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ZUSAMMENFASSUNG

Der Transkriptionsfaktor AP-1 spielt eine essentielle Rolle bei der Umsetzung
extrazellulédrer Signale in Verianderungen der Genexpression. AP-1 steht als Uber-
begriff fiir eine heterogene Gruppe dimerer Proteinkomplexe, deren Unterheiten
sich aus den Produkten der jun, fos und CREB/ATF Genfamilien zusammen-
setzen. In der vorliegenden Arbeit wurde die spezifische Funktion einer AP-1
Komponente, cFos, bei der AP-1 abhingigen Genexpression und bei der zelluldren
Antwort auf UV-Strahlung bestimmt.

Die Analyse der TPA-induzierten Expression bekannter AP-1 abhingiger
Gene in Zellen ohne funktionelles cFos Protein ermoglichte es drei Klassen von
Zielgenen zu identifizieren. Eine Klasse von Zielgenen reprasentiert die 92 kD-Typ
IV Kollagenase, deren Expression durch die Abwesenheit von cFos verstéirkt wird.
Im Gegensatz dazu ist die Expression der interstitiellen Kollagenase in ¢-fos -/-
Zellen sowohl basal als auch nach TPA-Induktion signifikant reduziert, wiahrend
andere Gene (CD44, Stromelysin-1 und -2), im Vergleich zu Wildtyp Zellen, keine
Verianderungen im Expressionsmuster aufweisen. Durch in vivo und in vitro DNA-
Bindungsstudien wurde als molekularer Mechanismus dieser differentiellen
Expression von Zielgenen in cFos defizienten Zellen Unterschiede in der
funktionellen Korhpensation des Fehlens von cFos durch das FosB Protein

nachgeweisen.

Die Unterschiede in der Expression von AP-1 regulierten Genen, die durch eine
Reduktion der DNA-Bindungsaktivitiat von AP-1 verursacht werden, sind sehr
wahrscheinlich fiir die UV-Hypersensitivitéit von c-fos -/- Zellen verantwortlich. Die
fehlende Induktion des UV-induzierten extrazelluldren Faktors EPIF tragt nicht zu
dieser Hypersensitivitit bei. Durch die Bestimmung der auferplanmafigen DNA-
Synthese nach UV-Induktion konnten Veridnderungen in der Effizienz der DNA-
Reparatur in c¢-fos -/- Zellen als Ursache fiir die UV-Hypersensitivitét ebenfalls
ausgeschlossen werden. Vielmehr kommt es in cFos defizienten Zellen nach UV-
Bestrahlung zu einer verstarkten Rate an Apoptose. Diese Daten weisen cFos als
kausalen Regulator von solchen zelluldren Programmen der Genexpression aus, die
unabhingig von der DNA-Reparatur die Uberlebensfihigkeit von Zellen gegeniiber
den zytotoxischen Effekten von UV-Strahlung steuern.




Abstract

Specific functions of cFos in the cellular response to UV-
irradiation and gene regulation by extracellular stimuli

The transcription factor AP-1 plays an essential role in the mediation of
extracellular signals by changing expression of specific genes. The term AP-1
describes a heterogenous group of dimeric protein complexes that are composed of
the products of the jun, fos and CREB/ATF gene families. In the study presented
here, the specific function of one of the AP-1 components, cFos, was investigated in
the AP-1 dependent gene expression by extracellular signals and in the cellular
response following UV-irradiation.

The analysis of TPA-induced expression of known AP-1 dependent genes in
cells lacking functional cFos protein revealed three classes of target genes. One
class of target genes represents the 92 kD-type IV collagenase whose expression is
increased due to the lack of cFos. In contrast, both basal and TPA-induced levels of
the interstitial collagenase is significantly reduced in c-fos -/~ cells, while expression
of other genes (CD44, stromelysin-1 and -2) is not affected differences compared to
wild type cells. Using in vivo and in vitro DNA binding studies the molecular
mechanism of these differences in target gene expression in c-fos -/- cells was
shown to be due to differences in the functional compensation of the lack of cFos
by the FosB protein.

The differences in expression of AP-1 regulated genes that are caused by a
reduction of DNA binding activity of AP-1 are most likely responsible for the UV-
hypersensitivity of c-fos -/- cells. The lack of induction of the UV-inducible
extracellular factor EPIF is not involved in the generation of the UV-
hypersensitivity. Changes in the efficiency of DNA repair in c-fos -/~ cells was ruled
out as a cause for the hypersensitivity by measuring unscheduled DNA synthesis
following UV-induction. Rather, in cFos deficient cells an increased rate of
apoptosis after UV-irradiation was observed. These data demonstrate that cFos is
a causal regulator of cellular programs of gene expression which regulate the
survival of cells as a response to the cytotoxic effects of UV-irradiation,
independently of DNA repair.
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Einleitung 1

EINLEITUNG

Eines der wichtigsten molekularbiologischen Grundkonzepte ist das der
differentiellen Genregulation, die es einem multizelluldren Organismus erlaubt, in
Abhingigkeit von den dulleren Bedingungen, rdumlich und zeitlich differenziert die
Expression seiner Gene zu steuern. Die differentielle Genregulation kommt bei
komplexen physiologischen Prozessen wie Entwicklung, Differenzierung und
Wachstum, aber auch bei pathologischen Vorgingen wie Zelltransformation zum
Tragen. Prinzipiell findet Genregulation in der Zelle auf verschiedenen Ebenen
statt: Bei der Initation, Elongation und Termination der Transkription; bei der
Prozessierung des priméren Transkripts; beim Transport und bei der Stabilitat der
mRNA; auf der Ebene der Translation und der post-translationalen Aktivitédts-
kontrolle des Genprodukts. Die Schliisselrolle bei der Regulation der meisten Gene
nimmt jedoch die Aktivierung und Repression der Transkription ein. Dieser
Regulationsmechanismus wird von extrazelluldren Signalen wie Wachstums-
faktoren, Cytokinen oder Hormonen gesteuert, wobei diese aber nicht direkt mit
der DNA interagieren, sondern Signaltransduktionskaskaden in den Zellkern
initiieren. Am Endpunkt von Signaltransduktionsketten, die von aktivierten
Komponenten an der Zellmembran oder im Zytoplasma ausgehen, stehen nukleére
Transkriptionsfaktoren, die die Transkription bestimmter Zielgene aktivieren oder
reprimieren. '

Der Transkriptionsfaktor AP-1

Einer der wichtigsten Vertreter von Transkriptionsfaktoren, die extrazellulédre
Signale in Veranderungen der Genexpression umsetzen, ist das Aktivator-Protein 1
(AP-1; Lee et al., 1987a, b; Angel et al., 1987b). AP-1 reguliert die Genexpression
nach Behandlung von Zellen mit Wachstumsfaktoren, Cytokinen, Hormonen, UV-
Strahlung, chemischen Karzinogenen und Tumor Promotoren (Angel und Karin,
1991). Weiterhin fiihrt die erhohte Expression onkogener "Versionen" von
Komponenten der Signalketten, an deren Ende AP-1 liegt, wie z.B. Src, Ras, Raf
oder Mos zur Aktivierung von AP-1 (Herrlich und Ponta, 1989; Angel und Karin,
1991). AP-1 veriandert die Transkription von Zielgenen durch Bindung an ein DNA-
Motiv mit der Konsensus-Sequenz 5'-TT/GAG/(3TCA-3', die als TRE (TPA
responsive element) bezeichnet wird (Angel et al., 1987a, b). Das TRE-Motiv
kommt, mit Abweichungen in den flankierenden Sequenzen, im Promotorbereich
zahlreicher Gene vor. In vitro Mutagenese potentieller TREs im Promotorkontext
und Analyse der trankriptionellen Aktivitit in transienten Transfektions-
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experimenten ermoglichten es bisher mehr als zwanzig verschiedene Gene mit
funktionellem TRE zu identifizieren (Busslinger und Bergers, 1994). Diese Gene
kodieren hauptsichlich fiir Wachstumsfaktoren, Hormone, Metalloproteasen,
Transkriptionsfaktoren oder Zelltyp spezifische Genprodukte, z.B. Kollagenase
(Angel et al., 1987a, b), Stromelysin (Kerr et al., 1988), Urokinase (Nerlov et al.,
1991), Plasminogen-Aktivator (Medcalf et al., 1990), TGF-B1 (Kim et al., 1990),
NGF (Hengerer et al., 1990), Osteocalcin (Schiile et al., 1990a), Metallothionein
(Lee et al., 1987a, b), CD44 (Hofman et al., 1993), c-jun (Angel et al., 1988b) und
fra-1 (Bergers et al., 1995).

AP-1 ist der Sammelbegriff fiir Proteindimere, deren Untereinheiten sich aus
den Produkten der jun (c-jun, junB, junD), fos (c-fos, fosB, fra-1, fra-2) und
CREB/ATF (ATF-2, ATF-a) Genfamilien zusammensetzen (Bohmann et al., 1987;
Angel et al., 1988a; Bos et al., 1988; Hirai et al., 1989; Ryder et al., 1989;
Rauscher et al., 1988a, b; Zerial et al., 1989; Cohen et al., 1989; Matsui et al.,
1990; Benbrook und Jones, 1990; Hai und Curran, 1991). Die strukturelle
Organisation der Jun, Fos und CREB/ATF Proteine zeichnet sich durch eine stark
konservierte Abfolge von ca. 60 Aminosduren aus, die als bZIP-Region bezeichnet
wird (Landschulz et al., 1988). Charakteristisch fiir diese Region sind zwei
unabhingig voneinander agierende Proteindoménen, die als "basische Region" und
"Leuzin-Zipper" klassifiziert werden. Die basische Region ist durch eine Anhaufung
von basischen Aminoséduren (12-14 AS) gekennzeichnet (Vogt und Bos, 1990) und
ist fiir die Sequenz-spezifische DNA-Bindung durch ionische Wechselwirkungen
verantwortlich. Unabdingbare Vorausetzung fiir die DNA-Bindung von AP-1 ist
jedoch die Dimerisierung, die durch den Leuzin-Zipper vermittelt wird (Kouzarides
und Ziff, 1988; Sassone-Corsi et al., 1988b; Gentz et al., 1989; Turner und Tjian,
1989; Neuberg et al., 1989). Der Leuzin-Zipper ist ein Strukturmotiv, das eine o-
helikale Anordnung aufweist und bei dem jede siebte Aminoséure ein Leuzin ist
(Landschulz et al., 1988; O'Shea et al., 1989a, b). Die an einer Seite der a-Helix
exponierten Leuzin-Seitenketten und zusétzliche hydrophobe Aminosiuren
zwischen den Leuzinen bewirken eine stark hydrophobe Oberfldche, tiber die die
Dimerisierung erfolgt. Dieser Typ von Dimerisierung ist als coiled-coil Wechsel-
wirkung bei paralleler Orientierung der Partner definiert.

Die Spezifitit der Dimerbildung zwischen Proteinen mit Leuzin-Zipper wird
tber ein komplexes Netzwerk von ionischen und hydrophoben Wechselwirkungen
innerhalb der coiled-coil Konfiguration bestimmt (Schitrmann et al., 1991; O'Shea
et al., 1992; Glover und Harrison, 1995). Elektrostatische Abstoungskrifte
verhindern z.B. die Ausbildung von Homo- und Heterodimeren innerhalb der Fos-
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Familie, wahrend Jun/Fos Heterodimere elektrostatisch stabilisiert werden.
Sowohl Jun als auch CREB/ATF Proteine sind in der Lage Homodimere zu bilden.
Diese Dimere sind jedoch deutlich weniger stabil als Jun/Fos Heterodimere.
Weiterhin bilden Mitglieder der Jun und CREB/ATF Protein-Familie Heterodimere
aus, wobei diese bevorzugt an das CRE-Sequenzmotiv (cAMP responsive element)
binden, das ein zusédtzliches Basenpaar (5'-"TGACGTCA-3') im Vergleich zum TRE
aufweist (Benbrook und Jones, 1990; Hai und Curran, 1991; van Dam et al., 1993;
Chatton et al., 1994). Auf Grund der vielfiltigen Kombinationsmoglichkeiten
zwischen den einzelnen Jun, Fos und CREB/ATF-2 Proteinen ergeben sich
theoretisch mehr als hundert verschiedene Kombinationen fiir die Dimerisierung.
Ob diese groBle Anzahl von AP-1 Isoformen auch in vivo vorliegt, ist nicht bekannt.
Auf Grund der geringen Unterschiede in der DNA-Sequenzspezifitit, und vor allem
hinsichtlich klarer Unterschiede in den Transaktivierungseigenschaften zwischen
den verschiedenen AP-1 Komponenten (Deng und Karin, 1993; Ryseck und Bravo,
1991; Hai und Curran, 1991; Chiu et al., 1989; Hirai et al., 1989; Deutsch et al.,
1988) ist anzunehmen, daf einzelnen Dimer-Kombinationen eine spezifische Rolle
bei der Regulation von AP-1 abhéngigen Prozessen zukommt.

Entsprechend der Funktion als Transkriptionsfaktor besitzen Jun, Fos und
CREB/ATF Proteine ein weiteres Strukturmotiv (Transaktivierungsdomaéne,
TAD), das fiir die transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen erforderlich ist. Am
besten untersucht ist hierbei die TAD der Jun-Proteine. Sie befindet sich am N-
Terminus und wird in drei Sub-Doméinen unterteilt, die durch eine Anhiufung
negativ geladener Aminosiduren charakterisiert sind (Angel et al., 1989; Hirai et al.,
1990). Diese Doménen sind notwendig, um den Kontakt zur basalen
Transkriptionsmaschinerie herzustellen und eine effiziente Transkription zu
initiieren. Die Interaktion von Jun mit der basalen Transkriptionsmaschinerie ist
nicht direkt, sondern wird iiber einen Koaktivator vermittelt (Oehler und Angel,
1992; Bannister et al., 1995).

Im Gegensatz zur TAD der Jun-Proteine ist die Transaktivierungsdoméne der
Fos und CREB/ATF Proteine bisher weniger prizise bestimmt worden. Durch
Deletionsanalysen wurde gezeigt, daB3 ein N-terminaler Bereich von ATF-2
essentiell fiir die Transaktivierungsfunktion des Proteins ist (Livingstone et al.,
1995; Gupta et al., 1995). In allen vier Fos-Proteinen wurde in direkter Nach-
barschaft (N-terminal) von der bZIP-Region eine Transaktivierungsdomine
identifiziert, die durch negativ geladene Aminoséduren gekennzeichnet ist (Abate et
al., 1991; Lucibello et al., 1991). In der N-terminalen Halfte von cFos wurde eine
weitere Doméne nachgewiesen, die fir die Transaktivierung wichtig ist (Lucibello
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et al., 1991). Zusitzlich liegen im C-Terminus von cFos zwei TAD vor, die starke
Homologien zu den Transaktivierungsdominen der Jun-Proteine aufweisen
(Sutherland et al., 1992). In FosB fehlen diese Doménen. FosB enthilt jedoch eine
Prolin-reiche Doméne mit Transaktivierungspotential im C-Terminus (Mermod et
al., 1989; Wisdom et al., 1992).

Regulation der AP-1 Aktivitit

Die AP-1 Aktivitdt wird auf verschiedenen Ebenen kontrolliert:
Transkriptionelle Regulation der jun und fos Gene, Transport der abgeleiteten
Proteine in den Zellkern, Modulation der DNA-Bindungsaffinitit und Trans-
aktivierungskapazitéit der AP-1 Proteine durch postranslationale Modifikationen,
Interaktionen mit anderen zelluldren oder viralen Proteinen, mRNA-Stabilitit und
Proteindegradation.

Trankriptionelle Aktivierung der jun und fos Gene

Die jun und fos Gene gehoren der Klasse der sehr frithen Gene an, die durch
eine schnelle und transiente Aktivierung der Transkription nach Induktion mit
externen Stimuli charakterisiert sind. Die Aktivierung der Transkription kann ohne
Neusynthese von Proteinen erfolgen (Greenberg und Ziff, 1984; Angel et al., 1988b;
Ryseck et al., 1988; Lamph et al., 1988), was darauf schlielen 148t, dafl die
Induktion dieser Gene durch post-translationale Modifikationen von bereits in der
Zelle vorhandenen Transkriptionsfaktoren erfolgt. Wachstumsfaktoren, Cytokine,
Tumorpromotoren, Karzinogene und Expression verschiedener Onkogene
induzieren innerhalb von 15 Minuten die Transkription von c-jun, junB und in weit
geringerem Ausmal} von junD. Die verstidrkte Transkription dieser Gene kehrt
danach innerhalb von zwei bis drei Stunden wieder auf Basalwerte zuriick (Ryder
et al., 1989; Hirai et al., 1989; Angel und Karin, 1991). In Abhingigkeit vom
extrazelluldren Signal kommt es sowohl bei der absoluten Induktionsstirke als
auch in der Induktionskinetik zu Abweichungen. Zum Beispiel fiihrt eine Induktion
mit TNF-o oder TGF-B zu einer langanhaltenden c-jun Expression (Brenner et al.,
1989; Kim et al., 1990; Pertovaara et al., 1989).

Die Transkription der fos Gene wird durch das gleiche Set an extrazelluldren
Signalen, wie bereits fiir die jun Gene beschrieben, aktiviert. Es treten jedoch
signifikante Unterschiede in der Induktionskinetik der verschiedenen fos Gene auf
(Angel und Karin, 1991; Schuermann, 1994). Wihrend c-fos und fosB sehr schnell
(in weniger als 15 Minuten) durch TPA oder Serum induziert werden, erfolgt die
transkriptionelle Aktivierung von fra-1 und fra-2 erst nach 30 Minuten und bleibt
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bis zu drei Stunden bestehen. Die aktivierte Transkription von c-fos ist transient
und erreicht innerhalb 90 Minuten wieder Basalwerte. Im Unterschied dazu wird
die fosB Induktion innerhalb von zwei bis drei Stunden abgeschaltet. Da die
Promotoraktivitdten der jun und fos Gene unabhingig von de novo Protein-
biosynthese reguliert werden, ist es allgemein anerkannt, dafl Transkriptions-
faktoren, die schon in nicht-stimulierten Zellen vorliegen, durch post-translationale
Modifikationen aktiviert werden und es dadurch zur transkriptionellen Aktivierung
der entsprechenden Zielgene kommt. Obwohl alle jur und fos Gene zur Klasse der
frithen Gene zihlen, kommt es in Abhéngigkeit vom extrazelluldren Signal zu einer
differentiellen Expression dieser Gene, da in deren Promotorsequenzen unter-
schiedliche, fuir die Aktivitat des Promotors notwendige cis-Elemente vorliegen.

Die an die cis-Elemente des c-jun und c-fos Gens bindenden Transkriptions-
faktoren und ihre Funktion bei der transkriptionellen Aktivierung sind detailliert
untersucht worden. Zwei Sequenzmotive (Junl und Jun2) im c-jun Promotor, die
Ahnlichkeit mit der AP-1 Bindungstelle haben, erwiesen sich als essentielle cis-
Elemente fiir die transkriptionelle Aktivierung durch TPA und UV-Strahlung
(Angel et al., 1988b; Stein et al., 1992; Herr et al., 1994). An diese Sequenzmotive,
die im Vergleich zum TRE ein zusidtzliches Basenpaar in der Mitte der
Kernsequenz haben, binden priferentiell cJun/ATF-2 Heterodimere (van Dam et
al., 1993; Herr et al., 1994). Durch in vivo footprint Experimente konnte
nachgewiesen werden, dafl im nicht stimulierten Zustand mehrere cis-Elemente
(Junl, Jun2, NF-Jun, SP-1, FP) im c-jun Promotor eine konstitutive Protein-
besetzung aufweisen und sich diese nach TPA- oder UV-Induktion nicht &ndert
(Rozek und Pfeifer, 1993; Hagmeyer et al., 1993; Herr et al., 1994). Es ist daher
sehr wahrscheinlich, daf3 post-translationale Modifikationen (z.B. Phosphory-
lierungen), die an Promotor-gebundenen cJun/ATF Komplexen angreifen, sowohl
die Aktivierung als auch die nachfolgende Abschaltung der c-jun Transkription
(nach TPA und UV-Strahlung) regulieren (Mechta und Yaniv, 1994).

Eine vergleichbare Situation liegt am c-fos Promotor vor, bei dem das SRE-
Sequenzmotiv (SRE, serum responsive element) essentiell fiir die trankriptionelle
Aktivierung durch TPA und UV-Strahlung ist (Biischer et al., 1988). An das SRE-
Element bindet ein ternirer Komplex, der aus einem SRF-Dimer (SRF, serum
response factor) und p62 TCF (TCF, ternary complex factor) besteht (Treisman,
1987; Shaw et al., 1989). Wiahrend aller Aktivitédtszustdnde des c-fos Promotors
bleibt die Proteinbesetzung am SRE unverindert bestehen (Herrera et al., 1989;
Konig, 1991). Auch die Aktivitdt des c-fos Promotors scheint iiber post-
translationale Modifikationen, die an TCF und SRF Proteinen angreifen, reguliert
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zu werden (Nordheim et al., 1994). Da auch die junB, fosB und fra-2 Promotoren
ein SRE-Element besitzen und die transkriptionelle Aktivierung dieser Gene
unabhingig von Protein-Neusynthese ist, kann man annehmen, daf} diese SRE-
Elemente eine vergleichbare Funktion wie das SRE im c-fos Promotor einnehmen.
Obwohl die SRE und AP-1 dhnlichen Sequenzmotive eine Schliisselrolle bei
der schnellen transkriptionellen Aktivierung der jun und fos Gene nach TPA oder
UV-Induktion spielen, konnen andere cis-Elemente in den jeweiligen Promotoren die
Basalaktivitdt modulieren und/oder die Induktion kooperativ beeinfluflen. Zum
Beispiel fithrt eine selektive Mutation der SP-1, NF-Jun und CTF Elemente im c-
Jun Promotor zu einer Verringerung der basalen und der induzierten (TPA, UV)
Promotoraktivitdt (Unlap et al., 1992; van Dam et al., 1993; Herr, 1995).

Post-translationale Regulation der AP-1 Aktivitit

Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen sind die bekanntesten post-
translationalen Modifikationen zur Aktivitidtskontrolle von Proteinen (Hunter und
Karin, 1992). Auf Grund der Phosphorylierung von Serinen und Threoninen (Serine
in Position 243 und 249; Threonine in Postion 231 und 239) innerhalb der DNA-
Bindungsdoméne weist cJun in nicht-stimulierten Zellen eine geringe DNA-
Bindungsaffinitdt auf (Boyle et al., 1991; Lin et al., 1992). Diese Phosphory-
lierungen werden vermutlich durch Caseinkinase II (CKII) und Glykogen-
Synthase-Kinase 3 (GSK3) vermittelt (Boyle et al., 1991; Lin et al., 1992). Eine
negative Regulation der DNA-Bindung durch GSK3 wurde auch fiir JunB und JunD
beschrieben (de Groot et al., 1993; Nikolakaki et al., 1993). Die Behandlung von
Zellen mit TPA und UV-Strahlung fithrt zu einer Hypophosphorylierung der cJun
DNA-Bindungsdoméne und damit zu einer Verstiarkung der DNA-Bindung (Boyle
et al., 1991; Devary et al., 1992; Radler-Pohl et al., 1993). Nach Mutation der
potentiellen Phosphorylierungsstellen fiir GSK3 und CKII in der DNA-
Bindungsdomine von cJun, weist dieses Protein, im Vergleich zum Wildtyp
Protein, ein hoheres Transaktivierungspotential auf, da wahrscheinlich die DNA-
Bindungsaffinitiat nicht mehr durch Phosphorylierungen negativ reguliert werden
kann (Hagmeyer et al., 1993). Ob die Verstirkung der DNA-Bindung nach TPA-
oder UV-Induktion auf einer Aktivierung spezifischer Phosphatasen oder
Inaktivierung von GSK3 und CKII beruht, ist bisher nicht geklart.

Obwohl die Fos-Proteine in vitro durch verschiedene Kinasen phosphoryliert
werden konnen, scheint die post-translationale Phosphorylierung keinen Einflufl
auf die DNA-Bindungsaffinitit zu haben. Eine Ausnahme bilden Fra-1 und Fra-2,
deren DNA-Bindung durch Phosphorylierung mit MAP-Kinase verstirkt werden
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kann (Gruda et al., 1994). ATF-2 Proteine werden ebenfalls durch MAP-Kinase
phosphoryliert, wodurch ihre DNA-Bindungsfiahigkeit stark erhoht wird (Abdel-
Hafiz et al., 1992).

Andererseits unterliegen Jun und Fos Proteine einem Regulations-
mechanismus, der die DNA-Bindung durch Reduktion und Oxidation eines
einzelnen Cysteins in der DNA-Bindungsdoméne kontrolliert (Abate et al., 1990).
In vitro fihrt Oxidation zur Hemmung der DNA-Bindung, wihrend Reduktions-
mittel (z.B. DTT) oder ein zelluldrer Faktor (Ref-1), der Redoxaktivitdten besitzt,
die DNA-Bindung wieder herstellen kann (Xanthoudakis et al., 1992). Die alleinige
Mutation des Cysteins (an Position 252) im cJun-Protein kann jedoch keine Redox-
unabhingige Regulation der DNA-Bindung vermitteln. Dazu ist die zuséitzliche
Mutation einer der oben beschriebenen Phosphorylierungsstellen (Serin 243) in der
DNA-Bindungsregion notwendig (Oehler et al., 1993; Morgan et al., 1993).
Interessanterweise liegen im vJun Protein, dem viralen Gegenstiick zu cJun, diese
beiden Mutationen vor. Dadurch entzieht sich vJun den negativ wirkenden
Regulationsmechanismen der DNA-Bindung und besitzt eine konstitutiv maximale
Bindungsaktivitdt. Die entsprechende Cystein-Mutation im cFos-Protein ist
ausreichend, um dessen DNA-Bindung zu verstdrken und unter oxidativen
Bedingungen die Hemmung der DNA-Bindung zu verhindern (Okuno et al., 1993).

Unabhidngig von der Regulation der DNA-Bindung wird auch die
Transaktivierungskapazitit verschiedener Jun, Fos und CREB/ATF-2 Proteine
durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung kontrolliert. Zum Beispiel fithrt die
Behandlung von Zellen mit TPA, Wachstumsfaktoren, Cytokinen, alkylierenden
Agenzien oder UV-Strahlung zur Phosphorylierung zweier Serine (Position 63 und
73) in der Transaktivierungsdoméne von cJun, wodurch dessen transkriptionelle
Aktivitat stark erhoht wird (Pulverer et al., 1991; Devary et al., 1992, Franklin et
al., 1992; Radler-Pohl et al., 1993; Sachsenmaier et al., 1994; van Dam et al.,
1995; Wilhelm et al., 1995). AuBBerdem kann die Phosphorylierung der Serine durch
verschiedene Onkogen-Produkte wie Ha-Ras, Raf und Src induziert werden
(Binetruy et al., 1991; Smeal et al., 1991, 1992). Verantwortlich dafiir sind die
Kinasen ERK1 und ERK2 (extracellular signal regulated protein kinase) sowie
JNK1 und JNK2 (cJun N-terminal kinase), die zur Familie der MAP-Kinasen
(mitogen activated protein Kinase) gehoren (Pulverer et al., 1991, 1993; Hibi et al.,
1993; Derijard et al., 1994; Kyriakis et al., 1994).

Im Gegensatz zu cJun kann das Transaktivierungspotential von JunB nach
TPA-Induktion nicht durch Phosphorylierung gesteigert werden (Franklin et al.,
1992). Dagegen fiithrt die Behandlung von Zellen mit alkylierenden Agenzien und
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UV-Strahlung (jedoch nicht TPA) zur Steigerung der Transaktivierungskapazitit
von ATF-2, indem es zur Phosphorylierung zweier Threonine ( Threonin 69 und 71)
innerhalb der TAD kommt, die von JNK1 und JNK2 vermittelt wird (Hibi et al.,
1993; Kyriakis et al., 1994; van Dam et al., 1995; Livingstone et al., 1995; Gupta
et al., 1995). Die gleichen Phosphorylierungen des ATF-2 Proteins werden auch von
der p38 MAP-Kinase nach Stimulation mit UV-Strahlung, Il-1o. und TNF-o
ausgefithrt (Raingeaud et al., 1995). Die transkriptionelle Aktivitét von cFos wird
durch Phosphorylierung eines Threonins im C-terminalen Bereich des Proteins
verstiarkt (Deng und Karin, 1994). Die dafiir verantwortliche Kinase weist
Homologien zu den MAP- und Jun-Kinasen auf und wird als Fos-regulierende
Kinase (p88 FRK) bezeichnet. Die Phosphorylierungs-Aktivitét von p88 FRK kann
durch EGF und Ha-Ras induziert werden, wihrend TPA und UV-Strahlung ohne
EinfluB} bleiben (Deng und Karin, 1994).

Protein-Protein Interaktionen von AP-1

Auf Grund der differentiellen trankriptionellen Aktivierung der fiir AP-1
kodierenden Gene sind zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion
unterschiedliche Populationen von dimeren Komplexen in der Zelle vorhanden.
Zusétzlich unterliegen diese Proteine post-translationalen Modifikationen, die
individuell verschiedene Auswirkungen auf die DNA-Bindungsaffinitdt und
Transaktivierungskapazitit der einzelnen Jun-, Fos- und CREB/ATF-2 Proteine
haben. Deshalb hingt die transkriptionelle Aktivierung von AP-1 Zielgenen
entscheidend davon ab, welche AP-1 Untereinheiten miteinander homo- bzw.
heterodimerisieren, da die Kombination der Partner die DNA-Bindungsaffinitat,
Transaktivierungsfihigkeit und Sequenzspezifitiat der formierten AP-1 Komplexe
bestimmt. So sind cJun-Homodimere effiziente Aktivatoren des menschlichen
Kollagenase-Promotors, wihrend JunB und JunD Homodimere, sowie cJun/JunB
Heterodimere nur schwach transaktivieren (Chiu et al., 1989; Hirai et al., 1989,
Deng und Karin, 1993). cJun/cFos Heterodimere zeigen eine verstiarkte DNA-
Bindung im Vergleich zu Jun/Jun Homodimeren und sind starke Transaktivatoren
(Yang-Yen et al., 1990b; Ryseck und Bravo, 1991). In Bezug auf die Abhéngigkeit
der DNA-Sequenz-Spezifitdt von der Dimer-Zusammensetzung konnte nach-
gewiesen werden, dafl cJun/ATF-2 Komplexe, im Gegensatz zu Jun/Fos Dimeren,
bevorzugt an ein CRE-Sequenzmotiv binden (Benbrook und Jones,1990; Hai und
Curran, 1991).

Ein spezifisches Inhibitorprotein (IP-1), das die AP-1 DNA-Bindung durch
direkte Wechselwirkung reguliert, wurde von Auwerx und Sassone-Corsi (1991,
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1992) beschrieben. Der genaue molekulare Mechanismus ist nicht bekannt, jedoch
fiithrt die Behandlung von Zellen mit TPA zu einer bisher nicht verstandenen
Inaktivierung von IP-1, was in einer effizienten DNA-Bindung von AP-1 resultiert.
Desweiteren kann der muskelspezifische Transkriptionsfaktor MyoD mit cJun,
JunB und cFos interagieren, wodurch wechselseitig die transkriptionelle
Aktivierung von Zielgenen verhindert wird (Bengal et al., 1992; Li et al., 1992).
Dagegen wurde eine synergistische Wechselwirkung zwischen AP-1 und dem
Transkriptionsfaktor NFkB festgestellt (Stein et al., 1993). Wihrend Uber-
expression von Jun und Fos die Transkription von NFxB-abhingigen Zielgenen
verstiarkt, werden umgekehrt AP-1 abhéngige Promotoren durch Uberexpression
der p65-Untereinheit von NFkB aktiviert.

Ein intensiv untersuchter Mechanismus der Regulation der AP-1 Aktivitit
durch Protein-Protein Interaktion ist die Interferenz zwischen AP-1 und dem
aktivierten Glucocorticoidrezeptor (GR). Die TPA induzierte Expression AP-1
abhéngiger Zielgene (z.B. Kollagenase, Stromelysin) wird durch Glucocorticoide fast
vollstandig gehemmt und erfolgt iiber einen Mechanismus der den aktivierten GR
und das TRE benotigt (Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990a; Schiile et al.,
1990b). Der Glucocorticoidrezeptor reduziert die Transaktivierungsfihigkeit von
AP-1, ohne jedoch die DNA-Bindung des AP-1 Komplexes aufzuheben, was
nahelegt, daf} die AP-1/GR-Interaktion eine effiziente Wechselwirkung mit der
basalen Transkriptionsmaschinerie verhindert (Konig et al., 1992). Interessanter-
weise scheint der GR zwischen verschiedenen Komponenten der AP-1 Familie
unterscheiden zu konnen. So ist der GR in der Lage in Abhdngigkeit von der
Zusammensetzung des AP-1 Komplexes die Transkription negativ (z.B. cJun/cFos)
oder positiv (z.B. cJun/cJun) zu beinfluen (Diamond et al., 1990; Miner und
Yamamoto, 1992; Teurich und Angel, 1995).

Im Gegensatz zur AP-1/GR-Interaktion, die keinen Einflufl auf die DNA-
Bindung hat, basiert die reprimierende Wirkung des viralen E1A-Proteins auf AP-1
abhéngige Zielgene wie z.B. Kollagenase, Stromelysin und CD 44 (Offringa et al.,
1990; Frisch et al., 1990; Hofmann et al., 1993) darauf, dafl die DNA-Bindung von
AP-1 an das TRE durch einen indirekten Mechanismus verhindert wird

(Hagmeyer et al., 1993),
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Die Funktion von AP-1 bei der Entwicklung, Differenzierung,
Proliferation und der UV-Antwort

Die vorgestellten Regulationsmechanismen der AP-1 Aktivitdt einer Zelle sind
die Grundlage fiir die postulierte Funktion von AP-1 bei der Regulation von sehr
‘komplexen biologischen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung oder Trans-
formation (Angel und Karin, 1991). Der erste direkte Hinweis auf die Rolle von AP-
1 bei der Zellproliferation war der Befund, dal Mikroinjektion von Jun-spezifischen
Antikorpern oder TRE-enthaltenden Kompetitions-Oligonukleotiden die Zellzyklus-
Progression verhindern und die DNA-Synthese hemmen (Kovary und Bravo,
19914, b; Riabowol et al., 1992). Mikroinjektion von cFos-spezifischen Antikérpern
allein hat keine Auswirkungen auf den Zellzyklus. Eine Hemmung der DNA-
Synthese kann nur durch Koinjektion von Antikérpern, die spezifisch fiir andere
Fos Proteine sind, erreicht werden (Kovary und Bravo, 1991b). Dieser Befund
macht deutlich, daB} bei der Zellproliferation vor allem die Jun Proteine eine
spezifische Funktion inne haben, wihrend cFos entweder keine Funktion bei der
Zellprolliferation besitzt, oder daf eine funktionelle Kompensation durch andere
Fos Proteine auftritt. Umgekehrt haben langanhaltende Uberexpressionen
bestimmter Jun und Fos Proteine eine unkontrollierte Proliferation zur Folge, die,
in Abhingigkeit vom tiberexprimierten Protein, zur Zell-Transformation fithrt. So
kann z.B. JunB, im Vergleich zu cJun (in Kooperation mit Ha-Ras), primére
Rattenembryonalzellen in einem weit geringerem Ausmaf transformieren und
wirkt dem Transformationspotential von cJun entgegen (Schiitte et al., 1989a, b).
Die Fahigkeit von cJun Zellen zu transformieren scheint unabhingig von Fos zu
sein (Schiitte et al., 1989a, b). cFos und FosB weisen ein starkes Trans-
formationspotential in etablierten Rattenfibroblasten auf, wihrend Fra-1 und Fra-
2 diese Zellen nicht transformieren konnen (Wisdom und Verma, 1993). Es ist
jedoch unklar, welche Dimerpartner an der Zell-Transformation durch cFos und
FosB beteiligt sind.

Bei der Entwicklung eines multizelluldren Organismus differenzieren
omnipotente Zellen zu Zelltypen, die spezifische biologische Funktionen erfiillen.
Fir diese Differenzierungsprozesse sind Verdnderungen der Genexpression
erforderlich, die durch Transkriptionsfaktoren gesteuert werden. Hinweise fiir eine
regulatorische Funktion von AP-1 bei der Differenzierung wurden in Experimenten
mit undifferenzierten F9 Teratokarzinom Zellen gefunden. In vitro Differenzierung
von F9-Zellen durch Behandlung mit Retinsdure wird von einer verstarkten
Expression von c-jun und c-fos begleitet und fiithrt zur Expression von Genen, die
als Marker der verschiedenen Stadien der Differenzierung von endodermalen Zellen
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dienen (Miiller und Wagner, 1984; Yang-Yen et al., 1990b; Auer et al., 1994). Durch
Uberexpression von cJun und cFos werden F9-Zellen zur Differenzierung und
Expression der charakteristischen Markergene von endodermalen Zellen induziert
(Miiller und Wagner, 1984; Yang-Yen et al., 1990b).

Entscheidende Beweise fiir die zentrale Rolle von AP-1 bei zelluldren
Prozessen kommen von transgenen Mausen, bei denen die verschiedene jun und fos
Gene selektiv ausgeschaltet oder iiberexprimiert wurden. Mit Hilfe der "gene
targeting" Technik war es moglich die chromosomalen Genloci von c-jun, junB,
JjunD, fosB, c-fos und fra-1 durch homologe Rekombination zu inaktivieren. Dabei
wurde festgestellt, da3 die Expression von c¢-jun, junB und fra-1 wihrend der
murinen Embyronalentwicklung lebensnotwendig ist und keine gegenseitige
Kompensation durch andere Mitglieder der AP-1 Familie auftritt (Johnson et al.,
1993; Hilberg et al., 1993; M. Schorpp, personliche Mitteilung; M. Schreiber,
persénliche Mitteilung). Im Gegensatz dazu sind junD-negative Méuse lebensfahig.
Es liegen aber bisher keine Erkenntnisse vor, ob zu spiteren Zeitpunkten nach der
Geburt phéanotypische Verdnderungen auftreten (M. Yaniv, personliche
Mitteilung). FosB defiziente Miuse sind ebenfalls lebensfdhig und weisen keine
postnatalen Entwicklungsstérungen auf (M. Schreiber, personliche Mitteilung). Bei
c-fos -/- Miusen treten ab dem 10. Tag nach der Geburt gewebespezifische Defekte
auf. Die Tiere haben ein veridndertes Knochenwachstum und entwickeln eine
schwere Osteopetrose, da es zu keiner terminalen Differenzierung der Osteoclasten
kommt (Johnson et al., 1992; Wang et al., 1992; Grigoriadis et al., 1994).

Diese Befunde demonstrieren eindeutig, daBl die Jun und Fos Proteine
essentiell fiir bestimmte physiologische Prozesse sind und nur eine sehr partielle
Redundanz zwischen einzelnen AP-1 Proteinen besteht. Die AP-1 Zielgene, die fur
Entwicklung, Proliferation, Differenzierung oder Transformation von Zellen
verantwortlich sind, konnten bisher nicht identifiziert werden. Es mul} aber
angenommen werden, dafl deren Expression von individuellen AP-1 Isoformen
abhingt.

UV-Strahlung induziert in Siugetierzellen ein genetisches Programm, das
unter dem Begriff "UV-Antwort" zusammengefaf3t wird (Karin und Herrlich, 1989).
Die UV-Antwort dhnelt stark den genetischen Reaktionen einer eukaryontischen
Zelle auf andere DNA-schidigende Agenzien wie z.B. chemische Karzinogene oder
ionisierende Strahlung. Im Gegensatz zur SOS-Antwort in Prokaryonten sind
jedoch die wenigsten der UV-induzierbaren Genprodukte direkt an der Reparatur
geschidigter DNA beteiligt (Herrlich et al., 1992). Trotzdem kann eine erhéhte
Resistenz von Zellen gegeniiber UV-Schidigung durch eine Vorbehandlung mit
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niederen UV-Dosen induziert werden (Keyse, 1993). Es scheint also, daBl auch die
induzierbaren Genprodukte, die nicht unmittelbar in die Reparatur UV-
geschiadigter DNA involviert sind, zum Schutz der Zelle beitragen.

Zu den ersten Genen, die durch UV-Strahlung aktiviert werden, gehoren c-jun
und c-fos (Biischer et al., 1988; Stein et al., 1989; Devary et al., 1991). Die UV-
induzierte Expression von c-fos und c-jun beruht zum einen auf einer Aktivierung
von schon vorhandenen Proteinen durch post-translationale Modifikationen, zum
anderen auf Protein-Neusynthese. Zusammen fithrt dies zu einer erhéhten AP-1
Aktivitdt und damit zur Expression von Zielgenen wie z.B. Kollagenase und
Metallothionein (Angel et al., 1986, 1987a). Bisher sind jedoch keine AP-1 Zielgene
bekannt, deren Produkte an der DNA-Reparatur beteiligt sind. Metallothionein
trdagt jedoch zur Detoxifizierung von DNA-schddigenden Substanzen (chemische
Karzinogene) bei und erzeugt bei Uberexpression Resistenz gegeniiber diesen
Substanzen (Kelley et al., 1988; Kaina et al., 1990). Ob Uberexpression von
Metallothionein auch zur Resistenz gegentiber UV-Strahlung fiihrt, wurde bisher
nicht untersucht. Umgekehrt gibt es aber Hinweise darauf, dafl AP-1 regulierte
Genexpression zur Protektion gegeniiber den toxischen Effekten von UV-Strahlung
beitrigt. Zum Beispiel weisen HeLa Zellen, die mit Tyrosinkinase-Inhibitoren
behandelt wurden (Hemmung der UV-induzierte Signaltransduktion, die zur
Aktivierung von AP-1 und anderen Transkriptionsfaktoren fiihrt), eine erhéhte
Sensitivitidt gegeniiber UV-Strahlung auf (Devary et al., 1992). Desweitern konnte
bei verschiedenen Hefemutanten nachgewiesen werden, dafl die GCN4 Funktion
(eines der AP-1 homologen Proteine in Hefe) mit der Resistenz gegen UV-Strahlung
korreliert (Engelberg et al., 1994).

Fragestellung

Trotz struktureller Homologien gibt es zahlreiche Hinweise darauf, da} die
einzelnen Jun und Fos Proteine unterschiedliche Funktionen bei der Entwicklung,
Proliferation und Differenzierung inne haben: Die transkriptionelle Aktivierung der
Jun und fos Gene verléduft infolge der verschieden aufgebauten Promotoren nicht
koordiniert, sondern weist in Abhéngigkeit vom extrazelluldren Signal quantitative
und qualitative Unterschiede auf. Die Transaktivierungskapazitdten der einzelnen
AP-1 Proteine variieren sehr stark und kénnen durch post-translationale
Phosphorylierungen spezifisch reguliert werden. Die Konsequenz daraus ist, daf,
abhingig von der basalen oder induzierten Expression der einzelnen Jun und Fos
Proteine, die Gesamt-AP-1 Aktivitit positiv oder negativ durch das Verhéltnis der

differentiell wirkenden Einzelkomponenten reguliert wird, d.h. die zu einem
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gegebenen Zeitpunkt in der Zelle vorliegenden AP-1 Proteine und deren
Dimerkombinationen bestimmen den aktuellen Aktivitdtszustand von AP-1.

Die Messung der Gesamt-AP-1 Aktivitdt, bzw. die Bestimmung der
Expression einzelner jun und fos Gene 148t jedoch keinen Riickschlufl auf die
spezifische Funktion individueller Jun und Fos Proteine bei AP-1 abhingigen
Prozessen zu. Erstrebenswert sind daher definierte zelluldre Systeme, in denen
selektiv die Expression einer AP-1 Komponente kontrolliert werden kann, um deren
Funktion bei der Regulation von Zielgenen zu bestimmen.

Daraus ergibt sich als zentrale Aufgabenstellung fiir diese Arbeit die
Charakterisierung der spezifischen Funktion der Jun und Fos Proteine bei der
Genregulation durch TPA und UV-Strahlung. Hierfiir sollten zelluldre Systeme
etabliert werden, die es erlauben, die Konsequenzen
- der Uberexpression einzelner Jun Proteine
- der Inaktivierung der Gesamt-AP-1 Aktivitit
- aus dem Verlust eines einzelnen Mitglieds der AP-1 Familie (c-fos)

zu analysieren,
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ERGEBNISSE

Eine Moglichkeit, um die Funktion bestimmter Jun Proteine bei der Regula-
tion von Zielgenen oder deren Einflufl auf zelluldre Prozesse wie Proliferation zu
untersuchen, ist die ektopische Uberexpression in Gewebekultur. Eine konstitutive
Uberexpression dieser Proteine z.B. durch Verwendung der Promotor/Enhancer
Sequenzen des LTR des Rous Sarcoma Virus kann zu indirekten, die Genex-
pression verdndernden Effekten fithren, die eine eindeutige Interpretation der
Funktion der iiberexprimierten Proteine unmoglich machen. Aulerdem ist es bei
einer konstitutiven Expression nicht moglich schnelle Effekte der exprimierten
Proteine zu studieren. Deshalb habe ich fiir die Uberexpression der verschiedenen
Jun Proteine ein Expressionsvektorsystem gewéhlt, das unter der Kontrolle eines
induzierbaren Promotors steht. Dabei wurde der Promotor des menschlichen
Metallothionein IIa (MT IIa) Gens verwendet. Dieser 148t sich durch Schwer-
metallionen (z.B. Cadmium oder Zink) induzieren. Der MT Ila-Promotor sollte es zu
jedem gegebenen Zeitpunkt erlauben die Expression exogener Jun Gene zu in-
duzieren, ohne die Expression der endogenen Jun Gene direkt zu beeinfluflen.
Dadurch ist es moglich sowohl schnelle Antworten als auch Langzeiteffekte der
exprimierten Proteine zu untersuchen.

Zunéchst wurden in transienten Transfektionen verschiedene MT IIa-CAT
Reporterkonstrukfe (C. Jonat, unveroffentlicht) auf ihre basale Expression und
Cadmium-Induzierbarkeit untersucht. Das Produkt des bakteriellen CAT-
Indikatorgens (CAT, Chloramphenicol-Acetyltransferase) wurde durch einen
Enzymtest nachgewiesen (Gorman et al., 1982). Dabei ist die Menge des um-
gesetzten Substrats proportional zur Menge des exprimierten CAT-Proteins und
damit proportional zur Aktivitédt des Promotors. Das 320-MT-CAT Konstrukt 148t
sich sehr effizient durch Cadmium induzieren (Abb. 1). Die Mutation der AP-1
Bindestelle im Promotor (320-AMT-CAT) bzw. eine weitere Deletion des Promotors
(212-MT-CAT) reduziert die basale Aktivitidt, ohne die Induzierbarkeit durch
Cadmium zu beeinflulen. Eine zusitzliche Mutation der AP-1 Bindestelle im
verkiirzten Promotor (212-AMT-CAT) bewirkt zwar eine weitere Reduktion der
Basalaktivitat, fithrt jedoch auch zu einer deutlichen Verringerung des induzierten
Wertes. Daher wurde der Promotorbereich 320-AMT mit der mutierten AP-1
Bindestelle fiir die Klonierung der Expressionsvektoren fiir c-jun, junB und junD
gewdhlt. Diese Mutante hat aulerdem den Vorteil, daB die exogen exprimierten Jun
Proteine keinen Einflufl auf die Aktivitit des Promotors nehmen kénnen. Die
verschiedenen Expressionsvektoren sollten verwendet werden, um folgende Fragen
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zu beantworten: Ist die Uberexpression von cJun ausreichend das gleiche
Genexpressionsmuster zu induzieren, das nach Behandlung mit TPA beobachtet
wird ( z.B. Expression von Kollagenase, Metallothionein und anderer Gene, die eine
AP-1 Bindungsstelle in ihrer Promotorsequenz aufweisen)? Kann die Uberex-
pression von JunB oder JunD die Induktion der endogenen c-jun Transkription
durch TPA blockieren?

320-MT-CAT 320-AMT-CAT 212-MT-CAT 212-AMT-CAT

Abb. 1: Basale und Cadmium-induzierte Aktivitit von Metallothionein Ila-
Promotormutanten. GM 637 Zellen wurden pro Petrischale (@ 9cm) mit 5 ug der
angegebenen Promotor-CAT-Plasmide transient transfiziert. Die Zellen wurden 24 h
nach der Transfektion mit Cadmiumchlorid (Cd, 5 mM f.c.) behandelt bzw.
unbehandelt (Co) belassen. Nach weiteren 16 h wurden die Zellextrakte pripariert
und die Aktivitat des CAT-Reporterenzyms bestimmt.

In einem weiteren Ansatz sollte die Gesamt-AP-1 Aktivitdt durch die
Uberexpression einer transdominant negativ wirkenden cJun Mutante (Stein et
al., 1993) inaktiviert werden. Die hemmenden Eigenschaften dieser Jun Mutante
(MBD AvdJ) beruhen auf Punktmutationen in der basischen Region. Diese Mutante
kann noch iiber die weiterhin funktionelle Leuzin-Zipper-Doméne mit anderen
Proteinen dimerisieren, jedoch kénnen die gebildeten Dimere nicht mehr an DNA
binden. Dadurch werden alle Dimerpartner der Jun Mutante inaktiviert und die
entsprechende AP-1 Aktivitdt dem Zellsystem entzogen. Auflerdem weist das
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MBD AvdJ Protein eine fast vollstindige Deletion der N-terminalen Trans-
aktivierungsdoméne (TAD) auf, um die Bindung eines Koaktivators zu verhindern
(Oehler et al, 1992), der bei Uberexpression des Proteins ebenfalls dem Zellsystem
entzogen wiirde. Der Aufbau der transdominant negativ wirkenden Jun Mutante
ist Abb. 2 schematisch dargestellt.

cJun Mutante (MBD AvJ)

LLL L Lp/-C

Transaktivierungs-

domaéne mutierte Leuzin-
basische Zipper
Region

Abb. 2: Schematische Darstellung der transdominant negativ wirkenden
cdJun Mutante MBD Avd. N, amino-terminales Ende; C, carboxy-terminales Ende; L,
Leuzin; *, ausgetauschte Aminosduren in der basischen Region, die zur Inaktivierung

der DNA-Bindung fithren.
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Transiente Transfektion eines Expressionsvektors, der fiir die Jun Mutante
kodiert (RSV-MBD AvdJ), reduzierte, im Vergleich zum Kontrollvektor (RSV-0),
deutlich die Expression eines kotransfizierten AP-1 Reporterkonstrukts (-73/+63
hu Coll-CAT; Abb. 3). Bei Kotransfektion des -60/+63 hu Coll-CAT Reporter-
plasmids, dem die AP-1 Bindestelle fehlt, konnte keine CAT-Aktivitidt gemessen
werden. Dies bestéatigte die AP-1 Aktivitat inaktivierende Funktion des mutierten
Proteins. Die Jun Mutante ist also geeignet, die Rolle von cJun bei der TPA-
induzierten Expression von AP-1 abhingigen Genen (z.B. ¢-jun, Kollagenase) zu
untersuchen.

RSV-MBD AvJ
RSV-MBD AvJ

RSV-0
RSV-0

1 B |
' .60/+63 |
hu Coll-CAT

' .73/+6

—
3

Abb. 3: Expression der transdominant negativ wirkenden Jun-Mutante
hemmt die AP-1 abhingige Transaktivierung. GM637 Zellen wurden pro
Petrischale (@ 9cm) mit 2 ug der Reporterplasmide -73/+63 bzw. -60/+63 hu Coll-CAT
transient transfiziert. Zusétzlich wurden je 5 ug des Expressionsvektors RSV-MBD AvdJ
bzw. des entsprechenden Kontroll-Expressionsvektors RSV-0 kotransfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden die Zellextrakte prapariert und die Aktivitit des CAT-
Reporterenzyms bestimmt.
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Uberexpression der einzelnen Jun Proteine und einer auf die
AP-1 Aktivitiat transdominant negativ wirkenden dJun
Mutante in stabilen Zellinien

Zur Herstellung der verschiedenen induzierbaren Expressionsvektoren fiir die
stabile Transfektion wurde in den Ausgangsvektor pUC18 das MT Ila
Promotorfragment 320-AMT kloniert und 3' davon die fiir c-jun, junB, junD oder
MBD Avd kodierende Sequenzen eingebracht. Zur Selektion positiver Klone wurde
eine G418 (Geniticin) Resistenz vermittelnde pGK-Neomycin Kassette in
gegenlaufiger Orientierung in die Vektoren kloniert (Abb. 4). Als Kontrollvektor (K)
diente ein Konstrukt, das nur das Promtorfragment und die pGK-Neomycin
Kassette enthielt. Ein weiterer Kontrollvektor (A) enthielt die fiir MBD AvdJ
kodierende Sequenz mit einer zusitzlichen Punktmutation in der Leuzin-Zipper-
Doméne, so dafl die Dimerisierungsfunktion ausgeschaltet ist.

SV40
polyA/splice pGK

320-AMT l Neomycin L

c-jun; junB; junD;
MBD AvdJ

Abb. 4: Schematische Darstellung des Cadmium-induzierbaren Expressions-
systems. 320-AMT, Metallothionein IIa Promotorfragment von Position -320 bis +76
mit mutierter AP-1 Bindestelle; pGK, Promotor des Phosphoglycerat-Kinase Gens.

GM637 Zellen (menschliche Fibroblastenzellinie) wurden mit den ver-
schiedenen, linearisierten Plasmiden transfiziert. Nach 10 bis 14 Tagen wurden je
Ansatz 20 bis 30 G418 resistente Kolonien isoliert und vermehrt. Durch Southern
Blot Analyse wurde sowohl die vollsténdige Integration der Expressionsvektoren
als auch deren Kopienzahl bestimmt (Abb. 5, MBD Avd Konstrukt; Daten nicht
gezeigt). Dabei konnten fiir die MBD Avd, c-jun, junB und junD Expressions-
vektoren sowie die beiden Kontrollen jeweils mehrere positive Zellklone
nachgewiesen werden. Die Anzahl der integrierten Expressionsvektoren lag
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zwischen einer und zehn Kopien. Die Zellklone mit der jeweils héchsten Kopienzahl
wurden dann fiir die weitere funktionelle Untersuchung eingesetzt.

-
<> DNA von ver-
[ schiedenen
2 Zellklonen

1

2 345678

o

&

<4 1,6 kb

Abb. 5: Vollstindige Integration des Expressionsvektors MBD Avd in stabilen
Zellklonen. Je 30 ug genomische DNA von unabhingigen stabilen Zellklonen (Spur 2
- 8), die mit dem MBD AvdJ Plasmid transfiziert waren, wurden nach der Restriktion mit
Hind IIT in einem 0.8 %igen Agarosegel aufgetrennt und auf einer Nylon-Membran
immobilisiert (Southern Blot). 65 pg Hind III verdaute MBD AvJ Plasmid-DNA
(entspricht einer Kopie des Plasmids in 30 pg genomischer DNA) wurden in Spur 1
aufgetragen. Eine radioaktiv markierte Sonde, die fiir das 3'-Ende der rekombinanten
DNA codiert (SV 40 splice/polyA Stelle), wurde zur Hybridisierung der Membran
verwendet. Die Lokalisation der spezifischen Bande (1.6 kb) ist durch einen Pfeil
markiert.
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Funktionelle Analyse der etablierten stabilen Zellinien:
Transkriptionelle Regulation von AP-1 Zielgenen

Um zu untersuchen, ob Verdnderungen in der Expression endogener AP-1
abhingiger Gene (z.B. Kollagenase, c-jun) durch die Expression von exogenem
cJun, JunB und JunD auftreten, wurden die entsprechenden stabilen Zellklone mit
Cadmium behandelt. Nachfolgend wurde zu verschiedenen Zeitpunkten RNA
pridpariert und durch RNase-Protektionsanalysen die Menge an exogen
exprimierten Transkripten und die Expression endogener Gene bestimmt. Nach
Cadmium-Induktion der stabilen Zellklone konnte jedoch kein Effekt auf die
Expression von Genen wie z.B. Kollagenase und c-jun festgestellt werden. Auch
Variation der Versuchsbedingungen, wie z.B. Verdnderung der Dauer der
Cadmiumbehandlung, Konzentration der eingesetzten Cadmiumchlorid-Losung
oder Synchronisieren der Zellen durch Kultivieren in Medium ohne FCS vor Beginn
der Cadmiuminduktion, zeigte auf funktioneller Ebene keine Anderung der
Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

Der zweite experimenteller Ansatz, die Funktion von AP-1 bei der Regulation
von Zielgenen zu untersuchen, bestand darin, die Gesamt-AP-1 Aktivitdt durch
Uberexpression der Jun Mutante zu reprimieren. Dazu wurde eine Kontroll-Zellklon
(A) und zwei Zellklone, die die Expressionskasette fiir das transdominant negativ
wirkende Protein in ihrem Genom integriert haben (MBD AvJ1l und AvJ2), mit
Cadmium und/oder TPA behandelt. Die RNA wurde zu verschieden Zeitpunkten
nach der Behandlung prapariert und die Menge der endogenen c-jun und
Metallothionein ITa (MT Ila) Transkripte durch eine RNase-Protektionsanalyse
bestimmt (Abb. 6). In den Kontrollzellen (A, Jun Mutante ohne funktionellem
Leuzin-Zipper) ist die Menge an MT Ila mRNA nach Induktion mit Cadmium (8 h)
stark und nach TPA (6 h) in geringerem Maf} erhoht. Wurden die Zellen neben
Cadmium zuséitzlich fiir eine bzw. sechs Stunden mit TPA behandelt, trat
ebenfalls eine starke MT Ila Expression auf. Eine Stunde nach der TPA-
Behandlung war nur eine schwache Induktion nachweisbar. Vergleichbare
Induktionswerte von MT ITa wurden auch in den MBD Avd1 und MBD AvJ2 Zellen
beobachtet. Im Gegensatz dazu war in diesen Zellen die TPA-induzierte (1 h)
Menge an endogener c-jur mRNA nach Expression der Jun Mutante durch
Cadmium reduziert. In der Kontroll-Zellinie blieb dagegen die TPA-induzierte
Transkriptmenge von c-jun nahezu unbeeinflufit. Diese Ergebnisse zeigen, daf3
schon in der Zelle vorliegende AP-1 Komplexe, die nach post-translationaler




Ergebnisse 21

Aktivierung durch TPA die Induktion der c-jun Transkription vermitteln, durch die
Cadmium-induzierte Expression von MBD AvJ teilweise gehemmt werden konnen.

Cd 8h
TPA 6h

Co

Cd 8h
Cd 8h+TPA 6h

Cd 8h+TPA 1h
Cd 8h+TPA 6h
Cd 8h+TPA 1h
Cd 8h+TPA 6h
Cd 8h+TPA 1h

TPA 6h
TPA 1h
Co
TPA 1h
Co

Cd 8h
TPA 6h
TPA 1h

c-Jun

MT lla

A MBD Avd 1 MBD Avd 2

Abb. 6: Cadmium-induzierte Expression der MBD AvJ Mutante hemmt die
TPA-stimulierte Expression von c¢-jun in stabilen Zellinien. Eine
Kontrollzellinie (A) und zwei Zellinien mit vollstindig integrierten MBD Avd Plasmid
(MBD Avd 1 und 2) wurden mit Cadmiumchlorid (Cd, 5 uM f.c.) und/oder TPA (100
ng/ml) behandelt. Co, unbehandelte Zellen; Cd 8h, Zellen, die fiir 8h mit
Cadmiumchlorid behandelt wurden; TPA 6h (1h), Zellen, die fiir 6h bzw. 1h mit TPA
behandelt wurden; Cd 8h + TPA 6h (Cd 8h + TPA 1h), Zellen die gleichzeitig fiir 8h mit
Cadmiumchlorid und fiir 6h bzw. 1h mit TPA behandelt wurden (d.h. 2h bzw. 7h
Cadmiumchlorid, dann Zugabe von TPA). Aus den Zellen wurde Gesamt-RNA
priapariert, mit je 20 pg eine RNase-Protektions-Analyse durchgefithrt und die
entstandenen geschiitzten RNA-Fragmente in einem 6%igen Sequenziergel
aufgetrennt. c-Jun, Fragmente der c-jun-spezifischen RNA-Sonde, die von den
endogenen c-jun Transkripten geschiitzt werden; MT Ila, Fragmente der MT Ila-
spezifischen RNA-Sonde, die von den endogenen MT Ila Transkripten geschiitzt
werden. Anmerkung: Das Auftreten von multiplen geschiitzten Fragmenten (c-Jun,
MT Ila) ist auf alternative Initiationsstellen der Transkription zuriickzufiihren.
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Zusammenfassend lassen die erzielten Resultate darauf schlielen, daf3 die
Expression der verschiedenen Transgene nicht ausreichend war, um die Menge an
endogenen Proteinen zu iibertreffen. Daher ist dieses System nicht geeignet, um
die spezifischen Funktionen von AP-1 Proteinen zu untersuchen. Dies trifft sowohl
fiir die Uberexpression einzelner Jun Proteine, als auch fiir die nur partielle
Hemmung der Gesamt-AP-1 Aktivitat mittels der transdominant negativ
wirkenden Jun Mutante zu. Ich habe deshalb fiir meine weiteren Arbeiten
Zellsysteme verwendet, bei denen gezielt ein bestimmtes AP-1 Protein inaktiviert

war.
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Charakterisierung der AP-1 abhingigen Genregulation in
Zellen ohne funktionellem cFos Protein

Die "gene targeting" Technik ermoglichte es Mause zu erzeugen, die in einem
bestimmten Genlocus Mutationen tragen, die das Gen ausschalten bzw. das
exprimierte Protein funktionslos machen. Auf diese Weise wurden c-fos null Méuse
erzeugt (Wang et al., 1992). Aus Wildtyp (c-fos +/+) und Mutanten (c-fos -/-)
Embryos wurden primére Fibroblasten isoliert und immortalisierte Zellinien
etabliert (Briisselbach et al., 1995). Mehrere unabhingig etablierte Wildtyp und c-
fos -/- Zellinien wurden mir von Dr, E. F. Wagner (IMP, Wien) zur Verfiigung
gestellt. Gleichzeitig habe ich, ausgehend von priméiren Fibroblasten, immor-
talisierte c-fos -/- (f8 und 19) und Wildtyp (F13) Zellinien etabliert. Diese Zellinien
wurden verwendet, um die spezifischen Funktionen von c-fos auf zelluldrer bzw.
molekularer Ebene zu untersuchen.

Die fritheste nachweisbare Verdnderung in der Genexpression nach
Behandlung von Zellen mit TPA oder Wachstumsfaktoren ist die transkriptionelle
Aktivierung der "frithen" Gene, wie z.B. ¢-jun und c-fos. Unabhéingig von de novo
Proteinsynthese fithrt dies innerhalb von 45 Minuten zu einer maximalen
Anhédufung von c-jun und c-fos spezifischer mRNA. Im Gegensatz dazu weisen
"spate" Gene eine verzogerte Induktionskinetik auf. Diese Gene werden im Falle
von AP-1 regulierten Genen (z.B. Kollagenase I, Stromelysine und CD44) nur nach
Transkription und Translation von AP-1 Faktoren exprimiert und erreichen daher
erst nach Stunden eine maximale Expression (Angel et al., 1987a; Kerr et al.,
1988; Hofmann et al., 1993). Die essentielle Funktion von Fos/Jun bei der
Umsetzung extrazelluldrer Signale in Verénderungen der Genexpression wurden
anhand des Promotors des menschlichen Kollagenase I Gens etabliert (Angel und
Karin, 1991). Da sich die Promotorsequenzen des interstitiellen Kollagenase Gens
von Mensch und Maus deutlich unterscheiden (Schorpp et al., 1995) habe ich
zunichst die Funktionalitit der AP-1 Bindestelle im Maus Promotor
nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit wird die interstitielle Kollagenase der
Maus (MMP-13) auch mit den Abkiirzungen Kollagenase I oder Kollagenase
bezeichnet.

Ratten-Osteosarkom Zellen (ROS 17/2.8) wurden mit verschiedenen Maus
Kollagenase I Promotor-CAT-Genkonstrukten transfiziert und mit TPA behandelt.
Nach 8 h wurde aus den Zellen RNA isoliert und die CAT-mRNA in einem RNase
Protektionsexperiment quantifiziert. Ein Promotorkonstrukt (-66/+29), das nur das
TRE enthilt, ist in der Lage TPA-Induzierbarkeit zu vermitteln (Abb. 7). Ein
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Promotorkonstrukt ohne AP-1 Bindestelle (-500/-66-tkCAT) kann dagegen nicht
mehr durch TPA induziert werden. Das gleiche Resultat wurde fiir das Herpes-
Simplex-Thymidinkinase-Promotor-CAT-Genkonstrukt (tk-CAT) beobachtet.
Diese Befunde zeigen, daf3 die TPA induzierte Expression der Kollagenase I die
Anwesenheit des TRE-Motivs im Promotor erfordert und folglich die TPA induzierte
Transkription des Kollagenase I Gens der Maus von AP-1 abhingig ist.

TPA 8 h

Co
TPA 8 h
Co

Co
| TPA 8 h

-66/+29 -500/-66 tk tk-CAT

mCol-CAT

Abb. 7: Nachweis der Funktionalitit der AP-1 Bindestelle im Promotor der
interstitiellen Kollagenase der Maus. Ratten-Osteosarkom Zellen (ROS 17/2.8)
wurden pro Petrischale (@ 14cm) mit 20 pg der Kollagenase-Promotor-CAT-
Konstrukte -66/+29 mCol-CAT (enthilt als Enhancersequenz nur das TRE) und -500/-
66 tk-mColCAT (enth#dlt Promotorsequenzen von -500 bis -66, TRE ist nicht
vorhanden), sowie des Kontrollkonstrukts tk-CAT transient transfiziert. 24h nach der
Transfektion wurden die Zellen fiir 8 h mit TPA (100ng/ml) behandelt bzw.
unbehandelt (Co) belassen. Danach wurde aus den Zellen Gesamt-RNA isoliert und
die Menge der CAT-Transkripte durch eine RNase-Protektions-Analyse bestimmt.
Anmerkung: Das Auftreten von drei geschiitzten tk-Fragmenten ist auf alternative
Initiationsstellen der Transkription zuriickzufiihren.
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In einer ersten Reihe von Experimenten wurde tberpriift, inwieweit cFos
essentiell fiir die mRNA-Expression AP-1 abhingiger Gene nach extrazelluldrem
Stimulus ist, bzw. ob das Fehlen von c¢Fos durch andere AP-1 Faktoren
kompensiert werden kann. Dazu wurden Wildtyp und c-fos -/- Zellen fiir 45 Minuten
und 8 h mit TPA behandelt. Danach wurde RNA aus behandelten und
unbehandelten Zellen isoliert und diese in einer Northern Blot Analyse untersucht.

In Wildtyp Zellen war 45 Minuten nach TPA-Stimulation eine starke
Akkumulation der c-fos mRNA nachweisbar (Abb. 8). Auf Grund des speziellen
Designs des Vektors, der fiir den Gen-Knockout benutzt wurde (Wang et al., 1992),
konnte in ¢-fos -/- Zellen rekombinante c-fos/Neomycin Fusions-mRNA detektiert
werden, die eine den c-fos +/+ Zellen vergleichbare Induktionskinetik aufweist.
Ebenso war der basale und TPA induzierte Wert an c-jur mRNA in c-fos -/- Zellen,
im Vergleich zu Wildtyp Zellen, nicht veréindert. Bei den postulierten AP-1
abhangigen Zielgenen wies Stromelysin-1 einen héhere basale Expression als
Stromelysin-2 auf (Abb. 8). Die Expression beider Gene war durch TPA (8 h)
induzierbar und es traten keine Verdnderungen im Expressionsmuster in c-fos -/-
Zellen auf. Dies trifft auch fiir CD44 zu, dessen Expression in beiden Zelltypen 6 h
nach TPA-Induktion maximal und nach 24 h weitgehend auf Basalwerte
zurickgekehrt war (Abb. 9). Die Northern Blot Analyse in Abb. 9 zeigt in c-fos -/-
Zellen, im Vergleich zum Wildtyp, veringerte Mengen an Stromelysin-1 mRNA (6 h
und 24 h nach TPA-Induktion), was jedoch auf experimentellen Schwankungen
beruht und in unabhéngig durchgefithrten Experimenten nicht zu beobachten war.
Das Kollagenase IV Gen (Gelatinase A), das kein TRE in seiner Promotorsequenz
aufweist, wurde in beiden Zelltypen gleich effizient exprimiert und war durch TPA
kaum induzierbar (Abb. 8).
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Abb. 8: Basale und TPA-induzierte
Expression der interstitiellen
Kollagenase der Maus ist reduziert in
c-fos -/- Zellen. Wildtyp (+/+) und c-fos -/
Zellen (-/-) wurden nicht (Co) oder 45 min
bzw. 8 h mit TPA (100 ng/ml) behandelt.
Aus den Zellen wurde Gesamt-RNA
isoliert, jeweils 20 pg RNA in einem 1.4
%igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran ibertragen. Die Menge an
Kollagenase I (coll-1), 72 kD Typ IV
Kollagenase (Gelatinase A, coll-IV),
Stromelysin-1 (strom-1), Stromelysin-2
(strom-2), c-jun, c-fos und Glyzerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
spezifischer mRNA wurde durch auf-
einanderfolgende Hybridisierung mit 32P-
markierten cDNA Proben ermittelt.

Einen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und c-fos defizienten Zellen

wies jedoch das Expressionsmuster der interstitiellen Kollagenase auf (Abb. 8 und
9). Sowohl die basale als auch die TPA induzierte mRNA Menge war in c-fos -/-
Zellen deutlich reduziert. Zusitzlich war bei c-fos +/+ Zellen die mRNA Menge nach
24 h TPA Behandlung eindeutig noch nicht auf basale Werte gesunken, wie es bei

den mutierten Zellen der Fall war. Der relative Induktionsfaktor ist in beiden

Zellinien jedoch unverindert.
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Abb. 9: Inaktivierung von cFos hat
keinen EinfluB auf die basale und
TPA-induzierte Expression von
CD44. Wildtyp (+/+) und c-fos -/- Zellen
(-/-) wurden nicht (Co) oder fiir 20 min, 6
h bzw. 24 h mit TPA (100ng/ml)
behandelt. Aus den Zellen wurde

polyAt RNA isoliert, jeweils 6 pg RNA in
einem 1.4 %igen Agarosegel aufgetrennt
und auf eine Nylonmembran iber-
L - tragen. Die Menge an Kollagenase I
e Q*‘ - ®#@®s strom -1 (coll-1), Stromelysin-1 (strom-1), CD44
und GAPDH spezifischer mRNA wurde
durch Northern Blot Analyse bestimmt.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, daf3 das Fehlen von cFos keine
Auswirkungen auf die Expression der frithen Gene c-jun und c¢-fos nach
extrazellularem TPA Stimulus hat. Die Expressionsmuster der spiten AP-1
regulierten Gene erlauben aber eine Einteilung dieser Gene in zwei Klassen.
Einerseits bleibt die Inaktivierung von ¢-fos ohne Einfluf} auf die Expression von
CD44, Stromelysin-1 und -2, anderseits kann eine spezifische Funktion von cFos
bei der transkriptionellen Regulation der Kollagenase I demonstriert werden. Das
Fehlen von cFos resultiert in einer deutlich verringerten basalen und TPA
induzierten Expression der Kollagenase I.

Ist die verinderte Expression der Kollagenase I spezifisch fiir TPA oder sind
andere extrazelluldre Stimuli, die AP-1 aktivieren, ebensowenig in der Lage, die
Transkription von Kollagenase I dem Wildtyp analog zu induzieren? Um diese
Frage zu beantworten, wurden Zellen fiir 8 h mit TNF-a, bFGF oder Il-1a
behandelt und die Expression von Kollagenase I und CD44 durch Northern Blot
Analyse bestimmt (Abb. 10). In c-fos +/+ und c-fos -/- Zellen wurde die Expression
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von CD44 durch TNF-o, bFGF und Il-1o mit vergleichbarer Effizienz induziert.
Génzlich anders war wiederum die Situation beim Expressionsmuster der

Kollagenase I. Zum einen war der Basalwert in den mutierten Zellen reduziert. Zum
anderen konnte die Kollagenase I Expression durch TNF-o, bFGF und Il-1a

induziert werden, jedoch war diese, analog zu TPA, in c-fos -/- Zellen eindeutig

reduziert.
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Abb. 10: Expression der interstitiellen Kollagenase der Maus ist vermindert
in c-fos -/- Zellen nach Stimulation mit Cytokinen und Wachstumsfaktoren.
Wildtyp (+/+) und c-fos -/- Zellen (-/-) wurden nicht (Co) oder 8 h mit TNF-o (5 ng/ml),

bFGF (2.5 ng/ml) bzw. Il-1a (5 ng/ml) behandelt. Aus den Zellen wurde polyAt RNA
isoliert, jeweils 6 pg RNA in einem 1.4 %igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran iibertragen. Die Menge an Kollagenase I (coll-1), CD44 und GAPDH
spezifischer mRNA wurde durch Northern Blot Analyse bestimmt.

Daraus 146t sich die Schluffolgerung ziehen, daB3 die basale sowie die durch
TPA, Wachstumsfaktoren (bFGF) und Cytokine (Il-1lo,, TNF-0) induzierte
Expression der Kollagenase I unbedingt cFos erfordert und dessen Fehlen nur
partiell kompensiert werden kann. Gleichzeitig bleibt aber die Regulation von
CD44, Stromelysin-1 und Stromelysin-2 durch das Fehlen von cFos unbeeinflufit.
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Dies 148t auf Redundanz durch andere AP-1 Mitglieder bei der Regulation
bestimmter Gene schlieflen.

Die in vivo Proteinbindung am Kollagenase I Promotor ist in
c-fos -I- Zellen unverandert

Um zu tberpriifen, ob Unterschiede in der Affinitdt von DNA-bindenden
Proteinen an die TRE-Sequenz des Kollagenase Gens auftreten, wurde eine in vivo
footprint Analyse der Proteinbesetzung des Kollagenase I Promotors in Wildtyp
bzw. c-fos -/- Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden entweder unbehandelt (0)
belassen oder mit TPA (2, 3, 6 und 24 h) behandelt und dann direkt mit einer
partiell methylierenden Dosis von Dimethylsulfat (DMS) fiir zwei Minuten
inkubiert. DMS diffundiert sehr schnell in die Zelle und den Zellkern, und methyliert
bevorzugt die N7-Position von Guaninresten in der grolen DNA-Rinne. Mit
geringerer Effizienz wird auch die N3-Position von Adeninen in der kleinen DNA-
Rinne methyliert. Proteine, die spezifisch mit DNA-Sequenzen interagieren,
konnen die DNA entweder vor der methylierenden Substanz schiitzen und die
Methylierung der Basen abschwéchen (DMS-Protektion) oder benachbarte Basen,
werden verstarkt methyliert, wenn auf Grund der Proteinbindung die DNA-
Konformation so verdndert wird, dall die Basen besser exponiert sind (DMS-
Hyperreaktivitit).

Die isolierten, genomischen DNA-Proben wurden anschliefend an den
methylierten Stellen spezifisch durch Piperidin gespalten, die Spaltprodukte
selektiv amplifiziert und radioaktiv markiert. Parallel dazu wurde in vitro
methylierte, genomische DNA (N, "nackte" bzw. proteinfreie DNA) in gleicher
Weise behandelt. Nach Auftrennung der Produkte auf einem denaturierenden
Polyacrylamidgel und direktem Vergleich der in vitro und in vivo methylierten DNA
wird die Proteinbindung anhand der Unterschiede in den Fragmentmustern
sichtbar.

Exemplarisch fiir eine in vivo footprint Analyse ist in Abb. 11 das
Fragmentmuster des nicht-kodierenden Stranges des Kollagenase I Promotors
beider Zelltypen zu sehen. Dabei ist in unbehandelten Zellen (verglichen mit
proteinfreier, in vitro methylierter DNA) eine schwache DMS-Protektion von zwei
Guaninen in der TRE-Sequenz und einem direkt distal vom TRE gelegenen Guanin
sichtbar. Behandlung der Zellen mit TPA bewirkt eine Verstdrkung der DMS-
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Protektionen, die nach 6 h maximal und auch nach 24 h noch feststellbar sind.
Weitere auffillige Protektionen proximal oder distal vom TRE-Motiv konnten nicht
beobachtet werden. Entscheidend jedoch ist, dafl die beobachteten DMS-
Reaktivitdtsmuster in c-fos +/+ und c-fos -/- Zellen nahezu identisch sind. Dies
bedeutet, dafl keine qualitativ unterschiedliche Proteinbindung, méglicherweise
durch einen Repressor in den c-fos -/- Zellen hervorgerufen, im detektierten
Promotorbereich vorliegt. Am TRE tritt eine Proteinbindung auf, die nach TPA
Behandlung verstiarkt wird. Da keine quantitative Verdnderung der Protektion in
den c-fos -/- Zellen nachgewiesen wurde, ist es vorstellbar, dafl die an das TRE
bindenden AP-1 Komplexe zwar gleiche Bindungseigenschaften haben, sich aber in
ihrer Zusammensetzung von denen in Wildtyp Zellen unterscheiden. Es wire also
denkbar, daB} ein geringeres Transaktivierungpotential dieser AP-1 Spezies fiir die
verénderte Kollagenase I Expression in ¢-fos -/- Zellen verantwortlich sind.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Northern Blot Analyse (vgl.
Abb. 8) treten auch am c-jun Promotor keine Verdnderungen im Protein-
Bindungsmuster in c-fos -/- Zellen auf. Vergleicht man bei dieser in vivo footprint
Analyse (Abb. 12) die in vitro mit der in vivo methylierten DNA des nicht
kodierenden DNA-Stranges, so erkennt man die typische konstitutive Bindung von
Proteinen in unbehandelten Zellen (Herr et al., 1994). Dieser Zustand bleibt auch
nach TPA Behandlung (2, 3, 6 und 24 h) ohne Verdnderung bestehen. Besonders
deutlich ist dies an den cJun/ATF-2 Bindungsstellen Junl und Jun2 sichtbar, wo
das Guanin -65 bzw. das Guanin -187 fast vollstdndig geschiitzt ist. Weitere DMS-
Protektionen treten im Bereich der SP1- (Guanin -124) und bei der FP-
Bindungsstelle (Guanin -167 und -173) auf. DMS-Hyperreaktivitédten sind bei den
Guaninen an Positionen -116 (SP1) und -186 (Jun2 AP-1) erkennbar.

Diese Experimente demonstrieren, daf} in ¢-fos -/- Zellen der Kollagenase I und
der c-jun Promotor keine qualitativ oder quantitativ unterschiedliche in vivo
Proteinbesetzung im entsprechenden Vergleich zu Wildtyp Zellen aufweisen.
Trotzdem kommt es im Falle der Kollagenase I zu einer Deregulierung der
Promotoraktivitat in cFos defizienten Zellen (vgl. Abb. 8 und 9). Deshalb sollten in
vitro DNA-Bindungsstudien dariiber Aufschlufl geben, ob ein Austausch von
Faktoren mit identischen DNA-Bindungseigenschaften, aber unterschiedlichen
transaktivierenden Fahigkeiten stattfindet.
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Abb. 11: In vivo Proteinbindung am Promotor der interstitiellen Kollagenase
der Maus ist nicht verindert in c-fos -/- Zellen. Wildtyp (+/+) und c-fos -/- Zellen
(-/-) wurden mit TPA (100 ng/ml) oder nicht (0) behandelt. Zu den angegebenen
Zeitpunkten (2, 3, 6, 24 h) wurde die in vivo Proteinbindung durch in vivo footprint-
Analyse bestimmt. N, in vitro methylierte, proteinfreie ("nackte") genomische DNA.
Gezeigt ist die Guaninleiter des nicht-kodierenden Stranges (Bereich der Promotor-
sequenz von Position +9 bis -124). Die markierten Regionen reprisentieren
Erkennungssequenzen der Transkriptionsfaktoren AP-1 und PEAS3. Die Sequenz der
AP-1 Bindestelle ist angegeben. Abwirts gerichtete Pfeile symbolisieren DMS-
Protektionen in der AP-1 Bindestelle.
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Abb. 12: In vivo Proteinbindung am c-jun Promotor in Wildtyp und c-fos -/-
Zellen. Wildtyp (+/+) und c-fos -/- Zellen (-/-) wurden mit TPA (100 ng/ml) oder nicht
(0) behandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten (2, 3, 6, 24 h) wurde die in vivo
Proteinbindung durch in vivo footprint-Analyse bestimmt. N, in vitro methylierte,
proteinfreie ("nackte") genomische DNA. Gezeigt ist die Guaninleiter des nicht-
kodierenden Stranges (Bereich der Promotorsequenz von Position -65 bis -192). Die
markierten Regionen repriasentieren Erkennungssequenzen der Transkriptions-
faktoren CTF, SP1, NF-Jun und FP. Die Sequenzen der beiden cJun/ATF-2
Bindestellen (Junl und Jun2) sind angegeben. Abwérts gerichtete Pfeile symbolisieren
DMS-Protektionen, aufwarts gerichtete Pfeile DMS-Hyperreaktivitéiten.
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Partner-spezifische Unterschiede in der Bindung von
Jun/Fos Komplexen an TRE-Sequenzen in vitro

Zur exakten Bestimmung der Untereinheiten von AP-1 Dimeren, die an die
Kollagenase-TRE-Sequenz binden, wurden Gelretardations-Experimente durch-
gefihrt. Gesamt-Zellextrakte wurden mit synthetisch hergestellten TRE-
Oligonukleotiden, die spezifische AP-1 Bindungssequenzen enthielten und
radioaktiv markiert waren, inkubiert. Binden im Extrakt vorhandene AP-1 Dimere
an die Oligonukleotid-Probe, dann entstehen Protein-DNA-Komplexe, die im
nativen Polyacrylamidgel, im Vergleich zu den freien, ungebundenen Oligo-
nukleotiden, deutlich verlangsamt wandern. Liegt das radioaktive Oligonukleotid im
UberschuB vor, so entspricht die Stirke der retardierten Bande der Menge an
gebundenem Protein. Um direkt nachzuweisen, welche AP-1 Protein-Komponenten
an der Komplexbildung beteiligt sind, wurden die Zellextrakte mit Antiseren, die
spezifisch die verschiedenen Jun oder Fos Proteine erkennnen, vorinkubiert.
Dadurch kommt es, je nach Lokalisation der Antikérper-Bindestelle im Protein,
entweder zur Hemmung der DNA-Bindung oder zur Ausbildung von Antikorper/AP-
1/DNA-Komplexen, die ein stidrker retardiertes Laufverhalten ("Supershift") als
AP-1/DNA-Komplexe aufweisen.

In Abb. 13 sind die Sequenzen der Oligonukleotide dargestellt, die fiir die
nachfolgenden Gelretardations-Analysen eingesetzt wurden. Diese setzen sich
jeweils aus der TRE-Konsensus-Sequenz sowie flankierenden Sequenzen
zusammen und entsprechen Promotorsequenzen des menschlichen Kollagenase I
Gens (huCol AP-1, AP-1 Konsensus-Sequenz), des Maus Kollagenase I Gens (mCol
AP-1) und des Maus CD44 Gens (mCD44 AP-1). Auffillig ist das um vier
Nukleotide erweiterte Palindrom im Bereich des Maus Kollagenase I Promotors,
das wahrscheinlich fir die sehr hohe Affinit4dt von AP-1 an diese Sequenz
verantwortlich ist (Schorpp et al., 1995).
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huCol 5'-AGCTAGCATGAGTCAGACAC-3'
AP-1

mCol 5-AGCTAAAGTGGTGACTCATCACTAT-3'
AP-1

mCD44 5'-AGCTTGGCTGCTTAGTCACAGCCCC-3'
AP-1

Abb. 13: Vergleich der TRE-Sequenzen der Kollagenase I und CD44 Gene. Die
angefiihrten Sequenzen setzen sich aus der TRE-Konsensus-Sequenz (unterstrichen)
sowie flankierenden Basen zusammen und reprisentieren Promotorsequenzen der
interstitiellen Kollagenase des Menschen (huCol AP-1), der Maus (mCol AP-1) und des
CD44 Gens der Maus (mCD44 AP-1). Die AP-1 Bindestelle der Maus Kollagenase 1
weist ein um vier Nukleotide erweitertes Palindrom auf (durch GroBbuchstaben
markiert). Nach Hybridisierung mit entsprechend komplementédren Sequenzen
wurden die angegebenen Oligonukleotide bei den in vitro DNA-Bindungsstudien
verwendet.

Zunichst wurden Proteinextrakte aus c-fos +/+ und c-fos -/- Zellen, die
entweder unbehandelt oder fiir 1, 3 und 6 h mit TPA stimuliert waren, prapariert
und in einer Gelredardations-Analyse mit der mCol AP-1 Oligonukleotid-Probe
eingesetzt. Dabei ergaben sich retardierte AP-1/DNA-Komplexe mit einer
transienten Kinetik (Abb. 14). Die stiarkste Bande, die die grofite Menge an DNA-
gebundenen AP-1 Komplexen widerspiegelt, konnte fiir je zwei Wildtyp (WT56, £20)
und c-fos -/- Zellinien (f1, f10) nach dreistiindiger TPA-Behandlung festgestellt
werden. Entsprechend dem Befund der in vivo footprint Analyse wurden in c-fos -/
Zellen, im Vergleich zum Wildtyp, keine quantitativen Unterschiede in der DNA-
Bindungsaktivitdt von AP-1 nachgewiesen.
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Abb. 14: TPA-induzierte Bindungsaktivitit von AP-1 an das TRE der
interstitiellen Kollagenase der Maus ist transient und zeigt keine
Unterschiede zwischen Wildtyp und ec-fos -/- Zellen. Die Gelretardations-
Analysen wurden mit Gesamt-Proteinextrakt aus je 2 Wildtyp (+/+; WT56, f20) und c-
fos -/- Zellinien (-/-; f1, £10) durchgefiihrt, die entweder unbehandelt (Co) oder fiir 1, 3,
und 6 h mit TPA (100 ng/ml) behandelt waren. Je 3 ug Proteinextrakt wurden mit 25
fmol radioaktiv markiertem mCol AP-1 Oligonukleotid gemischt, 30 min bei Raum-
temperatur inkubiert und die Reaktionen auf einem nicht-denaturierenden Gel
aufgetrennt. Der spezifische AP-1/DNA-Komplex ist mit einem Pfeil markiert. Der
schneller wandernde Komplex wurde durch Kompetitionsanalysen als unspezifisch
identifiziert.

In Abbildung 15 ist die in vitro DNA-Bindung dargestellt, bei dem die
Proteinextrakte (unbehandelt, 3 h TPA) mit Pri-Immunserum oder Antiseren
(verhindern DNA-Bindung), die alle Fos Proteine (0-Fos) bzw. alle Jun Proteine (o
Jun) erkennen, vorinkubiert wurden. Nach Zugabe der o-Fos und a-Jun Antiseren
wurde die Ausbildung der AP-1/DNA-Komplexe annéherend vollstédndig gehemmt.
Das gilt fiir je zwei c-fos +/+ und c-fos -/- Zellinien und wurde fiir alle eingesetzten
TRE-Oligonukleotide (huCol AP-1, mCol AP-1 und mCD44 AP-1) beobachtet.
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Abb. 15: Jun/Fos Heterodimere binden in vitro an die TRE-Oligonukleotide
huCol AP-1, mCol AP-1 und mCD44 AP-1. Je 2 Wildtyp (+/+; WT56, 20) und c-fos -/-
Zellinien (-/-; f1, f10) wurden fiir 3 h mit TPA (T, 100 ng/ml) behandelt oder
unbehandelt (C) belassen. Gesamt-Proteinextrakte (3 pug) wurden mit Antiseren gegen
die Fos Proteine (o-Fos, verhindern DNA-Bindung von AP-1) oder die Jun Proteine (o~
Jun, verhindern DNA-Bindung von AP-1) fiir 2 h auf Eis vorinkubiert. Als Kontrolle
wurde Pri-Immunserum (PIS) verwendet. Danach wurde jeweils 25 fmol radioaktiv
markiertes TRE-Oligonukleotid (huCol AP-1, mCol AP-1, mCD44 AP-1) zugegeben.
Nach 30-mintitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Reaktionen auf einem
nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt. Die Positionen der AP-1/TRE Komplexe sind
mit Pfeilen markiert. Die Antiseren selbst verursachen in Abwesenheit von
Proteinextrakt (-) keine Ausbildung von Komplexen. Bei der Gelretardations-Analyse
mit der huCol AP-1 Oligonukleotid-Probe ist das freie Oligonukleotid mit einem Pfeil
(unten) gekennzeichnet.
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Die fast vollstdndige Hemmung der DNA-Bindung durch Jun oder Fos
spezifische Antikérper beweist, dafl es sich bei den Komplexen, die an die AP-1
Sequenzen binden, um Jun/Fos Heterodimere handelt und dafl auch in c-fos -/-
Zellen keine Bindung von Jun /Jun Homodimeren nachweisbar ist.

Unter Verwendung von Antiseren, die spezifisch bestimmte Jun und Fos
Proteine erkennen (o-cJun, o-Jun-B, o-Jun-D, a-cFos, a-Fos-B, o-Fra-1 und o-
Fra-2), wurden die Jun/Fos Heterodimere, die an die jeweiligen TRE-Oligonukleotide
binden, in Gelretardations-Experimenten umfassend charakterisiert. Die Antiseren
bewirken dabei die Ausbildung von "Supershifts", da sie Epitope in den Jun und Fos
Proteinen erkennen, die nicht mit der AP-1 DNA-Bindung interferieren. Die
Ergebnisse sind in Abb. 16 (huCol AP-1), Abb. 17 (mCD44 AP-1) und Abb. 18
(mCol AP-1) fiir je zwei Wildtyp und c-fos -/- Zellinien dargestellt. Die aus Jun/Fos
Heterodimeren und DNA bestehenden Hauptkomplexe sind nach TPA-Behand-
lung induziert. Bedingt vom angezeigten spezifischen Antiserum sind aullerdem
"Supershifts" sichtbar, die aus Antikérper (erkennt eine Dimer-Untereinheit),
Jun/Fos Heterodimeren und Probe zusammengesetzt sind. Gleichzeitig bewirken
die "Supershifts", abhingig vom Anteil der Dimere an der Gesamt-Bindungs-
aktivitat, eine entsprechende Abschwichung der Hauptbande im Vergleich zum
Pra-Immunserum.

An die huCol AP-1 Sequenz (Abb. 16) und mCD44 AP-1 Sequenz (Abb. 17)
binden in unbehandelten Wildtyp und c-fos -/- Zellen Fra-2/X, JunB/X und cJun/X
Komplexe. Die Menge dieser Dimere ist in ¢-fos -/- Zellen, im Vergleich zu Wildtyp
Zellen, erhoht. AuBlerdem wurden in beiden Zelltypen Dimere mit Fra-1 und JunD
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Es treten jedoch keine Dimere mit cFos und
FosB in unbehandelten Wildtyp und c-fos -/- Zellen auf. Nach TPA-Stimulation
binden Heterodimere an die huCol und mCD44 AP-1 Sequenzen, bei denen alle Jun
und Fos Proteine als Dimer-Untereinheit beteiligt sind, d.h. cJun/X, JunB/X,
JunD/X (Daten nicht gezeigt), cFos/X, FosB/X, Fra-1/X (Daten nicht gezeigt) und
Fra-2/X Heterodimere sind prinzipiell in der Lage in vitro an diese TRE-Sequenzen
zu binden. Wie erwartet treten keine cFos/X Dimere in c-fos -/- Zellen auf. In cFos
defizienten Zellen treten nach TPA-Induktion verstdrkt Fra-2/X und JunB/X
Dimere auf, die generell in beiden Zelltypen bevorzugt an die huCol AP-1 und
mCD44 AP-1 Oligonukleotid-Proben binden.
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Abb. 16: Nachweis von AP-1 Untereinheiten, die in vitro an das TRE-
Oligonukleotid huCol AP-1 binden. Gesamt-Proteinextrakte (je 3 pg) aus
unbehandelten (C) oder fiir 3 h mit TPA (T, 100ng/ml) behandelten Wildtyp (+/+;
WT56, £20) und c-fos -/- Zellinien (-/-; f1, f10) wurden mit Antiseren, die die einzelnen
Fos Proteine (a-cFos, o-FosB, a-Fra-2) oder Jun Proteine (a-cJun, a-JunB) erkennen,
bzw. mit Pra-Immunserum (PIS) fiir 2 h auf Eis vorinkubiert. Die eingesetzten
Antiseren sind gegen Epitope der Jun und Fos Proteine gerichtet, die nicht mit der
DNA-Bindung von AP-1 interferieren. Nach Zugabe der radioaktiv markierten
Oligonukleotid-Probe (huCol AP-1) und 30-miniitiger Inkubation bei Raum-
temperatur, wurden die Reaktionen auf einem nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt.
Die ausgebildeten AP-1/TRE- und Antikorper/AP-1/TRE-Komplexe ("Supershifts") sind
durch Peile gekennzeichnet. Die Antiseren selbst verursachen in Abwesenheit von
Proteinextrakt (-) keine Ausbildung von Komplexen. Autoradiogramme nach ldngeren
Expositionszeiten aus dem Bereich der Supershifts sind in den kleineren Ausschnitten
am jeweiligen unteren Rand der Abbildung gezeigt.
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mCD44 AP-1

Abb. 17: Nachweis von AP-1 Untereinheiten, die in vitro an das TRE-
Oligonukleotid mCD44 AP-1 binden. Die Gelretardations-Analysen wurden unter

Verwendung der radioaktiv markierten mCD44 AP-1 Oligonukleotid-Probe
entsprechend Abb. 16 durchgefiihrt.
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In unbehandelten Wildtyp und c-fos -/- Zellen binden an die TRE-Sequenz des
interstitiellen Kollagenase Gens der Maus (mCol AP-1) ebenfalls Dimere mit Fra-2,
JunB und cJun (Abb. 18), sowie Dimere mit Fra-1 und JunD (Daten nicht gezeigt).
Dabei ist der Anteil der Fra-2/X, JunB/X und cJun/X Dimere in c-fos -/- Zellen
erhoht. Auch bei der mCol AP-1 Sequenz konnte keine Bindung von cFos/X und
FosB/X Komplexen in unbehandelten Zellen detektiert werden.

Nach TPA-Induktion wurde bei der mCol AP-1 Oligonukleotid-Probe ein
grundlegender qualitativer Unterschied in der in vitro DNA-Bindung von AP-1
Komplexen festgestellt. Sowohl in Wildtyp als auch c-fos -/- Zellen binden keine
FosB/X Dimere an die TRE-Sequenz des Maus Kollagenase I Promotors, wéhrend
eine Bindung dieser Dimere bei der huCol AP-1 und mCD44 TRE-Sequenz auftrat.
Dies ist nochmals im direkten Vergleich zur huCol AP-1 Probe in Abbildung 19
dargestellt. Unabhingig davon konnte in Wildtyp Zellen nach TPA-Stimulation
eine Bindung von cFos/X, Fra-2/X, Fra-1/X (Daten nicht gezeigt), cJun/X, JunB/X
und JunD/X (Daten nicht gezeigt) Komplexen an die mCol AP-1 Sequenz
nachgewiesen werden. Mit Ausnahme von cFos/X Dimeren wurde in c-fos -/- Zellen
eine dhnlicher Befund wie beim Wildtyp festgestellt. Auch hier war der Anteil an
Komplexen mit Fra-2, cJun und JunB in c-fos -/~ Zellen erhéht.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal an die TRE-
Sequenzmotive huCol AP-1 und mCD44 AP-1 alle theoretisch moglichen Jun/Fos
Heterodimere binden. Das gleiche trifft fiir die mCol AP-1 Probe, mit Ausnahme
von FosB/X Dimeren, zu. Fiir alle drei Oligonukleotide wurde nachgewiesen, daf3 die
Gesamt-Bindungsaktivitit von AP-1 hauptsédchlich aus Fra-2/X, JunB/X und
cJun/X Dimeren besteht und daf3 deren Anteil in c-fos -/- Zellen noch weiter erhoht
ist.

Der entscheidende Befund ist aber, daf} keine FosB/X Dimere an die mCol AP-
1 Sequenz binden. Dadurch ist die theoretische Moglichkeit ausgeschlossen, daf3 bei
der Regulation der Expression von Kollagenase I fehlende cFos/X Dimere durch
FosB/X Dimere ersetzt werden kénnen und infolge dessen die Expression von
Kollagenase I in c-fos -/- Zellen verandert ist.
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Abb. 18: Nachweis von AP-1 Untereinheiten, die irn vitro an das TRE-
Oligonukleotid mCol AP-1 binden. Die Gelretardations-Analysen wurden unter

Verwendung der radioaktiv markierten mCol AP-1 Oligonukleotid-Probe entsprechend
Abb. 16 durchgefiihrt.
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Abb. 19: FosB bindet in vitro nicht an die TRE-Sequenz der interstitiellen
Kollagenase der Maus. Direkter Vergleich eines vergroflerten Ausschnitts von Abb.
18 (mCol AP-1; PIS, a-cFos, a-FosB) und Abb. 16 (huCol AP-1; PIS, a-cFos, o-FosB).

Um zu tiberprifen, ob der, durch in vitro DNA-Bindungsstudien formulierte,
molekulare Mechanimus der veranderten Kollagenase I Expression auch in vivo
zutrifft, wurden transiente Transfektionsexperimente durchgefithrt (Abb. 20).
Dazu wurden NTH 3T3 Zellen mit den Expressionsvektoren RSV-cFos, RSV-FosB
und RSV-0 transient transfiziert. Als Reporterplasmide wurden entweder -73/+63
huCol-CAT oder -66/+29 mCol-CAT kotransfiziert. Diese Promotor CAT-
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Konstrukte enthalten entsprechende Promotorsequenzen der interstitiellen
Kollagenase des Menschen bzw. der Maus, d.h. die TRE-Sequenzmotive, die als
Oligonukleotid-Proben fiir die in vitro DNA-Bindungsstudien eingesetzt wurden,
liegen in diesen Promotorregionen vor. AuBlerdem wurden die transaktivierenden
Eigenschaften von cFos und FosB an einem artifizellen Promotor, der drei Kopien
der TRE-Sequenz vom menschlichen Kollagenase I Promotor enthielt (3xTRE-tk-
CAT), untersucht.

RSV-0
RSV-cfos
RSV-FosB
RSV-cfos
RSV-cfos

4§ |RsV-FosB
4 |RSV-FosB

: " & Rsv-0

PEy

—3 X TRE-CAT—| |—huCol-CAT—] —mCol-CAT—|

Abb. 20: Expression von cFos aber nicht FosB fithrt zur Aktivierung des
Promotors der interstitiellen Kollagenase der Maus. NIH 3T3-Zellen wurden
pro Petrischale (@ 9c¢cm) mit 2.5 pg der Reporterplasmide huCol-CAT (Promotorbereich
-73/+63 der menschlichen Kollagenase I), mCol-CAT (Promotorbereich -66/+29 der
Maus Kollagenase I) und 3xTRE-CAT (artifizielles Promotorkonstrukt mit 3 Kopien
des Konsensus-TREs) transient transfiziert. Zusitzlich wurden je 7.5 nug der Ex-
pressionsvektoren RSV-cFos oder RSV-FosB bzw. des entsprechenden "leeren"
Expressionsvektors RSV-0 kotransfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden
Zellextrakte préapariert und die Aktivitit des CAT-Reporterenzyms bestimmt.

Sowohl die Expression von cFos als auch von FosB fiihrt, mit vergleichbarer
Effizienz, zu einer verstirkten CAT-Aktivitit des -73/+63 huCol-CAT
Reporterplasmids. Auch das 3xXTRE-tk-CAT Reporterplasmid wird durch cFos und
FosB in gleichem Umfang aktiviert. Im Gegensatz dazu ist bei der Kotransfektion
des -66/+29 mCol-CAT Reporters ein deutlicher Unterschied zwischen cFos und
FosB erkennbar. Wahrend die Expression von cFos die CAT-Aktivitdat stark
erhoht, kann FosB diese nur marginal steigern. Ein dhnlicher Befund konnte auch
in GM 637 Zellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten der in vitro DNA-Bindungsstudien
tiberein und beweisen, daf3 FosB/X Dimere nicht an das TRE des Maus Kollagenase
I Promotors binden und folglich die Transkription nicht aktivieren kénnen. Liegt
umgekehrt ein TRE mit der Konsensussequenz aus dem humanen Kollagenase I
Promotor, wie es beim Stromelysin-1 der Fall ist, oder ein TRE des CD44
Promotors vor, ist es moglich, dal cFos/X Dimere durch FosB/X Dimere
kompensiert werden. Dies bedeutet, dafl in ¢-fos -/- Zellen, nach Behandlung mit
TPA, zwei Klassen von AP-1 abhingigen Zielgenen definiert werden konnen, die
sich abhdngig von der Sequenz des TRE-Motivs im Promotor, in der funktionellen
Redundanz zwischen cFos und FosB unterscheiden.

Basale und TPA induzierte Expression von Kollagenase I in
c-fos -/- Zellen wird durch Glucocorticoide gehemmt

Die TPA-induzierte Expression von AP-1 abhingigen Zielgenen (z.B.
Kollagenase, Stromelysin) wird durch Glucocorticoide fast vollstdndig aufgehoben.
Dies beruht auf einer Hemmung der Transaktivierung durch Fos/Jun Komplexe,
ohne deren DNA-Bindung am Promotor zu beeinfluflen (Konig et al., 1992). Es gibt
jedoch einige Hinweise darauf, daf3, abhingig vom Fos-Partner, Fos/Jun Dimere
unterschiedlich beeinflult werden. Transiente Transfektionsanalysen haben
ergeben, dafl cFos/cJun Dimere durch Glucocorticoide reprimiert, jedoch cJun/cJun
und Fra-1/cJun Dimere aktiviert werden (Diamond et al., 1990; Miner und
Yamamoto, 1992; Teurich und Angel, 1995). Diese Daten lassen vermuten, daf} der
Glucocorticoidrezeptor in der Lage ist zwischen verschiedenen Komponenten der
AP-1 Familie zu unterscheiden.

Um zu untersuchen, wie die Expression von AP-1 regulierten Genen
(Kollagenase I, Stromelysin-1 und CD44) in Abwesenheit von cFos durch
Glucocorticoide gesteuert wird, wurden Wildtyp und c-fos -/~ Zellen mit TPA in Ab-
oder Anwesenheit von Dexamethason behandelt. Die Northern Blot Analyse ergab,
daf in beiden Zelltypen sowohl die basale als auch die TPA-induzierte Expression
von Kollagenase I durch Dexamethason reduziert wird (Abb. 21). Die TPA-
induzierte Stromelysin-1 Expression wird in geringerem Ausmalf} reprimiert,
wohingegen die CD44 Expression durch Dexamethason kaum beeinfluflt wird.

Dieses Ergebnis zeigt, dafl die Glucocorticoid-vermittelte Hemmung der
Expression von AP-1 Zielgenen durch das Fehlen von cFos nicht beeinflu3t wird. Es
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ist daher anzunehmen, daf3 die Funktion von cFos durch andere Fos Proteine
kompensiert werden kann.

Abb. 21: Das Fehlen von cFos hat

% keinen Einflul auf die Hemmung
a der basalen und TPA-induzierten
X Expression von Kollagenase I
o durch Dexamethason. Wildtyp (+/+)
und c-fos -/- Zellen (-/-) wurden ent-
Q % coll-1 weder unbehandelt belassen (Co) oder
- fiir 6h mit TPA (100ng/ml), Dexa-
methason (Dex, 10-7 M f.c.) bzw. TPA
und Dexamethason gleichzeitig (TPA+
: Dex) behandelt. Aus den Zellen wurde
~@®=~ | ®@®% strom-1 polyA+ RNA isoliert, jeweils 6 pg RNA in
- = einem 1.4%igen Agarosegel aufgetrennt
und auf eine Nylonmembran tber-

tragen. Die Menge an Kollagenase I

(coll-1), Stromelysin-1 (strom-1), CD44

und GAPDH spezifischer mRNA wurde

CD44 durch Northern Blot Analyse bestimmt.

TPA+Dex

| Co
il TPA

GAPDH

Der Verlust von cFos fiihrt zur verstirkten Expression der
92-kD Typ IV Kollagenase

Ein weiteres Gen, dessen TPA-induzierte Transkription in menschlichen
Zellen durch AP-1 reguliert wird, ist die 92-kD Typ IV Kollagenase (Gelatinase B;
Sato und Seiki, 1993). Um zu untersuchen, ob das homologe Gen der Maus dhnlich
reguliert wird bzw. welche Auswirkungen das Fehlen von cFos auf die Expression
der Kollagenase IV (92 kD) hat, wurden Wildtyp und c-fos -/- Zellen mit TPA
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behandelt, poly A* RNA préapariert und eine Northern Blot Analyse durchgefiihrt.
Im Gegensatz zur reduzierten Kollagenase I Expression wurden in cFos defizienten
Zellen sowohl basal als auch nach TPA-Induktion (3 h und 6 h) wesentlich héhere
Mengen an Gelatinase B mRNA als in Wildtyp Zellen nachgewiesen (Abb. 22). In
Wildtyp Zellen konnte 6 h nach der TPA-Behandlung eine maximale Expression
von Kollagenase IV (92 kD) beobachtet werden. Die zu diesem Zeitpunkt
festgestellte mRNA Menge ist aber noch deutlich geringer als der Basalwert in c-
fos -/- Zellen.

£ £

£ e

o & <€ o £ £

N o © N m ©

g <« < < <<

O n oo O np p o

O F - - O I F
Coll-IV (92kD)
GAPDH

+/+ -/-

Abb. 22: Expression der 92-kD Typ IV Kollagenase ist erhéht in c-fos -/- Zellen.
Wildtyp (+/+) und c-fos -/- Zellen (-/-) wurden nicht (Co) oder fiir 20 min, 3 h oder 6 h
mit TPA (100ng/ml) behandelt. Aus den Zellen wurde polyA* RNA isoliert, jeweils 6
mg RNA in einem 1.4%igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
ubertragen. Die Menge an 92-kD Typ IV Kollagenase (Coll-IV 92 kD) und GAPDH
spezifischer mRNA wurde durch Northern Blot Analyse bestimmt.

Durch Wiedereinfithrung von exogenem c-fos in c-fos -/- und Wildtyp Zellen
wurde iiberpriift, ob die erhéhte Expression von Kollagenase IV (92 kD) ursachlich
auf dem Verlust von cFos beruht oder auf sekundire Effekte bei der Etablierung
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der Zellen zuriickzufithren ist. Dazu wurden beide Zelltypen mit Retroviren, die eine
konstitutive Uberexpression von cFos erméglichen, transient infiziert. Nachfolgend
wurde die Expression der Gelatinase B auf mRNA-Ebene bestimmt (Abb. 23). Man
erkennt, daf exogenes cFos (pMV-cFos), im Vergleich zur Kontrollinfektion (pMV-
0), die verstirkte, basale Expression in c-fos -/- Zellen partiell reduzieren kann.
Auflerdem fiihrt die Infektion mit pMV-cFos Viren auch in Wildtyp Zellen zu einer
Verringerung der Menge an basal exprimierter Kollagenase IV (92 kD) mRNA. Im
Gegensatz dazu wird durch exogenes cFos die Expression der Kollagenase I in
Wildtyp und c-fos -/- Zellen gesteigert.

Abb. 23: Exogen exprimiertes cFos
vermindert die Expression der 92-
kD Typ IV Kollagenase in c-fos -/-
Zellen. Wildtyp (+/+) und c-fos -/-
Zellen (-/-) wurden in Gegenwart von
Polybren (8 pg/ml f.c.) mit Uberstdnden
der retroviralen WE Produzenten-
Zellinien pMV-0 und pMVcFos transient
infiziert. Aus den Zellen wurde 24 h
nach der Infektion polyA* RNA isoliert,

Coll-lV (92 kD) jeweils 6 pg RNA in einem 1.4%igen
Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran iibertragen. Die Menge
an 92-kD Typ IV Kollagenase (Coll-IV
92 kD) und GAPDH spezifischer mRNA

Coll-l wurde durch Northern Blot Analyse
bestimmt.

GAPDH

Zur Kontrolle der Infektionseffizienz wurde parallel eine Gelretardations-
Analyse durchgefithrt. Mit Hilfe eines Konsensus-TRE-Oligonukleotids (huCol AP-
1) und der Vorinkubation mit cFos-spezifischem Antikérper wurde die Menge an
exogen exprimierten cFos Protein in infizierten Zellen bestimmt. Als Positiv-
Kontrolle diente die UV-induzierte Expression von endogenem cFos in Wildtyp
Zellen. Durch die retrovirale Infektion (pMV-cFos) kommt es zur Expression von
exogenem cFos in den c-fos -/- Zellen (Abb. 24). Die exprimierte Proteinmenge in c-




48 Ergebnisse

fos -/- Zellen ist dabei mit der durch UV-Strahlung induzierten Menge in c-fos +/+
Zellen vergleichbar und belegt eine hohe Expressionsrate.

pMV-0 PMVcFos
w4 - | | /4 -1- |
C Uv c uv C uv C uyv

Abb. 24: DNA-Bindung von exogen exprimiertem cFos. Wildtyp (+/+) und c-fos -/-
Zellen (-/-) wurden, wie in Abb. 23 beschrieben, transient infiziert und anschlieend
UV-bestrahlt (40 J/m2 UVC) bzw. nicht bestrahlt (C). 6 h spater wurden Gesamt-
Proteinextrakte aus den Zellen isoliert und jeweils 5 pg fiir eine Gelretardations-
Analyse eingesetzt. Die Proteinextrakte wurden mit einem cFos spezifischen Anti-
serum fur 2 h auf Eis vorinkubiert. Nach Zugabe der radioaktiv markierten Oligo-
nukleotid-Probe (huCol AP-1) und 30-miniitiger Inkubation bei Raum-temperatur,
wurden die Reaktionen auf einem nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt. AP-1, AP-
1/DNA-Komplex; ss cFos, cFos-spezifischer "Supershift".

Aus diesen Ergebnissen kann einerseits abgeleitet werden, daf3 zwischen der
Expression von cFos und der Kollagenase IV (92 kD) ein kausaler, reziproker
Zusammenhang besteht, d.h. cFos wirkt antagonistisch auf die Expression dieses
Gens. Welcher molekulare Mechanismus dafiir verantwortlich ist, konnte bisher
nicht geklidrt werden. Anderseits bestitigen diese Daten eindeutig, daBl die
reduzierte Expression von Kollagenase I in c-fos -/- Zellen auf das Fehlen von cFos
zurilickzufiihren ist.




Ergebnisse 49

cFos ist eine essentielle Komponente in der UV-Anwort von
Saugetierzellen

Der Transkriptionsfaktor AP-1 vermittelt Geninduktion durch extrazellulédre
Signale, die eine genotoxische Wirkung ausiiben, wie z.B. UV-Strahlung und
chemische Karzinogene. Diese Agenzien induzieren sowohl die Expression der
frithen Gene wie z.B. c-jun und c-fos als auch der spéaten Gene wie z.B. Kollagenase
I, Stromelysine und Metallotheonin Ila (Herrlich et al., 1992). Fir die UV-
Induktion der spiten Gene kiénnte, analog zur TPA-Induktion, die Expression von
Fos und Jun notwendig sein. Im Gegensatz zu der relativ frithen, maximalen
Induktion von Kollagenase I und Stromelysin-1 und -2 nach TPA-Behandlung weist
die Expression dieser Gene in UV-bestrahlten Zellen eine verziogerte Kinetik auf.
Es gibt klare Hinweise darauf, dafl nach UV-Strahlung sezernierte Faktoren,
darunter Il-lo und bFGF (zusammengefalit als EPIF = extrazelluladrer
Proteinsynthese induzierender Faktor), fiir diese Induktion verantwortlich sind
(Schorpp et al., 1984; Kramer et al., 1993). Welche Rolle das cFos Protein bei der
Induktion von AP-1 abhingigen Genen durch genotoxische Substanzen spielt und
welche Funktion cFos bei der generellen Antwort der Zelle auf diese Substanzen
hat, wurde in c-fos -/- Zellen untersucht.

Zunichst wurde bestimmt, ob cFos eine protektive Funktion beim Uberleben
einer Zelle nach UV-Bestrahlung besitzt. Bei steigenden UV-Dosen wurde die
Anzahl der Zellkolonien, die sich aus einzelnen Zellen ableiten, detektiert. Das
klonale Uberleben von zwei unabhingigen c-fos -/- Zellinien war im Vergleich zu
Wildtyp Zellinien deutlich reduziert (Abb. 25 A ). Bei einer UV-Dosis von 20 J/m?
wurden fiinfmal mehr Wildtyp als c-fos -/- Kolonien festgestellt. Die Proliferations-
rate von UV-bestrahlten c-fos -/- Zellen war ebenfalls vermindert (Abb. 25 B). Drei
Tage nach der UV-Bestrahlung wurde die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt,
wobei Wildtyp Zellen 55 % und c-fos -/- Zellen 20 % der Anzahl erreichten, die bei
entsprechenden unbestrahlten Zellen ermittelt wurde. Zu spéteren Zeitpunkten
war die Proliferationsrate von Wildtyp und c-fos -/- Zellen vergleichbar. Die
signifikante Reduktion des klonalen Uberlebens und der Proliferationsrate
beweisen, dafl das Fehlen des cFos Proteins eine UV-Hypersensitivitét in ¢-fos -/-

Zellen hervorruft.
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Abb. 25: Der Verlust von cFos reduziert die Proliferation und die
Uberlebensfihigkeit von Zellen und nach UV-Bestrahlung. A: Je 500 Wildtyp
(+/+) und c-fos -/- Zellen (-/-) wurden ausgesit und 8 h spiter mit steigenden Dosen an
UVC bestrahlt. Nach 12 Tagen wurden die Zellen fixiert, mit Methylenblau angefarbt
und die Zahl der gewachsenen Kolonien bestimmt. Die Uberlebensraten der Zellen
(Anzahl der Kolonien/500 Zellen) bei verschiedenen UV-Dosen sind gezeigt. Die
Kurven reprédsentieren die Mittelwerte +SD aus 3 parallelen Ansédtzen mit je 2 Wildtyp
(f20, WT56) und c-fos -/- (f1, f10) Zellinien. B: Pro Ansatz wurden 2.5 x 105 Wiltyp (+/+)
und c-fos -/- Zellen ausgesit und 8 h spéater mit 10 J/m2 UVC (UV) bestrahlt bzw. nicht
bestrahlt. Alle 3 Tage wurde die Zellen passagiert und die Zellzahl bestimmt. Die
Proliferationskurven stellen die Mittelwerte £+SD von Experimenten mit 3 Wildtyp
(NIH 3T83, 20, WT56) und 2 c-fos -/- (f1, f10) Zellinien dar.

aus: Schreiber et al., 1995

Ist die Hypersensitivitét der c-fos -/- Zellen spezifisch fiir UV-Strahlung oder
resultiert die Behandlung mit anderen DNA-schéddigenden Agenzien in einem
dhnlichen Phénotyp? Zur Beantwortung dieser Frage habe ich Wildtyp und c¢-fos -/
Zellen verschiedenen Dosen an y-Strahlung ausgesetzt und deren Uberlebens-
fahigkeit gemessen. Der Vergleich der Dosis-Effekt-Kurven beider Zelltypen
(Abb.26) veranschaulicht, daBl c-fos -/- Zellen keine verdnderte Sensitivitat
gegeniiber Rontgenstrahlung haben. Die durch Réntgenstrahlung induzierte
Expression von c¢-fos (Sherman et al., 1990) ist also nicht an einem protektiven
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Mechanismus beteiligt und legt eine spezifische Funktion von cFos in der UV-
Antwort nahe.
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Abb. 26: Wildtyp und c-fos -/- Zellen weisen die gleiche Uberlebensfihigkeit
nach Rontgenbestrahlung auf. Je 300 Wildtyp (+/+) und c-fos -/- Zellen (-/-)
wurden ausgesédt und 24 h spédter mit den angegebenen Dosen bestrahlt. Nach 12
Tagen wurden die Zellen fixiert, mit Kristallviolett angefirbt, die Zahl der ge-
wachsenen Kolonien bestimmt und im Verhéltnis zur unbestrahlten Kontrolle das
Uberleben errechnet. Die Kurven stellen die Mittelwerte +SD aus 2 parallelen
Ansitzen mit je 3 Wildtyp (f20, WT56, F13) und c-fos -/- (f1, f10, f9) Zellinien dar.

Der Faktor EPIF kann mehrere Stunden nach UV-Bestrahlung im Kultur-
medium von HeLa Zellen nachgewiesen werden und ist in der Lage in
unbestrahlten Zellen die UV-Antwort zu induzieren (z.B. Expression von
Kollagenase I; Schorpp et al., 1984; Angel et al., 1987a; Kramer et al., 1993). Um
zu Uberprifen, ob eine EPIF Aktivitat in c-fos -/- Zellen produziert wird, wurden
Wildtyp Zellen mit Kulturmedium von UV-bestrahlten Wildtyp und c-fos -/- Zellen
inkubiert und in vivo mit 35S-Methionin markiert. Als Parameter fiir die im kondi-
tionierten Medium enthaltene EPIF Aktivitdt diente die Neusynthese und
Sekretion des Kollagenase I Proteins. Die sezernierten Proteine der Zielzellen wur-
den dazu auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Autoradio-
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graphie sichtbar gemacht (Abb. 27). Man erkennt, dafl das konditionierte
Kulturmedium von UV-bestrahlten Wildtyp Zellen die Synthese eines Proteins von
ca. 55kD in den Rezipientenzellen induziert, das dem Molekulargewicht der
Kollagenase I entspricht. Konditionierte Kulturmedien von zwei unterschiedlichen
c-fos -/- Zellinien (f1, f10) sind dagegen nicht in der Lage die Expression und
Sekretion dieses Proteins in den Zielzellen zu induzieren. Dies deutet darauf hin,
daf} die UV-induzierte EPIF Produktion in c-fos -/- Zellen beeintrichtigt ist.

/ gl
i " |EPIF
M C Uv C Uv C Uv

97-

Abb. 27: Im Kulturmedium von UV-bestrahlten c-fos -/- Zellen ist keine EPIF-
Aktivitit vorhanden. Zielzellen (Wildtyp Zellen) wurden mit Kulturmedium (EPIF)
inkubiert, das von unbestrahlten (C) oder UVC-bestrahlten (40 J/m2; UV) Wildtyp
(+/4) und c-fos -/- Zellen (-/-, f1, f10) stammte. Die Zielzellen wurden 8 h nach der
Inkubation fir 3 h mit 35S-Methionin in Kultur markiert, die sezernierten Proteine mit
TCA gefillt und in einem 10 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. Die Zahlen links geben die
Molekulargewichte der in Spur M aufgetrennten Eichproteine in kD an. Die Position
eines induzierten Proteins ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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Ist die fehlende EPIF Aktivitit fiir die UV-Hypersensitivitit der c-fos -/- Zel-
len verantwortlich ? Um diese Frage zu beantworten, wurden c-fos +/+ und c-fos -/-
Zellen im Verhiltnis 1:1 gemischt und gemeinsam kultiviert. Uber einen Zeitraum
von 4 Tagen wurde das Mengenverhiltnis beider Zelltypen in unbehandelten und
UV-bestrahlten Ansétzen verfolgt. Wildtyp und c-fos -/- Zellen konnten anhand der
unterschiedlichen c-fos Genloci in der Southern Blot Analyse unterschieden und die
relativen Anteile an der Gesamtpopulation bestimmt werden. Wie es bei vergleich-
baren Proliferationsraten beider Zelltypen zu erwarten ist, verdnderte sich in
unbestrahlten Kulturen das Ausgangsverhéltnis von 1:1 nicht (Abb. 28). Im
Verlauf von 96 Stunden nach UV-Bestrahlung der Zellen wurden jedoch
zunehmend geringere Anteile an c-fos -/- Zellen festgestellt (gemessen an der
geringeren Intensitdt der fir c-fos -/- Zellen charakteristischen Bande). Dies
bestétigt die Unterschiede in der Proliferationsrate und bedeutet, daffi UV-
induzierte, von c-fos +/+ Zellen sezernierte Faktoren nicht ausreichend sind, die UV-

Hypersensitivitit von c-fos -/- Zellen aufzuheben.
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Abb. 28: Kokultivierung mit Wildtyp Zellen hat keinen EinfluB auf die
Proliferationsrate von c-fos -/- Zellen nach UV-Bestrahlung. Wildtyp (+/+) und
c-fos -/- Zellen (-/-) wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und gemeinsam kultiviert. 6 h
nach dem Aussiden wurden die Zellen UV-bestrahlt (+UV, 10 J/m2 UVC) bzw. nicht
 bestrahlt (-UV). Zu den angegebenen Zeitpunkten nach dem Aussden wurden die
Zellen (3-fache Ansitze) geerntet und Southern Blot Analysen durchgefithrt. Nach
Restrinktion mit Pvu II repriasentiert die 1.8 kb Bande das Wildtyp Allel von c-fos,
wéhrend in c-fos -/- Zellen eine 1.3 kb Bande dem durch homologe Rekombination
inaktivierten c-fos Allel entspricht. Die Intensitit der Banden wurde mit Hilfe eines
Phospholmager-Systems quantifiziert. Der daraus berechnete prozentuale Anteil von
c-fos -/- Zellen in der Kokultur (% -/-) ist jeweils unterhalb der Abbildung angefiihrt.
aus: Schreiber et al., 1995

Da UV-Strahlung die Proliferationsrate von c-fos -/- Zellen reduziert, wurde
untersucht, ob ein vermehrter Zelltod die primére Ursache fiir diesen Befund ist.
Die Menge des zytosolischen Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH), das infolge von
Zellyse in das Kulturmedium freigesetzt wird, wurde als indirektes MaB fiir Zelltod
verwendet. Die quantitative Bestimmung von LDH, die 36 Stunden nach UV-
Bestrahlung ins Kulturmedium freigesetzt wurde, ergab fiir c-fos -/- Zellen, im
Vergleich zum Wildtyp, einen 2-fach erhohten Wert (Abb. 29 A). Der zeitliche
Verlauf der LDH-Freisetzung war in den ersten 12 Stunden nach der Bestrahlung
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fiir beide Zelltypen vergleichbar und stieg bei c-fos -/- Zellen in den néchsten 36 h
linear an, wiahrend bei c-fos +/+ Zellen keine Verinderung festgestellt wurde (Abb.
29 B). Daher konnte 48 h nach der Bestrahlung eine signifikant grolere Menge an
freigesetztem LDH im Kulturmedium von c-fos -/- Zellen gemessen werden. Dieser
Unterschied verdeutlicht den drastischen Anstieg an abgestorbenen Zellen, die kein
funktionelles cFos haben und bestétigt die UV-Hypersensitivitit dieser Zellen.
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Abb. 29: UV-Bestrahlung fiihrt zu verstirktem Zelltod bei c-fos -/- Zellen. A:
Wildtyp (+/+) und c-fos -/- Zellen (-/-) wurden mit steigenden Dosen an UVC bestrahlt.
36 h nach der Bestrahlung wurde der Anteil an toten Zellen indirekt durch einen
Enzymtest nachgewiesen. Dabei wurde die Menge an Lactatdehydrogenase (LDH), die
infolge von Zelllyse ins Kulturmedium freigesetzt wurde, kolorimetrisch bestimmt.
Alle Werte sind in Prozent von der maximalen LDH Freisetzung angegeben. Der
maximale Wert an freigesetztem LDH (=100%) wurde durch Behandlung von
Kontrollzellen mit Triton X-100 bestimmt. B: Die Menge an freigesetztem LDH (%
Maximum) wurde zu verschiedenen Zeiten nach der UVC-Bestrahlung (40 J/m?2)
bestimmt. In A und B sind jeweils die Mittelwerte £SD aus 3 parallelen Ansétzen mit je
2 Wildtyp (20, WT56) und c-fos -/- (f1, £10) Zellinien gezeigt.

aus: Schreiber et al., 1995
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Alle bekannten UV-sensitiven Zellinien, fiir die eine genetische Ursache
identifiziert wurde, weisen Defekte bei der DNA-Reparatur auf (Carr und
Hoekstra, 1995). Daher war es nahliegend anzunehmen, daf3 auch in c¢-fos -/- Zellen
Verdanderungen in der DNA-Reparatur-Effizienz auftreten. UV-induzierte DNA-
Lasionen (vor allem Pyrimidindimere) werden primér durch die Nukleotid-
Exzisions-Reparatur beseitigt. Dabei folgt dem Ausschneiden der DNA-Lésionen
eine sogenannte "aulerplanméifBige DNA-Synthese" (unscheduled DNA synthesis,
UDS), die durch Inkorporation von radioaktiv markiertem Thymidin sichtbar
gemacht werden kann. Die radioaktiven Markierung der DNA ist proportional zur
Effizienz der DNA-Reparatur und erméglicht damit die Messung der Reparatur-
fahigkeit der untersuchten Zellen. In c-fos +/+ und c-fos -/- Zellen habe ich die UDS-
Effizienz auf Einzelzellebene durch 3H-Thymidin-Einbau und nachfolgender in situ
Autoradiografie bestimmt (Abb. 30 und 31). Die stark markierten S-Phase-Kerne,
die auf Grund der semi-konservativen DNA-Replikation hohe 3H-Thymidin-
Einbauraten haben, sind sehr leicht von Nicht-S-Phase Kernen zu unterscheiden.
Nach UV-Bestrahlung erkennt man im Vergleich zu unbestrahlten Zellen in allen
Nicht-S-Phase-Kernen kornig markierte Strukturen (Silberkérner), die auf UV-
induzierter UDS beruhen. Dies macht deutlich, dafl sowohl Wildtyp als auch c-fos
-/~ Zellen qualitativ UDS-positiv waren.
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Wildtyp

+UV

Abb. 30: AuBlerplanmiBige DNA-Synthese (UDS) in Wildtyp Zellen. Wildtyp
Zellen (+/+) wurden auf Kammer-Objekttrigern (chamber slides) kultiviert, mit 40
J/m2 UVC bestrahlt (+UV) bzw. nicht bestrahlt (-UV) und fiir 2 h mit 3H-Thymidin in
Kultur markiert. Nachfolgend wurden die Zellen fixiert, mit einer Photoemulsion
beschichtet und 8 Tage bei 4°C exponiert. Nach Entwickeln und Fixieren wurden die
Préaparate mit Giemsa gefédrbt. Gezeigt sind mikroskopische Aufnahmen (400x) der
Priaparate. S-Phase-Kerne sind durch schwarze Pfeile, Nicht-S-Phase-Kerne durch
offene Pfeile markiert.
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c-fos -/-

+UV

Abb. 31: AuBlerplanmiBige DNA-Synthese (UDS) in c-fos -/- Zellen. c-fos -/- Zellen
wurden, wie in Abb. 30 beschrieben, behandelt und analysiert.

Zur quantitativen Auswertung der UDS-Versuche wurden nur Zellen
herangezogen, die eindeutig nicht in der S-Phase waren. Die Anzahl der Silber-
korner in Kernen UV-bestrahlter Zellen wurde mittels eines automatischen
Bildverarbeitunssystems bestimmt (Colourmorph Version 4.2). Dieses System
errechnet in Abhidngigkeit von der Anzahl der Koérner (bzw. der dadurch
hervorgerufenen Schwérzung) eines Zellkerns einen mittleren relativen Grauwert.
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Dabei haben Kerne mit wenigen Koérnern hohe Grauwerte. Abbildung 32 gibt die
Haufigkeitsverteilung der mittleren Grauwerte von Wildtyp und c-fos -/- Zellkernen
an. Die statistischen Mittelwerte der Grau-werte beider Zelltypen waren nicht
signifikant unterschiedlich. Sowohl die quantitative als auch die qualitative
Auswertung der UDS-Versuche demonstrierten, dafl c¢-fos -/- Zellen zur UV-
induzierten Nukleotid-Exzisions-Reparatur fiahig sind, und daf3 diese mit gleicher
Effizienz wie in Wildtyp Zellen stattfindet.

Abb. 32: UV-induzierte UDS ist
A nicht verandert in c-fos -/-
Zellen. Bei insgesamt je 300 nicht-
70 S-Phase Kernen (vgl. Abb. 30 und
+/+ (734 £50) 31) von UV-bestrahlten (40 J/m2
UVC) Wildtyp (+/+, A) und c¢-fos -/-
Zellen (-/-, B) wurde der SH -
Thymidin-Einbau mit Hilfe eines
automatischen Bildverarbeitungs-
systems quantitativ bestimmt.
Gezeigt sind die Anzahl der Kerne
mit den angegebenen mittleren
Grauwerten. Dabei représentieren
niedrige Grauwerte einen starken
Einbau an 3H-Thymidin.

Anzahl von Kernen

[ m 2] n - N~
w N~ «© «©
—

139
145
151
5
6
193

mittlerer Grauwert/Kern

70 +
-/ - (181 %4,5)
e 60+
[}
£ so0+4
Q
¥
= 40 4
S
= 301
N
N 204
<
10 4+
0 }
[+] wn - ~ (123 [22] in — N~ [\2]
(1) < n [¥2] [{e] [(] ™~ w w ()]

mittlerer Grauwert/Kern




60 Ergebnisse

Die UV-induzierte Expression von AP-1 abhingigen Ziel-
genen und die DNA-Bindung von AP-1 ist in c-fos -/- Zellen
reduziert

Auf Grund der Funktion von cFos als Transkriptionsfaktor ist es
wahrscheinlich, da3 die UV-Hypersensitivitit von c-fos -/- Zellen durch eine
veranderte Regulation von Genen verursacht wird, deren UV-induzierte Expression
durch cFos bzw. AP-1 kontrolliert wird. Exemplarisch fiir diese Kategorie von
Genen wurde die Expression von Kollagenase I, Stromelysin-1 und -2 bestimmt.
UV-Bestrahlung fiihrte in Wildtyp Zellen zu einer transkriptionellen Aktivierung
der Kollagenase I, Stromelysin-1 und -2, die 36 h nach der Bestrahlung einen
maximalen Wert erreicht (Abb. 33; Gack et al., 1994). In c-fos -/- Zellen ist die
basale Kollagenase I Expression reduziert (vgl. Abb. 6) und wird nach UV-
Bestrahlung nur marginal induziert (Abb. 33). Ahnlich verhalt es sich mit der UV-
induzierten Expression von Stromelysin-1 und -2, die in c-fos -/- Zellen nicht mehr
nachweisbar ist. UV-Bestrahlung bewirkt bei beiden Zelltypen innerhalb von 45
Minuten eine maximale Akkumulation ¢c-jun und c-fos spezifischer mRNA, die nach
36 h auf basale Werte zuriickgekehrt ist.

Im Gegensatz zur TPA-Behandlung (vgl. Abb. 6), bei der ausschliefllich die
Kollagenase I Expression reduziert war, ist in c-fos -/- Zellen nach UV-Bestrahlung
die Expression aller untersuchten "spidten" AP-1 abhingigen Zielgene nahezu
vollstdndig gehemmt. Die Ursache dafiir konnte auf einer reduzierten DNA-
Bindung von AP-1 oder in einer verminderten Transaktivierungsfihigkeit der
gebundenen Fos/Jun Proteine beruhen. Um die Bindung von AP-1 an die TRE-
Sequenz in Wildtyp und c-fos -/- Zellen zu bestimmen, wurden in vitro DNA-
Bindungstudien mit Proteinextrakten aus UV-bestrahlten Zellen durchgefiihrt.
Gelretardations-Experimente mit der TRE-Sequenz der interstitiellen Kollagenase
der Maus (Abb. 34) oder des Menschen (Abb. 35) ergaben, daf} die UV-Bestrahlung
von Wildtyp Zellen in einer lang-anhaltenden Verstdrkung der DNA-Bindung von
AP-1 resultiert. Die Bindung ist 36 h nach der Bestrahlung maximal und weist
einen fast 4-fach hoheren Wert als die unbestrahlte Kontrolle auf. Dagegen ist in c-
fos -/- die DNA-Bindung von AP-1 verringert und ist im Verlauf von 36 h nach der
UV-Bestrahlung bereits auf basale Werte gesunken. Als interne Qualitdtskontrolle
der eingesetzen Proteinextrakte diente die Protein-Bindung von SP-1 an seine

Konsensussequenz (Abb. 34).
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Abb. 33: UV-induzierte Expression von AP-1 abhingigen Zielgenen ist
gehemmt in c-fos -/- Zellen, Wildtyp (WT) und c-fos -/- Zellen wurden mit UVC (40
J/m2; UV) bestrahlt oder nicht bestrahlt (Co). Aus den Zellen wurde zu den
angegebenen Zeiten (45 min und 36 h nach der Bestrahlung) Gesamt-RNA isoliert,
jeweils 20 pg RNA in einem 1.4%igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran iibertragen. Die Menge an Kollagenase I (coll-1), Stromelysin-1
(strom-1), Stromelysin-2 (strom-2), c-jun, c-fos und GAPDH spezifischer mRNA wurde
durch Northern Blot Analyse bestimmt.
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Abb. 34: UV-induzierte Bindungsaktivitit von AP-1 an das TRE der
interstitiellen Kollagenase der Maus. Gesamt-Proteinextrakt wurde aus
unbestrahlten (0) und UVC-bestrahlten (40 J/m2) Wildtyp (WT) und c-fos -/- Zellen zu
den angegebenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung prépariert. Je 3 pg Protein-
extrakt wurden mit 25 fmol radioaktiv markiertem mCol AP-1 Oligonukleotid (vgl.
Abb. 13) gemischt, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktionen auf
einem nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt. (-), ohne Proteinextrakt. Der obere
Pfeil kennzeichnet die Position der AP-1/DNA-Komplexe, der untere Pfeil freie
Oligonukleotide. Mit einem Phospholmager-System wurde die Menge an AP-1/DNA-
Komplexen bestimmt (unabhéngig fiir jede Zellinie). Die berechneten Induktions-
faktoren sind unterhalb der Abb. angegeben. Zur Qualitidtskontrolle der verwendeten
Proteinextrakte wurde parallel eine Gelretardations-Analyse mit einer SP-1
Oligonukleotid-Probe durchgefiihrt.
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Abb. 35: UV-induzierte Bindungsaktivitit von AP-1 an das TRE der
interstitiellen Kollagenase des Menschen. Die Gelretardations-Analyse wurde
unter Verwendung der radioaktiv markierten huCol AP-1 entsprechend Abb. 34
durchgefiihrt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dafl in c-fos -/- Zellen UV-
Strahlung keine langanhaltende Verstiarkung der AP-1 DNA-Bindung verursacht
und damit die transkriptionelle Aktivierung von AP-1 abhéngigen Zielgenen
ausbleibt. Es ist sehr wahrscheinlich, dafl zu spidten Zeitpunkten nach der UV-
Induktion der autokrine Mechanismus (EPIF) die AP-1 Aktivitat erhoht und
dadurch die Expression von Zielgenen stimuliert. Die fehlende EPIF-Aktivitat in c-
fos -/- Zellen (vgl. Abb. 27) wire eine Erklarung fiir die nur marginale Induktion von
Kollagenase I, Stromelysin-1 und Stromelysin-2 in diesen Zellen.
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Welche AP-1 Komponenten sind fiir die verstirkte DNA-Bindung in UV-
bestrahlten Wildtyp Zellen und damit fiir die verstirkte Expression von
Kollagenase I, Stromelysin-1 und -2 verantwortlich? Um diese Frage zu
beantworten, wurden Gelretardations-Experimente mit der mCol AP-1
Oligonukleotid-Probe durchgefiihrt, die eine Vorinkubation der Proteinextrakte mit
spezifischen Antiseren (o-cJun, o-Jun-B, a-Jun-D, a-cFos, o-Fra-1 und o-Fra-2)
einschlofB. Die resultierenden "Supershifts" (Abb. 36 und 37) belegen, daf in beiden
Zelltypen alle AP-1 Proteine nach UV-Induktion, mit Ausnahme von FosB, das
nicht an die mCol AP-1 Oligonukleotid-Probe binden kann (vgl. Abb. 18), an der
Komplexbildung beteiligt sind. In beiden Zelltypen konnten keine Fra-1-
spezifischen "Supershifts" nachgewiesen werden (Abb. 37C). Im Vergleich zum
Pra-Immunserum (Abb. 37A) wurde jedoch eine reduzierte Menge an AP-1/DNA-
Komplexen beobachtet. Dies deutet darauf hin, dafl das verwendete Antiserum
gegen Fra-1 die DNA-Bindung von Dimeren mit Fra-1 verhindert.

In Wildtyp Zellen wurde eine biphasische Kinetik der DNA-Bindung von
verschiedenen AP-1 Komplexen festgestellt. 12 bis 18 h nach der UV-Bestrahlung
sind verstidrkt Dimere mit cJun, JunB, JunD (Abb. 36B, C, D) und Fra-2 (Abb.
37D) induziert, deren Mengen dann abnehmen, um nach 36 h ein weiteres
Maximum zu erreichen. Auflerdem werden zu diesem Zeitpunkt maximale Mengen
an cFos/X Dimeren (Abb. 37B) festgestellt.

In c-fos -/- Zellen werden Dimere mit cJun, JunB (Abb. 36B, C) und Fra-2
(Abb. 37D) durch UV-Strahlung induziert, wobei im Verlauf von 36 h die Menge an
cJun/X und Fra-2/X Komplexen unverindert ist und der Anteil von JunB/X
Dimeren nach 36 h ein Minimum erreicht. Komplexe mit JunD werden in c-fos -/-
Zellen nur marginal induziert.

Es treten also vor allem 36 h nach der UV-Bestrahlung quantitative
Unterschiede auf. In Wildtyp Zellen finden sich zu diesem Zeitpunkt verstédrkt
Komplexe mit JunB und JunD, die in c-fos -/- Zellen fehlen. Zusammen mit cFos,
das in c-fos -/- Zellen fehlt, aber in Wildtyp Zellen 36 h nach der UV-Bestrahlung in
maximaler Menge im Komplex vorliegt, konnte dies die Ursache fur die verringerte
DNA-Bindung von AP-1 in cFos defizienten Zellen sein.
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Abb. 86: Jun Proteine sind an der UV-induzierten Bindungsaktivitit von
AP-1 beteiligt. Gesamt-Proteinextrakt wurde aus unbestrahlten (0) und UVC-be-
strahlten (40 J/m2) Wildtyp (WT) und c-fos -/- Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten
nach der Bestrahlung prépariert. Je 3 ug Proteinextrakt wurden mit Pra-Immunserum
(A) bzw. Antiseren gegen cJun (B), JunB (C) oder JunD (D) fiir 2 h auf Eis inkubiert
und nachfolgend eine Gelretardations-Analyse mit der mCol AP-1 Oligonukleotid-
Probe durchgefiihrt. Die Positionen der gebildeten AP-1/DNA-Komplexe (AP-1) und
der "Supershifts" (ss cJun, ss JunB, ss JunD) sind gekennzeichnet.
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Abb. 37: Fos Proteine sind an der UV-induzierten Bindungsaktivitit von AP-1
beteiligt. Gesamt-Proteinextrakt wurde aus unbestrahlten (0) und UVC-bestrahlten
(40 J/m?2) Wildtyp (WT) und c-fos -/- Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten nach der
Bestrahlung prépariert. Je 3 pg Proteinextrakt wurden mit Pra-Immunserum (A) bzw.
Antiseren gegen cFos (B), Fra-1 (C) oder Fra-2 (D) fiir 2 h auf Eis inkubiert und
nachfolgend eine Gelretardations-Analyse mit der mCol AP-1 Oligonukleotid-Probe
durchgefiithrt. Die Positionen der gebildeten AP-1/DNA-Komplexe (AP-1) und der
Supershifts (ss cFos, ss Fra-2) sind gekennzeichnet.
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c-fos -/- Zellen weisen eine erhohte basale p53 Expression und
eine verringerte UV-induzierte Stabilisierung von p53 auf

Eine Vielzahl von DNA-schédigenden Agenzien wie UV-Strahlung, Réntgen-
strahlung oder Actinomycin D induzieren mittels post-tranlationaler Modifika-
tionen eine Stabilisierung von p53 und bewirken dadurch einen Anstieg der
zelluldren p53 Proteinkonzentration (Maltzman und Czyzyk, 1984; Kastan et al.,
1991; Fritsche et al., 1993). Abhingig vom Zelltyp oder vom physiologischen
Zustand konnen die erhohten Mengen an p53 einen Zellzyklus-Block in der G1-
Phase oder Apoptose vermitteln (als Ubersichtsartikel: White, 1996). Da die UV-
Hypersensitivitdt von c-fos -/- Zellen sehr wahrscheinlich durch verstirkte
Apoptose verursacht wird (Schreiber et al., 1995), war es naheliegend zu unter-
suchen, ob das Fehlen von c-fos Auswirkungen auf die Expression und Funktion
von p53 hat.

In Northern Blot Analysen konnte nachgewiesen werden, dafl in c-fos -/-
Zellen, im Vergleich zum Wildtyp, die basale Expression p53-spezifischer mRNA
eindeutig erhoéht ist (Abb. 38). Der Unterschied in den mRNA-Mengen zwischen
Wildtyp und c-fos -/- Zellen blieb auch nach UV-Bestrahlung (bezogen auf den
internen Standard GAPDH) weitgehend bestehen.

Abb. 38: Basale pb53
+/+ -/~ -1- Expression ist erhoht in
| c-fos -/- Zellen. Wildtyp

(+/+) und c-fos -/- Zellen (-/-

; f1, f10) wurden mit UVC

(40 J/m2; UV) bestrahlt

oder nicht bestrahlt (Co).

Aus den Zellen wurde zu

pS53 den angegebenen Zeiten

(45 min, 8 h, 36 h nach der

Bestrahlung) Gesamt-RNA

isoliert, jeweils 20 pg RNA

" in einem 1.4%igen Agarose-

#| GAPDH  5o] gufgetrennt und auf

eine Nylonmembran tber-

tragen. Die Menge an p53

und GAPDH spezifischer

mRNA wurde durch

Northern Blot Analyse be-
stimmt.
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Die Bestimmung der p53 Proteinmenge im Western Blot demonstrierte, daf3
die erhohten Transkriptmengen in unbehandelten c-fos -/- Zellen zu einer starken
Akkumulation von p53 Protein fithrt, wihrend in Wildtyp Zellen nur sehr geringe
Mengen an pb53 festgestellt wurden (Abb. 39 A). Durch UV-Strahlung wird in
Wildtyp Zellen ein starker und langanhaltender Anstieg (24 h) der p53
Proteinmengen induziert (Abb. 39 A ). Dagegen wird in c-fos -/- Zellen nach UV-
Bestrahlung nur ein geringer Anstieg der p53 Proteinmengen beobachtet (Abb. 39
A und B). Ein dhnlicher Befund wurde nach y-Bestrahlung festgestellt, wobei in
Wildtyp Zellen nach 2 h eine starke p53-Stabilisierung induziert wurde, die in c-fos
-/- Zellen nach 4 h und 18 h in geringerem Umfang auftrat (Abb. 40 A, B). Nur in
Wildtyp Zellen konnte eine p53-Stabilisierung nach Behandlung mit Actinomycin D
nachgewiesen werden (Abb. 39 B, C).

+/+ -/-
'o 6 24A 0 624Allp 6 24 A 0 6 24 Al h
-/-
o6 24A 0 6 24 Al h
+/+ -/-

lo 6 24llg 6 24l n

Abb. 39: UV-induzierte Akkumulation von p53 und p21. Wildtyp (+/+; WT56, £20)
und c-fos -/- Zellinien (-/-; f1, f10) wurden entweder nicht behandelt (0) oder UVC-
bestrahlt (40 J/m2) bzw. fiir 4 h mit Actinomycin D (A, 5 wg/ml) behandelt. Aus den
Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten nach der UV-Bestrahlung (6 h, 24 h) bzw.
Actinomycin D Behandlung Kernextrakte prdpariert. 50 pg (A, C) oder 20 ug (B)
Kernextrakt wurde in einem 12.5 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert (Western Blot). Der Immunnachweis erfolgte mit spezifischen
Antikérpern gegen p53 (A, B) bzw. p21 (C) und HRP-konjugierten Sekundir-
antikérpern im ECL-System.
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Abb. 40: Akkumulation von p53 nach y-Bestrahlung. Wildtyp (+/+) und c-fos -/-
Zellen (-/-; f1, f10) wurden y-bestrahlt (20 Gy) bzw. nicht bestrahlt. Zu den
angegebenen Zeiten nach der Bestrahlung (1, 2, 3, 4, 18 h) wurden Kernextrakte
prapariert, jeweils 40 pg in einem 12.5 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Der Immunnachweis erfolgte mit einem spezifischen
Antikérper gegen p53 (A) und einem HRP-konjugierten Sekundirantikérper im ECL-
System. Ein ldngere Expositionszeit des Membranbereichs mit Wildtyp Kernextrakt ist
in (B) gezeigt.

p53 kann in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor die Expression von
Zielgenen (z.B. p21, GADDA45; Kastan et al., 1992; El-Deiry et al., 1993) induzieren.
Da Unterschiede in der basalen Ex-pression und der UV-induzierten Stabilisierung
von p53 zwischen Wildtyp und c-fos -/- Zellen auftraten, wurde die p53 abhéngige
Genexpression in diesen Zellen tiberpriift. Durch Western Blot Analyse wurde die
basale und UV-induzierte Expression des p53-abhingigen Zielgens p21 in Wildtyp
und c-fos -/- Zellen bestimmt (Abb. 39 C). Dabei konnte in beiden Zelltypen eine
vergleichbare Expression von p21 nachgewiesen werden, die nach UV-Bestrahlung
nur leicht induziert war.

Auf Grund dieser Ergebnisse kann angenommen werden, daf3 ein cFos
abhingiger Mechanismus die Aktivitéit des p53 Promotors reprimiert, was in einer
verstiarkten p53-Expression in c-fos-/- Zellen resultiert. Moglicherweise verhindern
jedoch diese hohen p53 Konzentrationen eine dhnlich effiziente p53-Stabilisierung
durch UV- und Réntgenstrahlung, wie sie in Wildtyp Zellen beobachtet wurde.
Unabhingig davon wird in beiden Zelltypen das p53-abhingige Zielgen p21 sowohl
basal als auch nach UV-Bestrahlung mit gleicher Effizienz exprimiert.
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DISKUSSION

Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist ein dimerer Proteinkomplex, dessen
einzelne Untereinheiten von den verschiedenen jun (c-jun, junB, junD), fos (c-fos,
fosB, fra-1, fra-2) und CREB/ATF (ATF-a, ATF-2) Genfamilien kodiert werden.
Diese Proteine bilden Homo- und Heterodimere, die sich in ihrer DNA-Bindungs-
affinitdt, DNA-Sequenzspezifitit und Transaktivierungseigenschaft unter-
scheiden. In Abhéingigkeit von extrazelluldren Stimuli (z.B. Wachstumsfaktoren,
Cytokine, Tumorpromotoren, DNA-schéidigende Agenzien) reguliert AP-1 die
Expression von Zielgenen (z.B. Kollagenase, Stromelysine). Angesichts der differen-
tiellen transkriptionellen Regulation der jun, fos und CREB/ATF Gene und der
Unterschiede in der Sequenzspezifitit und Transaktivierungsfunktion der abge-
leiteten Proteine, sowie der groBen Anzahl kombinatorischer Méglichkeiten der
Zusammensetzung von AP-1 Komplexen kénnen Verdnderungen in der Expression
eines Zielgens allein keine ausreichenden Informationen liefern, welches spezifische
AP-1 Dimer fiir diese Verénderungen verantwortlich ist.

Ziel dieser Arbeit war deshalb zum einen, definierte zelluldre Systeme zu
etablieren, die eine gezielte Uberexpression der einzelnen Jun Proteine und einer
transdominant negativ wirkenden Jun-Mutante erlauben, um damit deren Funk-
tion bei der Regulation von AP-1 abhingigen Zielgenen zu bestimmen. In der
vorliegenden Arbeit konnte damit die postulierte autdregulatorische Aktivierung
der c-jun Transkription in stabilen Zellinien bestéitigt werden. Zum anderen sollte in
cFos defizienten Zellen untersucht werden, ob der Verlust von cFos Auswirkungen
auf die TPA- und UV-induzierte Expression verschiedener Zielgene hat und ob die
generelle Antwort der Zelle auf UV-Bestrahlung veréandert ist.

Die Analyse der TPA-Induktion von c-fos -/- Zellen ermoglichte es drei Klassen
von cFos regulierten Genen zu identifizieren. Dies sind einerseits Gene, deren
Expression reduziert (Kollagenase I) oder induziert (92 kD-Typ IV Kollagenase) ist;
andererseits Gene (CD44, Stromelysine), die, im Vergleich zu c-fos +/+ Zellen, keine
Unterschiede in der Expression aufweisen, da funktionelle Kompensation durch
das FosB Protein auftritt. Der Verlust von cFos resultiert aulerdem in einer
signifikant reduzierten UV-Induktion von AP-1 abhingigen Zielgenen, die mit der
Reduktion der DNA-Bindung und der Transaktivierungskapazitiat von AP-1
korreliert. Desweiteren weisen c-fos -/- Zellen eine UV-Hypersensitivitit auf, die
jedoch nicht auf Defizite bei der DNA-Reparatur, sondern auf verstédrktes Zell-
sterben durch Apoptose zuriickgeht und unabhéingig von Faktoren ist, die von UV-
bestrahlten Zellen sezerniert werden.




Diskussion 71

Die Funktion von cJun und cFos in der Regulation von AP-1 abhiingigen
Zielgenen

Die transkriptionelle Aktivierung des c-jun Promotors wird hauptsichlich von
zwei cis-Elementen, junl (TGACATCA) und jun2 (TTACCTCA) vermittelt, die
wahrend allen Aktivitdtszustidnden des Promotors konstitutiv von cJun/ATF-2
Komplexen besetzt sind (van Dam et al., 1990, 1993; Devary et al., 1991; Stein et
al., 1992; Herr et al, 1994). Exogene Stimuli, wie z.B. UV-Strahlung, alkylierende
Agenzien und TPA, induzieren die Hyperphosphorylierung und Aktivierung von
Promotor-assozierten cJun/ATF-2 Dimeren, was in einer schnellen Erhshung der
Transkriptionsrate von c-jun resultiert (van Dam et al., 1995).

In Ubereinstimmung mit der postulierten autoregulatorischen Funktion von
cJun bei der Aktivierung seines eigenen Promotors (Angel et al., 1988b) konnte in
zwei stabilen Zellinien (MBD AvdJ1l und MBD AvJ2) demonstriert werden, dal}
durch die Cadmium induzierte Expression der transdominant negativ wirkenden
Jun-Mutante die TPA-induzierte c-jun Expression teilweise gehemmt wird. Da in
unstimulierten Zellen nur geringe Mengen an Jun, Fos und CREB/ATF Proteinen
vorliegen, hatte man bei einer effizienten Uberexpression eine vollsténdige Hem-
mung der TPA-induzierten c-jun Expression erwarten koénnen. Unter den
experimentellen Bedingungen konnte jedoch maximal eine 50 %ige Hemmung
beobachtet werden, obwohl der verwendete Promotor prinzipiell eine starke
Expression der Mutante erlaubt. Warum das verwendete MT Ila-Promotor-
fragment in den stabilen Zellinien, im Vergleich zu transienten Transfektionen,
weniger effizient durch Cadmium induzierbar war, konnte nicht schlissig geklart
werden. Sehr wahrscheinlich war die Menge an exprimierter Jun-Mutante nicht
ausreichend, um alle, bereits in Kontrollzellen vorliegenden Jun, Fos und
CREB/ATF Proteine vollstindig zu inaktivieren. Es ist daher auch nicht
erstaunlich, dafl nach zusétzlicher Neusynthese von Jun und Fos Proteinen (nach
TPA-Behandlung) die TPA-induzierte Expression der spiten Gene (z.B.
Kollagenase) iiberhaupt nicht gehemmt wurde.

Ein weitaus erfolgreicheres System, um die spezifische Funktion einzelner
AP-1 Proteine in der Genregulation zu untersuchen, war die Verwendung von cFos
defizienten Zellen. In einer Reihe von fritheren Studien wurde endogenes c-fos durch
verschiedene Techniken inaktiviert: i) anti-sense mRNA Expression (Holt et al.,
1986; Nishikura und Murray, 1987; Kerr et al., 1988; Schonthal et al., 1988). ii)
Mikroinjektion von cFos spezifischen Antikérpern (Riabowol et al., 1988; Kovary
und Bravo, 1991b). iii) c-fos mRNA Degradation mit Hilfe von Ribozymen (Scanlon




72 Diskussion

et al., 1991). iv) Uberexpression einer auf cFos trans-dominant negativ wirkenden
Mutante (Okuno et al., 1991).

Obwohl durch diese Experimente grundlegende Erkenntnisse zur Funktion
von cFos wihrend der Proliferation, Differenzierung und Transformation gewonnen
wurden, gibt es widerspriichliche Daten, die auf die Methodik der indirekten
Inaktivierung von c-fos zuriickgefithrt werden, z.B. Kreuzhybridisierung der anti-
sense RNA mit Transkripten verwandter oder unbekannter Gene und Kreuz-
reaktion der Antikérper mit immunologisch dhnlichen Proteinen (Hu et al., 1994;
Briisselbach et al., 1995).

Die "gene targeting" Technik ermoglichte es c-fos direkt und selektiv
auszuschalten (Wang et al., 1992; Johnson et al., 1992). Deshalb bieten c-fos +/+
und c-fos -/- Zellinien, die aus Embryonen von Wildtyp und "knock out" M&usen
hergestellt wurden (Briisselbach et al., 1995), das beste System, um die
spezifische Funktion von cFos bei der AP-1 abhingigen Genregulation zu
untersuchen.

In c-fos -/- Zellen ist, im Vergleich zum Wildtyp, die TPA-induzierte Expression
der frithen Gene c-jun und c-fos sowohl quantitativ, als auch in der Induktions-
kinetik nicht veridndert. Die transkriptionelle Aktivierung von c-jur und c-fos durch
TPA und UV wird durch Verdnderungen im Phosphorylierungsmuster von
cJun/ATF-2 bzw. SRF/TCF Komplexen bewirkt, die konstitutiv an den c-jun bzw. c-
fos Promotor binden (Herrera et al., 1989; Konig, 1991; van Dam et al., 1993; Zinck
et al., 1993; Herr et al., 1994).

In c-fos +/+ und c-fos -/- Zellen gibt es sowohl im unbehandelten Zustand als
auch zu verschiedenen Zeiten nach TPA-Induktion keine Unterschiede in der
konstitutiven Bindung von Transkriptionsfaktoren an den c-jun Promotor. Diese
Daten bestitigen zum einen frithere Beobachtungen, daf3 nicht cJun/cFos, sondern
cJun/ATF-2 Dimere fiir die Induktion von c-jun verantwortlich sind (Herr et al.,
1994). Zum anderen implizieren diese Daten, daBl die TPA-induzierten
Signalkaskaden, die zur Aktivierung von c¢Jun/ATF-2 (und SRF/TCF am c-fos
Promotor) fithren, durch das Fehlen von cFos nicht gestort sind. Ahnliche
Ergebnisse hinsichtlich c-jun und c-fos Expression in c-fos -/- Zellen wurden nach
Serum, EGF und PDGF Stimulation festgestellt (Hu et al., 1994; Briisselbach et
al., 1995). Fiir das schnelle Abschalten der ¢-fos Genexpression (innerhalb von 90
Minuten) nach Mitogen- oder TPA-Induktion wurde ein Autorepressions-
Mechanismus durch das cFos Protein postuliert (Sassone-Corsi et al., 1988a,;
Wilson und Treisman, 1988; Konig et al., 1989; Schonthal et al.,1989). Umgekehrt
sollte dieser Mechanismus in c-fos -/- Zellen beeintrichtigt sein und TPA-
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Behandlung in einer langanhaltenden Expression von c-fos resultieren. Dies konnte
jedoch nicht beobachtet werden. Eine Moglichkeit wire, daf3 andere Mitglieder der
Fos Familie, die in c-fos -/- Zellen exprimiert werden, z.B. FosB, Fra-1 oder Fra-2,
diese Funktion iibernehmen. Diese Moglichkeit ist in Einklang mit dem Ergebnis,
daB fiir die Autorepression eine Carboxy-terminale Doméne von cFos ausreichend
ist und diese Doméne beim FosB und Fra-1 Protein konserviert ist (Gius et al.,
1990; Mumberg et al., 1991).

AP-1 abhéngige Zielgene sind durch die fiir die Induktion notwendige de novo
Synthese von Jun und Fos Proteinen definiert. Exemplarisch fiir diese Klasse von
Genen wurde in Wildtyp und c-fos -/- Zellen die Expression verschiedener Matrix-
metalloproteinase Gene (Gack et al., 1994) und des CD44 Gens (Hofmann et al.,
1993) nach extrazelluldren Stimuli vergleichend analysiert. Das in Wildtyp Zellen
auftretende Expressionsmuster von Kollagenase I (interstitielle Kollagenase),
Stromelysin-1 und -2 nach TPA-Induktion ist konsistent mit den Befunden von
transformierten Maus-Lungenfibroblasten (Gack et al., 1994) und stimmt weit-
gehend mit den Expressionsdaten von Matrixmetalloproteinasen in Mensch und
Ratte iiberein (Angel et al., 1987a; Breathnach et al., 1987). TNF-o, bFGF und II-
la steigern ebenso wie TPA die Transkriptionsrate der jurn und fos Gene (Brenner
et al., 1989; Ito et al., 1990; Fagarasan et al., 1990; Angel und Karin, 1991).
Dadurch kommt es zur Neusynthese von AP-1 Proteinen, die als Dimere an die
TRE-Sequenz in der Promotorregion von CD44 und Kollagenase I binden und deren
Transkription aktivieren.

CD44, Stromelysin-1 und Stromelysin-2 weisen in c-fos -/- Zellen nach TPA-
Induktion ein dem Wildtyp analoges Expressionsmuster auf. Dagegen ist die
Expression der interstitiellen Kollagenase in c-fos -/- Zellen, im Vergleich zum
Wildtyp, sowohl basal als auch nach Induktion mit TPA, TNF-o, bFGF und 1l-1a
eindeutig reduziert. Das Expressionsmuster dieser Gene in c-fos -/- Zellen demon-
striert, daB3 cFos eine sehr spezifische Funktion bei der transkriptionellen
Aktivierung von Kollagenase I einnimmt, daf3 jedoch bei der Expression von CD44,
Stromelysin-1 und -2 funktionelle Redundanz auftritt. Der molekulare Mechanis-
mus, der fiir diese differentielle Regulation von AP-1 Zielgenen verantwortlich ist,
konnte durch in vivo und in vitro DNA-Bindungstudien aufgekldrt werden. Die in
vivo Proteinbesetzung am Kollagenase Promotor in c-fos -/- Zellen unterscheidet
sich weder qualitativ noch quantitativ von der in Wildtyp Zellen. Nach TPA-
Induktion ist in beiden Zelltypen eine Zunahme der Proteinbindung am TRE fest-
stellbar. Auch an den anderen bekannten Proteinbindungsstellen des Promotors
treten keine Unterschiede zwischen Wildtyp und cFos defizienten Zellen auf. Dies
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ist ein Hinweis darauf, daB der Mechanismus der reduzierten Kollagenase-
Promotoraktivitdt in c-fos -/- Zellen wahrscheinlich nicht von zusétzlichen
Sequenzen distal und/oder proximal vom TRE gesteuert wird oder zumindest keine
nachweisbare Verdnderungen der in vivo Proteinbesetzung zur Folge hétte.

Bei transienten Transfektionen mit einem Maus Kollagenase Promotor-
konstrukt ochne TRE (-500/-66-tk-CAT) wurde keine TPA-Induzierbarkeit nach-
gewiesen, wihrend ein Konstrukt (-66/+29), das nur noch das TRE und proximale
Sequenzen enthalt, durch TPA induziert wurde. Da das Kollagenase I Gen in c¢-fos
-/- Zellen auf niedrigem Niveau transkriptionell durch TPA induziert wird, sprechen
diese Ergebnisse dafiir, dafl das TRE im Kollagenase I Promotor urséchlich fiir die
reduzierte Expression der Kollagenase I in ¢-fos -/- Zellen verantwortlich ist. In vitro
DNA-Bindungsstudien ergaben, dafl die AP-1 Bindungsaktivitét am Kollagenase-
TRE eine transiente Kinetik aufweist und keine quantitativen Unterschiede in den
AP-1-Bindungsaffinititen zwischen c-fos +/+ und c-fos -/- Zellen auftreten, was die
in vivo Situation am TRE widerspiegelt. Die detaillierte Bestimmung der
Zusammensetzung von in vitro gebundenen AP-1 Komplexen mit Hilfe spezifischer
Antikérper machte deutlich, dafl in beiden Zelltypen fast auschliefllich Jun/Fos
Heterodimere an die TRE-Sequenzen binden. In unbehandelten Zellen konnten
Dimere mit cFos und FosB nicht nachgewiesen werden. Es treten basal vor allem
transkriptionell inaktive Komplexe mit JunB und Fra-2 auf. Nach TPA-Induktion
kénnen in vitro alle bekannten Jun und Fos Proteine im Komplex nachgewiesen
werden. Generell binden nach TPA-Induktion in beiden Zelltypen bevorzugt JunB/X
und Fra-2/X Dimere an die verschiedenen TRE-Sequenzen. In c-fos -/- Zellen ist der
Anteil dieser Dimere noch gréfler im Vergleich zum Wildtyp. Nach TPA-
Stimulation kommt es aber auch zu einer verstidrkten Bindung von trans-
aktivierungs-kompetenten Komplexen, die cFos und FosB enthalten.

Dies ist von entscheidender Bedeutung, da beziiglich der FosB/Jun Dimere
qualitative Unterschiede in der Bindung an die TRE-Sequenzen auftreten. FosB/X
Dimere binden in vitro nur an die TRE-Sequenz des CD44 Promotors und an ein
Konsensus-TRE, das homolog zu entprechenden Sequenzen im Stromelysin-1
Promotor ist. Deshalb ist es sehr wahrscheinlich, dafl FosB/Jun Dimere das Fehlen
von cFos/Jun Dimeren kompensieren konnen. Im Gegensatz dazu binden
Komplexe mit FosB nicht an die TRE-Sequenz im Kollagenase I Promotor der
Maus und sind daher prinzipiell nicht in der Lage cFos/Jun Dimere zu ersetzen. Als
direkte Folge der TRE-Sequenz-spezifischen Bindung von FosB/Jun Komplexen ist
es nicht moglich durch Uberexpression von FosB ein Maus Kollagenase Promotor-
konstrukt (-66/+29 mCol-CAT) zu transaktivieren. Im Unterschied dazu, kann
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FosB Promotorkonstrukte mit Konsensus-TRE (-73/+63 huCol-CAT, 3xTRE-CAT)
gleich effektiv wie cFos aktivieren. Die fehlende Transaktivierung des Maus
Kollagenase I Promotors durch FosB ist daher eine iiberzeugende Erklirung fiir die
stark reduzierte Kollagenase I Expression in c-fos -/- Zellen.

Was ist der molekulare Mechanismus fiir die Unterschiede in der Bindung von
FosB an die Kollagenase I oder Stromelysin-1 TRE-Motive, obwohl beide Bindung-
stellen die Konsensus-Sequenz aufweisen?

Die AP-1 Bindestelle des Maus Kollagenase I Gens besitzt in seinen
flankierenden Sequenzen vier zusédtzliche Nukleotide, die zusammen mit der
Konsensus-Sequenz ein perfektes Palindrom ergeben. Bei in vitro DNA-Bindungs-
und Kompetitionsstudien mit einem Konsensus-TRE erwies sich dieses perfekte
Palindrom als eine hochaffine Jun/Fos-Bindestelle (Schorpp et al., 1995). Es ist
plausibel anzunehmen, daf} die erweiterte palindromische TRE-Sequenz der Maus
Kollagenase I auch mit einer hohen Spezifitit der bindenden Komplexe gekoppelt
ist und es sterisch bedingt zu einem selektiven Ausschlufl der Bindung von
FosB/Jun-Komplexen kommt. Diese Annahme wird durch Studien gestiitzt, die
bestitigen, dafl benachbarte Sequenzen eine wichtige Funktion fiir die Bindung von
AP-1 haben. Zum Beispiel rufen flankierende Sequenzen des TREs, die sich in nur
einer Base unterscheiden, signifikante Verdnderungen in der Bindungsaffinitét von
verschiedenen AP-1 Spezies hervor (Ryseck und Bravo, 1991). Weiterhin wurde
gezeigt, dafl an die AP-1 Bindestelle des Interleukin 2 und des Involucrin Promotors
nur bestimmte Jun/Fos Dimere binden (Boise et al., 1993; Welter et al., 1995).

Da vor allem Dimere, die Fra-2 und Fra-1 enthalten, an das Kollagenase-TRE
binden, stellt sich die Frage, warum Fra-1 und Fra-2 nicht in der Lage sind die
Funktion von cFos bei der transkriptionellen Regulation des Kollagenase I Gens in
c-fos -/- Zellen zu iibernehmen. Die entscheidende Ursache hierfiir liegt in den
Transaktivierungseigenschaften dieser Proteine. Zahlreiche Untersuchungen
belegen, daf3 sowohl Fra-1 als auch Fra-2, im Gegensatz zu cFos und FosB
schwache Transaktivatoren sind und auch geringe transformierende
Eigenschaften besitzen (Nakabeppu et al., 1991; Mumberg et al., 1991; Suzuki et
al., 1991; Wisdom und Verma, 1993; Bergers et al., 1995).

Die hier vorgestellten Daten und die in der Literatur beschriebenen Befunde
machen deutlich, daB die reduzierte transkriptionelle Aktivierung (basal und nach
TPA, TNF-a, bFGF, Il-10) der interstitiellen Kollagenase der Maus in c-fos -/- Zellen
in der erweiterten palindromischen AP-1 Bindungstelle begriindet ist. FosB/Jun-
Dimere, konnen nicht an diese Sequenz binden und den Ausfall von cFos/Jun-
Dimeren kompensieren. Die noch nachweisbare Kollagenase I Expression in c-fos




76 Diskussion

-/- Zellen geht hochstwahrscheinlich auf die Aktivierung durch den Jun-Partner in
Fra-2/Jun und Fra-1/Jun Komplexen zuriick. Die AP-1 Bindungsstellen im CD44
und Stromelysin-1 Promotor erlauben die Bindung von FosB/Jun-Dimeren. Auf
Grund des Transaktivierungspotentials von FosB ist somit in ¢-fos -/- Zellen eine
vollstdndige funktionelle Kompensation von cFos/Jun Komplexen moglich. Die
regulatorischen Sequenzen des Stromelysin-2 Promotors der Maus sind bisher
nicht identifiziert worden. Ein TRE-Sequenzmotiv konnte jedoch im Promotor des
Stromelysin-2 Gens der Ratte gefunden werden (Breathnach et al., 1987). Deshalb
ist es wahrscheinlich, dafl auch der Maus Promotor eine AP-1-Bindungsstelle
aufweist. Da die TPA-induzierte Expression von Stromelysin 2 in c-fos -/- Zellen im
gleichen Ausmall wie im Wildtyp erfolgt, sollten auch an diese Bindungsstelle
Dimere, die FosB enthalten, binden kénnen.

In Wildtyp und cFos defizienten Zellen konnte die TPA-induzierte Expression
von Kollagenase I und Stromelysin-1 durch Dexamethason gehemmt werden,
wihrend die CD44 Expression nahezu unbeeinfluflt blieb. Die Repression von
Kollagenase I und Stromelysin-1 durch Dexamethason in Mauszellen ist
konsistent mit den Daten aus anderen Zellsystemen (Frisch und Ruley, 1987;
Offringa et al., 1988; Jonat et al., 1990). Der Mechanismus der Repression beruht
wahrscheinlich auf einer Modulation der Transaktivierungseigenschaften von AP-1
Komplexen durch den aktivierten Glucocorticoidrezeptor ohne deren DNA-Bindung
zu verandern (Konig et al., 1992). Dabei entscheidet jedoch die Zusammensetzung
der Dimere, ob es zu einer Hemmung (cJun/cFos) oder Verstirkung (cJun/cJun,
cJun/Fra-1) der Promotoraktivitdt (z.B. beim Proliferin oder Kollagenase
Promotor) kommt (Diamond et al., 1990; Miner und Yamamoto, 1992; Teurich und
Angel, 1995).

Da die Maus Kollagenase I Expression unabhingig von FosB/Jun Dimeren
erfolgt, demonstriert die beobachtete Hemmung der Expression durch
Dexamethason in c-fos -/- Zellen, dafl AP-1 Komplexe mit Fra-1 oder Fra-2 in der
Lage sind, eine Repression durch den aktivierten Glucocorticoidrezeptor zu
vermitteln. Eine aktivierende Wirkung von Dexamethason, die fiir cJun/Fra-1
Dimere am Proliferin Promotor beschrieben wurde, scheint am Kollagenase
Promotor nicht aufzutreten. Moglicherweise sind die iiberlappenden TRE- und
GRE-Sequenzen im Proliferin Promotor dafiir verantwortlich, wiahrend im
Kollagenase Promotor ein einzelnes TRE-Motiv vorliegt.

Die Expression der 72-kD TypIV Kollagenase IV (Gelatinase A) wird sowohl in
Wildtyp als auch in c¢-fos -/- Zellen nur marginal durch TPA induziert. Die geringe
TPA-Antwort in Mauszellen ist in Ubereinstimmung mit der marginalen TPA-
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Induktion des Gens in menschlichen Zellen und in transformierten Maus-
Lungenfibroblasten (Huhtala et al., 1991; Gack et al., 1994). Fiir die menschliche
Kollagenase IV (72 kD) konnte die ausbleibende TPA-Antwort mit dem Fehlen
einer AP-1 Bindestelle im Promotor des Gens korreliert werden (Huhtala et al.,
1991). Auf Grund des hohen Homologiegrades (96 %) zwischen der menschlichen
und der murinen Kollagenase IV (72 kD) Sequenz konnte die geringe TPA-Antwort
in Mauszellen ebenfalls auf dem Fehlen eines TREs in der Promotorregion beruhen
(Reponen et al., 1992).

Eine andere Arbeitsgruppe, die unabhéngig von Briisselbach et al. (1995)
immortalisierte c-fos -/- Zellen etablierte, machte die Beobachtung, daf} in diesen
Zellen die Expression sowohl von Kollagenase I als auch von Stromelysin-1 durch
PDGF und EGF nicht induzierbar ist und nach TPA-Induktion beide Gene nur
schwach exprimiert werden (Hu et al., 1994). Aullerdem wurde nachgewiesen, daf
keine Unterschiede zwischen Wildtyp und c-fos -/- Zellen bei der Expression von
Metallothionein I und Il nach Cadmium-Induktion auftreten. Die Expressionsdaten
der Kollagenase I stimmen daher mit den hier vorgestellten Ergebnissen tiberein,
wihrend die Befunde beziiglich Stromelysin-1 widerspriichlich sind. Die Autoren
argumentieren, daB es cFos abhingige (Kollagenase I, Stromelysin-1) und unab-
hingige Wege (Metallothionein I und II) der trankriptionellen Aktivierung von AP-1
Zielgenen gibt, wobei cFos jedoch nicht im Kontext von AP-1 entscheidend ist,
sondern eine Schliisselrolle bei der Interaktion mit einem hypothetischen Kofaktor
und der basalen Transkriptionsmaschinerie spielt. Dabei soll cFos speziell beim
Kollagenase I und Stromelysin-1 Promotor effizienter als andere AP-1 Faktoren
mit dem Koaktivator interagieren. Diese Hypothese beruht vor allem darauf, dafl
die Gesamt-AP-1 Bindungsaktivitidt in c¢-fos -/- Zellen keinen quantitativen
Unterschied zum Wildtyp aufweist (Hu et al., 1994).

Die in dieser Arbeit verwendeten MT Ila-Promotorkonstrukte (320-AMT,
212-AMT; Abb.1) belegen eindeutig, dall deren Induktion durch Cadmium unab-
hangig von AP-1 ist. Da einerseits die Expression von MT I und MT II durch
Cadmium, andererseits die Expression von Stromelysin-1 und Kollagenase I durch
Wachstumsfaktoren oder TPA induziert wurde, ist die Hypothese von Hu et al.
(1994) nicht schliissig. Auflerdem konnte ich durch transiente Transfektionen
nachweisen, daf die Uberexpression von cFos und FosB ein Promotorkonstrukt
(-73/+63 huCol-CAT), das dem Stromelysin-1 Promotor entspricht, gleich effizient
aktiviert, was nach dem postulierten Mechanismus von Hu et al. (1994) nicht
moglich sein sollte. Dariiberhinaus wird dieses Konstrukt bei transienten
Transfektionen in Wildtyp und c-fos -/- Zellen im gleichen Ausmal} aktiviert
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(Brisselbach et al., 1995). Vielmehr kénnten die Unterschiede zwischen den beiden
c-fos -/- Zellinien auf Unterschiede in der basalen Expression bzw. der Induktion von
fosB beruhen. Eine, im Vergleich zu den hier verwendeten Zellen, reduzierte
Expression von fosB konnte fiir ein Ausbleiben der kompensatorischen Wirkung
bei der Expression von Stromelysin-1 verantwortlich sein. Fiir diese These spricht
die von Hu et al. (1994) beschriebene Reduktion (ca. 20 %) der fosB mRNA-Menge
in c-fos -/- Zellen (im Vergleich zum Wildtyp) nach Induktion mit TPA, PDGF und
EGF.

Die durch meine Daten postulierte fehlende funktionelle Redundanz zwischen
cFos und FosB, in Bezug auf die Induktion der Kollagenase I, wird durch Befunde
aus c-fos -/- M&dusen belegt. Zum einen zeigten in situ Hybridisierungen im
Knochengewebe von c-fos -/- Miusen eine gut erkennbare Verminderung der
Kollagenase I Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp (Gack, 1994). Zum
anderen konnte bei Northern Blot Analysen mit RNA aus Maus-Embryonen (Tag
16.5 und 18.5 der Embryogenese) ebenfalls eine reduzierte Kollagenase I
Expression in c-fos -/- Embryonen festgestellt werden (Dr. P. Angel, personliche
Mitteilung). Es scheint also, dafl auch im Gesamtorganismus kein Mechanismus
(FosB unabhéngig) auftritt, der den Ausfall von cFos in Bezug auf die Kollagenase-
Expression vollstindig kompensieren kann. Dies unterstreicht die spezifische
Funktion von cFos bei der Regulation des Kollagenase I Gens in vivo.
Entsprechend dem Expressionsmuster von CD44 in c-fos -/- Zellen konnte in c-fos
-/- Méusen (Tag 18.5 der Embryogenese) kein Effekt auf die Expression von CD44
festgestellt werden, was die funktionelle Kompensation von cFos durch FosB bei
der Regulation dieses Gens in vivo bestitigt (Dr. P. Angel, personliche Mitteilung).

In transgenen Méiusen, die c-fos iiberexprimieren, ist die Kollagenase
Expression im Knochen stark erhoht (Gack et al., 1994). Die Lokalisation der
erhohten bzw. der reduzierten Kollagenase Expression korreliert mit den
phinotypischen Verdnderungen der c-fos iiberexprimierenden (Knochentumore)
bzw. der c-fos -/- Méduse (Osteopetrose). Das primére Gewebe der verdnderten
Kollagenase Expression ist bei beiden Phianotypen der Knochen. Deshalb kénnte
Kollagenase als gewebespezifisches Markergen fiir die biologische Aktivitiat von
cFos in vivo dienen.

Da fosB -/- Miduse keine phédnotypischen Verdnderungen aufweisen (M.
Schreiber, personliche Mitteilung) mufl man annehmen, dafl der Ausfall von FosB
vollstédndig durch cFos bzw. Fra-1 und Fra-2 ersetzt werden kann. Es wire nun
interessant in fosB -/- Zellen die Expression AP-1 abhéngiger Zielgene zu unter-
suchen. Zu erwarten wire, dafl weder Kollagenase I noch CD44, Stromelysin-1
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oder Stromelysin-2 in ihrer Expression beeinflufit sind. Auflerdem kénnten c-fos -/- /
fosB -/- Doppel-"knock out"-M&use dariiber Aufschlufl geben, ob der Ausfall der
funktionellen Redundanz durch FosB (z.B. bei der Expression von CD44 und
Stromelysinen) in zusitzlichen phénotypischen Verdnderungen resultiert.

Neben der Funktion von cFos die Expression von Zielgenen zu induzieren,
kann cFos die transkriptionelle Aktivierung von Genen reprimieren. Beispiele dafir
sind die Repression der induzierten c-fos Transkription (Autorepression; Sassone-
Corsi et al., 1988; Wilson und Treisman, 1988; Konig et al., 1989; Schonthal et al.,
1989), die Hemmung der Transaktivierungsfunktion von Myogenin und MyoD
durch direkte Protein/Protein-Interaktion (Li et al., 1992) und die TGF-B induzierte
Repression durch einen cFos abhingigen Mechanismus, der tiber das TIE-
Sequenzmotiv ( TGF-B Inhibitory Element) von Zielgenen vermittelt wird (Kerr et
al., 1990).

Es besteht daher die Moglichkeit, daf3 cFos-abhéngige Mechanismen, die die
transkriptionelle Aktivierung von Genen hemmen, in c-fos defizienten Zellen
aufgehoben sind. Interessanterweise konnte ich eine stark erhéhte basale und
TPA-induzierte Expression der 92-kD Typ IV Kollagenase (Gelatinase B) in ¢-fos -/-
Zellen nachweisen. Dieser Befund konnte mit Hilfe von Zymogramm-Analysen auf
Proteinebene bestitigt werden, wobei in Kulturiiberstdnden von c-fos -/- Zellen eine
verstirkte Gelatinase B Aktivitdt gefunden wurde (Dr. C. Mauch, personliche
Mitteilung). Durch transiente Uberexpression von éxogenem cFos (pMV-cFos)
konnte die basal vorhandene mRNA-Menge in c¢-fos-/- Zellen partiell reduziert
werden. Der erreichte Wert lag noch deutlich iiber der Transkriptmenge, die in
Wildtyp Zellen (mit pMV-0 infiziert) bestimmt wurde. Es war aber auch in ¢-fos +/+
Zellen moglich, die basale Expression von 92 kD-Typ IV Kollagenase durch
exogenes cFos zu vermindern. Diese Ergebnisse implizieren, daf3 die trans-
kriptionelle Aktivierung der Gelatinase B durch cFos reprimiert wird und infolge
dessen in c-fos-/- Zellen eine verstérkte Expression auftritt.

Die Promotorregion des menschlichen und des murinen Gelatinase B Gens
sind stark homolog. In beiden Promotoren wurden zwei Konsensus AP-1
Bindungsstellen sowie cis-Elemente fiir NFxkB, PEA3 und SP-1 identifiziert
(Huhtala et al., 1991; Sato und Seiki, 1993; Masure et al., 1993). Die distale TRE-
Sequenz im menschlichen Promotor ist essentiell fiir die TPA-Induktion von
Gelatinase B (Sato und Seiki, 1993). Entsprechende Studien fiir den Maus
Promotor sind bisher nicht versffentlicht. Auf Grund der Homologie zwischen
Mensch und Maus Promotor ist es aber sehr wahrscheinlich, daB durch das
entsprechende Element die TPA-Induktion der Gelatinase B im Maussystem
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vermittelt wird und daher das beobachtete Expressionsmuster dieses Gens in
Wildtyp und c-fos -/~ Zellen nach TPA-Behandlung erklirbar ist.

Welcher Mechanismus ist fiir die gesteigerte Expression von Gelatinase B in
c-fos -/- Zellen verantwortlich? Eine Moglichkeit wére, daBl sich durch das Fehlen
von c-fos bevorzugt solche AP-1 Dimere formieren, die im Kontext dieses
Promotors eine starke Transaktivierungsfunktion einnehmen. Ein Hinweis dafiir
sind transiente Transfektionen mit Promotor-CAT Konstrukten (Promotor-
sequenzen des menschlichen Gens) und Uberexpression von cJun, JunB oder cFos,
die zeigten, dal der Promotor durch cFos nur marginal transaktiviert wird,
wéhrend cJun und JunB starke Transaktivatoren sind (Sato et al. 1993).
Andererseits wére denkbar, dafl ein Repressor, dessen Expression oder Aktivitat
von cFos abhéngig ist, an der Regulation der Gelatinase B Expression beteiligt ist.
Eine eindeutige Aufkirung, welcher Mechanismus vorliegt, kénnten in vivo
footprint Analysen der Proteinbesetzung am Promotor, transiente Transfektionen
mit Promotor-Deletionsmutanten und Charakterisierung der AP-1 Komplexe, die
an die Gelatinase B TRE-Sequenzen binden, ergeben.

Die Rolle von cFos bei der UV-Antwort und der UV-induzierten
Expression AP-1 abhéngiger Zielgene

UV-Strahlung induziert in S&ugetierzellen ein komplexes genetisches
Programm, das zusammenfassend als UV-Antwort bezeichnet wird (Karin und
Herrlich, 1989). Die biologische Funktion der UV-Antwort ist aber noch weitgehend
ungeklirt. Die UV-induzierte genetische Antwort der Zelle beinhaltet unter
anderem die Expression von c-fos und c-jun sowie AP-1 abhingigen Zielgenen,
darunter Kollagenase I, Metallothionein IIa, Stromelysin-1 und -2 (Angel et al.,
1986; Biischer et al., 1988; Devary et al., 1991; Herrlich et al., 1992). cFos
defiziente Zellen sind daher ein ideales System, um die biologischen Konsequenzen
aus dem Verlust einer einzelnen Komponente der UV-Antwort auf zellul4drer Ebene
zu untersuchen, bzw. die Funktion von cFos bei der UV-induzierten Expression von
AP-1 Zielgenen zu studieren.

Die Uberlebensfihigkeit von UV-bestrahlten c-fos -/- Zellen (gemessen an der
Fahigkeit zur Koloniebildung und zur Proliferation) war signifikant reduziert im
Vergleich zu Wildtyp Zellen. Dabei beruht die UV-Hypersensitivitat der c-fos -/~
Zellen primér auf einem verstiarkten Absterben der Zellen nach UV-Bestrahlung.
Dadurch wurde demonstriert, daf die UV-induzierte Expression von cFos essentiell
ist, um Sdugetierzellen gegen die zytotoxischen Effekte von UV-Strahlung zu
schiitzen. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Daten von Devary et al. (1992), die
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zeigen, daf} Tyrosinkinase-Inhibitoren die UV-induzierte AP-1 Aktivitét blockieren
und damit die Sensitivitidt von Zellen gegeniiber UV-Strahlung erhéhen. Einen
dhnlichen Befund liefern Hefemutanten, bei denen die Funktion von GCN4 (ein AP-
1 Faktor in Hefe) mit der Resistenz gegeniiber UV-Strahlung korreliert (Engelberg
et al., 1994).

Eine reduzierte Uberlebensfahigkeit der c-fos -/- Zellen scheint spezifisch fiir
UV-Strahlung zu sein, da keine Unterschiede im Uberleben zwischen beiden
Zelltypen nach y-Bestrahlung festgestellt wurden. Der Grund hierfiir konnte in
prinzipiellen Unterschieden bei der DNA-schidigenden Wirkung von Réntgen-
strahlung (Doppelstrangbriiche) und UV-Strahlung (Pyrimidindimere) liegen.
Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dal andere DNA-schidigende
Substanzen (z.B. MMS, Mitomycin C), die keine Doppelstrangbriiche erzeugen,
dhnliche Effekte wie UV-Strahlung hervorrufen.

Durch Bestimmung der auflerplanméfigen DNA-Synthese (unscheduled
DNA synthesis, UDS) auf Einzelzellebene konnte nachgewiesen werden, dafl UV-
induzierte DNA-Lisionen in c¢-fos -/- Zellen gleich effizient durch die Nukleotid-
Exzisions-Reparatur entfernt werden wie in Wildtyp Zellen. Dieser Befund ist
konsistent mit den Daten der UDS-Bestimmung in Massenkultur und der
Reaktivierung von in vitro UV-bestrahlten Reporterplasmiden (Schreiber et al.,
1995). Auch hier wurden bei der DNA-Reparaturfihigkeit keine Unterschiede
zwischen beiden Zelltypen festgestellt. Alle bisher bekannten UV-sensitiven
Zellinien, fiir die eine genetische Ursache identifiziert wurde, weisen Defizite bei der
DNA-Reparatur auf, z.B. Zellen von Xeroderma pigmentosum Patienten
(Lehmann, 1982). c-fos -/- Zellen sind daher das erste Beispiel, dal UV-
Hypersensitivitit durch einen einzelnen Gen-Defekt verursacht wird, ohne jedoch
die DNA-Reparatureffizienz zu verdndern. Der Verlust von cFos scheint also
keinen EinfluB} auf die Expression oder Aktivitét von Reparaturenzymen zu haben.
Diese Hypothese ist in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB die wenigsten der
UV-induzierbaren Genprodukte an der Reparatur geschidigter DNA beteiligt sind
(Holbrook und Fornace, 1991; Herrlich et al., 1992).

UV-Strahlung fiihrt nicht nur zu DNA-Schiden, sondern kann auch andere
zelluldre Komponenten (z.B Proteine, Lipide, RNA) schidigen (Kochevar, 1990). Es
wére also moglich, dall cFos/AP-1 abhingige Prozesse notwendig sind, um solche
Komponenten zu beseitigen und/oder neu zu synthetisieren.

Wie bereits erwidhnt, dullert sich die UV-Hypersensitivitat der c-fos -/- Zellen
primér in einem verstirkten Absterben der Zellen nach UV-Bestrahlung. Der
signifikant erhohte Anteil an hypodiploiden Zellen (sub-2N=47%) und die
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charakteristische DNA-Fragmentierung demonstrierten, daf in c-fos -/- Zellen nach
UV-Bestrahlung eine verstidrkte Rate an Apoptose vorliegt (Schreiber et al.,
1995). Daf} eine erhohte apoptotische Aktivitéit die molekulare Ursache der UV-
Hypersensitivitdt ist, konnte durch transiente Uberexpression des anti-
apopotischen Gens bcl-2 (Korsmeyer, 1992) belegt werden, da dadurch das
Absterben UV-bestrahlter cFos defizienter Zellen signifikant reduziert wurde
(Schreiber et al., 1995).

Interessanterweise war in unbehandelten c-fos -/- Zellen, im Vergleich zu
Wildtyp Zellen, die p53 Transkriptmenge erhéht. Ausgehend von der unter-
schiedlichen basalen Expression beider Zelltypen wurde nur eine geringe
trankriptionelle Aktivierung des p53 Gens nach UV-Bestrahlung festgestellt. In
Ubereinstimmung mit der Tatsache, da DNA-schidigende Agenzien durch post-
translationale Modifikationen die Stabilisierung des p53-Proteins induzieren
(Maltzman und Czyzyk, 1984; Kastan et al., 1991; Fritsche et al., 1993; Zhan et
al., 1993), konnte in Wildtyp Zellen ein starker Anstieg der p53-Proteinmenge nach
UV- und Rontgenstrahlung beobachtet werden. In c-fos -/- Zellen wurden schon im
unstimulierten Zustand stark erhohte p53-Proteinmengen festgestellt, die nach
UV- und Rontgenstrahlung in weit geringerem Ausmalfl als beim Wildtyp
anstiegen. Eine Actinomycin D induzierte p53-Stabilisierung (Fritsche et al., 1993)
konnte nur in Wildtyp Zellen nachgeweisen werden. Diese Daten implizieren, daf3
das Fehlen von cFos zu einer verstirkten transkriptionellen Aktivierung des p53
Gens und Expression des Proteins fithrt, aber nur eine verminderte Rate der
Stabilisierung des basal akkumulierten p53-Proteins durch UV- und Rontgen-
strahlung moglich ist.

Die Promotor-Region des p53 Gens enthilt eine TRE-dhnliche Sequenz, die in
einer Base von der Konsensus-Sequenz abweicht (Ginsberg et al., 1990). Bei
transienten Transfektionen mit einem Promotor-CAT-Konstrukt (3 Kopien des
p53-TREs mit dem TK-Promotor fusioniert) wurde eine induzierte CAT-Aktivitét
nach Kotransfektion eines c-jun Expressionsvektor detektiert. In Abwesenheit von
kotransfiziertem c-jun wies dieses Reporterplasmid jedoch eine stark reduzierte
Aktivitat, im Vergleich zur Transfektion mit einem TK-CAT-Plasmid (ohne p53-
TRESs), auf. Die Autoren ziehen daraus die Schlufifolgerung, da3 das TRE-dhnliche
Sequenzmotiv des p53 Gens eine reprimierende Funktion bei der Regulation der
Genxpression einnimmt (Ginsberg et al., 1990). Auf Grund dessen wire es denkbar,
daB} durch das Fehlen von cFos verstiarkt solche AP-1 Isoformen (cJun/X) an dieses
Motiv binden, die in der Lage sind die Aktivitit des p53-Promotors zu erhohen.
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Das p53 Gen ist das am hiufigsten mutierte Gen in menschlichen Tumoren
(Vogelstein, 1990; Hollstein et al., 1991). In nahezu allen Fillen liegen diese
Mutationen in der DNA-Bindedoméne von p53 und fithren zu einer Inaktivierung
der Sequenz-spezifischen DNA-Bindung und verhindern dadurch die Expression
von p53 abhéingigen Zielgenen (Bargonetti et al., 1993; Pavletich et al., 1993;
Wang et al., 1993; Halazonetis und Kandil, 1993; Cho et al., 1994). Die durch die
Mutationen ausgelosten Konformationsdnderungen des p53 Proteins gehen oft mit
einer Stabilisierung des Proteins einher. Deshalb kann nicht ausgeschlossen
werden, daf3 die Anhdufung von p53-Protein in c-fos -/~ Zellen auf einer Mutation
von p53 beruht, die wahrend der Etablierung der Zellen entstand. Es gibt aber
mehrere Hinweise, die das Auftreten einer mutierten Form von p53 unwahr-
scheinlich machen: i) UV- und Réntgenstrahlung bewirken eine weitere
Stabilisierung von p53, was bei einer mutierten Form nicht méglich sein sollte
(Smith et al., 1995). ii) Zellen mit mutiertem p53 haben groBe Defizite bei der
Reparatur von UV-induzierten DNA-Schdden (Smith et al., 1995), was bei c-fos -/-
Zellen nicht der Fall war. iii) Es wurde zwischen Wildtyp und c-fos -/- Zellen kein
Unterschied in der basalen und UV-induzierten Expression des p53 abhéngigen
Zielgens p21/CIP1/WAF1 festgestellt. Dies ist konsistent mit fritheren Befunden,
die zeigten, dafl Wildtyp p53 notwendig ist, um p21 zu induzieren (El-Deiry et al.,
1993; Xiong et al., 1993). iv) Durch Uberexpression von exogenem cFos in c-fos -/
Zellen konnte eine fast vollstiandige Wiederherstellung der Resistenz gegeniiber den
zytotoxischen Effekten von UV-Strahlung erreicht werden (Schreiber et al., 1995).
Dadurch konnte zum einen demonstriert werden, dafl die UV-Hypersensitivitit
cFos spezifisch ist, zum anderen, daf} keine sekundire Mutationen (z.B. mutiertes
p53), die mit dem Phénotyp korrelieren kénnten, in c-fos -/- Zellen vorliegen.

Welche Rolle spielt die p53 vermittelte Apoptose beim programmierten
Zelltod von UV-bestrahlten c-fos -/- Zellen? Neuere Arbeiten zeigen, dafl p53 durch
Sequenz-spezifische Bindung die Transkription des bax Gens (induziert Apoptose)
aktiviert und die Transkription des bcl-2 Gens (verhindert Apoptose) durch einen
bisher unbekannten Mechanismus reprimiert (Miyashita et al., 1994a, b;
Miyashita und Reed, 1995; Han et al., 1996). Es wire daher moglich, daBl die
konstitutiv erhohten p53-Proteinmengen in ¢-fos -/- Zellen zu einer Repression von
bcl-2 fithren, was nach UV-Bestrahlung der Zellen zu einer verstirkten Apoptose
fihrt. Diese These wird durch den Befund unterstiitzt, daB ektopische Uber-
expression von bcl-2 in c-fos -/- Zellen das UV-induzierte Absterben der Zellen
reduziert (Schreiber et al., 1995).
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Unabhéngig davon welcher molekulare Mechanismus fiir die UV-Hyper-
sensitivitét der c-fos -/- Zellen verantwortlich ist, resultierte das Fehlen von cFos in
einer starken Verringerung der UV-induzierten Expression von Kollagenase I,
Stromelysin-1 und Stromelysin-2. Im Gegensatz dazu wurden in Wildtyp Zellen 36
h nach der UV-Bestrahlung, in Ubereinstimmung mit Befunden aus Zellsystemen
von Mensch und Maus (Angel et al., 1987a; Gack et al., 1994), eine starke
Induktion dieser Gene festgestellt. Der Unterschied in der UV-Induzierbarkeit
endogener, AP-1 abhingiger Gene spiegelt sich auch in der Transaktivierung eines
5xTRE-CAT Reporterplasmids wider. Wiahrend in Wildtyp Zellen eine fast 3-fache
UV-Induktion beobachtet wurde, konnte in ¢-fos -/- Zellen nur eine marginale
Induktion detektiert werden (Schreiber et al., 1995). In vitro DNA-Bindungstudien
ergaben, daf} in cFos defizienten Zellen die DNA-Bindung von AP-1 an das TRE der
interstitiellen Kollagenase und an ein Konsensus-TRE 36 h nach der UV-
Bestrahlung bereits auf basale Werte gesunken ist, wihrend bei Wildtyp Zellen zu
diesem Zeitpunkt der Maximalwert (4-fach induziert) vorliegt. Diese Diskrepanz in
der UV-induzierte DNA-Bindung von AP-1 Komplexen beruht darauf, daf3 in
Wildtyp Zellen (36 h nach UV-Induktion) verstirkt Komplexe mit cFos, JunB und
JunD vorliegen, diese aber in c-fos -/- Zellen fehlen bzw. wenig UV-induzierbar sind.
Auf Grund dieser Befunde mufl man annehmen, daf} in UV-bestrahlten Wildtyp
Zellen ein molekularer Mechanismus aktiviert wird, der eine verstiarkte AP-1 DNA-
Bindung bewirkt und der in c-fos -/- Zellen zumindest zu spéten Zeiten nach der UV-
Bestrahlung aufler Funktion ist.

Analog zur TPA-Induktion, war die UV-induzierte Expression der frithen Gene
c-fos und c-jun in cFos defizienten Zellen nicht verdndert. Dieser Befund
demonstriert, dal UV-induzierte Signalketten, die zur Hyperphosphorylierung und
Aktivierung von SRF/TCF und c¢Jun/ATF-2 Komplexen (binden konstitutiv am c-
fos bzw. am c-jun Promotor) fithren (Herrera et al., 1989; Sachsenmaier et al.,
1994; van Dam et al., 1995; Cavigelli et al., 1995), in c-fos -/- Zellen nicht beein-
trachtigt sind .

Die UV-Induktion der menschlichen Kollagenase I wird durch einen auto-
krinen Mechanismus vermittelt (Schorpp et al., 1984; Kramer et al., 1993). Ein
dhnlicher Mechanismus kénnte im Maussystem vorliegen. Tatséchlich sezernieren
UV-bestrahlte Wildtyp Zellen Faktoren, die in unbehandelten Zellen die Expression
der Kollagenase I induzieren kénnen. Konditionierte Kulturiiberstéinde von c-fos -/-
Zellen sind dagegen nicht in der Lage die Kollagenase I Expression in Zielzellen zu
induzieren. Diese Befunde legen nahe, daf} cFos eine funktionelle Rolle bei der UV-
induzierten Freisetzung von Faktoren spielt, die fiir die autokrine Induktion von
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AP-1 Zielgenen erforderlich sind. Das Fehlen dieser Faktoren scheint aber nicht die
ausschlaggebende Ursache fiir die UV-Hypersensitivitit von c-fos -/~ Zellen zu sein,
da eine Kokultivierung mit Wildtyp Zellen keinen Effekt auf den Phinotyp hatte.
Offensichtlich ist auch in Anwesenheit der von Wildtyp Zellen sezernierten
Faktoren das cFos Protein notwendig, um die UV-Hpersensitivitdt aufzuheben.
Insgesamt kann aus diesen Daten die Schlufifolgerung gezogen werden, dafl
die beobachtete, stark reduzierte Expression von Kollagenase I, Stromelysin-1 und
Stromelysin-2 in UV-bestrahlten c-fos -/- Zellen exemplarisch fiir solche Gen-
produkte steht, die fiir das Uberleben einer Zelle nach UV-Bestrahlung wichtig
sind. Diese Genprodukte sind aber sicherlich nicht kausal an der UV-Hyper-
sensitivitdt beteiligt. c-fos -/- Zellen sind jedoch ein sehr attraktives System, um
jetzt diejenigen Gene zu identifizieren, deren Produkte beim Schutz der Zelle
gegeniiber UV-Strahlung oder generell gegeniiber zelluldrem Stref eine Rolle
spielen. Die Isolierung und Charakterisierung solcher Gene bzw. das Verstédndnis
der Wirkungsweise der abgeleiteten Genprodukte kénnte auch wesentlich zur
Aufklarung der durch Strahlung oder andere genotoxischen Substanzen induzierten

Karzinogenese beitragen.
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Chemikalien und Bezugsquellen

Material & Methoden

Alle Chemikalien wurden in der hochst moglichen Reinheitsstufe verwendet.
Wisserige Losungen wurden mit Wasser, das iiber ein Milli-Q Reinstwasser-
System der Firma Millipore entsalzt wurde, in sterilen Gefdflen angesetzt,
autoklaviert und bei geeigneter Temperatur gelagert.

Acetyl-Coenzym A
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose
Ammoniumacetat
Ampicillin

APS

ATP

Bacto-Agar

Bacto Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bakterienplatten

BES
BIORAD-Proteinassay
B3-Mercaptoethanol
Borsaure
Bromphenolblau

BSA

Butanol
Cadmiumchlorid
Casaminosduren
Casiumchlorid
Chloroform

CTAB

DEAE-Papier
Dinatriumcarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat
DMS

DMSO

dNTPs
DMEM-Medium

DTT

EDTA

Eichproteine, vorgefiarbt
EM-1 Photoemulsion

Essigsédure
Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylacetat
FCS
Formaldehyd

Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Biozym, Hameln
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Freiburg
Difco, Detroit

Difco, Detroit

Difco, Detroit
Greiner, Niirtingen
Sigma, Miinchen
Biorad, Miinchen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Difco, Detroit
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Schleicher & Schiill, Dassel
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs

Fluka, Buchs
Pharmacia, Freiburg
Gibco, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Biorad, Miinchen
Amersham-Buchler,
Braunschweig
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
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F12-Medium

G418

G-50 Sepharose
Gelatine

Glyoxal (30%)
Glyzerin

Glyzin

Glutamin
Guanidinhydrochlorid
Guanidinthiocyanat
Harnstoff
Hefeextrakt

HEPES
Isoamylalkohol
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid
Lysozym
Magnesiumchlorid
Manganchlorid
Methanol
Natriumacetat
Natriumazid
Natriumcacodylat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumsarcosyl
Natriumthiosulfat
Oligo-dT-Zellulose
PEG

Phenol

Piperidin

PIPES

PMSF _

poly dI/dC

"Prime ItTM Random Primer Kit"
Propanol

"QIAquick Gel Extraction Kit"
RNase A

RPMI (defizient)
Sperma DNA (aus Hering)
Saccharose
Salzsdure

SDS

TEMED

TPA

Tris

Triton X-100

Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Phawmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Fluka, Buchs

Roth, Karlsruhe
Difco, Detroit

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Geigy, Leverkusen
Roth, Karlsruhe
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Stratagene, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Diagen, Hilden
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Biorad, Miinchen
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Biorad, Miinchen
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Trypsin
TWEEN 20
Xylencyanol

Alle tibrigen, nicht aufgefithrten Chemikalien wurden in p.A. Qualitit von den
Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma

(Deisenhofen) bezogen.

Radiochemikalien

14C-Eichproteine (0.37-1.85 MBq/mg)

Gibco, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

D-threo-(dichloracetyl-1-14C)-Chloramphenicol (7.4MBg/ml)

a-32P- dCTP (370 MBqg/ml)
0-32P-CTP (740 MBg/ml)

1-32P-ATP (370 MBg/ml)
L-35S-Methionin (370MBqg/ml)
Methyl-SH-Thymidin (185MBg/ml)

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham-Buchler, Braunschweig,

bezogen.

Geridte und Verbrauchsmaterial

Axioskop Mikroskop

Brutschrank

C060-y-Quelle

DC-Platten (Kieselgel-beschichtet)
ECL-System

Elektrophoreseapperaturen

Entwicklungsmaschine fiir Rontgenfilme
Geltrockner

Kontron-Hermle Centrikon H-401 Zentrifuge
Mikrozentrifugenrshrchen
NACS-Prepac-Saulen

Nylonmembran (Hybond N+)

Petrischalen (Bakterien)

Perkin Elmer Cetus 9600 Thermocycler
Phosphoimager Fujix BAS 1000
Plastikzentrifugenrohrchen
PVDF-Membran (Immobilon)
Rontgenfilme

Spektralphotometer (Spekol UV/VIS)

Zeiss, Jena

Heraeus, Stuttgart
Atomic Energy, Canada
Macherey-Nagel, Diiren
Amersham-Buchler,
Braunschweig

Biorad, Miinchen

BRL, Eggenstein
Kodak, New Haven
Biorad, Miinchen
Hermle, Gosheim
Greiner, Niirtingen
BRL, Eggenstein

Amersham-Buchler,
Braunschweig

Greiner, Nirtingen

Perkin Elmer

Fuji Photo Film Co., Japan
Greiner, Nirtingen
Millipore, Bedford
Amersham-Buchler,
Braunschweig

Zeiss, Jena
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SzintillationsmeBgerit (BETAmatic)
Tischzentrifuge Typ 5410
Transferapperatur fiir Western Blot
Transilluminator (IL-350M)
Ultrazentrifugen (L.8-70)

UV-Lampe

UV-Stratalinker 2400
Vakuum-Konzentrator (Speed Vac)

Whatman SMM®
Zellkulturartikel
Zentrifugenrohrchen (Quick Seal)

Cytokine und Wachstumsfaktoren

I1-1o (murin, rekombinant, aus E.coli,
spezifische Aktivitat: ca. 1x108 U/mg)
TNF-¢ (murin, rekombinant, aus E.coli,
spezifische Aktivitit: ca. 1x108 U/mg)
bFGF (human, rekombinant, aus E.coli,
spezifische Aktivitat: ca. 1x108 U/mg)

Enzyme

Kontron, Gosheim
Eppendorf, Hamburg
Biorad, Miinchen
Bachhofer, Reutlingen
Beckmann, Stuttgart
Vetter, Wiesloch
Stratagene, Heidelberg
Savant, Farmingdale
Bender und Hobein, Karlsruhe
Greiner, Niirtingen
Beckmann, Stuttgart

IC Chemikalien, Ismaning

Calbiochem, La Jolla
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British Biotechnology, Abingdon

Alle Enzyme und entsprechende 10x Reaktionspuffer wurden, soweit nicht anders
angegeben, von den Firmen Biolabs (Frankfurt), Boehringer (Mannheim),
Pharmacia (Freiburg), Promega (Heidelberg), USB (Cleveland/Bad Homburg) und
Amersham-Buchler (Braunschweig) bezogen.

Antikorper und Seren

cJun, JunD, FosB und Fra2 spezifische Antiseren aus Kaninchen wurden von
Dr.C. Pfarr (Institut Pasteur, Paris) zur Verfiigung gestellit.

Anti-Jun (Castorp) und Anti-Fos (FosX) Kaninchenserum wurde von Dr. H. J.
Rahmsdorf (Forschungszentrum, Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt.

Serum aus nicht-immunisierten Kaninchen (Pra-Immunserum) wurde von Dr. P.
Angel (Forschungszentrum, Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt.

Anti-p53 (PAB 122, monoklonal, IgG) wurde von Dr. C. Blattner (Forschungs-
zentrum, Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt.

Kaninchen Anti-p21 (polyklonal, IgG), Kaninchen Anti-cFos (polyklonal, IgG)
Kaninchen Anti-Fral (polyklonal, IgG) und Kaninchen Anti-JunB (polyklonal, IgG)
wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg) bezogen.

Ziegen-Antiseren (HRP konjugiert) gegen Maus IgG und gegen Kaninchen IgG,
wurden von der Firma Dako (Hamburg) bezogen.
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Proben fiir Northern Blot Analysen
GAPDH (Ratte): Pstl-Fragment des Plasmids pGAPDH-13 (Fort et al., 1985)
v-fos (viral): Pstl-Fragment des Plasmids pUC9/v-fos (Rahmsdorf et al., 1987)

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

Kollagenase I (Maus): Pstl/Sacll-Fragment des Plasmids pBl-mColl-1 (Gack et al.,
1994)

72-kD TypIV Kollagenase (Maus): Pstl/Sacll-Fragment des Plasmids pBl-mColl-
IV-72kD (Gack et al., 1994)

Stromelysin-1 (Maus): Pstl/SacIl-Fragment des Plasmids pBl-mStrom-1 (Gack et
al., 1994)

Stromelysin-2 (Maus): EcoRI-Fragment des Plasmids pBl-mStrom-2 (Gack et al.,
1994)

92-kD TyplIV Kollagenase (Maus): EcoRI/HindIII-Fragment des Plasmids pBI-
M92-KD-2 (Reponen et al., 1994)

CD44 (Maus): BamHI/EcoRI-Fragment des Plasmids pBl-mCD44 (M. Hofmann,
unverdéffentlicht), erhalten von Dr. M. Hofmann (Forschungszentrum, Karlsruhe)

Expressionsvektoren und Reporterplasmide |

RSV-cFos, RSV-O, RSV-MBD Avd, -73/+63 huCol-CAT,-60/+63 huCol-CAT,
3XxTRE-CAT und tk-CAT (Angel et al., 1987a, b; Angel et al., 1988a, b; Konig et al.,
1989; Stein et al., 1993) wurden von Dr. P. Angel (Forschungszentrum, Karlsruhe)
zur Verfiigung gestellt. RSV-FosB wurde von Dr. H. v. Dam (Universitit, Leiden)
zur Verfiigung gestellt. -500/-66 mCol-tk-CAT und -66/+29 mCol-CAT wurden von
Dr. M. Schorpp (Forschungszentrum, Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt.

Allgemein verwendete Losungen und Puffer

100x Denhardts: 2% BSA, 2% Polyvinylpyrrolidon, 2% Ficoll

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.7 mM CaCly, 0.6 mM MgCly,
6.5 mM NayHPO,, 1.5 mM KH,PO,, pH 7.6
20x SSC: 3 M NaCl, 0.25M Na-Citrat, pH 6.5

TBE: 90 mM Tris, 90 mM Borat, 2.5 mM EDTA
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Zellinien und Kulturbedingungen

GM637-Zellen (SV40-transformierte, menschliche Hautfibroblasten) und NIH
3T3-Zellen (embryonale Maus-Fibroblasten, entsprechen der NIH 3T3-Zelle der
American Type Culture Collection) wurden in DMEM Medium ergénzt mit 10%
FCS, 100 pg/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Beide Zellinien
wurden mir von Dr. P. Angel (Forschungszentrum, Karlsruhe) zur Verfiigung
gestellt.

ROS 17/2.8 Zellen (Ratten-Osteosarkom-Zellinie; Price und Baukol, 1980) wurden
in F-12-Medium ergénzt mit 10% FCS, 100 pg/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin kultiviert. Diese Zellinie wurde von Dr. L. Defize (Hubrecht
Laboratorium, Utrecht) zur Verfiigung gestellt.

3T3-dhnliche Wildtyp (WT56, f20) und c-fos -/~ (f1, £10) Zellinien (Briisselbach et
al., 1995) wurden von Dr. E. F. Wagner (IMP, Wien) zur Verfiigung gestellt. Die
Zellen wurden in DMEM Medium erginzt mit 10% FCS, 100 pg/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin kultiviert.

Produzentenzellinien fiir Retroviren (pMVcFos und pMV-0; Superti-Furga et al.,
1991) wurden mir von M. Schreiber (IMP, Wien) zur Verfiigung gestellt. Die Zellen
wurden in DMEM Medium ergénzt mit 10% FCS, 100 pg/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin kultiviert.

Alle verwendeten Zellinien wurden bei 6% COsg, 95% Luftfeuchte und 37 °C in
einem Brutschrank kultiviert. Simtliche Manipulationen der Zellen wurden an
einer Sterilbank mit sterilen Medien, Puffern und Glaswaren durchgefiihrt.

Bakterien und Kulturbedingungen

Der E.coli-Stamm XI.-1Blue (Bullock et al., 1987) wurde fiir Klonierungen und
Amplifikation von Plasmiden verwendet. Die Kultivierung erfolgte in TY-Medium
(1% Bacto-Trypton, 1% Bacto-Hefeextrakt, 0.1% Casaminosduren, 0.5% NaCl).
Fir die Praparation kompetenter Bakterien wurde PSI-Medium (2% Bacto-
Trypton, 0.5% Bacto-Hefeextrakt, 0.4% MgSO4, 10 mM KCl, pH 7.7) verwendet.

Oligonukleotide

Oligonukleotide fiir irn vivo footprint-Analysen:

25mer Linker: 5-GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC-3"
1lmer Linker: 5-GAATTCAGATC-3"

Maus c-jun-Gen:

nicht-kodierender Strang:
Primer 1: 5-GTAGGAGAAAGAAGGGCC-3-
Primer 2: 5-GAGAAAGAAGGGCCCGACTGTA-3"

Primer 3: 5-GAAAGAAGGGCCCACTGTAGGAGCGC-3’
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Gen der interstitiellen Kollagenase der Maus:

nicht-kodierender Strang:

Primer 1: 5-GAAAATGCTGAGGCTGTTTATTTTGC-3"

Primer 2: 5-CAGATGAGTTTTGATATTCCCCCACTGA-3"
Primer 3: 5-GATATTCCCCCACTGAAAGTAGAGATGCCTTC-3°

Oligonukleotide fiir Gel-Retardations-Analysen:

huCol AP-1 5-AGCTAGCATGAGTCAGACAC-3’
5-AGCTGTGTCTGACTCATGCT-3"

mCol AP-1 5-AGCTAAAGTGGTGACTCATCACTAT-3"
5-AGCTATAGTGATGAGTCACCACTTT-3"

mCD44 5-AGCTTGGCTGCTTAGTCACAGCCCC-3-
5-AGCTGGGGCTGTGACTAAGCAGCCA-3’

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen TIB Molbiol (Berlin),
Stratagene (Heidelberg) und MWG Biotech (Ebersberg) bezogen

Methoden

Extraktion und Prdzipitation von Nukleinsduren

Zur Abtrennung von Proteinen aus wéssrigen Nukleinsédurelosungen wurde ein
Volumen Phenol zugegeben und gut gemischt. Nach Zugabe eines weiteren
Volumens Chloroform/Isoamylalkohol (24 :1) wurde nochmals gemischt und die
Phasen durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, 13000 UpM, 2 min, RT) getrennt.
Die wissrige Phase wurde abgenommen und mit dem gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24 :1) in gleicher Weise extrahiert.

Die nukleinsdurehaltige Lésung wurde (wenn nicht anders angegeben) mit 3 M
Natriumacetat (pH 4.8) auf eine Endkonzentration von 0.3 M versetzt und mit 2.5
Volumina Ethanol gemischt. Die Prazipitation erfolgte fiir 15 min bei -80 °C oder
mindestens 30 min bei -20 °C. Das Prézipitat wurde anschlieflend bei 13000 UpM
10-20 min lang abzentrifugiert, mit 80% Ethanol gewaschen, nochmals fiir 5 min
zentrifugiert und im Vakuum-Konzentrator ("Speed Vac") getrocknet.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Extinktion der wéissrigen
Nukleinsidurelosung bei einer Wellenldnge von 260 nm im Spektralphotometer ge-
messen. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht 50 pg/ml doppelstriangiger
DNA, 40 pg/ml RNA oder 20 pg/ml einzelstringige Oligonukleotid-DNA.
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Schneiden von DNA mit Resiriktionsendonukleasen

Im allgemeinen wurde die DNA in dem vom Hersteller des Enzyms vorge-
schlagenen Reaktionspuffer mit 2-3 U der jeweiligen Reststriktionsendonuklease
pro ug DNA gemischt. Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das 10-
fache des Volumens der zugesetzten Enzym-Losung. Die Inkubation der
Reaktionsansiatze erfolgte bei 37 °C (wenn vom Hersteller nicht anders
empfohlen) fiir mindestens 1 h.

Dephosphorylierung von DNA

Linearisierte Plasmid-DNA wurde mit 1 U Alkalischer Phosphatase pro pg DNA
und dem entsprechenden Reaktionspuffer gemischt. Bei der Dephosphorylierung
von tiberhdngenden Enden wurde der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, wobei
nach 30 min erneut dieselbe Menge Enzym zugegeben wurde. Sollten nicht
iiberstehende Enden dephosphoryliert werden, erfolgte die Inkubation zunéchst fiir
15 min bei 37 °C und anschliefend 15 min bei 56 °C. Nach Zugabe derselben
Menge Enzym wurde der Vorgang wiederholt. In beiden Féllen wurde die Reaktion
durch Zugabe von Stopplésung (f.c.: 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM
EDTA pH 8.0, 0.5% SDS) beendet und 15 min bei 68 °C inkubiert. Danach wurde
Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol prazipitiert.

Auffiillen von 5°-iiberstehenden DNA-Enden

Getrocknete DNA wurde mit 14 ul Wasser, 2 ul 10 mM DTT, 1 ul 10 mM dNTP-Mix
und 2 pl Klenow-Puffer (0.7 M Tris pH 7.4, 70 mM. MgCly) versetzt und nach
Zugabe von 1 pl DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment, 5 U/ul) fiir 30 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde das Ansatzvolumen mit Wasser erhoht, eine
Phenol/Chloroform Extraktion durchgefiihrt und die DNA mit Ethanol prazipitiert.

Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden im gewiinschten Verhaltnis gemischt
und in einem Reaktionsvolumen von 20 ul mit 1- 3 U T4-DNA-Ligase und Ligase-
Puffer (f.c.: 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM MgCls, 10 mM DTT, 1 mM Spermidin,
0.1 mg/ml BSA, 1 mM ATP) versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 12-16 h bei 15 °C
oder fiir mehrere Stunden bei RT.

Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese

A. Agarosegel

Je nach Grofle der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden 0.8-1.5%ige Agarose-
gele verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wurde in TBE durch Kochen
gelost, mit 0.6 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in Gegenwart eines Kammes in
eine horizontale Gelapparatur gegossen. Die DNA-Proben wurden in Ladepuffer
(f.e.: 10 mM EDTA, 10% Glyzerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau) auf-
genommen und in die Taschen des mit TBE iiberschichteten Gels pipettiert. Die
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Elektrophorese erfolgte bei 100 V. Die DNA-Fragmente wurden durch Fluoreszens
tiber einem UV-Transilluminator (Wellenldnge 302 nm) sichtbar gemacht.

B. Denaturierendes Polyacrylamidgel

Fir die denaturierende Gelelektrophorese von DNA- oder RNA-Fragmenten
wurden 6%ige Polyacrylamidgele (6% Acrylamid/Bisacrylamid, 8 M Harnstoff,
90 mM Tris-HCI pH 8.3, 90 mM Borsidure, 2.5 mM EDTA, 0.1% APS, 0.02%
TEMED) hergestellt (zwischen zwei Glasplatten mit 0.5 mm dicken
Abstandshaltern). Nach der Polymerisation wurde das Gel ohne Proben fiir 30 min
bei 1500 V in 1x TBE vorlaufen gelassen. Die Proben wurden in Formamid-
Ladepuffer (80% Formamid, 1 mM EDTA, 0.02% Bromphenolblau, 0.02%
Xylencyanol) aufgenommen, 5 min bei 95 °C inkubiert, 5 min auf Eis gestellt und
anschlieBend in die, mit 1x TBE gespiilten Taschen des Gels pipettiert. Die
Auftrennung erfolgte ebenfalls bei 1500 V fiir ca. 2 h bis die Bromphenolblaufront
das Gel verlassen hatte. Nach dem Lauf wurde eine Glasplatte abgenommen, das
Gel auf MM Papier abgezogen, getrocknet, ein Rontgenfilm aufgelegt und bei
-80 °C exponiert.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Das zu isolierende DNA-Fragment wurde durch Fluoreszens iiber einen UV-
Transilluminator (254nm) sichtbar gemacht und mit einem Skalpell unterhalb des
Fragmentes ein Spalt in die Agarose geschnitten. In diesen Spalt wurde ein
Stickchen DEAE-Papier gesteckt und anschlieBend die Elektrophorese fort-
gesetzt, bis das Fragment vollstdndig an das DEAE-Papier gebunden war. Zur
Elution des DNA-Fragmentes wurde das DEAE-Papierstiickchen zerkleinert, in
ein 0.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl gegeben und in 1.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl
pH 7.5 und 1 mM EDTA fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Um das Eluat vom Papier
zu trennen, wurde mit einer Injektionsnadel ein Loch in den Boden des
Reaktionsgefifies gestochen, das Gefaf in ein 1.5 ml Reaktionsgefafl gestellt und
kurz abzentrifugiert. Die Lésung mit dem DNA-Fragment wurde anschliefend
Phenol/Chloroform gereinigt und mit Ethanol prézipitiert.

Alternativ dazu wurde das zu isolierende DNA-Fragment unter Verwendung des
"QIAquick Gel Extraktion Kit" gemifl den Herstellerangaben pripariert.

Herstellung kompetenter E.coli Bakterien

Der Bakterienstamm E. coli XL1 blue wurde auf einer Agarplatte mit TY-Medium
ohne Ampicillin ausgestrichen und bei 37 °C fiir 16 h inkubiert. Von dieser Platte
wurde eine Einzelkolonie gepickt und damit eine 6 ml Kultur (PSI-Medium)
angeimpft. Diese Kultur wurde unter Schiitteln bei 37 °C bis zu einer ODggq = 0,28
inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 100 ml PSI-Medium wurde die Kultur bis zur
ODggg = 0,48 weiter inkubiert und anschlieend sofort auf Eis gestellt. Nach
Sedimentation der Bakterien (Centrikon H-401, Rotor A 6.9, 5000 UpM, 10 min,

4 °C) wurden diese in 10 ml, 4 °C kalten und sterilfiltriertem TFB-1-Puffer (100
mM RbCly, 50 mM MnCl,, 30 mM Kaliumazetat, 10 mM CaCly, pH 5.8 mit 0.2 M
Essigsdure eingestellt) aufgenommen und fiir 3 h auf Eis gestellt Danach wurden
die Bakterien erneut fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert (Centrikon H-401, Rotor AS
4.13, 5000 UpM), in 10ml] eiskaltem TFB-2-Puffer (10 mM MOPS pH 7.0, 10 mM
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RbCly, 75 mM CaClsg, 15% Glyzerin) resuspendiert und in 50 pl Aliquofs abgefiillt.
Die schockgefrorenen Bakterien (2 min fliissiger Stickstoff) wurden bei -80 °C
gelagert und bei Bedarf auf Eis aufgetaut.

Transformation kompetenter Bakterien

50 ul kompetente Bakterien wurden mit Plasmid-DNA (1-100 ng) oder Ligations-
ansidtzen vermischt und 20 min auf Eis gestellt. Nach einem Hitzeschock bei
37 °C fiir 3 min und Inkubation fiir 2 min auf Eis wurden 1 ml SOC-Medium (2%
Bacto-Trypton, 0.5% Bacto-Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM
MgClp, 10 mM MgSOy4, 20 mM Glucose) zugegeben und die Kultur fiir 30 min bei
37 °C geschiittelt. Anschlielend wurden 200 pl des Ansatzes auf eine Agarplatte
(1.5% Bacto-Agar in TY-Medium + 100 ug/ml Ampicillin) ausplattiert und bis zum
Erscheinen makroskopischer Kolonien bei 37°C inkubiert.

Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien
("Miniprdp") nach Del Sal und Schneider, 1987

1.5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur (in TY-Kulturmedium mit 100 pg/ml
Ampicillin) wurden 5 min bei 4000 UpM abzentrifugiert, in 200 ul STET-Puffer
(8% Saccharose, 0,1% Triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8.0)
resuspendiert und nach Zugabe von 20 pl Lysozym (10 mg/ml) 10min bei RT
inkubiert. Nach Kochen (45 sec) im Wasserbad wurde 10 min bei 13000 UpM
zentrifugiert. Die pelletierten Zelltriimmer wurden mit einem Zahnstocher entfernt
und der Uberstand mit 8 ul 5% CTAB in 0.5 M NaCl versetzt, um die DNA zu
préazipi-tieren. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 UpM Wurde die Plasmid-
DNA in 300 pl 1.2 M NaCl gelost und mit 2.5 Volumen Ethanol préazipitiert (10
min, -80 °C). Nach erneuter Zentrifugation wurde des Pellet gewaschen (70%
Ethanol), getrocknet und in 50 pl Wasser gelost.

Prdaparation grofier Mengen Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien
("Maxiprap")

250 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur (in TY-Kulturmedium mit 100 pg/ml
Ampicillin) wurden bei 4 °C und 5000 UpM fiir 10 min abzentrifugiert (Centrikon
Kiihlzentrifuge H-401, Rotor A 6.9) und in 5 ml Lysozym-Puffer (2 mg/ml
Lysozym, 100 mM EDTA, 0.1% Triton X-100) resuspendiert. Anschlieend wurde
die Suspension in Zentrifugenrtjhrchen iiberfithrt, 10 min bei RT unter Schiitteln
inkubiert und fiir weitere 10 min bei 70°C erhitzt. Nachfolgend wurde der Ansatz in
einer Beckmann L8-70-Ultrazentrifuge fiir 60 min bei 32000 UpM und 4 °C
zentrifugiert (Rotor SW 40). Die Plasmid-DNA wurde aus dem Uberstand durch
Zugabe von 10 ml PEG-Puffer (20% PEG 6000, 1 M NaCl, 10 mM Tris pH 8.0,
1 mM EDTA) und 90-miniitiger Inkubation bei RT prézipitiert und durch Zentri-
fugation (Centrikon H-401, Rotor AS 4.13, 4000 UpM, 5 min, RT) sedimentiert.
Das Pellet wurde 30 min bei 37 °C in 3 ml TE-puffer (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM
EDTA) gelost. Diese Ansitze wurden mit 4.2 g Casiumchlorid versetzt, bei 37 °C
gelost, 150 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben und in "Quick Seal" Rohrchen
iiberfiihrt. Die Rohrchen wurden in einer Beckmann L8-70-Ultrazentrifuge (mit
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Vertikalrotor VTi65) 16 h lang bei 55000 UpM (20 °C) zentrifugiert. Durch die
Ausbildung eines Dichtegradienten fokussierte die intakte und die in Einzel-
stringen vorliegende Plasmid-DNA in zwei distinkten Banden, so daf die intakte
DNA mittels einer Spritze abgezogen und unter identischen Bedingungen fiir
weitere 6 h im Dichtegradienten zentrifugiert werden konnte. Nach erneutem
Abziehen der Plasmid-DNA wurden zwei Teile Wasser zu der Lésung pipettiert und
diese, zur Entfernung des Ethidiumbromids, einige Male mit Wasser-geséttigtem
Butanol extrahiert. Die klare DNA-Losung wurde mit 2.5 Volumen Ethanol
prazipitiert. Nach Zentrifugation (Centrikon H-401, Rotor AS 4.13, 90000 UpM,
10 min, 4 °C) wurde das DNA-Pellet gewaschen (Ethanol 80%), getrocknet und in
einem kleinen Volumen Wasser gelost. Die Konzentration wurde
spektrophotometrisch bestimmt und die DNA bei -20 °C gelagert.

Einfrieren von Bakterien

900 pl einer Bakterienkultur, die itber Nacht bei 37°C unter Schiitteln gewachsen
war, wurden mit 100 pl DMSO vermischt und bei -80°C gelagert.

Hybridisieren von komplementdrer Einzelstrang-Oligonukleotid-
DNA

Zum Hybridisieren komplementéirer Einzelstrang-Oligonukleotide, die fiir Gel-
Retardationsexperimente verwendet wurden, wurden je 250 pmol Einzelstrang-
DNA in 100 pl 60 mM KCl, 12% Glycerol, 12 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 4 mM Tris
pH 7.9 aufgenommen. Das Eppendorfgefia3 mit der Probe wurde in ein Becherglas
(2 1) mit 95°C heiflem Wasser gesetzt und iiber Nacht bis auf Raumtemperatur
abgekiihlt.

Die Linker-Oligonukleotid-DNA, die bei in vivo footprint-Experimenten eingesetzt
wurde, wurde durch Hybridisierung der 25mer und 11mer groflien Linkereinzel-
striange erhalten. Dazu wurden beide Oligonukleotide in einer Konzentration von je
20 pmol/ul in 250 mM Tris-HCl] pH 7.7 zusammengegeben und fiir 5 min auf 95°C
erhitzt. Das Eppendorfgefdl mit der Reaktions-Losung wurde danach in ein
Becherglas mit 500 ml Wasser gesetzt und langsam auf 4 °C abgekiihlt.
Hybridisierte Oligonukleotid-DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt und bei Bedarf auf
Eis aufgetaut.

Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden mit T4-
Polynukleotidkinase

Zur radioaktiven Markierung von "Primern" fiir in vivo footprint-Analysen wurden
in einem 20 ul Ansatz 20 pmol einzelstringige Oligonukleotid-DNA mit 12 pl y-32P-
ATP und 20 U T4-Polynukleotidkinase in Reaktionspuffer (50 mM Tris-HC1 pH
7.6, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0. 1 mM Spermidin, 0.1 mM EDTA) bei 37 °C fiir 1
h inkubiert. Das markierte Oligonukleotid wurde anschlieflend Phenol/Chloroform
extrahiert und nach Zugabe von 10 pg Hefe- oder E.coli-tRNA mit Ethanol
prézipitiert. Nach der Zentrifugation (15 min, 13000 UpM) wurde das Pellet
gewaschen (Ethanol 80%), getrocknet und in 50 pl Wasser aufgenommen.
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Radioaktive Markierung von Oligonukleotid-DNA mit DNA-
Polymerase I (Klenow-Fragment)

Diese Art der Markierung wurde fiir Oligonukleotid-DNA verwendet, die in
Gelretardations-Experimenten eingesetzt wurde. Doppelstrangige Oligonukleotid-
DNA mit 5'-Uberhéngen (2.5 pmol) wurden mit 2 pl Reaktionspuffer (700 mM Tris
pH 7.5, 70 mM MgCl,), 2 pl 10 mM DTT, 1 pl 10 mM dNTP-Mix ohne dCTP, 3 pl o-

32P.dCTP und 1 pl Klenow DNA-Polymerase I (5 U/ul) gemischt, mit Wasser auf
20 pl aufgefiillt und 1 h bei RT inkubiert.

Die markierte Oligonukleotid-DNA wurde tiber eine NACS-Prepac-Séule von nicht
eingebauten Radionukleotiden abgetrennt. Dazu wurde die NACS-Prepac-Saule
mit 1 ml Lésung E (1 M NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0)
gewaschen und zweimal mit 1 ml Lésung A (0.1 M NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1
mM EDTA pH 8.0) dquilibriert. Die radioaktiv markierte Probe wurde, nach
Zugabe von 380 ul Losung A, auf die Sdule gegeben und langsam durchtropfen
gelassen. Die nicht eingebauten Nukleotide wurden mit 2x 1 ml Lésung A von der
Siule gewaschen. Anschlieend wurde die radioaktiv markierte DNA mit 4x 100 pl
Losung E eluiert. Die Fraktionen wurden gesammelt und in Anwesenheit von 10 pg
t-RNA mit Ethanol prazipitiert. Nach dem Waschen (80% Ethanol) und Trocknen
wurde die Probe in 100 pl Wasser aufgenommen, was einer Endkonzentration von
25 fmol/ul entspricht. 1 ul der Probe hatte im allgemeinen eine Aktivitét von 5x 104
bis 1x 105 cpm.

Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

50-100 ng eines gereinigten cDNA-Fragments wurden mit 5 pl 0-32P-dCTP unter
Verwendung des "Prime it-Kit" gemif} den Herstellerangaben radioaktiv markiert.
Nicht eingebaute, radioaktive Nukleotide wurden durch Gelfiltration (G-50-
Sepharose) abgetrennt.

Prdparation von Zellextrakten

A. Kernextrakte (Dignam et al., 1983)

Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Behandlung zweimal
mit eiskaltem PBS gewaschen, mit 3 ml PBS (Gummischaber) abgeschabt und in
ein Zentrifugenrshrchen transferiert. Die Zellen wurden 5 min bei 4 °C und 1500
UpM zentrifugiert und das Volumen des Zellsedimentes bestimmt. Die Zellen
wurden in ca. 300 ul (3-faches Sedimentvolumen) Puffer A (10 mM HEPES-KOH
pH 7.9, 1.5 mM MgCly, 10 mM KCI, 1 mM DTT, 1mM PMSF) resuspendiert und
fir 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen durch fiinfmaliges Auf- und
Abziehen in einer Einmalspritze (1 ml, 27G-Kaniile) aufgebrochen und in ein
Eppendorf-GefaB iiberfithrt. Die Zellkerne wurden durch Zentrifugation bei 13000
UpM (30 sec) sedimentiert, in 40-100 pul (ca. 1.5-faches Sedimentvolumen) Puffer
C (20 mM HEPES-KOH pH 7.9, 25% Glycerol, 0.42 M NaCl, 1.5 mM MgCl,,
0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) resuspendiert und die Kernproteine
durch Inkubation fiir 30 min auf Eis unter mehrmaligem Auf- und Abziehen
(Eppendorf-Pipette, 1000 pl) extrahiert. AnschlieBend wurden die unléslichen
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Bestandteile abzentrifugiert (5 min, 13000 UpM, 4 °C). Der Uberstand wurde
aliquotiert und in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

B. Gesamt-Zellextrakte

Die Zellen wurden wie in Punkt A beschrieben, gewaschen, abgeschabt und
abzentrifugiert. Danach wurde das Sediment im gleichen Volumen Lysispuffer
(600 mM KCI, 20 mM HEPES-KOH pH 7.9, 0.2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 2 mM
DTT) resuspendiert und der Ansatz unter wiederholtem Mischen fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Zelltriimmer vom Gesamt-Zellextrakt durch
Zentrifugation bei 13000 UpM (4 °C) fiir 30 min abgetrennt. Der Uberstand wurde
abgenommen, das Volumen bestimmt und mit dem gleichen Volumen
Glycerolpuffer (40% Glyzerin, 20 mM HEPES-KOH pH 7.9, 0.2 mM EDTA, 1 mM
PMSF, 2 mM DTT) gemischt und aliquotiert bei -80 °C gelagert. Die so
praparierten Gesamt-Proteinextrakte wurden bei allen Gelretardations-Analysen
eingesetzt.

Proteinbestimmung

2-5 ul einer Proteinlésung wurden mit 200 pl einer 1:5 mit Wasser verdiinnten
"Proteinassay”-Losung der Firma Biorad gemischt und die Absorption bei 600 nm
in einem Spektralphotometer gemessen. Zur Eichung wurden serielle Ver-
diinnungen von BSA hergestellt.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte nach der
Methode von Lammli (1970). Die verwendeten Polyacrylamidgele bestanden aus
einem 10 oder 12.5%igen Trenngel und einem 5%igen Sammelgel. Die Trenngel-
losung wurde durch Mischen von Trenngelpuffer, HoO, Acrylamid/Bisacrylamid-
Stammlésung, SDS- und APS-Losung hergestellt und hat eine Endkonzentration
von 10 oder 12.5% PAA, 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% APS. Nach
Zugabe von TEMED (0.01% f.c.) wurde die Trenngellosung zwishen zwei, durch
Abstandhalter getrennte, Glasplatten gegossen und mit wassergesiattigtem
Butanol iiberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das Sam-
melgel (5% PAA, 125 mM Tris-HC1 pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.01% TEMED)
auf das Trenngel gegossen und in Gegenwart eines entsprechenden Kammes
polymerisiert.

Die Proteinproben wurden in Ldmmli-Probenpuffer (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 2%
SDS, 10% Glyzerin, 5% B-Mercaptoethanol, 0.01% Bromphenolblau; f.c.) auf-
genommen und vor dem Auftragen 5 min bei 95 °C denaturiert. Die elektro-
phoretische Auftrennung erfolgte in Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glyzin, 0.1%
SDS) bei konstanter Stromstirke von 25 mA bis die Bromphenolblaufront das
Ende des Gels erreicht hatte. Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden
vorgefirbte Eichproteine in einer Spur des Gels aufgetrennt. Im Falle der Auf-
trennung von 35S-Methionin markierten Proteinen wurden 14C-markierte Eich-
proteine verwendet. Gele mit radioaktiv-markierten Proteinen wurden fiir 30 min
fixiert (40% Methanol, 10% Essigsdure), in HoO gewaschen (2x, 15 min) und fiir
30 min aktiviert (1 M Natriumsalycylat, 3% Glyzerin). Danach wurden die Gele
getrocknet und autoradiographiert.
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Identifizierung von immobilisierten Proteinen durch Antikorper
in der Western Blot Analyse

Zur Identifizierung von Proteinen wurden diese nach Auftrennung durch SDS-
PAGE, elektrophorethisch auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die in Methanol
aktivierte und in Blotting-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glyzin, 0,001% SDS, 20%
Methanol) 4quilibrierte Membran wurde auf das gleichermaflen &dquilibrierte Gel
gelegt, zwischen zwei Lagen feuchtes 3 MM Whatman-Papier gepackt und in
einem mit Schwimmen versehenen Gelhalter fixiert. Diese Transfereinheit wurde
vertikal in eine mit Blotting-Puffer gefiillte Transferkammer eingesetzt, wobei die
Membran zur Anode orientiert war. Die Elektrophorese erfolgte bei 4 °C, 150 mA
konstanter Stromstérke fiir 4-16 h.

Nach Beendigung des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran kurz mit TBS
(25 mM Tris-HC] pH 8.1, 125 mM NaCl) gewaschen und fiir mindestens 30 min in
einer Trockenmilchlésung (4% Trockenmilchpulver in TBS, 0.56% Tween 20; TM-
TBS) unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran zusammen mit
dem Primé&rantikérpern (1:500 - 1: 1000 verdiinnt in TM-TBS) in eine Plastikfolie
eingeschweiflt und fiir mindestens 1 h unter Rotation inkubiert. Nicht gebundener
Antikérper wurde durch 4-maliges Waschen entfernt. Nachfolgend wurde die
Membran in analoger Weise mit einem entsprechenden HRP-konjugierten
Sekundirantikoérper (1:5000) fiir mindestens 30 min inkubiert. Nach dem
Waschen mit TM-TBS (4x, je 2 min) und TBS (2x, je 2min) wurden die spezifischen
Proteine mittels ECL-Reaktion ("Enhanced Chemoluminiscence"), die gemif3 den
Angaben des Herstellers durchgefiithrt wurde, nachgewiesen.

Pridparation von RNA

A. Gesamt-RNA (Chomczynski und Saceci, 1987)

Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Behandlung mit
eiskaltem PBS gewaschen und mit 2 ml Losung D (4 M GiSCN, 25 mM NaCitrat
pH 7.0, 0.5% Na-Sarcosyl, 0.1 M Mercaptoethanol) lysiert. Die lysierten Zellen
wurden mit einem Gummischaber von der Gewebekulturschale abgelost und
mittels einer Injektonsspritze nach mehrmaligem Auf- und Abziehen in ein steriles
12m] Greiner-Rohrchen tiberfiithrt. Nach Zugabe von 200 pl 2 M Ammoniumacetat
(pH 4.0) wurde mit 2 ml wassergesittigtem Phenol ausgeschiittelt, 400 pl
Chloroform/Isoamylalkoholol 49:1 zugegeben, nochmals ausgeschiittelt und das
Gemisch fiir 10 min bei 4 °C inkubiert. Nach einer Zenrifugation (Centrikon H-401,
Rotor AS 4.13, 10000 UpM, 10 min, 4 °C) wurde die wissrige Phase abgezogen
und die RNA mit 1 Volumen Isopropanol fiir 1 h bei -20°C préazipitiert.
AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert, das RNA-Pellet 2x mit Ethanol (70%)
gewaschen und getrocknet. Die RNA wurde in 100 pl Wasser gelost (5 min, 65 °C)
und die Konzentration bestimmt.

B. polyA+ RNA

Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und in der Kulturschale (& 14
cm) mit 5 ml STE-Puffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA)
mit 300 ug/ml Proteinase K und 0.5% SDS lysiert. Die Lysate wurden mittels einer
Injektonsspritze nach mehrmaligem Auf- und Abziehen in ein steriles Plastik-
rohrchen tberfithrt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden die
Homogenate mit NaCl zu einer Endkonzentration von 0.5 M versetzt und in
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Gegenwart von 100 mg Oligo-dT-Zellulose in HSB-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 7.5,
300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.1% SDS) pro Probe fiir 12-16 h bei RT rotiert. Die
an die Oligo-dT-Zellulose gebundene mRNA wurde durch Zentrifugation (Centrikon
H-401, Rotor AS 4.13, 1700 UpM, 2 min, RT) sedimentiert und viermal mit je
10 ml HSB-Puffer gewaschen. Die Elution der mRNA erfolgte, indem die Oligo-dT-
Zellulose dreimal mit 2 ml Wasser gewaschen und die Eluate in einem sterilen
Zentrifugenrshrchen auf Eis gesammelt wurden. Davon wurden 400 pl im
Spektralphotometer zur Bestimmung der RNA-Konzentration gemessen. Die
verbleibende RNA-Losung wurde mit 10 pg t-RNA, Na-Acetat pH 4.8 (0.2 M f.c.)
und Ethanol prizipitiert (-20 °C, 12-16 h). Danach wurde die RNA durch
Zentrifugation (Centrikon H-401, Rotor AS 4.13, 9000 UpM, 20 min, 4 °C)
pelletiert, mit Ethanol (80%) gewaschen und getrocknet.

Bestimmung der mRNA-Menge durch Northern Blot Analyse

Die angegebenen Mengen an Gesamt-RNA oder polyAt RNA wurden im Vakuum-
Konzentrator eingetrocknet und in Denaturierungspuffer (21% deionisierte
Glyoxallésung, 73% DMSO, 15 mM Nao,HPO4 pH 6.9) aufgenommen. Die Proben
wurden fiir 8 min bei 50 °C inkubiert und danach fiir 5 min auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 1/6 Volumen RNA-Ladepuffer (50% Glycerin, 10 mM NagHPOy, 0.4%
Bromphenolblau, 0.5 pg/ul Ethidiumbromid) wurden die Proben in einem 1.4%iges
Agarosegel in 10 mM NaoHPO, pH 6.9 in einer horizontalen Gelkammer auf-
getrennt. Die Elektrophorese erfolgte fiir 2-3 h bei 75V und RT, bis die Brom-
phenolblaufront ca. 9 cm weit gewandert war. Wahrend der Elektrophorese wurde
der Laufpuffer zwischen Anode und Kathode zirkuliert.

AnschlieBend wurde die aufgetrennte RNA mittels Kapillarblot (Transferpuffer
20x SSC) auf eine Hybond N+-Nylonmembran iibertragen. Nach erfolgtem
Transfer (12-16h) wurde die RNA durch UV-Bestrahlung (Stratalinker 2400-
Autocrosslink-Modus) fixiert und die Membran in eine Plastikfolie eingeschweift.
Zur Abséittigung unspezifischer Bindungsstellen (Préhybridisierung), wurde die
Membran fiir mindestens 1 h im Plastikbeutel mit 20 ml Hybridisierungslésung
(6x SSC, 5x Denhardt's Losung, 0.5% SDS, 100 pg/ml Sperma-DNA aus Hering)
bei 65 °C im Schiittelwasserbad inkubiert. Zur Hybridisierung mit der 32P-
markierten cDNA-Probe wurde diese denaturiert (5 min bei 95 °C) und 5 min auf
Eis gestellt. Danach wurde die Probe (2x 106 cpm/ml) in die auf 5 ml reduzierte
Hybridisierungslosung im Plastikbeutel pipettiert. Die Hybridisierung erfolgte fiir
12-16 h unter Schiitteln bei 65 °C. Uberschiissige Probe wurde durch mehrmaliges
Waschen der Membran mit Puffern sinkender Salzkonzentration entfernt
(zweimal je 15 min mit 2 x SSC, 0.1% SDS; einmal 30 min mit 1 x SSC, 0.1% SDS;
einmal 15 min mit 0.5 x SSC, 0.1% SDS). Die noch feuchte Membran wurde wieder
in einen Plastikbeutel eingeschweiBft und die radioaktiven Signale durch
Autoradiographie sichtbar gemacht. Zur Hybridisierung mit anderen Proben wurde
die Membran fiir 15 min in 0.1% SDS in H20 bei 95 °C inkubiert und einer
erneuten Priahybridisierung unterzogen.
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RNase-Protektionsanalyse

A. Priparation von 32P-markierten Riboproben durch in vitro Transkription

Als Matrize fiir die in vitro Transkription dienten linearisierte Plasmide, bei denen
in umgekehrter Orientierung Gen-Fragmente (c-jun, MT Ila, Kollagenase I, CAT;
Angel et al., 1987a; P. Angel, unveréffentlicht) von einem SP6-Bakteriophagen-
Promotor aus transkribiert werden konnen. Zur Synthese der antisense RNA-
Probe wurden 6 pl 0-32P-CTP, 4 ul 5x SP6-Transkriptionspuffer (200 mM Tris-HCI
pH 7.5, 30 mM MgCl,, 10 mM Spermidin), 2 pl 100 mM DTT, 4 pl NTP-Losung
(2.5 mM ATP; 2.5 mM UTP; 2.5 mM GTP), 1 pl 250 uM CTP, 1 ul RNasin, 1 pul
Matrizen-DNA (500 ng/ul) und 1 ul SP6-RNA-Polymerase (50 U/ul) gemischt und
fiir 60 min bei 40 °C inkubiert. Zur Entfernung der Matrizen-DNA wurden der
Reaktion 5 ul 10x DNase-Puffer (500 mM Tris pH 7.5, 50 mM MgCl,) 24 pl
Wasser und 1 pl RNase-freie DNase I (1 U/ul) zugesetzt und der Ansatz fiir 15 min
bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden 10 pg Hefe-tRNA, 150 pl 4 M
Ammoniumacetat (4 M) und 200 pl Wasser zugegeben und Phenol/Chloroform
extrahiert. Die wéassrige Phase wurde abgezogen, mit Ethanol prézipitiert,
gewaschen (70% Ethanol) und getrocknet. Das RNA-Pellet wurde in 40 ul Wasser
aufgenommen und 1 pl davon im ScintillationsmefBgerit gemessen. 1 pl der Probe
hatte im allgemeinen eine Aktivitit von ca. 2x 108 cpm.

B. Hybridisierung der radioaktiv markierten Riboproben mit Gesamt-RNA

20 ug Gesamtzell-RNA wurden zur Entfernung von eventuell noch vorhandenen
DNA-Spuren mit DNase I behandelt. Dazu wurden der RNA-Losung 5ul 10x
DNase-Puffer, 1 ul DNase I und 1 ul RNasin zugesetzt, der Ansatz mit Wasser auf
50l aufgefiillt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Nach einer Phenol/Chloroform-
Extraktion wurde mit Ethanol prézipitiert und das gewaschene Pellet im Vakuum-
Konzentrator getrocknet. Das RNA-Pellet wurde in 20 pl Hybridisierungspuffer
(80% Formamid, 20% 2 M NaCl, 200 mM PIPES pH 6.4; 5 mM EDTA) auf-
genommen, der 1x 106 cpm Riboprobe enthielt. Die Ansétze wurden 5 min bei
85 °C denaturiert und zur Hybridisierungsreaktion fiir 12-16 h bei 45°C inkubiert.
Dannach wurden die Hybridisierungsansétze mit 300 ul RNase-Reaktionspuffer
(10 mM Tris-HCI1 pH 7.6, 300 mM NaAcetat pH 7.0, 5 mM EDTA, 600 U/ml
RNase T1, 40 pg/ml RNase A) gemischt und fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. Die
Verdaureaktion wurde mit 3.2 ul SDS (20%) gestoppt, mit 2.5 ul Proteinase K
(10 mg/ml) versetzt und 15min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde mit
Phenol/Chloroform extrahiert. Nach Zugabe von 5 pg Hefe-tRNA wurde mit
Ethanol prazipitiert und mit Ethanol (70%) gewaschen. Die Proben wurden im
Vakuum-Konzentrator getrocknet, das Pellet in 4 pl Formamid-Ladepuffer (80%
Formamid, 1 mM EDTA, 0.02% Bromphenolblau, 0.02% Xylencyanol) gelost und in
einem 6%igen denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als GréBenstandard
wurden 5000 cpm endmarkierter puc9/Hae3-Marker verwendet. Das getrocknete
Gel wurde bei -80 °C unter Verwendung einer Verstérkerfolie autoradiographiert.

Bestimmung der Chloramphenicol-Acetyltransferase-Aktivitdit
("CAT-Assay")

Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, mit einem
Gummispatel in 1 ml PBS abgeschabt, in ein Eppendorf-Gefaf iiberfithrt und fiir 5
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min bei 6000 UpM abzentrifugiert. Anschlielend wurde das Zellpellet in 100 pl
0.25 M Tris pH 7.8 resuspendiert. Durch dreimaliges Schockfrieren (fliissiger
Stickstoff) und Auftauen bei 37 °C wurden die Zellen aufgebrochen und
anschlieend die Zell-triimmer abzentrifugiert (10 min, 13000 UpM). Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefidfl gegeben und 5 ul des Zellextrakts
fiir die Proteinbestimmung ver-wendet.

Die spezifische Enzymaktivitit wurde bestimmt, indem gleiche Mengen an Protein
in 80 pl 0.25 M Tris pH 7.8 mit 2 ul 14C-Chloramphenicol (Substrat) und 20 pl
4 mM Acetyl-Coenzym-A (Acetylgruppen-Donor) gemischt und fir 2 h bei 37 °C
inkubiert wurden. Durch Zugabe von 1 ml Ethylacetat wurde die Reaktion
gestoppt und das Chloramphenicol und seine acetylierten Produkte durch starkes
Mischen aus der wissrigen Phase extrahiert. Die Phasen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 13000 UpM) getrennt und die Ethylacetat-Phase abge-
nommen. Das Ethylacetat wurde im Vakuumkonzentrator eingetrocknet, das
Pellet in 20 ul Ethylacetat aufgenommen und punktférmig auf eine Kieselgel-DC-
Platte aufgetragen. Die Auftrennung der Proben erfolgte durch aufsteigende
Chromatographie in 150 ml Chloroform/Methanol (9:1). Nach ca. 45 min wurde die
DC-Platte getrocknet, ein Rontgenfilm aufgelegt und bei RT exponiert.

Nach Entwicklung des Films konnten die Signale auf dem Réntgenfilm den
Positionen der acetylierten Formen des Chloramphenicols auf den DC-Platten
zugeordnet werden. Das nicht-acetylierte Chloramphenicol ist am unpolarsten und
wandert daher am Ingsamsten. Die 1’-acetylierte, 3"-acetylierten und die 1°,3"-
diacetylierten Formen sind polarer und laufen deshalb héher. Durch Quanti-
fizierung des acetylierten und nicht-acetylierten Anteils des Chloramphenicols
konnte die Aktivitdt des CAT-Enzyms berechnet werden.

In vivo footprint-Analyse durch Ligations-vermittelte PCR (Mueller
und Wold, 1989)

A. In vivo Methylierung von DNA durch Dimethylsulfat (DMS) in lebenden Zellen
und Préparation genomischer DNA

Die Zellen von zwei Gewebekulturschalen (@ 14cm) pro MefSpunkt wurden einmal
mit warmen PBS gewaschen und fiir 2 min mit 0.5% DMS in DMEM/10 mM
HEPES-KOH pH 7.5 bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen zweimal
mit eiskaltem PBS gewaschen, in 5 ml Lysispuffer (10 mM Tris-HCI pH 7.7, 400
mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.2% SDS) lysiert und das Lysat mit 300 pg/ml
Proteinase K bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Das Lysat wurde Phenol/Chloroform
extrahiert, mit Ethanol préizipiert, gewaschen (Ethanol 70 %) und getrocknet.

B. In vitro Methylierung von deproteinierter genomischer DNA (nach Maxam und
Gilbert, 1980)

100-200 pg genomische DNA aus unbehandelten Zellen wurden in 200 pl
Cacodylat-Puffer (50 mM Na-Cacodylat, 1 mM EDTA pH 8.0) aufgenommen. Die
Methylierung erfolgte durch Zugabe von 1 pl DMS bei RT und wurde nach 30 sec
mit 50 pl Stopplosung (1.5 M Na-Acetat pH 7.0, 1 M B-Mercaptoethanol) beendet.
Die DNA wurde mit 750 pl eiskaltem Ethanol prizipitiert, gewaschen und
getrocknet. Das Préazipitat wurde in 250 pl 0.3 M Na-Acetat pH 7,0 aufgenommen,
nochmals mit Ethanol prézipitiert, gewaschen und getrocknet.
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C. Piperidin-Spaltung von ir vivo und in vitro methylierter genomischer DNA
(Maxam und Gilbert, 1980)

Die getrocknete DNA wurde in 100 pl 10%igem Piperidin geldst und fiir 30 min bei
90 °C (in verschraubbaren Eppendorfgefaflen, da Piperidin bei hohen Tempera-
turen leicht fliichtig ist) inkubiert. Nach dem Abkiihlen der Reaktionen auf Eis
wurden 200 ul 0.3 M Na-Acetat pH 7.0 zugegeben und die DNA mit 900 pl Ethanol
préizipitiert. Das DNA-Pellet wurde 2x mit 80%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet, in Wasser resuspendiert und die Konzentration bestimmt.

D. Selektive Amplifikation und radioaktive Markierung von Piperidin-Spalt-
produkten :
Fiir die Erststrangsynthese wurden 3-15 ug Piperidin-behandelte genomische DNA
und 0.6 pmol Primer 1 in 15 ul 40 mM Tris-HCI pH 7.7 und 50 mM NaCl fiir 3 min
bei 95 °C denaturiert und danach zur Hybridisierung des Primers fiir 30 min bei
45°C inkubiert. Danach wurden 8.8 pl Sequenase-Mischung (20 mM MgCl,,
20 mM DTT, 200 uM dNTPs 13U/ul Sequenase Version 2.0) zugegeben, durch
Pipettieren gemischt und die Reaktionen weitere 15 min bei 45 °C inkubiert.
Nachfolgend wurden 6 pl 310 mM Tris-HCI pH 7.7 zugegeben und die Ansitze 15
min bei 67 °C inkubiert, um die Sequenase zu inaktivieren.

Fir die Ligation des Linker-Oligonukleotids wurden die Proben auf Eis gestellt und
20 pl Verdiinnungspuffer (17.5 mM MgCly, 42.3 mM DTT, 125 ug/ml BSA) sowie
25 pl Ligationspuffer (10 mM MgCly, 20 mM DTT, 3 mM ATP, 50 pg/ml BSA), 5 ul
hybridisiertes Linker-Oligonukleotid (20 pmol/ul) und 1ul T4-DNA-Ligase (10 U/ul )
zugegeben. Diese Ansédtze wurden bei 15 °C fiir 3-15 h inkubiert.

Nach der Ligation wurden die Reaktionen in Gegenwart von 10 pg t-RNA mit
Ethanol prazipitiert und mit 80% Ethanol gewaschen. Fiir die PCR-Reaktionen
wurden die getrockneten Prazipitate in 60 ul Ho0 gelost. Zu der DNA-Losung
wurden 20 pl 5x Taqg-Puffer (200 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI1 pH 8.8, 256 mM
MgCly, 0.05% Gelatine), 5 ul Primer 2 (2 pmol/ul), 5 pl des 25mer Linker-
Oligonukleotids (2 pmol/ul), 8 pl eines ANTP-Mix (Konzentration jedes dNTPs 2.5
mM) und 1 pul Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) zugegeben und gemischt. Die
Polymerasekettenreaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Perkin-Elmer
durchgefiithrt. Ein Zyklus bestand aus 1 min Denaturierung bei 94°C, 2 min
Hybridisierung bei 63 °C und 3 min Kettenverldngerung bei 75 °C. Diese
Inkubationen wurden 20x wiederholt. Die Proben wurden danach auf Eis abgekiihlt
und jeweils 2 pmol 32P-endmarkierter Primer 3 (2-5 x 106 cpm), 5 U Taq-DNA-
Polymerase und 2 pl 2.5 mM dNTP-Mix zugegeben. Die Reaktionen wurden dann
fir 2 min bei 95 °C, 2 min bei 66 °C und 10 min bei 75 °C im Thermocycler
inkubiert und anschliefend durch Abschrecken in Eiswasser gestoppt. Nach
Zugabe von 295 ul Stopplosung (260 mM Na-Acetat, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 4
mM EDTA pH 8.0) wurden die Reaktionen mit Phenol/Chloroform extrahiert und
mit Ethanol prazipitiert, gewaschen (Ethanol 70%) und getrocknet. Die Proben
wurden in 6 pl Formamid-Ladepuffer (80% Formamid, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.02%
Bromphenolblau, 0.02% Xylencyanol) gelost und 2.5 pl davon in einem 6%igen
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt (1500 V, ca. 3 h). Die Autoradio-
graphie erfolgte bei -80°C mit Verstirkerfolie.
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Gelretardations-Analyse

Die DNA-Bindungsreaktionen wurden in einem Ansatzvolumen von 20 pl
durchgefiihrt. Dazu wurden 2-10 pg Gesamt-Proteinextrakt in Reaktionspuffer
(f.c.; 5% Glyzerin, 20 mM HEPES-KOH pH 7.9, 50 mM KCl, 1 mM EDTA pH 8.0,
1 mM DTT, 1 pg poly(dI-dC), 1 ug BSA) fiir 30 min bei RT mit 25 fmol radioaktiv
markierter Oligonukleotid-DNA (ca. 50000 cpm) inkubiert. Wurden in der
Gelretardations-Analyse Antikorper verwendet, so wurden diese zunidchst mit
Gesamt-Proteinextrakt fiir 2 h auf Eis vorinkubiert und anschlieBend die Reaktion
wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Nach der Inkubation wurden die Ansétze iiber ein nicht-denaturierendes 4%iges
Polyacrylamidgel in Tris-Glycin-Puffer (190 mM Tris, 25 mM Glycin, 1 mM EDTA,
2.5% Glyzerin) bei RT aufgetrennt (30 mA, ca 3 h). Als Laufpuffer wurde Tris-
Glycin-Puffer ohne Glyzerin verwendet. Vor Probenauftrag wurde das Gel mit
30 mA fiir 30 min vorlaufen gelassen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele
auf 3MM-Papier abgezogen, getrocknet und bei -80°C autoradiographiert.

Zellkultur

A. Trypsinieren und Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit PBS gesptilt und mit 0.25%
Trypsin (1 ml pro 9cem bzw. 2 ml pro 14cm Gewebekulturschale) bis zu ihrem
Ablosen bei 37°C inkubiert. Das vollstindige Ablésen der Zellen wurde
mikroskopisch kontrolliert. Die abgeldsten Zellen wurden in 5-10 ml Kulturmedium
aufgenommen und abzentrifugiert (Centrikon H-401, Rotor AS 4.13, 1500 UpM,
3 min, RT). Das Sediment wurde in frischem Medium aufgenommen, gut
suspendiert und die Zellen in der gewiinschten Verdiinnung ausgesit. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zdhlkammer nach Neubauer eingesetzt.

B. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Logarithmisch wachsende Zellen wurden trypsiniert, abzentrifugiert und in
eiskaltem Kulturmedium mit 20% FCS und 10% DMSO resuspendiert (ca. 1-5x
106 Zellen pro ml) und auf Einfrier-Ampullen verteilt. Diese wurden zunichst 1 h
auf Eis inkubiert, dann in einem Styropor-Behilter fiir 3 Tage bei -80 °C
aufbewahrt und schliefllich in flisssigem Stickstoff gelagert.

Das Auftauen von eingefrorenen Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. Die auf-
getauten Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium (37 °C) resuspendiert, abzentri-
fugiert, erneut in frischem Medium aufgenommen und ausgesiit.

Transiente Transfektion von Zellen

Kalziumphosphat Methode (Graham und van der Eb, 1973; modifiziert nach Chen
und Okayama, 1987)

GM637 und NIH 3T3 Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in einer Dichte von
1x108 pro Zellkulturschale (@ 9c¢m, 10 ml Medium) ausgesit. Ein Transfektions-
gemisch aus Plasmid-DNA in 250 mM CaClp wurde unter vorsichtigem Schiitteln
tropfenweise in ein Reaktionsgefil mit dem gleichen Volumen an 2x BBS-Puffer
(280 mM NaCl, 50 mM BES, 1.5 mM NagHPOy; pH 6.95 mit NaOH bei RT
eingestellt) pipettiert. Fiir die Transfektion von NIH 3T3 wurde 2x HBS-Puffer
(280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1.5 mM NasHPOy; pH 7.05 mit NaOH bei RT
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eingestellt) verwendet. Das Calciumphosphat/DNA-Prazipitat bildete sich
wihrend einer 30 miniitigen Inkubation bei RT und wurde anschlieend tropfen-
weise in das Zellkulturmedium verteilt. Die Zellen wurden fiir 12 bis 16 h im
Brutschrank bei 35 °C und 3% CO9 (GM637) oder 37 °C und 6% CO9 (NIH 3T3)
inkubiert, danach das Prézipitat durch Waschen mit PBS (37 °C) entfernt und
frisches Medium zugegeben. Die Zellen wurden daraufhin unter Standard-
bedingungen (37 °C, 6% COg) weiterkultiviert. Im Falle von NIH 3T3 Zellen wurde
nach dem Absaugen des Prazipitats ein Glyzerinschock durchgefiihrt, indem die
Zellen fur 2 min mit 15% Glycerin in PBS behandelt wurden. ROS 17/2.8 Zellen
wurden in gleicher Weise wie NIH 3T3, mit Ausnahme des Glyzerinschocks,
transient transfiziert.

Stabile Transfektion

GM637 Zellen wurden entsprechend dem Protokoll fiir transiente Transfektionen
pro Petrischale (@ 9cm) mit 10 pg der verschiedenen Expressionsplasmide
(linearisiert) transfiziert. Nach dem Entfernen des Prazipitats wurden die Zellen
zur Selektion stabiler Transfektanten in Medium mit G418 (800 pg/ml) kultiviert.
Nach ca. 10-14 Tagen hatten sich ca. 50-100 G418-resistente Kolonien gebildet.
Pro Ansatz wurden 20-30 Einzelklone isoliert und vermehrt.

Ernten retroviraler Zellkulturiiberstinde und transiente Infektion
von Zellen

Produzentenzellinien fiir Retroviren (pMVcFos und pMV-0; Superti-Furga et al.,
1991) wurden in Gewebekulturschalen (¢ 14cm) mit-20 ml Medium zu ca. 50 %
Konfluenz ausgesit. Nach 24 h wurden die Kulturiiberstéinde abgenommen und
zentrifugiert (Centrikon H-401, Rotor AS 4.13, 4000 UpM, 10 min, RT). Der
Uberstand wurde in Gegenwart von Polybren (8 pg/ml) auf die zu infizierenden
Zellen (logarithmisch wachsend) gegeben. Nach 2 h wurden die Zellen in gleicher
Weise mit frischen Uberstinden der Produzentenzellinien versetzt. Der Vorgang
wurde nach weiteren 2 h wiederholt und die Zellen in diesem Medium fiir 20 h bis
zur Ernte weiterkultiviert.

Behandlung von Zellen

Die Behandlung von Zellen mit Phorbolester-Tumorpromotoren, Wachstumsfak-
toren, Cytokinen bzw. Actinomycin D erfolgte durch Verdiinnung von konzen-
trierten Stammloésungen in das Zellkulturmedium.

Zur UVC-Bestrahlung von Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen, in einem
sterilen Rohrchen aufbewahrt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Die
Bestrahlung erfolgte ohne PBS mit einer UVC-Lampe (Maximalemission bei
256 nm, 15 W) und einer Dosis von 40 J/m2. Dazu wurde die Lampe in einem
Abstand von 32 cm zur Kulturschale montiert und die Zellen fiir 21 sec bestrahlt.
Anschliefend wurde das urspriingliche Kulturmedium zuriickgegeben. Mit den
Kon-trollzellen wurde, abgesehen von der Bestrahlung, ebenso verfahren.




108 Material & Methoden

Zur y-Bestrahlung wurde eine Co60-Strahlungsquelle (Dosisleistung 4.8 Gy/min)
verwendet. Die Behandlung der Zellen mit ionisierenden Strahlen konnte direkt im
Zellkulturgefal durchgefiihrt werden.

Radioaktive Markierung von Zellen mit 35S-Methionin

Die Zellen, die in Kultur radioaktiv markiert werden sollten, wurden mit 37 °C
warmen PBS gewaschen (2x). AnschlieBend wurde ein moglichst geringes Volumen
an Markierungsmedium (Methionin defizientes RPMI + 0.4 mM L-Leuzin + 0.4 mM
L-Lysin-HCl + 2 mM Glutamin + 0.5% FCS) auf die Zellen gegeben, um eine hohe
Konzentration an Isotop zu erzielen. Dem Medium wurde 3°S-Methionin (7.4
MBg/ml) zugesetzt und die Zellen fiir 3 h im Brutschrank des Isotopenlabors (6%
COg, 37 °C) inkubiert. Um fliichtige, radioaktive Abbauprodukte des Methionins
zu binden, wurden die Zellkulturschalen auf ein Aktivkohlbett gestellt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde das Markierungsmedium mit sezernierten
Proteinen abgenommen und fiir 10 min (RT) bei 13000 Upm (Tischzentrifuge)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit TCA (12.5 % f.c.) versetzt, 15 min auf Eis
inkubiert und danach fiir 15 min (RT) bei 13000 Upm (Tischzentrifuge)
abzentrifugiert. Das Sediment wurde zweimal mit Ethanol (80%) gewaschen,
getrocknet und fiir die SDS-PAGE eingesetzt.

Uberlebenskurven nach y-Bestrahlung

24 h vor der y-Bestrahlung wurden fiir jeden Dosis-Wert 300 Zellen in 3cm-
Kulturschalen (doppelte Ansitze) ausgesét. Nach der Bestrahlung wurden die
Zellen fiir 12 Tage weiterkultiviert, wobei alle 3 Tage das Kulturmedium erneuert
wurde. Danach wurde das Medium abgenommen, einmal mit PBS gespiilt und die
aus Einzelzellen enstandenen Kolonien mit Ethanol bedeckt. Nach 15 min waren
die Kolonien fixiert und wurden mit einer Firbe-Lésung (0.5% Kristallviolett, 5%
Giemsa; in Wasser) angefiarbt (15 min). Nach Abnahme der Farbelosung wurden
die KulturgefidBBe mehrmals mit Wasser gespiilt und iiber Nacht getrocknet. Die
Uberlebensrate wurde ermittelt aus dem Quotient der gezéhlten Kolonien eines
Bestrahlungswertes zur Kolonienzahl der unbestrahlten Kontrolle.

Bestimmung der auflerplanmdifliigen DNA-Synthese nach UV-
Bestrahlung (UDS)

Zur Bestimmung der UDS wurden die Zellen mit einer Dichte von 2000 Zellen pro
cm? auf 2-Kammer-Objekttriager (chamber slides) ausplattiert und fiir 36 h
kultiviert. Die Zellen wurden danach mit PBS gewaschen und UVC-bestrahlt.
Nach der Bestrahlung wurden die Zellen fiir 2 h mit Medium inkubiert, das 10
uCi/ml Methyl-3H-Thymidin, 1 pM Fluordesoxyuridin 10% FCS (dialysiert gegen
PBS) enthielt. Nach der zweistiindigen Markierungsperiode wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und 5 min in Bouin's Fixierlosung (15 Teile geséttigte Pikrinséure,
5 Teile 37%iges Formaldehyd, 1 Teil Eisessig) fixiert. Die Praparate wurden dann
bis zur vollstdndigen Entfernung der durch die Fixierlosung verursachten
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Gelbfiarbung mit Wasser (2x) und Ethanol (je 1x mit 70%, 80%, 90% und 3x mit
100% Ethanol) gewaschen und luftgetrocknet.

Danach wurden die Prédparate mit einer Photoemulsion (EM-1, Amersham)
beschichtet. Dazu wurde die Photoemulsion in der Dunkelkammer in einem
Wasserbad auf 42 °C erwdrmt und die Objekttrdger nacheinander durch
vorsichtiges Eintauchen gleichmé&Big mit der Emulsion beschichtet. AnschlieBend
wurden die Objekttrager im Dunkeln 2 h getrocknet, dann lichtdicht verpackt und
fiir 8 Tage bei 4 °C exponiert.

Nach Ablauf der Expositionsdauer wurden die Objekttrédger in folgenden Losungen
entwickelt: 16% Kodak D-19 Entwickler (3 min), 1% Eisessig (1 min), 30%
Natriumthiosulfat (3 min) und Wasser (2x 10 min, 1x 30min). Die Prédparate
wurden getrocknet, fiir 2 min mit 5 % Giemsa (in 60 mM NagHPOy) gefdrbt und
2 min gewéssert. Nach dem Trocknen wurden die Praparate mit einem Deckglas
versehen und im Axioskop-Mikroskop im Hellfeld analysiert.

Zur quantitativen Auswertung der UDS-Aktivitdt wurde ein automatisches
Bildverarbeitungssystem verwendet. Mittels einer an das Mikroskop angeschlos-
senen Videokamera (Sony CCD/RGB) wurden zunéchst Bilder der Priaparate bei
300-facher Vergroflerung an den Computer iibertragen. Die darauf sichtbaren
Zellkerne wurden nachfolgend durch entsprechende Software (Colourmorph
Version 4.2, Perceptive Instruments) am Bildschirm markiert und dadurch deren
Schwirzung (verursacht durch den Einbau von radioaktivem Thymidin infolge
UV-induzierter UDS) in relativen Grauwerten ermittelt. Dabei wurden nur
Zellkerne, die sich eindeutig nicht in der S-Phase befanden, ausgewertet (leicht
unterscheidbar von schwarzen S-Phase Kernen).
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