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Zusammenfassung

Alkylierende Agenzien sind potente Mutagene und Karzinogene. Sie sind in der Umwelt weit
verbreitet und erlangten auch medizinische Bedeutung als Cytostatika in der Tumortherapie.
Thre toxische und mutagene Wirkung entfalten sie durch Reaktion mit der DNA. Die Reparatur
von durch Alkylantien induzierte DNA-Schiden wird mafigeblich durch zwei Proteine
vermittelt: der O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) und der N-Methylpurin-
DNA-Glykosylase (MPG). Die MGMT entfernt Alkylgruppen von der O°-Position des
Guanins, indem sie diese auf ein eigenes Cystein iibertrigt. Die i
Exzisionsreparatursystems von modifizierten Basen und entfernt N-Methylpurine aus der
DNA. Beide Reparaturproteine kommen bei Bakterien wie auch bei Sdugern vor. Die der
vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen befaflten sich mit der konstitutiven
Expression und Induzierbarkeit der MGMT und der MPG in Sdugerzellen.

Durch vergleichende Experimente mit unterschiedlich differenzierten Ratten-Hepatomzellinien
(HS, H4IIE, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G™ und Fao) und primiren Ratten-Hepatozyten konnte
gezeigt werden, daf die basale MGMT-Expression auf mRNA- und Aktivitdtsebene mit der
Expression des leberspezifischen Enzyms Tyrosin- Aminotransferase (TAT) korreliert. Fiir die
MPG war eine solche Korrelation nicht nachzuweisen. In priméren Hepatozyten und Zellen der
differenzierten Zellinie H4IIE wurde eine relativ starke (etwa 6-fache) Induktion der MGMT-
Expression nach Mutagenbehandlung (Rontgenstrahlen, N-Methyl-N"-nitro-N-nitroso-guanidin
kurz MNNG) beobachtet. In Zellen der dedifferenzierten Zellinie H5 konnte keine MGMT-
Induktion nachgewiesen werden. Fiir die anderen Zellinien (H4IIEC3/T, H4IIEC3/G’ und Fao)
wurde keine Korrelation zwischen TAT-Expression und der Hohe der MGMT-Induktion
gefunden. Die im Vergleich zur HS- und H4IIEC3/T-Zellinie differenzierteren Zellinien
H41TIEC3/G™ und Fao zeigten auf mRNA- und Proteinebene nur eine geringe MGMT-
Induktion.

Die MPG wurde in allen untersuchten Hepatomzellinien relativ gleichmiflig exprimiert. Die
Expression der MPG in Zellen der dedifferenzierten Zellinie HS war ebenso hoch wie in der
differenzierten Zellinie H41IE. In primdren Hepatozyten wurde allerdings eine wesentlich
hohere MPG-Aktivitit beobachtet als in den untersuchten Hepatomzellinien. Eine Induktion
der MPG-Aktivitit durch die 0.g. Mutagene konnte nur in H4IIE-Zellen beobachtet werden.

In H4IIE-Zellen wurde die Induzierbarkeit der an der Exzisionsreparatur beteiligten Enzyme

MPG, AP-Endonuklease, Polymerase B und Ligase sowie die der MGMT auf mRNA-Ebene




vergleichend untersucht. Die Induktion der MGMT-mRNA durch MNNG und
Rontgenstrahlen erfolgte in diesen Zellen dosisabhingig, wobei die maximale Induktion durch
Rontgenbestrahlung nach 24 Stunden, durch MNNG-Behandlung aber erst nach 72 Stunden
beobachtet wurde. Die an der Basen-Exzisionsreparatur beteiligten Enzyme MPG, Polymerase
B und Ligase zeigten auf mRNA-Ebene nach Behandlung der Zellen mit Mutagen-Dosen, die
zu einer mehr als vierfachen MGMT-Induktion fiihrten, keine Induktion. Bei der AP-
Endonuklease allerdings wurde nach Rontgenbestrahlung eine etwa zweifach gesteigerte
mRNA-Expression festgestellt. Durch das kiinstliche Glucocorticoidhormon Dexamethason
lie sich nicht nur die MGMT-mRNA-Expression, sondern auch die der AP-Endonuklease
induzieren. Im Gegensatz dazu nahm die mRNA-Menge der MPG nach der
Hormonbehandlung deutlich ab.

Zur Untersuchung der Induzierbarkeit des menschlichen MGMT-Gens wurde erstmals der
isolierte menschliche MGMT-Promotor (Harris et al., 1991) verwendet, der in Form eines
Promotor-Reportergen-Konstrukts (MGMT-CAT) in H4IIE-Rattenzellen und in menschliche
Hela-Zellen transient transfiziert wurde. Die anschlieBenden Reportergenanalysen
(Chloramphenicol-Acetyltransferase-Tests) zeigten, daf die Aktivitit des menschlichen
MGMT-Promotors durch Mutagene (MNNG, MMS, y-Strahlen), durch den Tumorpromotor
TPA, durch Forskolin, einem Aktivator der Adenylatcyclase, und durch Dexamethason
induzierbar ist. In H4IIE-Zellen, deren endogenes MGMT-Gen durch Mutagene induziert wird
und die somit offensichtlich die fiir die Induktion notwendigen Transkriptionsfaktoren
exprimieren, fand eine Induktion der Promotoraktivitit des menschlichen MGMT-Gens durch
die 0.g. Mutagene statt. Der menschliche MGMT-Promotor wurde in H4IIE- und HeLa-Zellen
auch durch Dexamethason und in menschlichen HeLa-Zellen dariiber hinaus durch TPA und
Forskolin aktiviert. Moglicherweise werden nur in HeLa-Zellen die fiir die Induktion der
Promotoraktivitit durch TPA, einem Aktivator der Proteinkinase C, und Forskolin
erforderliche(n) Transkriptionsfaktor(en) exprimiert, denn in H4IIE-Zellen konnte der
menschliche MGMT-Promotor durch diese Substanzen nicht aktiviert werden.

Um die transkriptionelle Regulation des MPG-Gens der Ratte genauer zu untersuchen, wurde
der Promotorbereich des MPG-Gens aus einer Cosmid-Genbank der Ratte mit Hilfe einer
cDNA-Sonde isoliert. Die Sequenzanalyse ergab, daf der Promotor zur Klasse der GC-reichen
Promotoren ohne ,,TATA-Box“ gerechnet werden kann, Seine GC-reiche Sequenz wird von
einem 77 Basenpaare langen Adenin-reichen Bereich in zwei Hilften geteilt. Der Promotor
besitzt potentielle Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren AP-2, AP-3, c-Myc, Ets-1, NF-

kB, PEA 3, Spl sowie eine potentielle Bindestelle fiir den Glucocorticoid-Rezeptor und eine




»CCAAT-Box“. Es wurden MPG-Promotor-CAT-Konstrukte hergestellt und beziiglich ihrer
Promotoraktivitit in H4IIE-Zellen getestet. Die Reportergenanalysen ergaben eine Induktion
der MPG-Promotoraktivitit durch UV-Licht und TPA. Dagegen war der Promotor weder
durch methylierende Agenzien (MNNG, MMS) noch durch ionisierende Strahlen aktivierbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dafl nicht nur DNA-schiidigende
Agenzien, sondern auch Behandlung der Zellen mit Tumorpromotoren und Hormonen eine
Induktion von DNA-Reparaturgenen bewirken. Aufler der MGMT sind auch die in der
Exzisionsreparatur geschidigter Basen involvierten Enzyme MPG und AP-Endonuklease in

Ratten-Leberzellen induzierbar,




Repair of methylation damages of the DNA:

Constitutive expression and inducibility of the O®-methylguanine-
DNA methyltransferase and the N-methylpurine-DNA glycosylase
in mammalian cells

Abstract

Alkylating agents are potent mutagens and carcinogens. They are widely distributed in the
environment and also posses medical importance as cytostatica in tumor therapy. Their toxic
and mutagenic effects are mediated through reactions with DNA. Mainly two proteins carry
out the repair of DNA damages induced by alkylating agents: O°-methylguanine-DNA-
methyltransferase (MGMT) and N-methylpurine-DNA-glycosylase (MPG). MGMT removes
alkyl groups from the O°-position of guanine by transferring them to an cysteine group of its
own. MPG removes N-methylpurines from DNA as part of the base-excision-repair pathway.
Both repair proteins are found in bacteria and mammals. Investigations concerning constitutive
expression and inducibility of MGMT and MPG in mammalian cells are subjects of the present
thesis.

Constitutive mRNA expression and activity of MGMT in rat hepatoma cells exhibiting
different status of differentiation (HS, H41IE, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G’, Fao) and primary rat
hepatocytes correlated with the expression of the liver specific expressed tyrosine
aminotransferase (TAT). MPG showed no such correlation. In primary hepatocytes and in well
differentiated H4ITE hepatoma cells MGMT expression was comparatively strong inducible (6-
fold) by mutagen treatment (X-ray, N-methyl-N"-nitro-N-nitroso-guanidine = MNNG). No
induction was found in dedifferentiated HS5 cells. The induction level in the other cellines
investigated (H4ITEC3/T, H4IIEC3/G", Fao) was not correlated with the TAT expression.
Induction of MGMT-mRNA expression and MGMT-activity in the well differentiated cellines
HA4IIEC3/G and Fao was weak and less then in the more dedifferentiated celline H4IIEC3/T.
Expression of MPG in all hepatoma cellines showed only slight variations. Dedifferentiated HS
cells and differentiated H4IIE cells expressed MPG nearly to the same extent. However MPG
activity was much higher in primary rat hepatocytes than in hepatoma cellines. Induction of
MPG activity through the mentioned mutagens was observed in H4IIE cells only.

In H41IIE cells inducibility of enzymes involved in the excision repair pathway, that are MPG,
AP endonuclease, polymerase [ and ligase, was compared with MGMT inducibility on mRNA
level. Induction of MGMT mRNA expression by MNNG and X-rays was dose and time




dependent. Maximal induction was observed 24 h after X-ray treatment but not before 72 h
after MNNG treatment. Mutagen treatment, that lead to a more than fourfold induction of
MGMT expression, did not lead to induction of mRNA expression of MPG, polymerase 3 and
ligase, that are involved in base excision repair. AP-endonuclease mRNA expression however
was induced twofold by X-rays. Treatment with the synthetic glucocorticoid hormone
dexamethason lead to an increase not only of MGMT mRNA expression but also of AP
endonuclease expression. In contrast mRNA level of MPG was significantly reduced.

Inorder to investigate the inducibility of the human MGMT gene for the first time the isolated
MGMT promoter (Harris et al., 1991) was used. It was transiently transfected in H4IIE rat
cells and human HeLa cells as a promoter-reportergene-construct (MGMT-CAT),

A gaer g o b 3 ~ don alo oo

Reportergene analysis (chloramphenicol acetyltransferase assays) showed induction of the
MGMT promoter activity after treatment with the mutagenes MNNG, MMS, X-ray, the
tumorpromoter TPA, the adenylate cyclase activator forskolin and dexamethasone. In H4IIE
rat cells, which show induction of endogenous MGMT expression after mutagene treatment
and hence express transcription factors that are necessary for induction of the rat gene, the
human MGMT promoter activity was induced by the above mentioned mutagens. In both
HA4IIE cells and Hela cells promoter activity was also enhanced by dexamethasone and in
human HeLa cells additionally by TPA and forskolin. Only in HeLa cells the protein kinase C
activator TPA and forskolin lead to an increase of promoter activity whereas in H4IIE cells
activity was not enhanced by these agents. Most likely only HeLa cells express transcription
factor(s) necessary for induction by these agents whereas H4IIE cells do not.

For further investigations of the transcriptional regulation of the MPG gene the promoter
region of the gene was isolated out of a rat cosmid library using a cDNA probe. Sequence
analysis of the isolated promoter region revealed the absence of a TATA box and abundance of
GC basepairs. The GC-rich promoter sequence is divided in two halves by a 77 basepairs long
adenine-rich stretch. The MPG promoter has potential binding sites for the transcription
factors AP-2, AP-3, c-Myc, Ets-1, NF-kB, PEA 3, Spl and for the glucocorticoid receptor. It
also has a putative CCAAT box. MPG-promoter-CAT-constructs were made and tested for
their activity. The activity of the promoter was inducible by UV-light and TPA. In contrast
promoter activity was not enhanced by methylating agents (MNNG, MMS) or ionizing
radiation.

The data presented in this thesis for the first time showed induction of DNA repair genes by
non DNA damaging agents like tumor promoters and hormones. Beside the repair protein
MGMT the enzymes MPG and AP-endonuclease involved in excision repair of damaged bases

are inducible in rat liver cells.
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AMP'
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CAT
cDNA
Ci
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CNU
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dATP
dCTP
DEN
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dGTP
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DMS
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DNA
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dpm

Adenin
N-Acetoxy-2-acetylaminofluoren
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B-Galactosidase

Cytosin

Chloramphenicol-Acetyltransferase

komplementire DNA

Curie (Aktivitit einer radioaktiven Substanz: 1 Ci =
3,7x10'° Zerfille/Sekunde)

Chloroform/Isoamylalkohol (25:1)

Chlorethylnitrosourea (Chlorethylnitrosoharnstoff)

counts per minute (Zahlwerte pro Minute)
Desoxyadenosin-5-triphosphat
Desoxycytosin-5"-triphosphat

N,N-Diethylnitrosamin

Dexamethason

Desoxyguanosin-5’-triphosphat

N,N-Dimethylnitrosamin

Dimethylsulfat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsidure

Desoxyribonuklease

Desoxynukleosid-5°-triphosphat

disintegrations per minute (radioaktive Zerfille pro

Minute)




dTTP
EDTA
EMS
FCS
Fors
FPLC

GAPDH
GR
GRE

Gy

H,0,

IF

kb

Lig
LMP-Agarose

MeA
MeG
Mex
Mex*
MGMT
MMS
MNNG
MNU
MPG
mRNA
NaAcetat
NaCitrat
n.d.
ODy¢

Desoxythymidin-5"-triphosphat
Ethylendiamino-tetraacetat

Ethylmethansulfonat

fetal calf serum (fotales Kalberserum)

Forskolin

fast protein liquid chromatography (Hochleistungs-
Fliissigkeitschromotographie)

Erdbeschleunigung (9,8 m/s?)

Guanin

Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
Glucocorticoid-Rezeptor

glucocorticoid responsive element (Bindestelle des
Glucocorticoid-Rezeptors)

Gray (Einheit der Energiedosis: | Gy = 1 J/kg)
Wasserstoffperoxid

Induktionsfaktor

Kilobasen

Ligase

low melting point-Agarose (Agarose mit niederem
Schmelzpunkt)

Methyladenin

Methylguanin

MGMT defizient

MGMT profizient
0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
Methylmethansulfonat
N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin
Methylnitrosourea (Methylnitrosoharnstoff)
N-Methylpurin-DNA-Glykosylase

messanger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsiure)
Natriumacetat

Natriumcitrat

nicht detektierbar

Optische Dichte bei einer Wellenldnge von 260 nm




PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

PB Phenobarbital

PBS phosphat buffered saline (Phosphat-gepufferte
Kochsalzlésung)

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Pol B Polymerase {3

poly A Polyadenylierungssignal

RNA Ribonukleinsiure

RNase Ribonuklease

rpm rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

RSV Rous Sarkoma Virus

SDS sodium dodecylsulfate (Natrium-Lauroylsulfat)

SV40 Simian Virus 40

Taq Thermus aquaticus (thermophiles Bakterium)

TAT Tyrosin-Aminotransferase

TCA Trichloressigsédure

TEMED N.N.N",N"-Tetramethyl-ethylendiamin

TPA 12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat

tRNA transfer ribonucleic acid (Transfer-Ribonukleinsdure)

U units (Enzymaktivititseinheit 1U = Enzymmenge, die 1 pug

Substrat pro Minute umsetzt)
uv Ultraviolette Strahlung
X-ray Rontgenstrahlung
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Einleitung

Seit Charles Darwin wissen wir, dal Variationen innerhalb einer Art und Selektionsdruck
durch die Lebensbedingungen Grundvoraussetzungen fiir evolutive Vorginge sind. Die
Variation der Merkmale einer Art geht u.a. auf Veriinderungen (Mutationen) im Erbgut
zuriick. Triger der Erbinformation ist die Desoxyribonukleinséure (DNA). Wenngleich also
Mutationen der DNA eine der Voraussetzungen fiir evolutive Vorgénge sind, so haben sie
doch in der Mehrzahl ungiinstige Effekte. Das wird verstiindlich, wenn man sich die
Komplexitit eines Organismus vor Augen hilt. Die DNA ist die Vorlage fiir die Synthese einer
Vielzahl von Strukturproteinen und Enzymen, die den Bauplan und die Stoffwechselvorginge
eines Organismus steuern. Die dabei ablaufenden komplexen Prozesse reagieren sehr anfillig
auf Storungen, wie z.B. auf die veriinderte Struktur der beteiligten Enzyme. Die Organismen
konnen daher nur eine geringe Zahl an mutagenen Lisionen in kodierenden (oder
regulatorischen) DNA-Bereichen ohne Gefahr fiir ihr Uberleben oder das ihrer Nachkommen

tolerieren

Alkylierende Agenzien sind toxisch, mutagen und karzinogen

Die DNA besitzt reaktive Stickstoff- und Sauverstoffatome, die mit elektrophilen Substanzen
reagieren konnen. Zu ihnen gehoren alkylierende Agenzien, die durch nukleophile Substitution
ihre Alkylgruppe auf die DNA {iibertragen konnen. Es sind mehr als ein Dutzend verschiedene
Reaktionsprodukte der DNA mit experimentell eingesetzten einfachen monofunktionellen
Alkylantien (MNNG, MMS, MNU, EMS, DMS etc.) bekannt (Beranek, 1990). Die
unterschiedliche Reaktivitit der nukleophilen Zentren der DNA driickt sich in der Menge der
mit alkylierenden Agenzien gebildeten Produkte aus (Beranek, 1990). Beispielhaft sind in
Tabelle 1 die Mengen der Alkylierungsprodukte der DNA mit MNNG und MMS aufgefiihrt.
Die biologische Relevanz dieser DNA-Schiden ist noch nicht vollstindig bekannt, jedoch
konnte die biologische Bedeutung einzelner Reaktionsprodukte aufgezeigt werden: Bereits
1969 fand Loveless eine Korrelation der mutagenen Wirkung von Alkylantien mit deren
Fahigkeit, Oﬁ—Alkylguanin in der DNA zu induzieren (Loveless, 1969). Bei der weiteren
Aufklirung der Bedeutung von O°-Alkylguanin fiir die biologischen Wirkungen von
Alkylantien war die Existenz von Bakterien und Zellinien mit einem Defekt der O°-
Alkylguanin-Reparatur sehr hilfreich. So sind Bakterien mit einer defekten Reparatur von O°-

Methylguanin sensitiver gegeniiber der toxischen Wirkung von MNNG und zeigen eine erhhte




Tabelle 1 Anteil der
Methylierungsprodukte der DNA in Prozent
der Gesamtmethylierung durch MMS und
MNNG (nach Beranek, 1990)

Mutationsrate  nach  Behandlung  mit
methylierenden Agenzien als ,Wildtyp*-

Bakterien (Lindahl et al., 1988; Rebeck und

Reaktionsprodukte MMS _ MNNG Samson, 1991). Zur Reparatur von O°-

mit der DNA Methylguanin nicht befihigte Siugerzellinien
N1-Adenin 1,9-3,8 1,0 (Mex'-Phinotyp) zeigen ebenfalls eine
z::ij::: 10’:;1’3 120 erhohte Sensitivitidt gegeniiber alkylierenden
N3.Cytosin -1 20 Agenzien, die O°-Methylguanin induzieren,
N3-Guanin 0,6 sowie eine erhOhte Mutationsrate nach
O°-Guanin 0,3 7,0 Alkylierung verglichen mit Mex"-Zellen
N7-Guanin 81,0-83,0 67,0 (Yarosh, 1985; Pegg und Byers, 1992).
N3-Thymidin 0l Diese erhthte Sensitivitidt der Mex -Zellen
Phosphotriester 0,8

hinsichtlich der toxischen und mutagenen
Wirkung von Alkylantien kann durch
Transfektion des bakteriellen ada-Gens, das fiir die O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
kodiert, oder der cDNA, die fiir das entsprechende menschliche Protein kodiert, behoben
werden (Ishizaki et al., 1986; Kataoka et al., 1986; Kaina et al., 1991; Wu et al., 1991; Hofe et
al., 1992). Diese Untersuchungen haben den Beweis erbracht, daB O°-Alkylguanin sowohl an
der toxischen als auch an der mutagenen Wirkung von alkylierenden Agenzien ursichlich
beteiligt ist. Die mutagene Wirkung beruht auf der Fehlpaarung des O°-Alkylguanins mit
Thymin wihrend der DNA-Replikation, was eine GC — AT Transition zur Folge hat (Singer,
1985). Worauf die toxische Wirkung von O°-Alkylguanin beruht, ist noch nicht geklirt. Es
wurde aber gezeigt, daB O°-Methylguanin seine toxische Wirkung erst im zweiten Zellzyklus
nach seiner Induktion entfaltet (Fritz, 1992). Die Toxizitit von 06-Methylgua.nin ist daher
wahrscheinlich auf sekundire Lisionen der DNA zuriickzufiihren (Fritz, 1992; Kaina et al.,
1993). Ein weiterer primutagener DNA-Schaden neben O°-Alkylguanin ist O*-Alkylthymin,
das durch Fehlpaarung mit Guanin zu TA — CG Transitionen fiihrt (Singer, 1985). 0*-
Methylthymin wird jedoch in viel geringerem MaBe in der DNA induziert als O°-Methylguanin
(Beranek, 1990) und spielt daher als pramutagener Schaden eine untergeordnete Rolle (Kaina,
1993).

N-Alkylpurine sind keine unmittelbar primutagenen Lésionen, da sie nicht zu einer
Fehlpaarung wihrend der DNA-Replikation fithren. Durch spontane Hydrolyse der alkylierten

Basen oder durch ihre enzymatische Entfernung entstehen jedoch apurine Stellen (AP-Stellen)




in der DNA, die zur Blockierung der DNA-Replikation fiihren (Kaina, 1993). Wihrend der
Uberw'mdung des Replikationsblocks konnen im Bereich der AP-Stelle ,falsche Basen®
eingebant werden (Randall et al., 1987). AP-Stellen sind somit potentielle primutagene
Lasionen, und N-Alkylpurine stellen eine der Vorstufen dieser primutagenen AP-Stellen dar.
Dafl N3-Methylpurine pritoxische Lisionen sind, konnte an reparaturdefizienten E.coli
Bakterien nachgewiesen werden (Evensen und Seeberg, 1982; Karren et al, 1982; zur
Ubersicht siehe Lindahl et al. 1988).

Zahlreich Untersuchungen der vergangenen Jahre befafiten sich mit den Ursachen der
karzinogenen Wirkung von Alkylantien (zur Ubersicht siehe Wogan, 1975; Mirvish, 1975;
Fiddler, 1975; Lawley, 1984; Kaina, 1993). Ein wesentlicher Faktor bei der Tumorgenese ist
die Induktion von Punktmutationen. Induzierte Basenaustausche nach Einwirkung von
alkylierenden Karzinogenen (Sukumar et al., 1983) oder nach direkter Einfiihrung einer 0°-
Methylguanin-Base in die DNA (Mitra et al., 1989; Kamiya et al., 1991, Pletsa et al., 1992)
filhren zur Aktivierung des Protoonkogens c-Ha-ras. Mutationen im zelluldren ras-Gen
wiederum konnen zur Transformation von Zellen fithren (Tabin et al., 1982; Balmain und
Pragmell, 1983; Yoakum et al.,, 1985). Mutierte ras-Gene wurden in einer Vielzahl von
Tumoren der Maus, der Ratte und des Menschen nachgewiesen (zur Ubersicht siche Harris,
1991). Es ist daher nicht verwunderlich, daf} die Reparatur von OG—Mcthylguanin ein
wesentlicher protektiver Faktor beziiglich der transformierenden Wirkung bzw. der
tumorinitiierenden Potenz alkylierender Agenzien ist (Pegg, 1990; Pegg und Byers, 1992).
Dies wird eindrucksvoll dadurch unterstrichen, da8 transgene Miuse, die das MGMT-Gen
exprimieren, deutlich verringerte Tumorinzidenzen (Lymphome) nach MNU-Behandlung

aufweisen (Dumenco et al., 1993).

Alkylierende Agenzien sind nicht nur potentielle Umweltkarzinogene; sie werden aufgrund
ihrer starken cytotoxischen Wirkung auch in der Tumortherapie eingesetzt (Mitchell und
Schein, 1992; Clamon, 1992). Besondere Bedeutung als Cytostatika haben heute
chlorethylierende Agenzien. Die Reparatur von Alkylierungsschdden der DNA hat somit auch
praktische medizinische Bedeutung (zur Ubersicht siehe Pegg, 1990; Pegg und Byers, 1992;
Kaina et al., 1995).




Reparatur von DNA-Alkylierungsschiiden in Bakterien - die Adaptive
Antwort

Die Reparatur von Alkylierungsschiden in der DNA ist eine Fihigkeit, die alle bisher
untersuchten Organismen besitzen. Bei E.coli-Bakterien fand man, daf eine Behandlung mit
MNNG sie resistenter gegeniiber einer zweiten Behandlung mit MNNG macht. Auflerdem
akkumulieren Mutationen nur in der ersten Stunde nach der Behandlung, danach werden keine
weiteren Mutationen mehr induziert (Samson und Cairns, 1977). Dieses als Adaptive Antwort
auf alkylierende Agenzien bekannte Phinomen beruht auf der Induktion von vier Genen, dem
ada-, alkA, alkB und aidB-Gen (zur Ubersicht siche Lindahl et al, 1988: Volkert, 1988). Die
Produkte des ada- und des alkA-Gens katalysieren die Reparatur einer Vielzahl von alkylierten
Basen in der DNA (N3-Methyladenin, N3-Methylguanin, O*-Methylthymin, O*-Methylcytosin,
0°-Methylguanin, O*-Methylthymin) sowie von Methylphosphotriestern (Lindahl et al., 1988;
Volkert, 1988). Eine Schliisselfunktion bei der Adaptiven Aniwort nimmt das Ada-Proiein ein.
Es handelt sich dabei um eine O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, die in einer
nichtreversiblen ,,Selbstmordreaktion Methylierungen aus der 0O°-Position des Guanins und
der O’-Position des Thymins sowie von Phosphatresten der DNA entfernt. Dabei werden die
Methylgruppen auf zwei unterschiedliche Cysteine innerhalb des Proteins iibertragen.
Methylierung des mehr aminoterminal gelegenen Cysteins (Cys-69) durch Demethylierung von
Methylphosphotriestern macht das Ada-Protein zu einem starken Aktivator der Transkription
der Gene, die an der Adaptiven Antwort beteiligt sind (Teo et al., 1984 und 1986).

Das alkA Gen kodiert fiir eine N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (Nakabeppu et al., 1984).
Diese entfernt N3-Methyladenin, N3-Methylguanin, O*-Methylcytosin, O>-Methylthymin und
N7-Methylguanin aus der DNA. Dadurch werden AP-Stellen in der DNA induziert, die, wie
bereits erwihnt, primutagene Lésionen sind und replikationsblockierend wirken. Sie miissen
daher umgehend aus der DNA entfernt werden. Dies geschieht durch Wirkung weiter Enzyme,
die zusammen mit der Glykosylase ein Basen-Exzisionsreparatur-System bilden (Barnes et al.,
1993). Der Basen-Exzisionsreparaturweg umfafit nach heutigem Kenntnisstand fiinf Schritte
(Abbildung 1):




1. Eine basenspezifische Glykosylase erkennt und £Hs
entfernt verdnderte Basen aus der DNA (in
Abbildung 1 ist eine methylierte Base Glykosylase
angedeutete). v

2. Die von der Glykosylase produzierte '
apurine/apyrimidinische (AP-) Stelle wird von AP-Endonuclease
einer AP-Endonuklease erkannt, die daraufhin 0 PT
einen Einschnitt in die DNA 57 von der AP-Stelle > P dRP:ise oder
macht. ~ ! Exch};ﬂ;lease

3. Eine DNA-Phosphodiesterase- (dRPase) oder 5”- ;
Exonukleaseaktivitit entfernt einen oder mehrere Polymerase |
(nicht  gezeigt) Desoxyribose-phosphatrest(e) v P
(Dianov et al., 1992; Dianov und Lindahl, 1994,
zur Ubersicht siehe auch Barnes et al., 1993). Ligase

4, Die entstandene Liicke wird in E.coli durch die 5
DNA-Polymerase 1 aufgefiillt (Barnes et al.,

1993).
. Die freien DNA-Enden werden schlieflich durch

Abbildung 1 Schematisches Diagramm der
Exzisionsreparatur einzeiner Basen
(verdndert nach Barnes et al., 1993). Zur

eine DNA-Ligase verbunden. Beschreibung siehe Text

Die Gene alkB und aidB sind bisher nur itiber den Phénotyp der cntspreéhenden E.coli
Mutanten charakterisiert: alkB-Mutanten zeigen eine erhthte Sensitivitit gegeniiber MMS
(Kataoka et al., 1983). aidB-Mutanten sind, in Abhéingigkeit vom mutierten Allel, entweder
resistenter gegeniiber MNNG oder zeigen keinen vom Wildtyp abweichenden Phénotyp
(Volkert, 1988). Die Adaptive Antwort auf alkylierende Agenzien wurde auBer bei E.coli noch

bei 17 weiteren Mikroorganismen gefunden (Samson, 1992).

Das Bakterium E.coli besitzt neben den induzierbaren Genen ada und alkA auch konstitutiv
exprimierte Gene fiir eine O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase und eine N-Methylpurin-
DNA-Glykosylase, das ogt- (Potter et al., 1987) und das tag-Gen (Karran et al., 1982). Die
Produkte der konstitutiv exprimierten Gene unterscheiden sich in ihrer Substratspezifitit von
denen der induzierbaren Gene. Die durch das ogt-Gen kodierte Methyltransferase entfernt, wie
das Ada-Protein, Methylgruppen aus der O°-Position des Guanins und der O-Position des

Thymins, nicht jedoch von Methylphosphotriestern (Rebeck et al., 1988). Die vom tag-Gen




kodierte Glykosylase hat eine, verglichen mit dem AlkA-Enzym, engere Substratspezifitit und
entfernt nur N3-Alkyladenin aus der DNA (Evensen und Seeberg, 1982; Karren et al., 1982).
Die Bedeutung von konstitutiv exprimierten Reparaturgenen fiir Alkylierungsschdden der
DNA, die man bisher in allen daraufhin untersuchten Mikroorganismen gefunden hat (Samson,
1992), wird dadurch verdeutlicht, da E.coli-Mutanten, denen das Ada- wie auch das Ogt-
Protein fehlt, eine erhthte spontane Mutationsrate aufweisen (Rebeck und Samson, 1991). Die
erhthte spontane Mutationsrate der Doppelmutanten zeigt, dal auch intrazelluldr alkylierende
Agenzien gebildet werden, die mit der DNA reagieren und zu mutagenen Lisionen fiihren
konnen. Als mogliche endogen methylierende Spezies sind S-Adenosylmethionin (Rydberg und
Lindahl, 1982), Lipidperoxyde (Vaca et al., 1988) und intrazelluldr gebildete Nitrosamine
(Calmels et al., 1987; Tsimis und Yarosh, 1990) diskutiert worden.

O°Methylguanin-DNA-Methyltransferase und N-Methyipurin-DNA -
Glykosylase von Siugerzellen

Die Entdeckung einer induzierbaren Reparatur von Alkylierungsschiiden der DNA in Bakterien
(Samson und Caims, 1977) fiihrte zu einer intensiven Suche nach vergleichbaren
Reparaturmechanismen in S#ugerzellen. Bereits 1978 berichtete Pegg {iber eine enzymatische
Entfernung von O°-Methylguanin durch Zellextrakte aus Siugerzellen (Pegg, 1978). Fiinf
Jahre spiter konnte eine entsprechende Enzymaktivitit aus der Rattenleber gereinigt und
charakterisiert werden (Pegg et al.,, 1983). Es zeigte sich, daf} die 06-Methylguanin—DNA-
Methyltransferase (MGMT) aus Séugerzellen in einer irreversiblen Reaktion Methylgruppen
von der DNA auf eigene Cysteinreste iibertrdgt. Im Gegensatz zum bakteriellen Ada-Protein
entfernt das SHugerenzym jedoch keine Methylgruppen von Methylphosphotriestern (zur
Ubersicht siehe Yarosh, 1985) und Methylgruppen von O*-Methylthyminen werden ebenfalls
nur in sehr geringem Umfang entfernt (zur Ubersicht siehe Pegg, 1990; Mitra und Kaina,
1993). Auch bei der Reparatur lingerer Alkylgruppen zeigen das bakterielle und das
Sdugerprotein unterschiedliche Reaktionsraten. Beide Proteine entfernen auch die Ethylgruppe
des O°-Ethylguanins. Wihrend das Siugerprotein dies aber mit einer, im Vergleich zur
Entfernung von Methylgruppen, nur dreifach reduzierten Effizienz tut, ist die Effizienz des

Ada-Proteins vergleichsweise um das 100-fache reduziert (Pegg, 1990).

Die MGMT-AKktivitit ist sowohl zwischen verschiedenen Spezies als auch- in den
verschiedenen Geweben einer Spezies unterschiedlich hoch. Innerhalb der Sduger besitzen

menschliche Gewebe und Zellen die hichste MGMT-Aktivitit (zur Ubersicht siehe Yarosh,




1985; Pegg, 1990). Innerhalb eines Siugerorganismus ist die Leber das Organ mit der hochsten
MGMT-Aktivitit, gefolgt von der Lunge, der Niere und den Verdauungsorganen, wohingegen
das Gehirn durchgehend eine geringe Aktivitit zeigt (Chan et al., 1992; Wilson et al., 1993;
zur Ubersicht siehe Yarosh, 1985; Pegg und Byers, 1992).

Die Reparatur von N-Methylpurinen wird in Siugerzellen, wie bereits fiir Bakterien geschildert
durch die N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG), eingeleitet. Die MPG der Sdugerzellen
dhnelt in ihrer breiten Substratspezifitit fiir N3-Methyladenin, N3- und N7-Methylguanin dem
induzierbaren alkA kodierten Protein von E.coli (Gallagher und Brent, 1984; O“Conner und
Laval, 1990; Engelward et al., 1993). Ein Vergleich der MPG-Aktivitit in Zellen verschiedener
Spezies hat bisher keine grolen Unterschiede aufgezeigt (Chakravarti et al., 1991; Hartenstein,
1992). Es wurde jedoch auch berichtet, dafl die Aktivitit der MPG in den Organen der Maus
unterschiedlich ist: Magenzellen zeigten die hichste Aktivitit gefolgt von Zellen der Niere, der
Lunge, der Leber und des Gehirns (Washingion et al., 1988). Die Prozessierung der durch die
MPG induzierten AP-Stellen erfolgt - ebenfalls wie in Bakterien - durch Wirkung einer AP-
Endonuklease, AP-Exonuklease, Polymerase und Ligase (vgl. Abbildung 1). Auch in
Stugerzellen wird mitunter bei der Reparatur von AP-Stellen, die z.B. durch die Entfernung
einer Uracil-Base durch die Uracil-DNA-Glykosylase entstanden sind, nur eine einzige Base
entfernt (Dianov et al., 1992). Erst kiirzlich konnte die Beteiligung der Polymerase B an der
Exzisionsreparatur nachgewiesen werden (Singhal et al., 1995). Wenngleich alle
Enzymaktivititen, die zu dieser Basen-Exzisionsreparatur in S#ugerzellen nétig sind, noch
nicht vollstindig charakterisiert wurden, so liegt doch offensichtlich ein im Prinzip gleicher
Mechanismus wie bei den Bakterien zugrunde: Die Reparatur von AP-Stellen erfolgt iiber den

Austausch einer Base oder kurzer DNA-Stiicke (Barnes et al., 1993).

Induzierbarkeit der MGMT und MPG in Sdugerzellen

1. Die Induzierbarkeit der MGMT

Eine Induktion der MGMT-Aktivitit konnte bisher in Zellen und Geweben der Ratte und der
Maus nachgewiesen werden (zur Ubersicht siehe Pegg, 1990 und Fritz et al., 1991). Dariiber
hinaus gibt es auch Evidenzen fiir die Induzierbarkeit der MGMT-Aktivitit in menschlichen
Zellen (Laval, 1990; zur Ubersicht siehe Frosina und Abbondandolo, 1985; Yarosh, 1985).




Die Induzierbarkeit der MGMT-Aktivitit, wie auch ihre basale Stirke, ist in der Ratte und in
der Maus in verschiedenen Geweben unterschiedlich hoch. In der Maus fand man nach -
Bestrahlung eine Induktion der MGMT-AKktivitit in der Leber, den Nieren, der Lunge und in
der Milz , wobei die hochste Induktion (2,4-fach) in der Leber gefunden wurde (Wilson et al.,
1993). In der Ratte fand man ebenfalls nach y-Bestrahlung eine Induktion der MGMT-
Aktivitit in der Leber, den Nieren, der Milz und im Gehirn, wobei auch hier die hochste
Induktion (17,6-fach) in der Leber gefunden wurde (Chan et al., 1990). In der Leber beider
Spezies ist also, im Vergleich zu den anderen untersuchten Organen, nicht nur die basale
MGMT-Aktivitdt am hochsten, sondern auch ihre Induzierbarkeit. Die Induktion der MGMT-

Aktivitdt in der Leber findet nur in den Hepatozyten statt (Swenberg et al., 1982).

Schon 1981 fanden Pegg und Perry, daf nicht nur Behandlung mit den Alkylantien DMN und
DEN, sondern auch mit Tetrachlorkohlenstoff, Thioacetamid und Acetylaminofluoren, die
keine Alkylierung der DNA induzieren, sowie partielle Hepatektomie zu einer erhthten
Reparatur von O%Methylguanin in der Rattenleber fiihrt (Pegg und Perry, 1981). Sie zogen
daraus den Schluf3, da8 die Zellproliferation in der regenerierenden Leber ein Grund fiir die
MGMT-Induktion sein kdnnte. Weitere Experimente lieferten Argumente sowohl fiir als auch
gegen diese Hypothese. So wurde in Extrakten aus hypertrophem Nierengewebe, das durch
einseitige Nephrektomie oder Behandlung mit Folsdure induziert worden war, ebenfalls
erhohte MGMT-Aktivitdt im Vergleich zu Extrakten aus ,normalem* Nierengewebe
festgestellt (Pegg und Wiest, 1983). Andererseits wurde in Leberextrakten neugeborener
Ratten, deren Leber eine starke Zellproliferation aufweist, eine geringere MGMT-Aktivitét als

in erwachsenen Tieren gefunden (Pegg und Wiest, 1983).

Die Suche nach dem auslosenden Signal der MGMT-Induktion bekam eine neue Richtung, als
man fand, daBl ionisierende Strahlen zur Induktion der MGMT-Aktivitit fithren.
Ganzkorperbestrahlung von Ratten bewirkt keine erhhte Zellproliferation, sondern fiihrt sogar
zu einem transienten Proliferationsstop nach partieller Hepatektomie der Rattenleber
(Margison et al., 1985). Durch Ganzkorperbestrahlung wird aber die MGMT-Aktivitit in
Leber-, Lungen- und Nierenzellen induziert (Margison et al., 1985; Schmerold und Wiestler,
1986).

Worauf beruht nun die Induktion der MGMT? Wie Schmerold und Wiestler zeigen konnten, ist

die de novo Synthese von Proteinen eine Voraussetzung fiir die Induktion der MGMT-




Aktivitiit; denn Hemmung der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid verhindert die MGMT-
Induktion durch Rontgenstrahlen (Schmerold und Wiestler, 1986). Die Induktion der MGMT
erfolgt auf Transkriptionsebene. Dies wurde daraus abgeleitet, dal eine Akkumulation der
MGMT-mRNA in der Rattenleber nach Behandlung mit 2-Acetylaminofluoren (Potter et al.,
1991) und y-Strahlen (Chan et al., 1992) sowie in Ratten-Hepatomzellen nach einer Vielzahl
unterschiedlicher Behandlungen, die auch die MGMT-Aktivitit induzieren (Fritz et al., 1991;
Fritz und Kaina, 1992; Fukuhara et al., 1992), erfolgte. Die mRNA-Akkumulation der MGMT
konnte durch Actinomycin D, einem Hemmstoff der RNA-Synthese, verhindert werden (Fritz
et al.,, 1991). Dieser Hinweis auf eine transkriptionelle Aktivierung des MGMT-Gens konnte

schlieilich durch run on-Experimente bestitigt werden (Chan et al., 1992).

Die Induktion der MGMT durch ionisierende Strahlen warf die Frage auf, ob DNA-
Strangbriiche der Ausioser fiir die MGMT-Induktion sind. In Ratten-Hepatomzellen konnte die
Aktivitdt wie auch die mRNA-Expression der MGMT durch eine Vielzahl verschiedener
Behandlungen induziert werden (MNNG, MMS, EMS, y-Strahlen, UV-Licht, Bleomycin,
erhohte Temperatur (42°C), H,O,, CNU) (Laval, 1990; Fritz et al., 1991). Durch Experimente
mit diesem in vitro Zellsystem fiir die Induktion der MGMT konnten weitere Aufschliisse iiber
das auslosende Signal erhalten werden: Zum einen wurde in stationiren Kulturen eine ebenso
hohe MGMT-Induktion nach Exposition mit ionisierenden Strahlen wie in exponentiell
wachsenden Kulturen gefunden, was gegen eine Beteiligung der Zellproliferation an der
Induktion sprach (Fritz und Kaina, 1992). Zum anderen konnte eine Induktion der MGMT-
Aktivitdt nicht durch direkte Methylierung des Proteins ausgelOst werden (Laval, 1990). Dies
zeigte, daBl Methylierung des MGMT-Proteins offensichtlich nicht - im Gegensatz zur
Induktion der Adaptiven Antwort in E.coli - der Ausloser fiir die Induktion der MGMT-
Aktivitdt ist. Es konnten dariiber hinaus Hinweise fiir die Beteiligung von DNA-
Doppelstrangbriichen an der MGMT-Induktion erhalten werden: Einbringung (durch
Elektroporation) von Restriktionsendonukleasen in die Zellen fiihrte zu einem Anstieg der
MGMT-Aktivitit und ihrer mRNA-Menge, wobei insbesondere Endonukleasen, die glatte
DNA-Enden produzieren (Pvull) die MGMT-Aktivitit stirker induzieren als diejenigen,
welche iiberhdngende, religationsfihige DNA-Enden einfiihren (EcoRI, Alul) (Laval, 1990;
Fritz und Kaina, 1992). Die von den Autoren aus den oben beschriebenen Versuchen
abgeleitete Hypothese ist, dal Behandlungen, die direkt oder indirekt, via DNA-

Exzisionsreparatur oder Blockierung der Replikation, zu DNA-Strangbriichen fijhren, eine




Induktion der MGMT-Transkription bewirken und dal DNA-Strangbriiche dabei ein
auslosendes Ereignis darstellen (Laval, 1990; Fritz und Kaina, 1992).

Bemerkenswert ist, daf die MGMT-Aktivitit der Sdugerzellen nicht nur durch exogene
sondern auch durch endogene Stimuli wie Interferon (Bertini et al., 1990) und durch Hormone
moduliert werden kann (Pegg und Wiest, 1983). Ratten, denen man die Hypophyse oder die
Schilddriise entfernte, zeigten eine Reduktion der MGMT-Aktivitit, die durch Gabe von
Wachstumshormon bzw. Thyroxin behoben werden konnte (Pegg und Wiest, 1983). Fiir eine
hormonelle Beeinflussung der MGMT-Aktivitit spricht auch die Tatsache, daf} sie in der Leber
und im Brustdriisengewebe weiblicher Ratten und Mdiusen in Abhéngigkeit von der
hormonellen Situation im Tier schwankt (Dutta-Choudhury et al., 1991; Chang et al., 1993).
Die Expression der MGMT ist also nicht nur durch von auflen induzierte Signale, sondern auch

durch physiologische Vorginge im Sdugerorganismus beeinflufibar.

2. Die Induzierbarkeit der MPG

Eine Induktion der MPG-Aktivitit in der Rattenleber wurde bereits 1982 von Cooper et al.
nach Behandlung von Ratten mit 2-Acetylaminofluoren beschrieben. Dieser Befund ist bisher
allerdings nicht bestitigt worden. Vielfach reproduziert dagegen ist die Induktion der MPG-
Aktivitit in der Ratten-Hepatomzellinie H4 bzw. H4IIE in vitro (Laval, 1985; Laval, 1990;
Hartenstein, 1992). Wie bei der MGMT wirken nicht nur Alkylantien wie MNNG, MMS und
EMS, sondern auch y-Strahlen und UV-Licht sowie H,O, und erhthte Temperatur (42°C)
induzierend auf die Aktivitdt. Unklar ist die Frage einer Induktion der MPG-mRNA. Obwohl
eine Akkumulation der mRNA nach Mutagen-Behandlung gefunden wurde (Laval, 1991;
Hartenstein, 1992; Mitra und Kaina, 1993), konnte eine transkriptionelle Aktivierung des

MPG-Gens bisher nicht {iberzeugend nachgewiesen werden.

Promotoren von DNA-Reparaturgenen aus Sidugerzellen

Fiir eine Reihe von an der DNA-Reparatur beteiligter Gene wurde die Promotorregion
kloniert. Dazu gehoren die Promotorbereiche des menschlichen MGMT-Gens (Harris et al,,
1991), des AP-Endonuklease- (Harrison et al., 1992, Robson et al., 1992, Akiyama et al.,
1994) und Polymerase —Gens (Widen et al, 1988). Bislang liegen jedoch nur zur
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Aktivierbarkeit des Polymerase B-Promotors Erkenntnisse vor (Kedar et al., 1991): Der
Promotor ist durch MNNG und H,O, aktivierbar. Bindung des Transkriptionsfaktors
ATF/CREB an den Polymerase B-Promotor ist notwendig zur Steigerung der transkriptionelle
Aktivitit nach MNNG-Behandlung (Kedar et al., 1991; Narayan et al., 1995).

Ziele der vorliegenden Arbeit

Wie dargestellt wurde, ist sowohl die basale MGMT-Aktivitdt als auch die Induktion der
MGMT auf Protein- und mRNA-Ebene in der Leber verglichen mit anderen Organen der
Séuger am hochsten. Eine MGMT-Induktion wurde dariiber hinaus in Ratten-Hepatomzellen
gefunden. Angesichts dessen stellte sich die Frage, ob die basale Expression wie auch die
MGMT-Induktion von Faktoren abhiingig ist, die zur leberspezifischen Differenzierung der
Zellen fiihren. Bislang konnte auch eine Induktion der MPG nur in Ratten-Hepatomzellen
nachgewiesen werden, was die Frage aufwarf, ob die MPG in einer der MGMT vergleichbaren
Art und Weise in ihrer Expression von leberspezifischen Faktoren abhidngig ist. Zur
Beantwortung dieser Fragen wurden sowohl die MGMT- und MPG-Aktivitdten als auch die
entsprechenden mRNA-Mengen in Ratten-Hepatomzellen, die einen unterschiedlichen Grad an
leberspezifischer Differenzierung aufweisen, sowie in primdren Ratten-Hepatozyten nach

Behandlung mit MNNG und Rontgenstrahlen bestimmt.

Bei der Exzisionsreparatur alkylierter Basen folgen, wie beschrieben, nach der
Basenentfernung durch die MPG vier weitere Reaktionsschritte. Im zweiten Teil dieser Arbeit
wurde versucht zu kldren, ob die an der Exzisionsreparatur von Alkylierungsschdden der DNA
beteiligten Gene, die fiir die MPG, AP-Endonuklease, Polymerase [ und Ligase kodieren, eine
koordinierte Expression nach Mutagen- und Hormonbehandlung in der Ratten-Hepatomzellinie

HAIIE zeigen und ob ein Zusammenhang mit der MGMT-Expression besteht.

Ein wichtiger experimenteller Ansatz zur Aufkldrung der Regulation der DNA-Reparatur liegt
in der Isolierung und Charakterisierung von Promotoren der Reparaturgene. Der bereits
isolierte menschliche MGMT-Promotor verfligt tiber potentielle Bindestellen fiir aktivierbare
Transkriptionsfaktoren (Harris et al., 1991). Induktionsversuche mit dem klonierten
Promotorelement sind bisher nicht durchgefiihrt worden. Die vorliegende Arbeit befal3t sich

daher mit der Frage, ob der menschliche MGMT-Promotor aktivierbar ist. Zur Beantwortung
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dieser Frage, wurde beabsichtigt, den Promotor in einem Reportergenkonstrukt in H4IIE-
Ratten-Hepatomzellen und menschliche HeLa-Cervixkarzinomzellen transient zu transfizieren.
In H4IIE-Zellen sollte dann seine Aktivitdt nach Mutagenbehandlungen untersucht werden, die
die endogene MGMT-Transkription induzieren. Sowohl in HeLa- als auch in H4IIE-Zellen
sollte auBerdem die Wirkung nichtmutagener Induktoren (Hormone, Tumorpromotoren) der

Transkription auf die Aktivitdt des Promotors geklért werden.

Bisher liegen keine publizierten Daten vor, die Auskunft iber eine transkriptionelle
Aktivierbarkeit des MPG-Gens geben. Die Promotorregion des MPG-Gens ist bisléng nicht
kloniert worden. In einem vierten Teil der Arbeit wurde beabsichtigt den MPG-Promotor der
Ratte mit Hilfe einer cDNA-Sonde aus einer Genbank zu isoliert. Mit anschlieBenden
Sequenzanalysen und durch transiente Transfektion geeigneter Reportergenkonstrukts in
H4IIE-Zellen sollte die Promotorregion niher charakterisiert werden. Diese Daten sollten

Auskunft zur basalen Expression und Induzierbarkeit des MPG-Gens der Ratte geben.
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Material

1. Zellinien und Bakterienstimme'

H4IIE Ratten-Hepatom-Zellinie (Fritz et al., 1991)

HA4IIEC3/T Ratten-Hepatom-Zellinie (Hesse et al., 1984)

H4IIEC3/G dito

Fao dito

H5 dito

CHO-9 Fibroblasten-Zellinie aus dem Ovar des chinesischen Hamsters
Hel.a S3 menschliche Zellinie eines Gebidrmutterkarzinoms

E.coli DH5a. Rekombinations- und restriktionsdefekter E. coli-Stamm zur

Klonierung von rekombinanter DNA

2. Medien fiir Zell- und Bakterienkultur

Dulbecco, F12, fotales Kilberserum Gibco, Karlsruhe
Waymouth MB 752/1 dito

CPSR - 1 Sigma, Miinchen
Hefeextrakt, Trypton, Bacto-Agar Difco Laboratories, Detroit

3. Antibiotika

Ampicillin Sigma, Miinchen
Gentamycin, Neomycinsulfat (G418) Gibco, Karlsruhe

" alle Zellinien und Bakterienstimme stammen aus der Sammlung von Prof. Kaina
die Zellinien H4AEC3/T, H4IIEC3/G", Fao und HS wurden freundlicherweise von Prof. Wiebel (GSF, Miinchen) zur
Verfiigung gestellt
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4. Materialien und Geriite fiir Zell- und Bakterienkultur

Kultur- und Einfriergefifie

5 ml, 15 ml, 50 ml Polystyrol und -propylengefifie
20 x 20 cm® Bakterienkulturplatten
Elektroporationsgerit fiir Zellen

Elektroporationsgerit fiir Bakterien

5. Mutagene und Stahlungsquellen

“Kobalt-y-Quelle

MMS, MNNG

Rontgenquelle MOD 301/4 mit einem 1mm Kupferfilter
UV-Quelle (Hg-Lichtbogen-Lampe)

6. Enzyme

alkalische Phosphatase (CIP)
AMV-Reverse Transkriptase
DNase 1
Klenow-Polymerase
Kollagenase

M-MLYV Reverse Transkriptase
Restriktionsendonukleasen
RNase A

S1-Nuklease

T4-DNA Ligase
Tag-Polymerase

Trypsin

7. Betdubungsmittel

Nembutal (Pentobarbital - Natrium)

14

Greiner, Niirtingen
dito

Nunc, Wiesbaden
Pabisch, K6In

Biorad, Miinchen

Atomic Energy of Canada Ltd.
Sigma, Miinchen

Phillips

Phillips

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen
Stratagene, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Gibco, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Amersham, Braunschweig

Gibco, Karlsruhe

Sanofi




8. Kits
Prime It (Random Priming Labeling Kit) Stratagene, Heidelberg

T7-Sequencing Kit Pharmacia, Freiburg

9. Plasmide

pBluescript KS+ kommerzieller Vektor (Stratagene, Heidelberg) zur Klonierung in E.coli

pCAT basic kommerzielles Reportergenkonstrukt (Promega, Heidelberg) mit dem

promotorlosen bakterielien Chioramphenicol- Acetyltransferase (CAT-)-Gen

p000 menschliches MGMT-Promotorfragment (Sstl) im Vektor pCAT basic,

freundlicherweise von Prof. Mitra (Oak Ridge, USA) zur Vertiigung gestellt
pSV2-CAT kommerzielles CAT-Reportergenkonstrukt (Promega, Heidelberg ) mit dem

frithen Promotor des SV-40 Virus

10. cDNA-Sonden’

humane AP-Endonuklease {Eschbach, E., 1994)

GAPDH der Ratte im Plasmid pPRGAPDH (Fritz et al., 1991)

Ligase I (Barnes et al., 1990)

MGMT der Ratte im Plasmid pCDNA II (Rahden-Staron, I. und Laval, F.,1991)
MPG der Ratte im Plasmid pAPDG 10 (O“Conner, T. und Laval, F., 1990).
Polymergse B im Plasmid pMT-pol B antisense (Fornace et al., 1989)

Tyrosin-Aminotransferase

11. Oligonuklieotide

MPGTR 5" CTTGGGATCCTGCTCTGG 3° MWG-Biotech, Ebersberg

% die cDNA-Sonden wurden von Prof, Kaina zur Verfiigung gestellt. Sie sind, wenn nicht weiter angegeben,

freundlicherweise aus verschiedenen Labors, in denen die Proben klonierte worden sind, der Arbeitsgruppe fiir diese

Untersuchungen tiberlassen worden
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12. Losungen

PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCly, 0,6 mM MgCl2,
6,5 mM NapHPO4, 1,5 mM KH2PO4

20x SSC 175.3 g/l NaCl, 88.2 g/l NaCitrat, pH 7.0

10xTAE 0,4 M Tris-OH, 10 mM EDTA, pH 8,3 mit Essigsiure einstellen

10xTBE 54 g/l Tris - Base, 27,5 g/l Borsdure, 10 mM EDTA

TE (10:1) 10 mM Tris - HCL, 1 mM EDTA, pH8.0 (die Werte in der Klammer geben

die Konzentrationen an Tris bzw. EDTA in mM an)

12.1. Losungen fiir die Leberperfusion

Hank“s-Losung 0,4 g/l KCI, 0,06 g/1 KH,PO,, 8 g/l NaCl, 0,06 g/l Na,HPOy, 1 g/
Glucose

PM Hank s-Losung mit Zusatz von 2,38 g/l HEPES, pH 7,4

Isolationslosung PM plus 0,14 g/1 CaCl,, 0,2 g/l MgSO,

Percoll-Losung 1 50,5 % Percoll (d = 1,13 mg/ml), 5 mM NaOH, 8,775 g/l NaCl, 3,57 g/l
HEPES, 5 g/l BSA, 1 g/l Glucose, pH 7,4

Percoll-Losung 2 1x Hank’s-Losung mit 49,2 % Percoll (d = 1,13 mg/ml), 5 mM NaOH,
3,57 g/l HEPES, 5 g/1 BSA, 1 g/1 Glucose, pH 7,4

13. Spezielle Chemikalien

APS Appligene, Heidelberg
Ethidiumbromid Sigma, Miinchen
Haftsilan, Dimethyldichlorsilan Fluka, Neu - Ulm
Heparin-Natrium Braun Melsungen
Kristallviolett, Giemsa - Farbeltsung Merck, Darmstadt
Lachsspermien - DNA Sigma, Miinchen
LMP - Agarose Biozym, Hess. Oldendorf .
Percoll Pharmacia, Freiburg
Polyacrylamid/Bisacrylamidlésung Roth, Karlsruhe
Seakem LE Agarose dito

TEMED BIORAD, Miinchen
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14. Radioaktiv markierte Chemikalien

o-[**P]-dCTP (3000 Ci/mmol)
¥-[*P]-dATP (5000 Ci/mmol)
o-[*°S]-dATP (600 Ci/mmol)
[**C]-Chloramphenicol (56 mCi/mmol)
[*H]-Methylnitrosoharstoff (16,5 Ci/mmol)
[*H]-Dimethysulfonat (1,1 Ci/mmol)
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Amersham, Braunschweig
dito

dito

dito

dito

DuPont de Nemours, Bad
Homburg




Methoden

1. Kultivierung etablierter Zellinien

Die Zellinien CHO-9, HS, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G’, Fao wurden in F12/Dulbecco’s Medium
(1:1) mit einem Zusatz von 10% fotalem Kilberserum (FCS) kultiviert. H4IIE Zellen wurden
in a-Medium mit 5% FCS kultiviert. Allen Medien wurde 50 pg/ml Gentamycin zugesetzt. Die
Kultur erfolgte in Plastikschalen, auf deren Boden die Zellen als Einzelzellschicht wuchsen, in
einem Brutschrank bei 37°C, in feuchter Atmosphire mit 6% CO,-Gehalt. Zur Passage wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gespiilt. Die Ablosung der Zellen von den
Kulturschalen erfolgte durch Verdau der extrazelluldren Matrix mit Trypsin (0,25% Trypsin in
PBS, ca. 5 min bei 37°C). Die gelosten Zellen wurden in Medium suspendiert und je nach
Bedarf in entsprechender Verdiinnung ausgesit. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit der

Neubauer-Zihlkammer.

1.1. Behandlung von Zellen mit Alkylantien, TPA und Forskolin

Alkylantien wurden sowohl fiir die Versuche zur Geninduktion als auch in den Dosis-Effekt-
Versuchen verwendet, TPA und Forskolin wurden nur zur Geninduktion benutzt. Fiir alle

Agenzien wurden Stockldsungen folgender Konzentrationen hergestellt:

e MMS 100 mM in H,O

e  MNNG 10 mM in H,O (in DMSO anlosen !)
e TPA 200 pg/ml in DMSO

o Forskolin 20 pM in DMSO

Die Stocklosungen wurden bei -20°C aufbewahrt. Die Zugabe der Substanzen zum Medium
der Zellen erfolgte direkt aus den Stocklosungen. Die Behandlung mit MNNG und MMS
erfolgte jeweils fiir eine Stunde. Danach wurde das Medium durch frisches ersetzt. Nach

Zugabe von TPA oder Forskolin wurde das Medium nicht gewechselt.
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1.2. Bestrahlung von Zellen

Rontgen-, y- und UV-Strahlung wurden fiir Versuche zur Geninduktion verwendet. Die
Rontgenbestrahlung erfolgte mit einer Phillips-Rontgenrshre (Mo 300) bei 250 kV und 10 mA.
Die Dosisleistung der Rontgenquelle betrug dann 0,143 Gy/min. Zur y-Bestrahlung wurde eine
“Co-Strahlenquelle (Atomic Energy of Canada) verwendet. Die Dosisleistung der y-Quelle
betrug 385,15 Gy/h (Stand: 1.1,1995). Die Strahlungsintensitit der UV-Quelle betrug 2 W/m?
in 32 cm Entfernung. Zur Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht wurde das Medium abgesaugt,
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann die Fliissigkeit iiber den Zellen so gut als
moglich entfernt. Die Zellen wurden dann ohne Deckel unter die UV-Lampe gestellt und nach
der Bestrahlung sofort mit frischem Medium iiberschichtet. Zur Bestrahlung mit ionisierenden
Strahlen wurden die Zellen in Medium mit geschlossenem Deckel der Strahlung ausgesetzt.

Danach wurde das Medium gegen frisches ausgetauscht.

1.3. Dosis-Effekt-Versuche

Zur Messung eines Dosiseffektes von Mutagenen auf die Fihigkeit von Einzelzellen zu
Kolonien auszuwachsen, wurden die Zeilen so ausgesit, daf3 sich ca. 100 Kolonien auf einer 5
cm Kulturschale bildeten. Dazu wurden in Abhéingigkeit von der Plattierungseffizienz und der
zu erwartenden Kolonienzahl 200-1000 Zellen auf 5 cm Kulturschalen ausgesiit. Die
Plattierungseffizienzen der Zellinien waren: Fir H5-Zellen ca. 50%, fiir H4IIEC3/T- und
HA4IIE- ca. 40%, fiir H4ITEC3/G™- ca. 25% und fiir Fao-Zellen ca. 65%. Nach 6 h hatten sich
die Zellen am Boden der Kulturschale angeheftet. Nun erfolgte die Behandlung der Zellen mit
steigenden Konzentrationen des Mutagens. Die Mutagenbehandlung der Zellen erfolgte wie
oben beschrieben. Nach ca. 7-10 Tagen waren die Kolonien makroskopisch sichtbar. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen, 10 min mit Methanol fixiert und anschlieend zur
Anfirbung mit 0,5% Kristallviolett und 5% Giemsa (in Wasser) tiberschichtet (5-10 min). Zur
Auswertung wurden die Kolonienzahlen, die mit einer bestimmten Dosis erhalten worden
waren, relativ zur denen in der unbehandelten Kontrolle berechnet und halblogarithmisch in

einer Dosis-Effekt-Kurve aufgetragen.

1.4. Transiente Transfektion durch Kalziumphosphat Koprizipitation

Diese Methode wurde bei H4IIE-Rattenzellen und menschlichen Hel.a S3-Zellen zur
Transfektion von Reportergenkonstrukten (Promotor-CAT- und RSV-B-Gal-Konstrukte)
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angewendet: 24 h vor der Transfektion wurden 10° Zellen auf einer 10 cm Kulturschale
ausgesit. Fiir die Transfektion wurden 5 - 10 pg DNA pro Kulturschale in 0,5 ml Puffer A
(280 mM NaCl, 50 mM Hepes, 1,5 mM Na,HPO,, pH 7,15) aufgenommen. Anschliefend
wurde tropfenweise, unter leichtem Schwenken 0,5 ml Puffer B (250 mM CaCl,, 10 mM
Hepes) zugegeben. Zur Ausbildung des Prizipitates wurde die Losung 45 - 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wurde dann zur gleichmiBigen Verteilung des
Prizipitates gemischt und tropfenweise auf die Zellen gebracht. Anschliefend wurden die
Zellen fiir 15 h im Brutschrank kultiviert. Zur Erhohung der Transfektionseffizienz wurden
HA4IIE-Zellen dann 5 ml 30% DMSO in Medium zugegeben (Endkonz. DMSO: 10%) und die
Zellen weitere 30 min im Brutschrank inkubiert. Hela S3-Zellen wurden ohne diese
Behandlung transfiziert. Nach der DMSO-Behandlung wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben. 6 h spiiter wurden die
Zellen nach Bedarf behandelt, und nach 24 h oder 48 h wurde Gesamtzellextrakt der Zellen
hergestellt (s.u.). Zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz in den Einzelversuchen wurde
ein RSV-B-Gal-Konstrukt, in dem das bakterielle B-Galactosidase-Gen unter der Kontrolle des
viralen RSV (Rous-Sarkoma-Virus)-Promotors steht, kotransfiziert. Es wurde davon
ausgegangen, daf} der virale Promotor eine konstante Transkription des B-Galactosidase-Gens
in den S#iugerzellen bewirkt. Die B-Galactosidase-Aktivitit in den Zellextrakten konnte somit
als Maf} fir die Menge der erfolgreich transfizierten DNA genommen werden. Als
Positivkontrolle fiir die Aktivititsbestimmung eines eukaryotischen Promotors in den H4IIE-
Zellen wurde das Reportergenkonstrukt pSV2-CAT transfiziert und die Promotoraktivitit des
darin vor das CAT-Gen klonierten friihen SV40-Promotors bestimmt. Zur Korrektur der
unterschiedlichen Transfektionseffizienzen wurde die CAT-Aktivitit in den Zellextrakten

relativ zur parallel bestimmten B-Galactosidase- Aktivitéit berechnet.

2. Kultivierung von priméren Ratten-Hepatozyten als Sphéaroide

2.1. Isolierung von Ratten-Hepatozyten

2.1.1. Perfusion der Rattenleber

Die Isolierung der Hepatozyten erfolgte durch eine zweistufige Kollagenase-Perfusion einer

frisch priparierten Rattenleber: In einer ersten Perfusion mit einer Losung frei von Ca*- und
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Mg**-Ionen wurden die Zell-Zell-Kontakte geldst, in der zweiten Perfusion mit Kollagenase
wurde die extrazelluldre Matrix abgebaut. Durch diese Behandlung konnten die Hepatozyten
anschliefend aus der Leber ausgeschwemmt werden.

Minnliche Spraque-Dawley Ratten mit ca. 200 g Korpergewicht wurden 7 Tage in einem 12 h
Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Wasser und Nahrung wurden ad libidum angeboten. 24 h vor der
Leberperfusion wurde die Futtergabe abgesetzt. Zur Priparation der Leber wurde das Tier mit
Nembutal (intraperitoneal, 0,1 ml/100 g Korpergewicht) betdubt und zur Verhinderung der
Blutgerinnung, Heparin-Natrium (0,2 mI/100 g Korpergewicht) in die Schwanzvene injiziert.
Dann wurde der Bauchraum des Tieres geoffnet. In die freipriparierte Vena portae wurde eine
Brauniile eingefiihrt, durch die die Perfusionslosungen iiber eine Infusionsapparatur
(Durchfluirate ca. 20 ml/min.) in die Leber gelangen. War die erste Perfusionsldsung (PM plus
0,08 g/l EGTA) an die Brauniile angeschlossen, wurde sofort die Vena cava inferior
durchtrennt um ein Abfluf} der Perfusionslosung zu erlauben. Eine erfolgreiche Perfusion
zeigte sich durch die sofortige Verfirbung der Leber, da das Blut durch die farblose
Perfusionslosung ersetzt wurde. Die Brauniile wurde durch zwei Ligaturen an der Vena portae
befestigt und die Leber freipripariert. Die Leber wurde nun in eine Perfusionsapparatur
gehdngt, in der eine Zirkulation der Perfusionslosung unter sterilen Bedingungen gewihrleistet
war, Die Leber wurde dann mit PM-Losung perfundiert, der 50 mg Kollagenase, 4 mg
Sojabohnen Trypsininhibitor und 1 mg DNase in 10 ml Hanks-Losung (pH 7,4) zugegeben
worden war. Nach 15 min wurde die Leber aus der Apparatur genommen. Die Hepatozyten
wurden nun in 100 ml eiskalter Isolationslosung mechanisch aus dem zerfallenen Lebergewebe

herausgelost.

2.1.2. Anreicherung vitaler Hepatozyten

Die erhaltene Zellsuspension wurde nacheinander durch Nylongaze der Porenweiten 200 um,
150 ym und 100 pum filtriert und zweimal mit Isolationslésung gewaschen, wobei die Zellen
niedertourig (5 min., 200g) abzentrifugiert wurden. Die Anreicherung der Hepatozyten erfolgte
durch eine Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation: Die Zellen wurden nach Zentrifugation in
50 ml eiskalter Percoll-Losung aufgenommen und je 12,5 ml mit 25 ml eiskalter Percoll-
Losung 2 iiberschichtet. Nach 10 min, Zentrifugation (800 g, 4°C) sammelten sich die
Hapatozyten am Boden, die weniger dichten Zelltriimmer, nichtparenchymatische Zellen und
tote parenchymatischen Zellen jedoch als Uberstand auf der Percoll-Losung. Der Uberstand

wurde entfernt und das Zellpellet zweimal mit Isolationslosung gewaschen. Die Anzahl toter
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Zellen wurde durch Trypanblaufdrbung bestimmt und lag bei ca. 5% (entspricht 95% vitaler
Hepatozyten).

2.2. Sphiroidbildung und Kultivierung

Je 2,5x10° Hepatozyten wurden auf unbeschichteten 10 cm ,,Bakterien-Petrischalen* in 10 ml
Waymouth Medium (10% CPSR-1, 1% Glutamin, 50 pg/ml Gentamycin, 2 mM Nicotinamid,
250 uM Fe(NOs); x 9 H,0, 100 uM 8-Aminoldvulinsiure, 13 nM Transferrin, 108 M Insulin)
ausgesdt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. Dazu wurden die entstandenen
Zellaggregate in 50 ml-Rohrchen iiberfithrt und kurz abzentrifugiert (30 s, 200 g). Die
Zellaggregate wurden anschlieend in 4/5 Volumen der Ausgangskultur in o.g. Medium mit
einem Zusatz von 107 M Hydrocortison auf unbeschichteten Petrischalen ausgesit. Nach
weiteren 24 h war die Sphéiroidbildung abgeschlossen. Die weitere Kultivierung erfolgte in
Spinnerflaschen unter gleichméfBigem Rithren (40 U/min.) mit gleicher Zelldichte. Das Medium

wurde alle 24 h erneuert,

2.3. Behandlung von Sphiroiden mit Alkylantien und Tumorpromotoren

Diese Behandlung mit MNNG zur Geninduktion wurde genauso wie fiir die etablierten
Zellinien beschrieben durchgefiihrt. Der Medienwechsel erfolgte wie unter 2.2 beschrieben. Die
Stocklosung des Phenobarbitals war 100 mM in Zellkulturmedium (in 0,1 M NaOH losen,
Medium zugeben und anschliefend neutralisieren!). Phenobarbital wurde beim téiglichen

Wechsel des Mediums erneut zugegeben.

2.4. Bestrahlung von Sphéiroiden mit Rontgenstrahlen

Da die gldsernen Spinner-Kulturflaschen zur Bestrahlung nicht geeignet waren, wurden die
Sphéroide in 50 ml Rohrchen iiberfithrt, bestrahlt (analog der Bestrahlung der etablierten
Zellinien), abzéntn’fugien (30 s, 200 g) und mit frischem Medium weiterkultiviert.

3. Kultivierung von E.coli-Bakterien

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium (10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l
Hefeextrakt, 10 g/l NaCl) oder SOC-Medium (20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQ,, 20 mM Glucose) in Fliissigkultur oder auf
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Agarplatten (1,5% Agar). Zur Selektion auf Ampicillinresistenz wurde dem Medium 50 pg/ml
Ampicillin zugesetzt.

3.1. Transformation von E.coli Bakterien

3.1.1. Elektroporation

3.1.1.1. Préparation der Zellen
1 1 LB-Medium wurden mit 10 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODggo vON

0,5 bei 37°C kultiviert. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert (4000 g), das Medium
abgesaugt und zuerst mit 1 1, dann mit 0,5 1 und schlieBlich mit 0,25 1 eiskaltem 10% (v/v)
Glycerin gewaschen. Die Zellen wurden zuletzt in 3 ml eiskaltem 10% (v/v) Glycerin

aufgenommen und in 100 ul Aliquots bei -80°C eingefroren.

3.1.1.2. Transformation
100 pl Zellensuspension (s.0.) wurden auf Eis aufgetaut, mit bis zu 10 pul DNA-Losung

gemischt und in eiskalte Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand 0,1 cm) tiberfiihrt. Die
Elektroporation erfolgte bei 1,8 kV mit dem E.coli-Pulser der Firma BIORAD. Nach dem Puls
wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und [ h bei 37°C inkubiert. Danach

wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten in verschiedenen Verdiinnungen ausplattiert.

3.1.2. Transformation mit Kalziumchlorid (verindert nach Maniatis et al., 1982)

3.1.2.1. Herstellung kompetenter Zellen
1 1 LB-Medium wurden mit 10 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgpy von

0,4 bei 37°C kultiviert. Die Bakterien wurden dann abzentrifugiert (4000 g), das Medium
abgesaugt und die Bakterien in 20 ml eiskaltem, sterilem 50 mM CaCl, resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Bakterien schlieflich in 4 ml eiskaltem, sterilem 50 mM
CaCl,, 15% v/v Glycerin aufgenommen und in Aliquots zu 300 pl bei -80°C aufbewahrt.

3.1.2.2. Transformation
300 pl kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 50 yl DNA-Losung (mit 50

mM Tris pH 7,2 auf dieses Volumen bringen) gemischt und 40 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock (3 min, 42°C) wurden die Bakterien noch 10 min bei Raumtemperatur

stehen gelassen, bevor der Transformationsansatz in 1 ml LB-Medium gegeben und die
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Bakterien 1 h bei 37°C wachsen konnten. Danach wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten
ausplattiert (s.0.).

4. Herstellung von Gesamtzellextrakt aus Sdugerzellen

Fiir die Herstellung von Gesamtzellextrakt wurden die Zellen zweimal mit PBS gespiilt und mit
einem Gummischaber, in 1 ml PBS, vom Boden der Kulturschale abgeltst. Die Zellen wurden
abzentrifugiert und fiir die MGMT- oder MPG-Aktivititstests in Ultraschallpuffer (TE (20:1)
pH 8,5, 1 mM 2-Mercaptoethanol, 5% Glycerin), fir die CAT- oder [B-Glaktosidase-
Enzymtests in TE (10:1), pH 7,5 aufgenommen. Zur Herstellung eines Extraktes aus
Sdugerzellen ist es notwendig, die Zellmembran aufzubrechen. Dies erfolgte auf zwei Arten;
Fiir den MGMT- und MPG-Enzymtest durch Behandlung der Zellen mit Ultraschall (Branson
Sonifier 40W, 3mal 10 Pulse, auf Eis) und fiir den CAT- und B-Glaktosidase-Enzymtest durch
dreimaliges Einfrieren und Auftaven der Zellsuspension in fliissigem Stickstoff und einem
37°C-Wasserbad. Die Zelltriimmer wurden danach abzentrifugiert (10 min. 10000 g, 4°C) und
der Uberstand in Aliquots von 20-50 pl in fliissigem Stickstoff eingefroren.

5. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford erfolgte durch Bindung von Comassie
Blue G-250 an die Aminogruppen der Proteine. Auf einer Mikrotiterplatte wurden sowohl
Verdiinnungen einer BSA-Ldsung bekannter Konzentration (1 mg/ml) zur Erstellung einer
Eichkurve als auch Verdiinnungen eines Zellextraktes aufgetragen (20ul) und mit Bradford-
Reagenz (5-fach konzentriert von der Firma BIORAD) versetzt (200ul). Dann wurde die
Absorption bei 600 nm bestimmt und die Proteinkonzentration im Zellextrakt mit der

Eichkurve ermittelt.

6. Messung von Enzymaktivititen

6.1. O%Methylguanin-DNA-Methyltransferase Aktivitit

Das Prinzip des Testes besteht darin, daf [‘H]-markierte Methylgruppen von O°-

Methylguaninen einer in vitro methylierten Lachsspermien-DNA auf das Methyltransferase-
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Protein tibertragen und kovalent gebunden werden. Da die Reaktion stdchiometrisch erfolgt,
kann durch Bestimmung der proteingebundenen Radioaktivitit kann die Methyltransferase-
Aktivitiit ermittelt werden.

Die Methylierung des DNA-Substrates erfolgte durch Inkubation von 30 ml DNA-Losung (6,3
mg/ml) mit [*H]-MNU (16,5 Ci/mmol) in 0,2 M NaCacodylat, | mM EDTA (pH 7,5) fiir 2h
bei 37°C. AnschlieBend wurde die DNA mit 2 Vol. Ethanol ausgefilit, in TE (10:1) (pH 8)
aufgenommen und mehrere Stunden gegen Citratpuffer und TE (10:1) (pH 8) dialysiert. Die
gereinigte DNA wurde erneut gefillt und in TE (10:1) (pH 8) aufgenommen. Die Aktivitit des
DNA-Substrates betrug 2700 cpm/pl.

Ein typischer Reaktionsansatz enthielt in 200 pl Gesamtvolumen, 40 pl (108000 cpm) [*H]-
DNA, 20 pl 10x Reaktionspuffer (700 mM Hepes-KOH pH 7,8, 10 mM Dithiothreitol, 50 mM
EDTA) und 50 pg - 500 pg Gesamtzellextrakt. Die Reaktion wurde 60 min bei 37°C inkubiert
und dann durch Zugabe von 400 pl 0,8 M TCA gestoppt.

Nach Zugabe von BSA (10 mg/ml) bis zu einer Proteingesamtmenge von 500 pg, wurde die
DNA 15 min bei 95°C hydrolysiert und anschlieBend das Protein bei 0°C prézipitiert. Das
ausgefallene Protein wurde abzentrifugiert und der Uberstand, der die hydrolisierte DNA
enthielt, verworfen. Das Proteinpellet wurde zweimal mit 400 pl 5% TCA gewaschen und
dann in 200 pl I N NaOH hydrolysiert. Nach Neutralisation mit 1 N HCI wurden, nach Zugabe
von 5 ml Szintillationslosung die Radioaktivitdt in der LoOsung im Fliissigkeits-
Szintillationszihler bestimmt.

Die MGMT-Aktivitit ergibt sich aus der spezifischen Aktivitit des Substrates und der
Zihlausbeute des Fliissigkeits-Szintillationszihlers: Ca. 7,5% der Methylierungen der DNA mit
MNU sind O°-Methylierungen des Guanins (Beranek, 1990). Bei einer Zihlausbeute von 50%
(1 cpm =2 dpm) und einer spezifischen Aktivitét des [’H]-MNU von 16,5 Ci/mmol entspricht
I cpm 0,0555 fmol dibertragener O°-Methylgruppen. Da das Substrat kovalent an das MGMT-
Protein gebunden wurde, entspricht die Aktivitdt der MGMT direkt der gebundenen Menge an
Methylgruppen pro Menge Gesamtprotein.

6.2. Methylpurin-DNA-Glykosylase Aktivitit

Das Prinzip des Enzymtestes beruht auf der Freisetzung von [H]-markierten, methylierten
Purinbasen aus einer durch [*H]-DMS methylierten Lachsspermien-DNA. Die Aktivitit der
Glykosylase wird ausgedriickt als Menge der freigesetzten Basen pro Zeiteinheit und pro

eingesetzter Proteinmenge.
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Die Methylierung des DNA-Substrates erfolgte durch Behandlung von 20 mg DNA mit 4,55
mmol [’H]-DMS bei Raumtemperatur in TE (10:1) fiir 12 h. Die spezifische Aktivitit des
DNA-Substrates betrug 10°cpm/mg. Die methylierte DNA wurde vor jedem Aktivititstest iiber
eine Sephadex G75-Sdule von spontan hydrolysierten Basen befreit.

In einem 100 pl-Ansatz wurden die methylierte DNA (60000 cpm), 20 ul 5x Reaktionspuffer
(500 mM KCl, 250 mM Hepes pH 6,7), 5 ul 100 mM Dithiothreitol mit 300 pg-500 pg
Gesamtzellextrakt 1 h bei 37°C inkubiert und dann die Reaktion auf Eis abgestoppt.

Nach Zugabe von Hefe tRNA (5 pg) und BSA (200 pg) oder 50 pg Lachsspermien-DNA
wurde die DNA in 0,1 Vol. NaAc 3 M (pH 4,8) und 2 Vol. Ethanol ausgefillt und
abzentrifugiert (15 min, 10000g, 4°C). Der Uberstand mit den freigesetzten Basen wurde in
einem Rotationsverdampfer (speed-vac) eingedampft und in 30 pul FPLC-Laufpuffer (0,4 M

NH4H,PO,4, 5% Methanol) aufgenommen. Die freigesetzten Basen wurden {iber eine ,,reversed

phase* Siule (PepRPC® HRS5/5, Pharmacia) mit Hilfe der FPLC-Methode aufgetrennt. Vor
der Auftrennung der [*H]-markierten Methylpurine wurden zur Kontrolle 5 pl eines
Methylpuringemisches (3-Methyladenin, 1-Methyladenin, 1-Methylguanin, 7-Methylguanin, je
| mg/ml) in 50 pl Laufpuffer tiber die FPLC-Sdule aufgetrennt (Flufirate 0,5 m/min) und der
Trennerfolg durch kontinuierliche Messung der Absorption des Laufpuffers bei 254 nm
kontrolliert. Das Gemisch wurde auch jedem priparativen FPLC-Lauf zugegeben, um die
Trennung kontrollieren zu kdnnen. Es wurden 0,5 ml-Fraktionen gesammelt. Die gesammelten
Fraktionen wurden mit 5 ml Szintillationslosung vermischt. Die Radioaktivitdt in den
Fraktionen wurde in einem Fliissigkeits-Szintillationszéhler bestimmt.

Die Menge an freigesetzten Methylpurinen kann aus der spezifischen Aktivitdt der ['H]-
markierten, methylierten Purinbasen und der Zihlausbeute des Fliissigkeits-Szintillationszihlers
errechnet werden: Ca. 90% der Methylierungen der DNA mit DMS sind N3-Methyladenin und
N7-Methylguanin (Beranek, 1990). Bei einer Zihlausbeute von 50% (1 cpm = 2 dpm) und
einer spezifischen Aktivitit des [’H]-DMS von 1,1 Ci/mmol entspricht 1 cpm 0,818 fmol N3-
Methyladenin- und N7-Methylguanin-Basen.

6.3. Chloramphenicol-Acetyltransferase Aktivitit

Das bakterielle Gen Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) dient als Reportergen fiir
eukaryontische Promotoren. Die Expression des Reportergens wird durch die Enzymaktivitéit
des translatierten Proteins bestimmt. Im Aktivititstest werden Acetylgruppen von zugegebenen

Acetyl-CoA durch das Enzym auf ["*C]-markiertes Chloramphenicol iibertragen.
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Der Reaktionsansatz (140 pul) bestand aus 119,5 ul Proteinextrakt (in 0,25 M Tris pH 8), 20 ul
4 mM Acetyl-CoA und 0,5 pl [14C]-Chloramphenicol (0,1 uCi). Die Reaktion wurde 2-15 h
bei 37°C inkubiert und anschlieBend das Chloramphenicol mit 1 ml Ethylacetat aus dem
Reaktionsansatz extrahiert. Das Losungsmittel wurde im Rotationsverdampfer ganz entfernt
und das eingetrocknete Chloramphenicol in 20 pl Ethylacetat aufgenommen. Die Auftrennung
von acetyliertem und nichtacetyliertem Chloramphenicol erfolgte durch
Diinnschichtchromatographie. Als feste Phase diente Kieselgel. Das FlieBmittel war ein
Gemisch aus 90% Chloroform und 10% Methanol. Die Quantifizierung der Enzymaktivitﬁt
erfolgte autoradiographisch durch die Bestimmung der Menge an acetyliertem ['*C]-
Chloramphenicol und wurde bezogen auf die eingesetzte Substratmenge. Die Autoradiographie
wurde bei Raumtemperatur mittels einer photosensitiven Phosphorplatte (Fuji Photo Film Co.)
durchgefiihrt und die Signale durch einen ,,Phosphoimage Reader” (Fuji Photo Film Co.)
gelesen. Die Auswertung der Autoradiographie erfolgte durch das Softwareprogramm Mac
BAS 1000 (Fuji Photo Film Co.).

6.4. P-Galaktosidase Aktivitit

Das bakterielle Enzym [(-Galaktosidase ist ein weiteres Reporterenzym fiir eukaryontische
Promotoren. Der Enzymtest besteht in der Umsetzung des farblosen Substrates O-Nitrophenyl-
B-D-galactopyranosid in ein gelbgefirbtes Produkt. | :

In einem Standardansatz wurden 50-250 pg Gesamtzellextrakt in 200 pl 60 rhM NazHPO4,
40mM NaH,PO,4, | mM MgCl,, 50 mM B-Mercaptoethanol iiber Nacht bei 37°C zusammen
mit den Substrat (0,67 mg/ml) inkubiert. Durch Zugabe von 150 ul IM Na,CO; wurde die
Reaktion gestoppt und die relative Menge an Produkt durch die Messung der Absorption bei
405 nm bestimmt.
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7. Priparation von Nukleinséduren

7.1. Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

7.1.1. Praparation kleiner Mengen

Die Bakterien einer 1,5 ml Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (1 min, 10000 rpm) und in
100 ul TE (25:10) (pH 8), 50 mM Glucose resuspendiert. Zur alkalischen Lyse der Zellen
wurde 200 pl 0,2 M NaOH, 1% SDS zugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Durch die
Zugabe von 150 pl eiskalten 3 M NaAcetats (pH 4,5) wurden Proteine und hochmolekulare
DNA ausgefillt (10 min bei 0°C). Das Prizipitat wurde abzentrifugiert und der Uberstand
durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)-Extraktion weiter gereinigt. Die Plasmid-
DNA wurde anschlieBend durch Zugabe von 2 Volumen abs. Ethanol ausgefillt und pelletiert
(15 min, 14000 rpm).

7.1.2. Priparation grofier Mengen

Die Priparation grofer Plasmidmengen aus 400 ml Ubernachtkultur erfolgte ebenfalls durch
alkalische Lyse der Zellen (s. 7.1.1.). Die Aufreinigung erfolgte danach durch eine
Ionenaustausch-Chromatographie iiber Quiagensiulen nach dem Firmenprotokoll (Diagen).
Die Ausbeute betrug je nach Plasmid 200 pg - I mg DNA.

7.2. Priaparation von RNA aus Siugerzellen

Die Préparation von Gesamt-RNA wurde durch eine kombinierte
Guanidiniumisothiocyanat/Phenol/Chloroform-Extraktion erreicht (nach Chomczynski und
Sacchi, 1987). Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und pro ca. 107 Zellen
(eine 10 cm Petrischale) mit 1 ml RNA-Lysepuffer (4 M Guanidiniumisothiocyant, 100 mM B-
Mercaptoethanol, 25 mM NaCitrat pH 7, 0,5% Sarkosyl) versetzt. Diese Behandlung bewirkt
eine starke Hemmung anwesender RNasen bei gleichzeitiger Lyse der Zellen. Das viskose
Lysat wurde von der Platie geschabt und in 15 ml Plastikrohrchen iiberfiihrt. Dann erfolgte
nacheinander und mit leichtem Mischen dazwischen die Zugabe von 1 ml wassergesittigtem
Phenols, 100 pl 3 M NaAcetat (pH 4,5) und 200 pl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1).
Schliefllich wurde gut gemischt und die Losung 15 min auf Eis gestellt. Die ausgefallenen

Proteine und DNA wurden danach abzentrifugiert (30 min, 13000 rpm) und der Uberstand
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erneut mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24,5:0,5) extrahiert. Schlieilich wurde die
RNA mit Isopropanol ausgefillt, abzentrifugiert (30 min, 13000 rpm), erneut in 400 pl RNA-
Lysepuffer aufgenommen und mit Ethanol prézipitiert. Die RNA wurde in Wasser oder in

einem Wasser-Ethanol-Gemisch (1:1) aufbewahrt.

8. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren in wéBrigen Losungen wurde die
Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Einer OD,60 von 1 entsprechen dabei 50 pg/ml
DNA, 40 pg/ml RNA bzw. 20 pg/ml Oligonukleotide. Der Quotient OD26§ / Ongo kann zur
Bestimmung der Reinheit der Nukleinséurelésung benutzt wurden: Der Quotient betrdgt bei

reiner DNA und 1,8 bei reiner RNA 2,0.

9. Gelelektrophoretische Trennung von Nukleinsiuren

9.1. Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

Zur Auftrennung von Nukleinsduren (>100 bp) wurden horizontale Agarosegele gegossen. Die
Auftrennung erfolgte im elektrischen Feld bei 5 bis 10 V/cm. Zur Anfirbung der NS wurde
dem noch fliissigen Gel 5 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, das sich in die NS einlagert und sie

so im UV-Licht bei 254 nm sichtbar macht.

9.1.1. DNA

Zur Elektrophorese von DNA wurden 0,8-1,5%ige Agarosegele in [xTBE-Laufpuffer
gegossen. Die DNA-Proben wurde zum Auftrag mit 6 x Ladepuffer (40% Sukrose, 0,25%
Bromphenolblau, 0,25% Xylen Cyanol) versetzt. Die priparativen Auftrennung von DNA
erfolgte in low melting Agarosegele mit 1XTAE-Laufpuffe.

9.1.2. RNA

Die Auftrennung von RNA erfolgte in 1%igen Agarosegelen mit MOPS-Laufpuffer (40 mM
MOPS, 10 mM NaAc, | mM EDTA, pH 7). Zur Auftrennung von RNA in Agarosegelen
mufite die RNA denaturiert werden: 5 pl RNA (5-20 pg) wurden mit 15 pul
Denaturierungspuffer (2 pl 5x MOPS-Puffer, 3ul Formaldehyd, 10 pl deionisiertes Formamid)

versetzt und bei 56°C 15 min denaturiert. Die denaturierte RNA wurde (in einém Eis-Ethanol-
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Gemisch) schnell abgekiihlt und mit 4 pl Ladepuffer (50% Glycerin, 10 mM NaH,POy, 0,4%

Bromphenolblau) gemischt.

9.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung einzelstringiger DNA-Fragmente, mit einer Linge von 50-500 bp aus
Sequenzierreaktionen, primer extension-Reaktionen oder S1-Nuklease-Protektionsanalysen
wurden 6% denaturierende Polyacrylamidgele (30% Harnstoff) der GroBe 20 x 40 cm” und der
Dicke von 0,4 mm gegossen. Die Auftrennung erfolgte in elektrischen Feld bei 45 V/cm, 40
mA mit IxTBE als Laufpuffer. Die DNA wurde vor dem Auftragen 5 min bei 85°C denaturiert.
Nach dem Lauf wurde das Gel durch Adsorption an aufgelegtes Whatman-Filterpapier von der
Glasplatte abgezogen und bei 80°C 1h unter Vakuum auf dem Filterpapier getrocknet.

10. Nachweis von Nukleinsiurefragmenten durch Blot- und
Hybridisierungstechniken

10.1. Transfer von Nukleinsiuren auf Membranen (Southern-, Northern-
Blot)

Der Transfer von Nukleinsduren auf Nylonmembranen (Hybond N*, Amersham, Brauschweig)
erfolgte durch Kapillarkrifte; fiir DNA (Southern-Blot) wurde 0,4 M NaOH, fiir RNA
(Northern-Blot) 20 x SSC als FlieBmittel verwendet. Nach erfolgtem Transfer wurde die
Membran kurz in 2 x SSC gespiilt und bei Raumtemperatur auf Whatman-Filterpapier
getrocknet. Die Fixierung der DNA auf der Membran erfolgte bereits wihrend des Transfers
mit 0,4 M NaOH. Die transferierte RNA wurde durch UV-Licht auf der Nylonmembran fixiert
(UV-cross linking).

10.2. Herstellung radioaktiver DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden fiir die Hybridisierung (s.u.) erfolgte durch sog.
random-priming-Reaktionen (Prime-It Kit, Stratagene). Dabei wurden kurze DNA-
Oligonukleotide (primer) zufdlliger Sequenz an das zu markierende DNA-Fragment gebunden.
Die Bindung erfolgt an komplementire Sequenzen mit einer bestimmten Hiufigkeit, die

abhiingig ist von der Anzahl der Oligonukleotide und deren Linge. Die gebundenen
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Oligonukleotide dienen der zugegebenen Klenow-Polymerase als Startermolekiile, an das nun
Desoxyribonukleotide ansynthetisiert wurden. Die radioaktive Markierung erfolgte durch den
Einbau von o-[**P]-dCTP.

Ein Standardansatz enthielt 20-70 ng DNA (24 pl), der zusammen mit 10 ul Oligonukleotiden
denaturiert (5 min, 95°C) wurde. Der Ansatz wurde auf Eis abgekiihlt und 10 pl 5x Klenow-
Puffer (mit dATP, dTTP, dGTP), 3 pul o-[**P]-dCTP und 1 pl (5 Units) Klenow-Polymerase
zugefiigt. Der Ansatz wurde 10 min bei 37°C inkubiert. Zur Abtrennung nicht eingebauter
Nukleotide wurde nach Zusatz von 5 pg Heringsperma-DNA, 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH
4,5) und 2 Volumen Ethanol die DNA bei -20°C ausgefillt. Die ausgefallene DNA wurde
abzentrifugiert und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 ul TE

aufgenommen,

10.3. Hybridisierung von Nukleinsiuren und Autoradiographie

Die Vorhybridisierung und Hybridisierung erfoigte fiir DNA-DNA Hybridisierung in 7% SDS,
I M Na,HPO, pH 7,2 (mit Phosphorsiure eingestellt), 0,5 M EDTA, pH 8 und fiir DNA-RNA
Hybridisierung in 1 M NaCl, 1% SDS, 10% Dextransulfat in rotierenden Glaszylindern in
einem Hybridisierungsofen. Zur Vorhybridisierung wurden die Membranen in 2 ml/cm®
Hybridisierungsiosung fiir mindestens lh bei 60°C #quilibriert. Dann wurden 90% der
Hybridisierungslosung entfernt und die frisch denaturierte radioaktive Probe (10 min, 100°C)
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 60°C. Zur Entfernung der nicht oder
unspezifisch gebundenen radioaktiven Probe wurde die Hybridisierungslosung entfernt und
kurz mit 2xSSC, 0,5% SDS gespiilt. Danach wurde zweimal 15 min mit 2xSSC, 0,5% SDS bei
60°C gewaschen. Der Wascherfolg, d.h. die Verstirkung des Signals gegen den Hintergrund
unspezifisch gebundener Radioaktivitit, wurde mit einem Geiger-Miiller-Zihlrohr verfolgt. Bei
starkem Hintergrundsignal wurde weiter mit 1xSSC, 0,5xSSC und schlieflich mit 0,1xSSC,
(mit jeweils 0,5% SDS) bei 60°C gewaschen. Zuletzt wurde die Membran in 2xSSC vom SDS
befreit und feucht in Plastikfolie eingeschweifit,

Die gebundene Menge an DNA-Sonden wurde durch die Schwirzung eines Rontgenfilmes
oder durch eine photosensitive Phosphorplatte (s. 6.3.) autoradiografisch bestimmt. Dazu
wurde die eingeschweiffte Membran in einer lichtdichten Kammer mit einem Rontgenstrahlen-
sensitiven Film bei -80°C oder mit der Phosphorplatte bei Raumtemperatur exponiert. Die
Schwirzung der Rontgenfilme wurde laserdensitometrisch (Ultrascan XL, LKB) bestimmt und

durch ein Softwareprogramm (Gel Scan XL 2.0, LKB) quantifiziert.
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11. Isolierung von DNA-Sequenzen aus einer Cosmidgenbank
durch ,,Kolonie-Hybridisierung*

Die verwendete Genbank enthielt in den Cosmid-Vektor pWE 15 klonierte genomische DNA-

Fragmente der Ratte (Stratagene, La Jolla, USA). E.coli-Bakterien, die die Cosmide enthielten,

wurden in einer Dicht von 10° Zellen pro 400 cm’ auf einer Nylonmembran ausplattiert

(,,Masterfilter”), die auf LB-Agarose (mit 50 pg/ml Ampicillin zur Selektion) gelegt worden

war. Nach 15-20 Stunden bei 37°C waren die Einzelzellen zu sichtbaren Kolonien

ausgewachsen. Vom Masterfilter wurden zwei Abdriicke (Replikafilter) hergestellt: Der auf

Filierpapier gelegie Masterfilier wurde mit einer neuen Nylonmembran bedeckt und Bakterien

vom Masterfilter durch kriftiges Andriicken auf die neue Membran iiberfiihrt. Der Vorgang

wurde einmal wiederholt und die Replikafilter fiir weitere ca. 15 Stunden - oder bis die

Kolonien etwa stecknadelkopfgro waren - kultiviert. Der Masterfilter wurde bei 4°C

aufbewahrt. Die Bakterien der Replikafilter wurden lysiert und ihre DNA auf den

Nylonmembranen fixiert, indem sie zuerst 4 min. auf einen mit 0,2 N NaOH, 1% SDS und

dann fiir 4 min. auf ein mit 0,5 N NaOH getrinktes Filterpapier gelegt wurden. Anschliefend

wurde die Membranen zur Neutralisation in 1 M Tris pH 7,4 iiberfiihrt. Das sie bedeckende

Bakterienlysat wurde in 2xSSC, 0,1% SDS duich leichtes Reiben mit Zelistoff entfernt. Zum

Schlufl wurden die Membranen in 2xSSC gewaschen und dann getrocknet. Zur Identifizierung

bestimmter DNA-Fragmente wurde die Membranen wie oben beschrieben (siche 10.3.)

hybridisiert und die mit beiden Replikafiltern erhaltenen Signale verglichen. Von identischen

Signalen wurden die entsprechenden Kolonien des Masterfilters in 20 mM MgSOy

aufgenommen und 1:5000 verdiinnt auf LB-Agarose (50 pLg/ml Ampicillin) ausplattiert.

Um Einzelklone zu erhalten wurde wie folgt weiterverfahren:

e Von den zu sichtbaren Kolonien ausgewachsenen Klonen wurden durch Auflegen einer
Nylonmembran ein Replikafilter hergestellt. Seine Position auf der Bakterienplatte wurde
durch Nadelstiche markiert.

e Die Bakterien auf dem Replikafilter wurde weiterkultiviert, bis Einzelkolonien zu sehen
waren.

e Die DNA der Bakterien wurde wie oben beschrieben auf die Membran transferiert und
fixiert.

e Die Membran wurde erneut mit der in der ersten Hybridisierung verwendeten radioaktiven
Sonde hybridisiert und ,,positive Einzelklone* von den Bakterienplatten in 5 ml LB-

Fliissigmedium iiberimpft.
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Konnten in dieser ersten Verdiinnungsrunde keine Einzelklone isoliert werden, so wurde der
Vorgang mit einer stirkeren Verdiinnung wiederholt. Die schlie8lich isolierten Einzelklone

wurden in Southern- Analysen charakterisiert.

12. Klonierung von DNA in E.coli

12.1. Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA wurde mit zweifachem Uberschuf3 an Restriktionsendonukleasen fiir
eine Inkubationszeit von 2 h bis iiber Nacht entsprechend den Bedingungen fiir das jeweilige
Enzym durchgefiihrt. Zur Isolicrung‘von DNA-Fragmenten, die zur Klonierung verwendet
wurden oder als radioaktive Sonden dienen sollten, wurden 20-50 pg Plasmid-DNA eingesetzt.
Die fragmentierte DNA wurde durch eine priparative Gelelektrophorese (siehe 9.1.1.) der
Grofle nach getrennt. Zur Isolierung von DNA-Fragmenten zur Klonierung wurden jeweils 5-

10 pg Plasmid-DNA eingesetzt.

12.2. DNA-Isolierung aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden durch Elektroelution aus dem Agarosegel isoliert. Dazu wurde die
jeweilige Bande im UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitien und in einen Dialyseschlauch
iiberfithrt, der mit 400 ul TE (10:1) (pH 8) gefiillt wurde. Der Dialyseschlauch wird in eine
Elektrophoresekammer mit TAE-Laufpuffer gelegt. Bei einer Spannung von 100 V wandert
das DNA-Fragment aus dem Gel und sammelt sich an der Wand des Dialyseschlauchs. Das
Gelstiick wurde entfernt und die DNA durch kurzes Umpolen von der Wand des
Dialyseschlauchs zuriick in die TE-Losung gebracht. Diese wurde zur Aufreinigung mit
Phenol/CIA 1:1 extrahiert und anschliefend mit 0,1 Volumen, 3 M NaAcetat (pH 4,5) und 2

Volumen Ethanol prizipitiert.

12.3. Modifizierungen von fragmentierter DNA
12.3.1. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um eine Religation eines Plasmides mit zwei gleichen Enden zu verhindern, wurden die

Phosphatgruppen an den Enden mit alkalischer Phosphatase aus dem Kilberdarm (CIP= calf
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intestine phosphatase) entfernt. Dazu wurden 2-5 ug Plasmid-DNA mit 1-2 U Phosphatase,
bei 37°C fiir lh inkubiert. Zur Inaktivierung der Phosphatase wurde anschlieffend das
Reaktionsgemisch 10 min auf 75°C erhitzt und das Protein mit Phenol/CIA extrahiert.
AnschlieBend wurde die DNA ausgefillt.

12.3.2. Herstellung von DNA-Fragmenten mit stumpfen Enden (blunt ends)

War es nicht moglich, komplementire {iberhingende Enden fiir den Plasmidvektor und das
DNA-Fragment herzustellen, wurden 5’-iiberhingende DNA-Enden, die die meisten
Restriktionsendonukleasen produzieren, mit dem Klenow-Fragment der E.coli Polymerase I
behandelt. Dieses besitzt eine 5°-3°-Polymerase- und eine 3°-5’-Exonukleaseaktivitit, jedoch
keine 5°-3°-Exonukleaseaktivitit. In Anwesenheit von Desoxynukleotiden synthetisiert dieses
Polymerasefragment an die 3°-Enden der DNA und macht diese Enden damit glatt. Zur
Herstellung von blunt end-DNA mit Klenow-Polymerase wurde direkt nach dem Verdau ein
Gemisch der vier Desoxyribonukleotide zugegeben (1 pl je 1 mM dNTP auf 20 pl) und mit 5
U Klenow-Enzym 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei blunt end-Ligationen wurde der
Vektor anschliefend immer mit Phosphatase behandelt (s.0). Die Herstellung von blunt end-
DNA aus 3°-Uberhiingen war in dieser Arbeit nicht notig. 3”-Uberhiinge werden durch
Behandiung der DNA mit T4-DNA-Polymerase geglittet. Diese besitzt eine sehr starke 57-3"-
Exonukleaseaktivitit, die in Anwesenheit von Desoxynukleotiden zu einem Abbau von 3°-

Uberhiingen fiihrt.

12.4, Ligation

Die Verbindung von Vektor und DNA-Fragment wird durch eine DNA-Ligase bewerkstelligt.
Diese verkniipft die freien 5°-Phosphat- und 3°-OH-Gruppen komplementirer oder glatter
DNA-Enden miteinander. Zur Ligation wurden 100 ng Fragment mit 200 ng Plasmid in einem
Volumen von 5 pl vereinigt. Bei blunt end-Ligationen wurde dann 3 ul 50% PEG 6000
zugegeben. Nach Zugabe von 1 ul 10xLigationspuffer (nach Herstellerangabe) und 1U Ligase
wurde auf 10 ul Endvolumen aufgefiillt. Die Ligation fand iiber Nacht bei 15°C statt. Die DNA
im Ligationsansatz wurde anschliefend ausgefdllt und in 10 pl Wasser aufgenommen. Die

Hilfte davon wurde zur Transformation von E.coli Bakterien eingesetzt.
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13. In vitro Synthese von DNA

13.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mittels Taq-Polymerase

Durch die Tag-Polymerase wird ein DNA-Stiick, das zwischen zwei zum DNA-Fragment
komplementéren Oligonukleotiden als Sythesestartpunkte liegt, durch ein zyklisches Verfahren
der Denaturierung, Hybridisierung und DNA-Synthese spezifisch vervielfiltigt.

In einem Standardansatz von 20 pl wurde zunichst 2 pl 10xReaktionspuffer (Amersham), die
veiden Oligonukieotide (25 pM Endkonzenuaiion) uind die DNA-Matrize (1 jg genoimische
DNA oder 20 ng Plasmid-DNA) fiir 10 min bei 95°C denaturiert. Dann wurden auf Eis 4 pl
dNTP-Mix (1,25 mM je) und 0,5 ul Taq-Polymerase (5U/ul) zugegeben.

Die PCR-Reaktion erfolgte dann in einem PCR-Geriit (Perkin-Elmer) unter folgenden
Reaktionsbedingungen: 1.)Denaturierung: 1 min bei 94°C. 2.) Hybridisierung von DNA-
Matrize und Oligonukleotiden: 2 min bei 10-15°C unter der berechneten Schmelztemperatur
der DNA-Oligonukleotid-Hybriden. 3.) Synthese: 3 min bei 72°C. (Die Dauer der Synthese
hidngt von der erwarteten Fragmentlinge ab. Als Faustregel gilt, daB8 die Syntheserate bei ca.

1000 bp/min liegt.). Die Anzahl der durchlaufenen Zyklen betrug 25-35.

13.2. Synthese durch Reverse Transkription

Die Reverse Transkriptase (RT) ist ein Enzym, das RNA als Matrize fiir die Synthese
komplementirer DNA verwendet. In dieser Arbeit wurde das Enzym verwendet, um
ausgehend von einem komplementiren, radioaktiv markierten Oligonukleotid ein DNA-Strang
zu synthetisieren, durch den der genaue Start der Transkription bestimmt werden konnte. Es
wurden die AMV (Avian Myeloblastosis Virus)- und die M-MLV (Mouse Murine Leukemia
Virus)-Reverse Transkriptase benutzt. 25 pmol Oligonukleotid wurden mit 20 pug Gesamt-
RNA in 20 pl 50% Formamid, 400 mM NaCl, 50 mM Pipes (pH 6,4) 5 min bei 56°C
denaturiert und iiber Nacht bei 42°C hybridisiert. Die DNA wurde ausgefillt. Die Ansétze fiir
die reversen Transkriptionen enthielten neben der RNA-Oligonukleotid-Hybriden:
fiir die AMV- Reverse Transkriptase: je 0,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP

5 ul 5x AMV-RT Reaktionspuffer

2 ul (16U) AMV-RT

ad 20 pl mit H,O

Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 47°C inkubiert,
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Fiir die M-MLV Reverses Transkriptase: je 0,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP
50 pg/ml Actinomycin D
100 mM DTT
5 ul 5x M-MLV-RT Reaktionspuffer
2 ul (20 U) M-MLV-RT
ad 20 ul mit H,O
Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert,

14. S1-Nuklease-Protektionsanalyse

Diese Methode wurde verwendet, um nach Hybridisierung eines radioaktiv markierten DNA-
Strangs mit der komplementiren mRNA den genauen Start der Transkription zu bestimmen.
30 pg Gesamt-RNA wurden mit einer radioaktiv endmarkierten und durch PCR hergestellten
DNA-Sonde (ca. 100 ng, 107 cpm) in 20 pl 50% Formamid, 400 mM NaCl, 100 mM PIPES,
pH 6,4, fiir 10 min bei 85°C denaturiert und tiber Nacht bei 65°C hybrdisiert. Nach Zugabe
von 300 pl S1-Nuklease-Puffer (280 mM NaCl, 50 mM NaAcetat, pH 4,5, 4,5 mM ZnSO4
(Maniatis, T. et al., (1982)) wurden der Ansatz bei 40°C fiir 2 h mit 30 U S1-Nuklease
behandelt, um die einzelstriingigen Nukleinsiuren abzubauen. Nach der Nukleasebehandlung
wurden die Nukleinsduren mit 2 Volumen abs. Ethanol ausgefillt, abzentrifugiert und in 5 pl

bidestilliertem Wasser aufgenommen. 1-2 il davon wurden in einer PAGE analysiert.

15. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit dem 77-
Sequencing Kit (Pharmacia) durchgefiihrt. 2 pg Plasmid-DNA wurden in 0,5 N NaOH
alkalisch denaturiert (15 min), mit Ethanol ausgefillt, abzentrifugiert und in 10 pl bidest.
Wasser aufgenommen. Dann wurden 2 pl (10 pmol) Oligonukleotid, als Startermolekiil der
DNA-Synthese, 2 pl (I M Tris (pH 7,6), 100 mM MgCl,, 160 mM DTT) zugegeben und die
Plasmid-DNA 5 min bei 65°C denaturiert. Die Hybridisierung der Oligonukleotide mit dem
Plasmid erfolgte bei 37°C fiir 10 min und bei RT fiir 5 min. Zu dem Hybridisierungsansatz
wurden 3 pl eines Desoxynukleotid-Gemisches ( je 1,375 uM dCTP, dGTP, dTTP in 333,5
mM NaCl), 1 pl [**S]-dATP und 2 pl (3,2 U) T7-DNA-Polymerase gegeben und 5 min bei RT
inkubiert. Nach der Synthese wurde der Ansatz zur Termination an spezifischen Basen in vier

GefiBe verteilt, je 2,5 pl (7x10"? mol) eines Didesoxynukleotids (2,8 uM) zugegeben und fiinf
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weitere Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 5 pl
Auftragspuffer flir Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 9.2.) abgestoppt. Die DNA-
Fragmente in 2-3 pl der verschiedenen Terminationsreaktionen wurden in einer PAGE

aufgetrennt (siehe 9.2.) und autoradiographisch (siehe 10.3.) ausgewertet.
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Ergebnisse

1. Basale und induzierte Expression der MGMT und der MPG in
Hepatomzellinien und in primiren Hepatozyten der Ratte

Um zu priifen, ob es einen Zusammenhang zwischen der basalen Expression sowie der
Induzierbarkeit der O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) und N-Methylpurin-
DNA-Glykosylase (MPG) und der leberspezifischen Differenzierung von Rattenzellen gibt,
wurde die Expression dieser Reparaturproteine auf mRNA- und Aktivititsebene in
unterschiedlich differenzierten Leberzellen der Ratte untersucht. Die dabei verwendeten
Hepatomzellinien sind AbkOmmlinge von Zellen des Reuber Hepatoms H-35 (Pitot et al.,
1964). Der nach dreifacher Subkultivierung aus dem Hepatom isolierte, stabile Zellstamm
H4IEC3 fiihrte zur Etablierung der Zellinie H4IIE. Diese Zellinie besitzt einen hohen Grad an
leberspezifischer Differenzierung (Pitot et al., 1964). Die in unterschiedlichen Laboratorien
entstandenen Variationen H4IIEC3/T (Hesse et al., 1984), HS, Fao (Deschatrette und Weiss,
1974), FaoflC2-Rev7-Revertanten (Deschatrette et al., 1980) - auch H4lIEC3/G™ genannt
(Hesse et al., 1984) - unterscheiden sich in der Expression leberspezifischer Funktionen, von

denen einige in Tabelle 2 aufgefiihrt sind.

Tabelle 2: Expression leberspezifischer Enzyme in Ratten-Hepatomzellinien

ADH* Albumin® TAT® AAT? Aldrin-
epoxidase®
H4IIE 80-200
Fao + 2,5 54 33 29
H4IIEC3/G- + 0,04 55 90 18,1
H4IIEC3/T 0,8
H5 - n.d. 1 n.d. n.d.

a) Vorhandensein (+) oder Nichtvorhandensein (-) des Alkohol-Dehydrogenase-Isoenzyms (ADH) der Leber
nach Deschatrette et al. (1980).

b) Menge an Ratten-Serumalbumin in pg/10° Zellen/24 h nach Deschatrette et al. (1980).

¢) Tyrosin-Aminotransferase (TAT)-Aktivitidt in mU/mng Proteinextrakt nach Pitot et al. (1964), Deschatrette
und Weiss (1974), Deschatrette et al. (1980).

d) Alanin-Aminotransferase (AAT)-Aktivitit in mU/mg Proteinextrakt nach Deschatrette und Weiss (1974),
Deschatrette et al. (1980).

e) Aldrinepoxidase Aktivititen (pmol/min/mg Proteinextrakt) nach Hesse et al. (1984).

n.d., nicht detektierbar
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Sie werden aufgrund deséen als leberspezifisch differenziert (H4IIEC3/G, Fao) bzw.
dedifferenziert (HS5, H4IIEC3/T) angesehen. Zum Vergleich der aufgefiihrten etablierten
Zellinien mit nicht etablierten Ratten-Leberzellen wurden Hepatozyten durch eine zweistufige
Leberperfusion aus der Leber méinnlicher Spragque-Dawley-Ratten isoliert (siche Methodenteil
und Walser, 1992). Die primidren Hepatozyten aggregierten in unbeschichteten Plastikschalen
zu makroskopisch sichtbaren Sphiroiden. Diese wurden in Spinner-Flaschen als Suspension in
einem Medium kultiviert, in dem die Zellen iiberlebten, sich aber nicht mehr teilten und so {iber
den gesamten Untersuchungszeitraum einen hohen Differenzierungsgrad aufrechterhielten
(gemessen am Cytochrom P-450 (Cyt P-450)-Gehalt, Aktivitit und Induzierbarkeit Cyt P-450-
abhingiger Monooxygenasen, der TAT, und der Glutathion-S-Transferase (Beron, 1991;
Walser, 1992).

1.1. Basale Expression der MGMT und MPG in Ratten-Leberzellen

Die basale Expression der MGMT und der MPG wurde sowohl auf Ebene der mRNA als auch
auf der Ebene der Proteinaktivitit bestimmt. Zum Vergleich mit einem leberspezifischen
Marker wurde die Menge an Tyrosin-Aminotransferase (TAT)-mRNA in den Zellen gemessen.
Wie aus Abbildung 2 zu ersehen ist, zeigen die dedifferenzierten H5-Zellen in Northern-Blot-
Analysen keine TAT Expression. In den anderen Zellinien steigt die Menge an TAT-mRNA in
der Reihenfolge H4IIEC3/T, H41IE, H4IIEC3/G™ und Fao an. Die Expression der TAT stimmt
mit der anderer leberspezifischer Marker iiberein (siche Tabelle 2). Die grofite Menge an
TAT-mRNA findet man in primédren Hepatozyten der Sphéroidkultur. Diese zeigen auflerdem
einen stabilen Gehalt an Cytochrom P-450, der etwa 30-40% des Gehaltes der Leber entspricht
(Walser, 1992). Da als Monolayer kultivierte Hepatozyten innerhalb von 24 Stunden bis zu 90
% ihres Cytochrom P-450 Gehaltes verlieren (Beron, 1991), ist dies ein deutliches Zeichen
dafiir, daf bei den hier verwendeten priméren Hepatozyten die leberspezifische Differenzierung

wihrend der Kultivierung als Sphiroide in hohem Mal erhalten bleibt,

1.1.1. Basale MGMT- und MPG-Aktivitiit

Die basalen Enzymaktivititen der MGMT und der MPG sowie die Quantifizierung der TAT-
mRNA-Menge in den verschiedenen Hepatomzellinien und den primédren Hepatozyten sind in
Tabelle 3 zusammengefafit worden. Da die Zellen der verschiedenen Zellinien und die
primédren Hepatozyten stark in ihrer Grofie differieren, wurden die Enzymaktivititen nicht auf

die Proteinmenge im Zellextrakt, sondern auf die Zellzahl bezogen. Die MGMT-
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Enzymaktivitit entspricht der Menge an Methylgruppen, die von einem methylierten DNA-
Substrat auf Protein im Zellextrakt in einer Stunde transferiert werden. In Vorversuchen wurde
gezeigt, dafl diese Zeitspanne ausreichend ist, um einen vollstindigen Methylgruppen-Transfer
auf das MGMT-Protein zu erreichen. Die dedifferenzierten H5-Zellen besaflen eine sehr
geringe aber meBbare MGMT-Aktivitit von 4 fmol iibertragenen Methylgruppen pro 10°
Zellen. Deutlich hohere Aktivitit zeigten HAIIEC3/T- und HAIIE-Zellen mit 70 bzw. 113
fmol/10° Zellen. Die hochste MGMT-Aktivitit war in den als leberspezifisch differenziert
geltenden Hepatomzellen H4IIEC3/G™ (204 fmol/10° Zellen), Fao (159 fmol/10° Zellen) und in
priméren Hepatozyten (192 fmol/10° Zellen) zu finden. Die basale Aktivitit der MGMT in den
Hepatomzellen korrelierte mit der Expressionsstirke des leberspezifischen TAT-Enzyms
(Tabelle 3). Die MGMT-Aktivitit der Hepatozyten war im Gegensatz zur starken TAT-
Expression (3,8-mal stirker als in Fao-Zellen) nicht deutlich hoher als in den leberspezifisch
differenzierten Fao-Zellen. Es sei erwihnt, daff die MGMT-Aktivitit in primédren Hepatozyten,
die aus verschiedenen Tieren isoliert worden sind, starken Schwankungen unterlag und

maximal Werte bis zu 400 fmol/10° Zellen gemessen worden sind.

Tabelle 3: MGMT- und MPG-Aktivititen der Ratten-Hepatomzellinien und primérer Hepatozyten,
unbehandelt und nach Behandlung mit MNNG und Réntgenstrahlen.

Die Zellen wurden mit MNNG (15 uM) und Rontgenstrahien (X-ray) (2 Gy) behandelt, 48 h spiiter geerntet
und Proteinextrakt hergestellit. Die MGMT- und MPG-Aktivititen wurde wie im Methodenteil beschrieben
bestimmt. Die Basalaktivititen entsprechen den Aktivititen in unbehandelten Zellen und stellen, wie die
Aktivititen nach den jeweiligen Behandlungen, den Mittelwert aus mindestens drei unabhingigen
Bestimmungen dar. Fiir die Basalaktivititen sind die Standardabweichung der Bestimmungen angegeben, Die
Induktion der Aktivitit nach den Behandlungen wurde relativ zu der unbehandelter Zellen berechnet und als
Induktionsfaktor (1.F.) angegeben. Zum Vergleich der Aktivititen mit einer leberspezifischen Funktion wurde
die relative Menge der TAT-mRNA in den Zellen angegeben.

MGMT (fmol/10°Zellen) MPG (fmol[3MeA+7MeG)/10°Zellen/h)
Zellinie Basalaktivitit MNNG X-ray Basalaktivitit MNNG X-ray TAT
LE LE LE LE,
H5 4%2 0,4 0,1 4 1,0 65+ 3 60 09 90 1,3 n.d.
H41IE 113+23 196 1,7 176 1,6 74 + 14 251 34 224 3,0 0,116

H4IIEC3/T 70%6 117 1,6 124 1,8 68+ 22 74 1,6 100 1,3 0,05
H4IIEC3/G" 204*47 183 0,9 199 1,00 178+ 39 279 1,6 236 1,3 0,229

Fao 159+ 6 210 1,3 225 1,4 169+ 52 228 1,3 111 0,7 0364

Hepatozyten 192+ 164 1015 5,3 518 2,7 782+324 1252 1,6 1427 1,8 1,379

a) Die Angabe der TAT-Expression erfolgt nach den Bestimmungen der mRNA Mengen der TAT in
Abbildung 2. n.d., nicht detektierbar.
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Die MPG-Aktivitit entspricht der Menge aus einem methylierten DNA-Substrat freigesetzter
N-Methylpurine (3-MeA und 7-MeG (sieche Methodenteil)). Die MPG-Aktivitit ist in den
untersuchten Zelltypen ebenfalls unterschiedlich exprimiert. Es wurde keine Korrelation mit der
TAT-Expression oder der MGMT-Aktivitit beobachtet. So ist in den dedifferenzierten HS5-
Zellen und den H4IIEC3/T-Zellen die MPG-Aktivitit etwa ebenso groB, wie in den
differenzierten H4IIE-Zellen (65 und 68 gegeniiber 74 fmol freigesetztes [3MeA+7MeG] pro
10° Zellen). Die Aktivitit in den leberspezifisch differenzierten Zellinien reicht von 74 fmol in
H4IIE-Zellen bis zu 178 und 169 fmol [3MeA+7MeG] pro 10° Zellen in H4IIEC3/G - und
Fao-Zellen. Eine hohe durchschnittliche Aktivitit von 782 fmol pro 10° Zellen ist in den
Hepatozyten zu beobachten. Auch die MPG-Aktivitdt in den Hepatozyten, isoliert aus
verschiedenen Tieren, schwankt erheblich (zwischen 200 und 1000 fmol pro 10° Zellen), ohne
daB jedoch eine Korrelation zur MGMT-Aktivitit festgestellt werden konnte.,

1.1.2. Basale MGMT- und MPG-mRNA Expression

Um die mRNA-Mengen der MGMT und MPG mit der Expression der TAT-mRNA in den
Hepatomzellinien und den primdren Hepatozyten vergleichen zu konnen, wurde ihre RNA
isoliert, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembranen transferiert. Anschlieend
wurde mit [**P]-markierten cDNA-Sonden der MGMT, der MPG, der TAT und der GAPDH
hybridisiert. Die Hybridisierung mit der GAPDH-Sonde diente zur Quantifizierung der
eingesetzten RNA-Menge. Wie in Abbildung 2A gezeigt, steigt die Stirke des Signals, das
durch Hybridisierung mit der MGMT-Sonde erhalten wurde, in Relation zum GAPDH-Signal
in der Reihenfolge H4IIEC3/T, H41IE, H4IIEC3/G’, Fao, primire Hepatozyten an. HS-Zellen
zeigten kein Hybridisierungssignal. Erst durch wesentlich verlingerte Expositionszeiten
konnten auch in der RNA von H5-Zellen geringe Mengen an MGMT-mRNA nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). Dies wie auch das Vorhandensein von MGMT-Aktivitit zeigte, dafl
H5-Zellen phinotypisch Mex™ sind, also das MGMT-Gen exprimieren. Die MGMT-mRNA-
Mengen spiegelten im wesentlichen die gemessenen Enzymaktivititen wider. Eine Ausnahme
stellen die priméren Hepatozyten dar. Die Menge der MGMT-mRNA war - im Gegensatz zu
den durchschnittlichen Enzymaktivititen - in den priméiren Hepatozyten fast dreimal hober als
in den Hepatomzellen (Abbildung 2B). Die MGMT-Aktivitit in den Hepatozyten, aus denen
die Gesamt-RNA pripariert wurde, lag allerdings deutlich tiber der durchschnittlichen Aktivitit
von 192 fmol/10°Zellen und betrug 377 fmol/10° Zellen (Durchschnittswert aus vier

Bestimmungen dieser priméren Hepatozytenkultur).
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Abbildung 2: mRNA-Mengen der MGMT,
der MPG und der TAT in Hepatomzellinien
und primiren Hepatozyten der Ratte,

A:  Autoradiogramm  der  Northern-
Hybridisierung von je 10 pg Gesamt-RNA
mit [**P]-dCTP markierten cDNA Sonden.
Die RNA wurde in einem 1%igen
Agarosegel  aufgetrennt, auf  eine
Nylonmembran transferiert und mit UV-
Licht fixiert. Die RNA wurde nacheinander
mit den radioaktiven Sonden hybridisiert.
Zur Quantifizierung der eingesetzten RNA-
Mengen wurde mit der GAPDH-Sonde
hybridisiert.

B: MGMT- und MPG-mRNA-Mengen in
Abhingigkeit von der leberspezifischen
TAT-Expression.

Die Schwirzung der Rontgenfilme wurden
durch laserdensitometrische Vermessung
quantifiziert. Die Signalstirken, die mit der
MGMT-, der TAT- und der MPG-Sonde
erhalten wurden, wurden relativ zu der
Signalstirke, die mit der GAPDH-Sonde
erhalten wurde, bestimmt. Die relativen
mRNA-Mengen der MGMT und der MPG
wurden  gegen die der  Tyrosin-
Aminotransferase (TAT) aufgetragen.




Die Hohe der mRNA-Expression der MPG zeigte einige Abweichungeﬁ ‘zur Hohe der
Enzymaktivitit in den untersuchten Zellen. So war insbesondere die MPG-mRNA-Menge der
Hepatozyten vergleichbar hoch wie die in den Hepatomzellinien, die Enzymaktivitit war
jedoch etwa 5-mal hoher. Fao-Zellen enthielten etwa 2,5-mal mehr MPG-mRNA als
HA4IIEC3/G -Zellen, wogegen die Enzymaktivitit in beiden Zellinien nahezu identisch waren
(Tabelle 3). Auf der anderen Seite wiesen HS- und H4IIEC3/G™-Zellen etwa gleichviel MPG-
mRNA auf, obwohl die Enzymaktivitit in den H4IIEC3/G™-Zellen fast dreimal hher war als in
H5-Zellen (Tabelle 3).

Die Signale auf den Rontgenfilmen, die in dem Autoradiogramm in Abbildung 2A zu sehen
sind, wurden laserdensitometrisch vermessen und dadurch quantifiziert. Die Abbildung 2B
zeigt die mRNA-Mengen des MGMT- und des MPG-Gens in den verschiedenen
Hepatomzellinien und den priméren Hepatozyten im Vergleich zu deren relativer TAT-mRNA
Menge, die als Indikator fiir den leberspezifischen Differenzierungsgrad der Zellen bestimmt
wurde. In den Versuchen wurde die Signalstirke, die in der Hybridisierung mit den cDNA-
Sonden erhalten wurden, in Relation zum GAPDH-Signal gesetzt, das als interner Standard fiir
die eingesetzte RNA-Mengen gilt. Es zeigte sich, dal die mRNA-Menge der MGMT mit
derjenigen der TAT in den Zellen anstieg (Abbildung 2B). Eine solche Korrelation war fiir die
MPG, deren mRNA-Menge unabhiingig von der der TAT schwankte, nicht zu beobachten.

1.2. Expression der MGMT und der MPG nach Einwirkung DNA
schidigender Agenzien

Um den Effekt von DNA-schddigenden Behandlungen auf die Expression der MGMT und
MPG in den unterschiedlich differenzierten Zellinien und den primidren Hepatozyten zu
untersuchen, wurden sie mit Rontgenstrahlen und mit dem methylierenden Agens MNNG
behandelt. Die verwendeten Mutagendosen von 2 Gy Rontgenstrahlen und 15 pM MNNG
fiihren bekanntermaBen zur Induktion der MGMT- und MPG-Expression in H4IIE Ratten-
Hepatomzellen (Laval, 1990; Fritz et al.,, 1991; Fritz und Kaina, 1992; Hartenstein, 1992;
Mitra und Kaina, 1993). Ionisierende Strahlen verursachen DNA-Strangbriiche wie auch
Basenschidden in der DNA; durch MNNG wird die DNA insbesondere an den N- und O-
Positionen der Purin-Basen methyliert. Nach den Behandlungen wurde die RNA und der
Gesamtzellextrakt von behandelten und unbehandelten Zellen prédpariert und die mRNA-
Mengen und Proteinaktivititen der MGMT und MPG darin bestimmt,
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1.2.1. Induzierbarkeit der MGMT

Wie in Abbildung 3 gezeigt, reagierten die Zellen mit unterschiedlich starker Akkumulation
der MGMT-mRNA (im Vergleich 2zu unbehandelten Kontrollzellen) auf die
Mutagenbehandlungen. Die Zellinien H41IE, H4IIEC3/T und H4IIEC3/G™ und die priméren
Hepatozyten zeigten eine relativ starke Zunahme der MGMT-mRNA-Menge. Diese betrug fiir
HA4IIE-Zellen nach Exposition mit Rontgenstrahlen und nach MNNG-Behandlung das 5,7-
bzw. 2,3-fache und in H4IIEC3/T-Zellen das 3,7- bzw. 6,5-fache der MGMT-mRNA-Menge
in unbehandelten Kontrollzellen. In H4IIEC3/G™-Zellen zeigte sich nach MNNG-Behandlung
eine 4,1-fache, nach Rontgenbestrahlung jedoch nur eine 1,5-fache Induktion. Auch Fao-Zellen
zeigten nur eine 1,5- bzw. 1,6-fache Zunahme der mRNA-Menge nach MNNG- und
Rontgenstrahlen-Exposition. Keine Zunahme der mRNA-Menge nach diesen Behandlungen

findet man in H5-Zellen (zur Quantifizierung siehe auch Abbildung 5)
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Abbildung 3: Akkumulation der MGMT-mRNA in Ratten Hepatomzellinien und primiren Hepatozyten nach
Behandlung mit MNNG oder Rontgenstrahlen,

Gesamt-RNA wurde 24 h nach Zugabe von MNNG zum Medium (Endkonzentration 15 uM), oder nach
Exposition mit Rontgenstrahlen (X-ray) (2 Gy) isoliert, auf einer Nylonmembran fixiert und mit einer radioaktiv
markierten cDNA-Sonde der Ratten-MGMT hybridisiert. Die Rehybridisierung mit GAPDH dient zur
Quantifizierung der eingesetzten RNA-Menge. Die Signalstiirken, die mit der MGMT-Sonde erhalten wurde,
wurden relativ zur der von GAPDH bestimmt (MGMT/GAPDH). Die angegebenen Induktionsfaktoren (IF) geben
die mRNA-Mengen relativ zur jeweils unbehandelte Kontrolle (C) an. nd, nicht detektierbar,
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Abbildung 4: Vergleich der Induktion der MGMT- und MPG-Enzymaktivitiiten nach Behandlung mit MNNG
(15 pM) und Rontgenstrahlen (X-ray) (2 Gy).

Die Induktionsfaktoren sind der Tabelle 3 entnommen und beziehen sich auf die Aktivitit in unbehandelten
Kontrollzellen des jeweiligen Versuchs.

Die Zuname der mRNA-Mengen verlief parallel mit der Zunahme der MGMT-AKktivitéit. Die
Aktivititen der einzelnen Zellinien nach Mutagenexposition sowie die Induktionsstdrken
(relativ zur unbehandelten Kontrolle) sind in Tabelle 3 aufgefiihrt und in Abbildung 4
graphisch dargestellt. Die stdrkste Zunahme der Aktivitit fand sich bei den frisch isolierten
Hepatozyten (5-fach nach MNNG- und 2,7-fach nach Rontgenstrahlen-Behandlung). Eine
reproduzierbare Zunahme zwischen dem 1,6- und 1,8-fachen der Aktivitit in Kontrollzellen
wurde auch in H4IIE- und H4IIEC3/T-Zellen beobachtet. Keine deutliche Induktion der
MGMT-Aktivitdit war bei Fao-, H4IIEC3/G- und HS5-Zellen zu verzeichnen. Die
Aktivitidtszunahme der MGMT in den Zellen ist meist geringer als die der mRNA-Menge. In
H5-Zellen ist nach MNNG-Gabe sogar ein Riickgang der MGMT-Aktivitit zu registrieren. Die
Induktionsstirke der MGMT mRNA-Expression zeigte keine Korrelation zur leberspezifischen
TAT-Expression der Hepatomzellinien und der primdren Hepatozyten (Abbildung 5). Ebenso
war fiir die Induktion der MGMT-Aktivitdt und der TAT-Expression eine solche Korrelation
nicht festzustellen (Tabelle 3).
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8- Abbildung 5: Vergleich der Induktion der MGMT-

0 X-ray mRNA-Menge mit der TAT-mRNA-Expression in

A MNNG den verschiedenen Hepatom-Zellinien und priméren
A Hepatozyten der Ratte.
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1.2.2. Induzierbarkeit der N-Methylpurin-DNA-Glykosylase

Nach der Behandlung der verschiedenen Ratten-Leberzellen mit Rontgenstrahlen und MNNG
waren  keine  wesentlichen  Unterschiede der MPG-mRNA-Mengen  zwischen
mutagenbehandelten und unbehandelten Zellen zu beobachten (Abbildung 6). Lediglich in
HAIIEC3/T-Zellen zeigte sich nach MNNG-Behandlung eine leichte 1,5-facher
Mengenzunahme. Im Gegensatz zo der mRNA-Menge war die MPG-Aktivitit in H4IIE-Zellen
nach denselben Behandlungen deutlich angestiegen (3- bis 3,4-fach, siche Tabelle 3 und
Abbildung 4). Die Zellen der Zellinien H4IIEC3/T und H4IIEC3/G™ wie auch die priméren
Hepatozyten zeigten ebenfalls einen wenn auch nur schwachen Anstieg der Enzymaktivitiit
nach MNNG-Behandlung (1,6- bis 1,8-fache Aktivitit der Kontrolle). HS- und Fao-Zellen
zeigten keine deutliche Verdnderung der MPG-Aktivitit im Vergleich mit unbehandelten
Zellen (0,7- bis 1,3-fache Aktivitit der Kontrolle). Die Induktionsfaktoren der MPG-Aktivitit
sind vergleichend in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 6: Akkumulation der MPG-mRNA in Ratten Hepatomzellinien und Hepatozyten nach Behandlung
mit MNNG oder Rontgenstrahlen (X-ray).

Gesamt-RNA wurde 24 h nach Zugabe von 15 uM MNNG zum Medium oder nach Bestrahlung mit 2 Gy
Rontgenstrahlen (X-ray) isoliert und in Northern Analysen mit einer radioaktiv markierten Ratten-MPG cDNA
Sonde hybridisiert. Die Rehybridisierung mit GAPDH diente der Quantifizierung der eingesetzten RNA-
Menge. Die MPG-mRNA-Menge wurde relativ zur eingesetzten RNA-Menge bestimmt (MPG/GAPDH). Die
angegebenen Induktionsfaktoren (IF) beschreiben die mRNA-Mengen in Relation zur jeweils unbehandelten
Kontrolle (C).

1.3. Expression der MGMT und MPG nach Behandlung von primiren
Ratten-Hepatozyten mit dem Tumorpromotor Phenobarbital

Phenobarbital ist ein starker Tumorpromotor in der Rattenleber (Pereino et al., 1971 und 1975;
Preat et al., 1987; Jirtle und Meyer, 1991). Die Verbindung induziert auerdem in der
Rattenleber und in Ratten-Hepatomzellen leberspezifische Gene, wie z.B. Cytochrom P-450
abhingige Monooxygenasen (Corcos und Weiss, 1988). Ob Phenobarbital auch einen
induzierenden Effekt auf die Expression der MGMT oder MPG in frisch isolierten Ratten-
Hepatozyten hat, wurde anhand der Zunahme der mRNA-Mengen 24 h nach der Zugabe dieser

Substanz zur Zellkultur bestimmt. Es zeigte sich, daB3 Phenobarbital zu einer Akkumulation der
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MGMT-mRNA fiihrt, die vergleichbar ist mit der nach Behandlung mit MNNG. Die
Transkriptmenge der MPG stieg im gleichen Zeitraum nicht an (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Akkumulation der mRNA-Mengen der MGMT und MPG in Ratten-Hepatozyten nach
Behandlung mit MNNG und Phenobarbital (Pb).

Die frisch isolierten Ratten-Hepatozyten wurden nach ihrer Aggregation (sieche Methodenteil) mit 20 pM
MNNG bzw. mit 1,5 mM Phenobarbital behandelt (siche Methodenteil). Nach 24 Stunden wurde die RNA
pripariert, auf eine Nylonmembran fixiert und mit den radioaktiv markierten cDNA-Sonden der MGMT, MPG
und GAPDH hybridisiert, Die Hybridisierung mit GAPDH diente der Bestimmung der eingesetzten RNA-
Menge. Die Signalstirke mit der MGMT- und der MPG-Sonde wurde relativ zur eingesetzten RNA-Menge
bestimmt. Die angegebenen Induktionsfaktoren (IF) beschreiben die relativen mRNA-Mengen bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (C).

1.4. Sensitivitit der Ratten-Hepatomzellen gegeniiber der toxische Wirkung
von Alkylantien

Die monofunktionellen alkylierenden Agenzien MNNG und MMS reagieren in
unterschiedlicher Weise mit der DNA (siche auch Tabelle 1), MMS reagiert in einem Sn2-
Mechanismus vorwiegend mit Stickstoffatomen der DNA (81%-83% der Alkylierungen in
vitro finden am N7-Guanin, 10,4%-11,4% am N3-Adenin und 1,9%-3,8% am N1-Adenin statt
(Beranek, 1990)). Der Anteil an Methylierung von Sauerstoffatomen ist gering (0,8% der
Gesamtalkylierung entfallen auf Phosphotriester und 0,3% auf O°-Guanin). MNNG reagiert in
einem Syl-Mechanismus mit den Stickstoff- und Sauerstoffatomen der DNA, Auch MNNG

48




liefert hauptséichlich Methylierungen an Stickstoffatomen (67% der Gesamtmethylierung in
vitro an N7-Guanin, 12% an N3-Adenin, 2% an N3-Cytosin und 1% an N1-Adenin (Beranek,
1990)). Daneben findet jedoch auch eine relativ starke Methylierung an der O°-Position des
Guanins statt (7% aller Methylierungen). Die Hauptprodukt der Methylierung sowohl durch
MNNG wie auch durch MMS sind N-Methylpurine. Diese stellen durch die Bildung von AP-
Stellen in der DNA sowohl primutagene als auch pritoxische Lisionen dar (Randall et al.,
1987; zur Ubersicht siehe Kaina, 1993). Die Bedeutung von O°-Methylguanin als ebenfalls
pritoxische DNA-Lision wurde vielfach nachgewiesen (zur Ubersicht siehe Yarosh, 1985;
Pegg, 1990; Pegg und Byers, 1992). N-Methylpurine werden durch Exzisionsreparatur, deren
erster Schritt die Entfernung der methylierten Basen durch die MPG ist, aus der DNA entfernt.
O°-Methylguanin wird durch die MGMT repariert.

Um den Einfluf} der unterschiedlich starken Expression der beiden Reparaturproteine auf das
Uberleben von Zellen der verschiedenen Ratten-Hepatomzellinien nach Behandlung mit
MNNG und MMS zu bestimmen, wurden Dosis-Effekt-Versuche durchgefiihrt. Zum Vergleich
der Sensitivitdt der Ratten-Hepatomzellen gegeniiber MNNG und MMS, die alle MGMT-
Aktivitit besitzen (Mex'-Phinotyp), mit Zellen einer MGMT defizienten Zellinie (Mex -
Phénotyp), wurden CHO-9-Hamsterzellen (Mex’) in den Dosis-Effekt-Experimenten parallel
untersucht. CHO-9-Zellen besitzen eine in der Hohe mit den Hepatomzellen vergleichbare
MPG-Aktivitdt (Hartenstein, 1992; Ibeanu et al., 1992).

In Abbildung 8 ist die Fihigkeit von Einzelzellen, nach Behandlung mit steigenden
Konzentrationen von MNNG und MMS zu Kolonien auszuwachsen, relativ zu einer
unbehandelten Kontrolle aufgetragen. Es wird deutlich, dal die Zellen der Mex'-
Hamsterzellinie CHO-9 am sensitivsten gegeniiber MNNG reagiert. Unter den Mex'-Ratten-
Hepatomzellen reagierten Zellen der HS5-Zellinie, die die geringste MGMT-Aktivitit
aufwiesen, am sensitivsten gegeniiber diesem methylierenden Agens. Sie waren jedoch deutlich
resistenter als Zellen der CHO-9-Zellinie. Die anderen Hepatomzellen zeigten gegeniiber
MNNG nur geringe voneinander abweichende Sensitivitidten (in Abbildung 8 reprisentativ mit
zwei Kurven dargestellt). Der Effekt von MMS auf die Fihigkeit der Zellen der untersuchten
Zellinien Kolonien zu bilden, war bei allen untersuchten Zellinien, mit Ausnahme der Fao-
Zellinie, gleich. Fao-Zellen zeigten im Vergleich mit den Zellen anderen Zellinien eine leicht

erhohte Koloniebildungsrate nach MMS-Behandlung,
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Abbildung 8: Uberlebensraten von Zellen der Ratten-Hepatomzellinien und der MGMT-defizienten
Hamsterzellinie CHO-9 nach Behandlung mit steigenden MNNG- und MMS-Konzentrationen

Eine definierte Anzahl von Zellen wurde mit den angegebenen Dosen MNNG und MMS fiir 1b behandelt.
Nach 7-10 Tagen wurden die entstandenen Kolonien fixiert und angefirbt. Die Uberlebensraten entsprechen
der Anzahl der zu Kolonien ausgewachsenen Einzelzellen relativ zu einer unbehandelten Kontrolle. Die
Kurvenwerte stellen Mittelwerte aus mindestens 3 unabhéingigen Experimenten dar,

Zur Quantifizierung der Sensitivitdt der verschiedenen Zellinien gegeniiber der toxischen
Wirkung von MNNG und MMS wurden aus dem durch lineare Regression bestimmten linearen
Bereich der Uberlebenskurven die D,-Dosen (Dosen, die das Uberleben der Zellen auf 37%
reduzieren) bestimmt (Tabelle 4). Bezogen auf diese D,-Werte zeigen die untersuchten Zellinie
folgende Sensitivitidten gegeniiber MNNG und MMS: Mit Ausnahme der H5-Zellen weisen die

Hepatomzellen eine relativ hohe Resistenz gegeniiber MNNG auf. H5-Zellen sind um den

Tabelle 4: D,-Werte fiir MNNG und MMS der Ratten-Hepatomzellinien und der MGMT defizienten (Mex")

Hamsterzellinie CHO-9,

Die D,-Dosen entspreche den Dosen der methylierenden Agenzien, bei denen__nur noch 37% der Zellen
iiberleben. Sie wurden aus dem linearen Bereich der in Abbildung 8 gezeigten Uberlebenskurven errechnet,

der durch lineare Regression bestimmt wurde.

D,-Dosen
Behandlungen Zellinien
CHO-9 HS  H4IIEC3/T H4IIE  H4IIEC3/G Fao
MNNG 0,99 7,19 19,67 18,28 21,74 24,54
MMS 0,64 0,77 0,71 0,64 0,71 0,83
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Faktor 2,5 bis 3 sen‘sitiver gegeniliber MNNG als die anderen Hepatomzellen. Deren D,-Werte
schwanken maximal um den Faktor 1,3. Die CHO-9-Zellen, die keine meBbare MGMT-
Aktivitdt besitzen, reagieren siebenmal sensitiver als H5-Zellen und etwa 20-mal sensitiver als
die anderen Hepatomzellen. Die Sensitivitit gegeniiber MMS ist bei allen Zellinien sehr
dhnlich. Die in der Uberlebenskurve resistenter erscheinenden Fao-Zellen zeigen nur einen
minimal (1,1- bis [,3-fach) erhthten D,-Wert im Vergleich mit den anderen Hepatomzellen
oder den CHO-9-Hamsterzellen (Tabelle 4). Weder CHO-9- noch H5-Zellen, die beide eine
deutlich geringere MGMT-AKktivitidt als die Zellen anderer Zellinien besitzen, zeigen eine
erhohte Sensitivitdt gegeniiber MMS.
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2. Untersuchungen zur Induzierbarkeit von Genen der DNA-
Exzisionsreparatur und des MGMT-Gens in HA4IIE Ratten-
Hepatomzellen

Die Reparatur von DNA-Methylierungsschiden in Sadugerzellen erfolgt auf zwei
unterschiedliche Arten: Die Methylgruppen an der O°-Position des Guanins werden durch die
0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) in einer einstufigen Reversionsreparatur
beseitigt. Die Entfernung von N-Methylpurinen - besonders N3- und N7-substituierter - erfolgt
durch die Zusammenarbeit der N-Methyipurin-DNA-Glykosylase (MPG) mit den anderen
Enzymen (AP-Endonuklease, Polymerase 3, Ligase) der Exzisionsreparatur von geschédigten
Basen (Barnes et al., 1993). Ob die an der Reparatur von Methylierungsschidden der DNA
beteiligten Enzyme koreguliert werden, ist nicht bekannt. Um eine erste Antwort auf die Frage
einer moglichen Koregulation der genannten Reparaturenzyme zu bekommen, wurde die
Expression ihrer Gene nach Behandlung mit Mutagenen (MNNG und Rontgenstrahlen) sowie
nach Hormonbehandlung (Dexamethason) in H4IIE-Ratten-Hepatomzellen untersucht. Dazu
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach den Behandlungen die RNA der Zellen isoliert und

die mRNA-Mengen der Reparaturgene bestimmt,

2.1. Expression von DNA-Reparaturgenen in H4IIE-Zellen nach
Behandlung mit Mutagenen :

2.1.1. Abhéngigkeit der MGMT- und MPG-mRNA -Expression von der Mutagendosis

Die zur Induktion der MGMT und MPG gewihiten Dosen in den vorgehend dargestellten
Experimenten waren auf der Grundlage bereits publizierter Daten gewéhlt worden. Es handelt
sich um Dosen, die nur geringe toxische Wirkungen aufweisen (Uberlebensraten nicht unter 10
% reduziert). Da unklar war, ob sich die Induktionen dosisabhéngig steigern lieen, wurde in
H4IIE-Zellen die MGMT-mRNA-Expression sowie die der MPG nach verschieden hohen
MNNG-Konzentrationen und Rontgendosen bestimmt (Abbildung 8). Es zeigte sich, daf} die
MGMT-mRNA in Abhéingigkeit von der Rontgenstrahlen-Dosis induziert wird (bei 2 Gy eine
4,3-fache Induktion) und bei 8 Gy ein Maximum einer 8,6-fachen Induktion der mRNA-Menge
(im Vergleich zu unbehandelten Zellen) erreichte. Nach Behandlung mit dem methylierenden
Agens MNNG in einer Endkonzentration von 20 uM, wurde eine 2,5-fache Induktion der
MGMT mRNA-Menge beobachtet, die sich allerdings durch Erhohung der Konzentration noch
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Abbildung 9: Dosisabhingigkeit der MGMT- und MPG-Expression in der Ratten-Hepatomzellinie H41IE.
Gesamt-RNA wurde 24 h nach Zugabe von MNNG zum Medium oder nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen
(X-ray) aus den Zellen isoliert, auf eine Nylonmembran fixiert und mit einer radioaktiv markierten MGMT,
MPG und GAPDH ¢cDNA-Sonde hybridisiert. Die Rehybridisierung mit GAPDH dient zur Quantifizierung der
eingesetzten RNA-Menge. Die Signalstirke mit der MGMT- und MPG-Sonde wurde relativ zur eingesetzten
RNA-Menge bestimmt. Die angegebenen Induktionsfaktoren sind ein MaB fiir die relativen mRNA-Mengen
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle,

deutlich steigern liel und erst bei einer Endkonzentration von 60 UM ein Plateau erreichte

(Induktionsfaktor 4,3).
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Die mRNA-Menge der MPG =zeigte keine Verdnderungen nach MNNG-Behandlung mit
steigenden Konzentrationen. Nach Einwirkung von Rontgenstrahlen wurde eine leichte
dosisabhiéngige Zunahme der mRNA-Menge beobachtet (Abbildung 9). In separaten
Versuchen mit htheren Strahlungsdosen wurde der hier gezeigte 2,3-fache Anstieg des
Basalwertes unbehandelter Zellen durch eine Dosis von 10 Gy nur leicht erhoht (2,5-fache

Induktion bei 18 Gy, nicht gezeigte Daten).

2.1.2. Expression von Reparaturgenen nach Einwirkung von Rontgenstrahlen

Mit Hilfe homologer und heterologer cDNA-Sonden der MPG, AP-Endonuklease, Polymerase

B und der Ligase I (siche Materilateil) wurde die Expression der entprechenden Gene in H4IIE

Ratten-Hepatomzellen nach Rontgenbestrahlung mit einer Dosis von 2 Gy untersucht. Diese

Dosis wurde trotz der oben beschriebenen steigenden Induktionsraten nach hoheren Dosen

gewihlt, da Dosen tiber 2 Gy relativ toxisch sind. Daher wurden fiir die Induktionsversuche die

niedrigste Dosis gewihlt, bei der eine deutliche Induktion der MGMT sichtbar war. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung wurde die RNA aus den Zellen isoliert,
aufgereinigt und im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die auf eine Nylonmembran
transferierte und fixierte RNA wurde anschlieBend mit den o.g. cDNA-Sonden hybridisiert.

Zur Quantifizierung der RNA-Mengen wurde mit einer GAPDH-Sonde hybridisiert. Die

Hybridisierungssignale ~ wurden durch  laserdensitometrische Vermessung  der

Autoradiographien quantifiziert und die Signalstirken relativ zum GAPDH-Signal berechnet.

Im folgenden werden Anderungen der mRNA-Mengen um mehr als das 1,5-fache der Menge

unbehandelter Zellen als ,signifikant angesehen. Abweichungen die darunter liegen, sind im

Schwankungsbereich der Untersuchungsmethode und daher nicht signifikant. Nach

Rontgenbestrahlung mit 2 Gy zeigte sich die folgende Expression der mRNA der betrachteten

Gene (Abbildung 10):

e MGMT Die mRNA-Menge der MGMT stieg 6 h nach der Behandlung an. Nach
24 h erreichte sie das 4,3-fache des Ausgangswertes und fiel in den Tagen
danach ab, wobei nach 73 h immer noch eine leicht erhohte mRNA-
Menge zu beobachten war.

e MPG, Ligase Die mRNA-Mengen der MPG und Ligase zeigten keine signifikanten
Anderungen nach Rontgenbestrahlung,
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Stunden nach der Behandlung
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Abbildung 10: mRNA-Expression verschiedener in der DNA-Reparatur
involvierter Genme in  H4IIE  Ratten-Hepatomzellen  nach
Rontgenbestrahlung,

H41IE-Zellen wurden mit einer Dosis von 2 Gy bestrahit, zu den
angegebenen Zeitpunkten danach geerntet. und die Gesamt-RNA
priapariert. Nach Auftrennen in einem 1%igen Agarosegel wurde die
RNA auf eine Nylonmembran transferiert und anschliefend mit UV-
Licht fixiert. Die immobilisierte RNA wurde nacheinander mit den
verschiedenen radioaktiv markierten cDNA-Sonden hybridisiert und die
erhaltenen Signale durch laserdensitometrische Vermessung der
Autoradiographien quantifiziert. Die GAPDH-Hybridisierung diente zur
Quantifizierung der RNA-Mengen auf dem Filter, Auf der linken Seite
sind die erhaltenen Signale dargestellt, rechts die quantitative
Auswertung der Signale. Die mRNA-Expression wurde relativ zum
Kontrollwert (zum Zeitpunkt t=0) berechnet.
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e APE Die Menge an APE-mRNA zeigte zu den Zeiten 0,5 h-, 1 h-, 3 h-,und 15 h
nach der Behandlung signifikant erhohte mRNA-Mengen, wobei nach 0,5 h
und nach 15 h die Maximalmenge der APE-mRNA vom 1,9-fachen
unbehandelter Zellen erreicht wurde. Nach dem 24 h-Wert sank die mRNA-
Menge auf 30% der Kontrolle ab.

e Polymerase B Die mRNA-Menge der Polymerase B zeigte nur am 0,5 h-Wert eine nur
gering erhohte mRNA-Menge (1,7-fache Menge der unbehandelten
Kontrolle). ‘

2.1.3. Expression von Reparaturgenen nach Behandlung mit MNNG

Um den Einfluf des methylierenden Mutagens MNNG auf die mRNA-Expression von

Reparaturgenen zu untersuchen, wurden die Zellen fiir eine Stunde mit 50 pM MNNG

behandelt. Dann wurde zu denselben Zeitpunkten wie nach der Rontgenbestrahlung die RNA

der Zellen isoliert. Die auf Nylonmembran fixiere RNA wurde schlieBlich mit den cDNA-

Sonden der Reparaturgene hybridisiert. Die Behandlung der H4IIE-Ratten-Hepatomzellen mit

MNNG hatte folgenden Einflufl auf die mRNA-Mengen der untersuchten Gene (Abbildung

11):

e MGMT Die mRNA-Menge der MGMT stieg 16 h nach der Behandlung an,
und erreichte nach 72 h das 4-fache des Ausgangswertes.

e MPG, APE, Ligase Die mRNA-Mengen der MPG, der APE und der Ligase zeigten keine
signifikanten Verdnderungen.

e Polymerase 3 Bis 16 h nach der Behandlung fiel die mRNA-Menge stetig ab. Dann

stiegt sie bis auf das 2-fache des Ausgangswerts (nach 72 h) an.

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dall nur bei der MGMT eine relativ hohe (etwa 4-fache)
Induktion der mRNA-Expression zu beobachten war. Die mRNA-Expression der an der
Exzisionsreparatur beteiligten Reparaturenzyme zeigte dagenen nur geringe oder keine
(signifikanten (s.0.)) Verdnderungen, Die APE-mRNA-Menge war zu den Zeitpunktcn 0,5, 1,
3 und 15 h nach der Bestrahlung und die der Polymerase B 72 h nach MNNG-Behandlung

schwach (1,7- bis 2-fach) induziert.
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MGMT

MPG

APE

Lig

Polf

GAPDH

Abbildung 11: mRNA-Expression verschiedener in der DNA-Reparatur
involvierter Gene in H4IIE Ratten-Hepatomzellen nach Behandlung mit
MNNG.

H4IIE-Zellen wurden mit 50 pM MNNG fiir eine Stunde behandelt. Die
Northern-Analyse erfolgte in gleicher Weise wie nach der Behandlung
mit Rontgenstrahlen (sieche Abbildung 10).
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2.2. DNA-Reparaturgene sind in der Ratten-Hepatomzellinie H4IIE durch
Dexamethason induzierbar

Es lagen bisher keine vergleichenden Untersuchungen zur Wirkung von Hormonen auf die
Expression von DNA-Reparaturgenen vor. Die Behandlung von H4IIE-Ratten-Hepatomzellen
mit dem kiinstlichen Glucocorticoid-Hormon Dexamethason (Riad-Fahmy et al., 1979) wurde
als Beispiel fiir einen moglichen physiologischem Induktor der Expression von Reparaturgenen

gewdhlt.

Wie bei der Untersuchung der Geninduktion nach Einwirkung DNA-schiidigender Agenzien,
wurden die mRNA-Mengen der MGMT, der MPG, der Polymerase B und der AP-
Endonuklease in H4IIE Ratten-Hepatomzellen nach Dexamethason-Behandlungen bestimmt.
Als Kontrolle fiir die Wirkung des kiinstlichen Hormons wurde die Induzierbarkeit des
Tyrosin-Aminotransferase-Gens gewihlt. Von diesem Enzym ist bekannt, dafl es in der Leber
und in H4IIE-Hepatomzellen der Ratte durch Glucocorticoide induziert wird. (Kenny, 1961;
Pitot et al., 1964). Die Induktion beruht auf der transkriptionellen Aktivierung des Gens

(Jantzen et al., 1987). Wiederum wurde zu verschiedenen Zeiten nach der Behandlung die
RNA aus den Zellen isoliert. Nach elektrophoretischer Trennung und Transfer auf eine
Nylonmembran, wurde die fixierte RNA mit den verschiedenen DNA-Sonden hybridisiert. Die
Signale wurden durch laserdensitometrische Vermessung der Autoradiographien quantifiziert.
Zur Korrektur unterschiedlicher RNA-Mengen wurde mit GAPDH rehybridisiert und die
Signalstirken relativ zum GAPDH-Signal berechnet.
Die mRNA-Menge der untersuchten Gene zeigten nach Behandlung mit Dexamethason
folgende Verdnderungen (Abbildung 12):
e MGMT Die mRNA-Menge stieg bereits 3 h nach der Hormongabe an und erreichte nach
16 h das 5,2-fache des Ausgangswertes. Danach fiet sie ab und erreichte 48 h
nach der Behandlung wieder das 2-fache des Ausgangswertes.
¢ MPG Die mRNA-Menge der MPG sank nach 16 h unter den Kontrollwert ab und
erreichte 24 h nach der Hormongabe ihren Tiefstwert, das 0,2-fache des
Ausgangswertes (5-fache Reduktion). Nach weiteren 24 h war die mRNA-Menge

wieder leicht gestiegen, hatte die Ausgangsmenge aber noch nicht wieder erreicht.

58




Stunden nach der Behandlung MGMT

.
omw £ 2% fé ¢
’go )
&,
MGMT £ =
[0y
0 3 & 16 24 48
MPG
MPG
771
G s
E;),,
APE " e
g
)
APE
PolB ;
P
5,
1.
-
4
TAT ke
[~
Pol beta
GAPDH ’
&

Relative Signalstirke

Abbildung 12: mRNA-Expression von DNA-Reparaturgenen und
dem  Tyrosin-Aminotransferase-Gen in  H4IIE  Ratten-
Hepatomzelien nach Behandlung mit Dexamethason (Dex).
Exponentiell wachsende H4HE-Zellen wurden mit Dexamethason
(107 M) behandelt. Die Northern-Analyse erfolgten wie nach der
Behandlung mit Rontgenstrahlen (siche Abbildung 16).
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e APE Die APE-mRNA-Menge zeigte in den ersten 6 h nach der Gabe von
Dexamethason keine Verinderung. 10 h spéter aber war die mRNA-
Menge auf das 2,6-fache angestiegen. Danach sank die mRNA-Menge
wieder auf den Ausgangswert ab.

e Polymerase § Die mRNA-Mengen nach Dexamethason-Behandlung zeigte nach 16 h
einen 1,8-fachen Anstieg. Danach sank die mRNA-Menge wieder auf das
Ausgangsniveau.

e TAT Bereits nach 3 h stieg die mRNA-Menge an und erreichte nach 16 h das
6,7-fache des Ausgangswertes. Dann sank die Menge der mRNA wieder ab
und erreichte 48 h nach der Hormongabe wieder das 3-fache des

Ausgangswertes.

Die Induktion der TAT zeigte die Wirksamkeit des Hormons als Induktor der Transkription in
H4IE-Zellen. Alle Reparaturgene wiesen signifikante Verdnderungen ihrer mRNA-Expression
durch die Behandlung mit Dexamethason auf. Die Unterschiede zur mRNA-Menge in
unbehandelten Zellen waren nach 16 bzw. 24 h am grofiten. Mit Ausnahme der MPG
induzierte Dexamethason bei allen Reparaturenzymen eine Akkumulation der kodierenden
mRNA. Die stdrkste Zunahme der mRNA-Expression war bei der MGMT zu beobachten,
gefolgt von der AP-Endonuklease. Die Polymerase f—mRNA-Menge war nur nach 16 h relativ
schwach (aber signifikant) angestiegen. Die MPG-mRNA-Menge nahm nach Dexamethason-
Behandlung signifikant ab (5-fache Reduktion nach 24 h, 1,6-fache Reduktion nach 16 und 48
h im Vergleich zu unbehandelten Zellen).

Die beobachteten relativ schwachen Anderungen (mit Ausnahme der MGMT der Ratte) der
mRNA-Expression machen Aussagen zur Induzierbarkeit von in der Reparatur von DNA-
Alkylierungsschédden involvierten Genen schwierig. Die Verwendung isolierter Promotoren
zusammen mit bakteriellen Reportergenen kann hier zu klareren Aussagen iiber die

transkriptionellen Regulation der Gene fijhren.
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3. Analyse der Induzierbarkeit des menschlichen MGMT-
Promotors

Der Promotor des menschlichen MGMT-Gens war bereits 1991 isoliert und charakterisiert
worden (Harris et al, 1991). Obwohl er mehrere potentielle Bindestellen fiir
Transkriptionsfaktoren besitzt (AP-1, AP-2, GRE, Hitzeschock-Element; siehe Abbildung
13), die eine Induzierbarkeit seiner Aktivitidt vermuten lassen, konnte diese in menschliche
Zellen bisher nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden (Pegg, 1990). Die menschliche
Cervixkarzinom-Zellinie Hel.a S3, sowie die menschliche Hepatomzellinie HepG2
beispielsweise exprimieren das MGMT-Gen, zeigen aber keine Induktion der Transkription
nach MNNG-Behandlung (Fritz et al., 1991; Fritz, 1992). Es existiert bislang nur ein Hinweis,
demzufolge auch in einer menschlichen Zellinie - der LICH-Hepatomzellinie - eine Induktion
der MGMT-Aktivitdt durch Mutagene erfolgen kann (Laval, 1990). Induktion der MGMT-
mRNA in menschlichen Zellen ist bislang nicht gezeigt worden. Dies steht im Gegensatz zur
Induktion der MGMT auf transkriptioneller Ebene in Ratten-Hepatomzellen (Fritz et al., 1991;
Chan et al., 1992). Es stellte sich daher die Frage, ob der menschliche MGMT-Promotor

Sstl BamHI Sstl

A 4 Ed
s Ee——
2,6 kb
¢ >
BamHI Sstl
B g Exon | 3
66 v v ¢ e Qe Yoo @ @ ©

0 Bindestelle des Glucocorticoid-Rezeptors e  SP 1 Bindestelle
v AP 1 Bindestelle ® Hitzeschockelement
¢ AP 2 Bindestelle *  CCAAT-Box

Abbildung 13 A: Diagramm des 2,6 kb langen menschlichen MGMT-Promotorfragmentes, das im zur
Transfektion verwendet Plasmid pO00 vor das bakteriellen Reportergen Chloramphenicol-
Acetyltransferase kloniert wurde. Der ausgefiillte Bereich stellt den Teil dar, dessen Sequenz bekannt
1St.

B: Der sequenzierte Teil des menschlichen MGMT-Promotors (-954 bis +202 relativ zum
Transkriptionsstart). Die Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren sind gekennzeichnet (Veridndert nach
Harris et al., 1991),
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tatsidchlich nicht induzierbar ist, oder ob die verwendeten menschlichen Zellen und

Behandlungen fiir eine solche Induktion nicht geeignet waren.

Es wurden folgende Versuchsansitze gewihit, um die Induzierbarkeit der Aktivitit des

menschlichen MGMT-Promotors zu untersuchen:

1. Der menschliche MGMT-Promotor wurde als Reportergenkonstrukt (Promotor-CAT-
Konstrukt) in H4IIE-Rattenzellen transfiziert, Da H4IIE-Zellen offenbar Faktoren
exprimieren, die fiir die induzierbare Expression des MGMT-Gens der Ratte verantwortlich
sind, wurde die Aktivitit des menschlichen MGMT-Promotors in diesen Zellen nach
Behandlungen untersucht, die die Expression des endogene Rattengens induzieren (Laval,
1990; Fritz et al., 1991; Fritz und Kaina, 1992).

2. Der  menschliche ~ MGMT-Promotor  besitzt  potentielle  Bindestellen  fiir
Transkriptionsfaktoren (AP-1, AP-2, GRE), die eine Aktivierung des Promotors auch durch
nicht DNA-schiddigende Induktoren der Transkription moglich erscheinen lassen. Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist das MGMT-Gen in HA4IIE-Zellen auch durch
Dexamethason induzierbar. Es wurde daher in einem zweiten experimentellen Ansatz
untersucht, ob solche ,physiologischen Induktoren* der Transkription einen Einfluf} auf die
Aktivitdit des menschlichen MGMT-Promotors nach Transfektion in Zellen der
menschlichen Cervixkarzinom-Zellinie Hel.a S3, wie auch der Ratten-Hepatomzellinie

HA4IIE ausiiben konnen.

Zur Untersuchung der Aktivitit des isolierten menschlichen MGMT-Promotors war ein 2,6 kb
langes Promotorfragment (Abbildung 13A) vor das bakterielle Reportergen der
Chloramphenicol-Acetyltransferase in den Vektor pCAT basic kloniert worden (Harris et al.,

1991). Das entstandene Konstrukt hatte die Bezeichnung p000 erhalten (Abbildung 14).

Sstl 2250 Sstl 4850
1 6964

— Amp’ MGMT-Promotorfragment CAT | SV40 polyA —

Abbildung 14: Karte des Plasmids pOOO (6,964 kb).

Das 2,6 kb lange menschliche MGMT-Promotorfragment wurde vor das bakterielle Chloramphenicol-
Acetyltransferase-Gen (CAT) in den Vektor pCAT basic kloniert, Das Plasmid pCAT basic enthilt den
Ampicillin-Resistenzmarker, das CAT-Gen und das SV40 Polyadenylierungssignal (nach Ramana,
personliche Mitteilung). Das Plasmid wurde freundlicherweise von Prof, Mitra zur Verfiigung gestellt.
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Die Expression des bakterielle Reportergens Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) durch
eukaryontische Promotoren 148t sich direkt durch die Messung der Enzymaktivitit des
Genproduktes bestimmen, da es in Sdugerzellen keine entsprechende Enzymaktivitit gibt
(Gorman et al., 1982). Das CAT-Enzym iibertrigt Acetylgruppen von Acetyl-CoA auf

Chloramphenicol.

3.1. Aktivitit des menschlichen MGMT-Promotors in der Ratten-
Hepatomzellinie H4IIE nach Einwirkung DNA-schidigender Agenzien

3.1.1. Der menschliche MGMT-Promotor ist in H4IIE-Rattenzellen aktiv

Zur Bestimmung der Aktivitit des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE-Hepatomzellen
der Ratte wurde das Plasmid p000, in dem das bakterielle Chloramphenicol-Acetyltransferase
Reportergen unter der Kontrolle des menschlichen 2,6 kb langen Sstl-Promotorfragments steht
(Abbildung 14), durch Kalziumphosphat-Kopriézipitation in die Rattenzellen transfiziert. Zur
Quantifizierung der Transfektionseffizienz in den Einzelversuchen wurde ein RSV-(3-Gal

14

Konstrukt, in dem das bakterielle f-Galactosidase-Gen unter der Kontrolle des viralen RSV

7“

pSV2-CAT (5 ng) 9,8%
pCAT basic (10 ug) 0%
p000 (10 png) 34,6%

Abbildung 15: Aktivitit des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE Ratten-Hepatomzellen,

Das Reportergenkonstrukt p000 wurde durch Kalziumphosphat-Koprizipitation in H4IIE-Zellen transfiziert
(siehe Methodenteil). Als Kontrollen wurden das Reportergenkonstrukt pSV2-CAT und der promotorlose Vektor
pCAT basic ebenfalls in H4IIE-Zellen transfiziert. 48 Stunden spiter wurde Gesamtzellextrakt der Zellen
pripariert, Zur Bestimmung der Promotoraktivitit wurde die CAT-Aktivitit in den Zellextrakten bestimmt. Dazu
wurde ["*C]-markiertes Chloramphenicol durch das CAT-Enzym mit Acetyl-CoA umgesetzt und die entstandenen
Produkte diinnschichtchromatographisch getrennt (FlieBmittel: 90% Chloroform, 10% Methanol), Die
prozentuale Menge an acetylierten Chloramphenicol wurde autoradiographisch bestimmt und mit der parallel
bestimmten [-Galactosidase-Aktivitit fiir die Transfektionseffizienz korrigiert. Die eingesetzten Mengen an
Plasmid und die Umsatzmengen in Prozent der eingesetzten Menge an Chloramphenicol sind angegeben,
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(Rous-Sarkoma-Virus)-Promotors steht, kotransfiziert (siche Methodenteil). Zur Korrektur der
unterschiedlichen Transfektionseffizienzen wurde die CAT-Aktivitit in den Zellextrakten
relativ zur parallel bestimmten (3-Galactosidase- Aktivitit berechnet. Als Positivkontrolle fiir die
Aktivititsbestimmung eines eukaryontischen Promotors in den H4IIE-Zellen wurde das
Reportergenkonstrukt pSV2-CAT transfiziert und die Promotoraktivitit des darin vor das
CAT-Gen klonierten frilhen SV40-Promotors bestimmt. Wie in Abbildung 15 gezeigt, wurde
das CAT-Reportergen durch den menschlichen MGMT-Promotor in den H4IIE Rattenzellen
exprimiert, und zwar mit einer Stirke, die das 1,4- bis 1,7-fache des viralen SV40-Promotors

betrug.

3.1.2. Der menschliche MGMT-Promotor wird in H4ITE-Rattenzellen aktiviert

Die Transkription des MGMT-Gens der Ratte wird in H4IIE-Zellen durch DNA-schidigende
Behandlungen induziert. Dazu gehéren unter anderem Behandlungen mit den methylierenden
Agenzien MNNG und MMS sowie Exposition mit ionisierenden Strahlen und UV-Licht (siehe
vorliegende Arbeit; Fritz et al.,, 1991; Chan et al., 1992). Da der menschliche Promotor in
HA4IIE-Ratten-Hepatomzellen aktiv war, konnte nun die Induzierbarkeit der Promotoraktivitit
nach den oben genannten DNA-schidigenden Behandlungen in diesen Zellen untersucht
werden. Um die fehlende Induktion des menschlichen MGMT-Gens in HeLa—Zelien nach
Mutagenbehandlung (Fritz et al.,, 1991) am isolierten Promotor zu priifen, wurde dessen
Aktivitiit unter denselben Behandlungsbedingungen, mit denen die Induktion in H4IIE-Zellen

der Ratte untersucht wurde, auch in HeLa-Zellen bestimmt,

HA4IIE- oder HeLa-Zellen (10° pro 10 cm Platte) wurden mit 10 pg p000 und 1 pg pRSV-P-
Gal durch Kalziumphosphat-Koprizipitation {iber Nacht transfiziert. Acht Stunden nach dem
bei den H4IIE-Rattenzellen anschlieBend durchgefiihrten DMSO-Schock, wurden die Zellen
mit UV-Licht (254 nm) oder mit y-Strahlen bestrahlt bzw. mit MNNG oder MMS behandelt
(siche Methodenteil). Die Verwendung der energiereichen, ionisierenden y-Strahlen erlaubte,
bei gleichzeitig verkiirzter Aufenthaltsdauer der Zellen auBerhalb des Zellkultur-Inkubators, die
Exposition mit einer relativ hohen Strahlendosis (20 Gy). Diese Dosis fiihrte, wie in
Abbildung 9 fiir Rontgenstrahlen gezeigt, zu einer gesteigerten Induktion der endogenen
MGMT-mRNA-Expression in H4IIE-Zellen. Zur Messung der Aktivitit des menschlichen
MGMT-Promotors wurde die Aktivitit der Chloramphenicol-Acetyltransferase und der [3-

Galactosidase im Gesamtzellextrakt bestimmt. Die Expression des CAT-Gens wurde relativ zu
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der des PB-Galactosidase-Gens angegeben und dies wiederum in Bezug zur unbehandelten

Kontrolle gesetzt (Induktionsfaktor).

In Abbildung 16 ist die Induktion der Promotoraktivitdt in H4IIE- und Hel.a S3-Zellen nach
den unterschiedlichen Behandlungen der Zellen relativ zur Aktivitit in unbehandelten
Kontrollzellen dargestellt: Die Behandlungen mit MNNG und mit MMS fiihrten zu einer
dosisabhingigen Induktion der Promotoraktivitdt in der Ratten-Hepatomzellinie H4IIE, die
allerdings - wie die hohen Standardabweichungen zeigen - starke Schwankungen aufwies. Es
wurde eine bis zu 5-fache Induktion mit 60 pM MNNG, und maximal 7,8-fache Induktion mit

2 mM MMS erreicht. Eine deutliche Induktion der CAT-Aktivitdt war auch nach Y-
Bestrahlung mit 20 Gy (2,9-fach) festzustellen, wihrend nach Bestrahlung der Zellen mit UV-
Licht (10 J/m®) keine deutlichen Induktion (1,5-fach) beobachtet werden konnte.

Die Transfektionsexperimente in HeLa S3-Zellen bestitigten, daf die MGMT-Expression in
diesen Zellen nach Mutagenbehandlung nicht induziert wird: Weder durch MNNG- und MMS-
Behandlung, noch durch y-Bestrahlung fand eine Induktion der MGMT-Promotoraktivitit
statt. Auch die Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht (10 J/m?) fiihrte in den HeLa S3-Zellen,
wie in HA4IIE-Zellen, lediglich zu einem geringen, 1,5-fachen Anstieg der Aktivitit des
isolierten Promotors (Abbildung 16B).

3.2. Die Promotoraktivitit des humanen MGMT-Gens ist durch TPA,
Forskolin und Dexamethason induzierbar

Der menschliche MGMT-Promotor besitzt - wie bereits erwihnt - Binde‘swllen fiir die
Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und den Glucocorticoid-Rezeptor (GR). Die AP-1- und
AP-2- und Glucocorticoid-abhéngige Transkription von Genen ist durch Phorbolester,
Forskolin und Dexamethason modulierbar (Steinberg et al., 1975; Crook et al., 1978; Hynes et
al., 1983; Karin et al., 1984; Angel et al., 1987; Imagawa et al., 1987; Doppler et al., 1989).
Diese Stoffe sind keine Mutagene, sondern fiihren zu Veridnderungen in zelluldren
Reaktionsabldufen, die letztlich die Transkription bestimmter Gene steuern. Der Phorbolester
12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) aktiviert den Proteinkinase C abhingigen
Signaltransduktionsweg, der zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2
und der durch sie regulierten Gene fiihrt (Angel et al., 1987; Imagawa et al., 1987; Lee et al.,
1987). Forskolin erhtht den intrazelluliren cAMP-Gehalt durch Aktivierung der
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Adenylatcyclase (Seamon und Daly, 1986). Dies fiihrt unter Beteiligung der Proteinkinase A
zur Induktion der AP-2-abhingigen Transkription (Imagawa et al., 1987). Der menschliche
MGMT-Promotor verfiigt iiber je zwei potentielle AP-1- und AP-2-Bindestellen. AuBlerdem
besitzt er zwei potentielle Glucocorticoid-Rezeptor-Bindestellen (Abbildung 13B), die eine
Regulation der Promotoraktivitit durch das kiinstliche Glucocorticoidhormon Dexamethason
vermuten lassen. Das Vorhandensein potentieller Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren
AP-1, AP-2 und den GR warfen die Frage auf, ob der MGMT-Promotor durch die erwéhnten
»physiologischen Induktoren* der Transkription induzierbar ist. Zur Beantwortung dieser
Frage wurden menschliche HeLa S3- und H4IIE-Ratten-Zellen mit dem Promotorkonstrukt
p000 transfiziert und anschlieBend mit Dexamethason, TPA und Forskolin behandelt. Die
Agenzien wurden fiir zwei Tage auf den Zellen belassen. Danach wurden die Zellen geerntet
und die CAT-Aktivitdt im Zellextrakt bestimmt. Unterschiede in der MGMT-Promotoraktivitét
durch schwankende Transfektionseffizienzen in den Einzelversuchen wurden, wie

vorhergehend beschrieben, durch Kotransfektion des RSV-B-Gal-Konstruktes und

Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitdt im Zellextrakt korrigiert (siehe Methodenteil).

In Abbildung 16 ist die Induktion der CAT-Aktivitit in HeLa S3- und H4IIE-Zellen nach den
unterschiedlichen Behandlungen relativ zur Aktivitdit in unbehandelten Kontrollzellen
dargestelli. Eine reproduzierbare 2-fache Induktion wurde nach den Behandlungen mit
Dexamethason, Forskolin und TPA in den menschlichen HelLa S3-Zellen beobachtet.
Dexamethason fiihrte auch in H4IIE-Zellen zu einer Induktion (4-fach) der Promotoraktivitét.
Dagegen konnte in den Ratten-Hepatomzellen nach Forskolin- und TPA-Behandlung keine

Induktion beobachtet werden.

66




8-
7~
§ 6
g
IS ]
R ]
-é’ 4
= N
| | ,ITTT%%%%
5 & o p 5 a b5)
S33FT 24864 2% 2 % §g ‘2
X F O % milﬂ S g Ub’ (i,::)
1) g > E % = * %
¢ = .
Behandlungen

Abbildung 16: Induktion des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE-Ratten-Hepatomzellen (A) und in
menschlichen HeLa S3-Cervixkarzinomzellen (B).

10 pg des Plasmids p000 wurden zusammen mit 1 pg pRSV-f Gal durch Kalziumphosphat-Koprizipitation
transfiziert. Acht Stunden spiter wurden die Zellen mit den angefiihrten Agenzien behandelt (siehe
Methodenteil). Die Endkonzentrationen an MNNG und MMS sind angegeben; fiir Dexamethason (Dex) betrug
sie 107 M, fiir TPA 100 ng/ml und fiir Forskolin (Fors) 10 uM. Die Strahlendosen betrugen 20 Gy y-Strahlen
und 10 J/m? UV-Strahlen. 48 h nach Applikation der Agenzien wurden die Zellen geerntet und die CAT- und
B-Galactosidase-Aktivitit im Gesamtzellextrakt bestimmt. Die CAT-Aktivitit wurde anhand der B-
Galactosidase- Aktivitit fiir verschiedene Transfektionseffizienzen korrigiert. Die Induktionsfaktoren beziehen
sich jeweils auf die unbehandelte Kontrolle und stellen den Mittelwert aus mindestens 3 unabhingigen
Experimenten dar. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.
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4. Isolierung und Charakterisierung des MPG-Promotors der
Ratte

4.1. Isolierung eines genomischen Fragments des MPG-Gens aus einer
Cosmid-Genbank der Ratte

Wie die vorhergehend dargesteliten Ergebnisse deutlich machen, ist die Kldrung der Frage, ob
die MPG auf transkriptioneller Ebene induziert wird durch Untersuchung der mRNA-
Expression schwierig, weil nur geringe Induktionseffekt beobachtet wurden (siehe auch Laval,
1991; Hartenstein, 1992; Miwra und Kaina, 1993). Um eine mogliche transkriptionelle
Regulation genauer untersuchen zu konnen, sollte der MPG-Promotors der Ratte isoliert
werden. In einer bakterielle (E.coli) Cosmid-Genbank der Ratte wurde mit der Methode der
Koloniehybridisierung nach genomischen MPG-Sequenzen gesucht (sieche Methodenteil). Als
Sonde wurde die radioaktiv markierte cDNA des MPG-Gens der Ratte verwendet
(freundlicherweise von F. Laval zur Verfligung gestellt). Ein Cosmid ist ein vom
Bakteriophagen A abstammender Klonierungs-Vektor, bei dem alle viralen Teile aufler den
cos-Sequenzen, die fiir die Verpackung der DNA in den Viruspartikel nétig sind, durch fremde
DNA ersetzt wurden. Es enthilt 30 - 40 kb fremde DNA. Da das Genom der Ratte eine Grofle
von 2-3x10° bp (Alberts et al., 1987) hat, enthalten 5x10* bis 10° E.coli-Klone der Genbank

das gesamte Genom der Ratte.

Es wurden, ausgehend von 10° E.coli-Zellen, nach Koloniehybridisierung 60 positive, mit der
MPG-cDNA hybridisierende Klone erhalten. Nach zwei weiteren Hybridisierungsrunden (siehe
Methodenteil) wurden 20 unabhéngige Einzelklone isoliert. Die erste Charakterisierung der
Cosmide erfolgte mit verschiedenen Restriktionsenzymen und anschlieBender Agarose-Gel-
Elektrophorese. Es zeigte sich, daf} alle Cosmide dasselbe Muster an verschieden langen
Fragmenten aufwiesen. Die anschlieBende Hybridisierung der auf Nylonmembranen
transferierten DNA-Fragmenten mit der MPG-Sonde bestitigte, da3 alle Cosmide identische

Insertionen eines genomischen MPG-Fragments enthielten.
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4.2. Kartierung eines Cosmids mit genomischen MPG-Sequenzen

Zur physikalischen Kartierung des Cosmid-Bereichs, der mit der MPG-Sonde hybridisierte,
wurden mit einem der isolierten Cosmide, pMPGCII/14, weitere Southern-Blot-Analysen
durchgefiihrt. Dazu wurde zuniichst die cDNA-Sonde, die fiir die Koloniehybridisierung
verwendet worden war, mit dem Restriktionsenzym Xhol in ein 250 bp langes 5°- und ein 750
bp langes 3°- Fragment gespalten. Mit den radioaktiv markierten Fragmenten wurde dann die
Cosmid-DNA, die mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten worden war,

hybridisiert.

Zunichst wurde das Cosmid mit dem Restriktionsenzym Xhol behandelt. Da dieses Enzym
einmal innerhalb der cDNA schneidet, sollte auch das Gen in mindestens zwei Teile gespalten
werden. Von den entstehenden Fragmenten sollte dann nur eines oder - falls in Intronbereichen
des Gens geschnitten wird - einige wenige mit der 5”- MPG-Probe hybridisieren k6nnen. Da
das Enzym Xhol aufgrund seiner Erkennungssequenz genomische DNA nur selten schneidet,
war mit groflen Restriktionsfragmenten zu rechnen, die eine erste Eingrenzung des MPG-Gens
auf dem Cosmid zulassen wiirden. Auf diese Weise wurde ein ca. 15 kb langes Xhol-
Restriktionsfragment erhaiten, das mit dem 5°- MPG-cDNA-Fragment hybridisierie, nicht
jedoch mit dem 3°- Fragment. Auflerdem wurde ein ca. 7,5 kb langes Fragment erhalten, das
mit dem 3’-Fragment, nicht aber mit dem 5’-Fragment hybridisierte. Die weiteren Fragmente
der Xhol-Restriktion waren etwa 9 kb und 4,6 kb grof3, hybridisierten mit keiner der beiden
MPG-Sonden und stellen entweder Vektor- oder Intronfragmente dar. Nach Restriktion des
Cosmids mit dem Enzym Notl, das ebenfalls eine im Sdugergenom nur selten vorkommende
Erkennungssequenz besitzt und deshalb grofle Restriktionsfragmente liefert, wurden vier
Fragmente erhalten. Nur eines, ein ca. 9 kb groles Fragment, hybridisierte mit beiden MPG
cDNA-Sonden. Dieses Fragment enthélt folglich den gesamten kodierenden Bereich des MPG-
Gens. Die anderen Fragmente hatten eine Linge von etwa 14 kb, 8 kb und 4,5 kb. Zur
weiteren Charakterisierung wurden Restriktionsanalysen mit dem Enzym HindIIl und mit
Kombinationen je zwei der genannten Enzyme (HindIII/Xhol, HindIII/Notl, Xhol/Notl)
durchgefiihrt. Dadurch wurden die oben beschriebenen mit der 5°-MPG-Sonde
hybridisierenden  groflen  Restriktionsfragmente  genauer kartiert, Die  erhaltenen
Restriktionsmuster und Hybridisierungssignale sind in Abbildung 17A in einem Diagramm

zusammengefaft.
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CTTCAGTCCC

CGCGCCTGGE

CGCCGCCCAG

1118

Abbildung 17 A: Physikalische Karte des Cosmids pMPGCII/14 im Bereich des MPG-Gens.

Der Bereich von der rechten Notl bis zur rechten Xhol Erkennungssequenz enthilt die gesamte kodierende
Sequenz des MPG-Gens. Das zur Sequenzierung in den Vektor pBluescript subklonierte HindIII/Xhol-
Fragment mit der 5°-flankierenden Sequenz und dem 5°-Bereich des MPG-Gens ist vergroBert dargestellt. Das

erste Intron (siehe Text) und das Startkodon der Proteinbiosynthese sind angegeben.

B: Sequenzierungsstrategie und Sequenz der 5 vom ersten Intron gelegenen Region. Zur besseren Ubersicht
der schematischen Darstellungen und der Sequenz sind die Erkennungsstellen der Restriktionsendonukleasen

und das Startkodon hervorgehoben.
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4.3. Sequenzierung des potentiellen Promotorbereichs des MPG-Gens der
Ratte

Die Kartierung des Cosmids ergab, dafl auch DNA-Fragmente erhalten worden waren, die den
5’-nichtkodierenden Bereich des MPG-Gens umfassen und folglich Bereiche der potentiellen

Promotorregion enthielten. Dieser Bereich wurde sequenziert.

Wie sich aus dem Vergleich mit der publizierten cDNA (O’Conner und Laval, 1990) ergab,
enthidlt ein 2,1 kb langes Fragment, welches durch Verdau mit den Restriktionsenzymen
HindIll und Xhol erhalten worden war, cinen ¢cDNA Anteil von 250 bp und einen 1,85 kb
langen Bereich nichtkodierender DNA. Zur Bestimmung der Sequenz dieses 5°-
nichtkodierenden DNA-Bereichs, wurde das HindIll/Xhol-Restriktionsfragment in den Vektor
pBluescript® KS* subkloniert. Die Sequenzanalyse ergab, daf das MPG-Gen in diesem Bereich
ein Intron von ca, | kb Linge (Abbildung 17A) enthilt, das den potentiellen Promotorbereich,
der mit diesem Restriktionsfragment isoliert worden war, auf 850 bp reduziert. Die
Sequenzierung beider DNA-Stringe vor dem Intron erfolgte nach dem Sequenzierungsschema

in Abbildung 17B und ergab die in derselben Abbildung dargestellte Sequenz. Es stellten sich

einige Differenzen zur publizierten cDNA-Sequenz heraus (O"Conner und Laval, 1990), die die
ersten acht Basenpaare der cDNA-Sequenz und einen Basentausch bei Position 35 der cDNA-
Sequenz betreffen. Ein Vergleich der von mir bestimmten mit der publizierten Sequenz ist in

Abbildung 18 gezeigt.

1 e e et e e e e e e ctctaaagaaccggtgtcegtggt 24

I PR
851 ggtggtactgcgcecgectgggcagaggatccecctaaaaccecggtgtecgtggt soo

25 gctccccgaégccgagcaccctgcatttcétggacgaacécgccgcccaé73
PELREETIT TEEE LR EEr e bbbt e et

901 gctcccegacaccgagcaccctgeattteoctggacgaaccegecgoacayg 9so

74 ggaatgccagagcaggatceccaagtgaccggatctegtgaggteggecag 123
CECESETTT et r e e et bt r b et
951 ggaatgccagagcaggatcccaagtgaccggatcectegtgaggtecggeccad 1ooo

124 atgccagcgeceg ctttcacgaaagatcgggcaaaaaaagcagcaact 171

RN

o1 atgccagegecg gEgacCa. . v v i e e e 1018

Abbildung 18: Sequenzvergleich der publizierten cDNA Sequenz (O“Conner und Laval, 1990) im Bereich 1-
171 und der Sequenz des Cosmids pMPGCII/14 (Abbildung 17) im Bereich 851-1018,

Identische Basen sind durch Striche verbunden. Das Ende des ersten Exons ist abgesetzt und entspricht der
Position 1012 der genomischen Sequenz bzw. der Position 135 der cDNA Sequenz.
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Die Sequenz des potentiellen Promotorbereichs kann aufgrund ihrer Basenzusammensetzung in
drei Abschnitte gegliedert werden: Von Position 1 bis 394 besitzt die DNA einen GC-Gehalt
(prozentualer Anteil der Basen Guanin und Cytosin) von 59%. Danach folgt ein Bereich
(Position 395 bis 471), der 86% Adeninbasen (66 von 77 Basen) enthilt (14% GC-Gehalt).
Der letzte Bereich bis zum Beginn des Startkodons der Proteinbiosynthese hat einen hohen
GC-Gehalt von 62%.

4.4. Identifizierung des Transkriptionsstartpunktes des MPG-Gens der
Ratte

Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des MPG-Gens der Ratte wurden primer
extension- und S1-Nuklease-Protektionsanalysen durchgefiihrt. Das Oligonukleotid MPGTR
(sieche Materialteil), das eine homologer Sequenz zum nichtkodierenden DNA-Strang der
genomischen Sequcnz (Position 957 bis 974) hat, wurde radioaktiv endmarkiert und sowohl in
den primer extension-Analysen als auch zur Herstellung der Sonden fiir die S1-Nuklease-

Protektionsanalysen verwendet.

Fir die SI-Nuklease-Protektionsanalyse wurde Gesamt-RNA aus priméren Ratten-
Hepatozyten isoliert. Diese wurde iiber Nacht mit einer radioaktiv markierten eihzeiétrﬁngigen
DNA-Sonde hybridisiert (siehe Methodenteil), die den Anfangsbereich der publizierten cDNA
und einen 5” davor gelegenen Bereich von ca. 240 bp iiberdeckte. Diese Sonde war mit Hilfe
der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) synthetisiert worden. Als Startermolekiile dienten
dabei das oben erwihnte radioaktiv markierte Oligonukleotid MPGTR und ein weiters
Oligonukleotid, das homolog zum kodierenden Strang der genomischen Sequenz (Position 615
bis 633) ist. Das klonierte genomische HindIll/Xhol-Fragment des MPG-Gens (s.0. und
Abbildung 17A) diente als Matrize. Die entstandene Sonde war doppelstringig und nur der
von dem Oligonukleotid MPGTR aus synthetisierte, nichtkodierende DNA-Strang, der
komplementir zur mRNA-Sequenz ist, radioaktiv endmarkiert. Vor der Hybridisierung mit der
RNA wurde der DNA-Doppelstrang thermisch denaturiert. Nach Hybridisierung der RNA mit
der radioaktiven DNA-Sonde (siehe Methodenteil) wurden die Nukleinsduren im
Hybridisierungsansatz mit der einzelstrangspezifischen Nuklease S1 behandelt. Die Sl-
Nuklease baut alle ungepaarten, einzelstringigen Nukleinsduren zu Mono- und Oligomeren ab.
Radioaktiv markiert sind nun die Doppelstringe, die entweder aus der Rehybridisierung
komplementidrer DNA-Stringe oder aus der Hybridisierung von DNA mit komplementirer

RNA entstanden sind. Die rehybridisierten DNA-Doppelstringe entsprechen der eingesetzten
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radioaktiven DNA-Sonde, die in der Polymerase-Ketten-Reaktion synthetisiert worden war.
Sie enthalten idealerweise keine einzelstringigen Bereiche und sind daher in ihrer ganzen
Lénge vor dem Abbau durch die S1-Nuklease geschiitzt. Die mRNA-Molekiile bilden nur bis
zum Startpunkt der Transkription und bis zum Ende der DNA-Sonde (Position 974 der
genomischen Sequenz, s.0.) einen Hybrid-Doppelstrang aus. Die iiberhdngenden
einzelstriingigen Bereiche werden von der SI-Nuklease abgebaut, die so die radioaktive DNA-
Sonde bis zur ersten Base der mRNA - also dem Transkriptionsstart - verkiirzt. Die
radioaktiven DNA-Fragmente wurden nach der Si-Nukleasebehandlung in einer

denaturierenden PAGE aufgetrennt (Abbildung 19).

Fiir die primer extension-Analyse wurde ebenfalls RNA aus primidren Ratten-Hepatozyten
verwendet. Die RNA wurde mit dem oben erwiéhnten radioaktiv endmarkierten Oligonukleotid
MPGTR hybridisiert (siche Methodenteil), Das hybridisierte Oligonukleotid diente einer
Reversen Transkﬁptase als Startpunkt fiir die DNA-Synthese. Der Einsatz einer Reversen
Transkriptase war deshalb notwendig, da nur sie RNA als Matrize fiir die DNA-Synthese
verwenden kann, Die Reverse Transkriptase verldngert im Idealfall das Oligonukleotid bis zum
Ende der RNA-Matrize - also bis zum Startpunkt der Transkription. Ein Problem bei der
DNA-Synthese kinnen Sekundirstrukturen der RNA sein, die sich insbesondere in Bereichen
mit hohem Gehalt an den Basen Guanin (G) und Cytosin (C) ausbilden. Da die Sequenz des
MPG-Gens in dem Bereich des vermuteten Transkriptionstarts GC-reich ist, wurden zwei
verschiedene Ansiitze gewihlt, um dieser Schwierigkeit zu begegnen: Zum einen wurde die
Reverse Transkriptase des avian myeloblastosis virus (AMV), die bei 42°C ihr
Aktivitdtsoptimum hat, bei einer Reaktionstemperatur von 47°C eingesetzt. Die erhohte
Temperatur wirkt der Ausbildung von Sekundirstrukturen entgegen (Harris et al.,, 1991).
Trotzdem konnten mit diesem Enzym keine eindeutigen Produkte erhalten werden. Eine bei
GC-reichen RNA-Vorlagen wirksame DNA-Polymerase ist die Reverse Transkriptase des
Moloney murine leukemia virus (M-MLV). Die Verwendung dieses Enzyms fiihrte bei einer
GC-reichen RNA-Vorlage bereits bei 37°C zu eindeutigen Ergebnissen (Harris et al., 1991). In
einem zweiten Versuchsansatz wurde daher die M-MLV-Reverse Transkriptase bei einer
Reaktionstemperatur von 37°C verwendet. Die dabei erhaltenen Produkte wurden in einer

denaturierenden PAGE aufgetrennt.

In Abbildung 19 sind die elektrophoretisch aufgetrennten Produkte der S1-Nuklease- und der

primer  extension-Analyse als Autoradiogramm  dargestellt. Parallel wurde eine
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Sequenzierreaktion, die mit dem Oligonukleotid MPGTR durchgefiihrt worden war, in der
PAGE aufgetrennt. In der primer extension-Analyse wurden zwei Hauptprodukte erhalten.
Diese entsprechen, wie der Vergleich mit der Sequenzierreaktion ergibt, einem
Transkriptionsstart bei den Positionen 862 bzw. 860 der genomischen Sequenz. Das Signal des
kiirzeren Produktes ist deutlich stirker als das des lingeren. Beide Produkte sind auch im S1-
Nuklease-Protektionsansatz dominierend. Neben diesen beiden Produkten finden sich hier
auBerdem noch weitere, kiirzere Fragmente, die auf zum Teil nicht geschiitzte Bereiche am
Anfang der mRNA hinweisen. Diese Produkte treten jedoch nicht in der primer extension-
Analyse auf. Das Ergebnis der primer extension- und S1-Nuklease-Analyse ist, da3 die beiden
Guanine in Position 860 und 862 der genomischen Sequenz (Abbildung 17) als hauptséichlich
verwendete Startpunkte der Transkription des MPG-Gens der Ratte benutzt werden.

ACGT PESI

“<——C1

Abbildung 19: Autoradiogramm der primer extension- (PE) und S1-Nuklease-Protektions-Analyse (S1) zur
Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des MPG-Gens der Ratte.

Parallel zu beiden Reaktionen wurde eine Sequenzierreaktion mit demselben Oligonukleotid (MPGTR), das
auch in der PE- und S1-Analyse verwendet wurde (siche Text), durchgefiihrt. Die Auftrennung der Produkte
erfolgte in einem 6%igen denaturierenden Polyacrylamidgel. Das Hauptprodukt der primer extension Reaktion
entspricht dem Abbruch der DNA-Synthese in der Sequenzierung am Cytosin in Position 862 des
nichtkodierenden Stranges und ist mit C1 markiert,
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4.5. Funktionelle Charakterisierung des potentiellen Promotorbereichs des
MPG-Gens der Ratte

4.5.1. Charakterisierung des MPG-Promotors durch Reportergen-Analysen

Um festzustellen, ob der 5’-flankierende, nichtkodierende Bereich des MPG-Gens
Promotoraktivitit besitzt, wurde das HindIII/NotI-Restriktionsfragment aus diesem Bereich
(vgl. Abbildung 17B) vor das bakterielle Reportergen Chloramphenicol-Acetyltransferase
(CAT) in den Vektor pCAT basic kloniert. Dazu wurde der Vektor mit den
Restriktionsenzymen HindIIT und Xbal geschnitten, Die durch den Verdan mit dem Enzym
HindIIl komplementiiren Uberhinge des Vektors und des genomischen Fragments wurden
ligiert. Die nichtkomplementiren Uberhéinge des Vektors und des genomischen Fragments, die
durch Restriktion mit den Enzymen Notl und Xbal entstanden waren, wurden durch Klenow
Polymerase aufgefiillt und die so entstandenen ,glatten Enden“ ebenfalls ligiert. Das
entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung pMPG-CATII (Abbildung 20).

HindIII 2242 Notl 3088
1 5194

] Amp MPG-Fragment CAT | SV40 polyA |—

Abbildung 20: Karte des Plasmids pMPG-CATII,

Das 846 bp lange HindITI/Notl-Restriktionsfragment des 5’-nichtkodierenden Bereichs des MPG-Gens wurde
in den durch die Restriktionsenzyme HindIll und Xbal geschnittenen Vektor pCAT basic, vor das CAT-
Reportergen kloniert (siehe Text).

Um den Bereich festzulegen, der maximale Promotoraktivitdt aufweist, wurden auflerdem
verschiedene kiirzere Restriktionsfragmente und ein um 3,75 kb lingeres Fragment, das durch
Restriktion des urspriinglich isolierten Cosmids mit dem Enzym Notl erhalten worden war
(vgl. Abbildung 17A), in denselben Vektor vor das CAT-Gen kioniert (Abbildung 21A). Alle
vor das CAT-Gen klonierten Fragmente besitzen dasselbe 3”-Ende, was durch Sequenzierung
iberpriift wurde, aber unterschiedlich lange 5°-flankierende Bereiche. Die CAT-Konstrukte
wurden jeweils zusammen mit einem RSV-B-Gal Konstrukt mittels Kalziumphosphat-
Koprizipitation in H4IIE Ratten-Hepatomzellen transfiziert. Die CAT-Aktivitit wurde 48 h
nach der Transfektion im Zellextrakt bestimmt und zur parallel bestimmten B-Galactosidase-

Aktivitit (zur Korrektur der Transfektionseffizienz in den Einzelversuchen) in Relation gesetzt,
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Maximale Promotoraktivitit wurde bei dem 846 bp langen HindIII/NotI-Fragment gefunden.
Dessen Aktivitédt erwies sich als etwa gleichstark (1,2-fach stirker) wie die des frithen viralen
SV40-Promotors, die durch Transfektion des Plasmides pSV2-CAT in den H4IIE-Zellen
parallel bestimmt worden war. Alle anderen Promotoraktivititen wurden relativ zur Aktivitét
des HindIII/Notl-Fragments angegeben (Abbildung 21A). Ein um 298 Basenpaare 5°-
deletiertes EcoRI/Notl-Fragment zeigte eine auf 34% verringerte Promotoraktivitdt. Ein um
weitere 428 Basenpaare 5°-verkiirztes Pstl/Notl-Fragment zeigte ebenfalls eine im Vergleich
zum HindIII/Notl-Fragment verringerte Aktivitit. Diese ist mit 64 % der Aktivitdt des 846 bp-
Fragments aber deutlich stidrker als die des lingeren EcoRI/Notl-Fragments. Das ldngste
Promotorfragment schlieBlich zeigte mit 18% der maximalen Aktivitdt die geringste

Promotoraktivitit (Abbildung 21A).

CAT-
A Aktivitat (%)
Psti
EcoRl 122bp
L 1 [CAT] s4%
Hindlil 550bp

I l I 100 %

Notl 848bp @
L | = [CAT]| 8%

4600bp

SV-40 CAT 85 %

Hindlll EcoRli Psti Notl
® F oo of o fa & ¢VV v*

® c-Myc $ NF-B e AP2

4 GRE o AP-3 & CCAAT-Box

*  Ets-1 + PEAS3 V Spt

Abbildung 21 A: Relative CAT-Aktivititen in H4IIE-Zellen nach Transfektion verschiedener MPG-Promotor-
CAT-Konstrukten und des Plasmids pSV2-CAT. Bei der Bestinmmung der Werte wurde die
Transfektionseffizienz beriicksichtigt. Die Werte entsprechen dem Mittel aus mindestens fiinf unabhingigen
Versuchen. Die Aktivitit, die durch das HindIII/Notl-Fragment vermittelt wurde, war maximal, im Vergleich
mit den anderen Fragmenten, und wurde als Referenzwert (=100%) benutzt.

B: Mogliche Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren in der 5” nichtkodierenden Region des MPG-Gens, In der
Sequenz des HindIIl/Notl-Restriktionsfragments, das maximale Promotoraktivitit verleiht, wurde mit Hilfe
einer Computeranalyse nach Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren gesucht, Potentielle regulatorische
Elemente sind gekennzeichnet.
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4.5.2. Potentielle Transkriptionsfaktor-Bindestellen im MPG-Promotor

Mit Hilfe einer Computeranalyse durch das GCG sequence analysis software package (Version
7.3) wurde in dem sequenzierten 5°- Bereich des MPG-Gens nach Bindesequenzen von
Transkriptionsfaktoren, die in einer Datenbank fiir bekannt Transkriptionsfaktor-Bindestellen
(TFD, Version 7.3, 9/93) gespeichert sind, gesucht. Einige moglicherweise funktionell wichtige
Bindestellen sind in Abbildung 21B dargestellt. So finden sich insbesondere im 3°-Bereich der
Sequenz, also in der Nihe des Transkriptionsstarts, potentielle Bindestellen fiir den
Transkriptionsfaktor SP1. Hier liegt auch eine ,,CCAAT-Box“, an die prisumtiv der
Transkriptionsfaktor CTF bindet (Jones et al., 1987). Auflerdem finden sich mogliche
Bindestellen fiir die aktivierbaren Transkriptionsfaktoren AP-2, AP-3 und NF-kB, fiir Proteine
der Ets-Familie (Ets-1, PEA 3), fir den Transkriptionsfaktor c-Myc und fiir den

Glucocorticoidrezeptor (GR). Homologien der gefundenen potentiellen Bindestellen zu den

Tabelle 5; Vergleich der potentiellen Transkriptionsfaktor-Bindestellen, die durch Computeranalyse im MPG-
Promotor gefunden wurden, mit deren Konsensussequenzen

Transkriptionsfaktor | Sequenz der Bindestelle im Konsensussequenz der iibereinstim-
MPG-Promotor Transkripiionsiakior-Bindesielie” mende Basen
c-Myc TCTCTTA TCTCTTA 8/8
GR CCTCATGCTTGTTCTC AGAACANNNTGTTCT® 9/15°
Ets-1 GCGGATGC (G/CY(A/C)GGA(A/TYG(T/C) 8/8
CCGGAAGC 8/8
CCGGAAGC 8/8
NF-xB GGGGCTCCAC GGGR(A/C/T)T(T/CYT/C)CC® 9/10
GGGAATCTCA 9/10
AP-3 TGTGGTTT TGTGG(A/THA/T)(A/T) 8/8
PEA3 AGGAAG AGGAA(G/A) 6/6
CTF TCCAAT GCCAAT’ 516
AP-2 CCCAACCC CCC(A/CIN(G/CHG/CIG/C) 8/8
CCccaecece 8/8
CCCCATCT 6/8
Spl AGGCGGAGT (G/A)YGGC(GITXG/ANG/ANG/ANGIT) 9/9
GGGCGGGGC 8/9
GGGCGGGGA 8/9

a) Referenz fiir Bindestellen, wenn sie nicht separat aufgefiihrte ist, ist Faisst und Meyer (1992).

b) Die Glucocorticoid-Rezeptor (GR-)-Bindestelle im Uteroglobingen nach Janizen et al. (1987), die das
Softwareprogramm als Referenz angibt (TGTCAGTCTTGTTCTC) ergibt eine Ubereinstimmung von 12/15
Basen.

¢) Konsensussequenz nach Lenardo und Baltimore (1989).

d) Konsensussequenz nach Mitchell und Tjian (1989).
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Konsensussequenzen der Transkriptionsfaktor-Bindestellen sind in Tabelle 5 gezeigt. Neben
potentiellen Bindestellen fiir bekannte Transkriptionsfaktoren wurde auch eine Sequenz
gefunden, fiir die noch keine Proteinbindung nachgewiesen wurde, die aber transkriptionelle
Funktionen im Promotor des Adenin-Phosphoribosyltransferase-Gens des Menschen, der Maus
und des Chinesischen Hamsters zu haben scheint (Park und Taylor, 1988). Diese Sequenz
(GCCCC(A/G)CCC(T/C)) kommt zweimal identisch, einmal mit einem und einmal mit zwei
Basenaustauschen im MPG-Promotor vor (Positionen 688, 740, 787, 697 der genomischen

Sequenz).

4.5.3, Dic Aktivitit des klonierten MPG-Promotors ist induzierbar

Die gefundenen potentiellen Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren (AP-2, AP-3, NF-xB,
PEA 3 und den Glucocorticoidrezeptor) im Promotor des MPG-Gens der Ratte warfen die
Frage auf, ob der MPG-Promotor der Ratte durch Behandlungen, die diese

Transkriptionsfaktoren aktivieren, in seiner Aktivitit gesteigert werden kann.

Neben Behandlungen mit Dexamethason, TPA, Forskolin und UV-Licht, die zur Aktivierung
des Promotors geeignet schienen (siehe 3.2. und Stein et al.,1989; Mercurio und Karin, 1989;
Rerth et al., 1990; Devary et al., 1993), wurden auch solche mit MNNG und MMS und mit
ionisierenden Strahlen durchgefiihrt, die in H4IIE-Zellen zu einer geringen Akkumulation der
mRNA des MPG-Genes fiihren (Abbildung 9; Hartenstein, 1992). Wie bei der Untersuchung
des MGMT-Promotors der Ratte wurde hierbei auch <y-Strahlen (20 Gy) als potentieller
Induktor angewendet. Zur Untersuchung der Induktion der Aktivitit des MPG-Promotors
wurden die Fragmente des MPG-Promotors mit der Linge 848 bp, 550 bp und 122 bp
(Abbildung 21A) verwendet. Da das kurze Promotorfragment keine potentiellen Bindestellen
fiir bekannte, die Induktion der Transkription vermittelnde Faktoren besitzt, wurde es als

Negativkontrolle fiir die Wirkung der induzierenden Behandlungen eingesetzt.

Die Reportergenkonstrukte wurden zusammen mit dem Plasmid pRSV-B-Gal transient in
HA4IIE Ratten-Hepatomzellen transfiziert. Acht Stunden nach dem DMSO-Schock wurden die
Zellen mit TPA, Forskolin, UV-Licht oder Dexamethason sowie mit MNNG, MMS oder y-
Strahlen behandelt (siehe Methodenteil). Achtundvierzig Stunden nach der Behandlung wurden
die Zellen geerntet und die CAT- und B-Galactosidase-Aktivitit in den Zellextrakten bestimmt.

78




In Abbildung 22 sind die Aktivititen der drei Promotorfragmente nach den verschiedenen
Behandlungen relativ zur Aktivitéit in unbehandelten Kontrollzellen graphisch dargestellt. Das
846 bp lange MPG-Promotorfragment vermittelt eine 2-fache Induktion der CAT-Expression
nach Dexamethason-, eine 2,4-fache Induktion nach TPA-Behandlung und eine 2,8-fache
Induktion nach Bestrahlung mit UV-Licht. Die anderen Behandlungen fiihrten zu keinen
signifikanten Expressionssteigerungen (unter dem 1,5-fachen der Aktivitit von unbehandelten
Kontrollzellen wurde als nicht signifikant angesehen). Wurde die Transkription des CAT-Gens
durch das kiirzere 550 bp lange Promotorfragment vermittelt, so &nderte sich die
Induzierbarkeit der CAT-Expression in zwei Punkten: Die Induktion nach Dexamethason-
Behandlung stieg auf das 3-fache und die Induktion durch UV-Licht sank auf das 1,5-fache der
Kontrolle. Der Anstieg der CAT-Expression dnderte sich nur geringfiigig gegeniiber dem
lingeren (550 bp) Fragment nach Behandlung mit MNNG, Forskolin, und y-Strahlen und gar
nicht nach TPA- und MMS-Behandlung (Abbildung 22). Verkiirzte man das die CAT-
Expression steuernde MPG-Promotortragment auf 122 bp, so fand keine Induktion der
Enzymaktivitit nach TPA- und UV-Behandlung mehr statt. Hingegen stieg die Induktion der
CAT-Expression nach Dexamethason-Behandlung auf das 5,7-fache der Aktivitit von

unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Effekt von Mutagenen, Dexamethason (Dex), TPA
und Forskolin (Fors) auf die Promotoraktivitit verschiedener MPG-
Promotorfragmente  in H4IIE-Rattenzellen. Es  wurden
unterschiedliche 5°-deletierte, in Reportergen (CAT)-Konstrukten
klonjerte Promotorfragmente verwendet: Ein 846 bp langes
HindIII/Notl-Fragment (A), ein 550 bp langes EcoRI/Notl-
Fragment (B) und ein 122 bp ianges Pstl/Notl-Fragment © (siehe
Abbildung 214A).

Jeweils 10 upg eines MPG-Promotor-CAT-Konstrukts wurde
zusammen mit 1 pg pRSV-B Gal durch Kalziumphosphat-
Koprizipitation in H4IIE-Zellen transfiziert. 8 h spiter wurden die
Zellen mit den Agenzien behandelt (siche Methodenteil). Die
jeweiligen Endkonzentrationen waren: 50 uM MNNG, 1 mM
MMS, 107 M Dexamethason (Dex), 100 ng/m! TPA und 10 uM
Forskolin (Fors). Die Strahlendosen betrugen 20 Gy y-Strahlen und
10 J/m* UV-Strahlen. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und die
CAT- und [-Galactosidase-Aktivitit im Gesamtzellextrakt
bestimmt. Die CAT-Aktivitit wurde durch die PB-Galactosidase-
Aktivitit fiir verschiedene Transfektionseffizienzen korrigiert, Die
Induktionsfaktoren beziehen sich auf eine unbehandeite Kontrolle
und stellen den Mittelwert aus mindestens 3 unabhéngigen
Experimenten dar, Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
an.
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Diskussion

Zusammenhang zwischen basaler MGMT-Expression und der Expression
leberspezifischer Enzyme

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der DNA-Reparaturproteine MGMT und
MPG in Ratten-Leberzellen mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad bestimmt. Bei den
Zellinien, die sich vom Reuber-Hepatom H-35 der Ratte ableiten, wie auch bei den priméren
Hepatozyten der Ratte korrelierte die Expression der MGMT-mRNA mit der der
leberspezifischen TAT-mRNA. Eine Korrelation der MGMT-Aktivitdit mit der
leberspezifischen Aldrinepoxidase-Aktivitit in verschiedene Ratten-Leberzellen war 1984 von
Hesse et al. beschrieben worden. Die von Hesse et al. bestimmten MGMT-Aktivititen in den
Zellinien Fao, H4IIEC3/T, H4IIEC3/G™ und H5 konnten in dieser Arbeit bestdtigt werden.
Dariiber hinaus wurde auch die MGMT-AKktivitit in der Zellinie H4IIE sowie in als Sphiroide
kultivierten priméren Ratten-Hepatozyten bestimmt. Auch in diesen Zellsystemen korrelierte
die MGMT-Aktivitdt mit der Expression eines leberspezifischen Markers (TAT) (Grombacher

und Kaina, 1995).

Die MGMT-Aktivitdt wies in den frisch isolierten Hepatozyten verschiedener Tiere relativ
grofle Schwankungen auf. Individuelle Unterschiede der MGMT-AKktivitdt wurden auch bei
verschiedenen Organen des Menschen beschrieben (Sagher et al,, 1989, Strauss, 1990).

Worauf diese Unterschiede in der MGMT-Expression zuriickgehen, ist noch unklar.

Die starke MGMT-Expression in leberspezifisch differenzierten Zellen im Vergleich zu weniger
differenzierten Zelltypen kann als Hinweis darauf gewertet werden, dafl leberspezifische
Transkriptionsfaktoren an der Regulation der Transkription des MGMT-Gens beteiligt sind.
Ein Beispiel fiir ein Gen, dessen leberspezifische Expression von Transkriptionsfaktoren
abhingt, ist das Albumingen. Cereghini et al. berichteten 1988, da Unterschiede in der
Expression des Albumingens in leberspezifisch differenzierten H4Il-, C2rev7- (diese
entsprechen den in dieser Arbeit verwendeten H4IIE-, bzw. H4IIE/G™-Zellen ), und Fao-Zellen
sowie den dedifferenzierten H5- und C2-Hepatomzellen mit der B'indung eines spezifischen
Transkriptionsfaktors (albumin proximal factor, kurz APF) an den Promotor Einklang steht.

Dieser Faktor wurde nur in den differenzierten, Albumin produzierenden Zellen an den
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Promotor des Albumingens gebunden vorgefunden (Cereghini et al., 1988). Sequenzen, die
homolog zu der Bindestelle des APF im Albuminpromotor der Ratten sind, fand man auch in
den Promotoren des Albumingens der Maus, des Huhns, des Krallenfroschs und des Menschen,

dariiber hinaus in den Promotoren anderer leberspezifisch exprimierter Gene (a-Fetoprotein,
o- und B-Fibrinogen, Pyruvatkinase, Heptaglobin) (Konsensussequenz der Bindestelle
(G/A)GTTA(A/C)TNNT(C/T)NNC(A/C) (Cereghini et al., 1988)). Wenngleich die Expression
der MGMT im Gegensatz zur Albumin-Expression nicht ausschlieflich in der Leber erfolgt, so
kénnte doch die Stirke ihrer Expression in leberspezifisch differenzierten Zellen auf die

Beteiligung leberspezifischer Transkriptionsfaktoren zurtickgehen.

Ist die Induktion der MGMT leberspezifisch?

Die Induktionsstirke der MGMT-Aktivitit und -mRNA-Expression in der Leber weist eine
grofle Schwankungsbreite auf: Es sind Induktionsexperimente in vivo durchgefiihrt worden,
die zur Zunahme der MGMT-Aktivitit in der Leber nach Rontgenbestrahlung mit einer Dosis
von 8 Gy bzw. 10 Gy vom 3,4- bzw. 5-fachen des Basalwertes fiihrten (Margison et al., 1985;
Schmerold und Wiestler, 1986). Es wurden jedoch auch Induktionen in der Leber weiblicher
Ratten nach Ganzkorperbestrahlung mit einer Dosis von 15 Gy gefunden, die wesentlich hher
lagen (17,6-fache Induktion der Enzymaktivitit und 12-fache Induktion der mRNA-Menge im
Vergleich zur Leber unbehandelter Ratten (Chan et al., 1992)). In der Leber von minnlichen
Ratten, die in parallelen Versuchen verwendet wurden, zeigte sich nur eine 3,5-fache Induktion
der MGMT-Aktivitit und keine Zunahme der mRNA-Menge nach Bestrahlung (Chan et al,,
1992). AuBlerdem wurde eine 10-fache Induktion der mRNA-Menge nach Behandlung von
Ratten mit 2-Acetylaminofluoren, einem aromatischen Amid, beobachtet (Potter et al., 1991).
In der vorliegenden Arbeit konnte eine 5,7-fache Induktion der MGMT-Reparaturaktivitit in
primiren Hepatozyten nach MNNG-Behandlung (15 pM) und eine 2,7-fache nach
Rontgenbestrahlung (2 Gy) nachgewiesen werden. Die mRNA-Mengen waren nach MNNG-
Behandlung um das 2,3-fache und nach Rontgenbestrahlung um das 5,3-fache erhoht. Die
geringere Induzierbarkeit der MGMT in als Sphiroide kultivierten Hepatozyten, verglichen mit
den publizierten in vivo Experimenten, kann mehrere Griinde haben. Die Hepatozyten wurden
aus minnlichen Ratten isoliert. Sie verlieren wihrend der Sphéroidbildung 40-60% ihres
Cytochrom (Cyt) P-450-Gehalts und ihrer Cyt-P450-spezifischen Enzymaktivititen, die sich
dann aber stabilisieren und in ihrer folgenden Kultivierung nicht weiter absinken (Walser,

1992). Auflerdem wurden die primédren Hepatozyten in der vorliegenden Arbeit nur einer
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Rontgenstrahlen-Dosis von 2 Gy ausgesetzt, wohingegen in den Versuchen, die zu einer
starken Induktion der MGMT-Expression in vivo fiihrten, mit einer Dosis von 15 Gy bestrahit
(Chan et al., 1992) wurde. Eine Dosisabhéngigkeit der MGMT-Induktion auf mRNA-Ebene in
HAIIE-Hepatomzellen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Es konnen also
sowohl potentielle Dedifferenzierung der isolierten Hepatozyten wie auch ungleiche
Strahlendosen Griinde fiir die verminderte Induzierbarkeit der MGMT sein. Insgesamt gesehen
erwiesen sich aber als Sphiroide kultivierte primdre Hepatozyten im Vergleich mit den
etablierten Hepatomzellinien als besser induzierbar und stellen somit ein gutes in vitro-

Modellsystem zur Untersuchung der MGMT-Induktion dar.

Die dedifferenzierte Zellinie HS zeigte keine Induktion der MGMT-Enzymaktivitit nach
Rontgenbestrahlung und sogar eine Reduktion der Aktivitit nach MNNG-Behandlung. Bei der
Behandlung der Zellen mit MNNG ist zu bedenken, daf durch die Reaktion der MGMT mit
dem in der DNA induzierten O°-Methylguanin und eventuell auch durch direkte Methylierung
des Proteins (Turbeville und Craddock, 1971) dessen Aktivitdt vermindert wird. Dieser Effekt
kann durch eine gesteigerte Neusynthese des Proteins kompensiert werden. In den
Hepatomzellen, in denen die MGMT-Aktivitit induziert wird, findet offenbar sogar eine
Uberkompensation statt. Die geringere Induktion der MGMT-Aktivitdt im Vergleich mit der
MGMT-mRNA-Menge zeigt jedoch, dal auch in diesen Zellen die MGMT-Aktivitét durch die
induzierende MNNG-Behandlungen verringert wird. In H5-Zellen fand eine Kompensation der
Inaktivierung der MGMT durch verstirkte Neusynthese des Proteins innerhalb 48 Stunden
nach Mutagengabe offensichtlich nicht statt, so dafl die MNNG-Behandlung in diesen Zellen zu
einer Abnahme der MGMT-AKktivitit fithrte.

Die Tatsache, daBl in differenzierten primidren Ratten-Hepatozyten nicht aber in
dedifferenzierten HS5-Ratten-Hepatomzellen die MGMT-Aktivitit und -mRNA-Expression
induzierbar waren, weist auf einen Zusammenhang der Induzierbarkeit des MGMT-Gens mit
der leberspezifischen Differenzierung der Zelle hin. In dieselbe Richtung 14t sich die
Akkumulation der MGMT-mRNA nach Behandlung der frisch isolierten Hepatozyten mit dem
leberspezifischen Tumorpromotor Phenobarbital deuten. Phenobarbital ist kein Mutagen; es
induziert in der Leber und in Hepatomzellen der Ratte die 'franskription von Genen, wie zum
Beispiel die von Cytochrom P-450 b/e und P-450 PB1 (Corcos und Weiss, 1988). Nach
Phenobarbital-Behandlung akkumuliert die mRNA dieser Cytochrom P-450-Gene in der Leber

und in den leberspezifisch differenzierten Hepatomzellen H4I1, C2Rev7 (diese entsprechen den
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in dieser Arbeit verwendeten H4IIE- und H4IIEC3/G™-Zellen) und Fao, nicht dber in den
dedifferenzierten H5-6-, C2- und P4-Hepatomzellen (Corcos und Weiss, 1988). Phenobarbital
induziert offensichtlich die Expression bestimmter Gene in Leberzellen, zu denen auch das

MGMT-Gen gehort.

Deutet das bisher gesagte auf einen Zusammenhang der MGMT-Induktion mit der
leberspezifischen Differenzierung von Zellen hin, so wird dieser mogliche Zusammenhang
durch den Vergleich der Induktionsraten der MGMT-Expression in den verschieden
Hepatomzellinien mit deren TAT-Expression (oder anderer leberspezifischer Marker, siehe
Tabelle 2) nicht bekriftigt. So zeigten die leberspezifisch differenzierten Fao- und H4ITIEC3/G
-Zellen nur eine schwache Induktion der MGMT-Aktivitdt durch MNNG und Rontgenstrahlen.
Dariiber hinaus fand bei Fao-Zellen auch nur eine geringe Induktion der mRNA-Menge statt.
Hingegen war in H4IIEC3/T-Zellen, die nur eine geringe TAT-Expression und geringe
Aldrinepoxidase-Aktivitit besitzen, eine starke Induktion der MGMT-Expression auf-mRNA-

und Proteinebene durch die o.g. Mutagene zu beobachten.

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dafl es durchaus Hinweise fiir eine Beteiligung
leberspezifischer Faktoren an der Induktion der MGMT gibt. Ein genereller Zusammenhang
zwischen MGMT-Induktion und der Expression leberspezifischer Enzyme konnte aber an den
untersuchten in vitro-Zellsystemen nicht nachgewiesen werden. Der Vorgang der Induktion
der MGMT-Transkription scheint ein komplexer, nicht allein von leberspezifischen

Transkriptionsfaktoren abhéingiger Vorgang zu sein.

Die MPG-Expression zeigt keine Korrelation mit der Expression
leberspezifischer Enzyme

Die Untersuchung der basalen MPG-Expression in unterschiedlich differenzierten Leberzellen
zeigte, dafl die MPG-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene nicht mit der leberspezifischen
TAT-Expression (oder anderer leberspezifischer Marker, sieche Tabelle 2) korreliert. So war
insbesondere die Aktivitdt in den dedifferenzierten H5- und den leberspezifisch differenzierten
H4IIE-Zellen nahezu identisch. Die beobachtete geringe (2 - 3-fachen) Schwankung der
basalen MPG-Expression bei etablierten Ratten-Hepatomzellinien deckt sich mit friiheren
Beobachtungen an Nager- und menschlichen Zellinien (Chakravarti et al., 1991; Hartenstein,
1992). Im Gegensatz dazu wurden in den verschiedenen Organen der Maus grofie

Expressionsunterschiede der MPG gefunden (Washington et al., 1988): In Proteinextrakten des
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Magens wurde eine 8 - 15-fach hohere MPG-Aktivitit festgestellt als in den Extrakten aller
anderer untersuchten Organe. Die Aktivitiiten in den Extrakten der Leber, der Lunge, der
Nieren, der Milz und des Gehirns waren etwa vergleichbar hoch (0,98-1,58 fmol/ug DNA)
(Washington et al., 1988).

Vergleicht man MPG-Enzymaktivitit und MPG-mRNA-Mengen in den verschiedenen
Zellinien und den primdren Hepatozyten untereinander, so wird deutlich, dal die mRNA-
Menge nicht mit der MPG-Aktivitit korreliert: Die relativ hohe Enzymaktivitit in den priméren
Ratten-Hepatozyten beruht nicht auf einer entsprechend grolen MPG-mRNA-Menge in diesen
Zellen. Weiterhin besitzen Fao-Zellen etwa dreimal mehr MPG-mRNA als H4IIEC3/G -Zellen,
die Enzymaktivitit in diesen Zellen ist aber fast gleich stark. Ein #hnliches Resultat fanden
Chakravarti et al., als sie die mRNA-Menge und Enzymaktivitit der MPG in Ratien-, Maus-
und menschlichen Zellen verglichen: Alle Zellen wiesen eine etwa gleiche Enzymaktivitiit auf,
die mRNA-Menge in Rattenzellen war aber wesentlich geringer als in den anderen Zellen
(Chakravarti et al., 1991). Dies deutet darauf hin, dafl die Expression der MPG-Aktivitit auf

posttranskriptioneller Ebene reguliert wird.

Leberspezifisch  differenzierte Hepatomzellen sind resistenter als
dedifferenzierte Zellen gegeniiber der toxischen Wirkung von MNNG, nicht
aber von MMS

Die methylierenden Agenzien MNNG und MMS liefern in unterschiedlicher Menge methylierte
DNA-Addukte (Tabelle 1). Der Hauptunterschied besteht in der Reaktion mit den
Sauerstoffatomen der DNA: MNNG reagiert zu etwa 7% aller Methylierungen mit der O°-
Position des Guanins, wohingegen MMS nur 0,3% der Gesamtmethylierung an dieser Position
einfiihrt. Sowohl O°-Methylguanin als auch N1- und N3-Methylpurine sind cytotoxische DNA-
Schiden (Kataoka et al., 1986; Lindahl et al., 1988; Kaina et al., 1991; Kaina et al., 1993). Die
mit MNNG behandelten Ratten-Hepatomzellen und die MGMT-defizienten (Mex) CHO-
Hamsterzellen zeigten eine Sensitivitit gegeniiber der toxischen Wirkung von MNNG, die von
der Hohe ihrer MGMT-Aktivitit abhing. So ergibt sich aus dem Vergleich der Do-Werte fiir
MNNG eine etwa dreimal hohere Sensitivitit von HS-Zellen, die nur eine geringe MGMT-
Aktivitit besitzen, und eine 20mal hohere Sensitivitit von Mex” CHO-Zellen gegeniiber diesem

Mutagen, als fiir die anderen untersuchten Hepatomzellen.
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Die Sensitivitdt gegeniiber der toxischen Wirkung von MMS war bei Zellen aller Zellinien,
auch bei H5- und CHO-Zellen, nahezu gleich. Beriicksichtigt man die unterschiedlichen
Reaktionsprodukte von MNNG und MMS mit der DNA (Tabelle 1), so kann das Resultat
dahingehend interpretiert werden, daB O°-Methylguanin ein die Toxizitit vermittelnder
Schaden ist, was sich mit frilheren Erkenntnissen deckt, die mit MGMT-Transfektanten

gewonnen wurden (Kaina et al., 1991, Kaina et al., 1993),

Die durch die der MPG entfernten N-Methylpurine sind potentielle pritoxische Lisionen, wie
die hohe Sensitivitit von MPG-defizienten E.coli Mutanten gegeniiber MMS zeigt (Lindahl et
al., 1988). Die Empfindlichkeit der MPG-profizienten Ratten-Hepatomzellen gegeniiber der
toxischen Wirkung von MMS ist nicht korreliert mit der Hohe der basalen und bei H4IIE-
Zellen  durch Mutagenbehandlung  induzierten MPG-Aktivitit. Auch in  anderen
Sdugerzellsystemen war die Hohe der MPG-Enzymaktivitit meist kein protektiver Faktor
gegeniiber Alkylantien; In CHO-9-Hamsterzellen, in denen die menschliche MPG, sowie in
V79-Hamsterzellen, in denen die alkA kodierten E.coli-Glykosylase oder die Ratten-MPG
funktionell iiberexprimiert wurde, fiihrte dies nicht zu einer erhOhten Resistenz gegeniiber
MMS (Ibeanu et al., 1992; Habraken und Laval, 1993). Lediglich in von V79- abstammenden
irs 1-Hamsterzellen, die eine verringerte MPG-Aktivitit besitzen, fiihrte die ﬁberexpression
der alkA kodierten E.coli-Glykosylase und der Ratten-MPG zu einer erhShten Resistenz
gegeniiber MMS (Habraken und Laval, 1993). Da bei der Exzisionsreparatur von DNA-
Alkylierungsschiden aufler der MPG noch weitere Enzyme (AP-Endonuklease, Polymerase,
Ligase) beteiligt sind, hdngt die Effektivitit der Reparatur von der aufeinander abgestimmten
Aktivitiit aller beteiligter Enzyme ab. Der limitierende Schritt dieses Reparaturweges kann in
Abhingigkeit von der betrachteten Zellinie unterschiedlich sein, Uberexpression der MPG hat
in den Hamsterzellinien V79 und irs 1 wohl deshalb unterschiedliche Folgen, weil im
Gegensatz zu V79-Zellen in irs 1-Zellen die reduzierte MPG-Aktivitit moglicherweise zum

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Exzisionsreparatur geworden ist.

In CHO-9-Hamsterzellen fiihrte neben der Uberexpression der menschlichen MPG auch die der
menschlichen AP-Endonuklease nicht zu einer erhohten Resistenz gegeniiber MMS und
MNNG (Eschbach, 1994). Die enzymatischen Reaktionen der MPG und der AP-Endonuklease
scheinen folglich in dieser Zellinie nicht geschwindigkeitsbestimmende Schritte der

Exzisionsreparatur von methylierten Basen zu sein.
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Gene involviert in der Exzisionsrepara}ur von DNA-Alkylierungsschiden
zeigen in H4IIE-Zellen nur schwache Anderungen ihrer Expression nach
Mutagenbehandlung

Die quantitativen Anderungen der mRNA-Expression nach MNNG- und Rontgenstrahlen-
Behandlung von H4IIE-Zellen waren bei den an der Exzisionsreparatur beteiligten Enzymen
MPG, AP-Endonuklease, Polymerase B und Ligase gering. Lediglich die fiir die AP-
Endonuklease kodierende mRNA zeigte iiber einen lingeren Zeitraum (0,5 bis 15 h nach der
Behandlung) nach Rontgenbestrahlung eine leicht erhdhte Expression., Alle anderen
signifikanten (mehr als 1,5-fachen (siehe Frgebnisse)) Anderungen der mRNA-Menge nach
Mutagenbehandlung waren auf einen der untersuchten Zeitpunkte beschrinkt, so daf sie keine
klare Aussage zur Induktion der mRNA-Expression zulassen. Die mRNA-Menge der MPG
nahm nur bei hohen RoOntgenstrahlendosen (mehr als 8 Gy) signifikant zu. Friihere
Beobachtungen zeigten, dal die mRNA-Menge der MPG in H4IIE-Zellen nach Bestrahlung
mit einer Dosis von 3 Gy Rontgenstrahlen und mit MNNG (10, 20 und 30 pM) erst 48
Stunden nach der Behandlung der Zellen deutlich zunimmt (Laval, 1991; Hartenstein, 1992;
Mitra und Kaina, 1993). Moglicherweise ist bei hoheren Strahlendosen die Akkumulation der
MPG-mRNA stérker und daher bereits frither zu beobachten. Eine dosisabhingige Induktion
der anderen an der Exzisionsreparatur beteiligten Gene kann nicht ausgeschlossen werden. Wie
die Promotoranalysen des in dieser Arbeit klonierten Promotorbereichs des MPG-Gens der
Ratte zeigen (s.u.), ist eine Induktion der MPG auf transkriptioneller Ebene nach
Mutagenexposition (MNNG, MMS, «v-Strahlen) nicht nachzuweisen: Die mRNA-
Akkumulation der MPG nach Behandlung von H4IIE-Zellen ist daher wahrscheinlich auf eine
erhOhte Stabilitidt der mRNA zuriickzufiihren.

Die Induzierbarkeit der an der Exzisionsreparatur beteiligten Ligase und der Polymerase [3
nach Mutagenbehandlung konnte in unterschiedlichen Zellsystemen gezeigt werden. So wurde
in Affen-Nierenzellen nach Bestrahlung mit UV-Licht eine Induktion der Ligase-Aktivitit
beobachtet (Mezzina und Nocentini, 1978) und in CHO-Hamsterzellen war die Polymerase [3
auf mRNA-Ebene durch verschiedene Mutagene (MNNG, MMS, H,0,, AAAF) induzierbar
(Fornace et al, 1989). Sowohl DNA-Ligase als auch Polymerase [ zeigten nach
Mutagenbehandlung in H4IIE-Zellen keine erhohte mRNA-Expression. Die Spezifitit der

Induzierbarkeit beider Enzyme in unterschiedlichen Zellsystemen weist auf Unterschiede in der
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Promotorstruktur der kodierenden Gene oder auf unterschiedliche Fahigkeit der Zellen zur

Aktivierung der Transkription hin,

Die Induktion der MGMT-Expression erfolgt nach Bestrahlung mit -
Strahlen schneller als nach MNNG-Behandlung

Die MGMT-mRNA-Menge nimmt nach Behandlung mit y-Strahlen bereits nach sechs Stunden
zu. Die mRNA-Zunahme erfolgt damit nach Bestrahlung deutlich schneller als nach Gabe von
MNNG, nach der erstmals 16 Stunden spiter eine Zunahme der mRNA-Menge beobachtet
werden konnte. Die Behandlungen, die zu einer Induktion der MGMT tithren (Laval, 1990;
Fritz und Kaina, 1992), induzieren direkt oder indirekt, als Folge eines Replikationsblocks oder
der Exzisionsreparatur modifizierter Basen, DNA-Strangbriiche (Laval, 1990; Fritz und Kaina,
1992). Die Hypothese, dafi diese DNA-Strangbriiche das auslésende Signal fiir die Induktion
der MGMT sind, wird durch die oben erwihnte schnellere Induktion der MGMT durch
Rontgenstrahlen, im Vergleich zur MNNG-Behandlung, gestiitzt: Rontgenstrahlen induzieren
direkt, ohne Verzogerung, DNA-Strangbriiche, wohingegen diese nach MNNG-Behandlung
als Folge der Reparatur methylierter Basen erst zu einem spiteren Zeitpunkt aus AP-Stellen

der DNA entstehen kbnnen (Coquerelie et al., 1995).

Dexamethason fiihrt zur Akkumulation der mRNA von Reparaturgenen in
H4IIE-Ratten-Hepatomzellen

Sowohl die mRNA-Menge der MGMT als auch die der AP-Endonuklease und Polymerase 3
stieg nach Gabe des kiinstlichen Glucocorticoid-Hormons Dexamethason signifikant an. Eine
leicht erhthte mRNA-Expression der Polymerase B war nur zu einem der untersuchten
Zeitpunkte (16 h-Wert) nach Hormonbehandlung festzustellen und ist daher kein deutlicher
Hinweis auf eine Induktion der mRNA. Ein reprimierender Einfluff von Dexamethason auf die
mRNA-Expression war bei der MPG zu beobachten. Beide Effekte, sowohl die Zunahme wie
die Abnahme der mRNA-Menge, konnen auf Verdnderung der Transkription der
entsprechenden Gene oder auf eine verinderte Stabilitit der jeweiligen mRNA zuriickzufiihren
sein. Im Fall der Glucocorticoid-Hormone ist eine Einwirkung auf die Transkriptionsrate von
Genen bekannt. Glucocorticoide aktivieren die Transkription bestimmter Gene durch Bindung
an Sequenzen im Promotor (glucocorticoid responsive elements, kurz GRE) (Geisse et al,,
1982). Es gibt eine Reihe von Genen, wie zum Beispiel die Gene der am

Aminosidurekatabolismus in der Leber beteiligten TAT (Steinberg et al, 1975),
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Tryptophanoxygenase (Danesch et al., 1983) und Glutaminsynthetase (Crook et al., 1978),
solche, die in dér Brustdriise exprimiert werden, wie das f-Caseingen (Doppler et al., 1989)
und Gene des mouse mammary tumor virus (MMTV) (Hynes et al.,, 1983), bei denen
Glucocorticoide die Transkription aktivieren., Dariiber hinaus aktiviert Dexamethason das
Metallothionein-IIA Gen (Karin et al., 1984), das durch noch nicht bekannte Mechanismen zur
Resistenz gegeniiber alkylierende Agenzien beitragen kann (Kaina et al., 1990). Wenngleich
eine Erhohung der mRNA-Stabilitdt durch das Hormon nicht ausgeschlossen werden kann, so
ist doch die transkriptionelle Aktivierung des MGMT- und des AP-Endonuklease-Gens der
Ratte durch Dexamethason wahrscheinlich verantwortlich fiir die beobachtete verstiirkte
Akkumulation der mRNA.

Der MPG-Promotor der Ratte besitzt ein GRE. Da die mRNA-Menge der MPG nach
Dexamethason-Behandlung abnimmt wird hier die Transkription durch das Glucocorticoid-
Hormon vermutlich gehemmt. Eine Repression der Transkription durch Glucocorticoide ist
insbesondere bei Cytokingenen bekannt (Culpepper und Lee, 1987; Taniguchi, 1988) - ein
Effekt, der zur entziindungshemmenden und immunsupprimierenden Wirkung der
Glucocorticoide beitrigt (Baxter und Forsham, 1972; Bowen und Fauci, 1988). Sie wird tiber
die direkte Wechselwirkung des Glucocorticoid-Rezeptors mit dem Transkriptionsfaktor NF-
kB bewirkt und fiihrt zu einer Reduktion der NF-xB-abhingigen Transkription (Scheinmann et
al., 1995). Eine andere Art der Repression durch Glucocorticoide ist fiir das Gen der o-
Untereinheit des Gonadotropins beschrieben worden (Akerblom et al., 1988). Im Promotor
dieses Gens iiberlagert das GRE die beiden cAMP-abhéingigen Enhancer-Seqeuenzen (cAMP
responsive element (CRE)). In diesem Fall ist die Bindung des Glucocorticoid-Rezeptors an
die DNA fiir die negative Regulation der Transkription verantwortlich, entweder dadurch, daf
die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die CREs verhindert oder deren Funktion beeinfluf3t
wird. Nur in einem Fall, beim Prolaktingen des Schweins, ist die direkte Repression der
Transkription durch die Bindung des Hormon-Rezeptor-Komplexes an ein GRE (,,negatives
GRE") beschrieben worden (Sakai et al., 1988). Interessanterweise besitzt der von mir
klonierte MPG-Promotorbereich zwei Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor NF-kB, wobei
eine von einem GRE iiberlagert wird. Alle drei der oben beschriebenen Mechanismen, also die
direkte Wechselwirkung des Glucocorticoid-Rezeptors mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB,
die Uberlagerung der NF-kB-Bindestelle durch das GRE sowie der direkte negative EinfluB
des an das GRE gebundenen Hormon-Rezeptor-Komplexes, konnten fiir die Reduktion der

Transkription des MPG-Gens verantwortlich sein.
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Die Regulation von Reparaturgenen durch Hormone stellt einen wichtigen Beitrag zur
Problematik der Hormonabhingigkeit der Kanzerogenese dar. Hormone beeinflussen die
kanzerogene Wirkung von chemischen Mutagenen in der Ratten-Leber: Die Behandlung von
Ratten mit N-Hydroxy-2-acetyl-aminofluoren, einem aromatischen Amin, fithrt zur
Tumorinitiation in der Leber. Die Anzahlt der Primértumoren ist - geschlechtsabhéngig - in der
Leber ménnlicher Ratten deutlich hoher. Durch die Gabe von Wachstumshormon, einem
Hypophysenhormon, wird die Tumorzahl in der Leber mannlicher Ratten auf die weiblicher
Ratten reduziert (Liao et al., 1993). Auch die MGMT-Aktivitit in der Rattenleber wird
Wachstumshormon-abhéingig reguliert: Entfernt man Ratten die Hypophyse, dann sinkt die
MGMT-Aktivitdt in der Leber auf die Hilfte ab. Verabreicht man diesen Ratten
Wachstumshormon, so steigt die MGMT Aktivitit in der Leber auf den Wert vor der
Entfernung der Hypophyse an (Pegg und Wiest, 1983). Offensichtlich korreliert die hormonelle
Steigerung der MGMT-Enzymaktivitit mit der geringeren Tumorentstehung in der Leber
weiblicher und mit Wachstumshormon behandelter ménnlicher Ratten. Wie in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, ist auer der MGMT auch das AP-Endonuklease-Gen, das in der
Exzisionsreparatur geschédigter Basen involviert ist, durch Dexamethasongabe induzierbar.
Moglicherweise spielt daher auch die Expression von an der Exzisionsreparatur beteiligten

Enzymen eine Rolle bei der Hormonabhéngigkeit der Kanzerogenese in Ratten.

Die Aktivitit des menschlichen MGMT-Promotors wird in menschlichen
Hel.a-Zellen und H4ITE-Rattenzellen unterschiedlich reguliert

Es war bekannt, da8 die MGMT-Expression in H4IIE-Rattenzellen durch Mutagenbehandlung
induzierbar ist, in menschlichen HeLa-Cervixkarzinomzellen sowie menschlichen HepG2-
Hepatomzellen aber nicht (Fritz et al., 1991). Die MGMT-Expression wird in H4IIE-Zellen auf
transkriptioneller Ebene reguliert (Fritz et al., 1991; Chan et al., 1992). Die transkriptionelle
Aktivierung oder Repression eines Gens durch exogene Stimuli ist von zwei Voraussetzungen
abhiingig. Erstens muf} die Zelle in der Lage sein, durch Signaltransduktion die Stimuli bis auf
dic Ebene der Transkription weiterzuleiten. Dies geschieht durch eine Reihe von
Reaktionskaskaden, die schlieflich zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fiihren.
Die zweite Voraussetzung ist, dal der Promotor eines Gens in der Lage ist, durch die Bindung
dieser aktivierten Transkriptionsfaktoren die Expression des Gens zu modulieren. Es existierte
bislang nur ein Hinweis darauf, dal auch der menschliche MGMT-Promotor in der Lage ist,

auf Mutagenbehandlung zu reagieren: 1990 berichtete Laval iiber die Induktion der MGMT-
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Aktivitit in menschlichen LICH-Hepatomzellen durch Mutagene (Laval, 1990). In der hier
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daB8 der menschliche MGMT-Promotor in H4IIE-
Rattenzellen durch die Mutagene MNNG, MMS sowie y-Strahlen induzierbar ist. Keine dieser
Mutagen-Behandlungen fithrte in HeLa-Zellen zur Erhthung der Aktivitdt des isolierten
MGMT-Promotors, was mit fritheren Beobachtungen iibereinstimmt, wonach die mRNA-
Expression des menschlichen MGMT-Gens in HeLa-Zellen durch Mutage nicht induziert wird
(Fritz et al.,, 1991). Die fehlende Induktion der Promotoraktivitit in Hel.a-Zellen ist
offensichtlich darauf zuriickzufithren, dafl diese Zellen nicht in der Lage sind, die durch die
Mutagene ausgelosten Signale bis zur transkriptionellen Aktivierung des MGMT-Gens
weiterzuleiten. Auf welcher Ebene die Signaltransduktion blockiert wird, ist offen, da die

beteiligten Reaktionsketten und Transkriptionsfaktoren bisher nicht bekannt sind.

Durch den Vergleich der Aktivitit des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE- und HeLa-
Zellen wurden noch weitere Unterschiede offenbar, die auf der unterschiedlichen Fihigkeit der
beiden Zellinien zuriickgeht, bestimmte Signale auf Transkriptionsebene weiterzuleiten: In
Hel.a-Zellen war der MGMT-Promotor durch den Tumorpromotor TPA, den
Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin sowie durch UV-Licht induzierbar, In H4IIE-Zellen
fiihrte lediglich die Bestrahlung mit UV-Licht zu einer im Vergleich zu den anderen
Mutagenbehandlungen schwachen Induktion. Weder TPA noch Forskolin steigerten die
Transkriptionsrate des CAT-Reportergens in H4IIE-Zellen. Durch Dexamethason konnte die
Promotoraktivitit sowohl in HeLa- als auch in HA4IIE-Zellen gesteigert werden. Die

Aktivitdtszunahme war in H4IIE-Zellen dabei doppelt so hoch wie in Hala-Zellen.

Bei HeLa-Zellen sind einige der Transkriptionsfaktoren bekannt, die als Antwort auf die
genannten Behandlungen aktiviert werden: Der Tumorpromotor TPA und der
Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin bewirken in HeLa-Zellen eine Aktivierung von Genen
durch die Bindung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2 an Bindestellen im Promotor
(Angel et al., 1987; Imagawa et al., 1987). Der Transkriptionsfaktor AP-1 trigt in HeLa-Zellen
auch zu einer durch UV-Licht aktivierten Transkription von Genen bei (Stein et al., 1989). Da
der menschliche MGMT-Promotor sowohl zwei potentielle AP-1- als auch zwei potentielle
AP-2-Bindestellen besitzt, ist eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2 an
der Aktivierung des Promotors durch TPA, Forskolin und UV-Licht wahrscheinlich. Es wiire

interessant zu sehen, ob die fehlende Induktion des menschlichen MGMT-Promotors in H4IIE-
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Zellen durch TPA- bzw. Forskolin-Behandlung auf eine Nichtaktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und AP-2 zuriickgeht.

Die quantitativen Unterschiede in der Promotoraktivierung durch Dexamethason in HeLa- und
HA4IIE-Zellen sind moglicherweise auf unterschiedliche Mengen an Dexamethason-Rezeptor in
diesen Zellen zurtickzufiihren. In Fto2B-3 Ratten-Hepatomzellen zumindest konnte dieser
Zusammenhang zwischen Hormon-Rezeptormenge und Promotoraktivierung beobachtet

werden (Strihle et al., 1989).

Der MPG-Promotor der Ratte besitzt Eigenschaften konstitutiv aktiver
Promotoren

Der Promotor des MPG-Gens der Ratte gehort, wie die Promotoren der menschlichen AP-
Endonuklease (Harrison et al.,, 1992; Robson et al., 1992; Akiyama et al., 1994) und des
menschlichen MGMT-Gens (Harris et al., 1991), zur Klasse der GC-reichen Promotoren, die
keine TATA-Box besitzen. Solche Promotoren wurden insbesondere in sogenannten
LJhousekeeping genes gefunden, also in Genen, die in allen Zellen aktiv sind und eine

konstante Transkriptionsrate aufweisen (Zawel und Reinberg, 1993).

Die GC-reiche Sequenz des MPG-Promotors der Ratte wird von einem 77 Basenpaare langen
Bereich, der vorwiegend aus Adenin-Nukleotiden zusammengesetzt ist (86%), in zwei Hilften
geteilt. Adeninreiche Sequenzen fiihren - vermutlich indem sie die Helixstruktur der DNA
dndern - zu Knicken in der DNA (Wu und Crother, 1984). Auf Grund der relativ schwachen
Bindungskrifte zwischen AT-Basenpaaren konnen solche Bereiche leicht ,aufgeschmolzen®
werden. Die mogliche Funktion dieser Region konnte darin liegen, die Bindung z.B. der RNA-
Polymerase bzw. des Priinitiationskomplexes der Transkription zu erleichtern (Wu und

Crother, 1984),

Die TATA-Sequenz legt den Transkriptionsstartpunkt in Genen fest: An die TATA-Sequenz
bindet der Transkriptionsfaktor TFIID. Dieser bildet zusammen mit anderen den
Priinitiationskomplex, an den die RNA-Polymerase II  bindet, wodurch die
Transkriptionsinitiation gesteuert wird (Zawel und Reinberg, 1993). An der Festlegung des
Transkriptionsstartpunktes bei Promotoren ohne TATA-Box ist sehr wahrscheinlich die
koordinierte Wirkung bestimmter Transkriptionsfaktoren, wie z.B. dem Spl-Protein,

notwendig, an welche die RNA-Polymerase binden kann und so an eine bestimmte Stelle im
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Promotor dirigiert wird (Mitchell und Tjian, 1989). Die Transkription des MPG-Gens beginnt
an zwei nahe beeinanderliegenden Guanin-Basen. Das Hauptprodukt der primer extension-
Analyse deutet auf die hauptsiichliche Verwendung des Guanins in Position 862 der
genomischen Sequenz hin. Ein weiterer Transkriptionsstart liegt unmittelbar davor am Guanin
der Position 860. Beide Startpunkte fithren zu fast gleich langen mRNA-Produkten. In der S1-
Nuklease-Protektionsanalyse wurden dieselben Produkte wie in der primer extension-Analyse
erhalten; auflerdem traten hier aber auch noch kiirzere Reaktionsprodukte auf. Diese sind
wahrscheinlich auf Instabilititen am Beginn des mRNA-DNA-Hybriddoppelstranges
zuriickzufiihren, die auf Grund von Sekundérstrukturen in der mRNA entstehen. Die teilweise
einzelstringigen Bereiche der mRNA oder des homologen DNA-Stranges werden dann durch
die S1-Nuklease abgebaut. Diese fiir die Bestimmung des Transkriptionsstarts unbrauchbaren
kiirzeren Produkte erschwerten eine Quantifizierung der Benutzung der beiden

Transkriptionsstartpunkte durch die S1-Nuklease Protektionsanalyse.

Der normalerweise verwendete Transkriptionsstartpunkt des MPG-Gens (s.0.) liegt auflerhalb
(13 Basenpaare 3° von der Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Notl (vgl.
Abbildung 17B und Abbildung 21A) der Promotorfragmente, die in den
Reportergenkonstrukten vor das CAT-Gen kloniert worden sind. Die Transkription startet in
den Reportergen (MPG-Promotor-CAT)- Konstrukten folglich nicht an derselben Stelle wie im
MPG-Gen. Da die Transkriptionsinitiation in Promotoren ohne TATA-Box . nicht von der
Position einer bestimmten Sequenz, sondern eher von der Beteiligung und rdumlichen
Anordnung von Transkriptionsfaktoren und deren Bindestellen abhingt (Mitchell und Tjian,
1989), konnen offensichtlich auch andere Basen als die im normalen DNA-

Sequenzzusammenhang verwendeten Guanine (s.0.) als Transkriptionsstartpunkte dienen.

Das (-861/-13)-Promotorfragment des MPG-Gens der Ratte zeigte eine Aktivitit in H4IIE-
Zellen, die vergleichbar hoch war wie die des relativ starken viralen SV40-Promotors. Das
lingste, 4,6 kb lange, klonierte Promotorfragment zeigte dagegen mit nur 18% dieser Aktivitit
eine deutliche Reduktion der Transkriptionsrate des CAT-Reportergens. Dafiir kbnnen zwet
Griinde vorliegen: a.) Im Bereich 5° der Position -861 liegen weitere Sequenzen, die einen
reprimierenden EinfluB auf die Transkriptionsrate ausiiben. b.) Die Menge des erfolgreich
transfizierten Plasmids, das etwa doppelt so grofl wie das (-861/-13)-Reportergenkonstrukt ist
(9,3 kb gegeniiber 5,5 kb), ist vermindert (vergleiche dazu auch Harris et al., 1991). Da auf

den Reportergenkonstrukten keine selektiven Marker vorhanden sind, die eine direkte
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Mengenbestimmung des transfizierten Plasmids zulassen wiirden, konnte nur die
Transfektionseffizienz in den Experimenten durch Kotransfektion des Plasmides pRSV-B-Gal
bestimmt werden. Dieses Plasmid hat jedoch in allen Kotransfektionen dieselbe Grofe und
kann daher keinen Korrekturfaktor fiir groBenbedingte Unterschiede in der Menge der
transfizierten Plasmide liefern. Wie zu erwarten war, bewirkte die Verkiirzung des (-861/-13)-
Promotorfragments um 298 bp, die zum Verlust potentieller Bindestellen der
Transkriptionsfaktoren c-Myc, NF-kB, AP-2 und Ets-1 fiihrte, eine Reduktion der
Promotoraktivitit. Vollig unerwartet war dagegen, dal3 bei einer weiteren Verkiirzung um 428
bp, eine erneute Steigerung der Promotoraktivitit verzeichnet werden konnte. Durch die
weitere 5”-Deletion des Promotorbereichs gehen viele potentielle Transkriptionsfaktor-
Bindestellen verloren (AP-2, PEA 3, AP-3, NF-xB, GRE, Sp! und die ,,CCAAT-Box*). Das
resultierende (-135/-13)- Promotorfragment ist 122 bp lang und besitzt nur zwei potentielle
Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren Spl wund Ets-1. Trotzdem ist seine
Promotoraktivitit fast doppelt so hoch wie das des (-563/-13)-Fragments (64% gegeniiber 34
% der Aktivitdt des (-861/-13)-Promotorfragments). Es sind daher moglicherweise im
deletierten (-563/-135)-Sequenzbereich reprimierende Elemente vorhanden, die in dem (-563/-
13)-Promotorfragment eine dominierende Rolle in der Regulation der Transkription
tibernehmen. Ein bekanntermaBen zur Repression der Transkription fihiges Element ist das
GRE (Akerblom et al., 1988; Guertin et al., 1988; Jonat et al., 1990).

Die Induktion der MPG-Promotoraktivitit ist durch Bindung von
aktivierten Transkriptionsfaktoren erklirbar

Die Aktivitit des isolierten MPG-Promotors in H4IIE-Rattenzellen wird durch Behandlung der
Zellen mit TPA, UV-Licht und Dexamethason gesteigert. In SHugerzellen sind
Signaltransduktioswege bekannt, die zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fithren, die an
den MPG-Promotor der Ratte binden knnten. TPA kann die Induktion der Genexpression u.a.
durch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-3, PEA-3 oder NF-kB (Chiu éntv al., 1987;
Roarth et al.,, 1990; Griffin et al., 1989) vermitteln, die potentielle Bindestellen im MPG-
Promotor der Ratte besitzen. UV-Licht fiihrt zur Induktion der Genexpression iiber die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB (Stein et al., 1989; Radler-Pohl et al., 1993; Devary
et al., 1993). An der Induktion der Promotoraktivitit des MPG-Promotors durch UV-Licht
konnte die Bindung des Transkriptionsfaktors NF-kB beteiligt sein, der zwei potentielle
Bindestellen innerhalb des 848 bp langen Promotorfragments (-861/-13) besitzt. Dafiir spricht
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insbesondere, daB mit dem Verlust einer der moglichen NF-kB-Bindestelle in dem kiirzeren
(-563/-13)-Promotorfragment auch die Hohe der Induktion der Transkription nach UV-
Bestrahlung auf etwa die Hilfte zurlickgeht.

Die Dexamethason-abhéngige Transkription, die durch den isolierten MPG-Promotor
vermittelt wird, bedarf einer besonderen Betrachtung, da in vivo die MPG-mRNA-Menge nach
Dexamethason-Behandlung abfillt, der isolierte MPG-Promotor jedoch eine Steigerung seiner
Aktivitdt durch Dexamethason erfihrt. AuvBlerdem zeigt das 122 bp lange (-135/-13)-
Promotorfragment, dem die Bindestelle fiir den Glucocorticoid-Rezeptor fehlt, eine hhere
Aktivierung durch Dexamethason als die beiden lingeren Promotorfragmente, die das GRE
enthalten. Zur Erkldrung dieser Sachverhalte nehme ich an, dafl die Hormonabhéngigkeit des
kurzen (-135/-13)-Promotorfragments (ohne eigenes GRE) und die Induktion der
Promotoraktivitit der lingeren Promotorfragmente durch Sequenzen vermittelt wird, die auf
dem bakteriellen Teil des Vektors pCAT basic liegen, der zur Reportergenanalyse verwendet
wurde. So ld4Bt sich auch die Steigerung der hormonabhdngigen Aktivierung der immer
kiirzeren Promotorfragmente (846, 550, 122 bp) vom 2,4- iiber das 3- zum 5,3-fachen dadurch
erkldren, dafl diese im bakteriellen Teil des Vektors gelegene Sequenz ndher an den
Transkriptionsstartpunkt gelangt und dadurch einen steigenden Einfluf§ auf die Transkription
erlangt (siehe dazu auch Jantzen et al., 1987). Unterstiitzt wird diese Vermutung dadurch, daf3
das 4,6 kb lange MPG-Promotorfragment, das einen groBen Abstand zwischen dem
bakteriellen Teil des Vektors und dem Transkriptionsstart schafft, keine Dex-abhingige
Aktivierung mehr zeigt (nicht gezeigte Daten). Die in vivo gefundene Reduktion der mRNA-
Menge nach Dexamethason-Behandlung von H4IIE-Zellen kann am isolierten Promotor in
diesen Reportergenkonstrukten nicht geklirt werden. Der Einflufl bakterieller Sequenzen auf
die Promotoraktivitit bleibt auf die Dexamethason-vermittelte Transkription beschrinkt. Nach

TPA- und UV-Behandlung zeigt das (-135/-13)-Promotorfragment keine Aktivierung.

MGMT und MPG werden in Ratten-Leberzellen nicht koreguliert

Die beiden an der Reparatur von DNA-Alkylierungsschiden beteiligten Proteine MGMT und
MPG zeigen auf Transkriptionsebene keine Koregulation, Weder die Behandlungen der Zellen
mit mutagenen Alkylantien, ionisierenden Strahlen oder UV-Licht, noch die Behandlung mit
,physiologischen Modulatoren* der Transkription wie Tumorpromotoren und Hormonen

filhrten zu einer vergleichbaren Expressionsinderung der beiden Gene. Unterschiede in der
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gewebespezifischen Expression der beiden Gene (Washington et al., 1988; Wilson et al., 1993)
wie auch die Expression der MPG in Mex'-Zellen (z.B. CHO-9 Hamsterzellen), die keine
MGMT exprimieren, deuten dartiber hinaus auf eine getrennte Regulation beider Gene hin.
Eine unterschiedliche transkriptionelle Regulation von MGMT und MPG mag iiberraschen, da
die spezifische Reparatur von Alkylierungsschiden der DNA die Aktivitit beider Enzyme
verlangt, denn alle Agenzien, die den DNA-Schaden O°-Methylguanin produzieren, erzeugen
auch N-Methylpurine (Beranek, 1990). Dies ist moglicherweise auch der Grund weshalb in
E.coli-Bakterien die fiir die induzierbare O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase und die
induzierbare N-Methylpurin-DNA-Glycosylase kodierenden Gene ada und alkA durch das
Ada-Protein koreguliert werden. Weshalb in Sdugerzellen diese Koregulation offensichtlich

nicht stattfindet ist bislang noch unbekannt.

Ausblick

An der Reparatur von DNA-Alkylierungsschiiden sind die Reparaturproteine MGMT und
MPG maBgeblich beteiligt. Es wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dall beide Proteine
v.a. auf transkriptioneller Ebene reguliert werden. Fiir die MPG gibt es dariiber hinaus
Hinweise fiir eine Reguiation auf posttranskriptioneiler Ebene, die einer ndheren Untersuchung

bediirfen.

Wie wir gesehen haben, ist der MGMT-Promotor des Menschen induzierbar, Die
Induzierbarkeit ist abhéingig von der Zelle, in der der Promotor aktiv ist. Es erscheint daher
sinnvoll, menschliche Zellsysteme (z.B. Leberzellen) zu etablieren, die eine Untersuchung der

Induktion des MGMT-Gens zulassen,

Die MGMT-Expression der Ratte wird nach unterschiedlichen Stimulierungen relativ stark
induziert. Zur Klirung der molekularen Grundlagen dieser Induktion ist die Isolierung des

MGMT-Promotors der Ratte unerldBlich.

Bei der Aufklirung der Reparaturwege fiir Alkylierungsschiden der DNA darf nicht auBer
Acht gelassen werden, dafl nicht nur die MGMT und MPG, sondern auch andere
Reparaturenzyme an der Entfernung von Alkylierungsschéiden der DNA beteiligt sind. So trégt
auch die Exzisionsreparatur von Addukten, die die DNA strukturell deformieren, zur
Entfernung von - insbesondere langkettigen - Alkylgruppen bei (Bronstein et al., 1992; Klein et
al., 1994). Um die Fidhigkeit einer Zelle, Alkylierungen der DNA zu reparieren, richtig
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beurteilen zu konnen, ist folglich die Untersuchung moglichst vieler Reparaturenzyme, ihrer
Regulation und Substratspezifitdit notwendig. Ein wichtiger experimenteller Ansatz zur
Kldrung der biologischen Bedeutung eines bestimmten Reparatursystems in vivo wird das
gezielte  Ausschalten bestimmter Reparaturenzyme in transgenen Tieren durch

Insertionsmutagenese sein.
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