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ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit gelang es, neue Informationen �ber Signal�bertragungsvorg�nge in

prim�ren humanen Leukozyten zu gewinnen.

Ausgangspunkt waren im ersten Teil der Arbeit Untersuchungen zur Aktivierung der

Transkriptionsfaktoren CREB und ATF-2 als wichtige Ziele des MAPK-Netzwerkes. Es

lie§ sich zeigen, da§ die Phosphorylierung von ATF-2 an einer f�r seine Aktivit�t

entscheidenden Position durch ein Ca2+-Signal induziert wird. Von besonderen

Bedeutung ist dabei der experimentelle Nachweis, da§ diese Induktion durch eine

Behandlung der Zellen mit therapeutischen Konzentrationen des Immunsuppressivums

Cyclosporin A inhibiert wird. Dar�ber hinaus konnten Indizien f�r eine Beteiligung von

ATF-2 an der Ca2+-vermittelten Regulation der Expression des Reparaturenzyms DNA

Polymerase § in humanen Leukozyten gewonnen werden. Die Untersuchungen zur

Identifikation der f�r diese Induktion verantwortlichen Kinase offenbarten erstmalig die

Regulation des MAPK-Netzwerkes durch Calcium in prim�ren humanen Leukozyten.

Es konnte gezeigt werden, da§ die MAP-Kinasen SAPK2a und  die Kinasen der

SAPK1/JNK-Familie durch ein Ca2+-Signal aktiviert werden. In beiden F�llen wurde die

Induktion durch CsA beeinflu§t. Weiterf�hrende Experimente erbrachten den

Nachweis, da§ f�r die Aktivierung der SAPK2a durch Ca2+ die Kinase MKK6

verantwortlich ist. Ausgehend von diesen Experimenten wird es m�glich sein,

genauere Informationen zur Genregulation und deren Beeinflussung durch CsA in

prim�ren Leukozyten zu gewinnen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Resultate zur Charakterisierung des neuen Proteins

PRPL2 vorgestellt. Dieses zytoplasmatische Protein ist vorwiegend im

h�matopoetischen System exprimiert, es lie§en sich auf Proteinebene eine sehr

starke Expression in prim�ren Leukozyten und Zellinien des h�matopoetischen

Systems zeigen, nicht jedoch in Fibroblastenzellen. Dar�berhinaus wurde ein erster

Hinweis auf deutliche Unterschiede im Expressionsniveau dieses Proteins zwischen

prim�ren T-Lymphozyten eines gesunden Blutspenders und den Zellen einer aus

einer T-Zell-Leuk�mie etablierten Zellinie gefunden. Es konnte gezeigt werden, da§

PRPL2 in vitro selektiv mit den SH3-Interaktionsdom�nen wichtiger Signalmolek�le

reagiert. Weiterf�hrende Experimente bewiesen eine in vivo Interaktion mit dem Protein

WASP, dessen Gen in Patienten mit der Erbkrankheit Wiskott-Aldrich-Syndrom mutiert

ist. Diese Resultate verdeutlichen eine m�gliche Beteiligung von PRPL2 an

Signalprozessen und versprechen die Gewinnung neuer Erkenntnisse �ber

zellspezifischeÊRegulationsvorg�ngeÊinÊh�matopoetischenÊZellen.

STICHWORTE:  Cyclosporin A,  Ca2+-Signalwege,  PRPL2
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ABSTRACT

This work presents new  data about the signal transduction in human primary

leukocytes.

The first part shows the analysis of the activation of the transcription factors CREB

and ATF-2 as targets of the MAPK-network. The phosphorylation of ATF-2 at the

position Thr71 is induced by an increase of the intracellular Ca2+-level in human

primary leukocytes. This induction, which is important for the activity of the

transcription factor, could be blocked by therapeutic concentrations of the

immunosuppressant drug cyclosporin A (CsA). The attempts to identify the

responsible kinases revealed for the first time the regulation of the MAPK-network by

calcium in human primary leukocytes. It could be shown, that the MAP-kinases

SAPK2a and SAPK1/JNK are activated by a Ca2+-signal. Further experiments showed

the involvement of the MAPKK MKK6 in the activation of SAPK2a by calcium. Using

these data, it will be possible to obtain more information about the influence of CsA on

the gene regulation in primary leukocytes.

The second part of this thesis shows results of the characterization of the novel

protein PRPL2. This cytoplasmatic protein is predominantly expressed in the

hematopoietic system and a strong expression on the protein level was found in

primary leukocytes and hematopoietic cell lines. This thesis presents first data about

differences in the expression level of PRPL2 between primary T-lymphocytes of a

healthy donor and cells of a T-cell leukemia cell line. It could be shown, that PRPL2

interacts in vitro with the SH3-domains of important signaling molecules. Further

experiments revealed the in vivo interaction of PRPL2 with the protein WASP, which is

defect in patients with the hereditary disease Wiskott-Aldrich-Syndrome. These

results demonstrate the potential involvement of PRPL2 in signal transduction

processes and could be the basis for the attainment of new information about cell

specific regulation processes in hematopoietic cells.

Key words: Cyclosporin A,  Ca2+ signalling,  PRPL2
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Abk�rzungsverzeichnis:

BSA: bovine serum albumin

CRE: cAMP response element
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ERK:
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extracellular signal regulated kinase

Firma

fetal bovine serum
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GST: Glutathion-S-Transferase

IL:
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Interleukin

Immunpr�zipitation

IPTG: Isopropylthio-§-D-galaktosid

IVTT: in vitro Transkription und Translation

kDa: Kilodalton

MAPK:

MBP:

mitogen activated protein kinase

myelin basic protein

PAGE: Polacryalamidgelelektrophorese

PBMC: peripheral blood mononuclear cells

PIS: Pr�immunserum

PMA:

RT:

Phorbol-12-myristat-13-azetat

Raumtemperatur

SAPK:

SDS:

stress activated protein kinase

Sodiumdodecylsulfat

SH3: Src homology 3

SRBC: sheep red blood cells

TBST: Tris buffered saline Tween

WASP: Wiskott-Aldrich-syndrome protein

WIP: WASP-interacting protein
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1. EINF�HRUNG UND ZIELE

Ein wichtiges Merkmal von Organismen und einzelnen Zellen ist ihre F�higkeit, gezielt

auf �u§ere Einfl�sse zu reagieren.

S�mtliche Vorg�nge im Leben einer Zelle, vom Wachstum bis hin zu

Differenzierungsprozessen, werden durch ein engmaschiges extra- und intra-

zellul�res Kommunikationsnetzwerk kontrolliert. Damit ist jede Zelle in der Lage, auf die

unterschiedlichsten �u§eren Signale, wie z.B. chemische Stimuli oder auch Zell-Zell-

Kontakte, zu reagieren. Solche zellul�ren Reaktionen umfassen �nderungen im

Stoffwechsel und im Expressionsmuster von Genen. Fehler in diesen

Kommunikationswegen k�nnen zu einer Entartung von Zellen und der Entwicklung von

Tumoren f�hren.

Ziel der hier vorgestellten Arbeit ist es, neue Erkenntnisse �ber den Informationsflu§

in prim�ren humanen Leukozyten zu gewinnen. Dazu werden in den Zellen durch

�u§ere Stimuli Ereignisse simuliert, wie sie auch bei einer Immunantwort auftreten und

die Reaktion der Zellen analysiert. Besonderes Augenmerk wird dabei im ersten Teil

auf die Wirkung eines Calcium-Signals auf einen wichtigen Teil des intrazellul�ren

"information highway", das MAPK-Netzwerk, geworfen. Es soll untersucht werden,

wie Teile dieses Netzwerkes auf ein Calcium-Signal reagieren und wie dadurch die

Aktivit�t bestimmter Transkriptionsfaktoren beeinflu§t wird. Es soll weiterhin der

Einflu§ des Immunsuppressivums Cyclosporin A (CsA) auf diese Prozesse analysiert

werden. CsA ist von gro§er Bedeutung f�r die Behandlung von transplantierten

Patienten um eine Absto§ung des neuen Organs zu verhindern. Die Entdeckung von

CsA war richtungsweisend f�r die Entwicklung der Transplantationsmedizin.

Der zweite Teil besch�ftigt sich mit der funktionellen Charakterisierung des neuen

Proteins PRPL2, das haupts�chlich im h�matopoetischen System exprimiert wird.

Schwerpunkt ist dabei die potentielle Beteiligung dieses Proteins an

Signal�bertragungswegen in humanen Leukozyten.
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2. THEORIE

2.1 Das MAPK-Netzwerk

2.1.1 Allgemeines

Das MAPK-Netzwerk (siehe Abb.1) ist einer von mehreren Wegen, �ber die

extrazellul�re Stimuli den Zellstoffwechsel und das Expressionsmuster von Genen

beeinflussen. Teile dieses Netzwerkes sind in die Regulation unterschiedlichster

biologischer Prozesse, wie Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse, Apoptose,

Zellproliferation oder auch die Tumorentstehung, involviert (1, 2).

Generell l�§t sich dieses Netzwerk interagierender Kinasen in zwei Abschnitte

unterteilen:

1) Der Signalweg, der zur Aktivierung der ERKs (extracellular signal regulated

kinase) f�hrt und �ber den vor allem mitogene Signale (z.B. Serum,

Wachstumsfaktoren) und auch teilweise Differenzierungssignale vermittelt werden

und

2) die Signalwege, die zur Aktivierung der Kinasen der JNK/SAPK1-Familie (cJun N-

terminal kinase / stress activated protein kinase) und der p38/SAPK2-Familie

f�hren. Hier�ber  werden vor allem Stre§-Signale, wie z.B. die Einwirkung von

Hitze und UV-Bestrahlung, und die Einfl�sse von Endz�ndungsmediatoren, wie

z.B. LPS, IL-1 und IFNg, �bertragen.

Im folgenden sollen Grundz�ge der Regulation des MAPK-Netzwerkes in humanen

Zellen aufgezeigt werden.

2.1.2 Die MAPK-Ebene

Die MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinase) sind eine Superfamilie von

Prolin-gerichteten Ser/Thr-Kinasen, d.h. sie phosphorylieren Serin- und Threonin-
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Reste, die in einem jeweils spezifischen Aminos�uremotiv von einem oder  mehreren

Prolinen gefolgt werden. Diese Kinasen werden ihrerseits aktiviert durch eine

Phosphorylierung an einem Threonin und einem Tyrosin in dem f�r jede Gruppe

spezifischen Motiv Thr-Xaa-Tyr. Dabei ist Xaa bei den ERKs ein Glutamatrest, bei den

SAPK1/JNK ein Prolin.

Abb.1: Grundstruktur des MAPK-Netzwerkes (ver�ndert nach (2))

In den 80er Jahren wurde eine wachsende Anzahl von MAP-Kinasen identifiziert,

und, da von verschiedenen Gruppen in unterschiedlichen Systemen und

unterschiedlichen Situationen kloniert, mit verschiedenen Namen bezeichnet. In der

folgenden Arbeit wird die von P. Cohen vorgeschlagene, einheitliche Nomenklatur ver-

wendet (Tab.1).

ERKs

�ber die Kinasen ERK1 und ERK2 werden vor allem mitogene Signale auf den

Stoffwechsel �bertragen:

· eine Behandlung mit Serum induziert die ERK-Aktivit�t in vielen Zellen (3)

ERK1
ERK2

SAPK1a
SAPK1b
SAPK1c SAPK3SAPK2a SAPK2b SAPK4 SAPK5

MEK1 MEK2 MKK4 MKK7 MKK3 MKK6 MKK5

Raf TAK1 MEKK Ask1 MLK ?

Mitogene
Signale

Stre§,
Endz�ndungsmediatoren

Oxidativer und
osmotischer Stre§
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· Wachstumsfaktoren, wie PDGF (platelet-derived growth factor (4)) und EGF

(epidermal growth factor (5)) aktivieren ERKs und

· der Tumorpromotor PMA aktiviert ebenfalls den ERK-Weg (6).

Tab.1: Nomenklatur der MAP-Kinasen, wie sie in dieser Arbeit verwendet werden (2)

Name Alternative Namen

ERK 1 p43/44
MAPK

ERK2 p41/42
MAPK

SAPK1a JNK1

SAPK1b JNK2

SAPK1c JNK3

SAPK2a p38, Mxi2, RK, CSBP

SAPK2b p38§

SAPK3 p38g, ERK6

SAPK4 -

SAPK5 ERK5, BMK1

Daneben f�hren aber auch Differenzierungs- und Stre§-Signale in bestimmten

Situationen zu einer Aktivierung der ERKs. Beispiele hierf�r sind:

· die Aktivierung von ERKs w�hrend der Differenzierung der neuronalen Zellinie

PC12 durch NGF (nerve growth factor) (7),

· die Aktivierung von ERK1 und ERK2 bei einem hyperosmolaren Schock von Zellen

der Zellinie 3Y1 (8) und

· die nach einer Behandlung von Neutrophilen mit H2O2 in Anwesenheit eines

Katalaseinhibitors (oxidativer Stre§) beobachtete Aktivierung der ERKs (9).

SAPK1/JNK

Die Vertreter der SAPK1/JNK-Familie (stress-activated protein kinase (10)) werden

vor allem durch Stre§-Faktoren aktiviert. Dazu z�hlen beispielsweise:
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· eine Behandlung der Zellen mit UV-Strahlung (11),

· osmotischer Schock (12) und

· eine Behandlung der Zellen mit dem Proteinsyntheseinhibitor Anisomycin (13).

Ebenfalls aktivierend wirken bestimmte Entz�ndungsmediatoren (IL-1, TNFa (14, 15))

die auch als Stre§-Signale aufgefa§t werden k�nnen.

Bislang wurden insgesamt 10 splice-Varianten dieser Gruppe von Kinasen

identifiziert (16), wobei noch nicht gekl�rt ist, ob diese Formen ubiquit�r oder eventuell

zell- und gewebespezifisch auftreten.

SAPK2

Die Vertreter der SAPK2-Gruppe werden ebenfalls durch Stre§-Faktoren (z.B. UV,

Hitze, osmotischer Schock) und bestimmte Zytokine (z.B. IL-1 und TNFa) aktiviert.

Zu ihren  bislang bekannten Substraten z�hlen u.a. Kinasen (MAPKAP-K2, MAPKAP-

K3, Mnk1 und Mnk2) und Transkriptionsfaktoren (z.B. Elk1 und Sap1; siehe Abschnitt

2.1.5.).

SAPK3 und SAPK4

Diese beiden Kinasen weisen eine ca. 60%ige Identit�t zu den SAPK2 auf (17, 18). Sie

werden ebenfalls durch Stre§-Signale (osmotischer Schock, Anisomycin, UV-

Bestrahlung) und bestimmte Zytokine (wie IL-1) aktiviert. Substrate sind u.a. die

Transkriptionsfaktoren Elk1 und ATF-2 (siehe Abschnitt 2.1.5) .

SAPK5/ERK5

Diese, auch als BMK1 (big MAP kinase 1) bezeichnete Kinase weist das f�r die

Aktivierung wichtige Aminos�uremotiv Thr-Glu-Tyr auf, welches charakteristisch f�r

ERK1 und ERK2 ist. Andererseits weicht BMK1 strukturell so deutlich von ERK1 und

ERK2 ab, da§ sie als Vertreter einer neuen Gruppe von MAP-Kinasen aufgefa§t

werden mu§ (19).
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Extrazellul�re Aktivatoren dieser Kinase sind oxidativer Stre§ (Behandlung mit H2O2

(20)), Serum (21) und der Wachstumsfaktor EGF (epidermal groth factor (22)). Als

potentielles Substrat wurde bislang der Transkriptionsfaktor MEF2 identifiziert (21).

2.1.3 Die MAPKK-Ebene

Die MAPK-Kinasen phosphorylieren spezifisch die einzelnen MAPK in dem f�r deren

Aktivit�t wichtigen Aminos�uremotiv Thr-Xaa-Tyr und werden ihrerseits durch

Ser/Thr-Kinasen phosphoryliert und aktiviert.

MEK1/2 (MAP and ERK kinase)

Die MAPKK MEK1 und MEK2 (auch als MKK1 und MKK2 bezeichnet) sind spezifische

Aktivatoren der ERK-Familie. Es konnte gezeigt werden, da§ die Aktivierung der MEK1

ausreichend und notwendig f�r durch Wachstumsfaktoren stimulierte Proliferation (in

der Zellinie NIH 3T3) und Differenzierung (in der Zellinie PC12) ist (23) ist.

In vivo wird die korrekte Interaktion der MEK mit der jeweiligen ERK vermutlich durch

Interaktionsproteine vermittelt. So wurde 1998 das Protein MP1 (MEK partner 1)

identifiziert, das in vivo selektiv mit MEK1 und ERK1 interagiert. Eine �berexpression

diese Proteins f�hrte zu einer Erh�hung der Anzahl der MEK1/ERK1-Komplexe und zu

einer Verst�rkung der MEK/ERK-vermittelten Phosphorylierung des

Transkriptionsfaktors Elk1 (24).

MKK4 und MKK7

Die Kinase MKK4 (andere Bezeichnungen: JNKK1, SEK1) phosphoryliert und aktiviert

die SAPK1/JNK-Familie. Sie wird sowohl durch Stre§-Faktoren (UV-Strahlung, Hitze),

als auch durch bestimmte Zytokine (z.B.TNFa) induziert (25, 26). Daneben ist sie auch

in der Lage, SAPK2 zu aktivieren (27), allerdings erfolgt die Aktivierung von SAPK2 in

den meisten F�llen �ber die MAPK-Kinasen MKK3 und MKK6 .
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Die Kinase MKK7 wurde 1997 als neue, SAPK1/JNK-aktivierende Kinase identifiziert

(28). Sie ist spezifisch f�r diese Kinasen und wird durch Stre§-Faktoren (UV,

Anisomycin, Hitzeschock) und Zytokine (z.B. TNFa) induziert (29). Wie auch im Fall der

MEK1 wird die Aktivierung der SAPK1 durch MKK7 durch den Aufbau eines Multi-

Protein-Komplexes beg�nstigt. 1998 konnte gezeigt werden, da§ das Protein JIP-1

(JNK interacting protein-1) mit SAPK1 und MKK7 sowie den Kinasen DLK und HPK1

(siehe Abschnitt 2.2.4) interagiert. Bei der �berexpression verst�rkte JIP-1 die

Aktivierung von SAPK1a durch MKK7 (30).

MKK3 und MKK6

Die Kinasen MKK3 und MKK6 (andere Nomenklatur: SAPKK2 und SAPKK3) sind

spezifisch f�r die SAPK2 (31). Beide Kinasen sind in der Lage, SAPK2 zu aktivieren,

es scheint aber in den meisten F�llen eine Aktivierung der SAPK2 durch die

"klassischen Stimuli", wie osmotischer Schock, LPS- und TNFa-Behandlung,

vorwiegend �ber die MKK6 zu erfolgen (32, 33).

MKK6 aktiviert ebenfalls die Kinasen SAPK3 und SAPK4 (17, 18).

MEK5

Die Kinase MEK5 ist ein spezifischer Aktivator f�r ERK5/SAPK5 (34). Als Induktoren

des MEK5/ERK5-Weges wurden bislang osmotischer und oxidativer Stre§ und eine

Behandlung der Zellen mit EGF und Serum identifiziert (20-22).

2.1.4 Die MAPKKK-Ebene und andere upstream-Kinasen

In den letzten Jahren wurden mehrere Ser/Thr-Kinasen identifiziert, die upstream der

MAPKK liegen, wobei in vielen F�llen die genaue Position im MAPK-Netzwerk noch

nicht bekannt ist.
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Raf und Mos

Die Proteine der Raf-Familie bilden eine Gruppe von Ser/Thr-Kinasen mit den

Vertretern Raf-1, A-Raf und B-Raf, die wichtige Aktivatoren der Kinasen der MEK-

Gruppe sind.

So ist aktiviertes Raf-1 in der Lage, MEK1 an den f�r deren Aktivit�t wichtigen

Aminos�ureresten Ser218 und Ser222 zu phosphorylieren (35). F�r die Selektivit�t von

Raf-1 ist vermutlich eine Prolin-reiche Sequenz in MEK1 und 2 verantwortlich, die  in

anderen, auf gleicher Ebene im MAPK-Netzwerk arbeitenden Kinasen, wie z.B. MKK4

und MKK3, nicht zu finden ist (36).

Andere intrazellul�re Substrate von Raf-1 sind u.a. die f�r die Zellzykluskontrolle

wichtige Phosphatase CDC25A und das Protein IkB, ein Inhibitor des

Transkriptionsfaktors NFkB.

Die Aktivierung von Raf-1 erfolgt �ber sehr komplexe Mechanismen. Raf-1 interagiert

mit der aktiven GTPase Ras, was zu einer Relokalisation des Proteins zur

Zellmembran f�hrt. Daneben wurde aber auch eine Ras-unabh�ngige Aktivierung von

Raf-1 in mehreren Situationen beschrieben (37, 38). Neben dem Kontakt mit der

Zellmembran sind Ser/Thr- und Tyr-Phosphorylierungen des Proteins f�r seine

Aktivit�t sehr wichtig. Bislang wurde f�r mehrere Kinasen eine aktivierende Wirkung

auf Raf-1 beschrieben, z. B. f�r die Kinase cSrc (39) , die  Proteinkinase C (PKC (40,

41)) und die Kinase Lck in T-Lymphozyten (42). Im Falle der Proteinkinase A (PKA)

wurde sowohl eine inhibierende, als auch ein aktivierende Wirkung auf die

Kinaseaktivit�t von Raf-1 gezeigt (43, 44).

Ebenfalls beteiligt an der Regulation von Raf-1 sind Vertreter der 14-3-3-Proteine,

einer Gruppe von Proteinen, die mit zahlreichen anderen Proteinen interagieren und

deren biologische Aktivit�t beeinflussen kann (z.B. die PKC und die Tyrosin-

Hydroxylase). 14-3-3-Proteine sind mit dem inaktiven, als auch mit dem aktiven Raf-1

assoziiert und wahrscheinlich sowohl daran beteiligt, Raf-1 in einem inaktiven

Zustand in der Abwesenheit von aktivem Ras zu stabilisieren, als auch die aktive
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Form von Raf-1 zu unterst�tzen (45). So konnte gezeigt werden, da§ 14-3-3z die

Inaktivierung von aufgereinigten Raf-1 durch Phosphatasen verhindert (46).

Ein weiteres, an der Regulation von Raf-1 beteiligtes Protein ist KSR (kinase

suppressor of ras). KSR wird in Anwesenheit von aktivem Ras vom Zytoplasma zur

Zellmembran bef�rdert, wo es in der Lage ist, die Aktivit�t von Raf-1 zu verst�rken

(47).

Die Ser/Thr-Kinase Mos ist vor allem in Zellen der Keimbahn exprimiert, wo sie

entscheidend an der Reifung von Keimzellen beteiligt ist . Daneben wurde eine

Expression von Mos auch in anderen Geweben gefunden und seine Beteiligung an

der Muskelentwicklung beschrieben (48). Mos aktiviert MEK1 in vitro durch

Phoshorylierung von f�r deren Aktivit�t wichtigen Aminos�ureresten und die

Expression des konstitutiv aktiven Mos-Enzyms in NIH3T3-Zellen f�hrte zu einer

Aktivierung von MEK1 (49).

MEKK

Die Gruppe der MEK-Kinasen umfa§t mittlerweile drei Vertreter, MEKK1-3, die

unterschiedliche Teile des MAPK-Netzwerkes beeinflussen. So sind zwar alle drei

Kinasen in Transfektionsstudien in der Lage, den ERK- und den SAPK1/JNK-Weg zu

aktivieren, genauere Untersuchungen zeigten aber, da§

· MEKK1 vor allem MKK4 zu phosphorylieren und aktivieren vermag (50) und

· MEKK2 vorwiegend den SAPK1/JNK-Weg aktiviert, w�hrend MEKK3 vorwiegend

den ERK-Weg aktiviert (51).

MLK (mixed-lineage kinases)

Die Vertreter dieser Gruppe (MLK1-3) sind durch eine Kinase-Dom�ne charakterisiert,

die Homologie zu Ser/Thr- und Tyr-Kinasen aufweist und enthalten eine Leucin-

zipper-Dom�ne. Eine �berexpression von MLK2 f�hrt zu einer Aktivierung von

SAPK1/JNK, aber auch von SAPK2a und den ERKs (52). Es konnte gezeigt werden,

da§ MLK2 in der Lage ist, MKK4 zu phosphorylieren und dadurch zu aktivieren (53).
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MKK4 ist ebenfalls ein Substrat von MLK3. Durch Ko-Immunpr�zipitation von MLK3 mit

MKK6 konnte gezeigt werden, da§ MLK3 auch den SAPK2-Weg aktivieren kann (54).

DLK (dual leucine-zipper bearing kinase)

Die auch als MUK bezeichnete Kinase DLK enth�lt eine den Ser/Thr-Kinasen homologe

Kinasedom�ne und zwei Leucine-zipper-Dom�nen (55). Eine �berexpression der

Kinase induziert die SAPK1a und SAPK2a (56); die genaue Position im MAPK-Netzwerk

ist aber noch nicht gekl�rt.

TAK1 (TGF§-activated kinase 1)

Diese Kinase vermittelt vermutlich die aktivierende Wirkung des Zytokins TGF§ auf die

SAPK1/JNK. So konnte gezeigt werden, da§ TGF§ die Kinase TAK1 induziert und eine

�berexpression aktiver TAK1 MKK4 und SAPK1/JNK aktiviert (57).

HPK1 (hematopoietic progenitor kinase-1)

Diese Kinase ist in die Aktivierung der SAPK1/JNK involviert, wobei die genaue

Position im MAPK-Netzwerk noch nicht endg�ltig gekl�rt ist. Ein Modell positioniert

diese Kinase oberhalb von TAK1 (58).

Ask1 (apoptosis-stimulated kinase 1)

Die Kinase Ask1 phosphoryliert und aktiviert bei einer Behandlung mit TNFa die

Kinasen MKK4 und MKK3 und bewirkt somit eine Aktivierung von SAPK1 und SAPK2

(59).

Pyk2

Pyk2 wird in neuronalen Gewebe durch ein Calcium-Signal aktiviert und es konnte

eine Beteiligung an der Signal�bertragung des T-Zellrezeptors gezeigt werden (60).

Eine �berexpression der Kinase induziert die ERKs, wobei die genaue Position von

Pyk2 im MAPK-Netzwerk noch nicht gekl�rt ist (61).
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2.1.5 Intrazellul�re Ziele des MAPK-Netzwerkes

Aktivierung der MAP-Kinasen durch die in den letzten Abschnitten aufgef�hrten Wege

setzt diese dann in die Lage, eine gro§e Anzahl zytoplasmatischer und nukle�rer

Substrate zu phosphorylieren. Dieser Abschnitt ist auf die Darstellung zweier

Gruppen von Substraten fokussiert: Kinasen und Transkriptionsfaktoren.

2.1.5.1 Kinasen

Wichtige Zielproteine der MAP-Kinasen sind Ser/Thr-Kinasen von denen mehrere

Mitglieder identifiziert werden konnten:

MAPKAP-K1

Die auch als p90rsk bezeichnete MAPKAP-K1 (MAPK activated protein kinase 1), wird

in vitro durch ERK1 und ERK2 phosphoryliert und aktiviert. In vivo wird diese Kinase

durch alle bekannten Aktivatoren des ERK-Weges aktiviert, nicht jedoch durch Stre§-

Stimuli. Diese Aktivierung l�§t sich durch den f�r den ERK-Weg spezifischen Inhibitor

PDÊ98059 (62) blockieren, nicht jedoch durch den SAPK2a-Inhibitor SBÊ203580 (63).

Diese Ergebnisse zeigen, da§ MAPKAP-K1 ausschlie§lich durch die ERKs aktiviert

wird. Substrate der MAPKAP-K1 sind u.a. die Kinase GSK3 § (glycogen synthase

kinase-3) (64) und der Transkriptionsfaktor CREB (65).

MAPKAP-K2

Die Kinase MAPKAP-K2 wird in vivo durch alle Stimulantien aktiviert, die auch SAPK2

induzieren (66-68). Diese Stimulation l�§t sich durch den SAPK2a-spezifischen Inhibitor

SB 203580 inhibieren und SAPK2a konnte direkt als die f�r die MAPKAP-K2-

Aktivierung verantwortliche Kinase identifiziert werden (68).

Bislang identifizierte Substrate f�r MAPKAP-K2 sind das Protein Hsp 27 (heat shock

protein 27 (67)) und die Transkriptionsfaktoren CREB und ATF-2 (69).
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MAPKAP-K3

Diese auch als 3pK bezeichnete Kinase (70) wird vermutlich durch alle Gruppen von

MAP-Kinasen, mit Ausnahme von SAPK3, SAPK4 und ERK5, aktiviert. Daf�r sprechen

folgende Punkte:

· ERK1, ERK2, SAPK2a und SAPK1/JNK sind in der Lage, MAPKAP-K3 in vitro zu

phosphorylieren und aktivieren, und

· diese Kinase wird in vivo u.a. durch Serum, PMA, Anisomycin und Arsenit aktiviert

(71).

Bislang wurde als in vitro-Substrat das Hitzeschock-Protein Hsp 27 identifiziert (71).

MAPKAP-K4 und MAPKAP-K5

Diese beiden Kinase wurden 1997 und 1998 als neue Vertreter der MAPKAP-Kinasen

charakterisiert.W�hrend MAPKAP-K4 durch die ERKs aktiviert wird, wird MAPKAP-K5

in vitro durch die ERKs und SAPK2, nicht jedoch SAPK1/JNK, phosphoryliert und

aktiviert.Als einziges in vitro-Substrat wurde  f�r MAPKAP-K4 und MAPKAP-K5 die

leichte Kette des Myosins II identifiziert (72, 73).

Mnk1 und Mnk2

Die Kinasen Mnk 1und Mnk2 (MAP kinase interacting kinases 1 und 2) werden in

vitro sowohl von ERK1 und ERK2, als auch von SAPK2a phosphoryliert und aktiviert

(74, 75). In vivo wird Mnk1 sowohl von ERK-Aktivatoren (Serum und PMA), als auch

von SAPK2-Aktivatoren (UV-Strahlung, osmotischer Schock, Behandlung mit IL-1§

und TNFa) aktiviert (74, 75).

Msk1

Die Kinase Msk1(Mitogen- and stress-activated protein kinase-1) wird in vitro von

ERK2, SAPK2a und SAPK2b phosphoryliert und aktiviert (76). Das endogene Enzym

wird durch zwei Gruppen von Stimulantien aktiviert:
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· Wachstumsfaktoren und PMA. Diese Induktion kann durch den Inhibitor PD 98059,

der spezifisch f�r MEK1 ist (62), inhibiert werden.

· Stre§-Induktoren wie UV-Strahlung. Diese Induktion wird durch den Inhibitor

SBÊ203580 inhibiert (76).

Zielproteine dieser Kinase sind die Transkriptionsfaktoren CREB und ATF-1 (76).

PRAK

Die Kinase PRAK (p38-regulated/activated protein kinase) wurde 1998 als neue,

durch SAPK2a regulierte Kinase kloniert und weist eine ca. 20-30%ige

Sequenzhomologie zu den Kinasen MAPKAP-K1/2/3 und Mnk1/2 auf (77). Sie wird

durch SAPK2a und SAPK2b in vivo und in vitro an dem f�r ihre Aktivit�t

entscheidenden Threonin 182 phosphoryliert. Als Substrat wurde bislang nur das

Hitzeschock-Protein Hsp 27 identifiziert (77).

2.1.5.2 Transkriptionsfaktoren

�ber die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren nimmt das MAPK-Netzwerk

Einflu§ auf die Regulation einer gro§en Anzahl von Genen. Dabei kann ein

Transkriptionsfaktor durch diese Phosphorylierung sowohl aktiviert (z.B.: ATF-2 (78)),

als auch inaktiviert werden (z.B.: HSF-1 (79)).  Die Tabelle 2 fa§t die bislang als

Substrate f�r Kinasen des MAPK-Netzwerkes identifizierten Transkriptionsfaktoren

zusammen. Es mu§ aber ber�cksichtigt werden, da§ in vielen F�llen eine

Beeinflussung eines Transkriptionsfaktors durch die aufgef�hrten Kinasen nur in vitro

oder in �berexpressionsexperimenten gezeigt wurde. Daher ist die Relevanz in vivo

nicht in jedem Fall sicher.
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2.2 Ca2+ als intrazellul�rer Signalgeber

Eine tempor�re Erh�hung des intrazellul�ren Ca2+-Spiegels ist von gro§er Bedeutung

f�r die Signal�bertragung in vielen biologischen Systemen, von Prokaryonten bis

Eukaryonten.

Tab. 2:   Transkriptionsfaktoren als Substrate des MAPK-Netzwerkes

Transkriptionsfaktor Kinasen Referenz

CREB MAPKAP-K1

MAPKAP-K2

Msk1

(65)

(69)

(76)

ATF-2 SAPK1,SAPK2, SAPK3,

SAPK4

(17, 18, 80, 81)

c-Jun SAPK1 (11)

MEF2C SAPK2, ERK5 (21, 82)

CHOP SAPK2 (83)

SAP1a ERK

SAPK1

SAPK2a

SAPK3

SAPK4

(84)

(84)

(85)

(17)

(18)

Elk1 ERK

SAPK1

SAPK2a

SAPK3

SAPK4

(87)

(86)

(88)

(17)

(18)

HSF-1 ERK, SAPK1, SAPK2 (79)

GABP ERK, SAPK1 (89)

NFkB SAPK1, SAPK2 (90)

c-Myc

Max

ERK2

SAPK2a

(91)

(92)
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Als Bespiele f�r diese Bedeutung seien hier erw�hnt:

· Das Calcium bindende Protein Calcineurin ist in den G0-G1-�bergang im Zellzyklus

humaner Zellen involviert (93),

· Transkriptionsfaktoren, wie CREB, werden durch Calcium-regulierte Kinasen in

ihrer Aktivit�t beeinflu§t (siehe Abschnitt 2.2.3) und

· Calcium ist ebenfalls am Prozess der Apoptose beteiligt (94).

Im folgenden sollen einige Grunds�tze der Wirkung von Ca2+ in der Signal�bertragung

aufgezeigt werden. Die Darstellung beschr�nkt sich dabei auf die Bedeutung von Ca2+

f�r Signalprozesse in humanen Zellen au§erhalb des neuronalen Systems.

2.2.1 Ca2+-bindende Proteine und intrazellul�re Calcium-Speicher

Das bislang am besten beschriebene Ca2+-bindende Strukturmotiv in Proteinen ist die

ÒEF-HandÓ, benannt nach der E- und F-Region im Parvalbumin. Diese Struktur besteht

aus zwei a-Helices, getrennt durch eine Ca2+-bindende Schleife (helix-loop-helix-

Motiv). Die Schleife enth�lt dabei die f�r die Calcium-Bindung wichtigen Aminos�uren

Asparagins�ure und Glutamins�ure (95).

Generell lassen sich Ca2+-bindende Proteine in zwei Gruppen einteilen:

· Proteine, die den intrazellul�ren Calcium-Spiegel puffern, wozu zum Beispiel das

Calsequestrin, das Calbindin und das Parvalbumin geh�ren und

· Proteine, deren enzymatische oder sonstige Funktionen durch die Calcium-Bindung

reguliert werden. Dazu z�hlt das Calcineurin (eine Phosphatase), das Calpain (eine

Protease) und die Phospholipase A2.

Diese Proteine binden Ca2+ entweder direkt (Calsequestrin) oder enthalten als eine

Untereinheit das Ca2+-bindende Proteine Calmodulin bzw. interagieren mit ihm.

Calmodulin ist ein 17 kDa gro§es Protein, das eine EF-Hand als wichtigstes

Strukturmerkmal enth�lt.

Die intrazellul�re Ca2+-Konzentration ist mit ca. 100 nm in ruhenden Zellen sehr niedrig

gegen�ber einer extrazellul�ren Konzentration von ca. 2 mM.  Da Calcium, im
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Gegensatz zu anderen Signalgebern, nicht metabolisch abgebaut werden kann,

kommt der Regulation seiner intrazellul�ren Konzentration eine gro§e Bedeutung zu.

Der wichtigste Calcium-Speicher der Zellen ist das Endoplasmatische Retikulum (ER),

das in seiner Membran zahlreiche Calcium-Transporter vom SERCA-Typ (smooth

endoplasmatic reticulum calcium ATPase pump) enth�lt. Diese sind in der Lage, freie

Calcium-Ionen aktiv unter Verwendung von ATP im ER anzureichern, wo sie von Ca2+-

bindenden Proteinen, wie dem Calsequestrin, gebunden werden. Eine dabei noch

offene Frage ist, ob das Calcium hier ausschlie§lich gespeichert wird, oder ob die

�nderung des Calcium-Spiegels im ER dort ablaufende Prozesse der Proteinsortierung

reguliert. Auf ein entsprechendes Signal hin kann das so gespeicherte Calcium aus

dem ER entlassen werden.

Die Mitochondrien sind ebenfalls in der Lage, Ca2+ bis zu einer Konzentration von

0.5ÊmM in der mitochondrialen Matrix zu speichern. Allerdings haben die daf�r

verantwortlichen Calcium-Transporter eine deutlich niedrigere Affinit�t zu Ca2+ als die

SERCA-Proteine des ER und sind daher erst bei einer intrazellul�ren Ca2+-

Konzentration von >0.5 mM von Bedeutung (96).

2.2.2 Erh�hung des intrazellul�ren Calcium-Spiegels durch extrazellul�re

Signale

Von entscheidender Bedeutung f�r die tempor�re Erh�hung des Calcium-Spiegels ist

in den meisten Zellen der Inositol(1,4,5)-trisphosphat (InsP3)-vermittelte Signalweg.

Prinzipiell sind zwei Typen von Rezeptoren auf der Zelloberfl�che in der Lage, die

Synthese des second messengers InsP3 zu induzieren: die G-protein gekoppelten

Rezeptoren (GCR: G protein-coupled receptor class of seven transmembrane-

spanning receptors) und die Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Dabei stimulieren die

GCR das Enzym Phospholipase § (PLC§), die RTK hingegen die Phospholipase Cg.

Beide Enzymklassen katalysieren die Umsetzung des Membranbestandteils Phospha-

tidylinositol(4,5)-bisphospat in InsP3 und Diacylglycerol (DAG).
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Das InsP3 diffundiert dann zum ER, wo es an den homotetrameren InsP3-Rezeptor

bindet. Dieser Rezeptor umschlie§t eine relativ unspezifische Pore f�r Kationen (97)

und InsP3 induziert die Freisetzung von Ca2+-Ionen aus dem ER und somit einen

Anstieg der intrazellul�ren Calcium-Konzentration. Neben dem ER findet man den

InsP3-Rezeptor, allerdings in geringeren Mengen, auch in der Zellmembran (98).

Nach der Bildung von InsP3 enstehen durch mehrere Enyzme noch andere

Inositolphosphate, die vermutlich auch zu dem Calcium-Signal beitragen (99), das InsP3

ist aber der entscheidende second messenger in diesem Signalweg.

Ebenfalls in der Membran des ER befinden sich die Ryanodin Rezeptoren (RyR), die

ebenfalls eine unspezifische Kationenpore enthalten und u.a. am Anstieg der

intrazellul�ren Calcium-Konzentration bei der Muskelkontraktion beteiligt sind. Reguliert

werden diese Rezeptoren zum Beispiel durch den second messenger  cADP-Ribose

(100).

2.2.3 Einflu§ von Ca2+ auf Transkriptionsfaktoren

�nderungen der intrazellul�ren Ca2+-Konzentration sind von Bedeutung f�r die

Regulation einer gro§en Anzahl von Genen. Das erste Gen, dessen Transkription als

Calcium-sensitiv bestimmt wurde, kodiert f�r das Protein Prolactin (101). In den

zur�ckliegenden Jahren ist die Liste immer l�nger geworden, Beispiele daf�r zeigt die

Tabelle 3.

Ein wichtiger und gut charakterisierter Transkriptionsfaktor, der durch Calcium

beeinflu§t wird, ist das Mitglied der bZIP-Familie CREB (cAMP response element

binding protein), das an eine als CRE (cAMP response element) bezeichnete DNA-

Sequenz bindet (102). Als wichtig f�r die Regulation der transkriptionsaktivierenden

Wirkung von CREB wurden  Phosphorylierungen an zwei Positionen beschrieben:

· Ser133: eine Phosphorylierung an dieser, in der transkriptionsaktivierenden

Dom�ne gelegenen Position, aktiviert den Transkriptionsfaktor (103, 104),
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Tab.3: Beispiele f�r Gene, deren Transkription durch Ca2+/Calmodulin beeinflu§t werden

Gen Referenz

c-Fos (105)

Metallothionein (106)

GM-CSF (granulocyte/macrophage

colony stimulating factor)

(107)

Glucagon
(108)

Phospholipase A2 (109)

Intercellular adhesion molecule 1 (110)

· Ser 142: eine Phosphorylierung an dieser Position inhibiert hingegen die Aktivit�t

von CREB (111).

Beide Stellen werden u.a. durch Vertreter einer Gruppe von Kinasen phosphoryliert,

die als  CaMK (calmodulin dependend kinases) bezeichnet werden und selbst durch

den Ca2+/Calmodulin-Komplex aktiviert werden.

Dabei phosphoryliert  CaMK II sowohl Ser 133 als auch Ser142, w�hrend CamK IV

ausschlie§lich die aktivierende Position Ser133 phosphoryliert und somit CREB zu

aktivieren in der Lage ist (111-113).

Neben der Beeinflussung von CREB durch Calcium wurden mittlerweile auch Effekte

der Ca2+-Konzentration auf die Aktivit�t anderer Transkriptionsfaktoren beschrieben.

Ein Beispiel sind die Proteine der bHLH-Familie (basic helix-loop-helix). Diese Proteine

binden an eine als E-Box bezeichnete Sequenz in der Promotorregion vieler Gene.

Eine Beeinflussung einzelner Vertreter der bHLH-Familie durch Ca2+/Calmodulin wird

experimentell durch zwei Versuche nahegelegt:

· Aus Kernfraktionen von Thymuszellen lie§en sich einzelne E-Box-bindende

Proteine durch Bindung an Calmodulin-Sepharose abtrennen. Die Bindung des

bHLH-Transkriptionsfaktors SEF2-1 (114) an eine entsprechende DNA-Sequenz
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konnte durch Behandlung mit Ca2+/Calmodulin komplett inhibiert und durch Zugabe

Calcium-chelatisierender Agentien (EDTA/EGTA) wieder hergestellt werden (115).

· In Transfektionsexperimenten in Jurkat- und K562-Zellen f�hrte eine Behandlung

mit Ionomycin (einem Calciumionophor) zur Verringerung der Aktivit�t des eine E-

Box enthaltenden viralen SL3-3 Enhancers. (115).

Ebenfalls Calcium-sensitiv ist offensichtlich der Transkriptionsfaktor AML1, dessen

Gen in den meisten F�llen der ALL (akute lymphatische Leuk�mie) defekt ist (116, 117).

So konnte gezeigt werden, da§ die AML-1 Bindungsstellen im GM-CSF-

Promotor/Enhancer wichtig f�r die Aktivierung dieses Gens durch Calcium sind (118).

2.2.4 Calcium und das MAPK-Netzwerk

Zu Beginn der Arbeit lagen nur wenige Informationen �ber die Beeinflussung des

MAPK-Netzwerkes durch den second messenger Calcium vor. So konnten Su et al.

1994 zeigen, da§ eine simultane Stimulation von Zellen der humanen T-Zellinie Jurkat

mit dem Phorbolester PMA und dem Calciumionophor Ionomycin SAPK1 zu aktivieren

vermag (119). Ionomycin allein hatte allerdings keinen Effekt.

In den letzten vier Jahren wurden dann jedoch immer mehr Experimente �ber die

Bedeutung von Ca2+ auf die Regulation des MAPK-Netzwerkes ver�ffentlicht:

· Hohe Konzentrationen von Ionomycin induzieren SAPK1/JNK und SAPK2a in einer

humanen B-Zellinie (120).

· Eine Behandlung der neuronalen Zellinie PC 12 mit Acetylcholin induziert eine

Erh�hung des intrazellul�ren Ca2+-Spiegels und f�hrt zu einer Aktivierung von

MAPKAP-K2 via SAPK2 (121).

· Eine simultane Stimulation von Th1-Zellen der Maus mit PMA und Ionomycin

induziert die Phosphorylierung von SAPK2a und SAPK1/JNK (122), der alleinige

Effekt von Ionomycin wurde jedoch nicht untersucht.
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2.3 Cyclosporin A

Cyclosporin A (CsA) wurde aus dem Pilz Tolypogladium inflatum isoliert und seine

immunsuppressive Wirkung erstmals 1976 beschrieben (123). Seit Anfang der 80er

Jahre wird CsA  im Bereich der Transplantationsmedizin eingesetzt und hat

entscheidend zu deren Entwicklung beigetragen, die 1954 mit der ersten erfolgreichen

Nierenverpflanzung ihren Anfang nahm. Heute wird CsA nach einer Transplantation in

der Regel allein, oder in Kombination mit Cortison und neueren Immunsuppressiva, wie

FK506 und Rapamycin eingesetzt. Anwendungsgebiete sind mittlerweile auch

Krankheiten wie die Hautkrankheit Psoriasis  und der Diabetes TypÊI (124).

Abb.2: Molekulare Struktur von Cyclosporin A.

Nebenwirkungen des CsA sind vor allem seine Nephro- und Neurotoxizit�t (125-128)

und eine erh�hte Tumorrate in mit CsA behandelten Patienten (129, 130).

2.3.1 Wirkungen von CsA auf die Zellen des Immunsystems

2.3.1.1 T-Lymphozyten

CsA ist in der Lage, die Proliferation von T-Lymphozyten bei einer Immunantwort

durch Inhibierung des G0-G1-�bergangs zu blockieren. Es inhibiert die Synthese von
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Interleukin 2 (IL-2 (131, 132)) und anderer wichtiger Zytokine, wie dem IFNg und dem

TNFa (133).

Daneben werden auch andere Prozesse in T-Lymphozyten durch CsA beeinflu§t. So

wurde z.B. die Inhibierung von Ca2+-abh�ngigen Exozytose-Prozessen in T-

Lymphozyten beschrieben (134).

2.3.1.2 B-Lymphozyten

Bei der Wirkung von CsA auf B-Lymphozyten m�ssen direkte von indirekten Effekten

unterschieden werden. So beeinflu§t CsA �ber die Inhibierung der IL-2-Produktion in

T-Lymphozten nat�rlich auch die Proliferation von B-Zellen, die auf dieses Zytokin

angewiesen sind.

Daneben wurden aber auch direkte Effekte des CsA beschrieben. So inhibiert CsA

die Aktivierung von B-Lymphozyten durch anti-Ig-Antik�rper, oder durch eine

Behandlung mit Ionomycin und PMA (135).

2.3.1.3 Monozyten und Makrophagen

Neben den gut beschrieben Effekten auf T- und B-Lymphozyten liegen in geringerem

Umfang auch Daten �ber direkte  Wirkungen von CsA auf Monozyten und

Makrophagen vor. So wurde ein inhibierender Effekt auf die F�higkeit dieser Zellen, T-

Lymphozyten zu aktivieren beschrieben (136). Eine Erkl�rungsm�glichkeit k�nnte die

beobachtete Inhibierung der Expression bestimmter MHC-Molek�le durch CsA sein

(137), ein Effekt, der aber von anderen Gruppen nicht gefunden werden konnte (138).

Daher ist unklar, in welchem Umfang direkte Wirkungen von CsA auf

Monozyten/Makrophagen in vivo von Bedeutung sind.
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2.3.2 Molekulare Mechanismen der CsA Wirkung

2.3.2.1 Cyclophiline

CsA und das Immunsuppressivum FK506 binden in der Zelle an Vertreter einer

Gruppe von Proteinen, die als Immunophiline bezeichnet werden (139). Dabei lassen

sich 2 Gruppen unterscheiden: die Cyclophiline, an die CsA bindet und die FKBP

(FK506 binding proteins), die FK506 binden. Von beiden Gruppen wurden bislang

sieben Vertreter charakterisiert (140).

Diese Proteine weisen eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivit�t auf und sind,

von Ausnahmen abgesehen (Cyclophilin C, (141)), ubiquit�r exprimiert. Die Bindung

von CsA oder FK506 inhibiert die Isomeraset�tigkeit, es ist jedoch noch nicht

abschlie§end gekl�rt, inwieweit dieser Effekt zur Wirkung der Immunsuppressiva

beitr�gt. So konnte zwar gezeigt werden, da§ CsA bestimmte Faltungsprozesse im

ER inhibiert (142), allerdings sind die zur vollst�ndigen Inaktivierung der

Isomeraseaktivit�t der Immunophiline notwendigen Konzentrationen von CsA und

FK506 h�her als die in behandelten Patienten gemessenen (139).

Ein weiteres Resultat der Bindung von CsA/FK506 an die Immunophiline ist die

Dissoziation von Komplexen dieser Proteine mit anderen Interaktionspartnern. So

interferiert CsA mit der Bindung des Cyclophilins CyP A mit dem Transkriptionsfaktor

YY1, was zu einer Inhibition der YY1-regulierten Expression eines Reporterplasmids     

f�hrte (143).

2.3.2.2 Beeinflussung von Signaltransduktionswegen und der Genregulation

CsA und FK506 greifen entscheidend in die Genregulation in Zellen des

Immunsystems ein, wobei mehrere Effekte zu unterscheiden sind:

· die Induktion der Expression eines Gens wird inhibiert (Bsp.: IL-2 (132)),

· die Induktion der Expression eines Gens wird verst�rkt (Bsp.: egr-1, (144)) oder

· die Repression der Expression eines Gens wird inhibiert (Bsp.: CD4, (145)).
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Die zugrundeliegenden Mechanismen werden jedoch noch nicht vollst�ndig

verstanden.

Am besten untersucht ist die Inhibition der enzymatischen Aktivit�t der Phosphatase

Calcineurin (PP2B) durch CsA/Cyclophilin- bzw. FK506/FKBP-Komplexe; ein Effekt,

der erstmals 1991 beschrieben wurde (146, 147). Dabei sind weder die Immun-

suppressiva, noch die Immunophiline allein in der Lage, Calcineurin zu binden und zu

inhibieren.

Ein wichtiges Substrat des Calcineurins ist dabei der Transkriptionsfaktor NF-AT: NF-

AT1 liegt in ruhenden Zellen in phosphorylierter Form zytoplasmatisch vor und wird

nach einer geeigneten Aktivierung der Zellen durch Calcineurin dephosphoryliert, was

seine Translokation in den Kern erm�glicht. Dort verbindet er sich mit einer

kernst�ndigen Untereinheit zu dem aktiven Transkriptionsfaktor. Dieser

Aktivierungsmechanismus wird durch CsA und FK506 inhibiert, wodurch die

Regulation einer gro§en Anzahl von Genen, darunter IFNg beeinflu§t wird (148, 149).

Daneben gibt es jedoch auch eine ganze Reihe von CsA/FK506-sensitiven Genen, bei

deren Regulation bislang keine Beteiligung von NF-AT gezeigt werden konnte (f�r eine

umfassende Liste CsA/FK506-sensitiver Gene siehe (140)).

Neben dem NF-AT wurden in den letzten Jahren noch andere Substrate von

Calcineurin beschrieben, von denen hier stellvertretend drei erw�hnt werden sollen:

· Es konnte gezeigt werden, da§ die NO-Synthase, die das Signalmolek�l NO

synthetisiert, durch eine Dephosphorylierung durch Calcineurin aktiviert wird (150).

· Calcineurin ist in der Lage, das Protein IkB, einen Inhibitor des

Transkriptionsfaktors NFkB, zu inaktivieren (151).

· In Jurkat-Zellen (eine humane T-Zellinie) inhibiert CsA die durch einen Behandlung

der Zellen mit PMA und Ionomycin induzierte Aktivierung von JNK1 und JNK2 (119).

Dies war der erste beschriebene Effekt von CsA auf das MAPK-Netzwerk. Auch

hierin ist vermutlich Calcineurin involviert; darauf deutet zumindest das f�r diese

Induktion notwendige Ca2+-Signal (durch Behandlung mit Ionomycin) hin.
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· Die Kinase DLK wird durch Calcineurin aktiviert und dieser Schritt durch CsA

inhibiert (152). DLK ist in der Lage, SAPK1a und SAPK2 zu aktivieren (56).

2.4 Src-Kinasen und SH3-Dom�nen als wichtige Protein-Protein-
Interaktionsdom�nen

2.4.1 Src-Kinasen: Struktur und biologische Funktionen

Die Src-Kinasen bilden eine Gruppe von Protein-Tyrosinkinasen, deren Prototyp, vSrc,

im Rous sarcoma virus identifiziert wurde (153, 154).

Nach ihrem Expressionsmuster lassen sich Src-Kinasen in drei Gruppen unterteilen:

· die Kinasen Src, Fyn und Yes, die in den meisten Geweben, wenn auch in

unterschiedlichen Mengen, exprimiert werden,

· die Kinasen Blk, Fgr, Hck, Lck und Lyn, die vorwiegend in h�matopoetischen

Zellen vorkommen und

· die Kinasen Frk/Rak und Lyk/Bsk, die prim�r in epithelialen Zellen exprimiert

werden.

Strukturelle Merkmale dieser Kinasen sind mehrere Homologie-Regionen (155):

· die SH4 (src homology 4)-Dom�ne, �ber die die Src-Kinasen mit Lipiden modifiziert

werden,

· die SH2-Dom�ne, �ber die Interaktionen mit an Tyrosinresten phosphorylierten

Proteinen erfolgt,

· die SH3-Dom�ne, �ber die Interaktionen mit Prolin-reichen Proteinen erfolgt und

· die katalytische Dom�ne.

Src-Kinasen sind mit einer gro§en Anzahl unterschiedlichster Rezeptoren assoziiert

(Tab.4) und beeinflussen den Stoffwechsel in vielen verschiedenen Bereichen.

Als Beispiele f�r von Src-Kinasen beeinflu§te biologische Prozesse seien hier

erw�hnt:

· Zell-Zell-Adh�sionen,
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· die Zellbewegung,

· die Kontrolle des Zellzyklus,

· Apoptose und

· Differenzierungsvorg�nge.

Tab.4: Beispiele f�r mit Src-Kinasen assoziierte Rezeptoren

Rezeptortyp Beispiele Assozierte Src-Kinase

Rezeptor-

Tyrosinkinasen

EGF-Rezeptor

FGF-Rezeptor

Src, Fyn, Yes

Src

G Protein-gekop-

pelte Rezeptoren

Thrombin-Rezeptor

Bradykinin-Rezeptor

Src, Fyn, Yes

Src, Fyn, Yes

Zytokin-Rezeptoren IL-2-Rezeptor Fyn, Lck, Lyn

IL-3-Rezeptor Fyn, Hck, Lyn

Immunrezeptoren TCR/CD3

BCR

Fyn, Lck

Lyn, Blk, Fyn, Fgr, Lck

2.4.2 Die SH3-Dom�ne: Allgemeines und Struktur

Die SH3-Dom�ne ist eine Protein-Protein-Interaktionsdom�ne, die auch au§erhalb der

Src-Kinasen in einer gro§en Anzahl unterschiedlicher Proteine zu finden ist. Beispiele

f�r solche Proteine zeigt die Tabelle 5.

Die SH3-Dom�ne besteht aus einem 5fachen §-Faltblatt, wobei L�nge und

Zusammensetzung zwischen den SH3-Dom�nen einzelner Proteine differieren.

2.4.3 Die SH3-Dom�ne: Ligandenbindung und biologische Bedeutung

SH3-Dom�nen binden Prolin-reiche Liganden mit einer 7-9 Aminos�uren langen

Kernregion, die bei allen bislang identifizierten Liganden das Grundmotiv PXXP enth�lt.
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Detaillierte Untersuchungen hinsichtlich des Bindungsverhaltens wurden

beispielsweise f�r die Kinasen Src und PI3K durchgef�hrt. Dabei wurde festgestellt,

da§ sich die Liganden in zwei Kategorien unterteilen lassen:

Tab. 5: Beispiele f�r Proteine mit SH3-Dom�nen

Protein Funktion

Src-Kinasen

PI3K

Kinase

Kinase

aSpectrin Bestandteil des Zytoskeletts

Grb2

Crk

Nck

Adaptor-Protein

Adaptor-Protein

Adaptor-Protein

STATs Transkriptionsfaktoren

NADP-Oxidase-Komplex Oxidase

· Die Liganden der Klasse I zeichnen sich durch das Motiv RXLPPZP (Z= Leu f�r

Src und Arg f�r PI3K) aus, wo sich ein Arg-Rest N-terminal des Prolin-Kerns

befindet und

· die Liganden der Klasse II, die ein Motiv der Struktur XPPLPXR enthalten, wo sich

der Arg-Rest C-terminal der Proline befindet .

Sequenzanalysen zeigen, da§ sich nahezu alle Liganden von SH3-Dom�nen in diese

beiden Klassen (ein Arg-Rest N- bzw. C-terminal von dem Prolin-Kern) unterteilen

lassen.

F�r die Frage, ob ein bestimmtes Protein eine bestimmte SH3-Dom�ne bindet, sind

hinsichtlich der Sequenz vor allem zwei Punkte bedeutsam:

· W�hrend einige SH3-Dom�nen gleiche Sequenzmotive binden (bspw. Src und

Fyn), gibt es deutliche Unterschiede in der bevorzugten Sequenz zwischen

anderen SH3-Dom�nen (bspw. zwischen den Kinasen Src und Abl).
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· Neben der eigentlichen Prolin-reichen Kernsequenz sind aber auch die

flankierenden Aminos�uren von gro§er Bedeutung. So lie§ sich zeigen, da§ die

�nderung der das eigentliche Bindungsmotiv umgebenden Aminos�uren die

Affinit�t von SH3-Dom�nen zu Prolin-reichen Peptiden stark beeinflu§t (156).

Wie die Tabelle 5 bereits verdeutlicht, sind Proteine mit SH3-Dom�nen in

unterschiedliche Abschnitte des Stoffwechsels involviert. Im folgenden soll die

Bedeutung von SH3-Dom�nen zus�tzlich an mehreren Beispielen aufgezeigt werden:

Beeinflussung der zellul�ren Lokalisation von Proteinen

�ber SH3-Dom�nen wird in vielen F�llen die Lokalisation von Proteinen am Zytoskelett

und der Zellmembran vermittelt. So lie§ sich zeigen, da§ die SH3-Dom�ne von PLCg

verantwortlich ist f�r die Bindung von PLCg an Mikrofilamenten (157). Im Falle des

Proteins Grb2 konnte gezeigt werden, da§ seine beiden SH3-Dom�nen essentiell f�r

die Lokalisation an die Zellmembran sind (157).

Beeinflussung der enzymatischen Aktivit�t von Proteinen

Durch die Wechselwirkung mit SH3-Dom�nen wird die enzymatische Aktivit�t

verschiedener Proteine beeinflu§t. Ein Beispiel daf�r ist die Kinase Src selbst: die

Inhibierung der Kinaseaktivit�t erfolgt durch eine Interaktion ihrer SH2-Dom�ne mit

einem phosphorylierten Tyrosin-Rest im C-terminalen Bereich und eine Interaktion der

SH3-Dom�ne mit einer Prolin-reichen Region zwischen der SH2- und der Kinase-

Dom�ne. Eine Mutation der SH2- oder der SH3-Dom�ne hebt diese Inhibierung auf

(158). Die GTPase Dynamin ist ein weiteres Beispiel. Eine Interaktion mit der SH3-

Dom�ne von Grb2 oder Src aktiviert Dynamin (159).

Bindung von Substraten

Neben der Beeinflussung der enzymatischen Aktivit�t scheinen SH3-Dom�nen auch in

die Bindung von Substraten bestimmter Enzyme involviert zu sein, wie bei der
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Phosphorylierung des Proteins Crk durch die Src-Kinase Abl gezeigt werden konnte

(160).

Interaktion mit viralen Proteinen

Das HIV-Protein Nef weist eine Prolin-reiche Region auf, �ber die das Protein mit den

SH3-Dom�nen der zellul�ren Kinasen Hck und Lyn zu interagieren vermag.

Interessanterweise ist diese Prolin-reiche Region essentiell f�r die beobachtete

schnellere Replikation von Nef+ Viren (161).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Applichem GmbH (Darmstadt)

bezogen. Die Ausnahmen sind in der folgenden �bersicht aufgef�hrt:

Firma: Chemikalien:

GibcoBRL (Karlsruhe) RPMI 1640, Trypsin/EDTA, DMEM

Biochrom KG (Berlin) Penicillin und Streptomycin

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) p-Cumars�ure, Glutathion, Tris, Na3VO4,

Ponceau S, Luminol, MOPS

Merck KgaA (Darmstadt) ZnCl2, NaF, Gycerolphosphat (Na-Salz), Metha-

nol, Ethanol, Essigs�ure, Magnesiumazetat,

H3PO4

Boehringer-Mannheim GmbH

(Mannheim)

Leupeptin, Pepstatin, Aprotonin, Benzamidin

Alexis Deutschland GmbH (Gr�nberg) Microcystin LR

Cytogen (Lohmar) TC199, Ficoll Trennl�sung

PAA Laboratories GmbH (Linz,

�sterreich)

FBS

Calbiochem (Bad Soden) SB 203580, Ionomycin, PMA

Pharmacia Biotech (Freiburg) Glutathion-Sepharose 4B

Protein G-Sepharose 4 (fast flow)

BioRad (M�nchen) Bradford-Reagenz
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Die mit radioaktiven Isotopen markierten Substanzen wurden von den Firmen

Amersham (Braunschweig) und Hartmann Analytik (Braunschweig) bezogen.

3.2 L�sungen

3.2.1 Zellkultur

RPMI-, DMEM-Medium:

Vor der Verwendung wurden dem Medium Penicillin (100 U/ml), Streptomycin

(100Êmg/ml) und Glutamin (2 mM) zugesetzt.

TC 199-Medium:

Vor der Verwendung wurde dem Medium Glutamin mit einer Endkonzentration von

2ÊmM zugesetzt.

3.2.2 Wachstum und Transformation von Bakterien

a) LB-Medium (1l - Ansatz):
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt

10 g NaCl
pH 7.0

3.2.3 Expression von Fusionsproteinen und Aufreinigung

Variante 1

a) PBS:                                                               b) Elutionspuffer:
20 mM Na2HPO4/NaH2PO4  pHÊ7.5 50 mM Tris/HCl pH8

150 mM NaCl 5 mM Glutathion (reduziert)

Variante 2

a) STE-Puffer:
10 mM Tris/HCL pH 8

150 mM NaCl
1 mM EDTA
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3.2.4 Lyse von Zellen

a) Fracelton-Lysepuffer:

10 mM HEPES/HCl pH 8.5 100 µM Na3VO4

50 mM NaCl 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid
30 mM Na4P2O7 2.5 µg/ml Leupeptin
5 µM ZnCl2 0.5 µg/ml Pepstatin

50 mM NaF 2.8 µg/ml Aprotinin
1 % Triton-X100 0.5 mM Benzamidin

1 mM DTT

b) PBS:                                                                  c) PBS-Waschpuffer:

20 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.5 50 mM NaF
150 mM NaCl 0.1 mM Na3VO4

in PBS

d) IP-Puffer:
50 mM Tris/HCl pH 7.5 0.1 % §-Mercaptoethanol
1 mM EDTA 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid
1 mM EGTA 2.5 µg/ml Leupeptin

0.5 mM Na3VO4 0.5 µg/ml Pepstatin
50 mM NaF 2.8 µg/ml Aprotinin
5 mM Na4P2O7 0.5 mM Benzamidin

10 mM Natriumglycerophosphat 2 µM Microcystin LR
1 % Triton X-100

3.2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

a) Acrylamid:                                                     b) SDS-Laufpuffer (10x):
30 % (w/v) Acrylamid 250 mM Tris
2.7 % (w/v) N,N-Methylen-bis-

acrylamid
1.92

1
M
%

(w/v)

Glycin
SDS

c) SDS-Probenpuffer (2x)
20 % (w/v) Glycerin
3 % (w/v) SDS
5 % (v/v) §-Mercaptoethanol

0.1 % (w/v) Bromphenolblau

d) Coomassie F�rbel�sung:                              e) Entf�rbel�sung I:
0.2 % (w/v) Coomassie R250 45 % (v/v) Ethanol

42.5 % (v/v) Methanol 5 % (v/v) Essigs�ure
5 % (v/v) Ethanol

25 % (v/v) Essigs�ure

f) Entf�rbel�sung II:
8 % (v/v) Essigs�ure
5 % (v/v) Methanol
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3.2.6 Western Blot und Immunf�rbung

a) Transferpuffer:                                               b) TBST:
25 mM Tris 10 mM Tris/HCl pH 8.0

192 mM Glycin 150 mM NaCl
20 % (v/v) Methanol 0.05 % (v/v) Tween 20

c) stripping-Puffer:                                            d) Ponceau S-F�rbel�sung
62.5 mM Tris/HCl pH 7.6 0.1 % (w/v) Ponceau S

2 % (w/v) SDS 0.5 % (v/v) Essigs�ure
0.52 % (v/v) §-Mercaptoethanol

3.2.7 ECL (enhanced chemiluminescence)

a) L�sung 1:                                                      b) L�sung 2:
100 mM Tris/HCl pH 8.5 100 mM Tris/HCl pH 8.5
2.5 mM Luminol 0.02 % (v/v) H2O2

0.4 mM p-Cumars�ure

3.2.8 GST-pulldown-assay

a) HN-Puffer (1.2x):                                          b) PBST:
24 mM Hepes pH 7.4 1 % (v/v) Triton X-100

120 mM NaCl in PBS
2.4 mM MgCl2

0.12 mM EDTA
0.6 % (v/v) NP40

0.12 % (v/v) Triton X-100

3.2.9 Kinase-Assays

MAPKAP-K2

a) MAPKAP-K2-Kinasepuffer:                         b) ATP-Reaktionsmix
1 M §-Glycerophosphat 0.5 mM ATP
2 mM EGTA 50 mM MgAcetat

0.3 µl 32P-gATP (10mCi/ml) pro Reaktion

MKK3/MKK6

a) MKK3/MKK6-Kinasepuffer:                         b) Stop-Puffer
50 mM Tris/HCl pH 7.5 50 mM Tris/HCl pH 7.5
0.1 mM EGTA 0.1 mM EGTA
0.1 mM Na3VO4 0.5 mM Na3VO4

0.1 µM Okadeins�ure 0.1 % §-Mercaptoethanol
0.1 % §-Mercaptoethanol 1 mg/ml BSA
10 mM Magnesiumacetat
0.2 mM ATP
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c) Reaktionsmix:
10 mM Mops pH7.0

0.125 mM EDTA
12.5 mM Magnesiumacetat

0.125 mM ATP
2.5 µM PKI

37.5 µM MAPKAP-K2 Substratpeptid
0.3 µl 32P-gATP (10 mCi/ml) je Reaktion

SAPK4

a) SAPK4-Reaktionsmix:
25 mM Tris/HCl pH 7.5
0.1 mM EGTA

0.33 mg/ml MBP
10 mM Magnesiumacetat
0.1 mM ATP
0.3 µl 32P-gATP (10 mCi/ml) je Reaktion

3.2.10 Markierung von Oligonukleotidsonden

Klenow-Puffer (10x):
200 mM Tris/HCl pH 7.6
70 mM MgCl2

3.2.11 EMSA (electrophoretic mobility shift asray)

a) Hamburger Puffer (10x):                              b) Probenpuffer (10x):
100 mM Tris/HCl pH 7.5 10 % (v/v) Glycerin
500 mM NaCl 0.2 % (w/v) Xylencyanol
10 mM EDTA 0.2 % (w/v) Bromphenolblau
10 mM DTT 10 % (w/v) Ficoll 400
0.5 % (w/v) Trockenmilch 40 mM EDTA
50 % (v/v) Glycerin

c) Acrylamidl�sung:                                         d) TBE (50x):
30 % (w/v) Acrylamid 500 mM Tris pH 8.3
2.7 % (w/v) N,N-Methylen-bis-

acrylamid
530
25

mM
mM

H3BO3

EDTA

3.2.12 Agarosegelelektrophorese

a) Probenpuffer:
50 % (w/v) Sucrose 100 mM Tris pH 8.3
0.1 % (w/v) Bromphenolblau 10.6 mM H3BO3

0.1 % (w/v) Xylencyanol 0.5 mM EDTA
1 mM EDTA pH 8.0
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3.3 Methoden

3.3.1 Zellkulturtechniken

Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten kamen die in Tabelle 6

aufgef�hrten etablierten Zellinien zum Einsatz.

Tab. 6: Kurzbeschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Zellinien

Zellinie Organismus Kurzcharakteristik Medium

BJAB Mensch B-Zellinie eines

Burkitts Lymphoms

RPMI 1640/

10 % FBS

Cos-1 Gr�ne

Meerkatze

Fibroblasten-Linie

aus Nierengewebe

DMEM/

10 % FBS

HeLa Mensch Epithelium �hnliche

Zellinie aus einem

Adenokarzinom

RPMI 1640/

10% FBS

Jurkat Mensch Zellinie einer akuten

T-Zell Leuk�mie

RPMI 1640/

10% FBS

U937 Mensch Monozyten-�hnliche

Zellen eines

histiozyt�ren

Lymphoms

RPMI 1640/

10% FBS

Dabei handelt es sich bei BAJB, Jurkat und U937 um Suspensionszellen, bei Cos-1

und HeLa um adh�rent wachsende Zellen. Die letzteren wurden in Zellkulturschalen

(10 cm Durchmesser) herangezogen. Nach dem Erreichen des konfluenten Stadiums

wurden die Zellen durch eine Behandlung mit einer Trypsin/EDTA-L�sung (0.25% /

1ÊmM; GIBCO BRL, Karlsruhe) f�r 5 min bei 37oC abgel�st, aus der L�sung
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abzentrifugiert (200g, 5 min, RT) und mit frischem Medium in einer geeigneten

Verd�nnung neu ausges�t.

3.3.2 Pr�paration verschiedener Zellpopulationen des peripheren Blutes

Pr�paration von PBMC

Grundlage der meisten Experimente waren Zellen einer prim�ren Zellpopulation, die im

folgenden als PBMC (peripheral blood mononuclear cells) bezeichnet wird und die T-

und B-Lymphozyten, Monozyten und NK-Zellen des peripheren humanen Blutes

umfa§t.

Die Pr�paration dieser Zellen erfolgte ausgehend von sogenannten buffy coats von

gesunden Blutspendern durch Dichtegradientenzentrifugation in einem Ficoll-

Gradienten. Dazu wurden in drei 50Êml Falcon-R�hrchen je 10Êml Ficoll (r =

1.077Êg/cm3) vorgelegt, der Inhalt eines buffy coats (ca. 50Êml der Zellsuspension) mit

1Êml Heparin (500 I.E./ml, Novo Nordisk Pharma GmbH) vermischt, auf 90Êml mit TC199

aufgef�llt und gleichm�§ig �ber das Ficoll geschichtet. Durch die anschlie§ende

Zentrifugation (400xg, 30 min, RT) entstehen in dem Gradienten mehrere Banden:

Bande 1 befindet sich direkt an der Grenze Ficoll/Plasma und enth�lt die PBMC, Bande

2 befindet sich �berhalb des Erythrozyten-Pellets und enth�lt den Gro§teil der

Granulozyten. Die Zellen der Bande 1 wurde abgezogen und zweimal mit TC199

gewaschen (200xg, 10Êmin). Anschlie§end wurden Zellzahl und Vitalit�t durch die

F�rbung eines Aliquots mit Trypanblau bestimmt.

Pr�paration von T-Lymphozyten

Die Abtrennung der T-Lymphozyten aus den PBMC erfolgte durch eine Bindung dieser

Zellen an SRBC (sheep red blood cells, zur Verf�gung gestellt von Dr. R.

Schwintzer, Medizinische Hochschule Hannover). Grundlage daf�r ist eine Interaktion

zwischen dem Oberfl�chenmolek�l T11TS auf den SRBC und dem Molek�l CD2. Das

CD2 Protein wird ausschlie§lich von T-Lymphozyten und ca. 50% der NK-Zellen

produziert.
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Die PBMC wurden mit einer Dichte von 6.67x106 Zellen in TC199 aufgenommen, im

Verh�ltnis 9:1 mit vorbereiteten SRBC vermischt und 10Êmin bei 37oC inkubiert.

Anschlie§end wurden die gebildeten Rosetten abzentrifugiert (200xg, 15Êmin, RT) und

der Ansatz zur Stabilisierung der Rosetten 30Êmin auf Eis inkubiert. Das Rosetten-

Pellet wurde dann vorsichtig resuspendiert, der Ansatz mit 10Êml Ficoll unterschichtet

und erneut zentrifugiert (400xg, 30Êmin, RT). Nach der Zentrifugation befinden sich die

CD2
-
-Zellen an der Grenze Ficoll/Medium, w�hrend sich die Rosetten aus CD2+-Zellen

und SRBC im Pellet befinden. Die CD2
-
-Zellen wurden abgenommen und zweimal mit

TC199 gewaschen (200xg, 10Êmin, RT). Die Rosetten wurden zur Lyse der SRBC in

bei 37oC vorgew�rmter NH4Cl-L�sung (140ÊmM NH4Cl, 1.7ÊmM Tris/HCl pH 7.2)

resuspendiert und bis zum Aufklaren der L�sung geschwenkt (ca. 1 min).

Anschlie§end wurde die L�sung sofort mit 30Êml TC199 verd�nnt und die Zellen noch

zweimal mit TC199 gewaschen (200xg, 10 min, RT). FACS-Analysen der isolierten

Zellen durch Dr. A. R�hlmann (Institut f�r Molekularbiologie der MHH) und Dr. R.

Jacobs (Institut f�r klinische Immunologie der MHH) ergaben, da§ die CD2+ Population

zu ca. 95% CD2+ Zellen und zu ca. 78% CD2+/CD3+-Zellen (= T-Lymphozyten) enthielt.

Die CD2
-
 Population enthielt �berwiegend B-Lymphozyten, Monocyten/Makrophagen,

CD2
-
 NK-Zellen und weniger als 5% T-Lymphozyten.

3.3.3 Proteintechniken

3.3.3.1 Stimulation der Zellen und Gewinnung von Ganzellextrakten

Die Blutzellen wurden mit einer Dichte von 10-16x106/ml in RPMI/0.5% FBS

aufgenommen und 30 min bei 37oC mit 400 nM CsA (zur Verf�gung gestellt von Dr. U.

Christians, Institut f�r Pharmakologie, Medizinische hochschule Hannover) oder

unterschiedlichen Konzentrationen des p38-Inhibitors SBÊ203580 inkubiert. Als

Kontrolle wurde ein Teil der Zellen parallel mit DMSO, dem L�sungsmittel von CsA und

SB203580, inkubiert. Anschlie§end wurden die Zellen mit 2ÊµM Ionomycin oder mit

2ÊµM Ionomycin plus 20 ng/ml PMA induziert und weiterhin bei 37oC inkubiert. Als
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Kontrolle wurden die Zellen wieder  mit DMSO inkubiert; Ionmycin und PMA wurden

als 1000x konzentrierte Vorratsl�sungen in DMSO verwendet. In den F�llen, w o

Zellen l�nger als 60 min behandelt wurden, wurde an dieser Stelle FBS mit einer

Endkonzentration von 10% zugesetzt, als Kontrolle wurden in solchen F�llen ein Teil

der Zellen mit DMSO und 10% FBS inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5415C,

3000 rpm, 1 min, 4oC), mit PBS-Waschpuffer (4oC) gewaschen und mit Fracelton-

Lysepuffer oder IP-Puffer lysiert. Zur�ckbleibende Zellfragmente wurden

abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5415 C, 13000rpm, 20 min, 4oC) und die

�berst�nde in fl�ssigem Stickstoff eingefroren und bei -80oC gelagert.

3.3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung des Proteingehalts der Ganzzellextrakte erfolgte nach der Methode

von Bradford (162), deren Grundlage die Bindung des Farbstoffes "Coomassie Brilliant

Blue G250" an Proteine ist. Diese Bindung l�§t sich leicht durch Messung der damit

verbundenen Absorptions�nderung bei 595Ênm quantifizieren. Zur Eichung wurde

BSA eingesetzt.

3.3.3.3 Antiseren

Die in dieser Arbeit verwendeten Antiseren fa§t die Tabelle 7 zusammen.

3.3.3.4  Immunpr�zipitation (IP)

Immunpr�zipitation von Kinasen des MAPK-Netzwerkes

Pro Reaktion wurden 3Êµg (anti-MAPKAP-K2) bzw. 5Êµg (anti-SAPK4, anti-MKK3/6)

Antiserum mit 10Êµl  Protein G-Sepharose (50%ig in PBS) f�r 30Êmin bei 4oC in PBS

inkubiert. Anschlie§end wurde die Sepharose zweimal mit IP-Puffer (4oC) gewaschen

und mit einer finalen Konzentration von 50% in IP-Puffer aufgenommen. Die so mit dem

Antiserum beladene Sepharose wurde dann mit 50Êµg Ganzzellextrakt f�r 2h bei 4oC
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Tab. 7: �bersicht �ber die eingesetzten Antiseren

Antiserum Charakteristik Bezogen von

phosphospezifisch anti-
p38/SAPK2a (Tyr182)

polyklonal New England Biolabs,
Schwalbach

anti-p38/SAPK2 polyklonal New England Biolabs,
Schwalbach

phosphospezifisch anti-
ATF-2 (Thr71)

polyklonal New England Biolabs,
Schwalbach

anti-ATF-2 polyklonal · New England Biolabs,
Schwalbach

· Santa Cruz, Heidelberg

phosphospezifisch  anti-
CREB (Ser133)

polyklonal New England Biolabs,
Schwalbach

anti-CREB polyklonal New England Biolabs,
Schwalbach

phosphospezifisch anti-
JNK/SAPK1 (Thr 183 und
Tyr185)

polyklonal New England Biolabs,
Schwalbach

anti-JNK/SAPK1 polyklonal New England Biolabs,
Schwalbach

anti-MAPKAP-K2 polyklonal Labor von Prof. Sir P.
Cohen, Dundee, Gro§-
britannien

anti-MKK6 polyklonal Labor von Prof. Sir P.
Cohen, Dundee, Gro§-
britannien

anti-MKK3 polyklonal Labor von Prof. Sir P.
Cohen, Dundee, Gro§-
britannien

anti-SAPK4 polyklonal Labor von Prof. Sir P.
Cohen, Dundee, Gro§-
britannien

anti-FLAG monoklonal bzw.
monoklonal, an eine
Agarose-Matrix gekoppelt

Kodak, New Haven, USA

anti-PLCg1 polyklonal Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
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Tab. 7 (Fortsetzung): �bersicht �ber die eingesetzten Antiseren

Antiserum Charakteristik Bezogen von

anti-cSrc poylklonal Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

anti-ERK monoklonal Transduction Laboratories

anti-GFP monoklonal Clontech, Heidelberg

inkubiert und anschlie§end zweimal mit IP-Puffer (+0.5M NaCl) und zweimal mit IP-

Puffer gewaschen.

Alle Inkubationen wurden dabei auf einem Rad bzw. einem Sch�ttler durchgef�hrt und

parallel Kontrollen ohne Antiserum mitbehandelt

Immunpr�zipitation von PRPL2, PLCg und cSrc

PLCg und cSrc:

Die Protein G-Sepharose wurde f�nfmal mit kaltem PBS (4oC) gewaschen und

anschlie§end in PBS aufgenommen (25%ig). F�r jede IP wurden 100Êµg Zellextrakt mit

17Êµl Protein G-Sepharose und 5Êµl Pr�immunserum (PIS) in IP-Puffer f�r 30 min bei

4oC inkubiert. Anschlie§end wurde die Sepharose abzentrifugiert (Eppendorf

Zentrifuge 5415C, 13000 rpm, 15 sek) und zu dem �berstand 1Êµg des jeweiligen

Antiserums oder eine vergleichbare Menge PIS zugegeben und der Ansatz 2h bei 4oC

inkubiert. Um die gebildeten Antigen/Antik�rper-Komplexe abzutrennen wurden zu den

Ans�tzen je 40Êµl gewaschene Protein G-Sepharose gegeben und erneut f�r 3h bei

4oC inkubiert. Alle Inkubationsschritte wurden auf einem Sch�ttler oder einem sich

drehenden Rad durchgef�hrt. Die Sepharose wurde dann abzentrifugiert, zweimal mit

IP-Puffer gewaschen und in SDS-Probenpuffer (2x konzentriert) aufgenommen.

PRPL2:

Die IP erfolgte analog zu PLCg und cSrc, es wurden jeweils 6Êµl anti-PRPL2-Antiserum

oder PIS eingesetzt.
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FLAG:

Zur Immunpr�zipitation von mit FLAG fusionierten Proteinen wurde ein monoklonaler

anti-FLAG-Antik�rper eingesetzt, der kovalent an Agarose gebunden war. Die

Agarose wurde vor der IP viermal mit PBS (4oC) gewaschen und dann in PBS

aufgenommen (30%ig).

Jeweils 100Êµg Zellextrakt wurden mit 17Êµl gewaschener Protein G-Sepharose

(siehe IP von PLCg und cSrc) und 2Êµl PIS f�r 30 min bei 4oC in IP-Puffer (+150 mM

NaCl+0.1% NP40) inkubiert. Anschlie§end wurde die Sepharose abzentrifugiert

(Eppendorf Zentrifuge 5415C, 13000 rpm, 15 sek.) und zu den �berst�nden je 30Êµl

FLAG-Agarose oder 1,5Êµg des monoklonalen anti-Erk-Antik�rpers zugegeben. Diese

Ans�tze wurden 2h bei 4oC inkubiert, dann wurden der Erk-IP 40Êµl gewaschene

Protein G-Sepharose zugegeben und die Ans�tze f�r weitere 3h bei 4oC inkubiert.

Alle Inkubationsschritte erfolgten auf einem Sch�ttler oder einem sich drehenden Rad.

Zuletzt wurden die Agarose und Sepharose abzentrifugiert, zweimal mit IP-Puffer

(+150 mM NaCl+0.1% NP40) gewaschen und in SDS-Probenpuffer (2x konzentriert)

aufgenommen.

3.3.3.5 Kinase-Assays

MAPKAP-K2

Die Messung der MAPKAP-K2 Aktivit�t erfolgte in einem in vitro Kinase-Assay unter

Verwendung des Peptids KKLNRTLSVA als Substrat (163). Dazu wurde der

Reaktionsansatz

5 µl immunpr�zipitierte Kinase
2.5 µl MAPKAPK-K2-Kinasepuffer
2.5 µl 50 µM PKI (TTYADFIASGRTGRRNAIHD;

inhibiert Proteinkinase A (32))
2.5 µl 600 µM Substratpeptid

0.05 µl §-Mercaptoethanol
27.5 µl H2O

3Êmin bei 30oC inkubiert und die Reaktion anschlie§end durch Zugabe von 10Êµl ATP-

Reaktionsmix gestartet. Nach einer 10 min�tigen Reaktion bei 30oC unter leichtem

Sch�tteln wurde der Ansatz zum Abstoppen auf P81-Filterpapier (Fa. Whatman;
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2x2Êcm) pipettiert und nicht umgesetztes ATP durch intensives Waschen der Filter mit

75ÊmM H3PO4 (5x5Êmin) entfernt. Die Filter wurden dann abschlie§end mit Aceton

gewaschen, getrocknet, mit Fl�ssigszintillator versetzt und die Menge an eingebauter

Radioaktivit�t in einem Szintillationsme§ger�t der Fa. Beckman gemessen. Als

Kontrolle wurde jeweils ein Ansatz (Immunpr�zipitation und Kinase-Assay) ohne anti-

MAPKAP-K2-Antik�rper mitgef�hrt.

MKK3/MKK6

Die Bestimmung der Aktivit�ten von MKK3 und MKK6 in den Ganzzellextrakten erfolgte

durch Messung der F�higkeit der immunpr�zipitierten Kinasen, den Signalweg

MKK3/6-p38-MAPKAP-K2 zu aktivieren. Dazu wurden den immunpr�zipitierten

Kinasen in einem in vitro Assay inaktive p38a und inaktive, rekombinante GST-

MAPKAP-K2 als Substrat angeboten. Die finale Aktivierung der GST-MAPKAPK-K2

wurde dann �ber einen in vitro  Kinase-Assay mit dem Peptid KKLNRTLSVA als

Substrat und 32P-gATP gemessen.

5Êµl der immunpr�zipitierten Kinasen wurden mit 350Êng inaktiver p38a in MKK3/6-

Kinasepuffer (finales Volumen 20Êµl) f�r 20Êmin bei 30oC unter leichtem Sch�tteln

inkubiert, dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 40Êµl eiskaltem Stop-Puffer

abgestoppt.

Als n�chstes wurden 5Êµl GST-MAPKAP-K2 (65Êµg/µl in 50ÊmM Tris/HCl pH 7.5,

0.1ÊmM EGTA, 0.3Ê% Brij-35, 0.1Ê% §-Mercaptoethanol, 5Ê% Glycerol) mit 3Êµl des

obigen Reaktionsansatzes und 2Êµl 50ÊmM Magnesiumacetat/0.5ÊmM ATP vermischt

und 15 min bei 30oC und leichtem Sch�tteln inkubiert. Anschlie§end wurden 40Êµl

Reaktionsmix zugegeben, der Ansatz f�r 10Êmin bei 30oC und leichtem Sch�tteln

inkubiert und die Reaktion dann durch Aufpipettieren auf P81-Filter (je 2x2 cm)

gestoppt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog zum MAPKAP-K2 Assay. In einem

Kontrollansatz wurde der Assay ohne die inaktive p38a durchgef�hrt.
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SAPK4

Grundlage der Bestimmung der SAPK4-Aktivit�t war ein in vitro Assay der

immunpr�zipitierten Kinase mit MBP (myelin basic protein) als Substrat (18). Dazu

wurden 5Êµl immunpr�zipitierte Kinase in SAPK4-Reaktionsmix (50Êµl finales Volumen)

f�r 10Êmin bei 30oC unter leichtem Sch�tteln inkubiert und die Reaktion dann durch

aufpipettieren des Ansatzes auf P81-Filter (2x2Êcm) abgestoppt. Die weitere

Behandlung erfolgte analog zum MAPKAP-K2 Assay.

In der graphischen Auswertung aller angef�hrten Assays sind die relativen

Kinaseaktivit�ten bezogen auf unbehandelte Zellen dargestellt.

3.3.3.6 SDS-PAGE

Die gelelektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte unter Verwendung der

Methode von Laemmli unter denaturierenden Bedingungen. Verwendet wurden die

Systeme Mighty Smallª der Fa. Hofer und Mini-PROTEAN ÏI der Fa. BioRad, wobei

Trenn- und Sammelgel folgende Zusammensetzung hatten:

Sammelgel Trenngel

Acrylamid/Bisacrylamid 4 % 12.5 %

SDS 0.1 % 0.1 %

Tris/HCl pH 6.8 125 mM --

Tris/HCl pH 8.8 -- 375 mM

Zur Polymerisation wurden APS und TEMED mit einer Endkonzentration von jeweils

0.1% zugegeben.

Die zu untersuchenden Proteinproben wurden mit 2x SDS-Probenpuffer vermischt, 2-

3 min bei 95oC erhitzt und auf das Gel aufgegeben. Der Gellauf erfolgte bei einer

konstanten Spannung von 30 mA (Hofer) oder 50 mA (BioRad), bis der Farbmarker

die untere Gelkante erreicht hatte.

Als Molekulargewichtsstandard wurden entweder der ãProteinmolekular-

gewichtsstandard (hoher Bereich), prestainedÒ der Fa. GIBCO oder der ãRainbowª
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Protein Molecular Weight MarkerÒ der Fa. Amersham eingesetzt. Bei der Analyse

von radioaktiv markierten Proteinen wurde ein mit 14C markierter

Molekulargewichtsstandard der Fa. Amersham verwendet.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel entweder f�r einen Western Blot eingesetzt

oder mit dem Farbstoff "Coomassie Brilliant Blue" gef�rbt. Daf�r wurde das Gel 15Êmin

bei RT in der Coomassie-F�rbel�sung inkubiert und anschlie§end 15 min mit der

Entf�rbel�sung I und �ber Nacht mit der Entf�rbel�sung II bei RT inkubiert.  

3.3.3.7 Western Blot

F�r die Western Blot-Analysen wurde die Nitrozellulosemembran Optiran BA-S85 der

Fa. Schleicher und Schuell (Dassel) eingesetzt. Die Durchf�hrung erfolgte in zwei

unterschiedlichen Verfahren in zwei verschiedenen Apparaturen:

Variante I:

F�r die in den Abbildungen 5-7 und 10 gezeigten Experimente erfolgte der Blot als

"semi dry blot" mit der TRANS-BLOT SD cell der Fa. Bio-Rad (M�nchen). Dabei

erfolgte der Transfer der Proteine in folgendem Aufbau:

· Kathode

· 3x Filter (3MM-Papier der Fa. Whatman), in Transferpuffer getr�nkt

· Gel

· Membran, in Transferpuffer getr�nkt

· Filter wie in 2.

· Anode

Bedingungen f�r den Transfer: konstant 0.8 mA/cm2 f�r 2h.

Variante II:

F�r die in den Abbildungen 12-14, 19-22 und 24 gezeigten Experimente wurde ein

Tank-Blot in der Apparatur "MiniTrans Blot" der Fa. Bio-Rad durchgef�hrt. Der

Transfer erfolgte in folgendem Aufbau:
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· Kathode

· 3MM-Papier, in Transferpuffer eingeweicht

· Gel

· Membran, in Transferpuffer eingeweicht

· Filter wie in 2.

· Anode

Bedingungen f�r den Transfer: 120 V konstant f�r 70 min in Transferpuffer.

3.3.3.8 Immunf�rbung

Die Immunf�rbung der Membranen erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. Blocken der unspezifischen Protein-Protein-Interaktionen durch Inkubation der

Membran f�r 1Êh in TBST/5% Milchpulver bei RT,

2. Inkubation mit dem prim�ren Antik�rper, verd�nnt in TBST/5% Milch bzw.

TBST/5% BSA (im Falle der phosphospezifischen Antik�rper), 12-14Êh bei 4oC

oder 1h bei RT,

3. 3x5 min mit TBST waschen,

4.

5.

Inkubation mit dem sekund�ren Antik�rper, 1:2500 in TBST/5% Milch verd�nnt, 1Êh

bei RT,

3x5 min mit TBST waschen.

Zur Analyse wurde das ECL (enhanced chemiluminescence) Sytem verwendet.

Dazu wurde die Membran f�r 1Êmin mit einer 1:1-Mischung der ECL-L�sungen 1 und 2

inkubiert und anschlie§end die Signale durch Exposition der Membran auf einen

R�ntgenfilm oder unter Verwendung der Chemilumineszenzkamera LAS-1000 der Fa.

Fuji (Tokyo, Japan) detektiert.

Um die gebundenen Antik�rper zu entfernen, wurde der Blot 40 min bei 65oC in

stripping-Puffer inkubiert, dann mit TBST gesp�lt und 3x6 min in TBST gewaschen.

Zum Vergleich der aufgetragenen Proteinmengen wurde die Membran in einzelnen

F�llen noch mit dem Farbstoff Ponceau S gef�rbt. Dazu wurde die Membran 5-10Êmin
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in der Ponceau-F�rbel�sung bei RT inkubiert und anschlie§end mit destillierten Wasser

entf�rbt.

3.3.3.9 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

F�r die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente wurden die folgenden

Fusionsproteine verwendet:

Fusionsprotein Organismus Anmerkungen

GST-PLCg1 (SH3-Dom�ne) Homo sapiens -

GST-p85 (SH3-Dom�ne) Homo sapiens -

GST-GAP (SH3-Dom�ne) Homo sapiens -

GST-Crk (SH3-Dom�ne) Homo sapiens -

GST-cSrc (SH3-Dom�ne) Gallus gallus Bis auf eine Aminos�ure identisch

zum humanen Protein (Position 45

der SH3-Dom�ne: Ser (human)/Thr

(Gallus gallus))

GST-NSrc (SH3-Dom�ne) Gallus gallus Enth�lt eine Insertion eines 6-

Aminos�ure-Peptides in der SH3-

Dom�ne

GST-cSrc (komplett) Mus musculus Hoch homolog zum humanen

Protein, Unterschiede in nur 6

Aminos�uren au§erhalb der SH3-

Dom�ne

Bezogen wurden die Expressionsvektoren f�r dies Proteine vom Labor von Prof. Dr.

C. A. Cartwright (Stanford University School of Medicine; c-Src (komplett)) und vom

Labor von Dr. G. Superti-Furga, EMBL Heidelberg). Die Gene f�r die Fusionsproteine

standen dabei unter Kontrolle eines tac-Promoters.

Die Expression der Proteine erfolgte in dem E.Coli-Stamm BL21 (DE3)pLysS, die

Transformation der Zellen wird im Abschnitt 3.3.4.5 beschrieben. Die anschlie§ende

Aufreinigung erfolgte in zwei Varianten:
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Variante I:

Eine 20 ml �ber-Nacht-Kultur der transformierten Bakterienzellen (siehe Abschnitt

3.3.4.5) wurde in 600 ml LB-Medium (60Êµg/ml Ampicillin) �berf�hrt und der Ansatz f�r

2h bei 37oC inkubiert. Die Induktion des tac-Promotors erfolgte dann durch Zugabe von

IPTG bis zu einer Endkonzentration von 1.2 mM. Die Zellen wurden dann f�r weitere

vier Stunden bei 37oC inkubiert, anschlie§end abzentrifugiert (Beckman Rotor JA-10,

15 min, 5000 rpm, RT) und in 15 ml PBS (4oC) resuspendiert. Aufgeschlossen wurden

die Zellen durch eine Ultraschall-Behandlung (5x45 sek., je 30Êsek Pause; 4oC) und es

wurde zus�tzlich Triton X-100 zu 1% (v/v) zugesetzt. Die Zellbruchst�cke wurden

dann durch eine Zentrifugation abgetrennt (Beckman Rotor JA 20, 5 min, 10000 rpm,

4oC).

Die Isolation der Fusionsproteine erfolgte durch Zugabe von 5 ml Glutathion-

Sepharose (Pharmacia) zum �berstand. Die Sepharose wurde vorher nach

Herstellerangabe in PBS gequollen, mit PBS gewaschen und 50%ig in PBS

aufgenommen.

Der Ansatz wurde f�r mehrere Stunden auf einem sich drehenden Rad bei

Raumtemperatur (RT) inkubiert, die Sepharose abzentrifugiert (5 min, 114g, 4oC),

dreimal mit PBS (4oC) gewaschen und in Eppendorf-Gef�§e �berf�hrt. Die Elution der

gebundenen Proteine erfolgte durch Zugabe von 1 ml Elutionspuffer und einer 2 min-

Inkubation bei RT. Anschlie§end wurde die Sepharose abzentrifugiert (15 sek. 500g),

der �berstand abgenommen und diese Elution noch dreimal wiederholt.

Den Eluaten wurde Glyzerin zu einer Endkonzentration von 10% (v/v) zugesetzt und

sie wurden bei -20oC gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden Aliquots der Eluate zusammen mit

bekannten Mengen an BSA auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt, das Gel mit

Coomassie gef�rbt und die Intensit�t der Banden verglichen.

Diese Variante wurde zur Aufreinigung aller Fusionsproteine au§er GST-

cSrc(komplett) eingesetzt. Durchgef�hrt wurde sie von Patricia Delany-Heiken am

Institut f�r Molekularbiologie der Medizinischen Hochschule Hannover.
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Variante II:

Alle zum Aufbruch der Bakterienzellen und zur Aufreinigung des Proteins eingesetzte

L�sungen enthielten 1ÊmM PMSF.

Eine 10 ml �ber-Nacht-Kultur der transformierten Bakterien wurde in 200 ml LB-

Medium (60Êµg/ml Ampicillin) �berf�hrt und der Ansatz 4h bei 30oC inkubiert.

Anschlie§end wurde IPTG bis zu einer Konzentration von 0.96 mM zugegeben und die

Inkubation f�r 2h bei 30oC fortgesetzt. Die Zellen wurden anschlie§end abzentrifugiert

(Sorvall Rotor GS3, 5000 rpm, 15 min, 4oC), das Pellet in 20 ml STE-Puffer

resuspendiert, in fl�ssigem Stickstoff eingefroren und 1h bei -80oC gelagert. Nach

dem Auftauen wurde Lysozym mit 0.1Êmg/ml zugegeben, der Ansatz 20 min bei 4oC

auf einer Wippe inkubiert und dann DTT zu einer Endkonzentration von 20ÊnM

zugesetzt. Um die Lyse der Zellen zu vervollst�ndigen, wurden dann 3.5 ml einer

L�sung von 10% Sarcosyl in STE-Puffer zugegeben, der Ansatz vorsichtig gemischt

und durch eine Injektionsnadel gezogen (3x Typ 20G1, 2x Typ 23G1). Daran schlo§

sich noch eine Ultraschallbehandlung (4oC) mit folgenden Parametern an :

1) Ger�t: Sonifier 250 der Fa. BRANSON (Dietzenbach)

2) Zeit: 5x20 sek. (je 30 sek. Pause)

3) Output: 4

4) Duty cycle: 40%

Die verbliebenen Zellbruchst�cke wurden anschlie§end abzentrifugiert (Sorvall Rotor

SS34, 15 min, 10000 rpm, 4oC).

Zur Aufreinigung der Fusionsproteine wurde der �berstand mit 0.5 ml Glutathion-

Sepharose versetzt (Vorbereitung wie in Version I) und �ber Nacht auf einer Wippe

bei 4oC inkubiert. Dann wurde die Sepharose abzentrifugiert (5 min, 114g, 4oC),

dreimal mit PBS gewaschen und in Eppendorf-Gef�§e �berf�hrt. Zum Absch�tzen

der Menge des gebundenen Proteins wurde ein Aliquot wie in Version I beschrieben

auf einem SDS-PAGE-Gel getestet.

Diese Version der Proteinisolation wurde zur Aufreinigung des GST-cSrc (komplett)-

Fusionsproteins verwendet.
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3.3.3.10 Gekoppelte In vitro Transkription und Translation (IVTT)

Die IVTT eines Protein erfolgte unter Verwendung der TNT-Methode der Fa. Promega

mit 35S-Methionin. Als Quelle f�r die Transkriptions/Translations-Maschinerie wurde

dabei Retikulozytenlysat in dem unten angegebenen Ansatz verwendet.

Dieser Ansatz wurde 80 min bei 37oC inkubiert, anschlie§end ein Aliquot im SDS-Gel

analysiert und der Rest in fl�ssigen Stickstoff eingefroren und bei -80oC gelagert.

25 µl Lysat
2 µl TNT-Puffer
1 µl RNA-Polymerase (T7 oder T3)
1 µl 1 mM Aminos�uremix ohne Methionin
1 µl RNAsin
4 µl 35S-Methionin
x µl DNA (1 µg)

(16-x) µl H2O

3.3.3.11 GST-pulldown-assay

Dieser Assay wurde zur Analyse von in vitro Protein-Protein-Interaktionen eingesetzt.

Grundlage ist die spezifische Bindung von Fusionsproteinen von GST (Glutathion-S-

Transferase) und den SH3-Dom�nen verschiedener Proteine an mit Glutathion

beladener Sepharose.

Das Protokoll dieses Assays orientiert sich an (164).

 Die Glutathion-Sepharose (Pharmacia) wurde zuerst mit eiskaltem PBS gewaschen

und dann in PBS aufgenommen (50%). 40Êµl dieser beads wurden dann mit 1Êµg GST-

Fusionsprotein in 100Êµl PBST f�r 1Êh bei 4oC inkubiert. Anschlie§end wurde die

Sepharose mit PBS (4oC) gewaschen (4x) und zusammen mit dem in vitro-

transkribierten/translatierten Protein mit 125Êµl 1,2x HN-Puffer f�r 3Êh bei 4oC inkubiert.

Alle Inkubationsschritte wurde auf einem Rad bzw. Sch�ttler durchgef�hrt. Zum

Abschlu§ wurde die Sepharose mit 1.2x HN-Puffer (4oC) gewaschen (5x) und in

SDS-Ladungspuffer (2fach konzentriert) aufgenommen. Die Ans�tze wurden dann

3Êmin bei 95oC inkubiert, abzentrifugiert und die �berstande in einer SDS-

Gelelektrophorese aufgetrennt, bis der Frontmarker die untere Gelkante erreicht hatte.

Anschlie§end wurde das Gel getrocknet und mit Hilfe eines Phosphoimagersystems

der Fa. Fuji  ausgewertet, oder auf einen R�ntgenfilm exponiert.
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Die Pulldown-Assays unter Verwendung von Ganzzellextrakten erfolgten ebenfalls

nach diesem Protokoll mit folgenden Modifikationen:

· Menge der GST-Fusionsproteine: je 5Êµg

· Menge Zellextrakt: 150Êµg

· Inkubationszeit der beladenen Sepharose mit dem Zellextrakt: 4h, 4oC

· Anzahl der Waschschritte in 1.2x HN-Puffer: 3.

3.3.4 DNA-Techniken

3.3.4.1 Radioaktive Markierung von Oligonukleotidsonden

Zur Analyse der in vitro Bindung bestimmter Proteine an Promotorsequenzen wurden

folgende Oligonukleotidsonden aus dem DNA Polymerase § Promotor eingesetzt

(Position -57 bis -27 des humanen Promotors; die CRE-Sequenz ist markiert):

a) CRE:

       5`GATCCCAGGACGCGTGACGTCACAACAAGCGCCGT     3`

       3`    GGTCCTGCGCACTGCAGTGTTGTTCGCGGCACTAG 5`

b) mCRE (mutierte CRE-Sequenz):

       5`GATCCCAGGACGCGACTCGTCACAACAAGCGCCGT     3`

       3`    GGTCCTGCGCTGAGCAGTGTTGTTCGCGGCACTAG 5`

Die radioaktive Markierung erfolgte durch Auff�llen der Str�nge in einer DNA-

Polymerase-Reaktion unter Verwendung der Klenow-Polymerase und von 32P-adATP

in folgendem Ansatz:

7.0 µl Oligonukleotid (3 pmol)
38.0 µl H2O
6.0 µl 10x Klenow-Puffer
2.0 µl 32P-adATP (10 mCi/ml)
2.0 µl 10 mM dCTP
2.0 µl 10 mM dTTP
2.0 µl 10 mM dGTP
1.0 µl Klenow-Polymerase (Fa. Boehringer Mannheim)

Dieser Ansatz wurde 1h bei 37oC inkubiert und die freien Nukleotide anschlie§end

�ber eine Sephadex-S�ule, wie vom Hersteller angegeben, abgetrennt (165). Die
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Messung der Einbaurate erfolgte mit Hilfe eines Fl�ssigszintillationsz�hlers der Fa.

Beckman.

3.3.4.2 EMSA (electrophoretic mobility shift assay)

Der EMSA ist ein Verfahren zur in vitro Analyse von DNA-Protein-Komplexen, dessen

Grundlage die unterschiedliche Mobilit�t von freier DNA und DNA-Proteinkomplexen in

einem nativen Polyacrylamidgel ist.

Dazu wurden jeweils 2-4Êµl Ganzzellextrakt mit der jeweiligen DNA-Sonde 30Êmin bei

RT in folgendem Ansatz inkubiert:

1 µl Hamburger Puffer (10x)
0.1 µl 1 M DTT
0.5 µl poly(dIdC) (2Êµg/µl)

x µl DNA-Sonde (20000 cpm)
(8.4-x) µl H2O

2-4 µl Ganzzellextrakt

Dabei wurde poly(dIdC) zur Abs�ttigung von unspezifischen DNA-Protein-

Wechselwirkungen eingesetzt. Der Ansatz wurde dann mit 1Êµl Probenpuffer (10x

konzentriert) gemischt und in einem 5%igem Polyacrylamidgel mit 0.5% TBE als

Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von 10-12 V/cm aufgetrennt. Der Lauf

wurde abgestoppt kurz bevor der 2. Marker (Xylencyanol) die untere Gelkante

erreicht hatte, das Gel getrocknet und mit Hilfe eines Phosphoimagersystems der Fa.

Fuji (Tokyo, Japan) ausgewertet, oder auf einen R�ntgenfilm exponiert.

Wenn die Wirkung von Antiseren untersucht wurde, wurden die einzelnen Ans�tze

ohne die Oligonukleotidsonde 30 min bei RT mit 2Êµl des jeweiligen Antiserums

inkubiert, anschlie§end die Sonde zugegeben und wie oben angegeben weiter

inkubiert.

3.3.4.3 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

F�r den Restriktionsverdau des Plasmids pEXL (Anhang 5) wurden die

Restriktionsendonukleasen XmnI und NdeI (New England Biolabs, Schwalbach)

verwendet. Dabei wurden jeweils 10Êµg DNA mit 40 U des Enzyms in NEBuffer #4
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(NdeI) oder NEBuffer #2(XmnI) und 100Êµg/ml BSA (XmnI) bei 37oC �ber Nacht

inkubiert. Am n�chsten Tag wurde je ein Aliquot in einer DNA-

Agarosegelelektrophorese analysiert und in den restlichen Ans�tzen die Enzyme

durch Inkubation bei 65oC f�r 20 min inaktiviert

3.3.4.4 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Proben f�r die Elektrophorese wurden mit Ladungspuffer (10x konzentriert)

vermischt und in einem 0.8%igen Agarosegel (0.8% (w/v) Agarose in TBE)

aufgetrennt. Dem Gel wurde zur Detektion der DNA 1Êµg/ml Ethidiumbromid zugesetzt,

als Laufpuffer diente TBE. Der Ladungspuffer enthielt als Marker Bromphenolblau und

Xylencyanol, die Gell�ufe wurden bei konstant 80V durchgef�hrt.

3.3.4.5 Transformation von Bakterien

Die Transformation von Bakterien erfolgte durch Hitzeschock, eingesetzt wurde der

E.Êcoli  Stamm BL21(DE3)pLysS (Genotyp: siehe Anhang 1).

Ein Aliquot der kompetenten Zellen wurde auf Eis aufgetaut und 0.1Êµg DNA

zugegeben. Dieser Ansatz wurde 30 min auf Eis und anschlie§end f�r 45 sek bei

42oC inkubiert. Dann wurden 800Êµl LB-Medium zugesetzt, der Ansatz f�r 1h unter

leichten Sch�tteln  bei 37oC inkubiert, in 10-20 ml LB-Medium (60Êµg/ml Ampicillin)

�berf�hrt und �ber Nacht bei 37oC auf einem sich drehenden Rad inkubiert.

3.3.4.6 Transfektion von eukaryontischen Zellinien

Die Transfektion der HeLa und Cos-1 Zellen erfolgte durch Elektroporation in dem

GenePulser II der Firma BioRad (M�nchen).

Die Zellen wurden am Tag vorher 1:2 mit frischem RPMI verd�nnt, vor der

Transfektion gez�hlt und mit einer Dichte von 3x107 Zellen/ml in RPMI ohne Serum

aufgenommen. Jeweils 0.5 ml der Zellsuspension wurden mit 20Êµg DNA vermischt

und in einer Elektroporationsk�vette (BioRad) 10 min auf Eis inkubiert. Die

Elektroporation erfolgte anschlie§end mit U=180V und R=950ÊµF (HeLa) bzw. U=
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250V und R=500µF (Cos-1), gefolgt von einer Inkubation von 5Êmin auf Eis. Der

Ansatz wurde dann mit  10Êml RPMI/10% FBS in eine Zellkulturschale �berf�hrt und

die Zellen im Inkubator bei 37oC und 5% CO2 kultiviert.

Zur Analyse der intrazellul�ren Lokalisation des Proteins PRPL-2 wurden HeLa-Zellen

mit einem Expressionsvektor f�r ein Fusionsprotein EGFP-PRPL2, oder einem

Expressionsvektor f�r EGFP transfiziert (Vektorkarten: siehe Anhang 2). Das Protein

GFP (green fluoreszent protein) ist Bestandteil eines Biolumineszenzsystems der

Qualle Aequores victoria (166, 167) und produziert bei Anregung eine gr�ne

Fluoreszenz. Dieses Ph�nomen ist Spezies-unabh�ngig und ben�tigt keine

Kofaktoren. F�r in der Arbeit beschriebenen Experimente wurde die als EGFP

(enhanced green fluoreszent protein) bezeichnete Version eingesetzt, deren

Anregungsmaximum bei ca. 490Ênm und deren Emisionsmaximum bei ca. 510Ênm liegt

(168).

Die Analyse der Expression des Fusionsproteins erfolgte nach 24h mit dem Mikroskop

Axiovert 25 CFL der Firma Carl Zeiss Jena mit folgenden Parametern:

· Vergr�§erung: 400x

· Beleuchtung: Halogenlampe (6V, 25W) oder Quecksilberdampflampe HBO50 mit

Filtersatz "Blauanregung" (450-490 nm)

· Kamera: Spiegelreflexkamera RICOH KRION.



60

4. ERGEBNISSE I: Beeinflussung des MAPK-Signalnetz-

werkes durch Ca2+ und CsA in prim�ren humanen

Leukozyten

4.1 Ausgangspunkt

Als Modellsystem f�r die in diesem Teil beschriebenen Experimente wurden die

folgenden Zellpopulationen des menschlichen peripheren Blutes verwendet:

· PBMC (peripheral blood mononuclear cells): Diese Population enth�lt die

Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen des Blutes.

· CD2
+
 Zellen: Diese Zellen, eine Subpopulation der PBMC, bestehen zum gr�§ten

Teil aus T-Lymphozyten sowie den CD2
+ 

NK-Zellen.

Zur Induktion der Zellen wurden der Phorbolester PMA und das Calciumionophor

Ionomycin verwendet. Dadurch lassen sich Ereignisse simulieren, wie sie auch bei

der Aktivierung der Zellen im Laufe einer Immunantwort auftreten: die Aktivierung von

Vertretern der Proteinkinase C-Familie (durch PMA) und eine Erh�hung des

intrazellul�ren Calciumspiegels (durch Ionomycin). Die Reaktion der Zellen wurde

zus�tzlich in Anwesenheit von 400 nM Cyclosporin A analysiert. Diese Konzentration

liegt in einem Bereich, wie er auch in CsA-therapierten Patienten zu finden ist

(Serumkonzentrationen zwischen 200 und 800 nm).

Im Institut f�r Molekularbiologie der Medizinischen Hochschule Hannover gelang der

Nachweis, da§ das Gen, das f�r das Enzym DNA-Polymerase § kodiert, in humanen

CD2
+
 Zellen durch Ionomycin induziert wird (C. Ahlers, Dr. A. R�hlmann). Diese

Induktion l�§t sich durch CsA inhibieren. Von gro§em Interesse ist nun die Frage,

welche Signalwege  in diesen Effekt involviert sind und welche neuen Aussagen

�ber die Beeinflussung bestimmter intrazellul�rer Signalkaskaden durch ein

Calciumsignal und das Immunsuppressivum CsA m�glich sind.
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4.2 Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren ATF-2 und CREB durch CsA

Der DNA-Polymerase §-Promotor (Abb. 3) ist ein Promotor ohne TATA-Box und

enth�lt eine zentrale CRE (cAMP response element)-Sequenz und drei

Bindungsstellen f�r den Transkriptionsfaktor SP1 (169). Es ist bekannt, da§ die CRE-

Sequenz essentiell f�r die Regulation des pol§-Promotors ist (170, 171). An diese

Sequenz binden Transkriptionsfaktoren der ATF/CREB-Familie, eine Beteiligung des

Transkriptionsfaktors CREB in die Regulation des pol§ Promotors wurde bereits in

anderen Systemen gezeigt (172).

Abb.3: Struktur des DNA Polymerase § Promotors.
Dargestellt sind die zentrale CRE-Sequenz und die Bindungsstellen f�r den SP1-

Transkriptionsfaktor.

Aus diesen Gr�nden sollte zuerst die Frage beantwortet werden, ob auch in prim�ren

CD2
+ Zellen die Transkriptionsfaktoren ATF-2/CREB potentiell an der beobachteten

Regulation der Expression von DNA-Polymerase § (Pol§) beteiligt sind.

Daf�r wurde zuerst die Bindung der endogenen Proteine an den Promotor in vitro

analysiert. Dazu wurde in einem EMSA (electrohoretric mobility shift assay) die

Bindung von Proteinen aus Ganzzellextrakten von CD2
+
 Zellen an ein Oligonukleotid

mit der CRE-Sequenz des DNA-Polymerase §-Promotors (Position -57 bis -27 des

humanen Promotors) untersucht (Abb. 4A). Eingesetzt wurden Extrakte von

unstimulierten Zellen sowie von Zellen, die f�r 20 min mit 2 µM Ionomycin in

Anwesenheit oder Abwesenheit von 400 nM CsA induziert wurden.

SP1 SP1SP1 GTGACGTCAC

CRE-131
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Die Abbildung 4A zeigt deutlich die Bildung von drei Protein-DNA-Komplexen (I-III) an

dem Oligonukleotid und die schw�chere Bildung eines vierten Komplexes (IV). Die

Bildung dieser Komplexe wird nicht signifikant durch eine Induktion der Zellen

beeinflu§t. Die starke Induktion des Komplexes IV konnte in Wiederholungen des

Experimentes nicht best�tigt werden. Ebenso konnte kein deutlicher Effekt von CsA

festgestellt werden.

Um zu zeigen, da§ die Komplexbildung spezifisch an der CRE-Sequenz erfolgt, wurde

untersucht, ob sich die Bildung der Komplexe durch einen �berschu§ an nicht

markiertem Oligonukleotid gegen�ber dem radioaktiv markierten Oligo inhibieren l�§t.

Wie die Abb. 4C zeigt, l�§t sich die Bildung der Komplexe tats�chlich durch einen

�berschu§ an nicht markiertem Oligonukleotid (CRE) inhibieren, andererseits hat

selbst ein 100facher �berschu§ an nichtmarkierten, mutierten Oligonukleotid (mCRE:

mutierte CRE-Sequenz) gegen�ber dem markierten CRE-Oligonukleotid keinen

signifikanten Einflu§ auf die Bindung der Komplexe.

Die sich anschlie§ende Frage, welche Proteine diese einzelnen Komplexe enthalten,

wurde durch den Einsatz von Antiseren gegen CREB (aCREB) sowie gegen an der

Position Ser133 phosphoryliertes CREB (aP-CREB; siehe Abschnit 2.2.3) beantwortet.

Die Abb. 4A zeigt deutlich, da§ alle 4 Komplexe nahezu komplett in ihrem

Laufverhalten durch das aCREB-Antiserum beeinflu§t werden und das die Komplexe,

zumindest teilweise, auch durch das aP-CREB-Serum beeinflu§t werden. Dies

verdeutlicht, da§ alle 4 Komplexe CREB und unterschiedliche Mengen

phosphoryliertes CREB enthalten.

Um zu entscheiden, ob auch der endogene Transkriptionsfaktor ATF-2 an die CRE-

Sequenz bindet, wurde ein Antiserum gegen ATF-2 (aATF-2) eingesetzt und das

Laufverhalten der Komplexe mit in vitro-transkripierten und translatierten ATF-2

verglichen. Unter Einsatz gr�§erer Mengen Ganzzellextrakt (72Êµg) konnte die Exis-
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Abb.4: Die Transkriptionsfaktoren ATF-2 und CREB binden an die CRE-
Sequenz des humanen DNA-Polymerase §- Promotors.

A) EMSA-Experimente unter Verwendung einer radioaktiv markierten

Oligonukleotidsonde, die die CRE-Sequenz des pol§-Promotors (Position -57 bis -27)

enth�lt. F�r dieses Experiment wurden Ganzzellextrakte von CD2+ Zellen verwendet, die

unstimuliert (0) waren, oder f�r 20 min mit 2ÊµM Ionomycin in Anwesenheit oder

Abwesenheit von 400 nM CsA stimuliert wurden. Zur Identifizierung bestimmter

Proteinkomplexe wurden die Proben mit einem anti-CREB-Antiserum (aCREB), oder

einem f�r die phosphorylierte Form von CREB (Ser133) spezifischen Antiserum (aP-

CREB) vorinkubiert. B) EMSA mit derselben Oliginukleotidsonde wie in A) und

Ganzzellextrakten von CD2+ Zellen, die unstimuliert waren, oder mit 2 µM Ionomycin f�r

die angegebenen Zeitpunkte ("Min") stimuliert wurden. Zur Identifizierung von

Komplexen wurden einzelne Proben mit einem anti-ATF-2-Antiserum (aATF-2), oder

einem Pr�immunserum ("PIS") vorinkubiert. In vitro transkribiertes und translatiertes ATF-

2 wurde als Kontrolle eingesetzt. C) EMSA mit der in A) erw�hnten Oligonukleotidsonde

und Ganzzellextrakten von mit 2 µM Ionomycin (20 min) stimulierten CD2+ Zellen. Zu

den einzelnen Proben wurde zur Kompetition nichtmarkierte Sonde (CRE bzw. mCRE)

in einem 50fachen oder 100fachen �berschu§ zur markierten Sonde zugesetzt.
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tenz eines f�nften Komplexes (V) nachgewiesen werden (Abb. 4B), der auf der

selben H�he im Gel wie exogenes ATF-2 l�uft. Sowohl der Komplex V, als auch der

Komplex IV werden durch den Einsatz des aATF-2-Antiserums beeinflu§t. Da

Komplex IV sowohl durch ein aCREB-Antiserum (Abb. 4A), als auch durch ein aATF-

2-Antiserum (Abb. 4B) erkannt wird, liegt der Schlu§ nah, da§ dieser Komplex ein

ATF-2/CREB-Heteromeres enth�lt.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, da§ sowohl endogene CREB-Homomere, als auch

CREB/ATF-2-Heteromere unabh�ngig vom Phosphorylierungszustand in der Lage

sind, an den Pol§-Promotor zu binden.

ATF-2 und CREB werden durch Phosphorylierungen beeinflu§t, wobei die

transkriptionsaktivierende Wirkung von ATF-2  durch Phosphorylierung an der Position

Thr 71 induziert (78) wird. Aus diesem Grund wurden im n�chsten Schritt die

Phosphorylierungszust�nde der endogenen Faktoren in CD2+ Zellen analysiert.

Die Abb. 5 zeigt Western-Blots unter Verwendung von Ganzzellextrakten von

unstimulierten CD2+ Zellen und Zellen, die f�r 15 bzw. 60 min mit 2 µM Ionomycin in

Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von 400 nM CsA induziert wurden.

Abb. 5: Ionomycin induziert die Phosphorylierung von ATF-2 an der Position
Thr 71.
Western Blot-Analyse von Ganzzellextrakten von CD2+ Zellen, die unstimuliert waren,
oder f�r die angegebenen Zeitpunkte mit 2ÊµM Ionomycin +/- 400 nM CsA inkubiert
wurden. Die Blots wurden mit einem f�r die an Thr71 phosphorylierte Form von ATF-2
spezifischen Antiserum (oben), oder mit einem anti-ATF-2-Kontrollantiserum (unten)
inkubiert.

CsA: - - -+ +
Ionomycin (min.): 0 15 60

P-ATF-2

ATF-2

70.8 kDa

70.8 kDa
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F�r die Western-Blots wurden ein f�r an Thr71 phosphoryliertes ATF-2 spezifisches

Antiserum (oben), oder ein anti-ATF-2-Kontrollserum (unten) eingesetzt. Das

Experiment zeigt deutlich die Induktion der Phosphorylierung des Thr71 im endogenen

ATF-2 durch Ionomycin. Insgesamt wurde in mehr als 60% der untersuchten

Blutproben eine Induktion der Phosphorylierung durch Ca2+ gefunden. Diese Induktion

wurde in der Mehrzahl der F�lle durch CsA zu mehr als 50% inhibiert.

Der Transkriptionsfaktor CREB wird durch eine Phosphorylierung an der Position

Ser133 aktiviert (104).

Die Abbildung 6 zeigt den Phosphorylierungszustand von endogenem CREB an dieser

Position in CD2+ Zellen. F�r den darin dargestellten Western-Blot wurden

Ganzzellextrakte von unstimulierten, oder von mit 2 µM Ionomycin f�r 60 bzw. 120 min

Abb. 6: Effekt von Ionomycin und CsA auf den Phosphorylierungszustand
von endogenem CREB in CD2+ Zellen.
Western Blot-Analyse von Ganzzellextrakten von CD2+ Zellen, die unstimuliert waren,

oder f�r die angegebenen Zeitpunkte mit 2ÊµM Ionomycin +/- 400 nM CsA inkubiert

wurden. F�r den Blot wurde ein f�r die an Ser133 phosphorylierte Form von CREB

spezifisches Antiserum eingesetzt, das mit der phosphorylierten Form von ATF-1

kreuzreagiert.

stimulierten Zellen verwendet. Zwar wird die Phosphorylierung von CREB an Ser133

geringf�gig durch Ionomycin induziert, allerdings zeigt sich kein starker CsA-Effekt.

Auch die Wiederholungen des Experimentes zeigten keinen Effekt von CsA auf die

Phsophorylierung von CREB.

Ionomycin (min.):

CsA:

0 60 120

--- + +
P-CREB

P-ATF-2

43.6 kDa
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Das eingesetzte Antiserum erlaubt, auf Grund einer Kreuzreaktivit�t, zus�tzlich auch

eine Aussage �ber den Phosphorylierungszustand des verwandten

Transkriptionsfaktors ATF-1. Dessen Phosphorylierung wird aber offensichtlich nicht

durch eine Behandlung mit Ionomycin beeinflu§t.

4.3 Aktivierung des MKK6/SAPK2-Signalweges durch Ca2+

Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, da§ der endogene Transkriptionsfaktor ATF-2 an

die CRE-Sequenz des pol§-Promotors in Form eines CREB/ATF-2-Heteromers binden

kann und das die f�r die Aktivit�t entscheidende Phosphorylierung an der Position

Thr71 durch Ionomycin induziert wird. Die Sensitivit�t dieser Induktion gegen�ber CsA

wurde gezeigt.

Die sich anschlie§ende Frage war die nach der Identit�t der beteiligten Kinasen.

Eine Gruppe von Kinasen, die zumindest in vitro ATF-2 an Thr71 zu phosphorylieren

verm�gen, sind die SAPK2 (81). Deshalb wurde die Aktivit�t der endogenen Kinase

SAPK2a in CD2+ Zellen analysiert. Dazu wurden zwei Ans�tze gew�hlt:

· Es wurde zum einen der Phosphorylierungsgrad der endogenen Kinase

untersucht. SAPK2a wird durch Phosphorylierungen an den Positionen T180 und

Tyr182 aktiviert (173),

· und es wurde der Aktivit�tszustand der Kinase MAPKAP-K2 analysiert. Diese

Kinase wird durch SAPK2a phosphoryliert und somit aktiviert.

Die Abbildung 7 zeigt Western-Blots von Ganzzellextrakten unstimulierter und mit 2ÊµM

Ionomycin stimulierter CD2+ Zellen. Diese Induktion erfolgte in Anwesenheit oder

Abwesenheit von 400 nM CsA. F�r diese Western-Blots wurde ein f�r an Tyr182

phosphorylierte SAPK2a spezifisches Antiserum (oben) oder ein anti-SAPK2a-

Kontrollserum (unten) eingesetzt. Dieses Experiment offenbarte eine deutliche

Induktion der Phosphorylierung von SAPK2a durch Ionomycin. CsA inhibiert diese

Induktion zu ca. 50%.
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Zur Analyse der Aktivit�t der endogenen MAPKAP-K2 wurden CD2+ Zellen mit 2 µM

Ionomycin oder mit der Kombination 2ÊµM Ionomycin plus 20Êng/ml PMA in

Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von CsA f�r 20 min behandelt. Anschlie§end

wurden die Zellen lysiert, MAPKAP-K2 immunpr�zipitiert und die Aktivit�t dieser

Kinase in einem in vitro-Assay gemessen. Die Abb. 8 zeigt das Resultat als relative

MAPKAP-K2-Kinaseaktivit�t bezogen auf unstimulierte Zellen. Das Experiment zeigt

eine deutliche Induktion der MAPKAP-K-2-Aktivit�t durch Ionomycin, die durch eine

Abb.7: Ionomycin induziert die Phosphorylierung von SAPK2a an Tyr 182.
Western Blot-Analyse von Ganzzellextrakten von CD2+ Zellen, die unstimuliert waren,

oder f�r die angegebenen Zeitpunkte mit 2ÊµM Ionomycin +/- 400 nM CsA inkubiert

wurden. Die Blots wurden mit einem f�r die an Tyr182 phosphorylierte Form der

SAPK2a spezifischen Antiserum, oder einem anti-SAPK2a-Kontrollantiserum inkubiert.

gleichzeitige Behandlung mit PMA sogar noch verst�rkt wird. In beiden F�llen inhibiert

Cyclosporin A die Induktion zu ca. 50%.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, da§ in vivo vor allem zwei Kinasen f�r

die Phosphorylierung und Aktivierung von SAPK2a verantwortlich sind: MKK3 und

MKK6 (siehe Abschnitt 2.1.3). Aus diesem Grund wurde als n�chstes die Aktivit�t

dieser Kinasen nach einem Ionomycin-Stimulus untersucht. Dazu wurden CD2+ Zellen

mit 2ÊµM Ionomycin oder mit 2ÊµM Ionomycin plus 20 ng/ml PMA in Anwesenheit oder

CsA:

Ionomycin (min.): 0 15 60 0*

-- -- + +

P-SAPK2

SAPK2
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Abwesenheit von CsA induziert. Anschlie§end wurden die Zellen lysiert, die

endogenen Kinasen immunpr�zipitiert und ihre F�higkeit gemessen, den

SAPK2a/MAPKAP-K2-Weg in vitro zu aktivieren (siehe Material und Methoden).

Abb.8: Ionomycin und PMA-Ionomycin induzieren MAPKAPK-2 in CD2+

Zellen.
CD2+ Zellen waren unstimuliert (0), oder wurden f�r 20 min mit 2ÊµM Ionomycin (I) oder
mit 2ÊµM Ionomycin plus 20 ng/ml PMA (PI) +/- 400 nM CsA inkubiert. Der 0*-Wert
bezeichnet Zellen, die f�r 20 min mit DMSO, dem L�sungsmittel von Ionomycin und
PMA, inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden die Zellen lysiert, die endogene
MAPKAP-K2 immunpr�zipitiert und ihre Aktivit�t in einem in vitro-Assay gemessen.
Dargestellt sind die relativen Kinaseaktivit�ten bezogen auf unstimulierte Zellen.
Dieses Experiment ist repr�sentativ f�r die Mehrzahl der Messungen.

.

2
0

 
(P

I)

2
0

 (
I)

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

min

MAPKAP-K2

+CsA

Kontrolle

0
*

R
e

l.
 

K
in

a
se

a
k
ti
v

it
�

t

0



69

In Abb. 9 ist das Ergebnis f�r MKK6 dargestellt. Das Experiment zeigt eine deutliche

Aktivierung von MKK6 durch Ionomycin, die durch eine gleichzeitige Stimulation mit

PMA noch erheblich verst�rkt wird. In beiden F�llen wird die Aktivierung durch eine

Behandlung mit CsA inhibiert. Eine Aktivierung von MKK3 durch Ionomycin bzw.

Ionomycin plus PMA konnte nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 9: Aktivierung von MKK6 durch Ionomycin und PMA+Ionomycin in CD2+

Zellen
CD2+ Zellen wurden f�r 20 min mit 2ÊµM Ionomycin ("I") oder mit 2ÊµM Ionomycin plus

20 ng/ml PMA ("PI") +/- 400 nM CsA inkubiert. Der 0*-Wert bezeichnet Zellen, die f�r

20Êmin mit DMSO, dem L�sungsmittel von Ionomycin und PMA, inkubiert wurden. Nach

der Inkubation wurden die Zellen lysiert, die endogene MKK6 immunpr�zipitiert und

ihre Aktivit�t in einem in vitro-Assay gemessen. Dargestellt sind die relativen

Kinaseaktivit�ten bezogen auf unstimulierte Zellen ("0")

Eine Wiederholung mit Zellen eines anderen Blutspenders erbrachte ein �hnliches

Ergebnis.
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Diese Experimente zeigen, da§ SAPK2a durch Ionomycin induziert wird und das diese

Aktivierung �ber MKK6 l�uft. Die Sensitivit�t dieser Induktion gegen�ber CsA konnte

gezeigt werden.

4.4 Aktivierung des SAPK1/JNK-Weges durch Ca2+

Ebenso wie die SAPK2 k�nnen auch die Kinasen der SAPK1/JNK-Gruppe ATF-2 am

Thr71 phosphorylieren und analog zu den SAPK2 werden SAPK1/JNK1 ebenfalls

durch Phosphorylierungen (Positionen Thr183 und Tyr 185 in SAPK1a und SAPK1b)

aktiviert (80). Aus diesem Grund wurde der Phosphorylierungszustand der endogenen

SAPK1/JNK1 als Ma§ f�r ihre Aktivit�t analysiert. Verwendet wurde daf�r ein

Antiserum, das spezifisch f�r die doppeltphosphorylierte Form der SAPK1/JNK ist und

alle splice-Varianten erkennt (Abb. 10 A). Die Abb. 10 B zeigt einen Western-Blot

unter Verwendung von Ganzzellextrakten unstimulierter und von mit Ionomycin und

Ionomycin plus PMA stimulierter CD2
+
 Zellen. Die Aktivierung erfolgte dabei in

Anwesenheit (+) und Abwesenheit (-) von CsA. F�r den Western-Blot wurde zum

einen das Phosphoprotein-spezifische Antiserum (oben), oder ein anti-SAPK1/JNK

Kontrollserum (unten) eingesetzt.

Abbildung 10 B zeigt eine deutliche Induktion der Phosphorylierung der 55 kDa gro§en

Isoformen (JNK 1a1, 1b1, 2a1, 2b1) und der 46 kDa gro§en Isoformen (JNK 1a2, 1b2,

2a2, 2b2) der SAPK1/JNK-Familie. Diese Aktivierung wird durch gleichzeitige Stimu-

lation der Zellen mit PMA erheblich verst�rkt. Eine Differenzierung zwischen den

einzelnen splice-Varianten ist allerdings nicht m�glich. In beiden F�llen wurde diese

Induktion durch CsA inhibiert.

Ein solcher Ionomycin-Effekt wurde allerdings nur 50% der untersuchten Blutproben

gefunden. Eine Inhibierung der Induktion durch Ionomycin wurde in nur einem von drei

F�llen gefunden. Beides weist darauf hin, da§ diese Effekte kein generelles

Ph�nomen in prim�ren humanen Leukozyten sind,  sondern von unbekannten

Spendereigenschaften abh�ngen.
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Abb.10: Induktion der Phosphorylierung von SAPK1/JNK durch Ionomycin
und Ionomycin+PMA
A) Sequenzvergleich der bislang bekannten splice-Varianten der SAPK1/JNK.

Dargestellt ist der Abschnitt, gegen den das in B) verwendete phospho-spezifische

Antiserum gerichtet ist. Hervorgehoben sind die Aminos�urepositionen, die bei einer

Aktivierung der Kinasen phosphoryliert werden. B) Western Blot-Analyse von

Ganzzellextrakten von CD2+ Zellen, die unstimuliert waren, oder f�r die angegebenen

Zeitpunkte mit 2ÊµM Ionomycin ("Iono") oder mit 2ÊµM Ionomycin plus 20 ng/ml PMA

("P/I") +/- 400ÊnM CsA inkubiert wurden. Der 0*-Wert bezeichnet Zellen, die f�r 20 min

mit DMSO, dem L�sungsmittel von Ionomycin, PMA und CsA, inkubiert wurden. Der Blot

wurde mit einem Antiserum, das spezifisch f�r die doppelt-phosphorylierte Formen aller

SAPK1/JNK spezifisch ist (oben), oder mit einem anti-SAPK1-Kontrollserum (unten)

inkubiert.

4.5 Beeinflussung sonstiger ATF-2 phosphorylierender Kinasen
durch Ca2+ und Unterscheidung der Signalwege

Weitere Kinasen, die in der Lage sind, ATF-2 am Thr71 zu phosphorylieren, sind die

MAP-Kinasen SAPK3 und SAPK4 (siehe 2.1.2). SAPK3 wird vorwiegend in der

Muskulatur exprimiert (174).

Um die Aktivit�t der SAPK4 in den CD2
+ 

Zellen zu bestimmen, wurde die Kinase aus

unstimulierten, bzw. mit Ionomycin oder Ionomycin plus PMA stimulierten Zellen

immunpr�zipitiert und f�r einen in vitro Kinase-Aktivit�tsassay mit dem Protein MBP

(myelin basic protein) als Substrat eingesetzt. Es wurde dabei keine Aktivierung der

SAPK4 durch die aufgef�hrten Stimuli gefunden (Daten nicht gezeigt).
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In den vorangegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, da§ sowohl die

SAPK2a, als auch, unter bestimmten Umst�nden, die SAPK1/JNK durch Ionomycin

CsA-sensitiv induzierbar sind. Um nun zu kl�ren, welche der Kinasen tats�chlich in

die induzierte Phosphorylierung von ATF-2 involviert ist, wurde der Inhibitor

SBÊ203580 eingesetzt.

Abb.11: Molekulare Struktur von SB 203580 (63)

Diese Substanz inhibiert SAPK2a mit einem IC50 von 50-100 nM. Andererseits werden

SAPK3 und SAPK4 selbst bei sehr hohen Konzentrationen (100ÊµM) nicht

entscheidend beeinflu§t (17, 18). Die Aktivit�t verschiedener Isoformen der SAPK1/JNK

wird ebenfalls durch den Inhibitor reduziert, allerdings erst bei Konzentrationen von

50ÊµM und h�her (175). Die Aktivit�t von 15 weiteren Kinasen wird durch die Substanz

selbst in hohen Konzentrationen nicht beeinflu§t (63). SB 203580 ist daher sehr gut

geeignet, um die verschiedenen Signalwege zu unterscheiden.

Um diese Unterscheidung vornehmen zu k�nnen, wurden mehrere Aspekte

untersucht:

· der Effekt von SB 203580 auf die Ionomycin-vermittelte Induktion des pol§-Gens,

· der Effekt von SB 203580 auf die durch Ionomycin induzierten Phosphorylierung

von ATF-2,
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· der Effekt von SB 203580 auf die Aktivierung von MAPKAP-K2 als bekanntes

Substrat von SAPK2a.

Die Induktion der Transkription von pol§ durch Ionomycin wurde durch 10ÊµM

SBÊ203580 nicht beeinflu§t und erst durch eine Inhibitorkonzentration von 100ÊµM

deutlich reduziert (A. R�hlmann, Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse f�r die anderen

beiden Punkte zeigt die Abb. 12: Die Phosphorylierung des endogenen ATF-2 wurde

erneut in einem Western Blot unter Verwendung des f�r die phosphorylierte Form des

ATF-2 spezifischen Antiserums untersucht. Eingesetzt wurden dabei

Ganzzellextrakte von PBMC, die unstimuliert waren, oder f�r 120 min mit 2ÊµM

Ionomycin in Anwesenheit unterschiedlicher Mengen des Inhibitors inkubiert wurden.

Wie die Abbildung zeigt, wurde die induzierte Phosphorylierung von ATF-2 erst durch

eine Konzentration des Inhibitors von 100ÊµM reduziert (Abb. 12 A).

Als Kontrolle f�r die Wirkung von SB 203580 wurde die Aktivit�t von MAPKAP-K2 in

den Ganzzellextrakten gemessen. Die Abb.12 B zeigt, da§ die Induktion der

Kinaseaktivit�t bereits durch 10ÊµM Ionomycin inhibiert wird.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, da§ einerseits der SAPK2a-Wege

bereits durch 10ÊµM SB 203580 inhibiert wird, andererseits aber f�r eine deutliche

Reduktion der induzierten Phosphorylierung von ATF-2 und der induzierten

Transkription von pol§ aber eine Konzentration des Inhibitors von 100ÊµM n�tig ist.

Dies bedeutet, da§ der MKK6/SAPK2a-Signalweg nicht an der Ionomycin-induzierten

Phosphorylierung von ATF-2 und an der Ionomycin-induzierten Aktivierung des pol§-

Gens beteiligt ist.
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Abb. 12: Einflu§ des Inhibitors SB 203580 auf die induzierte Phosphory-
lierung von ATF-2 und die Aktivierung von MAPKAP-K2.
F�r diese Experimente wurden Ganzzellextrakte von PBMC eingesetzt, die unstimuliert

waren, oder f�r 120 min mit 2ÊµM Ionomycin in Anwesenheit unterschiedlicher Mengen

von SB 203580 inkubiert wurden.

A) Western Blot unter Verwendung eines f�r die an Thr71 phosphorylierte Form spezi-

fischen Antiserums oder eines anti-ATF-2-Kontrollserums. In diesem Experiment wurde,

im Gegensatz zu Abb.5, ein anti-ATF-2-Kontrollserum der Fa. Santa-Cruz verwendet.

B) Aus den Ganzzellextrakten wurde MAPKAP-K2 immunpr�zipitiertÊund ihre Aktivit�t in

einem in vitro Assay gemessen. Dargestellt ist die relative Kinaseaktivit�t bezogen auf

unstimulierte Zellen.

Eine Wiederholung der Experimente mit den Zellen eines anderen Blutspenders ergab

ein �hnliches Resultat.
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5. ERGEBNISSE II: Charakterisierung des Proteins PRPL2

5.1 Ausgangspunkt

1994 wurde am Institut f�r Molekularbiologie der Medizinischen Hochschule Hannover

aus einer cDNA-Bank humaner Tonsillen die cDNA f�r ein bis dahin unbekanntes

Protein kloniert (176, 177). Die vorl�ufige Bezeichnung f�r dieses Protein ist PRPL2

(prolin-r ich protein L2), die komplette Sequenz ist in Abbildung 23 dargestellt.

Die cDNA kodiert f�r ein 493 Aminos�uren gro§es Protein mit einem Molekulargewicht

von ca. 54 kDa. Untersuchungen mit mRNA-Proben von 50 humanen Geweben

zeigten ein sehr spezifisches Expressionsmuster: eine sehr starke Expression der

mRNA wurde im h�matopoetischen System (Knochenmark, Milz, Thymus,

Lymphknoten und periphere Leukozyten), in der Niere und im Blinddarm, sowie in

Abschnitten des Gehirns (Okzipitallappen und Medulla oblongata) gefunden. In den

�brigen Geweben wurde keine, oder eine nur sehr niedrige, Expression gefunden

(Dr. A. R�hlmannn, Institut f�r Molekularbiologie der MHH; Daten nicht gezeigt).

Im folgenden sollen meine Daten zur weiteren Charakterisierung des Proteins

dargestellt werden.

5.2 Expressionsmuster auf Proteinebene

F�r die Analysen auf Proteinebene wurden Antiseren gegen die folgenden Peptide

aus der Sequenz von PRPL2 hergestellt (BioGenes GmbH, Berlin):

Nummer des Serums Sequenz des Peptides Entspricht Aminos�ure-

koordinaten

1245 SKLARNESRSEYF 477-490

1247 GRSGPLPPPPPVS 374-386

Um die Qualit�t der Antiseren zu testen, wurde in Cos-Zellen ein Fusionsprotein aus

EGFP (enhanced green fluorescent protein; siehe 5.3) und PRPL2 oder EGFP allein
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exprimiert (Dr. A. R�hlmann). Die Karten der verwendeten Plasmide befinden sich im

Anhang 2.

Die erhaltenen Zellysate wurden dann f�r Western-Blot-Analysen verwendet.

Abb. 13: Analyse der gegen PRPL2 gerichteten Antiseren.
A) Position der beiden zur Gewinnung der anti-PRPL2-Antiseren verwendeten Peptide

in PRPL2.

B) Western-Blots unter Verwendung der Antiseren 1245 und 1247 in einer Verd�nnung

von jeweils 1:500. Aufgetragen sind Ganzzellextrakte von Cos-Zellen die mit einem

Expressionsplasmid f�r EGFP oder einem Fusionsprotein EGFP-PRPL2 transfiziert

wurden. Nach 30 h wurden die Zellen mit Fracelton-Lysepuffer lysiert. In der

BahnÊ"M"Êwurde ein Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Die Ganzzellextrakte

wurden von Dr. A. R�hlmann zur Verf�gung gestellt.

Die Abb. 13 zeigt Western Blots unter Verwendung der beiden Antiseren.

Aufgetragen sind jeweils Ganzzellextrakte von EGFP exprimierenden oder das

Fusionsprotein exprimierenden Cos-Zellen. Beide Antiseren erkennen als Hauptbande

ein Protein, dessen Molekulargewicht der erwarteten Gr�§e der Fusionsproteins von

ca. 80 kDa entspricht und das ebenfalls von einem monoklonalen anti-GFP Antik�rper
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erkannt wurde (Daten nicht gezeigt). Dieser Antik�rper erkennt sowohl GFP, als auch

die in dieser Arbeit verwendete Variante EGFP. Im Falle des Serums 1245 treten zwar

Kreuzreaktivit�ten mit Proteinen des Molekulargewichtsmarkers auf, allerdings keine

starken Kreuzreaktivit�ten mit endogenen Proteinen oder dem �berexprimierten EGFP,

dessen Expression in einem separaten Western Blot mit einem anti-GFP-Antik�rper

�berpr�ft wurde (Daten nicht gezeigt). Im Falle des Serums 1247 traten nur sehr

geringe Kreuzreaktivit�ten mit endogenen Proteinen auf, daher wurde dieses Serum

f�r die nachfolgenden Experimente verwendet.

Im n�chsten Schritt wurde die Expression des PRPL2-Proteins in verschiedenen

Zellinien verglichen. Dazu wurden Ganzzellextrakte von prim�ren h�matopoetischen

Zellen (PBMC und CD2+ Zellen), von h�matopoetischen Zellinien (Jurkat, BJAB und

U937) und von Fibroblasten-Zellinien (Cos-1 und HeLa) im Western Blot untersucht.

Verwendet wurde das Antiserum #1247, das Ergebnis zeigt die Abbildung 14.

Das Antiserum identifizierte in den h�matopoetischen Zellen ein Protein mit einer

Gr�§e von ca. 57 kDa, die sehr gut der aus der Prim�rsequenz kalkulierten Gr�§e von

ca. 54 kDa entspricht. Der Laufunterschied ist vermutlich auf den sehr hohen Prolin-

gehalt des Proteins zur�ckzuf�hren.

Zus�tzlich markierte das Antiserum in der B-Zellinie BJAB ein Protein von 30-40 kDa,

das in prim�ren PBMC offensichtlich nicht existiert. Vermutlich handelt es sich dabei

um eine proteolytisches Abbauprodukt. Auff�llig ist die sehr niedrige Expression in der

humanen T-Zellinie Jurkat im Gegensatz zu prim�ren CD2+ Zellen, die �berwiegend

aus T-Lymphozyten bestehen.

Im Gegensatz zu den h�matopoetischen Zellen ist PRPL2 in den Fibroblasten-Zellinien

gar nicht (HeLa), oder nur in sehr geringem Ma§e (Cos-1) auf der Proteinebene zu

finden.
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5.3 Intrazellul�re Lokalisation

Die Kenntnis der intrazellul�ren Lokalisation eines Proteins ist hilfreich, um die Suche

nach  m�glichen Funktionen eines Proteins zu unterst�tzen, oder um die Interaktion mit

anderen Proteinen in vivo zu untersuchen.

Abb. 14: Vergleich der Expression von PRPL2 in verschiedenen Zellen.
Western-Blot Analyse von Ganzzellextrakten prim�rer Zellen oder Zellinien. Die Zellen

waren unstimuliert und wurden mit Fracelton-Lysepuffer lysiert. F�r den Western Blot

wurde das anti-PRPL2-Antiserum #1247 in einer Verd�nnung von 1:500 und einer

Inkubationszeit von 1h bei RT eingesetzt. Nach der Entwicklung des Western Blots

wurde dieser mit PonceauÊS gef�rbt, um die aufgetragenen Proteinmengen in den

einzelnen Bahnen zu verdeutlichen. Die Ganzzellextrakte von Cos-1 und HeLa wurden

von Dr. A. R�hlmann zur Verf�gung gestellt.  
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Zur Analyse der intrazellul�ren Lokalisation von PRPL2 wurde ein Fusionsprotein aus

EGFP (enhanced green fluoreszent protein) und PRPL2 eingesetzt. Das Protein GFP

(green fluoreszent protein) ist Bestandteil eines Biolumineszenzsystems der Qualle

Aequores victoria (166, 167) und produziert bei Anregung eine gr�ne Fluoreszenz.

Abb.15: Intrazellul�re Lokalisation des EGFP-PRPL2-Fusionsproteins.
HeLa-Zellen wurden transient mit einem Expressionsvektor f�r EGFPÊ(B) oder das EGFP-

PRPL2-FusionsproteinÊ(A) transfiziert. Die Zellen wurden nach 24h in dem Mikroskop

Axiovert 25 CFL der Fa. Carl Zeiss Jena mit folgenden Parametern analysiert:

· Vergr�§erung: 400x

· Lichtquelle: Halogenlampe 6V, 25W ("VIS") oder Quecksilberdampflampe HBO50

mit Filtersatz "Blauanregung" (450-490 nm; "UV")

· Kamera: Spiegelreflexkamera RICOH KRION

Die in den Bildern zu sehenden runden Zellen sind Zellen, die sich nach der

Transfektion nicht wieder angeheftet hatten.

UV VIS

A
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Dieses Ph�nomen ist Spezies-unabh�ngig und ben�tigt keine Kofaktoren. F�r die im

folgenden beschriebenen Experimente wurde die als EGFP bezeichnete Version

eingesetzt, deren Anregungsmaximum bei ca. 490Ênm und deren Emisionsmaximum

bei ca. 510Ênm liegt. Als Zellsystem wurden HeLa-Zellen eingesetzt, die durch

Elektroporation mit einem Expressionsvektor f�r EGFP bzw. dem Fusionsprotein (siehe

Anhang 2) transfiziert wurden. Die Fluoreszenz wurde dann 24h sp�ter analysiert

(Abb.15). Wie die Abbildung 15 deutlich zeigt, befindet sich GFP nach der Expression

in allen Bereichen der Zelle. Unterschiede hinsichtlich einer bevorzugten Lokalisation

sind nicht festzustellen. Im Gegensatz dazu zeigt sich im Falle des Fusionsproteins

eine vorwiegend zytoplasmatische Lokalisation, der Zellkern ist eindeutig ausgespart.

Eine weitere Differenzierung hinsichtlich einer Interaktion mit verschiedenen

Elementen des Zytoplasmas oder einer Lokalisation an anderen Organellen ist nicht

m�glich.

5.4 In vitro-Interaktion mit SH3-Dom�nen

Ein Analyse der Aminos�urezusammensetzung (Tab. 8) des Proteins verdeutlicht ein

Ph�nomen, dem PRPL2 seinen Namen zu verdanken hat: den sehr hohen Anteil an

Prolin-Resten in H�he von 27%.

Proteine mit Prolin-reichen Segmenten sind h�ufig Interaktionspartner solcher Proteine,

die SH3-Dom�nen enthalten (siehe Abschnitt 2.4). Aus diesem Grund wurde im

folgenden untersucht, ob PRPL2 in der Lage ist, in vitro mit verschiedenen SH3-

Dom�nen enthaltenden Proteinen zu interagieren und ob eine eventuelle Interaktion

auch in vivo erfolgt.

Dazu wurden zuerst die potentiellen Interaktionen des Proteins mit verschiedenen

SH3-Dom�nen in einem GST-Pulldown-Assay analysiert. Verwendet wurden dabei die

SH3-Dom�nen folgender Proteine, jeweils N-terminal mit GST (Glutathion S-

Transferase) fusioniert:

· die 85 kDa gro§e regulatorische Untereinheit der PI3 Kinase
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· die Phospholipase Cg1

· die Kinase cSrc (siehe Abschnitt 2.4),

· die Kinase NSrc. Diese neuronal spezifische Form von cSrc enth�lt eine 6

Aminos�uren gro§e Insertion  in der SH3-Dom�ne im Vergleich zu cSrc (178).

              Tab. 8: Prozentuale Aminos�urezusammensetzung von PRPL2

Aminos�ure: Anteil (%):

Ala 4.05

Cys 0.40

Asp 3.24

Glu 2.43

Phe 2.83

Gly 12.96

His 1.21

Ile 1.62

Lys 3.24

Leu 5.87

Met 0.61

Asn 3.64

Pro 27.33

Gln 2.43

Arg 8.10

Ser 12.15

Thr 4.05

Val 2.83

Trp 0.20

Tyr 0.81

· das Adaptorprotein Crk  und

· das Protein GAP, das die GTPase-Aktivit�t von Ras aktiviert.

Als Interaktionspartner wurde jeweils ein die Aminos�uren 91-493 umfassendes

Fragment des Proteins PRPL2 mit einem zus�tzlichen N-terminalen Peptid der Struktur

MSHHHHHHGPMIEFR benutzt (Karte des Expressionsvektors: Anhang5).

Bei diesem Assay wurde das in vitro transkribierte und translatierte PRPL2 mit dem

jeweiligen GST-Fusionsprotein (oder GST als Kontrolle) inkubiert, die gebildeten



82

Komplexe mittels einer Glutathion-Sepharose-Matrix abgetrennt und auf einem SDS-

PAGE-Gel mit anschlie§ender Exposition auf einen R�ntgenfilm analysiert (Abb. 16).

Die in vitro Transkription und Translation (IVTT) von PRPL2 (91-493) ergab ein Protein

von ca. 50 kDa (nicht gezeigt), was in etwa dem aus der Aminos�uresequenz

erwarteten Molekulargewicht entspricht. Die Abbildung 16 zeigt eine selektive

Interaktion mit einzelnen SH3-Dom�nen. So wurde PRPL2 von den SH3-Dom�nen von

cSrc, PLCg1 und p85, nicht jedoch von denen der Proteine NSrc, Crk und GAP

gebunden. Eine Interaktion mit GST als Kontrolle erfolgte nicht.

Abb. 16: In vitro Interaktion von PRPL2 mit SH3-Dom�nen.
GST-Pulldown-Assay unter Verwendung von in vitro transkribiertem und translatiertem

PRPL2 (Aminos�uren 91-493). Dieses Protein wurde f�r 3h mit einer mit den

angegebenen GST Fusionsproteinen beladenen Glutathion-Sepharose-Matrix bei 4oC

inkubiert und die gebundenen Komplexe in einem SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele

wurden nach der Trocknung auf einem R�ntgenfilm exponiert. Als

Molekulargewichtsmarker ("M") wurde ein 14C-markierter Standard verwendet.

Dieses Experiment zeigt, da§ PRPL2 zumindest in vitro in der Lage ist, selektiv mit

einzelnen SH3-Dom�nen zu interagieren.

Um die Frage zu beantworten, welche Dom�ne in PRPL2 f�r die Interaktion mit SH3-

Dom�nen verantwortlich ist, wurden zwei Ans�tze gew�hlt:
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· In Vitro Transkription und Translation (IVTT) der N-terminalen Dom�ne von PRPL2

(Aminos�uren 1-189) und

· Erzeugung C-terminal verk�rzter Varianten von PRPL2 durch Restriktionsverdau

des f�r die IVTT verwendeten Plasmids (siehe Anhang 5) und nachfolgender

IVTT.

Die auf diese Weise gewonnenen Varianten von PRPL2 wurden dann in GST-

Pulldown-Assays getestet.

Die Abbildung 17 zeigt die Unterschiede in der Verwendung des kompletten PRPL2

("P") und der N-terminalen Dom�ne ("N") f�r die Interaktion mit den SH3-Dom�nen von

PLCg1 und cSrc. Die IVTT ergab Hauptprodukte von ca. 57 kDa (P) und ca. 28 kDa (N),

die in etwa den erwarteten Gr�§en von 54 kDa bzw. 21 kDa entsprechen.

Abweichungen der Gr�§en sind auf Unterschiede im Laufverhalten resultierend aus

dem hohen Prolin-Gehalt zur�ckzuf�hren. Zus�tzlich zu diesen Hauptprodukten

entstanden noch Proteine eines h�heren Molekulargewichts, die vermutlich

modifizierte Formen von PRPL2 darstellen. Das mit Coomassie gef�rbte Gel der

Abbildung 17 verdeutlicht dabei die eingesetzten Mengen an Fusionsprotein.

Das Experiment zeigt erneut, da§ die 57ÊkDa Form von PRPL2 mit den SH3-Dom�nen

von PLCg1 und cSrc zu interagieren vermag. Andererseits findet keine Interaktion der

N-terminalen Dom�ne von PRPL2 mit diesen SH3-Dom�nen statt.

Ein Strukturmerkmal von PRPL2 ist ein Prolin-reiches Aminos�uremotiv, das sich in

kurzem Abstand dreimal wiederholt:

· Position 353-361: RSGPLPPPPS

· Position 375-384: RSGPLPPPPP

· Position 411-420: RSGPRPPLPP.

Dieses Motiv �hnelt einer Sequenz, die in dem Protein WASP (Wiskott-A ldrich

Syndrome protein) ebenfalls in drei Wiederholungen vorkommt. Dieses Protein wird

durch ein Gen kodiert, welches in Patienten mit der Immunkrankeit Wiskott-Aldrich

Syndrom mutiert ist (179). Interessanterweise interagiert WASP ebenfalls mit

verschiedenen SH3-Dom�nen mit einer zu PRPL2 vergleichbaren Spezifit�t (180). Es
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konnte gezeigt werden, das das oben erw�hnte Aminos�uremotiv (RSGPLPPPPP)

entscheidend ist f�r die Interaktion von WASP mit den SH3-Dom�nen von cSrc und

PLCg, nicht jedoch f�r die Interaktionen mit der SH3-Dom�ne von p85 (181). Die daraus

resultierende Frage war, ob die beobachtete Interaktion von PRPL2 mit den SH3-

Dom�nen ebenfalls �ber dieses Aminos�uremotiv erfolgt.

Abb. 17: In vitro Interaktion von Varianten des Proteins PRPL2 mit SH3-
Dom�nen.
GST-Pulldown-Assay unter Verwendung von PRPL2 ("P") oder der N-terminalenÊDom�ne

("N") des Proteins. Das in vitro transkribierte und translatierte Protein wurde 3h mit einer

mit den angegebenen Fusionsproteinen beladenen Glutathion-Sepharose-Matrix bei

40C inkubiert und die gebundenen Komplexe anschlie§end auf einem SDS-PAGE-Gel

aufgetrennt. Als Kontrolle wurde ein Aliquot des IVTT-Ansatzes direkt aufgetragen, als

Molekulargewichtsmarker wurde ein 14C-Standard verwendet. Anschlie§end wurde das

Gel getrocknet und auf einem R�ntgenfilm exponiert.

Aliquots der Ans�tze des GST-Pulldown-Assays wurden auf einem SDS-PAGE-Gel

aufgetragen und das Gel anschlie§end mit Coomassie gef�rbt.
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Um diese Frage zu beantworten, wurde das f�r die IVTT verwendete Plasmid

(Anhang 5) mit Restriktionsendonukleasen verdaut, die erhaltenen Varianten in vitro

transkribiert und translatiert und die Produkte in einem GST-Pulldown-Assay

untersucht. Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abb. 18 dargestellt. Die IVTT ergab in

jedem Fall ein Hauptprodukt mit dem erwarteten Molekulargewicht (44 kDa bei PRPL2,

40 kDa bei Fragment II und 19ÊkDa bei FragmentÊI; Abweichungen sind auf den sehr

hohen Prolin-Gehalt zur�ckzuf�hren) und zus�tzlich Produkte mit h�heren

Molekulargewichten, deren Identit�t nicht gekl�rt ist. Vermutlich handelt es sich um

modifizierte Formen von PRPL2 oder Artefakte aus dem IVTT-Ansatz. Gr�§ere

Leserahmen enthalten die Plasmide aber nicht. Der Pulldown-Assay zeigte Unter-

schiede in der Bindung zwischen den SH3-Dom�nen von cSrc und PLCg1. W�hrend

die SH3-Dom�ne von PLCg1 mit allen drei Varianten von PRPL2 ohne gro§e

Unterschiede interagiert, kam es zwar zu Interaktionen der SH3-Dom�ne von cSrc mit

PRPL2 (91-493) und dem Fragement II, jedoch nur sehr schwach mit Fragment I.

Die Ergebnisse der letzten Experimente fa§t die Tabelle 9 zusammen.

Tab. 9: Interaktionsmuster zwischen PRPL2 und den SH3-Dom�nen von PLCg1 und

cSrc

PRPL2 Interaktion mit PLCg1

(SH3)

Interaktion mit cSrc (SH3)

1-493 + +
1-189 - -
91-451 + +
91-263 + +/-

Die Ursache f�r die Pr�zipitation eines ca. 90 kDa gro§en Proteins im Falle der

Verwendung des PRPL2 (91-493) und der PRPL2-Variante II ist unklar.

M�glicherweise handelt es sich hierbei um das ebebenfalls im Kontrollgel der IVTT

erkennbare Protein vergleichbarer Gr�§e. Dieses Protein trat allerdings in

Wiederholungen diese Experimentes nicht reproduzierbar auf (siehe Abb. 16).
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Abb. 18: Identifizierung der Interaktionsdom�ne in PRPL2.
A) Dargestellt sind die Gr�§en der durch den Restriktionsverdau des f�r die IVTT

verwendeten Plasmids erhaltenen Varianten von PRPL2. Gekennzeichnet sind die

Positionen des Aminos�uremotivs RSGPL/RPPP/LPSP in PRPL2 (*); f�r den Verdau

worden die Restriktionsendonukleasen XmnI (Fragment I) und NdeI (Fragment II)

verwendet. B) Die erhaltenen Varianten wurden in vitro transkriBiert und translatiert,

Aliquots dieses Ansatzes auf einem SDA-PAGE-Gel aufgetragen und dieses

anschlie§end getrocknet und mit einem Phosphoimagersystem der Fa.ÊFuji (Tokyo,

Japan) ausgewertet. Als Molekulargewichtsmarker wurde ein 14C-markierter Standard

("M") eingesetzt. C) GST-Pulldown-Assay der PRPL2-Varianten mit den angegebenen

SH3-Dom�nen, fusioniert mit GST. Die Ans�tze wurden auf einem SDS-PAGE-Gel

aufgetrennt, das Gel getrocknet und mit einem Phosphoimagersystem der Fa. Fuji

(Tokyo, Japan) ausgewertet.

Um auch nachzuweisen, da§ zellul�res PRPL2 zu diesen Interaktionen in der Lage ist,

wurden Ganzzellextrakte von Zellen, die das EGFP-PRPL2-Fusionsprotein, oder EGFP

allein exprimierten f�r GST-Pulldown-Assays eingesetzt. Daf�r wurden die

Ganzzellextrakte mit einer mit dem jeweiligen GST-Fusionsprotein beladenen
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Glutathion-Sepharose-Matrix inkubiert und die gebundenen Komplexe dann in einem

Western Blot mit einem monoklonalen anti-EGFP-Antik�rper untersucht. Wie die

Abbildung 19 zeigt, interagiert auch intrazellu�r synthetisiertes Protein mit den SH3-

Dom�nen von PLCg1, cSrc und p85, nicht jedoch mit der SH3-Dom�ne von NSrc. In

den Kontrollen (Pr�zipitation mit GST alleine bzw. unter Verwendung von

Ganzzellextrakten von EGFP exprimierenden Zellen) wurden keine Interaktionen

gefunden. Die Beladung der Glutathion-Sepharose-Matrix mit den Fusionsproteinen

wurde durch eine F�rbung der Western Blot-Membran mit Ponceau S kontrolliert

(Daten nicht gezeigt).

Abb. 19: Interaktion verschiedener SH3-Dom�nen mit zellul�rem PRPL2
GST-Pulldown-Assay von Ganzzellextrakten ("WCE") von Cos-Zellen, die EGFP oder

EGFP-PRPL2 exprimierten und den SH3-Dom�nen der angegebenen Proteine,

fusioniert an GST. Die Abbildung zeigt einen WesternÊBlot der gebildeten

Proteinkomplexe unter Verwendung eines monoklonalen anti-GFP-Antik�rpers. Die

Ganzzellextrakte wurden von Dr. A. R�hlmann zur Verf�gung gestellt.
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5.5 In vivo Interaktion von PRPL2 mit SH3-Dom�nen enthaltenden
Proteinen

Im letzten Abschnitt konnte gezeigt werden, da§ PRPL2 in vitro selektiv mit einzelnen

SH3-Dom�nen interagiert. Die Frage ist, ob diese Interaktionen auch in vivo ablaufen.

Zur Kl�rung dieses Punktes wurden Immunpr�zipitationsexperimente durchgef�hrt mit

dem Ziel, eventuell vorhandene Komplexe zwischen PRPL2 und SH3-Dom�nen

enthaltenden Proteinen zu pr�zipitieren.

Eingesetzt wurden daf�r Ganzzellextrakte von Cos-Zellen, die das EGFP-PRPL2-

Fusionsprotein, oder EGFP allein exprimierten (zusammen mit einem Fusionsprotein

FLAG-WASP, siehe Abschnitt 5.6), Ganzzellextrakte von nicht stimulierten PBMC

sowie Antiseren gegen PLCg1 und cSrc.

Die Ganzzellextrakte wurden mit dem jeweiligen Antiserum, oder einem geeigneten

Pr�immunserum, inkubiert und die gebildeten Antigen/Antik�rper-Komplexe durch

Inkubation mit Protein G-Sepharose pr�zipitiert und anschlie§end in Western Blots

analysiert (Abb. 20 und 21).

Der Western Blot unter Verwendung des anti-PLCg1-Antiserums zeigt in Abb. 20

(unten) die erfolgreiche Immunpr�zipitation von PLCg1. Eine F�rbung dieses Western

Blots mit dem monoklonalen anti-GFP-Antik�rper (oben) zeigt jedoch, da§ keine

Kopr�zipitation des Fusionsproteins EGFP-PRPL2 erfolgte. Als Kontrolle f�r den

Western Blot wurden Aliqouts der Ganzzellextrakte verwendet (Bahnen "-").

Durch das anti-cSrc-Antiserum wurden, wie die Abbildung 21 zeigt, 2 Proteine von

sehr �hnlichen Molekulargewichten pr�zipitiert. Ursache daf�r ist, da§ dieses

Antiserum sowohl mit cSrc (60 kDa), als auch mit der verwandten Kinase Yes

(62ÊkDa) reagiert.

Eine F�rbung des Western Blots mit dem monoklonalen anti-GFP-Antik�rper zeigt aber,

da§ keine Kopr�zipitation des EGFP-PRPL2-Fusionsproteins mit dem endogenen cSrc

erfolgte. Als Kontrolle wurden auch f�r diesen Western Blot Aliquots der

Ganzzellextrakte verwendet (Bahnen "-").
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Abb. 20: PRPL2 kopr�zipitiert nicht mit endogener PLCg1.
Immunpr�zipitation (IP) von PLCg1 aus Ganzzellextrakten von Cos-Zellen, die EGFP

oder EGFP-PRPL2 zusammen mit FLAG-WASP exprimierten, unter Verwendung eines

anti-PLCg1-Antiserums oder eines Pr�immunserums (PIS). Abgebildet ist ein Western

Blot ("WB") der gebildeten Proteinkomplexe, gef�rbt mit dem anti-PLCg1-Serum oder

einem monoklonalen anti-EGFP-Antik�rper. Die Ganzzellextrakte wurden von Dr. A.

R�hlmann zur Verf�gung gestellt. Als Kontrollen wurden Ganzzellextrakte ohne

Immunpr�zipitation aufgetragen (Bahnen "-").

Das Signal bei ca. 50 kDa wird durch die schweren Ketten der zur IP eingesetzten

Immunglobuline verursacht. Diese Proteine werden durch den anti-PLCg1-Antik�rper

detektiert, da f�r die IP und den Western Blot das selbe Antiserum eingesetzt wurde.
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Abb. 21: PRPL2 ko-pr�zipitiert nicht mit endogener cSrc
Immunpr�zipitation von PLCg1 aus Ganzzellextrakten von Cos Zellen, die EGFP oder

EGFP-PRPL2 zusammen mit FLAG-WASP exprimierten, unter Verwendung eines anti-

cSrc-Antiserums oder eines Pr�immunserums (PIS). Abgebildet ist ein Western Blot der

gebildeten Proteinkomplexe, gef�rbt mit dem anti-cSrc-SerumÊoderÊeinem

monoklonalen anti-EGFP-Antik�rper. Die Ganzzellextrakte wurden von Dr. A. R�hlmann

zur Verf�gung gestellt. Als Kontrollen wurden Ganzzellextrakte ohne Immunpr�zipitation

aufgetragen (Bahnen "-").
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Um auszuschlie§en, da§ die Expression des FLAG-WASP Fusionsproteins, das auch

mit PRPL2 interagiert (siehe Abschnitt 5.6), eine Interaktion mit PLCg1 und cSrc

beeinflu§t, wurden folgende Kontrollexperimente durchgef�hrt:

· Immunpr�zipitation von endogener PLCg1 und cSrc aus Cos-Zellen, die

ausschlie§lich EGFP oder EGFP-PRPL2 exprimierten und

· Immunpr�zipitation der endogenen cSrc aus nicht stimulierten PBMC.

In allen F�llen erfolgte jedoch keine Ko-Pr�zipitation von EGFP-PRPL2 oder dem

endogenen PRPL2 (Daten nicht gezeigt).

Da in den vorherigen Experimenten nur die SH3-Dom�ne von cSrc isoliert untersucht

wurde, war eine wichtige Frage nun, ob PRPL2 prinzipiell in der Lage ist, in vitro mit

dem kompletten cSrc-Protein zu interagieren. Dazu wurden in einem GST-Pulldown-

Assay  Ganzzellextrakte von Zellen eingesetzt, die entweder das EGFP-PRPL2-

Fusionsprotein oder EGFP alleine exprimierten sowie das komplette cSrc Protein, oder

dessen SH3-Dom�ne, N-terminal mit GST fusioniert. Die Ganzzellextrakte wurden mit

einer mit dem jeweiligen GST-Fusionsprotein beladenen Glutathion-Sepharose-Matrix

inkubiert und die gebundenen Komplexe in einem Western Blot mit einem monoklonalen

anti-GFP-Antik�rper ananlysiert. Als Kontrolle wurden auf dem SDS-PAGE-Gel auch

Aliquots der Ganzzellextrakte aufgetragen (Abb. 22).

Das Ergebnis zeigt eine deutliche Interaktion zwischen dem EGFP-PRPL2-Fusions-

protein und der SH3-Dom�ne von cSrc, nicht jedoch mit dem kompletten cSrc Protein.

Die Kontrollans�tze (Verwendung von Extrakten von EGFP exprimierenden Zellen

bzw. GST alleine) zeigen keine solchen Interaktionen.

Das zweite pr�zipitierte Protein ist wahrscheinlich ein proteolytisches Abbauprodukt,

welches auch in den direkt aufgetragenen Ganzzellextrakten zu finden ist. Der

geringe Laufunterschied zwischen dem EGFP-Fusionsprotein in den Ganzzell-

extrakten und nach der Pr�zipitation (Abbildung 22) ist vermutlich auf

Pufferunterschiede zur�ckzuf�hren.
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5.6 Interaktion von PRPL2 mit WASP

Im Dezember 1997 wurde die Klonierung der cDNA eines Proteins beschrieben, das

von den Autoren WIP (WASP interacting protein) bezeichnet wurde (182). Diese

cDNA wurde aus einer cDNA-Bank der humanen Zellinie KT3, die von einem T-Zell-

Lymphom stammt, kloniert. Ein Sequenzvergleich (Abb.23) zeigt, da§ WIP nahezu

identisch mit PRPL2 ist, lediglich im C-terminalen Bereich gibt es deutliche

Sequenzunterschiede.WIP interagiert in vivo mit dem Protein WASP, dessen Gen bei

der Erbkrankheit Wiskott-Aldrich Syndrom defekt ist. Es konnte gezeigt werden, da§

sich die f�r die Interaktion WASP-WIP verantwortliche Dom�ne im C-terminalen

Bereich (Position 377-503) befindet (182).

Abb. 22: In vitro Interaktion von PRPL2 mit cSrc.
GST-Pulldown-Assay von Ganzellextrakten ("WCE") von Cos-Zellen, die EGFP ("G") oder

EGFP-PRPL2 ("P") exprimierten, gemischt mit den angegebenen GST-Fusions-

proteinen. Die Abbildung zeigt einen Western Blot der pr�zipitierten Proteinkomplexe

unter Verwendung eines monoklonalen anti-EGFP-Antik�rpers. Als Kontrollen wurden

Ganzzellextrakte ohne Pr�zipitation aufgetragen (die beiden bahnen ganz rechts). Die

Pfeile weisen auf die pr�zipitierten Proteine; das kleinere von beiden ist vermutlich ein

Abbauprodukt von EGFP-PRPL2. Die Ganzellextrakte wurden von Dr. A. R�hlmann zur

Verf�gung gestellt.
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Dies warf die Frage auf, ob PRPL2 trotz der Sequenzunterschiede zu WIP ebenfalls in

der Lage ist, mit WASP zu interagieren. Um die Frage zu beantworten wurde

untersucht, ob es m�glich ist, einen eventuell existierenden WASP-PRPL2-Komplex mit

entsprechenden Antiseren aus Ganzzellextrakten zu pr�zipitieren. Dazu wurde in

Cos-Zellen ein N-terminal mit dem FLAG-Peptid DYKDDDDK fusioniertes WASP und

das EGFP-PRPL2-Fusionsprotein, oder EGFP alleine exprimiert (Dr. A. R�hlmann; die

Vektorenkarten befinden sich in den Anh�ngen 2 und 4). Nach 30h wurden die Zellen

lysiert und die Ganzzellextrakte f�r Immunpr�zipitationen (IP) eingesetzt. Verwendet

wurden dabei ein monoklonaler anti-FLAG-Antik�rper (AbbÊ24ÊB) und das anti-PRPL2-

Antiserum #1247 (Abb. 24 A). Anschlie§end wurden die Pr�zipitate im Western-Blot

Abb. 23: Sequenzvergleich der Proteine WIP und PRPL2.
Die Markierungen zeigen Sequenzunterschiede zwischen den Proteinen (Kasten) und

die Position der zur Gewinnung der Antiseren gegen PRPL2 eingesetzten Peptide (*).

M P V P P P P A P P P P P T F A L A N T E K P T L N K T E Q A G R N A L L S D I 40PRPL2
M P V P P P P A P P P P P T F A L A N T E K P T L N K T E Q A G R N A L L S D I 40WIP

S K G K K L K K T V T N D R S A P I L D K P K G A G A G G G G G G F G G G G G F 80PRPL2
S K G K K L K K T V T N D R S A P I L D K P K G A G A G G G G G G F G G G G G F 80WIP

G G G G G G G G G G S F G G G G P P G L G G L F Q A G M P K L R S T A N R D N D 120PRPL2

G G G G G G G G G G S F G G G G P P G L G G L F Q A G M P K L R S T A N R D N D 120WIP

S G G S R P P L L P P G G R S T S A K P F S P P S G P G R F P V P S P G H R S G 160PRPL2
S G G S R P P L L P P G G R S T S A K P F S P P S G P G R F P V P S P G H R S G 160WIP

P P E P Q R N R M P P P R P D V G S K P D S I P P P V P S T P R P I Q S S L H N 200PRPL2
P P E P Q R N R M P P P R P D V G S K P D S I P P P V P S T P R P I Q S S L H N 200WIP

R G S P P V P G G P R Q P S P G P T P P P F P G N R G T A L G G G S I R Q S P L 240PRPL2
R G S P P V P G G P R Q P S P G P T P P P F P G N R G T A L G G G S I R Q S P L 240WIP

S S S S P F S N R P P L P P T P S R A L D D K P P P P P P P V G N R P S I H R E 280PRPL2

S S S S P F S N R P P L P P T P S R A L D D K P P P P P P P V G N R P S I H R E 280WIP

A V P P P P P Q N N K P P V P S T P R P S A P H R P H L R P P P P S R P G P P P 320PRPL2
A V P P P P P Q N N K P P V P S T P R P S A P H R P H L R P P P P S R P G P P P 320WIP

L P P S S S G N D E T P R L P Q R N L S L S S S T P P L P S P G R S G P L P P P 360PRPL2
L P P S S S G N D E T P R L P Q R N L S L S S S T P P L P S P G R S G P L P P P 360WIP

P S E R P P P P V R D P P G R S G P L P P P P P V S R N G S T S R A L P A T P Q 400PRPL2
P S E R P P P P V R D P P G R S G P L P P P P P V S R N G S T S R A L P A T P Q 400WIP

L P S R S G V D S P R S G P R P P L P P D R P S A G A P P P P P P S T S I R N G 440PRPL2

L P S R S G V D S P R S G P R P P L P P D R P S A G A P P P P P P S T S I R N G 440WIP

F Q D S P C E D E W E S R F Y F H P I S D L P P P E P Y V Q T T K S Y P S K L A 480PRPL2
F Q D S P C E D E W E S R F Y F H P I S D L P P P E P Y V Q T T K S Y P S K L A 480WIP

R N E S R S E Y F C Q G F - - - - - - - - - - 493PRPL2
R N E S R S G S N R R E R G G P P L P P I P R 503WIP

* * * * * * * * * * * * *

* * * *

* * * * * * * * *
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Abb. 24: Interaktion von PRPL2 und WASP.
Immunpr�zipitation (IP) der Proteine EGFP-PRPL2 und FLAG-WASP aus Ganzzell-

extrakten von Zellen, die EGFP oder EGFP-PRPL2 zusammen mit FLAG-WASP

exprimierten, unter Verwendung des anti-PRPL2-Antiserums #1247 (A), eines an

Sepharose gekoppelten monoklonalen anti-FLAG-Antik�rpers (B),  sowie eines Pr�-

immunserums (PIS) bzw. eines monoklonalen anti-Erk-Antik�rpers als Kontrollen. In B)

wurden Extrakte von Cos-Zellen verwendet, die die Fusionsproteine EGFP-PRPL2 und

FLAG-WASP exprimierten. Abgebildet sind Western Blots der pr�zipitierten Protein-

komplexe, gef�rbt mit einem monoklonalen anti-FLAG-Antik�rper oder einem

monoklonalen anti-EGFP-Antik�rper. Als Kontrollen wurden in A) Ganzzellextrakte ohne

Immunpr�zipitation aufgetragen (Bahnen "-").

Die Ganzzellextrakte wurden von Dr. A. R�hlmann zur Verf�gung gestellt.

Die Signale bei ca. 50 kDa werden durch die schweren Ketten der f�r die IP

verwendeten Immunglobuline verursacht.
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analysiert. Die Abb. 24 A zeigt im unteren Teil einen Western Blot der pr�zipitierten

Proteine mit dem monoklonalen anti-GFP-Antik�rper. Dieser Western Blot beweist die

erfolgreiche Immunpr�zipitation des GFP-PRPL2-Fusionsproteins. Eine Pr�zipitation

durch das Pr�immunserum (PIS) erfolgte nicht. Als Kontrolle wurde ein Aliquot des

Ganzzellextraktes ohne Pr�zipitation aufgetragen (Bahn "-").

Die starken Signale zwischen 50 und 60 kDa werden von dem f�r die IP verwendeten

Serum hervorgerufen.

Eine F�rbung dieses Western Blots mit einem anti-FLAG-Antik�rper (Abb. 24 A oben)

zeigt die Kopr�zipitation des FLAG-WASP-Fusionsproteins mit dem anti-PRPL2-

Antiserum. Auffallend ist, da§ sowohl aus den Extrakten von Zellen, die EGFP-PRPL2

exprimieren, als auch aus Extrakten von Zellen, die nur EGFP exprimieren, FLAG-

WASP mit dem anti-PRPL2-Antiserum pr�zipitierbar ist. Ursache daf�r ist, da§ das

Serum #1247 ebenfalls WASP erkennt (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist die Menge

des pr�zipitierten FLAG-WASP im Falle der Zellen, die EGFP-PRPL2 exprimieren

deutlich h�her. Dieses Experiment war der erste Hinweis auf eine Interaktion

zwischen PRPL2 und WASP. Eine Wiederholung dieses Experimentes best�tigte

dieses Resultat. Der geringe Laufunterschied zwischen dem pr�zipitierten Protein und

dem Protein in den Ganzzellextrakten ist vermutlich auf Pufferunterschiede

zur�ckzuf�hren.

Das anti-PRPL2-Antiserum #1245, das WASP nicht erkennt, erwies sich als nicht f�r

Immunpr�zipitationen geeignet (Daten nicht gezeigt).

Die Abb. 24 B zeigt eine Immunpr�zipitation mit einem monoklonalen anti-FLAG-

Antik�rper, kovalent an einen Sepharose-Matrix gebunden. Verwendet wurde daf�r

ein Extrakt von Zellen, die das FLAG-WASP-Fusionsprotein zusammen mit dem EGFP-

PRPL2-Fusionsprotein exprimierten. Ein Western Blot der pr�zipitierten Proteine mit

dem monoklonalen anti-GFP-Antik�rper (Abb. 24 B unten) zeigt die erfolgreiche

Immunpr�zipitation des EGFP-PRPL2-Fusionsproteins. Mit dem monoklonalen anti-ERK-

Antik�rper als Kontrolle erfolgte hingegen keine Pr�zipitation. Eine F�rbung dieses

Western Blots mit dem monoklonalen anti-FLAG-Antik�rper  beweist die
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Kopr�zipitation des FLAG-WASP-Proteins; wiederum erfolgte keine Pr�zipitation mit

dem anti-ERK-Antik�rper als Kontrolle.

Zusammenfassend zeigen die Resultate der beiden Experimente die Interaktion der

Proteine PRPL2 und WASP in dem verwendeten System.
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6. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse �ber die Signal�bertragung in humanen

Leukozyten zu gewinnen. Dabei besch�ftigte sich der erste Teil mit Ca2+-vermittelten

Signalwegen und deren Beeinflussung durch das Immunsuppressivum Cyclosporin A

(CsA). In den Experimenten des zweiten Teils der Arbeit wurde die Funktion des

Proteins PRPL2 untersucht, das vorwiegend im h�matopoetischen System exprimiert

wird. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Beteiligung von PRPL2 an Prozessen der

Signal�bertragung.

6.1 Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren ATF-2 und CREB

F�r die im ersten Teil der Arbeit beschriebenen Experimente wurden als

Untersuchungssystem prim�re humane Leukozyten des peripheren Blutes

verwendet, um so nah wie m�glich die in vivo Situation im lebenden Organismus zu

untersuchen.

Ausgangspunkt war die Beobachtung, da§ die Expression des Enzyms DNA

Polymerase § (Pol §) in humanen Leukozyten durch eine Calcium-Signal (Inkubation

mit Ionomycin) induziert wird, und da§ diese Induktion durch therapeutische

Konzentrationen von CsA inhibiert wird. Dieses Enzym ist von besonderer Bedeutung

f�r eine Form der DNA-Reparatur, die als BER (base excision repair) bezeichnet wird

(183).

Der Promotor von pol § enth�lt eine zentrale CRE-Sequenz und drei Bindungsstellen

f�r den Transkriptionsfaktor SP1 (171, 184). Es ist bekannt, da§ in verschiedenen

Zellinien eine Mutation der CRE-Sequenz den Promotor inaktiviert und das die

Regulation des Promotors in verschiedenen Systemen �ber diese CRE-Sequenz

erfolgt (169-172, 185). An diese CRE-Sequenz binden die Transkriptionsfaktoren der

ATF/CREB-Familie. Um die Signalwege zu untersuchen, die potentiell in die Regulation

von pol § nach einem Calcium-Signal in humanen Leukozyten involviert sind, wurde
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zuerst analysiert, ob die Transkriptionsfaktoren CREB und/oder ATF-2 in den

Ganzzellextrakten von prim�ren Leukozyten in vitro an den pol §-Promotor binden und

eventuell eine �nderung der DNA-Bindungsaktivit�t nach Induktion der Zellen

festzustellen ist. In den dazu durchgef�hrten EMSA-Experimenten gelang es, f�nf

Protein/DNA-Komplexe zu identifizieren, die spezifisch an der CRE-Sequenz des

polÊ§-Promotors entstanden (Abb. 4). Dabei wurden die Komplexe I-III von einem anti-

CREB-Antiserum nahezu vollst�ndig in ihrem Laufverhalten beeinflu§t, und sie

wurden teilweise von einem Antiserum beeinflu§t, das f�r an Ser133

phosphoryliertes CREB spezifisch ist. Der Komplex IV wurde hingegen sowohl von

dem anti-CREB-Antiserum, als auch von einem anti-ATF-2-Antiserum erkannt. Diese

Daten lassen folgende Schl�sse zu:

· Die Komplexe I-III bestehen aus CREB-Homomeren und enthalten sowohl

unphosphoryliertes, als auch phosphoryliertes CREB.

· Bei dem Komplex IV handelt es sich um eine ATF-2/CREB-Heteromer. Daf�r

spricht, da§ beide Antiseren (anti-CREB und anti-ATF-2) diesen Komplex in

seinem Laufverhalten beeinflussen und da§ er im Gel zwischen den als CREB-

Homomere identifizierten Komplexen I-III und exogenem ATF-2 l�uft.

· Der, wenn auch sehr schwache, Komplex V entspricht einem endogenem ATF-2-

Homomer.

Eine Komplexbildung zwischen ATF-2 und CREB wurde von auch von anderen

Autoren beschrieben (186). Durch diese Experimente l�§t sich zeigen, da§ sowohl

endogenes CREB, als auch endogenes ATF-2 an die CRE-Sequenz des pol §-

Promotors binden. Dabei bindet ATF-2 vorwiegend als Heteromer mit CREB. Diese

Daten sind die ersten Anhaltspunkte f�r eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren

CREB und/oder ATF-2 an der beobachteten Regulation von DNA Polymerase § in

prim�ren humanen Leukozyten. Eine Aktivierung der Zellen ver�nderte die Bildung der

Komplexe allerdings nicht, es ist keine Zunahme der DNA-Bindungsaktivit�t der

Proteine festzustellen. Dieser Befund schlie§t eine Beteiligung der

Transkriptionsfaktoren an der Regulation des pol§-Promotors nicht aus, da auch von
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anderen Autoren die Regulation eines Promotors durch konstitiutiv gebundene ATF-2

Komplexe beschrieben wurde (187).

Die Transkriptionsfaktoren ATF-2 und CREB werden durch Phosphorylierungen

aktiviert. Die Experimente zur Analyse des Phosphorylierungszustandes der

endogenen Proteine zeigten in der �berwiegenden Anzahl untersuchter Blutproben

eine Induktion der Phosphorylierung von ATF-2 durch Ionomycin an der kritischen

Position Thr71. Diese Induktion wurde durch CsA zu �ber 50% inhibiert.

Andererseits erfolgte zwar eine schwache Induktion der Phosphorylierung von CREB

an der f�r die Aktivit�t wichtigen Position Ser133, diese wurde jedoch nicht durch

eine Behandlung der Zellen mit CsA beeinflu§t. Die relativ hohe Grund-

phosphorylierung von CREB in unbehandelten Zellen ist vermutlich auf Prozesse

w�hrend der Aufreinigung der Zellen zur�ckzuf�hren. Mehrere Wiederholungen

dieses Experimentes unter Verwendung von Zellen unterschiedlicher Blutspender

best�tigten diese Befunde.

Zusammenfassend zeigen die Experimente, da§ endogenes ATF-2 in humanen

prim�ren Leukozyten in Form eines CREB/ATF-2-Komplexes an die CRE-Sequenz des

pol §-Promotors unabh�ngig vom Phosphorylierungszustand bindet und ein Calcium-

Signal die Phosphorylierung einer f�r die Aktivit�t entscheidenden Aminos�ure in ATF-

2 induziert. Diese Induktion wird durch CsA inhibiert.

6.2 Aktivierung von Teilen des MAPK-Netzwerkes durch Ca2+

Es wurde dann versucht, die f�r die Phosphorylierung von ATF-2 verantwortliche

Kinase zu identifizieren. Bislang wurden vor allem SAPK1, SAPK2, SAPK3 und SAPK4

(17, 18, 80, 81) als Kinasen beschrieben, die zumindest in vitro ATF-2 an der Position

Thr71 phosphorylieren.

SAPK2a/p38

Die durchgef�hrten Experimente hinsichtlich der Aktivit�t der SAPK2a/p38 zeigen, da§

diese Kinase in humanen prim�ren Leukozyten durch ein Calcium-Signal aktiviert wird
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und da§ diese Aktivierung durch CsA inhibiert wird. Die Daten von zwei Experimenten

beweisen diesen Effekt:

· Es konnte nachgewiesen werden, da§ eine Behandlung der Zellen mit Ionomycin

die Phosphorylierung der endogenen SAPK2a an der Position Tyr 182 induziert.

Dies ist eine von zwei Aminos�uren, die w�hrend der Aktivierung von SAPK2a

phosphoryliert werden (173).  Diese Induktion wird durch CsA inhibiert

· Ebenso konnte gezeigt werden, da§ die Kinase MAPKAPK-2 durch Ionomycin

aktiviert wird und da§ dieser Effekt ebenfalls durch CsA inhibiert wird. MAPKAP-

K2 ist ein gut charakterisiertes Substrat von SAPK2a.

Interessant ist, da§ diese Induktion der SAPK2a-Aktivit�t durch eine gleichzeitige

Behandlung mit PMA noch deutlich verst�rkt wird. Dies zeigt eine Beteiligung von

Kinasen der Proteinkinase C-Familie, von denen einige durch PMA aktiviert werden

(188).

Potentielle upstream Kinasen von SAPK2a sind die MAPK-Kinasen MKK3 und MKK6.

Es lie§ sich zeigen, da§ eine Behandlung mit Ionomycin die Kinase MKK6 aktiviert und

da§ diese Aktivierung ebenfalls durch CsA inhibiert wird. Im Gegensatz dazu wurde

keine Aktivierung von MKK3 gefunden. Diese Pr�ferenz �berrascht nicht, da von

mehreren Autoren MKK6 als die entscheidende SAPK2a aktivierende Kinase

beschrieben wurde (32, 33).

Diese Experimente zeigen, da§ ein Calcium-Signal in der Lage ist, den MKK6-SAPK2a-

Weg zu aktivieren, ein Effekt, der durch CsA inhibiert wird.

1998 wurden �hnliche Daten zur Aktivierung von SAPK2a/p38 in der humanen T-

Zellinie Jurkat ver�ffentlicht (189). Interessant dabei ist, da§ es Unterschiede in den

Resultaten gibt. So wurde p38 in den in dieser Publikation (189) gezeigten

Experimenten nur sehr schwach durch das Calciumionophor A23187 aktiviert. Des

weiteren wurde zwar eine Aktivierung von MKK6 durch Calcium in Jurkat-Zellen

gefunden, nicht jedoch in der Jurkat-Linie TAg-Jurkat. Dies weist auf m�gliche

Unterschiede im Signalgeschehen zwischen prim�ren Zellen und etablierten Zellinien

hin. Eine Beeinflussung der Signal�bertragung in den prim�ren CD2+ Zellen durch die
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Positivselektion �ber das Protein CD2 w�hrend der Aufreinigung ist in diesem Fall

auszuschlie§en, da die Aktivierung von SAPK2a auch in PBMC gefunden wurde.

In der angef�hrten Publikation wurde auch ein wesentlich geringerer Effekt von CsA

auf die Aktivierung von MKK6 durch PMA und Ionomycin gezeigt. Eine m�gliche

Erkl�rung daf�r ist die eingesetzte geringere Konzentration von CsA (100 nM).

SAPK1/JNK

Neben der SAPK2a wurden auch die Kinasen der SAPK1-Familie untersucht. Als Ma§

f�r deren Aktivit�t wurde der Phosphorylierungszustand der endogenen Kinasen der

SAPK1-Familie untersucht, da sie ebenfalls durch die Phosphorylierung an einem Thr

und einem Tyr aktiviert werden. Es wurde gezeigt, da§ die Phosphorylierung der 55

und 46 kDa gro§en Isoformen (JNK 1a1, 1b1, 2a1, 2b1, bzw. JNK 1a2, 1b2, 2a2,

2b2Ê) durch eine Behandlung mit Ionomycin induziert werden und da§ CsA diese

Induktion inhibiert. Eine Differenzierung zwischen den Isoformen ist allerdings nicht

m�glich. Eine Induktion der JNK 3-Isoformen wurde nicht gefunden, allerdings gilt es

zwei Punkte zu ber�cksichtigen:

· die Expression von JNK 3 wurde bislang nur in neuronalem Gewebe beschrieben

und

· es ist fraglich, ob das verwendete SDS-PAGE-System die JNK3-Isoformen mit

einer Gr�§e von 48 kDa (JNK 3a1) und 57 kDa (JNK 3a2) gut genug von den

anderen Isoformen getrennt h�tte.

Auffallend ist, da§ eine solche Induktion in weniger als 50% der F�lle gefunden

wurde, eine CsA-Sensitivit�t in nur einem von drei F�llen. Die Ursachen f�r diese

dramatischen Differenzen zwischen einzelnen Blutspendern gilt es noch zu

untersuchen. So w�re es interessant zu sehen, ob eine m�glicherweise existierende

Infektion die Aktivierung beeinflu§t, oder ob eventuell die Zellen von Allergikern andere

Reaktionen aufweisen.
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Andere Kinasen; Unterscheidung der Signalwege

Als letzte,  potentiell ATF-2 phosphorylierende Kinase wurde SAPK4 untersucht. Es

konnte aber keine Aktivierung der Kinase durch Ionomycin oder PMA plus Ionomycin

nachgewiesen werden. Allerdings mu§ ber�cksichtigt werden, da§ diese Kinase in

Leukozyten nur sehr schwach exprimiert wird (18).

Der Einsatz des Inhibitors SB 203580 ergab zus�tzliche Informationen �ber die

verschiedenen Signalwege. Die �ber die Beeinflussung der verschiedenen SAP-

Kinasen bislang publizierten Daten fa§t Tabelle 10 zusammen.

Es konnte gezeigt werden, da§ sowohl die Induktion von pol §, als auch die induzierte

Phosphorylierung von ATF-2 erst bei hohen Konzentrationen (100ÊµM) von SBÊ203580

deutlich beeinflu§t wurde. Im Gegensatz dazu wurde die Aktivierung der MAPKAP-K2

durch Ionomycin mit 10ÊµM SB 203580 komplett inhibiert.

Tab.10: Einflu§ von SB 203580 auf die Aktivit�t der SAP-Kinasen

Kinase Effekt von SB 203580 Referenz

SAPK1 Teilweise Inhibition einzelner

Isoformen bei Konzentrationen von

50 µM und h�her

(175)

SAPK2a Inhibiert mit einem IC50 von 50-100ÊnM (63)

SAPK3 Keine Inhibition bis 100 µM (17)

SAPK4 Keine Inhibition bis 100 µM (18)

Aus diesen Daten lassen sich die mehrere Schl�sse f�r die Ca2+-induzierte

Signal�bertragung zum pol§-Promotor in humanen Leukozyten ziehen. So konnte

gezeigt werden, da§ der Transkriptionsfaktor ATF-2 potentiell in diese Regulation

involviert ist. Daf�r sprechen drei Argumente:

· ATF-2 ist in der Lage, in Form eines Komplexes mit CREB an die CRE-Sequenz des

Promotors zu binden.
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· Die f�r die Aktivit�t von ATF-2 wichtige Phosphorylierung der Position Thr71 wird

durch Ionomycin induziert und durch CsA inhibiert.

· Diese Aktivierung wird, vergleichbar mit der pol §-Regulation, erst bei h�heren

Konzentrationen des Inhibitors SB 203580 beeinflu§t.

Die Identit�t der f�r diese Aktivierung von ATF-2 verantwortlichen Kinase ist nicht

gekl�rt. Folgende Befunde gilt es dabei zu ber�cksichtigen:

· SAPK2a/p38: Diese Kinase wird durch Ca2+ CsA-sensitiv aktiviert. Die Aktivit�t

dieser Kinase, und damit die Aktivierung ihres Substrates MAPKAP-K2,  wird

durch den Inhibitor SBÊ203580 mit einer Konzentration von 10ÊµM komplett inhibiert.

Andererseits werden die Ca2+-vermittelte Induktion der Phosphorylierung von ATF-

2 und die Ca2+-vermittelte Induktion von pol § erst bei einer Konzentration von

SBÊ203580 von 100ÊµM deutlich beeinflu§t. Diese Daten zeigen, da§ weder

SAPK2a, noch MAPKAP-K2 die f�r diese Prozesse entscheidenden Kinasen sind.

· SAPK1: F�r verschiedene Isoformen dieser Kinasen wurde in der Literatur eine

Beeinflussung durch h�here Konzentrationen von SB 203580 beschrieben. Diese

Kinasen werden zwar durch Ionomycin aktiviert, allerdings in weniger als 50%

der untersuchten F�lle und ein CsA-Effekt auf die Ionomycin-Induktion wurde in

nur einem von drei F�llen gefunden. Dieser Punkt spricht gegen eine generelle

Beteiligung dieser Kinasen.

· SAPK4: Diese Kinase wird in vitro selbst bei hohen Konzentrationen von

SB203580 nicht inhibiert. Des weiteren wurde keine Aktivierung der Kinase durch

Ionomycin gefunden.

· SAPK3: Diese Kinase wurde zwar nicht gemessen, allerdings wird SAPK3 in vitro

selbst bei hohen Konzentrationen von SB203580 nicht inhibiert.

Alle diese Punkte sprechen f�r die Existenz einer zus�tzlichen Kinase, die in der Lage

ist, ATF-2 CsA-sensitiv zu phosphorylieren und die durch Ionomycin aktiviert wird.

Um ein volllst�ndiges Bild der Signal�bertragung zu bekommen, sind allerdings noch

umfangreiche Experimente notwendig. So m�§te eine Involvierung von ATF-2 auch in

Transfektionsstudien gezeigt werden. Es ist jedoch notwendig, diese Experimente in



104

prim�ren Zellen durchzuf�hren, da eine Ionomycin-stimulierte Aktivierung von pol § in

Zellinien nicht gefunden wurde (Dr.A.R�hlmann, Daten nicht gezeigt).

Ebenso ist es interessant, mehr �ber die Prozesse zu erfahren, die zur Aktivierung

des MKK6/SAPK2a-Weges f�hren. Als potentielle Kinasen, die MKK6 aktivieren

k�nnen, k�men vor allem Pyk 2 und DLK in Frage. So konnte gezeig twerden, da§ DLK

durch Calcineurin aktiviert wird, diese Aktivierung wird durch CsA inhibiert (152).

Allerdings ist bislang nichts �ber die Expression von DLK im h�matopoetischen

System bekannt.

F�r Pyk2 spricht, da§ diese Kinase durch Calcium aktivierbar ist (61).

Als Kinasen, die die beobachtete Induktion von SAPK1/JNK vermitteln, kommen vor

allem die Kinasen MKK4 und MKK7 in Betracht.

6.3 Expression des Proteins PRPL2 und Zellokalisation

Der zweite Teil der Arbeit besch�ftige sich mit funktionellen Aspekten des Proteins

PRPL-2. Die cDNA f�r PRPL2 wurde aus einer cDNA-Bank von humanen Tonsillen

kloniert und kodiert f�r ein 493 Aminos�uren gro§es Protein. Kennzeichnend ist die

stark Gewebe-spezifische Expression. So wurde eine sehr starke Expression der

mRNA im h�matopoetischen Gewebe, der Niere und dem Blinddarm gefunden.

Au§erhalb dieses Bereichs wird PRPL2 nur gering exprimiert, Ausnahmen sind der

Okzipitallappen und die Medulla oblongata im Gehirn (Dr. A. R�hlmann, Daten nicht

gezeigt).

Die Untersuchung auf Proteinebene zeigte die Expression eines Proteins von ca.

57ÊkDa.  Bei der in vitro Transkription und Translation von PRPL2 entstanden immer

zwei Produkte: ein Hauptprodukt des erwarteten Molekulargewichts und ein  ca.

12ÊkDa gr�§eres Protein. Da§ es sich dabei um ein Artefakt der Reaktion handelt ist

wenig wahrscheinlich, da die Gr�§e dieses Proteins in Abh�ngigkeit von der Gr�§e

des eingesetzten PRPL2-Fragments schwankte (Abb. 18 B). Ein zus�tzlicher

gr�§erer Leseraster ist in dem eingesetzten Plasmid auch nicht zu finden. Vermutlich
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handelt es sich daher bei diesem Protein um eine modifizierte Form von PRPL2. So

sind in der IVTT eine ganze Reihe von chemischen Modifizierungen, wie

Phosphorylierungen, m�glich. PRPL2 enth�lt mit 60 Serin-, sieben Tyrosin- und 20

Threoninresten eine gro§e Anzahl potentiell phosphorylierbarer Aminos�uren. Das

Phosphorylierungen das scheinbare Molekulargewicht drastisch ver�ndern k�nnen,

zeigt beispielsweise die z-Kette des T-Zellrezeptors. Eine Phosphorylierung an sech

Tyrosinresten dieses Proteins f�hrt zu einem Laufunterschied im SDS-Gel von 2 kDa

(190).

PRPL2 Protein wurde in prim�ren Zellen (PBMC und CD2+ Zellen), sowie in den

untersuchten h�matopoetischen Zellinien BJAB (eine B-Zellinie) und U937 (eine

monozyt�re Zellinie) gefunden. Auffallend ist die sehr niedrige Expression in Jurkat-

Zellen, einer T-Zellinie, im Unterschied zu prim�ren CD2+ Zellen. Hier scheint sich ein

Unterschied in der Expression zwischen prim�ren Zellen und etablierten Zellinien

abzuzeichnen.

In HeLa-Zellen, einer Fibroblasten-Zellinie, wurde hingegen kein PRPL2 gefunden. Dies

deckt sich mit dem Expressionsmuster auf mRNA-Ebene.

Cos-1 ist zwar auch eine Fibroblasten-Zellinie, allerdings l�§t sich die, wenn auch

schwache, Expression von PRPL2 damit erkl�ren, da§ diese Zellinie aus Zellen der

Niere etabliert wurde. Da§ dieses endogene PRPL2 in anderen Western Blots mit

Extrakten aus Cos-Zellen nicht detektiert wurde (siehe Abb. 13), ist vermutlich auf die

zu kurzen Expositionszeiten zur�ckzuf�hren.

Bei der Untersuchung der Zellokalisation zeigte sich eine strikt zytoplasmatische

Lokalisation eines EGFP-PRPL2-Fusionsproteins. Eine genauere Abgrenzung der

Lokalisation ist allerdings nicht m�glich.

6.4 Interaktion von PRPL2 mit SH3-Dom�nen

Charakteristisch f�r PRPL2 ist sein mit ca. 27% sehr hoher Anteil an Prolinresten.

Solche Prolin-reiche Regionen sind in vielen Proteinen Interaktionspartner von SH3-
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Dom�nen. Aus diesem Grund wurde die potentielle Interaktion von PRPL2 mit Proteinen

untersucht, die SH3-Dom�nen enthalten. Es gelang zu zeigen, da§ PRPL2 in vitro

selektiv mit den SH3-Dom�nen von PLCg1, p85 und cSrc interagiert, nicht jedoch mit

denen von GAP und Crk. Ebenfalls keine Interaktion erfolgte mit NSrc, einer neuronal

spezifischen Form von cSrc, die eine Insertion von 6 Aminos�uren in Ihrer SH3-

Dom�ne enth�lt.

F�r diese Interaktion sind unterschiedliche Abschnitte von PRPL2 verantwortlich.

W�hrend eine verk�rzte Form von PRPL2 (Positionen 91-263) mit einer �hnlichen

Affinit�t wie PRPL2 mit PLCg1 interagiert, verringert diese Verk�rzung des Proteins die

Affinit�t zu cSrc erheblich (Abb. 18), es wurde in diesem Fall nur eine sehr geringe

Wechselwirkung gesehen.  Im C-terminalen Bereich ist PRPL2 durch das sich dreimal

wiederholende Aminos�uremotiv RSGPL/RPPP/LP
S/P gekennzeichnet. Ein dazu

homologes Motiv befindet sich ebenfalls im C-terminalen bereich des Proteins WASP

und ist dort f�r die Interaktion mit den SH3-Dom�nen von PLCg1 und cSrc

verantwortlich. Das in Abb. 18 dargestellte Experiment verdeutlicht aber, da§ im Falle

von PRPL2 die Interaktion, zumindest mit PLCg1, nicht �ber dieses Motiv erfolgt; eine

Deletion des C-terminalen Bereichs beeinflu§t diese Interaktion nicht.

Nach den bislang vorliegenden Ergebnissen scheinen diese Interaktionen in vivo

jedoch nicht zu erfolgen. So lie§ sich in keinem Fall eine Kopr�zipitation von PRPL2 mit

cSrc oder PLCg1 aus Ganzzellextrakten zeigen. Daf�r sind vor allem drei Erkl�rungen

denkbar:

· die gleichzeitige Expression von FLAG-WASP in den untersuchten Zellen

beeintr�chtigt die Wechselwirkungen,

· es erfolgt zwar eine Interaktion mit dem in vitro transkribierten und translatierten

Protein, nicht jedoch mit dem zellul�ren, oder

· es erfolgt eine Interaktion mit der isolierten SH3-Dom�ne, nicht jedoch mit dem

kompletten Protein.

Es wurden verschiedene Kontrollexperimente durchgef�hrt, die die folgenden

Aussagen erm�glichen:
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· die Expression von FLAG-WASP hat offensichtlich keinen Einflu§ auf eine

Interaktion zwischen den Proteinen und

· es erfolgt auch in einem GST-Pulldown-Assay unter Verwendung von

Ganzzellextrakten eine Interaktion mit den verschiedenen GST-SH3-

Fusionsproteinen.

Die tats�chliche Erkl�rung ist, zumindest f�r cSrc, da§ es einen deutlichen

Unterschied in der Interaktion von PRPL2 mit dem kompletten Protein cSrc und der

isolierten SH3-Dom�ne gibt. Vermutlich ist aufgrund der Faltung des Proteins die SH3

Dom�ne nicht mehr zug�nglich, wodurch eine Interaktion verhindert wird. Bei der

abschlie§enden Beurteilung der Immunpr�zipitationsexperimente mu§ aber ber�ck-

sichtigt werden, da§ cSrc in ruhenden Zellen durch eine Interaktion der SH2-Dom�ne

mit einem phosphorylierten Tyrosin-Rest im C-terminalen Bereich und eine Interaktion

der SH3-Dom�ne mit einer Prolin-reichen Region zwischen der SH2- und der Kinase-

Dom�ne kompakt gefaltet ist (158). Es ist daher nicht auszuschlie§en, da§ diese

Faltung eine Interaktion mit PRPL-2 verhindert und eine solche Wechselwirkung nach

einer Aktivierung von cSrc m�glich wird.

6.5 Interaktion von PRPL2 mit WASP

Das Protein WIP wurde 1997 aus einer humanen T-Zellinie kloniert und ist hoch

homolog zu PRPL2. Lediglich in der C-terminalen Region gibt es Unterschiede in der

Aminos�uresequenz. Es w�re in weiterf�hrenden Experimenten interessant, das

Expressionsmuster der beiden Proteine zu vergleichen, ob es eventuell Unterschiede

gibt zwischen prim�ren Zellen, aus denen PRPL2 kloniert wurde, und Leuk�miezellen,

aus denen WIP kloniert wurde.

Auf der funktionellen Ebene ist die Interaktion von WIP mit WASP beschrieben wurden

(182). Das Gen f�r WASP ist im Wiskott-Aldrich Syndrom defekt, einer Krankheit, die

durch eine Thrombopenie, Hautekzemen und einer generellen Immunschw�che der
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Patienten gekennzeichnet ist. WASP selbst ist vor allem in die Regulation des

Zytoskeletts involviert (191).

Ebenso wie WIP ist auch PRPL2 in der Lage, mit WASP zu interagieren. Dies wurde

durch die Kopr�zipitation der beiden Proteine aus Ganzzellextrakten mit Hilfe

entsprechender Antiseren bewiesen. Damit liegt ein erster Anhaltspunkt f�r eine

biologische Funktion von PRPL2 vor.

Weiterf�hrende Untersuchungen sollten sich auf die folgenden Punkte erstrecken:

· Ist PRPL2, wie f�r WIP gezeigt, ebenfalls in die Regulation von Strukturen des

Zytoskeletts involviert? L�§t sich in einer indirekten Immunfluoreszenzanalyse

eine Lokalisation von PRPL2 an Teilen des Zytoskeletts zeigen?

· Welche Auswirkungen hat die sehr niedrige Expression von PRPL2 und WIP auf

die Jurkat-Zellen in Vergleich zu prim�ren T-Lymphozyten? Da das zur

Gewinnung des Antiserums #1247 verwendete Peptid in PRPL2 und WIP identisch

ist, l�§t die Abbildung 14 eine Aussage �ber beide Proteine zu.

· Liegt PRPL2 eventuell in der Zelle phosphoryliert vor? Wenn ja, welche

Auswirkungen hat das auf die Interaktionen?

Die im zweiten Teil beschriebenen Experimente zeigen die selektive Expression von

PRPL2 auf Proteinebene und seine in vivo-Interaktion mit WASP. Dar�berhinaus konnte

gezeigt werden, da§ PRPL2 zumindest in vitro in der Lage ist, selektiv mit einzelnen

SH3-Dom�nenÊzuÊinteragieren.
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8. ANH�NGE

Anhang 1: Genotyp des Bakterienstamms BL21(DE3)pLysS

F
-
, ompT, hsdSB (rB-mB+), dcm, gal, (DE3), pLysS, Cmr

(Quelle: Fa. Promega)
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Anhang 2: Konstruktion des eukaryontischen Expressionsvektors f�r das

Fusionsprotein GFP-PRPL2

Ausgangsvektor (Quelle: Fa. Clontech):

Einbau:  Der Einbau der f�r PRPL2 codierenden Sequenz erfolgte in die XhoI-

Schnittstelle der multi cloning site (MCS) nach folgendem Schema:

     EGFP                                                                         Met
ÉTAC AAG TCC GGA CTC AGA TC A CTG CCC AAG ATGÉ

Konstruktion:  Dr. Andreas R�hlmann, Institut f�r Molekularbiologie, Medizinische

Hochschule Hannover

PRPL2
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Anhang 3: Konstruktion des f�r die gekoppelte in vitro Transkription / Translation von

PRPL2 verwendeten Plasmids

Ausgangsplasmid (Quelle: Katalog der Firma Stratagene `97/`98, S.98):

Einbau: Der Einbau der f�r PRPL2 codierenden Sequenz erfolgte in die Srf I

Schnittstelle der multi cloning site (MCS):

          PstI                                     BamHI

...CC TGC AGC CCG GGG GAT CCG CCC CAA AGC TTG TCCÉ..

Konstruktion: Dr. A. R�hlmann, Institut f�r Molekularbiologie, Medizinische Hochschule

Hannover

PRPL2
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Anhang 4: Struktur des eukaryontischen Expressionsvektors f�r das Fusionsprotein

FLAG-WASP

Konstruktion: Der Vektor wurde zur Verf�gung gestellt von Dr. Abie Abo, ONYX

Pharmaceuticals, Richmond, USA



130

Anhang 5: Konstruktion des f�r die gekoppelte in vitro Transkription / Translation von

PRPL2 (91-493) verwendeten Plasmids

Ausgangsplasmid:

Einbau: Der Einbau der codierenden Sequenz erfolgte in die multi cloning site (MCS):

    85                                           99
ÉA AGA AGG AGA TAT ACA TAC ATG AGCÉ

Konstruktion: Dr. A. R�hlmann, Institut f�r Molekularbiologie, Medizinische Hochschule

Hannover

MSHHHHHHGPMIEFR-PRPL2
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