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Zusammenfassung

Mitogen stimulierte T-Lymphozyten aus Mausmilzen exprimieren die
mRNA von drei zelluldren Onkogenen in folgender Reihenfolge :

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

wird in gleicher Starke und jeweils nach 1 Stunde Inkubation von
nicht-proliferierenden, nur in serumhaltigem Medium gehaltenen
Zellen oder von Concanavalin A (Conf) zur Proliferation stimulierten
Zellen erreicht. AnschlieBend verschwindet die c-fos mBNA rasch.
Eine c-myc Genexpression erfolgt nur in mitogen-aktivierten T-Lym-
phozyten aber unabhBngig von ihrer Proliferationsfdhigkeit. Die
Kinetik und Btdrke der Expression ist bei unterschiedlichen Mitogenen
oder bei gleichem Mitogen aber unterschiedlichen Subpopuletionen von
T-Zellen verschieden. Auch die c-myc spezifische mRNA unterliegt
nach Erreichen eines Optimalwertes einer Abwirtsregulation. Das
¢c-Ha-ras Gen wird verst@rkt nur in mitogen aktivierten und vor

allem in proliferierenden Zellen mit Maximalwerten nach 24.- 48 Std.
Inkubation exprimiert. Das Niveau der c-Ha-ras mHNA bleibt danach

fast konstant.

Die natirliche Halbwertszeit der c-fos mRANA betrégt 1 Std. nach Sti-
mulation ca. 25 Min., nach 2 Std.ca. 70 Min. Die natirliche Helb-
wertszeit der c-myc mBNA betréigt 2 und 6 Std.nach Stimulation wit
ConA 50 Min.und £311% nach 48 Std.auf ca. lﬁhﬁiﬁsﬁﬁs

Cycloheximid (CHI) veridéngert die Halbwsrtszeiten der &-£os und c-myc
wANA, gleichglltig in welcher Aktivisrungsphase die T-Zellen sich be-
finden, auf etwa 8 Std.und fihrt dadurch z@~§&ﬁ§i%ﬁm*§t§uéﬁﬁ,%eiaiw



langerten Erhaltung erhdhter mRNA Niveaus in den Lymphozyten.
Dies zeigt, daB die Expression des c-fos und c-myc Gens einer
starken negativen Post-Transkriptionskontrolle auf der Ebene

reifer mRNA unterliegt. CHI hat dagegen nur einen geringen

Effekt auf die c-Ha-ras Genexpression.

Die Transkriptionsrate des c-fos Gens und die Konzentration von
c-fos Vorldufer mBNA (preRNA) sind in nicht-aktivierten T-Lympho-
zyten bereits genauso hoch wie 1 Std.nach Stimulation. Innerhalb
einer weitercn Std.wird die Trankription des Gens dann eingestellt.
Die Transkriptionsrate des c-myc Gens und die Konzentration von
c-myc preRNA werden 6 Std. nach ConA-Stimulation auf das Finffache
erhtht. Ab 12 Std.nach Stimulation geht die Transkriptionsrate

dann auf ein niedriges Niveau zurick.

Die beobachtete schnelle Begulation der c-fos und c-myc Genexpression
beruht also auf einem Zusammenspiel von Transkriptions- und Post-
Transkfiﬁtionsmechanismen, deren jeweilige Dominanz bei den beiden
zelluldren Onkogenen unterschiedlich ist. Die Transkriptionsraten

und die mRANA-Degradation werden bei den beiden Genen unabhingig von-

einander reguliert.
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1. Einleitung
1.1. Aktivierung von Lymphozyten

Lymphozyten bieten die Mdglichkeit, Regulationsphénomene
der Genexpression in normalen, nicht transformierten
Zellen zv studieren. Sie sind gezielt mit einer Reihe ver-
schiedener Substanzen so stimulierbar, dafl von den ersten
Aktivierungsschritten, Uber die Induktion von Rezeptoran,
Proliferation fiir einen oder mehrere Zellzyklen, bis hin
zur Differenzierung zu immunclogischen Effektorzellen,

Schritt fir Schritt die Stadien untersucht werden kinnen.

Die Milzen des Menschen oder der Maus enthalten etwa 55%
T-Lymphozyten, 40% B-Lymphozyten und 5% Makrophagen.

Lektine wie Concanavalin A (ConA), Phytohamagglutinin (PHA)
oder Leukoagglutinin (LA) sind in der Lage, T-Zellen aus
Milzen polyklonal zu aktivieren, d.h. viele verschiedene
T-Zell-Klone - gleichgiltig welcher Antigenspezifitét - zu
stimulieren. Bei den T-Helferzellen iTﬂa, durch Oberfléchen-
marker groftenteils als L374%-Zellen definiert, fihrt die
Stimulation mit ConA zur Expression des Interleuvkin-2-Rezep-
tors {IL-?R){iy{QB und zur Produktion des T-Zell Waechstums-
faktors IL-Zig)ta)* Die zytotoxischen T-Zellen (CTL), qrép-
tenteils Lyt2'-Zellen, werden nach ConA-oder iﬁ{§§agtﬁmuiati@n
IL«2 resktiv, d.h. der IL-2-Rezeptor wird induziert, proli-
ferieren asber nur in Begenwart des von den T-Helferzellen

produzierten Wachstumsfaktors IL-2.



In der Natur erfolgt die Aktivierung der T-Zellen dber

den T-Zell-Rezeptor (8} {(7)

, der ein kiorperfremdes Antigen
zusammen mit den Oberfldchen-Gilykoproteinen des Haupt-

histokompatibilitdtskomplexes {MHCL) erkeant.

B-Zellen aus Mausmilzen kdnnen mit bakteriellem Lipopoly-
saccharid (LPS) zur Proliferation und Differenzierung
stimuliert werden und sezernieren nach finf Tagen in der
Kulturflasche Antikérper. Werden B-Zellen mit einem Anti-
korperfragment gegen ihr membransté@ndiges IgM {anti-yF{ab),)}
behandelt, durchlaufen sie aur einen Zellzyklus. Durch
Zugabe bestimmter Lymphokine konnen sie zur Differenzierung

und weiterer Proliferation angeregt werﬂanfg"igéi

Die Lymphozyten aus Mausmilzen sind daher ein hervorragend
geeignetes System, in der Zellkultur die Genexpression ver-

schiedener Gene in normalen Zellen Zu untersuchen.
1.2. Signaliibertragung in die Zelle

Das 8uBere Signal bei Stimulation zum Wachstum, gegeben
durch Bindung eines Mitogens, Hormons oder Wachstumsfaktors
an spezifische Rezeptoren in der Zellmembran, wird in das
Innere der Zellen Ubertragen. Debei kbnnen {mindestens)
zwei Wege eingeschlagen werden : einmal ein Abbau von

Phospholipiden durch die Phospholipase £, zum anderen sine
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Erhdhung des cyclischen Adenosin-2',5'-monophosphat {(cAMP)-
Spiegels Uber das G-Protein wnd die Adenvylast-Zyklase.
Im ersten Falle fihrt die Speltung von Phosphatidyl-Tnosit-

4,5,-diphosphat (PIP,) zu 1,4,5,-Inosittriphosphat {(IP,)

und Discylglycerin (DG}, was einsn Anstieg der ca*t- und

+ . . i e ; .
H -Ionenkonzentration und eine Aktivierung der Proteinki-

nase C zur Folge hat (15 1;;‘ Die Erhchung des cAMP-
Spiegels fihrt zur Aktivierung der Proteinkinase A und

fiber diese zu einer zellspezifischen Enzyakaskade.

Wachstumsfaktoren wie Ig»zilg} und IL~3§1”3 und Seruvm sind

fond

in der lLage, die Proteinkinase € zu sktivieren, worauf es

zy einer Bindung der Proteinkinase € an die Plasmamembran

(20-22)

und die Kernmembran kommt fer Anstieg der Progein-

kinase C-Aktivitdt erfolgt fast vamittelbar nach Stimulation:
bei NIH-3T3-7ellen z.B. schon 15 Sekundea nach Qerwmz@gﬁbﬁ{ﬁaka
Oer netirliche Weg der Proteinkinase C-Aktivierung Gber

die Spsltung von PIP, 1&Bt sich umgehen durch wehandlung

der Zellen mit Phorbolester wie 1-0-Tetradecanoyiphorbol-

ig%iiﬁ&@ﬁ TPA inter-

13-acetat (TPA} und Calciumionophore
! kaliert dabei in die Lipide der Zellmembran und aktiviert
| mit seinem DG-8hnlichen Teil die Proteinkinese T {Abb.1).
Calciumionophore Bffnen Calcium-Kanéle in der Zellmembran

und erhBhen in unphysiologischem MaBe die ca**-xonzentra-

tion im Inneren der Zells.




ﬂ
gay{s-faxm,},_fmqmp}-cxl
L]

1 8 P :
CH-0-T-0H, ] Wt

Abb.1: Struktur von DG {1-Oleoyl-2-acetylglycerin} links
ynd TP.. {1-0-Tetradecanoylphorbol-13-acetat) rechts.
TPA enth3lt eine 06-8hnliche Struktur, die durch
die gestrichelte Linie gekennzeichnet ist.

Nach dem Anstieg der Prstﬁiﬁkinaseﬁbéktivitﬁt folgt als
ndchste zelluldre Antwort schon nach 10 Minuten die Expres-
sion vieler verschiedener Boten-Ribonukleinsdure-Molekiile
(mBNA). Nach Stimulstion ruhender 373-Zellen mit Serus
wird die Expression der mRNA von mindestens 50 verschiede-
L(28)(27)

nes Genen stimulier . Darunter sind asuch nBiNA-Mole-

kille der sogenannten zelluléren Onkogene.
1.3. Onkogene und Transformation

Seit Ende der sechziger Jahre wurden in ONA-Tumorviren und
Retroviren etwa 20 verschiedene, transformierend wirkende

Gene, die viralen oder ¥@ﬁﬁkﬂ§éﬂ§§ggﬁgﬁfﬂﬂﬁﬁﬂa Zu alien

retroviralen Onkogenen, bis auf des tat-Gen der humanen

T-Zell-1lymphotropen Viren (HILV igiigiiizizg@igﬂii wyurden
inzwischen zellul8re Analoga, ﬁié‘?z@tﬁmﬁnﬁﬁg@ﬁ@ biw.

relluléren oder c~Onkogene, entdackt.



Dariber hinaus konnten auch einige nicht in Viren vor-
. . ; , et . . s o {31-35)
kommende, transformierend wirkende Gene isoliert werden .
Da die Onkogene in der Evolution in einem hohen MaBe kon-
serviert blieben, wird den Onkogenprodukten sine kritische

[(36) (37)

Funktion fir die Zelle zugeschrieben Es konnten

ndmlich selbst in Hefe homologe Sequenzen zur humanen ras-

(38-40)

Onkogenfamilie cder in Drosophila homsloge Sequenzen

(41)

zur src-Onhkogenfamilie nachgewiesen werden.

Die Onkogenprodukte scheinen ihre Funktion auf verschiedenen
Ebenen der Regulation zellulirer Proliferation und Differen~

zierung auszuiben (Abb.2).

Das sis-Onkogen kodiert fir einen Wachstumsfaktor wund hat
Homologie zur B-Kette des PDGF (platelet derived growth factor)
(42) (43)

Das zelluldre neu-Onkogen, das fir einen Rezeptor dhnlich

dem EGF-Rezeptor {epidermal growth factor receptor) kodiert,

wird durch eine Punktmutation, die den Austausch einer

- Aminosdure {Velin zu Glutamin) zur Folge hat, zu einem

transformierenden Géﬁ(aﬂ)(ﬁ;ﬁﬁiﬁhérg(i?)ag

Das erb-B-Onkogen kodiert dagegen fir einen verstimmelten
Rezeptor, der seine nach auBen gerichtete Domdne, den
hormonbindenden Teil, verloren hat{ﬁséiaﬁ)@

ﬁig meisten membrsangebundenen Onkogenprodukte, darunter newv,
erb~B, ros und die src-Femilie (abl, yes, fes, fm@}ig?gf%g}
gind Tyrosin-Kinasen. Das 2zellulére src-Genprodukt phospho-

ryliert vevorzugt das zytoplasmatische Ende des EGF-Rezeptors,
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Abb.2: Schema der Ubertragung eines exteérnen Signals in
die Zelle mit den beteiligten Onkogenen

(Erklérung siehe Text)
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wahrend das virale src-Genprodukt bevorzugt PIP in der
Membran phosphoryliert. Diese Aktivitdt erh&lt das c-src-
Genprodukt aber auch in Assoziation mit dem Polyomavirus-
mittel-T-Antigen {(Py mT)(dg)(SB).

Zu den mémbrangebundenen Onkogenen gehdrt auch die Familie

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

(51)

GTP-Bindungsaktivitdt besitzen Zelluldre ras-Onkogene

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

formierenden Genen, scgenannten aktivierten Onkogenen,

(52)

werden Bei der Aktivierung des c-Ha-ras-Gens in einem

humanen Blasenkarzinom wurde durch Punktmutation im 12.

Kodon die Aminoesdure Valin durch GlycinersetzéSB)(Sa),

(55)

die
GTPase-Aktivitat dadurch stark vermindert und das nor-
male zelluldre Gen zu einem transformierenden Gen.

Zu den zytoplasmatischen Onkogenen gehért erb-A, dessen
Genprodukt Homologie zum humanen (strogenrezeptor besitzt(ss}

(57-53) ,nd mil]raf(zg)_

ynd die Serin/Threonin-Kinasen wie mos
Die Gruppe der mdglicherweise interessantesten Onkogene
jedoch Ubt ihre Funktion im Zellkern aus. Sie binden an
Desoxyribonukleinsé@ure (ONA), wie z.B. die fos-,myc- und
myb-@enpradukte(ﬁo) und p53(61)(523 oder sind trans-akti-

vierende Faktoren, wie E1A des Adenovirus!(5S)(64)

Das zelluldre myc-Onkogen kann alleine durch {dberm&Bige

Expression, ohne strukturelle Anderungen, zu einem tranfor-

migrendan Gen wérdén(SS)@
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Mechanismen, die zu einer defekten Regulation der Genex-

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

hohe Kopienzahl(se-ss)

Gen(63) (83)

, Translokation in ein Immunglobulin-
DNA-Rearrangement(?U)(71) oder Promotor-Inser-

tion durch Viren(72)(73).

Die Transformation einer normalen Zelle zu einer potentiell
unsterblichen und ungehemmt wachsenden Krebszelle folgt ei-
nem Viel—Schritt-Mechanismus(74), d.h. erst mehrere Veran-
derungen in der Zelle, oder die Expression mehrerer Onkogene,
fohren zu einer vollstédndigen Entartung der Zelle. Zwei Onko-
gene mit verschiedenen Eigenschaften,wie z.B. myc und Ha-ras,

kénnen kooperieren und primdre Zellkulturen transfurmieren(?a‘7€?

Die viralen Onkogene unterscheiden sich immer von ihren
zelluldren Analoga. Sie bilden Fusionsproteine, wie z.B.
gag-myc im Myelocytomatosisvirus (ﬁGQQ)(?g),-nder haben
Mutationen und Deletionen, wie z.B. bei fos im MBuse-

Osteosarkomavirus (FBJ-MuSV), wo die 48 caroxyterminalen

Aminos8uren des c-fos-Proteins fehleniag)‘

Durch diese Ver~
dnderungen gewinnen die viralen Onkogene ihre direkt trans-

formierenden Eigenschaften.
1.4, Expression zelluldrer Onkogene

Eine Mdglichkeit die c-Onkogenexpression bei nicht trans-

formierten, proliferierenden Zellen in vive zu untersuchen,



ist durch das embryonale bzw. fotale Wachstum gegeben.
Sieben bis achtzehn Tage alte Fdten der Maus exprimieren

c-myc, c-Ha-ras, c-src, c-erb-A und c-sis mit verschiedenen

Maxima wdhrend der prénatalen Entwicklung{81). C-mos Tran-

scripte unterschiedlicher Lange konnten in Mauseembryonen,

Testes und Ovarien nachgewiesen werden(sz).

Die Gene der myc-Familie (c-myc, N-myc, L-myc) werden ent-
wicklungs= und gewebsspezifisch exprimiert. So werden in
fétalen und neugeborenen Mausen alle drei Gene starkexpri-
miert, in erwachsenen Miusen aber N-myc nur in Herz, L-myc
in der Lunge und c-myc in Thymbs, Milz, Diénndarm, Lunge

und Herz schwach exprimiert(gg}.

Beim Menschen konnte c-myc ESxpression in prolifcrierenden
Zellen der Plazenta nur in den ersten 5 Wochen nach

Schwangerschaftsbeginn beobachtet werden(Ba).

Wie auch die Ergebnisse bei sich regenerierender Leber
bei Ratten nach teilweiser Hepatectomie zeigen, scheinen
das c-myc und das c-Ha-ras Onkogen mit der Proliferstion
assoziiert zu sein(85)(86)

Eine Klasse von Onkogenén, dereﬁ Genprodukte mehr mit

der Differenzierung von Zellen assoziiert sind, wird
durch das c-fos Onkogen représentiert. Bei der prinatalen
Entwicklung der Maus wurde starke c-fos Expression in

Amnionzellen, dem Dottersack und in der fétalen Leber

sntdecks (87)(89)
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Nach der Geburt wird das c-fos Genprodukt nur noch in
h&matopoetischen Zellen, besonders in spdten Differen-

zierungsstadien der Monozyten gefunden(ga).

Eine andere Moglichkeit, zelluldre Onkogenexpression zu
studieren, liegt in der Stimulierbarkeit von Zellinien
oder primaren Zellkulturen in vitro durch Mitogene,

Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren.

So kann die Differenzierung der Monomyelocyten-Zellinie
HLBO mit dem Phorbolester TPA zu Makrophagen und mit
Dimethylsulfoxid zu Granulocyten stimuliert werden.
Wahrend bei der Differenzierung zu Makrophagen massiv
c-fos exprimiert wird, konnen keine c-fos spezifischen
Transkripte bei der Differenzierung zu Granulozyten nach-

(91)(92). Bei der Stimulation von arre-

gewiesen werden
tierten Fibroblasten mit Serum oder géreiﬂigteﬂ Faktoren
(EGF, FGF, PDGF) wird voridbergehend die Transkriptionsrate
von c-fos erhdht und nach ca. 60 Minuten wieder schnell
abwédrtsreguliert, gefolgt von einer etwa 3 bis 12 Stunden

dauverndan b»myc Expressiontgg)cga)(??gi

K. Kelly(gs)fand, daB in Lymphozyten sus Mausmilzen c-myc
2 bis 9 Stunden nach ConA oder LPS Stimulation maximal

exprimiert wird und bis 4 Tage nech Stimylation nechweisbar

bleibt. Ahnliche Resultate wﬁféén fﬁzwi&ehan:fﬁr periphére

Lymphozyten des Menschen nach Stimulation mit Phytohim-

sgglutinin (PHA), TPA und Calciumionophoren erhalten(®81(87)
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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 PDGF jedoch scheint nicht mit der

Expression von c-myc korelliert zu sein(gsb.

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

Von K. Kelly(gs)und Ch. Dani(gg)wurde berichtet, da8
Cycloheximid (CHI), ein Inhibitor der Proteinbiosynthese,
die mRNA Konzentration von c-myc in Lymphozyten aus Haus-
milzen und verschiedenen Zellinien (Hela, MCF7, HLE0)
drastisch erhdhen kann. Diese "Superinduktion" k&nnte

nach P. Leder(gs)(lao)dadurch zustande kommen, dal ein
labiler Repressor nicht mehr synthetisiert wird, oder,

da die c-myc mBNA normalerweise eine sehr kurze Halbwerts-

zeit hat(gg), daB die mRNA stabilisiert wird.

Tatsdchlich verldngert CHI die Halbwertszeit von c-myc
mRNA z. B. in einer Plasmazytoma-Zellinie der Maus von

ca. 10 auvf 60 Minuten(101)

Den umgekehrten Effekt zeigt B-Interferon (IFN-B) bei
~ Daudi-Zellen. Schon 3 Stunden nach IFN-B Behandlung wird
die c-myc mRNA Konzentration in den Zellen um 60% reduziert,

wihrend die Transkriptionsrate von c-myc gleichbleibt‘iﬂg}(iﬁﬁ)
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Unter post-transkriptioneller Kontrolle scheint auch die
c-fos Genexpression in Fibroblasten zu stehen. Fir eine
erfolgreiche Regulation der c-fos mANA-Konzentration von
transfizierten Plasmiden sind Sequenzen am Anfang (5')

(104). Besonders

und am Ende (3') des c-fos Gens notwendig
wichtig ist eine Region von 67 Nukleotiden des micht-trans-
latierten 3' Endes des Gens. Fehlen diese Basenpaare, so
wird das c-fos Gen bei wesentlich verléngerter Halbwerts-

zeit seiner mRNA zu einem traasformierenden Genclﬂg)(lﬂsy.

Am Anfang meiner Doktorarbeit war noch nicht bekannt, ob
zelluldre Onkogene in normalen Lymphozyten exprimiert
werden. Inzwischen wurde die c-myc Expression in Lympho-
zyten beschrieben(gs'g?), Ich habe dariber hinaus die Ex-
pressior der beiden zelluldren Onkogene c-fos und c-Ha-ras
nachweisen kdnnen. Mein hauptsdchliches Interesse jedoch
galt der Fragestellung, ob die Regulation der c-fos und
c-myc Genexpression in normalen Lymphozyten der Maus auf

transkriptioneller oder post-transkriptioneller Ebene

stattfindet.
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2.1, Material

2.1.1. Chemikalien

Acrylamid : Roth

Agarose : Bethesda Research Lab.
Ammoniumpersulfat : Merck

Bisacrylamid : Serva

Borsdure : Roth

Caesiumchlorid : Both

Chloroform : Roth
Diethylpyrocarbonat (DEPC) : Sigma

Ethylendiamintetraessigs8ure (EDTA): Serva

Ethyleﬂglykol-bis(E—aminaethylether}-

N,N'-tetraessigsdure (EGTA) : Serva
Ethanol : Roth
Ethidiumbromid : Sigma
Filme : Cronex 2 : Dupont
Formaldghyd : Roth
Formamid : Merck
Guanidiniumrhodanid ¢ Fluks
Harnstoff : Merck
Hybond N-Folie : Amersham

Morpholinopropansulfonsdure (MOPS) : Sigma

Nitrozellulose-Folie Schleicher & Sehiill

v

Nuklsotide

'

Sigma
Phenol : Fluks
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) : Serva
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Polyethylenglyecl (PEG) 6000 : Serva
Salze : Merck
N,N,N' ,N'-Tetramethylethylendiamin

{TEMED) : Serwva

Trishydroximethylaminomethan (Tris): Roth

Toluolszintillator : Roth

2.1.2. Radioaktivitdt

3H-Thymidin : Amersham

32P-pr-dNTP : Amersham

32p.pf~-TUTP : Amersham

2.1.3. Material fir die Zellzucht

Plastikwaren : Falcon, Nunt, Greiner
RPMI 1640 - Medium :+ Bibco

Fétales Kdlberserum (FCS) : Gibeo

Nichtessentielle Aminosduren 100X : Gibco

Natriumpyruvat : Bibeco
Penicillin : Apotheke
Streptomycin : Apotheke
Concanavalin A (ConA) : Pharmacia
Leukoagglutinin : Sigma
Cycloheximid i Sigme
Actinomycin D + Sigma

Neuraminidase-Test Behring-Institute

A

Low Tox-M Kaninchen Komplement Cederlane Laboratories

r 14

Nylonwolle {(Leukocyte Filter) Fenwal Laboratories

W

Geneticinsulfat (6418)

L L]

Gibeo
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2.1.4. Material fir die Bakterienzucht

Bakto Tryptone
Yeast Extract
Chloramphenicol

Ampicillin (Amblosin)

Tetracyclin .

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl- N
B-D-Galactopyranosid (XGai)
Isopropyl-B-D-Thio~ {(IPTG)

Galactopyranosid

2.1.5. Enzyme

Restriktionsenzyme

Nuklease S1

DNase I

DNase I (RNase frei)

RNase A

Proteinase K

Polymerase I

Polymerase I large fragment
Alkalische Phosphatase (CIP)
DNA<Ligase

Phosphacreatinkinase

L)

(2]

vy

-

* ¥

Difco Laboratories
Difco Laboratories
Serva

Hoechst

Sigma

Sigmse

Sigma

Pnarmacia, Biolabs
Pharmacisa
Pharmatia

Promegs

Sigma

Sigma

Bipglabs

Pharmacisa

Amershan

Boehringer Mannhein



2.1.6. Plasmide "

Ssti

pc-fos (i) (900 [L7R]

pfos (M) 780 (108)

nfos(M)810

pc-myc(H}€%1G3"

-16-
1kb

EcoRi Szt Ecofl
g {Sequenz: {107))
Psti Sstf {pBR322}

l.i {(puUc12)

Ssti THhinit

— (pUC12)
Pyull Pyoll EtoRd

EcoR!

pmyc(H)E1

pmyc (M)E2E3

pmyc(M)EZ

(pUC8) {Sequenz:{1098))

LH:l {pUL12)

Hind it

[ {pUC12) {Sequenz:{111})

Xbai Ssti

_ {ptiC12)

BamHi Bamu
pSPEJ6.6(112) L | B8

pH1(HaMysy) (113)

penv(114)

pH-2%1(115)

{(pSP&4)

Kpnl Psti

1
o e

{pBR322)

EcoRt Hing il
- (puUCB)

Psti

H {pBR322)

dargestellt sind jeweils die spezifischen Inserts,

schwarze Fléchs : translatierte Sequenzen der Exons

helle Fldche : nicht-translestierte Sequenzen der Exons

Linie : Intronsequenzen

A e e M D e i

G-



2.2 7. Mi13-Klone

c-fos{M):
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Probe fir {+)(mBNA) M13mpi18fos(M)280

-)

(=)

(+)

(-

(+)

c-myc(M):
(+)

(-)

(+)

(-]

M13mp19fos(M)2560

M13mpl18fos (M) 780

M13mpl9fos (M} 780

M13mpl8Ffas(M)3'

M13mpi189fos(M) 3’

Mi3mplBmyc(MIEZS®

M13mp19myc{M)E25"

M13mpiBayc(M)3®

M13mp19myc (M) 3"

Maus ribosomale DNA, Wildtyp:

(+)

M13mp Ot

Herkunft:

EcoRI/Pstl Ex2

PstI/EcoBI Ex2

Ssti/Pstl Ex3/4

PstIfSstl Ex3/4

EcoRI/SstT 3'Ende

SstI/EcoRI 3'Ende

Xbal/PstI £x2

PstI/Xbal Ex2

Pyull/BanHl 3'Ende

BamHI/Pvull 3% Ends

Sall/Smal S*Ende
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2.1.8. Expressionsvektoren

Pe neo

psvzneo(117) AN~

gSVc-myc(@)(?ﬁi

Ex2
‘PE a—.

pSVmyc(M)E2 ,\m\,

pSVamyc (M)E2

oMTa(118) (118) ~F

MY

pMTc-myc (M)

pMTamyc(M)E2

Pe : SV40 frihe Promotor/Enhancer Region (340 bp)
MT @ {(Maus) %@é‘t3\1lathiatmin«s?mmtﬁ@ (MT I , 1,8 kb)

R B
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2.2. Methoden

2.2.1. Isolierung von Lymphozyten aus Mausmilzen

Die M3use werden durch Genickbruch getdtet, die Milzen

herausprépariert und in eiskaltes BSS (1.0 g Glucose,

60 mg KH2P04, 238 mg NaZHPBa, 10 mg Phenolrot, 186 mg
CaClz, 400 mg KC1, 8 g NaCl, 200 mg Hgﬁlg, 200 mg MgS@ﬁ;

pH 7,2 pro 1 1 HED} gegeben.

Um eine Zellsuspension zu erhalten, werden die Milzen
mit dem Stempel einer sterilen 2 ml Spritze durch ein
Stahlsieb gerieben und in 5 ml BSS/Milz aufgenommen. Die
groben Bestandteile 158t man 5 Hin absitzen, dann wird
die Zellsuspension in ein zweites Rbhrchen Uberfihrt und
die Lymphozyten werden 2x mit BSS gewaschen, d.h. sedi-

mentiert bei 167 g und resuspendiert in BSS.

Erythrozyten werden durch Lyse in einem Ammoniumchlorid-
puffer entfernt. Die Zellen werden 10 Min. bei Raumtempe-
ratur {(R.T7.) in TAC (1,5 % Nﬁﬂﬁl, 0,9 % HaCl) inkubiert

und anschliefend 2x mit BSS gewaschen.
2.2.2. Reinigung der T-Zellen aus Milzzellen
Die Lymphozyten werden in 0,5 ml BSS %% FCS pro Milz

suspendiert und auf eine mit BSS 5% FCS Hguilibrierte

NylonwellsBule {ca. 2 ml/Milz in einer sterilen Spritze)
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(120) | Man 188t die Zellen in das

bei 37 °C aufgetragen
Sdulenmaterial einlaufen und inkubiert 20 Min. bei 37 °C.
Dann nochmals 0,5 ml BSS 5% FCS pro Milz langsam in das
S8ulenmaterial einlaufen lassen und 20 Min bei 37 °C in-
kubieren. Makrophagen und B-Zellen haften unter diesen
Bedingungen an der Nylonwolle und T—Zellen(izl) kénnen
nun mit BSS 5% FCS mit einer Tropfgeschwindigkeit von ca.
1 Tropfen/Sekunde eluiert werden. Die T-Zellen werden

anschlieBend mit BSS gewaschen.
2.2.3. Isolierung von LytE*—T-Zellen

Aus der gesamt T-Zellpopulation werden die L3T4" T-Helfer-
zellen durch Lyse mit spezifischen Antikorpern und Kom-
plement entfernt und es bleiben hauptséchlich L«y‘l:?“r zyto-
toxische T-Zellen (CTL) Ubrig.

Uber Nylonwolle gereinigte T-Zellen (1x19?3m1 in BSS)
werden 30 Min,auf Eis mit Ratte anti-Maus T4 monoklonalem

Antikdrper (Hi.?g.igg(lzs)

in einer Verdinnung von 1:100
und anschlieflend 30 Min. mit Kaninchen anti-Ratte Ig Anti-
kérper in einer Verdinnung von 1:250 beshandelt. Dann werden
die L3T4%-Zellen mit Kaninchen Komplement 1:15 bei 37 °C

45 Min, lysiert und die Zellen 3x mit BSS gewaschen.
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2.2.4. Neuraminidase-Behandlung

M-Acetylneuraminsaure-Reste, die negativ geladen sind
und die Agglutination der Zellen stdren, werden durch
Neuraminidase aus Vibrio cholerae von der Zelloberfléche

entfernt(izz).

5x10? T-Zellen/ml werden 1 Std. bei 37 °C mit 0,02 U/ml
Neuraminidase (= 1:50) inkubiert und anschlieBend 2x mit

BSS gewaschen.
2.2.5. Mitogene Stimulation der Lymphozyten

Die T—Zelien werden in einer Zelldichte von Sxioﬁlml in
RPMI 1640-Medium (RPMI 1640, 1x nichtessentielle Amino-
sduren, Streptomycin 100 pg/ml, Penicillin 100 U/ml,
B-Mercaptoethanol 5x10i5 M) mit 5% FCS ausgesdht und

stimuliert mit 2,5 pg/ml ConA'123) oder 0,5 pgrm1 La(®).

CoﬁA stimuliert sowohl L3T4% T-Helferzellen als auch
Lyt2+ zytotoxische T-Zellen. LA induziert in der senutz-
ten Konzentration nur bei den Lyt2+ T-Zellen die txpres-
sion des IL-2-Rezeptors. Zur Proliferation bendtigen

diese Zellen noch 30 U/ml externes r-2(129)
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2.2.6. Cycloheximid-Behandlung

Cycloheximid (CHI), ein Inhibitor der Peptidyl-Trans-
ferase-Aktivitdt in Ribosomen, wird dem Medium in einer
Konzentration von 10 pg/ml fir 1 Std. oder 20 pg/ml fir

30 Min. vor dem Ernten der Zellen zugegeben.

2.2.7. Actinomycin D-Behandlung

Actinomycin D (ActD) blockiert in einer Konzentration von
5 pg/ml die Transkription durch Interkalation in doppel-
strangige DNA (dsDNA). Nach 5 bis 10 Min. wird keine neuve
precursor mRNA mehr synthetisiert und vorhandene mRNA-Mo-

lekile verschwinden mit unterschiedlichen Halbwertszeiten.

2.2.8. 3H-Thymidin Einbavu

5x10%

Zellen in 200 yl Medium pro Napf einer Mikrotiter-
placte werden fir 16 Std.mit 5 pCi *H-Thymidin (2 Ci/mmol)
markiert. Die Zellen werden mit einem Zellerntegeriat

- (Titertek, Flow Laboratories) Uber Glasfaserfilter abge-
saugt. Die Filter werden 1 Std, bei 80 °C getrocknet und
die in DNA eingebaute Radioaktivitdt im Szintillations-
zihler mit 3 ml Toluclszintillator gemessen.

Es werden jewsils Dreifachbestimmungen durchgefihrt.
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2.2.9. RNA-Préperation aus Zellen

Festgewachsene Zellen k&nnen entweder trypsinisiert und
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 Ha-
Citrat, 0,1 M B-Mercaptoethanol, pH 7,0) pro D,S-Sxiﬁa

Zellen aufgelést werden.

Lymphozyten werden 5 Min. bei 600 g zentrifugiert und das
Sediment suspendiert. Die Zellen (0,5-5x10°) werden mit
6 ml Guanidin-SCN-Puffer aufgeldst..Diese Lisung wird

direkt auf zwei Caesiumchlorid-Kissen unterschiedlicher

Dichte Uberschichtet. (Abb.3).

= Abb.3: CsCl-Gradient
— Guanidin-SCH
=1 _———c¢sc1 (1,6 g/ml)
DNA —— LG |
CsC1l (1,7 g/ml)

RNA e

Die Kissen werden durch Unterschichten der CsCl-L&sung der
Dichte 1,6 g/cm?® (0,9 g/ml CsCl in 25 mM Na-Citrat pH 7,0,
Brechungsindex a=1,33902) mit der CsCl-lLdsung der Dichte

1,7 g/em3® {0,959 g/ml CsCl in 25 mM Na-Citrat pH 7,0, Bre-
chungsindex a=1,3994) hergestellt. Fir den SW41 Roter werden
2x 2 ml CsCl-L&sung mit 6 ml Zellen in (wanidin-SCN Uber-

schichtet und 18 Std. bei 32000 rpm und 20 °C zentrifugiert.
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Danach wird die Guanidin-SCN-lLdsung mit einer Plastik-
pasteurpipette abgenommen und die DNA in ein gesondertes
Réhrchen tGberfihrt (siehe DNA-Pré&paration, 2.2.10).

Das Zentrifugenrdhrchen wird entleert und auf den Kopf

gestellt, um restliche Flissigxeit ablsufen zu lassen.

Das RNA-Sediment wird mit 2x 100 pl TES (10 mM Tris HC1
pH 7,0, 5 mM EDTA, 1¥ SDS) geldst, mit 200 pyl Chloroform/
Butanol (4:1) extrahiert und 5 Min. in der Eppendorfzentri-
fuge zentrifugiert. Der wéssrige Uberstand wird in ein
neues Eppendorfgefdl Uberfihrt und die verbleibende orga-
nische Phase erneut mit 200 pl TES extrashiert.

Die Ubersté#nde werden vereinigt und die RNA mit 2,2 Vol
Ethanol 3 Std. bei -20 °C ausgef8llt. Danach wird die RNA
10 Min, in der Eppendorfzentrifuge bei 11000 rpm sedimen-
tiert und in 100 uyl HZG {(DEPC-behandelt) geldst.

Davon werden 3 pl fir eine Absorptionsmessung im UV {260
und 280 nm) 1:100 in ﬁzﬂ verdinnt ; die restliche RNA
wird sofort wieder mit 2,5 Vel Ethanol und 0,1 Vol 3 N

NaOAc pH 5,2 bei -20 °C ausgefdllt.

Bei RNA entspricht 1 0D (260 nm) 40 pg/ml. Bei reiner BHNA
sollte das Verhdltnis der 0D von 2607280 nm 1,8 bis 2,0
betragen. Bei einem kleineren Verh8ltnis sollte nochmals

mit Chloroform/Butanol extrahiert wérﬂﬁﬁi
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2.2.10. DNA-Préaparation

Die DNA des CsCl-Gradienten (siehe 2.2.9.) wird 2 Tage

-
&
B
;

i

gegen TE (10 mM Tris pH 7,2, 1 mM EDTA) dialysiert und
dann mit TE auf ein Volumen von 3 m11108 Zellen Ausgangs-

material verdinnt.

Bei der DNA-Prdparation aus den Zellen einer Zellkultur

direkt, werden 1x108

Zellen bei 167 g fir 10 Min, sedimen-
tiert und mit PBS gewaschen. Sediment in 3 ml EB (20 aM

Tris HC1 pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA) suspendieren.

Mit 100 pl RNase A (10 mg/ml in 0,1 M NaOAc pH 7,5)

+ 50 yl Proteinase K (10 mg/ml in 20 mM Tris pH 7,5)

+ 200 pl 10% SDS
wird 1 Std.bei R.T. inkubiert.
AnschliefBend wird 30 Min, mit 1 Vol Phenol, dann 1 Vol
Chloroform extrahiert und die Phasen jeweils bei 1600 g
fir 10 Min, (3000 rpm in der Hettichzentrifuge) getrennt.
Die DNA im wassrigen Uberstand wird mdglichst ohne Inter-
phase abgenommen und mit 2,2 Vol Ethanol bei - 20 °C

ausgefdallt.

Sy g

Die DNA-Konzentration wird durch Absorptionsmessung bei
280/280 nm bestimmt. 1 0D entspricht 50 pg/ml doppel-
stringiger DNA. Sollte das Verh#dltnris der 0D von 260/280 nm
kleiner als 1,8 sein, wird nochmals mit 1 Vol Phenol und

1 Vol Chloroform extrahiert.
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2.2.11. Plasmidpréparation

Fir die Plasmidpré@paration aus den E. coli -Stammen
JMB83 oder JM103 wird LB-Medium (16 g/l Bakto Tryptone,

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

Eine Vorkultur (20 ml LB) wird mit einer Bakterienkolonie
angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C geschittelt. Je nacy
Resistenz des Plasmides enthdlt das Medium 40 mg/1l 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 0D (600 nm)
von 0,5 bei 37 °C geschittelt. Jetzt wird zur Amplifika-
tion der Plasmide 200 mg/l1 Chloramphenicol fir 8 bis 12

Std. zugegeben.

Aufarbeitung (bezogen auf 1 1 Kultur)

-zentrifugieren 10 Min. 5000 rpm 4 °C im GS3-Rotor (Sorvall)
-Sediment suspendieren in 20 ml {Endvolumen) ST {15% Sac~-
charose, 50 mM Tris pH 8,0) und in 40 ml Sbrvaiirﬁhrthen
tberfihren.

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

+ 3 ml EDTA (0,5 M pH 8,0) 10 Min, suf Eis

+ 5 ml 2% Sarcosyl 10 Min. auf Eis

-zentrifugieren B0 Min. 18000 rpm im SS34-Rotor bei 4 °C
-dinnflissigen Uberstand dekantieren in 40 ml Sorvall-

réhrchen.
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+ 100 pl RNase A (10 mg/ml) 15 Min. 37 °C

: + 0,2 Vol 5 M NaCl

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

; -zentrifugieren f0r 20 Min, 10000 rpm im SS34 Rotor bei 4 °C
~-Sediment trocknen und aufnehmen in 3 ml1l TE (10 ml Rdéhrchen)

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

-zentrifugieren 10 Min, mit 16080 g bei R.T.

| -{berstand + 1 Vol Chloroform, zentrifugieren
-Uberstand + 2,2 Vol Ethanol + 0,1 Vol NaDAc pH 5,2
-Plasmid-DNA bei - 20 °C ausféllen.

ﬁie Plasmid-DNA ist nun schon sehr sauber und kann fir

die meisten Zwecke so verwendet werden.
2.2.12. Reinigung der Plasmid-DNA Uber CsCl-Grsdient

Zur Trennung von supercoiled Plasmid-DNA von Plasmiden mit
Einzel- oder Doppelstrangbrichen und restlicher zellulidrer
DNA und RNA wird ein CsCl-Gradient angefertigt.

8,53 g CsC1 + 6,4 ml TE + 1,8 ml Plasmid-Ldsung + 200 pl
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) ergeben ca. 10 ml Ldsung

mit einem Brechungsindex a=1,3920. Diese wird auf zwei
Réhrchen fir den Vertikslrotor ViTi 85 verteilt und die

i Réhrchen zugeschmolzen. Die Zentrifugation erfolgt bei

45000 rpm 18 Std. bei 20 °C im ViTi-Rotor. Zentrifuge ohne

| Bremse auslaufen lassen. Die Plasmidbande wird mit einer

2 ml Spritze abgezogen und 5x mit Isopropanol (Nall-ges@ttigt)
ausgeschilttelt. Uberstand auf das 3fache Volumen mit TE ver-

dinnen und DNA mit 2,2 Vol Ethanol susfdllen.
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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, Uber ein Agarosegel (siehe 2.2.19) von unspezifischer
DNA abgetrennt und aus cdem Gel eluiert. Bazu wird das Gel-
stick ausgeschnitten, in einen Dislyseschlauch Gberfihrt,
nach Zugabe von 400 pl TAE (40 mM Tris Acetat pH B,0,

2 mM EDTA) der Schlauch verschlossen und mit ca. 75 Volt
die DNA 2 S5td. elektroeluiert. AnschliefBend wird die DNA-
Lésung mit 1 Vol Phenol, dann 1 Vol Chloroform im Eppen-
dorfgefaB extrahiert und mit 2,2 Vel Ethanol + 0,1 Vol 3 M

NaOAc pH 5,2 das DNA-Fragment ausgefdllt.

Der Vektor (pUC1i2 oder M13mp18/18) wird mit den entspre-
chenden Restriktionsenzymen gedffnet. Wird nur ein Enzynm
verwendet, kann eine Religation des Vektors verhindert
werden durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase (CIP)
(0,1 U/ug Vektor-ONA) fir 30 Min bei 37 °C in CIP-Puffer
(50 mM Tris pH 9,0, 1 mM MgClz‘ 0,1 mM gﬂﬁlg, 1 mM: Sper-
midin). Danach wird mit 1 Vol Phenol und 1 Vol Chloroform

extrahiert und der Vektor mit 2,5 Vol Ethanocl ausgefallt.

5' (berhéngende Enden kdnnen mit Nukleotiden und Klenow-
polymerase aufgefillt werden (50 pl Reaktion siehe 2.2.24.)
zy stumpfen Enden und in die Restriktionsschnittstelle

von Sma I kloniert werden.
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Bei der LlLigationsreaktion von Vektor und DNA-Fragment

wird eine Mindestkonzentration an reaktiven Enden und

eine relativ niedrige Temperatur bendtigt, demit sich

die Uberlappenden Enden haufig und lange genug fUr die

Knipfung der neuen Bindungen treffen kénnen. Die Henge
an Vektor zu DNA-Fragment sollte in einem Verhdltnis

von 1:2 bis 1:4 stehen.

Reaktionsansatz fiUr ein DNA-Fragment von ca. 1 kb lLange
und den Vektor plC12: 0,5 pg Vektor 5 pl
0,5 pg Fragment 5 pl
5 U DNA-Ligase 2 yl
% 10x Lig.-Puffer 2 pl

H,0 ad 20 pl

Gber Nacht bei 14 °C inkubieren und direkt zur Trans-

formation kompetenter Bakterien verwenden oder bei

- 20 °C einfrieren.

10x Ligations-Puffer: 0,5 M Tris pH 7,4
0,1 M MgCl,
0,1 M DTT
10 mM Spermidin
10 mM rATP

1 mg/ml BSA

il
B
i
L
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5.2.14. Herstellung kompetenter Bakterien

500 ml LB-Medium werden mit 5 ml einer Vorkultur von
JM83 oder JM103 angeimpft und heftig bei 37 °C ge-
schittelt. Bei einer GBBOO von 0,4 werden die Bakterien
3 Min auf Eis abgeki{hlt. Von nun ab nur eiskalte

Ldsungen und Pipetten verwenden

- zentrifugieren 10 Min, 6000 —pm bei 4 °C im GS3-Rotor
(Sorvall-Zentrifuge, vorgekihlt)

-Sediment suspendieren in 15C m1 0,1 M MgCl,

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

-Sediment suspendieren in 250 ml 0,1 M 8E€12

-30 Min. auf Eis inkubieren

-zentrifugieren 10 Min, 6000 rpm bei 4 °C im GS3-Rotor

-Sediment suspendieren in 15 mi 0,1 M Eaﬁlg, 15% Glycerin

und in 300 pl Portionen bei - 70 °C oder in flissigem

Stickstoff einfrieren.

Jede Praparation kompetenter Bakterien sollte suf

Kompetenz mit einem fertigen Plasmid und auf Kontami-

nationen getestet werden.
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2.2.15. Transformstion von Bakiterieo mit Plasmiden

300 pl kompetents Bekterien Inoch nicht ganz sufgetaut)

i und 5 pl des Ligationsansatzes {ca. 300 ng DHA)} oder 2 ng
Ei kloniertes Plasmid werden 40 Min.auf Eis mit gelegentliches

Schwenken inkubiert. Nach 30 Sekunden 42 °C Temperatur-
schock 188t man 5 Min. auf R.T. abkithlen und gibt dann

1 ml LB-Medium zu. Anschlieflend werden die Bakterien in
der Eppendorfzentrifuge fir S Hin.bei 6000 rpm zentrifu-
giert und das Sediment in 300 gl LB resuspendiert.

Davon werden 10, 50 und 240 pl in je 3 wl flissigen 42 °C
warmen Topagsr (0,7 % Agsragar in LB) mit dem entsprechen-
den Antibiotikum zur Selektion pipettiert und die Hischung
auf je eine vorgewdrmte Agsr-Flatte (1,5 % Agaragar in LB}

der entsprechenden Resistenz ausplattiert.

Wird die Farbreaktion des B-Galaktosidssegens der pul-
Plasmide ausgenutzt, wird dem Topagar noch 40 pl ¥Gal
(20 mg/ml in Dimethylformamid) und bei JM103 zur Induktion

der Enzymaktivitdt 40 pl IPTG {20 wmg/al inm Hzﬁa rugesetzt,

Nach 5 Min. ist der Topagar fest und die Bakterienplatien
werden Uber Naecht im Bskterienbrutschrank bhei 37 °C in-

kubiert,
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2.2.15, Minipréparstion von Plasmid-DNA

tUm den richtigen Klon zu finden werden 12 Xulturen mit

je 10 ml LB einzelner {weiBer) Klone der Transformation
mit dem entsprechenden Antibiotikum angesetzt und Ober
Nacht bei 37 °C geschittelt. Parallel dazu werden dise
selben Klone zur spateren Verwendung suf einer Bakteri=sn-

platte ausgestrichen.

-10 ml Ubernachtkulturen sedimentieren {3000 rpm in der
Hettichzentrifuge) bei 1800 g fir 10 Min

-Sediment mit 600 pl ST (15 ¥ Saccharose, 50 mM Tris pH 8,0}
suspendieren und in Eppendorfgefal iberfihren

+ 10 pl Lysozym {5 mg/ml) 2 Hin. suf Eis

+ 20 pl EDTA (0,5 M)

+ 1 pl RNase A {10 mg/ml) S Min. Eis

+ 50 pl 2% Sarcosyl 5 Min. Eis

~zentrifugieren in der Eppendorfzentrifuge 30 Min.mit
12000 rpm bei 4 °C

-jberstand in ein Eppendorfgefal dekantieren und mit
Hgﬁ auf 500 pl auffillen

—extrahieren mit 1 Vol Phenol, 1 Vol Chloroform und die
ONA ausfiallen mit 2,2 Vol Ethanol + 0,1 Vol NaDAc bei
- 70 °C fir 15 WMin,

Die Plasmid-DNA reicht fir ca. finf Enzymverdsus, @it
densn die Identitdt des gesuchten Klans festgestellt

warden kann.
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2.2.17. Transformation von Bakterien mit MI13-DMA

Fir das Klonieren in M1i3 werden JMA03-Bskterien auf siner

Minimalplatte (1,5 % Agaragar, 10 % M8 Salze (80 g/1

NagHPUA, 30 g/1 KH2P04, 16 g/1 ﬁﬁéﬁl, 5 g/1 HNaCl),10 mM

MgSQQ, 1 a4 CaCl 10 oM Thismin-HC1l, 2% Glucose) ausge-

2 ]

strichen, da die Bakterien nur auf Minimalmedium dis fir

die Infektion durch M13-Phagen notwendigen Pili aushilden.

Eine Vorkultur von JM103 in 2x YT {16 g/l Trvptone, 5 g/1
NaCl, 10 g/1 Yeast Extrsct) wird ca. 2 Std. bei 37 °C ge-
schiittelt.
Parallel dazu wird zusammenpipettiert

300 pl Kompetente Bakterien JM103 oder JMB3
+ 5 pul Ligationsansatz 40 Min. auf Eis

~-Temperaturschock 2 Min, 42 °C

-5 Min, auf R.T. abkihlen lassen
+ 1 ml 2x YT

i -zentrifugieren 6000 rpm in der Eppendorfzentrifuge fir 5§ Min.

~Sediment in 200 pl 2x YT suspendieren
-davon 50 und 150 pl in je 3 ml flissigen Topagar bei 42 °(
f pipettieren
+ 40 pl IPTG (20 mg/mil in HQE}
+ 40 pl XGal (20 mg/ml in DHF)
+200 pl logarithmisch wachsende JM103 der Vorkultur
~ausplattieren und iber Nacht bei 37 °C inkubieren.
i Es bilden sich blaue und weifle Plaques in einem gleich-

mafigem Rasen von JM103-Bakterien.
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2.2.18. Prédparation von Einzel- und Doppelstrang M13-DNA

Die Analyse von 12 Klonen, die Praparation von Einzel (ss)-
und Doppelstrang (ds) K13-DNA und das Abnehmen von infek-
tidsem Uberstand wird in einem Ansatz durchgefihrt.
Eine Vorkultur von JM103 in 2x YT wird Uber Nacht bei 37 °C
geschiljttelt.
Zu je 10 ml 2x YT in 100 ml Erlenmeyerkdlbchen werden 200 pl
der Vorkultur pipettiert. Die Bakterien werden mit einem
{(weiBen) Plagque der Transformatioﬁ, iseliert mit einer
Pasteurpipette, oder 50 pl infektiOsem Phageniberstand in-
fiziert und 4 Std bei 37 °C heftig geschittelt.
-Zentrifugieren 8000 rpm 10 Min. bei 4 °C im SS34-Rotor
in der Sorvallzentrifuge
-8 ml Uberstand abpipettieren und in ein neuves 10 =nl
Zentrifugenrdhrchen Gberfihren (fir ss M13-0ONA)
-2 ml Uberstand in ein neues Rohrchen dekantieren und als
infektitsen Phageniberstand bei 4 °C aufbewshren.
-Sediment sufarbeiten wie bei der Minipraéparation von
Plasmid-DNA (siehe 2.2.16.)(fir ds M13-DNA)
Die 8 ml Uberstand fir die ss M13-DNA-Praéparation werdea
wie folgt asufgearbeitet :
+ 1,6 ml 25% PEG, 3 M NaCl 1 Std. auf Eis inkubieren
~zentrifugieren 20 Min, 10000 rpm bei 4 °C im $534-Rotoer
-Sediment trocknen und aufnehmen in 400 pl TE (Eppendorfoafdd)
~gxtrahieren mit 1 Vol Phenol, 1 Vel Chleroform
-s3DNA ausfdllen mit 2,2 Vol Ethanol + 0,1 Vol NaOAc pH 5,2
Die Konzentrationsmessung erfolgt im UV (2607280 nm) mit
den Umrechnungsfaktor fir Einzalstrangﬁuklainéﬁuraﬁ wie bei

der RNA : 1 0D = 40 pg/ml.
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2.2.19. Agarosegele fur DNA

Fir Plasmid-DNA mit FragmentgroBen von 10 kb bis 200 bp

werden 1 bis 2 %ige Agarosegele mit 20 pyl Ethidiumbromid
(10 mg/ml) pro 100 ml Gel in 1x TAE (40 mM Tris Acetat pH
8,0 , 2 mM EDTA) verwendet. Ca. 0,3 pg DNA pro erwartete
Bande in TE wird mit 0,1 Vol 10x Farbpuffer (0,5% Bromphe-

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

tragen und die Elektrophorese 4 Std.bei 100 Volt oder Gber
Nacht bei 25 Volt durchgefihrt. -

Fir zelluldre DNA mit FragmentgrdoBen von 30 kb bis 500 bp

? werden 0,7 %ige Agarosegele mit 10 pl Ethidiumbromid (10mg/ml)
pro 100 ml Gel in 1x TAE Uber Nacht bei 25 Volt verwendet.

FOor einen Southern-Transfer zelluldrer DNA wird 20 pg/Spur

mit einem Restriktionsenzym gespaltener DNA aufgetragen
(Abb.4). Als Marker kann z.B. EcoRI/HindIII gespaltene DNA

é von A -Phagen verwendet werden.

i Abb.4:Zelluldre DNA von finf
Tumorzellinien gespalten
mit EcoRI.

% Je 20 pg DNA wurden mit 2x
' 50 U EcoRI fir ©6 Std. bei
37 °C verdaut, mit Phenol
und Chloroform extrahiert,
ausgefdllt mit Ethanol und
im Probenpuffer auf das 0,7

%ige Agarosegel aufgetragen.
per Marker ist A-Klon C7/C12
gespalten mit EcoRI.
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2.2.20. Southern-Transfer von DNA

Das DNA-Gel wird zundchst mit einem 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 NaCl for 2x 30 Min.
Nitrozellulose-Folie der PorengroBe 0,45 pm oder Hybond N-
Folie wird zundchst in H20, dann in'20x SSC (3 # NaCi, 0,5M
NaCitrat, pH 7,2) fir mindestens” 30 Min.vorgeweicht.
Whatman 3MM-Papier, das DNA-Gel, die Nitrozellulose, 3IMM-
Papier und ein StoB Papierhandticher werden Ubereinanderge-
legt und mit ca. 10 g/cm? Gel beschwert. Mit dem 20x SSC
wird die ONA auf die Nitrozellulose-Folie gesaugt . (Abb.3).
AnschlieBend wird die Folie 2 Std.bei 80 °C im Vakuum ge-

hacken.

Abb.5: Southern-Blot

Papier-
Gewicht — - /yy//y}y,»ﬂanﬁtﬁcher
Gel =— );w//////wMBMH—FBier
3MM-Papie: : A

, ' —=———————=" _ Nitrozellv-
20x SSC :::::::::::j-ﬁ om——
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2.2.21. Agarosegele fir RNA

Fir RNA-Grofen von 200 b bis 5 kb wird ein’1,5 %iges
Agarosegel mit 6 % Formaldehyd in 1x MOPS (0,4 M Morpho-
linopropansulfonsdure, 100 mM NaOAc, 10 mM EDTA, pH 7,0)
gegossen. 20 pg totale zelluldre RNA werden aufgenommen

in 20 pl Probenpuffer (50% Formamid, 15% Formaldehyd, 10%
10x MOPS, 25% DEPC~H20) und 15 Min. bei 70 °C denaturiert.
vDie RNA wird auf Eis abgekihlt, mit'2 pl 10x Farbpuffer
(0,5% Bromphenolblau, 0,5% Xylencyanol, 60% Glycerin) ver-
setzt und die Elektrophorese ca. 5 Std. bei 100 Volt pro

15 cm Gelldnge durchgefihrt. Dabei wird der Elektrophorese-
puffer (1x MOPS) von + nach - umgepumpt, da die Pufferkapa-
zitdt sonst nicht ausreicht den pH-Wert an den Elektroden
konstant zu halten.

Um die RNA sichtbar zu machen, kann das Gel fir 3 Min.in
einem Ethidiumbromidbad (0,1 mg/ml) gefidrbt werden, mit

anschlieBendem Entfarben fir ca. 1 Std. in H20 {Abb.B).

Abb.6:Zelluldre RNA von
stimulierten Lynm-
phozyten gefédrbt
mit Ethidiumbromid. }
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2.2.22. Northern- Transfer von BHA

Um die BNA an Nitrozellulose-Folie oder Hybond N-Folie
zu binden,wird das RNA-Gel ohne nochmals zu denaturieren
mit 20x SSC entsprechend dem Southern-Blot (2.2.20.)

weiterverarbeitet.

2.2.23. Elektro-Transfer von Nukleins8uren

DNA und RNA in Agarosegelen kann auch in einer Elektro-
Blot-Kammer (Western-Blot-Kammer) auf die Nitrozellulose
bzw. Hybond N-Folie iibertragen werden. Dafir wird die
Folie im Kammerpuffer (25 mM NaQHPGﬂjﬂaﬂgPﬁa

30 Min, vorgeweicht und die Nukleinsduren werden Uber

, pH 5,4)

Nacht bei 200 mA transferiert,.
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2.2.24. In vitro Markierung von dsDNA {(HNick-Translation)
FOr die Hybridisierung der Southern- und Northern-8lots

werden Plasmide oder spezifische DNA-Fragmente von 300 bp

bis 5 kb mit 32P-dATP radioaktiv markiert.

Reaktionsansatz : 0,3 pg DNA in Hzﬂ oder TE

+ 5 pl 10x Nick-Translationspuffer

: + 2wyl 0,5 mM dTTP
+ 2 pl 0,5 mM dCTP
+ 2 ul 0,5 mM dGTP
+ 2 uyl 0,025 mM JATP

+ 5 plex-32P-dATP (50 pCi, 30060 Ci/mmol)

+ H,0 ad 46 pl

2
+ 2 pl DNase I (1:10000) 5 Min. R.T.
+ 2 pl DNA-Polymerase I (5 U)

inkubieren fUr 2 Std. bei 14 °C (Wasserbad im KUhlraum).

10x Nick-Translationspuffer : 0,1 M MgS0,
0,5 M Tris pH 7,2
1 mM DTT

0,% mg/ml BSA

Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 50 pl STE (50 ai
Tris pH 7,2 , 1 mM EDTA, 1% SDS).

SRR EEm PR e i e om L
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Die nicht eingebauten radioaktiven Nukleotide werden
durch Zentrifugation durch eine Sephadex G-50 S&ule von

der markierten Probhe abgetrennt(izﬁ).

Dafir wird das in STE vorgequollene S&ulenmaterial in eine
1 ml Plastik-Spritze geflillt und die Flissigkeit in ein
Eppendorfgefal 4 Min. bei 167 g (1300 rpm in der Hettichzen-
trifuge) hineinzentrifugiert. Das EppendorfgefdB wird nun
auysgewechselt und die 100 pl Lésung der Nick-Translation

durch das trockene S&ulenmaterial 4 Min, zentrifugiert (Abb.7).

" Abb.7: Sephadex 5-50
!

Saule

1 ml Spritze mit Sephadex

| ————15 ml Blaudeckelrdhrchen

wind

‘-‘~‘“‘**-Glaswnlle

\\J// ——— Eppendorfgefif

Das Eppendorfgefdf enth&lt danach die markierte Probe in

100 pl STE. Davon wird 1 pyl im Szintillationsz&hler ohne
Szintillaetionsflissigkeit gez#éhlt und die spezifische

Aktivitét der Probe berechnet {1-2xiﬁg cpm/pg DNA).
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2.2.25. Hybridisierung der Southern- und Northern-Blots

Die Nitrozellulose- bzw. Hybond H-Folien mit gebundener
DNA oder RNA werden zundchst mit 2x S55C angefeuchtet und
in einen Plastikbeutel (Einfrierbeutel) Gberfihrt. Die
Hybridisierungsldsung bestehend aus
50% Formamid
6x SSPE (43 g/1 NaCl,6,9 g/1 NaH

P0,,1,85 g/l EDTA,pH 7,2)

2 T4
5x BFP (1 g/l Ficoll,1 g/1 Polyvinylpyrrolidon,1 g/1 BSA)
300 pg/ml Lachs DNA
0,3 % SDS
wird 30 Min. bei 70 °C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und
luftblasenfrei zusammen mit den Folien in den Plastikbeutel
eingeschweiflt (ca. 0,1 ml Hybridisierungsldsung/ cm? Blot).
ﬁie Vorhybridisierung erfolgt 4 bis 24 Std. bei 42 °C im
Schittelwasserbad. Die radioaktiv markierte DNA (100 pl in
5 ml Hybridisierungsldsung) wird 30 Min, bei 70 °C denaturiert,
auf Eis abgekithlt und zur Vorhybridisierungslbosung zugegeben.
{ca. 2x105 cpm/em?). Die Hybridisierung erfolgt 24 bis 72

Std. im Schittelwasserbad bei 42 °C.

Die Folien werden anschlieBend gewaschen mit
- 0,2x SSC 0,1% SDS fir 15 Min. bei R.T.
-~ 3x 30 Min.mit 0,2x SSC 0,1% $0S bei 60 °C
- 0,2x SSC o,1% SDS fir 15 Min. bei R.T.

und anschlieBend getrocknet und ein Réntgenfilm (Cronex-2)

wird bei -70 °C angelegt.
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9 2.26. Fiarben 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 angeférbt werden(lzg}.

Schon hybridisierte Folien werden vor dem Farben 1 Std. mit

H.0 bei 70 °C gewaschen um die Lachs-DNA und Probe der

2

Hybridisierung zu entfernen.

-Folie fir 5 Min. in 5% Essigsd@ure einweichen
-mit einer idsung von 0,04% Methylen-Blau in 0,5 M NalAc
pH 5,2 fir 5 Min.bei R.T. férben

-mit HZD entfirben bis 28 S und 18 S RNA als blaue Banden

vor hellerem Hintergrund sichtbar werden.
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2.2.26, Farben der BNA auf HNitrozellulose-Folien

Die RNA auf Nitrozellulose- und Hybond N-Folien kanm nach
dem Backen oder nach der Hybrididierung und Exposition

mit Methylen-Blau angefdrbt werden {128

Schon hybridisierte Folien werden vor dem Fédrben 1 Std. mit
HZD bei 70 °C gewaschen um die Lachs-DNA und Prabe der

Hybridisierung zu entfernen.

-Folie fiOr 5 Min. in 5% Essigs@ure einweichen
-mit einer iLosung von 0,04% Methylen-Blau in 0,5 M NaOAc
pH 5,2 fir 5 Min.bei R.T. farben

-mit H,0 entfirben bis 28 S und 18 S BNA als blaue Banden

2
vor hellerem Hintergrund sichtbar werden.
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2.2.27. Nuklease Sl1-Kartierung (S1 mapping)

Die Si-Kartierung wird mit spezifischen ss M13-DNA-Proben
durchgefﬁhrt(127)(128).
Synthese der radioaktiven Probe

1,5 pl ss M13-DNA mit spezifischem Insert

+ 4 pl Primer (15 b Sequenzierungs-Primer, Pharmacia)

+ 1,5 pl 10x Puffer A (100 nM Tris pH 7,4, 100 m# Ngﬁlg}

+ H,0 ad 15 pl

2
10 Min, bei 60 °C denaturieren und 30 Min.auf R.T. abkihlen

lassen. Dabei hybridisiert der Primer 3' der multiplen

Klonierungsstelle von M13 an die ss DNA.

+ 3 pl 32P-of-dATP (30 pCi, 3000 Ci/mmol)

+ 1 pl DNA-Polymerase I, groBes Fragment {Klenow) {5 U)

+ 2 pl Synthese Puffer (0,5 mM dGTP, 0,5 mM dCTP, 0,5 mM
dTTP, 50 mM Tris pH 8,0, 1 =M EDTA)

15 Min, bei 28 °C inkubieren

+ 2 pl Nukleotid Puffer (0,5 aM dGTP/dCTP/dTTP/JATP,
50 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA)
15 Min, bei 28 °C inkubieren

+ 70 pl TSE (20 mM Tris pH 7,4, 20 mM NaCl, 1 mM EDTA)

+ 10 pl Restriktionsenzympuffer fir EcoRI oder HindIII

+ 25 U EcoRI (M13mp18) oder HindIII (M13mpl$)

1Std. bei 37 °C verdauen

+ 100 pl TSE

+ 200 pl Phenol/Chloroform 1:1

extrahieren und zentrifugieren 5 Min. in der Eppendorfzentrifuge
¥ 2 pl Carrier RNA (Hefe tRNA) (10 mg/ml)

+ 500 pl Ethanol.

30 Min. bei = 70 °C ausféllen, 10 Min. zentrifugieren
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Die radioaktive ss ONA-Probe wird Ober ein B%iges Acryl-
amidgel mit 7% Harnstoff von dem M13-Template gstrennt :
21 g Harnstoff

+ 20 m1 H,0
+ 5 ml 10x TBE (108 g/l Tris, 55 gf1 Borsidure,

40 mi/1 0,5 M EDTA, pH 8,2 )
+ 10 ml 38% Acrylamid- 2% Bisacrylamid- Ldsung
rihren bis sich der Harnstoff geldst hat, evakuieren
+ 45 pl TEMED
+200 pl 10% Ammoniumpersulfat in HEG {frisch)
Gel gieBen und 2 Std., polymerisieren lassen.
Elektrophorese bei 40 Watt, 1500 Volt, 28 mA.
Das Gel wird 30 Min. ohne Probe vorgewd@rmt auf ca. 60 °C.
Die radiocaktiv markierte Probe wird in 12 pl Probenpuffer
(0,5% Bromphenolblau, 0,5% Xylencyanol, 0,01 M EDTA, 50%
Formamid) aufgenommen und 2 Min. bei 100 °C denaturierst.
Auf Eis abkihlen, auf das Gel suftragen und bei 40 Watt
fir ca. 1,5 Std. die Elektrophorese durchfihren.
Das Gel wird fir 2 HMin, an einen Cronex 2 Rintgenfilm ange-~
legt, um die genaue Position der Bande radiosktiver ss DRA
zu finden. Die Bande wird mit einem Skalpell ausgeschnitten
und in ein EppendorfgefdB Uberfihrt.
Mit 2x 200 pl Extraktionspuffer (0,5 M NalAc pH 7,0, 1 mM
EDTA, 0,1% SDS) wird 2x 30 Min. bei 37 °C extrahiert,.
Die Uberstinde werden vereinigt und mit 10 pl Carrvier RNA
versetzt. Extraktion mit 1 Vol Phenol/Chloroform, zentrifu-
gieren und Uberstand mit 2,2 Vol Ethanol ausfailen. (30 Min.
bei - 70 °C). Das Sediment wird nun im Szintilletionszéhler

trocken gemessen {ca. 5x10° cpm).
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For die Hybridisierung mit zelluldrer RNA werden 1x10°cpm
pro Ansatz verwendet.
Hybridisierungsansatz:

5 pl 32P-ssM13-DNA-Probe in BEPE—HQG
+ 4 pl zelluldre RNA (20-20 ug)
10 Min. bei - 70 °C einfrieren und 30 Min. lvophilisieren
+ 10 pl Formamid Hybridisierungspuffer

(0,4 M NaCl, 40 mM HEPES pH 6,4, 1 oM EDTA, 80% Formamid)

20 Min, bei 60 °C denaturieren und 4 bis 16 Std. bei 42 °C
in den EppendorfgefédBen hybridisieren.
Reaktion stoppen auf Eis
+ 100 pl S1 Puffer (250 mM Nall, 30 =M NaDAc pH 4,5, 1 oM znﬁﬂg}
EppendorfgefdBe in ein 30 °C Wasserbad stellen
+ 70 U Nuklease S1
1 Std. bei 30 °C verdauen
+ 100 pyl Phenol/Chioroform 1:1
extrahieren und zentrifugieren 5 Min, lberstand abnehmen
und in ein neuves Eppendorfgefdf UGberfihren
+ 1,5 pl Carrier BNA (10 mg/wl)
+ 250 pl Ethanol
30 Min. bei = 70 °C ausféllen, 15 Min zentrifugieren,
Sediment gut trocknaen und in 10 yl Probenpuffer {0,5% Brom-
phenolblau, C,5% Xylencyanol, 0,01 M EDTA, 90% Formamid)
aufnehmen, 2 Min, bei 100 °C denaturieren, suf Eis abkihlen
und auf ein vorgewdrmtes denaturierendes Acrylemidgel auf-
tragen (siehe Reinigung der ssDNA). Elsktrophorese fir
2 Std. bei 40 Watt. AnschlieBend Uber Nacht einen Rbntgen~

film anlegen.
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2.2.28. Bestimmung der Transkriptionsrate

{nuclear run-on assa¥3{129-1323

Fiér die in vitro Transkription radisaktiv markierter BNA
werden zunachst funktionell intakte Zellkerne von Lympho-
zyten in unterschiedlichen Aktivierungsstadien hergestellt.
inﬂg Lymphozyten werden mit BSS gewaschen und in 8 ml
Lysepuffer (0,3 M Saccharose, 0,5 aM EGTA, 2 mM EDTA,

0,05% Triton X-100, 60 mM XC1l, 15 aM NaCl, 0,15 aM Spermin,
0,5 mM Spermidin, 14 mM B-Mercaptoethanol, 15 mM HEPES pH 7,35)
suspendiert und 10 Min, auf Eis mit gelegentlichem Hin- und
Herpipettieren inkubiert. Die Kerne werden 5 Min.bei 1800 g
{3000 rpm in der Hettichzentrifuge) zentrifugiert und in

2 ml des gleichen Puffers ohne Triton X-100 suspendisri. Cie
Suspension wird 2x durch ein 15 ml Kissen des gleichen
Puffers mit 30% Saccharose 10 Min bei 1000 g (2500 rpm)
zentrifugiert. Nach dem ersten Mal werden die Kerne ait
Trypanblau gezdhlt. Die Kerne werden dann im Kernpuffer

{20 mM Tris pH 7,9, 75 mM NeCl, 0,5 mM EDTA, 0,85 aM OTT,
0,125 aM PMSF, 50% Glycerin) sufgenommen und in Portionen

zu Exlﬁ? Kerne in 100 pl bei - 70 °C oder in flissigen

Stickstoff eingefroren.

Bei der nun folgenden Neusynthese von RNA mit 32P-pryTP
werden von der Polymerase II nur die RNA-Molekiile ver-
léngert, deren Transkription in vivo schon initiiert war.
Der Test ist slso ein MsB fir die Polymerasedithte bzw.
Trenskriptionsrete der Zellen in einem bestimmten Akti-

vierungsstadium,
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Fir die Elongationsresktion wird auf Eis in einem Eppen-
dorfgefdafl zusammenpipettiert :
6 ul H,y0
+ 10 pl 25 mM rATP
+ 10 pyl 25 mM rCTP
+ 10 pl 25 mM rGTP
+ 25 pl 100 mM Creatinphosphat
+ 27 pyl 2 W (NHd)nga
+ 25 pl 10x EP (870 mM Tris pH 7,98, 240 mM NaCl, 2 mM EDTA,
g mM DTT, 0,5 mM PMSF, 830 mM 1Naﬁ3259& )
+ 1,7 pl 1 M HnClQ
+ 5 pul 25% Sarcesyl
+ 5 gl Creatinkinase (2,5 U/pl)
+ 25 pl 32P- &x-rYTP (250 pCi, 410 Ci/mmol)
+ 100 pl Zellkerne
In einem Gesamtvolumen von 250 pyl wird 30 Min. bei 26 °C
inkubiert. Die Reaktion wird gestoppt durch Zugabe von :

+ 1,25 ml H,O

2
+ 60 pl 10% SDS

+ 50 U DNase I (RNase frei)

inkubieren f4r S Min. bei 26 °C.

+ 15 pl Proteinase K (10 mg/ml)

inkubieren fir 30 Min. bei 26 °C. Die 1ldsung wird nun in
ein 10 ml Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt

+ 10 yl Carrier RNA (10 mg/ml)

+ 1,5 ml 0,3 M NaDAc, 20 aM EDTA

Das Gesamtvolumen betrégt nun 3 mi,

Extraktion mit 1 Vol Phenol, zentrifugieren 10 Min. bei

10000 rpm im HB-4 Rotor in der Sorvall-Zentrifuge.

S EmE o
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Uberstand + 1 Vol Chloroform, extrahieren, zentrifugieren

Uberstand + 1 Vol 10% TCA, 60 mM Na,P,.0 2 mM ruTP

4 277"

inkubieren 30 Min, auf Eis

zentrifugieren 10 Min.bei 10000 rpm im HB-4 Rotor b=i 4 °C
Uberstand dekantieren (sehr radioaktiv)

Sediment ldsen in 400 pl 0,3 M NalGAc, in ein EppendorfgefaB
iberfihren und mit 2,2 Vol Ethanol ausfédllen 30 Min, bei -70°C.
Zentrifugieren 10 Min. in der Eppendorfzentrifuge

Das Sediment in 200 pl TES aufnehmen und ein Aliquot im
Szintillationszéhler vermessen. Es werden etwa 5x105 cpm

sdurefallbare RNA neu synthetisiert.

Die radiocaktive neu synthetisierte RNA wird nun hybridisiert
mit einem Hybond N-Filter, auf dem spezifische DNA-Fragmente
(je ca. 4 ug) der nachzuweisenden Gene (mdglichst ohne re-
petitive Sequenzen) gebunden sind.

Vorhybridisierung iber Nacht bei 42 °C mit dem Hybridisierungs-
puffer (50% Formamid, 5x BFP, 6x SSPE, 300 pg/ml Lachs-DNA,
0,3% SDS, 250 pg/ml Carrier RNA (Hefe-RNA)). Fir die Hybri-
disiecung wird die markierte RNA in TES 10 Min. bei 70 °C de-
naturiert und zu der Vorhybridisierungsldosung zugegeben,

Die Filter werden mit 1x10° cpr/wl Hybridisierungslésung

3 Tage bei 42 °C hybridisiert.

Waschen der Filter:2x 6 Min R,T. mit 2x SSC
2x 15 Min. 60°C mit 0,3x S$8C;/0,1% S0S
1x 15 Min. R.T. =mit 2x SSC
1x 15 Min.R.T. mit 2x S8C/2,5pg/=m1 RNaseA
ix 15 Min.R.T. mit 0,3x S$S8C/0,1% SOS

Die Filter werden ca. 7 Tsege an einen Rintgenfilm sngelagt.

SRR U S TR T AT W LSRR S LT L n e el L e -

CERSE

AR
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2.2.29 Transfektion von DNA mit Calciumphosphat(iaa—Iss)

Die Zellen werden einen Tag vor der Transfektion neu aus-
gesdht, 1x108 Zellen 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 Losungen werden steril in zwei 5 ml Réhrchen bei R.T.
vorbereitet :
a) 0,5 ml 2xHBS (280mM NaCl, 1,5mM Na

HPO 50mM HEPES pH7,1)

2 4’

b) 0,43 ml H,0

2
+ 62 pl 2 M CaCl

2

+ 10 pl zu transfizierende DNA (0,1-10 pg)
Losung b) wird tropfenweise mit Ldsung a) gemischt und
bleibt fir 30 Min. bei R.T7. stehen. Es bildet sich ein
feines Prédzipitat der DNA. Die Mischung wird nun auf die

Zellen pipettiert, gleichma@Big verteilt und bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

Zur Erhdhung der Transfektionsrate kann ein Glycerinschock
durchgefihrt werden :

Nach 3 Std.werden die Zellen mit auf 37 °C vorgewérmten
serumfreien Medium gewaschen. Pro 10 cm Kulturschale
werden 3 ml 15% Glycerin in MEM (37 °C) pipettiert,
gleichméBig verteilt und 2 Min.bei 37 °C inkubiert. Dann
werden die Zellen wieder mit serumfreien Medium gewaschen

und bekommen 20 ml neuves Medium mit 5% 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 fir 4 - 8 Std. zur Induktion der Transkription
im

der entsprechenden Gene 10 pM ZnCl2 und 2 uM Cd012

Medium zugestzt.

Bei der Transfektion mit pSVZ2neo (siehe 2.1.8B.) zwur sta-
bilen Transformation wird dem Medium 2 Tage nach der Trans-
fektion 400 pg/ml G418 zur Selektion zugesetzt. Die

meisten Zellen sterben nun und lésen sich von dem Boden

der Kulturschale ab. Nach ca. 10 Tagen werden 5 - 10 neo-

mycinresistente Klone pro 10 cm Kulturschale sichtbhar.
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3. Ergebnisse

3.1, Expression von c-0Onkogenen in Milzzellen der Maus

3.1.1. Expression in ConA stimulierten Milzzellen

Lymphozyten aus Mausmilzen wurden nach miglichst kurzer

Aufarbeitung und ohne die Zellen mit irgendwelchen stimu~

lierenden Agentien in Berihrung zu bringen, als "nicht-

aktivierte" Zellen als Ausgangsmaterial und Referenz fir

alle weiteren Versuche verwendet.

Werden diese Zellen in RPMI-Medium mit 5% FCS ausgesiht

und bei 37 °C inkvubiert, findet keine meBbare Prolifera-

tion statt. Bei Zusatz von 2,5 pg/ml Concansvalin A (ConA)
in das Medium beginnen die T-Zellen zu proliferieren und
bauen ab ca. 20 Std. nach Stimulation *H-Thymidin in ihre
ONA ein (Abb.8). Durch ConA werden T-Helferzellen (L374")

und zytotoxische T-Zellen (Lyt2+) glezichermafen stimuliert,

! wobei die T-Helferzellen das fir die Proliferstion beider
T-Zell-Populationen notwendige Interleukin-2 {(IL-2) in

der Zellkultur selbst produzieren.

Die T-Zellen durchlaufen mehrere Zellzyklen bis sie nach
etwa 5 Tagen die Proliferation einstellen und einige Tage
spdter sterben. Diese Zellen sind slso normale, nicht-

transformierte Zellen und kénnen nicht unbegrenzt in Kul-

tur gehalten werden.
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Zu verschiedenen Zeitpunkten nach ConA-Stimulation wurde
aus den Lymphozyten RNA und DNA prapariert. Um den je-
weiligen Zustand der Zellen zu erhalten, wurden diese
5 Min.bei 4 °C sedimentiert und sofert in Guanidinium-

rhodanid-Puffer aufgeldst. Die RNA wurde Ober einen

cpm-io—3
100 -
#—a ConA
50 - p—0 Medium
0 R i
1 2 3 4 5 d

Abb.8: 3*H-Thymidineinbau stimulierter Lymphozyten

Lymphozyten aus Mausmilzen wurden in RPMI-Medium

5% FCS mit (m—s) oder ohne {(o-g) ConA fir verschie-
dene Zeiten bei 37 °C inkubiert. Jeweils 16 Std. vor
dem Ernten der Zellen wurdemit 5 pCi 3H-Thymidin
ney synthetisierte DNA markiert und der radioaktive
Einbau gemessen {siehe 2.2.8.).

CsCl-Gradienten gereinigt, in einem denaturierenden Agaro-
segel der GrdBe nach aufgetrennt, euf einen Nitrozellulose-
Filter Obertragen und mit onkogenspezifischen Proben hybri-

disiert (siehe Material und Methoden).
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Das Signal fur 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 Signalstaérke rasch

wieder ab (Abb.S(A)).

Als Kontrolle dafiir, daB in allen Spuren vergleichbars
Mengen intakter RNA vorhanden ist, wurde die Nitrozellu-
lose-Folie gleichzeitig mit einer H-2 spezifischen Probe
hybridisiert. Die mRNA dieses Cens des Haupthistokompati-
bilitdtskomplexes der Maus gibt ein Signal bei 1,7 kb,
unterhalb der 18 S ribosomalen BNA. Bei einem sehr starken
c-fos oder c-myc Signal schmiert dieses nach unten und
wird so von der 18 S RNA getrennt, daB eine weitere Bande
bei 1,7 kb erscheint. Das verstarkt das Signal der dort
lokalisierten H-2 Bande unspezifisch und macht diese als
MaB fir die Menge der aufgetragenen gesamt RNA unzuver-
l8ssig. Besser geeignet ist das Anfarben der BRNA in einem
Vergleichsgel (Abb.B) oder das Anférben der Nitrozellulose-

Folie nach der Hybridisierung (siehe 2.2.26.).

Als 2weite onkogenspezifische Probe wurde ein Plasmid mit
einem Teil des c-myc Gens verwendst. Die c-myc mBRNA Ex-
pression zeigte eine v6llig andere Kinetik als die c-fos
mRANA Expression (Abb.9{(B)). Hier wurde das Maximum erst

8 Std. nach Stimulation mit ConA erreicht und die c-myc

mANA blieb auch noth nach Tagen nschweisbar,
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Abb.9: Northern-Blots ConA-stimulierter Lymphozyten

Lymphozyten aus Mausmilzen wurden mit 2,5 pg/ml CondA
in RPMI 5% FCS stimuliert, nach verschiedenen Zeiten
RNA prépariert und Northern-Blots angefertigt. Die
Nitrozellulose-~Filter wurden hybridisiert mit durch
Nick-Translation markierten ONA-Proben spezifisch
fir fos (pfos(M)780) und H-2 ipﬂﬁzﬂi}iaai_myu {pmyc
(M)E2)(B), Ha-ras (1,3 kb KpnI/Pstl Fragment von pH1)
() und env (penv) (D). '
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Das c-Ha-ras Onkogen wurde insgesamt nur sehr schwach ex-
primiert, zeigte aber eine Zunahme bei 24 und 48 Std nach

ConA-Stimulation (Abb.9(C)).

Das zelluldre Gen fir das Glycoprotein gp70, das Homologie
zu retroviralen Genen fir das HOllprotein (env) besitzt,

wurde erst 24 Std. nach Stimulation mit ConA voriibergehend
)(165}(168)

exprimiert (Abb.9(D)

Mindestens drei zellulare anagehe, ¢-fos, c-myc und c-Ha-ras
wurden also von proliferierenden normalen Lymphozyten mit
verschiedener Kinetik exprimiert. Trotzdem sind diese

1 Zellen nicht transformiert und kdnnen auch nicht unbegrenzt

in Kultur gehalten werden.

é 3.1.2. Expression in Tumorzellen

Ein Vergleich der Onkogenexpression in Lymphozyten mit
viral transformierten Zellen oder durch chemische Karzino-
genese entstandenen Tumorzellen (Tabelle 1) zeigte, daB
auch in transformierten Zellen nicht immer mehr mRNA der
getesteten Onkogene exprimiert wurde, als in mitogen sti-

mulierten normalen Lymphozyten (Abb.10(b),11(b),12(b)}.

Die DNA der Tumorzellen (Abb.10{(a),11{a),12(a)) zeigte
| verschiedene Unregelmé@Bigkeiten, wie Amplifiketionen oder

Rearrangements.
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Die c-fos, c-myc und c-Ha-ras Gene der Lymphozyten lagen
dagegen als eine Kopie pro haploidem Genom vor (Abb.10{sa),

11(a),12(a) jeweils Spur 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 SCH und BDVII (Abb.10(b)Spur 6 und B) im Vergleich

zu CHI-behandlten Lymphozyten (Abb.10(b)Spur 13) zu erkennen.

Die Expression der c-myc mBNA war nicht korreliert mit der
Amplifikation des Gens (Abb.11). So wurde die c-myc mBNA
in MCA-Zellen (Abb.11(b)Spur 1) weniger exprimiert als in
SCH-Zellen (Abb.11(b)Spur 4), obwohl das c-myc Gen in den
MCA-Zellen etwa zehnfach amplifiziert ist und in den SCH-

Zellen als Einzelkopie vorliegt (Abb.11{a)Spur 1 und 4).

Auch c-Ha-ras wurde in den Tumorzellen unterschiedlich

stark exprimiert. (Abb.12(b)). Auffdllig war eine starke
Hybridisierung mit der mRNA aus Molony-Sarkomavirus trans-
formierten Zellen, SAE+, die auch Virus-Produzenten sind
(Abb.12(b)Spur 2). 6ie DNA der UT-Zellen (Abb.12{a)Spur 9)
zeigte eine zusitzliche Bande bei 8 kb, die auf ein Rearrange-
ment von c-Ha-ras oder Amplifiketion und Kreuzhybridisierung
von c-Ki-ras zurlckzufihren sein kénnte. Die selben Zellen
zeigten auch eine Amplifikation des c-myc Gens um etwa das

Finfzigfache (Abb.11(a)Spur 9).



Tabelle 1

mRNA (Northern-Blot)

Inzuchtai Name - DNA (Southern-Blot) | Zellen trensformiert
stamm fos | myc (He-ras|mos

STuU MCA-5 - + + - myc amplifiziert Mathylcholanthren(136)

STU sac* - ++ 444 + :myc/mos amplifiziert] MoMuSV (Virus+)

3TU SAC™ - +4 +4 + | myc/mos amplifiziert|{MoMuSV (Virus")

STU SCH-TD ‘(+)*3 ¥ + - - (spontaner Tumor)

C57B1/86 BDVII ‘(+)*I + + - | fos rearrangiert Dimethylbenzanthrazen(137)
€5781/6 T241 ND ? + + - myc amplifiziert Dibenzanthrazen(las)

CaH HOII - + | + - | fos rearrangiert Dimethylbenzanthrazen(137)
CaH THY - + + ND - ? (Trichoepithelinm)(lag)
NMRI : ut - b + - wyc/ras amplifiziert Dimethylbenzanthrazen(140)
1294 Fg - + + - - (Terato Karzinom)

*

schwache Expression nach Behandlung mit CHI

R S S s R AR e

—Ag—
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Southern- und Northern-Blot der Tumorzellen

a) Aus verschiedenen Tumorzellen wurde DNA prdpa-
riert, mit EcoRI gespalten, ein Southern-Blot an-
gefertigt und mit einer fos-spezifischen ?*2P-mar-
kierten Probe hybridisiert. Die Spuren enthalten

DNA aus : MCA(1), SACT(2), SACT(3), SCH(4), C57B1/6-
Milz(5), BDVII(6), T241(7), HDII(8), UT{(9), FO{1D),
TRI(11) und 3T3(12).

b) Northern-Blot der Tumorzell-RNA. Jeweils ein
Teil der Zellen wurde mit 20 pg/wl CHI fir 1 Std.
vorbehandelt. Die Spuren enthalten BNA aus :
MCA(1), MCA+CHI(2), SAC (3), SAC +CHI(4), SCH(S),
SCH+CHI(6), BODVII(7), BDVII+CHI(8), HDII(9), HDII+
CHI(10), UT(11), UT+CHI{12), Lymphozyten+CHI{13),
TAI(14) und FO9(15).
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Abb.11: Southern- und Northern-Blot der Tumorzellen

a)y Southern-Blot hybridisiert mit einer 3?P-markier-
ten, myc-spezifischen Probe. Die Spuren enthalten
DNA aus : MCA(1), SACY(2), SAC™{3), SCH{(4), C57B1/6-
Milz(5), BDVII{(6), T241(7), HOII(8), UT{9), F3{10).
Das Signal fir das c-myc Gen in den Spuren (1)3{2){3}
und {7) ist etwa 10fach, in Spur (8) etws 50fach
amplifiziert.

b) Nerthern-Blot der Tumorzellen hybridisiert mit
einer 3?P-markierten myc-spezifischen Probe. Die
Spuren enthalten RNA aus den selben Zellen wie im
Southern-Blot &). Spur 5 enthdlt RNA asus nich*-
aktivierten Lymphozyten, Spur 11 RNA ays 48 Std.
LPS~aktivierten Lymphozyten.
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Southern- und Northern-~-Blot der Tumorzellen

a) Southern-Blot hybridisiert mit einer ?2P-markier-
ten Ha-ras-spezifischen Probe. Die Spuren enthalten
die gleiche DNA wie in Abb.11(a) : MCA(1), Sat*¢2),
SAC™(3), SCH{4), C57B1/6-Milz(5), QE?II{E;, 1241(7),
HOII(8), UT{9), F9{10). Das Signal in Spur 9 bei 9 kb
kommt entweder durch Kreauzhybridisierung mit ampli-
fiziertem c-Ki-ras od2r Rearrangement von c¢-Ha-ras
zustande.

b) Northern-Blot der Tumorzellen hybridisiert mit
giner 3?P-parkierten Ha-ras-spezifischen Probe. Die
Spuren enthalten RNA @us den selben Zellen wie im
Souvthern-Blot &). Spur 5 enthalt RNA sus nicht-akti-
vierten Lymphozyten, Spur 11 BNA sus 48 Std. LPS-
aktivierten Lymphozyten,
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Die beiden zelluléren Onkogene c-myc und c-Hs-ras wurden
demnach in unterschiedlicher Menge, aber in allen gestesteten
Zellinien exprimiert. Thre Expression ist deshalb mit des
transformierten Zustand eher korreliert als die Expression

der c-fos mRNA, die hier nicht nachzuweisen war.

3.1.3. Expression in gereinigten und stimulierten T-Zellen

aus Mausmilzen

Mauysmilzen bestehen zu ca. 55% aus T-Zellen, 40% aus B-Zellen
und 5% aus Makrophagen. Aufgrund ihrer Bindungseigenschaften
an Nylonwolle lassen sich B-Zellen und Makrophagen leicht

von den T-Zellen abtrennen (siehe 2.2.2.). Die T-Zellen aus
gesamt-Milzzellen wurden gereinigs, um eine einheitlichere
Zellpopulation zu erhalten und prozentual mehr Zellen mit

ConA zu stimulieren. Um esine noch bessere und synchronsere
Proliferationsantwort auf die Stimulation zu bekommen, wurden
die T-Zellen mit Neuraminidase {[siehe 2.2.4.) behandelt.Diese
entfernt negative, sich abstoBende Ladungen von der Oberflé-
che der Zellen und erleichtert dadurch den fir die Aktivierung
wichtigen Zell-Zell-Kontakt und macht die T-Zellen unabhéngig
von akzessorischen Zellen(122)

Aus nicht stimulierten und 3, 20 und 48 Std. ConA-behandelten
T-Zellen wurde RNA prépariert, Northern-Blots angefertigt
und mit c-myc, c-Ha-rss und H-2 spezifischen Proben hybri-

disiert. (Abb.13).
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Parallel zu den RNA-Pré@parationen wurde ein 3H-Thymidin-
Einbau zur Kontrolle der Proliferstion durchgefihrt {(Abb.14).
Da nur noch wenige B-Zellen und Makrophagen unter den T-
Zellen waren, fihrte die ConA-Stimulation im Vergleich zvu
ungetrennten Milzzellen zu einem starkeren Signal der c-myc

und c-Ha-ras mANA.

0 3 2048 h 0 32048 h 8 32088 h

myc

24kb » ‘ H-2
TaSHa .
11 kb »

14 kb »

Abb.13: Northern-B8lot ConA-stimulierter T-Zellen

Uber Nylon-Wolle gereinigte und Neuraminidase be- .
handelte T-Zellen wurden mit 2,5 pg/ml Cond sti-
muliert, nach verschiedenen Zeiten RNA prépariert
und Northern-Blots angefertigt. Die Nitrozellulose-
Filter wurden hybridisiert mit durch Nick-Transia-
tion markierten DNA-Proben spezifisch fir c-myc
(pmyc{M)E2)(a), t~Ha-ras (1,3 kb Kpnl/Patl Frag-
ment von pH1) (b)), und H-2 {@ﬁeﬁﬁi}(e3,vaak%i wurde
der Filter {a) mit H-2 nachhybridisiert, sodad die
c-myc Banden in {c) schwasch sichtber blieben.
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Schon 3 Std. nach Stimulation mit ConA zeigte sich ein
c-myc Signal, das etwa 50fach sté@rker als in nicht akti-
vierten Zellen war (Abb.13(a)). Die c-Ha-ras qRNA wurde
20 Std.nach Stimulation maximal exprimiert und war bei

48 Std. wieder schwidcher (Abb.13(b)).

;; Abb.14:3H-Thymivin ¥ nbau

; CPM P
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33 Im Prinzip entsprach das Ergebnis der Expression in ConA-

i stimulierten ungetrennten Milzzellen. Die c-fos Expression

%? wurde hier nicht untersucht, de widhrend der Reinigung der

T-Zellen mit 5% FCS bei 37 °C inkubiert wurde, was, wie
nachfolgend gezeigt wird, an sich schon die c-fos Expression

5 stimulieren kann (siehe Abb.21(B)).
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Die T-Zellen aus Mausmilzen bestehen zu etwa 50% aus

L3T4"-T-Helferzellen und zu 50% aus Lyt2+-zytotoxischen
T-Zellen. ConA stimulierte beide Subpopulaticnen, wobei
die T-Helferzellen in der Kultur genigend IL-2 zur Pro-
liferation beider Subpopulationen produzierten {Abb.14).
Mit 0,5 pg/ml Leukoagglutinin (LA) wurden nur die LytZ*—
zytotoxischen T-Zellen zur Expression des IL-2-Rezeptors

angeregt, sie konnten aber selbst IL-2 nicht ausreichend

a b c

LA 0 3 320204848 h LA 0 3 320204848 h LA 0 3 320204848 h
A -2 - - + - + -+ -2 - - + - + -+

myc

2.4 kb»

H-2
17kb» |

rasHa

14kb»

Abb.15: Northern-B8lot LA-stimulierter T-Zellen

Uber Nylon-Wolle gereinigte und Neuraminidase-
behandelte T-Zellen wurden mit 0,5 pg/ml LA
stimuliert und teilweise 30 U/ml kloniertes

IL-2 zugegeben. 3, 20 und 48 Std. nach Stimu-
lation wurden die Zellen geerntet, RNA préapa-
riert und Northern-Blots angefertigt. Die Nitro-
zellulose-Filter wurden hybridisiert mit 32pP-
(pmyc(M)E2)(a), c-Ha-ras (1,3 kb KpnI/Pstl Frag-
ment von pH1)(b), und H-2 (pH-291)(c).
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fir Proliferation produzieren. Die L3T4%-T-Helferzellen
reagierten unter diesen Bedingungen nicht auf LA und pro-
duzierten deshalb auch kein IL-2. Wurde jedoch bei derxr
Stimulation mit LA dem Medium 30 U/ml IL-2 zugesetzt,
proliferierten die Lyt2+-2e11en (etwa 50% der mit ConA

aktivierten Zellen, Abb.14).

Die Northern-Blots der LA stimulierten T-Zellen mit und
ohne IL-2, also in proliferierenden und nicht-proliferie-
renden Zellen, sind in Abb.15 zu sehen. Zugabe von IL-2
fiohrte zu einer Verstédrkung des c-myc mRNA-Signals
(Abb.15(a)) und zu einer schwachen Verstédrkung des c-Ha-

ras mRNA-Signals {(Abb.15(b)).

Die Kinetik der Expression von c-myc war im Vergleich zu
ConA-stimulierten T-Zellen zu spéteren Zeiten hin ver-
schoben, obwohl der Beginn der Proliferation bei den ConA-

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

Wurde der Unterschied in der Kinetik der c-myc Expression
nun durch das andere Mitogen oder die Zellpopulation ver-

ursacht ? Um diese Frage zu kléren wurden aus den T-Zellen

die Lytz*—zytotoxischen T-Zellen isoliert und untersucht.
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fir Proliferation produzieren. Die L3T4 -T-Helferzellen
reagierten unter diesen Bedingungen nicht auf LA und pro-
duzierten deshalb auch kein IL-2., Wurde jedoch bei der
Stimulation mit LA dem Medium 30 U/ml IL-2 zugesstzt,
proliferierten die Lyt2+-2ellen (etwa 50% der mit ConA

aktivierten Zellen, Abb.14).

Die Northern-Blots der LA stimulierten T-Zellen mit und
ohne IL-2, also in proliferierenden und nicht-proliferie-
renden Zellen, sind in Abb.15 zu sehen. Zugabe von IL-2
fiohrte zu einer Versté@rkung des c-myc mRNA-Signals
{Abb.15(a)) und zu einer schwachen Verstérkung des c-Ha-

ras mRNA-Signals (Abb.15(b)).

Die Kinetik der Expression von c-myc war im Vergleich zu
ConA-stimulierten T-Zellen zu spéteren Zeiten hin ver-
schoben, obwohl der Beginn der Proliferation bei den ConA-

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

Wurde der Unterschied in der Kinetik der c-myc Expression
nun durch das andere Mitogen oder die Zellpopulstion ver-
ursacht ? Um diese Frage zu kldren wurden aus den T-Zellen

die Lyt2+-zytotoxischen T-Zellen isoliert und untersucht.
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3.1.4. Expression in stimulierten Lyt2+-T—Zellen

Die gesamt T-Zellen wurden mit einem Ratte anti-T4{Maus}-
Antikdrper (H.1.29.19), Kaninchen anti-Ig{Ratte)-Antikdrper
und Komplement behandelt, um die L3T4%-Zellen zu entfernen
(siehe 2.2.3.). Die LytZ*-Zellen wurden dann mit ConA

alleine, mit ConA + IL-2 und mit LA + IL-2 stimuliert.

€0 4
Abb.16: 3H-Thy.-Einbau cpnwﬁﬁ‘
Lyt2*—Zellen wurden mit 504
2,5 pg/ml ConA (@), ;
ConA+IL-2 (30 U/ml) (m-m), 48 - ]
0,5 pg/ml LA (0~0) oder |
LA + IL-2 {30 U/ml) (e-e) 30 -
stimuliert und jeweils | j
16 Std. vor dem Ernten der ggj
Zellen mit 5 pCi 3*H-Thy-
midin neu synthetisierte 19 -
DNA markiert. 3

Der 3H-Thymidin-Einbau zeigt, daB ConA + IL-2 und LA + IL-2
in gleichem MaBe zur Proliferstion fihrten {(Abb.16).

ConA oder LA ohne Il-2 induzierte zwar den IL-2-Rezeptor,
konnte die Lyt2% zytotoxischen T-Zellen sber nicht zu einer
ausreichenden Produktion des Wachstumsfaktors IL-2 snregen.

(abb.16) (122
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Die nicht-proliferierenden, ConA-stimulierten lgtE*-Eellen
zeigten im Northern-Blot ein schwaches Signal der c-myc
mBNA nach 3 und 20 Std., welches nach 48 Std wisder ver-
schwunden war {(Abb.17(a)). Die mit ConA + IL-2 stimuvlierten,
also proliferationsaktiven Zellen, zeigten nach 3 Std, eben-
falls ein schwaches Signal fir c-myc, welches erst nsch

20 Std. maximal uwnd nach 48 Std. noch deutlich sichtbar war.
Die Stimulation mit LA + IL-2 fihrte bei gleicher Prolife-
ration (Abb.18) nach 3 Std. zu tUberhaupt keiner und nach

20 und 48 Std. zu einer schwicheren Expression von c-myc

mBNA als die Stimulation mit ConA + IL-2 {Abb.17{a)).

a b
ConA  ConA LA ConA  ConA LA
+ 5 + %
-2 -2 n-2 02
"0'3 2048'3 2048 3 2048 h 03 2048 3 2048 3 2048 h

env
myc 30kb»
24 kb»
1ikb»
1.4 kb» H-2
rasHa

Abt . 17: Northern-Blot stimulierter Lyt2'-T-Zellen

Lyt2*-T-Zellen wurden mit 2,5 pg/ml ConA, ConA+IL-2
{30 U/ml) und LA+IL-2 stimuliert, nach 3, 20 und 48
Std, geerntet, RNA prépariert und ein Northern-Blot
angefertigt. Der Nitrozellulose-Filter wurde hybri-
disiert mit ¢-myc und ¢-Ha-ras spezifischen Proben{a)
und der selbe Filter rehybridisiert mit env und H-2
apezifischen Proben (b).
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C-Ha-ras wurde nur in den proliferierenden Lyt2+—T-Zellen
verstarkt exprimiert (Abb.17(a)). Im Falle der c-Ha-ras
Expression war kein Unterschied zwischen ConAsIL-2 und

LA+IL-2 -Stimulation festzustellen.

Die quantitative Auswertung der Northern-Blots (Abb.13, 15,
und 17) fir das c-myc mRNA-Signal bezogen auf H-2 verdeut-
licht den Unterschied zwischen ConA- und LA-Stimulatien

(Abb.18). o
T ConA T LA

5 4
4 -
3“

9 4

it

1 4

HEEBEEBREERER
20

¢ 3 48 3 20 48 3 30 48 h
ConA ConA+Il-2 LA+1~2

Abb.1B: Densitometrische Auswertung der Northern-Blots

Die Absorption des c-myc¢ und H-2 Signals der
Northern-Blots von Abb 13, 15 und 17 wurden ge«
messen und normiert auf H-2. Daraus ergibt sich
eine relative c-myc Expression bezogen auf H-2.
Die absoluten Werte der c-myc und H-2 Expression
der unterschiedlichen Northern-Blots k@nnen nicht
miteinander verglichen werden.
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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-myc Expression in
ungetrennten T-Lymphozyten (Abb.13) mit Maximalwerten
bei 3 Std. nach ConA-Stimulation unterschied sich deut-
lich von der Kinetik in Lyt2+—T—Zellen und dirfte daher

charakteristisch fir die T-Helferzellen sein.

Auch die H-2 mRNA-Konzentration nahm nach mitogener Sti-
mulation zu und bietet somit keinen optimalen Bezugswert.
Zumindest aber kann damit gezeigt werden, dalB die BNA
intakt war und bei den nicht-aktivierten Zellen kein

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

Drei Ergebnisse sollten festgehalten werden :

1.Die Expression des c-myc Gens genigte nicht zur Proli-
feration der T-Zellen.

2.Die Stédrke der c-myc Expression war nicht korreliert
mit der proliferativen Aktivitét der T-Zellen.

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

zeigten bei gleicher mitogener Stimulation eine unter-

e
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3.2. Regulation der Expression

3.2.1. Wirkung von Cycloheximid auf die mRNA-Konzentration

(95) (99)

Von K.Kelly und Ch.Dani wurde Ende 1983 gefunden,
daB Cycloheximid (CHI) bei Lymphozyten und verschiedenen
Zellinien (Hela, MCF7, HL60) eine Akkumulierung der sonst
sehr kurzlebigen mRNA von c-myc bewirkt. Worauf der Mecha-
nismus dieses Effektes beruht, ist noch unhekannt. P.lLeder
postulierte zwei Modelle, einen labilen Repressor, der bei
der Inhibition der Proteinbiosynthese durch CHI nicht mehr
nachproduziert wirde, oder eine Stabilisierung der mBNA der

entsprechenden Gene(79)

Meine weiteren Versuche beschéftigten sich zundchst mit der
Frage, welche Wirkung CHI auf die Konzentration und Halb-
wertszeit der mRNA von c-myc, c-fos und c-Ha-tes in Lympho-
zyten het und schlieBlich, ob die Expression der Onkogene

einer Transkriptionskontrolle oder einer Post-Transkriptions-

kontrolle unterliegt.

Die Expressionskinetiken in ungetrennten Milzzellen (siehe
Abb.9) wurden so erweitert, daB zu jeder RNA CondA-stimu-
lierter Lymphozyten nun such die entsprechende RNA sus CHI-
behandelten Zellen isoliert wurde. Die Zellen wurden 1 baw.
3 Std, vor dem Ernten mit 10 pg/ml CHI im Medium behandelt
und danach die RNA prépariert, Northern-Blots angefertigt
und mit spezifischen, radioaktiv markierten Proben fir c-myc

(Abb.19(A)), c¢~fos {Abb.21(A)) und ¢-Ha-ras {Ahb.22(A))
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hybridisiert. Gleichzeitig wurde eine Kinetik der Onko-
genexpression nur in Medium mit 5% FCS gehsltener Zellen
mit und ohne CHI durchgefdhrt. Nun konnte also direkt

die Expression der Onkogene proliferierender Lymphozyten
(Abb.18(A), 21i(A), 22(A)) verglichen werden mit der Ex-
pression in nicht proliferierenden Lymphozyten {(Abb.19(8B),

21(B), 22(B)).

Die Proliferationskontroclle zu den Versuchen, d.h. der
SH-Thymidin-Einbau, zeigte einen klaren Gegensatz zwischen
proliferierenden (ConA) und nicht proliferierenden (Mediua)

Lymphozyten (Abb.8).

Die c-myc mRNA-Konzentration nach ConA-Stimulation wurde
deutlich beeinfluBt durch CHI (Abb.19(A)). CHI fihrte bei
frihen MeBpunkten (3, 6 und 12 Std) zu einer Superinduktion
und bei spéteren Werten zu einem konstanten Niveau von

c-myc mRNA. Die Behandlung der Lymphozyten mit CHI fir 1 Std.
in Medium ohne FCS und Mitogen {(Abb.19(B)Spur 9) fihrte nur
zu einem schwachen Signal von c-myc mRBNA. Medium mit 5% FCS
ohne ConA fihrte zu einer schwachen Expression von c-myc,

die durch CHI superinduziert werden konnte {Abb.19(B)).

Die quentitative densitometrische Auswertung der Northern-
Blots (Abb.19 und teilweise AbL.25) ist in Abb.20 derge-
stellt. Die maximale mRNA-Konzentration nach 8 Std. ConA-
Stimulation wurde als 100% Wert genommen. Die Zunahme der

c-myc mRNA von nicht-aktivierten auf meximsl asktivierte
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A 8
12345 678 3UVN 121341 1234587880 nw
CHI - - - - - - --3111113n el t - - - - - - - 111 »
ConA - 2 3 612244872 - 3 12 244872 48 h FCS 24 - 1 3 6 122448 - & 2448
i
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Abb.19: Northern-Blot stimulierter Lymphozyten I CHI

-

Gesamt Milzzellen wurden stimuliert mit 2,5 pg/ml
ConA in Medium 5% FCS (A) oder Medium 5% FCS
alleine (B). Teilweise wurden die Zellen fir 3 Std,
((A)YSpur 9 und 15) oder 1 Std. ({A)Spur 10 bis 14 und
{B)Spur 9 bis 12) vor dem Ernten mit 10 pg/ml CHI
behandelt. RNA wurde prépariert, Northern-Blots an-
gefertigt und hybridisiert mit *2P-markierten DNA-
Proben spezifisch fir c-myc (pmyc{M)E2). Die RNR in
{A}Spur 12 wurde als Kontrolle auch in {B)Spur 1
aufgetragen, um einen direkten Vergleich beider
Bilder zu ermbglichen.
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140
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Abb.20: Densitometrische Auswertung der c-myc Expression

Die Autoradiographien der Northern-Blots von Abb.19
und 25 (6 Std.ConA + CHI) wurden mit dem Densitome=
ter vermessen und die maximale c-myc mRNA-Konzentra-
tion 6 Std nach ConA-Stimulation als 100% Wert ge-
nommen, Die verschiedenen Kurven sind : ¢-myc mRNA
nach ConA-Stimulation in Medium 8% FCS {(e-e), Conh

! + CHI (o-0), Medium 5% FCS alleine (a--a) ynd Mediun
5% FCS + CHI (2-=).

i
‘:l
|

3l
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Lymphozyten war etwa S5Ufach. Medium mit 5% FCS stimulierte
nur ca. 10% der maximalen Expression schon nach 1 Std. CHI
bewirkte in diesem Falle eine Erhdhung der c-myc mRNA-Kon-

zentration auf ca. 50% der maximslen Expression {Abb.20).

Da in nicht stimulierten Lymphozyten die Behandlung ait
CHI nicht zu einer erhihten Expression von c-myc mANA
fiuhrte (Abb.139(B)Spur 9), zu allen spateren Zeiten saber
die c-mvyc Expression durch CHI superinduziert wurde,
waisen diese Daten darauf hin, deb dic Expression der
c-myc mBNA zunBchst einer Transkriptioaskontrolle unter-
liegt, zu spateren Zeitpunkten dann aber post-transkrip-

tionell reguliert ist.

Fin anderes Ergebnis lieferte die Unlersuchung der c-fos
Expression : Der Vergleich der c-fos Expressicn in ConA-
stimulierten und nur mit Medium mit 5% FCS behandelten
Lymphozyten zeigte in beiden F8llen dieselbe Kinetik und
Stérke des c-fos Signals (Abb.21(A)(B)). Die c-fos Ex-
pression wurde alst von Medium mit 5% #7735 stimuliert, ob-
wohl diss nicht zur Proliferation der Lymphozyten fihrte
{Abb.8). Das Signal der c-fos mRNA errsichte in prolife-
rierznden und aicht-preliferierendsn Lymphozyten 1 Std.
nach Aufnahme der Zellen in Medium mit 5% FCS sein Maxi-

mum und wurde darach resch wieder abwirtsreguliert.

Auch CHI war nicht in der Lage die mRNA-Konzentration zwu
spiteren leitpunkten nach Stimulation 2u erhéhen {Abb.ZL{A)
Spur 1% und (B)Spur 12), wenn such die Expression um sinige

Stunder verléngert war. DsB CHI zv spéteren leitpunkten
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Abb.21: Northern-Blot stimulierter Lymphozyten T CcHI

Gesamt Milzzellen wurden stimuliert mit 2,5 pg/ml
Con&A in Medium 5% FCS (&) oder Medium 5% FCS alleine
(B). Teilweise wurden die Zellen fir jeweils 1 Std.
vor dem Ernten mit 10 pg/ml CHI behandelt {{A)Spur
10, 12 bis 15,(B)Spur 9 bis 12). RNA wurde prépa-
riert, Northern-Blots angefertigt und hybridisiert
mit spezifischen Proben fir c-fos {(pfos{M)789) und
H-2 (pH-291). Die RANA in (A)Spur 10 stammt aus 1 Std.
CHI behandelten Zellen in Medium ohne FCS.



nach Stimulation nicht mehr zw einer Expression von c-fos
mRANA fihrte, kann nach bisherigen Vorstellungen nur mit
einer Transkriptionskontrolle, d.h. mit dem Abschalten

der Transkription von c-fos erklért werden. Hétte die Kon-
trolle zu diesem Zeitpunkt auf post-transkriptioneller
Ebene stattgefunden, miBte CHI zu einer Stabilisierung

der c-fos mRNA und damit zu einem starken Signsl im
Northern-Blot gefihrt haben, was von mir nicht gefunden

wurde.

Anders als c-myc, wurde c-fos mBNA auch durch CHI alleins

in serumfreiem Medium maximal induziert (Abb.21{A&)Spur 10)
{(vgl. c-myc Abb.19(B)Spur 9). Dies kdnnte durch den Zer-
fall eines labilen Repressors hervorgerufen worden ssin,

oder dadurch, daB schon in nicht-aktivierten Lymphozyten

die Transkrintion angeschsltet war, whhrend dic aRNA-Kon-
Zentratign post-transkriptionell herunterreguliert wasr. lm
zwischea diesen beiden Moglichkeiten unterscheiden zu kdnnen,
wurde spdter eine Nuklease Si-Kartierung (3.2.4.) und sin

Transkriptionstest (3.2.5.) durchgefihrt.

Die c-Ha-ras Expression wurde durch CHI nur wenig beein-
fluBt (Abb.22(A)(B)). In nicht-proliferierenden Lymphozyten
(Abb.22(B)) wurde c-Ha-ras gleichbleibend nur sehr schwach
exprimiert, dagegen fihrte ConA-Stinuvlation und Prelife-
vation 2y der schon vorher gezeigten Erhbhung der c-Ha-ras

Expression (Abb.22(A) und Abb.3({C)).

Auf die mRNA-Konzentration anderer Gene, wie 2.B. B-2, hatte
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Abb.22: Northern-Blot stimulierter Lymphozyten T CHI

Die gleiche RNA wie in Abb.18 und 21 wurde auf
Nitrozellulose-Filter Ubertragen und mit einer
I2p.markierten Probe spezifisch fir c-Ha-ras
(1,3 kb KpniI/PstI Fragment von pH1l) hybridi-
siert. Die RNA in (A)Spur 9 ist die gleiche wie
in (B)Spur 1.

h
h
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CHI keine Wirkung. So blieb das Signal fidr die H-2 mRNA
(Abb.21(A)(B)) als Kontrolle mit und ohne CHI gleich.

Die Vermutung liegt nahe, daf8 CHI nur bei solchen mBNA-
MolekUlen zu einem erhdéhten Niveau fUhrt, die eine sehr

kurze Halbwertszeit haben.

3.2.2. Halbwertszeit von c-fos und c-myc mBNA in
Lymphozyten

Wie von Ch.Dani (1984)®®) ynd M.Piechaczyk (1985) (101 ge.

zeigt wurde, bewirkt CHI eine Stabilisierung der c-myc mRNA

und eine damit verbundene Verlidngerung der Halbwertszeit

von ca. 10 Min, auf ca. 6 Std.in HeLa-Zellen(gg)‘ Kirzlich

(141

konnte C.B.Thompson ) dhnliche Ergebnisse fir die c-myb
mRNA beschreiben. Die Stabilisierung der mBNA durch CHI war
aber nicht in allen bis jetzt untersuchten Zellen glesich.
So hatte CHI auf die c-myc mRNA in Daudi-Zellen keinen

Effekt (99) .

Wie sich CHI auf die Halbwertszeit von c-fos, c-myc, ¢-Ha-
ras und H-2 mRNA bei stimulierten Lymphozyten auswirit*
und ob die Halbwertszeiten dieser mRNA's im Verlsufe der
Aktivierung einer Regulation unterworfen sind, habe ich in

den folgenden Experimenten untersucht.

Lymphozyten aus Mausmilzen wurden mit ConA stimuliert, ein

Teil 30 Min. vor Actinomycin D (ActD)-Zugabe mit CHI versetzt
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und dann die Transkription mit ActD gehemmt. Nach einer
Anlaufzeit von 5 bis 10 Min. wurde die gesamte Transkrip-
tion der Zellen durch Interkalation von ActD in die DNA
gehemmt und die vorhandene mRNA mit einer Jeweils spezi-

fischen Geschwindigkeit abgebaut.

Die Halbwertszeit der c-fos mRNA betrug nach 1 Std. ConA-
Stimulation ca. 25 Min, nach 2 Std.ConA-Stimulation ca.

70 Min. (Abb.23 und 24). CHI verléngerte die Halbwertszeit
auf ca. 8 Std. sowohl 1 Std. als auch 2 S5td.nach Stimulation

mit ConA.

IZwei Ergebnisse wurden deutlich : a. CHI erhéhte die c-fos
mRNA-Stabilitédt und entsprechende mRNA-Halbwertszeiten un-
physiologisch von 25 und 70 Min, auf ca. 8 Std.und b. die
natirliche Halbwertszeit blieb nach Stimulstion nicht gleich,
d.h. daB die Regulation der Genexpression auch iUber eine

Verkirzung oder Verldngerung der Halbwertszeit stattfinden

kann.
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Con&k 1 h 1 h+ CHI 2h 2 h « CHI

ActD 5 15 30 60120 5 15 30 60120 515 20 60 120 5 15 30 60120 min
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Abb.23: Northern-Blot ActD-behandelter Lymphozyten

Lymphozyten aus Mausmilzen wurden 1 Std, {Spur 1 bis
10) und 2 Std. (Spur 11 bis 20) mit 2,5 pg/ml ConA
stimuliert. Bei einem Teil der Zellen wurde 30 Min.
vor der Hemmung der Transkription durch ActD 20 ug/ml
CHI zugegeben (Spur 6 bis 10 und 16 bis 20). Die
Zellen wurden 5, 15, 30, 60 und 120 Min,nach Zugebe
von 5 pg/ml ActD geerntet, RANA prépariert und ein
Northern-Blot angefertigt. Der Nitrozellulose-Filter
wurde mit einer 3?P.merkierten spezifischen Probe
for c-fos (pfos(M)780) hybridisiert. Quantitative
Auswertung siehe Abb.24.
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Abb.24: Halbwertszeit von c-fos mBHNA

Das Auteradiogramm von Abb.23 wurde @it dem Densi-
tometer vermessen und die jeweils maximale Absorp-
tion 5 Min. nach Zugsbe von ActD als 100% gencommen.
{A) Den Zerfall der c-fos mRNA stellt dar : 1 Std,
nach ConA-Stimulation (o«), 1 Std.ConA + CHI (ma=),
2 Std. nach ConA-Stimulation {O-0) und 2 5td. ConA +
CHI (e-e). Aus der logarithmischen Auftragung (B)
ergeben sich die Halbwertszeiten von ca. 25 Min, fir
1 Std.ConA (o0), ca. 70 Min, fir 2 Std. CondA {0-0) und
ca. B Std. filr CHI-behandelte Zellen (sw)und (e-e).

Fir die c-myc mRNA wurden 2 Std. und 6 Std. nach ConA-Stimu-

lation eine Halbwertszeit von ca. 50 Min. gemessen, die

nach 48 Std. ConA-Stimulation auf ca. 12 Min. abgesunken wer.

(Abb.25 und 26). Zugabe von CHI verléngerte die Halbwerts-

zeit bei 6 und 48 Std. Cond-Stimulation gleichermaBen auf

etwa 8 Std, unabhiéngig slso von der Menge und Halbwertszeit

von c-myc mRNA in nicht CHI-behandelten Zellen.
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Abb.25: Northern-Blot ActD-behandelter Lymphozyten

Lymphozyten aus Mausmilzen wurden 2 Std. {Spur 1
bis 5), 6 Std. (Spur 6 bis 15) und 48 Std. {(Spur
16 bis 25) mit ConA (2,5 pg/wl) stimuliert. Bei
einem Teil der Zellen wurde 30 Min. vor Hemmung
der Transkription durch ActD 20 pg/ml CHI zuge-
geben (Spur 11 bis 15 und 21 bis 25). Die Zellen
wurden 5, 15, 30, 60 und 120 Min.nach Zuyabe von
5 pg/ml ActD geerntet, RNA prépariert und ein
Northern-8lot angefertigt. Die Hybond N-Filter
wurden mit einer 3?P-markierten spezifischen
Probe fir c-myc (pmyc{M)E2) hybridisiert. Quan-
titative Auswertung siehe Abb.28.
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Die Tatsache,daB die Halbwertszeit der c-myc mRNA, unab-
hédngig von der Konzentration an mBNA, in der frihen Phase
der Stimulation (2 und 6 Std.ConA) relativ lang war (ca.
50 Min) und bei spateren Werten (48 Std. ConA) sehr kurz
wurde {ca. 12 Min), spricht fir die Induktion einer c-myc

mRNA abbauenden Aktivi it.

A B
100
ti'vth
<
E g 4 50 min
® 59 ;
14 ~ 12 min
° i
5 15 30 0 120 min

Abb.26: Halbwertszeit von c-myc mRNA

Das Autoradiogramm in Abb.25 wurde mit dem Densi-
tometer vermessen und die jeweils maximale Absorp-
tion 5 Min. nach Zugabe von ActD als 100% genommen.
(A) Den Zerfall der c-myc mRNA stellt dar : 2 Std.
nach ConA-Stimulation {O=0), 6 Std. nach ConA-Stimv-
lation (00), 6 Std. ConA + CHI (wm-w), 48 Std.nach
ConA-Stimulation (a4a) und 48 Std. ConA + CHI (aa).
(B) Aus der logarithmischen Auftragung ergeben
sich die Halbwertszeiten von ca. 50 Min. fior 2 und
6 Std.ConA-Stimulation (0<0) und {o~0), ca. 12 Min,
fir 48 Std.ConA-Stimulation (2) und ce. 8 Std. fir
die CHI-behandelten Zellen (wa) und ().
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Die Verdnderung der Halbwertszeit erfolgte bei der c-fos
und c-myc mBNA nach Stimulation mit ConA entgegengesetzt :
bei der c-fos mBNA ansteigend von 25 auf 70 Min, bei der

c-myc mRNA von 50 auf 12 Min. abfallend.

Die Halbwertszeit anderer, langlebiger mRNA-Molekiile wurde
im Gegensatz zu der von c-myc und c-fos mRNA nicht von CHI
beeinfluBt. Das Signal fir c¢-Ha-res (Abb.27) wurde durch
CHI zwar leicht verstarkt, ein Effekt auf die Halbwerts-
zeit war aber nicht zu erkennen. Wéhrend der 2 Std. ActD-
Behandlung war keine Abnahme der ohnehin geringen c¢-Ha-ras

mBNA-Kgnzentration zu erkennen.

Bei der mRNA-Konzentration von H-2 war mit und ohne CHI
keine Verénderung meBbar (Abb.28). Die natirlichen Halb-
wertszeiten von c-Ha-ras und H-2 mRANA schienen eher in der
Grofenordnung von Tagen als von Stunden zu liegen. Auf die
Konzentration und Halbwertszeit dieser langlebigen mBRNA-

MolekiOle hatte CHI keinen EinfluB.

Die post-transkriptionelle Regulation der mRNA-Konzentration
in der Zelle Uber den Abbau war also spezifisch fir die
mRNA ganz bestimmter Gene und erfolgte unsbhingig vonein-

ander.
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Abb.27: Northern-Blot ActD-behandelter Lymphozyten
Die gleiche RNA wie in AbD.25 Spur 16 bis 25 wurde
auf einen Hybond N-Filter Obertragen und mit einer
32Pp-pmarkierten c-Ha-ras spezifischen Probe (1,3 kb
KpnI/Pstl Fragment von pH1l) hybridisiert. Die mBNA
von ¢-Ha-ras mahm in den 2 Std. nach Hemmung der
Transkription durch ActD nicht merklich ab. CHI
bewirkte eine geringe Verstdrkung des Signals der
c-Ha-ras mRNA.
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ConA 48 h 48 h + CHY

ActD 5 15 30 60 120 5 15 30 60 120 min

«28S

1 2 34 586 78 9%

Northern-Blut ActD-behandelter Lymphozyten

Die gleiche RNA wie in Abb.25 Spur 16 bis 25 wurde
auf einen Hybond N-Filter Ubertragen und sit einer
32p-markierten H-2 spezifischen Probe igﬂaéﬂii
hybridisiert. Bie mBNA-Konzentration von H-2Z naham

in den 2 Std.nach Ianhibition der Transkeiption durch
ActD nicht meBbar ab. CHI hatte keinen Effekt auf
die mBNA-Konzentration von H-2.
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3.1.3. Halbwertszeit von c-myc mBNA in Tumorzeilen

Als Vergleich zu der mBNA-Stabilitdt in ncrmalen Lympho-
zyten wurden auch bei funf Tumorzellinien Experimente zur
Bestimmung der Halbwertszeit durchgefihrt. Ba die c-myc
Expression in logarithmisch wéchsenden Zellinien , wie

{1423{143}, invariant

fir Embryo-Fibroblasten gezeigt wurde
bleibt, kbénnen die gemessenen Halbwertszeiten direkt ver-
glichen werden mit denen der stimulierten Lymphozyten.
Eine Trennung der Tumorzellen nach Zellzyklusphase bazw.

eine Synchronisation war aslso nicht notwendig.

Die Zellinien MCA, SAC™, SCH, BDVII und HDII (vgl. Tabelle 1)
hatten alle eine Halbwertszeit der c-myc mANA von ca. 1 Std.
{Abb.29 und 30). CHI bewirkte nur eine schwache Syperinduk-
tion von c-myc MRNA bei den SAC - und SCH-Zeilen. Extrem
kurze oder lange Halbwertszeiten konnten nicht gefunden

werden.

Die Halbwertszeiten von ca. 1 Std, entsprachen der c-myc

Halbwertszeit in stimulierten Lymphozyten bei raximaler
Expression (68 Std. nach ConA-Stimulation, ra. 50 Min).
Méglicherweise ist bei diesen Tumorzellen ein Defekt im
c-myc mRNA-Abbau verantwortlich fir die Uberexpression
des c-myc Gens und damit auch beteiligt an des transfor-

mierten Zustand der Zellen.
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Abb.?29;: Northern-Blot ActD-behandelter Tumorzellen

Die Tumorzellinien MCA, SAC™, SCH, 8DVII und HDII
{vgl. Tabelle 1) wurden teilweise fir 30 MNin, mit

20 pg/ml CHI behandelt (Spur 1, 6, 11, 16, 21), ein
Teil als logarithmisch wachsende Zellen geerntet
{Spur 2, 7, 12, 17, 22) und teilweise die Trens-
kription durch Zugabe von 5 pg/ml ActD fir 30, 60
und 120 Min. gehemmt. RNA wurde prépariert, Northern-
Blots angefertigt und mit einer ¥2P-markierten Probe
spezifisch £ir c-myc (pmyc(M)E2) hybridisiert. Die
Quantitative Auswertung ist in Abb.30 dargestellt.
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Abb.30: Halbwertszeit von c-myc mRNA in Tumorzellen

Das Autoradiogramm in Abb.29 wurde mit dem Densi-
tometer vermesseén und die Absorption der legarith-
misch wachsenden Zellen als 100% genommen. Die
Zellen hatten wahrscheinlich aufgrund ihrer Geome-
trie als Monolayer oder Ubereianderwachsende Zellen
verléngerte Anlaufzeiten fir die Wirkung von ActD.
Die Halbwertszeiten waren alle etwa 1 Std.



-90-

3.2.4, Analyse des preRNA zu mRNA Verh8ltnisses von

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 zundchst mit Hilfe der Nuklease Si-Kartierung {(siehe
2.2.27.)(S1 mapping) untersucht., Die Empfindlichkeit des
Tests mit den verwendeten Einzelstrang-M13-Proben war etwa
zehnmal hoéher als mit durch Nick-Translation markierten
Doppelstrané—ﬁﬂa-Pruben, sodaB ein Signal fir die noch
nicht gespleiBte Vorldufer-RNA (precursor miaNA) [preRNA)

der c-fos und c-myc Gene sichtbar gemacht werden konnte.

Aus den Genen von c-fos und c-myc wurde jeweils ein Stick
DNA mit Restriktionsenzymen so herausgeschnitten, daB es
teiweise Sequenzen 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 S51-Be-
handlung das jeweils grdfere Signal. Nach Entfernung der
Intron-Sequenzen durch Spléiﬁen(144°1as), ergab die reife
mBNA das kleinere Signal . Die Prozessierung der preRNA zur
mRNA erfolgt innerhalb weiiiger Minuten, sodaBl nur eine ge-
ringe Konzentration von preRNA im Gleichgewichtszustand

im Zellkern éenthalten ist. Beéi konstanter Prozessierungs-
geschwindigkeit reflektiert 2in verstiirktes Signal der

preRNA eine Erhdhung der Transkriptionsrate,
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Aébﬁaiz S1-Kartierung stimulierter Lymphozyten

(A)Das 260 bp EcoRI/Pstl Fragment des 1. Introns und
2. Exons des c¢-fos Gens der Maus wurde in M13mpis
kloniert. Mit Hilfe des 15 b Sequenzierprimers und
Klenow-Polimerase wurde die **P-markierte ssDNA-
Probe komplementdr zur c-fos mRNA synthetisiert.
Nuklease Sl-geschitzte Bereiche geben eine Bande
bei 260 b fir die preRNA und 80 b £fir die aRNA.

(8)Je 12 pg totale BNA aus ConA-stimulierten Lymphuo~
2yten wurden mit zwei Mi3-Proben {Spur 2 und 3)
hybridisiert und das S1 wmapping durchgeflhrt. Die
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Probe aus Spur 2 war spezifisch fir ribosomale ANA
der Maus (M13mp3MrHt, siehe 2.1.7.) und ergab ein
Signal bei 155 b (Mr). Diese Probe wurde als Kon-
trolle fir die Menge BNA im jeweiligen Ansastz ver-
vendet. Spur 3 enthilt die c-fos spezifische Probe
vor und Spur 4 nach Behandlung mit Nuklease 51. Die
Signale fir die preRNA bei 260 b (unterhalb der un-
verdauten restlichen Probe) sind in den Spuren 5 bis
8 und 16 zu sehen. Die Signale fir die =mBRNA sind in
den Spuren 7, 8 und 16 sichtbar. Der Harker {(Spur 1)
war pBR322 verdaut mit Hpall und endmarkiert mit 32p-
dCTP und Klenow-Polymerase.

Fir die preRNA des c-fos Gens war schon in nicht-asktivier-
ten Zellen ein Signal zu sehen, das auch bei maximsler mRANA-
Expression 1 Std. nach ConA-Stimulation nicht sti3rker wurde
(Abb.31{B)Spur 5 bis 8). Bei den mit CHI alleine behandel-
ten Lymphozyten war dieses Signal etwas deutlicher zu sehen
{Abb.31(B)Spur 18). Ab 2 Std.nach der Aktivierung der
Zellen war auch nach CHI-Behandlung kein Signal mehr fir

die c~fos preRNA erkennbar.

Das bedeutet, daB das c-fos Gen schon in nicht-aktivierten
Zellen transkribiert wurde, die mBNA aber post-transkrip-
tionell abgebaut war. Nach Aktivierung der Zellen wurde

die post-transkriptionelle Regulation asufgehoben und des
Signal fir die mRNA erschien. Danach wurde die Transkription
des c-fos Gens abgeschaltet. Dies erklérte auch, warum

schon in nicht-sktivierten Lymphozyten nach CHI-B8ehandlung

ein Signal fir die mRNA zu sehen war {vgl. Abb.21(A)Spur 10).
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In nicht-aktivierten Lymphozyten war bei der Nuklease Si-
Kartierung mit einer c-myc spezifischen M13-Probe noch kein
Signal der c-myc preRNA zu sehen (Abb.32(B)Spur 4). Nach 3
Std erschien die Bande bei 165 b. Die Expression erreichte
ihr Maximum 6 Std.nach ConA-Stimulation zusammen mit der
mBNA bei 132 b (Abb.32(B)Spur 6 und 7). Ab 12 Std. nach ConA-
Stimulation nahm das Signal fir preBNA und mBNA in gleichem

Mafile ab.

Durch CHI wurde das Signal fir die preRNA nicht verstirkt
(vgl. Abb.32(B)Spur 5 mit 11, 6 mit 12, 8 mit 13, 10 ait 14).
Dagegen akkumulierte die mRNA nach CHI-Behandlung und ergab
auch noch 72 Std. nsch ConA-Stimulation ein starkes Signal

{(vgl. Abb.32(B)Spur 10 mit 14).

Im Falle der c-myc mRNA-Expression wurde nach Stimulation
also zundchst die Transkription angeschaltet und maximale
Transkription nach 6 Std erreicht. Spéter blieb die Tran-
skription auf einem niedrigen Niveau fir ldngere Zeit er-«
halten. Die mRNA-Konzentration wurde dann post-transkrip-
tionell ebwBrtsreguliert und konnte durch CHI-Behandiung

erhdht werden.
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! " Abb.32: Nuklease Si-Kartierung stimulierter Lymphozyten

{A)Das 165 bp Xbal/Pstl Fragment des 1. Introns und
2. Exons des c-myc Gens der Maus wurde in M13mpi8
kloniert. Mit Hilfe des 15 b Sequenzierprimers und
Klenow-Polymerase wurde die ¥2P-markierte ssDNA-
Probe komplementér zur mANA von c-myc synthetisiert.
Die Nuklease Si-geschitzten Bereiche gaben eine
Bande von 185 b fur die preRNA und 132 b fir die
mRNA von c-myc.

{B)de 12 ug totale BNA aus ConA-stimulierten Lympho-
zyten wurden mit der Probe (Spur 2, Si-verdaut 3)
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hybridisiert und das Sl-mapping durchgefihrt. Die
Signale der precursor mRNA bei 165 b zeigten ein
Maximum & und 12 Std.nach ConA-Stimulation (Spur &
und 7), das durch Zugabe von CHI nicht verstarkt
wurde (Spur 12). CHI verstérkte nur das Signal der
mRNA (Spur 11 bis 14). CHI in serumfreiem Medium
(Spur 15) fihrte zu einem schwachen Signal der
preRNA und mRNA. Der Marker (Spur 1) war pBR322
verdaut mit HpaIl und endmarkiert mit 32p.4CTP und
Klenow-Polymerase.

3.2.5. Transkriptionsrate von c-fos und c-myc

Die tatsdchliche Transkriptionsrate von c-fos und c-myc
wurde in einem Transkriptionstest {(nuclear run-on assay)
gemessen. Dazu wurden aus Lymphozyten in verschiedenen

Aktivierungszustdnden intakte Zellkerne isoliert und in

vitro mit *2P-rUTP von der Polymerase II elongierte RNA
radicaktiv markiert (siehe 2.2.28.). Die radicaktive RNA
wurde dann mit spezifischen DNA-Fragmenten auf Hybond N-

Filtern hybridisiert.

Die Signalstarke enspricht der Transkriptionsrate der

Gene in den Zellkernen wihrend der Zellernte (Abb.33{A)).
Die quantitative Auswertung (Abb.33(B)) ergab fir c-fos
eine gleichbleibende Transkriptionsrate in nicht-aktivier-
ten (Abb.33(B)Spur 1), 1 Std, ConA-stimulierten (Abb.33(8B)
Spur 2) und 1 Std.CHI behandelten Lymphozyten {Abb.33(B)
Spur 3). 5 Std.und 48 Std. nach ConA-Stimulation wer nit
und ohne CHI kein Signal fir die c-fos Transkription mehr

nachzuweisen (Abb.33(B)Spur 4 bis 7).
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Abb.33: Transkriptionstest stimulierter Lymphozyten

Aus verschieden vorbehandelten Lymphozyten wurden
die Zellkerne isoliert und in vitro synthetisierte
RNA mit 32P~rUTP (410 Ci/mmol) bei 26 °C fir 30 Min.
markiert.

(A)Die radioaktiv markierte RNA wurde hybridisiert suf
Hybond N-Filter, auf die spezifische DNA-Fragmente

! fir c~mye (1,0 kb XbaI/Sstl), c-fos (0,8 kb Pstli/

f Sstl), H-=2 i@ﬁnzdﬂa und pUCB mit der Southern-Blot
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Technik Ubertragen worden waren. Die Signalstirke
entsprach der Transkriptionsrate der Gene wahrend
der Zellernte.

(B)Das Autoradiogramm in {A) wurde mit dem Densitometer
vermessen und die Signalstdrken in Relation zu den
Signalen fir H-2 (=1) gesetzt.Die Auswertung ergab
fir c-fos eine gleichbleibende Transkriptionsrate bei
nicht-aktivierten (Spur 1), 1 Stid.ConA-stimulierten
(Spur 2) und 1 Std.CHI-behandelten Lymphozyten (Spur 3).
Die Transkriptionsrate von c-myc stieg 5 Std.nach
ConA-Stimulation auf das S5fache an{Spur 4 und 5) und
war 48 Std.nach ConA-Stimulation wieder gering. (Spur
6 und 7). CHI hatte keine Wirkung auf die Transkrip-
tionsraten von c-fos und c-myc (Spur 3, 5 und 7). Die
Werte der Transkriptionsrate von c-myc 48 Std.nach
ConA-Stimulation waren unterreprésentiert, ds auch
die Transkriptionsrate von H-2 stimuliert wurde.

Fir die c-fos Transkriptionsrate konnte 1 Std. nach Stimu-
lation, wenn die mRNA-Konzentréetion am hbchsten war, Kkein
Anstieg gemessen werden. Ein voriGbergehender Anstieg bei
z.B. 30 Min.nach Stimulation wédre von diesem Experiment
nicht erfaft worden, doch sprachen die Ergebnisse der Si-
Kartierung (vgl. Abb.31(B)) auch gegen eine Erh8hung der
Transkriptionsrate von c-fos, da die preliNA-Konzentration
ebenfalls gleich blieb. Die Regulation der Expression auf
Transkriptionsebene bestand also fiir c-fos im Abschalten

der Transkription nach maximaler mRNA-Expression.

Die Transkriptionsrate von c-myc wurde 5 Std nsch ConA-Sti-

mulation auf das Sfache des Wertes in nicht-aktivierten
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Lymphozyten erhdht und hatte 48 Std.nach ConA-Stimulation
wieder ein niedriges Niveau erreicht {Abb.33(B)Spur 4 und
6). CHI hatte keinen Einfluf auf die Transkriptionsrate

von c-myc {Abb.33(B)Spur 3, 5§ und 7).

Die Regulation der c-myc mANA-Expression fand also auch

auf transkriptioneller Ebene statt.

Zwei Ergebnisse sollten festgehalten werden

1. Die Regulation der mRNA-Konzentration von c-fos und
c-myc fand sowohl auf transkriptioneller als auch
auf post-transkriptioneller Ebene statt.

2. Die Regulation der mBNA-Konzentration von c-fos und
c-myc war spezifisch und verschieden fir beide Gene:
Wéhrend die c-fos mANA-Konzentration zun#chst post-
transkriptionell abwlrtsreguliesrt war und nach maxi-
maler Expression dann die Transkription abgeschaltet
wurde, stieg im Falle von c-myc die Transkriptionsrate
erst auf das Finffache an, kehrte dann suf ein niedri-

ges Niveau zurick und es setzte eine starke post-

transkriptionelle Kontrolle ein.
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3.2.6. Regulation durch komplementa3re RKNA

Diese Méglichkeit der Regulation der Genexpression auf
post-transkriptioneller Ebene wurde fir Escherichia coli

van T.Mizunn(14?)

und fir Eukaryonten von I.G.Izant wund
H.Heintraubcide) beschrieben. Danach fiéhrt ein zur mRNA
komplementdres RNA-Mglekil {(anti-sense BNA) zur Bildung
eines RNA-Doppelstranges, der von den Ribosomen nicht
translatiert wird. Obwohl dsBNA auch allgemein die Bin-
dung von mRNA an die Ribosomen herabsatzt{iéga, kann auf
diese Weise spezifisch fir ein bestimmtes Gen die Trans~

lation gehemmt werdan(isﬂ)(iﬁi)

. In eukaryontischen Zellen
wurde bisher eine Hemmung der Thymidin-Kinase-Aktivitat,
des Actins und der B—Salaktasiﬁaseiis?){153} durch kinst-
lich eingefihrte Plasmide, die groBe Mengen an anti-sense
RNA hervorbringen, beschrieben. In Orosophila entwickelten
sich nach Injektion von spezifischer anti-sense RNA in

(154) . .

Embryonen die entsprechenden Krippel-Mutanten in

Modell fir die Regulation durch anti-sense RNA wurde von

McCarrey und Riggs ba@chri@beﬁiiﬁﬁz‘

Eine natirlich vorkommende keomplemeéentire RANA in Eukaryonten
wurde fir das Dihydrofolat-Reduktase-Gen der ﬁausiagﬁ} und
fir das 1. Intron des alpha-Fito-Proteins, kodiert von

(157) | alu-Sequenzen mit snti-

giner Alu-Seguenz, gefunden
sense Urientierung wurden ianerhalb verschiedener Gene von
(158)(159) iiﬁa@iaﬁi;, unter anderem auch im
,(i@ﬁ;_

c-myc Gen , identifiziert.

Maus und Mansch
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Eigene Versuche, durch Sl-mspping mit verschiedenen ssDNA-
Proben spezifisch fir den Gegenstrang von c-fos und C~WmYC
mANA (siehe 2.1.7.), eine natiirlich vorkommende komplemen-
tare BNA zu diesen Genen in stimulierten Lymphozyten nach-

zuweisen, fihrten bisher nicht zu einem posiiiven Ergebnis.

Alternativ dazu hatte ich Plasmide in 376- und L-Zellen

durch Transfektion (siehe 2.2.29.) eingefihrt, die anti-
sense myc transkribierten. Dafir wurden verschiedene Kon-
strukte mit SV40- und Metallothionin {MT)-Promotoren kKlo-

niert (siehe 2.1.8.).

Transfektion von pSVamyc(M)E2, ein Plasmid, von dem eir 1,5kb
langes RNA-MolekUl kompiementdr zum Beginn des transla-
tierten Bereiches von c-myc transkribiert wird, zussmmen

mit pSV2neo, zur Selektion resistenter Zellklone, in 3T6-
Zelien brachte zwar stebil transformierte Klone, die beide
Plasmide enthieiten, eine Wirkung auf das Zellwachstum

konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Transfektion von pMTamyc{M)E2 zusammen mit pSVZ2neo in Maus-
L-Zellen fihrte zu einem stabil transformierten Klon, der
nach Stimuletion des MT-Promotors mit Zn'* oder Cd*t anti-
sensg RNA transkribierte (Abb.34). Anhend dieses Zellklons
und &hnlichen snderen soll in Zukunft die Wirkung von anti-
sense RNA auf die Hslbwertszeit der entsprechenden mRANA und

das Wachstum des Zellklons untersucht werden.
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Abb.34: Northern-Blot transfizierter L-Zellklone
1x106 L-Zellen wurden mit 5 pg pMTamyc{M)EZ2 und
0,5 pug pSvZ2nes mit der Calcium-Phosphat-Methode
transfiziert und mit 400 pg/ml G418 selektiert.
10 Klone wurden isocliert und mit 10 pN 3@%12 fir
6 Std stimuliert. Die Zellen wurden geerntet,BNA
prépariert und 2 Northern-Blots angefertigt. Der
Hybond N-Filter (A) wurde hybridisiert mit einer
32p.markierten ssDNA-Probe von Mi3mpiB8ayc{M)E25*
{(siehe 2.1.7.) und ergibt das Signal der c-myc
mANA bei 2,4 kb. Der Filter (B) wurde hybridi-
siert mit einer 32P-markierten ssONA-Probe von
M13mpliSmyc(MYE25", eine Probe fir senti-sense RNA.
Nur der Zellklon in Spur 1 produzierte anti-sense
myc RNA einer LBnge von 1,5 kb,
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4, Diskussion

4.1. Expression von c-0Onkogenen in Lymphozyten

Ich habe in meiner Arbeit gezeigt, daB normale, aktivierte
T-Lymphozyten der Maus mindestens drei zelluladre Onkogene,
c-fos, c-myc und c-Ha-ras mit verschiedener Kinetik expri-

mieren (Abb.35). Die Kinetik und Stérke der c-myc mBNA Ex-

pression war abhdngig von dem benutzten Mitogen und der T-
Zell Subpopulation. ConA-aktivierte, gereinigte T-Zellen

exprimierten c-myc mBNA maximal nach 3 S5td, LA-aktivierte,

4 gereinigte T-Zellen dagegen maximal erst nach 20 Std. {Abb.
13 und 15). Dabei war die c-myc Expression nach Stimulation
mit LA wesentlich schwlcher als nach Stimulation mit ConA.
Die c-myc Expression in gereinigten Lyt2+»T-2e11en folgte
der langsameren Kinetik sowohl nach ConA + IL-2, als auch
nach LA + IL-2 Stimulation. Auch bei dieser Subpopulation
stimulierte ConA ein stirkeres c¢c-myc mRANA-Signal als LA
(Abb.17 und 18). Die langssmere Kinetik der c-myc Expression
scheint also gebunden zu sein an die LytZ*-T-Eellen, da bei
den gesamt T-Zellen durch LA nur diese stimuliert werden undg
bei den gereinigten Lyt2+—T~2e11en sowohl ConA + IL-2, als

auch LA + IL-2 die langsamere Expression bewirkten.

jg Vergleicht man proliferierende und nicht-proliferierends
Lymphozyten, unterscheidet sich die Expression der drei

zelluldren Onkogene c-fos, c-myc und c-Ha-ras wieder dras-
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tisch. Die Expression der c-fos mBNA war vollkoemmen unab-
hdngig von der Proliferationsaktivitdt der Lymphozyten
{Abb.21{A)(B}))}. Die Expression der c-Ha-vas mﬁﬁ% dagegen
wurde stimuliert nur bei tatsdchlich proliferierenden Lym-
phozyten (Abb.13(b), 15(b), 17(a) und 22(A}). Schwieriger
zy interpretieren sind die Daten der c-myc Expression und
damit die Bedeutung fiir die Funktion dieses zelluldren
Onkogens. Bei den ConA-saktivierten und proliferierenden
Milzzellen (Abb.9(B)) und gereinigten T-Zellen {(Abb.13(2)),
geht eine starke c-myc Expression. dem Eintritt der Zellen
in die S-Phase voraus. Dies wurde”von K.Kelly et. al.{gﬁg
so interpretiert, daB das c-myc Genprodukt fir den Ibergang
der Zellen von der G,-in die S-Phase benftigt wirde. Meine
Ergebnisse bei Lyt2+-T—Zellen und der verlangsamten c¢c-myc

Expression nach Stimulation mit LA (Abb.18) sprechen jedoch

100

% mRNA
transeription

‘Abb.35: Schema der Expression ven c-fos, c-myc und c-Ha-ras
bei der Aktivierung von Lymphozyten.
Die durchgezogene Linie stellt die mRNA-Konzentration
in % maximaler Expression dar. Die gestrichelts Linie
stellt die Transkriptionsrate bezogen auf H-2 dar.
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gegen eine solche Annahme, ebenso die Expressioen von c-myc

in nicht-proliferierenden Lymphozyten (Abb.1i7(s){ConA) und

Abb.18(B)). Meine Befunde zeigen, dal

l.c-myc Expression nicht zur nachfolgenden Proliferation
ausreicht.

2.Eine frihe oder spdte c-myc Etxpressionskinetik nicht mit
der Proliferationsfédhigkeit korreliert.

3.Die Stadrke der c-myc Expression nicht mit der Stérke der
Proliferation korreliert.

4.Wenn c-myc Expression Uberhaupt fiUr die Transition der
Zellen von der G,-in die 5-Phase notwendig ist, eine sehr

geringe Expression ausreicht.

4.2. Regulation Uber Transkriptionsrate und mRNA-Degradation

Zwei Aspekte der Onkogenexpression sind besonders inter-
essant : Wie wird die Genexpression dieser typischen eukar-
vontischen Gene reguliert und welche Funktion haben diese
Onkogene in der normalen Zelle ?

Experimente von K.Kelly(gs) und Ch.DaniigS} hatten gezeigt,
daB Inhibitoren der Proteinbicesynthese wie CHI oder Emetin,
die c-myc mRNA-Expression superinduzieren k@nnen. Spéter
wurde eine Superinduktion durch CHI auch bei c-fos, IL-2 und
einer Reihe von Genen, deren Produkte unbekannt sind, gefun-
den. Der Effekt der Superinduktion beruht entweder auf ei-

ner Erhéhung der Transkriptionsrate oder auf der Stabili-
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sierung der mRNA der entsprechenden Gene. Fir c-fos und
c-myc konnte ich bei normalen Lymphozyten zeigen, daf durch
CHI die mRNA-Stabilitit drastisch erhdéht wurde und daBl CHI
keinen Effekt auf die Transkriptionsrate dieser Gene hatte

(Abb.24, 26 und 33).

Die tatsd@chliche mBNA-Konzentration in der Zelle wird regu-
liert durch ein Zusammenspiel von Transkription und Degrada-
tion. Wie meine Ergebnisse zeigten, wird die Transkriptions-
rate und der spezifische Abbsu der mBNA fir die beiden Onko-
gene c-fos und c-myc unterschiedlich reguliert. Waéhrend
c-fos schon in nicht-aktivierten Lymphozyten aus Mausmilzen
transkribiert wurde und nach Aktivierung die Transkription
abgeschaltet wurde, stieg die c-myc Transkriptionsrate erst
nach mitogener Aktivierung voriObergehend auf das Fiinffache
an und blieb dann auf niedrigem Niveau fir léngere Zeit kon-
stant (Abb.33). Die Ergebnisse des Transkriptionstestes wer-
den bestdrkt durch die Nuklease S1-Kartierungen. Vorausge-
setzt, dafl die Prozessierungsgeschwindigkeit der Vorléufer-
mBNA zur reifen mRNA konstant ist, reflektiert die preRNA-
Konzentration die Transkriptionsrate eines Cens. Die preRNA
von c-fos war in nicht-aktivierten Milzzellen bis 1 Std. nach
Stimulation in einer konstanten Konzentration vorhanden, da=-
nach war kein Signsl mehr fir c~fos preRNA nachzuweisen {Abb.
31). Dagegen erreichte die preRNA von c-myc 6 und 12 $td.
nach ConA-~Stimulation der Lymphozyten maximale Werte und
blieb danach in kleiner Konzentration bis 72 Std. nach Stimu-

lation vorhanden (Abb.32).
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Die mRNA von c-fos erschien erst 30 bis 60 Min. nach Sti-
mulation, muBte also in nicht-aktivierten Milzzellen post-
transkriptionell abwarts-reguliert sein. 0aB die natirliche
Halbwertszeit der c-fos mRNA von 25 Min nach 1 Std. auf 70
Min. nach 2 Std. Stimulation anstieg, deutete darauf hin, daB
eine c-fos abbauende Aktivitdt nach Stimulation ﬁer-Zellen
vermindert wurde (Abb.24). Dagegen wurde im Falle des c-myc
Onkogens, dessen mRNA erst eine Halbwertszeit von ca. 50 Hin,
spater dann ca. 10 Min. hatte (Abb.28), eine spezifische mBNA-
abbauende Aktivitdt nach Aktivierung der Lymphozyten stimu-

liert.

Die in Abb.35 dasrgestellten Expressionskinetiken kommen also
durch ein Zusammenspiel von Trenskriptions- und Post-Tran-
skriptionsmechanismer zustande. Bei der c-fos Expression
herrscht zun8chst eine Post-Transkriptionskontrolle veor,

die dann durch eine Transkriptionskontrolle ersetzt wird.
Ohne die schnelle mRNA-Degradation wirde auch noch viele
Stunden nach Abschalten der Transkription eine hohe Konzen-
tration an ¢-fos mRNA vorliegen. Ohne Transkriptionskontrolle
wirde durch CHI auch zu spéteren Zeiten nach Stimulstion

noch mRNA akkumulieren (Abb.21(A)(B)). Im Falle der c-myc
Expression herrscht zundchst eine Transkriptionskontrolle

vor und die Transkription wird stimuliert. Dann geht die
Transkription von c-myc auf ein Niveau zurick, das bei langen
mRNA-Halbwertszeiten immer noch zu 90% maximaler c-myc mBNA

fihren kdnnte {vgl. CHI, Abb.20). Aber reguliert durch die
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mRNA-Degradation sinkt die c¢-myc mRNA-Konzentration nach

72 Std. bis auf 20% des Maximalwertes {Abb.20). Eine schnelle
und effektive Regulation der Onkogenexpression ist fir die
Zelle sehr wichtig, wenn die betreffenden Genprodukte nur
wiahrend bestimmter Zeiten im Zellzyklus notwendig und erlsubt
sind und sonst eine Wachstumsregqulation nicht mehr mdglich

ist.

Ein Vergleich mit funf Tumorzellinien, deren c-myc mBHNA's
alle eine relativ lange Halbwertszeit von ca. 50 Min, hatten,
zeigte, daB ein Defekt in der Regqulatior des spezifischen
Abbaus einer mBNA zu einer {Uberexpression eines Onkogens
fihren kdnnte und damit zur malignen Entartung einer Zelle
beitragen kann (Abb.30). AuBerdem wird die Transkription

von c-myc, im Gegensatz zu den normalen Zellen, nicht ab-
wirts-reguliert (Abb.29 (CHI)}.

k(101 ynd 7.Rabbits (17) pe-

Kirzlich wurde von M.Piechaczy
richtet, daB bei Burkitt Lymphoma Zellinien der Verlust des
ersten Exons von c-myc zu einer Verléngerung der Halbwerts-
zeit der c-my¢ mRNA fUhren kann. Dies ist ein Hinweis da-
rauf, daB die ungewbhnlich lange, nicht-translatierte Se-
quenz am Anfang des c-myc Gens (Abb.36) regulatorische
Funktion fiUr den spezifischen Abbau besitzen kinnte.
ﬁ‘Linialiig?é jedoch beschrieb eine Iellinie (CEF), deren
c-myc mRNA auch ohne Exon 1 eine sehr kurze Helbwertsisit
besitzt. Dies verstérkt die Vermutung, daB Sequenzen am
Ende (3') der mRNA regulatorische Funktien fir den Abbau

besitzten kdnnten,
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4.3. Mogliche Mechanismen post-transkriptioneller Begulation

In der Gegend der beiden c-myc Promotoren (Abb.36) besteht
durch umgekehrte Sequenz-Wiederholungen (inverted repeats)
die Mdglichkeit zur Ausbildung doppelstradngiger RNA in "Baum-

chen"-Struktur.

C-MYC (M)
EXOM 1 INTRON 1 EXON 2 INTRON 2 EXON 3
TATATT TATAAA ata TAA AATAAAA
s‘ ll""' l ‘ 31
| . ]
L2 2 o T = 3
& nichi-transtatient transiatiort ¥ nicht-transiatheet
1kb
c-Fos (M) r———
o OBEXt Nt EX2 EX3 BEXON4
TATAAA ATG IN2 IN3 r1ga AATAAAA

transtatient 3 picht-transiatiert

Abb.36: Die Gene von c-myc (oben) und c-fos (unten)

Von dem c-myc Gen werden entsprechend den zwei
Promotoren (TATAA-Sequenzen) zwei mRNA-Spezies
der Lénge 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 das c-fos Gen nur eine TATAA-Sequenz, dafir
aber {(sequenziert bei dem humanen c-fos Gen) zwei
Polyadenylierungssignale (AATAAAA-Sequenzen).

Die Pfeile unter den Genen bedeuten Sequenz-
wiederholungen.

Diese Sequenzen kénnten als Erkennungssiruktur fir spezi-

fische RNasen dienen., Bei der c-fos mBNA finden sich keine
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entsprechenden Sequenzen am Anfang des Gens. Dagegen be-
steht am Ende (3') der mRNA, noch in der translatierten
Region, die Méglichkeit zur Ausbildung solcher "Baumchen™-
Strukturen (stem loops). Fehlt ein Teil der 3' nicht-trans-
latierten Region der c-fos mRNA (67 Basen), so wird aus den

(SD)(EGE). Pieses

Gen ein transformierend wirkendes Gen
Phanomen kdnnte auch durch eine erhohte Stabilitat der

mRNA erklart werden

Doppelstringige RNA setzt allgemein die Bindung der mRNA

149)

an das Ribosom herab( oder kann spezifisch die Trans-

lation eines Genes inhibieren(isg)(lsi).

Méglicherweise ist
diese doppelstridngige RNA aber auch das Signal zum Abbau

der mRNA und die Translation findet deswegen nicht statt.

Doppelstrangige RNA kann entweder auf einem mRNA-Molekil
durch umgekehrte Sequenzwiederholungen enstehen, odér sich
durch Hybridisierungen mit komplementdrer RNA bilden. Die
Suche von mir nach natiéirlich vorkommender anti-sense RNA
zu c¢-fos und c-myc mit Prqben fir das 3' Ende und die mitt-
leren Teile der Gene in Lymphozyten verlief bis jetzt nicht

(188) urde kirz-

erfolgreich. Von D.Bentley und M.Groudine
lich die Synthese kurzlebiger anti-sense RNA, komplementér
su Teilen des 1. Exons von c-myc und 5*' Sequenzen, in HLBO-
Zellen beschrieben. Allerdings hat diese anti-sense RNA

eine Inhibition der Elongation der Transkription zur Folge,

wirkt also auf transkriptioneller Ebene.
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Post-transkriptionelle Regulation kénnte auch auf der Ebene
des Transports von mBNA aus dem Zellkern zu den Ribosomen
stattfinden. In diesem Falle wirde man zwar visl mBNA {(im
Zellkern) aber kein Genprodukt finden. Diese Situation
wurde fir das c-fos Gen in differenzierten Makrophagen von
R.Hﬂller(gz) beschrieben. 0Ob tatsdchlich der Transport von
mRNA dabei eine Rolle spielt, bleibt asufzuklaren. Fir sti-
mulierte Lymphozyten trifft diese Art post-transkriptioneller
Regulation jedoch nicht zu, da die mRNA-Konzentration (in
totaler RNA) rasch variiert. Zu zeigen bleibt aber, ob die
voribergehende, hohe Konzentration an mRNA auch im Zyto-
plasma nachzuweisen ist und ob eine voribergehende Expres-

sion auch auf Proteinebene stattfindet.

Denkbar wa@re auch der gerichtete Transport von spezifischen
mRNA-Molekilen in ein Kompartiment der Zelle, wo der Abbay
stattfindet. Dieses Modell setzt keine spezifischen RNasen

in der Zelle voraus, benétigt wirde jedoch ein modifizier-
bares Signal fir den Transport in das "Abbaukompartiment®,
Die Ribpsomen selbst k&nnten bei der Proteinbiosynthese

auch an dem spezifischen Abbsu von mRNA beteiligt sein, was
den stabilisierenden Effekt des Proteinbiosynthese-Inhibitors
CHI erkléren wﬁrde(isy)i

Meine Ergebnisse mit CHI und der Akkumulierung von mRNA,
nicht aber preRNA, sprechen gegen eine Regulation suf der
Ebene der Prozessierung von preRNA, also Cap-Bildung,Polyade-
nylierung und Spleifien. Cie post-transkriptionslle Regula-

tion setzt erst an der reifen mBANA im Zytoplasma ein.



4.4, Funktion der c-fos und c-myc Onkogenprodukte

Uber die Funktion der c-fos und c-myc Genprodukte in nor-
malen Zellen ist nur sehr wenig bekannt. Die von mir bhe-

stimmte Expressionskinetik von c-fos in nicht-proliferie-
renden Zellen (Abb.21(B) zeigte, daB c-fos Expression

nicht zur Proliferation der Zellen fihrt. B.Verrier {77}

konnte mit Antikdrpern gegen das c-fos Pratein(pﬁsfﬁsg und
Fluoreszenzfdrbung zeigen, daB nach Beschédigung eines
Fibroblasten-Monolayers durch Kratzen von den umliegenden
Zellen c-fos exprimiert wurde. Dagegen konnte in tempera-
tursensitiven Zellen nach Beendigung der Arretierung durch
Senken der Temperatur und darauf folgender Proliferation

keine Expression von c-fos gefunden werden {R.Eﬁllerii?}},

Das zelluldre fos Onkogen scheint also eher mit der Zell-
organisation und Differenzierung, als mit der Proliferation
assoziiert zu sein. Bei den Lymphozyten aus Msusmilzen
kdnnte c-fos in den sogenannten "nicht-aktivierten®™ Zeller
durch Zerstérung der Milz-Organstruktur stimuliert worden
sein., Die Aufarbeitungszeit von ca. 30 Min, zwischen dem
Zerreiben der Milzen und Aufldsen der Lymphozyten im Gua-
nidin-SCN Puffer wirde susreichen zur Stimuwlation der Tran-
skription des c-fos Gens, Dall die mRNA dber erst 1 Std. da-
nach maximal exprimiert wird, kann nur durch eine post-
transkriptionelle Abwartsregulation in den nicht-aktivierten

Zellen erklért werden.
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Das zellulare myc Onkogen wird bei praktisch allen proli-
fe.ierenden Zellen, aber in unterschiedlichem Mafle, expri-
miert. Bei Lymphozyten wurde nsch Behandlung mit serum-
haltigem Medium eine c-myc Expression auf niedrigem Niveau
hervorgerufen, nach Stimulatien mit ConA dagegen wurde vor-
idbergehend sehr stark c-myc exprimiert {Abb.1S{A}{Blund 20).
Ahnlich, wenn auch mit anderer Kinetik, verhielt es sich
bei der Stimulation von Lyt?+ zytotoxischen T-Zellen mit LA
und ConA (Abb.17{A)), wo als zweites, zur Proliferation
fihrendes Signal, IL-2 zugegeben werden muBite. Dies 186t
zum einen darauf schlieBlen, daB niedrige c-myc mBNA-Konzen-
tration alleine nicht susreicht, die Lymphozyten zur Pro-
liferation zu stimulieren. Zum anderen kdnnte die hohe
c-myc mBNA fonzentration in ConA-stimulierten T-Zellen

zu der Proliferation der Zellen beitragen, da Zellen durch
tiberhdhte c~myc Expression ja auch transformiert werden
kénnen, aber die hohe c-myc mBNA-Konzentration ist nicht
notwendig fir die Proliferation der Lyt2'-T-Zellen (Abb.16
und 17, LA + IL-2). Die Abstufung der zelluldren Antwort
zeigt, daB die Stimulation mit FCS und LA, oder ConA ént-
wader Uber verschiedene Wege der Signalibertragung lauft,
oder zumindest, daB das Signal zur c-myc Expression ver-

schieden stark weitergegeben wird.

Ob die Expression von c-myc notwendig ist fir die Prolife-
ration, kann nur durch spezifische Inhibition durch komple-

mentére RNA oder Antikérper gegen das Genprodukt gezeigt



-113-

werden. FiUr das Protein p21 des c-Ha-ras Gens konnte mit
Injektion von Antik&rpern gezeigt werden, daB das c-Ha-ras
gGenprodukt fir den Eintritt in die S-Phase bei 3¥3hzellgﬁ{iﬁg}
und fUr die Wachstumsfaktor-induzierte Differenzierung von
Pﬁlz—Zellen(iﬁﬁ) notwendig ist. Auch bei der Transformation

von 3T3-Zellen durch Rezeptor-&hnliche Onkogene wirﬁ‘p21ras

bendtigt {+53)

. Entsprechende Experimente sollten auch mit
Antikdérpern gegen die c-fos und c-myc Genprodukte durchge-

fihrt werden.

Die Regulation der Genexpression Uber den spezifischen
Abbau von mBNA wird in Zukunft sicherlich zu einem viel
bearbeiteten Thema werden. Dabei wird sich herausstellen,
ob Signalsequenzen am 5'-oder 3'-Ende der mBNA eine Rolle
spielen. Ich méchte mich weiterhin mit der Funktion der
anti-sense RNA bei der Regulation und der spezifischen
Inhibition von Onkogenen befassen und die Ebene der Unter-
suchungen mit Hilfe von Antikdrpern erweitern auf die

Genprodukte der zelluldren Onkogene.
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Anhang A : Verzeichnis der Abkirzungen

ActD : Actinomycin A

APS : Ammoniumpersulfat

ATP : Adenosintriphosphat

BFP . BSA/Ficoll/Polyvinylpyrrolidon

BSA : Bovine Serum Albumine

BSS : Balanced Salt Solution

cAMP : zyklisches Adenosinmonophosphat

Ci : Curie

cIp : Calf Intestinal Phosphatase

CHI : Cycloheximid

ConA : Concanavalin A

cpm : counts per minute

CTL : zytotoxischer T-Lymphozyt

CcTP : Cytidintriphosphat

DEPC : Diethylpyrocarbonat

DG : Diacylglycerin

DKFZ : Deutsches Krebsforschungszentrum {Heidelberg)
DNA : Desoxyribonukleinsdure

ds : Doppelstrang

DTT : Dithiothreitol

EDTA : Ethylendiaminteraessigséure

EGTA : Ethylenglykol~bis (2-aminoethylether) -N,N' ~tetraessigsiure
EMBO J. : European Molecular Biﬁiagy'ﬂfgaﬁiaa%iaﬁ Journsl

Eur. J. Immunol: European Journal of Immunology

FCS : Féteales K&lberserum
g . Normfallbeschleunigung (980,865 cm/sec?)
GTP : Guanosintriphosphat
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h : Stunde

HEPES : N-{2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-2-ethansulfonsiure
HTLV : humanes T-Zell lymphotropes Virus
IFN : Interferon

IL-2 : Interleuvkin 2

IL-2R : Interleukin Z2-Rezeptor

ip, : Inosittriphosphat

IPTE : Isopropyl-B8-D-Thio-Gslactopyranosid
J. Exp. Med. : Journal of Experimental Medicine
J. Mol. Biol. : Journal of Molecular Bioclogy

LA : Leukoagglutinin

LB : Luria Broth

LPS : bakterielles Lipopolysaccarid

mA : milli Ampere

Min. : Minuten

MHC : Haupthistokompatibilitdtskomplex
MT : Metallothionin-Gen

MOPS : Morpholinopropansulfonséure

mRNA : Boten (messenger) Ribonukleinsdure
NaOAc : Natriumacetat

0D : optische Dichte

PBS : Phosphate Buffered Salt Solution
PEG : Polyethylenglycol

PDGF : Platelet Derived Growth Factor

PHA : Phytohimagglutinin

PIP, : Phosphatidyl-Inositol-Diphospat
PMSF : Phenylmethansulfonylfluorid

PNAS :Proceedings of the National Academy of Sciences
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Vorliufer (precursor)mBNA
Polyoma mittel T-Antigen
Polyoma klein T-Antigen
Polyoma grofl T-Antigen
Ribonukleinsdure
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Natriumdodecylsulfat
Einzelstrang
Natriumchlorid/Natriumcitrat
Stunde

Simian Virus 40
Trichloressigsaure

Tris/EDTA
N,N,N'",N'"=-Tetramethylethylendiamin
Tris/EDTA/SDS

T-Helferzellen
1-0-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
Trishydroxymethylamiomethan
Thymidintriphosphat
Einheiten

Uridintriphosphat

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-~0-Galectopyranosid
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Anhang B : Lebenslauf

Am 7. Marz 1356 Geburt als zweites Kind meiner Eltern Irmgevd und
Karl Schneider-Schaulies in Wirzburg.

September 1962 Eintritt in die Pestalozzi-Grundschule in Wirzburg.
Ab Beptember 1966 Besuch des neusprachlichen Siebold-Gymnasiums in
Wiirzburg.

Juni 1875 Abitur.

Juli 1975 bis September 1976 Ableistung des HWehrdienstes,

Ab Wintersemester 1876/77 Studium der Chemie an der Bayerischen
Julivs-Maximilians-Universitdt in Wirzburg.

Oktober 1978 Diplom-Veorpriifung.

August 1979 bis Mai 1980 Studienjsehr an der State University of
New York at Buffalo mit Schwerpunkt Biochemie und theoretische Chemie.
Juli 1981 Diplompriifung im Studiengang Chemie.

September 1981 bis September 1982 Diplomarbeit am Institut fir Bio-
chemie der Universit#@t Wirzburg bei Prof. F.Grummt mit dem Thema :

1;?4;tetraphasphat*

Metabolismus von Diadenosin-5°,5'''-P
November 1982 bis August 1986 Dissertstion am Institut fir Virclogie
und Immunbiologie der Universitét Wirzburg bei Prof. E.Wecker mit

dem Thema : Expression von zelluléren Unkogenen in T-Lymphozvten der

Maus und Regulation der c-fos und c-myc Genexpression.

Jirgen Schneider-Schauvlies
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Anhang € : Eigene Verdffentlichungen

Verdffentlichte Arbeiten :

Grummt F., Weinmann-Dorsch L., Schneider-Schaulies J., Lux A. (1988)
Zinc as a Second Messenger of Mitogenic Induction.

Experimental Cell Research 163, 191-200

Schneider-Schaulies J., Knaver R., Hinig T., Schimpl A., Wecker E. (1994)
Induction of c-onc expression in polyclonally attivated mouse lymphocytes.

Immunobiology 167, 62

Schneider-Schaulies J., Hinig T., Schimpl A., Wecker E. {1386)
Kinetics of cellular oncogene expression in mouse lymphocytes I. Expression
of ¢-myc and c-Ha-ras in T lymphocytes induced by various mitogens.

Bur. J. Immunology 16, 312-316

Schneider-Schaulies J., Wecker E. (1886)
Regulation of c-fos and c-myc gene expression in normal mouse lymphocytes.

in Vorbereitung

Poster-Prisentationen :

Schneider-Schaulies J., Knaver B., Hinig T., Schimpl A., Wecker E.
Induction of c-onc expression in polyclonslly sctiveted mouse lymphocytes.
18. International Leucocyte Culture Conference

August 1984, Cambridge, England und

10, EMBO annual Symposium: Control of Transcription in Eukeryotes
September 1984, Heidelberg, BRD.
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