
Retroviren und Onkogene I (Nobel-Vortrag) ** 

Von Harold E. Varmus* 

Einleitung 

In den folgenden beiden Vortragen mochten Ihnen Mike 
Bishop[***] und ich eine Geschichte erzahlen, in der Retrovi- 
ren, Onkogene, unsere personliche Vergangenheit und die 
Entwicklung der Tumorvirologie eng miteinander verkniipft 
sind. Sie beginnt mit einigen einfachen Fragen iiber Ur- 
sprung und Verhalten von viralen Genen und fiihrt uns an 
einen Punkt, von dem aus sich viele Eigenschaften von Re- 
troviren und tierischen Zellen iiberblicken lassen, einschlieD- 
lich der Abweichungen, die zu Krebs fiihren konnen. Heute 
wissen wir, daD Retroviren nonnale Zellgene ubernehmen 
und in krebserzeugende Gene, sogenannte Onkogene, um- 
wandeln; solche Transduktionen sind selten, beruhen aber 
auf den normalen Ereignissen im komplizierten Lebenscy- 
clus von Viren. Die Retroviren haben den Zugang zu mehr 
als vierzig zellularen Genen eroffnet, die in Onkogene uber- 
gehen konnen; einige enviesen sich als Teile viraler Genome, 
andere wiederum wurden als genetisches Ziel viraler Inser- 
tionsmutationen identifiziert. 

Wir hatten das Gluck, an einem guten Teil der Experimen- 
te mitzuarbeiten, die zur Etablierung dieser Prinzipien fuhr- 
ten. Aber wir haben dazu die Hilfe vieler talentierter Men- 
schen in unserem Laboratorium an der University of 
California, San Francisco (UCSF), und ebenso die Zusam- 
menarbeit mit und die freundliche Konkurrenz von anderen 
Gruppen gebraucht. (Ich werde so viele Namen wie moglich 
erwahnen, aber ich mu13 mich bei jenen geschatzten Kolle- 
gen, die hier unvermeidlicherweise nicht genannt werden, 
entschuldigen.) In unserer Geschichte kommen auch mehre- 
re Viren vor; das Rous-Sarcoma-Virus spielt jedoch die 
Hauptrolle - ein weiterer Tribut an die Pionierarbeit von 
Peyton Rous und an das Prinzip der spaten Anerkennung in 
der Wissenschaft. Das Rous-Virus, das Ergebnis seiner Be- 
harrlichkeit bei der Erforschung eines einzigen Hiihnertu- 
mors vor beinahe achtzig Jahren"], war das einzige Retrovi- 
rus, das die genetischen und biochemischen Anforderungen 
fur unsere Arbeiten in der Ara vor der molekularen Klonie- 
rung erfiillen konnte. 

Ein erster Vorgeschmack der Molekularbiologie : 
Hybridisierung rnit dem lac-Operon 

Nach heutigem Standard habe ich mich der Wissenschaft 
erst gefahrlich spat gewidmet. Als Student am Amherst 

[*] Prof. Dr. H. E. Varmus 
Department of Microbiology and Immunology und 
Department of Biochemistry and Biophysics 
University of California, San Francisco 
San Francisco, CA 94 143 (USA) 

[**I Copyright 0 The Nobel Foundation 1990. - Wir danken der Nobel-Stif- 
tung, Stockholm, fur die Genehmigung zum Druck einer deutschen Fas- 
sung des Vortrags. 

[***I J. M. Bishop, Angew. Chem. 102 (1990) 765; Angew. Chem. Inr. Ed. Engl. 
29 (1990) Nr. 7. 

College galt mein Interesse hauptsachlich den Novellen von 
Dickens und dem Antiestablishment-Journalismus, wahrend 
ich mich nebenbei auf ein Medizinstudium vorbereitete. An 
der Harvard Graduate School habe ich mich dann zunachst 
einmal rnit angelsachsischer und metaphysischer Dichtung 
beschaftigt, bevor ich an der Columbia University das Medi- 
zinstudium mit der Absicht begann, Psychiater zu werden. 
Bald aber veranderten sich meine Ambitionen in Richtung 
auf eine akademische Karriere als Internist. Daher bewarb 
ich mich 1966, wie viele meiner Kollegen, gleich nach der 
Promotion fur eine Forschungsausbildung bei den National 
Institutes of Health. Vielleicht weil seine Frau Dichterin war, 
nahm mich Ira Pastan trotz meiner mangelnden naturwis- 
senschaftlichen Erfahrung in sein Laboratorium. 

Damals untersuchte Ira die biochemischen Wirkungen des 
thyreotropen Hormons (TSH) auf Gewebeschnitte, ein The- 
ma, das der klinischen Endokrinologie nahe genug war, um 
nicht abschreckend auf mich zu wirken. Aber eines Tages, als 
ich noch Assistenzarzt am Columbia-Presbyterian Hospital 
war, sagte mir Ira am Telephon, daD ein Vortrag von Earl 
Sutherfand ihn veranlal3t habe, rnit Arbeiten uber die Wir- 
kungen von cyclischem AMP auf die Regulation des lac- 
Operons in E. coli zu beginnen. Spat abends am selben Tag, 
allein in der Hausbibliothek, blatterte ich das erste Ma1 im 
Journal of Molecular Biology - es ist der Columbia Universi- 
ty hoch anzurechnen, daD diese Zeitschrift vorhanden war - 
und versuchte, die grundlegenden Artikel iiber das lac-Ope- 
ron von Jacob und MonodLZ1 nachzulesen. Ich wuI3te da- 
mals, daB mein Leben sich andern wurde. 

Die Natunvissenschaften bestehen zum groDen Teil aus 
der Durchfiihrung von Messungen, und ich lernte schneil 
von Ira, daD eine neue MeDmethode sehr vie1 wichtiger als 
eine alte Theorie sein kann. Er und Bob Perlman hatten 
gerade entdeckt, daD cyclisches AMP die katabolische Re- 
pression des lac-Operons aufhebtL3]. Sie schlugen mir vor, 
mit der relativ neuen Technik der molekularen Hybridisie- 
rung die Frage zu klaren, ob die Regulation durch cyclisches 
AMP auf der Transcriptionsebene stattfindet. Bei dieser Me- 
thode hatte man nicht nur das Vergnugen, Resultate zu be- 
kommen (nach Guntlzer Sfenf sind Resultate wunderbar, weil 
sie uns etwas geben, woriiber wir reden konnenL4]), sondern 
sie war auch intellektuell uberaus ansprechend, da sie ein- 
deutige Veranderungen bei der Synthese der lac-mRNA zeig- 
te und damit die Unklarheiten der Hypothese beseitigte ['I. 
AuDerdem bestimmten die technischen Feinheiten dieser 
MeDmethoden mein spateres Denken iiber Probleme beim 
Nachweis einzelner Gene in komplizierteren eukaryotischen 
Zellen. Wir hybridisierten isotopenmarkierte E.-coli-RNA 
mit filtergebundener DNA aus zwei Bakteriophagen, die sich 
nur dadurch unterschieden, daD bei einem das lac-Operon 
fehlte; um die unspezifische Hybridisierung so gering wie 
moglich zu halten, gaben wir als Kompetitor unmarkierte 
RNA aus einer E.-coli-Mutante bei, die eine Deletion des 
lac-Operons hatte - eine asthetische Verbindung von Gene- 
tik und Molekularbiologie, ebenso erfreulich wie die Resul- 
tate selbst ! 
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Einfiihrung in die Provirus- und die 
Virogen-Onkogen-H y pothese 

Ende der sechziger Jahre gab es als ungewohnliches Ange- 
bot am NIH Abendkurse fur Arzte, die noch mit dreiDig 
Jahren versuchten, in die naturwissenschaftliche Forschung 
zu gehen. Zwei dieser Kurse beeinfluDten meine spatere Ar- 
beit. Sie fiihrten mich an wichtige Probleme heran, von de- 
nen ich glaubte, daD sie mit den Methoden gelost werden 
konnten, die ich mir in meiner kurzen Lehrzeit angeeignet 
hatte. 

Wie viele meiner Kollegen war ich von der Aussicht 
begeistert, reduktionistische Methoden auf eukaryotische 
Organismen anzuwenden und so Informationen iiber 
menschliche Krankheiten zu erhalten. Aus Veroffent- 
lichungen vom Anfang der sechziger Jahre, die ich recht spat 
gelesen hatte, wuDte ich genug iiber Viren und ihre Be- 
ziehung zu Tiertumoren, um zu verstehen, daD sie einen 
relativ einfachen Zugang zu einem so komplizierten 
Problem wie Krebs ermoglichen konnten. In der Tat 
schienen Viren fur alle, die sich fur die genetischen Grund- 
lagen der Krebsentstehung interessierten, das einzig viel- 
versprechende Forschungsobjekt zu sein. Ich wurde 
damals auf zwei ziemlich einfache, aber ketzerische Hypo- 
thesen aufmerksam, die beschrieben, wie Gene von RNA- 
Tumorviren sich mit Chromosomen der Wirtzellen vermi- 
schen. 

Die gewagtere der beiden, die Provirus-Hypothese, wurde 
erstmalig von Howard Temin r61 vorgebracht. (John Bader, 
einer unserer NIH-Dozenten, war einer der wenigen, die 
fur diese Hypothese offentlich eintratent'].) Die Provirus- 
Hypothese besagte, daD Gene von RNA-Tumorviren 
in DNA kopiert wiirden und sich stabil mit der Wirtzelle 
verbanden; die Provirus-DNA lieferte dann die Information 
zur Erzeugung neuer Viruspartikel. Die Hypothese wurde 
hauptsachlich - manche sagten auch klaglich - durch Stu- 
dien mit Inhibitoren der DNA- und RNA-Synthese gestiitzt. 
Sie schien jedoch nicht ganz plausibel, da bis dahin noch kein 
Informationstransfer von RNA zu DNA bekannt war. Es 
war verlockend, eine grundlegende Entscheidung uber das 
Provirus mit der molekularen Hybridisierung herbeizufiih- 
ren. 

Die andere Hypothese, die Virogen-Onkogen-Hypothese, 
war komplizierter[']. George Todaro und Robert Huebner 
schlugen vor, daD normale Zellen auch Gene enthalten 
miissen, die rnit den in RNA-Tumorviren gefundenen 
Genen venvandt sind, da Virusproteine auch haufig in Zellen 
anscheinend nicht infizierter Tiere gefunden wurden, beson- 
ders bei Hiihnern und Mausen. Solche als Tumorgene (Viro- 
gene) bekannten Gene sollten als Teile von Chromosomen 
vertikal weitergegeben werden, als Reaktion auf eine Fulle 
von Reizen exprimiert werden und durch Infektion der 
Keimzellen irgendwann in der Vergangenheit envorben 
worden sein. Da bekannt war, daR einige RNA-Tumorviren 
besonders stark onkogenetisch wirksam sind, wurde auDer- 
dem vermutet, daR tumorinduzierende Gene solcher Viren 
(virale Onkogene) auch in der Keimzellbahn infolge urzeitli- 
cher Infektionen weitergegeben wiirden. Die Aktivierung 
dieser endogenen viralen Onkogene konnte durch Carcino- 
gene wie Chemikalien, ionisierende Strahlung und andere 
Viren erfolgen und den neoplastischen ProzeD in Gang 
setzen. 

Ubergang zur RNA-Tumorvirologie 
in revolutionaren Zeiten 

Im Sommer 1969 verband ich einen Rucksackurlaub in 
Kalifornien rnit der Suche nach einem geeigneten Platz zum 
Studium von Tumorviren. Ich besuchte auf einen Hinweis 
von Harry Rubin in Berkeley hin Mike Bishop, Leon Levin- 
tow und Warren Levinson, die gerade angefangen hatten, mit 
bus-Sarcoma-Viren an der UC San Francisco zu arbeiten. 
(Es sei angemerkt, daD Rubin mir zuerst ein Treffen mit Peter 
Duesberg empfohlen hatte, der aber gerade nicht in der Stadt 
war.) Ein kurzes Gesprach mit Mike reichte, um mich von 
unserer intellektuellen Kompatibilitat zu iiberzeugen (eine 
der wenigen Uberzeugungen, die gliicklicherweise auch nach 
zwanzig Arbeitsjahren auf diesem Gebiet noch Bestand hat), 
und ich plante, bei der UCSF-Gruppe als ,,post-doctoral 
fellow" ab dem nachsten Sommer mitzuarbeiten. 

Noch bevor das Jahr voriiber war, veranderten jedoch 
zwei groDe Entdeckungen die gesamte Tumorvirologie. Es 
gelang Satoshi Mizutani und Teminr9] sowie David Balti- 

das vorhergesagte Enzym - die reverse Transcripta- 
se - in Virusteilchen zu finden. Die Zweifel an der Provirus- 
Hypothese wurden so weitgehend beseitigt, da nunmehr die 
Synthese der haretischen DNA-Kopie von einem RNA-Ge- 
nom moglich war. Es gelang Steve Martin, eine iiberaus 
wichtige Mutante des Rous-Sarcoma-Virus zu isolieren [I1], 
die die Fahigkeit zur Transformation von Zellen bei erhohter 
Temperatur verliert, sie jedoch wiedererlangt, sobald die 
Temperatur gesenkt wird. Mit Martins Mutante konnte zum 
ersten Ma1 das spater von uns so benannte src-Gen definiert 
werden. Zugleich wurde gezeigt, daI3 durch dieses Gen - und 
auch durch das vom Gen codierte Protein - die Transforma- 
tion eingeleitet und aufrechterhalten wurde. Da die Virus- 
mutante auch bei solchen Temperaturen normal wuchs, bei 
denen sie unfahig zur Transformation von Zellen war, IieDen 
sich onkogene von replikativen Funktionen trennen. Dieser 
Befund wird in dieser Geschichte bald wieder zur Sprache 
kommen. 

Erste Exkurse rnit dem Rous-Sarcoma-Virus: 
Die Suche nach proviraler DNA 

Die reverse Transcriptase wurde als starke Stiitze der Pro- 
virus-Hypothese freudig begriiBt. Es schien aber doch wich- 
tig zu sein, das Provirus direkt nachzuweisen, am nahelie- 
gendsten durch molekulare Hybridisierung, und seinen 
Syntheseweg speziell in infizierten Zellen und nicht nur in 
vitro zu verfolgen. Die reverse Transcriptase bot sich erfreu- 
licherweise dazu an, diese Aufgabe zu vereinfachen, und 
zwar durch die Synthese potentiell leistungsfahiger Sonden; 
gedacht war an radioaktive, virusspezifische, von einer Vi- 
rus-RNA-Matrize kopierte DNA. 

Riickblickend erscheinen meine anfanglichen Bemiihun- 
gen, diese Probleme zu losen, teils frustrierend, teils wie eine 
Donquichottene - dennoch wurden die Ergebnisse in be- 
kannten Journalen veroffentlicht. Anfangs verwendeten wir 
Doppelstrangprodukte der reversen Transcriptase aus Rous- 
Sarcoma-Virus (RSV) zur Hybridisierung, um die Zunahme 
von Genkopien anhand der Beschleunigung der Reassozia- 
tion durch zellulare DNA zu messen['21. Allerdings wurde 
die RNA-Matrize durch die reverse Transcriptase in vitro 
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ungleichmaDig kopiert l1 'I, so daD die Produkte komplizierte 
Hybridisierungskinetiken aufwiesen und somit nicht das ein- 
heitliche Virusgenom (dessen genetische Zusammensetzung 
noch unbekannt war) reprasentierten. Als ich versuchte, 
RSV-verwandte DNA in nichtinfizierten und RSV-infizier- 
ten Huhnerzellen zu messen, fanden sich multiple Kopien der 
virusverwandten DNA in den normalen Zellen, was zumin- 
dest einige Aspekte der Virogen-Onkogen-Hypothese zu be- 
statigen schientl4I. Aber der envartete RSV-DNA-Anstieg 
in den infizierten Huhnerzellen lieD sich nicht zeigen, bis ich 
dazu uberging, Einzelstrang-DNA als Sonde zu verwen- 
den['51. Zu diesem Zeitpunkt hatte Paul Neirnan die Zunah- 
me aber schon durch Hybridisierung rnit isotopenmarkierter 
RNA aus Virionen nachgewiesen [16]. Und inzwischen hatten 
Hill und Hillova auf einem ganzlich anderen Weg, namlich 
durch DNA-Transfektion, iiberzeugendere Beweise fur die 
Provirus-Hypothese gefunden [''I. Sie gaben DNA aus RSV- 
infizierten Zellen zu neuen Zellen und konnten aus diesen 
das Originalvirus gewinnen. Es muDte daher das komplette 
Virusgenom in der DNA der infizierten Zellen vorhanden 
gewesen sein. 

Unsere Versuche mit Proviren wurden dadurch erleichtert, 
daD ich von Huhnerzellen, den traditionellen Wirtzellen fur 
RSV-Kulturen, abging und statt dessen Zellen anderer Vo- 
gelarten - Ente und Wachtel- und von Saugern einsetzte[l8I. 
Weil wir vor der Infektion in diesen Zellen wenig virusver- 
wandte DNA finden konnten, war es ziemlich einfach, die 
Zunahme neuer RSV-DNA-Kopien nach der Infektion zu 
messen, den Zeitverlauf der DNA-Synthese zu verfolgen, zu 
zeigen, daD die reverse Transcription im Cytoplasma stattfin- 
det, und lineare, zirkulare und integrierte Formen viraler 
DNA zu definieren [lgl. 

Herstellung einer Sonde zur Priifung 
der Virogen-Onkogen-Hypothese 

Das unterschiedliche Vermogen normaler Vogel-DNA zur 
Hybridisierung rnit DNA-Sonden, die von RSV stammten, 
lenkte unsere Aufmerksamkeit auf einige Arten virusver- 
wandter DNA-Sequenzen, die wir in Huhner-DNA fanden. 
Waren diese Sequenzen Gene fur virale Strukturproteine? 
Wichtiger noch, enthielten sie virale Transformationsgene, 
so wie die Onkogen-Virogen-Hypothese voraussagte? Fur 
die Klarung dieser Fragen war es unbedingt erforderlich, 
Sonden zu bekommen, die wesentlich genauer definiert wa- 
ren. Das war Anfang der siebziger Jahre, bevor die Restrik- 
tionskartierung und die molekulare Klonierung zur Verfii- 
gung standen, keine leichte Aufgabe fur uns. 

Ein wirksames Reagens war allerdings vorhanden. 1971 
berichtete Peter Vogt uber die Isolierung von transforma- 
tionsdefekten und replikationskompetenten RSV-Mutan- 
tenIZ0]. Duesberg et al. konnten zeigen, daD die genomischen 
RNA-Untereinheiten dieser ,,td"-Mutanten etwa 15 % kiir- 
zer waren als die Untereinheiten des Virus-Wildtypstz']. Die 
vorlaufige Interpretation war, daD die fehlenden Sequenzen 
(die ursprunglich ,,x", spater ,,sarc" genannt wurden) einen 
Teil oder das ganze virale Transformationsgen (v-src) ent- 
hielten, das zuvor durch die temperaturempfindlichen (ts) 
Mutanten definiert worden war. Wie die ts-Mutanten von 
Martin waren die Deletionsmutanten, trotz des ausgedehn- 
ten Sequenzverlustes, noch fahig zur Replikation, und es war 

verlockend zu vermuten, daD sich die Deletion vollstandig 
oder zumindest weitgehend mit dem transformierenden Gen 
deckte. 

Mike und ich kannten diese MutmaSungen sehr gut, da 
wir rnit den von Vogt und Duesberg geleiteten ebenfalls in 
Kalifornien gelegenen Laboratorien zusammenarbeiteten 
und wir uns in etwa sechswochigem Abstand in Los Angeles 
oder der Bay Area trafen. Wahrend dieser Diskussionen 
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Ahh. 1 .  Schematische Zusammenfassung der ersten Experimente rnit der sarc- 
Sonde (siehe [22] und [23] fiir Primardaten und weitere Einzelheiten). Dia- 
grazmm A: Radioaktiv markierte sarc-spezifische DNA wurde hergestellt, in- 
dem die Produkte der reversen Transcription von RSV-RNA rnit der RNA 
einer transformationsdefekten Deletionsmutante von RSV (td-RSV) hyhridi- 
siert wurden. Die Grundlagen der Methode werden im Text beschrieben. Diinne 
Striche stellen RNA dar, dicke Striche DNA und Zickzacklinien sarc-Sequen- 
zen (d. h. Sequenzen, die in RSV-, aber nicht in td-RSV-Genomen vorkom- 
men). HAP = Hydroxylapatit. Diagramm B: sarc-DNA ist spezifisch fiir Se- 
quenzen, die RSV und td-RSV unterscheiden. Die Sonde wurde mit RSV-RNA 
und td-RSV-RNA hybridisiert; die Ergehnisse wurden durch HAP-Chromato- 
graphie ermittelt. Diagramm C: Die sarc-Sonde (durchgezogene Linien) hybri- 
disiert mit der DNA vieler Vogelspezies. Im Gegensatz dazu hyhridisieren Son- 
den der anderen Anteile des RSV-Genoms (td-RSV-Sonde, gestrichelte Linien) 
nur schwach rnit der DNA anderer Spezies als Huhn. Der Grad der Hybridisie- 
rung (die gezeigten Werte sind normiert) wurde durch HAP-Chromatographie 
ermittelt. 
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wurde uns klar, daD wir eine annahernd spezifische Sonde 
fur das RSV-Transformationsgen hatten, wenn wir radioak- 
tive DNA herstellen konnten, die spezifisch fur die deletier- 
ten Sequenzen in td-RSV-Mutanten ist. 

Unsere Strategie dafiir war im Prinzip einfach, in der 
Durchfiihrung jedoch schwierig (Abb. 1 A). Wir synthetisier- 
ten isotopenmarkierte Einzelstrang-DNA-Fragmente an ei- 
ner Wildtyp-RSV-RNA-Matrize, die dann mit td-RSV- 
RNA hybridisiert wurden, um unerwiinschte Anteile durch 
Chromatographie an Hydroxylapatit unter Zuriicklassung 
der sarc-spezifischen DNA entfernen zu konnen. Als erster 
hat Ramareddy Guntaka diesen Versuch durchgefuhrt und 
einige ermutigende Ergebnisse erhalten. SchlieBlich gelang es 
Dominique Stehelin, eine sarc-Probe herzustellen, die HuBerst 
strengen Anforderungen geniigte: Fast vollstandige Hybri- 
disierung mit RSV-RNA, keine signifikante Hybridisierung 
mit td-RSV-RNA (Abb. 1 B) und Reprasentation von mehr 
als 10 % des RSV-Genoms - fast der gesamten sarc-Region 
- in der Sonderzz1. 

Entdeckung konservierter Sequenzen 
in Vogel-DNA mit der sarc-Sonde 

Als Stehelin die sarc-Sonde mit normaler Hiihner-DNA 
inkubierte, hybridisierte sie weitgehend (wie natiirlich auch 
die aus td-RSV-RNA erzeugten Sonden) (Abb. 1 C). Diese 
aufregenden Ergebnisse waren noch alle mit der urspriingli- 
chen Onkogen-Virogen-Hypothese konsistent. Um so gro- 
Ber war unsere Aufregung, als die nachsten Befunde ihr zu 
widersprechen schienen: Wahrend sich die ,,virogene" Son- 
de aus td-RSV nur schwach rnit DNA-Sonden mehrerer an- 
derer Vogelspezies zu Hybriden umsetzte, hybridisierte die 
sarc-Sonde weitgehend sogar rnit der DNA des australischen 
Emus - eines Rattiten, der in der Evolution ziemlich weit 
vom Huhn entfernt ist (wie wir von unserem Kollegen Allan 
Wilson aus Berkeley erf~hren)"~].  Das groDe AusmaD und 
die VerlaDlichkeit der Hybridisierung mit der sarc-Sonde 
zeigten, daB ihre Homologen in normalen Zellen sich wah- 
rend der Evolution der Vogel mit einer ahnlichen Geschwin- 
digkeit auseinander entwickelt hatten wie die zellularen Ge- 
ne, die bei den wenigen friiheren Exkursen in die molekulare 
Evolution benutzt worden waren. Das lest nahe, daD diese 
Sequenzen mindestens iiber hundert Millionen Jahren kon- 
serviert worden waren. 

Unsere Folgerungen aus diesen Ergebnissen erscheinen 
riickblickend, da wir wissen, daD sie zutreffen, noch kiihner 
als damals Wir sagten, daO das RSV-Transformations- 
gen tatsachlich in der normalen zellularen DNA vorkommt, 
aber nicht in der durch die Virogen-Onkogen-Hypothese 
vorhergesagten Weise. Statt dessen schlugen wir vor, daB das 
zellulare Homologe ein normales Zellgen sei, das bei der 
Entstehung von RSV in leicht veranderter Form in das retro- 
virale Genom iibernommen worden war. Dieser Vorlaufer 
des viralen Onkogens schien - wie auch durch seine Konser- 
vierung wahrend der Evolution angedeutet wird - keines- 
wegs ein schadlicher Bestandteil gewesen zu sein, der nur auf 
ein carcinogenes Signal wartete, sondern hatte wohl eine fur 
den Organismus wertvolle Funktion. Da das virale src-Gen 
es dem RSV ermoglicht, Tumoren zu induzieren, vermuteten 
wir, daD sein zellulares Homologes normalerweise jene Pro- 
zesse beeinfluBt, die bei der Tumorentstehung fehlgesteuert 

werden: Die Kontrolle des Wachstums oder der Entwicklung 
der Zellen. 

Erhartung der Ergebnisse: sarc reprhntiert 
das c-suc-Proto-Onkogen 

Trotz der Erfolgsmeldungen blieben nach den ersten Expe- 
rimenten mit der sarc-Sonde noch viele Fragen offen. 

Die drangendste Frage, und die erste in den Kopfen unse- 
rer Kritiker, scheint heute zugleich grundlegend und banal: 
Hatte die sarc-Sonde tatsachlich ein funktionelles, protein- 
codierendes Homologes des viralen Transformationsgens 
(v-src) aufgespiirt, oder hatten uns die immer noch schlecht 
definierten genetischen und physikalischen Karten des RSV- 
Genoms in die Irre gefiihrt? Etwas Hilfe kam von Geneti- 
kern; sie kartierten eine groBe Zahl bekannter Transforma- 
tionsmutationen von RSV innerhalb der Region des viralen 
Genoms, die bei der Bildung der td-RSV-Deletionsmutaten 
verloren gegangen war Eindeutigere Hinweise kamen 
von Proteinbiochemikern : Joan Brugge und Ray Erikson 
fanden das lang gesuchte Produkt von v-src. Es war ein Pro- 
tein von etwa 60 000 DaltonrZ5], das eine Codesequenz von 
etwa 1600 Nucleotiden benotigen wiirde, was einem GroDteil 
des fehlenden td-RSV-Genoms entsprach. Hermann Opper- 
mann und andererZ6] konnten dann in normalen Zellen ein 
Protein nachweisen, das sich vom v-src-Protein praktisch 
nicht unterscheiden lieD. Sie stiitzten somit die These, daD 
mit der sarc-Sonde ein Gen (jetzt c-src genannt) bestimmt 
wurde, das v-src ahnelte. Letztlich zeigten die molekulare 
Klonierung und die Nucleotidsequenzierung des RSV-Ge- 
noms, wieviel Gliick wir beim Entwurfunserer Sonde gehabt 
hatten["]: Bei den meisten td-RSV-Mutanten fehlt auBer 
dem kompletten v-src fast nichts. 

Die zweite Frage war subtiler: Bedeutete die Konservie- 
rung des Gens c-src wahrend der Evolution der Vogel tat- 
sachlich, daB es sich um ein zellulares Gen handelte? Oder 
konnte es sich doch um ein ererbtes virales Gen handeln, das 
besser als andere konserviert wurde? Wir erhielten von meh- 
reren Seiten Antworten auf diese Fragen, und alle stiitzten 
die Argumente, die auf der Evolution basierten. Mit Hiih- 
nerchromosomen, die Elton Stubblefield in Texas der GroBe 
nach fraktioniert hatte, fanden wir, daD c-src und Virogene 
voneinander unabhangig waren: Die viralen Gene, die wir 
nachweisen konnten, lagen auf einem oder mehreren groBen 
Chromosomen, aber c-src befand sich auf einem kleinen 
Chromosom[281. Steve Hughes verwendete dann Restrik- 
tionsenzyme, um die Sequenzdiversitat in viralen Genen und 
ihrer Umgebung und in c-src bei vielen individuellen Hiih- 
nern zu be~t imrnen[~~] .  Das Muster, das rnit der sarc-Sonde 
entstand, war monoton, wie man es von einem konservierten 
zellularen Gen envarten wiirde (und wie es zum Beispiel fur 
die Gene fur Globin, Ovalbumin und andere gezeigt wurde). 
Das Muster, das mit der Sonde auf virale Strukturgene er- 
zeugt werden konnte, lie13 eine Vielfalt in der Zahl und im 
Kontext erkennen, so als ob sie erst kiirzlich durch voneinan- 
der unabhangige Infektionen der Keimbahn in das Hiihner- 
genom gelangt seien. Als wir die Transcriptionsprodukte von 
c-src und von virusverwandten Genen untersuchten, fanden 
wir in individuellen Hiihnerembryos unterschiedliche Men- 
gen und Typen viraler RNA, aber ahnliche Mengen einer 
einzigen, unterschiedlich grol3en Spezies von c-src-RNAt3']. 
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Den schlagendsten Beweis fur die zellulare Natur von c-src 
erbrachte die molekulare Klonierung. Denn damit konnte 
gezeigt werden, daB die codierenden Sequenzen von c-src an 
vielen Stellen von Introns unterbrochen wurdenr3'], und 
zwar - nach neueren Erkenntnissen - in einer fur zellulare 
Gene typischen Weise. Im Gegensatz dazu ahneln endogene 
Virogene, wie weiter unten ausfuhrlich beschrieben wird, den 
Proviren, denn sie bestehen aus ununterbrochenen codieren- 
den Domanen, die von repetitiven Sequenzen flankiert wer- 
den. 

Die dritte Frage war sehr aufschlufireich bezuglich des 
krebserzeugenden Mechanismus von v-src : Worin bestanden 
die vermuteten physiologischen Unterschiede zwischen ei- 
nem benignen Proto-Onkogen und dem davon abstammen- 
den pathogenen viralen Onkogen? Schon bei den ersten Mes- 
sungen der src-Genexpression ergab sich, daB das virale 
Gen, das von einem starken viralen Transcriptionspromotor 
gesteuert wird, sehr vie1 starker exprimiert wurde als das 
zellulare Gegenstuck 1321. Die fur die Transformation beno- 
tigten Konzentrationen des v-src-Proteins waren aber gerin- 
ger als nicht-onkogene Konzentrationen des c-src-Pro- 
t e i n ~ ' ~ ~ ] ;  dies schien auch auf qualitative Unterschiede zu 
deuten. Mark Collett in Eriksons Laborr341 und Art Levinson 
in unserem Labor[351 hatten gefunden, daD src-Proteine Pro- 
tein-Kinasen sind, und Tony Hunter und Bart Sefton konn- 
ten spater zeigen, daD diese spezifisch fur Tyrosinreste 
~ i n d [ ~ ~ ] .  Danach wurden in Hidesaburo Hanafusas Labor die 
feinen strukturellen und physiologischen Unterschiede zwi- 
schen der viralen und der zellularen Version des Gens defi- 
niertL3']: Von den Unterschieden in der Aminosauresequenz 
zwischen p60'"" und p6OC-"' verstarken mindestens drei die 
Protein-Tyrosinkinase-Aktivitat des transformierenden Pro- 
teins. Zur Entstehung des src-Onkogens tragen also sowohl 
qualitative als auch quantitative Faktoren bei. 
Zum SchluB stellt sich die Frage, wie gut das zellulare 

src-Gen konserviert wurde. Deborah Spector zeigte bereits 
sehr friih, daD unter weniger stringenten Bedingungen ein 
grol3er Teil oder die ganze sarc-Sonde mit den Genomen aller 
Vertebraten, nicht nur mit denen von Vogeln, hybridisiert 
werden k~nn te [~ ' ?  Da dies auch den Menschen einschloD, 
stieg das Interesse an unserer Arbeit, und aukrdem zeichne- 
te sich die Moglichkeit ab, daD retrovirale Proto-Onkogene 
bei menschlichem Krebs eine Rolle spielen. SchlieOlich konn- 
te mit neuen Techniken die Liste der Organismen, die c-src 
aufweisen, erweitert werden, so daD praktisch alle Metazoen 
eingeschlossen sind - Insekten f391, Wiirmerr401, Schwam- 

und Hydrasr42] - eine in gleicher Weise erhebende 
und ernuchternde Erinnerung an unsere evolutionaren Ur- 
spriinge. 

Die src-Geschichte bleibt unvollendet. Wir konnen nicht 
sagen, welchen Vorteil c-src normalen Organismen und Zel- 
len bringt, obwohl neuere Arbeiten darauf hindeuten, daD 
c-src sowohl bei der Entwicklung, speziell des Zentralnerven- 
systems[431, als auch bei der Wachstumskontrolle wahrend 
der M i t ~ s e [ ~ ~ ]  beteiligt ist. Wir kennen auch die physiologi- 
schen Substrate der src-Kinase nicht, obwohl zahlreiche 
Phosphotyrosin-haltige Proteine identifiziert werden konn- 
ten[451. Und wir wissen nicht, wie die enzymatische Aktivitat 
von p60 reguliert wird, wenn auch die Phosphorylierung da- 
bei eine Rolle spielt t461. SchlieBlich hat das src-Paradigma 
die Entwicklung unseres Arbeitsgebietes in mehrere Rich- 
tungen angeregt : Identifizierung vieler viraler Onkogene 

und ihrer zellularen Vorlaufer r471, Charakterisierung einer 
erstaunlichen Vielfalt onkogener P r ~ t e i n e [ ~ ~ ] ,  Ermittlung 
unvorhergesehener Beziehungen zu Teilen des wachstums- 
regulatorischen Netzwerkst491 und die Beschreibung mutier- 
ter Proto-Onkogene in menschlichen T~moren[~']. Diese 
Entwicklung wird Mike Bishop in seinem Vortrag beschrei- 
ben. Ich bleibe hier beim Virus - und speziell dem Provirus. 

Entschlusselung der Provirusstruktur 

Anfang der siebziger Jahre war das Provirus eine gut ak- 
zeptierte Vorstellung, aber die Organisation viraler DNA 
und ihre Position innerhalb von Chromosomen waren noch 
Gegenstand von MutmaDungen. Mehrere Eigenarten viraler 
RNA und des viralen Lebenscyclus l iekn vermuten, daB 
provirale DNA besondere Eigenschaften aufweisen muB- 
te[l9]. Zum ersten lag der Primer fur den ersten viralen 
DNA-Strang nahe dem 5'- anstatt dem 3'-Ende der viralen 
RNA15'], so daD die Synthese ein komplexer ProzeD sein 
mullte und das Provirus nicht nur eine einfache Kopie der 
viralen RNA sein konnte. Auch fand man an beiden Enden 
der viralen RNA eine kurze Seqnenz (R), die so zwar in zwei 
Kopien vorhanden war, aber bei der Synthese viraler DNA 
nur einfach kopiert zu werden ~ c h i e n [ ~ ~ ] :  Wie kam die zweite 
&pie von R zustande? SchlieDlich war es schwierig, die 
effiziente Synthese der viralen RNA ohne einen starken 
Transcriptionspromotor vor der Startsequenz zu erklaren; 
wie wurde dieser Promotor gebildet? 

Die Losung dieser Probleme lag in der unerwartet elegan- 
ten Konfiguration der viralen DNA, wie sie hauptsachlich 
von Peter Shank, Steve Hughes und Hsing-Jien Kung in unse- 
rer G r ~ p p e L ~ ~ ]  und unabhangig im Labor von John Taylor in 
Philadelphia [541 erarbeitet werden konnte. Wiederum gelang 
diese Entwicklung mit Hilfe von RSV, und die Ergebnisse 
basierten auf Hybridisierungen mit spezifischen Sonden, die- 
ses Ma1 f i r  die terminalen Regionen des viralen Genoms. Es 

1RNA- .. .. .. . 
U3 R 
I RNA 

Reverse Transcription 
Integration 

LT R 
DNA 

1 
LT R 

Viraler 
Promotor 

Wirt-RNA-Polymerase 1 
a RNA 

Abb. 2. Die Organisation proviraler DNA im Vergleich mit retroviraler DNA. 
Die oberste Zeile zeigt eine Untereinheit des viralen dimeren Genoms, mit 
Wirt-tRNA in der Nahe des 5'-Endes, wo sie als Primer fur die Synthese des 
ersten viralen DNA-Strangs dient. R bedeutet kurze, an beiden Enden viraler 
RNA vorkommende Sequenzen; U 5 und U 3 sind ausschliefllich in den 5'- und 
3'-Regionen der RNA vorkommende Sequenzen, die wahrend der DNA-Syn- 
these unter Bildung der ,,long terminal repeats" (LTR-Regionen) dupliziert 
werden. Die mittlere Zeile stellt ein in die Wirtzell-DNA (einfacher Strich) 
integriertes Provirus dar. Die codierenden viralen Sequenzen liegen mischen 
den LTRs (Doppelstrich). Die Klammer kennzeichnet die Region, die den vira- 
len Promotor in U 3  der stromaufwarts gelegenen LTR umfaDt; der gebogene 
Pfeil deutet auf den Startort und die Richtung der Provirus-Transcription durch 
die RNA-Polymerase des Wirts hin. Die unterste Zeile zeigt den Aufbau des 
primaren viralen Transcripts nach 3'-Prozessierung; der Poly(A)-Trakt am 3'- 
Ende ist nicht dargestellt. 
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zeigte sich, da13 die viralen Gene im Provirus von langen 
terminalen Regionen, ,,long terminal repeats" (LTR-Regio- 
nen), flankiert wurden, die von Sequenzen an beiden Enden 
der viralen RNA stammten (Abb. 2) .  (Die Enden der LTR- 
Regionen entsprechen den Primer-Sequenzen fur die beiden 
DNA-Strange; mit ihnen wurde eine Strategie der DNA- 
Synthese aufgeklart, die jedoch zu kompliziert ist, um sie hier 
v~rzutragen['~I.) Da die R-Sequenz einmal in jeder LTR-Se- 
quenz vorkommt, kann sie durch Transcription von Teilen 
beider LTRs rekonstituiert werden. Und virale Sequenzen, 
die starke Transcriptionssignale enthalten, finden sich vor 
der RNA-Startsequenz. Die Kartierung von Integrations- 
stellen zeigte, da13 viele Regionen des Wirtgenoms ein Provi- 
rus aufnehmen konnen; die transcriptionelle Autarkie er- 
moglicht es dem Provirus, in verschiedenen chromosomalen 
Umgebungen wirksam zu werden. 

Proviren als mobile Elemente, 
die Insertionsmutationen verursachen 

Aber mit der Struktur des Provirus lie13 sich mehr aufkla- 
ren als nur einige Geheimnisse des retroviralen Lebenscy- 
clus. Proviren gleichen in ihrem grundsatzlichen Aufbau und 
sogar in bestimmten kurzen Sequenzen einem sehr haufigen 
Typ mobiler DNA-Elemente, deren Vorkommen inzwischen 
in F'flanzen, Bakterien, Hefen, Insekten und vielen anderen 
Organismen beschrieben wurde (Abb. 3)["] - dies ist ein 

Kurze direkte Wirt-Replikationen 
LTR-Regionen 

Genereller Aufbou 

Tn9 DtI)--I=9 
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Copia m i3 
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Abb. 3. Mobile DNAs sind haufig wie Proviren organisiert. Die Abbildung 
zeigt einige haufige Eigenschaften vieler transponierbarer Elemente: LTRs 
(Rechtecke), ,,inverted repeats" innerhalb von LTRs (gefiillte Dreiecke) und 
kurze Duplikationen in der Wirt-DNA, die wahrend der Insertion entstanden 
sind (leere Dreiecke). Die dargestellten mobilen Elemente umfassen retrovirale 
Proviren [RSV und Mause-Mammatumorvirus (MMTV)], Retrotransposonen 
von Drumphila (Copia und 412) und von sprossender Hefe (Ty-1) sowie ein 
konventionelles E.-cufi-Transposon (Tn9) (Nachdruck mit freundlicher Erlaub- 
nis von Academic Press; siehe [55]). 

weiteres markantes Beispiel fur Konservierung in der Evolu- 
tion. In den letzten Jahren konnte ihre Venvandtschaft mit 
Retroviren gezeigt werden, da einige dieser Elemente dupli- 
ziert und reloziert werden, indem mit reversen Transcripta- 
sen neue DNA-Kopien von RNA-Transcripten erzeugt wer- 
den rs61; allerdings entstehen dabei keine extrazellularen 
Viren. Diese Eigenschaften treffen auch fur endogene Pro- 
viren zu, die aus der Keimbahn vieler Vertebraten kloniert 
werden konntent5'I, wodurch der grundsatzliche Unter- 
schied zwischen vererbten Virogenen und zellularen Proto- 
Onkogenen erneut verdeutlicht wird. 

Als eine praktische Konsequenz der erstaunlichen Ahn- 
lichkeit zwischen retroviralen Proviren und mobilen Elemen- 
ten mul3te in Betracht gezogen werden, da13 Proviren wie 
mobile DNA Insertionsmutationen verursachen konnen. 
1978, wahrend eines Forschungsurlaubs im Labor von Mike 
Fried beim Imperial Cancer Research Fund, wollte ich diese 
Idee experimentell uberprufen. Von John Wyke erhielt ich 
eine Ratten-Zellinie, die durch ein einziges RSV-Provirus 
transformiert worden war und die als Ziel fur provirale In- 
sertionsmutationen nach Superinfektion mit Mause-Leu- 
kamievirus (MLV) dienen konnte. Als wir die vielen Klone 
der Zellen durchkammten, die die Transformationseigen- 
schaften nach der Infektion rnit MLV verloren hatten, fan- 
den Suzanne Ortiz und ich, daB zwei Klone an verschiedenen 
Stellen innerhalb des bereits existierenden RSV-Provirus ein 
inseriertes MLV-Provirus enthielten, das die Expression von 
v-src beeinfluBte r581. 

Durch dieses Experiment wurde grundsatzlich gezeigt, 
daD Proviren als Insertionsmutagene wirken und dadurch 
Gene inaktivieren konnen. Als Nebeneffekt ermunterte es 
uns, uber Insertionsmutationen nachzudenken, die durch 
Aktivierung der Genexpression dominierende Aktivitat ent- 
wickeln. Greg Payne versuchte dann eine Erklarung dafur zu 
finden, daB das Vogel-Leukosevirus (ALV) - ein Virus, das 
vom td-RSV praktisch nicht zu unterscheiden und von dem 
keine virale Onkogenitat bekannt ist - trotzdem innerhalb 
weniger Wochen nach der Injektion Tumoren (meist B-Zell- 
Lymphome) bei anfalligen Huhnern induzieren kann t S 9 ] .  

Konnten ALV-Proviren moglicherweise manchmal in der 
Nahe von zellularen Proto-Onkogenen eingebaut werden 
und deren Expression durch eine virale LTR verstarken? Die 
Hinweise, die Greg fur diese Hypothese fandt6'I, gingen je- 
doch - so provokant sie auch waren -fast in der Aufregung 
unter, die die Entdeckung von Hayward, Nee1 und Astrint611 
verursachte : Sie hatten ALV-DNA in B-Zell-Lymphomen 
direkt neben c-myc - einem bekannten Vorlaufer eines retro- 
viralen Onkogens[62] - gefunden und gezeigt, daB die Ex- 
pression von c-myc durch die virale LTR getrieben wurde. 

ALV-induzierte Tumoren lehrten uns einige neue Prinzi- 
pien : Retroviren konnen Neoplasie induzieren, indem ihre 
Insertion Proto-Onkogene a k t i ~ i e r t t ~ ~ ] ;  Proviren und ihre 
Zielgene konnen unterschiedlich angeordnet sein und dabei 
ahnliche Auswirkungen auf die Transcription haben t641; und 
Proto-Onkogene miissen nicht transduziert werden, urn bei 
der Onkogenese mitzuwirken. Der zuletzt genannte Punkt 
war besonders wichtig, denn er deutete bereits die Flut von 
Proto-Onkogenen in menschlichen Tumoren an, die nicht in 
Verbindung zu irgendeinem Virus ~tanden[~"l. 

Der Gebrauch yon Proviren zur Kennzeichnung 
von Transposons fur neuartige Proto-Onkogene : 
Die int-1-Story 

So wichtig es fur unsere Arbeit auch war, ALV wies uns 
nicht auf Proto-Onkogene hin, die nicht bereits als Vorlaufer 
retroviraler Onkogene bekannt waren. Dafur benutzten wir 
ein anderes Retrovirus ohne virales Onkogen, das Mause- 
Mammatumorvirus (MMTV). Wie RSV hat auch MMTV 
eine bemerkenswerte Vergangenheit t651. Es wurde in Hol- 
land vor iiber funfzig Jahren in der Milch von inziichtigen 
Mausen gefunden, die haufig Mammatumoren bekamen r66]. 
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In den Jackson Laboratories in Maine[671 wurde MMTV als 
erstes Saugetier-Retrovirus identifiziert. Es ist bisher der ein- 
zige effiziente Verursacher des Mammacarcinoms und daher 
ein Modell fur eine der haufigsten menschlichen Krebs- 
erkrankungen. 

MMTV-induzierte Mammatumoren beruhen auf einem 
quasiklonalen Wachstum von virusinfizierten Zellen[681. 
Roe2 Nusse wollte klaren, ob die Tumorzellen durch Insertion 
von viraler DNA in der Nahe eines bis dahin unbekannten 
Proto-Onkogens entstanden. Er untersuchte viele Tumoren 
rnit dem Ziel, einen rnit nur einem einzigen neuen Provirus zu 
finden. Dieses Provirus und die flankierende DNA klonierte 
er dann in E. coli. In der Nahe fand sich ein unbekanntes 
Gen, das wir int-1 nannten, und das in diesem und auch in 
einigen anderen Tumoren mit den in der Nahe gelegenen 
Insertionen exprimiert wurde, nicht jedoch in normalen 
Mammadrii~en[~~I.  

Diese Befunde reichten jedoch nicht, urn int-1 als Onkogen 
zu bezeichnen. Ein erster Hinweis war die Wiederholung: 
Uber drei Viertel der Mammatumoren des C3H-Mause- 
stamms weisen Insertionsmutationen im int-1-Locus auf. 
Dann versuchte Tony Brown etwas, was die Natur nicht ge- 
tan hatte: Er integrierte das int-l-Gen in ein retrovirales 
Genom; das so erzeugte Virus veranderte das Wachstum und 
die Morphologie von kultivierten Mammazellen 1701. 

SchlieDlich wendete Ann Tsukamoto eine von Ralph Brinster, 
Richard Palmiter und Philip Leder entwickelte Methodet7 
an und brachte das an MMTV-LTR gekoppelte int-1-Gen in 
die Mausekeimbahn eint7*]. Alle transgenen Mause, mann- 
liche wie weibliche, zeigten eine dramatische Hyperplasie des 
Mammaepithels, und die meisten Weibchen entwickelten in- 
nerhalb von sechs Monaten Mammacarcinome. Es gelang 
uns fast, die Kochschen Postulate fur eine genetische Erkran- 
kung zu erfullen: Indem wir die virusmutierte Form des 
Gens in die Keimbahn einbauten - ironischerweise beinahe 
so, wie es nach der Virogen-Onkogen-Hypothese in der Na- 
tur stattfinden sollte - haben wir die Krankheit wiederer- 
schaffen. 

Bevor ich unsere transgenen Mause verlasse, muS ich noch 
eine allgemeinere Bemerkung machen. In Kalifornien und 
vielen anderen Gegenden ist die medizinische Forschung 
durch gutgemeinte Bestrebungen zur Abschaffung von Tier- 
versuchen ernstlich bedroht. Wenn man Peyton Rous seine 
Huhner verweigert hatte, ware unser Arbeitsgebiet ohne Ver- 
gangenheit; wenn man uns allen jetzt die Mause und sonsti- 
gen Tiere verweigert, wird es wenig Zukunft haben. 

Ein vorlaufiges Transduktionsschema 
fur Proto-Onkogene 

int-1 war nur das erste einer langen Reihe von Proto-On- 
kogenen, die als Loci wiederholter Aktivierung durch Pro- 
viren in Tumoren identifiziert wurden [631. Retroviren spielen 
also eine Doppelrolle bei der Cancerogenese, namlich bei der 
Transduktion und bei der Insertionsmutation. Es ist nicht 
uberraschend, daD beide Phanomene mechanistisch mitein- 
ander verwandt zu sein scheinen : Eine Insertionsmutation ist 
vermutlich der erste Schritt in der Sequenz der Ereignisse, die 
gelegentlich als Endprodukt ein virales Onkogen hervor- 
bringt. Wir konnen vorhersagen, aber leider noch nicht 

durch direkte Beobachtungen beweisen, daD zwei Re- 
kombinationsereignisse fur die Transduktion notig sind 
(Abb. 4[731). 

Das erste Ereignis findet wahrend der Provirusintegration 
statt, wobei die Virus-DNA in Richtung 5' des zu vereinnah- 
menden aktivierten zellularen Gens plaziert wird. Das zweite 
lauft wahrend der Virusreplikation in dem Tumor ab, der 
durch die Insertionsmutation entsteht ; in diesem zweiten 
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Abb. 4. Modell fur die Transduktion zellularer Proto-Onkogene zur Bildung 
von retroviralen Onkogenen. Exons eines Proto-Onkogens liegen stromabwarts 
nach einem retroviralen Provirus, das kiirzlich durch Infektion eingebaut wor- 
den ist (Markierungen wie in Abb. 2). Chimare Virus-Wirt-DNA, ein Produkt 
der proviralen Insertionsmutation, rekombiniert bei der Virusreplikation mit 
normaler viraler RNA. Dabei werden virale Sequenzen mit stromabwarts gele- 
genen zellularen Sequenzen verbunden. Weitere Einzelheiten siehe [73]. 

Schritt werden die viralen Sequenzen mit zellularen Sequen- 
Zen aus stromabwarts gelegenen Regionen des Gens verbun- 
den. Wir vermuten, daD vor etwa einem Jahrhundert ein 
enger Verwandter von ALV ungefahr auf diese Weise eine 
geringfiigig mutierte Version des Hiihner-src-Gens uber- 
nahm und uns so den Weg eroffnete, dem wir auch jetzt noch 
folgen. 

Die Aussichten der Relrovirologie 

Bis hier hin bestatigt sich in dieser Geschichte David Balti- 
mores dankbare Feststellung [741: ,,a virologist is among the 
luckiest of biologists because he can see into his chosen pet 
down to the details of all its molecules." Da unsere SchoB- 
tiere, die Retroviren, so bemerkenswerte Versuchsobjekte 
sind, genugten zwei kurze Fragen - wie wachsen Retroviren? 
und wie verursachen sie Krebs? -, um unser Augenmerk 
sowohl nach aul3en auf die Wirtzelle als auch nach innen auf 
die Viren selbst zu r i~h ten~ '~ ] .  Die Folge davon ist, daD wir 
uns rnit einigen der interessantesten Gebiete der modernen 
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Biologie beschaftigen : den genetischen Ursachen von Krebs, 
der Transposition von DNA durch RNA-Intermediate, der 
Kontrolle der Genexpression in Eukaryoten und den mole- 
kularen Hinweisen auf die Evolution. 

Inzwischen hat die Onkogen- und Proto-Onkogenfor- 
schung einen Grad der Reife erreicht, der es ermoglicht, mit 
erstaunlich wenig Virologie auszukommen. Allerdings blei- 
ben Retroviren bedeutende Werkzeuge zur Isolierung wichti- 
ger neuer Onkogene; Beispiele dafiir waren die Entdeckung 
desjun- und des crk-Gens in den letzten J a h r e ~ ~ [ ~ ~ !  Seit der 
Entdeckung der reversen Transcriptase vor beinahe zwanzig 
Jahren ist der Lebenscyclus von Retroviren anscheinend fast 
erschopfend erforscht worden" 'I. Trotzdem gibt es einige 
Eigenschaften von zentraler Bedeutung, die erst jetzt ins 
Blickfeld riicken Rezeptoren an der Zelloberflache fur 
die Anheftung und den Eintritt von Viren wurden kiirzlich 
iden tifiziert und zeigen bemerkenswerte biochemische Ei- 
gen~chaften~~~1; die Integrationsreaktionen von Proviren 
wurden in vitro mit Nucleoprotein-Komplexen nachvoll- 
~ o g e n ~ ' ~ ] ,  so daD man integrative Vorlaufer und Zwischen- 
produkte beschreiben kann'791; Retroviren erwiesen sich als 
vielseitige genetische Vektorentso1, die vielleicht eines Tages 
klinisch eingesetzt werden konnen, um Gendefekte in der 
gleichen Weise zu korrigieren, wie die Natur vom Wirt ab- 
stammende Onkogene transponiert. Aukrdem wurden viele 
unerwartete Effekte der Expression viraler Gene entdeckt, 
einschlieBlich der translationalen Verschiebung des Leserah- 
mens wiihrend der Synthese der reversen Transcriptaset8'] 
und komplizierter viraler Regulationsgene, die das Verhalten 
von zwei Klassen menschlicher Retroviren bestimmen ["'I. 
Dariiber hinaus werden die Prinzipien des Zusammenbaus 
von Viren durch physikalische und genetische Eingriffe in 
die viralen Strukturproteine und Proteasen erkennbartE3]. 
Diese faszinierenden Probleme sind jetzt besonders dran- 
gend, da wir alle durch die weltweite Verbreitung des letalen 
humanen Retrovirus HIV (human immunodeficiency virus) 
bedroht werdenIs4I. Somit fordern Retroviren nach wie vor 
unsere Intelligenz auf eine Weise heraus, die uns beim Kampf 
gegen so bedeutende Krankheiten wie Krebs und neuerdings 
AIDS helfen und zur gleichen Zeit grundlegende Eigenschaf- 
ten im Leben unserer Zellen aufdecken konnte. 
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