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Zusammenfassung 

Die Regulation der Transkription von Genen durch extrazelluläre Signale 
erfolgt über die Interaktion von Transkriptionstaktoren mit 
regulatorischen DNA-Elementen. In der vorliegenden Arbeit wurde 
untersucht, ob und wie Phorbolester-Tumorpromotoren DNA-Protein­
Interaktionen an den regulatorischen Elementen des c-fos-Protoonkogens 
und des über den Transkriptionstaktor AP-1 (Fos/Jun) gesteuerten 
Kollagenase (Typ 1)-Gens beeinflußen, und wie Glucocorticoide und das 
Adenovirus Ela (AdEla)-Protein der Phorbolesterinduktion AP-1-
abhängiger Gene, über AP-1, entgegenwirken. Durch in vivo 
Dirnethylsulfat (DMS)-"footprinting"-Analysen konnte gezeigt werden, 
daß sich die Besetzung des c-fos-"Serum Response Element" (SRE) mit 
einem Multiproteinkomplex in vivo während der transienten Induktion 
der c-fos-Transkription durch den Phorbolester TP A nicht ändert. Die 
transiente Aktivierung des c-fos-Gens erfolgt somit über konstitutiv an 
die DNA bindende Proteinkomplexe. Das erhaltene DMS­
Reaktivitätsmuster legt es nahe, daß sich in NIH 3T3-Maus-Fibroblasten 
ein ternärer Komplex aus "Serum Response Factor" (SRF), "Ternary 
Complex Factor" (p62TCF) und dem SRE in vivo ausbildet. In F9-
Teratokarzinom-Stammzellen dagegen ist das erhaltene Muster mit der 
Abwesenheit von p62TCF im Proteinkomplex über dem SRE konsistent. 
Das endogene c-fos-Gen ließ sich in F9-Zellen jedoch, wie in NIH 3T3-
Zellen, durch TPA induzieren und transient transfizierte, mutierte c-fos­
Promotorkonstrukte, die keinen ternären Komplex mehr bilden können, 
waren in beiden Zelltypen in vergleichbarem Maße durch TP A oder 
Serum induzierbar wie die Wildtyp-Promotorkonstrukte. Diese Ergebnisse 
legen es nahe, daß die Bildung des ternären Komplexes, entgegen 
bisheriger Auffassungen, keine Voraussetzung für die transiente 
Induktion des c-fos-Gens durch Phorbolester und Serum darstellt. Im 5'­
flankierenden Bereich des Kollagenase-Gens führt TP A zu einer 
Besetzung mehrerer Proteinbindungsstellen, einschließlich der für die 
Phorbolesterinduktion absolut notwendigen AP-1-Bindestelle (TRE). Die 
am TRE in lebenden Zellen erhaltenen DNA-Protein-Kontakte sind 
identisch mit denjenigen, die mit gereinigtem AP-1 in vitro erhalten 
wurden. Obwohl ein in vitro hergestellter Glucocorticoidrezeptor (GR) die 
DNA-Bindungsfähigkeit von Jun-Jun-Homodimeren hemmt, interferiert 
er nicht mit der DNA-Bindung von Fos-Jun-Heterodimeren und mit 
derjenigen von gereinigtem AP-1 in vitro. Die Besetzung der AP-1-
Bindestelle ändert sich auch in vivo unter Bedingungen der 
Glucocorticoidrepression nicht. In AdEl-transformierten Zellen ist die AP-
1-Bindestelle dagegen nicht besetzt. Die Ergebnisse legen - im Gegensatz 
zur konstitutiven Proteinbindung an das c-fos-SRE - eine Phorbolester­
induzierte Bindung von Proteinen, einschließlich AP-1, an die 
Promotorregion des Kollagenase-Gens in vivo nahe. Der 
Glucocorticoidrezeptor bindet nicht direkt an das TRE und hemmt die 
Aktivität von AP-1, ohne mit dessen DNA-Bindung zu interferieren. 
AdEla scheint dagegen die Bindung von AP-1 an das TRE in vivo zu 
verhindern. 
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Abstract 

Transcription factors that bind constitutively or 
inducibly to DNA in vivo: mediators of positive and 
negative gene regulation 

Transcriptional regulation of genes in response to extracellular signals is 
based on the interaction of transcription factors with regulatory DNA 
elements. In the work presented, it was investigated how phorbol ester 
tumor promoters affect DNA-protein interactions at regulatory DNA­
elements of the c-fos proto-oncogene and of the collagenase (type I) gene, 
which is regulated by the transcription factor· AP-1 (Fos/Jun), and by which 
mechanisms glucocorticoids and the adenovirus (Ad) E1a protein 
antagonize the phorbol ester induction of AP-1-dependent genes. By 
genomic dimethyl sulfate (DMS) footprinting analyses it was shown that 
the occupation of the c-fos serum response element (SRE) in vivo by a 
multiprotein complex was unalfered in the course of the transient 
induction of c-fos transcription by the phorbol ester TPA. Thus, transient 
transcriptional activation of the c-fos gene seems to be mediated by protein 
complexes that are constitutively bound to DNA. The DMS-reactivity 
pattern obtained in murine NIH 3T3 fibroblasts suggests the formation of a 
ternary complex in vivo composed of the serum response factor (SRF), 
ternary complex factor (p62TCF) and the SRE. In F9 teratocarcinoma stem 
cells, however, the pattern obtained is consistent with the absence of 
p62TCF in the complex over the SRE. Nevertheless, inducibility of the 
endogenous c-fos gene was not impaired and mutated c-fos promoter 
constructs unable to form a ternary complex were inducible by serum or 
TPA to the same extent as the wild-type constructs upon transient 
transfection into both cell-types. The data suggest that - in contrast to 
previous views - ternary complex formation is not a prerequisite for the 
induction of c-fos transcription by serum or phorbol esters. In the 5'­
flanking region of the collagenase gene, treatment of cells by TP A led to 
the occupation of several protein binding sites including the AP-1 binding 
site (TRE), which is absolutely necessary for the induction of the gene by 
phorbol esters. The DNA-protein contacts obtained in living cells are 
identical to those caused by affinity-purified AP-1 in vitro. Although in 
vitro synthesized glucocorticoid receptor disrupted the DNA-binding of 
Jun/Jun homodimers, it did not interfere, however, with the DNA­
binding capability of either Fos/Jun heterodimers or of affinity-purified 
AP-1. Consistently, the occupation of the AP-1 binding site in vivo was not 
altered under conditions of glucocorticoid-mediated repression of 
collagenase transcription. In Ad E1-transformed cells, the AP-1 binding site 
was not occupied. In contrast to the constitutive protein-binding to the 
c-fos SRE, the results on the collagenase gene suggest the phorbol ester­
induced binding of proteins, including AP-1, to the collagenase promoter 
region in vivo. The glucocorticoid receptor does not interact directly with 
the TRE but inhibits the activity of AP-1 without abolishing its DNA­
binding capability. In contrast, AdE1a seems to prevent AP-1 from binding 
to the TRE in vivo. 
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Einleitung 

Interaktionen zwischen Proteinen und DNA und die daraus 

resultierenden Strukturen sind die Grundlage für die 

Entschlüsselung der genetischen Information in jeder Zelle. 

Im Zellkern eukaryontischer Zellen entstehen durch die 

Wechselwirkungen von genorniseher DNA mit Histon-Oktameren 

Nukleosomen (Richmond et al., 1984), die zu 30nm Chromatin­

fasern (Felsenfeld & McGhee, 1986), zu Chromatinschleifen und 

schließlich zu kondensierten Strukturen, w1e sie in 

Metaphasechromosomen auftreten, verpackt sein können (Rattner 

& Lin, 1985). Die Verpackung der genomischen DNA in 

Chromatinstrukturen ermöglicht erst die Unterbringung des 

gesamten Genoms im Zellkern; sie ist jedoch auch an der 

Steuerung der Genexpression beteiligt (als Übersichtsartikel s. 

Eissenberg et al., 1985; Wolffe, 1990). 

Der erste Schritt in der Entschlüsselung und damit der 

Expression genetischer Information ist die Transkription von 

Genen. Sequenzspezifische DNA-bindende Proteine, sogenannte 

Transkriptionsfaktoren, steuern dabei über ihre Bindung an 

regulatorische DNA-Elemente von Genen deren Transkription 

durch RNA-Polymerasen (als Übersichtsartikel s. Maniatis et al., 

1987; Ptashne, 1988; Mitchell & Tjian 1989; Ptashne & Gann, 

1990). Die Regulation der Transkription von Genen ist die 

Grundlage der differentiellen Genexpression. Die zeitlich und 

räumlich differenziert auftretende Aktivität von Transkriptions­

faktoren stellt somit eme wesentliche Grundlage für die 

embryonale Musterbildung und die Ontogenese mehrzelliger 

Organismen dar (als Übersichtsartikel s. Biggin and Tjian, 1989; 

Kessel & Gruss, 1990; Melton, 1991). 

Transkri ptionsfaktoren sind das letzte Glied in den 

Signaltransduktionsketten, über die extrazelluläre Signale w1e 

Wachstumsfaktoren, Hormone oder Morphogene, aber auch 

"unphysiologische" Signale wie Strahlung, chemische Karzinogene 

oder Tumorpromotoren in den Zellkern eukaryontischer Zellen 

übermittelt werden und dort zu Veränderungen im genetischen 

Programm der Zelle führen (z.B. Herrlich & Ponta, 1989). 

Im Gegensatz zu den Mechanismen über die Wachstumsfaktoren 
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und Hormone Gene aktivieren, ist über die Vorgänge durch die 

chemische Karzinogene und Tumorpromotoren das genetische 

Programm der Zelle ändern und zur Transformation von Zellen 

führen relativ wenig bekannt (Rahmsdorf & Herrlich, 1990). 

In der vorliegenden Arbeit wurde am Beispiel von 

Tumorpromotoren des Phorbolester-Typs untersucht wie extra­

zelluläre Signale über Transkriptionstaktoren die Transkription 

von Genen aktivieren, und wie Glucocorticoidhormone bzw. das 

transformierende Adenovirus E1a (AdE1a)-Protein mit der durch 

Phorbolester induzierten Aktivierung der Transkription 

interferieren. Ph or b oles ter-Tumorpromotoren, Wie beispielsweise 

TP A (12-0-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat) aktivieren Protein­

kinase C (Nishizuka, 1984, 1986 und 1988) und führen ähnlich 

w1e die Behandlung von Zellen mit Serum oder 

Wachstumsfaktoren zu massiven Veränderungen in der 

Genaktivität (als Übersichtsartikel s. Rahmsdorf & Herrlich, 1990). 

Wie Serumwachstumsfaktoren aktivieren sie innerhalb von 

Minuten die Transkription einer ganzen Reihe von Genen, die als 

sehr frühe Gene oder "immediate early genes" (lEG) bezeichnet 

werden (Greenberg & Ziff, 1984; Lau & Nathans, 1987; Almendral 

et al., 1988). Die Aktivierung der Transkription dieser Gene ist 

transient und kann ohne Neusynthese von Proteinen erfolgen 

(Greenberg & Ziff, 1984; Greenberg et al., 1986). Im Falle des 

c-fos-Gens erfolgt die Abschaltung der Transkription durch einen 

autoregulatorischen Mechanismus (Schönthal et al., 1988b und 

1989; Sassone-Corsi et al., 1988; Wilson & Treisman, 1988). 

Sowohl die schnelle Induktion als auch die sich dar an 

anschließende Abschaltung der c-fos-Transkription erfolgen über 

dasselbe regulatorische DNA-Element, das "Serum Response 

Element" (SRE) (Treisman, 1985 und 1986; König et al., 1989; 

Rivera et al., 1990). Einige der lEG, wie die Protoonkogene c-fos, 

c-jun und verwandte Gene kodieren Transkriptionstaktoren 

(Curran & Franza, 1988). Die Produkte der "immediate early"-Gene 

können an der Umwandlung kurzfristig wirkender extrazellulärer 

Signale m längeranhaltende Veränderungen 1m genetischen 

Programm der Zelle beteiligt sein, in dem sie andere Gene 

regulieren (Herrlich & Ponta, 1989). Die Produkte der c-fos- und 

der c-jun-Protoonkogene bilden den Transkriptionstaktor AP-1 
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(Aktivatorprotein 1) (Curran & Franza, 1988 und Referenzen 

darin), der die Transkription anderer Gene, z. B. die der Metallo­

proteinasen Stromelysin und Kollagenase (Typ I) über ein DNA­

Element reguliert, das als TRE (TP A-responsi ves Element) 

bezeichnet wird (Angel et al., 1987 a, b ). Die Induktion der 

Transkription dieser Gene erfolgt langsamer als die der lEG (über 

Stunden) und ist wie im Falle des Kollagenase-Gens von der 

Neusynthese von Proteinen abhängig (Angel et al., 1987 a; diese 
Arbeit). 

Es ist seit langem bekannt, daß die tumorpromovierenden und 

inflammatorischen Wirkungen von Phorbolestern durch 

Glucocorticoidhormone gehemmt werden können (Nelson, 1962; 

Belman & Troll, 1972; Scribner & Slaga, 1973). Interessanterweise 

konnten während der letzten Jahre mehrere Gruppen zeigen, daß 

die Phorbolester-induzierte AP-1-Aktivität und die Transkription 

AP-1-abhängiger Gene durch das Adenov irus E 1 a- Protein 

(Offringa et al., 1988; Offringa et al., 1990) und durch 

Glucocorticoide gehemmt werden kann (Frisch & Ruley, 1987; 

Offringa et al., 1988; Mordacq & Linzer, 1989; Diamond et al., 

1990; Lucibello et al., 1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 

1990b; Schüle et al., 1990). Die Glucocorticoid-vermittelte 

Hemmung des Kollagenase-Gens erfolgt durch einen Mechanismus, 

der den Glucocorticoidrezeptor benötigt und wird, wte die 

Repression durch AdE I a, über die DN A-B indungsstelle des 

Transkriptionsfaktors AP-1, das TRE, vermittelt (Lucibello et al., 

1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; SchUle et al., 1990; 

Offringa et al., 1990). 

Prinzipiell sind zwei Möglichkeiten denkbar wie Phorbolester die 

Transkription über ein regulatorisches DNA-Element aktivieren 

können. Zum einen könnte die Bindung des Transkriptionsfaktors 

an sem entsprechendes DNA-Element nach Phorbolester­

Behandlung von Zellen induziert werden (durch posttranslationale 

Modifikationen, durch Induktion der Synthese des Faktors oder 

durch beides). Zum anderen ist eine konstitutive Bindung von 

Transkriptionsfaktoren an DN A-E1emente denkbar und die 

Regulation der Transkription erfolgt über eine Modulation des 

Transaktivierungspotentials der Faktoren, d. h. ihrer Fähigkeit mit 

der Transkriptionsmaschinerie zu interagieren. (Dies könnte durch 
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posttranslationale Modifikationen oder durch die Interaktion mit 

anderen Proteinen bewerkstelligt werden.) Dieselben Schritte 

kommen umgekehrt auch als Angriffspunkte für negativ 

wirkende Signale in Frage. 

Die Interaktionen von DNA-Sequenzen mit sequenzspezifischen 

DNA-bindenden Proteinen wurden anfänglich durch in vitro DNase 

I-Protektions ("footprinting")-Analysen (Galas & Schmitz, 1978) 

oder Gelretardationsexperimente (Fried & Crothers, 1981; Garner 

& Revzin, 1981) mit Extrakten aus Zellkernen untersucht. Solche 

in vitro Experimente haben zur Identifizierung und 

Charakterisierung von Transkriptionsfaktoren und deren DN A­

Bindungsstellen in Promotoren und Enhancern von Genen einen 

großen Beitrag geleistet. In Anbetracht der komplexen 

Organisation der genorniseben DNA in Chromatinstrukturen stellt 

sich allerdings die Frage inwieweit von solchen in vitro 

Experimenten auf die tatsächliche Bindung von Transkriptions­

faktoren in vivo, z. B. nach Einwirkung von extrazellulären 
Signalen auf Zellen oder in verschiedenen Differenzierungsstadien 

von Zellen, geschlossen werden kann. 
Die Methode der genorniseben Sequenzierung (Church & Gilbert, 

1984) und die davon abgeleitete Methode des in vivo 

(genomischen) "footprinting" mit Dirnethylsulfat (DMS) (Ephrussi 

et al., 1985; Becker et al., 1986 und 1987) ermöglichte zum 

erstenmal die Analyse von DNA-Protein-Interaktionen In 

intakten, lebenden Zellen. Solche Experimente sind jedoch wegen 

der großen Komplexität des Säugetiergenoms technisch sehr 

schwierig. So sind trotz der Wichtigkeit solcher Experimente 

weniger als zehn Gene auf diese Weise analysiert worden seit die 

Methode vor acht Jahren eingeführt wurde. Paul Mueller und 

Barbara Wald entwickelten 1989 eine Technik ("ligation mediated 

PCR"), die mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion die Sensitivität 

der Methode stark erhöht hat (Mueller & Wald, 1989; Pfeifer et 
al., 1989). Genomische DMS- "footprinting" -Analysen haben 

gezeigt, daß die Anwesenheit eines bestimmten 

Transkriptionsfaktors im Zellkern und seine Bindung an seine 

entsprechende DN A-S eq uenz m Zellkernextrakten keine 

Rückschlüsse darauf zuläßt, ob dieser Faktor in vivo an seine 

Erkennungssequenz bindet, und, daß ubiquitär vorkommende 
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Proteinfaktoren in zelltypspezifischer Weise an DNA-Sequenzen 
binden können (Ephrussi et al., 1985; Becker et al., 1987; Mueller 
& Wold, 1989; Pfeifer et al., 1990). Diese Ergebnisse unter­
streichen, daß in vitro Daten nicht unbedingt die in vivo Situation 
wiederspiegeln müssen. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich deshalb untersucht, ob und 
wie die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die 
regulatorischen DNA-Elemente von zwei Genen durch die 
Behandlung von Zellen mit dem Phorbolester-Tumorpromotor TP A 
in vivo beeinflußt wird: An das "Serum Response Element" (SRE) 
des c-fos-Gens, dessen Transkriptionsinduktion proteinsynthese­
unabhängig ist; und an den Promotor des Kollagenase (Typ I)­
Gens, bei dem die Transkriptionsaktivierung durch Phorbolester 
von Proteinsynthese und dem Transkriptionsfaktor AP-1 (von 
dem das c-fos-Genprodukt einen Teil darstellt) abhängig ist. 
Verbunden damit war die Frage, wie Glucocorticoide bzw. AdE 1 a 
mit der AP-1-vermittelten Phorbolesterinduktion der 
Kollagenase-Transkription interferieren. 
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Material und Methoden 

I. Allgemeine Arbeitsmethoden 

Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsäuren 

Zu der nukleinsäurehaltigen, wässrigen Lösung wurde dasselbe 

Volumen emes Phenol/Chloroform/Isoamylalkolol-Gemisches 

(25:24: 1) gegeben und gut gemischt. Die entstandene Emulsion 

wurde zur Trennung der Phasen kurz zentrifugiert und die 

wässrige (Ober-) Phase zur weiteren Verwendung abgenommen. 

Präzipitatio.,_ von Nukleinsäuren aus wässrigen Lösungen 

Die nukleinsäurehaltige Lösung wurde (wenn nicht anders 

angegeben) mit 3M Natriumacetat (pH 4.8) auf eine 

Endkonzentration von 0.2M Natriumacetat gebracht und 2.5 

Volumina Ethanol oder 1 Volumen Isopropanol zugesetzt. Die 

Präzipitation erfolgte für 30 min bis übernacht bei -20°C oder für 
5-15 min bei -80°C (nur Ethanolpräzipitation). Das Präzipitat 

wurde anschließend bei 1 O,OOOg 10-20 min lang abzentrifugiert, 

mit 80% Ethanol gewaschen, nochmals für 5 min zentrifugiert und 

im Vakuum-Konzentrator ("speed vac") getrocknet. 

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Extinktion der 

wässrigen Nukleinsäurelösung bei einer Wellenlänge von 260nm 

photometrisch bestimmt. Eine Extinktion bei 260nm von 1 
entspricht 50~-tg/ml (doppelsträngiger) DNA, 40~-tg/ml Ribo­

nukleinsäure oder 20~-tg/ml Oligonukleotid-DNA. 

Fragmentierung von DNA-Molekülen durch Restriktions­
endonukleasen 

In einer wässrigen DN A-Lösung wurde durch Zugabe von 1 0-fach 

konzentrierten Puffer/Salz-Lösungen em für die jeweilige 
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Restriktionsendonuklease notwendiges Milieu, entsprechend den 
Herstellerangaben, eingestellt. Pro 1-1 g DN A wurden 2-3u 

Restriktionsendonuklease zugegeben. Das Reaktionsvolumen 

betrug dabei mindestens das 1 0-fache des Volumens der 

zugesetzten Enzym/Glycerin-Lösung. Die Inkubation der 

Reaktionsansätze erfolgte (wenn vom Hersteller nicht anders 

empfohlen) bei 37°C für 2h bis übernacht 

Dephosphorylierung von DNA-Strangenden 

Linearisierte DN A wurde mit 20u intestinaler alkalischer 

Phosphatase aus Kälbern (CIP, Boehringer Mannheim) in 50mM 

Tris-HCl pH 9.0, lmM MgCb, O.lmM ZnCl2 und lmM Spermidin 30 

min bei 37°C inkubiert. Nach nochmaliger Zugabe von 20u CIP 

wurde der Reaktionsansatz weitere 30 min bei 37°C inkubiert und 

mit Phenol/Chloroform extrahiert. 

Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektro-

phorese 

a. mittels Agarose-Gelen 
erfogte in 0.8-1.2% Agarose-Gelen (mit 0.3~-tg/ml Ethidiumbromid) 

in 0.5xTBE (lxTBE entspricht 90mM Tris-base, 90mM Borsäure 

und 2.5mM EDT A) in einer (Horizontal-) Gelelektrophorese­

kammer bei 35-45mA (50-lOOV). Die DNA-Fragmente wurden 

durch Fluoreszens über einem UV-Transilluminator (Wellenlänge 

302nm) sichtbar gemacht. 

b. mittels denaturierenden Polyacrylamidgelen 

6-20%ige denaturierende Polyacrylamidgele enthielten 8.3M 

Harnstoff und wurden aus einer Stammlösung bestehend aus 30 

Gew.-% Acrylamid und 0.8 Gew.-% N,N'-Methylenbisacrylamid in 

1 xTBE hergestellt. Die Polymerisation erfolgte durch Zugabe von 

Ammoniumpersulfat (APS, Endkonzentration 0.83 Vol.-%) und 

N ,N ,N',N' -tetramethyl-ethylendiamin (TEMED, Endkonzentration 

0.05 Vol.-%) zwischen zwei Glasplatten. 
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Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 

Das zu isolierende DNA-Fragment wurde durch UV-Strahlung 

(302nm) sichtbar gemacht und mit einem Skalpell unterhalb des 
Fragmentes ein Spalt in die Agarose geschnitten. In diesen Spalt 
wurde ein Stückehen DEAE-Papier (Schleicher & Schüll) gesteckt 

und anschließend die Elektrophorese fortgesetzt bis das Fragment 
vollständig an das DEAE-Papier gebunden war. Zur Elution des 
DNA-Fragmentes wurde das DEAE-Papierstückchen zerkleinert 
und in 1.5M NaCl, lOmM Tris-HCl pH 7.5 und lmM EDTA für 20 
min bei 65°C inkubiert. Anschließend wurde die Flüssigkeit vom 
Papier durch Filtration durch eine (sterile) Quarzsandschicht 
getrennt. (Dazu wurde ein 1.5ml Eppendorf-Reaktionsgefäß unten 
mit einem Loch versehen, ca. 1 00~-tl Quarzsand eingefüllt und in 

ein zweites Reaktionsgefäß gesteckt. Das DEAE-Papier und die 
Flüssigkeit wurden dann auf die Quarzsandschicht gebracht und 
durch kurzes Zentrifugieren voneinander getrennt.) Das DNA­

Fragment wurde schließlich mit Ethanol präzipitiert. 

Präparation und Reinigung von synthetisch hergestellten 
Oligonukleotiden 

Die Oligonukleotide wurden mit einer Oligonukleotidsynthese­
maschine ("Gene Assembler", Pharmacia) hergestellt. Die Cassette, 
die die Oligonukleotideinzelstränge an einer festen Phase 
gebunden hat, wurde in einem 2ml Eppendorf-Reaktionsgefäß 

kurz zentrifugiert, in ein neues Reaktionsgefäß überführt und im 
Vakuum-Konzentrator getrocknet. Die Oligonukleotide und deren 
Schutzgruppen wurden anschließend bei 50°C über 16h m 
konzentriertem (25%) Ammoniak von der Festphase abgespalten. 
Die flüssige Phase wurde eingetrocknet, m Formamid­

Probenpuffer (98% deionisiertes Formamid, lOmM EDTA, 0.02% 
Bromphenolblau, 0.02% Xylencyanol) gelöst und bei 95°C für 3 

m1n denaturiert. Danach erfolgte die Auftrennung der 
Syntheseprodukte über em präparatives ( 400x200x 1 mm), 

denaturierendes 20% Polyacrylamidgel bei 30-40mA (ca. lOOOV) 

für 3-4h in lxTBE. Zum Sichtbarmachen der Syntheseprodukte 
wurde das Gel auf eine einen Fluoreszensfarbstoff enthaltende 
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Dünnschichtchromatographiefolie (Poly gram® CEL 300 PEI/UV 254, 
Macherey-Nagel & Co) gelegt und mit UV der Wellenlänge 254nm 

1m Auflicht bestrahlt ("UV -shadowing"). Die vollständigen 
Syntheseprodukte wurden ausgeschnitten, zerkleinert und 
übernacht in Wasser bei 37°C eluiert. Nach einer 
Phenol/Chloroform-Extraktion wurde das Eluat mit n-Butanol auf 
ein Volumen von ca. 150~1 eingeengt, auf eine Salzkonzentration 

von 0.2M Na-Acetat und lOmM Mg(Acetat)2 eingestellt und die 

Oligonukleotide durch Zugabe von 6 Volumina Ethanol präzipitiert. 

Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden mit T4-
p oly n u kl eo tidkinase 

Zur Herstellung von Oligonukleotid-Proben für Gelretardations­
analysen wurden 40ng (ca. 5pmol) doppelsträngiges 
Oligonukleotid mit 5~1 [y-32P]ATP (Amersham, lOmCi/ml, 

5000Ci/mmol) und lOu T4-Polynukleotidkinase (Promega) in 20~1 

50mM Tris-HCl pH 7.6, lOmM MgCl2, 5mM DTT, O.lmM Spermidin 

und O.lmM EDTA für lh bei 37°C inkubiert. 
Zur radioaktiven Markierung von Primern für in vivo 

"footprinting"-Analysen wurden 20pmol einzelsträngiges Oligo­
nukleotid mit 15~1 [y-32P]ATP und 20u T4-Polynukleotidkinase 

(Promega) in 30~1 50mM Tris-HCl pH 7.6, lOmM MgCb, 5mM DTT, 

O.lmM Spermidin und O.lmM EDTA für lh bei 37°C inkubiert. 

Das markierte Oligonukleotid wurde anschließend über eine 
NACS-Prepac® Säule (BRL Life Technologies lnc., Gibco) 

[äquilibriert mit O.lM NaCl in TE (lOmM Tris-HCl pH 7 .5, lmM 
EDT A)] von nicht eingebautem [y-32P]ATP abgetrennt, mit 1M NaCl 

in TE eluiert und nach Zugabe von lO~g Hefe- oder E. coli-tRNA 

mit Ethanol präzipitiert. 

Präparation von Zellkernextrakten 

a. nach Dignam et al. (1983) 

Von Gewebekulturschalen (dreißig 14.5cm-Schalen) wurde das 
Medium abgeschüttet, die Zellen einmal mit eiskaltem PBS 

gewaschen und in PBS abgeschabt. Die Zellen wurden 5 min bei 
2°C und 500g abzentrifugiert, mit eiskaltem PBS gewaschen und 
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nochmals abzentrifugiert. Die folgenden Schritte wurden auf Eis 
oder bei 4 °C durchgeführt. Das Volumen des Zellsedimentes wurde 
bestimmt (PCV= Packed Cell Volume) und die Zellen wurden in 5 

PCV lOmM HEPES-KOH pH 7.9, 1.5mM MgCl2, IOmM KCl und 
0.5mM DTT (Dignam-Puffer A) resuspendiert, für 10 min auf Eis 
inkubiert und 10 min bei 500g abzentrifugiert. Das Zellsediment 
wurde in 2 PCV Dignam-Puffer A resuspendiert und die Zellen in 

einem Dounce-Homogenisator durch 10-15 Stöße mit einem S­
Kolben aufgebrochen. Die Zellkerne wurden dann durch 10-
minütige Zentrifugation bei 1200g sedimentiert und in 20mM 

HEPES-KOH pH 7.9, 25% Glycerol, 0.42M NaCl, 1.5mM MgCl2, 
0.2mM EDTA, 0.5mM DTT und lmM PMSF aufgenommen (lml pro 
1 0 9 Zellen). Die Kerne wurden mit I 0 Stößen im Dounce­
Homogenisator resuspendiert und für 30 min unter Schütteln 
extrahiert. Anschließend wurden die unlöslichen Bestandteile 
abzentrifugiert (30 mm, 25 ,OOOg) und der Überstand mit 

(NH4hS 04-präzipitiert. Dazu wurde pro ml Überstand 0.33g fein 
zermörsertes (NH4)2S 0 4 in kleinen Portionen, unter ständigem 
Rühren zugegeben (zur Neutralisierung wurden zusätzlich 40J..Ll IN 

NaOH pro Gramm eingewogenes (NH4hS 04 zupipettiert). Die 
Präzipitation erfolgte auf Eis für 2h unter ständigem Rühren. Das 
Präzipitat wurde für 30 min bei 25 ,OOOg abzentrifugiert und in 
1/7-1110 des ursprünglichen Extraktvolumens Dignam-Puffer D 

(s. unten) aufgenommen. Anschließend erfolgte eine Dialyse gegen 
200 Volumina Dignam-Puffer D (20mM HEPES-KOH pH 7.9, 20% 
Glycerol, IOOmM KCl, 2mM MgCl2, 0.2mM EDTA, 0.5mM DTT, lmM 
PMSF) für 2-3h mit drei- bis viermaligem PufferwechseL Der 
dialysierte Extrakt wurde in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 
( 12,000 rpm) für 5 mm zentrifugiert und der Überstand 

(portioniert) in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 

b. Chloroquin-Interkalations-Extrakte (Schröter et al., 
198 7) 

Zellkerne von Zellen von 15 14.5cm Gewebekulturschalen wurden 
nach Dignam et al. (1983) (s. oben), präpariert. Die Kerne wurden 
in IOmM HEPES-KOH pH 7.0, lmM Spermidin, 0.3mM Spermin, 

lmM EDT A, 0.5mM EGTA und 10% Glycerol gewaschen und in lml 

dieses Puffers resuspendiert. Zu dieser Suspension wurde dasselbe 
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Volumen dieses Puffers mit 20mM Chloroquin gegeben und die 
Mischung auf Eis unter sanftem Schütteln für 30 min inkubiert. 
Die Kerne wurden pelletiert (5 min, 500g) und der Überstand bei 
2°C mit 15,000g zentrifugiert. Die Proteine im Überstand wurden 
mit (NH4)2S 0 4 präzipitiert (siehe oben), durch Zentrifugation 
pelletiert, in 20mM HEPES-KOH pH 7.9, 20% Glycerol, 20mM KCl, 
2mM MgCb, 0.2mM EDT A resuspendiert und schließlich gegen 
denselben Puffer dialysiert (siehe oben). 

Auftrennung von Proteinen über SDS-Polyacrylamidgele 
(Laemmli, 1970) 

Die Polyacrylamidgele (14cm lang) bestanden aus einem 10% 
Trenngel und einem 5% Kammgel ("stacking gel"). Das Trenngel 
wurde aus lOml Acrylamid/Eis-Acrylamid (30:0.8), 7.5ml 1.5M 
Tris-HCl pH 8.8, 0.15ml 20% SDS, und 12.35ml H20 durch Zugabe 
von 250~-tl 10% APS und 15~-tl TEMED polymerisiert. Das Kammgel 

wurde aus 2.55ml Acrylamid/Eis-Acrylamid (30:0.8), 3.75ml 0.5M 
Tris-HCl pH 6.8, 75~-t1 20% SDS und 8.7ml H20 durch Zugabe von 
7 5~-tl 10% APS und 15~-tl TEMED hergestellt. 

Die Proteine wurden in Laemmli-Probenpuffer (62.5mM Tris-HCl 
pH 6.8, 2% SDS, 12% Glycerol, 0.001% Bromphenolblau, 0.715M ß­
Mercaptoethanol) aufgenommen, für 5 min bei 95°C inkubiert und 
bei 4°C und 55V in Laemmli-Laufpuffer (0.025M TrisCl, 0.192M 
Glycin, 0.1% SDS, pH 8.3) übernacht aufgetrennt. Wenn 
[ 3 5 S ]Methionin-markierte Proteine aufgetrennt wurden, so 
wurden die Gele vor der Autoradiographie zunächst für 30-45 
min in 7.5% Essigsäure fixiert, dreimal für je 30 min in 1 Liter 
DMSO entwässert und 4h bis übernacht durch Behandlung mit PPO 
(Diphenyloxazol; 22.2g/100ml DMSO) aktiviert. 

II. DNA-Klonierungstechniken 

Ligation von DNA-Fragmenten 

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden m einem molaren 
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Verhältnis von 1:1 eingesetzt und mit l-3u T4-DNA-Ligase in 
5ümM Tris-HCl pH 7.4, lümM MgCl2, lümM DTT, lmM Spermidin, 
ü.lmg/ml BSA und lmM ATP für 12-24h bei l5°C inkubiert. (Die 
DNA-Fragmente wurden zum Teil direkt in geschmolzener "low 
geling"-Agarose in die Reaktion eingesetzt; dabei betrug das 

Reaktionsvolumen mindestens das Doppelte des eingesetzten 
Agarose- Volumens.) 

Klonierung von Oligonukleotiden 

Zur Klonierung wurden gereinigte Oligonukleotide eingesetzt, die 
zunächst kinasiert wurden. Dazu wurden 5üng (doppelsträngiges) 
Oligonukleotid m 1 ÜJ.L 1 Reaktionsvolumen mit 1 üu T4-

Polynukleotidkinase in 5ümM Tris-HCl pH 7.6, lümM MgCl2, 5mM 
DTT, ü.lmM Spermidin, ü.lmM EDTA und ü.5mM ATP für lh bei 

37°C inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde mit Phenol/Chloroform 
extrahiert, eingetrocknet und in lüJ.Ll H20 aufgenommen. Davon 
wurde 1 J.L 1 mit 1 üüng linearisierter und dephosphorylierter 

Vektor-DN A ligiert. 

Präparation und Transformation kompetenter E.coli 
Bakterien (Chung & Miller, 1988) 

E. coli Bakterien (Kl2/DH5) wurden in Luria-Bertani (LB)-Medium 
(lüg Bacto-Trypton, 5g Bacto-Yeast-Extrakt und lüg NaCl pro 

Liter H20) bis zu einer optischen Dichte (bei 6üünm) von ü.3-ü.6 

bei 37°C im Schüttelinkubator wachsen lassen und anschließend 
1 ü min bei 2üüüg und 4 oc abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann 

In 1/1 ü Volumen (bezogen auf das Kulturvolumen) 
Transformationspuffer (LB pH 6.1, 1 ü% Polyethylenglykol, 5% 

DMSO, lümM MgCb und lümM MgS04) resuspendiert und lü min 
auf Eis inkubiert. Zu lÜÜJ.Ll Aliquots dieser Suspension wurden l-

5üng Plasmid-DNA zugegeben und 2ü-3ümin auf Eis inkubiert. 

Danach wurden 3ml SOC-Medium (2% Bacto-Trypton, ü.5% Bacto­

Yeast-Extrakt, lümM NaCl, 2.5mM KCl, lümM MgCb, lümM 

MgS04, 2ümM Glucose) zugegeben und die Bakterien für lh bei 
37°C im Schüttelinkubator kultiviert. Schließlich wurden die 
Bakterien auf Ampicillin (lÜÜJ.Lg/ml)-haltigen LB-Agarplatten 
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(15g Bacto-Agar pro Liter LB) ausplattiert und übernacht bei 37°C 
im Brutschrank inkubiert. 

Präparation von rekombinanter Plasmid-DNA 
transformierten Bakterien 

a. Präparation im kleinen 
Überprüfung transformierter 

Maßstab ("Minipreps") 
Bakterienkolonien 

aus 

zur 

1.5ml Übernachtkulturen (in LB mit 100~-tg/ml Ampicillin) wurden 

bei 5,000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge sedimentiert 
und das Bakterien-Sediment in 100~-tl Lösung A (50mM Glucose, 

25mM Tris-HCl pH 8.0, lOmM EDTA) resuspendiert. Nach 5-
minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200~-tl Lösung 

B (0.2N NaOH, 1% SDS) auf Eis zugegeben und nach vorsichtigem 
Mischen 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 150~-tl Lösung C 

(2M Essigsäure, 3M Na-Acetat) zugesetzt und der Überstand mit 
Phenol/Chloroform extrahiert. Die Plasmid-DNA wurde schließlich 
mit Ethanol präzipitiert. 

b. Präparation im großen Maßstab 

200ml Übernachtkulturen (in LB mit 1 00~-t g/ml Ampicillin) 

wurden durch 5-minütige Zentrifugation bei 5,000g und 4°C 
sedimentiert und das Bakterien-Sediment in lOml Lösung A (s. 
oben) mit 2mg/ml (Hühnchen-) Lysozym resuspendiert. Die 

Suspension wurde 15-30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 
20ml Lösung B (s. oben) zugesetzt, weitere 5 min auf Eis inkubiert 
und schließlich 15ml 3M Na-Acetat pH 4.8 zugegeben. Nach 15-60 

min auf Eis wurden die Ansätze zentrifugiert (20 min, 16,000g), 

der Überstand mit lOOml Ethanol versetzt und 30 min bei -20°C 
präzipitiert. Nach 1 0-minütiger Zentrifugation (16,000g) wurde 
das (getrocknete) Pellet in 10ml O.lM Na-Acetat, 50mM Tris-HCl 

pH 8.0 gelöst und nochmals mit Ethanol präzipitiert. Das Sediment 
wurde in 3.5 ml 50mM Tris-HCI pH 8.0, lmM EDTA gelöst, mit 
3.65 g CsCl und 200~-tl 1 Omg/ml Ethidiumbromidlösung versetzt 

und in Beckman VTi65 Ultrazentrifugationsröhrchen gefüllt. Die 

Röhrchen wurden 16h bei 55,000 rpm und 20°C in einer Beckman 
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Ultrazentrifuge (mit Rotortyp VTi65) zentrifugiert, die 
Plasmidbanden mit Hilfe einer Spritze abgezogen und nochmals 

für 6h unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Nach Abziehen 

der Plasmidbanden (ca. 1.5ml) und Zugabe von 3ml HzO wurde 
das Ethidiumbromid durch Extraktion mit HzO-gesättigtem n­
Butanol entfernt und die DNA aus der wässrigen Phase mit 
Ethanol präzipitiert. 

III. Zellkultur und Transrektionen 

A. Zellkultur 

Trypsinieren von Zellen 

Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit 0.05% Trypsin 
gespült und mit 0.05% Trypsin (2ml pro 650ml Gewebe­
kulturflasche) bis zu ihrem Ablösen bei 37°C inkubiert. Die 

abgelösten Zellen wurden in 5ml Kulturmedium aufgenommen. 
Vor dem Ausplattieren von Zellen für Experimente wurden diese 
aus dem trypsinhaltigen Medium abzentrifugiert (3 min, 300-
400g) und in neuem Kulturmedium aufgenommen. 

Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Logarithmisch wachsende Zellen wurden abtrypsiniert, 

abzentrifugiert und in eiskaltem Kulturmedium mit 20% FCS und 
10% DMSO (ca. lml pro 5xJ06 Zellen) aufgenommen. Die Zellen 
wurden zunächst 30 min auf Eis inkubiert, dann in einem 

Styropor-Behälter auf -80°C abgekühlt (übernacht) und schließlich 
in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 

Das Auftauen von eingefrorenen Zellen erfolgte im Wasserbad 
bei 37°C. Danach wurden die Zellen in lOml Kulturmedium 
aufgenommen, abzentrifugiert und zur Kultivierung erneut in 
Medium aufgenommen. 
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Verwendete Zellinien 

NIH 3T3-Zellen (embryonale Maus-Fibroblasten, entsprechen 
der NIH 3T3-Zelle der American Type Culture Collection) wurden 
in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) ergänzt mit 10% 
fötalem Kälberserum (FCS), lOOu/ml Penicillin und lOOjlg/ml 

Streptomycin bei 37°C und 6% C02 kultiviert. Die Zellen wurden 
bei Erreichen von 70-80% Konfluenz durch Trypsinbehandlung 

abgelöst und zur weiteren Kultivierung entsprechend verdünnt. 

F 9- Tera to ka r zi nom- Stammzellen (undifferenzierte Maus­
Teratokarzinom-S tammzellen aus einem Testis-Teratokarzinom 

einer Maus des Stammes 129 [Bernstine et al., 1973]; erhalten von 
Peter Angel, Institut für Genetik und Toxikologie, 
Kernforschungszentrum Karlsruhe) wurden in einer 1:1 Mischung 
aus DMEM und Fl2-Medium, supplementiert mit 10% FCS, 2mM L­
Glutamat, 1701-LM ß-Mercaptoethanol und lOOu/ml Penicillin und 
1 OOjlg/ml Streptomycin bei 37°C und 6% C02 kultiviert. Die Zellen 

wurden alle 24-36h trypsiniert und verdünnt. 

CRL1497 (primäre, diploide, menschliche Hautfibroblasten aus 
einer Hautbiopsie von einem gesunden, 1 Monat alten, weiblichen 
Donor; American Type Culture Collection) wurden in DMEM/10% 
FCS ergänzt durch lOOu/ml Penicillin und lOOjlg/ml Streptomycin 

bei 37°C und 6% co2 kultiviert. 

HeLa-Zellen (Menschliche Zervix-Karzinomzellinie) wurden in 
DMEM/8% FCS ergänzt mit lOOu/ml Penicillin und 100jlg/ml 

Streptomycin bei 37°C und 6% C02 kultiviert. 

HER (primäre, menschliche, embryonale Retinoblasten) und die 
Adenovirus 5 EI-transformierten Klone HER-XC2 und HER-XC4 

wurden von Hans van Dam, Leiden (Niederlande) erhalten. Die 

Zellen wurden in DMEM/15% FCS mit lOOu/ml Penicillin und 
1 OOjlg/ml Streptomycin bei 37°C und 6% C02 kultiviert. 
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B. Transrektionen 

Alle Transfektionen wurden mit emer modifizierten Form der 

Calciumphosphat-Kopräzipitationsmethode (Graham & van der Eb, 
1973) durchgeführt. 

Es wurden, wenn nicht anders angegeben, IO~g DNA pro 9cm­
Gewebekulturschale (bzw. 25~g DN A pro 14.5cm-Schale) 

transfiziert. Die Präzipitatbildung wurde in einem Volumen von 
500~1 (pro IO~g DNA) durchgeführt. Dazu wurde die DNA-Lösung 
zunächst in H20 gegeben (H20-Volumen: 250~1 abzüglich Volumen 

für zugesetzte DNA-Lösung und 2.5M CaCh-Lösung) und gut 
gemischt. Dann wurden 250~1 2xHEPES-Puffer (50mM HEPES, 

280mM NaCl, 1.6mM Na2HP04, pH 7.05) zugegeben und die Lösung 
durchmischt. Unter leichtem Schütteln wurden 25~1 2.5M CaCl2 

(Endkonzentration 125mM) nach und nach zugegeben und die 

Mischung 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Pro 9cm­
Gewebekulturschale wurden 500~1 des Präzipitats zum Medium 

(lOml) zugetropft NIH 3T3-Zellen wurden 24h, F9-Zellen 14-16h 
vor der Transfektion mit lxJ06 Zellen pro 9cm-Schale oder mit 

2.5xJ06 Zellen pro 14.5cm-Schale in DMEM/10% FCS bzw. in 
DMEM/Fl2/10% FCS ausplattiert. Das Präzipitat wurde im Falle 
der NIH 3T3-Zellen für 12-14h, im Falle der F9-Zellen für 6h auf 
den Zellen belassen. Die Zellen wurden nach Entfernen des 
Mediums einmal mit PBS gewaschen und im Falle der NIH 3T3-
Zellen vor der Behandlung mit Serum oder TPA für 36h in 

DMEM/0.5% FCS gehungert. 

IV. Analytische Methoden 

Sequenzierung doppelsträngiger Plasmid-DNA ("supercoil 
sequencing", Chen & Seeburg, 1985) 

Wenn aus "Minipreps" (s. oben) gewonnene Plasmid-DNA 
verwendet wurde, so wurde diese zunächst RNA-frei gemacht. 
Dazu wurde die Plasmid-DNA in 100~1 IOmM Tris-HCI pH 7.5 und 
1 mM EDT A (TE) mit 1 ~ 1 RN ase A ( 1 Omg/ml) für 15 min bei 
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Raumtemperatur inkubiert, mit Phenol/Chloroform extrahiert und 
mit Ethanol präzipitiert. CsCl-gereinigte Plasmid-DNA wurde ohne 
RN ase-Behandlung, direkt, für die folgenden Schritte (Zhang et al., 
19 8 8) verwendet. 

Ungefähr 3~g DNA wurden bei Raumtemperatur für 5 min in 
0.2N N aOH, 0.2mM EDT A (in einem Endvolumen von 20~1) 

denaturiert, anschließend mit 2~1 2M NH4-Acetat (pH 4.6) 
neutralisiert und mit 60~1 Ethanol auf Eis gemischt. Die DNA 

wurde 5 min bei -80°C präzipitiert und die getrocknete, 
denaturierte Plasmid-DNA wurde nach dem Lösen in Wasser 
sofort zur Sequenzierung verwendet. 

Die Sequenzierungsreaktion (Didesoxy-Methode) wurde mit 
einem "Sequenase-Kit" (United States Biochemical) durchgeführt. 
Zur Hybridisierung des Primers wurden 7~1 Plasmid-Lösung und 
2~1 5xSequenzierungspuffer (200mM Tris-HC1 pH 7 .5, lOOmM 
MgCl2, 250mM NaCl) mit 1~1 Primer (lpmol/~1) gemischt 

(Hybridisierungsreaktion), für 3 min auf 65°C erhitzt und auf 
Raumtemperatur abkühlen lassen (ca. 30 min). Währenddessen 
wurden vier 0.5m1 Eppendorf-Reaktionsgefäße (G, A, T und C) mit 
jeweils 2.5~1 des entsprechenden Terminationsmixes [didesoxy 

(dd) GTP, ddATP, ddCTP oder ddTTP]* vorbereitet. Für die 
Markierungsreaktion wurden zur Hybridisierungsreaktion (10~1) 

1~1 O.lM DTT, 2~1 verdünnter (1:5) Markierungsmix 
(Endkonzentrationen: 1.5~M desoxy (d)GTP, 1.5~M dCTP, 1.5~M 

dT'TP), 1~1 [35S]-dATP (Amersham, 8~Ci/~l, 660Ci/mmol) und 2~1 

1:8 in TE verdünnte Sequenase® Version 1.0 [(United States 
Biochemica1), modifizierte Form der T7-DNA-Polymerase (Tabor & 

Richardson, 1987)] gegeben und 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Zur Termination der Reaktion wurden 3.5~1 der 

Markierungsreaktion in jedes der mit den Terminationsmixes 
vorbereiteten Reaktionsgefäße gegeben und 5 min bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurden 4~1 Stop-Lösung (95% Formamid, 

20mM EDT A, 0.05% Brompheno1b1au, 0.05% Xy1encyano1 FF) 
zugegeben. Zur Auftrennung der Reaktionsprodukte wurden 3~1 

auf ein denaturierendes 6% Po1yacry1amidge1 aufgetragen und bei 
12-15mA (1500-1800V) in 1 xTBE aufgetrennt. Die Auto­
radiographie erfolgte bei -80°C für 12-36h. 
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* Die Terminationsmixes enthielten: 

ddG-Mix: 80J.LM dGTP, 80J.LM dATP, 80J.LM dCTP, 80J.LM dTTP, 

8J.LM ddGTP, 50mM NaCl 

ddA-Mix: 80J.LM dGTP, 80J.LM dATP, 80J.LM dCTP, 80J.LM dTTP, 

8J.LM ddATP, 50mM NaCl 

ddT-Mix: 80J.LM dGTP, 80J.LM dATP, 80J.LM dCTP, 80J.LM dTTP, 

8J.LM ddTTP, 50mM NaCl 

ddC-Mix: 80J.LM dGTP, 80J.LM dATP, 80J.LM dCTP, 80J.LM dTTP, 

8J.LM ddCTP, 50mM NaCl 

Gelretard a tionsanalyse 

Die DNA-Bindungsreaktionen wurden in 25J.Ll Volumina in 20% 

Glycerol, 20mM HEPES pH 7.9, 20mM KCl, 2mM MgCl2, 2mM 

Spermidin, 2.5mM EDT A und lmg/ml BSA durchgeführt. Die 

Zellkernextrakte oder die in vitro translatierten Proteine wurden 
auf Eis in Anwesenheit von 0.5Jlg poly(di-dC) (und, wo angegeben, 

mit Kompetitor-Oligonukleotiden) für 20 min inkubiert. 

Anschließend wurden ca. 0.2ng (ca. 20,000 cpm) der mit 32p 

radioaktiv markierten (kinasierten) Oligonukleotid-Probe 

zugegeben und die Reaktionen wurden für weitere I 0 min bei 

20°C inkubiert. Danach wurden die Ansätze über ein 

nichtdenaturierendes 4% Polyacrylamidgel in lxTBE bei 

Raumtemperatur für 2h bei 20mA aufgetrennt. Die Gele wurden 

in I 0% Essigsäure für I 0 min fixiert und getrocknet. Die Exposition 

erfolgte bei -80°C mit Verstärkerfolie für 12-72h. 

Verwendete Oligonukleotide: 

Die SRE- und SREel-Oligonukleotid-Proben sind in Abb. 8a gezeigt. 

Die TRE-Oligonukleotid-Probe [erhalten von Ingrid Herr, Institut 

für Genetik und Toxikologie (IGT), Kernforschungszentrum 

Karlsruhe] enstand durch Hybridisierung der folgenden zwei 

Oligonukleotide: 5 '-GATCGAGCATGAGTCAGACAC-3' und 5'­

GATCGTGTCTGACTCATGCTC-3 '. Die GRE-Oligonukleotid-Probe 

(erhalten von Dr. A. C. B. Cato, IGT, Kernforschungszentrum 

Karlsruhe) bestand aus den Oligonukleotiden 5 '-AGC­

TT AGAACACAGTGTTCTCT AGAG-3' und 5 '-GATCCTCT AGA-
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GAACACTGTGTTCT A-3 '. Das verwendete NF-1-0ligonukleotid 
(erhalten von G. Nebl, IGT, Kernforschungszentrum Karlsruhe) 
wurde durch Hybridisierung der Oligonukleotidsequenzen 5'­

AGCTTTTGG AATCT ATCCAAGTC-3' und 5 '-GATCCG ACTT­
GGATAGATTCCAAA-3' erhalten, die eine NF-1-Bindestelle aus der 
"long terminal repeat"-Region des Maus-Mamma-Tumorvirus 
(MMTV) enthalten. 

Bestimmung der Chloramphenicol-Acetyltransferase-
Aktivität (CAT-"Assay"; Gorman et al., 1982) 

a. Präparation von Gesamtzellextrakten 

Die Zellen einer 9cm-Gewebekulturscha1e wurden einmal mit PBS 
gewaschen und in lml PBS abgeschabt. Anschließend wurden die 
Zellen 1n einer Eppendorf- Tischzen trifuge (5 ,000 rpm) 
sedimentiert und in 100~1 250mM Tris-HCl pH 7.7 resuspendiert. 

Durch dreimaliges Einfrieren (Ethanol/Trockeneis-Bad) und 
Auftauen (37°C) wurden die Zellen anschließend aufgebrochen. Die 
Zelltrümmer wurden 1n einer Eppendorf- Tischzentrifuge 
abzentrifugiert und der proteinhaltige Überstand bei -20°C 
aufbewahrt. Die Proteinkonzentration der Extrakte wurde nach 
Lowry et al. (1951) bestimmt. 

b. CAT- Aktivitätsbestimmung 

Jeweils gleiche Proteinmengen wurden mit 2~1 [14C] Chlor­

amphenicol (Amersham, 200~Ci/ml) und 20~1 4mM Acetyl­

Coenzym A in 100~1 Reaktionsvolumen (ergänzt durch 250mM 

Tris-HCl pH 7.7) für 2h bei 37°C inkubiert. Das Chloramphenicol 
und seine acetylierten Produkte wurden anschließend mit lml 
Ethylacetat aus der wässrigen Phase extrahiert. Nach Eindampfen 
des Ethylacetats im Vakuum-Konzentrator wurde der Rückstand 
in 15~1 Ethylacetat gelöst und punktförmig auf eine 20x20cm 

große Kieselgel Dünnschichtchromatographie-Platte (Polygram SIL 

G, Macherey-Nagel & Co. ) aufgebracht. Die chromatographische 
Auftrennung erfolgte mit Chloroform/Methanol (9: 1) als 

LaufmitteL Nach dem Trocknen der Platte erfolgte die 
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Autoradiographie bei -80°C für 12-72h. Zur Quantifizierung des 
acetylierten und nichtacetylierten Anteils des Ch1oramphenicols 
wurden die radioaktiven Punkte ausgeschnitten, mit 5ml 
Scintillationsflüssigkeit versetzt und im Scintillationsmeßgerät 
gemessen. 

Messung der Transkriptionsrate durch "Nuclear run-on"­
Analysen (nach Greenberg & Ziff, 1984) 

a. Präparation der Zellkerne 

1. Standardmethode (für NIH 3T3-Zellen und F9 -Zellen) 
Die Zellen von einer 14.5cm-Gewebekulturschale ( 1-3x1 07 Zellen) 
wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und in 5ml kaltem PBS 
ab geschabt. Danach wurden die Zellen bei 3 00-400g 

abgzentrifugiert und das Zellpellet in 1ml NP40-Lysepuffer 

(lOmM Tris-HCI pH 7.4, 10mM NaC1, 3mM MgCl2, 0.5% NP-40) 
resuspendiert. Nach 5 minütiger Inkubation auf Eis wurden die 
Zellkerne abzentrifugiert (5 min, 400g), in 2ml NP40-Lysepuffer 

gewaschen und erneut abzentrifugiert. Die Kerne wurden dann in 
1 00~1 50mM Tris-HC1 pH 8.3, 40% Glycerol, 5mM MgCb, O.lmM 

EDTA resuspendiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
2. Modifizierte Methode (nach Bender, 1987) (wurde bei primären 
Zellen verwendet): 
Die abzentrifugierten Zellen (siehe oben) wurden 10 4ml 
Lysepuffer (lOmM Tris-HCI pH 7.4, 10mM NaCI, 3mM MgCb) 

resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden 
danach in lml Lysepuffer resuspendiert und nach Zugabe von lml 
Lysepuffer, der 1% NP-40 enthielt, im Dounce-Homogenisator mit 
einem S-Kolben solange behandelt, bis die Kerne weitgehend frei 

von anheftenden Zellfragmenten waren (15-20 Stöße). Danach 
wurden die Kerne abzentrifugiert, in 100~1 50mM Tris-HCI pH 8.3, 

40% Glycerol, 5mM MgCl2, 0.1mM EDT A resuspendiert und in 

flüssigem Stickstoff eingefroren. 

b. "Nuclear run-on"-Reaktion 

Die aufgetauten Kerne (100~1) wurden mit 100~1 Reaktionspuffer 
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[10mM Tris-HCl pH 8.0, 5mM MgCb, 300mM KC1, je 0.5mM ATP, 
CTP, GTP und lOO~Ci [a-32P]UTP (Amersham, , 10mCi/m1, 

400Ci/mmo1)] gemischt und für 30 min bei 30°C inkubiert. 

c. Präparation der 32P-markierten Transkripte (nach Groudine et 
al., 1981) 

Die "run-on"-Reaktionen wurden durch Zugabe von DNase I zu 
einer Endkonzentration von 20~g/ml und 5-minütiger Inkubation 

bei 30°C gestoppt. Die Reaktionsansätze wurden dann in 1% SDS, 
5mM EDTA, lOmM Tris-HCl pH 7.4 mit lOO~g Proteinase K/ml für 

30 min bei 42°C irrkubiert und anschließend mit 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert. Nach Zugabe von 
25~g Hefe-tRNA wurden 250~1 10% Trichloressigsäure (TCA), 

60mM Na4P207 zugegeben. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis 
wurde das Präzipitat auf Nitrocellulosefilterscheiben (Porengröße 
0. 4 5 ~ m, Durchmesser 25mm) unter Verwendung einer 

Mehrfachfiltereinrichtung gesammelt und dreimal mit je lOml 

eiskaltem 3% TCA, 30mM Na4P207 gewaschen. Die Filterscheiben 
wurden danach in (Plastik-) Scintillationsgefäße gegeben und in 
0.9m1 DNase I-Puffer (20mM HEPES-KOH pH 7.5, 5mM MgCb, 
1mM CaCl2) mit 25~g DNase I für 30 min bei 37°C inkubiert. Die 

Reaktion wurde dann durch Zugabe von EDT A und SDS zu 
Endkonzentrationen von 15mM bzw. 1% gestoppt. 

Die RNA wurde anschließend durch 15-minütige Inkubation bei 
65°C von den Filtern eluiert. Nach Abnahme der Flüssigkeit 
wurden die Filter mit 0.5ml 1% SDS, 10mM Tris-HCl pH 7.5 und 

5mM EDT A für weitere 15 min bei 65°C inkubiert. Beide 
Flüssigkeiten wurden vereinigt und mit 25~g Proteinase K/ml für 

30 min bei 37°C inkubiert. Nach einer Phenol/Chloroform­
Extraktion wurde die RNA in Gegenwart von 0.1M NaC1 mit 
Ethanol präzipitiert. 

d. Quantifizierung der 3 2 P-markierten Transkripte durch 

Hybridisierung an immobilisierte DNA-Fragmente 

1. Immobilisierung von DNA-Fragmenten an Nitrocellulose 
Die Immobilisierung der DNA-Fragmente an eine Nitrocellulose-
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membran (Schleicher & Schüll, BA85 SB, Porengröße 0.45J.Lm) 

erfolgte mittels einer "Slot-blot" -Apparatur von Schleicher & 

Schüll (Minifold II SRC 072/0). Die Nitrocellulosemembran wurde 

dazu vorher mit 2xSSC (lxSSC= 0.15M NaCl, 0.0125M Na-Citrat) 
getränkt. Die DNA-Fragmente (IJ.Lg DNA pro "Slot") wurden 

zunächst in 0.5M NaOH für 20 min bei Raumtemperatur 

denaturiert. Danach wurde (auf Eis) das 8-fache des NaOH­

Volumens an eiskaltem Neutralisierungspuffer (1.5M NaCl, IM 

Tris-HCl pH 7.5) zugegeben und rasch gemischt. Zur Anfärbung 
wurden 0.5J.Ll lOmg/ml Ethidiumbromidlösung zugegeben. Von 

der Lösung wurde jeweils ein Volumen, das lJ.Lg DNA enthielt 

( 2 0 0- 3 0 0 J.Ll) in emen "Slot" pipettiert und mit Hilfe einer 

Wasserstrahlpumpe durch die Apparatur gesaugt. 

2. Vorhybridisierung der Filter 

Die Vorhybridisierung der Nitrocellulosemembran (63x228mm) 

erfolgte in lOOml 3xSSC, 3xDenhardr's Lösung [lOOxDenhardt"s = 

2% BSA, 2% Polyvinylpyrrolidon, 2% Pieoll (m.w. 400,000)], 3% 

PiPPi (PiPPi= 0.2M NaHzP04, 0.3M NazHP04, 1.5% N~P207), 1% SDS, 
1 OmM EDT A und 50J.Lg/ml niedermolekularer denaturierter 

Lachsspermien-DNA für 2h bei 65°C (im Schüttelwasserbad). 

3. Hybridisierung der 32P-markierten Transkripte 

Die radioaktiv markierten Transkripte wurden nach der 
Ethanolpräzipitation (und anschließendem Trocknen) in 200111 TE 

gelöst und jeweils ein Aliquot von 5J.Ll im Scintillationsmeßgerät 

gemessen. Zur Hybridisierung wurde jeweils dieselbe Zahl an cpm 

eingesetzt ( l-4x 106 cpm). Die Proben wurden mit TE auf ein 
Volumen von 250J.Ll gebracht und 5 min bei 85°C denaturiert. 

Nach Abschrecken in Eiswasser wurde zu jeder Probe dasselbe 

Volumen 2xHybridisierungslösung (6xSSC, 2xDenhardt"s, 6% 
PiPPi, 0.2% SDS, 20mM EDTA, 20J.Lg/ml niedermolekulare 

denaturierte Lachsspermien-DNA) gegeben, die Proben zu den 

einzelnen Nitrocellulosefiltern (enthielten 4-6 "Slots") in kleine 

Plastikbeutel pi pettiert und diese zugeschweißt. Die 

Hybridisierung erfolgte im Schüttelwasserbad bei 65°C für 36h. 
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4. Waschen der Filter 
Die Filter wurden zunächst 2h bei 65°C in 2xSSC (mit dreimaligem 

Wechsel der Waschlösung) gewaschen. Anschließend wurden die 
Filter mit 1011- g/ml RN ase A (DN ase-frei gemacht durch 15-

minütige Inkubation bei 95°C) in 2xSSC für 30 min bei 37°C 

inkubiert und nochmals für jeweils 30 min in 2xSSC bzw. 0.5xSSC 
gewaschen. Nach kurzem Antrocknen an der Luft wurden die 
Filter auf Whatman 3MM-Papier befestigt und in Plastikfolie 

eingeschweißt. Die Autoradiographie erfolgte zwischen zwe1 
Verstärkerfolien bei -80°C für 3 Tage bis 5 Wochen. 

5. Verwendete DNA-Fragmente 
c-fos (Maus): 3.6kb BamHI-Fragment des Plasmids p48/3 (Rüther 
et al., 1985); c-jun (Mensch): 1.2kb Smai/Hindlii-Fragment des 
Plasmids phcJ-1 (Angel et al., 1988a); Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (Ratte): 1.3kb Pstl-Fragment 
des Plasmids pGAPDH-13 (Fort et al., 1985); Kollagenase (Mensch): 
2kb Smai!Hindlll-Fragment des Plasmids pCllase 1 (Angel et al., 
1987a). 

In vivo Dimethylsulfat- "footprinting" durch ligations­
vermittelte Polymerasekettenreaktion ("ligation mediat­
ed PCR", Mueller & Wold, 1989) 

a. In vivo Methylierung von DNA durch Dirnethylsulfat (DMS) m 
lebenden Zellen und Präparation genorniseher DN A 

Die Zellen (von 1-2 14.5cm-Gewebekulturschalen pro Meßpunkt) 

wurden einmal mit warmen PB S gewaschen und für 2 min mit 
0.5% DMS (Fluka) in DMEM/lOmM HEPES-KOH pH 7.5 (auf der 
Gewebekulturschale) bei Raumtemperatur inkubiert. An­

schließend wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS 
gewaschen, in 5ml PBS abgeschabt und abzentrifugiert (2°C, 400g, 

3 min). Die Zellen wurden in 4ml lOmM Tris-HCl pH 7.7, 400mM 
NaCl, 2mM EDT A und 0.2% SDS lysiert und das Lysat mit 300!-Lg/ml 

Proteinase K bei 37°C übernacht inkubiert. Das Lysat wurde dann 
zweimal mit Phenol/Chloroform (erst Phenolextraktion, dann 
Zugabe desselben Volumens Chloroform/Isoamylalkohol 24:1) 
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extrahiert und in Anwesenheit von 0.25M Na-Acetat pH 4.8 mit 

Isopropanol gefällt. Die genornisehe DNA wurde in TE 

aufgenommen und zur Reduktion der Viskosität mit einer 

Restriktionsendonuklease (die nicht im Promotorbereich des zu 

analysierenden Gens spaltet) fragmentiert. Im Falle des Maus c­

fos-Gens wurde das Enzym Pvull, im Falle des menschlichen 

Kollagenase-Gens das Enzym EcoRI verwendet. Die Inkubation 

erfolgte übernacht bei 37°C. Danach wurden die Proben durch 
RNase-Behandlung (Enkonzentration 50J..Lg/ml, 30 min bei Raum­

temperatur) RNA-frei gemacht, zweimal mit Phenol/Chloroform 

extrahiert und mit Ethanol präzipitiert. 

b. In vitro Methylierung von proteinfreier ("nackter") 

genorniseher DNA (nach Maxam & Gilbert, 1980) 

15-20J..Lg genornisehe DNA (aus nicht mit DMS behandelten Zellen) 

wurden in 5-6J..Ll H20 aufgenommen, mit 200J.!l 0.5% DMS in 50mM 

Na-Cacodylat, lmM EDTA gemischt und für 1 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
50 J.! 1 DMS-Stoplösung (1.5M Na-Acetat pH 7 .0, IM ß­

Mercaptoethanol) beendet und die DNA durch Zugabe von 750J.!l 

eiskaltem Ethanol präzipitiert. Das Präzipitat wurde in 250J.!l 0.3M 

Na-Acetat pH 7.0 aufgenommen, nochmals mit Ethanol präzipitiert 

und mit 80% Ethanol gewaschen. 

c. Piperidin-Spaltung von in vivo und in vitro methylierter 

genorniseher DNA (Maxam & Gibert, 1980) 

Die getrocknete DNA wurde in 1 OOJ.!l 10% Piperidin (Fluka) gelöst 

und für 30 min bei 90°C (in verschraubbaren Eppendorf­

Reaktionsgefäßen) inkubiert. Nach Abkühlen der Reaktionen auf 
Eis wurden 200J.!l 0.3M Na-Acetat pH 7.0 zugegeben und die DNA 

durch Zugabe von 900J..Ll Ethanol präzipitiert. Das DNA-Pellet 

wurde 2-3 mal mit 80% Ethanol gewaschen. 
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d. Selektive Amplifikation und radioaktive Markierung von 
Piperidin-Spaltprodukten 

Für die Erststrangsynthese wurden 3~ g durch Piperidin 
gespaltene genornisehe DNA und 0.6pmol Primer 1 in 15~1 40mM 

Tris-HC1 pH 7.7 und 50mM NaCl für 3 min bei 95°C denaturiert 
und danach (zur Hybridisierung des Primers) für 30 min bei 45°C 
inkubiert (in 0.5ml Reaktionsgefäßen). Danach wurden 9~1 einer 
Mischung, bestehend aus 7.5~1 20mM MgCl2, 20mM DTT, 1~1 

480~M Qedes) dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 1.5~1 1:4 verdünnter 
Sequenase® Version 2.0 (13u/~l, United States Biochemical) 

zugegeben, durch Pipettieren gemischt, und die Reaktionen 

weitere 15 min bei 45°C inkubiert. Nach dem Abstoppen der 
Reaktionen in Eiswasser, wurden 6~1 310mM Tris-HCl pH 7.7 

zugegeben und die Ansätze 15 min bei 67°C inkubiert. 
Für die Ligation des Linker-Oligonukleotids wurden die Proben 

auf Eis transferiert und 20~1 17 .5mM MgCh, 42.3mM DTT, 
125 ~g/ml BSA zugegeben. Schließlich wurden 25~1 Ligations1ösung 
[10mM MgCl2, 20mM DTT, 3mM ATP, 50~g/ml BSA, mit 5~1 "linker 
mix" (20pmol Linker/~1 in 250mM Tris-HCl pH 7.7) und 3 Weiss­

Units T4-DNA-Ligase (Promega) pro 25~1] zugegeben und die 

Reaktionen bei 15°C für 14-17h inkubiert. [Der Linker wurde 
durch Hy bridisierung der folgenden zwei Oligonukleotide 
(gelgereinigt) erhalten: 5 '-OH-GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC­
OH-3' und 5'-0H-GAATTCAGATC-OH-3 '. Dazu wurden beide 
Oligonukleotide auf eine Konzentration von 20pmol/~l in 250mM 

Tris-HCl pH 7. 7 eingestellt, in gleichen Mengen zusammengegeben 

und für 5 min auf 95°C erhitzt. Die Lösung wurde danach für 5 
min bei 70°C inkubiert (in Becherglas mit 1 OOml Wasser) und 
langsam (ca. 3h) auf 4°C abkühlen lassen. Der hybridisierte Linker 
wurde bei -20°C aufbewahrt und bei Bedarf auf Eis aufgetaut.] 

Die Reaktionen wurden anschließend durch 1 0-minütige 
Inkubation bei 70°C gestoppt und in Gegenwart von lO~g Hefe­

oder E. coli-tRNA mit Ethanol präzipitiert und mit 70% Ethanol 

gewaschen. Für die PCR-Reaktion wurden die getrockneten 
Präzipitate in 59~1 H20 gelöst. Zu der DNA-Lösung wurden 20~1 

5xTaq-Puffer [200mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 8.8, 25mM MgCl2, 
0.05%w/v Gelatine (Sigma, G 1393)], 5~1 Primer 2-Lösung 
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( 2 p m o I I J..Ll) und 5J.!l einer Lösung des langen Linker­

Oligonukleotids (25mer, 2pmol/J..Ll ) zupipettiert, gemischt und die 

Lösung für 5 min bei 95°C inkubiert. Nach dem Abschrecken der 
Reaktionen in Eiswasser wurden lOJ.!l einer dNTP Mischung 

(Konzentration jedes dNTPs 2.5mM) und 4J..Ll einer 1:4 (in 1xTaq­

Puffer) verdünnten Lösung von re-kombinanter Taq-DNA­
Polymerase (AmpliTaq™, Cetus-Perkin-Elmer Corporation, 5u/J..Ll) 

zugegeben, die Reaktionen gemischt und mit 90J.!l Mineralöl 

(Sigma, No. 400-5) überschichtet Danach wurden die Reaktionen 

für I min bei 95°C denaturiert, anschließend bei 62.5-65°C (je 

nach Primer, siehe unten) zur Hybridisierung der Primer 

inkubiert und schließlich, zur Kettenverlängerung durch die Taq­

DNA-Polymerase, 3 min bei 75°C (im Falle des Kollagenase-Gens 

und des c-jun-Gens) bzw. 76°C (c-fos) inkubiert. Diese 

Inkubationen wurden 19-20 mal wiederholt (in Coy TempCycler). 

Die Proben wurden danach auf Eis abgekühlt und es wurden ca. 

2pmol 32P-endmarkierter Primer 3 (2-5xi06cpm), 2.5u Taq-DNA­
Polymerase und 2J..Ll lmM dNTP-Mix pro Reaktion zugegeben. Die 

Reaktionen wurden dann für 2 min bei 95°C, 2 min bei 65.5-68°C 

(je nach Primer, siehe unten) und 10 min bei 75°C (Kollagenase 

und c-jun) bzw. 76°C (c-fos) inkubiert und anschließend durch 
Abschrecken in Eiswasser gestoppt. Nach Zugabe von 295J.!l 

260mM Na-Acetat, IOmM Tris-HCI pH 7.5 und 4mM EDTA wurden 

die Reaktionen mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol 
präzipitiert. Die Proben wurden in 6J.!l Formamid-Ladepuffer (80% 

Vol./Vol. deionisiertes Formamid, lmM EDTA, pH 8.0, 0.05% 
Bromphenolblau, 0.05% Xylencyanol FF) gelöst und 2J.!l davon auf 

einem 6% oder 8% denaturierenden Polyacrylamidgel 

("Sequenziergel", Maxam & Gilbert, 1980) aufgetrennt. Die 

Autoradiographie erfolgte für 12-72h bei - 80°C mit 

Verstärkerfolie. 

Für die PCR und die radioaktive Markierung der 

Amplifikationsprodukte wurden folgende Oligonukleotid­
Primer (alle gelgereinigt) verwendet: 

Maus-c-fos-Gen, kodierender Strang: Primer I, 5~-CTCTGT­

CGTCAACTCTACGCCCCAG-3~; Primer 2, 5~-CTCTACGCCCCA­

GGCTTTCAACCCC-3~ (Hybridisierungstemperatur 63°C); Primer 3, 

Y-ACGCCCCAGGCITfCAACCCCCGTCTT-3~ (66°C) 
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nicht-kodierender Strang: Primer 1, 5>-CCGGTTCCCCCCCTGCGC­

TGCACCC-3>; Primer 2, 5>-CTGCGCTGCACCCTCAGAGTGCTGC-3> 

(65°C); Primer 3, 5>-GCTGCACCCTCAGAGTGCTGCAGCCGG-3> (68°C) 

Menschliches Kollagenase-Gen, kodierender Strang: Primer 1, 
5>-TCCCAGCCTCTTGCTGCTCCAATAT-3>; Primer 2, 5'-GCTGCTCCAA­

TATCCCAGCTAGGAA-3> (62.5°C); Primer 3, 5'-CTCCAATATCCCA­

GCTAGGAAGCTCCC-3> (65.5°C) 

nicht-kodierender Strang: Primer 1, 5>-ACCACTGTTTACATGGC­
AGAGTGTG-3>; Primer 2, 5>-ATGGCAGAGTGTGTCTCCTTCGCAC-3> 

( 62.5°C); Primer 3, 5 > -CAGAGTGTGTCTCCTTCGCACACATCT -3 > 
(65.5°C) 

Menschliches c-jun-Gen, kodierender Strang: Primer 1, 5>­

GAGCCCTTATCCAGCCCGAG-3 >; Primer 2, 5>-TCCAGCCCGAGCTCAAC­

ACTTATCTG-3> (65°C); Primer 3, 5>-GCCCGAGCTCAACACTTA­

TCTGCT ACCAGTC-3 > (67°C) (Die c-jun-Primer wurden 

freundlicherweise von Ingrid Herr, IGT, Kernforschungszentrum 

Karlsruhe zu Verfügung gestellt.) 

In vivo "footprinting" mit UV -Strahlung ("photofoot­
printing"; Becker & Wang, 1984) 

a. UV- Bestrahlung von Zellen und Alkali-Labilisierung von 

genorniseher DNA 

Die Zellen wurden (auf der Gewebekulturschale) einmal mit 

eiskaltem PBS gewaschen und für 10 Sekunden mit 12mW/cm2 

UV der Wellenlänge 254nm auf Eis bestrahlt (=1200Jfm2). Die 

Lyse der Zellen und die Präparation der genomischen DNA erfolgte 

w1e oben beschrieben (s. in vivo DMS-"footprinting"). 
Anschließend wurden 811-g der genomischen DNA in 1001!1 lmM 

Tris-HCl pH 7.7, 5mM NaCl gelöst und zur Deaminierung 

photochemisch modifizierter Cytosine für 5h bei 50°C erhitzt. Die 
Reaktion wurde dann auf Eis transferiert, mit Ethanol präzipitiert, 
getrocknet und in 501!1 eiskaltem 5mM NaCl, 5mM KPi (pH 8.3), 

50mM Thymidin aufgenommen. Hierzu wurden 501!1 einer Lösung 

von 5mM NaCl, 5mM KPi (pH 8.3) und 50mM Thymidin (ebenfalls 

eiskalt), die lmg (frisch gelöstes) Na-Borohydrid enthielt, 
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zugegeben, gemischt und die Lösung (im offenen Eppendorf­

Reaktionsgefäß) im Kühlraum (2°C) für 15h im Dunkeln inkubiert. 

[Das Thymidin in der Reaktion reagiert mit Boran, das aus Na­

Borohydrid in Wasser entsteht. Anderenfalls würde das Boran, 
das zu Doppelbindungen konjugiert liegende Carbonylgruppen 

präferentiell hydriert, Basen reduzieren, die nicht photochemisch 
modifiziert wurden.] Anschließend wurden 250).!1 0.7mM Na­

Acetat pH 5.0 zugegeben, die Reaktion für 1h bei Raumtemperatur 
(mit gelegentlichem "Vortexen") inkubiert und die DNA mit 750).!1 

Ethanol präzipitiert. Das trockene Pellet wurde in 170).!1 0.5M Na­

Acetat pH 5.0 aufgenommen und unter gelegentlichem "Vortexen" 

eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurden 100).!1 H20 und 750).!1 Ethanol zugegeben und die DNA 

präzipitiert. Die getrocknete DNA wurde in 4).!1 H20 gelöst und 
nach Zugabe von 50).!1 Anilin-Essigsäure pH 4.5 für 20 min im 

Dunkeln bei 60°C inkubiert. Danach wurde die Probe im Ethanol­

Trockeneis-Bad eingefroren und im Vakuum-Konzentrator 
lyophylisiert. Das Einfrieren und Lyophylisieren wurde mit 25).!1 

H20 dreimal wiederholt und die DNA wurde anschließend zweimal 
mit Ethanol präzipitiert. Von der so behandelten DNA wurden 3).!g 

in die ligationsvermittelte Polymerasekettenreaktion eingesetzt 

und wie oben beschrieben (s. in vivo DMS- "footprin ting") 

verfahren. 

b. Bestrahlung von proteinfreier ("nackter") DNA in vitro 

I O)lg gereinigter genorniseher DNA wurden in 10).!1 H20 gelöst und 

in einer Mikrotiterplatte (mit 96 "wells ") für 60 Sekunden mit 

12m W /cm2 UV (254nm) bestrahlt (=7200Jfm2). Die bestrahlte 

DNA wurde dann, parallel mit der in vivo bestrahlten DNA, wie 

unter (a.) beschrieben behandelt. 

In vitro Dimethylsulfat- 11 footprinting 11 

AP-1 wurde aus Dignam-Kernextrakt affinitätsgereinigt, der aus 

TPA-behandelten HeLa-Zellen (Endkonzentration 1 OOng/ml TPA, 

für 90 min) präpariert wurde, wie m Angel et al. (1987b) 

beschrieben. (Jedoch wurde der Heparin-Sepharose-

28 



Reinigungsschritt ausgelassen.) Die TRE- Affinitäts-Matrix 
(multimerisiertes Kollagenase-TRE Oligonukleotid, an Sepharose 
gekoppelt) wurde freundlicherweise von Stephan Gebel, IGT, 
Kernforschungszentrum Karlsruhe zu Verfügung gestellt. 

20!-Lg des Plasmids -517/+63CAT (Angel et al., 1987a), das die 

menschliche Kollagenase-Gensequenz zwischen den Nukleotid­
positionen (bezogen auf den Transkriptionsstart, + 1) -517 
(Hindiii) bis +63 (Xhol) enthält, wurden zunächst mit Xhoi 
geschnitten und an der Xhoi-Schnittstelle (nach De­
phosphorylierung) mit T4-Polynukleotidkinase und [y-32p] ATP 

(nicht-kodierender Strang; siehe allg. Arbeitsmethoden) bzw. 
durch Auffüllen des überhängenden DNA-Endes, in Anwesenheit 
von [a-32P]dCTP, (kodierender Strang) radioaktiv markiert. Dazu 
wurde das Xhoi-linearisierte Plasmid in 18!-Ll H20 aufgenommen 
und es wurden 3!-Ll lOxKlenow-Puffer (500mM Tris-HCl pH 7.5, 
lOOmM MgCh, lOmM DTT und 500!-Lg/ml BSA), 3!-Ll 3dNTP-Lösung 
(2mM dATP, 2mM dGTP, 2mM dTTP), 5!-Ll [a-32P]dCTP (Amersham, 
lOmCi/ml, 3000Ci/mmol) und l!ll 5u/lll Klenow-Fragment (der 

DNA-Polymerase I von E. coli) zugesetzt, gemischt und für 20 min 
bei 20°C inkubiert. 

Die markierte DNA wurde von nichteingebautem [y-32p] A TP 
bzw. [a-32P]dCTP mittels Zentrifugation durch eine kleine selbst 

hergestellte Sephadex-G50-Säule (in 1.5ml Eppendorf­
Reaktionsgefäß) abgetrennt, Phenol/Chloroform-extrahiert und 
mit Ethanol gefällt. Die DNA wurde dann mit Hindill gespalten 
und das markierte Hindiii/Xhoi-Fragment nach Auftrennung auf 
einem 0.8% Agarosegel mit Hilfe einer DEAE-Membran (Schleicher 
& Schüll NA 45, 0.45!-Lm, REF. NO. 417082) isoliert, nochmals 

Phenol/Chloroform-extrahiert und mit Ethanol gefällt. 
Das markierte Fragment (30,000 cpm) wurde mit ca. 5ng 

affinitätsgereinigtem AP-1 in 30!-Ll 20mM HEPES-KOH pH 7.9, 20% 

Glycerol, lOOmM KCl, 2mM MgCh, 0.2mM EDTA und 0.5mM DTT 
für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 
4!-!1 5% DMS (in 50mM Na-Cacodylat, lmM EDTA) zupipettiert, die 

Reaktionen gemischt und nach 2-minütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur durch Zugabe von 90!-Ll 400mM Na-Acetat pH 
6.9, 140mM ß-Mercaptoethanol, 270!-Lg/ml Hefe-tRNA gestoppt. 

Die Reaktionsansätze wurden mit Phenol/Chloroform extrahiert 
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und mit Ethanol gefällt. Die Piperidinspaltung der DNA-Fragmente 

wurde wie oben beschrieben durchgeführt und die Spaltprodukte 
auf einem 6% denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. 

RNase-Protektionsanalyse zur Quantifizierung von mRNA 
(Melton et al., 1984) 

a. Präparation von Gesamtzell-RNA 

Die Zellen von einer 14.5cm-Gewebekulturschale wurden mit 
eiskaltem PBS gewaschen und mit 5ml STE (100mM NaCl, 20mM 

Tris-HCl pH 7.4, 10mM EDTA)/0.5% SDS lysiert. Das Lysat wurde 
mit emem Gummischaber abgewischt und mit 300J.t g Im I 

Proteinase K für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte 
eine Phenol/Chloroform-Extraktion und die RNA wurde durch 
CsCl-Gradientenzentrifugation gereinigt. Zur Herstellung des 
Gradienten wurden 2ml 5.7M CsCl, 0.1mM EDTA in ein Beckman 

SW40-Zentrifugenröhrchen gefüllt und vorsichtig mit 5ml RNA­
Lösung, zu der 2g CsCI eingewogen und gelöst wurden, 
überschichtet Das Röhrchen wurde mit einer 0.4g/ml CsCl-Lösung 
(40g CsCl + 100ml DEPC-H20) aufgefüllt und austariert. Die 
Röhrchen wurden dann für 15-16h bei 32,000 rpm und 20°C in 
einer Beckman Ultrazentrifuge (SW40 Rotor) zentrifugiert. Nach 

Absaugen des Überstandes wurde das RNA-Pellet getrocknet, in 
1 50- 2 0 0 J.tl DEPC- behandeltem Wasser gelöst und die 

Konzentration der RNA bestimmt. 

b. Präparation der 32P-markierten RNA-Proben (nach Gilman, 
1987) 

Für die Synthese der murinen c-fos-RNA-Probe wurde das mit 
Rind III linearisierte Plasmid p149 [Gilman, 1988; enthält Maus­
c-fos- Sequenz von -56 bis +109 vor dem Promotor für die SP6-
Bakteriophagen-RNA-Polymerase; Probe ca. 225bp, schützt 109bp 
der endogenen c-fos-RNA und 128bp der fos-CAT-RNA], für die 
Synthese der humanen a-Globin-RNA-Probe wurde das mit Xbal 

linearisierte Plasmid T3a95 [Gilman, 1988; enthält humane a­

Globin-Sequenz von -15 bis +95 vor dem Promotor für die T3-
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Bakteriophagen-RNA-Polymerase; Probe ca. 150bp, schützt 95bp] 
als Matrize verwendet. Beide Plasmide wurden freundlicherweise 
von Dr. Michael Gilman, Cold Spring Rarbor Labaratory, Cold 
Spring Harbor, U.S.A., zu Verfügung gestellt. 

Zur Synthese der Proben wurden 1.51!1 H2 0, 4~-Ll 5xSP6-

Transkriptionspuffer (200mM Tris-HCl pH 8.0, 40mM MgCb, 
1 OmM Spermidin, 250mM Na Cl) bzw. T7 /T3-Transkriptionspuffer 
(200mM Tris-HCl pH 7 .5, 30mM MgCl2, lOmM Spermidin), 1111 
200mM DTT, 2111 3NTP-Lösung (4mM ATP, 4mM UTP, 4mM GTP, 
0.5mM EDTA, pH 8.0), 8.51!1 [a-32P]CTP (Amersham, PB.20382; 

20mCi/ml, 800Ci/mmol), 1111 RNase-Inhibitor aus Placenta 
(RN asin ®, 40u/!ll, Promega), 1111 0.5mg/ml Matrizen-DNA und 1111 
SP6- bzw. T3 -Bakteriophagen-RN A-Polymerase (15 -50u/lll, 

Promega) gemischt und für 60min bei 40°C (SP6-RNA­
Polymerase) bzw. bei 37°C (T3-RNA-Polymerase) inkubiert. (Alle 
Lösungen wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)- behandeltem 
Wasser hergestellt.) Zur Entfernung der Matrizen-DNA wurde die 
Reaktion danach mit lOu RNase-freier DNase I (Boehringer 
Mannheim) für 15 min bei 37°C behandelt. Anschließend wurden 
20~-Lg Hefe-tRNA zugesetzt, die Reaktion mit DEPC-behandeltem 
Wasser auf ein Volumen von 250!!1 gebracht und mit 

Phenol/Chloroform extrahiert. Die wässrige Phase wurde mit 1OM 
NH4-Acetat auf eine Endkonzentration von 2M NH4-Acetat 
eingestellt und mit dem 2.5-fachen Volumen Ethanol für 15 min 
auf Eis präzipitiert. 

Das getrocknete RNA-Pellet wurde in 10111 RNA-Ladepuffer (80% 

vol/vol deionisiertes Formamid, lmM EDTA, pH 8.0, 0.05% 
Bromphenolblau, 0.05% Xylencyanol FF) gelöst, 5 min bei 85°C 
denaturiert, und auf etnem 6% nichtdenaturierenden 
Polyacrylamidgel bei 300V in 0.5xTBE aufgetrennt (bis die 
Bromphenolblau-Bande 2/3 der Länge des Gels gelaufen war). 
Nach Autoradiographie (15-30 Sekunden) des Gels, wurde die 
vollständige RNA-Probe ausgeschnitten, mit 400!!1 Blutionspuffer 
(0.5M NH4-Acetat, 1% SDS, 25~-Lg/ml Hefe-tRNA) für 2.5h unter 

Schütteln bei 37°C inkubiert, zentrifugiert und der Überstand mit 
1ml Ethanol für 15 min auf Eis präzipitiert. Das RNA-Pellet wurde 
in 50!!1 Hybridisierungspuffer [bestehend aus 4 Teilen Formamid 

und 1 Teil 5xStocklösung (200mM PIPES pH 6.4, 2M NaCl, 5mM 
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EDT A); der fertige Hybridisierungspuffer wurde aus den beiden 

Komponenten vor Gebrauch frisch hergestellt] aufgenommen und 
1)l1 davon im Scintillationsmeßgerät gemessen. 

c. Hybridisierung der radioaktiv markierten RNA-Proben mit 

Gesamtzell-RNA (nach Gilman, 1987) 

30jlg Gesamtzell-RNA wurden mit Ethanol präzipitiert und 

getrocknet. Das RNA-Pellet wurde in 30j.tl Hybridisierungspuffer 
(siehe oben), der 5x105 cpm an c-fos-Probe und 2x105 cpm an ex­

Globin-Probe enthielt, gelöst. Die Reaktionen wurden 5 min bei 

85°C denaturiert und danach zur Hybridisierung der Proben 

übernacht bei 45°C inkubiert. 

d. Abbau einzelsträngiger (nicht-hybridisierter) RNA durch 
RNase-Behandlung 

Zu jeder Hybridisierungsreaktion wurden 350j.tl RNase­

Reaktionspuffer (10mM Tris-HCl pH 7.5, 300mM NaCl, 5mM EDTA) 
und 2j.tg/ml RN ase T 1 zugegeben und die Reaktionsansätze 60 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 
Reaktionen mit 10j.tl 20% SDS und 2.5j.tl 20mg/ml Proteinase K 

versetzt, 15 min bei 37°C inkubiert und mit Phenol/Chloroform 

extrahiert. Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß, 
das 10jlg Hefe-tRNA enthielt, überführt und mit Ethanol 
präzipitiert. Das trockene Pellet wurde in 5j.tl RN A-Ladepuffer 

(siehe oben) gelöst und auf emem 6% denaturierenden 

Polyacrylamidgel aufgetrennt. 

In vitro Transkription und in vitro Translation 

Die in vitro Transkriptionsreaktionen 

Bakteriophagen-RNA-Polymerasen wurden 

mit T7- und SP6-

wie in Struhl (1987) 

beschrieben, mit linearisierten, cDN A-enthaltenden Plasmiden 

durchgeführt. Die Plasmide pBK-GR, pBK-jun und pBK-SRF 

enthalten die menschliche Glucocorticoidrezeptor-cDN A [2.5kb 
Kpni/Drai-Fragment aus dem Plasmid pRShGRa (Giguere et al., 

1986)], die menschliche c-jun-cDNA [1.4kb Hindiii/Noti-
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Fragment aus dem Plasmid pRSV-cJ (Angel et al., 1988a)] bzw. die 
menschliche SRF-cDNA [1.6kb Xhol/Hindiii-Fragment aus dem 
Plasmid p.6. Taq5"Xhol (erhalten von Richard Treisman, ICRF, 

London)] in dem Plasmid pBluescript li SK (Stratagene). c-fos-RNA 

wurde von dem Plasmid pGemfos3 (Rivera et al., 1990) 
synthetisiert. pBK-GR und pBK-jun wurden mit der 
Restriktionsendonuklease Sacl, pBK-SRF mit Xbal und pGemfos3 
mit BamHI linearisiert. Die in vitro Transkriptionsreaktionen 
wurden mit H20 auf ein Volumen von 250~1 gebracht, mit 

Phenol/Chloroform extrahiert und in Anwesenheit von 2M NH4-
Acetat mit Ethanol präzipitiert. 

Die in vitro Translationsreaktionen wurden in nuklease­
behandeltem Reticulocytenlysat aus Kaninchen in Anwesenheit 
von [3 5 S]Methionin, entsprechend den Angaben des Herstellers 
(Promega), durchgeführt. Ein Reaktionsansatz enthielt 35~1 

Reticulocytenlysat, 1~1 einer lmM Aminosäuren-Lösung (ohne 
Methionin), 4~ 1 L-[3 5 S] Methionin (Amersham, 1 OmCi/ml, 

lOOOCi/mmol), 8~1 in vitro synthetisierte RNA in H20 und 1~1 

RN asin® (40u/~l, Promega). Die Reaktionen wurden für 60 min bei 

30°C inkubiert. 

Coomassie-Färbung von Proteinen, die über SDS-Poly­
acrylamidgele aufgetrennt wurden 

Die Gele wurden zum Färben in Coomassie-Färbelösung [ 1g 

Coomassie Brillant Blue R-250 (BioRad) gelöst in 46% Methanol, 8% 
Essigsäure und 46% H20] für 10-15 min unter Schütteln inkubiert. 

Das Entfärben erfolgte in 50% Methanol, 7.5% Essigsäure und 

42.5% H20. 

Silberfärbung von Proteinen, die über SDS-Poly-
acrylamidgele aufgetrennt wurden 

Das Gel wurde zunächst für 1.5h in 40% Methanol/12% Essigsäure 

fixiert und anschließend zweimal für 20 min in 30% Ethanol 

gewaschen. Danach wurde das Gel für 1 min in (frisch angesetzter) 
0.02% Na-Thiosulfat-Lösung inkubiert, dreimal für 30 Sekunden 

In destilliertem Wasser gespült und für 20 min m 0.2% 
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AgN03/0.03% Formaldehyd inkubiert. Nach zweimaligem Waschen 

für 1 min erfolgte die Entwicklung des Gels in 6% NazC03, 0.02% 
Formaldehyd und 0.0004% Na-Thiosulfat. Anschließend wurde das 

Gel zweimal für 2 min in Hz 0 gewaschen und in Fixierungslösung 

(siehe oben) aufbewahrt. 

Transfer von gelaufgetrennten Proteinen auf Membranen 
und Detektion von Proteinen durch spezifische 
Antikörper ("Western blotting") 

Die Proteine wurden durch Elektrotransfer (in emer EMBL 

"wetblot"- Kammer) in Transferpuffer ( 48mM Tris- base, 1 OOmM 

Glycin, 0.1% SDS, 20% Methanol) bei 40-50V ( 300-400mA) für 6-
16h auf Immobilon ™-P Transfermembran [ (Millipore, Porengröße 
0. 4 5 ~m), aktiviert durch kurzes Spülen in Methanol] oder auf 

Nitrocellulose (Schleicher & Schüll, Porengröße 0.45~m) 

ü hertragen. 

Zum Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikörpern 

wurden die gelaufgetrennten Proteine auf eine Immobilon™-P 

Transfermembran transferiert, die Membran kurz m PB S 

gewaschen und für 2-I6h m einer Lösung aus I 0% 

Magermilchpulver in PBS bei Raumtemperatur inkubiert um eme 

spätere, unspezifische Bindung von Antikörpern an die Membran 

zu verhindern. Die Membran wurde anschließend kurz in PBS 

gewaschen und mit dem Primärantikörper (Kaninchen Antiserum, 

spezifisch für das zu detektierende Protein; I :500-I: I ,000 

verdünnt) in IO% Magermilchpulver in PBS/0.3% Tween 20 für 

lh bei Raumtemperatur (Membran und antikörperhaltige Lösung 

eingeschweißt in kleinen Plastikbeutel) unter ständigem Rotieren 

inkubiert. Die Membran wurde dann dreimal für I 0 min in 
PBS/0.3% Tween 20 gewaschen und mit einer an Meerretich­

Peroxidase gekoppelten Schaf-anti-Kaninchen lmmunoglobulin G­

Fraktion (I: 1 ,000-I :2,000 verdünnt) in 10% Magermilchpulver in 

PBS/0.3% Tween 20 für lh bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

dreimaligem, 1 0-minütigen Waschen in PB S/0 .3% Tween 20 

wurden die Proteinbanden über die gebundenen Sekundär­

antikörper fluorographisch (Amersham ECL "western blotting 

reagent" RPN 2I06, entsprechend den Angaben des Herstellers 
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verwendet) sichtbar gemacht. 

Herstellung von anti-trpE-SRF -Antiseren in Kaninchen 

a. Präparation von rekombinantem trpE-SRF-Fusionsprotein aus 
Bakterien. 

Zur Herstellung von rekombinantem trpE-SRF-Fusionsprotein 

wurde die menschliche SRF-cDNA als Xhoi/Hindlii-Fragment (ca. 
1.6kb) aus dem Plasmid p.1 Taq5/Xhol zwischen die Sall- und 

Hindill-Schnittstellen des bakteriellen Expressionsvektors pATH3 
kloniert. pATH3 ist eine Leserastervariante (in der multiplen 
Klonierungsstelle) des Plasmids pATH2 (Angel et al., 1988a) und 
erlaubt eine vom E. coli Tryptophan-Operonpromotor gesteuerte 
Expression von Fusionsproteinen, die aus dem bakteriellen trpE­
Protein (N-terminal, 37kD) und dem Produkt der eingesetzten 

cDNA bestehen. Zur Herstellung des trpE-SRF-Fusionsproteins 
wurde das Plasmid, pATH3-SRF, in E. coli DH5 eingebracht und 
eine Kolonie in 2ml LB mit 100j.tg/ml Ampicillin übernacht bei 

37°e kultiviert. Die Bakterien wurden dann 1:100 in M9-
Minimalmedium (6g Na2HP04, 3g KH2P04, 0.5g Nael und 1g NR4e1 
pro Liter H20), ergänzt mit 0.5% easaminosäuren, 2mM 
Mg(Acetath, lOj.tg/ml Thiamin-Hel, O.lmM eaeh, 0.2% Glucose, 
1 OOj.tg/ml Ampicillin und 20j.tg/ml L-Tryptophan, verdünnt und 

für 20-24h bei 37 oe kultiviert. Zur Präparation des 

Fusionsproteins im großen Maßstab wurden Bakterien aus dieser 
Kultur lOOfach in 200ml M9-Minimalmedium, ergänzt mit 0.5% 
easaminosäuren, 2mM Mg(Acetat)2, lOj.tg/ml Thiamin-Hel, O.lmM 

eaeb, 0.2% Glucose und IOOj.Lg/ml Ampicillin, verdünnt und für 

15-16h bei 37 oe wachsen lassen. Anschließend wurden die 

Bakterien abzentrifugiert (5 ,OOOg, 5 min), das Bakteriensediment 
in 30ml lOmM Tris-Hel pH 8.0, lmM EDTA, 50mM Nael, lmg/ml 

Lysozym resuspendiert und lh auf Eis inkubiert. Die Suspension 
wurde danach zweimal eingefroren (Ethanol/Trockeneis-Bad) und 
aufgetaut (37°C) und anschließend dreimal für 15 Sekunden 

ultraschallbehandelt Die unlöslichen Bestandteile wurden 10 min 
bei 25 ,OOOg pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet 
wurde dreimal mit je 5ml lOmM Tris-HCl pH 8.0, lmM EDTA, 

0.5M Nael, 0.5% NP40 und dreimal mit je 5ml lOmM Tris-Hel pH 
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8.0, lmM EDT A, 0.5% NP40 gewaschen. Anschließend wurde das 

Sediment in 2.5ml 6M Harnstoff gelöst (15-20 min bei 37°C, unter 

Schütteln) und unlösliche Bestandteile abzentrifugiert. Der 

Überstand wurde gegen 200ml 20mM HEPES-KOH pH 7.9, 20% 

Glycerol, IOOmM KCl, 12.5mM MgCb, O.lmM EDTA, lmM DTT 

dialysiert (dreimal 30 min bei 4 °C). Die während der Dialyse 

ausgefallenen Bestandteile wurden durch Zentrifugation 

abgetrennt und der Überstand durch Zugabe von (NH4)2S 04 zu 

einer Endkonzentration von 40% (d.h. 0.242g/ml) präzipitiert. Das 

Präzipitat wurde in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und auf 

einem 8% SDS -Polyacrylamidgel (14x 14cm) über die gesamte 

Breite aufgetrennt. Ein Seitenstreifen des Gels (umfaßte 

Proteinmarker und ca. 0.5cm der Proteinbanden) wurde mit 

Coomassie-Blau gefärbt und die entsprechende, auf gleicher Höhe 

liegende Region des Gels, die die trpE-SRF-Fusionsproteinbande 

(ca. I OOkD) enthielt, wurde ausgeschnitten. 

b. Immunisierung der Kaninchen und Präparation von Seren (nach 

Harlow & Lane, 1988) 

Zur Immunisierung wurden zwet weiße weibliche Kaninchen, 

"Jacky" und "Sam", verwendet. Die ausgeschnittene Gelbande, die 

das Fusionsprotein von zwei 200ml-Bakterienkulturen enthielt, 

wurde zerkleinert (durch wiederhoHes Pressen durch eine 5ml 
Spritze) und mit dem gleichen Volumen (400)ll) Freund'schem 

Adjuvans (Gibco) zwischen zwei Glasspritzen gemischt (ca. 50 

mal). Zur Primärimmunisierung wurde das Antigen mit 

komplettem Freund"'schem Adjuvans gemischt. Die Emulsion 
(maximal 800)ll) wurde subcutan, im Nackenbereich der Tiere 

injiziert. Für die folgenden Antigen-Injektionen ("Boosts") wurde 

das Antigen mit inkomplettem Freund"'schem Adjuvans gemischt. 

Die "Boosts" (3-6 pro Tier) erfolgten in Abständen von 4-5 

Wochen. Den Tieren wurde 9-10 Tage nach der Injektion Blut (I0-

20ml) aus der seitlichen Ohrvene abgenommen. Das ab­

genommene Blut wurde für 30-60 min bei Raumtemperatur 

gerinnen lassen und der Blutkuchen wurde anschließend mit 

etnem Skalpell von der Wand des Sammelröhrchens 

(Polypropylen) abgelöst und zerteilt. Die Blutkuchenteile wurden 

36 



danach durch Zentrifugation (lO,OOOg, 10 min, 4°C) entfernt und 
der Überstand (Serum) bei -80°C in Aliquots eingefroren. In 

Gebrauch befindliche Aliquots der Seren wurden bei 4 °C gelagert. 

Immunpräzipitationen 

Für die Immunpräzipitationen wurden die Immunglobuline der 
Präimmunseren und der Antiseren zuerst für lh bei 4°C an 
Protein A-Sepharose® CL-4B (Pharmacia) [gequollen in TSA 

(lOmM Tris-HCl pH 8.0, 140mM NaCl, 0.025% NaN3)] gekoppelt 
(3~1 Serum pro 25~1 gequollene, 1:2 in TSA verdünnte Protein A­

Sepharose). RIP A-Zellysate oder Retikulocytenlysat, das mit RIP A 
(50mM Tris-HCl pH 8.0, 125mM NaCl, 0.5% NP40, 0.5% Na­
Desoxycholat, 0.1 %SDS) auf ein Volumen von 300~1 verdünnt 

wurde, wurden zuerst mit Präimmunserum/Protein A-Sepharose 
(25 ~1) für lh bei 4°C unter ständigem Rotieren inkubiert. Die 

Protein A-Sepharose wurde kurz abzentrifugiert (10 Sekunden in 
Eppendorf-Tischzentrifuge) und der Überstand nochmals mit 
Präimmunserum oder dem spezifischen Antiserum, gekoppelt an 
Protein A-Sepharose für 2h bei 4°C inkubiert. Nach kurzem 

Abzentrifugieren wurden die Präzipitate viermal mit RIPA und 
einmal mit PBS gewaschen, mit Laemmli-Probenpuffer für 5 min 
aufgekocht und über ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. 

Zweidimensionale Peptidkartierung von 32P-markiertem 
SRF 

Zwei 6cm-Gewebekulturschalen mit F9- Teratokarzinom-
Stammzellen wurden zunächst für 1.5h m je 1.5ml 

phosphatfreiem DMEM (ohne Tryptophan, Serva), ergänzt mit 

16mg L-Tryptophan und 3.7g NaHC03 pro Liter Medium, kultiviert 
und danach mit 80~1 (800~Ci) [32P]Orthophosphat (Amersham, PBS 

13 Phosphorus 32, lOmCi/ml) für insgesamt 165min bei 37°C 

markiert. Bei TPA-Behandlung der Zellen (lOOng/ml 
Endkonzentration) wurde das TP A 15 min bzw. 45 min vor der 
Ernte der Zellen zugegeben. Die Zellenwurden zweimal mit 
eiskaltem PBS gewaschen und in RIPA, ergänzt mit lmM DTT, 

Phosphataseinhibitor-Mix (Endkonzentrationen: lOmM EDTA, 
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2mM ZnCb, 20mM NaF, 10mM Na-Pyrophosphat, 20mM Na­
Molybdat), je 1j..t g/ml Pepstatin A, Leupeptin, Aprotinin und 

0.1mM Benzamidin, lysiert. Das Lysat wurde für 20 min bei ca. 
128,000g (60,000 rpm, Rotortyp TLA-100.3) in einer Beckman 

Tischultrazentrifuge geklärt und der Überstand mit anti-trpE-SRF­

Antiserum immunpräzipitiert Die Immunpräzipitate wurden in 
3 5j..tl Laemmli-Probenpuffer für 5min bei 95°C inkubiert, auf 

einem 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Präzipitate von den 

Zellen zweier 6cm-Schalen pro Spur) und anschließend durch 
Elektrotransfer auf e1ne Nitrocellulosemembran übertragen 
("Western- blotting" ). Die Membranen wurden für 3Tage 

autoradiographiert und die SRF-Banden ausgeschnitten. 
Die Membranstücke wurden dann in 200j..tl 0.5% Polyvinyl-

pyrrolidon-360, IOOmM Essigsäure für 30 min bei 37°C inkubiert, 
kurz in HzO gewaschen und in 150-200j..tl 50mM NH4HC03 (frisch 
hergestellt) mit 1 Oj..tg Chymotrypsin für 3h bei 37°C behandelt. 

Nach dieser Zeit wurden nochmals 10j..tg Protease zugegeben und 

die Inkubation für weiter 3h fortgesetzt. Die Flüssigkeit wurde in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt, die Membranstückehen mit 
1ml HzO gewaschen und beide Flüssigkeiten wurden vereint. Die 
Proben wurden dann im Ethanol/Trockeneis-Bad gefroren und im 
Vakuum-Konzentrator ("speed-vac") bei 4°C übernacht 
lyophylisiert. Das Lyophylisat wurde in 1ml HzO aufgenommen 
und erneut 1yophylisiert. Anschließend wurden die Peptide mit 
Perameisensäure (aus 1 Volumen 30% HzOz und 9 Volumina 98% 

Ameisensäure über 60 min bei Raumtemperatur gebildet) für 60 
min bei 0°C oxidiert und die Lösung nach Zugabe von 1ml 
eiskaltem Hz 0 und Durchmischen gefroren und übernacht 
lyophylisiert. Die Peptide wurden in 300j..tl pH 1.9 Puffer (6% 

Ameisensäure,, 1.25% Essigsäure, 0.25% Pyridin, 92.5% HzO) gelöst, 
die unlöslichen Bestandteile ab-zentrifugiert und der Überstand in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt und erneut lyophylisiert. Die 
Peptide wurden schließlich in 5j..tl pH 1.9 Puffer aufgenommen und 

punktförmig auf eine 20x20cm Dünnschichtchromatographie-(DC)­
Fertigplatte mit Cellulose-Beschichtung (0.1mm) (Merck, Art. 

5716) aufgetragen. Die Auftrennung der Peptide erfolgte in der 

ersten Dimension durch Elektrophorese der mit pH 1.9 Puffer 
befeuchteten DC-Platten bei 1000V (23-25mA) für 25 min. Die 
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Platten wurden übernacht getrocknet und zur Auftrennung der 
Peptide in der zweiten Dimension in 37.5% n-Butanol, 25% Pyridin, 

7.5% Essigsäure und 30% H2 0 für 4.5h chromatographiert. Nach 
dem Trocknen wurden die Platten bei -80°C mit emer 
Verstärkerfolie für 2-3 Wochen exponiert. 

39 



Ergebnisse 

A. Präformierte DNA-Protein-Komplexe m vivo in der 
Regulation des c-fos-Protoonkogens 

Die früheste nachweisbare Veränderung in der Genexpression 

nach Behandlung von Zellen mit Phorbolester-Tumorpromotoren 

ist die Aktivierung der Transkription von "immediate early"­
Genen (lEG) (Greenberg & Ziff, 1984; Lau & Nathans, 1987; 

Almendral et al., 1988), wie z. B. der Protoonkogene c-fos und c­

jun (als Übersichtsartikel s. Rahmsdorf & Herrlich, 1990). Die 

Transkriptionsaktivierung des c-fos-Gens ist, wie die anderer lEG, 

transient und erreicht 15 Minuten nach Stimulierung der Zellen 

ein Maximum ( Greenberg & Ziff, 1984 ). Die Transkription wird 

anschließend sehr schnell durch einen proteinsynthese­

abhängigen Mechanismus abgeschaltet ( Greenberg et al., 1986). 

Die Aktivierung der c-fos-Transkription durch Serum­

wachstumsfaktoren und Phorbolester wird durch eine DNA­
Sequenz im 5 '-flankierenden Bereich des c-fos-Gens, dem SRE 

vermittelt (Treisman, 1985 und 1986; Fisch et al., 1987; Büseher 

et al., 1988; Siegtried & Ziff, 1989). Das SRE vermittelt auch die 

sich daran anschließende schnelle Abschaltung der Transkription 

und ist notwendig und ausreichend für die transiente Aktivierung 

des c-fos-Gens (König et al., 1989; Rivera et al., 1990). Unmittelbar 

3' vom SRE befindet sich eine AP-1-ähnliche Bindungsstelle 

(Piette & Yaniv, 1987; Sassone-Corsi et al., 1988; Schönthai et al., 

1989; Fisch et al., 1989), deren Funktion jedoch nicht klar ist. Das 

c-fos-SRE kann verschiedene Proteine binden (Treisman, 1990; 

Rivera & Greenberg, 1990 und Referenzen darin; Metz & Ziff, 

1991), wobei das bisher am besten charakterisierte Protein der 

"Serum Response Factor" (SRF) (Treisman, 1987; Schröter et al., 

1987; Prywes & Roeder, 1987; Notman et al., 1988) ist. SRF bindet 

als Dimer (Norman et al., 1988; Schröter et al., 1990) und die 

Bindung von SRF an das SRE ist sowohl für die positive als auch 
für die negative Transkriptionskontrolle über das SRE notwendig 

(Greenberg et al., 1987; Treisman, 1987; Leung & Miyamoto, 1989; 

Shaw et al., 1989a; Rivera et al., 1990). SRF kann zusammen mit 

dem "Ternary Complex Factor" (p62TCF) und dem SRE einen 
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ternären Komplex ausbilden (Shaw et al., 1989b; Schröter et al., 
1990). Die Funktion von p62TCF und des ternären Komplexes ist 

nicht vollkommen klar, jedoch legten es Ergebnisse von zwei 

Gruppen nahe, daß seine Bildung für die Induktion der c-fos­

Transkription durch Serum bzw. Phorbolester unabdingbar ist 

(Shaw et al., 1989b; Graham & Gilman, 1991). 

Da SRE-ähnliche Sequenzen auch in anderen lEG vorkommen 

(Mohun et al., 1987; Kawamoto et al., 1989; Chavrier et al., 1989; 

Christy & Nathans, 1989), könnte die Aufklärung des 

Mechanismus, über den die SRE-Aktivität moduliert wird, nicht 

nur zum Verständnis der Genaktivierung durch Phorbolester­

Tumorpromotoren beitragen, sondern auch den Mechanismus der 

"immediate early"-Antwort der Zelle klären, die für die 

Zellproliferation notwendig ist (Nishikura & Murray, 1987; 
Riabowol et al., 1988; Almendral et al., 1988). 

1. In vivo DNA-Protein-Interaktionen am c~fos-SRE 

Eine Möglichkeit, wie die Aktivität des c-fos-SRE reguliert werden 

könnte, ist die Modulation der Bindung von SRF bzw. von p62TCF 

und SRF (die mit dem SRE einen ternären Komplex bilden) an das 

SRE. Eine Reihe von Arbeiten haben gezeigt, daß, in vitro, die SRE­

Bindungsaktivität in Zellkernextrakten aus unbehandelten und 

mit Wachstumsfaktoren stimulierten Zellen nicht verändert 
erscheint (Treisman, 1986; Fisch et al., 1987; Greenberg et al., 

1987; Sheng et al., 1988). Die einzige Ausnahme wurde in 

Extrakten der menschlichen epidermalen Karzinomzellinie A431 

nach Behandlung der Zellen mit epidermalem Wachstumsfaktor 

(EGF) gefunden (Prywes & Roeder, 1986). Allerdings zeigten in 

vivo "footprinting"-Analysen des c-fos-Promotors in diesen Zellen, 

daß das SRE und die angrenzende AP-1-ähnliche Bindungsstelle 

(vor und während der Stimulation der Zellen mit EGF) konstitutiv 

mit einem Multiproteinkomplex besetzt sind (Herrera et al., 1989). 

In vitro Methylierungs-Studien mit isolierten Proteinen legen es 
nahe, daß der Multiproteinkomplex ein SRF-Dimer, p62TCF und 

mindestens ein anderes Protein proximal von SRF umfaßt (Herrera 

et al., 1989). 
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Um zu überprüfen, ob das c-fos-SRE und die angrenzende AP-1-

ähnliche Bindungsstelle in vivo auch in anderen Zellen konstitutiv 

besetzt sind und ob, bzw. wie Phorbolester-Tumorpromotoren die 

Besetzung des SRE mit Proteinen beeinflußen, habe ich in vivo 

(genomische) Dimethyls ulfat (DMS )- "footprinting" -Analysen 

durchgeführt. Als Zellinien habe ich die embryonale 

Mausfibroblasten-Zellinie NIH 3T3 und undifferenzierte F9-

Teratokarzinom-Stammzellen gewählt. Mit NIH 3T3-Zellen wurde 

die Mehrzahl der Experimente zur c-fos-Induktion durchgeführt 

(Treisman, 1990 und Referenzen darin) und die "immediate 

early"-Antwort ursprünglich beschrieben (Greenberg & Ziff, 1984; 
Greenberg et al., 1986; Almendral et al., 1988). NIH 3T3-Zellen 

zeigen außerdem eine sehr geringe basale Expression von c-fos 
(Bravo et al., I 986). F9-Zellen exprimieren ohne Stimulation c-fos 

nicht (Kryszke et al., 1987; Müller & Wagner, 1984; Röther et al., 

1985); jedoch kann die Transkription des c-fos-Gens durch 

Phorbolester-Behandlung induziert werden (Yang- Yen et al., 

1990a; diese Arbeit). 

Abb. 1 "Nuclear run-on"-Analyse der 

Transkription von Genen in NIH 3T3-Zellen. 

Co, unbehandelte Zellen; DMS, die Zellen 

wurden für 2 min mit 0.5% DMS (in () 

DMEM/l OmM HE PES pH 7 .5) behandelt; das j n n 

DMS wurde anschließend mit DMEM 
Dll 

ausgewaschen und Zellkerne wurden nach 

einer 15-minütigen Inkubation der Zellen 

bei 3rC präpariert; fos, c-fos-Gen; jun, c-jun-

Gen; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-

Dehydrogenase-Gen; .A, Lamda-Phagen-DNA als Kontrolle für unspezifische 

Hybridisierung. Das Bild zeigt ein Autoradiogramm der mit radioaktiv markierten 

Transkripten hybridisierten Gen-Sequenzen, die auf einer Nitrocellulosemembran 

immobilisiert wurden. 
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Die genorniseben "footprinting"-Analysen wurden mit partiell 

methylierenden Dosen von DMS als DNA-modifizierendem Agens 

(Maxam & Gilbert, 1980) durchgeführt. Um zu prüfen, ob eine 

solche DMS-Behandlung der Zellen (0.5% DMS, 2 Minuten) 

eventuell selbst schon zu einer schnellen Aktivierung der c-fos­

Transkription führt, wurden NIH 3T3-Zellen für 2 min mit DMS 

behandelt. Das DMS wurde danach ausgewaschen und die Zellen 
zur Detektion einer möglichen Transkriptionsinduktion für 15 min 

bei 37°C inkubiert. Wenn eine 2-minütige DMS-Behandlung zu 

einer schnellen Aktivierung der c-fos-Transkription führt, sollte 

nach 15 min eine erhöhte Transkriptionsrate meßbar sein. Zur 

Bestimmung der Tran skriptionsrate wurden "nuclear run-on"­

Experimente (McKnight & Palmiter, 1979) mit Zellkernen aus 

unbehandelten und DMS-behandelten Zellen durchgeführt. In 
"nuclear run-on"-Experimenten wird in isolierten Zellkernen der 

Einbau von radioaktiv markiertem UTP in entstehende RNA­

Moleküle gemessen. Die DMS-Behandlung führte zu keiner 

meßbaren Transkriptionserhöhung des c-fos-Gens (Abb. 1). Als 

Kontrolle, ob gleiche Mengen an radioaktiv markierten 

Transkripten bei der Hybridisierung eingesetzt wurden, wurde 

das Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gen verwendet. 

DMS diffundiert sehr rasch in die Zelle und den Zellkern (Church 

& Gilbert, 1984). Es methyliert präferentiell die N-7-Position von 

Guaninresten in der großen DNA-Rinne ("major groove") und mit 

geringerer Effizienz auch die N-3-Position von Adeninen (in der 

"minor groove "). Proteine, die spezifisch mit DN A-Sequenzen 

interagieren, können die Methylierung der Guanine (oder 

Adenine) entweder abschwächen oder verstärken (Gilbert et al., 

1976; Ogata & Gilbert, 1978). Die DNA kann dann an den Stellen 

modifizierter Basen durch Piperidin gespalten werden (Maxam & 

Gilbert, 1980 und Referenzen darin). Die Spaltprodukte wurden 

durch selektive Amplifikation mit Hilfe der ligationsvermittelten 

Polymerasekettenreaktion (LMPCR) (Mueller & W old, 1989) 

detektiert (s. Schema in Abb. 2). Die Positionen der verwendeten 

Oligonukleotid-Primer sind in Abb. 3 dargestellt. 
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Abb.2 Schematische Darstellung 

der genamiseben "footprinting"-

Technik durch ligationsvermittelte 

PCR (nach Mueller & Wold, 1989). 

Nach Behandlung von Zellen mit 

DMS-Dosen, die zu emer partiellen 

Methylierung der DNA in vivo 

führen, wird die genamisehe DNA 

aus den Zellen isoliert und an 

methylierten Guaninen mit Pip­

eridin gespalten (a) (hier nur für 

einen Strang gezeigt). Dadurch 

enstehen Enden mit 3'- und 5'­

endständigen Phosphaten (Maxam 

& Gilbert, 1980). Im folgenden 

Schritt (b) wird ein Ende der 

Sequenzleiter durch Hybridisier­

ung mit einem genspezifischen 

Oligonukleotid-Primer (Primer I, 

Pfeil) festgelegt. Durch 

Verlängerung dieses Primers 

(gestrichelte Linie) bis zu den 

unterschiedlichen Spaltstellen 

wird eine Population von "blunt­

End"-DNA-Duplexmolekülen er­

zeugt. An jedes der so erzeugten 

DNA-Moleküle wird durch T4-

DNA-Ligase ·ein spezieller Linker 

(fettgedruckte Linien) ligiert (c), 

wodurch die Moleküle ein ge­

meinsames Ende erhalten. Die 

genamisehe DNA stellt dabei das 5' 

-Phosphat für die Ligation bereit. 

t b 
................. .....-= 

............... ..-= 

.............. 

Li~r~c 

Linker­
Primer 

• d 
................... ~ 

................. ._ 
........... ~ 

t e 

t f 

~ g 
..................... ~ ... 

................. ~ .... :··.:--- Endmarkierter 
............. ~ Prim er 

Der überwiegende Teil der genamiseben DNA dient nicht als Substrat in der 

Ligationsreaktion, da er keine doppelsträngigen "blunt"-Enden aufweist. Der Linker 

ist nicht phosphoryliert und besitzt auf einer Seite ein überhängendes Strangende, so 

daß Selbstligation vermieden wird und eine Ligation nur in einer Orientierung 

erfolgen kann. Die DNA wird dann denaturiert und mit einem zweiten genspezifischen 
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Primer (Primer 2, Pfeil) hybridisiert, der anschließend verlängert wird (gestrichelte 

Linie) (d). (Um die Spezifität zu erhöhen wird der zweite Primer so gewählt, daß er den 

ersten in 3 '- Richtung überragt.) In dieser Reaktion dient wiederum die genornisehe 

DNA als Matrize, die nun jedoch den längeren Strang des Linkers kovalent gebunden 

hat. Nach Verlängerung des Primers hat nun jedes DNA-Molekül der Sequenzleiter 

zwei definierte Enden (das lange Linker-Oligonukleotid und den zweiten 

genspezifischen Primer), wodurch die Möglichkeit zur PCR (als Übersichtsartikel s. 

Saiki et al., 1988; White et al., 1989) gegeben ist (e, f). In der Praxis werden die 

Schritte d-f in einer Reaktion durchgeführt. Die so amplifizierten Fragmente (l 04-10 5 

-fache Amplifikation) der Sequenzleiter werden dann unter Verwendung eines 32p­

endmarkierten Oligonukleotids (Primer 3, Pfeil mit Sternchen) durch einen einzigen 

Verlängerungsschritt (getrichelte Linie) (g) radioaktiv markiert. Die Sequenzleiter 

wird anschließend, nach Auftrennung über ein Standard-Sequenziergel (Maxam & 

Gilbert, 1980), durch Autoradiographie sichtbar gemacht. 

1.1 F9-Teratokarzinom-Stammzellen zeigen im Unter­
schied zu NIH 3T3-Zellen keine ternäre Komplexbildung 
in vivo 
Abb. 4 zeigt ein Beispiel einer in vivo "footprinting"-Analyse der 
5/-flankierenden Region des c-fos-Gens im Bereich des SRE in NIH 
3T3-Zellen und in F9-Teratokarzinom-Stammzellen. Bereits in un­
behandelten Zellen ist, verglichen mit proteinfreier ("nackter") in 

vitro methylierter DNA, die DMS-Reaktivität innerhalb des SRE 

und der angrenzenden AP-1-ähnlichen Bindungsstelle im 
kodierenden und nicht-kodierenden Strang an mehreren 

Guaninen verändert. In NIH 3T3-Zellen sind im kodierenden 

Strang des SRE fünf Guanine vor Methylierung geschützt und in 
der AP-1-ähnlichen Bindungsstelle ist die DMS-Reaktivität von 
einem Guanin verringert und die von zwei Guaninen erhöht (Abb. 
4a). Im nicht-kodierenden Strang sind im SRE zwei deutlich 
sichtbare Guanine und ein (nur schwach detektierbares) Guanin 
vor Methylierung geschützt; ein weiteres Guanin am Übergang zur 

AP-1-ähnlichen Bindungsstelle wird hypermethyliert. In der AP-

1-ähnlichen Bindungsstelle ist em (allerdings nur schwach 
sichtbares) Guanin vor Methylierung geschützt (Abb. 4b ). Eine 
Zusammenfassung der Veränderungen in der in vivo DMS­
Reaktivität der Guanine ist in Abb. 4c gezeigt. In NIH 3T3-Zellen 
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1 
, -415 2 3---

5 CCTCCCCCGC CGCGGCCCCG GTTCCCCCCC TGCGCTGCAC .. 
CCTCAGAGTG CTGCAGCCGG CGAGCTGTTC CCGTCAATCC 

-335 SRE 
CTCCCTCCTT TACAc4@ß(~i\Pi~!ji@}w@@$,\W~~@f~i:i:m@i~?i~@E 

AP-1-"like" 

GTCA~AGGT TTCCACGGCC GGTCCCTGTT GTTCTGGGGG 

-255 
GGGGACCATC TCCGAAATCC TACACGCGGA AGGTCTAGGA 

-215 
GACCCCCTAA GATCCCAAAT GTGAACACTC ATAGGTGAAA 

-175 
GATGTATGCC AAGACGGGGG TTGAAAGCCT GGGGCGTAGA 

3 
-135 ~ 
GTTGACGACA GAGCGCCCGC AGAGGGCCTT GGGGCGCGCT 
-2 1 

Abb. 3 Positionen der für die ligationsvermittelte PCR (LMPCR) 

verwendeten Oligonukleotid-Primer im 5'-flankierenden Bereich des 

Maus-c-fos-Gens. Zahlen über der Sequenz (Renz et al., 1985) 

bezeichnen die Nukleotidpositionen bezogen auf den Startpunkt der 

Transkription (+1); Pfeile (1, 2, 3) markieren die Position der Primer 

1, 2 und 3 (vgl. Abb. 2) für die LMPCR der Fragmente des kodierenden 

Stranges (Pfeile unter der Nukleotidsequenz) und des nicht­

kodierenden Stranges (Pfeile über der Nukleotidsequenz). 

ist das erhaltene DMS-Reaktivitätsmuster identisch mit dem in 
menschlichen A431-Zellen bereits beschriebenen Muster (Herrera 
et al., 1989). In F9-Zellen zeigt die AP-1-ähnliche Bindungsstelle 
dasselbe Muster wie in NIH 3T3-Zellen (Abb. 4a und b, Bahnen 2 
und 6; die in NIH 3T3-Zellen auftretenden Doppelbanden beruhen 
auf einem Amplifikationsartefakt, der nicht in allen Experimenten 
auftrat). Im SRE jedoch, sind im kodierenden Strang zwei der 
Guanine (Positionen -319 und -318) nur sehr schwach gegen DMS 
geschützt (Abb.4a, Bahnen 5 und 6). Dies wurde übereinstimmend 
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Abb. 4 /11 vivo DMS-Reaktivität des c-fos-SRE und seiner flankierenden Sequenzen in 

NIH 3T3- und F9-Teratokarzinom-Stammzellen. a. Kodierender Strang. b. Nicht-

kodierender Strang. n, proteinfreie ("nackte"), in vitro methylierte DNA; 0', 15', 60', 

DN A von Zellen, die entweder unbehandelt waren oder für 15 bzw. 60 min mit TP A 

(l OOng/ml Endkonzentration) behandelt wurden. Protektionen von Guaninen gegenüber 

DMS-Methylierung sind durch zur DNA-Sequenz (neben den Autoradiogrammen) 

hinzeigende Pfeile, Hyperreaktivitäten durch von der Sequenz wegzeigende Pfeile 

gekennzeichnet. Schattierte Pfeile symbolisieren schwache DMS-Reaktivitäten. c. 

Zusammenfassende Darstellung der Guaninpositionen in NIH 3T3- und in F9-Zellen, 

die eine veränderte in vivo DMS-Reaktivität aufweisen. Symbole wie oben beschrieben; 

Schattierter Kasten, SRE; nicht-schattierter Kasten, AP-1-ähnliche Bindungsstelle. 

Die Zahlen geben die Nukleotidpositionen bezogen auf den Startpunkt der 

Transkription (+1) an. 
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in drei unabhängigen Experimenten beobachtet. Differenzierung 
der F9-Zellen mit Retinsäure (Strickland & Mahdavi,l978) 
ändert das DMS-Reaktivitätsmuster nicht (Abb. 5). Die scheinbar 
stärkere Protektion der Guanine -319 und -318 bei den mit 
Retinsäure behandelten Zellen beruht auf Unterschieden in den 
auf das Gel geladenen Probenmengen. Normalisiert auf Banden 
außerhalb von Proteinbindungsstellen ergibt sich kein Unterschied 
zwischen undifferenzierten oder mit Retinsäure differenzierten 
F9-Zellen. Werden die Guanine -319 und -318 methyliert kann 
p62 TCF in vitro nicht mehr an der Proteinkomplexbildung über 
dem SRE mitwirken (Shaw et al., 1989b) und beide Guanine sind, 
in vitro, nur dann vor DMS-Methylierung geschützt, wenn p62TCF 
im Proteinkomplex enthalten ist (Herrera et al., 1989); das 
bedeuted, daß sich die Proteinkomplexe über dem SRE in NIH 
3T3- und F9-Zellen durch die An- bzw. Abwesenheit von p62TCF 
unterscheiden. 

Abb. 5 In vivo DMS-Reaktivität am kodier-

enden Strang des c-fos-SRE und seinen 

flankierenden Sequenzen in undifferenzierten 

F9-Teratokarzinom-Stammzellen (-RA) und in 

F9-Zellen, die für 72h mit 1o-7M Retinsäure 

(+RA) behandelt wurden. n, proteinfreie 

("nackte"), in vitro methylierte DNA. 

Protektionen von Guaninen gegenüber DMS­

Methylierung sind durch zur DNA-Sequenz 

(neben dem Autoradiogramm) hinzeigende 

Pfeile, Hyperreaktivitäten durch von der 

Sequenz wegzeigende Pfeile gekennzeichnet. 

LU 
er: 

In beiden Zellinien scheint das c-fos-SRE jedoch bereits m 
unbehandelten Zellen mit Proteinen besetzt zu sein. Dies habe ich, 
unabhängig von der Verwendung von DMS, auch durch die 
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Verwendung von UV-Strahlung als DNA-modifizierendem Agens 

und anschließender chemischer Spaltung der DNA an 

photochemisch modifizierten Basen bestätigt. Diese Methode war 

bisher nur für Bakterien beschrieben worden ("photofootprinting", 

Becker & Wang, 1984 ). Abb. 6 zeigt das Ergebnis eines solchen 

Experimentes in NIH 3T3-Zellen: Verglichen mit in vitro 

bestrahlter, proteinfreier DNA sind in lebenden Zellen mehrere 

Basen im SRE und der AP-1-ähnlichen Bindungsstelle vor 

photochemischer Modifikation geschützt. Für die Bildung von UV­

Photoprodukten sind geringe, aber signifikante Verzerrungen der 

DNA-Doppelhelix notwendig, die durch Proteinkontakte beeinflußt 

werden (s. Becker & Wang, 1984 und Referenzen darin). 

Abb. 6 In vivo "photofootprinting" des c-fos­

SRE und der angrenzenden AP-1-ähnlichen 

Bindungsstelle mit Hilfe von UV-Strahlung in 

unbehandelten NIH 3T3-Zellen. Die Zellen wurden 

vor dem in vivo "footprinting" für 36h in 

DMEM/0.5% FCS kultiviert. G, Guanin-Leiter, 

sichtbar gemacht durch partielle in vitro 

Methylierung genomischer DNA und 

anschließende Piperidinspaltung (Maxam & 

Gilbert, 1980); -UV, genomische DNA, die nicht 

UV bestrahlt wurde; UV in vitro, genomische 

DN A, die in vitro mit UV bestrahlt wurde; UV in 

viv o, genomische DNA, die in vivo mit UV 

bestrahlt wurde; Pfeile kennzeichnen Basen, die 

in vivo gegen photochemische Modifikation 
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geschützt sind. Die Bestrahlung der DNA in vitro (lOJ..Ll DNA-Lösung, Konzentration 

lJ..Lg/J.ll) erfolgte mit 12mW/cm2 UV (254nm) für 60 Sekunden (7200J/m2). Für die in 

vivo Bestrahlung wurden die Zellen für 10 Sekunden mit 12mW/cm2 UV (1200J/m2) 

auf Eis bestrahlt. Die Spaltung der DNA wurde, nach Deaminierung und Reduktion 

durch NaBH4, mit saurem Anilin induziert (s. Material und Methoden und Becker & 

Wang, 1984). 
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1.2 Die in vivo Proteinbindung am SRE ändert sich 
während der Induktion der c-fos-Transkription durch 
Phorbolester nicht 
Nach Behandlung von NIH 3T3-Zellen mit dem Phorbolester­

Tumorpromotor TP A für 15 und 60 min, d. h. zu Zeiten, zu denen 

die Transkription von c-fos maximal angeschaltet bzw. bereits 

wieder abgeschaltet ist (vgl. Abb. 7), ändert sich das DMS­

Reaktivitätsmuster am SRE nicht (Abb. 4a und b, Bahnen 2-4); 

dies läßt auf eine konstitutive Bindung des Multiproteinkomplexes 

einschließlich p62TCF schließen. Da es Daten anderer Gruppen 

nahelegten, daß nur solche c-fos-Promotor-Konstrukte, die einen 

ternären Komplex (in vitro) bilden können, durch Serum in NIH 

3T3-Zellen (Shaw et al., 1989b) bzw. durch Photbolester (aber 

nicht durch Serum) in BALB/c 3T3-Zellen (Graham & Gilman, 
1991) induziert werden können, habe ich untersucht ob p62TCF­

abhängige DMS-Protektionen an den Positionen -319 und -318 

nach Stimulation von c-fos in F9-Zellen mit TPA sichtbar werden. 

Es ließ sich jedoch weder 15 min noch 60 min nach TPA­

Behand1ung eme verstärkte Protektion der Guanine -319 und 

o· 

3T3 F9 

15' 60' 

- tos 
jun 

GAPDH 

/... 

o· 15· 60' 

Abb. 7 "Nuclear run-on"-Analyse der Transkription in NIH 3T3-Zellen und F9-

Teratokarzinom-Stammzellen, die für verschiedene Zeiten (0, 15 bzw. 60 min) mit 

TPA behandelt wurden. fos, c-fos-Gen; jun, c-jun-Gen; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase-Gen; A-, Lambda-Phagen-DNA als Kontrolle für unspezifische 

Hybridisierung. Im Falle der F9-Zellen wurden I 0 mal mehr radioaktiv markierte 

Transkripte zur Hybridisierung verwendet als im Falle der NIH 3T3-Zellen. 
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-318 feststellen, obwohl die c-fos-Transkription in den F9-Zellen 
durch TPA genauso stark wie in NIH 3T3-Zellen induziert wurde 
(Abb. 7). Die Transkriptionsraten des c-fos-Gens wurden durch 

"nuclear run-on"-Analysen mit Kernen bestimmt, die aus parallel 

zu den für die in vivo "footprinting"-Analysen behandelten Zellen 
präpariert wurden. Um die basale Transkription m F9-Zellen 
messen zu können, mußten jedoch zehnmal mehr radioaktiv 

markierte Transkripte zur Hybridisierung eingesetzt werden als 
im Falle der NIH 3T3-Zellen. Dies bedeuted, daß in F9-Zellen bei 
gleicher lnduzierbarkeit des c-fos-Gens durch TP A, die basale 
Transkription im Unterschied zu NIH 3T3-Zellen stark reduziert 
ist. Um auszuschließen, daß eine mögliche TPA-induzierte 
Protektion der Guanine -319 und -318 deshalb nicht detektiert 

Abb. 8 Gelretardationsanalyse mit Zell­

kernextrakten (ChI oroq u in-In terkal a t i on s­

extrakte, Schröter et al., 1987) aus NIH 3T3-

und F9-Zellen. a. Sequenzen der benutzten 

01 i gon u kleotid- Proben; Klein buchst aben 

bezeichnen Linker-Sequenzen; mutierte 

Nukleotidpositionen sind durch Linien 

markiert. b. Gelretardationsanalyse; ci, 

Komplex I; eil, Komplex II; f, freies 

markiertes Oligonukleotid; comp., 

Kompeti tor-0 Ii gon u kleo ti d ( 1 00-facher 

molarer Überschuß); fp; Oligonuk1eotid, das 

einer Sequenz aus dem 5 '-nichttranslatierten 

Bereich (+16 bis +37) des c-fos-Gens 

entspricht und keine Sequenzhomologie zur 

SRE-Sequenz aufweist (Büscher et al., 1988; 

Härtig et al., 1991). 

5 1 

a. 

b. 

SRE 

5' 
cg TIACACAGGATGTCCATATTAGC'.J\f~ATCT 

MTGTGTCCTACAGGTATMTCCTGTAG/Igc 5 · 
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wurde, weil TPA die c-Fos-Expression in nur emer Minderheit 

der Zellen induziert hat, habe ich die c-Fos-Expression 90 min 

nach TP A-Gabe durch indirekte Immunfluoreszens mit Hilfe von 

anti-Fos-Antikörpern untersucht. TPA induzierte die Expression 

von c-Fos in praktisch allen Zellen (Daten nicht gezeigt). Die 

genomischen "footprinting" -Experimente deuten also auf ein 

Fehlen der ternären Komplexbildung in F9-Zellen in vivo hin. Um 
zu klären, ob p62TCF in F9-Zellen vorhanden ist bzw. ob sich ein 

ternärer Komplex ausbilden kann, habe ich Gelretardations­

experimen te mit Zellkernextrakten und einem radioaktiv 

markierten SRE-Oligonukleotid (s. Abb. 8a) als Probe 

durchgeführt. Bindet ein Protein an die Oligonukleotid-Probe, 

dann ensteht ein im Polyacrylamidgel, im Vergleich zum freien 

Oligonukleotid, langsamer wandernder DNA-Protein-Komplex. 

Abb. 8b zeigt, daß mit Extrakten aus NIH 3T3-Zellen (Bahn 1) und 

aus F9-Zellen (Bahn 4) jeweils zwei Komplexe, Komplex I (ci) und 

Komplex li (cii) genannt, entstehen. Diese Komplexe wurden 

schon von Shaw et al. (1989b) beschrieben. Die Komplexe sind 
spezifisch, da sie sich mit einem Überschuß an nicht-markiertem 

SRE-Oligonukleotid (Bahnen 2 und 5), jedoch nicht durch ein nicht 

verwandtes Oligonukleotid (Bahnen 3 und 6) kompetieren lassen. 

Komplex li enspricht dem von Shaw et al. (1989b) beschriebenen 

ternären Komplex: Mit einem mutierten SRE-Oligonukleotid, SREel 

(s. Abb. 8a), das so mutiert ist, daß sich kein ternärer Komplex 

mehr bilden kann (Shaw et al., 1989b), bildet sich Komplex li 

nicht sondern nur Komplex I (Abb. 8b, Bahnen 7 und 8). 

Diese Experimente zeigen also, daß p62TCF zwar in F9-Zellen 

vorliegt, in vivo aber nicht an der Komplexbildung beteiligt ist. 

2. Die Bildung des ternären Komplexes ist keine Voraus­
setzung für die Induktion von c-fos durch Phorbolester 
oder Serum 
Falls p62T CF in vivo tatsächlich nicht an der Multiprotein­

komplexbildung über dem c-fos-SRE beteiligt ist, wie es durch die 

genomischen "footprinting" -Experimente nahegelegt wird, sollte 

ein c-fos-Promotor-Konstrukt, das zwar noch SRF binden kann, 

aber keinen ternären Komplex mehr ausbildet, nach Transfektion 

in F9-Zellen in gleichem Maße durch TP A induzierbar sein wie ein 
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Wildtyp-Promotorkonstrukt. Wenn dagegen die Bildung des 
ternären Komplexes, wie er in NIH 3T3-Zellen in vivo auftritt, für 
die Induktion der c-fos-Transkription notwendig ist, dann sollte 
der mutierte c-fos-Promotor in NIH 3T3-Zellen nicht induzierbar 
sein. Um diese Möglichkeiten zu überprüfen, wurden 
entsprechende M aus-c -fos- Promotor-CA T- Fusionskonstrukte 
zusammen mit emem das menschliche a- G 1 ob in- Gen 

exprimierenden Plasmid (Gilman, 1988) in F9- und NIH 3T3-
Zellen transient transfiziert. Die c-fos-Promotor-Konstrukte 
enthielten entweder den Wiltyp-Promotor von Position -356 bis 

+ 109 ( -3 56wt) oder einen mutierten Promotor mit einer 
Punktmutation ( -356pm18) in den p62TCF- Kontaktstellen, die 

eine ternäre Komplexbildung verhindert (Graham & Gilman, 
1991). Das a-Globin-Konstrukt diente als interne Kontrolle für die 

Transfektionseffizienz und die erhaltenen RNA-Mengen. Die von 
den Gen-Konstrukten synthetisierten RNA-Mengen wurden durch 
RNase-Protektionsanalyse in unbehandelten Zellen und Zellen, die 
für 45 min mit TP A oder Serum behandelt wurden, bestimmt 

(Abb. 9). Bei der RNase-Protektionsanalyse wird eme m 
Anwesenheit von 32P-markiertem CTP in vitro synthetisierte 

RNA-Sonde mit aus den transfizierten Zellen isolierter RNA 

hybridisiert und anschließend mit RNase behandelt (Melton et al., 
1984). Die mit der Probe hybridisierten, doppelsträngigen RNA­
Bereiche sind dabei gegen RNase-Abbau geschützt und können auf 
einem denaturierenden Polyacrylamidge1 aufgetrennt werden. Die 
RNA-Sonde wurde so konstruiert (Gilman, 1988), daß sie nach 
Hybridisierung unterschiedlich lange Fragmente von den 
Transkripten des endogenen c-fos-Gens und von den 

transfizierten fos-CAT- Fusionskonstrukten schützt (s.Abb. 9c ). 
Man kann somit die Transkriptmengen vom endogenen Gen und 
diejenigen von den transfizierten c-fos-Promotor-Konstrukten in 

einem Schritt bestimmen. Das. mutierte Promotorkonstrukt und 
das Wildtyp-Promotorkonstrukt können sowohl in F9-Zellen (Abb. 

9a) als auch in NIH 3T3-Zellen (Abb. 9b) durch TPA und Serum in 

vergleichbarem Maße induziert werden. Normalisiert man die 
Transfektionseffizienz auf die interne a-Globin-Kontrolle, so ist 

das generelle Niveau der Transkription des mutierten c-fos­
Promotorkonstruktes in NIH 3T3-Zellen, nicht jedoch in F9-Zellen, 
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Abb. 9 RN ase-Protektions-

analyse der Expression von c­

fos-Promotorkonstrukten in 

F9-Teratokarzinom-S tamm­

zellen (a.) und in NIH 3T3-

Zellen (b.). Die Zellen wurden 

entweder mit einem Wildtyp 

(-356wt) oder einem punkt­

mutierten (-356pml8) c-fos­

Promotor-CA T -Pu si on skon­

strukt (Graham & Gilman, 

1991), zusammen mit einem 

a-Glo bin-Kon trollplasmid 

(Gilman, 1988), transient 

transfiziert. NIH 3T3-Zellen 

wurden nach der Transfektion 

für 36h in DMEM/0.5% FCS 

kultiviert. Die Zellen wurden 

entweder unbehandelt ge-

a. 

c. 

-356wt -356pm18 

<( '- <( .... 

8 0..(!)80..(!) 
1- (/) 1- (/) 

b. -356wt -356pm18 

]T 

]E 

Ja 

lassen (Co) oder mit TPA (IOOng/ml Endkonzentration) bzw. mit Serum (Medium mit 

20% FCS) behandelt. 45 min später wurde aus den Zellen RNA präpariert. T, Fragment 

der RNA-Sonde, das von der mRNA der transfizierten c-fos-Promotorkonstrukte 

geschützt wird; E, Fragment der Sonde, das von den endogenen c-fos-Transkripten 

geschützt wird; a, a-Giobin-Sondenfragment, das von Transkripten des a-Globin-

Kontrollplasmids protektiert wird. c. Schematische Darstellung der verwendeten c­

fos-RNA-Sonde und der entstehenden protektierten Fragmente (Gilman, 1988). Die 

obere Linie stellt die verwendete DNA-Matrize dar. Scharzer Pfeil, Startpunkt der SP6 

RNA-Polymerase; Schattierter Pfeil (unten), Startstelle für c-fos-Transkripte; Hindiii, 

Restriktionsschnittstelle, mit der das Matrizen-Plasmid vor der Transkription 

linearisiert wurde. Die Linie darunter markiert die von dieser Matrize transkribierte 

RNA-Sonde; darunter sind die Sondenfragmente dargestellt, die von den endogenen c­

fos-Transkripten bzw. von den Transkripten der transfizierten Konstrukte geschützt 

werden. Die Kästchen symbolisieren c-fos-Sequenzen; punktierte Kästchen stehen für 

transkribierte c-fos-Sequenzen. Die dicke Linie markiert Linker-Sequenzen, die 

sowohl in der Probe als auch in den c-fos-CAT-Transkripten, nicht jedoch in der 

endogenen c-fos-mRNA enthalten sind. 
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niedriger als das vom Wildtyp-Konstrukt. Dies ist zu erwarten, 
wenn die p62TCF -Bindung die Basalexpression des c-fos-Gens 

kontrolliert, in F9-Zellen jedoch nicht zum Tragen kommt. 
Die Seruminduzierbarkeit in NIH 3T3-Zellen blieb auch in 

Konstrukten erhalten, die das SREel-Oligonukleotid (s. Abb. 8a) 
vor dem Herpes-Simplex-Thymidinkinase-(tk)-Promotor oder nur 
vor einer heterologen TATA-Sequenz (aus dem Xenopus-Albumin­
Gen) und dem CAT-Gen enthielten. Abb. 10 zeigt das Ergebnis 
eines solchen Experimentes. Ein SRE, das zwar SRF bindet, jedoch 
keinen ternären Komplex mehr bilden kann, vermittelt also 
sowohl im Kontext des gesamten c-fos-Promotors als auch 

Serum + + + + + + 
SRE- SREel-

tkCAT tkC?.T tkCAT TATA-CAT TATA-CAT 

Abb. 10 Bestimmung der CAT-Expression in NIH 3T3-Zellen, die mit den 

angegebenen CAT-Konstrukten transient transfiziert wurden. Die Zellen wurden nach 

der Transfektion für 36h in DMEM/0.5% FCS gehalten. -, unbehandelte Zellen; +, 

Zellen, die für 16h mit DMEM/20% FCS behandelt wurden. Danach wurden Zellextrakte 

hergestellt und die CAT-Aktivität nach Gorman et al. (1982) bestimmt. Die 

verwendeten Konstrukte entstanden durch Klonierung der SRE- und SREel­

Oligonukleotide (s. Abb. 8a) in die Accl-Schnittstelle des Vektors pBLCAT4 (Büscher 

et al., 1988), (tkCAT-Konstrukte), bzw. des Vektors pTATA-CAT (König et al., 1989), 

(TATA-CAT-Konstrukte). 
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isoliert, in heterologem Sequenzzusammenhang, eme unverändert 
starke Induktion der c-fos-Transkription. 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der in vivo 

"footprinting" -Analysen in F9-Zellen legen es diese Ergebnisse 
nahe, daß die Bildung des ternären Komplexes keine unabdingbare 

Voraussetzung für die Induktion der c-fos-Transkription durch 
Serum und durch Phorbolester ist. p62T CF scheint jedoch die 

Basalexpression des c-fos-Promotors zu erhöhen. 

3. Untersuchung der in vivo Phosphorylierung von SRF 
während der Induktion von c-fos durch Phorbolester 
Obwohl es in vivo offensichtlich zelltyp-spezifische Unterschiede 
in der Multiproteinkomplex-Bildung über dem c-fos-SRE gibt, so 
ändert sich die Bindung der Proteine an das SRE während der 
Induktion von c-fos durch Phorbolester (diese Arbeit; König, 
1991) oder Wachstumsfaktoren (Herrera et al., 1989) nicht. Dies 
legt es nahe, daß die SRE-vermittelte Regulation des c-fos-Gens 
über konstitutiv an die DNA bindende Proteinkomplexe erfolgt. 
Hierbei könnten Protein-Modifikationen oder Wechselwirkungen 
mit anderen Proteinen beteiligt sein. Da die Bindung von SRF an 

das SRE sowohl für die positive als auch für die negative 
Regulation von c-fos über das SRE notwendig ist (Greenberg et al., 
1987; Treisman, 1987; Leung & Miyamoto, 1989; Shaw et al., 
1989a; Rivera et al., 1990) und da bekannt ist, daß SRF 

phosphoryliert ist (Prywes et al., 1988; Manak et al., 1990), lag es 
nahe zu untersuchen, ob die transiente Aktivierung der c-fos­
Transkription durch Phorbolester eventuell mit Veränderungen 

im Phosphorylierungsmuster von SRF einhergeht. Um das SRF­
Protein analysieren zu können, habe ich zunächst Antiseren gegen 
SRF in Kaninchen erzeugt. Hierzu wurde ein Expressionsplasmid 
konstruiert, das die Sequenzen des bakteriellen trpE-Proteins vor 
der menschlichen SRF-cDNA (Norman et al., 1988) enthielt. Mit 
Hilfe dieses Konstruktes wurde ein trpE-SRF-Fusionsprotein in E. 

coli exprimiert und durch Gelelektrophorese gereinigt. Dieses 
Fusionsprotein wurde dann zur Immunisierung der Kaninchen 

verwendet. Die Spezifität der so erhaltenen Seren ist in Abb. 11 
gezeigt. Die Antiseren erkennen sowohl SRF, das in vitro in einem 

Retikulocytenlysat synthetisiert wurde m Immunpräzipitationen 
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A 358-SRF 

kD B c 

f 

Ahh. 11 Untersuchung der Spezifität der erzeugten anti-SRF-Antiseren. A. Immun­

präzipitationen von [35S]Methionin markiertem, in vitro synthetisiertem SRF aus 

Kaninchen-Retikulocytenlysat mit verschiedenen Kaninchen-Antiseren. Die 

Immunpräzipitate wurden auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel (PAGE) aufgetrennt. 

M, Protein-Größenmarker; PIS, Präimmunserum; J4-J6, Antiseren von Kaninchen 

"Jacky" nach 4-6. Antigeninjektion ("boost"); S3 Antiserum von Kaninchen "Sam" nach 

3. Antigeninjektion. ß. "Western-blot"-Analyse von Kernextrakt aus TPA­

stimulierten (90 min, lOOng/ml) HeLa-Zellen mit anti-SRF-Antiserum (aSRF, S3) und 

Präimmunserum (PIS), nach Auftrennung der Proteine auf einem l 0% SDS-PAGE. Die 

Balken neben den Gelspuren markieren Größen von Markerproteinen (in kD). C. 

Gelretardationsanalyse mit einer radioaktiv markierten SRE-Oligonukleotidprobe (s. 

Abb. 8a) und Kernextrakt aus TPA-stimulierten HeLa-Zellen (s. o.). - , ohne Serum; 

PIS, mit Präimmunserum (lJ.Ll); aSRF, mit anti-SRF Antiserum (S3, lJ.Ll); cl, Komplex I; 

eil, Komplex II; f, freie Oligonukleotid-Probe. Die Extrakte wurden mit den Seren (und 

unspezifischer Kompetitor-DNA, s. Material und Methoden) für 20 min auf Eis 

vorinkubiert, bevor die Oligonukleotidprobe zugegeben wurde. Die weitere Inkubation 

erfolgte wie unter Material und Methoden beschrieben. 

(Abb. 11 A), als auch SRF-Protein aus Kernextrakten, das nach 
denaturierender Auftrennung über ein SDS-Polyacrylamidgel auf 
e1ner Membran immobilisiert wurde ("Western-blotting", Abb. 
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llB). Im "Western-blot" wird außer der erwarteten Bande bei 

67kD zusätzlich eine Bande bei ca. 90kD erkannt. Die Antiseren 

beeinflußen außerdem das Wanderungsverhalten der SRF-haltigen 

DNA-Protein-Komplexe (I und II) in Gelretardationsanalysen mit 
einem radioaktiv markierten SRE-Oligonukleotid (Abb. 11C) und 

erkennen somit SRF auch unter nativen Bedingungen. 

Zur Analyse der SRF-Phosphorylierung wurden F9-Zellen für 165 
min mit [32P]Orthophosphat markiert, das Zell-Lysat mit anti-SRF­

Antiserum immunpräzipitiert und das Präzipitat auf einem SDS­

Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abb. 12A). Verglichen mit dem 
Präzipitat des Präimmunserums (Abb. 12A, Bahnen 1-3) sind zwei 

spezifische Phosphoprotein-Banden zu sehen (Bahnen 4-6), wobei 

die Hauptbande das Molekulargewicht von SRF von 67kD aufweist 
(Treisman et al., 1987; Schröter et. al., 1987; Norman et al., 1988). 

Bei dieser (eindimensionalen) Analyse war keine Änderung im 

Laufverhalten von SRF und in der Menge des in SRF eingebauten 

Phosphats zwischen unbehandelten und für 15 bzw. für 45 min 

mit TPA behandelten Zellen feststellbar. Um mögliche subtile Ver­

änderungen in der Phosphorylierung von SRF zu erfassen, wurden 

zweidimensionale Phosphopeptid-Analysen durchgeführt. Hierzu 
wurden die (wie in Abb. 12A) aufgetrennten Immunpräzipitate 

auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert, die SRF-Banden 

ausgeschnitten und das Protein mit Chymotrypsin gespalten. Die 

erhaltenen Peptide wurden zweidimensional (1. Dimension 

Dünnschichtelektrophorese; 2. Dimension Dünnschichtchromato­

graphie) aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar 
gemacht (Abb. 12B). Das so erhaltene Phosphopeptidmuster 

umfaßt mehre Signale, die sich mit Ausnahme eines schwachen 

Signals, das nur in unbehandelten F9-Zellen auftritt (s. Pfeil in 

Abb. 12B, Co), nach TPA-Behandlung der Zellen nicht ändern. 

Dieses schwache Peptidsignal wurde m zwei unabhängigen 

Experimenten nur mit SRF aus unbehandelten Zellen erhalten. Ein 

gänzlich unverändertes Phospopeptid-Muster wurde nach 

Trypsinspaltung von SRF aus HeLa-Zellen und A431-Zellen vor 

und nach Behandlung mit Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) 

berichtet (Prywes et al., 1988; Manak et al., 1990), so daß die 

Phosphorylierung von SRF in diesen Zellen eher eine konstitutive 

als eine durch Wachstumsfaktoren induzierte Modifikation sem 
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Abb. 12 Analyse der in vivo Phosphorylierung von SRF in F9-Teratokarzinom-

Stammzellen vor und nach Behandlung mit TP A. A. SDS- Polyacry lamidgel-

Auftrennung von Immunpräzipitaten aus Lysaten [32p]Orthophosphat-markierter 

Zellen. PIS, Präimmunserum; a SRF, anti-SRF Antiserum (S3); M, Protein-

Größenmarker; Co; unbehandelte Zellen; 15', 45', Zellen, die für 15 bzw. 45 min mit 

TPA (1 OOng/ml Endkonzentration) behandelt wurden; Pfeil markiert SRF-Bande. B. 

Zweidimensionale Phosphopeptidanalyse von immunpräzipitiertem SRF (nach 

Chymotrypsinspa!tung) aus unbehandelten (Co) und für 15 bzw. 45 min mit TPA 

behandelten F9-Zellen (s. Material und Methoden). Der Pfeil markiert das 

Peptidsignal, das nur mit SRF aus unbehandelten Zellen erhalten wurde. 
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könnte. Ob die Veränderung des schwachen Peptidsignals in F9-

Zellen spezifisch für die TP A-Behandlung ist und ob diese 

Veränderung funktionell relevant ist müssen weitere 
Untersuchungen zeigen. 

B. Induzierte DNA-Protein-Komplexe in vivo in der 
antagonistischen Regulation des Kollagenase-Gens durch 
Phorbolester und Glucocorticoide bzw. AdEla 

Das c-fos-Gen stellt ein Ziel für eine Vielzahl extrazellulärer 

Signale dar und sein Produkt wandelt die einkommenden Signale 

in längeranhaltende Veränderungen in der Genexpression um (als 

Übersichtsartikel s. Curran, 1988; Herrlich & Ponta, 1989). Ein Gen, 

dessen Aktivierung durch Phorbolester-Tumorpromotoren von 
der Expression des c-fos-Gens abhängig ist, ist das Kollagenase 

(Typ 1)-Gen (Schönthal et al., 1988a, b). Das c-Fos-Protein 

aktiviert die Transkription des Kollagenase-Gens über den 

Transkriptionsfaktor AP-1, den es zusammen mit Mitgliedern der 

Jun-Proteinfamilie bildet (Curran & Franza, 1988 und Referenzen 

darin). Phorbo1ester bzw. AP-1 aktivieren die Transkription des 

Kollagenase-Gens über ein Enhancer-E1ement in dessen 5 "­

flankierendem Bereich (s. Abb. 13), dem TRE ("TPA-responsive 

element", Angel et al., 1987a, b). Das TRE ist auch das Element, das 

die Hemmung der Transkription durch Glucocorticoide und das 

Adenovirus E1a (AdE1a)-Protein vermittelt (Lucibello et al., 1990; 

Jonat et al., 1990; Schüle et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; 

Offringa et al., 1990). Obwohl das TRE für die Induktion der 

Kollagenase-Gen-Transkription absolut notwendig ist, werden für 

die volle Induktion noch andere Sequenzen distal vom TRE 

benötigt (Angel et al., 1987 a; Au er et al., Manuskript in 
Vorbereitung). Durch in vitro DNase 1-Protektionsexperimente 

wurde die Bindung von Proteinen an verschiedene Stellen distal 

vom TRE nahegelegt (Angel et al., 1987b). Im Gegensatz zu der 

Transkriptionsaktivierung von "immediate early"-Genen wie dem 

c-fos- oder dem c-jun-Gen, ist die Aktivierung der Transkription 

des Kollagenase-Gens durch Phorbolester von de novo Protein-
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Abb. 13 Nukleotidsequenz des 5'-flankierenden Bereiches des 

menschlichen Kollagenase-Gens (Angel et al., 1987a) mit den 

Positionen der für die ligationsvermittelte PCR verwendeten 

Oligonukleotid-Primer. Zahlen über der Sequenz bezeichnen die 

Nukleotidpositionen bezogen auf den hauptsächlich benützten 

Startpunkt der Transkription ( + 1, langer schattierter Pfeil; der kurze 

schattierte Pfeil symbolisiert einen schwachen Transkriptionsstart bei 

Position -5, Angel et al., 1987a). Die Pfeile (1, 2, 3) markieren die 

Position der Primer 1, 2 und 3 zur Amplifikation der genorniseben 

Fragmente (vgl. Abb. 2) des kodierenden Stranges (Pfeile unter der 

Nukleotidsequenz) und des nicht-kodierenden Stranges (Pfeile über 

der Nukleotidsequenz). Die TRE-Sequenz ist eingerahmt und schattiert. 

synthese abhängig (Angel et al., 1987a; diese Arbeit). Es stellte 
sich somit die Frage, ob im Gegensatz zu der konstitutiven 
Proteinbindung am c-fos-SRE, die Phorbolesterinduktion des 
Kollagenase-Gens mit der Bindung von Proteinen an Sequenzen 
des Kollagenase-Promotors in vivo einhergeht und wie 
Glucocorticoide und AdEla mit der AP-1-vermittelten Aktivierung 
über das TRE interferieren. 
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1. Die Aktivierung der Transkription des Kollagenase­
Gens durch TPA geht mit der Bindung von Proteinen an 
den Promotor des Gens in vivo einher 
Um zu untersuchen, ob die Behandlung von Zellen mit 
Phorbolestern zu emer Bindung von Proteinen an den 

Kollagenase-Promotor führt, wurden in vivo DMS-"footprinting"-

TPA 

c 30' 2h 6h lOh 

Coll. 

j u n 

TPA+Anisom ein 

30' 2h 6h 10h 

j u n 

Abb. 14 "Nuclear run-on"-Analyse der Transkription in primären menschlichen 

Hautfibroblasten (CRL 1497), die entweder unbehandelt belassen wurden (C) oder für 

die angegeben Zeiten (30', 2h, 6h, lOh) mit TPA oder TPA und Anisomycin behandelt 

wurden. Coll., Kollagenase-Gen; jun, c-jun-Oen; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat­

Dehydrogenase-Gen; A., Hybridisierung der Transkripte mit Lambda-Phagen-DNA als 

Kontrolle für unspezifische Hybridisierung. Die Zellen wurden vor der TPA­

Behandlung (lOOng/ml Endkonzentration) für 48h in DMEM/0.5% FCS kultiviert. Im 

Falle der Behandlung mit Anisomycin (lOOj.tg/ml Endkonzentration) wurden die Zellen 

für 20 min mit Anisomycin inkubiert, bevor TP A zugegeben wurde. 
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Experimente in pnmaren menschlichen Hautfibroblasten (CRL 
1497) durchgeführt, die für unterschiedliche Zeiten (30 min, 2h, 
6h, lOh) mit dem Photbolester TPA behandelt wurden. Diese 
Zellen zeigen nur eine geringe Basalexpression des Kollagenase­
Gens und die Transkription des Kollagenase-Gens kann durch TP A 
stark stimuliert werden (P. Angel, unveröffentlichte Daten). Die 
Positionen der für die ligationsvermittelte PCR verwendeten 
Oligonukleotid-Primer sind 1n Abb. 13 gezeigt. Die 
Transkriptionsrate des Kollagenase-Gens (und im Vergleich dazu 
diejenige des lEG c-jun) wurde mit Zellkernen, die aus parallel zu 
den für die in vivo "footprinting"-Analysen behandelten Zellen 
präpariert wurden, bestimmt (Abb. 14). Die Transkription steigt 
30 min nach TP A-Behandlung an und erreicht ein Maximum nach 
6h. 1 Oh nach TP A-Behandlung ist die Transkriptionsrate wieder 
geringer. Im Gegensatz hierzu wird die c-jun-Transkription nach 
30 min bereits wieder abgeschaltet (Abb. 14, oberer Teil). Die 
TPA-induzierte Transkription des Kollagenase-Gens ist fast 
vollständig von de novo Proteinsynthese abhängig. Werden die 
Zellen in Gegenwart des Proteinsyntheseinhibitors Anisomycin mit 
TPA behandelt, so ist nur noch eine marginale Erhöhung der 
Transkription feststellbar, während die Transkription des c-jun­
Gens, wie die anderer IEGs ( Greenberg et al., 1986) in 
Abwesenheit von Proteinsynthese gesteigert wird (Abb. 14, 
unterer Teil). Die Transkription des G APDH-Gens blieb 
unverändert (Abb. 14 ). 

Betrachtet man parallel zu den Transkriptionsmessungen die in 

vivo DMS-Reaktivität 1m 5'-flankierenden Bereich des 
Kollagenase-Gens (Abb. 15), so zeigen sich in unbehandelten Zellen 
(verglichen mit proteinfreier, in vitro methylierter DNA) 
schwache DMS-Protektionen und eine schwache DMS­
Hyperreaktivität von Guaninen in der TRE-Sequenz (Abb. 15; 
Bahnen 7 und 8, 9 und 10). Behandlung der Zellen mit TPA 
verstärkt die Protektionen und die Hyperreaktivität nach 2h, eine 
weitere Verstärkung ist nach 6h feststellbar (Bahnen 4-7 und 10-
13, s. auch Abb. 19A und quantitative Auswertung in Abb. 19B). 
Nach 1 Oh TP A-Behandlung tritt wieder eine leichte Reversion der 
Veränderungen in der DMS-Reaktivität ein (erkennbar in Bahn 14; 
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Abb. 15 In vivo DMS-"footprinting" des 5 '-flankierenden Bereiches des 

Kollagenase-Gens in primären menschlichen Hautfibroblasten (CRL 1497), die 

entweder unbehandelt belassen wurden (C) oder für die angegebenen Zeiten (30', 2h, 

6h, lOh) mit TPA oder TPA und Anisomycin (An.) behandelt wurden. n, in vitro 

methylierte, proteinfreie ("nackte") genornisehe DNA. Bereiche der Promotorsequenz 

(Angel et al., 1987a), die durch DNase I-"footprinting" als Proteinbindungsstellen in 

vitro definiert wurden (Angel et al., 1987b) sind eingerahmt (mit 1-5 bezeichnet). 

Die Zahlen rechts von der Sequenz geben die Nukleotidpositionen in Bezug auf den 

Startpunkt der Transkription ( + 1) an. Die Numerierung unterscheidet sich von 

derjenigen in Angel et al. (1987a) (s. Abb. 13) um eine Nukleotid, aufgrund eines bei 

den in vivo "footprinting"-Experimenten gefundenen, zusätzlichen Guanins zwischen 

den ursprünglichen Nukleotidpositionen -61 und -62. Dieses Guanin wurde auch bei 

der Sequenzierung von klonierten Kollagenase-Promotorsequenzen gefunden (H.-P. 

Auer, unveröffentlichte Daten). Punktierter Bereich in Box 2, TRE (Angel et al., 

1987b); punktierter Bereich überlappend mit Box 3, PEA3-Erkennungssequenz 

(Gutman & Wasylyk, 1990). Nach oben gerichtete Pfeile symbolisieren DMS­

Hyperreaktivitäten, nach unten gerichtete Pfeile DMS-Protektionen. Die Zellen wurden 

vor der TPA-Behandlung (lOOng/ml Endkonzentration) für 48h in DMEM/0.5% FCS 

kultiviert. Im Falle der Behandlung mit Anisomycin (lOOJ.tg/ml Endkonzentration) 

wurden die Zellen für 20 min mit Anisomycin inkubiert, bevor TPA zugegeben wurde. 

in Bahn 3 wurde weniger Probe auf das Gel geladen, normalisiert 
auf unveränderte Banden tritt ebenfalls eine leichte 
Abschwächung der Protektion auf). Interessanterweise induziert 
TPA auch Veränderungen im DMS-Reaktivitätsmuster an 
Promotorregionen proximal (Box 1) und distal (Boxen 3-5) vom 
TRE (Abb. 15). Diese Bereiche wurden ursprünglich durch DNase 1-
"footprinting"-Experimente als Proteinbindungsstellen in vitro 

identifiziert (Angel et al., 1987b). Eine dieser Bindungsstellen (Box 
3) enthält eine PEA3-Erkennungssequenz, die den Transkriptions­
faktor PEA3 bindet und mit dem TRE synergistisch in Bezug auf 
die Phorbolesterinduktion wirkt (Gutman & Wasylyk, 1990). Die 
Proteine, die mit den anderen Bindungsstellen interagieren, sind 
bisher unbekannt. Der Zeitverlauf der TPA-induzierten 
Veränderungen in der DMS-Reaktivität der PEA3-Sequenz ist 
identisch mit dem für die Besetzung des TREs (Abb. 15). Wird die 
Proteinsynthese während der TP A-Induktion durch Anisomycin 
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gehemmt (für 2h und 6h), bleiben die Veränderungen im DMS­
Reaktivitätsmuster an den Proteinbindungsstellen, einschließlich 
des TRE, aus (Abb. 15, Bahnen 1 und 2, 15 und 16). 

Die Besetzung des Kollagenase-TRE und davon distal liegender 
Bindungsstellen mit Proteinen in vivo korreliert also zeitlich mit 
der transkriptioneilen Aktivierung des Kollagenase-Gens nach 
Induktion durch TP A. 

2. Die TPA-induzierten DMS-Reaktivitätsveränderungen 
am TRE in vivo beruhen auf der Interaktion mit AP-1 
Um zu prüfen, ob das in lebenden Zellen erhaltene DMS­
Reaktivitätsmuster am TRE auf der Bindung von AP-1 beruht, 
habe ich in vitro DMS-Protektionsanalysen mit affinitäts­
gereinigtem AP-1 und klonierten Kollagenase-Promotorsequenzen 
durchgeführt. Die verwendete AP-1-Fraktion ist in Abb. 16B nach 
Auftrennung auf einem SDS-Polyacrylamidgel und anschließender 
Silberfärbung gezeigt. Die Fraktion enthält außer der deutlich 
sichtbaren Ion-Proteinbande (im Bereich von 45kD) auch Pos­
Protein (nur sehr schwach erkennbar als heterogene Bande 
zwischen 50kD und 60kD). Dies wurde durch die Interferenz von 
anti-Fos-Antiserum mit dem von der AP-1-Fraktion gebildeten 
DN A-Protein- Komplex in Gelretardationsanalysen nachgewiesen 
(Daten nicht gezeigt). Das mit dieser Fraktion erhaltene in vitro 

DMS-Reaktivitätsmuster (Abb. 16A) ist mit dem am TRE in vivo 

erhaltenen Muster identisch (vgl. Abb. 15, Abb. 19 und Abb. 21). 
Das am weitesten distal gelegene Guanin im TRE, das in vivo 

schwach geschützt wird, kann in vitro auch durch 
nichtfraktionierte Kernextrakte aus TP A -induzierten HeLa-Zellen 
nicht geschützt werden (Daten nicht gezeigt). Die Experimente 
legen es somit nahe, daß AP-1 oder ein sehr nahe verwandter 
Proteinkomplex nach Phorbolesterstimulation an das TRE in vivo 

bindet. 
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Abb. 16 In vitro DMS-Reaktivität am Kollagenase-TRE nach Bindung von gereinigtem 

AP-1. A. Guanin-Leiter für den kodierenden und nicht-kodierenden Strang. -, ohne 

Protein; AP-1, mit affinitätsgereinigtem AP-1. Symbole wie in Legende zu Abb. 15. ß. 

Silberfärbung der verwendeten AP-1-Fraktion nach Auftrennung auf einem 10% SDS­

Polyacrylamidgel. Das AP-1 wurde aus Kernextrakten von HeLa-Zellen 

affinitätsgereinigt Die Zellen wurden vor der Extraktpräparation für 90 min mit 

100ng/ml TPA (Endkonzentration) behandelt. M, Protein-Größenmarker; AP-1, 

affinitätsgereinigte AP-1-Fraktion. 
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3. Mögliche Mechanismen für den Antagonismus zwischen 
Glucocorticoidrezeptor und AP-1 
Es ist seit langem bekannt, daß der tumorpromovierenden 
Wirkung von Phorbolestern durch Applikation von Glucocorticoid­
hormonen entgegengewirkt werden kann (Nelson, 1962; Belman & 

Troll, 1972; Scribner & Slaga, 1973). Darüberhinaus konnte von 
verschiedenen Gruppen gezeigt werden, daß die durch 
Phorbolester induzierte Transkription AP-1-abhängiger Gene 

durch Glucocorticoidhormone (Mordacq & Linzer, 1989; Diamond 
et al., 1990; Lucibello et al., 1990; Jonat et al., 1990; Schüle et al., 
1990; Yang-Yen et al., 1990b) und durch das Adenovirus Ela­

Protein (AdEla) (Offringa et al., 1988 und 1990) reprimiert wird. 
Die Hemmung durch Glucocorticoide erfolgt über emen vom 

AP-1 

-----ICJt-----'--~ 
TRE 

TPA + 
~ 

~ ~~gt 
TRE 

AP-1 

@:) ~ 
'4. jl L 

a. -----ICJI---...__-
TRE 

~b. 
eo / 

+Dex. 

~ 
c. 

TRE 

Abb. 17 Schematische Darstellung möglicher Mechanismen für den Antagonismus 

zwischen Glucocorticoidrezeptor (GR) und AP-1 am TRE des Kollagenase-Gens (s. auch 

Text). Dex., Dexamethason. Die waagrechten Linien mit dem Kästchen (TRE) 

symbolisieren den 5 '-flankierenden Bereich des Kollagenase-Gens; die Anzahl der 

Pfeile darauf zeigt die Transkriptionsaktivität an. 
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Glucocorticoidrezeptor (GR) abhängigen Mechanismus über die 

Bindungsstelle des Transkriptionstaktors AP-1, das TRE (Lucibello 

et al., 1990; Jonat et al., 1990; Schüle et al., 1990; Yang-Yen et al., 

1990b). Experimente verschiedener Gruppen legen es nahe, daß 

der GR und AP-1-Proteine, in vitro, über Protein-Protein­

Interaktionen assoziieren können (Diamond et al., 1990; J onat et 

al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; Touray et al., 1991). 

Für die Hemmung der AP-1-Aktivität durch den GR sind 

verschiedene Mechanismen denkbar (s. Abb. 17). Ein 

Mechanismus könnte die Kompetition von AP-1 und dem GR um 

die Bindung an das TRE sein (Abb. 17, a.). Diese Möglichkeit 

erscheint jedoch aufgrund der fehlenden Sequenzhomologie des 

TRE mit der GR-Bindestelle ("Glucocorticoid Response Element", 

GRE; Beato, 1989 und Referenzen darin) nicht sehr wahrscheinlich. 

Wenn der GR jedoch, wie in vitro, auch in vivo mit AP-1 
interagieren kann, ergeben sich zwei weitere Möglichkeiten, die 

beide AP-1 als Ziel für die Glucocorticoidrepression haben. Die 

Interaktion von GR und AP-1 könnte zu einer Hemmung der DNA­

Bindung von AP-1 führen (b.) oder aber der GR könnte an AP-1 

binden und dessen Transaktivierungsfähigkeit hemmen, ohne die 

DNA-Bindung von AP-1 zu verhindern (c.). 

4. Der Glucocorticoidrezeptor interferiert nicht mit der 
DNA-Bindung von Fos/Jun und gereinigtem AP-1 in vitro 
Die Ergebnisse von in vitro Experimenten bezüglich des 
Mechanismus der Interferenz zwischen AP-1 und GR sind 

widersprüchlich. Jonat et al. (1990) zeigten in Gelretardations­

analysen, daß die TRE-Bindungsaktivität in Extrakten aus TPA­

bzw. aus TPA plus Dexamethason (synthetisches Glucocorticoid)­

behandelten Zellen nicht verändert ist. Andererseits berichteten 

Yang- Yen et al. (1990b), daß die DNA-Bindungsfähigkeit eines 

bakteriell exprimierten (und unvollständigen) Jun-Proteins m 

Anwesenheit des GR reduziert ist. 

Da an der Aktivierung des Kollagenase-Gens sowohl Fos als auch 

Jun beteiligt sind (Schönthal et al., 1988a, b; Chiu et al., 1988), 

habe ich zunächst untersucht, ob sich eine GR-abhängige 

Reduktion der in vitro TRE-Komplexbildung auch mit Fos/Jun-
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Abb. 18 Einfluß von in vitro hergestelltem Glucocorticoidrezeptor (GR) auf die 

DNA-Bindungsfähigkeit in vitro synthetisierter Jun/Jun-Homodimere, Fos/Jun-

Heterodimere und gereinigtem AP-1 A. SDS-Polyacrylamidgei-Auftrennung der 

verwendeten, in vitro hergestellten Proteine. Die in in vitro synthetisierten RNAs 

wurden in nukleasebehandeltem Kaninchen-Retikulocytenlysat in Gegenwart von 

[35s]Methionin translatiert. Die so programmierten Retikulocytenlysate wurden auf 

einem 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. M, Protein-Größenmarker; GR, Jun, 

Fos/Jun; Retikulocytenlysate, die mit den entsprechenden RNAs programmiert waren; 

RL, nicht-programmiertes Retikulocytenlysat. B. Gelretardationsexperiment mit in 

vitro hergestelltem GR und einer radioaktiv markierten GRE-Oligonukleotidprobe (s. 

Material und Methoden). RL, nicht-programmiertes Retikulocytenlysat (4j.tl, Bahn l); 

GR, mit GR-RNA programmiertes RL (4j.tl, Bahn 2); Bahnen 3 und 4 zeigen Ansätze mit 

einem 25-fachen molaren Überschuß an nicht-markiertem GRE-Oligonukleotid oder 

einem nicht verwandten Oligonukleodd (NF-1). C: Gelretardationsanalyse mit einem 

radioaktiv markierten TRE-Oligonukleotid (s. Material und Methoden) und in vitro 

translatiertem Jun (2j.tl, Bahnen 3 und 4), kotranslatiertem Fos/Jun (2j.tl, Bahnen 5 und 

6) oder affinitätsgereinigtem AP-1 (Bahnen 7 und 8) in Anwesenheit von 4j.tl nicht­

programmiertem Retiku1ocytenlysat (RL) oder von mit GR-RNA programmiertem RL 

(GR). Die Bahnen 1 und 2 zeigen die Bindung von 41ll RL bzw. GR alleine. In den Bahnen 

9-12 sind Kompetitionsexperimente gezeigt, die in Gegenwart eines 25-fachen molaren 

ÜberschuBes an nicht-markiertem TRE-Oiigonukleotid oder eines NF-1-

0iigonukleotids durchgeführt wurden. Pfeile markieren die spezifischen DNA­

Protein-Komplexe; f, freies, markiertes Oligonukleotid. 
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Heterodimeren und mit affinitätsgereinigtem AP-1 feststellen läßt. 

Hierzu wurden GR-, J un- und Pos-Proteine in vitro synthetisiert 

(in vitro Transkription/in vitro Translation 1m Kaninchen 

Retikulocytenlysat; s. Abb. 18A). Die Fähigkeit zur Komplexbildung 

mit einer TRE-Oligonukleotidprobe in An- oder Abwesenheit von 

GR wurde dann in Gelretardationsanalysen untersucht. Um zu 

prüfen, ob der in vitro synthetisierte GR funktionell ist, wurde 

seine Fähigkeit zur DNA-Bindung in Gelretardationsexperimenten 

untersucht (Abb. 18B ). Der verwendete GR bildet einen 

spezifischen Komplex mit einem palindromischen "Glucocorticoid 
Response Element" (GRE)-Oligonukleotid (Abb. 18B, Bahn 2), der 

sich mit emem Überschuß an nicht-markiertem GRE­

Oligonukleotid, nicht jedoch mit einem Überschuß emes 
nichtverwandten Oligonukleotids (NF-1) kompetieren läßt (Bahnen 

3 und 4). Mit der TRE-Oligonukleotidprobe bildete der GR dagegen 
keinen spezifischen Komplex (Abb. 18C, Bahn 2). Jun/Jun­

Homodimere binden spezifisch an das TRE (Abb. 18C, Bahn 3; 

Kompetitionen in Bahnen 9 und 10). Bei Zugabe von GR wird die 

spezifische Komplexbildung vermindert (vgl. Bahnen 3 und 4). Der 

von (kotranslatierten) Fos/Jun-Heterodimeren gebildete 

spezifische Komplex (Bahn 5, Kompetitionen in Bahnen 11 und 12) 

wandert etwas schneller als der von J un/J un- Homodimeren 

gebildete DNA-Protein-Komplex (vgl. Bahnen 3 und 5) und ist in 

seinem Wanderungsverhalten vergleichbar mit gereinigtem AP-1 

(Bahn 7). Die DNA-Bindung der Fos/Jun-Heterodimeren und 

diejenige von gereinigtem AP-1 wird durch Zugabe von GR, im 

Unterschied zur Bindung von Jun-Jun-Homodimeren, nicht gestört 

(Bahnen 5-8). Allerdings ist keine Bildung von langsamer 

wandernden, zusätzlichen Komplexen ("supershift") nachweisbar, 

ww man es bei einer Assoziierung des GR mit Fos/Jun oder AP-1 

erwarten könnte. Eine Erklärung hierfür wird in der Diskussion 

gegeben. Der GR interferiert also in vitro mit der DN A­

Komplexbildung von Jun/Jun-Homodimeren, die viel weniger 

stabil als Fos/Jun-Heterodimere sind (Rauscher et al., 1988; Smeal 

et al., 1989), nicht jedoch mit der DNA-Bindung von Fos/Jun­

Heterodimeren oder von affinitätsgereinigtem AP-1. 
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Abb. 19 In vivo DMS-Reakti vität im 5 '-flankierenden Bereich des Kollagenase­

(Typi)-Gens in menschlichen primären Hautfibroblasten CRL (1497), die entweder 

unbehandelt belassen wurden (C) oder für 6h mit Dexamethason (D); TP A (T) oder TP A 

und Dexamethason gleichzeitig (T/D) behandelt wurden. A. Guanin-Leitern für den 

kodierenden und nicht-kodierenden Strang. n, in vitro methylierte, proteinfreie 

("nackte") genornisehe DNA; C, D, T, D/T, DNA von Zellen, die wie oben angegeben, 

behandelt wurden. Bereiche der Promotorsequenz die durch DNase 1-"footprinting" als 

Proteinbindungsstellen in vitro definiert wurden (Angel et al., 1987b) sind 

eingerahmt (mit 1-5 bezeichnet). Die Zahlen rechts von der Sequenz geben die 

Nukleotidpositionen in Bezug auf den Startpunkt der Transkription (+1) an. 

Punktierter Bereich in Box 2, TRE (Angel et al., 1987b); punktierter Bereich 

überlappend mit Box 3, PEA3-Erkennungssequenz (Gutman & Wasylyk, 1990). Nach 

oben gerichtete Pfeile symbolisieren DMS-Hyperreaktivitäten, nach unten gerichtete 

Pfeile DMS-Protektionen. Die Zellen wurden vor der Behandlung mit TPA (lOOng/ml 

Endkonzentration) und/oder Dexamethason (10-7M) für 48h in DMEM/0.5% FCS 

gehalten. B. Quantitative Auswertung der DMS-Reaktivität in den Boxen 1-3. Es ist 

nur die DMS-Reaktivität (in willkürlichen Einheiten) derjenigen Guanine gezeigt, die 

signifikant beeinflußt werden. Die Säulen repräsentieren Mittelwerte von mindestens 

drei unabhängigen Experimenten. Die Striche über den Säulen zeigen die 

Standardfehler der Mittelwerte an. 
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5. Glucocorticoid-Behandlung reprimiert die Phorbol­
ester-induzierte Transkription des Kollagenase-Gens, 
ohne die Besetzung des TRE in vivo zu verändern 
Die entscheidende Frage lautet jedoch: Was passiert mit der TPA­
induzierten Bindung von AP-1 an das Kollagenase-TRE in vivo 

unter Bedingungen der G1ucocorticoidrepression? Zur Klärung 
dieser Frage habe ich in vivo "footprinting"-Ana1ysen in primären 
menschlichen Hautfibroblasten durchgeführt, die mit TPA in An­

oder Abwesenheit inhibierender Dosen des synthetischen 
Glucocorticoids Dexamethason behandelt wurden. Abb. 19A zeigt 
ein Beispiel eines solchen in vivo "footprinting"-Experimentes, bei 
dem die Zellen entweder nicht behandelt wurden oder für 6h mit 
Dexamethason, für 6h mit TPA oder für 6h mit TPA und 
Dexamethason gleichzeitig behandelt wurden. TPA-Behandlung 

der Zellen führt, wie schon oben dargestellt, zu einer Besetzung 
der verschiedenen Proteinbindungsstellen (Boxen I und 3-5) und 
der Bindung von AP-1 an das TRE (Abb. 19A, vgl. Bahn C, 
unbehandelte Zellen und Bahn T, TPA-behandelte Zellen; Abb. 
19B). Die TPA-induzierten Veränderungen in der DMS-Reaktivität 
des TRE werden in Anwesenheit von gleichzeitig gegebenem 

Dexamethason nicht verändert oder aufgehoben, mit Ausnahme 
des Guanins in Position -72, das nach Dexamethason-Behand1ung 

etwas weniger stark protektiert wird (Abb. 19, Bahn T/D; s. auch 
quantitative Auswertung mehrerer Experimente in Abb. 19B). 

Jedoch ist die TPA-induzierte Transkription des Kollagenase-Gens 
unter diesen Bedingungen stark reprimiert (Abb. 20). 

Die Besetzung des TRE nach TPA-Gabe und die erkennbaren 
DNA-Protein-Kontakte am TRE sind auch dann unverändert, wenn 
Dexamethason nicht gleichzeitig mit TP A, sondern vor oder nach 
TPA gegeben wird. Auch wenn Dexamethason 30 min vor TPA 
gegeben wird, wird die TPA-induzierte Bindung von AP-1 nicht 

verhindert, obwohl die Transkription stark reprimiert wird (Abb. 
21A, Bahnen 2-4 und 9-11; Abb. 21B). Selbst wenn Dexamethason 
erst 5 .5h nach TPA gegeben wird, wird die Transkription des 

Kollagenase-Gens stark gehemmt, und zwar schon 30 min nach 

der Zugabe des Glucocorticoids; aber auch hier wird AP-1 nicht 
von seiner Bindungsstelle entfernt (Abb. 21A, Bahnen I und 3, 10 
und 12; Abb. 21B). Diese Experimente zeigen, daß der GR die 
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Transkription des Kollagenase-Gens reprimiert, ohne die DN A­
Bindung von AP-1 zu hemmen und, daß diese Repression 
unabhängig davon ist, ob der GR vor AP-1 aktiviert wird oder 
nachdem AP-1 bereits an die DNA gebunden hat. 

Interessanterweise werden jedoch die TPA-induzierten DMS­
Protektionen von Guaninen in den Proteinbindungsstellen un­
mittelbar distal (PEA3-Erkennungssequenz) und proximal (Box 1) 
vom TRE nach Dexamethason-Gabe, zumindest teilweise, wieder 
aufgehoben (Abb. 19A; quantitative Auswertung der DMS­
Reaktivität in Abb. 19B). Dies gilt auch für das Guanin -72 im TRE, 
dessen Protektion nicht von AP-1 verursacht wird (Abb. 19A und 
B, vgl. Abb. 16A). Dies ist überraschend, da das TRE für die 
Glucocorticoid-vermittelte Repression des Kollagenase-Gens 
ausreicht (Jonat et al., 1990; Schüle et al., 1990; Yang-Yen et al., 
1990b). Andererseits könnte man einen solchen Effekt erwarten, 
wenn der GR mit AP-1 interagiert, ohne dessen Bindungsfähigkeit 
an das TRE zu hemmen. Durch die Bildung eines großen 
Proteinkomplexes am TRE könnte die Proteinbindung an 
Sequenzen tn unmittelbarer Nachbarschaft sterisch behindert 
werden. 

c D T T/D 

Co II 

GAPDH 

Abb. 20 "Nuclear run-on"-Analyse der Transkription in menschlichen primären 

Hautfibroblasten (CRL 1497), die parallel mit den Zellen ftir eines der genorniseben 

"footprinting"-Experimente (Abb. 19) behandelt wurden. C, unbehandelte Zellen, D, 

Dexamethason (10-7M ftir 6h); T, TPA (lOOng/ml Endkonzentration, ftir 6h); T/D, TPA 

plus Dexamethason ftir 6h. Die Zellen wurden vor der Behandlung mit TPA bzw. 

Dexamethason ftir 48h in DMEM/0.5% FCS kultiviert. Coll, Kollagenase (Typl)-Gen; 

GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gen. 
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Abb. 21 Untersuchung des Einflußes der Reihenfolge von Glucocorticoidrezeptor­

bzw. AP-1-Aktivierung auf die Besetzung des TRE in vivo. A. In vivo DMS-Reaktivität 

der AP-1-Bindestelle (TRE) im 5 '-flankierenden Bereich des Kollagenase-Gens in 

menschlichen primären Hautfibroblasten (CRL 1497), die mit TPA und/oder 

Dexamethason in der angegebenen Reihenfolge behandelt wurden. n, proteinfreie 

("nackte"), in vitro methylierte DNA; C, DNA von unbehandelten Zellen; 6hD, DNA von 

Zellen, die für 6h mit Dexamethason (10-7M) behandelt wurden; 6hT, DNA von Zellen, 

die für 6h mit TPA (lOOng/ml) behandelt wurden; 30'D 6hT, DNA von Zellen, die 30 

min mit Dexamethason vorbehandelt wurden, bevor TP A für 6h zugegeben wurde 

(Dexamethason war für insgesamt 6.5h im Medium); 5.5hT 30'D; DNA von Zellen, die 

für 5.5h mit TPA behandelt wurden, bevor Dexamethason für weitere 30 min zugegeben 

wurde. (TPA war für insgesamt 6h im Medium). Nach oben gerichtete Pfeile 

symbolisieren DMS-Hyperreaktivitäten, nach unten gerichtete Pfeile DMS­

Protektionen. Die TRE-Sequenz ist eingerahmt und schattiert. B. "Nuclear run-on"­

Analyse der Transkription mit Kernen aus Zellen, die parallel mit den für die in vivo 

"footprinting"-Experimente verwendeten Zellen behandelt wurden. Coll, Kollagenase­

(Typl)-Gen; GAPDH, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gen. 
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6. In Adenovirus 
Besetzung des TRE 

El-transformierten 
in vivo statt 

Zellen findet keine 

Das Adenovirus E 1 a (AdE 1 a)-Protein hemmt die Phorbolester­

induzierte Transkription des Kollagenase (Typ 1)-Gens, wie der 

Glucocorticoidrezeptor, über das TRE (Offringa et al., 1990). In 

vitro Experimente legten es jedoch nahe, daß AdEla zu keiner 

Hemmung der DNA-Bindung von AP-1 führt. Um zu prüfen, ob die 

in vivo Bindung von AP-1 an das TRE in AdEl-transformierten 

Zellen ebenfalls unbeeinflußt ist, habe ich die DNA-Protein­

Interaktionen am Kollagenase-TRE durch in vivo "footprinting"­
Analysen untersucht. 

Abb. 22 zeigt ein Beispiel eines genorniseben DMS-"footprinting" 

Experimentes in primären menschlichen, embryonalen Retino­

blasten (HER) und in zwei Klonen von Ad5El-transformierten HER. 

In den primären Zellen wird am TRE nach 6-stündiger Behandlung 

mit TPA das gleiche DMS-Reaktivitätsmuster induziert wie in 
primären menschlichen Hautfibroblasten (Abb. 22A, HER; vgl. 

Abb. 19), was die Bindung von AP-1 nahelegt (s. Abb. 16A). In 

beiden Ad5El-transformierten Zellklonen ist das DMS­

Reaktivitätsmuster am TRE im Vergleich zu proteinfreier, in vitro 

methylierter DNA jedoch auch nach TPA-Gabe nicht verändert 

(Abb. 22A, HER Ad5(1) and Ad5(2)). Dies gilt auch für die anderen 

Proteinbindungsstellen 1m Kollagenase-Promotor (Daten nicht 

gezeigt). Die betrachteten Promotorsequenzen, einschließlich des 

TREs, scheinen also in den AdEl-transformierten Zellen nicht mit 

Proteinen besetzt zu sein. Um zu prüfen, ob ein anderes 

phorbolester-induzierbares DNA-Element in diesen Zellen besetzt 

werden kann, wurde als "interne Kontrolle" das (proximale) AP-1-

ähnliche Element des c-jun-Gens (Nukleotidpositionen -72 bis -63, 

Angel et al., 1988 b) untersucht. Die von diesem Element 

vermittelte Transkription wird durch AdEla nicht reprimiert 

(Offringa et al., 1990). Hierfür wurde die genornisehe DNA 

verwendet, aus der auch die Kollagenase-Promotorfragmente 

amplifiziert wurden. Das in vivo DMS-Reaktivitätsmuster im und 

um das jun-TRE ist sowohl in den primären Zellen als auch in 

beiden Ad5El-transformierten Klonen an mehren Guaninen (und 

Adeninen) verändert, verglichen mit in vitro methylierter, 
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Abb. 22 In vivo DMS-"footprinting"-Analysen in primären (HER) und zwei Klonen 

von Ad5 E !-transformierten menschlichen, embryonalen Retinoblasten (HERAd5(1) 

und (2)). A. In vivo DMS-Reaktivität im kodierenden und nicht-kodierenden Strang 

des TRE [Nukleotidpositionen -66 bis -74, bezogen auf den Startpunkt der 

Transkription ( + 1), mit senkrechter Linie markiert, Angel et al., 1987a, b. Zu 

Nukleotidpositionen s. Legende zu Abb. 15] im Kollagenase-(Typi)-Gen. B. In vivo 

DMS-Reaktivität im kodierenden Strang der (proximalen) AP-1-ähnlichen 

Bindungsstelle (Nukleotidpositionen -63 bis -72, mit senkrechter Linie markiert, 

Angel et al., 1988b) im c-jun-Gen. n, proteinfreie ("nackte"), in vitro methylierte 

DNA; C, DNA von unbehandelten Zellen; T, DNA von Zellen, die für 6h mit TPA 

(lOOng/ml Endkonzentration) behandelt wurden. Die Zellen wurden vor der TPA­

Behandlung für 48h in DMEM/0.5% FCS kultiviert. Ausgefüllte Pfeile symbolisieren 

Veränderungen in der DMS-Reaktivität von Guaninen, schattierte Pfeile Veränderungen 

in der DMS-Reaktivität von Adeninen. Nach oben gerichtete Pfeile zeigen DMS­

Hyperreaktivitäten, nach unten gerichtete Pfeile DMS-Protektionen an. 

proteinfreier DNA (Abb. 22B). TPA-Behandlung ändert das DMS­
Reaktivitätsmuster nicht weiter (Abb. 22B). Dies zeigt, daß in den 
AdE 1-transormierten Zellen nicht jede AP-1 (-ähnliche) 
Bindungsstelle beeinflußt wird. Die Nichtbesetzung des 
Kollagenase-TRE in den transformierten Zellen scheint spezifisch 
für dieses Element und das daran bindende AP-1 zu sein. Die 
Ergebnisse legen es nahe, daß AdE1a, im Gegensatz zu den 
berichteten in vitro Ergebnissen (Offringa et al., 1990), in vivo zu 
einer Hemmung der Bindung von AP-1 an das Kollagenase-TRE 
führt. Diese Implikation wird durch Transfektionsexperimente 
unterstützt, in denen eine AdE1a-vermittelte Repression allein 
durch die DNA-Bindungsregion des c-jun-Proteins auf chimäre 
Proteine übertragen werden kann (P. Angel et al., Manuskript in 
Vorbereitung). 

AdE 1 a und der Glucocorticoidrezeptor scheinen also mit der AP-1-
abhängigen Phorbolesterinduktion des Kollagenase-Gens über 
unterschiedliche Mechanismen zu interferieren. Während der GR 
die Aktivität von AP-1 hemmt, ohne dessen DNA-Bindung zu 
beeinflußen, verhindert AdE1a die Bindung von AP-1 an die DNA 
in vivo. 
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Diskussion 

Die Interaktion von Transkriptionstaktoren mit regulatorischen 

DNA-Elementen ist die Voraussetzung für die Steuerung des 
" genetischen Programms jeder Zelle (als Übersichtsartikel s. 

Maniatis et al., 1987; Mitchell & Tjian, 1989). Die komplexen 

physiologischen Vorgänge in der Zelle und die Organisation ihrer 

genomischen DNA in Chromatin (als Übersichtsartikel s. Eissenberg 

et al., 1985; W olffe, 1990) machen em Verständnis gen­

regulatorischer Mechanismen allein aufgrund von in vitro DNA­
Bindungsstudien jedoch unmöglich. In der vorliegenden Arbeit 

wurde deshalb untersucht, ob und wie positiv und negativ 
wirkende extrazelluläre Signale die Interaktion von 

Transkriptionstaktoren mit der DNA in lebenden Zellen (in vivo) 

beein fl ußen. 

Am Beispiel zwei er durch Phorbolester-Tumorpromotoren 

induzierter Gene, dem "immediate early"-Gen c-fos und dem von 

ihm über den Transkriptionstaktor AP-1 gesteuerten Kollagenase 
(Typ I)-Gen, wurde gezeigt, daß ein und dieselbe Signalkette für 

die Genaktivierung einmal präformierte, konstitutiv an die DNA 

bindende Proteinkomplexe, wie im Falle des c-fos-Gens, aber auch 

induzierbar an die DNA bindende Proteinkomplexe, wie bei der 

Regulation des Kollagenase-Gens, benützt. Sowohl die 

präformierten DNA-Protein-Komplexe am c-fos-SRE als auch das 

durch Phorbolester zur Bindung an das Kollagenase-TRE induzierte 

AP-1 sind auch Ziele für die negative Regulation der Gene. Das c­

fos-SRE vermittelt die negative Autoregulation des Gens (König et 

al., 1989; Lucibello et al., 1989) und die erhaltenen Ergebnisse 

legen hierfür einen Mechanismus nahe, der über konstitutiv an 

das SRE gebundene Proteinkomplexe wirkt. AP-1 ist Ziel der 

antagonistischen Wirkungen von Phorbolestern und des 

Adenovirus (Ad) Ela-Proteins bzw. von Glucocorticoiden auf die 

Transkription des Kollagenase-Gens. Die erhaltenen Ergebnisse 

legen es nahe, daß der Glucocorticoidrezeptor die AP-1- Aktivität 

hemmt, ohne dessen DNA-Bindung in vivo zu beeinflußen, 

während AdEl a die Besetzung der AP-1-Bindestelle verhindert. 
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Konstitutive Bindung von Proteinen an das c-fos-SRE in 
ViV 0 

Das bereits m unbehandelten NIH 3T3- und F9-Zellen veränderte 

in vivo DMS-Reaktivitätsmuster am SRE und der angrenzenden 

AP-1-ähnlichen Bindungsstelle legt es nahe, daß diese DN A­

Sequenzen schon vor der Aktivierung des c-fos-Gens mit 

Proteinen besetzt sind. Die DMS-Behandlung der Zellen führte zu 

keiner Induktion der c-fos-Transkription (s. Abb. 1), so daß die 
gefundene Besetzung des SRE mit Transkriptionsfaktoren als Folge 

der DMS-Behandlung während der "footprinting"-Reaktion sehr 

unwahrscheinlich erscheint. Außerdem zeigte sich eine Besetzung 

des SRE in unbehandelten Zellen in vivo auch bei Verwendung 

eines anderen DN A-modifizierenden Agens, nämlich UV -Strahlung 

("photofootprinting", Becker & Wang, 1984 ). Obwohl UV -Strahlung 

zu einer Aktivierung des c-fos-Gens führt (Büscher et al., 1988), 
scheint eine induzierte DNA-Bindung von Proteinen durch die UV­

Behandlung unter den gewählten Bedingungen ausgeschlossen. Die 

Zellen wurden für zehn Sekunden bei Ü°C bestrahlt und dann 

sofort lysiert. Eine enzymatische Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren sollte dabei nicht stattfinden. Diese 
Ergebnisse der genomischen DMS- und "photofootprinting"­

Experimente sind konsistent mit der von Renz et al. (1985) 

berichteten Beobachtung, daß eine DNase I-hypersensitive Stelle 

um Nukleotidposition -290 (bezogen auf den Startpunkt der 

Transkription + 1 ), und damit in unmittelbarer Nähe des SRE, 1m 

c-fos-Promotor bereits in ruhenden Maus-Fibroblasten vorhanden 

ist und sich während der Stimulation des c-fos-Gens durch Serum 

nicht ändert. 

In NIH 3T3-Zellen ergibt sich ein DMS-Reaktivitätsmuster, das 

identisch ist mit dem von Herrera et al. (1989) m der 

menschlichen, epidermalen Karzinomzellinie A431 beschriebenen 

Muster. Bei den DNA-bindenden Proteinen handelt es sich somit 

wohl um das munne Gegenstück zu dem beschriebenen 

Multiproteinkomplex in menschlichen Zellen. In vitro DMS­

Protektionsanalysen mit isolierten Proteinen legen es nahe, daß 

der Multiproteinkomplex in A431-Zellen ein SRF-Dimer, p62TCF 

und mindestens ein weiteres Protein, das proximal von SRF 

bindet, umfaßt (Herrera et al., 1989). Obwohl die AP-1-ähnliche 
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Bindungsstelle (Piette & Yaniv, 1987; Sassone-Corsi et al., 1988; 

Schönthai et al., 1989; Fisch et al., 1989) unmittelbar 3' vom SRE 

AP-1 (Fos/Jun) in vitro binden kann (Shaw et al., 1989a), handelt 

es sich bei dem an diese Sequenz in vivo bindenden Protein mit 

großer Wahrscheinlichkeit nicht um AP-1 (Fos/Jun). Die hier 

durchgeführten zn vivo 11 footprinting 11 -Experimente In 

un differenzierten F9- Teratokarzin om- Stammzellen zeigen 

dasselbe DMS-Reaktivitätsmuster an der AP-1-ähnlichen 

Bindungsstelle wie in NIH 3T3-Zellen (diese Arbeit) und in A431-

Zellen (Herrera et al., 1989), obwohl undifferenzierte F9-Zellen 

keine detektierbaren Mengen an AP-1 (Fos/Jun) enthalten 

(K:ryszke et al., 1987; Müller & Wagner, 1984; Rüther et al., 1985; 

meine eigenen, nicht publizierten Ergebnisse). Außerdem können 

das SRE und die AP-1-ähnliche Bindungsstelle, zumindest in vitro, 

nicht gleichzeitig mit SRF und AP-1 (Fos/Jun) besetzt werden 

(Shaw et al., 1989a). 

Ein Zelltyp-spezifischer Unterschied in der Multiprotein­

kornplexbildung über dem c-fos-SRE in vivo 
Die wahrscheinlichste Interpretation der in den genomischen 

"footprinting"-Experimenten beobachteten, fehlenden Protektion 

der beiden Guanine -319 und -318 an der 5/-Grenze des SRE ist 

die, daß p62TCF in vivo in F9-Zellen nicht in die Komplexbildung 

involviert ist und sich somit kein ternärer Komplex ausbildet. Die 

Methylierung dieser Guanine verhindert die ternäre Komplex­

bildung in vitro (Shaw et al., 1989b) und diese Guanine werden in 

vitro nur dann vor Methylierung geschützt, wenn p62TCF im 

Komplex vorhanden ist (Herrera et al., 1989). Außerdem legen es 
in vitro DN ase I- 11 footprin ting II- und UV- II crosslinking 11

-

Experimente mit SRF und gereinigtem p62TCF nahe, daß p62T CF 

unmittelbar 5' vom SRE und damit im Bereich der Guanine -319 

und -318 direkte Kontakte mit der DNA bildet (P. E. Shaw, 

persönliche Mitteilung, Manuskript eingereicht). Die 

Differenzierung der F9-Zellen mit Retinsäure zu Zellen, die 

Ähnlichkeit zu primären, parietalen Endodenn-Zellen aufweisen 

( Strickland & Mahdavi, 1978) führt zu keiner Veränderung des 

DMS- Reaktivitätsmusters. Eine verstärkte Bindung von p62T CF 

scheint somit auch in den so differenzierten F9-Zellen nicht 
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stattzufinden. An der Besetzung der AP-1-ähnlichen Bindungs­

stelle ändert sich ebenfalls nichts, obwohl die Differenzierung von 

F9-Zellen mit Re tinsäure zu einer Induktion der, in 

undifferenzierten Zellen nicht nachweis baren, AP-1-Bindungs­

aktivität führt (Kryszke et al., 1987; Yang-Yen et al., 1990a; meine 

eigenen, nicht veröffentlichten Daten). 

Kernextrakte aus undifferenzierten F9-Zellen besitzen jedoch, 

wie diejenigen aus NIH 3T3-Zellen, die Fähigkeit zur Bildung des 

ternären Komplexes in vitro (s. Abb. 8). Dies impliziert, daß p62TCF 

in beiden Zelltypen vorhanden ist, die DNA-Bindung in vivo 

jedoch in Zelltyp-spezifischer Weise reguliert wird. Die Ergebnisse 

unterstreichen, zusammen mit früher beschriebenen, ähnlichen 

Befunden über andere Transkriptionsfaktoren (Ephrussi et al., 
1985; Becker et al., 1987; Mueller & Wold, 1989; Pfeifer et al., 

1990) die Wichtigkeit solcher in vivo Experimente. Es ist bisher 

nicht klar was zu dem Zelltyp-spezifischen Unterschied in der 

Komplexbildung am c-fos-SRE in vivo führt. Möglicherweise 

unterscheiden sich die Zelltypen in einem zusätzlichen, für die 

ternäre Komplexbildung notwendigen Protein oder in der 

Aktivität eines modifizierenden Enzyms. Solche Faktoren könnten 
für die Komplexbildung in vitro nicht notwendig sein oder 

modifizierende Enzyme (z. B. Kinasen oder Phosphatasen) könnten 

durch die Extraktpräparation aktiviert werden und zur Bindung 
von p62TCF in vitro führen. 

Sowohl in NIH 3T3-Zellen als auch in F9-Zellen war weder 15 

Minuten nach TPA-Stimulation, wenn die c-fos-Transkription 

maximal ist, noch 60 Minuten nach TPA-Gabe wenn die 

Transkription bereits wieder abgeschaltet ist (vgl. Abb. 7) eine 

Veränderung 1m DMS- Reaktivitätsmuster zu erkennen. Die 

Ergebnisse legen es somit nahe, daß sich die Besetzung des SRE mit 

Proteinen im Verlauf der transienten Induktion der c-fos­

Transkription nicht ändert. 

Die Rolle des ternären Komplexes bei der Induktion der 
c- fos- Transkription 
In F9-Zellen ist auch während der Induktion der c-fos­

Transkription keine Bindung von p62TCF in vivo und damit keine 

Bildung des ternären Komplexes feststellbar. In Übereinstimmung 
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damit ist die Induktion des mutierten c-fos-Promotorkonstruktes 

-356pml8, das keinen ternären Komplex mehr ausbilden kann, 

durch TP A und Serum in diesen Zellen nicht beeinträchtigt. 

Überraschenderweise ist auch in NIH 3T3-Zellen die Induktion 

sowohl dieses Konstruktes als auch die der SREel-Oligo­

nukleotidkonstrukte (s. Abb. 8a und Abb. 10) nicht vermindert. 

Allerdings ist die allgemeine Promotor-Effizienz des -356pml8 

Konstruktes in NIH 3T3-Zellen (nicht in F9-Zellen) niedriger. Die in 

den "nuclear run-on"-Analysen gemessene Transkriptionsrate des 

endogenen c-fos-Gens war in F9-Zellen um ein Vielfaches 

niedriger als in NIH 3T3-Zellen (nach Normalisierung auf gleiche 

Mengen an zur Hybridisierung eingesetzten, markierten 

Transkripten), während der Induktionsfaktor der Transkription 

nach TPA-Behandlung beider Zelltypen vergleichbar war (s. Abb. 
7). Dies bedeuted, daß in F9-Zellen bei gleicher Induzierbarkeit 
des c-fos-Gens durch TP A, die basale Transkription im 

Unterschied zu NIH 3T3-Zellen stark reduziert ist. Dies liegt nicht 
an einer mangelnden Bindung von SRF an das SRE, denn die von 

SRF verursachten Veränderungen im DMS-Reaktivitätsmuster im 

SRE (alle beeinflußten Guanine außer Positionen -319 und -318; 
Herrera et al., 1989) sind in F9- und NIH 3T3-Zellen vergleichbar 

stark ausgeprägt (s. Abb. 4). Ein Grund für die erniedrigte 

Basalexpression von c-fos könnte die fehlende Bindung von 
p62TCF in vivo sein. 

Die Ergebnisse der genorniseben "footprinting" -Experimente in 

F9-Zellen, die "nuclear run-on"-Analysen und die Transfektions­

experimente legen es somit nahe, daß die Bildung des ternären 
Komplexes keine Voraussetzung für die transiente Induktion der 
c-fos-Transkription durch Serum und Phorbolester ist; sie scheint 

jedoch für die Effizienz des c-fos-Promotors eine Rolle zu spielen. 
Diese Ergebnisse scheinen im Widerspruch zu Daten zu sein, die 

in anderen Labors erhalten wurden. Ergebnisse von Shaw et al. 

(1989b) legten es nahe, daß die Bildung des ternären Komplexes 

für die effiziente Induktion von c-fos-Promotorkonstrukten in 

NIH 3T3-Zellen notwendig ist. Eine andere Untersuchung von 
Graham & Gilman (1991) in BALB/c 3T3-Zellen impliziert dagegen, 

daß zwar die Induktion durch Phorbolester, nicht aber die 

Seruminduktion von der ternären Komplexbildung abhängt. Da 
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SRF zusammen mit p62TCF in vitro eine mindestens fünfzigfach 
höhere Bindungsaffinität zum SRE aufweist (Schröter et al., 1990), 
könnte p62TCF als stabilisierender Faktor wirken, der SRF hilft 
effizienter an das SRE zu binden, anstatt selbst als Ziel für 
extrazelluläre Signale zu dienen. Diese Erklärung schließt die 
Möglichkeit ein, daß SRF selbst oder ein SRF-assoziiertes, von 
p62TCF unterschiedliches Protein, Endpunkt für unterschiedliche 
Signalketten sein könnte. Damit konsistent ist die Beobachtung, 
daß in den beiden oben angeführten Studien (Shaw et al., 1989b; 
Graham & Gilman, 1991) die Induzierbarkeit der Konstrukte, die 
keinen ternären Komplex mehr bilden können, lediglich reduziert, 
jedoch nicht aufgehoben war. Wenn auschließlich p62TCF das Ziel 
Serum- oder Phorbolester-induzierter Modifikationen wäre, sollte 
die Induktion der mutierten Konstrukte vollständig verhindert 
werden. Darüberhinaus sind die Nukleotide s~ vom SRE, die für die 
Bildung des ternären Komplexes notwendig sind (Shaw et al., 
1989b) bei manchen SRE-ähnlichen Sequenzen anderer, mit c-fos 
koregulierter "immediate early"-Gene nicht konserviert 
(Treisman, 1990 und Referenzen darin). Die hier gegebene 
Erklärung schließt nicht aus , daß p62TCF unter bestimmten 
Bedingungen, durch eine Steigerung der SRF-Bindung an das SRE, 
für die Induktion von c-fos notwendig werden kann. Dies könnte 
in Zellen der Fall sein, die weniger SRF oder ein SRF enthalten, das 
(z. B. aufgrund unterschiedlicher Modifikation) weniger effizient 
an die DNA bindet. Daß Phorbolester, im Unterschied zu Serum, in 
demselben Zelltyp p62TCF für die effiziente c-fos-Induktion 
benötigen (Graham & Gilman, 1991), könnte seine Ursache in 
unterschiedlichen Effizienzen der Signalketten (Proteinkinase C­
abhängige bzw -unabhängige Signalwege) haben. Photbolester­
Behandlung könnte in bestimmten Zelltypen weniger effizient in 
Bezug auf potentielle Modifikationen von SRF oder einem SRF­
assoziierten Protein sein als Serum. Um die c-fos-Transkription 
effizient stimulieren zu können, wäre p62TCF in solchen Zellen 
von Vorteil, da es der kleineren Zahl modifizierter SRF-Moleküle 
helfen kann, das SRE effizient zu besetzen. 

Obwohl es Zelltyp-spezifische Unterschiede in dem Multi­
proteinkomplex über dem c-fos-SRE gibt, so ändert sich die 
Besetzung des SRE während der Aktivierung des Gens durch 
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Phorbolester (diese Arbeit) oder Wachstumsfaktoren (Herrera et 
al., 1989; meine eigenen, nicht veröffentlichten Daten) nicht. Die 
transiente Induktion des c-fos-Gens erfolgt also über präformierte 
DNA-Protein-Komplexe. Dies könnte die Grundlage für die extrem 
schnelle Aktivierung des c-fos-Gens und anderer über SRE­
ähnliche Sequenzen regulierter "immediate early"-Gene 
(Treisman, 1990 und Referenzen darin) sein. 

Zur Steuerung der c-fos-Transkription könnten extrazelluläre 
Signale die Transaktivierungsfähigkeit solcher konstitutiv an die 
DNA gebundenen Proteinkomplexe durch posttranslationale 
Modifikationen oder durch die induzierte Interaktionen mit 
akzessorischen Proteinen (die keine detektierbaren DNA-Kontakte 
machen) modulieren. 

Phosphorylierung von SRF als Regulationsmechanismus 
der c-fos- Transkription? 
Da p62TCF für die Induktion des c-fos-Gens durch Phorbolester 
nicht unbedingt notwendig ist (diese Arbeit), liegt es nahe an 
posttranslationale Modifikationen von SRF als Regulations­
mechanismus der transienten Aktivierung des c-fos-Gens zu 
denken. In menschlichen Zellen liegt SRF als Phosphoprotein 
(Prywes et al., 1988) vor, das zusätzlich glykosyliert ist (Schröter 
et al., 1990). Phosphorylierungen von Transkriptionsfaktoren, die 
zu einer Erhöhung ihrer Transaktivierungsfähigkeit führen 
wurden für die Faktoren CREB (Gonzales & Montminy, 1989) und 
c-Jun (Binetruy et al., 1991; Smeal et al., 1991; Pulverer et al., 
1991) berichtet. 

Die von mir durchgeführten Immunpräzipitationen mit emem 
gegen ein bakteriell exprimiertes trpE-SRF-Fusionsprotein 
erzeugten Antiserum (s. Abb. 11) aus Lysaten [32P]Orthophosphat­
markierter F9-Teratokarzinom-Stammzellen ergaben, daß SRF 
auch in diesen Zellen als Phosphoprötein vorliegt. Während der 
transienten Induktion des c-fos-Gens durch den Phorbolester TPA 
konnte jedoch in der eindimensionalen SDS-Gelelektrophorese (in 
mehreren Experimenten) keine Veränderung im Laufverhalten 
von oder 1m Phosphateinbau in immunpräzipitiertes SRF 
festgestellt werden. Dies läßt darauf schließen, daß SRF nach 
Phorbo1ester-Behandlung keine Modifikationen erfährt, die zu 
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emer so nachweisbaren Veränderung im Molekulargewicht 
führen. Veränderungen im (eindimensionalen) Laufverhalten nach 
TPA-Behandlung von Zellen wurden beispielsweise für das Pos­
Protein (Barber & Verma, 1987; S. Gebel et al., Manuskript in 
Vorbereitung) und das c-Jun-Protein (Pulverer et al., 1991) 
beschrieben. Die zweidimensionale Auftrennung von SRF-Peptiden 
nach Chymotrypsin-Spaltung von immunpräzipitiertem, in vivo 
[32P]-markiertem SRF ergab keine grundlegende Veränderung im 
Phosphopeptidmuster von SRF aus unbehandelten oder aus für 15 
bzw. 45 Minuten mit TP A behandelten F9-Zellen. Eine Ausnahme 
bildet jedoch ein schwaches Peptidsignal, das nur mit SRF aus 
unbehandelten Zellen erhalten wurde und nach TPA-Behandlung 
nicht mehr nachweisbar ist. Dies wurde in zwei unabhängigen 
Experimenten beobachtet und deutet auf die TP A-induzierte 
Dephosphorylierung eins Peptids hin. Eine Dephosphorylierung 
eines Phosphoserinrestes nach TPA-Behandlung (die zu einer 
Verstärkung der DNA-Bindung führt) wurde für das c-Jun-Protein 
beschrieben (Boyle et al., 1991). Ob das erhaltene Ergebnis 
spezifisch für F9-Zellen bzw. für die Induktion mit TPA ist und ob 
diese Veränderung im SRF funktionelle Relevanz besitzt, müssen 
weitere Untersuchungen zeigen. Daten anderer Gruppen legen es 
nahe, daß sich das Phosphorylierungsmuster von SRF in HeLa- und 
A431-Zellen nach Behandlung mit epidermalem Wachstumsfaktor 
(EGF) nicht nachweisbar ändert (Prywes et al., 1988; Manak et al., 
1990). 

SRF wird in vivo an Serinresten phosphoryliert (Prywes et al., 
1988) und enthält im N -terminalen Bereich eine Konsensus­
erkennungssequenz für die Proteinkinase Casein-Kinase (CK) II 
(Krebs et al., 1988; Norman et al., 1988), die durch dieses Enzym 
phosphoryliert werden kann (Manak et al., 1990; Gauthier­
Rouviere et al., 1991). Dies ist deshalb interessant, da die Aktivität 
von CK II nach Behandlung von Zellen mit Wachstumsfaktoren 
gesteigert wird (Sommercorn et al., 1987; Klarlund & Czech, 1988; 
Ackerman & Osheroff, 1989; Carroll & Marshak, 1989; Ackerman 
et al., 1990) und da die Mikroinjektion von CK II in embryonale 
Ratten-Fibroblasten (REF-52-Zellen) die Expression von c-fos 
induziert (Gauthier-Rouviere et al., 1991). Die Phosphorylierung 
von SRF an der CK II-Erkennungssequenz erhöht die Bindungsrate 
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("on-" und "off-rate") von SRF in vitro, nicht jedoch die Affinität 

von SRF zum SRE (Marais et al., 1992; Janknecht et al., 1992). Die 

Fähigkeit von SRF mit p62T CF zu interagieren wird durch 

Phosphorylierungen an dieser Sequenz nicht beeinflußt (Marais et 

al., 1992; Janknecht et al., 1992) und die Transaktivierungs­

fähigkeit von SRF in vitro wird durch Mutation dieser 

Phosphorylierungsstellen nicht beeinträchtigt (J anknecht et al., 
19 92). 

Durch die veränderte Bindungsrate von SRF könnten induzierte 

Phosphorylierungen an der CK II-Erkennungssequenz zu emem 

Austausch von inaktivem SRF mit aktivem SRF am SRE führen und 

somit c-fos aktivieren, ohne daß sich die apparente Besetzung des 

SRE mit Proteinen ändern würde. Bisher konnte allerdings keine 

Veränderung in der Phosphorylierung der CK li-Sequenz nach 

Behandlung von Zellen mit Wachstumsfaktoren nachgewiesen 

werden, so daß die Phosphorylierung an der CK II­

Konsensussequenz eher eme konstitutive als eine durch 
extrazelluläre Stimuli induzierte Modifikation zu sein scheint. 

Phorbolester-induzierte DNA-Protein-Interaktionen im 
Promotor des Kollagenase-Gens 
Die Phorbolesterinduktion der Transkription des Kollagenase-Gens 

zeigt einen anderen Zeitverlauf als die der "immediate early"­
Gene; sie erreicht ihr Maximum nach ca. 6 Stunden und die 

Induktion ist fast vollständig von de novo Proteinsynthese 

abhängig (s. Abb. 14). Die Transkriptionsaktivität nach 

Phorbolester-Behandlung der Zellen korreliert mit Veränderungen 

in der in vivo DMS-Reaktivität an DNA-Sequenzen, die früher 

(Angel et al., 1987b) als Bindungsstellen für Proteine in vitro 

definiert wurden. Lediglich 30 Minuten nach TPA-Gabe ist in den 

genomischen "footprinting" -Experimenten noch keine 

Veränderung in der DMS-Reaktivität feststellbar. Dies könnte 

seine Ursache darin haben, daß die Veränderungen in der 

Proteinbindung so gering sind, daß sie jeneits der Nachweisgrenze 

der in vivo " footprinting"- Technik liegen. Die TP A-induzierte 

Besetzung von anderen Sequenzen (Boxl und Boxen 3-5), außer 

dem für die TP A-Induktion absolut notwendigen TRE (Angel et al., 

1987a, b), ist konsistent mit dem Befund, daß für die volle TPA-
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Induktion der Kollagenase-Transkription zusätzliche Sequenzen in 
5'-Richtung vom TRE benötigt werden (Angel et al., 1987a; H.-P. 
Auer et al., Manuskript in Vorbereitung). Die PEA3-
Erkennungssequenz (überlappend mit Box3, s. Abb. 19), 
unmittelbar distal vom TRE, kann den Transkriptionsfaktor PEA3 
binden und wirkt mit dem TRE synergistisch in Bezug auf die 
TPA-Induktion (Gutman & Wasylyk, 1990). Die Faktoren, die mit 
den anderen Proteinbindungsstellen (Box 1 und Boxen 3-5) 
interagieren sind bisher nicht bekannt. 

Die Experimente in Anwesenheit des Proteinsyntheseinhibitors 
Anisomycin ergaben, daß die TPA-induzierte Besetzung aller 
untersuchten DNA-Bindungsstellen und die bereits in 
unbehandelten Zellen nachweisbare, schwache Besetzung des TRE 
1n Anwesenheit von Anisomycin scheinbar vollständig 
aufgehoben sind (verglichen mit proteinfreier, in vitro 
methylierter DNA). Dieses Ergebnis legt es nahe, daß die 
Phorbolester-induzierte Besetzung der Proteinbindungsstellen im 
Kollagenase-Promotor und die basale Bindung von AP-1 an das 
TRE von de novo Proteinsynthese abhängig sind. Die vollständige 
Aufhebung der AP-1-Bindung nach 2 Stunden Anisomycin­
Behandlung ist wahrscheinlich durch die kurze Halbwertszeit der 
AP-1- Proteine (Curran et al., 1984) bedingt. Die fehlende 
Besetzung der Proteinbindungsstellen in Anwesenheit von 
Anisomycin spiegelt somit die ausbleibende Induktion der 
Transkription durch TP A unter diesen Bedingungen wieder. Die 
Transkription sinkt in Anwesenheit von Anisomycin jedoch nicht 
unter den Basalwert (ohne Anisomycin) ab (s. Abb. 14), so daß 
dieser entweder durch sehr schwache, nicht mehr detektierbare 
DNA-Protein-Interaktionen an den betrachteten Protein­
Bindungsstellen verursacht wird oder aber nicht von der 
Besetzung dieser Sequenzen abhängt. 

Interessanterweise kann die Transkription von CAT-Fusions­
Genkonstrukten, die 5'-Deletionsmutationen des Kollagenase­
Promotors bis Position -7 4 enthalten ( d. h. denen alle Sequenzen 
"stromaufwärts" vom TRE fehlen), nach transienter Transfektion 
in Zellen, auch ohne Proteinsynthese aktiviert werden und die 
Behandlung der Zellen mit Proteinsyntheseinhibitoren aktiviert 
bereits selbst die Transkription. Erst Konstrukte, die 
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Promotorsequenzen zwischen Positionen -180 und -300 enthalten, 
zeigen dieselbe proteinsyntheseabhängige Aktivierung der 
Transkription wie das endogene Kollagenase-Gen (H.-P. Auer, 
unveröffentlichte Daten). Was die Proteinsynthese-Abhängigkeit 
der Expression dieser langen Promotorkonstrukte und des 
endogenen Gens bestimmt ist nicht bekannt. 

Das nach TPA-Behandlung der Zellen gefundene DMS­
Reaktivitätsmuster am TRE entspricht dem mit affinitäts­
gereinigtem AP-1 am TRE in vitro erhaltenen Muster (Abb. 16), so 
daß die in lebenden Zellen nach TPA-Behandlung induzierten 
Veränderungen am TRE von AP-1 oder einem sehr nahe 
verwandten Proteinkomplex stammen. Eine Ausnahme macht das 
(am weitesten distal gelegene) Guanin an Position -72 im TRE, das 
durch gereinigtes AP-1 in vitro nicht erkennbar geschützt wird. 
Die schwache Protektion dieses Guanin in vivo wird somit wohl 
nicht von AP-1 verursacht. Es wird auch von nichtfraktionierten 
Zellkernextrakten in vitro nicht protektiert und verhält sich damit 
so wie die unmittelbar benachbarte PEA3-Bindungsstelle (Daten 
nicht gezeigt). Die Protektion dieses Guanins in vivo hängt somit 
wahrscheinlich von der Besetzung der PEA3-Bindungsstelle ab. 
Möglicherweise können die PEA3- und die AP-1-Bindungsstellen 
nur in vivo zusammen besetzt werden, wie es für das c-fos-SRE 
und die angrenzende AP-1-ähnliche Bindungsstelle beschrieben 
ist (Shaw et al., 1989a; Herrera et al., 1989). 

Mechanismus der Interferenz zwischen Glucocorticoid­
rezeptor und AP-1 
Glucocorticoide wirken der tumorpromovierenden und 
inflammatorischen Wirkung von Phorbolestern entgegen (Nelson, 
1962; Belman & Troll, 1972; Scribner & Slaga, 1973) und hemmen 
die Akti vierung AP-1-abhängiger Gene, w1e diejenige des 
Kollagenase (Typ I)-Gens, über die AP-1-Bindesstelle und einen 
Mechanismus der den Glucocorticoidrezeptor (GR) benötigt 
(Lucibello et al., 1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; 
Schüle et al., 1990). Die Ergebnisse von in vitro Experimenten 
verschiedener Gruppen legen es nahe, daß der GR mit AP-1-
Proteinen über Protein-Protein-Interaktionen assoziieren kann 
(Diamond et al., 1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; 
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Touray et al., 1991 ). Eine entscheidende Frage bezüglich des 
Mechanismus der antagonistischen Wirkung von Phorbolestern 
und Glucocorticoiden war, ob die Glucocorticoidrepression auf der 
Aufhebung der DNA-Bindung von AP-1 beruht. Diese Frage wurde 
bisher nur durch in vitro Experimente (Gelretardationsanalysen) 
zu beantworten versucht und führte zu wiedersprüchlichen 
Ergebnissen. Jonat et al. (1990) berichteten, daß die TRE­
Bindungsaktivität in Extrakten von mit TPA und Dexamethason 
behandelten Zellen, verglichen mit TPA-behandelten Zellen, nicht 
vermindert war. Demgegenüber zeigten Y ang-Yen et al. ( 1990b) 
einen negativen Einfluß des GR auf die DNA-Bindungsfähigkeit 
eines bakteriell exprimierten (unvollständigen) Jun-Proteins. 

Da der Transkriptionsfaktor, der das Kollagenase-Gen aktiviert 
jedoch sehr wahrscheinlich aus Fos/Jun-Heterodimeren besteht 
(Schönthal et al., 1988a, b; Chiu et al., 1988), lag es nahe zunächst 
den Einfluß des GR auf Fos/Jun und affinitätsgereinigtes AP-1 in 

vitro zu untersuchen. Die Ergebnisse der von mir durchgeführten 
Gelretardationsanalysen mit in vitro synthetisierten Proteinen 
legen es nahe, daß zwar die DNA-Bindungsfähigkeit von Jun/Jun­
Homodimeren, jedoch nicht von Fos/Jun-Heterodimeren und von 
affinitätsgereinigtem AP-1 in Anwesenheit des GR gehemmt ist. 
Jun/Jun-Homodimere sind wesentlich instabiler als Fos/Jun­
Heterodimere (Rauscher et al., 1988; Smeal et al., 1989). Ihre 
Dimerisierung könnte deshalb durch mit der GR-Assoziation 
verbundenen Konformationsänderungen gestört werden. Im Falle 
der Fos/Jun-Heterodimere und des gereinigten AP-1 konnten aber 
keine zusätzlichen, langsamer wandernden Komplexe 
(" supershift") beobachtet werden, wie man es durch die 
Interaktion des GR mit AP-1 (Fos/Jun) erwarten könnte. Die 
Protein-Protein-Interaktionen zwischen AP-1 und GR sind in vitro 

ohne kovalent-vernetzend wirkende Agenzien (chemische "cross­
linker") sehr labil (Diamond et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; 
meine eigenen nichtveröffentlichten Daten), so daß die Komplexe 
aus AP-1 und GR während der Gelauftrennung dissoziiert worden 
sein könnten. 

Konsistent mit den erhaltenen in vitro Daten ändern sich die 
TPA-induzierte Besetzung und die DNA-Protein-Kontakte am TRE 
in Anwesenheit von Dexamethason auch in vivo nicht, obwohl die 
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Transkription des Kollagenase-Gens unter diesen Bedingungen 

stark reprimiert ist (vgl. Abb. 19A, B und Abb. 20). Dabei spielt es 

keine Rolle ob der GR vor AP-1 aktiviert wird (d. h. wenn 

Dexamethason vor TP A gegeben wird) oder ob der GR durch 

Dexamethason-Gabe erst aktiviert wird, wenn AP-1 durch TPA 

aktiviert wurde und bereits an der DNA sitzt (Abb. 21). Die 

unveränderten DNA-Protein-Kontakte am TRE in vivo schließen 

eine Kompetition zwischen dem GR und AP-1 um die Bindung an 

das TRE als Mechanismus für die Interferenz zwischen beiden 
Faktoren aus. 

Interessanterweise wurden TPA-induzierte Protektionen von 
Guaninen in unmittelbarer Nachbarschaft vom TRE, nämlich in der 
PEA3-Erkennungssequenz und in Box 1, durch Glucocorticoid­

Behandlung zumindest teilweise wieder aufgehoben (Abb. 19A, B). 

Da das TRE für die Glucocorticoidrepression ausreichend ist 

(Lucibello et al., 1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; 

Schüle et al., 1990), könnte die Aufhebung von DNA-Protein­

Interaktionen an diesen, dem TRE unmittelbar benachbarten 

Stellen, auf eine sterische Hinderung der Proteinbindung an 

diesen Sequenzen hinweisen, die durch die Bildung eines großen 

Proteinkomplexes zwischen GR und AP-1 hervorgerufen wird. 

Angesichts der unveränderten Besetzung des TRE mit AP-1 in 

vivo sind verschiedene Mechanismen denkbar wie der GR mit der 

AP-1-Aktivität interferieren kann: (a) Der GR modifiziert AP-1; 

(b) Der GR kompetiert mit AP-1 um em akzessorisches 

Aktivatorprotein (" Squelching", Ptashne & Gann, 1990 und 

Referenzen darin); (c) Der GR verhindert die DNA-Bindung von 

Fos/Jun, so daß ein nicht transaktivierendes Mitglied der AP-1-

Familie (welches dieselben DNA-Protein-Kontakte 

an das TRE binden kann; (d) Der GR 

Transakti vierungsfähigkeit von AP-1 (Fos/Jun) 

machen müßte) 

blockiert die 

durch Protein-

Protein-Interaktionen ohne dessen DN A-Bindung zu beeinflußen. 

Eine Glucocorticoid- vermittelte Modifikation von AP-1 bleibt 

eme Möglichkeit, obwohl bisher keine Veränderungen m 

Modifikationen von AP-1 nach Dexamethason-Behandlung 

gefunden wurden (S. Gebel, nichtveröffentlichte Daten). Die 

Kompetition um einen gemeinsamen Koaktivator ("Squelching") ist 

sehr unwahrscheinlich, da es Mutanten des GR gibt, die die 
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Aktivität von AP-1 nicht mehr reprimieren können, aber die 

immer noch selbst transaktivieren können (A. C. B. Cato et al., 
Manuskript in Vorbereitung). Außerdem können GR-Mutanten, die 
keine Transaktivierungsdomäne mehr besitzen immer noch die 
Aktivität von AP-1 reprimieren (Jonat et al., 1990; Yang-Yen et 

al., 1990b; Schüle et al., 1990; A. C. B. Cato, unveröffentlichte 
Daten). Die Aufhebung der DNA-Bindung von Fos/Jun durch den 

GR in vivo und die darauf folgende Besetzung des TRE mit einer 
inaktiven AP-1-Subspezies (wobei sich die apparente Besetzung 
des TRE nicht ändern würde) kann nicht vollständig 
ausgeschlossen werden. Allerdings konnte ich zeigen, daß der GR 
die DNA-Bindungsaktivität von Fos/Jun nicht hemmt, zumindest 
nicht in vitro. Außerdem müßte der GR bei einem solchen 
Mechanismus spezifisch nur die DN A- Bindung von 

transaktivierenden AP-1-Proteinen verhindern. Ein solcher 
Mechanismus könnte zudem die partielle Aufhebung der 
Proteinbindung in der unmittelbaren Nachbarschaft des TRE nur 
schwer erklären. 

Zusammengenommen machen die in vitro und die in vivo DNA­
Bindungsstudien sowie die früher beschriebenen Protein-Protein­
Interaktionen zwischen GR und AP-1 (Diamond et al., 1990; Jonat 
et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990b; Touray et al., 1991) einen 
Mechanismus wahrscheinlich, bei dem der GR mit der 
Transakti Vierungsfähigkeit von AP-1 über direkte Protein­
Protein-Wechselwirkungen interferiert, ohne dessen DN A­
Bindung zu verhindern. Der GR ist nicht das einzige Mitglied aus 
der Überfamilie der Steroid/Thyroid-Hormonrezeptoren (Evans, 

1988), das mit der Aktivität von AP-1 interferiert. Die Retinsäure­
Rezeptoren (Nicholson et al., 1990; Schüle et al., 1991; Yang-Yen et 

al., 1991) und die T3/T4-Rezeptoren (Zhang et al., 1991) zeigen 
ein ähnliches Verhalten. 

Der oben nahegelegte Mechanismus ist möglicherweise nicht der 
einzige über den ein Steroidhormonrezeptor mit AP-1 oder AP-1-
verwandten Proteinen interferieren kann. In bestimmten 
Promotoren sind mehr oder weniger überlappende DNA­

Bindungsstellen für beide Faktoren beschrieben worden (s. Schüle 
& Evans, 1991 und Referenzen darin). Die Interferenz kann in 
diesen Fällen auf dem Ausschluß der gleichzeitigen Bindung von 
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Rezeptor und AP-1-Proteinen und/oder der Einbeziehung anderer 

(positiv oder negativ wirkender) Transkriptionstaktoren beruhen 

(Schüle & Evans, 1991 ). Der gegenseitige Ausschluß von 

Signalwegen, die mit Zelldifferenzierung bzw. Zellproliferation 

assoziiert sind, scheint für die Zelle sehr wichtig zu sein, so daß 

sich vielleicht mehere Mechanismen entwickelt haben, um dieses 

Ziel zu erreichen. 

AP-1 und AdEla 
Die Expression des Adenovirus (Ad) EI a-Proteins führt zur 

Immortalisierung (Ruley et al., 1984) und, zusammen mit dem 

AdEl b-Protein oder dem Produkt des Ha-ras-Onkogens, zur 

Transformation primärer, Adenovirus-permissiver Zellen (Ruley, 

1983). AdEl a aktiviert die Expression von Adenovirus-Genen und 

verschiedener zellulärer Gene (als Übersichtsartikel s. Berk, 1986); 

es reprimiert jedoch auch die Expression einer Reihe von viralen 

und zellulären Genen (Borrelli et al., 1984; Hen et al., 1985, 1986; 

Stein & Ziff, 1987; Webster et al., 1988; Offringa et al., 1988, 1990; 

Timmers et al., 1989; Frisch et al., 1990). 

AdE I a hemmt die Phorbolester-induzierte Transkription des 

Kollagenase (Typ I)-Gens, wie der Glucocorticoidrezeptor, über den 

Transkriptionstaktor AP-1 (Fos/Jun) (Offringa et al., 1990). AdE1a 

führt dabei zu keiner Hemmung der AP-1-Synthese und zu keiner 

nachweisbaren Hemmung der DNA-Bindungsfähigkeit von AP-1 in 

vitro (Offringa et al., 1990). Im Gegensatz zu den berichteten in 

vitro DNA-Bindungsdaten (Offringa et al., 1990), legen es die in 

der vorliegenden Arbeit durchgeführten in vivo "footprinting"­

Experimente In primären (menschlichen), embryonalen 

Retinoblasten (HER) und zwei Klonen AdEl-transformierter HER 

nahe, daß das TRE des Kollagenase-Gens ll1 den AdEl­

transformierten Zellen nicht besetzt ist. Auch die Behandlung der 

Zellen mit TPA ändert daran nichts, während in den primären 

Zellen die Bindung von AP-1 an das TRE durch TPA induziert 

werden kann (s. Abb. 22A). Die AP-1-ähnliche Bindungsstelle im 

Promotor des c-jun-Gens (Angel et al., 1988b) ist dagegen auch in 

den AdE I-transformierten Zellen besetzt. Dies zeigt einmal, daß 

der Nachweis von DNA-Protein-Interaktionen in den 

transformierten Zellklonen mit der angewendeten Methode in 
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viv o möglich ist und nicht etwa durch die Heterogenität der 

verwendeten Zellen verhindert wird. Zum anderen legt es dieses 

Ergebnis nahe, daß AdEla spezifisch auf das Kollagenase-TRE bzw. 

die daran bindenden Proteine, nämlich AP-1 (Fos/Jun) wirkt, über 

die AdEla die Repression der Transkription vermittelt (Offringa et 

al., 1990). Genomische "footprinting"-Experimente mit Zellen, die 

eine induzierbare Expression des AdEla-Proteins erlauben (stabile 

Transfektanten), sollten zeigen können, ob es sich bei der 

beobachteten Nichtbesetzung des TRE im Kollagenase-Promotor 

um einen Langzeit-Effekt handelt oder ob diese Veränderung 

durch die kurzzeitige Expression von AdE 1 a erreicht werden kann 
(und eventuell reversibel ist). Die im Widerspruch zu den hier 

gefundenen in vivo Ergebnissen stehende, unveränderte AP-1-
Bindung in vitro (Offringa et al., 1990) hat ihre Ursache 

möglicherweise m emem Verlust von die DN A-Bindung 

beeinflußenden Modifikationen oder Protein-Protein­

Interaktionen während der Extraktpräparation. Die von den 

genomischen "footprinting"-Daten nahegelegte Hemmung der 

DNA-Bindung von AP-1 wird unterstützt durch 

Transfektionsexperimente, in denen die Repression durch AdEl a 

über die DNA-Bindungsdomäne des c-Jun-Proteins auf chimäre 

Proteine übertragen werden kann (P. Angel et al., Manuskript in 

Vorbereitung). 

Der negative Einfluß des transformierend wirkenden AdEla­

Proteins auf AP-1 (Fos/Jun), dessen Komponenten Pos und Jun 

selbst Zellen transformieren können und mit der Zellproliferation 

assoziiert sind (als Übersichtsartikel s. Angel & Karin, 1991 ), 

erscheint widersprüchlich. Die Hemmung der AP-1 (Fos/Jun)­

Aktivität hängt von der konservierten Region 1 (CRl) im E1a­

Protein ab (Offringa et al., 1990), die auch für die Repression der 

Aktivität anderer Gene und die Transformation von Zellen 

notwendig ist (Lillie et al., 1986, 1987). Die Fähigkeit zur 

Repression von Genen durch AdE1a scheint somit mit dessen 

Transformationsfähigkeit verknüpft zu sein. Die Hemmung der 

AP-1 (Fos/Jun)-Aktivität könnte durch die Derepression von 

Genen, die durch AP-1 (Fos/Jun) negativ kontrolliert werden, zur 

Transformation beitragen. AdE 1 a führt jedoch auch zu einer 

Erhöhung der c-jun-Transkription (Frisch et al., 1990; van Dam et 
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al., 1990; meine ergenen nicht veröffentlichten Daten). Dieser 

Effekt ist interessanterweise ebenfalls von der für die 

Transformation notwendigen CRI-Domäne abhängig (van Dam et 

al., 1990). Das Jun-Protein kann auch mit anderen Mitgliedern der 

Pos-Genfamilie und mit ATF/CREB- Proteinen heterodimere 

Komplexe bilden (Ryseck & Bravo, 1991 und Referenzen darin; 

Benbrook & Jones, 1990; Macgregor et al., 1990; Hai & Curran, 
1991 ). Die Aktivität solcher von c-Fos/c-Jun verschiedenen c-Jun­

haltigen Proteinkomplexe könnte durch AdEl a unbeeinflußt sein 

und diese könnten dann, durch die Bindung an AP-1 (-ähnliche)­

DNA-Bindungsstellen, Gene aktivieren, die in die Transformation 

von Zellen involviert sind. Ein Beispiel einer durch AdEla nicht 

reprimierbaren AP-1-ähnlichen Bindungsstelle findet sich im c­

jun-Promotor (Angel et al., 1988b). Die von diesem Element 

vermittelte Transkriptionsakti vierung wird, im Gegensatz zu der 

vom TRE des Kollagenase-Gens vermittelten Aktivierung, durch 

AdE 1 a nicht gehemmt (Offringa et al., 1990; van Dam et al., 1990) 
und, konsistent damit, wird die DNA-Bindung von Proteinen an 

dieses Element in vivo durch AdE 1 a nicht verhindert (diese 
Arbeit, s. Abb. 22). 

AdEl a scheint jedoch auch antionkogene Wirkungen zu haben. So 

ist das Metastasierungspotential von Ratten-Embryofibroblasten, 

die zusätzlich zu transfiziertem c-Ha-ras-Onkogen (kotransfi­

ziertes) AdEl a exprimieren, verringert, verglichen mit Zellen, die 

nur c-Ha-ras exprimieren (Pozzatti et al., 1986; Steeg et al., 1988). 

Eine AdE 1 a-abhängige Hemmung der Metastasierungsfähigkeit 

und der Tumorigenität wurde auch für einige menschliche 
Tumorzellinien gefunden (Frisch et al., 1990; Frisch, 1991 ). 

Allerdings ist die Transformationsfrequenz (d. h. die Häufigkeit 

von morphologisch transformierten Zellkolonien) bei den Ratten­
Embryofibroblasten, die, zusätzlich zu c-Ha-ras, AdEl a 

exprimieren stark erhöht (Pozzatti et al., 1986). Eine Ursache der 

Verringerung des Metastasierungs potentials nach AdE 1 a­

Expression könnte die reduzierte Synthese von Metalloproteinasen 

sein (Garbisa et al., 1987; Frisch et al., 1990); dabei könnte die 

Hemmung der AP-1 (Fos/Jun)-Aktivität zumindest für die 

Repression der Kollagenase (Typ !)-Expression verantwortlich sein 

(Frisch et al., 1990; Offringa et al., 1990). 
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Die onkogenen und antionkogenen Wirkungen von AdE 1 a beruhen 

möglicherweise auf der selektiven Beeinflußung von 

Transkriptionsfaktoren durch das AdEl a-Protein. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daß die von 

Phorbolester-Tumorpromotoren induzierte Signalkette in vivo 

sowohl präformierte, konstitutive DNA-Protein-Komplexe, wie bei 

der "immediate early "-Antwort des c-fos-Gens, als auch 

induzierbar an die DN A bindende Proteinkomplexe, wie im Falle 

des durch AP-1 gesteuerten Kollagenase-Gens, benützt, um Gene 

zu aktivieren. Zwei Signalwege, die der Phorbolesteraktivierung 

AP-1-abhängiger Gene entgegenwirken tun dies über 

unterschiedliche Mechanismen. Das Adenovirus EI a-Produkt 

scheint die DN A- Bindung von AP-1 in vivo zu verhindern, 

während Glucocorticoide über den Glucocorticoidrezeptor mit der 

Aktivität von AP-1 interferieren ohne dessen DN A- Bindung 

aufzuheben. 

Obwohl die Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit DNA­

Elementen für die Steuerung von Genen notwendig ist, ist die 

Modulation der DN A-Bindung offensichtlich nicht die einzige 

Möglichkeit eukaryontischer Zellen, Gene positiv und negativ zu 

regulieren. 
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