-H-ras (Asn 17)
bzw. RSV-H-ras (Leu 61) wurden beschrieben (DeVries-Smits et al., 1992;
Medema etal.,, 1991) und wurden mir, inklusive des "leeren" Vektors
(RSV-H20), von H. Bos, Laboratory for Physiological Chemistry, University
of Utrecht, iiberlassen. Das Expressionsplasmid fiir die dominant-negative
EGF-Rezeptor-Mutante (pRK5-HerNAS8) (Redemann et al., 1992) erhielt ich,
zusammen mit dem Plasmid pRKS5-Herc, das fiir den gesamten
menschlichen EGF-Rezeptor kodiert, von A. Ullrich, Max Planck Institut
fiir Biochemie, Miinchen. Das entsprechende "leere" Expressionsplasmid
(pRK5-0) entstand durch Xbal-Verdau von pRK5-HerNAS, Abtrennung der
kodierenden Sequenzen und anschliefender Religation des Plasmids.

Reporter

Das Plasmid 17Mx2-tk-CAT wurde in Webster et al. (1988) beschrieben und
von P. Chambon, Laboratoire de Génétique Moléculaire des Eucaryotes du
CNRS, Strasbourg, zur Verfiigung gestellt. Das SRE-tk-CAT
Reporterplasmid wurde in Konig et al. (1989) beschrieben, das tk-CAT
Plasmid entspricht pBLCAT4 in Jonat et al. (1990). Beide Plasmide wurden
mir von H. Konig, Instiut fiir Genetik, Kernforschungszentrum Karlsruhe,
tiberlassen. Das -711/+45-fos-CAT wurde in Biischer et al. (1988), das
-517/+63-coll-CAT und das 5xTRE-TATA-CAT in Jonat etal. (1990)
beschrieben.
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-DNA Fr r_Huybridisier - . t B

v-fos (Maus): Pstl-Fragment aus dem Plasmid pUC9-v-fos (Curran et al.,
1982; Rahmsdorf et al., 1987)

c-jun (Mensch): HindIII/Pstl-Fragment des Plasmids RSV-c-Jun (Angel
et al., 1988b)

Gapdh (Ratte): PstI-Fragment des Plasmids pGAPDH-13 (Fort et al., 1985)

Kollagenase (Mensch): HindIII/Sall-Fragment des Plasmids pCllasel (Angel
et al., 1987a)

Zellinien

HeLa tk- (in der vorliegenden Arbeit nur als HeLa bezeichnet) ist eine men-
schliche Cervixkarzinom-Zellinie. Diese Zellinie wurde mir vom Institut
fiir Genetik, Kernforschungszentrum Karlsruhe zur Verfiigung gestellt.

F9 tk- (in der vorliegenden Arbeit nur als F9 bezeichnet) ist eine embryo-
nale Maus-Teratokarzinom-Zellinie, die ich von P. Angel, Instiut fiir
Genetik, Kernforschungszentrum Karlsruhe, erhielt.

Rat-1, Rat-1/Her und Rat-1/LA29 Zellen sind Ratten-Fibroblasten-Zellinien,
die mit retroviralen Expressionsvektoren fiir den humanen EGF-Rezeptor
(Rat-1/Her) bzw. fiir ts-v-Src (Rat-1/LA29) stabil transfiziert sind (Wasilenko
et al. 1990; 1991) und wurden mir von M. ]J. Weber, Departement of
Microbiology and Cancer Research Center, Charlottesville, zur Verfiigung
gestellt.

A431 ist eine menschliche epidermale Karzinomzellinie (Ullrich etal.,
1984), die auf Grund einer Chromosomentranslokation und Genamplifika-
tion sehr hohe Mengen an EGF-Rezeptor expremiert. Erhalten von J. van
Zoelen, Departement of Cell Biology, University of Nijmegen.
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NIH3T3 Maus-Fibroblasten-Zellinien, die den menschlichen Insulin-
Rezeptor (NIH3T3-HIR), den menschlichen a-PDGF Rezeptor (NIH3T3-
oPDGFR), den menschlichen B-PDGF-Rezeptor (NIH3T3-PDGFR) bzw. ein
Hybridmolekiil aus dem menschlichen EGF-Rezeptor und dem v-erbB
Onkogen (NIH3T3-HER-erbBES4) stabil tliberexpremieren, erhielt ich von A.
Ullrich, Max Planck Institut fiir Biochemie, Miinchen.

Bakterien

E. coli DH5«: F-, endAl, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, thi-1, A-, recAl,
gyrA96, relAl
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Methoden

Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 6% CO3, 95% Luftfeuchte und 37°C in einem
Brutschrank kultiviert. Samtliche Manipulationen der Zellen erfolgten an
einer Sterilbank. Medien, Puffer und Glaswaren waren steril. HeLa Zellen
wurden in DMEM Medium mit 8%FCS, Rat-1, Rat-1/Her, Rat-1/LA29, A431
und NIH-3T3 Zellen im gleichen Medium mit 10% FCS kultiviert. Das
Kulturmedium fiir F9 Zellen setzte sich aus DMEM- + F12-Medium 1:1) +
10% FCS + 2 mM Glutamin + 104 M g-Mercaptoethanol zusammen. Die
Kultivierung erfolgte in sterilen, beschichteten Plastikpetrischalen oder
-flaschen. Die Menge an Kulturmedium richtete sich nach der Fliche und
wurde so gewadhlt, daf§ der Fliissigkeitsstand ca. 5 mm tiiber der Zellschicht
betrug. Die Zellen wurden vor oder kurz nach Erreichen der Konfluenz
passagiert. Zellkulturmedium, dem im Verlauf eines Versuches unsterile
Substanzen zugesetzt wurde (z.B. DNA), wurde mit Penicillin (100 U/ml)
und Streptomycin (100 pg/ml) versetzt.

Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden einmal mit PBS (37°C, ohne Ca2+ und Mg2+, s. Puffer
und Loésungen) gewaschen und fiir einige sec mit Trypsin (0.25% in
15 mM Na-Zitrat, 134 mM KCl, 0.001% Phenolrot, pH 7.6) gespiilt. Die
Trypsinlosung wurde abgesaugt, so daf ca. 0.5 ml zuriickblieb, und die
Zellen fiir einige min im Brutschrank inkubiert. Klopfen erleichterte das
vollstdndige Ablosen der Zellen und wurde mit einem Mikroskop
kontrolliert. Die abgelosten Zellen wurden in frischem Kulturmedium
(37°C) gesammelt, gut suspendiert und in der gewiinschten Verdiinnung
auf frische Zellkulturflaschen oder -schalen verteilt. Zur Bestimmung der
Zellzahl eignete sich eine Zihlkammer nach Neubauer.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach dem Abldsen der Zellen durch Trypsin (s. oben) wurden die Zellen
durch Zentrifugation gesammelt (3 min, 330 g im Schwingbecherrotor), in
dem gewtinschten Volumen Einfriermedium (= Zellkulturmedium + 10%




32

steriles DMSO) suspendiert und auf Einfrierr6hrchen verteilt. Als Regel
galt: zwei Einfrierréhrchen pro konfluenter Zellkulturschale (& 14 cm). Die
Ampullen wurden schrittweise abgekiihlt (30 min bei 0°C; einige h bei
-20°C; einige h bei -80°C) und anschliefend in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Ampullen bei 37°C im Wasserbad erwdrmt
und der Inhalt langsam in 10 ml Kulturmedium (37°C) suspendiert, zentri-
fugiert (3 min, 330 g), erneut in Kulturmedium suspendiert und auf eine
Zellkulturschale (J 14 cm) verteilt.

Sterilisation

Medien, Puffer, Losungen und mit Zellen oder Mikroorganismen in
Kontakt gekommener Abfall wurde bei 120°C und 1.4 bar Luftdruck fiir 20
min in feuchter Atmosphdire sterilisiert (Autoklav). Glaswaren wurden fiir
mehrere Stunden bei 180°C in trockener Atmosphire sterilisiert.

Markierung von Proteinen mit 35S-Methionin bzw. 32P-Orthophosphat in
Kultur

(Die Angaben in [Klammern] beziehen sich auf 32P-Orthophosphat).

Die Zellen wurden mit 37°C warmen PBS [TBS (25 mM Tris-HCI pH 7.6,
125 mM NaCl)] gewaschen und das Markierungsmedium fiir das jeweilige
Isotop (s. Medien) zugesetzt. Das Volumen des Markierungsmediums
wurde moglichst gering gehalten, um eine hohe Konzentration an Isotop
zu erzielen. Dem Medium wurde 35S-Methionin [32P-Orthophosphat]
entsprechend den Abbildungslegenden zugesetzt und die Zellen fiir 3 h [3 h]
im Brutschrank inkubiert (die Markierungsdauer mit 35S-Methionin richtet
sich nach der Halbwertszeit des zu untersuchenden Proteins). Bei
Markierungen in Kultur mit 35S-Methionin wurde in den Brutschrank eine
offene Petrischale mit Aktivkohle gestellt, um fliichtige radioaktive
Abbauprodukte des Methionins zu binden. Nach Ablauf der
Inkubationszeit bzw. der anschliefenden Stimulierung der Zellen (s. dort)
wurde das Markierungsmedium gesammelt, die Zellen einmal mit PBS
(0°C) gewaschen und zur Immunprézipitation vorbereitet.
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Sicherheitsvorkehrungen bei Markierung von Zellen mit radioaktiven
Isotopen

Besonders das Markieren von Proteinen mit 32P-Orthophosphat in
Kultur erforderte besondere Vorsichtsmafnahmen, da grofile Mengen an
Radioaktivitit eingesetzt wurden und 32P eine grofle Strahlungsreichweite
besitzt (7.9 m in Luft). Die Experimente wurden in einem Isotopenlabor
durchgefiihrt. Alle Manipulationen erfolgten hinter Plexiglas (Dicke:
20 mm; Abschirmung auch nach unten!) und zusétzlich wurde eine Blei-
schiirze getragen. Abfallbehilter waren ebenfalls aus Plexiglas (Dicke:
10 mm). 32P- und 35S-haltige Fliissigkeiten wurden getrennt gesammelt,
hinter Blei gelagert und nach Ablauf mehrerer Halbwertszeiten entsorgt.
Besonderes Augenmerk wurde daruf gerichtet, sich moglichst kurz hohen
Strahlungsdosen auszusetzen. Vorratsgefdfle, Abfallbehiltnisse fiir das
radioaktive Markierungsmedium bzw. die Zellkulturschalen wurden so
schnell wie moglich aus dem Experimentierbereich entfernt. Vor und nach
einem Experiment wurde der gesamte Arbeitsbereich, die verwendeten
Gerite und die eigene Person griindlich gemessen (Geiger-Miiller Zahler)
und gegebenenfalls dekontaminiert.

Immunprdzipitation des EGF-Rezeptors

Die Zellen wurden einmal mit PBS (0°C) gewaschen und auf Eis in 0.8 -
1.0 ml Lysispuffer (50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCly,
1 mM EGTA, 10 mM NagP207, 10% Glyzerin, 1% Triton X-100, 10 mM NaF,
1 mM Na3zVOy4, 1mM PMSE, 0.25 mM para-Nitrophenylphosphat,
0.1 mM ATP, 10 pg/ml Leupeptin; siehe auch Obermeier et al, 1993)
aufgenommen. Nach 5-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Proben in
Mikrozentrifugenrohrchen iiberfiihrt, kurz gemischt (Vortex) und durch
Zentrifugation pelletiert (15 min, 13000 g, 4°C). Die Uberstinde wurden in
Gegenwart von Protein G-Sepharose (10 pl gepacktes Volumen) und 0.5 pg
anti-EGF-Rezeptor Antikorper fiir 1.5 -2 h bei 4°C rotiert. Die Sepharose-
gekoppelten Antigen-/Antikérperkomplexe wurden durch kurzes Zentri-
fugieren (5 sec, 13000 g, RT) pelletiert und viermal mit je 1.0 ml Wasch-
puffer (50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCly, 1 mM EGTA,
10 mM Na4P07, 10% Glyzerin, 0.1% Triton X-100) und anschliefender
Zentrifugation (5 sec) gewaschen. Als letzter Schritt wurde die Sepharose
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mit einer Kaniile trockengesaugt und in 20 pl SDS-PAGE Probenpuffer
(s. dort) aufgenommen.

Herstellung von Na3zVQy (Kypta et al., 1988)

Na3zVOy4 (100 mM) wurde in etwas weniger als dem Endvolumen HO
geldst und mit verdinnter HCl (1:5) auf einen pH-Wert von ca. 10
eingestellt (Messung mit Indikatorpapier; Losung wird gelb!). Nach
Erreichen des pH Wertes wurde die Losung bei 100°C im Wasserbad erhitzt,
bis diese farblos wurde. Nach Abkiihlen auf RT wurde der pH Wert
kontrolliert, das Endvolumen eingestellt und die Stammlésung fiir nicht
linger als 2 Monate bei 4°C gelagert. Sollte sich der pH Wert nach der
Abkiihlung verdndern, muf er erneut eingestellt und die Lésung wie oben
erhitzt werden. Dieser Vorgang muf8 so oft wiederholt werden, bis der pH-
Wert stabil bleibt.

Immunprdzipitation des c-Jun Proteins

Die Zellen wurden einmal mit PBS (0°C) gewaschen und auf Eis in 0.5 -
0.8 ml RIPA-Lysispuffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 125 mM NaCl, 0.5% NP-
40, 0.5% Na-Desoxycholat, 0.1% SDS, 0.5 mM PMSF, 1 ug/ml Leupeptin)
aufgenommen. Die Lysate wurden in Mikrozentrifugenréhrchen fiir Ultra-
zentrifugen (TL-100, Beckman) tberfiihrt und 30 min bei 120000 g und 4°C
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden mit Protein A-Sepharose (10 pl
gepacktes Volumen) und 0.5 pg anti-c-Jun Antikorper (Ab-1) versetzt und
fiir 1.5 - 2 h bei 4°C rotiert. Die Prézipitate wurden viermal mit RIPA-Puffer
und einmal mit PBS gewaschen (vgl. Immunprézipitation des EGF-
Rezeptors). Als letzter Schritt wurde die Sepharose mit einer Kaniile
trockengesaugt und in 20 pl SDS-PAGE Probenpuffer (s.dort) aufge-
nommen.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte
nach Ldmmli (1970). Die Konzentration von Acrylamid (im Verhiltnis
37,5 :1 mit Bisacrylamid gemischt) im Trenngel wird in den Abbildungs-
legenden angegeben (% AA-Bis in 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS,
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0.025% TEMED, 0.02% Ammoniumperoxodisulfat). Die Gelldsung wurde
durch Unterdruck entgast, zwischen zwei durch Abstandhalter getrennte
Glasplatten (12 x 14 cm) gegossen und wihrend des Polymerisierungs-
vorganges mit 0.5% SDS (in HyO) tiberschichtet. Eine der beiden Glasplatten
besafl eine 10 cm lange Aussparung mittig am oberen Rand; die Gelldsung
wurde bis ca. 1.5 cm unter den Rand dieser Aussparung gegossen. Nach
erfolgter Polymerisierung des Trenngeles wurde das Sammelgel (5% AA-Bis
in 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% TEMED und 0.05% Ammon-
iumperoxodisulfat) iiber das Trenngel gegossen und in Gegenwart eines
"Kammes", der in die Aussparung der Glasplatte pafite, polymerisiert.
Durch die "Zdhne" des Kammes bildeten sich Taschen im Sammelgel, in
die die Proteinproben, die zuvor in SDS-PAGE Probenpuffer (62.5 mM Tris-
HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% Glyzerin, 5% B-Mercaptoethanol, 0.02% Brom-
phenolblau) fiir 5 min bei 100°C denaturiert worden waren, aufgetragen
wurden. Der Elektrophoresepuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glyzin,
0.1% SDS) stellte die Verbindung zwischen Anode und Kathode her. Die
Elektrophorese der Proteine erfolgte bei einer konstanten Stromstidrke von
20 mA zur Anode, bis die Bromphenolblaufront (Mr = 670) das Gel ver-
lassen hatte. Zur Verfolgung der Elektrophorese wurde in den meisten
Féllen gefdrbte Standardproteine bekannten Molekulargewichts in dem Gel
aufgetrennt und erlaubten so die Bestimmung des Molekulargewichts des
interessierenden Proteins. Im Falle der Auftrennung von radioaktiv-
markierten Proteinen, wurden 14C-markierte Standardproteine verwendet.

Sichtbarmachung von 35S- bzw. 14C-markierten Proteinen im Poly-
acrylamidgel durch Fluorographie

Da 355 und 14C schwache B-Strahler sind, empfiehlt es sich, ihre Signale
durch Fluorographie zu verstirken. Hierzu wurden Polyacrylamidgele, die
35G- oder 14C-markierte Proteine enthielten, in zwei Schritten 4 30 min mit
DMSO entwissert und fiir mindestens 2 h bei RT in einer 22%-igen PPO-
Losung (in DMSO) geschiittelt. Durch mehrmaliges Waschen mit HyO
prézipitierte das (wasserunltsliche) PPO im Gel und {iberschiissiges PPO
wurde entfernt. Das Gel wurde anschlieflend auf einem Geltrockner bei
80°C und Unterdruck fiir 1.5 h getrocknet und mit einem Réntgenfilm
exponiert. Da PPO als Szintillator wirkt, kommt es zu einer Umwandlung
der radioaktiven Signale in Lichtimpulse und dadurch zu einer Verstdrk-
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ung der Signale am Film im Vergleich zur herkémmlichen Autoradio-
graphie. Auf Grund dieser Tatsache konnten PPO-aktivierte Gele jedoch
nicht durch "Phospho-Storage" Technik sichtbar gemacht werden (s. Auto-
radiographie).

Identifizierung von immobilisierten Proteinen durch Antikérper (Western
Blot Analyse)

Zur genaueren Identifizierung von Proteinen oder deren Modifikations-
zustandes wurden diese, nach Auftrennung durch SDS-PAGE, elektro-
phoretisch auf eine Polyvinyldifluoriden- (PVDF-) Membran iibertragen.
Dazu wurde die hydrophobe Membran kurz in Methanol benetzt und mit
Transferpuffer (25 mM Tris-Base, 192 mM Glyzin, 0.01% SDS, 20% Metha-
nol) gewaschen. Das Polyacrylamidgel, zwei Stiick Filterpapier und zwei
Schwidmme wurden ebenfalls fiir einige min in Transferpuffer equilibriert.
Gel und Membran wurden in direkten Kontakt gebracht, von beiden Seiten
mit je einem Stiick Filterpapier und einem Schwamm "sandwichartig"
umgeben und in einem Gittergestell fixiert (s. auch Towbin et al., 1979). Das
Gestell wurde vertikal in eine mit Transferpuffer gefiillte Kammer
geklemmt, so daf das von zwei Elektroden erzeugte Stromfeld
rechtwinkelig auf die Flache des Gels bzw. der Membran gerichtet war. Die
Elektrophorese erfogte bei 100 - 150 mA konstanter Stromstérke fiir 2-16 h
mit Kiihlung.

Die Membran mit den gebundenen Proteinen wurde kurz mit TBS
(25 mM Tris-HCl pH 8.1, 125 mM NaCl) gewaschen und fiir mindestens
30 min in einer Trockenmilchlésung (4% Trockenmagermilch in TBS und
0.5% Tween-20; TM-TBS) geschiittelt. Antikérper, die das gewiinschte
Epitop erkennen (= primédrer Antikorper), wurden in TM-TBS verdiinnt
(tiblicherweise 1:2000-1:3000) und zusammen mit der Membran luft-
blasenfrei in eine Plastikfolie eingeschweiit. Die Membran wurde fiir
mindestens 1.5 h unter Rotation bei RT mit dem primédren Antikorper
inkubiert. Nicht gebundener Antikérper wurde durch 4-maliges Waschen
der Membran mit TM-TBS fiir je 2 min entfernt und anschliefend in der
selben Art und Weise mit dem sekunddren Antikdrper inkubiert. Dieser
war jeweils gegen Immunglobuline der Spezies des primédren Antikdrpers
gerichtet und war zusdtzlich an das Peroxidaseenzym aus Meerrettich
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gekoppelt. Nach mindestens 30-mintitiger Inkubation wurde tiberschiissiger
Sekundérantikdrper wie oben weggewaschen und die Membran zusétzlich
zweimal fiir je 2 min mit TBS gewaschen. Die Membran wurde daraufhin
auf eine saubere Glasplatte gelegt, im Dunkeln mit einem Substratgemisch
(Fa. Amersham) fiir 1 min inkubiert und {iberschiissige Fliissigkeit
vorsichtig entfernt. Haushaltsfolie wurde moglichst faltenfrei iiber die
Membran gespannt und die Membran mit einem herkémmlichen
Rontgenfilm in einer Filmkassette exponiert (einige sec - min, RT). Durch
peroxidase-katalysierte Oxidation des Substrates Luminol wurde dieses
angeregt und emmittierte Licht im Bereich von 428 nm ("Enhanced
Chemoluminiscence, ECL"; s. auch Gebrauchsanleitung der Fa. Amersham).
Der Rontgenfilm wurde anschlieBend wie bei der herkdmmlichen
Autoradiographie entwickelt.

2-dimensionale tryptische Peptidkartierung (Boyle et al., 1991b)

Proteine, die in Kultur mit 32P-Orthophosphat, bzw. simultan mit 35S-
Methionin markiert worden waren, wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran (0.45 pum Poren-
weite) iibertragen (vgl. Western Blot Analyse). Im Gegensatz zur PVDF-
Membran mufl Nitrozellulose nicht in Methanol benetzt werden. Die
markierten Proteine wurden mittels Autoradiographie sichtbar gemacht,
auf der Nitrozellulosemembran lokalisiert und jene Bereiche, die das
gewiinschte Protein enthielten, mit einem Skalpell ausgeschnitten. Nach
30-miniitiger Inkubation in 0.5% PVP-360 (in 100 mM Essigsdure) bei 37°C
wurden die Nitrozellulosestiicke kurz in HoO und anschlieffend in 50 mM
Ammoniumcarbonat gespiilt. Die membran-gebundenen Proteine wurden
in einem minimalen Volumen 50 mM Ammoniumcarbonat mit 10 pg
Trypsin ("sequencing grade"; Boehringer Mannheim) bei 37°C fiir mindes-
tens 2 h inkubiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Durch den
Verdau l6sten sich die Peptide von der Membran und der Puffer mit den
Peptiden wurde in ein frisches Mikrozentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die
NZ-Membran wurde mit 1 ml HyO gespiilt und der Uberstand mit dem
Verdauansatz vereinigt. Durch wiederholtes Einkonzentrieren im Vakuum
(Speed Vac®) und Resuspendieren in HpO wurde iiberschiissiges Ammon-
iumcarbonat aus den Proben solange entfernt, bis kein Pellet mehr zu sehen
war.
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Um Artefakte bei der 2-dimensionalen Auftrennung der Peptide zu ver-
meiden, mufBlten Methionin- und Cysteinreste oxidiert werden. Ameisen-
sdure und Wasserstoffperoxid (37%) wurden im Verhiltnis 9:1 gemischt
und nach 60-minititiger Inkubation bei RT auf Eis abgekiihilt. Je 50 pl der so
entstandenen Perameisensdure wurden zu den getrockneten Peptiden
gegeben, fiir 60 min auf Eis inkubiert, mit 1 ml H20 (0°C) gemischt und im
Vakuum eingetrocknet. Die Peptide wurden in 400 ul Peptid-Elektro-
phoresepuffer (6% Ameisensdure, 1.25% Essigsdure, 0.25% Pyridin; pH 1.9)
suspendiert und unldsliches Material durch Zentrifugation (10 min, 13000 g,
RT) abgetrennt. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und im
Vakuum eingetrocknet. Die Gesamt-cpm an 32P der trockenen Peptide
wurden im Szintillationsmefigerdt ohne Szintillationsfliissigkeit ermittelt
(Cherenkow cpm). Um die Menge an 35S-spezifischen Zerfillen zu
bestimmen, wurden die Peptide in 5 pl Peptid-Elektrophoresepuffer
suspendiert und 1 pl davon in Szintillationsfliissigkeit gemessen. Durch
geeignetes Setzen der Energiefenster im Szintillationsmefigerdt konnten so
35S- von 32P-spezifischen Zerfillen unterschieden werden. Zur zwei-
dimensionalen Auftrennung wurden im Falle von 355/32P Doppel-
markierungen gleiche Mengen an 35S-spezifischen cpm pro Probe einge-
setzt.

1. Dimension: Elektrophor

Die in 4 pl Peptid-Elektrophoresepuffer gelosten Peptide wurden punkt-
férmig in die Mitte und 2 cm vom unteren Rand einer 20 x 20 cm zellulose-
beschichteten Diinnschichtchromatographie- (DC-) Platte aufgetragen.
Gegentiberliegend vom Probenauftragspunkt, 2 cm vom oberen Rand der
Platte entfernt, wurde ein 1:1 Gemisch aus Xylencyanol (1 mg/ml; blau)
und N-Dinitrophenyllysin (5 mg/ml; gelb) als Farbindikator der Elektro-
phorese aufgetragen. Das Gemisch trennte sich wahrend der Elektrophorese
in seine beiden Bestandteile auf. Ein Filterpapier wurde etwas grofer als
eine DC-Platte ausgeschnitten und entsprechend den Proben- und Farb-
auftragspunkten mit kreisrunden Aussparungen versehen. Das Filterpapier
wurde in Peptid-Elektrophoresepuffer befeuchtet (nicht tropfnafi!) und vor-
sichtig auf die DC-Platte gelegt, so da88 die kreisrunden Aussparungen genau
uiber den Auftragspunkten fiir die Probe bzw. den Farbindikator positioniert
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wurden. Dadurch saugte sich der Puffer im Bereich der Aussparungen
konzentrisch in die Zellulosebeschichtung und fiihrte zu einer weiteren
Konzentration der Probe bzw. des Farbindikators. Der Rest der Platte sollte
gleichmigig feucht, jedoch nicht naf sein. Uberschiissige Fliissigkeit wurde
durch vorsichtiges Abtupfen mit einem Kleenex-Papierhandtuch entfernt.
Die DC-Platte wurde auf einer HpO-gekiihlten Elektrophoreseapparatur
plaziert, so daf Anode bzw. Kathode links bzw. rechts vom Probenauftrags-
punkt zu liegen kamen. Durch Stromiibertragungsstreifen aus Papier wurde
eine Verbindung zwischen DC-Platte und zwei Elektrodenpuffertanks her-
gestellt. Beim Schliefen des Geridtes mit dem Deckel, tauchten Anode bzw.
Kathode jeweils in die mit Peptid-Elektrophoresepuffer gefiillten Tanks und
fiihrten somit zum Stromflufl quer iiber die DC-Platte. Die Elektrophorese
dauerte 30 min bei 1000 V. Da in dem Peptid-Elektrophoresepuffer (pH 1.9)
der Grofiteil aller Aminosdurereste positiv geladen war, konnte davon
ausgegangen werden, dafl die meisten Peptide zur Kathode wandern
wiirden.

2. Dimension: Chromatographie

Die DC-Platten wurden nach der Elektrophorese luftgetrocknet und an-
schlieBend einer aufsteigenden Chromatographie (Laufmittel:
37.5% Butanol, 25% Pyridin, 7.5% Essigsdure) unterzogen, bis die Lauffront
ca. 2/3 der Plattenhohe gewandert war (4 - 5 h). Nach Trocknung (Abzug!)
wurden die 32P- bzw. 35S-markierten Peptide durch Autoradiographie sicht-
bar gemacht. Um im Falle von 35S /32P-Doppelmarkierungen nur die 32P-
spezifischen Signale nachzuweisen, wurden die Platten mit jeweils zwei
Rontgenfilmen exponiert, so daf die 35S-spezifischen Signale durch den
ersten Film vollstindig abgefangen wurden.

Autoradiographie

Nukleinsduren oder Proteine, die mit 32P markiert worden waren,
wurden durch Exposition mit einem Rontgenfilm bei -70°C in einer licht-
dichten Kassette und anschlieRender Entwicklung (automatisierte Entwick-
lungsmaschine) sichtbar gemacht. 14C- bzw. 35S-markierte Proteine wurden
durch Fluorographie (s. dort), 14C-Chloramphenicol durch Autoradio-
graphie sichtbar gemacht. Fiir alle Isotopen (aufer 3H) eignete sich auch die
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"Phospho-Storage" Technologie. Sie beruht darauf, dafi eine sensitive
Schicht auf einer "Imaging Plate" durch radioaktive Strahlung stabil ange-
regt wird, die bei nochmaliger Anregung durch einen Laserstrahl die
gespeicherte Energie proportional zur Radioaktivitdt als Luminiszenz ab-
gibt. Das Abtasten der Schicht mit dem Laser und die Messung der dabei
entstehenden Lichtimpulse erfolgten in einem Bio-Imaging Analyzer
(BAS 100; Fuji Photo Film Co, Ltd., Japan) und die anschliefende
quantitative Auswertung mittels geeigneter Software (MacBAS) an einem
MacIntosh Computer. Die Exposition der radioaktiven Proben mit der
beschichteten "Imaging Plate" erfolgte in einer herkémmlichen Film-
kassette bei Raumtemperatur. Die "Imaging Plate" konnte durch weifles
Licht geldscht und wiederverwendet werden.

Densitometrische Auswertung von Signalen am Rontgenfilm

Die quantitative Auswertung von Autoradiographie-Signalen erfolgte
mit einem "Enhanced Laser Densitometer; Ultroscan XL" und dem ange-
schlossenen Softwarepaket "GelScan XL" (Fa. Pharmacia) nach den Angaben
der Herstellerfirma.

Transiente Transfektion von Zellen

DEAE-Dextran Methode (Kawai und Nishizawa, 1984)

HeLa Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in einer Dichte von
1x 106 pro Zellkulturschale (& 9 cm) ausgesit. Zur Transfektion wurden die
Zellen einmal mit 37°C warmen TBS (25 mM Tris-HCI pH 7.4,
137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.7 mM CaClp, 0.5 mM MgClp, 0.6 mM Na;HPOy)
gewaschen und fiir 30 min mit 1.0 ml eines Gemisches aus DNA und
0.5 mg/ml DEAE-Dextran in TBS inkubiert. Wahrend dieser Zeit verblieben
die Zellkulturschalen in der Sterilbank und wurden zur gleichméfigen
Verteilung der Fliissigkeit ab und zu geschwenkt. Danach wurden die
Zellen zweimal mit PBS (37°C) gewaschen und mit frischem Zellkultur-
medium versetzt. 6 -8 h spiter wurde das Medium gegen Zellkultur-
medium mit 0.5% FCS ausgetauscht (s. auch Behandlung von Zellen).
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Kalzj 4 r Eb, 197

F9 Zellen wurden 24 h vor der Transfektion ausgesit, so daff sie zum
Zeitpunkt der Transfektion exponentiell wuchsen. Ein Gemisch aus
Plasmid-DNA, HyO und 0.25 M CaClp wurde in einem geeigneten sterilen
Plastikréhrchen vorbereitet und unter vorsichtigem Schiitteln tropfenweise
in ein Plastikzentrifugenréhrchen mit dem gleichen Volumen an doppelt
konzentriertem (2x) HeBS-Puffer (50 mM HEPES, 280 mM NaCl,
1.5 mM NayHPOy4, pH 7.05 mit NaOH eingestellt) pipettiert. Das Volumen
des Zentrifugenréhrchens sollte ein Vielfaches des Gesamt-Fliissigkeits-
volumens haben, um gleichmifige, sanfte Durchmischung zu erméglich-
en. Das Prézipitat bildete sich wéhrend einer 30-miniitigen Inkubation bei
RT und wurde anschlieffend tropfenweise in das Zellkulturmedium einer
Schale verteilt. Das Volumen eines Transfektionsansatzes wurde so
gewdhlt, dafl die gewiinschte Menge Plasmid-DNA (s. Abbildungslegenden)
in 1/10 des Volumens des Zellkulturmediums einer Schale vorlag. Die
Zellen wurden daraufhin fiir 6 h unter Standardbedingungen im
Brutschrank inkubiert, das Prazipitat durch 2-maliges Waschen mit PBS
(37°C) entfernt und frisches Zellkulturmedium zugesetzt.

ierte _Kalzi 1

Rat-1 Zellen wurden 24 h vor der Transfektion ausgesit, so daf§ sie zum
Zeitpunkt der Transfektion exponentiell wuchsen. Ein Gemisch aus
Plasmid-DNA, H70 und 0.25 M CaClp wurde in einem Zentrifugenréhrchen
(Vol = 12 ml) vorbereitet. Dazu wurde unter vorsichtigem Schiitteln das
gleiche Volumen an doppelt konzentriertem (2x) BBS-Puffer (50 mM BES,
280 mM NaCl, 1.5 mM NapHPOy; pH 6.95 mit HCl eingestellt) tropfenweise
pipettiert. Das Prézipitat bildete sich wéhrend einer 30-miniitigen Inkuba-
tion bei RT und wurde anschliefend tropfenweise in das Zellkultur-
medium einer Schale verteilt. Das Volumen eines Transfektionsansatzes
wurde so gewdhlt, dal die gewiinschte Menge Plasmid-DNA (s. Abbildungs-
legenden) in 1/10 des Volumens des Zellkulturmediums einer Schale
vorlag. Die anschliefende Inkubation der Zellen erfolgte bei 35°C, 3% CO3
und 95% Luftfeuchte fiir 6 - 8 h. AnschlieBend wurde das Prézipitat durch 2-
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maliges Waschen mit PBS entfernt, frisches Zellkulturmedium zugesetzt
und die Zellen unter Standardbedingungen weiterkultiviert.

Behandlung von Zellen zur Stimulierung der Genexpression

Sofern nicht anders angegeben, wurde das Zellkulturmedium aller
Zellen 16-24 h vor Behandlung mit UVC oder anderen Induktoren durch
"Hungermedium" (Zellkulturmedium mit 0.5% FCS) ersetzt. Zur Behand-
lung wurden alle Schalen einmal mit PBS (37°C), im Falle von Markierung
mit 32P-Orthophosphat in Kultur mit TBS (s. dort), gewaschen. Die UV-
Bestrahlung erfolgte ohne PBS mit einer UVC Lampe (Maximalemission
bei 265 nm, 15 W) und einer Dosis von 30 J/m?2 (Bei einem Abstand von 32
cm hatte die Lampe eine Leistung von 1.4 J/ m? x sec; die Bestrahlungsdauer
betrug daher 21 sec). Im Falle hoherer Bestrahlungsdosen (s. Abbildungs-
legenden) wurde entweder der Abstand der UVC Lampe verringert oder als
Strahlungsquelle ein "Stratalinker" verwendet. Die Berechnung der UVC-
Dosis erfolgte nach Herstellerangaben. In keinem Fall betrug die Bestrahl-
ungsdauer mehr als 30 sec. Im in Abb. 14 gezeigten Experiment wurden die
Zellen durch DMEM-Medium (ohne Phenolrot) hindurch bestrahlt (2 min,
insgesamt 600 J/m2). Die Kontrollschalen wurden immer identisch zur
UVC-Bestrahlung behandelt (ohne Bestrahlung). Betrug die Inkubations-
dauer nach der UVC-Bestrahlung mehr als 1 min, wurde das urspriingliche
Kulturmedium zuriickgegeben. Die Behandlung von Zellen mit Wachs-
tumsfaktoren bzw. Phorbolester-Tumorpromotoren erfolgte durch Ver-
diinnung konzentrierter Stammldsungen in das Zellkulturmedium. Zur
Aktivierung des temperatursensitiven v-Src Enzyms in Rat-1/LA29 Zellen
wurden die Zellen von der restriktiven Temperatur (39°C) in einen
Brutschrank mit der permissiven Temperatur (35°C) transferiert.
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Bestimmung der m-RNA Menge zelluldrer Gene (Northern Blot Analyse)

Alle Losungen und Glaswaren wurden durch Hitzesterilisation von
RNAsen befreit; Einmal-Plastikwaren waren immer frisch und steril.
Wihrend aller Manipulationen wurden Handschuhe getragen.

Isolierung wvon m-RNA

Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Behand-
lung (s. Abbildungslegenden) einmal mit PBS (0°C) gewaschen und in der
Kulturschale in 5 ml (& 9 cm) bzw. 10 ml (& 14 cm) STE-Puffer (20 mM Tris-
HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA) mit 300 pg/ml Proteinase K und
0.5% SDS, lysiert. Die Lysate wurden in sterile Plastik-Zentrifugenrhrchen
(Vol = 50 ml) tiberfiihrt, fiir 20 sec mit einem Ultraturrax (halbmaximale
Leistung) homogenisiert und fiir 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert
(die Lysate konnen auch bei -80°C zwischengelagert werden). AnschlieSend
wurden die Homogenate mit NaCl zu einer Endkonzentration von 0.5 M
versetzt und in Gegenwart von 50 mg Oligo-dT-Zellulose pro Probe fiir 2 -
4 h bei RT rotiert. Oligo-dT-Zellulose konnte regeneriert werden (zweimal
Waschen mit einem groflem Volumen 0.1 M NaOH, 5 mM EDTA; fiinfmal
mit HyO, zweimal mit HSB-Puffer (s. unten)) und wurde in einer 50%-igen
(v/v) Suspension in HSB-Puffer bei 4°C gelagert. Die Oligo-dT-Zellulose-
gebundene m-RNA wurde durch Zentrifugation der Homogenate (2 min,
400 g, 15°C im Schwingbecherrotor) pelletiert und viermal mit je 10 ml
HSB-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.3 M NaCl, 5 mM EDTA, 0.1% SDS)
gewaschen. Die m-RNA wurde eluiert, indem die Oligo-dT-Zellulose
dreimal mit je 1 ml und einmal mit 1.5 ml HyO gewaschen wurde, wobei
der erste Waschschritt verworfen und die restlichen (insgesamt 3.5 ml) in
einem sterilen Plastikzentrifugenréhrchen (Vol =12 ml) auf Eis gesammelt
wurden. 400 pl der Eluate wurden im Spektralphotometer zur Bestimmung
der m-RNA Konzentration gemessen. Der Rest wurde mit t-RNA aus E. coli
(10 ug pro Probe), 3 M Na-Azetat (pH 5.0) zu einer Endkonzentration von
0.2M und dem 2.5 fachen Volumen Ethanol versetzt und fiir mindestens
16 h bei -20°C gefillt. Die RNA wurde durch Zentrifugation (20 min, 14500 g,
4°C im Schwingbecherrotor) pelletiert, einmal mit 80% Ethanol (in HyO)
gewaschen, erneut fiir 10 min pelletiert und im Exsikkator getrocknet.
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t -R im _Agar

Die m-RNA wurde in HpO in einer Konzentration von 0.5 -1 pug/pl auf-
genommen und die angegebene Menge (s. Abbildungslegenden) mit RNA-
Denaturierungslosung (21.6% deionisiertes Glyoxal (s. unten), 75.4% DMSO,
3% 50 x RNA-Laufpuffer (s. unten)) im Verhiltnis 1:1.8 gemischt. Das
Gemisch wurde fiir 8 min bei 50°C im Wasserbad erhitzt und mit 1/5 Vol
RNA-Ladepuffer (50% Glyzerin, 10 mM Na;HPO4 pH 6.9, 0.4% Brom-
phenolblau, 0.5 pg/pl Ethidiumbromid) versetzt. Die Proben wurden in die
Taschen eines Agarosegeles (1.4% in RNA-Laufpuffer (s. unten); zur Her-
stellung von Agarosegelen s. auch Agarosegelelektrophorese von DNA)
gefiillt und fiir 2.5-3 h bei 75V zur Anode aufgetrennt, bis die Brom-
phenolblaufront ca. 8 cm weit gewandert war. Dabei mufite der Laufpuffer
zwischen Anode und Kathode zirkuliert werden. Der RNA-Laufpuffer
wurde als 50-fach konzentrierte Stammlésung (0.5 M NaHPO4 pH 6.9 mit
Phosphorsdure eingestellt) vorbereitet und fiir die Elektrophorese 1 :49 mit
H>O verdiinnt.

Deionisier 0 lyoxal

Glyoxal (30% in HpO) wurde mit ca. 10% (w/v) Mischbett-Ionenaus-
tauscher (AG 501-X8 (D), Bio-Rad) versetzt und vorsichtig mit einem
Magnetrithrer geriihrt (20 min, RT). Der Ionenaustauscher wurde durch
einen Faltenfilter abfiltriert und die Glyoxalldsung mit frischem Ionen-
austauscher gemischt. Der Vorgang wurde sooft wiederholt, bis der pH-
Wert der Losung > 5 war. Die Losung wurde aliquotiert und bei -20°C
gelagert.

Tra t -RNA auf ei bra

Nach erfolgter Elektrophorese wurde die aufgetrennte RNA mittels
Kapillarkrédften auf eine Nylonmembran iibertragen ("Northern Blot").
Dazu wurde das Gel auf einen Filterpapierstreifen plaziert, der mit beiden
Enden in ein Reservoir mit 20 x SSC-Puffer (3 M NaCl, 0.3 M Na-Zitrat pH
6.5) tauchte. Uber dem Gel wurden, in derselben Grofe wie das Gel, die
Nylonmembran, 3 in 20 x SSC-Puffer befeuchtete Filterpapiere, drei
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trockene Filterpapiere und ein Stapel Kleenex Papierhandtiicher gelegt und
mit Hilfe einer Glasplatte und eines Gewichts (0.5 kg) beschwert. Nach 16 h
wurde die Membran fiir 1.5 min im UV-Licht (302 nm, Transilluminator,
180 W) fixiert und anschlieBend der Hybridisierung mit radioaktiv
markierten c-DNA Proben unterzogen oder trocken bei RT gelagert.

Hybridisierung immobilisierter m-RNA mit 32P-markierten c-DNA Proben

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen (Prahybridisierung),
wurde die Membran fiir mindestens 1h in einem verschliefbaren Mef-
zylinder (Vol = 250 ml) mit 20 ml Hybridisierlésung (6 x SSC, 5 x Denhardt’s
Losung (s. Puffer und Losungen), 0.5% SDS, 100 pg/ml Sperma-DNA aus
Hering) in waagerechter Position bei 65°C rotiert. Hierzu stand ein Warme-
schrank mit einer Rotationseinrichtung zur Verfiigung. Die Membran
wurde so an die Innenwand des Zylinders gelegt, daf8 die RNA-gebundene
Seite durch die Rotation gleichméfig mit Hybridisierlésung benetzt wurde.
Zur Hybridisierung mit der 32P-markierten c-DNA Probe (s. dort) wurde die
Probe denaturiert (5 min bei 100°C) und in die auf 10 ml reduzierte Hybri-
disierlésung im Zylinder pipettiert. Die Hybridisierung erfolgte fiir weitere
16 h unter Rotation bei 65°C. Uberschiissige Probe wurde durch mehr-
maliges Waschen der Membran mit Puffern sinkender Salzkonzentration
entfernt (zweimal 15 min mit 2 x SSC + 0.1% SDS; einmal 30 min mit 1 x
S5C + 0.1% SDS, ein- zweimal 15 min mit 0.5 x SSC + 0.1% SDS). Die
Membran wurde in feuchtem Zustand in Plastikfolie eingeschweifit und die
radioaktiven Signale durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Zur
Rehybridisierung mit anderen Proben wurde die Membran fiir 15 min in
Dehybridisierungslosung (0.5% SDS in HO) bei 95°C erhitzt und einer
erneuten Prahybridisierung unterzogen.

Markierung von cDNA-Fragmenten mit 32P—q-dCTP

¢-DNA Fragmente wurden durch Restriktionsverdaue (s. dort), Auf-
trennung im Agarosegel (s. dort) und anschliefender Isolierung aus dem
Gel (exakt nach Sambrook et al., 1989; 6.24 - 6.27) gereinigt und durch die
"Random Prime" Methode radioaktiv markiert (s. auch Gebrauchs-
anleitung der Fa. Stratagene). 50 - 100 ng Fragment-DNA wurden mit HoO
in einem Endvolumen von 23 pl gemischt, mit 10 pl einer Losung zufalls-
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generierter 9-mer Oligonukleotide ("Random Primer") versetzt, fiir 5 min
bei 100°C denaturiert und weitere 5 min auf Eis abgekiihlt. 10 ul einer 5-fach
konzentrierten Nukleotidlosung (jeweils 0.1 mM dATP, dGTP, und dTTP)
sowie 3 ul 32P-a-dCTP (370 MBq/ml; ca. 110 TBq/mmol) und 1 pl Klenow
Fragment der DNA Polymerase I (5 U/ul) wurden zugesetzt. Nach 15-
miniitiger Inkubation (37°C) wurde die Reaktion mit 2 pl "Stop-Mix"
(0.5 M EDTA pH 8.0) und 50 ul TEN-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0,
1 mM EDTA, 100 mM NaCl) gestoppt. 1 ul der Reaktion wurde abgenom-
men und im Szintillationsmefigerdt ohne Szintillationsfliissigkeit

gemessen (Cherenkow-cpm).

Sie diente zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide aus dem
Markierungsansatz. Einmalspritzen (Vol =1 ml) wurden mit Glaswolle
abgedichtet und mit G-50 Sepharose (in TEN-Puffer; s. oben) bis zu einem
gepackten Volumen von 0.9 - 1.0 ml gefiillt. Zum Entfernen {iberschiissiger
Fliissigkeit wurden die Sdulen in ein Zentrifugenréhrchen (Vol =12 ml)
gehidngt und zentrifugiert (4 min, 170 g, RT, im Schwingbecherrotor). 100 pl
TEN-Puffer wurden in die trockene Sdule pipettiert, wie oben zentrifugiert,
und dieser Vorgang sooft wiederholt, bis das Eluatvolumen exakt 100 pl
betrug (das Eluat wurde in einem Mikrozentrifugenrohrchen gesammelt).
Die so vorbereiteten Sdulen konnten mit Parafilm verschlossen bei 4°C
gelagert werden. Die Markierungsreaktion (100 pl; s. oben) wurde in der
selben Weise durch die Sdule in ein frisches Mikrozentrifugenréhrchen
zentrifugiert. 1 pl des Eluats wurde entnommen und zusammen mit dem
Aliquot der Markierungsreaktion (s. oben) im Szintillationszédhler ohne
Szintillationsfliissigkeit gemessen (Cherenkow-cpm). Aus dem Verhiltnis
der beiden Werte konnte die Effizienz des Einbaus von 32P-a-dCTP bzw. die
spezifische Aktivitdt (in cpm/pg DNA) der Probe ermittelt werden. Ca. 1 -
2 x 106 cpm der markierten Probe (spez. Aktivitdt ca. 1-2x 107 cpm/pug)
wurden zur Hybridisierung der immobilisierten RNA eingesetzt (s.
Northern Blot Analyse) oder bei -20°C gelagert.
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Analyse der Expression des Chloramphenicolazetyltransferase- (CAT-) Gens

Die Zellen einer Zellkulturschale wurden einmal mit PBS (RT)
gewaschen, mit einem Gummispatel in 1 ml PBS abgeschabt und in ein
Mikrozentrifugenréhrchen iiberfithrt. Die Zellen wurden durch kurzes
Zentrifugieren (10 sec, 13000 g, RT) pelletiert und in 100 pul 0.25 M Tris-
HCl pH 7.5 resuspendiert. Durch dreimaliges Frieren und Tauen im
fliissigen Stickstoff bzw. Wasserbad (37°C) wurden die Zellen aufgebrochen
und anschliefend das Debris abzentrifugiert (5 min, 13000 g, RT). 5 pl des
Uberstandes wurden zur Proteinmengenbestimmung mit 145 pl Lowry-
LosungI (2% NaCOg3 in 0.1 N NaOH) und 250 pl Lowry-Losung IV
(s. unten) gemischt. Nach Zugabe von je 30 pl 50%-iger Folin-Lésung (in
H7O) wurden die Ansitze kraftig gemischt (Vortex) und fiir 30 min im
Dunkeln stehengelassen. Lowry-Lésung IV wurde frisch zubereitet, indem
Lowry-Lésung II (2% Na-K-Tartrat in H20) und Lowry-Lésung III
(1% CuSOy4 in Hp0) je 1:100 in Lowry-Lésung I verdiinnt wurden. Zur
Erstellung einer Eichgeraden wurden aufsteigende Mengen an Rinder-
serumalbumin (BSA) (0 -60 pg) in insgesamt 145 pl Lowry-Losung I geldst,
mit je 5pl 0.25 M Tris-HCl pH 7.5 versetzt und gleich behandelt wie die
Proben. Nach der 30-miniitigen Inkubation im Dunkeln wurden Aliquots
der Proben bzw. der Eichwerte spektrophotometrisch bei 600 nm vermessen
und die Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt. Die Messung erfolgte
in einem ELISA-Platten-Mefgerit.

Gleiche Mengen Extraktprotein wurden mit je 7000 pmol 14C-Chloram-
phenicol (57 mCi/mmol), 0.8 mM Acetyl-Coenzym A und 0.25 M Tris-
HCl pH 7.5 in einem Gesamtvolumen von 100 pl gemischt und fiir 2 h bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von je 1 ml Ethylazetat
beendet und das 14C-Chloramphenicol und seine Reaktionsprodukte durch
gutes Mischen und anschliefendes Zentrifugieren (5 min, 13000 g, RT)
extrahiert. Der Losungsmitteliiberstand wurde im Vakuum eingetrocknet
(Speed-Vac®) und das Pellet in 15 pl Ethylacetat suspendiert. Die Proben
wurden 2 cm vom Rand einer kieselgel-beschichteten DC-Folie (20 x 20 cm)
punktférmig nebeneinander aufgetragen, getrocknet und einer aufsteigen-
den Chromatographie in Chloroform : Methanol (9:1) unterzogen.
Dadurch trennten sich die azetylierten Reaktionsprodukte des
Chloramphenicols vom unazetylierten Substrat. Nachdem die
Laufmittelfront ca. 5 cm vom oberen Rand entfernt war (ca. 50 min), wurde
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die Platte luftgetrocknet und die radioaktiven Signale durch
Autoradiographie sichtbar gemacht. Durch quantitative Ermittlung der
Radioaktivitdt im Substrat bzw. den Reaktionsprodukten, konnte die
Enzymaktivitit des CAT-Enzyms in pmol azetyliertes Chloram-
phenicol/ mg Extraktprotein x h berechnet werden. Die quantitative Aus-
wertung erfolgte entweder durch Ausschneiden der entsprechenden
Regionen der DC-Folie und Messung der Radioaktivitdt im Flissig-
Szintillationsmeflgerdt oder durch Messung der Signalintensititen am
"Phospho-Storage" Gerit.

Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli
Transformation von E. coli (Hanahan, 1986)

500 ml LB-Medium (1% Trypton, 0.5% Hefextrakt, 1% NaCl, 0.1% Glukose
in HpO) wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur E. coli DH5« in LB-
Medium angeimpft und bis zum Erreichen einer ODs50 = 0.4 bei 37°C
geschiittelt (2 - 3 h). Die Kultur wurde fiir 15 min auf Eis abgekiihlt, zentri-
fugiert (15 min, 1000 g, 4°C) und der Uberstand griindlich entfernt. Die
Bakterien wurden in insgesamt 20 ml sterilfiltriertem, kalten TFB-Puffer
(100 mM KClI, 45 mM MnCly, 10 mM CaClp, 3 mM HACoCl3, 10 mM MES-
KOH pH 6.2, 15% Glyzerin) durch vorsichtiges Schwenken suspendiert, auf
Zentrifugenréhrchen (Vol = 50 ml) verteilt und das Puffervolumen auf ins-
gesamt 100 ml erhoht. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen durch Zentrifugation pelletiert (15 min, 1000 g, 4°C), vorsichtig in
insgesamt 20 ml TFB-Puffer (4°C) resuspendiert und entweder direkt zur
Transformation eingesetzt oder in Aliquots zu je 200 pl bei -80°C gelagert.
Zur Transformation wurden in einem sterilen Plastikzentrifugenrdhrchen
je 100 pl kompetente Bakterien (frisch oder auf Eis aufgetaut) mit 1 -100 ng
Plasmid-DNA gemischt und flir 30 min auf Eis stehen gelassen. Nach
einem 1.5 miniitigen "Hitzeschock” bei 42°C wurden die Transformations-
ansdtze mit je 1ml SOC-Medium (0.5% Hefextrakt, 2% Trypton,
10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCly, 10 mM MgSO4, 20 mM Glukose)
versetzt und fiir 30 min bei 37°C geschiittelt. 100 - 300 pl eines Transforma-
tionsansatzes wurden auf eine Agarplatte (LB-Medium + 1.5% Agar +
100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und bis zum Erscheinen makro-
skopischer Kolonien bei 37°C bebriitet.
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Einzelkolonien eines Transformationsansatzes wurden durch "Mini-
prdparation” von Plasmid-DNA aus kleinen Mengen Bakterien (exakt nach
Sambrook et al., 1989; 1.25 - 1.28) und anschlieBendem Restriktionsverdau
(s. dort) mit geeigneten Enzymen {iberpriift. Positive Klone wurden {iber
Nacht in 5ml LB-Medium (s. oben) + 100 pg/ml Ampicillin bei 37°C
geschiittelt und in 500 ml desselben Mediums angeimpft. Die Kultur wurde
fiir mindestens 20 h bei 37°C geschiittelt und die Bakterien durch Zentri-
fugation (5 min, 4000 g, RT) pelletiert. Diese wurden in insgesamt 20 ml
Losung I (50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA) resus-
pendiert und fiir 30 min auf Eis stehengelassen. AnschlieSend wurden
insgesamt 40 ml Losung II (0.2 M NaOH, 1% SDS) unter Rotieren tropfen-
weise zugegeben und fiir weitere 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von
insgesamt 30 ml Losung III (3 M Na-Azetat pH 4.8) wurde das Lysat kriftig
gemischt und fiir 60 min auf Eis stehengelassen. Bakteriendebris wurde
durch Zentrifugation (30 min, 16000 g, 4°C) pelletiert, der Uberstand durch
ein Kleenex Papierhandtuch in frische Zentrifugenbecher filtriert und mit
2.5 Vol Ethanol fiir mindestens 1 h bei -20°C gefallt. Der Niederschlag wurde
durch Zentrifugation (10 min, 16000 g, 4°C) gesammelt, der Uberstand
dekantiert und das Prazipitat in insgesamt 20 ml Lésung IV (0.1 M Na-
Azetat, 50 mM Tris-HCI pH 8.0) resuspendiert. Nach Zugabe von 50 ml
Ethanol erfolgte eine weitere Féllung bei -20°C fiir ca.. 1 h. Das Prézipitat
wurde abzentrifugiert (10 min, 16000 g, 4°C), der Uberstand dekantiert und
das Pellet im Exsiccator getrocknet. Der Niederschlag wurde in 4.2 ml einer
51.5%-igen (w/v) CsCl-Lésung (in 1 mM EDTA pH 8.0, 50 mM Tris-HCl pH
8.0, 100 pg/ml Ethidiumbromid) gel6st und mittels einer Spritze in ein ver-
schweifilbares Ultrazentrifugenr6hrchen (Vol =5 ml) gefiillt. Nach luft-
blasenfreiem Auffiillen mit der gleichen CsCl-Losung, wurde das Réhrchen
verschweifst und zentrifugiert (16 h, 270000 g, 20°C). Durch die Bildung
eines CsCl-Gradienten fokussierte die intakte und die in Einzelstringen
gebrochene Plasmid-DNA in zwei distinkten Banden, so dafl die intakte
DNA mit einer Spritze entnommen und erneut im CsCl-Gradienten
(wie oben) zentrifugiert werden konnte (5 h, 270000 g, 20°C). Die Plasmid-
Bande wurde entnommen, das Fliissigkeitsvolumen mit HyO auf ca. 4 ml
erh6ht und das Ethidiumbromid durch wiederholtes Ausschiitteln mit
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H7O-gesittigtem Butanol extrahiert (das Ethidiumbromid wanderte in die
organische Phase). Die klare Plasmidlésung wurde mit Na-Azetat (pH 4.8)
zu einer Endkonzentration von 0.2 M versetzt und in einem 2.5-fachen
Volumen Ethanol bei -20°C gefillt (mindestens 1 h). Nach Zentrifugation
(30 min, 16000 g, 4°C), wurde das Pellet einmal mit 80% Ethanol (in H70)
gewaschen, erneut zentrifugiert, im Exsikkator getrocknet und in einem
kleinen Volumen H7O (0.5-1.0ml) gelést. Die Konzentration wurde
spektrophotometrisch ermittelt und die DNA bei -20°C gelagert.

Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

In einem Volumen von 10-50pul wurde DNA, 1/10 Vol
10 x Restriktionsverdaupuffer (wurde zusammen mit den Enzymen vom
Hersteller bezogen), H2O und Enzym gemischt und fiir mindestens 2 h bei
37°C inkubiert. Der Berechnung der Enzymmenge lag die Definition zu
Grunde, daf 1 Unit Enzym 1 pg A-Phagen DNA in 1 h bei 37°C vollstindig
verdaut. Es wurde iiblicherweise maximal 25% der nétigen Units, die fiir
einen vollstindigen Verdau in 1h notig gewesen wiren, eingesetzt und
dafiir die Inkubationsdauer erhoht. Die Produkte wurden anschlieSend
elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt.

Agarosegelelektrophorese von DNA

Agarose wurde je nach der Gro6Be der erwarteten DNA-Restriktions-
fragmente in der gewiinschten Konzentration (ca. 1 +/- 0.3%) in 0.5 x TBE-
Laufpuffer (45 mM Tris, 45 mM Borat, 1 mM EDTA; pH 8.0 (ohne
Einstellen!)) durch Kochen geldst und mit 1 pg/ml! Ethidiumbromid ver-
setzt. Die auf ca. 50°C abgekiihlte Losung wurde in eine horizontale Gel-
kammer gegossen und in Gegenwart eines "Kammes" bis zur Erstarrung
abgekiihlt. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Vol 5x DNA-Probenpuffer
(60% Glyzerin, 50 mM EDTA, 0.5% SDS, 0.1% Bromphenolblau) gemischt,
das Gel mit Laufpuffer iiberschichtet und die Proben in die Geltaschen, die
durch die "Zdhne" des Kammes gebildet wurden, gefiillt. Die Elektro-
phorese der Proben erfolgte zur Anode (100 V konstant). Durch die Gegen-
wart des Ethidiumbromids war eine Visualisierung der DNA im UV-Licht
(302 nm, Transilluminator, 180 W) mdglich.
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Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

DNA oder RNA wurde in HyO gel6st und die Absorption bei 260 bzw.
280 nm in einer Quarzglaskiivette gemessen. Das Verhiltnis der
Absorptionswerte bei 260 bzw. 280 nm ist ein Maf fiir die Reinheit der
Nukleinsduren und sollte zwischen 1.8-2:1 liegen. Zur Berechnung der
Konzentration wurden folgende Formeln verwendet:

DNA: ODagp x 50 = [ug/mi]

RNA: ODggp x 40 = [ug/ml]

Priparation von Zellkernextrakten (Zinck et al,, 1993)

Die Zellen wurden einmal mit PBS (0°C) + 2 mM NazVOy4 + 10 mM NaF
+ 0.5 mM PMSF gewaschen, in dem selben Puffer von der Schale geschabt
und in ein Mikrozentrifugenréhrchen tiberfiihrt (Eis!). Die Zellen wurden
kurz zentrifugiert (10 sec, 13000 g, RT) und das Pellet in 400 ul hypotonem
Lysispuffer (10 mM HEPES-KOH pH 7.9, 1.5 mM MgCl;, 10 mM KCl,
0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF, 20 mM B-Glyzerophosphat, 10 mM para-Nitro-
phenylphosphat, 400 nM Okadasdure) mit Hilfe eines Plastikspatels vor-
sichtig suspendiert. Nach Inkubation (10 min, Eis) wurden die Zellen kurz
und kréftig gemischt (Vortex) und wie oben kurz zentrifugiert. Das Pellet
(= Kerne) wurde in 100 pl Hochsalzpuffer (20 mM HEPES-KOH pH 7.9,
25% Glyzerin, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT,
0.2 mM PMSF, 20 mM B-Glyzerophosphat, 10 mM para-Nitrophenyl-
phosphat, 400 nM Okadasdure) suspendiert und fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 14000 g, 4°C) wurden die Uberstinde
(= Kernextrakte) in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.
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Ergebnisse

Die meisten der hier gezeigten Daten wurden verdffentlicht (Krdmer |
et al., 1993; Radler-Pohl et al., 1993a; 1993b; Herrlich et al., 1994; Sachsen-
maier et al.,, 1994a; 1994b). Die Publikationen werden nur dann zitiert, wenn
nicht eigene Daten erwihnt werden.

Wie werden die Transkriptionsfaktoren c-Jun und Elk-1 aktiviert?

Die Protoonkogene c-fos und c-jun werden {iber posttranslationelle
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren innerhalb von Minuten nach
UVC-Bestrahlung verstirkt transkribiert (Biischer et al., 1988; Devary etal,,
1991; Stein et al., 1992). Die effiziente transkriptionelle Aktivierung des c-fos
Gens durch UVC setzt das Vorhandensein eines intakten "Serum Response
Element" (SRE) voraus (Biischer et al., 1988). Es bindet einen Komplex aus
einem Dimer des "Serum Response Factor" (SRF) und einem Monomer
eines "Ternary Complex Factor" (TCF) (s. Einleitung). Beide Proteine sind
Phosphoproteine und ihre Aktivierung durch Wachstumsfaktoren oder
Phorbolester-Tumorpromotoren beruht auf zusétzlicher Phosphorylierung.
Fiir den TCF Elk-1 korreliert die induzierte Phosphorylierung mit der trans-
kriptionellen Aktivierung des c-fos Promoters (Zinck etal.,, 1993). Im
Promoter des c-jun Gens sind zwei Bindestellen fiir Vertreter der AP-1-
Transkriptionsfaktorfamilie fiir die Induzierbarkeit durch UVC verant-
wortlich (Stein et al., 1992; Herr et al., 1994). Da in den meisten Zellen das
c-Jun-Protein eine Untereinheit von AP-1 darstellt, nimmt c-Jun auto-
regulatorisch an der Regulation seiner eigenen Transkription teil (Angel
et al., 1988b).

Um herauszufinden, wie UVC-Bestrahlung die Gene c-jun und c-fos tiber
die sie regulierenden Transkriptionsfaktoren aktiviert, wurde im folgenden
die posttranslationelle Aktivierung der Transkriptionsfaktoren c-Jun und
Elk-1 nach UVC-Bestrahlung von Zellen untersucht.
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~-Bestr, j jert di P rylier -

Die Regulation der Transaktivierungseigenschaften des c-Jun-Proteins er-
folgt hauptsichlich iiber Verdnderungen im Phosphorylierungszustand des
Proteins (Hunter und Karin, 1992; Sachsenmaier und Radler-Pohl, 1994).
Dieser dndert sich z. B. drastisch nach Behandlung von Zellen mit Phorbol-
ester-Tumorpromotoren und nach Uberexpression transformierender
Onkogen-Produkte (Boyle etal., 1991a; Smeal etal.,, 1991; 1992). Ich
untersuchte daher, ob dhnliche Verdnderungen auch nach Bestrahlung
von Zellen mit UVC auftreten.

F9 Zellen (eine Maus-Teratokarzinom-Zellinie) expremieren kein endo-
genes c-Jun (Chiu et al., 1988). Diese wurden mit einem Expressionvektor,
der fiir menschliches c-Jun kodiert, transient transfiziert, in Kultur mit 32P-
Orthophosphat markiert und mit UVC bzw. 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-
Azetat (TPA) behandelt. Daraufhin isolierte ich das c-Jun-Protein durch
Immunprézipitation und bestimmte dessen Gehalt an 32P durch elektro-
phoretische Auftrennung und anschliefender Autoradiographie.

Abb.1 Modifikation von c-Jun durch UVC

A. F9 Zellen wurden mit je 10 pg pro Petrischale (g 6 cm) RSV-c-Jun wt Expressions-
plasmid (c-Jun wt) bzw. RSV-c-Jun S1+S2 (c-Jun (S1+S2)) transient transfiziert
(Kalzium}ghosphat Methode). Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion fiir
2.5 h mit 32P-Orthophosphat in Kultur markiert (37 MBq/ml; 370 TBq/mmol)
und mit UVC (30 J/m2; UV) bzw. TPA (50 ng/ml) behandelt. 20 min nach der
Behandlung wurden die Proteine durch Immunprézipitation mit einem poly-
klonalen Antikérper (c-jun/AP-1 (Ab-1)) isoliert, durch SDS-PAGE (10% AA-
Bis) aufgetrennt und elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose Membran tibertragen
(Western Blot). Die Abbildung zeigt die Autoradiographie der Membran (16 h).
Die Pfeile bezeichnen unterschiedliche Modifikationsformen von c-Jun.

B. Die verschiedenen modifizierten Formen von c-Jun (1 und 2; vgl. B.) wurden mit
Trypsin gespalten, die resultierenden Peptide zwei-dimensional aufgetrennt und
durch Autoradiographie sichtbar gemacht (2 - 6 d; 600 bis 800 Cherenkow-cpm
an 32P wurden pro Probe aufgetrennt). Die Phosphopeptide wurden entsprechend
Abb. 1A mit Kleinbuchstaben bezeichnet.
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In Abb. 1A ist zu sehen, daf8 c-Jun-Protein, das 20 min nach UVC-
Bestrahlung der Zellen isoliert wurde, verstarkte Phosphorylierung und ein
~ retardiertes Laufverhalten in der Gelelektrophorese zeigte (Abb. 1A,
Isoformen von c-Jun mit Pfeilen gekennzeichnet). Behandlung der Zellen
mit TPA hingegen hatte keinen Einflu§ auf den Phosphorylierungszustand
von c-Jun. Nicht transfizierte F9 Zellen zeigten unter denselben
Behandlungsbedingungen keine nachweisbaren Mengen an c-jun-Protein
(Daten nicht gezeigt). Es war also moglich, transient expremiertes c-Jun
unabhiéngig von endogenem c-Jun zu analysieren

Um Verdnderungen in der Lage und Intensitdt einzelner Phosphory-
lierungsstellen zu untersuchen, wurde das c-Jun-Protein einer zwei-
dimensionalen tryptischen Peptidkartierung unterzogen. Die 32P-mar-
kierten Proteine (in Abb. 1A mit Pfeilen gekennzeichnet) wurden mit
Trypsin gespalten, die Peptide in zwei Dimensionen aufgetrennt
(Elektrophorese und aufsteigende Chromatographie) und die
phosphorylierten Peptide durch Autoradiographie sichtbar gemacht
(Abb. 1B; nach Hunter und Sefton, 1980; Boyle et al., 1991b).

Die Analyse von nicht retardiertem c-Jun, das aus UVC-behandelten F9
Zellen isoliert wurde (Abb. 1A, Pfeil 1), zeigte deutlich verstdrkte
Phosphorylierung der Peptide "x" und "y" im Vergleich zu c-Jun aus
kontroll-behandelten Zellen (Abb. 1B, c-Jun wt, "Ko 1" und "UV 1"). Hier
liegen die beiden Hauptphosphorylierungsstellen des c-Jun-Proteins
(Ser 63/Ser 73; s.Schema in Abb. 1C), die durch verschiedenste
Stimulierungen von Zellen verstarkt phosphoryliert werden (s. Einleitung).
Nach TPA-Behandlung war kaum zusitzliche Phosphorylierung an "x"
und "y" zu erkennen (Abb. 1B, c-Jun wt, "TPA1").

Die retardierte Isoform des c-Jun-Proteins aus UVC-behandelten Zellen
(Abb. 1A, Pfeil 2) wies zusétzlich zur verstirkten Phosphorylierung an "x"
und "y", andere phosphorylierte Peptide, die mit "u" bzw. mit "v" bezeich-
net wurden (Abb. 1B, c-Jun wt, "UV 2"). Das Erscheinen der retardierten
Proteinbande in der Elektrophorese korrelierte immer mit diesen zusétz-
lichen Phosphorylierungen; ein vergleichbarer Effekt wurde auch in HelLa

Zellen beobachtet (Gebel, 1992; Radler-Pohl et al., 1993a). Offensichtlich
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erhoht sich nach Bestrahlung der Zellen der Anteil an hyperphosphory-
liertem c-Jun Protein.

C

249
243
239
1 63 73 EQ 231 269 331

NN W
fyf)éu,ovf fat

(b)
(c)

Abb.1 Modifikation von c-Jun durch UVC

C  Schematische Darstellung des menschlichen c-Jun-Proteins. Die N- und C-
terminalen Aminosduren, sowie die bekannten Phosphorylierungsstellen sind mit
Nummern gekennzeichnet. Pfeile bezeichnen Trypsin-Erkennungssequenzen, die
zur Ausbildung von phosphorylierten Peptiden in der 2-dimensionalen Auf-
trennung fiihren (a, b, ¢, x, y, u und v; s. auch Text). Schwarze Késtchen ent-
sprechen den Transaktivierungsdoménen nach Angel et. al. (1989), gepunktete
Kastchen kennzeichnen die DNA-Bindedomine, bestehend aus der "Basischen
Region" (+) und dem "Leuzin-Zipper" (L). Die gestreifte Box (8) bezeichnet eine
Domiine von 26 Aminosduren (Delta-Domiine), die im v-Jun-Protein fehlt (Maki
et al.,, 1987).

Die Phosphorylierung der Peptide "a", "b" und "c" spiegelt den Ladungs-
zustand der DNA-Bindedoméne des c-Jun-Proteins wider und damit seine
Fihigkeit, an DNA zu binden (Boyle et al., 1991a). Die drei Peptide stellen
tri-, di- und monophosphorylierte "Phosphoisomere" eines Peptides aus
dem Bereich der basischen DNA-Binderegion von c-Jun dar (s. Schema in
Abb. 1C). Sowohl UVC- als auch TPA-Behandlung von F9 Zellen resultierte
in der Dephosphorylierung dieses Peptids (vgl. "a" in "Ko 1", "UV 1" und
"TPA 1" in Abb. 1B, c-jun wt) und somit zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts zur mono- und diphosphorylierten Form des Peptids ("c"
bzw. "b"). Die Aufspaltung des Peptids "b" in "b +b™" (Abb. 1B, "UV1",
"TPA1") wurde bereits nach TPA-Behandlung von HeLa Zellen beschrieben
(Boyle et al., 1991a) und ist vermutlich auf die alternative Phosphorylierung
verschiedener Stellen im Peptid zuriickzufiihren. (Die Signale, die in der
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et

direkten Verlingerung der Peptide "a" bzw. "b" auf der Hohe von "y" zu
sehen sind (c-Jun wt, "UV1" bzw. "TPA1") waren nicht reproduzierbar und
stellen vermutlich Verunreinigungen oder Artefakte der Chromatographie
dar.)

Es kann also festgehalten werden, daf8 sich der Phosphorylierungs-
zustand von transient expremiertem c-Jun in F9 Zellen nach UVC-
Bestrahlung stark verdndert. Verstarkter Phosphorylierung im Bereich der
Transaktivierungsdomanen steht Dephosphorylierung im Bereich der
DNA-Bindedomidne gegeniiber. Dariiber hinaus kénnen nach UVC-
Bestrahlung zusitzliche Phosphorylierungen beobachtet werden. Ahnliche
Vorgidnge lassen sich auch an endogenem c-Jun Protein aus HeLa Zellen
beobachten (Gebel, 1992; Radler-Pohl et al., 1993).

Pho rulieru ~

Um die Bedeutung der Phosphorylierungen nach UVC-Bestrahlung und
deren Lokalisation ndher zu charakterisieren, testete ich mutierte Proteine,
die ebenfalls transient in F9 Zellen expremiert wurden. In dhnlicher Weise
wie oben beschrieben wurden F9 Zellen mit einem Expressionsplasmid
transfiziert, das fiir c-Jun mit Mutationen an Ser 63 bzw. Ser 73 zu Leu
(Pulverer etal.,, 1991) kodiert. Diese Aminosidureaustausche hatten
erwartungsgemafl den Verlust der Phosphopeptide "x" und "y" in der
zwei-dimensionalen Peptidkartierung zur Folge (Abb. 1B, c-Jun (S1+52)).
Allerdings verhinderten die beiden Mutationen auch das Erscheinen der
retardierten Bande in der ein-dimensionalen Auftrennung (Abb. 1A, c-Jun
(51 + S2)) und die Ausprigung der Peptide "u" und "v" (Abb. 1B, c-Jun

ne, it

(51+S52)). Das bedeutet, dal die Phosphorylierungen an "u" und "v" nach
UVC-Bestrahlung von der Phosphorylierung an Ser 63/73 abhidngen. Ein
dhnliches Phdnomen wurde im Bereich der DNA-Bindedoméne von c-Jun
beobachtet: Mutation von Ser 243 hatte den Verlust aller Phosphorylier-
ungen an den benachbarten Phosphorylierungsstellen zur Folge (Hagmeyer
etal., 1993; vgl. auch Schema in Abb. 1C).

Interessanterweise schienen die Mutationen von Ser 63 und Ser 73 auch
einen Einfluf auf den Phosphorylierungszustand der DNA-Binderegion zu

haben (Abb. 1B; c-Jun (S1+S2)). Bereits in kontroll-behandelten Zellen,
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konnte man das typische Muster ("a", "b" und "c") nicht mehr erkennen,
was auf eine konstitutive Dephosphorylierung dieses Peptids hindeutete.
Eine Bezeichnung der Phosphopeptide war nicht méglich; vermutlich
handelte es sich jedoch um "b" und "¢".

L isati t - ifi P rylier

Um zu testen, ob eine Mutation im N-terminalen Bereich von c-Jun
generell den Verlust der umliegenden Phosphorylierungen zur Folge hat,
testete ich eine zusdtzliche Mutante in dem beschriebenen transienten
Expressionsystem (s. oben). Eine Deletion entfernt drei Threoninreste (AS
89 - 91) in unmittelbarer Nachbarschaft der Phosphorylierungsstellen Ser 63
und Ser 73. In diesem Experiment markierte ich die Zellen in Kultur
simultan mit 35S-Methionin und 32P-Orthophosphat. Dies erlaubte mir,
exakt gleiche Mengen an Protein (= 35S-spezifische cpm) in der zwei-
dimensionalen Peptidkartierung einzusetzen und die Verdnderungen im
Phosphorylierungszustand der Peptide besser zu quantifizieren.
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In Abb. 2A ist zu sehen, dafl die Deletion der drei Aminosduren, dhnlich
wie die Punktmutationen an Ser 63 und Ser 73, den Verlust der retardierten
Isoformen von c-Jun nach UVC-Bestrahlung zur Folge hatte (c-Jun
(A 89/91)). Die zwei-dimensionale Peptidkartierung zeigte allerdings, dafs in
c-Jun (A 89/91) die Peptide "x" und "y" noch deutlich zu sehen waren. Das
Peptid "y" war bereits in nicht behandelten Zellen verstdrkt phosphoryliert
(Abb. 2B). Die Phosphorylierung war sogar stidrker, als in c-Jun wt nach
Bestrahlung mit UVC (vgl. quantitative Auswertung unterhalb und seitlich
der Abbildung). Diese basale Phosphorylierung lief sich durch UVC-
Bestrahlung nicht mehr weiter steigern. Auch die Dephosphorylierung des
Peptids "a" nach UV war nicht mehr sichtbar. In diesem Experiment war in
unbehandelten Zellen bereits die Aufspaltung des Peptids "b" in "b +b™" zu
erkennen. Dieser Effekt konnte 6fters nach Uberexpression von c-Jun beob-
achtet werden.

Abb. 2 Phosphopeptidkartierung von c-Jun mit einer Deletion der Aminosiiuren 89 bis 91

A. F9 Zellen wurden mit je 10 pg pro Petrischale (g 6 cm) RSV-c-Jun wt (c-Jun wt)
bzw. CMV-c-Jun A89/91 (c-Jun A89/91) Expressionsplasmid transient trans-
fiziert (Kalziumphosphat Methode). 24 h nach Beginn der Transfektion wurden
die Zellen in Kultur mit 32P-Orthophosphat (37 MBq/ml; 370 TBq/mmol) und
355-Methionin (7 MBq/ml; 370 TBq/mumol) simultan markiert (3 h) und mit UVC
(30 J/m2; UV) behandelt bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen. Nach 20 min
wurden die c-Jun-Proteine durch Immunprézipitation mit dem Antikérper
cjun/AP-1 (Ab-1)) isoliert, durch SDS-PAGE (10% AA-Bis) aufgetrennt und
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen (Western Blot). Die
Abbildung zeigt die Autoradiographie der Membran (16 h). Die Pfeile bezeichnen
unterschiedliche Modifikationsformen von c-jun.

B. Die Proteine in A wurden einer zwei-dimensionalen Phosphopeptidkartierung
unterzogen (vgl. Abb. 1). Die Abbildung zeigt Autoradiographien der 32P-
spezifischen Signale. Pro DC-Platte wurden 1000 35S-spezifische cpm aufge-
tragen. Die 32P-spezifischen Signale wurden densitometrisch quantifiziert und die
Verhiltnisse der Intensititen der Signale von UV-bestrahlten zu kontroll-
behandelten (seitlich) und mutiertem c-Jun zu Wildtyp c-Jun (unterhalb)
angegeben.
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Das bedeutet, daf8 die Deletion der drei Threoninreste an Position 89, 90
und 91 zum Verlust der Phosphorylierungen an "u" und "v" fiihren, ohne
jedoch die Phosphorylierung an Ser 63 und Ser 73 zu verhindern. Dies
deutet darauf hin, da8 die durch UVC induzierten Phosphorylierungen "u"
und "v" in diesem Bereich lokalisieren bzw. vom Vorhandensein (einer)
der drei Aminosduren abhiangen.

F j Aktivier -[un-Protei t

Welche Bedeutung haben die durch UVC-Bestrahlung induzierten Phos-
phorylierungen fiir das c-Jun-Protein? Um zu testen, ob dadurch tatsdchlich
die Aktivitdt des c-Jun-Proteins verdndert wird, fiihrte ich Trans-
aktivierungsstudien in F9 Zellen durch. Ein Reportergen (Chlor-
amphenicolacetyltransferase, CAT), dessen Expression unter der Kontrolle
zweier Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor GAL4 aus Saccharomyces
cerevisiae steht (Webster et al.,, 1988), wurde transient in F9 Zellen
transfiziert. Bei Kotransfektion eines Expressionsplasmids, das fiir ein
Hybrid aus der GAL4-DNA-Bindedomidne und der c-Jun Trans-
aktivierungsdoméne kodiert, wird in der Zelle ein chiméres Protein
gebildet, das tiber die DNA-Bindedoméne von GAL4 an den Reporter bindet
und {iiber die Transaktivierungsdoméne von c-Jun dessen Expression
steuert. Unter diesen Bedingungen spiegelt die Aktivitdt des CAT-Reporter-
enzyms die Transaktivierungskapazitdt des chimiren Proteins, und nicht
eines endogenen Proteins wider. Diese Mafinahme war auch in F9 Zellen
notwendig (obwohl diese kein endogenes c-Jun expremieren), da UVC-
Bestrahlung zur Akkumulation c-jun-spezifischer m-RNA fiihrt (Auer
et al., 1994).
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Abb. 3 Funktionelle Aktivierung des c-Jun-Proteins durch UVC
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F9 Zellen wurden mit je 5 ug pro Petrischale (o 9cm) des GAL4-abhingigen
Reporterplasmids 17Mx2-tk-CAT (Webster etal., 1988) und je 2pg der
Expressionsplasmide fiir die angegebenen Fusionsproteine transient transfiziert
(Kalziumphosphat Methode). Parallel dazu wurden Zellen mit je 2 ug pUC-RSV-
CAT3 (RSV-CAT) Plasmid transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Zellen mit UVC (30 J/m?) behandelt (UV) oder der Kontrollbehandlung unter-
zogen (Ko) und nach weiteren 24 h die Aktivitit des CAT-Reporterenzyms
bestimmt. Die Umsetzung von Chloramphenicol zu acetyliertem Chloramphenicol

ist in % angegeben.

Im unteren Teil der Abbildung ist eine schematische Darstellung der Fusions-
proteine zu sehen. Dick gestreifte Késtchen stellen die DNA-Bindedoméne des
GAL4 Transkriptionsfaktors (AS 1-147; Webster etal.,, 1988) dar. Die
Darstellung der c-Jun-spezifischen Anteile von AS 1-166 des menschlichen c-Jun-
Proteins erfolgte wie in Abb. 1C. Sternchen kennzeichnen die Lokalisation der
Aminosdaureaustausche an Ser 63 und Ser 73. Das gepunktete Kistchen

reprasentiert Anteile des Transkriptionsfaktors GHF-1 von AS 1-139 (Theill et
1989).

al.,
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Das GAL4-c-Jun Hybrid, das die ersten 166 Aminosduren (AS) des c-Jun-
Proteins und die DNA-Bindedomidne von GAL4 enthidlt (GAL4-c-Jun),
zeigte basale Transaktivierung, die durch UVC-Bestrahlung der Zellen
gesteigert werden konnte (Abb. 3). Ein Hybridprotein, das die entsprechen-
den Bereiche aus dem v-Jun-Protein enthielt (GAL4-v-Jun), besaf§ etwas
verringerte Transaktivierungskapazitit, die jedoch immer noch durch UVC
steigerbar war. Im v-Jun sind beide Phosphorylierungsstellen, entsprechend
zu Ser 63 und Ser 73 in c-Jun vorhanden, auf Grund einer Deletion von 26
AS im N-terminalen Bereich (8-Doméne) jedoch in ihrer Lokalisation
relativ zum N-Terminus verschoben (Angel etal, 1989 und Schema in
Abb. 1C). Die in Abb. 1 gezeigte Mutante an Ser 63 und Ser 73 wurde eben-
falls getestet. Durch die Mutationen von Ser 63 und Ser 73 im GAL4-c-Jun
Hybrid ging sowohl die basale Aktivitit als auch die Induzierbarkeit durch
UVC verloren (GAL4-c-Jun (S1+S2)).

Dieses Ergebnis zeigt, daf§ die Phosphorylierungen an Ser 63/73 das c-Jun-
Protein funktionell aktivieren. Um auszuschliefen, da8 die UVC-Bestrahl-
ung einen EinfluB auf die DNA-Bindekapazitit der GAL4-DNA-Binde-
doméne hat, wurde die Transaktivierungsdomine eines anderen, zum
c-Jun nicht verwandten Transkriptionsfaktors, mit der GAL4-Bindedomaéne
fusioniert. UVC-Bestrahlung hatte keinen Einflu auf die Transaktivierung
durch den Transkriptionsfaktor GHF-1 ("Growth Hormone Factor-1";
Lefevre et al., 1987) im GAL4-abhdngigen Transkriptionsnachweis (Abb. 3,
GHF1-GAL4). Dariiberhinaus wurde auch die Expression des CAT-Gens, das
unter der Kontrolle des "Rous Sarcoma Virus Long Terminal Repeat"
(RSV-LTR) steht, durch Bestrahlung der Zellen mit UVC nicht gesteigert
(Abb. 3, RSV-CAT). Der RSV-LTR steuert die Expression aller gezeigten
chimiéren Proteine. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, daf vermehrte
Neusynthese der GAL4-Hybridproteine nach UVC-Bestrahlung fiir die
Aktivierung des Reportergens verantwortlich war.
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-induzier fikati Elk-1

Im folgenden wurde gepriift, ob auch das TCF-Protein Elk-1 nach UVC-
Bestrahlung aktiviert wird. Elk-1 ist als Bestandteil des terndren Komplexes
am SRE an der Regulation der c-fos Genexpression beteiligt (s. Einleitung).
Da keine Antikoérper zur Isolierung des Proteins durch Immunprézipitation
zur Verfiigung standen, wurde Elk-1 auf Grund seiner Fahigkeit, sequenz-
spezifisch an DNA zu binden, nachgewiesen ("Electrophoretic Mobility
Shift Assay"; "Bandshift" Analyse). Zwei unterschiedliche Ansitze fiihrten
zu identischen Resultaten: Die Bindung von Elk-1 im Komplex mit SRF an
das c-fos-SRE (Daten nicht gezeigt) und die SRF-unabhingige Bindung von
Elk-1 an eine Bindesequenz fiir das Ets-Protein E74 aus Drosophila (Urness
und Thummel, 1990, s. unten). TCF-Proteine binden ebenfalls an diese
Sequenz, im Gegensatz zu der SRE-Sequenz jedoch in Abwesenheit von
SRF (Janknecht und Nordheim, 1992; Rao und Reddy, 1992). Diese
Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Raymund Zinck und
Dr. Alfred Nordheim von der Medizinischen Hochschule Hannover
durchgefiihrt.

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach UVC-Bestrahlung wurden aus HelLa
Zellen Kernextrakte pripariert (s. auch Zinck et al., 1993). Gleiche Mengen
an Protein wurden mit dem 32P-markierten, doppelstringigen E74-Oligo-
nukleotid inkubiert. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Protein-
E74 Komplexe und anschlieBender Autoradiographie waren 2 - 5 min nach
UVC-Bestrahlung zusitzliche E74-Protein Komplexe zu erkennen (Abb. 44,
mit Sternchen markiert). Dieser Vorgang war transient, mit einem
Maximum bei 10 min, und war 90 min nach Bestrahlung wieder beendet.
Behandlung von Zellen mit epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) oder
TPA induzierte die Ausbildung identischer Komplexe (s. auch Abb. 6A).
Um die Identifizierung der spezifischen Komplexe von unspezifischen
Interaktionen mit dem Oligonukleotid (nicht gezeigt) zu erleichtern, wurde
in Abb.4A auch Kernextrakt aus HeLa Zellen, die transient mit einem
Expressionsplasmid fiir Elk-1 transfiziert wurden, mit dem E74-
Oligonukleotid inkubiert.
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Abb.4 Modifikation und funktionelle Aktivierung von p62TCF/Elk-1

A. HeLa Zellen wurden mit UVC (30 J/m?) bestrahlt und zu den angegebenen Zeit-
punkten Kernextrakte gewonnen (Zinck et al., 1993). 10 ug Protein jeder Probe
wurden mit 32P-markiertem E74-Oligonukleotid inkubiert, elektrophoretisch
aufgetrennt und die Protein-DNA Komplexe durch Autoradiographie sichtbar ge-
macht (exakt nach Zinck et al., 1993). Die Sternchen kennzeichnen induzierte
Protein-DNA Komplexe. In der Spur "rek. Elk" sieht man Protein-E74 Komplexe,
die mit Kernextrakt aus HeLa Zellen gewonnen wurden, die transient mit einem
Expressionplasmid fiir Elk-1 transfiziert worden waren (Janknecht und Nordheim,
1992).

B. Kernextrakte von UVC-behandelten HeLa Zellen (wie in A) wurden mit Pra-
immunserum (PIS) bzw. drei verschiedenen Antiseren gegen Elk-1 (¢E, aD, aC;
Zinck et al., 1993) vorinkubiert. Anschliefend erfolgte die Analyse der Protein-
bindung an das E74-Oligonukleotid wie in A.

Man sieht, daf$ der unterste der Komplexe aus den UVC-behandelten
HeLa Zellen mit dem transient expremierten Elk-1 komigrierte. Die
induzierten Komplexe hatten jedoch eine andere elektrophoretische
Mobilitdt, als das liberexpremierte Elk-1 Protein. Die Natur des zusétzlichen
Komplexes im Extrakt transfizierter Zellen ("rek. Elk") war nicht bekannt
und diirfte auf die Uberexpression des Proteins zuriickzufiihren sein.

Um sicher zu gehen, daff wirklich das Elk-1 Protein mit dem E74-Oligo-
nukleotid interagierte, wurden die Extrakte der UVC-bestrahlten HeLa
Zellen mit drei Antiseren, die gegen verschiedene Domédnen von Elk-1
gerichtet sind, vorinkubiert (aE, aD, aC; Zinck et al., 1993). Alle drei Anti-
seren verhinderten spezifisch die Ausbildung des "obersten", induzierten
Protein-DNA Komplexes (Abb. 4B). Dies stand im Gegensatz zu Befunden
aus anderen Zellen, wo gezeigt wurde, dafs die Antikérper die Ausbildung
aller E74-gebundenen Komplexe verhinderten und da8 die induzierte Aus-
bildung zusédtzlicher Protein-DNA Komplexe (nach Behandlung mit
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Wachstumsfaktoren oder Phorbolestern) hauptsdchlich auf Phosphory-
lierung von Elk-1 zuriickzufiihren war (Zinck et al., 1993). Die Aktivierung
endogener Phosphatasen (durch Entfernen von Ser/Thr- und Tyr-
spezifischer Phosphataseinhibitoren) hatte das Verschwinden aller
Komplexe am E74-Oligonukleotid in HeLa Zellen zur Folge (A. Nordheim,
personliche Mitteilung).

Demnach induziert UVC-Bestrahlung (und Behandlung mit EGF oder
TPA) unter diesen experimentellen Bedingungen die schnelle Bindung von
Elk-1 an das E74-Oligonukleotid. Diese beruht auf einem Aktivierungs-
mechanismus, der sehr wahrscheinlich durch Phosphorylierung von Elk-1
bewerkstelligt wird. Die Elk-1-spezifischen Antiseren verhindern nur die
Ausbildung eines der Komplexe. Vermutlich handelt es sich bei den beiden
anderen Komplexen um andere Proteine aus der TCF Familie (Treisman,
1994) oder um verschiedene Modifikationsformen eines dieser Proteine. Es
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daf die Antikérper nur eine
bestimmte Modifikationsform von Elk-1 erkennen und die beiden durch
die Antikdrper nicht beeinfluiten Komplexe ebenfalls Elk-1 enthalten. Da
die drei Antiseren jedoch gegen drei verschiedene Bereiche des Elk-1-
Proteins gerichtet sind, erscheint diese Moglichkeit sehr unwahrscheinlich.

Um zu priifen, ob die UVC-induzierten Verdnderungen am Elk-1-Protein
auch eine funktionelle Bedeutung haben, wurde die Aktivitdt des endo-
genen Proteins durch transiente Uberexpression einer inaktiven Mutante
von Elk-1 gehemmt (Janknecht et al., 1993).

Ein Reporterplasmid, das das CAT-Gen unter der Kontrolle zweier SRE-
Elemente aus dem c-fos Promoter und des minimalen Promoters des
Herpes simplex Thymidinkinase- (TK-) gens enthielt (SRE-tk-CAT), wurde
transient in HeLa Zellen transfiziert. UVC-Bestrahlung steigerte die
Expression dieses Reporters um das 8-fache (Abb. 5A). Um spezifisch die
Wirkung von Elk-1 zu hemmen, wurden die Zellen mit einem Express-
ionsplasmid, das fiir ein verkiirztes Elk-1-Protein kodiert (Elk A), kotrans-
fiziert. Die Deletion entfernt 54 Aminosduren vom C-terminalen Ende des
Proteins. Die betreffende Region enthilt die Transktivierungsdoméne mit
den Hauptphosphorylierungsstellen (Gille et al., 1992; Janknecht et al., 1993;
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Marais et al.,, 1993). Das verkiirzte Protein besitzt noch die Fdhigkeit, an
DNA zu binden (Janknecht und Nordheim, 1992) und wirkt, vermutlich
tiber Verdringung des endogenen Proteins, hemmend auf Elk-1-abhingige
Transkription (dominant-negativer Effekt) (Janknecht et al., 1993). Express-
ion des Elk A-Proteins fiithrte zu einer 50%-igen Hemmung der UVC-
induzierten Expression des Reportergens (Abb. 5A). Eine nur teilweise
Hemmung durch Elk A schien plausibel, da Elk-1 nicht der einzige TCF in
HeLa zu sein scheint (s. Abb. 4B) und da vermutlich SRF zur UVC-
Induzierbarkeit des SRE’s beitrdagt (unverdffentlichte Daten). Eine Punkt-
mutation im SRE, die die Bindung aller TCF-Faktoren verhindert, hatte
dagegen den nahezu vollstindigen Verlust der UVC-Induzierbarkeit des
SRE-tk-CAT Reporters zur Folge (A. Radler-Pohl, unverdffentlicht), ein
Hinweis, daf8 die Prisenz eines TCF absolut notwendig fiir SRE-abhéngige
Transkription nach UVC-Bestrahlung ist.

Abb.5 Funktionelle Aktivierung von p62TCF/Elk-1

A. Hela Zellen wurden mit 3 pg pro Petrischale (g 9 cm) des SRE-abhéngigen
Reporterplasmids (SRE-tk-CAT) transient transfiziert (DEAE-Dextran Methode).
Zusitzlich erhielten die Zellen entweder 5 ug des Expressionsvektors pElk 2.374
(Janknecht und Nordheim, 1992) (+ Elk A) oder des entsprechenden "leeren"
Expressionsvektors pEv3S (Mathias et al., 1989) (- Elk A). 24 h nach der Trans-
fektion wurden die Zellen mit UVC (30 J/m?2; UV) behandelt oder der Kontroll-
behandlung unterzogen (Ko) und nach weiteren 24 h die CAT-Enzymaktivitét
bestimmt. Die Séulen entsprechen Daten aus zwei unabhingigen Experimenten.

B. HeLa Zellen wurden mit 3 ug tk-CAT Reporterplasmid, zusammen mit je 5 ug
PEIk 7.374 und pSRF (Ala 103) (Janknecht et al, 1992), kotransfiziert (+ Elk A +
SRF (103)) bzw. erhielten gleiche Mengen an dem entsprechenden "leeren"
Expressionsvektor pEv3S (- Elk A + SRF (103)). Die Analyse der Expression des
Reporterplasmids erfolgte wie in A.
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Als Kontrolle, da8 die Uberexpression des trunkierten Elk-1-Proteins
keinen unspezifischen inhibitorischen Effekt ausiibt, wurde der Einfluf§ des
dominant-negativen Elk A auf die Expression eines CAT-Reporter-
konstruktes untersucht, dessen Expression nur vom TK-Promoter (ohne
SRE; tk-CAT) reguliert wurde (Abb. 5B). In den hier gezeigten Experimenten
wurde zusidtzlich zu EIKA auch ein Expressionsplasmid fiir ein mutiertes
SRF kotransfiziert (SRF (Ala 103)). Dieses verstdrkte die Hemmung der UV-
induzierten Expression des SRE-tk-CAT Reportes durch Elk A (Daten nicht
gezeigt). Der tk-CAT Reporter zeigte eine vergleichbare Basalaktivitdt wie
das SRE-tk-CAT Plasmid, die durch UVC-Bestrahlung nicht erhht wurde.
Die Koexpression der dominant-negativen Elk-1-Mutante und der SRF-
Mutante fiihrte erstaunlicherweise zu einem signifikanten Anstieg der
Expression des tk-CAT Reporters. Dies wiirde bedeuten, daf8 Elk und/oder
SRF oder auch endogenes c-Fos-Protein einen inhibitorischen Einfluf8 auf
tk-abhéngige Transkription hétten. Der beobachtete Befund unterstrich
jedoch die Spezifitit der hemmenden Wirkung der dominant-negativen
Mutanten auf die SRE-abhéngige Transkription.
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Die bisher gezeigten Experimente dienten der Aufklirung der
Mechanismen, wie UVC zur schnellen transkriptionellen Aktivierung der
Gene c-fos und c-jun fiihrt. Latent in der Zelle vorliegende Transkriptions-
faktoren werden durch UVC-Bestrahlung modifiziert und erlangen
dadurch erhdhte Transaktivierungseigenschaften. Diese Experimente legen
auch nahe, daf UVC modifizierende Enzyme (z.B. Proteinkinasen)
aktivieren kann. Dies veranlaite mich, die Mechanismen der UVC-
induzierten Signaltransduktion zu den Transkriptionsfaktoren zu unter-
suchen.

Welche Proteinkinasen phosphorylieren die Transkriptionsfaktoren c-Jun
und Elk-1?

In Kollaboration mit meiner Kollegin A. Radler-Pohl konnten Kinasen
identifiziert werden, die die Transkriptionsfaktoren c-Jun und Elk-1 nach
UVC-Bestrahlung von Zellen phosphorylieren konnten. Der Grofteil der
dafiir notwendigen Experimente wurde von Frau Radler-Pohl durchgefiihrt
und die Resultate werden hier zum besseren Verstdndnis der nachfolgend
gezeigten Daten zusammengefaft.

UVC-Bestrahlung von HeLa Zellen aktiviert innerhalb von wenigen
Minuten ERK-1 und ERK-2, zwei Vertreter der Familie der MAP Kinasen (s.
Einleitung). Mehrer Vertffentlichungen zeigten, daf8 die Phosphorylierung
von Elk-1 nach Behandlung von Zellen mit Wachstumsfaktoren und
Phorbolestern sehr wahrscheinlich iiber die direkte Wirkung von ERK-
Proteinen vermittelt wird (Marais et al., 1993; Janknecht et al., 1993). Ob
ERK-Proteine auch direkt c-Jun phosphorylieren, ist nicht eindeutig geklart
(Pulverer et al., 1991; Minden et al., 1994). Die ERK-Aktivierung durch UVC
ist zeitlich gesehen der Phosphorylierung von Elk-1 kurz vorgelagert und
folgt einer dhnlichen Kinetik wie die Phosphorylierung von Elk-1. Ein deut-
licher Hinweis fiir die funktionelle Rolle von ERK-Proteinen ist die
Hemmbarkeit UVC-, wie auch phorbolester-induzierter Transkription vom
c-fos Promoter durch die Uberexpression einer dominant-negativen
Mutante von ERK-2 (Robbins et al., 1993). Schliellich wurde auch gezeigt,
dafs eine dominant-negative Mutante der Kinase c-Raf mit der UVC- und
Phorbolester-induzierten Aktivierung von AP-1-abhidngigen Reportergen-
konstrukten interferiert.
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Dies zeigt, daf UVC (und Phorbolester) eine Kinasekaskade aktiviert, die
identisch mit der nach Behandlung von Zellen mit Wachstumsfaktoren
oder Phorbolestern ist. c-Raf aktiviert iiber Phosphorylierung der MAP/ERK
Kinase (MEK) die ERK-Kinasen (s. Einleitung), die ihrerseits, direkt oder
indirekt, die Transkriptionsfaktoren c-Jun und Elk-1 phosphorylieren
kénnen.

Welche Komponenten der Zelle initiieren Raf/lERK-abhingige Signal-
transduktion nach UVC-Bestrahlung?

Durch die Identifizierung zytoplasmatischer Proteinkinasen, die an der
UVC-Antwort beteiligt sind, war es gelungen, das UVC-induzierte "Signal"
bis zur Zellmembran zuriickzuverfolgen. Es ist bekannt, da c-Raf tiber
direkte Interaktion mit Ras-GTP zur Plasmamembran dirigiert und dort
funktionell aktiviert wird (Leevers et al., 1994). Es war daher naheliegend zu
priifen, ob die Aktivierung des Ras-Proteins notwendig fir die UVC- und
phorbolester-induzierte Genexpression ist.

jert, 1 Phor t. Ras-abhingi onal-
Hela 7

In einem vergleichbaren Versuchsansatz wie fiir Elk-1 beschrieben
(s. oben) wurde die Aktivitit des endogenen Ras-Proteins durch transiente
Uberexpression einer dominant-negativen Mutante gehemmt. Ein Amino-
sdureaustausch an Stelle 17 des Ha-Ras-Proteins (Ser zu Asn) fiihrt zu er-
hohter Affinitit des Proteins zu GDP. Bei Uberexpression dieser Mutante
kommt es vermutlich zur kompetitiven Verdrdngung eines Nukleotid-
Austauschfaktors vom endogenen Protein (Feig und Cooper, 1988). Dieser
Austauschfaktor katalysiert die Beladung von Ras-GDP mit GTP
(Downward et al., 1990a).
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Unterschiedliche UVC-induzierbare Reporter-Genkonstrukte wurden
mit der dominant-negativen Ras-Mutante in HeLa Zellen kotransfiziert
und der Einfluf auf die induzierte Expression der Reporter untersucht.
Zum einen verwendete ich ein CAT-Reporterplasmid, dessen Expression
durch c-fos-spezifische Promotersequenzen von Position -711 bis +45
reguliert wird (-711/+45-fos-CAT). Zum anderen schlof ich in diese Unter-
suchungen auch zwei AP-1-abhingige Konstrukte ein: -517/+63-coll-CAT
enthdlt Promotersequenzen des menschlichen Kollagenasegens und das
S5xTRE-TATA-CAT Reporterplasmid besteht aus fiinf Wiederholungen der
AP-1 Bindestelle aus dem menschlichen Kollagenasegen-Promoter und der
TATA-Box des Albumingens aus Xenopus laevis (Jonat et al., 1990). Das
5xTRE-Konstrukt bindet andere AP-1 Faktoren als die AP-1-Stelle im
Kontext des Kollagenasepromoters und folgt einer schnellen Expressions-
kinetik nach Stimulierung von Zellen mit UVC oder Phorbolester (Radler-
Pohl et al., 1993a; Auer, 1994). Das -517/+63-coll-CAT sollte als Beispiel fiir
die verzbgerte Genexpression nach UVC-Bestrahlung dienen, dessen
effiziente Expression die Neusynthese von AP-1 (und anderen) Faktoren
voraussetzt (s. Einleitung).

Tabelle 1 Einfluf8 einer dominant-negativen Ras-Mutante auf induzierte Genexpression

HelLa Zellen wurden mit je 5 pg pro Petrischale (g 9 cm) der angegebenen CAT-
Reporterplasmide transient transfiziert (DEAE-Dextran Methode). Zusétzlich
erhielten die Zellen 5pug des "leeren" Expressionsplasmids RSV-H20 (- H-
ras (Asn 17)) oder 5 pg des Expressionsplasmids RSV-H-ras (Asn 17) (+ H-ras
(Asn 17); DeVries-Smits et al., 1992). Wo gekennzeichnet, wurde jeweils 1 ug des
Expressionsplasmids RSV-H-ras (Leu 61) kotransfiziert (H-ras (Leu 61); Bos,
1989). 24 h nach der Transfektion erfolgte die Behandlung mit UVC (30 J/ m?Z;
UV), TPA (60 ng/ml) bzw. EGF (2 ng/ml) und nach weiteren 24 h die
Bestimmung der Aktivitit des CAT-Reporterenzyms (pmol azetyliertes 14C-
Chloramphenicol/mg x h). Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus je zwei
unabhéngigen Experimenten.




Stimulus

- H-ras (Asn 17)

+ H-ras (Asn 17)

A. -711/+45 fos-CAT
Ko
uv

TPA
H-ras (Leu 61)
EGF

B. -517/+63 coll-CAT
Ko
uv

TPA
H-ras (Leu 61)

340.3 (100%)
14768.1 (100%)
4268.1 (100%)
2838.9 (100%)
1040.3 (100%)

135.7 (100%)
789.0 (100%)
93070.9 (100%)
21875.0 (100%)

243.1 (71.4%)
6990.3 (47.3%)
2955.6 (69.2%)
2654.2 (93.5%)

350.0 (33.6%)

113.8 (83.9%)
113.8 (14.4%)
54570.9 (58.6%)
15575.0 (71.2%)

C. 5 x TRE-TATA-CAT
Ko 3251.1 (100%
uv 21124.5 (100%
TPA 187162.5 (100%
H-ras (Leu 61) 41650.0 (100%

750.6 (23.1%)
4262.2 (20.2%)
127575.0 (68.2%)
44450.0 (106.7%)

' N N’ N

In Tabelle 1 wurden die Ergebnisse dieser Experimente zusammengefafit.
Fiir alle drei Reporter galt: (a) Die UVC-induzierte Expression der Reporter
war in Gegenwart der dominant-negativen Ras-Mutante (+ Ha-ras (Asn 17))
deutlich gehemmt. Die Inhibition der beiden AP-1-abhdngigen Reporter
(-517/+63; 5XxTRE) war am effizientesten, die Aktivitat des c-fos Promoters
wurde zu ca. 50% gehemmt. Das 5XxTRE-TATA-CAT Konstrukt zeigte, im
Gegensatz zu den beiden Reportern, die durch komplexe Promotoren
reguliert wurden, eine hohe Basalexpression, die durch die Ras-Mutante
stark hemmbar war. (b) Die TPA-induzierte Expression der Reporter war
deutlich weniger gehemmt als die UVC-induzierte Expression. Dies stand
im Ubereinklang mit Befunden, da8 in HeLa Zellen phorbolester-abhéngige
Signaltransduktion unabhédngig von Ras funktioniert (Medema et al., 1991),
im Gegensatz zu z. B. PC 12 Pheochromozytom Zellen (Thomas et al., 1992)
oder T-Lymphozyten (Downward etal.,, 1990b). (c) Kotransfektion eines
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Expressionplasmids fiir aktiviertes Ras (Ha-ras (Leu 61)) fiihrte zu einer
starken Aktivierung der Reporter, die durch die Gegenwart der dominant-
negativen Ras-Mutante nicht, oder nur marginal, gehemmt wurde. Dies
galt als negative Kontrolle, da das aktivierte Ras-Protein tiberwiegend in der
GTP-beladenen Form vorliegt, deshalb unabhédngig von Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren ist und durch die Mutante nicht beeinflut werden
sollte (s. auch Medema et al., 1991). Als positive Kontrolle flir die Wirkung
der dominant-negativen Ras-Mutante wurde die Expression des -711/+45-
fos-CAT Reportergens durch EGF-Behandlung der Zellen induziert. Diese
Aktivierung war durch die Ras-Mutante hemmbar. Zahlreiche Veroffent-
lichungen zeigten die Aktivierung des Ras-Proteins durch EGF (z.B. Buday
und Downward, 1993).

Diese Experimente zeigen, daf UVC die Ras-abhidngige Signaltrans-
duktion zu verschiedenen Promotoren induzieren kann. Diese beinhalten
sowohl "friihe" Promotoren, die iiberwiegend durch Modifikation
prdexistierender Transkriptionsfaktoren aktiviert werden (c-fos, c-jun,
5xTRE), als auch "spdte" Promotoren, fiir deren effiziente Aktivierung
Neusynthese von Transkriptionsfaktoren notwendig ist (Kollagenase). Die
Hemmung von UVC-induzierter Signaltransduktion durch die dominant-
negative Ras-Mutante macht dariiber hinaus deutlich, da§ auch das Ras-
Protein nicht direkt durch UVC aktiviert wird, sondern dai das "Signal"
zum Ras transportiert werden muf§ (z.B. {iber Aktivierung eines Guanin-
Nukleotidaustauschfaktors).

Wie aktiviert UVC das Ras-Protein?

Zahlreiche Studien zur Regulation und Funktion von Ras zeigen die
zentrale Rolle dieses Proteins in der Signaltransduktion von Wachstums-
faktorrezeptoren, insbesondere Rezeptor-Tyrosinkinasen (s. Ubersichts-
artikel Schlessinger, 1993). Durch Bindung an Rezeptoren aktivieren
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren das membranstidndige Ras-Protein. Es
stellte sich also die interessante Frage, ob auch im Falle von UVC-Bestrah-
lung Rezeptoren in einen aktivierten Zustand tberfiihrt werden, dhnlich
wie nach Bindung ihres Liganden. Zwei Mechanismen fiir diesen Vorgang
sind denkbar: UVC induziert die Mobilisierung und Bindung von Liganden
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an die Rezeptoren oder die Bestrahlung selbst fiihrt zu einer liganden-
unabhéngigen, aktivierenden Konformationsdnderung von Rezeptoren.
Ich widhlte unterschiedliche Ansdtze, um eine Beteiligung von Rezep-
toren an der UVC-induzierten Signaltransduktion zu untersuchen. Alle
zielten darauf ab, die Aktivitdt von Rezeptoren zu hemmen und den Ein-
fluf dieser Behandlungen auf die Reaktionen der Zelle nach Bestrahlung
mit UVC zu testen. Ein experimenteller Ansatz niitzte die Eigenschaft von
Liganden aus, nach Bindung an ihre Rezeptoren den spezifischen, rezeptor-
abhingigen Signaltransduktionsweg transient zu hemmen. Parallel dazu
ging ich der Frage nach, ob sezernierte Liganden an der UVC-Antwort
beteiligt sind. Dazu bediente ich mich spezifischer und unspezifischer
Hemmer der Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren.

4 Z it IL-1q¢, EGF FGF ine_nachfolg-
-A t

Eine Moglichkeit der transienten Inaktivierung rezeptor-abhingiger
Signaltransduktion ist die Vorbehandlung von Zellen mit Wachstums-
faktoren. Der Bindung an den Rezeptor folgt die Internalisierung und in
den meisten Fillen Degradation des Rezeptor-Liganden Komplex (Stoscheck
und Carpenter, 1984; Downing et al., 1989). Die Zellen koénnen erst dann
wieder auf den gleichen Liganden reagieren, wenn die Rezeptoren resyn-
thetisiert wurden. Es sollte also mdglich sein, durch Vorbehandlung mit
einem Wachstumsfaktor zu testen, ob UVC den Rezeptor zur Signaltrans-
duktion benétigt. Dazu mufl die zu messende Antwort der Zelle transient
sein, um eine wiederholte Aktivierung testen zu kdnnen. Diese Voraus-
setzung erfillt die c-fos m-RNA Akkumulation oder die Modifikation von
Elk-1. Ich wihlte Wachstumsfaktoren, die, dhnlich wie UVC, diese
schnellen Reaktionen in HeLa Zellen hervorrufen. Interleukin lo (Il-1at)
und basischer Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) erfiillen diese Voraus-
setzungen und werden nach UVC-Bestrahlung von HeLa Zellen verstidrkt
synthetisiert und sezerniert (s. unten). (Im folgenden wird auch das Zytokin
[I-1oe in dem Begriff Wachstumsfaktor miteingeschlossen werden!). Auch
EGF ruft vergleichbare Reaktionen der Zelle hervor wie UVC und ein
Ligand fiir den EGF-Rezeptor (TGFo) wird ebenfalls nach UVC-Bestrahlung
verstarkt synthetisiert (Ellem et al., 1988). Dagegen eigneten sich z. B. PDGF
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oder Insulin nicht fiir diese Versuche, da sie in HeLa Zellen keine der
genannten Reaktionen hervorrufen. Als Kontrolle behandelte ich die
Zellen auch mit dem Phorbolester TPA vor. Dies sollte liber Inaktivierung
von PKC zur Hemmung einer nachfolgenden Stimulierung fiihren, die
von funktioneller PKC abhéngig ist.

In Abb. 6A ist zu sehen, daf eine 10-miniitige Behandlung von HeLa
Zellen mit TPA, dhnlich wie UVC, zur Ausbildung der bereits gezeigten
induzierbaren Bindung von Elk-1 an das E74-Oligonukleotid fiihrte
(vgl. Abb. 4), die nach 24 h nicht mehr erkennbar war (Abb. 6A, Spuren 1
und 2). Eine wiederholte Stimulierung mit TPA nach 24 h war nicht mehr
moglich (Spur 5). Hingegen war die Induktion der Komplexe durch UVC
oder EGF immer noch effizient (Spuren 3 und 4). Dies zeigte, daf8 weder
UVC noch EGF die durch TPA Behandlung inaktivierte Komponente
(Proteinkinase C; s. Einleitung) benétigen.

Abb. 6 Vorbehandlung mit Wachstumsfaktoren hemmt eine nachfolgende UVC-Antwort in
Hela Zellen

A. HeLa Zellen wurden fiir 24 h mit TPA (60 ng/ml in Hungermedium; s. auch
Behandlung von Zellen) behandelt oder nicht (-), wie unterhalb der Abbildung
gezeigt. Es folgte eine zweite Behandlung fiir weitere 10 min mit TPA, UVC
(30 J/m2; UV) bzw. EGF (2 ng/ml) (s. oberhalb der Abbildung). AnschlieBend
wurden Kernextrakte prapariert und die Ausbildung von Proteinkomplexen am
E74-Oligonukleotid, wie in Abb. 4A beschrieben, analysiert. Sternchen kenn-
zeichnen induzierte Protein-DNA Komplexe.

B. HeLa Zellen wurden fir 3 h mit IL-1a (2 ng/ml; Fa. Brit. Biotechnol.) vorbe-
handelt (IL-1) oder nicht (-) (s. unterhalb der Abbildung). Anschliefend wurden
die Zellen fiir weitere 45 min mit IL-1o, UVC (30 ]/ m2; UV), TPA (60 ng/ml) oder
EGF (2 ng/ml) behandelt, bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen (Ko) (s. ober-
halb der Abbildung). Aus den Zellen wurde poly A* RNA isoliert und jeweils 4 pug
RNA pro Probe elektrophoretisch aufgetrennt. Die Menge an c-fos- und Glyzerin-
aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase- (Gapdh-) spezifischer RNA wurde durch
Hybridisierung mit 32P-markierten, spezifischen c-DNA Proben ermittelt
(Northern Blot Analyse). Die Abbildung zeigt Autoradiographien der hybridisier-
ten Filter (16 h fiir c-fos; 4 h fiir Gapdh).

C. Das Experiment wurde genau wie in B beschrieben durchgefiihrt, nur da8 EGF
(2ng/ml) zur Vorbehandlung der Zellen verwendet wurde (Beschriftung der Ab-
bildung wie in B).

D. Das Experiment wurde genau wie in B beschrieben durchgefiihrt, nur dafl eine
Mischung aus IL-1a (2 ng/ml; Fa. Brit. Biotechnol.), EGF (2 ng/ml) und bFGF
(10 ng/ml) zur Vorbehandlung der Zellen verwendet wurde (X) (Beschriftung der
Abbildung wie in B).

E. Densitometrische Auswertung der Experimente in B, C und D. Die c-fos-
spezifischen Signale wurden an unterschiedliche Mengen aufgetrennter m-RNA
angeglichen (gemessen anhand der Gapdh-spezifischen Signale). Die Menge an
c-fos-spezifischer m-RNA in UVC-stimulierten Zellen (ohne Wachstumsfaktor-
vorbehandlung) wurde als 1.0 gewdéhlt.
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Im folgenden wurden HeLa Zellen mit den oben genannten Wachstums-
faktoren vorbehandelt und nach drei Stunden die Fadhigkeit, auf UVC-
Bestrahlung mit der Expression des c-fos Gens zu reagieren, getestet (die
Bestimmung der Menge c-fos-spezifischer m-RNA erlaubte eine bessere
quantitative Auswertung als z. B. die Bestimmung der Phosphorylierung
von Elk-1).

Eine Auswahl der Experimente ist in Abb. 6B - E dargestellt: Nach
Behandlung von HeLa Zellen mit IL-1o war innerhalb von 45 min die
Menge an c-fos-spezifischer m-RNA maximal, und innerhalb von 3 h auf
Kontrollniveau abgesunken (s. Abb. 6B, Spuren 1, 2 und 3). Eine wieder-
holte Stimulierung durch IL-la nach der drei-stiindigen Vorbehandlung
war nicht méglich (Spur 4); der IL-la-spezifische Signaltransduktionsweg
war also vollkommen refraktdr. Die Wirkung von TPA- oder EGF zum
selben Zeitpunkt war jedoch genauso effizient wie ohne IL-la-Vorbehand-
lung (vgl. Spuren 6 und 7 mit 9 und 10). Entscheidend war jedoch, daf8 die
UVC-induzierte c-fos m-RNA Akkumulation nach einer IL-loc Vorbehand-
lung um mehr als 50% reduziert war im Vergleich zur Situation ohne Vor-
behandlung (vgl. Spuren 5 und 8 und quantitative Auswertung in E). Das
bedeutete, daf IL-1a. und UVC gemeinsame Komponenten der Signaltrans-
duktion zum c-fos Gen beniitzen, die von TPA oder EGF nicht benétigt
werden (hdchstwahrscheinlich der IL-1-Rezeptor).

Ahnliche Resultate wurden nach Vorbehandlung von HeLa Zellen mit
bFGF (Daten nicht gezeigt) und EGF erzielt (Abb. 6C). Vergleichbar mit IL-1c
bewirkte EGF eine schnelle und transiente Akkumulation c-fos-spezifischer
m-RNA (Spuren 1, 2 und 3). Eine erneute Stimulierung mit EGF nach 3 h
war unmoglich (Spur 4). Wiederum war die UVC-induzierte c-fos-Genex-
pression, nach der EGF-Vorbehandlung halbmaximal gehemmt (vgl.
Spuren 5 und 7). Unter denselben Bedingungen war jedoch auch die TPA-
induzierte c-fos Expression gehemmt (Spuren 6 und 8). Dieser Effekt von
EGF auf phorbolester-induzierte Genexpression diirfte auf der EGF-
abhidngigen Aktivierung der Phospholipase Cy am EGF-Rezeptor beruhen,
die ihrerseits zur Aktivierung der Proteinkinase C fiihren kann (Cochet
et al., 1984; Margolis et al., 1989). Wie bereits gezeigt wurde, bestand jedoch
kein Hinweis darauf, daf$ auch UVC die Proteinkinase C benétigt (Abb. 6A).
Die EGF-induzierte Hemmung der UVC-Antwort beruhte demnach sehr
wahrscheinlich auf einem anderen Mechanismus (s. unten).
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Diese Experimente deuteten darauf hin, da UVC iiber mehrere ver-
schiedene wachstumsfaktor-spezifische Komponenten signalisiert. Daher
wurde getestet, ob eine kombinierte Vorbehandlung mit IL-1c,, bFGF und
EGF zu einer noch effizienteren Hemmung der UV-Antwort in HeLa
Zellen fiihrt, als die einzelnen Faktoren. Dies war tatsidchlich auch der Fall!
Bemerkenswerterweise wurde die UVC-induzierte c-fos Expression durch
die Wachstumsfaktor-Vorbehandlung zu 90% gehemmt (Abb. 6D, Bahnen 4
und 7 und quantitative Auswertung in Abb. 6E). Die TPA-induzierte c-fos-
Genexpression war im selben Maff gehemmt, wie durch EGF alleine (vgl.
Bahnen 5 und 8 und s. C); dieser Effekt diirfte also alleine auf EGF im
Wachstumsfaktorgemisch zuriickzufiihren sein (s. oben).

Zusammenfassend kann gesagt werden, daffi eine Vorbehandlung von
HeLa Zellen mit Wachstumsfaktoren UVC-induzierte Signaltransduktion
hemmt. Fiir zwei Faktoren (IL-lo. und EGF) wurde gezeigt, da8 diese sich
gegenseitig nicht beeinflussen (Abb. 6B), obwohl sie identische Reaktionen
der Zelle hervorrufen (Expression des c-fos Gens; Aktivierung von MAP
Kinasen, Modifikation von c-Jun; s. auch weiter unten). Das 148t darauf
schliefen, da8 die Komponenten, die durch die Vorbehandlung mit den
Faktoren inaktiviert werden, am Beginn beider Signalwege liegen, bevor
diese konvergieren. Aufgrund der bekannten Tatsache, daf Liganden zur
transienten Inaktivierung ihrer Rezeptoren fiihren konnen (s. Einleitung),
kann postuliert werden, da8 Wachstumsfaktor-Rezeptoren zur Initation
UVC-abhidngiger Signaltransduktion notwendig sind.

IL-Tq-

Sollten die Signaltransduktionswege der oben genannten Wachstums-
faktoren wirklich identisch zu UVC sein, miiSten diese Reaktionen der
Zelle, die spezifisch fiir UVC sind, hervorrufen konnen. Hierfiir
untersuchte ich die Phosphorylierungen am c-Jun-Protein (vgl. Abb. 1). Zur
Erinnerung: UVC-Bestrahlung induziert zusdtzliche Phosphorylierungen
am c-Jun, die weder in HeLa noch in F9 Zellen durch Phorbolester
hervorgerufen werden.

Tatsédchlich fiihrte die Behandlung von HeLa Zellen mit IL-1a und EGF
zu der sehr effizienten Modifikation von c-Jun, die ununterscheidbar von
derjenigen durch UVC war (s. Abb. 7 und vgl. mit Abb. 1A und B). Die
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Behandlung mit beiden Wachstumsfaktoren resultierte in der charakteris-
tischen Verlangsamung des c-Jun-Proteins in der Elektrophorese, die
indikativ fiir zusdtzliche Phosphorylierungen am c-Jun-Protein ist (vgl.
Abb. 1). Die zwei-dimensionale Phosphopeptidkartierung bestétigte die

LI 1} L1 N L}

Ubereinstimmung in der Phosphorylierung an den Peptiden "x", "y" und
"v" nach UVC- und IL-la—-Behandlung von HeLa Zellen (Abb. 7B). Die
Phosphorylierung der Peptide "x" und "y" durch die Behandlung der Zellen
war jedoch weniger pragnant als in Abb. 1 gezeigt (allerdings handelte es
sich dort um F9 Zellen). Das Verhiltnis der Phosphorylierung von "x" und

" N

y" zu "a", "b" und "c¢" war in stimulierten Zellen gréfer, als in kontroll-
behandelten Zellen. Dies hatte, analog zu Abb. 1B, eine erh6hte Phosphory-
lierung im Bereich der Transaktivierungsdoménen im Vergleich zur DNA-
Bindedoméne zur Folge. Die Analyse der retardierten Banden ("UV 2",
"IL-12") zeigte eindeutig zusétzliche Phosphorylierung eines Peptids, das
(willkiirlich) mit "v" bezeichnet wurde.

Abb. 7 Modifikation von c-Jun durch Wachstumsfaktoren und UVC

A. HeLa Zellen wurden fiir 3 h mit 32P-Orthophosphat (12MBq/ml; 370 TBq/mmol)
und 355-Methionin (3.7 MBq/ml; 370 TBq/mmol) simultan markiert.
Anschliefend erfolgte eine Behandlung mit UVC (30 J/ m?; UV), IL-10. (10 ng/ml;
Fa. Brit. Biotechnol.), EGF (10 ng/ml), bFGF (50 ng/ml) und FCS (20%; Serum)
bzw. die Kontrollbehandlung (Ko) fiir weitere 20 min. c-Jun-Protein wurde durch
Immunprézipitation mit dem polyklonalen Antikérper cjun/AP-1 (Ab-1)
(0.5 pg/Probe) isoliert, mittels SDS-PAGE (10% AA-Bis) aufgetrennt, auf NZ-
Membran tibertragen (Western Blot) und durch Autoradiographie (16 h) sichtbar
gemacht. Die Pfeile kennzeichnen unterschiedlich modifizierte Formen des c-Jun-
Proteins.
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HeLa Zellen wurden fiir 2.5 h mit 32P-Orthophosphat (18.5 MBq/ml;
370 TBq2 mmol) in Kultur markiert und anschliefend einer Behandlung mit UVC
(30 J/m?; UV) bzw. IL-1a (30 ng/ml; Fa. Biogen) fiir weitere 20 min unterzogen.
c-Jun-Protein wurde wie in A. beschrieben isoliert und auf NZ-Membran tiber-
tragen. Die Autoradiographie der NZ-Membran (16 h) ist links oben zu sehen. Die
mit den Pfeilen (1, 2) gekennzeichneten Proteine wurden mit Trypsin gespalten,
die resultierenden Peptide zwei-dimensional aufgetrennt und durch Autoradio-
graphie sichtbar gemacht (2 Wochen; zwischen 30 und 130 Cherenkow-cpm 32P
wurden pro Probe aufgetrennt).
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c-Jun aus bFGF- oder Serum-behandelten (und TPA-behandelten, Daten
nicht gezeigt) HeLa Zellen zeigte kein oder nur sehr schwach verédndertes
Laufverhalten in der Elektrophorese (Abb. 7A), obwohl die verwendeten
Konzentrationen ausreichend fiir effiziente Geninduktion waren (s. Abb 6
und Daten nicht gezeigt).

Diese Experimente machen deutlich, da§ zumindest zwei Wachstums-
faktoren, IL-1o und EGF, identische Reaktionen wie UVC in HeLa Zellen
hervorrufen kénnen. Trotz der Ahnlichkeiten der Signaltransduktionen
beider Faktoren beeinflussen diese sich gegenseitig nicht in den Refraktori-
tatsexperimenten (Abb. 6). Beide hemmen aber eine nachfolgende UVC-
Antwort (Abb. 6). Dies unterstiitzt die Hypothese, daf8 die Vorbehandlung
mit den beiden Faktoren spezifische Komponenten inhibiert (die
Rezeptoren), und dafl diese fiir effiziente Signaltransduktion nach UVC
notwendig sind.

Spielt die Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren eine Rolle
bei UVC-induzierter Signaltransduktion?

Eine Aktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren im Zuge der UVC-
Antwort konnte auf zwei Arten erfolgen: 1. UVC induziert die Freisetzung
und anschliefende Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren
oder 2. UVC aktiviert Rezeptoren ohne die Beteiligung von Liganden. Um
die erste Hypothese zu testen, wurde die Bindung von Wachstumsfaktoren
an ihre Rezeptoren gehemmt und der Einfluf§ dieser Behandlung auf UVC-
induzierte Prozesse untersucht. Dabei wurden sowohl schnelle (c-fos/c-jun-
Genexpression, Modifikation von Transkriptionsfaktoren), als auch spite
Reaktionen (Expression des Kollagenasegens) auf UVC-Bestrahlung
gemessen.

IL-1 FGF_si ] K r -1 T4
K - 1eSS1 n_Hela Zel

IL-1o0 und bFGF sind UVC-induzierbare Wachstumsfaktoren in HeLa
Zellen und koénnen mehrere Stunden nach UVC-Bestrahlung im Zell-
kulturmedium nachgewiesen werden (Krdmer et al., 1993). Beide Wachs-
tumsfaktoren sind dafiir verantwortlich, daf die Behandlung von Fibro-
blasten mit konditioniertem Zellkulturmedium, das 48 h nach UVC-
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Bestrahlung von Zellen gewonnen wurde, Expression des Kollagenasegens
(und anderer Gene) bewirkt (Schorpp et al., 1984; Rotem et al., 1987; Kramer
et al., 1993).

Um zu tiberpriifen, ob die sezernierten Faktoren IL-lo. und bFGF an
dieser Genexpression auch funktionell beteiligt sind, untersuchte ich die
Wirkung neutralisierender Antikérper gegen beide Faktoren auf die UVC-
induzierte Kollagenaseexpression (Abb. 8). Unmittelbar nach UVC-
Bestrahlung von HeLa Zellen setzte ich dem Zellkulturmedium Antikorper
gegen IL-1a und bEGF zu. Durch diese Behandlung wurde die Menge der
UVC-induzierten, kollagenase-spezifischen m-RNA um 70% im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle reduziert (s. Abb. 8A, Spuren 2 und 3 und
quantitative Auswertung in C). Dieser Effekt trat nicht auf, wenn dem
Medium statt der Antikorper unspezifisches Kaninchenserum zugesetzt
wurde (Abb. 8A, Spur 4). Erwartungsgemdf hemmten die Antikdrper die
Expression des Kollagenasegens nach Behandlung der Zellen mit IL-1a, und
bFGF vollstindig (vgl. Spuren 5 und 6 und quantitative Auswertung in
Abb. 8C).
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Abb. 8 1L-10c und bFGF sind funktionelle Komponenten der “spiten” UVC-Antwort in HeLa

A.

Zellen

HeLa Zellen wurden mit UVC (30 J/m?2) bestrahlt (UV) bzw. einer Kontroll-
behandlung unterzogen (andere). Das urspriingliche Zellkulturmedium (s. Kapitel
Behandlung von Zellen) wurde anschlieend gegen DMEM + 50 pg/ml Rinder-
Serumalbumin (BSA) ausgetauscht. Wo gekennzeichnet (+) wurden dem Medium
Antikorper gegen IL-1ar (2.5 pl/ml Antiserum; Fa. Biogen) und gegen bFGF
(20 ug/ml) (anti IL-1 + bFGF) bzw. Prdimmunserum aus Kaninchen (2.5 pl/ml;
PIS) zugesetzt. Gleich anschliefend wurde, wo angegeben, den Schalen IL-1a
(30 ng/ml; Fa. Biogen) und bFGF (0.5 ng/ml) zugegeben (IL-1 + bFGF). 24 h (Ko,
UV) bzw. 8 h (IL-1 + bFGF) nach den Behandlungen wurde die Menge an
Kollagenase- (Koll.) und Gapdh-spezifischer m-RNA durch Northern Blot Ana-
lyse bestimmt. Die Dauer der Autoradiographien betrugen 24 h (Kollagenase)
bzw. 5h (Gapdh).

HeLa Zellen wurden mit UVC bestrahlt (30 J/m?2; UV) bzw. der Kontroll-
behandlung unterzogen (andere). Das urspriingliche Zellkulturmedium (s. Kapitel
Behandlung von Zellen) wurde anschlieBend gegen DMEM + 50 pg/ml Rinder-
Serumalbumin (BSA) ausgetauscht und mit Suramin (0.3 mM) versetzt (+) oder
nicht (-). Anschliefend wurde dem Medium, wie in der Abbildung gezeigt, IL-1o
(30 ng/ml; Fa. Biogen; IL-1), bFGF (2.5 ng/ml) oder beide Faktoren zusammen
zugesetzt. 24 h (Ko, UV) bzw. 8 h (andere) nach den Behandlungen wurde die
Menge an Kollagenase- und Gapdh-spezifischer m-RNA durch Northern Blot
Analyse bestimmt (wie in A).




85

Parallel dazu wurde die Wirkung des generellen Rezeptorinhibitors
Suramin auf die UVC-induzierte Kollagenaseexpression getestet. Suramin
lagert sich an Proteine der Zelloberfliche an und verhindert dadurch die
Bindung von Liganden an ihre Rezeptoren (Betsholtz et al., 1986). Die
unmittelbare Zugabe von Suramin zum Zellkulturmedium nach UVC-
Bestrahlung verhinderte die Kollagenase-Genexpression sehr effizient
(s. Abb. 8B). Dieser Effekt wurde auch in Fibroblasten beobachtet (Krdmer
etal., 1993). Erwartungsgemdf hemmte Suramin auch die Wirkung von
IL-1l und bFGF (Abb. 8B, Spuren 6 + 7). Interessanterweise war die
Akkumulation der kollagenase-spezifischen m-RNA durch IL-1a. und bFGF
zusammen deutlich hoéher als durch die beiden Faktoren allein (Abb. 8B,
Spuren 4, 5 und 6). Beide wirken also synergistisch auf die Expression des
Kollagenasegens.

IL-1+
uv bFGF

Kollagenaseexpression

- + - antill-1+bFGF
- - PIS
= « 4 Suramin

Abb. 8 IL-1¢ und bFGF sind funktionelle Komponenten der “spiiten” UVC-Antwort in HeLa
Zellen

C. Densitometrische Auswertung der Experimente in A und B. Die UVC-induzierte
Expression der Kollagenase (ohne Inhibitoren) wurde als 1.0 gewéhlt.
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Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dafl die Wachstums-
faktoren IL-lo. und bFGF (oder einer davon) eine entscheidende Rolle bei
der UVC-induzierten Expression des Kollagenasegens spielen. Suramin
hemmt die UVC-induzierte Expression des Kollagenasegens besser als die
neutralisierenden Antikorper gegen IL-loe und bFGF. Dies 14t den Schluf
zu, dafl neben IL-lo. und bFGF auch andere Wachstumsfaktoren an diesem
Prozef} beteiligt sind.

IL-1 FGF EGF si j ] K t
-] er ressi

In einem &hnlichen Ansatz wie oben wurde getestet, ob Wachstums-
faktoren an der frithen UVC-induzierten Genexpression beteiligt sind. Auf
Grund der Hinweise, daff in HeLa Zellen neben IL-lo. und bFGF auch
andere Wachstumsfaktoren an der UVC-induzierten Signaltransduktion
beteiligt sein konnten (s. oben), wurde EGF als zusitzlicher Stimulus in
diese Untersuchungen mit eingeschlossen. Die Experimente in Abb. 6
hatten eine Beteiligung des EGF-Rezeptors an der frithen Genexpression
nahegelegt. Im Gegensatz zu EGF reagieren HeLa Zellen nicht auf den
"Platelet Derived Growth Factor (PDGF)" oder Insulin mit der Expression
des c-fos Gens (Daten nicht gezeigt), sodal diese Faktoren nicht beriick-
sichtigt wurden.

Hela Zellen wurden mit einem Gemisch aus inhibitorischen Anti-
korpern gegen den extrazelluldren Teil des EGF-Rezeptors und gegen bFGF
sowie IL-1-Rezeptor-Antagonist fiir 45 min vorbehandelt (Abb.9). Der
natiirlich vorkommende IL-1-Rezeptor Antagonist bindet an den IL-1-
Rezeptor, aktiviert diesen aber nicht (Hannum et al., 1990). Die Vorbehand-
lung verhinderte effizient die c-fos-Expression nach Zugabe der Liganden
EGF, IL-1a und bFGF. Hingegen wurde die UVC-induzierte c-fos Expression
dadurch nicht beeinflufit.
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EGF+
IL-1+
uv bFGF

1.0

c-fos Expression

- + anti EGFR+
iL-1Ra+
anti bFGF

Abb. 9 Sezernierte Wachstumsfaktoren sind nicht an der schnellen Genexpression nach UVC-
Bestrahlung beteiligt

HeLa Zellen wurden fiir 60 min mit einem Gemisch aus neutralisierenden, mono-
klonalen Antikérpern gegen den EGF-Rezeptor (Klon 528 (Ab-1); 0.5 ug/ml), aus
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (2 pug/ml) und aus neutralisierenden, poly-
klonalen Antikérpern gegen bFGF (20 pg/ml) vorbehandelt (+ anti EGFR + IL-1 Ra
+ anti bFGF). Anschlieend wurden die Zellen mit UVC (30 J/m?) behandelt (UV)
bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen und fiir weitere 45 min im urspriinglichen
Zellkulturmedium weiterinkubiert. Parallelansétze wurden mit einer Mischung aus
EGF (1 ng/ml), IL-1a (1 ng/m}; Fa. Brit. Biotechnol.) und bEGF (5 ng/ml)
stimuliert (EGF + IL-1 + bFGF) und ebenfalls fiir 45 min weiterinkubiert.
Anschliefend wurde aus den Proben m-RNA isoliert und die Menge an c-fos bzw.
Gapdh-spezifischer m-RNA durch Northern Blot Analyse ermittelt (wie in
Abb. 6B) und densitometrisch ausgewertet. Die Menge an c-fos-spezifischer
m-RNA in UVC- bzw. Wachstumsfaktor-behandelten Zellen (ohne Vorbehand-
lung) wurde als 1.0 gewahlt.

Dieses Experiment macht deutlich, daf die UVC-induzierte, schnelle
Genexpression (im Gegensatz zur Kollagenase-Genexpression) nicht {iber
die Freisetzung und anschlieSende Bindung von Wachstumsfaktoren an
Rezeptoren vermittelt wird. Die sehr schnelle Kinetik dieses Prozesses
spricht ebenfalls gegen diese Hypothese.
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Trotz der Nicht-Hemmbarkeit schneller Genexpression durch die
neutralisierenden Agenzien, die die Bindung von Liganden verhindern,
testete ich auch die Wirkung des Rezeptor-Inhibitors Suramin auf die
schnellen Reaktionen der Zelle nach UVC-Bestrahlung. Alle bisher
beschriebenen schnellen Endpunkte wurden in diese Untersuchungen
eingeschlossen: Expression von c-fos und c-jun, Modifikation von c-Jun
und Elk-1. HeLa Zellen wurden mit dem Inhibitor vorbehandelt und
anschliefend die Reaktionen auf Wachstumsfaktoren, UVC oder
Phorbolester untersucht.

Abb. 10A zeigt, daf8 erwartungsgemif8 die IL-1a-induzierte Expression der
Gene c-fos und c-jun durch Suramin deutlich gehemmt wurde (vgl. Spuren
6 und 7). Im Gegensatz zu den neutralisierenden Antikdrpern (Abb.9)
wurde jedoch auch die Wirkung von UVC in vergleichbar effizienter Weise
wie IL-lo. durch Suramin gehemmt (vgl. Spuren 2 und 3). In beiden Fillen
mufiten die Zellen fiir 30 - 45 min mit Suramin vorbehandelt werden, um
eine effiziente Hemmung zu erzielen. Unter diesen Bedingungen kam es
zu keiner unspezifischen Schadigung der Zellen; die Expression von c-fos
und c-jun durch Behandlung der Zellen mit TPA wurde unter denselben
Bedingungen durch Suramin nicht beeinflufit (vgl. Spuren 4 und 5). Auch
eine 40-stiindige Behandlung von Fibroblasten mit Suramin hatte keine
toxischen Nebenwirkungen fiir die Zellen (Kramer et al., 1993).

Ein dhnliches Verhalten wurde auch auf der Ebene der Modifikation von
Transkriptionsfaktoren beobachtet. Die UVC-induzierte Modifikation von
c-Jun, erkennbar an der verzogerten Wanderungsgeschwindigkeit in der
Elektrophorese (vgl. Abb.1 und 6), wurde durch Suramin nahezu voll-
stindig gehemmt (Abb. 10B). Ebenso war das Erscheinen der UVC-
induzierten TCF-Komplexe am E74-Oligonukleotid (vgl. Abb.4 und 5)
durch Suramin gehemmt (Abb. 9C). Auch hier hatte Suramin keinen Ein-
fluf auf die Wirkung von TPA.

Da der Wirkungsmechnismus des Suramins nicht vollstindig geklart ist
und auch eine intrazelluldre Wirkungsweise postuliert wurde (Huang und
Huang, 1988), wurde der Einfluf8 von Suramin auf die c-fos-Genexpression
nach Aktivierung der Src-Protein-Tyrosinkinase getestet. Im Gegensatz zu
Rezeptor-Tyrosinkinasen wie z.B. EGF- oder bFGF-Rezeptoren, besitzen
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Vertreter der Src-Tyrosinkinasefamilie keine extrazelluldre Ligandenbinde-
domine. Da sie jedoch iiber eine aminoterminale Fettsiuremodifikation in
Membranen verankert sind (s. Ubersichtsartikel Parsons und Weber, 1989),
stellen sie eine geeignete Quelle fiir intrazelluldre Initiation von Signal-
transduktion, die von der Innenseite der Plasmamembran herriihrt, dar.

Rat-1 Zellen, die stabil mit einem retroviralen Expressionvektor fiir ein
temperatur-sensitives v-Src-Protein transfiziert sind (Rat-1/LA29;
Wasilenko et al., 1990), wurden von der restriktiven (39°C) zur permissiven
(35°C) Temperatur transferiert. Dies aktivierte die temperatur-sensitive
v-Src-Tyrosinkinase und fiihrte zur Expression des c-fos Gens nach 45 min
(s. Abb. 10D, Spuren 1 und 2). Unter den selben Behandlungsbedingungen
zeigten Rat-1 Zellen, die kein v-Src Gen enthielten, keine Akkumulation
c-fos- oder c-jun-spezifischer m-RNA, was einen allgemeinen Einfluf8 des
Temperaturwechsels auf die Genexpression ausschlof (Daten nicht gezeigt).
Die durch den Temperaturwechsel von Rat-1/LA29 Zellen induzierte
Expression des c-fos Gens, wurde durch eine Vorinkubation mit Suramin
(wie oben) nicht beeinflut (Abb. 10D, vgl. Spuren 2 und 3). Im selben
Experiment wurden die Zellen mit UVC bestrahlt bzw. mit TPA behandelt
und fiir weitere 45 min bei der restriktiven Temperatur inkubiert. Ahnlich
wie in HeLa Zellen hemmte die Suramin-Vorbehandlung auch in
Rat-1/LA29 Zellen die UVC-induzierte c-fos-Genexpression deutlich (vgl.
Spuren 4 und 5). Die (relativ schwache) Induktion der c-fos Expression
durch TPA hingegen wurde durch Suramin nicht beeinflu8t (vgl. Spuren 6
und 7).
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Diese Experimente zeigen, daf8 die schnelle UVC-induzierte Expression
der Gene c-fos und c-jun sensitiv gegeniiber Suraminbehandlung ist.
Signale, die an der Innenseite der Zellmembran generiert werden
(Proteinkinasen C, v-Src-Tyrosinkinase), werden durch Suramin nicht
beeintrdchtigt. Suramin wirkt also mit gré8ter Wahrscheinlichkeit auf
Rezeptoren, die in die Zellmembran integriert sind und nicht auf Signal-
komponenten innerhalb der Zelle. Da kein Hinweis auf die Beteiligung von
Ligandenbindung an Rezeptoren wéhrend der schnellen UVC-induzierten
Prozesse gefunden werden konnte (s. oben), deuten diese Ergebnisse auf
eine liganden-unabhéngige Wirkung von UVC auf Rezeptoren hin. Diese
ist jedoch durch Suramin hemmbar.

Abb. 10 Suramin hemmt schnelle UV C-induzierte Prozesse

A. HelLa Zellen wurden fiir 45 min mit Suramin (0.3 mM, im Zellkulturmedium) vor-
behandelt (+) oder nicht (-). AnschlieBend wurden die Zellen mit UVC (30 ]/m?;
UV), TPA (60 ng/ml) und IL-1o (2 ng/ml; Fa. Brit. Biotechnol.; IL-1) stimuliert
bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen (Ko). Nach weiteren 45 min wurde die
Menge an c-fos-, cjun und Gapdh-spezifischer m-RNA mittels Northern Blot
Analyse bestimmt.

B. Hela Zellen wurden fiir 3.5 h mit 355-Methionin (0.37 MBq/ml; 370 TBq/mmol)
in Kultur markiert und fiir 15 min mit Suramin (0.3 mM, im Markierungsmedium)
vorbehandelt (+) oder nicht (-). AnschlieBend wurden die Zellen mit UVC
(30 J/m?2) behandelt (UV) oder der Kontrollbehandlung unterzogen (Ko) und fiir
weitere 20 min im Markierungsmedium weiterinkubiert. c-Jun-Protein wurde durch
Immunprézipitation mit dem polyklonalen Antikérper c-jun/AP-1 (Ab-1)
(0.5 ug/Probe) isoliert, mitels SDS-PAGE (10% AA-Bis) aufgetrennt und durch
Fluorographie sichtbar gemacht. Die Expositionsdauer des getrockneten Gels
betrug 24 h. Pfeile kennzeichnen unterschiedliche Modifikationsformen des c-Jun-
Proteins.

C. HelLa Zellen wurden mit Suramin vorbehandelt (+/-) und mit UVC und TPA
stimuliert, wie in A beschrieben. 10 min nach den Behandlungen wurden Kern-
extrakte aus den Zellen prdpariert und die Bildung von Protein-DNA Komplexen
am E74-Oligonukleotid wie in Abb. 4A beschrieben, analysiert.

D. Rat-1/LA29 Zellen wurden fiir 40 h bei 37°C und fiir weiter 24 h bei 39.5°C
inkubiert. Die Zellen wurden fiir 45 min mit Suramin (0.3 mM, im Zellkultur-
medium) vorbehandelt (+) oder nicht (-). Zur Induktion der Src-Tyrosinkinase-
aktivitat wurden die Zellen von 39.5°C zu 35.5°C transferiert (Src). Parallel-
ansitze wurden mit UVC (30 J/m2; UV) bzw. TPA (60 ng/ml) behandelt, bzw.
der Kontrollbehandlung unterzogen und bei 39.5°C weiterinkubiert. 45 min nach
den Stimulierungen wurde die Menge an c-fos und Gapdh-spezifischer m-RNA
durch Northern Blot Analyse ermittelt.
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Werden Wachstumsfaktorrezeptoren durch UVC funktionell aktiviert?

Die bisherigen Experimente hatten aufgrund mehrerer indirekter
Evidenzen eine Beteiligung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren an der
UVC-Antwort nahegelegt. Es galt nun zu zeigen, daf8 ein funktioneller
Rezeptor wirklich notwendig fiir UVC-induzierte Genexpression ist. Ich
konzentrierte mich dabei auf den EGF-Rezeptor, da er einer der best unter-
suchten Rezeptoren ist. Wie bereits erwédhnt, eigneten sich weder der PDGF-
noch der Insulin-Rezeptor fiir diese Untersuchungen, da HeLa Zellen diese
Rezptoren vermutlich nicht expremieren. Geeignete Hilfsmittel zur Unter-
suchung der IL-1- oder der FGF-Rezeptoren standen mir nicht zur Ver-

fligung.
Der EGF-R ri ] ] K -gbhidngiger
Sionalir Iukti

Um spezifisch mit der Aktivierung des endogenen EGF-Rezeptors in
HelLa Zellen zu interferieren, bediente ich mich einer dominant-negativen
Mutante des Rezeptors. Eine Deletion von 533 AS entfernt die Auto-
phosphorylierungsstellen und die Tyrosinkinasedoméidne vom C-Terminus
des Proteins (Livneh et al., 1986). Der Rezeptor besitzt jedoch immer noch
die Fdhigkeit, in die Zellmembran zu integrieren und mit sich selbst bzw.
mit endogenen Rezeptoren (inaktive) Homo- bzw. Heterodimere zu bilden
(Kashles et al., 1991). Wenn im Uberschuf expremiert, bilden sich
hauptsachlich inaktive Heterodimere und der endogene Rezeptor kann
keine funktionsfihigen Homodimere bilden; der verkiirzte Rezeptor wirkt
also dominant-negativ (Kashles et al., 1991; Redemann et al., 1992).
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Abb. 11 Eine dominant-negative Mutante des EGF-Rezeptors hemmt UV C-induzierte Gen-
expression

A. HelLa Zellen wurden mit 4 pg pro Petrischale (¢ 9 cm) Reporterplasmid
(-711/+45-fos-CAT) transient transfiziert (DEAE-Dextran Methode). Zusatzlich
wurden je 10 pg des Expressionplasmids pRK5-HerNAS8 (+ mut EGFR) bzw. des
entsprechenden "leeren” Expressionplasmids pRK5-0 (- mut EGFR) kotransfiziert.
Wo gekennzeichnet, erhielten die Zellen zusétzlich je 1 pg des Expressions-
plasmids RSV-H-ras (Leu 61) (Ras); alle.anderen Ansitze erhielten je 1 pg des
entsprechenden "leeren" Expressionplasmids RSV-H20. 24 h nach der Trans-
fektion wurden die Zellen mit UVC (30 J/m?; UV), EGF (1 bzw. 2 ng/ml; EGF
1/2) oder TPA (60 ng/ml) behandelt, bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen
(andere). Nach weiteren 24 h erfolgte die Bestimmung der Aktivitdt des CAT-
Reporterenzyms. Unterhalb der Abbildung sind die Umsetzungen von Chloram-
phenicol in azetyliertes Chloramphenicol in % angegeben.

B. Der Versuchsaufbau war identisch zu A; als Reporterplasmid wurde das 5xTRE-
TATA-CAT Plasmid verwendet.
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Das Expressionsplasmid fiir den mutierten EGF-Rezeptor wurde transient
mit zwei unterschiedlichen UVC-induzierbaren Reporterplasmiden
(-711/ +45-fos-CAT, 5xTRE-TATA-CAT; s. Tabelle 1) kotransfiziert und der
Einfluf§ auf die UVC-induzierte Expression der Reportergene gemessen. Als
Kontrolle wurden die Zellen mit EGF und TPA behandelt. Die EGF-
Wirkung sollte durch die dominant-negative Rezeptormutante verringert
werden, wihrend kein Einfluf auf TPA-induzierte Expression des Reporters
zu erwarten war. Zusdtzlich wurden in Parallelansédtzen Zellen mit einem
Expressionplasmid fiir aktiviertes Ras (Ha-ras (Leu 61); s. Tabelle 1) kotrans-
fiziert. Auch ein Ras-abhidngiges Signal sollte durch Inhibition des EGF-
Rezeptors nicht gehemmt werden, da das Ras-Protein in der Signaltrans-
duktion "unterhalb" des Rezeptors wirkt.

Die EGF-induzierte CAT-Genexpression wurde durch die dominant-
negative Rezeptormutante um ca. 50% gehemmt (Abb. 11B). Dieser Effekt
war nur bei nicht sédttigenden EGF Konzentrationen zu beobachten (1 -
2 ng/ml), die jedoch die Reportergene nur schwach induzierten.

Die UVC-induzierte Expression beider Reporter war in Gegenwart der
Rezeptormutante teilweise gehemmt (30 - 50%). Im Licht der nicht voll-
stindigen Hemmung von EGF erscheint dieser Effekt trotzdem effizient!
Erwartungsgemdfs war die TPA-abhidngige Expression der Reporter durch
die EGF-Rezeptormutante nicht reduziert, bzw. in manchen Experimenten
auch verstdrkt (Abb. 11B). Dieser Verstirkungseffekt war fiir die Ras-
induzierte Expression der Reporter sogar noch deutlicher und konnte
reproduzierbar beobachtet werden (Abb.11A und B). Der dominant-
negative EGF-Rezeptor hatte auch keinen Effekt auf das RSV-CAT
Reporterplasmid (Daten nicht gezeigt). Das Expressionsplasmid fiir
aktiviertes Ras wird durch den RSV-LTR reguliert, so da8 ausgeschlossen
werden konnte, dafl die erhéhte Expression der Reporter auf gesteigerte
Mengen von aktiviertem Ras-Protein zurtickzufiihren waren (Daten nicht
gezeigt). Obwohl der Mechanismus der Verstirkung der Reporterexpression
durch die Rezeptormutante unklar war, unterstiitzten diese Befunde die
Signifikanz der teilweisen Hemmung von UVC und EGF im selben
Experiment und schlossen gleichzeitig eine unspezifische Kompetition
anderer Signalkomponenten durch den dominant-negativen EGF-Rezeptor
aus.
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Diese Experimente zeigen, dafl der EGF-Rezeptor fiir UVC-abhingige
Expression von Genen in HeLa Zellen notwendig ist.

-Bestr ihr r_Tyrosi ryli EGF-R tor

Bindung von EGF an den Rezeptor fiihrt zur Dimerisierung und dadurch
zur Aktivierung der Tyrosinkinasefunktion des Rezeptors (s. Einleitung).
Die Rezeptormolekiile phosphorylieren sich daraufhin gegenseitig an
mehreren Tyrosinresten im zytoplasmatischen Teil. Messung von Tyrosin-
phosphorylierung kann daher als erster Hinweis auf eine funktionelle
Aktivierung des EGF-Rezeptors dienen.

Um zu priifen, ob der EGF-Rezeptor durch UVC-Bestrahlung funktionell
aktiviert wird, wurde dieser mittels Immunprézipitation zu verschiedenen
Zeitpunkten nach UVC-Bestrahlung aus HeLa Zellen isoliert. Nach elektro-
phoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine Membran iibertra-
gen (Western Blot) und mit monoklonalen Antikérpern, die spezifisch
gegen phosphoryliertes Tyrosin gerichtet sind, hybridisiert. Um mit dieser
Methode die Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors nachweisen zu
kénnen, muf8 der Grofteil der Rezeptormolekiile im phosphorylierten
Zustand vorliegen (s. unten). Daher wurden auch héhere Dosen an UVC
bzw. EGF getestet, als fiir die effiziente Expression von c-fos notwendig sind
(vgl. Abb. 6).

Abb. 12 zeigt, dal innerhalb von Sekunden nach UVC-Bestrahlung mit
50 J/m2 Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptor nachweisbar war.
Dieser Vorgang war relativ schwach und transient.
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Abb. 12 Schnelle und durch Suramin hemmbare Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors

A.

(links) HeLa Zellen wurden mit NazgVOy4 (1 mM, im Zellkulturmedium) fiir 60 min
vorbehandelt und anschliefend mit UVC (UV) oder EGF, wie oberhalb der Abb.
erldutert, behandelt, bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen (Ko). Zu den ange-
gebenen Zeitpunkten (s. unterhalb der Abbildung) wurden die Zellen zur Immun-
prazipitation des EGF-Rezeptors geerntet. Der EGF-Rezeptor wurde mit einem
monoklonalen Antikdrper (Klon 528 (Ab-1) isoliert, die prazipitierten Proteine
durch SDS-PAGE (7.5% AA-Bis) aufgetrennt und elektrophoretisch auf eine
PVDF-Membran tibertragen (Western Blot). Die Membran wurde mit einem
monoklonalen Antikérper gegen phosphorylierte Tyrosinreste (Klon PT-66)
hybridisiert und spezifisch gebundene Antikérper durch die "Enhanced Chemo-
luminiszenz (ECL)" Methode sichtbar gemacht (s. Material und Methoden).

(rechts) A431 Zellen wurden fiir 60 min mit NagVOy4 (1 mM, im Zellkultur-
medium) vorbehandelt und anschlieBend mit UVC (UV) oder EGF, wie oberhalb
der Abbildung erliutert, stimuliert, bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen (Ko).
Zu den angegebenen Zeitpunkten (s. unterhalb der Abbildung) wurde der EGF-
Rezeptor durch Immunprézipitation isoliert und dessen Gehalt an Tyrosin-
phosphat, wie in A beschrieben, bestimmt.

(links) Rat-1/Her Zellen (Rat-1 Zellen, die den menschlichen EGF-Rezeptor stabil
expremieren, Wasilenko et al., 1991) wurden fiir 3 h in Zellkulturmedium ohne
FCS "gehungert" und fiir 30 min mit NagVOy4 (1 mM, im selben Zellkulturmedium)
vorbehandelt. Anschlieend wurden die Zellen mit EGF bzw. UVC (UV)
stimuliert, wie in der Abbildung erldutert, und nach 60 sek der EGF-Rezeptor
durch Immunprazipitation isoliert. Die Bestimmung der Tyrosinphosphorylierung
des Rezeptors erfolgte wie in A beschrieben.

(rechts) Rat-1 Zellen wurden mit je 5 pg/Petrischale (g 9 cm) des Expressions-
plasmids pRK5-Herc transient transfiziert (modifizierte Kalziumphosphat
Methode) (Rat-1 + EGFR (transient)) oder nicht (Rat-1). 16 h nach der Trans-
fektion wurde das Zellkulturmedium durch serum-freies Medium ersetzt, die
Zellen fiir weitere 3 h "gehungert" und fiir 30 min mit NagVOy4 (1 mM, im Medium)
vorbehandelt.Die Behandlung der Zellen und die Analyse des EGF-Rezeptors
erfolgte wie bei Rat-1/Her Zellen (links).

HeLa Zellen wurden fiir 30 min mit NagVOy4 (1 mM, im Zellkulturmedium) und,
wo gekennzeichnet, mit Suramin (0.3 mM) vorbehandelt (+/- Suramin).
Anschlieend wurden die Zellen mit UVC (500 J/m?2; UV) behandelt, bzw. der
Kontrollbehandlung unterzogen und nach 60 sek der EGF-Rezeptor durch Immun-
prézipitation isoliert. Die Analyse des EGF-Rezeptors erfolgte wie oben
beschrieben. Pfeile kennzeichen die Lokalisation des EGF-Rezeptors.
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uv EGF uv EGF
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Ko.5 5 .5 .5 51010 Ko .5 .5 .5 5 10 1 1
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B EGF uv EGF uv EGF UV
(na/ml) (J/m? x100) (ng/m)(I/m2x100)  (ng/ml)(J/m? x100)

Ko 10 5 5 Ko 10 5 5 Ko 10 5 5

Rat-1/Her Rat~1 Rat-1+

EGFR
(transient)

C uv

Ko (500 J/m?)

=+ = + Suramin

Hela

Die Behandlung mit einer EGF-Dosis, die c-fos Genexpression vergleich-
bar effizient induziert wie 30J/m? UVC (1 -2ng/ml) war in HeLa Zellen
nicht ausreichend, um nachweisbare Tyrosinphosphophorylierung des
EGF-Rezeptors hervorzurufen (Daten nicht gezeigt). 10 ng/ml EGF
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hingegen induzierten eine starke und anhaltende Phosphorylierung des
Rezeptors (Abb. 12A). Um die Halbwertszeit der Tyrosinphosphate zu
erhéhen, wurden alle Zellen fiir 30 - 60 min mit dem tyrosin-spezifischen
Phosphatase-Inhibitor Natrium-Vanadat (Na3VOy) vorbehandelt.

In einem dhnlichen Experiment wurde gezeigt, da8 auch in A431 Zellen
(eine menschliche epidermale Karzinomzellinie, die sehr hohe Mengen an
EGF-Rezeptor expremiert; Ullrich et al.,, 1984), der EGF-Rezeptor durch
UVC-Bestrahlung an Tyrosinresten phosphoryliert wird (Abb. 12A, rechte
Hilfte). Auch hier war die Phosphorylierung transient. Interessanterweise
war eine 10-fach hdhere Dosis an UVC (500 J/m2) ein noch effizienterer
Induktor der Phosphorylierung des Rezeptors, deren Ausmafl mit der durch
10 ng/ml EGF induzierten vergleichbar war. Dieser Dosiseffekt konnte auch
in HeLa Zellen und in Rat-1 Zellen, die den menschlichen EGF-Rezeptor
stabil expremierten (Rat-1/Her; s. Abb. 12B) beobachtet werden. Es zeigte sich
also, daff der EGF-Rezeptor durch UVC dosisabhidngig an Tyrosinresten
phosphoryliert werden kann, dhnlich wie durch EGF.

Es wurde beobachtet, daf das Phdnomen der raschen Dephosphory-
lierung des Rezeptors nach UVC von der Riickgabe des Zellkulturmediums
nach der Bestrahlung abhing (die Zellen wurden ohne Fliissigkeit bestrahlt
und anschliefend im Medium fiir 1 - 10 min inkubiert). Zellen, die durch
Kulturmedium hindurch bestrahlt wurden, zeigten stabile Tyrosin-
phosphorylierung des Rezeptors (Daten nicht gezeigt und s. unten).

Die beobachtete Rezeptor-Tyrosinphosphorylierung konnte auch mit
transient expremiertem menschlichen EGF-Rezeptor in Rat-1 Zellen beob-
achtet werden. Dies war wichtig, um zur ndheren Analyse der UVC-
induzierten Phosphorylierungen mutierte EGF-Rezeptormolekiile
analysieren zu konnen. Rat-1 Zellen wurden transient mit einem Express-
ionsplasmid fiir den menschlichen EGF-Rezeptor transfiziert. Die Immun-
prézipitation des Rezeptors erfolgte mit einem Antikdrper, der spezifisch
den menschlichen Rezeptor erkennt. Somit war es mdoglich, die Phosphory-
lierung des menschlichen Rezeptors, unabhidngig von endogenen Ratten-
rezeptoren, zu analysieren (Abb. 12B, rechte Hailfte). Rat-1 Zellen, die mit
dem "leeren" Expressionvektor transfiziert worden waren, zeigten weder
nach Behandlung mit UVC, noch mit EGF, Tyrosinphosphat-spezifische
Signale nach Immunprézipitation des EGF-Rezeptors (Abb. 12B, Rat-1). Erst
nach Transfektion des Expressionsplasmids fiir den Rezeptor, war EGF- und
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UVC-induzierbare Tyrosinphosphorylierungen zu erkennen (Abb. 12B,
Rat-1 + EGFR (transient)).

Auf Grund der Hemmbarkeit der schnellen UVC-Antwort durch
Suramin, aber nicht durch spezifische Inhibitoren sezernierter Wachstums-
faktoren, war postuliert worden, da8 UVC Rezeptoren direkt und liganden-
unabhédngig anregen kann (s. oben). Suramin miiffte demnach mit der
aktiven Konformation des Rezeptors interferieren kénnen (z.B. durch
Anlagerung). Um diese Hypothese zu untermauern, wurde der Einfluf8 von
Suramin auf die UVC-induzierte EGF-Rezeptorphosphorylierung getestet.

HelLa Zellen wurden unter denselben Bedingungen, wie in Abb. 10
beschrieben, mit Suramin vorbehandelt, mit UVC bestrahlt (500 J/m?2) und
der EGF-Rezeptor unmittelbar danach isoliert. Tatsdchlich verhinderte die
Vorbehandlung mit Suramin die UVC-induzierte Tyrosinphosphory-
lierung des EGF-Rezeptors.

Dieses Experiment zeigt, daf Suramin 1. tatsdchlich auf der Ebene der
Rezeptoren wirksam ist und 2. dadurch die direkte Wirkung von UVC auf
den EGF-Rezeptor verhindern kann.

Tyrosi rylier im 7 tr, -bestr, r_Hela Zell

Es stellte sich nun die Frage, ob die UVC-induzierte Tyrosinphosphory-
lierung des EGF-Rezeptors auch zur funktionierenden Signaltransduktion
in der Zelle fiihrt. Die Experimente mit der dominant-negativen EGF-
Rezeptormutante hatten dieses ja schon nahegelegt (vgl. Abb. 11). Die
Aktivierung der Tyrosinkinasefunktion des EGF-Rezeptors fiihrt, neben der
Autophosphorylierung, zur Phosphorylierung von zytoplasmatischen
Substratproteinen. Daher wurde das Muster der durch EGF induzierten
Tyrosinphosphorylierungen im Zellextrakt mit denen durch UVC
induzierten verglichen.

Gleiche Mengen derselben HeLa-Zellextrakte, die zur Gewinnung des
EGF-Rezeptors durch Immunprézipitation gewonnen wurden (Abb. 124,
linke Halfte), wurden durch Elektrophorese aufgetrennt, auf eine Membran
tibertragen, und mit dem tyrosinphosphat-spezifischen Antikorper hybridi-
siert. In Abb. 13 ist zu sehen, daf das Muster der induzierten Tyrosin-
phosphorylierungen im Zellextrakt nach UVC- und EGF-Behandlung
- identisch waren (Pfeile!).
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Abb. 13 Tyrosinphosphorylierung im Ganzzellextrakt UVC- und EGF-behandelter HeLa
Zellen

HeLa Zellen wurden mit NagVOy4 (1 mM, im Zellkulturmedium) fiir 60 min vorbe-
handelt und anschlieBend mit UVC (50 J/m2; UV) oder EGF (10 ng/ml)
behandelt, bzw. der Kontrollbehandlung unterzogen (Ko). Zu den angegebenen
Zeitpunkten (s. unterhalb der Abbildung) wurden die Zellen zur Immun-
prézipitation des EGF-Rezeptors geerntet (s. Abb. 12A). Gleiche Mengen Zell-
extraktprotein wurden mittels SDS-PAGE (7.5% AA-Bis) aufgetrennt. Die
Proteine wurden elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran tibertragen (Western
Blot) und mit einem monoklonalen Antikérper gegen phosphorylierte Tyrosinreste
(Klon PT-66) hybridisiert. Spezifisch gebundene Antikérper wurden durch die
"Enhanced Chemoluminiszenz (ECL)" Methode sichtbar gemacht (s. Material und
Methoden). Pfeile kennzeichnen Proteine, die nach Stimulierung verstdrkte
Tyrosinphosphorylierung zeigen.
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Dies war ein weiterer deutlicher Hinweis dafiir, da UVC und EGF iden-
tische Signaltransduktion in HeLa Zellen bewirken. Zusammen mit den
Daten iiber UVC-induzierte Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors
und der Hemmbarkeit von UVC-Signaltransduktion durch eine dominant-
negative EGF-Rezeptormutante, erhédrteten sich die Hinweise, dal UVC
liber Aktivierung der Tyrosinkinasefunktion des EGF-Rezeptors Signal-
transduktion initiiert.

Werden auch andere Wachstumsfaktorrezeptoren durch UVC aktiviert?

Wie spezifisch ist die Antwort von Rezeptoren auf Bestrahlung von
Zellen mit UVC? Gibt es auch Rezeptoren, die nicht durch UVC aktiviert
werden? Kann man aus dem Vergleich verschiedener Rezeptoren Hinweise
auf strukturelle Motive gewinnen, die auf UVC 'reagieren"? Die
Refraktorititsexperimente in Abb. 6 hatten die Moglichkeit bereits ange-
deutet, daf mehrere verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren an der
UVC-Antwort beteiligt sein konnten. Der Hypothese folgend, da8 UVC
vermutlich je nach Expressionsmuster einer Zelle, verschiedene
Rezeptoren aktivieren kann, untersuchte ich NIH-3T3 Maus-Fibroblasten,
die verschiedene menschliche Rezeptor-Tyrosinkinasen stabil iiber-
expremieren, auf UVC-induzierte Tyrosinphosphorylierung im Zellextrakt.
Als Kontrolle wurden die Zellen jeweils mit dem Wachstumsfaktor
stimuliert, dessen Rezeptor {iberexpremiert wurde, bzw. auch mit einem
anderen.

NIH-3T3 Zellen, die den humanen Insulin-Rezeptor tiberexpremieren
(Abb. 14; 3T3-HIR), zeigten nach Behandlung mit Insulin, im Vergleich zu
kontroll-behandelten Zellen, eine zusitzliche, stark tyrosinphosphorylierte
Bande bei ca. 90 kD (vgl. Spuren 1 und 4 in Abb. 14). Weder EGF-, noch
UVC-Behandlung der Zellen fiihrten zur Tyrosinphosphorylierung dieses
Proteins (Spuren 2 und 3). UVC-Bestrahlung verstiarkte jedoch leicht die
Phosphorylierung von drei anderen Proteinen (116 kD und zwei Proteine
mit niedrigeren Molekulargewichten). Die nach Insulin-Behandlung
verstidrkt tyrosinphosphorylierte Bande stellte mit groiter Wahrscheinlich-
keit die B-Kette des Insulin-Rezeptors dar (Fantl etal., 1993). Zusétzlich
konnte man nach Behandlung mit Insulin das tyrosinphosphorylierte
Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS-1) mit einem Molekulargewicht von ca.
160 kDa erkennen (White, 1994).
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NIH-3T3 Zellen, die den a-Rezeptor fiir den "Platelet Derived Growth
Factor (PDGF)" iiberexpremieren, reagierten auf Behandlung mit PDGF-AA
mit einer starken Tyrosinphosphorylierung des PDGF-Rezeptors (190 kD)
und anderer Proteine mit niedrigeren Molekulargewichten (vgl. Spuren 5
und 8 und s. Pfeile in Abb. 14). Diese Proteine besaflen dieselbe elektro-
phoretische Mobilitdit wie jene, die in Insulin-Rezeptor-iiberexpre-
mierenden Zellen durch UVC verstdarkt tyrosinphosphoryliert wurden.
Diese wurden in den PDGF-Rezeptor-iiberexprimierenden Zellen durch
UVC jedoch deutlich stirker tyrosinphosphoryliert (vgl. Spuren 2 und 6).
Dies war jedoch nicht auf eine basal erhdhte Tyrosinphosphorylierung im
Zellextrakt zuriickzufiihren (vgl. Spuren 1 und 5).

Abb. 14 Tyrosinphosphorylierungen in Zellextrakten von 3T3-Fibroblasten, die verschiedene
Rezeptoren ilberexpremieren

NIH-3T3 Fibroblasten, die entweder den Insulinrezeptor (3T3-HIR), den aPDGF-
Rezeptor (3T3-aPDGFR), den BPDGF-Rezeptor (3T3-BPDGFR) oder ein Hybrid
aus dem EGF-Rezeptor und dem erb-B-Onkogen (3T3-HER-erbBES4) stabil {iber-
expremieren, wurden bis zur Konfluenz kultiviert. Daraufhin wurde das Zell-
kulturmedium gegen DMEM (ohne FCS, ohne Phenolrot) ausgetauscht und die
Zellen fiir 5 h weiterinkubiert. Anschlieffend erfolgte die Behandlung mit UVC
(600 J/m2; durch das Medium hindurch; U), EGF (20 ng/ml; E), Insulin
(500 ng/ml; I), PDGF-AA (50 ng/ml; AA) oder PDGF-BB (50 ng/ml; BB) bzw.
die Kontrollbehandlung (Ko) fiir jeweils 2 min. Die Zellen wurden sofort auf Eis
mit PBS (0°C) gewaschen und in SDS-PAGE-Probenpuffer lysiert. Gleiche Mengen
an Lysat wurden mittels SDS-PAGE (7.5% AA-Bis) aufgetrennt, auf PVDE-
Membran transferiert und mit einem tyrosinphosphat-spezifischen Antikérper
hybridisiert. Die spezifischen Signale wurden durch die ECL-Methode sichtbar
gemacht (vgl. Abb. 12A). Die Pfeile kennzeichnen Proteine, die nach Behandlung
der Zellen verstédrkt tyrosinphosphoryliert sind. Soweit bekannt, wurde die
Identitét der Proteine angegeben (s. auch Text); Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS-
1), Insulin-Rezeptor P-Kette (Ins-R (B)), PDGF-Rezeptor (PDGF-R), EGF-
Rezeptor/erbB-Hybrid (EGFR/erbB). Am linken Rand sind die Molekulargewichte
von Standardproteinen angegeben.
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Obwohl UVC- und PDGF-AA-Behandlung zur Tyrosinphosphorylierung
offensichtlich identischer Proteine fithrten, waren deutliche quantitative
Unterschiede zu erkennen. Wahrend PDGF-AA den Rezeptor stdrker phos-
phorylierte als die tibrigen Proteine im Extrakt, verhielt es sich mit UVC
umgekehrt (vgl. Spuren 6 und 8). Die selben Effekte wie durch
Uberexpression des oPDGF-Rezeptors wurden auch durch Uberexpression
des BPDGF-Rezeptors beobachtet (Abb. 14, Spuren 9 - 12).
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Offensichtlich expremieren NIH-3T3 Zellen keine (oder nicht geniigend)
EGF-Rezeptoren, um Tyrosinphosphorylierungen nach Behandlung mit
EGF nachweisen zu kdnnen (Spuren 3, 7 und 11).

Zusiitzlich stand mir eine Zellinie zur Verfiigung, die ein Hybridmolekiil
aus der extrazelluldren Ligandenbindedoméne des EGF-Rezeptors und der
intrazelluldren Tyrosinkinasedomine des v-erbB Onkogens expremiert.
Dadurch wird die basal bereits starke Tyrosinkinaseaktivitit des v-erbB
Proteins durch EGF steigerbar (A. Ullrich, persdnliche Mitteilung).
Tatsdchlich resultierte die Behandlung der Zellen mit EGF in der
verstirkten Tyrosinphosphorylierung mehrerer Proteine (Spuren 13 und
15, Pfeile!). Interessanterweise war das Muster der induzierten Tyrosin-
phosphorylierungen nach UVC identisch wie nach EGF. Dies zeigt, dafl
auch Hybridmolekiile aus verschiedenen Rezeptoren durch UVC addres-
sierbar sind und erdffnet experimentelle Méglichkeiten zur Identifizierung
struktureller Motive, die kritisch fiir die Wirkung von UVC auf Rezeptoren
ist.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, daf nach Uberexpression
der Rezeptoren fiir PDGF und EGF/v-erbB, verstirkte Tyrosin-
phosphorylierung von Proteinen im Zellextrakt nach Bestrahlung mit UVC
erkennbar ist. Der Insulin-Rezeptor, der zu einer anderen Klasse von
Rezeptor-Tyrosinkinasen gehort als der EGF- und der PDGF-Rezeptor,
scheint durch UVC nicht betroffen zu sein. Ob dies tatsdchlich der Fall ist,
muf in weiteren Experimenten gesichert werden. Vorldufig nehme ich die
Befunde als Hinweis, da8 die unterschiedliche Rezeptorstruktur die
Aktivierbarkeit durch UVC bestimmt.
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Diskussion

Proteinkinasen, die durch UVC-Bestrahlung aktiviert werden

Die schnelle Expression der Gene c-fos und c-jun nach UVC-Bestrahlung
von Zellen wird iiber posttranslationelle Modifikation von Transkriptions-
faktoren vermittelt. Die Analyse der Transkriptionsfaktoren c-Jun und Elk-1
zeigte verdnderte Phosphorylierungen innerhalb von 20 min nach
Bestrahlung. Durch Etablierung eines transienten Expressionssystems war
es gelungen, die Phosphoakzeptorstellen im c-Jun-Protein zu lokalisieren
(Ser 63 und Ser 73). Zusétzliche Phosphorylierungen, die nur nach UVC-
Bestrahlung, nicht aber nach TPA-Behandlung zu sehen waren, wurden auf
einen Bereich von drei Aminosiduren zwischen den Positionen 89 und 91
eingegrenzt (Abb. 1 und 2).

Wihrend der Durchfiihrung dieser Versuche wurden verschiedene
Kinasen identifiziert, die in vitro an c-Jun binden und Ser 63 und Ser 73
phosphorylieren kénnen: ERK1 und ERK2 (s. Einleitung) (Pulverer etal.,,
1991), JNK1 und JNK2 ("Jun N-terminal Kinase 1/2") (Hibi et al., 1993) und
4 Vertreter der SAP Kinasen ("Stress Activated Protein Kinases; SAPK")
(Kyriakis etal.,, 1994). Diese Kinasen werden aufgrund von Sequenz-
homologien und dhnlichen Regulationsmechanismen in der Familie der
MAP-Kinasen zusammengefafit. Alle sind durch UVC-Bestrahlung
aktivierbar (Radler-Pohl et al., 1993; Derijard et al., 1994; Kyriakis et al., 1994,
Milne et al., 1994). Es wird postuliert, daf in HeLa Zellen v. a. JNK1 und 2
fiir die Phosphorylierung von c-Jun an Ser 63 und Ser 73 nach UVC-
Bestrahlung verantwortlich sind (Hibi et al., 1993). Dies erscheint plausibel
auf Grund der widerspriichlichen Beobachtung, da TPA ein potenterer
Aktivator von ERK1/2 als UVC ist, jedoch UVC ein besserer Induktor fiir
c-Jun Phosphorylierung ist (Radler-Pohl et al., 1993; s. a. Abb. 1). Gereinigte
]NK-Proteine kénnen in vitro c-Jun an Stellen phosphorylieren, die
dhnlich sind, wie jene zusitzlichen Phosphorylierungen, die nach UVC-
Bestrahlung von HeLa bzw. F9 Zellen beobachtet werden koénnen (Hibi
etal., 1993 und Abb.1 und 2). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen in
Abb. 2 dieser Arbeit, vermuten die Autoren dieses Artikels ebenfalls die
Lokalisation dieser Phosphoakzeptorstellen um Position 90 des c-Jun-
Proteins.
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Mehrere Evidenzen weisen darauf hin, dafl Elk-1 in vivo durch die ERK-
Proteine phosphoryliert wird (Gille at al., 1992; Janknecht et al., 1993; Marais
et al,, 1993; Rao und Reddy, 1994). Die Kinetik der UVC-induzierten ERK-
Aktivierung ist identisch mit der Phosphorylierung von Elk-1
(Sachsenmaier et al.,, 1994b). Tatsdchlich hemmt eine dominant-negativ
wirkende Mutante von ERK2 sowohl UVC-, als auch TPA-abhidngige
Signaltransduktion mit dhnlicher Effizienz, wenn als Endpunkt die Trans-
kription des c-fos Promoters gemessen wird (Sachsenmaier et al., 1994b).
Dies kénnte bedeuten, dal ERK-Proteine sowohl an der UVC- als auch an
der TPA-induzierten Expression des c-fos Gens beteiligt sind, JNK-Proteine
jedoch spezifisch an der Phosphorylierung von c-Jun nach UVC-
Bestrahlung. Die dominant-negative ERK2-Mutante fiihrt, wenn iiber-
expremiert, vermutlich zur kompetitiven Inhibition regulatorischer
Kinasen (Robbins etal.,, 1993). Auf Grund der dhnlichen Regulations-
mechanismen aller genannten Kinasen durch Thr/Tyr-Phosphorylierung
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dafl diese Mutante mehrere
Kinasen gleichzeitig hemmt.

Es zeigt sich also, daf mehrere Kinasen in der Zelle vorhanden sind, die
c-Jun und Elk-1 phosphorylieren kénnen. Diese werden durch eine Viel-
zahl unterschiedlicher Stimuli aktiviert. Feine Unterschiede in der
Aktivierbarkeit und Substratspezifitit konnten sich in gréferen Unter-
schieden in der genetischen Antwort auf diese Stimuli niederschlagen.

Vertreter der beschriebenen Kinasen phosphorylieren nicht "nur"
Transkriptionsfaktoren: ERKs phosphorylieren andere Kinasen, Phospho-
lipasen oder Rezeptoren (s. Ubersichtsartikel Davis, 1993) und fiihren somit
potentiell zur Initiation (oder Hemmung) sekundédrer Signaltrans-
duktionswege.

Die Rolle von Phosphatasen an der Regulation der Aktivitdt von
Transkriptionsfaktoren ist bislang weniger gut untersucht als die von
Proteinkinasen. Die UVC-induzierte Dephosphorylierung im Bereich der
DNA-Bindedomidne von c-Jun konnte entweder auf Aktivierung einer
Phosphatase oder auf Hemmung einer konstitutiven Kinase zuriick-
zufiihren sein. Lin et al. (1992) publizierten Evidenzen, dafl Kaseinkinase II
(CK II) in vivo c-Jun an den inhibitorischen Stellen in der basischen Region
phosphoryliert und daff Inhibition von CK II zur Aktivierung der Trans-
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aktivierungsfiahigkeit von c-Jun fiihrt. UVC miiite demnach zur
Hemmung von CK II fiihren.

UVC induziert Ras abhingige Signaltransduktion

Das Muster der Phosphorylierungen am c-Jun Protein nach UVC-
Bestrahlung entspricht dem nach Uberexpression von aktiviertem Ras
(Smeal et al., 1992 und Abb. 1). Dies spricht fiir eine Beteiligung des Ras-
Proteins an der UVC-Antwort. In dieser Arbeit und durch Experimente in
unserer und anderen Arbeitsgruppen wurde gezeigt, dafs Raf Kinase und
Ras durch UVC-Bestrahlung von Zellen aktiviert werden (Devary et al.,
1992; Blattner etal., 1994) und daf diese auch notwendig fiir UVC-
induzierte Signaltransduktion sind (Devary et al., 1992; 1993; Radler-Pohl
et al., 1993a; Herrlich et al., 1994; Sachsenmaier et al., 1994a und Tabelle 1 in
dieser Arbeit). Die Hemmbarkeit UVC-abhédngiger Signaltransduktion
durch eine dominant-negative Ras Mutante zeigt, daf auch das Ras Protein
nicht direkt von UVC aktiviert wird, sondern daf Signaltransduktion
involviert ist. Das mutierte Protein (Ser 17 -> Asn) bindet vermutlich einen
Austauschfaktor, der fiir die Beladung von Ras mit GTP notwendig ist (Feig
und Cooper, 1988; Medema et al., 1991). Dadurch steht dieser Faktor dem
endogenen Ras nicht mehr zur Verfligung. UVC muS8 also zur Aktivierung
dieses Austauschfaktors fiihren. Durch Studien zum Mechanismus
wachstumsfaktor-abhdngiger Ras Aktivierung weif man, daff der
Austauschfaktor Sos ("Son of Sevenless") {iber Adaptorproteine an aktiv-
ierte Rezeptoren bindet (Buday und Downward, 1993; Li et al., 1994). Dies ist
ein Hinweis auf die Beteiligung von aktivierten Rezeptoren an der UVC-
Antwort in Sdugerzellen.

UVC wirkt auf Wachstumsfaktorrezeptoren

Die Experimente in Abb. 6 zeigen, daf8 eine Vorbehandlung von HelLa
Zellen mit einem Gemisch aus EGF, IL-1a0 und bFGF zur nahezu voll-
stindigen Hemmung einer nachfolgenden UVC-Antwort fiihrt. Dieser
Befund kann als liganden-induzierte Inaktivierung der entsprechenden
Rezeptoren interpretiert werden (Stoscheck und Carpenter, 1984; Downing
et al., 1989). Diese wiirden fiir eine nachfolgende Stimulierung durch UVC
nicht mehr zur Verfligung stehen. Andere Erkldrungen sind jedoch denk-
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bar: Komponenten "unterhalb" der aktivierten Rezeptoren konnten durch
die Vorbehandlung refraktdr werden. Trotzdem miifiten diese Komponen-
ten spezifisch flir die jeweiligen Wachstumsfaktoren sein, da sich die
Faktoren gegenseitig nicht beeinflussen (s. Abb. 6). Die Faktoren, wenn
einzeln verwendet, hemmen UVC-induzierte Genexpression nur teilweise;
umgekehrt hemmt eine Vorbehandlung mit UVC alle Faktoren (Daten
nicht gezeigt, und Sachsenmaier et al., 1994b). Dies deutet darauf hin, daf}
UVC nicht spezifisch einen Rezeptor aktiviert, sondern mehrere
Rezeptoren, die alle zur UVC-induzierten Genexpression beitragen.

Die schnelle Expression des c-fos Gens erfolgt unabhidngig von extra-
zellular wirkenden Liganden: Neutralisierende Agenzien, die die Bindung
von EGF, IL-1la und bFGF an ihre Rezeptoren verhindern, haben keinen
Einfluf8 auf die Genexpression (s. Abb. 9). Gleichzeitig verhindern diese aber
die spdte Expression des Kollagenasegens, die offensichtlich auf Bindung
sezernierter Liganden an ihre Rezeptoren beruht (s. Abb. 8 und weiter
unten).

Der generelle Rezeptorinhibitor Suramin hemmt sowohl die schnelle als
auch die spite UVC-induzierte Genexpression (s. Abb 8 und 10). Suramin ist
ein geladenenes, polyzyklisches Molekiil, das sich unspezifisch an Proteine
der Zelloberfliche anlagert (Basu und Modak, 1985). Man nimmt an, daf es
nicht membrangingig ist; Internalisierung konnte jedoch tiber Endozytose
von Oberflichenproteinen erfolgen. Suramin hemmt die Bindung von
Wachstumsfaktoren und verdrédngt auch bereits gebundene Liganden von
ihren Rezeptoren (Betsholtz etal., 1986). Aufgrund der Anlagerung
mehrerer Suraminmolekiile kénnte eine Konformationsdnderung eines
Rezeptors, die durch UVC-Bestrahlung hervorgerufen wird, verhindert
werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dafs Suramin den
aktiven Zustand von Rezeptoren, die intrazelluldr von Liganden gebunden
wurden, verhindern kann. Beispiele dafiir wurden beschrieben, wenn
Ligand und Rezeptor, auf Grund mifigeleiteter Sezernierungs-
mechanismen, im selben Kompartiment der Zelle vorliegen (Huang und
Huang, 1988; Yayon und Klagsbrun, 1990). UVC miilte demnach zur
schnellen Freisetzung von gespeicherten Liganden innerhalb der Zelle
fiihren, die daraufhin ihren Rezeptor binden und zur Membran dirigiert
werden. Da effiziente rezeptor-abhingige Signaltransduktion von mehreren
Komponenten abhingt, die in korrekter Weise an der Plasmamembran
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lokalisiert sein miissen (s. Einleitung), wiirde ein liganden-beladener
Rezeptor erst nach Integration in die Membran funktionell aktiv sein
(Heldin und Westermark, 1990). Dieser Vorgang kénnte durch Suramin,
aber nicht durch neutralisierende Antikdrper im Zellkulturmedium,
hemmbar sein, da Suramin auch bereits gebundene Liganden vom
Rezeptor verdriangen kann (Betsholz et al., 1986).

UVC-Bestrahlung ruft die sehr schnelle Phosphorylierung des EGF-
Rezeptors an Tyrosinresten hervor (Abb. 12). Dieser Vorgang ist ebenfalls
durch Suramin hemmbar, wihrend Signaltransduktion durch eine
aktivierte Src-Tyrosinkinase durch Suramin nicht beeinflufSt wird (Abb. 10).
Auch langanhaltende Effekte, wie die Transformation von Zellen durch das
src- oder ras-Onkogen werden durch Suramin nicht beeinfluflt, im Gegen-
satz zur v-sis-induzierten Transformation (v-sis bindet an den PDGF-
Rezeptor) (Betsholz etal.,, 1986). Diese Befunde zeigen eindeutig, daf}
Suramin auf membranstindige Rezeptoren, aber nicht auf Signaltrans-
duktionskomponenten an der Innenseite der Plasmamembran wirkt. Auch
phorbolester-abhidngige Prozesse werden durch Suramin nicht gehemmt.
Das deutet darauf hin, daf Phorbolester auch in Gegenwart von Suramin
durch die Plasmamembran in die Zelle gelangen und zytoplasmatische
Proteinkinasen (PKC) effizient aktivieren kénnen.

Diese Befunde zeigen allerdings auch, daf die Hemmbarkeit eines
Prozesses durch Suramin, keine eindeutige Aussage iiber die Beteiligung
von sezernierten Wachstumsfaktoren zuldflt. Im Gegensatz zur schnellen
c-fos Genexpression, wird die UVC-induzierte Kollagenase Genexpression
in HeLa Zellen sowohl durch Suramin, als auch durch neutralisierende
Antikorper gegen IL-1a und bFGF im Zellkulturmedium deutlich gehemmt
(s. Abb 8). Die Kinetiken der Freisetzung beider Faktoren sind deutlich
schneller als die der Kollagenaseexpression nach UVC (Krdmer et al., 1993).
Diese Befunde legen nahe, daf8 die Freisetzung und Bindung von Wachs-
tumsfaktoren eine funktionelle Rolle bei der spéten, jedoch nicht bei der
frithen Genexpression nach UVC-Bestrahlung spielt.

Der EGF-Rezeptor als Vermittler UVC-induzierter Signaltransduktion

Um die funktionelle Aktivierung eines Wachstumsfaktor-Rezeptors
durch UVC zu iberpriifen, wurden zwei Strategien eingeschlagen: 1.
Hemmung der Aktivitdt eines endogenen Rezeptors und Beobachtung der
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Auswirkungen auf nachfolgende UVC-abhingige Signaltransduktion und
2. Messung des Modifikationszustandes eines Rezeptors. Fiir beide Ansétze
wurde der EGF-Rezeptor gewiahlt, da er einer der am besten untersuchten
Rezeptor-Tyrosinkinasen ist und da die nétigen Reagenzien zu seiner
Analyse zur Verfligung stehen.

Die Koexpression einer dominant-negativ wirkenden EGF Rezeptor-
mutante hemmt die Expression von Reportergenkonstrukten nach
Behandlung der Zellen mit UVC oder EGF (Abb. 11). Dies spricht fiir eine
funktionelle Aktivierung des Rezeptors durch UVC. Allerdings kann man
auf Grund der Dauer des Versuchs (die Reporterexpression wird 24 h nach
UVC-Bestrahlung gemessen) nicht ausschliefen, daf8 sezernierte Faktoren,
die an den EGF-Rezeptor binden (EGF oder TGFa), zur Expression des
Reporters beitragen. Deshalb wurde die schnelle Wirkung von UVC auf den
Rezeptor selbst untersucht.

Wie in der Einleitung erwihnt, resultiert die Aktivierung des EGF-
Rezeptors in der verstirkten Phosphorylierung an Tyrosinresten im
intrazelluldren Teil des Rezeptormolekiils. Die funktionelle Signifikanz
dieser Phosphorylierungen wurde durch Messung EGF-induzierter
Signaltransduktion durch Rezeptormolekiile, in denen einzelne oder
mehrere Tyrosinreste mutiert wurden, gezeigt (s. Ubersichtsartikel
Schlessinger und Ullrich, 1992). UVC-Bestrahlung induziert die sehr
schnelle Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors (Abb. 12) innerhalb
von Sekunden. Die beobachtete transiente Kinetik der Rezeptorphosphory-
lierung scheint an der Durchfithrung des Experiments zu liegen und nicht
der tatsdchlichen Kinetik zu entsprechen. In den Experimenten in Abb. 12
wurden, wie in allen anderen gezeigten, die Zellen vor der UVC-
Bestrahlung mit PBS gewaschen, ohne Fliissigkeit bestrahlt und
anschlielend wurde das urspriingliche Zellkulturmedium zuriickgegeben
(aufser den Zellen, die sofort geerntet wurden!). Spater durchgefiihrte
Experimente, in denen die UVC-Bestrahlung durch Zellkulturmedium
ohne Farbstoffzusatz erfolgte, zeigen deutlich stabilere Tyrosin-
phosphorylierung des EGF-Rezeptors (A. Knebel, unverdffentliche Daten).
Der Mechanismus der raschen Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors
durch Riickgabe des Zellkulturmediums erscheint umso erstaunlicher,
wenn man bedenkt, daf das Zellkulturmedium mit dem tyrosin-
spezifischen Phosphatase-Inhibitor Vanadat versetzt war.
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In zahlreichen Versuchen war es nicht mdglich, UVC-induzierte EGF-
Rezeptor Phosphorylierung in Abwesenheit von Vanadat zu messen. Dies
kénnte ein Hinweis auf die (gleichzeitige?) Aktivierung von tyrosin-spezifi-
schen Phosphatasen durch UVC-Bestrahlung sein. Zahlreiche Vertreter
dieser Enzyme wurden identifiziert und manche weisen, vergleichbar mit
Rezeptor-Tyrosinkinasen, eine rezeptordhnliche Struktur mit Liganden-
bindedomédne, Transmembranregion und intrazelluldrer Phosphatase-
domine auf (Fischer etal., 1991). Ahnliche Mechanismen wie fiir die
Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen, konnten auch fiir Rezeptor
Tyrosinphosphatasen gelten. Dies wiirde implizieren, daf8 die UVC-
induzierte Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors, die in Abwesen-
heit von Vanadat experimentell nicht nachweisbar ist, ausreicht, um
Signaltransduktion zu initiieren.

Die UVC-induzierte Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors ist in
allen untersuchten Zellinien dosisabhéngig - héhere Dosen an UVC fiihren
zu effizienterer Rezeptorphosphorylierung. Héhere Dosen UVC (> 50 J/m?)
haben jedoch keine erhdhte Genexpression zur Folge (Devary et al., 1991).
Am wahrscheinlichsten erscheint, daf durch die verstirkenden Eigen-
schaften von Signalkaskaden, quantitative Unterschiede "am Beginn" der
Kaskade deutlicher ins Gewicht fallen als "am Ende". Die Aktivierung
einiger weniger Rezeptormolekiile kdnnte ausreichen, um effiziente
Signaltransduktion hervorzurufen. Dariiberhinaus wirken die hohen
Dosen UVC zellabtétend, soda8 keine physiologischen Reaktionen der
Zellen mehr zu erwarten sind.

Mechanismen der direkten Aktivierung des EGF-Rezeptors durch UVC

Folgende Mechanismen, wie UVC-Bestrahlung den EGF-Rezeptor
aktivieren kann, sind denkbar: Dimerisierung des Rezeptors; andere,
aktivierende Konformationsdnderungen; indirekte Wirkung von akti-
vierenden oder hemmenden Komponenten (und sicher noch viele andere
mehr).
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Dimerisierung

Aus der Literatur ist liganden-unabhéngige Tyrosinphosphorylierung des
EGF-Rezeptors bekannt: Hyperosmotischer "Schock" von Zellen fiihrt zur
effizienten Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors, allerdings ohne
nachweisbare Dimerisierung des Rezeptors (Richter-King et al., 1989). Die
Hemmbarkeit UVC-induzierter Genexpression durch eine dominant-
negative EGF-Rezeptormutante, die ihre Wirkung nur durch Heterodimer-
bildung mit endogenem Rezeptor entfalten kann, weist jedoch auf Dimeri-
sierung des EGF-Rezeptors nach UVC-Bestrahlung hin. Ein direkter Beweis
der Bildung von Dimeren nach UVC-Bestrahlung steht jedoch noch aus.
Transiente Expressionsstudien zeigen, daff die Koexpression der dominant-
negativen Rezeptormutante sehr effizient die basale Tyrosinphosphory-
lierung des Wildtyp-Rezeptors verhindert, die weder durch UVC noch
durch EGF gesteigert werden kann (Daten nicht gezeigt). Auf Grund der
Nichtnachweisbarkeit des Basalwertes kann man jedoch nicht ausschliefen,
daB UVC immer noch die Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors steigert.

Geht man davon aus, daf Dimerisierung notwendig fiir erfolgreiche
Initiation von Signaltransduktion durch Rezeptoren ist (Ullrich und
Schlessinger, 1990), spricht die auBerordentlich schnelle Tyrosinphosphory-
lierung des Rezeptors nach UVC (und EGF, A. Knebel, unveroffentlicht) fiir
eine enge, raumliche Ndhe von Rezeptormolekiilen vor der Aktivierung.
Eine kleine Verdnderung in der Konformation, entweder durch Bindung
eines Liganden, oder durch Energieaufnahme nach Bestrahlung, kénnte zur
Ausbildung der aktiven Konformation fiihren. Diese wére vermutlich nach
UVC-Bestrahlung nicht stabil (auler es kdme zur Ausbildung kovalenter
Bindungen durch UVC-Bestrahlung), wihrend Bindung des Liganden eine
stabile Dimerbildung induziert, die erst nach Endozytose und Degradation
in Lysosomen aufgehoben werden wiirde (Stoschek und Carpenter, 1984).

Radikal

Behandlung von Zellen mit HyOj induziert ebenfalls die effiziente
Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors (nicht gezeigte Daten in
Zusammenarbeit mit A. Bonnet und A. Knebel). Dies konnte ein Hinweis
auf die viel diskutierte Beteiligung von Sauerstoffradikalen an der UV-
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Antwort sein. Vor allem dem langwelligen UVA-Anteil wird radikal-
bildende Eigenschaften zugesprochen. Aber auch kurzwelliges UVB und
UVC kann die Bildung intrazellulirer Radikale fordern (A. Bonnet,
unverdffentlicht), allerdings mit einer langsameren Kinetik, als die der
Rezeptorphosphorylierung nach UVC-Bestrahlung. Devary etal. (1992)
diskutieren eine funktionelle Rolle von Radikalen bei der UVC-
induzierten Genexpression, aufgrund der Hemmbarkeit von c-jun Genex-
pression durch den "Radikal-Scavenger" N-Azetylcystein. Vermutlich
bewirkt die Behandlung von Zellen mit N-Azetylcystein jedoch eine Ver-
dnderung des Redox-Zustands der Zelle und deshalb kann aus einer
Hemmbarkeit eines Prozesses durch "Scavenger" die funktionelle
Beteiligung induzierter Radikale nicht eindeutig gefolgert werden.
Vielmehr kénnte ein verdnderter Radikalspiegel in der Zelle die Aktivitat
signalgebender Enzyme beeinflussen, ohne daf die Radikale selbst in den
Prozef§ der Signaltransduktion involviert sein miissen.

Andere Tyrosinkinasen

In derselben Verdffentlichung (Devary etal., 1992) wurde auch die
Aktivierbarkeit von Src-Tyrosinkinasen durch UVC gezeigt. Tatsiachlich
konnen Vertreter dieser Kinasen den EGF-Rezeptor an Tyrosinresten
phosphorylieren (Wasilenko et al., 1991). Die beobachtete Tyrosinphospho-
rylierung des Rezeptors durch UVC kénnte also auf indirekter Phosphory-
lierung durch Src-Tyrosinkinasen beruhen, und nicht auf Autophosphory-
lierung des Rezeptors. Dagegen sprechen folgende Befunde: Die Kinetik der
UVC-induzierten EGF-Rezeptor Tyrosinphosphorylierung ist deutlich
schneller als die der Aktivierung von Src-Kinasen durch UVC (vgl. Devary
etal., 1992 und Abb. 12) (beide Vorgidnge wurden in HeLa Zellen gemessen).
Src-Kinasen konnen tiber direkte Interaktion mit Rezeptor Tyrosinkinasen
durch diese aktiviert werden (Courtneidge et al., 1993; Mori et al., 1993). Die
UVC-induzierte Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors ist durch
Suramin hemmbar (wie auch UVC-abhingige schnelle c-fos Expression), im
Gegensatz zur c-fos Expression nach Aktivierung einer ts v-Src Tyrosin-
kinase (Abb. 10). Diese Befunde sprechen fiir eine rezeptor-abhingige
Aktivierung von Src-Kinasen durch UVC. Dadurch 148t sich auch die
Hemmbarkeit von UVC-induzierter Genexpression durch eine dominant-
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negative Mutante von c-Src erkldren (Devary et al., 1992; 1993). Da Src-
Kinasen durch mehrere Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie auch durch Zytokin-
rezeptoren (ohne Tyrosinkinasefunktion) aktiviert werden konnen, und
aufgrund der offensichtlichen Aktivierung mehrerer Rezeptoren durch
UVC (s. oben), ist es verstidndlich, daf# die dominant-negative c-Src-Mutante
UVC-induzierte Prozesse effizienter hemmt, als eine spezifische EGF-
Rezeptor Mutante.

Besteht ein Zusammenhang zwischen UVC-induzierter Schddigung von
DNA und den Vorgingen in der Plasmamembran?

In der Einleitung wurden bereits die Evidenzen angefiihrt, die eine
funktionelle Beteiligung der UV-geschiddigten DNA an der Genexpression
nach Bestrahlung von Zellen nahelegen. Kurzwelliges UV wird in der Zelle
aufler von Nukleinsduren von Aminosduren, Lipiden und Kofaktoren
absorbiert (Kochevar, 1990). Die sehr schnelle Phosphorylierung des EGF-
Rezeptors nach UVC-Bestrahlung erscheint auf den ersten Blick unverein-
bar mit der Hypothese, daf DNA-Schidigung der Rezeptorphosphory-
lierung vorangeht. Wahrscheinlicher ist, da8 UVC gleichzeitig auf
verschiedene Kompartimente der Zelle wirkt, und daher auch mehrere
Signaltansduktionswege gleichzeitig aktivieren kann. Ein "reverser" Signal-
fluB, der von der DNA zumindest in das Zytoplasma fiihrt, ist jedoch
plausibel und notwendig fiir die Zelle. Z. B. setzt der regulierte Eintritt einer
Zelle in die Mitose das Vorhandensein eines diffundierbaren Signales
voraus, das der Zelle mitteilt, ob das Genom vollstdndig repliziert bzw.
repariert wurde. Durch Zellfusion mit einer "S-Phase Zelle" bzw. einer
durch Strahlung geschddigten Zelle, kann die Mitose eines "G2-Zellkernes"
verzdgert werden (Alberts et al., 1989).

Einen vollig anderen Aspekt der Beziehung von zellmembranstindigen
Rezeptoren und DNA-Schddigung eroffnet folgender Befund: Ein hoher
Prozentsatz von Mammatumoren weist Uberexpression des HER2/neu-
Protoonkogens auf. Dieses kodiert fiir einen Rezeptor aus der EGF-
Rezeptorfamilie, dessen Ligand noch nicht eindeutig bekannt ist. Aus
Erfahrung weif§ man, daf die Wirkung der chemotherapeutischen Behand-
lung dieser Tumoren mit dem DNA-schidigenden Agens cis-Platin durch
gleichzeitige Gabe von neutralisierenden Antikdrpern gegen den
HER2 /neu Rezeptor potenziert wird. Durch Studien in Zellkultur konnte
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nun gezeigt werden, dafl dieser Effekt vermutlich auf der signifikanten
Hemmung der durch cis-Platin induzierten DNA-Reparatur durch die
Antikdrper beruht (Pietras et al.,, 1994). Dieser Effekt war nur in Zellen zu
beobachten, die auch den HER2/neu-Rezeptor expremierten, so dafl eine
unspezifische Wirkung der Antikérper ausgeschlossen werden konnte. Es
scheint also, daB die Kapazitdt einer Zelle, auf DNA-Schidigung zu
reagieren, durchaus von Komponenten der Zellmembran beeinflufit
werden kann.

Was ist die biologische Relevanz der hier gezeigten Befunde?

Auf die moglichen biologischen Bedeutungen der durch UVC
induzierten Genprodukte wurde bereits in der Einleitung eingegangen. Eine
Diskussion der biologischen Relevanz der gezeigten Ergebnisse muf immer
mit der eindeutigen Feststellung beginnen, dal das in dieser Arbeit
verwendete UVC (260 nm) in der Natur nicht vorkommt. Trotzdem
erscheint die Verwendung von UVC legitim. Aktionsspektren, die die
Wirkung verschiedener Wellenldngen auf Genexpression, Erythembildung,
Pigmentierung, DNA-Schidigung und Zellabtétung vergleichen, sind
nahezu identisch. Alle zeigen ein Maximum bei Wellenldngen < 300 nm
(Stein et al., 1989; Gilchrest, 1994). Die Expression der Gene c-fos und c-jun
erfolgt sowohl nach Bestrahlung mit UVC als auch mit UVB, jedoch immer
nach Dosen, die auch zur AbtStung von Zellen fiihrt (Devary et al., 1991;
Shah etal, 1993). Die zellabtétende Wirkung wird allgemein der
Schiadigung von DNA zugeschrieben, die nach UVC-und UVB-Bestrahlung
von Zellen identisch ist (Pyrimidindimere).

Die Dosis an UVC, die in dieser Arbeit verwendet wurde (30 J/m?2; aufler
in Abb. 12, 13 und 14) induziert vergleichbar viele Thymindimere, wie nach
einer ein-stiindigen Exposition von Zellen in der Sonne in 2300 m Seehdhe
(Klocker et al., 1984). Auch eine Bestrahlung menschlicher Haut mit dem
Sonnenlicht nachempfundenen Strahlungsquellen, ruft deutliche Thymin-
dimerbildung in den Keratinozyten, die unterhalb der Hornschicht liegen
hervor (Young, 1994) und ein kausaler Zusammenhang zwischen der UV-
Schadigung der DNA und biologischen Vorgédngen im Organismus wie
Immunsuppression und Pigmentierung wurde in vivo bestédtigt (Kripke
et al., 1992; Gilchrest, 1994).
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Es zeigt sich also, daf8 die in Kultur gewonnen Erkenntnisse iiber die
Wirkung von UV-Strahlung auf Zellen durchaus ihre Entsprechung im
Organismus haben. Die hier gezeigten Daten eréffnen neue Aspekte, wie
UV-5Strahlung das genetische Programm einer Zelle beeinflussen kann. UV-
Strahlung schidigt nicht nur das Erbgut sondern kann tiber die Aktivierung
membranstdndiger Rezeptormolekiile Signaltransduktionsmechanismen
in Gang setzen, die das Wachstum, die Differenzierung und das Uberleben
der Zelle beeinflussen konnen. Auch hier entscheidet vermutlich die Dosis
liber die positiven und negativen Eigenschaften von ultravioletter
Strahlung.
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