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Zusammenfassung 

Mitogen stimulierte T-Lymphozyten aus Mausmilzen exprimieren die 

mRNA von drei .zellularen Onkogenen in folgender Reihenfolge : 

c-fos, c-myc, c-Ha-ras. Das Maximum an c-fas spezifischer mANA 

wird in glekher Starke und jeweils nach1 Stunde Intubation van 

nicht-'proliferierenden, nur in serumhaltigem Medium gehaltenen 

ZeIlen oder von Concanavalin A {CanAl zurP:roliferation stimulierten 

Zellen erreicht. Anschlie6endverschwindet die c-fos mANA rasm. 

Eine c-myc Genexpression erfolgt nur inmitogen-aktivierten T-lym­

phozyten aber unabhangig van ihrer Pro1iferationsfihigkeit.Oie 

Kinetik und S1dirke der Expression ist bei ~$erschiedlichenMitogenen 

oder bei gleichemMitagenaber unterschiedlichen Subpopulationen VGn 

T-Ze11en verschieden. Auch die c-myc spezifische mRNA unterliegt 

nach Erreichen eines Optimalwertes einerAbwfirtsregulation. Oas 

c-Ha-rasGen wird verstarkt nur in mitogen aktivierten uodvnr 

aHam inproliferierenden Zellen initMaxi.malwert'en oath .24 - 48 Std • 

Inkubation exprimiert. Das Niveau deI' c-Ha-ras mRNA bleibt danacrt 

fast ,konstant. 

Die natilrliche Halbwertszeit deI' c ... fa$ mANA betdgt 1 Std.naChSti­

mulationca. 25 "in., nacn 2 Strl CB. 70 Min,. Die natiitUcheHalb­

wer:tszeit oar c-fIIycmRNA betrigt2 und6Std .• naChStbulationmit 

ConA 50 Min.und fllltnacb 48 Std.·auf ca. 10 Min. ab. 

Cyclohad.mid(CRI) "erlinprt dieHalblifirtstelt..,derc-fa. W1tJ c-ayc 

mRNA,gleif:hgOltig in_lcherAkt.~vi""nglphllsadi.T~leU,".tQh be ... 

. finden., 8ufetwaSStd.undff)hrttladUtch 1U·.~r 1JID .~~.,.;., 



Uingerten Erhaltung erhohter roRNA Niveaus in den Lymphozyten. 

Dies zeigt, daB die Expression des c-fos und e-roye Gens einer 

starken negativen Post-Transkriptionskontrolle auf der Ebene 

reifer mRNA unterliegt. CHI hat dagegen nur eioen geringen 

Effekt auf die e-Ha-ras Genexpression .• 

Die Transkriptionsrate des e-fos Gens und die Konzentration van 

c-fos Vorlaufer mRNA (preRNA) sind in nient-aktivierten T-lynlpho­

zyten bereits genauso hoch wie 1 Std.nach Stimulation. Innerhalb 

einer weiterr.n Std.wird die Trankription des Gens dann eingestellt. 

Die Trenskriptionsrate des c-mycGens und die Konzentration von 

c-mye preRNA werden 6 Std.nach 'ConA-Stimulation auf das Funffache 

erhoht. Ab 12 Std.nach Stimulation geht die Transkriptionsrate 

dann auf ein niedriges Niveau .zuruck. 

Die beobachtete schnelle Regulation der c-fos und c-roye Genexpression 

beruht alsoauf einem .zusamenspiel von Transkriptions-und Post­

Transkriptionsmechanismen, deren jeweiligeDominanz bei den beiden 

zellularen Onkogenen unterschiedlich ist. 'Die Transkriptionsraten 

und die ,mRMA-Degradation werden bei den beidenGenen unabhangigvan­

einander reguliert. 
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1. Ein1eitung 

1.1. Aktivierung van Lymphozyten 

Lymphozyten bieten die M5g1ichkeit. Regulationsphinomene 

der Genexpression in norma1en, nicht transformierten 

Ze11en zu studieren. Sic sind gezielt mit einer Reihe ver-

schiedener Substanzen so stimulierbar, daB van den eraten 

Aktivierungsschritten, Gber die Induttion von Rezeptaran. 

Proliferation fOr einen oder mehrere Ze11zyklen. bis hin 

zur Differenzierung zu immunologischen Effektorzellen, 

Schritt fOr Schritt die Stadien untersucht werden ktinnen. 

Die Mi1zen des Menschen oder der Maus enthalten etwa 55% 

T -Lymphozyten I 40% B-lympho.zyten und 5% Makrophagen • 

Lektine vie Concanavalin A (ConA,. Phytohimagglutinin (PHA) 

oder Leukoagg1utinin (LA) sind in der lage~ T-2e1180 aus 

Milzen polytlonal zu aktivieren, d.h. viele verschiedene 

T-Zel1-Klone - gleichgOltig welcher Antigenspezifitit - zu 

stimulieren. Bei den T-Helfarzellen (TH). durch Oberflichen­

marker gr58tenteils ala l3T4+-lellen definiert, fObrt die 

Stimulation mit ConA zur Expression des Intarleukin-2-Rezep­

tors (!l-2H) (1) (2) und zu.r IProduktion. des i-Zell :WechstuMs­

fektors Il_2(3){4,. Die zytotoxischen T-Zellen (ell). gr6B­

tenteil.s Lyt2+ -Ze11eo. werden nechCllnA ... ader lA (S) -Stillulati'on 

IL-2 reektiv~ d.h. del' Il-2-RezeptGr wird induziert. proli­

ferierenebernur in Geg&.n"'81't des vonden T -·Helferzell,en 

J):toduziertenWlSch.st.1umsfaktorl IL ... !. 
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In del' Natur erfolgt die Aktivierung der T-Zellen Uber 

den T-lell-Rezeptor(6) (7). der ein kfirperfremdes Antigen 

zusammen mit den Oberfl§chen-Glykoproteinen des Haupt-

histokompatibilititskomplexes (HHe) ertennt. 

B-lel1eo aus Mausmilzen tannen mit bakteriellem lipopoly­

saccharid (LPS) zur Proliferation uAd Oifferenzierung 

stimuliert werden und sezerAieren "ach fDnf Tagen in del' 

Kulturflasche Antik6rper. Warden B-Zellen .it eine~ Anti-

korperfragmentgegen ihrmembranstindiges IgM(anti-IIF (ab) 2) 

behandelt. durchlaufen sie Aur einen lellzyklus. Ourch 

Zugabe bestimmter Lymphokine kannen sie Ear Differenzierung 

und weiterer Proliferation angeregtwerden(8-14). 

Die lymphozyten 8us Mausmilzen sind deher ein hervarragend 

geeignetes System .• in del' Zellkultu.r die Genexpression vier ... 

schiedener Gene innorll'lalen Zel1en tu untersuche'n .• 

1.2. SignalDbertragung in die Zelle 

Oes i:iuBe.re Signal beiSt.il'fluletian lUll Wachstu1I,g'egeben 

durchBindung ,eines Mitogens t Hormons oderWechstultsfaktars 

an spezifischeRe.leptaren in derZel1IlEu'Ibran,wird in da. 

Innere derZellenObertreg,en • Debeik&nnen (minthasterul.) 

zwaiWege eing.lch18genlnu'tlen: eirulal'einAbbauvan 

Phos.pholipiden durch die Phoapholipa.eC .zum aruteren eine 
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Erh6hung des cyclischen Adenosin-3'~5f-mDnDphosphat ( )-

Spiegels Ober das G-Protein und die Adenylat-Z,klase. 

Im arsten Falle fijhrt die Spaltung 'Ion Ph!os.pilatidyl-Inosit-

4,5.-diphosphat (PIP., zu ly4,5.-Inosittriphasphat (IP3) 

und Diacylglycerin (OG), was einen Anstieg der Ca++- und 

H+-Ionenkonzentration und sine Aktivierung der Pr~~einti­

nase C zur Folge hat. (15 - 11). Oie Erhohung descAt>1P-· 

Spiegels fOhrt zur Attivierung der Proteinkinase A und 

Qber diese zu einer zellspazifischen Enz,~tastade. 

Wachstumsfaktoren wie Il_2(18) und Il_S( 19) und Serum sind 

in der Lage ,:iie Proteinkirnasa ,e zu aictiwieren .war.ellil"f as 

zu einer Bindung der Proteinkinase C an die Plasmame.bran 

und die KernmeNbran tommt(20-22J. Cer Anstiag der 

kinase C-Aktiv.itat erfolgt fast uamittelbar oac.h Stimulati!on; 

bei NIH-3T3-lellap z.B. sthon 15 Setunden nach Serumzugabe( , 

Der netDrliche Wag d~r Proteinkinase C-Aktivierung ibar 

die Spaltung von PIP a liSt sich umgehen durch uehandlung 

deI' Zel1ery mit Pharbolester wie 1-0-Tetradecanoylpharbal-

13-scstet (TPA) und CalCiumionaphore (24 )(251. IPA ~nter­

kaliert debet in die 'lipide det" Zellllellilbr,sR 'undsktlviart 

mitsceine:m OG-ihnlichenTieil dieProtei·n·:kinase C U\bb .• l) * 

Celcitnaiono9horeoffn·en telci um-l(an;i.1e in ,derZ·ellM.mbre·n 

und .erhfihenin unph'ys.101ogi.lchem MaBe die Cs+-+- ... Kon'lentra ... 

tiio,n im Innerender Zelle,. 

. 
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Abb.l: Struktur van DB (1-01soyl-2-acstylglycerin) links 
und TP;.( 1-0-Tetradecanoylphorbol--13-acetat)reehts. 

TPA eothllt 9ine DG-Ihnliche Struktur. die dureh 

die gestrichelte linis gekennzeicbnet tat. 

Nach dem Anstieg der Proteinkinaaen-Aktivitat folgt al. 

nlchste .zelluHire Antwort sehon noch 10 MinuteR die EJ!pres­

sion vieler verschiedener 90tan-Ribanukleinsiure-MolekDle 

(mRNA) * Neeh Stimulation ruhender 3T3·~Ziellenmit Sermll 

wird die Expression del" mRNA von mindestens 50 ~.rschiede-

. ~'.. t· • 1"' .,.. (2B)(27) n .. t·· .. d ~ nUA M 1 nen \)enens 1mu:..er·. uaruner .$10 . 8UCnfi1mlln-rlO .. e-

kille del" sogenannten ze11uliren ontogene. 

1.3. OAtogens und Transformation 

Sei t Enda del" seci'U:lger Jehre wurden inDNA-iumorvirenlmd 

iRetroviren etwaZO v:ersehiedene. transf·crmierend wi:rkende 

Gene., die Virelenaderv .. OnkOQtme(29)gefunden .• lu 8111'811 

retrovirelenDnkog·enen. ·bi. auf' des t8t-Sen der.tuI.anren 

T -lel1-1ymphotropett Viren (HTlV I., :tt, Ill.' (29) CIO). lIt,,!'aen 

ln2wische'n .zellu16reAnalo.gii.} dieProto-On:kcgene blW" 

rel1..ularen oderc .... Onil;ogene,entdeckt. 
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DarCher hinaus kaRnten auch einige nieht in Viren var­

kommende, transformierend wirkende Gene isoliert werden(31-35). 

Da die Ontagene in der Evolution in einarn hohen NaBe Kon-

serviert blieben, wird den Onkogenprodukten eine kritisehe 

Funktian fOr die lelle zugesehrieben(36) (37). Es kOAnten 

namlich selbst in Hefe homnInge Sequenzen zur humanen ras­

Onkogenfamilie(38-40) oder in Drosophila homologe Sequanzen 

zursrc-Onkogenfamilie (41) nacngewiesen warden. 

Die Onkogenprodukte Bcheinen ihre Funktian auf verschiedenen 

Ebenen der Regulation zellulirer Proliferation und Differen-

zierung auszuOben (Abb.2). 

Oas sis-Dnkagen kodiert fUr einen Wachstumsfaktor und hat 

HO.ologie lur B-Kette des PDGF (platelet derived growth fector) 

(42)(43) 

Das zellulare nev-Gnkegen, das fUreinen Rezeptor ahnlich 

dam EGF-Rezepter (epidermal growth factor receptor) kodiert, 

wird durcheine Punktfltutati·on, d.ie den Austausch einer 

Amino$aure (Valin tu Glutamin) zur Falge hat. zu einem 

transfot'mierenden Gen (44) (R. w.einberg( 17) ) • 

Das erb~B-Qnkogen Kodiertdagege.n fur einen versturtlllllelten 

Ra.teptol', derseine nach ao'een 'geri'chteteDomine, den 

hormonbindenden Tell. verloren hat(45)(46). 

IH .. ~ me.isten membt'angebun.danen ,QnkOgenprodu,kta, daruntal' neu * 

rn'b ... a, i'0$ uind die src ... Fsmilie (abl,.ves.fes.,fms){47) (48) 

.'ind'tyrosin .. Ki,nasen. Das zelluUire src .. Cenproduktphospho .. 

ryliertbevorzugtda. zytop.latlmstisctuIJEnde des EGF-Fhu:e,ptors 1 
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wihrend das virale src-Genprodukt bevorzugt PIP in der 

Membran phosphoryliert. Diese Aktivitit erhilt das c-src-

Genprodukt aber auch in Assoziation mit dem Polyomavirus­

mittel-T-Antigen (Py mT)(49)(50). 

Zu den membrangebundenen Onkogenen geh6rt auch die Familie 

der ras-Onkogene (Ha-ras, Ki-ras, N-ras), deren Genprodukte 

GTP-Bindungsaktivitit besitzen(51). Zellulire ras-Onkogene 

k6nneo durch Punkmutation im 12. oder 61. Kodon zu trans-

formierenden Genen, sogenannteo aktivierten Onkogenen, 

werden(52). Bei der Aktivierung des c-Ha-ras-Gens in einem 

humanen Blasenkarzinom wurde durch Punktmutation iro 12. 

Kodon die Aminosaure Valin durchGlycin ersetzt( 53) (54). die 

GTPase-Aktivitit dadurch stark vermindert(55) und das nor-

male zeIlulire Gen zu einem transformierenden Gen. 

Zu den zytoplasmatischen Onkogenen geh5rt erb-A, dessen 

Genprodukt Homologie zum humanen Ostrogenrezeptor besitzt(56) 

d d " S ~ ~ . IT·h~ . K~' . (57-59) d '1/ f~ ·(28) un .18 er1nreon1n- 1nasen w1e mos un m~ ra . 

Die Gruppe der m5gIicherweise interessantesten Onkogene 

jedoch Ubt ihre Funktion im Zellkern aus. Sie binden an 

Desoxyribonukleinsiure (DNA), wie l.B. die fos-.rnyc- und 

myb-Genprodutte(SO} und p53(61)(62) eder sind trans-akti-

vierende Fettoren, wie E1A des Adenovirus (63) (64). 

Ods zelIuIi~e iyc-Onkogen kann alleine durch Dber.iBige 

Expression~ ohne strutturel1e Anderunten, zu einem tranfor­

mierenden G~n warden(S5). 
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Mechanismen, die zu einer defekten Regulation der Genex-

pression fUhren, sind Amplifikation des c-myc-Gens auf 

hohe Kopienzahl(66-68) , Translokation in ein Immunglobulin­

Gen(65)(69), DNA-Rearrangement(70)(71) oder Promotor-Inser­

tion durch Viren(72)(73). 

Die Transformation einer normalen Zelle zu einer potentiel1 

unsterblichen und ungehemmt wachsenden Krebszelle folgt ei­

nem Viel-Schritt-Mechanismus(74), d.h. erst mehrere Verijn~ 

derungen in der Zelle, oder die Expression mehrerer Onkogene, 

fOhren zu einer vollstijndigen Entartung der Zelle. Zwei Onko-

gene mit verschiedenen Eigenschaften,wie z.B. myc und Ha-ras, 

kannen kooperieren und primijre Zellkuituren transformieren(74-76! 

Die viralen Onkogene unterscheiden sich immer VDn ihren 

zellul~ren Analoga. Sie bilden Fusionapr6teine, wie z.B. 

gag-myc im Myelocytomatosisvirus (MC29)(79), oder haben 

Mutationen und Oeletionen, wie 2.B. bei fos iro Mijuse-

Osteosarkomavirus (FSJ-MuSV). wo die 49 caroxyterminalen 

Aminosiuren des c-fos-Proteins fehlen(80). Durch diese Ver~ 

~nderungen gewinnen die viralen OM~ogeneihre dire~ltt trans­

fDrmierenden Eigenschaften. 

1.4. Expression zellulijrer Onkogen. 

Eine Moglichkei tdiec -OIi'kogeneKlpress ionbeini.chttl'sns.-. 

formierten t proliferis.r.end.enZallen i.nvivri ZU luntar~~chehi 
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ist dureh das embryonale bzw. fatale Wachstum gegeben. 

Sieben bis achtzehn Tage alte Faten der Maus Bxprimieren 

c-mye, c-Ha-ras, c-src, c-erb-A uAd c-sis mit verschiedenen 

Maxima wihrend der prinatalen Entwicklung(81,. C-mos Tran-

scripte unterschiedlicher Linge konnten in Miuseembryonen, 

Testes und Ovarien nachgewiesen werden(82). 

Die Gene der mye-Familie (c-myc, N-myc, L-myc) werden ent-

wicklungs~ und gewebsspezifisch exprimiert. So werden in 

fatalen und neugeborenen Miusen alle drei Gene stark ,expri-

miert, in erwachsenen Miusen aber N-myc nur in Herz, l-myc 

in der Lunge und e-mye in Thymus, Milz, DGnndarm, Lunge 

d H h h 
.. (83) un erz sc wac. expr1m1ert . 

Beim Mens~hen konnte c-myc Expression in prolifcrierenden 

Zellen der Plazenta nur in den eraten 5 Wethen nach 

(84) Schwangerschaftsbeginn beobachtet warden .. 

Wie auch die Ergebnisse bei sich regenerierender Leber 

bei Ratten n6ch teilweiser Hepatectomie 2eigen, scheinen 

daa c-mye und das e-Ha-ras Dntagen mit der Proliferation 

assoziiert zu s8io(85)(86). 

Eine Klasse von Onkogenen, deren Genprodukte mehr mit 

der Oifferehzierung vcn lellen assoziiert sind, wird 

durch des c-fos Dntagen reprisentiert. Sei der prAnatalen 

Ehtwicklung der Maus wurde starts c-fos Expression in 

Amnlonzellen) dam OotterstH:k I.me in del' .f6tal,en Lebel'l' 

.en,ttfecKt (91) (8.9) • 

···7 TC~- . u'e ?'f-
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Mach der Geburt wird das c-fos Genprodutt nur noch in 

himatopoetischen Zellen, besonders in spiten Differen­

zierungsstadien der Monozyten gefunden(90). 

Eine andere MBglichkeit, zellulire Onkogenexpression zu 

studieren. liegt in der Stimulierbarkeit van Zellinien 

oder primiren Zellkulturen in vitro durch Mitogene, 

Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren. 

So kann die Differenzierung tier Monomyelocyten-Zellinie 

Hl60 mit dem Phorbolester TPA zu Kakrophagen und mit 

Dimethylsulfoxid zu Granulocyten stimuliert werden. 

Wihrend bei der Differenzierung zu Makrophagen massiv 

c-fos exprimiert wird, tBnnen keine c-fos spezifischen 

Transkripte bei der Differenzierung zu Granulazyten nach­

gewiesen werden(91) (92). Bei der Stimulation van arre­

tierten Fibroblasteh mit Serum oder gereihigten faktoren 

(EGF, FGF, POGF) wird vorObergehend die Transkriptionsrate 

van c-fos erhBht und nsch ca. 60 Minuten ~ieder schnell 

abwirtsreguliert. gefolgt van siner etwa 3 bis 12 Stunden 

deuernden c-myc Expression(93) (94) (71)~ 

K. Ke11y (95) fand, daB in Lymphazyten '8usMausmilz'en c-myc 

2 bis 9 Stunden nach ConA ader LPS Stimulation maximal 

exprimiert wird und 'bi$4 Tage n8ch Stimulation nflchweisbar 

bleibt. Ahnliche rtesuleate wortlenlnzwis·chenfOr periphlre 

Lymphol,ten des Menschan nach Stimdlatioh ~it PhWtohlm­

ag!glutinin(PHA), TPA und Calcium:tonophoren,rhelten!!:6)(91). 

I. 
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Die c-myc Expression wird somit durch Substanzen stimu-

liert. die direkte Aktivatoren der Proteinkinase C sind, 

wie z. B. Phorbolester, Vasopressin oder PDGF. Die mito-

gene Wirkung von POGF jedoch scheint nicht mit der 

E ' k 11' t . (98) xpress~on von c-rnyc ore· ~er zu se~n ... 

1.5. Regulation der c-fos und c-myc Expression 

Van K. Kelly(95)und Ch. Dani(99)wurde berichtet, daB 

Cycloheximid (CHI), ein Inhibitor der Proteinbiosynthese, 

die mRNA Konzentration van c-myc in Lymphozyten aus Maus-

milzen und verschiedenen Zellinien (Hela, MCf7, HL60) 

drastisch erh5hen kann. Ciese "Superinduktion" k5nnte 

nach P. leder(95) (100)dadurch zustande kommen, daB ein 

labiler Repressor nicht mehr synthetisiert wird, oder, 

da die c-myc mRNA normalerweise eine sehr kurze Halbwerts­

zeit hat(99), da8 die mRNA stabilisiert wird. 

Tats§~hlich verlingert CHI die Halbwertszeit van c-myc 

mRNA z. B. in einer Plasmazytoma-Zellinie der Maus van 

ca. 10 auf 60 Minuten(101). 

Den umgekehrten Effekt zeigt 8-Interferon (IFN-B) bei 

Daudi-Zellen. Schon 3 Stunden nach IFN-8 Behandlung wird 

die c~myc mRNA Konzentration in den ZaIien urn 60% reduziert, 

wahrehd die Trsnskriptionsra.tevonc-myc gleichbleibt CL02 ) (103) • 
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Unter post-transkriptioneller Kontrolle scheint auch die 

c-fos Genexpression in Fibroblasten zu stehen. FOr eine 

erfolgreiohe Regulation der c-fos mRNA-Konzentration von 

transfizierten Plasmiden sind Sequenzen am Anfang (5') 

und am Ende (3') des c-fos Gens notwendig(104). Besonders 

wichtig ist eine Region von 67 Nukleotiden des nicht-trans-

latierten 3' Endes des Gens. Fehlen diese Basenpaare, so 

wird das e-fos Gen bei wesentlich verlingerter Halbwerts-

. . RNA . . t· f . d· G· (105)(106) ze1t se1ner m zu e1nem raGS orm1eren en en . 

Am Anfang meiner Doktorarbeit war noch nieht bekannt, ob 

zellulire Onkogene in normalen lymphozyten exprimiert 

werden. Inzwischen wurde die e-myc Expression in lympho­

zyten beschrieben(95-97). Ieh habe darOber hinaus die Ex­

pression der beiden zellulijren Onkogene c-fos und c-Ha-ras 

nachweisen konnen. Mein hauptsachliches Interesse jedoch 

gaIt der Fragestellung, ob die R~gulation der c-fos uri~ 

e-mye Genexpression in normalen lymphozyten der Kaus auf 

transkriptioneller oder pOlt-transkriptioneller Ebene 

stattfindet. 



2.1. Material 

2.1.1. Chemikalien 

Acrylamid 

Agarose 

Ammoniumpersulfat 

Bisacrylamid 

Borsaure 

Caesiumchlorid 
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Chloroform 

Oiethylpyrocarbonat (DEPC) 

Roth 

Bethesda Research Lab. 

Merck 

! Serva 

Roth 

Both 

Both 

Si9ma 

Ethylendiamintetraessigs§ure (EOTA): Serva 

Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-

N,N 1 -tetraessigs§ure (EGTA) 

Ethanol 

Ethidiumbromid 

Filme: Cronex 2 

Formaldehyd 

Formamid 

Guanidiniumrhodanid 

Harnsto·ff : 

Serva 

Both 

Si9ma 

Oupont 

Roth 

Merck 

Fluka 

Merc'k 

Hybond N-Folie Amersham 

Morpholinopr~pansulfonsijure (MOPS) Sigma 

Nitrozellulose-Folie Schleicher & SchOll 

Nukleotide : Si9ma 

Phenol FluKa 

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Serve 
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Polyethylenglycol (PEG) 6000 

SaIze 

N,NtN',N'-Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Serva 

Merck 

Serva 

Trishydroximethylaminomethan (Tris): Roth 

Toluolszintillator Ruth 

2.1.2. Radioaktivitat 

3H-Thymidin 

32P-0(-dNTP 

32 P-«-rUTP 

2.1.3. Material fOr die Zellzucht 

PIastikwaren 

RPMI 1640 - Medium 

F5tales K§lberserum (FtS) 

Nichtessentielle Aminos§uren 100X 

NatriumpY·ruvat 

Penicillin 

Streptomycin 

Concanavalin A (ConA) 

Leukoagglutinin 

Cycloheximid 

Actinomycin 0 

Neuraminidase-Test 

Low Tax-M Kat'linchenKomp,lement 

NylDnwolle fLeukocyte ,Filter) 

Geneticin.lulfat (G4!1) 

. Amersham 

! Amersham 

Amersham 

. falcon, Nunc, Greiner 

GibeD 

GibeD 

! GibeD 

: GibeD 

: Apotheke 

: Apotheke 

Pharmacie 

: Sig'ma 

Si9M
.' 

. Sigme 

: Behrlng",I'Hititute 

:Ceda;rl."eta'boretaX"l.$ 

; 'en •• 1 taboretott •• 

;G~"c;Q 
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2.1.4. Material fOr die Bakterienzucht 

Bal<to Tryptone 

Yeast Extract 

Chloramphenicol 

Ampicillin (Amblosin) 

Tetracyclin 

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl­
B~D-Gala~topyranosid 

Isopropyl-B-D-Thio­
Galactopyranosid 

2.1.5. En.zyme 

Restriktionsenzyme 

Nuklease S1 

DNase I 

DNase I (RNase frei) 

RNase A 

Proteinase K 

Polymerase I 

POlymerase I large fragment 

Alkali.che Phosphatase (CIP) 

'DNA·tigase 

Pbosphocreatinkina8. 

( XGal) 

(IPTG) 

Oifco Laboratories 

Oifco laboratories 

Serva 

Hoechst 

Sigma 

5i9ma 

Si9ma 

Pharmacis, Biolabs 

Pharmacia 

Pharmacia 

Promega 

5i9ma 

5igma 

Biolabs 

Pharmacia 

Pharmacia 

· "mer-sham · 
· Boehringer Mannheim · 
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2.1.6. Plasmide * 

EcoRI Sstl EcoRI Sstl 

pc-fos (f'1) (90) [L'ffi1 • la Qi=t--------tl (Sequenz:(107) 

( 108) 
pfos (t-i) 780 

pfosun810 

Ps!! SsU (pB'R322) 

iIIi (pUC12) 

Sstl Tthl11l 

(pLJC.1.2) 

Pvull Pvtlll EtoR! 

pc-myc CH){ 1I-t1_O_) _______ ..... I ..... u1--a·_·. ___ ~ 
EcoRI (.pUC8) (Sequenz: (109» 

pmyc(H)El 

pmyc(M)E2E3 

pmyc(M)E2 

pSPEJ6.6(112) 

pHl{HaMuSV)(113) 

V
(114) pen 

d .. pH-2 1{ 1.15) 

.. 

UI:1 (pUC12) 

Xoa{ HindU! 

.---...:t (pUC12) (Sequenz:Cl11}) 

Xbal Sstl 

(pUC12) 

BamHI BamHI 

11 ,1.1 _I (pSP64) 

Kpnl Pstl 

(pBR.322) 

(pUCS) 

Pstl 

(pBf43'22) 

dargestelltsind j eweils die 8pe2if1schen In tUllrt a t 

schwaJ:'z·a Fliche :trenslatlerte iequenZert del' E:aona 

helle Filch. :ni.cht ... tl'lnalati.erte Sequ.n.ten.detEIDft8 

Linie : Intro.neequenzen! 
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2.:1. 1. M13-Klone 

c-fos(M}: Hedwnft: 

Probe fGr (+)(mRNA) M13mp18fos{"]260 EcoRI/PstIEx2 

(-) tH3mp19fos CM) 260 

(-) M13mp18fos(M)780 SstltPstI Ex3l4 

(+) M131'1lp19fos U") 780 IlSstIEx3/4 

(-) M13mp18fos(M)3' EcoRI/SstI 3 t Ende 

(+) !M13mp1.9fos (IM) 3 f SatI/EeaRI 3'Ende 

c-myc(M): 

(+) M13mplBmyc(M)E2S' XbaI/PstI Ex2 

(-) M13mp 19myc rH) E25 ' PstI/XbaI Ek2 

(+) ,tot13m.p lBmyc (M)3 * 

( -) M13mpi9myc(M)3' Ba1l111/ '.p\f u II 3 it :Ende 

(+) Sall/S.al 51 £n'. 

a--- m -w-
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2.1.8. Expressionsvektoren 

(74 pSVc-myc(M) , 

Ex2 
PE ......... 

-.~" pSVrnyc(M)E2 . ~ -

PE ....­

pSVamyc(M)E2 ~ 

MT 

Pf"Ta(ltB)(119)~ 

pMTc-myc{M) 

pMTamyc(f·1)E2 ~ 

PE: SV40frijtH.1Prt\'llu.u~cr'Enhlulc.:t Reg1on(340 bp) 

MT: ('Ma.ua) Metallothionin .. Promct.or (MTI t 1,8 tb,) 
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2.2. j\'1ethoden 

2.2.1. Isolierung von Lymphozyten aus Msusmilten 

Die Mluse werden durch Genickbruch getatet. die Mi1zen 

herauspripariert und in eiskaltes ass (1.0 9 Glucose, 

60 mg KH 2P04' 238 rng Na 2HP0 4 • 10 mg Phenolrot, 18!6 rng 

CaClZ' 400 rng KCl, 8 9 Nae1. 200 mg MgC12 • 200 mg "'9S04* 

pH 7,2 pro 1 1 H20) gegeben. 

Urn eine Zellsuspension zu erhalten, werden die Milzen 

mit dam Stempel einer sterilen 2 m1 Spritza durch ein 

Stahlsieb geriebeD und in 5 ml aSS/Milz aufgenommen. Die 

groben Bestandteile liBt man 5 Min ahsitzen, dann wird 

die Zellsuspension in ein zweites R5hrchen OberfGhrt und 

die lymphozyten werden 2x mit ass gewaschen, d.h. sedi­

mentiert bei 167 9 und resuspendiert in ess. 

Erythrozyten werden durch Lyse in einern Ammoniumchlorid­

puffer entfarnt. Die Zellen werden 10 Min. bai Raumternpe-

ratur (R.T.) in TAC (1,5 % NH 4Cl, 0,9 % 

und anschlieBend 2x mit ass gewaschen. 

Cl) inkubiert 

2.2.2. Reinigung der T-2811en aus "ilzze11en 

Dle lymphozyten warden in 0,5 ml SSS 5% Fe! pro Milz 

suapendiert und auf aine mit ass 51 Fe! Iquilibrierte 

Nylonwoll$ftule (ca. 2 ml/Milz in einer aterilen Spritze, 

_. 
- , 
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bei 37°C aufgetragen(120). Man liBt die lel1en in das 

SHulenmateria1 einlaufen und inkubiert 20 Min. bei 37°C. 

Dann nochma1s 0,5 ml BSS 5% FCS pro Milz langsam in das 

Siulenmaterial einlaufen lassen und 20 MiR bei 37°C in-

kubieren. Makrophagen und B-lel1eo haften unter diesen 

Bedingungen an der Ny1onwo11e und T_1el1en(121) tanneD 

nun mit BSS 5% FCS mit einer Tropfgeschwindigkeit van CB. 

1 Tropfen/Sekunde e1uiert werden. Die 1-1el1en werden 

anschlieBend mit BSS gewaschen. 

2.2.3. Isolierung van lyt2+-T-Zel1en 

Avs der gesamt T-Ze11population warden die l3T4+ T-Helfer-

ze11en durch lyse mit spezifischen Antik6rpern und Kom­

plement entfernt und es bleihen hauptaichlich lyt2+ zyto­

toxische T-Zel1en (CIl) ilbrig. 

Ober Nylonwolle gereinigte T-Ze11en (lx1a7/ml in BSS) 

werden 30 Min.auf Eis mit Ratte anti-Maus T4 monoklonalem 

Antik6rper (Hl.29.19)(125) in einer WerdDnnung van 1:100 

und anschlieBend 30 Min.mit Kaninchen anti-Ratte la Anti~ 
k6rper in einer VerdDnnung von 1:250 behandelt. Dann warden 

di~ l3T4+-Zel1en mit KsniRchen Komplement 1:15 bei 37 ec 
45 Min.lysiert und die Zellen 3. mit ass gew~.chen. 
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2.2.4. Neuraminidase-Behandlung 

N-Acetylneuraminsaure-Reste, die negativ geladen sind 

und die Agglutination der Zellen storen, werden durch 

Nduraminidase aus Vibrio cholerae van der Zelloberflache 

(122) entfernt . 

5x107 T-Zellen/ml werden 1 Std bei 37 QC mit 0,02 U/ml 

Neuraminidase (= 1:50) inkubiert und anschlieBend 2x mit 

BSS gewaschen. 

2.2.5. Mitogene Stimulation der Lymphozyten 

Die T-Zellen werden in einer Zelldichte van 5xl06/ml in 

RPMI 1640-Medium (RPMI 1640, 1x nichtessentielle Amino-

s8uren, Streptomycin 100 ~g/ml, Penicillin 100 U/ml, 

8-Mercaptoethanol 5xl0- 5 M) mit 5% FCS ausgesaht und 

stimuliert mlt 2,5 ~g/ml ConA(123) od er 0,5 ~g/ml LA(5). 

Con A stimuliert sowohl l3T4+ T-Helferzellen als auch 

Lyt2+ zyt6toxische T-Zellen. LA induziert in der aenutz­

ten Konzentration nur bei den Lyt2+ T-Zellen die Expres-

sion des IL-2-Rezeptors. Zur Proliferation benotigen 

. .. . 2· (124) die se Zellen noch 30 U/ml externes IL- • 
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2.2.6. Cycloheximid-Behandlung 

Cycloheximid (CHI), ein Inhibitor der Peptidyl-Trans­

ferase-Aktivitlt in Ribosomen, wird dem Medium in einer 

Konzentration van 10 ~g/ml fOr 1 St~ oder 20 pg/ml fOr 

30 Min. vor dem Ernten der Zellen zugegeben. 

2.2.7. Actinomycin O-Behandlung 

Actinomycin D (ActO) blocki&rt in einer Konzentration von 

5 pg/ml die Transkription durch Interkalation in doppel­

stringige DNA (dsDNA). Nach 5 bis 10 Min.wird keine neue 

precursor mRNA mehr synthetisiert und vorhandene mRNA-Mo­

lekOle verschwinden mit unterschiedlichen Halbwertszeiten. 

2.2.8. 3H-Thymidin Einbau 

5x104 ZelIen in 200 pI Medium pro Nepf einer Mikrotiter­

pla~te werden fOr 16 Std.mit 5 pCi aH-Thymidin (2 Cilrnmol) 

markiert. Oie Zellan werden mit aiRem Zellerntegerat 

(Titertek, Flow Laboratories) Gber Glasfaserfilter sbge­

saugt. Die Filter warden 1 St~ bei 80 QC gatracknet und 

die in DNA eingebaute Redioaktivitfit im Szintill~tions­

zihler mit 3 ml Toluolszintillator geme~s.n. 

Es warden jawails Oreifechbestimmohgen durC:hge.fiUu't .. 
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2.2.9. RNA-Praperation aus Zellen 

Festgewachsene Zellen konnen entweder trypsinisiert uno 

sedimentiert werden oder die Zellschicht in der Kultur-

flasche kann direkt mit 6 ml Guanidiniumrhodanid-Puffer 

(4 M Guanidin-SCN, 0,5% Na-N-Lauroylsarcosin, 25 mM Na­

Citrat, 0,1 M B-Mercaptoethanol, pH 7,0) pro 0.5-5x108 

Zellen aufgelost werden. 

Lymphozyten werden 5 Min. bei 600 9 zentrifugiert und das 

Sediment suspendiert. Die Zellen (O,5-5x10
8

) werden mit 

6 ml Guanidin-SCN-Puffer aufge15st.~Diese L5sung wiro 

direkt aUf zwei Caesiumchlorid-Kissen unterschiedlicher 

Dichte Oberschichtet,(Abb.3). 

~ -

DNA ........... -
RNA \....1 

Abb.3: CsCl-Gradient 

Guanidin-SCN 

Cs Cl (1,6 g/ml) 

Cs Cl (1,7 g/ml) 

Die Kissen werden durch Untarschlchten oer CsCI-L5sung oar 

Dichte 1,6 9/cm 3 (0,9 9/ml CaCl in 25 mM Na-Citrat pH 7,0, 

Brechungsindex a=1,3902) mit dar CsCI-L5sung oar Dichte 

1,7 910m 3 (0,959 glml CsGl in 25 mM Na-Citrat pH 7.0, Bre­

chungsind~x a-1,3994) hergestellt. Far den SW41 Rotor warden 

2x 2 ml CSCl-Losung mit 6 m1 Zellsin in hjdnidin-SCNDber­

schichtet uno 18 Std bei 32000 rpm uno 20 °C zentrifugiert. 
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Danach wird die Guanidin-SCN-Losung mit einer Plastik-

pasteurpipette abgenommen und die DNA in ein gesondertes 

R5hrchen DberfGhrt (siehe ONA-Priparation, 2.2.10). 

Das Zentrifugenr5hrchen wird entleert und auf den Kopf 

gestellt, urn restliche FlGssig~eit ablaufen zu lassen. 

Das RNA-Sediment wird mit 2x 100 pI TES (10 mM Tris HCl 

pH 7,0, 5 mM EDTA, 1% SOS) gelost, mit 200 pI Chloroform/ 

Butanol (4:1) extrahiert und 5 Min. in der Eppendorfzentri­

fuge zentrifugiert. Oer wissrige Oberstand wird in ein 

neues Eppendorfgefi8 OberfOhrt und die verbleibende orga-

nische Phase erneut mit 200 pl TES extrahiert. 

Die Oberstinde werden vereinigt und die RNA mit 2.2 Vol 

Ethanol 3 Std bei -20 GC ausgefillt. Oanach wird die RNA 

10 Min. in der Eppendorfzentrifuge bei 11'000 .rpm sedimen­

tiert und in 100 }.I 1 H20 (DEPC~behandelt) 'gelost. 

Davon werden 3 }.Il fOr eineAbsor,ptionsmessung il1l UV (260 

und 280 nm) 1:100 in H20 veraOnnt ; die restliche RNA 

wird sofort wieder mit 2~5 Vo1 Ethanol und 0,1 Vol 3 M 

NaOAc pH 5,2 bei -20 GC ausgeffillt. 

Bei RNA entspricht 1 OD (260 nm) 40 pg/.l. Sei reine~ RNA 

sollte das Verha1tnis darOD von 260/280 ft.i .• a bis2,O 

betragaft. eei einem klaineren Verhlltnis sollte ftoehm.ls 

mit Chloroform/Butanol 8.x.trahiert werden .. 
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2.2.10. DNA-Praparation 

Die DNA des CsCI-Gradienten {siehe 2.2.9.} wird 2 Tage 

gegen TE (10 mM Tris pH 7,2, 1 mM EDTA) dialysiert und 

dann mit TE auf ein Volumen von 3 ml/l0B lellen Ausgangs­

material verdOnnt. 

Bei der DNA-Preparation aus den Zelleo einer lellkultur 

direkt, werden lxl0B lellen bei 167 g fOr 10 Min. sedimen­

tiert und mit PBS gewaschen. Sediment in 3 ml EB (20 mM 

Tris HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 mM EnTA) suspendieren. 

Hit 100 pI RNase A (10 mg/ml in 0.1 M NaOAc pH 7,5) 

+ 50 ~l Proteinase K (10 mglml in 20 mM Tris pH 7,5) 

+ 200}Jl 10% SDS 

wird 1 Std. bei R.T. inkubiert. 

Anschlie6end wird 30 Mi~ mit 1 Vol Phenol, dann 1 Vol 

Chloroform extrahiert und die Phasen jeweils bei 1600 g 

fOr 10 Mi~ (3000 rpm in der Hettichzentrifuge) getrennt. 

Die DNA im w~ssrigen Oberstand wird mBglichst o1'1oe Inter­

phase abgenommen und mit 2,2 Vol Ethanol bei - 20 °c 
ausgefallt. 

Die DNA-Konzenttation wird durch Absorptionsmessung bei 

260/280 ftm b~stimmt. 1 OD entspricht 50 pg/ml doppel­

stringiger DNA. Sollte des Verhiltnis der OD von 260/2BO nm 

kleiner ala 1. BM:)in. wird nothmals mit 1 Vel Phenol UAt! 

1 Vol Chloroform extrahiert. 
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2.2.11. P1asmidpraparation 

FOr die P1asmidpraparation aus den E. coli -Stimmen 

JM83 oder JM103 wird LB-Medium (10 9/1 Bakta Tryptone, 

10 9/1 NaCl, 5 g/l Yeast Extract) verwendet. 

Eine Varkultur (20 m1 L8) wird mit einer Bakterienkolonie 

angeimpft und Gber Nacht bei 37°C geschOtte1t. Je nael 

Resistenz des P1asmides enthalt das Medium 40 mg/l Ampi­

cillin oder 15 mg/l Tetracyclin. 

Mit 1 ml der Vorkultur wird 1 1 Medium mit dem entspre­

chenden Antibiotikum angeimpft und bis zu einer OD ~OO nm) 

van 0,5 bei 37°C geschGttelt. Jetzt wird ZUT Amplifike­

tion der Plasmide 200 mg/l Chloramphenicol fOr 8 his 12 

Std. zugegeben. 

Aufarbeitung (bezogen auf 1 1 Kultur) : 

-zentrifugieren 10 Mi~ 5000 rpm 4 QC im GS3-Retor (Servell) 

-Sediment suspendieren in 20 ml (Endvolumen) 5T (15% Sac-

charose. 50 mM Tris pH 8,0) und in 40 ml S6rvallr6hrchen 

GberfGhren. 

+ 2 ml lysozym (5 mg/ml in ST) 2 Min. auf Eis 

+ 3 ml EOTA (0,5 M pH 8,0) 10 Min. auf Eis 

+ 5 ml 2% Sarcosyl 10 Min. aUf Eis 

-zentrifugieren 60 'Min. 18000 rpm im SS34-Rotor bei 4 QC 

-dOnnflDssigen Oberstand deklntieren in 40 ml Soryall~ 

rohrchen. 
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+ 100 ~l RNase A (10 mg/ml) 15 Min. 37 QC 

+ 0,2 Vol 5 M NaCI 

+ 0,33 Vol 30% PEG-6000 2 Std. auf Eis 

-zentrifugieren fur 20 Min. 1000{) rpm im SS34 Rotor be! 4 QC 

-Sediment trocknen und aufnehmen in 3 ml TE (10 ml R5hrchen) 

+ 1 Vol Phenol, 5 Min, extranieren bei R.T. 

-zentrifugieren 10 Min.mit 1600 9 bei R.T. 

-Oberstand + 1 Vol Chloroform, zentrifugieren 

-Oberstand + 2,2 Vol Ethanol + 0,1 Vol NaOAc pH 5,2 

-Plasmid-DNA bei - 20 QC ausfillen. 

Die Plasmid-DNA ist nun schon sehr sauber und kann fOr 

die meisten Zwecke so verwendet werden. 

2.2.12. Reinigung der Plasmid-DNA Gber CsCI-Gradient 

Zur Trennung von supercoiled Plasmid-DNA van Plasmiden mit 

Einzel- oder DoppelstrangbrOchen und restlicher zellulirer 

DNA und RNA wird ein CsCI-Gra1ient angefertigt. 

8,53 9 Csel + 6,4 ml TE + 1,8 ml Plasmid-l5sung + 200 ~l 

Ethidiumbromidl5sung (10 mg/ml) ergeben ca. 10 ml L5sung 

mit einem 8rechungsindex a=1,3920. Diese wird auf zwei 

R5hrchen fOr den Vertikelrotor ViTi 65 verteilt und die 

R6hrchen zugeschmolzen. Die lentrifugation erfolgt bei 

45000 rpm 18 Std bei 20 GC im ViTi-Rotor. lentrifuge ohns 

Brarosa eusleufen lessen. Die Plasmidbande wird mit einer 

2 ml Spritze abgezagen und 5x mit Isopropanol (HeCl-geslttigt) 

ausg.esthGttelt. Oberstand auf das 3f·ache Volume" mit TEver­

dDnnen und DNA mit 2,2 Val Ethanol ausfillen. 
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2.2.13. Klonierung von Plasmiden und M13-Phagen 

Des zu klonierende dsDNA-Fragment wird mit den entsprech­

enden Restriktionsenzymen aus vorhandener DNA ausgeschnit­

ten, Gber ein Agarosegel (siehe 2.2.19) von unspezifischer 

DNA abgetrennt und aus ~em Gel eluiert. Dazu ~ird das Gel­

stOck ausgeschnitten. io eioen Dialyseschlauch OberfGhrt. 

nach Zugabe von 400 lJl TAE (40 mf~ Tris Acetat pH B,O, 

2 mM EDTA) der Schlauch verschlos5en UAd mit ca. 75 Valt 

die DNA 2 Std. elektroeluiert. AoschlieBend wird die ONA­

Lasung mit 1 Vol Phenol, dann 1 Val Chloroform im Eppen­

dorfgefiB extrahiert und mit 2,2 Vol Ethanol + 0,1 Vol 3 M 

NaOAc pH 5,2 das DNA-Fragment ausgefillt. 

Der Vektor (pUC12 oder M13mp18/19) wird mit den entspre­

chenden Restriktionsenzymen ge6ffnet. Wird nur ein Enzym 

verwendet, kann eine Religation des Vektors verhindert 

werden dUrch Behandlung mit alkalischer Phosphatase (CIP) 

(0,1 U/1l9 Vektor-DNA) fOr 30Mio bei 37 QC inCIP-Puffer 

(50 mM Tris pH 9,0, 1 mM MgCI2 , 0,1 mMZnC12,l mMSper­

midin). Danach wird mit 1 Val Phenol und 1 Val Chloroform 

extrahiert und der Vektor mit 2,5 Val Ethanol ausgefillt. 

5' Gberhlngende Enden tannen mit Nukleatiden und Klenow­

polymerase aufgafQllt warden (50 pi Re.ktian siahe 2.2.24.) 

tU stump fen Enden und in die ,Restriktionsscohnittstelle 

von Sma I kloninrt vlEI:rden. 
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8ei der Ligationsreaktion von Vektor und DNA-Fragment 

wird eine Mindestkonzentration an reaktiven Enden und 

eine relativ niedrige Temperatur ben5tigt. damit sich 

die Oberlappenden Enden hiufig und lange genug fOr die 

KnGpfung der neuen Bindungen treffen kannen. Die Menge 

an Vektor zu DNA-Fragment sollte in einem Verh§ltnis 

von 1:2 bis 1:4 stehen. 

Reaktionsansatz fOr ein DNA-Fragment von ca. 1 kb linge 

und den Vektor pUC12: 0,5 ~g Vektor 5 ~l 

0,5 ~g Fragment 5 ~l 

5 U DNA-Ligase 2 ~l 

lOx lig.-Puffer 2 ~l 

H2O ad 20 ~l 

ilber Nacht bei 14 QC inkubieren und direkt zur Trans­

formation kompetenter Bakterien verwenden oder bei 

- 20 QC einfrieren. 

lax Ligations-Puffer: 0,5 M Tris p,H 7,4 

0,1 M MgC1 2 

0,1 M OTT 

10 mM Spermidin 

10 mM rAT? 

1 mg/ml BSA 
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2.2.14. Herstellung kompetenter Bakterien 

500 ml LB-Medium werden mit 5 ml einer Vorkultur von 

JM83 oder JM103 angeimpft und Meftig bei 37 GC g8-

schOttelt. Bei einer 00 600 von 0.4 werden die Batterien 

3 Min auf Eis abgekOhlt. Von nun ab nur eiskalte 

L6sungen und Pipetten verwenden : 

zentrifugieren 10 Mi~ 6000 ~pm bel 4 GC iro GS3-Rotor 

(Sorvall-Zentrifuge. vorgekOhlt) 

-Sediment suspendieran in 150 ml 0,1 M MgC12 

-zentrifugieren 10 Min. 6000 rpm bei 4 GC im GS3-Rotor 

-Sediment suspendieren in 250 ml 0,1 M CaCI 2 

-30 Min. auf Eis inkubieren 

-zentrifugieren 10 Min. 6000 rpm bei 4 GC iro GS3-Aotor 

-Sediment suspendieren in 15 ml 0,1 M CaCI2 , 15% Glycerin 

und in 300 pI Portionen bei - 70 GC oder in flOssigem 

Stickstoff einfrieren. 

Jede Pr§paration kompetenter Batterien sollte euf 

Kompetanz mit ainem fertigen Plasmid und auf Kant.ei­

Aationen getestet warden. 

"~_ .. ~. __ ~-= _________ .~t_.M·_· .. u! ____ .. __ ........................... ··.r.· ...................... ~1I1I1I 
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2.2.15. Transformation von Bakterien Plasmiden 

300 pI kompeten~e Bakterien [ooch nicht ganz au etaut) 

und 5 pI des ligationsansatzes (ca. 09 ) odeI' 2 

kloniertes Plasmid werden 40 Min.auf Eis mit 

Schwenken inkubiert. Nach 90 Sekunden 42 DC 

1 1 

schock liSt man 5 Mi~ auf R.T. abkDhlen und dann 

1 ro1 LB-Medium zu. AnschliaBend warden die 

del' Eppendorf2entrifuge fur 5 Hin.bei rpmzentrifu-

giert und das Sediment in 300 pI to resuspendiert. 

Davon werden 10, 50 uAd 240 pI in j8 3 .1 

warmen Topegar (0.7 % Agaregar in lB) mit dem entsprechen­

den Antibiotikum zur Selektion pipettiert und die " 

aUf je eiAe vorgewirmte Agar-Platte (lJ5 % Agsragar 

del' entsprechendeR Resistenl ausplattiart. 

Wird die Farbreaktion des 8-Galaktasidasegens der 

Plasmide ausgenutzt, wird dem Topagax noch 

(20 mg/ml in Dimethylformamid) und bei JM 

der Enzymektivitit 40 pI 1PTG (20 mu/al in 

pI 

z'ur 

al 

kt 

Mach 5 Min4ist del' Topagar fast und die 8aktarienplatten 

warden Ober Nacht im Bekterienbrutschrank bei ift-

K.ubie.rt. 
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2.2.16. Minipriparation van Plasmid-DNA 

Urn den richtigen Klon zu finden warden 12 Kulturen mit 

je 10 ml lB einzelner (weiBer) Klone der Transformation 

mit dem entsprechendeo Antibiotikum angesetzt uod Obex 

Nacht bei 37 DC geschDttelt. Parallel dazu werden die 

salben KIone zur spiteren Verwendung auf einer Bekterisn-

platte 8usgestric~en. 

-10 m1 Ubernachtkulturen sedimentieran (3000 rpm in dar 

Hettichzentrifuge) bel 1600 9 fOr 10 Kin 

-Sediment mit 600 pI S1 (15 % Saccharose~ 50 mM Tris pH 8.0) 

suspendierBn und in EppendorfgefiB iberf6hren 

+ 10 pI lysozym (5 mg/ml) 2 Min.auf Eis 

+ 20 pi EDTA (0,5 M, 
+ 1 pl RNase A (10 mg/ml) 5 Min. Eis 

+ 60 1-112% Sarcosyl 5 "in. Eis 

-zentrifugieren in der Eppendorfzentrifuge 30 Min.mit 

12000 rpm bei 4 cC 

-Oberstend in ein EppendorfgefiB dakantiaren und ait 

"20 auf 500 pI .uffOllen 

-8xtrahieren mit 1 Vol Phenol. 1 VDl ChlorofDr. und die 

DNA ausfillen .it 2.2 VGl EthanDl + 0.1 Val NaOAc bel 

- 70 QC fUr 15 Min. 

Die Pla.slIlid .. DNA reicht fur ca.funfEnzy."el'd,uJ$ ,ait 

denentU:.e Identitiit des gesuthtellK1om» festgestellt 

wlitrdenkann. 

N . 
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2.2.17. Transformation von Bakterien mit NI3-DNA 

FOr das Klonieren in M13 werden JM103-Bakterien auf siner 

Minimalplatte (1,5 % Agaragar, 10 % M9 SeIze (60 9/1 

Na 2HP04 , 30 9/1 KH 2 P04 , 10 g/l NH 4Cl, 5 9/1 NaCl},10 mM 

Mg50 4 , 1 mM CaC12 , 10 mM Thiamin-Hel, 2% Glucose) ausge­

strichen, da die 8akterien nur auf Minimalmedium die fOr 

die Infektion durch N13-Phagen notwendigen Pili ausbilden. 

Eine Vorkultur von JMI03 in 2x YT (16 9/1 Tryptone, 5 0/1 

NaCl. 10 9/1 Yeast Extract) ~ird ca. 2 St~ bei 31 DC ge-

schuttelt. 

Parallel dazu wird zusammenpipettiert : 

300 pI Kompetente Bakterien JMI03 oclar JM83 

+ 5 ~l Ligationsansatz 40 Mi~ auf Eis 

-Temperaturschock 2 Mi~ 42 DC 

-5 Min.auf A.T. abkGhlen lassen 

+ Iml 2x VT 

-zentrifugieren 6000 rpm in der Eppendorfzentrifuge f~r 5 Min. 

-Sediment in ~OO pI 2x VT suspendieren 

-davan 50 und 150 ~l in je 3 m1 flGssigen Tapagar bei 42 GC 

pipett ieren 

+ 40 ~l IPiG (20 mglml in H2O) 

+ 40 Vi XGal (20 ms/m1 in UHF) 

+200 ~l logerithmisch wachsende JM103 der Vorkultur 

-ausplattieren und Ob er Nacht bei 37 DC inkubieran. 

Es eiIden s.ich blau8und weitle ,Plaques LneirUHYI gleich~ 

mlligem Aalen won JM103-Bakterien. 
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2.2.18. Praparation van Einzel- und Doppelstrang M13-DNA 

Die Analyse van 12 Klonen, die Priparation von Einzel (55)­

und Doppalstrang (ds) M13-0NA und das Abnehman van infek­

ti6sam Oberstand wird in ainem Ansatz durchgefOhrt. 

Eine Vorkultur von JM103 in 2x YT wird Gber Nacht bei 37 ac 

geschGttelt. 

Zu je 10 rnl 2x VT in 100 ml Erlenmeyerk6Ibchen warden 200 pI 

der Vorkultur pipet~iert. Die Bakterien werden mit ainam 

(weiBen) Plaque der Transformation, isoliert mit einer 

Pasteurpipette, oder 50 pI infekti6sem PhagenDberstand 1n­

fiziert und 4 Std bei 37°C heftig gesch~ttelt. 

-Zentrifugieren 8000 rpm 10 Mi~ bei 4 cC iro SS34-Rotor 

in der Sorvallzentrifuge 

-8 ml Uberstand abpipettieren und in ein neues 10 ml 

Zentrifugenr6hrchen GberfDhren (fOr ss M13-DNA) 

-2 m1 Uberstand in ein neues R6hrchen dekantieren und als 

infakti6sen PhagenGberstand bei 4 °C aufbewahren. 

-Sediment 8ufarbeiten wie bei der Minipriparation yon 

Plasmid-DNA (siehe 2~2.16.)(fDr ds M13-0NA) 

Die B ml Oberstand far die ss M13-DNA-Priparatian warden 

wie folgt aufgearbeitet : 

+ 1,6 ml 25% PEG. 3 M NaCl 1 Std.au! Eis intubieren 

-zantrifugieren to Min. 10000 rpm bei 4 GC im SS34-Aotor 

-Sediment trocknen und 8ufnehl1len in 400 pi lE (Eppendorfgafi8) 

-extrat1ieren mit lVolPhenol. lVolChloroform 

-ssONA lluisf§11enl1lit2,2 VolEthanol + 0,1 VolNaOAc pH S.2 

Oie t(onzent.rationsmessungerfolgt 1m UV i(2601280nm) mit 

dem UmteChnufrgafaktor fill' Einzelstra.ngnukleinsiursn wle Dai 

de.!' RNA ; 100= 40}l91ml .• 
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2.2.19. Agarosegele fur DNA 

Fur Plasmid-DNA mit Fragmentgr5Ben VDn 10 kb bis 200 bp 

werden 1 bis 2 %ige Agarosegele mit 20 ~l Ethidiumbromid 

(10 mg/ml) pro 100 ml Gel in lx TAE (40 mM Tris Acetat pH 

8,0 , 2 mM EDTA) verwendet. Ca. 0,3 ~g DNA pro erwartete 

Bande in TE wird mit 0,1 Val 10x Farbpuffer (0,5% Bromphe-

nolblau, 0,5% Xylencyanol, 60% Glycerin) gemischt, aufge-

tragen und die Elettrophorese 4 Std~·bei 100 Volt oder Gber 

Nacht bei 25 Vo It durchgefGhrt. '-

FGr zellulire DNA mit Fragmentgr5Ben von 30 tb bis 500 bp 

werden 0,7 %ige Agarosegele mit 10 ~l Ethidiumbromid (10mgjml) 

pro 100 ml Gel in lx TAE Gber Naeht bei 25 Volt verwendet. 

Fur einen Southern-Transfer zellulirer DNA wird 20 pg/Spur 

mit einem Restriktionsenzym gespaltener DNA aufgetragen 

(Abb.4). Als Marker tann 2.B. EcoRI/HindIII gespaltene DNA 

von A -Phagen verwendet warden. 

Abb.4:Zellulire DNA von funf 

Tumorzellinien gespalten 

mit EeoR!. 

Je 20 pg DNA wurden mit 2x 

50 U EeaRI fOr 6 Std. bei 

37°C verdaut, mit Phenol 

und Chloroform axtrahiert, 

ausgefillt mit Ethanol Und 

im Probenpuffer auf das 0,7 

%198 Agarosegel aufgetragen. 
Oer Marker 1st I-KIan C1/C12 

gespal,ten mit EtnRl. 
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2.2.20. Southern-Transfer von DNA 

Das DNA-Gel wird zunachst mit einom MaBstab :auf dem UV-

Tisch fotographiert. 

Die DNA im Agarosegel wird dann 2x 30 Min. mit 0,5 M NaOH, 

1,5 M NaCl denaturiert und anschlieBend das Gel wieder 

neutralisiert mit 1 M Tris pH 7,5, 1,5 M NaCI fOr 2x 30 Min. 

Nitrozellulose-Folie der Porengr5Be 0,45 pm oder Hybond N-

Folie wird zunachst in H
2
0, dann in'20x SSC (3 M NaCl, 0,5H 

NaCitrat, pH 7,2) fOr mindestens~30 Min.vorgeweicht. 

Whatman 3MM-Papier, das DNA-Gel, die Nitrozellulose, 3MM-

Papier und ein StoB PapierhandtGcher werden Gbereinanderge-

legt und mit ca. 10 g/cm 2 Gel beschwert. Mit dem 20x SSC 

wird die DNA auf die Nitrozellulose-Folie gesaugt.[Abb.5). 

AnschlieBend wird die Folie 2 Std.bei 80°C im Vakuum ge-

backen. 

Abb.5: Southern-Blot 

Papier­

Gewicht ~Handtiicher 

Gel ~!!!!!!!!!,.- . ~3M.M-peier 
3 M

2
M
ox

-P as· PS·.1
C
• er~~. . ..• ;; ..... -..... ,~ '--~ ~ __ 1IIi· .................... - .... ------------Nl.trozellu-

::::::::::::::::::::::::J lose -Folie 

\ .. -~.! ··1~. I \. n J3< 7 

··r· ·f· . r ... r· 
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2.2.21. Agarosegele fur RNA 

FUr RNA-Gr6Ben von 200 b bis 5 kb wird ein:1,5 %iges 

Agarosegel mit 6 % Formaldehyd in lx MOPS (0,4 M Morpho­

linopropansulfonsfiure. 100 mM NaOAc, 10 mM EOTA, pH 7,0) 

gegossen. 20 ~g totale zellulfire RNA werden aufgenommen 

in 20 ~l Probenpuffer (50% Formamid, 15% Formaldehyd, 10% 

10x MOPS, 25% OEPC-H20) und 15 Min. bei 70°C denaturiert. 

Die RNA wird auf Eis abgekuhlt. mit'2 pI 10x Farbpuffer 

(0.5% Brornphenolblau to, 5% Xylel+cy anal t 60% Glycerin) ver­

setzt und die Elektrophorese ca. 5 Std. bei 100 Volt pro 

15 cm Gellinge durchgefuhrt. Dabei wird der Elektrophorese-

puffer (lx MOPS) van + nach - umgepumpt, da die Pufferkapa-

zitfit sonst nicht ausreicht den pH-Wert an den Elektroden 

konstant zu halten. 

Urn die RNA sichtbar zu machen, kann das Gel fUr 3 Min. in 

einem Ethidiumbromidbad (0,1 mg/ml) geffirbt werden, mit 

anschlieBendem Entffirben fUr ca. 1 Std. in H20 (Abb.6). 

Abb.6:Zellulire RNA von 

stimulierten lym­

phozyten gefarbt 

mit Ethidiumbromid. 
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2.2.22. Northern- Transfer von RNA 

Urn die RNA an Nitrozellulose-Folie oder Hybond N-Folie 

zu binden,wird das RN~-Gel ohne nochmals zu denaturieren 

mit 20x SSC entsprechend dem Southern-Blot (2.2.20.) 

weiterverarbeitet. 

2.2.23. Elektro-Transfer von Nukleins§uren 

DNA und RNA in Agarosegelen kann auch in einer Elektro­

Blot-Kammer (Western-Blot-Kammer) auf die Nitrozellulose 

bzw. Hybond N-Folie Dbertragen werden. DafDr wird die 

Folie im Kammerpuffer (25 mM Na2HP04/NaH2P04t pM 5,4] 

30 Min. vorgeweicht und die Nukleinsiuren werden Gber 

Nacht bei 200 mA transferiert. 

n r ~ #Ptte- ---- r TT' 
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2.2.24. In vitro Markierung van dsDNA (Nick-Translation) 

FOr die Hybridisierung der Southern- und Northern-Blots 

werden Plasmide oder spezifische DNA-Fragmente van 300 bp 

bis 5 kb mit 32P-dATP radioaktiv markiert. 

Reaktionsansatz 0,3 ~g DNA in H2O oder TE 

+ 5 ~1 10x Nick-Translationspuffer 

+ 2 tJ 1 0,5 mf4 dTTP 

+ 2 ~I 0,5 mf1 dCTP 

+ 2 pI 0,5 mt4 dGTP 

+ 2 ~1 0,025 m~1 dATP 

+ 5 ~ 1 0( - 3 2 P - d A TP (5'0 \JCi, 30'00 Ci/mmal) 

+ H2O ad 46 1-'1 

+ 2 ~I DNase I (1:10'000) 5 Hin. H.T. 

+ 2 pI DNA-Polymerase I (5 U) 

inkubieren fOr 2 Std. bei 14 °C (Wasserbad im KOhlraum). 

10x Nick-Translatianspuffer o t lfoi r~gSO 4 

0,5 H Tris pH 7,2 

1 mM OTT 

0,5 mg/ml BSA 

Stoppen der Reaktion dUTch lugabe van SD pI STE (50 mM 

Tris pH 7~2 I 1 mM EOTA I 1% SOS). 



__ L, 

-40-

Die nicht eingebauten radioaktiven Nukleotide werden 

durch Zentrifugation durch eine Sephadex G-50 S§ule van 

(126) der markierten Probe abgetrennt . 

Oaf Or wird das in STE vorgequollene Saulenmaterial in eine 

1 ml Plastik-Spritze gefOllt und die FIOssigkeit in ein 

Eppendorfgef§B 4 Min.bei 167 9 (1000 rpm in der Hettichzen-

trifuge) hineinzentrifugiert. Das EppendorfgefiB wird nun 

ausgewechselt und die 100 ~l l6sung der Nick-Translation 

durch das trockene Saulenmaterial 4 Min. zentrifugiert (Abb.7). 

Abb.7: Sephadex G-50 

Saule 
:. 

'ff··---f-----l ml Sprit.ze mit Sephadex 

-1-_----15 ml Blaudeckelrohrchen 

Glaswolle 

EppendorfgefiB 

Das EppendorfgefiB enthilt danseh die markierte Probe in 

10DtJ1 STE. Davon wird 1 fJl imSzintillationszi:ihler ohne 

SzintilletionsflOssigkait gez~hlt und die spezifische 

Aktiviti:it del' Probe bereehnet (1-2x108 CpmrIJ9 DNA). 
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2.2.25. Hybridisierung der Southern- und Northern-Blots 

Die Nitrozellulose- bzw. Hybond N-Folien mit gebundener 

DNA oder RNA werden zuniehst mit 2x SSC angefeuchtet und 

in einen Plastikbeutel (Einfrierbeutel) Oberftihrt. Die 

Hybridisierungs16sung bestehend aus 

50% Formamid 

6x SSPE (43 g/l NaCl,6,9 9/1 NaH 2P0 4 ,l,85 9/1 EoTA,pH 7,2) 

5x BFP (1 9/1 Fieol1,l 9/1 Polyvinylpyrrolidon,l 9/1 BSA) 

300 ~g/ml lachs DNA 

0,3 % SOS 

wird 30 Min.bei 70°C denaturiert, auf Eis abgekOhlt und 

luftblasenfrei zusammen mit den Folien in den Plastikbeutel 

eingeschweiBt (ca. 0,1 ml Hybridisierungs15sung/ cm 2 Blot). 

Die Vorhybridisierung erfolgt 4 bis 24 Std. bei 42°C im 

SchOttelwasserbad. Die radioaktiv marlierte DNA (100 ~l in 

5 ml Hybridisierungs15sung) wird 30 Min. bei 70 °C denaturiert, 

auf Eis abgekDhlt und zur Vorhybridisierungslbsung zugegeben 

(ca. 2xl05 cpm/cm2). Die Hybridisierung erfolgt 24 bis 72 

Std. im SehOttelwasserbad bei 42 QC. 

Die Folien werden anschlie8end gewaschen mit 

- O,2x SSC 0,1% SOS fOr 15 Min.bei R.T. 

- 3x 30 Min.mit 0,2x SSC 0,1% SOS bei 60 DC 

- 0, 2x SSC 0,1% SOS fOr 15 ~1in. bei R. T . 

und anschlie8end gatrocknat und ain R5ntgenfl1m (Cronex-2) 

wird bei -70 QC angelegt. 

rtu ... , n 
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2.2.26. Farben der RNA auf Nitrozellulose-Folien 

Die RNA auf Nitrozellulose- und Hybond N-Folien kann nach 

dem Backen oder nach der Hybrididierung und Exposition 

mit Methylen-Blau angefarbt werden(126). 

Schon hybridisierte Folien werden vor dem Farben 1 Std.mit 

H
2

0 bei 70 QC gewaschen urn die Lachs-DNA und Probe der 

Hybridisierung zu entfernen. 

-Folie fur 5 Min. in 5% Essigsaure einweichen 

-mit einer L6sung von 0,04% Methylen-Blau in 0,5 M HaOle 

pH 5,2 fur 5 Min. bei R.T. farben 

-mit H
2

0 entfarben bis 28 5 und 18 S RNA als blaue Banden 

vor hellerem Hintergrund sichtbar werden. 

- ,. - -0 t 2·· 2 z· .. , n· ····T· r 



-42-

2.2.26. F§rben der RNA auf Nitrozellulose-Folien 

Die RNA auf Nitrozellulose- und Hybond N-Folien kann nach 

dem Backen oder nach der Hybrididierung und Exposition 

mit Methylen-Blau angef§rbt werden(126). 

Schan hybridisierte Folien werden vor dem F§rben 1 Std.mit 

H20 bei 70°C gewaschen urn die lachs-ONA und Probe der 

Hybridisierung zu entfernen. 

-Folie fOr 5 Min. in 5% Essigs§ure einweichen 

-rnit einer L5sung van 0,04% Methylen-Blau in 0,5 M NaOAc 

pH 5,2 fOr 5 Min. bei R.T. f5rben 

-rnit H20 entf§rben bis 28 S und 18 S RNA sls blaue Banden 

var hellerem Hintergrund sichtbar werden. 
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2.2.27. Nuklease Sl-Kartierung (51 mapping) 

Die 51-Kartierung wird mit spezifischen ss M13-DNA-Proben 

d h f -h t(127}(128) ure ge u r . 

Synthese der radioaktiven Probe : 

1,5 ~l ss M13-DNA mit spezifisehem Insert 

+ 4 ~l Primer (15 b 5equenzierungs-Prirner, Pharrnacia) 

+ 1,5 ~l lax Puffer A (100 mM Tris pH 7,4, 100 mM MgC1 2 , 

+ H20 ad 15 ~l 

10 Min. bei 60 QC denaturieren und 30 Min.auf R.T. abkOhlen 

lassen. Dabei hybridisiert der Primer 3' der multiplen 

Klonierungsstelle von M13 an die ss DNA. 

+ 3 ~l 32P-0(-dATP (30 ~Ci, 3000 Ci/mmol) 

+ 1 ~l DNA-Polymerase I, groBes Fragment (Klenow) (5 U) 

+ 2 ~l Synthese Puffer (0,5 mM dGTP, 0,5 mM dCTP. a,s mM 

dTTP, 50 mM Tris pH B,O, 1 mM EOTA) 

15 Min. bei 28°C inkubieren 

+ 2 ~l Nukleotid Puffer (0,5 mM dGTP/dCTP/dTTP/dATP, 

50 mM Tris pH 8,0, 1 mM EOTA) 

15 Min. bei 28°C inkubieren 

+ 70 ~l T5E (20 mM Tris pH 7,4, 20 mM NaCl, 1 mM EOTA) 

+ 10 ~l Restriktionsenzympuffer fOr EeaRI ader Hind!II 

+ 25 U EeoRI (M13mp18) ader HindlII (M13mp19) 

1St~bei 37°C verrlauen 

+ 100 III TSE 

+ 200 III Phenol/Chloroform 1:1 

extrahieren und zentrifugieren 5 Min. in der Eppendorfzentrifuge 

+ 2 III Carrier RNA (Hefe tRNA) (10 mo/ml) 

+ 5(10 'Ill Ethanol 

30 Mi~ bei - 70 QC Busflllen, 10 Min. zentrifugiaren 
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Die radioaktive ss DNA-Probe wird ObeT ein 8%iges Acryl­

amidgel mit 7% Harnstaff van dem M13-Template getrennt : 

21 9 Harnstoff 

+ 20 ml H20 

+ 5 ml 10x TBE (108 g/l Tris. 55 e/l Borsiure, 

40 ml/l 0,5 M EOTA, pH 8,2 ) 

+ 10 ml 38% Acrylamid- 2% Bisacrylamid- L5sung 

rOhren bis sich der Harnstoff ge15st bat, evakuieren 

+ 45 IJl TEf"lEO 

+200 III 10% Ammoniumpersulfat in H20 (frisch) 

Gel gieBen und 2 Std. polymerisieren lessen. 

Elektrophorese bei 40 Watt, 1500 Volt, 28 mA. 

Das Gel wird 30 Min.ohne Probe vorgewirmt aUf ca. 60 GC. 

Die radioaktiv markierte Probe wird in 12 IJl Probenpuffer 

(0,5% Bromphenolblau, 0,5% Xylencyanol, 0,01 M EDTA, 50% 

Formamid) aufgenommen und 2 Min. bei 100 QC denaturiert. 

Auf Eis abkOhlen, auf das Gel auftragen und bei 40 Watt 

fOr ca. 1,5 Std. die Elektrophorese durchffihren. 

Das Gel wird fOr 2 Min. an einen Cronex 2 aBntgenfilm ange­

legt, urn die genaue Position der Bande radioaktiver 8. DMA 

zu finden. Die Bande wird mit ainem Skalpell ausgaschnitten 

und in ein EppendorfgefiB OberfOhrt. 

Hit 2x 200 III Extraktianspuffer (O,S M NeDAc pM 7,0, 1 mM 

EOTA, 0,1% SOS) wird 2x 30 Min.bei 37 QC extrehiert. 

Die Oberstandewerden vereinigt und mit 1:0 ,,1 Carriel' RNA 

versetzt.Extraktion mit 1 Vel Phenol/Chloroform t lentrifu .. 

9 ieren und Obe.rstand mit 2, 2Vol iEtban'Glausf:allen. (30 Min. 

bei - 70 QC). Das Sediment wird nun im SliRtillation.~lhl.r 

tracken gemeasen (ca. 5xl08 cpm). 
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FOr die Hybridisierung mit zellulirer RNA werden lxl06cp~ 

pro Ansatz verwendet. 

Hybridisierungsansatz: 

5 ~l 32P-ssM13-0NA-Probe in OEPC-H20 

+ 4 ~l zellulire RNA (10-20 ~g) 

10 Mi~ bei - 70°C einfrieren und 30 Min.lyophilisieren 

+ 10 pI Formamid Hybridisierungspuffer 

(0,4 M NaCl ,40 mM HE·P·ES pH S.I 4. 1 IlK eDTA. eO%For.Msllid) 

20 Min.bei 60°C denaturieren und 4 bis 16 SCd.bei 42°C 

in den EppendorfgefiBen hybridisieren. 

Reaktion stoppen auf Eis : 

+ 100 ~l 51 Puffer (250 mM NaCI, 30 mM NaOAc pH 4,5~ 1 mM ZnS04 J 

Eppendorfgefl6e in ein 30 cC Wasserbad stellen 

+ 70 U Nuklease S1 

1 Std.bei 30 QC verdauen 

+ 100 ~l PhenollChloroform 1:1 

extrahieren und zentrifugieren 5 Min, Oberstand abnehmen 

und in ein neues Eppendorfgefe8 OberfOh.ren 

+ 1.5 pl Carrier RNA (10 mg/ml) 

+250 p1 Ethanol 

30 Min. bei - 10 QC ausfillen. 15 Min zentrifugieren, 

Sediment gut trocknen und in 10 ~l Prabenpuffer CO,51 81'0.­

phenolblau, 0,5% Xy lencyano 1. G J 01 M fit)TA" 90S Farmal1lid) 

8ufnehmen. 2 Mln.bei 100 ~C denaturieren. euf Eis ebtDbleft 

und auf e1n wars.wArmeet denaturierendea Acrylem!dga1 auf· 

tragen(sieheReinigung deraaDN.A).Elektrophore.e fiDr 

2 Std. bel 40 Wa:tt. Ainschliet!endOber IN.clnt einert :FUintgen .. 

film enlegen. 



2.2.28. 8estimmung der Transkriptionsrate 

(nuclear run-on assa,,(128-132) 

FOr die in vitro Transkription radioaktiv markierter RHA 

werden zunichst funktionell intakte Zellkerne von lympho-

zyten in unterschiedlichen Aktivieruflgsstadien hergestellt. 

2Xl08 Lymphozyten werden ait BSS gewaschen und in 8 .1 

lysepuffer (0,3 M Saccharose t 0.5 mM ESTA, 2 mM EOTA, 

0,05% Tritan X-lOO, 60 mM KCI, 15 mM NaCI. 0.15 mM Spermin. 

0,5 mM Spermidin, 14 mM 8-Mercaptoethanol. 15 mM MEPES pH 7,5) 

suspendiert and 10 Mi~ auf Eis mit gelegentlichem Hln- und 

Herpipettieren inkubiert. Die Kerne we~den 5 Min.bei 1600 9 

(3000 rpm in del" Hettichzentrifuge) .zentri.fugiert u'na in 

2 ml desgleichen Puffers ohoe Triton x-tUO susp'endiert" iDie 

Suspension wird 2x durch ein 15 _I Kisseo des gleichen 

Puffers mit JO% Saccharose 10 Min. bei. lQOog (2500 rpm) 

zentrifugiert. Mach dam ersten Mal warden die Kerne ait 

Trypanbl,8u gezahlt. llie Kerne wex-denoann im Kernpuffer 

(20 mM TrispK 7,9, 15 mM NaCl. 0,5 mM EDTA, 0,85 mM OTT, 

0,125 mM PMSF, 501 Glycerin) aufgenammen UAd in Portionen 

zu 2xl07 kerne in 100 ~l bei - 70 GC odeI' in flOssigem 

Stickstoffeingefroren. 

Bei deI' nun foigenden Heu~ynthese vcn ANA mit ~IP-rUTP 

werden van dllrPolymerese It. nur die RtiA-Molek01Ji ver­

lingert, tleren l'l'ansk::tiiption in vlvo8cho,ninitiiert war, .. 

Oer Test istalsoeinMaa ,fOr die Poly.era,uldict\te iblW. 

Tranakriptions%',ete del' 11111n i.n einem Ib'8tl:lIl1ten Att1 ... 

Vifu:',ungsstldium. 
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FUr die Elangationsreaktion wird auf Eis in einem Eppen-

dorfgefiB zusammenpipettiert 

6 111 H2O 

+ 10 J..Il 25 mM rATP 

+ 10 111 25 mM rCTP 

+ 10 fJl 25 mM rGTP 

+ 25 fJl 100 mM Creatinphosphat 

+ 27 fJl 2 M (NH 4)2S04 

+ 25 J..Il 10x EP (870 mM Tris pH 7,9, 240 mM NaCl, 2 mM EDT.A. 

9 mM OTT, 0,5 mM PMSF. 830 mM (NH4'2S04 ) 

+ 1,7 pI 1 M MnCl2 

+ 5 fJl 25% Sarccsyl 

+ 5 Vl Creatinkinase (2.5 H/lll) 

+ 25 iJ1 3 zp_ CC-rUTP (250 fJCi. 410 Ci/mmal) 

+ 100 pI Zellkerne 

In einem Gesamtvolumen van 250 fJl wird 30 Min.bei 26 GC 

inkubiert. Die Reaktion wird gestoppt durch lugabe von : 

+ 1.25 rol H20 

+ 60 pI 10% SOS 

+ 50 U DNase I (RNaSe frei) 

inkubieren fGr 5 Min. bei 26 QC. 

+ 15 pl Proteinase K (10 mg/ml) 

inkubieren fDr 30 Mi~bei 26 cC. Oie lasung wird nun in 

ein 10 rol Zentrifugenr6hrchen OberfGhrt 

+ 10 pl Carrier RNA (10 ms/ml) 

+ 1,5 ml 0,3 M NeQAc. 20 mM fOlA 

Das Gesamtvolumen betrig, nun 3 ml. 

:EMtrakt.lon !hit 1 Vul !Phenol t zentrlfugl,eren 10 fU.n. bei 

10aCOrpm im H'B-4 Rotorirt del' Sorvall-Z'EU'l"rif'uge. 
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Oberstand + 1 Vol Chloroform, extrahieren, zentrifugieren 

Oberstand + 1 Vol 10% TCA, 60 mM Na4P207' 2 mM rUTP 

inkubieren 30 Min. auf Eis 

zentrifugieren 10 Min.bei 10000 rpm im HS-4 Rotor bei 4 QC 

Oberstand dekantieren (sehr radioaktiv) 

Sediment 16sen in 400 ~l 0,3 M NaOAc, in ein Eppendorfgefij6 

OberfGhren und mit 2,2 Vol Ethanol ausfillen 30 Min.bei -70o e. 

Zentrifugieren 10 Min. in der Eppendorfzentrifuge . 

Das Sediment in ~OO pI TES aufnehmen und ein Aliquot im 

Szintillationsz§hler vermessen. Es werden etwa 5xl06 cpm 

s§urefillbare RNA neu synthetisiert. 

Die radioaktive neu synthetisierte RNA wird nun hybridisiert 

mit einam Hybond N-Filter, auf dam spezifische DNA-Fragmente 

(je ca. 4 ~g) der nachzuweisenden Gene (m5g1ichst ohne re-

petitive Sequanzen) gebunden sind. 

Vorhybridisierung Gber Nacht bei 42 GC mit dem H,bridisierungs~ 

puffer (50% Formamid, 5x BFP, 6x SSPE~ 300 pg/ml lachs-DNA. 

0,3% SOS, 250 pg/ml Carrier RNA (Hefe-RNA». FOr die Hybri­

disie~ung wird die markierte RNA in TES 10 Min. bel 70°C de-

naturiert und zu der Vorhybridisierungs16sung zugegeben. 

6 .. Die Filter warden mit lxl0 cp~/~l Hybridisierungsllsung 

3 Tage bei 42 QC hybridisiert. 

Waschen der Filter:2x 5 Mi~ R.T. mit 2x sac 

2x 15 Min. sOGe mit O,3x SSC/O,1% SDS 

1x 15 Min>R.T.mit2x BSC 

1x 15 Min.R. T. 'l1Iit 2xSSC/2, 5P9/1I1 RNBI." 

1x 15 Min.R.f. mit 0.31 SSC/Q,1~ SDB 

--............... ____ • .... R ____ ~~~._ ~-=<.F ___ "' _____ ~ __ , _,_ 



-49-

2.2.29 Transfektion von DNA mit Calciumphosphat(133-135) 

Die Zellen werden einen Tag vor der Transfektion neu aus­

ges§ht, lxl06 lellen pro 10 cm Kulturschale. 3 Std.vor 

der Transfektion wird das Medium nochmals gewechselt und 

die Zellen bekommen 10 ml MEM-Medium mit 5% FCS. 

Zwei lBsungen werden steril in zwei 5 ml R5hrchen bei R.T. 

vorbereitet : 

a) 0,5 ml 2xHBS (280mM NaCl, l,5mM Na 2HP0 4 , 50mM HEPES pH7.1) 

b) 0,43 ml H2O 

+ 62 ~l 2 M CaCl2 

+ 10 ~l zu transfizierende DNA (0,1-10 ~g) 

l5sung b) wird tropfenweise mit lBsung a) gemischt und 

bleibt fOr 30 Min. bei R.T. stehen. Es bildet sich ein 

feines Prazipitat der DNA. Die Mischung wird nun auf die 

Zellen pipettiert, gleichmaBig verteilt und bei 37°C im 

Brutschrank inkubiert. 

Zur ErhBhung der Transfektionsrate kann ein Glycerinschock 

durchgefOhrt werden : 

Nach 3 Std.werden die Zellen mit auf 37°C vorgewarmten 

serumfreien Medium gewdschen. Pro 10 cm Kulturschale 

werden 3 rol 15% Glycerin in MEM (37°C) pipettiert, 

gleichmaBig verteilt und 2 Min.bei 37°C inkubiert. Dann 

werden die Zellen wieder mit serumfreien Medium gewaschen 

und bekommen 20 ml neuss Medium mit 51 FCS. 
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Eine transiente Expression der transfizierten Gene kann 

24 - 48 Std.nach der Transfektion untersucht werden. 

Bei der Transfektion mit Plasmiden, die einen Methallo-

thionin-Promotor enthalten, wird 20 Std. nach der Trans-

fektion fOr 4 - 8 Std. zur Induktion der Transkription 

der entsprechenden Gene 10 pM ZnC12 und 2 ~M CdC12 im 

Medium zugestzt. 

Bei der Transfektion mit pSV2neo (siehe 2.1.8.) zur sta-

bilen Transformation wird dem Medium 2 Tage nach der Trans-

fektion 400 ~g/ml G418 zur Selektion zugesetzt. Die 

meisten Zellen sterben nun und lasen sich van dem Boden 

der Kulturschale ab. Nach ca. 10 lagen werden 5 - 10 oeo-

mycinresistente Klone pro 10 cm Kulturschale sichtbar. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Expression van e-Onkagenen in Milzzellen der Maus 

3.1.1. Expression in Con A stimulierten Milzzellen 

lymphozyten aus Mausmilzen wurden naeh m5gliehst kurzer 

Aufarbeitung und ohne die lellen mit irgendwe1chen stimu-

lierenden Agentien in BerDhrung zu bringen, als "nicht-

aktivierte" Zellen als Ausgangsmaterial und Referenz fOr 

alle weiteren Versuehe verwendet. 

Werden diese le1len in RPMI-Medium mit 5% FCS ausges~ht 

und bei 37 GC inkubiert, findet keine me6bare Prolifera-

tion statt. Bei lusatz von 2,5 ~g/ml Concanavalin A (ConA) 

in das Medium beginneR die T-Zel1en zu proliferieren ond 

bauen ab ca. 20 Std.nach Stimulation 3H-Thymidin in ihre 

DNA ein (Abb.8). Dureh ConA werden T-He1ferzellen (l3T4+, 

und zytotoxische T-le11en (Lyt2+) glaicherma8en stimuliert, 

wobei die T-He1ferzellen das fOr die Proliferation beider 

T-Zell-Populationen notwendige Interleukin-2 (ll-2) in 

der Zellkultur selbst produzieren. 

Die T-2e11en durchlaufen mehrel'e Zellzyklen bis sie nach 

stwa 5 Tagen die Proliferation ein.tellen und eiolge lege 

spateX' sterhen. Olese Zellen sind also norm81e. nicht­

transfcl"mierte Zellen und konnennichtunbegrenzt in Kul­

tur gehalten warden. 
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Zu verschiedenen Zeitpunkten nach ConA-Stimulation wurde 

aus den lymphozyten RNA und DNA pripariert. Um den je-

weiligen Zustand der Zellen zu erhalten, wur~en diese 

5 Min.bei 4 °C sedimentiert und sofort in Guanidinium-

rhodanid-Puffer aufge16st. Die RNA wurde Ober einen 

-3 
cpm ·10 

100 

50 

o 
1 2 

.___. COllA 

0--0 Medium 

. -0 

3 4 5 d 

Abb.8: 3H-Thymidineinbau stimulierter lymphozyten 

lymphozyten aUs Mausmilzen wurden in RPMI-Medium 

5% FCS mit(-) oder ohne (0-0) ConA. furverschle ... 

dene Zeiten bei 37°C inkubiert. Jeweils 16 Std.vor 
dem Et-nten der leIlen wurd emit Sllei aM ... Thymldin 
neu synthetisierte ONAm81'kiert und derradioaktive 
Einbau gemessen (sieba 2 .. 2.8~). 

CsCI-Gradlentengereini,gt, in ainem denaturierendenAgaro ... 

segel oe1'Gr08e nacn 8ufgettennt ,8uf einen Nitroz·.l,lulos .... 

Filter Obert.ragen una mitonkogenspezifisctullnProben ,l\yb.r1 ... 

disiert (siehe Matarialuna MethodeA). 
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Das Signal fOr die c-fos mRNA war in nicht-aktivierten 

Zellen nicht nachweisbar, aber schon 15 Min.nach Stimu-

lation wurde eine Bande bei 2,4 kb sichtbar. Nach maxi-

maler Expression bei 1 Std. nahm die Signalst~rke rasch 

wieder ab (Abb.9(A». 

Als Kontrolle dafDr, daB in alIen Spuren vergleichbare 

Mengen intakter RNA vorhenden ist, wurde die Nitrozellu­

lose-Folie gleichzeitig mit einer H-2 spezifischen Probe 

hybridisiert. Die mRNA dieses Sens des Haupthistatompati-

bilit~tskomplexes der Maus gibt ein Signal bei 1.7 tb, 

unterhalb der 18 5 ribosomalen RNA. Bei einem sehr starten 

c-fos oder c-myc Signal schmiert dieses naett uoten und 

wird so van der 18 5 RNA getrennt. daB eine weitere Bande 

bei 1,7 kb erscheint. Des verst§rtt des Signal del" dart 

lakalisierten H-2 Bande unspezifiseh und macht die se a16 

MaB ffir die Menge der aufgetregenen gesamt RNA unzuver­

lijssig. Besser geeignet ist deS Anfijrben der RNA in einem 

Vergleichsgel (Abb.6) oder das Anfirben der Nitrozellulose­

Folie nach der Hybridisierung (siehs 2.2.26." 

IUs zweite on'kogens.pezifische Probe wurdeein Plasmid 'Ilit 

einem Teil des c-myc Gens verwendet. Die c-myc mRNA Ex­

pression zeigte eine v611ig endere Kinetit als die c-fo. 

mRNA Expression (Abb.9(B»). "ier wurde da8 Maximum .rat 

IS Std. nsch Stlmulationmi1:ConA erreichtu,nd diae-lI,e 

mRNA blieb euch noch n8ch Tagen nachweiabar* 
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123456789 

ConA - Q.2 0.5 1 2 3 6 12 24 h 

fos .. 

H-2 .. 

( 

.. 28 S 

.. 18S 

1234567 

(onA - 3 6 ",12 24 48 12 h 

.. 28 S 

.. tas 
rasHa• 

B 

o 

12345678 

Con A - 2 3 6 12 24 48 72 h 

my< .. .. " •.. *" ..... 

1234557 

ConA - 3 6 12 24 41 12h 

... s 

env. -, 
..taS 

Abb . 9 : Northern -Blots ConA ... stimulie't'terlymphczyten 

lymphozytenausMausmilzen !wurden .. it 2 ,SPI/lIll, ConA 

in RPM! 5%FCSstimuliert,nachvet'achlede"en leite" 
RNApripariert und Northern-81ota8"gefe.:rtigt •. Die 
Nitroz .. el1ulcrs8 ... filter wurden hybridlaiert mit clalr.:h 
Nick ... l'r.8Aslationmertiel:'ten, 'DNA-Prolnmspel .. ifilcl'l 
fur fos{pfos{M)780) undH-2 (pM ... 2d1)(A),myc (paye 

(")1:2)('.8), H.""rl,$(1.3 'kbKpnI/PstIFra.g:mentvon'pH1) 
{Cl untien" (pen'v) ttrli 

• 
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Oas c-Ha-ras Onkogen wurde insgesamt nur sehr sehwach ex-

primiert, zeigte aber eine Zunahme bei 24 und 48 Std naeh 

ConA-Stimulation (Abb.9(C». 

Oas zellul§re Gen fOr das Glycoprotein gp70. das Homologie 

zu retroviralen Genen fOr das HGllprotein (eny) besitzt. 

wurde erst 24 Std. naeh Stimulation mit CORA yorObergehend 

.. t (Abb 9(·0»(165)(166) expr~m1er .. . 

Mindestens drei zellul§re Onkogene. c-fos, c-myc und c-Ha-ras 

wurden also von proliferierenden normalen Lymphozyten mit 

yersehiedener Kinetik exprimiert. Trotzdem sind diese 

Zellen nieht transformiert und konnen auch nicht unbegrenzt 

in Kultur gehalten werden. 

3.1.2. Expression in Tumorzellen 

Ein Vergleich der Onkogenexpression in Lymphozyten mit 

viral transformierten Zellen oder durch chemische K81'2ino-

geRese entstandenen Tumorzellen (Tabelle 1) zeigte, daB 

auch in transformierten Zellen nicbt immer mehr mRNA der 

getesteten Onkogene exprimiert wurde. als in mitogen sti-

mulierten normalen Lymphozyten (Abo .10 (b). 11 (b) ,12 Cb» • 

Die DNA der Tumorzellen (Abb.l0(a).11(a),12(a» zeigte 

verschiedene UnregelmiBigkeiten. wie Amplifikationen oder 

Rearrangements .. 
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Die c-fos, c-myc und c-Ha-ras Gene der lymphazyten lagen 

dagegen als eine Kopie pro haploidem Genom var (Abb.l0(a), 

11(a),12(a) jeweils 5pur 5). 

Eine Expression von c-fos mRNA war in den Tumorzellen nicht 

nachweisbar (Abb.10(b». Auch nach Behandlung mit Cyclohex­

imid (CHI) war nur ein sehr schwaches Signal bei den Zell­

linien 5CH und BOVII (Abb.l0(b)5pur 6 und B) im Vergleich 

zu CHI-behandlten Lymphozyten (Abb.l0(b)5pur 13) zu ertenneD. 

Die Expression der c-myc mRNA war nicht korreliert mit der 

Amplifikation des Gens (Abb.11). So wurde die c-myc mRNA 

in MeA-Zellen (Abb.l1(b)Spur 1) weniger exprimiert als in 

5CH-lellen (Abb.l1(b)Spur 4), obwohl das c-myc Gen in den 

MCA-le!len etwa zehnfach amplifiziert ist und in den SCM­

le!len als Einzelkopie vor!iegt (Abb.l1(e)5pur 1 und 4). 

Auch c-Ha-ras wurde in den Turnorzellen unterschiedlich 

stark exprimiert (Abb.12(b». Auffijllig-war eine starke 

Hybridisierung mit der mRNA aus Molony-Sarkomavirus trans~ 

formierten lellen, SAC+, die such Virus-Produzenten sind 

(Abb.12(b)5pur 2). Die DNA der UT-lellen (Abb.12{a)Spur 9) 

zeigte eine zus§tzliche Bande bei 9 tb, die aUf ein Rearrange­

ment von c-Ha-ras nder Amplifikation und Kreuzh,bridisierung 

vone-Ki-ras zuruckzufilhren sei.n konnte. Oieselb6n 2e116.0 

zeigtenauch eine Amplif:ikationo$$ c ... myc Gens um 'etw·& das 

Funfzigfache (Abb .11 (a) SpurS). 



! 

lnzucht ... ! Name 

stsmm 

STU MCA-5 
, 

SlU SAC+ 

STU SAC'" 

STU I SeH-TO 

C57Bl/6 BOVll 

C57Bll6 T241 

, 

C3H HOIl 

ClH lA! 
, 

NMAI UT 

129J F9 --., 

Tabelle 1 

mRNA (Northern-Blot) DNA (Southern-Blot) Zellen trensformiert ; 

fos myc Ha..,ras mos 

- + + ... myc amplifiziert Methylcholantnren(136) 

... .... ...++ + myc/mos amplifiziert MoMuSV (Virus+) 
i 

- ++ ++ + myc/mos amplifiziert MoMuSV (Virus-) 

i (+)-A + + - - (spontaner Tumor) 

, ... )10 + + - fos rearrangiert Dimethylbenzanthrazen(137) 

NO + + - myc amplifiziert Oibenzanthrazen(138) 

... ... ... - fos rearrangiert Dimethylbenzanthrazen(137) 

- + + NO - ? (Trichoepitheliom) (139) 

.. ... ++ + - ~yc/ras amplifiziert Dimethylbenzanthrazen(140) 

- + ... - - (Terato Karzinom) 

* schwache Expression naoh Behandlung mit CHI 

I 
(J"l 

"" I 
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a b 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 ";15 

fos 

5kb .. ",-,vW_'"'VVVV"" 
fos 

2.4kbl> , 

Abb.l0: Southern- und Northern-Blot der Tumorzellen 

a) Aus verschiedenen Turnarzellen wurde DNA pr§pa­

riert, mit EcoRI gespalten. ein Southern-Blot an­
gefertigt und mit einer fos-spezifischen 32P-.ar­
kierten Probe hybridisiert. Die Spuren enthalten 

DNA aus : MeA(l), SAC+(2) , SAC-(l), SeH(.), C51Bl/6-

Milz(51, BOVII(6) , 1241(7), HOII(9), UT(9), F9(lO" 
TRI(11) und 3T3(12). 

b) Northern-8lot der Tumorzell-RNA. Jeweiis ain 
Teil der Zellen wurds mit 20 pg/ml CHI fOr 1 Std. 

vorbehandelt. 01e Spuran enthalten RNA aus : 
MCA( 1) • MCA+CNI (2) • SAC- (.3) t SAC-+CHI( 4),SCH(5) f 

SCH+CHI ('6) j aeVII (7), 8DVII+CHI( 8), HOlI (.9) ,MOlI+ 

CHI(10), UT(11), Ut+CHI(1!), lymphoz,ten+CHt(13). 
TAI(14) und FI(15). 
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a b 

1 2 3 4 5 6 1 tI 1 10 

myc 

13.5kb ~ 

ftI
' . -
:i ... : ,', ' 

" .,' i!';:'; I 

'': . 

,~., .. 
.-.., " , myc 

2.4 !KO .. 

.. .. 

Aub.ii: Southern- und Northern-Blot der Tumorzellen 

a) Southern-Blot hybridisiert ~it einer 32P-aartiar­
ten, myc-spezifischan Probe. Ilie Spuren enthalten 

DNA aus : MCA(1), SAC+(2) , SAC-Cl). SCH(4) , C5181/6-

Milz(5). BOYII(6). 1241(1), HOII(8), Ur(9)~ f9(10J. 

08S Signal fOr des c-myc Sen in den Spur en (1)(2)(3) 
undo (7) ist etwe 10fech, in Spur (9) etw4 58fach 
amplifiziert. 

b) Northern-Blot deI' Tumorzellan h,bridisiert mit 
sioar 3tP-markierten myc-apezifischen Probe. Die 
Spur en entbalten iRNA sus den seltleR lellenllie i.M 

Southern .... Blot a). Spur 5 enthiltRNA eus nicht-,"­
ektiviarten LymphOl'yterl,5put' 11 'RNA sus 48 Std. 
LPS-sKtiviarten lymphcu:yten. 
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a b 

123'*5618910 

ras Ha 
, ! 

ras Hit " 

1,.4kb.' • 

Abb.12: Southern- und Northern-Blot der Tu.ortellen 

a) Southern-Blot hybridisiertmit eirler 32.P ... merkier ... 
ten Ha-ras-spazifisehen Probe. Die Spuren eothelteR 
die gleiene DNA wie in Abb.tlca) : ~CA(lJ, SAC+(2). 
SAC-(3), SCH(4). C51Bl/S-Milz(5). 8DVII{S), 1241(1). 
HOII(S), UT(!}. F9(10). Das Sig~81 in Spur 9 bei 9 tb 
Komtlt entwedel' durch Kreuzhybridisierung tlltempl1 ... 
fiziertem a-Ki-res od er Rearrangement von c-Ha-res 
lustahde .. 

bJ Northern-Blot derTtu'Iorze.llen :nybridisiertmit 
einer .;s.tP-merltierten He ... r •. s .... p.z.ifisch.n :Probe" Die 

.SpuX'en enthalt.nRMA • ..,s den I"ilbeniellen wie i. 
Souttuu'''n ... 81ot a) • SpurS enthiitRN" IUllnicht .. aktl .. 
vi.rtenl,mphozvten. S.pur 11 AlA a"lI 48 Std-LPS ... 
aktiwiert.en tympnozyten. 
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Die beiden zelluliren Onkagene c-mye und c-Ha-ras wurden 

demnach in unterschiedlicher Menge. ab er in alIen getesteten 

Zellinien exprimiert. Ihre Expression ist deshalb mit dem 

transformierten Zustand eher korreliert als die Expression 

dez c-fos mRNA. die hier nicht nachzuweisen war. 

3.1.3. Expression in gereinigten und stimulierten T-Za11eo 

aus Mausmilzen 

Mausmilzen bastenen zu ca. 55% aus T-Zellan. 40% eus B-Zelle" 

und 5% aus Makrophagen. Aufgrund ihrer Bindungseigenschaften 

an Nylonwolle lassen sich B-Zellen und Matrophagen leieht 

van den 1-Zellen abtrennen (siehs 2.2.2.). aie T-Zelleo 8US 

gesamt-Milzzellen wurdangarainig"c, um eine einheitlichere 

Zellpopulation zu erhalten uDd prozentuel mehr Zelle" mit 

ConA zu stimulieren. Um aine finch bessere uod synchronere 

Proliferationsantwort auf die Stimulation zu bekommen t wurds" 

die T-Zel1en m~t Neuraminidase (siehe 2.2.4.' behandelt.aiese 

entfernt negative. sieh absto8ende ledungen von der Oberfli­

che der lel1en und erleichtert dadurch den fOr die Attivierung 

wichtigen Zell-Zel1-Kontatt und Macht die T-Zellen anebbingig 

vcn akzessorischen lel1en(122). 

Aus nicht stim.ulierten und 3. 20 und 4.e Std. ConA-bebandelten 

T-Z8118n wurde RNA pripariert,Northern-Blot8I1ngefertigt 

undl'8it c ... :ayc t c .. KII-r •• und H-2 ape.z.ifischl..,\ Pro!:umnJbri'" 

dislert,(ADb.13). 

0-, 
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Parallel zu den RNA-Pr§parationen wurde ein 3H-Thymidin-

Einbau zur Kontrolle der Proliferation durchgefilhrt (Abb.14). 

oa nur noch wenige B-lellen und Makrophagen vnter den T-

lellen waren, fGhrte die ConA-Stimulation iro Vergleich zu 

ungetrennten Milzzellen zu einem st§rkeren Signal der e-mye 

und c-Ha-ras mRNA. 

a b c 

o 3 20 48 h o 32043''h o 32048h 

myc 

H-2 2.4 kb .. 
ras Ha 

1.7 kb ... 

1.4 kb ... 

Abb.13: Northern-Blot ConA-stimulierter T-lalIsn 

Ober Nylon-Wolle gereinigte und Neuraminidase be~ 

handel te T -Zellen wurden m.it 2 t 5 4J9/.1ConA sti­
mul iart. naeh ve.rschiedenen leiter; RNAprepariert 

und Northern-Blots angefertigt.. O.ie NitrQzellulose­
Filt.er wurden hybridisiert mit dUTCh Nick-Transla­

tion .arkiertsn DNA-Proben spazifisch fOr c·.ye 
(p.mycfM)E.2) (e) , c .. He-ras(1 .• 3kbKpnt/llstI frag .... 

ment vonpHl) (b),undH-2(PH"'2d1)(c) • ",Oa"elw,uroe 

derFilter 'la) _it. H-2nac'hhybridiai,.rt·t sodee die 
e .... yc. Bendtlt", l)n (e)schwICh .ient-btu,· b1..1,eben. 
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Schon 3 Std. nach Stimulation mit ConA zeigte sich ein 

c-myc Signal, das etwa 50fach starker als in nicht akti-

vierten Zellen war (Abb.13(a». Die c-Ha-ras ~RNA wurd. 

20 Std.nach Stimulation maximal exprimiert und war bei 

48 Std. wieder schwacher (Abb.13(b»). 

o 

" ,it 

,A 
,/ 

.,' r' Con A 
I , , , 

I 
I 
I 
I , 

I 
I 
I 
I , , 

I LA+ 11-2 

I 
I 
I 

i 
I 

/ 
I , , 

I , 
I 

I LA 
I 
I .... ~ 
I ~.............. ------0 

~ ~· •• • ••••••••••• Q. ....................... D __ 

48 12 h 

Abb.14:3H-Thymi~ln ~ nbau 

Ober Nylon-Wolle gereinig­
te und Neuraminidase be­
handelte T-leIlen wurden 

mit 2,5 ~g/ml ConA (a-a), 

0,5 ~g/ml LA+ 30 U/ml IL-2 
(e-.). 0,5 pgfml LA (0-0). 

oder Medium (0'.-0) bei 37°C 
inkubiert und jeweils 16 
Std. vcr dem Ernten mit 
5 pCi 3H-Thymidin die neu 

synthetisierte DNA markiert. 

Im Prinzip entsprach das Ergebnis der Expression in ConA-

stimulierten ungetrennten MiIzzellen. Die c-fos Expression 

wurde hier nicht untersucht, de wihrend der Reinigung der 

1-2e118n mit 5% FtS bei 37 °C inkubiert wurde, was~ wie 

nachfollend gezeigt wir4, an siCh schon die c-fos Expression 

stimulieren kann (siehe Abb.21(8». 
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Die T-Zel1en aus Mausmilzen bestehen zu etwa 50% aus 

L3T4+-T-He1ferze11en und zu 50% aus Lyt2+-zytotoxischen 

T-Zel1en. ConA stimu1ierte beide Subpopu1ationen, wnbei 

die T-Helferze11en in der Kultur genugend Il-2 zur Pro-

liferation beider Subpopu1ationen produzierten (Abb.14). 

Mit 0,5 ~g/ml Leukoagg1utinin (LA) wurden nur die Lyt2+-

zytotoxischen T-Ze11en zur Expression des IL-2-RezeptGrs 

angeregt, sie konnten aber selbst IL-2 nicht ausreichend 

a b c 

LA 0 3 3 20 20 48 48 h LA 0 3 3 20 20 48 48h 
11-2 - - + - + - + 

LA 0 3 3 20 2Cl 48 48 h 

11-2 - - + - + - + 11-2 + - + - + 

mye 

2.4 kb. rasHa 

Abb.1S: Northern-Blot lA-stimu1ierter T-Ze11eo 

Ober Nylon-Wolle gereinigte und Neuraminidase a 

behandelte T-Ze1len wurden mit 0.5 ~g!ml LA 

stimuliert und tei1weise 30 U/ml kloniertes 

IL-2 zugegeben. 3, 20 und 48 Std.nach Stimu­
lation wurden die Zellen geerntet, RNA pripa­

riert und Northern-Blotsangefertigt. Diia Nitro­
zellu1ose-Filterwurden hybridi.Siart ,fnit 32p_ 

rnerkierten DNA-Proben spezifisch fijr c·.ye 
(pmyc[H)E2)(e), c-Ha-ras (1,3 kb Kpnl/PatI Frag­

ment von pH1)(b), und A-2 (pH-2d1){C). 
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fOr Proliferation produzieren. Die L3T4+-T-Helferzsllen 

reagierten unter diesen Bedingungen nicht auf LA und pro-

duzierten deshalb auch keio Il-2. Wurde jedoch bei der 

Stimulation rnit LA dem Medium 30 Ujml IL-2 zugeset2t, 

+ proliferierten die Lyt2 -Zellen (etwa 50% der mit Con A 

aktivierten Zel1en, Abb.14). 

Die Northern-Blots der LA stimulierten T-Zel1en rnit und 

ohne IL-2, also in proliferierenden und nicht-proliferie-

renden Zel1en, sind in Abb.15 zu sehen. lugabe von IL-2 

fOhrte zu einer Verst§rkung des c-myc mRNA-Signals 

(Abb.iS(a» und zu einer schwachen Yerstijrkung des c-He-

ras mRNA-Signals (Abb.15(b». 

Die Kinetik der Expression von c-myc war im Vergleich zu 

ConA-stimulierten T-Zellen zu sp~teren leiten hin ver-

schoben, obwahl der Beginn der Proliferation bei den ConA-

und LA+IL-2 -aktivierten T-lellen 91eich bIieb (Abb.14). 

Wurde der Unterschied in der Kinetik der c-myc Expression 

nun durch das and ere Mitogen od er die ZellpopuIation ~er­

ursacht ? Urn diese Frage zu kl~ren wurden aus den l-lel18n 

die Lyt2+-zytotoxischen T-Zel1en isoliert und untersucht . 

.. ft.., , 7 
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fOr Proliferation produzieren. Die L3T4+-T-Helferzellen 

reagierten unter dieseR Bedingungen nicht auf LA und pro-

duzierten deshalb auch kein Il-2. Wurde jedoch bei der 

Stimulation mit LA dem Medium 3D Ujml IL-2 zugesat~t, 

+ pro1iferierten die Lyt2 -Zellen (etwa 50% der mit ConA 

aktivierten Zel1en, Abb.14). 

Die Northern-Blots der LA stimulierten T-Zellen mit und 

ohne IL-2, also in proliferierenden und nicht-pro1iferie-

renden Ze11en, sind in Abb.15 zu sehen. Zugabe van IL-2 

fOhrte zu einer Verst§rkung des c-myc mANA-Signals 

(Abb.15(a» und zu einer schwachen Verst§rkung des c-Ha-

ras mRNA-Signals (Abb.15(b». 

Die Kinetik der Expression von c-myc war im Verg1eich zu 

ConA-stimulierten T-Ze11en zu sp§teren Zeiten hin ver-

schoben, obwohl der Beginn der Proliferation bei den ConA-

und LA+IL-2 -aktivierten T-Zel1en gleich blieb (Abb.14). 

Wurde der Unterschied in der Kinetik der c-myc Expression 

nun durch das andere Mitogen oder die Zel1population ver-

ursacht ? Um diese Frage zu klijren wurden eus den T-Zel1en 

die Lyt2+-zytotoxischen T-Z811en isoliert uod untersucht. 
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3.1.4. Expression in stimulierten lyt2+-T-Zel1en 

Die gesamt T-Zellen wurden mit einam Ratte anti-T4(Maus)­

Antikorper (H.l.29.19}.Kaninchen anti-Ig(Rattej-Antikorper 

und Komplement behandelt, urn die L3T4+-Zellen zu entfernen 

(siehe 2.2.3.). Die Lyt2+-Zellen wurden dann mit Con A 

al1eine, mit ConA + Il-2 und rnit LA + Il-2 stimuliert. 

It 
Abb .16: 3 H-Thy. - Einbau cpm ..... 

Lyt2+-Zel1en wurden mit H 

2 t 5 Vg/m1 ConA (QootJ) , 

ConA+IL-2 (30 U/ml) ( .... ), ... 
0,5 vg/ml LA (0-0) oder 

LA + IL-2 (30 U/ml)(.-.) • 

stimuliert ond jeweils 

16 Std. vor dem Ernten der H· 

Zel1eo mit 5 pCi 3H-Thy-

midin neu synthetisierte 

DNA markiert. 

ConA+a-21 , 
. I 

lA+Il-Z , , , , 
I , 

,I 

I 

•• 
Oer 3H-Thymidin-Einbau zeigt, daB ConA + Il-2 uod LA + 1l-2 

in gleichem MaSe zux Proliferation fGhrten (Abb.1S). 

ConA ,odeI' LA ohoe Il-2induzierte ZWBr den Il-2-'Rezeptor, 

konnte die Lyt2+ zytotoxischenl-lellen aber nicht: zueiner 

Busreichenden Pl'oduktion de9Wac.hatumafet.to;r,I·U.-2 enregen, 

(Abb.1S) (122). 
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Die nieht-proliferierenden, ConA-stimulierten Lyt2+-lellen 

zeigten im Northern-Blot ein schwaches Signal der c-myc 

mRNA nach 3 und 20 Std., welches nach 48 Std. wieder '1er-

schwunden war (Abb.17(a». Die mit ConA + IL-2 stimulierten~ 

also proliferationsaktiven Zellen, zeigten nach 3 Std eben-

falls ein sehwaehes Signal fOr c-myc. welches erst naeh 

20 Std. maximal und naeh 48 Std.nocn deutlich sichtbar war. 

Die Stimulation mit LA + Il-2 fOhrte bei gleieher Prolife-

ration (Abb .16) nach3 Std. zu ubertl'aupt keinerl,md naell 

20 und 48 Std. zu einer schwacheren Expressionvon (;-II"C 

mANA als die Stimulation mit ConA + Il-2 (Abb.l1(a». 

a 

ConA ConA LA CollA COllA LA 
+ + 

11-2 U-2 
t -f I , t 

o 3 20 48 320 483 28 48 h 
I '1 'i 'i: 

., 32»48 3 28413 2048 h 

I 

myc 3.0kb. 

2.4 kb. 

1.4 kb. 

ras Ha 

Ab!' .17: Northe.rn-Blot stimulierter tyt2+ .. T .. I'ellen 

lyt2+·T-Zellen wurden .it 2.5 Plt.l ConA. CanA+IL-2 

(30 U/ml) una lA+Il-2 atl.ullert, ftach 3, 20 und 48 
St~geerntet. RNA pripartart und ein Horthern-81ot 

angefertigt. OerN.itt'oxell.uloge- iFilter 'wu;rde hybri­

diaiert mit c .. myc und 'c-Ka-ra, af.u5zifilU::htu\ Pl'obsfI( a) 

und derselbe Filterrehybr.ldiaiel't lIit .fry und M-2 

apez.ifi$cfUln 'Probe.n(b). 

&1 ~" -l' et 
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C-Ha-ras wurde nur in den proliferierenden lyt2+-T-Zellen 

verstijrkt exprimiert (Abb.17(a». Im Falle der c-Ha-rus 

Expression war kein Unterschied zwischen ConA*IL-2 und 

lA+IL-2 -Stimulation festzustellen. 

Die quantitative Auswertung der Northern-Blots (Abb.13, 15, 

und 17) fOr das c-myc mRNA-Signal bezogen auf H-2 verdeut­

licht den Unterschied zwischen ConA- und LA-Stimulation 

(Abb.18). , ' 

T ConA T LA 
3 

2 ~, 
= = ; 1 

1 s 

= 
: 

4) 32048h 03 321 2t 48 48 It 

- - + - + - + 'L~2 

Lyt 2+ 

OH-2 

03214832048 3 2048h 

ConA ConA+tL-2lA+ll-Z 

Abb.1B:Densitometrische Auswertung del" Northern-Blots 

Die Absorption de. a-lIye und H-2 Signals del' 

Northern-Blots vonAbb 13,15 und17 wurdengs­
messen, undnormiert 8·u.f H ... 2 .Oareus e.rg.ibt s ich 

eine relative c-.ye Expression beZOgeA auf H-2. 
Die 'ebaoluten'Werte de.1' C"""YiC um', H-2Expres&ion 
del" unterschiedl1cheA Northern-Slot_ kannen niche 
,aiteiReAder verglichen warden. 
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ConA + IL-2 und LA + IL-2 bewirkten zwar bei gleicher 

Proliferation verschieden starke c-myc Expression, aber 

die Kinetik der c-myc Expression blieb mit Maximalwerten 

bei 20 Std. gleich (Abb.18, Lyt2+). 

Die vorher beschriebene Kinetik der c-rnyc Expression in 

ungetrennten T-Lymphozyten (Abb.13) rnit Maximalwerten 

bei 3 St~ nach ConA-Stirnulation unterschied sich deut­

lich von der Kinetik in Lyt2+-T-lellen und dDrfte daher 

charakteristisch fOr die T-Helferzellen sein. 

Auch die H-2 rnRNA-Konzentration nahm nach mitogener Sti­

mulation zu und bietet somit keinen optimalen Bezugswert. 

lumindest aber kann damit gezeigt werden, daB die RNA 

intakt war und bei den nicht-aktivierten lellen kein 

c-myc oder c-Ha-ras exprimiert wurde. 

Orei Ergebnisse sollten festgehalten werden : 

1.Die Expression des c-myc Gens genDgte nicht zur Proli­

feration der T-lellen. 

2.0ie St§rke der c-myc Expression war nicht korreliert 

mit der proliferative" Aktivit§t der T-lellen. 

3.L3T4+-T-Helferzellen und Lyt2+-zytotoxische T-Zellen 

zeigtan bei gleicher mitogener Stimulation aine unter­

schiedliche Kinetik der c-myc Expression. 
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3.2. Regulation der Expression 

3.2.1. Wirkung von Cycloheximid auf die mRNA-KoAzentration 

Von K.Kelly(95) und Ch.Oani(99) wurde Ende 1983 gefunden, 

daB Cycloheximid (CHI) bei lymphozyten und verschiedenen 

Zellinien (Hela, MCF7, Hl60) eine AkkumulierunQ der sonst 

sehr kurzlebigen mRNA von c-myc bewirkt. Worauf deI' Mecha-

nismus dieses Effektes beruht. ist noch unhetannt. P.Leder 

postulierte zwei Modelle, einen labilen Repressor, der bei 

der Inhibition der Proteinbiosynthese durch CHI nicht mehr 

nachproduziert wOrde, oder eine Stabilisierung der mRNA deI' 

entsprechenden Geng(95). 

Meine weiteren Versuche beschaftigten sich zunachst mit; deI' 

Frage, welche Wirkung CHI auf die Konzentration uAd Halb­

wertsleit der mRNA van c-myc. c-fos und a-Ha-ras in lympho­

zyten hat und schlieBlich, ob die Expression der Onkogene 

einer Transkriptionskontrolle oder einer Post-Transkr~ptions­

kontrolle unterliegt. 

Die Expressionskinetik6n in ung.etrenntenMilzzellen( siehe 

Abb.9) wurdenso erweitert l daB IU jeder RNAConA"'sti'mu­

lierter lymphozytan nun such die entsprachande ANA 8U8 tlU .. 

behandelten Zellen isol.iert wurd.e.Die Zellen wurden 1 atw_ 

a Std. vo.%' demErntsn lIit 10pg/Jitl GIUie Mediumbeheilulelt 

und danach die RNA .prl'p.lt'i8rt f :No.~ther.n· ... 11Qt. ange.fert.lgt 

und mit apezifi$Chen, radlol'tit markial'ten Probln fir c-m,c 

(Abb .• 19 (A».c .. foa (A·bb. fleA) ilU'dc-H ... r.i,(.~bb .• 22r(A)) 
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hybridisiert. Gleichzeitig wurde eine Kinetik der Onko­

genexpression nur in Medium mit 5% FCS gehaltener lelIe" 

mit und ohne CHI durchgefuhrt. Nun Konnte also direkt 

die Expression der Gntogene proliferierender Lymphozyten 

(Abb.19(A), 21(A), 22(A» verglichen werden mit der Ex­

pression in nicht proliferierenden lymphozyten (Abb.19(S), 

21(8) I 22(8». 

Die Proliferationskontrolle zu den Versuchen, d.h. der 

3H-Thymidin-Einbau, zeigte einen klaran Gegensatz zwischen 

proIiferierenden (ConA) und nicht prollferierenden (Medium) 

lymphozyten (Abb.8). 

Die c-myc mRNA-Konzentration nach ConA-Stimulation wurde 

deutlich beeinfluBt durch CH.! (Abb .19 (A». CHI filhrte bei 

fruhen MeBpunkten (3, 6 und 12 St~ zu einel" Supel"induktion 

und bei spiteren Werten zu einem konstanten Niveau von 

c-myc mRNA. Die Behandlung der lymphozyten mit CHI fOr 1 Std. 

in Medium ohne fCS und Mitogen (Abb.19(B)Spur 9) fDhrte nul' 

zu einem SchW8chen Signal van c-myc mANA. Medium mit 51 FeS 

ohne ConA fuhrte zu einer schwachen Expression von c-.Jc. 

die durch CHI $uperinduzie.rt werdenkonnte '(Abb .19('8)) .• 

Die quantitative densitometrischeAuswertung derNortnercn­

Blots (Ab.b .19 una tuilwEiise Abb .25) iat in Abb .20 ch,rga· 

atellt. Die m.x~male .RNA-Kontentration ftach 8 Std.ConA­

Stimulation wurd. ale 100~ Wert genom.en. Die lunah •• der 

c·.,e mANA von nicht-aktivierten a~f ••• im.l aktiv'erte 

as---



-72-

A B 

t 2 3 4 5 6 7 8 9 to 11 12131415 1 2 3 4 5 & .., . 91811. 

CHI - - - - - 3 t 1 1 1 1 3 h CHI f - - - - - 1 t 1 1 It 

ConA - 2 3 612244872 - 31224487248h FCS 24 - 1 3 6122441-624. .. 

myc .. .............. ~ 
... ' .. "'.. ,. S 

myc .. I ........ 

Abb.19: Northern-Blot stimulierter lymphozyten ! CHI 

Gesamt Mi:~zellen wurden stimuliert mit 2,5 pg/ml 

ConA in Medium 5% FCS (A) oder Medium SS FtS 
alleine (B). Teilweise wurden die Zellen fur 3 Std .. 
«A)Spur 9 und 15) oder 1 Std. «A)Spur 10 bit 1Cund 
(8)Spur 9 bis 12) var dem Erntsn mit 10 P9/e1 CHI 
behandelt. RNA wurde pripariert. Northern-8lots an­
gefertigt und hybrid,is,iert.mi,tu:P .... arkiert,en DNA­

Proben spezifisch fOr a-.ye (pmyc(M)EI). Die RNA in 
(A) Spur 12 wurde als Controlls .uoh in (B)S,ur 1 
aufgetregen j um elnen direkten Vergl.lah 'eider 
9ilder zu ermaglichen. 
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- _-t:. 

/ " _ .. - - - - - - - -..r. ... It.---
o ~~~----~--------~---------, 

e36 12 24 721\ 

Abb.20: Oensitometrische Auswertung der c-m,c Expression 

Die Autoradiographien der Northern-81ots won Abb.tS 
uod 25 (6 Std.CORA + CHI) wurden mit dam Densitame­
tervermessen uod die maximale c-myc IIRNA-'Kotu:entra­
tion 6 Stdnach COf1,A-Sti'lIIul.stion als tOUX Wart ge­
nommen. ,Die verschiedenen Kurven sind: c~>myc mRNA 
oach ConA .. Sti.fIlulation in Medium 5%fCS ,( ..... ) t ConA 

+ CH! (0-0) • Medium SIFtS elleine ,( ...... ) una ,Medium 
5% FCS + CHI (lr~). 
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lymphozyten war etwa 50fach. Medium mit 5% FCS stimulierte 

nur ca .10% deI' mall:imslenExpression schon nacn 1 Std.. CHI. 

bawirk.te in diesem Falle aine Erhohung deI' c-mrc lIRNA-Kon­

zentration auf ca. 50% deI' maximalen E~pressiGn (Abb.20). 

Ds in nicht stimulierten lymphozyten die 8ehandlung mit 

CHI nicht zu einer erh6hten Expression von c-m,c .RNA 

fnhrte (Abb.19(B)Spur 9), zu alIen spijteren leiteR aber 

die c-myc Expression durch CHI superinduziert ~urde. 

weisen die.e Oaten d.rauf hin, daB die Expression deI' 

c-myc mRN_ zunichat einer Transkriptionstontrolle unter­

liegt.zu spateren leitpuntten dann abe~post-t:ranskrip­

tianall reguIiert ist. 

Ein anderes Ergabnis liefsrt. die Untersuchung deI' c-fos 

Expression : DeI' Vergleich der c-faa ExpresaiGn in CQnA­

stimulierten und nut' mit Medium .mit 5~ FC! betulln'elten 

Lymphozyten zeigte 1n beidsn Fillen dieselbeKjnetlk und 

Stlrke des c-fos Signals (Abb.21(A){B). Die c-fos Ea­

pression wuraeelse van Meaiummit 5~ F"Sstimulie:.rt 1 ob ... 

wah! di~. nicht tur Proliferation del' l,mpbo&yten flbrte 

(.A.bb.8) .Oas $l-gnal del' c-·f·ot3n\RNA err_iente in ,prolife.­

rierendea una nicht-prolif.rierend6n Lymphol,ten 1 Std. 

ftech kufnahm. der lel1en in Medid •• it II FCS seln M •• l­

m~. unlt wurde dan.cb res~ft _ledar abwlrtsreguli.rt. 

Aver. CHI warnicht in del' tage tti.mR"A .. Kan·18nt1~ltiQn!:IJ 

spitereA .Zeitpunktenfnlchati.'muletdon 2.ueI'hlhlHl OUlb,,2:1i[A) 

Spur 15 und(i')Spul'12) t WeAI'I .~ch diaEttpre.'liall.lill e1ni,e 

Stundet1 !Vt!l'l.inlgert WB1'., lll& tHI tu .apitereu %, •. ltpunktful 
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A 8 

12:1" S 61 at .1112'111415 123.5ill,It.V 

CHI - - - ,- 1 1 1 11\ Ofl --------1111 b 

ConA -I.2Ut2361!8--3612Mh feS - 1.5 t lS 12 a.t 'S H. It 

tO$ .. 

H-2 .. fit
, 

. "' •... ~,. ..... 
-- ".. .~ _ ... -... . ... It- - '"' 
) .. " 

:#-' 

'1'0 ... 
ft-! • 

•.... , 
w-

-2IS , •... 
,'_ .. ·as 

Abb.21: Northern-Blot stimulierter lymphozyten ! CHI 

Sesamt "iIzzellen wurden stimuIiert mit 2.5 pglmI 
ConA in Medium 51 FCS CA) oder Medium 51 FC! alleine 
(8). reiIweise wurden die lellen far jeweile 1 Std. 

VCr dam Ernten mit 10 ~gJ.l CHI behandelt «A)Spur 
10. 12 bis 15,(8)Spur 9 bis 12). RNA wurd. prlpa­
riert. Northern-8lots angefertigt und hybridislert 
mit spezifischen Proben fur c-fos(pfos{M)180} und 
H~2 (pH.2dl). Die RNA in (A)Spur 10 stammt aus 1 Std. 
CHI benaindalten lelleRin Mediumahna FeS. 
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nach Stimulation nicht mehr zu eineT Expression won c-fos 

mRNA fOhrte, kann nach bisherigen Varstellungen nur mit 

einer Transkriptionskontrolle, d.h. mit dam Abscha1ten 

der Transkription von c-fos erkl§rt werden. Hitte die Kon­

trolls zu diesem Zeitpunkt aut past-transkriptioneller 

Ebene st3ttgefunden. mOBte CHI EU einer Stabilisierung 

der c-fos mRNA und damit zu einem stark en Signal im 

Northern-Blot gefihrt haben, was von mir nicht gefundeD 

wurde. 

Anders als c-myc. wurde c-·fosrmHNA auch dUTch CHI alleine 

in serumfreiem Medium maximal induzisrt (Abb.21(A)Spur 10) 

(vg1. c-myc Abb.19(B)Spur 9). Dies k6nnte dUTch den lar-

fall eines labilen Repressors hervorgerufen wordsn sein, 

ader dadurch, da8 achon in nicht-aktivierten l,mpbazyten 

die Transkri~tiQn angeschaltat war. wihrend dia ~RNA~KQn­

zentration post-transkriptionell herunterr8guliert war. Um 

zwischc~ diesen beiden MBglichkeiten unterscheiden zu k6nneR. 

wurda spitar aiDe Nukleaae Sl-Kartierung (3.2.4.) uod sin 

TranSkriptionstest (3.2.5.) durchgsfilhrt. 

D~e a-Ha-ras Expression wurda dUTCh C~I nul' wenig be.ln-

f] uBt{Abb $ 22(A) (B». In nicht-p.rali.feriarenden Lymphozytsn 

(Abb ,. 22 (B» wurdec-Ha-ras gleichbl,eibend nur eehr8chwach 

axprimiart, dlgagen fOtrrte ConA~Stiftu.llation unrl Pt'tllife­

X'ation %u del' SChOR vor.hergeileigten E.rhtlhung ('lEu: c-Ha-ras 

Expression (Abb.22(A) und Abb.SCC)). 
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A B 

1 2 3 .. 5 6 7 8 9 10 1 2 3 " 5 6 7 a t 181112 

CHI - - - - 1 1 1 h CH" 1 - - - - - - - 1 1 1 I 

ConA - 3 & 12 24 48 72 3 12. 41 h fCS 12 - 1 3 6 122441 -, 24 48 

Abb.22: Northern-Blot stimulierter Lymphozyten ! CHI 

Die gleiche RNA wie in Abb.19 und 21 wurce slIf 

Nitrozellulose-Filter Obertragen und mit einer 
32P-markierten Probe spezifisch fOr c-Ha-res 

(1.3 kb KpnI/PstI Fragment van pH1) hybridi .. 
siert. Die RNA in (A)Spur 9 ist die gleiche wie 

in (B)Spur 1. 

h 

It 

"285 

• 185 
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CHI keine Wirkung. So blieb des Signal fOr die H-2 mRNA 

(Abb.21(A)(B» als Kontrolle mit und nhne CHI gleich. 

Die Vermutung liegt nahe, daB CHI nur bei soIchen mRNA-

MolekUlen zu einem erh6hten Niveau fDhrt~ die eine sebr 

kurze Halbwertszeit haben. 

3.2.2. Halbwertszeit von c-fos und c-myc mRNA in 

Lymphozyten 

Wie von Ch.Dani (1984){99) und M.Piechaczyk (1985)(101) ge-

zeigt wurde, bewirkt CHI eine Stabilisierung der c-myc mRNA 

und eine damit verbundene Verl§ngerung der Helbwertszeit 

von ca. 10 Min.auf ca. 6 Std. in HeLa-Zellen(99). KQrzlich 

konnte C.B.Thompson(141) ~hnIiche Ergebnisse fUr die c-myb 

mRNA beschreiben. Die Stabilisierung der mRNA durch CHI war 

aber nicht in alIen bis jetzt untersuchten Zellen 918ich. 

So hatte CHI auf die c-myc mRNA in Daudi-Zellen keinen 

Effekt(99) . 

Wie si ch CHI auf die Halbwertsteit von c-fos, c-myc. c-He-
, 

ras und H-2 mRNA bei stimulierten lymphozyten 8uswirlt. 

und ob die Halbwertszeiten dieser mR~A·s im Verleufe der 

Aktivierung einer Regulation unterworfen sind, habe ich in 

den folgenden Experimenten untersucht. 

lymphozyten sus Mausmilzen wurden mit ConAstimul..iart, ain 

Teil 30 Min. vor Actinomycin 0 U\ct,D)-ZlJgebemit. 'CKI: Ver!nlt.zt 
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und dann die Transkription mit ActO gehemmt. Nach einer 

Anlaufzeit von 5 bis 10 Min.wurde die gesamte Transtrip­

tion der Zellen durch Interkalatian von ActD in die DNA 

gehemmt und die warhandene mRNA mit einer jeweils spezi­

fischen Geschwindigkeit abgebaut. 

Die Halbwertszeit der c-fas mRNA betrug nach 1 Std. ConA­

Stimulation ca. 25 Min~ nach 2 Std.CenA-Stimulation ca. 

70 Min. (Abb. 23 und 24). CHI verlangerte d.ia Halbwerts:z.eit 

auf ca. 8 Std. sowehl 1 Std. als auch 2 Std.nach Stimulation 

mit ConA. 

Zwei Ergebnisse wurden deutlich : a. CHI erh5hte die c-fos 

mRNA-Stabilitat und entsprechende mRNA-Halbwertszeiten un­

physlologisch von 25 und 70 Min. auf ca. 8 Std.uDd h. die 

natOrliche Halbwertszeit blieb n8ch Stimulation nicht gleich. 

d.h. daB die Regulation der Genexpressian 8uch ilber aine 

VerkOrzung ader Verlangerung der Halbwertszeit stattfinden 

kann. 
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ConA 1 h 1 h + CHI 21t 2 It + CHI 

ActO 5 15 30 60 1295 15 30 60 120 5 15 30 iO 121 515 3D 81!1 milt 

. " 
"us 

fos • ,. • • -~ ., .,~e .. t: •. " ..... ~ , . . Itf 
t '. . 

••••• .. "''8S 

1 2 3 .. 5 & 78 910111213141516171"12t 

Abb.23: Northern-Blot ActD-beh8ndelter lymphozytan 

lymphozyten 8US Mausmilzen wurden 1 Std. (Spur 1 bis 
10) und 2 Std. (Spur 11 bis 20) ait 2,5 P9/ml COIAA 

stimuliert. 8ei einem Tail del' lellen wurde 3e Min. 
V01' del' Hemmung del' Transkription durchActO 20IJ9/ml 

CHI zugegeben (Spur 6 bis 10 und 16 bis 20). Die 
ZelleR wurdeRS, 1S, 30. 60u"d,120 Min.necnlugebe 
von 5 pg/ml ActO geern~ett RMA pl'iperiert und ein 
Northern ... Blotangefertigt.. DarMi tro%elluloa .... filter 
wurde mit sinel' 32P-markierten spe21ftschen Probe 
fur c-fo·$ (pfos CM) 180) hyb.ridisiert ~ Quentiteti've 
Auswertung sieheAbb.24. 
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A B 

ActO ActO 

Abb.24: Halbwertszeit von c-fos mRNA 

Das Autoradiogramm von Abb.23 wurde mit dem Densi­
tometer vermessen und die jeweils maximale Absorp­
tion 5 Mi~ oach lugabe van ActO als 100% genammen. 
(A) Den lerfall del' c-fos mAMA stellt dar : 1 Std. 
neeh ConA-Stimulation (t:Kl). 1 Std.ConA + CHI ( ... ), 
2 Std. naeh ConA-Stimulation(Qo.O) und2 Std. ConA + 

CHI (.-.,. Aus del' logarithmischen Auftrsgurtg (8) 

ergeben si eh die Halbwertszeiten van ca. 25 Mi~fijr 

1 Std. ConA (0-0). ca. 70 Min. fur 2 Std. Con A (0-0) und 

ca. 8 Std. fur CHI-behandelte Zellen ( .. )und ,( .. ). 

FOr die e-myc mANA wurden 2 Std.und 6 Stdnath ConA-Stimu-

lation eine Halbwertszeit van CB. 50 Min.gemessen~ die 

neeh 48 Std. ConA-Stimulation auf ca. 12 Min.ebgesunken wer. 

(Abb.25 und 26) .lugebe vonCHI verlingerte 01'8 Halbwerts­

zeit bei 6 und 48 Std.ConA-Stimulation gleicherma8en auf 

etwa8 Std..unebhangig also von del' Mengeund Relb·wertszeit 

von c-myc mRWA in nieht CHI-behandelten Zellen. 

- et 
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Con A 2h Gh 6 h +CHI 48 b+CHI 

AdD S 15 30 60 120 5 15 30 60 128 5 15 30 6f) 120 515 38 fiG 120 5 15 30 60 121 mm 

of 28S 

myt: .. .. , •• " ••• !!iltt·18S 

123" 5 6 7 891011.,31415 'S117l1'I2t21nU2425 

Abb.25: Northern-Blot ActD-behandelter lymphozyten 

lymphozyten 8US Mausmilzen wurden 2 St~ (Spur 1 
bis 5), 6 Std. (Sput'S bis is) una 48 Std .. (Spur 
16 bis 25) mit ConA (2.5 pg/mi) stimuliert. Bei 
einem Teil dartellen wurde 30 Min.vor Hemllung 
der Transkription durch ActO 20P9/.tl CHI 2uge­

geben (Spur 11 bis 15 unci 21 bis 25). Die lellen 
wurden 5, 15. 30, 60 und120 Min.nechZui!tbe von 
5 tJ9/ml ActO geernt.et. RNApripariert unci ein 
No~thern-elot angefertigt. Die H,bond M-Filter 
wurden mit einel' a~P-markierten spealfischeD 
:Pr·obe fijrc .. myc (pmyc(")E2)h,bridi8iert.~ Quan­
titative Auswertung sieheAbb.26" 
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Die Tatsaehe,daB die Halbwertszeit der e-myc mRNA, unab-

h§ngig von der Konzentration an mRNA, in der frOhen Phase 

der Stimulation (2 und 6 Std.ConA) relativ lapg war (ca. 

50 MinJ und bei spateren Werten (48 Std.ConA) sehr kurz 

wurde (ca. 12 MinJ, sprieht fOr die Induktion einer e-myc 

mRNA abbauenden Aktivi it. 

A 

'" Z 
Ill: 
e 

tOO 

~ 50 

ActO 

B 

~ 
z 
Ill: 
e 
~ 

tOO. 

so 
38 

20 

10 

51538 

ActO 

Abb.26: Halbwertszeit von e-myc mRNA 

Das Autoradiogramm in Abb.25 wurde mit dem Densi­

tometer vermessan und die jeweils maxima le Absorp­
iion 5 Mi~ naeh Zugabe von ~ctO als 100% genommen. 
(A) Den Zerfall der c-myc mRNA stellt dar : 2 Std. 
nach ConA-Stimulation (0-<», 6 Std. naehConA-Stiml'­
lation (t:H:J) t 6 Std. ConA + CHI ( ... , ,48 Std. nsell 
ConA-Stimulation (~) und 48 Std.ConA + CHI ( .... ). 

(B) Aus der logsrithmischen Auftragung ergeben 
sieh die Halbwertszeiten van ca. 50 Min. fOr 2 und 

6 Std.ConA-Stimulation (0-0) und (0-0) ,ca .12 Min. 
fur 48 Std.ConA ... Stlmulation (~) und ca. 8 Std. fOr 
die CHI-behandelten Zellen ( .. ) und ( .... ). 
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Die Ver~nderung der Ha1bwertszeit erfolgte bei der c-fos 

und c-myc mRNA nach Stimulation mit ConA entgegengesetzt : 

bei der c-fos mRNA ansteigend van 25 auf 70 Mi~f bei der 

c-myc mRNA van 50 auf 12 Min.abfallend. 

Die Ha1bwertszeit anderer. langlebiger mRMA-MolekGle wurde 

im Gegensatz zu der van c-myc und c-fos mRMA nicht van CHI 

beeinf1uBt. Oas Signal fOr c-Ha-ras (Abb.27) wurde durch 

CHI zwar leicht verst§rkt, ein Effekt aul die Halbwarts­

zeit war aber nicht zu erkennen. Wijhrend der 2 Std.ActD­

Sehandlung war keina Abnahme der ohnehin geringen c-Ha-rea 

mRNA-Konzentration zu arkennen. 

Bei der mRNA-Konzentration van H-2 war .it und ohne CMI 

keine Ver§nderung me6bar (Abb.28). Die netOrlichen Halb­

wertszeiten van c-Ha-ras und M-2 mRNA schi.nen eher in der 

Grti8enordnung van Tagen als von Stunden ZU liegeo. Auf die 

Konz~ntration und Halhwertszeit dieser langIebigen mRNA­

MolekOle hatte CHI keinen EinfluB. 

Die post-transkriptionelle Regulation der mAMA-Kontentratian 

in der lelle Ober den Abbau war also spezifisch fOr die 

mRNA ganz bestimmter Gene unci erfolgteYnabhiingig vc,.ein­

ander. 
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ConA 48 h 48 h + CHI 

ActO 5 t5 3060 120 5 15 38&8 128 mif'; 

. ' .. 28S 

.. 18S 

ras Ha .. 

1 234 5 6 , , 9 ~ 

Abb.27: Northern-Blot ActO-behandelter l,mphozyten 

Die gleichs RNA Vi8 in Abb.!5 Spur 16 bis 25 wurde 
au.f einen Hybond N~·Filte.r ubertragen undmiteiner 

32P-markierten c-Ha-ras spezifischen Probe (1,3 tb 
KpnI/PstIFragllent 'Ion pH1) hybridisiert .tUeflR~NA 
vonc-He-res 'fIlltnll in ch,n2Std.. nach Hemmung deI' 
Transkription durch ActO nicht mertllch ab. CHI 
bewirkce eine geringe Verstirtung des Signala del' 
e ... H'&-ras mRMA. 
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Con A 48 h 4a h .. CHI 

Ad 0 5 15 36 60 120 5 15 30 68120 mift 

H-2. .- ....• " .. " lit •••• , .•... 

12345611110 

Abb.28: Northern-BlDt ActD-behandelter Lymphoz,ten 

Die gleiGhe RNA wie in Abb.25 Spur 16 bia 25 wurde 
auf einen Hybond N-Filterubertragen uncl.it eiAer 
$2P-markierten M-2 spezifischen Probe (PH~2dl) 
hybridisiert.DiemRNA-Konzentrationvon tt-2ft_"1I 
in den 2: Std.nech Inhibition der tranatr.iptit'Ul durch 
.'.:10:0 nicht meBbar ab. CHI hatte keinenEffektau·f 
die mRNA-Konzentration von M-2. 
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3.1.3. Halbwertszeit von c-~yc mRNA in Tumorzelleo 

Als Vergleich zu der mRNA-Stabilitit io nermalen lympho-

zyten wurden auch bei fDnf TumorzelIinien Experimente zur 

Bestimmung der Halbwertszeit durchgefijhrt. Da die c-.yc 

Expression in logarithmisch wachsenden leIlinien • vie 

ffir Embryo-Fibroblasten gazeigt wurde(142)(143,. invariant 

bleibt, tannen die gemessenen Halbwertszeiten direkt ver~ 

glichen warden mit denen der stimulierten Lymphozyten. 

Eine Trennung der Tumorzellen nacb lellzyklusphese bzw. 

aine Synchronisation war also nicht notwendig. 

Die Zellinien MCA, SAC-. SCH t BDVII ood HOII (vgl. tabelle 1) 

hatten alle eine Halbwertszeit der c-mye mRMA van ca. 1 Std. 

(Abb.29 uod 3D). CHI bewirkte nur aioe schwacba Superinduk­

ticn won a-myc mRNA bei den SAC-- und SeH-Zellen. Extrem 

kurze oder lange Halbwertszaiten konnten nicht gefunden 

werden. 

Die Halbwertszeiten von ca. i Std.entsprechen der c-.yc 

Helbwertszeit in sLlmullerten Ly.p~ozyten bei ea~i~al.r 

Expression (6 Std. nachConA-Stimulatiol1! r'!. 50 :MinJ ' 

M6g1icberweise ist bei diesen Tumarzellen ein Defekt im 

c·.ye mRMA-Abbeu verantwortlich fOr die Oberexpression 

des c-myc Gens und chlMit Quell beteiligt an demtr·ansfor­

miarten Zustand der Zellen. 
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MeA SAC - SCH BOW 00:11 

myt. . , .... '." .. ..-. 
""'" 

1 2 3 .. 5 ill 9 10 11 1213 14 15 

Abb.29: Northern-Blot Act[)-behantlelter,Tumorzellen 

Die Tumorzellinien MCA, SAC-. SeH. DaVII.und HDII 

(vgL Tabelle 1) wurdenteilweisefu.r 30 Min. 11 it 

20 ~g/ml CHI behendelt {Spur I, 6, 11, 16, 21)t ein 

Teil ala logarithmisch wachsende le11en geerntet 

(Spur 2 t 1 * 12, 17 .• 22) uno teilweise die Tr8n8-
kr.iption durch Zugabe vanS pg/'ml ActDfGr30, SO 

und 120 Min.gehemmt. RNA wurd. priparlert, Northern­

Slots angefertigtund mitsinar=- ~P .. marki!ert.en Pro'be 

spazif.isch fOre-.ye (pmyc(M).E2) hybridisiert" Die 

Quantitative Auswertung ist in Abb.30 dargestellt. 



-89-

130 

----.. MCA 

0---0 SAC--- SCH 

« IJ"-iO BD VII z 
a: 50 1 
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~ 1 o. I 

i 
1 
1 
! 

OL-
0 30 60 12' min 

Abb.30: Halbwertszeit von c-myc mRNA in fUMorzellen 

Das Autoradiogramm in Abb.29 wurd. _it de. Densi­
~ometer vermessen und die Absorption der logarith­
misch wachsenden 2el18n als 1001 98nommen • {lie 

Zellen hatte.llwehrscneinlich Bufgrutut ibrerGeo.ae­

trie 81s"0"01a,8r oder Oberei.anderWacnssnde Zelle" 
ve.rlingert6 An.laufzeltenU;r die Wirtung von ActtL 

Die Halbwertat·eiten wlren alle et ... 1 Std. 
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3.2.4. Analyse des preRNA zu mRNA Verh51tnisses van 

c-fos und c-myc in Lymphozyten 

Die Frage, ob die Regulation der c-fos und c-myc Expression 

in stimulierten Lymphozyten mehr auf transkriptioneller 

Ebene oder post-transkriptionell stattfindet, wurde von 

mir zun~chst mit Hilfe der Nuklease 51-Kartierung (siehe 

2.2.27.)(51 mapping) untersucht. Die Empfindlicbkeit des 

Tests mit den verwendeten Einzelstrang-M13-Proben war etws 

zehnmal haher als mit durch Nick-Translation markierten 

Ooppelstreng-ONA-Proben. sodaS ein Signal fOr die noch 

nicht gespleiBte Vor15ufer-RNA (precursor mRNA) (preRNA) 

der c-fos und c-myc Gene sichtbar gemacht werden konnte. 

Aus den Genen van c-fos und c-myc wurde jeweils ein StOck 

DNA mit Restriktionsenzymen so herausgeschnitten. daB es 

teiweise 5equen2en aus einem Intron und einem Exon enthielt 

und in M13mp18-Phagen kloniert (siehe 2.1.7. und Abb.31(A) 

und Abb.32(A». Die preRNA ergab nach der Nuklease S1-88-

handlung das jeweils graBere Signal. Nach Entfernung der 

Intron-5equenzen durch Splei6en{144.14S), ergsb die reife 

mRNA des kleinere Slgnal • Oie Pro%essierung der preRNA zur 

mRNA e.rfolgt in,nerhelbweniger Minuten, sOdeR nul' ei'ne Ige­

ringe Kontehtretion von preRMA im 81eichgewiahtszustend 

im Zellkern enthalten ist. 8eikonstanter lProzesaie.rungs ... 

geschwindigkeit reflettiert ein veratarttes Signal del' 

preRNAein.Erhohu.ng del' lrlal"ulkripticu,s.rlat,e. 
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Abb.31: Sl-Kartierung stimulierter LyMphol,ten 

(A)Oes 260 bp EcoRI/PstI rragment deal. Introns und 

2. Exons dese-fos Sena derMaus wurde inM13mp18 
tloniert. Mit Hil.fe des 15 b Sequenlierprillersund 

Klenow-Polimerase wurde die '·P-martierte ssDNA­
ProoetollplenuJIltlrzur C-f08 mRMAsynthetisiert. 

Nuklease Sl-geschilt.tte 8eretcheg.ben e1tualande 
bei 280 b fOr die preANA und 80 b fOr die mRMA. 

(8) Je 12 119 total·eANA aus.cunA-stim"liet'tenl..Yllpho­
zyten wurden mit zwel M13-Proben (Spur I und 3) 
hyb'tldil.iel't und thi. Slmappingtl\:li'chgefGtlrt .• Die 
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Probe aus Spur 2 war spezifisch far ribosomale RNA 

der Maus (M13mp9MrWt. siehe 2.1.1.) uod ergab ein 

Signal bei 155 b (Hr). Diese Probe wurds als Kon­

trolle fOr die Menge RNA im jeweiligen Ansatz ver­

wendet. Spur 3 enthilt die c-fos spezifische Probe 
var und Spur 4 nach Behandlung mit Nuklease 51. Die 

Signa le fOr die preRNA bei 260 b (unterhalb der un­

verdauten restlichen Probe) sind in den Spur en 5 bis 
B und 16 zu sehen. Die Signale fOr die mRNA sind in 
den Spuren 7, B und 16 sichtbar. Oer Marker (Spur 1) 
war pBR322 verdaut mit MpaII und endmarkiert mit 32p_ 

dCTP und Klenow-Polymerase. 

FOr die preRNA des c-fos Gens war schon in nicht-aktiviel'­

ten Zellen ein Signal zusehen f dasauch bei iiaximalermRNA-

Expression 1 St~ nach ConA-Stimulation nicht stirter wurds 

(Abb.31(B)Spur 5 bis Bl. Bai den mit CHI alleine behandel-

ten Lymphozyten war dieses Signal etwas deutlicher tu aahen 

(Abb.31(B)Spur 16). Ab 2 Std.nach der Aktivierung del' 

ZaIlen war auch nach CHI-Behandlung keiA Signal mehr fOr 

die c-fos preRNA ertennbar. 

Oas bedeutet. daB das c-fos Gen schon in nicht-aktivierten 

Zellentranskribiert wurde i die mR~h' aber post-transkrip­

tianall abgebaut war. Nach Attiviarung del' lellen wurd. 

die past-transkriptionelle Regulation aufgeboben und des 

Signal fOr die mINA arschian. Oanach wurde die Transtriptlcn 

dese-foe Gans abgeschaltet • Dieserklirte IUJch, 'warum 

schon in nicht-aktlv.ierten ty,mphotyten ne'cbCHI-!Bal'ui'ndlung 

ain Signal fOr die mRMA tu sehen wer (vgl. Abb.21(A)Spur la). 
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In nicht-aktivierten lymphozyten war bei der Nuklease SI­

Kartiarung mit einer c-myc spezifischen N13-Probe Boch keio 

Signal der c-myc preRHA zu sehen (Abb.32{B)Spur 4). Mach 3 

Std erschian die Bande bei 165 b. Die Expression erreichte 

ihr Maximum 6 Std.oach ConA-Stimulation zusammen mit del' 

mRNA bei 132 b (Abb .. 32(B) Spur 6 und 7). Ab 12 Std. nach ConA­

Stimulation nahm des Signal fOr preRNA und mRMA in gleichem 

MaBe ab. 

Durch CHI wurde das Signal fOr die preRNA nicht waratirtt 

(vgl. Abb.32(B)Spur 5 mit 11, S mit 12, 8 mit 13, 10 ait 14,. 

Dagegen akkumulierte die mANA nach CHI-Behandlung und ergab 

auch noch 72 Std.oach ConA-Stimulation ein starkes Signal 

(vgl. Abb.32(B)Spur 10 mit 14). 

Im Falls dsr c-myc mRMA-Expression wurde naCh Stimulation 

also zunachst die Transkription engeschaltet und maximala 

Transkription nach 6 Std erreicht.Spiter bliebdie Trso­

skription auf aioem niedrigen Nivaau fOr lingere lait ar­

halten. Die mRNA-lonzentratton wurde dann post·trlnakrip· 

tionell ebwirtareguliert und tonnt. durch CMX-8ehaHdlung 

erhoht werden. 
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Ex1 Ex2 EX3 
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Abb.32: Nukle~se Sl-Kartierung stimulierter lymphozyten 

(A) Des 165 bp XbaI/PstI Fragment des 1. Introns und 
2. Exons des c-myc Gena der "aus wurde in "13mp18 
kloniert.Mit Hllfe deatS b Sequenz.ier.primers uod 
Klenow-Polymerase wurde die a2P-markierte ssDNA­
Probe komplementir zut mRNA won c-mye s,nthetisiart. 
Oie Nuklease Sl-geschOtzten gereiehe gaben eine 
Bande van 165 b far die preRNA und 132 b fOr die 
mRNA vone--.ye. 

(B)de 12 pg tot. le RNA 8US ConA-stimulierten lympho­
tyten wurden mi.t tier Probe (Spur 2. Sl ... ve.rdaut 3) 



h 

-95-

hybridisiert und des S1-mapping durchgefDhrt. Die 

Signa le der precursor mRNA bei 165 b zeigten ein 
Maximum 6 und 12 Std.nach ConA-Stimulation (Spur S 

und 7), das durch Zugabe von CHI nicht verstirkt 
wurde (Spur 12). CHI verstijrkte nur das Signal der 
mRNA (Spur 11 bis 14). CHI in serumfreiem Medium 
(Spur 15) fOhrte zu einam schwachen Signal der 
preRNA und mRNA. Oer Marker (Spur 1) war pSR322 
verdaut mit HpaII und endmarkiert ftit 32P-dCTP und 

Klenow-Polymerase. 

3.2.5. Transkriptionsrate von c-fos und c-myc 

Die tets~chliche Transkriptionsrate von c-fos und c-myc 

wurde in einem Transkriptianstest (nuclear run-on assay) 

gemessen. Oazu wurden eus Lymphozyten in verschiedenan 

Aktivierungszustijnden intekte Zellterne isaliert und in 

vitro mit 32P-rUTP von der Polymerase 11 elongierte RNA 

radioaktiv markiert (siehe 2.2.28.). Die radioaktive RNA 

wurde dann mit spezifischen DNA-Fragmenten auf H,bond "~ 

Filtern hybridisiert. 

Die Signalstirke enspricht der Transkriptionsratt der 

Gene in den Zellkernenwahrend der Zellernte (~"3b. 33(,A») • 

Die quantitative Auswertung (.Abb .• 33(8» e.rgao fur ·c-fos 

eine gleichbleibende Tr.anskriptionsrate in nicht ... aktivier­

ten (Abb.33(B)Spur 1), 1 Std.ConA-$timuliertan (l&t.33(8) 

S.pur 2) und 1 Std .. CHI behandeltenlylli!phozyten tAbb.33(1) 

SpurS). 5 Std •. und4B Std.naeh ConA ... Stimulat1on .,rmit 

und aline CHlkain 'Signal fur diec ... foa 'lranskription •• hr 

nachzuweiaen (Abb.33(B)Spur • bio 1). 

., ·tr. V' 
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Abb.33: Transkriptionstest stimulierter lympbozyten 

Aus verschieden vorbehandeltenLymphozyten wurden 
die Zellkerne isol1ert und in vltro synthetiaierte 
RNA mit alP-rUTP (410 Cl/mmo!) bel 28 QC fOr 30 Mln. 
(I.arkiert. 

(A)D18 radioaktiv marlderteRNA wurde hybridis!ert auf 

Mybond H-filteri euf d~e spelifilehe DNA-Fragmente 
fOr C-ntya (1,0 tb XbaltSstI) l c-f'os (0,;8 tb Pstll 
SstI) t 'H ... 2 (:PH-2d1) 'una puce mit (Jer SQiuthern-B,lct 
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Technik Obertragen worden waren. Die Signalst§rke 
entsprach der Transkriptionsrate der Gene wihrend 

der Zellernte. 
(S)Oas Autoradiogramm in CA) wurde mit dem Densitometer 

vermessen und die Signalst§rken in Relation zu den 
Signalen fOr H-2 (:1) gesetzt.Oie Auswertung ergab 
fOr c-fos eine gleichbleibende Transkriptionsrate bei 
nicht-aktivierten (Spur 1), 1 Std.ConA-stimulierten 
(Spur 2) UDd 1 Std.CHI-behandelten Lymphozyten (Spur 3). 

Die Transkriptionsrate von c-myc stieg 5 Std.nach 
ConA-Stimulation auf das 5fsche an(Spur 4 und 5) und 

war 48 Std.nach ConA-Stimulation wi$der gering (Spur 
6 und 7). CHI hatte teine Wirkung auf die Transtrip­
tionsreten von c-fos und c-myc (Spur 3, 5 und 7). Die 
Werte der Transkriptionsrate von c-myc 48 Std.nach 
ConA-Stimulation waren unterreprisentiert, de euch 

die Transkriptionsrate von H-2 stimuliert wuree. 

FJr die c-fos Transkriptionsrate kannte 1 Std.nach Stimu-

lation, wenn die mRNA-Konzentration am h6chsten war, kein 

Anstieg gemessen werden. Ein vorijbergehender Anstleg bei 

z.B. 30 Min.nach Stimulation wire von diesem Experiment 

nicht erfaBt worden, doch sprachen die Ergebnisse del' 11-

Kartierung (vgl. Abb.31(B}) such gagen sine Erh6hung del' 

Transkriptionsrate van c·fos. de die preRNA-lonlentration 

ebenfalls gleich blieb. Die Regulation del' E~pression au£ 

Transkriptionsebene bestand alsofut' c-fos illlAbschalten 

del' tran.skription naeh ms~imale.r mRNA ... Expreasion. 

Die Transtriptionst'ate vonc-myc \'Iurae 5Std.nach ConA ... Sti ... 

mulation auf des Sfache des Wartesin nlc'ht-.lktlvlerten 
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lymphazyten erh5ht und hatte 48 Std.naeh ConA-Stimulation 

wieder ein niedriges Niveau erreieht (Ahh.33(B)Spur 4 und 

6). CHI hatte keinen EinfluB auf die Transkriptionsrate 

van c-mye (Abb.33(B)Spur 3. 5 und 7). 

Die RegGlation der e-mye mRNA-Expression fand also 8ueh 

aUf transkriptioneller Ebene statt. 

lwei Ergebnisse sollten festgehalten werden : 

1. Die Regulation der mRNA-Konzentration van a-fes und 

a-mye fand sowohl suf transkriptioneller als auch 

auf post-transkriptioneller Ebene statt. 

2. Die Regulation der mRNA-Konzentration von a-fos und 

c-myc war spezifiseh und versehieden fOr beide Gene: 

Wijhrend die e-fos mRNA-Kontentration zunichst post­

transkriptionell abwirtsreguliart war und naoh maxi­

maler Expression dann die Transkription abgeschaltet 

wurde, stieg im Falle van c-mye die Transkr.iptionsrate 

erst aut das FOnffache an, kehrta dann auf ain niedri­

gas NivaauzurOek uDd as setzte aine starke post­

transkriptionella Kontrolle ain. 
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3.2.6. Regulation durch komplement~ra RNA 

Ciese M5g1ichkeit der Regulation der Genexpression auf 

post-transkriptioneller Ebena wurds fOr Escherichia coli 

von T.Mizuno(147) und fOr Eukaryonten von I.G.lzaRt und 

H.Weintraub(148) beschrieben. Danach fUhrt aiR zur mRNA 

komplement§res RNA-MolekOl (anti-sense RNA) zur Bildung 

eines RNA-Ooppelstranges. der van den Ribosomen nicht 

translatiert wird. Obwohl dsRNA such allgemein die 810-

dung von mRMA an die Ribosomen herabsetzt(149), tano aUf 

diese Weise spezifisch furein bestbufttesGen die Trans­

lation gehemmt werden(150) (151) • In eukaryontischen lellen 

wurde bisher eine Hemmung der Thymidin-Kinase-Aktivitat. 

des Actins uDd der 8-Galattosidase(152) (153) durch tOnst-

lich eingefOhrte Plasmide, die groBe Mengen an anti-sense 

RNA hervorbringen, bes~hrieben. In Orosophila entwickelten 

sich nach Injektion von spezifischer anti-sense RNA in 

Embryonen die entsprechenden KrOppel-Mutanten(154,. Eln 

Modell fOr die Regulation durch anti-sense RNA wurde von 

McCarrey und Ri99s beschrieben(155). 

Eine naturlich vorkommendeKomplemantareRNA in Eukeryonten 

wurds fill' dasDihydrofolat-Redukteae ... Gen derMaus{15&) uru::t 

fOr das 1. Intron des elpha-F5to ... Ptoteins, kod1ert van 

einer Altl-Saquen%. gefunden(151)'o Alu-Saquen'.zenlii'tent.i­

sanae Orientierung wurden innarhalb .erschi.dlner Gene von 

Maus (158 )(159) undMan,sch( 160) (161) .unt.erefuter •• flueh 1111 

c-myc Gen(109).ideAtifiliert. 
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liigene Versuche. durch 51-mapping mit verschiede~en ssDNA­

Pro ben spezifisch fOr den Gegenstrang von c-fos uAd c-myc 

mRNA (siehe 2.1.7." aine natirlich vorku.mends komplemen­

t~re RNA zu diesen Genen in stimulierten ly.phuzyten nach­

zuweisen, fijhrten bisher nicht zu einem posiLiven Ergebnis. 

Alternativ dazu hatte ich Plasmide in 316- und l-Zellen 

durch Transfektion (siehs 2.2.29.) eingefOhrt, die anti­

sense mye transkribierten. DafOr wurden verschiedene Kon­

strukte mit SV40- und Metallothionin (NT,-Promoturen tlo­

niert (siehe 2.1.8.,. 

Transfektion von pSVamyc(M)E2. ein Plasmid. von dem ei~ 1,5tb 

langes RNA-MolekOl komplementir zum Beginn des transla­

iierten Bereiches vnn c-myc transkribiert wird, zuse.men 

mit pSV2neo, zur Selektion resistenter Zelltlone, in 3T8-

lellen brechte zwar stabil t~an$formierte Klona. die be~de 

Plasmide enthieiten. aine Wirkung auf das lellwachstum 

kannta jedoch nicht festgestellt werden. 

Transfektion van pMTa.yc(M)E2 ZUGammen _it pSV2neo ~ft MBus­

l-Zellen fOhrte %u ainem sCabil transformierten lion, oer 

nack Stimulation desMT ... Promotors mit Zn ++ Gdel' tCd++ anti .. 

Sense ANA transkribiel'te (Abb .34). Anhand dies ... !!; lallklreuui 

undi'hnlithen andaren.ollin l'ukunft dieWil"kungyo.nenti ... 

sens.RNA auf d1.H • .l~bw.rt8z.itderents:p.:r.c:hendenmRMAund 

daa\ta.chstul'l dealallklons untertnJcht werden. 

w 
_ '" 
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A B 

123451719. 1 2 3 .. 5 , 1 19. 

(;-myc 

Z..4kb. .. • • • my(; 

1.5 kb.. 

Abb.34: Northern-Blot tran$fizierter l.-Zellt.lone 

1)(106 l-Ze11en wurden mit5 jJ9 pMTamyc (Ml'E2 una 
0,5 ~g pSV2neo mit del' Calcium-Phosphat-Methode 
transfiziert und mit 400 pg/ml G418 selektiert. 

10 lClone wurden isoliert und mitl0 .~M lnC12 fur 
6 Std stimuliert. Die Ze11en vurden geerntet .• fUtA 

prapari.ert und 2 Northern ... B1ota angefertigt ~ 'Oer 
Hybond N ... !Filter .(A)wurde hybridisiert mit einel' 

3lP-markierten saONA-Probe VOft M13mplSm,c(K)£25' 

(siahs 2.1.7 .. ) und erg.ittt des Signal del' c ... .,Yc 
mRNA bei 2,41(;0. Del' Filter (ill) wurde hybridi­

siert mtteiner 3IP-markiertenssDHA-Probe von 

M13mp19m,c(M.)E25 t 
t eineProbe fOr anti-.ense IRMA. 

Nvr derlellkloninS,pur 1 produzierte IliInti-$etnse 
lIye RN.A einer Uingevon 1. ,5 k.b" 

"21S 

'"18S 
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4. Diskussion 

4.1. Expression von c-Ontogenen in Lymphozyten 

Ich habe in meiner Arbeit gezeigt, da8 normale, aktivierte 

T-Lymphozyten der Maus mindestens drei zellulire Dntogene, 

c-fos, c-myc und c-Ha-ras mit verschiedener Kinetik expri-

mieren (Abb.35). Die Kinetit und Stirke der c-myc mRNA Ex-

press ion war abhingig van dem benutzten Mitogen und der T-

leII Subpopulation. GonA-attivierte, gereinigte T-lellen 

exprimierten c-myc mRNA maximal nach 3 Std. LA-aktivierte. 

gereinigte T-Zellen dagegen maximal erst nach 20 Std. (Abb. 

13 und 15). Dabei war die c-myc Expression nech Stimulation 

mit LA wesentlich schwicher als nach Stimulation mit ConA. 

Die c-myc Expression in gereinigten lyt2+-T-lellen folgte 

der langsameren Kinetit sowohl nach GonA + Il-2, als auch 

nach LA + IL-2 Stimulation. Auch bei dieser Subpopulation 

stimulierte ConA ein stirkeres c-myc mRNA-Signal als LA 

(Abb.17 und lS). Die langsamere Kinetik der c-myc Expression 

scheint also gebunden zu se in an die Lyt2+-T-lellen, de bei 

den gesamt T-Zellen dUTch LA nur diese stimuliert warden und 
+ - - . - . -

bei den gereinigten Lyt2 -T-lellen sowohl GonA + Il-2. sls 

auch LA + IL-2 die Iangsamere Expression bewirkten. 

Vergleicht man proliferierende uAd niCht-proliferierande 

LymphDzyten, unter_cheidet eich die Expression der drai 

zallullren Onkogsne cwfos t cwm,c und c-He-ras wiader dras-
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tiseh. Die Expression der e-fos mRNA war vollkommen unab-

h§ngig von der Proliferationsaktivit§t der Lymphozyten 

(Abb.21(A) (B». Die Expression der c-Ha-ras ffl,Rt.A dagegen 

wurde stimuliert nur bei tatsieh1ieh pro1iferierenden Lym-

phozyten (Abb.13(b), 15(b), 17ea} und 22(A». Sehwieriger 

zu interpretieren sind die Oaten der e-myc Expression und 

damit die Bedeutung fOr die Funktion dieses zelluliren 

Onkogens. Bei den ConA-aktivierten und proliferierenden 

Mi1zze11en (Abb.9(B») und gereinigten T-lel1en (Abb.13(a», , , 

geht eine starke e-myc Expression~dem Eintritt der le11en 

in die S-Phase voraus. Dies wurde von K.Kelly et. a1.(95) 

so interpretiert, daB das e-mye Genprodukt fOr den Obergang 

der le11en von der Go-in die S-Phase benBtigt wijrde. Meine 

Ergebnisse bei Lyt2+-T-Ze11en und der verlangsamten c-myc 

Expression naen Stimulation roit LA (Abb.1S) sprechen jedoch 
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A-bb. 35: Schema derE.xpressionvon c-fa.s .c-mycundc-Ha-ras 

bei del' Attivierung von Lymphotyten. 

Die dur~hgezo~ene Linie stellt die mRNA~Konzantrltion 
in % maximaler Expression d~r. 018 gestrlchelte Linis 
stellt die irarnskri.ption$rete bezQ!9'en sluf '''' ... 2 dsr .. 
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gegen eine soIche Annahme. ebenso die Expression von c-myc 

in nicht-proliferierenden Lymphozyten (Abb.17(a)(ConA) und 

Abb.19(S}). Maine Befunde zeigen, daB 

1.c-myc Expression nicht zur nachfolgenden Proliferation 

ausreicht. 

2.Eine frGhe oder spite c-myc Expressionskinetik nicht mit 

der Proliferationsfihigkeit korreliert. 

3.0ie Stirke der c-myc Expression nicht mit der Stirke der 

Proliferation korreliert. 

4.Wenn c-myc Expression Uberhaupt fUr die Transition dar 

ZelIen von der Go-in die S-Phase notwendig ist. eine sehr 

geringe Expression ausreicht. 

4.2. Regulation Gber Transkriptionsrate und mRNA-Degradation 

Zwei Aspekte der Onkogenexpression sind besonders inter­

essant : Wie wird die Genexpression dieser typischen eukar­

yontischen Gene reguliert und weIche Funktion haben diese 

Onkogene in der narmalen ZeIle ? 

Experimente vOn K.Kelly(95) und Ch.Oani(99) hatten gezeigt. 

d~B Inhibitorsn der Proteinbiosynthese wie CHI oder Emetin, 

die c-myc mRMA-Expression superinduzieren kannen. Spiter 

wurde eine Superinduktion dUrch CHI 8uch bei c-fos, IL-2 und 

einer Reihe van Genen, deren Produkte unbekannt sind, gefun­

d.n. Oer Effekt der Superinduktion beruht entweder euf ei w 

ner Erh6hung der Transkriptiansrete oder euf dar Stebili-
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sierung der mRNA der entsprechenden Gene. FOr c-fos und 

c-myc kannte ich bei normalen lymphozyten zeigen, daB durch 

CHI die mRNA-Stabilit~t drastisch erhHht wurde und daB CHI 

keinen Effekt auf die Transkriptionsrate dieser Gene hatte 

(Abb.24, 26 und 33). 

Die tats§ehliehe mRNA-Konzentration in der Zelle wird regu­

liert dureh ein Zusammenspiel von Transkription untl Degrada­

tion. Wie meine Ergebnisse zeigten, wird die Transkriptions­

rate und der spezifisehe Abbau der mRNA fOr die beiden Onko­

gene e-fos und c-myc unterschiedlich reguliert. Wlhrend 

e-fos sehon in nieht-aktivierten lymphozyten ausMausmilzen 

transkribiert wurde und naeh Aktivierung die Transkription 

abgesehaltet wurde, stieg die e-mye Trenskriptionsrate erst 

naeh mitogener Aktivierung vorDbergehend auf des FOnffache 

an und blieb dann aUf niedrigemNiveau fOr langereZeit kon~ 

stant (Abb. 33). Die Ergebnisse des Transkrip.tionstestes wer­

den best§rkt dureh die Nuklease Sl-Kartierungen. Vorausge­

setzt, daB die Prozessierungsgeschwindigkeit der Vorlaufer­

mRNA zur reifen mRNA konstant ist, reflektiert die preRNA· 

Konzentration die Transkriptionsrate eioes Cens. Die preRNA 

von c-fos war in nieht-aktivierten Ml1zzellen bis 1 Std. nach 

Stimulation in einer konstanten Konzentration vorh.aden, de· 

nach war kein Signal mehr fOr c-fos pt.RNA nachzuweisen (Abb. 

31). Oagegen erraichts die preANA von c-myc e and 12 Std 

naoh ConA ... Stimulation derlym;pho.zytenmaximaleWe.rteund 

blieb danach ink.leiner Konl:entration bis 72 Std. ,nachStiiftu" ... 

lation warhenden (Abb.32). 
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Die mRNA von c-fos erschien erst 30 bis 60 Min. nach Sti­

mulation, muSte also in nicht-aktivierten Milzzellen post­

transkriptionell abwirts-reguliert sein. DaS die natDrliche 

Halbwertszeit der c-fos mRMA von 25 Mi~ nach 1 Std. auf 70 

Min. nach 2 Std. Stimulation anstieg, deutete derauf hin, de8 

eine c-fos abbauende Aktivitit nach Stimulation der Zellen 

vermindert wurde (Abb.24). Oagegen wurde im Falle des c-myc 

Onkogens, dessen mRNA erst eine Halbwertszeit van ca. 50 Min, 

sp§ter dann ca. 10 Mi~ hatte (Abb.26). eine spezifische mRNA­

abbauende Aktivitit nach Aktivierung der lymphazyten stimu­

liert. 

Die in Abb.35 dargestellten Expressionskinetiken kommen also 

durch ein Zusammenspiel van Transkriptions- und Post-Tran­

skriptionsmechanismen zustande. Bei del' c-fos Expression 

herrscht zunichst eine Post-Transkriptionskontrolla vor, 

die dann durch eine Transtriptlonskontralle ersetzt wirrl. 

Ohne die schnelle mRNA-Oegradation wGrde auch no ch viels 

Stun den nach Abschalten der Transkription eine hohe Konzen­

tration an c-fos mRNA vorliegen. Ohne Trsnskriptionskontrolle 

wOrde durch CHI such zu spiteren ZetteR nach StimUlation 

noch mRNA akkumulieren [Abb.21(A)(B». Im Fall. der c-roye 

Expression herrscht 2unichat eine Transkriptionskantralle 

vorund die Transkriptionwirdstimuliert •. Dann geht die 

Transkription van c-mye aut ein live.u zurDck. das bel lange" 

mRNA-Halbwertsleiten immer nuch EU 901 mSlimaler c-myc mRNA 

fDhren k5nnte (vgl. CHI, Abb.2D). Aber reguliert durch die 

__ ._. __ "__ _ ~_.~ .. ~~~= ____ ....... ~ ................... __ ....... _________ • __ .. _,_ .... ,,- ....... ______ ••. ___ --w 
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mRNA-Degradation sinkt die c-mye mRNA-Konzentration n8ch 

72 Std. bis auf 20% des Maximalwertes CAbb.20). Eine 5ehnelle 

und effektiYe Regulation der Dnkogenexpression ist ffir die 

lelle sehr wiohtig, wenn die betreffenden Genprodukte nur 

wihrend bestimmter Zeiten iID Zellzyklus notwandig und erlaubt 

sind und sonst eine Wachstumsreg~lation nicht mehr mBglich 

ist. 

Ein Vergleich mit funf Tumorzellinien, dereR c-mycmRNA·s 

alle eine relativ lange Halbwertszeit von ca. 60 Mi~hattent 

z8igte, daB ein Defett in der Regulatio~ des spezifisehen 

Abbaus einer mRNA zu einer Oberexpression aines Ontogens 

fUhren kannte und demit zur malignen Entartung einer lelle 

beitragen kann (Abb.30). AuBerdem wird die Transkription 

von c-myc, im Gegensatz lu den normale" Zellen, nicbt ab-

wirts-reguliert (Abb.29 (CHI)) 

KUrzlich wurde von M.Piechaczyt(101) ond T.Rabbits(17) be­

richtet. da8 bai Burtitt lymphoma lellinien der Verluat des 

eraten Exans von c-myc zu einer Verlingerung deI' Halbwerta­

zeit der c-myc mRMA fOhren tann. Dies 1st ain Hinweis de­

rauf, daB die ungew6hnlioh lange, nicht-translatierte Se­

quenz am Anfang des a-myc Gena [Abb.36) regulatorische 

Funktion fur den spezifischan Abbau besitzankttnnte .. 

M.linial (:urn Jedcch beschriebeine la1H.nil (CEF) ,dlran 

c-myc MRNA 8uth o'hna E)ton 1 a.inesehrkurze Malbwartalait 

besitlt. Dies verstirkt die Vermut'H,.ng, GaBSequante.na. 

Ende (3 t
) del' mAMA regulatcrisehe Funkt10n fir deft Abbav 

besitzten kennten. 
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4.3. M5gliche Mechanismen post-transkriptioneller Regulation 

In der Gegend der beiden c-myc Promotoren (Abb.36) besteht 

durch umgekehrte Sequenz-Wiederholungen (inverted repeats) 

die M5glichkeit zur Ausbildung doppelstringiger RNA in ftBium-

chen"-Struktur. 

C-MYC(M) 

EXON 1 IH'tRON 1 EXON 2 INTRON2 EXON 3 

TATATT TATAAA AtG 1AA AATAAAA 

5' :±41 3' 

s' ftldIt-tfllMl_tl ... t 

1kb 
C-FOS(M) 

EXf tN1 EX2 EX3 EXON4 

TATAAA ATG INZ IN3 TGA AATAAAA 

s· 3' 

Abb.36: Die Gene van c-myc (oben) und c-fos (unten) 

Von dem c-myc Gen werden entsprechend den zwei 
Promotoren (TATAA-Sequenzen) zwei mRNA-Spezies 
der L§nge 2.15 und 2,4 kb abgelesen. Von dem 
c-fos Gen werden ebenfalls zwei mRNA-Spezies von 
etwa den gleichen l§ngen abgelesen. Jedoch be­
sitzt des c-fos Gen nur eine TATAA-Sequenz, dafDr 
aber (sequenziert bei dem humanen c-fos Gen) zwei 
Palyadenylierungssignale (AATAAAA-Sequenzen). 
Die 'feile unter den Genen bedeuten Sequenz­
wiederholungen. 

Ciese Sequenzen kaRnten ala Erkennungsstruktur fOr spezi­

lische RNasen dienen. Bei del' cMfos mRNA finden eich teine 
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entsprechenden Sequenzen am Anfang des Gens. Dagegen be-

steht am Ende (3') der mRNA, noch in der translatierten 

Region, die Moglichkeit zur Ausbildung solcher uSiumchen u
-

Strukturen (stem loops). Fehlt ein Teil der 3' nicht-trans-

latierten Region der c-fos mRNA (67 Basen), so wird aus dem 

Gen ein transformierend wirkendes Gen(80)(105). Gie5es 

Phanomen kannte auch durch eine erhahte Stabilitat der 

mRNA erklirt werden . 

Doppelstringige RNA setzt allgemein die Bindung der mRNA 

an das Ribosom herab(149) oder kann spezifisch die Trans-

I
" " G "h"b" (150)(151) MOO I" 'h •. t at10n e1nes enes 1n 1 1eren . 09 1C erwe1se 15 

diese doppelstrangige RN~ aber auch das Signal zum Abbau 

der mRNA und die Translation findet deswegen nicht statt. 

Doppelstringige RNA kann entweder auf einem mRNA-MolekQl 

durch umgekehrte Sequenzwiederholungen enstehen. oder sieh 

durch Hybridisierungen mit komplementirer RNA bilden. Die 

Suche von mir nach natGrlich vorkommendar anti-sense RNA 

zu ~-fos und c-myc mit Proben fOr das 3' Ende und die mitt-

leren Teila der Gena in Lymphozyten verlief bis jetzt ~iebt 

erfolgreich. Von D.Bentley und M.Groudine(lS8) wurds kDrz-

lich die Synthese Kurzlebiger anti-senseRN,A, kom,plementar 

zu Teilen des 1. Exons van c-myc und 5 t Sequenzen, in HLSQ-

Zellen beschrieben. Allerdings hat diese anti-sense RNA 

eine Inhibition oar Elongation der transkription tur FOlie. 

wirkt also auf transkriptioneller Ebene. 

t -- ~ ! 
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Post-transkriptionelle Regulation kannte such auf der Ebene 

des Transports van mRNA aus dem Zellkern zu den Ribosomen 

stattfinden. In diesem Falle wOrde man zwar ~iel mRNA (im 

Zellkern) aber kein Genprodukt finden. Diese Situation 

wurde fOr das c-fos Gen in differenzierten Mekrophagen van 

R.MOller(92) beschrieben. Ob tatsichlich der Transport van 

mRNA dabei eine Rolle spielt. bleibt aufzukliren. FOr sti-

mulierte Lymphozyten trifft diese Art post-transkriptioneller 

Regulation jedoch nicht zu. de die mRNA-Konzentration (in 

totaler RNA) rasch variiert. lu zeigen bleibt aber, ab die 

vorUbergehende, hohe Konzentration an mRMA auch im Zyto-

plasma nachzuweisen ist uAd ob eine vorObergehende Expres-

sion auch auf Proteinebene stattfindet. 

Denkbar wire auch der gerichtete Transport von spezifischan 

mRNA-MolekOlen in ein Kompartiment der Zel1e, wo der Abbau 

stattfindet. Dieses Modell setzt teine spezifischen RNasen 

in der Zelle voraus, ben6tigt wOrde jedoch ein modifizier-

bares Signal fOr den Transport in das uAbbaukompartiment n • 

Die Ribosomen selbst k6nnten bei der Proteinbiosynthesa 

auch an dem spezifischen Abbau van mRNA beteiligt sein, was 

den stabilisieranden Effekt des Proteinbiosynthese-Inhibitors 

CH - bl- ~ d (167) . ~ er~ aren wur e • 

Meine Ergabnisse mit CHI uAd dar Akkumulierung van mRNA t 

nicht aber preRNA, sprechan gegen eine Regulation euf der 

Ebene der Prozessierung von preRNA* also Cap-Bildung,Palyede­

nylierung und SpleiOen. Die post-trenskriptianel1a Regula­

tion setzt erst an der reifen mRNA im lvtoplasma ein. 
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4.4. Funktion der c-fos und c-myc Onkogenprodukte 

Ober die Funktion der c-fos und c-myc Genprodutte in nor-

malen Zellen ist nur sehr wenig bekannt. Die von mir be-

stimmte Expressionskinetik von c-fos in nicht-proliferie-

rend en Zellen (Abb.21(B) zeigte. daB c-fos Expression 

nicht zur Proliferation der lellen fOhrt. B.Verrier (77) 

k • A . • .. d f P . '. ( 5· -fos) cl onnte m1t nt1Korpern gegen . as c- os . rate1n po. un 

Fluoreszenzfirbung zeigeR, da8 nach Beschidigung aines 

Fibroblasten-Monolayers durch Kratzen von den umliegenden 

lellen c-fos exprimiert wurde. Dagegen kORRte in tempera­

tursensitiven lellen nach Seendigung der Arretierung durch 

Sent en der Temperatur und darauf folgender Proliferation 

keine Expression von c-fos gefunden warden (R_MUller(17),. 

Das zellulire fos Dntagen scheint also eher mit der Ze11-

organisation und Differenzierung. aIs mit del' Prolif.eration 

assoziiert zu seine Sei den Lymphozyten 8US Mausmilzen 

k6nnte c-fos in den sogenannten Unicht-aktivierten" Zelle~ 

durch lerst6rung del' Milz-Organstruktur stimuliert worden 

sein. Die Aufarbeitungszeit van ca. 30 Min.zwischen dem 

lerreiben derllil·ilzen und AufIosen de.r LympttozytenimGue­

nidin-SCN Puffer wOrde ausreichen zur Stimuletinnder Yr8n .. 

skription des c-fos Gens. Oa6 die mRNA ~ber erst 1 Std. da­

naeh maximal e.primiert wird. kann nul' durch elne post­

transkriptionelle Abwartsregulationin dennicht"'aktiviel't·en 

lellen erklirt werden. 
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Das zellulire myc Ontogen wird bei praktisch alIen proli-

feLierenden Zellen, aber in untersehiedlichem MaBe. expri-

miGrt. Bei lymphozyten wurde naeh Behandlung mit serum-

haltigem Medium eine e-myc Expression auf niedrigem Niveau 

hervorgerufen. nach Stimulation mit ConA dagegen wurde vor-

Obergehend sehr stark c-myc exprimiert (Abb.19(A)(B)und 20). 

Ahnlich, wenn auch mit anderer Kinetik. verhie1t es sieh 

bei der Stimulation von Lyt2+ zytotoxischen T-Zallen mit LA 

und CenA (Abb.17(A». wo als zweites, zur Proliferation 

fOhrendes Signal, IL-2 zugegsben werden muOte. Dies liBt 

zum einen darauf schlieBen, daB niedrige c-myc mRNA-Konzen-

tration aIleine nicht ausreicht. die Lymphezyten zur Pro-

liferation zu stimulieren. Zum anderen kannte die ha he 

c-myc mRNA :onzentration in ConA-stimuliertan T-Zal1en 

zu der Proliferation der ZaIlen beitragen, de ZeIlen durch 

Oberh8hte c-myc Expression ja auch transformiert werden 

tannen, aber die hohe c-mye mRNA-Konzentration ist nicht 

notwendig fOr die Proliferation der Lyt2+-T-Zellen (Abb.1S 

und 17, LA + Il-2). Die Abstufung der zellul§ren Antwort 

zaigt, daB die Stimulation mit FCS und LA t oder ConA .nt­

wader Ober verschiedene Wege der Signal0bertragung lluft, 

oder zumindest, daB des Signal zur c-myc Expression ver­

schieden start waitergegeben wird. 

Ob die Expressian von c~m'G notwendig ist fOr die Prolife­

ration, kann nur dutch spezlfische Inhibition durch komple­

mentlre ANA ader Antlk6rper gegen das Genprorlukt gezeigt 
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werden. FOr das Protein p21 des c-Ha-ras Sans tonnts mit 

Injektion van Antik6rpern gezeigt warden, daB des c-Ha-ras 

Genprodutt filr den Eintritt in die S-Phase bei 3T3_Zellen(162) 

und fOr die Wachstumsfattor-induzierte Differenzierung von 

PC12- Zellen (164) notwendig ist. Auch bei der Tr'snsformaticm 

von 3T3-Zellen durch Rezeptor-ihnliche Onkogene wird p21
ras 

benotigt( 1(3). Entsprechende Experimente so.llten auch mit 

Antik6rpern gegeD die c-fos uDd c-myc Genprodutte durchge-

fGhrt werden. 

Die Regulation der Genexpression Dber den spazifischen 

Abbau von mRNA wird in Zukunft sicherlich zu ainem viel 

bearbeiteten Thema werden. Dabei wird sich herausstellen, 

ob Signalsequenzen am 5 1 -odsr 3 t -Ende der mRMA aine Rolle 

spieleR. Ich machte mich weiterhinmit derFunktion oer 

anti-sense RNA bei der Regulation und der spazifischen 

Inhibition van Onkoganen bafsssen und dia Ebene der Unt·er"" 

suchungen mit Hilfe van Antikorpern erweitern aUf die 

Genprodukte der zelluliren Onkogene. 

-- " 
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Anhang A 

ActO 

APS 

ATP 

BFP 

BSA 

ass 

cAMP 

Ci 

CIP 

CHI 

ConA 

cpm 

CTL 

CTP 

OEPC 

OG 

OKFZ 

DNA 

ds 

DTT 

EOTA 

eGTA 
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Verzeichnis der Abkurzungen 

Actinomycin A 

Ammoniumpersulfat 

Adenosintriphosphat 

BSA/Ficoll/Polyvinylpyrrolidon 

Bovine Serum Albumine 

Balanced Salt Solution 

zyklisches Adenosinmonophosphat 

Curie 

Calf Intestinal Phosphatase 

Cycloheximid 

Concanavalin A 

counts per minute 

zytotoxischer T-Lymphozyt 

Cytidintriphosphat 

Diethylpyrocarbonat 

Oiacylglycerin 

Oeutsches Krebsforschungsz8Atrum (Heidelberg) 

Oesoxyribonukleinstiure 

Doppelstrang 

Dithiothreitol 

Ethylendiaminteraessigsiure 

Ethylenglykol-bis (2-eminoethylRhe:r)':"N.H, .. tatra&ss1gafitrect 

European Molecular Biology Organisation Journ.el 

Eur. J. Immunal: European Journal of l~muft01Q9J 

FCS 

9 

GTP 

Fatales Kilber$erum 

Normfallbeschleunigung (980,'.5 cm/sect) 

Guanosiin.triphosphat 

t- §-



h 

HEPES 

HT LV 

IFN 

IL-2 

IL-2R 

IP3 

IPTG 

J. Exp. Med. 

J. Mol. BioI. 

LA 

LB 

LPS 

mA 

Min. 

MHC 

MT 

MOPS 

mRNA 

NaOAc 

00 

PBS 

PEG 

POGF 

PHA 

PIP! 

PMSF 

PN.AS 
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Stunde 

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-2-ethansulfonsaure 

humanes T-lell lymphotropes V1rus 

Interferon 

Interleukin 2 

Interleukin 2-Rezeptor 

Inosittriphosphat 

Isopropyl-6-D-Thio-Galactopyranosid 

Journal of Experimental Medicine 

Journal of Molecular Biology 

Leukoagglutinin 

Luria Broth 

bakterielles Lipopolysaccarid 

milli Ampere 

Minuten 

Haupthistokompatibilit~tskomplex 

Metallothionin-Gen 

Morpholinopropansulfonsaure 

Boten (messenger) Ribonukleinsaure 

Natriumacetat 

optische Oichte 

Phosphate Buffered Salt Solution 

Polyethylenglycol 

Platelet Derived Growth Factor 

Phytohimagglutinin 

Phosphatidyl~Inositol-Diphospat 

Phenylmethensulfonylfluorid 

:Ppoceedings of the National Academy of Sciences 

p- -& sa •. 



ht 

preRNA 

Py mT 

Py t 

Py T 

RNA 

RNase 

rpm 

SOS 

ss 

SSC 

Std. 

SV40 

TCA 

TE 

TEMED 

TES 

TH 

TPA 

Tris 

TTP 

U 

UTP 

XGal 

t r . m~ 
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Vorl§ufer (precursor)mRNA 

Polyoma mittel T-Antigen 

Polyoma tlein T-Antigen 

Polyoma groB I-Antigen 

Ribonukleinsiure 

Ribonuklease 

Umdrehungen pro Minute 

Natriumdodecylsulfat 

Einzelstrang 

Natriumchlorid/Natriumcitrat 

: Stunde 

Simian Virus 40 

Trichloressigsiure 

Tris/EOTA 

N,N,N'.N'-Tetramethylethylendiamin 

Tris/EOTA/SOS 

: T-Helferzellen 

1-0-Tetradecanoylphorbol-13-ecetat 

Trishydroxymethylamiomethan 

Thymidintriphosphat 

Einheiten 

Uridintrip~asphat 

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galectopyrana.id 

. 7 n_ 
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Anhang B lebenslauf 

Am 7. Msrz 1956 Geburt als nteitesKind meiner Eltern Inngc,:,oood 

Karl Schneider-Schaulies in Wurzburg. 

September 1962 Eintritt in die Pestalozzi-Grundschule in ~"iirzburg. 

Ab September 1966 Besucn des neusprachlicnen Siebold-Gymna",. iums 

WOrzburg. 

Juni 1975 Abitur. 

Juli 1975 bis September 197b Ableistuog des Wehrdienstes. 

Ab Wintersemester 1976/71 Studium derChemie an del' Beyeris'che<A 

Julius-Maxilllilians-Universitat inWurzburg. 

Oktober 1978 Oiplom"Vorprufung. 

August 1979 bis Mai 1980 Studienjehr B,n deI' State University ·of 

New York at Buffalo mit SchwerpunktBiochemie una theoretische Chemie. 

Juli 1981 Diplomprufung illl StudiengangChemie. 

Sep~ember 1981 bis September 19820iplomarbeit fll'Qlnstitut fiir8io­

chemie deI' Universitat WOrzburg bei 'Prof. F • GruiMlt mit demTfnema 

Metabolismu$ van Oiadenosin-5 1 
• '5 t. I ..;pl ) p4 -tetraphosphat • 

November 1982 bis August 1988 i[)issertation am Institut fur 'Virologie 

und ImRlunbiologie der Universitat t'lurzburg beiFTof .E.Wecker "mit 

dem Thema : Expressionvof1 zellulare,n Onkogenen in T -lymphozyt:e:n'der 

t4aus und.Regulation del' c-fos und c-myc Genexpression .• 
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