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1. SUMMARY

The c-Jun N-termina kinases (JNKs) (also known as stress-activated protein kinases,
SAPKS), members of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) family, regulate gene
expression in response to a variety of physiological and environmental stimuli. Gene
knockout experiments and the use of dominant interfering mutants have pointed to a role of
SAPK/INKs in the processes of cell differentiation, survival and/or apoptosis as well as
oncogenic transformation. Direct analysis of the transforming potential of JINKs has been
hampered so far by the lack of constitutively active forms of these kinases. Recently such
mutants have become available by fusion of the MAPK with its direct upstream activator
kinase. In the context of this PhD thesis a constitutively active SAPKB-MKK?7 hybrid protein
was generated and used to characterize the transforming potential of activated SAPK[.
Inducible expression of SAPKB-MKK7 caused morphological transformation of NIH 3T3
fibroblasts. Additionally, these cells formed small foci of transformed cells, grew anchorage-
independent in soft agar and similar to oncogenic Ras and Raf, expression of activated
SAPK[ resulted in the degradation of F-actin stress fibers. Furthermore, expression of
SAPKB-MKK7 increased proliferation rates of NIH 3T3 cells. However, in contrast to the
classical oncogenes like ras and raf, SAPK[-MKK7 is not able to selectively support the
survival of the transformed cells. Therefore, our data suggest that constitutive SAPK/INK
activation elicits major aspects of cellular transformation, but is unable to induce the complete
set of changes which are required to establish the fully transformed phenotype. We have also
begun to directly determine the tumorigenic potential of SAPKB-MKK?7 in the nude mouse.
Injection of SAPK-MKK?7 expressing fibroblasts resulted in the establishement of a well
defined fibrosarcoma, albeit at much later timepoints than in the case of v-Raf transformed
cells. The long latency with which they develop tumors suggests the requirement of further
genetic aterations. Thus expression of activated SAPK/INK is sufficient to initiate tumor
development in vivo.
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1. ZUSAMMENFASSUNG

Bel c-Jun N-terminalen Kinasen (JNKs) (auch als Stress-aktivierte Proteinkinasen SAPKs
bezeichnet), handelt es sich um Mitglieder der Mitogen-aktivierten Proteinkinase Familie
(MAPK), die die Genexpression als eine Antwort auf eine Vielzahl von physiologischen und
nicht-physiologischen Stimuli regulieren. Gendeletionsexperimente (knockout) und der
Einsatz von dominant-negativen Mutanten wiesen auf eine Funktion von SAPK/INKSs bei
Prozessen der zelluldaren Differenzierung, dem Uberleben und/oder Apoptose sowie
onkogener Transformation hin. Direkte Analysen des transformierenden Potentials von
SAPK/INKs wurden bislang durch das Fehlen von konstitutiv-aktiven Mutanten verhindert.
Erst unlangst konnte durch die Fusion der MAP Kinase mit seiner direkten, in der Kaskade
vorgeschalteten, Aktivatorkinase solche Mutanten bereitgestellt werden. Im Rahmen dieser
Doktorarbeit wurde ein SAPK[B-MKK7 Hybridprotein generiert, mit dessen Hilfe das
transformierende Potential von aktiviertem SAPK[ charakterisiert werden konnte. Die
induzierte Expression von SAPK[-MKK?7 fuhrte zur morphologischen Transformation von
NIH 3T3 Fibroblasten. Darliber hinaus bildeten diese Zellen kleine Foci aus transformierten
Zellen, wuchsen in Soft-Agar und vergleichbar mit onkogenem Ras oder Raf, resultierte auch
die Expression von aktiviertem SAPK[ in der Zerstbrung des F-Aktins. Des Weiteren
steigerte die Expression von SAPK[3-MKK7 die Proliferationsraten von NIH 3T3 Zellen. Im
Gegensatz zu den akut transformierenden Onkogenen wie ras oder raf, ist SAPK[B-MKK7
jedoch nicht in der Lage, das Uberleben der transformierten Zellen zu bewirken. Unsere
Daten schlagen daher vor, das konstitutiv-aktives SAPK/INK zwar die Hauptaspekte
zelluldrer Transformation verursacht, aber nicht imstande ist, alle Veranderungen zu
induzieren, die bendtigt werden, um einen vollsténdig transformierten Phanotypen zu
etablieren, weshalb insgesamt gesehen, sein transformierendes Potential deutlich schwéacher
ausgepragt ist. Wir haben zusétzlich damit begonnen, dass tumorgene Potential von SAPK 3
MKK?7 direkt im Nacktmausmodell zu verifizieren. Die Injektion von SAPKB-MKK7
exprimierenden Fibroblasten resultierte in der Etablierung eines gut definierten Fibrosarkoms,
wobel die Latenzzeit |anger war als bei v-Raf transformierten Zellen. Somit ist die Expression
von aktiviertem SAPK/INK ausreichend, um die Tumorentwicklung in vivo zu initieren, auch
wenn die lange Latenzzeit auf die Notwendigkeit zusétzlicher genetischer Verdnderungen
hinweist.
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2. EINLEITUNG

2.1 Einfuhrung in dieintrazelluléren Signaltransduktionskaskaden

Nicht erst seit Beginn des Telekommunikationszeitalters konnen Informationstibertragungen
ein fundamentales Problem darstellen. Um die Existenz eines multizelluldren Organismus zu
gewahrleisten, bedarf es des Informationsaustausches zwischen den einzelnen Zellen und dem
Gesamtorganismus. Nur so kann eine koordinierte Steuerung der Entwicklung, des
Wachstums, der Reizverarbeitung und der Bewegung erfolgen. Als Informationstrager steuern
hierbei elektrische Impulse oder I|6dliche Faktoren, wie beispielsweise Hormone,
Wachstumsfaktoren und Zytokine, einzelne Zellen oder Gewebe und kontrollieren somit alle
ablaufenden motorischen, sekretorischen, proliferativen und migratorischen Prozesse.
Daneben erzeugen auch Zell-Zell und Zell-Matrix-Kontakte, mechanische Kréfte oder
Umweltfaktoren, wie z. B. Veranderungen der Osmolaritét, Temperatur, pH-Wert und
Strahlung, Informationen, die die Funktion und Aktivitdt von Zellen beeinflussen
(Dhanasekaran 1998). Signale, die von auf3en an eine Zellmembran gelangen, miissen von der
Zelle aufgenommen und verarbeitet werden, das heifdt zu den spezifischen Zielproteinen und
—genen Ubermittelt werden, damit eine adaquate Antwort erfolgen kann: ein Prozess den man
as intrazellulare Signaltransduktion bezeichnet. Meist fihren diese Prozesse zur
Modifizierung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern, was eine Verdnderung des
Genexpressionsmusters der Zelle zur Folge hat und somit letztendlich eine Reaktion auf das
empfangene Signal einleitet. Inter- und intrazelluldre Signale erlauben es jeder Zelle ihren
Platz zu finden und ihre spezifische Rolle im Gesamtsystem zu tGibernehmen.

Die Gruppe der Mitogen-aktivierten Protein Kinase (MAPK) Signaltransduktionswege
umfasst intrazellulére Signalproteine, die durch Stimuli in Form von Wachstumsfaktoren,
Zytokinen oder Umweltstressfaktoren Uber membranassozierte Rezeptoren mit intrinsischer
Tyrosinkinaseaktivitdt (Rezeptor-Tyrosinkinase, RTK) bzw. Uber G-Protein-gekoppelte
Membranrezeptoren aktiviert werden. Im Fall der membranassozierten Rezeptoren fuhrt die
extrazelluldre Bindung von Signalmolekilen an die Rezeptoren zur Di- oder
Oligomerisierung. Durch die hierbei erzwungene réaumliche Anngherung kommt es zur
Phosphorylierung von Tyrosinresten auf der intrazelluldren Domane, die fur die Rekrutierung
von Austauschfaktoren fir das kleine G-Proteine Ras bendtigt werden. An heterotrimere G-
Proteine gekoppelte Rezeptoren aktivieren bzw. inaktivieren ein zusdtzliches
membrangebundenes Enzym oder einen lonenkanal, wodurch haufig die Produktion und/oder
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Freisetzung sekundéarer Signalmolekile (second messenger) stimuliert wird. Bei den MAPK
Signaltransduktionswegen  handelt es sich  um en relativ  urspringliches
Signalweiterleitungssystem, das die Natur in unterschiedlichen Permutationen einsetzt, um
eine Vielzahl von Aufgaben zu bewerkstelligen. MAPK Signalwege existieren in allen
Eukaryonten und kontrollieren hierbei fundamentale zelluldre Prozesse wie die
Zelldifferenzierung und —proliferation, das Uberleben von Zellen oder ihren programmierten
Tod (Apoptose), ihre Migration oder die Reaktion auf diverse Umwelteinflisse. Um diese
Prozesse reguliert ablaufen zu lassen, verwenden eukaryontische Zelen ein
Ubertragungsprinzip, das aus mehrfach in Serie geschalteten Phosphorylierungsschritten
besteht, die durch eine Kaskade von Kinasen bewerkstelligt werden (Hunter 1995). Als
grundlegende Komponente beinhaten alle MAP Kinase Signaltransduktionswege ein
zentrales Modul, welches einem G-Protein nachgeschaltet ist und aus drei Kinasen besteht:
eine Serin/Threonin spezifische MAP Kinase Kinase Kinase (MAPKKK; MKKK)
(membrane shuttle kinase) phosphoryliert und aktiviert eine nachfolgende dualspezifische
MAP Kinase Kinase (MAPKK; MKK) (dual-specificity kinase), die ihrerseits wiederum
durch Serin/Threonin- und Tyrosinphosphorylierungen eine spezifische Serin/Threonin MAP
Kinase (MAPK) (nuclear shuttle kinase) aktiviert. Diese trandoziert meist direkt in den
Zellkern, um dort Transkriptionsfaktoren oder andere Zielproteine zu modifizieren, sie kann
aber auch im Zytoplasma bzw. in anderen zelluldren Kompartimenten verbleiben, wo sie
ebenfalls Substrate zu erkennen vermag (Pearson et al. 2001; Kolch 2000; Sithanandam et al.
1996). Die schematische Grundstruktur von MAPK Signaltransduktionswegen ist in Abb. 1
dargestellt. Diese hierarchische Grundstruktur sorgt nicht nur fur die Amplifikation des
Signals, sondern auch fir zusétzliche regulatorische Anpassungen, die es erméglichen,
Kinetik, Dauer und Amplitude der Aktivitdt exakt einzustellen (Kolch 2000). Die
Entwicklung ener  mehrstufigen  Signalkaskade bietet im  Gegensaiz  zu
SignalUbertragungssystemen, die mit einer einzigen Kinase auskommen (z.B. JAK-STAT
Signalweg oder Adenylatzyklase cCAMP Signalweg), den Vorteil, dass stufenartige Signale
(Input) in schalterartige Antworten (Output) konvertiert werden. Bei dieser Umwandlung
werden Stérsignale (Signale mit ungentigender Intensitét oder Dauer) herausgefiltert, wahrend
auf den Schwellenwert Uberschreitende Stimuli mit einer Aktivierung der Signakaskade
geantwortet wird (Ferrell 1996).
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extrazellulare
Signale
Zellmembran

MAP Kinase Kinase Kinase

Zytoplasma

MAP Kinase Kinase

MAP Kinase Phosphorylierungsmotive:
ERK1/2; p38; ERK5:  Thr-Glu-Tyr
zytoplasmatische (TEY)
Substrate SAPK/JINK: Thr-Pro-Tyr
Nukleus —— (TPY)
ranskriptions-
Gene

Abb. 1 Schematische Dar stellung der Struktur von MAPK Signaltransduktionswegen (nach (Kolch 2000))
Alle MAPK Signaltransduktionskaskaden zeigen einen vergleichbaren Aufbau: eine Membran-Shuttle Kinase

(MAPKKK) muB zu ihrer eigenen Aktivierung aus dem Zytoplasma in die Néhe der Plasmamembran wechseln.
Sie phosphoryliert anschlieRend eine duaspezifische MAPKK, die dann ihrerseits eine MAPK aktiviert. Die
MAPK, auch as nukledre Shuttle Kinase bezeichnet, kann sowohl Transkriptionsfaktoren im Nukleus aktivieren,

aber auch zytoplasmatische Proteine modifizieren.

Die Zahl der charakterisierten MAPK Signalwege in eukaryontischen Zellen hat in den letzten
Jahren stetig zugenommen. Die Identifikation immer neuer Signalkomponenten und die
Entschlisselung zahlreicher Interaktionen der beteiligten Proteine untereinander zeigt eine
starke Verflechtung der verschiedenen Signalwege, was eine Vielzahl von hochregulierten
zellularen Reaktionen ermoglicht. Genetische Analysen fuhrten bislang zum Nachweis von
funf MAP Kinase Signalwegen im einzelligen, eukaryontischen Organismus, der Béckerhefe
Saccharomyces cerevisiae (Schaeffer and Weber 1999), die obwohl aus strukturell
verwandten Komponenten zusammengesetzt, an unterschiedlichen biologischen Prozessen
beteiligt sind. Osmoregulation, Bildung von Sporen, Zellwandbiosynthese, Filamentation und
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Pheromonregulation (mating) werden in der Hefezelle durch sie koordiniert (Herskowitz
1995; Madhani and Fink 1997; Schaeffer and Weber 1999). In héheren Eukaryonten findet
man eine weit aus grofere Zahl von Kinasen, es fehlen bislang jedoch Daten, die eine exakte
Zahl der MAPK Signawege genau festlegen. Proteinkinasen stellen die zwelitgrolite
Proteinfamilie in hoher organisierten Zellen dar (Hunter 1994). Nach Abschlul® des
menschlichen Genomprojekts wurden bislang 868 Gene (entspricht 2.8% der bekannten
Gene) identifiziert, die fir Proteinkinasen kodieren (Venter et al. 2001). Da 41,7% der Gene
eine bislang unbekannte Funktion besitzen, ist jedoch mit der Identifizierung von weiteren
Kinasen zu rechnen (Venter et a. 2001).

Gleichfalls handelt es sich bel den MAPK Kaskaden um Signalwege, die nicht nur in ihrer
Grundstruktur sehr konserviert in allen héheren Eukaryonten vorliegen, vielmehr bestehen
auch auf der Stufe einzelner Kinasen hohe Homologien. Vier der wichtigsten Sduger MAP
Kinase Kaskaden, werden in den nachfolgenden Kapiteln ndher charakterisiert und sind
zusitzlich in einer stark vereinfachten Ubersicht in Abb. 2 dargestellt.

: = TGF3-R Mitogen-aktivierte Stresskinasen Kaskaden
AKSIAT  QUAD Wingless i
Signalkaskade Signalkaskade { = Signal‘%skade KaSkade IL-1, TNF-a,, Hitzeschock,
T Serum Anisomycin,  Hyperosmolaritat, S
Zytoki = alkylierende Subst.  Arsenit erum,
ytokine TGFA/EMPS 8 it TPA Wachstumsfaktoren v N ! Wachstumsfaktoren
3] ~ / \ Fi

Abb. 2 Schematische Ubersicht wichtiger Signaltransduktionswege, einschlieRlich der MAPK Kaskaden
(S. Ludwig, M SZ)

In einer stark vereinfachten Darstellung ist eine Auswahl an bisher charakterisierten Signalmolekilen und
—wegen abgebildet. Z.T. werden die Signale entlang einer Kaskade von der Plasmamembran bis in den Zellkern

geleitet. Einige Signalwege sind durch Querverbindungen miteinander verknuipft.
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2.2 Der Prototyp der Mitogen-aktivierten Proteinkinase Signalwege: die Ras-Raf-M EK -
ERK Kaskade

Die am besten untersuchte Proteinkinasekaskade ist jene, die zur Aktivierung der MAP
Kinasen ERK1/2 fuhrt. Da dieser Signaltransduktionsweg als erstes entdeckt wurde, wird er
auch als klassische zytoplasmatische Kaskade bezeichnet, der in Abhangigkeit von der Stérke
und Signaldauer Proliferation, Zelldifferenzierung, Transformation, Schutz vor Apoptose oder
Wachstumsinhibierung bewirkt. Seine Hauptfunktion in der Wachstumskontrolle ist dabei
wenig verwunderlich, handelt es sich doch bel zwei seiner Kaskadenmitglieder, Ras und Raf,
um Proto-Onkogene (Daum et a. 1994; Kolch 2000). Eine Vielzahl an Hormonen,
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, sowie Neurotransmitter, Zytokine und
Tumorpromovierende Substanzen vermodgen diverse Rezeptoren an der Zelloberflache zu
stimulieren (Satoh et al. 1992) (Khosravi-Far et a. 1994). Zu den bhis ins Detail
charakterisierten Ras-kontrollierten Signaltransduktionswegen zahlt die Uber den EGF
(epidermal growth factor) Rezeptor-vermittelte ERK (extracellular regulated kinase)
Aktivierung (Egan et al. 1993; Khosravi-Far et al. 1994) (siehe auch Abb. 3). Nach erfolgter
Ligandenbindung, Rezeptordimerisierung und Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste
innerhalb der zytoplasmatischen Doméne, findet eine Komplexbildung mit dem
Adapterproteinen Grb2 (growth factor receptor bound protein2) und Shc (Schlessinger 1993;
Campbell et a. 1998) statt. Shc wird durch Assoziation mit der aktivierten Rezeptor-
Tyrosinkinase (RTK) phosphoryliert, was zur Bildung einer Erkennungs- sowie Bindestelle
far die SH2 Doméne von Grb2 fihrt. Da Grb2 stabil mit dem Ras GEF
(Guaninnukleotidaustauschfaktor) Sos (son of sevenless) verbunden ist, erfolgt somit indirekt
eine Tranglokation von Sos an die Plasmamembran. Zusétzlich initiert die Lokalisation von
Sos an EGF Rezeptoren bel Ras einen Austausch von GDP zu GTP (Downward 1996),
wodurch es transient zu einem Anstieg an aktiviertem Ras kommt (Schlessinger 1993; Feig
1994). Die kleinen G-Proteine der Ras Familie sind an der Oberflache der inneren
Zytoplasmamembran lokalisiert, wo sie als molekulare Schalter fungieren, die die Uber
Rezeptoren einlaufenden aufReren Reize im Zytoplasma auf die entsprechenden
Signaltransduktionskaskaden Ubertragen (Heidecker et al. 1992; Koide et a. 1993; Katz and
McCormick 1997). Die biologische Aktivitét von Ras wird dabei durch einen regulierten
GDP/GTP Zyklus bestimmt. Da die intrinsische GDP/GTP Austausch- und GTP-
Hydrolyseaktivitdt von Ras selbst sehr gering ist, muss der GDP/GTP Zyklus mit Hilfe von
regulatorischen Proteinen gesteuert werden. Wahrend Guaninnukleotidaustauschfaktoren
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(GEFs) die Bildung des aktiven, GTP-gebundenen Status férdern, unterstiitzen Ras GTPase-
aktivierende Proteine (GAPs) die Formation des inaktiven GDP-gebundenen Zustands
(Boguski and McCormick 1993; Quilliam et a. 1995; Campbell et a. 1998). In Eukaryonten
sind drei Ras-Proteine identifiziert worden: H-Ras, K-Ras und N-Ras (Neri et al. 1988). Im
aktivierten Zustand fungiert Ras als Adapter, der benétigt wird, um die membranassozierte
und zytosolisch lokalisierte Ser/Thr Kinase Raf (membrane shuttle kinase) in den
Rezeptorkomplex zu rekrutieren (Zhang et al. 1993; Avruch et al. 1994; Hall 1994; L eevers et
al. 1994; Magnuson et al. 1994; Kerkhoff and Rapp 2001; Hekman et a. 2002). Dieser Schritt
ist notwendig, um die Aktivierung von Raf durch weitestgehend unbekannte
membranassozierte Moleklle zu gewdahrleisten, da eine alleinige Ras-Raf Interaktion nicht
ausreicht, um eine maximale Raf-Aktivierung zu erzielen (Daum et al. 1994; Moodie and
Wolfman 1994; Dent et al. 1995; Kerkhoff and Rapp 2001; Hekman et a. 2002). So vermag
beispielsweise die Membran-gebundene Tyrosinkinase c-Src C-Raf zu phosphorylieren,
daneben spielen aber auch Ser/Thr Kinasen eine entscheidende Rolle (Marais et a. 1995;
Marais and Marshall 1996). Alle aktivierten Isoformen von Raf (A-Raf, B-Raf und C-Raf)
Ubertragen anschlief3end Phosphatreste auf die dualspezifischen MEK Kinasen 1/2 (MAP
kinase ERK activating kinase) (Alessi et al. 1994; Huang and Erikson 1994) (Kyriakis et al.
1992; Zheng and Guan 1994; Hagemann and Blank 2001). Hierbei handelt es sich um
Kinasen, die in der Lage sind, die Thr-Glu-Tyr Sequenzen innerhalb der
Aktivierungsschleifen von ERK1/2 (ERK1/p44; ERK?2/p42) (Boulton et al. 1991) zu
phosphorylieren (Whitmarsh and Davis 1996). Inaktives MEK1 hédlt aufgrund seines
nuklegren Exportsignals (NES) die gebundenen ERK Kinasen im Zytoplasma zurtck.
Trandoziert aktiviertes ERK nach Dissoziation von MEK1 in den Zellkern, so phosphoryliert
es u. a. die Transkriptionsfaktoren Elk-1 und SAP-1, zwei so genannte TCFs (ternary complex
factors). Hierbei handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die zusammen mit dimerisierten
SRFs (serum response factors) den Promotor des c-fos Gens positiv regulieren. c-Fos bildet
durch Dimerisierung mit anderen Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren, z. B. c-Jun, den AP-
1 Transkriptionskomplex, der AP-1 abhéngige Gene aktiviert (Hill and Treisman 1995).
Letztendlich kommt es zur Aktivierung eines genetischen Programms, das z. B. zur DNA-
Synthese und Zellwachstum, aber bei Stérungen auch zur Tumorgenese fihren kann. Neben
dem nukledren ERK verbleibt immer auch ein gewisser Anteil der aktivierten MAP Kinaseim
Zytoplasma, um dort ebenfalls Substrate, wie beispielsweise die Serin/Threonin Kinasen 3pK,
MK?2, RSK1 p90 (ribosomale S6 Kinase oder MAPKAP Kinasel) oder Phospolipase A2 zu
phosphorylieren, die ihrerseits dann wieder weitere Zielproteine modifizieren konnen (Blenis
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1993; Daum et a. 1994; Ludwig et a. 1996; Sithanandam et a. 1996; Treisman 1996). Die
Inaktivierung von ERK1/2 erfolgt wiederum durch Dephosphorylierung mittels spezifischer
Phosphatasen, wodurch ERK anschlief?end zurtick ins Zytoplasma wandert und mit MEK1
reassoziert (Widmann et al. 1999).

Um die Funktion von MAP Kinase Signawege weitergehend zu entschltisseln, wurden
zusétzlich Deletionsstudien (knockouts) in der Maus durchgefiihrt. Analysen belegten hierbel,
da’ B- und C-Raf bereits in der Embryonalphase fir das Uberleben notwendig sind
(Wojnowski et al. 1997; Wojnowski et al. 2000; Huser et a. 2001). Das Fehlen von A-Raf
hingegen, 1&/% die Tiere erst 1-3 Wochen nach der Geburt sterben (Pritchard et al. 1996;
Luckett et al. 2000). Ebenso fihrt die Deletion von MEK1 zur embryonalen Letalitét (Giroux
et al. 1999). Im Gegensatz dazu, verursacht der Verlust von ERK1 nur die Ausprégung eines
minimalen Phanotypes (Pages et al. 1999). Wahrend K-Ras sich ebenfalls als ein essentielles
Gen der Mausembryogenese herausstellte (Johnson et al. 1997), scheint dieses fir die anderen
beiden Isoformen nicht zu gelten. Nach ihrer Eliminierung konnte kein veranderter Phanotyp
beobachtet werden (Umanoff et al. 1995; Ise et al. 2000).

EGF

Zellmembran
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Abb. 3 Dieklassische zytoplasmatische ERK MAPK Kaskade (nach (Campbell et a. 1998))
Eine detaillierte Beschreibung des Signalwegesist dem Text zu entnehmen.
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2.3 Die Stress-aktivierten Proteinkinase K askaden

Telle der zelluléren Antwort auf proinflammatorische Zytokine (z. B. TNFa), Interleukine
oder Stressinduktoren, wie beispielsweise ultraviolettes Licht, osmotischer oder Hitzeschock
und zytotoxische Substanzen (z. B. Arsenit und Anisomycin), erfolgt durch die Aktivierung
von Signaltransduktionskaskaden, die die MAP Kinasen SAPK/INK, p38 oder ERK5/BMK1
beinhalten (vgl. Abb. 2). Obwohl diese Stress-aktivierten Kinasewege strukturell sehr dhnlich
aufgebaut sind, Uben sie, im Vergleich mit der Mitogen-stimulierten ERK1/2 Kaskade, oft
getrennte physiologische Funktionen aus. Auch sie sind hierarchisch angeordnet, doch kennt
man bislang weitaus weniger Details Uber die vorgeschalteten Aktivatoren und die nach
Stimulation erfolgten Effekte, die den MAP Kinasen nachgeschaltet sind. Anhand zahlreicher
Experimente konnte ihnen jedoch Einflisse auf Prozesse wie Apoptose, Transformation,
Differenzierung, Entwicklung, Aktivierung des Immunsystems, Entziindungsreaktionen sowie
Anpassungen an wechselnde Umweltgegebenheiten zugeordnet werden (Tibbles and
Woodgett 1999). Da die physiologische Funktion der SAPK/INK Kaskade Gegenstand dieser
Arbeit ist, wird der aktuelle Wissensstand in Bezug auf diesen Signalweg detaillierter
dargestellt.

2.3.1 DieERK5/BMK1 Signalkaskade

ERK5/BMK1 (Big MAP kinase) wurde erst Mitte der 90er Jahre im Rahmen eines , Two-
Hybrid Screens’ mit MEKS5 als eingesetztem Kéderprotein identifiziert (Lee et a. 1995; Zhou
et al. 1995) (siehe auch Abb. 2). Obwohl es die fir ERK Kinasen charakteristische Thr-Glu-
Tyr Sequenz innerhalb der Aktivierungsschleife tragt, existieren grundlegende Unterschiede,
die zur Etablierung eines unabhangigen Signalweges gefihrt haben. ERKS ist mit etwa 90
kDa ungefahr doppelt so grol? wie die klassischen ERK1/2 Kinasen. Wahrend die
Kinasedoméne relativ konserviert vorliegt, besitzt ERK5 einen bislang einzigartigen C-
terminalen Anhang, der zu dieser fur MAP Kinasen aul3ergewdhnlichen molekularen Grof3e
fihrt. Dieser etwa 400 Aminosaure lange C-Terminus zeigt weder signifikante
Sequenzhomologien mit anderen bekannten Proteinen, noch ist etwas tber seine Funktion
bekannt, obwohl er 10 Konsensusstellen fir Phosphorylierungen durch MAPK enthalt.
Vermutlich reprasentieren sie Autophosphorylierungsstellen (English et al. 1998). Die

Existenz von Prolin-reichen Motiven weisen zusétzlich auf Bindungsstellen fir Proteine mit
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SH3 Domaénen hin. Zusétzlich trégt dieser C-terminale Tell ein spezifisches Motiv, welches
eine Bindung von ERK5 an das Zytoskelett ermdglichen konnte (Zhou et al. 1995). In
Saugern wird ERK5S ubiquitingr exprimiert und durch vielfaltige wachstumsstimulierende
(EGF, NGF, LPA und Phorbolester) oder zellstressende Agenzien (Wasserstoffperoxid,
Sorbitol, UV-Strahlung oder vaskularen Stomungsstress), aktiviert (Pearson et a. 2001).
ERKS beeinfluld die zelluldren Aktivitdten durch Phosphphorylierung von MADS Box
Transkriptionsfaktoren, wie MEF2A und C (myocyte enhancer factor 2A und C), und dem
Ets-ahnlichen Transkriptionsfaktor SAPla. Da MEF2 Isoformen an regulatorische Elemente
innerhalb des c-jun Promoters binden konnen, fuhrt die Fahigkeit von ERK5 MEF2
Isoformen zu aktivieren letztendlich zur Regulation der c-Jun Promoter Aktivitét (Marinissen
et al. 1999). MEKS5 gilt bislang als einziger direkter und spezifischer Aktivator von ERK5
(Zhou et a. 1995; English et al. 1998). Sequenzvergleiche belegen eine enge Verwandtschaft
mit MEK1/2, obwohl MEKS5 nicht durch C-Raf phosphoryliert oder aktiviert werden kann
(English et al. 1998; English et al. 1999; Kamakura et a. 1999). Als einzige bekannte MEK5
Kinase konnte bisher MEKK3 identifiziert werden (Chao et al. 1999). Ergebnisse mit
Knockout Tieren sind bislang noch nicht publiziert. Notwendigkeit fur ERK5 konnte jedoch
in Proliferationsexperimenten nachgewiesen werden. So inhibieren dominant-negative
Formen von ERKS5 die EGF-vermittelte Proliferation und Raf-stimulierte Focusformation in
3T3 Zellen (Kato et al. 1998; English et al. 1999; Kato et al. 2000; Hayashi et a. 2001).

2.3.2 Der p38 Signalweg

Ein zweiter StresssMAP Kinase Signalweg in Sdugetieren fuhrt zur Aktivierung von p38
(Abb. 2). Diese Kinase wurde ursprunglich as Protein identifiziert, das durch
Lipopolysaccharide (LPS) aktiviert werden konnte (Han et a. 1994; Lee et a. 1994). p38
Phosphorylierung erfolgt des Weiteren nach Stimulierung durch hyperosmolaren Schock, 11-1
oder Hitzeschock (Kyriakis and Avruch 1996; Kyriakis and Avruch 2001). Die p38 Kinase
aus Saugetieren reprasentiert das strukturelle Homolog zu Hoglp, eine MAP Kinase, diein
der Hefe S cerevisae bel Hyperosmolaritdtssignalen rekrutiert wird (Han et al. 1994).
Bislang wurden 6 Isoformen in Saugerzellen gefunden: p38a (Han et al. 1994), p383 (Enslen
et a. 1998), p38y (Li et al. 1996), SAPK3 (Cuenda et al. 1997) und SAPK4 (Goedert et al.
1997) sowie Mxi (Zervos et al. 1995). Wahrend Ras die Aktivierung des ERK Signalweges
kontrolliert, Ubernehmen die Rho GTPasen Rac und Cdc42, die beide zur Ras-Superfamilie



2. Einleitung 12

kleiner G-Proteine gehtren (Avruch 1998), innerhalb der p38 Kaskade diese Funktion
(Minden et a. 1995). Unbekannte Zwischenschritte fuhren zur Aktivierung der beiden
dual spezifischen Kinasen MKK3 oder MKK6 (Han et a. 1994; Derijard et al. 1995; Enslen et
al. 1998), wodurch das Signal Uber die nachgeschaltete p38 Kinase sowie die
zytoplasmatischen Substrate 3pK und die MAPKAP Kinase2 (MAPK activated
proteinkinase?) weitergeleitet werden kann (Ludwig et al. 1996; Baldassare et a. 1999).
Ahnlich wie die ERK MAP Kinasen, so erfolgt auch die Aktivierung von p38 (iber die duale
Phosphorylierung des Thr-Glu-Tyr Aktivierungsmotives (Raingeaud et a. 1995; Whitmarsh
and Davis 1996). MKK3 aktiviert praferentiell p38a und p383, wahrend MKK6 ale p38
Isoformen zu aktivieren vermag (Enslen et al. 1998). Am Ende der Kaskade kann die
Phosphorylierung kleiner zytoplasmatischer Hitzeschockproteine wie Hsp27 stehen (Cano
and Mahadevan 1995; McLaughlin et a. 1996), welches z. B. Verdnderungen des
Aktinzytoskeletts hervorruft (Guay et al. 1997). Aber auch nukledre Transkriptionsfaktoren
wie CREB (cAMP-response element binding protein), SRF (serum response factor) oder
ATF-2 (activating transcription factor-2) werden transaktiviert (Tan et al. 1996; Xing et al.
1998). p38a ist bislang das einzige Gen der p38 MAPK Familie, das in der Maus eliminiert
wurde. Im Gegensatz zu Deletionen einzelner Mitglieder der ERK, aber auch der SAPK/INK
Familie, fuhrt das Fehlen von p38a aufgrund mangelnder Produktion von Erythropoietein zur
embryonalen Letalitdt (Adams et al. 2000; Tamura et al. 2000).

2.3.3 SAPK (Stressaktivierte Proteinkinase)/JNK (c-Jun N-terminale Kinase)
2.3.3.1 Aktivierung der SAPK/INK Kaskade

Biochemische Studien fihrten 1990 zur Identifikation und Aufreinigung von SAPK/INK als
eine Mikrotubuli-assozierte Proteinkinase, die durch den Proteinsyntheseinhibitor
Cycloheximid aktiviert werden konnte (Kyriakis and Avruch 1990) (Abb. 4). Dartber hinaus
koénnen Stressinduktoren, wie proinflammatorische Zytokine, Interleukine, TNF-a (tumour
necrosis factor-a), LPS (Lipopolysaccharid), aber auch Apoptose induzierende Stimuli (z. B.
Ceramide), Umweltstress oder toxische Agenzien zu einer Aktivierung dieses Signalweges
fuhren. Daneben ist, wenn auch in geringeren Malsen, eine Rekrutierung durch mitogene
Stimuli, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, mdglich (Garrington and Johnson 1999;
Tibbles and Woodgett 1999). SAPK/INK Kinasen partizipieren an zahlreichen zellularen
Reaktionen. Es konnten Effekte bel der Regulation des Wachstums, der Zellproliferation, der



2. Einleitung 13

Immunantwort, der onkogenen Transformation, der Embryonalentwicklung, der Reparatur
von DNA-Schéden, der Veranderung von Zelloberflachenstrukturen des Aktinzytoskeletts,
der Entwicklung von Photorezeptoren sowie bei apoptotischen oder Uberlebensprozessen,
beobachtet werden (Ip and Davis 1998). In htheren Eukaryonten werden die SAPK/INK
Proteinkinasen durch mindestens drei Gene kodiert: wahrend die Expression von jnkl und
jnk2 ubiquitér ist, beschrankt sich die Verbreitung von jnk3 auf Gehirn, Herz und Testis. Zwel
Formen des alternativen Spleif3ens fuhren zur Auspragung unterschiedlicher 1soformen dieser
drei jnk Gene (IJNK1a,B3,y,0; INK2a,B3,y,0; JNK3a,8) (Gupta et a. 1996). Diese 10
verschiedenen Genvarianten kodieren 46 kDa bzw. 55 kDa groféen Proteinisoformen, die
Unterschiede in ihrer Substratspezifitdét und gewebespezifischen Expressionen aufweisen
kénnen (Gupta et al. 1996).

Umweltstress TNF-a Zytokine Toxine
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
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Zytoplasma
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Abb. 4 Ubersicht tiber Stimuli, Komponenten und Funktionen der SAPK/INK Signalkaskade

Eine ausfuhrliche Beschreibung ist dem Text zu entnehmen.
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Auch die SAPK/INK Signalkaskade ist hierarchisch aufgebaut (Abb. 4). Im Vergleich zur gut
charakterisierten ERK Kaskade bestehen im Falle der Stress-aktivierten SAPK/INKs bislang
noch Schwierigkeiten, eine exakte Signalabfolge oberhalb von SAPK/INK und seiner MAPK
Kinasen zu beschreiben. Dieses mag vor allem an der grof3en Zahl der MAPKKKS, den Ste20
Homologen, den PI-3 Kinasen (phosphoinositol-3), den CAM-Kinasen (Ca®*/Calmodulin-
dependent), den Tyrosinkinasen (z. B. c-Abl und PYK-2) und den kleinen GTPasen, die an
der SAPK/INK Kaskade partizipieren, liegen (Ip and Davis 1998). Eine klare Definition der
beteiligten Komponenten ist nur dann méglich, wenn ein ganz spezifischer Stimulus in einem
bestimmten Zellsystem verfolgt wird. Die gegensétzlichen Befunde zwischen einzelnen
wissenschaftlichen  Publikationen reflektieren dabei héufig nur die Verwendung
unterschiedlicher Zellsysteme. Als Rezeptoren oberhalb der SAPK/INK Kaskade fungieren
sowohl G-Protein-gekoppelte Membranrezeptoren als auch membranassozierte Rezeptoren
(RTKs) (Liu et al. 1996; Natoli et al. 1997). GTP beladenes Rac und Cdc42 konnten als
wichtige Intermediate identifiziert werden, die zum einen PAK Kinasen (MAPKKKK; p21-
activated kinase) stimulieren (Whitmarsh and Davis 1996). Weitere Daten weisen aber auch
MLK Kinasen (mixed lineage kinase) als Effektoren der kleinen GTPasen aus (Teramoto et
al. 1996a; Teramoto et al. 1996b). Daneben wurden Interaktionen zwischen Racl oder Cdc42
mit MEKK1 sowie MEKK4 nachgewiesen (Fanger et a. 1997b). PAK Kinasen werden zu
den Ste20 Homologen (sterile20) gezahlt, einer Gruppe, die auch GCK (germinal center
kinase), GLK (GCK-like kinase), NIK (Nck-interacting kinase) und HPK (hematopoietic
progenitor kinase) umfaldt (Minden et al. 1994; Burbelo et al. 1995; Zhang et al. 1995b), die
ebenfalls Aktivatoren der SAPK/INK Signalkaskade darstellen. PAKs vermitteln daneben
auch Signale an die p38 Kaskade (Fanger et al. 1997a). Lange Zeit konnte eine direkte
regulatorische Beziehung zwischen den Ste20 Proteinhomologen und MAPKKK MEKK
(mitogen-activated protein ERK kinase kinase) biochemisch nicht nachgewiesen werden
(Fanger et al. 1997a). Erst kirzlich wurde nun eine in vivo Assoziation von endogenem GCK
und MEKK1 gezeigt. Interessanterweise induzierte GCK hierbel jedoch keine signifikante
Phosphorylierung von MEKK1, sondern stimulierte vielmehr dessen Autophosphorylierung
(Chadee et al. 2002). Unterhalb der Ste20-ahnlichen MAPKKKKSs kdnnen eine Reihe von
MAPKKKSs in der SAPK/INK Kaskade fungieren (Barr and Bogoyevitch 2001): MEKK1-4
(Lange-Carter et a. 1993; Blank et a. 1996; Gerwins et al. 1997), Tpl2/Cot (tumour
progression locus2/ cancer osaka thyroid) (Aoki et al. 1991; Hagemann et al. 1999), MLK1-
3, DLK und LZK (Dorow et al. 1993; Ing et al. 1994; Dorow et al. 1995; Fan et al. 1996;
Sakuma et a. 1997), MTAK1 (MAP three kinasel) (Hirose et al. 1995), TAK1 (TGFf-
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activated kinase) (Shirakabe et al. 1997), ASK1 (apoptosis-regulating kinase /IMAPKKKJ5)
(Tobiume et al. 1997), ASK2 (MAPKKK®6) (Wang et a. 1998b), TAOL/2 (thousand and one
amino acid kinases1/2) (Hutchison et al. 1998). Viele der beschriebenen MAPKKK's kdnnen
mehr als nur eine MAP Kinase Kinase aktivieren. Zusétzlich ist fir einige auch noch eine
Aktivierung des NF-kB Signalweges beschrieben worden (Mercurio and Manning 1999b;
Mercurio and Manning 1999a; Mercurio et a. 1999). Ob es sich bel allen aufgelisteten
Proteinen um physiologische Regulatoren der SAPK/INK Signalkaskade handelt, ist sehr
umstritten, da die meisten Daten auf Uberexpressionsstudien in Zellsystemen beruhen (Davis
2000). Da redundante Funktionen der MAPKKKSs nicht ausgeschlossen werden kénnen, sind
Analysen von kombinatorischen Deletionen dieser Gene in Méusen, unausweichlich. Die
Kinasen MKK4/SEK1 (SAPK/ERK kinase) und MKK7 reprasentieren die dualspezifischen
Kinasen dieser Kaskade und konnen SAPK/INK direkt phosphorylieren (Sanchez et al. 1994;
Derijard et a. 1995; Minden et al. 1995). Beide Kinasen kooperieren dabei, da MKK4
bevorzugt Tyr-185 und MKK7 hauptsachlich Thr-183, innerhalb des Aktivierungsmotives
Thr-Pro-Tyr von SAPK/INKs zu phosphorylieren vermag (Lawler et a. 1998). Maximale
Aktivitdt von SAPK/INK Kinasen kann nur durch die Phosphorylierung beider
Aminosaurereste erreicht werden (Fleming et a. 2000). Beide MAPKK's unterscheiden sich in
ihren  Aktivierungsstimuli: wahrend TNF-a und IL-1 zu ener starken MKKY
Phosphorylierung fuhren, haben diese Stimuli nur einen schwachen Effekt auf MKKA4.
Umgekehrte Verhéltnisse gelten fir Umweltstress (Lu et al. 1997; Moriguchi et al. 1997; Yao
et al. 1997; Foltz et al. 1998). Wahrend MKK4 auch als p38 Aktivator dient, bindet MKK7
ausschliefdlich an SAPK/INKSs (Ip and Davis 1998). Alternatives Splicen fuhrt zur Ausbildung
von sechs MKK7 Isoformen, die sich in ihrer Affinitét zu den einzelnen SAPK/INK Kinasen
unterscheiden (Tournier et al. 1999).

SAPK/INKSs, wie auch die anderen MAP Kinasen, werden durch Phosphorylierung aktiviert.
Hieraus folgt, dass Intensitét und Dauer eines aktivierenden Signals kritische Parameter fir
biologische Effekte sind. Die Rekonstruktion einer Balance nach Aktivierung einer
Signalkaskade durch ein komplexes regulatorisches Netzwerk von Proteinphosphatasen gilt
daher als essentieller Bestandteil jedes Signaweges (Keyse 2000). Signaldauer und —stérke
konnen auf mehreren Ebenen der Kaskaden durch Phosphatasen negativ reguliert werden
(Hunter 1995). Den MAP Kinasen als Endglieder dieser Signaltransduktionswege kommt
dabel eine ganz besondere Bedeutung zu. Phosphatasen, die in der Lage sind MAP Kinasen
zu inaktivieren, setzen sich aus den Tyrosin-spezifischen, den Serin/Threonin-spezifischen

sowie den dualspezifischen Threonin/Tyrosin Proteinphosphatasen zusammen. SAPK/INKs
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werden durch Mitglieder der MAP Kinase Phosphatasen (MKP) inaktiviert (Abb. 2.4). Einige
MKPs regulieren daneben auch die Aktivitdt von MAP Kinasen des ERK bzw. p38
Signalweges (Chu et a. 1996; Whitmarsh and Davis 1996). Verschiedene Isoformen dieser
MKPs unterscheiden sich in ihrer Selektivitét gegentiber den einzelnen SAPK/INK Kinasen
(Nedl and Tonks 1997) und in ihrer zelluléren Verbreitung (Keyse 2000). Sie werden daher in
zwel Klassen unterteilt: die Gruppe der durch Wachstums- oder Stress-induzierbaren Gene
kodierten nukledren Phosphatasen steht den bevorzugt zytoplasmatisch lokalisierten Enzymen
gegenuber. Letztere werden auch nicht durch ,,immediate early“ Gene kodiert (Keyse 2000).
Trotz der Unterschiede zeigen beide Gruppen eine vergleichbare Grundstruktur, die aus einer
N-terminalen regulatorischen Doméne sowie einer am C-Terminus lokalisierten katalytischen
Doméne besteht. Die Substratspezifitét wird durch eine spezifische Interaktion der MKP mit
dem nicht-katalytischen N-Terminus der MAP Kinase erzielt (Camps et a. 2000; Keyse
2000). Die Interaktion zwischen der spezifischen MAP Kinase und ihrer Phosphatase scheint
dabei essentiell fur das Erreichen der katalytischen Aktivierung der Phosphatase selbst zu sein
(Keyse 2000). Daneben kann, wie im Fall von beispielsweise MKP-1, die Expression durch
die Stimulierung von SAPK/JNK induziert werden (Bokemeyer et al. 1996). mkp-1"" Méause
zeigten keinen ausgepragten Phanotyp, ein Hinwel's, der auf redundante Funktionen der MKP-
Proteine schliefen 1&/% (Dorfman et a. 1996). Neben den Phosphatasen existieren jedoch
noch weitere Proteine, die ebenfalls eine SAPK/INK Aktivierung inhibieren: GPS2 (G-
protein pathway suppressor-2) hemmt die SAPK/INK Aktivierung durch TNF (Jin et al.
1997). Hsp72 (heat shock protein72) vermag Stress-induzierte SAPK/INK Aktivitét und
damit verbundene Apoptoseprozesse zu regulieren (Park et al. 2001). Das Onkoprotein Evil
agiert ebenfalls inhibitorisch und unterbindet gleichfalls den durch Stress-stimulierten Zelltod
(Kurokawa et al. 2000). p21"WAFYCPL  iberexprimiert in 293 Zellen, fungiert as in vivo
Inhibitor aller SAPK/INK Isoformen (Shim et a. 1996). Es inhibiert hierbel nicht nur die
intrinsische katalytische Aktivitdt von SAPK/INK, sondern hemmt zusétzlich auch dessen
Phosphorylierung durch MKK4 (Shim et al. 1996). Neben dieser direkten Inhibierung der
SAPK/INK Kinasen kann p21 des Weiteren Einflu® auf den Aktivierungstatus der MAP
Kinase nehmen, indem es weiter oberhalb in der Kaskade die Aktivierung von ASK1
unterdriickt (Asada et al. 1999). Die Suche nach spezifischen synthetischen Inhibitoren der
SAPK/INK Kinasen blieb viele Jahre erfolglos. Erst kirzlich gelang es enen
vielversprechenden Inhibitor (SP600125) zu identifizieren (Bennett et al. 2001) (Abb. 2.4).
Darliber hinaus bietet die Firma ALEXIS Biochemicals’ zusitzliche zellpermeable
spezifische Peptidinhibitoren gegen SAPK/INK an (Bonny et al. 2001).
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2.3.3.2 Die biologische Funktion der SAPK/JINK Signalkaskade

Eng mit der Untersuchung der SAPK/INK Signalwege ist die Suche nach ihrer biologischen
Funktion in vivo verknlpft. Die Studien erfolgen auf zweierlei Arten: der traditionelle
biochemische Versuch soll die Bedeutung der SAPK/INK Kaskade durch Identifikation ihrer
spezifischen Substrate bzw. Aktivatoren erklaren. Hierbel konnten als Substrate vor allem
Transkriptionsfaktoren beschrieben werden, die einen Einflul? der SAPK/INK Kinasen auf die
Genexpression andeuten (Abb. 4). SAPK/INKSs, wie aus dem Namen hervorgeht, sind in der
Lage, an die N-terminale Aktivierungsdomane des Transkriptionsfaktor c-Jun zu binden
(Adler et a. 1992), um dort die Aminosaurereste Ser-63 und Ser-73 zu phosphorylieren und
damit letztendlich dessen transkriptionelle Aktivitét zu erhdhen (Jang et al. 1991; Pulverer et
al. 1991; Hibi et a. 1993). Phosphorylierung der selben Serinreste flhrt aber auch zu einer
gesteigerten c-Jun Stabilitét, wodurch in den Zellen der Grundgehalt an c-Jun leicht gesteigert
wird (Musti et a. 1997). c-Jun, eine Komponente des AP-1 (Aktivator Protein-1) Komplexes,
ist an einer Relhe von zelluldren Prozessen beteiligt, die von Zelproliferation und
—differenzierung, bis hin zur neoplastischen Transformation reichen. Aktivierung von c-Jun
fuhrt zur Expression von Genen mit AP-1 Bindestellen innerhalb ihres Promoters. Das
Trang ationsprodukt des ,,immediate early“ Gens c-jun formt mit verwandten Proteinen (JunD
und JunB), aber auch mit verschiedenen Mitgliedern der Fos Familie Heterodimere und bildet
so den AP-1 Transkriptionsfaktorkomplex (Bravo 1990), der eine zentrale Rolle bei der
Kontrolle des Zellwachstums spielt (Angel and Karin 1991; Schreiber et a. 1999).
Uberexpression von c¢-Jun transformiert embryonale Hihnerfibroblasten (Bos et al. 1990).
Des Weiteren wird c-Jun fur die Transformation von Fibroblasten durch eine Vielzahl von
Onkogenen bendtigt (Lloyd et al. 1991; Smeal et a. 1991; Rapp et a. 1994). Neben c-Jun
sind auch JunB und JunD Substrate der SAPK/INK Kinasen (Kallunki et al. 1996) und auch
die Transkriptionsfaktoren ATFa und ATF-2 (Bocco et a. 1996; Ip and Davis 1998) werden
durch sie phosphoryliert. ATF-2 heterodimerisiert mit c-Jun und stimuliert somit letztendlich
auch die Expression des c-jun Gens (van Dam et al. 1995). Andere nukledre Zielproteine sind
Mitglieder der TCF (ternary complex factor) Familie: Elk-1und SAP-la (serum response
factor accessory protein 1a) (Whitmarsh et al. 1995). Da diese Transkriptionsfaktoren den c-
fos Promoter positiv regulieren, erhotht dieses wiederum den Anteil des Proteins am AP-1
Komplex (Karin et a. 1997). Elk-1 ist daneben auch ein Target der ERK Kaskade, wéahrend
ATF-2 des Weiteren durch p38 induziert werden kann; eine Tatsache, die auf Konvergenz
(crosstalk) zwischen den einzelnen MAP Kinase Signawegen, auf Stufe der
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Transkriptionsfaktoren, hinweist (Zinck et al. 1995). SAPK/INKs kénnen auf der anderen
Seite jedoch auch die transkriptionelle Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren reprimieren,
indem sie, wie im Fale von NFAT 4 (nuclear factor activated T-cells 4), durch
Phosphorylierung dessen Translokation in den Zellkern aktivierter T-Zellen verhindern
(Chow et al. 1997). Allerdings konnte der Effekt bislang nur fir diese spezifische Isoform von
NFAT beschrieben werden. Ein weiterer moglicher Interaktionspartner ist das
Tumorsuppressorgen p53. Phosphorylierung  durch SAPK/INKs konnte sowohl  for
menschliches als auch murines p53 nachgewiesen werden (Milne et al. 1995; Fuchs et al.
1998a). Die aleinige Bindung von SAPK/INK an p53 fuhrt zu einer Destabilisierung von
p53, indem sie die Ubiquitinierung férdert (Fuchs et al. 1998a). Wird p53 durch SAPK/INK
jedoch phosphoryliert, so erfolgt eine Inhibierung des Degradationsprozesses, die Stabilitét
von p53 wird folglich erhoht (Fuchs et a. 1998b). Die biologische Funktion von p53 als ein
Zielprotein der SAPK/INK Kaskade ist bislang noch unerforscht. Da c-Jun den p53 Promoter
reprimieren kann, wére es ebenfalls denkbar, dass SAPK/INKs die Transkription des p53
Gens regulieren (Schreiber et al. 1999). Unklar ist auch die in vivo Funktion, die eine
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Myc durch SAPK/INKs besitzt (Noguchi et al.
1999). c-Myc selbst gilt as einer der SchlUsselregulatoren fir proliferative Prozesse,
Zelldifferenzierung und Apoptose (Blackwood et al. 1992). Mit Intensivierung der Analysen
der SAPK/INK MAP Kinase Familie wurde deutlich, dass das Substratspektrum dieser
Kinasen nicht nur auf Transkriptionsfaktoren oder andere nukledre Proteine limitiert ist. Wie
im Falle der anderen MAP Kinasen ERK und p38, so gilt auch fur SAPK/INK Kinasen, dass
nach ihrer Phosphorylierung ein Tel im Zytoplasma bzw. in anderen zelluldren
Kompartimenten verbleibt, um dort ebenfalls Zielproteine zu modifizieren. Beispielsweise
werden 3pK (Ludwig et al. 1996) und MAP-2 (Kyriakis and Avruch 1990) als Substrate
erkannt. Daneben tragen SAPK/JINKs zur Stabilisierung der IL-3- (Ming et al. 1998) und der
IL-2- mRNA aktivierter T-Zellen bei (Chen et a. 2000). Sie regulieren somit die
Genexpression auch Uber post-transkriptionelle Mechanismen. Phosphorylierung des
intermediaren Filamentkeratinproteins 8 tragt vermutlich zur Regulation des SAPK/INK
Signalweges bei und/oder reguliert die Keratindynamik (He et a. 2002). Aktive SAPK/INK
Kinasen kénnen auch zu den Mitochondrien translozieren, um das vor Apoptose schiitzende
Protein Bcl-X. zu phosphorylieren und zu inaktivieren (Kharbanda et al. 2000). In der Folge
kommt es zu einer verstarkten Freisetztung von Cytochrom c aus den Mitochondrien, was
weitere apoptotische Vorgange induziert.
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2.3.3.3 Genetische Deletion von SAPK/INK Kinasen und anderen Komponenten der sie
regulierenden Signalkaskade

Eine aternative Methoden, um die Funktion von SAPK/INKSs zu entschllisseln, besteht in der
Verwendung von Tiermodellen wie Maus oder Taufliegen. Deletionen jeweils eines der drel
jnk Gene in Méusen fuhrte in keinem der Félle zu einem letalen Phénotyp, was als Hinweis
gewertet werden kann, dass umfangreiche Komplementationen zwischen den einzelnen jnk
Genen bestehen. jnkl” oder jnk2” Méuse zeigten auch keine morphologischen
Verénderungen, wohl aber Defekte in der Funktion ihrer T-Zellen (Constant et al. 2000).
SAPK/INK Kinasen stellten sich als ein essentielles Enzym heraus, das benétigt wird, um die
Differenzierung von CD4 T-Helferzellen in Effektorzellen zu gewéhrleisten (Dong et al.
1998; Dong et al. 2000). jnk3” Mause entwickelten sich ebenfalls vollkommen normal,
allerdings konnten Defizite bel der durch Excitotoxitét ausgelOsten Apoptose im
Hippocampus beobachtet werden (Yang et al. 1997). Um die Komplementationen von jnk
Genen zu umgehen, wurden fiir zusétzliche Studien Doppel-K nockout Mause etabliert. jnk1”
/ink3" und jnk2"/jnk3” defiziente Tiere entwickelten sich hierbei géanzlich normal (Kuan et
al. 1999; Sabapathy et al. 1999b), wahrend die gleichzeitige Mutation von jnk1 und jnk2 zum
fruhen embryonalen Tod der Tiere fuhrte, daim Verlaufe der Gehirnentwicklung Defekte in
der Apoptoseregulation ein Schlief?en des Neuralrohrs verhinderten (Kuan et al. 1999)
(Sabapathy et al. 1999a; Sabapathy et al. 1999b). Folglich ist diese SAPK/INK Funktion
essentiell fur die Entwicklung, aber nicht auf bestimmte Isoformen beschrénkt. Primére
Mausembryofibroblasten (MEF), die aus den jnk1”/jnk2” Doppel-Knockout M&usen in
Kultur genommen wurden (da sich die Verbreitung von JNK3 auf Herz, Gehirn und Testis
beschrankt, fehlt in diesen Fibroblastenzellen somit jegliche INK Expression), wiesen eine
erhohte Resistenz gegenlber Apoptose-induzierende Stimuli, wie beispielsweise UV-
Bestrahlung oder Anisomycin auf. Eine Aktivierung von essentiellen Effektorcaspasen wurde
verhindert (Tournier et al. 2000). Diese SAPK/INK defizienten Zellen zeigten des Weiteren
Defekte in der AP-1 Aktivitdt, verminderte Proliferation und eine damit verbundene
gesteigerte Expression von ARF, p53 und p21 (Tournier et a. 2000). Folglich kann
SAPK/INK nicht essentiell fur die Zellviabilitét sein, wird jedoch fur viele Aspekte der
Zellphysiologie benétigt. mkk4 und mkk7 sind beide fir die embryonale Entwicklung nétig.
Wahrend die Ursache firr den Tod der mkk7"~ defizienten Embryos bislang noch nicht geklart
werden konnte (Dong et al. 2000), sterben mkk4” Embryos durch verstarkte Apoptose in der
Leber (Ganiatsas et al. 1998; Nishina et a. 1999). Dieser Phanotyp ist dem des c-jun
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Knockout Embryos sehr 8hnlich (Hilberg et al. 1993). Es gilt allerdings als unwahrscheinlich,
dass Defekte in der c-Jun Phosphorylierung zum mkk4”” Phanotyp beitragen, denn Entfernung
der SAPK/INK Phosphoylierungsstellen in c-Jun verursachen keine embryonalen
Abnormalitéten (Behrens and Franz 1996).

Die Taufliege Drosophila melanogaster besitzt ebenfalls eine Isoform von Jun (D-Jun),
SAPK/INK (D-JINK; Basket; Bsk) und den direkten Aktivator von SAPK/INK Hemipterous
(Hep; Ortholog von MKK7). Da Nukleotidsequenzen der Kinasen und die Signalwege grof3e
Homologien zu Saugetierzellen aufweisen, représentieren Fliegen, neben Mausen, ebenfals
ein geeignetes genetisches Modell, um die SAPK/INK Kaskade néher zu charakterisieren.
Genetische Studien in Drosophila demonstrierten hierbel eine Notwendigkeit von D-JNK in
der embryonalen Epithelzellbewegung sowie der Organisation der planaren Polaritét,
Funktionen, die beim dorsalen Schlief?en (dorsal closure) und Thoraxschlief3en (thorax
closure) zum Tragen kommen (Ip and Davis 1998). Wahrend des Prozesses des dorsalen
Schlief3ens sorgt D-JNK fir die D-Jun Phosphorylierung, was letztendlich die Expression des
zur TGF-B (tumour growth factor-B) Proteinfamilie z&hlenden Dpp (decapentaplegic)
Liganden in den Saumzellen (leading edge cells) des lateralen Epithelzellblattes, hervorruft.
Dpp ist seinerseits erforderlich, um ene Elongation und Verbreitung der lateralen
Epithelzellen zu gewahrleisten, damit die Amnioserosa auf der dorsalen Oberfléche des sich
entwickelnden Embryos bedeckt wird (Stronach and Perrimon 1999; Davis 2000). Der
Verlust eines der oben genannten Proteine reicht aus, um diese morphologischen Prozesse
unvollstandig ablaufen zu lassen: der betroffene Embryo zeigt auf seiner Dorsalseite ein
Loch. Zusétzlich verursacht die Stimulierung von D-JNK ene Expression von Puc
(puckered), eine dualspezifische Phosphatase, die in einer Riickkopplungsschleife (feedback
loop) die Aktivitat von D-INK negativ reguliert (Glise and Noselli 1997; Riesgo-Escovar and
Hafen 1997).
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2.3.34Die Rolle von SAPK/JNK gesteuerten Signalwegen bei der onkogenen

Transformation

Bel der Tumorgenese handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess, der sich aus der
Transformation von Zellen, ihrem invasiven Wachstum, der Angiogenese und Metastasierung
zusammensetzt (Hanahan and Weinberg 2000). Hierbei zeigte sich, dass einzelne
Komponenten des AP-1 Transkriptionsfaktors an vielen dieser Schritte beteiligt sind. Der AP-
1 Transkriptionsfaktor setzt sich aus Homo- und Heterodimeren zusammen, die durch die
Proteine der Jun-Familie (c-Jun, JunB und D), Fos (c-Fos, FosB, Fral/2), Jun
Dimerisierungspartner (JDP1/2) und den eng verwandten Faktoren (ATF-2, ATF-3 und B-
ATF) gebildet werden (Shaulian and Karin 2001). Die Identifizierung von c-Fos und c-Jun as
Saugerhomologe der retroviralen Onkoproteine v-Fos (van Straaten et al. 1983) und v-Jun
(Maki et al. 1987) verknipften Funktionen des AP-1 Transkriptionsfaktors mit zellul&rer
Wachstumskontrolle und Neoplasie. Aus der Familie der Jun Proteine vermag c-Jun as
einziges Mitglied die Zellproliferation positiv zu regulieren, in dem es die Expression und
Funktion von Tumorsuppressorgenen wie p53, p21"AF/CP! ynd p16 inhibiert und parallel die
Cyclin D1 Transkription induziert (Schreiber et al. 1999; Wisdom et al. 1999; Bakiri et al.
2000). Der Einsatz von anti-sense Oligonukleotiden spezifisch gegen c-fos oder c-jun
gerichtet, kann die Proliferation von Mausfibroblasten unterbinden (Holt et al. 1986; Smith
and Prochownik 1992). Die Aktivierung von AP-1 durch SAPK/INK vermittelte c-Jun
Phosphorylierung, deutet auf eine mogliche Verbindung zwischen der SAPK/INK Kaskade
und onkogener Zelltransformation hin. Ras-induzierte Transformation benétigt c-Jun
(Johnson et al. 1996). Phosphorylierung von c-Jun durch Ras-abhéngige Signalwege erfolgt
auf den gleichen Aminosduren, die auch SAPK/INK Kinasen verwenden (Pulverer et al.
1991; Smeal et a. 1991). Mutationen dieser Phosphorylierungsstellen (Ser-63/Ser-73)
innerhalb von c-Jun kénnen die Ras-vermittelte Tumorgenitdt unterdriicken (Lloyd et al.
1991; Behrens et a. 2000). SAPK/INKs liegen konstitutiv aktiv in verschiedenen
Tumorzelllinien vor und die transformierende Wirkung einiger Onkogene ist SAPK/INK-
abhéngig (Raitano et al. 1995; Xu et a. 1996; Dickens et a. 1997; Rodrigues et al. 1997,
Tanaka et al. 1997). Expression einer dominant-negativen c-Jun Mutante (TAM 67) hemmt
das Wachstum von Zellen, die durch Raf bzw. Raf-abhangige Onkogene transformiert wurden
(Rapp et al. 1994). Obwohl also von einer Beteiligung der SAPK/INK Kaskade an der
Entstehung von Krebszellen ausgegangen werden darf, bleibt der exakte Mechanismus
bislang unklar. Als gesichert gilt zumindest, dass wéhrend der Tumorentwicklung
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SAPK/INK-abhéngige Apoptosevorgange supprimiert werden missen. Um dieses zu
erreichen, stehen den Zellen folgende Mdaglichkeiten offen: Tumorzellen aktivieren
Uberlebenssignalwege, die ber den SAPK/INK vermittelten pro-apoptotischen Weg
dominieren. Alternativ konnen die Zielproteine von SAPK/INKs mutiert sein, in
unterschiedlichen Mengen exprimiert oder post-translationell modifiziert werden und somit
SAP/INK-induzierte Apoptose verhindern. So wére es ebenso denkbar, dass innerhalb einer
Tumorzelle, z. B. durch den Verlust von p53 oder Rb (retinoblastoma protein) Signalwegen,
die SAPK/INK Aktivierung as ein anti-apoptotisches oder Wachstumssignal gewertet wird
(Davis 2000). Erst kirzlich konnte durch die Verwendung von SAPK/INK anti-sense
Oligonukleotiden gezeigt werden, dass SAPK/INKs in primaen und Tumorzellen
verschiedene Funktionen besitzen. Diese Analysen belegten, dass SAPK/INKs fir die Stress-
induzierte Apoptose von Zellen benttigt wird (Garay et al. 2000; Ho et a. 2000). Die
SAPK/INK anti-sense Oligonukleotide waren in der Lage, das Wachstum von Tumorzellen
zu inhibieren, indem sie Apoptoseprozesse aktivierten (Bost et al. 1999; Potapova et al.
2000a; Potapova et al. 2000b). Obwohl SAPK/INKs relevant fur die maligne Transformation
erscheinen, wére es auch denkbar, dass der Verlust der SAPK/INK Aktivitét die Onkogenese
fordern konnte, indem SAPK/JINK-induzierte Apoptoseprozesse innerhalb transformierter
Zellen verhindert werden. Dieses setzt jedoch voraus, dass Komponenten der SAPK/INK
Kaskade als Tumorsuppressorgen fungieren konnen (Ip and Davis 1998). MKK4 wurde als
ein Kandidat eines maoglichen Tumorsuppressorgenes bzw. as en mogliches
M etastasensuppressorgen beschrieben (Teng et al. 1997; Su et al. 1998).

2.3.3.5 Die Funktion von SAPK/JNK bei der Regulation apoptotischer Prozesse

Erste Studien, die sich mit der Rolle von SAPK/INKs an Prozessen des programmierten
Zelltods (Apoptose) befaldten, wurden in neuronalen PC12 Zellen nach Entzug von NGF
(neuronal growth factor) durchgefuhrt (Xia et a. 1995). Hierbel konnte gezeigt werden, dass
SAPK/INKs Apoptose beschleunigen, und dass SAPK/INK-abhdngige Apoptose durch
Aktivierung von Uberlebenssignalen, wie beispielsweise ERK und Akt/PKB, supprimiert
werden kann. Die Funktion von SAPK/INKSs in durch Stress-induzierten Zelltod neuronaler
Zellen lieR sich auch in jnk3” Knockout Mé&usen bestétigen (Yang et al. 1997) (siehe auch
Kapitel 2.3.3.3). Alles in allem sind die Daten Uber einen Zusammenhang zwischen
SAPK/INKs und Apoptose oft widersprichlich. In einigen Zelltypen scheinen SAPK/INKs



2. Einleitung 23

pro-apoptotisch zu wirken, wahrend in anderen Zellen Uberlebenssignale tibermittelt werden.
Die Doppeldeletion von jnk1” zusammen mit jnk2” filhrt zum frilhen Tod der Embryos, da
eine erhdhte Apoptoserate im Vorderhirn erfolgt, wahrend gleichzeitig eine verminderte
Apoptose im Kleinhirn zu beobachten ist (Kuan et al. 1999; Sabapathy et al. 1999b). In
Jurkat-T-Zellen spielen SAPK/INKs eine Rolle bei der durch Cdc42 und Rac Aktivierung
induzierten Apoptose, wahrend die Fas-vermittelte Apoptose in diesen Zellen durch eine
Hemmung des SAPK/INK Signalweges nicht geblockt werden kann. Auch fir eine TNF-a
vermittelte Apoptose ist SAPK/INK Aktivitét nicht essentiell (Whitmarsh and Davis 1996;
Yang et al. 1997). Es fdlt auf, dass die meisten Stimuli, die eine SAPK/INK Aktivierung
verursachen, keine Apoptoseschritte auslosen. Teilweise ist die Ursache hierfr in der
Tatsache zu suchen, dass SAPK/INK-vermittelte apoptotische Signale durch die Aktivierung
von Uberlebenssignalen (vermittelt Uber NF-kB; Akt/PKB und ERK) inhibiert werden.
Folglich ist es notwendig die Funktionen von SAPK/INK Kinasen gleichzeitig immer im
Zusammenspiel mit der Aktivitét weiterer Signalwege, aso dem biologischen Kontext, zu
beurteilen (Xia et al. 1995). Die Balance zwischen Apoptose- und Uberlebenssignalen
definiert letztendlich, welchen Weg eine Zelle einschléagt. Des Weiteren spielen die Dauer des
Signals, der Zelltyp und die Art der Stimulation eine gewichtige Rolle. Nur anhaltende, aber
nicht voribergehende (transiente) SAPK/INK Aktivitét verursacht Apoptose (Chen and Tan
2000). Viele Zytokine vermogen die SAPK/INKSs jedoch nur transient zu stimulieren, was
folglich zu keiner Apoptoseinduktion fuhren kann (Liu et al. 1996). Man geht daher davon
aus, dass die Zytokin-induzierte SAPK/INK Aktivitat Uberleben signalisiert (Reinhard et al.
1997).

2.4 Regulierung der Spezifitdt von MAPK Signalkaskaden

Die Vielzahl beschriebener Proteininteraktionen zwischen den Mitglieder dieser Signalwege
belegt, dass MAPK Signalkaskaden zwar linear strukturiert sind, es zwischen den einzelnen
Kaskaden aber ein hohes Mal3 an Crosstalk gibt. Wahrend auf der Ebene der MAPKK und
MAPK in Relation wenige Proteine gefunden wurden (vgl. Abb. 2), zeigt sich eine grofie
Variation an Proteinen und moglichen Interaktionen auf Stufe der MAPKKK sowie der
Substrate der MAPKs. Es existieren hierbei zahlreiche Querverbindungen in Form von
Kinasen, deren Substrate in verschiedenen Kaskaden liegen. So kdnnen beispielsweise MLK3
oder Cot sowohl MEK in der ERK Kaskade as auch MKK4 innerhalb des SAPK/INK
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Signalweges aktivieren (Hagemann et al. 1999; Hartkamp et a. 1999). Trotzdem verursacht
die transiente Aktivierung eines MAPK Signalweges durch Zytokine in der Regel bevorzugt
die Aktivierung einer MAPK Kaskade. Folglich bewirken spezifische Signale spezifische
Zellantworten. Die Regulation diverser komplexer zellulérer Prozesse, ausgel6st durch eine
Reihe von extrazelluldrer Stimuli, mit Hilfe weniger MAP Kinasen, erfordert deshalb die
Notwendigkeit, dass MAP Kinasen in ihrer Effizienz und Selektivitét spezifisch sein missen.
Zellen haben daher verschieden Mechanismen entwickelt, die diese Spezifitdt gewahrleisten
sollen.

Eine wichtige Strategie besteht in der Formation von Komplexen, entweder zwischen
einzelnen Komponenten des Signaltransduktionsweges selbst oder aber zwischen den
Signalmolekilen und sogenannten Gerlst- oder Brickenproteinen (scaffold protein). So
werden z. B. SAPK/INKs durch das N-terminale Ende von MKK4 gebunden. Dieser
Sequenzbereich wird aber ebenso bel der Interaktion mit der katalytischen Doméne von
MEKK1 eingesetzt (Christerson et al. 1999). Nach erfolgter Phosphorylierung der unterhalb
agierenden Kinase wird die Interaktion zwischen Substrat und Kinase sofort wieder
aufgehoben (Xia et a. 1998, Cheng et a. 2000; Chang and Karin 2001). Die
Signalamplifikation und die Spezifitét wird bei diesem Prinzip nicht beeintrachtigt, wahrend
beim Einsatz von Bruckenproteinen die Spezifitét auf Kosten der Signalamplifikation
verstarkt wird. Gerustproteine wurden in unterschiedlichen Organismen fir diverse Kaskaden
beschrieben. Sie sind fur die Ausbildung von Multienzymkomplexen verantwortlich, indem
sie gleichzeitig einzelne Kaskadenmitglieder, in manchen Féllen sogar 1soform-spezifisch,
binden und in r&umliche N&he zu einander bringen. lhre Existenz wurde erstmalig in S
cerevisae as Bestandteile des Pheromonesignalweges (Geristprotein: SteSp) und der
osmoregulatorischen Signalkaskade (GerUstprotein: Pbs2p) beschrieben (Whitmarsh et al.
1998; Whitmarsh and Davis 1998). Interessanterweise handelt es sich, im Gegensatz zu
Stebp, bei Pbs2p, selbst um eine Proteinkinase, die an der Signalkaskade partizipiert. Man
spricht daher auch von einem intrinsischen Gerlstprotein (intrinsic scaffold). Die Suche nach
analogen Brickenproteinen in htheren Eukaryonten fuhrte zur Isolierung von Proteinen der
JP Familie (SAPK/INK interacting protein). JP-1 und JP-2, beides strukturell eng
verwandte Proteine, vermogen gleichzeitig MLK2/3, und daran gebundenes HPK, sowie
MKK7 und SAPK/INK1/2 zu binden (Whitmarsh et al. 1998; Yasuda et al. 1999) (siehe
nebenstehenden Ausschnitt in Abb. 2.4). Neben einer SH3-Doméane mit bislang unbekannter
Funktion besitzen sie eine PTB-Doméane (phospotyrosine binding domain). Von ihr weil3
man, dass sie u. a. mit p190 RhoGEF (Meyer et al. 1999) interagiert. Die Uberexpression von
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JP-1 hdlt, trotz Anwesenheit von induzierender Stimuli, SAPK/INK's im Zytoplasma zurtck.
Folglich ist die Balance zwischen den Proteinkinasen und den Scaffoldmolektlen kritisch fir
eine Aktivierung bzw. Inhibierung von Kinasen (combinatorial inhibition: (Levchenko et al.
2000)). JP-1 und JIP-2 werden hauptsachlich in den (-Zellen des Insulin-sezernierenden
Pankreas sowie in Neuronen exprimiert (Yasuda et al. 1999; Pellet et al. 2000). Neben der
Tatigkeit als Gerustprotein in der SAPK/INK Signalkaskade, interagieren J/IP-1und JIP-2 mit
dem Mikrotubulin-Motorprotein Kinesin-1 (Verhey et a. 2001; Whitmarsh et a. 2001). Beide
Proteine fungieren damit letztendlich als Adapterproteine, die die Lokalisation vieler
unterschiedlicher Molekiile organisieren kénnen, da sie durch den von Kinesin vermittelten
Transport, verschiedene Zelllokalisationen erreichen kdnnen. Zwei mit dem JP-1 verwandte
Proteine, IB1 und IB2 (idlet brain 1/2), tragen eine spezifische Insertion von 46 Aminosauren
nahe des C-Terminus, die ihnen eine nukledre Lokalisation ermdglicht. Im Gegensatz zu den
anderen bekannten JIP Proteinen konnte daher fir IB1 und IB2 eine Funktion als
Transkriptionsfaktoren, die die Expression des Insulingens und des Glucosetransportergens
(GLUT2) regulieren, beschrieben werden (Bonny et al. 1998; Negri et al. 2000). Obwohl JIP-
3 ebenso SAPK/INK, MKK7 und Mitglieder der MLK3 Familie zu binden vermag, bestehen
strukturelle Unterschiede (Kelkar et al. 2000). Eine Splicevariante von JIP-3, JSAP,
interagiert mit SAPK/INKs, MKK4 und MEKK1 (Ito et a. 1999). Die Verwendung
unterschiedlicher Mausstamme lieferte bei der Etablierung von jip-1"~ Méausen kontroverse
Daten. Wahrend in einer Studie die Elimination von jip-1 bereits nach wenigen Zellteilungen
zum Tod der Blastozysten fuhrte (Thompson et a. 2001), beschreiben andere Untersuchungen
lediglich eine fehlerhafte Regulation der SAPK/INK Aktivitét in Neuronen des Hippocampus
nach der Behandlung mit Excitotoxinen (Whitmarsh et a. 2001). Da diese Tiere nicht an
Diabetes erkrankten, kann von Komplementationen innerhalb der JP-Familie ausgegangen
werden. Das an Aktinfilamente-bindende Protein Filamin (ABP280) fungiert gleichfalls als
ein Gerustprotein im Zytokinrezeptor-Signalweg, der durch Interaktion von MKK4 und
TRAF2 zur SAPK/INK Aktivierung fuhrt (Marti et al. 1997; Leonardi et a. 2000). (-
Arrestin-2 rekrutiert ein SAPK/INK Signal bestehend aus ASK1, MKK4 und SAPK/INK3
(McDonald et al. 2000). Crkll hélt den Multienzymkomplex bestehend aus p130Cas, MKK4
und SAPK/INKs zusammen. Die Bindung der SH3-Doméne an das Prolin-reiche Motiv
innerhalb der SAPK/INK Sequenz ist dabel essentiell fur die SAPK/INK Aktivierung durch
Racl (Girardin and Yaniv 2001). Fur den ERK Signalweg konnte MP1 (MEK Partnerl)
identifiziert werden, das MEK1 und ERK1 bindet und somit deren Aktivierbarkeit durch C-
Raf erhoht (Schaeffer et a. 1998). KSR (kinase suppressor of Ras) (Kornfeld et al. 1995)
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lokalisiert MEK in einer Ras-abhangigen Reaktion an die Plasmamembran und férdert so den
Aufbau eines Multiproteinkomplexes. Hierbei wird MEK in grof3e ré&umliche Ndhe zu seinem
Aktivator C-Raf und seinem unterhalb in der Kaskade liegenden Substrates ERK gebracht
(Morrison 2001). Interessanterweise ist KSR in nicht-stimulierten Zellen ausschliefdich im
Zytosol lokalisiert. Nach erfolgter Aktivierung durch Ras transloziert jedoch ein Teil der KSR
Fraktion an die Plasmamembran (Morrison 2001).

Eine weitere Moglichkeit die Spezifitdt einer Signalkaskade zu erhdhen, bestent mit dem
Einsatz von sogenannten Ankerproteinen. Diese lotsen ihre Bindungspartner zu spezifischen
subzellularen Kompartimenten oder Substraten. Hierzu zdhlen u. a die Komponenten des |-
KB Kinase Komplexes, die Familie der RACK Proteine (Receptor of activated C kinase) oder
AKAP (A-kinase-anchoring protein) (Pawson and Scott 1997; Whitmarsh and Davis 1998).
Proteine des Zytoskeletts fungieren als Anker und kolokalisieren mit MEKK1 (Christerson et
al. 1999). Umlagerungen des Zytoskeletts verursachen daher gleichzeitig eine Stimulierung
der MEKK1 Aktivitéat (Xia et a. 1998). Des Weiteren besitzen die physiologischen Substrate
der MAP Kinasen spezifische Bindungsstellen (docking site), die meist in einiger Entfernung
zum eigentlichen Phosphorylierungsmotiv liegen und eine starke Interaktion mit der
selektiven MAPK Subfamilie ermdglichen, wahrend sie andererseits die Bindung zu weiteren
MAP Kinasen verhindern (Kyriakis and Avruch 2001). Zusétzlich besitzen die MAP Kinasen
ihrerseits eine komplementére Bindungssequenz, die mit der MAPK Bindungsdoméane des
Substrates interagiert kann (Kyriakis and Avruch 2001). Somit ist eine klare Substratspezifitét
innerhalb der Proteinkinasefamilie gewahrleistet (Schlissel-Schloss-Prinzip), die en
vermeintlich breit gefachertes in vitro Substratrepertoire aufweist. Daneben sind MAP
Kinasen auch in der Lage, indirekt die Expression von Liganden oder Inhibitoren fir
Membranrezeptoren zu regulieren. Diese positiven oder negativen autokrinen Schleifen
(loops) konnen ebenfalls ein spezifisches MAPK Aktivierungsmuster generieren (Wasserman
and Freeman 1998).
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2.5 Gegenstand der Arbeit

Die SAPK/INK Signalkaskade wird mit einer Reihe von Erkankungen des Menschen in
Verbindung gebracht: neben zahlreichen Krebsformen (Davis 2000) deuten erste
Untersuchungen auch auf eine Beteiligung von SAPK/INK an Diabetes (Bonny et al. 2000;
Ho et al. 2000), Herz-Kreislauf Erkrankungen bzw. entziindlichen Reaktionen des Herzen und
der Nieren (Wang et al. 1998a; He et al. 1999; Garay et al. 2000) sowie neurodegenerativen
Erkrankungen (Yang et a. 1997) hin. Folglich représentiert der SAPK/INK
Signaltransduktionsweg einen moglichen Angriffspunkt fir die therapeutische Beeinflussung
dieser Erkrankungen. Dies erfordert die Analyse, ob SAPK/INK Kinasen tatschlich direkt an
der Entstehung dieser Krankheiten teilhaben und, wenn ja, welcher molekulare Mechanismus
dem zugrunde liegt. Eine weitere fundamentale Frage die bislang nahezu ungekléart blieb,
besteht in der Untersuchung, wie Zellen eine SAPK/INK Aktivierung, abhangig vom
jeweiligen zellularen Kontext, auf vollig kontrare Weise interpretieren konnen (Uberleben
versus Apoptose). Die Etablierung von konstitutiv-aktiven SAPK/INK Kinasen wére eine
grof3e Hilfe bei der Beantwortung dieser Fragen. Allerdings schlugen in der Vergangenheit
alle Versuche fehl, innerhalb der MAPK Uber Punktmutationen solche Proteine zu generieren.
1998 wurde erstmalig eine alternative Methode beschrieben, die durch die direkte Fusion von
ERK2 mit seinem spezifischen Aktivator MEK1 zu einer konstitutiv-aktiven ERK2 MAP
Kinase fuhrte (Robinson et al. 1998). Analog dazu sollte im Rahmen dieser Doktorarbeit eine
konstitutiv-aktive SAPK/INK Kinase etabliert werden und mit deren Hilfe der Einfluf3 von
SAPK/INK auf diverse physiologische Prozesse innerhalb von Sdugerzellen untersucht
werden. Der erste Teil der Arbeit befaldt sich mit der biochemischen Charakterisierung dieser
konstitutiv-aktiven SAPK/INK Mutante. Im zweiten Teil sind Daten zusammengestellt, die
zum enen neue Aspekte Uber ene Betelligung von SAPK/INK an der
morphologischen/onkogenen  Transformation prasentieren. Zum anderen sind erste
Experimente dargestellt, die eine Funktion von SAPK/INK bei der Zellproliferation und
Apoptose von Zellen bestétigen.
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3. MATERIAL

3.1 Arbeitsmaterial

3.1.1 Gerate

Artikel Eirma Artikel Eirma
Analysenwaage Sartorius Mikroskop Leica
Autoklav Webeco Mikrowelle Siemens
Blottingkammer Hoefer Netzgerédte Bio-Rad
Brutschrénke Memmert Orbitalschuttler BellcoBiot.
Brutschrénke/Zellkultur Heraeus PCR Gerét Perkin Elmer
Eismaschine Scotsman pH-Meter WTW
Elektrophorese- MSZ, Phospho-Imager Fuji

material Bio-Rad Photometer Hitachi
Exponierkassetten Dr. Goos-Suprema Pipettierhilfe Eppendorf
Exsikkator Sputnik Pipetten Gilson
FACS Becton Dickinson Schittelwasserbad ~ NewBrunsw.
Feinwaage Mettler Sequencer ABIPRIS377
Filmentwickler Kodak Sterilbank Heraeus
Fluoreszenzmikroskop Leitz Tischzentrifuge Eppendorf
Gefrierschrank -20 °C Liebherr UV-Crosslinker Hoefer
Gefrierschrank -80 °C Nunc UV-Fotoanlage Sony
Grobwaage Satorius Vortex-Gerét Scientific
Heizblocke Gebr. Liebisch Wasserbad GFL
Kuhlschrank Liebherr Wecker Roth
Kuhlzentrifuge Heraeus Zahlkammer Burker

L uftschittler New Brunswick Zentrifugen Heraeus,
Magnetrihrer GLW 1.0R,
Microlumat LB96P EG& G Berthold J2-HS,

Beckmann,
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3.1.2 Chemikalien

Artikel
Acrylamid/Bisacrylamid, 40 %
Agar Select

Bacto-Agar

Agarose, ultrapure
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Anisomycin

Aprotinin

Arsenit

ATP

[y-32P|dATP

Benzamidin

BES

Bovines Serumabumin (BSA)
Bradford Reagenz
Bromphenol Blau

DM SO (Dimethylsulfoxid)
Dithiothreitol (DTT)
Luciferin

EDTA

EGTA

[B-Mercaptoethanol
Ethidiumbromid

Fettfreie Trockenmilch

Allgemeine Laborchemikalien

Firma
Bio-Rad
Sigma
Difco
Gibco-BRL
SeaPlaque
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Amersham
Sigma
Sigma
Sigma
Biorad
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco-BRL
Carnation

Artikel

Giemsa Stain
Glycerol

Glycerol phosphat
Glycin

HEPES

IPTG

LB-Broth Base

Firma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roth

Sigma

Natriumorthovanadat Sigma

Pepstatin A
Ponceau S

Protein A-Agarose
Protein G-Agarose
Pefabloc

PBS

PIPES

PMSF

Polybrene
TB-Broth

TEMED

TrisBase

Triton X-100
Trypan Blau

Tween 20

Boehringer
Sigma
Boehringer
Boehringer
Roth
Gibco-BRL
Sigma
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

TrizmaHydrochlorid Sigma

Fluka; Merck; Roth; Sigma
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Artikel
Blottingpapier, 3 MM, 190 g/m2
Bottle Top Filter 0,22 pm

Deckgléschen

ECL-Hyperfilm

Eppendorf Combitips
Eppendorf-Gefalze 1,5 ml
Frischhaltefolie

Greiner-Rohrchen 15 ml, 50 mli
Hybond-C extra82 mm
HyperfilmTM-MP

Kulturschalen 9 cm

Kulturschalen 15 cm

Mullbinden

Objekttrager

Parafilm

Poly Screen PVDF Transfer Membran
Polystyrenréhrchen 5 ml

Protran Nitrozellulose Transfer-Membran
Sterilfilter Millex-GS 0,22 pm
Whatman-Rundfilter 8,5 cm

3.1.4 Zdlkulturmaterial

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)

RPMI 1650

Fotales Kaberserum (FCS)
Streptomycin und Penicillin
Geneticin (G418)
Hygromycin B

Puromycin

Firma

Schleicher & Schuell
Nalge Nunc International
Hartenstein
Amersham
Eppendorf
Hartenstein

Aldi

Greiner

Amersham
Amersham

Sarstedt

Greiner

Apotheke
Hartenstein
Hartenstein

NENTM Life Science Products
Sarstedt

Schleicher & Schuell
Millipore

Whatman

Gibco-BRL
Gibco-BRL
PAN Systems
Gibco-BRL
Sigma

Sigma

Sigma
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L-Glutamin Gibco-BRL

Trypsin-EDTA Gibco-BRL

Zelkulturflaschen und —schalen Sarstedt; Greiner

Lipofectamine™ Gibco-BRL

3.1.5 Enzyme

Enzym Firma

Calf Intestinal Phosphatase (CIP) NEB

Klenow Fragment NEB

Proteinase K Sigma

Restriktionsenzyme
DNasel

RNase A
Tag-Polymerase

Pwo-Polymerase (proof-reading Fkt.)

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase

3.1.6 Molekulargewichtsmarker

Molekulargewichtsmarker fur Proteine:

Prestained Molecular Weight Standart Mixture (SDS-7B) (Sigma)

MBI-Fermentas, NEB
Sigma

Sigma

Genecraft; Stratagene
Peglab
MBI-Fermentas
MBI-Fermentas

Markerproteine:

o2-Makroglobulin 180,0 kDa
[3-Gal aktosidase 116,0 kDa
Fructose-6-phosphat Kinase 84,0 kDa
Pyruvat Kinase 58,0 kDa
Fumarase 48,5 kDa
L aktatdehydrogenase 36,5 kDa

Triosephosphatisomerase 26,6 kDa
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Molekulargewichtsmarker fir DNA:
1 kb L adder (Gibco-BRL)

Fragmentgrofen (bp): 12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090,
4072, 3054, 2036, 1636, 1018, 506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75

3.1.7 Reagenziensétze (Kits)

Kit

DC Protein Assay

ECL Western Blotting Detection
Plasmid Maxi Kit

Plasmid Mini Kit

QIAex DNA Isolation

QlAex Il Gel Extraction Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Nucleotide Removal Kit

Quick Change™ Site Directed Mutagenesis Kit

3.1.8 Antikor per

priméare Antikorper/Antiseren Antigen

anti-ERK 2 (C-14) ERK?2
anti-p-ERK (E-4) phospho-ERK
anti-ERK5 ERK5/BMK 1
anti-JNK 1 (FI) INK 1
anti-p-JNK (G7) phospho-IJNK
anti-p-c-Jun (KM-1) phospho-c-Jun
anti-p38 p38

anti-p-p38 phospho-p38
anti-p-ATF-2 phospho-ATF-2
anti-Fral Fral

Firma
Bio Rad
Amersham
QIAGEN; Machery& Nagel
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
Stratagene

Her kunft

Santa Cruz (sc-154)
Santa Cruz (sc-7383)
Santa Cruz (sc-1284)
Santa Cruz (sc-571)
Santa Cruz (sc-6254)
Santa Cruz (sc-822)
NEB (9212)

NEB (9211)

NEB (9221)

Santa Cruz (sc-605)
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anti-Cdk4
anti-Actin
anti-p-MAPKAPK?2
anti-3pK

anti-C-Raf (SP63)
anti-Raf-1 (C-12)
anti-phospho-Raf-1 (Ser-338)
M2

D-8

12CA5

9B11

FITC-konjungiertes Phaloidin

Sekundar e Antikor per

Cdk4

Actin
phospho-MAPKAPK 2
3pK (MAPKAPK?3)
C-Raf

C-Raf

phospho-C-Raf (Ser-338)
Flag-Epitop
Flag-Epitop

Hamagl utinin-Epitop
Myc-Epitop

F-Aktin

M eerrettichperoxidase-konjungierte F(ab'), anti-Maus Ig

M eerrettichperoxidase-konjungierte F(ab’), anti-Kaninchen Ig

M eerrettichperoxidase-konjungierte F(ab'), anti-Ratte I1g

M eerrettichperoxidase-konjungierte F(ab’)2 anti-Ziege Ig

Cy3-konjungierte Ziege anti-Maus 1gG

3.1.9 Primer (Oligonukleotide)

Santa Cruz (sc-260)
Sigma (A 2066)
NEB (3041)

MSZ

MSZ

Santa Cruz (sc-133)
Upstate (05-534)
Kodak/IBI

Santa Cruz (sc-807)
NEB (2362)

NEB (2276)
Molecular Probes

Her kunft
Amersham
Amersham
Amersham
Stanta Cruz

Jackson mmunoresearch

Die hier aufgelisteten Primer wurden ale von der Firma MWG synthetisiert. Mit 10 mM
Tris/HCI (pH7,8) wurden sie 100 pmol/ul verdinnt.

INK (pcDNA3 HA-2) up:

CAG TTC TAC-3
INK (pcDNA3 HA-2) low: 5-TGC TCT AGA CCT GCA ACA ACC CAG CGG TCC
CGC CGA-3

JINK K55A/K56A up:

AGA CCCTTC CAG-3

5-CCG CTC GAG AGC AAA AGC AAG GTA GAT AAC

5-GAC AGA AAT GTG GCC ATT GCG GCG CTC AGC
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JINK K55A/K56A up:

MKK7 up (mouse; N-Ter):

INK/MKK7 low:

MKK7 K76E up:

MKK?7 K76E low:

Glu/Gly Linker up:

Glu/Gly Linker low:

Myc-Linker up:

Myc-Linker low:

JIP1 mouse up

JIP1 mouse low

3.1.10 Peptide

5-CTG GAA GGG TCT GCT GAG CGC CGC AAT GGC
CACATT TCT GTC-3

5-TGC TCT AGA GCT AGC GTT AAC CTG GGG CTC
CCATCAACCTTGTTC-3

5-TGC TCT AGA CTA CCT GAA GAA GGG CAG ATG
GTG CTGACT CAGGAC-3

5-CAC ATC ATT GCT GTT GAG CAA ATG CGG CGC
TCT G-3

5-CAG AGC GCC GCA TTT GCT CAA CAG CAA TGA
TGT G-3

5-CTA GCT AGC GAA GGT GAG GGC GAA GGA GAA
GGT GAG GGC GTT AACATC GAT GG-3

5-CCA TCGATG TTA ACG CCC TCA CCT TCT CCT TCG
CCCTCA CCT TCG CTA GCT AG-3

5-GAT CCG CCG CCG CCA TGG AGC AGA AGC TGA
TCT CCGAGG AGGACCTGC-3

5-TCG AGC AGG TCC TCC TCG GAG ATC AGC TTC
TGC TCC ATG GCG GCG GCG-3

5-GGT ACCATG GAG CCCAAA GCGGAGTCC-3

5 -GGA ATT CCA CTG GGG TCA GGT AGA T-3

A-Raf Peptid: Pro-Asp-Cys-Leu-Leu-Ser-Asp-Asp-Arg-Leu-Va-Pro  (MSZ2)
B-Raf Peptid: Cys-Thr-Leu-Thr-Thr-Ser-Pro-Arg-L eu-Pro-Val-Phe (MS2)
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3.2 Zdllinien und Bakterienstamme

3.2.1 Zdllinien

HEK 293-Zellen (Graham et al. 1977)
Bei den fir transiente Uberexpressionsexperimente verwendeten HEK293-Zellen
(ATCC [AmericaType Culture Collection] CRL-1573) handelt es sich um humane,
embryonale, epitheliale Nierenzellen, die durch Adenovirus 5 DNA transformiert
wurden; adharent; DMEM 10% FCS

NIH3T3-Zellen (Jainchill et a. 1969)
Bel NIH3T3-Zellen (ATCC [America Type Culture Collection] CRL-1711) handelt es
sich um immortalisierte, kontakt-inhibierte Mausembryo-Fibroblasten; adhérent;
DMEM 10% FCS

32D-Zéellen (Palaszynski and Ihle 1984)
Bei den 32D-Zellen (ATCC [America Type Culture Collection] CRL-11346) handelt
es sich um IL-3 abhéngige, immortalisierte, promyeloische Suspensionszellen aus der
Maus

WEH-3B (Clark-Lewis et al. 1985)
Diese myelomonocytédre Leukdmie-Zelllinie produziert und sezerniert IL-3; wird das
Zellkulturmedium zwei Tage nach der Zugabe aufgefangen, filtriert (0,22 um Filter)
und bei -20°C gelagert, so kann es fur das Ansetzten des 32D-Mediums als IL-3 Stock
dienen.

Phoenix-Ampho-Zellen (Grignani et a. 1998)
Es handelt sich hierbei um eine amphotrope Retroviren produzierende Zelllinie, die
auf einer 293T Zédlllinie basiert, welche mit dem Adenovirus Ela transfiziert wurde;
Herkunft: Stanford Universitét Labor: Prof. Nolan
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3.2.2 Bakterienstamme

Escherichia coli:

E. coli DH5a: kompetente Bakterien, die bei Plasmidtransformationen zum
Einsatz kommen; supE44 AlacU169 (@80 lacZAM15) hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl; Herkunft: Bethesda Res. Lab.
(BRL)

E. coli BL21: dieser Bakterienstamm wird bei der Herstellung von
rekombinanten Proteinen verwendet; F ompT hsdSs (rg” mg)
gal dcm; Herkunft: Novagen

3.3 Kulturmedien

3.3.1 Zdlkulturmedien

HEK 293, NIH 3T3 und Phoenix-Ampho-Medium
Zu 500 ml DMEM werden 50 ml FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin
(Endkonzentration jeweils 100 U/ml) und 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration 200
mM) gegeben.

32D-ZeImedium
Zu 500 ml RPMI 1640 Medium werden 50 ml FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin
(Endkonzentration jeweils 100 U/ml), 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration 200 mM)
und 75 ml WEHI-Medium (15 % v/v) gegeben.

WEHI-3B Medium
Zu 500 ml RPMI 1640 Medium werden 50 ml FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin
(Endkonzentration jeweils 100 U/ml) und 5 ml L-Glutamin (Endkonzentration 200
mM) gegeben.
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3.3.2 Bakterienmedien

Falls nicht anders angegeben, betragt das Endvolumen jeweils 1 Liter. Die Dampfsterilisation
erfolgt fur 20 min bel 120°C im Autoklaven. Sterilfiltrationen werden mit 0,22 um Filter
durchgefihrt.

Terrific-Medium
12 g Bacto Trypton; 24 g Bacto Hefe; 4 ml 99,9% Glycerin; 900 ml bidest. H,O;
autoklavieren, abkihlen lassen und 100 ml 0,17 M KH,PO, + 0,72 M K3;HPO,
hinzufiigen

2x TY Medium
16 g Trypton: 10g Hefeextrakt; 5 g 1M NaCl; mit bidest. H,O auffillen und [6sen; pH-
Wert mit 4 M NaOH auf 7,4 einstellen; autoklavieren

LB-Medium
10 g Bacto Trypton: 5 g Hefeextrakt; 5g 1M NaCl; mit bidest. H,O auffillen und
[6sen; pH mit 1 M NaOH auf 7,5 einstellen; autoklavieren

SOB Medium
20 g Bacto Trypton: 5 g Hefeextrakt; 0,58 g 1M NaCl; 0,19 g 1M KClI; 2,03 g 1M
MgCl,; 2,46g IM MgSO,4; mit bidest. H,O auffillen und [6sen; pH-Wert auf 6,7 - 7,0
einstellen; autoklavieren

Ampicillin Stockldsung
100 mg Ampicillin auf 1 ml bidest. H,O steril filtrieren und bei -20°C aufbewahren

2x TY Platten/Medium + Ampicillin
16 g Trypton; 10 g Hefeextrakt; 5g 1 M NaCl; (15 g Agar); pH-Wert mit 4 M NaOH
auf 7,4 einstellen; autoklavieren und auf ca. 50°C abkihlen lassen; 1 ml der

Ampicillin Stocklésung hinzufligen
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3.4 Plasmide

3.4.1 Eukaryotische Klonierungs- und Expressionsvektoren

pCMV5
Bel pCMV5 handelt es sich um einen eukaryotischen Expressionsvektor mit
Ampicillin-Resistenz und einem starken CMV-Promotor. Er hat eine Grof3e von 4,7
kbp; Herkunft: Melanie Cobb

pcDNA3neo
Dieser eukaryotische Expressionsvektor mit Ampicillin-Resistenz besitzt einen CMV
Promotor und hat eine Grof3e von 5446 bp; Quelle: Invitrogen

pcDNA3neo-HA
Entspricht der Sequenz von pcDNA3neo, allerdings wurde in die Kpnl Schnittstelle
zusétzlich eine HA-Epitopsequenz inseriert; Herkunft: B. Neufeldt (MSZ)

pBabe Puro
Eukaryontische Expressionsvektor mit Ampicillin-Resistenz und einer Grof3e von 5,1
kbp; Herkunft: MSZ

pREV-TRE(Hygromycin)
Hierbei handelt es sich um einen eukaryontischen Expressionsvektor mit CMV
Promotor und Ampicillin-Resistenz, der verwendet wird, um Tetrazyklin-induzierbare
Zdlllinien zu generieren; 6,5 kbp; Quelle: CLONTECH

pAS2-1
Hefeexpressionsvektor (S cerevisiae) mit Ampicillin-Resistenz, der von der Firma
CLONTECH fur das Two-Hybridsystem angeboten wird und die GAL4BD
(Bindedomane) enthalt

3.4.2 Eukaryontische Expressionskonstr ukte

Es wurden folgende Expressionskonstr ukte verwendet:

* pkRSPA-Flag-p38[3 A. Hoffmeyer (MSZ) (accession: D83073)
* pEBG-SAPK[3 S. Ludwig (MSZ) (accession: L27128)

* pkRSPA-HA-ERK1 A. Hoffmeyer (MSZ) (accession: $46779)
* pkRSPA-ERK?2 B3 (inaktiv) A. Grof3e-Wilde (MSZ) (accession:

M64300)
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* pkRSPA-ERK?2 C3 (inaktiv) A. Grof3e-Wilde (MSZ) (accession:
M 64300)

* pcDNA3-HA-ERK?2 M. Cobb (accession: M64300)

* pcDNA-Flag-JIP-1 R. Davis (accession: AF003115)

* pPCR3.1-Flag-MKK?7 J. Penninger (accession: AF02616)

* pCS3+MT-Myc-MKK7 S3A (inaktiv) M. Kracht (accession: U74463)

* pCS3+MT-Myc-MKK?7 S3E (aktiviert) M. Kracht (accession: U74463)

* pCMV5-MLK3 J. Hartkamp (M SZ) (accession:
AF155142)

* pCMV5-CotAC D. Matenia (MSZ) (accession:
NM_053847)

* pPMT35-c-Jun (wt) D. Bohmann (accession: NM_002228)

* pPMT111-c-Jun (inaktiv) D. Bohmann (accession: NM_002228)

* pPMT162-c-Jun (aktiviert) D. Bohmann (accession: NM_002228)

« pPCMV5-Myc-ERK2-MEK1 LA (aktiviert) M. Cobb

* pcDNA3-Flag-BMK1/ERK5 D. Dinev (MSZ) (accession: U29725)

» EHneo v-gag-Raf-1 MSZ

 pGEX-3X: ATF-2 (AS 1-109) R. Davis

Es wurden folgende Repor ter genkonstr ukte verwendet:
* pB4X luc 4 Kopien des ORE (oncogene responsive element), beinhaltet Ets und AP-1
Bindemotive (MSZ)

Daneben wurden folgende Expressionskonstr ukte kloniert und in Experimenten verwendet:

« pcDNA3-Myc-SAPKB-MKK7: (siehe Abb. 5)

* pcDNA3-Myc-SAPKB-MKK7 KD (inaktiv) SAPK[3: K55A, K56A;
MKK7: K76E

* pREV-TRE-Myc-SAPK[B3-MKK7 Uber Pael/BamHI in Vektor
kloniert

* pREV-TRE-Myc-SAPKB-MKK7 KD (inaktiv) tiber Pael/BamHI in Vektor
kloniert

* pBabe Puro-Myc-SAPK3-MKK7 Pael/BamHI - blunt in BamH|I

* pBabe Puro-Myc-SAPK[3-MKK7 KD (inaktiv) Pael/BamHI - blunt in BamH|I
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« pACT-JBD (JIP-1; nt 516-983)
« pcDNA3-HA-JBD (JIP-1)

* pcDNA3-Myc

* pcDNA3-Myc-SAPKf3
* pcDNA3-GAL4BD(Bindedoméane)

« pcDNA3-GAL4BD-Ac-JUnAD (AS 1-223)

« pcDNA3-GAL4BD-AATF-2AD (AS 1-109)

EcoRI/Ncol in Vektor kloniert
JBD Uber EcoRI/Ncol aus pACT
isoliert — blunt ECORV
Myc-Epitop Uber BamHI/Xhol
inseriert

Uber Xhol/Xbal in Vektor kloniert
GAL4BD (inklusive Promoter)
Uber EcoRV/Xhol aus dem
Hefevektor pAS2-1 isoliert und in
pcDNA3 (EcoRV/Xhol) kloniert
Uber Xbal in pcDNA3-GAL4BD
kloniert

Uber BamHI/Xbal aus pGEX-3X
isoliert und in pcDNA3-GAL4BD
kloniert

Stop
ATG (TAG)
SAPKB/JNK Wil MKK7
| Linker |
\j \ \ v
BamHI Xhol Xbal Nhel Hpal Xhol Xbal
CTC GAG TCT AGA GCT AGC  GTT AAC

Abb. 5 Schematische Dar stellung der Klonierung von SAPK3-MKK7

Die entsprechenden Restriktionsschnittstellen wurden tber spezifische PCR-Primer hinzugefiigt.
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4. ARBEITSMETHODEN

Soweit nicht anders vermerkt, sind die verwendeten Methoden in Anlehnung an die
beschriebenen Protokolle aus den Laborhandbiichern "Molecular cloning: a laboratory
manual" von (Sambrook et a., 1989) und "Current Protocols in Molecular Biology" von
(Ausubel et al., 1997) durchgefuhrt worden.

4.1 Arbeiten mit Escherichia coli

4.1.1 Bakterienkulturen

Alle verwendeten Plasmide enthalten ein Resistenzgen (z.B. Ampicillin) fur die Selektion in
Bakterien. Plasmid-transformierte Bakterien (- 4.1.3) werden auf 2xTY + Amp. bzw.
LB+Amp.-Platten (ber Nacht bei 37 °C selektioniert. Fur Ubernachtkulturen wird
eineBakterienkolonie mit einer sterilen Impfdse oder Zahnstocher gepickt und in LB+Amp.-
oder TB+Amp.-Medium (2 ml) bei 37 °C im Luftschittler angezogen (Vorkultur). Die Kultur
kann am néchsten Tag verwendet werden, um Glyceroldauerkulturen anzulegen oder Plasmid-
DNA im Kkleinen oder grofen Mal3stab zu praparieren (- 4.1.4). Fur die Lagerung der
Bakterien werden diese in glycerolhaltiges Medium tberfuhrt. Hierfir werden 800 pl einer
frischen Bakterientbernachtkultur und 200 pl Glycerol in ein 1,5 ml Reaktionsgeféal? gegeben,
anschlief®end gut durchmischt und bei -80 °C eingefroren. Zum Animpfen einer
Ubernachtkultur wird der Glycerolstock von aufRen nur an der Oberflache soweit angetaut,
dal3 mit einer ausgeglihten Impfése (alternativ: steriler Zahnstocher) etwas Bakterienmaterial
aufgenommen und in LB-Amp.- oder TB-Amp.-Medium Uberfihrt werden kann. Die

Glyceroldauerkultur wird dann sofort wieder bei -80 °C gelagert.
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4.1.2 Herstellung ultrakompetenter Bakterien (Inoue et al. 1990)

TB-Puffer
10 mM PIPES; 15 mM CaCly; 250 mM KCI; auf pH 6,7 einstellen; 55 mM MnCl;
zugeben; steril filtrieren (0,22 pum)

Um Plasmid-DNA zu amplifizieren, bedient man sich gerne des Bakteriums Escherichia coli.
Diese Bakterien konnen, nachdem sie durch das Calciumchlorid des TB-Puffers kompetent
gemacht wurden, mit Plasmid-DNA transformiert werden.

Aus einem tiefgefrorenem Glycerolstock werden E. coli des Stammes DH5a auf einer LB-
Platte (ohne Selektionsantibiotikum) ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. 1 |
SOB Medium werden mit ca. 20 grof3en Bakterienkolonien angeimpft und bei 18°C in einem
2 | Kolben unter Schiitteln bis zu einer optischen Dichte von 0,6 (bei A = 600 nm) Kkultiviert.
Nach Abkihlen auf Eis werden die Bakterien zentrifugiert (3000 rpm, 4°C, 10 min) und das
Pellet vorsichtig in 320 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert. Nach einer zehnminitigen
Inkubationszeit auf Eis erfolgt ein erneuter Zentrifugationsschritt, wobei das Pellet diesmal in
80 ml TB aufgenommen wird. Um die Bakterien einfrieren zu kénnen, wird unter sachtem
Rihren DM SO bis zu einer Endkonzentration von 7% hinzugeflgt und die Ldsung erneut fir
10 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end werden die Bakterien aliquotiert und in flissigem
Stickstoff vorgekuihlt, bevor sie, bis zu ihrer Verwendung, bei -80°C gelagert werden.

Die Kompetenz der Bakterien wird in Anzahl der transformierten Bakterien (= Klone) pro
eingesetzter DNA (ug) angegeben und lag durchschnittlich bei 10® Klonen pro 1 pg

verwendeter Plasmid-DNA.

4.1.3 Transformation von kompetenten E. coli DH5a (Inoue et al. 1990)

Die Aufnahme von Plasmid-DNA durch kompetente Bakterien wird als Transformation
bezeichnet. Dabel kann man die transformierten Bakterien mittels eines Resistenzgens (z.B.
Ampicillin) von den nicht-transformierten Zellen selektieren.

Die von Inoue beschriebene Methode hat sich als sehr effizient erwiesen, wenn man die
kompetenten DH5a Zellen und die zu transformierende Plasmid-DNA langsam auf Eis
auftauen 183, anschlief3end im gewtinschten Mengenverhdltnis (i.d.R. 100 ul DH5a und 2-5

pl Plasmid-DNA) zusammenfiigt und die gut gemischte Suspension fir ca. 30 min auf Eis
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inkubiert. Nach einem 30 s Hitzeschock bei 42°C wird 1 ml LB-Medium hinzupipettiert und
der Transformationsansatz fir eine Stunde im 37°C Wasserbad kultiviert. Wahrend dieser
Inkubation  kommt es zur Exprimierung des Resistenzmarkers  (haufig:
Ampicillinresistenzgen). Anschliel3end werden die Zellen auf 2xTY + Amp. Platten
ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht im Brutschrank herangeziichtet.

4.1.4 Plasmidisolation aus E. coli

4.1.4.1 Alkalische Lyse zur Plasmid-DNA Pré&paration aus E. coli: préparativer Mal3stab

GTE-Ldsung
50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA
Lyseldsung A
1% SDS; 0,2 M NaOH
Lyseldsung B
3 M KOAc; 2M HOAC
TE (pH 8,0)
10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0); mit DEPC-Wasser auffiillen
DEPC-Wasser
1 ml DEPC (Dieethyl-Pyrocarbonat) in 1 | ddH»O |6sen; mehrmals autoklavieren, bis
das Wasser nicht mehr nach DEPC riecht

Um Plasmid-DNA aus E. colis zu isolieren, wird eine Kolonie in 50 ml Bakterien
N&hrmedium (Terrific oder 2xTY) + Amp. inokuliert und Uber Nacht bei 37°C im
Luftschittler kultiviert. Nach einer 15 mindtigen Zentrifugation bei 4000 rpm und 4°C wird
das Pellet in 2,5 ml GTE-LOsung resuspendiert. Nachdem die Zugabe von 5 ml Lysel6sung A
erfolgte, wird gut gemischt (Tube invertieren) und die Lyse der Lésung kontrolliert (-
Aufklarung und erhohte Viskositét). Es folgt der Zusatz von 3,75 ml Lyseldsung B, sowie 10
min Zentrifugation bei 4000 rpm. Der Uberstand wird tiber eine Mullbinde in €in neues 50 ml
Falcontube abfiltriert und mit etwa 45 ml 100% EtOH versetzt. Nach dem Zentrifugieren
(4000 rpm, 4°C, 10 min) wird das Pellet in 1 ml TE aufgenommen, mit 1 ml autoklaviertem 5
M LiCl vermischt und far 15 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end wird zentrifugiert (4000

rpm, 4°C, 10 min), der Uberstand gesammelt und in einem 14 ml Falcontube mit 5 ml 70%
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EtOH vermischt. Es erfolgt nochmals ein Zentrifugationsschritt (4000 rpm, 4°C, 10 min).
Letztendlich wird das Pellet in 400 pl TE aufgenommen und in ein Eppendorf Cap Uberfuhrt.
Durch den Zusatz von 4 pl RNase (10 mg/ml) kann stérende RNA beseitigt werden. Bis zur

weiteren Verwendung wird die DNA bei —20°C eingefroren.

4.1.4.2 Plasmid-DNA Isolierung: analytischer M al3stab

Diese Plasmid-Isolationsmethode fand ihre Anwendung, wenn der Klonierungserfolg im
Restriktionsverdau Uberprift werden sollte oder wenn nur kleine Mengen an Plasmid-DNA
fur die weitere Arbeit bendtigt wurde. Die Vorgehensweise ist der des préparativen Mal3stab
sehr ghnlich, weshalb sie hier nur in Stichworten beschrieben wird:

2 ml Ubernachtkultur zentrifugieren und den Uberstand verwerfen; Pellet in 100 ul GTE-Lsg.
aufnehmen; + 200 pl Lsg. A + 150 pl Lsg. B + 1 ml 100% EtOH; 10 min bei -20°C;
zentrifugieren und den Uberstand verwerfen; Pellet in 50 pl TE resuspendieren + 50 pl 5 M
LiCl; 5 min bei -20°C; zentrifugieren und den Uberstand mit 300 pl 100% EtOH versetzen;
zentrifugieren und Pellet in 20-30 pl TE aufnehmen + RNase

4.1.4.3 Plasmid-DNA Pré&paration aus E. coli fur Zellkultur-Transfektionsexperimente

Die fur Transfektion von Saugerzellen bendtigten grofReren Mengen an gereinigter Plasmid-
DNA werden mit Hilfe des ,,Plasmid Maxi Kits* von Qiagen bzw. Machery & Nagel isoliert.
Das Verfahren entspricht in etwa der oben beschriebenen Plasmid-DNA Praparation im
grofderen Maldstab mit anschlief3ender Aufreinigung an einer lonenaustauschersaule. Bel der
Durchfthrung wurde exakt nach Herstellerangaben verfahren.



4. Arbeitsmethoden 45

4.2 Molekular biologisches Arbeiten mit DNA

4.2.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte durch photometrische Messung der
optischen Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm (entspricht dem Absorptionsmaximum)
und 280 nm. Der Quotient aus diesen beiden Mef3daten (OD2s0/ODosgp) erlaubt eine Aussage
Uber den Reinheitsgrad der DNA. Er sollte zwischen 1,8 und 2,4 liegen. Die Konzentration
der DNA wird folgendermal3en ermittelt:

€ = ODyg X Verdinnungsfaktor x 20

c: Konzentration in mg/ml
OD: Optische Dichte

4.2.2 Elektrophor etische Auftrennung von DNA

IXTAE

40 mM Tris-HCI, 40 mM Eisessig, 2 mM EDTA; auf pH 7,8 einstellen
10x DNA Probenpuffer

40% (wi/v) Saccharose; 0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylencyanol
Ethidiumbromid-Stammlésung

10 mg/ml ddH.0; lichtgeschiitzt bei 4°C lagern

Mit Hilfe der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese konnen linearisierte DNA-Molekile
ihrer Grole nach aufgetrennt werden. Aufgrund der negativen Ladung des
Phosphatriuckgrates wandern DNA-Molekile im elektrischen Feld immer zur Anode. Dabel
ist ihre Wanderungsgeschwindigkeit wegen des Widerstandes der Agarosegel matrix
umgekehrt proportinal zum Logarithmus ihrer Lange. Relaxierte DNA wandert langsamer als
ihre ringférmige superhelikale Form. Man verwendet zum Vergleichen der DNA-Grofen
standardisierte GrélRenmarker. Uberlicherweise werden 1% Agarosegele eingesetzt. Wenn die
aufzutrennende DNA besonders klein ist, benutzt man entsprechend hoherprozentige Gele.
Fur die Herstellung der Gele wird die Agarose mit TAE (z.B. 1 g Agarose mit 100 ml TAE)
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aufgekocht. Nachdem sich die Agarose vollsténdig gelost und unter sténdigem Rihren eine
Temperatur von etwa 50°C erreicht hat, wird 1 pl Ethidiumbromid-Stammlésung pro 100 ml
hinzugefugt. Ethidiumbromid ist as interkalierende Substanz in der Lage, sich
sequenzspezifisch in die DNA-Doppelhelix einzulagern und die DNA im UV-Licht sichtbar
werden zu lassen. Die Agaroselosung wird in abgedichtete Gelschlitten gegossen und ein
Kamm blasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisation bei Raumtemperatur kann der
Gelschlitten in die mit TAE gefllte Elektrophoresekammer eingelegt werden. Die Taschen
werden mit den mit Probenpuffer (3 pl) vermischten DNA-Proben (5 pl) geflillt. Eine Tasche
wird mit dem Langenmarker beladen. Die DNA wird anschliefiend bel konstanter Spannung
(ca. 110 V) aufgetrennt und unter UV-Licht photographiert.

4.2.3 Extraktion von DNA aus einem Agar osegel

,Quick Gel Extraction Kit* von QIAGEN bzw. ,,Nucleo Spin Extract* von Macherey-Nagel

Mit dieser Methode kann man DNA-Fragmente mit einer Lange von etwa 40 bp bis 50 kbp
aus einem Agarosegel extrahieren. Sie basiert auf den Tatsachen, dal3 Agarose bei 50°C
schmilzt und somit die DNA freigibt, sowie das Nukleinsduren in Gegenwart einer hohen
Salzkonzentration selektiv an Silicagel-Partikel binden. Unter einer UV-Lampe werden die
durch das Ethidiumbromid fluoreszierenden DNA-Fragmente in Form von Banden sichtbar
und die gewinschten Fragmente mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Elution erfolgt mit
Hilfe eines der oben genannten Extraktionskits, wobel exakt nach Protokoll vorgegangen

wird.

4.2.4 Restriktionsver dau von DNA

Die verwendeten Typ Il-Restriktionsendonukleasen mit prokaryontischer Herkunft kénnen
bestimmte DNA-Sequenzen erkennen (meist 4-8 bp lang) und die DNA an dieser Stelle
hydrolytisch spalten, wobei entweder stumpfe (blunt-end) oder Uberhdngende (sticky-end)
Enden entstehen. Je nach Restriktionsenzym werden verschiedene Pufferbedingungen und
optimale Temperaturen (z.B. 30°C, 37°C oder 50°C) bendtigt. Eine Unit Restriktionsenzym
spaltet bei optimalen Reaktionsbedingungen 1 pg DNA pro Stunde. Man unterscheidet den
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partiellen Verdau, bei dem geringe Enzymmengen eingesetzt werden, und den vollsténdigen
Verdau, bei dem ein Uberschul an Restriktionsenzym eingesetzt wird. Die verwendete
Enzymmenge sollte jedoch nicht 1/10 des Gesamtvolumens Uberschreiten, da sonst eine
Inhibierung der Enzymreaktion durch zu hohe Glycerinkonzentrationen stattfindet.

* analytischer Verdau (20 pl): 1-3 pl Plasmid-DNA (0,1-1 ug DNA)

2 pl Reaktionspuffer

1 pl Restriktionsenzym

mit ddH,O auffullen
Der Ansatz wird fir etwa 1 h bei der entsprechenden Temperatur (Ublicherweise 37°C)
inkubiert. Nach Zugabe des Probenpuffer wird die DNA in der Gelelektrophoresekammer (-
4.2.2) aufgetrennt und analysiert.

* préparativer Verdau (50 pl): 8 ul Plasmid-DNA (1-5 pg DNA)

5 pl Reaktionspuffer

2 pl Restriktionsenzym

mit ddH,O auffiullen
Die Inkubation erfolgt in diesem Fall gewohnlich bel 37°C fur 4 h oder besser tber Nacht.
Anschlief3end erfolgt die Kontrolle des Verdaus durch elektrophoretische Auftrennung (-
4.2.2) in einem Agarosegel.

4.2.5 Her stellung von blunt-end DNA-Fragmenten

Durch den Verdau von DNA-Molekilen mit Restriktionsenzymen entstehen DNA-
Fragmente, die entweder glatte Enden (blunt-end, z.B. durch EcoRV, Smal), 5 -Uberhdngende
(sticky-end, z.B. durch EcoRI, Xbal) oder 3 -tberhdngende Enden (z.B. durch Sacll, Kpnl)
besitzen. Fir eine blunt-end Ligation missen daher DNA-Fragmente mit Uberhéngenden
Enden aufgeflllt oder abverdaut werden.

* Auffillen von 5’ -Uiberhéngenden DNA-Enden durch Klenow-Behandlung
Zum Auffillen von 5'-tberhdngenden DNA-Enden wird die Klenow DNA-Polymerase
verwendet.
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Standardansatz: 2 pl 10x Klenow-Puffer

15l 0,5mM dNTP's

0,5 pl Klenow-Fragment (10u/pl)

20 pl DNA-Fragment (ca. 0,1-4 ug DNA)
Der Ansatz wird fur 15 min bei 30°C inkubiert. Danach wird die Reaktion entweder mit 1 pl
0,5 M EDTA gestoppt oder der Reaktionsansatz Uber einer Saule des , QIAquick PCR-
Purification Kits* gereinigt.

* Verdau von 3’ -Uberhéngenden DNA-Enden durch T4-Polymerase-Verdau
Das Enzym T4-DNA-Polymerase wurde fur das Entfernen von 3'-tberhdngenden DNA-
Enden verwendet.
Standardansatz: 2 pl 10x Reaktionspuffer

1,5u 05mM dNTP's

2 pl T4-Polymerase

20 pul DNA-Fragment (ca. 0,1-4 ug DNA)

Der Ansatz wird fur 1 h bel RT inkubiert und anschlief?end mit Hilfe EcoRI/Ncol

4.2.6 Dephosphorylierung von geschnittener Vektor-DNA mit CIP

Um eine Religation von Vektor-DNA nach erfolgreicher Restriktion zu verhindern, sollten die
DNA-Enden dephosphoryliert werden. Dies geschieht mit Hilfe von CIP (calf intestinal
phosphatase). Alkaline Phosphatase katalysiert dabei die Entfernung der 5° Phosphatgruppe
von DNA, RNA, sowie Ribo- und Desoxyribonucleosidtriphosphaten, wodurch der
Vektorhintergrund bei Klonierungen minimiert wird.
Direkt im Anschluf an den Restriktionsverdau werden 20 pl ddH,O, 3 pl 1x CIP-Puffer und 1
pl CIP (2 u/pl) hinzugefiigt und fur eine 1/2 h im Wasserbad inkubiert.
Die Temperatur wird dabei wie folgt bestimmt:

37°C fir RNA und dsDNA mit 5 -Uberhang

56°C fur blunt-end dsDNA und dsDNA mit 3’ -Uberhang
Nach der Inkubation wird nochmals 1 pl CIP Enzym hinzupipettiert und fir eine weitere /2 h
im Wasserbad inkubiert. Anschlief3end wird die Vektor-DNA durch Phenolisierung (-
4.2.11) oder Uber eine Saule des ,, QIAquick PCR-Purification Kits* gereinigt.
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4.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die ATP-abhangige T4-DNA-Ligase ist in der Lage, freie 3'-Hydroxylenden mit 5'-
Phosphatenden von doppelstrangiger DNA zu verknipfen, indem sie die Bildung einer
Phosphodiesterbindung katalysiert. T4-DNA-Ligase kann sowohl kohéasive (sticky) Enden as
auch glatte (blunt) Enden miteinander ligieren. Klonierungsvektor und Insert werden vor der
Ligation mit den entsprechenden Enzymen geschnitten (- 4.2.4), gereinigt und, um die
Konzentrationen vergleichen zu konnen, auf ein Agarosegel aufgetragen. Der Vektor wurde
vor der Reinigung dephosphoryliert (- 4.2.6)

* Ligation kohasiver Enden: 2 ul 10x Ligationspuffer
1 pl T4-Ligase (1 u/pl)
17 pl DNA + ddH20, wobei das Verhaltnis Insert/V ektor
3:1 betragen sollte
Der Ligationsansatz wird tber Nacht bei 16°C im Wasserbad inkubiert.

* Ligation glatter Enden: 2 ul 10x Ligationspuffer
1,5 pl T4-Ligase (1 u/ul)
1 pl PEG 4000 (w/v)
15,5 pl DNA + ddH20, wobei das Verhaltnis Insert/V ektor
6:1 betragen sollte
Die Reaktion erfolgt Uber Nacht bei Raumtemperatur.
Beide Ansdtze konnen nachfolgend fur eine E. coli Transformation (- 4.1.3) verwendet

werden.

4.2.8 Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfeder PCR

Die PCR-Resktion (polymerase chain reaction) ermdglicht die Anreicherung von DNA-
Bereichen mit definierter Sequenz und L&nge in einem sich mehrfach wiederholenden
Kreisprozel3. Diese Technik basiert darauf, dass sich DNA-Doppelstrange beim Erhitzen
trennen und durch eine DNA-Polymerase in der Gegenwart komplementdrer Primer
verdoppelt werden konnen. Die Anzahl der Kopien steigt mit der Zahl der Zyklen

exponentiell an. Fir diese Reaktion kommen hitzestabile DNA-Polymerasen aus
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thermophilen Bakterien zum Einsatz, wie z.B. die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus.
Diese Polymerasen sind auch nach mehrfachem Erhitzen bis auf 94°C noch aktiv. Als
Template kann gereinigte chromosomale DNA, isolierte Plasmid-DNA oder ganze
Bakterienzellen dienen. Der zu amplifizierende Abschnitt wird von zwei Oligonukleotiden
(Primern) flankiert, die jeweils an einen der beiden DNA-Strénge binden. Zusétzliche
Schnittstellen, um beispielsweise ein DNA-Fragment in einen anderen Vektor umklonieren zu
kénnen, konnen durch weitere, der Ziel-DNA nicht-homologe, Basenpaare an den
Primerenden geschaffen werden.

Standard PCR-Ansatz: DNA (Plasmid- oder chromosomale) 3,0 ul (50-500 ng)
10x Reaktionspuffer der Polymerase 10,0 pl
25 mM MgCl; (wenn nicht im Puffer) 6,0 pl

20mM dNTP's 1,0l
Primer | und I1 (50 pmol) 1,5 pl
Tag-Polymerase (5 u/pl) 0,5 ul
ddH,0 76,5 ul

Folgende Schritte werden zyklisch wéhrend einer PCR wiederholt:

Denaturierung: die doppelstrangige Ausgangs-DNA (dsDNA) wird durch Erhitzen auf
94°C in Einzelstrang-DNA (ssDNA) tberfihrt

Annealing: Anlagerung eines bzw. mehrerer (i.d.R. zwei) fur die Zielsequenz spez.
Primer an die komplementa&re ssDNA; die hier gewahlten
Annealingtemp. liegen zwischen 48°C und 58°C und sind von der
Schmelztemp., sowie der Homologie der Oligonukleotide zum
Template abhangig

Elongation: Kettenverlangerung, d.h. Vervielfdtigung der zwischen den Primern
liegenden DNA-Sequenz an den 3'-OH-Enden der Primer durch die
thermostabile Polymerase bel 72°C; die Elongationszeit sollte ca. 1 min
pro kb betragen (bei Polymerasen mit Korrekturlesefunktion ,, proof
reading* sollten pro kb 2 min kalkuliert werden)

Um die Bildung unspezifischer PCR-Produkte zu vermeiden, sollte der Ansatz erst in den

Thermocycler eingefiihrt werden, sobald dieser eine Temperatur von mindestens 80°C

anzeigt.
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Standard PCR-Bedingungen: ,,Hot Start PCR*
3 94°Cfirst step delay
35 Zyklen:

30" 94°C Denaturierung
45’ 55°C  Annealing
2 72°C Elongation

8 72°C last step delay
- halten auf 4°C

Bei der Auswahl der Oligonukleotide sollten folgende Kriterien beachtet werden:

* GC-Gehalt ca. 50%

* ideale Lange 18 - 28 bp; langere Primer missen HPLC-gereinigt sein

* palindromische Sequenzen vermeiden

* Homologien der Primer zueinander vermeiden

* G oder C am 3'-OH-Ende zur Stabiliserung des in der PCR-Reaktion entstehenden
Hybrids, langere GC-Abfolgen jedoch vermeiden

Anhand einer Faustregel kann man die Schmelztemperatur (T.,,) der Primer errechnen:

Thn=2°Cx(A+T)+4°Cx(G+C)

Die optimale Annealingtemperatur liegt 2-5°C unter dem niedrigeren beider errechneter
Schmelzpunkte. Diese Faustregel gilt alerdings nur fir Primer mit ca. 18-24 nt. Falls
unspezifische PCR-Produkte gebildet werden, sollte die Annealingtemperatur angehoben

werden.

Ein Aliquot der amplifizierten DNA wurde zur Kontrolle der PCR mit 5 pl DNA
Probenpuffer vermischt und je nach entstandener Fragmentgrofe auf ein entsprechend
prozentiges Agarosegel aufgetragen, durch eine Elektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel
eluiert, sofern die PCR ein Fragment der richtigen Grof3e amplifiziert hatte (- 4.2.3).
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4.2.9 Erstellung von Punktmutationen mit Hilfe des QuickChange'™ Site Directed

MutagenesisKit (Stratagene)

Der ,QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit* von Stratagene ist ein auf PCR-
basierender Kit, mit dessen Hilfe auf einfache Weise Punktmutationen in bekannte DNA-
Sequenzen eingefigt werden konnen. Hierflr werden Primer generiert, die komplementér zu
den zu mutierenden DNA-Sequenz sind, zusétzlich aber eine oder mehrere der gewiinschten
Punktmutationen tragen. In einer PCR-Reaktion wird dann das komplette Plasmid amplifiziert
und dabei die Mutation inseriert. Die Durchfihrung erfolgt exakt nach Protokoll des
Herstellers.

4.2.10 Synthese kleiner doppelstrangiger DNA-Stiicke (in vitro annealing)

Annealing-Puffer (10x)
70 mM TrispH 7,5; 70 mM MgCl,; 500 mM NaCl

Mit Hilfe des in vitro Annealings lassen sich kleine DNA-Siicke, sog. Linker, synthetisieren,
die z.B. bei der Epitopmarkierung von Proteinen niitzlich sein kdnnen. Je 100 pg der beiden
Oligoprimer (gelost in 10 mM Tris/HCI pH 7,5) sowie Annealingpuffer werden in ein
Eppendorf Cap pipettiert (Endvolumen 100 pl) und dieses anschlief3end in ein mit kochendem
Wasser gefilltes Becherglas (Volumen: 5 Liter) gesetzt. Wahrend sich das Wasser langsam
wieder Uber Nacht auf RT abkdihlt, lagern sich die beiden komplementéaren Strange zu einem
Doppelstrang aneinander. Die Reaktion wird am nachsten Tag im Kuhlraum fortgesetzt, bis
die Wassertemperatur letztendlich 10°C erreicht hat. Durch eine alkoholische Falung wird
die DNA aufkonzentriert (- 4.2.11) und kann im Anschluss mit Hilfe des , Nucleotide
Removal Kits* von QIAGEN gereinigt werden. Die DNA kann nun mit Restriktionsenzymen
behandelt und in das gewtiinschte V ektorsegment ligiert werden.
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4.2.11 DNA-Aufreinigung durch Phenolisierung mit alkoholischer Féllung

Im ersten Schritt der Reinigung werden mit Hilfe des Phenols die Proteine entfernt, im
zweiten Schritt wird die DNA durch das EtOH préazipitiert.

Zu der zu fdlenden DNA wird eine equilibrierte Phenolldsung im Verhdltnis 1:1 zugesetzt,
kraftig gevortext und die Phasen durch Zentrifugieren (15000 rpm, 4°C, 10 min) voneinander
getrennt. Die obere, DNA-enthaltende wassrige Phase wird abgenommen und in ein neues,
verschraubbares Cap tUberfuhrt. Nachfolgend wird im gleichen Volumen eine Mischung aus
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (25:24:1) hinzugeftgt, gut gemischt, abermals
zentrifugiert, die obere Phase abgenommen und in ein neues Cap transferiert. Die
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol Prozedur wird nochmals wiederholt. Anschlief3end erfolgt
noch ein Reinigungsschritt mit Chloroform. Um die DNA zu prézipitieren werden 1/10
Volumen an 3M NaAc (pH5,2) hinzugefigt, gemischt und anschlief3end noch mit 2 Volumen
an absolutem Ethanol versetzt. Nach der Inkubation auf Eis (10 min) und Zentrifugation
(15000 rpm, 4°C, 15 min), wird das Pellet 1x in 1 ml 70% EtOH gewaschen, im Exsikkator
getrocknet und in der gewiinschten Menge TE-Puffer gel0st.

4.2.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse basiert auf einer DNA-Kettenverléngerungsreaktion nach der
Sanger-Methode (Sanger et a. 1977). Grundlage ist dabei die Fahigkeit von DNA-
Polymerasen, aul3er  Deoxyribonukleosidtriphosphaten  (ANTP's) auch  2',3-
Dideoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTP' s) als Substrate verwenden zu kdnnen. Das fir die
Reaktion eingesetzte Nukleotidgemisch enthdlt auf3er den vier Desoxynukleotiden auch
jeweils ein Didesoxynukleotid. Dadurch kommt es auch zum Einbau dieser ddNTF's, die ein
weiteres Wachstum der Kette blockieren, daihnen ein 3'-Hydroxylende fehlt, um die néchste
Phosphordiesterbindung zu knupfen. Bei der automatisierten DNA-Sequenzierung wird ein
fluoreszensmarkierter Primer eingesetz, mit dem mittels PCR in vier verschiedenen
Reaktionsansdtzen basenspezifische Kettenabbruchprodukte unterschiedlicher Lénge erzeugt
werden. Die Reaktionsgemische werden auf ein Sequenziergel aufgetragen, elektrophoretisch
aufgetrennt und die durch das Gel wandernden Banden anhand eines Laser detektiert. Die
Daten werden im Computer gespeichert und analysiert.
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Sequenzierungsansatz: 10 pl DNA + ddH20 (30 - 90 ng bei PCR-Template)

1 pl pro Primer (10 pmol)

1 ul DMSO

8 ul Terminator-Mix (enthélt dRhodamin-Terminatoren)
Die Sequenzierung selbst wurde von einem hauseigenen Servicedienst Ubernommen, wobei
ein ABI PRISM 377 Integrated Thermal Cycler Verwendung fand.

4.3 Zelkultur

4.3.1 Haltung von eukaryontischen Zelllinen in Kultur

Alle Arbeiten werden unter Laminarluftflufd mit autoklavierten oder sterilfiltrierten LGsungen,
autoklavierten Glaswaren oder mit sterilen Kunststoffmaterialien und Nahrmedien
durchgefihrt. S&mtliche Zelllinien werden bei 37°C, 5% CO, und hoher Luftfeuchtigkeit
geziichtet. Adhédrente Zellen werden bel Erreichen der Konfluenz 1:10 gesplittet. Dazu
werden die Zellen durch 1-5-minttige Behandlung mit einer Trypsin/EDTA-L6sung von der
Kulturflasche abgeldst und nach Suspendierung in frischem Medium wieder ausgesét. 32D-
Suspensionszellen werden alle zwei Tage bei einer Geschwindigkeit von max. 1000 rpm
pelletiert und 1:20 in frischem Medium verdiinnt

Die Langzeitlagerung von Zellen erfolgt in flissigem Stickstoff. Dazu werden die Zellen
pelletiert und mit ca. 510° Zellen/ml in Kulturmedium mit 20% FCS und 15% DMSO
aufgenommen. 500 ml Aliquots werden Uber Nacht bei —80°C eingefroren und dann in
flissigen Stickstoff Uberfuhrt. Fur die Rekultivierung werden die Zellen rasch aufgetaut, in 10
ml  Kulturmedium dberfihrt und durch Zentrifugation pelletiert. Der DMSO-haltige
Uberstand wird entfernt und die Zellen in frischem Kulturmedium aufgenommen.

Tumor zellen werden in Kultur genommen, indem ein kleines Stiick des Tumors zweimal mit
sterilem PBS gewaschen wird. Nachfolgend wird das Tumorstick mit Hilfe eines
Spritzenstempels in einem 24-Well zerquetscht und auf weitere Wells verteilt. Die Wells
werden dann mit Kulturmedium aufgefllt.
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4.3.2 Transiente Transfektion von Sauger zellen

Um Vektor-DNA in Zellen einzuschleusen, werden zwei grundsétzlich verschiedene
Methoden verwendet. Fir adharente HEK293 Zellen wird die Calziumprazipitationsmethode
eingesetzt, die darauf basiert, dass die DNA als Koprézipitat mit Calziumphosphat von den
Zellen aufgenommen wird. Zum anderen wird fur die ebenfalls adhérent wachsenden NIH
3T3 Zellen eine auf Liposomen basierende Transfektionsmethode verwendet, wobel sich die
DNA an die Liposomen anheftet, diese spater mit der Zellmembran verschmelzen und durch
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden. Einen Tag vor der Transfektion werden die
Zellen so ausgesét, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion etwa 70% konfluent sind (pro
Sechs-Well 2010° NIH 3T3 bzw. 400° HEK 293 Zellen ausséen).

Calziumpr &zipitationsmethode

2XBES
50 mM BES, 280 mM Natriumchlorid und 1,5 mM Natriumphosphat wurde in 225 ml
sterilem Wasser (Sigma) gelost und der pH mit Salzsaure auf 6,96 eingestellt, auf 250
ml aufgefllt und durch 0,22 pm-Filter sterilfiltriert. Die Losung wurde aliquotiert und
bei -20 °C gelagert.

Calziumchlorid-L dsung
2,5M Caziumchlorid wurde in 25 ml sterilem Wasser (Sigma) geldst, durch 0,22 pm-
Filter sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert

1-3 pg DNA pro Sechs-Well werden mit 150 pl 0,25 M CaCl,-L6sung gemischt und unter
stdndigem vorsichtigen Vortexen auf Stufe 2 werden 150 pl 2xBES hinzugetropft. Nach
Inkubation fir max. 5 min wird die Losung zu den mit 2 ml Kulturmedium Gberschichteten
Zellen tropfenweise hinzugefiihrt und die Zellen anschlief3end tber Nacht im Brutschrank
kultiviert. Am néchsten Tag wird das Medium abgesaugt und durch je 2 ml frisches Medium
ersetzt. Um HEK293 Zellen zu hungern (Niedrigserumbedingungen), muss DMEM mit 0,3%
FCSfur 24-36 h angelegt werden.

Lipofektamin'-basierende Transfektion
Diese Transfektionsmethode wird bei NIH 3T3 Fibroblasten angewandt. Zu 100 pl DMEM

werden insgesamt 1,5 pg Plasmid-DNA gegeben (pro Sechs-Well). Dieses wird mit 100 pl
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DMEM, welches 6 ul Lipofektamin enthdlt, gemischt. Nach 30 min Inkubation bel RT
werden 800 pul DMEM hinzugefiigt. Diesen Ansatz pipettiert man dann vorsichtig auf die
Zéllen, die vorher 2 mal mit DMEM gewaschen wurden, um Serumreste zu entfernen. Nach
5-6 h Inkubation im Brutschrank wird die Transfektionsdsung gegen Kulturmedium
ausgetauscht. DMEM mit 0,05% FCS fur 24-48 h stellt geeignete Hungerbedingungen fir
diese Zellen dar.

4.3.3 Retroviren als effiziente Vektoren flr den Gentransfer in Sauger zellen (Tabin et al.
1982)

Gentransfer durch retrovirale Vektoren ist eine der effizientesten Techniken, um funktionale
Gene in Saugerzellen integrativ einzufihren und zu exprimieren. Das gewinschte, in den
Vektor klonierte Gen steht unter der Transkriptionskontrolle der viralen LTRs. Sogenannte
Verpackungszelllinien, wie beispielsweise Phoenix-Ampho, werden dabel fur die
Transfektion der retrovirdlen DNAs verwendet. Diese Zellen exprimieren stabil von
unterschiedlichen Plasmiden die fur die Verpackung bendtigten Proteine. Die retroviralen
Partikel, die auf diese Weise produziert werden, konnen Zielzellen infizieren und das Gen von
Interesse Ubertragen. Allerdings kdnnen sie sich nicht mehr replizieren, welil die genomische
Information fur die Verpackung nicht in den retroviralen Partikeln enthalten ist. Zur Ernte der
Viren, werden die mit Hilfe der Calziumprazipitationsmethode transfizierten Phoenix-Ampho
Zellen 24 h spater mit einer geringen Menge frischen Mediums gefittert, das am néchsten
Tag abgenommen, sterilfiltriert und zur langeren Lagerung bei -80 °C aufbewahrt werden
kann. Die auf diese Art gewonnenen Virusiberstande kdnnen dazu verwendet werden, um
z.B. 32D- oder PC12 Zellen zu infizieren (- 4.3.4).

4.3.4 Transfektion von Zellen mit Hilfe der Zentrifugationsinfektion (spin-infection)

Durch die Anwendung der Spin-Infektion lassen sich Zellen, wie beispielsweise 32D oder
PC12 Zellen, mittels der aus Phoenix-Ampho gewonnenen retroviralen Uberstande effizient
infizieren.

5010° 32D-Zellen, die am Tag zuvor gesplittet wurden, werden zusammen mit 1 ml des

Virusiberstandes sowie 0,75 ml WEHI-Medium in einem 50 ml Falcon-Rdhrchen vermischt.
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Nach der Zugabe von Polybrene (10 pg/ml Endkonzentration) wird die gut vermischte
Zellsuspension fur 5 min bel RT inkubiert und anschlief3end bel 2500 rpm und 30°C fur 3-4 h
zentrifugiert. Nach Absaugen des Mediumiberstandes werden die Zellen in 1 ml frischen
WEHI-Medium resuspendiert und in ein 24-Well Uberfuhrt. 36-48 h spéater kann mit der
Selektion begonnen werden, um stabil exprimierende Zelllinien (Zellpools) zu generieren. Die
Infektion von adhéarenten Zellen erfolgt auf dhnliche Art und Weise, statt des Falcon-
Rohrchens werden die Zellen jedoch direkt mit den Well-Platten zentrifugiert.

4.3.5 Herstellung stabiler NIH 3T3 Zelllinien

Zur Herstellung stabiler Zelllinien werden NIH 3T3 Zellen mit einem Expressionsplasmid
transfiziert (— 4.3.2), welches ein zur Selektion geeignetes Resistenzgen trégt. Am darauf
folgenden Tag werden die Zellen trypsiniert und 4/5 des Ansatzes in eine grof3e
Zellkulturschale ausgesét. 24 h spater kann mit der Selektion der Zellen begonnen werden.
Die Selektion ist beendet, sobald alle Kontrollzellen unter den gleichen Bedingungen
gestorben sind, wahrend sich in der transfizierten Population resistente Kolonien gebildet
haben mussen. Da es sich bel NIH 3T3 Zellen um adhérente Zellen handelt, ist es méglich,
nicht nur einen stabilen Zellpool zu etablieren, sondern auch ganz gezielt Einzelzellkolonien
zu isolieren, die aus jeweils einer urspringlich Uberlebenden Zelle entstanden sind (klonale
Zdlllinie). Hierzu wird die Kulturschale einmal mit PBS gewaschen und anschlief3end auf die
gewtiinschten Kolonien kleine Klonierungsringe (G. Tietsch; MSZ-Werkstatt) aufgesetzt. Ein
Tropfen Trypsin/EDTA Losung l6st innerhalb des Ringes die Zellen, so dass sie in eine 24-
Well Platte Uberfuhrt werden konnen.

4.3.6 Herstellung einer Tetrazyklin-induzierbaren NIH 3T 3 Tet-off Zellinie

Fur die Herstellung einer Tetrazyklin-induzierbaren Zelllinie wurde ein entsprechender
Vektorkit von CLONTECH gekauft (K1626-1). Der Vorteil einer Tetrazyklin-induzierbaren
Zé€lllinie besteht in der Moglichkeit die Expression des gewtinschten Proteins mit Hilfe des
Tetrazyklins an- bzw. abschalten zu konnen, wahrend in stabil exprimierenden Linien eine
permanente Expression erfolgt. Sollte das zu exprimierende Protein dabei einen schadigenden
Einflud auf die Zelle ausiiben, so sind auf Dauer gesehen die Konsequenzen fir stabile
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Zdlllinien viel weitreichender. Durch An- und Abschalten des Proteins kénnen diese Schaden
in der Zellpopulation relativ gering gehaten werden. In Tet-off Zelllinien wird durch
Anwesenheit von Tetrazyklin im Medium die Expression des gewinschten Proteins
unterbunden bzw. induziert, sobald Tetrazyklin von den Zellen entfernt wird. Um NIH 3T3
Tet-off Zelllinien zu etablieren, die das Fusionsprotein SAPK[-MKK?7 bzw. SAPKB-MKK7
KD exprimieren, wurde exakt nach Angaben des Herstellers verfahren. Da die
Ausgangszelllinie NIH 3T3 Tet-off (NIH 5.15) bereits intern im MSZ hergestellt worden war
(Kerkhoff et a. 1998), musste lediglich in einem zweiten Transfektionsschritt pREV-TRE-
Myc-SAPKB-MKK7 bzw. pREV-TRE-Myc-SAPKB-MKK7 KD stabil im Genom dieser

Zellen integriert werden.

4.3.7 Soft-Agar Klonierung

Die Soft-Agar Klonierung ist eine Methode, um transformierte Zellen zu identifizieren und
klonale Zelllinien zu generieren, welche die Fahigkeit besitzen ohne Substratanheftung
(anchorage independent) zu wachsen und zusétzlich keine Kontaktinhibierung mehr
aufweisen (Rapp and Todaro 1978). Fir die Soft-Agar Klonierung werden Zellen 24 Stunden
nach ihrer Transfektion oder Infektion verwendet. Pro 60 mm Petrischale wird 5 ml 0,5%iger
Bottom-Agar bendtigt. Hierfir muss 5%ige, steril in Wasser gel6ste, Sea Plague Agarose bei
37°C mit vorgewarmten Medium entsprechend verdinnt werden. 2 ml 0,3%iger Top-Agar
werden, nach dem Festwerden des Bottom Agar, mit 10° - 10° Zellen versetzt, durchmischt
und auf den Bottom-Agar gegossen. Die Schalen wurden anschlieffend bei 37°C im
Brutschrank 14-21 Tage inkubiert und auf Kolonienbildung dberprift. Transformierte
Zellhaufen konnen mit einer Pipette aus dem Agar isoliert und weiter vermehrt werden.
Sollen die Zellen unter Selektionsbedingungen kultiviert werden, so konnen die
entsprechenden Antibiotika in Zellkulturmedium verdinnt, auf den Top-Agar geschichtet

werden.
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4.3.8 Focus-Assay

Giemsa-Farbeldsung
Giemsa-Stamml6sung wird 1:20 mit Aqua. bidest verdinnt; 1 ml davon wird mit 600
pl Methanol und 18,4 ml PBS vermischt.

Beim Focus-Assay handelt es sich, neben der Soft-Agar Klonierung, um eine weitere
Methode, die es ermdglicht, transformierte Zellen zu identifizieren, die im Vergleich zu
Wildtypzellen, keinerlei Kontaktinhibierung aufweisen (Rapp and Todaro 1978). Etwa 24
Stunden nach Transfektion oder Infektion der zu testenden DNA werden die Zellen trypsiniert
und 4/5 der Zellen auf Petrischalen (Durchmesser 9 cm) ausgesdt. Die Schalen werden
anschlief3end bei 37°C im Brutschrank inkubiert und regelmarig mit neuem Medium versorgt.
Zwei bis drel Wochen spéter werden die Platten mit PBS gewaschen, mit Methanol bei RT fir
10 min fixiert und anschlief?end mit Giemsa-Losung geféarbt. 30 min spédter werden die
Schalen mit Leitungswasser gespilt und getrocknet. Blau geféarbte kreisformige Zonen,
représentieren dabei Kolonien, die sich aus transformierten Einzelzellen entwickelt haben.

4.3.9 32D-Zéellen/Survival-Assay

Bel 32D-Zellen handelt es sich um eine IL-3-abhangige promyeloische Zelllinie aus der
Maus, die in Apoptosestudien Verwendung findet (Yiagnisis and Spandidos 1987). 32D-
Zellen werden unter Anwendung der sog. Spin-Infektion (- 4.3.4) mit dem gewinschten
Expressionskonstrukt transfiziert, selektioniert und ein stabil exprimierender Zellpool
generiert. Diese Zellen werden dann fur einen Survival-Assay zweima mit PBS oder WEHI-
frelem Medium gewaschen, um das IL-3 zu entfernen. 0,5010° Zellen pro ml und Loch einer
24-Well-Platte werden in dreifachem Ansatz ausgesét. Die Viabilitét der verschiedenen 32D-
Zdllinien wird anschlief®end Uber einen Zeitverlauf von bis zu 72 h durch Auszadhlen
bestimmt. Hierfir werden jeweils 20 pl der resuspendierten Zellen eines Loches mit 20 pl
Trypan Blau vermischt. In einer Zéhlkammer wurden sowohl die lebenden als auch die toten
Zellen gezahlt, wobel die lebenden Zellen kein Trypan Blau aufnehmen, daihre Zellmembran
nicht aufgrund apoptotische Prozesse beschadigt wurde. Diese Zahlung wurde mit drei
unabhangigen Lochern wiederholt und daraus der Mittelwert mit Standardabweichung
berechnet.
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4.3.10 Bestimmung der Uberlebensrate mittels PI-Farbung

Eine weitere Eigenschaft apoptotischer Zellen besteht in der fortschreitenden Degradation
ihrer DNA (Bursch et al. 1985). Wird der DNA-Gehalt einer Zelle durch Anfarbung mit
Propidiumiodid (PI) und nachfolgender FACS Analyse bestimmt, so zeigen apoptotische
Zellen ein charakteristisches Sub-G1 Maximum (peak). Das FACS Gerd analysiert
Einzelzellen, wenn sie in einem Flissigkeitsstrom an einem fixierten Laserstrahl
vorbeigefihrt werden. Dabel wird der Laserstrahl in Abhéngigkeit der physikalischen
Charakteristika einer Zelle abgelenkt und gestreut oder ruft Fluoreszenzeffekte hervor. Dieses
lasst Ruckschliisse auf die Zelleigenschaften zu, unter anderem auch auf den DNA-Gehalt der
Zelle, der zellzyklusabhéngigen Schwankungen unterworfen ist. Die Computerauswertung
gibt hierbei an, wieviele Zellen einer Population welchen DNA-Gehalt besitzen (1n oder 2n).
Fir die Pl-Farbung werden 3010° 32D-Zellen bei 900 rpm 10 min zentrifugiert, und in 0,5 ml
PBS + 1% (v/v) FCS resuspendiert. Zur Fixierung der Zellen werden 5 ml absoluten Alkohols
(-20°C kalt) tropfchenweise auf dem Vortex zugefuhrt. Bis zur weiteren Verwendung werden
die Zellsuspensionen bei 4°C gelagert. Vor der eigentlichen Farbung missen die Zellen
nochmals bei 900 rpm fur 10 min pelletiert werden. Das Pellet wird anschlief3end in 0,75 ml
PBS + 1% (v/v) FCS resuspendiert, mit 10 ul RNaseA (10 mg/ml) versetzt und mit 0,25 ml
PI-Losung (250 mg/ml) geférbt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37°C kann mit der
FACS Messung begonnen werden. Jeweils 1010° der so aufbereiteten Zellen werden im FACS
analysiert und mit Hilfe der Cell Quest™- Software ausgewertet.

4.3.11 Immunfluor eszenzfar bungen

Zur immunzytochemischen Anférbung intrazellulérer Proteine werden NIH 3T3 Zellen in der
gewiinschten Dichte auf Deckgléaschen (rund; Durchmesser 12 mm), die in 6-Well Platten
ausgelegt waren, ausgeséat und Uber Nacht kultiviert. Nach dreimaligen Waschen mit PBS,
werden die Zellen mit 3,7% Paraformaldehyd bei 4°C fir 20 min fixiert und anschlie?end
abermals dreimal mit PBS gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgt bel RT for
maximal 3-5 min mit Hilfe von 0,2% Triton X-100 (in PBS). Nach dem Waschen werden die
spezifischen, ersten Antikorper nach Herstellerangaben in mit 1% FCS versetzten PBS
verdinnt und direkt auf das entsprechende Deckglas pipettiert (pro Deckglas werden etwa 40
pl der Lésungen bendtigt). Die Inkubation erfolgt bei RT fir eine Stunde und anschlief3end



4. Arbeitsmethoden 61

muss wiederum dreimals gewaschen werden. Im Anschlul3 daran werden die Zellen mit dem
sekundéaren Antikorper fur 45 min im Dunklen und bei RT inkubiert. Dieser Antikorper der
ebenfalls entsprechend den Herstellerangaben in PBS + 1% FCS verdinnt eingesetzt wird, ist
mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und spezifisch gegen das Fc-Epitop des ersten
Antikérpers gerichtet. Dreimal wird nachfolgend mit PBS gewaschen und, falls gewtinscht,
kann zusétzlich eine Kernfarbung mit DAPI erfolgen. Hierfir missen die Zellen zuerst mit
0,2 M Kaliumchlorid gespult und mit DAPI (1:1000 verdunnt), lichtgeschutzt fir eine halbe
Stunde inkubiert werden. Die gewaschen Zellen werden mit bidestillierten Wasser versetzt,
um Salze zu entfernen. Die Deckglaschen werden schliefdlich einzeln kopfuber, mit den
Zellen nach unten auf einem Objekttréger in einem Tropfen Moviollésung eingedeckelt
(Harlow, E. and Lane, D. (Eds.), Antibodies: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Publications, New Y ork, 1988). Bel Moviol handelt es sich um ein Kunstharz, das
Uber Nacht aushértet, und das ebenfalls enthaltende DABCO reduziert das Ausbleichen der
Fluoreszenzfarbstoffe. Die Objekttrager konnen bel 4°C im Dunklen Uber Monate hinweg

gelagert und mit Hilfe eines Immunfluoreszenzmikroskops ausgewertet werden.

4.4 M olekular biologisches Arbeiten mit Proteinen

4.4.1 Gewinnung von Proteinlysaten

2x Laemmli-Puffer
60 mM Tris-base (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerol, 3% (w/v) SDS und 5% (v/v) [-
Mercaptoethanol wurden in Aqua bidest. gelést und mit einer Spatelspitze (0,005%
(w/v)) Bromphenolblau versetzt.

RIPA-Puffer
50 mM Tris-Cl (pH 7,2), 150 mM NaCl, 0,1% SDS (w/v), 0,5% (w/v) Desoxycholat,
1% (v/v) Triton X-100, 10 mM Na-Pyrophosphat, 25 mM [3-Glycerophosphat und 2
mM Na-Ovanadat werden in Aqua bidest. Gel0st, der pH-Wert auf 7,2 eingestellt und
die Loésung bei 4 °C gelagert. Kurz vor Verwendung des Puffers missen 1 mM PMSF,
50 mM NaF, 1 mM DTT, ImM Na-O-V, 1mM Benzamidin und je 1 pg/ml Aprotinin
und L eupeptin zugegeben werden.
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Um exprimierte Proteine untersuchen zu konnen, werden die Zellen durch Wahl
entsprechender  Lysispuffer aufgebrochen und groRBere unldsliche Zellbestandteile
abzentrifugiert. Die Zellysate kénnen dann verwendet werden, um die Proteinexpression
nachzuweisen, in Koimmunprazipitationsexperimenten Komplexbildung zweier oder
mehrerer Proteine zu zeigen oder in Kinase-Assays funktionelle Beziehungen zwischen
interagierenden Faktoren zu untersuchen. Das Medium der zu analysierenden Zellen wird aus
den Kulturschalen abgesaugt und der Zellmonolayer zweimal mit PBS gewaschen.
Nachfolgenden kénnen die Zellen entweder in 2x Laemmli-Puffer aufgenommen und fir 6
min aufgekocht (- 4.4.2.2) werden oder sie werden in 1 ml Ripapuffer fur 10 Minuten auf
Eis mit zwischenzeitlichem Vortexen lysiert. Die Zelllysate werden anschlief3end fur 10
Minuten bei 12.000rpm und 4°C zur Abtrennung von Zellmembranen und Kernen
zentrifugiert und dann fur Western-Blot Analysen (- 4.4.2) eingesetzt.

4.4.2 Western-Blot Analyse

Der Nachweis exprimierter Proteine wird in Western-Blot-Experimenten gefuhrt. Unter einem
Western-Blot versteht man hierbel den Transfer von Proteinen mit Hilfe eines elektrischen
Feldes aus einer Gelmatrix auf eine Nitrozellulosemembran. Auf dieser kénnen die
immobilisierten Proteine durch Bindung spezifischer Antikdrper und geeigneter
Detektionssysteme sichtbar gemacht werden.

4.4.2.1 Vorbereitung der Proteinproben

Um auf dem Polyacrylamidgel oder Kinase-Assays identische Proteinmengen verwenden zu
kénnen, wurde mit Hilfe des DC Protein Assays (Bio-Rad) (- 4.4.5) bel den durch
Lysispuffer  gewonnenen  Zellextrakten dem  Herstellerprotokoll  folgend eine
Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefihrt. Fir einen Expressionsnachweis werden
anschlief?end ca. 50 Wl der konzentrationsangeglichenen Zellextrakte mit dem gleichen
Volumen 2x Laemmli-Puffer versetzt und fir 6 min bei 100 °C aufgekocht. In Laemmli
lysierte Zellextrakte werden direkt aufgetragen.
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4.4.2.2 Auftrennung von Proteinen durch eindimensionale SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Ammoniumper sulfat (APS)

10% (w/v) Ammoniumpersulfat werden in Aqua bidest. gel6st.
SDS-Page-Puffer

25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1% SDS

In der SDS-PAGE werden denaturierte Proteine ihrer Masse nach aufgetrennt. Das
Proteingemisch wird zundchst durch Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS), welches im
Laemmli-Puffer enthalten ist, gelost. Dieses Detergenz  zerstort nichtkovalente
Wechselwirkungen in nativen Proteinen. [3-Mercaptoethanol, eine weitere Komponente des
Laemmli-Puffers, reduziert mogliche Disulfidbindungen. Die Proteine wandern in einem
elektrischen Feld in Richtung positiver Elektrode (Anode), wobel grof3ere Proteine langsamer
vorankommen. Es wurden Trenngele zwischen 5-15% Polyacrylamid und einem pH-Wert
von 8,8 verwendet. Das 4,5%ige Sammelgel hatte immer einen pH-Wert von 6,8. Die
gewdhlte Prozentualitét des Trenngels richtet sich nach der Grofde des nachzuweisenden
Proteins. Je kleiner das Protein ist, um so hoherprozentig muf3 das Trenngel gewahlt werden.
Trenn- und Sammelgele wurden aus einer 40% Acrylamid-Stammlésung mit 0,8%
guervernetzendem Bisacrylamid durch Zugabe entsprechender Mengen an Tris-HCI, Wasser

und SDS gemischt (je 10 ml Volumen):

Trenngel: 3 M TrispH 8,9 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (40%) 1,35-3,75 ml
20% SDS 0,05 ml
ddH,O 4,8-7,7ml
10% APS 0,1ml
TEMED 10 pl

Sammelgel: 1,0M TrispH 6,8 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (40%) 1,1 ml
20% SDS 0,05 ml
ddH,0O 6,8 ml
10% APS 0,1ml
TEMED 10 pl
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Die Polymerisation wird durch Zugabe des Radikal starters APS eingeleitet. Zun&chst wird das
Trenngel zwischen die senkrecht stehenden Glasplatten (Minigel-Apparatur von Bio-Rad)
gegossen, his diese zu etwa 3/4 gefillt sind und sofort mit 1sopropanol Uberschichtet, damit
die Oberflache gleichméllig polymerisiert. Nach der Auspolymerisierung giefdt man das
Isopropanol ab, fullt mit Sammelgel auf, fihrt einen Gelkamm luftblasenfrei ein und 183t auch
dieses polymerisieren. Jede Kammtasche wird mit 20 pl Proteinprobe bzw. mit 10 pl
Proteinmarker beladen. Der Laufpuffer (SDS-Page-Puffer) enthdlt Glycin, das bei niedrigem
pH-Wert protoniert oder zwitterionig, bel hohem pH-Wert anionisch vorliegt (isoelektrischer
Punkt ca. pH 6). Im Sammelgel mit seinem niedrigen pH wandern deshalb die Chlorid-lonen
(Leitionen) schneller as das Glycin (Folgeionen). Durch diese Ladungstrennung kommt es
lokal zu erhohter Spannung. Die Proteine werden beschleunigt und kommen so, unabhangig
von ihrer GroRe, fast gleichzeitig am Trenngel an. Durch die pH-Anderung im Trenngel wird
das Glycin zum Anion und kann somit genau so schnell wie das Chlorid-lon im elektrischen
Feld wandern. Die Proteine werden nun nach ihrer Grof3e aufgetrennt. Das Gel wird bei einer
konstanten Stromstérke von 40 mA laufen gelassen, bis die Bromphenolblaufront das untere
Ende des Gels erreicht hat.

4.4.2.3 Transfer von Proteinen auf eine Nitr ozellulosemembran (Blotten)

Blotting-Puffer
39 mM Glycin, 48 mM Tris Base und 0,037% SDS (w/v) wurden in Aqua bidest.
gel6st und der pH auf 8,3 eingestellt.

Dieser Vorgang erfolgt mit einer Elektroblotkammer von Hoefer, die mit Blotting-Puffer
geflllt ist. Um eine Erhitzung des Blots zu verhindern, findet die Durchfiihrung im Kihlraum
bei 4°C statt. Auf das Gel wird eine auf die gleiche Grol3e zurechtgeschnittene, in Blotting-
Puffer getrankte, Nitrocellulosemembran gelegt und mit zwei ebenfalls angefeuchteten
Whatman-Papieren Uberdeckt. Die andere Seite des Gels wird ebenfalls mit Whatman-
Papierlagen abgedeckt. Zwischen allen Schichten sind Luftblasen unbedingt zu vermeiden, da
sonst nur ein unvollsténdiger Transfer erfolgt. Beide Seiten des ,, Sandwiches® werden noch
mit dinnen Schwadmmchen belegt, bevor er in die Transferkassette eingesetzt wird. Diese
wird daraufhin so in die Blotting-Kammer eingefhrt, dal3 die Membran in Richtung Anode
zeigt. Der Transfer findet unter konstantem Stromflul? bei 800 mA fur 1,25 h statt.



4. Arbeitsmethoden 65

4.4.2.4 Farbung der Proteinmembran mit PonceauS

PonceauS L dsung
0,5% PonceausS Farbstoff; 1% Essigsdure

Um den Transfer zu kontrollieren, kann die Membran nach dem Blotten mit PonceauS
angefarbt werden. Der Nitrozellulosefilter wird fir 5 min in PonceauS L6sung geschwenkt
und anschlief3end unter fliefendem Wasser solange entfarbt, bis Proteinbanden sichtbar
werden. Zur weiteren Verwendung muf3 die Membran allerdings wieder vollstandig von der

Farbl6sung befreit werden.

4.4.2.5 | mmundetektion von Proteinen

TBST

50 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 0,2% Triton X-100
Blocking-Reagenz

5% fettfreies Milchpulver in 1x TBST [6sen

Hierzu werden zunéchst unspezifische Bindungstellen, die storende Hintergrundsignale
verursachen konnen, durch Inkubation (mind. 1 h auf dem Horizontalrotator) des Filters in
Blocking-Reagenz abgedeckt. Nachdem die L dsung abgegossen wurde, wird der Filter kurz in
TBST geschwenkt. Anschlief3end wird fur drei Stunden bei RT oder Uber Nacht bei 4°C der
Blot mit dem ersten spezifischen Antikorper, entsprechend in Milch-/BSA-Ldsung verdinnt,
inkubiert. Nach grundlichem Waschen (1x 15 min und 2x 5 min) mit TBST, um
Uberschiissigen nicht gebundenen priméren Antikorper zu entfernen, erfolgt eine 60 min
Inkubation mit dem sekundéren Antikorper ( in TBST verdinnt), der spezifisch an den Fc-
Tell des ersten Antikorpers bindet. Alternativ wird auch anstelle eines zweiten Antikorpers
ProteinA-gekoppelte Peroxidase verwendet. Danach wird der Blot wieder, wie zuvor
beschrieben, gewaschen und einer ECL (Enhanced Chemoluminiscenece) Reaktion
unterworfen. Die ECL Loésungen enthalten Luminol, welches ein Substrat fir die
Meerrettichperoxidase darstellt und nach Oxidation in einen angeregten Zustand Ubergeht,
wobel Licht emittiert wird. Dazu werden fir 1 min 1 ml der beiden 1:1 vermischten ECL
L 6sungen Uber den Filter gegeben, dieser anschlief3end getrocknet, mit Klarsichtfolie umhillt
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und in eine ECL-Expositionskassette plaziert. Die leuchtenden Banden konnen durch

Auflegen eines ECL Hyperfilms dokumentiert werden.

4.4.2.6 Abldsen von Antikor pern auf einer Nitrozellulosemembran (strippen)

Western-Strip-Puffer
60 mM Tris-Cl (pH6,8), 100 mM [-Mercaptoethanol und 2% (w/v) SDS werden in
Aqua bidest. gel6st.

Nach erfolgter Antikorperreaktion kénnen die verwendeten Antikorper wieder vom Blot
abgewaschen werden (strippen), damit mit anderen Antikdrpern eine Detektion weliterer
Proteine auf der selben Membran durchgefiihrt werden kann. Dazu wird der Blot in Strip-
Puffer im Wasserbad bei 50°C fur 30 min geschwenkt und anschlief3end so lange in TBST

Puffer gewaschen, bis kein 3-Mercaptoethanol mehr zu riechen ist.

4.4.3 Kinase-Assays

| CKA-Lysis-Puffer (in vitro complex kinase assay)
50 mM HEPES (pH7,5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM EGTA, 10% Glyceral,
1% Triton X-100 in Aqua bidest. I6sen und bei 4°C lagern; kurz vor Verwendung des
Puffers werden noch folgende Inhibitoren hinzugefigt: 2 pg/ml Leupeptin, 2 pg/ml
Aprotinin, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 0,2 MM NagV O..

Kinase-Puffer (frisch zubereiten)
50 mM HEPES (pH7,5), 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1mM NaF, 0,2 mM NagVOy, 3
mM EGTA werden Aqua bidest. gelést und kurz vor der Verwendung mit 100 pM
ATP versetzt

In Kinase-Assays kdnnen Phosphorylierungsereignisse festgestellt und Aktivierungsprozesse
von Kinasen untersucht werden. Proteinkinasen werden z.B. in NIH 3T3 oder HEK293 Zellen
Uberexprimiert und koexprimierte Regulatorproteine konnen Effekte auf sie austiben. Nach
der Lyse der Zellen mit Lysispuffer und Prazipitation der Kinase kénnen dann in vitro
Substrate und radioaktiv markiertes ATP hinzugegeben werden. Je nach Aktivierungsgrad ist



4. Arbeitsmethoden 67

die Kinase in der Lage, das Substrat unter Verwendung des radioaktiven Phosphates zu
phosphorylieren. Nach Auftrennung der Proteine durch SDSPAGE kann der
Phosphorylierungsgrad des Substrates am Phosphoimager qualitativ und quantitativ
ausgewertet werden.

Zu Beginn des Experimentes werden die Serum-gehungerten (um Aktivitdten von endogenen
Proteinen zu vermeiden) Zellen einmal mit PBS gewaschen. Pro Well wird 1 ml ICKA-Lysis-
Puffer auf die Zellen pipettiert und die Sechs-Well Platte anschlief3end fur 30 min bel 4°C auf
einem Schittler inkubiert. Mit einem Zellkratzer werden noch haftende Zellteile von den
WEells gekratzt und die Lysate in vorgekihlte Eppendorf Caps Uberfihrt. Die Ansdtze werden
auf Eis fur etwa 10 min inkubiert und zwischendurch immer mal wieder kurz gevortext. Die
Lysate werden durch Zentrifugation bei 15000rpm 4°C fur 10 min aufgeklart und die
Uberstande in neue Eppendorf Caps verteilt. Um stérende unspezifische Bindungen zu
vermeiden konnen die Lysate mit 10 pl Protein A-Agarose vorbehandelt werden (30 min
Inkubation bei 4°C auf einem Rotator). Danach werden die Beads abzentrifugiert, der
Uberstand in ein neues Cap Ubertragen und mit dem gewiinschten priméren Antikorper (1
po/ml) versetzt. Nach einstindiger Inkubation bei 4°C auf dem Rotator wird in jedes Cap
zusétzlich 20 pl Protein A- bzw. G-Agarose pipettiert und die Ansdtze nochmals fur eine
Stunde inkubiert. In dieser Zeit konnte der Antikérper sowohl spezifisch an sein Antigen
binden als auch an die Agarose-Beads und somit letztendlich einen Komplex ausbilden, der
durch einminitige Zentrifugation bei 10000rpm in einer Kuhlzentrifugation sedimentiert
wird. Das Pellet wird dann dreimalig mit je 0,7 ml Lysis-Puffer und einmal mit 0,7 ml
Waschpuffer (50 mM HEPES und 1 mM DTT) gewaschen. Fir die eigentliche
Kinasereaktion werden die Pellets mit 30 pl Kinasepuffer, der die entsprechenden Substrate
und pro Resktion 10 uCi [*?P-y]-dATP enthalt, vermischt und 30 Minuten bei 37 °C auf
einem Schittler inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen werden 10 pl 5x Laemmli-Puffer
zugegeben und 5 Minuten bei 100 °C gekocht. Die Auftrennung der Proben erfolgte durch
SDS-PAGE. Nach dem Blotten auf Nitrozellulosemembranen konnen sie auf einem
Phosphoimager-Screen exponiert und am Phosphoimager ausgewertet werden (alternativ:
Auflegen eines ECL Hyperfilms). Zur Kontrolle wird die Proteinexpression auf den selben
Membranen in Western-Blots mit spezifischen Antikérpern analysiert. Als Substrat fir
SAPK/INKswird 2 pg GST-c-Jun (Aminosauren 1-135) verwendet.



4. Arbeitsmethoden 68

4.4.4 Bakterielle Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

L yse-Puffer

50 mM Tris-HCI pH8; 120 mM NaCl, 0,5% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM Pefabloc
Elutionslésung

10 mM Glutathion in 50 mM Tris pH8

Fir die Aufreinigung der GST-Fusionsproteine werden Bakterien des Stammes E. coli BL21
verwendet. Die fur die Expression von GST-Proteinen verwendeten pGEX-Vektoren
(Pharmacia) besitzen einen LacZ-Promotor, der die Transkription des GST-Fusions-Gens
kontrolliert. Hierbei wird die Expression durch Lactose oder das Lactose-Analogon IPTG
(Isopropyl-[3-D-thioga actopyranosid) induziert. Die Aufreinigung aus den Bakterienlysaten
erfolgt entsprechend dem Protokoll von Pharmacia, wobel die GST-Fusionsproteine durch
Bindung an eine Glutathion-Sepharose-Matrix von den anderen bakteriellen Proteinen
separiert und dann von der Matrix durch Zugabe von freiem Glutathion eluiert werden. Fir
jedes Protein mussen, um fur maximale Expressionsraten zu erzielen, die Bedingungen
optimiert werden, wobei das Kulturmedium, die optische Dichte der Bakteriensuspension zum
Zeitpunkt der Induktion mit IPTG, die IPTG Konzentration, sowie die Dauer und Temperatur
der Induktionsphase variabel sind. 100 ml einer Ubernachtkultur werden in 1 Liter 2x TY-
Medium + Amp. Gberfihrt und bei 37°C und 190 rpm in einem Schiittler bis zu einer ODegno
von 0,6 wachsen gelassen. Nach Zugabe von 0,3 mM IPTG werden die Bakterien fir weitere
2 h bea 37°C geschittelt. Die Bakterien werden anschlief3end durch zehnminitige
Zentrifugation bel 5000 rpm pelletiert und in 50 ml Lyse-Puffer lysiert, wobei 2 mg/ml
Lysozym zugegeben wird und man die Suspension bel 4°C rotiert. Alle nachfolgenden
Schritte werden bei 4°C ausgefuhrt. Um die DNA zu verdauen, werden 2,5 mM MgCl, und 1
ml DNasel zugegeben und fur weitere 15 min rotiert. Durch 60 min Zentrifugation bei 10000
rpom werden die Zelltrimmer entfernt. Das im Uberstand enthaltene rekombinante Protein
bindet im anschliefienden Schritt mit seinem GST-Antell an zugesetzte 1 ml Glutathion-
Partikel, die zuvor mit dem Lyse-Puffer equilibriert wurden. Nach 1 h Inkubation werden die
Glutathion-Partikel dreimal mit Lyse-Puffer gewaschen und dann mit 1 ml Elutionslésung fir
1 h inkubiert. Nach Zentrifugation erhalt man im Uberstand das Fusionsprotein. Die Elution
wird drei bis viermal wiederholt und von den Eluaten wird der Proteingehalt photometrisch
bestimmt (- 4.4.5). Das Glutathion wird durch Zentrifugation in Zentrifugal-Konzentratoren

entfernt, wobei zugleich die Proteine in Kinase-Puffer umgepuffert werden. Die
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Konzentration der so gereinigten Fusionsproteine wird in einem Bradford-Assay bestimmt
und die Integritdt der Protein durch SDS-Page und Coomassie-Blau Farbung verifiziert. Die
Proteine werden durch Zusatz von 10% Glycerol bei —70°C gelagert.

4.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Zellextrakten wird mit einem kommerziell erhdtlichen
Nachweissystem Bio-Rad-Assay (Biorad) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der
Nachweis beruht auf einer Interaktion des Farbstoffs Coomassie-Blau (Brilliant Blau G) mit
aromatischen Aminoséduren (Bradford 1976). 1 bis 10 ml eines Zellextraktes oder
Proteinlésung werden for 10 min bei RT mit 1 ml des 1:5 in H,O verdinnten Reagenz
inkubiert und die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm bestimmt. Als Eichprotein

wird eine standartisierte BSA-Probe verwendet.

4.4.6 Reportergen-Assays

Assay-Puffer
125 mM Hepes (pH7,8), 125 mM Tris (pH7,8), 25 mM Magnesiumacetat und 5mM
ATP werden in Aqua bidest. gelost; der Puffer wird erst kurz vor Gebrauch aus
Stammldsungen hergestel .

Har vesting-Puffer
50 mM Tris/HCI (pH7,8), 50 MM MES (pH7,8), 1 mM DTT und 0,1% (v/v) Triton X-
100 werden in Aqua bidest. gel0st; der Puffer wird immer frisch vor Gebrauch aus den
Stamml dsungen angesetzt.

Luciferin
1 mM Luciferin werden in 5 mM Kaliumphosphat-Puffer geldst und lichtgeschitzt bel
4°C aufbewahrt.

MES-Stammlésung
1 M MES werden in Aqua bidest. gelost und der pH auf 7,8 eingestellt; die Lésung
wird aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt.
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Reportergene werden as Indikator der Transkriptionsaktivitét in Zellen benutzt. Das
Luciferaseenzym wird am haufigsten fir die Reportergen-Technologie verwendet und wurde
urspriinglich aus der Feuerfliege Photinus pyralis kloniert. Das Luciferaseenzym katalysiert
eine Reaktion von D-Luciferin und ATP in Gegenwart von Sauerstoff und Magnesium, was
zur Lichtemission fuhrt. Der Luciferase-Aktivitétstest basiert darauf, dass Luciferase sein
Substrat Luciferin unter Lumineszenzabgabe umsetzt, was quantitativ im Luminometer
mefdbar ist, wobel die Lumineszenz direkt proportional zur Menge der Luciferase-Aktivitét
ist.

HEK293 Zellen werden mit dem Reportergen-Konstrukt in Kombination mit den
gewiinschten anderen Vektorkonstrukten transfiziert. 24-48 h nach der Transfektion werden
die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen und mit Harvesting-Puffer fir 15 min bei 4 °C
lysiert. Die Lysate werden in Eppendorf-Gefélde transferiert und 10 min bel maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues EppendorfgefaR tberfiinrt. In
einer 96-Well-Luminometer Platte wird zu 50 pl Zellysat 50 yl Assay-Puffer gegeben. Das
Luminometer wird vor der Messung 2 ma mit Aqua bidest. und einmal mit Luciferin (50 pl
Injektion) gespllt. Von den Ergebnissen aler Experimente, wobei innerhalb eines
Experiments jede Transfektion mindestens in zwei paralelen Ansdtzen durchgefuhrt wird,
werden die Mittelwerte und Standardabweichung vom Mittelwert berechnet. Die
Standardabweichung (SA) ergibt sich aus der Wurzel von {[3(x—m)?:n}, wobei m der
Mittelwert von n Einzelwerten x; ist.



5. Ergebnisse 71

5. ERGEBNISSE

5.1 Klonierung einer konstitutiv-aktiven SAPK/INK Kinase Mutante

Versuche, konstitutiv-aktive MAP Kinasen Uber Einfuhrungen von Punktmutationen zu
erzeugen, wie esim Falle vieler Aktivatoren von MAP Kinasen erfolgreich praktiziert worden
war, schlugen in der Vergangenheit alle fehl (Mansour et al. 1994; Zhang et a. 1995z;
Robinson et al. 1998). Um dieses Manko zu umgehen, behalf man sich lange Jahre mit dem
Einsatz von konstitutiv-aktiven MAPKKs oder MAPKKKSs. Ihr Einsatz ist jedoch nicht
unproblematisch, da sie meist an mehrere Signaltransduktionswege parallel Signale vermitteln
konnen (Vojtek et al. 1993; White et al. 1995). Kirzlich konnte jedoch durch die direkte
Fusion von MAP Kinase Kinasen und ihrem Substrat (der MAP Kinase) eine alternative
Methode entwickelt werden. Mit Hilfe dieses Ansatzes war es erstmals gelungen eine
aktivierte Form von ERK2 durch die Fuson mit dem Aktivator MEK1 zu generieren
(Robinson et al. 1998). Anadlog dazu wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit SAPK[( mit
seinem spezifischen und direkt Gber ihm in der Kaskade plazierten Aktivator MKK7
fusioniert, um somit eine konstitutiv-aktive SAPK/INK Kinase zu etablieren (SAPK[(3-
MKK7). Wie aus Abb. 6A (vgl. auch Kapitel 3.4.2: Expressionsplasmide Abb. 5) erkenntlich,
wurde hierfir zwischen die beiden kodierenden Kinasesequenzen ein Dekapeptid eingefigt,
welches aus einer aternierenden Abfolge von Glutaminsdure- und Glycinresten (EG)s
bestand. Dieses Verbindungsstiick (Linker) fungiert als flexibler Bereich und soll somit ein
exaktes (natives) Falten der beiden Proteinuntereinheiten SAPK 3 und MKK7 garantieren. Der
N-Terminus des Fusionsproteins wurde zusétzlich mit einem Myc-Epitoptag versehen, umin
spateren Experimenten die Expression nachweisen zu kdnnen. Da SAPK[3 sowohl das ATG
Start-Codon als auch sein Stop-Codon fehlten, wahrend in MKK7 lediglich das Start-Codon
deletiert worden war, sollte von diesem Konstrukt ein einziges, durchgehendes Fusionsprotein
mit einer theoretisch berechneten Groéle von etwa 87,3 kDa trandatiert werden. Dieser Wert
stand in guter Ubereinstimmung mit der im Western-Blot identifizierten Bande von ca. 90
kDa (Abb. 6B Spur 3). Parallel wurden fir dieses Experiment auch NIH 3T3 Fibroblasten mit
einer inaktiven (Kinase-toten) Form des Fusionsproteins (SAPKB-MKK7 KD) transient
transfiziert. Fur die Herstellung dieser inaktiven Mutante wurden essentielle Lysinreste
innerhalb der ATP-Bindungsstellen von SAPK[( (K55A und K56A) und MKK7 (K76E)
gegen Alanin- bzw. Glutaminsaurereste ausgetauscht. Infolgedessen ist die Mutante nicht
mehr in der Lage, auf gebundene Substrate Phosphatreste zu Ubertragen und diese damit zu
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aktivieren. Die Expression von SAPK[3-MKK7 KD lief3 sich ebenfalls eindeutig im Western-
Blot nachweisen, allerdings féllt auf, dass sie in weitaus geringeren Mengen exprimiert wurde
(Abb. 6B Spur 2). Die Ursache fur dieses Phdnomen konnte bislang nicht geklért werden. Da
allerdings verschiedene Expressionsvektoren und auch stabile Zelllinien dieses Verhalten
aufwiesen, konnen Qualitétsunterschiede der DNA oder Fehler in der Durchfiihrung
ausgeschlossen werden. Weitere Experimente sind nétig, um zu anayseren, ob
beispielsweise Uberlebenssignalwege durch SAPKB-MKK7 KD gezielt inhibiert werden
konnen.

Bel dem in dieser Arbeit vorgestellten Fusionsprotein handelt es sich jedoch nicht um die
bislang einzige existierende Form einer aktivierten SAPK/JINK MAP Kinase. Bereits 1999
wurde ein vom Prinzip her dhnlich aufgebautes Konstrukt publiziert (Zheng et a. 1999).
Neben einer biochemischen Charakterisierung des INKK2-JNK1 Fusionsproteins (JNKK2
entspricht MKK7) ist in diesem Artikel mit Hilfe eines Reportergenassays die
transaktivierende Wirkung des Fusionsproteins in Bezug auf den Transkriptionsfaktor c-Jun
gezeigt worden.
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Abb. 6: Struktur und Expression des SAPK3-MKK7 Fusionsproteins. (Details siehe nachfolgende Seite)



5. Ergebnisse 73

Abb. 6A) Schematische Darstellung des SAPKB-MKK7 Fusionsproteins. Mittels eines Dekapeptid-Linkers
(EG)s wurde die kodierende Region von MKK7 mit dem C-Terminus von SAPK[3 fusioniert, wobei SAPK[ kein
Stop-Codon aufwies. Fir den Nachweis des Fusionsproteins wurde zusétzlich an das 5 -Ende des Konstruktes
ein Myc Epitoptag kloniert. B) Expressionsanalyse des Fusionsproteins SAPKB-MKK7 und seiner inaktivierten
Form SAPKPB-MKK7 KD. 2:10° NIH 3T3 wurden transient mit je 1.5 pg DNA der entsprechenden Konstrukte
transfiziert und 48 Stunden spéter direkt in Laemmli-Puffer lysiert. Der Nachweis der Expression der
Fusionsproteine erfolgte im Western-Blot mit Hilfe eines anti-Myc Antikorpers. Als Kontrolle diente ein Lysat

von Zellen die mit dem Leervektor transfiziert wurden.

5.2 Das Fusionsprotein SAPK-MKK?7 ist konstitutiv-aktiv und zeigt keine Stimulation
endogener SAPK/JINK's

Die Aktivierung von MAP Kinasen erfolgt Uber die Phosphorylierung von Threonin- und
Tyrosinresten innerhalb eines spezifischen Aktivierungsmotifes (Thr-X-Tyr), durch die MAP
Kinase Kinasen (MKKSs) (Sanchez et a. 1994; Derijard et al. 1995; Minden et al. 1995).
SAPK/INKs kdnnen sowohl durch MKK4 (SEK1) als auch durch MKK7 direkt stimuliert
werden, wobei MKK4 bevorzugt Tyrosin-185 phosphoryliert. Im Gegensatz dazu Ubertragt
MKK?7 einen Phosphatrest hauptsachlich auf Threonin-183 innerhalb des fur die SAPK/INK
Kinasen charakteristischen (Thr-Pro-Tyr) Aktivierungsmotives. Fir eine vollstandige
SAPK/INK Aktivierung missen beide Aminosauren phosphoryliert werden (Lawler et al.
1998; Fleming et al. 2000). Ihre Phosphorylierung kann folglich als Indiz dafir gewertet
werden, dass die Kinase im aktivierten Zustand vorliegt.

Um zu analysieren, ob SAPKB-MKK7 als konstitutiv-aktive Kinase in Saugerzellen vorliegt,
wurden NIH 3T3 Zellen transient transfiziert. Einflisse von Wachstumsfaktoren auf
Signalkaskaden wurden verhindert, indem die Zellen 24 Stunden vor der Préparation der
Proteinlysate mit nahezu serumfreien Medium (0.05%) versetzt wurden. Die Analyse im
Western-Blot mit Hilfe eines phospho-JNK Antikorpers ergab hierbel, dass lediglich SAPK3-
MKK?7 als konstitutiv-aktives Protein exprimiert wurde (Abb. 7 Spur 1), wahrend die inaktive
Mutante, SAPK[-MKK7 KD, unphosphoryliert in den Zellen vorlag (Spur 2). Dass SAPK 3-
MKK?7 as phosphoryliertes Fusionsprotein in den Zellen existierte, wird auch bei der
Betrachtung des mit einem anti-Myc Antikdrper inkubierten Blots deutlich. Im Vergleich zur
inaktiven Form SAPKB-MKK7 KD (Spur 2), zeigte SAPKB-MKK7 (Spur 1) ein etwas
verlangsamtes Laufverhalten (‘shift’) als Resultat dieser Phosphorylierung. Wie sich ebenfalls
aus dieser Abbildung erkennen [&f3t, war das Fusionprotein SAPK[3-MKK7 nicht in der Lage,
den Aktivierungsstatus endogener SAPK/INK Proteine zu beeinflussen. Serum-gehungerte
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Zellen, die mit SAPKB-MKK7, SAPK[3-MKK7 KD oder dem Leevektor transient transfiziert
wurden, zeigten vergleichbare, geringe Mengen an phosphoryliertem endogenen SAPK/INK
p46 und p54 (Spur 1, 2 und 3). Im Gegensatz dazu verursachte die Verwendung der
SAPK/INK Stimuli Arsenit oder Anisomycin eine eindeutige Aktivierung beider endogener
SAPK/INK Proteinformen (Spur 4 und 5).
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Abb. 7: Die Fusion von MKK7 und SAPKf fihrt zu dem konstitutiv-aktiven Fusionsprotein SAPK 3-
MKK?7.

2.10° NIH 3T3 Fibroblasten wurden transient mit je 1.5 pg DNA der Expressionsplasmide SAPKB-MKK?7 oder
SAPKB-MKK7 KD transfiziert. Vor der Proteinanalyse wurden die Zellen fur 24 h mit reduzierten
Serummengen (0.05%) kultiviert. Als Kontrolle dienten NIH 3T3 Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert und
entweder mit Arsenit (500uM, 45 min) oder Anisomycin (10 pg/ml, 45 min) bzw. nicht behandelt wurden. Der
im Western-Blot eingesetzte anti-phospho-JNK Antikorper erkennt beide aktivierten SAPK/INK Kinasen (p46
und p54). Fur die nachfolgende Expressionskontrollen wurde der Antikorper jeweils mit Stripping-Puffer von
der Nitrozellulosemembran abgelést und der Blot anschlief3end mit einem anti-INK1 Antikorper inkubiert, um
endogene SAPK/INK Kinasen nachweisen zu konnen. Des Weiteren wurde auf dieser Membran die Expression
von SAPKB-MKK?7 und seiner inaktiven Mutante SAPKB-MKK7 KD mit Hilfe eines anti-Myc Antikorpers

analysiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis der ERK2 Expression.
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Mit Hilfe weiterer transienter NIH 3T3 Transfektionen sollte analysiert werden, ob das
Fusionsprotein SAPKB-MKK?7 bereits seine maximal erreichbare Phosphorylierung besal3,
oder ob es moglich war, diese durch den Einsatz spezifischer SAPK/INK Stimuli weiter zu
steigern, was im Western-Blot zu einem zusétzlichen 'shift’ der Proteinbande fiihren sollte. Da
im Vergleich zu den unstimulierten, SAPKB-MKK7-transfizierten Zellen, weder die
Induktion mit Stressstimuli [Arsenit (500 pM, 45 min), Anisomycin (10 pg/ml, 45 min),
Sorbitol (500 uM, 30 min) und Cycloheximid (10 pg/ml, 30 min)] noch die Koexpression mit
einer konstitutiv-aktiven MKK7 Kinase (MKK7 S3E) das Laufverhalten des Fusionsproteins
im Western-Blot beeinflussen konnte, kann diese Beobachtung als ein Hinweis gewertet
werden, dass SAPK[B-MKK7 seine maximale Aktivitdt bereits durch die direkte Fusion mit
MKK?7 erlangt hatte (Daten nicht dargestellt). Eine endgiltige Aussage kann aber erst mit
Hilfe eines quantitativen Kinase-Assays getroffen werden, da Hyperphosphorylierung nicht
immer mit gesteigerter Aktivitéat einer Kinase korrelieren muf3 (Wartmann et al. 1997).

5.3 SAPKB-MKK?7 fuhrt zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Jun

Die prasentierten Ergebnisse, die durch den Einsatz des phospho-JNK Antikdrpers gewonnen
wurden, belegen zwar die konstitutive Aktivitdt des SAPK[-MKK7 Fusionsproteins, lassen
jedoch keinerlei Rickschlisse zu, ob es sich hierbel um eine aktivierte Kinase handelt, die
auch weiterhin ihre spezifischen Substrate zu phosphorylieren vermag. Durch die kinstlich
herbeigefuhrte direkte Fusion von SAPKB mit MKK7 konnte die Faltung von SAPK[3 so
beeintrdchtigt worden sein, dass beispielsweise eine Bindung seiner Substraten bzw.
Interaktionspartner verhindert oder zumindest erschwert wird. Um zu verifizieren, dass
SAPKB-MKK7 as kongtitutiv-aktive Kinase agiert, wurden zwei verschiedene
Versuchsansétze verwendet. Zum einen wurden aus transient transfizierten und Serum-
gehungerten NIH 3T3 Zellen Proteinlysate hergestellt und diese anschlief3end in
Immunprazipitationsansdtzen mit einem anti-Myc Antikérper inkubiert, um Myc-SAPK3-
MKK?7 anzureichern. Als Positivkontrolle dienten NIH 3T3 Zellen, die mit SAPK3 und
onkogenem Cot transfiziert wurden (Hagemann et al. 1999). Aus diesem Zellysat wurde mit
einem anti-JNK1 Antikorper durch CotAC aktiviertes SAPK[ immunprazipitiert. In der
anschlief3enden Kinase-Reaktion wurden die ersten 135 N-terminalen Aminosduren des
Transkriptionsfaktors c-Jun fusioniert mit GST as in vitro Substrat angeboten (Abb. 8).
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Sowohl SAPK(B-MKK?7, as auch durch Cot aktiviertes SAPK[B riefen dabel eine
Phosphorylierung des Substrates hervor.

Abb. 8 SAPKB-MKK?7 phosphoryliert c-
Junin vitro.

2:10° NIH 3T3 Zellen wurden mit 1.5 pg
Vektor (pcDNA3), 1.5 ug Myc-SAPKB-MKK7
oder je 0.75 pg der SAPK( + CotAC Plasmid-
DNAs transfiziert. Die fur 24 h Serum-

SAPKpB + CotAC

Vektor
} | Myc-SAPKB-MKK7

-4 SAPKB-MKK7
gehungerten (0.05%) Zellen wurden lysiert und Autophosphorylierung

mit einem anti-Myc (fir SAPKB-MKK7) bzw.
anti-ONK1 (fur SAPKP) Antikorper versetzt. #= &= |<@ GST-c-Jun (AS 1-135)
Die Kinaseaktivitst wurde nachfolgend in

einem in vitro Immunkomplex Kinase-Assay
mit GST-c-Jun (Aminosauren 1-135) als
Substrat in Gegenwart von [*P-y] ATF
Uberprift.  Die  Abbildung  zeigt ein
Autoradiogramm des Reaktionsansatzes nach
Auftrennung durch SDS-Page und Transfer auf

eine Nitrozellulosemembran.

Ahnliche Ergebnisse lieferte auch ein Western-Blot, mit dessen Hilfe die in vivo
Phosphorylierung von c-Jun durch Antikorper analysiert werden sollte (Abb. 9). NIH 3T3
Zellen wurden transient mit c-Jun und SAPK[B-MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD
kotransfiziert. Wahrend die inaktive Variante SAPK3-MKK7 KD nicht in der Lage war c-Jun
zu phosphorylieren (Abb. 9 Spur 1), fihrte die Expression von SAPKB-MKK7 zu einem
langsameren Laufverhalten (‘shift’) der c-Jun Bande (Spur 2). Diese durch SAPK[B-MKK7
ausgel dste Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors liefd sich inhibieren, sobald zusétzlich
in den NIH 3T3 Zellen die JNK-bindende Doméane (JBD) des Brickenproteins JIP-1
exprimiert wurde (Spur 3). JIP-1 ist in der Lage, gleichzeitig mit den SAPK/INK Kinase
Kaskadenmitgliedern MLK3, MKK7 und SAPK/INK zu interagieren (Whitmarsh et al. 1998;
Yasuda et al. 1999) (vgl. Einleitung Kapitel 2.4). Die Expression dieses verkirzten Proteins
(JBD) hdt die phosphorylierte Form der SAPK/INK Kinase im Zytoplasma zuriick. Sie
verhindert dadurch deren Trandokation in den Nukleus und damit auch die Aktivierung
nukledrer Substrate. Die Phosphorylierung exogenen c-Juns durch SAPKB3-MKK7 kann
jedoch nicht nur mittels einer Koexpression der isolierten JNK-bindenden Doméne (JBD)
unterbunden werden, auch die Uberexpression des gesamten JIP-1 Briickenproteins konnte
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diesen Effekt induzieren (Daten nicht dargestellt). Vergleichbare Ergebnisse konnten
zusétzlich auf Ebene des endogen exprimierten c-Juns beobachtet werden (Daten hier nicht
dargestellt).
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Abb. 9: SAPKB-MKK7 ist eine konstitutiv-aktive Jun Kinase.

2:10° NIH 3T3 Zellen wurden mit 1 pg des c-Jun Expressionsplasmid pMT35 sowie je 0.5ug der folgenden
Konstrukte kotransfiziert: Myc- SAPKB-MKK7 KD (Spur 1), Myc-SAPKB-MKK7 (Spur 2) oder SAPK[(3-
MKK?7 zusammen mit der JNK-bindenden Doméane (HA-JBD) des Brickenproteins JP-1 (Spur 3). Vor der
Herstellung der Proteinlysate wurden die Zellen 24 h mit 0.05% Serum gehungert. Nach der Separation der
Proteine durch SDS-Page und ihrem Transfer auf Nitrozellulosemembranen wurde die Expression der
transfizierten Konstrukte mit einem anti-Myc (oben), anti-c-Jun (Mitte) oder einem anti-HA Antikdrper (unten)
Uberprdift.
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5.4 SAPKB-MKK?7 induziert die transkriptionelle Aktivitat der Transkriptionsfaktoren
c-Jun und ATF-2

Bei den beiden Transkriptionsfaktoren c-Jun und ATF-2 handelt es sich um bekannte nuklegre
Substrate der SAPK/INK Kinasen. Wahrend c-Jun anscheinend ausschliefdlich tber den
SAPK/INK Signalweg aktiviert wird, kann ATF-2 daneben auch durch die p38 oder ERK
Kinasen stimuliert werden (Zinck et al. 1995) (siehe auch Einleitung Kapitel 2.3.3.2). Um zu
bestimmen, welches Verhalten das SAPK3-MKK7 Fusionsprotein gegentiber c-Jun und ATF-
2 aufweist, wurde ein Reportergen-Assay durchgefihrt (Abb. 10). Hierbei sollte die Fahigkeit
von SAPK[B-MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD gemessen werden, die Transaktivierung der
Konstrukte GAL4BD-c-Jun(AD) bzw. GAL4BD-ATF-2(AD) in HEK293 Zellen induzieren
zu konnen. Die verwendeten Plasmide enthalten dabei an die aus der Hefe isolierten GAL4
Bindedoméne (BD) fusioniert die Aktivierungsdomane (AD) von c-Jun bzw. ATF-2. Durch
Koexpression mit einem Reporterplasmid (GC-Luci), welches fur ein Luciferase Gen kodiert,
kann die Aktivierung mittels Lumineszenz quantitativ bestimmt werden. In HEK293 Zellen
fihrte, verglichen mit dem Leervektor, die Uberexpression von SAPKB-MKK7 zu einer 240-
fachen Stimulation der c-Jun Aktvierungsdomane. Selbst die im Kinase-Assay als dominant-
negativ identifizierte Mutante des Fusionsproteins SAPKB-MKK7 KD transaktivierte
schwach (10-fach) c-Jun. Im Vergleich hierzu fiel in diesem Experiment die Stimulierung der
Transkription des ATF-2 Konstruktes durch SAPK[-MKK?7 deutlich geringer aus. Wahrend
SAPK[B-MKK7 eine um das 24-fache gesteigerte Expression des ATF-2 getriebenen
Reportergens hervorrief, zeigte die inaktive Form SAPKB-MKK7 KD keinen erhthten Wert
im Vergleich zur Vektorkontrolle. Diese Resultate demonstrierten deutlich die Fahigkeit von
SAPK[-MKK?7, sowohl die Transaktivierung von c-Jun als auch von ATF-2 zu induzieren. In
beiden Fallen war fir diese Aktivierung die Kinasedoméne von SAPKB-MKK7
verantwortlich, da SAPK-MKK?7 KD lediglich eine schwache bis gar keine Stimulationen zu
induzieren vermochte. Aufgrund des gewahlten Versuchsansatzes ist es jedoch unmadglich,
einen  absoluten  Vergleich  zwischen den  Promotoraktivierungen  beider
Transkriptionsfaktoren zu ziehen, da die maximalen Aktivitdten nicht bekannt sind. Ob eine
isoformenspezifische Préferenz von SAPKB-MKK7 gegeniber c-Jun oder ATF-2 besteht,

mussen weitere Versuche kléren.
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Abb. 10: Transkriptionelle Aktivierung von c-Jun und ATF-2 durch SAPK(3-MKK?7.

5.10° HEK 293 Zellen wurden transient mit 1 pg des Luciferase Reporterkonstruktes (GC-luci) und 1 pg
SAPKB-MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD Plasmid-DNA in  Kombination mit 05 pg der
Transaktivierungsvektoren Ac-Jun (GAL4BD-c-Jun(AD)) bzw. AATF-2 (GAL4BD-ATF-2(AD)) transfiziert.
Vor der Durchfuhrung des Luciferase-Assays wurden die Zellen fur 40 h in 0.3% Serum gehungert. Die
gemessene Luciferase-Aktivitét der Zellysate wurde auf die Aktivitét der Vektorkontrolle relativiert und auf die
Proteinkonzentrationen normalisiert. Proteinkonzentrationen wurden mit einem Biorad-Kit photometrisch
bestimmt. Dargestellt sind die berechneten Mittelwerte und die dazugehérige Standardabweichungen aus drei
Versuchsansétzen.

5.5 Die Expression von SAPK[-MKK7 beeinfluf3t nicht die Aktivitét der MAP Kinasen
ERK1/2, p38 oder ERK5/BMK 1

Zwischen den einzelnen MAP Kinase Signalwegen besteht haufig ein Crosstalk, das heil3t
einzelne Komponenten einer Kaskade konnen direkt oder indirekt in andere MAP Kinase
Signaltransduktionswege eingreifen. Um zu testen, ob die Expression von konstitutiv-aktivem
SAPKB-MKK7 auch zusétzliche MAP Kinase Kaskaden beeinflussen kann, wurde mit Hilfe
transienter Transfektionen von NIH 3T3 Zellen eine mdgliche Aktivierung von ERK
Uberprift. In diesem Versuchsansatz erfolgte jedoch nur dann eine Phosphorylierung von
endogenem ERK2, wenn die zuvor Serum-gehungerten Zellen mit 10% Serum fir 15 min
stimuliert wurden (Abb. 11A Spur 1). Transfektion von SAPK[-MKK?7 hingegen induzierte,
genauso wie die von SAPKB-MKK7 KD oder der Leervektor, keine Phosphorylierung von
ERK2 (Abb. 11A Spur 2, 4 und 3). Vergleichbare Daten wurden auch nach Kotransfektion
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von SAPKB-MKK7 mit ERK2 in NIH 3T3 Zellen erhalten. Selbst die Uberexpression beider
MAP Kinasen fuhrte also zu keiner ERK2 Aktivierung (Daten nicht gezeigt).

Um einen Effekt von SAPKB-MKK?7 in der p38 Signalkaskade ausschlief3en zu kodnnen,
wurden NIH 3T3 Zellen transient mit den aus Abb. 11B zu entnehmenden Konstrukten
transfiziert. Eine deutliche Phosphorylierung von p38 konnte nur in jenen Serum-gehungerten
Zellen festgestellt werden, die als Positivkontrolle mit dem p38 Aktivator Arsenit stimuliert
wurden (Abb. 11B Spur 4). Daneben konnte selbst die Kotransfektion von SAPKB-MKK7
mit p38 keine Aktivierung der MAP Kinase p38 induzieren (Daten nicht dargestellt).

Auch eine weitere MAP Kinase, ERK5/BMK1, wurde in ihrer Aktivitét nicht durch das
Fusionsprotein SAPK[B-MKK7 beeinflul (Abb. 11C). Eine Aktivierung von exogenem
ERKS5 wurde innerhalb dieses Experimentes durch die Koexpression mit seinem konstitutiv
aktivieren Aktivator MEKS5 (D) stimuliert, was einen deutlichen 'Shift' der Proteinbande zur
Folge hatte (Abb. 11C Spur 3). Im Vergleich hierzu lauft die inaktive Form vom BMK1
(BMK1 AEF) deutlich tiefer (Abb. 11C Spur 1). Koexpression von SAPKB-MKK7 fuhrte,
ebenso wie die der Kontrollen, SAPKB-MKK7 KD und Leervektor, zu keiner Verlangsamung
des Laufverhaltens, sprich zu keiner Phosphorylierung von BMK1 (Abb. 11C Spur 4, 5 und
2). Anadysen auf Stufe des endogenen ERK5/BMK1 Proteins konnten nicht durchgeftihrt
werden, da die Expression dieser MAP Kinase in NIH 3T3 Zellen zu gering ist (Daten nicht
gezeigt). Die Verwendung von spezifischen Zelllinien, wie beispielsweise Muskelzellen, die
ERK5/BMK1 in groferen Mengen exprimieren (Dinev et a. 2001), wére daher sinnvoll.
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Abb. 11: Die Expression von SAPK3-MKK7 beeinfludt nicht die Aktivitat der MAP Kinasen ERK 1/2, p38
und ERK5/BMK1.

2:10° NIH 3T3 Zellen wurden transient mit 1.5 pg der Expressionplasmide fir SAPKB-MKK 7, dessen inaktiver
Mutante SAPKB-MKK7 KD oder dem Leervektor pcDNA3 transfiziert. Nach 24 h in Niedrigserum-
bedingungen (0.05%) erfolgte die Gewinnung der Proteinlysate. Immunoblot-Analysen wurden mit Antikorpern
gegen A) phospho-ERK und ERK2 durchgefiihrt, um den Aktivierungsstatus sowie die Expression der
endogenen ERK Kinasen zu Uberpriifen. Als Positivkontrolle diente hierbei ein Lysat von Serum-stimulierten
Zellen (10% Serum far 15 min). B) Weitere Blots wurden mit anti-phospho-p38 bzw. anti-p38 Antikorper
inkubiert, um zusdtzlich die Aktivitét und Expression dieser endogenen MAP Kinase zu untersuchen.
Phosphorylierung von p38 wurde fur diesen Blot durch Arsenit-Behandlung (500 pM, 45 min) der Zellen
induziert. C) ERK5/BMK1 Phosphorylierung wurde mit Hilfe eines ERKS5 Antikorpers tberpriift. Da lediglich
die Kotransfektion von BMK1 zusammen mit seinem konstitutiv-aktiven Aktivator MEKS5 (D) zu einem
verlangsamten Laufverhalten der exogenen BMK21 Proteinbande fiihrte, kann daraus indirekt geschlossen
werden, dass SAPKB-MKK?7 keinen Einfluld auf die Aktivitdt dieser MAP Kinase ausiibte. Als Ladekontrolle
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wurde eine zusétzliche Membran mit einem anti-Cdk4 Antikorper inkubiert. Die Expression von SAPK3-MKK?7

und SAPK[3-MKK7 KD wurdein A), B) und C) jeweils mit Hilfe eines anti-Myc Antikorpers nachgewiesen.

5.6 Intrazelludre L okalisation von SAPK[3-MKK7

Wie bereits in Kapitel 2.3.3.2 angedeutet, translozieren SAPK/INK Kinasen nach erfolgter
Stimulation aus dem Zytoplasma in den Nukleus der Zelle. Im Zellkern aktivieren
SAPK/INKSs eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel die Mitglieder der Jun
Familie (Jang et a. 1991; Pulverer et a. 1991; Hibi et al. 1993; Kallunki et a. 1996), aber
auch verwandte Transkriptionsfaktoren wie ATF-2 (Bocco et al. 1996; Ip and Davis 1998)
und Elk1 (Whitmarsh et al. 1995) gehoren zu den Substraten dieser MAP Kinase. Welitere
nukledre Proteine, die von SAPK/INK erkannt und modifiziert werden, sind unter anderem
p53 (Fuchs et a. 1998b), c-Myc (Noguchi et al. 1999) und NFAT4 (Chow et al. 1997).
Wahrend ein Grof3teil der aktivierten SAPK/INK Kinase in den Zellkern eindringt, verbleibt
jedoch immer ein Rest im Zytoplasma, um dort mit Proteinen zu interagieren bzw. sie zu
phosphorylieren. Zu bislang identifizierten Targets zéhlen u.a. 3pK (Ludwig et al. 1996),
MAP-2 (Mikrotubulus-assoziertes Protein 2) (Kyriakis and Avruch 1990) oder das anti-
apoptotisch agierende Bcl-X,. Protein an den Mitochondrien (Kharbanda et al. 2000). Um die
zelluldre Verteilung des Fusionsproteins SAPK[-MKK7 zu untersuchen, wurden transient
NIH 3T3 Zellen mit SAPKB-MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD transfiziert und anschlief3end
far in situ Lokalisationsstudien verwendet (Abb. 12). Wahrend die dominant-negative
Mutante ausschliefdlich im Zytoplasma zu finden war, konnte SAPK[-MKK7 sowohl im
Zellkern als auch im Zytosol nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde SAPK[3-MKK7
dabei selbst in den Spitzen der einzelnen Zellfortsdtze exprimiert. Evtl. 183t sich hieraus eine
Funktion von SAPK/INK's beim Aufbau des Zellgeriist (Zytoskelett) oder der Zellbewegung
ableiten (siehe hierzu auch Kapitel 5.12). Schwécher SAPK[3-MKK7-exprimierende NIH 3T3
Zellen zeigten hauptsachlich ein nukledres VVorkommen des aktivierten Fusionsproteins. Die
in diesem Kapitel vorgestellten Daten stehen in Ubereinstimmung mit den von Zheng et al.
prasentierten Ergebnissen ihres INKK2-INK 1 Fusionsproteins (Zheng et a. 1999).
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Abb. 12: Immunfluoreszenzstudien der Lokalisation von exogenen SAPKB-MKK7 und SAPK(B-MKK?7
KD in NIH 3T 3 Fibroblasten.

2:10° NIH 3T3 Zellen wurden transient mit je 1.5 pg der Expressionskonstrukte SAPKB-MKK7 oder SAPK -
MKK?7 KD transfiziert. 24h nach Ausséen der transfizierten Zellen erfolgte die Visualisierung der Proteine Gber
einen primdren anti-Myc Antikorper, gefolgt von einem Cy3-konjungierten sekundéren anti-Maus Antikorper
(rot). Eine sich daran anschlief3ende Farbung mit DAPI-Farbstoff ermdglichte die gleichzeitige Lokalisierung der
Zellkerne (blau). VergroRerung fiur die Darstellung von Einzelzellen: 40x; Ubersichtsbilder wurden mit 25-
facher Vergrof3erung abgelichtet.

5.7 Herstellung einer Tetrazyklin-induzierbaren NIH 3T3 Fibroblastenzelllinie, die
SAPKB-MKK7 exprimiert

Fur weiterfUhrende physiologische Untersuchen wurde eine induzierbare NIH 3T3 Tet-off
Zélllinie etabliert. Damit sollten Limitationen, die zwangslaufig durch die Verwendung von
transienten Transfektionsexperimenten oder stabil transfizierte Zellen auftreten, vermieden
werden. In einer solchen Zelllinie erfolgt die Expression von SAPKB3-MKK7 nur dann, wenn
diese in Tetrazyklin-freiem Zellkulturmedium wachsen. Umgekehrt inhibiert das
Vorhandensein von Tetrazyklin eine Induktion des Fusionsproteins. Die Verwendung einer
induzierbaren Zélllinie bietet hierbel den Vorteil, dass das zu untersuchende Protein keinen
Effekt auf die Etablierung von Zelllinien hat und die gleiche Zellpopulation in Gegenwart
oder Abwesenheit des Proteins analysiert werden kann. Fir die Herstellung induzierbarer
Zdllinien, die entweder SAPK[B-MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD exprimieren, wurden die
entsprechenden kodierenden Sequenzen in den Tet-off induzierbaren Expressionsvektor
pPREV-TRE kloniert und in eine bereits existierende NIH 3T3 Fibroblastenzelllinie NIH 5.15
(Kerkhoff et a. 1998) transfiziert, in der ein fur die Regulation bend6tigtes Plasmid bereits
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stabil integriert war. Im Anschlul3 an die Selektion wurden einzelne Klone isoliert und in
Western-Blots auf die Induzierbarkeit des entsprechenden Fusionsproteins hin getestet. Im
Vergleich zu transienten Transfektionen fiel dabei auf, dass alle induzierbaren NIH 3T3 Tet-
off Klone SAPKB-MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD in wesentlich geringeren Mengen
exprimierten (Daten nicht dargestellt). Aufféllig war weiterhin, dass sich mit zunehmender
Passagenzahl die Expression weiter verringerte (Ergebnisse hier nicht abgebildet), was as
Hinwels gewertet werden kann, dass die Zellen Uber einen langeren Zeitraum hinweg die
Anwesenheit der Fusionsproteine nicht tolerieren kénnen. Theoretisch sollte die Présenz von
Tetrazyklin im Medium die Expression von SAPKB-MKK?7 vollsténdig unterbinden. Es
gelang jedoch bei insgesamt 60 getesteten Klonen nicht einen zu isolieren, der unter der
maximal einsetzbaren Tetrazyklinkonzentration von 2 pg/ml die Expression von SAPK[3-
MKK?7 vollsténdig inhibierte (siehe hierzu auch Abb. 14). Zusétzlich zeigte sich in weiteren
Experimenten, dass die Kultivierung der induzierbaren Zelllinie unter geringen
Serumkonzentrationen von 0.3% sowie 0.05% rasch zu einer drastischen Reduktion der
Expression von SAPKB-MKK?7 fihrte. Innerhalb von 24 h war der Nachwels von SAPK 3
MKK?7 in den Zellen nicht mehr mdglich (Daten nicht dargestellt). Eine plausible Erklarung
fir diese Beobachtung wére, dass der fur die SAPKB-MKK7 Expression verantwortliche
Promoter zusétzlich Serum-abhangig ist oder die Proteinstabilitédt Uber exogene Faktoren
reguliert wird.

Um zusétzlich zu analysieren, welche Zeit benétigt wurde, um eine maximale Expression von
SAPKB-MKK7 in der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie zu erzielen, wurden Zellen des
isolierten Klons 1 in einem Experiment fur jeweils unterschiedliche Zeiten mit bzw. ohne
Tetrazyklin kultiviert (Abb. 13). Hierbel konnte beobachtet werden, dass wéhrend der ersten 8
h nach der Entfernung von Tetrazyklin aus dem Medium keine im Vergleich zum
Grundgehalt (siehe ale + Tetrazyklin-Werte) erhdhte Expression von SAPK[B-MKK7
erfolgte. Erst nach 10 h konnte eine deutlich gesteigerte Induktion von SAPKB-MKK?7
verzeichnet werden. Diese stieg im Verlauf der folgenden Stunden stetig an und erreichte
nach 48 h ihren Maximalwert. Spétere Zeitpunkte wiesen keine weitere Steigerung der
Expression mehr auf (Daten hier nicht abgebildet). Aus diesem Grund wurden fur alle
nachfolgenden Untersuchungen die Zellen zu Beginn eines jeden Experimentes mindestens 48
hin Tetrazyklin-freiem Medium kultiviert.
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Abb. 13: Analyse der SAPK3-MKK7 Expression in der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie.

Gleiche Zellzahlen der SAPKB-MKK?7 exprimierenden NIH 3T3 Tet-off Zelllinie (Klon 1) wurden Uber einen
Zeitraum von 4-48 h mit (+) bzw. ohne (-) Tetrazyklin (2 pg/ml) und einer Serumkonzentration von 10%
kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden jeweils Proteinlysate hergestellt und im Western-Blot mit

einem anti-Myc Antikorper inkubiert, um die Expression von SAPK-MKK7 nachweisen zu kdnnen.

5.8 Induzierbares SAPK 3-MKK7 phosphoryliert c-Jun

Vor den eigentlichen Analysen, der Uberproduktion aktivierter SAPKB-MKK7 Kinase auf
diverse physiologische Funktionen der Zelle, wurde auch fir die induzierbare Zelllinie die
korrekte Funktion des Fusionsproteins Uberprift. In einem in vitro Immunokomplex
Kinaseassay wurden drei unabhangige Klone der induzierbaren NIH 3T3 Zélllinie fur 48
Stunden in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von Tetrazyklin (Tet) kultiviert. Aus den
Proteinlysaten wurde SAPK[3-MKK7 mit Hilfe eines Myc-Antikorpers immunprézipitiert und
in einer nachfolgenden Kinasereaktion mit GST-c-Jun (Aminosduren 1-135) versetzt. Wie in
Abb. 14 dargestellt, sind die SAPKB-MKK7 Immunpréazipitate aus alen drei verwendeten
Klonen in der Lage, c-Jun als Substrat zu phosphorylieren. Der obere Teil der Abbildung, in
dem die Expression der préazipitierten SAPKB-MKK7 Fusionsproteine kontrolliert wurde,
zeigte zusétzlich die im Vergleich zur transienten Transfektion deutlich geringere Expression
in den induzierbaren Klonen. Ein weiteres bereits erwahntes Problem wird ebenso ersichtlich:
trotz Vorhandenseins von Tetrazyklin im Medium |&3 sich die Expression von SAPK[3-
MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD (Daten fur SAPKB-MKK7 KD nicht gezeigt) nicht vdllig
unterbinden. Da Klon 3 SAPKB-MKK7 in relativ hohen Mengen exprimierte und die
Inhibierung durch Tetrazyklin nahezu vollstandig war, wurde dieser Klon as Arbeitsklon fur
kommende Versuche eingesetzt. Die erhaltenen Daten wurden aber immer zusétzlich als
Kontrolle mit mindestens einem weiteren, unabhangig etablierten Klon Uberprift. Ein im in
vitro Immunokomplex Kinaseassay getesteter Klon, der als induzierbare Zelllinie SAPK[3-

MKK7 KD exprimierte, zeigte keinerlei Aktivitdt im Bezug auf eine Phosphorylierung des c-
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Jun Substrates (Daten hier nicht dargestellt). Die Phosphorylierung von c-Jun durch SAPK[3-
MKK7 exprimierende Klone der induzierbaren Zelllinie konnte zusétzlich im Western Blot
bestétigt werden (Daten nicht dargestellt).

33 3 5 Klon
F -1F =1IF =1 Tet

(B | Myc-SAPKB-MKK7 (transient)

SAPKB-MKK?7 —» - =9 «Qppt. = IB: anti-Myc

SAPKB-MKK7 —» -
(Autophosphorylierung)

GST-c-Jun . ‘ﬂ IP: anti-Myc

(1-135aa)

Abb. 14: Konstitutiv-aktives SAPKB-MKK7 immunprazipitiert aus einer induzierbaren NIH 3T3 Tet-off
Zdlliniefahrt zu einer in vitro Phosphorylierung von c-Jun.

Drei unabhéngig isolierte Klone, die ale SAPKB-MKK?7 induzierbar exprimieren, wurden fur 48 h in der
Anwesenheit (+) bzw. Abwesenheit (-) von Tetrazyklin (2 pg/ml) unter 10% Serumbedingungen kultiviert. Nach
der Lyse wurde SAPKB-MKK7 mit einem anti-Myc Antikorper immunpréazipitiert (IP). Die Kinaseaktivitat
wurde anschlieffend in einem in vitro Immunokomplex Kinaseassay mit GST-c-Jun (Aminosauren 1-135) als
Substrat bestimmt. Der unterer Teil der Abbildung zeigt ein Autoradiogramm des Kinaseassays. Im oberen Teil
wurde die Expression bzw. die efolgreiche Immunprézipitation des Fusionsproteins auf der

Nitrozellulosemembran mit einem anti-Myc Antikérper kontrolliert.
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5.9 1n situ Lokalisation von SAPKB-MKK7in der NIH 3T3 Tet-off Zelllinie

Die Phosphorylierung von c-Jun setzt zwar das Vorhandensein einer nukledren Fraktion des
SAPK[-MKK?7 Fusionsproteins voraus (siehe Kapitel 5.3 und 5.8), um jedoch die Verteilung
von SAPKB-MKK7 in den Zellen des NIH 3T3 Tet-off Klon 3 sichtbar zu machen, wurden
diese fur 48 Stunden mit oder ohne Tetrazyklin kultiviert und anschlief3end mit einem Myc-
Antikorper angeféarbt. Aus Abb. 15 lassen sich dabei folgende Ergebnisse ablesen. Wie bereits
im vorangegangenen Kapitel erwahnt, kann das Vorhandensein von Tetrazyklin im Medium
die Expression von SAPK[3-MKK?7 nicht ganzlich unterbinden. Daher konnten auch in der
Tetrazyklin-behandelten Kultur einige, wenn auch schwach exprimierende, Zellen
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu erfolgte ein deutlicher Expressionsanstieg von
SAPKB-MKK7 in Zellen, die in Tetrazyklin-freiem Medium heranwuchsen. Hierbei handelt
es sich jedoch nicht um eine homogene Verteilung der Expressionshohe innerhalb der
Zellpopulation. Wahrend ca. 25-30% der Zellen SAPKB-MKK?7 in relativ hohen Mengen
produzierten, wurden ebenso schwach bis gar nicht exprimierende Zellen identifiziert. In den
schwécher exprimierenden Zellen konnte SAPKB-MKK7 dabei hauptsachlich im Nukleus
detektiert werden, wahrend hochexprimierende Zellen sowohl eine zytoplasmatische a's auch
nukledre Verteilung von SAPKB-MKK?7 zeigten.

Abb. 15: In situ Lokalisation des Fusionsproteins SAPK-MKK?7 in der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off
Zdllinie.

Zellen der SAPKB-MKK?7 exprimierenden, induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie (Klon 3) wurden 48 h mit
(+) bzw. ohne (-) Tetrazyklin (2 pg/ml) in Medium mit 10% Serum Kultiviert. Die Lokalisation von SAPK[3-
MKK7 in den Zellen erfolgte Uber eine Inkubation mit einem anti-Myc Antikorper gefolgt von einem
sekundéren Cy3-konjungierten anti-Maus Antikorper. Die verwendete Vergréfl3erung betrug 25x.
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5.10 Konstitutiv-aktives SAPK-MKK?7 induziert die morphologische Transformation
von NIH 3T3 Zellen und fordert das Wachstum dieser Zellen in Soft-Agar

Eine Beteiligung von SAPK/INK Kinasen an zellularen Transformationsprozessen wurden
bisher nur indirekt gezeigt (Davis 2000) (siehe auch Einleitung 2.3.3.4). Die Klonierung eines
aktivierten SAPK[3-MKK?7 erzeugte ein ideales Instrument, um die transformierende Funktion
von SAPK/INK direkt zu untersuchen und mehr Details Uber die daran beteiligten Prozesse
zu erfahren. Die Idee einer onkogenen Wirkung von aktiviertem SAPK/INK wurde durch
anfangliche Beobachtungen, in denen das Wachstum bzw. die Morphologie SAPKB-MKK7
exprimierender NIH 3T3 Tet-off Zellen Uber eine langere Zeitspanne hinweg protokolliert
wurde, weiter bestarkt. Eine Kulturdauer von 4 Tagen, in denen SAPK[-MKK?7 in den Zellen
des Klon 3 induziert wurde, reichte aus, um eine deutliche Veranderung ihres Phénotyps zu
verursachen (Abb. 16). Wahrend nicht-exprimierende (+ Tet) Zellen die fur NIH 3T3
charakteristische flache Zellmorphologie aufwiesen, induzierte die Expression von SAPK[3-
MKK?7 eine langliche, spindelférmige Zellgestalt. Jedoch besal3en nicht alle Zellen diese
morphologische Verdnderung. Ursache hierfir konnte zum einen die unterschiedliche
Expressionsmenge von SAPK[-MKK?7 innerhalb der Zellpopulation sein (siehe auch Kapitel
5.8), zum anderen spielte evtl. auch die Expressionsdauer eine Rolle. Erst die Expression von
aktiviertem von SAPK[3-MKK?7 Uiber mehrere Tage hinweg koénnte ausreichend sein, um die
Morphologie einer Zelle so gravierend zu verandern. Die morphologischen Verénderungen
der Zellen sind reversibel. Nachdem die SAPKB-MKK7 exprimierenden Zellen trypsiniert
und erneut unter subkonfluenten Bedingungen, nun jedoch in Anwesenheit von Tetrazyklin,
kultiviert wurden, induzierte dieses ausschliefdlich den Wildtyp-Phanotyp der NIH 3T3
Zellen. Die hier prasentierten Daten konnten ebenso mit einem zweiten unabhangigen
induzierbaren Klon bestétigt werden (Ergebnisse hier nicht gezeigt). Morphologisch
betrachtet sind SAPK3-MKK7-transformierte Fibroblasten eher mit Raf- oder MLK3-, als mit
Ras-transformierten NIH 3T3 Zellen zu vergleichen, welche einen eher gedrungenen runden
Phanotyp zeigen. Raf- oder MLKS3-transformierte Fibroblasten besitzen dagegen eine
aufféllig langgestreckte spindelformige Zellgestalt, wobei der Nukleus das Zellvolumen
nahezu komplett ausfullt (Hartkamp et a. 1999). Fir eine induzierbare konstitutiv-aktive C-
Raf Mutante (C-Raf-BxB-ER™) konnte gezeigt werden, dass die morphologische
Transformation hierbel innerhalb von 24 h erfolgte (Kerkhoff and Rapp 1997). Ein Ergebnis,
das das hohe onkogene Potential von Raf unterstreicht. Im Gegensatz dazu sind in SAPK[3-

MKK7-transformierten Zellen die morphologischen Veranderungen nur sehr schwach
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ausgepragt und wie bereits oben erwahnt erst nach vier Tagen Expression von SAPK-MKK7
in der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie deutlich zu erkennen. Diese Tatsache spricht
flr ein sehr geringes transformierendes Potential von SAPK[-MKK7 bzw. von SAPK/INK
Kinasen generell. Auch die transiente Transfektion von SAPK-MKK?7 fuhrte im Vergleich
zu SAPKB-MKK7 KD oder dem Leervektor haufig zu einer leichten Anderung der
Zellmorphologie. Oftmals fielen sie bel in situ Lokalisationsexperimenten durch die etwas
schlankere Zellgestalt auf. Diese Veranderung musste dabel innerhalb von 24 h (nach dem
Trypsinieren und Verteilen auf einzelne Deckglaschen) induziert worden sein (Daten nicht
dargestellt).

Abb. 16: Konstitutiv-aktives SAPKB-MKK7 induziert einen transformierten Phanotyp in NIH 3T3
Fibroblasten.

Gezeigt werden Fotos von SAPKB-MKK7 exprimierenden Zellen der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie
(Klon 3) nach vier Tagen Wachstum auf Petrischalen unter Vollserumbedingungen (10% Serum) mit (+) bzw.
ohne (-) Tetrazyklin (2 pg/ml) im Medium. Die ausgewahite Vergrof3erung betrug 20x.

Wurden oben beschriebene Zellexperimente Uber einen Zeitraum von insgesamt 24 Tagen
weiterverfolgt, so fuhrte die Expression von SAPK-MKK?7 in den NIH 3T3 Tet-off Zellen
zur Bildung von sog. Foci (,,Zellhaufen®) auf den Petrischalen, die sich aus proliferierenden
und morphologisch veranderten Zellen zusammensetzen (Abb. 17, - Tet). Fur die Ausbildung
solcher Foci missen Zellen, die fur adhdrent wachsende Zellen charakteristische
Kontaktinhibition verloren haben. Nur transformierte Zellen besitzen die Fahigkeit unter
bereits konfluenten Bedingungen in Schichten Ubereinander zu wachsen. Erste Ansétze fir
eine Focusformation lief3en sich dabei bereits nach etwa 12 Tagen beobachten. Betrachtet man
dasin Abb. 17 (- Tet) dargestellte Foto, so lassen sich am Rand des abgebildeten Focus noch
deutlich spindelformige Zellen ausmachen. Im Gegensaiz dazu, erkennt man auf der
Kontrollplatte (+ Tet) kleine flache Zellen, deren Zellgrenzen selbst nach 24 Tagen
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Wachstum noch gut zu unterscheiden waren (Abb. 17, + Tet). Aufgrund der Kontaktinhibition
stellten sie ihre Teilung ein. Vereinzelt lief3en sich jedoch auch hier Bereiche mit einer
hoheren Proliferationsrate lokalisieren, in denen Zellen ihr natirliches Aussehen verloren
hatten. Als Erklérung hierfir kann die nicht lickenlose Inhibierung der SAPKB-MKK7
Expression durch Tetrazyklin aufgefiihrt werden. Vermutlich spielen auch spontane
Mutationen innerhalb der Zellpopulation eine Rolle.

-Tet

Abb. 17: Uberexpression von SAPK3-
MKK?7 fuhrt zur Transformation von NIH
3T3 Tet-off Fibroblasten.

Gleiche Zellzahlen der induzierbaren
Zélllinie (Klon 3) wurden ausgesdt und fir
24 Tage in Vollmedium mit (+ Tet) bzw.
ohne (- Tet) Tetrazyklin (2 pg/ml) auf

Petrischalen herangezogen. Die Expression
von SAPKB-MKK7 in den Zellen, induziert + Tet
durch das Fehlen von Tetrazyklin in
Medium, fihrte zur Transformation einiger
Zellen und der daraus resultierenden Bildung
eines Focus (- Tet). Die photographische
Abbildung der Zellen wurde bel einer
Vergrofderung von 20x durchgefiihrt.

Die Zellen wurden zusétzlich mit einer Giemsa-Farbung auf den Platten angeféarbt. Abb. 18
zeigt NIH 3T3 Tet-off Zellen, die fur 24 Tage mit (+) oder ohne (-) Tetrazyklin kultiviert
wurden. Focis, entstanden aus morphologisch transformierten Zellen, sind al's kleine schwarze
Flecken zu erkennen. Festzuhalten bleibt dabei, dal? die Expression von SAPK3-MKK7, im
Gegensatz zu klassischen Onkogenen wie Ras oder Raf, nur zu einer Entwicklung von starken
Zellanhaufungen mit sehr kleinen Durchmessern fihrte. Im Vergleich dazu zeichnen sich
durch onkogenens Raf induzierte Foci vor alem durch ihr enormes Breitenwachstum aus
(siehe auch Detailausschnitt einer Platte mit durch v-Raf transformierter NIH 3T3 Zellen).
Statistische Analysen ergaben, dass von 8-10° ausgesiten Zellen im Durchschnitt 111.5 + 21.6
Foci pro Platte (O 9 cm) mit SAPKB-MKK7 exprimierenden Zellen (- Tet) ausgebildet
wurden. Wahrend bei gleicher Zellzahl im nicht-induzierten Zustand lediglich 77.5 £ 13.2
Foci gezahlt werden konnten. Als weitere Kontrolle dieser Ergebnisse sollte auch die
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Fahigkeit zur Focibildung von mit SAPKB-MKK7 transient transfizierten NIH 3T3 Zellen
Uberprift werden. Allerdings konnte bel diesem Versuchsansatz keine Focusformation
beobachtet werden. Parallele Platten, die nicht nach 24 Tagen mit Giemsa geférbt wurden,
dienten der Gewinnung von Proteinlysaten. In Western-Blot Analysen ergab sich hierbei, dass
die transient transfizierten Zellen ihre Fahigkeit, SAPKB-MKK7 zu exprimieren, verloren
hatten (Daten hier nicht dargestellt). Weitere Transformationsexperimente wurden mit zwei
SAPKB-MKK7 stabil exprimierenden NIH 3T3 Zelllinien durchgefuhrt, die fortwahrend
unter Selektionsbedingungen gehalten wurden. Wahrend ein Klon, der SAPKB-MKK7 nur in
geringen Mengen exprimierte, keine Focusbildung erkennen lief3, konnten bei einem zweiten
Klon, dessen Expressionsmenge um einiges héher lag, wenige, kleine Focis detektiert werden
(Daten hier nicht dargestellt). Aus diesen Resultaten kann geschlossen werden, dass nicht nur
hohe Mengen an aktiviertem SAPKB-MKK7 in den Zellen exprimiert werden missen, um die
Bildung von Foci zu induzieren, sondern die Zellen missen auch unter permanenter Selektion
stehen, um nicht von nicht-exprimierenden Zellen tUberwachsen zu werden. SAPKB-MKK?7
KD transient, stabil oder induzierbar in NIH 3T3 Zellen exprimiert, verursachte in keinem
Fall Focusformationen (Daten hier nicht gezeigt).

+ Tet

S

77.5 1 13.2 Foci pro Platte 111.5 T 21.6
(n=3)

Abb. 18: Giemsa Féarbung der durch die Expression von SAPK3-MKK7 erzeugten Foci.

810° Zellen der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie wurden fir 24 Tage unter Vollserumbedingungen
(10%) auf Petrischalen (O 9 cm) kultiviert. Abwesenheit von Tetrazyklin im Medium induzierte dabei die
Expression von SAPKB-MKK?7, wéhrend die Anwesenheit diese nahezu inhibierte. Pro Versuchsansatz (+ oder
— Tet) wurden jeweils drei parallele Platten mit der gleichen Anzahl an Zellen ausgesét. 24 Tage spéter erfolgte
die Giemsa Farbung. Die Auswertung fand unter dem Lichtmikroskop statt. Fir die statistische Darstellung der
Daten wurden der Mittelwert und die dazugehorige mittlere Standardabwei chung berechnet.
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Ein weiteres Charakteristikum transformierter Zellen stellt ihre Fahigkeit dar, in Soft-Agar zu
wachsen, da sie keine feste Oberfléache mehr benétigen, auf der sie sich anheften missen.
Soft-Agar Experimente weisen somit, im Vergleich zu Focusanalysen, die stringenteren
Versuchsbedingungen auf. Um zu Uberleben, muld das exprimierte Protein den Zellen
spezifische Eigenschaften verleihen und nur seine permanente Présenz garantiert ihr
Wachstum. Zu Beginn dieses Experimentes wurden 1000 Zellen der induzierbaren NIH 3T3
Tet-off Zelllinie in Soft-Agar enthaltenden Petrischalen ausgesat und mit (+) oder ohne (-)
Tetrazyklin versetztem Kulturmedium Uberschichtet. Fotos, nach 18 Tagen Wachstum
aufgenommen, belegen, dass SAPK[B-MKK7 exprimierende Zellen, im Vergleich zur
Negativkontrolle (unter + Tetrazyklin-Bedingungen), in der Lage waren, Kolonien in Soft-
Agar zu bilden (Abb. 19A). Statistisch gesehen wuchsen etwa 19.9% + 4.6 der ausplattierten,
SAPKB-MKK7 exprimierenden Zellen (- Tet) zu Kolonien heran. Im Gegensatz hierzu
wuchsen lediglich 5.4% * 0.6 der ausgesédten Zellen zu Kolonien heran, in denen die SAPK3-
MKK?7 Expresson durch die regelméfige Gabe von Tetrazyklin inhibiert worden war.
Vergleicht man hierbei die Koloniegrof3e mit der durch klassische Onkogene wie Ras oder
Raf erzeugten Kolonien, so falt vor alem der sehr kleine Durchmesser von SAPK[3-MKK7
induzierten Kolonien auf. Ein Indiz, welches abermals auf ein nur schwach transformierendes
Potential von SAPK/INK Kinasen hindeutet. Nicht alle anfangs ausgeséten Zellen, die unter
Tetrazyklin-freien Bedingungen kultiviert wurden, waren letztendlich zur Koloniebildung
fahig. Nur etwa 20% der urspriinglich eingesetzten Zellen konnten in Soft-Agar Uberleben
und proliferieren. Eine mogliche Erklarung fur dieses Ergebnis liefern die stark variierenden
Expressionen von SAPKB-MKK7 innerhalb der Zellpopulation (vgl. auch Kapitel 5.9).
Vermutlich sind hohere Mengen an konstitutiv-aktivem SAPK[-MKK7 in einer Zelle nétig,
um ihr Uberleben zu garantieren. Einzelne Kolonien, die aus dem Soft-Agar isoliert und in
Kultur genommen wurden, zeigten in Western-Blot Analysen enen relativ hohen
Expressionslevel fur SAPK[3-MKK?7 verglichen mit stabil exprimierenden Zelllinien (Daten
nicht dargestellt). Als zusétzliche Kontrolle wurden NIH 3T3 Fibroblasten transient mit
SAPKB-MKK7, SAPK[B-MKK7 KD, dem Leervektor pcDNA3 oder as Positivkontrolle mit
onkogenem v-Raf transfiziert und anschlief3end sieben Tage mit dem entsprechenden
Antibiotikum selektioniert, bevor sie auf die Soft-Agar Platten verteilt wurden (Abb. 19B).
Wéhrend die Expression von SAPK[3-MKK7 KD (3.0% % 1.3) und der Leervektor (6.1% +
2.8) nur in geringen Mal3en eine Koloniebildung hervorriefen, vermochten (13.3% + 2.6) der
SAPKB-MKK7 transient transfizierten Zellen Kolonien in Soft-Agar auszubilden. Ein
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Grolenvergleich mit v-Raf exprimierenden Zellen zeigte jedoch wiederum die schwach
transformierende Wirkung von SAPK[3-MKK?7.

A
19.9% t 4.6
Prozentzahl der Zellen,
Klon 3 die Kolonien ausbilden
(n=3)
5.4% T 0.6
B

SAPKB-MKK7 SAPKB-MKK7 KD

]
6.1% t 2.8 13.3% T 2.6 3.0% *t 1.3

Prozentzahl der Zellen,
die Kolonien ausbilden

(n=3)

Abb. 19: Zellen, die das konstitutiv-aktive Fusionsprotein SAPKB-MKK7 exprimieren, sind zur
Koloniebildung in Soft-Agar fahig.

A) 1000 Zellen der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie wurden in Soft-Agar enthaltenden Petrischalen (O 6
cm) ausgesit. Durch die regelméRige Uberschichtung des Agars mit frischem Tetrazyklin-haltigem Medium (2
pg/ml) wurde die Expression von SAPKB-MKK?7 in der Hélfte aler angesetzten Platten inhibiert (+ Tet). B)
NIH 3T3 Fibroblasten wurden mit Expressionsplasmiden fir SAPKB-MKK7, SAPKB-MKK7 KD, dem
Leervektor oder v-Raf transfiziert. Am néchsten Tag wurde jeweils 4/5 des Transfektionsansatzes auf eine
Petrischale (O 9 cm) ausplattiert. Nach einer Woche Selektion in Geneticin G418 (450 pg/ml) erfolgte das
Ausséden von je 5000 Zellen in Soft-Agar Platten. Fir die statistische Auswertung wurden sowohl fir A) as auch
B) 18 Tage nach Beginn des Soft-Agar Experimentes Kolonien mit einer Grof3e von mehr als 12 Einzelzellen
unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt. Die angegebenen Daten représentieren die Mittelwerte aus jeweils drei
parallelen Platten mit der dazugehdrigen Standardabweichung.
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5.11 SAPKB-MKK7 fihrt nur zu einer sehr schwachen Stimulation eines AP-1/Ets-1-

abhangigen Promotors

Cot und MLK3, zwel Aktivatoren der SAPK/INK Kaskade, und viele weitere Proteine mit
onkogenem Potential (wie beispielsweise aktiviertes C-Raf) sind in der Lage, die
Transkription von Promotoren mit AP-1/Ets Bindestellen zu regulieren (Bruder et al. 1992;
Wasylyk et al. 1998; Hagemann et a. 1999; Hartkamp et a. 1999). Um die Stérke des
transformierenden Potentials von SAPKB-MKK?7 besser einordnen zu kdnnen, wurde dessen
Fahigkeit die Transkription eines pB4X Luciferase Reporterkonstruktes zu aktivieren,
gemessen. pB4X (Wasylyk et al. 1998) beinhaltet vier Kopien des ORE (oncogene esponsive
element) aus dem Polyomavirus Enhancer, wobei jede der vier Kopien eine AP-1 Bindestelle,
die mit einer Ets-1 Bindestelle Uberlappt, besitzt (Wasylyk et al. 1998). Dieser Enhancer
wurde stromaufwérts (upstream) von mit einem Luicferase Gen fusionierten [3-Globin
Promotors inseriert. Verglichen mit dem Leervektor induzierte die Uberexpression von
SAPK[B-MKK7 in transient transfizierten HEK293 Zellen eine um den Faktor 5 gesteigerte
transkriptionelle Aktivierung des Reporterkonstruktes (Abb. 20). Die Werte fir die inaktive
Mutante SAPKB-MKK7 KD lagen auf dem Niveau der Vektorkontrolle. Uberexpression von
MLK3 diente als Positivkontrolle und fuhrte zu einem 22-fachen Anstieg der Transkription.
Dieses Experiment bestétigte nochmals, dass nur sehr schwach ausgeprégte, transformierende
Potential von SAPK[-MKK7 und zeigte, dass die Kinasedomane hierfir von essentieller
Bedeutung ist. Die fur MLK3 verifizierten Werte korrelierten gut mit denen von Hartkamp et
al. publizierten Ergebnissen (Hartkamp et al. 1999). Innerhalb dieser Studie fihrte die
Expression von aktiviertem C-Raf-BxB zu einer 36-fachen Induktion des Reporterkonstruktes
(Hartkamp et al. 1999).
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Abb. 20: SAPKB-MKK7 induziert eine schwache Transaktivierung des AP-1/Ets-1-abhangigen
Promoters.

HEK 293 Zellen wurden transient mit 0.5 pg pB4X Luciferase Reporterkonstrukt und 2 pg SAPKB-MKK?7,
SAPK[B-MKK7 KD oder dem Leervektor pcDNA3 kotransfiziert. Als Kontrolle wurden Zellen mit 2 pg KRSPA
Leervektor bzw. MLK3 oder deren inaktive Mutante MLK3 K144A analysiert. Nach 40 h in Medium mit 0.3%
Serum wurde der Luciferase-Assay ausgefihrt. Die Werte wurden dabei auf die durch einen Biorad-Kit
ermittelten Proteinkonzentrationen standartisiert. Die relative Luciferaseaktivitét bezient sich auf die
Luciferaseaktivitét der beiden Leervektoren, die jeweils auf den Wert '1' gesetzt wurden. Wiedergegeben sind die

Mittelwerte und dazugehdrigen Standardabwei chungen aus drei unabhangigen Transfektionsansétzen.

5.12 SAPK[-MKK7 Expression verursacht in NIH 3T3 Zellen die Zerstérung des F-
Aktin Zytoskeletts

Morphologische Verdnderungen von Zellen, wie sie im vorangegangenen Kapitel 5.10
vorgestellt wurden, sind mit Verdnderungen des Zytoskeletts verknipft (Rao and Cohen
1991). Kleine GTPasen der Rho-Familie spielen dabei eine essentielle Rolle. Rac und Cdc42,
die die Filopodien- und Lamellipodienformation regulieren sowie fur die Migration von
Zellen entscheidend sind, konnten as Aktivatoren von SAPK/INK Kinasen identifiziert
werden (Ridley and Hall 1992; Nobes and Hall 1995; Nobes and Hall 1999). Aufgrund dieser
Erkenntnisse lag es nahe zu untersuchen, ob auch aktiviertes SAPK3-MKK7 Veranderungen
des Zytoskeletts hervorrufen kann. Daher wurden in einem in situ Testsystem zum einen das
F-Aktin durch eine Phaloidinfarbung markiert (grin), zum anderen wurde paralel in den
gleichen Zellen die Expression von SAPKB-MKK7 durch einen Myc-Antikorper kontrolliert
(rot). Es zeigte sich, dass in induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zellen (Klon 3), die 48 Stunden in
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Abwesenheit von Tetrazyklin wuchsen, die Ausbildung der einzelnen Aktinstressfasern stark
beintrachtigt war (Abb. 21A - Tet). Je nach Expressionsmenge der aktivierten SAPKB-MKK7
Kinase und/oder Expressionsdauer, erfolgte hierbel eine totale oder zumindest teilweise
Zerstorung des Aktinskeletts. Maximale Degradation konnte nur bel einem sehr hohen
Expressionslevel von SAPKB-MKK7 verzeichnet werden. Im Gegensatz dazu blieb das
Aktingertst in nicht-exprimierenden Zellen intakt (Abb. 21A + Tet). Die in Kapitel 5.10
erwahnten Soft-Agar Klone, die SAPKB-MKK7 exprimieren, zeigten ebenfalls das gleiche
Verhalten (Daten nicht dargestellt). Diese Ergebnisse lief3en sich zusétzlich in mit SAPK[3-
MKK7 oder SAPKB-MKK7 KD transient transfizierten NIH 3T3 Zellen bestétigen (Abb.
21B). Abermals konnte die Expression von SAPKB-MKK7 die Aktinskelettausbildung
deutlich vermindern bzw. vollsténdig unterbinden, wéahrend die Expression von SAPK[3-
MKK7 KD ohne Folgen fur den Zustand des Aktingerists blieb. Auch die Koexpression von
SAPKB zusammen mit aktiviertem CotAC oder MLK3, beides Aktivatoren von SAPK[3
(Hagemann et al. 1999; Hartkamp et al. 1999), fuhrte zur Zerstorung des Aktin-Zytoskeletts
(Abb. 21B). Die alleinige Transfektion von konstitutiv-aktivem MKK7 (S3E) hingegen fihrte
nur selten zur Reduktion bzw. zu einer kompletten Degradation des Aktin-Zytoskel etts (Abb.
21B). Da MKK7 (S3E) ds relativ schwacher Aktivator endogener SAPK/INK Kinasen gilt
(belegt in eigenen Western-Blot Analysen, sowie durch Ergebnisse aus dem Labor von M.
Kracht, personliche Mitteilung), sind vermutlich auch die auf das Zytoskelett einwirkenden
Aktivitéten endogener SAPK/INK Kinasen entsprechend schwach ausgepragt. Koexpression
von MKK7 (S3E) mit SAPK[( hingegen induzierte mit CotA und MLKS3 vergleichbare
Degradationen der F-Aktinstressfasern (Abb. 21B). Transfektion einer inaktiven MKK7
(S3A) Mutante fuhrte zu keiner Beeintrachtigung der Zytoskelettformation (Abb. 21B).

Abb. 21: Konstitutiv-aktives SAPKB3-MKK7 verursacht eine Zerstorung des Aktin-Zytoskeletts von NIH
3T 3 Fibroblasten.

A) Induzierbare NIH 3T3 Tet-off Zellen wurden fur 48 h mit (+) bzw. ohne (-) Tetrazyklin (2 pg/ml) in
Vollmedium kultiviert, bevor die in situ Immunofluoresenzanalyse erfolgte. B) NIH 3T3 Zellen wurden transient
mit den angegebnen Expressionsplasmiden transfiziert und 48 h spéter in in situ Immunfluoreszenzanalysen
untersucht. In A) und auch B) wurden SAPKB-MKK7, SAPKB-MKK7 KD oder SAPK[ in den Zellen mit Hilfe
eines anti-Myc Antikorpers lokalisiert, der von einem Cy3-konjungierten anti-Maus Antikorper sichtbar gemacht
wurde (rot). Der Einsatz von FITC-Phalloidin markierte spezifisch das Aktin-Zytoskelett (griin). Die Expression
aler Gbrigen, transfizierten Konstrukte wurden in Western-Blot Analysen Uberprift. (Abb. siehe néchste Seite)
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5.13 Erfordert die Degradation des F-Aktin-Zytoskeletts in NIH 3T3 Fibroblasten die
nukledrer Lokalisation von SAPKB3-MKK7?

Nachdem im vorangegangen Kapitel beschriebenen Befund einer durch die Expression von
SAPK[B-MKK?7 induzierten Zerstorung des Aktin-Zytoskelett stellte sich nachfolgend die
Frage, Uber welche spezifischen Zielproteine der SAPK/INK Kinasen dieser Effekt vermittelt
wird. Diese Frage konnte im Rahmen der Doktorarbeit nicht beantwortet werden und bedarf
weiterer intensiver Analysen unter Zuhilfenahme von z.B. Microarray-Techniken oder Two-
Hybrid Methoden, um durch SAPKB-MKK7 regulierte Gene bzw. bislang unbekannte
Interaktionspartner zu ermitteln. Wie jedoch in der Einleitung bereits erwahnt, kdénnen
Zielproteine von SAPK/INKs in zwei Kategorien aufgeteilt werden. Neben zytoplasmatischen
Substraten und Interaktionspartner existieren auch nukleéren Zielproteine. Meist handelt es
sich hierbei um Transkriptionsfaktoren, die die Funktion von SAPK/INKs bei der
Genregulation vermitteln. In enem ersten Schritt wurde daher untersucht, ob
zytoplasmatische bzw. nukledre Interaktionspartner von SAPK[3-MKK?7 die Degradation des
F-Aktin-Zytoskeletts verursachen. Nukledre Proteine erfordern die Kerntransokation von
SAPK[B-MKK7. Um diese Lokalisation von Kkonstitutiv-aktivem SAPK[( jedoch zu
unterbinden, wurden NIH 3T3 Fibroblasten mit JP-1 sowie SAPKB-MKK7 oder SAPK[3-
MKK7 KD kotransfiziert und mit Hilfe von Immunfluoresenzfarbungen das Zytoskelett
analysiert. JIP-1 dient a's Brickenprotein innerhalb der SAPK/INK Kaskade und sorgt fir die
exakte, rasche Weiterleitung von Signalen (Dickens et al. 1997) (siehe Einleitung Kapitel
2.4). Uberexprimiert, verhindert es nicht nur die effiziente Aktivierung von SAPK/INKS
(Dickens et a. 1997), sondern auch die Translokation von aktiviertem SAPK[ (vgl. auch
Kapitel 5.3). Bel der Kotransfektion von JIP-1 mit SAPKB-MKK?7 wurden folglich jene
Zellen fur die Untersuchung herangezogen, in denen die Lokalisation des Fusionsprotein
ausschliefdlich auf das Zytoplasma beschrénkt war. Betrachtete man das Aktin-Zytoskelett
dieser Zellen, so konnte festgestellt werden, dass es trotz SAPKB-MKK7 Expression normal
entwickelt war (Abb. 22). Der oben beschriebene Effekt des aktivierten Fusionsproteins auf
die F-Aktinstressfasern konnte also durch die Beschrankung der Lokalisation auf das
Zytoplasma eindeutig inhibiert werden. Folglich wéren nuklegre Proteine fir die Vermittiung
des Zytoskel ettphanotyps notwendig. Koexpression von JIP-1 und SAPKB-MKK7 KD als
auch die alleinige Uberexpression von JIP-1 in Fibroblasten hatten keinerlei Einflu auf das
Aktin-Zytoskelett. Parallel wurde auch statt des vollsténdigen JIP-1 Proteins die isolierte
JNK-bindende Domane (JBD) fir dieses Experiment eingesetzt. Hierbei zeigte sich jedoch,
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dass es nicht moglich war, durch die Koexpression von JBD die Lokalisation von aktiviertem
SAPKB-MKK7 ausschliefdich auf das Zytoplasma zu beschranken. Wenn auch in seiner
Menge deutlich reduziert, konnte auch weiterhin aktiviertes SAPKB im Nukleus lokalisiert
werden, weshalb die F-Aktinstressfasern dieser Zellen ganz fehlten bzw. in ihrer Zahl stark
reduziert waren (Daten nicht gezeigt).

Um Informationen Uber die Geschwindigkeit der SAPKB-MKK7-induzierten
Aktindegradation zu erhalten, wurde der SAPK/INK Aktivator Arsenit verwendet. Hierbel
ergaben sich in NIH 3T3 Zéllen, die 24 Stunden vor der Induktion mit Arsenit (500 uM fir
eine Stunde) mit Niedrigserumkonzentrationen kultiviert wurden, keine morphologischen
Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts (Daten hier nicht dargestellt). Parallel wurde auch der
Einfluld einer 24-stindigen Stimulation mit Arsenit (die Konzentration betrug 35 pM)
analysiert. Viele der betrachteten Zellen zeigten hierbei ein komplett zerstortes Zytoskel ett
(Daten hier nicht abgebildet). Allerdings handelt es sich bei dem gewahlten Aktivator Arsenit
um keinen Stimulus der spezifisch nur den Signalweg induziert, der zu einer Aktivierung von
SAPK/INKs fuhrt. Beispielsweise wird auch der p38 MAP Kinase Signaltransduktionsweg
stimuliert. Des Weiteren kénnen toxische Effekte nach einer Langzeitwirkung von Arsenit auf
die Zellen nicht ausgeschlossen werden, da sich insgesamt der morphol ogische Phanotyp der
Zellen verandert hatte. Eine paralele Analyse der Kinaseaktivitét von SAPK/INKs Uber den
Zeitraum von 24 Stunden nach Arsenitstimulierung wurde nicht durchgefihrt. Literaturdaten
demonstrierten jedoch eine anhaltende Stimulierung von JNK1-3 innerhalb der ersten 0.5-20
Stunden nach Zusatz von 10uM Arsenit (Namgung and Xia 2000).
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Abb. 22: Die nukledre Lokalisation von SAPKB3-MKK?7 in NIH 3T3 Fibroblasten kdnnte essentiell fir eine
Degradation des Aktin-Zytoskeletts sein.

2:10° NIH 3T3 Zellen wurden mit Expressionsplasmiden kodierend firr Flag-JIP-1 aleine (aleine: 1.5 pg; in
Kotransfektion: 1 pg) oder in Kombination mit Myc-SAPKB-MKK7 bzw. Myc-SAPKB-MKK7 (je 0.5 ug)
transfiziert. Die Zellen wurden in Medium mit einer Konzentration von 10% Serum kultiviert, bevor sie fir in
situ Lokalisationsstudien verwendet wurden. Der Nachweis der SAPK(B-MKK7 bzw. SAPKB-MKK7 KD
Expression erfolgte mit einem anti-Myc Antikorper, gekoppelt mit einem Cy3-konjungierten sekundéren
Antikorper. Ausbildung des F-Aktin-Zytoskeletts wurde mit FITC-Phalloidin analysiert. Die Expression von
Flag-JP-1 wurde im Western-Blot Uberprift (Daten hier nicht abgebildet). Die verwendete VergrofRerung betrug
40x.

Bel JP-1 handelt es sich um ein Brickenprotein (scaffold) des SAPK/INK
Signalstransduktionsweges, das mehrere Komponenten der Kaskade zu binden vermag
(Dickens et al. 1997) (siehe auch Einleitung 2.4). Dabei ist der Mechanismus dem die
Komplexbildung zwischen den SAPK/INK Kaskaden Mitgliedern und JIP-1 zugrunde liegt,
sowie dessen Regulation, vollig unverstanden. In vielen Studien wird die Uberexpression von
JP-1 oder dessen isolierte JINK-bindende Doméane (JBD) benutzt, um die Aktivierung der
SAPK/INK  Kaskade und die daraus resultierende  Phosphorylierung  von
Transkriptionsfaktoren zu unterbinden. Es wird angenommen, dass die Uberexpression von
JP-1 die Ausbildung von funktionstiichtigen Multienzymkomplexen verhindert und
SAPK/INKs im Zytoplasma zuriickhélt (Dickens et a. 1997). In Abb. 9 wurde gezeigt, dass
die Uberexpression von JIP-1 die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Jun durch
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SAPKB-MKK7 verhindert. Ergebnisse aus Abb. 22 demonstrierten zusétzlich, dass die
Uberexprimierung von JIP-1 fiir eine auf das Zytoplasma beschrankte Lokalisation von
SAPKB-MKK7 verantwortlich war. Folglich lag es nahe anzunehmen, dass JIP-1 auf
unbekannte Weise den Transport von aktivierten SAPK/INKs verhindert. Erst kirzlich konnte
jedoch auch gezeigt werden, dass ein aus 21 Aminosauren bestehendes Peptid der JBD von
JP-1, as Inhibitor aktivierter SAPK/INKSs in vitro fungieren konnte (Barr et al. 2002). In
transienten Transfektionsexperimenten sollte daher der Einflu® von JIP-1 bzw. JBD auf die
Aktivitét von SAPK[-MKK7 analysiert werden. NIH 3T3 Zellen wurden transient mit den in
Abb. 23A/B genannten Expressionsplasmiden transfiziert. Einflisse von Wachstumsfaktoren
auf Signalkaskaden wurden verhindert, indem die Zellen 24 Stunden vor der Préparation der
Proteinlysate mit nahezu serumfreien Medium (0.05%) versetzt wurden. Die Analyse im
Western-Blot mit Hilfe eines phospho-JNK Antikorpers ergab eine klare Reduktion der
Phosphorylierung von SAPK[ innerhalb des Fusionsproteins, sobald dieses mit JIP-1 bzw.
dessen isolierter INK-bindenden Doméne (JBD) koexprimiert wurde (Abb. 23A Spur 6 und
4). Kotransfektion zusammen mit dem entsprechendem Leervektor fihrte dagegen zu einem
deutlich aktivierten Fusionsprotein (Abb. 23A Spur 5). Eine leichte Reduktion der Expression
beider Fusionsproteine (Abb. 23A Spur 6 und 3; a-Myc Blot) durch die Kotransfektion mit
JP-1 kann allerdings nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Um den resultierenden
Aktivitéatsverlust von SAPK-MKK?7 zu demonstrieren, wurde als spezifisches Substrat die
MAPKAP Kinase 3pK (MAPKAPK3) verwendet, da sie ein zytoplasmatisches Zielprotein
aktivierter SAPK/INKs darstellt (Ludwig et al. 1996) (Abb. 23B). Die Verwendung eines
phospho-MAPKAP Kinase2 (MAPKAPK?2) Antikorpers, der allerdings auch phosphoryliertes
3pK erkennt, zeigte hierbei deutlich die Inhibierung der Phosphoryliung von 3pK, sobald sie
zusammen mit SAPK-MKK?7 und JIP-1 bzw. JBD kotransfiziert wurde (Abb. 23B Spur 2, 6
und 7). Im Gegensatz hierzu verursachte die Verwendung des SAPK/INK und p38 Stimuli
Arsenit eine eindeutige Phosphorylierung von 3pK (Abb. 23B Spur 4). Gleiches traf auch fir
die Koexpression von 3pK zusammen mit SAPKB3-MKK7 zu (Abb. 23B Spur 3 und 5). Mit
Hilfe eines anti-Flag Antikorpers sollte die Expression des Flag-getaggten JIP-1 Proteins
nachgewiesen werden. Dabel zeigte sich, dass die Koexpression mit SAPKB-MKK?7 zu einem
leichten zusétzlichen 'Shift' von JIP-1 fihrte, der als Zeichen fir eine Phosphorylierung
gewertet werden kann (Abb. 23A Spur 6). Bei Kotransfektion zusammen mit dem inaktiven
Fusionsproteins (Abb. 23A Spur 3) oder dem Leervektor (hier nicht dargestellt), erfolgte
keine Phosphorylierung von JIP-1. Die Beobachtung, dass JIP-1 durch seine MAPK
SAPK/INK phosphoryliert werden kann, wurde bereitsin einer Publikation von Dickens et al.
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beschrieben (Dickens et a. 1997) Die physiologische Funktion dieser Phosphorylierung ist
allerdings vollkommen unbekannt. Zusammenfassend &3t sich aus diesen Daten die folgende
Hypothese entwickeln: aktiviertes SAPK[3-MKK?7 bindet an JIP-1 und phosphoryliert dieses,
wodurch nachfolgend SAPK-MKK7 durch JIP-1 inaktiviert wird. Somit beeinflussen JIP-1
bzw. JBD nicht den direkten nukledren Translokationsprozess von aktiviertem SAPK[-
MKK7, sondern SAPKB-MKK7 verbleibt vielmehr deshalb im Zytoplasma, da seine
Phosphorylierung durch JIP-1 aufgehoben wurde. Insgesamt betrachtet, erlauben diese neuen
Daten keine konkreten Aussagen, Uber die Notwendigkeit von nukledgrem aktiviertem
SAPK[B-MKK7 bei der Degradation des F-Aktin-Zytoskel etts, zu formulieren. Die in Abb. 22
dargestellten Ergebnisse sind daher mit einem grof3en Fragezeichen zu versehen und bedtirfen
weiterer Experimente, um den Sachverhalt vollstandig kléren zu kénnen!

Abb. 23 Die Koexpression von JIP-1 bzw. JBD inhibiert die Kinaseaktivitat von SAPK3-MKK?7.

2:10° NIH 3T3 Zellen wurden mit Expressionsplasmiden kodierend fiir Flag-JIP-1, HA-JBD, Myc-SAPKp-
MKK7, Myc-SAPKB-MKK7 KD und GST-3pK transfiziert (je 0.5 pg). Um konstante DNA-Mengen zu
transfizieren, wurde gegebenenfalls mit Leervektor (pcDNA3) ausgeglichen. Einfliisse von Wachstumsfaktoren
auf Signalkaskaden wurden verhindert, indem die Zellen 24 Stunden vor der Prgparation der Proteinlysate mit
nahezu serumfreien Medium (0.05%) versetzt wurden. A) Der Nachweis Uber die Phosphorylierung von
SAPK[B-MKK7 erfolgte mit einem anti-phospho-JNK Antikorper. Fir die nachfolgenden Expressionskontrollen
wurde der Antikorper jeweils mit Stripping-Puffer von der Nitrozellulosemembran entfernt und der Blot
anschlieffend mit einem anti-Myc Antikérper inkubiert, um die Expression von SAPKB-MKK7 und dessen
inaktiver Form nachzuweisen. Des Weiteren wurde auf dieser Membran die Expression von JP-1 mit Hilfe eines
anti-Flag Antikorpers analysiert. Als Ladungskontrolle wurde ein zusétzliches Gel mit gleichen Proteinmengen
beladen und die Nitrozellulosemembran mit einem anti-Cdk4 Antikorper inkubiert. B) Der Nachweis von
phosphorylierter 3pK erfolgte mit Hilfe eines anti-phospho-MAPKAPK2 Antikorpers. Als Kontrolle dienten
hierbei NIH 3T3 Zellen die mit GST-3pK transfiziert und mit Arsenit (500uM, 45 min) stimuliert wurden.
Nachfolgend wurde der Antikorper von der Membran abgel6st und diese dann mit einem anti-3pK Antikorper

inkubiert, um dessen Expression nachweisen zu kénnen. (Abb. siehe néchste Seite)
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5.14 Konstitutiv-aktives SAPK B induziert die Tumorbildung in vivo

Vorangegangene Experimente demonstrierten ein schwach transformierendes Potential fir
SAPKB-MKK7. Um dessen in vivo Tumorgenizitét zu analysieren, wurden ein SAPK[3-
MKK?7 stabil exprimierender Zellpool von NIH 3T3 Fibroblasten beidseitig subkutan in die
Flanken einer Nacktmaus injiziert. Da diese Tiere keinen Thymus besitzen, kdnnen fremde
Zellen auch nicht vom korpereigenen Immunsystem abgestof3en werden. Dieses Experiment
wurde im Rahmen einer Kooperation mit Dr. lllert aus der Chirurgischen Klinik und
Poliklinik der Universitédt Wirzburg durchgefihrt. 36 Tage nach Injektion der Zellen konnte
die Entwicklung eines sehr flach angelegten Tumors registriert werden (Durchmesser zu
diesem Zeitpunkt etwa 7 mm) (Abb. 24). Obwohl beidseitig je 3 Millionen Zellen in die Maus
injiziert wurden, kam es nur auf einer Seite zur Tumorbildung, wobel es sich jedoch um kein
auRergewohnliches Phanomen handelte (unveréffentlichte Ergebnisse aus dem Arbeitskreis
von Dr. lllert). Die Tumorentstehung in Mausen, ausgelost durch akut transformierende
Onkogene wie beispielsweise v-Raf, ist in zahlreichen Publikationen beschrieben worden
(Ubersichtsartikel siehe: Hampton et al. 1990). v-Raf transformierte NIH 3T3 Zellen wurden
daher als Positivkontrolle in eine zweite Maus gespritzt. Bel dieser Maus konnte bereits nach
17 Tagen eindeutig die beidseitige Tumorformation festgestellt werden. Nach weiteren acht
Tagen musste die v-Raf Maus aufgrund der Tumorgrof3e getotet werden. Als Negativkontrolle
wurden nicht-transformierte NIH 3T3 Fibroblasten in eine dritte Maus injiziert. Diese Maus

zeigte auch nach Uber vier Monaten keine Tumorformation.

Abb. 24: Tumorwachstum in einer
Nacktmaus, induziert durch die Injektion
eines SAPK-MKK?7 stabil exprimierenden
Poolsan NIH 3T3 Zellen.

2:10° NIH 3T3 Zellen wurden mit 1.5 ug des
Expressionsplasmid pcDNA3: Myc-SAPK[3-
MKK?7 transfiziert und fir 2 Wochen in
Anwesenheit von G418 selektioniert. Nach

dem Trypsinieren der Zellen wurden sie
einmal in PBS gewaschen und anschlief3end in neuem PBS aufgenommen. Jeweils 3 Millionen Zellen wurden
pro Mausflanke subcutan injiziert. 36 Tage spéter konnte die beginnende Formation eines Tumores beobachtet
werden. Die photografische Aufnahme der Nacktmaus erfolgte 40 Tage nach der Injektion. Die Vorgehensweise
bei zwel weiteren Nacktmausen, die mit Wildtyp NIH 3T3 Zellen bzw. mit durch EHneo: v-Raf transfizierte und
selektionierte Fibroblasten injiziert worden waren, entsprach den oben genannten Bedingungen (Daten sind
jedoch hier nicht dargestellt).
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48 Tage nach der Zellinjektion wurde der Tumor aus der SAPKB-MKK7 Nacktmaus
entnommen, wobei dieser jedoch noch keine Grof3e erreicht hatte, die eine Tétung des Tieres
aus ethischen Gesichtspunkten dringend erforderlich machte. Der Tumor zeigte neben
Verwachsungen mit den Rippen des Tieres ein auffallend stark ausgepragtes Gefal3systems
(Abb. 25). Bel den durch v-Raf induzierten Tumoren handelte es sich um infiltrierende, nicht
eingekapselte Tumoren (Daten hier nicht abgebildet).

Abb. 25: Préaparation des SAPKB-MKK7-induzierten
Tumorsausder Nacktmaus.

48 Tage nach der Zellinjektion wurde der SAPKB-MKK7
induzierte Tumor aus der Nacktmaus enthommen. Deutlich zu
erkennen ist die stark ausgepragte Gefdlversorgung des

Tumors.

Stiicke des SAPKB-MKK7 Tumors wurden fur die Gewinnung von Tumorzellen eingesetzt.
Die Zellen konnten hierbei ohne Wachstumsprobleme in Kultur genommen werden (selbst die
permanente Selektion mit G418 stellte fur sie kein Problem dar) und zeigten normale
Proliferationsraten. Im Vergleich zu einer Wildtyp NIH 3T3 Fibroblastenlinie fielen sie vor
allem durch ihren extrem transformierten Phanotypen auf (Abb. 26). Die Zellen wiesen
durchgehend eine langgesteckte, spindelférmige Gestalt auf und sind durchaus mit der
Morphologie von v-Raf transformierten Zellen vergleichbar (Abb. 26). Im Gegensatz dazu
war das Aussehen von SAPKB-MKK7 exprimierenden NIH 3T3 Zellen, die aus Soft-Agar
Klonen gewonnen wurden oder Zellen der induzierbaren NIH 3T3 Tet-Off (siehe auch

Kapitel 5.10), vergleichsweise schwach morphologisch verandert.
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Tumorzellen
NIH 3T3: SAPKB-MKK7 NIH 3T3 NIH 3T3: v-Raf

Abb. 26: Photografische Aufnahme der aus dem SAPK 3-M KK 7-induzierten Tumor kultivierten Zellen.
Kleine Stlickchen des Tumors wurden einmal in PBS gewaschen, unter sterilen Bedingungen mit dem Stempel
einer Einwegspritze zerquetscht und anschliellend auf eine 24-Well Platte verteilt. Als Kulturmedium wurde
DMEM Medium mit 10% Serum verwendet. Zum Vergleich sind zusétzlich Zellen einer EHneo: v-Raf NIH 3T3
Fibroblastenlinie sowie Wildtyp NIH 3T3 Zellen dargestellt.

Tumorzellen wurden vor Beginn weiterfihrender Experimente expandiert, um in ihnen die
Expression von SAPK[-MKK?7 kontrollieren zu konnen. Der Nachwels erfolgte primér Uber
eine PCR Anayse. Chromosomale DNA aus Primérzellen, die in An- bzw. Abwesenheit von
G418 wuchsen, wurde mit Hilfe des ,,QlAamp Tissue Kits* isoliert. In der nachfolgenden
PCR Reaktion sollte die Anwesenheit von MKK7, welches fur die Klonierung des konstitutiv
aktiven Fusionskonstruktes SAPK[B-MKK7 eingesetzt worden war, mit zwei spezifischen
Primern kontrolliert werden, die ebenfalls bereits bei der Klonierung Verwendung fanden.
Wie aus Abb. 27 zu ersehen, fihrte die isolierte genomische DNA aus den Tumorzellen (mit
oder ohne G418 Selektion) in beiden Fallen zur Amplifikation des 1020 bp grofen MKK7
Fragmentes (Abb 27 Spur 2 und 3). Als Positivkontrolle wurde chromosomale DNA aus
SAPK[B-MKK7 stabil exprimierenden NIH 3T3 Zellen verwendet, die nach Soft-Agar
Experimenten in Kultur genommen worden waren (vgl. Kapitel 5.10). Im Gegensatz dazu
konnte das spezifische MKK7 Fragment nicht aus isolierter DNA von Wildtyp NIH 3T3
Zellen (= Negativkontrolle) amplifiziert werden (Spuren 4 und 5).
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Abb. 27: PCR Nachweis von SAPKB-MKK7 im
Tumor gewebe.

Jeweils 2.10° Zellen wurden fir die Isolierung von
chromosomaler DNA mittels des ,QlAamp Tissue Kits* von
Qiagen bereitgestellt. Als weitere Positivkontrolle wurde
Plasmid-DNA des Expressionsvektors Myc-SAPK[3-MKK?7
benutzt. Die PCR Ansédtze wurden nach den Angaben der
Hersteller der Tag-Polymerase zusammenpipettiert. Als
spezifische Primer dienten 'MKK7-up (mouse; N-Ter)' sowie
'MKK7-low" (fur die genauen Sequenzen: siehe Material und
Methoden 3.1.9). Die gewdhlte Annealing-Temperatur betrug
70°C und die Elongationszeit wurde auf 90 s festgelegt.

Tumorzelllinie (Myc-SAPKB-MKK?7): mit G418 Selektion

Tumorzelllinie (Myc-SAPKB-MKK?7): oh. Selektion

NIH 3T3: Myc-SAPKB-MKK?7 (Positivkontrolle)
NIH 3T3: {(Negativkontrolle)

pcDNA3: Myc-SAPKB-MKK7 (Plasmid-DNA)

.

o
o
°
&
Q
-~
-

Nachfolgend wurden die PCR Ansétze mit DNA-Ladepuffer
versetzt und jewells 10 pl der Aliquots auf ein 1% Agarosegel
geladen.

1600 bp —

MKK7 &
(1020 bp)

Neben des Nachweises von SAPK[-MKK7 in den Tumorzellen wurden zusétzlich kleine
Tumorstiicke der Nacktmaus in RIPA-Puffer lysiert, um die Expression des Fusionsproteins
im Western-Blot zu analysieren (Abb. 28). Zu einem wurde hierbei ein Teil des RIPA Lysates
direkt mit Laemmli-Puffer versetzt, aufgekocht und somit Totallysate hergestellt (siehe rechte
Hélfte des Western-Blots). Zum anderen wurden Immunpréazipitationen mit einem anti-Myc
Antikorper durchgefuhrt, um Myc-SAPK[B-MKK7 gezielt aus den RIPA Lysaten zu
prazipitieren (Spur 1). Mit beiden Versuchsansdizen konnte eindeutig die Expression von
SAPKB-MKK7 im Tumorgewebe belegt werden. Das Vorhandensein des Fusionsproteins
SAPKB-MKK?7 konnte zusdtzlich auch aus Proteintotallysaten der Tumorzelllinie

nachgewiesen werden (Daten hier nicht gezeigt).
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Abb. 28: Expressionsnachweis von SAPK3-MKK7im Tumorgewebe der Nacktmaus.

Kleine Tumorstucke der SAPKB-MKK7 bzw. v-Raf Nacktméuse wurden in RIPA lysiert. Ein Teil der Lysate
wurde fur Immunoprézipitationen verwendet, bei denen die Kopplung von Myc-SAPK[3-MKK7 an Protein A-
Agarose Kigelchen mit Hilfe eines anti-Myc Antikorpers erfolgte (Spur 1 und 2). Daneben wurde RIPA-Lysat
direkt in Laemmli-Puffer aufgekocht, um Totallysate aus dem Tumorgewebe zu generieren (rechter Teil des
Blots). Als Expressionskontrollen dienten mit dem Leervektor pcDNA3 bzw. mit pcDNA3: Myc-SAPK3-MKK?7
transfizierte und in Laemmli-Puffer lysierte NIH 3T3 Fibroblasten (Spur 3 und 4). Der Immunoblot erfolgte mit
einem anti-Myc Antikorper.

Fur die histologische Anayse der SAPKB-MKK7 bzw. v-Raf induzierten Tumore wurde von
weiteren Tumorstiicken in Zusammenarbeit mit Tamara Potapenko und Alla Gancher (beide
Mitarbeiter des MSZ) Paraffinschnitte hergestellt und mit Eosin- und Hamatoxylin angefarbt.
Dr. Axel Greiner (Pathologisches Institut, Wurzburg) Ubernahm die pathologische
Begutachtung der Schnitte (Abb. 29): Beim v-Raf Tumor (Abb. 29A) handelte es sich um ein
hoch proliferierendes Fibrosarkom, das invasiv ins peritonede Fettgewebe einwuchs.
Aufféllig war vor alem das Vorkommen von fischzugartigen (spindelférmigen)
Tumorverbénden. Die Zellen wiesen hierbei 6-8 Mitosen pro HPF (high power field) auf (zum
Vergleich: gutartiges Gewebe darf nicht mehr als 2 Mitosen pro HPF zeigen). Ein Wert, der
somit die hohe proliferierende Aktivitdét des Tumorgewebes widerspiegelt. Da die
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Vaskularisierung des Tumorgewebes gleichmdaldig angelegt worden war, konnten deshalb
wahrscheinlich auch keine Nekrosen festgestellt werden. Im direkten Vergleich dazu, war der
durch die Expresson von SAPK[B-MKK?7 induzierte Tumor (Abb. 29B) viel stérker
vaskularisiert. Der Fachmann spricht hierbel auch von , pathologischen Geféf3en“. Es lief3en
sich sowohl viele grol3e, weit verzweigte Gefél3e ausmachen, daneben konnten auch viele
kleinste Kapillaren entdeckt werden. Aufféllig ist vor alem das dabel ausgebildete irregulédre
Verzweigungsnetz. Aufgrund der nicht optimalen Gefdldversorgung erfolgte eine
Mangelversorgung von Zellen innerhalb des Gewebes. Insgesamt zeigte der Tumor ein
heterogenes Wachstumsprofil. Neben zelldichteren (lobulierten) Abschnitten existieren auch
zellarmere Bereiche. Eine unregelméllige Verteilung bestand auch beim Verhdtnis
Tumorgewebe zu Binde-(Begleit-) gewebe. Deutlich Gberwog die Existenz von Bindegewebe.
Selbst die Zellgrundstruktur ist im Vergleich zu v-Raf Tumorzellen veréndert. Statt der
Spindelstruktur herrschten im SAPKB-MKK7-induzierten Tumor kleine, dafir kompaktere
Zellen vor, die auch deutlich weniger Mitosen pro HPF aufwiesen. Die Ursache fur die
auftretenden Heterogenitéten innerhalb des SAPKB-MKK7 Tumors konnte in der
Verwendung eines transfizierten Zellpools (statt einer klonalen Zelllinie) zu suchen sein.
Zwar <sollten die injizieten NIH 3T3 Zellen aufgrund der verwendeten
Selektionsbedingungen  alle  SAPKB-MKK7  exprimieren, alerdings kann die
Expressionsmengen von Zelle zu Zele sehr differieren, was ua in in Situ

L okalisationsexperimenten oder Focusformationsanalysen beobachtet werden konnte.
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A

Abb. 29: Histologische Analyse des SAPK B-M KK 7-induzierten Tumor gewebes.
Stiicke des A) SAPKB-MKK7- und B) v-Raf-induzierten Tumors wurden in Paraffin eingebettet. Dinnschnitte
wurden mit Eosin und Hamatoxylin geférbt. Die verwendete VergrofRerung betrug 20x bzw. 40x.

Die Etablierung der durch SAPK[-MKK7-induzierten Tumorzelllinie bietet die Méglichkeit
eingehender zu analysieren, wie aktiviertes SAPK[3 zur Entwicklung von Tumoren beitragen
konnte. Aus diesem Anlass wurden Tumorzellen subkonfluent entweder unter nahezu
serumfreien (0.05%) oder in Anwesenheit von 10% Serum kultiviert bzw. nach 24 Stunden in
0.05% Serum mit 20% FCS fur 15 min stimuliert. Als Vergleich wurden Wildtyp NIH 3T3
Fibroblasten unter den gleichen Bedingungen herangezogen. Die aus den Zellen gewonnenen
Proteinlysate wurden anschlief3end in diversen Western-Blot Ansétzen eingesetzt, um zu
identifizieren, welche Proteine im Vergleich zu den Kontrollzellen, ein verandertes
Expressions- und gegebenenfalls auch Phosphorylierungsmuster in der Tumorzelllinie
aufweisen. Hierbel zeigte sich, dass in der durch SAPK[B-MKK7-induzierten Tumorzelllinie
C-Raf deutlich Gberexprimiert wurde (Abb. 30A Spur 1-6). Fur den Nachweis wurde ein Raf-
Antikérper verwendet, der ausschliefdlich gegen C-Raf gerichtet ist. Seine Qualitét war jedoch
nicht ausreichend, um auch geringere Mengen an endogenem C-Raf in Wildtyp NIH 3T3
nachweisen zu konnen (Abb. 30A Spur 7-9). Literaturdaten belegen eindeutig die Existenz
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von Raf-Proteinen in NIH 3T3 Zellen (Kolch et a. 1990). Zusétzlich wurde die gleiche
Nitrozellulosemembran mit einem C-Raf spezifischen Antikérper inkubiert, der gegen das
phosphorylierte Ser-338 in C-Raf gerichtet ist (Mason et a. 1999). Bei Ser-338 handelt es
sich um eine der Schliisselaminosduren, die die Aktivitét von C-Raf positiv regulieren konnen
(Diaz et al. 1997; King et a. 1998; Mason et a. 1999). Hierbei zeigte sich, dass das C-Raf aus
der Tumorzelllinie phosphoryliertes Ser-338 aufwies (Abb. 30A Spur 1-6). Dessen Menge
konnte durch Serumstimulation (20% Serum, 15min) noch leicht gesteigert werden (Abb.
30A Spur 1 und 4).

Zusétzlich wurde mit Hilfe eines Peptid-Kompetitionsexperimentes Uberprift, ob es sich
eindeutig um C-Raf handelt, das in der Tumorzelllinie Gberexprimiert vorliegt (Abb. 30B).
Hierflr wurden Tumorzellen subkonfluent mit 10% Serum, unter nahezu serumfreien (0.05%)
Bedingungen, sowie unter 0.05% Serum mit einer kurzen Restimulationsphase von 15
Minuten mit 20% Serum kultiviert. Anschlief3end wurden die Zellen in RIPA-Puffer lysiert.
Jeweils 300pg des Totallysats wurden mit einem Gemisch aus dem Raf-Antikdrper SP63 und
A- bzw. C-Raf Peptiden versetzt. Durch die Vorinkubation des Antikorpers mit dem C-Raf
Peptid, ist die entsprechende Bindestelle auf dem Antikorper fir C-Raf Protein blockiert.
Folglich kann es in der Immunoprézipitation nicht aus dem Totallysat isoliert werden. Als
Positivkontrolle wurden Immunoprazipitationen ausgefthrt, in denen kein Peptid bzw. ein
spezifisches A-Raf Peptid eingesetzt wurden. Das A-Raf Peptid ist aufgrund seiner Sequenz
nicht in der Lage, an den C-Raf Antikérper (SP63) zu binden. Der Nachweis der prazipitierten
Proteine im Western-Blot erfolgte Uber den C-Raf Antikorper (SP63). Bei diesem
Experimente zeigte sich ebenso eindeutig, das C-Raf in der SAPKB-MKK7-induzierten
Tumorlinie Uberexprimiert vorliegt. Wurden Proteinlysate der Tumorzelllinie mit keinem
Peptid (Abb. 30B Spur 4) oder mit einem spezifischen A-Raf Peptid (Abb. 30B Spur 5)
inkubiert, so konnte eine Bande nachgewiesen werden, die leicht unter der 84 kDa
Proteinmarkerbande verlief und somit das 72 kDa grof3e C-Raf reprasentiert. Dagegen konnte
durch die Verwendung des spezifischen C-Raf Peptides die Immunoprazipitation dieser Raf-
| soform unterbunden werden (Abb. 30B Spur 1, 2 und 3).
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Abb. 30 SAPK B-MKK 7-induzierte Tumor zellen weisen eine Uber expression an C-Raf auf.
SAPKB-MKK7-induzierte Tumorzellen und Wildtyp NIH 3T3 wurden, wie aus der Abbildung zu entnehmen,
kultiviert. A) Die Zellen wurden in Laemmli-Puffer lysiert und jeweils 75ug der Proteintotallysate auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Nachfolgend wurde die Nitrozellulosemembran mit einem anti-phospho-Raf-1
(Ser-338) Antikorper inkubiert, um die Existenz von aktiviertem C-Raf in den Zellen nachweisen zu kdnnen
(unterer Blot). Nachdem die Membran mit Hilfe von Stripping-Puffer von diesem Antikorper befreit wurde,
erfolgte die Analyse der C-Raf Expression durch einen anti-C-Raf Antikorper (oberer Teil der Abbildung). In
beiden Fallen wurden identische Expositionszeiten verwendet. B) Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert und
jeweils 300ug dieser Totallysate fur das Experiment eingesetzt. Bei der Verwendung von Peptiden (5ug pro
Ansatz) wurden diese fur 30min zusammen mit einem anti-C-Raf (SP63) Antikorper bei 4°C auf einem Rotator
inkubiert. Diese Zeit ist ausreichend, um die Bindung des C-Raf Peptids an den Antikorper zu ermdglichen.
Anschlieffend konnte das Proteinlysat hinzugefiigt werden. Wurde kein Peptid verwendet, so wurde lediglich das
Proteinlysat zusammen mit dem anti-C-Raf Antikorper inkubiert. Der Nachweis des immunoprézipitierten C-
Rafs erfolgte auf der Nitrozellulosemembran mit Hilfe des anti-C-Raf (SP63) Antikorpers.

Insgesamt durfen die in diesem Kapitel 5.14 dargestellten Ergebnisse nicht tUberbewertet
werden, da sie auf der Analyse einer einzigen Nacktmaus beruhen. Weitere Nacktmause,
denen SAPKB-MKK7-exprimierende Zellen injiziert werden, sind nétig, um diese ersten

Tendenzen zu bestétigen. Diese Experimente sind momentan in Arbeit.
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5.15 Die Expression von SAPKB-MKK?7 in der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie

fihrt zu einer erhdhten Proliferationsrate der Zellen

Neben der morphologischen Transformation von Zellen ist die Induktion einer deregulierten
Proliferation ein weiteres Charakteristikum von klassischen Onkogenen (Kerkhoff and Rapp
1997; Kerkhoff and Rapp 1998; Hanahan and Weinberg 2000). SAPK/INK Kinasen wurden
als Proteine identifiziert, die mit dem Transkriptionsfaktor c-Jun interagieren und diesen
transaktivieren konnen (Karin et a. 1997). c-Jun fungiert als positiver Regulator der
Zéllproliferation (Schreiber et al. 1999). Die Inhibierung der SAPK/INK Aktivitét bzw. der in
der Kaskade oberhalb befindlichen Aktivatoren verursacht einen Zellzyklusarrest (Smith et al.
1997; Auer et al. 1998). Daneben kann onkogenes Jun (v-Jun) zur deregulierten Proliferation
fuhren (Angel and Karin 1991; Rapp et al. 1994). Um zu analysieren, welchen Einfluld eine
konstitutive Aktivierung von SAPK/INK auslbte, wurden SAPK[B-MKK7 exprimierende
induzierbare NIH 3T3 Tet-off Zellen des Klon 3 in Abwesenheit bzw. in der Gegenwart von
Tetrazyklin fur mehrere Tage bel einer Serumkonzentration von 10% kultiviert. Der Anstieg
der Zellzahlen wurde mit Hilfe einfacher Z&hlexperimente verifiziert. Wie in Abb 31A zu
sehen, induzierte die Expression von SAPK[B-MKK7 (ausgelést durch das Fehlen von
Tetrazyklin im Medium) eine deutlich erhéhte Proliferationsrate. 48 h nach dem Ausséen der
Zellen auf Kulturschalen lagen beide Populationen noch relativ gleich auf. Nach vier Tagen
konnten jedoch im Falle der SAPK-MKK?7 exprimierenden Zellen im Schnitt ca. 30% mehr
Zellen auf den Platten gezadhlt werden. Sechs Tage nach Starten des Versuches betrug die
Differenz etwa 42%. Nach insgesamt acht Tagen lag die Differenz nur noch bel 25%.
SAPKB-MKK7 exprimierende Zellen hatten bereits ihre Séttigungsdichte erreicht, die
Proliferation stagnierte, wahrend die Zellen, die in Anwesenheit von Tetrazyklin kultiviert
wurden, ihre Zellzahl auf den Platten noch minimal steigern konnten. Verglichen mit der
Séattigungsdichte fur SAPKB-MKK7 exprimierende Zellen, lag die maximale Zahl an Zellen -
bevor auch der Zellzyklusarrest bei den mit Tetrazyklin kultivierten Zellen einsetzte - deutlich
unter diesem Wert. Die hier prasentierten Werte wurden mit einer Ausgangszellzahl von 1-10°
Zellen erzielt. Parallele Experimente mit 2-10° Zellen bestétigten die Ergebnisse (Daten hier
nicht dargestellt). Klon 33 der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie wies ebenfalls
vergleichbare Tendenzen auf, alerdings fielen die Differenzen insgesamt geringer aus, da
dieser Klon eine stérkere Grundexpression von SAPK[3-MKK?7 im uninduzierten Zustand (+
Tet) zeigte. Der Einflul3 von konstitutiv-aktivem SAPK[-MKK?7 auf die Proliferationsraten

von Zellen unter geringen Serumkonzentrationen von 0.3% bzw. 0.05% konnten nicht
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analysiert werden, da wie bereits in Kapitel 5.7 erwdhnt, unter diesen V ersuchsbedingungen
die Expression von SAPK[3-MKK7 in den induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zellen rapide sank

und nach spétestens 24 h nicht mehr nachzuweisen war.
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Abb. 31: SAPKB-MKK7 exprimierende NIH 3T3 Tet-off Zellen proliferieren schneller und wachsen zu
einer hoheren Dichte.

NIH 3T3 Tet-off Zellen des Klons 3 wurden zweimal mit PBS gewaschen, um Tetrazyklinrtickstdnde von den
Zellen zu entfernen. Zum Zeitpunkt 0 h wurden je 1.10° Zellen auf Petrischalen (O 6 cm) ausgesit und in
Medium, welches 10% Serum, mit (+) bzw. ohne (-) Tetrazyklin (2 pug/ml) enthielt, kultiviert. A) Nach 2, 4, 6
und 8 Tagen wurden Zellen von den entsprechenden Platten typsiniert und mit Hilfe einer Zahlkammer die
jeweiligen Zellzahlen bestimmt. Fir die graphische Darstellung des Z&hlassays wurden die Mittelwerte sowie
die dazugehtrigen Standardabweichungen berechnet. Die Mittelwerte stammen von drei  unabhéngig
ausgezédhiten Platten. Nach vier Tagen wurden beide Ansdtze einma mit frischem Medium mit bzw. ohne
Tetrazyklin versorgt. B) Nach dem Auszdhlen wurden die Zellen in Laemmli-Puffer lysiert und die Expression
von SAPKB-MKK7 mit einem anti-Myc Antikorper kontrolliert. Die Verwendung eines anti-Cdk4 Antikorpers
diente als Ladungskontrolle.

Eine Analyse des Einflusses von SAPK[B-MKK?7 auf die Zellzyklusprogression der NIH 3T3
Tet-off Fibroblasten zeigte, im Vergleich zur Kontrolle, unter sub- bzw. konfluenten
Vollserumbedingungen in Western-Blot Experimenten keine Aufféligkeiten bei der
Expression von charakteristischen Proteinen der Zellzyklusmaschinerie (Cyclin A, Cyclin B,
Cyclin D1, p21, p27, Cdk4 und Rb) (Daten nicht gezeigt). Auch mit SAPK3-MKK?7 transient
transfizierte NIH 3T3 Fibroblasten zeigten, im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle oder
SAPK[B-MKK7 KD transfizierten Zellen keine Veranderungen in den Expressionsmengen
charakteristischer Zellzyklusproteine. Hierbel wurden Serumkonzentrationen von 0.05% und
10% ausgetestet (Daten hier nicht dargestellt).
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Zusédtzlich wurde die Suche nach potentiellen SAPK/INK Zielproteinen mit transient
transfizierten Proteinlysaten weiter ausgebaut. Als Ergebnis konnte eine deutlich gesteigerte
Fral-Expression durch die Induktion von aktiviertem SAPKB-MKK?7 verzeichnet werden
(Abb. 32). Ein Resultat, das sich auch mit Hilfe der induzierbaren Zelllinie (Klon 3)
reproduzieren liefd (Daten hier nicht dargestellt).

Abb. 32: Konstitutiv-aktives SAPKB-MKK?7
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Blot Uberprift. Als Ladekontrolle wurde die
Membran mit Stripping-Puffer behandelt und a-Cdk4 <Cdk4
anschlief3end neu mit einem anti-Cdk4 Antikorper
inkubiert. Expression der transfizierten Plasmide
wurde mit enem anti-Myc  Antikorper

nachgewiesen.
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5.16 SAPK[3-MKK7 und seine Rolle bel der Stress-ver mittelten Induktion von Apoptose

Ein Charakteristikum vieler Onkogene ist nicht nur die Vermittiung von Signalen, die zur
unkontrollierten Proliferation der Zelle fuhren. Gleichzeitig sind sie auch in der Lage, gezielt
das Uberleben dieser entarteten Zelle zu unterstiitzen (Cleveland et al. 1994; Trosko and Ruch
1998; Davis 2000). Letzteres geschieht entweder Uber das Abschalten von Apoptose-
induzierenden Signalwegen und/oder durch die Aktivierung von Uberlebenssignalkaskaden
(Davis 2000). Die Funktion von SAPK/INK Kinasen in der Stress-vermittelten Induktion von
Apoptose-Prozessen wird in der Literatur sehr kontrovers diskutiert (siehe hierzu auch Kapitel
2.3.3.5 der Einleitung). Dies mag vor alem an der Verwendung unterschiedlicher Zellsysteme
liegen. Abhdngig vom jeweiligen biologischen Kontext koénnen SAPK/INKs sowohl
Apoptosesignale als auch Uberlebenssignal tibermitteln (Davis 2000). Bislang prasentierte
Daten dieser Arbeit deuten auf ein schwach transformierendes Potential von SAPK/INK
Kinasen hin. Folglich lag es auf der Hand, auch den mdglichen Einflu3 von aktiviertem
SAPK B auf das Uberleben der transformierten Zellen zu analysieren. Um diese Hypothese auf
ihre Richtigkeit hin zu Uberprifen, wurden anfénglich von SAPK[B-MKK?7 exprimierenden
Zellen der induzierbaren Zelllinie (Klon 3) die Uberlebensraten mit FACS-Untersuchungen
verifiziert. Ein charakteristisches Merkmal apoptotischer Zellen ist die fortschreitende
Degradation ihrer genomischen DNA (Bursch et al. 1985). Wird der DNA-Gehalt einer Zelle
durch Anfarben mit Propidiumiodid (Pl) und nachfolgender FACS-Analyse bestimmt, so
zeigen apoptotische Zellen ein charakteristisches Sub-G1 Maximum (peak). Als Ergebnis
konnte zun&chst einmal festgehalten werden, dass die Expression von SAPK[3-MKK?7 in NIH
3T3 Zellen keine Apoptose zu induzieren vermochte (Daten nicht dargestellt). Um daher zu
determinieren, ob das aktivierte Fusionsprotein gezielt Uberlebenssignalwege stimuliert,
wurden die Zellen der induzierbaren Zelllinie zusétzlich mit Apoptose-ausiésenden Reizen
behandelt. Stimulierung der Zellen mit ActinomycinD, Arsenit, Coffein, Cycloheximid,
Dexamethason, Doxirubicin, Staurosporin, TNF-a und UV-C Bestrahlung fihrten jedoch
unter den gewdhlten Versuchsbedingungen zu keinen Auffélligkeiten im Vergleich zur
Kontrollpopulation (+ Tet) (Ergebnisse nicht abgebildet). HEK 293 Zellen kénnen aufgrund
der verwendeten spezifischen Transfektionsmethode mit mehr DNA transfiziert werden, als
dies vergleichsweise bei NIH 3T3 Zellen der Fall ist. Deshalb wurden zusétzlich HEK 293
Zdllen transient mit SAPKB-MKK7, SAPKB-MKK7 KD oder dem Leervektor transfiziert,

um die exprimierenden Proteinmengen an SAPK[3-MKK?7 zu erh6hen. Verwendung der oben
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genannten Apoptose-Stimuli  fuhrte jedoch auch in diesem Fal zu keinen auffélig
veranderten Werten (sémtliche Daten hier nicht dargestellt).

Fur weitere Experimente wurde daher auf eine fir Apoptose-Studien gebrauchliche Zélllinie
zuriickgegriffen. Bei dieser 32D Zdlllinie handelt es sich um eine aus der Maus stammende
IL-3-abhéngige immortalisierte promyeloische Suspensionslinie, die nach Entzug von IL-3
nicht nur mit einem Arrest der Zellen in der Gl-Phase reagiert, sondern auch einen
Apoptosetod von ca. 80% der Zellen innerhalb der ersten 24 Stunden zeigt (Palaszynski and
Ihle 1984). 32D-Zellen wurden mit retroviralen Uberstanden infiziert, um so stabil
exprimierende Zellpools fir SAPKB-MKK7, SAPKB3-MKK7 KD und den Leervektor pBabe
Puro etablieren zu konnen. In ersten Vortests wurden die Uberlebensraten nach IL-3 Entzug
fur ale drei Zellpools mit Hilfe von Trypan-Blau Z&hlungen bestimmt (Abb. 33A). Das
Prinzip dieser Methode beruht auf dem Effekt, dass in toten bzw. absterbenden Zellen die
Zellmembran mehr und mehr ihre Barrierefunktion verliert und der Farbstoff Trypan Blau
somit ungehindert in die Zelle eindringen kann. Unter dem Lichtmikroskop betrachtet,
erscheinen diese Zellen blau. Lebende Zellen bleiben dagegen ungeféarbt. Interessanterweise
induzierte, wie in Abb. 33A ersichtlich, die Expression von SAPKB-MKK7 ein schnelleres
Absterben der Zellen nach IL-3 Entzug, als dies fir die Vektorkontrollpopulation registriert
werden konnte. Teilweise betrug die Differenz bis zu 17% (vgl. Abb. 33A 23-Stunden Wert).
Die Uberlebensrate fir SAPKB-MKK7 KD exprimierende 32D-Zellen bewegte sich nahezu
auf dem selben Niveau wie die der aktivierten Form. Folglich spielt vermutlich fur die
Apoptose-fordernde Eigenschaft von SAPK[-MKK?7 nicht seine Aktivitét die entscheidende
Rolle, sondern reicht bereits ein inaktives Fusionsprotein aus, um beispielsweise die
bendtigten Interaktionspartner zu rekrutieren. Betrachtet man die in Abb. 33B dargestellte
Expressionsanalyse der drei 32D Zelllinien, so fallt auf, dass SAPKB-MKK7 KD in
geringeren Mengen exprimiert wird. Es wére daher moglich, dass gleiche Expressionslevel
beider Fusionsproteine identische Apoptoseraten in den Zellen induzieren konnten.
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Abb. 33: SAPKB-MKK7 und SAPKB-MKK7 KD fuhren nach Entzug von IL-3 aus dem Medium von
32D-Zéllen zu erhohten Apoptoser aten.

32D-Zellen, die SAPKB-MKK7, SAPKB-MKK7 KD oder den Leervektor pBabe Puro stabil exprimieren,
wurden dreimal in IL-3 freiem Medium gewaschen und in dreifachen Ansétze jeweils 0.5010° Zellen auf Wells
einer 24-Lochplatte ausgesdt. A) Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Zellproben entnommen, mit Trypan
Blau gefarbt und anschlielend die Gesamtzellzahl sowie die Zahl der markierten Zellen unter dem
Lichtmikroskop bestimmt. Aus den jeweils drei Ansdtzen wurde der Mittelwert mit der dazugehtrigen
Standardabweichung ermittelt. B) Parallel wurden Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten in Laemmli-Puffer
lysiert und die Expression von SAPKB-MKK7 und SAPKB-MKK7 KD mit einem anti-Myc Antikorper

Uberpriift. Die Verwendung eines anti-Actin Antikorpers diente al's Ladekontrolle.

Um die aus den Trypan Blau Zahlungen gewonnen Daten weiter zu untermauern, wurde das
Experiment wiederholt, wobei die Uberlebensraten diesmal jedoch mit Propidiumjodid (PI)
Farbungen in Kombination mit einer sich anschliefenden FACS Analyse bestimmt wurden.
Dadie in FACS Experimenten als apoptotisch identifizierten Zellen, im Western-Blots die fur
Apoptose charakteristische Aktivierung von Caspasen, Freisetzung von Cytochrom c zeigen
oder bel Bestimmung ihres aulReren Mitochondrienmembranpotentials unterhalb des normalen
gemessenen Bereiches liegen (Le Mellay et a., eingereicht), stellen FACS Messungen eine
geeignete Methode dar, die Anzahl an apoptotischen Zellen innerhalb einer Population zu
quantifizieren. Auf unsere stabilen 32D Zelllinien angewendet, zeigten sich mit den Trypan
Blau Farbungen nahezu vergleichbare Ergebnissen. SAPKB-MKK7 exprimierende Zellen
sterben wiederum am schnellsten, wahrend Leervektor infizierte 32D Zellen, nach IL-3

Entzug aus dem Medium, deutlich lénger zu tiberleben vermochten (Abb. 34).
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Abb. 34: SAPKB-MKK?7 exprimierende 32D-Zellen zeigen erhthte Apoptoseraten nach Entzug von IL-3.

32D-Zellen, die SAPKB-MKK7, SAPKB-MKK7 KD oder den Leervektor pBabe Puro stabil exprimieren,
wurden dreimal in IL-3 freiem Medium gewaschen und in dreifachen Ansétze jeweils 0.5010° Zellen auf Wells
einer 24-Lochplatte ausgeséet. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Zellproben entnommen, fixiert, mit PI
geférbt und die Zahl der apoptotischen Zellen mit Hilfe von FACS Messungen bestimmt. Die Auswertung der

Daten erfolgte mit dem 'Cell Quest' Programm. Aus den jewells drei Ansétzen wurde der Mittelwert mit der
dazugehdrigen Standardabwei chung berechnet.
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6. DISKUSSION UND AUSBLICK

6.1 SAPKB-MKK?7 stellt eine spezifische und konstitutiv-aktive M AP Kinase dar

SAPK/INKSs reprasentieren eine Untergruppe aus der Familie MAP Kinasen, die in Reaktion
auf diverse extrazelluldre Stimuli die Genexpression regulieren kénnen. Deletionsanalysen
(knockouts) belegten eine Notwendigkeit des SAPK/INK Signalweges bei der embryonalen
Entwicklung, in der Immunantwort, dem Uberleben bzw. induzierten Sterben (Apoptose) von
Zellen und ihrer Differenzierung (Einleitung 2.3.3.1). Uber die exakte Wirkungsweise von
SAPK/INKs bei der zelluléren Transformation ist vergleichsweise nur sehr wenig bekannt, da
aktivierte Mutanten von SAPK/INKs in der Vergangenheit nicht zur Verfigung standen. Fur
die Abschétzung des Transformationspotential einer Kinase sind sie jedoch unabdingbar. Aus
diesem Anlal3 wurde im Rahmen der Doktorarbeit durch die direkte Fusion von SAPK[3 mit
seinem spezifischen Aktivator MKK7 ein Fusionsprotein SAPKB-MKK7 generiert. Die
biochemische Charakterisierung ergab hierbei, dass es sich dabei um eine funktionelle und
konstitutiv aktivierte Form der MAP Kinase SAPK[( handelte. Die Verwendung eines
phospho-spezifischen JNK Antikérpers demonstrierte, dass in SAPKB-MKK7 sowohl Thr-
183 als auch Tyr-185 innerhalb der Aktivierungsschlieife phosphoryliert vorlagen (Kapitel
5.2). Zusétzlich besal? das Fusionsprotein signifikante c-Jun Kinaseaktivitét (Kapitel 5.3) und
zeigte die Fahigkeit, die transkriptionelle Aktivitédt von c-Jun und ATF-2 stimulieren zu
kénnen (Kapitel 5.4). Auch das intrazelluldre Lokalisationsverhalten von SAPK[B-MKK7
entsprach dem von aktivierten endogenen SAPK/INK Kinasen (Kapitel 5.6). Vorteilhaft fur
die spatere Analyse von physiologischen Funktionen, bei denen SAPK/INKs eine Rolle
spielen, wirkte sich die Tatsache aus, dass SAPK[-MKK?7 sehr spezifisch agierte. Einflisse
auf die MAP Kinasen ERK1/2, p38 oder ERK5/BMK1 konnten nicht beobachtet werden
(Kapitel 5.5). Selbst eine Aktivierung endogener SAPK/INK Kinasen lief3 sich nicht
nachweisen (Kapitel 5.2).

Parallel wurde eine inaktive Form des Fusionsproteins (SAPK3-MKK7 KD) kloniert. Hierfur
mussten essentielle Lysinreste innerhalb der ATP Bindungsstellen von SAPK(3 und MKK7
gegen Alanin- bzw. Glutaminsaurereste ausgetauscht werden (Kapitel 5.1). Interessanterweise
fuhrte sowohl die transiente als auch die stabile Expression von SAPK-MKK7 KD in den
unterschiedlichsten Zelllinien zu deutlich geringeren Proteinmengen, verglichen mit SAPK[3-

MKK?7. Um die Ursache fir diese Beobachtung aufzukléren, bedarf es weiterer Experimente.



6. Diskussion 121

Da jedoch Qualitétsunterschiede zwischen den DNAS ausgeschl ossen werden kénnen, wére es
denkbar, dass die Expression von SAPKB-MKK7 KD Uberlebenssignalwege der Zelle
inhibiert und es dadurch zu einem vermehrten Sterben kommt. Erste Analysen, in denen der
EinfluR von SAPKB-MKK7 und seiner inaktiven Form auf das Uberleben von
exprimierenden Zellen Uberprift wurden, konnten diese Theorie jedoch nicht bestétigen
(Kapitel 5.17).

Ungeklart bleibt bislang auch der exakte Mechanismus, dem die SAPK[3 Aktivierung durch
MKK?7 im Fusionsprotein zu Grunde liegt. Die Aktivierung ist jedoch nicht das Resultat der
Fusion per se, da sowohl funktionelles SAPK[3 als auch MKK7 ben6tigt werden (Daten nicht
dargestellt). Obwohl MKK7 nur basale Aktivitat besal3, musste diese ausreichend gewesen
sein, um SAPK[3 innerhalb des Fusionsproteins zu aktivieren. Transiente Kotransfektion von
MKK?7 und SAPKB-MKK?7 verursachte eine Phosphorylierung von MKK7 durch aktiviertes
SAPK[( (Western-Blot Daten; nicht dargestellt). Folglich wéare es denkbar, dass in einer Art
Rickkopplungsschleife beide Kinasen sich gegenseitig aktivieren. Die Existenz solcher
Ruckkopplungsschleifen konnte bereits fur zwel andere Komponenten des SAPK/INK
Signalweges nachgewiesen werden. So phosphoryliert aktiviertes SAPK/INK MEKK1 (Xu
and Cobb 1997) und MLK2 (Phelan et al. 2001), wobei jedoch bislang nicht bekannt ist, ob
diese Phosphorylierung einen Effekt auf die Aktivitét der beiden Kinasen ausiibt. Dieser
Mechanismus hétte hierbel den Vorteil, dass die Aktivitdten von Phosphatasen keinen Einflul3
auf den Nettophosphorylierungsstatus von SAPK[3-MKK7 haben kénnen.

6.2 SAPK3-MKK7 zeigt bevor zugt eine nukleare L okalisation

Wie bereits eingangs erwahnt, konnte Gberexprimiertes aktiviertes SAPK3-MKK7 sowohl im
Zellkern as auch im Zytoplasma nachgewiesen werden, wobei eine eindeutige Préferenz fir
den Nukleus bestand (Kapitel 5.6). Die Lokalisation des inaktiven Fusionsprotein hingegen
blieb ausschlieRlich auf das Zytoplasma beschréankt (Kapitel 5.6). Uberexprimiertes MKK7
(aktiv oder inaktiv) ist jedoch gleichméliig auf beide Zellkompartimente verteilt (Zheng et al.
1999; Wolter et al. 2002). Folglich dominierte das Lokalisationsverhalten von SAPK[3 tber
das von MKK7 und erst die Phosphorylierung bzw. Aktivitét lieferte das essentielle
Initiationssignal fir die Translokation von aktiviertem SAPK[ in den Zellkern. Die alleinige
Fusion war hierfir nicht ausreichend. Translokation von konstitutiv-aktivem SAPK[3-MKK7

konnte durch die Koexpression von JIP-1 inhibiert werden (Kapitel 5.13). Bel JP-1 handelt



6. Diskussion 122

es sich um ein zytoplasmatisches Briickenprotein, das mehrere Komponenten der SAPK/INK
Kaskade zu binden vermag (Dickens et al. 1997) (siehe auch Einleitung 2.4). Es wird
ubiquitinér exprimiert, vor allem jedoch in neuronalen Zellen des Gehirns sowie, in Niere,
Lunge und Testis (Dickens et al. 1997). Uber den Mechanismus der Komplexbildung und
seine Regulation ist bislang wenig publiziert. Als gesichert gilt, dass SAPK/INK's unabhéngig
von alen anderen am Komplex beteiligten Kinasen mit JIP-1 interagieren kdnnen (Whitmarsh
et a. 1998). JIP Proteine agieren als Homo- und Heterodimere und stellen Phosphoproteine
dar, die durch ihre bindende MAP Kinase (SAPK/INK) phosphoryliert werden konnen
(Whitmarsh and Davis 1998). Die Signifikanz dieser Beobachtungen fir die
Komplexformation ist ebenfalls noch nicht geklart. Auch aktiviertes SAPK[3 war in der Lage
JIP-1 zu phosphorylieren (Kapitel 5.13). Bei Ste5p handelt es sich um ein Briickenprotein des
Pheromonsignalweges in S cerevisiae (Elion 2001). Es wird durch seine MAP Kinase Fus3p
sowie durch weitere Kinasen phosphoryliert (Elion 2001). Die Bedeutung der
Phosphorylierung fir den SteSp-vermittelten Signaltransduktion ist vollig unverstanden.
Eventuell kénnte sie zu einer Destabilisierung des Komplexes fihren und somit als negative
Rickkopplungsschleife fungieren (Whitmarsh and Davis 1998). Vielleicht spielt auch die
Fahigkeit von aktivierten SAPK/INKSs die eigenen Kaskadenkomponenten phosphorylieren zu
konnen (Kapitel 6.1) bel der Komplexauflosung eine Rolle. Da SAPKB-MKK7 durch die
Koexpression mit JIP-1 im Zytoplasma zurtickgehalten wurde, dirfte die Phosphorylierung
von SAPK nicht das Signa fur JP-1 darstellen, den Komplex aufzuldsen. JP-1 bleibt
scheinbar weiterhin gebunden und maskiert somit evtl. essentielle Sequenzen, die fir den
nuklegren Transportmechanismus von SAPK/INKs benttigt werden. Letzteres musste
allerdings erst noch durch zusdtzliche in stu Kolokalisationsstudien  oder
K oimmunoprézipitationsexperimente intensiver untersucht werden. Erst kirzlich konnte
gezeigt werden, dass ein 21 Aminosauren grof3es Peptid von JIP-1 (Aminosduren 143-163)
die Aktivitét von SAPK/INKs in vitro inhibieren konnte (Barr et al. 2002). Koexpression von
SAPK[B-MKK7 mit JIP-1 oder der isolierten JBD (JNK-bindendende Doméne) von JP-1
fuhrten ebenfalls zu einer klaren Reduktion der Aktivitét von SAPKB-MKK7 (Kapitel 5.13).
Somit wére auch denkbar, dass die Transokation von SAPKB-MKK7 nicht stattfinden
konnte, da die Uberexpression von JIP-1 eine Inaktivierung des Fusionsproteins verursachte.
Folglich wirde JP-1 neben seiner Funktion as Brickenprotein innerhalb des SAPK/INK
Signalweges auch as negativer Regulator von aktivierten zytoplasmatischen SAPK/INKs
fungieren konnen. Eine effiziente Aktivierung von SAPK/INK Kinasen erfolgt, wenn die

einzelnen Komponenten dieses Signalweges in einem ausgewogenen Verhdtnis innerhalb
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einer Zelle exprimiert werden und mit JIP-1 einen Multienzymkomplex ausbilden. Existiert
jedoch ein zytoplasmatischer Uberschul an aktivierten SAPK/INKSs in der Zelle, so bindet
JIP-1 unabhangig von allen anderen Komponenten an SAPK/INK Proteine und sorgt fur ihre
Inaktivierung. Vielleicht spielt die Phosphorylierung von JIP-1 durch seine aktivierte MAP
Kinase fr die Initiation dieses Prozesses eine essentielle Rolle. Bei dieser Modellvorstellung
bleibt jedoch unklar, wie JIP-1 diesen regulatorischen Effekt bewirkt. Es ist anzunehmen,
dass JIP-1, da es keine Phosphataseaktivitét besitzt, zur Rekrutierung der fur die Inaktivierung
benttigten Proteine beitragt. Diese bislang nicht identifizierten Proteine muissten allerdings
permanent am Fusionsprotein SAPKB-MKK7 gebunden bleiben, da dieses ansonsten sofort
wieder seinen aktivierten Status erlangen wirde. Da SAPK/INKs mit wesentlich grofRerer
Affinitdt an JIP-1, a's beispielsweise an die Transkriptionsfaktoren c-Jun oder ATF-2, binden
konnen (Dickens et al. 1997), fuhrt die Interaktion mit JIP-1 somit letztendlich zu einer sehr
effizienten Inaktivierung der SAPK/INK Kinasen. Um die Richtigkeit dieser Theorie zu
verifizieren, sind zusétzliche Studien, die die Situation flir endogene Proteine betrachten,
unabdingbar. Bisherige Analysen basieren auf Zelltransfektionen, in denen JIP, MLK3 und
JINK' koexprimiert wurden (Whitmarsh et a. 1998; Yasuda et al. 1999; Kelkar et al. 2000).
Der Aktivierungsstatus von JNK innerhalb des JIP Komplexes wurde dabei jedoch nicht
untersucht (Nihalani et a. 2001).

6.3 Aktiviertes SAPK[P besitzt ein sehr schwaches Potential NIH 3T3 Zelen zu

transformieren

MAP Kinase Kaskaden spielen in Prozessen, die zur zellularen Transformation fuhren eine
wichtige Rolle (siehe Einleitung 2.2, 2.3.1 und 2.3.3.4). Sie agieren hierbei als Effektoren
unterhalb von Mitgliedern der Familie der kleinen GTPasen Ras und Rho. Eine essentielle
Beteiligung der klassischen mitogenen Kaskade Ras-Raf-MEK-ERK an der Onkogenese ist
bereits detailliert beschrieben worden. ERK Signalwege werden fur die Transformation durch
die meisten Onkogene benttigt (Troppmair et al. 1994; Lewis et al. 1998; Hartkamp et al.
1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass konstitutiv-aktive ERK oder MEK Mutanten
ausreichend sind, um einen transformierten Zellphanotypen zu etablieren (Cowley et al. 1994;
Robinson et al. 1998). Die Verwendung diverser dominant-negativer Formen einzelner ERK
Kaskadenmitglieder oder synthetischer MEK-Inhibitoren konnte die Transformation von
Zellen unterbinden (Pearson et a. 2001). Zwar belegen Literaturdaten durchaus auch eine
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funktionelle Rolle von SAPK/INK Kinasen in der onkogenen Transformation (vgl. Einleitung
2.3.3.4), exakte Wirkungsmechanismen konnten allerdings bislang noch nicht entschliisselt
werden. Verwendung von dominant-negativen SAPK/INK Mutanten blockierte die durch
Onkogene wie ras (Xiao and Lang 2000), met (Rodrigues et al. 1997) oder bcr-abl (Raitano et
al. 1995; Dickens et al. 1997) verursachte Transformation. Ein wichtiges Zielprotein von
SAPK/INKs bei diesen Vorgangen dirfte der Transkriptionsfaktor c-Jun darstellen.
Experimente mit einer dominant-negativen Mutante von c-Jun hemmten ebenfalls die durch
Onkogene induzierte Transformation (Binetruy et al. 1991; Smeal et a. 1992; Rapp et a.
1994; Dickens et al. 1997). Die Verwendung des SAPK[B-MKK?7 Fusionsproteins erlaubte
erstmalig die direkte Anayse des Einflusses einer konstitutiv-aktiven SAPK/INK Kinase auf
die zelluldre Transformation. Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand von verschiedenen
Versuchsansétzen ein, im Vergleich zu Onkogenen wie v-Raf, schwach transformierendes
Potential fur aktiviertes SAPK[3 nachgewiesen. Bis zur Auspragung eines morphologisch
verénderten Phanotypen waren vier Tage der Expression von SAPK[3-MKK7 innerhalb der
induzierbaren NIH 3T3 Tet-off Zelllinie notig (Kapitel 5.10). Dagegen kann eine Hormon-
induzierbare Form des onkogenen C-Rafs eine Veranderung der Zellmorphologie innerhalb
von 24 Stunden induzieren (Kerkhoff and Rapp 1997), wobei zusétzlich das spindelformige
Erscheinungsbild der Zellen noch wesentlich stérker entwickelt ist, als dies bei SAPK[-
MKK7 der Fall war. Obwohl sich beide Induktionssysteme nur schwerlich miteinander
vergleichen lassen, denn nach Hormongabe erfolgt die Aktivierung von Raf innerhalb
weniger Minuten in den Zellen (Kerkhoff and Rapp 1997), wahrend sich im Tet-regulierten
Zellsystem die Expression von aktiviertem SAPK[B-MKK?7 erst allméhlich Uber Stunden
aufbaut (Kapitel 5.7), Dbleibt dennoch eine deutliche Diskrepanz zwischen den
transformierenden Fahigkeiten beider Kinasen bestehen. Ahnliche Aussagen lieferten auch
Focus- und Soft-Agar-Experimente. Zwar fihrte die Expression von SAPK(3-MKK7 zur
Transformation der NIH 3T3 Zellen und zu einem verankerungsunabhangigen Wachstum der
Zellen in Soft-Agar, doch im Vergleich zu v-Raf-transformierten Zellen waren diese Effekte
wesentlich geringer ausgepragt. So dauerte es ca. 2 Wochen, bis konfluente SAPK[3-
MKK7exprimierende Fibroblasten der induzierbaren Tet-off Zelllinie eine deutlich sichtbare
Focusbhildung erkennen lief3en (Kapitel 5.10), im Gegensatz zu 7-9 Tagen bel potenten
Onkogenen wie raf oder ras (Daten nicht dargestellt). Die Beobachtung deutet die
Notwendigkeit von zusétzlichen zelluldren Ereignissen an. Diese Hypothese wird auch durch
das Ergebnis unterstiitzt, dass die transiente Transfektion von SAPK[3-MKK?7 keine Focus-

Formation in NIH 3T3 Zellen induzieren konnte, da die exprimierenden Zellen im Verlauf des
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Versuches von nicht-transfizierten Zellen Uberwachsen wurden. Folglich kdnnte die Initiation
der Zdlltransformation zusétzliche Signale erfordern, die nicht alleine Uber die SAPK/INK
Kaskade vermittelt werden konnen. Denkbar wére dabei, dass die Uberexpression von
aktiviertem SAPKB-MKK?7 sich nachteilig auf das Wachstum der Zellen auswirkte und sie
daher im Vergleich zu nicht-exprimierenden NIH 3T3 Fibroblasten nicht konkurrenzféahig
waren. Stringentere Versuchsansdtzen, unter denen Wildtyp NIH 3T3 Zellen nicht tberleben
konnten, wie etwa die Kultivierung unter permanenten Selektionsbedingungen oder die
Analyse der Fahigkeit verankerungsunabhangig in Soft-Agar zu wachsen, fuhrten zu
positiven Resultaten fir aktiviertes SAPK[ (5.10). SAPKB-MKK7-exprimierende Kolonien,
die aus Soft-Agar Experimenten isoliert wurden, sind etwa um den Faktor 10-12 kleiner als v-
Raf-induzierte Kolonien, was auf ein verlangsamtes Wachstum dieser klonalen Zelllinien
hinweist. Direkte Hinweise, dass auch die Expression von aktiviertem MKK7 die
Transformation fordern kann, sind in der Literatur bislang noch nicht beschrieben worden.
Die Ursache hierfir koénnte evtl. in der Tatsache begrindet sein, dass bislang klonierte
konstitutiv-aktive MKK7 Mutanten nur als schwache Aktivatoren von SAPK/INKSs verifiziert
wurden (Zheng et a. 1999). Daneben werden MKK4 und evtl. auch MKK7 als
Tumorsuppressorgene innerhalb der SAPK/INK Kaskade gehandelt (Teng et al. 1997; Su et
al. 1998). Des Weiteren wurden Proteine, wie Evi-1 und GSTTr, identifiziert, die die Aktivitét
von SAPK/JINKs inhibieren und somit auch deren transformierendes Potential reduzieren
konnen (Adler et al. 1999; Kurokawa et al. 2000).

Die Uberexpression von MLK3, eine MAPKKK des SAPK/INK Signalweges, resultiert in
einem dem SAPK[B-MKK?7 sehr dhnlichen Phanotypen (Hartkamp et a. 1999) (Hartkamp:
unverdffentlichte Daten). Auch MLK3 besitzt, im Vergleich zu klassischen Onkogenen wie
ras oder raf, ein nur sehr schwach ausgepragtes Potential, Fibroblastenzellen zu
transformieren. MLK3 vermittelt jedoch neben der Aktivierung der SAPK/INK Kaskade auch
eine schwache Stimulation von MEK und ERK, die vermutlich benétigt werden, um den
vollstandig transformierten Phénotypen von NIH 3T3 Zellen zu erzielen (Hartkamp et al.
1999). Das Vermdgen zwei verschiedene Signalwege zu aktivieren, erklart somit vermutlich
auch die im Vergleich zu SAPK(B-MKK7 gesteigerte Féahigkeit von MLK3, die
transkriptionelle Aktivierung von Promotoren mit AP-1 und Ets-1 Bindungsstellen zu
stimulieren (Kapitel 5.4). Fur zwei synthetische Inhibitoren PD098059 (Dudley et al. 1995)
und UO126 (Favata et al. 1998) konnte gezeigt werden, dass sie Raf- und Ras-induzierte
Transformation unterbinden (Hartkamp et a. 1999). Beide Inhibitoren kénnen jedoch nur
partiell die Morphologie von MLKS3-transformierten NIH 3T3 Zellen revertieren
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(Hartkamp et al. 1999). Dieses Ergebnis belegte abermals, dass durchaus auch die aleinige
Aktivierung des SAPK/INK Signalweges transformierend auf Zellen wirken kann, wobel
alerdings fur die Initiation dieses Prozesses weitere SAPK/JINK-unabhangige Signae
benttigt werden. MLKS3- transformierte Fibroblasten zeigen eine deutliche Reduktion der
JunB Expression (Hartkamp et. al, in Vorbereitung). JunB gilt as negativer Regulator der
Zdllproliferation (Schorpp-Kistner et al. 1999) und fungiert daneben auch als Antagonist der
transformierenden Aktivitdt von c-Jun (Schutte et al. 1989a). SAPK[-MKK7-transformierte
NIH 3T3 Zellen besal3en nicht die Fahigkeit, die Expresssion von JunB zu drosseln (Daten
nicht dargestellt). Folglich reprasentieren diese Resultate eine weitere Ursache fur die geringe
Fahigkeit von SAPK[-MKK?7 Zellen zu transformieren. Kooperierende Onkogene weisen
synergistische Effekte beim Prozess der Zelltransformation auf (Blasi et al. 1985; Rapp and
Wrzos 1985). DaMLK3 zwar zusammen mit aktiviertem MEK (MEK1 LIDEMANE) bei der
Zdlltransformation kooperieren kann, MLK3 jedoch nicht die Aktivitdét von MEK1
LIDEMANE zu modulieren vermag (Hartkamp, unveroffentlicht), liefern auch diese Daten
einen weiteren Hinweis, dass MLK3 einen ERK-unabhangigen Signalweg stimuliert, der fir
die Zelltransformation wichtig sein kann. Im Vergleich zur klassischen zytoplasmatischen
Kaskade ist das transformierende Potential der SAPK/INK Kaskade alerdings nur sehr
schwach entwickelt und bedarf zusétzlicher Ereignisse innerhalb der Zellen, um seinen Effekt
entfalten zu konnen. Versucht man eine mogliche Klassifizierung der Kinasen oder
Signalproteine im Bezug auf ihr transformierendes Potential zu erstellen, so ergibt sich
hierbei folgendes Bild: die Féhigkeit Zellen zu transformieren ist bei SAPK[B-MKK7
eindeutig am geringsten entwickelt. MLK3, ein Aktivator von SAPK/INKs auf Stufe der
MKKKSs, zeigt dagegen ein bereits deutlich erhdhtes Potential, was an seiner Fahigkeit liegt,
im geringeren Mal% auch Signale an die ERK Kaskade vermitteln zu kdnnen. Nochmals
einige Stufen dartber konnen die klassischen Onkogene wie raf oder ras eingeordnet werden,
die ihre Signale in zahlreiche, fir die Onkogenese essentielle, Kaskaden ( wie z.B. PI3K,
PKB und NF-kB gesteuerte Signalwege) einspeisen. In ihrer Gréfenordnung bewegt sich
auch das Potential von aktiviertem Cot (CotAC), welches sowohl die SAPK/INK Kaskade als
auch den ERK Signalweg effektiv zu stimulieren vermag (Hagemann et al. 1999).
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6.4 Warum handelt es sich be aktiviertem SAPK[ lediglich um eine schwach

transformierende Kinase?

Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, handelt es sich bei SAPK[3-MKK7 um eine
Kinase, die nur Uber ein sehr geringes Potential verfligt, Zellen zu transformieren. Im
Gegensatz dazu stehen die klassischen Onkogene wie raf oder ras. Durch ihre Fahigkeit an
unterschiedlichen Signalwegen zu partizipieren, haben sie letztendlich die Méglichkeit alle
Teilaspekte, die zur Onkogenese fuhren, zu regulieren (Farber 1984; 1997; Hanahan and
Weinberg 2000; Jochum et a. 2001). Neben einer morphologischen Transformation der
Zéellen, induzieren sie zusdtzlich auch deren deregulierte Proliferation sowie ihr gezieltes
Uberleben bzw. ihren Schutz vor Apoptosemechanismen der Zelle. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte daher analysiert werden, ob auch aktiviertes SAPK[ in der Lage ist, diese zusétzlichen
Aspekte der Onkogenese selbst zu vermitteln bzw. durch Kooperation mit weiteren
Signalkaskaden diese Fahigkeit erlangt.

6.4.1 Die Expression von aktiviertem SAPK 3 induziert gesteigerte Proliferation von NIH
3T3 Fibroblasten

Ahnlich wie klassische Onkogene (Kerkhoff and Rapp 1997; Kerkhoff and Rapp 1998),
resultierte die Expression von aktiviertem SAPK[ in der induzierbaren NIH 3T3 Tet-off
Zélllinie, in einem Anstieg der Proliferationsrate (Kapitel 5.16). Vergleichbare Ergebnisse
wurden auch mit einer 32D Zelllinie erzielt, die SAPK[3-MKK?7 stabil exprimierte. Verglichen
mit Zellen der Vektorkontrolle bzw. Zellen, die die inaktive Form von SAPK[B-MKK?7
exprimierten, besald diese deutlich gesteigerte Proliferationsraten, die selbst nach
Herabsetzung der I1L-3 Konzentrationen sich deutlich von den Kontrollzelllinien unterschied
(J. Toppmair, personliche Kommunikation). Die 32D Zellergebnisse stehen dabei in guter
Ubereinstimmung mit einer Publikation in der eine IL-3 abhangige BAF Zelllinie verwendet
wurde (Smith et al. 1997). SAPK/INK Aktivitédt wird bei der durch IL-3 vermittelten
Zdllproliferation benttigt (Smith et a. 1997). Weder die aleinige Stimulierung von Ras oder
ERK?2 ist hierbei ausreichend, um die Zellproliferation in Abwesenheit von IL-3 zu
induzieren (Kinoshita et al. 1995; Perkins et al. 1996). Es wird daher vermutet, dass die
SAPK/INK Aktivierung einen potentiellen Effektorschritt darstellt, zu dem Ras- und weitere
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Tyrosinkinase-abhangige Signalwege fuhren (Terada et al. 1997), um die Proliferation as
Antwort auf Zytokingabe stimulieren zu kdnnen (Smith et al. 1997). Unsere Analysen, wie
SAPKB-MKK7 in die Zellzyklusmaschinerie eingreifen kann, stehen allerdings noch ganz am
Anfang. Als potentielle Substrate bzw. Interaktionspartner, die zusammen mit aktiviertem
SAPK[( an diesen Prozessen beteiligt sind, wurden bisang c-Jun, ATF-2 und Fra1
identifiziert (Kapitel 5.4 und 5.16). Alle drei Transkriptionsfaktoren stellen Komponenten des
AP-1 Komplexes dar (Angel and Karin 1991; Karin et a. 1997). Dieser kann aus Homo- oder
Heterodimeren bestehen. Je nach Zusammensetzung konnen AP-1 Proteine gegensétzliche
Funktionen in der Regulation der Zellproliferation austiben (Shaulian and Karin 2001; van
Dam and Castellazzi 2001). Obwohl Fra-1 durch Wachstumsfaktoren stimuliert wird, spielt es
bei der Zellzyklusprogression keine Rolle (Brusselbach et al. 1995; Schreiber et al. 2000) und
kann daher in weiterfiihrenden Studien vermutlich ausgeklammert werden. Weder fra-1""
Fibroblasten noch embryonale Stammzellen zeigen Proliferationsdefekte (Brusselbach et al.
1995; Schreiber et a. 2000). Im Gegensatz hierzu belegen einschldgige Literaturdaten eine
essentielle Rolle des Transkriptionsfaktors c-Jun bei der Zellproliferation (Shaulian and Karin
2001). c-Jun gilt als positiver Regulator der Proliferation. c-jun defiziente Fibroblasten weisen
dramatische Proliferationsdefekte auf und stellen ihr Wachstum nach wenigen, stark
verlangsamten Zellzyklen vorzeitig ein (Johnson et a. 1993). Der Verlust an c-jun fuhrt zu
einem Expressionsanstieg von p53 und seinem Zielprotein p21, wodurch der Eintritt der
Zéellen in die S-Phase ihres Zellzyklus verhindert wird (Schreiber et al. 1999). Daneben
reguliert c-Jun auch die Expression von Cyclin D1, einem positiven Regulator des Zellzyklus
(Wisdom et al. 1999). Nach Beheben von DNA Schéden ist c-Jun fur den Wiedereintritt in
den Zellzyklus verantwortlich und hebt den durch einen Checkpoint ausgeldsten Arrest
wieder auf (Shaulian et al. 2000). ATF-2 ist an der Regulation der c-Jun Expression beteiligt
(Huguier et al. 1998), sowie an der Transaktivierung des Cyclin A Promotors (Desdouets et
al. 1995). Cyclin A wird sowohl fiir den G1/S as auch fur den G2/M Phasen Ubergang
bendtigt (Sherr 1993). Nur wenige Literaturbeispiele demonstrieren den direkten Einflufd von
SAPK/INKs auf die Proliferation (Bost et al. 1997; Lallemand et al. 1998; Bost et al. 1999).
Dennoch belegen auch Deletionsanalysen die Notwendigkeit von spezifischen SAPK/INK's
fur die normale Proliferation von Mausembryofibroblasten (MEF). jnkl'/' MEFs proliferieren
langsamer und erreichen niedrigere Séttingungdichten auf Petrischalen, als vergleichbare
Wildtyp-Zellen (Tournier et a. 2000). Im Gegensatz dazu hat der Verlust von jnk2 in MEFs
einen auRerst geringen Effekt auf die Proliferation, wahrend kombinierte jnk1”jnk2” MEFs

deutlich langsamer proliferieren  (Tournier et a. 2000). Dieses reduzierte
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Proliferationspotential korreliert mit Daten von c-jun defizienten MEFs (Johnson et al. 1993;
Schreiber et al. 1999) oder mit MEFs die eine c-Jun Mutante exprimieren, in der die
SAPK/INK Phosphorylierungsstellen eliminiert wurden (Behrens et al. 1999; Shaulian et al.
2000). SAPK 3, welches fur die Etablierung des Fusionsproteins verwendet wurde, bezeichnet
eine aus der Ratte isolierte SAPK/INK Kinase (Kyriakis et a. 1994). In Sequenzvergleichen
auf Proteinebene zeigt sie die gréften Homologien mit muriner und humaner JINK3 Kinase.
Studien, die die spezifische Relevanz bzw. Funktion von SAPKB/INK3 in der Proliferation
belegen, existieren bislang nicht. Da das Vorkommen von JNK3 auf Gewebe des Gehirns,
Herzens und Testis beschrénkt ist (Kyriakis et al. 1994), wirde dies eher gegen eine so
essentielle Funktion wie die Kontrolle der Zellproliferation sprechen, die jain allen Geweben
erfolgen muss. Andererseits bestehen zwischen allen SAPK/INK's grof3e Homologien, so dass
sie durchaus in der Lage sind, in in vitro Experimenten die Funktion einer anderen Kinase
einzunehmen. Ob sie diese Tétigkeit auch in vivo ausiiben kdnnen ist fraglich. Im Gegensatz
zu eigenen Daten, schlagen eine Reihe von publizierten Studien auch einen negativen Einfluf
der SAPK/INK Kaskade vor. MKK7-vermittelte Signaltransduktion fungiert als negativer
Regulator des Zellwachstums in einer Vielzahl von hdmatopoetischen Zelllinien (Sasaki et al.
2001). Der Einsatz einer konstitutiv-aktiven MKK7 Mutante bei Microarray Experimenten
deutet auf eine negative Regulation des c-myc Gens durch MKK7 hin (Wolter et al. 2002).
Bel c-Myc handelt es sich um ein relevantes Protein bei Zellproliferations- und
Transformationsprozessen (Facchini and Penn 1998; Noguchi et al. 1999). Die Bewertung
dieser Resultate ist jedoch auf¥ert schwierig. Bislang gilt MKK7 als spezifischer Aktivator
von SAPK/INKs (Lu et a. 1997; Wu et al. 1997). Diese Exklusivitdt scheint nahezu
einzigartig im Vergleich zu den anderen MAPK Signaltransduktionswegen zu sein (Wolter et
al. 2002) und es durfte vermutlich nur eine Frage der Zeit sein, bis weitere Substrate von
MKK?7 identifiziert werden. Daher konnen theoretisch SAPK/INK-unabhangige Einfllsse

von MKK?7 nicht vollkommen ausgeschlossen werden.

Wie bereits erwahnt, stehen die Analysen des Einflusses von aktiviertem SAPK[B-MKK7 auf
die Zellproliferation noch im Anfangsstadium. Weiterfihrende Studien in denen
beispielsweise verschiedene reversible Zellzyklusinhibitoren eingesetzt werden, konnten
helfen, zu bestimmen, in welcher Phase des Zellzyklusses die Aktivitdt von SAPK[B die
Progression beschleunigt. Die Uberexpression von c¢-Jun ist in der Lage Zellzyklusparameter

Uber die Herabregulation von p53 und p21 zu veréndern und trégt somit zu einer Zunahme der
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Zellen in S, G2 und M Phase bei, wahrend die Zahl an Zellen in der G1 Phase deutlich
reduziert wird (Pfarr et al. 1994).

6.4.2 SAPKB-MKK7 ist nicht in der Lage, dass gezielte Uberleben von transformierten

Zdllen zu stimulieren

Erste Proliferationsstudien belegten eine hohere Vermehrungsrate fur SAPKB-MKK7
exprimierende Zellen und deuten somit, neben der morphologischen Transformation,
ebenfalls Parallelen zu klassischen Onkogenen an. Worin liegt dann, das nur schwach
ausgepragte Potential von SAPK[B-MKK7 Zellen zu transformieren, begrindet? Eine
tellweise Antwort hierauf, lieferten Experimente, in denen die Fahigkeit von aktiviertem
SAPK [ untersucht wurde, gezielt das Uberleben von Zellen zu induzieren. Onkogene wie ras
oder raf sind in der Lage das Uberleben durch die Stimulierung von Uberlebenssignalwegen
und/oder durch die Inhibierung von Apoptose-einleitenden Signalkaskaden sicherzustellen
(Cleveland et a. 1994; Wang et al. 1994; Erhardt et al. 1999). Im Gegensatz dazu vermittelte
die Expression von SAPK3-MKK7 keinerlei Effekt auf die Uberlebensrate von NIH 3T3 oder
HEK293 Zellen (Kapitel 5.17). Anscheinend bleibt diese Funktion in den verwendeten
Zdlllinien somit der klassischen zytoplasmatischen Signalkaskade sowie PI3K-, PKB- oder
NF-kB-vermittelten Signalwegen vorbehalten. Das Unvermdgen, gezielt das Uberleben von
transformierten Zellen sicherstellen zu konnen, fuhrt wahrscheinlich zu einer drastischen
Herabstufung des transformierenden Potentials von aktivierten SAPK/INKs fuhrt. In vielen
Studien wird darauf hingewiesen, dass es sich bei der MKK7-IJNK Signalkaskade in der Tat
um keinen essentiellen, fur die Induktion von apoptotischen Prozessen benétigten,
Signaltransduktionsweg handelt (Davis 2000; Sasaki et al. 2001). Viele physiologische und
pathol ogische Bedingungen, die zu einer SAPK/INK Aktivierung fuhren, verursachen selbst
in neuronalen Zellen keine Apoptose (Xu et al. 1997; Herdegen et a. 1998; Kenney and
Kocsis 1998).

Die Tatsache, dass aktiviertes SAPK keinerlei Effekt auf das Uberleben von NIH 3T3 und
HEK?293 Zellen hatte, mag auf den ersten Blick verwunderlich klingen, wurde doch mit
SAPK[( (grofite Homologien bestehen zu humaner bzw. muriner JNK3) eine Kinase
verwendet, fur die in der Literatur eindeutige Belege existieren, fur eine Funktion bei der
Stressinduzierten Apoptose (Yang et a. 1997; Behrens et a. 1999). Wie bereits erwéhnt, wird
JNK3 hauptsichlich in neuronalen Zellen exprimiert (Martin et al. 1996). Unterschiedliche
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SAPK/INK Isoformen besitzen verschiedene Substrataffinitdten und sind folglich oft an
getrennten biologischen Funktionen beteiligt (Gupta et al. 1996). Der Effekt von aktivierten
SAPK/INKs hangt zusétzlich auch vom zelluldren Kontext, der Art und Dauer des
verwendeten Stimulus und der simultanen Aktivierung weiterer Signalwege ab. Die Balance
zwischen pro- und antiapoptotischen Zielgenen legt fest, ob eine Zelle Uberlebt oder
Selbstmord begeht (Shaulian and Karin 2002).

NIH 3T3 Fibroblasten und HEK293 Zellen stellen beides Zellsysteme dar, in denen
endogenes SAPK[B/INK3 kaum exprimiert werden durfte. Das bedeutet, dass auch
Interaktionspartner, Substrate und regulierende Proteine, die bel der Tatigkeit von
SAPK[B/INK3 bendtigt werden, in nichtphysiologischen Mengen vorliegen kénnen. Erst vor
kurzem wurde in einer Studie gezeigt, dass JINK2 die Phosphorylierung von JNK1 negativ
regulieren kann (Hochedlinger et al. 2002). Es ware daher nicht vollig auszuschlief3en, dass
ubiquitinér exprimiertes INK1 und/oder INK2 einen vergleichbaren Effekt auf SAPK[/INK3
ausiiben konnte und dessen Aktivitdt unter einen spezifischen Schwellenwert sinkt, der fur die
Stimulation der Apoptose benétigt wird. Durch den Einsatz eines induzierbaren c-jun-ER
Fusionsgens konnte zweifelsfrei die Induktion von Apoptosesignalwegen durch aktiviertes c-
Jun nachgewiesen werden (Bossy-Wetzel et a. 1997). Dieser Effekt war jedoch wesentlich
hoher, wenn man die Zellen statt in ausreichenden Serumkonzentrationen lediglich unter
Niedrigserumbedingungen kultivierte (Bossy-Wetzel et al. 1997). Vermutlich enthdlt Serum
Faktoren, die entweder die c-Jun-stimulierte Apoptose vermindern oder evtl. sogar vollstandig
unterbinden kénnen. Zytokine wie z.B. EGF oder IGFI/I1 (insulin-like growth factor 1/11) sind
in der Lage, die Viabilitdt Serum-gehungerter Fibroblasten, die aktiviertes c-Jun exprimieren,
zu erhohen (Bossy-Wetzel et al. 1997). Da eigene Experimente immer unter ausreichenden
Serumkonzentrationen durchgefihrt wurden, konnte der c-Jun Effekt zu gering gewesen sain,
um letztendlich Apoptose zu induzieren.

Zwar konnte durch den Einsatz einer IL3-abhéngigen 32D Zelllinie gezeigt werden, dass
SAPKB-MKK?7 statt das Uberleben der Zellen zu férdern, genau das Gegenteil, also den Tod
der Zellen durch Apoptose induzierte (Kapitel 5.17). Interessanterweise scheint jedoch die
Kinasefunktion von SAPK3-MKK7 keine essentielle Rolle bel diesem Effekt zu spielen, da
ahnliche Resultate auch mit der inaktiven Form des Fusionsproteins erhalten wurden (Kapitel
5.17). Folglich musste die Apoptosestimulation von SAPK[3 vermutlich durch die Interaktion
mit unbekannten Zielprotein/en ausgel 6st werden, wahrend fur eine Phosphorylierung von c-
Jun keine Notwendigkeit besteht. c-Jun Phosphorylierung gilt jedoch als sicherer Indikator
von Stressinduzierter Apoptose
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(Brenner et al. 1989; Devary et al. 1991; Manome et al. 1993). Wie korrelieren daher diese
Befunde mit bisherigen Literaturdaten? Normalerweise ist davon auszugehen, dass die
Haupttétigkeit einer Kinase wie SAPK/INK in der Phosphorylierung seiner spezifischen
Substrate liegt. Dennoch wurden auch durch SAPK/INK hervorgerufene Effekte beschrieben,
die aufgrund der alleinigen Bindung mit seinem I nteraktionspartner ausgel 6st werden kénnen.
Beispielsweise verursacht die Bindung von SAPK/INK an p53 die Ubiquitinierung des
letztgenannten (Fuchs et al. 19984). Zahlreiche Analysen belegen eindeutig eine Funktion von
JNK3 in der Stress-vermittelten Apoptose von neuronalen Zellen (Yang et a. 1997; Behrens
et al. 1999). Allerdings basieren sie auf der Verwendung von jnk3" defizienten Mé&usen bzw.
Mausembryofibroblasten. Dabei kann jedoch aufgrund der gewéhlten Versuchsbedingungen
nicht differenziert werden, ob eine aktive INK3 Kinase fir die Apoptoseinduktion bendtigt
wird, oder bereits inaktives INK3 ausreichend ist. Experimente in denen aktivierte INK3
eingesetzt wurden, fehlen bislang génzlich.

6.5 SAPK3-MKK7 und seine Funktion bei der Tumorbildung in vivo

Die Rolle der klassischen zytoplasmatischen Kaskade an der Tumorgenese in vivo ist gut
dokumentiert (Einleitung 2.2), die Funktion des SAPK/INK Signalweges ist dagegen kaum
charakterisiert. Verschiedene Studien in der Vergangenheit belegen zwar die Beteiligung von
SAPK/INK an zelluldren Transformationsprozessen (vgl. Einleitung 2.3.3.4), alerdings
existieren nur wenige in vivo Analysen. Erst kirzlich konnte durch zwei Publikationen
gezeigt werden, dass JINK2 zwar nicht die Initiation von TPA induzierten Hauttumoren in
Mausen fordern kann, dafir aber deren Wachstum und Progression deutlich unterstiitzt (Chen
et a. 2001). Im Gegensatz hierzu supprimiert INK1 die Entstehung von Hauttumoren (She et
al. 2002). Diese Analysen basierten auf der Verwendung von jnk defizienten Tieren. Daneben
existieren allerdings auch Daten, die andeuten, dass SAPK/INKs zumindest nicht in allen
Stadien der Tumorentwicklung in vivo benétigt werden. Cot-induzierte Tumorentwicklung
erfolgte unabhéangig von einer Aktivierung der SAPK/INK Kinasen bzw. der daraus
resultierenden Phosphorylierung des Transkriptionsfaktor c-Jun (Matenia et al., eingereicht).
Untersuchen, die die direkte Verbindung zwischen der Kinaseaktivitdt von SAPK/INKs und
einer Tumorentwicklung in vivo beweisen, konnten in der Vergangenheit aufgrund fehlender
aktivierter Mutanten dieser MAP Kinase nicht durchgefihrt werden. Mit der Etablierung von
SAPKB-MKK7 wurde dieses Problem behoben. Die subkutane Injektion von NIH 3T3
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Zellen, die SAPK[3-MKK?7 stabil exprimierten, induzierte nach 37 Tagen das Wachstum eines
Tumors in einer Nacktmaus. Auch dieses Experiment bestétigte somit das bereits zuvor inin
vitro Analysen beobachtete schwach transformierende Potential fur aktiviertes SAPK[3. Denn
im Vergleich dazu entwickelte eine Kontroll-Nacktmaus, die mit v-Raf transformierten
Fibroblastenzellen injiziert wurde, bereits nach 17 Tagen einen deutlich sichtbaren Tumor.
Histologische Untersuchungen der beiden Tumoren lief3en grofe Unterschiede erkennen
(Kapitel 5.15), die evtl. auch auf unterschliedliche Mechanismen schlief3en lassen, Zellen zu
transformieren. Auffdlig war vor allem die starke Gefél3versorgung des durch SAPK[3-
MKK7-induzierten Tumors. Interessanterweise werden SAPK/INK Kinasen in der Literatur
durchaus mit diversen Angiopathien, z.B. Arteriosklerose, Ischdmie, Verénderungen bei der
Vaskularisation und Ausbildung von Herzfehlern, in Verbindung gebracht (Pombo et al.
1994; Morooka et a. 1995; Force et al. 1996; Wang et a. 1998b; Tibbles and Woodgett 1999;
Garay et a. 2000). Detaillierte funktionelle Zusammenhénge sind dabel bislang noch kaum
identifiziert. c-Jun und JunB, beides Substrate von SAPK/INKS, verursachten in einem
Fibrosarkoma-Zellkulturmodell verstéarkte Angiogenese, indem sie die Expression des
Proliferin Gens (FL1) aktivierten (Toft et al. 2001). Da die FL1 Expression mit dem Stadium
der Fibrosarkomaentwicklung korreliert, schlagen diese Ergebnisse zusétzlich eine Rolle von
c-Jun und JunB bei der Tumorprogression vor (Toft et al. 2001). Der Verlust von MEKK3",
eine MAPKKK des SAPK/INK Signalweges, verursacht embryonale Letalité aufgrund
fehlender Angiogenese und kardiovaskularer Entwicklung (Yang et al. 2000). Inwieweit diese
Defekte alleine durch den Verlust von SAPK/INK Signalen hervorgerufen werden, ist jedoch
unklar (Davis 2000).

Aufgrund des beobachteten in vitro als auch in vivo Potentials von SAPKB3-MKK7, NIH 3T3
Zellen transformieren zu konnen, entwickelte sich die Frage nach den mdglichen
Zielproteinen, die zusammen mit aktiviertem SAPK[3 an diesem Prozess beteiligt sind. H-Ras-
induzierte Transformation von Mausfibroblasten benttigt die Expression von c¢-Jun (Johnson
et a. 1996). c-dun kooperiert mit H-Ras bei der Transformation von
Rattenembryofibroblastenzellen (REF) (Schutte et al. 1989a; Schutte et al. 1989b), wobei die
Expression von onkogenem H-Ras zur Aktivierung von ERK und SAPK/INK fihrt und somit
letztendlich zur verstérkten transkriptionellen Aktivitét von Fos Proteine durch ERK und c-
Jun Phosphorylierung durch SAPK/INK fuhrt (White et a. 1995). Diese Daten lassen eine
wichtige Rolle des SAPK/INK Signalweges und der damit gekoppelten Aktivierung von AP-
1 Faktoren bei der zelluldren Transformation vermuten. Ras und Raf bendtigen c-Jun fir die
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Transformation (Rapp et a. 1994), sind aber beide nicht in der Lage SAPK/INKSs direkt zu
aktivieren (Troppmair et al. 1998). Alleinige Uberexpression von c-Jun transformiert Ratla
Fibroblasten (Schutte et a. 1989a), nicht jedoch NIH 3T3 Zellen. Folglich missen noch
zusétzliche Faktoren bel der SAPK/INK-vermittelten Transformation involviert sein. Neben
c-Jun as Mitglied der Jun Familie konnte auch fur ein Mitglied der Fos Familie ein deutlicher
Expressionsanstieg in SAPKB-MKK7 transformierten Zellen gemessen werden. Sowohl
transiente Transfektionsstudien als auch Proteinanalysen der Tumorzelllinie wiesen deutliche
Expressionsanstiege an Fra-1 auf (Kapitel 5.16 und Daten nicht abgebildet). In Fibroblasten
ist Fra-1 die dominierende Komponente des AP-1 Komplexes, der durch aktiviertes Ras
induziert wird (Mechta et a. 1997). In Kombination mit c-Jun ist Fra-1 in der Lage, NIH 3T3
Zellen zu transformieren (Mechta et al. 1997). Die transformierende Aktivitdt von Fra-1
(sowie Fra-2) ist jedoch im Vergleich zu anderen Fos Proteinen deutlich geringer.
Uberexpression von Fra-1 in Fibroblasten fiihrt weder zur morphologischen Transformation
noch zur Focus-Formation, obwohl es verankerungsunabhangiges Wachstum in vitro und die
Tumorbildung in vivo in Nacktmausen induzieren kann (Wisdon and Verma 1993; Bergers et
al. 1995). Dartber hinaus fordert Fra-1 das invasive Wachstum von Tumorzellen (Kustikova
et al. 1998). Eine direkte Phosphorylierung von Fral durch aktivierte SAPK/INKSs ist nicht
publiziert worden. Stattdessen kénnen Fral/2 nach Stimulierung durch Wachstumsfaktoren
direkt durch ERK's phosphoryliert werden, wodurch ihre Fahigkeit der DNA-Bindung mit c-
Jun weiter erhoht wird (Gruda et a. 1994). Durch den Einsatz zweier synthetischer MEK
Inhibitoren PD098059 und UO126 konnte die Uberexpression von Fra-1 unterbunden werden
(Daten nicht gezeigt), was darauf schlief3en lasst, dass es sich um einen indirekt durch
SAPKB-MKK7 induzierten Effekt handelte, der zusétzlich die Aktivierung des ERK
Signalweges erforderte. Zusétzlich konnte die Verwendung des PD098059 Inhibitors (50uM,
24 h) eine tellweise Reversion des morphologischen Phéanotyps induzieren (Daten nicht
dargestellt). Obwohl durch transiente Transfektionsexperimente ein Einflul3 von SAPK[3-
MKK?7 auf die Aktivitét endogener ERK Kinasen ausgeschlossen wurde (Kapitel 5.5), deutet
dieses Ergebnis dennoch eine mogliche Kooperation der ERK und SAPK/INK
Signaltransduktionskaskade an. Eventuell ist diese Kooperation der beiden Signalwege fir die
Initiation der Tumorformation notwendig. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde
in den SAPKB-MKK7-induzierten Tumorzellen der Nacktmaus eine deutliche
Uberexpression von C-Raf detektiert (Kapitel 5.14). Folglich findet eine mogliche
Kooperation auf Ebene von Raf statt. Erste Western-Blot Analysen lieferten Beweise, dass
das Uberexprimierte C-Raf z.T. in phosphorylierter Form an Ser-338 in den Tumorzellen
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vorlag (Kapitel .5.14). Phosphorylierung des Ser-338 von C-Raf wird durch Ras stimuliert
(Diaz et al. 1997). Daneben konnte Pak as Regulator dieser C-Raf Phosphorylierungsstelle
identifiziert werden (King et al. 1998). Somit handelt es sich bel Ser-338 um eine
Aktivierungsstelle, die die Integration von Signalen verschiedener Signalwege erlaubt (Chong
et a. 2001). Zusétzliche Kinase-Assays sollen helfen den Effekt von aktiviertem C-Raf auf
die Kaskadenmitglieder MEK und ERK zu verifizieren. Bei ersten Western-Blot Analysen
vermochte die beobachtete Uberexpression von C-Raf nur eine schwachen MEK und ERK
Phosphorylierung zu stimulieren, die aber ausreichte, um gleichzeitig die Expression von c-
Jun deutlich zu steigern (Daten hier nicht dargestellt). In der Folge kann c-Jun von SAPK[3-
MKK?7 aktiviert werden, wodurch gleichzeitig auch dessen Stabilitét erhoht wird (Ip and
Davis 1998). Die daraus resultierenden Folgen fir die zelluldre Transformation wurden
bereits diskutiert.

EinflUsse der klassischen zytoplasmatischen Kaskade auf den SAPK/INK Signalweg sind in
zahlreichen Publikationen beschrieben worden (Minden et al. 1994; McCarthy et al. 1995;
Kerkhoff and Rapp 1998). Welche Indizien lassen sich jedoch fur den umgekehrten Fall
finden? Existieren Anzeichen fur das EinflieRen von SAPK/INK Signaen in die ERK
Kaskade? SAPK/INKSs tragen zur Stabilisierung der 1L-2 (Chen et a. 2000) und IL-3 (Ming
et a. 1998) mMRNA in aktivierten T-Zellen bei. Allgemein wird die Genexpression sowohl auf
transkriptioneller als auch post-transkriptioneller Ebene kontrolliert. Post-transkriptionelle
Regulation der Genexpression beinhaltet bel eukaryontischen Zellen die Prozessierung
(processing), Umsatzrate (turnover) und Translation von mRNA. Der SAPK/INK Signalweg
kontrolliert hierbei die Ubernahme (Chen et al. 1998), Transkription und die Synthese der IL-
2 mMRNA (Su et al. 1994; Jacinto et al. 1998). Daneben tragen sie auch zur Stabilitét der I1L-2
(Chen et al. 2000) und IL-3 (Ming et al. 1998) mRNA bei. IL-2 wiederum induziert die
Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung von C-Raf in der T-Zelllinie CTLL-2 (Turner et al.
1991; Turner et a. 1993). Da eine physikalische Interaktion zwischen C-Raf und der p7503
Kette des IL-2 Rezeptors bereits beschrieben wurde (Maslinski et al. 1992), darf vermutet
werden, dass es sich bei C-Raf um ein proximales Mitglied einer durch IL-2 regulierten
Signaltransduktionskaskade handelt. I1L-3 ist ebenfals in der Lage, die
Tyrosinphosphorylierung von C-Raf zu stimulieren (Carroll et al. 1990; Kanakura et al.
1991). Die Verwendung eines phospho-Tyrosin Antikorpers bzw. eines Antikorpers, der
spezifisch gegen die phosphorylierte Form von Tyrosin an Position 341 der C-Raf Kinase
gerichtet ist, konnte weitere Aufschliisse vermitteln, ob C-Raf in aktivierter Form in der

Tumorzelllinie vorliegt und dieser Effekt somit vermutlich indirekt auch durch die
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SAPK/INK Signalkaskade gesteuert wird. Tyr-341 stellt einen essentiellen Aminosaurerest
dar, der fUr die Aktivierung von C-Raf bendtigt und durch Src-Kinasen phosphoryliert wird
(Fabian et a. 1993; Mason et al. 1999).

Bel hnRNP-K (hetreogenous nuclear ribonucleoprotein K), auch K-Protein genannt, handelt
essich um ein erst kirzlich identifiziertes SAPK/INK Substrat, welches alerdings auch durch
ERK s phosphoryliert werden kann (Habelhah et al. 2001). Es ist Mitglied einer Familie von
RNA-bindenden Proteinen, die Komplexe mit RNA Polymerasell Transkripten bilden kénnen
(Krecic and Swanson 1999; Nakielny and Dreyfuss 1999). Sie wirken an der RNA
Transkription und Tranglation mit, und regulieren daneben das nukledre-zytoplasmatische
Translozieren (shuttling) von Proteinen und RNA (Bomsztyk et a. 1997). Der positive Effekt
des K-Proteins auf die Transkription duf3ert sich auf vielféltige Weise (Habelhah et a. 2001):
hnRNP-K beeinfluf3t beispielsweise die Transkription von c-myc und SP1/3 (Du et al. 1998).
Direkte Einflusses des K-Proteins auf die Transkription von c-raf sind bislang nicht bekannt.
Die Analyse der humanen c-raf Promoterregion fihrte jedoch zur ldentifikation von
heterogenen RNA Startsequenzen sowie vier potentiellen Bindungsstellen fir den
Transkriptionsfaktor SP1 und einem Bindungsmotiv fir Transkriptionsfaktoren der
Octamerfamilie (Beck et al. 1990), wodurch evtl. der Bogen zu hnRNP-K und SAPK/INKs
gespannt wére.

Die Suche nach weiteren Proteinen, die in der SAPK-MKK7-induzierten Tumorzelllinie, im
Vergleich zu Kontrollzelllinien ein verandertes Expressionmuster aufwiesen, fuhrt vor allem
zur Identifizierung von Zellzyklus-relevanten Proteinen (Daten sind hier nicht dargestellt).
Inwiefern diese Ergebnisse durch die Uberexpression von C-Raf vermittelt werden, wurde
noch nicht verifiziert. Zusétzliche Experimente sind dringend erforderlich, um mehr Details
zu erhalten, die den Mechanismus erkléren, wie ein komplexes Netzwerk aus Mitogen- (ERK)
und Stressinduzierter (SAPK/INK) Signalkaskade mit der Zellzyklusmaschinerie verknipft
ist und wie Mechanismen, die zur Deregulation dieser Prozesse fiihren, bei der neoplastischen
Transformation kooperieren. Des Weiteren fehlen Studien, die analysieren, ob das Uberleben
SAPKB-MKK7 exprimierender Tumorzellen durch die Kooperation mit C-Raf geftrdert
werden kann. Insgesamt gesehen durfen die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse nicht
Uberbewertet werden, da sie momentan auf den Resultaten einer einzigen Nacktmaus
basieren. Eine Studie mit einer grof3eren Anzahl an mit SAPK[-MKK7-exprimierenden NIH
3T3 Zellen injizierten Nacktmausen wurde vor kurzem gestartet. Zusétzlich soll auch

analysiert werden, ob aktiviertes SAPK[3 zur Metastasierung beitragen kann. Daneben sind
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Nacktmausexperimente mit der inaktiven Form des Fusionsproteins (SAPKB3-MKK7 KD) in

Vorbereitung.

6.6 Konstitutiv-aktives SAPK [ induziert die morphologische Transformation in NIH
3T 3 Fibroblasten gekoppelt mit der Zerstorung des Zytoskeletts

Onkogene Transformation ist oftmals mit morphologischen Verdnderungen des Zellphanotyps
verknipft, die durch Umbauten des Aktin-Zytoskeletts induziert werden (Zohn et al. 1998).
Kleine GTPasen spielen hierbel eine bedeutende Rolle und aktivieren u. a auch SAPK/INKSs:
Mitglieder der Ras-Subfamilie regulieren vor allem die Proliferation und Differenzierung von
Zellen, wahrend Angehdrige der Rho-Subfamilie (RhoA, -B, -C; Racl und 2; Cdc42)
zunachst als Regulator des Aktin-Zytoskeletts identifiziert wurden, die allerdings ebenso die
Genexpression und Proliferation beeinflussen kdnnen (Sahai et a. 2001). In eukaryontischen
Zellen erfolgen durch sie definierte morphol ogische Verdnderungen, die mit Umbauprozessen
des Aktinzytoskeletts assoziert sind: RhoA kontrolliert den Zusammenbau von
Aktinstressfasern und fokale Adhésionskomplexe (focal adhesion complexes) (Amano et al.
1997; Watanabe et al. 1999). Aktiviertes Rac reguliert die Akkumulation von Aktinfilamenten
an der Plasmamembran sowie die Entwicklung von Lamellipodien und zellmembrannahen
Aktinanh&dufungen (membrane ruffles), wahrend Cdc42 die Formation von Filopodien
(Mikroausstulpungen der Zellmembran) stimuliert (Ridley et al. 1992; Nobes and Hall 1995;
Nobes and Hall 1999). Daten belegen, dass die transiente Expression von aktiviertem Ras,
Rac oder RhoA zur Bildung von Stressfasern in Zellen fuhrt (Joneson et al. 1996; Hall 1998;
Sander and Collard 1999), wéhrend die anhaltende Aktivierung, z.B. in Ras
transformierenden Zellen, eine Inhibierung der Formation von Stressfasern induziert
(Boettner and Van Aelst 1999). Ein moglicher Mechanismus, dem die Zerstérung des Aktin-
Zytoskeletts zugrunde liegt, besteht in der anhaltenden ERK Aktivierung ausgel 6st durch Raf-
oder Ras-Signale. ERK fungiert als negativer Regulator der Aktivitéten der ROCK und LIM
Kinase. Bel beiden handelt es sich um Rho Effektoren, die fur die Aktin Stressfaserbildung
nétig sind (Sahai et al. 2001). Parallel dazu werden durch onkogenes Raf Rac Aktivatoren
inhibiert und somit die Rac vermittelte Adhésion der Zellen an die extrazelluléare Matrix
verhindert (Kerkhoff et. a., in Druck). Interferenz mit der Rac Aktivierung kann die
transkriptionelle Herabregulierung von Tiam1 beinhalten, bei dem es sich um einen Aktivator
von Rac handelt (Zondag et a. 2000). Eine direkte Verbindung zwischen der
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Aktinorganisation und SAPK/INK Kinasen konnte in Sdugerzellen bis zum heutigen
Zeitpunkt nicht identifiziert werden.

Genetische Studien in Drosophila melanogaster belegten jedoch die Notwendigkeit von
Komponenten des JNK-Signalweges, wie DRac, DMKK7 und DJINK (basket), bel der
Regulation der Zellgestalt und Zellbewegung wéahrend des Prozesses des dorsalen Schlief3ens
(dorsal closure) von Drosophila Embryonen (Sluss et a. 1996; Keyse 2000). Mit Hilfe eines
Two-Hybrid Screens wurde kirzlich p150-Spir as neues zytoplasmatisches Substrat von
DJINK ermittelt (Otto et al. 2000). p150-Spir gehort zur Familie der Wiscott-Aldrich Syndrom
Proteine (WASP), die eine WH2 Domane besitzen (Wiscott-Aldrich Homology Domain2) und
an der Aktinreorganisation involviert sind (Bi and Zigmond 1999; Ramesh et a. 1999).
Daten, die belegen, dass Spir Uber seinen modifizierten FYVE Zinkfinger (Stenmark et al.
1996) an intrazelluldre Membranstrukturen binden kann und an Vesikeltransportprozesse
partizipiert, verkniipfen erstmals die Aktinorganisation mit intrazelluléren Transportprozessen
(Kerkhoff et al. 2001). N-terminale Sequenzen von Spire konnen mit GTPasen der Rho
Familie interagieren (Wellington et al. 1999; Anmerkung der Autorin: in dieser Publikation
wird Spir zusétzlich mit "€" geschrieben!). p150-Spir kolokalisiert mit dem F-Aktin von NIH
3T3 Fibroblasten und dient als Initiator der Aktinpolymerisation (Otto et al. 2000). Bislang
konnte jedoch nicht analysiert werden, ob JNK als positiver bzw. negativer Regulator von
p150-Spir fungiert. Bei Koexpression von aktiviertem SAPKB-MKK7 zusammen mit p150-
Spir kolokalisieren beide Proteine in einem pl50-Spir typischen Muster innerhalb des
Zytoplasmas (Otto, unverotffentlicht), wahrend in Abwesenheit von p150-Spir aktiviertes
SAPK/INK im Zellkern lokalisiert ist (Kapitel 5.6). Die Funktion des humanen oder murinen
Spir-1und Spir-2 (Homologe zu p150-Spir aus Drosophila) sind noch nicht identifiziert
worden. Von DINK ist bekannt, dass es noch weitere Komponenten des Zytoskeletts, die an
dem Prozess des dorsalen Schlief?en von embryonalen Drosophila Fliegen beteiligt sind,
direkt phosphoryliert und modifiziert: Zipper (nichtmuskuléres Myosin), Coracle (Drosophila
Homolog des Vertebraten Band 4.1 Zytoskelettproteins), Inflated oder Myospheroid (beides
Integrine, die an der Zelladhasion beteiligt sind). Daneben besteht fir DINK (sowie fur
SAPK/INKSs aus Saugezellen) die Moglichkeit, die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren zu
regulieren, die am Vorgang des dorsalen Schlief3ens beteiligt sind (Malliri et al. 1998).

Die Mikroinjektion von aktiviertem Rac und Cdc42 in Zellen induziert Veranderungen der
Aktinstrukturen innerhalb weniger Minuten bevor eine de novo Proteinsynthese einsetzen
kann (Davis 1993; Xia et al. 1995). Im Vergleich hierzu bewirkt Rho nur die Reorganisation
bereits vorhandener Aktinfilamente (Ridley and Hall 1992; Mullins 2000). Die in dieser
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Arbeit gewonnen Ergebnisse lassen fur aktiviertes SAPK[3 eher das Gegenteil vermuten. Wird
durch die Uberexpression von JIP-1 aktiviertes SAPK[3 im Zytoplasma zuriickgehalten, so
konnte dieses die Zerstorung der Aktin Stressfasern verhindern. Folglich scheint die nuklegre
Translokation von SAPKB-MKK?7 fir die Effekte auf das Zytoskelett unbedingt erforderlich
zu sein. Allerdings konnte ein Einflu® auf die Aktivitéat von SAPK[3-MKK?7 durch JIP-1 nicht
ausgeschlossen werden. Eigene Daten (Kapitel 5.13) sowie eine erst kirzlich erschienene
Studie, in der ein kiinstlich hergestelltes Peptid, bestehend aus einer 21 Aminonsduren langen
Sequenz der JNK-bindenden Doméne von JIP-1, verwendet wurde, zeigten die in vivo
Inaktivierung von SAPKB-MKK7 (Kapitel 5.13) bzw. die in vitro Inaktivierung von
SAPK/INK Kinasen (Barr et a. 2002). Letzte Gewissheit kann folglich erst durch die
Verwendung von Inhibitoren der Proteinsynthese, wie beispielsweise Cyclohexamid oder

Actinomycin D, gewonnen werden.

6.7 Ausblick

Zusammenfassend belegen die hier présentierten Daten die morphologische Transformation
von NIH 3T3 Zellen as Folge der Expression von konstitutiv-aktivem SAPK[. Sein
transformierendes Potential ist jedoch im Vergleich zu klassischen Onkogenen wie ras oder
raf wesentlich geringer. Das liegt vermutlich daran, dass SAPK[3-MKK?7 nur einige Aspekte,
die fur die onkogene Transformation erforderlich wéren, zu rekapitulieren vermag. Zwar
wurde der Phanotyp des Zytoskelett der Zellen verdndert und auch die Zellproliferation
beschleunigt, positive Einfluisse, die das Uberleben der transformierten Zellen unterstiitzen,
konnten jedoch nicht registriert werden. Trotz der eingeschrénkten in vitro SAPKB-MKK7-
vermittelten Effekte, weisen auch erste Analysen in vivo auf ein Potential von SAPK/INK
Kinasen hin, die Tumorformation zu steuern.

Um das vollstdndige Aktionsspektrum von SAPK/INK Kinasen ermitteln zu kénnen, ist es
jedoch erforderlich, noch weitere aktivierte Fusionsproteine zu etablieren, die in ihrer
Zusammensetzung in den verschiedenen SAPK/INK Isoformen und MKK7 bzw. MKK4
Isoformen varieren. Nur so kann der Substratspezifitét der einzelnen Kinasen beriicksichtigt
werden. Viele SAPK/INK Isoformen bendtigen fur ihre vollstandige Aktivierung die
Phosphorylierung von MKK4 und MKK7 (Kyriakis and Avruch 2001). Es wére daher zu
Uberlegen, ob zusétzlich nicht auch Fusionsproteine generiert werden missten, die am N-
bzw. C-Terminus von SAPK/INK jeweils MKK4 und MKK?7 tragen. Die Etablierung einer
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SAPKB-MKK7-exprimierenden NIH 3T3 Tet-off Zelllinie bietet sich nahezu fur den Einsatz
bei Microarray-Experimenten an. Hierdurch konnten Daten gewonnen werden, die die
Funktion von SAPK/INKs im komplexen genetischen Netzwerk noch engehender
beschreiben. Daneben besteht die Mdglichkeit, relevante pathopysiologische Gene zu
identifizieren, um in weiteren Schritten geeignete Therapien zu entwickeln, die helfen, die
Aktivitét dieser Proteinkinase gegebenenfalls zu modulieren. Neue Interaktionspartner von
SAPK/INKs konnten zwar auch mit Hilfe von Two-Hybrid Assays verifiziert werden,
alerdings ist zu befiirchten, dass SAPK/INKS, ebenso wie weitere MAP Kinasen (p38 und
ERKS5; eigene Daten: nicht dargestellt), die Fahigkeit besitzen, die Aktivitét des Reportergens
zu stimulieren ohne hierfir ein Interaktionspartner gebunden zu haben. Zusétzlich konnte die
SAPK/INK-verursachte Ubiquitinierung von Bindungspartner ein Problem darstellen (siehe
Einleitung Kapitel 2.3.3.2).

Die SAPK/INK Signaltransduktionskaskade in D. melanogaster besitzt einen hohen Grad an
Homologie zu den Vertebraten. Dies gilt sowohl fir den hierarchischen Aufbau des
Signaweges as auch fur die DNA- und Proteinsequenzen der enzelnen
Kaskadenkomponenten. Der hohe Grad an evolutionédrer Konservierung 183 ghnliches fur die
Funktion vermuten und bietet an, D. melanogaster as Modell fir genetische und
molekluarbiologische Studien der SAPK/INK Kaskade heranzuziehen, um die zahlreichen,
oft widerspriichlich erscheinenden, Effekte der Signalaktivierung zu analysieren, und um
diese Ergebnisse anschlief3end auf die Situation in Vertebraten zu Ubertragen (Ip and Davis
1998). Die Fruchtfliege offeriert dabei den Vortell enes gut charakterisierten
Modellorganismus, in dem Uber zahlreiche etablierte Verfahren wie z.B. die Herstellung
transgener Fliegen, Mutantenanalysen oder genetische Screens die Beteiligung der
Signalkaskade in bestimmten zellul&ren Entwicklungsprozessen untersucht werden kann. In
Zusammenarbeit mit Prof. Raabe (MSZ) wurde daher versucht, eine transgene Fliege, die
SAPKB-MKK7 exprimiert, zu etablieren. Ein erster Ansatz, in dem die injizierte DNA dlein
durch den Zufall bestimmt, im Genom integrieren konnte, verursachte den embryonalen Tod
der Tiere (Daten nicht dargestellt). Aus diesem Anla3 wurde SAPKB-MKK7 in einem
zweiten Versuch gezielt in Zellen exprimiert, die fur die Facettenaugenentwicklung benttigt
werden und bei dem es sich um kein Uberlebenswichtiges Organ handelt. Hierbei besal3en
adulte Fliegen, die SAPK[B-MKK7 exprimierten, vollig deformierte Augen. Einige Tiere
bildeten in den Augen Antennen aus oder trugen statt Augen normale Cuticula mit Borsten an
diesem Bereich des Kopfes (Daten nicht dargestellt). Zusétzlich zu den transgenen Fliegen ist
momentan auch die Etablierung einer Tetrazyklin-regulierbaren transgenen Mausin Arbeit.
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Abklrzungen

ANHANG

Nicht aufgeftihrt werden Einheiten des international gebrauchlichen SI-Systems.

A
Abb.
abs.
Amp.
AP-1
APS

Aqua bidest.

AS
ATCC
ATP
BES
bp
BSA
bzw.

C

c

ca
cDNA
cfu

Ci

CIP
Cot
CRIB
C-terminal
ddH,0
d.h.
DMEM
DMF
DMSO

Adenin/ Adenosin

Abbildung

absolut

Ampicillin

Aktivator Protein 1
Ammoniumpersulfat

Aqua bidestillata

Aminosaure

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat
N,N-bis-2-Hydroxyethyl-2-aminoethansul fonsiure
Basenpaare

Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Cytosin/ Cytidin

Konzentration

circa

copy DNA

colony forming units

Curie

Calf Intestinal Phosphatase

cancer osakathyroid
Cdc/Rac-interactive binding motif
carboxyterminal

destilliertes Wasser

dass heif3t

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
N,N-Dimethyl-Formamide
Dimethylsulfoxid
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DNA Desoxyribonukleinsaure

DNTP Desoxynucleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemoluminiscence

E. coli Escherichia cali

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eg. for example; Lat.: exempli gratia

EGFR epidermal growth factor receptor

EGTA Ethylen-glycol-bis-(3-Aminoethylether)-N,N,N",N"-
Tetraacetat

ERK Extracellular Regulated Kinase

FCS fetal calf serum

GAP GTPase aktivierendes Protein

GCK Germinal center kinase

GDP Guanosindiphosphat

GDI GDP Dissoziationsinhibitor

GEF Guaninnukleotide-exchange factor

GPCR G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein GTP/GDP-bindendes Protein

Grb2 growth factor receptor-bound protein 2

GST Glutathion S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

HA Hamagglutinin (-Epitop)

HEPES N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N"-2-ethansulfonséure

Hsp heat shock protein

IB mmunobl ot

lg Immunglobulin

IL Interleukin

IP | mmunoprézi pitation

IPTG | sopropy|-3-D-thiogal aktosid

JP JNK interagierendes Protein

INK c-Jun N-terminale Kinase

JSAP1 JINK/SAPK-associated protein 1

Kb Kilobasenpaare
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KDa Kilo-Dalton

LacZ [-Galactosidase

Luc Luciferasegen

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase

MAPKAP MAPK aktivierte Proteinkinase Kinase

MBP myolin basic protein

MES 2-[N-Morpholino] ethansulfonséure

MKK MAPK Kinase

MKKK MAPK Kinase Kinase

MKKKK MAPK Kinase Kinase Kinase

MEK MAPK/ERK aktivierende Kinase

MEKK MAPK/ERK aktivierende Kinase Kinase

MKP MAP-Kinasen Phosphatasen

MLK Mixed lineage kinase

MP1 MEK Partner 1

MRNA messenger RNA

MSZ Institut  fur  Medizinische  Strahlenkunde  und
Zdllforschung

Na-O-V Natrium Orthovanadat

NES Nukleéres Exportsignal

NF-kB nuclear factor-kB

NGF Nerve growth factor

NLS Nukleére L okalisationssignal

NP40 Nonidet 40

N-terminal aminoterminal

oD Optische Dichte

ORE oncogene responsive element

PAK p21-activated kinase

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaktion

PC12 Phaeochromocytoma 12
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PEG Polyethylenglykol

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKC Proteinkinase C

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid
PTB Phosphptyrosine binding domain
Raf rapidly accelerated fibrosarcoma
RNA Ribonukleinséure

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptor Tyrosin Kinase

SAPK Stress-aktivierte Proteinkinase
SDS Natriumdodecylsulfat

Ser Serin

SH Src Homologie

Sos Son of Sevenless

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TPA Tetradecanoylphorbol Acetat
Tpl-2 Tumor progression locus 2

Thr Threonin

Tyr Tyrosin

u.a unter anderem

usw. und so weiter

uv Ultraviolett

u.v.a und viele andere

Y Volumen

vgl. vergleiche

w weight, Gewicht

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-DGalactopyranosid
z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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