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Zusammenfassung 

Die Expression des c-jun Proto-Onkogens bzw. die Synthese des cJun 
Proteins spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Zell­
Proliferation und Transformation, Differenzierung und der Antwort von 
Zellen auf genatoxische Substanzen. Die Transkription von c-jun wird 
sehr schnell und transient nach Behandlung von Zellen mit 
Wachstumsfaktoren, dem Phorbolester TPA und UV-Bestrahlung 
induziert und danach sehr schnell wieder auf Basalwerte reprimiert. 
Dagegen tritt im Verlauf der Differenzierung oder Transformation eine 
konstitutiv erhöhte c-jun Expression auf. ln der vorliegenden Arbeit 
wurde der Mechanismus der Transkriptionskontrolle des c-jun Gens 
aufgeklärt. Durch die Analyse von c-jun Promotor-Mutanten konnten 
zwei AP-1 ähnliche Bindungssequenzen, Jun 1 und Jun 2, identifiziert 
werden, die für die schnelle, transiente Induktion durch TPA und UV 
verantwortlich sind. Beide Bindungsstellen werden mit hoher Affinität 
von cJun/ATF-2 Komplexen erkannt. ln undifferenzierten F9-Zellen, die 
kein cJun Protein synthetisieren, bindet ATF-2 als Homodimer, oder im 
Komplex mit einem bisher unbekannten Faktor, und vermittelt dadurch 
die lnduzierbarkeit des c-jun Promotors durch UV oder während der 
Differenzierung. Die Faktoren CTF, NF-Jun und FP kooperieren mit 
cJun/ATF-2 (bzw. ATF-2 Homodimeren) und tragen zur maximalen 
basalen, sowie induzierten Aktivität bei, können jedoch selbst keine 
lnduzierbarkeit vermitteln. Sp1 dagegen hat einen negativen Effekt auf 
die Induktion des c-jun Promotors durch TPA und UV-Licht. Jun 1 und 
Jun 2 sind auch für die Aktivierung von c-jun durch das E1 A Protein des 
Adenovirus, sowie während der Differenzierung wichtig. ln vivo sind 
alle identifizierten Protein-Bindungsstellen, einschließlich Jun 1 und 
Jun 2, schon in nicht-stimulierten Zellen, vollständig besetzt. Während 
der Phasen der transkriptionallen Aktivierung und nachfolgender 
Repression ändert sich das Muster der Proteinbindung nicht. Dies läßt 
darauf schließen, daß der c-jun Promotor von einem 11 Semi-aktivenll 
Zustand sehr schnell durch post-translationale Modifikationenen (z.B. 
Phosphorylierung) von Promotor-assoziierten cJun und ATF-2 Proteinen 
maximale Aktivität erreicht. Eine permanente Aktivierung von DNA­
gebundenem cJun/ATF-2 ist als Ursache der konstitutiven Expression 
von c-jun in Adenovirus-transformierten Zellen anzusehen. Der 
Mechanismus der Transkriptionskontrolle des c-jun Gens ähnelt der 
Situation am Promotor des c-fos Proto-Onkogens. Daher könnte die 
phosphorylierungsabbhängige Aktivitätskontolle von Promotor­
assoziierten Transkriptionstaktoren ein generelles Prinzip für die 
schnelle und transiente Regulation von 11 immediate-early 11 Genen sein. 



Transcriptional control of the proto-oncogene 
c-jun 

Summary 

Expression of the c-jun proto-oncogene e.g. the synthesis of the cJun 
protein plays a crucial role during regulation of cell proliferation, 
transformation, differentiation and the cellular response to genotoxic 
agents. Transcription of c-jun is rapidly and transiently induced by 
treatment of cells with growth factors, the phorbol-ester TPA and UV­
irradiation. Subsequently promoter activity is quickly repressed to 
basal Ieveis. ln contrast, during the time-course of differentiation or 
transformation a constitutive enhanced expression of c-jun occurs. ln 
the work presented the mechanism of transcriptional control of the c­
jun gene was detected. By analysis of c-jun promoter-mutants two AP-
1 like binding sites, Jun 1 and Jun 2 were identified of which both are 
responsible for the rapid and transient induction by TPA or UV. Jun 1 
and Jun 2 are recognized with high affinity by protein complexes 
containing cJun/ ATF-2. ln undifferentiated F9 cells, which do not 
synthesize any cJun proteins, ATF-2 binds as a homodimer or in 
complex with a factor which has not been identified as yet and 
mediates by this way the inducibility of the c-jun promoter by UV or 
during differentiation. The factors CTF, NF-Jun and FP cooperate with 
cJun/ATF-2 (e.g. ATF-2 homodimers) and contribute to maximal and 
induced activity, but are not able to mediate inducibility by 
themselves, whereas Sp1 has a negativ effect on c-jun promoter 
inducibility by TPA and UV-Iight. ln addition Jun 1 and Jun 2 are also 
necessary for activation of c-jun by the E1 A protein of adenovirus, as 
weil as during differentiation. ln vivo all identified protein-binding 
sites, including Jun 1 and Jun 2 are already fully occupied in non­
stimulated cells. During the phases of transcriptional activation and 
subsequent repression the pattern of · protein-binding is not changed. 
This Ieads to the suggestion that the c-jun promoter quickly reaches 
maximal acitvity from a 11 Semi-activeu status through post­
translational modifications (for example phosphorylation) of promoter­
associated cJun and ATF-2 proteins. A permanent activity of DNA-bound 
cJun/ATF-2 is the reason for the constitutive expression of c-jun in 
adenovirus-transformed cells. The mechanism of transcriptional 
control on the c-jun gene closely resernblas the situation as described 
for the c-fos proto-oncogene. Therefore, it is suggested that the 
phosphorylation-dependent activity-control of promoter-associated 
transcription-factors is a general requirement for the rapid and 
transient regulation of 11 immediate-early11 genes. 
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Einleitung 

Jede Zelle unseres Körpers enthält die genetische Information von 
ungefähr 100 000 Genen, deren Transkription von RNA-Polymerase II, 
TBP (TATA-Binding-Protein) und einer Reihe von lnitiationsfaktoren, 
den sogenannten TAFs (TATA-Associated Factors) vermittelt wird 
(Reeder, 1991 ). Diese Enzyme werden jedoch nur aktiv, wenn 
Transkriptionstaktoren ein Gen "aufrufen". Eine solche Induktion 
spezifischer Gene kann durch Substanzen wie Hormone, 
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Phorbolester und durch Bestrahlung mit 
UV-Licht ausgelöst werden (Angel und Karin, 1991; Herrlich und Ponta, 
1989; Angel, 1994). Als Folge davon wird eine Signalkette von der 
Zytoplasmamembran bis in den Zellkern in Gang gesetzt, die dort 
Transkriptionsfaktoren, die an distale Kontrollelemente im Promotor 
ihrer Zielgene binden, aktiviert oder reprimiert. 

Der Transkriptionstaktor AP-1 

Eine elementare Rolle bei der Regulation vieler Gene spielt der 
Transkriptionstaktor AP-1 (Aktivator-Protein-1), der durch oben 
angeführte Faktoren (Hormone, Wachstumsfaktoren, Zytokine, Phorbol­
ester und Bestrahlung mit UV-Licht) in einen aktiven Zustand überführt 
wird. AP-1 vermittelt die Expression seiner Zielgene durch Bindung an 

die Konsensus-Sequenz 5' -TGAG/ cTCA-3', die häufig in der Promotor­

region zellulärer und viraler Gene vorkommt. Unter diesen Genen sind 
besonders solche, die zu Wachstum und Zellteilung benötigt werden. Sie 
kodieren zum Beispiel für Metallothionein, Kollagenase, Stromelysin, 
Plasminogen-Aktivator, CD44, SV40 und Polyoma (Angel et al., 1987a + 
b, 1988; Schönthai et al., 1988a + b; Sassone-Corsi et al., 1988; Medcalf 
et al., 1990; Hofmann et al., 1993). 

Jeder AP-1 Transkriptionstaktor besteht aus zwei Untereinheiten, die 
aus einer Kombination der verschiedenen Mitglieder der Jun, Fos und 
ATF/CREB Proteinfamilien gebildet werden (Angel und Karin, 1991 ). 
Durch Mutationsanalysen wurden charakteristische Eigenschaften 
entdeckt, die zwischen diesen Proteinen konserviert sind und zu deren 
Einordnung in die "bZip" Proteinfamilie geführt hat (Landschulz et al., 
1988). bZip steht für die Aminosäuresequenz zwei er unabhängig 
voneinander wirkenden Einheiten der DNA-Bindedomäne. Die "basische 
Region", eine Folge von Aminosäuren mit starker positiver Ladung, ist 
für die Sequenz-spezifische DNA-Bindung verantwortlich (Vogt und 
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für die Sequenz-spezifische DNA-Bindung verantwortlich ist (Vogt und 
Bos, 1990). Die andere Einheit, der "Leuzin-Zipper", bezeichnet einen 
amphipatischen Helixbereich (bestehend aus ungefähr 35 Aminosäuren, 
von denen jede siebte Aminosäure ein Leuzin ist), der "coiled coil" 
Interaktionen eingeht (Landschulz et al., 1988). Durch sowohl 
hydrophobe als auch ionische Wechselwirkungen innerhalb dieser Region 
können die Proteine miteinander dimerisieren. Fos und Jun Proteine 
bilden stabile Heterodimere. Aufgrund der elektrostatischen 
Eigenschaften des Leuzin-Zippers können Fos Proteine keine 
Homodimere ausbilden. Im Gegensatz dazu können sowohl Jun, als auch 
CREB/ATF Proteine Homodimere bilden. cJun kann auch mit spezifischen 
Mitgliedern der CREB/ATF (ATF-2, ATF-a, CRE-BPa) Protein-Familie 
heterodimerisieren, während Fos keine effizienten CREB/ATF 
Heterodimere bildet (Benbrook und Jones, 1990; Hai und Curran, 1991; 
Nomura et al., 1993; Chatten et al., 1994). Da Protein-Dimerisierung 
Voraussetzung für die Bindung an die AP-1 Bindestelle ist, kann Fos, in 
Abwesenheit von Jun, nicht an DNA binden. Durch diese vielfältigen 
Möglichkeiten einer Dimerisierung der Mitglieder der AP-1 Familie 
ergeben sich mehr als 100 Kombinationsmöglichkeiten. Je nach Art der 
Dimere verändern sich die regulatorischen und die 
Bindungseigenschaften von AP-1, worauf später noch ausführlicher 
eingegangen wird. 

cFos 

FosB 

Fra -1 

Fra-2 

ATF-a 

Abb. 1 Die verschiedenen Mitglieder des AP-1 Transkriptionstaktors und Möglichkeiten 
der Dimerisierung. Die Mitglieder der Fos Familie (cFos, FosB, Fra-1, Fra-2) können 
nicht homodimerisieren, aber mit Proteinen der Jun Familie (cJun, JunB, 
JunD)heterodimerisieren. Im Gegensatz dazu können sowohl Jun, als auch CREB/ATF 
Proteine als Homodimere an DNA binden. Außerdem formen Jun mit CREB/ATF Proteinen 
Heterodimere, wie durch ,die überlappenden Kreise symbolisiert ist. 
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DNA Bindung alleine führt noch zu keiner Aktivierung des Gens. 
Vielmehr muß der N-Terminus von cJun und der C-Terminus von cFos, 
bzw. Domänen anderer AP-1 Untereinheiten mit dem basalen 
Transkriptionskomplex in Wechselwirkung treten (Angel et al., 1989; 
Gebel et al., unveröffentlicht). Voraussetzung für diese Wechselwirkung 
ist die posttranslationals Modifikation dieser Domänen. 

N 

TAO 

basische 
Region 

Leuzin­
Zipper 

L L L L L 

DNA-Bindungsdomäne 

c 

Abb. 2 Schematische Darstellung des cJun Proteins. N, amino-terminales Ende; C, 
carboxyterminales Ende; TAO, Transaktivierungsdomäne; L, Leuzin. 

Mehrere Ketten der Signalübertragung, die von der Zellmembran bis in 
den Zellkern reichen, induzieren AP-1, das dadurch externe Stimuli 
sowohl in kurz-, als auch langzeitige Veränderungen der Gen­
Expression umsetzt. Daher spielt AP-1 eine zentrale Rolle bei der 
Proliferation und der Differenzierung (Angel und Karin, 1991). Ein 
Beispiel sind embryonale F9-Teratokarzinoma oder HL60-Leukämie 
Zellen, bei denen im Verlauf der Differenzierung die Menge an c- ju n 
Transkripten (bei HL60-Zellen auch an c-fos mRNA) kontinuierlich 
ansteigt, und dann konstitutiv erhöht bleibt (Müller et al., 1985; Yang­
Yen, 1990; Sherman, 1990 und Abb. 26). Die bedeutende Funktion, die 
AP-1 in der Zelle innehat, wird bekräftigt durch transgene Mäuse, bei 
denen diese beiden Gene entweder ausgeschaltet oder überexprimiert 
wurden. Das Fehlen von c-tos resultiert in Störungen des 
Knochenwachstums (Johnson et al., 1992; Wang et al., 1992), da es zu 
keiner terminalen Differenzierung der Osteoclasten kommt (Grigoriadis 
et al., 1994). Transgene Mäuse, bei denen c- fo s konstitutiv 
überexprimiert ist, weisen phänotypische Veränderungen in der Milz, 
dem Thymus und im Knochen auf (Rüther et al., 1987; 1988; 1989). Zu 
späteren Zeitpunkten bilden sich Knochentumoren aus, die durch eine 
mehrere hundertfach erhöhte Kollagenase I Expression (im Gegensatz 
zum normalen Knochengewebe in Wildtyp Mäusen) charakterisiert sind. 
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Zellen durch eine verstärkte Bindung des konstitutiv überexprimierten 
Fos Proteins an die AP-1 Bindestalle induziert werden. Ähnliche 
dramatische Auswirkungen hat eine Null-Mutation des c-jun Gens. 
Mäuseembryonen ohne funktionelles cJun Protein sterben am 12. Tag 
nach der Befruchtung infolge von Defiziten in der Entwicklung der 
foetalen Leber (Johnson et al., 1993; Hilberg et al., 1993). Anscheinend 
ist das c-jun Gen ab Tag 12 der murinen Embryonalentwicklung absolut 
lebensnotwendig, während es für die Proliferation und Differenzierung 
bis zur 11 Mid-Gestation.. nicht unbedingt erforderlich zu sein scheint, 
oder durch andere Mitglieder der Jun Familie ersetzt werden kann. Ein 
cJun abhängiger Prozess scheint zur Überlebensfähigkeit von Zellen 
nach UV-Bestrahlung beizutragen, da Maus-Fibroblasten ohne 
funktionelles cJun Protein UV-Licht gegenüber viel sensitiver sind als 
normale Fibroblasten (Schreiber und Wagner, persönliche Mitteilung). 

Wegen dieser wichtigen Funktion von Fos und Jun in der Zelle muß ihre 
Transkription und die DNA-Bindeaktivität, sowie die transaktivierende 
Funktion der Proteine sehr fein kontrolliert werden. Die Modulation der 
AP-1 Aktivität ist notwendig für eine flexible Gen-Regulation, die 
verschiedenen zellulären Stimuli angepaßt ist. 
Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Regulation von cJun, da 
dieses zum einen durch Homodimerisierung direkt selbst Gene reguliert 
und zum zweiten als Dimerpartner für Fos und CREB/ATF Proteine 
fungiert. Darüberhinaus besitzt cJun, im Vergleich zu JunB oder JunD 
eine viel effizientere Transaktivierungsaktivität (Chiu et al., 1989; 
Hirai et al., 1989). 

I 

Die Regulation der cJun Aktivität 

Die cJun Aktivität kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden: 
Auf der Transkriptionsebene, durch Dimerisierung mit Jun, Fos und 
CREB/ATF Proteinen, durch direkte oder indirekte Interaktionen von 
cJun mit anderen zellulären Proteinen (van Dam et al., 1990; Angel und 
Karin, 1991; Bengal et al., 1992; Jonat et al., 1990; de Groot et al., 
1990). Schließlich wird die Funktion des cJun Proteins durch post­
translationale Modifikation der DNA-Bindedomäne und der 
Transaktivierungsdomäne gesteuert (Angel und Karin, 1991; Binetruy et 
al., 1991; Radler-Pohl et al., 1993). 

Die Regulation der Transkription von c-jun 

Die Menge an c-jun Transkripten erhöht sich sehr schnell nach 
Behandlung von Zellen mit Wachstumsfaktoren, Zytokinen (TNFa, 
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Interleukin 1 ), Tumorpromotoren, UV-Licht und nach der Expression des 
E1 A Proteins des Adenovirus (Angel und Karin, 1991; van Dam et al., 
1990; Devary et al., 1991; van Dam et al., 1994). Die verstärkte 
Transkription des c-jun Gens kehrt danach innerhalb von zwei bis drei 
Stunden wieder auf Basalwerte zurück. Diese Induktion der 
Transkription ist auch möglich, wenn die Proteinneusynthese durch 
Hemmstoffe inhibiert ist (Ryseck et al., 1988; Mechta et al., 1989). 
(Eine Ausnahme bildet die Induktion des c-jun Gens, die durch das E1A­
Protein des Adenovirus vermittelt wird, da zur Expression von E1 A eine 
Proteinsynthese notwendig ist). Dies weist darauf hin, daß die 
Induktion von c-jun von Faktoren bewerkstelligt wird, die schon in der 
Zelle existieren. Durch Analyse von Deletionsmutanten des c-jun 
Promotors wurden bisher zwei AP-1 ähnliche Bindastellen (Jun 1: 
TGACATCA und Jun 2: TTACCTCA) gefunden, die Funktionen bei der 
transkriptionallen Aktivierung des c-jun Promotors nach Behandlung 
von Zellen mit UV-Licht (Devary et al., 1991; Stein et al., 1992) und 
Phorbolestern (Angel et al., 1988; Stein et al., 1992), oder durch das 
E1 A Protein des Adenovirus (van Dam et al., 1990) zu haben scheinen. 
Obwohl Jun 1 und Jun 2 im Vergleich zur AP-1 Konsensus Sequenz 

(TGA G;C TCA) eine zusätzliche Base in der Mitte der Kernsequenz haben, 

bestätigten in vitro DNA-Bindungs-Studien, daß die Jun 1 Sequenz von 
AP-1 gebunden wird. cJun Homodimere können an den eigenen Promotor 
binden und verursachen dadurch eine autokatalytische Aktivierung eines 
Minimalpromotor Konstruktes, das die Jun 1 Bindestalle enthält (Angel 
et al., 1988). 
Die Aktivität der Transkriptionsfaktoren, die für die Veränderungen der 
c-jun Transkription verantwortlich sind, kann über deren DNA­
Bindungsdomäne oder Transaktivierungsdomäne moduliert werden. 

Die Regulation von cJun über die DNA-Bindung von AP-1 

Für die Regulation von cJun über die DNA-Bindung von AP-1 sind 
Phosphorylierungen (Boyle et al., 1991; Lin et al., 1992), Redoxreak­
tionen (Abate et al., 1990; Oehler et al., 1993), Austausch des 
Dimerpartners (Hai und Curran, 1991) und die Interaktion mit anderen 
Proteinen (Auwerx und Sassone-Corsi, 1991) von Bedeutung. 

ln nicht-stimulierten Zellen sind innerhalb der DNA-Bindedomäne von 
cJun zwei Serine in den Positionen 243 und 249, sowie zwei Threonine 
in den Positionen 231 und 239 phosphoryliert (Boyle et al., 1991; Lin et 
al., 1992). Die Phosphorylierung dieser Aminosäuren wird vermutlich 
von den Proteinkinasen GSK3 (Giykogen-Synthase-Kinase 3) und CKII 
(Kaseinkinase II) vermittelt (Boyle et al., 1991; Lin et al., 1992). Die 
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Behandlung von Zellen mit TPA (12-0-Tetradecanoylphorboi-13-Acetat) 
führt zu einer Dephosphorylierung dieser Aminosäuren und zu einer 
Erhöhung der DNA-Bindungsaktivität (Boyle et al., 1991 ). Ein cJun 
Protein, bei dem diese vier Aminosäuren mutiert sind kann, im 
Vergleich zum Wildtyp Protein, ein Kollagenase Promotorkonstrukt viel 
effizienter aktivieren, obwohl die Transaktivierungsdomänen beider 
Proteine identisch sind (Hagmeyer et al., 1993). Dies deutet auf eine 
verstärkte Bindungsaktivität dieser cJun Mutante hin. 

Neben Phosphorylierung wurde ein weiterer Mechanismus der Kontrolle 
der DNA Bindung von cJun identifiziert, der über die Oxidation des 
Cystein-Restes 269 in der DNA-Bindungsdomäne läuft (Abate et al., 
1990; Oehler et al., 1993). Mutation dieses Cysteins, zusammen mit 
einer Mutation von Serin 243, bewirkt eine konstitutive und Redox­
unabhängige Bindung (Oehler et al., 1993). Interessanterweise sind 
diese beiden Aminosäuren die einzigen Mutationen, die zwischen cJun 
und seinem viralen Gegenstück vJun in der DNA-Bindedomäne 
unterschiedlich sind. Dadurch könnte vJun beide negativ wirkenden 
Regulationsmechanismen der DNA Bindung umgehen und eine maximale 
Bindungsaktivität erreichen. 

Die Aktivierung des c-jun Promotors könnte demnach über eine 
verstärkte Bindung von Transkriptionstaktoren vermittelt werden. 
Dieser Regulationsmechanismus scheint beim Kollagenase Promotor zu 
existieren, da dessen Aktivierung über Neusynthese von Fos und Jun und 
eine verstärkte Bindung von AP-1 verläuft (König et al., 1992). 

Die Aktivität von cJun könnte auch über die Zusammensetzung des 
bindenden AP-1 Komplexes reguliert werden, da die Transkription der 
verschiedenen Jun und Fos Gene nicht koordiniert reguliert wird, 
sondern abhängig vom extrazellulären Stimulus ist. Im Gegensatz zur c­
jun und junB Transkription, die stark durch Stimulation der Zellen mit 
Serum oder TPA verstärkt werden kann, wird die Transkription von junD 
dadurch nur unwesentlich beeinflußt (Hirai et al., 1989}. Gleichzeitig 
unterscheiden sich die Fos und Jun Proteine stark in ihren 
transaktivierenden Eigenschaften. cJun ist ein effizienter Aktivator 
seines eigenen und des Kollagenase-Promotors, während JunB und JunD 
nur schwach transaktivieren (Chiu et al., 1989; Hirai et al., 1989}. 
Dagegen ist JunB, wie cJun, ein wirkungsvoller Aktivator von 
Promotoren, die multimere AP-1 Bindestallen enthalten (Chiu et al., 
1989). Je nach Zusammensetzung der Untereinheiten der Homo- und 
Heterodimere verändern sich auch die DNA-Bindungseigenschaften. Die 
Heterodimere, die zwischen den verschiedenen Jun und Fos Proteinen 
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gebildet werden, haben im Vergleich zu Jun/Jun Homodimeren eine 
verstärkte Bindeaktivität Jun/Fos Heterodimere binden bevorzugt an 
asymmetrische, 7-mer TREs, während Jun · Homodimere die Bindung an 
eine symmetrische 8-mer CRE Sequenz bevorzugen (Nakabeppu und 
Nathans, 1989; Ryseck und Bravo, 1991). Der Austausch von Fos in 
einem Fos/Jun Heterodimer gegen ATF-2 verhindert die Bindung an ein 
TRE, erlaubt aber eine effiziente Bindung an ein CRE (Benbrook und 
Jones, 1990; Hai und Curran, 1991; van Dam et al., 1993). Die 
Sequenzspezifität wird außerdem von den flankierenden Nukleotiden 
des TRE oder CRE beeinflußt (Ryseck und Bravo, 1991). Abhängig vom 
stimulierenden Agens werden demnach unterschiedliche Fos und Jun 
Proteine synthetisiert, die die Gesamtaktivität von AP-1 bestimmen. 

Eine weitere Möglichkeit, die Aktivität von cJun zu regulieren, liegt in 
den Interaktionen von cJun mit anderen zellulären Proteinen. MyoD, ein 
muskelspezifischer Transkriptionsfaktor, hemmt die DNA-Bindung von 
Jun (Bengal et al., 1992). Der Glukocorticoid-Rezeptor interagiert über 
einen bis jetzt unbekannten Mechanismus mit Jun. Es wird dadurch die 
Aktivität von Jun/Fos Heterodimeren gehemmt, ohne deren DNA­
Bindungsaktivität zu verändern (Jonat et al., 1990; Schüle et al., 1990; 
Yang-Yen et al., 1990; König et al., 1992). Differenzierung von 
embryonalen Stammzellen, wie F9, durch Behandlung mit Retinsäure, 
führt zu einer transkriptionallen Aktivierung des c-jun Gens, die 
konstitutiv erhöht bleibt. Diese Aktivierung von c- ju n scheint indirekt 
durch den Retinsäurerezeptor ß (RARß) vermittelt zu werden, der 
ebenfalls induziert wird, aber nicht an den c- ju n Promotor bindet (de 
Groot et al., 1990; 1991). Das Adenovirus-Protein E1A beeinflußt die 
Expression und die Aktivität der AP-1 Transkriptionstaktor Familie 
ebenfalls indirekt. E1 A ist als ein essentieller Bestandteil in die 
Transformation der Zelle durch Adenoviren involviert und löst die 
konstitutive Erhöhung der Menge an c- j u n Transkripten aus. Trotzdem 
ist die transaktivierende Funktion von AP-1 (Fos/Jun), das an den 
Kollagenase Promotor bindet, komplett inhibiert (van Dam et al., 1990). 

Die Regulation der Transaktivierungsdomäne von cJun 

Unabhängig von der Regulation der DNA-Bindung wird die 
Transaktivierungsfunktion von cJun durch Phosphorylierung reguliert. 
Dabei sind zwei Serine involviert, die sich an den Positionen 63 und 73 
des menschlichen cJun-Proteins befinden (Pulverer et al., 1991; Smeal 
et al., 1991; Adler et al., 1992; Franklin et al., 1992; Radler-Pohl et al., 
1993). Die Phosphorylierung dieser Serine kann durch TPA sowie durch 
UV-Licht induziert werden (Franklin et al., 1992; Radler-Pohl et al., 
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1993). Außerdem tritt eine Stimulation der Phosphorylierung durch 
Expression verschiedener Onkogene, darunter Ha-Ras, Rat, Src (Binetruy 
et al., 1991; Smeal et al., 1991; 1992) und durch Stimulation von Zellen 
mit EGF (Epidermal Growth Factor) und lnterleukin-1 auf (Sachsenmeier 
et al., 1994). 

Diese Phosphorylierung von cJun in der TAO wird sehr effizient nach 
Behandlung von Zellen mit UV-licht ausgelöst. cJun und seine 
Dimerpartner scheinen essentielle Komponenten bei der Antwort der 
Zelle auf genatoxische Agentien und zellulären Stress zu sein. UV-Licht 
induziert die Transkription des c- ju n Gens (Devary et al., 1991; Stein et 
al., 1992) und ein cJun-abhängiger Prozess trägt zur Überlebens­
fähigkeit von Zellen nach UV-Bestrahlung bei (Schreiber und Wagner, 
persönliche Mitteilung). Die Auswirkungen von UV-Licht auf die Zelle 
sind unterschiedlich, da je nach Dosis Mutationen entstehen, die die 
Transformation der Zelle verursachen können oder zum Absterben der 
Zelle führen. Dies geschieht durch Schäden an der DNA, wo UV-Licht die 
Bildung von Thymin-Dimeren oder anderer Photoprodukte auslöst. 
Neueste Ergebnisse deuten auf eine direkte Wirkung von UV-Licht auf 
die Plasmamembran und darin enthaltene Rezeptoren hin, deren 
Phosphorylierung eine Signal-Kaskade bis in den Zellkern verursacht. 
Negativ-dominante Mutanten der Zytoplasmatischen Proteine Src, Ras 
und Raf-1 reduzieren die UV-Antwort (Devary et al., 1992; Radler-Pohl, 
1993) und scheinen daher als Komponenten dieses Signal­
transduktionsweges notwendig zu sein. MAP-Kinase phosphoryliert 
cJun in vitro (Radler-Pohl et al., 1993). Kürzlich wurde eine Jun-Kinase 
gefunden, die zwischen Zellkern und Zytoplasma transloziert und cJun 
abhängig von der UV-induzierten Phosphorylierungskaskade in vitro in 
der TAO phosphoryliert (Hibi et al., 1993). 

Die Aktivierung des cJun Proteins nach Phosphorylierung in der 
Transaktivierungsdomäne könnte durch einen direkten oder indirekten 
Kontakt (über Ko-Aktivatoren) der TAO mit dem basalen 
Transkriptionskomplex bewerkstelligt werden. Nach Phosphorylierung 
würde sich dieser Kontakt oder Einfluß verstärken. Kürzlich wurde das 
Protein p52/54 identifiziert, das mit der phosphorylierten Form von 
cJun interagiert und als Ko-Aktivator dienen könnte (Oehler et al., 
1992). 
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Ziel der Arbeit 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Aufklärung der Mechanismen der 
transkriptionallen Regulation des c-jun Gens. 
Als extrazelluläre Stimuli, die den c-jun Promotor regulieren, wurde 
die Bestrahlung von Zellen mit UV-Licht, sowie deren Behandlung mit 
dem Tumorpromotor TPA gewählt. Beide Substanzen wurden verwendet, 
weil sie wichtige zelluläre Prozesse in Gang setzen, bei denen cJun 
unbedingt notwendig ist. Zum einen scheint cJun in die UV-Antwort der 
Zelle involviert zu sein und trägt zum Überleben bestrahlter Zellen bei. 
Zum anderen spielt cJun eine wichtige Rolle bei der Proliferation. 
Dieser physiologische Zustand kann auch durch TPA hervorgerufen 
werden, das die Proteinkinase C aktiviert und damit Wachstumsfaktoren 
imitiert. Gleichzeitig soll der Mechanismus der konstitutiven, 
transkriptionallen Aktivierung des c-jun Promotors während der 
Transformation der Zelle durch das E1 A Protein des Adenovirus und 
während der Differenzierung von F9 und HL60 Zellen definiert werden. 
Die Untersuchung der Mechanismen der transkriptionallen Regulation 
des c-jun Gens wirft folgende Fragen auf: 

1. Existieren außer den beiden AP-1 Sindestelien (Jun 1 und Jun 2) 
noch andere regulatorische Sequenzen auf dem c-jun Promotor? 

2. Welche Funktion haben regulatorische Sequenzen auf dem c-jun 
Promotor für dessen basale und induzierte Aktivität? Beeinflußt 
eine komplexe Chromatinstruktur, wie sie in der lebenden Zelle 
vorliegt, die Bindung von Transkriptionstaktoren an den 
Promotor? 

3. Wie setzt sich der spezifische AP-1 Komplex zusammen, der die 
c -jun Promotoraktivität reguliert und welche Faktoren binden an 
andere regulatorische Sequenzen? 
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Material 

Bezugsquellen 

Alle hier aufgeführten Chemikalien wurden, soweit nicht anders 
angegeben, in pro analysi (p.A.) Qualität bezogen. Wässrige Lösungen 
wurden mit Wasser (über ein Milli-Q Rainstwasser-System [Millipore] 
gereinigt) in sterilen Gefäßen angesetzt und bei geeigneter Temperatur 
gelagert. 

Acrylamid/Bisacrylamid 
Agarose 
Ammoniumacetat 
Ammoniumsulfat 
Ampicillin 
APS 
Bacto-Agar 
Bacto-H efeextrakt 
Bacto-Trypton 
Bakterienplatten 
SES 
BIORAD-Proteinassay 
ß-Mercaptoethanol 
Borsäure 
Bromphenolblau 
BSA 
Butanol 
Cadmiumchiarid 
Gasaminosäuren 
Cäsiumchlorid 
Chloramphenicol 
Chloroform (p.A.) 
Chloroform (technisch) 
CTAB 
DEAE-Papier 
Dinatriumcarbonat 
Dinatriumhydrogenphosphat 
l:lv1S 
0\IS) 

dNTPs 
avBv1 
DTI 

10 

Roth, Karlsruhe 
Biozym, Hameln 
Merck, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Boehringer, Mannheim 
Merck, Darmstadt 
Difco, Detroit 
Difco, Detroit 
Difco, Detroit 
Greiner, Nürtingen 
Sigma, München 
Biorad, München 
Serva, Haideiberg 
Merck, Darmstadt 
Serva, Haideiberg 
Serva, Haideiberg 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Difco, Detroit 
Biomol, Harnburg 
Sigma, München 
Merck, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, München 
Schleicher & Schüll, Dassei 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Fluka, Buchs 
Fluka, Buchs 
Pharmacia, Freiburg 
Gibco, Karlsruhe 
Boehringer, Mannheim 



EDTA 
EGTA 
Essigsäure 
Ethanol 
Ethidiumbromid 
Ethylacetat 
FCS 
Formaldehyd 
F12-Medium 
Gelatine 
Geneclean 
Glasplättchen 
Glycergel 
Glycylglycine 
Glyoxal 
Glyzerin 
Glyzin 
Glutamin 
Guanidinhydrochlorid 
Guanidinthiocyanat 
Harnstoff 
HEPES 
HCI 

Hyperfilm XR® 
Isoamylalkohol 
Kaliumacetat 
Kaliumchlorid 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Kalziumchlorid 
Luciferin 
Lysozym 
Magnesiumchlorid 
Manganchiarid 
Membranfilter BT1 +BT2 
Methanol 
NACS-Prepac-Säulen 
Natriumacetat 
Natriumazid 
Natriumcacodylat 
Natriumchlorid 
Natriumcitrat 
Natriumdihydrogenphosphat 
Natriumhydroxid 

1 1 

Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Sigma, München 
Merck, Darmstadt 
Gibco, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Gibco, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Dianova, Harnburg 
Bender & Hobein, Karlsruhe 
Dako, Harnburg 
Sigma, München 
Sigma, Deisenhafen 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Sigma, München 
Sigma, München 
Fluka, Buchs 
Roth, Karlsruhe 
Roth, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 

Amersham, Braunschweig 
Merck, Darmstadt 
Roth, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Promega, Haideiberg 
Boehringer, Mannheim 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Schleicher & Schüll, Dassei 
Roth, Karlsruhe 
BRL, Eggenstein 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Sigma, Deisenhafen 
Roth, Karlsruhe 
Roth, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 



Natriumsarcosyl 
Natriu mth ios u lfat 
N itroze II u losefilte r 
Nonidet P-40 
para-Formaldehyd 
PEG 
Phenol 
Piperidin 
PIPES 
PMSF 
poly dl/dC 
Propanol 
Proteinase K 
rATP 
RNase A 
RPMI (defizient) 
Salmon-Sperm DNA 
Saccharose 
SDS 
TEMED 
TPA 
Tris 
Triton X-1 00 
Trypsin 
TWEEN 20 

Whatman 3MM® 
Xylencyanol 
Zellkulturschalen 
Zinkchlorid 

Allgemein verwendete Lösungen 

20x SSC: 3M NaCI; 0,25M Na-Citrat. 

Geigy, Leverkusen 
Roth, Karlsruhe 
Schleicher & Schüll, Dassei 
Sigma, München 
Sigma, München 
Sigma, München 
Roth, Karlsruhe 
Fluka, Buchs 
Sigma, Deisenhofen 
Sigma, München 
Boehringer, Mannheim 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Pharmacia, Freiburg 
Sigma, München 
Sigma, München 
Sigma, München 
Serva, Haideiberg 
Roth, Karlsruhe 
Biorad, München 
Sigma, München 
Roth, Karlsruhe 
Biorad, München 
Gibco, Karlsruhe 
Serva, Haideiberg 

Bender und Hobein, Karlsruhe 
Serva, Haideiberg 
Greiner, Nürtingen 
Sigma, München 

100x Denhardts: 2%BSA; 2% Polyvinylpyrrolidon, 2% Ficoll. 
100% Pippi: 0,5M NaH2P04, 0,5M Na2HP04, 1,5% Na4P207. 

PBS: 123mM NaCI, 17mM Na2HP04, 2,5mM KH2P04, pH 7,3. 

Radioehern i kalien 

D-threo-(dichloracetyi-1-14C)-Chloramphenicol (7,4MBq/ml, 2,11 GBq/ 
mmol), [a-32P]dCTP, (370M Bq/mi, 11 OOOGBq/mmol), [a-32P] CT P, 
(740MBq/ml, 30000GBq/mmol), [y-32P]ATP, (370MBq/ml, 500GBq/ 
mmol), [a-32 P]UTP, (370M Bq/mi, 15TBq/mmmol) wurden von 
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Amersham-Buchler, Braunschweig, bezogen. 

Enzyme 

Alle Enzyme wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen 
Biolabs (Frankfurt), Boehringer (Mannheim), Pharmacia (Freiburg) und 
USB (Cieveland/Bad Homburg) bezogen. Taq-Polymerase wurde von 
Amersham-Buchler oder Pharmacia bezogen, Proteinase K von Merck. 

Zellinien und Kulturbedingungen 

HeLa-Zellen (Menschliche Zervix-Karzinomzellinie), wurden in 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), ergänzt mit 8% fötalem 
Kälberserum (FCS) bei 37°C und 6% C02 kultiviert. 
GM637 (SV40-transformierte, menschliche Haut-Fibroblasten), 293 
(menschliche, embryonale Nierenzellen, die mit der Adenovirus 5-E 1 A 
Region transformiert wurden) und NIH 3T3-Zellen (embryonale Maus­
Fibroblasten) wurden in DMEM/10% FCS bei 37°C und 6% C02 kultiviert. 
CR L 149 7 (primäre, diploide, menschliche Hautfibroblasten aus einer 
Hautbiopsie von einem gesunden, 1 Monat alten, weiblichen Donor; 
American Type Culture Collection) und GM1604 (primäre, diploide, 
menschliche Lungenfibroblasten), wurden in DMEM/15% FCS bei 37°C 
und 6% co2 kultiviert. 
HL60 (menschliche, promyeloitische Leukämie-Zellen). Wachstum in 
11 Roswell Park Memorial Institute" (RPMI) Medium 1640 mit 15% FCS, 
und 1 mM L-Giutamin bei 37°C und 6% C02 . 

F9 (undifferenzierte Maus-Teratokarzinom-Zellen aus einem Testis­
Teratokarzinom einer Maus des Stammes 129 [Bernstine et al., 1973]; 
erhalten von Dr. Peter Angel, I GEN, Kfk Karlsruhe) wurden in einer 1:1 
Mischung aus DMEM und F12-Medium, supplementiert mit 10% FCS, 2mM 
L-Giutamin, 170~M ß-Mercaptoethanol bei 37°C und 6% C02 kultiviert. 

Bakterien und Kulturbedingungen 

Für die Amplifikation von Plasmiden wurde der Stamm E. coli K12 XL 1 
b/ue verwendet. Die Kultur erfolgte in TY-Medium (1% -Trypton, 1% 
Hefeextrakt, 0,1% Casaminosäuren, 0,5% NaCI). Bei Bedarf wurde dieses 
Medium mit dem Antibiotikum Ampicillin versetzt. 
Für die Präparation kompetenter Zellen wurde PSI-Medium ( 2% 
Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 0,4% MgS04; 10mM KCI, pH 7,7) verwendet. 
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Antikörper 

Prä-lmmunserum: Serum aus nicht-immunisierten Kaninchen. 
Castor: Das Kaninchenserum gegen das 75kd trpE-vJun-Fusionsprotein 
(enthält das gesamte vJun) (Angel et al., 1988a). Wurde von Prof. Dr. 
Hans Jobst Rahmsdorf, Karlsruhe, zur Verfügung gestellt. 
Fee/good: Dieses Kaninchenserum gegen das 75kD trpE-vJun­
Fusionsprotein wurde von Dr. Themas Gehler zur Verfügung gestellt. 
"Castor" und "Feelgood 11 erkennen unterschiedliche Epitope in vJun 
(Gehler, unveröffentlicht). 
Fos X: Das Kaninchenserum ist gegen ein in Bakterien exprimiertes ß­
Gai-Fos-Fusionsprotein (AS 52-252 des FBR-fos (van Beveren et al., 
1983) und AS 275-316 des FBJ-fos (van Beveren et al., 1984) gerichtet 
und wurde von Prof. Dr. Hans Jobst Rahmsdorf, Karlsruhe, zur Verfügung 
gestellt. 
anti-A TF-2: ATF-2 (F2BR-1) ist ein monoklonaler Maus lgG-Anti­
körper gegen menschliches ATF-2 Protein (Firma Santa Cruz 
Biotechnology). 
PEP 1: PEP1 ist ein polyklonaler lgG-Antikörper aus Kaninchen, der 
präferentiell das cJun Protein erkennt (Firma Dianova). 
Ziege-anti-Kaninchen: polyklonaler, mit Rhodamin gekoppelter, 
Antikörper aus Ziegen, der lgG-Antikörper aus Kaninchen erkennt (Firma 
Dianova). 

Oligonukleotide: 

Primer für die PCR-Mutagenese: 
NF-Jun-Mutante: 
Primer b: 5'-AGGGTGGAGTCTAGATATTGACGGGCGGGC-3', (Jun 65) 
Primer b': 5'-GCCCGCCCGTCAATATCTAGACTCCACCCT-3', (Jun 66) 
FP-Mutante: 
Primer b: 5'-TCATCCCGTGAGATCTAGAGGGCCCAGAGAA-3', (Jun 67) 
Primer b': 5'-TTCTCTGGGCCCTCTAGATCTCACGGGATGA-3', (Jun 68) 
Primer a: 5'-GATTAAGTTGGGTAACGCCAGG-3', (CAT 2-P1) 
Primer c: 5'-TTAGCTCCTGAAAATCTCGCCAAGCTC-3', (CAT-Primer) 

0/igonuk/eotide für genamisehe "Footprint"-Analysen: 

25mer Linker: 5'-GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC-3' 
11 mer Linker: 5'-GAATTCAGATC-3' 
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Menschliches und Maus c-jun-Gen: 
kodierender Strang: 
Primer 1: 5'-CTCGGGAATAGGTCGGGCTC-3' 
Primer 2: 5'-AGGTCGGGCTCGAGTTGTGAATAGAC-3' 
Primer 3: 5'-TCGGGCTCGAGTTGTGAATAGACGATGGTCAG-3' 
nicht-kodierender Strang: 
Primer 1: 5'-GTAGGAGAAAGAAGGGCC-3' 
Primer 2: 5'-GAGAAAGAAGGGCCCGACTGTA-3' 
Primer 3: 5'-GAAAGAAGGGCCCGACTGTAGGAGGGC-3' 
für das Maus c-jun Gen wurde folgender Primer 3 verwendet: 
Pri mer 3 5 '-GAAAGAAGGGCCCAACTGTAGGAGCGC-3' 

Menschliches Kollagenase-Gen: 
kodierender Strang: 
Primer 1: 5'-TCCCAGCCTCTTGCTGCTCCAATAT-3' 
Primer 2: 5'-GCTGCTCCAATATCCCAGCTAGGAA-3' 
Primer 3: 5'-CTCCAATATCCCAGCTAGGAAGCTCCC-3' 
nicht-kodierender Strang: 
Primer 1: 5'-ACCACTGTTTACATGGCAGAGTGTG-3' 
Primer 2: 5'-ATGGCAGAGTGTGTCTCCTTCGCAC-3' 
Primer 3: 5'-CAGAGTGTGTCTCCTTCGCACACATCT-3' 

Menschliches Gewebeplasminogen-Aktivator-Gen: 
nicht-kodierender Strang: 
Primer 1: 5'-GGGACATAGGACTCTAAAGGAAGATG-3' 
Primer 2: 5'-GACTCTAAAGGAAGATGATTCTTAAGGTCCC-3' 
Prime r 3: 5 '-GGAAGATGA TTCTT AAGGTCCCATCCCACTCC-3' 

0/igonuk/eotide für Ge/retardations-Ana/ysen: 

Jun 1 

Jun 2 

Jun 2+FP 

mFP!Jun 2 

mJun 2/FP 

Co/-AP-1 

5 '-AGCTGGGGTGACATCATGGG-3' 
5 '-GATCCCCATGATGTCACCCC-3' 
5 '-AGCT AGCATT ACCTCATCCC-3' 
5 '-GATCGGGATGAGGT AA TGCT -3' 
5 '-AGCATTACCTCA-3' 
5'-GGCCCGCGGAGGCTCACGGGATGAGGTAATGCT-3' 
5 '-AGCTAGCA TT ACCTCATCCCGTAGCATGCCGCG-3' 
5'-GGCCCGCGGCATGCTACGGGATGAGGT AATGCT-3' 
5 '-AGCTAGCA TTCAAAGGTCCCGTGAGCCTCCGCG-3' 
5 '-GGCCCGCGGAGGCTCACGGGACCTTTGAATGCT-3' 
5 '-AGCT AGCATGAGTCAGACAC-3' 
5 '-AGCTGTGTCTGACTCATGCT -3' 
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tPa-AP-1 

mCoi-AP-1 

5, -GATCTCAATGACATCACGGCT -3, 
5, -GATCAGCCGTGATGTCA TTGA-3' 
5, -AGCT AAAGTGGTGACTCATCACT AT -3' 
5 '-AGCT AT AGTGATGAGTCACCACTTT -3' 

P lasm i d kon stru kt ionen 

Die c-jun Promotorfragmente -132/+170WT, -132/+170L1AP-1 (Angel 
et al., 1988b), -132/+170L1CTF und -132/+170L1Sp1 (Angel, unver­
öffentlicht) wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme Stu I und Nde I 
aus dem Vektor pBLCAT3 ausgeschnitten. Die 0,2kb großen Fragmente 
wurden in den Vektor pBLCAT5 (ebenfalls mit den Restriktionsenzymen 
Stu I und Nde I geschnitten) umkloniert. Dieser Schritt war notwendig, 
da der Vektor pBLCAT3 außerhalb der c-jun-Promotor Sequenz ein 
Element enthält, das durch Phorbolester induzierbar ist. 
Die Jun-Promotormutanten pBLCATS-2831+ 190L1FP und -283/+190 ilN F­
Jun wurden durch PCR-Mutagenese der Plasmide pBLCAT5 
-283/+190WT und -195WT (Stein, unveröffentlicht) hergestellt 
(vergleiche 11 PCR-Mutagenese 11

) die entstandenen, mutierten 
Fragmente, die eine Größe von 0,5kb hatten, wurden dabei mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme Hind 111 und Bgl II in einen pBLCAT5-Vektor 
kloniert. 
Aus dem c-jun Promotorkonstrukt pBLCAT5-203/+190 (van Dam, 
unveröffentlicht) wurde durch Restriktionsverdau ((Bgl 11/Hind 111) ein 
0,2kb Fragment ausgeschnitten. Dieses wurde für ein in vitro 
Dimethylsulfat- .. Footprint .. -Experiment verwendet. 
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Methoden 

I. Allgemeine Arbeitsmethoden 

Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsäuren 

Zu der nukleinsäurehaltigen, wässrigen Lösung wurde dasselbe Volumen 
Phenol gegeben und gut gemischt. Die entstandene Emulsion wurde zur 
Trennung der Phasen kurz zentrifugiert und die wässrige Oberphase 
abgenommen. Zu dieser wurde die gleiche Menge eines Chloroform/ 
Isoamylalkohol-Gemisches (24 :1) gegeben, gemischt und nach Trennung 
der Phasen durch Abzentrifugieren die wässrige Oberphase zur weiteren 
Verwendung isoliert. 

Präzipitation 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 zugegeben. Die 
Präzipitation erfolgte für mindestens 30min bei -20C0 oder für 5-
15min bei -aoco. Das Präzipitat wurde anschließend bei 1 O.OOOrpm 
1 0-20min lang abzentrifugiert, mit 80%igem Ethanol gewaschen, 
nochmals für 5min 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 von 1 bei 260nm entspricht 501-lg Im I 
doppelsträngiger DNA, 401-lg/ml RNA oder 201Jg/ml Oligonukleotid-DNA. 

Fragmentierung 
endonukleasen 

von DNA-Molekülen durch Restriktions-

ln einer wässrigen DNA-Lösung wurde durch Zugabe von 1 0-fach 
konzentrierten Puffer/Salz-Lösungen ein für die jeweilige Restrik­
tionsendonuklease notwendiges Milieu, entsprechend den Hersteller­
angaben, eingestellt. Pro IJg DNA wurden 2-3U Restriktionsendo­
nuklease zugegeben. Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das 
1 0-fache des Volumens der zugesetzten Enzym/Giycerinlösung. Die 
Inkubation der Reaktionsansätze erfolgte bei 37°C für mindestens 2h. 
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Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese 

A. mittels Agarosegelen 
erfolgte auf 1 %igen Agarosegelen (mit 0,3J.tg/ml Ethidiumbromid) in 
90mM Tris-base; 90mM Borsäure und 2,5mM EDTA, pH 8,3, in einer 
(Horizontal-) Gelelektrophoresekammer bei 35-45mA (50-1 OOV). Die 
DNA-Fragmente wurden durch Fluoreszenz über einem UV-Transillu­
minator (Wellenlänge 254nm) sichtbar gemacht. 

B. mittels denaturierenden Polyacrylamidgelen 
6-20%ige denaturierende Polyacrylamidgele enthielten 8,3M Harnstoff 
und wurden aus einer Stammlösung bestehend aus 30% Acrylamid und 
0,8% N,N'-Methylenbisacrylamid in 90mM Tris-base, 90mM Borsäure und 
2,5mM EDTA, pH 8,3, hergestellt. Die Polymerisation erfolgte durch 
Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS, Endkonzentration 0,83Vol.-%) und 
N, N, N ', N '-tetramethyl-ethylendiamin (TEM ED, Endkonzentration 
0,05Vol-%) zwischen zwei Glasplatten. 

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegeien 

A. mittels Elektroelution auf DEAE-Papier 
Das zu isolierende DNA-Fragment wurde durch Fluoreszenz über einem 
UV-Transilluminator (254nm) sichtbar gemacht und mit einem Skalpell 
unterhalb des Fragmentes ein Spalt in die Agarose geschnitten. ln 
diesen Spalt wurde ein Stückehen DEAE-Papier 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, in ein 0,5ml 
Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben und in 1 ,SM NaCI, 1 OmM Tris-HCI, 
pH 7,5 und 1 mM EDTA für 20min bei 37°C inkubiert. Um die Flüssigkeit 
vom Papier zu trennen, wurde mit einer Injektionsnadel ein Loch in den 
Boden des Reaktionsgefäßes gestochen, das Gefäß in ein 1 ,5ml 
Reaktionsgefäß gestellt und kurz abzentrifugiert. Die Flüssigkeit mit 
dem DNA-Fragment in dem größeren Reaktionsgefäß wurde schließlich 
mit Ethanol präzipitiert. 

B. mittels Elektroelution mit der Biotrap-Kammer 
Nach Ausschneiden des DNA-Fragments aus dem Gel wurde dieses in 
einer Biotrap-Eiutionskammer (Schleicher & Schüll) von der Agarose 
getrennt. ln die Kammer wurden Membranfilter (BT1 und BT2} 
eingesetzt, so daß am Pluspol eine "Falle" für die Anreicherung der 
DNA-Moleküle entstand. Zur Durchführung der Elution wurde die Biotrap­
Kammer in eine horizontale Elektrophoresekammer gestellt und 
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anschließend die Gelstückehen mit 90mM Tris-base; 90mM Borsäure und 
2,5mM EDTA, pH 8,3 bedeckt. Ebenso wurde die Elektrophoresekammer 
mit dem Laufpuffer aufgefüllt, bis der Pegel mit demjenigen innerhalb 
der Elutionskammer übereinstimmte. Bei einer Spannung von 200V 
wurde dann die Elektroelution durchgeführt. 
Die negativ geladenen DNA-Fragmente wanderten dabei unter dem 
Einfluß des elektrischen Feldes zur Anode, d.h., in die Falle des 
Elutionsgerätes. Nach 1 ,5h wurde die Stromrichtung für 20s umgepolt, 
um an der Membran haftende DNA-Moleküle abzulösen und danach die 
wässrige DNA-Lösung mit einer Plastikpipette abgezogen. Nach einer 
Phenol-Extraktion wurde das DNA-Eiuat mit Ethanol gefällt. 

C. Geneclean 
Die Isolierung von DNA-Fragmenten durch "Geneclean" wurde mit 
Lösungen eines Kits der Firma Dianova durchgeführt. Das DNA-Fragment 
im Agarosegel wurde in 1/2 Volumen "TBE-Modifier" und 4,5 Volumen 
NaJ-Stammlösung aufgenommen und für 5min bei 45°C inkubiert, um die 
Agarose zu lösen. ln diese Suspension wurden 5!JI Glasmilch pipettiert 
und für 5min bei Raumtemperatur inkubiert, damit die DNA an die feinen 
Glaskügelchen binden kann. Der Glasmilch/DNA-Komplex wurde durch 
kurzes Abzentrifugieren pelletiert und der Überstand verworfen. Um 
Reste der verflüssigten Agarose und des TBE-Puffers zu entfernen, 
wurde 3 x mit je 400!ll "New Wash" gewaschen und das Eppendorfgefäß 
kurz getrocknet. Die DNA wurde in 30!ll Wasser durch 5-minütige 
Inkubation bei 45°C von den Glaskügelchen eluiert. 

Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden mit T4-
Polyn ukleotidkinase 

Zur radioaktiven Markierung von Prim er für in vivo "F ootpri nt"­
Analysen wurden 20pmol einzelsträngige Oligonukleotid-DNA mit 12!ll 
[y- 32P]ATP und 20U T4-Polynukleotidkinase in 30!JI 50mM Tris-HCI, pH 
7,6; 10mM MgCI2; 5mM DTT; 0,1mM Spermidin und 0,1mM EDTA für 1h 
bei 37°C inkubiert. Das markierte Oligonukleotid wurde anschließend 
mit Phenol/Chloroform extrahiert und nach Zugabe von 1 O!lg Hefe- oder 
E. coli-tRNA mit Ethanol präzipitiert. 
Zur Einzelstrangmarkierung von Oligonukleotid-DNA für "Methylation 
lnterference"-Experimente wurden 2,5 pmol DNA mit 3!ll [y- 32P}ATP und 
1 OU T4-Polynukleotidkinase in 20!JI 50mM Tris-HCI, pH 7,6; 1 OmM 
MgCI2; 5mM DTT; 0,1 mM Spermidin und 0,1 mM EDT A, pH 8,0 für 1 h bei 
37°C inkubiert. Die Abtrennung von nicht-eingebauten Nukleotiden 
erfolgte über eine Nacs-Prepac-Säule. Dabei wurde die Säule mit 1 ml 
1M NaCI;10mM Tris-HCL, pH 8,0 und 1mM EDTA, pH 8,0 gewaschen und 
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zweimal mit 1 ml 0,1 M Na Cl; 1 OmM Tris-HCL, pH 8,0 und 1 mM EDTA, pH 
8,0 äquilibriert. Die radioaktiv markierte Probe wurde, nachdem ihr 
380!ll 0,1M NaCI; 10mM Tris-HCL, pH 8,0 und 1mM EDTA, pH 8,0 
zugegeben worden waren, auf die Säule geladen, mit 2m I 0,1 M NaCI; 
1 OmM Tris-HCL, pH 8,0 und 1 mM EDT A, pH 8,0 nachgespült. 
Anschließend wurde die radioaktiv markierte DNA mit 4 x 1 OO!ll 1M 
NaCI; 10mM Tris-HCL, pH 8,0 und 1mM EDTA, pH 8,0 eluiert. Die 
Fraktionen wurden gesammelt und in Anwesenheit von 1 O!Jg tRNA 
präzipitiert. Nach dem Waschen und Trocknen wurde die Probe in 1 OOJ.tl 
Wasser aufgenommen, was einer Endkonzentration von 25fmoll!ll 
e ntsp ric ht. 

Hybridisieren von komplementärer Ei nzelstrang-
Oligon ukleotid-DNA 

Zum Hybridisieren komplementärer Einzelstrang-Oiigonukleotide für 
Gelretardations-Experimente wurden je 250pmol Einzelstrang-DNA in 
40J.tl 60mM KCI; 12% Glycerol; 12mM Hepes; 5mM MgCI2; 4mM Tris-HCL, 
pH 7,9 aufgenommen. Das Eppendorfgefäß mit der Probe wurde in ein 11 
Becherglas mit 95°C heißem Wasser gegeben und über Nacht auf 
Raumtemperatur abkühlen gelassen. 
Die Linker-Oiigonukleotid-DNA für in vivo "Footprint"-Experimente 
wurde durch Hybridisierung der 25m er und 11 mer großen 
Linkereinzelstränge erhalten. Dazu wurden beide Oligonukleotide in 
einer Konzentration von je 20pmoll!ll in 250mM Tris-HCI, pH 7,7 
zusammengegeben und für 5min auf 95°C erhitzt. Das Eppendorfgefäß 
mit dieser Reaktionslösung wurde danach in ein Becherglas mit 500ml 
Wasser gebracht und langsam auf 4°C abkühlen lassen. Hybridisierte 
Oligonukleotid-DNA wurde bei -20°C aufbewahrt und bei Bedarf auf Eis 
aufgetaut. 

Radioaktive Markierung von Oligonukleotid-DNA mit Klenow­
DNA-Polymerase 

Diese Art der Markierung wurde für Oligonukleotid-DNA verwendet, die 
in Gelretardations-Experimenten eingesetzt wurde. Zu 1 !JI (= 2,5pmol) 
doppelsträngiger Oligonukleotid-DNA mit überhängenden Enden wurden 
2!ll 700mM Tris-HCL, pH 7,5; 70mM MgCI2; 2!ll 10mM DTT; 1!ll 10mM 

dNTP-Mix ohne dCTP; 3J.tl [a- 32P]dCTP und 1J.tl Klenow DNA-Polymerase I 
gegeben, mit Wasser auf 20/ll aufgefüllt und 1 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 380J.tl 0,1 M NaCI; 1 OmM Tris-HCL, pH 
8,0 und 1 mM EDTA, pH 8,0 aufgefüllt und mit Phenol/Chloroform 
extrahiert. Die markierte Oligonukleotid-DNA wurde wie beschrieben, 
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über eine NACS-Prepac-Säule von nicht inkorporierter Radioaktivität 
abgetrennt. 

Präparation von Zellextrakten 

A. Proteinextrakte aus Zellkernen (Dignam et al., 1983) 
Von einer 15cm Gewebekulturschale wurde das Medium abgenommen, 
die Zellen einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit einem 
Gummispatel in PBS abgeschabt. Die Zellen wurden 5min bei 2°C und 
1700rpm abzentrifugiert und das Volumen des Zellsedimentes bestimmt 
(PCV = Packed Cell Volume). Die folgenden Schritte wurden auf Eis 
durchgeführt. Die Zellen wurden in 3PCV 1 OmM HEPES-KOH, pH 7,9; 
1 ,5mM MgCI2 ; 1 OmM KCI; 0,5mM DTT und 1 mM PMSF resuspendiert, für 
15min auf Eis inkubiert und in einem Dounce-Homogenisator durch 15 
Stöße mit einem S-Kolben aufgebrochen. Die Zellkerne wurden dann 
durch 2-minütige Zentritugation bei 12000rpm sedimentiert, in 1 ,5 PCV 
20mM HEPES-KOH, pH 7,9; 25% Glycerol; 0,42M NaCI; 1 ,5mM MgCI2 ; 

0,2mM EDTA; 0,5mM DTT und 1 mM PMSF resuspendiert und für 30min 
unter Schütteln extrahiert. Anschließend wurden die unlöslichen 
Bestandteile abzentrifugiert (1 Omin, 1 OOOOrpm), und der Überstand 
entweder weiter angereichert oder sofort (portioniert) in flüssigem 
Stickstoff aufbewahrt. 
Zur Anreicherung wurde pro ml Überstand 0,33g fein zermörsertes 
Ammoniumsulfat in kleinen Portionen, unter ständigem Rühren, 
zugegeben. Die Präzipitation erfolgte auf Eis für 2h. Das Präzipitat 
wurde für 30m in bei 25000rpm abzentrifugiert und in 1/10 des 
ursprünglichen Extraktvolumens 20mM HEPES-KOH, pH 7,9; 20% 
Glycerol; 100mM KCI; 2mM MgCI2 ; 0,2mM EDTA; 0,5mM DTT und 1mM 
PMSF aufgenommen. Anschließend erfolgte eine Dialyse gegen 500 
Volumina 20mM HEPES-KOH, pH 7,9; 20% Glycerol; 1 OOmM KCI; 2mM 
MgCI2 ; 0,2mM EDTA; 0,5mM DTT und 1mM PMSF für 2-3h mit drei- bis 
viermaligem PufferwechseL Der dialysierte Extrakt wurde in einer 
Eppendorf-Tischzentrifuge für 5min bei 12000rpm zentrifugiert und der 
Überstand portioniert in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 

B. Gesamt-Zellextrakte 
Die Zellen wurden wie in Punkt A beschrieben, gewaschen, abgeschabt 
und abzentrifugiert. Danach wurde 1 PCV 600mM KCI, 20mM HEPES/KOH, 
pH 7,9; 0,2mM EDTA; 0,1 mM PMSF, und 1 mM DTT zugegeben und der 
Ansatz unter zeitweiligem Mischen 30min auf Eis inkubiert. Danach 
wurden die Zelltrümmer vom Gasamt-Zellextrakt durch Zentrifugation 
bei 50000rpm und 2°C für 20min getrennt. Der Überstand wurde mit 
1PVC 40% Glycerin; 20mM HEPES/KOH, pH 7,9; 0,2mM EDTA; 0,1mM 

21 



PMSF, und 1 mM DTT versehen und portioniert in flüssigem Stickstoff 
aufbewahrt. 

Proteingehaltbestimmung mit der Biorad-Methode 

1-51JI einer Proteinlösung wurden mit 2001JI einer 1 :5 mit Wasser 
verdünnten "Proteinassay"-Lösung der Firma Biorad gemischt und die 
Absorption bei 600nm in einem Spektrometer gemessen. Durch 
gleichzeitiges Messen bekannter Proteinmengen von BSA wurde eine 
Eichkurve erstellt, mit Hilfe derer die unbekannte Proteinmenge 
bestimmt wurde. 

II. DNA-Kionierungstechniken 

Ligation von DNA-Fragmenten 

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem molaren Verhältnis 
von 1:1 eingesetzt und mit 1-3U T4-DNA-Ligase in 50mM Tris-HCI, 
pH 7,4; 10 mM MgCI2 ; 10 mM DTT; 1mM Spermidin; 0,1 mg/ml BSA und 
1 mM ATP für 12-24h bei 15°C inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden 
zum Teil direkt in geschmolzener "low melting .. ·Agarose miteinander 
ligiert; dabei betrug das Reaktionsvolumen das Doppelte des 
eingesetzten Agarose-Volumens. 

Mutagenase mit Hilfe der Polymerasenkettenreaktion (Ho et 
al., 1989) 

Jeweils 20ng DNA der Jun-Promotor pBLCAT5-Konstrukte -283/+190 
und -195/+170, welche die Promotorregion des c-jun Gens enthalten, 
wurden als Matrize für die Polymerasekettenreaktion verwendet. Der 
Reaktionsansatz hatte ein Volumen von 1 001JI und enthielt je 1 Ong 
Matrizen-DNA, 5U Taq-Polymerase, 0,2mM dNTPs, 1 01JI Taq-
Polymerase-Puffer und zwei verschiedene Primer in einer 
Konzentration von je 2pmol. Die ersten beiden Reaktionen wurden mit 
Primer a und Primer b', sowie mit Primer c und Primer b 
durchgeführt. Für das distale DNA-Fragment wurde das Konstrukt 
-283/+190 und für das proximale Fragment das Konstrukt -195/-170 
als Matrize verwendet. Da die Primer b und b' die gewünschte Mutation 
enthalten, entstanden zwei komplementäre Fragmente, die im Bereich 
der gesetzten Mutation überlappen (Abb. 3). Die Polymerase­
kettenreaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Perkin-Eimer 
durchgeführt. Ein Zyklus bestand aus 1 min Denaturierung bei 94°C, 
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1 ,5min Hybridisierung bei 
72°C. Dieser Zyklus wurde 
Hybridisierungstemperatur von 

50°C und 2,5min Kettenverlängerung bei 
40 mal wiederholt. Die relativ niedrige 
50°C wurde gewählt, um es den mu-
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Abb. 3 Mutagenese mit Hilfe der Polymerasenkettenreaktion. Schematische Darstellung 
der Mutagenese. Die Primer sind mit den Buchstaben a - c gekennzeichnet. Die Primer b und 
b' enthalten die Mutation. Die Pfeile geben die Richtung der Strangverlängerung an, die 
durch eine gepunktete Linie angedeutet ist. (a) Hybridisieren der Primer a und c, b und b' 
an das Template. (a) Strangverlängerung. (c) Nach Denaturieren und Annealen der DNA 
entstehen die dargestellten Produkte 1 und 2, die im Bereich der Mutation überlappen. (d) 
Nach erneutem Denaturieren und Annealen erfolgt die Strangverlängerung der DNA­
Fragmente 1 und 2, die von Primer a und c ausgeht. (e) Das Endprodukt stellt ein Fragment 
dar, das die Mutation der Primer b und b' trägt. Dieses Fragment wurde an den Enden mit den 
Restriktionsenzymen Hind 111 und Bgl II verdaut und in einen entsprechend verdauten pBL 
CAT5 Vektor kloniert. 

tierten Oligonukleotiden zu ermöglichen, an 
hybridisieren. Die Produkte aus den Reaktionen 
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1 ,5%igen Agarosegel aufgetrennt und durch Elektroelution isoliert. Die 
gereinigten Fragmente 1 und 2 wurden als Matrize für eine zweite 
Reaktion zusammengegeben und das gesamte Fragment mit den Primern 
a und c erneut unter denselben Bedingungen amplifiziert. Das 
Reaktionsprodukt wurde wiederum über ein 1 ,5%iges Agarosegel 
aufgetrennt, isoliert, einem Restriktionsverdau mit den Enzymen 
Bgl II und Hind 111 unterzogen und in den entsprechenden Vektor (hier 
pBLCAT5) kloniert. 

Präparation kompetenter E.coli Bakterien (Hanahan, 1986) 

Der Bakterienstamm E. coli XL 1 blue wurde in TY -Medium auf einer 
Agarplatte ausgestrichen und bei 37°C für 16h inkubiert. Von dieser 
Platte wurde eine Einzelkolonie gepickt und damit eine 6ml Kultur in 
PSI-Medium angeimpft. Diese Kultur wurde unter Schütteln bei 37°C bis 
zu einer OD600 = 0,28 wachsen gelassen. Nach Zugabe von weiteren 
1 OOml PSI-Medium wurde die Kultur bis zur OD600 = 0,48 in kubiert und 
anschließend sofort auf Eis gestellt. Nach Sedimentation der Bakterien 
bei 1500g für 1 Omin, 4°C, wurden diese in 1 Oml einer 4°C kalten und 
sterilfiltrierten Lösung, bestehend aus 100mM RbCI2 ; 50mM MnCI2 ; 

30mM KAc; 1 OmM CaCI2 , die mit 0,2M Essigsäure auf pH 7,8 eingestellt 
worden war, aufgenommen und für 3h auf Eis gestellt. Anschließend 
wurden die Bakterien bei 1500g für 5min, 4°C zentrifugiert, in 1 Oml 
einer 4°C kalten Lösung aus 10mM MOPS, pH 7,0; 10mM RbCI2 ; 75mM 
CaCI 2 ; 15% Glyzerin resuspendiert und in 1 OOJ.LI Aliquots abgefüllt. Die 
Lagerung erfolgte bei -80°C. 

Transformation kompetenter Bakterien 

50J.LI kompetente Bakterien wurden mit 250ng DNA vermischt und 20min 
auf Eis gestellt. Nach einem Hitzeschock bei 37°C für 3min und 
Inkubation auf Eis für weitere 3min, wurden 450J.LI TY-Medium (mit 
1 OOJ.Lg/ml Ampicillin) zugegeben und die Kultur für 30m in bei 37°C 
geschüttelt. Anschließend wurde der Ansatz auf TY -Agarplatten, die 
Ampicillin (1 OOJ.Lg/ml) enthielten, ausgestrichen und übernacht bei 
37°C inkubiert. 

Einfrieren von Bakterien 

900J.LI einer Bakterienkultur, die übernacht bei 37°C unter Schütteln 
gewachsen war, wurden mit 1 OOJ.LI DMSO vermischt und bei -80°C 
gelagert. 
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Präparation von rekombinanter Plasmid-DNA 

200ml einer Bakterien-Übernachtkultur (37°C, in TY-Kulturmedium mit 
1 OOJ.Lg/ml Ampicillin) wurden bei 4°C und 4000rpm für 1 Omin 
abzentrifugiert und in 5ml 50mM Tris-HCL, pH 8,0; 25% Saccharose 
resuspendiert, in Zentrifugenröhrchen überführt und mit 5ml 50mM 
Tris-HCL, pH 8,0; 1 OOmM EDTA, pH 8,0; 0,1% Triton X-1 00 versetzt. 
Nach 1 Omin Inkubation bei Raumtemperatur und weiteren 1 Omin bei 
70°C (Lyse der Bakterien), wurden die Zelltrümmer durch 60-minütige 
Zentrifugation bei 32000rpm und 4°C von der Plasmid-DNA getrennt. Die 
Plasmid-DNA wurde aus dem Überstand durch Zugabe von 1 Oml 20% PEG; 
1M Na Cl in 1 OmM Tris-HCL, pH 8,0; 0,1 mM EDTA und 90min Inkubation 
bei Raumtemperatur präzipitiert und durch Zentrifugation bei 3000g 
sedimentiert. Das DNA-Präzipitat wurde 30m in bei 37°C in 3m I 1 OmM 
Tris-HCL, pH 8,0; 0,1 mM EDTA gelöst. Zur DNA-Lösung wurden 4,2g 
Cäsiumchiarid und 250J.LI einer Ethidiumbromid-Lösung (1 Omg/ml) 
gegeben. Diese Lösung wurde in einem Vertikalrotor (Beckmann, VTI 65) 
für 16h bei 55000rpm zentrifugiert. Während der Zentrifugation bildet 
sich ein Dichtegradient, in dem sich die Plasmid-DNA von der RNA und 
der restlichen genemischen und zerstückelten Plasmid-DNA trennt. Die 
Plasmid-DNA wurde mit einer Spritze abgezogen und unter identischen 
Bedingungen für weitere 6h im Dichtegradienten zentrifugiert. Nach 
erneutem Abziehen der Plasmid-DNA wurde diese zur Entfernung des 
Ethidiumbromids mehrmals mit Wasser-gesättigtem Butanol extrahiert, 
bis die Lösung entfärbt war. Die DNA wurde mit 2,5 Volumen Ethanol 
präzipitiert. Nach Zentrifugation bei 1 OOOOrpm für 1 Omin und 4°C 
wurde das DNA-Präzipitat mit 1 Oml 80%igem Ethanol gewaschen und 
nachfolgend die DNA im Vakuumexsikkator getrocknet. 

"Minipreps" (Dei Sal und Schneider, 1987) 

1 ,5ml einer Bakterien-Übernachtkultur (37°C, in TY-Kulturmedium mit 
1 OOJ.Lg/ml Ampicillin) wurden 5min bei 4000rpm abzentrifugiert, in 
200J.LI 8% Saccharose; 0,1% Triton X-100; 50mM EDTA; 50mM Tris-HCL, 
pH 8,0 resuspendiert und nach Zugabe von 20J.LI Lysozym (1 Omg/ml) 
1 Omin bei Raumtemperatur in kubiert. Nach 45s Kochen im Wasserbad 
wurde 1 Omin bei 13000rpm zentrifugiert, um die Bakterientrümmer von 
der Plasmid-DNA-Lösung zu trennen. Die Bakterientrümmer wurden mit 
einem sterilen Zahnstocher entfernt und der Überstand mit 8J.LI 5% CT AB 
in 0,5M NaCI versetzt, um die DNA zu präzipitieren. Nach Zentrifugation 
für 1 Omin bei 13000rpm wurde die DNA in 300J.LI 1 ,2M Na Cl gelöst und 
mit 2,5 Volumen Ethanol präzipitiert. Nach pelletieren, waschen mit 
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80%igem Ethanol und trocknen wurde die DNA in 50Jll 1 OmM Tris-HCL, 
pH 8,0 und 1 mM EDTA, pH 8,0, aufgenommen. 

111. Zellkultur und Transfektionen 

A. Zellkultur 

Ablösen von Zellen 

Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit 37°C warmem PBS 
gespült und mit 0,25% oder 0,05% Trypsin (2ml pro 15cm 
Gewebekulturschale) bis zu ihrem Ablösen bei 37°C inkubiert. Die 
abgelösten Zellen wurden in 5ml Kulturmedium aufgenommen. Vor dem 
Ausplattieren wurden die Zellen durch Zentrifugation (3min, 1700rpm) 
vom trypsinhaltigen Medium befreit und in neuem Kulturmedium 
aufgenommen. 

Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Logarithmisch wachsende Zellen wurden von der Kulturschale abgelöst, 
abzentrifugiert und in Kulturmedium mit 20% FCS und 10% DMSO (ca. 
1 ml pro 5 x 1 OB Zellen) aufgenommen. Die Zellen wurden zunächst 
30min auf Eis inkubiert, danach in einem Styropor-Behälter für 3h auf 
-20°C abgekühlt, dann im Styropor-Behälter übernacht bei -80°C 
eingefroren und schließlich in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 
Das Auftauen von eingefrorenen Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C. 
Danach wurden die Zellen mit 1 Oml Kulturmedium versetzt, ab­
zentrifugiert und zur Kultivierung erneut in Medium aufgenommen. 

8. Transfaktionen 

Alle Transfaktionen wurden mit der Calciumphoshat-Ko­
Präzipitationsmethode (Graham und van der Eb 1973, modifiziert nach 
Okayama-Chen, 1987) durchgeführt. Es wurden 1 OJlg DNA pro 15cm 
Gewebekulturschale GM637-Zellen eingesetzt. Die Präzipitatbildung 
wurde in einem Volumen von 2ml durchgeführt. Dazu wurde die DNA­
Lösung zunächst in 900Jll H20 aufgenommen, mit 1 OOJll 2,5M CaCI2 -

Lösung versetzt und gut gemischt. Diese Lösung wurde tropfenweise und 
unter leichtem Schütteln in 1 ml 2 x BBS-Puffer (50mM BES; 280mM 
NaCI; 1 ,5mM Na2 H P0 4 ; mit 1M NaOH auf einen pH von 6,95 bei RT 
eingestellt) gegeben und 20min bei Raumtemperatur inkubiert. Das 
Präzipitat wurde in die Gewebekulturschale gegeben und für 12-15h auf 
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den Zellen belassen. Die Zellen wurden nach Entfernen des Mediums 
einmal mit PBS gewaschen und für 24h mit serumfreiem DMEM 
in kubiert. 

I V. Analytische Methoden 

Northern Blot (Denhardt, 1966) 

A. Präparation von Gesamtze/1-RNA durch die "Acid Guanidinium 
Thiocyanate-Phenoi/Chloroform-Extraktion" (Chomczynski und Sacci, 
1987). 
Die Zellen einer 15cm-Gewebekulturschale wurden mit eiskaltem PBS 
gewaschen und mit 2ml 4M GiSCN; 25mM NaCitrat, pH 7,0; 0,5% Na­
Sarcosyl; 0,1 M Mercaptoethanol lysiert. Die lysierten Zellen wurden mit 
einem Gummischaber von der Gewebekulturschale abgelöst und mit 
Hilfe einer Injektionsspritze in ein steriles 12ml Plastik-Röhrchen 
überführt. Nach Zugabe von 200111 2M Ammoniumacetat, pH 4,0 wurde 
mit wassergesättigtem Phenol ausgeschüttelt, 400111 Chloroform/ 
lsoamylalkoholol 49:1 zugegeben, nochmals ausgeschüttelt und das 
Gemisch für 1 Omin bei 4°C in kubiert. Nach einer Zentrifugation für 
1 Omin bei 1 OOOOrpm wurde die Oberphase abgezogen und die RNA mit 1 
Volumen Isopropanel für 1 h bei -20°C präzipitiert. Anschließend wurde 
erneut für 1 Omin bei 1 OOOOrpm zentrifugiert und das Präzipitat 
getrocknet. Zur Entfernung noch vorhandener DNA-Reste wurde das 
Pellet erneut in 700j.11 4M GiSCN; 25mM NaCitrat, pH 7,0; 0,5% Na­
Sarcosyl; 0,1 M Mercaptoethanol aufgenommen und mit 70j.ll 2M 
Ammoniumacetat und 700j.11 Isopropanel gefällt. Nach Zentrifugation 
und zweimaligem Waschen mit 70%igem Ethanol wurde das RNA-Pellet 
getrocknet, in 100111 Wasser gelöst, für 5min auf 70°C erhitzt und die 
Konzentration der RNA bestimmt. 

B. Auftrennung der RNA durch Agarosegel-Elektrophorese 
Zur Auftrennung der RNA wurde ein 1 ,4%iges Agarosegel in 1 OmM 
Na 2 H P0 4 pH 6,9 in eine horizontale Gelkammer gegossen. Die 

' 
Elektrophorese erfolgte 2-3 Stunden bei 75V und Raumtemperatur. 
Während der Elektrophorese wurde der Laufpuffer mit Hilfe einer 
peristaltischen Pumpe rezirkuliert (vom + zum - Pol). 
Die Proben wurden folgendermaßen aufbereitet: 20j.lg RNA in 4j.ll 
Wasser wurden mit 7,2j.ll 10mM NaH2P04/Na2HP04, pH 6,85; 50% DMSO; 
30% deionisiertes Glyoxal versetzt. Die Proben wurden 5min bei 50°C 
inkubiert und danach auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1111 ANA­
Ladepuffer (50% Glycerin; 10mM Na2HP04; 0,4% Bromphenolblau) und 1111 
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Ethidiumbromid (1 mg/ml) wurden die Proben auf dem Agarosegel 
aufgetrennt. Nach Ende der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht 
photograph iert. 

C. Northern-8/ot und Hybridisierung 
ln eine Plastikwanne wurde 20 x SSC (3M NaCI; 0,3M NaCitrat, pH 6,5) 
gefüllt. Auf einen Plastikständer in dieser Wanne wurde eine Glasplatte 
von der Größe des RNA-Gels gelegt und darüber drei Lagen Whatman 
3MM-Filterpapier, das mit 20 x SSC angefeuchtet wurde und nun links 
und rechts der Glasplatte in die SSC-Lösung eingetaucht war. Das RNA­
Gel wurde luftblasenfrei auf das Filterpapier gelegt. Danach wurde das 
Gel an allen Seiten mit Parafilm-Streifen umrandet, so daß das SSC nur 

durch das Gel gesaugt werden konnte. Auf das Gel wurde ein Hybond N+­
Filter in Gelgröße luftblasenfrei gelegt. Darüber wurde ein 3MM­
Filterpapier und ein Stapel Kleenex-Tücher, die mit einer Glasplatte 
beschwert wurden, gelegt. Der Transfer erfolgte übernacht Der Filter 
wurde 3min mit 50mM NaOH fixiert, zweimal mit 2 x SSC neutralisiert, 
feucht in Plastikfolie eingeschweißt und bei 4°C aufbewahrt, oder nach 
der Neutralisierung direkt in die Vorhybridisierungslösung gegeben. 

Vorhybridisierung: 
Die Vorhybridisierung erfolgte in 20ml Hybridisierungslösung (6 x SSC; 
1% BSA; 1% Ficoll; 1% PVP; 0,5% SDS), die 1 OO~g/ml denaturierte 
ssDNA (Salmon Sperm DNA) enthielt. Durchgeführt wurde die 
Prähybridisierung in einem Plastikbeutel für 2-4h bei 65°C unter 
leichtem Schütteln. 

Hybridisierung: 
Die Hybridisierung wurde in einem Plastikbeutel durchgeführt. Pro 
1 00cm2 Filterfläche wurden 1 Oml Hybridisierungslösung (6 x SSC; 
1% BSA; 1% Ficoll; 1% PVP; 0,5% SDS) in den Plastikbeutel gegeben und 
1 00-500ng radioaktiv markierte DNA (1-5 x 107 cpm) zugesetzt. Die 
radioaktive Probe wurde vorher durch 5-minütiges Kochen bei 1 oooc 
denaturiert, dann sofort auf Eis gestellt. Nach Entfernen der Luftblasen 
wurde der Plastikbeutel zugeschweißt und bei 65°C unter leichtem 
Schütteln über Nacht inkubiert. Nach der Hybridisierung wurde der 
Filter aus dem Plastikbeutel genommen und für je 30min in 200ml 
folgender Lösungen bei 65°C gewaschen: zweimal je 15min mit 2 x 
SSC, 0,1% SDS; einmal 30min mit 1 x SSC, 0,1% SDS; zweimal je 15min 
mit 0,5 x SSC, 0,1% SDS. Der noch feuchte Filter wurde wieder in einen 
Plastikbeutel eingeschweißt und ein Röntgenfilm mit Verstärkerfolie 
bei -aooc exponiert. Wenn der Filter mit einer weiteren Probe 
hybridisiert werden sollte, wurde die alte Probe durch Kochen des 
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Filters in 500ml 2 x SSC, 0,5% SOS für 30min entfernt und der Filter 
anschließend erneut vorhybridisiert 

.. Nuclear Run-On .. ·Analysen (Greenberg und Ziff, 1984) 

A. Präparation der Zellkerne 
Die Zellen wurden in eiskaltem PBS gewaschen und mit Hilfe eines 
Gummispatels in 5ml kaltem PBS abgeschabt. Danach wurden die Zellen 
bei 1700rpm abzentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml 1 OmM Tris-HCI, 
pH 7,4; 1 OmM NaCI; 3mM MgCI2 und 0,5% NP40 resuspendiert. Nach 5 
minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellkerne abzentrifugiert 
(5min, 1700rpm), in 2m I 1 OmM Tris-HCI, pH 7,4; 1 OmM Na Cl; 3mM MgCI2 
und 0,5% NP40 gewaschen und erneut abzentrifugiert. Die Kerne wurden 
dann in 1 OOJ.LI 50mM Tris-HCI, pH 8,3; 40% Glycerol; 5mM MgCI2 und 

0,1 mM EDTA resuspendiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. 

B. "Nuc/ear Run-On "-Reaktion 
Die aufgetauten Kerne (1 OOJ.LI) wurden mit 1 OOJ.LI Reaktionspuffer (1 OmM 
Tris-HCI, pH 8,0; 5mM MgCI2; 300mM KCI; je 0,5mM ATP; CTP; GTP und 

1 OOJ.LCi [a-32P]UTP gemischt und für 30min bei 30°C inkubiert. 

G Präparation der 32P=markierten Transkripte (Groudine et a/., 
1981) 

Die .. Run-On .. ·Reaktionen wurden durch Zugabe von DNase I auf eine 
Endkonzentration von 20J.Lg/ml gebracht und durch 5-minütige 
Inkubation bei 30°C gestoppt. Die Reaktionsansätze wurden dann in 1 ml 
1% SOS; 5mM EDTA; 10mM Tris-HCI, pH 7,4 mit 100J.Lg Proteinase K für 
30min bei 42°C inkubiert und anschließend mit Phenol/ 
Chloroform/Isoamyl-alkohol extrahiert. Nach Zugabe von 25J.Lg Hefe­
tRNA wurden 250J.LI 10% TCA, 60mM Na4P 20 7 zugegeben. Nach 30-
minütiger Inkubation auf Eis wurde das Präzipitat auf Nitrozellulose­
filterscheiben (Porengröße 0,45J.Lm, Durchmesser 25mm) unter 
Verwendung einer Mehrfachfiltereinrichtung gesammelt und dreimal 
mit je 10ml eiskaltem 3% TCA, 30mM Na4 P 2 0 7 gewaschen. Die 

Filterscheiben wurden danach in Scintillationsgefäße gegeben und in 
0,9ml 20mM HEPES-KOH, pH 7,5; 5mM MgCI2; 1 mM CaCI2 mit 25J.Lg DNase 
I für 30min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
EDT A und SOS auf 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% SOS; 10mM Tris-HCI, pH 7,5 und 5mM EDTA für weitere 15min 
bei 65°C inkubiert. Seide Flüssigkeiten wurden vereinigt und mit 25J.Lg 
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Proteinase K/ml für 30min bei 37°C inkubiert. Nach einer 
Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die RNA in Gegenwart von 0,1 M 
NaCI mit Ethanol präzipitiert. 

0. Immobilisierung von DNA-Fragmenten an Nitrozellulose 
Die Immobilisierung der DNA-Fragmente an eine Nitrozellulosemembran 
(BA85 SB, Porengröße 0,45J.Lm) erfolgte mittels einer 11 Siot-blot 11

-

Apparatur der Firma Schleicher & Schüll (Minifold II SRC 072/0). Die 
Nitrocellulosemembran wurde dazu vorher mit 2 x SSC befeuchtet. Die 
DNA-Fragmente wurden zunächst in O,SM NaOH für 20min bei 
Raumtemperatur denaturiert. Danach wurde (auf Eis) das 8-fache des 
NaCH-Volumens an eiskaltem Neutralisierungspuffer (1 ,SM NaCI; 1M 
Tris-HCI, pH 7,5) zugegeben, rasch·· gemischt und mit Ethidiumbromid 
auf eine Endkonzentration von 3 x 10-5% gebracht. Pro "Siot 11 wurde 1 J.Lg 
DNA in einem Volumen von 200-300J.LI aufgetragen und mit Hilfe einer 
Wasserstrahlpumpe durch die Apparatur gesaugt. 

E. Vorhybridisieren der Filter: 
Die Vorhybridisierung der Nitrozellulosemembran (63 x 228mm) 
erfolgte in 1 OOml 3 x SSC; 3 x Denhardt's Lösung; 3% PiPPi; 1% SDS; 
1 OmM EDTA, pH 8,0 und SOJ.Lg/ml niedermolekularer denaturierter 
Lachssperma-DNA für 2h bei 65°C (im Schüttelwasserbad). 

F. Hybridisierung der 32P-markierten Transkripte: 
Die radioaktiv markierten Transkripta wurden mit Ethanol präzipitiert, 
getrocknet, in 200J.LI 1 OmM Tris-HCL, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0 gelöst 
und jeweils ein Aliquot von 5Jll im Scintillationsmeßgerät gemessen. 
Zur Hybridisierung wurde jeweils eine identische Menge Radioaktivität 
(1-4 x 106 cpm) eingesetzt. Die Proben wurden mit 1 OmM Tris-HCL, 
pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0 auf ein Volumen von 250Jll gebracht und Smin 
bei 85°C denaturiert. Nach Abschrecken in Eiswasser wurde zu jeder 
Probe dasselbe Volumen 2 x Hybridisierungslösung (6 x SSC, 2 x 
Denhardt's; 6% PiPPi; 0,2% SDS; 20 mM EDTA; 20Jlg/ml 
niedermolekulare denaturierte Lachsspermien-DNA) gegeben, die Proben 
zu den einzelnen Nitrozellulosefiltern in kleine Plastikbeutel pipettiert 
und diese zugeschweißt. Die Hybridisierung erfolgte im 
Schüttetwasserbad bei 65°C für 36h. 

G. Waschen der Filter: 
Die Filter wurden zunächst 2h bei 64°C in 2 x SSC (mit dreimaligem 
Wechsel der Waschlösung) gewaschen. Anschließend wurden die Filter 
mit 1 OJ.tg/ml RNase A (DNase-frei gemacht durch 15-minütige 
Inkubation bei 95°C) in 2 x SSC gewaschen. Nach kurzem Antrocknen an 
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der Luft wurden die Filter auf Whatman 3MM-Papier befestigt und in 
Plastikfolie eingeschweißt Die Autoradiographie erfolgte zwischen 
zwei Verstärkerfolien bei -80°C für 3 Tage bis 5 Wochen. 

H. Verwendete DNA-Fragmente: 
c-fos (Maus): 3,6kb Bam HI-Fragment des Plasmids p48/3 (Rüther et al., 
1985); c-jun (Mensch): 1 ,2kb Sma 1/Hind I II-Fragment des Plasmids 
phcJ-1 (Angel et al., 1988a}; Glycerinaldehyd-3-Phosphat­
Dehydrogenase (GAPDH) (Ratte): 1 ,3kb Pst I-Fragment des Plasmids 
pGAPDH-13 (Fort et al., 1985). 

RNase-Protektionsanalyse 

A. Präparation der 32P-markierten RNA-Proben 
Als Matrize für radioaktiv markierte antisense RNA wurde DNA des 
Plasmids SP6-tkCAT (Angel et al., 1987) mit dem Restriktionsenzym 
Eco Rl linearisiert. Zur Synthese der Probe wurden 5~1 lyophilisiertes 
[a _32 P]CTP in 6~1 H2 0 aufgenommen und 4~1 5 x SP6-Trans­
kriptionspuffer (200mM Tris-HCI, pH 7 ,5; 30mM MgCI 2 ; 1 OmM 
Spermidin), 2~1 100mM DTT, 4~1 rNTP-Lösung (2,5mM ATP; 2,5mM UTP; 
2,5mM GTP), 1~1 250~MCTP,1~1 RNasin®, 1~1 = 0,5~g Matrizen-DNA und 
1 ~I S P6- Bakteriophagen- RNA- Polymerase (20 U/~1, Pro mega) 
zugegeben. Die Inkubation erfolgte für 60min bei 40°C. Zur Entfernung 
der Matrizen-D NA wurden der Reaktion 5~1 500mM Tris-HCL, pH 7 ,5; 
50mM MgCI2 , 24~1 Wasser und 1 ~I RNase-freier DNase I zugesetzt und 
der Ansatz für 15 min bei 37°C in kubiert. Anschließend wurden 1 O~g 
Hefe-tRNA, 150~1 4M Ammoniumacetat, pH 7,2 und 200~1 Wasser 
zugesetzt und mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die wässrige Phase 
wurde abgezogen, präzipitiert, gewaschen und getrocknet. Das RNA­
Pellet wurde in 40~1 Wasser aufgenommen und 1 ~I davon im 
Scintillationsgerät gemessen. 

B. Hybridisierung der radioaktiv markierten RNA-Proben mit 
Gesamtze/1-RNA 
20~g Gesamtzeii-RNA wurden zur Entfernung von eventuell noch 
vorhandenen DNA-Spuren mit DNase I behandelt. Dazu wurden der RNA­
Lösung 5~1 10 x DNase I-Puffer, 1 ~I DNase I und 1 ~I RNasin zugesetzt, 
der Ansatz mit Wasser auf ein Endvolumen von 50~1 gebracht und für 
15min bei 37°C inkubiert. Nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion 
wurde mit Ethanol präzipitiert und das gewaschene Pellet getrocknet. 
Das RNA-Pellet wurde in 30~1 Hybridisierungspuffer (80% Formamid, 
20% 2M NaCI; 200mM PIPES, pH 6,4; 5mM EDTA} aufgenommen, der 5 x 
1 05cpm tk-CAT-Probe enthielt. Die Reaktionen wurden 5min bei 85°C 
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denaturiert und danach zur Hybridisierung der Proben übernacht bei 
45°C inkubiert. 

C. Abbau einzelsträngiger (nicht-hybridisierter) RNA durch RNase-
Behandlung 
Zu jeder Hybridisierungsreaktion wurden 300Jll RNase-Reaktionspuffer 
(10mM Tris-HCI, pH 7,5, 300mM NaCI, 5mM EDTA), 2J.Lg/ml RNase T1 und 
1 Jll RNase A (1 Omg/ml) zugegeben und die Reaktionsansätze 30m in bei 
30°C inkubiert. Anschließend wurden die Reaktionen mit 3Jll 20% SOS 
und 2,5Jll 1 Omg/ml Proteinase K versetzt, 15m in bei 37°C inkubiert und 
mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die wässrige Phase wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß, das 1 OJ.Lg Hefe-tRNA enthielt, überführt und mit 
Ethanol präzipitiert. 
Das getrocknete Pellet wurde in 4Jll Formamid-Ladepuffer (80% 
deionisiertes Formamid, 1 mM EDTA, pH 8,0, 0,05% Bromphenolblau, 
0,05% Xylencyanol) gelöst und auf einem 6%igem, denaturierenden 
Polyacrylamidgel aufgetrennt. 

.. CAT-Assay .. 

Die transient transfizierten Zellen wurden 2 x mit eiskaltem PBS 
gewaschen, mit einem Gummispatel in PBS abgeschabt und bei 3000rpm 
abzentrifugiert. Anschließend wurde zum Zellpellet 1 OOJ.LI 0,25M Tris­
HCL, pH 7,8 gegeben und dreimal schockgefroren, um die Zellen 
aufzubrechen. Die aufgebrochenen Zellen wurden 1 Omin bei 13000rpm 
zentrifugiert, um Zelltrümmer und Zellextrakt voneinander zu trennen. 
Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß gegeben und 5Jll des 
Zellextrakts für die Proteinbestimmung verwendet. Für den CAT-Assay 
wurden von den verschiedenen Transfektionsansätzen konstante Mengen 
an Protein eingesetzt, die mit 0,25M Tris-HCL, pH 7,8 auf 78,75Jll 
aufgefüllt wurden. Nach Zugabe von 1 ,25Jll 14C-Chloramphenicol wurde 
die Reakton mit 20J.LI 4mM Acetyi-Coenzym-A gestartet und nach 2h bei 
37°C durch Zugabe von 1 ml Ethylacetat gestoppt. Durch kurzes Mischen 
wurde das Chloramphenicol aus der wässrigen Phase extrahiert. Die 
Phasen wurden durch 5min Zentrifugation bei 13000rpm wieder 
getrennt und die Ethylacetat-Phase abgenommen. Das Ethylacetat wurde 
in einer Vakuumzentrifuge eingetrocknet, das eingedampfte Chloram­
phenicol in 20Jll Ethylacetat aufgenommen und durch kurzes Schütteln 
gelöst. Die Lösung wurde tropfenweise auf eine Kieselgei-DC-Piatte 
aufgetragen und in eine Chromatographiekammer gestellt, die 150ml 
Chloroform/Methanol (9:1) als Laufmittel enthielt. Nach 45min wurde 
die DC-Piatte aus der Kammer genommen, getrocknet, ein Röntgenfilm 

aufgelegt (Hyperfilm MP®, Amersham) und bei Raumtemperatur für 16h 
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exponiert. Nach Entwicklung des Films konnten durch die Signale auf 
dem Röntgenfilm die Positionen der verschiedenen Formen des 
Chloramphenicols auf den DC-Piatten identifiziert werden. Das nicht­
acetylierte Chloramphenicol ist am unpolarsten und wandert daher am 
wenigsten. Die 1 '-acetylierte, 3'-acetylierten und die 1 ',3'­
diacetylierten Formen sind polarer und laufen deshalb schneller. Zur 
Auswertung wurden die acetylierten und nicht-acetylierten Formen aus 
der DC-Piatte ausgeschnitten, in Szintillationsröhrchen gegeben und 

diese mit 5ml Emulsifier Safe® überschichtet Die Messung der Menge 
an radioaktivem Chloramphenicol erfolgte für 1 min in einem 
Szintillationszähler. Dadurch kann berechnet werden, wieviel Prozent 
des Chloramphenicols in seine acetylierten Formen umgesetzt wurde. 

n Luciferase-Assay .. 

Die Präparation des Proteinextraktes erfolgte analog der Präparation 
zur Bestimmung der CAT-Aktivität. 40J.ll Proteinlösung wurden mit 
350!11 25mM Glycylglycin, 15mM MgS04 , 4mM EGTA, 1 mM DTT, 2mM ATP 
vermischt. Dieser Reaktionsansatz wurde in ein Luminameter (Fa. 
Berthold) gestellt, das automatisch 100111 Luciferin (200J.lM Luciferin, 
25mM Glycylglycin, 15mM MgS04 , 4mM EGTA) in den Ansatz injizierte. 
Die pro Probe enthaltenen Units an Luciferase-Aktivität wurden 
automatisch berechnet und ausgedruckt. 

Immunfluoreszenz 

Die Zellen wurden auf gelatinisierten Deckplättchen ( .. cover slips 11
) 

kultiviert und nach Waschen mit PBS in einer 3%igen p-Formaldehyd­
lösung (in PBS) für 1 Omin bei Raumtemperatur fixiert. Die Zellen 
wurden dann 3 x mit PBS gewaschen und in einer 1 %igen Lösung Triton 
X-1 00 (in PBS) für 15min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach 
erneutem dreimaligen Waschen wurden die Zellen mit dem Jun­
spezifischen Antikörper Pep1, der 1 :30 mit PBS/1 0% FCS verdünnt 
worden war, für 1 h bei 37°C inkubiert, gut mit PBS gewaschen und mit 
einem Rhodamin-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen Antikörper, der 
ebenfalls 1 :30 mit PBS/1 0% FCS verdünnt worden war, inkubiert. Die 
Deckplättchen wurden mit .. Giycergel.. auf einem Objektträger fixiert 
und die Zellen mit Hilfe eines Zeiss Diaplan Fluoreszenz Mikroskops 
analysiert. Für Photographien wurde ein Kodak Ektachrom PB00/1600 
Farb-revers Film benutzt. 
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ln vivo Dimethylsulfat-"Footprint"-Analyse durch 
vermittelte Polymerasekettenreaktion ("ligation 
PCR", Mueller und Wold, 1989) 

Ligations­
mediated 

A. ln vivo Methylierung von DNA durch Dirnethylsulfat (DMS) in 
lebenden Zellen und Präparation genorniseher DNA. 
Die Zellen (von zwei 15 cm Gewebekulturschalen pro Meßpunkt) wurden 
einmal mit 37°C warmen PBS gewaschen und für 2min mit 0,5% DMS in 
DMEM/1 OmM HEPES-KOH, pH 7,5 bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, 
in Sml 10mM Tris-HCI, pH 7,7; 400mM NaCI; 2mM EDTA und 0,2% SOS 
lysiert und das Lysat mit 300)Jg/ml Proteinase K bei 37°C übernacht 
inkubiert. Das Lysat wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit 
Ethanol präzipiert, gewaschen und getrocknet. 

B. ln vitro Methylierung von deproteinierter genorniseher DNA (nach 
Maxam und Gilbert, 1980) 
1 00-200)Jg genornisehe DNA wurden in 200111 50mM Na-Cacodylat; 1 mM 
EDTA, pH 8,0 aufgenommen. Die Methylierung erfolgte durch Zugabe von 
1111 DMS bei Raumtemperatur und wurde nach 30s mit 50)JI 1 ,SM Na­
Acetat, pH 7,0; 1M ß-Mercaptoethanol beendet. Die DNA wurde mit 
7501JI eiskaltem Ethanol präzipitiert, gewaschen und getrocknet. Das 
Präzipitat wurde in 250)JI 0,3M Na-Acetat, pH 7,0 aufgenommen, 
nochmals mit Ethanol präzipitiert, gewaschen und getrocknet. 

C. Piperidin-Spaltung von in vivo und in vitro methylierter 
genorniseher DNA (Maxam und Gilbert, 1980) 
Die getrocknete DNA wurde in 100111 10% Piperidin gelöst und für 30m in 
bei 90°C (in verschraubbaren Eppendorfgefäßen, da Piperidin bei hohen 
Temperaturen leicht flüchtig ist) inkubiert. Nach Abkühlen der 
Reaktionen auf Eis wurden 200111 0,3M Na-Acetat, pH 7,0 zugegeben und 
die DNA mit 900)JI Ethanol präzipitiert. Das DNA-Pellet wurde 2 x mit 
80%igem Ethanol gewaschen. 

D. Selektive Amplifikation und radioaktive Markierung von Piperidin-
Spaltprodukten 
Für die Erststrangsynthese wurden 3-15)Jg Piperidin-behandelte 
genornisehe DNA und 0,6pmol Primer 1 in 151JI 40mM Tris-HCI, pH 7,7 
und 50mM NaCI für 3min bei 95°C denaturiert und danach zur 
Hybridisierung des Primers für 30min bei 45°C inkubiert. Danach 
wurden 8,81JI 20mM MgCI2 ; 20mM DTT; je 2001JM dATP; dCTP; dGTP; 

dTTP und 0,31JI Sequenase® Version 2,0 zugegeben, durch Pipettieren 
gemischt, und die Reaktionen weitere 15min bei 45°C inkubiert. Zur 
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Stabilisierung der DNA-Fragmente wurden 6!JI 31 OmM Tris-HCI, pH 7,7 
zugegeben und die Ansätze 15min bei 67°C inkubiert, um die Sequenase 
zu inaktivieren. 
Für die Ligation des Linker-Oiigonukleotids wurden die Proben auf Eis 
gestellt und 20111 17,5mM MgCI2; 42,3mM DTT; 125!Jg/ml BSA sowie 
25!JI 10mM MgCI2; 20mM DTT; 3mM ATP; 50!Jg/ml BSA; 5!JI 
hybridisiertes Linker-Oiigonukleotid (=1 OOpmol) und 1111 ( =1 OU)T 4-
DNA-Ligase zugegeben und die Reaktionen bei 15°C für 3-15h inkubiert. 
Nach der Ligation wurden die Reaktionen in Gegenwart von 1 O!lg tRNA 
mit Ethanol präzipitiert und mit 80%igem Ethanol gewaschen. Für die 
PCR-Reaktionen wurden die getrockneten Präzipitate in 60!JI H20 
gelöst. Zu der DNA-Lösung wurden 20!JI 5 x Taq-Puffer (200mM NaCI; 
50mM Tris-HCI, pH 8,8; 25mM MgCI2; 0,05% Gelatine), 5!JI (=10pmol) 
Primer 2-Lösung, 5!JI (=1 Opmol) einer Lösung des 25m er Linker­
Oiigonukleotids, 8!JI eines dNTP-Mix (Konzentration jedes dNTPs 
2,5mM) und 2!JI Taq-DNA-Polymerase (=1 OU) zugegeben und gemischt. 
Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem Thermocycler der Firma 
Perkin-Eimer durchgeführt. Ein Zyklus bestand aus 1 min Denaturierung 
bei 94°C, 2min Hybridisierung bei 63°C und 3min Kettenverlängerung 
bei 75°C. Dieser Zyklus wurde 20 x wiederholt. Die Proben wurden 
danach auf Eis abgekühlt und es wurden 2pmol 32P-endmarkierter 
Primer 3 (2-5 x 106cpm), 5U Taq-DNA-Polymerase und 2!JI 2,5mM 
dNTP-Mix pro Reaktion zugegeben. Die Reaktionen wurden dann für 2min 
bei 95°C, 2m in bei 66°C und 1 Omin bei 75°C in kubiert und anschließend 
durch Abschrecken in Eiswasser gestoppt. Nach Zugabe von 295!JI 
260mM Na-Acetat; 1 OmM Tris-HCI, pH 7,5 und 4mM EDTA, pH 8,0 wurden 
die Reaktionen mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol 
präzipitiert, gewaschen und getrocknet. Die Proben wurden in 6111 
Formamid-Ladepuffer (80% deionisiertes Formamid, 1 mM EDTA, pH 8,0; 
0,05% Bromphenolblau; 0,05% Xylencyanol) gelöst und 2,5!JI davon auf 
einem 6%igem, denaturierenden Polyacrylamidgel (Maxam und Gilbert, 
1980) aufgetrennt. Die Autoradiographie erfolgte für 2h bis eine Woche 
bei -80°C mit Verstärkerfolie. 

ln vitro Dimethylsulfat-"Footprint"-Analyse 

Proteinextrakt aus Zellkernen (Dignam et al., 1983) wurde durch 
Ammoniumsulfat-Präzipitation auf 60!Jg/11l konzentriert. Das verwen­

dete c-jun -Promotor Fragment wurde durch Restriktionsverdau (Bgl 
11/Hind 111) aus dem Plasmid pBLCAT5-203/+190 ausgeschnitten und 
durch Auftrennung im Agarosegel isoliert. 20fmol des Fragments 
wurden mit 1 mg Proteinextrakt, 1!Jg poly (dl-dC), 1/lg BSA, 20mM 
HEPES-KOH, pH 7,9; 20% Glycerol; 100mM KCI; 2mM MgCI2; 0,2mM EDTA, 
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pH 8,0 und 0,5mM DTT in einem Volumen von 1 OO!JI für 30m in bei 
Raumtemperatur in kubiert. Anschließend wurden 1 OO!Jg denaturierte 
Hering-Sperma-DNA und 1 OO!JI DMS-Lösung (1 !JI DMS, 50mM Na­
Cacodylat, 1 mM EDTA) zugegeben und nach Mischen für 30s bei 
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 1001JI 400mM Na-Acetat, 
pH 7,0; 140mM ß-Mercaptoethanol; 2701Jg/ml tRNA wurde die Reaktion 
gestoppt und die Nukleinsäuren anschließend mit 7501JI Ethanol 
präzipitiert, gewaschen und getrocknet. Das Pellet wurde in 4001JI 
10mM Tris-HCI, pH 7,7; 400mM NaCI; 2mM EDTA, pH 8,0 und 0,2% SOS 
aufgenommen und mit 3001Jg/ml Proteinase K für 1 h bei 37°C verdaut. 
Der Reaktionsansatz wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert und 
erneut mit Ethanol gefällt. Die Piperidinspaltung der DNA wurde 
entsprechend der in vivo "Footprint"-Methode durchgeführt und die 
getrocknete DNA in 1001JI Wasser aufgenommen. 91JI dieser Lösung 
wurden für die ligationsvermittelte PCR verwendet und die 
Spaltprodukte auf einem 6%igen, denaturierenden Polyacrylamidgel 
(Maxam und Gilbert, 1980) aufgetrennt. 

Ge I retard ati o ns-An alyse 

A. Analyse von Proteinextrakt aus Zellkernen. 
Die DNA-Bindungsreaktionen wurden in einem Volumen von 201JI für 
30m in bei Raumtemperatur durchgeführt und enthielten 2-1 O!Jg 
Proteinextrakt, 20% Glycerol; 20mM HEPES/KOH, pH 7,9; 20mM KCI; 2mM 
MgCI2 ; 2mM Spermidin; 2,5mM EDTA, pH 8,0; 11Jg BSA; 11Jg poly(dl-dC) 
und 25fmol radioaktiv markierte Oligonukleotid-DNA. Nach der 
Inkubation wurde das Gemisch über ein nicht-denaturierendes 5%iges 
Polyacrylamidgel in 0,25 x TBE bei Raumtemperatur und einer Spannung 
von 1 OOV aufgetrennt. Vor dem Probenauftrag wurde das Gel bei 1 OOV 
für 1 h vorlaufen gelassen. Die Gele wurden ohne Fixierung getrocknet 
und für mindestens 1 h bei -80°C mit Verstärkerfolie exponiert. 

B. Analyse von Proteinextrakt aus ganzen Zellen 
2- 1 O!Jg Proteinextrakt aus ganzen Zellen wurde in 5% Glycerol; 20mM 
HEPES/KOH, pH 7,9; 50mM KCI; 1mM EDTA, pH 8,0; 1mM DTT; 11Jg BSA 
und 1 /Jg poly(dl-dC) für 30m in bei Raumtemperatur mit 25fmol 
radioaktiv markierter Oligonukleotid-DNA inkubiert. Die Auftrennung 
erfolgte wie unter Punkt A. beschrieben. 

Wurden in der Gelretardations-Analyse Antikörper verwendet, so 
wurden diese mit Proteinextrakt aus Kernen oder ganzen Zellen 1 h auf 
Eis vorinkubiert. Danach wurde das Experiment, wie in Punkt A oder 8 
beschrieben, weitergeführt. 
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Methyl ie r u n gs-1 nte rferen z-A n a lyse 

2,5pmol einzelsträngiger Oligonukleotid-DNA wurden kinasiert und 
danach mit 2,5pmol des komplementären Einzelstranges hybridisiert. 
Diese "einseitig" markierten, doppelsträngigen Oligonukleotide wurden 
zusammen mit 1 o,...g Hering-Sperma DNA in 2001JI 50mM Na-Cacodylat; 
1 mM EDTA, pH 8,0 resuspendiert. Die Methylierung erfolgte durch Zugabe 
von 1 !JI DMS für 1 min bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde mit 501JI 
1 ,5mM Na-Acetat, pH 7,0; 1M ß-Mercaptoethanol; 1 o,...g tRNA beendet 
und die DNA mit 750,...1 Ethanol gefällt, gewaschen und getrocknet. Die 
nun methylierten Oligonukleotide wurden mit einem Überschuß an 
Proteinextrakt aus Kernen (251Jg = 21JI) inkubiert und durch eine 
Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Gel wurde nicht getrocknet, sondern 
mit Plastikfolie abgedeckt. Bei 4°C wurde ein Röntgenfilm exponiert, 
dessen Lage mit radioaktiver Tinte genau markiert wurde. Nach 
Exposition wurden die entprechenden Banden aus dem Gel 
ausgeschnitten und in ein 1 %iges Agarosegel eingebettet. Die 
radioaktiven Oligonukleotide wurden über eine DEAE-Membran aus dem 
Gel eluiert, gefällt und nach dem Trocknen einer Piperidinspaltung 
unterzogen. Dazu wurde die getrocknete DNA in 2001JI 10% 
Piperidinlösung in Wasser resuspendiert und für 30min bei 90°C 
inkubiert. Nach Abkühlen der Proben auf Eis wurden 200,...1 0,3M Na­
Acetat zugegeben und die DNA mit 9001JI Ethanol gefällt, 
abzentrifugiert und das Pellet zweimal mit 80% Ethanol gewaschen. Das 
Pellet wurde in 41JI Sangar-Probenpuffer (98% Formamid; 20mM EDTA, 
pH 8,0; 0,03% Bromphenolblau; 0,03% Xylencyanol) resuspendiert und 
jeweils gleiche Mengen an Radioaktivität des freien und 
proteingebundenen Oligonukleotids auf einem 20%igen, denaturierenden 
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Bei -sooc wurde ein Röntgenfilm 
exponiert. 
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Ergebnisse 

I. Transkriptionelle Regulation des durch Phorbolester und 
UV-Licht induzierbaren Gens c-jun 

Nach Behandlung von Zellen mit TPA erhöht sich die Transkriptionsrate 
von c-jun-, c-fos-, Kollagenase- und Gewebeplasminogen-Aktivator 
(t-Pa). Während jedoch die beiden "immediate early" Gene c- ju n und 
c-tos sofort reagieren und schnell wieder Basalwerte erreichen, ist die 
Induktion von Kollagenase und t-Pa verzögert und bleibt längere Zeit 
bestehen (Angel, 1987b; König et al., 1989; König, 1991; 1992b; Medcalf 
et al., 1990 und Daten nicht gezeigt). 

Um zu überprüfen, ob die gesteigerte Menge an Transkripten nach UV­
Bestrahlung ebenfalls auf einer erhöhten Transkription beruht, wurde 
die Transkriptionsrate des c-jun und c-tos Gens durch "Nuclear Run­
On" in Hela-lellen bestimmt. Zellkerne wurden entweder aus 
unbehandelten Zellen, oder 30 Minuten, drei und sechs Stunden nach UV­
Bestrahlung von Zellen, geerntet. Die naszierenden Transkripta wurden 
in vitro in Gegenwart von radioaktiv markierten Nukleotiden 
verlängert. Die radioaktiv markierte Gesamt-RNA wurde mit 
spezifischen DNA-Sonden, die auf Filtern immobilisiert waren, 
hybridisiert, wobei die DNA im molaren Überschuß war. 

Die mRNA-Synthese des c- ju n Gens nach UV-Induktion erreicht relativ 
schnell, schon nach 30 Minuten Maximalwerte und ist vergleichbar der 
des c-fos Gens. Innerhalb kürzerster Zeit wird die Neusynthese von 
c-jun und c-fos Transkripten gestoppt, sodaß nach drei Stunden wieder 
Basalwerte angezeigt werden. Dieser zeitliche Verlauf der UV­
Induktion ist fast identisch mit der Induktionskinetik beider Gene nach 
Behandlung der Zellen mit TPA (König, 1991 ). Als interne Kontrolle 
wurde das Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gen (GAPDH) 
verwendet, das nicht durch UV induzierbar ist und dessen 
Transkriptionsrate vor und nach UV-Bestrahlung der Zellen gleich blieb 
(Abb. 4). Dadurch wurde sichergestellt, daß gleiche Mengen an 
radioaktiv markierten Transkripten bei der Hybridisierung eingesetzt 
wurden. 
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Abb. 4 Transkriptionalle Regulation von c-jun und c-tos durch UV-Licht. HeLa­
Zalien wurden mit 30J/m2 UV-Licht (254nm) bestrahlt. Nach 0,5, 3 und 6h wurden die 
Zellkerne präpariert. 0; Zellkerne aus unbehandelten Zellen. Die Transkriptionsrate von 
c-tos, c-jun und Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) wurde durch eine 
"Nuclear Run-On"-Analyse bestimmt. 

II. ln vitro Bindungsstellen des c-jun Promotors 

Um den Mechanismus der transkriptionallen Regulation zu verstehen, ist 
es notwendig, die Transkriptionstaktoren zu identifizieren, die an den 
c-jun Promotor binden. Deshalb wurde eine in vitro Bindungsstudie in 
Form einer "Footprint"-Analyse durchgeführt. 

Proteinextrakt aus Kernen unbehandelter Hela-Zellen wurde mit einem 
Fragment des c-jun Promotors, das den Bereich -283 bis +190 umfaßt, 
inkubiert und anschließend mit partiell methylierenden Dosen von DMS 
als DNA-modifizierendem Agens (Maxam und Gilbert, 1980) behandelt. 
DMS methyliert vor allem 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"). Guanine (und 
zum Teil Adenine), die als Kontaktstelle für Proteine dienen, können 
entweder gar nicht, oder schwächer methyliert werden. Guanine, die in 
direkter Nachbarschaft zu einer Bindestalle liegen, werden manchmal 
besonders stark methyliert (Gilbert et al., 1976; Ogata und Gilbert, 
1978). Die DNA kann dann an den Stellen modifizierter Basen durch 
Piperidin gespalten werden (Maxam und Gilbert, 1980 und Referenzen 
darin). Die Spaltprodukte wurden durch selektive Amplifikation mit 
Hilfe der ligationsvermittelten Polymerasekettenreaktion (LMPCR) 
(Mueller und Wold, 1989) delektiert (Abb. 5) und auf einem 6%igen 
Sanger-Sequenziergel aufgetrennt. Protektionen weisen auf nicht­
methylierte Guanine innerhalb einer Bindestelle und Hyper­
sensitivitäten auf besonders stark methylierte Guanine in der Nähe 
einer Bindestelle hin. Als Kontrolle wurde ein c-ju n Promotor-
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Abb. 5 Schematische Darstellung der 
"Footprint"-Technik durch ligations­
vermittelte PCR (nach Mueller und Wold, 
1989). Die DNA wird durch DMS-Behandlung 
partiell methyliert. Danach wird die DNA 
isoliert und an methylierten Guaninen mit 
Piperidin gespalten (a) (hier nur für einen 
Strang gezeigt). Dadurch entstehen Enden mit 
3'- und 5' -endständigen Phosphaten (Maxam und 
Gilbert, 1980). Im folgenden Schritt (b) wird 
ein Ende der Sequenzleiter durch Hybridisierung 
mit einem genspezifischen Oligonukleotid­
Primer (Prim er 1) festgelegt. Durch Ver­
längerung dieses Primers (gestrichelte Linie) 
bis zu den unterschiedlichen Spaltstellen wird 
eine Population von "blunt-End"-DNA-Duplex­
molekülen erzeugt. An jedes dieser DNA­
Moleküle wird durch T4-DNA-Ligase ein 
spezieller Linker an das 5' -Ende der DNA ligiert 
( c), wodurch die Moleküle ein Ende mit 
identischer Sequenz erhalten. Der Linker wird 
nur an das jeweils zu untersuchende Gen ligiert, 
da nur dieses durch die erste Primar­
Verlängerung ein doppelsträngiges "blunt"-Ende 
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 gen­
spezifischen Primer (Primer 2) hybridisiert, 
der anschließend verlängert wird (gestrichelte 
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Linie) (d). (Um die Spezifität zu erhöhen, wird der zweite Primer so gewählt, daß er den 
ersten in 3' -Richtung überragt). Nach Verlängerung des Primers hat nun jedes DNA­
Molekül der Sequenzleiter zwei definierte Enden (das 25mer Linker-Oiigonukleotid und den 
zweiten, genspezifischen Primer), wodurch eine PCR möglich ist (e, f). ln der Praxis 
werden die Schritte d-f in einer Reaktion durchgeführt. Die so amplifizierten Fragmente 
( 1 Q4 - 1 OS-fache Amplifikation) der Sequenzleiter werden dann unter Verwendung eines 
32P-endmarkierten Oligonukleotids (Primer 3) in einem einzigen Verlängerungsschritt 
(gestrichelte Linie) (g) radioaktiv markiert. Die Sequenzleiter wird anschließend, nach 
Auftrennung über ein Standard-Sequenziergel (Maxam und Gilbert, 1980), durch 
Autoradiographie sichtbar gemacht. 

Fragment verwendet, das ohne vorherige Inkubation mit Proteinextrakt 
mit DMS und Piperidin-behandelt wurde. 

Abb. 6 zeigt die in vitro "Footprint"-Analyse des nicht-kodierenden 
Stranges des c-jun Promotors. Verglichen mit der "nackten", d.h., 
proteinfreien Kontroii-DNA, bei der alle Guanine der untersuchten 
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Promotorregion zu sehen sind, sind bei der mit Proteinextrakt 
inkubierten DNA eine Reihe von Guaninresten durch Proteinbindung 
geschützt. 
Eine Bindestalle ist durch Protektion der Guanine im Bereich -100 bis 
-79 sichtbar. Dabei handelt es sich um den Transkriptionstaktor CTF 
(Angel et al., 1988). ln Übereinstimmung mit früheren Untersuchungen, 
die die Proteinbindungen im Bereich -132/+170 analysierten (Angel et 
al., 1988), ist auch die Sp1 Bindestalle (-124/-107), sowie die Jun 1 
AP-1 Bindestalle (-68/-60) sichtbar. 
Weitere Protektionen erscheinen an den Guaninen -132 und -133, wobei 
der Guaninrest bei -135 leicht hypersensitiv wird. ln diesem Bereich 
könnte der kürzlich identifizierte Transkriptionstaktor NF-Jun binden 
(Brach et al., 1992). Allerdings ist dessen beschriebene Binderegion 
nicht exakt identisch mit der hier beobachteten. Deshalb ist die Bindung 
eines anderen Faktors, der ähnliche Bindungseigenschaften wie NF-Jun 
hat, nicht auszuschließen. 
Zusätzlich sind die Guanine im Bereich -197 bis -167 stark protektiert. 
Innerhalb dieser Region sind zwei Bindungsstellen abzugrenzen: die eine 
liegt zwischen den Nukleotiden -191 und -182 und hat Ähnlichkeit mit 
einer AP-1 Bindestalle (Jun 2, beschrieben in Stein et al., 1992). 
Sowohl Jun 1, als auch Jun 2 besitzen, im Vergleich zur klassischen 

AP~1 Sequenz des Kollagenase Promotors (TGAG/ cTCA), ein 

zusätzliches Nukleotid in der Mitte der Bindestalle (Jun 1: TGACATCA; 
Jun 2: TTACCTCA). 
Stromabwärts und direkt benachbart zu Jun 2 ist der Bereich -181 
bis -167 protektiert. Die DNA-Sequenz weist keine signifikante 
Homologie mit der Kernsequenz eines bekannten Transkriptionstaktors 
auf und wird deshalb im folgenden als "Footprint" (FP) bezeichnet. 

Zusammenfassend läßt sich folgendes Schema des c-jun Promotors und 
seiner Bindesequenzen erstellen (Abb. 7): 
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Abb. 6 ln vitro Bindung an den 
c-jun Promotor. Proteinextrakt aus 
Kernen von Hela-Zellen wurde mit einem 
Fragment des c-jun Promotors inkubiert 
und anschließend durch LMPCR analysiert, 
wie in Material und Methoden und Abb. 5 
beschrieben. Gezeigt ist die Guanin­
Sequenz des nicht-kodierenden Stranges 
(N); hier wurde die DNA nicht mit 
Proteinextrakt inkubiert. (0), die DNA 
wurde mit Kernextrakt inkubiert. 
Protektionen sind mit abwärts und 
Hypersensitivitäten mit aufwärts zei­
genden Pfeilen gekennzeichnet. Die 
markierten Regionen geben die Protein­
bindungsstellen des c-jun Promotors an: 
CTF -86/-92), Sp1 {-1 05/-23), NF­
Jun (-132/-140). Die Region einer bis 
jetzt völlig unbekannten Bindungsstelle 
(FP) liegt zwischen -165 und -181. Die 
Sequenzen von J un 1 ( -75/-60) und 
Jun 2 ( -192/-181) sind angezeigt. 
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Abb. 7 Schema des c-jun Promotors und seiner Bindestellen. Die Zahlen beziehen 
sich auf die Mitte der jeweiligen Bindestelle. Der Pfeil und die schwarzen Ovale stehen für 
den basalen Transkriptionskomplex. 
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Die Funktionen von Jun 1, Jun 2, CTF, NF-Jun, Sp1 und FP bei 
der frühen Induktion des c- j u n Promotors 

Um die Rolle der identifizierten cis-Eiemente für die basale und 
induzierte, frühe Transkription des c- ju n Promotors aufzuklären, 
wurden chimäre Genkonstrukte hergestellt, die in den betreffenden 

c-jun Promotor CAT 

NF-

5.- -1600/+170 

-283 t 170 
-1600 -132 • 190 

5.- -1600/+170 
6. Jun 1 

5.- -1600/+170 
6. Jun 2 

5.- )( X - -1600/+170 
6. Jun 1 +Jun 2 . " . ". 

5.- -1600/+170 
6. Sp1 

5.- -1600/+170 
6. CTF 

5.- -283/+190 

5.- -283/+190 
6. NF-Jun 

5.- -283/+190 
6. FP 

5.- -132/+170 

5.- -132/+170 
6. AP-1 

5.- -132/+170 
6. CTF 

5. -132/+170 
6. Sp1 

Abb. 8 Schema der c-jun Promotormutanten, die mit dem CAT-Gen fusioniert sind. 
Punktmutationen sind mit einem Kreuz unterhalb der jeweiligen Sequenz gekennzeichnet. 

Bindesequenzen Punkt-Mutationen tragen. Diese Gen-Konstrukte 
enthalten 1600, 283, oder 132bp 5' -flankierende Sequenzen inklusive 
des authentischen c- ju n Promotors, fusioniert mit dem bakteriellen 
Chloramphenicoi-Acetyltransferase (CAT)-Reportergen (Abb. 8). 
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Die Gen-Konstrukte wurden durch transiente Transfaktion in die 
menschliche Haut-Fibroblasten Zell-Linie GM637 eingebracht. Die RNA 
wurde eine oder drei Stunden nach Behandlung der Zellen mit TPA oder 
UV-Licht (bzw. aus unbehandelten Zellen) präpariert und die Menge der 
CAT-Transkripta durch eine RNase-Protektions-Analyse gemessen. Als 
interner Standard für die Effizienz der Transfaktion und als Kontrolle 
der TPA- und UV-Behandlung wurden geringe Mengen eines 5xTRE-tk­
CAT -Konstruktes ko-transfiziert. Dieses Kontroll-Konstrukt enthält 
mehrere AP-1-Bindungsstellen des menschlichen Kollagenase­
Promotors und reagiert stark auf eine Induktion durch TPA und UV-Licht 
(Angel et al., 1987a+b; Stein et al., 1989). Teilweise wurden als Maß 
für die Transfektionseffizienz auch das Plasmid pBLCAT4 oder ein RSV­
Luziferase-Konstru kt ko-transfizie rt. 

Im Kontext des vollständigen c-jun Promotors sind die beiden AP-1 
Sindestelien Jun 1 und Jun 2 für die sehr frühe Induktion durch TPA und 
UV-Licht unbedingt notwendig (Abb. 9a): Der komplette Promotor 
(-1600/+170) zeigt eine deutliche basale Transkription, die durch TPA­
oder UV-Behandlung zwei- bis dreifach gesteigert wird. Mutation von 
Jun 1 und Jun 2 reduziert die basale Transkription sehr stark und führt 
zu einem fast vollständigen Verlust der Induktion durch TPA und UV. Der 
c-jun Minimalpromotor -132/+170ßAP-1 (Abb. 9c), dem ebenfalls 
Jun 1 und Jun 2 fehlen, ist nicht mehr induzierbar. Individuelle Inakti­
vierung von entweder Jun 1 oder Jun 2 reduziert den basalen und den 
induzierten Wert. Die Induktionsfaktoren bleiben jedoch bestehen und 
ähneln dem Wildtyp-Promotor. Daraus läßt sich schließen, daß beide 
Elemente (Jun 1 und Jun 2), im Kontext des vollständigen Promotors, für 
die schnelle Induktion des c-jun Promotors absolut notwendig sind. 
Identische Ergebnisse wurden in An- oder Abwesenheit der ko-trans­
fizierten 5xTRE-tk-CAT oder pBLCAT 4 Konstrukte erhalten. 

Eine weitere wichtige Rolle bei der Induktion des c-jun Promotors 
durch TPA und UV-Licht scheint die CTF-Bindungsstelle zu spielen. 
Nach Mutation von CTF kommt es im Vergleich zu den Wildtyp­
Konstrukten zu einer erheblichen Reduktion des basalen und des 
induzierten Wertes. Der Induktionsfaktor bleibt jedoch bestehen 
(Abb. 9b). Dieses Ergebnis ergibt sich sowohl beim Minimalpromotor 
Konstrukt -132/+170ßCTF (Abb. 9c), als auch im vollständigen 
Promotor Konstrukt -1600/+170ßCTF (Abb. 9b). CTF scheint somit ein 
Faktor zu sein, der die Jun 1/Jun 2-abhängige lnduzierbarkeit durch TPA 
und UV unterstützt. CTF selbst vermittelt jedoch keine lnduzierbarkeit, 
da die beiden Konstrukte -1600/+170ßJun1+Jun2 und -1321+170ßAP-1, 
die eine intakte CFT -Bindestelle enthalten, nicht mehr induzierbar sind. 
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Abb. 9 lnduzierbarkeit von c-jun-CAT chimären Genen durch TPA und UV-Licht. 
Menschliche GM637 Fibroblasten wurden mit je 2011g verschiedener c-jun-Promotor-CAT 
Reporter Plasmide, wie oben an der Abbildung angegeben, transient transfiziert. 24h nach 
Entfernen der DNA-Präzipitate wurden die Zellen entweder unbehandelt (-) oder für 1h mit 
TPA (100ng/ml) oder 30J/m2 UV-Licht (254nm) (+) behandelt. Wie angezeigt, wurde in 
(e) sowohl 1h, als auch 3h mit UV-Licht behandelt. Die gesamte zelluläre RNA wurde 
präpariert und die Menge der CAT-Transkripte wurde durch eine RNase-Protektions­
Analyse gemessen. 5!lg eines 5xTRE-tkCAT wurden in einem Experiment als interne 
Kontrolle für die TPA-Induktion und die Transfektionseffizienz parallel transfiziert. NT; 
RNA von Zellen, die kein zusätzliches Plasmid enthalten. Korrekt initiierte tk-CAT und Jun­
CAT Transkripte ergeben Fragmente von 210 und 150 Nukleotiden, wie auf der rechten Seite 
angezeigt wird. (a - e). Untersuchung der Konstrukte -1600/+170 WT, -1600/+170 
b.Jun 1, -1600/+170.1Jun 2, -1600/+170.1Jun 1+2, -1600/+170.1CTF, 
-1600/+170.1Sp1, -132/+170.1AP-1, -132/+170.1CTF, -132/+170.1Sp1, 
-293/+190WT, -293/+190.1NF,. und -293/+190.1FP. 

Mutation der FP- oder der NF-Jun-Region (Abb.9d, e) im Konstrukt 
-283/+1906.FP oder -283/+1906.NF-Jun hat eine Verringerung sowohl 
des basalen, als auch des induzierten Wertes zur Folge. Drei Stunden 
nach UV-Behandlung ist die Induktion der FP-Mutante. im Vergleich zur 
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Induktion nach einer Stunde schon wieder deutlich vermindert, aber 
immer noch höher als der basale Transkriptionswert. FP und NF-Jun 
wirken daher, ähnlich wie CTF, als aktivierende Faktoren, die zusammen 
mit Jun 1 und Jun 2 zur basalen und induzierten Transkription des c-ju n 
Promotors beitragen. 
Mutation der Sp1-Bindestelle im Kontext des gesamten Promotors 
verändert die basale Transkriptionsrate nicht signifikant. Dagegen ist 
die Transkription nach UV-Licht und TPA deutlich höher induziert als 
beim Wildtyp-Konstrukt (Abb. 9b). Im Minimalpromotorkonstrukt 
-132/+170~Sp1 (Abb. 9c) bewirkt die Mutation von Sp1, im Vergleich 
zum Wildtyp, eine leicht verringerte Transkription sowohl des basalen, 
als auch des induzierten Konstruktes. Diese Ergebnisse lassen darauf 
schließen, daß Sp1, im Kontext des gesamten c- ju n Promotors, für die 
frühe Induktion nicht notwendig ist - vielmehr könnte Sp1 einen 
reprimierenden Einfluß auf die Induktion haben. Im Minimalpromotor­
konstrukt trägt Sp1 zur basalen und induzierten Transkription bei. Diese 
Unterschiede zwischen dem kurzen und langen Promotorkonstrukt 
könnten auf Wechselwirkungen zwischen Sp1 und Faktoren, die 
stromaufwärts von -132 liegen, schließen lassen. 

Zusammengefaßt bedeuten diese Ergebnisse, daß die beiden AP-1 
Bindestellen, Jun 1 und Jun 2 für eine vollständige basale und 
stimulierte Expression des c- ju n Promotors absolut notwendig sind. 
Die Faktoren, die an die CTF-, NF-Jun- und FP-Sequenzen binden, tragen 
zur basalen und induzierten Expression bei, können aber ohne Jun 1 und 
Jun 2 keine Aktivität vermitteln. Sp1 trägt nicht zur Aktivierung des 
c- ju n Promotors bei, sondern beeinflußt diesen vielmehr negativ. Die 
Reaktionen der verschiedenen Konstrukte auf die Behandlung durch UV­
Licht oder TPA sind jeweils identisch. 
Diese Ergebnisse werden durch frühere Untersuchungen von c- j u n 
Promotorkonstrukten bestätigt. Hierzu wurden Mutanten der Jun 1-, 
Jun 2-, CTF- oder Sp1-Bindestelle in Zellen transfiziert und deren 
Transkription indirekt über die Expression des CAT Proteins 24 oder 42 
Stunden nach Behandlung von Zellen mit TPA oder UV-Licht bestimmt 
(Stein et al., 1992; Unlap et al., 1992). 
Auch unter diesen Bedingungen konnte hier die unterstützende Funktion 
der FP und NF-Jun Sindestelien bestätigt werden. Nach Transfaktion der 
Konstrukte in GM637-Zellen wurden die Zellen mit UV-Licht bestrahlt 
und 24 oder 48 Stunden später Proteinextrakte hergestellt. Die 
Bestimmung der Menge an CAT-Enzym im Proteinextrakt (CAT-Assay) 
resultiert nach Mutation von entweder FP oder NF-Jun in einer stark 
erniedrigten basalen, sowie induzierten Expression der CAT sowohl 24, 
als auch 48 Stunden nach UV-Bestrahlung (Abb. 1 0). Als Kontrolle für 
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die Transfektionseffizienz wurden geringe Mengen eines RSV­
Luciferase-Konstruktes ko-transfiziert und die Menge der exprimierten 
Luciferase, die nicht durch UV-Licht induzierbar ist, in einem 
"Luciferase-Assay" gemessen, was eine gleichmäßige Transfaktions­
effizienz ergab. 

-283/+190 
-283/+190 

d FP 
-283/+190 
ß NF-JUN 

0 2 4 0 4 8 0 2 4 0 4 8 0 2 4 0 4 8 Stunden UV 

I 
I ··-
••• • ••••••• 

acetylierte 
Formen 

n i eh I-acetylierte 
Formen 

Abb. 10 lnduzierbarkeit der c-jun -CAT chimären Gene -293/+190b..NF, 
und -293/+190b..FP durch UV-Licht. Menschliche GM637 Fibroblasten wurden wie in 
Abb. 9 angegeben, transient transfiziert. Nach Entfernen der DNA-Präzipitate wurden die 
Zellen entweder unbehandelt (-) oder mit 30J/m2 UV-Licht (254nm) (+) behandelt. 24 
oder 48h später wurden die Kernproteine präpariert und die Expression der CAT in einem 
"CA T -Assay" gemessen. 2J.1g eines RSV -Luciferase-Konstruktes wurden als interne 
Kontrolle für eine gleichmäßige Transfektionseffizienz ko-transfiziert. 

111. ln vivo DNA-Protein-lnteraktionen an Promotoren von 
frühen und späten Genen 

Durch die Analyse der Promotor-Mutanten mittels transienter 
Transfaktion ist ersichtlich, daß der c-jun Promotor durch die 
Zusammenarbeit verschiedener Transkriptionstaktoren reguliert wird. 
Welche Veränderungen sich nach Stimulierung am Promotor abspielen, 
die für diesen Typ der Regulation verantwortlich sind, ist noch völlig 
unbekannt. Während der Aktivierung und Repression könnten jeweils 
unterschiedliche Proteine an den Promotor binden. Daneben könnten 
Veränderungen der Protein-Protein-Interaktionen auftreten. Möglich 
wäre auch eine Modifizierung von Proteinen, die schon am Promotor 
gebunden sind. 
Um die in vivo Proteinbindung an den c- ju n Promotor in nicht­
stimulierten Zellen und während der Aktivierung und Repression zu 
untersuchen, wurden genornisehe "Footprint"-Analysen durchgeführt. 
Dazu wurden primäre, menschliche Fibroblasten (GM1604), sowie die 
etablierten Zellinien Hela, GM637 und NIH3T3 verwendet, in denen eine 

47 



schnelle und transiente c-jun Aktivierung nach TPA und UV-Licht zu 
beobachten ist. Um eine effiziente und synchrone Induktion des c-jun 
Promotors zu gewährleisten, wurden die Zellen für 48 Stunden in 
Medium ohne Serum kultiviert, wodurch sie in der G0/G 1-Phase des 
Zellzyklus arretiert wurden. 

Durch Immunfluoreszenz wurde überprüft, ob die Zellen zu 100% 
induziert worden waren. Diese Kontrolle ist notwendig, da im Falle 
einer ungleichmäßig induzierten Zellpopulation eine Proteinbindung 
verschleiert sein könnte. Verwendet wurden synchronisierte, primäre, 
menschliche Lungenfibroblasten (GM1604), die mit dem polyklonalen 
Jun-Antikörper Pep1 auf die Expression des cJun Proteins vor und .nach 
Stimulation untersucht wurden. 

control 3 h uv 3 h TPA 

Abb. 11 Synchrone Induktion der cJun Expression durch TPA oder UV-Licht. 
Menschliche, primäre Fibroblasten (GM1604) wurden entweder mit TPA (1 OOng/ml) oder 
UV-Licht (30J/m2) behandelt und die Menge des cJun Proteins wurde 3h nach der 
Stimulation durch indirekte Immunfluoreszenz mit Hilfe eines cJun-spezifischen 
Antikörpers (Pep1) nachgewiesen. 

Die Immunfluoreszenz-Analyse mit einem spezifischen cJun-Antikörper 
bestätigt, daß im Vergleich zur Kontrolle, nach Behandlung von Zellen 
mit TPA oder UV-Licht, alle Zellkerne aufleuchten (Abb. 11 ). Es kann 
daher von einer synchronen Antwort der Zellen, in Bezug auf eine 
Steigerung der Menge an c-jun Transkripten bzw. cJun Protein, 
ausgegangen werden. 

Die in vivo 11 Footprint .. -Analyse der 5'-flankierenden Region des c-jun 
Gens macht deutlich, daß schon in nicht-stimulierten Zellen eine Reihe 
von Proteinen mit dem Promotor assoziiert sind (Abb. 12a). Vergleicht 
man das Guanin-Muster von proteinfreier (N) DNA, die in vitro 
methyliert wurde, mit dem von in vivo methylierter DNA aus 
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unbehandelten Zellen, sind klare Unterschiede von DMS-geschützten und 
hypermethylierten Guanin-Resten zu erkennen. Die beiden 
Proteinbindungsstellen Jun 1 und Jun 2 sind bereits in unbehandelten 
Zellen (0) voll besetzt: Bindung an Jun 1 ist sichtbar durch vollständige 
Protektion der Guanine -72, -70 und Hyperreaktivität der Guanine -7 4, 
-60 des kodierenden Stranges. Auf dem nicht-kodierenden Strang sind 

a 

GM637 HELA tk" 
TPA UV ,----,,----, 

N 0 0.5 3 6 0.5 3 6 

il 

.,..~; •• 
•••••• 

NIH 3T3 

Abb. 12 ln vivo Proteinbindung an den c-jun Promotor im basalen Zustand und 
während der tranksriptionellen Aktivierung und Repression. 
(a) Genomische DMS-"Footprint"-Analysen des c-jun Promotors. Transformierte und 
primäre menschliche Fibroblasten (GM637, GM1604), Hela-Zellen und Maus-NIH3T3-
Zellen wurden mit TPA (100ng/ml) oder 30J/m2 UV-Licht (254nm) behandelt. Nach 
verschiedenen Zeitpunkten (0, 0,5, 3, 6h) wurde die in vivo Proteinbindung durch 
genornisehe "Footprint"-Analysen bestimmt. Die Guaninleitern der kodierenden Stränge 
(proximaler Promotorbereich unten, beginnend bei -50) sind links und die der nicht­
kodierenden Stränge (distaler Promotorbereich unten, beginnend bei -197) Sii"Jd rechts 
gezeigt. N, in vitro methylierte, Protein-freie ("nackte") DNA; die markierten Regionen 
repräsentieren Erkennungssequenzen der Transkriptionstaktoren RSRF (-50/-60); CTF 
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(-86/-92); 
(-105/-123); 
{-132/-140); 
{-165/-181). 
Sequenzen der beiden 
AP-1 Bindestallen Jun 1 
( -75/-60) und Jun 2 

Sp1 
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FP 
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sind {-192/-181) 
angeschrieben. Abwärts 
zeigende Pfeile geben 
Protektionen und 
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(b) Zusammenfassung 
der genemischen Foot­
print"-Daten. Protek­
tierte Guanine des ko­
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mh abwärts und hype~ 
sensitive Guanine sind 
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nicht kodierenden Strang. 
Die Erkennungssequen­
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die Guanine -68 und -65 geschützt. 
Bindung an Jun 2 ist charakterisiert durch Protektionen an den Guaninen 
-184 und -187 des nicht-kodierenden Stranges. Guanin -186 des 
gleichen Stranges wird hyperreaktiv. Allerdings treten Zell-spezifische 
Unterschiede auf: Guanin -184 des nicht-kodierenden Stranges ist in 
Hela-Zellen nicht deutlich geschützt. 
Im Bereich der CTF-Bindungsstelle sind auf dem kodierenden Strang die 
Guanine -86, -96 und auf dem nicht-kodierenden Strang die Guanine -90 
und -91 protektiert Hyperreaktiv werden auf dem kodierenden Strang 
die Guanine -85 und -99 und auf dem nicht kodierenden Strang Guanin 
-95. 
Im Bereich der Sp1-Bindungsstelle werden auf dem nicht-kodierenden 
Strang die Guanine -116, -1 i 5, -114 hyperreaktiv und die Guanine -107 
bis -112 sind protektiert Auf dem kodierenden Strang sind die Guanine 
-105 und -113, sowie die Guanine und im Bereich von -119 bis -129 
geschützt. 
Die Bindung eines N F-Jun ähnlichen Faktors ist durch Protektion der 
Guanine -133 und -132 und Hyperreaktivität von Guanin -135 des nicht­
kodierenden Stranges sichtbar. 
FP zeichnet sich durch vollständig geschützte Guanine im Bereich -181 
bis -165 auf dem kodierenden und nicht-kodierenden Strang aus. 
Außerdem sind die Guanine -159, -157 und -154 des kodierenden 
Stranges protektiert 
Klar ersichtlich ist eine Bindung an die kürzlich beschriebene Sequenz 
RSRF ( 11 Related SRF 11

), die sich durch Protektion von Guanin -50 des 
kodierenden Stranges bemerkbar macht. RSRF scheint eine wichtige 
Rolle für die lnduzierbarkeit des c-jun Promotors durch EGF und Serum 
zu spielen und soll zur maximalen lnduzierbarkeit des c-jun Promotors 
durch TPA beitragen (Han et al., 1992). 
Die beschriebenen Protektionen und Hypersensitivitäten sind in Abb. 
12b schematisch zusammengefaßt. 

Die durch diese in vivo 11 Footprint 11 -Analysen gefundenen 
Proteinbindungsstellen stimmen völlig mit den in vitro 
Bindungsstudien überein (Abb. 6). Auffallend ist, daß die NF-Jun 
Sequenz in allen untersuchten Zellinien besetzt ist, obwohl die Bindung 
des Faktors NF-Jun als spezifisch für myeloide Leukämie-Zellen 
beschrieben wurde (Brach et al., 1992). Allerdings stimmen die hier 
beobachteten Protektion und Hypersensitivitäten nicht exakt mit der 
beschriebenen DNA Erkennungssequenz von NF-Jun überein. Deshalb ist 
nicht auszuschließen, daß ein anderer Faktor als NF-Jun im Bereich der 
NF-Jun Sequenz bindet. 

51 



Während der Phase der transkriptioneilen Aktivierung durch TPA oder 
UV-Licht (30 Minuten bis eine Stunde nach Stimulierung) ändert sich 
das in vivo "Footprint"-Muster bei keiner der angezeigten 
Bindungsstellen. Daher ist es unwahrscheinlich, daß die Induktion des 
c- j u n Promotors durch die zusätzliche Bindung eines aktivierenden 
Faktors, oder durch die Dissoziation eines Repressors hervorgerufen 
wird. 
Drei und sechs Stunden nach Stimulation mit UV-Licht oder TPA, also zu 
einem Zeitpunkt, zu dem die Transkriptionsrate des c- ju n Promotors 
schon wieder den Basalwert erreicht hat, sind ebenfalls keine 
Veränderungen in der Proteinbesetzung sichtbar. 

Diese Ergebnisse schließen die Möglichkeit aus, daß das Abschalten der 
Promotor-Aktivität durch die Dissoziation eines Proteins oder durch 
das zusätzliche Binden eines Repressors an den c- j u n Promotor 
zustande kommt. Dieser Zustand eines permanent und während aller 
Aktivitätszustände besetzten Promotors tritt auch bei c-fos, einem 
anderen "immediate early" Gen, auf (Herrera et al., 1989; König et al., 
1991) und könnte daher essentiell für die schnelle Regulation sein. Die 
konstitutive Bindung von Proteinen an den c- j u n Promotor weist auf 
eine Induktion der c-jun Transkription durch einen Austausch von 
Faktoren mit identischen DNA-Bindeeigenschaften, aber unter­
schiedlichen transaktivierenden Fähigkeiten hin. Eine andere Möglich­
keit wäre eine Steuerung der Promotoraktivität über Protein-Protein­
Interaktionen zwischen Promotor-gebundenen Proteinen und Faktoren, 
die die DNA nicht direkt kontaktieren. Denkbar ist auch eine post­
translationals Modifikation, die die transaktivierenden Funktionen von 
ständig mit dem Promotor assoziierten Transkriptionstaktoren 
verändert. 
Das Konzept eines "latenten" Promotors, an dem schon in nicht­
stimulierten Zellen alle zur Induktion notwendigen Faktoren gebunden 
sind, steht im Gegensatz zu den "späten" Genen wie z.B. Kollagenase I 
und t-Pa. Nach Induktion wurde für Kollagenase eine zeitlich 
verzögerte, verstärkte Bindung von Faktoren an den Promotor 
beobachtet (König et al., 1992; Daten nicht gezeigt und Abb. 18, 24). 

Die in vivo "Footprint"-Analyse des kodierenden und nicht-kodierenden 
Stranges des Kollagenase I Promotors aus GM637, Hela und CRL 1497-
Zellen (Daten nicht gezeigt und Abb. 13, 18, 24) zeigt eine Protektion 
des Guanin -71 in der AP-1 Bindestelle von Box 2 des kodierenden 
Stranges. Diese Protektion ändert sich nach Stimulation durch UV-Licht 
und TPA nicht. Guanin -65 des kodierenden Stranges ist in GM637 
Zellen ebenfalls schon in unbehandelten Zellen geschützt, wird jedoch 
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nach Induktion durch TPA oder UV-Licht im Vergleich zu unbehandelter 
DNA hyperreaktiv. ln Hela-Zellen ist Guanin -65 in unbehandelten Zellen 
nicht geschützt, wird aber nach Stimulation durch TPA hypersensitiv. ln 
CRL 1497 -Zellen ist Guanin -67 des nicht-kodierenden Stranges schon 
in unbehandelten Zellen vollständig protektiert (König et al., 1992; 
Daten nicht gezeigt und Abb. 13, 18, 24). 
Die induzierte Besetzung der AP-1 Bindungsstelle und distal davon 
liegender Sequenzen des Kollagenase Promotors (zusammenfassend in 
Abb. 13 dargestellt) stimmt dabei mit der Kinetik der trans­
kriptionellen Aktivierung des Kollagenase-Gens nach Induktion durch 
TPA überein. Zur Regulation des Kollagenase-Promotors scheint, im 
Gegensatz zum permanent besetzten Promotor des c-jun Gens, ein 
Austausch von DNA-bindenden, regulatorischen Proteinen stattzufinden. 

230 2" 2 1 0 

ACCACACTGTTTACATGGCAGAGTGTGTCTCCTTC 

TGGTGTGACAAATGTACCGTCTCACACAGAGGAAG 
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CGTGTGTAa:ACAAACTTCAATTAGTACTGTAACYTTGTGGTTCACTAAGGTTTATTAGA 
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1 .' 0 1 ." 1 ."~ ~ 1 ." e----r 
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ATAAAGCATGAGTCAGACAGCCTCTGGCTTTCTGGAAGGGCAAGGACTCTATATATACAG 
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~ ~ ~ ~ 
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AGGGAGCTTCCTAGCTGGGATATTGGAGCAGCAAGAGGCTGGGAAGCCATCACTTACCTT 

TCCCTCGAAGGATCGACCCTATAACCTCGTCGTTCTCCGACCCTTCGGTAGTGAATGGAA 

P3 
P> 
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Abb. 13 Zusammenfassung der in vivo DMS-Reaktivität am kodierenden und nicht 
kodierenden Strang des menschlichen Kollagenase Promotors. Erklärung wie in Abb. 12 

beschrieben. 
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Ähnlich wie beim Kollagenase Promotor wird die Transkription von t-Pa 
über eine AP-1 Bindungsstelle reguliert, die für die TPA Induktion des 
Promotors verantwortlich ist (Medcalf et al., 1990). Während TPA 
innerhalb der hier verwendeten Kinetik von sechs Stunden induziert 
(Daten nicht gezeigt), bewirkt UV-Bestrahlung keine transkriptioneile 
Aktivierung des t-Pa Promotors innerhalb dieses Zeitraums 
möglicherweise reagiert der Promotor auf UV-Licht später. 

Genomische "Footprint"-Analysen am nicht-kodierenden Strang des t-Pa 
Promotors aus CRL 1497 und Hela-Zellen weisen mehrere Protektionen 
und Hypersensitivitäten von Guaninen der AP-1 und der CTF/NF1 
Bindungsstelle, sowie in der Nähe der TATA-Box auf (Abb. 14). 

Innerhalb der AP-1 Bindesteile ist das Guanin -102 aus Hela-Zellen, im 
Vergleich zu nackter DNA, schon in der Kontrolle hypersensitiv. Nach 
Stimulation der Zellen bleibt diese Hypersensitivität bestehen und 
verändert sich nicht. Die benachbarten Guanine -105 bis -110 sind 
jedoch noch nicht geschützt. Erst nach TPA-Behandlung (nicht jedoch 
nach UV-Bestrahlung) tritt eine leichte Protektion auf. Das Maximum 
ist drei Stunden nach Induktion durch TPA sichtbar. Diese Protein/DNA 
Interaktion an den Guaninen -105 bis -110 sind sowohl bei He La-, als 
auch bei CRL 1497-Zellen vorhanden (Abb. 14a). Die beschriebenen 
Protektionen und Hypersensitivitäten sind dem Schema in Abb. 14b zu 
entnehmen. 

Am t-Pa Promotor kommen demnach Protektionen und 
Hypersensitivitäten schon in Kontrollzellen vor, die nach Stimulation 
nicht verändert werden. Gleichzeitig kann nach Behandlung von Zellen 
mit TPA, nicht jedoch nach Bestrahlung mit UV-Licht, eine Zunahme von 
Protektionen und Hypersensitivitäten an der AP-1 Bindesteile 
beobachtet werden. Interessanterweise sind die Kernsequenz der 
proximalen AP-1 Bindesteile des c-jun Promotors (Jun 1) und der AP-
1 Bindesteile des t-Pa Promotors identisch. Trotzdem ergeben sich 
deutliche Unterschiede im Bindungsverhalten. Während Jun 1 ständig 
besetzt ist, wird die Bindung an die AP-1 Sequenz von t-Pa induziert. 
Dies kann durch unterschiedliche flankierende Sequenzen beeinflußt 
werden. Außerdem könnten die unterschiedlichen Proteine, die mit dem 
t-Pa oder c-jun Promotor assoziiert sind, die Bindung an die AP-1 
Sequenz beeinflussen. 
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8 NICHT -KODIERENDER S'TRANG 

HELA tk" 
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TTTCAGGGAAAATTCGGACCCTGTATCCTGAGATTTCCTTCTACTAAGAA 
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·140 ·13 0 ·1 20 ·11 0 ., 0 0 

AAGGTCCCATCCCACTCCAAATTCCTGCGATTCAATGACATCACGGCTGT 
TTCCAGGGTAGGGTGAGGTTTAAGGACGCTAAGTTACTGTAGTGCCQACA 
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CTTATTAGTC~~ACC~CTTCGGTCCCACCCGACACGACGAAGGTGGCA 

-40 -30 ·20 -10 ·1 

aAACTTccTcccccTGCT~TATAAAAACiaaccTaccTCAacTcccTCAT 
CTTGAAGGAGGQGGACGAAATATTTTTGTCCGGACGGAGTCGAGGGAGTA ......... 

1 0 20 30 40 

1 
I 

GGCCCTGTCCACTGAGCATCCTCCCGCCACACAPAAACCCGCCCAGCCGG 

CCGGGACAGGTGACTCGTAGGAGGGCGGTGTGTCTTTGGGCGGGTCGGCC 

Abb. 14: ln vivo Proteinbindung an den nicht-kodierenden Strang des menschlichen 
t-Pa Gens aus HeLa- und CRL 1497-Zellen. (a) und (b) wie in Abb. 12 beschrieben. 

IV. ln vitro DNA-Protein-lnteraktionen an Jun 1, Jun 2 und FP 

Unterschiede in der DNA Bindung an die AP-1 Sequenzen im c-jun, 
Kollagenase und t-Pa Promotor lassen vermuten, daß die bindenden 
Faktoren nicht identisch sind. Um die spezifischen Untereinheiten der 
Dimere zu identifizieren, die die AP-1 Bindungsstellen dieser 
Promotoren erkennen, wurden in vitro Bindungsstudien durchgeführt. 
Durch Verwendung spezifischer Antikörper, die Mitglieder der Jun, Fos, 
oder ATF Familie erkennen, kann auf die Zusammensetzung des 
DNA/Protein Komplexes geschlossen werden. Gleichzeitig soll die Frage 
beantwortet werden, ob Faktoren, die in direkter Nachbarschaft der 
AP-1 Bindungsstelle an die DNA binden, für die Interaktion von AP-1 
mit dem Promotor essentiell sind. Dies gilt vor allem für den Faktor FP, 
der direkt stromabwärts von Jun 2 an die DNA bindet und, zusammen 
mit dem Faktor, der an Jun 2 bindet, einen zusammenhängenden, 
protektierten Bereich hinterläßt 
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Die in vitro Proteinbindung an Oligonukleotide der AP-1 
Sequen,z von Kollagenase, t-Pa, Jun 1 und Jun 2 

Um die in vitro Bindung an die verschiedenen AP-1 Sequenzen 
darzustellen, wurde Proteinextrakt aus Kernen unbehandelter Hela­
lellen mit den entsprechenden synthetisch hergestellten und radioaktiv 
markierten Oligonukleotiden inkubiert. Anschließend wurde das 
DNNProtein Gemisch auf einem nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt. 
DNA, die mit Kernproteinen Komplexe bildet, zeigt ein verändertes 
elektrophoretisches Laufverhalten und wandert langsamer im Gel als 
ungebundene DNA. 

An der proximalen AP-1 Bindestelle des c-jun Promotors (Jun 1) bilden 
sich zwei Komplexe (Abb. 15, linke Seite). Der schneller wandernde 
Komplex (2) hat die gleiche elektrophoretische Mobilität wie der 
Protein-Komplex, der sich am Kollagenase AP-1 Oligonukleotid bildet. 
Der langsamer wandernde Komplex (1) läuft auf der gleichen Höhe wie 
der Komplex, der an Jun 2 bindet. Komplex 2 scheint nur mit sehr 
geringer Affinität an Jun 2 zu binden. Die AP-1 Sequenz von t-Pa zeigt, 
ähnlich wie Kollagenase, die Bindung von Komplex 2. Die Bindung ist 
aber wesentlich schwächer. 
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Abb. 15 Die in vitro Proteinbindung an Oligonukleotide der AP-1 Sequenz von 
Kollagenase, t-Pa, Jun 1, Jun 2 und Jun 2 + FP zeigt unterschiedliche Faktorbindung. Die 
Gelretardations-Analysen wurden mit Proteinextrakten aus Kernen von Hela-Zellen 
durchgeführt, die entweder unbehandelt waren (linke Seite der Abbildung und 0) oder für 
0.5, 3 und 6h mit TPA (100ng/ml) oder mit 30J/m2 UV-Licht (254nm) behandelt worden 
waren. Die benutzten radioaktiven Oligonukleotide sind im oberen Teil der Abbildung 
angegeben. 1, 2 und 3 markiert die Komplexe, die an die verschiedenen Oligonukleotide 
binden. 
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Komplex 1 bildet sich mit der AP-1 Sequenz von Jun 1 und Jun 2 aus, 
während Komplex 2 nur an den AP-1 Sequenzen von Jun 1, t-Pa und 
Kollagenase bindet. 

Um zu überprüfen, ob sich die in vitro Komplexbildung an Jun 1 während 
des Verlaufs der transkriptioneilen Aktivierung und nachgeschalteter 
Repression des c- ju n Promotors ändert, wurden Gelretardations­
Experimente mit Proteinextrakt aus Kernen von TPA oder UV­
behandelten Hela-Zellen durchgeführt. Als Probe wurde DNA von Jun 1 
und, zum Vergleich, der AP-1 Sequenz des Kollagenase Promotors 
verwendet. 
Nach der Behandlung mit UV-Licht oder TPA für 30 Minuten, drei und 
sechs Stunden wird die Menge von Komplex 1, der sich an Jun 1 bildet, 
nicht signifikant verändert (Abb. 15, rechte Seite). Die Bildung von 
Komplex 1 auf der Jun 2 Sequenz wird ebenfalls nicht beeinflußt (Daten 
nicht gezeigt). Zusammenfassend bestätigen die in vitro 
Bindungsstudien die in vivo "Footprint"-Daten: Während der trans­
kriptionellen Aktivierung von c- j u n (innerhalb von 30 Minuten) tritt 
weder eine Verstärkung der DNA-Bindungs-Aktivität von Faktoren, die 
an Jun 1 und Jun 2 binden, auf, noch erscheinen zusätzliche Komplexe. 
Zu späteren Zeitpunkten, wenn die Transkriptionsrate schon wieder 
reprimiert ist und Basalwerte erreicht hat (nach drei und sechs 
Stunden), steigert sich die Menge des in vitro gebundenen Komplex 2, 
sowohl an Jun 1, als auch an Kollagenase. 

Komplex 1 ist spezifisch für Jun 1 und Jun 2; Komplex 2 
bindet sowohl an Jun 1, als auch an die AP-1 Sequenz von 
Kollagenase und t-Pa 

Das sehr ähnliche Laufverhalten der Protein/DNA Komplexe läßt 
vermuten, daß verwandte Proteine mit den synthetischen 
Bindungsstellen interagieren. Diese Möglichkeit kann durch Kreuz­
Kompetitions-Experimente untersucht werden. Deshalb wurde Protein­
extrakt aus Kernen nicht-induzierter Hela-Zellen mit radioaktiv 
markierter DNA von Jun 1, Jun 2 oder der AP-1 Sequenz von Kollagenase 
inkubiert. Zu diesen Reaktionen wurde jeweils ein molarer Überschuß 
nicht-radioaktiv markierter DNA-Probe gegeben (Abb. 16). 

Kompetition mit einem 10- oder 25-fach molaren Überschuß an Jun 2 
bewirkt eine starke Verringerung von Komplex 1, der an Jun 1 und Jun 2 
bindet - die Bildung von Komplex 2 wird kaum beeinflußt. Umgekehrt 
kompetiert Jun 1 effizient die Bindung von Komplex 1 an Jun 2. Im 
Gegensatz dazu beeinflußt nicht-markierte DNA der AP-1 Sequenz des 
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Kollagenase Promotors die Bildung von Komplex 1 mit Jun 1 und Jun 2 
nur schwach, führt aber zum völligen Verlust des Komplex 2. Auch die 
Bildung von Komplex 2 an der AP-1 Bindesequenz von t-Pa wird dadurch 
völlig aufgehoben (Daten nicht gezeigt). 
Dies bedeutet, daß Komplex 1, der an die Jun 1 und Jun 2 Sequenzen 
bindet, eine starke Ähnlichkeit in der DNA Bindung aufweist, aber nur 
eine minimale Affinität zur AP-1 Sequenz des Kollagenase Promotors 
hat. Umgekehrt sind die Faktoren von Komplex 2, der an Kollagenase, 
t-Pa und Jun 1 bindet, stark verwandt. 

Kompetitor 

x Überschuß 

Jun 1 
2 

Jun 2 
2 

Col 2 

Jun 1 Jun 2 Co I 

- 10 25 100 10 25 100 10 25 100 

Abb. 16 Kreuz-Kompetitions-Experimente zeigen die Spezifität der in vitro Bindung 
von Komplex 1 und 2 an Oligonukleotide von Jun 1 und Jun 2, sowie an die AP-1 Sequenz 
des Kollagenase Promotors. Proteinextrakt aus Kernen unbehandelten HeLa-Zellen wurde 
mit den links an der Abbildung angezeigten radioaktiv markierten Oligonukleotiden 
inkubiert. Ein molarer Überschuß der nicht-radioaktiv markierten Oligonukleotide, die im 
oberen Teil der Abbildung zu sehen sind, wurde zugegeben und die Proteinkomplexe auf 
einem nativen Gel aufgetrennt. Komplex 1 und 2 sind auf der linken Seite der Abbildung 
markiert. 
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Die Protein-DNA Kontakte an Jun 1 und an der AP-1 Sequenz 
des Kollagenase Promotors sind in vivo und in vitro 
identisch 

Die Anwesenheit eines bestimmten Transkriptionstaktors in 
Proteinextrakten aus Zellkernen und seine in vitro Bindung an eine 
DNA-Sequenz lassen keine Rückschlüsse darauf zu, ob dieser Faktor in 
vivo an die gleiche Erkennungssequenz bindet. Da sowohl Proteine, als 
auch DNA in vitro im Überschuß vorhanden sind, könnten auch 
Proteinfaktoren an DNA-Sequenzen binden, für die sie nur eine geringe 
Affinität besitzen. Es stellt sich daher die Frage, welcher der beiden 
Faktoren (Komplex 1 oder 2) für die in vivo Funktion von Jun 1 (und 
Jun 2) verantwortlich ist, oder ob beide Protein Komplexe für die in 
vivo Regulation relevant sind. Eine Möglichkeit diese Frage zu 
beantworten ist, zu überprüfen, welcher der beiden Komplexe einen in 
vitro "Footprint" bildet, der ein identisches Muster der DMS 
Hyperreaktivität und Protektion in vivo (Abb. 12) aufweist. Zu diesem 
Zweck wurde ein in vitro Methylation-lnterference-Experiment durch­
geführt. 
Ein partiell methyliertes Jun 1 oder Kollagenase AP-1 Oligonukleotid, 
bei dem jeweils nur ein Strang, entweder der kodierende, oder der 
nicht-kodierende, radioaktiv markiert war, wurde mit Proteinextrakt 
aus Kernen unbehandelter oder für 30 Minuten mit TPA stimulierter 
Hela-Zellen inkubiert. Proteine können dabei nur an nicht-methylierte 
Sequenzen dieses einseitig markierten Oligonukleotids binden. Damit 
alle Oligonukleotide, deren Methylierung eine Proteinbindung erlaubt, 
gebunden werden, wurde eine größere Menge an Proteinextrakt aus 
Kernen (im Vergleich zu den Bedingungen in Abb. 15 und 16) eingesetzt. 
Die gebildeten Komplexe wurden entsprechend auf einem nicht­
denaturierenden Gel analysiert und die aufgetrennten Protein/DNA 
Komplexe 1 und 2 aus dem Gel ausgeschnitten. Ebenso wurden die 
restlichen, ungebundenen Oligonukleotide isoliert und analysiert, die in 
Folge der zu starken Methylierung nicht . mehr als Bindestelle fungieren 
konnten. Nach Abtrennen des Proteins von der DNA (im Falle des 
ungebundenen Oligonukleotids war dieser Schritt nicht nötig) wurden 
die Oligonukleotide mit Piperidin an allen methylierten Guaninresten 
gespalten und auf einem 15%igen Sequenziergel analysiert. 

Abb. 17 zeigt das Ergebnis am kodierenden und nicht kodierenden 
Strang von Jun 1. ln Abb. 18 ist die Analyse des kodierenden Stranges 
der Kollagenase AP-1 Bindungsstelle dargestellt. Im Vergleich dazu 
sind die entsprechenden Bereiche der in vivo "Footprint"-Analyse und 
die in vitro geformten Komplexe montiert. 
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Abb. 17 Vergleich der in vitro und in vivo Proteinbindung an DNA des kodierenden 
und des nicht-kodierenden Stranges von Jun 1 mit Hilfe eines Methylation-lnterference­
Experimentes. Proteinextrakt aus Kernen von Hela-Zellen, die entweder unbehandelt (0) 
oder für O.Sh mit TPA (1 OOng/ml) stimuliert worden waren, wurde mit einem partiell 
methylierten Oligonukleotid (siehe Material und Methoden) inkubiert. Nach Auftrennung 
wurden die resultierenden Komplexe, die durch 1 und 2 markiert sind, sowie das 
ungebundene Oligonukleotid aus dem Gel geschnitten, gereinigt, mit Piperidin gespalten und 
gleiche Mengen an Radioaktivität auf einem 15%igen Sequenziergel aufgetrennt. Die 
Guaninleiter des kodierenden Stranges (proximaler Promotorbereich unten) sind in (a) und 
die der nicht-kodierenden Stränge (distaler Promotorbereich unten) sind in (b) gezeigt. N, 
ungebundene, ("nackte") DNA. Die Sequenzen der beiden AP-1 Sindestelien Jun 1 (-75/-
60) und Jun 2 (-192/-181) sind angeschrieben. Abwärts zeigende Pfeile geben 
Protektionen und aufwärts zeigende Pfeile Hypersensitivitäten an. 
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Abb. 18 Vergleich der in vitro und in vivo Bindung an ein Oligonukleotid des 
kodierenden Stranges der AP-1 Sequenz des Kollagenase Promotors (Methylation 
lnterference). Die weitere Beschreibung ist entsprechend der Abb. 17. 

Auf dem kodierenden Strang von Jun 1 (linke Hälfte von Abb. 17) wird 
Guanin -74 hypersensitiv, während Guanin -72 und -70 protektiert ist. 
Dies stimmt völlig überein mit dem Ergebnis des genomischen 
11 Footprint11

, d.h., Methylierung von Guanin -72 und -70 interferiert mit 
der Bindung an Jun 1. Sowohl die Bindung von Komplex 1 und 2 
hinterläßt jeweils das gleiche Muster. 
Analyse des nicht-kodierenden· Stranges von Jun 1 bringt das gleiche 
Resultat: Die Guaninreste -65 und -68 werden protektiert und dies 
entspricht der in vivo Bindung. Die Interaktionen von Komplex 1 und 2 
sind auch hier identisch. Ein Unterschied zwischen Kontrolle und TPA­
induzierten Werten ist nicht feststellbar. 
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Wird der kodierende Strang der AP-1 Bindestalle des Kollagenase 
Promotors bei einem solchen Methylation-lnterference-Experiment 
eingesetzt (Abb. 18), sind ebenfalls die gleichen Guaninreste wie im in 
vivo 11 Footprint 11-Experiment protektiert Guanin -71 und -69 sind schon 
in unbehandelten Zellen geschützt und diese Protektion verstärkt sich 
sowohl in vivo, als auch in vitro, nach Behandlung der Zellen mit TPA. 

Mit diesen Ergebnissen konnte die Übereinstimmung der in vivo und in 
vitro Bindung an die Jun 1 und an die AP-1 Sequenz des Kollagenase 
Promotors nachgewiesen werden. Deshalb ist es sehr wahrscheinlich, 
daß die folgenden in vitro Bindungsstudien ein realistisches Bild der in 
vivo Bindung widerspiegeln. 

Komplex 1 ist stabiler als Komplex 2 

Komplex 1 (gebildet auf Jun 1 und Jun 2) und Komplex 2 (gebildet auf 
Jun 1 und der AP-1 Bindungsstelle des Kollagenase und t-Pa Promotors) 
sind die wahrscheinlichsten Kandidaten für Faktoren, die die frühe 
c-jun Expression in vivo regulieren. Jedoch können bei dem verwen­
deten Standard-Protokoll für in vitro Bindungsstudien, das eine relativ 
hohe Konzentration an radioaktiver Probe vorschreibt, auch Komplexe 
binden, die eine eher niedrige Affinität für die spezifische 
Bindungsstelle haben. Um die DNA Bindungs-Affinität daher direkter zu 
messen, wurde die 110n- 11 und 11 0ff-Rate 11 der Faktoren bestimmt, die 
Komplex 1 und Komplex 2 auf Jun 1 bilden. 

Beim 11 0n-Rate 11 -Experiment wurde schrittweise die Inkubationszeit des 
Proteinextraktes mit radioaktiv markierter DNA von Jun 1 verkürzt, um 
Unterschiede in der zeitlichen Ausbildung von Komplex 1 und 2 
festzustellen. Jedoch waren bereits eine Minute nach Zugabe der 
radioaktiven Probe beide Komplexe schon vollständig ausgebildet (Daten 
nicht gezeigt). Seide Komplexe scheinen daher eine sehr ähnliche non­
Raten zu haben. 

Beim 11 0ff-Rate 11 -Experiment (Abb. 19a) wird die Dissoziation der 
Komplexe von der Bindungsstelle bestimmt. Dazu wurde die radioaktiv 
markierte Probe von Jun 1 für 30 Minuten mit Proteinextrakt inkubiert, 
damit sich die Komplexe vollständig ausbilden können. Dann wurde ein 
1 00-fach molarer Überschuß Probe, die nicht-radioaktiv markiert war, 
zugegeben und die Komplexbildung eine, zweieinhalb, fünf und zehn 
Minuten nach Zugabe des Kompetitars analysiert. Als Kontrolle wurden 
der Kompetitor und die radioaktive Probe gleichzeitig zum 
Proteinextrakt gegeben und 30 Minuten inkubiert. Verwendet wurde 
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Proteinextrakt aus Kernen von HeLa-Zellen, die für drei Stunden mit 
TPA behandelt worden waren, damit maximale Mengen an Faktoren für 
die Bildung von Komplex 2 vorhanden sind (vergleiche Abb. 15). 
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Abb. 19 Stabilität von Komplex 1 und 2. (a) Proteinextrakt aus Kernen von HeLa­
Zellen, die fOr 3h mit TPA (1 OOng/ml} behandelt worden waren, wurde tor 30min mit 
radioaktiv markierter DNA der Jun 1 Bindungsstelle inkubiert. Dann wurde ein 1 00-fach 
molarer Überschuß nicht-radioaktiv markierter DNA der Jun 1 oder der Kollagenase AP-1 
Sequenz zugegeben, wie oben an der Abbildung angeschrieben ist. Nach verschiedenen 
Zeitpunkten, die ebenfalls oben markiert sind (1, 1 ,5, 5 und 1 Omin) wurden die Ansätze 
auf einem nicht-denaturierenden Gel aufgetrennt. ln der ersten Bahn (-) ist die 
Komplexbildung in Abwesenheit eines Kompetitars gezeigt. Co: die radioaktiv markierte 
Probe und der Kompetitor wurden gleichzeitig zugegeben und tor 30m in inkubiert. (b) 
Proteinextrakt aus Kernen von HeLa-Zellen, die entweder unbehandelt (0), oder tor 0,5h 
mit TPA (100ng/ml) oder 30Jfm2 UV-Licht (254nm) behandelt worden waren, wurde im 
linken Teil der Abbildung mit der oben angegebenen Menge radioaktiv markierter Probe 
inkubiert. Im rechten Teil wurde die übliche Menge radioaktiv markierter Probe eingesetzt, 
aber der Proteinextrakt von der normalerweise verwendeten Menge von 2J..Lg schrittweise 
verdünnt, ~ie oben an der Abbildung markiert. Die Auftrennung erfolgte Ober nicht­
denaturierende Gele, Komplex 1 und 2 sind links an der Abbildung angeschrieben. 
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Eine Minute nach Zugabe des Jun 1 Kompetitars wird die Menge an 
Komplex 2 stark reduziert und ist nach fünf Minuten fast nicht mehr 
nachweisbar (vergleiche Spur 4 und 6}. Dagegen ist die Menge an 
Komplex 1 nicht verringert. Erst nach zehn Minuten tritt eine effiziente 
Kompetition auf. 
ln Übereinstimmung mit den oben beschriebenen Kreuz-Kompetitions­
Experimenten, unterdrückt die Probe der AP-1 Sequenz von Kollagenase 
sehr gut die Ausbildung von Komplex 2, erlaubt aber sogar nach zehn 
Minuten noch eine Formation von Komplex 1. 
Identische Ergebnisse wurden in 11 0ft-Rate.. Experimenten erhalten, in 
denen Proteinextrakt aus Kernen von nicht-induzierten HeLa-Zellen oder 
von HeLa-Zellen, die für 30 Minuten mit TPA behandelt worden waren, 
verwendet wurde (Daten nicht gezeigt). 

Folglich dissoziiert der Großteil der Faktoren, die Komplex 2 ausbilden, 
sehr schnell, innerhalb von einer Minute von der DNA-Probe. Im 
Vergleich dazu dissoziieren die Faktoren, die Komplex 1 formen, 
langsamer, innerhalb von zehn Minuten, was eine deutlich höhere 
Affinität zur Bindungsstelle widerspiegelt. 
Diese Interpretation ist in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der in 
vitro Bindungsstudien, in denen Proteinextrakt aus Kernen nicht­
induzierter HeLa-Zellen mit limitierten Mengen radioaktiv markierter 
Oligonukleotide inkubiert wurde (Abb. 19b, unten links, uverdünnung der 
Probe 11

). Die üblicherweise verwendete Konzentration der radioaktiv 
markierten Probe war 25 fmol. Bei schrittweiser Verringerung dieser 
Konzentration ist die Ausbildung von Komplex 2 stärker reduziert als 
die von Komplex 1. Dies ist ein weiteres Argument für die höhere 
Affinität von Komplex 1 zu Jun 1. 

Bei Verdünnung des Proteinextrakts, aber gleichbleibender 
Konzentration der Probe (Abb. 19b, rechte Seite, uverdünnung des 
Kernextrakts 11

), wird dieser Befund bestätigt: Komplex 2 nimmt bei 
zunehmender Verdünnung verhältnismäßig stärker ab als Komplex 1. 

Zusammenfassend konnten durch diese in vitro Bindungsstudien 
mehrere Kernfaktoren identifiziert werden, die spezifisch mit Jun 1 
(und Jun 2) in Wechselwirkung treten. Obwohl Proteine existieren, die 
in vitro zwei Komplexe auf Jun 1 bilden, macht es die Bestimmung der 
relativen Affinität der beiden Komplexe jedoch sehr wahrscheinlich, 
daß die Faktoren, die Komplex 1 an der Jun 1 und Jun 2 Sequenz 
ausbilden, für die Aktivität des c-jun Promotors in vivo verantwortlich 
sind. 
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Komplex 
während 

2 besteht vor allem aus Jun- und Fos-Proteinen, 
Komplex 1 Jun- und ATF-2-Proteine enthält 

Um die enge Verwandtschaft von Komplex 1, der an Jun 1 und Jun 2 
bindet, direkt nachzuweisen und um zu sehen, welche Proteine an dieser 
Komplexbildung beteiligt sind, wurden in vitro Bindungsstudien 
durchgeführt, in denen Proteinextrakt mit spezifischen Antikörpern 
gegen Jun und Fos vorinkubiert wurde. Die Proteinextrakte stammten 
aus Kernen von Hela-Zellen, die entweder unbehandelt, oder für 30 
Minuten mit TPA oder UV-Licht stimuliert worden waren. ln der 
Kontrolle wurde anstelle von Antikörper Prä-lmmunserum eingesetzt. 
Um sicherzustellen, daß die Antikörper nicht schon bereits ohne 
Proteinextrakt mit der radioaktiv markierten DNA zusammen Komplexe 
bilden, wurden Reaktionen angesetzt, in denen die Antikörper ohne 
Proteinextrakt mit der radioaktiven Probe inkubiert wurden. 

Abb. 20 Jun und Fos 
nehmen an der Bildung von 
Komplex 1 und 2 teil. 
Proteinextrakt aus Kernen 
von unbehandelten (0) 
oder für O,Sh mit TPA 
(1 OOng/ml) oder 30J/m2 

UV-Licht (254nm) 
stimulierten HeLa-Zellen 
wurde mit Antikörpern 
gegen Fos (Fos X) und Jun 
(Castor) für 1 h auf Eis 
vorinkubiert. Als Kontrol­
le wurde Prä-Immun­
serum (control) verwen­
det. Danach wurde radio­
aktiv markierte DNA der 
Jun 1, Jun 2 oder Kolla­
genase AP-1 Sequenz zuge­
geben, wie links an der 
Abbildung angezeigt ist. 
Nach 30-minütiger Inku­
bation bei Raumtempera­
tur wurden die Reaktionen 
auf nicht-denaturierenden 
Gelen aufgetrennt. Die 
Antikörper selbst verur­
sachen in der Abwesenheit 
von Proteinextrakt keine 
Komplexe, wie in den 
jeweils drei letzten Bahnen 
gezeigt ist.· 
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Die Bildung von Komplex 2 an Jun 1 und an der Kollagenase Sequenz wird 
durch einen polyklonalen Antikörper, der Mitglieder der Fos Protein­
Familie erkennt (Fos X), vollständig gehemmt. Im Gegensatz dazu stört 
dieser Antikörper weder die Bildung von Komplex 1 an Jun 1, noch an 
Jun 2. Ein Jun-spezifischer Antikörper, der gegen die gesamte DNA­
Bindedomäne von Jun gerichtet ist, (Castor), hemmt die Bindung von 
Jun/Jun oder Jun/Fos Dimeren an die Kollagenase Probe vollständig. 
Auch die Bildung von Komplex 2 an Jun 1 ist komplett aufgehoben. Die 
Menge an Komplex 1 ist sowohl an Jun 1, als auch an Jun 2 reduziert. ln 
Abwesenheit von Proteinextrakt ist keine Komplexbildung sichtbar, was 
die Möglichkeit einer unspazifischen Interaktion zwischen Antikörper 
und radioaktiver DNA ausschließt. 
Der t-Pa spezifische Komplex setzt sich wie der Kollagenase Komplex 
aus Fos und Jun Proteinen zusammen (Daten nicht gezeigt). 

Komplex 1, der an Jun 1 und Jun 2 bindet, enthält demnach Jun, aber 
keine Fos Proteine. Komplex 2, der an Jun 1 und die AP-1 Bindungsstelle 
von Kollagenase und t-Pa bindet, setzt sich aus Jun und Fos 
Heterodimeren zusammen. 

Vor kurzem wurde gezeigt, daß der c-jun Promotor durch das E1 A 
Protein des Adenovirus induziert wird. Dabei spielt vor allem die 
Jun 2 Bindungsstelle eine große Rolle, die in E1 A exprimierenden Zellen 
von Heterodimeren, die sich aus cJun und ATF-2 (oder einem ATF-2 
verwandten Faktor) zusammensetzen, erkannt wird (van Dam et al., 
1993). ATF-2 ist ein Mitglied der ATF/CREB Protein Familie. Um zu 
bestimmen, ob ATF-2 auch an Jun 1 bindet und ob diese Bindung 
ebenfalls in Zellen, die kein E1 A exprimieren, zustande kommt, wurde 
eine in vitro Bindungsstudie durchgeführt, bei der zwei spezifische 
Antikörper, die entweder das N-terminale, oder das C-terminale Ende 
von ATF-2, erkennen, und ein Antikörper, der präferentiell cJun erkennt, 
eingesetzt wurden. Diese Antikörper wurden mit Proteinextrakt aus 
Kernen von HeLa-Zellen, die entweder unbehandelt, oder für 30 Minuten 
und drei Stunden mit TPA behandelt worden waren, eine Stunde auf Eis 
vorinkubiert. Danach wurde radioaktiv markiertes Oligonukleotid der 
Jun 1 oder Jun 2 Bindungsstelle zugegeben und die Protein/DNA/ 
Antikörper Mischung für 30 Minuten bei Raumtemperatur weiterinku­
biert. Um die Protein/DNA- und eventuell vorhandene Protein/DNA/ 
Antikörper-Komplexe (11 Supershift 11 -Komplexe) sichtbar zu machen, er­
folgte die Auftrennung hier in nativen 4%igen Gelen, die Tris-Giycin 
enthielten. 

Die Anwesenheit von Jun Protein in Komplex 1 und 2 wird bestätigt 
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durch Verwendung des anti-Jun Y/Feelgood-Antikörpers (Abb. 21 unten). 
Vorinkubation der Extrakte mit diesem Antikörper ruft die Bildung 
zweier 11 Supershift 11 -Komplexe an Jun 1 hervor, die eine 
unterschiedliche elektrophoretische Mobiltät haben. Einer von ihnen 
zeigt ein identisches Laufverhalten wie der 11 Supershift 11 -Komplex an 
Jun 2. Dies weist darauf hin, daß die Faktoren, die Komplex 1 an Jun 1 
und Jun 2 formen, immunologisch verwandt sind. Da sich der schneller 
wandernde, 11 Supershift 11 -Komplex nicht an Jun 2 bildet (auch nicht nach 
langer Exposition des Röntgen-Films, am unteren Ende von Abb. 21 }, ist 
es sehr wahrscheinlich, daß er sich aus Antikörper/Fos/Jun/DNA 
zusammensetzt. Die Bildung eines einzelnen 11 Supershift .. -Komplexes an 
Jun 2 wurde auch bei Verwendung eines weiteren cJun-spezifischen 
Antikörpers (Pep-2) beobachtet, der nur eine sehr geringe Affinität für 

Abb. 21 cJun und ATF-2 sind in den 
Proteinkomplexen enthalten, die an Jun 1 und 
Jun 2 binden. Proteinextrakt aus Kernen von 
unbehandelten (0) oder für 0.5 und 3h mit 
TPA (1 OOng/ml} stimulierten HeLa-Zellen 
wurde mit Antikörpern gegen ATF-2 (anti­
ATF2-N und anti-ATF2-C} und cJun (anti­
JunY/Feelgood) für 1 h auf Eis vorinkubiert. 
Als Kontrolle wurde Prä-lmmunserum ver­
wendet. Danach wurde radioaktiv markierte 
DNA der Jun 1 oder Jun 2 AP-1 Sequenz 
zugegeben, wie oben an der Abbildung 
angezeigt ist. Nach 30-minütiger Inkubation 
bei Raumtemperatur wurden die Reaktionen 
auf nicht-denaturierenden Gelen aufgetrennt. 
Die Antikörper selbst verursachen in der 
Abwesenheit von Proteinextrakt keine 
Komplexe (Daten nicht gezeigt). Die Pfeile 
markieren "Supershifts". Komplex 1 ist der 
langsamer, Komplex 2 der schneller 
wandernde Komplex. 

jun1TRE 

hra TPA • o.5 3 • o.5 a • o.5 a 
anti·ATF2·H • • • + + + • 
anti-ATF2·C • • • • + + + 

hra TPA 
anti-JunY 

jun1TRE jun2TRE 

• 0.5 3 • 0.5 3 • 0.5 3 • 0.5 3 

·--+++···+++ 

andere Mitglieder der Jun-Familie (JunB und JunD) hat (Daten nicht 
gezeigt). 
Ohne Proteinextrakt ist kein Komplex sichtbar, was die Möglichkeit 
ausschließt, daß das Erscheinen von 11 Supershift 11 -Komplexen auf die 
nicht-spezifische Interaktion zwischen Antikörper und DNA 
zurückzuführen ist (Daten nicht gezeigt). 
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Vorinkubation von Proteinextrakt mit Antikörpern gegen ATF-2, die 
entweder das N-terminale (anti-ATF2-N), oder das C-terminale (anti­
ATF2-C) Ende erkennen, resultiert in der Bildung von "Supershift" 
Komplexen. Dies bedeutet, daß zumindest ein Teil der Faktoren, die 
Komplex 1 formen, cJun/ATF-2 Heterodimere sind (Abb. 21, oben). Die 
effiziente Bildung von "Supershift-Komplexen", die ATF-2 enthalten, 
wurde auch bei Verwendung des Jun 2 Oligonukleotids nachgewiesen 
(Daten nicht gezeigt). 
Bei der Verwendung von Extrakten aus nicht-induzierten oder TPA­
behandelter Zellen treten keine signifikanten Unterschiede in der Menge 
der "Supershift"-Komplexe auf. Dies ist ein deutliches Indiz dafür, daß 
während des Verlaufs der transkriptioneilen Aktivierung und 
nachfolgender Repression des c-jun Promotors sich die 
Zusammensetzung der Faktoren, die an Jun 1 oder Jun 2 binden, nicht 
ändert. 

Der Faktor FP bindet spezifisch und unabhängig von Jun 2 
während der Induktion und nachgeschalteter Repression des 
c-jun Promotors 

Die genauere Untersuchung des Faktors FP, der an den c-jun Promotor in 
vivo und in vitro bindet (Abb. 6, 12), ist aus verschiedenen Gründen von 
besonderem Interesse. Zum einen liegt seine Bindesequenz stromab­
wärts und direkt benachbart zu Jun 2, was auf eine gemeinsame 
Bindesequenz hinweisen könnte. Zum anderen unterstützt er die basale 
und stimulierte Transkription des c-jun Promotors (vergleiche Abb. 9e, 
1 0). Deshalb soll hier die Frage nach der Spezifität der Bindung, der 
unabhängigen Bindung des Faktors FP von cJun/ATF-2, der Bindung 
während der Induktion und nachgeschalteter Repression des c- ju n 
Promotors, sowie die Zusammensetzung des Komplexes FP geklärt 
werden. 

ln Abb. 22a ist zur Verdeutlichung die FP-Region zusammen mit der 
direkt benachbart liegenden Jun 2 Sequenz dargestellt. Markiert sind 
die in vivo und in vitro protektierten Guaninreste, sowie eine 
palindromische Struktur innerhalb der FP-Bindungsstelle. 

Zur Klärung der spezifischen Bindung wurde ein Kreuz-Kompetitions­
Experiment durchgeführt, zu dem Proteinextrakt aus unbehandelten 
HeLa-Zellen benutzt wurde. Dieser Extrakt wurde mit radioaktiv 
markierter DNA der Jun 2 oder FP Sequenz oder mit DNA, die beide 
Sequenzen zusammen enthält (Jun 2 + FP), inkubiert, wobei ein 100-
fach molarer Überschuß nicht-radioaktiv markierter Probe von 
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PROBE: 

JUN 

a 

JUN 2 FOOTPRINT 

-190 -182 -164 I I ' ' ' ., ''I 5'-TTACCTCATCCCGTGAGCCTCCGCGGG-3' 

---~·· e-- --- ··~---3'-AATGGTGTAGGGCACTCGGAGGCGCCC-5' ., . ••• . •••• 
COMPETITOR: 

c.. c.. c.. c.. 
Ll. Ll. Ll. Ll. 

+ + + + 
N N N N N N N N 

PROBE: z z c.. z z c.. z z c.. z z c.. 
::;) ::;) Ll. ::;) ::;) Ll. ::;) ::;) Ll. ::;) ::;) Ll. ...., ...., ...., ...., ...., ...., ...., ...., 

JUN 2 

FP 

JUN 2 + mFP FP + mJUN 2 

uv TPA uv TPA 

0 1 3 6 24 1 3 6 24 0 1 3 6 24 1 3 6 24 

FP 

Abb. 22 FP bindet spezifisch, sowie unabhängig von Jun 2 und sein Laufverhalten 
ändert sich nicht während der Induktion und nachgeschalteter Repression des c-jun 
Promotors. (a) Sequenz der Jun 2 und FP Region. ln vivo und in vitro protektierte 
Guaninreste sind durch abwärts zeigende Pfeile auf dem kodierenden Strang, und durch 
aufwärts zeigende Pfeile auf dem nicht kodierenden Strang, und umgekehrt bei 
Hypersensitivität, dargestellt. Innerhalb der FP-Region weisen aufeinander zugewandte, 
bzw. voneinander abgewandte Schlegel auf palindromische Strukturen hin. (b) Für Kreuz­
Kompetitions-Experimente wurde Proteinextrakt aus Kernen unbehandelter HeLa-Zellen 
verwendet, der mit radioaktiv markierter Probe, wie über jeder Bahn angezeigt, inkubiert 
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wurde. Ein molarer Überschuß nicht-radioaktiv markierten Kompetitors, der im oberen 
Teil der Abbildung zu sehen ist, wurde gleichzeitig zugegeben und die Proteinkomplexe auf 
einem nativen Gel aufgetrennt. Die für Jun 2 oder FP spezifischen Komplexe sind auf der 
linken Seite der Abbildung markiert. (c) FP bindet spezifisch und unabhängig von Jun 2 und 
die Bindung verändert sich während der Induktion und nachgeschalteter Repression des c­
jun Promotors nicht. Proteinextrakt aus Hela-Zellen, die entweder unbehandelt (0), oder 
für 1, 3, 6 und 24h mit 30Jfm2 UV-Licht (254nm) oder TPA (1 OOng/ml) stimuliert 
worden waren, wurden mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden, die die Jun 2 und FP 
Sequenz zusammen enthalten, aber bei denen entweder die FP-Sequenz (Jun 2 + mFP) oder 
die Jun 2-Sequenz (FP + mJun 2) mutiert ist, inkubiert und die Reaktionen auf nativen 
Gelen aufgetrennt. Die resultierenden Komplexe sind rechts und links, die verwendeten 
radioaktiv-markierten Oligonukleotide oben an der Abbildung angegeben. 

entweder der Jun 2, FP oder der Jun 2 + FP Sequenz zugegeben wurde 
(Abb. 22b). ln der Kontrolle wurde kein Kompetitor verwendet. Mit 
radioaktiv markierter DNA, die sowohl die Jun 2, als auch die FP 
Sequenz enthält (Jun 2 + FP) bilden sich zwei Komplexe. Der obere 
Komplex zeigt das gleiche Laufverhalten wie die Bande, die für Jun 2 
spezifisch ist. Der schneller wandernde Komplex ist identisch mit der 
Bande, die sich auf der FP Sequenz bildet. Kompetition mit Jun 2 
bewirkt eine starke Verringerung des langsamer wandernden 
Komplexes, der sowohl an Jun 2, als auch an Jun 2 + FP bindet. Der 
untere Komplex wird nicht beeinflußt, weder an der FP, noch an der Jun 
2 + FP DNA. Umgekehrt kompetiert FP effizient den unteren Komplex, 
sowohl auf der FP-, als auch auf der Jun 2 + FP-DNA, wobei der obere, 
Jun 2-spezifische Komplex vollständig intakt bleibt. Im Gegensatz dazu 
wird die Bildung aller Komplexe durch nicht-markierte DNA, die die Jun 
2 + FP Sequenz enthält, aufgehoben. Dies bedeutet, daß der schneller 
wandernde Komplex spezifisch und unabhängig von Jun 2 mit der FP­
Sequenz interagiert. 

Da sich an der DNA, die sowohl die FP, als auch die Jun 2 Sequenz 
enthält (Jun 2 + FP) nur zwei und nicht drei Komplexe ausbilden, weist 
dies darauf hin, daß jeweils nur einer der beiden Faktoren binden kann. 
Der Grund könnte eine Überlappung der Sindestelien sein. Eine andere 
Möglichkeit wäre, daß die Konzentration des Proteinextraktes zu gering 
ist und deshalb Fragmente, die von beiden Komplexen gebunden sind, 
unter der Nachweisgrenze liegen. 

Diese spezifische und unabhängige Bindung an der Jun 2 und FP Sequenz 
wurde noch durch einen anderen, experimentellen Ansatz bestätigt (Abb. 
22c). Proteinextrakt aus Kernen von Hela-Zellen, die eine, drei, sechs 
und 24 Stunden mit TPA oder UV-Licht induziert worden waren, wurde 
mit radioaktiv-markierter DNA, die sowohl die Jun 2, als auch die FP­
Sequenz enthielt, inkubiert. Allerdings war bei dieser DNA entweder die 
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FP-Bindestelle (Jun 2 + mFP), oder die Jun 2-Bindestelle (FP + mJun 2), 
mutiert. Die Mutationen waren dabei an denjenigen Nukleotiden gesetzt, 
die durch in vivo 11 Footprint 11 -Analysen als Kontaktstellen identifiziert 
wurden. 

Wie erwartet, bildet sich bei Mutation der FP-Sequenz (Jun 2 + FP) nur 
die obere, Jun 2-spezifische Bande und bei Mutation der Jun 2-Sequenz 
nur die untere, FP-spezifische Bande. Innerhalb der Kinetik ergibt sich 
weder eine Änderung des Laufverhaltens, noch eine signifikante 
Schwankung in der Menge der beiden Komplexe. Hiermit wird bestätigt, 
daß FP ein spezifisch und unabhängig von der Jun 2 Sequenz bindender 
Faktor ist, der vor, und während der Induktion, als auch im Verlauf der 
nachgeschalteten Repression von c-jun am Promotor gebunden bleibt. 
Die Menge des gebundenen Faktors FP zeigt nach UV-Licht oder TPA 
keine signifikanten Schwankungen und ist nicht induzierbar. 

Frühere Daten weisen darauf hin, daß die Expression eines c-jun 
Promotor CAT Konstruktes durch Fos Proteine reprimiert wird -
allerdings nur, solange die Jun 2 und FP-Bindungsstelle im 
Minimalpromotorkonstrukt enthalten ist. Bei der Deletionsmutante 
-167/+170, die diese Sequenzen nicht mehr enthält, hat Fos keinen 
reprimierenden Einfluß (Park und Schönthal, unveröffentlichte Daten). 
Deshalb erscheint es möglich, daß Fos Proteine mit der Bindestalle des 
Faktors FP interagieren. 
Um die Frage der Zusammensetzung des FP-Komplexes anzugehen, 
wurde getestet, ob Jun und Fos Proteine mögliche Kandidaten sind. Dazu 
wurde in einem Gelretardations-Experiment Proteinextrakt aus HeLa­
Zellen, die entweder unbehandelt, oder für eine, drei, sechs und 24 
Stunden mit UV-Licht oder TPA stimuliert worden waren, mit 
polyklonalen Antikörpern gegen Fos (Fos X) oder Jun (Castor) eine 
Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurde radioaktiv-markierte DNA 
zugegeben, die die Sequenz von Jun 2 und FP (Jun 2 + FP) enthielt und, 
nach einer weiteren Inkubation für 30 Minuten bei Raumtemperatur, 
wurden die resultierenden Komplexe auf einem nicht-denaturierenden 
Gel aufgetrennt. Bei der Kontrolle wurden die Extrakte statt mit 
Antikörpern mit Prä-lmmunserum vorinkubiert. 

Weder ein spezifischer Antikörper gegen Fos (FosX), noch ein 
spezifischer Antikörper gegen Jun (Castor) stört die Bildung des FP­
Komplexes (Abb. 23). FP kann daher keine Fos und Jun Proteine 
enthalten. 
Im Gegensatz dazu verhindert der Jun-Antikörper die Bildung des Jun 2-
Komplexes, weil dieser, im Vergleich zur Kontrolle, fast vollständig 
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aufgehoben ist. Bei der noch vorhandenen Bindung an Jun 2 handelt es 
sich wahrscheinlich um ATF-2 Homodimere oder ATF-2-ähnliche 
Proteine (van Dam et al., 1993; Herr et al., 1994). 

PIS 

UV TPA 

0 1 3 6 24 1 3 6 24 

JUN 2 

FP 

FOS X GASTOR 

uv TPA uv TPA 

0 1 3 6 24 1 3 6 24 0 1 3 6 24 1 3 6 24 

JUN 2 

FP 

Abb. 23 Jun und Fos nehmen an der Bildung des FP-Komplexes nicht teil. 
Proteinextrakt aus Kernen von unbehandelten (0) oder für 1, 3, 6 und 24h mit TPA 
(1 OOng/ml) oder 30Jfm2 UV-Licht (254nm) stimulierten HeLa-Zellen wurde mit 
Antikörpern gegen Fos (FOS X) und Jun (CASTOR) für 1 h auf Eis vorinkubiert. Als Kontrolle 
wurde Prä-lmmunserum (PIS) verwendet. Danach wurde radioaktiv markierte DNA der 
Jun 2 + FP Sequenz zugegeben. Nach 30-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 
die Reaktionen auf nicht-denaturierenden Gelen aufgetrennt. Die Antikörper selbst 
verursachen in der Abwesenheit von Proteinextrakt keine Komplexe (Daten nicht gezeigt). 
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V. Die in vivo Proteinbesetzung des c-jun Promotors ändert 
sich nicht nach Transformation von Zellen mit Adenovirus 

Zellen, die mit Adenovirus transformiert wurden, zeigen eine hohe 
basale c- j u n Transkriptionsrate, während der Kollagenase Promotor 
vollständig reprimiert ist (van Dam et al., 1990; Hagmeyer et al., 1993). 
Dieser Zustand wird von dem E1A Protein des Adenovirus bewirkt, das ~ 

auch die Transformation auslöst. Dabei ist nicht klar, ob E1 A direkt 
oder indirekt in die Genregulation eingreift. Die Analyse von Promotor­
CAT Konstrukten zeigte, daß Jun 1 und Jun 2 für die Induktion des c-jun 
Promotors durch E1 A verantwortlich ist, während die AP-1 
Bindungsstelle im Kollagenase Promotor dessen Repression vermittelt 
(Hagmeyer et al., 1993). 
Um den Mechanismus der konstitutiven c-jun Expression, bzw. die 
Repression des Kollagenase Promotors aufzuklären, wurde die DNA 
Bindung an beiden Promotoren unter physiologischen Bedingungen in 
Anwesenheit von E1 A durch in vivo "Footprint"-Analysen untersucht. 

Am kodierenden und nicht-kodierenden Strang des c- j u n Promotors aus 
293-Zellen, die E1 A exprimieren, sind im Vergleich zur proteinfreien 
DNA (N), in unstimulierten Zellen alle Bindungsstellen für 
Transkriptionstaktoren besetzt, die auch in anderen Zell-Linien wie 
GM637, HeLa, NIH3T3 und primären Fibroblasten gefunden wurden 
(vergleiche Abb. 12). Dies schließt die völlige Besetzung von Jun 1 und 
Jun 2 ein. Während der transkriptioneilen Induktion durch TPA innerhalb 
von 30 Minuten und dem transkriptionallen Abschalten nach sechs 
Stunden, verändert sich dieses Muster in keiner der untersuchten Zell­
Linien. Ein identisches Bild ergibt sich beim Vergleich von primären 
embryonalen Retinoblasten (HER) und davon abgeleiteter Adenovirus­
tranformierter Zellinien (HER-Ad) (Hagmeyer et al., 1993). 

Für die in vivo "Footprint"-Analysen der AP-1 Bindungsstelle des 
kodierenden und des nicht-kodierenden Stranges des Kollagenase­
Promotors wurden 293-Zellen und als Vergleich GM637 und CRL 1497, 
zwei menschliche Fibroblasten Zellinien, die kein E1 A Protein 
expnm1eren, verwendet (Abb. 24b). Guanin -71 des kodierenden 
Stranges ist in unbehandelten und für drei Stunden mit TPA behandelten 
GM637-Zellen, also zu einem Zeitpunkt, zu der die Transkriptionsrate 
des Kollagenase-Gens maximal ist (König et al., 1992), stark 
protektiert Guanin -65 desselben Stranges ist in der Kontrolle pro­
tektiert, allerdings verschwindet diese Protektion nach TPA-Stimu­
lation, d.h., im Vergleich zur Kontrolle, wird dieses Guanin hyper­
sensitiv. Guanin -67 des nicht-kodierenden Stranges aus CRL CRL 1497-
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Abb. 24 ln vivo Proteinbindung an den c-jun Promotor, sowie an die AP-1 Sequenz 
des Kollagenase Promotors aus 293-Zellen, die E1 A exprimieren. (a) Genomische DMS­
"Footprint"-Analysen des c-jun Promotors. 293-Zellen wurden mit TPA (1 OOng/ml) 
behandelt und nach 0, 0.5 und 6h wurde die in vivo Proteinbindung bestimmt. Die 
Guaninleitern des kodierenden und nicht-kodierenden Stranges sind gezeigt. N, in vitro 
methylierte, Protein-freie ("nackte") DNA; die markierten Regionen repräsentieren 
Erkennungssequenzen der Transkriptionstaktoren RSRF; CTF; Sp1; NF-Jun; FP. Die 
Sequenzen der beiden AP-1 Bindesteilen Jun 1 (-75/-60) und Jun 2 (-192/-181) sind 
angeschrieben. Abwärts zeigende Pfeile geben Protektionen und aufwärts zeigende Pfeile 
Hypersensitivitäten an. (b) Genomische DMS-"Footprint"-Analysen der AP-1 Sequenz des 
kodierenden und nicht kodierenden Stranges des Kollagenase Promotors. Die Proteinbindung 
an den Kollagenase Promotor aus 293, GM637 und CRL 1497 Zellen wurde im uninduzierten 
Zustand oder nach 3-stündiger Induktion mit TPA (1 OOng/ml) gemessen. Die weiteren 
Bezeichnungen wurden schon in a. beschrieben. 

Zellen ist in der Kontrolle schon geschützt und nach TPA verstärkt sich 
diese Protektion. 

An die AP-1 Bindungsstelle des Kollagenase Promotors aus Zellen, die 
E1 A nicht expnm1eren, binden Proteine, bei denen es sich 
höchstwahrscheinlich um Heterodimere handelt, die sich aus Fos und 
Jun zusammensetzten (vergleiche Abb. 20). Im Gegensatz dazu läßt sich 
an der AP-1 Bindungsstelle des Kollagenase Promotors in 293 Zellen 
weder Protektion, noch Hypersensitivität beobachten. Auch durch 
Behandlung der Zellen mit TPA läßt sich keine Bindung an der AP-1 
Sequenz des kodierenden und des nicht-kodierenden Stranges des 
Kollagenase Promotors in Gegenwart von E1 A induzieren. Diese 
Hemmung der Fos/Jun Bindung an den Kollagenase Promotor ist auch in 
den Adenovirus-tranformierten Retinoblasten-Zellinien zu beobachten 
(Hagmeyer et al., 1993). 

Diese Ergebnisse machen deutlich, daß in Adenovirus transformierten 
293-Zellen die Bindung von Transkriptionstaktoren an den c-jun 
Promotor unbeeinflußt bleibt. ln Gegensatz dazu verhindert E1 A in 
diesen Zellen die Bindung von Jun/Jun und Jun/Fos Dimeren an die AP-1 
Sequenz des Kollagenase Promotors, obwohl solche Dimere in der Zelle 
vorliegen (Offringa et al., 1990) und verursacht dadurch die Repression. 
Dagegen werden AP-1 Heterodimere, die an den c-jun Promotor binden, 
nicht inhibiert. Der Grund dafür könnte die Zusammensetzung des c-jun 
spezifischen AP-1 Komplexes aus Jun und ATF-2 Heterodimeren sein. 
Da E1 A die Transaktivierungsaktivität von cJun und ATF-2 verstärkt 
(Hagmeyer et al., 1993; Livingstone et al., 1994), und die c-jun 
Transkriptions rate durch E1 A stark erhöht wird (van Dam et al., 1990), 
erscheint die Regulation des c-jun Promotors durch eine Kombination 
des AP-1 Faktors aus cJun/ATF-2 Heterodimeren sehr wahrscheinlich. 
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V I. Die Besetzung von Jun 1 und Jun 2 unter zellulären 
Bedingungen, in denen cJun Protein fehlt 

Zur Aktivierung des c~jun Promotors nach Behandlung von Zellen mit 
UV-Licht, TPA, oder unter dem Einfluß des E1A Proteins von Adenovirus 
sind Jun/ATF-2 Heterodimere notwendig, die ständig an Jun 1 und Jun 2 
gebunden sind. Undifferenzierte F9-Zellen exprimieren kein Jun Protein 
(siehe Abb. 26b und Yang Yeng et al., 1990). Trotzdem kann der c-jun 
Promotor in diesen Zellen durch UV~Licht, nicht jedoch durch TPA, über 
Jun 1 und Jun 2 aktiviert werden (van Dam et al., 1994). Da diese 
Aktivierung nach UV-Licht nicht wie in anderen Zellinien über 
cJun/ATF-2 Heterodimere erfolgen kann, wurde die Bindungssituation 
am kodierenden und nicht-kodierenden Strang des c- ju n Promotors aus 
undifferenzierten F9-Zellen, die kein Jun Protein expnm1eren, 
analysiert. Dazu wurden entweder unbehandelte, oder für 30 Minuten, 
drei und sechs Stunden mit TPA oder UV-Licht stimulierte F9-Zellen 
verwendet. 

Das Ergebnis resultiert in einer vollständigen Besetzung aller 
Bindungsstellen des nicht exprimierten c-jun Promotors (unbehandelte 
und TPA~behandelte Zellen) in undifferenzierten F9-Zellen (Abb. 25). 
Das Muster der DNA-Protein Kontakte ändert sich weder während der 
transkriptionallen Aktivierung (30 Minuten nach UV), noch bei der 
nachfolgenden Repression (drei und sechs Stunden nach UV). 

Im Gegensatz zu Jun, sind ATF-2 Proteine in undifferenzierten F9~ 

Zellen vorhanden. Da ATF-2 außerdem als Homodimer in vitro an Jun 2 
binden kann, erscheint es sehr wahrscheinlich, daß die Protektionen an 
Jun 1 und Jun 2 von Komplexen verursacht werden, die ATF-2 
Homodimere, oder ATF-2 und andere, bis jetzt unbekannte Faktoren 
enthalten und die die Induktion des c- j u n Promotors nach UV -Licht, 
nicht jedoch nach TPA vermitteln (van Dam et al., 1994). 
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Abb. 25 ln vivo Proteinbindung an den kodierenden und nicht-kodierenden Strang des 
c- j u n Promotors aus undifferenzierten F9-Zellen. F9-Zellen wurden mit TPA (1 OOng/ml) 
oder 30J/m2 UV-Licht (254nm) behandelt und nach 0, 0.5, 3 und 6h wurde die in vivo 
Proteinbindung bestimmt. Vergleiche weiter Abb. 12. 

VII. Vor und nach 
Zellen ändert sich 
Promotors nicht 

der Differenzierung von F9-
die in vivo Proteinbesetzung 

und 
des 

HL60-
c-jun 

cJun spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und seine 
Transkription wird bei diesem Vorgang induziert (Abb. 26b; Yang-Yen et 
al., 1990; Auer et al., 1994). Ein System, um Differenzierung zu 
studieren, sind wiederum F9-Zellen. F9-Zellen können durch Behandlung 
mit Retinsäure differenziert werden, was unter anderem eine Induktion 
und konstitutive Expression des c-j.un Promotors zur Folge hat 
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(Abb. 26b und Yang-Yen et al., 1990). 

Um zu überprüfen, ob sich während der Differenzierung von F9-Zellen an 
der in vivo Bindungssituation von Jun 1 und Jun 2 Änderungen ergeben, 
wurden genornisehe "Footprint"-Analysen am c- ju n Promotor aus F9-
Zellen vor, im Verlauf und zum Zeitpunkt der vollständigen Differen­
zierung durchgeführt. 
Zur terminalen Differenzierung wurden F9 Zellen fünf Tage lang mit 
Retinsäure im Medium kultiviert. 

Während die undifferenzierten Zellen 
und schnell wachsen, zeigt der 
vereinzelte und Endoderm-ähnliche 
langsamer teilen (Abb. 26a). 

rosettenartig aneinanderhängen 
differenzierte Phänotyp mehr 
Zellen, die sich wesentlich 

Ein Northern-Biot-Experiment belegt die fehlende Transkription von 
c- ju n in undifferenzierten Zellen und die einsetzende, konstitutive 
Transkription im Verlauf und zum Zeitpunkt der vollständigen Differen­
zierung. 
Gesamtzeii-RNA aus undifferenzierten und für ein, drei und fünf Tage 
mit Retinsäure behandelten F9-Zellen wurde mit radioaktiv markierten 
DNA-Proben von c-jun, c-fos und GAPDH hybridisiert. Außerdem wurde 
Gesamtzeii-RNA aus F9-Zellen, die an Tag fünf der Differenzierung für 
30 Minuten oder drei Stunden mit TPA oder UV-Licht stimuliert worden 
waren, hybridisiert. 
Eine c-jun Transkription ist in undifferenzierten Zellen nicht 
nachweisbar, wird jedoch schon ein Tag nach Retinsäurebehandlung 
sichtbar (Abb. 26b). Maximale Werte werden nach fünf Tagen erreicht, 
die sich nicht weiter durch UV-Licht oder TPA steigern lassen. 
c-fos Transkripta sind weder in undifferenzierten F9-Zellen, noch fünf 
Tage nach Retinsäurebehandlung nachzuweisen. Allerdings kann die c­
tos Expression in differenzierten F9-Zellen (Tag fünf) 30 Minuten nach 
UV-Licht und TPA stimuliert werden. Insgesamt ist die Expression des 
c-fos Gens während der Differenzierung aber viel schwächer als die des 
c- j u n Gens, da der Film viermal solange exponiert wurde und trotzdem 
schwächere Banden zeigt. Dieser Befund stimmt mit Ergebnissen von 
Yang-Yen et al. j 1990 überein, die vor und nach der Differenzierung von 
F9-Zellen keine c-fos Transkripta nachweisen konnten. Die GAPDH 
mRNA-Mengen bleiben unter diesen Bedingungen konstant. 

Da sich am Tag fünf nach der Zugabe von Retinsäure ins Medium sowohl 
der Phänotyp verändert, als auch die c-jun mANA-Menge stark 
angewachsen war, kann auf eine Differenzierung der F9-Zellen zu 
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Abb. 26 F9-Zellen vor und 
nach der Differenzierung. (a) 5 x 
1 o- 7M Retinsäure wurd~ für 5d ins 
Medium gegeben, was zu einer 
vollständigen Veränderung des 
Phänotyps führt. ( b) Zeitlicher 
Verlauf der c- j u n Induktion durch 
Retinsäure in F9-Zellen. Gesamt­
zeii-RNA aus F9-Zellen, die 1 , 3 und 
5d mit Retinsäure (5 x 1o-7M ) 
behandelt worden waren und an Tag 5 
der Differenzierung zusätzlich 0.5 
und 3h mit TPA (1 OOng/ml) und 
30J 1m2 UV-Licht (254nm) 
stimuliert worden waren, wurde 
durch ein Northern Blot Experiment 
überprüft. Dazu wurden spezifische 
und radioaktiv markierte Proben der 
Maus c-jun, c-fos und GAPDH Gene 
(beschrieben in Au er et al., 1994) 
mit der Gesamtzeii-RNA hybridi­
siert. ( c) /n vivo Proteinbindung an 
den kodierenden und nicht­
kodierenden Strang des c- j u n Pro­
motors aus undifferenzierten und 
differenzierten F9-Zellen. F9-Zellen 
wurden für 1 , 5 und 8d mit 
Retinsäure (5 x 1o-7M) im Medium 
differenziert und die Proteinbindung 
in vivo am c- j u n Promotor 
bestimmt. 0 steht für undifferen­
zierte F9-Zellen, die keine Ratin­
säure im Medium hatten. Weitere 
Beschreibung wie in Abb. 12. 

a 

diesem Zeitpunkt geschlossen werden. 

UNDIFFERENZIERT DIFFERENZIERT 

b 
RETINSÄURE 

+ + + + 

l 

c -J u n 

c-fos 

GAPDH 

Deshalb wurden für die folgenden genomischen "Footprint"-Experimente 
am c- ju n Promotor F9-Zellen verwendet, die entweder undifferenziert 
waren, oder für einen, fünf und acht Tage mit Retinsäure behandelt 
worden waren. Untersucht wurde sowohl der kodierende, als auch der 
nicht-kodierende Strang. 

Es zeigt sich während aller Zeitpunkte die schon beschriebene 
Proteinarchitektur, die sich auch während der Differenzierung, die mit 
der transkriptionallen Aktivierung des c-jun Promotors einhergeht, 
nicht ändert (Abb. 26c). 
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Ein ähnliches System, bei dem Differenzierung und damit die Expression 
von c-jun induzierbar ist, stellen menschliche, myeloide Leukämie­
Zellen (HL60) dar. TPA-Behandlung führt zu deren Differenzierung und 
während dieses Vorganges kommt es zur Induktion vieler Gene, was die 
gesteigerte Expression von c-fos und c-jun einschließt (Müller et al., 
1985; Sherman et al., 1990). Durch welchen Mechanismus diese 
gesteigerte c-jun Expression bewirkt wird, ist noch vollständig 
unbekannt. Um mögliche Veränderungen am Promotor von c-jun vor, 
während und nach der Differenzierung zu erkennen, die dessen 
Aktivierung bewirken könnten, wurden HL60-Zellen durch Zugabe von 
TPA ins Medium für 48 Stunden differenziert. 

Nach der Differenzierung ist der Phänotyp von promysleiden HL60-
Zellen verändert (Abb. 27a). Während undifferenzierte Zellen klein und 
rund sind und in Suspension wachsen, setzen sich die Zellen nach 
Differenzierung am Boden der Petrischale ab, strecken sich aus und 
nehmen das morphologische Aussehen von Makrophagen an. 
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Das in vivo 11 Footprint 11 -Experiment in Abb. 27b stellt die 
Proteinbesetzung des kodierenden Stranges des c-jun Promotors in 
undifferehzierten und differenzierten HL60-Zellen dar. Im Vergleich zur 
proteinfreien DNA treten viele Protektionen und Hypersensitivitäten 
auf, die dem schon gezeigten in vivo 11 Footprint 11 -Muster am c-jun 
Promotor aus allen bisher untersuchten Zell-Linien entsprechen. Dieses 
Muster ändert sich nach der Differenzierung nicht. Dies schließt die 
Bindung des Faktors NF-Jun mit ein, dessen Expression auf 
undifferenzierte und proliferierende Leukämiezellen beschränkt sein 
soll (Brach et al., 1992). 
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Abb. 27 HL60-Zellen vor und nach der Differenzierung. (a) TPA (1 OOng/ml) wurde 
für 3d ins Medium gegeben, was zu einer vollständigen Veränderung des Phänotyps führt. 
(b) ln vivo Proteinbindung an den kodierenden Strang des c-jun Promotors aus 
undifferenzierten (0) und differenzierten (DIF) HL60-Zellen. HL60-Zellen wurden für 3d 
mit TPA (1 OOng/ml) im Medium differenziert und die Proteinbindung in vivo am 
kodierenden Strang des c-jun Promotors bestimmt. Weitere Beschreibung wie in Abb. 12. 
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Zusammengefaßt ·sind die UV- und TPA-induzierbaren Elemente Jun 1 
und Jun 2, ebenso wie alle anderen Bindungsstellen des c- j u n 
Promotors, sowohl vor, als auch nach der Differenzierung von F9- und 
HL60-Zellen vollständig besetzt. Vor der Differenzierung müssen sich 
die an Jun 1 und Jun 2 bindenden Faktoren von cJun/ATF-2 oder Jun/Fos 
Heterodimeren unterscheiden, da Jun und Fos nicht exprimiert werden. 
Sehr wahrscheinlich binden ATF-2 Homo- oder Heterodimere, die ATF-2 
und einen bis jetzt nicht charakterisierten Faktor enthalten (van Dam et 
al., 1994). Nach der Differenzierung, wenn Jun exprimiert wird, ändert 
sich das Bindungsmuster an Jun 1 und Jun 2 nicht. Es ist aber sehr 
wahrscheinlich, daß nun cJun/ATF-2 Heterodimere binden, wie dies 
schon für andere Zellen, die c-jun exprimieren, gezeigt wurde (van Dam 
et al., 1993; Herr et al., 1994). Da im genemischen "Footprint"­
Experiment keine Unterschiede in der Bindung vor und nach der 
Differenzierung nachzuweisen sind, ist anzunehmen, daß ATF-2-Homo­
und cJun/ATF-2-Heterodimere die gleiche Sequenzspezifität haben. 
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Diskussion 

Der Transkriptionstaktor cJun spielt eine zentrale Rolle in der 
Signaltransduktion von extrazellulären Stimuli wie Wachstumsfak­
toren, Hormonen, Zytokinen, UV-Licht und Phorbolestern und trägt, je 
nach Situation und Zelltyp, entscheidend zur Proliferation, 
Differenzierung und Transformation der Zelle bei (Angel und Karin, 
1991; Angel, 1994). Angesichts dieser wichtigen Funktion muß die 
Regulation der c-jun Expression und die Aktivität des cJun Proteins 
streng kontrolliert werden. Dies ist auf mindestens drei verschiedenen 
Ebenen möglich: zum einen durch Kontrolle der Transkriptionsrate des 
c-jun Gens, zum anderen durch Interaktionen des cJun Proteins mit 
verschiedenen Dimerpartnern, oder anderen zellulären Proteinen, und 
letztendlich durch post-translationale Modifikationen des cJun 
Proteins. 
Die vorliegende Arbeit klärt Mechanismen der transkriptionallen 
Regulation des c-jun Promotors nach Behandlung von Zellen mit TPA, 
UV-Bestrahlung, sowie während der Differenzierung und Transformation 
von Zellen auf. 

/. Zwei AP-1 Bindungsstellen spielen die entscheidende Rolle in der 
Regulation des c-jun Promotors und werden von cJun/A TF-2 
Heterodimeren erkannt 

Der c-jun Promotor wird innerhalb von Minuten von einem inaktiven in 
einen Zustand voller Aktivität angehoben und nach kürzester Zeit 
wieder auf die basale Transkriptionsrate zurückgebracht. Zu dieser 
Aktivierbarkeit ist keine Proteinneusynthese notwendig, was bedeutet, 
daß die Aktivität des c-jun Promotors durch Transkriptionstaktoren 
gesteuert wird, die schon ·vor Stimulation in der Zelle vorliegen. Durch 
in vitro und in vivo 11 Footprint 11 -Experimente am c-jun Promotor 
konnten multiple Bindungsstellen für diejenigen Transkriptionstaktoren 
identifiziert werden, deren Funktion durch transiente Transfaktionen 
von c-jun Promotor-Mutanten und Analyse der Transkriptionsrate 
ermittelt wurde. 

Zwei AP-1 ähnliche Bindestellen (Jun 1 und Jun 2) spielen bei der 
maximalen und unmittelbar frühen Antwort des Promotors nach 
Behandlung von Zellen mit TPA und UV-Licht die entscheidende Rolle. 
Die beiden Bindungsstellen arbeiten additiv, da nach Mutation von 
entweder Jun 1 oder Jun 2 sowohl die basale, als auch die induzierte 
Transkriptionsrate um etwa 50% reduziert wird. Durch Mutation beider 
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Bindungsstellen zusammen geht die basale Transkription dramatisch 
zurück und eine Induktion ist nicht mehr möglich. Diese Ergebnisse 
stimmen überein mit Daten von Stein et al., 1992, wobei die Aktivität 
des c- ju n Promotors über die Expression des CAT-Enzyms, 48 Stunden 
nach UV-Bestrahlung von Zellen, gemessen wurde. Kürzlich wurde 
gefunden, daß beide Bindungsstellen (Jun 1 und Jun 2) auch die 
konstitutiv verstärkte Transkription des c- j u n Gens in Adenovirus 
transformierten Zellen vermitteln (van Dam et al., 1993). Das für die 
Transformation notwendige E1 A Protein scheint demzufolge für die 
Aufrechterhaltung einer konstitutiv erhöhten Transkriptionsrate des c­
j u n Promotors zelluläre Signalwege zu benutzen, die auch von UV-Licht 
und TPA angesteuert werden. 

ln diesen E1 A exprimierenden Zellen bindet ein spezifischer 
heterodimerer Komplex an Jun 2, der cJun und ATF-2 (und/oder einen 
immunologisch verwandten Faktor) enthält (van Dam et al., 1993). ln der 
vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daß die gleichen Dimere auch an Jun 1 
und Jun 2 aus Zellen binden, die kein E1A enthalten, wie z.B. 
menschliche Fibroblasten und HeLa-Zellen. Somit scheint die Funktion 
dieser Komplexe nicht auf die E1 A abhängige c-ju n Regulation 
beschränkt zu sein, sondern ist höchstwahrscheinlich ein allgemeiner 
Mechanismus, um die c-jun Promotoraktivität zu modulieren. 
Zusätzlich zu cJun/ATF-2 Dimeren bindet an Jun 1 in vitro ein 
Komplex, der Fos und Jun Proteine enthält. Wahrscheinlich spielt dieser 
J un/Fos Komplex keine herausragende Rolle bei der Regulation des c- j u n 
Promotors. Die Bestimmung der relativen Affinität beider Komplexe 
("On-, Off-Rate") macht deutlich, daß Fos/Jun viel schneller von der 
Bindungsstelle dissoziiert, als der cJun/ATF-2 enthaltende Komplex. 
Während mehr als 80% der gebundenen Jun/Fos Dimere von der DNA 
innerhalb einer Minute dissoziiert, bleiben Jun/ATF-2 Komplexe 
mindestens fünf Minuten mit der DNA assoziiert. Außerdem exprimieren 
fast alle Zellen im nicht-stimulierten Zustand sehr geringe Mengen an 
Fos- oder Fos-verwandten Proteinen. Daher ist es sehr unwahr­
scheinlich, daß die Menge an Fos/Jun Heterodimeren die Menge an 
cJun/ATF-2 Komplexen ausreichend übersteigt, um in vivo an der 
Bindestelle zu kompetieren. Man kann somit davon ausgehen, daß in 
nicht-stimulierten Zellen eher cJun/ATF-2 Komplexe als Jun/Fos 
Dimere an Jun 1 und Jun 2 binden und für die basale Transkription von 
c-jun mitverantwortlich sind. 

Mehrere Argumente sprechen dafür, daß cJun/ATF-2 Heterodimere auch 
für die schnelle Aktivierung des c-jun Promotors durch TPA und UV­
Licht verantwortlich sind: Zum einen die schnelle Induktion der 
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Transkription, im Gegensatz zu AP-1 abhängigen Genen, die zu späteren 
Zeitpunkten durch TPA induziert werden (z.B. Kollagenase und Gewebe­
plasminogen-Aktivator), und die von Fos/Jun erkannt werden (Abb. 20). 
Zum anderen korrelieren die Ergebnisse der in vivo "Footprint"­
Analysen, die eine voll ausgebildete Proteinarchitektur am Promotor 
zeigen, die sich zu keinem Aktivitätszustand ändert, exakt mit einem 
Fehlen von Veränderungen in der Proteinbindung an Jun 1 und Jun 2 in 
vitro. Dies läßt darauf schließen, daß die durch UV-Licht und TPA 
ausgelösten Signale schon gebundene cJun/ATF-2 Dimere erreichen. Die 
wichtige Rolle von cJun selbst bei der Regulation des c-jun Promotors 
wurde schon früh erkannt: viele Daten weisen darauf hin, daß cJun 
autoregulativ stimulierend auf seine eigene Transkription wirkt und 
daß die anderen Mitglieder der Jun-Familie, JunB und JunD, nur eine 
untergeordnete Rolle spielen. Diese Annahme beruht zum einen auf 
transienten Transfektions-Experimenten, durch die gezeigt wurde, daß 
ein c- ju n Promotorfragment, das die Jun 1 Bindesteils enthält, durch 
Überexpression von cJun aktiviert werden kann (Angel et al., 1988) und 
zum anderen auf den sehr schwachen Transaktivierungsaktivitäten, die 
JunB oder JunD besitzen (Chiu et al., 1989; Hirai et al., 1989). 
Zusätzlich wurden zelluläre Bedingungen beschrieben (z.B. nach 
Stimulation von Zellen mit cAMP, bei denen die c- ju n Transkription 
trotz stark aktivierter Expression von JunB und JunD nicht gesteigert, 
sondern sogar gehemmt wird (Mechta et al., 1989; Chiu et al., 1989). Die 
entscheidende Funktion von cJun wird weiter durch in vitro 
Bindungsstudien (Gelretardations-Analysen) gestützt. Ein Jun-
spezifischer Antikörper, der sehr effizient cJun erkennt, aber nur 
schwach mit JunB oder JunD interagiert, wandelt einen Teil der cJun­
ATF-2/DNA Komplexe in eine "Supershift"-Form um, deren Menge in 
stimulierten und nicht-stimulierten Zellen gleich ist (Herr et al., 
1994). Darüberhinaus kann nur cJun effiziente Heterodimere mit ATF-2 
bilden, während weder JunB, noch Fos, oder Fes-verwandte Proteine mit 
ATF-2 heterodimerisieren können (Benbrook und Jones, 1990; Hai et al., 
1 991). 

II. E1A wirkt reprimierend auf die Bindung von Jun/Jun oder Jun/Fos 
Dimeren, während es die Transaktivierungsaktivität von cJun/A TF-2 
Heterodimeren verstärkt 

Einen weitereren Hinweis auf die Steuerung der c-jun Regulation durch 
cJun/ATF-2 und nicht durch Jun/Fos geben Experimente, die mit 
Adenovirus-transformierten Zellen durchgeführt wurden. ln diesen 
Zellen findet man einen totalen Verlust der Kollagenase-Expression, 
sogar nach Stimulierung der Zellen mit TPA. ln vivo Bindungsstudien 
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haben gezeigt, daß die Bindung von Jun/Jun Homodimeren und Jun/Fos 
Heterodimeren an den Kollagenase-Promotor in Gegenwart von E1 A 
vollständig reprimiert wird (Hagmeyer et. al., 1993). Auch die 
artifizielle Aktivierung eines c- ju n Minimalpromotors (-79/+170), ist 
durch Überexpression von Fos und Jun in Gegenwart von E1A komplett 
gehemmt (van Dam et al., 1990). Trotzdem wird die Bindung von 
cJun/ATF-2 an sowohl Jun 1, als auch an Jun 2 nicht gestört und die 
basale Expression von c-jun ist im Vergleich zu nicht-transformierten, 
parentalen Zellen verstärkt (van Dam et al., 1990; van Dam et al., 1993; 
Hagmeyer et al., 1993). Diese Befunde zeigen, daß E1A verschiedene 
Mitglieder der AP-1 Familie offensichtlich selektiv regulieren kann. 
cJun Homodimere und cJun/cFos Heterodimere, die physiologischen 
Regulatoren der Expression des Kollagenase Promotors (Schönthal et al., 
1988a+b; Chiu et al., 1989; van Dam et al., 1993), können in Gegenwart 
von E1 A nicht an DNA binden, während die Bindung eines anderen Jun 
Heterodimers, cJun/ATF-2 (van Dam et al., 1993) an den c-jun Promotor 
nicht reprimiert wird. 

Dieses Ergebnis definiert E1 A als den ersten multifunktionellen 
Regulator, der zwischen verschiedenen Komponenten der AP-1 Familie 
unterscheiden kann. Der Mechanismus der Repression von Jun/Jun 
Dimeren und Jun/Fos Heterodimeren wurde bis jetzt noch nicht 
identifiziert. Welche Dimere reprimiert oder nicht reprimiert werden, 
wird wahrscheinlich durch die Sekundärstruktur der spezifischen DNA 
Bindedomäne bestimmt. ln der Tat wurden Unterschiede in der Struktur 
der DNA Bindedomänen von cJun Homodimeren und cJun/cFos 
Heterodimeren beobachtet (Kerppola und Curran, 1991). Deshalb 
unterscheiden sich wohl auch cJun/ATF-2 Heterodimere strukturell von 
anderen AP-1 Faktoren. Alternativ könnten post-translationals 
Modifikationen von cJun oder seines jeweiligen Partners (JunB, JunD, 
ATF-2 oder Fos-Proteine) zur spezifischen Repression oder Aktivierung 
durch E1 A beitragen. So wurde gezeigt, daß die Bindungsaktivität von 
cJun durch Phosphorylierung in der DNA-Bindedomäne reprimiert und 
umgekehrt durch Dephosphorylierung erhöht wird (Boyle et al., 1991; Lin 
et al., 1992). Jedoch soll eine veränderte Phosphorylierung von cJun 
nicht in die Hemmung der Bindung von cJun/cJun und cJun/cFos Proteine 
involviert sein (Hagmeyer et al., 1993). Die Wirkung von E1A auf das 
Phosphorylierungsmuster von Fos und ATF-2 wurde bis jetzt nicht 
untersucht. Ein offensichtlich entscheidender Unterschied zwischen 
Jun/Fos und cJun/ATF-2 könnte deren Zugänglichkeit für inhibierende 
Modifikationen bewirken: cJun/ATF-2 ist die ganze Zeit über an DNA 
gebunden, während die Bindung von Jun/Fos induziert wird. E1A könnte 
auch durch direkte Assoziation mit Jun/Fos die DNA Bindung verhindern. 

87 



Bisher konnten jedoch keine solchen Assoziationen durch Ko-
lmunpräzipitation nachgewiesen werden. 

11/. FP, NF-Jun, Sp1, CTF und RSRF kooperieren mit Jun 1 und Jun 2, 
können jedoch selbst keine /nduzierbarkeit vermitteln 

Die cJun/ATF-2 Komplexe, die die Hauptfunktion bei der basalen und 
induzierten Aktivität des c- ju n Promotors haben, werden in ihrer 
Wirkung von Faktoren, die an andere Sequenzen binden, moduliert. Die an 
die anderen Sequenzen bindenden Faktoren können jedoch selbst keine 
lnduzierbarkeit vermitteln, da ein c-jun Promotorkonstrukt, bei dem 
beide AP-1 Bindungsstellen mutiert sind, das jedoch in allen anderen 
Sequenzen intakt ist, eine stark erniedrigte Basalaktivität zeigt und 
nicht mehr induzierbar ist. Zur maximalen Aktivität sind also beide 
cJun/ATF-2 Bindungsstellen, zusammen mit zusätzlichen, synergistisch 
wirkenden Faktoren, notwendig. 

Einer dieser Faktoren bindet im Bereich von -91 bis -87 und wird in 
v i t r o von dem Transkriptionstaktor CTF erkannt (Angel et al., 1988). 
Ein weiterer, bis jetzt nicht-identifizierter Faktor "Footprint" (FP) 
bindet an eine Sequenz, die stromabwärts und direkt benachbart zu 
Jun 2 im Bereich der Nukleotide -181 bis -165 liegt. Trotz der sich 
scheinbar überlappenden Bindungsstellen von Jun 2 und FP besteht keine 
Kooperativität der Bindung. FP bindet unabhängig von einer intakten 
Jun 2 Sequenz und setzt sich weder aus Jun-, noch aus Fos-Proteinen 
zusammen. Bisher wurde noch kein Transkriptionstaktor isoliert, 
dessen Erkennungssequenz der FP-Region entspricht. 

Der protektierte Bereich -140 bis -132 wurde kürzlich durch in vitro 
Bindungsstudien als Bindestelle für den Transkriptionstaktor NF-Jun 
identifiziert. Dieser Faktor wurde aus Extrakten von menschlichen, 
myeloiden und proliferierenden Leukämiezellen isoliert (Brach et al., 
1992). Er hat Ähnlichkeit mit NFKB, da er durch dissoziierende Agenzien 
aktiviert und nach Induktion vom Zytoplasma in den Zellkern 
transloziert wird. Aus den hier vorliegenden in vivo Bindungsstudien 
wird jedoch ersichtlich, daß in nicht-myeloiden Zellen ein anderer 
Faktor an die NF-Jun Sequenz bindet und schon vor Induktion der c- jun 
Expression am Promotor gebunden ist. Der in Fibroblasten und Hela­
lellen gefundene Faktor hinterläßt nicht exakt die gleichen 
Protektionen, wie sie für den Leukämie-spezifischen Faktor NF-Jun 
beschrieben wurden. Deshalb handelt es sich hier wahrscheinlich um ein 
anderes Protein mit ähnlichen Bindeeigenschaften. Denkbar wäre, daß 
dieser Faktor, bzw. NF-Jun, Zelltyp-spezitisch exprimiert wird. Dagegen 
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spricht, daß das in vivo 11 Footprint 11 ·Muster an der NF-Jun 
Bindungsstelle in HeLa-Zellen und in der Zellinie HL60 identisch ist 
(vergleiche Abb. 12 und 27). Alternativ könnten beide Faktoren ko­
exprimiert werden, wobei NF-Jun nur nach TNFa Behandlung von 
lymphoiden Zellen an den c-jun Promotor bindet (Brach et al., 1992). 
Dabei stellt sich die Frage, ob in lymphoiden Zellen Jun 1 und Jun 2 zur 
Aktivierung des c-jun Promotors ebenfalls notwendig sind, oder ob 
unter diesen Bedingungen die Aktivierung von NF-Jun durch 
hematopoietische, differenzierend wirkende Agentien ausreicht, um die 
c-jun Transkription zu vermitteln. 

Die RSRF C'related SRF 11
) Sequenz {-58/52), die wichtig für die 

lnduzierbarkeit des c-jun Promotors durch EGF und Serum zu sein 
scheint und zur maximalen lnduzierbarkeit durch TPA beitragen soll 
(Hahn et al., 1992), kann ebenfalls nicht selbständig Aktivität 
vermitteln, sondern muß mit Jun 1 und Jun 2 kooperieren und ist dabei 
unbedingt von deren intakter Sequenz abhängig. 

Ein Protein, das nicht zur Aktivierung des c-jun Promotors beiträgt, 
sondern vielmehr einer Induktion entgegenwirkt, bindet an die Sequenz 
-110 bis -123. ln diesem Bereich sind zwei GC-Boxen enthalten, die 
homolog zur Konsensus Sequenz 5 '-GGGCGG-3' des Transkriptions­
faktors Sp1 sind. Wie hier gezeigt wird, hat die Mutation dieser Sequenz 
geringen Einfluß auf die basale Transkriptionsrate, erhöht jedoch die 
frühe, induzierte Transkription nach Behandlung von Zellen mit TPA 
oder UV-Licht stark. Untersuchungen von Unlap et al., 1992, bestätigen 
dieses Ergebnis: Transiente Transfaktion eines c-jun Minimalpromotor­
konstruktes und Analyse der Transkriptions rate durch ein CAT­
Experiment zeigen, daß Mutation von Sp1 die durch TPA stimulierte 
CAT -Aktivität um das Vierfache steigert. Kürzlich wurde die 
Interaktion von Sp1 mit dem Transkriptionstaktor YY1 beschrieben (Lee 
et al., 1993; Seto et al., 1993). YY1 agiert sowohl als Repressor, als 
auch als Aktivator der Genexpression, je nachdem, mit welchem anderen 
Transkriptionstaktor er interagiert (Bauknecht et al., 1994). YY1 könnte 
hier als Repressor wirken und bei Induktion des c-jun Promotors über 
Protein-Protein-Interaktionen an Sp1 binden. Da YY1 zusätzlich mit TBP 
in Wechselwirkung treten kann (Pugh and Tjian, 1990) würde YY1 als 
reprimierender Vermittler zwischen Sp1 und TBP wirken. (Abb. 30). 
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IV. Der c-jun Promotor wird über einen 
Multiproteinkomplex gesteuert, dessen Aktivität 
translationale Modifikationen verändert wird 

hypothetischen 
durch post-

Durch den engen räumlichen Zusammenhang der regulatorischen 
Sequenzen des c- ju n Promotors und durch die Kooperation der 
Transkriptionstaktoren RSRF, CTF, Sp1, NF-Jun und FP mit Jun 1 und Jun 
2 entsteht das Bild eines zusammenhängenden Multiproteinkomplexes, 
der am Promotor sitzt und dessen Aktivität steuert. Die 
Transkriptionsfaktoren, deren Bindungsstellen auf dem c- ju n Promotor 
gefunden wurden, würden demnach nicht wie einzelne Glieder einer 
Perlenkette aneinandergereiht am Promotor gebunden sein, sondern ein 
Proteinknäuel ausbilden, das durch Protein-Protein-Interaktionen 
stabilisiert und durch einzelne DNA-bindende Proteine am Promotor 
binden würde (Abb. 30). Verschiedene Möglichkeiten sind vorstellbar, 
um die Promotoraktivität durch einen solchen hypothetischen 
Multiproteinkomplex zu steuern: 

Zum einen könnte sich die Proteinzusammensetzung nach Aktivierung 
oder Repression ändern, indem DNA-bindende Proteine mit der DNA neu 
assoziieren oder von der DNA dissoziieren. Dies ist jedoch 
unwahrscheinlich, da weder in den genemischen "Footprint"-Analysen, 
noch in den in vitro Bindungsstudien, Veränderungen der Proteinbindung 
oder ein Austausch von Faktoren am Promotor im basalen und 
induzierten Zustand zu erkennen sind. Selbst bei Verwendung von DNasel 
anstelle von DMS bei den genemischen "Footprint"-Analysen zeigen sich 
keine Veränderungen der Proteinbindung nach UV-Bestrahlung (Rozek 
und Pfeifer, 1993). Im Gegensatz zu DMS, das Protein-DNA Kontakte an 
Sequenzen, die Guanine oder Adenine enthalten und in der "Major Groove" 
der DNA Doppelhelix liegen, sichtbar macht, ist DNasel sensitiver für 
Protein-DNA Kontakte in der "Minor Groove". Jede signifikante 
Veränderung der Protein-DNA Interaktionen nach Stimulation, 
eingeschlossen den Austausch eines Repressors gegen einen Aktivator, 
hätte demnach sichtbar sein müssen. 

Ausgeschlossen werden kann auch die Möglichkeit, daß die hier 
verwendete in vivo "Footprint"-Methode zu unsensitiv für den Nachweis 
von strukturellen Veränderungen an Promotoren ist: zum einen konnte 
durch Immunfluoreszenz die sehr effiziente und synchrone Induktion der 
c- ju n Transkription, bzw. der cJun Synthese nachgewiesen werden. Dies 
zeigt, daß alle Zellen und nicht nur ein kleiner Teil reagiert. Deshalb 
hätten Veränderungen in der Proteinbesetzung des Promotors 
nachweisbar sein müssten. Zum anderen bestätigen die genemischen 
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"Footprint"-Analysen am menschlichen Kollagenase und Gewebeplas­
minogen-Aktivator Promotor die Verwendbarkeit dieser Methode. Diese 
beiden erst spät nach Stimulierung aktivierbaren Gene zeigen nach 
Stimulation zunehmende Protektionen oder Hypersensitivitäten sowohl 
in der AP-1 Bindungsstelle, als auch an anderen regulatorischen 
Sequenzen (König et al., 1992; Daten nicht gezeigt und Abb. 14, 18, 24). 
Die Promotorregulation eines weiteren "immediate early" Gens, c-fos, 
weist ein vergleichbares Bild wie c- ju n auf: Während der 
transkriptionallen Aktivierung von c- tos nach Behandlung von Zellen 
mit TPA, UV-Licht oder Wachstumsfaktoren bindet ein ternärer Komplex 
in vivo schon in unbehandelten Zellen und verändert sich nach Induktion 
nicht (Herrera et al., 1989). Dieser ternäre Komplex wird durch ein 
Dimer des "Serum Response Faktors" (SRF) gebildet, der über Protein­
Protein-Bindungen, den "Ternary Camplex Faktor" p62TCF trägt. Dieser 
Komplex bindet an das "Serum Response Element" (SRE), wobei p62TCF 
sich nur schwach an der DNA-Bindung beteiligt. (Zinck et al., 1993). 

Vorstellbar wären Protein-Protein-Interaktionen von nicht-DNA­
bindenden Proteinen mit am Promotor-gebundenen Faktoren. Nach 
Aktivierung könnte ein Repressor diffundieren, oder ein Aktivator 
assoziieren. Diese hypothetischen Interaktionen müßten allerdings 
sehr instabil sein, da in Gelretardations-Experimenten die Bindung 
eines zusätzlichen Faktors an Jun 1, Jun 2 und FP nach Stimulation 
durch UV-Licht oder TPA nicht nachzuweisen war. 

Sehr plausibel erscheint der Gedanke, daß die Aktivität von Proteinen, 
die schon im basalen Zustand fest mit dem Promotor assoziiert sind, 
durch post-translationale Modifikationen reguliert wird. Dadurch könnte 
die Aktivität schon gebundener Faktoren schnellstmöglich gesteuert 
werden. Genau in dieses Bild paßt der Befund, daß die beiden 
wichtigsten regulatorischen Proteine des c-jun Promotors, cJun · und 
ATF-2, Phosphoproteine sind. Jun enthält neben Phosphat- (Boyle et al., 
1991) auch Glykosyi-Gruppen (Jackson and Tjian, 1988); allerdings ist 
die Funktion der Glykosylierung bis jetzt unbekannt. Zwei verschiedene 
Mechanismen führen zur Aktivierung des Transkriptionstaktors cJun in 
TPA-behandelten Zellen. Erstens wird schon existierendes cJun Protein 
verstärkt an Serin 63 und 73 innerhalb der Transaktivierungsdomäne 
phosphoryliert (Abb 29). Daneben erfolgt eine Dephosphorylierung 
spezifischer Serin- und Threoninreste in der DNA-Bindedomäne (Radler­
Pohl et al., 1993; Binetruy et al., 1991; Smeal et al., 1991, 1992; 
Devary et al., 1992). Durch Fusion der Transaktivierungsdomäne von 
cJun an heterologe DNA Bindedomänen, wie z.B. die der 
Transkriptionstaktoren GAL4 oder GHF1, konnte die unbedingte 

91 



Notwendigkeit der Phosphorylierung der Serine 63 und 73 für die 
transkriptionalle Aktivierung von Jun bestätigt werden (Radler-Pohl et 
al., 1993; Smeal et al., 1991; Devary et al., 1992; Pulverer et al., 1991; 
Franklin et al., 1992). Die Phosphorylierung soll die Bindung von Ko­
Aktivatoren bewirken (Abb. 30). Diesbezüglich ist bekannt, daß der Ko­
Aktivator p52/54 mit dem phosphorylierten cJun Protein interagiert 
und dessen gesteigerte Transaktivierungsaktivität direkt auf ein 
Protein des basalen Transkriptionskomplexes überträgt (Oehler et al., 
1992). Ein weiteres Brückenprotein, das mit der phosphorylierten Form 
von cJun in Wechselwirkung tritt und dieses mit dem basalen 
Transkriptionskomplex verbindet, ist CBP (Chrivia et al., 1993, Arias et 
al., 1994). Die Fähigkeit von E1 A, selektiv die Transkription bestimmter 
Promotoren zu inhibieren oder zu aktivieren, könnte ebenfalls über den 
Einfluß von E1 A auf bestimmte Ko-Aktivatoren vermittelt werden. E1 A 
interagiert mit P300, das wahrscheinlich mit CBP identisch ist (Arias 
et al., 1994). Darüberhinaus ist E1 A in der Lage, direkt mit TBP zu 
interagieren (Hernandez, 1993) und könnte daher selbst als Ko­
Aktivator wirken, der cJun/ATF-2 Komplexe über CBP mit TBP 
verknüpft (Abb. 30). 

Durch Dephosphorylierung der DNA-Bindedomäne soll sich die 
Bindeaktivität von cJun verstärken (Boyle et al., 1991 ). Dies könnte, 
außer einer vermehrten Synthese von Fos und Jun, der Grund für die 
gesteigerte Bindung von Jun/Jun oder Jun/Fos Dimeren an den 
Kollagenase und t-Pa Promotor nach Stimulation von Zellen sein. Für die 
Regulation des "immediate early" Gens c- ju n scheint dieser 
Mechanismus jedoch keine Rolle zu spielen, da ATF-2/cJun Dimere 
ständig am c-jun Promotor gebunden sind. 

Die Transaktivierungsfunktion von ATF-2 ist durch TPA nicht 
stimulierbar. Allerdings trägt ATF-2, zusammen mit cJun, zur 
transkriptionallen Aktivierung des c- ju n Promotors durch UV-Licht bei 
(van Dam et al., 1994). Wie cJun, wird ATF-2 ebenfalls durch eine post­
translationale Modifikation aktiviert, und zwar durch Hyperphosphory­
lierung der Threonine 69 und 71, die in der N-terminalen Transakti­
vierungsdomäne liegen (van Dam et al., 1994). Dies zeigt, daß nur eines 
der beiden Proteine, cJun oder ATF-2 aktiviert werden muß, um eine 
Aktivierung des c-jun Promotors zu erreichen. 

Außer ATF-2 und cJun könnten auch die anderen, hier identifizierten 
Proteine, die an den c- ju n Promotor binden, durch post-translationale 
Modifikationen gesteuert werden. Diese Frage ist bei den bisher wenig 
charakterisierten Faktoren NF-Jun und FP noch offen, während CTF kein 
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Phosphoprotein darstellt. Sp1 kann mit dem Transkriptionstaktor YY1 
interagieren, worauf auf Seite 99 näher eingegangen wird. 
Darüberhinaus ist zu beachten, daß diese Proteine selbst, in 
Abwesenheit von cJun/ATF-2 keine lnduzierbarkeit vermitteln können. 
Die Funktion dieser zusätzlichen Faktoren könnte darin bestehen, den 
Promotor offen zu halten, um Posphatasen und Kinasen den Weg zu 
cJun/ATF-2 Heterodimeren zugänglich zu machen. 

V. UV-Licht und TPA aktivieren den c-jun Promotor über 
unterschiedliche Signalketten 

Die Antwort auf UV-Bestrahlung wird durch eine Signai­
Transduktionskaskade vermittelt, deren früheste meßbare Komponente 
die Aktivierung von Rezeptoren für Wachstumsfaktoren ist (Abb. 28). 
Weitere essentielle Komponenten der Signal-Weiterleitung zum Zell­
kern sind die Zytoplasmatischen Proteine Src, Ras, Raf und Mitglieder 
der Mitogen-aktivierten-Protein- (MAP) Kinasen (Sachsenmaier et al., 
1994), die dann cJun/ATF-2 phosphorylieren (van Dam et al., 1994). 
Durch Verwendung von trans-dominant negativ wirkenden Mutanten 
wurde deutlich, daß UV und TPA gemeinsame Komponenten aktivieren, 
zu denen Raf-Kinase zählt (Radler-Pohl et al., 1993). Es wurde bis vor 
kurzem angenommen, daß am Ende der Signai-Transduktionskette, die 
durch TPA oder UV-Licht initiiert wird und die die Phosphorylierung von 
cJun und möglicherweise ATF-2 vermittelt, die beiden MAP-Kinasen 
p42 Erk-1 und p44 Erk-2 stehen (Radler-Pohl et al., 1993; Pulverer et 
al., 1991; van Dam et al., 1994). Neueste Ergebnisse zeigen jedoch, daß 
neben Erk-1 und Erk-2 andere MAP-ähnliche Kinasen eine Rolle spielen. 
So wurde ATF-2 als ein Transkriptionstaktor identifiziert, dessen 
transaktivierende Funktion nach Behandlung mit UV-Licht oder 
alkylierenden Agentien erhöht wird, nicht aber durch Behandlung mit 
TPA. ATF-2 könnte daher das spezifische Ziel für die Signalkette sein, 
die von UV-Licht induziert wird (van Dam et al., 1994). Im Gegensatz zu 
ATF-2 wird das Transaktivierungspotential von cJun sowohl durch TPA, 
als auch durch UV-Licht verstärkt. 

ln vitro binden zwei Sub-Klassen von MAP-Kinasen, p54 und p46 sehr 
stabil an cJun und ATF-2 und phosphorylieren beide Proteine mit hoher 
Effizienz. p54 (von dem es mehrere Splice-Formen gibt) und p46 werden 
neben UV-Licht noch durch andere Stimuli aktiviert, die als 
gemeinsames Charakteristikum Zellstress induzieren (Hibi et al., 1993; 
Kyriakis et al., 1994). Daher werden p54 und p46 als "Stress-activated" 
Proteinkinasen (SAPKs) bezeichnet (Kyriakis et al., 1994). Die ATF-2 
Kinaseaktivität von p46 und p54 wird nach TPA nicht verstärkt. Das 
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Abb. 28 Modell für die Aktivierung der cJun/ATF-2 abhängigen Transkription durch 
TPA, Wachstumsfaktoren und UV-Bestrahlung. Die zwei Untereinheiten des Heterodimers 
werden von verschiedenen Signalketten aktiviert. Die Phosphorylierungsstellen in den 
Transaktivierungsdomänen von cJun und ATF-2, die für die transaktivierende Funktion 
notwendig sind, sind dargestellt. GF: Wachstumsfaktoren, GFR: Rezeptor für 
Wachstumsfaktoren, PKC: Proteinkinase C, MEK: MAP-Kinase Aktivator, ERK 1, 2 (= p42, 
p44): Mitogen-aktivierte (MAP)-Kinasen, SAPK (= p46, p54): Stress-aktivierte 
Proteinkinasen. 

gleiche gilt für die SAPKs, die cJun phosphorylieren (van Dam et al., 
1994; Wilhelm et al., 1994). Dies ist ein deutliches Argument dafür, 
daß die Proteinkinase, die cJun nach TPA phosphoryliert (Adler et al., 
1992), sich von SAPKs unterscheidet. Es ist bisher unbekannt, welche 
Kinase für die cJun Phosphorylierung nach TPA-Behandlung von Zellen 
verantwortlich ist. 
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Diese Daten machen ganz deutlich, daß verschiedene Signai­
Transduktionswege an cJun/ATF-2 zusammenlaufen und jede Unterein­
heit individuell durch spezifische Proteinkinasen phosphoryliert wird. 
Dadurch ist eine fein abgestimmte Modulation der c- ju n Expression 
durch ein breites Spektrum extrazellulärer Signale möglich. 

Das Modell der phosphorylierungs-abhängigen Regulation der Trans­
aktivierungsfunktion von DNA-gebundenem cJun und ATF-2 wird im 
Hinblick auf die transkriptionalle Regulation des c- tos Gens bestärkt: 
Ähnlich wie c- ju n, ist die Promotorregion dieses "immediate early" 
Gens während aller Aktivitätszustände voll besetzt. Die trans­
kriptionelle Aktivierung und Repression von c-fos korreliert zeitlich 
mit dem Zustand der Phosphorylierung von p62TCF (Zinck et al., 1993). 
p62TCF wird in vitro durch Erk 112 MAP-Kinase modifiziert Diese in 
vitro Phosphorylierung ähnelt dem Muster der Phosphorylierung in vivo 
(Gille et al., 1992; Zinck et al., 1993; Shaw, 1994). 

VI. Die Regulation des c-jun Promotors in undifferenzierten F9-Zellen 

Ein Sonderfall der c-jun Promotor-Regulation liegt in undifferenzierten 
F9- oder HL60-Zellen vor, da hier keine basale Expression von cJun 
stattfindet. Im Laufe der Differenzierung dieser Zellen wird der c-jun 
Promotor jedoch aktiviert und das cJun Protein exprimiert. Die 
Aktivierung des c-jun Promotors während der frühen Phase der 
Differenzierung kann demnach nicht über cJun/ATF-2 Heterodimere 
erfolgen, sondern muß über Faktoren bewerkstelligt werden, die bereits 
in undifferenzierten Zellen vorhanden sind und bei denen es sich nicht 
um cJun Proteine handelt. Diese Faktoren binden in undifferenzierten 
Zellen an den Promotor und haben identische Bindungseigenschaften wie 
cJun/ATF-2 Komplexe; während der Differenzierung ändert sich das 
Muster der Proteinbindung am Promotor nicht. Es gibt deutliche 
Hinweise darauf, daß der Hauptkomplex, der sich in undifferenzierten 
F9-Zellen an Jun 1 und Jun 2 ausbildet, ATF-2 enthält. ATF-2 könnte 
entweder als Heterodimer, zusammen mit einem bis jetzt unbekannten 
Faktor, oder als Homodimer binden. Tatsächlich können ATF-2 
Homodimere, die durch in vitro Translation in einem Retikulozyten­
lysat hergestellt wurden, sehr effizient an Jun 1 und Jun 2 in vitro 
binden (van Dam et al., 1994). Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, daß 
die Aktivierung des c-jun Promotors während der Differenzierung über 
die Phosphorylierung von ständig am Promotor gebundenen ATF-2 
Homodimeren oder von Heterodimeren, die aus ATF-2 und einem 
unbekannten Faktor bestehen, erfolgt. 
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Diese Vorstellung vorgebundener ATF-2 Proteine ist kompatibel mit 
dem Ergebnis, daß der c- ju n Promotor in F9-Zellen nur durch UV-Licht, 
nicht aber durch TPA induzierbar ist (van Dam et al., 1994). Im 
Gegensatz dazu kann die Expression von c- ju n in Zellen, die cJun Protein 
exprimieren (und in denen cJun/ATF-2 Heterodimere am Promotor 
binden) sowohl durch UV-Licht, als auch durch TPA hervorgerufen 
werden. Dies bedeutet, daß die Untereinheiten des AP-1 Komplexes 
bestimmen, durch welche extrazelluläre Stimuli die c- ju n Trans­
kription beeinflußt wird. Demnach würden sowohl cJun, als auch ATF-2 
effizient durch UV-Licht beeinflußt, während sich die Induktion durch 
TPA auf die Aktivierung des cJun Partners beschränkt (Abb. 28). 
Tatsächlich ist in den meisten bisher analysierten Zellen UV-Licht ein 
wesentlich effizienterer Induktor der c-jun Transkription als TPA 
(Devary et al., 1991; van Dam, persönliche Mitteilung). 

VII. Die Regulation des c-jun Promotors während der Differenzierung 

Die kausale Bedeutung von cJun/ATF-2 (oder ATF-2 Homodimere) für die 
schnelle Induktion des c- ju n Promotors durch UV-Licht und TPA, bzw. 
die unterstützende Funktion anderer Faktoren, die mit der RSRF, CTF, 
Sp1 und NF-Jun Erkennungssequenz interagieren, wird an der 
vorliegenden Arbeit deutlich. Dieselben Faktoren scheinen auch die 
Induktion des c-jun Promotors während der Zelldifferenzierung zu 
vermitteln, da sich die Proteinbindung in vivo am c- ju n Promotor vor, 
im Verlauf und nach der Differenzierung von F9- und HL60-Zellen nicht 
ändert. Behandlung von F9-Zellen mit Retinsäure oder Überexpression 
von E1 A führt zur Differenzierung dieser Zellen, die auch die Induktion 
der c-jun Transkription beinhaltet (Kitabayashi et al., 1992). 
Retinsäure muß die Induktion des c-jun Promotors jedoch über einen 
indirekten Mechanismus vermitteln, da der Retinsäurerezeptor nicht an 
den c-jun Promotor bindet (de Groot et al., 1990, 1991). Kürzlich konnte 
durch Analyse von c- ju n Promotor Deletions- oder Punktmutanten ein 
"Retinsäure und E1A "Response Element" (RERE) im c-jun Promotor 
definiert werden, das für die Induktion durch Retinsäure und E1A 
notwendig ist. Das RERE umspannt eine Region von 145 Basen zwischen 
Position -190 und -46. Dies entspricht dem Abschnitt, in dem die 
Bindungsstellen für Jun 1, Jun 2, FP, NF-Jun, Sp1, CTF und RSRF liegen 
(Abb. 29). Dieses RERE enthält fünf Varianten eines gemeinsamen 

Motives (c/ Ge/ cf3TGAC/ cfJT), von denen jedes einzelne wichtig für die 

Aktivität des gesamten RERE ist (Kitabayashi et al., 1992). Vier dieser 
Motive überlappen mit den hier gefundenen regulatorischen Sequenzen 
und zwar mit Jun 2, FP, NF-Jun und Jun 1. Demnach spielen Jun 1 und 
Jun 2 auch während der Differenzierung eine wichtige Rolle und werden 
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von FP und NF-Jun unterstützt. Das fünfte, nicht überlappende Motiv, 
grenzt stromabwärts direkt an die Sp1 Sequenz. Ob diese Region 
tatsächlich von Proteinen gebunden wird, ist unklar. Im Gegensatz zu 
den vier anderen Motiven ist in F9- und anderen Zellen nur ein Teil 
dieses Motives in vivo protektiert (Abb. 12), der als flankierende 
Sequenz der Sp1-Bindungsstelle zugerechnet wurde. Alternativ könnte 
diese Sequenz auch für das "DNA-Bending" des c- ju n Promotors 
Bedeutung haben, um die Ausbildung des Multiproteinkomplexes zu 
erlauben (Abb. 30). Sp1 und CTF überschneiden sich mit keinem dieser 
Motive. Die Funktion dieser beiden Sequenzen während der 
Differenzierung muß noch untersucht werden. 

·190 -180 ·170 ·160 ·150 
I I I 1 1 

GCATTACCTCATCCCGTGAGCCTCCGCGGGCCCAGAGAAGAATCTTC 
JUN 2 FOOTPRINT 

• 1 4 0 . 1 3 0 • 1 2 0 • 1 1 0 • 1 0 0 
I I 1 I I 

TAGGGTGGAGTCTCCATGGTGACGGGCGGGCCCGCCCCCCTGAGAGC 
NF-JUN SP1 

AT 

-90 -80 ·70 -60 
I I I 1 

GACGCGAGCCAATGGGAAGGCCTTGGGGTGACATCATGGGCTATTTT -CTF JUN 1 RSRF -CTGCGCTCGGTTACCCTTC~.,;<.:t~tAJ\''-''-'~;~.,;A~,;'.L'Iot'.L'A'\:t'.L'.I!>\.:\.:\.:\:t.E>'l'AAAA 

Abb. 29 Das RERE-Motiv umspannt die Nukleotide -46 bis -190 des menschlichen 
c- jun Promotors. Die regulatorischen Elemente Jun 1, Jun 2, FP, NF-Jun, Sp1, CTF und 
RSRF sind eingezeichnet. Das RERE vermittelt die durch Retinsäure und E1A ausgelöste 
Induktion des c-jun Promotors in embryonalen Stammzellen und besteht aus fünf Varianten 
des gleichen Motivs (dargestellt durch kurze Pfeile). 

VI. Die Repression des c-jun Promotors 

Während die Mechanismen der transkriptionallen Aktivierung des c-ju n 
Promotors gut untersucht sind, weiß man nur wenig über die 
Mechanismen, die die Transkriptionsrate wieder auf den Basalwert 
zurückbringen. Verschiedene Möglichkeiten kommen in Betracht: 
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Erstens könnte während des Abschaltens des Promotors ein Repressor 
binden, oder ein Aktivator verschwinden. ln den genomischen 
"Footprint"-Analysen kann aber weder die zusätzliche Bindung eines 
möglichen Repressors, noch die Dissoziation eines aktivierenden 
Faktors beobachtet werden. Trotzdem wäre die Assoziation eines 
Repressors oder die Dissoziation eines Aktivators möglich, wenn solche 
Faktoren nicht direkt an DNA binden, sondern durch Protein-Protein 
Interaktionen die Funktion eines hyphothetischen Multiprotein­
komplexes am c-jun Promotor beeinflußen (Abb. 30). 

Zweitens könnte die verstärkte Phosphorylierung von cJun und ATF-2, 
die die transkriptionelle Aktivierung vermittelt, durch eine spezifische 
Phosphatase revertiert werden. Ein attraktiver Kandidat für eine solche 
Phosphatase ist Protein-Phosphatase 2A (PP2A). Für die c- tos Regula­
tion ist es wahrscheinlich, daß PP2A das aktive p62TCF dephosphory­
liert (Zinck et al., 1993). Dieses Enzym entfernt auch Phosphate von 
cJun, das in vitro synthetisiert wurde (Biack et al., 1991 ). Inhibitoren 
von Phosphatasen, wie Okadainsäure, verstärken die Transkription von 
sowohl c-jun, als auch c-fos (Schönthal et al., 1991 a+b). Dies 
geschieht höchstwahrscheinlich durch die Stabilisierung der Phos­
phorylierung von p62TCF, cJun und möglicherweise ATF-2. 

Drittens könnten neu synthetisierte Jun und Fos Proteine negativ auf 
den c- ju n Promotor zurückwirken, ähnlich wie sie zur Autorepression 
des c-tos Promotors beitragen (Schönthal et al., 1988; Sassone-Corsi 
et al., 1988). Tatsächlich ist drei Stunden nach Behandlung von Zellen 
mit TPA eine verstärkte Bindung von Jun/Fos Heterodimeren an die 
Jun 1 Sequenz in vitro zu beobachten (Abb. 15). Bei transienten Trans­
fektions-Experimenten wird die c- ju n Promotor Aktivität (gemessen an 
CAT -Konstrukten, die die 5' -flankierenden Sequenzen -1600/+170; 
-283/+170; -195/+170 des c- ju n Promotors enthalten) in der 
Gegenwart von großen Mengen Fos reprimiert (Park und Schönthal, 
unveröffentlicht). Überexprimiertes cFos Protein kann die c- ju n Pro­
motoraktivität jedoch nur solange repnm1eren, wie die Promotor­
konstrukte die Bindesequenzen für Jun 2 und FP enthalten (Die c-jun 
Promotordeletionsmutanten -167/+170 und -132/+170, denen Jun 2 und 
FP fehlt, sind nicht mehr reprimierbar). Deshalb könnten Jun/Fos 
Heterodimere das Abschalten des c-jun Promotors bewirken. Jedoch 
machen die in vitro Bindungsstudien deutlich, daß die "Off-Rate" von 
solchen Dimeren im Vergleich zu cJun/ATF-2 enthaltenden Komplexen 
viel höher ist. Darüberhinaus aktivieren Fos/Jun Dimere die Transkrip­
tion, wenn sie an den Kollagenase Promotor gebunden sind (Angel et al., 
1989; Schönthai et al., 1988a+b). Es ist also unwahrscheinlich, daß 
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erhöhte Mengen an Jun/Fos zu einem Abschalten der C·jun Transkription 
durch direkte Bindung an den c-jun Promotor führen. 

Andere Elemente des c- ju n Promotors könnten wichtig für die 
Abschwächung seiner Aktivität sein. Der Faktor, der an die Sp1 Sequenz 
bindet, hat einen reprimierenden Einfluß auf die durch TPA- und UV­
Licht bewirkte Induktion der c- ju n Expression (Abb. 9b). Möglicherweise 
spielt hier YY1 eine Rolle, da dieses Protein sowohl mit Sp1, als auch 
mit TBP interagiert (Pugh and Tjian, 1990). YY1 könnte nach Aktivierung 
des c-jun Promotors als "Ko-Repressor" zwischen Sp1 und TBP 
vermitteln (Abb. 30). 

Schlußfolgerung 

Die Transkription des c- ju n Gens wird durch eine Vielzahl von Stimuli 
induziert, übereinstimmend mit seiner Rolle als Schlüsselelement bei 
Prozessen der Zell-Proliferation, Transformation und Differenzierung. 
Eine gleichbleibende DNA-Proteinarchitektur, die schon vor dem 
Einwirken extrazellulärer Signale am Promotor etabliert ist, könnte 
wichtig für eine schnellstmögliche Regulation sein und generell von 
unmittelbar-frühen Genen, eingeschlossen c-jun und c-fos, benutzt 
werden. Diese schon gebundenen Faktoren könnten den c-jun Promotor 
unempfindlich gegenüber der negativen Regulation durch Chromatin 
machen (Croston und Kadonaga, 1993) und den Promotor in einem "semi­
aktiven" Stadium halten. Das Konzept der Phosphorylierungs-abhängigen 
schnellen Änderungen in der Aktivität von Promotor-gebundenen Fak­
toren unterstreicht weiter die wichtige Funktion von unmittelbar 
frühen Gen-Produkten wie cJun und cFos als erste Ziele, um kurzzeitige 
extrazelluläre Signale in längerdauernde genetische Antworten zu 
verwandeln. 
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Abb. 30 Schematisches Modell der Regulation des c-jun Promotors im basalen und 
induzierten Zustand. (a) Sequenz-spezifische Transkriptionstaktoren (cJun/ATF-2, CTF, 
Sp1, NF-Jun, FP, RSRF), sowie die Komponenten des Transkriptionskomplexes (TAFs, 
Pol II, TBP) interagieren mit dem c- jun Promotor und sind für dessen Basalaktivität 
verantwortlich. Falls keine Basalaktivität vorhanden Ist, wie im Falle von undifferenzierten 
F9- oder HL60-Zellen, fehlt das Jun-Protein und ATF-2 würde als Homodimer oder als 
Heterodimer mit einem bis jetzt nicht identifizierten Partner binden (van Dam et al., 
1994), die ohne aktivierendes Signal die c-jun Expression nicht auslösen können. Sp1 ist 
über TAF-110 direkt an den Transkriptionskomplex gebunden (Hoey et al., 1993). (b) 
Nach Aktivierung des c- j u n Promotors wird, abhängig vom jeweiligen Stimulus, entweder 
cJun oder ATF-2 oder beide in den Transaktivierungsdomänen phosphoryliert. Dies führt 
zur Bindung der Ko-Aktivatoren p52/54 (Oehler et al., 1992) und CBP (Arias et al., 
1994) an das Jun Protein und damit zu einem aktivierenden Einfluß auf den 
Transkriptionskomplex. YY1 kann sowohl mit Sp1, als auch mit TBP interagieren (Pugh and 
Tjian, 1990) und wirkt als Ko-Repressor einer Induktion entgegen. E1A ist ein Ko­
Aktivator, der direkt mit TBP und höchstwahrscheinlich mit CBP interagieren kann 
(Hernandez, 1993, Arias et al., 1994). 
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