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Zusammenfassung

Ultraviolette Strahlung (UV) fiihrt in SHugetier-Zellen zu einer Reihe von genetischen
Verédnderungen, die UV-Antwort genannt werden. Neben einer Vermehrung von Genen
(Amplifikation) kommt es auch zu einer verdnderten Expression einer Reihe von Genen. In
dieser Arbeit wurde der Mechanismus der UV-induzierten Genexpression charakterisiert.
Als Beispiel fiir diese Untersuchungen diente das menschliche Immunschwéche-Virus Typ I
(HIV-1), das menschliche Collagenase Gen und das Protoonkogen c-jun. Die Signalkette in
der Aktivierung von Genen durch UV beginnt mit der Absorption von UV durch die DNA.
Die dabei entstehenden DNA-Schiden, die auch durch andere DNA-schiddigende Agenzien
erzeugt werden konnen, sind das primire Ereignis fiir die Auslosung einer Signalkette,
deren Endpunkt die UV-induzierbaren Gene sind. Die cis-wirkende DNA-Elemente (UREs),
die fiir die transkriptionelle Aktivierung der UV-induzierbaren Gene notig sind, konnten
identifiziert werden. Diese Elemente sind auch Endpunkte anderer Signalketten wie z. B. bei
der Induktion durch Phorbolester oder Wachstumsfaktoren. Die UREs von HIV-1 (Position
-105/-79), Collagenase (Position -73/-65) und c-jun (Position -191/-182 und -72/-63) sind
in ihrer Sequenz verschieden und binden verschiedene Transkriptionsfaktoren. NF-xB bildet
zusammen mit cJun oder cFos den Transkriptionsfaktor-Komplex am HIV-1-URE. AP-1
(cJun/cFos) bindet an das Collagenase-URE, und die zwei c-jun UREs binden Protein-
komplexe aus der AP-1 Familie, die nicht identisch mit cJun/cFos sind, aber auch cFos
enthalten. Die DNA-Bindeaktivititen dieser Faktoren sind in Extrakten aus UV-behandelten
Zellen erhoht. Die Aktivierung von NF-xB erfolgt im Cytoplasma durch Abldsung von
einem Inhibitorprotein. Zumindest fiir die Aktivierung von HIV-1 muf} also die Signalkette
iber das Cytoplasma verlaufen. Die Aktivierung der anderen Transkriptionsfaktoren erfolgt
durch post-translationelle Modifizierung und Neusynthese. Weiterhin konnte ein Faktor in
Medium von UV-bestrahlten Zellen (EPIF) nachgewiesen werden, der die hier erwihnten
Gene liber die UREs in unbestrahlten Zellen aktiviert. Da EPIF nicht zelltyp-spezifisch
wirkt, konnte er, abgegeben von UV-bestrahlten Zellen der Haut, jede Zelle im Innern des
Organismus erreichen und dort Gene aktivieren. Die hier verwendeten UV-Dosen werden in
der Natur nach lidngerer Sonnenbestrahlung erhalten. Der hier charakterisierte Mechanismus
der UV-induzierten Genexpression konnte daher, insbesondere fiir die Aktivierung von
HIV-1 und den natiirlichen Verlauf von AIDS, eine wichtige biologische Bedeutung haben.




Abstract

Mechanism of UV-induced expression of human immunodeficiency virus

type 1, collagenase and protooncogene c-jun

Ultraviolet radiation (UV) leads to a number of genetic changes in mammalian cells which
are named UV response. These changes include gene amplification and the altered expres-
sion of various genes. This work will characterize the mechanism of UV-induced gene
expression. As examples, the human immunodeficiency virus type I (HIV-1), the human
collagenase gene and the protooncogene c-jun were chosen. The signal chain in the
activation of genes by UV starts with the absorption of UV by DNA and ends at the UV-
inducible genes. The primary event in the UV induction process is DNA damage, which can
also be caused by other DNA-damaging agents. The cis-acting elements in the UV-
responsive genes (UREs) which mediate the transcriptional activation by UV were
identified. These UREs are also endpoints of other signal pathways activated by phorbol
esters or growth factors. The UREs of HIV-1 (position -105/-79), collagenase (position
-73/-65) and c-jun (position -191/-182 and -72/-63) have different sequences and bind
different transcription factors. NF-xB together with cJun or cFos forms the transcription
factor complex at the HIV-1 URE. AP-1 (cJun/cFos) binds to the collagenase URE and the
two c-jun UREs bind factors of the AP-1 family, which are different from cJun/cFos but
also contain cFos. The DNA-binding activities of these factors are increased in extracts from
UV-irradiated cells. NF-xB is activated in the cytoplasm by release from an inhibitor. At
least for the activation of HIV-1 by UV, the signal pathway must pass through the
cytoplasm. The other transcription factors are activated by post-translational modification
and new synthesis. In addition, a factor could be detected in medium from UV-irradiated
cells (EPIF), which activates the genes described above in nonirradiated cells through the
UREs. Since EPIF does not act cell type-specific, there exists the possibility that EPIF
released from UV-irradiated skin cells can reach every cell of the body and activate genes
there. The UV doses used for the experiments here could be obtained after longer exposure
to sun. Therefore the described mechanism of gene activation may be of biological
importance, especially for activation of HIV-1 and the natural course of AIDS.




INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGEN ..ottt ettt v
EINLEITUNG ...eiiiiiiiiiii ittt ettt et e e 1
MATERIALIEN UND METHODEN ... .. 7
B zugsquUel e, i e e 7
Bakterien und Zellen ... ... e 9
KU U AT @ o et 10
W28 41003 3 1) o PP 11
Plasmid-Konstruktionen . .. ... iiiiii i it 11
OLgonuKICOtAR . ..ottt 15
UV-Bestrahlungsquellen.........oooiiiiiiiiiiii e 16
METHODEN
1. Behandlung von NuKIeinSauren ... ...cooovvitiiiiiiiiiiii i e 17
Spektrophotometrische Konzentrations-Bestimmung von Nukleinsduren ........ 17
Phenol/Chloroform-Extraktion .........oooiiiiiiiiiiiii i ieeaan 17
Konzentration von Nukleinsduren aus wissrigen Losungen...........ccceeuennnne. 17
P2 DI PR & 2} oo Lo o BN USSP 18
Bakterien-Wachstum und Amplifikation...........cccoiiiiiiiiiinniiiinnan 18
Plasmid-DNA-Praparation .......coouuiiiiiotiii i e eaens 18
Mini-Plasmid-DNA-Praparation.........ccoieiiiioiiiiiii i 19
3. KlonierungsteChniKen .. ... i e e 19
Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen .........ccvoviviiiiiiiiiniiininnns, 19
Dephosphorylierung von DNA .................... P 20
Phosphorylierung von Oligonukleotiden und Linkern.................ooooi. 20
Auffiillen von 5" Uberhangen ..........oouiuiiiiiiiiii e, 20
Bal31 Exonuklease-Verdau .....ooiiiiiiiiii et 21
Ligation von DINA-FIagmenten ........cooiiiiii it ii it ceiiiecinenaeenaaans 21
4. Markierung von DNA mit Radionukleotiden................ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 21
Kinasierung von DN A ... i i e e s 21
Auffiillen von 5” Uberhéngen mit 0=32P-dNTPS...........ccoeveinniieiiinaenns., 22
NICK-Translation. . o i 22
Gelfiltration iiber Biogel® P60 ... ..ottt eeann 22




5. DNA-GeleleKtrOPROIESE ... cutiiiitiieri e et eet e eee e e e e e et aaeeeenenn, 23

Agarose-Gelelektrophorese. . ... ..o.e it 23
Acrylamid-GeleleKtrophorese .........cooeiniveiiiiiiiiiie e, 23
Denaturierende Acrylamid-Harnstoff-Gele ..o, 24
6. RNA-Agarose-GeleleKtrophoTese. .. v ettt eit e e reaeneeaneeeenens 25
7. Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten ...........cooviiviiiiiiiiiiiinenenan, 25
Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen............. 25
Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Acrylamid-Gelen...........26
Extraktion und Reinigung von Oligonukleotiden .......... SN 26
8. Sequenzierung von DINA ... i 27
9. Transformation von BaKterien. . ... ...ciiiiiiiiiiiiii e, 27
Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Transformation.........ccc..cccconneeee. 27
Transformation von kompetenten Bakterien.............coooiiiiiiiiiiiiiiinn. 28
Herstellung von Selektiv-Agarplatten ... ..., 28
1O RINA-PIAPATratiON . ... oeni ittt teee ettt et ettt et e e e e eaennns 29
Poly A+t-RINA-Praparation .........coiiiitiiiiiii it ieenenns 29
Gesamt-RNA-Praparation ... ....oooiiiiiiiiniiie i ine e eaeneaenees 29
11. Northern-Blot und Hybridisierung............coooiiiiiiiiiiiiii i, 30
12. SP6-Polymerase-Kartiertng .. .. .cocuuiiuiutiaitie et e enaanes 31
13. Zellen trypsinieren, einfrieren und auftauen.............oooooviiiiiiiiiiiii e, 32
14. Transiente Transfektion und Behandlung von Zellen mit Induktoren................. 33
DEAE-Dextran-Methode .. . .....c.oiuiiiiiii i e 33
DEAE-Dextran-Methode fiir Lymphocyten.........ccooooiiiiiiiiiiiiiii ., 33
CaPO4-Methode................................................................. ........... 34
T 7 N LN 3 34
16. Extrakt-Prdparation aus eukaryontischen Zellen.............cocoviiiiiiiiiin. 36
Gesamtzell-EXIrakte . ... .oeiiuiiiiiie i 36
Kemn-EXtrakte ... .ooiiiiii i 36
17. Konzentration einer Proteinldsung ..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 37



18, PrOteINGEIE. ..o ettt et e aa 37

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen ............c.coovviiiinin... 37
Coomassie-Blau-Farbung von Proteingelen ...............cooiiiiiiinni . 38
Silber-Firbung von Proteingelen..............oooviiiiiiiiiiii i, 38

19. Uberexpression von Proteinen in Bakterien und Priparation der

FUSIONSPIOEINE . . ..o it e e e 39
20. 35S-Markierung von ProteiNeN . ............eeuuueeee i 40
AT Eaateolbholol ez iato)L: Lo 1 W PP 40
22. Proteinbindung an DNA, in-VIIro..........coviiiii i 41
DNA-Affinitdtschromatographie.........ccoooiiiiiiiiiii e, 41
"Bandshift"-AnalySen.....coooiiiiiiiii i 41
"UV-Crosslink" von Proteinen mit DNA. ... 42
ERGEBNISSE (i i 43
1. DNA-Schaden als Zwischenprodukt in der Aktivierung von Genen durch UV ...... 43
Aktionsspektrum der UV-induzierten Genexpression ...........ccoeviieeiiieinn.. 43
Dosis-Effektkurven der Genexpression in Zellen mit einem DNA-
Reparaturdefekt. . ... i e 45
2. Transkriptionelle Regulation der UV-aktivierbaren Gene ...............cc.ocooiiiit. 47
3. Identifizierung unterschiedlicher UREs in HIV-1, Collagenase und c-jun............ 51
Das URE von HIV-1 ist der HIV-1-Enhancer.......ccccocoiriiiiiiiiinniconinnns 51
Das URE der Collagenase ist der Enhancer.............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiaann. 54
Der c-jun Promoter enthdlt zwei URES........cooooiiiiiiiii i 56
4. Verschiedene Transkriptionsfaktoren vermitteln die UV-induzierte Genexpression . 59
3 8 PR 60
L0 N 1L 1 R PP 62
Lo 7 62
5. Erhéhung der Bindungsaktivitit an den verschiedenen UREs nach UV- oder
Phorbolester-Behandlung .. ......ooiiiii i 63
6. An das Collagenase-URE bindet ein cJun/cJun—-Homodimer und
CIUN/CFOS—HeteTOIMET ... ..ttt e 65
7. Von cJun/cFos verschiedene Faktoren aus der AP-1 Familie binden an die
URES VO ol . oottt it e e e et e e 69
Verarmung von Extrakten iiber DNA-Affinitdtssdulen..........c.ccoeeiiinn 69



Bakteriell exprimiertes cJun/Fos bindet mit grofter Affinitét an den
Collagenase-EnhanCer. ... ...o.iiuiiin it 71
Zelltypspezifische Regulation von Faktoren der AP-1 Familie...................... 71
Die Faktoren am Collagenase—, c-jun— und Fibronektin—Enhancer

unterscheiden sich in ihrer Sensitivitdt gegeniiber Proteinkinasen in-vivo

und Dephosphorylierung in-vitro ..........ccoooooiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 72
Antikorper gegen Jun hemmen nur die Bindung von Proteinen am
Collagenase-URE, Antikorper gegen Fos dagegen an allen UREs................. 75
Unterschiedliche in-vivo Aktivitdtder UREs...............cooiii. 76
8. An den HIV-1-Enhancer bindet ein Komplex aus NF-kB mit cJun und cFos......... 77
Fos und Jun sind fiir die transkriptionelle Regulation des HIV-1-Enhancers
T 3 O P RO 78
Indirekte Kompetition fiir Faktorbindung am HIV-1-Enhancer .................... 81
Fos-Antikorper hemmen die Komplexausbildung am HIV-1-Enhancer........... 82
Verstirkte Bindung von NF-xB mit Jun und Fos an den HIV-1-Enhancer....... 83
9. Zwischenstufen der UV-induzierten Signalkette zu den Genen......................... 85
Die UV-induzierte Signalkette verlduft iiber das Cytoplasma.........ccceeuvnenn, 85
EPIF als Zwischenstufe in der UV-induzierten Signalkette........ccoocvviiiinnn. 85
DS KU S S O N . e e e 89
DNA als "Rezeptor" von UV ..o i 89
Die durch UV aktivierte Signalkette endet an verschiedenen URES.........cccccovenenee 90
Erhohte Bindung von Transkriptionsfaktoren an die UREs nach UV-Bestrahlung
eI ZEIIE . ..o 92
Die UREs von c-jun binden einen von cJun/cFos verschiedenen Faktor der
AP-T FamiliC. . ..o e e 93
NF-xB interagiert mit cJun und cFos..........coiiiiiii i 98
EPIF als Zwischenstufe in der UV-induzierten Signalkette.................coooceina. 101
LITERATURVERZEICHNIS e 104

AY



ABKURZUNGEN:

Abb.
An
AP-1
ATP
bp

EDTA
EPIF
EtOH
FCS

G418
GTP
H7
HEPES
IL-1
IPTG
kb

LTR
MES
MMC

MSV

Abbildung

Anisomycin

Aktivator-Protein-1

Adenosintriphosphat

Basenpaar

Becquerel

Rinderserum-Albumin

zyklisches Adenosinmonophosphat
Chloramphenicol-Acetyltransferase
zelluldres Fos-Protein

zelluldres Fos-Gen

Curie

Alkalische Phosphatase (aus Kédlberdarm)
zelluldres Jun-Protein

zelluldres Jun-Gen

counts per minute

cAMP-Induktion von Genen vermittelndes DNA-Element
CRE-bindendes Protein
Cytidintriphosphat

Cycloheximid
Diinnschicht-Chromatographie
didesoxy-Nukleosidtriphosphat
Diethylaminoethyl-

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsiure
Desoxyribonuklease
desoxy-Nukleosidtriphosphat
Natriumdesoxycholat

Dithiotreitol

Extinktion bei 260 nm
Ethylendiamin-tetraessigsdure
Extrazelluldrer Proteinsynthese-induzierender Faktor
Ethanol

Fotales Kilberserum
Erdbeschleunigung (9.81 m/s2)
Geneticin-Sulfat

Guanosintriphosphat
1-(5-Isoquinolinsulfonyl)-2-methylpiperazin dihydrochlorid
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsiure
Interleukin 1

1-Isopropyl-p-D- 1-thiogalactopyranosid
1000 Basenpaare

1000 Dalton

konditioniertes Medium

Long terminal repeat
2-Morpholino-ethansulfonsiure
Mitomycin C
Maus-Mammary-Tumorvirus

relative Molekiilmasse
Maus-Sarkom-Virus



NaAcetat
NF-xB
NFB
NP-40
NQO
NRS

nt

NTP
PIPES
PMSF
PPO
PVP
RNA
RNase
RNasin
TRNA
RSV
RT
SDS
Sv40
TCA
TEMED
tk
TNF-o
TPA
TRE
Tris
tRINA
TTP
U/min
U/ul
URE
uv
vFos
v-fos
vJun
v-jun
XPA

Vi

Natriumacetat

Nuklearer Faktor-kappa B
Normalfibroblasten

Nonidet® P-40

Nitroquinolinoxid
Kontroll-Kaninchenserum

Nukleotid

Nukleosidtriphosphat
Piperazin-N,N'-bis(2-ethan-sulfonsiure)
Phenylmethylsulfonylfluorid
Diphenyloxazol

Polyvinylpyrrolidon

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

RNase-Inhibitor

ribosomale RNA

Rous Sarkoma Virus

Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

Simian Virus 40

Trichloressigsdure
N,N,N',N'-tetramethyl-ethylendiamin
Thymidinkinase

Tumornekrosis Faktor-o
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat
TPA-Induktion von Genen vermittelndes DNA-Element
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
transfer-RNA

Thymidintriphosphat

Umdrehungen pro Minute
Enzymeinheiten pro pl

UV-Induktion von Genen vermittelndes DNA-Element
Ultraviolette Strahlung

virales Fos-Protein

virales Fos-Gen

virales Jun-Protein

virales Jun-Gen

Xeroderma pigmentosum Gruppe A



EINLEITUNG

Die Aktivitdt der Gene in einer eukaryontischen Zelle wird durch eine Vielzahl von dufleren
Faktoren beeinflult. Diese dulleren Einfliisse miissen von der Zelle zunédchst einmal
registriert werden, bevor sie darauf antworten kann. Viele Substanzen wie Wachstums-
faktoren binden an Rezeptoren auf der Zelloberfliche (Heldin und Westmark, 1984), andere
wiederum wie beispielsweise Phorbolester und Steroidhormone sind lipidloslich und
dringen in die Zellmembran ein. Phorbolester binden an deren Innenseite an Rezeptoren
(Blumberg, 1988; Nishizuka, 1984), die Steroidhormone binden im Cytoplasma der Zellen
an einen Rezeptor (zur Ubersicht siehe: Evans, 1988). Allen gemeinsam ist, daB durch die
Interaktion mit Rezeptoren Signalketten in Gang gesetzt werden. Diese Signalketten fithren
dann, teilweise iiber mehrere Zwischenstufen, Verzweigungen oder Vereinigungen mit
anderen Signalketten, zur Aktivierung oder Hemmung von Transkriptionsfaktoren, die an
cis-wirkende DNA-Elemente in der Kontrollregion von Genen binden. Nur Gene, die das
entsprechende cis-wirkende DNA-Element besitzen, konnen durch die entsprechenden
Substanzen beeinflufit werden. In den meisten protein-kodierenden Genen sind diese
Sequenzen in der 5° flankierenden Region zu finden. Viele Gene haben gemeinsame cis-
wirkende DNA-Elemente (z.B. TATA-Box oder CAAT-Box (Dynan und Tjian, 1985;
McKnight und Tjian, 1986)), die in der Nihe der Initiationsstelle der Transkription
lokalisiert sind. Andere DNA-Elemente konnen die Transkription auch in groferer Ent-
fernung zur Initiationstelle und orientierungs-unabhingig positiv oder negativ regulieren.
Diese DNA-Elemente werden "Enhancer” oder "Silencer” genannt (Banerji et al., 1981;
Benoist und Chambon, 1981; Guarente, 1988; Ptashne, 1988; Schlokat und Gruss, 1986;
Serfling et al., 1985).

Durch die Interaktion der Transkriptionsfaktoren mit ihren cis-wirkenden DNA-Elementen
und bis jetzt nicht verstandenen Protein-Protein-Wechselwirkungen mit der RNA-Poly-
merase II wird die Transkription in Gang gesetzt. Welche Gene in einer Zelle zu einem
bestimmten Zeitpunkt aktiv sind, hiingt davon ab, welche cis-wirkenden DNA-Elemente
diese Gene besitzen, welche Transkriptionsfaktoren in der Zelle zur Verfiigung stehen und
welche Signalketten in dieser Zelle aktiviert werden konnen (Herrlich et al., 1989b).

Ein Beispiel eines in vielen Zellen zu findenden Transkriptionsfaktors ist der Nukleare
Faktor-kappa B (NF-xB). NF-kB wurde urspriinglich in B-Lymphocyten als Aktivator des

Leichte-Kette Gens der kappa-Immunoglobuline gefunden (Picard und Schaffner, 1984; Sen
und Baltimore, 1986). Inzwischen wurden auch in vielen anderen Genen NF-xkB-

Bindestellen entdeckt, wie zum Beispiel in der Enhancer-Region von SV40 (Herr und




Gluzmann, 1985; Weiher et al., 1983), im Cytomegalovirus (Boshart et al., 1985), in den
Kontrollregionen der Klasse I Gene des Haupt-Histokompatibilititskomplexes (Baldwin et
al., 1988), des a-Kette-Gens des Interleukin-2 Rezeptors (Bohnlein et al., 1988; Leung und
Nabel, 1988) und in dem Enhancer des menschlichen Immunschwiche-Virus Typ I (HIV-1)
(Kawakami et al., 1988; Lenardo und Baltimore, 1989; Nabel und Baltimore, 1987).
NF-kB ist im Cytoplasma lokalisiert und wird nach Stimulation der Zelle durch Phorbol-
ester, UV oder andere DNA-schiddigende Agenzien von einem Inhibitor losgeldst und in den
Kern gebracht, ohne dafl dafiir Proteinsynthese notig ist (Baeuerle und Baltimore, 1988a;
Baeuerle und Baltimore, 1988b; Stein et al., 1989a; Stein et al., 1989b). NF-xB ist
wahrscheinlich Mitglied einer Familie von verwandten Proteinen wie H2TF1 (Singh et al.,
1988), EBP-1 (Wu et al., 1988a), EBP1 (Clark et al., 1988), HIVEN86A (Franza Jr. et al,,
1987), KBF1 (Yano et al., 1987), PRDII-BF1 (Keller und Maniatis, 1988). Diese Proteine
erkennen alle dhnliche DNA-Sequenzen und vermitteln, wie fiir einige von ihnen gezeigt,
erhohte Expression von Genen durch verschiedene extrazelluldre Einfliisse in verschiedenen
Zelltypen (Lenardo und Baltimore, 1989; Lenardo et al., 1989). NF-kB unterscheidet sich
von den anderen Mitgliedern dieser Familie durch seinen post-translationellen Aktivierungs-
mechanismus (Baeuerle und Baltimore, 1988a; Baeuerle und Baltimore, 1988b) und durch
die Eigenschaft, dal seine DNA-Bindungsaktivitdt durch Nukleosidtriphosphate erhoht
werden kann (Lenardo et al., 1988).

Das Aktivator-Protein-1 (AP-1) ist ein weiteres Beispiel eines durch Phorbolester aktivier-
baren Transkriptionsfaktors, der bei Untersuchung der Regulation der Metalloprotease
Collagenase Typ I durch Phorbolester entdeckt wurde (Angel et al., 1987a; Angel et al.,
1987b). AP-1-Bindestellen wurden in der Zwischenzeit auch in anderen Genen wie zum
Beispiel im SV40-Enhancer und Metallothionein-IIA-Gen gefunden (Angel et al., 1987b;
Lee et al., 1987a; Lee et al., 1987b). Im Gegensatz zu NF-kB ist AP-1 ausschlieBlich im
Zellkern lokalisiert. Die Regulation der Expression der Collagenase Typ I durch Phorbol-
ester wird durch eine 9 Basenpaar-Sequenz in der Kontrollregion dieses Gens vermittelt
(Angel et al., 1987a; Angel et al., 1987b). Diese Sequenz, die keine Homologie mit der
NF-xB-Bindestelle hat, ist die Bindestelle fiir AP-1. Reinigung von AP-1 mit Hilfe dieser
Sequenz iiber DNA-Affinitdtschromatographie (Angel et al., 1987b; Lee et al., 1987b) war
Ausgangspunkt fiir eine Reihe von weiteren Untersuchungen dieses Proteinkomplexes.
Diese zeigten, daB3 er aus zwei Untereinheiten besteht, den Produkten zweier Proto-
Onkogenen, c-jun (Angel et al., 1988a; Bohmann et al., 1987; Gebel et al., 1989; Rauscher
III et al., 1988a) und c-fos (Chiu et al., 1988; Distel et al., 1987; Franza Jr. et al., 1988;
Lucibello et al., 1988; Rauscher Il et al., 1988b). Die entsprechenden Onkogene v-jun und
v-fos wurden urspriinglich aus einem Hiihner-Sarkomvirus (ASV 17: Bos et al., 1989; Maki
et al., 1987; Vogt und Bos, 1990) bzw. zwei Maus-Sarkomviren (FBR-MSV; FBJ-MSV:



Miiller et al., 1985; van Beveren et al., 1983) isoliert. Auch AP-1 gehort einer groBeren
Familie von Proteinen an, die &hnliche DNA-Bindesequenzen haben (Chiu et al., 1988; Chiu
et al., 1989; Cohen et al., 1989; Franza Jr. et al., 1988; Hai et al., 1988; Hirai et al., 1989;
Nakabeppu et al., 1988; Rauscher III et al., 1988a; Ryder et al., 1989; Sassone-Corsi et al.,
1988; Zerial et al., 1989).

Wihrend die Transkriptionsfaktoren am Ende der eingangs erwidhnten Signalkette stehen,
stehen am Anfang der Signalkette die duleren Faktoren, die auf die Zellen einwirken. Ein
extrazelluldrer EinfluB, dem die duBleren Zellen der meisten Organismen ausgesetzt sind, ist
ultraviolette Strahlung (UV). Eine Zunahme des UV-Anteils im Sonnenlicht infolge einer
VergréBerung des Ozonlochs und Abnahme der Ozonschicht konnte ein Problem fiir das
Leben auf der Erdoberflache werden. Eine interessante und an Aktualitdt zunehmende Frage
ist daher, welchen Einflul UV auf eine Zelle hat. Sdugetier-Zellen in Kultur reagieren auf
UV-Bestrahlung mit einer Reihe von genetischen Verdnderungen. Diese Verinderungen
konnen die Vermehrung bestimmter Abschnitte des Genoms betreffen (Gen-Amplifikation:
Brown et al., 1983; Lavi, 1981; Schimke, 1984), es kann aber auch die Expression von
Genen erhoht oder erniedrigt werden. Die Gesamtheit der Verdnderungen in der Zelle nach
Bestrahlung mit UV oder Behandlung mit anderen DNA-schiddigenden Agenzien wird UV-
Antwort genannt (Kaina et al., 1989a; Kaina et al., 1989b; Mai et al., 1989; Schorpp et al.,
1984).

Ziel meiner Arbeit war es, den Mechanismus der UV-induzierten Expression von Genen in
Sdugetier-Zellen zu charakterisieren. UV aktiviert in einer Sdugetier-Zelle etwa 100 Gene,
von denen bisher nur ein Teil identifiziert wurde (Biischer et al., 1988; Fornace Jr. et al.,
1988; Kaina et al., 1989; Kartasova und van de Putte, 1988; Maltzman und Czyzyk, 1984;
Miskin und Ben-Ishai, 1981; Rahmsdorf et al., 1982; Rotem et al., 1987; Schorpp et al,,
1984, Stein et al., 1989a; Stein et al., 1988; Stein et al., 1989b; Valerie et al., 1988). Fiir
meine Untersuchungen wihlte ich drei Gene aus: Ein Gen, das fiir ein Matrix-abbauendes
Enzym kodiert, ein Protoonkogen, dessen Genprodukt ein Transkriptionsfaktor ist und ein
menschliches Retrovirus, das eine tédlich verlaufende Krankheit auslost.

Das schon erwihnte menschliche Collagenase I Gen, dessen Genprodukt, eine Matrix-
Metalloprotease, verantwortlich fiir den extrazelluldren Abbau der Collagenfasern vom Typ I
ist, spielt eine wichtige Rolle in schnell wachsenden Geweben, bei der Wundheilung und bei
der Bildung von Tochtergeschwulsten (Metastasen) von Tumoren (Angel et al., 1987a;
Brenner et al., 1989a; Harris Jr. et al., 1984; Liotta, 1986; Liotta et al., 1980; Murphy et al.,
1987; Murphy und Reynolds, 1985; Stricklin und Welgus, 1983; Woolley, 1984). Das
menschliche Collagenase I Gen, im folgenden nur noch kurz Collagenase genannt, wird in



vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert, und durch eine Vielzahl von dufleren Einfliissen
wie Wachstumsfaktoren, Onkogen-Produkte, Phorbolester und UV aktiviert (Angel et al.,
1987b; Angel et al., 1986; Angel et al., 1985; Brenner et al., 1989b; Herrlich et al., 1986;
Mallick et al., 1982; Scharffetter et al., 1989; Schonthal et al., 1988a; Schonthal et al.,
1988b; Schorpp et al., 1984; Stein et al., 1988; Stein et al., 1989b). Eine bisher nicht
beantwortete Frage war, welches cis-wirkende DNA-Element in der Kontrollregion der
Collagenase fiir die Induktion der Genexpression durch UV verantwortlich ist, und ob UV
den gleichen Transkriptionsfaktor aktiviert wie Phorbolester. Fiir die Aktivierung der
Collagenase durch Phorbolester ist die verstirkte Bindung von AP-1 an seine 9 Basenpaar-
Bindesequenz in der Kontrollregion der Collagenase verantwortlich. Wie in dieser Arbeit
gezeigt wird, endet die Signalkette in der UV-Induktion an dem gleichen cis-wirkenden
DNA-Element und beruht auch auf einem Anstieg der Bindung von AP-1.

Das menschliche Protoonkogen c-jun wihlte ich als Beispiel eines Gens, das innerhalb von
Minuten durch Behandlung von Zellen mit Wachstumsfaktoren oder Phorbolester aktiviert
wird (Angel et al., 1988b; Brenner et al., 1989b). Das Genprodukt cJun bildet zusammen
mit cFos die Hauptkomponenten des Transkriptionsfaktor-Komplexes AP-1, der fiir die
UV-induzierte Expression des menschlichen Collagenase Gens verantwortlich ist. Die
Expression von c-fos ist in UV-bestrahlten Zellen erhoht (Biischer et al., 1988). Mich
interessierte daher, ob auch die c-jun—Expression nach UV-Bestrahlung von Zellen erhoht
ist. Ich konnte zwei cis-wirkende DNA-Elemente in der Kontrollregion von c-jun, die fiir die
erhohte Expression von c-jun nach UV-Bestrahlung der Zelle oder Behandlung mit anderen
DNA-schiddigenden Agenzien notwendig sind, definieren (Stein et al., 1990b).

Von einigen Viren ist bekannt, daB sie aktiviert werden, um die infizierte Zelle verlassen zu
konnen, wenn diese durch dulere Einfliisse geschiddigt wird (Liicke-Huhle et al., 1989;
Nomura und Oishi, 1984; Ronai und Weinstein, 1988). Das Retrovirus HIV-1, Ausloser
des erworbenen Immunschwiche-Syndroms (AIDS), wird im experimentellem System
beispielsweise durch Stimulation des Immunsystems (Nabel und Baltimore, 1987; Siekevitz
et al., 1987; Tong-Starksen et al., 1987), durch Behandlung mit Chemikalien (Dinter et al.,
1987; Kaufman et al., 1987; Nabel und Baltimore, 1987) und durch UV (Stein et al., 1988;
Stein et al., 1989a; Stein et al., 1989b; Valerie et al., 1988) aktiviert. Fiir die Aktivierung
durch UV ist eine verstidrkte Bindung von NF-xB an den HIV-1-Enhancer verantwortlich.

Der erste Schritt in der Untersuchung der UV-Antwort war zu zeigen, was das primére
Ereignis fiir die Auslosung der UV-Antwort ist. Als "Rezeptor” der UV-Strahlung kommen
eine Reihe von Molekiilen in der Zelle in Frage. Ich konnte zeigen, daB das primére Ereignis
fiir die Auslosung der UV-induzierten Genexpression ausschliellich die Schadigung der



DNA durch UV ist. Das Einbringen von UV-geschadigter DNA in die Zelle kann die direkte
Bestrahlung ersetzen. Meine néchste Frage war, wie es vom DNA-Schaden zur Aktivierung
von Genen kommt. Die Transkription von Genen wird, wie schon erwihnt, durch
Transkriptionsfaktoren reguliert, die an cis-wirkende DNA-Elemente binden und damit die
Initiation der Transkription durch die RNA-Polymerase II auslosen. Diese Elemente liegen
normalerweise in der 5 flankierenden Region. Das DNA-Element der Collagenase (TRE),
das die Induktion der Genexpression durch Phorbolester vermittelt, liegt z.B. zwischen den
Positionen -73 und -65. Diese Positions-Angaben werden relativ zum Start der Transkrip-
tion, der mit +1 festgelegt ist, gerechnet. Diejenigen cis-wirkenden DNA-Elemente von
HIV-1, Collagenase und c-jun, die erhohte Genexpression durch UV vermitteln (UREs),
konnten durch Herstellung chimidrer Genkonstrukte, die aus einem Teil der 5” flankierenden
Region des Gens und dem bakteriellen Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Gen
bestehen, und Austesten von deren Expression in transfizierten Zellen nach UV-

Bestrahlung, identifiziert werden.

Nachdem Anfang und Ende der Signalkette in der UV-Induktion bekannt waren, wurden die
daran beteiligten Transkriptionsfaktoren charakterisiert. Die UREs dieser drei Gene haben
unterschiedliche DNA-Sequenzen und sollten daher auch verschiedene Transkriptions-
faktoren binden. Die UV-induzierte Signalkette divergiert somit zu verschiedenen End-
punkten, den verschiedenen Transkriptionsfaktoren. Ich konnte diese Faktoren identifizieren
und weiterhin zeigen, dafl in UV-bestrahlten Zellen diese Faktoren verstidrkt an die UREs
binden. NF-xB bindet an das HIV-1-URE, AP-1 an das Collagenase-URE und Proteine aus
der AP-1-Familie an die c-jun—UREs. Die Bindestellen fiir NF-xB und AP-1 sind vollig
verschieden, dennoch haben beide Faktoren gemeinsame Komponenten. cJun und cFos, die
Hauptbestandteile von AP-1, sind auch Bestandteile des Transkriptionsfaktor-Komplexes
am HIV-1-URE. Die UREs von Collagenase und c-jun sind in ihrer Sequenz zwar &dhnlich,
aber eine zusitzliche Base in der Sequenz der c-jun—UREs ist ausschlaggebend, dafi an diese

Elemente Faktoren, verschieden von denjenigen am Collagenase—URE, binden.

Uber die Zwischenstufen der Signalkette vom DNA-Schaden zum aktivierten Gen ist noch
wenig bekannt. Sowohl der DNA-Schaden als auch die durch UV aktivierten Gene sind im
Zellkern lokalisiert. Man konnte sich daher eine direkte Informationsiibermittlung innerhalb
des Zellkerns vorstellen. Die Signalkette in der UV-Induktion lduft aber, zumindest bei
NF-xB, tber das Cytoplasma, wo inaktives NF-kB nach UV-Bestrahlung der Zelle von
einem Inhibitor (Baeuerle und Baltimore, 1988a; Bacuerle und Baltimore, 1988b) losgelost
wird. Der Signaltransfer ist sehr schnell und nicht von Proteinsynthese abhingig.



Die Aktivierung von Genen durch UV ist ein physiologischer Proze$3, der mit den in der
Natur auftretenden UV-Dosen ausgeldst werden kann. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
daB auch in Zellen, die keiner direkten UV-Bestrahlung ausgesetzt sind (wie z.B. die
meisten HIV-1-infizierten Zellen), Gene durch UV indirekt aktiviert werden. UV-
Bestrahlung von Zellen fiihrt zur Freisetzung eines extrazelluldren Faktors (Rotem et al.,
1987; Schorpp et al., 1984), der in unbestrahlten Zellen Gene iiber die UREs aktiviert.
Dieser Faktor wirkt nicht zelltypspezifisch. Lymphoide Zellen, mégliche Trigerzellen fiir
HIV-1, zeigen nach Behandlung mit Kulturmedium von UV-bestrahlten epithelialen Zellen
erhohte Transkription von transfizierten HIV-1-CAT-Konstrukten.



MATERIALIEN UND METHODEN

Bezugsquellen

Acetyl-Coenzym A, Li-Salz
Acridinorange

Acrylamid

Actinomycin D

Agarose Typ II, Typ VII
Alkalische Phosphatase (20 U/ul)
(aus Kilberdarm)
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Anisomycin

Aprotinin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bakterienplatten (9 cm)

Bal31 Exonuklease
Benzamidin

Biogel® P60

BSA

Cadmiumchlorid
Cisiumchlorid

Cycloheximid

DEAE-Dextran

DEPC
desoxy-Nukleosidtriphosphate
didesoxy-Nukleosidtriphosphate
Dimethyldichlorsilan
Dithiothreitol

DMEM

E. coli DNA-Polymerase I

(Klenow-Fragment, 5 U/ul)

Emulsifier Safe®
Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylacetat

Ficoll 400

Fotales Kidlberserum (nordamerikan. Ursprung)
Folin-Reagenz
Forskolin

G418

Glycerin

H7

Harnstoff

HEPES
Kieselgel-DC-Platten
Leupeptin

Lysozym

Mitomycin C

Pharmacia, Freiburg u. Sigma, Miinch.
Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

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

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Biomol, Ilvesheim

Sigma, Miinchen

Pharmacia, Freiburg

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Fluka, Buchs Schweiz

BRL Inc., Neu-Isenburg
Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
Bio Labs, Schwalbach b. Frankfurt

Packard Instrument Company, Illin.
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
BRL Inc., Neu-Isenburg
Seikagaku Kogyo Comp., Japan
Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen
Macherey-Nagel, Diiren

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Sigma, Miinchen




Multi-prime labelling-Kit
N,N'-Methylen-bisacrylamid
Nacs-Prepac®-Siulen
Nick-Translations-Kit
Nitrocellulose-Filter

Nonidet® P-40
Nukleosidtriphosphate
Oligo-dT-Cellulose Typ VII
Oligonukleotid-Synthesemaschine
Penicillin/Streptomycin

Pepstatin A

PMSF

poly (dIdC)

Protein A-Sepharose
Protein-Molekulargewichtsmarker
(14.4; 21.5; 31; 42.7; 66.2; 97.4 kD)
Proteinase K (Lyophylisat)

(aus Tritirachium album)
Restriktions-Endonukleasen

RNase A (5 mg/ml)

RNase T1 (500 U/ul)

(aus Aspergillus oryzae)

RNasin (40 U/ul)

RPMI 1640

RQ1-DNase (1 U/ul, RNase frei)
Salmon-Sperm-DNA Typ III, Na-Salz
Saure Phosphatase (6 U/mg) (aus Kartoffeln)
Sephadex® G25

Silan

SP6-RNA-Polymerase (10 U/ul)
T4-DNA-Ligase (2 U/ul)
T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/ul)
T7-Sequenase-Kit

TEMED

TPA

transfer-RNA (aus Kalbsleber)
Transformations-Chemikalien
Triton® X-100

UV-Lampen 254, 345, 366 nm
Whatman® 3MM-Papier

Whatman® GF/C-Filter
Zellkulturflaschen (80 cm?2, 175 cm?)
Zellkulturschalen (9 cm)

Amersham-Buchler, Braunschweig
Bio Rad Laboratories, Miinchen
BRL Inc., Neu-Isenburg
Amersham-Buchler, Braunschweig
Schleicher & Schiill, Dassel

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Collaborative Research Inc.

Gene Assembler® Pharmacia, Freiburg
Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Pharmacia, Freiburg

Pharmacia, Freiburg

Bio Rad Laboratories, Miinchen

Merck, Darmstadt

Bio Labs, Schwalbach b. Frankfurt
Boehringer, Mannheim

BRL Inc., Neu-Isenburg
Pharmacia, Freiburg

Promega Biotec, Heidelberg
Boehringer, Mannheim

Sigma, Miinchen

Pharmacia, Freiburg

Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
Genofit, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Wacker Chemie, Miinchen
Pharmacia, Freiburg

Promega Biotec, Heidelberg
Bio Labs, Schwalbach b. Frankfurt
USB, Cleveland, USA

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Fluka, Buchs Schweiz

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Vetter, Wiesloch

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

Greiner, Niirtingen



Radiochemikalien:

D-threo-(dichloracetyl-1-14C)- Amersham-Buchler, Braunschweig
Chloramphenicol (7.4 MBg/ml, 2.11 GBg/mmol)

L-35S-Methionin (370 MBq/ml, >37 TBq/mmol) ~ Amersham-Buchler, Braunschweig
14C-methylierte Proteine Amersham-Buchler, Braunschweig
(14.3; 30; 46; 69; 97.4; 200 kD)

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

a-32P-dGTP (370 MBg/ml, ~110 TBq/mmol) Amersham-Buchler, Braunschweig

a-32P-UTP (370 MBg/ml, >15 TBq/mmol) Amersham-Buchler, Braunschweig
v-32P-ATP (370 MBg/ml, >185 GBq/mmol) Amersham-Buchler, Braunschweig
a-35S-dATP (296 MBg/ml, >22 TBg/mmol) Amersham-Buchler, Braunschweig

Bakterien und Zellen

E. coli DHS: F-, endAl, hsdR17 (rx-, mx"), supE44, thi-1, A, recAl, gyrA96, relAl

9 tk-:

Hela tk-:

Jurkat:

Kelly:
Molt-4:

NFB:

NIH 37T3:

T47D:
XPA:

embryonale Maus-Karzinoma-Zelle. Erhalten von E. Wagner, Heidelberg.
(im nachfolgenden nur noch mit F9 bezeichnet)

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

menschliche lymphoide T-Zelle, CD4 positiv. Erhalten von A. Pollack,
Freiburg.

menschliche Neuroblastoma-Zelle. Erhalten von M. Schwab, Heidelberg.
menschliche lymphoide T-Zelle, CD4 positiv. Erhalten von K. Moldenhauer,
Heidelberg.

menschliche primire Normalfibroblasten. Erhalten von R. Eife, Miinchen.
embryonale Maus-Fibroblasten Zell-Linie. Erhalten von P. Gruss,
Heidelberg.

menschliche Mammary-Karzinoma-Zelle. Erhalten von 1. Keydar. -
menschliche primidre Xeroderma pigmentosum Komplementationsgruppe A

Fibroblasten. Erhalten von J. Cleaver, San Francisco.



Kulturmedien

L-Broth:
0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 1.0% NaCl, 1.0% Bacto-Trypton

TB:
2.4% Bacto-Hefe-Extrakt, 1.2% Bacto-Trypton, 0.35% Glycerin, 72 mM KoHPOy4,
17 mM KH,PO4

SOB:
0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 2% Bacto-Trypton, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCly,
10 mM MgSOy4

SOC:
SOB mit 20 mM Glucose

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

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

Kulturmedium fiir F9, HeLa, NFB, NIH 3T3, XPA:
DMEM mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 ptg/ml Streptomycin

Kulturmedium fiir Jurkat, Molt-4:
RPMI 1640 mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin

Kulturmedium fiir Kelly:
RPMI 1640 mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Kulturmedium fir T47D:
RPMI 1640 mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0.7 mM Insulin

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

Kontroll-Kaninchenserum:

Kaninchenserum aus nicht-immunisierten Tieren.

Fos-Antikorper 411:
Maus-Ascites gegen Peptid aus cFos (Aminosduren 4-17: SGFNADYEASSRC); IgG2b
(Togni de et al., 1988); gekauft bei Microbiological Associates, Bethesda, Maryland.

Fos—Antikorper 455:
Kaninchenserum gegen B-Gal-cFos-Fusionsprotein (Aminosduren 150-293 aus cFos)

(Verrier et al., 1986); gekauft bei Medac, Hamburg.

Fos—Antikorper 262:
Kaninchenserum gegen trpE-vFos—Fusionsprotein (262 bp PstI-Fragment aus v-fos)
(Riabowol et al., 1988); zur Verfiigung gestellt von A. Schonthal, San Diego.

cJun-Antikorper (Bubble):

Kaninchenserum gegen 55 kD trpE—cJun—Fusionsprotein (138 Aminosduren vom Carboxy-
Terminus, DNA-Bindedomaine von cJun) (Angel et al., 1988a; Chiu et al., 1988); zur
Verfiigung gestellt von H.J. Rahmsdorf, Karlsruhe.

vJun-Antikoérper (Castorp):
Kaninchenserum gegen 75 kD trpE-vJun-Fusionsprotein (gesamtes vJun) (Angel et al.,
1988a); zur Verfiigung gestellt von H.J. Rahmsdorf, Karlsruhe.

Plasmid-Konstruktionen

Die meisten HIV-1 CAT-Konstrukte sind schon beschrieben (Muesing et al., 1987; Nabel
und Baltimore, 1987). -121/+20 HIV-1 CAT entstand durch Ligation des -121/+20
Sall/Bglll-Fragments aus -121/+232 HIV-1 CAT in Sal/l/Bglll-geschnittenen pBLCATS.
Alle hier benutzten CAT-Konstrukte wurden in den Vektor pBLCATS'umkloniert.
pBLCATS entstand aus pBLCAT?3 (Luckow und Schiitz, 1987) durch Entfernen eines UV-
und Phorbolester-Induktion vermittelnden Elements zwischen den EcoO109- und Ndel-
Schnittstellen (C. Jonat, unverdffentlicht). -105/-79 HIV-1 TATA CAT bzw. -79/-105
HIV-1 TATA CAT entstand durch Ligation des HIV-1 Enhancer-Oligonukleotids (HIV-1
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Enhancer-Sequenzen von den Positionen -105 bis -79) mit BamHI-Linkern in die Bg/II-
Schnittstelle von pTATA CAT6. Die Orientierung des Enhancers wurde durch Sequen-
zierung bestimmt. pTATA CAT®6 entstand aus dem Plasmid PL-TG (Schorpp et al., 1988)
durch Entfernen eines Xhol-Fragments (G-freie Kassette) und des UV- und Phorbolester-

Induktion vermittelnden Elements im Vektor.

Die meisten Collagenase CAT-Konstrukte sind ebenfalls schon beschrieben (Angel et al,,
1987a; Angel et al., 1987b), wurden jedoch alle in den Vektor pPBLCATS bzw. pBLCAT4
umkloniert. pPBLCAT4 entstand aus pBLCAT2 (Luckow und Schiitz, 1987) durch Entfernen
eines UV- und Phorbolester-Induktion vermittelnden Elements zwischen den EcoO109—- und
Ndel-Schnittstellen (C. Jonat, unverdffentlicht). -517/-70 Coll tkCAT entstand aus -517/+63
Coll CAT durch schneiden mit FoklI bei Position -70, Auffiillen der Schnittstelle und
BamHI-Linker-Ligation. Das durch Nachschneiden mit HindIII bei Position -517 und
BamHI entstandene Fragment -517/-70 wurde in HindIIl/BamHI-geschnittenen pBLCAT4
ligiert. -60/+63 Coll CAT entstand aus -73/+63 Coll CAT durch Bal31-Deletion von der
HindIII-Schnittstelle bei Position -73, Auffiillen der Schnittstelle, HindIII-Linker-Ligation,
Nachschneiden mit Hindlll und Ncol (schneidet im CAT-Gen) und Ligation dieses
Fragments in HindIII/Ncol-geschnittenen pBLCATS. -517/4+63 mutURE Coll CAT (er-
halten von C. Jonat) entstand aus -517/-70 Coll tkCAT und -60/+63 CollCAT. -517/-70 Coll
tkCAT wurde mit BamHI bei Position -70 geschnitten, das Schnittende aufgefiillt und dann
mit Ncol im CAT-Gen nachgeschnitten. -60/+63 CollCAT wurde mit HindIII bei Position
-60 geschnitten, die Schnittstelle aufgefiillt, mit Ncol nachgeschnitten und das entsprechende
Fragment in das vorherige Plasmid ligiert. Sequenzierung zeigte, dafl die Collagenase
Sequenz -73 ATGAGTCAGACAC -61 durch die Sequenz -76 ATGACGGATCAGCTT -61
ersetzt wurde. Damit ist das URE durch eine Insertionsmutation zerstdrt worden.
5x(-73/-65) Coll tkCAT ist eine pentamere Kopf-Kopf-Ligation des coll-Oligonukleotids
(Collagenase-Sequenzen von den Positionen -73 bis -65) in HindIll/BamHI-geschnittenen
pBLCATA4.

Die Vektoren pBLCATS, pBLCAT4 und pTATACATS unterscheiden sich lediglich durch
den inserierten Promoter. pBLCATS hat keinen Promoter, pBLCAT4 enthilt den Herpes
simplex Virus Thymidinkinase (tk) Promoter und pTATA CAT6 enthilt den Xenopus laevis

Albumingen-Promoter.

Zur Herstellung der iibrigen Oligonukleotid-tkCAT bzw. Oligonukleotid-TATA CAT Kon-
strukte wurden die entsprechenden Oligonukleotide mit ihren HindIII- und BamHI-Enden
in die mit HindIll und BamHI geschnittenen Vektoren pBLCAT4 bzw. pTATA CAT6
ligiert, und die Richtigkeit der Konstrukte durch Sequenzierung iiberpriift.
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Die c-jun CAT-Konstrukte sind teilweise in Angel et al. (1988b) beschrieben. Das dort
beschriebene c-jun CAT-Konstrukt -1100/+740 entspricht in Wirklichkeit der Deletion
-1600/+740. Alle beschriebenen sowie noch hergestellten c-jun CAT-Konstrukte wurden in
den Vektor pBLCATS5 umkloniert. Zur Herstellung von -1600/+170 c-jun CAT wurde das
Ncol-Fragment aus -132/+170 c-jun CAT (Ncol schneidet bei Position -130 und im CAT-
Gen) in den mit Ncol geschnittenen Vektor -1600/+740 c-jun CAT ligiert und die
Orientierung iiberpriift. -1600/+170 mutl .URE CAT entstand durch Ligation des Stul—
Fragments aus -1600/+740 c-jun CAT (Stul schneidet im Vektor und bei Position -79) in
das Stul-geschnittene Vektorfragment von -132/4+170 mutl URE CAT (K.-K. Park,
unverdffentlicht). -1600/+170 mut2.URE CAT ist abgeleitet von -1600/+170 c-jun CAT.
Das Ausgangsplasmid wurde mit HindlIIl (Position -1600) und Sacll (Position -166)
geschnitten und das Vektorfragment isoliert. Danach wurde aus -1600/+170 CAT durch
Verdau mit HindIIl und partiellen Verdau mit EcoO109 (Position -216) ein (-1600/-216)—
Fragment isoliert. Die fehlende Sequenz zwischen den Positionen -216 und -166 wurde
durch ein synthetisches Oligonukleotid mit EcoO109- und Sacll-Enden ersetzt. Das
Oligonukleotid enthielt im Bereich des 2. URE Punktmutationen. Somit wurde die Sequenz
-191 ATTACCTCATC -181 durch die Sequenz -191 TGGACCTCGAG -181 ersetzt. Das
Oligonukleotid und die zwei Fragmente ergaben dann nach Ligation das Konstrukt
-1600/+170 mut2. URE CAT. Zur Herstellung der Doppelmutante -1600/+170
mutl.+2.URE CAT wurde wie oben verfahren, nur wurde als Ausgangsplasmid
-1600/+170 mutl . URE CAT benutzt. -283/+170 c-jun CAT entstand durch Ligation eines
Smal-Fragments (-283/+170) aus -1600/+740 c-jun CAT in die aufgefiillte BamHI-
Schnittstelle von pBLCATS (erhalten von A. Schénthal, unverdffentlicht). Die interne
Deletionsmutante -283/+170A(-131/-64) c-jun CAT entstand durch Ligation des Ncol—
Fragments aus -132/+170 mutl.URE CAT (Ncol schneidet unter anderem bei Position -64
und im CAT-Gen) in Ncol geschnittenen -283/+170 c-jun CAT (Nco 1 schneidet hier bei
Position -130 und im CAT-Gen). -196/+170 c-jun CAT entstand durch Fokl-Verdau von
-283/+170 bei Position -196, Auffiillen der Schnittstelle und Nachschneiden mit Smal bei
Position +170. Das isolierte Fragment wurde in die aufgefiillte BamHI-Schnittstelle von
pBLCATS ligiert (erhalten von R. Offringa, unveréffentlicht). -167/+170 c-jun CAT wurde
von -196/+170 CAT durch Schneiden mit Sacll bei Position -167, Auffiillen der
Schnittstelle und Religation des Vektors abgeleitet.

HIV-1 SP6-Probe: Das Sall/Xhol-Fragment (-76/+232) aus -76/+232 HIV-1 CAT wurde in
Sall-geschnittenen SP65S (Promega; Melton et al., 1984) ligiert. Zur Herstellung der SP6-
Probe wird mit Sa/l linearisiert. Die entstehende SP6-Probe ist 360 nt lang, HIV-1-RNA mit
richtigem Transkriptions-Start fithrt zu einem geschiitzten Fragment von 232 nt.
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tkCAT SP6-Probe: Die tkCAT SP6-Probe ist in Angel et al. (1987b) beschrieben. Die
347 nt lange Probe fiihrt zu einem geschiitzten Fragment von 210 nt bei tkCAT-RNA mit
richtigem Transkriptions-Start. (erhalten von R. Miksicek, Heidelberg)

c-jun SP6-Probe: Die menschliche c-jun SP6-Probe entstand durch Ligation eines Ncol/Sall-
Fragments von Position -132 bis +740 in Smal/Sall-geschnittenen SP64 (Promega; Melton
et al., 1984). Zur Herstellung der SP6-Probe wird mit EcoRI linearisiert. Die entstehende
SP6-Probe ist 920 nt lang, c-jun-RNA mit richtigem Transkriptions-Start fiihrt zu einem
geschiitzten Fragment von 760 nt. (erhalten von P. Angel, Karlsruhe)

Coll SP6-Probe: Das Scal/Xbal-Fragment (-294/+139) aus dem menschlichen Collagenase
Gen wurde in Xbal/Smal-geschnittenen SP64 (Promega; Melton et al., 1984) ligiert. Zur
Herstellung der SP6-Probe wird mit EcoRI linearisiert. Die SP6-Probe ist 478 nt lang,
Collagenase-RINA mit richtigem Start fithrt zu einem geschiitzten Fragment von 139 nt.

Die Expressionsvektoren fiir cJun und cFos unter der Kontrolle des RSV LTR wurden von
R. Offringa, Leiden, zur Verfiigung gestellt und sind auch von ihm bereits beschrieben
(Offringa et al., 1990). RSVneo ist ein von RSV CAT (Gorman et al., 1982a) abgeleitetes
Plasmid mit Austausch der CAT-Sequenzen gegen ein offenes Leseraster aus dem Neomycin
(neo) Gen. RSVc-fos ist ein Expressionsvektor fiir das Maus c-fos Gen. Die neo-Sequenzen
aus RSVreo wurden durch ein Accl-Fragment aus SVc-fos ersetzt (Schonthal et al., 1988b).
RSVc-jun ist ein Expressionsvektor fiir das menschliche c-jun Gen. Die neo-Sequenzen aus
RSVneo wurden durch ein 2.2 kb BamHI/Kpnl-Fragment aus dem Expressionsvektor
SVc-jun ersetzt (Angel et al., 1988a).

Die Expressionsvektoren fiir die vJun-Mutanten wurden von P. Angel, Karlsruhe, zur
Verfiigung gestellt. RSVpUC ist der Kontrollvektor, der fiir die Herstellung der Konstrukte
RSVv-jun Wildtyp (kodiert fiir das gesamte vJun), RSVv-jun A1-119 (vJun-Mutante ohne
Trans-Aktivierungsdoméne) und RSVv-jun A121-287 (vJun-Mutante ohne DNA-Binde-
domiéne) benutzt wurde (Angel et al., 1989).

SV65, SVanti-jun: Der vom SP6S5 abgeleitete Expressionsvektor SV65 unter der Kontrolle
des SV40-Enhancers sowie der "antisense"—c-jun Expressionsvektor SVanti-jun sind in
Schonthal et al. (1988a) beschrieben.

KSV10+, SVsoft: Der SV40-Epressionsvektor KSV10 (Pharmacia) sowie der "antisense"—
c-fos Expressionsvektor SVsof sind in Schonthal et al. (1988b) beschrieben. KSV10+ und
SVsoft sind davon abgeleitet durch Austausch des BamHI/EcoRI-Vektorfragments gegen
das entsprechende Fragment aus SP64.
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Oligonukleotide

HIV-1 (-105/-79), zur Konstruktion des Klons (-105/-79) HIV-1 TATA CAT
~105 -19
5° GATCCGGAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGCCG 3°
3’ GCCTCCCTGAAAGGCGACCCCTGAAAGGTCGGCCTAG 5°

HIV-1: HIV-1, Position -92 bis -79
-92 -79
5° AGCTTGGGGACTTTCCAGCCG 3°
3’ ACCCCTGAAAGGTCGGCCTAG 5°

mHIV-1: HIV-1, Position -92 bis -79, mit Punktmutationen in Position -90, -89, -88
-92 -79
5 AGCTTGCTCACTTTCCAGCCG 3°
3° ACGAGTGAAAGGTCGGCCTAG 5°

coll: Collagenase, Position -72 bis -65
-12 ~65
57 AGCTTGTGAGTCAGCCG 3°
3" ACACTCAGTCGGCCTAG 5°

mcoll: Collagenase, Position -71 bis -65
-71 -65
5" AGCTTGGAGTCAGCCG 3°
3° ACCTCAGTCGGCCTAG 5°

coll*: Collagenase, Position -62 bis -50
~62 -50
5 AGCTTGACCTCTGGCTTTCCG 3°
3° ACTGGAGACCGAAAGGCCTAG 57

junl: c-jun, Position -72 bis -63
-72 - 63
5 AGCTTGTGACATCATCCG 3°
3° ACACTGTAGTAGGCCTAG 5°

jun2: c-jun, Position -191 bis -182
-191 -182
5 AGCTTGATTACCTCATCCG 3°
3° ACTAATGGAGTAGGCCTAG 5”7
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fib: Fibronektin, Position -174 bis -162
-124 —1§2
5" AGCTTGTGACGTCACCCG 3°
37 ACACTGCAGTGGGCCTAG 5°

fos: c-fos, Position -323 bis -292 mit Punktmutationen bei -295 und -293
-323 ~292

GACACAGGATGTCCATATTAGGACATCTGCGGCGGTC 3°

CTGTGTCCTACAGGTATAATCCTGTAGACGCCGCCAG 57

w U

Bl: Xenopus B1 Vitellogenin-Promoter, Position -55 bis -38
-55 -38
5" AGCTTGGTGCACATGCGCCA 3~
3° ACCACGTGTACGCGGTCTAG 5°

SV40: SV40 Minimal-Origin, Position +5207 bis +5225
+5207 +5225

5 GATCCTCCTCACTACTTCTGGAATG 3°
3° GAGGAGTGATGAAGACCTTACCTAG 5°

Alle Oligonukleotide wurden freundlicherweise von U. Wagner, Karlsruhe auf einem

Pharmacia Gene Assembler® synthetisiert.

UV-Bestrahlungsquellen

Fiir das kontinuierliche Spektrum wurde eine 1000 W Hg-Lichtbogen—-Lampe mit Prisma-
Monochromator (fiir Details siehe: Zolzer und Kiefer (1984)) des Instituts fiir
Strahlenbiologie der Universitit Giessen benutzt.

Fiir die monochromatischen Bestrahlungen wurden 15 W Hg-Lampen der Wellenldngen
254 nm (halbmaximale Bandbreite 2.3 nm); 345 nm (halbmaximale Bandbreite 43 nm) und
360 nm (halbmaximale Bandbreite 35 nm) benutzt. Die Leistung der Lampen in 32 cm
Abstand betrigt 2.8 W/m?2 (254 nm), 1.8 W/m2 (345 nm) bzw. 1.7 W/m? (360 nm).
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METHODEN:

Die beschriebenen Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, aus den Handbiichern
von Ausubel et al. (1989) und Maniatis et al. (1982) abgeleitet.

1. Behandlung von Nukleinsduren

Spektrophotometrische Konzentrations-Bestimmung von Nukleinsduren

Die Nukleinsdure wurde in geeigneter Weise mit Wasser verdiinnt und die Extinktion bei
260 nm und 280 nm bestimmit. Das Verhiltnis Eogp zu E2gp sollte etwa 1.8:1 bei DNA und
2:1 bei RNA sein.

Engp © 50 = pg/ml DNA
Eog0 © 40 = pg/ml RNA
Esgo ¢ 20 = pig/ml Oligonukleotide

Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Reinigung der Nukleinsdure-Losung von Proteinen wurde mit Wasser auf mindestens
100 pl aufgefiillt. Nach Zugabe des gleichen Volumens Phenol (mit 1x TNE gesittigt;
Ix TNE: 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pH 8) wurde gut geschiittelt und
nach Zugabe eines weiteren Volumens Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) wieder gut
geschiittelt. Die Phasen wurden durch 3 min Zentrifugieren wieder getrennt. Die Oberphase
wurde abgenommen und noch zweimal mit dem gleichen Volumen Chloroform auf die

gleiche Weise extrahiert.

Konzentration von Nukleinsduren aus wissrigen Losungen

Die Nukleinsdure-Losung wurde in einem geeigneten Volumen mit NaAcetat, pH 4.8 zu
einer Endkonzentration von 0.25 - 0.3 molar versetzt. Bei kleinen Fragmenten sollte man
noch etwa 1 bis 5 pg tRNA als Fillungshilfe zufiigen. Nach Zugabe des 2.5 fachen
Volumen Ethanol wurde 30 min bei -80°C oder 2 Stunden bei -20°C gefillt und
anschliefend 10 bis 30 min bei 13000xg zentrifugiert. Zur Entfernung von Salz wurde der
Niederschlag nochmal mit 80% Ethanol gewaschen.
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Das Volumen der Nukleinsdure-Losung kann auch durch 2-Butanol eingeengt werden. Dazu
wurde das gleiche Volumen 2-Butanol zugegeben und gut gemischt. Durch 10 Sekunden
Zentrifugieren wurden die Phasen wieder getrennt und die Oberphase verworfen. Diese

Prozedur wurde mehrmals wiederholt.

Bei der Fillung von Nukleinsduren kann Ethanol auch durch Isopropanol ersetzt werden.
Man gibt % Volumen Isopropanol zu der wissrigen Nukleinsdure-Losung.

Sollte verhindert werden, dafl nicht eingebaute Triphosphate oder Oligonukleotide <30 bp
mit ausfallen, wurde statt NaAcetat 2 M NHgAcetat benutzt. Eine quantitative Abtrennung
dieser kleinen Molekiile ist aber nicht moglich.

2. DNA-Priparation

Bakterien-Wachstum und Amplifikation

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

im Erlenmeyer-Kolben geschiittelt.

Plasmide mit pBR322-Origin wurden grundsitzlich amplifiziert, um die Ausbeute an DNA
zu erhohen. Die Bakterien wurden in 5 ml TB mit 100 pg/ml Ampicillin iber Nacht bei 37°C
wachsen gelassen. Mit dieser Kultur wurden 400 ml TB angeimpft und bis zur Eggp=0.4
wachsen gelassen. Dann wurde 10 pg/ml Tetracyclin zugegeben und weitere 20 Stunden

inkubiert.

Plasmid-DNA-Priparation (Birnboim et al., 1979)

200 ml einer iiber Nacht inkubierten Bakterien Suspension wurden 10 min bei 4000xg
zentrifugiert. Der Bakterien-Niederschlag wurde in 10 ml Lysozym-Losung (50 mM
Glucose, 10 mM EDTA pH 7.8, 25 mM Tris pH 8.0, 2 mg/ml Lysozym) resuspendiert und
30 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden unter Schiitteln 20 ml alkalische SDS-Lésung
(0.2 M NaOH, 1% SDS) zugegeben und die Suspension 5 min auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 15 ml 3 M NaAcetat wurde die Mischung 60 min auf Eis gestellt. Ausgefallenes
Protein und genomische DNA wurden durch 20 min Zentrifugieren bei 16800xg (4°C)
abgetrennt. Zum Uberstand wurde das 2.5 fache Volumen Ethanol (-20°C) gegeben und die
Plasmid-DNA mindestens 30 min bei -80°C gefillt. Die Plasmid-DNA wurde 10 min bei
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16800xg (4°C) zentrifugiert, getrocknet und in 10 ml 0.1 M NaAcetat, 50 mM Tris pH 8
gelost. Nach anschlieBender zweiter Ethanolfdllung bei -80°C fiir mindestens 30 min wurde
der Niederschlag getrocknet und in 4.2 ml 1 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8 gelost. Nach
Zugabe von 4.5 g CsCl und 40 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurde die Losung auf zwei
5 ml VTi65-Zentrifugenrohrchen verteilt, mit einer Losung der gleichen obigen Konzen-
tration aufgefiillt und zugeschweiflt. Nach 16 Stunden Ultrazentrifugation im Beckman
VTi65—Vertikalrotor bei 55000 U/min (20°C) wurde die "supercoiled" Plasmid-Bande
abgesaugt und nach Vereinigung der beiden Ansitze fiir weitere 6 Stunden ultrazentrifugiert.
Die "supercoiled" Plasmid-Bande wurde wieder abgesaugt, das Ethidiumbromid mit wasser-
gesdttigtem 1-Butanol extrahiert und die DNA mit Wasser auf 4 ml aufgefiillt. Nach Zugabe
von NaAcetat zu einer Endkonzentration von 0.2 M wurde die DNA mit Ethanol iiber Nacht
bei -20°C ausgefillt. Die DNA wurde nach 30 min Zentrifugieren bei 16800xg (4°C) mit
10 ml 80% Ethanol gewaschen und nochmals 10 min zentrifugiert. Die DNA wurde nach

Trocknen in Wasser gelost.

Mini-Plasmid-DNA-Priparation

Die Bakterien wurden in 3 ml Ndhrmedium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100 pg/ml)
iber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1.5 ml der Bakterien-Kultur wurden 5 min bei 4000xg
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 100 pul Lysozym-Losung (50 mM Glucose, 10 mM
EDTA pH 7.8, 25 mM Tris pH 8.0, 2 mg/ml Lysozym) resupendiert und 5 min bei RT
inkubiert. Nach Zugabe von 200 p alkalischer SDS-Losung (0.2 M NaOH, 1% SDS) und
Mischen wurde 150 pl 3 M NaAcetat zugefiigt und 5 min auf Eis gestellt. Anschlieflend
erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion. Der Uberstand wurde abgenommen, mit 1 ml
Ethanol versetzt und 10 min auf Eis gestellt. Die ausgefallene Plasmid-DNA wurde durch
10 min Zentrifugieren bei 13000xg abgetrennt, mit 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 40 pl Wasser gelost.

3. Klonierungstechniken

Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Wenn nicht anders angegeben, wurde die DNA in 1x Universal-Verdaupuffer (10 mM Tris
pH 7.5, S0 mM NaCl, 7 mM MgClp, 1 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA) mit dem
entsprechendem Restriktionsenzym 2-3 h bei 37°C verdaut. 1 Enzym-Einheit verdaut in
einer Stunde 1 pg Lambda-DNA. Es wurden meist 2-3 Enzym-Einheiten pro ug DNA
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eingesetzt. Beim Verdau von Mini-Plasmid-Priparations-DNA wurden 5 pl DNA-LSsung
mit 10 Enzymeinheiten Restriktionsenzym und 0.5 pl RNaseA (5 mg/ml) verdaut. Die
Verdau-Reaktion wurde mit 5 pl 5x Glycerin-Probenpuffer (1x: 10 mM EDTA pH 8, 10%
Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau) abgestoppt.

Dephosphorylierung von DNA

Die DNA wurde mit 1 pl Alkalischer Phosphatase (1 U/ul) in einem Endvolumen von 50 pl
1x CIP-Puffer (50 mM Tris pH 9, 1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnClp, 1 mM Spermidin)
versetzt. Die Abspaltung der Phosphatgruppe erfolgte bei 5'-Uberhiingen durch 30 min
Reaktion bei 37°C, Zufiigen eines weiteren gl Enzyms und nochmals 30 min Reaktion. Bei
3'-Uberhingen und glatten Enden wurde 15 min bei 37°C und 15 min bei 56°C
dephosphoryliert, dann 1 pl Enzym zugefiigt und nochmals je 15 min bei 37°C und 56°C
dephosphoryliert. In beiden Fillen wurde dann 42.5 pl HyO, 10 pl 10x TNE (1x: 100 mM
NaCl, 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pH 8) und 2.5 pl 20% SDS zugegeben und 15 min
bei 68°C inkubiert. Danach erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion.

Phosphorylierung von Oligonukleotiden und Linkern

Etwa 2 pg Oligonukleotid oder Linker-DNA wurden mit 1 pl 10 mM ATP und 1 ul T4
Polynukleotid-Kinase (10 U/ul) in einem Endvolumen von 10 ul 1x Linker-Kinase-Puffer
(66 mM Tris pH 7.6, 10 mM MgClp, 15 mM DTT, 1 mM Spermidin, 1 mM ATP,
0.2 mg/ml BSA) versetzt. Die Reaktion wurde nach einer Stunde bei 37°C durch Einfrieren
bei -20°C abgestoppt. '

Auffiillen von 5' Uberhingen

Die DNA wurde mit 2 pl 10 mM DTT, 1 ul 10 mM dNTP-Mix (10 mM dATP, 10 mM
dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP, 10 mM Tris pH 7.5) und 1 ul E. coli DNA-
Polymerase I (Klenow-Fragment, 5 U/pl) in einem Endvolumen von 20 ul 1x Polymerase-
Puffer (7 mM Tris pH 7.5, 7 mM MgClp, 50 mM NaCl) versetzt. Nach 30 min Reaktion bei
RT erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion. 3” Uberhéinge werden bei dieser Prozedur
abgebaut.
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Bal3l Exonuklease-Verdau

30 pg Plasmid wurden mit einem geeignetem Restriktionsenzym verdaut, mit
Phenol/Chloroform extrahiert, Ethanol gefdllt und in 145 pl H2O aufgenommen. Nach
Zugabe von 150 ul 2x Bal31 Puffer (1x: 12 mM CaCly, 12 mM MgCls, 200 mM NaCl,
20 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA) wurde 15 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 5.1 pul Bal31 Exonuklease (1.18 U/ul) gestartet. Zu bestimmten Zeiten
(z.B. alle 5 Sekunden) wurden Aliquots abgenommen und mit 20 mM EGTA die Reaktion
abgestoppt.

Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem geeigneten Verhiltnis (meist ein
Uberschuf des zu inserierenden Fragments) mit 2 ul 10 mM ATP und 1 ul T4 DNA Ligase
(2 U/ul) in einem Endvolumen von 20 pl 1x Ligationspuffer (50 mM Tris pH 7.4, 10 mM
MgClp, 10 mM DTT, ! mM Spermidin, 1 mM ATP) versetzt. Die Reaktion erfolgte bei
15°C iiber Nacht. Wenn sich die DNA-Fragmente in "low-melting” Agarose befanden,
wurde diese 10 min bei 68°C geschmolzen und nach Abkiihlen auf 42°C sofort mit obigen
Losungen versetzt. Fiir Linker-Ligationen wurde 2 pl des phosphorylierten Linkers benutzt.
Fiir Ligationen von Oligonukleotiden in einen Vektor wurden etwa 1 pmol Oligonukleotid

mit 100 fmol geschnittenem Vektor ligiert.

4. Markierung von DNA mit Radionukleotiden

Kinasierung von DNA

Etwa 2 pmol Oligonukleotid oder DNA Fragment wurden mit 5 pl y-32P-ATP und 1 ul T4
Polynukleotid-Kinase (10 U/ul) in einem Endvolumen von 20 ul 1x Kinase-Puffer (50 mM
Tris pH 7.5, 10 mM MgClp, 5 mM DTT) versetzt. Die Reaktion bei 37°C wurde nach einer
Stunde durch Zugabe von 0.8 ul 0.5 M EDTA pH 7.8 abgestoppt. Die Probe wurde dann
mit 10 pg tRNA, 30 ul 1x TE pH 7.5 (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA pH 7.5) und 50 pl
0.2 M NaCl in 1x TE versetzt. Eine Nacs-Prepac®-Siule wurde dreimal mit 1 ml 1 M
NaCl/TE gewaschen und fiinfmal mit 1 ml 0.1 M NaCl/TE 4quilibriert. Nach Aufladen der
100 pl Probe wurde etwa fiinfmal je 1 ml 0.1 M NaCl/TE langsam durchgepresst, bis sich
die Radioaktvitit im Eluat nicht weiter erniedrigte. Dann wurde die kinasierte Probe dreimal
mit 100 pl 1 M NaCl/TE eluiert, mit 10 pg tRNA und 0.25 M NaAcetat versetzt und mit dem
2.5 fachen Volumen Ethanol ausgefillt.
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Auffiillen von 5° Uberhingen mit o-32P-dNTPs

Etwa 2 pmol Oligonukleotid oder DNA-Fragment wurden in einem Endvolumen von 20 pl
1x Polymerasepuffer (7 mM Tris pH 7.5, 7 mM MgCl;, 50 mM NaCl, 1 mM DTT) mit
4 pl der geeigneten a-32P-dNTPs und je 2 pl der restlichen 5 mM dNTP-Lésungen
versetzt. Die Reaktion wurde nach 30 Minuten bei RT wie oben erklart abgestoppt und iiber
eine Nacs-Prepac®-Siule gegeben.

Nick-Translation (Rigby et al., 1977)

Es wurde das "Nick-Translations-Kit" der Firma Amersham-Buchler, Braunschweig
benutzt. In einem Endvolumen von 50 pl wurden 10 pl Nick-Translations-Kit I (Puffer und
dNTPs), 500 ng DNA, 5 pl Nick-Translations-Kit II (DNase I und DNA-Polymerase 1) und
6.5 ul oc—32P—dCTP_ auf Eis gemischt. Nach 2 bis 3 Stunden Reaktion bei 15°C wurde auf
Eis gestellt und unmittelbar danach die nicht eingebauten Nukleotide durch Gelfiltration
abgetrennt. In einigen Fillen wurde die DNA auch durch "Random-priming" radioaktiv
markiert. Dazu wurde ein "Multi-prime-labelling Kit" der Firma Amersham-Buchler,
Braunschweig benutzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Gelfiltration iiber Biogel® P60

Das Sédulenmaterial Biogel® P60 trennt Molekiile von 3000 bis 60000 Dalton auf. Es dient
hier zur Abtrennung freier Nukleotide von einem radioaktiven DNA-Fragment. 2 g Biogel®
P60 wurden in 100 ml 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA pH 7.8 einige Stunden quellen
gelassen. Eine kurze Pasteurpipette wurde mit Glaswolle abgedichtet und eine Schlauch-
klemme angebracht. Die Pipette wurde bis zur oberen Einengung luftblasenfrei mit dem
Séulenmaterial gefiillt, das daraufhin mehrmals mit 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA pH 7.8
gewaschen wurde. Nach dem vollstindigen Einsinken des Puffers in das Sdulenmaterial
wurde die radioaktive Probe aufgetragen. Anschlielend wurde mit 400 pl Puffer
nachgespiilt und diese Menge in der ersten Fraktion gesammelt. Dann wurde weiterer Puffer
aufgetragen und je 3 Tropfen (etwa 100 pl) gesammelt. Nach 12 Fraktionen wurde die
Gelfiltration beendet. Die Radioaktivitit der einzelnen Fraktionen wurde nach der Cerenkow-
Methode gemessen und die 3 bis 4 Fraktionen mit der héchsten Aktivitét vereinigt.
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5. DNA-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese

Je nach Grofle der aufzutrennenden Fragmente wurden 0.8% bis 1.5% Agarose-Gele
benutzt. Es handelt sich hierbei um Mini-Gele: Gelvolumen 50 ml, Puffervolumen 100 ml,
Taschenvolumen 25 pl. Das Gel ist vollig von Puffer bedeckt. Die entsprechende Menge
Agarose Typ II wurde in 50 ml 1x TBE (90 mM Tris pH 8.3, 90 mM krist. Borsiure,
2.5 mM EDTA pH 8.0) gegeben und 5 min im Mikrowellenherd aufgekocht. Fiir "low-
melting" Gele wurde Agarose Typ VII verwendet. Nach Zugabe von 1.5 pl Ethidiumbromid
(10 mg/ml) wurde das Gel gegossen und ca. 30 min abkiihlen gelassen. Nach Entfernen des
Kamms und Eingieflen des Laufpuffers (1x TBE) wurden die Proben in Glycerin-
Probenpuffer (10 mM EDTA pH 8, 10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau)
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei etwa 100 mA. Die DNA-Banden werden unter
UV sichtbar.

Acrylamid-Gelelektrophorese

Je nach GroBe der aufzutrennenden Fragmente wurden 6% bis 10% Acrylamid-Gele
benutzt. Das Gel wurde zwischen zwei 14x15 cm grofle Glasplatten mit 1 mm dicken
Kunststoff-Abstandshaltern gegossen. Fiir ein 6% Gel bendtigt man 6 ml einer deionisierten
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8) Stammlosung, die mit 3 ml 10x TBE (1x: 90 mM Tris
pH 8.3, 90 mM krist. Borsdure, 2.5 mM EDTA pH 8.0) und 21 ml Wasser in einer
Saugflasche 2 min entgast wird. Nach Zufiigen und Mischen von 25 pl TEMED und 250 pl
10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung wurde das Gel gegossen und ein geeigneter Kamm
eingesetzt. Nach 15 min wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit Wasser ausgespiilt.
Die Gelplatten wurden senkrecht in eine Elektrophorese-Apparatur eingespannt und als
Anoden- und Kathodenpuffer je etwa 400 ml 1x TBE eingefiillt. Nach Auftragen der Proben
in Glycerin-Probenpuffer (10 mM EDTA pH 8, 10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02%
Bromphenolblau) erfolgte die Auftrennung bis zum Einlaufen der Proben bei 100 V und
danach bei 250 bis 300 V. Nach Ende des Laufes wurde das Gel von den Glasplatten
entfernt und 15 min unter leichten Schiitteln in 200 ml 1x TBE mit 1 pg/ml Ethidiumbromid
gefidrbt. Unter UV werden die DNA-Banden sichtbar.
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Denaturierende Acrylamid-Harnstoff-Gele

Diese Gele dienen zur Auftrennung von DNA unter denaturierenden Bedingungen,
hervorgerufen durch die 8.3 M Harnstoff-Konzentration und die hohe Temperatur wihrend
der Auftrennung. Es wurden 20x39 cm groBle Glasplatten benutzt mit 0.1 mm dicken
Abstandshaltern. Da diese diinnen Gele an die Glasplatte polymerisiert werden, miissen die
beiden Glasplatten vorbehandelt werden. Die Glasplatten wurden mit Ethanol gereinigt. Auf
die Glasplatte mit dem Ausschnitt wurde 1.5 ml 5% Dimethyldichlor-Silan (gelost in
Tetrachlorkohlenstoff) gleichmifig verteilt und trocknen gelassen. Danach wurde die
Glasplatte kriftig mit einem Kleenex® poliert. Auf die ungeschnittene Glasplatte wurde eine
Mischung von 3 ml Haftsilan und 100 pl 100% Essigsdure gleichmifig verteilt und drei
Minuten trocknen gelassen. Nach Abspiilen mit Ethanol wurde die Glasplatte ebenfalls gut
mit einem Kleenex® poliert. Nach kurzer Wartezeit wurden die beiden Glasplatten mit den
0.1 mm dicken Abstandshaltern zusammengebaut. Eine Abdichtung ist nicht nétig. Fiir ein
6% Gel werden 30 ml einer 6% Acrylamid-Losung mit 8.3 M Harnstoff benotigt [100 ml
einer deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8) Stammlosung werden mit 50 ml 10x
TBE (1x: 90 mM Tris pH 8.3, 90 mM krist. Borsiure, 2.5 mM EDTA pH 8.0) versetzt und
darin 250 g Harnstoff gelost. Die dann auf 500 ml mit Wasser aufgefiillte Lésung wird noch
steril filtriert und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt]. Nach 2 min entgasen und Zufiigen von
15 ul TEMED und 250 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung wurde das Gel unter
einem Winkel von 15° gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach etwa 30 min ist das Gel

polymerisiert und kann im Kiihlraum einen Tag aufbewahrt werden.

Die Gelplatte wurde dann senkrecht in eine Elektrophorese-Apparatur eingespannt und zur
gleichmidfBigen Wirmeverteilung mit einer Aluminiumplatte bedeckt. Als Anoden- und
Kathodenpuffer dienten je etwa 375 ml 0.5x TBE. Der Kamm wurde entfernt und die
Taschen mit einer Spritze von Harnstoff freigespiilt. Zur Erwdrmung des Gels diente ein
Vorlauf von 20 bis 30 min bei 25 bis 30 Watt. Die in 3 pul Formamid-Probenpuffer (20 mM
EDTA pH 7.8, 99% Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau) gelosten
Proben wurden 3 min auf 95°C erhitzt und dann auf Eis gestellt. Die Probenauftragung
wurde mit einer speziellen Pipettenspitze vorgenommen, nachdem die Taschen nochmals
ausgespiilt wurden. Die Auftrennung erfolgte bei 25-30 Watt bis zur gewiinschten
Laufstrecke. Mit einem diinnen Spatel wurde dann die Glasplatte mit dem Ausschnitt
abgehoben. Durch sofortiges Einlegen in 10% Essigsdure fiir 10 bis 15 min wurde der
Harnstoff herausgelost. Das Gel wurde dann nach Spiilen unter Wasser fiir etwa eine Stunde
bei 80°C getrocknet und mit der Glasplatte auf einen Rontgenfilm (Hyperfilm MP®,
Amersham) mit Verstirkerfolie bei -80°C exponiert.
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6. RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA wurde ein 1% Agarose-Gel zwischen zwei 14x15 cm grofie
Glasplatten (hitzesterilisiert) mit 5 mm dicken Kunststoff-Abstandshaltern gegossen. Die
Glasplatten wurden mit Klebeband abgedichtet und unten zusdtzlich mit einem Acrylamid-
Kissen abgedichtet: 8 ml einer deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8) Stammldsung
wurden mit 40 pl TEMED und 100 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung versetzt und
zwischen die Glasplatten gegossen. Nach 10 min wurde eine im Mikrowellenherd
geschmolzene Losung von 1 g Agarose Typ II in 100 ml 1x PB (3.9 mM NaH;POy4,
6.1 mM NapHPOQOy) zwischen die Glasplatten gefiillt und der Kamm etwa 5 mm tief in das
Gel geschoben. Nach 30 min wurde der Kamm vorsichtig entfernt und die Taschen mit 1x
PB gespiilt. Das Gel wurde senkrecht in eine Elektrophorese- Apparatur eingespannt. Als
Anoden- und Kathodenpuffer dienten je etwa 400 ml 1x PB. Die Gelelektrophorese erfolgte
im Kiihlraum bei 4°C. Die RNA (1-5 pug polyA+-RNA oder 10-20 pg Gesamt-RNA) wurde
in 20 pl Denaturierungspuffer (1x PB, 50% DMSO, 5.85% deionisiertes Glyoxal) gelost.
Nach 3 min Erhitzen auf 50°C und Abschrecken auf Eis wurde 5 pl 5x RNA-Ladepuffer (1x:
Ix PB, 10% Glycerin, 0.02% Bromphenolblau) zugegeben. Die RNA-Proben wurden dann
etwa 3 Stunden (das entspricht 6 cm Laufstrecke der Bromphenolblau-Bande) bei 100 V
aufgetrennt. Nach Ende des Laufs wurde das Gel von den Glasplatten entfernt und 15 min
unter leichten Schiitteln in 500 ml 1x PB mit 30 pg/ml Acridinorange gefarbt. Nach dreimal
15 min Entfarbung in 500 ml 1x PB wurde unter UV photographiert.

7. Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten

Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Das DNA-Fragment wurde mit einem Skalpell aus einem "low-melting" Agarose-Gel
herausgeschnitten. Die Agarose wurde 10 min bei 68°C geschmolzen und das 4 fache
Volumen 42°C warmer 0.5 M NaCl in TE (10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA pH 7.5) (bei
Fragmenten >1 kb) bzw. 0.2 M NaCl in TE (bei Fragmenten <1 kb) zugegeben und
anschlieBend nach 42°C gestellt. Zur Reinigung wurden Nacs-Prepac®-Siulen verwendet,
die folgendermafien vorbehandelt wurden: Die Siule wurde dreimal mit je 1 ml 2 M NaCl in
TE gewaschen und anschlieend dreimal mit je 1 ml 0.5 M NaCl in TE (Fragmente >1 kb)
bzw. 0.2 M NaCl in TE (Fragmente <1 kb) #quilibriert. Es ist wichtig, daB die S#ule vor
Aufbringen der Agarose 42°C warm ist. Die geschmolzene Agarose mit dem DNA-Fragment
wurde dann auf die Siule aufgetragen und mit einer 1000 pl Gilson®-Pipette langsam
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durchgepreft. Die gleiche Losung wurde nochmal durchgepref3t und anschlieend 1 ml 42°C
warme 0.5 M bzw. 0.2 M NaCl in TE durchgeprefit. Danach wurde die Sdule mit etwa 3 ml
0.5 M bzw. 0.2 M NaCl in TE durch Austropfenlassen gewaschen. Die Elution der DNA-
Fragmente erfolgte mit zweimal 200 pl 2 M NaCl in TE (Fragmente >1 kb) bzw. 1 M NaCl
in TE (Fragmente <1 kb) durch Austropfen. Das eluierte DNA-Fragment wurde mit 1 pug
tRNA und 1 ml Ethanol mindestens 2 Stunden bei -80°C ausgefillt.

Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Acrylamid-Gelen

Die DNA-Bande wurde aus dem Acrylamid-Gel mit einem Skalpell herausgeschnitten und
zerkleinert. Fiir die Zerkleinerung empfiehlt sich eine Zentrifugation des Acrylamids durch
ein kleines Loch am Boden ecines Eppendorf Reaktionsgefifles in ein zweites
Reaktionsgefdfl. Es wurde dann das zweifache Volumen 0.5 M NaCl in TE (10 mM Tris
pH 7.5, 1 mM EDTA pH 7.5) (Fragmente >1 kb) bzw. 0.2 M NaCl in TE (Fragmente
<1 kb) zugegeben und iiber Nacht bei 37°C eluiert. Die wissrige Phase wurde nach
Abzentrifugieren der Gelstiickchen abgenommen und durch eine Pipettenspitze mit
Glaswolle gepreBt. Das eluierte DNA-Fragment wurde nach Zugabe von 1 bis 5 pug tRNA
mit Ethanol ausgefilit.

Extraktion und Reinigung von Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide wurden auf einen Gene Assembler® von Pharmacia synthetisiert und
entsprechend den Angaben des Herstellers behandelt. Das Oligonukleotid wurde aus der
Kassette durch 16 Stunden Inkubation bei 50°C mit konzentrierten Ammoinak herausgelost.
Nach Eintrocknen des Ammoniaks wurde das Oligonukleotid (~500 pg) in 500 ul H,O
gelost, die Konzentration bestimmt und 250 pg davon eingetrocknet. Die Reinigung erfolgte
iiber ein denaturierendes 20% Acrylamid/8.3 M Harnstoff-Gel. Fiir ein 1 mm dickes Gel
setzt man 100 ml Gell6sung an: 66.7 ml deionisierte Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8)
Stammldsung werden mit 10 ml 10x TBE (1x: 90 mM Tris pH 8.3, 90 mM krist. Borséure,
2.5 mM EDTA pH 8.0) versetzt und darin 50 g Harnstoff gelost. Nach zwei Minuten
entgasen wurde 50 ul TEMED und 500 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat-Lésung
zugemischt. Das Oligonukleotid wurde in 60 pl Formamid-Probenpuffer (20 mM EDTA
pH 7.8, 99% Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau) geldst, 3 min
gekocht und dann in eine etwa 7 cm breite Tasche aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei
1000 V mit 1x TBE als Laufpuffer. Nach zwei Stunden Laufzeit wurde der Puffer
gewechselt. Nach 10 min Anfdrben in 1x TBE mit 1pg/ml Ethidiumbromid wurde unter UV
die Oligonukleotid Bande ausgeschnitten, die dem vollstidndig synthetisierten Produkt
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entsprach. Das Acrylamid wurde zerkleinert und mit 1 ml HoO iiber Nacht eluiert. Das
eluierte Oligonukleotid wurde iiber Glaswolle filtriert und die Konzentration bestimmt. Zur
Hybridisierung komplementirer Einzelstringe wurden gleiche Mengen zusammen gegeben
und mit 4 M NHyAcetat eine Endkonzentration von 0.25 M eingestellt. Eine Nacs-Prepac®-
Sdule wurde mit 4 M NHgAcetat gewaschen und mit 0.25 M NHgAcetat dquilibriert. Die
Oligonukleotide wurden auf die Sdule aufgetragen. Nach Waschen mit 0.25 M NHyAcetat
wurde viermal mit je 100 ul 4 M NHyAcetat eluiert. Das nun doppelstringige Oligonukleotid
wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Dazu war es notig das zdhe Pellet immer wieder

in HyO aufzunehmen. Die Ausbeute an gereinigtem Oligonukleotid betrug etwa 10 ug.

8. Sequenzierung von DNA

Plasmid-DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. (1977)
mit dem "T7-Sequenase-Kit" der Firma USB, Cleveland Ohio sequenziert. Die Durch-
fiihrung der Reaktion erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde
bei Verunreinigung mit RNA zuerst einem RNase-Verdau unterzogen. Danach wurden 2 pig
Plasmid-DNA mit 0.2 mM EDTA, 0.2 M NaOH denaturiert. Die denaturierte DNA wurde
mit dem Sequenzier-Primer in einem 1:1 Verhéltinis gemischt, auf 65°C erhitzt und langsam
auf RT abgekiihlt. Nach einer kurzen Strangverlingerung mit o-35S-dATP erfolgte die
eigentliche Kettenabbruch-Reaktion mit den vier didesoxy-Nukleosidtriphosphaten. Nach
Abstoppen der Reaktion mit Formamid-Probenpuffer (20 mM EDTA pH 7.8, 99%
Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau) und 3 min kochen wurden die
Proben auf einem denaturierenden 6% Acrylamid/8.3 M Harnstoff Gel aufgetrennt.

9, Transformation von Bakterien

Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Transformation (Hanahan, 1986)

Eine Kolonie von E. coli DHS wurde in 10 ml SOC-Medium (0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 2%
Bacto-Trypton, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgClp, 10 mM MgSOq4, 20 mM
Glucose) iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 500 ml SOC-Medium wurden mit 1 ml der
Ubernacht-Kultur angeimpft und im 5 1 Kolben bei 37°C so lange geschiittelt, bis die Essg
~0.4 betrdgt (ungefihr 2 Stunden). Die Bakterien-Kultur wurde auf zwei 250 ml Plastik-
Zentrifugenbecher verteilt und 15 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Bakterien 15 min
bei 1000xg (4°C) zentrifugiert und das Medium gut entfernt. Die beiden Niederschldge
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wurden in je 10 ml TFB (100 mM KCl, 45 mM MnCly, 10 mM MgCly, 3 mM HACoCl3,
10 mM K-MES pH 6.3, 15% Glycerin) durch Schwenken resuspendiert und in zwei 50 ml
Greiner-Rohrchen (eisgekiihlt) gegeben. Nach Auffiillen auf 50 ml mit TFB und Mischen
blieb die Bakterien-Losung 15 min auf Eis stehen. Nach 15 min Zentrifugieren bei 1000xg
(4°C) wurden die beiden Niederschldge in je 10 ml TFB durch Schwenken resuspendiert
und in ein 50 ml Greiner-Rohrchen (eisgekiihlt) vereinigt. Die nun kompetenten Bakterien
wurden bei 0°C schnellstmoglichst in 200 pl Portionen abgefiillt und in fliissigem Stickstoff
(-196°C) eingefroren. Die Transformationseffizienz liegt bei etwa 1-5¢106 Kolonien pro jig
"supercoiled" pBR322.

Transformation von kompetenten Bakterien

Ein Rhrchen mit kompetenten Bakterien wurde aus dem fliissigen Stickstoff geholt und auf
Eis gestellt. Sobald die Bakterien aufgetaut waren, wurde 8 ul des Ligationsansatzes
zugemischt und 1 Stunde auf Eis gestellt. Nach 90 Sekunden Hitzeschock bei 42°C und
2 min auf Eis wurde 3 ml SOC-Medium (0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 2% Bacto-Trypton,
10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCly, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose) zugegeben
und 90 min bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien wurden 5 min bei 1000xg zentrifugiert (RT)
und der Niederschlag in 200 pl SOC-Medium gelost. Die gesamte Menge wurde auf eine
Selektiv-Agarplatte ausgestrichen.

Herstellung von Selektiv-Agarplatten

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

PolyA+-RNA-Priaparation (Aviv und Leder, 1972)

Fiir jeden Probenpunkt wurden etwa drei bis fiinf subkonfluente 9 cm Petrischalen
verwendet. Jede Petrischale wurde zweimal mit 10 ml eiskaltem PBS (123 mM NaCl,
17 mM NapHPOy4, 2.5 mM KH3POy4, pH 7.3) gewaschen. Die Zellen eines Probenpunktes
wurden in insgesamt 10 ml kaltem STE (100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7.4, 10 mM EDTA
pH 7.8) mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein 50 ml Greiner-Réhrchen iiberfiihrt.
Nach Zugabe von 300 pg/ml Proteinase K und 0.5% SDS wurde die Mischung
30 Sekunden mit einem Ultraturrax® bei 50% Leistung homogenisiert. Danach erfolgte eine
Inkubation fiir 45 min bei 37°C. Der Losung wurde NaCl bis zu einer Endkonzentration von
0.5 M zugesetzt und etwa 100 mg in HSB (0.3 M NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 5 mM EDTA
pH 7.8, 0.1% SDS) resuspendiertes Oligo-dT-VII zugegeben. Durch Mischen iiber Nacht
auf einer Rotationsapparatur wurde die polyA*-RNA an das Oligo-dT-VII adsorbiert. Das
Adsorptionsmaterial wurde 4 min bei 330xg zentrifugiert und dreimal mit 10 ml HSB
gewaschen. Die Epgg des HSB nach dem 3. Waschgang sollte < 0.05 sein, wenn die TRNA
zum grofiten Teil abgetrennt wurde. Die RNA wurde mit sterilem Wasser aus dem
Adsorptionsmaterial eluiert. Dazu wurde das Oligo-dT-VII dreimal mit je 1 ml Wasser
gewaschen und die 3 ml RNA-Lo6sung anschlief3end nochmals zentrifugiert, um das Oligo-
dT-VII vollstdndig abzutrennen. 300 pl davon wurden zur Konzentrations-Bestimmung
abgenommen. Zu den restlichen 2.7 ml wurden in einem 15 ml Greiner-Rohrchen 10 g
tRINA gegeben und die RNA mit Ethanol ausgefillt. Das Oligo-dT-VII wurde durch zweimal
Waschen mit 10 ml 0.1 M NaOH, 5 mM EDTA pH 7.8, fiinfmal Waschen mit Wasser und

zweimal Waschen mit HSB regeneriert.

Gesamt-RNA-Priparation (Auffray und Rougeon, 1980)

Fiir jeden Probenpunkt wurden etwa drei bis fiinf subkonfluente 9 cm Petrischalen benutzt.
Jede Petrischale wurde zweimal mit 10 ml eiskaltem PBS (123 mM NaCl, 17 mM
NasHPO4, 2.5 mM KHPOy, pH 7.3) gewaschen. Die Zellen eines Probenpunktes wurden
in insgesamt 5 ml kaltem PBS mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein 15 ml
Corex®-Rohrchen iiberfiihrt. Nach 5 min Zentrifugieren bei 1000xg (4°C) wurde der Zell-
Niederschlag in 1 ml eiskaltem PBS resupendiert und 1 ml 2x Proteinase K-Puffer (1x:
100 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 12.5 mM EDTA, 1% SDS) zugegeben. Bei
Raumtemperatur wurde die genomische DNA durch dreimaliges Aufziehen mit einer Kaniile
(0.60x25 mm) und viermaliges Aufziehen mit einer Kaniile (0.40x21 mm) geschert. Nach
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Zugabe von 50 pl Proteinase K (20 mg/ml) wurde 30 min bei 37°C inkubiert, 1 ml Phenol
(dquilibriert mit 1x TNE: 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pH 8) zugegeben
und kriftig geschiittelt. Danach wurde 1 ml Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) zugegeben
und wieder krédftig geschiittelt. Nach 10 min Zentrifugieren bei 10000xg (18°C) wurde die
wissrige Oberphase abgenommen und in einem Greiner-Réhrchen mit 2 ml 4 M LiCl
versetzt. Die RNA wurde iiber Nacht bei 4°C ausgefillt und dann 15 min bei 13000xg
zentrifugiert (4°C). Nach Losen in 200 pl HoO wurde die RNA auf eine Endkonzentration
von 0.3 M NaAcetat eingestellt und mit dem 2.5 fachen Volumen Ethanol ausgefillt. Nach
Waschen mit 80% Ethanol und Trocknen wurde der Niederschlag in 100 pl sterilem Wasser
gelost und mit 3 pl die Konzentration bestimmt.

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

In eine Plastikwanne wurde 20x SSC (3 M Na(l, 0.3 M NaCitrat pH 6.5) gefiillt. Auf einen
Plastikstinder in dieser Wanne wurde eine Glasplatte von der Grofle des RNA-Gels gelegt
und dariiber drei Lagen Whatman® 3MM-Filterpapier, das mit 20x SSC angefeuchtet wurde
und nun links und rechts der Glasplatte in die SSC-Losung eingetaucht war. Das RNA-Gel
wurde luftblasenfrei auf das Filterpapier gelegt. Danach wurde das Gel an allen Seiten mit
Parafilm®-Streifen umrandet, so daB das SSC nur durch das Gel gesaugt werden konnte.
Auf das Gel wurde ein in Wasser und dann in 20x SSC getrinktes Nitrocellulose-Filter in
GelgroBe luftblasenfrei aufgelegt. Dariiber kam nochmals ein 3MM-Filterpapier und dann
ein Stapel Kleenex®-Tiicher, die mit einer Glasplatte beschwert wurden. Geblotted wurde
iiber Nacht. Der Nitrocellulose-Filter wurde dann kurz in 20x SSC gewaschen,
luftgetrocknet und dann zwischen zwei Lagen 3MM-Filterpapier bei 80°C unter Vakuum
zwei Stunden gebacken. Anschliefend wurde der Filter in Folie eingeschweiBt und bei 4°C
aufbewahrt.

Prahybridisierung: Die Prihybridisierung wurde im Plastikbeutel durchgefiihrt. Pro cm2
Filterfliche wurden 0.2 ml Prihybridisierungs-Losung genommen. Diese besteht aus
4x SSC, 1x Denhardt's (0.02% BSA, 0.02% Ficoll, 0.02% PVP), 3.3% PiPPi (0.2 M
NayPQOy4, 0.3 M NapHPO4, 1.5% NasP207), 0.1% SDS, 60 pg/ml denaturierte Salmon
Sperm DNA. Die 65°C warme Prihybridisierungs-Losung wurde in den Plastikbeutel
pipettiert und dieser nach Herausdriicken von Lufblasen zugeschweiflt und zwei Stunden bei
65°C unter leichtem Schiitteln inkubiert.

Hybridisierung: Fiir die Hybridisierung wurden 50 ul Hybridisierungs-Losung pro cm?
Filterfliche genommen. Diese besteht aus 4x SSC, 5x Denhardt's (0.1% BSA, 0.1% Ficoll,
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0.1% PVP), 3.3 % PiPPi (0.2 M NayPQy4, 0.3 M NapHPOy, 1.5% NasP707), 0.1% SDS,
60 pg/mlSalmon Sperm DNA und 30 ng/ml radioaktiv markierter Probe (etwa 1-10108
cpm/pg). Die radioaktive Probe wurde vorher durch 15 min Kochen bei 100°C denaturiert,
dann sofort auf Eis gestellt. Danach wurden die anderen Bestandteile der Hybridisierungs-
Losung zugegeben. Die Prihybridisierungs-Losung wurde aus dem Beutel herausgedriickt
und durch die Hybridisierungs-Losung ersetzt. Nach Entfernen der Luftblasen wurde der
Plastikbeutel zugeschweifit und bei 65°C unter leichtem Schiitteln tiber Nacht inkubiert.
Nach Beendigung der Hybridisierung wurde der Filter aus dem Plastikbeutel genommen und
fiir je 30 min in 200 ml folgender Losungen bei 65°C gewaschen: ® 2x SSC, 0.1% SDS; @
Ix SSC, 0.1% SDS; ® 1x SSC, 0.1% SDS; ® 0.5x SSC, 0.1% SDS.

Der noch feuchte Filter wurde wieder in einen Plastikbeutel eingeschwei}t und auf einem
Hyperfilm MP®, Amersham, mit Verstirkerfolie bei -80°C exponiert. Wenn der Filter mit
einer anderen Probe nachhybridisiert werden sollte, wurde er zweimal 20 min bei 100°C mit
0.1x SSC gewaschen.

12. SP6—Polymerase-Kartierung (Melton et al., 1984; Miksicek et
al.,, 1986)

In einem Eppendorf-Reaktionsgefa wurden 100 uCi (250 pmol) o-32P-UTP in einem
Endvolumen von 20 ul 1x SP6-RNA-Polymerase-Puffer (40 mM Tris pH 7.5, 6 mM
MgClp, 2 mM Spermidin, 10 mM DTT) mit 2 U/ul RNasin, 500 uM ATP, 500 uM CTP,
500 uM TTP, 12.5 uM UTP, 500 ng Matrizen-DNA und 10 U SP6-RNA-Polymerase
gemischt. Die in-vitro Transkription erfolgte durch Inkubation bei 37°C fiir 60 min. Danach
wurde die Matrizen-DNA abgebaut. Es wurde 23 pl DEPC-Wasser, 5 pl 10x DNase-
Verdaupuffer (1x: 50 mM Tris pH 7.5, 5 mM MgCly), 1 ul RNasin (40 U/ul) und 4 pl
RQ1-DNase (1 U/ul) zugegeben und weitere 10 min bei 37°C inkubiert wird. Anschlielend
wurde das Volumen auf 100 pl mit DEPC-Wasser erhoht und eine Phenol/Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt. Der Einbau der Radioaktivitidt wurde durch TCA-Prizipitation
{iberpriift. 1 ul von der wissrigen Phase wurden auf einem Whatman® GF/C-Filter einge-
trocknet (entspricht Gesamt-Radioaktivitdt). Ein weiterer pl der wissrigen Phase wurde auf
einen Whatman® GF/C-Filter gegeben und mit 10% TCA 15 min auf Eis gefillt. Dieser
Filter wurde zweimal mit 5% TCA und zweimal mit Methanol gewaschen und getrocknet
(entspricht eingebauter Radioaktivitdt). Die GF/C-Filter wurden dann mit 5 ml Emulsifier
Safe® im Szintillationsziihler gemessen. Der Einbau betrigt etwa 40-70%. Zur wiissrigen
Phase wurde 10 pug tRNA gegeben und mit 2.5 M NHsAcetat und dem dreifachen Volumen
Ethanol mindestens 2 Stunden bei -80°C gefillt. Die SP6-Probe wurde 20 min bei 13000xg
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zentrifugiert, mit 80% Ethanol gewaschen und nach Trocknen in 60-120 ul 80% FAB (80%
Formamid deionisiert, 400 mM NaCl, 40 mM PIPES pH 6.4, 1 mM EDTA pH 7.8) gelost.

Es wurden jeweils 20-30 pg RNA mit Ethanol ausgefillt und mit 80% Ethanol gewaschen.
Vor der Inkubation der radioaktiven Probe mit der RNA wurde bei RNA aus transient
transfizierten Zellen diese noch einem DNase-Verdau unterzogen. Dazu wurde die RNA in
50 ul 1x DNase-Verdaupuffer (50 mM Tris pH 7.5, 5 mM MgCly) mit 1 ul RNasin
(40 U/pl) und 1 pl RQ1-DNase (1 U/ul) geldst und 10 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde das Volumen auf 100 pl erhéht und eine Phenol/Chloroform-Extraktion
durchgefiihrt. Die RNA wurde dann mit 0.3 M NaAcetat und dem 2.5 fachen Volumen
Ethanol ausgefillt. Nach Abzentrifugieren, Waschen mit 80% Ethanol und Trocknen wurde
die RNA in 17 pl 80% FAB gelost und dazu 3 pl der in 80% FAB gelosten radioaktiven
SP6-Probe gegeben. Nach 5 min 85°C wurde iiber Nacht bei 45°C hybridisiert.
AnschlieBend mufte die einzelstrangige RNA abgebaut werden. Zu den Proben wurden auf
Eis 300 pl RNase-Verdaupuffer (300 mM NaAcetat pH 7.0, 10 mM Tris pH 7.6, 5 mM
EDTA) mit 40 pg/ml RNase A und 600 U/ml RNase T1 gegeben und 30 min bei 30°C
inkubiert. Nach Zufiigen von 2.5 pl Proteinase K (10 mg/ml) und 0.2% SDS wurden durch
15 min Inkubation bei 37°C die Enzyme inaktiviert. Danach erfolgte eine Phenol/Chloro-
form-Extraktion. Die RNA wurde mit 5 pg tRNA versetzt und mit dem 2.5 fachen Volumen
Ethanol iiber Nacht bei -20°C ausgefallt. Nach Abzentrifugieren und Waschen mit 80%
Ethanol wurden die Proben in 3 pl Formamid-Probenpuffer (20 mM EDTA pH 7.8, 99%
Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau) gelost, 3 min bei 95°C denaturiert
und auf ein 6% Polyacrylamid/8.3 M Harnstoff-Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
bei 25 Watt.

13. Zellen trypsinieren, einfrieren und auftauen

Alle Zellen wurden bei 37°C, 6% CO7 und 95% relative Feuchte inkubiert. Eine subkon-
fluente Kulturflaschen wurde nach Waschen mit 10 ml kaltem PBS (123 mM NaCl, 17 mM
NasHPOy4, 2.5 mM KH3POy4, pH 7.3) mit 4 ml 0.25% Trypsin-Losung versetzt. Nach
1 min Einwirkzeit wurde wieder abgesaugt. Nach 5 min Inkubation bei 37°C wurdeén die
Zellen in 10 ml kaltem Medium resuspendiert und auf Eis gestellt. Wenn die Zellen nicht
eingefroren werden sollten, wurden alle Losungen auf 37°C vorgewidrmt. Die Zellzahl
wurde bestimmt. Die Zellen wurden dann 5 min bei 330xg zentrifugiert und in kaltem
Einfriermedium aufgenommen, so daB3 die Zellzahl 2-5¢106/ml betrug. Je 1 ml wurden in
Einfrierrchrchen abgefiillt und 30 min auf Eis gestellt. Nach 2 Stunden bei -20°C und 1 Tag
bei -80°C wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt. Zum Auftauen
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wurde das Einfrierrohrchen direkt aus dem fliissigen Stickstoff in ein 37°C Wasserbad
gestellt. Sobald die Zellen aufgetaut war, wurde 5 ml warmes Medium zugegeben und die
Zellen 5 min bei 330xg abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 10 ml Medium
resuspendiert und in eine 80 cm? Kulturflasche mit 10 ml Medium gegeben. Am nichsten

Tag wurde das Medium nochmal gewechselt.

14. Transiente Transfektion und Behandlung von Zellen mit
Induktoren

DEAE-Dextran-Methode (Kawai und Nishizawa, 1984)

HeLa wurden mit 1.3¢106, T47D mit 3106 Zellen pro 9 cm Petrischale 24 Stunden vor der
Transfektion angesetzt. Fiir die Transfektion wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
zweimal mit 10 ml warmen 1x TBS (137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5 mM KCI,
0.7 mM CaClp, 0.5 mM MgClp, 0.6 mM NapHPO4) gewaschen. Nach Absaugen des TBS
wurde 1 ml DNA~-DEAE-Dextran—Mischung (10 pg DNA, 500 pg/ml DEAE-Dextran in
Ix TBS) auf die Zellen gegeben, die dann 30 min bei RT stehenblieben. Alle 5 min wurden
die Petrischalen geschwenkt. Danach wurden die Zellen zweimal mit 10 ml 1x TBS
gewaschen und 10 ml frisches Medium zugegeben. Nach 8 Stunden wurden die Zellen mit
PBS (123 mM NaCl, 17 mM NapHPOy4, 2.5 mM KH,PO4, pH 7.3) gewaschen und dann
10 ml frisches Medium zugegeben, das die entsprechenden Induktoren enthielt.

Bei UV-Bestrahlungen wurden die Zellen nach Waschen mit PBS im trockenen Zustand in
der Petrischale mit offenem Deckel bestrahlt. Wenn nicht anders angegeben, wurde eine
Dosis von 20 J/m?2 verwendet. TPA (in DMSO) wurde in einer Endkonzentration von
60 ng/ml zugesetzt. NQO (in EtOH) wurde in einer Endkonzentration von 1.3 uM und
MMC (in H0) in einer Endkonzentration von 10 pg/ml zugesetzt. Forskolin (in DMSO)
wurde in einer Endkonzentration von 20 UM eingesetzt. Zur Blockierung der
Proteinsynthese wurde 10 pg/ml Cycloheximid (in H20) oder 100 uM Anisomycin (in
EtOH) 15 min vor Behandlung mit dem Induktor gegeben. Zur Hemmung von
Proteinkinasen wurde H7 (in EtOH) in einer Endkonzentration von 80 (LM eingesetzt. Der
Einflu} der Losungsmitte]l auf die Genexpression wurde ebenfalls getestet und zeigte, wenn

nicht gesondert angegeben, keinen Effekt.
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DEAE-Dextran-Methode fiir Lymphocyten

1+107 Molt-4 oder Jurkat Zellen (~40 ml) wurden in der logarithmischen Wachstumsphase
5 min bei 1200xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde einmal mit 10 ml warmen 1x TBS
(137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5 mM KCl, 0.7 mM CaCly, 0.5 mM MgCly, 0.6 mM
NapHPO4) gewaschen. Die Zellen wurden dann in 1 ml DNA-DEAE-Dextran-Mischung
(10 ug DNA, 250 ng/ml DEAE-Dextran in 1x TBS) aufgenommen und 30 min bei RT unter
ofterem Mischen inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir exakt 3 min mit 10% DMSO
behandelt (666 pul 25% DMSO in 1x TBS), zweimal mit 10 ml 1x TBS gewaschen und
wieder in 40 ml Medium aufgenommen. 8 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen
erneut gewaschen und mit Induktoren, wie oben beschrieben, behandelt. Fiir UV-
Bestrahlungen wurden die zentrifugierten Zellen in 2 ml PBS (123 mM NaCl, 17 mM
NayHPOy4, 2.5 mM KH3POyg4, pH 7.3) aufgenommen, auf eine 9 cm Petrischale verteilt, mit
20 J/m? bestrahlt, von der Platte wieder abgespiilt und nach Zentrifugieren in 40 ml Medium

aufgenommen.

CaPQ4-Methode (Graham und van der Eb, 1973)

F9 wurden mit 8¢105, NIH 3T3 mit 1106 Zellen pro 9 cm Petrischale 24 Stunden vor
Transfektion angesetzt. Drei Stunden vor der Transfektion wurde das Medium nochmal
gewechselt. Fiir die Herstellung des Prézipitates wurde zu 10 pg DNA in 475 ul 1x HBS
(137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.7 mM NapHPOy4, 0.5 mM D-Glucose, 21 mM HEPES
pH 7.10) tropfenweise 25 ul 2.5 M CaCly zugegeben. Das Prizipitat wurde 20 bis 25 min
bei RT stehen gelassen. 475 pl dieser Mischung wurden dann in dem Medium einer
Petrischale verteilt. Nach 8 bis 12 Stunden Inkubation des Prézipitats mit den Zellen im
Brutschrank wurden die Zellen zweimal mit PBS (123 mM NaCl, 17 mM NaHPOy4,
2.5 mM KH3POy4, pH 7.3) gewaschen und frisches Medium zugegeben, das, wie oben

beschrieben, mit den entsprechenden Induktoren versetzt wurde.

15. CAT-Assay (Gorman et al., 1982b)

42 Stunden nach Behandlung mit Induktoren wurden die Zellen einer Petrischale fiir den
CAT-Assay geerntet. Dazu wurden sie zweimal mit 10 ml 1x TBS (137 mM NaCl, 25 mM
Tris pH 7.4, 5 mM KCI, 0.7 mM CaCly, 0.5 mM MgCl,, 0.6 mM NapHPOg4) gewaschen
und in 1 ml 1x TBS mit einem Gummischaber abgeschabt. Nach 5 min Zentrifugieren bei
3000xg wurde das Zellpellet in 100 pl 0.25 M Tris pH 7.8 resuspendiert und die Zellen
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durch dreimaligen Gefrierschock aufgebrochen. Dazu wurden sie fiir 15 min in ein
Trockeneis/Ethanol-Bad gestellt, dann fiir 5 min in ein 37°C Wasserbad und danach kriftig
geschiittelt. Die aufgebrochenen Zellen wurden 10 min bei 13000xg abzentrifugiert und die
100 pl Proteinextrakt abgenommen.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Lowry-Methode bei 735 nm (Lowry et al., 1951).
Fir die Erstellung einer Eichkurve wurden 5 bis 80 pl einer BSA-Stammlodsung (1 mg/ml in
Lowry-Reagenz I) und 10 pl 0.25 M Tris, pH 7.8 mit Lowry-Reagenz I (2% Nap;COs3,
0.1 M NaOH) auf 500 pl aufgefiillt. Von den Proteinextrakten wurden jeweils 10 pl in
490 pl Lowry-Reagenz I gegeben. Zu diesen 500 pl wurde 1 ml frisch hergestelltes Lowry-
Reagenz IV (1 ml Lowry-Reagenz I mit 100 ml 2% NaK-Tartrat und 1 ml 1% CuSQy4)
gemischt und 15 min stehen gelassen. Danach wurden unter sofortigen Mischen 100 pl 50%
Folin-Losung zugegeben. Nach 90 min bei RT im Dunkeln wurden die Proben nochmal
gemischt und dann die Extinktion bei 735 nm gemessen. Anhand der Eichkurve kann man

dann die Proteinkonzentration in den Proben bestimmen.

Fiir den CAT-Assay wurde von den Transfektionsansédtzen jeweils die gleiche Proteinmenge
eingesetzt, die mit 0.25 M Tris pH 7.8 auf 80 pl aufgefiillt wurde. Nach Zugabe von 2 pl
14C-Chloramphenicol wurde die Reaktion mit 20 il 4 mM Acetyl-Coenzym A (in 0.25 M
Tris pH 7.8) gestartet. Nach genau zwei Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von
1 ml Ethylacetat abgestoppt. Durch kurzes Mischen fiir 10 Sekunden wurde das
Chloramphenicol aus der wissrigen Phase extrahiert. Die Phasen wurden durch 3 min
Zentrifugieren wieder getrennt und die Ethylacetat-Oberphase abgenommen. Das Ethylacetat
wurde in einer Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Das Chloramphenicol wurde in 15 pl
Ethylacetat wieder gelost und punktweise auf eine Kieselgel-DC-Platte aufgetragen. Als
Laufmittel dienten 150 ml Chloroform:Methanol (9:1) in einer Glas-Chromatographie-
Kammer. Nach 50 min wurde die Chromatographie abgebrochen. Nach Lufttrocknung der
DC-Platte wurde diese auf einem Hyperfilm MP®, Amersham, bei -80°C mit Verstirkerfolie
iber Nacht exponiert.

Nach Entwicklung des Filmes konnte man die Lage der radioaktiven Flecken auf der DC-
Platte markieren. Das unacetylierte Chloramphenicol ist am unpolarsten und wandert daher
am wenigsten. Die 1'-acetylierte, die 3'-acetylierte und die 1',3'-diacetylierten Formen
wandern in der angegebenen Reihenfolge immer weiter. Zur Auswertung wurden die
unacetylierte Form und die acetylierten Formen ausgeschnitten und mit 5 ml Emulsifier
Safe® in einem Szintillationszihler 2 min gemessen. Nach Abzug des cpm-Hintergrunds
und der schon im Chloramphenicol von vornherein enthaltenen acetylierten Formen kann
berechnet werden, wieviel Prozent des Chloramphenicols acetyliert wurden. Weiterhin kann

man die spezifische Enzymakftivitit in pmolemg-lemin-1 berechnen, da bekannt ist, wieviel

35



pmol 14C-Chloramphenicol eingesetzt wurde (7000 pmol), wieviel Substrat in 120 min
acetyliert wurde und welche Proteinmenge eingesetzt wurde.

16. Extrakt-Priparation aus eukaryontischen Zellen

Gesamtzell-Extrakte

Extrakte wurden aus einer subkonfluenten 9 cm Petrischale (~5-10+106 Zellen) pripariert.
Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS (123 mM NaCl, 17 mM NasHPOy4, 2.5 mM
KH,POy4, pH 7.3) gewaschen, mit einem Gummischaber abgeschabt und in 100 ul
eiskaltem Lysispuffer (250 mM Tris pH 7.5, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM
PMSF) aufgenommen. Durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen im Trockeneis/Ethanol-
Bad wurden die Zellen aufgebrochen. Der Gesamtzell-Extrakt wurde durch 15 min
Zentrifugieren bei 13000xg von den Zelltriimmern befreit. Alle Schritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. DTT und PMSF wurde den Puffern frisch zugesetzt. Die Proteinkonzentration
der Extrakte wurde nach der Lowry-Methode (siehe unter CAT-Assay) bestimmt.

Kern-Extrakte

Extrakte wurden aus einer subkonfluenten 9 cm Petrischale (~5-10-106 Zellen) pripariert.
Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS (123 mM NaCl, 17 mM NayHPQq4, 2.5 mM
KH7POy4, pH 7.3) gewaschen, mit einem Gummischaber abgeschabt und in 100 ul
eiskaltem Zell-Lysispuffer (10 mM HEPES<KOH pH 7.9, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.5%
NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) aufgenommen. Nach exakt 5 min auf Eis wurden die
intakten Kerne der aufgebrochenen Zellen durch 5 min Zentrifugieren bei 1000xg vom
Cytoplasma-Extrakt abgetrennt. Der Cytoplasma-Extrakt wurde mit -;- Volumen Kern-Puffer
(250 mM Tris pH 7.5, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) verdiinnt und
nochmals 15 min bei 13000xg klar zentrifugiert. Die Kerne wurden einmal vorsichtig mit
Zell-Lysispuffer ohne NP-40 gewaschen und dann in 100 pl Kern-Puffer aufgenommen.
Durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen im Trockeneis/Ethanol-Bad wurden die Kerne
aufgebrochen. Der Kern-Extrakt wurde durch 15 min Zentrifugieren bei 13000xg von den

Kerntriimmern befreit.

Alternativ wurden in einigen Experimenten die Kerne in 50 pl Hochsalz-Kern-Puffer
(250 mM Tris pH 7.5, 600 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)
aufgenommen, durch Gefrierschock aufgebrochen, 30 min bei 140000xg zentrifugiert und
anschliefend mit dem gleichen Volumen 10 mM HEPES.KOH pH 7.9, 1 mM EDTA, 8%
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Glycerin, 1 mM DTT, 1 mM PMSF verdiinnt. Durch die Extraktion der Kerne mit 600 mM
KCI erhoht man noch etwas die Menge an Transkriptionsfaktoren im Extrakt (getestet im
"Bandshift"-Assay). Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. DTT und PMSF wurde den
Puffern frisch zugesetzt. Die Proteinkonzentration der Extrakte wurde nach der Lowry-
Methode (siehe unter CAT-Assay) bestimmit.

17. Konzentration einer Proteinlosung

Die wissrige Proteinlosung wurde mit % Volumen 50% TCA versetzt und die Proteine
20 min auf Eis gefillt. Alternativ wurde auch mit dem vierfachen Volumen Aceton 30 min
bei -80°C gefillt. Nach 30 min Zentrifugieren bei 13000xg wurde das Proteinpellet noch

zweimal mit 100% Ethanol gewaschen.

18. Proteingele

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (Laemmli, 1970)

Zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde ein 10%
Acrylamid-Gel mit einem 5% Kammgel benutzt, das zwischen zwei 14x15 cm grofie
Glasplatten gegossen wird. Die Glasplatten wurden durch 1 mm dicke Kunststoff-
Abstandshalter voneinander getrennt. Fiir 40 ml einer 10% Trenngel-Losung werden
13.2 ml einer deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8) Stammldsung mit 10 ml
1.5 M Tris pH 8.8, 16.6 ml Wasser und 0.2 ml 20% SDS in einer Saugflasche 2 min
entgast. Nach Zugabe und Mischen von 10 pl TEMED und 80 pl 10% Ammonium-
peroxodisulfat-Losung wurde das Gel bis zu einer Hohe von 1.5 cm unterhalb des Kamms
gegossen. Sofort nach dem Giellen wurde es mit 0.1% SDS iiberschichtet. Wenn nach 30
bis 45 min die Phasengrenze wieder erschien, war das Trenngel auspolymerisiert. Das SDS
wurde abgegossen und der Platten-Zwischenraum nach zweimaligen Spiilen mit Wasser mit
einem Papier getrocknet. Fiir das 5% Kammgel wurden 3.4 ml der deionisierten
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8) Stammlosung mit 5 ml 0.5 M Tris pH 6.8, 11.5 ml
Wasser und 0.1 ml 20% SDS zwei Minuten entgast und mit 20 pl TEMED sowie 100 pl
10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung versetzt. Das Kammgel wurde auf das Trenngel
gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach 15 min wurde der Kamm vorsichtig entfernt und
die Taschen sofort mit 1x Laemmli-Laufpuffer (25 mM Tris pH 8.3, 192 mM Glycin, 0.1%
SDS, pH 8.3) ausgespiilt. Die Gelplatte wurde dann senkrecht in eine Elektrophorese-
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Apparatur eingespannt. Als Anoden- und Kathodenpuffer dienten je etwa 400 ml
1x Laemmli-Laufpuffer. Es wurden dann 80 V angelegt, bis die Proben in das Kammgel
eingelaufen waren, 100 V bis die Proben im Trenngel waren und maximal 30 mA zur
Auftrennung im Trenngel bis zum Herauslaufen der Bromphenolblau-Bande aus dem Gel.
Uber Nacht wurden die Gele bei 40 V im Kiihlraum gefahren. Das Gel wurde dann von den
Glasplatten gelost, 10 min mit 10% Essigsdure fixiert, auf Whatman® 3MM-Papier gelegt,
mit Haushaltsfolie abgedeckt und in einer Geltrockner- Apparatur getrocknet. Das auf dem
Filterpapier festgetrocknete Gel wurde direkt auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm MP®,
Amersham) bei -80°C exponiert.

Gele mit 35S-markierten Proteinen wurden vor Trocknen mit PPO aktiviert. Dazu wurden sie
zundchst dreimal in je 1 1 DMSO fiir je 30 min zur Entwiésserung geschiittelt. Anschlieend
erfolgte die Aktivierung fiir mindestens 4 Stunden in einer Lésung von 22.2 g PPO in
100 ml DMSO. Danach wurde das geschrumpfte Gel unter flieBendem Wasser bis zur
Normalgrofle gewdssert.

In einigen Fillen wurde eine Mini-SDS-Gelapparatur der Firma Hoefer Scientific
Instruments mit einer Gelgroe von 10x 8.3 cm und einer Geldicke von 0.75 mm benutzt.

Coomassie-Blau-Farbung von Proteingelen

Das Proteingel wurde in Coomassie-Blau-Firbelosung (46% Methanol, 8% Essigsdure,
0.2% Coomassie Blau) unter leichtem Schwenken etwa 15 min gefdrbt und mit 20%
Methanol, 7% Essigsdure so lange unter 6fterem Wechsel der Entfiarbelosung entfirbt, bis

die Proteinbanden deutlich zu sehen waren.

Silber-Fiarbung von Proteingelen

Das Proteingel wurde fiir 2 Stunden in 50% Methanol fixiert. In der Zwischenzeit wurde
Losung A (1.6 g AgNO3 in 8 ml H2O 16sen) und Losung B (15.12 ml 1% NaOH mit
26.88 ml H7O versetzen und 2.8 ml konzentrierten Ammoniak zugeben) vorbereitet.
Losung C wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt: Losung A tropfenweise in Losung B
geben (wenn ein brauner Niederschlag auftritt, ist dieser mit konzentriertem Ammoniak
wieder aufzul6sen). Dann mit HyO auf 200 ml auffiillen und das Gel in dieser Losung
15 min fdarben. Danach wurde das Gel 5 min in HyO gewaschen und in Losung D (2.5 ml
1% Zitronensdure und 0.25 ml 38% Formaldehyd mischen und mit HpO auf 500 ml
auffiillen) entwickelt bis die Proteinbanden sichtbar wurden. Das Gel wurde dann sofort
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herausgenommen und in HyO gewaschen. (Fiir diese Farbemethode sind absolut saubere
GefidBe notig und das Gel darf nur mit Handschuhen beriihrt werden.)

19. Uberexpression von Proteinen in Bakterien und Priparation
der Fusionsproteine (modifiziert nach Hager und Burgess, 1980)

E. coli DHS Bakterien wurden mit den Plasmiden ATH2, TE-v-jun und TE—c-jun
transformiert. TE-v-jun und TE~c-jun sind Expressionsvektoren, die fiir ein Fusionsprotein
aus dem Amino-terminalen Bereich des Tryptophan-E Gens und dem gesamten vJun-Protein
bzw. der DNA-Bindedomidne von cJun kodieren (Angel et al., 1988a). ATH2 ist der
Kontrollvektor, der nur fiir den Tryptophan-E Anteil kodiert. Mit diesen Bakterien wurde
eine 10 ml Kultur mit M9-Medium (40 mM NaH,PO4, 22 mM KHpPO4, 19 mM NHyCl,
8.5 mM NaCl, 2 mM MgAcetat, 0.1 mM CaCly, 0.2% Glucose, 10 pg/ml Thiamin, 0.5%
Casaminosiure, 100 ptg/ml Ampicillin) mit 20 pg/ml Tryptophan (in DMSO) 24 Stunden bei
37°C unter Schiitteln inkubiert. Die Bakterien wurden dann 5 min bei 2000xg zentrifugiert,
mit M9-Medium ohne Tryptophan gewaschen und in 100 ml M9-Medium ohne Tryphtophan
bis zu einer Dichte von Egpo=0.5 wachsen gelassen. Bakterielle Proteine aus 500 pl dieser
Kultur und 500 pl von der ersten Kultur in tryptophan-haltigen Medium wurden nach
Aufbrechen der Zellen in Laemmli-Probenpuffer (62.5 mM Tris pH 6.8, 10% Glycerin, 2%
SDS, 5% [B-Mercaptoethanol, 0.02% Bromphenolblau) auf einem SDS-Gel aufgetrennt und

mit Coomassie-Blau gefirbt, um die Expression der transfizierten Plasmide zu kontrollieren.

Die Bakterien der 100 ml Kultur wurden 10 min bei 4000xg zentrifugiert. Der Bakterien-
Niederschlag wurde in 20 ml 10 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mg/ml
Lysozym, 1 mM PMSF aufgenommen und 30 min auf Eis inkubiert. Nach zweimaligen
Gefrierschock im Trockeneis/Ethanol-Bad wurde dreimal 30 Sekunden mit Ultraschall
behandelt (Stufe 6, pulse 50%). Die unloslichen Proteine wurden 10 min bei 8000xg
abzentrifugiert und der Niederschlag viermal unter gutem Schiitteln mit 10 mM Tris pH §,
500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40 gewaschen. Nach weiteren dreimaligen Waschen
mit 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40 wurde der Niederschlag aus unldslichen
Proteinen in 1.5 ml Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, 30 Sekunden mit Ultraschall
behandelt, 3 min gekocht und die Hilfte davon in die 12 cm breite Tasche eines 14x15 cm
groflen, 2 mm dicken 10% SDS-Gel aufgetragen. Zur spiteren Identifizierung der Proteine
wurde in eine Spur 1 pl Protein-Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Diese Spur wurde
nach Lauf des Gels abgeschnitten und mit Coomassie-Blau gefirbt. Der Rest des Gels
wurde 15 min bei 4°C in 0.25 M KCI, 1 mM DTT gefédrbt. Die weifle Bande, die den

{iberexprimierten Proteinen entsprach, wurde ausgeschnitten, zweimal 15 min in eiskaltem
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H70, 1 mM DTT gewissert und anschlieBend zerkleinert. Nach Zugabe von 2 ml
Elutionspuffer (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 % SDS, 5 mM DTT)
wurde eine Stunde bei RT unter Schiitteln inkubiert. Die Gelstiicke wurden iiber Glaswolle
filtriert, mit 500 pl Elutionspuffer nachgespiilt und die eluierten Proteine mit dem vierfachen
Volumen Aceton ausgefillt. Nach 30 min Zentrifugieren bei 13000xg, Waschen mit 80%
Aceton/20% 10 mM HEPES-KOH pH 7.9, 1 mM EDTA wurde der Protein-Niederschlag
getrocknet. Die Proteine wurden dann in 200 pl 6 M Guanidinium+HCl, 10 mM HEPES
pH 7.9, 60 mM KCl, 1 mM EDTA gelost, 30 min bei RT inkubiert und 5 min bei 13000xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber 1.5 ml Sephadex® G25 (dquilibriert in 10 mM
HEPES pH 7.9, 60 mM KCl, 1 mM EDTA) filtriert. Nach Zugabe von Glycerin zu einer

Konzentration von 10% wurde 12 Stunden bei 4°C renaturiert.

20. 35S-Markierung von Proteinen

Eine 9 cm Petrischal: wurde mit 1.8¢106 Zellen angesetzt und nach 24 Stunden einen Tag in
Medium mit 0.5% FCS gehungert. AnschlieBend wurde mit PBS (123 mM NadCl, 17 mM
NayHPOy4, 2.5 mM KH2POy4, pH 7.3) gewaschen und Medium ohne Methionin mit 0.5%
FCS fiir 2 Stunden auf die Zellen gegeben. Danach wurden die Zellen mit 4 ml dieses
Mediums und 60 ng/ml TPA fiir 45 min inkubiert, bevor 500 Ci L-35S-Methionin zugesetzt
und weitere 45 min inkubiert wurden. Dann wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, in PBS abgeschabt, 3 min bei 1000xg (4°C) zentrifugiert und in 800 pl
eiska’tem RIPA-Puffer (10 mM Tris pH 8.0, 140 mM NaCl, 0.025% NaN3, 1% Triton®
X-109, 1% DOC, 0.1% SDS, 10 mM NaMOy, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin,
1 pg/ml Aprotinin, 100 pM Benzamidin) aufgenommen. Nach 30 min Inkubation auf Eis
wurde 30 min bei 140000»g (4°C) zentrifugiert und der Uberstand bei -80°C eingefroren.

21. Immunprizipitation

25% des RIPA-Extrakts einer 9 cm Petrischale (siehe oben) wurde fiir zweimal eine Stunde
mit 1 pl Kontroll-Kaninchenserum und 10 pl Protein A-Sepharose (1:1 mit TSA (10 mM
Tris pH 8.0, 140 mM Na(l, 0.025% NaN3) dquilibriert) unter Rotieren bei 4°C inkubiert.
Nach 15 Sekunden Z:ntrifugieren bei 10000xg wurde der Uberstand mit 1 pl polyklonalen
Kaninchenserum oder 1 pl Maus-Ascites-Antikérper und 10 pl Protein A-Sepharose (1:1 mit
TSA dquilibriert) fiir 2 Stunden unter Rotieren bei 4°C inkubiert. Die Protein A-Sepharose
wurde 15 Sekunden bei 10000xg zentrifugiert und mit folgenden Puffern je einmal
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gewaschen: @ 10 mM Tris pH 8.0, 140 mM NaCl, 0.025% NaN3, 1% Triton® X-100; @
10 mM Tris pH 8.0, 140 mM NaCl, 0.025% NaN3, 1% Triton® X-100; ® 10 mM Tris
pH 8.0, 140 mM NaCl, 0.025% NaN3; @ 50 mM Tris pH 6.8. Vor dem letzten Wasch-
Schritt wurde das Reaktionsgefdl gewechselt. Nach dem letzten Wasch-Schritt wurde das
Pellet mit einer Kaniile (0.40x21 mm) trockengesaugt und in 40 pl 1x Laemmli-
Probenpuffer (62.5 mM Tris pH 6.8, 10% Glycerin, 2% SDS, 5% B-Mercaptoethanol,
0.02% Bromphenolblau) aufgenommen. Nach 3 min Kochen wurden die Proben zusammen
mit 2 pl 14C-methylierten Proteinen als Lingenstandard auf einem 14x15 cm groBen 10%
SDS-Gel aufgetrennt, mit PPO aktiviert und auf Hyperfilm MP®, Amersham, bei -80°C mit

Verstirkerfolie exponiert.

22. Proteinbindung an DNA, in-vitro

DNA-Affinitdtschromatographie

Cyanbromid-aktivierte Sepharose wurde mit multimerisierten Oligonukleotiden nach dem
Protokoll von Kadonaga und Tjian (1986) gekoppelt. Die in dieser Arbeit verwendeten
Affinitdtssdulen wurden von S. Gebel und W. Kugler, Karlsruhe zur Verfiigung gestellt.
Die Sdule wurde durch zweimal Waschen in Regenerationspuffer (5 mM Tris pH 7.6,
2.5 M Na(Cl, 0.5 mM EDTA), zweimal Waschen in Aufbewahrungspuffer (10 mM Tris
pH 7.6, 0.3 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.03% NaN3), dreimal Waschen in Bindepuffer
(10 mM HEPES<KOH pH 7.9, 60 mM KCl, 1 mM EDTA) vorbereitet. Zur Verarmung von
Extrakten an Transkriptionsfaktoren wurde 250 pg Kernextrakt in 250 pul 10 mM
HEPES<KOH pH 7.9, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF mit 2 ug poly
(dIdC) 10 min bei 4°C inkubiert und dann mit 30 pl Sdulenmaterial (~30 ng gekoppeltes
Oligonukleotid) versetzt. Nach einer Stunde Rotation bei 4°C wurde 15 Sekunden mit
10000xg zentrifugiert und die Inkubation des Uberstandes mit frischem S#ulenmaterial

zweimal wiederholt.

"Bandshift"-Analysen

5 ug Kernextrakt wurden mit 0.5 pg poly (dIdC) in 16 pl 10 mM HEPES-KOH pH 7.9,
60 mM KCI, 1 mM EDTA, 4% Ficoll 400, 1 mM DTT 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden 2 fmol radioaktiv markiertes Oligonukleotid (~20000 cpm) in 4 ul des
obigen Puffer zugegeben und weitere 30 min bei RT inkubiert. Die Ansidtze wurden dann
direkt auf ein 14x15 cm grofles 4% Acrylamid-Gel (30:0.8) in 0.25x TBE aufgetragen.
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Laufpuffer war ebenfalls 0.25x TBE. Die Elektrophorese erfolgte mit 10 V/cm bei RT bis die
Bromphenolblau-Bande eines parallel aufgetragenen Farbmarkers 6 cm zuriickgelegt hatte.
Das Gel wurde dann 10 min in 10% Essigsdure fixiert, auf einem Whatman® 3MM-Papier
getrocknet und auf Hyperfilm MP®, Amersham, bei -80°C exponiert. "Bandshift"-Analysen
von DNA-affinititsgereinigtem NF-xB wurden in 12 mM HEPESeNaOH pH 7.9, 4 mM
Tris pH 7.9, 60 mM KCl, 5 mM MgCly, 0.6 mM EDTA, 12% Glycerin, 5 mM DTT,
3 mM GTP, 5 ug BSA durchgefiihrt.

"UV-Crosslink" von Proteinen mit DNA

400 pg Kernextrakt wurden mit 10 pg poly (dIdC) in 300 pul 10 mM HEPES-KOH pH 7.9,
60 mM KCl, 1 mM EDTA, 4% Ficoll 400, 1 mM DTT 5 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurden 800 fmol radioaktiv markiertes Oligonukleotid zugegeben und weitere
30 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 10 pg poly (dIdC) wurden die Ansitze
als Tropfen auf Parafilm® fiir 20 min auf Eis mit UV 254 nm bestrahlt (~200 kJ/m?). Nach
Erhohen der Salzkonzentration mit NaCl auf 140 mM wurden die Proben immunprizipitiert
(4 ul Antikorper) und auf einem 10% SDS-Gel aufgetrennt.
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ERGEBNISSE

1. DNA-Schaden als Zwischenprodukt in der Aktivierung von
Genen durch UV

UV-Bestrahlung von Sidugetier-Zellen fiihrt zu einem Anstieg der RNA-Mengen einer
Vielzahl von Genen (Ubersicht in Kaina et al., 1989b): Metallothionein (Abb. 2, und Angel
et al., 1986; Fornace Jr. et al., 1988); Collagenase (Abb. 1-4, und Angel et al., 1987a);
HIV-1 (Abb. 3, 4, und Stein et al., 1989b; Valerie et al., 1988); c-jun (Abb. 3, 4) und c-fos
(Abb. 1, und Angel et al., 1985). UV muB daher in der Zelle eine Signalkette in Gang
setzen, die an den entsprechenden Genen endet. Was ist das primire Ereignis fiir die
Auslosung der UV-Antwort?

Aktionsspektrum der UV-induzierten Genexpression

UV kann nur dann Wirkung im chemischen/biochemischen Bereich zeigen, wenn UV-
Energie absorbiert wird. Eine Reihe von Molekiilen mit chromophoren Gruppen kommt
daher als "Rezeptor" der UV-Strahlung in Frage. Dies konnen Substanzen mit aromatischen
Ringsystemen oder konjugierten Doppelbindungen wie Nukleinsduren, Pyrrol-Ringe,
tyrosin-haltige Molekiile und Steroide, also Substanzen, die sowohl im Zellkern, im
Cytoplasma als auch in der Zellmembran zu finden sind, sein. Jede dieser Substanzen ist
durch ein charakteristisches UV-Absorptionsspektrum ausgezeichnet. Um festzustellen,
welche davon in Frage kommen, die Signalkette zu den UV-induzierbaren Genen auszu-
16sen, wurde ein Aktionsspektrum der UV-induzierten Genexpression, das mit dem Absorp-
tionsspektrum des verantwortlichen Molekiils iibereinstimmen sollte, gemessen. Dafiir
wurden primére menschliche Fibroblasten oder HeL.a Zellen mit monochromatischem UV
der Wellenldnge 240 nm bis 303 nm sowie 345 nm und 360 nm bestrahlt (Abb. 1). Die UV-
Bestrahlung mit dem kontinuierlichen Spektrum von 240 bis 303 nm wurde am Institut fiir
Strahlenbiologie, Giessen bei J. Kiefer durchgefiihrt. Technische Details sind in Materialien
und Methoden erldutert. Es wurde fiir jede Wellenlidnge eine Dosis-Optimumskurve der
Genaktivierung aufgenommen. Dazu wurden die Transkripte der endogenen Collagenase
und des c-fos Gens bestimmt sowie die CAT-Aktivitdt von transient transfizierten
Collagenase— und HIV-1 CAT-Konstrukten. Beispiele fiir Dosis-Optimumskurven sind in
Abb. 2 zusehen. Die relative Genaktivitdt pro Quantum, erhalten mit einer halb-maximalen
Dosis, wurde dann gegen die Wellenlidnge aufgetragen (Abb. 1). Es war aus technischen
Griinden nicht immer moglich, fiir jede Wellenldnge eine vollstdndige Dosis-Optimumskurve
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Abb. 1 Aktionsspektrum der UV-induzierten Genexpression. Es wurde die Effizienz der Bestrahlung mit
verschiedenen Wellenlingen in der Genaktivierung bestimmt, Die relative Aktivitit pro Quantum, erhalten
mit einer halb-maximalen Dosis, wurde gegen die Wellenlinge aufgetragen. Die Genaktivitit wurde durch S1

Nuklease-Kartierung (Berk und Sharp, 1977) von polyA*-RNA des endogenen c-fos und Collagenase Gens
(in primiren menschlichen Hautfibroblasten) gemessen (Stein et al., 1989b). Die RNA wurde 45 min (zur
Bestimmung der c-fos mRNA) und 36 h (zur Bestimmung der Collagenase mRNA) nach Bestrahlung der
Zellen pripariert. Fiir Kontrolle auf gleiche RNA-Menge wurde die RNA auch mit einem ¢cDNA-Klon
hybridisiert, der von einem Gen stammt, das nicht durch UV beeinfluBit wird (K7; Angel et al., 1986). Die
HIV-1-Aktivitdt eines transient transfizierten HIV-1 CAT-Konstrukts (-121/+232 HIV-1 CAT) in HeLa
Zellen wurde im CAT-Assay bestimmt. Das Aktionsspektrum der Zellabttung (Chinesische Hamster Zell-
Linie V79) wurde von Zolzer und Kiefer (1984) nachgezeichnet. Die Zellen wurden bestrahlt wie in
Materialien und Methoden beschrieben.

zu messen, was zu geringen Fehlem bei der Bestimmung der halb-maximalen Dosis fithren

konnte.

Die Aktionsspektren der Aktivierung aller hier untersuchter Gene zeigen ein Optimum bei
265 bis 275 nm und fallen zu lingeren Wellenldangen steil ab. Schon bei 280 bis 290 nm
erreicht man nur noch halb-maximale Genaktivierung und bei 345 und 360 nm erhilt man
mit UV-Dosen bis zu 2000 J/m? keine Genaktivierung mehr. Eine Lampe, die Strahlung im
sichtbaren Bereich ohne UV abgab, verursachte mit Dosen bis zu 600000 J/m? keine
Aktivierung der oben erwihnten Gene. Die Spektren zwischen 240 und 303 nm stimmen mit
dem Spektrum der Zellabtotung iiberein, das mit derselben UV-Bestrahlungsquelle erhalten
wurde (Abb. 1; nachgezeichnet von Zdlzer und Kiefer, 1984), und mit dem Spektrum der
Thymidin-Dimer-Bildung (Rosenstein und Mitchell, 1987). Das Absorptionsspektrum von
isolierter DNA oder die Inaktivierung von Phagen haben dagegen ein zu 260 nm
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verschobenes Optimum (Daten nicht gezeigt). Dieser Unterschied wird einer bevorzugten
Absorption von kurzwelligem UV im Cytoplasma zugeschrieben, was ein Kern-DNA-
Absorptionsspektrum zu lingeren Wellenldngen verschiebt (Sakharov und Blokhin, 1983).
Die Daten der Aktionsspektren lassen darauf schlieen, dal nukleinsdure-haltige Molekiile
wie DNA oder RNA, aber auch NAD und andere aromatische Verbindungen in der UV-
Aktivierung eine Rolle spielen konnen. Die Absorption durch typische Membranbestandteile
wie Proteine und Substanzen mit konjugierten Doppelbindungen, die zu anderen
Wellenldngen verschobene Optima der Absorption haben, kann dagegen ausgeschlossen
werden (Rao, 1961).

Dosis-Effektkurven der Genexpression in Zellen mit einem DNA-

Reparaturdefekt

Als Konsequenz der absorbierten UV-Strahlung entstehen hauptsichlich Thymin-Dimere
und Pyrimidin-Pyrimidon-(6-4)-Photoprodukte in der DNA. Es war daher naheliegend zu
untersuchen, ob der UV-induzierte DNA-Schaden ein notwendiges Zwischenprodukt in der
Genaktivierung ist. Dazu wurden Dosis-Effektkurven der Genaktivierung in priméren
menschlichen Hautfibroblasten von einer gesunden Person und von einem Patienten mit
Xeroderma pigmentosum Gruppe A (XPA) bestimmt. XPA-Zellen unterscheiden sich von
den gesunden Zellen lediglich darin, da3 UV-induzierte DNA-Schiden nicht repariert
werden konnen (Cleaver, 1969). Deshalb sollte in diesen Zellen eine niedrigere UV-Dosis
als in den gesunden Fibroblasten ausreichen, um eine gewisse Zeit nach der Bestrahlung die
gleiche Menge an DNA-Schiden in der Zelle vorzufinden (Miskin und Ben-Ishai, 1981;
Schorpp et al., 1984). '

Fiir alle hier untersuchten Gene wurde ein deutlicher Unterschied in der Dosis-Effektkurve
beobachtet. In XPA-Zellen ist eine Dosis von 2 bis 5 J/m? fiir eine optimale Induktion
ausreichend, wihrend in den Wildtyp-Zellen eine rund 10 fach hohere Dosis notig ist
(Abb. 2). Dies trifft sowohl fiir die Aktivierung der endogenen Collagenase und Metallo-
thionein Gene (Abb. 2, Collagenase, Metallothionein-IIA), als auch fiir ein transient
transfiziertes HIV-1 CAT-Konstrukt (Abb. 2, HIV-1) und Collagenase CAT-Konstrukt
(Daten nicht gezeigt) zu. Diese Daten sprechen fiir DNA als primérer "Rezeptor” von UV
und fiir die Beteiligung eines DNA-Schadens in der UV-induzierten Genaktivierung.

Ahnlich wie UV konnen auch andere DNA-schidigende Agenzien die Expression von
Genen erhshen. Mitomycin C (MMC), y-Bestrahlung und 4-Nitroquinolinoxid (NQO) sind
Beispiele dafiir. Fiir mehrere Gene wurde eine transkriptionelle Aktivierung durch diese
Agenzien beschrieben (Angel et al., 1986; Rahmsdorf et al., 1982; Valerie et al., 1988).
Beispiele werden in dieser Arbeit gezeigt (Tabelle 1 auf Seite 54, Abb. 5SB).
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Der durch die Behandlung der Zelle mit DNA-schidigenden Agenzien verursachte DNA-
Schaden ist ausreichend fiir die Auslésung der UV-Antwort. Die direkte Behandlung kann
auch durch das Einbringen von UV-bestrahlten oder carcinogen-geschidigten irrelevanten
DNA-Sequenzen ersetzt werden (Mai et al., 1989). Damit ist auch gezeigt, da3 der Ort des
DNA-Schadens und der Ort der Genaktivierung unterschiedlich sein kénnen.

Die entstandenen DNA-Schiden werden durch Reparaturenzyme erkannt und durch Repara-
turprozesse wieder entfernt. Dabei kann es zu weiteren Anderungen in der DNA-Struktur
kommen. Diese sekundiren Anderungen der Struktur spielen aber vermutlich keine Rolle fiir
die UV-Antwort, da in XPA-Zellen diese Prozesse nicht ablaufen konnen. Das auslosende
Signal ist moglicherweise die gednderte DNA-Struktur nach Einwirkung der DNA-
schiddigenden Agenzien. Eine Blockierung der Replikation der DNA kann ausgeschlossen
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werden, da Induktion durch UV von mindestens sechs Genen (c-fos, c-jun, Collagenase,
Metallothionein, HIV-1, SV40) auch in sich nicht-teilenden Zellen nachgewiesen wurde
(Kaina et al., 1989b; Stein et al., 1989b; und unverdffentlicht).

2. Transkriptionelle Regulation der UV-aktivierbaren Gene

In UV-bestrahlten Zellen ist die Menge an RNA des endogenen Collagenase und c-jun Gens
sowie eines transient transfizierten HIV-1 und Collagenase CAT-Konstrukts erhoht (Abb. 3,
4). Ursache dafiir kann eine verstdrkte Transkription der entsprechenden Gene sein, UV
konnte aber auch die Lebenszeit der RNA erhdhen oder die transkriptionelle Verlingerung
der RNA (Elongation) beeinflussen.

Um dies aufzukldren, wurde die UV-Induktion von chimidren Genkonstrukten untersucht.
Diese bestehen aus der 5° flankierenden Region der UV-induzierbaren Gene (c-jun,
Collagenase, HIV-1), ihrem eigenen oder einem heterologen Promoter und dem bakteriellen
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Reportergen. Die Konstrukte wurden in ver-
schiedene Zellen transient transfiziert und entweder die Menge an CAT-RNA oder die CAT-
Enzymaktivitdt gemessen. In allen Féllen wurde die Expression dieser Konstrukte durch UV
erhoht, die Expression der entsprechenden Plasmidvektoren blieb aber unbeeinfluf3t (Abb.
3-10). Damit kann eine Erhohung der Lebenszeit der CAT-RNA durch UV ausgeschlossen
werden. Der 5” nicht-translatierte Bereich der drei Gene kann ebenfalls keinen Einfluf} auf
die Lebenszeit oder Elongation der RNA haben, da die Expression von Konstrukten wie
-76/+232 HIV-1 CAT (Abb. 5, 6), -60/+63 Coll CAT (Abb. 8), -18/+170 c-jun CAT (Abb.
10) nicht durch UV erhoht wird. Dies bedeutet, da3 die UREs dieser Gene im verwendeten
57 flankierenden Bereich lokalisiert sind (Abb. 5-10) und zeigt, daB3 die Gene transkriptionell

reguliert werden.

Die RNA-Akkumulation des endogenen c-jun Gens nach UV-Bestrahlung ist relativ schnell
und dhnlich der des c-fos Gens (Biischer et al., 1988). Das Optimum der RNA-Menge nach
UV- oder Phorbolester-Behandlung liegt etwa bei einer Stunde (Abb. 3A, 4). UV aktiviert
c-jun viel stirker als Phorbolester. Wie bei c-fos (Rahmsdorf et al., 1987) kommt es bei
Blockierung der Proteinsynthese zu einer Anhdufung der RNA infolge einer Erh6hung der
sonst kurzen Halb-Lebenszeit und Blockierung der schnellen Abschaltung der Transkription
(Abb. 3A, rechter Teil; und Herrlich et al., 1989a).

Im Gegensatz dazu ist die Anhdufung von RNA des endogenen Collagenase Gens verzogert
(Abb 3B, 4). Die RNA stammt aus der gleichen Prédparation wie die in Abb. 3A getestete
RNA. Die Akkumulation von RNA nach UV-Bestrahlung ist wesentlich kleiner als nach

47



A

uy TPA +An.
T 1 1 ' 1
00 30760 2n 4h Bh O 307 & 2h 4n Bh Kon UV TPAKon UVTPA &0

G © - fUN

Uv TPA

i it i
030 60" 2h 4h Bh 24h O 3 607 2 4h Bh 2¢h

endogene
Collagenase

C
a 30 60° 2h 4h
i i 3 { ) 1

< <« <

a o o

- - -
234

e |V i

213

@_,,CO“.,

Abb. 3 UV- und Phorbolester-induzierte Anhdufung von HIV-1- und Collagenase-Promoter kontrollierter
CAT-mRNA sowic mRNA der endogenen Collagenase und c-jun Gene. HelLa Zellen wurden transient
transfiziert mit 5 pg -121/+232 HIV-1 CAT und 5 pg 5x(-73/-65) ColltkCAT und mit 60 ng/ml
Phorbolester (TPA) oder 20 J/m? UV (254 nm) induziert bzw. nicht behandelt (Kon). Nach den angegebenen
Zeiten wurde die gesamte cytoplasmatische RNA pripariert. (A) Die RNA (20 pg) wurde zum Nachweis von
endogener c-jun—Transkription durch SP6 Polymerase-Kartierung mit der c-jun SP6-Probe hybridisiert. Von
der RNA-Priparation 2 h nach TPA-Behandlung ist etwas verloren gegangen, was in Abb. 4 ausgeglichen
wurde. Im rechten Teil der Abbildung wurde die UV und Phorbolester (TPA) induzierte Anhdufung von c-jun—
RNA in An- oder Abwesenheit von 100 UM Anisomycin (An) untersucht. Die RNA wurde 60 min nach
Induktion pripariert. (B) 20 ug der gleichen RNA-Priparation aus obigen transfizierten Zellen wurde auf
Aktivitdt des endogenen Collagenase Gens durch SP6 Polymerase-Kartierung mit der Coll SP6-Probe
untersucht. (C) 20 pg der gleichen RINA-Priparation aus obigen transfizierten Zellen wurde durch SP6
Polymerase-Kartierung auf Aktivitit der transfizierten CAT-Konstrukte analysiert (HIV-1 SP6-Probe, tkCAT
SP6-Probe). Im rechten Teil der Abbildung wurde die UV-induzierte Anhdufung von HIV-1-RNA in An- oder
Abwesenheit von 10 pg/ml Cycloheximid (Cx) untersucht. Die RNA wurde 9 h nach UV-Bestrahlung
prépariert.
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Phorbolester-Behandlung, weshalb eine genaue Aussage iiber den Zeitpunkt des Beginns
der Transkription nicht moglich ist. Ein linearer Anstieg der RNA-Menge ist ab zwei
Stunden nach UV-Bestrahlung zu beobachten (Abb. 4) und hilt bis zu 24 Stunden an,
wihrend die RNA-Menge nach Phorbolester-Behandlung der Zelle nach acht Stunden schon
- wieder abnimmt (Abb. 3B). Die Transkription nach Phorbolester-Behandlung beginnt nach
30 min, der groBere Anstieg in der RNA-Menge ist wie nach UV-Bestrahlung erst nach 2
Stunden zu beobachten und zu etwa 80% von Protein-Neusynthese abhidngig (Angel et al.,
1987a; Jonat et al., 1989; und B. Stein, unverdffentlicht).

Ein transient transfiziertes minimales Collagenase CAT-Konstrukt, das nur aus fiinf Kopien
der Sequenz zwischen den Positionen -73 und -65 (5x(-73/-65) ColltkCAT) besteht, zeigt
ebenfalls schon 30 min nach UV- oder Phorbolester-Behandlung der Zelle einen deutlichen
Anstieg in der RNA-Menge mit einem Maximum nach ein bis zwei Stunden (Abb. 3C).
Dieser Anstieg wird jedoch nicht durch Hemmstoffe der Proteinsynthese blockiert (Daten
nicht gezeigt). Dies bedeutet, daB fiir dieses minimale Konstrukt die UV-Antwort schnell
und direkt erfolgt.

In der 5” flankierenden Region des Collagenase Gens gibt es zusitzlich noch modulierende
Sequenzen, die die Induktion durch UV und Phorbolester verstirken. Diese Sequenzen sind
zwischen den Positionen -139 und -73 lokalisiert. Es scheint, dafl diese Elemente nur bei
fortlaufender Proteinsynthese funktionieren, da die UV- und Phorbolester-vermittelte
Expression von gréBeren Promoter-Konstrukten (die diese(s) Element(e) enthalten) sowie
des endogenen Gens durch Proteinsynthese-Hemmstoffe zu etwa 80% reduziert wird,
ndmlich auf das Niveau, das mit dem Minimal-Konstrukt (5x(-73/-65) ColltkCAT) alleine
erreicht wird (Jonat et al., 1989; und B. Stein, unverdffentlicht).

HIV-1-Transkription von einem transient transfiziertem Konstrukt (-121/+232 HIV-1 CAT
in Abb. 3C, 4) ist schon 30 min nach UV-Bestrahlung nachweisbar. Nach etwa zwei
Stunden ist das Maximum der CAT-RNA-Menge erreicht. Die HIV-1-RNA startet an der
Initiationsstelle, die auch im Virus benutzt wird. Eine dhnliche schnelle Antwort wird nach
Phorbolester-Behandlung der Zellen erreicht (Abb. 3C, 4). Die UV-Induktion ist auch in
Anwesenheit von Hemmstoffen der Proteinsynthese moglich (Abb. 3C, rechter Teil).

Durch diese Untersuchungen konnte also gezeigt werden, dafl die UV-Antwort des
endogenen c-jun Gens sowie transient transfizierter Minimal-Konstrukte mit Sequenzen aus
dem HIV-1-Enhancer oder dem Collagenase—Enhancer schnell (innerhalb von 30 Minuten)
und direkt (ohne Neusynthese von Proteinen) erfolgt. Die Aktivierung der endogenen
Collagenase durch UV wird in Anwesenheit von Proteinsynthese durch noch nicht
identifizierte DNA-Elemente verstarkt.
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3. Identifizierung unterschiedlicher UREs in HIV-1, Collagenase
und c-jun

Da die Expression von transient transfizierten chimiren Genkonstrukten durch UV-
Bestrahlung der Zelle erhoht werden kann, ist es moglich, durch fortschreitende Deletionen
die cis-wirkenden Elemente auf der DNA, die den Genen die Fiahigkeit zur Antwort auf UV

verleihen, einzugrenzen.

Das URE von HIV-1 ist der HIV-1-Enhancer

Die Expression eines HIV-1 Promoter-CAT-Konstrukts (-633/+80), das den gesamten
HIV-1 LTR sowie einige env-Sequenzen enthilt (Nabel und Baltimore, 1987), ist in HeLa
Zellen durch UV, Phorbolester und NQO 7-15 fach induzierbar (Abb. 5B; Stein et al.,
1989a; Stein et al., 1989b). Ahnliche Ergebnisse wurden in menschlichen Fibroblasten und
lymphoiden Zellen erhalten (Daten nicht gezeigt). Das Entfernen der Trans-Aktivator-Region
(tar, Position -17 bis +80; Rosen et al., 1985) hat keinen Einfluf} auf die UV-Induzierbarkeit
(vergleiche -121/+232 und -121/+80 mit -121/+5 in Abb. 5A und 6). Zwei weitere cis-
wirkende DNA-Elemente, die die Expression von HIV-1 erniedrigen sollen (zwischen den
Positionen -340 und -185; Rosen et al.,, 1985 und zwischen den Positionen -173 und -159;
Garcia et al., 1987), sowie eine potentielle AP-1-Bindestelle (zwischen den Positionen -357
und -316; Franza Jr. et al., 1988) zeigen ebenfalls keinen signifikanten Einfluf} auf die
Induzierbarkeit durch UV oder Phorbolester (vergleiche -633/+80 mit -121/+232 oder
-121/+80 in Abb. 6).

Mutationen im HIV-1-Enhancer zerstoren dagegen die Antwort des Gens auf UV. Der
HIV-1-Enhancer ist notig fiir die basale Expression (Rosen et al., 1985) und die
Phorbolester-vermittelte Induktion (Dinter et al., 1987; Kaufman et al., 1987). Der HIV-1-
Enhancer vermittelt weiterhin Induktionen durch TNF-o (Duh et al., 1989; Israél et al.,
1989; Lowenthal et al., 1989), IL-1, cAMP (Osborn et al., 1989; Shirakawa et al., 1989)
und durch Signale, die von einem intrazelluldren Parasiten abgegeben werden (Ivanov et al.,
1989). Er besteht aus zwei fast identischen Kopien eines Sequenzmotivs (xB-Enhancer),
das urspriinglich im Promoter des Gens, das fiir die Leichte-Kette der kappa-Immuno-
globuline kodiert, gefunden wurde (Picard und Schaffner, 1984; Sen und Baltimore, 1986).

Deletion von beiden xB-Sequenzmotiven (-76/+232) oder Punktmutationen in beiden (mut
-633/+80) reduzieren die basale Expression von HIV-1 und fithren zum Verlust der
Aktivierbarkeit durch UV und Phorbolester (Abb. 5, 6). Wenn auch noch die drei Spl-
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A
-121/+232 -91/+232 -76/+232 -65/+232  -29/+232 -121/4+20 -~121/+5

4 ik iy [ 3] LR} L 3 ] 1% ¥
Kon UV Kon UV Kon UV Kon Uy Kon UY Kon UV Kon UV

ee®

B .633/480 HIV-1 CAT -633/+80 mutHIV-1 CAT

"Kon TPA UV NOO EtOH Kon TPA UV NGO EtOH

Abb. 5 Der HIV-1 Enhancer rcagicrt auf UV, Phorbolester und NQO. (A) Von den angegebenen HIV-1
CAT-Konstrukten wurden je 10 pg transient in Hela Zellen transfiziert. Dic Zcllen wurden mit UV
(20 J/mZ, 254 nm) bestrahlt oder blicben unbehandclt (Kon). Dic CAT-Aktivitit wurde 42 h nach Induktion
bestimmt. (B) Dic experimentellen Bedingungen waren wie in Teil A, -633/4+80 mutHIV-1 CAT cnthilt
Punktmutationen in beiden Enhancer-Motiven (Nabel und Baltimore, 1987). TPA-Bchandlung war mit
60 ng/ml, NQO-Bchandlung mit 1.3 uM. EtOH war das Losungsmittel fiir NQO.

Bindestellen (Harrich et al., 1989) entfernt werden (-29/+232), ist keine basale Expression
mehr mefBbar. Nur Konstrukte, die mindestens eines der Enhancermotive enthalten (z.B.
-121/+4232, -91/+4232, -121/+5, -633/+80), sind durch UV aktivierbar.

Die UV-Induktion des HIV-1 LTR iiber die beiden Enhancermotive (Abb. 11) ist spezifisch,
da die enhancer-losen HIV-1 Promoter-Mutanten (mut-633/+80, -76/+232) zwar noch eine
mef3bare basale Expression haben, diese aber nicht durch UV beeinflufit wird. Die hier
gezeigten Aktivierungen durch UV konnen daher nicht auf einer Erhéhung der Stabilitit der
CAT-RNA oder des CAT-Proteins beruhen. Promoter-Konstrukte mit cis-wirkenden
Elementen fiir eine Reihe anderer Transkriptionsfaktoren, z.B. der Herpes simplex Virus
Thymidinkinase (tk) Promoter, der Rous Sarkoma Virus (RSV) LTR oder Maus Mammary
Tumorvirus (MMTYV) LTR, reagieren nicht auf UV (Daten nicht gezeigt), was die Spezifitit
der kB-Enhancer-vermittelten UV-Induktion zeigt.

Um zu beweisen, dafl der HIV-1-Enhancer nicht nur nétig sondern auch ausreichend fiir die
UV-Induktion ist, wurde ein synthetisches Oligonukleotid, das beide Enhancermotive von
den Positionen -105 bis -79 enthilt, in beiden Orientierungen vor die TATA-Box des
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Xenopus Albumingens kloniert. Diese Konstrukte sind durch UV aktivierbar, der Vektor
dagegen nicht (Abb. 6).

CAT Aktivitit (pmol mg ' min’)

Kon A Induktion
79.2 886.9 11.2
2.9 3.9 1.3
79.3 10?3.0 13.0
11.1 107.0 9.6
2.2 2.8 1.3
<0.5 <0.5
<0.5 <0.5
41.6 256.7 6.2
250.4 1629.0 6.5
79.9 1165.0 14.6
641.6 3139.0 4.9

) : TATA e

\\ ,,»~—~-@ 280.0  2861.2 10.2
TATA
@ 3.5 3.7 1.1

Abb. 6 Eingrenzung des URE im HIV-1 LTR. Ein schematischer Aufbau des HIV-1 LTR mit einigen
wichtigen DNA Elementen ist gezeigt. @Enhancer-Mou’fc, Spl-Bindestel]en,l TATA-Box,
tar-Region, s nicht-translatierter Bereich aus dem HIV-1 LTR mit 57 und 3” Deletions- Endpunkt, 3
Punktmutationen im HIV-1-Enhancer (-104 GGG -102 - CTC; -90 GGG -88 —» CTC). Die CAT-kodier-
ende Region und der Xenopus Albumin-Promoter (TATA) sind angegeben. Die verschiedenen HIV-1 CAT-
Konstrukte wurden transient in HeLa Zellen transfiziert und 42 h nach UV-Bestrahlung die CAT- Aktivitit
bestimmt. Gezeigt sind die Ergebnisse eines reprisentativen Experiments. Alle Transfektionen wurden mehr-
fach wiederholt mit dhnlichem Ergebnis,
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Tabelle 1 MMC und NQO aktivieren die UREs von HIV-1, Collagenase und c-jun

CAT Plasmid Kon MMC NQO
-121/4232 HIV 58,3 308,9 (5,3)
-76/+232 HIV 2,5 1,1 (0,5)
-105/-79 HIV TATA 398,44 3572,1  (8,8) 30724 (7,9)
TATA 7,7 1,9 (0,2) 1,5 (0,2)
5x(-73/-65) Coll tk 19,0 81,4 (4,3)
tk 3,3 0,9 (0,3)
-1600/+740 c-jun 4,4 85,3 (19,6) 46,0 (10,6)
-79/+170 c-jun 0,24 0,63 (2,6) 0,90 (3,2)
-79/+170 m1.URE c-jun <0,1 <0,1 <0,1

HeLa Zellen wurden mit je 10 pg der angegebenen CAT-Konstrukte transient transfiziert. 8 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit 10 pg/ml MMC oder 1.3 pM NQO induziert oder blieben unbehandclt
(Kon). Die CAT-Aktivitit wurde 42 h spiiter bestimmt. Die angegebenen Werte sind CAT-Aktivititen in
pmolemg-lemin-1 mit Induktionsfaktoren in Klammern. Gezeigt sind die Ergebnisse eines représentativen
Experiments. Alle Transfektionen wurden mehrfach wiederholt mit dhnlichem Ergebnis.

Andere DNA-schidigende Agenzien wie Mitomycin C und 4-Nitroquinolinoxid aktivieren
die HIV-1 Transkription iiber die gleichen Enhancermotive (Tabelle 1). Somit ist das
HIV-1-URE ein cis-wirkendes DNA-Element, auf das die verschiedensten Signalketten

konvergieren.

Das URE der Collagenase ist der Enhancer

Die Expression eines Collagenase CAT-Konstrukt mit Collagenase-Sequenzen von Position
-517 bis +63 wird in HeLa Zellen etwa 5 fach durch UV verstirkt (Abb. 8). Ahnliche
Ergebnisse wurden auch in menschlichen und Maus Fibroblasten gefunden (Daten nicht
gezeigt). Die UV-Induktion des Collagenase-Promoters wird, wie auch die Phorbolester-
Induktion, nach Entfernung von Sequenzen bis Position -73 reduziert, und geht verloren
nach Deletion bis Position -60 (Abb. 7, 8). Ein Promoter-Konstrukt von Position -517 bis
+63 mit einer Insertionsmutation im Bereich von Position -73/-65 ist nicht mehr durch UV
(und Phorbolester) aktivierbar (Abb. 8; Jonat et al., 1989). Das URE der Collagenase liegt
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somit zwischen den Positionen -73 und -65, und ist identisch mit der Enhancer-Sequenz, die
fiir die Phorbolester-Induktion des Collagenase-Promoters beschrieben ist (Abb. 11; Angel
et al., 1987a; Angel et al., 1987b). Die Collagenase-Sequenzen zwischen den Positionen
-139/-42 oder -73/-42 konnen vor dem heterologen tk-Promoter Induktion durch UV
vermitteln, die Sequenzen -517/-70 oder -60/-42 dagegen nicht (Abb. 7, 8). Dies bedeutet,
daB der hier untersuchte Bereich des Collagenase-Promoter nur ein cis-wirkendes DNA-
Element hat, das als URE wirkt.

Um zu zeigen, dafl dieses URE auch fiir die Vermittlung der UV-Induktion ausreicht, wurde
ein synthetisches Oligonukleotid mit Collagenase-Sequenzen von den Positionen -73 bis -65
vor den tk-Promoter oder die TATA-Box des Xenopus Albumingens kloniert. Eine Kopie
reicht aus und mit fiinf Kopien erreicht man das Niveau der Regulation der Genexpression
des gesamten Collagenase-Promoters durch UV (Abb. 7, 8, und Daten nicht gezeigt).
Punktmutationen in der Sequenz des URE, die mit der Aktivierung der Collagenase durch
Phorbolester interferieren (Angel et al., 1987a), verhindern auch die Induktion durch UV
(Daten nicht gezeigt).

Das URE der Collagenase vermittelt, wie das URE des HIV-1 Enhancers, auch Induktionen
durch andere DNA-schiddigende Agenzien (Tabelle 1). Es ist identisch mit dem cis-
wirkenden DNA-Element der Collagenase, das Induktionen durch Wachstumsfaktoren,
TNF-o und Onkogen-Produkte vermittelt (Angel et al., 1987a; Brenner et al., 1989b;

Schonthal et al., 1988a; Schonthal et al., 1988b).

-139/-42 -73/-42 -§6/-42 5x(-73/-85} -517/-70 tkCATY

1 k1) 3k [ 3] i H
Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UY TPA

Abb. 7 Der Collagenase-Enhancer reagiert auf UV und Phorbolester. Von den angegebenen Collagenase
tkCAT-Konstrukten wurden je 10 pg wansient in Hela Zellen transfiziert. Die Zellen wurden mit UV
20 J/m2, 254 nm) bestrahlt, mit 60 ng/ml TPA bechandelt oder blicben unbehandelt (Kon). Die CAT-
Aktivitit wurde 42 h nach Induktion bestimmt.
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CAT Aktivitit (pmol mg'lmin'])

ATGAGTCAG Kon UV  Induktion

1.5 7.9 53

0.8 0.5 0.6

7.4 16.5 2.2

0.6 0.8 13

CAT <0.5 <0.5

EmmmE., 77777 CAT 10.0  42.4 4.2
8.4 183 2.2

2.9 2.5 0.9

S
5x{-73/-65) tK

B
”\vf'

4.3 4.9 1.1

47.5  286.5 6.0

10.0 123 1.2

Abb. 8 Eingrenzung des URE der Collagenase. Ein schematischer Aufbau des Collagenase-Promoters
mit der AP-1-Bindestelle ist gezeigt.@ AP-1 Enhancer-Motife,i TATA-Box, nicht-translatierter
Bereich aus dem Collagenase-Promoter mit 5” und 3” Deletions-Endpunkt,}{ Punktmutationen im Collage-
nase-Enhancer (siche Materialien und Methoden). Die CAT-kodierende Region und derHerpes simplex
Virus tk-Promoter (tk) sind angegeben. Die verschiedenen Collagenase CAT-Konstrukte wurden transient
in HelLa Zellen transfiziert und 42 h nach UV-Bestrahlung die CAT-Aktivitdt bestimmt. Gezeigt sind die
Ergebnisse eines reprisentativen Experiments. Alle Transfektionen wurden mehrfach wiederholt mit
dhnlichem Ergebnis. '

Der c-jun Promoter enthilt zwei UREs

Ein c-jun CAT-Konstrukt mit Sequenzen von den Positionen -1600 bis +740 (-1100 bis
+740 in Angel et al., 1988b), kloniert in pBLCATS, zeigt in HeLa Zellen nach UV-
Bestrahlung eine etwa 9 fach erhshte Expression (Abb. 10). Deletion von 5 flankierenden
Sequenzen bis Position -196 und 37 flankierenden Sequenzen bis Position +170 hat keinen
signifikanten Einfluf} auf die UV-Induzierbarkeit (vergleiche -1600/+740 mit -196/+170 in
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Abb. 10). Entfernen von weiteren 5” flankierenden Sequenzen bis Position -167 reduziert
den Faktor der UV-Induktion etwa auf die Hilfte. Entfernen von Sequenzen bis Position -18
fiihrt zum totalen Verlust der UV-Induktion und sehr niedriger basaler Aktivitdt (Abb. 10).
Somit ist zwischen den Positionen -167 und -18 ein URE vorhanden und zwischen den
Positionen -1600 und -167 ein zweites Element, das die iiber das erste URE vermittelte UV-
Induzierbarkeit von c-jun verstérkt oder ein eigenstindiges zweites URE darstellt.

Die Expression eines Minimal-Konstrukts von den Positionen -79 bis +170 wird noch rund
2 bis 3 fach durch UV aktiviert. Punktmutationen im Bereich zwischen den Positionen -72
und -63 fiihren zum Verlust der Induktion durch UV (und Phorbolester) (Abb. 9B, 10).
Das 1. URE des c-jun Promoters (Sequenzbereich -72/-63; Abb. 11) ist somit identisch mit
dem cis-wirkenden DNA-Element, das fir die Induktion durch Phorbolester beschrieben ist
(Angel et al., 1988D).

Promoter CAT-Konstrukte mit Sequenzen von den Positionen -1600 bis +170 mit der
gleichen Punktmutation im 1. URE (-1600/+170 mutl . URE), die zum Verlust der UV-
Induzierbarkeit des Minimal-Konstrukts -79/+170 c-jun CAT fiihrt, oder ein Konstrukt mit
Sequenzen von den Positionen -283 bis +170 mit einer internen Deletion des 1. URE
(-283/+170A(-131/-64)) sind durch UV noch etwa 3 fach aktivierbar (Abb. 9A, 10). Das

A
-1&00/+170 ~1600/+170m1URE  -1600/+170m2.URE  -1600/+170m1.+2URE

"Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UV TPA

B
~196/+170 ~1867/+170 ~79/+170 ~79/+170m1.URE

"Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UV TPA Kon UV TPA

Abb. 9 Der c-jun-Promoter enthiilt zwei UREs. (A) und (B) Von den angegebenen c-jun CAT-Konstrukten
wurden je 10 g transient in HelLa Zellen transfiziert. Die Zellen wurden mit UV (20 J/m2, 254 nm)
bestrahlt, mit 60 ng/ml TPA behandelt oder blieben unbehandelt (Kon). Die CAT-Aktivitit wurde 42 h nach
Induktion bestimmt.
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8]
fo) -1600 -283  -132 -79 +170 +740

CAT-Aktivitit (pmol mg’ min')
ATTACGTCAT GTGACATCAT GTCACTCACTGAG Kon uv Induktion
s i/ f -1600/+740 8.0 (1.2) 53.1 (10.4) 2.0 (11
o -1600/+170 ' 8.2 (1.8) 61.1 (5.3} 68 (1.1)
A 3% -1600/+170mut1.URE 111 {0.9) 28.6 (4.2) 27 (0.7)
e X -1600/+170mut2.URE 1.8 (0.6) 54 (1.9 32 (0.1)
i s X X -1600/+170mut1.+2.URE 21 (0.1) 3.8 (0.6) 19 (0.4)
-283/+170 18.4 (6.0) 197.6 (72.1) 10.7 (2.5)
remm -283/+1704(-131/-64) 1.2 (0.4) 25 (0.4) 22 (0.4)
-196/+170 2.4 (4.3) 84.2 (41.1) 9.0 .(3.1)
~167/+170 5.4 (0.5) 20.3 (3.9) 392 (1.0)
-132/4170 2.1 (0.6) 8.4 (4.8) 38 (1.2)
-79/4+170 0.8 (0.3) 1.7 (0.6) 2.1 (0.4)
wop g -79/+170mut1.URE 08 (0.3) 09 (0.6) 1.0 (0.4
-18/+170 05 (0.4) 0.6 (0.5) 1.2 (0)
1. URE tkCAT 174 (4.7) 30.6 (2.0 1.9 (0.5)
2. URE tkCAT 13.1  (8.0) 22.2 (5.9) 1.9 (0.4)
tkCAT 7.8 (3.5) 9.2 (3.5) 1.1 {0.3)

Abb. 10 Eingrenzung der UREs im c-jun-Promoter. Ein schematischer nicht-maBstabsgetreuer Aufbau des c-jun—Promoters mit einigen wichtigen DNA-Elementen ist
gezeigt. Der nicht-translatierte Bereich der verschicdenen c-jun CAT-Konstrukte ist dargestellt. Die Kreuze symbolisieren Punktmutationen im 1. bzw. 2. URE (siche
Materialicn und Methoden). Die Promoter Konstrukte wurden transient in HeLa Zellen transfiziert und 42 h nach UV-Bestrahlung (20 J/m2, 254 nm) dic CAT-Aktivitit
bestimmt. Gezcigt sind dic Mittelwerte mehrerer unabhéngiger Experimente mit der Standardabweichung in Klammern.



beweist, daB3 neben dem 1. URE noch ein zweites unabhingiges URE existieren muf3. Durch
Austesten der UV-Aktivierbarkeit weiterer Deletionen konnte dieses 2. URE auf den
Sequenzbereich -191/-182 (Abb. 11) eingegrenzt werden. Punktmutationen in diesem
2. URE (-1600/+170 mut2 . URE) reduzieren den Faktor der Induktion durch UV etwa auf
die Hilfte im Vergleich zum intakten Promoter und erniedrigen auch deutlich die basale
Aktivitit. Somit konnte gezeigt werden, dal beide UREs zusammen zur UV-Induzierbarkeit
des gesamten c-jun Promoters beitragen (vergleiche -1600/+170 mit -1600/+170mut1. URE,
-1600/+170mut2.URE und -1600/+170mut1.+2.URE in Abb. 9, 10).

Die Expression eines Konstrukts mit c-jun—Sequenzen von den Positionen -1600 bis +170
mit Punktmutationen in beiden UREs ist jedoch immer noch knapp zweifach durch UV
aktivierbar (Abb. 9, 10). Dies 148t vermuten, dal in dem hier getesteten groBen c-jun—
Promoterbereich noch weitere Elemente schwache UV-Induzierbarkeit vermitteln konnen,
zumindest wenn die beiden UREs ausgeschaltet sind und die basale Expression so schwach
ist, daB diese Effekte sichtbar werden konnen.

Die Rolle der beiden URE:s fiir die Phorbolester-Induktion des gesamten c-jun—Promoter ist
jedoch nicht klar. Punktmutationen in den UREs lassen die Phorbolester-Induktion mehr
oder weniger unbeeinflult, weshalb vermutlich noch andere Elemente Phorbolester-
Induktion vermitteln kénnen (Abb. 9). Beide UREs sind ausreichend, um als synthetische
Oligonukleotide vor dem heterologen tk-Promoter oder der Xenopus Albumin TATA-Box
UV- und Phorbolester-Regulation in verschiedenen Zellen zu vermitteln (Abb. 10, 21, Daten
nicht gezeigt).

4. Verschiedene Transkriptionsfaktoren vermitteln die UV-
induzierte Genexpression

Nachdem nun Anfang und Ende der Signalkette in der UV-Induktion bekannt sind, konnten
als niichstes die Transkriptionsfaktoren, die an die identifizierten UREs binden, charakteri-
siert werden. Ein Sequenzvergleich der definierten URESs in den drei beschriebenen Genen
ist in Abb. 11 gezeigt. Zum Vergleich ist noch die Sequenz des UREs vom c-fos Gen
angegeben (Stein et al., 1989b), sowie die Sequenz eines cis-wirkenden Elements aus dem
Fibronektin-Promoter (CRE), das Induktion durch cAMP vermittelt (Dean et al., 1989) und
in seiner Sequenz sehr dhnlich den UREs aus dem c-jun—Promoter ist. Die UREs von Colla-
genase und c-jun sind in ihrer Sequenz vollig verschieden von dem HIV-1- und c-fos—URE.
Die beiden UREs aus dem c-jun—Promoter unterscheiden sich vom URE der Collagenase im
wesentlichen durch eine zusitzliche Base in der Mitte der Sequenz. Dadurch sind diese
beiden Sequenzen zwar recht dhnlich dem CRE des Fibronektin Gens, das typische CG-
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-105 -93

AGGGACTTTCCGC HIV-1

-91 -79
GGGGACTTTCCAG HIV-1
-3 -65
ATGAG TCAG h Collagenase
-72 -63

GTGACATCAT h c—Jjun

=191 -182

ATTACCTCAT h c-Jun

-174 -165
GTGACGTCAC h Fibronektin
-320 ~-299

GGATGTCCATATTAGGACATCT h c-fos

Abb. 11 Sequenzvergleich der UREs und des Fibronektin-CRE. Es ist die Sequenz der DNA-Elemente mit
ihren 5° und 3° Positionsangaben relativ zum Start der Transkription bei +1 und das dazugehérige Gen
angegeben.

Basenpaar-Motiv in der Mitte aller funktioneller CRE:s ist aber nicht vorhanden (Iguchi-Ariga
und Schaffner, 1989; Lin und Green, 1989; Montminy et al., 1986). Um die Faktoren, die
an diese Elemente binden, niher zu charakterisieren, wurden Oligonukleotide gleicher Liange
synthetisiert, die die jeweiligen Erkennungssequenzen flankiert von identischen Linker-
sequenzen enthalten. Es wurde dann die in-vitro Bindung von Proteinen an die synthetischen
URE-Oligonukleotide durch "Bandshift"-Analysen untersucht. Dazu wurden die radioaktiv
markierten Oligonukleotide mit Kernextrakten aus Hela Zellen inkubiert. Kernextrakte
wurden gewdhlt, weil sich die aktiven Transkriptionsfaktoren im Kern einer Zelle befinden.
Wihrend der Inkubation der radioaktiven URE-Oligonukleotide mit Kernextrakten binden
Transkriptionsfaktoren an die Oligonukleotide und bewirken dadurch, dafl diese DNA-
Proteinkomplexe bei der nachfolgenden Elektrophorese auf einem nativen Gel langsamer als
die freie DNA (URE-Oligonukleotide ohne gebundene Proteine) wandern.

HIV-1

Das HIV-1-URE-Oligonukleotid bildet in-vitro einen Haupt-DNA-Proteinkomplex mit
Kernextrakten aus UV-behandelten Hel.a Zellen (Abb. 12A, Pfeil). Dieser DNA-
Proteinkomplex hat ein anderes Laufverhalten als der Proteinkomplex, der an das
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Abb. 12 DNA-Proteinkomplex-Ausbildung in-vitro mit den UREs von HIV-1,
Collagenase und c-jun sowie dem Fibronektin-CRE zeigt unterschiedliche
Faktorbindung. Die "Bandshift"-Analysen wurden mit Kernextrakten aus HeLa Zellen
durchgefiihrt, die entweder fiir 30 min mit 30 J/m? UV (254 nm) bestrahlt waren (A)
oder unbehandelt waren (B-E). Die benutzten radioaktiven Oligonukleotide (siehe
Materialicn und Methoden) sind im unteren Teil der Abbildung angegeben. Der
molare UberschuB der nicht radioaktiv markierten Kompetitor-Oligonukleotide ist im
oberen Teil der Abbildung zu schen. Der Pfeil gibt den spezifischen Haupt-DNA-
Proteinkomplex an.



Collagenase-URE (coll) bindet. Dies ein Hinweis fiir unterschiedliche Proteinkomplexe am
HIV-1- und Collagenase—URE, da die in den "Bandshift"-Analysen eingesetzten Oligo-
nukleotide alle fast die gleiche Lidnge haben, und das Laufverhalten von DNA-Protein-
komplexen in nativen Gelen im wesentlichen durch Form, Gr68e und Ladung des Proteins
bestimmt wird. Die Komplexausbildung kann mit einem 100 bis 500 fachen molaren
UberschuB eines mutierten, nicht-funktionellen HIV-1-URE (mHIV-1), des Collagenase—
URE (coll) oder des c-fos—URE (fos) nicht unterdriickt werden. Ein Oligonukleotid mit
einer nicht-verwandten Sequenz aus dem Collagenase-Promoter (-62/-50, coll*) kann
ebenfalls nicht um die Bindung kompetieren. Im Gegensatz dazu verhindert das homologe
HIV-1-URE schon mit kleinen molaren Uberschiissen die Komplexausbildung effektiv.
Diese Daten zeigen, dal} sich in-vitro ein spezifischer DNA-Proteinkomplex am HIV-1-URE
bildet, und dal zumindest die DNA-Bindedominen der Transkriptionsfaktoren am HIV-1-,

Collagenase— und c-fos—URE verschieden sind.

Collagenase

An das URE der Collagenase bindet ein Transkriptionsfaktor, dessen Bindung weder mit
dem HIV-1-URE noch mit dem c-fos—URE kompetiert werden kann (Abb. 12A). Somit
kann dieser Faktor nicht mit den Faktoren am HIV-1- und c-fos—URE identisch sein. Die
beiden UREs aus dem c-jun—Promoter (junl, jun2) blockieren dagegen wie auch das
Fibronektin-CRE (fib) bei hoheren Uberschiissen die Komplexausbildung am Collagenase-
URE (Abb. 12B). Dies bedeutet, dall der Proteinkomplex am Collagenase-URE eine

gewisse Affinitdt zu den Sequenzen im c-jun— und Fibronektin—Promoter hat.

c-jun

Der DNA-Proteinkomplex, der sich mit dem 1. URE des c-jun—Promoters (junl) bildet, hat
ein nur geringfiigig anderes Laufverhalten als der Komplex am Collagenase-URE. Dennoch
ist er damit nicht identisch, da mit bis zu 500 fachen molaren Uberschiissen des
Collagenase-URE kaum Kompetition um Bindung zu beobachten ist (Abb. 12C). Dies zeigt,
daf an die UREs im c-jun— und Collagenase—Promoter verschiedene Transkriptionsfaktoren
binden. Das HIV-1-URE kann ebenfalls nicht um Bindung kompetieren. Das 2. URE des
c-jun Promoters hat aber eine fast gleich hohe Affinitit fiir den Faktor am 1. URE als das
homologe Oligonukleotid (Abb 12C, jun2).

Der DNA-Proteinkomplex mit dem 2. URE des c-jun—Promoter (jun2) ist im Laufverhalten
identisch mit dem Komplex am 1. URE. Die Komplexausbildung kann wiederum nicht mit
dem Collagenase— und HIV-1-URE gehemmt werden. Dagegen sind sowohl das 1. als auch
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das 2. URE fast gleich gute Kompetitoren der Komplexausbildung. Das homologe
Oligonukleotid kompetiert etwa zweifach besser (Abb. 12D).

Die beiden UREs des c-jun—Promoters binden also sehr dhnliche oder identische Proteine,
die sich aber aufgrund ihrer DNA-Affinititen deutlich vom Proteinkomplex am Collagenase-
URE unterscheiden lassen. Interessanterweise haben die Transkriptionsfaktoren, die an das
1. und 2. URE von c-jun binden, eine genauso grofle Affinitidt zu dem CRE des Fibronektin-
Promoters wie zu ihrer eigenen Sequenz (Abb. 12C, D). In umgekehrter Weise konnen die
beiden c-jun—UREs nur schlecht um Bindung am Fibronektin-CRE kompetieren (Abb.
12E). Das Fibronektin-CRE bindet daher entweder mehr als einen Faktor mit dhnlicher
Affinitit, oder die c-jun—UREs haben aufgrund ihrer Sequenzihnlichkeit auch Affinitdten zu
dem Faktor am Fibronektin-CRE. Eine schematische Ubersicht der Affinititen der AP-1—
dhnlichen Bindesequenzen zu den verschiedenen Proteinkomplexen ist in Abb. 13 zu sehen.

Probe Kompetitor

coll coll > fib > jun1 > jun2 » Hiv-1

juni juni1 =fib > jun2 » col = Hiv-1

jun2 jun2 = fib > jun1 » coll = Hiv-1
fib fib > jun1 > jun2 > coll = HIV-1

Abb. 13 Unterschiedliche Faktorbindung an #hnliche Sequenzen. Die Kompetitionsanalysen aus Abb. 12B-
E wurden schematisch dargestelit. Die Reihenfolge und Gro8e der Kompetitor-Oligonukleotide zeigt ihr
abnehmendes Kompetitionsverhalten.

S. Erhohung der Bindungsaktivitit an den verschiedenen UREs
nach UV- oder Phorbolester-Behandlung

Die Kompetitionsexperimente in Abb. 12A wurden mit Kemextrakten aus UV-bestrahlten
Zellen, die zu einem Zeitpunkt prapariert wurden (30 min), an dem die UV-induzierte RNA-
Akkumulation klar zu sehen war, durchgefiihrt. Die in Abb. 12B-E verwendeten Extrakte
stammen aus unbehandelten Zellen. Das Laufverhalten und das Kompetitionsverhalten der
Transkriptionsfaktor-Komplexe ist in unbehandelten, UV- oder Phorbolester-behandelten
Zellen gleich (Abb. 12, 14, 24, Daten nicht gezeigt). Daraus kann man schlieen, dal
identische Transkriptionsfaktor-Komplexe in Extrakten aus nicht behandelten oder UV- und
Phorbolester-behandelten Zellen an die jeweiligen UREs binden. Das Binden zusitzlicher
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Faktoren an die DNA-Proteinkomplexe in Extrakten aus induzierten Zellen wiirde das
Laufverhalten dieser Komplexe im nativen Gel verdndern.

Um zu sehen, ob die erhthte Transkription der hier untersuchten Gene nach UV-
Bestrahlung eine erhdhte Bindung von Transkriptionsfaktoren an den UREs bedeutet,
wurden HeLa Zellen mit UV bestrahlt und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung
Kernextrakte pripariert. Die Bindungsaktivitdten an den UREs von Collagenase, HIV-1 und
c-jun sind mit Extrakten aus UV-behandelten Zellen erhéht (Abb. 14, 19, 20, 22, 24).
Schon 30 min nach Bestrahlung ist ein leichter Anstieg der Bindung an das Collagenase—
und HIV-1-URE zu beobachten, mit einem Optimum der Bindung 4 bis 8 Stunden nach
UV-Bestrahlung. Ahnliche Ergebnisse wurden mit Extrakten aus Phorbolester-behandelten
Zellen gefunden, das Optimum der Bindung liegt hier jedoch etwas frither (Abb. 14). Der
grofite Teil des Anstiegs der Bindung an das Collagenase-URE kann durch Hemmstoffe der
Proteinsynthese wie Anisomycin gehemmt werden (gezeigt fiir TPA in Abb. 19A). Die UV-
und Phorbolester-induzierte Bindung an das HIV-1-URE wird dagegen durch diese
Hemmstoffe nicht blockiert. Es kommt sogar zu einer Erhohung der Bindung durch
Anisomycin alleine (Daten nicht gezeigt). Der Anstieg der Bindung an den beiden UREs des
c-jun—Promoters mit Extrakten aus UV- oder Phorbolester-behandelten Zellen im Vergleich
zu unbehandelten Zellen ist nur etwa zweifach (Abb. 19, 20), wird aber im Gegensatz zur
Situation am Collagenase~-URE durch Hemmstoffe der Proteinsynthese nicht blockiert
(gezeigt fiir TPA in Abb. 19A).

Aus diesen Daten kann man folgern, daf3 der spiite Anstieg der Bindung an das Collagenase
URE auf UV- (und Phorbolester-) induzierte Neusynthese der entsprechenden Transkrip-

uv TPA uv TPA
o 05 1 2 4 80 05 1 2 4 8 0 05 1 4 870 05 1 4 & Slunden

f

Rp.ivg 2 p.coll

Abb. 14 UV- und TPA-induzierte erhthte Bindungsaktivitit an den UREs von HIV-1 und Collagenase.
Kemextrakte von unbehandelten HeLa Zellen oder von Zellen, die fiir die angegebenen Zeiten mit UV
(30 J/m2, 254 nm) oder TPA (60 ng/ml) behandelt waren, wurden mit den angegebenen radiocaktiv markierten
Oligonukleotiden inkubiert und auf einem nativen Gel aufgetrennt.
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tionsfaktoren beruht. Der nach 30 min zu beobachtende Anstieg der Bindung an das
Collagenase~URE, die verstdrkte Bindung an das HIV-1-URE und an die beiden c-jun—
URESs beruhen dagegen auf post-translationeller Modifizierung von schon in der Zelle

vorhandenen Proteinen.

6. An das Collagenase-URE bindet ein cJun/cJun—-Homodimer und
cJun/cFos—-Heterodimer

Das URE der Collagenase dient als Erkennungssequenz des durch Phorbolester
aktivierbaren Transkriptionsfaktors AP-1 (Angel et al., 1987b; Lee et al., 1987b). AP-1 ist
eine Multiproteinkomplex, der die Produkte zweier Proto-Onkogene, cJun und cFos,
enthilt. Fiir diese Proteine wurde gezeigt, daf} sie fiir die transkriptionelle Aktivierung der
Collagenase iiber die AP-1-Bindestelle notwendig sind (Tabelle 2, 4, und Angel et al.,
1988a; Chiu et al., 1988; Gebel et al., 1989; Herrlich und Ponta, 1989; Herrlich et al.,
1989a; Lucibello et al., 1988; Schonthal et al., 1988b). Daneben sind noch weitere Proteine
aus der AP-1 Familie wie JunB, JunD, CREB, Fra, FosB nachweisbar (Cohen et al., 1989;
Curran und Franza Jr., 1988; Hai et al., 1988; Hirai et al., 1989; Nakabeppu et al., 1988;
Ryder et al., 1989; Zerial et al., 1989). Die Rolle dieser Genprodukte fiir die Regulation der
Collagenase ist noch unklar. cJun und cFos interagieren iiber eine a-helikale Struktur
(Leucin-Zipper) in der DNA-Bindedoméne (Landschulz et al., 1988) und binden als Hetero-
dimer an die DNA. cJun kann auch mit niedriger Affinitdt Homodimere bilden, die ebenfalls
an DNA binden, cFos dagegen nicht (Gentz et al., 1989; Halazonetis et al., 1988;
Kouzarides und Ziff, 1988; Nakabeppu und Nathans, 1989; Ransone et al., 1989; Turner
und Tjian, 1989). vJun und vFos sind die Produkte der entsprechenden viralen Onkogene
v-jun und v-fos. Die viralen Proteine unterscheiden sich von den zelluldren Proteinen im
wesentlichen durch Deletionen von einigen Aminoséduren auflerhalb der DNA-Bindedomine.
Wegen der Ahnlichkeit der Aminosiuresequenz reagieren Antikérper gegen die viralen
Proteine auch mit den zelluldren Proteinen (Angel et al., 1988a; Angel et al., 1989; Bohmann
et al., 1987; Bohmann und Tjian, 1989; Bos et al., 1989; Curran et al., 1984).

Um die Identitdt des hier mit HeLa Kernextrakten erhaltenen Proteinkomplexes mit
cJun/cFos zu beweisen, wurde zunichst das radioaktiv markierte Oligonukleotid mit
bakteriell exprimierten cJun— oder einer Kombination aus cJun/vFos—-Fusionsprotein
inkubiert. vFos hat die gleichen DNA-Bindeeigenschaften wie cFos, da die DNA-
Bindedominen mit Leucin-Zipper-Struktur identisch sind. Das bakterielle cJun—Fusions-
protein besteht nur aus einem Teil von cJun mit der DNA-Bindedoméne und Leucin-Zipper-
Struktur. Sowohl cJun als auch cJun/vFos binden mit hoher Affinitdt an das URE; an eine
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(Fos wurde freundlicherweise von R. Miiller,
Marburg zur Verfiigung gestellt. Es handelt
sich um ein Fusionsprotein aus einem Teil
von lac z und FBJv-fos; Risse et al., 1989)
wurden 10 min bei 4°C inkubiert, bevor die
angegebenen radioaktiv markierten Oligo-
nukleotide (*coll, *jun=junl, *fib) zugesetzt
wurden. Nach Auftrennung auf einem nativen
Gel wurden die DNA-Proteinkomplexe und
die freic DNA ausgeschnitten und im
Szintillationszihler gemessen. In der Graphik
wurde der prozentuale Anteil der DNA-
Proteinkomplexe an der eingesetzten DNA
gegeniiber der verwendeten Proteinmenge (jul)
aufgetragen.
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Punktmutation dieser URE-Sequenz, die in-vivo auch keine Induktion durch UV mehr
vermittelt, dagegen nicht (Abb. 15, und Daten nicht gezeigt). Mit bakteriell exprimierten
vJun-Fusionsprotein (gesamtes vJun) wurden die gleichen Resultate erhalten (Daten nicht
gezeigt). Die DNA-Bindedomine von cJun ist also vollig ausreichend fiir die Interaktion mit
Fos und die Bindung an die DNA. Der bakterielle Anteil des Fusionsproteins (Amino-
Terminus des bakteriellen Tryptophan-E~Proteins) bindet nicht an das Collagenase-URE
(Daten nicht gezeigt).

Die sigmoide Bindungskurve (Abb. 15) spricht fiir eine kooperative Bindung von cJun und
cFos an die DNA. Kooperative Bindungskurven von Proteinen findet man, wenn der
entstehende Komplex aus mehreren Untereinheiten, die sich gegenseitig in ihrer Bindung
positiv beeinflussen (Koshland, 1970), besteht. cJun und cFos haben eine hohere Affinitdt
miteinander zu interagieren als cJun mit sich selbst (Kouzarides und Ziff, 1988; Ransone et
al., 1989; Rauscher III et al., 1988b; Smeal et al., 1989; Turner und Tjian, 989). Eine
Mischung aus 0.75 pl cJun und 0.75 pl vFos bindet z.B. etwa 10 mal besser als 1.5 pl cJun
alleine (Abb. 15). Damit ist klar, dall das hier verwendete synthetische Oligonukleotid
einschlieBlich der flankierenden Linker-Sequenzen in der Lage ist, spezifisch mit cJun und
cJun/vFos in-vitro zu interagieren, und damit auch cJun/cFos aus HeLa Kernextrakten
binden kann. Als nidchstes wurde die Verteilung des AP-1-Transkriptionsfaktors in der Zelle
untersucht. AP-1 wurde bisher nur im Kern einer Zelle gefunden. Ein Vergleich der
Bindung von HeLa Kern- und Cytoplasmaextrakten an das Collagenase-URE ergab, daf3
Bindung von Proteinen an das Oligonukleotid tatsichlich nur im Kern nachzuweisen ist
(Abb. 22).
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Abb. 16 Direkter Kontakt von cJun und cFos mit dem Collagenase-URE. Im linken Teil der Abbildung
wurden 35S-markierte RIPA-Extrakte aus unbehandelten und fiir 90 min mit TPA behandelten HeLa Zellen
mit den angegebenen Antikdrpern immunprizipitiert und auf einem 10% SDS-Gel aufgetrennt. M = Protein-
Li#ngenmarker; NRS = Kontroll-Kaninchenserum; anticJun = cJun-Antikorper; antiviun = vJun-Antikérper;
411 = Fos—AntikOrper 411; 455 = Fos—Antikorper 455. Im rechten Teil der Abbildung wurde das radioaktiv
markierte Collagenase-URE mit Kernextrakicn aus fiir 4 h mit 60 ng/ml TPA behandelten HelLa Zcllen
inkubicrt und anschlieBend durch UV-Bestrahlung dic DNA-Proteinkomplexe vernctzt. Die DNA-Protein-
komplcxe wurden dann mit Fos—-AntikGrper 455 immunprizipitiert und parallel zu den 355-markierten
Immunprizipitationcn aufgetragen.

Sowohl Antikorper gegen viun (die mit cJun kreuzreagieren; Abb. 16) als auch gegen vFos
und cFos hemmen die Komplexausbildung am Collagenase-URE mit HeLa Kernextrakten,
was zeigt, dal} dieser Komplex Proteine enthilt, die sich immunologisch von cJun und cFos
nicht unterscheiden lassen (Abb. 20, 24). Die Hemmung durch die vJun—Antikorper
(Kaninchenserum gegen das gesamte vJun) ist spezifisch, da die Bindung von Proteinen an
eine nicht-verwandte Sequenz aus dem SV40-Promoter (SV40) unbeeinflult bleibt. Ebenso
zeigt Kontroll-Kaninchenserum (NRS) keinen Einfluf} auf die Bindung am Collagenase-
URE (Abb. 20). Zum Nachweis von cFos in dem DNA-Proteinkomplex wurden poly-
klonales Kaninchenserum gegen einen Bereich aus vFos (Abb. 20) und monoklonale Maus-
Antikorper gegen Peptide aus verschiedenen Regionen von cFos (ein Beispiel gezeigt in
Abb. 24) eingesetzt. In beiden Fillen wird die Komplexausbildung effektiv verhindert. Die
Bindung von Proteinen an das SV40-Oligonukleotid bleibt dagegen durch die Antik&rper
unbeeinflufit (Abb. 20, 24).

Eine andere Methode um zu zeigen, dafl der in "Bandshift"-Analysen beobachtete
Proteinkomplex am Collagenase-URE aus cJun und cFos besteht und beide Proteine auch
direkten Kontakt mit der DNA haben, ist das sogenannte "UV-crosslinking”. Dazu wurden
Hel.a Kernextrakte mit dem radioaktiv markierten Collagenase-URE inkubiert, und die
entstehenden DNA-Proteinkomplexe durch Bestrahlung mit einer hohen UV-Dosis kovalent
vernetzt. Anschlielend wurden diese Komplexe mit cJun— oder cFos—Antikdrpern
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immunprézipitiert und auf einem denaturierenden SDS-Gel aufgetrennt (gezeigt fiir Fos-
Antikorper 455 in Abb. 16, rechte Spur). Zum Vergleich sind Immunprézipitationen von
35S-Methionin-markierten Proteinen aus HeLa Extrakten mit verschiedenen Jun— und Fos—
Antikorpern, die auch fiir andere Untersuchungen in dieser Arbeit verwendet wurden,
gezeigt. Die Fos—Antikorper 411 und 455 (siehe Materialien und Methoden) prizipitieren
Proteine im Bereich von 55-60 kD, die nach 90 min Phorbolester-Behandlung der Zelle sehr
stark vermehrt sind. Dabei handelt es sich um die schon beschriebenen modifizierten Formen
von cFos (Miiller et al., 1987). Die Prézipitation dieser Proteine durch die Antikdrper ist
spezifisch, da Serum aus nicht-immunisierten Kaninchen diese Proteine nicht erkennt (NRS
in Abb. 16). Die Fos-Antikorper prizipitieren noch drei weitere Proteine von 39, 42 und
45 kD, die ebenfalls in Extrakten aus Phorbolester-behandelten Zellen vermehrt sind. In
denaturierten Proteinextrakten werden diese Proteine durch Fos-Antikorper nicht mehr
erkannt (Miiller et al., 1987), was bedeutet, da3 diese Proteine mit cFos Heterodimere bilden
und nur indirekt préazipitiert werden. Diese drei Proteine werden auch durch den vJun—
Antikorper immunprézipitiert. Der cJun—Antikorper erkennt dagegen nur das 42 kD Protein
(Abb. 16). Dies 14t vermuten, das es sich hierbei um cJun handelt. Die Identitdt der zwei
anderen Proteine von 39 und 45 kD ist nicht bekannt. Beide Jun—Antikorper erkennen
hauptsidchlich nur cJun—Homodimere und haben zu cJun/cFos—Heterodimeren eine sehr
kleine Affinitdt, da cFos nur schwach koprizipitiert wird. Die Fos—Antikorper erkennen

dagegen, wie schon erwihnt, sowohl freies cFos als auch cJun/cFos-Heterodimere.

Proteine, die an das Collagenase-URE durch "UV-crosslinking" kovalent gebunden wurden,
wandern im SDS-Gel durch das angehingte Oligonukleotid verlangsamt. Die Berechnung
der Molekiilmasse des einzelstrangigen Oligonukleotids und "UV-crosslinking" von Eich-
proteinen mit diesem Oligonukleotid ergaben einen Beitrag von 5-6 kD (Daten nicht gezeigt).
Somit handelt es sich bei den mit Fos—Antikorper 455 prizipitierten 64 kD und 48 kD DNA-
Proteinkomplexen um cFos und cJun, die mit dem Collagenase-URE kovalent vernetzt
wurden (Abb. 16). In nicht-stimulierten Zellen findet man die gleichen Proteine mit der DNA
vernetzt, aber in geringerer Zahl. Serum aus nicht-immunisierten Kaninchen prazipitiert
diese Proteine nicht (Daten nicht gezeigt). Die zwei Banden bei ~35 kD und ~140 kD sind

unspezifisch vernetzte und prizipitierte Proteine.

Es bindet also sowohl in nicht-stimulierten, als auch UV- oder Phorbolester-behandelten
Zellen ein identischer Proteinkomplex an den Collagenase-Enhancer, der zumindest zum
groBten Teil aus cJun/cFos—Heterodimeren besteht. Die Beteiligung von immunologisch
kreuz-reagierenden Proteinen dhnlicher Molekiilmasse aus der AP-1-Familie wie JunB,
JunD, CREB, Fra, FosB usw. kann jedoch nicht ganz ausgeschlossen werden (Cohen et
al., 1989; Curran und Franza Jr., 1988; Hai et al., 1988; Hirai et al., 1989; Nakabeppu et
al., 1988; Ryder et al., 1989; Zerial et al., 1989).
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7. Von cJun/cFos verschiedene Faktoren aus der AP-1 Familie
binden an die UREs von c-jun

Das c-jun Gen gehort zu einer Gruppe von Genen, die innerhalb von Minuten durch
Wachstumsfaktoren, UV oder Phorbolester aktiviert werden (gezeigt fiir UV und TPA in
Abb. 3A). Im Bereich von den Positionen -72 bis -63 wurde von Angel et al. (1988b) eine
Sequenz definiert, die dhnlich der AP-1-Bindestelle im Collagenase-Promoter ist und in F9
Teratokarzinoma-Zellen durch Uberexpression von cJun aktiviert wird. Dennoch verhilt sich
der c-jun—Promoter in mehrfacher Hinsicht vollig verschieden von dem Collagenase
Promoter. (I) Die Induktion der Expression der Collagenase durch UV ist viel schwicher als
durch Phorbolester, wihrend c-jun durch UV besser induziert wird als durch Phorbolester
(Abb. 3). (T) Das Optimum der RNA-Menge nach UV- oder Phorbolester-Behandlung ist
bei c-jun viel frither (Abb. 3). (III) Das Adenovirus E1A-Onkogenprodukt hemmt die
Collagenase-Expression, erhoht aber die c-jun—Transkription (Offringa et al., 1990; van
Dam et al., 1990). Die UV- und Phorbolester-vermittelte Induktion sowie die E1A-
vermittelte Hemmung der Expression der Collagenase sind vom Vorhandensein der AP-1—
Bindestelle abhingig. Fiir die Aktivierung der c-jun—Expression durch UV ist neben der von
Angel et al. (1988b) definierten Sequenz noch eine zweite AP-1-dhnliche Bindestelle
zwischen den Positionen -191 und -182 verantwortlich. Das unterschiedliche Verhalten der
c-jun und Collagenase Gene in-vivo konnte daher auf Bindung von verschiedenen Faktoren
aus der AP-1 Familie an diese Sequenzen beruhen (Stein et al., 1990a; Stein et al., 1990b).

Verarmung von Extrakten iiber DNA-Affinititssiulen

Die schon erwihnten Kompetitions-Experimente haben gezeigt, daB3 an das 1. und 2. URE
des c-jun—Promoter in-vitro Faktoren binden, die zwar untereinander ein recht dhnliches
Kompetitionsverhalten haben, aber nicht identisch sein kdnnen mit den Proteinkomplexen
am Collagenase— und HIV-1-URE.

Unterschiedliche Faktorbindung an die definierten UREs konnte auch durch spezifische
Verarmung von Extrakten an Transkriptionsfaktoren durch Affinitits-Chromatographie {iber
Oligonukleotid-S4ulen gezeigt werden. Dazu wurden drei verschiedene Sédulen verwendet,
an die entweder das Collagenase-URE (coll), das 1. URE von c-jun (junl) oder als
Kontrolle eine irrelevante Sequenz (B1: Aktivator des Xenopus B1 Vitellogenin Gens; W.
Kugler und K. Ross, unverdffentlicht) gekoppelt wurde. Eine Verarmung der Protein-
extrakte iiber die B1-Aktivator—Sdule hat keinen Einfluf} auf die Bindungsaktivitit am
Collagenase-URE und SV40-Oligonukleotid (Abb. 17). Damit wird unspezifische Adsorp-
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tion dieser Faktoren an das Sdulerimaterial ausgeschlossen. Die Bindung von Faktoren an
des 1. und 2. URE von c-jun und an das Fibronektin-CRE wird dagegen durch die B1-
Aktivator-Siule beeinflufit. Es ist zur Zeit nicht klar, ob dies auf unspezifischer Adsorption
der Faktoren an das Sdulenmaterial beruht, oder ob die B1-Aktivator-Sequenz eine Affinitit
fiir diese Faktoren hat. In Kompetitionsexperimenten konnte die Proteinbindung an diese
zwei Oligonukleotide mit bis zu 500 fachen molaren Uberschiissen der B1-Aktivator—

Sequenz nicht gehemmt werden.

Dreimalige Verarmung von HeLa Kernextrakten iiber die Collagenase-Enhancer-Siule
reduziert die Bindung am Collagenase-URE auf 7%, im Gegensatz zu einer Verarmung iiber
die junl-Enhancer-Siule, die die Bindung nur auf 24% abschwicht. In umgekehrter Weise
wird die Bindung von Faktoren an das 1. URE von c-jun durch die jun1-Enhancer-Sdule auf
7% reduziert, durch die Collagenase-Enhancer-Sdule dagegen nur auf 34% abgeschwicht.
Ein dhnliches Muster der Verarmung findet man am Fibronektin-CRE. Die Proteinkomplex-
Ausbildung am 2. URE von c-jun wird nur durch Verarmung von Extrakten iiber die junl-
Enhancer-Sdule beeinflu3t (20% restliche Bindung bei Verarmung iiber die jun1-Enhancer-
Sidule, aber noch 85% Bindung bei Verarmung iiber die Collagenase-Enhancer-Siule). Zu
beachten ist, da3 der Teil der Abbildung mit den c-jun— und Fibronektin—-Oligonukleotiden
kiirzer exponiert wurde, um im linearen Bereich der Filmschwirzung zu bleiben. Die
Bindung von Proteinen an eine nicht-verwandte Sequenz aus dem SV40-Promoter wird
durch Verarmung iiber keine der Séulen signifikant beeinfluf3t.
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Abb. 17 Verarmung von Extrakten iiber Affinitdtssiulen. Kernextrakte aus fiir 1 h mit 60 ng/ml TPA

behandelten HeLa Zellen wurden iiber die angegebenen DNA-Affinitéitsséulen (coll, junl, B1) verarmt oder

blieben unbehandelt (). 5 g dieser verarmten Extrakte wurden mit 0.5 pg poly(dIdC) und 2 fmol der im

oberen Teil der Abbildung gezeigten radioaktiv markierten Oligonukleotide inkubiert und auf einem nativen
Gel aufgetrennt.
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Somit bestitigen diese Daten die Kompetitions-Experimente. Die Faktoren an den UREs von
c-jun sind dhnlich, koénnen aber aufgrund ihrer Bindeaktivitdten in den verarmten Extrakten
von den Faktoren am Collagenase-URE deutlich abgegrenzt werden. Wihrend in den Kom-
petitionsexperimenten das Collagenase-URE selbst bei 500 fachen molaren Uberschiissen
kaum um Bindung an den c-jun— und Fibronektin—Enhancern kompetieren konnte (Abb.
12), reduziert es zwar hier die Bindung, aber rund fiinfmal schlechter als das c-jun—URE.

Bakteriell exprimiertes c¢Jun/Fos bindet mit grofiter Affinitdt an den
Collagenase-Enhancer

Es wurde bereits gezeigt, dal DNA-affinitdtsgereinigtes AP-1 aus Hela Zellen bzw.
bakteriell exprimiertes cJun— und cJun/vFos—Fusionsprotein auch an die AP-1-dhnlichen
Bindesequenzen des c-jun— und Fibronektin—Promoter binden (Abb. 15; Angel et al.,,
1988b; Hai et al., 1988; Stein et al., 1990a), und dalB} ein minimales c-jun CAT-Konstrukt
mit Sequenzen von den Positionen -79 bis +170 durch cJun-Uberexpression aktiviert wird
(Angel et al., 1988b; van Dam et al., 1990). Da die bisherigen Experimente verdeutlicht
haben, daf3 an die AP-1-dhnlichen Bindesequenzen im c-jun— und Fibronektin—Promoter
Faktoren binden, die nicht identisch mit den Faktoren am Collagenase-URE sein kodnnen,
wurde die Affinitdt von bakteriell exprimierten, gereinigten cJun und vFos zu dem
Collagenase~URE, ersten c-jun—URE und Fibronektin—~CRE verglichen (Abb. 15). cJun-
Homodimere binden nur sehr schlecht an das c-jun—URE und auch cJun/vFos-Heterodimere
binden noch rund 7 fach schlechter an das c-jun—URE oder Fibronektin—CRE als an das
Collagenase~URE. Die Bindungsstudien mit den bakteriell exprimierten Proteinen zeigen
also, wie auch die Kompetitionsexperimente mit HeL.a Kernextrakten, daf cJun/cFos an das
c-jun—URE binden kann, jedoch deutlich schlechter als an das Collagenase-URE. Die
Mobglichkeit, dafi das 1. URE des c-jun—Promoter wie auch das Fibronektin-CRE aus-
schlieBlich cJun/cFos binden, die Stidrke der Bindung aber geringer ist als beim Collagenase-
URE, kann ausgeschlossen werden. In den Kompetitionsexperimenten konnte der
Collagenase-Enhancer ndmlich nicht um Bindung am c-jun— und Fibronektin—Enhancer

kompetieren (Abb. 12), was fiir unterschiedliche Faktoren spricht.

Zelltypspezifische Regulation von Faktoren der AP-1 Familie

In unbehandelten F9 Teratokarzinoma-Zellen ist weder cJun/cFos, noch c-jun— und c-fos—
RNA nachweisbar (Kryszke et al., 1987; Chiu et al., 1988; Schonthal et al., 1988a; H.J.
Rahmsdorf, unverodffentlicht). Ebenso ist in den Neuroblastoma-Zellen Kelly keine
Bindeaktivitit an die Metallothionein-IIA AP-1-Bindestelle feststellbar (Hay et al., 1989).
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Im Gegensatz dazu sind die Faktoren, die an das erste URE des c-jun—Promoters und an das
Fibronektin—CRE binden, in grofer Menge in diesen Zellen vorhanden (Abb. 18). F9 und
Kelly Zellen sind daher Beispiele fiir eine differentielle Regulation von verwandten
Transkriptionsfaktoren, die tiber &hnliche Bindesequenzen ihre Wirkung ausiiben.

Fo Kelly
= = 2 ' Abb. 18 Keine Bindung an das Collagenase-URE in F9 und Kelly
S 2 & 8 g & Zellen. Je 10 ug Gesamtzell-Extrakt aus unbehandelten F9 oder Kelly

Zellen wurde mit den angegebenen radioaktiv markierten Oligo-
nukleotiden inkubiert und auf einem nativen Gel aufgetrennt.

Die Faktoren am Collagenase-, c-jun— und Fibronektin-Enhancer
unterscheiden sich in ihrer Sensitivitit gegeniiber Proteinkinasen in-vivo

und Dephosphorylierung in-vitro

Es wurde gezeigt, dall verschiedene Faktoren aus der AP-1 Familie, unabhiingig von der
Antwort der Zelle auf Induktoren, phosphoryliert sind (Angel et al., 1988a; Curran et al,,
1984; Montminy und Bilezsikjian, 1987; Montminy et al., 1986; Miiller et al., 1987).
Weiterhin aktivieren die hier verwendeten Agenzien wie UV oder Phorbolester
Proteinkinasen (Blumberg, 1988; Biischer et al., 1988; Nishizuka, 1984; Stein et al., 1988).
Es wurde daher untersucht, ob Inhibitoren der Proteinkinasen in-vivo und Dephospho-
rylierung von Extrakten in-vitro die Bindung der Transkriptionsfaktoren an die UREs im
Collagenase—, c-jun— und Fibronektin—Promoter beeinflussen. Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren in-vitro konnte nicht untersucht werden, da uns die entsprechenden
Expressionsvektoren fiir Proteinkinasen nicht zur Verfiigung standen. Fiir die Inhibition der
Proteinkinasen in-vivo wurde das Isoquinolin Derivat H7 verwendet (Hidaka et al., 1984).
H?7 ist ein sehr effektiver Hemmstoff der verschiedensten Proteinkinasen und blockiert zum
Beispiel die Induktion von c-fos durch UV, Phorbolester und cAMP (Biischer et al., 1988).

Vierstiindige Behandlung der Zellen mit H7 reduziert sowohl die basale als auch die
Phorbolester-induzierte Bindung des Transkriptionsfaktor-Komplexes am Collagenase-
Enhancer etwa vierfach (Abb. 19A). Diese Reduktion wird auch bei blockierter
Proteinsynthese beobachtet (Abb. 19A, Spur 4h15” H7+An). H7 hat also einen direkten
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Abb. 19 Unterschiedliche Sensitivitiit gegeniiber Proteinkinascen in-vivo und Dephosphorylicrung in-vitro.
(A) HeLa Zcllen wurden fur dic angegebenen Zeiten mit dem Proteinkinase-Inhibitor H7 (80 pM) und/oder
mit dem Proteinsynthese-Inhibitor Anisomycin (An; 100 uM) inkubiert, Wihrend der letzten 4 Stunden der
Inkubation wurde die Hilfic der Ansiize mit 60 ng/ml TPA bchandelt (+TPA). Nach Priparation der
Kernextrakte wurden diese mit den angegebenen radioaktiv markierten Oligonukleotiden inkubiert und auf
cinem nativen Gel aufgetrennt. (B) Kernextrakte aus unbehandelien (Kon), fiir 4 h mit 30 J/m2 UV oder
60 ng/ml TPA behandelten Hel.a Zellen wurden fiir 20 min mit 12 U Alkalischer Phosphatase (CIP) oder
nur mit dem Puffer des Enzyms bei 37°C inkubiert. Der "Bandshift"-Puffer enthielt bei diesen Experimenten
kein KCl, da das Salz durch den Puffer der Alkalischen Phosphatase gelicfert wurde (75 mM NaCl). Die
Oligonukleotide wurden in diesen Fillen durch Auffiillen der 5° Uberhénge radioaktiv markiert.

Einfluf} auf den Phosphorylierungszustand von cJun/cFos. Behandlung mit Anisomycin
alleine 148t die basale Bindung unverdndert, verhindert aber die Phorbolester-induzierte
Neusynthese von cJun/cFos. Der noch rund zweifache Anstieg in der Bindung nach
gleichzeitiger Zugabe von Anisomycin und Phorbolester beruht auf post-translationeller
Modifizierung von schon vorhandenem cJun/cFos. Der Abbau des Proteinkomplexes durch
Blockierung der Synthese von in der Signalkette zwischengeschalteten Proteinen durch H7
kann ausgeschlossen werden, da das cJun/cFos-Heterodimer relativ stabil ist (keine
Anderung der Bindung nach 4 Stunden Blockierung der Proteinsynthese) und die H7-
vermittelte Reduktion auch in Gegenwart blockierter Proteinsynthese stattfindet. Der
Phorbolester-induzierte Anstieg der Bindung wird aber selbst nach 16 Stunden H7-
Behandlung kaum beeinflufit. Der Teil der Abbildung mit dem radioaktiv markierten
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Collagenase-URE ist ldnger exponiert als der iibrige Teil der Abbildung, weshalb die basale
Bindeaktivitdt am Collagenase-Enhancer im Vergleich zu den c-jun— und Fibronektin—
Enhancern hier relativ hoch erscheint. Verschiedene unabhingige Extraktpriiparationen aus
unbehandelten HeLa Zellen zeigten immer die geringste Proteinkomplex-Ausbildung mit
dem Collagenase-URE (Abb. 17, 19B, 20).

Die Situation an den c-jun URE:s ist dhnlich (Gezeigt ist nur die Situation am 1. c-jun URE.
Die Ergebnisse mit dem 2. c-jun URE waren identisch). Eine rund vierstiindige Behandlung
mit H7 reduziert die Bindung an das 1. c-jurn URE mit Extrakten aus nicht-behandelten und
Phorbolester-behandelten Zellen etwa zweifach weniger als beim Collagenase-URE, nach 16
Stunden Behandlung geht die Bindung aber auch drastisch zuriick (Abb. 19A). Auch hier ist
fiir die Effekte von H7 keine Proteinsynthese notig, was wiederum fiir eine direkte Blockie-
rung von Phosphorylierung spricht. Im Gegensatz zum Collagenase-URE beruht der gesam-
te Anstieg der Bindung nach Phorbolester-Induktion auf post-translationeller Modifizierung.

Im Gegensatz zu den bisherigen Situationen hat aber eine 16 stiindige Blockierung von
Proteinkinasen mit-H7 keinen Einfluf} auf die Bindung am Fibronektin-CRE (Abb. 19A).
Die Faktoren an den Collagenase— und c-jun—UREs lassen sich also aufgrund ihrer
Sensitivitdt gegeniiber H7-blockierbaren Proteinkinasen von dem Faktor am Fibronektin-
CRE unterscheiden.

Im Vergleich zu diesen in-vivo Experimenten wurde der Effekt der Entfernung von
Phosphatgruppen auf die DNA-Bindung in-vitro untersucht. Fiir die in-vitro Dephospho-
rylierung wurden Kernextrakte aus HeLa Zellen fiir 20 Minuten mit Alkalischer Phosphatase
inkubiert. Ahnliche Ergebnisse wurden mit einer Sauren Phosphatase erhalten. Die Spezifitit
der in-vitro Dephosphorylierung wurde durch Blockierung mit Inhibitoren der Alkalischen
Phosphatase (NapMoO4) und Kompetitorsubstraten wie Glucose-6-Phosphat bewiesen
(Daten nicht gezeigt). Wie in Abb. 19B zu sehen, reagieren die Transkriptionsfaktoren an
den drei UREs verschieden auf Dephosphorylierung. Die Bindung am Collagenase-URE
wird etwas reduziert, auffilliger ist jedoch die verlangsamte Wanderung der DNA-
Proteinkomplexe. Die Bindung von Proteinen an das 1. URE von c-jun wird (wie auch an
das 2. URE von c-jun; Daten nicht gezeigt) iiberhaupt nicht durch die Phosphatase-
Behandlung der Extrakte beeinflult, wihrend die Bindung am Fibronektin-CRE vollig
verschwindet. Dies zeigt, dafl auch fiir die Bindung des Proteinkomplexes am Fibronektin-
CRE Phosphatgruppen nétig sind, was auch von anderen Gruppen bereits gezeigt wurde
(Gonzalez und Montminy, 1989; Yamamoto et al., 1988). H7 kann offenbar die Kinase, die

dafiir verantwortlich ist, nicht blockieren.

Diese Experimente lassen also den Schluf3 zu, daf3 unterschiedliche Faktoren an die

Enhancer-Elemente im Collagenase—, c-jun— und Fibronektin—Promoter binden.
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Antikorper gegen Jun hemmen nur die Bindung von Proteinen am
Collagenase-URE, Antikoérper gegen Fos dagegen an allen UREs

Die Bindung von AP-1 an den Collagenase-Enhancer mit Extrakten aus unbehandelten, UV-
oder Phorbolester-behandelten Zellen kann, wie schon im Kapitel 6 erldutert, durch
Antikdrper gegen vlun (die mit cJun kreuzreagieren; Abb. 16) blockiert werden. Um
festzustellen, ob cJun auch in den Proteinkomplexen an den c-jun-UREs oder dem
Fibronektin-CRE beteiligt ist, wurde die Komplexausbildung in Anwesenheit von vJun-
Antikérpern untersucht (Abb. 20A). Wihrend die vJun-Antikorper die Bindung am
Collagenase-Enhancer effektiv blockieren, wurde an den anderen Bindesequenzen nur
leichte Hemmung gefunden. Das gleiche Ergebnis wurde erhalten, wenn die Extrakte vor
Inkubation mit dem Oligonukleotid durch Immunprazipitation mit viun-Antikérpern an cJun

A
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Abb. 20 (A) Jun—Antikbrper blockieren die Proteinbindung nur am Collagenase-URE. Kernextrakte aus
unbehandelten (Kon), fiir 4 h mit 30 J/m2 UV (254 nm) oder fiir 4 h mit 60 ng/ml TPA behandelten HeLa
Zellen wurden fiir 2 h bei 4°C mit Kontroll-Kaninchenserum (NRS) oder vJun-Antikdrper (antiJun) inku-
biert. Nach Zugabe der radioaktiv markierten Oligonukleotide wurde bei RT noch 30 min inkubiert bevor die
Komplexe auf einem nativen Gel aufgetrennt wurden. (B) Fos ist notig fiir die Komplexausbildung an den
UREs von Collagenase, c-jun und dem Fibronektin-CRE. Kemextrakte aus unbehandelien (Kon), fiir 4 h mit
30 J/m2 UV (254 nm) oder fiir 4 h mit 60 ng/ml TPA behandelten HelLa Zellen wurden fiir 2 h bei 4°C mit
Kontroll-Kaninchenserum (NRS) oder Fos-Antikérper 262 (antiFos) inkubiert. Nach Zugabe der radioaktiv
markierten Oligonukleotide wurde bei RT noch 30 min inkubiert, bevor die Komplexe auf einem nativen Gel
aufgetrennt wurden.
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Protein verarmt wurden. Dieses Experiment zeigt also, daf3 cJun in den Proteinkomplexen
am c-jun— und Fibronektin—Enhancer hochstens in kleinen Mengen beteiligt sein kann. Die
Beteiligung von JunB und JunD an diesen Proteinkomplexen kann ebenfalls ausgeschlossen
werden, da die vJun-Antikorper mit den immunologisch-dhnlichen Proteinen JunB und
JunD kreuzreagieren (P. Angel, personliche Mitteilung), und der c-jun—Promoter durch
Uberexpression von JunB oder JunD in HeLa Zellen hochstens zweifach trans-aktiviert wird

(Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu hemmen Antikorper gegen vFos die Komplexausbildung nicht nur am
Collagenase-Enhancer sondern auch an den c-jun— und Fibronektin—Enhancern (Abb. 20B).
Die Proteinbindung an eine nicht-verwandte Sequenz (SV40) wird durch den vFos-
Antikorper nicht beeinflufit. Dies zeigt, daB Fos oder ein immunologisch dhnliches Protein
an den Proteinkomplexen dieser drei Gene beteiligt ist. Die etwas schlechtere Blockierung
der Bindung am 2. URE von c-jun und dem Fibronektin-CRE konnte bedeuten, dall neben
einem Heterodimer mit cFos noch ein Homodimer ohne cFos an diese Sequenzen bindet,
oder da3 die Antikdrpermenge nicht ausreichend war, sdmtliche Proteinkomplexe an der

Bindung zu hindern.

Unterschiedliche in-vivo Aktivitit der UREs

Die bisherigen Befunde in-vitro, dal die Enhancer der Collagenase, c-jun und Fibronektin
Gene verschiedene Faktoren binden, werden unterstiitzt durch unterschiedliche physio-
logische Regulation in-vivo von Promoterkonstrukten, die diese synthetischen Binde-
sequenzen enthalten. Diese Konstrukte enthalten die Enhancer-Sequenzen als Oligo-
nukleotide vor der TATA-Box des Xenopus Albumin-Promoter oder dem Herpes simplex
tk-Promoter. In verschiedenen Zellen wie Hel.a oder NIH 3T3 lassen sich diese Konstrukte
durch UV und Phorbolester aktivieren, die enhancer-losen Promoteren dagegen nicht
(Abb. 8, 10, Daten nicht gezeigt). In T47D Zellen, eine Mammary-Karzinoma-Zelle, in der
diese Minimal-Konstrukte besonders gut exprimiert werden, vermitteln zwar alle Elemente
Induktion der Expression durch Phorbolester, aber nur der Fibronektin-Ehhancer vermittelt
Induktion durch Forskolin, das iiber eine Aktivierung der Adenylatzyklase die intrazelluldre
cAMP-Konzentration erhoht (Abb. 21). Die Expression des entsprechenden Vektors wird
durch diese Agenzien nicht erhoht. Ahnliche Ergebnisse wurden in NIH 3T3 Zellen mit
tk-Promoter—Konstrukten erhalten (Daten nicht gezeigt). Mit HeLa Zellen konnte dieses
Experiment nicht durchgefiihrt werden, da Forskolin in diesen Zellen die Adenylatzyklase
nicht aktiviert (Delegeam et al., 1987). Die Faktoren, die nach Forskolin-Behandlung an das
Fibronektin-CRE in-vivo binden, konnen somit nicht identisch mit den an die anderen
Elemente bindenden Faktoren sein. Die Aktivitidt des Collagenase-Enhancers und des
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Abb. 21 Nur der Fibronektin-Enhancer vermittelt Induktion durch Forskolin. T47D Zellen wurden mit je
10 ng der angegebenen TATA CAT6-Promoter-Konstrukte transient transfiziert und mit 60 ng/ml
Phorbolester (TPA) oder 20 uM Forskolin (For) induziert oder blieben unbehandelt (Kon). 42 h nach
Induktion wurde die CAT-AKktivitit bestimmt und in pmolemg-lemin-! angegeben.

1. URE von c-jun kann in-vivo ebenfalls nicht durch gleiche Faktoren verursacht werden.
Sowohl die basale als auch die Phorbolester-induzierte Aktivitdt eines minimalen
Collagenase-Enhancer-Konstrukts wird durch das E1A-Onkogenprodukt gehemmt (Offringa
et al., 1990), wihrend die basale und Phorbolester-induzierte Aktivitit des 1. UREs von
c-jun durch E1A nicht beeinflu3t wird (van Dam et al., 1990).

Aus diesen Experimenten kann man also folgern, dal3 die Transkriptionsfaktoren, die
sowohl in-vivo als auch in-vitro an das 1. URE des c-jun—Promoter binden, nicht identisch

mit den Faktoren am Collagenase— und Fibronektin—Enhancer sind.

8. An den HIV-1-Enhancer bindet ein Komplex aus NF-xB mit
cJun und cFos

Der HIV-1-Enhancer ist eine Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor NF-xB (Kawakami et
al., 1988; Lenardo und Baltimore, 1989; Nabel und Baltimore, 1987). Es wurde daher
vermutet, daB3 die hier beobachteten in-vitro Proteinkomplexe mit Kernextrakten aus HeLa
Zellen NF-xB enthalten. Dies wurde durch eine Reihe von Experimenten bewiesen. (I)
NF-kB ist im Cytoplasma mit einem Inhibitor assoziiert, kann jedoch durch dissoziierende
Agenzien wie Natriumdesoxycholat (DOC) davon befreit werden (Baeuerle und Baltimore,
1988a; Baeuerle und Baltimore, 1988b). Wie in Abb. 22 gezeigt, erhoht DOC die Bindung
von cytoplasmatischen Extrakten aus HeLa Zellen an das HIV-1-URE. (II) Hemmstoffe der
Proteinsynthese wie Anisomycin oder Cycloheximid verursachen einen Anstieg von NF-xB
im Zellkern infolge einer Degradation des labilen cytoplasmatischen Inhibitors (Baeuerle und
Baltimore, 1988b; Sen und Baltimore, 1986). In Kernextrakten aus mit Anisomycin-
behandelten HeLa Zellen wurde erhohte NF-xB-Bindeaktivitdt gefunden (Daten nicht
gezeigt). (III) Eine weitere Eigenschaft von NF-xB ist, dafl durch Nukleosidtriphosphate die
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Abb. 22 HIV-1 Enhancer-Bindeaktivitit im Cytoplasma und Kern. Kemn- und Cytoplasma-Extrakte wurden
von HelLa Zellen prépariert zu Zeiten, bei denen die Bindeaktivitit maximal war (siche Abb. 14; HIV-1: UV
8h, TPA 1h; Collagenase: UV 4h, TPA 4h). Zum quantitativen Vergleich wurden Kern- und Cytoplasma-
Extrakte von der glcichen Anzahl an Zellen ecingesctzt. Die Extrakte wurden mit den angegebenen
Oligonukleotiden inkubicrt und auf cinem nativen Gel aufgetrennt. Wo angegeben wurden die Extrakte
zusdtzlich mit 0.6% DOC, 1.2% NP-40 (+DOC) behandclt.

Bindungsaktivitit erhoht wird (Lenardo et al., 1988). Eine 3 mM GTP Losung erhoht die
Bindung von Hela Kernextrakten an das HIV-1-URE (Daten nicht gezeigt). (IV) Das
Laufverhalten des DNA-Proteinkomplexes mit HeLLa Kernextrakten ist identisch mit dem
Laufverhalten von Kernextrakten aus lymphoiden Zellen und von NF-xB aus Cytoplasma
menschlicher Placenta, das iiber DNA-Affinititschromatographie mit der HIV-1-URE-
Sequenz gereinigt wurde (Abb. 25, Daten nicht gezeigt).

Ein anderer Transkriptionsfaktor, der an der Induktion von Genen durch UV beteiligt ist, ist
das schon erwihnte AP-1. Obwohl die Bindesequenzen fiir NF-xB und AP-1 verschieden

sind (Abb. 11), wurde durch hohe Uberschiisse der AP-1-Bindestelle die Bindung am
HIV-1-URE reduziert (Abb. 12A). Dies war Anlaf3 zu untersuchen, ob NF-kB und AP-1

gemeinsame Komponenten enthalten konnten. Es konnte eine Beteiligung von cJun/cFos
sowohl an der transkriptionellen Regulation des HIV-1-Enhancers als auch eine direkte
Interaktion mit NF-xB gezeigt werden.

Fos und Jun sind fiir die transkriptionelle Regulation des HIV-1-Enhancers

notig

In fritheren Experimenten wurde gezeigt, daB cFos und cJun fiir die transkriptionelle
Aktivierung der Collagenase nétig sind (siehe dazu Kapitel 6). Uberexpression von sowohl
cFos als auch cJun in der Zelle mit Hilfe von Expressionsvektoren unter der Kontrolle des
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RSV LTR aktiviert die Collagenase iiber die AP-1-Bindestelle (Tabelle 2). Verarmung der
Zelle an cFos und cJun durch Kotransfektion von "antisense"—fos oder —jun Sequenzen
reduziert die basale und induzierte Aktivitdt des Collagenase-Enhancers (Tabelle 4).

Tabelle 2 Der HIV- 1~Enhancer wird durch Fos und Jun trans-aktiviert

CAT-Plasmid RSV neo RSV c-fos RSV c-jun
HelL a -633/+80 HIV 3,9 12,5 (3,2) 13,5  (3,5)
-633/+80 mutHIV 0,3 0,4 (1,4) 0,2 (0,6)
-121/+232 HIV 9,8 28,4 (2,9) 106,0 (10,8)
-76/+232 HIV 1,6 1,5 (0,9) 0,8 (0,5)
-105/-79 HIV TATA 39,2 114,2  (2,9) 1743 (4,4)
TATA 1,0 1,2 (1,2) 0,8 (0,8)
-73/+63 Coll 0,8 2,0 (2,6) 7,0  (9,1)
NIH 3T3| -105/-79 HIV TATA 12,1 61,9 (5,1) 21,5 (1,8)
-73/-65 Coll TATA 0,33 2,4 (7,3) 0,6 (1,7)
TATA 0,15 0,13 (0,9) 0,17 (L,1)
T47D -105/-79 HIV TATA 21,6 296,8 (}1398) 220,1 (10,2)
-73/-65 Coll TATA 2,0 26,8 (13,8) 6,2 (3,2)
TATA 0,7 0,7 (1,1) 0,7 (1,1)

In HeLa, NIH 3T3 und T47D Zellen wurden je 5 ug der angegebenen CAT-Plasmide mit 10 pg der
entsprechenden RSV-Expressionsvektoren transient transfiziert. 8 h nach Transfektion wurde Medium mit
0.5% FCS gegeben und 42 h spiter die CAT-Aktivitdt bestimmt. Die angegebenen Werte sind CAT-
Aktivititen in pmolsmg-lemin-1 mit Induktionsfaktoren in Klammemn. Gezeigt sind die Ergebnisse eines
reprasentativen Experiments. Alle Transfektionen wurden mehrfach wiederholt mit dhnlichem Ergebnis.

Interessanterweise wird auch der HIV-1-Enhancer sowohl durch cFos als auch durch cJun
trans-aktiviert und der Effekt der Trans-Aktivierung ist vergleichbar mit dem an der
Collagenase AP-1-Bindestelle (Tabelle 2). Die Trans-Aktivierung ist nicht nur auf Hel.a
Zellen beschrankt, sondern wurde auch in NIH 3T3 Mausfibroblasten und in T47D
Karzinoma-Zellen gefunden. Vergleichbare Resultate wurden erhalten, wenn vFos oder
vlun in der Zelle iiberexprimiert wurde (Tabelle 3, und Daten nicht gezeigt). Die
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Unterschiede zwischen den viralen und zelluldren Proteinen (Angel et al., 1989; Bos et al.,
1989; Curran et al., 1984; Vogt und Bos, 1990) haben daher keinen EinfluB auf die Trans-
Aktivierung des HIV-1- und Collagenase—Enhancers. cJun— oder vJun—Mutanten, denen die
Trans-Aktivierungsdoméne fehlt, die aber noch die DNA-Bindedoméne mit Leucin-Zipper-
Struktur haben, aktivieren den HIV-1-Enhancer nicht. Es wird im Gegenteil sogar eine
knapp zweifache Hemmung beobachtet (RSV v-junA1-119 in Tabelle 3, und Daten nicht
gezeigt). Diese Mutanten konnen aber noch als Heterodimere mit einem intakten cJun oder
vJun den Collagenase-Enhancer trans-aktivieren (Angel et al., 1989). Dies bedeutet, daB fiir
die NF-kB-vermittelte Aktivitdt des HIV-1-Enhancers die Trans-Aktivierungsdoméne von
Jun unbedingt nétig ist. cJun— oder vJun—Mutanten, die zwar die Trans-Aktivierungs-
domine noch besitzen, aber keine DNA-Bindedomiine mehr haben, kénnen den HIV-1-
Enhancer (wie auch den Collagenase-Enhancer; Angel et al., 1989) nicht mehr trans-
aktivieren (RSV v-junA121-287 in Tabelle 3, und Daten nicht gezeigt). Der Effekt ist
spezifisch fiir die NF-xB-Bindestelle, da nur Promoterkonstrukte mit einer funktionellen

NF-kB-Bindesequenz trans-aktiviert werden konnen.

Tabelle 3 Der HIV-1-Enhancer wird nur durch vJun-Wildtyp trans-aktiviert

CAT-Plasmid RSVpUC RSV v-jun RSV v-jun RSV v-jun
Wildtyp A1-119 A121-287

-105/-79 HIV TATA 41,5 108,5 (2,6) 22,6 (0,5) 31,8 (0,8)
TATA 0,2 0,2 (4,0) 0,2 (1,0) 0,1 (0,5)

-73/+63 Coll 0,6 4,5 (7,0) 0,6 (4,0) 0,8 (1,4)

In Hela Zellen wurden je 5 g der angegebenen CAT-Plasmide mit 10 pg der entsprechenden RSV-
Expressionsvektoren transient transfiziert. 8 h nach Transfektion wurde Medium mit 0.5% FCS gegeben und
42 h spiter die CAT-Aktivitit bestimmt. Die angegebenen Werte sind CAT-Aktivititen in pmolemglemin-1
mit Induktionsfaktoren in Klammern. Gezeigt sind die Ergebnisse eines repriasentativen Experiments. Alle
Transfektionen wurden mehrfach wiederholt mit Zhnlichem Ergebnis.

Weiterhin reduzieren "antisense"—fos oder —jun Sequenzen sowohl die basale als auch die
UV- und Phorbolester-induzierte Aktivitdt des HIV-1-Enhancers (Tabelle 4). Der Grad der
Hemmung ist vergleichbar mit Hemmungen an der Collagenase AP-1-Bindestelle. Diese
Experimente zeigen also, daB3 cFos und cJun fiir die Aktivierung des HIV-1-Enhancers notig
sind, und daf} sowohl die DNA-Bindedomine als auch die Trans-Aktivierungsdoméne von

cJun dafiir gebraucht werden.
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Tabelle 4 Fos und Jun sind fiir die basale und induzierte HIV-1-Enhancer—vermittelte

Transkription nétig
Kon uyv TP A
-121/+232 HIV | Vektor 9,2 82,0 60,0
"antisense"—fos 4.3 30,9 25,3
Repressiom 47 % 38% 42 %
Vektor 19,3 108,5 102,4
"antisense"—jun 8,9 35,9 52,5
Repressiomn 46 % 33% 51%
5x(-73/-65) Colltk | Vektor 1,7 25,3 122,0
"antisense"—fos 1,1 13,5 70,1
Repressiom 65 % 53% 57 %
Vekior 4.0 6,5 62,7
"antisense"—jun 2,2 4,0 20,3
Repressiom 54% 61% 32%

Hela Zellen wurden mit je 5 pg -121/+232 HIV-1 CAT oder 5x(-73/-65) ColltkCAT und 10 pg von
"antisense"—fos = SVsoft, dem Vektor dazu = KSV10%, "antisense"—jun = SVanti-jun und dem Vektor dazu
= SV65 transient transfiziert. 8 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 20 J/m? UV (254 nm) oder
60 ng/ml TPA induziert oder blieben unbechandelt (Kon). Die gezeigten Werte sind CAT-Aktivititen in
pmolemglemin-! und der Grad der Repression durch die "antisense”-Vektoren, Gezeigt sind dic Werte eines
reprasentativen Experiments. Alle Transfektionen wurden mchrfach wiederholt mit dhnlichem Ergebnis.

Indirekte Kompetition fiir Faktorbindung am HIV-1-Enhancer

cFos und cJun konnen in der Signalkette zum HIV-1-Enhancer eine Rolle spielen, und zum
Beispiel ein Protein aktivieren, das dann wiederum NF-kB aktiviert, oder cFos und cJun
sind Komponenten des Transkriptionsfaktor-Komplexes am HIV-1-Enhancer. Es sollte
daher untersucht werden, ob cFos und/oder cJun zusammen mit NF-kB direkt an den
HIV-1-Enhancer binden konnen. Kompetitionsexperimente mit dem Collagenase-URE und
dem HIV-1-URE (Abb. 12A) hatten gezeigt, daf} die Transkriptionsfaktor-Komplexe nicht
identisch sein konnen. Auffallend war jedoch die leichte Hémmung der Faktorbindung am
HIV-1-URE mit hohen Uberschiissen an Collagenase-URE. Wie in Abb. 23 zu sehen,
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Abb. 23 Indirekte Kompetition um Fos-Protein. Dic Kompetitionsanalysen wurden mit Kernextrakten aus
HeLa Zellen, die fiir 1 h mit 60 ng/ml TPA behandelt wurden, durchgefiihrt. Der molare UberschuB der nicht
radioaktiv markierten Oligonukleotide ist im oberen Teil der Abbildung zu schen. Nach Zugabe des
radioaktiven HIV-1-Oligonukleotids wurden die Proteinkomplexe auf einem nativen Gel aufgetrennt.

reduziert das Collagenase—URE mit 300 bis 1000 fachen Uberschiissen deutlich die Bindung
am HIV-1-URE. Dieser Effekt ist spezifisch fiir die AP-1-Bindestelle, da zwei andere
Oligonukleotide, nicht-funktionelle Punktmutationen des HIV-1- und Collagenase-URE,
nicht kompetieren konnen. Daraus kann man schlieen, dafl die Proteinkomplexe an den
beiden UREs zwar verschieden sind, aber offenbar als gemeinsame Komponenten cFos
und/oder cJun haben.

Fos-Antikorper hemmen die Komplexausbildung am HIV-1-Enhancer

Weitere Beweise fiir eine direkte Interaktion von NF-xB mit cFos wurden mit Hilfe von
Antikorpern gegen Fos gefunden. Sowohl die Bindung von Extrakten aus unbehandelten,
als auch UV- oder Phorbolester-behandelten Zellen an das HIV-1-URE wird durch cFos-
Antikorper blockiert (Abb. 24). Die gleichen cFos-Antikorper hemmen auch effektiv die
Bindung am Collagenase-URE. Die Bindung von Proteinen an eine nicht-verwandte
Sequenz (SV40) wird durch die Antikorper nicht beeinfluft. Die gleichen Ergebnisse
wurden erhalten, wenn die Extrakte vor Inkubation mit dem radioaktiv markierten
Oligonukleotid durch Immunprizipitation mit cFos-Antikorpern an cFos und cFos/cJun—
Heterodimeren verarmt wurden. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dafl cFos (und cJun)
zusammen mit NF-xB an die DNA binden. Mit Antik6rpern gegen cJun ist dieses
Experiment nicht durchfiihrbar, da Jun-Antikorper die Zelle im wesentlichen nur an cJun
verarmen (Abb. 16), und daher noch geniigend cFos zur Verfiigung steht, das mit NF-kB

interagieren kann.
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Abb. 24 Fos ist fiir die Komplexausbildung am HIV-1 Enhancer nétig. Kernextrakte aus unbehandelten
(Kon) oder fiir 4 h mit 30 J/m2 UV (254 nm) oder fiir 1 h mit 60 ng/ml TPA behandelten Hela Zellen
wurden fiir 2 h bei 4°C inkubiert. Wo angegeben, wurde wihrend dieser Zeit Fos—-Antikdrper 411 zugesetzt.
Nach Zugabe der radioaktiv markierten Oligonukleotide wurde bei RT noch 30 min inkubiert, bevor die
Komplexe auf einem nativen Gel aufgetrennt wurden.

Verstirkte Bindung von NF-xB mit Jun und Fos an den HIV-1-Enhancer

Es konnte nun sein, dal cJun und/oder cFos die Bindung von NF-xB an das HIV-1-URE
erhohen, dhnlich wie cJun/cFos-Heterodimere eine hohere Affinitidt zum Collagenase-URE
haben als Jun-Homodimere. Es wurde daher NF-xB, das aus Cytoplasma menschlicher
Placenta liber DNA-Affinitdts-Chromatographie mit der HIV-1-URE-Sequenz gereinigt
wurde (P. Baeuerle, unvertffentlicht), mit bakteriell exprimierten vJun und vFos inkubiert
und die Bindung an das HIV-1-URE analysiert. Gereinigtes NF-xB bindet alleine an das
HIV-1-URE. Von den zwei spezifischen DNA-Proteinkomplexen (Abb.'25; Spur 2, Bande
a, b) wandert der obere auf der gleichen Hohe wie Kernextrakte von HelLa Zellen (Abb. 25,
Spur 1). Eine Kombination aus NF-xB mit vJun aus Fraktion #22 oder vFos bindet
wesentlich besser an das HIV-1-URE als NF-xB alleine und zeigt nur noch die obere Bande
a. vlun #22 und vJun #23 sind zwei aufeinanderfolgende 0.5 M NaCl-Fraktionen von
bakteriell exprimierten vJun (gesamtes vJun), das iiber Heparin-Agarose gereinigt wurde
und gegen den Puffer der Bindereaktion dialysiert wurde (P. Angel, unverdffentlicht). Beide
Fraktionen haben etwa die gleiche Konzentration an bakteriellen Proteinen. Nur in Fraktion
#22 wurde Bindung an den Collagenase-Enhancer festgestellt (Daten nicht gezeigt). Die
Bande c, die nur in Kombination mit vJun #22 auftrat, ist vermutlich ein Degradations-
produkt von vJun. Eine dhnliche Bande wurde auch beobachtet, wenn vJun #22 mit dem
Collagenase-URE inkubiert wurde (Daten nicht gezeigt). vFos ist ein Fusionsprotein aus
einem Teil von lacz und FBJv-fos, das durch Ionen-Austausch-Chromatographie gereinigt
wurde und ebenfalls gegen den Puffer der Bindereaktion dialysiert wurde (Risse et al,,
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Abb. 25 Verstirkte Bindung von NF-kB mit Jun und Fos an den HIV-1-Enhancer. Dic Bindereaktion wurde
bei RT 30 min in 20 pl 12 mM HEPES-NaOH pH 7.9, 4 mM Tris pH 7.9, 60 mM KCl, 5 mM MgCly,
0.6 mM EDTA, 12% Glyzerin, 5 mM DTT, 3 mM GTP, 5 ug BSA durchgefithrt. Extrakt = 5 ug
Kernextrakt aus fiir 60 min mit 60 ng/ml TPA behandcelten Hela Zellen + 0.5 pg poly(dIdC). NF-xB = 1 pl
bzw. 0.25 ul DNA-affinititsgercinigtes NF-xB aus Cytoplasma menschlicher Placenta (P. Baeuerle,
unverdffentlicht) + 0.1 pg poly(dIdC). Jun#22, Jun#23 = Ein Plasmid, das fiir das gesamte vJun kodiert,
wurde in den Baktericnstamm BL21, der eine integricrte Kopie des IPTG-induzicrbaren T7 RNA-Polymerase
Gens enthilt transformicrt (modifiziert nach Studier und Moffat, 1986). Dic Baktericn-Ubernachtkultur wurde
mit IPTG stimuliert, Extrakte pripariert, diese mit 20-40% Ammoniomsulfat gefillt, iiber Heparin-Agarose
aufgetrennt und mit steigendem NaCl-Gradienten eluiert. Fraktion #22 und #23 sind zwei aufeinanderfolgende
Fraktioncen der 0.5 M NaCl-Elution Die eluierten Proteinen wurden anschlieBend noch gegen den Puffer der
Bindercaktion ohne GTP und BSA dialysiert (P. Angcl, unver6ffentlicht). Fos = siche Legende zur Abb. 15.
NF-kB wurde mit Jun oder Fos 10 min bei 4°C inkubiert, bevor die im unteren Teil der Abbildung
angegebenen radioaktiven Oligonukleotide zugegeben wurden.,

1989). Die Verstirkung der Bindung von NF-xB an das HIV-1-URE durch vJun und vFos
ist spezifisch, da beide Proteine gegen den Puffer der Bindereaktion dialysiert wurden und
somit Effekte des Puffers auf die Bindung von NF-kB ausgeschlossen werden konnen. Nur
die Fraktion der Heparin-Agarose Reinigung von bakteriell exprimierten vJun, die das viun—
Protein enthilt (vJun #22), erhoht die Bindung von NF-xB. Ein Bakterien-Gesamtextrakt
hat keinen Einfluf} auf die Bindung (Daten nicht gezeigt). Die Komplexausbildung wurde in
Anwesenheit von 5 pug BSA gemacht, so daB auszuschlieBen ist, daB3 die bakteriellen
Proteine NF-kB vor Degradation schiitzen. Sowohl vJun als auch vFos binden in den hier

benutzten Mengen alleine nicht an das HIV-1-URE (Abb. 25). An das mutierte, nicht-
funktionelle HIV-1-URE bindet NF-xB und vJun bzw. vFos nicht (Abb. 25).
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Somit sind also sowohl vFos als auch vJun (und wegen der identischen DNA-Bindedomine
auch cJun und cFos) in der Lage, die Bindung von NF-xB an den HIV-1-Enhancer zu
erhohen und sind daher mit groler Wahrscheinlichkeit Komponenten des Transkriptions-
faktor-Komplexes am HIV-1-URE in der Zelle.

9. Zwischenstufen der UV-induzierten Signalkette zu den Genen

Die UV-induzierte Signalkette verlduft iiber das Cytoplasma

Wie in den bisherigen Experimenten gezeigt, ist der Signaltransfer in der UV-induzierten
Genexpression schnell und nicht von Proteinsynthese abhdngig. Da sowohl der DNA-
Schaden als auch die durch UV-aktivierbaren Gene im Zellkern lokalisiert sind, kénnte man
sich eine direkte Informationsiibermittlung innerhalb des Zellkerns vorstellen. NF-xB ist
jedoch in unbehandelten Zellen im Cytoplasma mit einem Inhibitor, IxB, assoziiert und
wird erst durch Phorbolester-Behandlung von diesem Inhibitor freigesetzt und in den Kern
transportiert (Baeuerle und Baltimore, 1988a; Baeuerle und Baltimore, 1988b). Es wire
deshalb moglich, daB fiir die Aktivierung von NF-xB durch UV der gleiche Mechanismus
gilt, das heilt die UV-induzierte Signalkette wiirde dann iiber das Cytoplasma verlaufen.
Um dies zu iiberpriifen, wurde die Bindeaktivitit von Cytoplasma- und Kernextrakten in
unbehandelten, UV- und Phorbolester-behandelten Zellen untersucht. Zum quantitativen
Vergleich der Bindeaktivitdten wurden Cytoplasma- und Kernextrakt der gleichen Zellzahl
eingesetzt. Bindung von NF-xB ist im Zellkern und Cytoplasma zu finden. In unbe-
handelten Zellen ist die grofite Bindeaktivitdt im Cytoplasma. Nach UV-Behandlung der
Zellen nimmt wie nach Phorbolester-Behandlung die Bindeaktivitidt im Cytoplasma ab und
steigt dafiir im Zellkern an (Abb. 22). Wahrscheinlich inaktiviert UV wie Phorbolester den
cytoplasmatischen Inhibitor und setzt damit aktives NF-xB frei. Damit ist zumindest fiir die
Aktivierung von NF-xB gezeigt, daB die Signalkette in der UV-Induktion vom DNA-
Schaden im Zellkern iiber das Cytoplasma zuriick zu den aktivierten Transkriptionsfaktoren
im Zellkern verlduft.

EPIF als Zwischenstufe in der UV-induzierten Signalkette

Die Induktion von Genen durch UV kann in einer Vielzahl von Zellen nachgewiesen
werden. In einem Organismus werden aber nur die Zellen der obersten Hautschichten einer
direkten Sonnenbestrahlung ausgesetzt. Es stellte sich daher die Frage, welches Risiko fiir
einen Organismus besteht, daB Gene, wie zum Beispiel HIV-1, durch Sonnenbestrahlung
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aktiviert werden. Latentes HIV-1 wird hauptsidchlich in Zellen mit dem CD4-Ober-
flichenmarker gefunden, einschlieBlich T-Helfer—Zellen (Dalgleish et al., 1984; McClure
und Weiss, 1987; Tschachler et al., 1987), Makrophagen und ihre vielzellige Abkdmmlinge
wie die Langerhans—Zellen der Epidermis (McClure und Weiss, 1987; Tschachler et al,,
1987) und Mikroglia, also Zellen, die zum gro8ten Teil keiner direkten Sonnenbestrahlung
ausgesetzt sind. Es konnte ein Mechanismus aufgeklirt werden, der zeigt, wie diese Zellen
indirekt durch UV erreicht werden kénnen.

UV-Bestrahlung von Sédugetier-Zellen in Kultur fiihrt zur Freisetzung eines extrazelluldren
Faktors, welcher in nicht-bestrahlten Zellen die HIV-1-Transkription erhoht. Auch die durch
UV-aktivierbare Collagenase wird durch diesen Faktor aktiviert. Dieser Faktor wurde
urspriinglich im Medium von UV-bestrahlten Zellen entdeckt, das die Transkription
verschiedener UV-induzierbarer Gene in unbestrahlten Zellen beeinfluite (Rotem et al.,
1987; Schorpp et al., 1984). Der Faktor wurde von unserem Labor EPIF (Extrazelluldrer
Proteinsynthese-induzierender Faktor) genannt.

Eine Moglichkeit die Wirkung dieses Faktors zu zeigen, ist UV-bestrahlte nicht-transfizierte
Zellen mit nicht-bestrahlten HIV-1-transfizierten Zellen zusammen zu kultivieren. Nur bei
Kokultivierung mit bestrahlten Zellen erhoht sich die HIV-1-vermittelte CAT-Aktivitét in
einer dosis-abhingigen Weise (Stein et al., 1989a). Dies zeigt, daBl UV-bestrahlte Zellen
einen Faktor auf unbestrahlte Zellen "iibertragen" konnen.

EPIF-Aktivitdt kann auch in zellfreiem Kulturmedium von UV-bestrahlten Zellen nach-
gewiesen werden. Kulturmedium von HeLa Zellen, 48 Stunden nach UV-Bestrahlung,
erhoht die Aktivitit eines Pentamers des Collagenase-UREs vor dem tk-Promoter (Abb. 26,
UV KM). Die Aktivierung ist spezifisch, da Medium von unbestrahlten Zellen die CAT-
Aktivitdt nicht verdndert (Abb. 26, Kon KM), ebenso wird der Vektor ohne die UREs durch
EPIF nicht beeinflult. Somit wirkt EPIF iiber das gleiche cis-wirkende DNA-Element der
Collagenase wie UV.

5x(-73/-65) Coll tk 1k Abb. 26 Das Collagenase-URE wird durch
' Kon UV Kon UV | UV und durch Kulturmedium von UV-
Kon UV KM KM Kon UV KM KM bestrahlten Zellen aktiviert. HeLa Zellen
18 173 13 54 7.3 60 7.0 7.3 pmolmg min wurden mit je 10 pg der angegebenen tkCAT-

Konstrukte transient transfiziert. 8 h nach
Transfektion blieben die Zellen unbehandelt
(Kon) oder wurden mit 20 J/m? UV (254
nm) bestrahlt oder mit Kulturmedium von
nicht-bestrahlten HeLa Zellen (Kon KM) oder
von Hela Zellen 48 h nach Bestrahlung mit
30 J/m2 (UV KM) inkubiert. 42 h spiter
wurde die CAT-Aktivitit bestimmt und in
pmolemg-lemin-1 angegeben.
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Abb. 27 Kulturmedium von UV-bestrahlten Zellen vermittelt die UV-Antwort. Hel.a oder Molt-4 Zellen
wurden mit je 10 pug der angegebenen HIV-1 CAT-Konstrukte transient transfiziert. 8 h nach Transfektion
blieben die Zellen unbehandelt (Kon) oder wurden mit 20 J/m2 UV (254 nm) bestrahlt oder mit
Kulturmedium von nicht-bestrahlten Zellen (Kon KM) oder von Zellen 48 h nach Bestrahlung mit 30 J/m?2
(UV KM) inkubiert. KMy und KM1, sind zwei unabhingige Priiparationen von Kulturmedium aus Hcla
Zellen, KM» aus Molt-4 Zellen. Bevor das Kulturmedium von HeLa Zellen auf die Molt-4 Zellen gegeben
wurde, wurde es gegen RPMI mit 10% FCS und 2 mM Glutamin dialysicrt. 42 h nach Induktion wurde dic
CAT-Aktivitit bestimmt und in pmolsmg-!emin-! angegeben.

Auch die Induktion von HIV-1 durch EPIF verliuft iiber das URE. Kulturmedium von
unbehandelten Zellen verindert die CAT-Aktivitiiten von HIV-1-transfizierten Zellen nicht
(Abb. 27, Kon KM; vergl. Spur 3 oder 5 mit Spur 1). Im Gegensatz dazu erhoht Medium,
das 48 Stunden nach UV-Bestrahlung von Zellen geerntet wurde, die transkriptionelle
Aktivitdt eines HIV-1 CAT-Konstrukts 3-4 fach (Abb. 27, UV KM; vergl. Spur 4, 6 mit
Spur 3, 5). Dieser Effekt ist spezifisch. Er beruht nicht auf verstirktem Wachstum der
Zellen, da Kon KM und UV KM behandelte Zellen gleich gut wachsen (Daten nicht gezeigt).
Das UV KM wirkt konzentrationsabhingig (Daten nicht gezeigt). Der extrazelluldre Faktor
im UV KM wirkt iiber das gleiche cis-wirkende Element im HIV-1-Enhancer wie auch
direkte UV-Bestrahlung. Die tar-Region kann ohne Einflufl auf die EPIF-vermittelte
Aktivierung entfernt werden (Konstrukt -121/+5 in Abb. 27), die beiden NF-xB-—
Bindestellen dagegen nicht (Konstrukt -76/+232 in Abb. 27).

Da HIV-1 zum groBten Teil in CD4-positiven Zellen nachgewiesen wurde, wurde die
transkriptionelle Aktivierung in diesen Zellen untersucht. Erhchte HIV-1-Promoter- Aktivitit
nach UV-Bestrahlung wurde in den CD4-positiven Lymphocyten Molt-4 (Minowada et al.,
1972) und Jurkat (Kaplan et al., 1974) nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dall sowohl Medium von UV-bestrahlten Molt-4 als auch von HeLa
Zellen HIV-1 in Molt-4 aktiviert (Abb. 27). HIV-1-Aktivitit in CD4-positiven Lymphocyten
wird also auch durch Kulturmedium von UV-bestrahlten nicht-lymphoiden Zellen erhéht.
EPIF wirkt somit nicht zelltyp-spezifisch.
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Die Identitdt des Faktors ist unbekannt. Es handelt sich wahrscheinlich um ein (oder
mehrere) Protein(e), da es durch Ammoniumsulfat prizipitiert werden kann und dialysierbar
ist, das heifit mindestens 15000 Dalton groff sein mufl. Durch Chromatographie iiber
Heparin-Sepharose und Q-Sepharose kann die EPIF-Aktivitit angereichert werden. In
Medium aus UV-bestrahlten Zellen ist die Konzentration von verschiedenen Faktoren
erhoht. Einer dieser Faktoren wurde als IL-1a identifiziert, so dafl zumindest ein Teil der
EPIF-Aktivitdt durch diesen Faktor vermittelt werden konnte (M. Krimer, unverdffentlicht).
Eventuell ist EPIF sogar ein essentieller Bestandteil der Signalkette in der UV-Induktion.
Verlust der UV-Induzierbarkeit von Genen nach Blockierung der Wachstumsfaktor-
Rezeptoren auf der Zelloberfliche mit der Substanz Suramin lassen diesen Schlufl zu (M.

Kridmer, unverdffentlicht).
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DISKUSSION

UV ist ein extrazellularer Einfluf auf die duBleren Zellen der meisten Organismen, weshalb
eine Untersuchung der UV-Wirkung auf die Genexpression aus biologischer Sicht sehr
interessant ist. In der vorliegenden Arbeit wurde der Mechanismus der UV-induzierten
Genexpression charakterisiert. Als Beispiele wurden ein Protoonkogen (c-jun), ein Gen, das
fiir ein extrazelluldre Matrix-abbauendes Enzym kodiert (Collagenase), und ein virales Gen
(HIV-1) gewdhlt. UV aktiviert eine Signalkette, deren Anfangspunkt die UV-induzierten
DNA-Schiden sind, und die {iber mehrere Zwischenstufen mit der verstérkten Bindung von
Transkriptionsfaktoren an den UREs der durch UV-aktivierbaren Genen endet. Der
Endpunkt einer Signalkette ist immer als relativ anzusehen, da die Genprodukte von UV-
induzierten Genen wiederum andere Gene aktivieren kénnen, was im Prinzip eine Fort-

setzung der Signalkette bedeutet.

DNA als "Rezeptor" von UV

Das primire Ereignis fiir die Auslosung der UV-induzierten Expression von Genen ist die
Absorption von UV durch die DNA. Dies konnte durch drei unterschiedliche experimentelle
Ansiitze gezeigt werden. (I) Das Aktionsspektrum der Genaktivierung durch UV ist identisch
mit dem Spektrum der Zellabt6tung und der Thymidin-Dimer-Bildung in der Zelle (Abb. 1).
Beides sind Prozesse, die Absorption von UV durch die DNA voraussetzen. Somit ist es
unwahrscheinlich, dal UV-Absorption in Membranen (Proteine, Lipide mit konjugierten
Doppelbindungen) fiir die Aktivierung von Genen eine Rolle spielt, da die Absorptions-
spektren dieser Membranbestandteile zu anderen Wellenldingen verschobene Optima haben.
(II) In XPA-Zellen ist im Vergleich zu gesunden Wildtyp-Fibroblasten eine 10 fach
niedrigere UV-Dosis zur maximalen Aktivierung der Gene ausreichend (Abb. 2). Da der
einzige Unterschied zwischen diesen beiden Zelltypen die fehlende "Excisions"-Reparatur in
den XPA-Zellen ist, spielt vermutlich der DNA-Schaden eine Rolle fiir die UV-Induktion.
Es war deshalb nicht iiberraschend, daf3 andere DNA-schiddigende Agenzien die gleichen
Gene aktivieren wie UV. (III) Weiterhin konnte die direkte Bestrahlung der Zelle mit UV
durch das Einbringen von UV-bestrahlter oder karzinogen-geschidigter DNA der unter-
schiedlichsten Sequenzen ersetzt werden (Mai et al., 1989). Dies spricht dafiir, daf der
durch UV ausgeloste DNA-Schaden sich nicht in dem Gen, das durch UV aktiviert werden
soll, ereignen muB. Dies war auch unwahrscheinlich, da in XPA-Zellen UV-Dosen von nur
2 J/m? eine maximale Genaktivierung auslosen. Eine Dosis von 2 J/m? verursacht etwa
1 Thymidin-Dimer in 20000 Basenpaaren der DNA (Wulff, 1963). Bei dieser Haufigkeit

wiirde sich in den kurzen URES der Gene nur sehr selten ein DNA-Schaden ereignen, was
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nicht ausreichen diirfte, um die Transkription in einer Massenkultur von rund 106 Zellen

nachweisbar zu verindem.

Fiir die Auslosung der UV-Antwort ist weder die DNA-"Excisions"-Reparatur noch die
"Postreplikations"”-Reparatur notwendig. XPA-Zellen fehlt nimlich die "Excisions"-
Reparatur und eine Aktivierung von Genen durch UV wird auch ohne DNA-Replikation in
sich nicht-teilenden Zellen gefunden (Kaina et al., 1989b; Stein et al., 1989b). Fiir die
Auslosung der UV-Antwort ist daher vermutlich nur die geédnderte sekundire Struktur der
DNA ausschlaggebend. Diese verdnderte Struktur muf als Signal dienen und von Proteinen,
die Teile der Signalkette sind, erkannt werden. Die Struktur der geschidigten DNA kann
sehr vielfiltig sein, da neben UV auch andere DNA-schidigende Agenzien, wie z.B. MMC
oder NQO, die UV-Antwort auslosen konnen. Es ist bis jetzt nicht bekannt, ob jeder Typ
von DNA-Schaden durch unterschiedliche Proteine erkannt wird, oder ob ein einziges
Protein durch ein breites Spektrum an DNA-Schiden aktiviert wird.

Die durch UV aktivierte Signalkette endet an verschiedenen UREs

Am anderen Ende der Signalkette in der UV-Induktion stehen die UV-induzierbaren Gene.
Die in dieser Arbeit untersuchten Gene c-jun, Collagenase und HIV-1 werden durch UV
transkriptionell reguliert (Abb. 3-10). Die verstdrkte Transkription kann nicht auf einer
Vermehrung der Kopien-Zahl der Gene beruhen, da signifikante Genamplifikation erst nach
Tagen beobachtet wird (Lavi, 1981; Liicke-Huhle und Herrlich, 1986; Schimke, 1984) und
die Transkription der hier untersuchten Gene schon 30 min nach UV-Bestrahlung erhoht ist
(Abb. 3, 4). Auch die transient transfizierte Plasmid-DNA wird in der Zelle nicht amplifiziert
(S. Mai, unverdffentlicht). Weiterhin trigt keines der verwendeten Plasmide einen "origin"
der Replikation, noch gibt es irgendwelche Hinweise, daf3 die definierten UREs als "origin"
der Replikation fungierten. UV-induzierte Amplifikation und Genaktivierung sind zwei
vollig verschiedene Prozesse. Zum Beispiel ist eines der UREs des SV40-Enhancers eine
NF-xB-Bindestelle (Daten nicht gezeigt). Der "origin" der Replikation dagegen ist ein vollig
anderes cis-wirkendes DNA-Element (Lavi, 1981), an das ein Protein bindet, das an keines
der definierten URESs binden kann (Mai et al., 1990; Liicke-Huhle et al., 1989). Die Sequenz
dieses minimalen "origins" diente daher als Kontrolle fiir eine Reihe von Experimenten in
dieser Arbeit (SV40-Oligonukleotid).

Durch UV wurde keine verdnderte Stabilitit der mRNA oder des CAT-Proteins festgestellt.
Die Expression von chimiren Genkonstrukten wird nur dann durch UV erhoht, wenn UREs
vorhanden sind. Die entsprechenden Vektoren oder Konstrukte mit deletierten oder mutierten
URE:s lassen sich nicht durch UV aktivieren (Abb. 5-10). Die UV-Induktion ist spezifisch
fiir die UREs, da mehrere andere Promoteren, die auch cis-wirkende DNA-Elemente fiir
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Transkriptionsfaktoren haben, wie z.B. der MMTV- oder der tk-Promoter (Beispiele in Abb.
7, 8, 10), nicht durch UV aktiviert werden. Die unterschiedliche DNA-Struktur der transient
transfizierten Plasmide (nackte, ringférmige DNA) und der endogenen Gene (Chromatin-
struktur mit Histonen) scheint keinen Einflu auf die UV-Induzierbarkeit zu haben. In
beiden Fillen ist die UV-Dosis fiir optimale Genaktivierung identisch (Abb. 2, und Daten
nicht gezeigt).

Die Kinetiken der UV- und Phorbolester-induzierten Anhdufungen von c-jun—~RNA sind mit
einem Optimum bei einer Stunde identisch (Abb. 3, 4). Auch der zeitliche Verlauf der
Anhdufung von Transkripten von transient transfizierten HIV-1- und Collagenase-CAT-
Konstrukten (-121/+232 HIV-1, 5x(-73/-65) ColltkCAT in Abb. 3, 4) ist nach UV- und
Phorbolester-Behandlung der Zellen identisch. Eine Ausnahme macht die UV-induzierte
Transkription der endogenen Collagenase. Wiahrend das Optimum der RNA-Menge nach
Phorbolester-Behandlung bei 8 Stunden liegt, hilt die UV-induzierte RNA-Anhidufung bis
iiber 24 Stunden an (Abb. 3, 4). Der unterschiedliche Verlauf der Kinetiken beruht wahr-
scheinlich auf dem Vorhandensein von weiteren cis-wirkenden DNA-Elementen in der 57
flankierenden Region der Collagenase. Diese Elemente verstidrken die UV- und Phorbol-
ester-vermittelte Induktion der Collagenase-Expression und zeigen ihre Wirkung nur in
Anwesenheit von Proteinsynthese (Jonat et al., 1989; und unveroffentlicht). Im Gegensatz
dazu ist die Aktivierung der hier untersuchten Gene iiber die UREs nicht von Protein-

synthese abhéngig (Abb. 3, und Daten nicht gezeigt).

Die UREs sind auch Endpunkte der Signalkette in der Aktivierung durch Phorbolester,
Wachstumsfaktoren und Onkogen-Produkte (siehe Literaturzitate im Ergebnis-Teil). Das
bedeutet, dafl verschiedene Signalketten auf das gleiche cis-wirkende Element konvergieren
und ihre Effekte durch den gleichen Transkriptionsfaktor ausiiben. Andererseits wird die
UV-induzierte Expression in verschiedenen Genen durch verschiedene Transkriptions-
faktoren und UREs vermittelt (Abb. 11). Das Collagenase Gen hat nur ein einziges URE,
der HIV-1-Enhancer enthilt direkt nebeneinander zwei fast identische Kopien eines UREs
und das c-jun—-Gen hat zwei UREs dhnlicher Sequenz in seiner 5 flankierenden Region.

Das Zusammenwirken der beiden UREs aus dem HIV-1-Enhancer bei der Induktion von
HIV-1 durch UV ist noch nicht vollig geklart. Wihrend beide fiir die basale Aktivitit
verantwortlich sind (je etwa 6 fache Reduktion der basalen Aktivitit bei sukzessiver Deletion
der beiden UREs; vergl. -121/+232, -91/+232, -76/+232 in Abb. 6) wird der Faktor der
Induktion durch UV bei Deletion des distalen UREs nur unwesentlich erniedrigt (vergl.
-121/+232, -91/+232 in Abb. 6). Analysen der Proteinbindung an diese zwei UREs lieferten
zum Teil widerspriichliche Ergebnisse. Wahrend Kawakami et al. (1988) selektive Bindung
von NF-xB an das distale URE beschreiben, haben andere (Garcia et al., 1987) mit HeLa

Extrakten nur Bindung am proximalen URE beobachtet, und in Extrakten aus Phorbolester-
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behandelten Zellen oder lymphoiden Zellen sind beide UREs besetzt (Wu et al., 1988b).
Diese Untersuchungen wurden mit isolierten Bindestellen gemacht, wobei mogliche
Stabilisierung von Komplexen an den UREs durch Bindung von Spl an die benachbarten
Bindestellen auBler acht gelassen wurde.

Die zwei UREs aus dem c-jun—Enhancer tragen beide je zur Hilfte zur UV-Induzierbarkeit
des gesamten c-jun—Promoter bei (Abb. 10). Punktmutationen im distalen 2. URE haben, im
Gegensatz zu Punktmutationen im proximalen 1. URE, zudem eine drastische Reduktion der
basalen Aktivitit zur Folge. Wenn beide UREs mutiert sind, wird trotzdem noch eine knapp
zweifache Aktivierung des c-jun—Promoters durch UV und Phorbolester beobachtet
(-1600/+170 mutl.+2.URE in Abb. 10). Wahrscheinlich kénnen auch andere DNA-
Elemente, wie zum Beispiel Sp1- oder CTF-Bindestellen, in geringem Mafe Induzierbarkeit
durch UV und Phorbolester vermitteln, zumindest wenn die zwei UREs ausgeschaltet sind
und/oder die basale Aktivitdt des c-jun—Promoter so niedrig ist, dafl diese schwachen Effekte

sichtbar werden.

Erhohte Bindung von Transkriptionsfaktoren an die UREs nach UV-
Bestrahlung der Zelle

UV und Phorbolester erhéhen die DNA-Bindeaktivitdt von Transkriptionsfaktoren an den
URESs. Dies wurde durch "Bandshift"- Analysen mit Kernextrakten aus HeLa Zellen, die zu
verschiedenen Zeitpunkten nach UV- oder Phorbolester-Behandlung pripariert wurden,
gezeigt (Abb. 14, 19, 20, 22, 24). Ein Vergleich der Kinetik der UV- und Phorbolester-
induzierten Bindungserhohung an dem HIV-1- und Collagenasc~URE ist in Abb. 14 zu
sehen. Auffillig ist der unterschiedliche zeitliche Verlauf am HIV-1-URE nach Behandlung
der Zellen mit UV oder Phorbolester. Wihrend die Bindung in Extrakten aus fiir zwei
Stunden mit Phorbolester behandelten Zellen schon wieder zuriickgeht, wird in UV-
behandelten Zellen erst nach 8 Stunden die Bindung wieder reduziert. Dies liegt an dem
besonderen Aktivierungsmechanismus von NF-kB: Die durch Phorbolester und UV
vermittelte Freisetzung von aktiven NF-xB von einem cytoplasmatischen Inhibitor beruht
auf einer Inaktivierung dieses Inhibitors (Baeuerle und Baltimore, 1988b). Sobald der
Inhibitor wieder aktiv ist, wird vom Zellkern ins Cytoplasma zuriick diffundiertes NF-kB
wieder inaktiviert. Die durch UV induzierte Signalkette hilt vermutlich den Inhibitor fiir
langere Zeit in einem inaktiven Zustand als die Signalkette in der Phorbolester-Induktion.
Blockierung der Proteinsynthese hat zur Folge, da3 der Inhibitor aufgrund seiner kurzen
Halb-Lebenszeit abgebaut wird, und dadurch die Menge an freiem NF-xB im Zellkern
ansteigt, was zu verstirkter Bindung an das HIV-1-URE fiihrt.

92



Die erhohte Bindung eines Transkriptionsfaktors kann noch andere Ursachen haben. Es
kann die Neusynthese des Faktors ausgelost werden, schon vorhandene Proteine kdnnen
modifiziert werden (z.B. durch Anhidngen von Phosphatgruppen) und dadurch besser an
DNA binden, oder im induzierten Zustand binden andere oder zusitzliche Proteine an die
DNA-Elemente. Das Laufverhalten der Proteinkomplexe mit den UREs der drei hier unter-
suchten Gene in nativen Gelen, ihr Kompetitionsverhalten gegeniiber den jeweiligen anderen
URE-Sequenzen, sowie die Hemmung der Bindung durch Antikorper sind in unbehan-
delten, UV- und Phorbolester-behandelten Zellen nicht drastisch verschieden. Daraus kann
man schlieBen, daBl sowohl im induzierten als auch im nicht-induzierten Zustand die gleichen

Proteine an die jeweiligen UREs binden.

Die verstirkte Bindung des Proteinkomplexes am Collagenase-URE beruht sowohl auf post-
translationeller Modifizierung als auch Neusynthese von cJun/cFos (Abb.19A). In Extrakten
aus fiir 4 Stunden mit Phorbolester behandelten Zellen kénnen 75% des Anstiegs der
Bindung durch Hemmstoffe der Proteinsynthese blockiert werden (Abb. 19A). Die
Bindungserhthung an den UREs von c¢-jun und am Fibronektin-CRE erfolgt durch post-
translationelle Modifizierung (Abb.19A). Damit kann ausgeschlossen werden, dal} die
erhohte Bindung an die c-jun— und Fibronektin—Enhancer-Elemente nach UV- oder
Phorbolester-Behandlung ausschlieBlich auf cJun/cFos-Neusynthese beruht. Verstirkte
cJun/cFos-Bindung wiirde auch bedeuten, dafl dieser Anstieg durch Kompetition mit dem
Collagenase-URE blockierbar sein miifite, was nicht der Fall ist (Daten nicht gezeigt). Dies
sind weitere Beweise dafiir, dafl sowohl in unbehandelten, als auch UV- und Phorbolester-
behandelten Zellen verschiedene Faktoren an die UREs von Collagenase und c-jun binden.

Die UREs von c-jun binden einen von cJun/cFos verschiedenen Faktor der
AP-1 Familie

Kompetition um Bindung mit den verschiedenen UREs zeigte, da3 die Faktorkomplexe am
HIV-1-, Collagenase~URE und den c-jun—~UREs verschieden sind (Abb. 12). Obwohl die
DNA-Sequenzen der beiden c-jun—~UREs dhnlich der Sequenz des Collagenase-URE sind,
binden erstere einen Faktor aus der AP-1 Familie, der nicht mit cJun/cFos identisch ist. Dies
zeigen Kompetitions-Experimente und Verarmung von Extrakten iiber DNA-Affinitéts-
sdulen. Beide experimentelle Ansitze beruhen auf der Affinitdt eines Proteins zu seiner
Bindesequenz. Das Collagenase-URE kann nicht um Bindung am 1. und 2. c-jun-URE
kompetieren (Abb. 12C, D). Das heif3t, das Collagenase-URE, eine hoch-affine cJun/cFos—
Bindestelle, hat keine Affinitit zu den Faktoren an den c-jun-UREs, was bedeutet, daf3 die
Proteinkomplexe am Collagenase-URE und an den c¢-jun—-UREs verschieden sein miissen.
In umgekehrter Weise haben die c-jun—UREs eine gewisse Affinitdt zu dem cJun/cFos-
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wahrscheinlich, daf3 in Hel.a Zellen an das Fibronektin-CRE ein CREB-verwandtes Protein
bindet, das mit Fos Heterodimere bildet .

NF-xB interagiert mit cJun und cFos

Der HIV-1-Enhancer ist eine Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor NF-xB (Kawakami,
et al., 1988; Lenardo und Baltimore, 1989; Nabel und Baltimore, 1987). NF-xB ist, wie
hier gezeigt werden konnte, Bestandteil der in-vitro gebildeten Proteinkomplexe mit HeLa
Kernextrakten am HIV-1-URE. NF-xB wurde von mehreren Forschungsgruppen aus
verschiedenen Zellen isoliert und gereinigt (Bacuerle und Baltimore, 1989; Kawakami, et
al., 1988; Lenardo et al., 1988). Es ist ein Protein von 42 bzw. 50-52 kD Grofle. NF-xB ist
im Cytoplasma von unbehandelten Zellen mit einem Inhibitorprotein, IxB, assoziiert und
wird erst nach Stimulation der Zelle, z.B. durch UV, davon freigesetzt und in den Kern
transportiert (Baeuerle und Baltimore, 1988a; Baeuerle und Baltimore, 1988b; Stein et al.,
1989b). NF-xB gehort zu den weniger haufigen Transkriptionsfaktoren und liegt in der
Zelle nur in einigen tausend Molekiilen vor (P. Baeuerle, personliche Mitteilung). Bis jetzt
ist es noch niemandem gelungen, Antikorper gegen NF-xB herzustellen. Dies erschwert
viele Versuche, den Transkriptionsfaktor-Komplex an der NF-xB-Bindestelle niher zu
charakterisieren. Eine Reinigung iiber DNA-Affinitdtschromatographie und Analyse des
Transkriptionsfaktor-Komplexes am HIV-1-URE aus Cytoplasma von HeLa Zellen zeigte,
daB ein Homodimer von 50 kD mit zwei anderen Proteinen von 65 kD an das HIV-1-URE
bindet (Baeuerle und Baltimore, 1989). Die Identitdt des 65 kD Proteins ist unbekannt, von
seiner Funktion wei3 man nur, daB es fiir die Interaktion von NF-kB mit dem
Inhibitorprotein IxB notig ist (Baeuerle und Baltimore, 1989). Es ist bis jetzt nicht eindeutig
gezeigt, ob die zwei Proteine von 50 kD ein NF-kB-Homodimer darstellen, oder ob sie ein
Heterodimer zwischen NF-xB und einem anderen 50 kD Protein sind. DNA-
affinititsgereinigtes NF-kB zeigt auf silber-gefdrbten Gelen neben zwei Banden bei 50 und
65 kD noch weitere Proteinbanden, die Verunreinigungen, Degradationsprodukte oder
weitere Bestandteile des Transkriptionsfaktor-Komplexes sein konnen (Baeuerle und
Baltimore, 1989). Das 65 kD Protein soll keinen direkten DNA-Kontakt haben (Baeuerle
und Baltimore, 1989).

Durch meine Untersuchungen konnte gezeigt werden, da3 cJun und/oder cFos Bestandteile
des NF-xB-Transkriptionsfaktor-Komplexes sind und NF-kB wahrscheinlich {iber eine
Leucin-Zipper-Struktur mit cJun und cFos interagiert. NF-kB wire dann nach AP-1 ein
zweites Beispiel einer Transkriptionsfaktor-Familie, die iiber eine Leucin-Zipper-Struktur
verfiigt. Da NF-xB bis jetzt weder sequenziert ist, noch das dazugehorige Gen isoliert

werden konnte, steht diese Bestétigung noch aus.
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Faktoren, die an die beiden c-jun—UREs binden, nicht ganz identisch, oder die zwei
Bindestellen haben unterschiedliche Affinititen zum gleichen Faktor. Auffillig ist auch, daB
die Bindung an den c-jun—UREs durch die B1-Aktivator—Siule beeinflufit wurde. Die B1-
Aktivator-Sequenz hat zwar eine gewisse Ahnlichkeit mit einer AP-1-Bindestelle im Bereich
-49 ATGCGCCAG -41, die Basen an Position -46 und -44 sollen aber mit der Bindung von
cJun/cFos interferieren (Risse et al., 1989). In Kompetitions-Experimenten konnte die B1-
Aktivator—Sequenz als Monomer nicht um Bindung an den UREs kompetieren (Daten nicht
gezeigt).

Das 1. c-jun—URE &dhnelt sehr stark der AP-1-Bindestelle aus dem Metallothionein-IIA—
Promoter (GTGACTCAG), wihrend das 2. c-jun—URE mehr der AP-1-Bindestelle aus dem
SV40-Promoter dhnelt (ATTAGTCAG). Bis jetzt gibt es noch keine Untersuchungen, die
~ zeigen, daf an die Collagenase, SV40 und Metallothionein AP-1-Bindestellen wirklich exakt
die gleichen Faktoren binden.

In F9 und Kelly Zellen, in denen kein cJun/cFos nachweisbar ist, sind die Faktoren, die an
die c-jun—URESs und das Fibronektin-CRE binden, in groler Menge vorhanden (Abb. 18).
Neben einer differentiellen Regulation von verwandten Transkriptionfaktoren zeigt das auch,
daB} an das Collagenase-URE, obwohl kein cJun/cFos vorhanden ist, die anderen Transkrip-
tionsfaktoren nicht binden kénnen. Nur unter Bedingungen mit groBem DNA-Uberschuf
(DNA-Affinitdtssdulen) erreicht man mit dem Collagenase-URE Verarmung von Extrakten
an den Faktoren, die an die c-jun—UREs binden.

Das Fibronektin-CRE wurde in die Untersuchungen mit einbezogen, weil sich die zwei
c-jun—UREs dhnlich wie das Fibronektin-CRE durch eine zusitzliche Base in der Mitte ihrer
Sequenz von der Collagenase AP-1-Bindestelle unterscheiden. Deutsch et al. (1988) haben
gezeigt, dafl eine zusitzliche Base in ansonsten gleicher Sequenz-Umgebung dariiber
entscheidet, ob eine AP-1-Bindestelle Induktion durch Phorbolester und/oder cAMP
vermittelt. Es geniigen daher minimale Unterschiede in der DNA-Sequenz, um unterschied-
liche Bindung von Faktoren zu verursachen. Alle bis jetzt bekannten CRE-Sequenzen, die
Induktionen durch cAMP vermitteln, haben, wie auch das Fibronektin-CRE, ein CG-
Basenpaar-Motiv in der Mitte ihrer Sequenz (Iguchi-Ariga und Schaffner, 1989; Lin und
Green, 1989; Montminy et al., 1986). Den c-jun—UREs fehlt dieses Motiv (Abb. 11) und
der c-jun—Promoter ist auch nicht durch cAMP aktivierbar (Angel et al., 1988b). Dies spricht
dafiir, daf} die Faktoren, die an die c-jun—UREs binden, nicht mit dem Faktor am
Fibronektin-CRE identisch sind. Die Kompetitions-Experimente mit dem Fibronektin-CRE
haben keine klare Aussage iiber die Verwandtschaft dieser Faktoren erlaubt. Transfektionen
von Promoter-Konstrukten, die diese Elemente vor einer TATA-Box enthalten, lieferten
dagegen Hinweise fiir Bindung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren. Die durch die
Enhancer-Elemente vermittelte Expression aller Konstrukte 148t sich durch UV und
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armen die Zelle, wie schon erwihnt, im wesentlichen nur an cJun, weshalb dies zu keiner
Reduktion der Bindung am HIV-1 URE fiihren kann, da noch cFos vorhanden ist.

Eine Interaktion von DNA-affinitdtsgereinigtem NF-kB mit cJun und/oder cFos konnte zu
einer verstirkten Bindung an das HIV-1-URE fiihren, dhnlich wie die Bindung von DNA-
affinitétsgereinigtem AP-1 an das Collagenase-URE durch cFos erhcht wird. Obwohl DNA-
affinititsgereinigtes AP-1 ein 1:1 Verhiltnis an cJun und cFos aufweisen sollte, geht cFos
aus nicht bekannten Griinden (Degradation?) wihrend der Aufreinigung und beim wieder-
holten Einfrieren und Auftauen des Proteins verloren. Eine dhnliche Situation kdnnte bei
DNA-affinitdtsgereinigtem NF-xB vorliegen. Da das hier verwendete NF-xB aus Cyto-
plasma menschlicher Placenta gereinigt wurde, kdnnte man sich auch vorstellen, dal} es
iiberhaupt kein cJun und cFos enthilt, denn cJun und cFos sind bisher nur im Zellkern
nachgewiesen worden. NF-kB bindet alleine an das HIV-1-URE, die Bindung wird aber
durch bakteriell exprimiertes vJun und vFos dramatisch gesteigert (Abb. 25). Der Trans-
kriptionsfaktor-Komplex am HIV-1-URE ist im Gegensatz zum AP-1-Komplex vermutlich
komplizierter aufgebaut ist, das heiflt, stellt kein einfaches Heterodimer aus NF-xB mit cJun
und/oder cFos dar. Dafiir sprechen die Untersuchungen von Baeuerle und Baltimore (1989),
die einen Komplex aus vier Untereinheiten postulieren: zwei 50 kD und zwei 65 kD
Proteine, und daf3 das Laufverhalten von DNA-Proteinkomplexen mit gereinigtem NF-xB,
NF-xB mit Jun oder Fos und mit HelLa Kernextrakten in nativen Gelen identisch ist. Dies
bedeutet, dafl der Proteinkomplex so grof sein muf3, daB3 42-55 kD mehr oder weniger (die
Grofle von Jun oder Fos) sich im Laufverhalten nicht bemerkbar machen, oder daf3 Jun und
Fos ein anderes Protein aus dem Komplex verdringen. Die Bande b in Abb. 25, die mit 1 pl
NF-xB auftrat, ist vermutlich ein Proteinkomplex, der ein 42 kD Abbauprodukt des 50 kD
Protein enthilt (P. Baeuerle, personliche Mitteilung). Dies wiirde bedeuten, daB3 ein Verlust
von 8 bzw. 2x8 kD das Laufverhalten des Proteinkomplexes dndert. Vermutlich besteht
daher der Komplex am HIV-1-URE aus mehreren Untereinheiten und NF-xB interagiert
gleichzeitig immer nur mit cJun oder cFos, was zu einer Verdringung einer anderen

Untereinheit des Proteinkomplexes fiihrt.

Durch die Interaktion mit vJun oder vFos erhoht sich die DNA-Bindeaffinitdt des
Proteinkomplexes. Es ist zur Zeit nicht bekannt, ob dazu direkter Kontakt von cJun oder
cFos mit der DNA notig ist. HeLLa Kernextrakte, gereinigtes NF-xB aus HeLa oder anderen
Zellen und die gereinigte 50 kD Untereinheit ergaben alle das gleiche Methylierungs-
Interferenz-Muster am HIV-1-URE (Baeuerle und Baltimore, 1989; Kawakami et al., 1988;
Lenardo et al., 1988). Durch Methylierungs-Interferenz erhélt man Informationen iiber die
Kontaktstellen von Proteinen mit der DNA. Da offenbar in allen hier untersuchten Fillen die
DNA-Bindedominen der Komplexe identisch sind, spricht dies fiir eine Interaktion
zwischen cJun und cFos mit NF-kB ohne direkten Kontakt mit der DNA, oder miiite
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Proteinkinasen, die nicht H7 sensitiv sind, oder es kommt erst bei hoheren Konzentrationen

von H7 zu einer vollstdndigen Blockierung aller Proteinkinasen.

Die Proteinkomplexe an den c-jun— und Fibronektin-Enhancern unterschieden sich vom
Collagenase—Enhancer weiterhin dadurch, daB in ihnen zwar kein cJun, aber cFos nach-
weisbar ist. Antikorper gegen vJun, die aufgrund der Ahnlichkeit in der Aminosiuresequenz
auch mit cJun (Abb. 16), JunB und JunD (P. Angel, persdnliche Mitteilung) interagieren,
blockieren die Bindung von Proteinen nur am Collagenase-URE effektiv (Abb. 20A). In den
Proteinkomplexen an den c-jun— und Fibronektin—Enhancern lassen sich hdchstens kleine
Mengen von cJun nachweisen. Diese Proteinkomplexe miissen jedoch auch cFos oder ein
immunologisch dhnliches Protein enthalten, da Fos-Antikorper die Komplexausbildung am
Collagenase-, c-jun— und Fibronektin—Enhancer blockieren (Abb. 20B). Der Effekt der
Antikorper ist spezifisch, weil die Bindung von Proteinen an eine nicht-verwandte Sequenz
aus dem SV40 "origin" der Replikation unbeeinflult bleibt und Serum aus nicht-
immunisierten Kaninchen keinen Effekt zeigt. Die Fos-Antikorper blockieren die Bindung
von Proteinen an die ¢-jun— und Fibronektin—Enhancer schlechter als am Collagenase—
Enhancer. Dies konnte bedeuten, daf3 an diese Sequenzen neben einem Heterodimer mit Fos
auch noch ein anderer Faktorkomplex bindet, der kein Fos enthilt (z.B. ein Homodimer),
oder dafl die Menge an Antikérpern nicht ausgereicht hat, um alle Proteinkomplexe
abzufangen. Uber die zelluliren Mengenverhiltnisse, der an die Enhancer-Sequenzen
bindenden Faktoren, ist nichts bekannt. Die Bindungsstirke in Extrakten aus unbehandelten
Zellen ist aber an den c-jun— und Fibronektin—Enhancern gréBer als am Collagenase-
Enhancer, was bedeuten konnte, dall die Zelle auch mehr von diesen Faktoren hat, und
dadurch auch grofere Antikorper-Mengen fiir eine vollstidndige Blockierung der Bindung
notig sind. Aufgrund der Kreuzreaktion der vJun- Antikérper mit JunB und JunD kann man
ausschlielen, dal3 diese Proteine an die c-jun—UREs binden. Dafiir spricht auch, dafl JunB
den c-jun Promoter in F9 Teratokarzinoma-Zellen nicht trans-aktiviert (Chiu et al., 1989).

Das Fibronektin-CRE entspricht in seiner Sequenz einer Bindestelle fiir den Trans-
kriptionsfaktor CREB, der aus PC12 Zellen und Ratten-Gehirn isoliert und gereinigt wurde
(Montminy und Bilezsikjian, 1987; Yamamoto et al., 1988). Es gibt eine Familie von
CREB-verwandten Proteinen, zu der beispielsweise ATF (Hai et al., 1988; Hai et al., 1989)
und CRE-BP1 (Maekawa et al., 1989) gehoren. Es ist bis jetzt nicht gezeigt, ob der Faktor,
der in HelLa Zellen an das Fibronektin-CRE bindet, identisch mit dem von Montminy und
Bilezsikjian (1987) und Yamamoto et al. (1988) isolierten CREB ist. CREB bindet als Dimer
an DNA und hat wie cJun und cFos eine Leucin-Zipper-Struktur (Gonzalez und Montminy,
1989; Hoeffler et al., 1988; Montminy und Bilezsikjian, 1987; Yamamoto et al., 1988). In-
vitro translatiertes CREB (von einer Ratten CREB-cDNA; Gonzalez und Montminy, 1989)
soll mit Fos kein Heterodimer bilden konnen (Dwarki et al., 1990). Es ist daher
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Komplex am Collagenase-URE (Abb. 12B). Dies bedeutet, da die c-jun—~UREs zwar
cJun/cFos binden konnen, aber eine viel hohere Affinitit fiir ihren eigenen Faktor haben und
daher die Proteinkomplexe an den c-jun—UREs zumindest zum gréBten Teil nicht aus
cJun/cFos-Heterodimeren bestehen kénnen. Dies konnte auch durch einen Vergleich der
Bindung von bakteriell exprimierten cJun/vFos an die Collagenase— und c-jun-UREs gezeigt
werden (Abb. 15). Das Collagenase-URE hat die groBte Affinitit fiir cJun/vFos. Die c-jun—
URE:s sind aber nicht nur schwach-affine cJun/vFos-Bindestellen, sondern binden, wie die
Kompetitions-Experimente gezeigt haben, andere Faktoren. Ein minimales c-jun—Promoter-
Konstrukt, das nur noch das 1. ¢-jun—URE enthilt, 148t sich zwar durch cJun trans-
aktivieren, aber nur wenn man grofie Mengen an cJun in der Zelle iiberexprimiert (Angel et
al., 1988Db).

Bei der Verarmung von Extrakten tiber DNA-Affinitdtssdulen gelten dhnliche Bedingungen
wie bei den Kompetitionen um Bindung. Die Bindesequenzen sind immer in einem groflen
Uberschuf gegeniiber den jeweiligen Transkriptionsfaktoren. Der Unterschied gegeniiber
den Kompetitions-Experimenten ist, dafl die Extrakte dreimal iiber die DNA-Affinititssdulen
gegeben wurden. Das heifit, bei jedem Verarmungsschritt werden die Proteine, die an die
Sdule gebunden haben, aus dem Extrakt entfernt. Somit verschiebt sich das Gleichgewicht
zwischen freiem und gebundenem Protein. Beim ersten Schritt der Verarmung iiber die
Collagenase-URE-Siule werden nur die Proteine herausgefangen, die mit hochster Affinitét
an diese Sequenz binden, d.h. cJun/cFos-Heterodimere. Etwa 70% der cJun/cFos-Menge
einer Zelle wird bei diesem ersten Schritt herausgefangen, aber nur knapp 20 % der
Faktoren, die an das proximale 1. c-jun—URE binden (Daten nicht gezeigt). Die nichsten
zwei Schritte verarmen die Zelle noch einmal um etwa 25% der gesamten cJun/cFos-Menge.
Beim zweiten und dritten Verarmungsschritt werden aber auch zum Teil schon die Proteine
herausgefangen, die nur mit niedriger Affinitdt an das Collagenase-URE binden. Dies
erkldrt, warum eine dreimalige Verarmung von Extrakten iiber die Collagenase-URE-Siule
die Bindung am 1. c-jun—URE auf ~35% erniedrigt, wihrend in Kompetitions-Experimenten
bei 500 fachen Uberschiissen des Collagenase-UREs kaum Erniedrigung der Bindung am
c-jun—URE zu sehen ist (vergl. Abb. 12C mit Abb. 17). Ein prinzipieller Unterschied bei der
Verarmung iiber Affinitdtssiulen ist auch, dafl die URE-Bindesequenzen hier als Multimere
vorliegen. Es ist moglich, dal ein Faktor an multimere UREs besser bindet als an

Monomere.

Das distale 2. c-jun—URE hat sich in Kompetitions-Experimenten dhnlich wie das 1. c-jun—
URE verhalten. Verarmung von Extrakten iiber die jun1-URE-S4ule reduziert die Bindung
am 2. c-jun—URE aber nur auf 20%, dagegen am 1. c-jun—URE auf 7%.-Ebenso wurde
festgestellt, daB Extrakte, die iiber die Collagenase-URE-S&ule verarmt wurden, eine auf
nur ~85% reduzierte Bindung aufweisen (~35% beim 1. c-jun—URE). Offenbar sind die
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Ausgangspunkt fiir meine Untersuchungen war, da cFos und cJun nicht nur fiir die
transkriptionelle Aktivierung des Collagenase Gens notig sind (Kapitel 6), sondern auch von
HIV-1 CAT-Konstrukten, die eine NF-kB-Bindestelle besitzen. Wihrend Uberexpression
von c¢Jun und cFos in HelLa, NIH 3T3 und T47D Zellen den HIV-1 Enhancer trans-aktiviert
(Tabelle 2), fithrt eine Verarmung der Zelle an cJun und cFos durch Kotransfektion von
"antisense"—fos oder —jun Sequenzen zur Reduktion der Enhancer-Aktivitit (Tabelle 4). Dies
bedeutet, daf fiir die transkriptionelle Aktivitit des HIV-1-Enhancers cJun und cFos notig
sind, eine zum Collagenase-Enhancer vergleichbare Situation. Von Arenzana-Seisdedos et
al. (1989) wurde gezeigt, daB Uberexpression von Ras-Onkoprotein ebenfalls den HIV-1-
Enhancer aktiviert. Da Ras auch die c-fos Expression erhoht (Schonthal et al., 1988), konnte
die dort beschriebene Trans-Aktivierung durch Ras auch indirekt tiber cFos verlaufen. Die
Aktivierung des HIV-1-Enhancers iiber die NF-kB—Bindestelle durch Uberexpression von
cJun und cFos kann durch die Aktivierung eines Proteins vermittelt werden, das dann
wiederum NF-kB aktiviert oder durch eine direkte Interaktion zwischen NF-kB und cJun

und/oder cFos.

Eine direkte Interaktion von NF-kB mit cJun und cFos konnte durch Analysen des
Transkriptionsfaktor-Komplexes am HIV-1-URE nachgewiesen werden. Hohe Uberschiis-
se an Collagenase-URE-Bindesequenzen verarmen Extrakte an cJun und cFos, was sich in
"Bandshift"- Analysen in einer reduzierten Bindung am HIV-1-URE bemerkbar macht (Abb.
23). Diese indirekte Kompetition kann nicht auf unspezifischer Bindung von NF-kB an
DNA-Sequenzen in groBem Uberschuf8 beruhen, da Oligonukleotide mit mutierten AP-1—
Bindestellen, nicht kompetieren kénnen. In umgekehrter Weise kann aber ein hoher
UberschuB an HIV-1-URE die Bindung von AP-1 am Collagenase-URE nicht beeinflussen.
Dies erklirt sich dadurch, daB die Zelle viel weniger NF-kxB—Molekiile als AP-1-Molekiile
hat, und deshalb ein Verarmung von Extrakten an NF-kB die Gesamtmenge an cJun und

cFos nur wenig reduziert.

Antikorper gegen Fos lieferten weitere Beweise fiir eine direkte Interaktion von NF-xB mit
Fos. Monoklonale Maus-Antikdrper gegen ein Peptid aus dem Amino-Terminus von cFos
(Fos—Antikorper 411 in Abb. 24) blockieren die Bindung von Proteinen an das HIV-1-
URE. Da die gleichen Antikorper die Proteinbindung an eine nicht-verwandte Sequenz
(SV40) nicht beeinflussen, kann Degradation der Kernextrakte durch die Antikorper
ausgeschlossen werden. Auch andere Antikorper gegen Fos (Fos—Antikorper 262) hemmen
die Komplexausbildung am HIV-1-URE, wenn Hel.a Kernextrakte mit Hilfe dieser
Antikorper an cFos und cJun/cFos—Heterodimeren verarmt wurden (Daten nicht gezeigt). Da
die hier getesteten Antikorper gegen verschiedene Regionen des cFos gerichtet sind, ist es
wahrscheinlich, da3 cFos und nicht ein Fos-verwandtes Protein, das nur ein gewissen
Bereichen Aminosdure-Homologie aufweist, mit NF-kB interagiert. Jun—Antikorper ver-
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Phorbolester erhthen, aber nur das Fibronektin-CRE vermittelt Induktion durch Forskolin
(Abb. 21). Obwohl also die c-jun—UREs in ihrer Sequenz sehr dhnlich dem Fibronektin-
CRE sind, stellen sie keine funktionellen CREs dar, woraus man folgern kann, daB sie auch
verschiedene Faktoren binden. Weiterhin interagiert das E1 A-Onkogen-Produkt mit den
Faktoren am Collagenase- und am 1. c-jun—URE auf verschiedene Weise. E1A hemmt die
basale und Phorbolester-induzierte Aktivitit von Promoter-Konstrukten mit dem
Collagenase-URE, ldfit dagegen die basale und Phorbolester-induzierte Aktivitdt des
1. c-jun—URE unbeeinfluft (van Dam et al., 1990). Gene mit CRE-Sequenzen in ihrer
Promoterregion werden dagegen synergistisch durch E1A und cAMP aktiviert (Engel et al.,
1988; Lee und Green, 1987; Leza und Hearing, 1988).

Behandlung von Zellen mit dem Proteinkinase-Hemmstoff H7 reduziert sowohl die basale
als auch Phorbolester-induzierte Bindung am Collagenase— und an den c-jun—UREs, auch
bei blockierter Proteinsynthese (Abb. 19A). Dies spricht dafiir, da diese Faktoren nur in
einem phosphorylierten Zustand an die DNA binden konnen, und daf diese Modifikationen
durch H7-sensitive Proteinkinasen ohne zwischengeschaltete Proteinsynthese verursacht
werden. H7 kann daher keinen Einfluf3 auf die Synthese der entsprechenden Transkriptions-
faktoren haben. Die Effekte von H7 sind schon nach vierstiindiger Blockierung von
Proteinkinasen zu sehen, eine vierstiindige Blockierung der Proteinsynthese hat dagegen
noch keinen Einfluf3 auf die Faktorbindung an die UREs.

Die Bindung von Faktoren am Fibronektin-CRE wird aber durch H7 nicht beeinfluf3t. Dies
kann nicht bedeuten, dafl dieser Proteinkomplex nur in einem nicht-phosphorylierten
Zustand bindet, da Dephosphorylierung von Extrakten in-vitro mit einer Alkalischen
Phosphatase die Bindung von Proteinen an das Fibronektin-CRE vollig verhindert (Abb.
19B). H7 kann offenbar die Proteinkinase, die fiir die Phosphorylierung des Faktors am
Fibronektin-CRE verantwortlich ist, nicht blockieren. Die Phosphatase-Behandlung von
Extrakten hat aber keinen Einfluf} auf die Bindungsstarke am Collagenase— und an den
c-jun—URE:s. Die Proteine am Collagenase-URE wandern jedoch nach Dephosphorylierung
langsamer (Abb. 19B). Dies konnte auf Verlust von negativer Ladung durch Entfernen von
Phosphat-Gruppen beruhen. Die Faktoren am Collagenase—, c-jun— und Fibronektin—
Enhancer unterscheiden sich somit in ihrer Sensitivitit gegeniiber H7-blockierbaren Protein-
kinasen in-vivo und Zuginglichkeit zu Phosphatasen in-vitro.

Die Phorbolester-induzierte Bindungserhthung an den Enhancern der drei Gene wird durch
H7 nicht blockiert. Zumindest Neusynthese von cFos in Anwesenheit von H7 kann
ausgeschlossen werden, da fiir die c-fos Expression gezeigt wurde, dafl H7 die Aktivierung
durch UV und Phorbolester blockiert (Biischer et al., 1988). Uber die Effekte von H7 auf
die c-jun Expression ist nichts bekannt. Moglicherweise aktivieren Phorbolester noch andere
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bedeuten, daf} die gereinigte 50 kD Untereinheit ein Heterodimer aus NF-xB mit cJun oder

cFos ist.

Da von den hier verwendeten bakteriellen Jun— und Fos—Proteinen keine Mutanten in der
DNA-Bindedomine existieren, war es nicht méglich zu testen, ob z.B. Mutanten im Leucin-
Zipper nicht mehr mit NF-xB interagieren. Es war aber moglich, den Effekt verschiedener
Jun-Mutanten in der Trans-Aktivierung des HIV-1-Enhancers zu testen. Zunéichst wurde die
Trans-Aktivierung mit viralen und zelluldren Proteinen verglichen. Das virale Jun
unterscheidet sich zwar in einigen Bereichen von dem zelluldren Jun (Angel et al., 1989; Bos
et al., 1989; Vogt und Bos, 1990), dennoch wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Trans-Aktivierung des HIV-1 (wie auch des Collagenase) Enhancers gefunden (Tabelle 2,
3). cJun- oder vJun-Mutanten ohne Trans-Aktivierungsdoméne aber mit intakter DNA-
Bindedomine zeigen statt einer Aktivierung des HI'V-1-Enhancers eine Hemmung (RSV
v-junAl-119 in Tabelle 3). Diese Hemmung ist zwar nur rund zweifach, wurde aber in
mehreren unabhingigen Experimenten beobachtet. Dies 143t den Schlufl zu, daBl diese
Mutanten zwar noch mit NF-xB interagieren, da der Leucin-Zipper vorhanden ist, die
entstehenden Heterodimere aber transkriptionell nicht aktiv sind, da die Trans-Aktivierungs-
domaine von Jun fehlt. Dies bedeutet, daB fiir die NF-xB vermittelte HIV-1-Enhancer-
Aktivitdt diese Doméne von Jun unbedingt notig ist. Heterodimere aus der Mutante ohne
Trans-Aktivierungsdoméne und dem Wildtyp-vJun zeigen aber noch 50% der trans-
kriptionellen Aktivierung des Collagenase-UREs (Angel et al., 1989). Jun-Mutanten ohne
DNA-Bindedomine konnen weder den HIV-1-Enhancer noch den Collagenase—Enhancer
aktivieren (RSV v-junA121-287 in Tabelle 3), was zeigt, dal die Interaktion von Jun mit
NF-kB iiber die DNA-Binderegion, vermutlich also den Leucin-Zipper, verlduft.

Fiir weitere Charakterisierungen des Transkriptionsfaktor-Komplexes am HIV-1-URE sind
daher Jun- und Fos-Proteine mit Mutationen in verschiedenen Regionen nétig, damit man
deren Interaktion mit NF-xB in "Bandshift"-Analysen und in "in-vitro"-Transkriptionen

testen kann.

EPIF als Zwischenstufe in der UV-induzierten Signalkette

Der Signaltransfer in der UV-vermittelten Genexpression ist schnell und zum groften Teil
nicht von Proteinsynthese abhingig. NF-xB wird nach UV-Bestrahlung der Zelle im
Cytoplasma von ’einem Inhibitor losgelost, ein Aktivierungsmechanismus wie auch nach
Phorbolester-Behandlung der Zellen. Die Signalkette vom DNA-Schaden im Zellkern muf3
daher iliber das Cytoplasma verlaufen. cJun und cFos sind dagegen ausschlieBlich im
Zellkern lokalisiert, obwohl natiirlich ihre Synthese auch im Cytoplasma erfolgt. Ob die
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Signalkette in der UV-Antwort fiir ihre Aktivierung auch iiber das Cytoplasma verliduft, ist
noch ungeklart.

Fiir die biologische Relevanz der hier beschriebenen Experimente stellte sich die Frage, ob
die hier angewendeten UV-Dosen iiberhaupt in der Natur auftreten. Die Aktivierung von
HIV-1 und anderer Gene kann nur durch den UV-Anteil des Sonnenlichts erfolgen. Eine
UV-Dosis, die in der Zellkultur zu einer halb-maximalen Aktivierung von Genen fiihrt
(10 J/m2 in Abb. 2), wird nach lingerer Sonnenbestrahlung an der Hautoberfliche erreicht
[z. B. nach 40 miniitiger Sonnenbestrahlung zur Mittagszeit im September in Dallas, Texas
(Harm, 1979), oder nach 25 miniitiger Sonnenbestrahlung zur Mittagszeit im Juli in 2300 m
Meereshohe (Klocker et al., 1984)]. Von dieser UV-Dosis erreichen etwa 5% die lebenden
Zellschichten der Epidermis (Bruls et al., 1984). Diese Werte sind allerdings nur
Anhaltspunkte und variieren mit der Braunung der Haut und der Dicke der Keratinschicht
(Longstreth, 1988). Eine 30 miniitige Sonnenbestrahlung reicht aus, um ein HIV-1-CAT-
Konstrukt in HelLa Zellen zu aktivieren (Valerie et al., 1988). Weiterhin wird durch die UV-
Bestrahlung in der Zellkultur in den meisten Zellen die Aktivierung von Genen ausgelost,
withrend es in-vivo schon Konsequenzen haben konnte, wenn nur in wenigen Zellen die

UV-Antwort ausgelost wird.

Es stellte sich weiterhin die Frage, ob nur die Gene in den Zellen der obersten Hautschichten
durch UV aktiviert werden konnen. Latentes HIV-1 wird z.B. hauptsdchlich in CD4-
positiven Zellen gefunden, die zum grofiten Teil keiner direkten Sonnenbestrahlung
ausgesetzt sind. Durch die Entdeckung eines extrazelluldren Faktors (EPIF) in Medium von
UV-bestrahlten Zellen (Schorpp et al., 1984) konnte gezeigt werden, dal3 die hier
untersuchten Gene HIV-1 und Collagenase durch diesen Faktor iiber das gleiche cis-
wirkende DNA-Element, iiber das auch UV wirkt, aktiviert werden (Abb. 26, 27). Die
Aktivierung durch EPIF ist spezifisch, da nur Medium von UV-bestrahlten Zellen die
Expression von HIV-1 und Collagenase erhoht, Kulturmedium von unbehandelten Zellen
aber nicht. Medium von UV-bestrahlten Zellen verdndert im Vergleich zu Medium von
unbestrahlten Zellen das Wachstum von Zellen nicht. Promoteren ohne UREs, z.B. der
tk-Promoter, werden durch EPIF nicht aktiviert (Abb. 26).

Da der Faktor wahrscheinlich ein Protein ist, wird er mit Rezeptoren auf der Zelloberflidche
interagieren. Dies wurde durch Experimente mit der Substanz Suramin bestétigt. Suramin
blockiert die Interaktion von Wachstumsfaktoren mit ihren Rezeptoren auf der Zellober-
fldche, soll aber nicht in die Zelle aufgenommen werden (Betsholtz et al., 1986; Coffey Jr. et
al., 1987). Die Genaktivierung durch EPIF wird durch Suramin blockiert, nicht aber die
Aktivierung durch andere Agenzien wie z.B. Phorbolester, die nicht iiber Wachstumsfaktor-
Rezeptoren wirken. Da Suramin in einigen Zellen auch die Induktion von Genen durch UV
blockiert hat, liegt der Schlul nahe, dal EPIF ein essentieller Bestandteil der Signalkette in
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der UV-Induktion ist (M. Krdmer, unverdffentlicht). Die Identitdt von EPIF ist bis jetzt
unbekannt. Wahrscheinlich ist es eine Mischung aus verschiedenen Faktoren, die zelltyp-
spezifisch Gene iiber die UREs aktivieren. Einer dieser Faktoren wurde als IL-la

identifiziert (M. Kramer, unveroffentlicht).

Die Moglichkeit, dal HIV-1 in unbestrahlten Zellen im Korperinnern indirekt durch einen
Faktor, der von UV-bestrahlten Zellen der Haut abgegeben wird, aktiviert wird, konnte
bedeutsam fiir den natiirlichen Verlauf von AIDS sein. Die biologische Bedeutung der
Aktivierung anderer Gene, wie Collagenase oder c-jun, durch UV ist bis jetzt eine noch
ungeklirte Frage. Nicht absehbar sind aber die Langzeitwirkungen in der UV-Antwort. Die
Genprodukte von UV-aktivierten Genen (wie z.B. cJun oder cFos) konnen als Trans-
kriptionsfaktoren wiederum andere Gene aktivieren. Um— und Abbau des extrazellulidren
Collagengeriists in der Haut konnte eine Folge der Aktivierung der Collagenase sein.
Amplifizierte DNA und aktivierte Retroviren konnen an anderer Stelle des Genoms wieder
integriert werden und dort eine Vielzahl von Mutationen auslésen. EPIF kann die UV-
Antwort innerhalb eines vielzelligen Organismus ausbreiten und kann auch selbst Mutationen

ausldsen.

UV-Bestrahlung einer Zelle bedeutet also nicht einfach, da3 diese Zelle stirbt, oder daB sie
den UV-Schaden repariert, sondern 16st eine Vielzahl von Kurz— und Langzeitwirkungen
aus, von denen in dieser Arbeit der Teil der friithen UV-Wirkungen charakterisiert wurde.
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