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Zusammenfassung

UV-Strahlung gehort zu den Umwelteinfliissen, die fiir die menschliche
Population von groBter Bedeutung sind. Die Haufigkeit einer Reihe von
Krebserkrankungen der Haut korreliert mit der eingestrahlten UV-Dosis,
deren wirksamste Komponente in diesem Zusammenhang die kurzwellige
UV-Strahlung (UV-C) ist. In Sdugerzellen kommt es nach UV-Bestrahlung
zur transkriptionellen Aktivierung von Genen, zur Amplifikation von
Genen, zur Erhohung der Mutationsrate und zur Erhéhung der Zahl von
chromosomalen Aberrationen. UV-Bestrahlung aktiviert beispielsweise
die Transkription der Protooncogene c-jun und c-fos, des Metallothionein
II A-Gens, derjenigen Gene, die fiir die extrazelluliren Proteasen
Kollagenase und Plasminogenaktivator kodieren und des HIV-1 Provirus.
In einer fritheren Arbeit konnte gezeigt werden, daB UV-bestrahlte Zellen
den Faktor EPIF (=extrazelluldrer Proteinsynthese induzierender Faktor)
sezemieren, der ein dhnliches genetisches Programm induziert wie UV-
Bestrahlung selbst. Dieser Faktor erhoht die Mutationsfrequenz, aktiviert
die HIV-1 Transkription und fiihrt zu einer verstirkten Synthese des
Kollagenase Proteins in unbestrahlten Zellen.

In der hier vorliegenden Arbeit war es moglich, drei Kollagenase indu-
zierende Aktivitdten des UV-induzierten Faktors EPIF mittels Sdulen-
chromatographie an Heparin-Sepharose voneinander zu trennen. Zwei
dieser Aktivitdten konnten als das Cytokin Interleukin-lo (IL-1er) und eine
als der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor oder immunologisch
verwandte Proteine identifiziert werden. UV-Bestrahlung fiihrt a.) zu
einer Akkumulation der IL-loo mRNA, die nach etwa 8 Stunden ein
Maximum erreicht, b.) zu einer verstarkten Synthese des 31kD IL-1a
Proteins im Cytoplasma, c.) zu einer verstdrkten Sekretion des neu-
synthetisierten 17kD IL-1a Proteins und d.) zu einer erhthten membran-
gebundenen IL-1o Aktivitdt. Die bFGF mRNA akkumuliert unmittelbar
nach der UV-Bestrahlung und erreicht eine Stunde nach der Bestrahlung
ihr Maximum. Die erhohte Menge an bFGF mRNA fiihrt zu einer
verstirkten Synthese des bFGF Proteins. Ferner konnte in der Arbeit
gezeigt werden, da3 mit IL-1a auch die EPIF-Komponente identifiziert
worden war, die fiir die Aktivierung der HIV-1 Transkription durch EPIF
verantwortlich ist.

In der hier vorliegenden Arbeit sind mit dem Cytokin Interleukin-1o und
dem basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor zwei weitere Bestandteile
der UV-induzierten Signalkette identifiziert worden, die bei der zelluldren
Antwort auf UV-induzierten DNA-Schaden (z.B. bei der Ausbreitung des
Signals auf Zellen, die nicht direkt von UV erreicht werden) von grof3er
Bedeutung sein kénnten.



Abstract

The Cytokine Interleukin-lo and the Basic Fibroblast Growth
Factor: Two New Components of the UV-induced Signal
Transduction Chain in Mammalian Cells

Exposure to ultraviolet-irradiation (UV) is a major environmental factor
for the human population. Skin cancer frequency correlates directly with
exposure to ultraviolet-irradiation, especially in the short wave range (UV-
C). Mammalian cells react to UV by the activation of specific genes, the
amplification of genes as well as the appearance of mutations and
chromosomal aberrations. The UV-induced genes include the protoonco-
genes c-jun and c-fos, the metallothionein II A gene, the genes coding for the
extracellular proteases collagenase and plasminogen activator and the
proviral HIV-1 gene. We have shown previously that UV-irradiation of cells
induces the release of the factor EPIF (=extracellular protein synthesis
inducing factor) into the culture medium, which induces a similar genetic
response as UV itself. The UV-induced factor causes mutations, activates
HIV-1 transcription and induces the synthesis of collagenase in
nonirradiated cells.

Column chromatography on heparin-sepharose of the UV-induced factor
resolved three collagenase inducing activities. Two of these activities were
identified as the cytokine interleukin-lo (IL-1a) and one as the basic
fibroblast growth factor (bFGF) or immunologically related proteins. UV-
irradiation induces a.) the accumulation of IL-1ao mRNA, which is maximal
at 8 hours after irradiation, b.) the enhanced synthesis of the 31kD IL-1a
protein in the cytoplasm, c.) the enhanced secretion of the newly synthesized
17kD IL-la protein and d.) the membrane-bound IL-la activity. The
accumulation of bFGF mRNA starts immediately after UV and is maximal at
around 1 hour after UV. It could also be demonstrated that IL-1a is the
component of EPIF, which is responsible for the activation of HIV-1
transcription.

In the present work two additional components of the UV-induced signal

transduction chain, namely the cytokine interleukin-la and the basic
fibroblast growth factor, have been identified. These two factors could play
an important role in the cellular response to UV-induced DNA-damage.
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Einleitung

Ultraviolette Strahlung (UV) ist eines der mutagenen Agenzien
denen der Mensch stindig ausgesetzt ist. Eine Zunahme des UV-
Anteils im Sonnenlicht infolge einer VergroBerung des Ozonlochs
und einer Abnahme der Ozonschicht kénnte ein Problem fiir das
Leben auf der Erde werden. UV-Bestrahlung fiihrt erwiesener-
maBen zu einer Erhohung der Zahl von Hautkrebserkrankungen
beim Menschen (Scott und Straf, 1977). Dies gilt sowohl fiir das
maligne Melanom, als auch, und zwar verstirkt fiir die sogenannten
"nicht melanomen" Hautkrebsarten, wie das Basalzellkarzinom und
das Stachelzellkarzinom (Ruddon, 1987). Die "nicht melanomen”
Hautkrebsarten sind einerseits die am hdufigsten beim Menschen
auftretende Krebserkrankung und andererseits die mit der groften
Chance auf Heilung. Es wird oft iibersehen, daB Hautkrebs eine der
wenigen Krebserkrankungen ist, bei denen ein itiologisches Agenz,
in diesem Fall die UV-Strahlung, eindeutig identifiziert werden
konnte. Am deutlichsten zeigt sich der Zusammenhang zwischen
UV-Bestrahlung und Hautkrebs bei Patienten mit der autosomal
rezessiven Erbkrankheit Xeroderma Pigmentosum (XP). Zellen von
Patienten mit Xeroderma Pigmentosum der Komplementations-
gruppe A unterscheiden sich von gesunden Zellen lediglich darin,
dal sie UV-induzierte DNA-Schiden nicht reparieren konnen
(Cleaver, 1968, 1969). Neben anderen klinischen Symptomen
kommt es bei diesen Patienten zu einer drastisch erhohten Zahl von
Hautkrebserkrankungen in den Bereichen der Haut, die der Sonne
ausgesetzt sind (Robbins et al.,, 1974). Die meisten Patienten
entwickeln eine Vielzahl von Hauttumoren, wobei die ersten schon
im Kindesalter auftreten. Mehr als die Hilfte der XP-Patienten
erkrankt zudem am malignen Melanom, im Vergleich zu nur
wenigen Fillen pro 100000 Menschen in der Normalpopulation. Am
Beispiel der durch UV-Bestrahlung ausgelosten Hautkrebser-
krankungen wird deutlich wie wichtig es ist, zu untersuchen, wie
eine Sdugerzelle auf UV-Bestrahlung reagiert.

Als Folge der UV-Bestrahlung kommt es in Siugerzellen zu einer
ganzen Reihe von genetischen Verdnderungen, die unter dem



Begriff der "UV-Antwort" zusammengefalt werden (Kaina et al.,
1989, Herrlich et al.,, 1986, Mai et al.,, 1989, Schorpp et al., 1984).
Auch in Prokaryonten existiert eine sogenannte "SOS-Antwort"
(Little und Mount, 1982), die durch Strahlung und andere DNA-
schidigende Agenzien ausgelést wird. Uber den Ablauf der
Signalkette bei dieser prokaryontischen SOS-Antwort ist Folgendes
bekannt: Durch Behandlung mit DNA-schidigenden Agenzien
kommt es in E. coli zur Aktivierung des recA-Proteins (Little und
Mount, 1982, Witkin, 1976, Witkin und Kogama, 1984, Walker,
1985). Dieses Protein spaltet im aktivierten Zustand den lexA-
Repressor, ein Protein, das die Transkription einiger Gene
verhindert; dadurch kommt es zur Transkription der durch lexA
kontrollierten Gene. Deren Genprodukte sind u.a. Reparaturenzyme,
Proteine, die eine Rolle bei der Rekombination spielen und Proteine,
die zu einer Erhohung der Mutationsfrequenz fithren (Yeung et al.,
1983, Kato und Shinoura, 1977, Steinborn, 1978, Elledge und
Walker, 1983).

Im Rahmen der UV-Antwort von Sdugerzellen kommt es zu
durchaus vergleichbaren Reaktionen. So kommt es beispielsweise
zur Erh6hung der Mutationsrate (Protic-Sablic et al., 1986), zur
Erhohung der Zahl von chromosomalen Aberrationen, zur
Vermehrung von Genen (Amplifikation) (Liicke-Huhle und Herrlich,
1986, Liicke-Huhle et al., 1989, Schimke, 1984, Lavi, 1981) und zur
Aktivierung von Genen (Biischer et al., 1988, Fornace et al., 1988,
Kartasova und van der Putte, 1988, Maltzman und Czyzyk, 1984,
Rotem et al., 1987, Miskin und Ben-Ishai, 1981, Stein et al., 1989a,
1989b, 1988, Valerie et al., 1988, Schorpp et al., 1984, Kriamer et al.,
1990)

Der Teil der UV-Antwort, der zur Aktivierung von Genen fiihrt, ist
bisher wohl am eingehendsten untersucht worden. UV-Bestrahlung
aktiviert beispielsweise die Protooncogene c-jun und c-fos (Kaina et
al., 1989, Stein et al., 1989b, Biischer et al., 1988), die Gene, die fiir
die extrazelluliren Proteasen Kollagenase (Stein et al., 1989b) und
Plasminogenaktivator (Miskin und Ben-Ishai, 1981, Rotem et al,,
1987) kodieren und das Metallothionein II A-Gen (Angel et al.,
1986, Stein et al., 1989b, Fornace et al.,1988). AuBlerdem fiihrt UV-
Bestrahlung zur Aktivierung des HIV-1 Provirus (Valerie et al.,
1988, Stein et al., 1989b, 1989a). Das primidre Ereignis fir die



Auslésung der Genaktivierung ist die Schiddigung der DNA durch
UV. Dies konnte in verschiedenen Versuchsansitzen gezeigt werden:
a.) Das Aktionsspektrum der UV-Induktion unterschiedlicher Gene
zeigt ein Optimum bei 265 - 275nm und fillt zu ldngeren
Wellenldngen steil ab. Dies ist genau der Wellenlingenbereich in
dem Sdugerzellen am effizientesten durch UV abgetétet werden
(Zolzer und Kiefer, 1984) und in dem nukleinsdurehaltige Molekiile,
wie DNA und RNA am stirksten UV-Energie absorbieren; typische
Membranbestandteile, wie Proteine und Substanzen mit konju-
gierten Doppelbindungen dagegen nicht (Rao, 1961).

b.) In Xeroderma Pigmentosum Zellen der Komplementationsgruppe
A (das sind Zellen die sich, wie oben bereits erwihnt, von normalen
menschlichen Fibroblasten nur dadurch unterscheiden, dafl sie UV-
induzierte DNA-Schiden nicht reparieren koénnen) werden viel
geringere UV-Dosen zur maximalen Aktivierung von Genen ge-
braucht, als in Wildtypzellen (Stein et al.,, 1989b). Dies spricht dafiir,
daBl es der nicht reparierte UV-induzierte DNA-Schaden ist, der die
Signalkette in Gang setzt.

c.) Die direkte UV-Bestrahlung kann durch das Einbringen UV-
bestrahlter DNA-Sequenzen unterschiedlicher Herkunft ersetzt wer-
den (Mai et al.,, 1989, Krimer et al., 1990); auch dies fiihrt zur
Aktivierung der UV-induzierbaren Gene. Dieser Versuch zeigt auch,
daB der Ort des DNA-Schadens und der Ort der Genaktivierung
unterschiedlich sein konnen.

Der durch UV-Bestrahlung induzierte DNA-Schaden fiihrt am Ende
zu einer erhohten Transkription der oben genannten Gene. Die
Transkription von Genen wird durch Transkriptionsfaktoren regu-
liert, die an cis-wirkende DNA-Elemente binden und damit in bisher
unbekannter Weise, die transkriptionelle Aktivitit der RNA
Polymerase II kontrollieren (Herrlich et al., 1989, Dynan und Tjian,
1985, Ptashne, 1988, McKnight und Tjian, 1986, Serfling et al.,
1985). Diese Elemente liegen normalerweise im 5° flankierenden
Bereich der Gene. Die DNA-Elemente, die die UV-Induktion
vermitteln, konnten fiir einige Gene identifiziert werden: So z.B. das
URE (auf UV reagierende Element) im Kollagenase-Gen (Position:
-72/-66) (Stein et al., 1989b), 2 URE’s im c-jun Gen (Position: -71/
-64 und -190/-183) (Stein et al., submitted, Krimer et al., 1990),
die sogenannten "enhancer repeats” im LTR (long terminal repeat)



des HIV-1 (Position: -105/-79) (Stein et al., 1989a, 1989b) und das
" dyad symmetry element " (DSE) im c-fos Gen (Position: -320/
-299) (Biischer et al., 1988). An das Kollagenase-URE bindet der
Transkriptionsfaktor AP-1 (Angel et al., 1987b, Lee et al., 1987,
Gebel et al.,, 1989), ein Heterodimer aus den Genprodukten des c-
jun- und c-fos-Gens, an die c-jun URE’s binden Proteine aus der AP-
1 Familie (Stein et al.,, 1989c), an die enhancer repeats des HIV-LTR
bindet der nukleare Faktor kappa B (NFkB) (Baeuerle und
Baltimore, 1989, 1988a, Nabel und Baltimore, 1987, Wu et al., 1988)
und an das DSE des c-fos Gens bindet ein Proteinkomplex, der u.a.
den sogenannten SRF (serum response factor) (Schroter et al., 1990,
Herrera et al., 1987) enthilt. In den meisten Fillen (eine Ausnahme
bildet das DSE) wird die Bindungsaktivitat dieser Transkriptions-
faktoren an die entsprechenden DNA-Sequenzen durch UV-Be-
strahlung erhoht.

Man geht heute davon aus, dal der Grund fiir die erhOhte
Bindeaktivitdt eine UV-induzierte posttranslationale Modifikation
(Miiller et al.,, 1987, Yamamoto et al., 1988) dieser Transkriptions-
faktoren ist, und man nimmt an, dal die erhéhte Bindung letztlich
zu einer Aktivierung der entsprechenden Gene fiihrt.

Was liegt zwischen dem Anfang der Signalkette, dem DNA-Schaden,
und ihrem Ende, der posttranslationalen Modifikation von
Transkriptionsfaktoren? Es gibt einige Untersuchungen, die Riick-
schliisse auf die gesuchte(n) Komponente(n) der Signalkette zu-
lassen:

a.) UV-Bestrahlung fiihrt zu einer transienten Akkumulation von c-
fos mRNA, d.h. kurze Zeit nach der UV-Bestrahlung steigt die Menge
an c-fos mRNA an und fédllt danach sehr schnell wieder ab. Eine
zweite UV-Bestrahlung, kurze Zeit nach der ersten, fiihrt dann nicht
mehr zur Induktion der c-fos Transkription (Biischer et al., 1988).
Dies deutet darauf hin, daB eine bestimmte Komponente, die zur
Induktion notig ist, offenbar nicht mehr zur Verfiigung steht.
Demnach sollte eine erschopfbare Komponente Teil der UV-
induzierten Signalkette sein.

b.) Die UV-Induktion der c-fos Transkription wird durch Protein-
kinase-Hemmer inhibiert und zwar durch ein &dhnliches Spektrum
von Hemmern, das auch die Phorbolester-induzierte Genaktivierung
hemmt (Biischer et al., 1988, Krdmer et al., 1990). Demzufolge



sollten Proteinkinasen bei der UV-Induktion von c-fos eine Rolle
spielen.

c.) UV-Bestrahlung fiihrt im Falle des nuklearen Faktor kappa B
(NFkB) dazu, daB der im Cytoplasma lokalisierte Faktor von einem
Inhibitor (Baeuerle und Baltimore, 1988a, 1988b) losgeldst wird
und dann vermehrt in den Kern gelangt. Dies zeigt, daB ein Teil der
UV-induzierten Signalkette auch im Cytoplasma der Zelle ablaufen
kann.

d.) Auch eine Aktivitit, die extrazelluldr auftritt, spielt bei der UV-
Induktion von verschiedenen Genen eine Rolle (Schorpp et al., 1984,
Rotem et al., 1987). Man findet diese Aktivitit, den sogenannten
"extrazelluliren Proteinsynthese induzierenden Faktor" (EPIF) im
Kulturmedium UV-bestrahlter Zellen (Schorpp et al., 1984). Er
induziert in unbestrahlten Zellen ein #hnliches genetisches
Programm wie UV-Bestrahlung selbst. Dieser Faktor wird nach UV-
Bestrahlung von normalen menschlichen Fibroblasten von diesen
ins Kulturmedium abgegeben und fiihrt in unbestrahlten Zellen u.a.
zur Erhohung der Mutationsrate (Maher et al.,, 1988) und zur
Aktivierung derjenigen Gene, die auch durch UV aktiviert werden,
z.B. zur Transkription von HIV-1 (Stein et al.,, 1989a).

Am Beispiel der Aktivierung der HIV-1 Transkription wird am
besten deutlich, welch eine wichtige Rolle solch ein Faktor im
menschlichen Organismus spielen konnte. Die Aktivierung von
latentem HIV-1 Provirus ist der entscheidende Schritt bei der
Entstehung des "acquired immundeficiency syndrome" (AIDS).
Latentes Virus wird hauptsdchlich in Zellen gefunden, die den CD4-
Oberflichenmarker besitzen (Tschachler et al., 1987, Dalgleish et al.,
1984, McClure und Weiss, 1987); diese Zellen sind normalerweise
nicht direkter Sonnenbestrahlung ausgesetzt. Die Moglichkeit, daf
latentes HIV-1 in unbestrahlten Zellen im Korperinneren indirekt
durch EPIF, der von UV-bestrahlten Zellen der Haut abgegeben
wird, aktiviert wird, konnte fiir den natiirlichen Verlauf von AIDS
bedeutsam sein.

Die Existenz des extrazelluliren Proteinsynthese induzierenden
Faktors zeigt, dal die UV-induzierte Signalkette keineswegs nur im
Zellkern oder im Cytoplasma ablduft, sondern daB zumindest ein
Teil der Signalkette auch auBerhalb der Zelle ablduft. Dieser Teil ist
dafiir verantwortlich, daB auch unbestrahlte Zellen in die UV-



Antwort miteinbezogen werden koOnnen. Es gibt Hinweise darauf,
daB der extrazellulire Faktor auch bei der UV-Antwort der
bestrahlten Zelle beteiligt ist. In der Diskussion wird auf diese Frage
noch nidher eingegangen werden.

Ziel dieser Arbeit war die Reinigung, Identifizierung und
Charakterisierung des Faktors oder der Faktoren die fiir die EPIF-
Aktivitit verantwortlich sind. Als MaB fiir die EPIF-Aktivitit
verwendete ich die Fidhigkeit von EPIF, die Transkription des
Kollagenase- und des HIV-1-Gens zu induzieren. Ich konnte zeigen,
daB zwei Faktoren fiir diese Aktivititen verantwortlich sind,
nidmlich das Cytokin Interleukin-loa (IL-1a) und der basische Fibro-
blasten-Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor = bFGF).
Nach UV-Bestrahlung von Zellen kommt es zu einer Akkumulation
der IL-la- und bFGF-mRNA und zu einer verstirkten Neusynthese
des IL-la- und bFGF-Proteins. Damit ist es mir gelungen diesen
wichtigen extrazelluliren Zweig der UV-induzierten Signalkette
aufzuklédren.



Material und Methoden

Bezugsquellen:

Acetyl-Coenzym A, Li-Salz

Acrylamid

Agarose Typ II, Typ VII
Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat
Ampicillin

Anisomycin

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bakterienschalen (9 cm)
Bromphenolblau

BSA

Ciasiumchlorid
DEAE-Dextran
Dialyseschldauche
Dithiothreitol

DMEM

Emulsifier Safe

Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylacetat
Ficoll 400
Fotales Kélberserum
Folin-Reagenz
FPLC-System
G418

Glycerin

Glycin

Glyoxal
Harnstoff

Heparin-Sepharose CL-6B

HEPES

HybondN+
Kieselgel-DC-Platten
Lysozym
B-Mercaptoethanol
Mitomycin C

Pharmacia, Freiburg
Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Niirtingen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Biomol, Ilvesheim
Pharmacia, Freiburg
Bender & Hobein, Karlsruhe
BRL Inc., Neu-Isenburg
Gibco, Karlsruhe

Packard Instr. Comp.,
Illinois

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Gibco, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Pharmacia, Freiburg
Gibco, Karlsruhe

BRL Inc., Neu-Isenburg
Bio Rad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Amersham, Braunschweig
Macherey-Nagel, Diiren
Boehringer, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen



N,N'-Methylen-bisacrylamid
Nick-Translations-Kit
Nonidet P-40
Oligo-dT-Cellulose Typ VII
Penicillin/Streptomycin
PMSF

Protein A-Sepharose
Protein G-Sepharose
Protein-Molekulargewichtsmarker
Proteinase K (Lyophylisat)
PVDF-Membran
Q-Sepharose FF
Restriktions-Endonukleasen

Rontgenfilme (HyperfilmMP)
RPMI 1640
Salmon-Sperm-DNA Typ III, Na-Salz
SDS

Sephadex G-50

TEMED

TPA

transfer-RNA (aus Kalbsleber)
Transformations-Chemikalien
Tris-HCI, Tris-Base
TritonX-100

Trypsin

Tween

UV-Lampe

Whatman DEAE-Papier
Whatman 3MM-Papier
Whatman GF/C-Filter
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Bio Rad, Miinchen
Amersham, Braunschweig
Bio Rad, Miinchen
Collaborative Research Inc.
Gibco, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg

Bio Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt
Millipore, Eschborn
Pharmacia, Freiburg

Bio Labs, Schwalbach
Boehringer, Mannheim
BRL Inc., Neu-Isenburg
Pharmacia, Freiburg
Amersham, Braunschweig
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg

Bio Rad, Miinchen

Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Fluka, Buchs Schweiz
Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Gibco, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Vetter, Wiesloch

Bender & Hobein, Kalrsruhe
Bender & Hobein, Karlsruhe
Bender & Hobein, Karlsruhe
Greiner, Niirtingen
Greiner, Niirtingen



Radiochemikalien:

a-32P-dCTP (370MBg/ml)
L-35S-Methionin (370MBg/ml)
14C-methylierte Proteine
D-threo-(dichloracetyl-1-14C)-
Chloramphenicol (7.4MBq/ml)

Bakterien und Zellen:

E. coli DHS: F-, endAl, hsdR17 (1x-, mg*), supE44, thi-1, &-,

Amersham,
Amersham,
Amersham,

Amersham,

recAl, gyrA96, relAl

Hela tk-: Menschliche Cervix-Karzinoma-Zelle. Erhalten von
Dr. Yung-Chi-Chung, Durham. (im nachfolgenden
nur noch mit HelLa bezeichnet)

Braunschweig
Braunschweig
Braunschweig

Braunschweig

NFB: Primiare menschliche Normalfibroblasten.

Erhalten von R. Eife, Miinchen.

XPA: Primidre menschliche

Xeroderma pigmentosum

Fibroblasten der Komplementationsgruppe A.
Erhalten von J. Cleaver, San Francisco.

Kulturmedien:

L-Broth:

0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 1.0% NaCl, 1.0% Bacto-Trypton

TB:

2.4% Bacto-Hefe-Extrakt, 1.2% Bacto-Trypton, 0.35% Glycerin, 72mM

K2HPO4, 17mM KHyPO4
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SOB:
0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 2% Bacto-Trypton, 10mM NaCl, 2.5mM KClI,
10mM MgClp, 10mM MgSO4

SOC:
SOB mit 20mM Glucose

Bakterien-Selektionsmedium:
L-Broth oder TB mit 100ug/ml Ampicillin

Einfrier-Medium (Bakterien):
90% L-Broth, 10% DMSO

Kulturmedium fiir HeLa, NFB, XPA:
DMEM mit 10% FCS, 100U/ml Penicillin, 100pg/ml Streptomycin

Einfrier-Medium (Zellkultur):
80% Medium, 10% FCS, 10% DMSO

Antikorper:

Kontroll-Kaninchenserum:
Kaninchenserum aus nicht-immunisierten Tieren.

IL-1a Antikorper:

Kaninchenserum gegen rekombinantes, menschliches IL-la Protein
(Wingfield et al., 1987). Zur Verfiigung gestellt von der Fa. Glaxo
I.M.B., Genf.

bFGF Antikérper (MAK 8/16):

Monoklonaler Mausantikérper (Ascites) gegen rekombinantes,
menschliches bFGF Protein. Zur Verfiigung gestellt von der Fa.
Progen, Heidelberg.



bFGF Antikorper (R2/119):

Kaninchenserum gegen Peptid aus menschlichem bFGF Protein
(Aminosdure 119 bis C-Terminus). Zur Verfiigung gestellt von der
Fa. Progen, Heidelberg.

aFGF Antikorper:
Kaninchenserum gegen das menschliche aFGF Protein. Zur Ver-
fiigung gestellt von W. Risau, Miinchen.

IL-6 Antikorper:
Kaninchenserum gegen rekombinantes menschliches IL-6 Protein.
Zur Verfiigung gestellt von P. Krammer, Heidelberg.

IL-18 Antikorper:

Kaninchenserum gegen rekombinantes, menschliches IL-18 Protein
(Wingfield et al., 1986). Zur Verfiigung gestellt von der Fa. Glaxo
IL.M.B., Genf

TNFa Antikérper:
Kaninchenserum gegen rekombinantes, menschliches TNFo Protein.

Zur Verfiigung gestellt von der Fa. Glaxo I.M.B., Genf.

PDGF Antikorper:
Kaninchenserum gegen gereinigtes PDGF - Protein aus menschlichen
Blutpldttchen. Zur Verfiigung gestellt von C.-H. Heldin, Uppsala.

TCSF Antikorper:

Monoklonaler Mausantikorper (Hybridomiiberstand) gegen das
menschliche TCSF Protein (Ellis et al., 1989). Zur Verfiigung gestellt
von C. Biswas, Boston.

Kollagenase Antikorper:
Kaninchenserum gegen das menschliche Kollagenase Protein. Zur

Verfiigung gestellt von G. Murphy, Cambridge.
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Wachstumsfaktoren:

IL-1a:
Rekombinantes, menschliches IL-la Protein. Zur Verfiigung gestellt

von der Fa. Biogen, Genf.

bFGF:
Rekombinantes, menschliches bFGF Protein. Gekauft bei der Fa.

Progen, Heidelberg.

cDNA-Proben:

IL-1a:

660bp HindIIl/HinclI-Fragment eines menschlichen IL-la cDNA-
Klons (March et al.,, 1985) in SP65. Zur Verfiigung gestellt von der
Fa. Immunex, Seattle, Washington.

bFGF:
1.4kb EcoRI-Subfragment (Nukleotid 1-1401) des Abb2 Rinder-bFGF

cDNA-Klons (Abraham et al., 1986) in pBluescript. Zur Verfiigung
gestellt von J.A. Abraham und J.C. Fiddes, Mountain View,
Kalifornien.

Kollagenase:
Menschliches Kollagenase-I cDNA-Plasmid pCllase-I (Angel et al.,
1987a).

GAPDH:
0.9kb Pstl-Fragment aus pRGAPDH-13 (Fort et al., 1985).

Bestrahlungsquelle:

Es wurden 15W Hg-Lampen der Wellenlinge 254nm (halbmaximale
Bandbreite 2.3nm) benutzt. Die Leistung der Lampen in 32cm
Abstand betrigt 2.8W/m?2 (254nm).



METHODEN

1. Behandlung von Nukleinsiuren
Spektrophotometrische Bestimmung von Nukleinsiduren

Die Nukleinsdure wurde in geeigneter Weise mit Wasser verdiinnt
und die Extinktion bei 260nm und 280nm bestimmt. Das Verhiltnis
E260 zu Epgp sollte etwa 1.8 : 1 bei DNA und 2 : 1 bei RNA sein.

E260 x 50 = pg/ml DNA
E260 x 40 = pg/ml RNA

Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Reinigung der Nukleinsdure-Losung von Proteinen wurde mit
Wasser auf mindestens 100ul aufgefiillt. Nach Zugabe des gleichen
Volumens Phenol (mit 1x TNE gesittigt; 1x TNE: 100mM NaCl,
10mM Tris pH8.0, 1ImM EDTA pH8.0) wurde gut geschiittelt und
nach Zugabe eines weiteren Volumens Chloroform:Isoamylalkohol
(24:1) wieder gut geschiittelt. Die Phasen wurden durch 3 min
Zentrifugieren wieder getrennt. Die Oberphase wurde abgenommen
und noch zweimal mit dem gleichen Volumen Chloroform auf die
gleiche Weise extrahiert.

Konzentration von Nukleinsduren aus wissrigen Ldsungen

Die Nukleinsdure-Losung wurde in einem geeigneten Volumen mit
NaAcetat (pH4.8) bis zu einer Endkonzentration von 0.25 - 0.3M
versetzt. Bei kleinen Fragmenten oder geringen Mengen sollte man
noch etwa 1 bis Sug tRNA als Fillungshilfe zufiigen. Nach Zugabe des
2.5 fachen Volumen Ethanol wurde 30 min bei -80°C oder 2
Stunden bei -20°C gefdllt und anschlieBend 10 bis 30 min bei
13000xg zentrifugiert. Zur Entfernung von Salz wurde der
Niederschlag nochmal mit 80% Ethanol gewaschen.

Das Volumen der Nukleinsiure-Losung kann auch durch 2-Butanol
eingeengt werden. Dazu wurde das gleiche Volumen 2-Butanol
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zugegeben und gut gemischt. Durch 10 sec Zentrifugieren wurden
die Phasen wieder getrennt und die Oberphase verworfen. Diese
Prozedur wurde mehrmals wiederholt.

Bei der Fillung von Nukleinsduren kann Ethanol auch durch Iso-
propanol ersetzt werden. Man gibt 1/2 Volumen Isopropanol zu der
wissrigen Nukleinsdure-Losung.

2. Transformation von Bakterien

Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Transformation
(Hanahan, 1986)

Eine Kolonie von E. coli DH5 wurde in 10ml SOC-Medium (0.5%
Bacto-Hefe-Extrakt, 2% Bacto-Trypton, 10mM NaCl, 2.5mM KCl,
10mM MgClp, 10mM MgSO4, 20mM Glucose) iiber Nacht bei 37°C
geschiittelt. 500ml SOC-Medium wurden mit 1ml der Ubernacht-
Kultur angeimpft und im 51 Kolben bei 37°C so lange geschiittelt, bis
die Es5¢9 ungefdhr 0.4 betrdgt (ungefdhr 2 Stunden). Die Bakterien-
Kultur wurde auf zwei 250ml Plastik-Zentrifugenbecher verteilt
und 15 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Bakterien 15 min
bei 1000xg (4°C) zentrifugiert und das Medium gut entfernt. Die
beiden Niederschlige wurden in je 10ml TFB (100mM KCI, 45mM
MnClp, 10mM MgCly, 3mM HACoCl3, 10mM K-MES pH6.3, 15%
Glycerin) durch Schwenken resuspendiert und in zwei 50 ml
Greiner-Rohrchen (eisgekiihlt) gegeben. Nach Auffiillen auf 50ml
mit TFB und Mischen blieb die Bakterien-Losung 15 min auf Eis
stehen. Nach 15 min Zentrifugieren bei 1000xg (4°C) wurden die
beiden Niederschldige in je 10ml TFB durch Schwenken resus-
pendiert und in einem 50ml Greiner-Rohrchen (eisgekiihlt) ver-
einigt. Die nun kompetenten Bakterien wurden bei 0°C schnellst-
moglichst in 200ul Portionen abgefiillt und in flissigem Stickstoff
(-196°C) eingefroren. Die Transformationseffizienz liegt bei etwa
1-5x106 Kolonien pro pug "supercoiled” pBR322.

Transformation von kompetenten Bakterien

Ein Rohrchen mit kompetenten Bakterien wurde aus dem fliissigen
Stickstoff geholt und auf Eis gestellt. Sobald die Bakterien aufgetaut



waren, wurden 10-100ng Plasmid-DNA zugemischt und 1 Stunde
auf Eis gestellt. Nach 90 sec Hitzeschock bei 42°C und 2 min auf Eis
wurde 3ml SOC-Medium (0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 2% Bacto-
Trypton, 10mM NaCl, 2.5mM KCl, 10mM MgCl;, 10mM MgSO4, 20mM
Glucose) zugegeben und 90 min bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien
wurden 5 min bei 1000xg zentrifugiert (RT) und der Niederschlag in
200pl SOC-Medium gelost. Die gesamte Menge wurde auf einer
Selektiv-Agarplatte ausgestrichen.

Herstellung von Selekti\?-Agarplatten

In einem 2 Liter Kolben wurden 5g Hefe-Extrakt, 10g Bacto-
Trypton, 10g NaCl und 15g Difco-Agar auf 1 Liter mit Wasser
aufgefiillt. Diese Mischung wurde autoklaviert. Nach Abkiihlen auf
etwa 45°C wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 50upg/ml
zugegeben. Damit konnten etwa 30 Agar-Platten (9cm Durchmesser)
gegossen werden. Luftblasen wurden durch Uberstreichen mit einer
Bunsenbrennerflamme zum Platzen gebracht. Nach Erstarren des
Agars wurde das Kondenswasser aus dem Deckel herausgeschiittelt
und die Platten bei 4°C gelagert.

3. DNA-Priparation
Bakterien-Wachstum

Die Bakterien wurden in 2ml Nihrmedium (L-Broth) mit dem
Antibiotikum Ampicillin (100pg/ml) etwa 4 Stunden bei 37°C
geschiittelt. 150u]l von dieser Vorkultur dienten zum Animpfen von
200ml Selektionsmedium. Die Bakterien wurden dann iiber Nacht
bei 37°C im Erlenmeyer-Kolben geschiittelt.

Plasmid-DNA-Priparation (Birnboim und Doly, 1979)

200ml einer iiber Nacht inkubierten Bakterien-Suspension wurden
10 min bei 4000xg zentrifugiert. Der Bakterien-Niederschlag wurde
in 10 ml Lysozym-Losung (50mM Glucose, 10mM EDTA pH7.8,
25mM Tris pHS8.0, 2mg/ml Lysozym) resuspendiert und 30 min auf
Eis gestellt. AnschlieBend wurden unter Schiitteln 20ml alkalische
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SDS-Losung (0.2M NaOH, 1% SDS) zugegeben und die Suspension 5
min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 15ml 3M NaAcetat wurde die
Mischung 60 min auf Eis gestellt. Ausgefallenes Protein und
genomische DNA wurden durch 20 min Zentrifugieren bei 16800xg
(4°C) abgetrennt. Zum Uberstand wurde das 2.5 fache Volumen
Ethanol (-20°C) gegeben und die Plasmid-DNA mindestens 30 min
bei -80°C gefillt. Die Plasmid-DNA wurde 10 min bei 16800xg (4°C)
zentrifugiert, getrocknet und in 10ml 0.1M NaAcetat, 50mM Tris
pHS8.0 gelost. Nach anschlieBender zweiter Ethanolfillung bei -80°C
fir mindestens 30 min wurde der Niederschlag getrocknet und in
4.2ml 1mM EDTA, 50mM Tris pH8.0 gelost. Nach Zugabe von 4.5g
CsCl und 40ul Ethidiumbromid (10mg/ml) wurde die Losung auf
zwei 5ml VTi65-Zentrifugenrdhrchen verteilt, mit einer CsCl-Losung
der gleichen obigen Konzentration aufgefiillt und zugeschweiBt.
Nach 16 Stunden Ultrazentrifugation im Beckman VTi65-
Vertikalrotor bei 55000 U/min (20°C) wurde die "supercoiled"
Plasmid-Bande abgesaugt und nach Vereinigung der beiden Ansitze
fir weitere 6 Stunden ultrazentrifugiert. Die "supercoiled" Plasmid-
Bande wurde wieder abgesaugt, das Ethidiumbromid mit wasser-
gesittigtem 1-Butanol extrahiert und die DNA mit Wasser auf 4ml
aufgefiillt. Nach Zugabe von NaAcetat bis zu einer Endkonzentration
von 0.2M wurde die DNA mit Ethanol iiber Nacht bei -20°C
ausgefillt. Die DNA wurde nach 30 min Zentrifugieren bei 16800xg
(4°C) mit 10ml 80% Ethanol gewaschen und nochmals 10 min
zentrifugiert. Die DNA wurde nach dem Trocknen in Wasser gelost.

Mini-Plasmid-DNA-Praparation

Die Bakterien wurden in 3ml Nihrmedium mit dem Antibiotikum
Ampicillin (100pg/ml) iber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1.5ml der
Bakterien-Kultur wurden 5 min bei 4000xg zentrifugiert. Der Nie-
derschlag wurde in 100ul Lysozym-Losung (5S0mM Glucose, 10 mM
EDTA pH7.8, 25mM Tris pH8.0, 2mg/ml Lysozym) resuspendiert
und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200ul alkalischer SDS-
Losung (0.2M NaOH, 1% SDS) und Mischen wurde 150pul 3M
NaAcetat zugefiigt und 5 min auf Eis gestellt. AnschlieBend erfolgte
eine Phenol/Chloroform-Extraktion. Der Uberstand wurde abge-
nommen, mit 1ml Ethanol versetzt und 10 min auf Eis gestellt. Die



ausgefallene Plasmid-DNA wurde durch 10 min Zentrifugieren bei
13000xg abgetrennt, mit 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und in
40pl Wasser gelost.

4. Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Wenn nicht anders angegeben, wurde die DNA in 1x Universal-
Verdaupuffer (10mM Tris pH7.5, 50mM NaCl, 7mM MgCl;, 1mM
DTT, 0.lmg/ml BSA) mit dem entsprechenden Restriktionsenzym 2-
3 Stunden bei 37°C verdaut. 1 Enzym-Einheit verdaut in einer
Stunde Ipg Lambda-DNA. Es wurden meist 2-3 Enzym-Einheiten
pro ng DNA eingesetzt. Beim Verdau von Mini-Plasmid-
Priparations-DNA wurden 5pul DNA-Losung mit 10 Enzym-Einheiten
Restriktionsenzym und 0.5u1 RNaseA (Smg/ml) verdaut. Die
Verdau-Reaktion wurde mit 5ul 5x Glycerin-Probenpuffer (1x:10mM
EDTA pHS8.0, 10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau)
abgestoppt.

S. Markierung von DNA mit Radionukleotiden
Nick-Translation (Rigby et al.,, 1977)

Es wurde der "Nick-Translations-Kit" der Firma Amersham-Buchler,
Braunschweig, benutzt. In einem Endvolumen von 50ul wurden 10upl
Nick-Translations-Kit I (Puffer und dNTPs), 100 - 500ng DNA, 5ul
Nick-Translations-Kit II (DNasel und DNA-Polymerasel) und 5ul o-
32P-dCTP auf Eis gemischt. Nach 2 bis 3 Stunden Reaktion bei 15°C
wurde die Probe auf Eis gestellt oder durch Zugabe von 5Sul 0.5M
EDTA gestoppt und unmittelbar danach die nicht eingebauten
Nukleotide durch Gelfiltration abgetrennt.

Gelfiltration iiber Sephadex G-50

Das Siulenmaterial Sephadex G-50 trennt Molekiile von 1500 bis
30000 Dalton auf. Es dient hier zur Abtrennung freier Nukleotide
von einem radioaktiven DNA-Fragment. Sephadex G-50 wurde in 1x
TE (10mM Tris-HCl pH8.0, 1mM EDTA) einige Stunden quellen
gelassen. Eine kurze Pasteurpipette wurde mit Glaswolle abge-
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dichtet und eine Schlauchklemme angebracht. Die Pipette wurde bis
zur oberen Einengung luftblasenfrei mit dem Saulenmaterial gefiillt,
das daraufhin mehrmals mit 1x TE gewaschen wurde. Nach dem
vollstindigen Einsinken des Puffers in das Sdulenmaterial wurde
die radioaktive Probe aufgetragen. AnschlieBend wurde mit 400ul
Puffer nachgespiilt und diese Menge in der ersten Fraktion
gesammelt. Dann wurde weiterer Puffer aufgetragen und je 3
Tropfen (etwa 100pl) gesammelt. Nach 12 Fraktionen wurde die
Gelfiltration beendet. Die Radioaktivitit der einzelnen Fraktionen
wurde nach der Cerenkow-Methode gemessen und die 3 bis 4
Fraktionen mit der hochsten Aktivitit vereinigt.

6. Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Je nach GroBe der aufzutrennenden Fragmente wurden 0.8% bis
1.5% Agarose-Gele benutzt. Es handelt sich hierbei um Mini-Gele:
Gelvolumen 50ml, Puffervolumen 100ml, Taschenvolumen 25ul. Das
Gel ist vollig von Puffer bedeckt. Die entsprechende Menge Agarose
Typ II wurde in 50ml 1x TBE (90mM Tris pH8.3, 90mM krist.
Borsdure, 2.5mM EDTA pHS8.0) gegeben und 5 min im Mikrowellen-
herd aufgekocht. Nach Zugabe von 1.5p1 Ethidiumbromid (10mg/ml)
wurde das Gel gegossen und ca. 30 min abkiihlen gelassen. Nach
Entfernen des Kamms und EingieBen des Laufpuffers (1x TBE)
wurden die Proben in Glycerin-Probenpuffer (10mM EDTA pH8.0,
10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau) aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei etwa 100mA. Die DNA-Banden werden
unter UV sichtbar.

7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA wurde auf einem Agarosegel Typ II aufgetrennt. Das zu
isolierende Fragment wurde im UV-Licht sichtbar gemacht und mit
einem Skalpell 2-3mm unterhalb des Fragmentes ein Spalt in die
Agarose geschnitten. In diesen Spalt wurde ein Stiickchen DEAE-
Papier gesteckt und anschlieBend die Gelelektrophorese fortgesetzt,
bis das DNA-Fragment an das DEAE-Papier gebunden war. Dann
wurde das DEAE-Papier aus dem Gel genommen, kurz mit destil-
liertem Wasser abgespiilt und anschlieBend fiir 30 min in 400ul



1.5M NaCl bei 60-65°C inkubiert. Ein Eppendorf Roéhrchen wurde
mit einem kleinen Loch versehen, mit Glaswolle gestopft und in ein
zweites Eppendorf Rohrchen gesteckt. Das DEAE-Papier sowie die
Fliissigkeit wurden iiber die Glaswolle geschichtet und Papier und
Flissigkeit durch kurze Zentrifugation getrennt. AnschlieBend
wurden die DNA-Fragmente mit Ethanol prizipitiert.

8. PolyA+-RNA-Prédparation (Aviv und Leder, 1972)

Fiir jeden Probenpunkt wurde eine (bei UV-Bestrahlung auch zwei
bis drei) subkonfluente 14cm Petrischale(n) verwendet. Jede
Petrischale wurde zweimal mit 10ml eiskaltem PBS (123mM NaCl,
17mM NapHPOy4, 2.5mM KH;POy4, pH7.3) gewaschen. Die Zellen eines
Probenpunktes wurden in insgesamt 10ml kaltem STE (100mM
NaCl, 20mM Tris pH7.4, 10mM EDTA pH7.8) mit einem
Gummischaber abgeschabt und in ein 50ml Greiner-Réhrchen
tiberfiihrt. Nach Zugabe von 300ug/ml Proteinase K und 0.5% SDS
wurde die Mischung 30 sec mit einem Ultraturrax-Messerhomo-
genisator homogenisiert. Danach erfolgte eine Inkubation fiir 45 -
60 min bei 37°C. Der Losung wurde NaCl bis zu einer End-
konzentration von 0.5M zugesetzt und etwa 50mg in HSB (0.3M
NaCl, 10mM Tris pH7.5, 5SmM EDTA pH7.8, 0.1% SDS)
resuspendierter Oligo-dT-VII-Cellulose zugegeben. Durch Mischen
iiber Nacht (mindestens 2 Stunden) auf einer Rotationsapparatur
wurde die polyA*-RNA an die Oligo-dT-VII-Cellulose adsorbiert. Die
Oligo-dT-VII-Cellulose wurde 2 min bei 350xg zentrifugiert und
dreimal mit 10ml HSB gewaschen. Die Ezgo des HSB nach dem 3.
Waschgang sollte < 0.05 sein, wenn die rRNA zum groften Teil
abgetrennt wurde. Die RNA wurde mit sterilem Wasser von der
Oligo-dT-VII-Cellulose eluiert. Dazu wurde die Oligo-dT-VII-
Cellulose dreimal mit je 1ml Wasser und einmal mit 1.5ml Wasser
gewaschen. Der erste ml wurde verworfen und die restlichen 3.5ml
RNA-L6sung vereinigt und anschliefend nochmals zentrifugiert, um
die Oligo-dT-VII-Cellulose vollstindig abzutrennen. 300ul davon
wurden zur Konzentrations-Bestimmung abgenommen. Zu den
restlichen 2.7ml wurden in einem 15ml Greiner-Réhrchen 10pg
tRNA gegeben ( wenn die gemessene RNA-Menge iiber 10pg/2.7ml
lag, wurde keine tRNA =zugesetzt) und die RNA mit Ethanol
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ausgefillt. Die Oligo-dT-VII-Cellulose wurde durch zweimal
Waschen mit 10ml 0.1M NaOH, 5mM EDTA pH7.8, fiinfmal Waschen
mit Wasser und zweimal Waschen mit HSB regeneriert.

9. Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Zur Auftrennung von RNA wurde ein 1.4%iges Agarose-Gel in eine
horizontale Gelkammer gegossen. Hierzu wurden 1.4g Agarose
TypIll in 100ml 1x RNA-Laufpuffer (10mM NaHPOy4; aus einer
500mM Stammlésung, die mit konzentrierter Phosphorsdure auf
pH6.9 eingestellt worden war) im Mikrowellenherd fir 10 min
aufgeschmolzen oder autoklaviert. Die auf 70-80°C abgekiihlte
Agarose wurde in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach
Erkalten der Agarose wurden etwa 900ml RNA-Laufpuffer (10mM
NaHPO4) in die Gelkammer gegeben (so dal das Gel gerade mit
Laufpuffer bedeckt war) und es wurde der Kamm vorsichtig
entfernt. Die Elektrophorese erfolgte 2-3 Stunden bei 75V und
Raumtemperatur. Wihrend der Elektrophorese muBte eine peristal-
tische Pumpe den Laufpuffer rezirkulieren (vom + zum - Pol). 4ul
polyA+-RNA (1pg/ul; RNA sollte in Wasser geldst sein) wurden zu
7.2ul RNA-Mix (30ul deionisiertes, steriles Glyoxal + 105ul steriles
DMSO + 4.2ul 500mM NapHPO4 pH6.9; vor Gebrauch frisch ansetzen)
gegeben. Die Proben wurden mindestens 5 min bei 50°C inkubiert
und danach auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1ul RNA-Ladepuffer
(50% Glycerin, 10mM NazHPO4, 0.4% Bromphenolblau) und 1pl
Ethidiumbromid (1mg/ml) wurden die Proben auf dem Agarose-Gel
aufgetrennt. Nach Ende des Laufs wurde das Gel unter UV
photographiert.

10. Northern-Blot und Hybridisierung
(Alwine et al., 1977, Denhardt, 1966)

In eine Plastikwanne wurde 20x SSC (3M NaCl, 0.3M NaCitrat pH6.5)
gefiillt. Auf einen Plastikstdinder in dieser Wanne wurde eine
Glasplatte von der GroBle des RNA-Gels gelegt und dariiber drei
Lagen Whatman 3MM-Filterpapier, das mit 20xSSC angefeuchtet
wurde und nun links und rechts der Glasplatte in die SSC-Losung



eingetaucht war. Das RNA-Gel wurde luftblasenfrei auf das
Filterpapier gelegt. Danach wurde das Gel an allen Seiten mit
Parafilm-Streifen umrandet, so daB das SSC nur durch das Gel
gesaugt werden konnte. Auf das Gel wurde ein HybondN+*-Filter in
Gelgroe luftblasenfrei aufgelegt. Dariiber kam nochmals ein 3MM-
Filterpapier und dann ein Stapel Kleenex-Tiicher, die mit einer
Glasplatte beschwert wurden. Der Transfer erfolgte iiber Nacht
(beschwert man das Ganze mit groBeren Gewichten, reichen auch
einige Stunden "blotten" aus). Der Filter wurde 3 min mit 50mM
NaOH fixiert, zweimal mit 2x SSC neutralisiert, feucht in Plastikfolie
eingeschweiit und bei 4°C aufbewahrt oder nach der Neutra-
lisierung direkt in die Vorhybridisierungslosung gegeben.

Vorhybridisierung: Die Vorhybridisierung erfolgte in 200ml
Vorhybridisierungs-Losung. Diese besteht aus 4x SSC, 1x Denhardt's
(0.02% BSA, 0.02% Ficoll, 0.02% PVP), 3.3% PiPPi (0.2M NayPQ4, 0.3M
NaHPOy4, 1.5% NagP207), 0.1% SDS, 40ug/ml denaturierte Salmon
Sperm DNA. Die Vorhybridisierung erfolgte 2 - 4 Stunden bei 65°C
unter leichtem Schiitteln.

Hybridisierung: Die Hybridisierung wurde in einem Plastikbeutel
durchgefiihrt. Pro Standardfilter (10 x 10cm) wurden 5ml
Vorhybridisierungslosung in den Plastikbeutel gegeben und 100 -
500ng radioaktiv markierte DNA (spez. Akt. 0.5 - 4.0 x 108 cpm/ug)
zugesetzt. Die radioaktive Probe wurde vorher durch 5 min Kochen
bei 100°C denaturiert, dann sofort auf Eis gestellt. Nach Entfernen
der Luftblasen wurde der Plastikbeutel zugeschweifit und bei 65°C
unter leichtem Schiitteln iiber Nacht inkubiert. Nach Beendigung der
Hybridisierung wurde der Filter aus dem Plastikbeutel genommen
und fiir je 30 min in 200ml folgender Lo6sungen bei 65°C gewaschen:
einmal mit 2x SSC, 0.1% SDS; zweimal mit 1x SSC, 0.1% SDS; einmal
mit 0.5x SSC, 0.1% SDS. Der noch feuchte Filter wurde wieder in
einen Plastikbeutel eingeschweiBt und auf einem Rontgenfilm mit
Verstirkerfolie bei -80°C exponiert. Wenn der Filter mit einer
anderen Probe nachhybridisiert werden solite, wurde er zweimal
mit je 200ml kochendem H,O bidest. iibergossen, das man mit dem
Filter jeweils wieder auf RT abkiihlen lieB.
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11. Transiente Transfektion
DEAE-Dextran-Methode (Kawai und Nishizawa, 1984)

1.5x106 HeLa-Zellen pro 9cm Petrischale wurden 24 Stunden vor
der Transfektion angesetzt. Fiir die Transfektion wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen zweimal mit 10ml warmem 1x TBS
(137mM NaCl, 25mM Tris pH7.4, 5SmM KCIl, 0.7mM CaCl;, 0.5mM
MgClp, 0.6mM Na;HPOg4) gewaschen. Nach Absaugen des TBS wurde
Iml DNA-DEAE-Dextran—Mischung (10pg DNA, 500ug/ml DEAE-
Dextran in 1x TBS) auf die Zellen gegeben, die dann 30 min bei RT
stehenblieben. Alle 5 min wurden die Petrischalen geschwenkt.
Danach wurden die Zellen zweimal mit 10ml 1x TBS gewaschen und
10ml frisches Medium zugegeben. Nach 8 Stunden wurden die
Zellen mit PBS (123mM NaCl, 17mM NaHPOy4, 2.5mM KH>POy4,
pH7.3) gewaschen und dann 7ml Medium mit den entsprechenden
Induktoren zugegeben.

12. CAT-Assay und Proteinbestimmung nach Lowry
(Gorman et al.,, 1982, Lowry et al., 1951)

42 Stunden nach Behandlung mit Induktoren wurden die Zellen
einer Petrischale fir den CAT-Assay geerntet. Dazu wurden sie
zweimal mit 10ml 1x TBS (137mM NaCl, 25mM Tris pH7.4, 5mM
KCl, 0.7mM CaClp, 0.5mM MgClp, 0.6mM NapHPO4) gewaschen und in
Iml 1x TBS mit einem Gummischaber abgeschabt. Nach 5 min
Zentrifugieren bei 3000xg wurde das Zellpellet in 100pl 0.25M Tris
pH7.8 resuspendiert und die Zellen durch dreimaligen Gefrierschock
aufgebrochen. Dazu wurden sie jeweils fir 5 min in ein
Trockeneis/Ethanol-Bad gestellt, dann fiir 5 min in ein 37°C
Wasserbad und danach kriftig geschiittelt. Die aufgebrochenen
Zellen wurden 10 min bei 13000xg abzentrifugiert und die 100pl

Proteinextrakt abgenommen.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Lowry-Methode bei
735nm. Fiir die Erstellung einer Eichkurve wurden 5 bis 80ul einer
BSA-Stammlésung (Img/ml in Lowry-Reagenz I) und 10ul 0.25M
Tris, pH7.8 mit Lowry-Reagenz I (2% NapCO3, 0.1M NaOH) auf 500u1



aufgefiillt. Von den Proteinextrakten wurden jeweils 10ul in 490ul
Lowry-Reagenz I gegeben. Zu diesen 500ul wurde 1ml frisch
hergestellte Lowry-Reagenz IV (Iml Lowry-Reagenz I mit 100ml
2% NaK-Tartrat und 1Iml 1% CuSOg4) gemischt und 15 min stehen
gelassen. Danach wurden unter sofortigen Mischen 100ul 50% Folin-
Losung zugegeben. Nach 90 min bei RT im Dunkeln wurden die
Proben nochmal gemischt und dann die Extinktion bei 735nm
gemessen. Anhand der Eichkurve kann man dann die Protein-
konzentration in den Proben bestimmen.

Fir den CAT-Assay wurde von den Transfektionsansitzen jeweils
die gleiche Proteinmenge eingesetzt, die mit 0.25M Tris pH7.8 auf
80ul aufgefiillt wurde. Nach Zugabe von 2ul 14C-Chloramphenicol
wurde die Reaktion mit 20ul 4mM Acetyl-Coenzym A (in 0.25M Tris
pH7.8) gestartet. Nach zwei Stunden wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1ml Ethylacetat abgestoppt. Durch kurzes Mischen fiir
10 sec wurde das Chloramphenicol aus der wissrigen Phase
extrahiert. Die Phasen wurden durch 3 min Zentrifugieren wieder
getrennt und die Ethylacetat-Oberphase abgenommen. Das
Ethylacetat wurde in einer Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Das
Chloramphenicol wurde in 15pl1 Ethylacetat wieder geldst und
punktweise auf eine Kieselgel-DC-Platte aufgetragen. Als Laufmittel
dienten 150ml Chloroform:Methanol (9:1) in einer Glas-Chromato-
graphie-Kammer. Nach 50 min wurde die Chromatographie abge-
brochen. Nach Lufttrocknung der DC-Platte wurde diese auf einem
Rontgenfilm bei -80°C mit Verstidrkerfolie iiber Nacht exponiert.

Nach Entwicklung des Filmes konnte man die Lage der radioaktiven
Flecken auf der DC-Platte markieren. Das unacetylierte Chlor-
amphenicol ist am unpolarsten und wandert daher am wenigsten.
Die 1'-acetylierte, die 3'-acetylierte und die 1',3'-diacetylierten
Formen wandern in der angegebenen Reihenfolge immer weiter. Zur
Auswertung wurden die unacetylierte Form und die acetylierten
Formen ausgeschnitten und mit 5ml Emulsifier Safe in einem
Szintillationszdhler 2 min gemessen. Nach Abzug des cpm-
Hintergrunds und der schon im Chloramphenicol enthaltenen
acetylierten Formen kann berechnet werden, wieviel Prozent des
Chloramphenicols acetyliert wurden. Weiterhin kann man die
spezifische Enzymaktivitit in pmol x mg-! x min-! berechnen, da
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bekannt ist, wieviel pmol 14C-Chloramphenicol eingesetzt wurde
(7000pmol), wieviel Substrat in 120 min acetyliert wurde und
welche Proteinmenge eingesetzt wurde.

13. Zellen trypsinieren, einfrieren und auftauen

Alle Zellen wurden bei 37°C, 6% CO; und 95% relativer Feuchte
inkubiert. Eine subkonfluente Kulturflasche (250ml) wurde nach
Abziehen des Mediums einmal mit 3ml 0.05% Trypsin gewaschen
und nach Zugabe von 3ml 0.25% Trypsin einige Minuten (die genaue
Zeit hingt von den jeweiligen Zellen ab) bei 37°C inkubiert. Das
Trypsin war vorher auf 37°C erwidrmt worden. Wenn die Zellen
nicht eingefroren werden sollten, wurden sie in 10ml
vorgewirmtem Medium resuspendiert 3 min bei 300xg
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen
erneut in frischem Medium resuspendiert, gezdhlt und auf neue
Flaschen oder Petrischalen verteilt. Sollten die Zellen eingefroren
werden, so wurden sie in 10ml kaltem Medium resuspendiert und
auf Eis gestellt. Die Zellzahl wurde bestimmt, die Zellen dann 3 min
bei 300xg zentrifugiert und in kaltem Einfriermedium aufge-
nommen. Je 1ml wurde in Einfrierr6hrchen abgefiillt und 30 min
auf Eis gestellt. Nach 2 Stunden bei -20°C und einem Tag bei -80°C
wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt. Zum
Auftauen wurde das Einfrierrohrchen direkt aus dem fliissigen
Stickstoff in ein 37°C Wasserbad gestellt. Sobald die Zellen aufgetaut
waren, wurden 10ml warmes Medium zugegeben und die Zellen 3
min bei 300xg abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde dann in
10ml Medium resuspendiert und in eine 80cm2 Kulturflasche mit
15ml Medium gegeben. Am nichsten Tag wurde das Medium
gewechselt.

14. Herstellen von Ko-Medium und UV-Medium

2.0 x 106 HeLa-Zellen wurden pro l4cm PS angesetzt und zwei Tage
mit DMEM und 10% fo6talem Kilberserum kultiviert. Danach wurde
das Medium abgenommen, die PS einmal mit 20ml PBS gewaschen
und unmittelbar nach dem Waschen mit 30J/m2 UV-bestrahlt bzw.
nicht bestrahlt. Danach wurden die Zellen in Medium, das kein FCS,



sondern 0.05mg/ml Rinderserumalbumin enthielt fiir 40-48h
weiterkultiviert. Das Medium wurde abgenommen und 5 min bei
4000xg und 4°C abzentrifugiert um Zelltrimmer abzutrennen. Der
Uberstand wurde nochmals 20 min bei 16800xg und 4°C abzentri-
fugiert. Um diesen Uberstand handelt es sich, wenn in der vor-
liegenden Arbeit von Ko-Medium oder UV-Medium die Rede ist.
Wenn es nicht sofort gebraucht wurde, wurde es in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

15. Behandlung von Zellen mit Induktoren

Zur UV-Bestrahlung wurde das Medium abgezogen, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen (9cm PS mit 10ml) und dann "trocken"
bestrahlt. HeLa-Zellen und NFB wurden mit 30J/m2, XP-Zellen mit
2J/m?2 bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurde frisches Medium auf
die PS gegeben. Bei allen anderen Induktoren wurde das Medium
abgezogen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und frisches
Medium, das die entsprechenden Induktoren enthielt oder kon-
ditioniertes Ko-Medium bzw. UV-Medium auf die Zellen gegeben.
TPA (in DMSO) wurde in einer Endkonzentration von 60ng/ml, IL-
loa (in PBS) in einer Endkonzentration von 30ng/ml und bFGF (in
PBS) in einer Endkonzentration von 10ng/ml eingesetzt. Zur Blockie-
rung der Proteinsynthese wurde Anisomycin (in Ethanol) in einer
Endkonzentration von 100uM eingesetzt.

16. Praparation von Cytoplasmaextrakt

Extrakte wurden aus einer subkonfluenten 9cm Petrischale pri-
pariert. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS (123mM NaCl,
17mM NazHPO4, 2.5mM KH3PO4, pH7.3) gewaschen, in Iml eis-
kaltem PBS mit einem Gummischaber abgeschabt und 5 min bei
1200xg abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 100ul eiskaltem Zell-
Lysispuffer (10mM HEPES-KOH pH7.9, 60mM KCl, 1mM EDTA, 0.5%
NP-40, 1mM DTT, 1mM PMSF) aufgenommen. Nach exakt 3 min auf
Eis wurden die intakten Kerne der aufgebrochenen Zellen durch 5
min Zentrifugieren bei 1000xg vom Cytoplasmaextrakt abgetrennt.
Der Cytoplasma-Extrakt wurde mit 1/2 Volumen Kern-Puffer (250
mM Tris pH7.5, 60mM KCl, 1mM EDTA, 1mM DTT, 1mM PMSF)
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verdiinnt und nochmals 30 min bei 100000xg zentrifugiert. Alle
Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. DTT und PMSF wurde den
Puffern frisch zugesetzt. Die Proteinkonzentration der Extrakte
wurde nach der Lowry-Methode (siehe unter CAT-Assay) bestimmt.

17. Membranpréaparation und Behandlung der Membranen
mit Trypsin oder Antikérpern

2.0 x 106 HeLa-Zellen wurden pro l4cm PS angesetzt (10% FCS).
Nach zwei Tagen wurden die Zellen nicht bestrahlt oder UV-
bestrahlt. 24 Stunden nach der Bestrahlung wurden die Zellen
geerntet. Hierzu wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
dann in PBS abgeschabt. Nach dem Zihlen der Zellen wurden sie 3
min bei 300xg abzentrifugiert und das Zellsediment in 50mM
Mannitol, SmM HEPES (pH7.4) resuspendiert (1.5 x 107 Zellen in
etwa einem ml). Hierzu wurde das Zellsediment fiinfmal durch eine
Kaniile (0.6mm Durchmesser), fiinfmal durch eine Kaniile (0.4mm
Durchmesser) und nach Zugabe von CaCly bis zu einer Endkon-
zentration von 10mM erneut fiinfmal durch eine Kaniile (0.4mm
Durchmesser) gesaugt. Dann wurde fiir 1 min bei 13000xg abzen-
trifugiert. Dabei sollten noch intakte Zellen, Kerne, Mitochondrien,
Lysosomen, Peroxisomen und Membranen des Golgi-Komplexes
sedimentieren. Der Uberstand wurde abgenommem und 20 min bei
100000xg abzentrifugiert. Das Sediment sollte nun grob ange-
reicherte Membranfraktionen enthalten. Das Sediment wurde nun
in PBS aufgenommen, 10 min auf einem Schiittler inkubiert und die
Membranen bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.
Membranen aus der gleichen Anzahl von Zellen wurden in die Tests
auf Kollagenase induzierende Aktivitit eingesetzt. Dazu wurden die
Membranen einfach dem Kulturmedium zugesetzt. Bei der
Behandlung mit Antikérpern wurden die Membranen vorher fiir 4
Stunden mit den entsprechenden Antikorpern bei 4°C und unter
Rotieren inkubiert. Zur Trypsinbehandlung wurden die Membranen
in Trypsinlésung (20pg/ml) fiir 10 min bei 37°C inkubiert und die
Reaktion durch Zugabe von Sojabohnen Trypsin Inhibitor
(200pg/ml) abgestoppt. Die Membranen wurden 20 min bei
100000xg abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Sediment
in PBS aufgenommen und dem Kulturmedium zugesetzt. Der Test



auf Kollagenase induzierende Aktivitit wurde, wie in Abschnitt 20
beschrieben, durchgefiihrt.

18. Konzentration von Proteinlosungen
TCA-Fillung

Zu den Proben wurde 50%ige TCA bis zu einer Endkonzentration von
12.5% gegeben und die Proben 10 min auf Eis gestellt. Danach
wurde fiir 15 min bei 13000xg abzentrifugiert, das Sediment mit
80% Ethanol gewaschen und getrocknet.

Ammoniumsulfat-Fillung

Zu der Probe wurde unter stdndigem Riihren sehr fein
pulverisiertes Ammoniumsulfat langsam zugegeben. Nach Aufldsen
des gesamten Ammoniumsulfats wurde fiir 30 min langsam weiter-
geriihrt und dann mindestens 1 Stunde auf Eis inkubiert. Danach
wurde 15 - 30 min bei 16800xg abzentrifugiert und das Sediment
in dem entsprechenden Puffer aufgenommen. Da das Sediment
relativ groBe Mengen an Ammoniumsulfat enthielt, mufite die Probe
in der Regel dialysiert werden.

Im Gegensatz zur TCA-Fillung muBl bei der Ammoniumsulfatfillung
eine Mindestmenge an Protein in der zu fédllenden Probe sein. Wird
diese Menge unterschritten so kann es passieren, dal das gesuchte
Protein iiberhaupt nicht ausfillt. Die Mindestmenge hidngt von der
Loslichkeit des jeweiligen Proteins ab.

19. Proteingele
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen
(Laemmli, 1970)

Es wurden zwei unterschiedliche GelgréBen verwendet: 8x6cm
(Mighty Small Minigele; Hoefer, San Francisco) fir Gele mit einer
Acrylamidkonzentration von 10% und 12x15cm fiir Gradientengele
mit einer Acrylamidkonzentration von 7.5-20%. Die Gradientengele
wurden fiir eine bessere Auftrennung im niedermolekularen
Bereich (<30kD) benutzt. In beiden Fillen hatte das Sammelgel eine
Acrylamidkonzentration von 5%. Bei den 10%igen Acrylamidgelen
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aus einer Stammlésung mit 30 Gew.% Acrylamid und 0.8 Gew.%
N,N’- Methylenbisacrylamid war die Endkonzentration im Trenngel
375mM Tris-Base pH8.8, 0.1% SDS, 0.025% TEMED und 0.02%
Ammoniumperoxodisulfat. Das Sammelgel enthielt 5% Acrylamid
(Stammlosung wie bei Trenngel), 125mM Tris-HCI pH6.8, 0.1% SDS,
0.1% TEMED und 0.05% Ammoniumperoxodisulfat. Die Gradienten-
gele wurden aus zwei Losungen mit Polyacrylamidkonzentrationen
von 20% und 7.5% unter Zuhilfenahme eines Gradientenmischers
gegossen. Zur Stabilisierung des Gradienten wurden der 20%igen
Acrylamidlésung 15 Gew.% Sucrose zugesetzt. Die Endkonzentration
der anderen Bestandteile war die gleiche wie bei den 10%igen
Gelen. Die Elektrophorese erfolgte in Laemmli-Puffer (192mM
Glycin, 25mM Tris-Base pH8.3 , 0.1% SDS, pH8.3) bei Raumtem-
peratur mit einer Stromstirke von 25mA. Die Elektrophorese wurde
beendet, wenn die Bromphenolblaubande die untere Gelkante
erreicht hatte. Je nach Versuchsablauf wurden die aufgetrennten
Proteine mit Silber oder Coomassie Brillant Blue gefdarbt oder zur
anschlieBenden Western-Analyse auf eine Membran iibertragen. Bei
Proteingelen mit 33S-Methionin markierten Proben wurden die Gele
durch PPO-Einlagerung aktiviert, auf Whatman 3MM-Papier ge-
trocknet und auf einen Rontgenfilm bei -80°C exponiert.

Silber-Fiarbung von Proteingelen (Wray et al.,, 1981)

Das Proteingel (Mighty Small Minigel) wurde fiir 15 Minuten in 50%
Methanol fixiert. In der Zwischenzeit wurde Losung A (0.8g AgNOj3
in 4ml HzO 16sen) und Losung B (7.6ml 1% NaOH mit 13.5ml H;0
versetzen und 1.4ml konzentrierten Ammoniak zugeben) vor-
bereitet. Losung C wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt:
Losung A tropfenweise und unter stindigem Riihren in Losung B
geben (wenn ein brauner Niederschlag auftritt, ist dieser mit
konzentriertem Ammoniak wieder aufzulésen). Dann mit HyO auf
100ml auffiillen und das Gel in dieser Loésung 10 min firben.
Danach wurde das Gel dreimal fiir je 5 min in HpO gewaschen und in
Losung D (1.25ml 1% Zitronensdure und 125pul 38% Formaldehyd
mischen und mit H2O auf 250ml auffiillen) entwickelt bis die
Proteinbanden sichtbar wurden. Das Gel wurde dann sofort heraus-
genommen, in H2O gut gewaschen und in 50% Methanol aufbewahrt.



Bei dieser Firbemethode muBte mit sehr sauberen GefidBlen

gearbeitet werden!

20.35S-Markierung von Proteinen und Test auf Kollagenase
induzierende Aktivitit

Zur 35S-Markierung von Proteinen wurden in der Regel 1.0x105 NFB
oder XP-Zellen in Mikrotiterplatten (3cm Durchmesser) angesetzt
(10% FCS). Nach 24 Stunden wurden die Zellen fiir weitere 24
Stunden mit 1% FCS kultiviert und dann induziert. 40 Stunden nach
der UV-Bestrahlung, bzw. 8 - 12 Stunden nach Induktion mit allen
anderen Induktoren bzw. Siulenfraktionen wurde das Medium
abgenommen, zweimal mit RPMI-Medium (ohne Methionin)
gewaschen und dann 850yl RPMI-Medium (ohne Methionin) und
65uCi 35S-Methionin auf jede Mikrotiterplatte gegeben. Die
Mikrotiterplatte wurde in eine Box gestellt, die eine PS mit
Aktivkohle enthielt, und im Brutschrank fiir zwei Stunden inku-
biert. (Die Aktivkohle bindet fliichtige 35S-markierte Zersetzungs-
produkte, wahrscheinlich CH3SH, das durch radiochemische
Zersetzung der markierten Aminosdure entsteht.) Nach zwei-
stiindiger Inkubation wurde das Medium, das nun 35S-markierte
sezernierte Proteine enthielt abgenommen, 5 min bei 13000xg
abzentrifugiert und der Uberstand mit TCA gefillt. Die gefillten
Proteine wurden in 1x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, 3 min
gekocht, danach sofort auf Eis gestellt und auf SDS-Gelen
aufgetrennt.

Zur 35S-Markierung von Proteinen, die immunprizipitiert werden
sollten, wurden 2.0 x 106 HeLa-Zellen pro 9cm PS angesetzt (10%
FCS). Nach 48 Stunden wurden die Zellen nicht bestrahlt oder UV-
bestrahlt. Zu verschiedenen Zeiten nach der UV-Bestrahlung wurden
die Zellen mit 35S-Methionin markiert. Hierzu wurden die PS
zweimal mit RPMI-Medium (ohne Methionin) gewaschen und dann
mit 3.6ml RPMI-Medium (ohne Methionin) und 300uCi 35S -
Methionin fiir einige Stunden inkubiert. Die Cytoplasmaextrakte
wurden, wie im Abschnitt 16 beschrieben, hergestellt, das Medium
wurde 5 min bei 16800xg abzentrifugiert und der Uberstand bei
-20°C eingefroren oder direkt zur Immunprizipitation eingesetzt.
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21. Immunpriazipitation

Erster Schritt der Immunpréizipitation war das Koppeln (sog.
"precoating”) von 5ul Ko-Kaninchenserum (aus nicht immunisierten
Tieren) oder von 5ul Kaninchen-Antiserum gegen IL-la bzw. bFGF
an 50ul ProteinA-Sepharose [1:1 mit TSA(10mM Tris pH8.0, 140mM
NaCl, 0.025% NaN3) dquilibriert]. Die monoklonalen Mausantikorper
(2ul) gegen bFGF wurden an 50ul ProteinG-Sepharose (1:1 mit TSA
dquilibriert) gekoppelt. Die Antikérper und die ProteinA/G-Sepha-
rose wurden fiir zwei Stunden unter Rotieren bei 4°C inkubiert.
Danach wurde die Sepharose (an die jetzt die Antikorper gekoppelt
waren) mit folgenden Puffern gewaschen: a) wenn die an-
schlieBende Immunprizipitation aus Zelliiberstand erfolgte, je
einmal mit 1.) Verdiinnungspuffer (10mM Tris pH8.0, 140mM NaCl,
1% TritonX-100, 0.025% NaN3j, 2.) TSA (10mM Tris pH8.0, 140mM
NaCl, 0.025% NaN3;) und 3.) 50mM Tris pH6.8; b) wenn die an-
schlieBende Immunprézipitation aus Cytoplasmaextrakt erfolgte,
dreimal mit 7.5mM HEPES-KOH pH7.9, 60mM KCl, 75mM Tris pH7.8,
ImM EDTA, ImM DTT, 1mM PMSF, 0.375% NP-40. Nach jedem
Waschen wurde die Sepharose 15 sec bei 10000xg abzentrifugiert
und der Uberstand mit einer Kaniile (0.40 mm Durchmesser)
abgezogen.

Zweiter Schritt der Immunprizipitation war das sogenannte
"preclearing”, d.h. man fiihrte die erste Immunprézipitation mit
dem Sepharose-gebundenen Kontroll-Kaninchenserum durch. Hier-
bei entfernt man die Proteine die unspezifisch an die Sepharose
bzw. an die Antikérper aus nicht immunisierten Kaninchen binden.
Hierzu wurde die ProteinA-Sepharose, die mit dem Kontroll-Kanin-
chenserum vorinkubiert worden war, mit dem 35S-Methionin-
markierten Cytoplasmaextrakt oder Medium einer 9cm PS fir zwei
Stunden unter Rotieren bei 4°C inkubiert. Danach wurde die
Sepharose 15 sec bei 10000xg abzentrifugiert und mit dem Uber-
stand, in einem dritten Schritt, die eigentliche Immunprizipitation
mit den spezifischen an ProteinA/G-gekoppelten Antikorpern
durchgefiihrt. Die Sepharose wurde 2-4 Stunden bei 4°C unter
Rotieren mit dem Uberstand des "preclearings" inkubiert. Nach
dieser Inkubation wurde die Sepharose einmal mit Verdiinnungs-
puffer, dreimal mit TSA und einmal mit 50mM Tris pH6.8 ge-



waschen und nach jedem Waschen 15 sec bei 10000xg abzentri-
fugiert. Beim letzten Waschen wurde die Sepharose in ein neues
Eppendorf-Gefal iiberfiihrt, 15 sec bei 10000xg abzentrifugiert und
mit einer Kaniile (0.4mm Durchmesser) trockengesaugt. Die
Sepharose wurde in 15ul 1x Laemmli-Probenpuffer (62.5mM Tris
pH6.8, 10% Glycerin, 2% SDS, 5% B-Mercaptoethanol, 0.02% Brom-
phenolblau) 3 min aufgekocht und danach sofort auf Eis gestellt. Die
Proben wurden auf einem SDS-Gradientengel (20%-7.5%) aufge-
trennt, das Gel mit PPO aktiviert und auf einen Rontgenfilm bei
-80°C aufgelegt.

22. Western-Analyse

Pro Punkt wurden 2.0 x 106 HeLa-Zellen je 14cm PS angesetzt (10%
FCS). Nach 40 Stunden wurden die Zellen nicht bestrahlt oder UV-
bestrahlt. Nach der UV-Bestrahlung wurden die Zellen in Medium
kultiviert, das kein FCS sondern nur BSA enthielt (pro PS 9ml
Medium mit 25mg BSA). 48 Stunden nach der UV-Bestrahlung
wurde das Medium abgenommen 3 min bei 300xg abzentrifugiert
und der Uberstand nochmals 10 min bei 16800xg abzentrifugiert.
Dieser Uberstand wurde mit TCA gefillt und auf einem SDS-
Gradientengel aufgetrennt.

Die Proteine wurden mit einer "Feucht-Blot-Apparatur” bei 4°C mit
40V iiber Nacht (oder 4 Stunden mit 70V) auf eine PVDF-Membran
iibertragen (Blot-Puffer: 50mM Tris, 380mM Glycin, 1% SDS, 20%
Ethanol). Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die
Membran mindestens 2x eine Stunde bei RT und unter Schiitteln in
Blocking-Losung (10% Trockenmilchpulver, mager, in PBS) inku-
biert. Danach wurde die Membran (12 x 6cm) in eine Plastikfolie
eingeschweilt und mit dem primdren Antikérper (IL-la Anti-
korper, 1:500 verdiinnt) in 2ml Inkubationslosung (Blocking-Losung
'+ 0.3% Tween) fir 90 min bei RT auf einer sich drehenden Scheibe
inkubiert. Danach wurde die Membran einmal mit Waschldsung
(PBS + 0.3% Tween) abgespiilt und viermal 3 - 5 min mit je 100 -
150ml Waschlosung unter Schiitteln gewaschen. Danach wurde die
Membran wieder in eine Plastikfolie eingeschweiBit und mit dem
sekundiren Antikérper (gegen Kaninchen IgG gerichteter Ziegen-
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antikérper an den alkalische Phosphatase gekoppelt ist) in 3ml
Inkubationslosung fiir 90 min bei RT auf der sich drehenden
Scheibe inkubiert. Danach wurde die Membran einmal mit
Waschlosung abgespiilt, zweimal 3 - 5 Minuten mit Waschlosung
und zweimal 3 - 5 Minuten mit AP-Puffer pH7.5 (0.1M Tris, 0.1M
NaCl, 2mM MgClj, 0.05% TritonX-100, mit HCl auf pH7.5 einstellen)
gewaschen und dann in die Reaktionslosung gegeben. Zusammen-
stellung der Reaktionsldsung: 5mg Nitro Blue Tetracolium (NBT)
wurde in 15ml AP-Puffer pH9.5 (0.1M Tris, 0.1M NaCl, 5mM MgCl,
mit HCl auf pH9.5 einstellen) auf einem Schiittler 1-2 min inkubiert.
2.5mg 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) wurde in 50ml
Dimethylformamid (DMF) gelost und tropfenweise (aber dennoch
rasch) unter leichtem Schiitteln in die NBT-Stammldsung gegeben.
Die so priparierte Entwicklerlosung wurde auf die Membran gege-
ben und diese im Dunkeln bei RT inkubiert. Wenn die Banden
sichtbar waren, wurde die Membran kurz mit Wasser abgespiilt um
die Reaktion abzustoppen. Es empfiehlt sich die gefirbte Membran
im Dunkeln aufzubewahren bzw. gleich zu photographieren, da die
gefarbten Membranen unter Lichteinwirkung verblassen.

23. Renaturierung

10ml der Kollagenase induzierenden Heparin-Sepharose Hochsalz-
fraktion (enthielt genug Aktivitit um 20 Aktivititstests durch-
fiihren zu konnen), die aus etwa 250ml UV-Medium gereinigt
worden waren, wurden mit Ammoniumsulfat (80% Sittigung)
gefillt. Das Sediment wurde in 1% SDS, 10mM DTT, 1mM PMSF
resuspendiert und im Deckel eines Eppendorf-Gefifles zweimal 1.5
Stunden gegen je 250ml 0.1% SDS, 1mM DTT, 0.1lmM PMSF
dialysiert. Nach der Dialyse wurden die Proben in einer Vakuum-
zentrifuge eingetrocknet und auf einem 10%igen SDS-Gel aufge-
trennt.

Zur Elektroelution wurden die Gelstiicke mit je 250ul Elutionspuffer
(20mM HEPES-KOH pH7.6, 150mM NaCl, ImM EDTA, 1mM DTT, 0.1%
SDS, 200mg/ml BSA in Dialyseschlduche gegeben und 12 Stunden
bei 50mA elektroeluiert. Nach den 12 Stunden wurde fiir 5 Minuten
bei gleicher Stromstirke umgepolt (an dem Dialyseschlauch



haftendes Protein sollte sich dadurch wieder vom Dialyseschlauch
l6sen).

Die eluierten Proteine wurden anschlieBend mit der Methode von
Wessel und Fligge (1984) ausgefdllt: Zu 2.5ml Probe wurden 10ml
Methanol gegeben; dann wurde gemischt und 20 sec bei 9000xg
abzentrifugiert. Hierzu wurden 2.5ml Chloroform gegeben; dann
wurde wiederum gemischt und 20 sec bei 9000xg abzentrifugiert.
Nach Zugabe von 7.5ml HO wurde erneut gemischt und 2 Minuten
bei 9000xg abzentrifugiert. In der oberen Phase befindet sich nun
Methanol und HO, in der Unterphase das Chloroform und in der
Interphase das Protein. Die obere Phase wurde verworfen und der
Rest mit 7.5ml Methanol gemischt. Nach 2 Minuten Zentrifugieren
bei 9000xg wurde der Uberstand verworfen und das Sediment
getrocknet.

Das Sediment wurde in je 20ul TE-50 (1x TE mit 50mM NaCl), ImM
DTE aufgenommen und gut geldst. Diese 20ul wurden zu 20mg
vorgelegtem festen Harnstoff gegeben und 6pl HpO bidest. und 2pul
DTE (100mM) zugesetzt. Es wurde geschiittelt bis der gesamte
Harnstoff gelost war. Nach einer Inkubation von 15 min bei 37°C
wurde 10 min bei 13000xg abzentrifugiert, der Uberstand in 400ul
Mix II (10mM Tris pH7.8, 50mM NaCl, 0.ImM EDTA, 1ImM DTE,
250mg/ml BSA) gegeben, sofort gut durchmischt und 30 min auf Eis
inkubiert.

Nach dieser Inkubation wurde die gesamte Menge (etwa 400ul)
zusammen mit 400pl frischem Medium dreimal fiir je zwei Stunden
gegen je einen Liter frisches Medium dialysiert. Nach der Dialyse
wurde mit frischem Medium auf 2ml aufgefiillt, FCS bis zu einer
Endkonzentration von 1% zugesetzt und der Test auf Kollagenase
induzierende Aktivitit durchgefiihrt.

24. Proteinreinigung
(durchgefiihrt auf einer HPLC und einer FPLC-Anlage)
a.) Q-Sepharose Siule

400ml UV-Medium wurden mit Ammoniumsulfat (80% Séttigung)
gefdllt, das Sediment in 2ml Puffer A (0.02M Tris-HCl, 0.05M NaCl,
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pH7.8) aufgenommen und zweimal 3 Stunden gegen je 2 Liter
Puffer A dialysiert. Die nach der Dialyse erhaltenen 7ml Probe
wurden mit einer Amicon-Kammer auf 1.5ml eingeengt. Die Probe
wurde auf eine selbstgepackte Q-Sepharose Sidule (Bettvolumen:
15ml) appliziert, die mit Puffer A #4quilibriert worden war. Nach
Waschen der Sdule mit 3 Bettvolumen (=45ml) Puffer A wurde die
Sdule mit einem 150ml Gradienten von 50-1000mM NaCl
entwickelt. Die FluBirate betrug 3ml/min. 7.5ml Fraktionen wurden
gesammelt und auf Kollagenase induzierende Aktivitdt getestet.
Hierzu wurde je 1ml der Fraktionen dreimal je 2 Stunden gegen je 1
Liter frisches Medium dialysiert. Nach der Dialyse wurde jeder
Probe (Volumen etwa 1ml) 1ml frisches Medium und FCS bis zu
einer Endkonzentration von 1% zugesetzt und jede Probe auf
Kollagenase induzierende Aktivitit getestet.

b.) Heparin-Sepharose Saule

380ml Ko- oder UV-Medium wurden mit Ammoniumsulfat gefillt,
das Sediment in Puffer A (0.02M Tris-HC1, 0.05M NaCl, pH7.6)
aufgenommen und dreimal 2 Stunden gegen je 1 Liter Puffer A dia-
lysiert. Die Probe (etwa 20ml) wurde dann auf eine selbstgepackte
Heparin-Sepharose Siule (Bettvolumen: 18ml) appliziert, die mit
Puffer A #quilibriert worden war. Nach dem Waschen der Sidule mit
140ml Puffer A wurde die Sdule mit einem 200ml Gradienten von
50 - 2000mM NaCl entwickelt. Die Flufirate bei Applikation und
Elution betrug 0.25ml/min, beim Waschen 0.5ml/min. 10ml Frak-
tionen wurden gesammelt und je 1ml der Fraktionen auf Kollage-
nase induzierende Aktivitdt getestet. Hierzu wurden die Proben, wie
unter a.) fiir die Q-Sepharose Sidule beschrieben, behandelt.

Alle hier geschilderten Schritte der Proteinreinigung wurden bei 4°C
durchgefiihrt.

25. Inkubation der Siulenfraktionen mit Antikorpern

Die Antikorper (5pl anti IL-1a, 25u1 anti IL-18, 25pl anti TNFa, 15pl
anti IL-6, 15ul anti PDGF, 15ul anti aFGF, 10ul anti bFGF, 50ul anti
TCSF) wurden zuerst an ProteinA-Sepharose (alle Antikdrper auller
den TCSF-Antikérpern) oder an ProteinG-Sepharose (monoklonale
TCSF-Antikérper) gekoppelt. Hierzu wurden die Antikérper mit 50ul



der ProteinA/G-Sepharose [ 1:1 mit TSA (10mM Tris pH8.0, 140mM
NaCl, 0.025% NaN3) dquilibriert] fiir zwei Stunden unter Rotieren bei
4°C inkubiert. Danach wurde die Sepharose, an die jetzt die Anti-
korper gebunden waren, dreimal mit 500pl PBS gewaschen. Nach
jedem Waschen wurde die Sepharose 15 sec bei 10000xg abzentri-
fugiert und der Uberstand verworfen. Nach dem letzten Waschen
wurde der Uberstand mit Hilfe einer Spritze und einer Kaniile
(0.40mm Durchmesser) vollstindig abgezogen.

Zu dieser Sepharose wurde 1ml der in Frage kommenden
Sdulenfraktionen gegeben. Diese waren, wie unter Abschnitt 23
beschrieben, gegen frisches Medium dialysiert worden. Das Ganze
wurde fiir 2-4 Stunden unter Rotieren bei 4°C inkubiert. Danach
wurde 15 sec bei 10000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
nochmals, um alle Sepharosepartikel abzutrennen, 15 sec bei
10000xg abzentrifugiert. Diesem Uberstand wurde 1ml frisches
DMEM und 1% FCS zugesetzt. Die so behandelten Proben wurden
dann auf Kollagenase induzierende Aktivitit getestet. In dem
Versuch, der im Ergebnisteil in Abschnitt 5 (Abb.9) beschrieben ist,
wurde etwas anders vorgegangen: Je 1ml der in Frage kommenden,
gegen Medium dialysierten, S#ulenfraktionen wurde mit dem
Antiserum fiir 2 Stunden unter Rotieren bei 4°C inkubiert. Danach
wurde 1ml frisches Medium und 1% FCS zugesetzt und die Proben in
Gegenwart der Antikdrper auf Kollagenase induzierende Aktivitét
getestet. |
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Ergebnisse

1. UV-Bestrahlung fiihrt zur Sekretion des g¢xtrazelluldren
Proteinsynthese jinduzierenden Faktors "EPIF".

1.1. EPIF-Aktivitat 1aB8t sich auch im Medium UV-
bestrahlter menschlicher Zellen, epithelialen Ursprungs,
nachweisen.

Ultraviolette Strahlung fiihrt in Sdugerzellen zu einer ganzen Reihe
von genetischen Veridnderungen. Neben der Erhohung der
Mutations- und Aberrationsrate (Protic-Sabljic et al., 1986) und der
verstirkten Replikation einzelner Gene (Gen-Amplifikation)
(Licke-Huhle et al., 1986, 1989, Schimke et al., Lavi et al.) kommt
es nach UV-Bestrahlung auch zur transkriptionellen Aktivierung
spezifischer Gene (Biischer et al., 1988, Fornace et al., 1988,
Kartasova und van der Putte, 1988, Maltzman und Czyzyk, 1984,
Rotem et al., 1987, Miskin und Ben-Ishai, 1981, Stein et al., 1989a,
1989b, 1988, Valerie et al., 1988, Schorpp et al., 1984, Kriamer et
al., 1990). Zur dieser Aktivierung kommt es auch dann, wenn man
unbestrahlte Zellen mit dem Kulturmedium UV-bestrahlter Zellen
behandelt. Dies zeigt, dal das Kulturmedium UV-bestrahlter Zellen
im Gegensatz zum Kulturmedium unbestrahlter Zellen einen Faktor
(EPIF) enthdlt, der nach UV-Bestrahlung vermehrt im Medium
auftritt und das gleiche genetische Programm induziert wie UV-
Bestrahlung selbst (Schorpp et al., 1984). Eines der Gene, das durch
diesen extrazelluliren Faktor aktiviert wird, ist das Kollagenase-
Gen, das fiir eine extrazellulire Protease kodiert (Brinckerhoff und
Auble, 1990, Harris et al., 1984). EPIF-Behandlung fiihrt zu einer
Akkumulation der Kollagenase mRNA und zu einer erhohten
Neusynthese und Sekretion des Kollagenase Proteins. Abb. 1 zeigt,
daBl EPIF-Aktivitdit nicht nur im Medium UV-bestrahlter
Fibroblasten sondern auch im Medium UV-bestrahlter Zellen
epithelialen Ursprungs (HeLa-Zellen) nachzuweisen war. Hierzu
wurden primdre menschliche Fibroblasten (NFB) mit Medium von
nicht bestrahlten und UV-bestrahlten Fibroblasten oder Medium
von nicht bestrahlten und UV-bestrahlten HeLa-Zellen behandelt.



Nach einer Behandlungszeit von 12 Stunden wurden die Zellen fiir
2 Stunden mit 35S-Methionin pulsmarkiert, die sezernierten
Proteine mit TCA gefdllt und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Bei
der mit dem Pfeil gekennzeichneten Bande handelt es sich um das
Kollagenase Protein (siehe hierzu auch Abschnitt 3.2.). Die stirkere
Induktion der Kollagenase durch Medium UV-bestrahlter Hel a-
Zellen (im Vergleich zu NFB) 14t sich folgendermaflen erkldren: Bei
der Herstellung von EPIF-enthaltendem Medium befinden sich auf
der gleichen Petrischalen-Fliche etwa 8x so viele HelLa-Zellen wie
NFB ( da die HeLa-Zellen wesentlich kleiner sind als die NFB). Da
mehr Zellen auch mehr EPIF sezernieren koOnnen, ist die stdrkere
Kollagenase-Induktion durch konditioniertes Medium UV-be-
strahlter Hela-Zellen auch zu erwarten.
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Abb.1: Medium normaler menschlicher Fibroblasten und Medium
epithelialer Zellen zeigt EPIF-Aktivitit. Normale menschliche Fibroblasten
wurden nicht behandelt (Kon) oder mit konditioniertem Medium
unbestrahlter (Ko-Med) oder bestrahlter Zellen (UV-Med) behandelt. Das
konditionierte Medium stammte von normalen menschlichen Fibroblasten
(NFB) oder von Hela-Zellen (HelLa). Die behandelten Zellen wurden 12h nach
der Behandlung mit 35S-Methionin fiir 2h pulsmarkiert und die sezernierten
Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-

Protein.
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1.2. Nachweis der Existenz EPIF’s mit Hilfe von Kokulti-
vierungsexperimenten.

Die Existenz dieses extrazelluldren, UV-induzierten Faktors lieB sich
auch in einem anderen Versuchsansatz, nimlich in Kokul-
tivierungsexperimenten, nachweisen. Hierbei macht man sich die
Tatsache zunutze, daB EPIF nicht nur die Transkription endogener
Gene, sondern auch die Transkription stabil oder transient
transfizierter Gene erhoht. Dies gilt z.B. auch fiir ein HIV-1
Promoter Gen-Konstrukt (Stein et al., 1989a).

In diesen Kokultivierungsexperimenten wurden UV-bestrahlte
oder nicht bestrahlte Zellen, die nicht transfiziert waren, zusammen
mit Zellen kultiviert, die transient mit diesem Gen-Konstrukt
transfiziert und unbehandelt waren. Bei dem verwendeten
Konstrukt handelte es sich um ein chimires Gen-Konstrukt, welches
den Bereich -121/+232 des HIV-LTR, gekoppelt an das bakterielle
Chloramphenicol - Acetyltransferase (CAT) - Reportergen enthilt
(Abb. 2, rechts). Dieses Konstrukt enthidlt die DNA-Sequenzen, die
fiir die UV-Induktion und die EPIF-Induktion des HIV-LTR
verantwortlich sind (Stein et al., 1989a, 1989b). Das Konstrukt
wurde in HeLa-Zellen transfiziert und die CAT-Enzymaktivitit
gemessen. Wie Abb.2 (links) zeigt, wird die Expression des
Konstruktes in den Zellen erhoht, die direkt UV-bestrahlt wurden
und auch in den Zellen, die selbst nicht UV-bestrahlt wurden,
sondern mit UV-bestrahlten Zellen kokultiviert worden waren. Der
Induktionsfaktor in den Kokultivierungsexperimenten ist etwa
identisch mit dem, der durch direkte UV-Bestrahlung der
transfizierten Zellen erreicht wird (6.1fach gegeniiber 8.1fach). Dies
zeigt, dal die UV-bestrahlten Zellen mit hoher Effizienz EPIF
sezernieren und ist neben den in Abschnitt 1.1. dargestellten
Experimenten mit konditioniertem Kulturmedium UV-bestrahlter
Zellen ein weiterer Beweis fiir die Existenz eines extrazelluliren
Faktors, der in unbestrahlten Zellen das gleiche genetische
Programm induziert wie UV-Bestrahlung selbst.
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Abb.2: Kokultivierung von bestrahlten nicht transfizicrten Zellen mit
unbestrahlten HIV-1 transfizierten Zcllen fihrt zu ciner ErhOhung der HIV-
1 vermittelten CAT-Aktivitit. HclLa-Zcllen wurden mit cinem -121/4232 HIV-]
CAT-Konstrukt (rcchtec Abbildung) transfiziecrt und fir 24h in Mecdium
kultiviert, das 0.5% FCS cnthiclt. Danach wurden dic Zcllen trypsinicrt und
im Verhidltnis 1:1 mit nicht transfizierten Zcllen (die auch 24h lang in
Medium, das 0.5% FCS ecnthiclt, kultiviert worden waren) gemischt. 20 min
vor dem Mischen der Zcllen waren dic nicht transfizicrten Zcllen nicht
bestrahlt (Kon) oder mit 45J/m2 UV-bestrahlt (UV) worden. 40h nach dem
Mischen wurde die CAT-Aktivitit bestimmt (Kon/UV-Kokultivicrung). Dic
angegebene CAT-Aktivitit bezieht sich auf die Protcinmenge der trans-
fizierten Zellen. Die beiden Spuren rechts zeigen die CAT-Aktivitit von Hela-
Zellen, die mit dem gleichen Konstrukt transfiziert worden waren und nicht
bestrahlt (Kon) oder mit 45J/m? UV-bestrahlt (UV) worden waren. 40h nach
der Bestrahlung wurde die CAT-Aktivitit bestimmt. Sie ist in pmol x mg'l x
min-! angegeben. Der rechte Teil der Abbildung zeigt das eingesetzte HIV-1

CAT-Konstrukt und dessen schematischen Aufbau.
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2. Suramin beeinfluft die durch UV-Bestrahlung indu-
zierte Signalkette.

2.1. Suramin hemmt die EPIF-Induktion der Kollagenase.

Nachdem die Existenz eines UV-induzierten extrazelluldren Faktors
bewiesen war, stellte sich die Frage, wie dieser Faktor die
Signalkette in Gang setzt, die u.a. mit der Aktivierung des
Kollagenase-Gens endet. Fiir zwei andere Kollagenase induzierende
Faktoren, ndmlich den Phorbolester und Tumorpromoter 12-O-
Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) (Angel et al.,, 1987a) und
das Cytokin Interleukin-lo (Postlewaite et al., 1983) ist diese Frage
bereits weitgehend geklart. Als TPA-"Rezeptor” wird die Protein-
kinase C, ein Ca2+-abhingiges Enzym, welches durch die Bindung
von Diacylglycerol reguliert wird, angesehen (Blumberg, 1988,
Nishizuka, 1984). Als hydrophobe Substanz kann TPA in die
Zellmembran eindringen und durch seine diacylglycerol-dhnliche
Struktur an dieselbe Domidne der PKC binden, wie der physio-
logische Ligand und dadurch das Enzym aktivieren. Beim Cytokin
IL-Ta verlduft dieser erste Teil der Signalkette dagegen anders. IL-
lo ist ein wasserlosliches Molekiil, das viel zu hydrophil ist um die
Lipiddoppelschicht der Plasmamembran zu passieren. Stattdessen
bindet es an spezifische Rezeptorproteine an der Zelloberfliche
(Dinarello et al., 1989, Mizel et al.,, 1987) und setzt dadurch die
Signalkette in Gang.
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Abb.3: Strukturformel von Suramin



Um zu untersuchen, ob EPIF, wie TPA, die Plasmamembran
passieren kann oder ob es , wie IL-la, Rezeptoren auf der
Plasmamembran benétigt um die Signalkette in Gang zu setzen,
wurden Experimente mit dem Polyanion Suramin durchgefiihrt. In
Abb.3 ist die Strukturformel von Suramin dargestellt. Suramin ist
als eine Substanz beschrieben worden, die die Interaktion von
Wachstumsfaktoren mit ihren Membranrezeptoren verhindert,
bzw. dazu fiihrt, daBl sich bereits gebundener Faktor wieder von
seinem Rezeptor 16st (Fantini et al.,, 1989, Coffey et al., 1987).
Demzufolge sollte die TPA-Induktion der Kollagenase durch
Suramin nicht gehemmt, die IL-la-Induktion der Kollagenase
hingegen gehemmt werden.

Kon TPA Ko-Med UV-Med iL-1
I 1 P 10 11 1
e + - 4 — R + Suramin

Abb.4: Suramin hemmt die EPIF-Induktion der Kollagenase. Normale
menschliche Fibroblasten wurden nicht behandelt (Kon), mit 60ng/ml TPA
(TPA), mit 30ng/ml IL-la (IL-1), mit Medium von unbestrahlten Zellen (Ko-
Med) oder Medium von bestrahlten Zellen (UV-Med) behandelt und zwar in
Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von Suramin. Suramin wurde in einer
Endkonzentration von 0.3mM eingesetzt und gleichzeitig mit den Induktoren
auf die Zellen gegeben. 12h nach der Behandlung wurden die Zellen fir 2h
mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die sezernierten Proteine auf einem

SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-Protein.
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Um zu untersuchen, wie sich EPIF verhilt, wurden primire
menschliche Fibroblasten mit TPA, IL-la oder EPIF behandelt und
zwar in Anwesenheit oder Abwesenheit von Suramin. Die Zellen
wurden 12 Stunden nach der Behandlung mit 35S-Methionin
pulsmarkiert und die sezernierten Proteine auf einem SDS-Gel
aufgetrennt. Abb.4 zeigt, daB die TPA-Induktion der Kollagenase
nicht gehemmt, die IL-lo-Induktion und die EPIF-Induktion der
Kollagenase dagegen gehemmt wird. Suramin erniedrigt auch die
"basale” Menge an Kollagenase Protein, d.h. die Menge an
neusynthetisiertem Kollagenase Protein, die von unbehandelten
Zellen sezerniert wird; dies ist ein Hinweis darauf, da auch das
Basalniveau der Kollagenase-Synthese iiber eine Wachstumsfaktor-
Rezeptor Interaktion reguliert wird. Diese Experimente zeigen, dalB
es sich bei EPIF mit groBer Wahrscheinlichkeit um ein
Signalmolekiil handelt, das die Bindung an einen Rezeptor benétigt,
um seine Wirkung (in diesem Fall die Induktion der Kollagenase)
ausiiben zu konnen.

2.2. Suramin hemmt die UV-Antwort der bestrahlten Zelle.

Es konnte sein, dal EPIF nicht nur die UV-Antwort von bestrahlten
auf unbestrahlte Zellen iibermittelt, sondern auch fir die UV-
Induktion in den bestrahlten Zellen selbst verantwortlich ist. Wenn
dies so ist, dann sollte Suramin auch die UV-Induktion in den
bestrahlten Zellen verhindern.

Um diese Frage zu beantworten, wurde untersucht, ob Suramin die
UV-induzierte Neusynthese des Kollagenase Proteins und die UV-
induzierte Akkumulation von c-fos mRNA hemmt. Hierzu wurden
Xeroderma-Pigmentosum-Zellen (bei normalen menschlichen
Fibroblasten werden diese Gene erst nach einer Bestrahlung mit
30J/m2 aktiviert), die nicht bestrahlt oder UV-bestrahlt worden
waren (2J/m2) und mit oder ohne Suramin kultiviert wurden, 44
Stunden nach der Bestrahlung mit 35S-Methionin  pulsmarkiert und
die sezernierten Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Fir die
Messung der c-fos RNA-Akkumulation wurde polyA*-mRNA aus
nicht bestrahlten, UV-bestrahlten und TPA-behandelten XP-Zellen
prapariert, die mit oder ohne Suramin kultiviert worden waren. Die



Menge an c-fos mRNA wurde mit Hilfe einer Northern-
Hybridisierung bestimmt. Hierzu wurde die RNA auf einem
Agarose-Gel aufgetrennt, auf Nitrozellulose iibertragen und mit
einer viralen fos-Probe hybridisiert. Die virale fos-Probe
kreuzreagiert mit der zelluliren fos mRNA. Durch eine
Kontrollhybridisierung war nachgewiesen worden, daB gleiche
Mengen an RNA eingesetzt worden waren (Daten nicht gezeigt).
Abb.5 zeigt, daB sowohl die UV-Induktion der Kollagenase (linke
Abb.), als auch die UV-Induktion von c-fos (rechte Abb.) durch
Suramin gehemmt wird. Die TPA-Induktion von c-fos wird durch
Suramin nicht beeinfluBt (rechte Abb.).

e Suramin

i
- - -+ - +  Suramin

Abb.5: Suramin hemmt die UV-induzierte Synthese des Kollagenase-Proteins
und die UV-induzierte Akkumulation der c-fos mRNA. Linke Abbildung: XP-
Zellen wurden nicht bestrahlt (Kon) oder mit 2J/m2 UV-bestrahlt (UV) und
zwar in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von Suramin (Endkonzen-
tration 0.3mM). 44h nach der Bestrahlung wurden die Zcllen fiir 2h mit 35§-
Methionin pulsmarkiert und die sezernierten Proteine auf einem SDS-Gel
aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-Protein. Rechte Abbildung:
XP-Zellen wurden nicht behandelt (Kon), mit 60ng/ml TPA (TPA) behandelt
oder mit 2J/m2 UV-bestrahlt (UV). 60 Minuten vor der UV-Bestrahlung bzw.
der TPA-Behandlung wurde Suramin (+) in einer Endkonzentration von
0.3mM oder kein Suramin (-) auf die Zellen gegeben. 45 Minuten nach der
Induktion wurde die mRNA pripariert. Je 5 pg polyA*-RNA aus diesen Zellen
wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt, auf HybondN* iibertragen und mit

einer 32P-markierten viralen fos cDNA-Probe hybridisiert.
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Die UV-Induktion der Kollagenase in XP-Zellen ist ein relativ
langsamer ProzeB, der friithestens 24 Stunden nach der UV-
Bestrahlung nachweisbar ist. Man konnte sich also durchaus
vorstellen, daB dieser langsame ProzeB iiber einen extrazelluldren
Faktor verlduft. Die Hemmung der UV-Induktion von c-fos durch
Suramin ist dagegen nur schwer zu verstehen. Das Protooncogen c-
fos gehort zur Gruppe der sogenannten “"immediate-early” Gene
und wird durch UV-Bestrahlung sehr schnell aktiviert (Biischer et
al., 1988). Fiir diese Aktivierung ist keine Protein-Neusynthese
notwendig und die Akkumulation der c-fos mRNA erreicht bereits
30 Minuten nach der UV-Bestrahlung ein Maximum. Man kann sich
nur schwer vorstellen, dal eine solch schnelle Reaktion iiber einen
extrazelluldren Faktor verlauft. Bei den, in diesem Abschnitt,
beschriebenen Experimenten wurde davon ausgegangen, daB
Suramin die Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren
auf der Plasmamembran verhindert. Dies scheint nach neueren
Erkenntnissen nur zum Teil richtig zu sein. Suramin hemmt zwar
die Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren (Fantini et
al., 1989, Coffey et al., 1987), aber die Substanz gelangt auch in die
Zelle hinein (Huang und Huang, 1988, Constantopoulos et al., 1980).
Die hier mit Suramin erhaltenen Ergebnisse zeigen also, daBl sowohl
die EPIF-Induktion der Kollagenase als auch die UV-Induktion der
Kollagenase und die UV-Induktion von c-fos iiber eine Signalkette
verlaufen, die auch eine Wachstumsfaktor-Rezeptor Interaktion
beinhaltet. Diese Wachstumsfaktor-Rezeptor Interaktion mufl aber
nicht an der Plasmamembran stattfinden. In der Diskussion wird
auf diese Frage nidher eingegangen.

3. Vorversuche zur EPIF-Reinigung.

Hauptziel der Arbeit war die Reinigung, Identifizierung und
Charakterisierung der Faktoren, die fiir die EPIF-Aktivitit
verantwortlich sind. Im Folgenden wird kurz erldutert, von
welchem Kulturmedium bei der Reinigung ausgegangen wurde und
wie die EPIF-Aktivitit der bei der Reinigung erhaltenen Fraktionen
nachgewiesen wurde.



3.1. Herstellung von EPIF-enthaltendem Kulturmedium.

Als "Produzenten" von EPIF-Medium wurden HeLa-Zellen ausge-
wihlt. Es handelt sich bei diesen Zellen um adhédrent wachsende
Cervix-Karzinom-Zellen. Da sie eine kurze Generationszeit (etwa 24
Stunden) besitzen, war es mdoglich, sie in groBer Zahl zu ziehen und
relativ groBle Mengen an Zelliiberstand zu ernten. Die Zellen
wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, angesetzt und
UV-bestrahlt. Nach der UV-Bestrahlung wurden die Zellen in
Medium kultiviert, dem kein fotales Kilberserum (FCS) sondern
nur 0.05mg Rinderserumalbumin (BSA)/ml zugesetzt worden war.
Dadurch solite die Menge an nicht definierten Proteinen und
anderen Faktoren moglichst klein gehalten werden. Dieses Medium
wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, geerntet und
weiterbehandelt. In der Arbeit wird EPIF-enthaltendes Medium,
also konditioniertes Medium, das 40-48 Stunden nach UV-
Bestrahlung von HeLa-Zellen geerntet wurde, als UV-Medium (UV-
Med.), konditioniertes Medium, das von unbestrahlten HeLa-Zellen
geerntet wurde, als Ko-Medium (Ko-Med.) bezeichnet.

3.2. Nachweis der Kollagenase induzierenden Aktivitit
von EPIF.

EPIF hat, wie oben beschrieben, eine ganze Reihe von biologischen
Aktivititen. Eine dieser biologischen Aktivititen, ndmlich die
Fihigkeit die Neusynthese und Sekretion des Kollagenase-Proteins
zu induzieren, wurde als Parameter zur EPIF-Reinigung ausgewihlt,
da fir diese Aktivitit die beste Nachweismethode existierte. Der
Nachweis bestand darin, daB primdre menschliche Fibroblasten mit
den in Frage kommenden Fraktionen behandelt und 8-12 Stunden
danach mit 35S-Methionin pulsmarkiert wurden. Die sezernierten
Proteine wurden anschlieBend auf einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und autoradiographiert. Abb.6 zeigt ein typisches
Autoradiogramm eines Experimentes (genauere Beschreibung siehe
Material und Methoden), in dem normale menschliche Fibroblasten
mit TPA oder UV-Medium behandelt worden waren. Die Menge an
neusynthetisiertem, sezerniertem Kollagenase Protein, d.h. die
Dicke der mit dem Pfeil gekennzeichneten Bande, war das MaB fiir

45



46

die Menge an EPIF-Aktivitit in den getesteten Fraktionen. Der
Nachweis, daB es sich bei dieser Protein-Bande um die Kollagenase
handelt, war sowohl durch einen limitierten V8-Protease Verdau
(Daten nicht gezeigt), als auch durch eine Immunprizipitation mit
einem polyklonalen Antikoérper, der gegen das menschliche
Kollagenase Protein gerichtet war, erbracht worden (Abb.6).
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Abb.6: Bei dem, durch UV-Bestrahlung und TPA-Behandlung, induzicrten
Protein handelt es sich um das Kollagenase Protcin. Normale menschliche
Fibroblasten wurden nicht behandelt (Kon), mit Medium bestrahlter HeLa-
Zellen behandelt (UV-Med) oder mit  60ng/ml TPA (TPA) bchandelt. Nach 12h
wurden die Zellen fiir 2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert. Die sezernicrten
Proteine wurden entweder direkt auf einem SDS-Gel aufgetrennt (sez.
Proteine, links) oder mit Antikérpern, die gegen das menschliche
Kollagenase Protein gerichtet waren, immunprizipitiert und die immun-
prizipitierten Proteine dann auf einem SDS-Gel aufgetrennt (Immunpriz.,

rechts). Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-Protein.

Wenn im Folgenden von EPIF-Reinigung die Rede ist, so ist damit
immer die Reinigung dieser Kollagenase induzierenden Aktivitit

gemeint.



4. Reinigung der Kollagenase induzierenden Aktivitit des
extrazelluliaren Proteinsynthese induzierenden Faktors.

Der erste Schritt bei der EPIF-Reinigung war eine
Ammoniumsulfat-Fiallung (80% Sattigung). Durch diese Fillung
wurden die im Medium enthaltenen Proteine auf moglichst
schonende Art und Weise eingeengt. Die so konzentrierten Proteine
wurden danach mit verschiedenen chromatographischen Techniken
aufgetrennt. Die DurchfluB-, Wasch- und Gradientenfraktionen
wurden, wie oben beschrieben, auf ihre Kollagenase induzierende
Aktivitdt getestet (nihere Angaben hierzu: unter Material und
Methoden, Abschnitt 24). Im Folgenden werden die Ergebnisse
dieser Versuche dargestellt. Die gezeigten Elutionsprofile und die
dazu gehorenden Tests auf Kollagenase induzierende Aktivitit,
stehen exemplarisch fiir eine Vielzahl solcher Experimente. Die
dabei eingesetzten chromatographischen Techniken waren die
Ionenaustauschchromatographie und die Affinitdtschromato-
graphie. Das Trennprinzip der Ionenaustauschchromatographie
beruht auf einem Ionenbindungsgleichgewicht zwischen geladenen
Gruppen an einer festen Phase und ladungstragenden Proteinen in
einer fliissigen Phase. Diese Technik hat gegeniiber der Gelfiltration
und der Affinitditschromatographie den Vorteil, relativ grofie
Volumen zu konzentrieren und dabei mit hoher FluBrate in
angemessener Zeit reinigen zu konnen. Bei der Affinitits-
chromatographie kommt es zu einer spezifischen Komplexbildung
zwischen einem matrixgebundenen Reaktionspartner und einem
gelosten Molekiil.

4.1. Eine Kollagenase induzierende Aktivitit bindet an
einen Anionenaustauscher.

Ammoniumsulfat-gefilltes Medium UV-bestrahlter HeLa-Zellen
wurde liber eine Anionenaustauschersdule (Q-Sepharose) gegeben.
Abb.7a zeigt das chromatographische Profil dieser Reinigung,
Abb.7b den dazu gehorenden Test auf Kollagenase induzierende
Aktivitit mit ausgewihlten Fraktionen.
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Abb.7: Auftrennung von Medium UV-bestrahlier HecLa-Zellen mittels ciner
Q-Sepharose-Siule. Abb.7 (oben) zeigt das chromatographische Profil der Q-
Sepharose-S#ule. Nach Applikation der Probe (die Zusammensetzung und das
Aufarbeiten der Probe ist unter Material und Methoden im Abschnitt 24a
genauer beschrieben) wurde mit Puffer, der 0.05M NaCl enthielt gewaschen
und dann mit einem NaCl-Gradienten eluiert (von 0.05M bis 0.6M wurde mit
einem linearen Gradienten eluiert und von 0.6M bis 1.0M mit einem
Stufengradienten). Fraktion 14 enthielt die Kollagenase induzierende
Aktivitit. Abb.7 (unten) zeigt den Test auf Kollagenase induzierende
Aktivitdt. Normale menschliche Fibroblasten wurden mit Iml der insgesamt
7.5ml enthaltenden Fraktionen 2,4,6-28 bchandelt (ndhere Angaben hierzu:
Material und Methoden, Abschnitt 24a). 12h nach der Behandlung wurden
die Zellen fiir 2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die sezernierten
Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-

Protein.



Die gebundenen Proteine wurden mit einem teils linearen, teils
stufigen NaCl-Gradienten eluiert. Ein Vergleich des Elutionsprofils
(Abb.7a) und des Aktivitdtstests (Abb.7b) zeigt, daB der
Reinigungseffekt sehr gering ist, da die Kollagenase induzierende
Aktivitit genau in den Fraktionen zu finden ist, die auch den
weitaus groBten Teil der Proteine enthalten. Durch dieses
Experiment lieB sich aber zumindest eine Aussage liber die Ladung
der Proteine machen, die fiir die, in diesem Versuch nach-
gewiesene, Kollagenase induzierende Aktivitdt verantwortlich sind.
Da sie an einen Anionenaustauscher binden, sollten sie unter den
hier eingesetzten Pufferbedingungen eine negative Nettoladung
tragen. Wegen des geringen Reinigungseffekts wurde diese
Trenntechnik bei der weiteren Reinigung allerdings nicht mehr
eingesetzt.

4.2. Mit einer Heparin-Sepharose-Siule lassen sich drei
Kollagenase induzierende Aktivitiaten voneinander
trennen.

Ammoniumsulfat-gefidlltes Ko-Medium wund UV-Medium wurde
iber eine Heparin-Sepharose-Sdule gegeben. Bei Heparin-Sepha-
rose handelt es sich um kovalent an Sepharose gebundenes Hepa-
rin. Dieses Sdulenmaterial wird u.a. auch zur Aufreinigung von Koa-
gulationsfaktoren des Blutplasmas (Miller-Andersson et al., 1974)
und von DNA-bindenden Proteinen (Bickle et al.,, 1977) eingesetzt.
Abb.8a und 8b zeigen die Aktivititstests und das dazugehorende
chromatographische Profil, das fiir Ko-Medium und UV-Medium
identisch aussah. Da Vorversuche gezeigt hatten, daB zumindest
eine Kollagenase induzierende Aktivitit offenbar eine sehr hohe
Affinitdt zu Heparin-Sepharose hat, wurde das gebundene Material
mit einem Gradienten eluiert, der so gewi#dhlt war, daB er im
hochmolaren Bereich gut auftrennt. Nach Applikation der Probe
und Waschen der Sidule mit 0.05M NaCl wurde zuerst mit 0.75M
NaCl eluiert um die Proteine zu eluieren, die mit geringer Affinitit
an die Sdule binden. Danach wurden die mit hoher Affinitit
gebundenen Proteine mit einem gut auftrennenden, d.h. relativ
"flachen" linearen NaCl-Gradienten von 0.75M bis 2.0M NaCl eluiert.
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Abb.8: Auftrennung von Medium unbestrahlter und bestrahlter HeLa-Zellen
mittels einer Heparin-Sepharose-Siule.

Abb.8a: Test der Heparin-Sepharose-Fraktionen auf Kollagenase indu-
zierende Aktivitdt. Fraktionen decr Heparin-Scpharose-Sdule, die bei der
Auftrennung von 360ml Medium unbestrahlter (Ko-Mecd) oder von Medium
UV-bestrahlter Zcllen (UV-Med) erhalten worden waren, wurden auf
Kollagenase induzicrende Aktivitdt geiestet.  Hicrzu  wurden normalc
mcnschliche Fibroblasten mit  jeweils 1ml der cinzelnen, insgesamt 10ml
enthaltenden, Fraktionen behandclt (nidhcre Angaben hierzu: Material und
Mcthoden, Abschnitt 24b). 12h danach wurden dic Zcllen fir 2h mit 35§-
Mcthionin pulsmarkicrt und dic sczernicrien Protcine auf cinecm SDS-Gel

aufgetrennt. Der Pfeil zcigt auf das Kollagenasc-Protein.
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Abb.8b: Chromatographisches Profil der Heparin-Sepharose-Sdule. Nach
Applikation der Probe (die Zusammensetzung und das Aufarbeiten der Probe
ist unter Material und Methoden im Abschnitt 24b genauer beschrieben), die
in diesem Fall von UV-bestrahlten HeLa-Zellen stammte, wurde mit Puffer,
der 0.05M NaCl enthielt gewaschen und dann mit einem NaCl-Gradienten
eluiert (von 0.05M bis 0.75M wurde mit einem Stufengradienten und von

0.75M bis 2.0M mit einem linearen Gradienten eluiert).

NaCl-Konzentration (Mol)



Abb.8a zeigt, daB im UV-Medium drei Kollagenase induzierende
Aktivitdten nachgewiesen werden konnten. Die Aktivitdten
befinden sich im Durchlauf (Fraktion 3), in der Fraktion (18), die
mit 0.75M NaCl eluiert wurde und in der Fraktion (31), die mit
1.9M NaCl eluiert wurde. Im Ko-Medium war nur eine Kollagenase
induzierende Aktivitdit im Durchlauf nachweisbar. Eine quantitative
Auswertung wurde mit Hilfe eines Laserdensitometers durch-
gefiihrt. Hierzu wurde die Intensitit der Bande, die dem Kolla-
genase Protein entspricht, densitometrisch bestimmt (Abb.8c).

Kollagenase induzierende Aktivitat

3 4 8 2 % 2B 31 4 3 14 8 2 ¥ 2B 33N A
Fraktion

Abb.8c: Laserdensitometrische Auswertung der Abbildung 8a. Die Intensitit
der Bande, die dem Kollagenase Protein entspricht wurde mit Hilfe eines
Laserdensitometers bestimmt. Die Einheiten auf der y-Achse sind die
Absolutwerte, die bei der densitometrischen Auswertung erhalten wurden
und sind ein MaB fiir die Kollagenase induzierende Aktivitit der einzelnen
Fraktionen. Eine Aktivitit von etwa 0.15 entspricht der Kollagenase

Syntheserate, wie man sie in unbehandelten Zellen findet.
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Abb.8d: Nachweis, der in den Heparin-Sepharose-Fraktionen cnthaltenen
Proteine. Je 1ml der Fraktionen, die bei der Avuftrennung von Medium
bestrahlter Zcllen crhalten worden waren, wurden mit TCA gefillt und auf
cinecm SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde mit Silberionen gefdrbt. Dic

Zahlen auf der rechten Scite geben das Molckulargewicht in kD an.

Nach diesen Auswertungen sollte es sich bei allen drei Kollagenase
induzierenden Aktivititen, die im UV-Medium nachzuweisen
waren, um Proteine handeln, die nach UV-Bestrahlung von HeLa-
Zellen vermehrt oder mit hoherer Aktivitit im Medium auftreten.
Eine Analyse der in den UV-Fraktionen enthaltenen Proteine mit
Hilfe silbergefirbter SDS-Gele zeigt, dafl der groBite Teil der
Proteine nicht an die S#iule bindet (Fraktion 3), ein anderer Teil
gleich zu Beginn des NaCl-Gradienten eluiert wird (Fraktion 18)
und, dal in der Kollagenase induzierenden "Hochsalzfraktion"
(Fraktion 31) nur noch wenige Proteine enthalten sind (Abb.8d).

5. Antikérper gegen Interleukin-lo hemmen zwei der drei
Kollagenase induzierenden Aktivititen.

Nachdem gezeigt worden war, daB das Kulturmedium UV-
bestrahlter HeLa-Zellen mindestens drei Kollagenase induzierende
Aktivititen enthidlt, wurde gepriift, ob es sich hierbei um schon
bekannte Proteine handelt. Einer der mdoglichen Kandidaten war



das Cytokin Interleukin-lo (IL-1a). IL-la war urspriinglich als ein
von aktivierten Makrophagen abgegebener Faktor beschrieben
worden. Inzwischen ist bekannt, daB IL-la nicht nur von
Makrophagen, sondern auch von einer Vielzahl anderer Zellen
gebildet wird. Es iibt eine zentrale Funktion im Immunsystem aus
und spielt in Wachstums- und Differenzierungsprozessen eine
wichtige Rolle (Durum et al., 1985, Giovine und Duff, 1990,
Kronheim et al.,, 1985). In Abschnitt 2.1. wurde bereits gezeigt, daf
es in menschlichen Fibroblasten, wie EPIF, die Kollagenase indu-
ziert. Zudem existieren Daten, die zeigen, daB IL-la-Aktivitdt nach
UV-Bestrahlung von Keratinocyten vermehrt im Kulturmedium
nachzuweisen ist (Gahring et al., 1984).

Fraktion

anti-lL1c

Abb.9: AntikOrper gegen IL-laa hemmen zwei der Kollagenase induzicrenden
Aktivitdt enthaltenden Heparin-Sepharose-Fraktionen. Je 1Iml der ent-
sprechenden Fraktionen (3/18/31) wurde fiir 2h mit Serum aus nicht
immunisierten Kaninchen (-) oder mit Antiserum gegen IL-la (+) auf einer
sich drehenden Scheibe bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Fraktionen in
Gegenwart der Antik6rper bzw. des Serums aus nicht immunisierten
Kaninchen auf Kollagenase induzierende Aktivitit getestet. Hierzu wurden
die Uberstinde auf normale menschliche Fibroblasten gegeben. Nach 12h
wurden die Zellen fiir 2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die
sezernierten Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das

Kollagenase-Protein.
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Um zu priifen, ob es sich bei einer der Kollagenase induzierenden
Aktivitaten der Heparin-Sepharose-Sdule um IL-1a handelt, wurde
versucht, die Kollagenase induzierende Aktivitit der Heparin-
Sepharose-Fraktionen mit Antikorpern gegen IL-lo zu hemmen.
Hierzu wurden die entsprechenden Fraktionen in Gegenwart der
Antikorper auf Kollagenase induzierende Aktivitdt getestet. Bei den
verwendeten Antikorpern handelte es sich um Kaninchenserum,
das gegen das menschliche IL-la gerichtet war (Wingfield et al,,
1987). Es zeigte sich, daB die Aktivitit im Durchflufl (Fraktion 3)
und die Aktivitit in der Fraktion (18), die mit 0.75M NaCl eluiert
wurde, mit diesen Antikdrpern zu hemmen ist (Abb.9). Bei beiden
Aktivititen sollte es sich demnach um IL-la oder ein
immunologisch verwandtes Molekiil handeln. Die Aktivitit
(Fraktion 31) mit der extrem hohen Affinitit zu Heparin-Sepharose
lieB sich mit diesen Antikérpern nicht hemmen. An dieser Stelle
mull ein weiteres Ergebnis erwidhnt werden, dessen Daten hier
nicht gezeigt werden. Die Kollagenase induzierende Aktivitit in
ungereinigtem EPIF-Medium wird vollstindig durch Antikorper
gegen IL-la gehemmt, d.h. die mit der Heparin-Sepharose-Siule
angereicherte Aktivitit in der Hochsalzfraktion spielt bei der
Induktion der Kollagenase durch ungereinigtes UV-Medium nur
eine untergeordnete Rolle. Da sie aber UV-induziert ist, und fir
andere EPIF-Aktivitdten verantwortlich sein konnte, erschien es
wichtig auch diese Aktivitdt weiter zu untersuchen.

6. Charakterisierung der Kollagenase induzierenden Hoch-
salzfraktion.

Im Folgenden wurde versucht, die Kollagenase induzierende Hoch-
salzfraktion durch verschiedene experimentelle Ansédtze genauer zu
charakterisieren.

6.1. Antikorper gegen verschiedene Kollagenase indu-
zierende Proteine hemmen die Kollagenase induzierende
Aktivitat nicht.

Neben IL-la existieren noch eine ganze Reihe von Faktoren, fiir die
eine Kollagenase induzierende Aktivitit beschrieben worden ist
(Ellis et al.,, 1989, Dayer et al., 1985, Bauer et al., 1985). Alle ver-



fiigbaren, gegen diese Faktoren gerichteten, Antikérper wurden im
nichsten Versuch eingesetzt. Wie schon im vorangegangenen
Versuch wurde auch hier getestet, ob es moglich ist, die Aktivitit
der Hochsalzfraktion (Fraktion 31) mit diesen Antikdrpern zu
hemmen. Abb.10 zeigt, daB dies mit keinem der Antikorper
moglich war. Im Einzelnen handelte es sich um Kaninchenserum
gegen Interleukin-la (IL-1a), Interleukin-18 (IL-18), den Tumour
Necrosis Factor o (TNFao), den acidic Fibroblast Growth Factor
(aFGF), den Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Interleukin-6
(IL-6) und einen monoklonalen Antikdrper gegen den Tumor Cell
Collagenase-stimulatory Factor (TCSF).
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Abb.10: Die Kollagenase induzierende Aktivitit der Heparin-Sepharose-Frak-
tion 31 14Bt sich mit Antik6rpern, die gegen unterschiedliche Kollagenase
induzierende Proteine gerichtet sind, nicht hemmen. Je 1ml der Fraktion 31
wurde fiir 2h ohne Antiserum (-anti) oder mit Antiserum (anti ILla, anti
IL18, anti TNF, anti aFGF, anti PDGF, anti IL6) oder mit monoklonalen Anti-
kdrpern (anti TCSF) die an ProteinA/G-Sepharose gebunden worden waren,
auf einer sich drehenden Scheibe bei 4°C inkubiert. Die an die ProteinA/G-
Sepharose gebundenen Antikdérper wurden durch Zentrifugieren abge-
trennt und der Uberstand auf Kollagenase induzierende Aktivitdt getestet.
Hierzu wurde der Uberstand auf normale menschliche Fibroblasten gegeben.
Kontrollizellen (Kon) wurden nicht behandelt. Nach 12h wurden die Zellen
fir 2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die sezernierten Proteine auf

einem SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-Protein.
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6.2. Suramin hemmt die Kollagenase induzierende AKkti-
vitat.

Um zu untersuchen, ob es sich bei der Hochsalzfraktion um ein
Protein handelt, welches die Bindung an einen Rezeptor benétigt,
um seine Kollagenase induzierende Aktivitit ausiiben zu konnen,
wurden Versuche mit Suramin durchgefiihrt. Die Experimente
waren dhnlich angelegt, wie die unter 2. beschriebenen Suramin-
Experimente. Normale menschliche Fibroblasten wurden mit der
Hochsalzfraktion (Fraktion 31), in An- oder Abwesenheit von
Suramin, behandelt und 12 Stunden nach der Induktion mit 33S-
Methionin fiir 2 Stunden pulsmarkiert. Die sezernierten Proteine
wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt.

Kon TPA Ko-Med UV-Med Fr.31

- o+t gt vy T L suramin

Abb.11: Suramin hemmt die Kollagenase induzierende Aktivitit der Heparin-
Sepharose-Fraktion 31. Normale menschliche Fibroblasten wurden mit
60ng/ml TPA (TPA), Medium unbestrahlter Zellen (Ko-Med), Medium UV-
bestrahlter Zellen (UV-Med) oder 1ml der Fraktion 31 behandelt und zwar in
Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von Suramin., Suramin wurde in einer
Endkonzentration von 0.3mM eingesetzt und gleichzeitig mit den Induktoren
auf die Zellen gegeben. Nach 12h wurden die Zellen fir 2h mit 358 -
Methionin pulsmarkiert und die sezernierten Proteine auf einem SDS-Gel

aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-Protein.



Abb.11 zeigt, daB Suramin die Aktivitdit der Hochsalzfraktion
hemmt. Als Kontrolle diente die TPA-Induktion der Kollagenase,
die durch Suramin nicht gehemmt wird und die EPIF-Induktion
(UV-Med. = ungereinigtes EPIF-Medium) der Kollagenase, die durch
Suramin gehemmt wird. Nach diesen Ergebnissen sollte die
Hochsalzfraktion, #dhnlich wie IL-la, iiber eine Signalkette wirken,
in deren Verlauf auch eine Wachstumsfaktor-Rezeptor Interaktion
eine Rolle spielt.

6.3. Die Kollagenase induzierende Aktivitidt hat ein
Molekulargewicht, das unter 31kD liegt.

Fiir eine weitere Charakterisierung des gesuchten Molekiils war es
wichtig, zusidtzliche Information, z.B. iiber seine GroBe zu erhalten.
Die in solchen Fillen im allgemeinen angewandte Technik der
Gelfiltration konnte nicht eingesetzt werden, da das gesuchte
Protein in zu geringer Menge vorlag.

SDS-Gel —p» Ausschneiden _plfle";:::l :'iemng — - Aklivitatstest
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— 31kD ———
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Abb.12: Schematische Darstellung des Renaturierungsexperimentes. Die in
der Heparin-Sepharose-Fraktion 31 enthaltenen Proteine wurden auf einem
SDS-Gel aufgetrennt. Die Gelspur wurde in 5 Stiicke geschnitten ( orientiert
wurde sich hierbei an einem Molekulargewichtsmarker), die darin
enthaltenen Proteine wurden eluiert, renaturiert und auf Kollagenase

induzierende Aktivitit getestet.
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Stattdessen wurde versucht, mit Hilfe eines Renaturierungs-
experimentes das Molekulargewicht des gesuchten Molekiils zu
bestimmen. In Abb.I2 ist dargestellt, wie hierbei vorgegangen
wurde. 10ml der Hochsalzfraktion, die aus 250ml konditioniertem
UV-Medium, wie oben beschrieben, iiber Heparin-Sepharose
aufgereinigt worden waren, wurden gefidllt und auf einem SDS-Gel
aufgetrennt. Die Gelspur mit der Probe wurde in fiinf Stiicke
geschnitten, wobei die Schnittstellen an einem Molekulargewichts-
marker orientiert waren, d.h. Gelstick 1 enthielt den Bereich
Gelanfang bis 97kD, Gelstiick 2 den Bereich 97kD bis 66kD, Gelstiick
3 den Bereich 66kD bis 42kD, Gelstiick 4 den Bereich 42kD bis 31kD
und Gelstiick 5 den Bereich 31kD bis Lauffront. Die Proteine
wurden aus dem Polyacrylamid eluiert und renaturiert.
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Abb.13: Das Molekulargewicht der Kollagenase induzierenden Heparin-
Sepharose-Fraktion 31 ist kleiner als 31kD. Die aus den 5 Gelstiicken (siche
Abb.12) ecluierten Proteine wurden auf Kollagenase induzierende Akltivitit
getestet. Hierzu wurden die 5 Proben (1=Gelanfang-97kD, 2=97-66kD, 3=66-
42kD, 4=42-31kD, 5=31kD-Lauffront) auf normale menschliche Fibroblasten
gegeben. Kontrollzellen wurden nicht behandelt (Kon). Nach 12h wurden
die Zellen fir 2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die sezernierten
Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-
Protein. Die Zahlen auf der linken Seite geben das Molekulargewicht der

Markerproteine (Ma) in kD an.



AnschlieBend wurde getestet, ob eine der Proben 1-5 eine .'

Kollagenase induzierende Aktivitdt enthdlt. In der Tat enthielt
Probe 5 eine solche Aktivitit (Abb.13). Da es sich bei dieser Probe
um die renaturierten Proteine des Gelstiicks 5 handelte, sollte das
gesuchte Molekiill ein Molekulargewicht haben, das unter 31kD
liegt.

7. Antikérper gegen den basischen Fibroblasten-Wachs-
tumsfaktor hemmen die Kollagenase induzierende Akti-
vitit der Hochsalzfraktion.

Die bisher bekannten Daten und die Ergebnisse der eigenen
Experimente ermdglichten folgende Charakterisierung des ge-
suchten Molekiils: 1. es tritt vermehrt im Medium UV-bestrahlter
HeLa-Zellen auf, 2. es induziert in primdren menschlichen
Fibroblasten die Kollagenase, 3. die Induktion der Kollagenase 148t
sich durch Suramin hemmen, 4. es zeigt eine extrem hohe Affinitit
zu Heparin-Sepharose, 5. sein Molekulargewicht liegt zwischen
15kD und 31kD ( die Untergrenze von 15kD ergab sich aus der
Tatsache, daB der Faktor nicht durch Dialyseschlduche diffundierte,
die ein AusschluBgroBe von 15kD hatten).

In der Literatur war eine ganze Gruppe von Faktoren, die
sogenannten "Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren” (Lobb et al.,
1986), beschrieben worden, die sich durch eine extrem hohe
Affinitdit zu Heparin-Sepharose auszeichnet. Viele dieser, meist aus
unterschiedlichen Geweben isolierten, Faktoren konnten als
Produkte des gleichen Gens identifiziert werden. Es handelte sich
hierbei um das Gen des basischen Fibroblasten Wachstumsfaktors
(basic fibroblast growth factor = bFGF). Das Genprodukt wurde als
Faktor entdeckt, der das Wachstum von Fibroblasten stimuliert und
im Gegensatz zum sauren Fibroblasten Wachstumsfaktor (acidic
fibroblast growth factor = aFGF) einen isoelektrischen Punkt von 9
hat. Er induziert in Fibroblasten die Kollagenase (Edwards et al.,
1987) und hat ein Molekulargewicht von 17kD (Folkman und
Klagsbrun, 1987). All diese Daten stimmten sehr gut mit den Daten
iberein, die bisher iiber die Kollagenase induzierende Hochsalz-
fraktion der Heparin-Sepharose Siule vorlagen. Aus diesem Grund
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wurde untersucht, ob Antikorper gegen den bFGF die Kollagenase
induzierende Aktivitit der Hochsalzfraktion hemmen. Abb.14 zeigt,
daB Kaninchenserum gegen den bFGF diese Aktivitdat tatsidchlich
hemmt. Kontroll-Kaninchenserum (NRS) zeigte keine Wirkung.

Fraktion 31
| 5.
O
| ¥
- L7 ]
- = o
c
s1§ & =
p-v4 3 + +

Abb.14: Antikdrper gegen den bFGF hemmen die Kollagenase induzicrende
Aktivitit der Heparin-Sepharose-Fraktion 31. Je 1ml der Fraktion 31 wurde
fir 2h mit ProteinA-Sepharose inkubiert, an die keine Antik&rper (-anti),
Antikt6rper gegen den bFGF (anti bFGF; R2/119) oder Antik6rper von nicht
immunisierten Kaninchen (NRS) gebunden worden waren. Nach Abtrennen
der an die ProteinA-Sepharose gebundenen Antikdérper durch Zentrifu-
gation, wurde der Uberstand auf Kollagenase induzierende Aktivitit getestet.
Hierzu wurden die Uberstinde fiir 12h auf normale menschliche
Fibroblasten gegeben. Kontrolizellen (Kon) wurden nicht behandelt. Die
Zellen wurden fiir 2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die sezernierten
Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-
Protein.



Zusammenfassend 14Bt sich Folgendes sagen: Mittels einer einzigen
Trenntechnik, ndmlich der Affinititschromatographie an Heparin-
Sepharose, war es moglich, im Kulturmedium UV-bestrahlter HeLa-
Zellen drei Kollagenase induzierende Aktivititen nachzuweisen. Sie
konnten als IL-laa und bFGF oder immunologisch verwandte
Proteine identifiziert werden. IL-la-Aktivitit war im UV-Medium,
im Vergleich zu Kontroll-Medium, vermehrt, bFGF-Aktivitit war
ausschlieBlich im UV-Medium nachweisbar.

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, wie es zu der
verstiarkten IL-la- und bFGF-Aktivitit im - Kulturmedium UV-
bestrahlter HelLa-Zellen kommt. Durch UV-Bestrahlung konnte es zu
einer verstdrkten Sekretion der beiden Proteine oder zur Sekretion
von Proteinen mit hdherer Aktivitdt kommen, ohne daB UV-
Bestrahlung deren Neusynthese beeinflufit. Es wire aber auch
denkbar, daB UV-Bestrahlung zu einer verstirkten Neusynthese
der beiden Proteine fiihrt, die dann auch verstirkt sezerniert
werden und so fiir die hohere Aktivitit verantwortlich sind.

8. UV-Induktion der Interleukin-la Synthese.

Das menschliche IL-la Gen wurde auf Chromoson 2 lokalisiert. Es
hat eine Grofle von etwa 12kb und besteht aus 7 Exons und 6
Introns (Furutani et al.,, 1986). Die IL-1lo mRNA hat eine Groée von
2002 Nukleotiden (March et al., 1985). Das IL-lo Protein wird als
31kD groBles Vorldufermolekiil synthetisiert, welches in eine 17kD-
Form iiberfiihrt wird (Beuscher et al., 1988, Giri et al., 1985, Hazuda
et al., 1988, Koboyashi et al., 1988). Es kommt auBler im Cytoplasma
auch im Kulturmedium und auch als membrangebundenes Molekiil
vor (Bakouche et al.,, 1987, Brody und Durum, 1989, Junming et al,,
1987). Im Gegensatz zu den meisten sezernierten Proteinen besitzt
IL-1a kein hydrophobes Signalpeptid (Muesch et al., 1990, Hazuda
et al., 1988), wodurch der klassische Weg der Proteinsekretion iiber
das endoplasmatische Reticulum und den Golgi-Komplex als Sekre-
tionsmechanismus ausscheidet. Uber die genauen Mechanismen,
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d.h. wie und wo aus der 31kD-Form die 17kD-Form entsteht, und
wie das Molekiil an die Membran bzw. aus der Zelle gelangt, ist
zwar sehr viel geschrieben worden, aber es gibt noch kein
allgemein anerkanntes Modell. Man geht heute davon aus, daB das
31kD-Molekiil die cytoplasmatische Form ist und, daB das 17kD-
Molekiil hauptsidchlich oder ausschlieBlich die im Zelliiberstand
vorkommende Form darstellt. Daneben ist fiir eine ganze Reihe von
Zellen auch eine membrangebundene Form beschrieben.

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, auf welche
Weise UV-Bestrahlung von HeLa-Zellen zu einer vermehrten IL-1c-

Aktivitit im Zellkulturmedium fiihrt.

8.1. UV-Bestrahlung fithrt zu einer Akkumulation der IL-
laa mRNA.

Um festzustellen, ob es nach UV-Bestrahlung von HeLa-Zellen zu
einer Zunahme der Menge an IL-la mRNA kommt, wurden
Northern-Hybridisierungen durchgefiihrt. Hierzu wurde polyA+-
mRNA aus unbestrahlten und UV-bestrahlten Hel.a-Zellen mit einer
IL-1ao cDNA-Probe hybridisiert. Es zeigte sich, daB es nach UV-
Bestrahlung zu einer Akkumulation der IL-lo mRNA kommt
(Abb.15). Die RNA-Menge steigt bereits eine Stunde nach UV-
Bestrahlung leicht an, erreicht nach 8 Stunden ein Maximum und
hat nach 24 Stunden fast wieder das Niveau der Kontrolle erreicht.
Zu der UV-induzierten RNA-Akkumulation und zur Abnahme der
RNA-Menge nach Erreichen des Maximums kommt es auch in
Gegenwart des Proteinsynthesehemmers Anisomycin. Als Kontrolle,

dall gleiche Mengen an RNA eingesetzt worden waren, wurde der

Filter mit einer GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase) cDNA-Probe nachhybridisiert. Man weiBl, dal UV-
Bestrahlung die Menge dieser mRNA in diesen Zellen nicht
beeinflufft. Um die Wirksamkeit von Anisomycin zu iiberpriifen,
wurde der Filter ein weiteres Mal, diesmal mit einer Kollagenase
cDNA-Probe nachhybridisiert. Die UV-Induktion der endogenen
Kollagenase findet nur statt, wenn man Proteinneusynthese zuldBt.
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Abb.15: UV-induzierte Akkumulation der IL-1loo mRNA. HelLa-Zellen wurden

nicht bestrahlt (Kon) oder mit 30J/m2 UV-bestrahlt (UV). Nach der UV-
Bestrahlung wurde dem Medium kein Anisomycin (-Anisomycin) oder 100uM

Anisomycin (+Anisomycin) zugesetzt. Zu verschiedenen Zeiten nach der UV-
Bestrahlung wurde polyA+t-RNA pripariert. Je Spg der RNA wurden auf
einem Agarosegel aufgetrennt und auf HybondN* iibertragen. Der
HybondN+-Filter wurde nacheinander mit einer 32P-markierten IL-la (IL1),
Kollagenase (Koll) und GAPDH (GAPDH) cDNA-Probe hybridisiert.

8.2. UV-Bestrahlung fithrt zur vermehrten Neusynthese
des IL-1a Proteins.

Da die IL-lo mRNA nach UV-Bestrahlung akkumuliert, wurde im
folgenden Experiment untersucht, ob UV-Bestrahlung von Hela-
Zellen auch zu einer vermehrten Neusynthese des IL-la Proteins
fihrt. Um dies zu iiberpriifen, wurden HeLa-Zellen nicht bestrahlt
oder UV-bestrahlt und 11 Stunden nach der Bestrahlung mit 35S-
Methionin fiir 5 Stunden pulsmarkiert. Cytoplasmaextrakte aus
diesen Zellen wurden mit Kaninchenserum gegen menschliches IL-
la. und zur Kontrolle mit Serum von nicht immunisierten Kaninchen
(NRS) immunprizipitiert. Die Antikérper waren vor der Immun-
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prdzipitation an ProteinA-Sepharose gekoppelt worden. Die
immunprizipitierten Proteine wurden auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und autoradiographiert. UV-Bestrahlung fiithrt zur
vermehrten Neusynthese eines Proteins, das spezifisch von den IL-
l1o-Antikorpern erkannt wird (Abb.16). Das Protein befindet sich
auf dem SDS-Gel in einem Molekulargewichtsbereich von etwa
33kD und wird von Antikorpern aus nicht immunisierten
Kaninchen nicht erkannt. Die Spezifitit der Antikdorper und die
Tatsache, daB die cytoplasmatische Form des IL-la Proteins im
SDS-Gel bei 33kD lduft, spricht dafiir, daB es sich bei dem UV-
induzierten Protein um die cytoplasmatische Form des IL-la

Proteins handelt.

anti IL-1 NRS
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Abb.16: UV-induzierte Neusynthese des IL-la Proteins. Cytoplasmaextrakie
aus unbestrahlten (Kon) und mit 30J/m2 UV-bestrahlten (UV) HeLa-Zellen,
die 11h nach der Bestrahlung fir 5h mit 33S-Methionin pulsmarkiert
worden waren, wurden mit Antikérpern gegen IL-la (anti IL-1) und
Antikdérpern aus nicht immunisierten Kaninchen (NRS) immunprizipitiert.
Die immunprizipitierten Proteine wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt.
Die Zahlen auf der linken Seite geben das Molekulargewicht der
Markerproteine (Ma) in kD an. Der Pfeil zeigt auf das Protein, das nach UV-

Bestrahlung verstirkt synthetisiert wird und mit den IL-la AntikSrpern

immunprizipitiert werden konnte.



8.3. IL-la ist nach UV-Bestrahlung vermehrt im Kultur-
medium nachweisbar.

Da in dieser Arbeit nach UV-Bestrahlung eine erhdhte IL-lo-
Aktivitit im Kulturmedium der Zellen nachzuweisen war (Abschnitt
5), und nach den, im vorherigen Abschnitt gezeigten Daten iiber die
UV-induzierte Synthese der cytoplasmatischen Form des IL-lo-
Proteins, war es wahrscheinlich, auch eine, durch UV-Bestrahlung
erhohte Menge an IL-la Protein im Kulturmedium UV-bestrahlter
Zellen nachweisen zu konnen. Dies wird im Folgenden sowohl fiir
das neusynthetisierte IL-lo Protein, als auch fiir die Gesamtmenge
an IL-lo Protein gezeigt.

8.3.1. Die Menge an neusynthetisiertem IL-lo im Kultur-
medium nimmt nach UV-Bestrahlung zu.

Der Nachweis, dafl die Menge an neusynthetisiertem IL-lo Protein
im Medium nach UV-Bestrahlung zunimmt, wurde durch einen
dhnlichen experimentellen Ansatz erbracht, wie er unter 8.2. fiir
das cytoplasmatische Protein beschrieben worden ist. Hierzu
wurden HeLa-Zellen nicht bestrahlt oder UV-bestrahlt und 11
Stunden nach der UV-Bestrahlung mit 35S-Methionin fiir 5 Stunden
pulsmarkiert. Danach wurde das Medium mit ProteinA-gebundenen
Kaninchenantikdorpern gegen IL-la immunprazipitiert, die
priazipitierten Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt und
autoradiographiert (Abb.17a). Die spezifisch prizipitierte, UV-
induzierte Protein-Bande befindet sich an der Stelle des SDS-Gels,
wo man die sezernierte 17kD-Form des IL-la Proteins erwarten
wiirde. Verglichen mit der UV-Induktion des neusynthetisierten
31kD IL-la Proteins im Cytoplasma (Abb.16), ist die UV-Induktion
des 17kD IL-la Proteins im Medium viel geringer. Dies diirfte
darauf zuriickzufiihren sein, daB es technisch sehr schwierig ist,
eine relativ geringe Menge Antigen aus einem relativ grofien
Volumen mit Antikorpern zu pridzipitieren. Das Experiment weist
aber darauf hin, daB nicht das gesamte UV-induzierte IL-la Protein
in das Kulturmedium gelangt.
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Abb.17a: UV-induziertes neusynthetisiertes IL-la Protein (17kD-Form) wird
in das Zellkulturmedium sezerniert. Kulturmedium von unbestrahlten (Kon)
und mit 30J/m2 UV-bestrahlten (UV) HeLa-Zellen, die 11h nach der UV-
Bestrahlung fiir Sh mit 35S-Methionin pulsmarkiert worden waren, wurde
mit Antikdrpern gegen IL-la (anti IL-1) immunprizipitiert. Die immun-
prédzipitierten Proteine wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Die Zahlen
auf der linken Seite geben das Molekulargewicht der Markerproteine (Ma)
in kD an. Der Pfeil zeigt auf das Protein, das nach UV-Bestrahlung verstirkt

synthetisiert und sezerniert wurde und mit den IL-la  Antikérpern

immunprizipitiert werden konnte.

8.3.2. Die Gesamtmenge an IL-la im Kulturmedium nimmt
nach UV-Bestrahlung zu.

Um zu iiberpriifen wie es sich mit der Gesamtmenge des IL-la
Proteins im Medium UV-bestrahlter Zellen verhilt, wurde die
Technik der Western-Analyse eingesetzt. Kulturmedium von
unbestrahlten und von bestrahlten Zellen wurde 48 Stunden nach
der UV-Bestrahlung geerntet, TCA-gefidllt und auf einem SDS-Gel
aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine proteinbindende
Membran transferiert und das gesuchte Antigen, in diesem Fall das
IL-1a Protein, mit der Methode der "indirekten Immunférbung”



nachgewiesen. Bei dieser Methode inkubiert man die Membran in
einem ersten Schritt mit dem spezifischen, sogenannten priméren
Antikorper, der das gesuchte Antigen erkennt und bindet. In einem
zweiten Schritt inkubiert man die Membran mit einem sogenannten
sekunddren Antikoérper, der gegen den primidren Antikérper
gerichtet ist und an diesen bindet. An den sekundidren Antikdrper
ist ein Enzym, in diesem Fall die alkalische Phosphatase, gekoppelt.
Der Nachweis des Antigens besteht nun darin, daB der Filter in
einem dritten Schritt mit einem Substrat fir die alkalische
Phosphatase inkubiert wird, und dieses Substrat an der Stelle des
Filters umgesetzt wird und zu einer intensiven Fidrbung der
Membran fiihrt, an der sich das gesuchte Antigen befindet.
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Abb.17b: Western Blot Analyse der UV-induzierten Proteine mit Antikdrpern
gegen IL-la. Kulturmedium von unbestrahlten (Kon) und mit 30J/m2 UV-
bestrahlten (UV) HeLa-Zellen, das 48h nach der UV-Bestrahlung geerntet
worden war, wurde auf einem SDS-Gradientengel aufgetrennt und auf eine
proteinbindende Membran iibertragen. Die Membran wurde in einem ersten
Schritt mit Kaninchenantiserum, das gegen IL-la gerichtet war und in
einem zweiten Schritt mit Ziegenantiserum, das gegen Kaninchen IgG
gerichtet war inkubiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch die, an
die Ziegenantikdrper gekoppelte, alkalische Phosphatase. Die Zahlen auf der
rechten Seite geben das Molekulargewicht in kD an. Die Pfeile zeigen auf die
UV-induzierten Banden im Bereich von 17 und 33kD. Es handelt sich um zwei

unabhingig voneinander durchgefiihrte Experimente (Expl/Exp2).

67



68

Abb.17b zeigt, daB mit dieser Methode mit den IL-la-Antikérpern,
sowohl im Bereich von 33 kD als auch im Bereich von 17kD UV-
induzierte Banden auftreten. Aus welchem Grund in einem
Experiment (Abb.17b, links) im Bereich von 33kD und 17kD UV-
induzierte Banden auftreten, in einem anderen Experiment (Abb.
17b, rechts) dagegen nur im Bereich von 33kD, ldBt sich derzeit
nicht sagen.

Zusammenfassend 148t sich iiber die UV-Induktion von IL-la auf
Proteinebene Folgendes sagen: UV-Bestrahlung von HeLa-Zellen
fihrt zu einer verstirkten Neusynthese des 31kD IL-la Proteins im
Cytoplasma und zu einer verstirkten Sekretion des neu-
synthetisierten 17kD IL-l1o Proteins ins Medium. Unter diesen
Bedingungen (11 Stunden nach der UV-Bestrahlung fiir 5 Stunden
markiert) findet man im Cytoplasma ausschlieBlich die 31kD Form
und im Medium ausschlieBlich die 17kD Form, was dafiir spricht,
daf, zum einen, die Prozessierung der 31kD Form in die 17kD-Form
nicht in der Zelle stattfindet und zum anderen die 31kD Form nicht
ins Medium sezerniert wird. Schaut man sich nicht nur die
neusynthetisierten Proteine, sondern die Gesamtmenge an
sezernierten Proteinen an, so findet man sowohl die groBere, als
auch die kleinere Form des IL-la Proteins im Medium. Bei diesen
Versuchen wurde das Medium erst 48 Stunden nach der UV-
Bestrahlung geerntet. Es ist moglich, dal 48 Stunden nach der UV-
Bestrahlung die Plasmamembran der Zellen teilweise schon so stark
geschiddigt war, dal das 31kD IL-l1a Protein passiv durch die
zerstorte Membran ins Medium gelangt ist.

8.4. Nach UV-Bestrahlung ist die Kollagenase induzierende
Aktivitdit von membrangebundenem IL-la verstiarkt nach-

weisbar.

Neben der I16slichen intrazelluldren und extrazelluliren Form
existiert in verschiedenen Zelltypen auch eine membrangebundene
Form des IL-la Proteins (Bakouche et al.,, 1987, Brody und Durum,
1989, Junming et al.,, 1987). Ob es sich hierbei um eine eigen-
stindige Form handelt, oder ob es sich um eine Zwischenstufe



handelt, iiber die die cytoplasmatische Form schlielich ins Medium
gelangt, weil man derzeit nicht. Nach den bisher in dieser Arbeit
gezeigten Daten iiber die UV-Induktion der 16slichen IL-la
Proteine, erschien es sinnvoll zu untersuchen, ob in HeLa-Zellen ein
membrangebundenes IL-1a Protein existiert, und, sofern es
existiert, ob es nach UV-Bestrahlung vermehrt nachzuweisen ist. Zu
diesem Zweck wurden aus unbestrahiten und bestrahlten HeLa-
Zellen Membranen pridpariert. Die Membranen wurden in Puffer
aufgenommen, dem Kulturmedium normaler menschlicher Fibro-
blasten zugesetzt und auf Kollagenase induzierende Aktivitit
untersucht.

10 40 150  x 10F Zelle
>1
>

o o1 11
-

o
"4

Abb.18a: UV-Bestrahlung induziert eine membrangebundene Kollagenase
induzierende Aktivitit. Aus unbestrahiten (Ko) und mit 30J/m2 UV-
bestrahlten (UV) HeLa-Zellen wurden 24h nach der Bestrahlung
Membranen pripariert. Membranen aus 1.0 x 105, 40 x 105 und 1.5 x 106
Zellen wurden fiir 12h auf normale menschliche Fibroblasten gegeben und
auf Kollagenase induzierende Aktivitdt getestet. Hierzu wurden die Zellen fir
2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die sezernierten Proteine auf einem

SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-Protein.

Es zeigte sich, daB auch Membranen von unbestrahlten Zellen eine
Kollagenase induzierende Aktivitdt besitzen und daBl sich diese
Aktivitit durch UV-Bestrahlung verstirken 1d8t (Abb.I18a).
Behandelt man die Membranen mit Trypsin, so geht die Aktivitit

69



70

verloren (Abb.18b). Demzufolge sollte es sich um ein Protein
handeln, das fiir diese Aktivitdt verantwortlich ist.

Abb.18b: Die membrangebundene, Kollagenase induzierende Aktivitit wird
durch Trypsinbehandlung zerstért. Membranen aus 1.0 x 100 unbestrahlten
(Ko) oder mit 30J/m2 UV-bestrahlten (UV) HeLa-Zellen wurden nicht mit
Trypsin (-) oder mit Trypsin (+) behandelt (die Trypsinbehandlung ist unter
Material und Methoden im Abschnitt 17 nidher beschrieben). Nach der
Behandlung wurden die Membranen auf Kollagenase induzierende Aktivitit
getestet. Hierzu wurden die Membranen fiir 12h auf normale menschliche
Fibroblasten gegeben. Danach wurden die Zellen fiir 2h mit 35S-Methionin
pulsmarkiert und die sezernierten Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt.

Der Pfeil zeigt auf das Kollagenase-Protein.

Fiihrt man den Test auf Kollagenase induzierende Aktivitit in
Gegenwart von Kaninchenantikérpern gegen IL-la durch, so
verschwindet die Aktivitdt ebenfalls (Abb.18c). Dagegen hat Serum
von nicht immunisierten Kaninchen keinen Einflull (Abb.I18c). Diese
Experimente zeigen, dafl in Hela-Zellen, neben den l1&slichen IL-la
Proteinen auch ein membrangebundenes IL-la Protein vorkommt,
dessen Kollagenase induzierende Aktivitdt durch UV-Bestrahlung
verstiarkt wird.
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Abb.18c: IL-lo Antikérper hemmen die membrangebundene, Kollagenase
induzierende Aktivitit. Membranen aus 1.0 x 100 nicht bestrahlten (Ko) und
mit 30J/m2 UV-bestrahlten (UV) HeLa-Zellen wurden nicht mit Antikérpern
inkubiert, mit IL-lo Antikbrpern (anti IL-1) inkubiert oder mit Serum aus
nicht immunisierten Kaninchen inkubiert (NRS). Die Inkubation erfolgte
4h bei 4°C auf einer sich drehenden Scheibe (die Behandlung der
Membranen mit den AntikOérpern ist unter Material und Methoden im
Abschnitt 17 nidher beschrieben). Danach wurden die Membranen auf
normale menschliche Fibroblasten gegeben und auf Kollagenase indu-
zierende Aktivitdt getestet. Kontrollzellen (Kon) wurden nicht behandelt.
Nach 12h wurden die Zellen fiir 2h mit 35S-Methionin pulsmarkiert und die
sezernierten Proteine auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf das

Kollagenase-Protein.

9. UV-Induktion des basischen Fibroblasten-Wachstums-
faktors.

Uber die genomische Organisation des menschlichen bFGF-Gens ist
noch relativ wenig bekannt. Die GroBe der bFGF mRNA in
verschiedenen Zellen und Geweben variiert (Halaban et al., 1988,
Kurokawa et al., 1987). Das bFGF Protein ist ein 17kD groBles
Molekiil, das in dieser GroBe sowohl intrazellulir als auch
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extrazelluldr vorkommt und besitzt, dhnlich wie das IL-la Protein
kein typisches Signalpeptid (Halaban et al.,, 1988, Yayon und Klags-
brun, 1990b). Weil dadurch der klassische Weg iiber endoplasma-
tisches Reticulum und Golgi-Komplex als Sekretionsmechanismus
ausscheidet (Muesch et al., 1990), werden auch im Falle des bFGF
neue Arten der Sekretion diskutiert. In den folgenden Experimen-
ten wurde untersucht, ob eine durch UV-Bestrahlung verstirkte
Akkumulation der bFGF mRNA und eine verstirkte Neusynthese
des bFGF Proteins der Grund fiir die erhohte bFGF-Aktivitdt im
Medium UV-bestrahlter Zellen ist.

9.1. UV-Bestrahlung fihrt zur Akkumulation der bFGF
mRNA.

Um zu iberpriifen, ob es nach UV-Bestrahlung von Hela-Zellen zu
einer Akkumulation von bFGF mRNA kommt, wurden Northern-
Hybridisierungen mit polyA+-mRNA aus HeLa-Zellen durchgefiihrt.
RNA aus unbestrahlten und UV-bestrahlten Zellen wurde mit einer
Rinder-bFGF cDNA-Probe hybridisiert. Diese Probe kreuzreagiert
mit der menschlichen RNA. Mit dieser Methode waren sechs RNA-
Spezies mit GroBen zwischen 1,2kb und 7,0kb nachweisbar
(Abb.19). Transkripte mit dieser GroBle sind auch in unter-
schiedlichen menschlichen Melanomzellinien und in embryonalen
menschlichen Lungenzellen nachgewiesen worden (Halaban et al.,
1988, Kurokawa et al.,, 1987). Die Menge des groBten Transkripts
steigt bereits 15 Minuten nach der UV-Bestrahlung an, erreicht
nach einer Stunde ein Maximum und hat 8 Stunden nach der UV-
Bestrahlung wieder das Niveau der Kontrolle erreicht. Aus welchem
Grund es sechs verschieden grofle Transkripte gibt und weshalb
nur das groBite Transkript UV-induzierbar ist, 14t sich nach
derzeitigem Wissensstand nicht sagen. Bemerkenswert ist, daf die
Akkumulation der bFGF mRNA sehr schnell nach der UV-Be-
strahlung einsetzt. Die Kinetik dieser Akkumulation gleicht sehr
stark derjenigen der sogenannten "immediate early” Gene. Als
Kontrolle, daB gleiche Mengen an RNA eingesetzt worden waren,
wurde der Filter mit einer GAPDH cDNA-Probe nachhybridisiert.
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Abb.19: UV-induzierte Akkumulation der bFGF mRNA. HcLa-Zcllen wurden
nicht bestrahlt (Ko) oder mit 30J/m2 UV-bestrahlt (UV). Zu den
angegebencn Zciten nach der UV-Bestrahlung wurde polyAt-RNA
priparicrt. Jc 5Spg RNA wurden auf cincm Agaroscgel aufgetrennt und  auf
HybondN+* ibertragen. Der HybondN*+-Filter wurde zuerst mit ciner 32P-
markicriecn bFGF c¢DNA-Probe (linke Abbildung) und nach Dchybridisicrung
mit eciner 32P-markicrten GAPDH c¢DNA-Probc hybridisicrt  (rechte
Abbildung). Die Zahlenangaben auf der rechten Scite markicren dic Stclien
an denen die 28S (4718 Nukleotide), 23S (2904 Nukicotide), 18§ (2237
Nukleotide) und die 16S (1541 Nuklcotide) rRNA’s laufen. Der Pfeil zeigt das
UV-induzierte, grofite Transkript.

9.2. UV-Bestrahlung fithrt zur vermehrten Neusynthese
des bFGF Proteins.

Die UV-induzierte Akkumulation der bFGF mRNA fiihrt zu einer
erhohten Synthese des bFGF Proteins. Um dies zu zeigen, wurden
Cytoplasmaextrakte aus unbestrahlten und UV-bestrahlten HeLa-
Zellen prédpariert, die unmittelbar nach der UV-Bestrahlung fiir 4
Stunden mit 335S-Methionin pulsmarkiert worden waren. Die
Cytoplasmaextrakte wurden mit, an ProteinG-gebundenen,
monoklonalen Mausantikérpern gegen den bFGF immunprizipitiert
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(ProteinG bindet spezifisch Mausantikorper des IgG-Typs), auf
einem SDS-Gel aufgetrennt und autoradiographiert. Zur Kontrolle
wurden die gleichen Extrakte mit, an ProteinA-gebundenen,
Kaninchenantikérpern gegen den aFGF immunprézipitiert.

anti-bFGF andi-oFGF

lkon uv! kon uv!

Abb.20: UV-induzicrte Ncusynthese des bFGF Proteins. Cytoplasmacxtrakic
aus unbestrahlten (Kon) und mit 30J/m2 UV-bestrahlien (UV) HecLa-Zcllen,
dic unmittclbar nach der UV-Bestrahlung fir 4h mit 35S-Mecthionin
pulsmarkiert worden waren, wurden mit Antik6rpern gegen den bFGF  (anti-
bFGF; MAK 8/16) oder mit Antikérpern gegen den aFGF immunprizipiticrt.
Die immunprizipitierten Proteine wurden auf ecinem SDS-Gel aufgetrennt.
Die Pfeile in der Mitte zeigen auf die Proteine, die nach UV-Bestrahlung
verstdrkt synthetisiert wurden und die mit den bFGF-Antikdrpern
immunprizipitiert werden konnten. Die Zahlen auf der linken Seite geben

die Molekulargewichte in kD an.

UV-Bestrahlung fiihrt zu einer verstirkten Neusynthese einiger
Proteine, die spezifisch von den bFGF-Antikorpern erkannt werden
(Abb.20). Eines dieser Proteine befindet sich auf dem SDS-Gel in
dem Molekulargewichtsbereich, in dem man auch das 17kD grofle
bFGF Protein erwarten wiirde. Auf die Identitit der beiden anderen
Proteine wird in der Diskussion n#her eingegangen. Da im bFGF
Protein nur zwei der 155 Aminosduren Methionin sind (Abraham



et al.,, 1986), war die Technik der Immunprizipitation 35S-Methio-
nin markierter Proteine nicht empfindlich genug, um neu-
synthetisiertes bFGF im Kulturmedium UV-bestrahlter Zellen
nachweisen zu konnen. Auch die Bestimmung des gesamten bFGF
Proteins mit Hilfe der "Western-Blot" Technik war wegen des
Fehlens geeigneter Antikdrper unmdglich. Dennoch zeigen die, in
diesem Abschnitt geschilderten Daten, dal es nach UV-Bestrahlung
von HeLa-Zellen zu einer Akkumulation von bFGF-mRNA und zu
einer verstirkten Neusynthese des bFGF-Proteins kommt und, daf§
dies sicherlich einer der Griinde ist, durch die es zu einer erhohten
bFGF-Aktivitit im Kulturmedium UV-bestrahlter Hela-Zellen
kommt.

10. IL-1a ist moglicherweise fiir die Erhohung der trans-
kriptionellen Aktivitidt eines HIV-1 Promoter-Konstruktes
durch EPIF-Medium verantwortlich.

Hauptziel der Arbeit war, wie anfangs erwihnt, die Reinigung,
Identifizierung und Charakterisierung der Faktoren, die fiir die
Kollagenase induzierende Aktivitit von EPIF verantwortlich sind.
Dieses Ziel ist, wie die in den vorangegangenen Abschnitten
geschilderten Ergebnisse zeigen, auch erreicht worden. Neben der
Kollagenase induzierenden Aktivitit besitzt EPIF aber noch eine
Reihe anderer Aktivititen, beispielsweise erhoht es die trans-
kriptionelle Aktivitit eines HIV-1 Promoter-Konstruktes (Abb.2,
Stein et al.,, 1989a). Es stellte sich daher die Frage, ob die in dieser
Arbeit als Kollagenase induzierende Faktoren identifizierten
Proteine, IL-la und bFGF, auch fir die Erhohung der trans-
kriptionellen Aktivitit eines HIV-1 Promoter-Konstruktes durch
EPIF verantwortlich sind. Hierzu wurden Hela-Zellen transient mit
verschiedenen HIV-1 Promoter-Konstrukten, die an das bakterielle
Chloramphenicol-Acetyltrasferase(CAT)-Reportergen gekoppelt wa-
ren, transfiziert. Die Zellen wurden mit Ko-Medium, UV-Medium
(Abb. 21a), rekombinantem IL-lo oder rekombinantem bFGF (Abb.
21b) behandelt und die CAT-Enzymaktivitit gemessen.
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Abb. 21a: Medium UV-bestrahlter Zcllen erhoht die transkriptionelle
Aktivitit von HIV-1 CAT-Konstrukten. Die angegebenen CAT-Konstrukte
(10pg) wurden transient in HcLa-Zcllen transfizicrt. Dic Zcllen wurden nicht
behandelt (Ko), mit Medium wunbestrahlicr HecLa-Zcellen (Ko-M.) bchandcelt
oder mit Medium -von, mit 30J/m2, UV-bestrahlicn HeLa-Zellen (UV-M.)
bechandclt. Dic CAT-Aktivitit wurde 42h nach der Induktion bestimmt und ist

in pmol x min-1 x mg-! angcgeben.

Die Expression eines HIV-1 Promoter-CAT-Konstruktes (-633/+80
HIV-1), das den gesamten HIV-LTR, sowie einige env-Sequenzen
enthdlt (Nabel und Baltimore, 1987, Rosen et al., 1985 , Tong-
Starksen et al., 1987), ist in HeLa-Zellen durch UV-Medium und IL-
la induzierbar. Mutationen im sogenannten HIV-1 Enhancer
(-633/+80 mut HIV-1) zerstoren dagegen die Antwort des Gens auf
EPIF und IL-la. Als Enhancer bezeichnet man DNA-Elemente, die
die Transkription auch in grofBerer Entfernung zur Initiationsstelle
und orientierungsunabhingig positiv regulieren (Ptashne, 1988,
Serfling et al., 1985). Der HIV-1 Enhancer besteht aus zwei, fast
identischen Kopien eines Sequenzmotivs (kB-enhancer), das ur-
spriinglich im Promoter des Gens, das fiir die leichte Kette der
Kappa-Immunglobuline kodiert, gefunden wurde (Picard und
Schaffner, 1984, Sen und Baltimore, 1986). Dieser Enhancer stellt
eine Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor NFkB (Nuklearer
Faktor kB) dar (Osborn et al., 1989).
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Abb. 21b: IL-la erhoht die transkriptionelle Aktivitdit von HIV-1 CAT-Konstrukten. Die angegebenen
CAT-Konstrukte (10pg) wurden transient in HeLa-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden nicht
behandelt (Ko), mit 30ng/ml IL-la (IL-1), 10ng/ml bFGF (FGF) oder mit 30ng/ml IL-la und 10ng/ml

bFGF (IL+FGF) behandelt. Die CAT-Aktivitit wurde 42h nach der Induktion bestimmt und ist in pmol x
min-! x mg! angegeben.



Das hier eingesetzte Konstrukt (-633/+80 mut HIV-1) enthilt
Punktmutationen 1in beiden kB-Sequenzmotiven. Die Punkt-
mutationen zerstoren nicht nur die IL-lo- und EPIF-Induktion,
sondern reduzieren auch die basale Expression von HIV-1. Um zu
beweisen, dal der HIV-1 Enhancer nicht nur noétig sondern auch
ausreichend fiir die EPIF- und IL-lo-Induktion ist, wurde ein
synthetisches Oligonukleotid eingesetzt, das beide Enhancer-Motive
von der Position -105 bis -79 vor der Albumin TATA-Box des
Xenopus Albumingens enthdlt (-105/-79 TATA). Dieses Konstrukt
ist durch EPIF und IL-lo induzierbar, der Vektor (TATA) dagegen
nicht. Die in diesem Abschnitt beschriebenen HIV-1 Promoter-
Konstrukte sind in Abbildung 2Ic schematisch dargestellt. Mit
diesen Experimenten konnte gezeigt werden, daBl sich die EPIF-
Wirkung auf den HIV-1 Promoter durch das Vorhandensein von
IL-1a im EPIF-Medium erkldren 1dB8t. Der bFGF aktiviert unter
diesen Bedingungen den HIV-1 Promoter nur geringfiigig.

@ Enhancer-Motive

Spl-Bindestelle

-633 +80 '
. ~633/+80 HIV-1

-633 «80 ‘ tar-Region
VY .. LCAT -633/+80 mutHIV-1

TATA-Box
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M’ m -105/-79 TATA r" Start der Transkription
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Abb. 21c: Schematischer Aufbau der verwendeten HIV-1 CAT-Konstrukte mit
einigen wichtigen DNA-Elementen. Mit XX sind die Punktmutationen im
HIV-1-Enhancer gekennzeichnet (aus GGG zwischen -104/-102 wurde CTC
und aus GGG zwischen -90/-88 wurde CTC). AuBerdem ist die CAT-kodierende
Region und der Xenopus Albumin-Promoter (TATA) gekennzeichnet.
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Diskussion:

UV-Strahlung ist eine niederenergetische Strahlung, die nicht sehr
tief in den Korper eindringt. Da die Haut die meiste Strahlungs-
energie absorbiert, zeigt sich besonders an ihr die karzinogene
Wirkung der UV-Strahlung. Der Zusammenhang zwischen UV-
Strahlung und Hautkrebs ist schon sehr lange bekannt und gilt
heute als gesichert (Scott und Straf, 1977). Da UV-Strahlung zudem
eines der mutagenen Agenzien ist, denen sich der Mensch kaum
ginzlich entziehen kann, ist es wichtig, den EinfluB von UV-
Strahlung auf Sidugerzellen zu untersuchen. UV-Strahlung fiihrt
beispielsweise dazu, daB bestrahlte Zellen einen Faktor (EPIF)
sezernieren (Schorpp et al., 1984), der in unbestrahlten Zellen das
gleiche genetische Programm induziert wie UV-Bestrahlung selbst.
Hierzu zdhlt die Aktivierung des Gens, das fiir die extrazellulire
Protease Kollagenase kodiert (Schorpp et al.,, 1984) und die
Aktivierung des HIV-1 Provirus (Stein et al., 1989a). Ziel dieser
Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung des Faktors
oder der Faktoren, die hierfiir verantwortlich sind. Es ist in dieser
Arbeit gelungen zu zeigen, daB das Cytokin Interleukin-la und der
basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor fiir diese Aktivitidten ver-
antwortlich sind. Ferner konnte gezeigt werden, dal UV-
Bestrahlung von Hel.a-Zellen zu einer Akkumulation von IL-lo-
und bFGF-mRNA und zu einer verstirkten Neusynthese der beiden
Proteine fiihrt.

EPIF-Reinigung

An dieser Stelle sollen einige Anmerkungen iiber meine
Vorgehensweise bei der EPIF-Reinigung gemacht werden. Sie
unterscheidet sich in zwei Punkten wesentlich vom konventionellen
Typ einer Proteinreinigung. Das Ziel war die Reinigung einer
biologischen Aktivitit und zwar der Kollagenase induzierenden
Aktivitdt, d.h. jede Siulenfraktion wurde im biologischen Test auf
Aktivitit hin untersucht. Hierzu wurden die Fraktionen nach Dialyse
auf lebende Zellen gegeben und die Menge des, von diesen Zellen,
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neusynthetisierten und sezernierten Kollagenase Proteins bestimmt.
Aus diesem Grund wurde auf den Zusatz von Protease-Inhibitoren
und Substanzen wie Mercaptoethanol oder Dithiothreitol verzichtet,
denn es war nicht auszuschlieBen, daB Reste dieser Substanzen auch
nach der Dialyse noch in den Proben sind und den biologischen Test
unmoglich machen. Auch das Ergebnis der Reinigung war ein
anderes, als es bei konventionellen Proteinreinigungen {iblich ist.
Normalerweise ist das Ziel einer Reinigung, den zu reinigenden
Faktor in ausreichender Reinheit und Menge zu erhalten, so daB
beispielsweise eine Identifizierung des gesuchten Proteins anhand
einer Sequenzierung moglich ist. Die Reinigung von EPIF endete in
dieser Arbeit damit, da es moglich war, drei Kollagenase indu-
zierende Faktoren voneinander zu trennen und die einzelnen
Faktoren mittels Antikorpern, die gegen bekannte Kollagenase
induzierende Faktoren gerichtet waren zu hemmen und damit zu
identifizieren.

An dieser Stelle sei erwidhnt, daB die Identifizierung der
sogenannten “"Hochsalzfraktion", d.h. der Fraktion, die mit extrem
hoher Affinitit an Heparin-Sepharose bindet und die spiter als
basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor identifiziert wurde, lange
Zeit nicht aufgeklirt werden konnte. Diese Fraktion enthielt nur
noch wenige Proteine und es wurden groBfere Mengen der Aktivitit
aus vielen Litern Kulturmedium aufgereinigt und zur Immu-
nisierung von Maiusen eingesetzt, in der Hoffnung monoklonale
Antikorper gegen diese Aktivitdit zu erhalten. Die immunisierten
Tiere zeigten keine Immunantwort auf dieses Protein. Nachdem es
dann gelungen war, diesen Faktor als basischen Fibroblasten-
Wachstumsfaktor zu identifizieren, gab es hierfiir eine Erkldrung:
Die Aminosduresequenz des menschlichen bFGF Proteins hat eine
99%ige Homologie zu der des Rinderproteins (Abraham et al., 1986a,
1986b) und ist wahrscheinlich auch im Vergleich zu derjenigen der
Maus stark konserviert. Demzufolge scheint ein sehr starker
Selektionsdruck auf der Erhaltung der Struktur und Funktion dieses
Proteins zu liegen. Aus diesem Grund ist es nicht erstaunlich, daf
das Immunsystem einer Maus auf menschliches bFGF Protein nicht
reagiert. '



UV-Induktion des Cytokins Interleukin-la (IL-1a).

IL-1a wurde als Protein entdeckt, welches hauptsichlich von
Makrophagen produziert wird und im Immunsystem bei der
Aktivierung von T-Zellen und der Aktivierung, Differenzierung und
Proliferation von B-Lymphocyten eine wichtige Rolle spielt
(Ubersichtsartikel: Giovine und Duff, 1990). Neben diesen Funk-
tionen im Immunsystem hat es noch eine Fiille anderer Funktionen
(z.B. es reguliert die Proliferation von Fibroblasten, Schmidt et al.,
1982; es stimuliert die Kollagenase-Synthese in Fibroblasten,
Postlewaite et al., 1983; es induziert die Transkription des
Stromeolysinpromoters, Frisch und Ruley, 1987; es stimuliert den
HIV-1 Enhancer, Osborn et al., 1989) und wird auBler von
Makrophagen auch noch von vielen anderen Zellen (z.B. B-Zellen, T-
Helfer-Zellen, Endothelzellen, Keratinocyten, Fibroblasten) produ-
ziert (Ubersichtsartikel: Giovine und Duff, 1990). Es gibt zwei
Formen des IL-1, das IL-la und das IL-1B. Sie unterscheiden sich
nicht nur in ihrem isoelektrischen Punkt (IL-l1a 5.0, IL-18 7.0),
sondern auch sehr stark in ihrer Aminosduresequenz (Larrick,
1989). Die beiden menschlichen Proteine haben eine Aminosidure-
sequenzhomologie von nur 26%. lhre Tertidrstruktur ist allerdings
sehr dhnlich und sie binden auch an den gleichen Rezeptor (Larrick,
1989, Mizel et al., 1987). Beide Proteine induzieren in menschlichen
Fibroblasten die Transkription des Kollagenase-Gens (Postlewaite et
al., 1983). Eine UV-Induktion von IL-1 ist in friiheren Arbeiten
schon beschrieben worden. Allerdings wurde in diesen Arbeiten
immer nur eine von vielen IL-lo-Aktivititen gemessen (diejenige,
die Proliferation von Thymocyten zu aktivieren) (Ansel et al.,, 1984,
Gahring et al., 1984). Da zudem IL-lo und IL-18 diese Aktivitit
besitzen, konnte bei diesen Versuchen nicht zwischen beiden
differenziert werden. Ob UV-Bestrahlung zu einer verstiarkten
Transkription des IL-1-Gens, zu einer verstirkten Neusynthese des
Proteins oder zur Aktivierung oder Sezernierung des Proteins fiihrt,
war bisher noch nicht bekannt. In der hier vorliegenden Arbeit
konnte nun gezeigt werden, daB UV-Bestrahlung von HeLa-Zellen zu
einer Akkumulation der IL-lo mRNA und zu einer verstirkten
Neusynthese des IL-lo Proteins fiihrt. Eine UV-Induktion der IL-18
mRNA war nicht nachweisbar.
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Sehr kontrovers ist derzeit die Diskussion dariiber, wie IL-1 aus der
Zelle gelangt. Da es kein typisches hydrophobes Signalpeptid besitzt,
scheint der konventionelle Weg iiber endoplasmatisches Reticulum
und Golgi-Komplex nicht moglich zu sein.

Ich mochte im Folgenden exemplarisch einige Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen schildern, die sich mit der zelluliren Verteilung
und moglichen Sekretionsmechanismen beschiftigen. Im GroBen
und Ganzen ist man sich dariiber einig, daB IL-1 nicht iiber das
endoplasmatische Reticulum und den Golgi-Komplex sezerniert
wird. So beschreiben einige Gruppen, dafl IL-1-Aktivitit in
verschiedenen Zellkompartimenten z.B. in der Plasmamembran, in
den Lysosomen und im Cytoplasma, jedoch nicht im endo-
plasmatischen Reticulum nachweisbar ist. Einigkeit herrscht auch
weitgehend dariiber, daB die 31kD-Form die Hauptform im
Cytoplasma und die 17kD-Form die Hauptform im Zelliiberstand
darstellt. Wie aber die Sekretion bzw. die Prozessierung des IL-1
ablduft, ist bis heute nicht gekldart. Man erhdlt von Zelle zu Zelle
unterschiedliche Ergbnisse. Zudem scheint die Sekretion von IL-la
und IL-1B unterschiedlich reguliert zu werden. Untersuchungen von
Giri et al. (1985) lassen den SchluB zu, daBl aus der 31kD-Form
durch eine extrazellulire Protease die 17kD-Form entsteht (da die
17kD-Form nicht in Zellysaten nachzuweisen ist). Eine extrazellulidre
Protease, die die 31kD-Form in die 17kD-Form iiberfiihrt, konnte
aber bisher nicht nachgewiesen werden (Hazuda et al., 1988). Die
Arbeitsgruppe von Brody (1989) beschreibt, daB eine membran-
gebundene Form des IL-la, die iiber Lektin-dhnliche Interaktion an
die Plasmamembran gebunden ist, die Zwischenstufe darstellen
konnte, iiber die IL-lo prozessiert und sezerniert wird. Die
Arbeitsgruppen von Kobayashi (1988) und Beuscher (1988) zeigen,
daB IL-1 phosphoryliert werden kann und daB diese Phos-
phorylierung mdoglicherweise etwas mit dem Sekretionsmecha-
nismus zu tun haben konnte. An den eben geschilderten Beispielen
wird deutlich wie kompliziert der Prozessierungs- und Sekretions-
mechanismus des IL-1 offensichtlich ist. AuBerdem ist anzunehmen,
daB er, nach den bisher vorliegenden Daten, von Zelle zu Zelle
variiert.

Es gibt zwei interessante und einleuchtende Hypothesen, aus
welchem Grund einige Signalmolekiile nicht Jiber den



konventionellen Weg (endoplasmatisches Reticulum und Golgi-
Komplex) sezerniert werden.

Es konnte sein, daB ein anderer Weg gewidhlt wird, um so das
"oxidierende" Milieu des endoplasmatischen Reticulums zu
vermeiden (Rubartelli et al.,, 1990). Die biologisch aktive Form des
IL-18 enthidlt beispielsweise zwei freie Cysteinreste (Priestle et al.,
1988), die im Lumen des endoplasmatischen Reticulums oxidiert
werden konnten, was dann zum Verlust der biologischen Aktivitit
des IL-1B fiihren konnte. Freie Thiol-Gruppen gibt es auch beim
bFGF, der wie IL-1 kein hydrophobes Signalpeptid besitzt und auch
nicht iiber den konventionellen Weg sezerniert wird.

Der Grund fiir einen anderen Sekretionsmechanismus konnte auch
sein, daB dadurch vermieden wird, daB Ligand und Rezeptor iiber
das gleiche Zellkompartiment nach auflen transportiert werden.
Wire dies der Fall, konnte es passieren, dal der Wachstumsfaktor
schon intrazellular an seinen Rezeptor bindet und diesen innerhalb
der Zelle aktiviert. Welche Folgen solch eine interne Aktivierung
eines Wachstumsfaktor-Rezeptors haben kann, zeigt sich am
Beispiel des bFGF, der wie oben erwidhnt, normalerweise kein
Signalpeptid besitzt. Transfiziert man in 3T3-Zellen, die bFGF-
Rezeptor exprimieren, ein bFGF-Gen, das eine Signalsequenz enthilt,
so fiihrt dies zu einer unkontrollierten autokrinen Stimulation und
zur Transformation der Zellen (Yayon und Klagsbrun, 1990a, 1990b,
Halaban et al., 1988). '

Die hier vorliegende Arbeit erbrachte im Hinblick auf die UV-
Induktion des IL-la Proteins folgende Ergebnisse: Nach UV-
Bestrahlung von HelLa-Zellen kommt es zu einer verstirkten
Neusynthese der 31kD-Form des IL-lo Proteins im Cytoplasma.
Auch im Cytoplasma unbestrahlter Zellen ist eine geringe Syn-
theserate von IL-la Protein nachweisbar. Dies zeigt, da IL-la wohl
auch stindig von unbehandelten Zellen bendtigt wird. IL-la scheint
also nicht nur im Immunsystem essentiell zu sein. Die 17kD-Form
war in diesen Experimenten im Cytoplasma nicht nachweisbar. Dies
bestitigt die oben erwihnten Experimente anderer Arbeitsgruppen,
die zeigen, daB die 17kD-Form nicht im Cytoplasma vorkommt und
die Prozessierung demzufolge auch nicht im Cytoplasma stattfinden
kann.
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Der Nachweis der neusynthetisierten 17kD-Form im Kulturmedium
gestaltete sich, wie im Ergebnisteil bereits erwidhnt, &duBerst
schwierig. Es ist fiir manche Zellen gezeigt worden, daB sehr grofle
intrazellulire Speicher an IL-la existieren und daB die Sekretion
nur sehr langsam erfolgt (Hazuda et al.,, 1988). Das bedeutet, dall
man bei einer Pulsmarkierung mit 35S-Methionin nur einen Teil des
intrazelluliren IL-la Proteins, eben den neusynthetisierten Teil
markiert. Da wiederum nur ein Teil dieses markierten Proteins im
Laufe des Experimentes sezerniert wird, kann man nur geringe
Mengen an sezerniertem, markiertem Protein im Kulturmedium
erwarten. Dennoch zeigt diese Arbeit, dal UV-Bestrahlung in HeLa-
Zellen auch verstiarkt zur Sekretion der neusynthetisierten 17kD-
Form fihrt. In diesen Experimenten, bei denen 11h nach UV-
Bestrahlung fiir 5h mit 35S-Methionin pulsmarkiert wurde (d.h. die
Neusynthese zwischen der 11. und 16. Stunde nach UV-Bestrahlung
gemessen wurde), war die 31kD-Form im Kulturmedium nicht
nachweisbar. Bei den "Western-Analysen" waren UV-induzierte
Proteine im Bereich von 17kD und im Bereich von 30-40kD
nachweisbar. Im Unterschied zu der Immunprizipitation mit 35§ -
markierten Zellextrakten bzw. Kulturmedium weist man hierbei die
Gesamtmenge an IL-la und nicht nur den neusynthetisierten Teil
nach. Bei der Western-Analyse fiel auf, daB im Bereich von 17kD
zwei UV-induzierte Banden und im Bereich von 31kD sogar mehrere
UV-induzierte Banden mit den IL-la Antikdrpern nachweisbar
waren. Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist vielleicht im experi-
mentellen Ansatz zu suchen. Im Gegensatz zur Immunprézipitation
bei der kurze Zeit (11-16h) nach UV-Bestrahlung, d.h. zu einem
Zeitpunkt, zu dem der grofte Teil der Zellen noch nicht strukturell
geschiddigt war, nach dem IL-la Protein geschaut wurde, wurde das
Kulturmedium fiir die Western-Analyse erst 48h nach der UV-
Bestrahlung geerntet. Zu diesem Zeitpunkt waren viele Zellen durch
die UV-Bestrahlung schon abgetdtet oder zumindest duBerlich schon
sehr stark geschiddigt. Dieser spidte Zeitpunkt nach der UV-
Bestrahlung wurde gewdihlt, da nach dieser Zeit die UV-induzierte
EPIF-Aktivitit am hochsten war. Das Auftreten der 31kD-Form im
Medium ist also moglicherweise auf, durch Zellyse freigesetztes, IL-
1o zuriickzufiihren und spricht nicht fiir die Sekretion der 31kD
Form des IL-la. Das Auftreten mehrerer Banden in beiden Mole-



kulargewichtsbereichen konnte auf eine proteolytische Aktivitét
zuriickgefiihrt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit lieB sich auch die Existenz einer
membrangebundenen Form des IL-la, wie sie fiir einige Zellen in
der Literatur beschrieben ist, nachweisen (Bakouche et al., 1987,
Brody und Durum, 1989, Lange-Wantzin et al., 1987, Kurt-Jones et
al., 1985, Nagelkerken und van Breda Vriesman, 1986). Wie beim
16slichen IL-lo wurde auch hier die Kollagenase induzierende
Aktivitit dieser membrangebundenen IL-lo Form nachgewiesen.
Statt des konditionierten Mediums wurden Membranen aus
unbestrahlten oder UV-bestrahlten Zellen auf normale menschliche
Fibroblasten gegeben und die Menge an Kollagenase Protein
bestimmt, das von diesen Zellen neusynthetisiert wurde. Schon
unbestrahlte Zellen zeigen diese membrangebundene Aktivitidt, die
sich durch UV-Bestrahlung noch verstdrken 14B8t. Auch dieses
membrangebundene Molekiil kann bei der durch UV-Bestrahlung
induzierten Signalkette eine Rolle spielen.

Zusammenfassend ldaft sich sagen, daBl auch eine Zelle, die nicht Teil
des Immunsystems ist, die Moglichkeit hat, iiber IL-lo mit anderen
Zellen in Kontakt zu treten. Dies geschieht offensichtlich in
verstirktem MaB nach UV-Bestrahlung der Zellen. Im Falle des IL-
loo hat die Zelle die Moglichkeit diesen Kontakt zu unmittelbar
benachbarten Zellen mit Hilfe von membrangebundenem IL-loa und
den Kontakt zu weiter entfernten Zellen durch 16sliches IL-1la, das
von der Zelle sezerniert wird, herzustellen. Dies konnte im Falle der
Aktivierung des HIV-1 Provirus von hochster Brisanz sein, da IL-
lo, das von bestrahlten Zellen der Haut gebildet und sezerniert
wird, iiber die Korperflissigkeiten zu HIV-1 infizierten Zellen im
Korperinneren gelangen und dadurch zum Ausbruch von AIDS
fiihren konnte. Die Moglichkeit einer Beteiligung von IL-la an der
Signalkette, die in der bestrahlten Zelle zu einer Aktivierung des c-
fos-Gens und des Kollagenase-Gens fiihrt, wird in einem spiteren
Teil dieser Diskussion angesprochen.
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UV-Induktion des basischen Fibroblasten-Wachstums-
faktors (bFGF).

Es gibt zwei Arten des FGF, den basischen FGF mit einem
isoelektrischen Punkt von 8-10 und den sauren FGF mit einem
isoelektrischen Punkt von 5-7 (Folkman und Klagsbrun, 1987).
Beide konnten in einer Vielzahl von Zellen und Geweben nach-
gewiesen werden und zeigen je nach Gewebe ein etwas unter-
schiedliches Molekulargewicht (15-18kD) und etwas unter-
schiedliche isoelektrische Punkte. Dies ist wahrscheinlich auf
unterschiedliche Prozessierung des Faktors in unterschiedlichen
Geweben zuriickzufiihren. Die Aminosduresequenz beider Proteine
zeigt eine 53%ige Homologie und ihre Tertidrstruktur ist &hnlich
(Folkman und Klagsbrun, 1987). Beide Wachstumsfaktoren zeigen
sehr viele unterschiedliche biologische Aktivitdten; beispielsweise
fiihren sie zur Proliferation, Migration und Differenzierung einer
ganzen Reihe von Zellen (Ubersichtsartikel: Yayon und Klagsbrun,
1990b, Folkman und Klagsbrun, 1987). Sowohl bFGF als auch aFGF
besitzen, wie im letzten Abschnitt bereits erwihnt, kein typisches
Signalpeptid, sind aber dennoch in der extrazelluliren Matrix
nachweisbar (Yayon und Klagsbrun, 1990b). Dies spricht dafiir, daf
dhinlich wie beim IL-1, ein vom konventionellen Typ des
Sekretionsmechanismus abweichender Weg existieren muBl. Es gibt
eine ganze Familie von Oncogenen, die eine hohe Homologie zu aFGF
und bFGF aufweisen. Zu dieser Familie gehdren die Oncogene int2,
hst/K-fgf, FGF5 und FGF7 (Yayon und Klagsbrun, 1990b, Delli-Bovi
et al., 1988, Mansour und Martin, 1988, Zhan et al., 1988). Im
Gegensatz zum aFGF und bFGF besitzen diese Proteine Signalpeptide.
Diese Oncogene transformieren Zellen und induzieren Tumore. Im
letzten Abschnitt wurde bereits angedeutet, wie man sich dies
erkldren kann. An dieser Stelle mochte ich auf diesen sehr
interessanten Aspekt noch etwas genauer eingehen. Transformiert
man 3T3-Zellen mit normaler bFGF ¢cDNA (d.h. ohne Signalsequenz)
(Yayon und Klagsbrun, 1990b, Rogelj et al., 1989) und erzeugt damit
eine 20-100fach verstirkte Expression des bFGF, so kommt es
lediglich zu einem etwas schnelleren Wachstum und einer etwas
hoheren Zelldichte. Transformiert man hingegen die 3T3-Zellen mit
einer bFGF cDNA, der eine Signalsequenz hinzugefiigt wurde, so



zeigen diese Zellen alle morphologischen und biochemischem
Merkmale einer stark transformierten Zelle. Injiziert man 3T3-
Zellen, die mit der normalen bFGF c¢cDNA transfiziert sind in
Nacktmiuse, so fiihrt das weder zu Tumoren noch zu
Lungenmetastasen; injiziert man dagegen Zellen, die das bFGF
Protein exprimieren, das die Signalsequenz enthilt, so zeigen diese
Zellen etwa das gleiche tumorbildende und metastasierende
Potential wie ras-transformierte Zellen. Diese Experimente deuten
darauf hin, daB dieser Transformation eine autokrine Stimulierung
durch den bFGF zugrunde liegt.

Es werden zwei autokrine Mechanismen diskutiert, die bei der
Transformation eine Rolle spielen sollen. Zum einen die autokrine
Transformation iiber einen externen Weg, d.h. der Wachstumsfaktor
wird sezerniert und bindet an der Plasmamembran an seinen
Rezeptor und zum zweiten die autokrine Transformation iiber einen
internen Weg, d.h. der Wachstumsfaktor bindet schon innerhalb der
Zelle z.B. auf dem Sekretionsweg an seinen Rezeptor und aktiviert
diesen. Im Falle einer Transformation durch den bFGF wird
angenommen, daB es sich um den internen autokrinen Weg handelt.
Denn in den oben geschilderten Experimenten, in denen die
Transfektion von 3T3-Zellen mit einer Signalsequenz enthaltenden
bFGF c¢DNA zu einer Transformation dieser Zellen fiihrte, konnte
keine erhohte Menge an extrazellulairem bFGF im Zelliiberstand
nachgewiesen werden. An einem anderen Beispiel wird deutlich,
daB sich die Existenz eines internen autokrinen Wegs, im Falle des
bFGF auch in einem anderen Versuchansatz nachweisen 1dBt
(Halaban et al., 1988). Metastasierende Melanomzellen bendtigen im
Gegensatz zu normalen menschlichen Melanocyten keine Serum-
faktoren zum Wachstum. Inkubiert man normale menschliche
Melanocyten mit Extrakten aus Melanomzellen, so wachsen diese
auch ohne Serumzugabe. Dieser Effekt 148t sich mit Antikorpern, die
gegen den bFGF gerichtet sind, hemmen. Das Wachstum von
Melanomzellen 148t sich dagegen nicht hemmen, wenn man dem
Kulturmedium diese Antikorper zusetzt, sondern nur wenn man die
Antikorper injiziert. Der gleiche Effekt wird erreicht, wenn man zu
den Melanomzellen synthetische Peptide zusetzt, die dem Bereich
des bFGF Proteins entsprechen, der fiir die Rezeptorbindung
notwendig ist. Dieser Versuch zeigt, daB es Bedingungen gibt, unter
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denen der bFGF schon intrazellulir an seinen Rezeptor bindet und
diesen aktiviert und zwar ohne daB man dem bFGF Protein ein
Signalpeptid hinzugefiigt hat. Wieso der bFGF in Melanomzellen
dazu in der Lage ist, konnte bisher nicht geklart werden. Sowohl bei
den Experimenten, die mit der Signalsequenz enthaltenden bFGF
cDNA durchgefiihrt wurden, als auch bei den Versuchen mit den
menschlichen Melanomzellen war keine bFGF Aktivitit im Medium
nachzuweisen; dies konnte daran liegen, daB in diesen Fillen nur
sehr wenig bFGF nach aufien gelangt oder daB freier sezernierter
bFGF sehr instabil ist.

Prinzipiell ist eine Sekretion und Speicherung des bFGF in der
extrazelluldiren Matrix allerdings moglich (Yayon und Klagsbrun,
1990b). Wie dies geschieht ist noch nicht geklidrt. Einige
Wissenschaftler gehen davon aus, dal der bFGF nach dem Tod der
Zelle durch Zellyse freigesetzt wird (Yayon und Klagsbrun, 1990b).
Ob solch eine unkontrollierte Freisetzung tatsdchlich eine
physiologische Bedeutung hat, ist fraglich. Ein anderer
Mechanismus, der derzeit diskutiert wird, ist die sogenannte polare
Sekretion und Komigration von bFGF mit Heparansulfat-
enthaltenden Oberflichen- und Matrixproteoglycanen (Yayon und
Klagsbrun, 1990b, Moscatelli, 1988). Der bFGF in der extrazelluliren
Matrix ist teilweise an Heparansulfat-enthaltende Proteoglycane
gebunden. Es konnte sein, daBl er schon in der Zelle daran gebunden
ist und deswegen mit diesen Molekiilen zusammen sezerniert wird.
Wie IL-1 ist auch der bFGF ein Substrat fiir Protein-
phosphorylierung (Feige und Baird, 1989, Mascarelli et al., 1989).
Man diskutiert derzeit auch eine Beteiligung von Phosphorylierung
und Dephosphorylierung bei der Prozessierung und Sekretion des
bFGF Proteins. Experimente, die dies eindeutig beweisen, fehlen zur
Zeit aber noch.

An den hier geschilderten Experimenten wird deutlich, welch eine
wichtige Rolle der bFGF in der Zelle spielen kann. Umso interes-
santer sind die, in der hier vorliegenden Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse, da bFGF einen Teil der EPIF-Aktivitit darstellt und,
daB UV-Bestrahlung von HeLa-Zellen zur Akkumulation der bFGF
mRNA und zu einer verstirkten Neusynthese des bFGF Proteins
fiihrt. Es war bisher nicht bekannt, daB UV-Bestrahlung den bFGF
induziert. Eine mogliche Erkldrung fiir die, in dieser Arbeit gezeigte,



Existenz von mindestens 6 verschieden groBlen Transkripten konnte
sein, daB die Transkription an mehreren Stellen stoppt (Kurokawa
et al., 1987). Hierfiir spricht der Nachweis mehrerer polyA bzw.
polyA-dhnlicher Signale im 3°-Bereich des Gens. Die Tatsache, daB
nur das grofite Transkript UV-induziert ist, spricht dafiir, da UV-
Bestrahlung in jedem Fall auch posttranskriptional wirken mu8.
Beispielsweise konnte UV-Bestrahlung gleichzeitig die Transkription
erhohen und die Erzeugung kurzer Transkripte hemmen oder UV-
Bestrahlung konnte spezifisch die lingste RNA stabilisieren (Pays et
al., 1990).

Neben der Akkumulation der bFGF mRNA war es mdoglich eine UV-
induzierte Neusynthese des bFGF Proteins nachzuweisen. Bei der
Immunprizipitation wurden neben einer induzierten Bande im
Bereich von 17kD noch zwei weitere UV-induzierte Banden
nachgewiesen, die ein etwas grofBeres Molekulargewicht haben. Die
Spezifitdt der verwendeten Antikorper (mit den gegen das aFGF
Protein gerichteten Antikdrpern préazipitiert man keines dieser
Proteine) und die Tatsache, daB man nach einer UV-induzierten
Akkumulation der mRNA eigentlich auch eine verstirkte Synthese
des Proteins erwarten muB, sprechen dafiir, dal es sich bei den UV-
induzierten immunprézipitierten Proteinen um bFGF oder immuno-
logisch verwandte Proteine handelt. Auch andere Arbeitsgruppen
haben mit bFGF Antikorpern drei Proteine mit der hier gefundenen
GroBe immunprizipitieren koénnen (Li und Shipley, 1990). Da das
bFGF Protein jedoch nicht als Vorldufermolekiil synthetisiert wird,
das anschlieBend in die 17kD-Form iiberfithrt wird, ist nicht klar,
wie es zu den beiden groBeren Proteinen kommt. Eine mogliche
Erkldarung wire, daB die UV-induzierten Proteine im
Molekulargewichtsbereich von 20 bis 30kD die Genprodukte der
schon oben erwidhnten Oncogene int2 (MG: 27000kD), hst/K-fgf (MG:
23000kD), FGF5 (MG: 29000kD) oder FGF7 (MG: 28000kD) sind, die
eine 40-50%ige Aminosduresequenz-Homologie zum aFGF und bFGF
aufweisen. Es ist nicht auszuschlieBen, daB die bFGF-Antikorper mit
einem dieser Proteine kreuzreagieren. Es miiite sich um Proteine
handeln, die in dem Bereich, der von den Antikorpern erkannt wird,
eine hohe Aminosiduresequenzhomologie zum bFGF nicht aber zum
aFGF aufweisen, da sonst auch die aFGF Antikérper die Proteine
ausfdllen sollten.
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Diese Daten zeigen, dafl der Zelle neben IL-la ein weiteres
Signalmolekiil, ndmlich der bFGF zur Verfiigung steht, um andere
Zellen nach UV-Bestrahlung zu erreichen. Wie IL-la konnte auch
der bFGF an der Signalkette beteiligt sein, die in der bestrahlten
Zelle zur Aktivierung von Genen, beispielsweise des c-fos oder des
Kollagenase-Gens fiihrt. Im letzten Abschnitt der Diskussion werden
einige Aspekte dieser Signalkette dargestellt und eine Beteiligung
von IL-la und bFGF bei diesem Mechanismus diskutiert.

An dieser Stelle ist noch zu sagen, daB mit IL-laa und bFGF die
Faktoren, die den Teil der EPIF-Aktivitdt darstellen, der fiir die
Aktivierung des Kollagenase-Gens und die Aktivierung der HIV-1
Gen-Konstrukte verantwortlich ist, identifiziert werden konnten.
Fiir einen anderen Teil der EPIF-Aktivitdt ist diese Frage noch nicht
geklart. EPIF besitzt auch die Fihigkeit in unbestrahlten Zellen die
Mutationsfrequenz zu erhohen. Es war im Rahmen dieser Arbeit
nicht moglich zu untersuchen, ob IL-lo und bFGF oder ein anderer,
im EPIF-Medium enthaltener Faktor fiir diese Aktivitdt verant-
wortlich ist.

Sind IL-lo und bFGF an der UV-induzierten Aktivierung
des c¢-fos-Gens und des Kollagenase-Gens in der be-
strahlten Zelle beteiligt?

Wie im letzten Abschnitt bereits erwihnt, konnte IL-l1a und/oder
bFGF auch an der Signalkette beteiligt sein, die in der bestrahlten
Zelle zur Aktivierung von Genen fiihrt. Prinzipiell koénnte man sich
drei Wege vorstellen iiber die ein Signal, das vom UV-induzierten
DNA-Schaden ausgeht, schlieBlich seine "Ziel-Gene", d.h. die UV-
induzierbaren Gene erreicht.

1.) Der kiirzeste Weg wire sicherlich der intranukledre Weg, denn
sowohl der Anfang der Signalkette (DNA-Schaden) als auch deren
Ende (Ziel-Gene) befinden sich im Zellkern.

2.) Der, auf den ersten Blick wahrscheinlichste Weg, wire wohl der
Weg iiber das Cytoplasma, denn das Cytoplasma ist der stoff-
wechselaktivste Teil der Zelle und der Ort an dem die Protein-
biosynthese stattfindet. Man kann sich nur schwer vorstellen, dal



eine anscheinend so komplizierte Signalkette ohne Beteiligung des
Cytoplasmas ablaufen kann.

3.) Der auf den ersten Blick umstdndlichste Weg, wire der
extrazellulire Weg, denn das Signal miite zuerst aus dem Kern,
durch das Cytoplasma aus der Zelle herausgelangen und dann den
ganzen Weg wieder zuriick um schlieBlich die entsprechenden Gene
im Kern zu erreichen.

In der vorliegenden Arbeit wurden einige Experimente mit der
Substanz Suramin durchgefiihrt, die Riickschliisse auf die UV-
induzierte Signalkette und - die dabei beteiligten Komponenten
zulassen. Suramin ist eine polyanionische Substanz, die die Bindung
von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren verhindert (Coffey et
al., 1987, Fantini et al., 1989). Diese Wirkung von Suramin gilt als
gesichert. Dagegen ist nicht gekldrt, ob Suramin in die Zelle
eindringt oder nicht. Zum einen wird beschrieben, daB es in v-sis
transformierten Zellen zur Aufnahme von Suramin kommt und zum
anderen wird bezweifelt, daB ein solch hochgeladenes Molekiil wie
Suramin die Plasmamembran passieren kann (Huang und Huang,
1988, Yayon und Klagsbrun, 1990b). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Suraminexperimente zeigen, daB Suramin sowohl
die UV-Induktion der Kollagenase als auch die UV-Induktion von c-
fos hemmt, die TPA-Induktion der Kollagenase und die TPA-
Induktion von c-fos aber nicht. Demnach konnte bei der UV-
induzierten Signalkette eine Wachstumsfaktor-Rezeptor Interaktion
eine Rolle spielen, die fiir die TPA-Induktion nicht notig ist. Teile
der UV- und TPA-induzierten Signalkette sind aber auch identisch.
So wird sowohl die UV-Induktion als auch die TPA-Induktion von
c-fos durch die gleichen Proteinkinase-Hemmstoffe inhibiert
(Biischer et al., 1988, Krimer et al., 1990). Die Proteinkinasen, die in
diesen Versuchen als UV- bzw. TPA-Induktion limitierend
festgestellt wurden, sollten beiden Signalketten gemeinsam sein. Ein
Unterschied zwischen UV- und TPA-induzierter Signalkette, im
Hinblick auf Proteinkinasen besteht darin, daBl es nach TPA-
Behandlung im Unterschied zur UV-Bestrahlung zur Translokation
der Proteinkinase C vom Cytoplasma zur Membran kommt. Die
Aktivierung der Proteinkinase C durch TPA ist mit grofler
Wahrscheinlichkeit bei der TPA-Induktion von Genen beteiligt
(Angel et al., 1987a, Blumberg, 1988, Nishizuka, 1984). Falls Sura-
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min irgendwie die Aktivierung einer Proteinkinase beeinfluBt, z.B.
eine Liganden-aktivierte Rezeptor-Kinase und dadurch die UV-
Induktion hemmt, muB es sich um eine solche Proteinkinase
handeln, die nur bei der UV-Induktion eine Rolle spielt, bei der
TPA-Induktion aber nicht.

Auch die Tatsache, daB Suramin sowohl die UV-Induktion der
Kollagenase als auch die UV-Induktion von c-fos hemmt, 148t
Riickschliisse auf die Signalkette zu. Bei der UV-Induktion der
Kollagenase konnte man sich durchaus eine Beteiligung der EPIF-
Bestandteile IL-l1a und bFGF vorstellen. Wenn diese Faktoren in der
Lage sind in unbestrahlten Zellen die Kollagenase zu induzieren, so
konnten sie diese Funktion auch bei der bestrahlten Zelle selbst
ausiiben.

Das Kollagenase-Gen ist eines der Gene, das spit auf UV-Bestrahlung
reagiert. UV-Bestrahlung von Hela-Zellen fiihrt erst nach etwa 24
Stunden zu einer Akkumulation der Kollagenase mRNA. Zu dieser
Akkumulation kommt es nur, wenn man Proteinsynthese zuldft. Das
bedeutet, dafl fiir diese UV-Induktion Proteine notwendig sind, die
stindig neusynthetisiert werden miissen. IL-lo und bFGF sind
Proteine, die nach UV-Bestrahlung verstirkt synthetisiert werden
und zwar friih genug um bei der UV-Induktion der Kollagenase
beteiligt sein zu konnen. Da zudem sowohl die IL-lo- als auch die
bFGF-induzierte transkriptionelle Aktivierung des Kollagenase-Gens
eine Wachstumsfaktor-Rezeptor Interaktion beinhaltet, die durch
Suramin hemmbar ist, konnte man sich durchaus eine Beteiligung
der EPIF-Komponenten IL-lo und bFGF an der UV-Induktion der
Kollagenase in der bestrahlten Zelle vorstellen. Die extrazellulire
Signalkette konnte demmnach wie folgt verlaufen: Die UV-bestrahlte
Zelle synthetisiert und sezerniert EPIF (IL-1a/bFGF), dieses bindet
an Oberflachenrezeptoren und induziert eine Signalkette, die
schlieBlich mit der Induktion der Kollagenase endet. Suramin
hemmt die Bindung von EPIF an die Rezeptoren und hemmt da-
durch auch die UV-Induktion der Kollagenase.

Auch bei der UV-Induktion von c-fos in der bestrahlten Zelle
konnte man sich eine Beteiligung der EPIF-Bestandteile IL-1o und
bFGF vorstellen. Im Gegensatz zur Kollagenase gehort das c-fos Gen
zu den Genen, die sehr friilh auf die UV-Bestrahlung reagieren.
Bereits 15-30 Minuten nach der UV-Bestrahlung ist eine Akku-



mulation der c-fos mRNA nachzuweisen (Biischer et al.,, 1988). Die
Kinetik der Akkumulation gleicht sehr stark derjenigen der bFGF
mRNA und ist bedeutend schneller als diejenige der IL-laa mRNA.
Da zur UV-Induktion des c-fos-Gens aber keine Proteinneusynthese
notwendig ist, konnte man sich in diesem Fall eine Beteiligung von
bereits in der Zelle vorliegendem IL-laa oder bFGF-Protein bei
dieser UV-induzierten Signalkette vorstellen. Dies wiirde dann auch
erkliren, warum auch die UV-Induktion des c-fos-Gens durch
Suramin hemmbar ist. Diese Signalkette konnte #hnlich wie die
Signalkette, die zur UV-Induktion der Kollagenase fiihrt, extra-
zelluldr verlaufen. Die sehr schnelle Kinetik der c-fos RNA Akku-
mulation nach UV-Bestrahlung spricht aber eher gegen einen
extrazellularen Verlauf. Da es moglich ist, daB Suramin auch in die
Zelle eindringen kann, konnte man sich vorstellen, daf die
Wachstumsfaktor-Rezeptor Interaktion, die bei der UV-Induktion
von c-fos offensichtlich beteiligt ist und die durch Suramin
hemmbar ist, intrazelluldr stattfindet. Das Gleiche kann natiirlich
auch fiir die UV-Induktion der Kollagenase zutreffen, denn es ist
bisher nicht bewiesen, daB die Induktion tatsichlich ausschlieBlich
iiber den extrazelluliren Weg liuft.

Man konnte sich durchaus vorstellen, daB IL-la oder bFGF bei einer
solchen, intrazelluldr ablaufenden Signalkette, eine Rolle spielen.
Vorallem fir den bFGF sind genau die Eigenschaften beschrieben
worden, die ein Faktor, der Teil dieser Signalkette sein koOnnte,
haben sollte. Zum einen ist im Falle des bFGF die Existenz eines
autokrinen internen Weges bei der Transformation von Zellen durch
Signalpeptid enthaltendes bFGF-Protein beschrieben (Yayon und
Klagsbrun, 1990b, Rogelj et al., 1989) und zum anderen ist gezeigt
worden, daB die autokrine Transformation von Zellen durch bFGF
durch Suramin gehemmt wird (Yayon und Klagsbrun, 1990a).
Allerdings handelt es sich bei dem bFGF-Protein, von dem hier die
Rede ist, um ein Protein, das ein Signalpeptid enthdlt. Durch dieses
Signalpeptid gelangt der bFGF wahrscheinlich in die gleichen
Zellkompartimente, wie sein Rezeptor, aktiviert diesen intrazellulidr
und fithrt so zur Transformation. Die Existenz eines internen
autokrinen Weges in menschlichen Melanomzellen zeigt, daB es
offensichtlich auch Bedingungen gibt, unter denen das bFGF Protein,
ohne daB man ihm ein Signalpeptid hinzufiigt, intrazellulir an
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seinen Rezeptor binden und diesen aktivieren kann. Wenn es nach
UV-Bestrahlung zum Ablauf einer intrazelluliren Signalkette unter
Beteiligung des bFGF kommen sollte, miifite UV-Bestrahlung
irgendwie dazu fithren, daB bFGF intrazellulir an seinen Rezeptor
binden kann. Man konnte sich zwei Wege vorstellen, wie dies
geschehen konnte:

1.) UV-Bestrahlung konnte dazu fiihren, da Zellkompartimente in
denen der bFGF oder der Rezeptor gespeichert, oder an die Mem-
bran transportiert werden, strukturell geschiddigt werden und eine
intrazelluldre Bindung von bFGF an seinen Rezeptor moglich ist.

2.) An der UV-Antwort konnte neben dem bFGF eines der
Oncogenprodukte (int2, hst/F-fgf, FGFS, FGF7) beteiligt sein. Diese
Proteine weisen, wie oben erwidhnt, eine hohe Sequenzhomologie
zum bFGF-Protein auf. Fiir eine Beteiligung eines oder mehrerer
dieser Proteine sprechen die Daten, der in dieser Arbeit durch-
gefiihrten Immunprédzipitationen. Mit den bFGF-Antikorpern
konnten neben dem Protein, das die GroBe des bFGF Proteins besitzt,
noch zwei grofere Proteine (20-30kD) immunprizipitiert werden,
deren Neusynthese, wie die des bFGF Proteins, durch UV-Be-
strahlung verstirkt wird und die offensichtlich mit den bFGF-
Antikorpern kreuzreagieren. Wenn es sich dabei tatsdchlich um
Produkte dieser Oncogene handelt, konnte man sich durchaus
vorstellen, daB diese an einer intrazelluliren Signalkette beteiligt
sind. Diese Proteine besitzen ein Signalpeptid und werden dem-
zufolge iiber endoplasmatisches Reticulum und Golgi-Komplex
transportiert. Sie konnten in diesen Zellkompartimenten an den
ebenfalls in diesen Kompartimenten transportierten Rezeptor
binden und intrazelluldir die Signalkette auslosen, die beispielsweise
zur Aktivierung des c-fos- oder des Kollagenase-Gens fiihrt. Da die
Neusynthese der Proteine durch UV-Bestrahlung verstirkt wird,
wiirde man iiber diese Signalkette auch eine durch UV-Bestrahlung
verstirkte Aktivierung dieser beiden Gene erwarten.
Zusammenfassend 148t sich Folgendes sagen: Es spricht vieles dafiir,
daB die UV-induzierte Signalkette, die zur Aktivierung des
Kollagenase- und des c-fos Gens fiihrt, sowohl intrazelluldr als auch
extrazelluldr ablaufen kann, und da IL-lo und bFGF daran beteiligt
sein konnen. Der endgiiltige Beweis steht aber noch aus. In Abb. 22



ist schematisch dargestellt, wie man sich den Ablauf dieser
Signalketten vorstellen konnte.

B .

i
y

V IL-1e¢ , bFGF BB Transkriptionsfaktor

Y Rezeptor __[: UV-induzierbares Gen

Abb. 22: Extrazellulir (links) und intrazellulir (rechts) verlaufende
Signalkette bei der UV-induzierten Aktivierung von Genen. Linkes Schema:
Nach UV-Bestrahlung werden IL-la und/oder bFGF verstirkt sezerniert und
binden an ihre Rezeptoren in der Plasmamembran. Die dadurch aktivierten
Rezeptoren, aktivieren ihrerseits direkt oder indirekt die
Transkriptionsfaktoren (z.B. c-jun, c-fos), die fiir die Aktivierung der UV-
induzierbaren Gene (z.B. des Kollagenase-Gens) verantwortlich sind. Rechtes
Schema: Nach der UV-Bestrahlung binden IL-la und/oder bFGF intrazellulir
an ihre Rezeptoren. Die dadurch aktivierten Rezeptoren, aktivieren
ihrerseits direkt oder indirekt die Transkriptionsfaktioren (z.B. c-jun, c-fos),
die fiir die Aktivierung der UV-induzierbaren Gene (z.B. des Kollagenase-

Gens) verantwortlich sind.
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In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daf IL-lo
und bFGF fiir die EPIF-vermittelte Induktion des Kollagenase-Gens
verantwortlich sind und IL-le fiir die EPIF-vermittelte Aktivierung
von HIV-1 Gen-Konstrukten verantwortlich ist. UV-Bestrahlung
fihrt zu einer Akkumulation der IL-lo- und bFGF-mRNA und zu
einer verstirkten Synthese der beiden Proteine. AuBlerdem hat man
mit IL-la und dem bFGF moglicherweise zwei Faktoren identifiziert,
die an der UV-induzierten Signalkette, die zur Aktivierung von
Genen in der bestrahlten Zelle fiihrt, beteiligt sein konnen.

Ausblick:

Es gibt verschiedene experimentelle Ansédtze, mit denen man eine
Beteiligung von IL-la und bFGF an der UV-induzierten Signalkette,
die in der bestrahlten Zelle zur Aktivierung von Genen fiihrt,
nachweisen konnte.

1.) Bei der UV-Induktion des Kollagenase-Gens und des c-fos-Gens
konnte man sich, wie oben erwihnt einen extrazelluliren Weg unter
Beteiligung von IL-la und/oder bFGF vorstellen. Wenn dieser Weg
existiert, dann sollte es moglich sein, die UV-Induktion von c-fos
und der Kollagenase durch Zugabe von IL-la- und bFGF-
Antikorpern ins Kulturmedium zu verhindern.

2.) Eine Beteiligung von intrazellulir wirkendem IL-la und/oder
bFGF bei der UV-Induktion der Kollagenase oder der UV-Induktion
von c-fos konnte man folgendermaflen iiberpriifen:

a.) Mit sogenannten "antisense"-Oligonukleotiden. Hierbei handelt es
sich. um Nukleotidfolgen, die komplementdr zu bestimmten
Bereichen der mRNA, in diesem Fall der IL-1oc und bFGF mRNA sind.
Mit dieser Methode ist es moglich die Neusynthese der betreffenden
Proteine zu verhindern (Becker et al., 1989), da die "antisense"-
Oligonukleotide an die mRNA binden und die Translation
verhindern. Wenn Neusynthese von IL-la- und/oder bFGF-Protein
bei der UV-Induktion eine Rolle spielt, sollte es mdoglich sein, diese
UV-Induktion mit den "antisense"-Oligonukleotiden gegen die IL-
lo- und bFGF-mRNA zu verhindern. Diese Methode scheint geeignet
zu sein, die UV-Induktion der Kollagenase zu untersuchen, denn es
ist bekannt, daB Proteinneusynthese fiir die UV-Induktion der



Kollagenase notwendig ist. Die UV-Induktion des c-fos-Gens findet
auch in Abwesenheit von Proteinsynthese statt; daher ist die
Chance, die UV-Induktion von c-fos mit dieser Methode zu hemmen
ziemlich gering. Man miiite relativ lange Zeit vor der UV-Induktion
relativ grofle Mengen der "antisense"-Oligonukleotide anbieten, um
so die intrazelluliren Speicher an IL-l1o und bFGF zu entleeren.

b.) Mit Antikorpern, die gegen IL-loo und bFGF gerichtet sind
(Halaban et al., 1988) und die man mit geeigneten Methoden in die
Zellen hineinbringt (Okada und Rechsteiner, 1982), sollte es moglich
sein die Aktivitdit der beiden Proteine in der Zelle zu blockieren.
Eine Moglichkeit, die Antikorper in die Zellen zu bringen, ist das
Einschleusen der Antikérper mit Hilfe von Pinocytosevesikeln und
eine anschlieBende osmotische Lyse dieser Vesikel (Okada und
Rechsteiner, 1982), wodurch die Antikorper in der Zelle freigesetzt
werden. Gegeniiber, der unter 2a.) beschriebenen Methode hat diese
Methode den Vorteil, dal auch bereits synthetisiertes Protein in der
Zelle nicht wirken kann. Auch die UV-Induktion von c-fos, zu der
keine Proteinneusynthese notwendig ist, sollte mit dieser Methode
gehemmt werden, wenn IL-la und/oder bFGF dabei eine Rolle
spielen.

¢.) Auch mit der dritten Methode verhindert man, dal die Proteine
in der Zelle ihre Wirkung ausiiben konnen. Bei dieser Methode gibt
man zu den Zellen synthetische Peptide (20-30 Aminosduren lang),
die dem Bereich des IL-la- oder bFGF-Proteins entsprechen, der fiir
die Rezeptorbindung notwendig ist (Halaban et al., 1988, Baird und
Ling, 1987). Diese Peptide werden von der Zelle aufgenommen und
blockieren den Rezeptor. Eine UV-Induktion sollte, wenn die
intrazelluldre Bindung von IL-la und bFGF an ihre Rezeptoren dazu
notwendig ist, dann nicht mehr moglich sein.

Mit einer der geschilderten Methoden sollte es mdoglich sein, eine
Beteiligung von IL-la und bFGF an der UV-induzierten Signalkette,
die in der bestrahlten Zelle zur Aktivierung von Genen fiihrt,
nachzuweisen; ein Nachweis, der die Aufklirung der UV-induzierten
Signalkette einen groBlen Schritt weiter bringen wiirde.
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