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Onkogen-induzierte Mutagenese

Zusammenfassung

Proto-Onkogene iibernehmen wihrend der Proliferation oder der
Differenzierung von Zellen wichtige, regulatorische Funktionen; werden sie
jedoch mutiert oder fehlreguliert, konnen sie zu der Entstehung von
Tumoren beitragen. Da die Progression von Zellen zu einem Tumor oftmals
mit der Zunahme an chromosomalen Aberrationen einhergeht und viele
Tumorzellen genetisch instabil sind, wird angenommen, dal auch die
chromosomale Instabilitit ein bedeutender Faktor bei der Tumorbildung
ist. In der vorliegenden Arbeit ist getestet worden, ob diese beiden
Ereignisse direkt miteinander verkniipft sind, d.h. ob Uberexpression von
Onkogenen einen EinfluB auf die chromosomale Stabilitit von Zellen hat.
Dazu wurden NIH-3T3-Fibroblasten mit den Onkogenen c-fos, c-Ha-ras
oder v-mos stabil transfiziert. Die Onkogene waren in drei unterschiedlich
induzierbare Expressionsvektoren kloniert worden. Die Expression der
Onkogene war induzierbar durch (1) den Glukokortikoid-induzierbaren
"Long Terminal Repeat (LTR)"-Promotor des Maus-Mamma-Tumor-Virus
(MMTYV), (2) den Cadmium-induzierbaren menschlichen Metallothionein
(MT) IIA-Promotor oder (3) den Hitzeschock-induzierbaren menschlichen
Hitzeschock  Protein 70 (HSP70)-Promotor. Die Uberexpression von c-Fos,
c-Ha-Ras oder v-Mos fiihrte zu einem zwei- bis dreifachen Anstieg in der
Frequenz chromosomaler Aberrationen. Auch die Genmutationsfrequenz
war nach c-Fos-Uberexpression um das zwei- bis siebenfache erhoht. Die
Induktion chromosomaler Aberrationen durch Uberexpression von c-Ha-
Ras oder v-Mos konnte durch Zugabe von Antisense-fos-Oligodesoxy-
nukleotiden zu den induzierten Zellen verringert werden. Dies spricht
dafiir, daB iiberexprimiertes c-Ha-Ras oder v-Mos durch c-Fos, das sie
induzieren, Aberrationen erzeugen. Suramin verringerte iiber einen noch
nicht verstandenen Mechanismus die UV-Induktion von c¢-fos-mRNA.
Gleichzeitig verringerte es die Zahl UV-induzierter, chromosomaler
Aberrationen. Weil auch Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide diesen Effekt
zeigen, sprechen diese Experimente dafiir, daB Suramin durch die
Inhibierung der UV-induzierter DNA-Synthese wirkt und daB c-Fos nicht
nur an der Ras- und Mos-induzierten Mutagenese, sondern auch an der
Induktion von chromosomalen Aberrationen durch Umwelt-Mutagene, wie
UV, beteiligt ist. Dariiberhinaus wurde gezeigt, daB Zellen, die ein
Indikatorplasmid fiir homologe Rekombination enthalten, nach transienter
oder stabiler Transfektion mit einem c-Fos-exprimierenden Plasmid eine
zweifach hohere Rekombinationsfrequenz zeigen, verglichen mit Zellen, die
mit einem Kontrollplasmid tranfiziert wurden. Zusammenfassend
verweisen alle Ergebnisse auf eine entscheidende Bedeutung von c-Fos bei
der Kontrolle der genomischen Stabilitit in Siugerzellen.




Oncogene-induced mutagenesis

Abstract

Protooncogenes exert important regulatory functions during the
proliferation or the differentiation of cells; however when mutated or
deregulated, they may contribute to the generation of tumors. Since
the progression of cells to a tumor often goes along with an increase
in chromosomal aberrations and since the majority of tumor cells are
genetically instable, it is believed that chromosomal instability i1s an
important factor in the formation of tumors. In the present work it
has been examined, whether these two events are directly linked to
each other, i.e. whether overexpression of oncogenes influence the
chromosomal stability of cells. To this end NIH 3T3 fibroblasts were
stably transfected with the oncogenes c-fos, c-Ha-ras or v-mos. The
oncogenes had been cloned into three different inducible expression
vectors. The expression of the oncogenes was inducible by (i) the
glucocorticoid inducible "long terminal repeat (LTR) promoter of the
mouse mammary tumor virus (MMTV), (ii) the cadmium inducible
human metallothionein (MT) IIA promoter or (iii) the heat shock
inducible human heat shock protein 70 (HSP 70) promoter. The
overexpression of c-Fos, c-Ha-Ras or v-Mos led to a two- to threefold
increase in the frequency of chromosomal aberrations. Also the
frequency of gene mutations after c-Fos overexpression was
increased two- to sevenfold. The induction of chromosomal
aberrations by overexpression of c-Ha-Ras or v-Mos could be
decreased by adding antisense fos oligodeoxynucleotides to the
induced cells. This suggests that overexpressed c-Ha-Ras or v-Mos
generate aberrations through c¢-Fos, which they induce. Suramin
decreased the UV-induction of c-fos mRNA by a yet unknown
mechanism. At the same time it reduced the number of UV-induced
chromosomal aberrations. Since also antisense fos oligodeoxy-
nucleotides exert this effect, these experiments suggest that suramin
acts through the inhibition of UV-induced c-Fos synthesis and that c-
Fos is not only involved in Ras and Mos induced mutagenesis, but
also in the induction of chromosomal aberrations by environmental
carcinogens, such as UV. Furthermore it was shown that cells, which
contain an indicator plasmid for homologous recombination show a
twofold higher recombination frequency after transient or stable
transfection with a c-Fos expressing plasmid, as compared to cells,
which had been transfected with a control plasmid. In summary all
experiments point to a decisive role of c-Fos in the control of genomic
stability in mammalian cells.
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Eimleitung

In jeder Zelle eines Organismus lduft eine enorme Vielfalt komplexer
Prozesse ab. Ein geordneter Ablauf dieser Prozesse ist nur dann
gewihrleistet, wenn die Zelle Regulationssysteme aufweist, die diese
Vorginge steuern, und Reparatursysteme, die auftretende Stdérungen
beseitigen. Sobald diese Systeme versagen, kommt es in der Zelle zu
irreguliren Vorgingen, wie z.B. zur malignen Transformation.

Zellen, die sich der Wachstumskontrolle entziehen, zeigen anomale
Wachstumseigenschaften. Dazu gehoren Substrat- und Serum-
unabhingigkeit, das Fehlen der Kontaktinhibition und die Fahigkeit
zur Tumorbildung in immun-defizienten Miusen. Solche Zellen
werden als transformiert bezeichnet. Viele Faktoren sind bekannt,
die dazu beitragen, eine normale Zelle in eine transformierte Zelle zu
verwandeln, beispielsweise die Behandlung mit ultravioletter (UV-)
Strahlung oder DNA-schidigenden Chemikalien (Singer, 1979; Mai et
al., 1989). Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind noch
unbekannt. Es steht jedoch fest, daB die Entwicklung eines Tumors
ein Viel-Stadien-Prozel ist, in dem die Zelle Verdnderungen erfihrt,
die ihr einen Wachstumsvorteil verschaffen und sie zu einer
unkontrolliert proliferierenden Tumorzelle machen (Foulds, 1958;
Nowell, 1976, 1986). Dieser Viel-Stadien-Proze wurde anhand der
Entstehung von Karzinomen auf der Haut bestimmter Mausstimme
experimentell untersucht und in die iibergreifenden Stadien der
Initiation, der Promotion und der Progression unterteilt (Ubersicht,
siehe Kaina, 1989). Bei der Initiation, der Auslosung des Tumors,
wird der Genotyp veridndert. Wird z.B. die DNA durch Behandlung
mit N-Methyl-N'-Nitro-N'-Nitroso-Guanidin (MNNG) methyliert, so
fiihrt dies zu Fehlpaarungen und schlieBlich zur Entstehung von
Punktmutationen (Schendel und Michaeli, 1984). Die Initiation ist
irreversibel. Nach der Behandlung mit einer subkarzinogenen Dosis
eines Initiators sind derartig genetisch verinderte Zellen vorhanden;
sie konnen jedoch nicht auswachsen und keine Tumore erzeugen.
Erst durch die Zugabe eines Tumorpromotors erfahren die initiierten
Zellen Veridnderungen, die ihr Wachstum so beschleunigen, dal} sie
sich  zu einem Tumor entwickeln kdénnen. Aber auch
Tumorpromotoren konnen DNA-schiadigend wirken, so daf} die
Unterscheidung zwischen Initiator und Promotor nicht absolut ist. Es
ist beispielsweise gezeigt worden, daBl der Tumorpromoter 12-O-
Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) an der Induktion chromoso-




maler Aberrationen beteiligt ist (Petrusevska et al., 1988; Firber et
al., 1989). Diese Wirkung von TPA beruht vermutlich darauf, dal
TPA die Proteinkinase (PKC) aktiviert und dadurch den
Arachidonsidureabbau stimuliert (Nishizuka, 1984), in dessen Verlauf
es zur Bildung von Sauerstoffradikalen kommen kann, die
Chromosomenschiden verursachen (Emeritt et al., 1983). Die
Aktivierung der PKC durch TPA kann durch die strukturelle
Ahnlichkeit dieser Substanz mit dem natiirlichen Aktivator der PKC,
dem Diacylglycerol, erklart werden. Bei der Progression entwickelt
sich aus einem benignen ein maligner Tumor. Charakteristisch fiir
einen malignen Tumor ist die Fihigkeit der Tumorzellen zur
autonomen Zellteilung und zum Einwandern in das umliegende
Gewebe.

Ein weiterer Hinweis dafiir, dal es sich bei der Tumorentstehung um
einen Viel-Stadien-Proze8 handelt, wurde bei der Untersuchung von
Colonkarzinomen erhalten. Bei einer Vielzahl unterschiedlicher
Colonkarzinome wurden mindestens vier verschiedene genetische
Verinderungen gefunden: die Aktivierung des ras-Onkogens und die
Inaktivierung von drei Tumorsuppressorgenen durch Mutationen
(Fearon und Vogelstein, 1990). Dabei bedingt nicht die zeitliche
Reihenfolge, in der die Veridnderungen entstehen, sondern ihre
Akkumulation die Progression des Tumors.

Zu einem molekularen Verstindnis der Faktoren, die fiir die
Tumorentwicklung notwendig sind, trug die Entdeckung der Proto-
Onkogene entscheidend bei. Proto-Onkogene sind zellulire Gene, die
durch Viren oder durch Karzinogene dereguliert und so zu Kkrebs-
erregenden Onkogenen aktiviert werden konnen. Sie wurden durch
thre Homologie zu viralen Onkogenen (Stehelin et al., 1976) und
durch Transfektionsexperimente (Shih et al., 1979) entdeckt. Sie sind
essentiell fiir die Proliferation oder Differenzierung von Zellen. In
vielen Fillen konnten ihre Genprodukte identifiziert und ihre
Funktion bestimmt werden: Proto-Onkogene kodieren fiir
Proteinkinasen (Collett und Erikson, 1978), fiir Wachstumsfaktoren
(Doolittle et al., 1983; Baldwin, 1985; ; Goustin et al., 1986; Salomon
und Perrotean, 1986), fiir Rezeptoren von Wachstumsfaktoren und
von Hormonen (Downward et al., 1984; Sherr et al., 1985; Wein-
berger et al., 1986; Yarden et al., 1986), fir GTP-bindende Proteine
(Gibbs et al.,, 1984) und fir Transkriptionsfaktoren (Lewin, 1991).
Wenn Wachstumsfaktoren in einer Zelle konstitutiv exprimiert
werden oder wenn das intrazellulire Signalsystem fehlreguliert wird,
ist es vorstellbar, daf die Initiation der DNA-Synthese und Zellteilung




unkontrolliert ablduft und die Zelle ein autonomes Wachstum zeigt
(Heldin und Westermark, 1984).

Auch wenn dominante Onkogene urspriinglich als Gene definiert
waren, die nicht-transformierte Zellen transformieren konnen, stellte
sich bald heraus, dafl ein Onkogen allein nicht ausreicht, um eine
primédre Zelle zu transformieren: ‘

Die beiden zelluliren Onkogene c-ras und c-myc sind allein nicht zur
vollstindigen Transformation von embryonalen Rattenfibroblasten
imstande. Sie transformieren erst dann, wenn sie gemeinsam
transfiziert werden (Land et al., 1983).

Weiterhin zeigen Experimente mit transgenen Tieren, dafl die
Aktivierung eines Onkogens allein nicht ausreicht, um primire Zellen
zu transformieren (Palmiter und Brinster, 1986; Hanahan, 1988),
denn wenn allein die Onkogenexpression fiir die Transformation
ausreichend wire, miifiten als Folge der gezielten Expression eines
Onkogens alle betroffenen Zellen Tumore bilden. Da aber nur aus
einigen Zellen Tumore entstehen, miissen der Onkogenexpression an-
scheinend ein zweiter oder mehrere Schritte folgen, was nicht in
allen Zellen geschieht.

Neben der Deregulierung von Onkogenen weisen Tumorzellen
vielfach eine erhohte genomische Instabilitit auf (Nicolson, 1987;
Pathak, 1989; Hill, 1990). Diese Instabilitit kann die Anzahl oder die
Struktur der Chromosomen betreffen. Chromosomale Verinderungen
entstehen in erster Linie durch Fehler in der Wiedervereinigung
nach einem Bruchereignis und beinhalten vornehmlich
Translokationen, daneben aber auch Deletionen und Inversionen
(Rieger und Michaelis, 1967). Die meisten Aberrationen scheinen das
Genom zufillig zu betreffen, in vielen Fillen sind jedoch spezifische
Verinderungen an einzelnen Chromosomen beschrieben worden
(Oshimura et al., 1985; Nowell, 1986). Zu den bekanntesten
Beispielen fiir den engen Zusammenhang zwischen einer Krebs-
erkrankung und chromosomalen Aberrationen gehdren u.a. 1) die
chronische, myeloische Leukidmie, 2) das Burkitt Lymphom und 3)
das Retinoblastom.

1) Bei der chronischen, myeloischen Leukimie kommt es nach der
reziproken Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22,
welche das c-abl-Proto-Onkogen einbezieht, zu der Entstehung des
"Philadelphia-Chromosoms" (Nowell und Hungerford, 1960; Rowley,
1973). Durch zwei Chromosomenbruchereignisse wird hierbei die 5'
Hilfte des "bcr"("breakpoint cluster region")-Gens mit dem 5' Bereich
des c-abl-Gens verbunden. Das c-abl-Proto-Onkogen kodiert fiir ein
Protein mit Tyrosinkinase-Aktivitit, welche durch die Fusion
verstirkt wird.



2) Bei dem Burkitt Lymphom wird das c-myc-Proto-Onkogen
reziprok von Chromosom 8 auf Chromosom 14, in die Nihe des
genetischen Ortes, der fiir die schwere Immunglobulin-Kette kodiert,
transloziert. Man vermutet, da entweder das c-myc-Gen an seinem
urspriinglichen Lokus einer negativ regulierenden Region ausgesetzt
ist, welche durch die Translokation verloren geht oder, daB der
Immunglobulin-Lokus ein transkriptionelles Verstirkerelement
liefert, welches die c-myc-Expression verstirkt (Corcoran et al.,
1985). ’

3) Bei dem Retinoblastom treten Verdnderungen in der Bande 14 des
Chromosoms 13 auf. Es resultiert aus einer rezessiven Mutation im
Retinoblastom (Rb)-Lokus (Cavanee et al., 1983), wobei vermutlich
ein Gen, welches das Zellwachstum negativ reguliert, entfernt oder
verdndert wird.

Mit der Progression des Tumors nimmt auch die genetische
Instabilitit zu (German, 1983; Ling et al., 1985), d.h. eine Zelle, die
schon mehrere Stadien in der Tumorentwicklung durchlaufen hat, ist
fir weitere Verdnderungen, wie z.B. Chromosomenbriiche,
empfinglicher als eine Zelle eines fritheren Stadiums oder eine
normale Zelle. Hierfiir spricht auch die Beobachtung, dal eine Zelle
wihrend ihrer Veridnderung zu einer Tumorzelle genomische
Verdinderungen akkumuliert: Vergleicht man ein friihes Tumor-
stadium mit einem fortgeschrittenen, stellt man fest, da der Grad
der Malignitit mit der Menge an chromosomalen Veridnderungen
korreliert ist (Oksala und Therman, 1979). Ferner zeigen metasta-
sierende Zellen eine hohere Mutationsrate als nicht metastasierende,
die aus demselben Tumor stammen; dies ist ein weiterer Hinweis
dafiir, dall sich die Zellen erst durch die erhohte genomische
Instabilidt von benignen in maligne Zellen verwandeln (Cifone und
Fidler, 1981).

Wie kommt es dazu, daBl in einer Zelle, die ein aktiviertes Onkogen
trigt, genetische Verinderungen ablaufen, die schlieBlich zur
vollstandigen Transformation der Zelle fiilhren? Wire es moglich, dal
die Expression eines Onkogens die Bereitschaft der Zelle zu mutieren
heraufsetzt?

Es ist bereits gezeigt worden, daB die Transformation von Zellen
durch DNA-Tumorviren, wie z.B. "Simian Virus 40" (SV40), die
Mutationsfrequenz am Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Trans-
ferase (HGPRT)-Lokus erhoht (Theile und Strauss, 1977; Strauss et
al., 1989). Weiterhin zeigen Untersuchungen einer anderen Arbeits-
gruppe, daB nach der Ubertragung der Onkogene plt des Polyoma
Virus oder v-myc des MC29 Virus in FR 3T3 Rattenfibroblasten eine




erhohte Zahl von Schwesterchromatid-Austauschen (SCEs) und ein
verinderter Karyotyp ausgeprigt werden (Cerni et al., 1987). Die
Autoren schlieBen aus ihren Experimenten, daBl die Expression des
plt- und des v-myc Onkogens einen destabilisierenden Effekt auf das
zellulire Genom zu einem frithen Zeitpunkt im tumorigenen Prozel
ausiibt. ‘

Bei diesen Beispielen weill man jedoch nicht sicher, ob das Virus,
bzw. das Onkogen oder allein die Insertion des Virus, bzw. die
Selektion auf den transformierten Phinotyp nach Transfer des
Onkogens fir die erhohte Mutabilitit, bzw. erhohte, chromosomale
Instabilitit verantwortlich ist.

Um diese Frage zu beantworten, wurden in der vorliegenden Arbeit
Zellen verwendet, in denen die Onkogene c-fos, c-Ha-ras oder v-mos
induzierbar exprimiert werden konnten. Dies erlaubte, die Onkogene
nach Belieben anzuschalten und direkt danach ihre Wirkung auf die
chromosomale Stabilitit zu untersuchen.

Die Produkte der genannten Onkogene werden in drei verschiedenen
Bereichen der Zelle exprimiert: das zellulire Fos-Genprodukt kommt
im Zellkern vor, das zellulire Ha-Ras-Genprodukt an der
Plasmamembran und das zellulire Mos-Genprodukt, dessen virales
Gegenstiick verwendet wurde, im Zytoplasma.

Das zellulire Fos-Protein wurde durch seine Homologie zu den
Onkogenen der murinen Osteosarcomviren FBJ-MSV und FBR-MSV
entdeckt (Finkel et al., 1966; Curran und Teich, 1982; Curran et al.,
1982). Die erhohte Expression dieses Proteins fiihrt zu Tumoren in
vivo und zur Transformation von Zellen in vitro (Miller et al., 1984;
Jenuwein et al.,, 1985). Das c-fos-Gen kodiert fiir ein 55 kD grofes,
nukledres Protein. In den meisten Geweben ist seine Expression
niedrig, sie kann jedoch z.B. durch Wachstumsfaktoren schnell und
transient induziert werden (Curran, 1988). Das c-Fos-Protein wird in
hohen  Konzentrationen entwicklungsspezifisch bei der
Differenzierung von Makrophagen (Miiller et al., 1985) und in Zellen
der fotalen Membranen, der Plazenta (Miiller et al., 1983), des
Knochenmarks (Miiller et al., 1984), und der friihen, fotalen Leber
(Gonda und Metcalf, 1984) exprimiert. Dies spricht fiir eine wichtige
Funktion des c-Fos-Proteins bei zelluliren Differenzierungsprozessen.
Daneben iibernimmt das c-Fos-Protein auch eine essentielle Rolle in
der Kontrolle der Zellproliferation: Zellen, die mit induzierbaren
Antisense-fos-Konstrukten transfiziert worden sind, zeigen nach
Induktion der Antisense-fos-Transkription eine Hemmung der
Proliferation (Holt et al., 1986; Nishikura und Murray, 1987). Ebenso
kann durch Mikroinjektion von Antikérpern, die spezifisch gegen das




c-Fos-Protein gerichtet sind, die Zellproliferation in Fibroblasten
verhindert werden (Riabowol et al., 1988). Gemeinsam mit dem c-
Jun-Protein aktiviert das c-Fos-Protein als Transkriptionsfaktor AP-1
(Distel et al., 1987; Chiu et al., 1988; Franza Jr. et al., 1988; Lucibello
et al., 1988) die Transkription von Genen, die das "TPA-responsive
element” (TRE) tragen, wie z.B. das Transin-Gen (Kerr et al., 1988)
und das Kollagenase-Gen (Schonthal et al., 1988). Weiterhin ist
gezeigt worden, daBl die Behandlung von Zellen mit Hitzeschock, UV-
Strahlung oder anderen DNA-schidigenden Agenzien die Menge an c-
fos-mRNA in Fibroblasten erhoht (Angel et al., 1985; Andrews et al.,
1987; Biischer et al., 1988; Hollander und Fornace, 1989). Dies spricht
fiir eine Rolle von c¢-Fos bei der Reaktion von Zellen auf
StreBfaktoren.

Das virale mos-Gen ist das transformierende Gen des Maus Moloney
Sarkom Virus (van Beveren et al., 1981; Papkoff et al., 1982, 1983).
Das zellulire Gegenstiick des v-mos-Onkogens war eines der ersten
Proto-Onkogene, die charakterisiert werden konnten. Das c-Mos-
Protein hat eine GroBie von 39 kD (Sagata et al., 1988) und besitzt
eine Serin/Threonin spezifische Proteinkinase-Aktivitit. Es kommt in
geringen Mengen im Zytoplasma aller Gewebstypen vor (Herzog et
al., 1989); nur in den Gonaden (Probst und Vande Woude, 1985;
Paules et al., 1988; Sagata et al., 1988; Schmidt et al., 1988), speziell
in den Keimzellen (Probst et al., 1987; Goldmann et al., 1987; Mutter
und Wolgemuth, 1987; Keshet et al.,, 1988), wird es sehr stark
exprimiert. Untersuchungen an Xenopus-Oozyten haben gezeigt, daf}
das c-Mos-Genprodukt eine zweifache Funktion hat: Es hebt die
Teilungshemmung vor der ersten meiotischen Prophase auf, indem
es zur Aktivierung des reifungsfordernden Faktors ("Maturation-
promoting-factor, MPF) fiihrt (Sagata et al., 1989a). Der MPF wurde
erstmalig als ein Faktor beschrieben, der nach Mikroinjektion in
Oozyten, die in der Gp-Phase arretiert sind, diese zum Eintritt in die
Mitosephase veranlassen kann (Ubersicht, siehe Murray und
Kirschner, 1989). Er stellt einen Komplex aus den Proteinen p34cdc2
und Cyclin dar (Booher et al., 1989; Draetta et al.. 1989). Nach der
Teilungshemmung vor der ersten meiotischen Prophase werden die
Zellen ein zweites Mal beim Ubergang in die zweite meiotische
Metaphase arretiert; diese Arretierung wird natiirlicherweise durch
die Befruchtung des Eies aufgehoben und geht mit dem
Verschwinden von c-Mos aus der befruchteten Eizelle einher. Aus
dem Befund, daB die Injektion von c-Mos zu einer Teilungshemmung
der Embryonen fiihrt, wihrend Verarmung an c¢-Mos (ohne
Befruchtung) die Teilungshemmung in der zweiten meiotischen
Metaphase aufhebt, kann man schlieBen, daB c¢-Mos hier als




zytostatischer Faktor wirkt (Sagata et al., 1989b). Man nimmt an, dal
die transformierende Aktivitit des c-Mos Proteins darauf beruht,
dafl Zellen zu einem falschen Zeitpunkt in die Mitose gebracht
werden (Sagata et al., 1988; Sagata et al., 1989b; Paules et al.. 1989).
Das virale Ha-ras-Gen ist fiir die transformierende Aktivitit des
Harvey Maus Sarcoma Virus verantwortlich (Willingham et al., 1980;
Dhar et al., 1982; Capon et al., 1983; Lautenberger et al., 1983). Das
21 kD groBe c-Ha-ras-Genprodukt ist auf der inneren Oberfliche der
Plasmamembran konzentriert (Willingham et al., 1980). Es wird
ubiquitir in allen Zelltypen exprimiert. Die Ursache dafiir liegt
vermutlich in seiner Promotorsequenz, die der von konstitutiv
exprimierten Haushalts ("housekeeping”)-Genen idhnelt. Zellulire Ha-
Ras-Proteine sind GTP-bindende Proteine, die GTPase-Aktivitit
aufweisen, welche von den Proteinen GAP (GTPase-aktivierendes
Protein) (Trahey und McCormick, 1987) und NFI (Neurofibromatose-
1-Protein) (Viskochil et al., 1990; Wallace et al., 1990) reguliert wird.
Sie gehoren in die Gruppe der G-Proteine, welche an der Vermittlung
von Proliferationssignalen zwischen einem Rezeptor und dem
Zellinneren durch zellulire Membranen beteiligt sind (Ubersicht,
siche Balmain und Brown, 1988). Der Mechanismus, iiber den c-Ha-
Ras-Onkoproteine in die Ubertragung von Wachstumssignalen
eingebunden sind, ist weitgehend unbekannt. Man kann sich jedoch
vorstellen, dall eine Mutation im c-Ha-ras Gen die DNA-Synthese von
einer Mitogenaktivitit entkoppelt, so daBl konstitutiv, d.h. ohne daB
ein Mitogen vorhanden sein muB, Proliferationssignale in die Zelle
abgegeben werden und die Zelle dadurch ungehemmt proliferiert
(Marshall, 1991). In der vorliegenden Arbeit wurde nicht das
normale, sondern das aktivierte c-Ha-ras-Gen verwendet, welches
eine Punktmutation im 12. Codon aufweist (Ubersicht, Bos, 1988).

Die Entstehung eines Tumors ist -wie oben dargelegt- ein Viel-
Stadien-Prozel, in dem die Aktivierung oder die Uberexpression von
Onkogenen eine entscheidende Rolle spielt (Bishop, 1983; Slamon et
al., 1984): Im Falle des ras-Gens kann die Transformation durch das
c-Ras-Genprodukt entweder iiber Aktivierung mittels Mutation des
c-ras-Gens oder durch die Uberexpression des normalen c-Ras-
Genprodukts geschehen. Transfiziert man NIH 3T3 Fibroblasten mit
einem chimidren Plasmid, in dem das c-Ha-ras-Gen hinter den
konstitutiv exprimierenden Harvey Maus Sarcoma Virus (Ha-MuSV)
LTR-Promoter kloniert wurde, so steigt die Menge an c-Ha-ras-
mRNA, sowie an c-Ha-Ras-Genprodukt stark an und die Zellen bilden
Foci, d.h. sie zeigen eine Eigenschaft transformierter Zellen (Chang et
al., 1982). Ebenso transformieren Zellen, die mit Moloney-Sarcoma-




Virus (M-MSV)-LTR-c-mos-Hybridmolekiilen transfiziert wurden
(Blair et al., 1981). Die Transformation durch das c-fos-Gen bendtigt
die Anbindung des c-fos-Gens an einen starken Promotor, wie z.B.
den viralen LTR-Promotor, wodurch die Transkription erhoht wird,
und zusitzlich die Entfernung von c-fos mRNA-destabilisierenden
Elementen in der 3' untranslatierten Region (Raymond et al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Antwort auf die Frage
gesucht, wodurch die Akkumulation genetischer Verinderungen
wihrend der Kanzerogenese bedingt ist. Die oben aufgezeigten
Funktionen aktivierter oder iiberexprimierter Onkogene bei der
Transformation von Zellen lassen vermuten, daBl sie mdglicherweise
an der Erzeugung von Chromosomen- oder Genmutationen beteiligt
sind. Deshalb wurde untersucht, ob die Uberexpression von
Onkogenen einen EinfluB8 auf die chromosomale Stabilitit von Zellen
hat. Ein solcher Onkogen-vermittelter Mutageneseprozel3 konnte im
Proze8 der Tumorentwicklung einen entscheidenden Beitrag leisten.




1) Bezugsgﬁellen

Acridinorange
Acrylamid
Agarose
Aminopterin

Ammoniumperoxidsulfat

Ampicillin
Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bakterienplatten
BES
Bromphenolblau
BSA
Cadmiumchlorid

Caesiumchlorid
Colcemid

Desoxycytidin
Dexamethason
Dimethylsulphoxid
DMEM

Ethanol
Ethidiumbromid
Fotales Kilberserum
F12-Medium
Geneticin (G418)
Giemsa-Losung
Glasplittchen
Glycergel

Glycerin

Glyoxal

Hepes

NMaterialien

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Niirtingen
Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
CIBA AG, Wehr/Baden

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Fluka, Neu-Ulm

Gibco, Eggenstein bei Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Gibco, Eggenstein bei Karlsruhe
Gibco, Eggenstein bei Karlsruhe
Gibco, Eggenstein bei Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Bender & Hobein, Karlsruhe
Dako Diagnostika, Hamburg
BRL Inc., Neu-Isenburg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen




Hybond N+ Filter
Hybridisierungsproben
Hygromycin

Hypoxanthin

Kristallviolett

Lysozym

MOPS
Natriumdodecylsulphat (SDS)
Objekttrager
Oligo-dT-Cellulose Typ VII
Ouabain
para-Formaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Polybren

Prime-it Kit

Proteinase K (Lyophylisat)
Quiagen-tip 500 Siulen
Restriktions-Endonukleasen
RNase A

Rontgenfilme (Hyperfilm MP)
Salmon-Sperm-DNA Typ III
Sephadex G50

silanisierte Glasfaserwatte
Suramin (Germanin)
T7-Polymerase

TEMED

6-Thioguanin

TPA

transfer-RNA (aus Kalbsleber)
Triton X-100

Tris-HCI; Tris-Base

Trypsin

UV-Lampe

Whatman 3MM-Papier
X-Gal

Zellkulturflaschen u.-platten

Amersham-Buchler, Braunschweig
Dianova, Hamburg

Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Sérva, Heidelberg

Bender & Hobein, Karlsruhe
Collaborative Research Inc.
Calbiochem, Frankfurt

Sigma, Miinchen

Gibco, Eggenstein bei Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Stratagene GmbH, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Diagen, Diisseldorf
Biolabs, Schwabach
Sigma, Miinchen
Amersham-Buchler, Braunschweig
Sigma, Miinchen

Pharmacia, Freiburg
Macherey-Nagel, Diiren
Bayer, Leverkusen
Amersham-Buchler, Braunschweig
Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Gibco, Karlsruhe

Vetter, Wiesloch

Bender & Hobein, Karlsruhe
Biomol, Hamburg

Greiner, Niirtingen
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2) Radiochemikalien

a-32P-dCTP Amersham-Buchler, Braunschweig
(370 MBg/ml, 110 TBg/mmol)

3) Zellen, Plasmide und Bakterien

Zellen.:

143 tk- menschliche Osteosarkom-abgeleitete Zellen,
erhalten von Veronica Maher, Michigan (U.S.A.)

CHO-9 Ovarzellen des chinesischen Hamsters,

erhalten von Bernd Kaina, Karlsruhe
CHO-K1-2 von CHO-9 abgeleitete chinesische Hamster-Ovarien

Zellen, erhalten von Bernd Kaina, Karlsruhe
Hela tk- menschliche Cervix-Karzinom-Zellen,

erhalten von Dr. Yung-Chi-Chung, Durham
NIH 3T3 embryonale Mausfibroblasten,

erhalten von Peter Gruss, Heidelberg
LTR-c-Ha-ras-, LTR-v-mos- und HSP70-c-Ha-ras (QRA16)-stabil
transfizierte NIH 3T3 Klone, erhalten von Rolf Jaggi, Bern
LTR-c-fos-und LTR-c-A-fos-transfizierte NIH 3T3 Klone, erhalten von
Axel Schénthal, Karlsruhe

Plasmide (Referenzen)

pSV-neo (Southern und Berg, 1982)

phph (Gritz und Davies, 1983)

pS 189 (Seidman, 1989)

pRSV-neo (Gorman et al., 1982)

pRSV-c-fos (Offringa et al., 1990)

pRSV-v-fos (Jenuwein und Miiller, 1987)

pLTR-c-fos (Schonthal et al., 1988)

pLTR-c-A-fos (Schonthal, 1988)

pMT-c-fos (Riither et al., 1985)

pMT-c-A-fos (c-fos Insert von pl9/1 (Riither et al., 1985) ersetzt
durch c-Afos aus pLTR c-A-fos (Schonthal, 1988), erhalten von Axel
Schonthal, Karlsruhe)
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Bakterien
E. coli DH50. F-L-recAl endAl hsdR17(rx",mg+),A(lacZY A-argF)U169
80dlacZAMI1S5, supE44, thi-1, gyrA96

MBM 7070 F- lacZamCA7020, lacY1, hsdR-, hsdM+, araD139,
A(araABC-leu)7679, galU, galK, rpsL, thi -
(Derivat von MCI1061)

4) Kulturmedien

L-Broth:
0.5% Bacto-Hefeextrakt, 1% NaCl, 2% Bacto-Trypton

SOB:
0.5% Bacto-Hefeextrakt, 2% Bacto-Trypton, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI,
10 mM MgCly, 10 mM MgSOq4

SOC:
SOB mit 20 mM Glucose

Bakterien-Selektionsmedium:
L-Broth mit 50 pg/ml Kanamycin (fiir pJS-3 transformierte Bakterien)
L-Broth mit 100 pg/ml Ampicillin (fiir alle nicht mit pJS-3 trans-

formierten Bakterien)

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

Kulturmedium fiir NIH 3T3, HelLa tk- und 143tk- Zellen:
DMEM mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Kulturmedium fiir CHO-9 und CHO-K1-2 Zellen:
DMEM:F12 (1:1) mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml

Streptomycin

Einfriermedium (fiir Siugerzellen):
80% Medium, 10% Serum, 10% DMSO
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5) Puffer

BBS (2x)

DEAE-Elutions-Puffer

Denaturierungspuffer

Glycerin-Ladepuffer

Hepes (2x)
HSB-Puffer
Ladepuffer (1x)
Lysis-Puffer
PB-Puffer (1x)
PBS-Puffer

QB-Puffer

QC-Puffer
QF-Puffer

STE-Puffer
TBE-Puffer(1x)
TE-Puffer

TFB-Puffer

TNE-Puffer (1x)

50 mM BES, 280 mM NaCl, 1.5 mM NayHPOy;
pH 6,95

1 M NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA
pH 7.5

50 pl 20xPB, 500 pl DMSO, 195 pl
deionisiertes Glyoxal, 255 pl HpyO

10 mM EDTA pH 8.0, 10% Glycerin, 0.1%

SDS, 0.02% Bromphenolblau

283 mM NaCl, 50 mM Hepes, pH 7.1, 15 mM
NapHPO4

0.3 M NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 5 mM EDTA
pH 7.8, 0,1% SDS

1xPB, 10% Glycerin, 0.02% Bromphenolblau
0.6% SDS, 10 mM EDTA pH 7.5

3.9 mM NayHPOy4, 6.1 mM NayHPO4

137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 0.7 mM CaCly,
0.6 mM MgCly, 6.5 mM NaHPOy4, 1.5 mM
KHyPO4

0.75 M NaCl; 50 mM MOPS; 15 % Ethanol,
pH 7.0

I M NaCl; 50 mM MOPS; 15% Ethanol; pH 7.0
1.2 M NaCl; 50 mM MOPS; 15% Ethanol;

pH 8.0

100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.4,

10 mM EDTA

90 mM Tris pH 8.3, 90 mM krist. Borsiure,
2.5 mM EDTA pH 8.0

10 mM Tris, pH 7.5, | mM EDTA, pH 7.5

0.1 M KCl, 45 mM MnClp-4H,0, 10 mM
CaCly-2H,0, 3 mM HACoCl3, 10 mM K-MES;
pH 6.3

100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, | mM EDTA
pH 8.0
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6) Antikorper

Polyklonale Antikérper (Kaninchen) gegen das Fos-Protein wurden
von der Firma Medac, Hamburg bezogen (Fos-Antikorper 455,
Verrier et al. 1986). ‘

Fiir die Immunfluoreszenz wurden als sekundire Antikorper
Rhodamin-gekoppelte (FRITC) Schwein-anti-Kaninchen Antikdrper
der Firma Dako Diagnostika, Hamburg, verwendet.

7) Oligodesoxynukleotide

Es wurde ein einzelstringiges Antisense-fos-Oligodesoxynukleotid
mit einer Sequenz, die komplementir zu den Positionen +260 bis
+300 der c-fos-RNA, einschlieBlich des ATG-Initiationscodons ist,
verwendet. Das Oligodesoxynukleotid wurde in der Endkonzentration
von 30 uM eingesetzt. Als Kontrolle diente ein Oligodesoxynukleotid
gleicher Linge mit willkiirlich gewihlter Sequenz.

Die Sequenz des Antisense-fos-Oligodesoxynukleotids war:
5" ACCCGAGAACATCATGGTCGAAGTTTGGGGAAAGCCCGGC 3.

Die Sequenz des Kontroll-Oligodesoxynukleotids war:
5'GTATACCGAGTGACATTCGGACTAAGCCTTAGATGGAATC 3

8) UV-Bestrahlungsquellen

Fiir die Bestrahlungen bei 20 J/m2 wurde eine 15 Watt Hg-Lampe
der Wellenlinge 254 nm benutzt. Die abgestrahlte Dosis betrug bei
30 sek Bestrahlung 21 J/m2. Fiir die Bestrahlungen bei 3 J/m?2, 5
J/m2 und 8 J/m2 wurde eine institutseigene UV-Lampe der Wellen-
linge 254 nm verwendet. Die abgestrahlte Dosis betrug bei 7 sek
Bestrahlung 1.68 J/m2.
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Methoden

1) Bestimmung der Nukleinsidurekonzentration

Die Konzentration der Nukleinsduren (DNA oder RNA) in wiBriger
Losung wurde spektroskopisch durch die Messung ihrer Extinktion
bei 260 und bei 280 nm gemessen. Das Verhiltnis der Extinktion bei
260 nm zu der Extinktion bei 280 nm sollte bei DNA 1.8:1 und bei
RNA 2:1 betragen. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht 50
ng/ml doppelstringiger DNA, 40 pg/ml RNA oder 20 pg/ml
einzelstringiger Oligonukleotid-DNA.

2) Extraktion von Nukleinsiduren mit Phenol/Chloroform

Zur Trennung der Nukleinsduren von Proteinen wurde in einem
Extraktionsvolumen von mindestens 100 pl die Nukleinsdure-Losung
mit gleichem Volumen eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Gemisches (das Phenol wurde mit TNE (1x) gesittigt; es wurde 1:1
mit der Chloroform:Isoamylalkohol (24:1)-Ldsung gemischt)
zusammengegeben, gut gemischt und zur Phasentrennung kurz
zentrifugiert. Die Nukleinsiure-haltige Oberphase wurde abgenom-
men und noch zweimal mit dem gleichen Volumen Chloro-
form:Isoamylalkohol (24:1) extrahiert.

3) Fillung von Nukleinsiuren mit Ethanol

Die Nukleinsiure-Losung wurde mit 3 M Natriumacetat pH 4.8 auf
eine Endkonzentration von 0.25-0.3 M gebracht. Bei kleinen
Fragmenten wurden 1 bis 5 pg tRNA als Fillungshilfe zugesetzt. Nach
der Zugabe eines 2.5fachem Volumens Ethanol wurden die
Nukleinsduren 30 min bei -80°C oder 2 h bei -20°C ausgefillt, 10 bis
30 min bei 13000xg abzentrifugiert, zur Entfernyng von Salz in 80%
Ethanol aufgenommen, nochmals 5 min bei 13000xg abzentrifugiert
und anschlieBend getrocknet. Zur Fillung kann statt eines 2.5fachen
Volumens Ethanol auch ein 0.5faches Volumen Isopropanol
verwendet werden.
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4) Schneiden von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Pro ng zu verdauender DNA wurden 2 bis 3 Restriktionsenzym-
Einheiten eingesetzt. Eine Einheit einer Restriktionsendonuklease, 1
U, ist definiert als diejenige Menge an Enzym, die 1 pg Lambda-DNA
in einer Stunde verdaut. Fiir den Restriktionsverdau wurden die vom
Hersteller empfohlenen Puffer-und Temperaturbedingungen einge-
halten.

S) Plasmid-DNA-Préparation

Methode nach Birnboim und Doly (Birnboim und Doly, 1979)

200 ml einer iiber Nacht bei 37°C in Bakterien-Selektionsmedium
geschiittelten Bakteriensuspension wurden fiir 10 min bei 2650xg
zentrifugiert, der Bakterien-Niederschlag in 10 ml Lysozym-Losung
(10 mM EDTA pH 7.8, 25 mM Tris pH 8, 50 mM Glucose, 2 mg/ml
Lysozym) resuspendiert und fiir 30 min auf Eis gegeben. 20 ml
alkalische SDS-Losung (0.2 M NaOH, 1% SDS) wurden unter Schiitteln
vorsichtig hinzu pipettiert, fir 5 min auf Eis inkubiert und nach
Zugabe von 15 ml 3M NaAcetat pH 4.8 fiir weitere 60 min auf Eis
gestellt. Ausgefallenes Protein und genomische DNA wurden durch
20 min Zentrifugieren bei 16800xg bei 4°C abgetrennt und die
Plasmid-DNA mit 2.5fachem Volumen Ethanol (-20°C) wihrend 30
min bei -80°C gefillt. Die ausgefillte Plasmid-DNA wurde 10 min bei
16800xg bei 4°C abzentrifugiert, getrocknet, in 6 ml 0.1 M NaAcetat,
50 mM Tris pH 8 gelost und mit 15 ml Ethanol fiir mindestens 30
min bei -80°C zum zweiten Mal gefillt. Nach der Fillung wurde der
Niederschlag getrocknet, in 4.2 ml TE-Puffer gelost und gemeinsam
mit 4.5 g Caesiumchlorid und 40 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) in
ein  VTi65-Zentrifugenrdhrchen eingefiillt. Mit einer Losung der
gleichen obigen Konzentration wurde aufgefiillt. Die Rohrchen
wurden zugeschweiffit und 16 h lang im Beckman VTi65-
Vertikalrotor bei 55000 U/min (20°C) zentrifugiert. Die entstehende
"supercoiled” Plasmidbande wurde unter UV-Licht abgezogen, in ein
neues VTi65-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und weitere 6 h bei
55000 U/min (20°C) zentrifugiert. Die "supercoiled" Plasmidbande
wurde wieder abgezogen, das Ethidiumbromid mit wassergesittigtem
1-Butanol extrahiert und die DNA-Ldsung mit Wasser auf 4 ml
aufgefiillt. Nach Zugabe von NaAcetat pH 4.8 (Endkonzentration 0.2
M) und 2.5fachem Volumen Ethanol wurde die Plasmid-DNA iiber
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Nacht bei -20°C (oder mindestens 1 h bei -80°C) ausgefillt. Nach 30
min Zentrifugieren bei 16800xg (4°C) wurde die DNA mit 80%
Ethanol gewaschen, nochmals 10 min zentrifugiert, getrocknet und in
einem entsprechenden Volumen Wasser aufgenommen. Die Menge an
gewonnener Plasmid-DNA wurde durch Messung der OD bei 260 nm
ermittelt. '

Kurzprotokoll zur Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (Mini-
Plasmid-DNA-Priparation)

Die Bakterien wurden in 1.5 ml L-Broth-Nihrmedium aufgenommen
und 5 min bei 4000xg zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 100
pl Lysozym-Losung (50 mM Glucose, 10 mM EDTA pH 7.8, 25 mM
Tris pH 8.0, 2 mg/ml Lysozym) resuspendiert und 5 min bei RT
inkubiert. 200 pl alkalische SDS-Loésung (0.2 M NaOH, 1% SDS)
wurden zugegeben, gemischt und 10 min auf Eis gestellt, danach 150
pl 3 M NaAcetat pH 4.8 zugefiigt und 45 min auf Eis gestellt. Nach der
Phenol/Chloroform-Extraktion wurde der Uberstand abgenommen,
mit 2.5fachem Volumen Ethanol versetzt und 10 min auf Eis gegeben.
Durch 10 min Zentrifugieren bei 13000xg wurde die ausgefallene
Plasmid-DNA abgetrennt, danach mit 80% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 40 pl Wasser aufgenommen.

Methode mit Quiagen-Siulen

200 ml einer iiber Nacht bei 37°C in Bakterien-Selektionsmedium
geschiittelten Bakteriensuspension wurden fir 15 min bei 4000xg
zentrifugiert, der Bakterien-Niederschlag in 10 ml RNase-Losung (50
mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 400 pg/ml Hitze-behandelte RNase A; pH
8) resuspendiert, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, 10 ml
alkalische SDS-Losung (0.2 M NaOH; 1% SDS) langsam zugegeben, 5
min inkubiert, 10 ml 2.55 M KAc pH 4.8 zugegeben und 30 min bei
16800xg in 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine
QUIAGEN-tip 500 Sidule geladen, die mit 5 ml QB-Puffer aequilibriert
worden war. Die Sidule wurde danach mit 20 ml ‘QC-Puffer gewaschen
und die Plasmid-DNA mit 5 ml QF-Puffer eluiert. Die Plasmid-DNA
wurde mit 0.8fachem Volumen Isopropanol prizipitiert und 30 min
bei 13000xg in 4°C (oder RT) abzentrifugiert, in 70% Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 400 pl Wasser aufgenommen,
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Methode nach Hirt (Hirt, 1967)

Die HeLa tk Zellen wurden 48 h nach der Behandlung zweimal mit je
10 ml PBS-Puffer gewaschen. Nach vollstindigem Absaugen des PBS
und der Zugabe von 1 ml Lysis-Puffer wurden die Zellen 10 bis 20
min bei RT inkubiert. Das viskose Lysat wurde in ein
Greinerrohrchen abgeschabt, mit 5 M NaCl auf eine Endkonzentration
von IM gebracht und die Probe durch ca. l0maliges vorsichtiges
Invertieren des Greinerrdhrchens gemischt. Nach mindestens 8 h
Inkubation bei 4°C wurde die Probe 30 min bei [7000xg und 4°C
zentrifugiert. Danach erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion.
Nach Inkubation mit RNase (50 pg/ml) fiir 2 bis 3 h bei 37°C und mit
SDS (0.1%) und Proteinase K (0.25 mg/ml) fiir weitere 2 bis 3 h bei
37°C erfolgte eine Phenol/Chloroform-Behandlung. Die Probe wurde
mit 150 mM NaCl und 2.5fachem Volumen Ethanol gefillt. Nach 16 h
wurde die DNA abzentrifugiert, gewaschen, getrocknet und in einem
Volumen von 100 pl mit Dpnl 3 h bei 37°C verdaut. Nach dem
Verdau erfolgte eine Phenol/Chloroform-Behandlung. Die Plasmid-
DNA wurde gefillt, gewaschen, getrocknet, in 10 pl autoklaviertem
Wasser aufgenommen und fiir die Transformation eingesetzt.

6) Auftrennen von DNA-Fragmenten

Die DNA-Gelelektrophorese wurde in einer Minigel-Apparatur
durchgefiihrt. Das Gelvolumen ist hierbei 50 ml, das Puffervolumen
100 ml und das Taschenvolumen 25 pl. 0.4 g Agarose Typ II wurden
in 50 ml IXTBE-Puffer gegeben und 5 min im Mikrowellenherd
aufgekocht. Nach Auffiillen auf das urspriingliche Volumen wurde
1.5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben, die Gel-Losung in die
Minigel-Apparatur gegossen und der Probenkamm eingefiihrt. Nach
ca. 30 min wurde der Kamm entfernt, das Gel mit dem Laufpuffer
(IxTBE) bedeckt und die Proben in Glycerin-Ladepuffer aufgetragen.
Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 100 V wihrend
einer Stunde. Die DNA-Banden werden unter UV-Licht sichtbar.
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7) Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus
Agarose-Gelen

20 pg Plasmid-DNA wurden mit 60 U Enzym in einem
Reaktionsvolumen von 200 pl iiber Nacht bei 37°C verdaut und auf
ein 0.8% Agarose-Gel geladen. Sobald ein deutlicher Abstand
zwischen dem herausgeschnittenen Insert und dem Restvektor im
Gel entstanden war, wurde ein DEAE-Papierstreifen unter die
Insertbande in das Gel eingesetzt und die Elektrophorese fortgesetzt.
Sobald die Insertbande auf den Streifen gelaufen war, wurde der
Streifen aus dem Gel genommen, kurz im Laufpuffer geschwenkt um
die anhaftende Agarose abzulosen und in ein Eppendorfgefill
gegeben. Zur Elution der DNA wurde der Streifen mit 500 pl DEAE-
Elutions-Puffer bedeckt und 30 min bei 65°C inkubiert. Die DNA-
enthaltende Losung wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefill
tiberfiihrt und bei -20°C ausgefillt.

8) Markierung von DNA mit o-32P-dCTP

Es wurde ein Kit der Firma Stratagene benutzt (Stratagene,"Prime-
it"). 30 ng DNA wurden mit 10 pl "Primer" und autoklaviertem
Wasser zu einem Reaktionsvolumen von 33 pl zusammenpipettiert.
Nach 5 min Aufkochen bei 100°C wurde die Probe 2 min auf Eis
gestellt und danach abzentifugiert. Die Reaktions-Losung wurde mit
10 pl 5x Primer-Puffer (0.1 mM dATP, dGTP, dTTP), 5 pl a-32P-dCTP
(1.85 MBq) und 2 ul T7 Polymerase (2 U/ml) versetzt und 10 bis 45
min bei 37°C inkubiert. Mittels Siulenzentrifugation wurden die
nicht eingebauten Nukleotide von den in die DNA eingebauten
Nukleotiden getrennt,

9) Séulenzentrifugation mit Sephadex G50

Das Sdulenmaterial Sephadex G50 fraktioniert Molekiile von 1500 bis
30000 Dalton. Eine 1 ml-Spritze wurde mit silanisierter Glasfaser-
watte abgedichtet, in ein Zentrifugengefil gestellt und mit G50
Sephadex (gequollen in TE-Puffer) bis zum Rand luftblasenfrei
aufgefiillt. Nach der Zentrifugation bei 300xg fiir 3 min wurde die
Spritze abermals bis zum Rand aufgefiillt und nach dem Abzentri-
fugieren (3 min, 300xg) mit 50 pl TE-Puffer und der radioaktiv
markierten Probe beschickt. Nach der Zentrifugation (3 min, 300xg)
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wurde die Radioaktivitit von llul der durch die Siule gelaufenen
radioaktiv markierten Probe nach der Cerenkov-Methode gemessen.

10) Herstellung kompetenter Bakterien

Methode nach Hanahan (1986)

Diese Methode wurde fiir den Bakterienstamm DH5a benutzt.

5 pl einer eingefrorenen Bakterienkultur oder 1 Kolonie von einer
mit Bakterien bewachsenen Platte wurden auf einer SOB-Platte (SOB
mit 15 g/l Difco-Agar) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. 4 Kolonien von 2 mm Durchmesser wurden in 100 ml SOB-
Medium gegeben und in einem 1 | Erlenmeyerkolben bis zu einer OD
von 0.45 bis 0.55 bei 550 nm unter stindigem Schiitteln kultiviert.
Die Bakterien-Kultur wurde daraufhin auf zwei Zentrifugenbecher
verteilt, 12 min auf Eis gestellt und danach 12 min bei 1300xg (4°C)
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vollstindig abgezogen, die
beiden Bakterien-Niederschlige in je 17 ml TFB-Puffer resuspendiert
und 12 min auf Eis gestellt. Nach 12 min Zentrifugieren bei 1300xg
(4°C) wurden die beiden Niederschlige in 8 ml TFB-Puffer
aufgenommen und zur Transformation eingesetzt.

Wird dem TFB-Puffer 15% Glycerin beigefiigt, konnen die Bakterien
in flissigem Stickstoff eingefroren und zu einem spiteren Zeitpunkt
verwendet werden. Da eingefrorene, kompetente Bakterien jedoch
eine geringere Transformationseffizienz aufweisen, wurden die
Bakterien in der vorliegenden Arbeit generell frisch kompetent
gemacht,

Methode nach Cohen et al. (1972)

Diese Methode wurde fiir den Bakterienstamm MBM7070 benutzt.
0.5 ml einer Ubernachtkultur wurden in 100 ml L-Broth-
Nihrmedium gegeben und bei 37°C geschiittelt, bis die OD von 0.2 bis
0.3 bei 600 nm erreicht war. Die Bakterien-Kultur wurde auf zwei
Zentrifugengefifie verteilt und 5 min bei 1300xg (RT) zentrifugiert.
Die Uberstinde wurden vollstindig abgezogen, die beiden Bakterien-
Niederschlige in je 25 ml eiskalter, 100 mM CaCly-Ldésung resuspen-
diert und 20 min auf Eis gegeben. Nach 5 min Zentrifugieren bei
1300xg (4°C) wurden die beiden Niederschlige in 1 ml 100 mM
CaCly-Losung resuspendiert, 10 min auf Eis gegeben und zur
Transformation eingesetzt.

20




11) Transformation von kompetenten Bakterien

Methode nach Hanahan (1986)

Diese Methode wurde fiir den Bakterienstamm DHS5o benutzt.

Pro Transformationsprobe wurden 200 pl der kompetenten DHS5o
Bakterien-Suspension in ein Greiner-Réhrchen gegeben, 7 pl DnD (1
M DTT, 90% DMSO, 10 mM KAc), -das entspricht einem Endvolumen
von 3.5%- zupipettiert, 10 min auf Eis inkubiert, erneut 7 pl DnD
zupipettiert (Endvolumen von 7%) und weitere 15 min auf Eis
inkubiert. Die DNA, mit der die Bakterien transformiert werden
sollten, wurde dazu gegeben, 30 min auf Eis gestellt und nach einem
90 sek Hitzeschock bei 42°C fiir 2 min auf Eis gestellt. Nach 5 min
Zentrifugieren bei 1300xg wurde der Bakterien-Niederschlag in 1 ml
SOC-Medium aufgenommen und 45 min bei 37°C geschiittelt. Die
Bakterien wurden auf Selektions-Agarplatten ausgestrichen.

Methode nach Cohen et al. (1972)

Diese Methode wurde fiir den Bakterienstamm MBM 7070 benutzt.
Pro Ansatz wurden 200 pl kompetenter Bakteriensuspension mit der
DNA, mit der die Bakterien transformiert werden sollten, gemischt.
Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock fiir 2 min
bei 37°C. Danach wurden die Bakterien fiir 2 min auf Eis gestellt und
nach Zugabe von 500 pl SOC-Medium 30 bis 45 min lang bei 37°C
unter Schiitteln inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren (5 min bei
1000xg) wurden die Zellen je nach gewiinschter Bakteriendichte in
L-Broth-Medium aufgenommenen und auf Selektions-Agarplatten
ausgestrichen.

12) Herstellung von Selektions-Agarplatten

In einem 2 Liter Erlenmeyer-Kolben wurde eine Mischung, be-
stehend aus 0.5% Bacto-Hefeextrakt, 2% Bacto-Trypton, 10 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSO4 und 15 g/l Agar in
destilliertem Wasser angesetzt und autoklaviert. Nach Abkiihlen auf
45°C wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von  50pg/ml
zugegeben. Damit konnten etwa 30 Agar-Platten (9 cm Durchmesser)
gegossen werden. Luftblasen wurden durch Uberstreichen mit einer
Bunsenbrennerflamme zum Platzen gebracht. Nach Erstarren des
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Agars wurde das Kondenswasser aus dem Deckel herausgeschiittelt
und die Platten bei 4°C gelagert.

Fiir die Selektion auf mutierte pS189 Plasmide wurden 100 pl einer
2% X-Gal-Losung (angesetzt in Dimethylformamid) und 30 pl einer
2% IPTG-Losung (angesetzt in Wasser) auf die Selektionsplatten
gegeben und nach ca. 30 min die Bakterien darauf ausgestrichen.

13) Zellkultur

Die Zellen wurden in Gewebekulturflaschen bei 37°C, 6% CO2 und 95%
relativer Luftfeuchte in DMEM mit 10 % FCS und 1% P/S gezogen. Vor
Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen trypsiniert und
rekultiviert. Fiir die Zellkultur wurde generell 37°C-warmes
Zellkultur-Medium verwendet.

Trypsin-Behandlung

Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und je nach GroBe der
Zellkulturflasche 1 bis 3 ml Trypsin (0.25% in Wasser) zugegeben. Die
Flasche wurde leicht geschwenkt und nach Absaugen des Trypsins
fir ca. 5 min bei 37°C inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in
warmem  Zellkulturmedium  aufgenommen und je nach
Generationszeit der verwendeten Zellen in entsprechend hoher
Verdiinnung ausgesit. Fiir die Experimente wurden die Zellen 24 bis
48 h vor der Behandlung ausgesiit.

Einfrieren und Auftauen der Zellen

Logarithmisch wachsende Zellen wurden trypsiniert und bei 330xg
abzentrifugiert. Es wurden 2 bis 5x100 Zellen pro ml Einfriermedium
aufgenommen und in ein Einfrierrohrchen gefiillt. Nach 30 min
Inkubation auf Eis wurden die Zellen ca. 24 h bei -80°C und
anschlieBend in fliissigem Stickstoff (-196°C) aufbewahrt.

Zum Auftaven wurden die Zellen aus dem fliissigen Stickstoff in ein
37°C Wasserbad gestellt und nachfolgend in 5 ml Zellkulturmedium
gegeben. Nach 3 min Zentrifugieren bei 330xg wurde der Zellnieder-
schlag in Zellkulturmedium aufgenommen und ausplattiert.
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14) Transfektion in Séiugerzéllen

Methode nach Graham und van der Eb (1973)

Diese Methode wurde fiir CHO-K1-2 und HeLa tk- Zellen benutzt.

Bei der stabilen Transfektion wurden 5x10° Zellen pro 9 cm
Petrischale eingesdt. Nach 24 h wurden 10 pg des entsprechenden
Plasmids und 1 pg pSVneo (Southern und Berg, 1982) mit CaCl,
(Endkonzentration 0.25 M) mit autoklaviertem Wasser auf ein
Volumen von 500 pl gebracht und mit 500 pl 2x Hepes unter
kriftigem Schiitteln vermischt. Dieses Gemisch wurde tropfenweise
in das Medium der zu transfizierenden Zellen gegeben, die Platte
leicht geschwenkt und bei 37 °C inkubiert. Nach 16 h wurde das
Prizipitat abgesaugt, mit 10 ml PBS-Puffer (37°C) gewaschen und 10
ml frisches Zellkulturmedium aufgegeben. Nach 24 h wurden die
Zellen hinsichtlich der Aufnahme von pSVneo selektioniert: dazu
wurde das Zellkulturmedium mit 0,6 mg/ml Geneticin (G418)
versetzt. Das Plasmid pSV2neo enthidlt, hinter den SV40 "early
region" Promotor kloniert, das Gen, welches fiir das Enzym
Aminoglycosid-3'-phospho-Transferase kodiert. Dieses Enzym
verleiht Resistenz gegen das toxische Antibiotikum Geneticin (G418).
Die resistenten Klone wurden isoliert, hochgezogen und in der
Northern-Blotting-Analyse auf die Expression der transfizierten DNA
hin getestet.

Bei der transienten Transfektion der Hela tk- Zellen wurden in 9 cm
Petrischalen 2x10° Zellen eingesit. Nach 24 h wurden 10 pg des
Plasmids pS189 mit CaCl, (Endkonzentration 0.25 M) und
autoklaviertem Wasser auf ein Volumen von 500 pl gebracht und
wie oben beschrieben weiterverfahren. Nach Absaugen des
Prizipitats wurden die Zellen gewaschen und einer Cadmiumchlorid-
Behandlung (10uM CdCl,) unterzogen. Das Medium wurde nach 10 h
gewechselt und die Zellen 48 h nach CdCl,-Gabe geerntet.

Methode nach Chen und Okayama (1987)

Diese Methode wurde fiir NIH 3T3 Zellen benutzt.

5x10° NIH 3T3-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion pro 9 cm
Petrischale eingesdt. 10 pg des entsprechenden Plasmids und 1 pg
pSVneo wurden mit CaCl, (Endkonzentration 0.25 M) und autokla-
viertem Wasser auf ein Volumen von 500 pl gebracht und mit 500 pl
2xBBS unter kriftigem Schiitteln vermischt. Dieses Gemisch wurde
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20 min bei RT inkubiert, danach tropfenweise in das Medium der zu
transfizierenden Zellen gegeben und die Petrischale leicht
geschwenkt. Die Zellen wurden in einem Inkubator mit 3% CO, und
35°C inkubiert. Nach 12-16 h wurde das Prazipitat abgesaugt, mit 10
ml warmem PBS-Puffer gewaschen und 10 ml frisches Zellkultur-
medium aufgegeben. Die Selektion erfolgte nach 24 'h wie in der
Methode nach Graham und van der Eb beschrieben.

Methode nach Kawai und Nishizawa (Kawai und Nishizawa, 1984)

Diese Methode wurde fiir 143 tk- Zellen benutzt.

Bei der stabilen Transfektion wurden 5x10° 143tk -Zellen pro 9 cm
Petrischale eingesidt. Nach 24 h wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt und eine Transfektions-Losung, bestehend aus 10 pg des
entsprechenden Plasmids, 1 pg hph-Plasmid (Gritz und Davies, 1983),
0.25 M CaClp und 30 pg Polybren (10 mg/ml Stammldsung in
autoklaviertem Wasser) in 3 ml Zellkulturmedium auf die Zellen
gegeben. Vor der Zugabe der Polybren-Losung wurde die DNA mit
dem Zellkulturmedium vermischt. Die Petrischalen wurden alle 90
min geschwenkt. Nach 6 h wurde das Zellkulturmedium abgesaugt
und die Zellen 4 min mit einer 30% DMSO-Losung in
Zellkulturmedium (5 ml pro Petrischale) behandelt. Die DMSO-Losung
wurde abgesaugt, die Zellen mit 10 ml warmem, Serum-freiem
Zellkulturmedium gewaschen und 10 ml Serum-enthaltendes
Zellkulturmedium aufgegeben. Nach 24 h wurden die Zellen
hinsichtlich der Aufnahme des hph-Plasmids selektioniert. Das hph-
Gen kodiert fiir eine bakterielle Hygromycin B-Phosphotransferase,
die Resistenz gegen das Aminocyclitol-Antibiotikum Hygromycin B
verleiht. Zur Selektion wurde Zellkulturmedium mit 0,15 mg/ml
Hygromycin B verwendet. Die resistenten Klone wurden isoliert,
hochgezogen wund in der Northern-Blotting-Analyse auf die
Expression der transfizierten DNA hin getestet. ’

Bei der transienten Transfektion wurden 2x10° 143tk™-Zellen pro 9
cm Petrischale eingesidt. Nach 24 h wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt und eine Transfektions-Losung, bestehend aus 10 pg des
entsprechenden Plasmids, 0.25 M CaCly und 30 pg Polybren (10
mg/ml) in 3 ml Zellkulturmedium auf die Zellen gegeben und bis zur
Selektion, wie oben beschrieben, weiterbehandelt. Die UV-Behand-
lung (8 J/m?) erfolgte 2 h nach dem DMSO-Schock. Die CHAT-
Selektion erfolgte 16 h nach dem DMSO-Schock.
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15) Bestimmung der Genmutationsfrequenz

am Nat/K+-ATPase-Lokus (Quabain-Selektion)

Fiir die Eperimente wurde eine 3 mM Ouabainlésung angesetzt: 1.1 g
Ouabain wurden in 450 ml Serum-freiem Zellkulturmedium bei 50°C
gelost, steril filtriert und mit 50 ml FCS und 5 ml P/S versetzt. Zur
Selektion wurde diese 3 mM Losung mit den zu selektionierenden
Zellen in Zellkulturmedium auf - die Endkonzentration von 1 mM
verdinnt.

2x105 Zellen wurden 24 h nach der Einsaat mit 2x10-7 M
Dexamethason behandelt, bzw. nicht behandelt und nach 3 d in
Selektionsmedium ohne Dexamethason mit 1 mM Ouabain umgesetzt
(106 Zellen/Platte). Parallel zur Selektion wurden zur Bestimmung
der Plattierungseffizienz zwei Platten mit je 1000 Zellen eingesit.
Nach 12 bis 14 d waren die resistenten Kolonien hochgewachsen. Die
Kolonien wurden einmal mit 10 ml PBS gewaschen, 30 min mit
Methanol fixiert, mit einer filtrierten LoOsung aus 1 mg/ml
Kristallviolett und 0.01 mg/ml NaCl in bidestilliertem Wasser
angefirbt und ausgezihlt.

Die Mutationsfrequenz berechnet sich nach der Formel:

Anzahl der mutierten Kolonien
Plattierungseffizienz x Zahl der eingesiten Zellen

am HGPRT-Lokus (6-Thioguanin-Selektion)

2x105 Zellen wurden 24 h nach der Einsaat mit 2x10-7 M
Dexamethason behandelt, bzw. nicht behandelt, nach 3 d in
Zellkulturmedium ohne Dexamethason umgesetzt und nach weiteren
4 d in Selektionsmedium mit 1 pg/ml 6-Tg gegeben (2x10° Zellen/
Platte). Die weitere Behandlung erfolgte wie oben beschrieben.

Fir die Experimente wurde eine 6-Tg-Stammlésung der Konzen-
tration 6 mg/ml in 0.1 M NaOH angesetzt. Es wurde mit 1 pg/ml 6-Tg
selektioniert.
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16) Bestimmung der Rekombinationsfrequenz

am_ Tk-Lokus (CHAT-Selektion)

Die MT-c-fos-, bzw. MT-c-Afos-transfizierten 143 tk- Zellen wurden
24 h nach der Einsaat mit 10 pM CdCly; behandelt oder nicht
behandelt. Nach 10 h wurde das Medium gewechselt und die Zellen
nach weiteren 16 h in die CHAT-Selektion gegeben (5x105 Zellen pro
Platte). '

Die transient transfizierten 143 tk- Zellen wurden 16 h nach dem
DMSO-Schock in CHAT-Selektionsmedium gegeben. Dieses Medium
enthdlt 2x10-5 M Desoxycytidin, 10-4 M Hypoxanthin, 4x10-7 M
Aminopterin und 3x10-5 M Thymidin.

Die Firbung und Auswertung erfolgte wie in Punkt 14) beschrieben.

17) UV-Bestrahlung und Suramin-Behandlung von Zellen

Fiir die UV-Bestrahlung wurde das Zellkulturmedium abgenominen,
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und nach Absaugen des PBS
bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurde das abgenommene,
konditionierte Medium wieder auf die Zellen gegeben.

Fiir jedes Experiment wurde eine 30mM Stammlésung von Suramin
in Serum-freiem Medium frisch angesetzt und in das Medium der
kultivierten Zellen in der Endkonzentration von 0.3 mM pipettiert.

18) PolyA+-RNA-Priparation (Aviv und Leder, 1972)

Etwa 5 bis 10x106 Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer
gewaschen, mit einem Gummischaber in 10 ml STE-Puffer
abgeschabt und mit 0.5% SDS und 300 pg/ml Proteinase K versetzt.
Zur Zerkleinerung hochmolekularer DNA wurde das Zellysat mit dem
Ultra-Turrax-Messerhomogenisator 30 sek bei 50% Leistung homo-
genisiert und danach bei 37°C fir 30 min inkubiert. Durch
anschlieBende Phenol/Chloroform-Extraktion wurden die Proteine
entfernt. Die Nukleinsdure-Losung wurde auf 0.5 M NaCl eingestellt
und etwa 100 mg Oligo-dT-Cellulose, welche in HSB-Puffer
resuspendiert waren, zugegeben. Die polyA+*-RNA wurde durch
Mischen auf einer Rotationsapparatur an die Oligo-dT-Cellulose
adsorbiert. Nach 16 h wurden die Proben 2 min bei 800xg
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zentrifugiert und dreimal mit je 10 ml HSB-Puffer gewaschen. Die
Elution der mRNA erfolgte durch viermaliges Aufnehmen der Oligo-
dT-Cellulose in je 1 ml autoklavierten Wassers, anschlieendes
Abzentrifugieren und Abtrennen des Sediments. Zur vollstindigen
Abtrennung der Oligo-dT-Cellulose wurden die 4 ml RNA-Losung 5
min bei 3300xg zentrifugiert. Zur Konzentrationsmessung der RNA
wurden 300 pl abgenommen und der Rest zur Ethanol-Fillung der
mRNA eingesetzt.

Die Oligo-dT-Cellulose wurde durch dreimaliges Waschen mit 0.1 M
NaOH, 5 mM EDTA pH 7.8, fiinfmaliges Waschen mit autoklaviertem
Wasser und zweimaliges Waschen mit HSB-Puffer regeneriert.

19) Northern-Blotting und Hybridisierung (Denhardt, 19066;
Alwine et al.,, 1977)

6 ng RNA wurden in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 20 pl
Denaturierungspuffer resuspendiert. Nach 5 min Erhitzen bei 50°C
wuirden die RNA-Proben schnell auf Eis gestellt und mit 4 nl
5xLadepuffer versetzt. Die RNA-Proben wurden auf ein vertikales
Agarose-Gel (1% Agarose in Laufpuffer 1xPB) geladen und bei 100 V
und 4°C wihrend 3 h aufgetrennt. Die RNA wurde durch 15 min
Inkubieren des Gels in Acridin-Orange (30 pg/ml in 1xPB), gefolgt
von dreimal 15 min Inkubieren in IxPB sichtbar gemacht. Die RNAs
wurden anschlieBend auf Nylon-Filter (Hybond N+ Filter) transferiert.
Dazu wurde eine Plastikwanne mit 20xSSC (3 M NaCl, 0.3 M NaCitrat
pH 6.5) gefiillt, ein Plastikstinder in diese Wanne gestellt und
dariiber eine Glasplatte und 3 Lagen 3MM-Filterpapier gelegt, die
mit 20xSSC getrinkt waren und zu beiden Seiten in die 20xSSC-
Losung eintauchten. Das RNA-Gel wurde luftblasenfrei aufgelegt und
an allen Seiten mit Parafilm umrandet, so daBl die 20xSSC-Losung nur
durch das Gel hochsteigen konnte. Auf das Gel wurde luftblasenfrei
ein Hybond N+ Filter gelegt und dariiber ein 20xSSC-getrinktes
3MM-Filterpapier und ein Pack Kleenex-Papiertaschentiicher, der
mit einer Glasplatte beschwert war, gestapelt. Der Filter wurde nach
dem Blotten iiber Nacht zur Fixierung der RNA 5 min in 0.05 M
NaOH-Losung und danach zum Neutralisieren 2 min in 20xSSC
geschwenkt.

Die Prihybridisierung dient der Absittigung unspezifischer
Bindungsstellen. Sie wurde in einem 250 ml-MeBzylinder durch-
gefiihrt, der durch einen Gummistopfen verschlossen und iiber eine
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Kaniile beliiftet wurde. Der Filter wurde in den MeBzylinder
eingerollt und 15 ml auf 65°C vorgewidrmte (Prd-)Hybridisierungs-
Losung [6xSSC, S5xDenhardt's (0.02%BSA, 0.02%Ficoll, 0.02% PVP),
0.5% SDS, 250 pg/ml denaturierte salmon-sperm-DNA, 250 pg/ml
Hefe-RNA] zugegeben. Die Prihybridisierung erfolgte auf einer
Rotationsapparatur bei 65°C wihrend 6 h.

Fiir die Hybridisierung wurden 6 ml (Prd-)Hybridisierungs-Losung
und 20 ng radioaktiv markierte Probe (etwa 3x107cpm) in den
MefBzylinder gegeben. Die radioaktiv markierte Probe wurde zuvor
durch 5 min Kochen bei 100°C denaturiert, kurz zentrifugiert und
sofort danach auf Eis gestellt, um das Renaturieren zu verhindern.
Die Hybridisierung erfolgte auf einer Rotationsapparatur bei 65°C
iber Nacht. Nach Beendigung der Hybridisierung wurde der Filter 10
min in 200 ml 2xSSC, 1% SDS bei 65°C und dann viermal je 30 min in
200 ml 0.5xSSC, 0.1% SDS gewaschen. Der Filter wurde feucht einge-
schweilt und auf einem Hyperfilin MP, Amersham mit Verstirker-
folie bei -80°C exponiert.

Wenn ein Filter ein weiteres Mal fiir eine Hybridisierung verwendet
werden sollte, wurde er 10 bis 15 min bei 100 °C in einer LOsung aus
0.1xSSC und 0.1% SDS inkubiert. Danach mufite er erneut pra-
hybridisiert werden.

20) Anfertigung von Chromosomenpriparaten

Zur Arretierung der Metaphasen wurden dem Zellkulturmedium 50
ng/ml Colcemid (25 pg/ml Stammlosung in PRS) zugegeben. Colcemid
(N-Desacetyl-N-methyl-colchicin) zerstort die Spindelfasern, so daB
die Chromosomensitze nicht an entgegengesetzte Pole gezogen
werden konnen, d.h. wihrend der Mitose nicht in die Anaphase
eingehen, sondern in der Metaphase liegenbleiben. Die Zellen wurden
nach 2h Colcemid-Inkubation trypsiniert, in Medium aufgenommen
und 7 min bei 500xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgezogen, der Zell-Niederschlag resuspendiert, mit 10 ml 0.075 M
KCl Losung versetzt und 7 min lang inkubiert. Diese Hypotonie-
Behandlung 1dft die Zellen aufquellen. Danach wurden die Zellen 7
min bei 500xg abzentrifugiert und der Uberstand bis auf ca. 2 ml
abgezogen. 10 ml Fixans (Methanol:Eisessig, 3:1) wurden aufgegeben,
5 min inkubiert und abzentrifugiert (7 min, 500xg). Die Fixierung
wurde zweimal wiederholt, wobei die Inkubationszeiten 10 min und
15 min betrugen. Nach dem letzten Abzentrifugieren wurde der
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Zellniederschlag in ca. 200 pl Fixans aufgenommen und aus ca. 40 cm
Hohe auf einen eiskalten, fettfreien Objekttriger aufgetropft. Die
Priparate wurden an der Luft getrocknet, mit 5% Giemsalosung
(angesetzt in Sorensenpuffer) 5 min gefirbt und in Sorensenpuffer
(0.067 M KHpPO4/NagHPO4) und danach in Wasser entfirbt. Die
mikroskopische Auswertung erfolgte mit dem Olimmersionsobjektiv
bei einer 1000fachen VergroBerung.

Es wurde mit Sorensenpuffer pH 7.2 gearbeitet. 100 ml davon
bestehen aus 27.4 ml 0.067 M KH2POy4 und 72.6 ml 0.067 M NapHPOgy.
Vor der Verwendung wurden die Objekttriger fir ca. 24 h in
HCIl:Ethanol (1:1) gelegt, dann in Seifenlosung (7X-Losung)
gewaschen, mit Wasser nachgespiilt und in einem mit Wasser
gefiillten Becherglas bis zur Verwendung im Kiihlschrank
aufbewahrt.

Simtliche Experimente wurden verschliisselt ausgewertet. Pro
Experiment wurden 50 bis 100 Metaphasen analysiert.

21) Immunfluoreszens

4x10* NIH 3T3 Zellen wurden auf Glaspliattchen (10 mm
Durchmesser), die durch 20 min Bestrahlung unter der y-Quelle
sterilisiert worden sind, ausgesdt. Nach der Behandlung wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch 20 min Inkubation mit
3% p-Formaldehyd bei RT fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen durch 15 min Inkubation mit 1% Triton X-100 bei
RT permeabilisiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen. Fiir die
Antikorper-Inkubation wurden die Glasplittchen mit der zell-
bedeckten Seite nach wunten in einen Antikoérpertropfen (30 pl,
Antikorper-Verdiinnung 1:30 in PBS) gelegt. Nach 1 h Inkubation bei
37°C wurden die Zellen fiinfmal mit PBS gewaschen, fiir eine weitere
Stunde -wie oben beschrieben- mit dem sekundidren Antikérper
(Antikorper-Verdiinnung 1:30 in PBS) inkubiert und erneut fiinfmal
gewaschen. Die Glasplittchen wurden in einen Tropfen "Glycergel”
auf einem Objekttriger mit der zellbedeckten Seite nach unten
eingebettet. Die mikroskopische Auswertung .erfolgte unter UV-
Anregung mit dem Olimmersionsobjektiv bei einer 1000fachen
Vergroflerung.

Die 3% p-Formaldehyd-Losung und die 1% Triton X-100 Losung
wurden in PBS angesetzt.
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22) Statistik

Experimente, die mindestens dreimal wiederholt worden sind,
wurden nach dem Weir-Test (Fisher/Behrens-Problem) auf
statistische Signifikanz iberpriift (Weir, 1967). Bei diesem Test wird
aus den Mittelwerten, den Standardabweichungen der zu verglei-
chenden Grundgesamtheiten und der Zahl der durchgefiihrten
Experimente eine Priifgrofle errechnet. Diese Priifgroe wird durch
folgende Formel berechnet: |

X2 |

= 2
Q1+ Qz —

1.1
Ni+ N2-4 L ny no

X bezeichnet die Mitielwerie, n die Stichprobenumfinge und Q die
Summe der Abweichungsquadrate [Q= X(x- x)?]. Ist diese PriifgroRe
groBBer oder gleich 2, so ist die Nullhypothese (Ho) abzulehnen, d.h.
die Mittelwerte der beiden Grundgesamtheiten sind auf dem 5%
Niveau statistisch voneinander verschieden.

Experignente, die zweimal wiederholt worden sind, wurden mit
dem Y -Test auf statistische Signifikanz uberpriift. Die Berech-
nung von ), erfolgte nach der Formel:

2
(a-d-b-c- % n)°n

(a+b)-(a+c)- (b+d) - (c+d)
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Hierbei bedeuten a, b, ¢, d und n die absoluten H'zivufigkeiten der
2x2-Tafel ‘

a b a+b
C d c+d
a+c b+d n=a+b+c+d

Bsp. a, Gesamtzahl aberranter Zellen ohne Behandlung
b, Gesamtzahl nicht-aberranter Zellen ohne Behandlung
¢, Gesamtzahl aberranter Zeller mit Behandlung
d, Gesamtzahl nicht-aberranter Zellen mit Behandlung

Wird ein gewisser Tabellenwert von X2 i{iberschritten, so ist der
beobachtete Unterschied signifikant. Ergibt der Test keinen
signifikanten Unterschied, so liegt den beiden Behandlungen
entweder kein realer Wirksamkeitsunterschied zugrunde oder aber
die Stichprobenumfinge waren nicht umfangreich genug, um einen
solchen Unterschied erkennen zu lassen.
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ERGEBNISSE

Die Entstehung eines bosartigen Tumors beruht auf einem Viel-
Stufen-ProzeBl, in dem sukzessive mehrere Gene verindert
werden. Es wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Expression
eines aktivierten Onkogens derartige genetische Verdnderungen
beschleunigen kann. Hierzu wurden Experimente in folgender
Reihenfolge durchgefiihrt:

In Zellinien, die mit Onkogenen stabil transfiziert worden sind,
welche jeweils unter der Kontrolle eines anderen induzierbaren
Promotors standen, wurden nach Uberexpression der Onkogen-
produkte Chromosomenanalysen durchgefiihrt. Um den Einflufl
der Uberexpression der Onkogenprodukte auf die Mutations-
frequenz von Genen zu testen, wurden Genmutations-Studien
angeschlossen. Die Funktion des c-Fos-Proteins als Vermittler der
c-Ha-Ras-, v-Mos- und UV-induzierten genomischen Instabilitit
wurde durch FEinsetzen von Antisense-fos-Oligodesoxynukleotiden
in Chromosomenanalysen getestet. Auf der Suche nach einem
moglichen Mechanismus der c-Fos-vermitieiten Mutagenese
wurde der EinfluB der c-Fos-Uberexpression auf die Rekombina-
tionsfrequenz analysiert.

1) Expression von c-Fos, c-Ha-Ras oder v-Mos von Dexa-
methason-induzierbaren Genkonstrukten erhoht die
chromosomale Instabilitdt in NIH 3T3 Zellen

Um Onkogene nach Belieben iiberexprimieren zu konnen, wurden
Zellen verwendet, in denen das Onkogen ohne seine regulierenden
DNA-Sequenzen hinter den induzierbaren, viralen "Long Terminal
Repeat (LTR)"-Promotor des Maus Mamma Tumor Virus (MMTV)
kloniert worden ist. Dieser Promotor kann durch die Zugabe von
Glukokortikoidhormonen angeschaltet werden (Groner et al., 1983;
Hynes et al., 1983) und bewirkt eine schnelle und transiente
Onkogeniiberexpression. Fiir die Transkriptions-Induktion ist eine
143 Nukleotid lange Sequenz innerhalb des MMTV LTR-Promotors
verantwortlich, welche die Bindungsstelle fir den Glukokortikoid-
hormon-Rezeptor-Komplex enthilt; die Sequenz wird als Hormon-
induzierbare Region [Hormone responsive element (HRE)]
bezeichnet (Ponta et al., 1985 a, b).

Bei den folgenden Experimenten wurden NIH 3T3 Zellinien
verwendet, die das LTR-c-fos-Gen (Schonthal et al., 1988), das
LTR-v-mos-Gen (Jaggi et al., 1986) oder das LTR-c-Ha-ras-Gen
(Jaggi et al., 1986) stabil transfiziert tragen. Bei dem LTR-c-Ha-
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ras-Gen handelt es sich um das aktivierte c-Ha-ras-Gen [c-Ha-
ras(A)] der Ratte mit einer Mutation in Codon 12. Das murine LTR-
c-fos-Gen trigt eine Deletion im 3' untranslatierten Bereich,
wodurch der Abbau der Transkripte von c-fos stark verlangsamt
ist (Miller et al., 1984; Rahmsdorf al., 1987): wihrend die
Halblebenszeiten der nicht-modifizierten c-fos-Transkripte bei 12
Minuten liegen, liegen die Halblebenszeiten der modifizierten c-
fos-Transkripte bei 2 Stunden (Schonthal, 1988). Als -Kontrollen
dienten untransfizierte NIH 3T3 Fibroblasten, sowie Zellen, die mit
LTR-c-Afos transfiziert waren. Das c-Afos-Konstrukt weist eine
Deletion im zweiten, dritten und vierten Exon der LTR-c-fos-
Sequenz auf, so daB kein funktionsfihiges Protein synthetisiert
werden kann. Da bei diesem Konstrukt im Gegensatz zu LTR-c-fos
keine Deletion im 3' untranslatierten Bereich vorliegt, betragen
die Halblebenszeiten der LTR-c-Afos Transkripte nur 14 Minuten
(Abb.1). |

Zellen, die mit LTR-c-fos, LTR-c-Afos, LTR-c-Ha-ras oder LTR-v-
mos transfiziert worden sind, exprimieren nach Induktion mit
dem synthetischen Glukokortikoidhormon Dexamethason (2x10-7
M) eine meBbare Menge an entsprechender mRNA (Abb.2). Die
mRNA, die von dem c-fos-Gen transkribiert wird, ist in der
Northern-Blotting-Analyse noch 8 Stunden nach Induktion
nachweisbar, wohingegen die Transkripte des c-Afos-Gens 3
Stunden "nach der Induktion nicht mehr gefunden werden. Die
mRNAs, die von dem v-mos-, bzw. dem c-Ha-ras-Gen transkribiert
werden, konnen 3, bzw. 8 Stunden nach Induktion noch
nachgewiesen werden.
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. V-mos
C. pLTR-v-mos M
c—Ha—rés ?

D. pLTR-c-Ha-ras —{oooHE——

Punktmutation

im 12. Codon
Abb. 1 Dexamethason-induzierbare MMTV LTR-c-

fos-, MMTV LTR-c-A-fos-, MMTV LTR-v-
mos- und MMTV LTR-c-Ha-ras-Gen-Kon-

strukte

A: Das pLTR-c-fos-Konstrukt besteht aus der MMTV LTR-Promotorregion,
den c-fos-Exons, den Introns und dem Polyadenylierungssignal. Es weist
eine Deletion in der 3' nicht-translatierten Region der Wildtyp-Sequenz
von Position 2800 (Sal I) bis 3413 (Mst II) auf. Der Begriff Wildtyp-Sequenz
bezeichnet das unverdnderte c-fos-Gen. B: Das pLTR-c-Afos-Konstrukt weist
eine Deletion der c-fos-Sequenz von Position 1190 (Bgl II) bis 2540 (BstE II)
auf. Im Gegensatz zu pLTR-c-fos enthédlt dieses Plasmid in der 3' nicht-
translatierten Region die Sequenzen 2800 bis 3413. C: Das pLTR-v-mos-
Konstrukt besteht aus der MMTV LTR-Promotorregion, dem v-mos-Exon und
dem Polyadenylierungssignal. D: Das pLTR-c-Ha-ras-Konstrukt besteht aus
der MMTV LTR-Promotorregion, den c¢-Ha-ras-Exons, den Introns und dem
Polyadenylierungssignal. Der MMTV LTR-Promotor ist jeweils durch ein
schraffiertes Kiistchen, die Exons sind durch schwarze Kistchen und die
Introns durch weie Balken dargestellt. Das schwarz-gepunktete Kistchen
symbolisiert den Rest des vierten c-fos-Exons.

? Polyadenylierungssignal
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Abb.2 Dexamethason-induzierbare Akkumulation
von c-fos-, c-Afos-, v-mos-, bzw. c-Ha-ras-
mRNA in stabil mit LTR-c-fos-, LTR-c-Afos-,
LTR-v-mos-, bzw, LTR-c-Ha-ras-transfizier-
ten NIH 3T3 Zellen
Logarithmisch wachsende mit LTR-c-fos, LTR-c-Afos, LTR-v-mos oder LTR-
c-Ha-ras transfizierte NIH 3T3 Zellen wurden mit 2x10-7 M Dexamethason
behandelt, bzw. nicht behandelt und polyA* RNA nach den angegeben
Zeiten pripariert. Je 6 pg RNA wurden der GroBe nach auf einem 1%
Agarose-Gel aufgetrennt und auf Hybond N+ Filter transferiert. Die
Hybridisierungen erfolgten bei c-fos- und bei c-Afos-polyA* RNA mit einer
radioaktiv markierten 1 kb Pstl v-fos-Probe aus pfos-1 (Curran et al., 1982).

Im Falle von v-mos-, bzw. c-Ha-ras-polyA*TRNA wurde zur Hybridisierung
eine radioaktiv markierte v-mos-, bzw. c-Ha-ras-Hybridisierungsprobe von
Dianova verwendet. S#mtliche Filter wurden mit einer radioaktiv
markierten 0.9 kb Pstl GAPDH-Probe aus pRGAPDH-13 (Fort et al., 1985)

nachhybridisiert, um zu kontrollieren, welche Mengen an polyA* RN A
aufgetragen worden sind. Die Abbildung zeigt ein Autoradiogramm.

Um zu testen, ob die Uberexpression der Onkoproteine c-Fos, c-
Ha-Ras oder v-Mos die Frequenz von chromosomalen
Aberrationen erhoht, wurden von untransfizierten NIH 3T3 Zellen
und von LTR-c-fos-, LTR-c-Afos-, LTR-v-mos-, bzw. LTR-c-Ha-ras-
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transfizierten NIH 3T3 Zellen ohne Behandlung und nach
Behandlung mit Dexamethason Chromosomenanalysen erstellt.
Eine haufig auftretende Eigenschaft von Zellen, die in Kultur
gehalten werden, ist ihr verdnderter Chromosomensatz (An-
euploidie). Da auch NIH 3T3 Fibroblasten eine solche Veridnderung
aufweisen -die  Chromosomenzahl ist hier von 45 auf 60 bis 70
Chromosomen erhoht- wurden keine numerischen Verdnderungen
beriicksichtigt, sondern die Chromosomenanalysen auf die
Erfassung struktureller Verdnderungen beschrinkt.

Die Chromosomenpriparate wurden nach folgendem Schema
~ausgewertet: die einzelnen Aberrationen wurden in Aberrationen
vom Chromosomentyp und in Aberrationen vom Chromatidtyp
(Rieger und Michaelis; 1967) unterschieden (Abb.3) und auf 6
verschiedene Gruppen verteilt. Diese Gruppen waren 1.
Isochromatid-Liicken ("gaps”, g'), 2. Isochromatidbriiche
("breaks", b"), 3. Chromatid-Liicken (g'), 4. Chromatidbriiche (b'),
5. Translokationen (t) und 6. multiple Aberrationen (mult). Da die
in der Abbildung 3 dargestellten einzelnen, azentrischen
Fragmente ("single acentric fragments", SAFs) sich auf
Chromatidbruchereignisse zuriickfithren lassen, wurden sie in die
Gruppe der Chromatidbriiche (b') eingeordnet. Die doppelten,
azentrischen Fragmente ("double acentric fragments", DAFs)
wurden, gemeinsam mit den "Double Minutes" (DM), der Gruppe
der Isochromatidbriiche (b") =zugeteilt, weil sie sich auf
Chromosomenbruchereignisse  zuriickfiihren lassen. Die
Quadriradiale und Triradiale wurden als Translokationen (t) in
einer Gruppe vereinigt. Traten in einer Metaphase sehr viele
kleine Chromatidfragmente auf, so wurden sie nicht einzeln
gezihlt, sondern in der Gruppe der multiplen Aberrationen (mult.)
zusammengefalt.
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Chromosomentyp-Aberrationen

1. Isochromatid-Licke (g") ii

2. Isochromatid-Bruch (b") wenn die doppeltes I
Fragmente azentrisches I
ll disloziert sind Fragment (DAF)

3. Austausch : 60
(Double Minutes, DM) e, 80

Chromatidtyp-Aberrationen

1. Chromatid-Liicke (g") iE

2. Chromatid-Bruch - (b") wenn das einzelnes
Fragment azentrisches I
l disloziert ist Fragment (SAF)

3. Austausch [Translokationen (t)]

a. Interchange zWischen \
Chromosomen (Quadriradial)

b. Isochromatid/Chromatid \
Interchange (Triradial)

Abb.3 Aberrationstypen

37




Die Chromosomenanalysen, die 24 und 48 Stunden nach Induktion
der Onkoprotein-Expression durch Dexamethasongabe vorge-
nommen wurden, ergaben bei jedem der getesteten Onkogene
eine Steigerung in der Frequenz aberranter Metaphasen: So fiihrte
die Uberexpression von c-Fos nach 24, wie auch nach 48 Stunden
zu einem 1.9fachen Anstieg in der Frequenz aberranter
Metaphasen. Die Uberexpression von c-Ha-Ras steigerte die
Frequenz aberranter Metaphasen nach 24 Stunden um das 1.9-
und nach 48 Stunden um das 1.6fache, die Uberexpression von v-
‘Mos bewirkte nach 24 und nach 48 Stunden einen 1.6fachen
Anstieg. Der Anstieg in der Aberrationsfrequenz nach
Uberexpression von c-Fos, c-Ha-Ras, bzw. v-Mos war statistisch
signifikant (P<0.05). Die Dexamethason-Behandlung von nicht-
transfizierten NIH 3T3 Zellen und von . Zellen, die mit dem
deletierten c-fos-Gen, c-A-fos, transfiziert worden waren, wiesen
nur einen marginalen Anstieg in der Frequenz aberranter
Metaphasen auf. Dieser Anstieg war statistisch nicht signifikant
(P<0.05) (Abb.4). Analysiert man die Verteilung der Aberrations-
typen, so findet man, dal in allen Fillen der Anstieg in der Zahl
aberranter Zellen hauptsichlich durch eine Zunahme in der Zahl
der Chromatidbriiche bedingt ist. Untransfizierte oder mit LTR-c-
Afos transfizierte Zellen zeigen eine sehr schwache, bzw. keine
Verinderung in der Hiufigkeit der Chromatidbriiche nach
Dexamethason-Behandlung (Tab.1, die Tabellen sind am Ende des
Ergebnis-Teils zusammengestellt).
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untransf. LTR-v-mos LTR-c-Ha-ras LTR-c-fos LTR-c-A fos

Abbe4 Aberrations-Induktion nach ﬁberexpression
von v-Mos, c-Ha-Ras, bzw. c-Fos in stabil
mit LTR-v-mos, LTR-c-Ha-ras, bzw. LTR-c-
fos transfizierten NIH 3T3 Zellen

Untransfizierte NIH 3T3 Zellen und mit LTR-v-mos, LTR-c-Ha-ras, LTR-c-

fos, bzw. LTR-c-Afos transfizierte NIH 3T3 Zellen wurden 48 h nach der

Einsaat mit 2x10-? M Dexamethason behandelt, bzw. nicht behandelt und

nach 24, bzw. 48 h Chromosomenpriparate angefertigt. Es wurde der

Prozentsatz aberranter Metaphasen mit und ohne Dexamethason-

Behandlung bestimmt. (100 aberrante Metaphasen in 100 ausgewerteten

Metaphasen entsp:echen 100%).

T Standardabweichung

Wie oben gezeigt, macht es keinen erheblichen Unterschied in der
Aberrationsfrequenz, ob die Zellen 24 oder 48 Stunden mit
Dexamethason behandelt worden sind, d.h. die Aberrationen .
hidufen sich bei lingeren Behandlungszeiten nicht an. Die am
hiufigsten auftretenden Aberrationen waren Chromatidbriiche
(Abb.5). Triradiale und Quadriradiale -die typischen Chromoso-
menschiden nach UV-Bestrahlung oder Behandlung mit
alkylierenden Agenzien- wurden nur sehr selten gefunden. Dieser
Befund sowie der geringe Aberrations-Induktionsfaktor nach
Onkoprotein-Expression zeigen, dafl die verstirkte Transkription
der getesteten Onkogene nur schwach clastogen ist.

39




C
Rest-Chromosom
f Chromatid
Chromatid
b Bruchstelle
Chromatidfragment

Abb.5

ist der Chromatidbruch (siehe Pfeil).
B. VergroBerung des angezeigten Ausschnitts in A.
C. Schemazeichnung des oberen Chromosoms von

B.
Um zumindest fir eines der Onkogene, die in
beschriebenen Experimenten verwendet wurden,
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konnen, daB der beobachtete Anstieg in der Aberrationsfrequenz
keine klonale Variation widerspiegelt, wurden erneut NIH 3T3
Zellen mit LTR-c-fos-DNA stabil transfiziert und die positiven
Klone hinsichtlich ihrer Aberrationsfrequenz nach Uberexpression
von c-Fos getestet.

Die NIH 3T3 Zellen wurden nach der Transfektionsmethode von
Chen und Okayama (1987) mit LTR-c-fos- und als Kontrolle mit
LTR-c-Afos-DNA stabil transfiziert und in der Northern-Blotting-
Analyse auf Expression der c-fos-, bzw. c-Afos-mRNA nach
Dexamethason-Induktion iiberpriift. Drei positive, unabhingige
Klone wurden hinsichtlich ihrer chromosomalen Aberrationen
nach der c-Fos-, bzw. c-AFos-Uberexpression getestet: Die Chromo-
somenanalyse ergab nur geringe Verinderungen in den

Aberrationsfrequenzen, welche sich im X2-Test als nicht
signifikant erwiesen: der LTR-c-fos Klon C2 zeigte einen 1.3fachen
und der LTR-c-fos Klon C4 einen 1.5fachen Anstieg in der
Frequenz aberranter Metaphasen nach Dexamethason-
Behandlung. Jedoch wies der Kontrollklon, LTR-c-Afos Cl, keine
Verinderung in der Basalfrequenz chromosomaler Aberrationen
auf; der Induktionsfaktor war hier 0.9 (Tab.2). Die Erwartung, daf
die Uberexpression von c-Fos die Zahl der chromosomalen
Aberrationen erhoht, wohingegen die Uberexpression des nicht
funktionellen c-AFos keinen Anstieg in der Aberrationsfrequenz
bewirkt, wurde hiermit bestitigt.

2) Expression von c-Fos von Cadmium-induzierbaren
Genkonstrukten erhoht die chromosomale Instabilitit in
NIH 3T3 Zellen

Es ist gezeigt worden, daB der durch das synthetische
Glukokortikoid Dexamethason aktivierte Glukokortikoid-Rezeptor
mit dem DNA-gebundenen Transkriptionsfaktor AP-1 interagiert
und dadurch die Transkription AP-l-abhingiger Gene reprimiert
(Jonat et al., 1990). Man kann sich vorstellen, da der
Aberrations-induzierende Effekt des c-Fos-Proteins dadurch
zustande kommt, daBl das c¢-Fos-Proteih als Teil des
Transkriptionsfaktors AP-1 die Transkription von Genen
induziert, deren Produkte an der Entstehung von Aberrationen
beteiligt sind. Unter dieser Voraussetzung wiirde Dexamethason
zwar die Uberexpression von c-Fos durch Aktivierung des LTR-
Promotors bewirken, jedoch gleichzeitig die Aberrations-
induzierende Wirkung des c-Fos-Genproduktes verhindern. Dies
konnte eine Erkldrung fiir den nur ca. zweifachen Anstieg in der
Aberrationsfrequenz im Fall der c-Fos-Uberexpression sein. In der
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Hoffnung, den Effekt von iiberexprimiertem c-Fos auf die
Aberrationsfrequenz deutlicher zeigen zu konnen, wurde mit
einem anderen Promotor, dem Metallothionein-IIA-Promotor,
weitergearbeitet. Metallothioneine sind ubiquitire Proteine mit
geringem Molekulargewicht, die durch einen hohen Cysteingehalt
gekennzeichnet und in der Lage sind, Schwermetalle zu binden.
Vermutlich sind sie in der Kontrolle des normalen zelluldren
Stoffwechsels und in der zelluliren Anpassung an verschiedene
Arten von StreB involviert (Karin, 1985). Der Metallothionein-ITA-
Promotor ist durch Cadmium, Zink, Kupfer oder Glukokortikoide
induzierbar. In den folgenden Experimenten wurde ausschlielich
Cadmiumchlorid (CdCly) in der Konzentration von 10 pM als
Induktor verwendet.

Fir die Chromosomen-Analysen wurden vier unabhingige, stabil
mit Metallothionein-11A-c-fos transfizierte Klone, 48/31, 48/311
(zwei unabhingig erhaltene Klone, transfiziert mit p48/3), 76/211
und 76/21I1 (zwei unabhingig erhaltene Klone, transfiziert mit
p76/21) (Riither et al., 1985) (Abb.6) verwendet. Zuvor wurden
die Klone in der Northern-Blotting-Analyse auf die Expression von
c-fos-mRNA nach CdClp-Induktion hin untersucht: In allen Klonen
ist nach CdCly-Behandlung c-fos-mRNA nachweisbar, es gibt keine
CdClyz-induzierte fos-mRNA-Synthese in untransfizierten NIH 3T3
Zellen (Abb. 7).

2800-3413

' c-fos
p 48/3 NN B

3'LTR

c-fos

p 7621 — el = = @ :

Abb . 6 Cadmiumchlorid-induzierbare MT-IIA-c-fos

Genkonstrukte :
Das c-fos-Gen steht unter der Kontrolle des CdCl,-induzierbaren
menschlichen Metallothionein-IIA-Promotors (Karin et al., 1984). Trans-
lationsstart, Stopcodon und das Polyadenylierungssignal sind natiirliche c-
fos-Sequenzen, d.h. das Konstrukt steuert die Synthese von natiirlichem c-
Fos-Protein. Um die c-fos-Expression zu steigern, wurden zwei
Verdnderungen gesetzt: Bei Konstrukt p48/3 wurden Sequenzen in der 3'
nicht-translatierten Region des c-fos-Gens (2800-3413), welche die
Stabilitdt der c-fos-mRNA vermindern, deletiert (Miller et al., 1984); bei
Konstrukt p76/21 wurde ein "Long Terminal Repeat (LTR)" des FBJ murinen
Osteosarkom Virus (FBJ-MuSV) 3' von der kodierenden Region inseriert
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(gepunktetes Kistchen)., Der MT-IIA-Promotor ist jeweils durch ein
schraffiertes Kistchen, die Exons des c¢-fos-Gens sind durch schwarze
Kidstchen und die Introns durch weifle Balken dargestelit.

? Polyadenylierungssignal

untransf. 48/3 11 Zellinie
fas
GAPDH
0o 2 h CdCl, .
76/21 11 Zellinie
fos
GAPDH
h CdCl,

Abb7 Cadmiumchlorid-induzierte Akkumulation von
c-fos-mRNA in den stabil mit MT-IIA-c-fos
transfizierten NIH 3T3 Klonen 48/31, 48/3I1,
76/21f wund 76/2111.

Logarithmisch wachsende untransfizierte Zellen sowie Zellen der mit MT-
c-fos transfizierten Klone 48/31, 48/3II, 76/211 und 76/2111 wurden mit 10
UM CdCly induziert, bzw. nicht induziert und polyA* RNA nach 2 h
prépariert. Je 6 pg RNA wurden der Gr6fle nach auf einem 1% Agarose-Gel
aufgetrennt und auf einen Hybond N+ Filter transferiert. Die
Hybridisierung wurde mit einer radioaktiv markierten 1 kb PST I v-fos-
Probe aus pfos-1 (Curran et. al.,, 1982) durchgefiihrt. Der Filter wurde mit
einer radioaktiv markierten 0.9 kb Pstl GAPDH-Probe aus pRGAPDH-13 (Fort

et al., 1985) zur Ermittlung der eingesetzten polyA* RNA-Menge nach-
hybridisiert. Es ist ein Autoradiogramm dargestellt.

Um zu testen, ob auch in diesen Klonen nach c-Fos-Uberexpression
die Frequenz chromosomaler Aberrationen erhoht ist und ob die
Steigerung aufgrund des anderen Promotors stirker ausfillt,
wurden von den Klonen -wie in Abschnitt 1) beschrieben-
chromosomale Analysen erstellt (Abb. 8).
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ADbb.8 Aberrations-Induktion nach Uberexpression
von c-Fos in stabil mit MT-IIA-c-fos trans-

fizierten NIH 3T3 Klonen :

Untransfizierte NIH 3T3 Zellen und die mit MT-IIA-c-fos transfizierten NIH
3T3 Klone 48/31, 48/311, 76/211 und 76/2111 wurden 48 h nach der Einsaat
mit 10 uM CdCl) behandelt, bzw. nicht behandelt, das Medium nach 10 h
gewechselt und 24. h nach CdCly-Gabe Chromosomenpriparate angefertigt.
Es wurde der Prozentsatz aberranter Metaphasen mit und ohne CdCly-
Behandlung bestimmt (100 aberrante Metaphasen in 100 ausgewerteten
Metaphasen entsprechen 100%).

T Standardabweichung

Die Analyse ergab, daB die Uberexpression von c-Fos, wie in den
vorangegangenen Experimenten, in denen der LTR-Promotor
verwendet worden war, auch hier nur zu einem ca. zweifachen
Anstieg in der Frequenz chromosomaler Aberrationen fiihrt. Das
mag daran liegen, daB das CdClp, wie zuvor Dexamethason, einen
negativen Einflull auf die Aberrations-induzierende Wirkung von
c-Fos hat oder, daB in den gewihlten Zellinien' die Uberexpression
von c-Fos nicht mehr als einen zweifachen Effekt leisten kann.
Eine weitere Ursache fiir den geringen Effekt kann jedoch in der
Natur des MT-Promotors liegen. Wie oben beschrieben, lilt er sich
durch eine Reihe von Faktoren, wie Schwermetallionen und
Glukokortikoide, induzieren, die auch als Spuren im Zellkultur-
medium vorkommen konnen. So ist es moglich, daB diese Faktoren
die Transkription von c-fos in einer Menge induzieren, welche in
der Northern-Blotting-Analyse zwar kaum nachweisbar ist, aber

44




dennoch ausreicht, die basale Aberrationsfrequenz anzuheben, so
daB sie durch zusitzliche CdCly-Induktion nur noch um das
zweifache gesteigert werden kann. Tatsdchlich war die
Basalfrequenz an Aberrationen pro Zelle in allen vier MT-c-fos-
transfizierten Klonen im Vergleich zu den nicht transfizierten
Zellen deutlich erhéht. Wenn man diese Uberlegung mit
einbezieht, dann ist der Anstieg in der Aberrationsfrequenz,
bezogen auf die unbehandelte, untransfizierte Kontrolle, ungefihr
drei- bis vierfach (Tab.3).

Die CdCl;-induzierte Uberexpression von c-Fos bewirkte in Klon
48/31 einen 2.2fachen, in Klon 48/311 einen 1.9fachen, in Klon
76/211 einen 1.8fachen und in Klon 76/2111 einen 1.7fachen
Anstieg in der Aberrationsfrequenz, wohingegen in den
untransfizierten NIH 3T3 Zellen die CdClp-Behandlung eine
1.4fache Anderung der Basalfrequenz ergab (Tab.3). Der Anstieg
in der Frequenz aberranter Metaphasen nach CdClp-Behandlung
war in den vier MT-c-fos-Transfektanten statistisch signifikant,
nicht aber in den untransfizierten Zellen (P<0.05). Durch die CdCly-
Behandlung stieg die Zahl der Chromatidbriiche, selbst in den
untransfizierten Zellen, stark an. Die Hinfung von Chromatid-
liicken, Isochromatidliicken und Translokationen nach CdCl;-
Behandlung scheint jedoch spezifisch fiir die MT-c-fos-
transfizierten Klone zu sein.

Bei den LTR-c-fos-transfizierten Klonen traten -im Gegensatz zu
den MT-c-fos-transfizierten Klonen- nach Uberexpession von c-
Fos nur sehr wenige Translokationen auf. Das liegt moglicherweise
daran, daB in den MT-c-fos-transfizierten Klonen die c-Fos-
Uberexpression in Kombination mit der CdCly-Behandlung diesen
Aberrationstyp besonders stark induziert.

3) Expression von c-Ha-Ras von Hitzeschock-induzier-
baren Genkonstrukten erhoht die chromosomale In-
stabilitit in NIH 3T3 Zellen ‘

Wie oben beschrieben kann es bei der Verwendung des LTR-
Promotors zu einer Interferenz zwischen dem Induktor
Dexamethason und dem Transkriptionsfaktor ‘AP-1 kommen, so
daBl der Aberrations-induzierende Effekt des c-Fos-Proteins
vermindert wird. Der MT-Promotor hat seinerseits den Nachteil,
daB er sich durch mehrere Faktoren induzieren 1lidBt, von denen
sich im Medium immer Spuren befinden konnen, so da er nicht
definiert an- und abschaltbar ist. Aufgrund dieser Nachteile in der
kontrollierten An- wund Abschaltbarkeit wurde nach einem
weiteren induzierbaren Promotor gesucht. Neben dem LTR-
Promotor und dem MT-Promotor wird fiir Experimente, in denen
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induzierbare Genkonstrukte verwendet werden, auch sehr hiufig
der Hitzeschock Protein 70 (Heat Shock Protein 70, HSP70)-
Promotor benutzt. Das hsp70-Gen gehort zu einer kleinen Familie
von Genen, deren Expression auf Transkriptions- und
Translationsniveau durch unterschiedliche Chemikalien und
biologischen Strefl, wie z.B. Hitzeschock, reguliert wird. Aber auch
der HSP70-Promotor hat Nachteile: Zur Induktion des Promotors
miissen die Zellen einer Hitzeschock-Behandlung ausgesetzt
werden, welche moglicherweise Vorgidnge in der Zelle induziert,
die mit der Wirkung des iiberexprimierten Onkogens
interferieren. Daneben kann auch dieser Promotor durch
Schwermetallionen, die im Zellkulturmedium vorkommen konnen,
induziert werden. Trotzdem wurde in den folgenden
Experimenten der HSP70-Promotor verwendet, um an zusitzliche
Informationen zu gelangen und in der Hoffnung, die individuellen
Nachteile der einzelnen Promotoren ausgleichen zu koénnen.

Die Experimente wurden mit dem NIH 3T3 Klon, QRA 16,
durchgefiihrt. In diesem Klon ist das aktivierte c-Ha-ras-Gen [c-
Ha-ras(A)] hinter den menschlichen Hitzeschock-induzierbaren
HSP70-Promoter (Hunt und Morimoto, 1985) kloniert worden. Die
c-Ha-ras-Transkription ist in Klon QRA 16 nach Hitzeschock (1 h
bei 42°C) stark induziert (Abb. 9).

untranst, QRA 16 Zellinte

ras

GAPDH

0 2 4 9 O 2 4 9 h Hitzeschock

Abb9 Hitzeschock-induzierte c-Ha-ras-mRNA Akku-
mulation in stabil mit HSP70-c-Ha-ras

transfizierten NIH 3T3 Zellen
Logarithmisch wachsende untransfizierte NIH 3T3 Zellen und der HSP70-c-
Ha-ras-transfizierte NIH 3T3 Zellklon QRA 16 wurden nicht behandelt oder
mit Hitzeschock (1 h bei 42°C) behandelt und polyA* RNA zu den
angegebenen Zeiten nach Beginn des Hitzeschocks pripariert. Je 6 pg RNA
wurden der GroBe nach auf einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt und auf
einen Hybond N+ Filter transferiert. Die Hybridisierung wurde mit einer
radioaktiv markierten c¢-Ha-ras-Hybridisierungsprobe von Dianova durch-

gefiihrt. Der Filter wurde zur Bestimmung der eingesetzten polyA* RNA
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Mengen mit einer radioaktiv markierten 0.9 kb Pstl GAPDH-Probe aus
pRGAPDH-13 (Fort et al., 1985) nachhybridisiert. Die Abbildung zeigt ein
Autoradiogramm.

Mit untransfizierten Zellen und dem HSP70-c-Ha-ras-
transfizierten NIH 3T3 Klon QRA 16 wurde nach Hitzeschock-
Behandlung eine Chromosomenanalyse durchgefiihrt. Das
Experiment zeigte, dall die Hitzeschock-induzierte Uberexpression
von c-Ha-Ras die Frequenz chromosomaler Aberrationen um einen
Faktor von 3.6 erhoht. Die Hitzeschock-Behandung fiihrte in den
untransfizierten NIH 3T3 Zellen zu einem 1.4fachen Anstieg in der
Aberrationsfrequenz (Abb.10, Tab.4). Der Anstieg in der Frequenz
aberranter Metaphasen nach Hitzeschock-Behandlung war in dem
Klon QRA 16, jedoch auch in den untransfizierten Zellen statistisch
signifikant (P<0.05). Verantwortlich fiir den starken Anstieg war
eine Zunahme an Chromatid-und Isochromatidbriichen. Da gezeigt
worden ist, daB die Uberexpression von c-Ha-Ras, wie auch die
Hitzeschock-Behandlung die c-Fos-Synthese induzieren konnen
(Schonthal et al., 1988; Hollander und Fornace, 1988) ist es
vorstellbar, daB an der Erhohung der Aberrationsfrequenz nach
Hitzeschock-Behandlung in den untransfizierten Kontrolizelien
auch eine erhohte c-Fos-Proteinmenge beteiligt ist.

% aberrante Metaphasen

30 ~
B - Hitzeschock
Ed 1 h Hitzeschock
20 -
10 A
0

untransft.

Abb.10 Aberrations-Induktion nach Uberexpression
von c-Ha-Ras in stabil mit HSP70-c-Ha-ras_

transfizierten NIH 3T3 Zellen
Untransfizierte NIH 3T3 Zellen und der mit HSP70-c-Ha-ras stabil
tranfizierte Klon QRA 16 wurden 48 h nach der Einsaat mit Hitzeschock (1 h
bei 42°C) behandelt, bzw. nicht behandelt und nach 24 h
Chromosomenpréparate angefertigt. Es wurde der Prozentsatz aberranter
Metaphasen mit wund ohne Hitzeschock-Behandlung bestimmt (100
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aberrante Metaphasen in 100 ausgewerteten Metaphasen entsprechen
100%). ‘ ’

T Standardabweichung

Zusammenfassend zeigen die geschilderten Experimente, daB in
NIH 3T3 Zellen die Uberexpression von Fos, Ras oder Mos die Zahl
der Chromosomenaberrationen um etwa das zweifache erhoht.
Dieser Induktionseffekt ist von der Wahl des verwendeten
Promotors unabhingig; dies zeigt, daBl Induktions-spezifische
Einfliisse auf die Induktion der Aberrationen unwahrscheinlich
sind.

4) Analyse chromosomaler Aberrationen nach Uber-
expression von c-Fos in HeLa tk- Zellen und in CHO-K1-2
Zellen '

Sdmtliche bisher dargestellten Experimente wurden in
Mausfibroblasten durchgefiihrt. Um zu testen, ob die
Uberexpression von c-Fos auch in anderen Siugetierzellen zu
einer Erhdhung der chromosomalen Aberrationsfrequenz fiihrt,
wurden menschliche Cervix-Karzinomzellen (Hela tk-) mit MT-c-
fos-DNA und Zellen des chinesischen Hamsters (CHO-KI1-2) mit
LTR-c-fos-, bzw. nur mit pSVneo-DNA stabil transfiziert. Die
etablierten Klone wurden in der Northern-Blotting-Analyse auf
Expression von c-fos-mRNA nach Induktion untersucht (Abb.l1
und 12) und mit positiven Klonen eine Chromosomenanalyse
durchgefiihrt.

Der humane Hela tk- Zellklon MT-c-fos C7 zeigte nach
Uberexpression von c-Fos nur einen schwachen Anstieg (1.2fach)
in der chromosomalen Aberrationsfrequenz im Vergleich zu den

untransfizierten Zellen (1.0fach) (Abb.13, Tab.5). Im X2-Test
erwies sich dieser Anstieg als statistisch nicht signifikant (P<0.05).
Jedoch war auch bei diesen Zellen, wie zuvor bei den mit MT-c-fos
transfizierten Mausfibroblasten, die Aberrationsfrequenz bereits
ohne Induktion erhoht. Bezieht man die Zahl aberranter
Metaphasen in den CdCly-induzierten, mit MT-c-fos transfizierten
Zellen auf den entsprechenden Wert in den nicht induzierten,
untransfizierten Zellen, so ergibt sich ein Anstieg um das l.6fache.

Von den Hamsterklonen zeigte der Klon LTR-c-fos 6C6 nach
Uberexpression von c-Fos eine Erhohung der Aberrationsfrequenz
um das 1.4fache, wohingegen der Klon LTR-c-fos 6Cl keinen
Unterschied zum Basallevel aufwies (1.1fach) (Abb.14). Der
Anstieg in der Frequenz aberranter Metaphasen nach c-Fos

Uberexpression erwies sich bei beiden Klonen im X2-Test als
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statistisch nicht signifikant. Die nur mit pSVneo transfizierten
Zellen zeigten eine Verdnderung des Basallevels von 0.9fach. Ein
allgemein hédufiger Aberrationstyp bei Hamsterzellen sind
Chromatidliicken. Diese traten auch hier vornehmlich auf (Tab.6).

Die Experimente zeigten, daB HeLa tk- und CHO-9 Zellen im
Vergleich zu den NIH 3T3 Zellen einen sehr viel schwicheren oder
keinen Anstieg in der Aberrationsfrequenz nach c-Fos-
Uberexpression aufweisen. Dies mag im Falle der CHO-9 Zellen
darin begriindet liegen, daB sie -vielleicht durch bessere
Reparaturmechanismen- einen sehr viel stabileren Karyotyp als
NIH 3T3 Zellen besitzen, so daB die alleinige Uberexpression eines
Onkogens die Frequenz an Aberrationen nicht deutlich verdndern
kann. Hel.a tk- Zellen zeigen einen idhnlich instabilen Karyotyp wie
die NIH 3T3 Zellen, jedoch konnte hier die geringe
Aberrationsfrequenz nach c-Fos-Uberexpression darin begriindet
liegen, daB zusidtzlich zur c-Fos-Expression andere Gene in der
Expression verdndert sind, derem Produkte die Zelle vor der
Entstehung von Fos-induzierten DNA-Schidigungen schiitzen.

untransfiziert HelLa-MT-c-fos C7 Zellinie

fos

GAPDH

0 1

d

8 0 1 3 8 h CdCl,

Abb.11 cadmiumchiorid-induzierte Akkumulation
von c-fos-mRNA in stabil mit MTIIA-c-fos
transfizierten Hela tk- Zellen.
Logarithmisch wachsende wuntransfizierte HeLa tk- Zellen und der MT-c-
fos-transfizierte HeLa tk- Klon HeLa-MT-c-fos C7 wurden mit 10 pM
Cadmiumchlorid behandelt, bzw. nicht behandelt und nach 1, 3 und 8 h
polyA+ RNA pripariert. Je 6 pg RNA wurden der GroBe nach auf einem 1%
Agarose-Gel aufgetrennt und auf einen Hybond N+ Filter transferiert. Die

Hybridisierung wurde mit einer radioaktiv markierten 1 kb PST I v-fos-
Probe aus pfos-1 (Curran et. al.,, 1982) durchgefiihrt. Zur Kontrolle der

aufgetragenen polyA* RNA Menge wurde der Filter mit einer radioaktiven
0.9 kb Pstl GAPDH-Probe aus pRGAPDH-13 (Fort et al., 1985)
nachhybridisiert. Es ist ein Autoradiogramm gezeigt.
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ADbb.12 Dexamethason-induzierte Akkumulation von
c-fos-mRNA in zwei stabil mit LTR-c-fos
transfizierten CHOQO-K1-2 Klonen.

Logarithmisch wachsende Zellen der LTR-c-fos-transfizierten CHO-9-K1-2

Klone LTR-c-fos 6C1 und LTR-c-fos 6C6 wurden mit 2x10-7 M Dexamethason

behandelt, bzw. nicht behandelt und nach 1, 3, 5 und 8 h polyA* RNA

pripariert, Je 6 nug RNA wurden der GroBe nach auf einem 1% Agarose-Gel
aufgetrennt und auf Hybond N+ Filter transferiert. Die Hybridisierung
wurde mit einer radioaktiv markierten 1 kb PST I v-fos Probe aus pfos-1

(Curran et. al., 1982) durchgefiihrt. Der Filter wurde zur Ermittlung der

eingesetzten polyA* RNA Menge mit einer radioaktiv markierten 0.9 kb
Pstl GAPDH-Probe aus pRGAPDH-13 (Fort et al.,, 1985) nachhybridisiert. Die
Abbildung zeigt ein Autoradiogramm.

% aberrante Metaphasen

20 =
B - Dex.
1d Dex

untransf. MT-c-fos C7

Abb.13 Aberrations-Héaufigkeiten mnach CdClz-Be-
handlung in untransfizierten und in stabil
mit MT-IIA-c-fos transfizierten Hela tk-
Zellen.

Untransfizierte Hela tk- Zellen und der mit MT-c-fos transfizierte HeLa tk-
Klon MT-c-fos C7 wurden 48 h nach der Einsaat mit 10 pM CdCly behandelt,
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bzw. nicht behandelt, das Medium nach 10 h gewechselt und 24 h nach
CdClz-Zugabe Chromosomenpriparate angefertigt. Es wurde der Prozentsatz
aberranter Metaphasen mit und ohne CdClp-Behandlung bestimmt (100
aberrante Metaphasen in 100 ausgewerteten Metaphasen entsprechen
100%).

T Standardabweichung

10 - % aberrante Metaphasen

9 )
g B -Dex.
7 - Ed 1dDex

6

neo LTR-c-fos 6C1 LTR-c-fos 6C6

Abb.14 Aberrations-Hiufigkeiten nach Dexamethason-
Behandlung in nur mit pSVmeo- und in stabil

mit LTR-c-fos transfizierten CHO-K1-2 Zellen.
Nur mit pSVneo transfizierte CHO-K1-2 Zellen und die mit LTR-c-fos stabil
tranfizierten Klone LTR-c-fos 6C1 und LTR-c-fos 6C6 wurden 48 h nach der

Einsaat mit 2x10-7 M Dexamethason behandelt, bzw. nicht behandelt und
nach 24 h Chromosomenpriparate angefertigt. Es wurde der Prozentsatz
aberranter Metaphasen mit und ohne Dexamethason-Behandlung bestimmt
(100 aberrante Metaphasen in 100 ausgewerteten Metaphasen entsprechen
100%).

T Standardabweichung

5) Uberexpression von c-Fos, v-Mos, bzw. c-Ha-Ras
induziert keine Verschiebungen im Zellzyklus

Es ist denkbar, daB der beobachtete Anstieg in der Aberrations-
frequenz nach Uberexpression von c-Fos, v-Mos oder c-Ha-Ras auf
ein beschleunigtes Wachstum der Zellen und damit auf ein
Akkumulieren der Aberrationen aufgrund der Onkogen-Uber-
expression zuriickzufiihren ist. Ferner ist denkbar, daB die
Induktoren Dexamethason, Cadmiumchlorid und Hitzeschock
selbst den Zellzyklus beeinflussen. Um beide Mdoglichkeiten zu
priifen, wurde das Wachstumsverhalten von untransfizierten NIH
3T3 Zellen, von den LTR-c-fos-, LTR-c-Afos-, LTR-v-mos-, LTR-c-
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Ha-ras-transfizierten Klonen, sowie von dem HSP70-c-Ha-ras
transfizierten Klon QRA 16 bestimmt. Stellvertretend fiir die vier
MT-c-fos-transfizierten Kione wurde der Kion 76/2111 iiberpriift.
Das Wachstum wurde iiber einen Zeitraum von 5 Tagen mit Hilfe
des Coulter Counters bestimmt (Abb.15).

Die Wachstumskurven zeigen, daf die Dexamethason- und die
Hitzeschock-Behandlung keinen EinfluB auf das  Wachstums-
verhalten der NIH 3T3 Fibroblasten haben. Cadmiumchlorid-
Behandlung verlangsamt das Wachstum sowohl der untranfi-
zierten, wie auch der transfizierten Fibroblasten geringfiigig. Die
Onkogen-transfizierten Zellen unterscheiden sich 1in den
Wachstumsgeschwindigkeiten nur wenig von den untransfizierten
Zellen. So betrigt die Populations-Verdopplungszeit bei den LTR-
c-Ha-ras-transfizierten Zellen 19 Stunden, bei den LTR-c-fos-,
LTR-v-mos- und LTR-c-Afos transfizierten Zellen 18 Stunden und
bei den untransfizierten Zellen 16 Stunden. Wenn iiberhaupt eine
Tendenz sichtbar ist, dann wachsen die mit einem Onkogen
transfizierten NIH 3T3 Zellen etwas langsamer als die nicht-
transfizierten Zellen. Das bedeutet, daB Zellzyklusverschiebungen
nicht als die Ursache der erhohten Aberrationsfrequenzen
angesehen werden konnen.
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ADbb.15 Wachstumskurven von untransfizierten, LTR-c-
fos-, LTR-c-Afos-, LTR-c-Ha-ras-, LTR-v-mos-,
sowie von MT-c-fos- und HSP70-c-Ha-ras-
transfizierten NIH3T3 Fibroblasten mit, bzw.
ohne Behandlung mit (A) Dexamethason, (B)
Cadmiumchlorid oder (C) Hitzeschock

5x104 Zellen wurden pro 5 cm-Petrischale ausplattiert (Zeitpunkt 0) und
nach 24 h (A) nicht behandelt oder mit 2x10-7 M Dexamethason behandelt,
das wiahrend des gesamten Versuchs im Medium blieb, (B) nicht behandelt
oder mit 10 pM Cadmiumchlorid behandelt, das nach 10 h durch einen
Mediumwechsel entfernt wurde oder (C) einem Hitzeschock (1 h bei 42°C)
ausgesetzt oder nicht ausgesetzt. Die Zellzahlen wurden mit dem Coulter
Counter bestimmt, N; = Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt t; Ng = Anzahl der
Zellen zun Zeitpunkt 0.
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6) Uberexpression von c-Fos bewirkt einen Anstieg in
der Mutationsfrequenz des Nat/K+-ATPase-Gens und des
HGPRT-Gens- in NIH 3T3 Zellen :

Um zu testen, ob iiberexprimiertes c-Fos nicht nur chromosomale
Aberrationen induzieren kann, sondern auch in der Lage ist, in
spezifischen Genen Mutationen zu setzen, wurden zwei Gene, das
Na+/K+-ATPase-Gen, sowie das Hypoxanthin-Guanin-Phospho-
ribosyl-Transferase (HGPRT)-Gen auf ihre Mutationsfrequenz nach
c-Fos-Uberexpression hin untersucht.

6.1) Mutationsfrequenz am Nat/K+-ATPase-Lokus

Zellen bendtigen zur Aufrechterhaltung der im Verhiltnis zum
duBeren Medium im Zell-Zytoplasma hohen K*- und niedrigen
Na+*-lonenkonzentration die Nat/K+-Pumpe als Transportsystem.
Die Energie fiir dieses System entsteht aus der Hydrolyse von
Adenosintriphosphat (ATP). Diese Hydrolyse wird von der Nat/K+-
abhingigen ATPase katalysiert, die integraler Bestandteil der
Nat+/K+-Pumpe ist. Das Steroid Ouabain kann an dieses Enzym
binden und damit seine Fihigkeit zur Dephosphorylierung
hemmen, so daB keine K+-Ionen mehr in die Zelle gelangen
konnen. Ist jedoch das Nat/K*+-ATPase-Gen in der Sequenz
mutiert, die fiir die Ouabain-bindende Protein-Domine kodiert, so
bindet Ouabain nicht mehr und die Zellen iiberleben. Da diese
Mutation, um die katalytische Funktion des Enzyms nicht zu
beeintrichtigen, nur wenige Nukleotide betreffen darf,
selektioniert man mit Ouabain im wesentlichen auf
Basenaustausch-Mutationen (Baker et al., 1974).

Um die Wirkung der Uberexpression von c-Fos auf die Mutations-

frequenz des Nat/K*-ATPase-Lokus zu testen, wurde in NIH 3T3 .

Zellen, die mit LTR-c-fos stabil transfiziert worden waren, c-Fos
tiberexprimiert und in der anschlieBenden Ouabain-Selektion auf
Mutationen im Nat/K+-ATPase-Gen getestet. Es wurde der in
Abb.4 dargestellte LTR-c-fos-Zellklon verwendet.

Die Untersuchungen ergaben bei den untransfizierten NIH 3T3
Kontrollzellen eine spontane, basale Mutationsfrequenz von
9.4x10-8. Dexamethason-Behandlung verindert¢ diesen Wert nur
geringfiigig, die Mutationsfrequenz betrug hier 8.6x10-8. LTR-c-
fos transfizierte NIH 3T3 Zellen wiesen spontan eine hohere
Mutationsfrequenz als die Kontrollzellen (49.8x10-3) auf. Dexa-
methason-induzierte Uberexpression von c-Fos fiihrte zu einem
6.7fachen Anstieg in der Mutationsfrequenz auf 331x10-8 (Tab.7).
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Zellinie Dex. Gesamt- Plattierungs- Gesamtzahl Mutations Indukt.

Behandlg. zahl der effizienz mutierter frequenz faktor
Platten (%) Klone (x10'8)
untransf, - 31 34.1 1 - 94 1.0
+ 32 36.5 1 8.6 0.9
LTR-c-fos - 48 41.8 10 498 1.0
+ 40 33.9 45 331.8 6.7

Tab.7 Uberexpression von c-Fos erhéht die Muta-
tionsfrequenz am Nat+/K+-ATPase-Lokus in
LTR-c-fos-transfizierten NIH 3T3 Zellen.

Untransfizierte, sowie LTR-c-fos-transfizierte NIH 3T3 Fibroblasten wurden

24 h nach der Einsaat fir 3 d mit 2x10-7 M Dexamethason behandelt, bzw.
nicht behandelt; nach dieser Zeit wurden die Zellen in Selektionsmedium

ohne Dexamethason mit 1 mM Ouabain umgesetzt (10° Zellen/Platte).
Parallel zur Selektion wurden zur Bestimmung der Plattierungseffizienz
Platten mit je 1000 Zellen eingesdi. Nach 12 bis 14 d waren die resistenten
Kolonien hochgewachsen und wurden gezidhlt. Jeder Wert faBt die
Ergebnisse aus 4 unabhingigen Experimenten zusammen.

6.2.) Mu.tationsfrequenz am HGPRT-Lokus

Es gibt zwei Reaktionswege um Purine zu synthetisieren: den "de-
novo"-Purinbiosyntheseweg und den "salvage"- oder Wieder-
verwertungsweg. Bei dem Wiederverwertungsweg werden auf
freie Purinbasen, die beim hydrolytischen Abbau von
Nukleinsduren und Nukleotiden entstehen, Ribosephosphate .
tibertragen und so die entsprechenden Nukleotide gebildet. Dabei
katalysiert das Enzym HGPRT ‘die Umsetzung der Purinbasen
Hypoxanthin und Guanin in die Nukleotide Inosit-Monophosphat
(IMP) und Guanosin-Monophosphat (GMP). Mit dem Guanin-
Analogon 6-Thioguanin (6-Tg) kann auf Zellen, die kein oder ein
mutiertes HGPRT-Gen tragen, selektioniert werden, denn auf
Grund der Toxizitit von 6-Tg iiberleben nur die Zellen, die 6-Tg
nicht verwerten koénnen.

Wenn die Uberexpression von c-Fos die spontane Mutations-
frequenz im HGPRT-Gen erhohen wiirde, dann wire zu erwarten,
daB vermehrt Zellen entstehen, die das 6-Tg nicht verwerten
konnen und somit eine groBere Zahl von Zellen die 6-Tg-Selektion
iiberlebt. Um diese Vermutung zu iiberpriifen wurde in LTR-c-
fos-transfizierten Zellen c¢-Fos iiberexprimiert und in der
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anschlieBenden 6-Tg-Selektion auf Klone mit mutiertem HGPRT-
Gen getestet (Turner et al., 1985). ’

Das Experiment zeigt, daBl untransfizierte NIH 3T3 Kontrollzellen
eine spontane, basale Mutationsfrequenz von 1.8x10-6 aufweisen,
die durch Dexamethason-Behandlung kaum verindert wird
(1.4x10-6). In LTR-c-fos-transfizierten NIH 3T3 Zellen liegt die
basale Mutationsfrequenz um das 5.2fache hoher, "ndmlich bei
7.3x10-6. Uberexpression von c-Fos, induziert durch Dexametha-
son-Behandlung, fiihrt zu einem 1.7fachen Anstieg in der
Mutationsfrequenz auf einen Wert von 12.5x10-6 (Tab.8).

Die Mutationsfrequenzen liegen am HGPRT-Lokus sehr viel hoher
als am Nat/K+*-ATPase-Lokus. Die Ursache dafiir ist, daB sich am
Na+t/K+-ATPase-Lokus im wesentlichen Basenaustausch-
Mutationen ausprigen, wohingegen am HGPRT-Lokus neben
diesen Mutationen alle weiteren Mutationen, die zur
Inaktivierung des Enzyms fiihren, den mutierten Phinotyp
verursachen konnen.

Zellinie  Dex. Gesamt- Plattierungs- Gesamtzahl Mutations- Indukt.
behandlg. zahl effizienz mutierter frequenz faktor
(2x10-7M) Platten (%) Klone (x10-9)

untransft.. - 168 24.6 36 1.8 1.0

+ 159 25.7 28 14 0.7

LTR-c-fos - 37 34.3 19 7.3 1.0

+ - 34 33.4 29 12.5 1.7

Tab.8 Uberexpression von c-Fos erhoht die Muta-
tionsfrequenz am HGPRT-Lokus in NIH 3T3
Zellen. _
Untransfizierte, sowie mit LTR-c-fos transfizierte NIH 3T3 Fibroblasten
wurden 24 h nach der Einsaat mit 2x10°7 M Dexamethason behandelt, bzw.
nicht behandelt, nach 3 d in Zellkulturmedium ohne Dexamethason
umgesetzt und nach weiteren 4 d in Selektionsmedium mit 1 pM 6-
Thioguanin gegegeben (2x10°% Zellen/Platte). Parallel zur Selektion wurden
zur Bestimmung der Plattierungseffizienz Platten .mit je 1000 Zellen
eingesidt. Nach 7 bis 10 d waren die resistenten Kolonien hochgewachsen
und wurden gezidhlt. Jeder Wert faft die Ergebnisse aus 2 unabhingigen
Experimenten zusammen,

Aus diesen beiden Experimentenserien geht hervor, da} die
Uberexpression von c-Fos die Mutationsfrequenz in dem Na+/K+-
ATPase-Gen um etwa das siebenfache und in dem HGPRT-Gen um
etwa das zweifache erhoht. Eine Erklirung fiir diesen Unterschied
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in der Erhohung der Mutationsfrequenz nach c-Fos
Uberexpression koénnte darin bestehen, daB liberexprimiertes c-
Fos bevorzugt Basenaustausch-Mutationen und weniger héufig
andere  Mutationen  induziert. Dadurch wiirde die
Genmutationsfrequenz am Na*/K+-ATPase-Lokus stirker als am
HGPRT-Lokus ansteigen.

7) Uberexpression von c-Fos erhoht die Mutations-
frequenz in dem '"Shuttlevektor'"-Plasmid pS189

Eine weitere Moglichkeit, den EinfluB der c—Fos-Uberexpression
auf die Frequenz von  Genmutationen zu testen, ist durch das
"Shuttlevektor"-Plasmid pZ189 gegeben (Seidman et al.,, 1985)
(Abb.16). Dieses Plasmid ist konstruiert worden, um die
Mutagenese in Sidugerzellen untersuchen zu konnen. Als
Zielsequenz fiir die Mutationsinduktion trigt das Plasmid das Gen,
das fiir die 150 bp groBe bakterielle Suppressor-tRNA (SupF)
kodiert. Das Plasmid kann in Siduger-Zellen, die permissiv fiir
Simian Virus 40 sind und in dem Bakterium Escherichia coli
replizieren. In letzterem wird auf Mutationen getestet. Als
Indikatorstamm dient MBM 7070, der eine "amber" Mutation im
B-Galaktosidase (Z)-Gen ausweist: Bakterien, die das nicht-
mutierte .Sup F-Gen enthalten, synthetisieren p-Galaktosidase und
firben sich in Gegenwart eines Farbstoffes blau, Bakterien, die
dagegen ein mutiertes Sup F-Gen enthalten, firben sich nicht an
(siehe unten). Fiir die Untersuchungen wurde das Plasmid pS189,
ein Derivat von pZ189, benutzt. In dem Plasmid pS189 ist eine
Region von 167 bp zwischen dem SupF-Gen und dem Start des
Amp-Resistenzgens (p-Lactamase), die fiir die Funktion des
Plasmids irrelevant ist, entfernt worden. Durch diese Verinderung
ist die GroBe der Zielstellen fir spontane und induzierte
Mutationen um nahezu 50% verkleinert, wobei das Ziel (fiir
Punktmutationen, das SupF-Gen, dasselbe bleibt. Durch diese
Veridnderung verringert sich die spontane Mutationsfrequenz des
Plasmids um das vier- bis fiinffache (Seidman, 1989). Eine
Erkliarung fiir diesen Effekt konnte darin bestehen, daf die
Wahrscheinlichkeit, dal Deletionen entstehen, die sich in das
SupF-Gen erstrecken und lebensfihig sind, um so geringer ist, je
niher das SupF-Gen mit den fiir das Uberleben notwendigen
Genen zusammenliegt.
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Abb.16 Plasmidkarte des '"Shuttlevektor'"-Plasmids
pZ 189

Mit diesem "Shuttlevektor" System kann die Rolle von c-Fos bei
der Induktion von Punktmutationen iiberpriift werden. Das
“Plasmid pS189 wurde dabei in stabil mit MT-c-fos transfizierte
HelLa tk-- Zellen transient transfiziert, die c-Fos-Synthese
daraufhin durch Cadmiumchlorid-Induktion angeschaltet, das
Plasmid nach der Methode von Hirt (1967) wiedergewonnen und
mit Dpnl verdaut. Der Dpnl Verdau dient der Eliminierung von
nicht-replizierter Plasmid-DNA, die noch das bakterielle
Methylierungsmuster zeigt: bakterielle DNA weist im Gegensatz zu
eukaryontischer DNA methylierte Adenine auf, die von Dpnl
erkannt und geschnitten werden (Peden et al., 1980). Mit dem
Plasmid werden dann die Bakterien MBM 7070 transformiert.
Sind nach Uberexpression von c-Fos keine Mutationen in der
SupF-Sequenz von pS189 gesetzt worden, so kann es die "amber"-
Mutation im B-Galaktosidase-Gen von MBM 7070 supprimieren
und die Bakterien erscheinen auf X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indonyl-b-D-galaktopyranosid)- und IPTG (Isopropylthiogalakto-
sid)- haltigem Selektions-Agar blau. Ist das SupF-Gen hingegen
mutiert, z.B. weil es nach Uberexpression von c-Fos
Punktmutationen trigt, so kann die "amber" Mutation nicht
supprimiert werden und die Bakterien erscheinen weiB.

Da sich der Bakterienstamm MBM 7070 mit dem aus den HeLa tk-
Zellen gewonnenen Plasmid pS189 nur sehr schlecht transfor-
mieren lieB, wurde die Gesamtmenge an préipariertem Plasmid
zunichst in den leicht zu transformierenden Bakterienstamm
DHS5a gebracht und in diesen vermehrt. Aus den hochge-
wachsenen DHS5oa-Bakterien wurde nach der Plasmid-Mini-
Priparations-Methode die Plasmid-DNA isoliert. Fiir die Transfor-
mation in. den MBM 7070-Bakterienstamm wurden 100 ng
Plasmid-DNA eingesetzt.
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Die Untersuchungen ergaben, daB die Mutationsfrequenz in den
untransfizierten Kontrollzellen nach CdCly-Behandlung fast
unverindert bleibt: ohne CdCly betrug die Mutationsfrequenz
1.5x10-3, mit CdClp 1.6x10-3. Das basale Niveau an Mutationen war
in den MT-c-fos-transfizierten Zellen im Vergleich zu den
untransfizierten Kontrollzellen deutlich erhoht (2.2fach). Nach
CdCly-Induktion stieg hier die Mutationsfrequenz um 'das 1.7fache,
von 3.3x10-3 auf 5.7x10-3, an. Wenn man davon ausgeht, daf die
Mutationsfrequenz in den MT-c-fos-transfizierten Zellen dadurch,
daB der MT-Promotor nicht still ist, bereits erhoht ist, und daher
den Wert fiir die Mutationsfrequenz in MT-c-fos-transfizierten
Zellen nach CdClp-Induktion auf den entsprechenden Wert von
untransfizierten Zellen ohne Induktion bezieht, so ergibt sich ein
Anstieg in der Mutationsfrequenz von 3.8fach (Tab.9).

Zellinie CdCiy- Gesamtzahl der Gesamtzahl Mutations- Indukt.
induktion untersuchten der Kolonien frequenz faktoren
(10 uM)  Kolonien mit mutier- (x10-3) 1 2

ten Plasmiden

untransf, - 91995 139 1.5 1.0 1.0
+ 85220 140 1.6 1.1
MT-c-fos C7 - 94104 316 3.3 1.0 2.2
+ 83544 480 5.7 1.7 3.8
Tab. 9 Uberexpression von c-Fos erhoht die

Mutationsfrequenz in einem "Shuttle-

vektor'"-System
2x105 untransfizierte oder MT-c-fos C7 transfizierte Hela tk- Zellen wurden
pro 9 cm Petrischale eingesidt und. nach 24 h nach der Methode von Graham
und van der Eb (1973) mit 10 pg pS189-Plasmid-DNA transient transfiziert.
16 h spiter erfolgte die CdCly-Induktion(10pM CdClp). Nach 10 h wurde das
Medium gewechselt und 48 h spiter wurden die Plasmide nach der Methode
von Hirt (1967) pripariert. Die aufgearbeiteten Plasmide wurden in DH5a-
Bakterien transformiert, nach der Plasmid-Mini-Priparations-Methode
isoliert, 100 ng in MBM 7070 Bakterien transformiert -und auf Amp-, IPTG-
und X-Gal-haltige Agarplatten ausplattiert. Der Induktionsfaktor 1 bezieht
die Mutationsfrequenzen untransfizierter, bzw. MT-c-fos transfizierter
Zellen mit Induktion auf die entsprechenden Mutationsfrequenzen ohne
Induktion. Der Induktions-faktor 2 bezieht die Mutationsfrequenzen MT-c-
fos-transfizierter Zellen mit, bzw. ohne Induktion auf die Mutations-
frequenz untransfizierter Zellen ohne Induktion. Die Tabelle faBt die
Ergebnisse aus 3 wunabhingigen Experimenten zusammen.
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8) Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide hemmen die
Aberrations-Induktion von iiberexprimiertem v-Mos wund
c-Ha-Ras in NIH 3T3 Fibroblasten

Es ist mehrfach in der Literatur beschrieben worden, daBl die
Uberexpression von v-Mos oder c-Ha-Ras die Transkription des
endogenen c-fos-Gens transient induzieren kann: Die Injektion
von Ras-Proteinen fiihrt zu einer Aktivierung des c-fos-Promotors
(Stacey et al., 1987). Transfiziert man Zellen, die stabil mit LTR-v-
mos-, bzw. LTR-c-Ha-ras-DNA transfiziert sind, transient mit dem
Chloramphenicol-Transferase (CAT)-Gen, welches unter der
Kontrolle des fos-Promotors steht, so findet man nach an-
schlieBender Dexamethason-Induktion einen Anstieg in der CAT-
Aktivitdit um das drei- bis fiinffache (Schonthal et al., 1988), d.h.
das durch die Dexamethason-Gabe iiberexprimierte c-Ha-Ras-,
bzw. v-Mos-Genprodukt aktiviert den fos-Promotor. In einer
Northern-Blotting-Analyse konnte ich ebenfalls zeigen, daBl nach
Uberexpression von c-Ha-Ras, bzw. v-Mos in LTR-c-Ha-ras-, bzw.
LTR-v-mos-transfizierten NIH 3T3 Fibroblasten die Menge an c-
fos-mRNA transient angehoben wird (Abb.17).

LTR-c-Ha-ras LTR-v-mos Zellinie
ras mos
fos fos
. GAPDH & GAPDH
0 1 2 3 8 0 1 2 3 8 h Dex.

Abb.17 Akkumulation von c-Ha-ras- und c-fos-mRNA,
bzw. v-mos- und c-fos-mRNA nach Uberex-
pression von c-Ha-Ras, bzw. v-Mos in LTR-c-

Ha-ras-, bzw. LTR-v-mos-transfizierten NIH
3T3 Fibroblasten.

Logarithmisch wachsende LTR-c-Ha-ras-, bzw. LTR-v-mos-transfizierte
Zellen wurden mit 2x10-7 M Dexamethason  behandelt, bzw. nicht behandelt
und polyA* RNA nach den angegebenmen Zeiten pripariert. Je 6 pg RNA
wurden der Grofe nach auf einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt und auf
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einen Hybond N+ Filter transferiert. Die Hybridisierung wurde mit einer
radioaktiv markierten 1 kb PST I 'v-fos-Probe aus pfos-1 (Curran et. al.,
1982) durchgefiihrt., Danach wurde der Filter zum Nachweis, dafl c-Ha-ras-,
bzw. v-mos-mRNA angeschaltet worden war mit einer radioaktiv
markierten v-mos- bzw. c-Ha-ras-Probe von Dianova hybridisiert und zur

Bestimmung der eingesetzten polyA* RNA Menge mit einer radioaktiv
markierten 0.9 kb Pstl GAPDH-Probe aus pRGAPDH-13 (Fort et al., 1985)
nachhyridisiert. Die Abbildung zeigt ein Autoradiogramm.

Weiterhin ist gezeigt worden, daB die durch iiberexprimiertes c-
Ha-Ras, bzw. v-Mos vermittelte Induktion der Kollagenase durch
transient transfizierte Antisense-fos-DNA (pSV-sof) gehemmt
wird (Schonthal et al., 1988). Wenn das c-fos-Gen durch
Uberexpression von c-Ha-Ras oder v-Mos induziert wird und als
Vermittler zwischen diesen iiberexprimierten Genprodukten und
der Expression anderer Gene (wie z.B. der Kollagenase) fungiert,
ist es vorstellbar, daB auch die Induktion von Aberrationen nach
c-Ha-Ras, bzw. v-Mos-Uberexpression iiber c-Fos als
Zwischenstufe lduft. Um diese Vermutung auf ihre Richtigkeit hin
zu iberprifen wurde getestet, ob LTR-c-Ha-ras-, bzw. LTR-v-
mos-transfizierte NIH 3T3 Zellen in Anwesenheit von Antisense-
fos-Oligodesoxynukleotiden noch die Fihigkeit besitzen, nach
Uberexpression von Ras, bzw. Mos Chromosomenaberrationen zu
induzieren.

Antisense-Oligodesoxynukleotide verhindern spezifisch die
Expression von Genen, indem sie an die mRNA dieser Gene binden
und dadurch deren Translation inhibieren (Vlassov et al., 1985;
Stein und Cohen, 1988). Es ist vielfach gezeigt worden, daBl die
exogene Zugabe von Oligodesoxynukleotiden, die komplementir zu
der mRNA des Myc-Genproduktes sind, ausreichend ist, die
Expression des Myc-Genproduktes spezifisch zu verhindern
(Heikkila et al., 1987; Harel-Bellan et al., 1988; Holt et al., 1988;

Loke et al.,, 1988; Wickstrom et al., 1988). Also wurden die

Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide ebenfalls exogen zugegeben,
d.h. im Uberschuf in das Zellkulturmedium pipettiert. -Der
Oligodesoxynukleotid-Transport in die Zelle lduft vermutlich iiber
einen Endozytose-Mechanismus unter Einbeziehung spezifischer
Rezeptorproteine (Loke et al.,, 1988, Yakubov et al., 1989).

Vor Beginn der Versuchsserie wurden .die verwendeten
Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide in einem Immunfluoreszenz-
verfahren daraufhin getestet, ob sie auch tatsdchlich die c-fos-
mRNA-Translation und damit die c-Fos-Proteinsynthese
verhindern. Die Immunfluoreszenz-Auswertung zeigte, daB in
unbehandelten Zellen, sowie in Zellen, die mit dem Kontroll-
Oligodesoxynukleotid behandelt worden sind, die c¢-Fos
Proteinsynthese nach Serum-Induktion unbeeinflufit bleibt.
Hingegen war in Zellen, die mit Antisense-fos-Oligodesoxy-
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"nukleotiden vor der Serum-Induktion behandelt worden waren,
kein c-Fos-Protein im Zellkern erkennbar (Abb.18).

- Serum +Serum

ohne Oligo

Kontroll-Oligo

Antisense-fos-
Oligo

Abb.18 Immunfluoreszenz zur Funktionsiiberpriifung

der Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide
Das 10% Serum-enthaltende Medium von NIH 3T3 Fibroblasten wurde 24 h
nach Einsaat durch 0.5% Serum-haltiges Medium ersetzt, dic Zellen darin
fir 48 h gehungert, danach 30 pM Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide,
Kontroll-Oligodesoxynukleotide oder keine Oligdesoxynukleotide (Sequen-
zen, sieche Methoden-Teil) zugegeben und nach 10 min mit 20% Serum-
enthaltendem Medium fiir 2 h inkubiert. (Hierbei wurde Serum zu dem
Medium bis zu der Endkonzentration von 20% Serum zupippetiert.) Serum-
Behandlung nach Hungern bewirkt die Synthese des endogenen Fos-
Proteins. Nach der Induktion wurden die Zellen, wie im Methodenteil
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beschrieben, fixiert, permeabilisiert und mit Antikdrpern auf das
Vorhandensein von Fos-Protein getestet. '

Fiir die Chromosomenanalyse wurde den LTR-v-mos-, bzw. LTR-c-
Ha-ras-transfizierten NIH 3T3 Zellen vor und nach der Induktion
der Onkoprotein-Uberexpression Antisense-fos-Oligodesoxy-
nukleotide zugegeben und 24 h spidter Chromosomenpriparate
angefertigt. ,

Die Analyse ergab, daB der Anstieg in der Aberrationsfrequenz
nach Uberexpression von c-Ha-Ras, bzw. v-Mos durch Antisense-
fos-Oligodesoxynukleotide verhindert wird, nicht jedoch durch
Kontroll-Oligodesoxynukleotide gleicher Linge mit willkiirlich
gewihlter Sequenz (Abb.19): Die Dexamethason-induzierte
Uberexpression von v-Mos, bzw. c-Ha-Ras bewirkte den
erwarteten, statistisch signifikanten Anstieg (P<0.05) in der
Frequenz chromosomaler Aberrationen. Auch in Anwesenheit der
Kontroll-Oligodesoxynukleotide war dieser Anstieg statistisch
signifikant (P<0.05). Im Gegensatz dazu war der Anstieg in der
Aberrationsfrequenz nach Uberexpression von v-Mos, bzw. c-Ha-
Ras bei Zugabe der Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide
statistisch nicht signifikant (P<0.05) (Tab.9). Die Antisense-fos-
Oligodesoxynukleotide senkten in den LTR-c-Ha-ras-transfizierten
Zellen die Zahl induzierter Aberrationen (hauptsichlich
Chromatid-und Isochromatidbriiche) vollstindig auf den
Basalwert, wihrend sie in LTR-v-mos-transfizierten Zellen den
Anstieg in der Aberrationsfrequenz (ebenfalls Chromatid-und
Isochromatidbriiche) fast vollstindig reduzierten (Tab.10).

Das Ergebnis zeigt, dal v-Mos und c-Ha-Ras signalerzeugende
Komponenten sind, welche die Expression von c-Fos induzieren,
wobei die Aberrationen als eine Konsequenz der erhohten c-Fos-
Expression angesehen werden konnen.
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Reduktion von c¢-Ha-Ras-induzierten Reduktion von v-Mos-induzierten
chromosomalen Aberrationen durch chromosomalen Aberrationen durch
Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide
% aberrante % aberrante
20 =1 Metaphasen 20 Metaphasen
7 O -Dex. O -Dex
1 E 1dDex. -‘ 1 d Dex
‘ =
10 7] 7 — -
10
= 7
/ / / 7
7 7 % 7
0 i T 1 0
- Kontroll  Antisense —fos ~ - Kontroll Antisense ~
Oligo Oligo Oligo fos-Oligo

Abb.19 Der Anstieg in der Aberrationsfrequenz nach
Uberexpression von c-Ha-Ras, bzw. v-Mos
wird durch Antisense-fos-Oligodesoxy-
nukleotide verringert.

Logarithmisch wachsende LTR-v-mos-, bzw. LTR-c-Ha-ras-transfizierte

NIH 3T3 Zellen wurden 48 h nach der Einsaat nicht behandelt, mit 30pM

Kontroll-Oligodesoxynukleotiden oder mit 30uM  Antisense-fos-Oligo-

desoxynukleotiden inkubiert. Sofort danach wurde 2x10-7 M Dexamethason

zugegeben, bzw. nicht zugegeben und nach 2 h erneut mit 30uM

Oligodesoxynukleotiden behandelt. Nach 16 h wurden Chromosomen- .

priparate angefertigt. Es wurde der Prozentsatz aberranter Metaphasen
ohne Behandlung und in Abhingigkeit von der Oligodesoxynukleotid-
Zugabe und der Dexamethason-Behandlung bestimmt. (100 aberrante
Metaphasen in 100 ausgewerteten Metaphasen entsprechen 100%).

T Standardabweichung

9) Serum-Behandlung erhéht trotz der Induktion von c-
fos-mRNA-Akkumulation nicht die Frequenz chromoso-
maler Aberrationen in NIH 3T3 Zellen

Die c-fos-mRNA-Synthese wird durch eine Vielzahl von Faktoren
induziert. Hierzu gehoren nicht nur "unphysiologische" Faktoren,
wie lberexprimierte Onkogene oder der Tumorpromoter TPA,
sondern auch "physiologische" Faktoren, wie Serum (Treismann,
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1985; 1986). Nachdem im ersten Teil der vorliegenden Arbeit
gezeigt worden ist, daB die verstirkte Expression von c-Fos
Aberrationen induzieren kann, stellt sich die Frage, ob eine
erthohte c-Fos-Menge auch dann DNA-schidigend wirkt, wenn sie
von einem Faktor induziert wird, mit dem die Zelle bestindig in
Beriihrung kommt, wie z.B. Serum.

In den oben angefiihrten Verdffentlichungen von Treismann
wurden die Zellen vor der Serum-Induktion gehungert. Nach
Beginn des Hungerns teilen sich Zellen nur noch wenige Male und
stellen ihre Teilungsaktivitit dann ganz ein. Weil in
chromosomalen Analysen nur Chromosomen ausgewertet werden
kénnen, die in die Metaphase der Mitose eingetreten sind, wurde
nicht mit gehungerten, sondern mit logarithmisch wachsenden
Zellen gearbeitet. Um zu zeigen, daB auch in logarithmisch
wachsenden Zellen die Menge an c¢-fos-mRNA nach Serum-
Induktion erhoht ist, wurde eine Northern-Blotting-Analyse
durchgefiihrt (Abb.20).

NIH 3T3 Zellinie

fos

GAPDH

-+ Mediumwechsel

Abb.20 Mediumwechsel induziert die Akkumulation
von c-fos-mRNA in untransfizierten NIH
3T3 Zellen.

Es wurden 2x109 Zellen pro 15 cm Petrischale eingesit. Nach 48 h wurde das

10% Serum-enthaltende Medium gegen frisches Medium mit demselben
Prozentgehalt an Serum ausgetauscht, bzw. nicht ausgetauscht und nach 30
min polyA* RNA prépariert. Je 6 pg RNA wurden der GréBe nach auf einem
1% Agarose-Gel aufgetrennt und auf einen Hybond N+ Filter transferiert.
Die Hybridisierung wurde mit einer radioaktiv markierten 1 kb PST I v-fos-
Probe aus pfos-1 (Curran et. al., 1982) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der

eingesetzten Menge an polyA* RNA wurde mit einer radioaktiv markierten
0.9 kb Pstl GAPDH-Probe aus pRGAPDH-13 (Fort et al., 1985) nach-
hybridisiert. Die Abbildung zeigt ein Autoradiogramm.

Die Chromosomenanalyse zeigt, daB die Serum-Induktion die
Hiaufigkeit chromosomaler Aberrationen nur marginal erhoht
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(Abb.21, Tab.11). Der Unterschied in der Frequenz aberranter
Metaphasen mit und ohne Serum-Induktion ist statistisch nicht
signifikant (P<0.05) Das bedeutet, daB nach Uberexpression von
exogenem c-Fos, von endogenem c-Fos nach c-Ha-Ras-, bzw. v-
Mos-Uberexpression oder -wie spiter gezeigt werden wird- von
endogenem Fos nach UV-Bestrahlung ein Weg zur Induktion
chromosomaler Aberrationen beschritten wird, der allein nach
Serum-Induktion nicht moglich ist.

% aberrante Metaphasen

144

12 =

Kontrolle Mediumwechsel

Abb.21 Frequenz chromosomaler Aberrationen nach
Mediumwechsel in NIH 3T3 Fibroblasten.

Es wurden 2x105 Zellen pro 5 cm Petrischale cingesit. Nach 48 h wurde das
10% Serum-enthaltende Medium gegen frisches Medium mit demselben
Prozentgehalt an Serum ausgetauscht, bzw. nicht ausgetauscht und nach 24
h Chromosomenpriparate angefertigt. Es wurde der Prozentsatz aberranter
Metaphasen in unbehandelten und in behandelten Zellen bestimmt (100
aberrante Metaphasen in 100 ausgewerteten Metaphasen entsprechen
100%).

T Standardabweichung

10) Suramin verringert die Menge UV-induzierter fos-
mRNA und die Menge UV-induzierter chromosomaler
Aberrationen in NIH 3T3 und in CHO-9 Zellen

Es ist schon lange bekannt, da UV-Strahlung Schiden in die DNA
einfiihrt (Chu, 1965), welche durch Absorption von Photonen
durch die Basen in der DNA verursacht werden. Zwei Typen von
DNA-Schiden, die in erster Linie fiir die lethalen und mutagenen
Effekte von UV-Strahlung verantwortlich sind, stellen die
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Mutationen eine Vielzahl anderer genetischer Verdnderungen, wie
z.B. DNA-Rekombination, Genamplifikation und die Anderung in
der Expression von Genen durch UV-Bestrahlung induzieren. Zu
den letztgenannten Genen gehoren wu.a. das menschliche
Kollagenase-Gen (Angel et al., 1987), das Metallothoinein-IIA-Gen
(Angel et al., 1986; Fornace et al.,, 1988) und auch das c-fos-Gen
(Angel et al., 1985; Biischer et al., 1988). Experimente mit Zellen,
die nicht mehr imstande sind, ein UV-induziertes Signal zu den
antwortenden Genen (z.B. dem Kollagenase-Gen) zu iibertragen,
weil sie durch kiinstlich eingebrachte Antisense-fos-RNA-
Molekiile an Fos-Proteinen verarmt waren, legen den Schluf8 nahe,
dal das Fos-Protein eine entscheidende Zwischenstufe bei der UV-
Induktion von Genen darstellt.

Da aus Northern-Blotting-Analysen bekannt war, daf die
polyanionische Substanz Suramin die Menge an c-fos-mRNA, die
nach UV-Bestrahlung induziert wird, reduziert (Abb.23), wurde
getestet, ob Suramin auch die Aberrations-Induktion nach UV-
Bestrahlung verringert.

Suramin [Hexa-Natriumsalz der 8,8'-(carbonylbis(imino-3,1-phe-
nylencarbonylimino 4-methyl-3, 1-phenylen) carbonylimino)] bis-
1,3,5-naphtalentrisulfonische Sidure) (Abb.22) ist eine polyanioni-
sche Substanz, die bei der Behandlung der afrikanischen
Trypanosomie und Onchocerciasis eingesetzt wird. Seit kurzem
weil man, daB Suramin auch eine Anti-Tumor-Wirkung bei Krebs
in fortgeschrittenem Stadium hat (Stein et al., 1989; La Rocca et
al.,, 1990). Diese Anti-Tumor-Wirkung driickt sich auch in der
Fihigkeit von Suramin aus, einen transformierten Phidnotyp in
Fibroblasten, die mit Simian Sarcoma Viren infiziert wurden, zu
revertieren. Man nimmt an, daBl diese Reversion iiber die
Neutralisierung eines externalisierten v-sis-Genprodukts lduft
(Betsholtz et al., 1986). AuBerdem kann Suramin die reverse
Transkriptase tierischer Retroviren inhibieren (DeClercq, 1979)
und T-Zellen vor Infektion und zelluliren Veridnderungen durch
HTLV 1II schiitzen (Mitsuya et al., 1984). Neben zahlreichen,
weiteren Effekten verhindert Suramin die Bindung von
Wachstumsfaktoren, wie z.B. des epidermalen Wachstumsfaktors
("Epidermal Growth Factor", EGF), des Plittchen-abgeleiteten
Wachstumsfaktors ("Platelet Derived Growth Factor", PDGF) und
des Tumor-Wachstumsfaktors ("Tumor Growth Factor B, TGF-B) an
ihre Rezeptoren (Betsholtz et al., 1986; Coffey et al., 1987; Sjolund
und Thyberg, 1989). Weiter ist gezeigt worden, dafl Suramin die
DNA-Synthese in kultivierten HeLa Zellen inhibiert. Die Autoren
behaupten, dafl diese Hemmung iiber die Bindung an die
Polymerasen o und & liuft (Jindahl et al., 1990),
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CHs HsC
CO

Abb22 Struktur von Suramin

8

Wenn Suramin tatsichlich in der Lage wire, nach Reprimieren der
UV-induzierten c-fos-mRNA Menge, die Aberrations-Induktion
nach UV-Bestrahlung zu verringern, wire dies ein Hinweis dafiir,
daB c-Fos an der Entstehung chromosomaler Aberrationen durch
DNA-schiadigende Agenzien beteiligt ist. Um diese Vermutung zu
tiberpriifen wurden NIH 3T3 und CHO-9 Zellen vor der UV-
Bestrahlung mit Suramin behandelt und Chromosomenanalysen
durchgefiihrt (Abb.24).

68




NIH 3713 CHO-9 Zellinie

- + - + - + - + - + Suramingabe

- 53/nf 200/m° - 200/t UV  Behandlung

fos

GAPDH

Abb.23 Suramin reduziert die UV-induzierte c-fos-
mRNA-Akkumulation in NIH 3T3 und CHO-9
Zellen
Logarithmisch wachsende NIH 3T3 Fibroblasten, bzw. CHO-9 Zellen wurden
24 h nach der Einsaat mit 300 pM Suramin behandelt, nach 30 min mit 5
J/m2, bzw. 20 J/m? bestrahlt und nach 30 min poly A+ RNA pripariert. Je 6
pg RNA wurden der Grofe nach auf einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt und
auf einen Hybond N+ Filter transferiert. Die Hybridisierung wurde mit
einer radioaktiv markierten 1 kb PST I v-fos-Probe aus pfos-1 (Curran et.

al., 1982) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der eingesetzten poly A*R N A
Menge wurde mit einer radioaktiv markierten 0.9 kb Pstl GAPDH-Probe aus
pRGAPDH-13 (Fort et al.,, 1985) nachhybridisiert. Die Abbildung zeigt ein
Autoradiogramm,

NIH 3T3 Zellen CHO-9 Zellen
% aberrante Metaphasen % aberrante Metaphasen
60 60
1 & l B

50 B Suramin
4 B UV(@20J/m?)
40 4 UV + Suramin

50« B Suramin
1 B UV (58J/m?)
40 4 Ed UV + Suramin

1 (5J/m %) J (20d/m %)
30 - 301
20 20
10 104
0 - 0

Abb 24 Suramin reduziert die UV-induzierten Ab-

errationen in NIH 3T3 und CHO-9 Zellen
Logarithmisch wachsende NIH 3T3 Fibroblasten, bzw. CHO-9 Zellen wurden
24 h nach der Einsaat mit 300 pM Suramin behandelt, nach 30 min mit §

J/m?2, bzw. 20J/m2 bestrahlt und nach 16 h Chromosomenpriparate erstellt.
Es wurde der Prozentsatz aberranter Metaphasen ohne Behandlung und in
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Abhingigkeit von der Suramin-Gabe, bzw. UV-Behandlung bestimmt. (100
aberrante Metaphasen in 100 ausgewerteten Metaphasen entsprechen
100%).

T Standardabweichung

Die Experimente zeigen, daf in NIH 3T3 und in CHO-9 Zellen nach
Suramingabe die Menge an UV-induzierter c-fos-mRNA, wie auch
an Aberrationen reduziert ist. Suramin selbst hat keinen EinfluB
auf den Basalwert chromosomaler Aberrationen. NIH 3T3 Zellen
zeigten nach der UV-Bestrahlung (5 J/m?2) einen 3.2fachen,
‘statistisch signifikanten (P<0.05) Anstieg in der Aberrations-
frequenz. Suramin-Behandlung reduzierte diesen Wert auf das
1.9fache. Von dieser Reduktion waren siamtliche Aberrationstypen
betroffen. Bei CHO-9 Zellen fiihrte die UV-Bestrahlung (20 J/m2)
zu einem statistisch signifikanten (P<0.05) Anstieg in der Frequenz
aberranter Metaphasen (7.6fach), welcher durch Zugabe von
Suramin auf das 4.7fache gesenkt wurde. Bis auf die multiplen
Aberrationen zeigten auch hier alle Aberrationstypen eine
Verringerung nach Suramin-Behandlung (Tab.12). Die Verringe-
rung UV-induzierter Aberrationen nach Suramingabe war sowohl
in den NIH 3T3 Zellen, wie auch in den CHO-9 Zellen statistisch
signifikant (P<0.05).

Wie kann man sich diese Verringerung der Zahl UV-induzierter
aberranter Metaphasen nach Suramin-Behandlung erkliren?
Zunichst sollte erwihnt werden, da Suramin UV-Licht absorbiert.
Da Suramin den Zellen vor der UV-Behandlung verabreicht wurde,
ist es vorstellbar, dal diese Verbindung, unter der Voraussetzung,
da sie an die Zelloberfliche gebunden hat oder in die Zelle
aufgenommen wurde, die Zellen unspezifisch vor der Wirkung des
UV-Lichts geschiitzt haben konnte. Nimmt man jedoch an, daBl das

Suramin durch den Waschvorgang vor der UV-Bestrahlung

entfernt wurde, so hitte es wihrend der UV-Behandlung keinen
Schutz fiir die Zellen darstellen konnen. Fiir die letztgenannte
Vermutung spricht, daB das Uberleben der Zellen nach
verschiedenen UV-Dosen (3, 5, bzw. 20 J/m2) unbeeinfluBt davon
ist, ob Suramin den Zellen vor der Bestrahlung gegeben wurde
oder nicht.

Wenn man also davon ausgeht, daB Suramin einen spezifischen
Effekt hat und beriicksichtigt, daB die Uberexpresson von c-Fos
die Zahl chromosomaler Aberrationen erhoht, ist es vorstellbar,
daB die Verringerung der Menge an c-fos-mRNA nach Suramin-
Behandlung eine Verringerung der Zahl chromosomaler
Aberrationen nach sich zieht. Wenn diese Uberlegung richtig 1ist,
so miite die Zugabe von Antisense-fos-Oligodesoxynukleotiden
nach UV-Behandlung ebenfalls die Zahl chromosomaler
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Aberrationen verringern. Um dies zu testen wurde das folgende
Experiment durchgefiihrt. '

11) Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide reduzieren die
durch ultraviolette (UV-) Strahlung induzierten Aberra-
tionen in NIH 3T3 Fibroblasten '

Um zu testen, ob ein Zusammenhang zwischen der UV-induzierten
c-fos-mRNA-Synthese und UV-induzierten DNA-Schiden besteht,
-wurden NIH 3T3 Fibroblasten mit UV-Licht bestrahlt und vor und
nach der UV-Bestrahlung mit Antisense-fos-Oligodesoxy-
nukleotiden behandelt. Wenn die erhohte Menge an c-fos-mRNA
nach der UV-Bestrahlung an der Erhohung der chromosomalen
Aberrationsfrequenz beteiligt ist, dann ist zu erwarten, dal
Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide die UV-induzierte Aberra-
tionsfrequenz reduzieren. Diese Vermutung konnte tatsdchlich in
einer Chromosomenanalyse bestitigt werden.

Die Analyse zeigte, daB die Zellen nach Bestrahlung mit 3 J/m2
einen 4.l1fachen und nach Bestrahlung mit 5 J/m2 einen 6.4fachen
Anstieg in der Aberrationsfrequenz aufweisen. Fast genauso
verhielten sich die Zellen, wenn Kontroll-Oligodesoxynukleotide
zugegeben wurden. Der Anstieg war hier 4.3- bzw. 6.4fach.
Wurden . jedoch Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide auf die
Zellen gegeben, so war der Anstieg in der Aberrationsfrequenz bei
3 J/m2 nur noch 2.4fach, bzw. 3.5fach bei 5 J/m?2 (Abb.25,
Tab.13). Der Anstieg in der Aberrationsfrequenz nach UV-
Bestrahlung war ohne Oligodesoxynukleotid-Behandlung und mit
Kontroll-Oligodesoxynukleotid-Behandlung statistisch signifikant
(P<0.05). Die Verringerung der UV-induzierten Aberrations-
frequenzen nach Antisense-fos-Oligodesoxynukleotid-Zugabe war
hingegen nur nach UV-Bestrahlung mit 5 J/m?2 statistisch
signifikant (P<0.05) Aufgrund der starken Schwankungen der
Einzelwerte lieB sich die Verringerung der Aberrationsfrequenzen
nach UV-Bestrahlung mit 3J/m? statistisch nicht absichern
(P<0.05).
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Abb. 25 Der Anstieg in der Aberrationsfrequenz
nach UV-Bestrahlung wird durch Anti-

sense-fos-Oligodesoxynukleotide reduziert.
Logarithmisch wachsende NIH 3T3 Fibroblasten wurden 48 h nach der
Einsaat mit 3, bzw. 5 J/m? bestrahlt und nach 16 h Chromosomenpriparate
erstellt,. 3 h und 0.5 h vor und 3, 6 und 9 h nach der UV-Bestrahlung
wurden dem Medium Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide (30uM), bzw.
Kontrolioligodesoxynukleotide zugegeben.

T Standardabweichung

12) Uberexpression von c-Fos erhoht die Rekombina-
tionsfrequenz in der menschlichen Osteosarkom-abge-
leiteten Zellinie 143tk-

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit ist gezeigt worden, dafl die
Uberexpression von Onkogenen an der Induktion chromosomaler
Aberrationen beteiligt ist. Uber welchen Mechanismus konnte
diese Aberrations-Induktion verlaufen? Es ist beschrieben
worden, dall genetische Rekombination als ein Mechanismus bei
der Entwicklung bestimmer Arten von Krebs, z.B. des
Retinoblastoms (Cavanee et al., 1983) und des Burkitt Lymphoms
(Leder et al., 1983), anzusehen ist. Um zu testen, ob
Rekombinationsvorginge auch eine Rolle bei der Aberrations- und
Mutationsinduktion durch Onkogeniiberexpression spielen, wurde
mit dem Rekombinations-Testplasmid pJS-3 (Liskay et al., 1984)
gearbeitet. Dieses Plasmid (Abb.26) trigt zwei Kopien des Herpes
Thymidinkinase (Tk)-Gens, welche beide durch die Insertion eines
8 bp langen Xho-Linkers inaktiviert worden sind. Die Expression
eines funktionellen Tk-Gens erfordert die Eliminierung des
Linkers von zumindest einer der nicht funktionellen Tk-Gene.
Untersuchungen haben gezeigt, dal nur homologe Rekombination
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zwischen den beiden Tk-Sequenzen Tk-positive Zellen erzeugen
kann. Auf Tk-positive Zellen wird mit CHAT-Medium selektioniert.

Clal

Abb. 26 Plasmidkarte von pJS-3

Um zu testen, ob die Uberexpression von c-Fos einen EinfluB auf
die Rekombinationsfrequenz der beiden inaktivierten Tk-Kopien
hat, wurden menschliche 143 tk- Zellen (Bhattacharyya et al.,
1990), die stabil mit dem Plasmid pJS-3 transfiziert waren,
transient mit dem konstituiiv exprimierenden RSV-fos-Plasmid,
bzw. zur Kontrolle mit dem RSV-neo-Plasmid transfiziert und in
CHAT-Medium auf Tk-positive Klone hin selektioniert. Im CHAT-
Medium sind Desoxycytidin, Hypoxanthin, Aminopterin und
Thymidin enthalten. Aminopterin hemmt im Pyrimidin-
stoffwechsel die Thymidinsynthetase, welche die Synthese von
Thymidinmonophosphat (TMP) aus Desoxyuridinmonophosphat
(dUMP) katalysiert. Diese Hemmung kann durch die Zugabe von
Thymidin umgangen werden, wenn die Zellen die Thymidinkinase
besitzen, welche aus dem zugefiihrten Thymidin das TMP
synthetisiert. Da Aminopterin im Purinstoffwechsel die Synthese
von Inositylmonophosphat (IMP) aus Ribose hemmt, wird"
Hypoxanthin zugegeben. Hypoxanthin wird durch die Hypo-
xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) zu IMP
umgesetzt.

Um sicher zu stellen, daB wunter den gewihlten Versuchs-
bedingungen die Rekombinationsfrequenzen iiberhaupt ansteigen
konnen, wurde ein Teil der Zellen nach trangienter Transfektion
mit RSV-neo mit UV-Licht, von dem bekannt ist, daB es die
Rekombinationsfrequenz erhoht, behandelt und ebenfalls auf Tk*-
Klone hin getestet. Als zusitzliche Kontrolle wurden die Zellen mit
Salmon-sperm-DNA (ss-DNA) transfiziert. Um zu testen, ob die
Transfektion an sich einen EinfluB auf die Rekombinations-
frequenz hat, wurden die Zellen dem Transfektionsprozess ohne
Zugabe von DNA unterzogen oder nicht transfiziert. Der Einflufl
einer geringeren Menge an transfizierter RSV-c-fos-DNA wurde
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durch Zugabe von nur 5 pg, anstelle von 10 pg, getestet. Neben
zelluldrer fos-DNA wurde auch virale fos-DNA (RSV-v-fos) in dem
Rekombinationsexperiment eingesetzt.

Die Experimente zeigten, daB die Rekombinationsfrequenzen in
den Kontrollen 0.8x10-4 (RSV-neo-transfizierte Zellen), 1.0x10-4
(ss-DNA-transfizierte Zellen), 1.2x10-4 (transfizierte Zellen ohne
Einsatz von DNA) und 1.0x10-4 (untransfizierte Zellen) betragen.
Die UV-Behandlung fiihrte in RSV-neo-transfizierten - Zellen zu
einem Anstieg in der Rekombinationsfrequenz auf 1.3x10-4. Nach
der Transfektion von fos-DNA war die Rekombinationsfrequenz in
allen Fillen erhoht: Sie betrug 1.3x10-4 bei den nur mit 5 pg RSV-
c-fos-transfizierten Zellen, 1.5x10-4 bei den mit je 5 ug RSV-c-fos-
und RSV-neo-transfizierten Zellen, 1.5x10-4 bei den mit 10 pg
RSV-c-fos-transfizierten Zellen und 1.5x10-4 bei den mit RSV-v-
fos-transfizierten Zellen (Tab.14). Bezogen auf die Rekombi-
nationsfrequenzen der RSV-neo-transfizierten Zellen lagen die
Induktionsfaktoren der fos-transfizierten Zellen zwischen 1.6 und
1.9. Die Experimente sprechen dafiir, da Fos an rekombina-
torischen Prozessen beteiligt ist.

transf. UV- Gesamt Plattierungs- Gesamt- Rekombinat. Indukt.
DNA Behandlg. zahl der effizienz zahl frequenz faktor
(10 pg) (8 J/m?2) Platten (%) von Tk* (x 10-%)
Kolonien

RSV-neo - 15 18.9 112 0.8 1.0
ss-DNA - 14 15,4 109 1.0 1.2
-DNA - 19 17.6 221 1.2 1.5
ohne Transf. - 16 17.1 156 1.0 1.2
RSV-neo + 15 4.0 49 1.3 1.6
RSV-c-fos - 14 20.5 184 1.3 1.6

(5 ng)
RSV-c-fos - 15 16.9 196 1.5 1.9
+ RSV-neo

(e 5 png)
RSV-c-fos - 15 16.2 181 1.5 1.9
RSV-v-fos - 10 8.8 66 1.5 1.9

Tab.14 RSV-fos erhoht nach transienter Transfektion
die Rekombinatiosfrequenz in 143 tk- Zellen

143tk- Zellen, die stabil mit dem Rekombinations-Testplasmid, pJS-3
transfiziert sind, wurden 24 h nach der Einsaat mittels der Methode nach
Kawai und Nishizawa transient mit den oben angegeben DNAs transfiziert,
nach 6 h mit 30 % DMSO behandelt und nach 16 h der CHAT-Selektion
unterworfen. Ein Teil der mit RSV-neo transfizierten Zellen wurde 2 h
nach dem DMSO-Schock zusitzlich mit 8 J/m2 UV bestrahlt. Nach 8 bis 10 d
waren makroskopisch sichtbare Kolonien hochgewachsen und wurden
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gezihlt. Jeder MeBwert in der Tabelle faft die Ergebnisse aus 3
unabhéingigen Experimenten zusammen.

Da bei einer transienten Transfektion nicht alle Zellen die
transfizierte DNA aufnehmen und exprimieren, ist zu erwarten,
daB der Anstieg in der Rekombinationsfrequenz durch
liberexprimiertes c-Fos deutlicher sichtbar wird, wenn 143 tk-
Zellen verwendet werden, die stabil mit einem induzierbaren c-
fos-Gen transfiziert sind. Deshalb wurden 143tk- Zellen nach der
Methode von Kawai und Nishizawa (1984) stabil mit MT-c-fos-
DNA und mit MT-c-Afos-DNA als Kontrolle transfiziert und in der
Northern-Blotting-Analyse auf die Expression der c-fos-, bzw. c-
Afos-mRNA nach CdClp-Induktion getestet: Nach CdCly-Induktion
ist eine Akkumulation von c-fos-, bzw. c-Afos-mRNA nachweisbar
(Abb.26).

143 tk= MT-c-fos 143tk - MT-c- A fos Zellinie

fos Afos

. GAPDH GAPDH

0 1 3 8 O 1 3 8 h CdCl,

Abb.26 Akkumulation von c-fos, bzw. c-Afos-mRNA
nach Induktion mit Cadmiumchlorid in stabil
mit MT-c-fos und pJS-3, bzw. MT-c-Afos und

- pJS-3 transfizierten 143 tk- Zellen

Logarithmisch wachsende mit MT-c-fos und pJS-3, bzw. mit MT-c-Afos und

pJS-3 transfizierte 143 tk- Zellen wurden mit 10 pM CdCly behandelt, bzw.

nicht behandelt und polyA* RNA nach 1, 3 und 8 h pripariert. Je 6 pg RNA
wurden der GroBe nach auf einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt und auf
einen Hybond N+ Filter transferiert, Die Hybridisierung wurde mit einer
radioaktiv markierten 1 kb PST I v-fos-Probe aus pfos-1 (Curran et. al.,
1982) durchgefiihrt. Der Filter wurde mit einer radioaktiv markierten 0.9
kb Pstl GAPDH-Probe aus pRGAPDH-13 (Fort et al.,, 1985) zur Ermittlung der
eingesetzten mRNA Menge nachhybridisiert. Es ist ein Autoradiogramm
dargestellt,

Die Untersuchungen der Rekombinationsfrequenzen zeigten, daf
der mit MT-c-Afos transfizierte 143 tk- Klon eine Rekombina-
tionsfreqgenz von 1.0x10-4 aufweist. Die CdClz-Behandlung hob
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diesen Wert leicht an, die Rekombinationsfrequenz betrug hier
1.1x10-4. Nach UV-Bestrahlung (8 J/m2) stieg dieser Wert auf
2.6x10-4 an. -Der MT-c-fos-transfizierte 143 tk-Klon hingegen
zeigte eine basale Rekombinationsfrequenz von 2.9x10-4, d.h.
einen 2.9fach héheren Wert als der MT-c-Afos Klon. Nach
Uberexpression von c-Fos durch CdCly.-Behandlung stieg die Re-
kombinationsfrequenz um das 1.8fache an. Die Rekombinations-
frequenz betrug hier 5.3x10-4. Die Behandlung mit UV (8 J/m2)
bewirkte einen Anstieg der Rekombinationsfrequenz um das
2.1fache, auf 6.2x10-4 (Tab.15).  Bezieht man die Rekombinations-
frequenz der MT-c-fos- transfizierten Zellen nach der CdClp-
Induktion auf die Rekombinationsfrequenz der MT-c-Afos trans-
fizierten Zellen ohne Induktion, so ergibt sich ein Anstieg in der
Rekombinationsfrequenz von 5.3fach.

Zell- CdCIp/UV- Gesamt Plattierungs- Gesamt- Rekombinat. Indukt.
linie Behandlg. zahl der effizienz zahl frequenz faktor
' Platten (%) von Tk* (x 10%)

Kolonien
MT-c-AfosCS -/~ 23 21.7 249 1.0 1.0
MT-c-AfosC5  +/- 22 19.6 249 1.1 1.1
MT-c-AfosC5  -/+ 18 9.3 216 2.6 2.6
MT-c-fosCl1 -/~ 29 14.4 597 2.9 1.0
MT-c-fosCl1 +/- 22 12.2 683 5.3 1.8
MT-c-fosC1 -1+ 20 6.9 444 6.2 2.1

Tab.15 Uberexpression von c-Fos erhoht die Rekom-
binationsfrequenz in stabil mit MT-c-fos und
pJS-3 transfizierten 143 tk- Zellen

Die beiden 143 tk~ Klone MT-c-fos C1 und MT-c-Afos C5 wurden 24 h nach

der Einsaat mit 10 uM CdCly behandelt, bzw. nicht behandelt. Nach 10h

wurde das Medium gewechselt und die Zellen nach weiteren 16 h in die

CHAT-Selektion gegeben (5x10° Zellen/Platte). Parallel zur Selektion
wurden zur Bestimmung der Plattierungseffizienz Platten mit je 1000 Zellen
eingesidt. Nach 12 bis 14 d waren die resistenten Kolonien hochgewachsen
und wurden gezihlt.
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Zellen Dex.

behandl.
(d)

untransf. -

LTR-c-fos

[\

LTR-c-Ha-ras

[\ I

LTR-v-mos

—

LTR-c-Afos

[y

Gesamtzahl
untersuchter
Zellen

300
300
300

400
400
300

400
300
400

400
400
400

300
300
300

% aberrante
Metaphasen

11.0
12.3
12.0

Gesamtzahl an Gesamtzahl

Zellen mit
Aberrationen

41
47
45

55
103
77

49
69
31

57
94
93

33
37
36

an Aberra-
tionen

64
78
- 58

89
139
108

62
89
107

89
146
145

45
49
43

Aberrationen
pro Zelle

0.16
0.14

59
51

70
101
94

52
75
86

62
115
107

41
41
41

bn

15
14

17
29

O W

11
15
22

9}

t

mult.

—

11
13
11

Induktions-
faktor

ot
.
[

—
Nol e}

—
O O

b et
N O

Tab.1 Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in untransfizierten NIH
3T3 Zellen und in LTR-c-fos, LTR-c-Ha-ras, LTR-v-mos und LTR-c-Afos Transfektanten. Es wurden die
Ergebnisse aus 3-4 unabhingigen Experimenten zusammengefaBt. Pro Experiment wurden 100 Meta-
phasen ausgewertet. g', Chromatidliicke; g", Isochromatidlicke; b', Chromatidbruch; b", Isochromatid-
bruch; t, Translokation; mult., multiple Aberrationen. Der Induktionsfaktor gibt den Prozentsatz ab-
erranter Metaphasen in Dexamethason-behandelten Zellen im Verhiltnis zu dem Prozentsatz aberran-
ter Metaphasen in unbehandelten Zellen an. Die Unterschiede in den Aberrationsfrequenzen zwischen
Dexamethason-behandelten und nicht-behandelten Zellen sind in den LTR-c-fos-, LTR-c-Ha-ras- und

LTR-v-mos-transfizierten Zellen auf dem 5% Niveau statistisch signifikant, nicht aber in den

untransfizierten oder in den LTR-c-Afos-transfizierten NIH 3T3 Zellen (Test nach Weir).
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Zellen Dex. Gesamtzahl
Behandl. untersuchter
Zellen

LTR-cfos C2 - 200

+ 200
LTR-c-fos C4 - 200

+ 200
LTR-c-Afos C1 - 200

+ 200

% aberrante Gesamtzahl an Gesamtzahl
Metaphasen

125 -

11.0

Zellen mit
Aberrationen tionen

20
26

17

26

25
22

an Aberra-

25
31

25

34

25
26

Aberrationen
pro Zelle

0.12
0.15

0.12
0.17

0.12
0.13

bn

17
18

17

19

13
12

12

14

t mult. Induktions-
faktor

l
]

—
wn o

Tab.2 Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in den zwei stabil mit
LTR-c-fos transfizierten Klonen LTR-c-fos C2, bzw. LTR-c-fos C4 und einem stabil mit LTR-c-Afos

transfizierten NIH 3T3 Klon. Es wurden die Ergebnisse

aus 2 unabhingigen Experimenten zusammen-

gefaBt. Pro Experiment wurden 100 Metaphasen ausgewertet. g', Chromatidliicke; g", Isochromatidliicke;
b', Chromatidbruch; b", Isochromatidbruch; t, Translokation; mult., multiple Aberrationen. Der Induk-
tionsfaktor gibt den Prozentsatz aberranter Metaphasen in Dexamethason-behandelten Zellen im Ver-
hiltnis zu dem Prozentsatz aberranter Metaphasen in unbehandelten Zellen an. Die Unterschiede in

den Aberrationsfrequenzen zwischen Dexamethason-behandelten und nicht-behandelten Zellen sind in

allen drei Klonen auf dem 5% Niveau statistisch nicht signifikant (X2-Test).
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Zellen

untransf.

48/3 1

48/3 11

76/21 1

76/21 11

Cdcy, Gesamtzahl % aberrante Gesamtzahl an  Gesamtzahl Aberrationen g' g" b’ b" t  mult. 7 Induktions-

behandl. untersuchter Metaphasen Zellen mit an Aberra- pro Zelle : faktor

(10uM)  Zellen Aberrationen tionen
- 400 10.8 43 54 0.14 - - 31 22 - 1 1.0
+ 400 15.0 60 92 0.23 - - 68 18 2 4 1.4
- 300 17.0 51 62 0.21 - - 36 18 - 8 1.0
+ 300 37.0 111 ‘ 306 1.02 &8 2 212 39 26 9 2.2.
- 400 13.3 53 100 0.25 - - 39 58 - 2 1.0
+ 400 25.0 100 236 0.59 2 1 138 61 31 6 1.9
- 300 14.7 44 115 0.38 -1 41 67 1 4 1.0
+ 300 27.3 82 168 0.56 1 7 98 36 17 8 1.8
- 400 22.0 88 131 0.33 - - 61 - 61 - 6 1.0
+ 400 37.3 149 266 0.67 13 2 128 82 40 - 1.7

Tab.3 Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in untransfizierten NIH

3T3 Zellen und in den MT-c-fos-Transfektanten 48/3 I, 48/3 II, 76/21 1 und 76/21 II. Es wurden die
Ergebnisse = aus 3-4 unabhidngigen Experimenten zusammengefalit. Pro Experiment wurden 100 Meta-
phasen ausgewertet. g', Chromatidliicke; g", Isochromatidliicke; b', Chromatidbruch; b", Isochromatid-
bruch; t, Translokation; mult., multiple Aberrationen. Der Induktionsfaktor gibt den Prozentsatz ab-
erranter Metaphasen in Cadmiumchlorid-behandelten Zellen im Verhiltnis zu dem Prozentsatz ab-
erranter Metaphasen in unbehandelten Zellen an. Die Unterschiede in den Aberrationsfrequenzen zwi-
schen Cadmiumchlorid-behandelten und nicht-behandelten Zellen sind in den MT-c-fos Transfektanten
48/3 1, 48/3 11, 76/21 1 und 76/21 II auf dem 5 % Niveau statistisch signifikant, nicht aber in den un-
transfizierten NIH 3T3 Zellen. Die Unterschiede in den Induktionsfaktoren zwischen Cadmium-
chlorid-behandelten NIH 3T3 Zellen und den Cadmiumchlorid-behandelten MT-c-fos Transfektanten

48/3 1, 48/3 11, 76/21 1 und 76/21 II sind auf dem 5 % Niveau statistisch signifikant (Test nach Weir).
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Zellen

untransf.

QRA 16

Tab.

Hitze- Gesamtzahl % aberrante  Gesamtzahl an Gesamtzahl Aberrationen g g" b'" b" t mult. Induktions-

schock- untersuchter Metaphasen' Zellen mit an Aberra- pro Zelle faktor.
behandl. Zellen Aberrationen tionen
- 300 8.3 25 _ 31 0.10 1 - 23 6 - - 1.0
+ 300 12.0 36 68 0.23 - - 52 14 1 1 1.4
- 300 6.0 18 26 0.09 - - 16 9 - 1 1.0
+ 300 21.3 ) 64 117 0.39 - - 66 35 4 2 3.5

4 Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in untransfizierten NIH
3T3 Zellen und in der HSP70-c-Ha-ras-Transfektante QRA 16. Es wurden die Ergebnisse aus 3 unab-
hingigen Experimenten zusammengefat. Pro Experiment wurden 100 Metaphasen ausgewertet. g',
Chromatidliicke; g", Isochromatidliicke; b', Chromatidbruch; b", Isochromatidbruch; t, Translokation;
mult., multiple Aberrationen. Der Induktionsfaktor gibt den Prozentsatz aberranter Metaphasen in
Hitzeschock-behandelten Zellen im Verhiltnis zu dem Prozentsatz aberranter Metaphasen in unbehan-
delten Zellen an. Der Anstieg in der Aberrationsfrequenz nach Hitzeschock-Behandlung ist in dem Klon
QRA 16, jedoch auch in den untransfizierten Zellen auf dem 5% Niveau statistisch signifikant (Test
nach Weir).
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Zellen “CdCl, Gesamtzahl % aberrante  Gesamtzahl an Gesamtzahl Aberrationen g g" b b" it mult. Induktions-

Behandl. untersuchter Metaphasen  Zellen mit an Aberra- pro Zelle faktor

Zellen Aberrationen tionen
untransf. - 200 11.0 22 23 0.11 So- 12 11 - - 1.0
+ 200 11.5 23 26 0.13 - - 11 13 - 2 1.0
MT-c-fos C7 - 200 14.5 29 40 0.20 - - 33 7 - - 1.0
+ 200 17.5 , 35 56 0.28 - - 37 19 - - 1.2

Tab.5

Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in untransfizierten
HeLa tk- Zellen und einem stabil mit MT-c-fos transfizierten HeLa tk- Klon, MT-c-fos C7. Es wurden
die Ergebnisse aus 2 unabhidngigen Experimenten zusammengefaBt. Pro Experiment wurden 100
Metaphasen ausgewertet. g', Chromatidliicke; g", Isochromatidliicke; b', Chromatidbruch; b",
Isochromatidbruch; t, Translokation; mult., multiple Aberrationen. Der Induktionsfaktor gibt den
Prozentsatz aberranter Metaphasen in Cadmiumchlorid-behandelten Zellen im Verhiltnis zu dem
Prozentsatz aberranter Metaphasen in unbehandelten Zellen an. Der Anstieg in der Aberrations-
frequenz nach der CdCly-Behandlung ist in dem Klon MT-c-fos C7 auf dem 5% Niveau statistisch

nicht signifikant (X2-Test).
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Zellen Dex. Gesamtzahl % aberrante Gesamtzahl an Gesamtzahl  Aberrationen g’ g" b’ b" t mult. Induktions-

Behandl. untersuchter Metaphasen Zellen mit an . Aberra- pro Zelle faktor
Zellen Aberrationen tionen
neo - 200 4.0 8 8 0.04 5 - 2 1 - - 1.0
+ 200 3.5 7 - 8 0.04 4 - 2 1 - 1 0.9
LTR-c-fos 6C1 - 200 4.0 8 8 0.04 4 - - - - 1.0
+ 200 4.5 9 9 0.04 3 - 1 3 - 2 1.1
LTR-c-fos 6C6 - 200 2.5 5 5 0.02 1 - 2 - - 1.0
+ 200 3.5 7 7 0.03 - 2 1 - - 1.4

Tab.6 Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in zwei stabil mit LTR-c-
fos transfizierten CHO-K1-2 Klonen LTR-c-fos 6C1, bzw. LTR-c-fos 6C6 und einem nur mit pSVneo
stabil transfizierten CHO-K-1-2 Klon. Es wurden die Ergebnisse aus 2 unabhingigen Experimenten zu-
sammengefalt. Pro Experiment wurden 100 Metaphasen ausgewertet. g', Chromatidliicke; g", Iso-
chromatidliicke; b', Chromatidbruch; b", Isochromatidbruch; t, Translokation; mult., multiple Aberra-
tionen. Der Induktionsfaktor gibt den Prozentsatz aberranter Metaphasen in Dexamethason-behandel-
ten Zellen im Verhiltnis zu dem Prozentsatz aberranter Metaphasen in unbehandelten Zellen an. Die
Unterschiede in den Aberrationsfrequenzen nach Dexamethason-Behandlung sind in allen Klonen auf

dem 5% Niveau statistisch nicht signifikant (X2-Test).
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Zellen

Oligo/Dex. Gesamtzahl % aberrante  Gesamtzahl an Gesamtzahl Aberrationen g' g" b' b" t mult. Induktions-

behandl. untersuchter Metaphasen Zellen mit an Aberra- pro Zelle faktor
Zellen Aberrationen tionen
LTR-Ha-ras -/ - 300 7.0 21 22 10.07 1 - 19 2 - - 1.0
-1+ 250 12.0 30 37 0.15 -1 27 4 - 5 1.7
~ Kontroll. / - 250 10.0 25 ' 34 0.14 - - 22 8 - 4 1.0
Kontroll. / + 200 18.3 47 50 ~0.25 - - 36 12 - 2 - 1.8
sof. / - 250 6.7 17 . 22 0.09 - - 19 2 - 1 1:0
sof. / + 250 77 19 23 0.09 - - 18 2 - 3 1.1
LTR-v-mos -/ - 400 7.7 31 35 0.08 - - 24 - - 11 1.0
-+ 400 12.7 51 61 0.15 - - 48 6 - 7 1.6
Kontroll. / - 400 87 35 38 0.09 -1 23 5 - 9 1.0
Kontroll. / + 400 13.7 55 66 0.16 -1 37 10 - 18 1.6
sof. / - 400 7.0 28 33 0.08 - - 14 6 - 11 1.0
sof. / + 400 95 38 44 0.11 - - 25 7 - 9 1.3

Tab.10 Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen A‘berfationstypen in stabil mit LTR-c-Ha-

ras, bzw. LTR-v-mos transfizierten NIH 3T3 Zellen mit und ohne Behandlung mit Oligodeoxynukleoti-
den (Kontroll., Kontroll-Oligodeoxynukleotid; sof, Antisense-fos-Oligodeoxynukleotid), bzw. mit und
ohne Dexamethason-Behandlung. Es wurden die Ergebnisse aus 3-4 unabhingigen Experimenten.
zusammengefalit. Pro Experiment wurden 50, bzw. 100 Metaphasen ausgewertet. g', Chromatidliicke;
g", Isochromatidliicke; b', Chromatidbruch; b", Isochromatidbruch; t, Translokation; mult., multiple
Aberrationen. Der Induktionsfaktor gibt den Prozentsatz aberranter Metaphasen in Dexamethason
behandelten Zellen im Verhédltnis zu dem Prozentsatz aberranter Metaphasen in unbehandelten Zellen

an. Die Unterschiede in den Aberrationsfrequenzen zwischen Dexamethason-behandelten und nicht-

behandelten Zellen sind ohne Oligodeoxynukleotidgabe und bei Gabe des Kontroll-Oligodeoxy-nukleo-

tids auf dem 5% Niveau statistisch signifikant Die Unterschiede in den Aberrationsfrequenzen
zwischen behandelten und nicht-behandelten Zellen ist bei Zugabe des Antisense-fos-Oligodeoxy-
nukleotid auf dem 5% Niveau statistisch nicht signifikant (Test nach Weir).
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Zellen Serum Gesamtzahl % aberrante  Gesamtzahl an Gesamtzahl Aberrationen g g"b" b" t mult. Induktions-

Behandl. untersuchter Metaphasen  Zellen mit * an Aberra- pro Zelle faktor

Zellen Aberrationen tionen
NIH 3T3 - 300 10.0 30 36 0.12 - - 28 7 - - 1.0
1.2

+ 300 11.7 35 46 0.15 - - 36 10 - 2

Tab.11 Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in untransfizierten
NIH 3T3 Zellen. Es wurden die Ergebnisse aus 3 unabhingigen Experimenten zusammengefaBt. Pro
Experiment wurden 100 Metaphasen ausgewertet. g', Chromatidliicke; g", Isochromatidliicke; b,
Chromatidbruch; b", Isochromatidbruch; t, Translokation; mult., multiple Aberrationen. Der Induk-
tionsfaktor gibt den Prozentsatz aberranter Metaphasen in Serum-behandelten Zellen im Verhéltnis
zu dem Prozentsatz aberranter Metaphasen in unbehandelten Zellen an. Der Unterschied in der
Aberrationsfrequenz zwischen Serum-behandelten und unbehandelten Zellen ist auf dem 5% Niveau
statistisch nicht signifikant (Test nach Weir).
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Zellen Sur./ UV Gesamtzahl

NIH 3T3

CHO-9

untersuchter
Zellen

- 400
- 400
+ 400
+ 400
- 300
300

300
300

% aberrante
Metaphasen

Gesamtzahl an Gesamtzahl
an Aberra-
tionen

Zellen mit
Aberrationen

60
73
194
141

22
16
167
75

75
323
182

25
18
350
129

Aberrationen
pro Zelle

40
41
148
102

113
56

b"

23
36
70
34

57
33

Aberrationsfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in
3T3 Zellen mit und ohne Behandlung mit 0.3 mM Suramin (Sur.), bzw. mit und ohne UV-Behandlung.
Die NIH 3T3 Zellen wurden mit 5 J/m2, die CHO-9 Zellen mit 20 J/m? bestrahlt. Es wurden die Ergeb-
nisse aus 3, bzw. 4 unabhingigen Experimenten zusammengefaBt. Pro Experiment wurden 100
Metaphasen ausgewertet. g', Chromatidliicke; g", Isochromatidliicke; b', Chromatidbruch; b", Isochro-
matidbruch; t, Translokation; mult., multiple Aberrationen. Der Induktionsfaktor gibt den Prozent-
satz aberranter Metaphasen in UV-behandelten Zellen mit und ohne Suramingabe im Verhiltnis zu
dem Prozentsatz aberranter Metaphasen in unbehandelten Zellen mit und ohne Suramingabe an. Die
Unterschiede in den Aberrationsfrequenzen zwischen UV-behandelten und nicht-behandelten Zellen
sind auf dem 5% Niveau statistisch signifikant. Die Verringerung UV-induzierter chromosomaler Ab-
errationen nach Suramingabe ist auf dem 5% Niveau statistisch signifikant (Test nach Weir).

t mult. Induktions-

faktor

-2 1.0°
-1 1.0
62 9 3.2
36 5 1.9
- 2 1.0

- 1 1.0
159 4 7.6
26 8 4.7

untransfizierten NIH
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Zellen Oligo/UV Gesamtzahl % aberrante Gesamtzahl an Gesamtzahl  Aberrationen g' g" b’ b" t mult. Induktions-
behandl. untersuchter Metaphasen Zellen mit an Aberra- pro Zelle faktor
Zellen Aberrationen tionen
NIH 3T3 -/ - 300 11.3 34 51 0.17 - 30 17 - 4 1.0
Kontroll. / - 300 11.0 33 47 0.16 - 29 15 - 3 1.0
sof. / - 300 14.3 43 81 0.27 2 39 36 1 3 1.0
-/ 3 Jm? 300 46.7 140 461 1.54 4 240 56 157 4 4.1
Kontroll. / 3 J/m? 300 47.0 141 561 1.87 - 300 60 195 4 4.3
sof. / 3 J/m2 300 34.3 103 276 0.92 - 144 23 108 1 2.4
-/5Jym?> 300 72.3 217 1103 3.68 - 547 70 479 - 6.4
Kontroll. / 5 J/m2 300 72.0 216 892 2.97 10 444 69 367 - 6.5
sof. / 5 J/m2 300 50.3 151 559 1.86 5 267 45 242 - 3.5

Tab.13 Aberrationesfrequenzen und Verteilung der verschiedenen Aberrationstypen in untransfizierten NIH

3T3 Zellen

mit und ohne Behandlung mit Oligodesoxynukleotiden (Kontroll., Kontroll-Oligodesoxy-

nukleotid; sof, Antisense Fos Oligodesoxynukleotid), bzw. mit und ohne UV-Behandlung. Es wurden die
aus 3 unabhidngigen Experimenten zusammengefaft. Pro Experiment wurdenl00 Meta-

Ergebnisse
phasen ausgewertet.

o

]

Chromatidliicke; g", Isochromatidliicke; b', Chromatidbruch; b", Isochromatid-

bruch; t, Translokation; mult., multiple Aberrationen. Der Induktionsfaktor gibt den Prozentsatz ab-
erranter Metaphasen in UV behandelten Zellen im Verhdltnis zu dem Prozentsatz aberranter Meta-
phasen in unbehandelten Zellen an. Die Unterschiede in den Aberrationsfrequenzen zwischen UV-be-
handelten und nicht-behandelten Zellen sind ohne Oligodesoxynukleotidgabe und bei Gabe des Kon-
troll-Oligodesoxynukleotids auf dem 5% Niveau statistisch signifikant Die Unterschiede in den Aberra-
tionsfrequenzen zwischen UV-behandelten und nicht-behandelten Zellen ist bei Zugabe des Anti-
sense-fos-Oligodeoxynukleotid auf dem 5% Niveau statistisch nicht signifikant (Test nach Weir).




Diskussion

Maligne Tumorzellen haben mehrere genetische Verinderungen
durchlaufen, wie z.B. die Aktivierung von dominanten Onkogenen
oder die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (Fearon und
Vogelstein, 1990). Wie kann man sich die Entstehung von Zellen mit
vielen genetischen Veridnderungen vorstellen?

Die Mutationsfrequenz von Genen in Siugerzellen betrigt im Mittel

10-¢, d.h. unter 106 Nachkommen einer Zelle befindet sich eine Zelle,
die eine Mutation in einem bestimmten Gen, z.B. in einem Onkogen,
trigt. Wenn diese mutierte Zelle sich teilt, befindet sich unter 106
Zellen ihrer Nachkommenschaft eine Zelle, die zwei Mutationen
trigt. Da sich auch die anderen, nicht mutierten Zellen teilen,
- betrigt die Gesamtzellpopulation 1012 Zellen. Teilt sich diese Zelle
mit zwei Mutationen weiter, wird eine Zelle entstehen, die drei
Mutationen trigt, u.s.w. Wenn man davon ausgeht, daff fiir die
Entstehung einer malignen Tumorzelle drei Ereignisse notwendig
sind, so bendtigt man rein rechnerisch 1018 Zellen, um eine maligne
Tumorzelle zu finden. Bei dieser Uberlegung hat die Aktivierung
eines Onkogens keinen EinfluB auf die Mutationsrate der Zellen, die
ein aktiviertes Onkogen tragen. Man kann sich aber auch vorstellen,
daBl die Expression eines aktivierten Onkogens die Bereitschaft der
Zellen zu mutieren heraufsetzt. Es wiirde dann weniger
Zellgenerationen erfordern, um eine vollstindig transformierte
Zellen entstehen zu lassen. Da der menschliche Organismus nur ca.
1014 Zellen aufweist, wire aus den oben genannten Berechnungen
zu schluBfolgern, da spontan nie Tumorzellen mit drei Mutations-
ereignissen entstehen konnen. DaB dies aber nicht der Fall ist, wire
ein Hinweis darauf, daB die spontane Tumorentstehung durch.
Ereignisse, wie beispielsweise die Expression eines aktivierten
Onkogens, beschleunigt werden kann. Wie kann man das priifen?

In NIH 3T3 Zellinien, die aktivierte Onkogen-Konstrukte hinter
induzierbaren Promotoren tragen, kann die Expression der
Onkogene nach Belieben induziert werden. Da die Onkogen-
Konstrukte stabil transfiziert sind, miissen sie zur Uberexpression
lediglich induziert werden. Somit sind Bedingungen gegeben, die
dem Zustand in vivo, in dem die Zellen Onkogene als Antwort auf
Stre3 iiberexprimieren, sehr stark dhneln. Mit einem solchen
Testsystem kann untersucht werden, ob die Uberexpression von
Onkogenen die genomische Stabilitit beeinfluf3t.

In der vorliegenden Arbeit ist mit Hilfe derartiger transgener

Zellinien gezeigt worden, daB die Onkogeniiberexpression tatsichlich
die chromosomale Stabilitit beeinfluBt: Nach Uberexpression der c-
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fos-, v-mos- oder c-Ha-ras-Onkoproteine stieg die Frequenz
chromosomaler Aberrationen um das zwei-bis dreifache an. Die
Frequenz von -Genmutationen stieg nach Uberexpression von c-Fos
um das zwei- bis siebenfache und die Frequenz von
Rekombinationsereignissen um das zweifache an. Eine andere
Arbeitsgruppe fand kiirzlich, daB die erhohte Expression des Ras-
Genprodukts, p2l, mit einer Zunahme an abnormen Mitosen in
Verbindung steht: Nach Uberexpression von Ras durch
Dexamethason-Induktion in LTR-ras-transfizierten Zellen traten
verinderte Chromosomen in verschiedenen Mitosephasen auf.
AuBerdem war die Morphologie und die Feinstruktur der Zellen
verindert. Diese mitotischen und strukturellen Verinderungen
lieBen sich durch Entfernen von Dexamethason revertieren. Die
Gruppe schliet aus ihren Ergebnissen, daB p21 eine bedeutende
Funktion wihrend der Mitose wund in frithen Stadien der
neoplastischen Transformation iibernimmt (Hagag et al., 1990). Die
vorliegende Arbeit geht iiber diese SchluBfolgerung hinaus, indem
fiir c-Ras-induzierte chromosomale Aberrationen eine Schliissel-
stellung von c-Fos gezeigt wurde.

Das aktivierte Onkogen c-fos erhoht sowohl die Hiufigkeit
chromosomaler Aberrationen wie auch die Hiufigkeit von Gen-
mutationen und Rekombinationsereignissen. Ist es vorstellbar, dal3
c-Fos auch an Mutagen-induzierten genetischen Verdnderungen,
wie z.B. an der UV-induzierten Mutagenese beteiligt ist?

Die Bestrahlung mit UV-Licht induziert dosisabhingig chromo-
somale Aberrationen. Daneben fihrt UV-Bestrahlung zu einer
deutlichen Akkumulation von c-fos-mRNA und c-Fos-Protein. Die
Behandlung mit Suramin verringert die UV-induzierte
Akkumulation von c-fos-mRNA und gleichzeitig die Haufigkeit UV-
induzierter chromosomaler Aberrationen. Mit Hilfe von Antisense-
fos-Oligodesoxynukleotiden konnte gezeigt werden, dall c-Fos
zumindest fiir die Entstehung eines Teils der UV-induzierten
Aberrationen verantwortlich ist: die Verarmung von NIH 3T3 Zellen
an c-Fos-Protein durch Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide
reduziert die Menge UV-induzierter Aberrationen um ca. 30%. Das
c-Fos-Protein ist demnach nicht nur an der Erzeugung spontaner
Aberrationen, sondern auch an der UV-induzierten Mutagenese
beteiligt.

Sind c-fos, c-Ha-ras und v-mos die einzigen Onkogene, von denen
bekannt ist, daBl sie genetische Veridnderungen induzieren?

Die Antwort auf diese Frage bedarf weiterer Untersuchungen. Wie
in der Einleitung bereits erwidhnt wurde, konnte 1987 eine
Arbeitsgruppe zeigen, dafl die Onkogene v-myc oder Polyoma "large
T-Antigen" zytogenetische Verdnderungen, wie Schwester-
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chromatidaustausche und abnorme Karyotypen induzieren (Cerni et
al., 1987). Der Nachteil bei diesen Untersuchungen ist jedoch der,
daB die verwendeten Zellinien nach Transfer der Onkogene auf den
transformierten Phinotyp hin selektioniert worden waren, so daf
nicht klar war, ob die Erhohung der chromosomalen Instabilitit
direkt auf die Expression der Onkogene zuriickzufiihren ist. In der
vorliegenden Arbeit wurden dagegen stabil mit "induzierbaren
Onkogenen transfizierte Zellen verwendet, wodurch die Wirkung
der iiberexprimierten Onkogene direkt getestet werden konnte.

Die Experimente der vorliegenden Arbeit zeigen, dal c-Fos eine
Schliisselrolle bei der Induktion genetischer Veridnderungen spielt.
Wie sieht die Abhingigkeit der Aberrations-Induktion von der in
der Zelle vorkommenden c-Fos-Menge aus? Einige meiner Daten
sprechen dafiir, daB schon geringfiigige Anderungen im Niveau des
c-Fos-Spiegels Aberrations-induzierend sein konnen:

Stabil mit LTR-c-fos, bzw. MT-c-fos transfizierte Zellen exprimierten
nach Aktivierung des Promotors grofle Mengen an c-Fos iiber einen
langen Zeitraum (mindestens 8 Stunden). Die individuell ausge-
testeten Zellklone unterschieden sich aber in der absoluten Menge
an synthetisierter c-fos-mRNA: die MT-c-fos transfizierten NIH 3T3
Klone 76/21 1 und II exprimierten deutlich mehr c-fos-mRNA als
die MT-c-fos-transfizierten NIH 3T3 Klone 48/3 I und II. Trotzdem
zeigten alle Klone einen dhnlichen Anstieg in der Frequenz
chromosomaler Aberrationen nach c-Fos-Induktion. Dies ist ein
Hinweis darauf, daB schon die Klone 48/3 I und Il sittigende c-Fos-
Mengen enthalten.

Fiir die Induktion chromosomaler Aberrationen nach
Uberexpression der Onkogenprodukte c-Ha-Ras oder v-Mos ist
keine iibermidBige oder lang andauernde c-Fos-Expression
erforderlich: die c-fos-mRNA-Akkumulation ist hier nur transient
und nicht stdrker als nach der Behandlung mit einem
physiologischen Faktor, wie z.B. Serum. Das Verhindern der c-Fos-
Expression durch Antisense-fos-Oligodesoxynukleotide hemmt die
c-Ha-Ras- und v-Mos- induzierten Aberrationen fast vollstindig.
Bedeutet dies, daf die c-Fos-Induktion durch c-Ha-ras und v-Mos
allein fir die Erhohung der chromosomalen Aberrationen
verantwortlich ist oder liefern c-Ha-Ras und 'v-Mos einen bisher
unbekannten zweiten Beitrag? Hierzu gehort dann auch die Frage,
warum Serum, das klassische Beispiel fiir ein c-Fos-induzierendes
Substanzgemisch, nicht zur Induktion von Chromosomen-Aberra-
tionen fiihrt.

Die Antwort auf diese Fragen ist zum jetzigen Zeitpunkt
zwangsldufig spekulativ. Fiihren v-Mos, c-Ha-Ras und Serum zu
einer c-Fos-Akkumulation, die in der Kinetik, in der c-Fos Menge
und in der post-translationalen Modifikation von c-Fos nicht
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unterscheidbar ist, induzieren jedoch nur v-Mos und c-Ha-Ras, nicht
aber Serum Aberrationen, dann gibt es zwei plausible, sich nicht
ausschlieBende - Erklirungen: (1) c-Ha-Ras, bzw. v-Mos induzieren
ein zweites Ereignis, das mit c-Fos bei der Induktion von
Chromosomen-Aberrationen kooperiert. Es wiirde sich hier dann um
einen klassischen Fall von Onkogen-Kooperation handeln (Uberblick,
sieche Hunter, 1991). Soweit man heute weill, liegen allerdings c-Ha-
Ras, v-Mos und c¢-Fos auf ein und demselben -Signaliiber-
tragungsweg, der an der Membran beginnt und im Zellkern mit der
Aktivierung von c-Fos endet. Da aber heute noch nicht alle
Querverbindungen zwischen den Signalen bekannt sind, ist die
Moglichkeit einer Kooperation von c-Ha-Ras und v-Mos mit c-Fos
bei der Induktion der Aberrationen nicht auszuschlieBen. (2) Serum
induziert zusammen mit c-Fos einen inhibitorischen Faktor, der die
Induktion von Aberrationen durch c-Fos hemmt. Weitere
Experimente, in denen z.B. zum Zeitpunkt der v-Mos oder c-Ha-Ras
Aktivierung eine Serum-Behandlung erfolgt, sind notwendig, um
diese Fragen zu kliren.

Ein weiterer Hinweis, daB8 schon geringe Mengen an c-Fos zur
Induktion von genomischen Veridnderungen fithren konnen, ergibt
sich aus einem anderen Befund meiner Arbeit:

Die spontane Frequenz von Rekombinationsereignissen und Gen-
mutationen bei den mit c-fos transfizierten Zellen lag weitaus hoher
als bei den untransfizierten Kontrollzellen. Die Rekombinations-
Untersuchungen wurden mit Zellen durchgefiihrt, in denen das c-
fos-Gen durch den MT-Promotor kontrolliert wurde. Wahrscheinlich
ist die im Medium vorhandene Schwermetallionenkonzentration
ausreichend, den MT-Promotor zur Induktion der c-fos-Menge zu
veranlassen, die fir die Erhohung der Rekombinationsfrequenz
notwendig ist. Die Genmutations-Untersuchungen wurden mit LTR-
c-fos-transfizierten Zellen durchgefiihrt. Auch hier ist es vorstellbar,
daB der Promotor ohne Induktion nicht ganz still ist und eine Menge
an c-fos mRNA konstitutiv synthetisiert wird, die zwar in der
Northern-Blotting-Analyse nicht nachweisbar ist, jedoch die Zahl
der Genmutationsereignisse anhebt.

Der Mechanismus, nach dem in Abhingigkeit von der c-Fos
Expression Chromosomen-und Genmutationen ‘entstehen, ist noch
ungeklirt. Es ist denkbar, daB Prozesse, die mit der Synthese oder
der Neuordnung von DNA zu tun haben, wie die Replikation oder die
Rekombination eine Rolle spielen. Daneben konnten c-Fos-abhingige
Proteine die Bildung von Radikalen, wie OH:, bewirken, welche
chromosomale Schidden verursachen. AuBerdem ist es vorstellbar,
daB das Fos-Protein Reparaturprozesse in der Zelle behindert oder
hemmt, so daB Schadensereignisse auf der DNA in Mutationen
umgewandelt werden. Die Wirkungsweise des c-Fos Proteins bei a)
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der Replikation, b) der Rekombination, ¢) der Radikalbildung und d)
der Reparatur kann man sich folgendermaBen vorstellen:

a) Um wihrend der Replikation die genetische Information prizise
weitergeben zu konnen, haben prokaryontische und eukaryontische
Zellen drei verschiedene Mechanismen entwickelt: die Selektion des
korrekten Desoxynukleosidtriphosphats bei der Polymerisierungs-
reaktion (Basenselektion), das exonukleolytische Entfernen eines
inkorrekt inserierten Desoxynukleosidmonophosphats vom Ende der
wachsenden Kette ("Editing") und die postreplikative Exzision eines
inkorrekt inserierten Desoxynukleosidmonophosphats nachdem die
DNA-Polymerase die DNA-Kette verlingert hat ("Mismatch-
Reparatur"). Es ist vorstellbar, daB die DNA-Polymerase (Loeb et al.,
1974) oder andere Enzyme, die an den oben beschriebenen
Mechanismen beteiligt sind, als Folge der c-Fos-Uberexpression
fehlerhaft arbeiten, so daB wihrend der Replikation oder der
Reparatur Basenfalschpaarungen entstehen, die in Mutationen
umgewandelt werden konnen (Echols und Goodman, 1991).

b) Mitotische Rekombinationsereignisse konnen durch Agenzien, die
die DNA schiddigen oder mit der DNA-Synthese interferieren, wie
ultraviolette oder ionisierende Strahlung, Methyl-Methansulfonat,
Hydroxyharnstoff und Mitomycin C ausgelost werden. Dabei scheint
die Fiahigkeit zur Exzisionsreparatur einen Einfluf auf die
Rekombinationsfrequenz zu haben: Zellen, die nicht zur
Exzisionsreparatur von Pyrimidindimeren befidhigt sind, weisen eine
héhere Frequenz von UV-induzierten Rekombinationsereignissen
auf als Zellen, die diese Reparatur leisten konnen (Kunz und Haynes,
1981). Die mitotische Rekombination spielt wahrscheinlich auch
eine Rolle in bestimmten menschlichen Tumoren: Mutationen im
Retinoblastom (Rb)l-Lokus sind rezessiv, d.h. sie wirken sich nur
bei der Inaktivierung des normalen Allels aus. Eine solche
Inaktivierung kann durch Chromosomenfehlverteilungen ("Non-
Disjunction") oder durch Rekombinationsereignisse wihrend der
Mitose entstehen (Cavanee et al., 1983). Die FErgebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, daB die Uberexpression des c-Fos-
Genprodukts die Frequenz von Rekombinationsereignissen erhoht.
Das c-Fos-Protein konnte iiber die Induktion von Rekombinations-
ereignissen die genomische Stabilitit beeinflussen, indem es
Proteine, die an dem Rekombinationsproze8 beteiligt sind, aktiviert.
Dies konnte zu einem fehlerhaften Ablauf der  Rekombination
fihren. Daneben ist es vorstellbar, daB das c-Fos Protein die
Fahigkeit von Zellen zur Reparatur von DNA-Schiden herabsetzt. Als
Folge beider Prozesse konnten Mutationen und/oder Chromosomen-
aberrationen entstehen,

c) Atmende Zellen konnen aus molekularem Sauerstoff freie
Radikale erzeugen: Bei der Reduktion des Sauerstoffs entstehen

nacheinander Superoxid Radikale (O,7), Hydrogen Peroxide (H,O,),
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Hydroxyl Radikale (OH:), und letztendlich Wasser. Diese Zwischen-
produkte sind sehr reaktiv. Beispielsweise konnen Superoxid
Radikale an einer Vielzahl biologisch wichtiger Molekiile Verinde-
rungen durchfiithren. Hierzu gehoren u.a. die Peroxidation von
Lipiden, die Depolymerisierung von Polysacchariden und die
Bildung von Strangbriichen in der DNA. Unter physiologischen
Bedingungen ist die Konzentration der Radikale sehr gering. Dies
wird iiber eine Reihe zelluldrer Enzyme erreicht, wie die Superoxid-
Dismutase, die Katalase oder die Glutathion-Peroxidase, welche als
Antioxidanzien wirken, indem sie die Entstehung von Radikalen
verhindern oder sie in ungefihrliche Produkte umwandeln. Die
clastogene Wirkung des Tumorpromotors TPA kann von
bestimmten Antioxidanzien unterdriickt werden (Emerit et al.,
1983). Vermutlich ist TPA iiber den oxidativen Abbau der
Arachidonsdure an der Induktion chromosomaler Aberrationen
beteiligt. Dies spricht, gemeinsam mit dem Befund, daB TPA in
einigen Zellsystemen eine unphysiologisch hohe Menge an Radikalen
induziert, dafiir, da TPA indirekt liber die Bildung von Radikalen
die DNA schidigen kann. Da die Uberexpression des c-Fos-
Genproduktes ebenfalls chromosomale Aberrationen induziert und
TPA-Behandlung die c-fos-mRNA-Synthese erhoht, ist vorstellbar,
daBl das c-Fos-Protein einen Teil der TPA-induzierten Schéden
vermittelt. Diese Vermittlung koénnte durch die Bildung von
Radikalen. oder durch die Inaktivierung von Enzymen, die an der
Beseitigung der Radikale beteiligt sind, geschehen.

Ein Weg, iiber den c-Fos zur Bildung von Radikalen beitragen
konnte, ldauft moglicherweise iiber die Bildung von Wachstums-
faktoren, die ihrerseits durch Bindung an ihre Rezeptoren die
Bildung von Radikalen induzieren und DNA-Schidden verursachen
konnen. Auf diese Moglichkeit einer extrazelluliren Schleife weisen
Experimente hin, in denen gezeigt wurde, da Suramin die UV-
induzierte c-fos-Akkumulation und die UV-induzierten chromoso-
malen Aberrationen verringert. Da bekannt ist, da8 Suramin die
Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren und Liganden blockiert,
sind als Erklirung fiir diesen Effekt folgende Reaktionswege
vorstellbar: UV-Licht induziert die c-fos-mRNA-Synthese, worauf-
hin Fos-abhingige Proteine, wie z.B. Wachstumsfaktoren, aktiviert
werden. Diese konnen in einer extrazelluliren Schleife aus der Zelle
sekretiert werden und an eigene Rezeptoren oder an die Rezeptoren
von Nachbarzellen binden, wodurch ein Signaliibertragungsprozef
in den Zellen in Gang gesetzt wird, der letztendlich zu der Ent-
stehung von Chromosomen- und Genmutationen fiihrt. Die Bindung
der Fos-abhingigen Proteine an Rezeptoren konnte durch Suramin
blockiert werden. Zweitens besteht die Moglichkeit, daB Suramin in
die Zelle eindringt und die intrazelluliren Wechselwirkungen
zwischen dem Fos-abhingigen Protein und einem intrazellulidren
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Rezeptor verringert. Solche autokrinen extra- und intrazelluldren
Schleifen sind in der Literatur bereits beschrieben worden (Yayon
und Klagsbrun; 1990).

d) Der DNA-ReparaturprozeB ist von der Art der zu reparierenden
DNA-Schiden abhingig. Bei der "Exzisionsreparatur" von
Basenschidden unterscheidet man im wesentlichen drei Schritte:
Zuerst wird durch DNA-Reparaturnukleasen der geschidigte DNA-
Strang erkannt und hydrolytisch entfernt: Die verinderte Base wird
durch eine DNA-Glykosylase entfernt. Danach wird die
Phosphodiester-Bindung durch eine Endonuklease geoffnet und eine
kurze Folge von Nukleotiden exonukleolytisch entfernt. Nach der
Entfernung der geschidigten Nukleotide kopiert eine DNA-
Polymerase die korrekte Information von dem intakten
Schwesterstrang und eine DNA-Ligase verbindet das neu
synthetisierte DNA-Fragment mit dem Rest-DNA-Molekiil. Das c-Fos
Protein konnte storend in diesen ProzeB eingreifen, indem es die
Erkennung von DNA-Schiden durch Interaktion mit den DNA-
Glykosylasen verhindert, so daB die Schiden nicht behoben werden.
Daneben konnte das c-Fos-Protein -wie oben bei der Replikation
beschrieben- die Genauigkeit der DNA-Polymerase vermindern und
zu Falscheinbauten fiihren. Diese Falscheinbauten fiihren dann nach
der nichsten Replikation zu Mutationen.

Die Diskussion dieser Arbeit zeigt, daB der von mir entdeckte,
grundsitzliche Befund, niamlich, daB Onkogen-ﬁberexpression zZur
Induktion chromosomaler Instabilitit fiihrt, eine groBe Zahl neuer
Fragen aufwirft. Da diese Fragen aber experimentell zuginglich sind,
hoffe ich, daB auch der zugrunde liegende Mechanismus in den
nachsten Jahren aufgeklirt werden kann.
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