Untersuchungen zur Funktion
von MAP Kinase Kinase 7 (MKK7) auf mRNA und
Proteomebene durch regulierbare Expression von aktiven
und inaktiven MKK7 Mutanten
in der humanen Zelllinie HEK293

Vom Fachbereich Chemie der Universitat Hannover
Zur Erlangung des Grades
Doktor der Naturwissenschaften

- Dr. rer. nat. —

genehmigte Dissertation

von

Dipl.-Biochemikerin Sabine Wolter

geboren am 20. November 1964 in Wolfenbuttel

2000



Referent: Prof. Dr. W. H. Muller

Korreferent: PD Dr. M. Kracht

Die vorliegende Arbeit wurde in der Arbeitsgruppe von PD Dr. M. Kracht am Institut
fur Pharmakologie der Medizinischen Hochschule Hannover (Leitung: Prof. Dr. K.
Resch) im Rahmen des SFB 244 / B18 ,Chronische Entzindung®“ durchgefthrt.

Tag der Promotion: 19.12.2000



ZUSAMMENFASSUNG

Durch inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 oder zellularen Stress erfolgt die
Aktivierung von Jun N-terminalen Proteinkinasen (JNK). Obwohl bereits viele
involvierte Moleklle des JNK Signalweges identifiziert werden konnten, sind die
zellbiologischen Auswirkungen seiner Aktivierung unzureichend geklart.

Um diese Fragestellung zu untersuchen wurde ein System etabliert, um durch den
spezifischen JNK Aktivator, MAP Kinase Kinase 7 (MKK7), den Signalweg in intakten
Zellen zu aktivieren. Verschiedene Mutanten von MKK7 wurden an das grun
fluoreszierende Protein (GFP) fusioniert und zelluldr klonierte HEK293 Zelllinien
hergestellt, die mit Hilfe von Ekdyson-responsiven Promotoren eine regulierbare
Expression der Fusionsproteine erlauben.

Die Induktion mit den synthetischen Ekdyson Analoga Ponasteron oder Muristeron
zeigte eine dosis- und zeitabhangige Expression der MKK7 Fusionsproteine anhand
von Western-Blot Untersuchungen mit anti-GFP und anti-MKK7 Antikorpern. In nicht-
induzierten Zellen war keine Expression detektierbar.

Durch die Expression der konstitutiv aktiven Mutante GFP-MKK73g, aber nicht durch
die inaktiven Mutanten GFP-MKK73a und GFP-MKK7k149m, konnte eine spezifische
Aktivierung endogener JNK1 und JNK2 Isoformen erreicht werden. Eine Aktivierung
des ERK2 oder des p38 MAPK Signalweges durch die GFP-MKK?7 Proteine wurde
nicht festgestellt.

Die von MKK7-abhangigen zellularen Veranderungen sollten durch Untersuchungen
der Genexpression auf mMRNA Ebene und auf Proteinebene erfasst werden. Hierbei
wurde jeweils die Genexpression einer Zelllinie vor und nach Induktion von GFP-
MKK73e verglichen. Auf mMRNA Ebene konnten mit dem verwendeten cDNA array
keine reproduzierbaren Unterschiede zwischen induzierten und nicht-induzierten
Zellen in der Genexpression von 588 mRNAs festgestellt werden.

Fur die Proteomuntersuchungen wurden 2D Elektrophoresen zellularer Proteine
unter Verwendung von immoblisierten pH Gradienten verschiedener Bereiche und
Langen durchgefuhrt, wobei die Proteine durch Silberfarbung und
Fluoreszenzfarbstoffe oder nach metabolischer Markierung mit 2P oder *°S detektiert
wurden. Zusammenfassend zeigen die Analysen von ca. 1500-2000 Proteinspots,
dass nur in praparativen Gelen mit einer extrem sensitiven Silberfarbung oder durch

metabolische Markierung und Auftrennung der Proteine auf engen pH Gradienten



einige wenige GFP-MKK73e- abhangige Proteinveranderungen detektierbar waren.
Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen dieser Proteine
liegen zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht vor. Aus diesen
Ergebnissen folgt, dass in einem exakt definierten regulierbaren Expressionssystem
der Einfluss einer aktiven GFP-MKK73e Mutante auf die globale Proteinexpression
von HEK293 Zellen nur Proteine betrifft, die mit den etablierten Nachweismethoden

der Proteomanalytik kaum erfassbar sind.

MKK7, Ekdyson-induzierbares Expressionssystem, Proteomanalysen



Abstract

Pro-inflammatory cytokines, such as IL-1, or cellular stress activate Jun N-terminal
protein kinases (JNK). Although many components of the JNK pathway have been
identified, information on the cellular consequences of its activation is still limited.
Therefore a strategy was employed to activate the JNK pathway by the specific
upstream activator, MAP kinase kinase 7 (MKK?7), in intact cells. Different mutants of
MKK?7 were fused to GFP and expressed in HEK293 cells under the control of an
ecdysone responsive promoter. Treatment of clonal cell lines with the synthetic
ecdysone analogues ponasterone or muristerone showed time- and dose-dependent
expression of fusion proteins as analyzed by western blot using o-GFP and o-MKK7
antibodies. No significant expression was observed in non-induced cells. Expression
of the constitutive active mutant GFP-MKK73g, but not of the inactive mutants GFP-
MKK73a or GFP-MKK7K149um, increased the activity of endogenous JNK1 and JNK2
isoforms. GFP-MKKY proteins did not activate ERK or p38 MAP kinases.
MKK7-dependent changes in gene expression were analyzed at the mRNA and
protein level. This was achieved by comparing gene expression of a cell line before
and after induction of GFP-MKK73e. cDNA array based analysis of 588 mRNA
species did not reveal any reproducible changes between induced and non-induced
cells.

Proteome investigations were performed by separating cellular proteins by 2-
dimensional electrophoresis using various immobilized pH gradients and gels of
different length. Proteins were detected by silver staining and fluorescent dyes or by
in-vivo labeling with 2p and *s. Collectively about 1500-2000 different proteins have
been analysed. A few GFP-MKK73e-dependent changes were detectable only after
preparative gel electrophoresis followed by high sensitivity silver staining or by
narrow pH gradient gels of %S |abelled proteins. At present these proteins are being
analysed by mass spectrometry. In conclusion these data suggest that in a well-
defined system, inducible expression of the GFP-MKK73e mutant only affects those
proteins of HEK293 cells, whose expression is barely detectable with current

proteome analysis methods.

MAP kinase kinase 7/ ecdyson-inducible expression/ proteome analysis
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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Proteinkinasen

Die reversible Phosphorylierung von Aminosaureseitenketten durch Proteinkinasen
ist eines des am haufigsten verwendeten Prinzips zur Regulation der Aktivitat von
Proteinen. Alle Proteinkinasen der Eukaryoten besitzen im Aufbau vergleichbare
homologe Kinasedomanen, die die katalytische Untereinheit bilden. Sie bestehen
aus ca. 250-300 Aminosauren (Hanks et al., 1988), die in 12 konservierte
Subdomanen unterteilt werden konnen, welche eine ahnliche dreidimensionale
Struktur einnehmen (Blank et al., 1996).

Die Kinasereaktion kann in folgende Abschnitte unterteilt werden: Bindung und
Orientierung von ATP (oder GTP) als Phosphat-Donor in einem Komplex mit Mg2+—
oder Mn**-lonen, Bindung und Orientierung des Substrats (Protein oder Peptid),
sowie Ubertragung des y-Phosphats vom ATP (oder GTP) auf die Hydroxyl-
Akzeptorgruppe (Serin-, Threonin- oder Tyrosinrest) des Substrats (Hanks et al.,
1988).

Proteinkinasen sind wichtige Komponenten der intrazellularen Signalleitung. Ein

Beispiel dafur ist die Gruppe der MAP Kinasen (Mitogen aktivierte Proteinkinasen).

1.2 MAP Kinasen

Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) Kaskaden stellen wichtige
Signaltransduktionssysteme dar, die es der Zelle erlauben auf Vvielfaltige
extrazellulare Stimuli zu reagieren. Es werden Signale von Rezeptoren an der
Zelloberflache Uber sequentiell aktivierte Proteinkinasen in den Zellkern geleitet. Dort
erfolgt die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren oder anderen Protein-
substraten, wodurch letztendlich die Genexpression beeinflusst wird. Viele
Komponenten dieser Kaskaden sind stark konserviert. Homologe Proteine findet man
bei Hefen, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster und in Saugerzellen
(Widmann et al., 1999).
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1.2.1 Einteilung der MAP Kinasen

Ein MAPK Modul besteht aus drei hintereinandergeschalteten Kinasen: Eine MAPK
Kinase Kinase (MKKK), MAPK Kinase (MKK) und eine MAPK. In Saugerzellen
existieren sehr viel mehr MKKK als MAPK Kinasen, bis heute wurden in
Saugerzellen 14 MKKK, 7 MKK und 12 MAPK gefunden (Widmann et al., 1999).
Durch die gro3e Anzahl an diesen Molekulen kénnen zahlreiche Signale in der Zelle
in spezifische Signalkaskaden weitergeleitet werden. Dabei werden auch andere
Signalwege mit aktiviert, so beeinflussen einige MKKK auch den NF«xB-Signalweg
(Hirano et al., 1996; Meyer et al., 1996; Lee et al., 1997).

MAPK aus Saugerzellen kénnen in 5 Gruppen unterteilt werden: Die Gruppe der
extrazellular aktivierten Kinasen (ERK1/2), die Gruppe der c-Jun N-terminalen
Kinasen (JNK), die auch als Strel3-aktivierte Proteinkinasen (SAPK) bezeichnet
werden, die p38 MAP Kinasen, sowie ERK3/4 und ERKS. Die drei ersten Gruppen
sind am besten charakterisiert und untersucht, da sowohl! die aktivierenden Stimuli,
weitere Molekille der Kaskade, sowie ,downstream® Substrate bekannt sind und
bereits in-vivo die Funktionen anhand von ,knock-out® (KO) Untersuchungen fir
ERK, JNK und p38 MAPK untersucht wurden.

Fur die MAPK-Aktivierung ist die duale Phosphorylierung des Threonin- und
Tyrosinrestes in dem Motif Thr-X-Tyr notwendig (Payne et al., 1991; Nakielny et al.,
1992). Alle MAP Kinasen phosphorylieren Serin oder Threonin in der Sequenz Pro-
X-Ser/Thr-Pro (Alvarez et al., 1991; Clark et al., 1991; R. Davis, 1993). Die Einteilung
in die oben genannten Gruppen beruht daher neben der Primarstruktur auch in den
unterschiedlichen Aminosauren in den regulatorischen Bereichen der Kinasedomane
VIII; so findet man die Sequenz Thr-Glu-Tyr bei den ERKs, Thr-Pro-Tyr bei JNKs und
Thr-Gly-Tyr bei p38 MAPK (Ahn et al., 1991; Derijard et al., 1995).

Fast immer sind die involvierten Proteinkinasen inaktiv, d.h. sie liegen in nicht
stimulierten Zellen in dephosphoryliertem Zustand vor, und werden durch
regulierbare Phosphorylierungen aktiviert. Unterschiedliche MAP Kinasen werden
Uber verschiedene Signalwege durch differentielle Stimuli aktiviert (Widmann et al.,
1999).

Die Komponenten der drei wichtigsten MAPK Signalwege sind in Abb. 1.1

schematisch aufgefihrt.
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Aktivat EGF, PDGF Zytokine zellulirer StreR
Ivatoren
Phorbolester
i ’ A/\\ I
MKKK Raf1, A-Raf, B-Raf, Mos, MEKK1,2,3,4; ASK1; MLK2,3;
MEKK1, MEKK2, MEKK3, TAK1, TPL-2, MUK,
lTPL-z l l l
MKK MKKA1,2 MKK7 MKK4 MKK3,6
MAPK ERK1,2 JNK/SAPK p38

l

c-Jun, JunD Elk-1, ATF-2
Substrat Elk-1, SAP-1 ATF-2, NFAT4 SAP-1
Elk-1

v J

Regulation der Genexpression

Abb.1.1 : Schematische Darstellung der drei wichtigsten MAPK Signalwege
(verandert nach Widmann et al., 1999; Ip und Davis, 1998)

Abk.:

MKKK MAPK Kinase Kinase

MKK MAPK Kinase

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase
ASK ~+Apoptosis signal-regulating Kinase"
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor
PDGF Plattchen Wachstumsfaktor

ERK Extrazellular aktivierte Kinase

JNK Jun N-terminale Kinase

SAPK Strel} aktivierte Proteinkinase

MLK “Mixed lineage Kinase”

MUK “MAPK upstream Kinase”

TAK1 “Transforming growth factor B-activated Kinase 1”
TPL-2 “Tumor progression locus 2”

1.2.2 Spezifitat innerhalb der MAP Kinasekaskaden

Extrazellulare Stimuli und MKKK kdnnen verschiedene MAPK Signalwege aktivieren.
Dabei gibt es verschiedene Mechanismen, die die Spezifitat der Signalweiterleitung
uber die MAPK Kinasen zu den MAPK und weiter nach distal festlegen. Nicht nur die
lineare Sequenz um die regulatorischen Aminosauren wird von den MAPK Kinasen
erkannt, sondern die Tertiarstruktur der MAPK (Widmann et al., 1999). Es gibt
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hochaffine Wechselwirkungen zwischen einem Teil der MAP Kinase und einer
kurzen Sequenz des Substrats, die auch als ,docking-site” bezeichnet wird. Ein
MAPK Substrat kann mehrere dieser Bindungsstellen besitzen und dadurch die
Affinitat flr eine entsprechende Kinase erhdhen.

So hat z.B der Transkriptionsfaktor c-Jun eine spezifische Bindungsstelle, die auch
als delta-Domane bezeichnet wird (Hibi et al., 1993). Diese Doméane besteht aus 14
Aminosauren und ist ca. 20 Aminosauren N-terminal von den JNK-
Phosphorylierungsstellen Ser-63 und Ser-73 entfernt. In die gleiche Familie dieser
Transkriptionsfaktoren gehoért JunD, das ebenfalls JNK-Phosphorylierungsstellen,
aber dieses Motif nicht besitzt. Dagegen findet man die Sequenz bei JunB, dem
daflr entsprechende Phosphorylierungsstellen fehlen. An JunB gebundenes JNK
kann JunD in einem JunD-JunB Heterodimer phosphorylieren (Kallunki et al., 1996).
Als ,docking-site“ fir ERKs wurde in Proteinsubstraten eine sog. D-Doméne
gefunden, die Ahnlichkeiten mit der delta-Domane aufweist. ERKs besitzen
zusatzlich noch ein weiteres Motif, das spezifisch flr sie ist (Yang und Gabuzda,
1998; Holland und Cooper, 1999).

Auch in den MAPK selbst wurden konservierte Bindungsstellen flr die
entsprechenden Substrate, Aktivatoren und regulierenden Molekile gefunden
(Tanoue et al., 2000). Diese Bindungsstellen befinden sich in der C-terminalen
Region aufRerhalb der katalytischen Domane.

Ebenfalls zur Erhdhung der Spezifitat innerhalb der MAPK Signalwege dienen
Scaffold-Proteine. Unter Scaffold-Proteinen versteht man spezifische Ankerproteine,
die die Fahigkeit haben, mehrere Kinasen eines Signalweges zu binden. Dadurch
wird zum einen die Zeit zwischen der Aktivierung der Kinase und der
Phosphorylierung des ersten Substratmolekuls verkiurzt und aullerdem die
Lokalisation innerhalb der Zelle beeinflusst.

Als Scaffold-Protein im JNK Signalweg wurde ein zytoplasmatisches Protein
entdeckt, dass einen Komplex mit MLK3, MKK7 und JNK bilden kann. Dieses Protein
wurde als JIP-1 (JNK interacting protein 1) bezeichnet. Zuerst wurde von diesem
Protein eine spezifische Inhibierung des JNK Signalweges durch zytosolische
Retention von JNK beobachtet (Dickens et al., 1997), spater wurde gezeigt, dass
dieses Protein auch eine positive regulatorische Funktion in dem Signalweg besitzt
(Whitmarsh et al., 1998). Zu der Genfamilie gehoren auch noch JIP-2 und JIP-3
(Yasuda et al., 1999). AulRer MLK3 sind auch andere MKKK, DLK und MLK2, zu
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spezifischen Interaktionen mit JIP-1 und JIP-2 fahig (Yasuda et al., 1999). Kirzlich
konnte ein weiteres Scaffold-Protein kloniert werden, JIP-3, das im Gegensatz zu
den davor gefundenen Proteinen eine spezifische Interaktion mit MLK3 zeigt. JIP-3
wird hauptsachlich im Gehirn exprimiert, in geringen Mengen noch im Herz und
anderen Geweben. Es existieren mehrere Isoformen. Aullerdem wurde gezeigt, dass
JIP-3 durch JNKs in-vitro und in-vivo phosphoryliert werden kann (Kelkar et al.,
2000).

Im ERK-Signalweg wurde in Sdugerzellen MP-1 (MEK Partner 1) als Scaffold-Protein
von MEK1 und ERK?1 identifiziert (Schaeffer et al., 1998). Bei Hefen wurden Ste-5
und Pbs-2 als Scaffold-Proteine gefunden. Diese Proteine konnen in Abhangigkeit
von verschiedenen Stimuli unterschiedliche Molektle binden. So wird die Antwort auf
Hyperosmolaritat Uber die MAPKK Ste11, Pbs-2 und Hog-1 weitergeleitet ( Printen et
al., 1994).

1.3 Der ERK Signalweg

Zu der Gruppe der ERKs (Extrazellular regulierte Protein Kinasen) werden 5
Proteinkinasen gezahlt (ERK1/2, ERK3/4 und ERKS5) (Widmann et al., 1999).
Vergleiche bezlglich der Aminosduresequenz zeigen, dass diese aber zu
unterschiedlichen Gruppen gehdren (Seger und Krebs, 1995; Cheng et al., 1996;
Peng et al., 1996). Die weitere Beschreibung des ERK Signalweges bezieht sich auf
die MAPK ERK1 und ERK2, die zu den am besten untersuchten MAPK gehoren.
Aktiviert werden sie vor allem durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. EGF oder dem
hamatopoietischen Wachstumsfaktor (Cobb et al., 1991; Welham et al., 1992).
Aktivierte ERKs sind in der Lage zytosolische Proteine, z. B. Phospholipase Az (Lin
et al., 1993) zu aktivieren oder sie wandern in den Zellkern und phosphorylieren
Transkriptionsfaktoren, wie z. B. Elk-1 (Gilles et al., 1992) und c-Myc (Davis, 1993).
Der ERK Signalweg ist entscheidend fiir die Zellproliferation (Pages et al., 1993).
Eine spezifische Hemmung ist z. B. durch die niedermolekulare Substanz PD098059
auf der Ebene von MEK1/2 moglich (Dudley et al., 1995).

ERK1 hat eine spezifische Funktion in der Entwicklung von T-Zellen. Versuche mit

ERK1™" (KO) Mausen zeigten, dass diese Defekte in der Reifung von T-Zellen haben,
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ansonsten sind die Mause lebensfahig, fruchtbar und von normaler GréRRe (Pages et
al., 1999).

1.4 Der p38 MAPK Signalweg

p38 MAPK (auch als reactivating kinase, RK, bezeichnet) wurde gleichzeitig von
verschiedenen Gruppen entdeckt. Zuerst als eine Kinase, die durch LPS-Zugabe
aktiviert werden kann (Han et al., 1994), auRerdem als Kinase im IL-1 Signalweg
(Freshney et al., 1994) und als Rezeptor eines niedermolekularen Inhibitors der
Biosynthese von inflammatorischen Zytokinen (Lee et al., 1994). Die Aktivierung des
p38 MAPK Signalweges kann durch zellularen Strely, wie UV-Licht oder osmotischen
Schock und auch durch verschiedene Zytokine (IL-1, TNFo) erfolgen (Goedert et al.,
1997). In Saugerzellen wurden 4 Isoformen der p38 MAPK identifiziert, die als p38a.,
p38B, p38y und p385 bezeichnet werden (Enslen et al., 1996). Die spezifische
Inhibierung des p38 MAPK Signalweges ist durch den Inhibitor SB 203580 maglich
(Lee et al., 1994). p38a. und p38PB werden durch diese Pyridinyl-Imidazol Verbindung
inhibiert, p38y und p38d sind dagegen insensitiv gegenliber der Substanz (Lee et al.,
1999). Eine direkte Phosphorylierung von p38 erfolgt durch MKK4, MKK3 und MKKG6
in-vivo und in-vitro (Enslen et al., 1996; Enslen et al., 2000). Als Substrate von p38
MAPK wurden MAPKAP-2 und -3 identifiziert, die kleine Hitzschockproteine, wie
Hsp27 (Freshney et al., 1994; Rouse et al.,, 1994), sowie verschiedene
Transkriptionsfaktoren, z.B. ATF-2 und Elk-1 (Raingeaud et al., 1996),
phosphorylieren.

Eine wichtige Funktion des p38 MAPK Signalweges besteht in der Regulation der
Zytokinexpression. So wurde in MKK3" KO Méausen, die ansonsten lebensfahig und
fruchtbar sind, ein Defekt in der IL-12 Produktion von Makrophagen und
dendritischen Zellen festgestellt (Lu et al., 1999). Fibroblasten von MKK3" KO
Mausen zeigten nach TNFo Stimulation eine reduzierte p38 MAPK Aktivitat und
Zytokinexpression (Wysk et al., 1999). p380c"' Mause haben eine normale
Morphologie, sind aber anamisch und haben eine verminderte Erythropoese (Tamura
et al., 2000). Allerdings starben auch viele p380c"' KO Mause wahrend der
Embryonalentwicklung. Embryonale p38oc'/' KO Stammzellen zeigten nach
Stimulation mit Anisomycin oder Arsenit eine deutlich verringerte bzw. keine
MAPKAP-2 Aktivierung mehr (Allen et al., 2000).
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1.5 Der JNK Signalweg

1990 wurde eine neue MAPK mit einem Molekulargewicht von 54 kDa biochemisch
charakterisiert (Kyriakis und Avruch, 1990). Die Aktivierung dieser neuen Kinase
erfolgte durch Cycloheximid. Sie phosphoryliert den N-terminalen Bereich des
Transkriptionsfaktors c-Jun und nicht wie ERKs den C-terminalen, inhibitorischen
Bereich (Pulverer et al., 1991). Die durch Cycloheximid aktivierte Kinase wurde
isoliert und die cDNA aus einer Ratten-cDNA Bank kloniert. Das Enzym wurde als
SAPK (Strel3-aktivierte Protein Kinase) bezeichnet (Kyriakis et al., 1994). Parallel
dazu konnte Uber eine Affinitdtssdule eine Kinase aufgereinigt werden, die c-Jun
bindet und an Ser-63 und Ser-73 phosphoryliert. Entsprechend erfolgte die
Namensgebung der Kinase als JNK (c-Jun N-terminale Kinase) (Hibi et al., 1993).
Die cDNA des Proteins wurde wenig spéater kloniert (Derijard et al., 1994).
Molekulare Untersuchungen zeigten, dass JNKs von 3 Genen codiert werden (JNKT,
JNK2 und JNK3) (Derijard et al., 1994; Kallunki et al., 1994; Kyriakis et al., 1994;
Gupta et al., 1996). Durch alternatives Prozessieren der jeweiligen mRNA entstehen
10 verschiedene JNK-Isoformen von 45 bis 57 kDa: JNK1-a1,-02, -B1, -B2; JNK2-01,
-02, -B1, -B2 sowie JNK3-a1 und —0.2.

In der Kinase-Domane von JNK1 und JNK2, nicht aber bei JNK3, befindet sich eine
zusatzliche Schnittstelle (Gupta et al., 1996). Zur JNK1- und JNK2-Gruppe gehdren 4
Isoformen, die sich durch alternative Sequenzen zwischen den Kinase Subdomanen
IX und X unterscheiden, zusatzlich ergeben sich durch alternatives Spleil’en
unterschiedliche COOH-Enden.

Weiterhin konnten 2 JNK3-Isoformen identifiziert werden, die unterschiedliche
COOH-Enden haben.

Zwischen den 46 und 55 kDa JNK1 und JNK2 Isoformen wurden keine funktionellen
Unterschiede festgestellt. Dagegen findet man bei den Isoformen, die aus dem
alternativen SpleiRen der Schnittstelle in der Kinase-Doméne entstanden sind,
Unterschiede in der Substratspezifitat. Dies ist ein Hinweis dafir, dass die Isoformen
in-vivo unterschiedliche Zielmolekiile besitzen kénnen (Gupta et al., 1996; R. Davis,
1999).
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Abb. 1.2 : Isoformen der JNK-Proteine (Gupta et al., 1996)

1.5.1 Extrazellulare Aktivierung des JNK Signalweges

Die Aktivierung des JNK Signalweges kann durch vielfaltige Mechanismen initiiert
werden, z.B. durch die Bindung von Polypeptiden an Zelloberflachenrezeptoren,
durch jede Form von zellularem Stref3 oder durch Zellgifte (Minden und Karin, 1997).

Die wichtigsten extrazellularen Stimuli des JNK Signalweges sind in der folgenden
Tabelle 1 zusammengefalit.
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Extrazellulare Stimuli

Quelle

Cycloheximid

Kyriakis und Avruch, 1990

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

Kyriakis et al., 1994

Hitzeschock

Kyriakis et al., 1994

Tunicamycin

Kyriakis et al., 1994

Tumor Nekrosis Faktor (TNFo)

Kyriakis et al., 1994 ; Cavigelli et al., 1995

Anisomycin Kyriakis et al., 1994
Emetin Kyriakis et al., 1994
Puromycin Kyriakis et al., 1994

Actinomycin D

Kyriakis et al., 1994

Ceramid Westwick et al., 1995
Interleukin-1 (IL-1) Kracht, 1994
CD3/CD28 Su et al., 1994

CD40 Sakata et al., 1995

Osmotischer Stref3

Galcheva-Gargova et al., 1994

Erythropoietin

Nagata et al., 1997

Thrombopoietin

Nagata et al., 1997

IL-3

Nagata et al., 1997

IL-17

Shalom-Barak et al., 1998

T- Zellaktivierung

Su et al., 1994

Hamatopoietischer Wachstumsfaktor

Foltz und Schrader, 1997

Granulozyten-Makrophagen Kolonie
stimmulierender Faktor (GM-CSF)

Foltz und Schrader, 1997

Nervenwachstumsfaktor (NGF)

Xia et al., 1995

UV Strahlung Zanke et al., 1996
v-Strahlung Chen et al., 1996
Arsenit Cavigelli et al., 1996

EinfluR der Zelldichte

Lallemund et al., 1998

Fas (Apoptose)

Goillot et al., 1997 ; Wilson et al., 1996

Cis-Platinum

Zanke et al., 1996

Tabelle 1: JNK aktivierende Stimuli

1.5.2 MAPK Kinasen Kinasen (MKKK) des JNK Signalweges

Die am besten untersuchte MKKK, die den JNK Signalweg aktiviert, ist MEKK1 (Xu
et al., 1996). MEKK1 bindet dabei an JNK und MKK4; dafiir ist die N-terminale
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Region von MKK4, die nicht zu der katalytischen Domane gehort, notwendig. Es
bildet sich ein terndrer Komplex aus MEKK1, MKK4 und JNK (Xia et al., 1998).
Weitere MKKK, die in den JNK Signalweg involviert sind, sind MEKK2 (Blank et
al.,1996), ASK1 (Wang et al., 1996), TAK1 (Yamaguchi et al., 1995), MST/MLK-2
(Hirai et al., 1997), MLK3 (Rana et al., 1996), MUK (Hirai et al., 1996) und TPL-2
(Salmeron et al., 1996). Diese MKKK aktivieren wie MEKK1 oft auch noch weitere
MAPK Signalwege oder auch den NF«B Signalweg.

1.5.3 Die MKK des JNK Signalweges

Bis jetzt wurden MKK4 und MKK?7 als Aktivatoren der JNKs identifiziert.

1994 wurde eine Kinase, die von MEKK1 aktiviert wird und selber Strel3-aktivierte
Kinasen (SAPK/JNK) phosphorylieren und aktivieren kann, gefunden. Diese Kinase
wurde zuerst mit SEK1 bezeichnet (Yan et al., 1994). Weitere Synonyme
Bezeichnungen der Kinase sind u.a. MKK4 und JNKK1. Es wurden drei MKK4
Proteine mit unterschiedlichen N-terminalen Bereichen identifiziert. Die Rolle der
MKK4 Isoformen konnte bis jetzt noch nicht aufgeklart werden (Davis, 2000).

MKK4 kann auRer dem JNK Signalweg auch p38 MAPK aktivieren (Derijard et al.,
1995; Lin et al., 1995). Versuche mit dominant-negativen Mutanten von MKK4
zeigten eine starkere Bindungsaffinitat von MKK4 zu JNK als zu p38 (Davis, 1999).
Fir die Existenz einer weiteren MAPK Kinase im JNK Signalweg neben MKK4 gab
es zum einen den Befund, dass der JNK Signalweg in den MKK4™ Zellen noch
aktivierbar ist, und zum anderen auch die Beobachtung, dass in vielen Saugerzellen
der zentrale Aktivator von JNK durch Anwendung chromatographischer Verfahren
von MKK4 trennbar ist (Meier et al., 1996; Kawasaki et al., 1996).

MKK7 wurde 1997 von verschiedenen Gruppen identifiziert, meistens als das
Homologon des Genproduktes hep von Drosophila melaganoster in Saugerzellen
(Moriguchi et al., 1997; Yao et al., 1997; Tournier et al., 1997; Wu et al., 1997).
Dabei wurden verschiedene Methoden verwendet und die gefundenen Kinasen
unterschiedlich bezeichnet.

Durch molekularbiologische Untersuchungen konnten verschiedene Arbeitsgruppen

die neue Kinase identifizieren. Tournier et al. fiihrten RT-PCR Untersuchungen mit
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MRNA aus Mausegewebe durch und entdeckten cDNAs, die verschiedene Formen
der neuen Kinase, die als MKK7 bezeichnet wurde, kodierten. Holland et al.
benutzen das ,yeast two hybrid system® mit MKK1 als Kdder. Durch Durchsuchen
von verschiedene Datenbanken fanden Wu et al., Moriguchi et al. und Yao et al. eine
cDNA, die eine bis dahin unbekannte MKK kodiert. Ebenfalls 1997 wurde von Lawler
et al. eine cDNA kloniert, deren offener Leserahmen fir ein Protein kodierte, das die
konservierten Aminosauren der Doméanen I-XI, die charakteristisch flr eine Kinase
sind, enthielt. Die Proteine hatten leicht unterschiedliche Gréken und wurden von
den Arbeitsgruppen verschiedenen charakterisiert.

Eine MKK7 cDNA kodiert fur ein Protein mit 419 Aminosauren. Dieses Protein wurde
als JNKK2 bezeichnet (Wu et al., 1997). Die von Lawler klonierte cDNA hatte ein
offenes Leseraster (ORF) fir ein Protein mit 333 Aminosauren, das als SKK4
bezeichnet wurde (Lawler et al., 1997). Yao et al. entdeckten eine cDNA mit einem
offenem Leserahmen von 347 Aminosauren, das fur ein Protein der molaren Masse
von ca. 39 kDa kodierte. In der Aminosauresequenz wurden 11 Kinase Subdomanen
gefunden. Das Protein besitzt eine grole Homologie zu hep, sowie zu den anderen
MAPK Kinasen und wurde mit MKK7 bezeichnet. Transfektionsversuche zeigten,
dass MKK7 den JNK Signalweg durch Phosphorylierung der Aminosauren Thr-183
und Tyr-185 von SAPKJ aktiviert. Durch den Einsatz einer Kinase-inaktiven Form
von MKK7 konnte eine Inhibierung der JNK Aktivierung nach Stimulation mit IL-1(
und LPS erreicht werden (Yao et al., 1997).

Moriguchi et al. entdeckten ein Protein aus 428 Aminosauren mit einer molekularen
Masse von 52,5 kDa. Das Protein wurde als MKK7 bezeichnet. Es konnte eine hohe
Ubereinstimmung zu den Kinasedomanen von hep und MKK4 festgestellt werden.
Antikérper gegen MKK7 wurden generiert und die Kinase konnte mit
chromatographischen Verfahren aus stimulierten Zellen aufgereinigt werden. MKK7
wurde als spezifischer Aktivator fir JNKs in-vitro und in-vivo identifiziert (Moriguchi et
al., 1997; Tournier et al., 1997).

Untersuchungen an transgenen Fliegen zeigten, dass MKK7 Funktionen von hep,
das u.a. fir den Rilckenschlul® bei Drosophila zustandig ist, Gbernehmen kann
(Holland et al., 1997).

Die neu identifizierte MAP Kinase Kinase wurde auf3er als MKK7, auch als JNKK2
und als SEK4/SKK4 bezeichnet.



1 Einleitung 12

MKKY7 aktiviert spezifisch den JNK Signalweg. Eine Phosphorylierung von p38 MAPK
oder ERKs findet nicht statt (Wu et al., 1997; Lu et al., 1997, Lawler et al., 1997;
Foltz et al., 1998).

Analysen von MKK7 aus Saugerzellen zeigten, dass diese Kinase in vielen adulten
und embryonalen Geweben exprimiert wird, vorwiegend im Skelettmuskel, sowie im
Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Niere und Pankreas (Wu et al., 1997; Lawler
et al., 1997; Moriguchi et al., 1997; Foltz et al., 1998).

In Geweben aus adulten Mausen wurden 2 mRNAs fur MKK7 von 2,2 und 4,6 kb
GroRe identifiziert (Tournier et al., 1997). Das Gen von MKK7 (Maus) wurde
identifiziert und dabei festgestellt, dass es 14 Exons enthalt. Bei weiteren
molekularen Untersuchungen des Gens fir MKK7 konnten 6 verschiedene Isoformen
identifiziert werden, die durch alternatives Spleilen und die Verwendung
verschiedener Exons gebildet werden. So entsteht eine Gruppe von Proteinkinasen
mit drei unterschiedlichen aminoterminalen Enden (., B3, y- Isoformen) und zwei
verschiedenen carboxyterminalen Enden (1 und 2 Isoform). Die Unterschiede
zwischen den Isoformen befinden sich ausschlieBlich im N- und C- terminalen
Bereich. Bereiche mit unterschiedlichen Aminosauresequenzen, wie bei den JNK-
Isoformen, wurden bei MKK7 nicht festgestellt. AuRerdem gibt es noch eine Deletion
bei der B-Form zwischen den Aminosauren 42-59 (Tournier et al., 1999).

MKK?7 bindet am aminoterminalen Bereich sein Substrat JNK. Dieser Bereich fehlt
bei der a-Isoform. Das flhrt zu einer leicht geringeren basalen Aktivitat der a-Form
und zu einer etwas starkeren induzierbaren Aktivierung (Tournier et al., 1999).
Allerdings zeigen diese Daten auch, dass die funktionellen Unterschiede zwischen
den Isoformen gering sind.

In Untersuchungen mit T-Lymphozyten wurde festgestellt, dass MKK7 fir die
Aktivierung des JNK Signalweges und die IL-2 Synthese notwendig ist (Matsuda et
al., 1998). In CD4'CD8"-Zellen im Thymus wurden hohe Konzentrationen an MKK7
und niedrige an MKK4 festgestellt. In diesen Zellen ist die Aktivierung des JNK
Signalweges wichtig flir die negative Selektion (Rincén et al., 1998). Neue
Untersuchungen zeigen, dass MKK7 auch einen EinfluR auf die mRNA Stabilitat
besitzt. Dies wurde fir die mRNA von IL-2 in Jurkat Zellen wahrend der T-Zell
Aktivierung gezeigt (Chen et al., 2000).
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Bei Lokalisationsuntersuchungen wurde festgestellt, dass sowohl endogenes MKK7
als auch endogenes MKK4 im Zytoplasma und im Nukleus vorkommen. Die
Stimulation mit UV-Strahlung oder IL-1o0 anderte die Lokalisation der Kinasen kaum.
Versuche mit Gberexprimierten MKK7 Isoformen zeigten eine vermehrte Anhaufung

der rekombinanten Proteine im Kern (Tournier et al., 1999).

1.5.3.1 Extrazellulare Aktivierung von MKK7

Die selben Stimuli die JNK aktivieren, aktivieren auch MKK7. Dazu gehdren
proinflammatorische Zytokine (Finch et al., 1997), TNFo und IL-1B3, Hyperosmolaritat,
Anisomycin und UV-Strahlung. Durch EGF wurde MKK7 am wenigsten aktiviert (Wu
et al., 1997). Es wurden Unterschiede zwischen der Aktivierung von MKK7 und
MKK4 durch verschiedene Stimuli in unterschiedlichen Zelltypen festgestellt. In KB-
und U937 Zellen erfolgte durch osmotischen Strel} eine Aktivierung beider Kinasen.
Durch TNFo wurde eine preferentielle Aktivierung von endogenem MKKY festgestellt
(Moriguchi et al., 1997). In KB-Zellen konnte gezeigt werden, dass sowohl MKK7 als
auch MKK4 durch Stref3stimuli (osmotischen Schock, UV-Strahlung, sowie dem
Proteinsynthesehemmer Anisomycin), aber nur MKK7 durch proinflammatorische
Zytokine (IL-1 und TNFo) aktiviert werden (Lawler et al., 1997). In PC12 Zellen
erfolgt eine Aktivierung von MKK4 durch UV und Mannitol, dagegen wurde in diesen
Zellen durch Mannitol nur MKK7 aktiviert (Butterfield et al., 1999). In Mastzellen
wiederum erfolgte die Aktivierung des JNK Signalweges nach UV-Stimulation durch
MKK7 (Kawakami et al., 1998).

1.5.3.2 MAPK Kinasen Kinasen , die MKK7 aktivieren

In Kotransfektionsexperimenten wurden MEKK1, MEKK2 und ASK als MKK7
Aktivatoren identifiziert (Wu et al., 1997). Yao et al. konnten 1997 MEKK1 als
Aktivator von MKKY7 identifizieren, indem eine Kinase-inaktive MKK7-Mutante
eingesetzt wurde und diese von MEKK1 induzierte JNK Aktivierung inhibieren
konnte. Ebenfalls in Expressionsversuchen wurde festgestellt, dass auch MEKK3
MKK7 aktiviert (Deacon and Blank, 1999). Durch MLK2 erfolgt eine starkere
Aktivierung von rekombinantem MKK7 als von MKK4 (Hirai et al.,1998). In Neuronen

konnte eine Aktivierung von MKK7 durch DLK in-vitro nachgewiesen werden (Merritt
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et al., 1999). Eine Aktivierung von MKK4 durch DLK findet nicht statt, dagegen kann
MLK3 sowohl MKK4 als auch MKK7 phosphorylieren.

1.5.4 Aktivierungsmechanismus von JNK durch MKK4 und MKK?7

Fur die Phosphorylierung und Aktivierung von JNKs ist die duale Phosphorylierung in
der Kinase Subdomane VIl in dem Motif Thr-Pro-Tyr an Thr-183 und Tyr-185 durch
die MAPK Kinase MKK4 und MKK7 erforderlich. MKK4 phosphoryliert bevorzugt
Tyrosin-185 und MKK7 eher Threonin-183 in diesem Motif (Lawler et al., 1998, s.
auch Abb. 1.3). Entsprechend ist die JNK Aktivierung durch jede der beiden Kinasen
allein eher niedrig und durch beide Kinasen synergistisch. In-vitro Versuche mit
durch MEKK1 aktivierten MKK4 und MKK7 zeigten, dass dieses Phanomen
konzentrationsabhangig ist, so wurde die selektive Phosphorylierung hauptsachlich
bei niedrigen Konzentrationen von MKK4 und MKK7 festgestellt. Bei hohen
Konzentrationen beider Kinasen wurde schon durch MKK4 allein eine starke JNK1-
Aktivierung gemessen, die durch MKK7 kaum noch erhoht werden konnte. Weiter
wurde gezeigt, dass beide Kinasen unter diesen Bedingungen- MKK4 und MKK7- im
Prinzip sowohl Tyr als auch Thr phosphorylieren konnen, MKK4 aber schneller das
Tyr-185 und MKK7 preferentiell und schneller das Thr-183 (Lawler et al., 1998).

MKK: MKK7 MKK4 MKK7 MKK4

(aktiv)
Thr'83-Pro-Tyr'# Thr'83-Pro-Tyr'# Thr'8*-Pro-Tyr'8

v v v

JNK partiell JNK partiell JNK voll
aktiv aktiv aktiv

JNK:

Abb. 1.3: Bei niedrigen Konzentrationen von MKK4 und MKK?7 erfolgt eine
synergistische Aktivierung von JNK (nach Lawler et al., 1998)

Bei niedrigen Konzentrationen von MKK4 und MKK?7 erfolgt eine schnellere Phosphorylierung von
Thr-183 durch MKK7 und von Tyr-185 von MKK4. Bei hohen Konzentrationen wird diese
Praferenz nicht beobachtet. Beide MKK kénnen sowohl Thr-183 als auch Tyr-185
phosphorylieren.
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1.5.5 Zielmolekiile des JNK Signalweges

Die Transkriptionsfaktoren, die als Zielmolekule fur JNKs identifiziert wurden,
gehoren zu der Gruppe von bZIP-Molekilen, die als Komplexe an AP-1 (Aktivator
Protein 1) oder AP-1 ahnlichen Bindungsstellen von Promotoren binden. AP-1 st
das am besten charakterisierte Zielmolekil des JNK Signalweges. JNKs
phosphorylieren in-vivo und in-vitro Komponenten von AP-1, das als Homo- bzw.
Heterodimer aus den Proteinen Jun (v-Jun, c-Jun, JunB, JunD), Fos (v-Fos, c-Fos,
FosB, Fra1l, Fra2), ATF2, ATF3 oder B-ATF gebildet wird (Karin et al., 1997).
Bindungsstellen fir AP-1 sind in Promotoren vieler Gene enthalten (Karin et al.,
1997).

c-Jun, codiert durch das Proto-Onkogen c-jun, hat vielfaltige Funktionen wahrend der
Zellproliferation als auch bei Transformationen. Die Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktoren fuhrt zu einer verstarkten transkriptionellen Aktivitat, z.B. in
dem AP-1 Komplex. Der Promotor von c-Jun enthalt eine AP-1 ahnliche
Bindungsstelle, deshalb wird bei erhohter AP-1 Aktivitat die Expression von c-Jun
verstarkt. AuBerdem erhoht sich die Halbwertszeit von c-Jun, da die
Phosphorylierung von c-Jun durch JNKs den durch Ubiquitin vermittelten Abbau des
Molekiils verringert (Musti et al., 1997).

Allerdings ist AP-1 selten der alleinige Regulator von Promotoren, desweiteren ist
AP-1 meistens ein Heterodimer aus c-Fos und Jun, wobei c-Fos nicht von JNK
phosphoryliert wird. Die Fos Kinase ist bis jetzt unbekannt (Karin et al., 1997).

JNKs phosphorylieren auch andere Transkriptionsfaktoren, wie Elk-1 (Zinck et al.,
1995), SAP1 und NFAT4 (Chow et al., 1997), die nicht zu AP-1 gehoren.

Ein spezifischer Inhibitor fir den JNK Signalweg, wie PD098059 fur den ERK und
SB203580 fur den p38 MAPK Signalweg, wurde 1999 von Karin erwahnt, dieser ist
aber nicht kommerziell erhaltlich (Chu et al., 1999).
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Aktivatoren Zellularer StreB; Zytokine; Wachstumsfaktoren (Auswahl)
!

MKKK MEKK1, MEKK2, MEKK3, MEKK4, MLK2,3

TAK1, MUK, Tpl-2, ASK1, MST

!

MKK MKK4 MKK7
!

MAPK JNK (JNK1/JNK2/JNK3)
!

Substrate Transkriptionsfaktoren (z.B.: c-Jun; ATF-2; Elk-1)

Abb.1.4: Aufbau des JNK Signalweges

Abk.:

MKKK MAPK Kinase Kinase

MKK MAPK Kinase

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase
JNK Jun N-terminale Kinase

SAPK Strel aktivierte Proteinkinase

MLK “Mixed lineage Kinase”

MUK “MAPK upstream Kinase”

TAK1 “Transforming growth factor B-activated Kinase 1”
Tpl-2 “Tumor progression locus 2”

ATF-2 »Activating transcription factor”
ASK1 “Apoptosis signal-regulating Kinase”

1.5.6 Knock-out Untersuchungen zu Molekiilen aus dem JNK Signalweg

Versuche mit T-Zellen von JNK1* KO und JNK2" KO Mausen zeigten, dass die
Aktivierung von T-Zellen und die IL-2 Synthese nicht verandert ist, aber keine
funktionelle Differenzierung in Th-1 und Th-2 Zellen stattfindet (Dong et al., 1998;
Sabapathy et al., 1999). Die Gabe von Kaininsaure fihrt zu verstarkter c-Jun
Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu zeigten JNK3” KO Mause nach Gabe von
Kaininsaure eine geringere Phosphorylierung von c-Jun in-vivo (Yang et al., 1997).

Es war auch nicht mdglich lebensfahige MKK4” KO Méuse zu generieren, die
Embryonen zeigten Leber Apoptose (Yang et al., 1997; Ganiatsas et al., 1998;
Nishina et al., 1999). Die Untersuchungen wurden deshalb mit embryonalen Zellen
aus diesen Tieren durchgefuhrt. In embryonalen MKK4"™ KO Stammzellen wurde
nach Stimulation mit dem Proteinsyntheseinhibitor Anisomycin und nach Hitzeschock

eine geringere JNK-Aktivierung als in normalen Stammzellen aus MKK4"™ Mausen
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festgestellt. Dagegen zeigten MKK4™ KO Stammzellen nach Stimulation mit UV und
Sorbitol eine ahnliche JNK-Aktivierung wie die MKK4*"* Stammzellen (Nishina et al.,
1997). In der Regulation des p38 MAPK Signalweges haben MKK4™" KO Zellen keine
Defekte. Dies kann durch Substitution von MKK4 Funktionen durch MKK3 und/oder
MKKG (Aktivatoren von p38 MAPK) erklart werden. In MKK4”™ KO Fibroblasten
dagegen wurde sowohl eine geringere JNK- als auch eine schwachere p38 MAPK-
Aktivierung nach Stimulation mit IL-1, TNFo, Anisomycin und Sorbitol festgestellt
(Ganiatsas et al., 1998).

Die Untersuchungen an den MKK4”™ KO Stammzellen und Fibroblasten sowie
biochemische Untersuchungen zeigten, dass es auRer MKK4 noch mindestens einen
weiteren Aktivator von JNKs geben muf3, da bei den verwendeten Zellen zwar die
JNK-Regulation verandert war, aber kein vollstandiger Verlust des JNK Signalweges

festgestellt wurde.

Das Zerstéren des Gens von MKK7 fuhrte ebenso wie bei analogen Versuchen mit
MKK4 zum Sterben der Mause-Embryonen. Deshalb wurden auch fur diese KO
Versuche embryonale Stammzellen verwendet. Embryonale Stammzellen von
MKK7" KO, in denen die Expression von MKK4 nachweisbar war, zeigten nach
Stimulation mit UV-Strahlung eine stark verminderte JNK-Aktivitat und eine
unveranderte p38 MAPK Aktivitat (Dong et al., 2000). Zusammenfassend sind die

Gene von MKK4 und MKKTY fur einen lebensfahigen Organismus notwendig.
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1.6 Fragestellung

MKK? ist ein spezifischer Aktivator des JNK Signalweges. Bisherige Untersuchungen
zeigen, dass dieser Signalweg wesentlich die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren
reguliert. In der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion von MKK7 in intakten Zellen
untersucht werden. Dazu sollte ein System etabliert werden, welches eine
regulierbare Expression von verschiedenen MKK7 Mutanten gewahrleistet und
dadurch die kontrollierte intrazellulare Aktivierung MKK7-abhangiger Signalwege

ermaoglicht.

Durch Untersuchungen auf mRNA sowie auf Proteinebene sollte versucht werden,

von MKK7 abhangige Anderungen der Genexpression zu identifizieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerate

Brutschrank
DurchfluBRzytometer

Eismaschine

Elektrophoresekammern

Filmentwicklungsmaschine

Geltrockner

Heizblock

Kuhlzentrifugen

Mikroskope

Mikrotestplattenleser
Spektralphotometer
Sterilwerkbank
Szintillationsmel3gerat
Thermocycler
Tischzentrifuge
Ultra-Zentrifuge
UV-Transilluminator
Western-Blot-Kammer

Zellzentrifuge

CO2 Autozero, Heraeus (Hanau)
FACScan (Becton-Dickinson, Heidelberg)
Ziegra (Isernhagen)

Mightly Small SE245, Hoefer (USA)
Vertikale duale Elektrophoreskammer,
Sigma (Osterode)

IPGPhor, Pharmacia (Freiburg)

Hoefer DALT System, Pharmacia (Freiburg)
Optimex, Protec

GSD4, Pharmacia (Freiburg)

Maxidry D64, Biometra (Goéttingen)
Thermomixer 5436, Eppendorf (Hamburg)
RC2B, Sorvall (Bad Homburg)

Sigma 3K20 und 6K10 (Osterode, Harz)
Laborlux 11, Leitz

ULWCD Olympus (Tokyo, Japan)

MR 6500, Dynatech (Denkendorf)
UV-160A, Shimadzu (Hannover)

Lamin Air HB 2472, Heraeus (Hanau)
Wallac 1410, Pharmacia (Freiburg)

Vario V, Landgraf (Hannover)

Biofuge pico, Heraeus (Hanau)

TL-100, Beckmann (Munchen)

Gel Doc 1000 System, Bio Rad (Minchen)

Semy-Dry-Blotter, Schleicher&Schuell (Dassel)

RT 6000, DuPont (Bad Homburg)
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2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Serva,

Sigma, Merck, Baker, Fluka, Biomol, Promega, Invitrogen und Pharmacia bezogen

(Qualitatsstufe ,p.a.“, ,Fir die Molekularbiologie® oder ,cell culture grade®).

2.2.2 Sonstige Materialien, Reagenzien und Kits

Bradford-Kit

dNTP Set
GSH-Sepharose

G418 (Geneticin)
Hybond-N

IPG-Streifen

IPG-Puffer
Kationenaustauschersaule

.Fast Flow“ S-Sepharose

Protein Assay Dye Reagent, Bio Rad (Munchen)
New England Biolabs (Schwalbach)

Pharmacia (Freiburg)

Calbiochem (Bad Soden /Taunus)

Amersham (Braunschweig)

Pharmacia (Freiburg), BioRad (Minchen)
Pharmacia (Freiburg)

Pharmacia (Freiburg)

Medium und Zusatze (Zellkultur) GibcoBRL (Eggstein)

Molekulargewichtsstandard fir

SDS-PAGE (ungefarbt)
Mini-Prap Kit
pl-Standards

Protein A-/G-Sepharose
PVDF-Membran

pd(Ne)

Qiagen Plasmid Kit
QlAshredder

Radioaktive Isotope

Restriktionsendonukleasen
RNeasy-Mini-Kit

Pharmacia (Freiburg)

Pharmacia (Freiburg)

Pharmacia (Freiburg)

Pharmacia (Freiburg)

Millipore (Eschede)

Pharmacia (Freiburg)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

ICN

Hartmann Analytics (Braunschweig)
Pharmacia (Freiburg)

MBI (St. Leon-Rot), Pharmacia (Freiburg)

Qiagen (Hilden)
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Rontgenfilme Biomax-ML, Biomar-MR (Kodak)
Taq-DNA-Polymerase GibcoBRL (Eggstein)

Silver staining Kit Pharmacia (Freiburg)
Zellkulturmaterial Nunc (Wiesbaden)

2.2.3 Antikorper und rekombinante Proteine

SAK-9 (Prof. Saklatvala, London, UK)

Antiserum aus Kaninchen, polyklonal (nicht aufgereinigt)

immunisierendes Peptid von p54SAPKo(Ratte)/human JNK20:2(409-423) abgeleitet
DSSLDDASTGPLEGCR-COOH

SAK-10 (Prof. Saklatvala, London, UK)

Antiserum aus Kaninchen, polyklonal (nicht aufgereinigt)

immunisierendes Peptid von p54SAPK(Ratte)/human JNK3a1(307-384) abgeleitet
GVVKGQPSPAQVQQ-COOH

SAK-7 (Prof. Saklatvala, London, UK)

Antiserum aus Kaninchen, polyklonal (nicht aufgereinigt)

immunisierendes Peptid vom C-Terminus von p38 MAPKa abgeleitet
ISFVPPLDQEEMES

SAK16-1, SAK16-2 (Prof. Saklatvala, London, UK)

Antiserum aus Kaninchen, polyklonal (nicht aufgereinigt)

immunisierendes Peptid vom C-Terminus von GST-MKK7 (128 Aminosauren)

anti-MKK7 (I.Foltz, Canada)

polyklonaler Antikérper aus Kaninchen, immunisierendes Peptid abgeleitet von N-

terminalen Aminosauren von MKK7a (4-26), Antikdrper wurde fusioniert mit dem N-
Terminus vom T-Zellepitop des Tetanus Toxin und aufgereinigt aus dem Serum der

immunisierten Karninchen mit Protein-A-Sepharose
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anti-GFP (Boehringer Mannheim)

Mischung aus zwei monoklonalen Antikérpern aus der Maus ( Klone 7.1 und 13.1)
gegen GFP; Immunisierung von Mausen mit partiell gereinigtem rekombinanten

Aequorea victoria GFP als Immunogen

anti-c-myc (9E10) ( Boehringer, Mannheim)

monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen ein Peptid des humanen Myc Proteins,
aufgereinigt mit Protein G

( erkannt wird 9E10 Epitop: EQKLISEEDL)

Antikorper erhalten nach Immunisierung von BALB/c Mausen mit
AEEQKLISSEEDLLRKRREQLKHKLEQLRNSCA (Aminosauren 408-439)

anti-HA ( Boehringer Mannheim)

monoklonaler Antikorper aus der Maus (Klon 12CAS) gegen ein Peptid-Epitop aus
dem Hamaglutinin-Protein des humanen Influenza-Virus
erkennt die Sequenz: YPYDVPDYA

immunisierendes Peptid: Aminosauren 76-111 des X47 Haemaglutinin

anti-RXRa (D-20: Santa Cruz)

polyklonaler, affinitatsgereinigter Antikorper aus Kaninchen,

immunisierendes Peptid abgeleitet von den N-terminalen Aminosauren des humanen

RXRo. (2-21)

anti-ERK2 (C-14, Santa Cruz)

polyklonaler, affinitatsgereinigter Antikorper aus Kaninchen,

immunisierendes Peptid abgeleitet von C-terminalen Aminosauren von p42 (ERK2)
der Ratte

anti-JNK1 (C-17, Santa Cruz)

polyklonaler, affinitatsgereinigter Antikérper aus Ziege,

immunisierendes Peptid abgeleitet von C-terminalen Aminosauren von humanen
JNK1



2 Material und Methoden

anti-JNK2 (D-2, Santa Cruz)
monoklonaler IgG aus Maus, erhalten durch Immunisierung mit dem vollstandigen
rekombinanten JNK2-Protein (1-424) aus E.coli

anti-Maus 1gG-POD Pharmacia, Freiburg

anti-Kaninchen 1gG-POD Pharmacia, Freiburg

humanes, rekombinantes zur Verfugung gestellt von PD Dr. Kracht
GST-c-Jun (1-135)

GST-SAPKp zur Verfugung gestellt von Prof. Saklatvala
humanes, rekombinantes zur Verfugung gestellt von Prof. Saklatvala
IL-1o zur Verfugung gestellt von Prof. Saklatvala
His-MAPKAP zur Verfligung gestellt von Prof. Gaestel
2.2.4 Plasmide

pIND Invitrogen (Groningen, Niederlande)
pVgRXR Invitrogen (Groningen, Niederlande)
pCS3MTMKK7-Konstrukte zur Verfligung gestellt von P. Holland, USA
pEGFP-C1 Clontech, Heidelberg

peVHAJNK?2 Arbeitsgruppe PD Dr. Kracht

pINDlacZ Invitrogen (Groningen, Niederlande)

2.2.5 Primer

MKK7(s): BamHI Schnittstelle, ohne Startcodon
GCGCGGATCCGGGAAGATAGCGGCGTCCT

MKK7(as): BamHI Schnittstelle, mit Stop Codon
GCGCGGATCCCTACCTGAAGAAGGGCAGA

GFP-C1:
CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
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pIND(s): Ekdyson forward (Invitrogen)
CTCTGAATACTTTCAACAAGTTAC

pIND(as): BGH reverse (Invitrogen )
TAGAAGGCACAGTCGAGG

FRA-2(s): GAGAAGCGTCGCATCCGGCGGGA
FRA-2(as): ACTACAGCGCCCACCGAGCCACC

SRPK-1(s): TTGCTGAAGTCAGTTCGCAATTCAGACC
SRPK-1(as): CAGATCGCTGCCATTCTGTTGCTTCTG

ATF-4(s): AATGGCTGGCTGTGGATGGGTTGGTCA
ATF-4(as): GATCATGGCAACGTAAGCAGTGTAGTCTG

TFPI-2(s): GGAGCCAACAGGAAATAACG
TFPI-2(as): CGTCCACACTCACTTGCAGC

2.3 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien sind adharent und wurden in 25 oder 75 mm?
Zellkulturflaschen bei einer Temperatur von 37°C, 5% CO2 und einer

wassergesattigten Atmosphare in Vollmedium kultiviert.

2.3.1 Zelllinien

HEK293: adenovirustransformierte embryonale Nierenzelle (human), DSZM,
Braunschweig

Medium: Nut-Mix F12 mit 10% (v/v) FKS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

EcR-293: stabil mit pVgRxR transfizierte HEK293 (Invitrogen, Groningen,
Niederlande)

Medium: DMEM mit 10% (v/v) FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml

Streptomycin
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Die Passage der adharenten Zellen erfolgte alle 3-4 Tage, sobald die Zellen einen
zusammenhangenden Zellrasen bildeten. Dazu wurde das Medium dekantiert, neues
Medium zugefugt, die Zellen abgeschlagen und in diesem resuspendiert. Ein Aliquot
der Zellsuspension wurde in eine neue Kulturflasche, in denen Medium vorgelegt

wurde, pipettiert.

2.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die mit Medium abgeldsten Zellen bei 1200 UpM fir 5
Minuten bei RT sedimentiert. Danach wurde das Zellpellet in 500 yl DMEM (mit 40 %
(v/v) FKS resuspendiert und in Eis auf 0°C gekuhlt. In ein Kryoréhrchen wurden 500
ul DMEM ( 20 % (v/v) DMSO) vorgelegt und die resuspendierte Zellsuspension dazu
pipettiert. Die Kryoréhrchen wurden in einem auf 4°C vorgekuhlten, mit Isopropanol
gefiillten Nalgene-Cryo Freezing Container (iber Nacht in einem -80°C
Tiefkhlschrank gestellt und zur langeren Lagerung in ein Dewargefal mit flissigem
Stickstoff Uberfuhrt.

Zum Auftauen wurde aus dem Dewargefald ein Kryorohrchen entnommen, schnell
aufgetaut und in 10 ml Medium Uberfihrt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5
Minuten, 1200 UPM, RT), um das DMSO zu entfernen. Das Zellpellet wurde in
frischem Medium resuspendiert, und die Zellen wurden im Brutschrank weiter
kultiviert.

2.3.3 Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde in einer Neubauer-Zahlkammer mikroskopisch
ausgezahlt, indem die Zellsuspension 1+1 mit Trypanblau (0,8 % (v/v) in PBS)
versetzt wurde. Lebende Zellen sind in der Lage Trypanblau aktiv auszuscheiden,
wahrend tote oder geschadigte Zellen dazu nicht in der Lage sind und blau gefarbt

werden.

Zellzahl / ml = ausgezahlte Zellen / Grol3quadrat x 2 x 10*
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2.3.4 Stimulation von Zellen

Die Stimulation der Zellen erfolgte in Medium mit FKS und den anderen Zusatzen.
Das jeweilige Agens wurde in der entsprechenden Konzentration fir die bestimmten
Zeiten zu den Zellen gegeben. Fur die Sorbitol-Stimulation wurde das entsprechende
Volumen der Sorbitol-Stammldsung zuerst mit Medium versetzt und dann zu den
Zellen zugeflgt.

In den Versuchen wurden verschiedene Stimuli eingesetzt.

Substanz Konzentration
IL-10 10 ng/ml
EGF 50 ng/ml
TNFo 50 ng/ml
Sorbitol 500 mM
Anisomycin 10 pg/ml
Arsenit 50 uM

2.4 Praparative und analytische Methoden fir Proteine

2.4.1 Praparation von Proteinen aus einem Ganzzelllysat

Sowohl fur den Nachweis der c-Jun N-terminalen Kinaseaktivitat als auch fur den
Nachweis von Proteinen im Western-Blot wurden Ganzzelllysate verwendet.

Zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten, die die zu untersuchenden Kinasen
enthielten, wurde die Zellmembran mit Hilfe von Detergenzien aufgebrochen
(z.B.Triton X-100). Alternativ erfolgte der Aufschlul® der Zellmembran durch Scheren
der Membran. Dazu wurden die im Kinase-Lysepuffer befindlichen Zellen je 3x durch
eine Kanudle mit 0,9 mm Durchmesser (20 gauge) und anschlieBend durch eine

Kanule mit 0,45 mm Durchmesser (26 gauge) gepref3t.

Die Proteinbestimmung der Extrakte erfolgte in einer geeigneten Verdinnung nach
der Bradford-Methode. Die Lysate wurden bei —80°C aufbewahrt.
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Lysepuffer fir Ganzzelllysate

10 mM Tris, pH 7,05

30 mM Natriumpyrophosphat
50 mM NaCl

1 % (vIv) Triton X-100

50 mM NaF

20 mM B-Glycerophosphat

Lysepuffer fir zytosolische Extrakte (fur Kationenaustauscherchromatographie)

20 mM Tris, pH 7,4
50 mM NaF

1 mM EDTA

1 mM EGTA

0,2 mM NazVO4

In den verwendeten Lyse-Puffer wurden jeweils kurz vor Versuchsbeginn folgende

Protease- und Phosphataseinhibitoren zugefligt.

Lysepuffer fir Ganzzelllysate

0,5 mM PMSF

0,5 pug/ml Leupeptin

0,5 ug/ml Pepstatin

400 nM Okadainsaure

Lysepuffer fur zytosolische Extrakte (fur Kationenaustauscherchromatographie)
1 mM PMSF

10 uM E64
0,5 ug/ml Pepstatin
4 mM DTT

Je nach zu lysierender Zellmenge variierte das verwendete Volumen zwischen 50 pl
(0,4 x 10" Zellen) bis zu 200 pl (1,5 x 107 Zelle).
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2.4.2 Praparation von zytosolischen Extrakten und Kernextrakten

Die Gewinnung der Extrakte orientierte sich an der Methode von Dignam (1990),

wobei den Puffern weitere Inhibitoren und Zusatze zugefugt wurden:

300 uM PMSF

10 MM E64

400 nM Okadainsaure
0,5 pg/ml Leupeptin
0,5 mg/ml Pepstatin

5 mM DTT

Die Gewinnung der Extrakte wurde ausschliel3lich unter Eiskihlung durchgefuhrt.

1-1,5 x 107 Zellen wurden mit kaltem PBS vom Boden des Kulturgefalles abgelost,
durch Zentrifugation sedimentiert (1200 UPM, 5 Minuten, 4 °C) und in 150 ul Puffer A
resuspendiert und wieder pelletiert (10000 x g, 5 Minuten, 4°C). Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellpellet in Puffer A, dem 0,1 % (v/v) NP-40 zugesetzt
wurden, resuspendiert und fur 10 Minuten auf Eis gestellt. Um den Zellaufschluf® mit
dem milden Detergenz zu unterstttzen, wurden die Proben zwischendurch gevortext.
Nach der Zentrifugation bei 10000 x g fur 5 Minuten bei 4°C pipettierte man den
zytosolischen Uberstand vorsichtig ab und das Pellet mit den Kernen wurde in 50-75
ul Puffer B aufgenommen. Die Proben wurden fur 1 Stunde auf Eis inkubiert und
mehrmals gevortext. Nach einer weiteren Zentrifugation (10000 x g, 5 Minuten, 4°C)

erhielt man die gelésten nuklearen Proteine im Uberstand (Kernfraktion).

Die Proteinbestimmung der Extrakte erfolgte in einer geeigneten Verdlinnung nach
der Bradford-Methode. Die Proben wurden bei —-80°C gelagert.

Puffer A

10 mM HEPES

10 mM KCI

1,5 mM MgCl2

0,3 mM NazVO4

20 mM B-Glycerophosphat

pH 7,9 mit KOH einstellen
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Puffer B

20 mM HEPES

1,5 mM MgCl2

420 M NaCl

0,2 mM EDTA

0,3 mM NasVO

20 mM B-Glycerophosphat

pH 7,9 mit KOH einstellen

Puffer B wurde mit 25 % (v/v) Glycerin versetzt

2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung der hergestellten Lysate beruht auf der Methode
nach Bradford (1976). Durch Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant Blau
(CBB) an basische und aromatische Aminosauren verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm zu 595 nm.

Durchgefiihrt wurde die Proteinbestimmung im Mikromafistab mit dem Protein Assay
Kit der Firma Bio-Rad. 100 pl einer geeigneten Probenverdiinnung in PBS (1:50 bis
1:1000) wurden in einer 96-Loch Flachbodenplatte (Mikrotiterplatte) vorgelegt und
mit 100 ul des Bio-Rad Reagenz (40 % (v/v)) versetzt. Nach 5 Minuten Inkubation
erfolgte die Messung der Extinktion gegen einen Leerwert im Elisa-Reader bei 595
nm.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde eine Eichreihe mit BSA (0-35 yg/ml in PBS)

verwendet. Alle Messungen wurden in Dreifachwerten ausgefuhrt.

2.4.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Das Trennverfahren nach Lammli (1970) ermdglicht die Auftrennung von
Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht. Denaturierte Proteine bilden mit
SDS einen negativen Ladungskomplex, der im elektrischen Feld zur Anode wandert,

so dass alleine der Vernetzungsgrad des Acrylamid-Gels die Trennleistung bestimmt.
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Der Vernetzungsgrad wurde durch Variation des Volumenanteils an der
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung eingestellt.

In einem Gelgiel3stand wurde zuerst das Trenngel gegossen, nach dem
Auspolymerisieren erfolgte dann die Herstellung des 5 %-igen Sammelgels mit den
Probentaschen. Die Proben wurden im Verhaltnis 4:1 mit Lammli-Auftragspuffer
versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert, abzentrifugiert und aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstarke, abhangig von den verwendeten
Gelen.

Gele mit 10 cm Trennstrecke: 35 mA

Gele mit 18 cm Trennstrecke: 50 mA

Trenngel-Puffer

0,375 M Tris

7,5-12,5 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (30:1)
0,1 % (w/v) SDS

0,2 % (vIv) TEMED

0,1 % (W/v) APS

pH 8,8

Sammelgel-Puffer

0,126 mM Tris

5 % (wW/V) Acrylamid/Bisacrylamid (30:1)
0,1 % (W/v) SDS

0,2 % (vIv) TEMED

0,1 % (wW/V) APS

pH 6,8

Lammli-Auftragspuffer (4xLosunq)

100 mM Tris, pH 8,8

8 % (W/v) SDS

24 % (vIv) Glycerol

16 % (VIV) B-Mercaptoethanol

0,02 % (wW/V) Bromphenolblau
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Lammli-Elektrophorese Puffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (W/v) SDS

2.4.5 Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran (Western-Blot)

Zur Immobilisierung der aufgetrennten Proteine nach der SDS-PAGE auf eine
Membran und ihre anschlieRende immunologische Detektion wurde das ,Semi-dry*“-
Verfahren angewendet. Dabei wurden die mit verschiedenen Lésungen getrankten
1,5 mm dicken Filterpapiere um das Gel und die mit Methanol und Wasser
befeuchtete Membran gelegt, die dann in der Apparatur zwischen die zwei Graphit-
Elektroden plaziert wurden. Aufgrund der geringen Pufferkapazitat ist die Transferzeit

beschrankt.

Aufbau der Elektrotranfer-Apparatur:

Anode
2 Lagen Filterpapier Puffer IV
1 Lage Filterpapier Puffer lll

PVDF-Membran
SDS-PAGE (Gel)

1 Lagen Filterpapier Puffer Il
2 Lage Filterpapier Puffer |
Kathode

Der Transfer erfolgte mit 0,75 mA pro cm? fiir 2 Stunden.

Puffer |
04 % (w/v) SDS
60 mM Milchsaure

100 mM Tris, pH 8,4
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Puffer Il

0,4 % (wlv) SDS

15 mM Milchsaure
100 mM Tris, pH 8,4
Puffer lll

20 % (VIv) Methanol
60 mM Milchsaure
20 mM Tris, pH 3,8
PufferlV

20 % (VIv) Methanol
100 mM Tris, pH 10,4

2.4.6 Immunodetektion transferierter Proteine mittels Chemilumineszenz (ECL)

Zur spezifischen Detektion der auf der PVDF-Membran befindlichen Antigene wurde
nach Absattigung freier Bindungsstellen durch Blocken (5 % (w/v) Milchpulver in
TBS) die Membran mit dem Primarantikérper (bei 4°C, GUber Nacht) inkubiert. Die
Verdinnung (1:500 — 1:1500) des Antikorpers wurden in TBS 5 % (w/v) Milchpulver /
0,01 % (w/v) Natriumazid angesetzt und mehrere Male wiederverwendet. Nach
Entfernen und mehrmaligem Waschen der Membran in TBS (6 x 10 min) wurde mit
dem entsprechenden Sekundarantikérper (Verdinnung 1:2000 — 1:3000 in TBS 5 %
(w/v) Milchpulver fur 3 h bei RT inkubiert. Nach dem Abgiefen des
Sekundarantikérpers und dem erneuten Waschen (4 x 10 min ) mit TBS bei RT
erfolgte die Detektion der Banden als Chemilumineszenzsignale mittels einem ECL-
Reagenz und Autoradiographiefilmen.

Eine PVDF-Membran konnte mehrmals flr verschiedene Immunfarbungen
eingesetzt werden. Um gebundenes HRP zu inaktivieren, wurde die Membran in 100
% Methanol gewaschen und anschlielend wieder in TBS aquilibriert. Dadurch
werden zwar nicht die an die Proteine gebundenen Antikorper entfernt, es sind aber

meistens noch weitere Detektionen mit anderen Antikorpern maoglich.
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IBS

20 mM Tris
500 mM NaCl
pH 7,4

2.4.7 Farbung von Proteingelen mit Coomassie

Das Anfarben und Fixieren der Proteinbanden erfolgte mit einer Coomassie-Losung.
Hierzu wurden die SDS-Polyacrylamidgele fur 15-30 min bei RT mit der Farbelésung
inkubiert. Da der Farbstoff das gesamte Gel zunachst auch unspezifisch farbt,
wurden die Gele anschlieBend mit Entfarbeldosung fur mind. 2 h inkubiert, bis nur
noch die gefarbten Proteinbanden sichtbar waren. Anschlie3end wurden die Gele auf

dem Geltrockner in der Warme unter Vakuum getrocknet.

Coomassie-Farbeldsung

1 g/l Coomassie-Brilliant Blue
50 % (vIv) Methanol
20 % (VIv) Essigsaure

Entfarbe-Ldsung
30 % (vIv) Methanol

1 % (v/v) Ameisensaure

2.4.8 Aufreinigung von Kinasen mit lonenaustauscherchromatographie

Mittels Kationenaustauschersaulen kdnnen Kinasen aus Zellextrakten separiert und
auch angereinigt werden. MKK7 kann dabei von anderen Kinasen, auch von MKK4
getrennt werden (Moriguchi et al, 1997; Holland et al, 1997). Verwendet wurde dafir
eine ,Fast Flow“ S-Sepharose Saule (Pharmacia, Volumen der Saule: 0,5 ml). 1 mg
Protein entsprechendes Volumen des zytosolischen Extraktes wurde mit 50 mM
MES, pH 6,0, ad 1 ml aufgeflllt und auf die mit Lésung A aquilibrierte Saule

gegeben. Nach Waschen mit 2 ml Losung A wurden die Proteine mit 4 mal 0,5 M
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NaCl eluiert. AnschlieBRend wurde die Saule mit 1 ml Lésung C gespult. Die
aufgefangenen Fraktionen wurden mit 20 pl Tris, pH 8,5 (1M), 1 pl PMSF (200 mM)
und 1 yl Pepstatin (1 mM) versetzt. Aliquote der Fraktionen wurden zur Bestimmung

der MKK7 Aktivitat in einen gekoppelten Kinase Versuch eingesetzt.

Lésung A

20 mM MES, pH 6,0

20 mM B-Glycerophosphat
10 mM NaF

0,5 mM EGTA

0,5 mM EDTA

0,1 mM NaszVOas

2 mM DTT

Lésung B:  Loésung A mit 0,6 M NaCl
Losung C:  Losung A mit 1 M NaCl

2.5 Aktivitatsbestimmung von Proteinkinasen

Der Aktivitatsnachweis der Proteinkinasen (JNK, MKK7, ERK2 oder p38 MAPK) in
Zelllysaten wurde mittels verschiedener Methoden durchgeflihrt. Das Prinzip beruht
darauf, ein exogen zugefuhrtes Substrat in Anwesenheit von radioaktiv markierten -
ATP in-vitro zu phosphorylieren, die Reaktion durch Inkubation in Lammli
Auftragspuffer zu stoppen, die Proteine auf einem SDS-PAGE zu trennen und das

radioaktiv markierte Substrat mittels einer Autoradiographie sichtbar zu machen.

Als Substrate dienten folgende Proteine:
GST-c Jun4-13s

GST-SAPKB

MBP

His-MAPKAP

Die final eingesetzte Menge betrug, soweit nicht anders angegeben, 1 ug.
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2.5.1 In-vitro Kinase Versuch mit Ganzzelllysaten

30 — 50 pg Protein ad 10 pl mit Triton-Lysepufer werden mit dem entsprechenden
Substrat (1 ug), wobei es sich um ein GST-Fusionsprotein oder ein Fusionsprotein
mit einem anderen geeigneten Epitop handelt, bei Anwesenheit von ¥-2P-ATP in
ATP Puffer fur 15 min inkubiert. Anschlie3end wird das Substrat durch Inkubation fur
30 min mit 30 pl in Triton-Lysepuffer aquilibrierter Glutathion Sepharose Suspension
(bei einem GST-Fusionsprotein) aus dem Reaktionsansatz entfernt. Nach
Zentrifugation (13 000 UpM, 3 min, 4°C) und quantitavem Entfernen des
Uberstandes, wurden die Sepharose-Kiigelchen dreimal mit jeweils 200 ul Triton-
Lysepuffer (mit 1 mM DTT versetzt) gewaschen. Die Sepharose-Kiigelchen wurden
mit 20 ul Lammli-Auftragspuffer aufgenommen und die GST-Fusionsproteine durch
Inkubation bei 95°C fir 5 min eluiert. Nach erneuter Zentrifugation (13 000 UpM, 3
min, 4°C) wurde der Uberstand auf einem SDS Gel getrennt. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel mit Coomassie gefarbt, in Entfarbeldsung entfarbt und
auf einem Geltrockner unter Vakuum getrocknet und autoradiographiert. Das
Anfarben der Proteinbanden ermdglichte eine quantitative Kontrolle der eingesetzten

Proteinmengen.

Durch Entfernen des Substrats aus dem Ansatz werden Phosphoproteine, die sonst
mit auf der Autoradiographie detektiert werden, abgetrennt. Die Sensitivitat dieser

Nachweismethode wird dadurch stark erhoht.

ATP/* ATP Mix

60 uM ATP

0,2 pCipl Y*?P-ATP in ATP-Puffer
ATP-Puffer

150 mM Tris, pH 7,4

30 mM MgCl2
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2.5.2 In-vitro Kinase Versuch nach Immunprazipitation

250 yg — 1 mg Protein entsprechendes Volumen eines Lysats wurden ad 500 ul mit
IP-Puffer versetzt. Dazu fligte man einen entsprechenden Antikérper (1 pg, wenn
nichts anders angegeben) und inkubierte den Ansatz bei 4 °C fur mindestens 2 h bei
4°C unter standigem Rotieren. Mit Hilfe der verwendeten Antikérper wurden die
Proteine, deren Aktivitdt untersucht werden sollte, aus dem Ansatz entfernt. Die
Antikérper wurden anschlief3end durch Inkubation mit Protein A- oder G-Sepharose
fur mindestens 1 h bei 4 °C unter standigem Rotieren aus dem Ansatz entfernt. Die
Sepharose-Kigelchen wurden durch Zentrifugation sedimentiert (13 000 UpM, 3 min,
4°C) und dreimal mit 500 pl IP-Puffer gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation
wurde zu den Sepharose-Kugelchen 10 ul IP-Puffer pipettiert und dies in die Kinase
Reaktion eingesetzt. Flir die Reaktion wurden ATP/*ATP in ATP-Puffer und das
entsprechende Substrat zusammengegeben und fir 30 min bei 30°C unter leichtem
Schitteln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl 4 fach Lammli-
Auftragspuffer und Inkubation bei 95°C fur 5 min gestoppt. Das weitere Vorgehen

entspricht dem Versuch 2.5.1.

IP-Puffer

20 mM Tris, pH 7,4
154 mM NaCl

50 mM NaF

1 mM NaszVOa

1 % (VIV) Triton X-100

ATP-Puffer und ATP/*ATP-Mix: wie bei 2.5.1

2.6 Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen

Unter Transfektion versteht man das Einschleusen von fremder DNA in eine
Wirtszelle. Diese Methode wird verwendet fur Untersuchungen von Funktionen und
Komponenten von Genen. Es gibt verschiedene Techniken, um eukaryotische Zellen

zu transfizieren, z. B. die Kalzium Phosphat Prazipitationsmethode, Elektroporation,
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das Einsetzen viraler Vektoren oder die Verwendung von kationischen Liposomen
als Transfektionsreagenz.
Alle verwendeten Losungen fur die Transfektion wurden entweder autoklaviert oder

steril filtriert. Alle Arbeitsschritte wurden unter einer Sicherheitswerkbank ausgefihrt.

2.6.1 Kalzium Phosphat Transfektion

Bei dieser Methode bildet sich ein Prazipitat aus Kalziumphosphat und DNA durch
langsames Mischen einer HEPES gepufferten Salzlésung mit einer Losung aus
Kalziumchlorid und DNA. Das Prazipitat lagert sich auf der Oberflache der Zellen an.
In einem noch nicht naher geklarten Mechanismus wird die DNA von 10 bis 30 %
Zellen aufgenommen. Die Transfektionseffizienz ist abhangig wvon den
verschiedensten Parametern, z. B. den verwendeten Zellen, der angewandten
Methode und auch der Gréfle und Qualitat der transfizierten DNA.

Bei der stabilen Transfektion soll die DNA in das Genom der Zelle eingebaut werden,
bei transienten Transfektion ist dies nicht der Fall.

Die Transfektion wurde in 6 Loch-Platten durchgeflihrt. Da die Zellen sich leicht
ablésen, wurden die Platten zuerst mit 0,1 % steriler Gelatinelésung (in PBS)
beschichtet und zweimal mit PBS gewaschen. Pro Loch wurden 4 x 10° Zellen
ausgesat.

In jedes Loch wurden 225 ul 2 x HEBS, 250 pl H20 und 20 ul einer DNA-Verdinnung
(1 — 10 pg) zusammenpipettiert und gemischt. Nach vorsichtiger Zugabe von 31,5 pl
einer kalten 2 M CaClz-Lsg. bildeten sich Prazipitate. Die Suspension wurde auf die
Zellen pipettiert und diese dann 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Zum Entfernen
der Prazipitate wurden die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen und erhielten
anschlieBend 2 ml frisches Medium. Die Induktion der Expression erfolgte durch
Zugabe von Muristeron oder Ponasteron.

Bei transienten Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen nach 24 oder 48 stiindiger

Inkubation.

HEBS (2 x)
028 M NaCL

0,056 M HEPES (N-hydroxyethylpiperazine-N*-2-ethenesulfonsaure)
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1,5 M NazHPO4
pH 7.05
einstellen mit 5 M NaOH

sterilfiltrieren mit einem 0,45 ym Nitrocellulose Filter

2.6.2 Liposomale Transfektion mit Dosper

Kationische Liposome interagieren mit der DNA, dies fluhrt zur Bildung von
Liposom/Polynukleotid Komplexen, die positiv geladen sind und sich unspezifisch an

die negativ geladene Zellmembran anlagern. Die DNA gelangt dann in die Zelle.

Die Vorgehensweise ist vergleichbar zu der oben genannten Methode.
Unterschieden bestehen darin, dass pro 6 Loch 3 x 10° Zellen ausgesat wurden.
Kurz vor Transfektionsbeginn wurden die Zellen zweimal mit DMEM ohne FKS
gewaschen. Dann wurde 1 ml des serumfreien Mediums auf die Zellen gegeben.
2,5 ug DNA wurde mit HBS ad 50 pl aufgeflllt. 7,5 yl DOSPER-Reagenz wurde mit
42,5 ul HBS gemischt. Diese beiden Lésungen wurden zusammenpipettiert und
durch Schwenken gemischt. Nach 15 minutiger Inkubation bei RT wurde die Losung
tropfchenweise auf die Zellen gegeben. Nach Inkubation fir zwei Stunden im
Brutschrank wurde zu den Zellen 1 ml DMEM mit 20 % FKS pipettiert. Durch Zugabe

von Ponasteron oder Muristeron wurde die Expression induziert.

HBS

20 mM HEPES
150 mM NaCl
pH 7,4

sterilfiltrieren mit einem 0,45 pym Nitrocellulose Filter
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2.7 Zellulare Klonierung

2.7.1 Herstellung stabiler Transfektanten-Zellpools

Als Ausgangszelllinie fur die stabilen Transfektionen wurden entweder die EcR-293
Zellen, HEK293 Zellen von Invitrogen, stabil transfiziert mit pVgRXR, oder HEK293

eingesetzt.

FUr die Transfektionen wurde das DOSPER Reagenz verwendet, da die
Transfektionseffizienz gréRer ist als bei der Anwendung der Kalzium-Phosphat
Methode. Es wurde jeweils die pINDGFPMKK7-Konstrukte (wt, 3E, 3A und K149M)
allein (bei Verwendung der EcR-293 Zellen) oder die Konstrukte und das pVgRXR-
Plasmid zusammen transfiziert.

Die Selektion der Transformanden erfolgte mit G-418 (Neomycin Resistenz auf dem
pIND-Plasmid) und mit Zeozin (Resistenz auf pVgRXR-Plasmid).

Die Transfektion erfolgte in 6 Loch Platten. Nach 48 h wurden 3 der 6 Locher
vereinigt und in eine 80 cm? Zellkulturflasche Gberfiihrt, in denen fiir 2-3 Wochen die
Selektion mit Zeozin (400 pug/ml) und G-418 (400 ug/ml) durchgefuhrt wurde. Falls

die Flaschen zu dicht wurden, wurden diese wie Ublich geteilt.

2.7.2 Einzelzellklonierung von Transfektanten mit Hilfe des ,,Limiting Dilution*

Verfahrens

Um Einzelzellklone zu erhalten, wurden Verdunnungsreihen in 96 Loch Platten
ausgesat. Dazu bestimmte man die Zellkonzentration einer 80 cm? Zellkulturflasche
nach Selektion und verdlinnte die Zellsuspension in mehreren Schritten so, dass
man zwischen 0,5 — 2 Zellen pro Loch in 200 yl Medium aussaen konnte. Die
aulleren der 96 Loch Platte wurden dabei frei gelassen. Die Zellen wurden in
konditioniertem Medium verdinnt und ausgesat.

Konditioniertes Medium besteht aus Kulturiberstanden von HEK293, das nach
Zentrifugation (600 x g, 10 min) und filtrieren (0,2 pm) 1 + 1 mit DMEM (10 % FKS,

Pen., Strep. und L-Glutamin) gemischt wurde.
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Durch mikroskopische Kontrolle wurden Locher, in denen mehr als eine Zelle wuchs,
aussortiert. Einzelzellklone wurden, wenn genugend Zellen gewachsen waren, in 2
96 Loch Platten Uberfuhrt. In den Zellen der einen Platte wurde die Expression des
Fusionsproteins durch Zugabe von Muristeron oder Ponasteron induziert. Nach
Fluoreszenzmikroskopie wurden die positiven Zellklonen identifiziert und weiter

expandiert. Die Ergebnisse wurden durch Western-Blot Analysen Uberpruft.

2.8 Expression von Reportergen-Konstrukten

2.8.1 Photometrische Bestimmung der -Galaktosidase Aktivitat

Das lacZ Gen von E.coli kodiert fir das Enzym [-Galaktosidase, welches
verschiedene B-Galaktoside hydrolysieren kann. Die Messung der B-Galaktosidase-
Aktivitat erfolgte im Mikromalistab. Zellen wurden nach transienter Transfektion mit
pIND/acZ in einem [-Galaktosidase Lysepuffer lysiert. Die Vorgehensweise
entspricht der Herstellung von Ganzzelllysaten, aul3er dass die Inkubation fur 15
Minuten und die anschlieRende Zentrifugation bei 13000 UpM bei RT durchgefihrt
wurde.

10 — 60 ul der B-Galaktosidaselysate wurden mit Reaktionspuffer A auf 100 pl
aufgefiillt und in eine 96 Lochplatte pipettiert. Dazu wurden 100 pl o-Nitrophenyl- -
Galaktopyrosid Losung (ONPG, Sigma) gegeben. Die Platte wurde anschlieRend fir
1-3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Bestimmung der OD erfolgte mit einem Elisa-
Reader (Dynatech 2000) bei 405 nm.

B-Galaktosidase Lysepuffer
0,2 % (vlv) Triton X-100

100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,8

Reaktionspuffer A
100 mM Natriumphosphat pH 7,5
10 mM KCI

1 mM MgSOa4
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ONPG Farbelésung
44 mg ONPG / ml Reaktionspuffer A

2.8.2 Histochemischer Nachweis der B-Galaktosidase (X-Gal Farbung)

Die X-Gal Farbung liefert einen Nachweis der B-Galaktosidase auf Einzelzellebene.
Die transfizierten Zellen werden zunachst mit PBS gewaschen, anschlieltend mit 1
ml X-Gal Fixierer versetzt und fur 5 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die
fixierten Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1 ml X-Gal Farbelésung folgte
eine 12 - 24 stindige Inkubation bei 37 °C. Zellen, die die B-Galaktosidase

exprimieren, farben sich blau.

X-Gal Fixierer
2 % (vIv) Formaldehyd
0,2 % (vlv) Glutardialdehyd in PBS, sterilfiltriert

X-Gal Farbeldésung

3 mM Kaliumferricynid [KsFe(CN)g]
3 mM Kaliumferrocyanid [K4sFe(CN)g]
10 % (vIv) DMSO

2 mM MgClz in PBS

vor Gebrauch 1 mg/ml X-Gal (40 mg/ml DMSO) frisch zugeben

2.9 Praparative und analytische Methoden fiir Nukleinsauren

2.9.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA im kleinen Maf3stab (Mini-Praparation, bis 20 ug
DNA) wurde mit dem DNA-Plasmid Praparationskit der Firma Pharmacia,
Praparationen im mittleren (Midi-Praparation, bis 100 yg DNA) und grof3em (Maxi-
Praparation, bis 500 ug DNA) MaRstab wurden mit Hilfe des Plasmid-Isolations-Kits
der Firma Qiagen durchgefuhrt.
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Ausgehend von Einzelzellklonen nach einer Transformation oder mit
Bakteriensuspension aus einem —80°C gelagerter Glycerinkultur erfolgte die Anzucht
der Kolonie in Selektionsmedium uber Nacht unter Schutteln bei 37°C. Das
Kulturvolumen (5 ml flr eine Mini-Praparation, 100- 500 ml fir eine Midi-/Maxi-
Praparation) richtete sich nach der Praparationsmethode und dem Plasmid-Typ (low-
oder high-copy Plasmid).

Nach dem Abzentrifugieren der Bakterien (5000 x g, 10 min, RT) erfolgte die
Isolierung der Plasmid-DNA gemal® den Herstellerangaben. Das Pinzip beruht auf
der alkalischen Lyse der Zellen nach Birnboim und Doly (1979) und der Aufreinigung
der Plasmid-DNA uber eine patentierte Anionenaustauscher-Saule. Die DNA wurde

in 50 — 200 pl sterilem Wasser gelost.

2.9.2 Gelelektrophoretische Auftrennung

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grofle wurden Agarose-
Gele verwendet. Die Agarose-Konzentration richtete sich hierbei nach der zu
trennenden FragmentgroRe. Die erforderliche Agarosemenge wurde in 1 x TAE-
Puffer geldst, in der Mikrowelle aufgekocht, nach Abkihlen auf ca 50°C mit
Ethidiumbromid (0,5 pg/ml Endkonzentration) versetzt und in eine Gelkammer
gegossen. Nach Erstarren der Agarose wurden die mit Auftragspuffer versetzten
Proben aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 1 X TAE-Puffer verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 5 V/cm.

Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und ermoglicht so die Detektion mit einem

UV-Transilluminator. Als GroRenmarker wurde eine bp-Leiter der Firma MBI

verwendet.

TAE-Puffer

0,04 M Tris

0,11 % (v/v) Essigsaure

1 mM EDTA
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2.9.3 Konzentrationsbestimmung durch UV-Absorptionsmessung

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA oder RNA erfolgte durch
Aufnahme eines UV-Spektrums in einem Bereich von 220 — 320 nm gegen Wasser

in einer Halb-Mikro-Quarzkuvette (1 ml).

Fir das Absorptionsmaximum gilt folgende Naherung:
1 OD (260 nm) entspricht 50 ug/ml dsDNA
40 ug/ml ssDNA
30 pg/ml Oligonukleotide
40 ug/ml RNA

2.9.4 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) und RT-PCR

Der PCR-Prozel} ist eine sehr effektive Methode zur in-vitro-Amplifikation von DNA-
Fragmenten durch mehrere Inkubationsschritte bei unterschiedlichen Temperaturen.
Diese Technik macht sich die Eigenschaften der aus Archaebakterien isolierten
DNA-Polymerasen zunutze, die in mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen auch nach
Hitzedenaturierung der DNA bei 95°C noch biologische Aktivitat aufweisen und DNA

vervielfaltigen kénnen.

Die Polymerase-Ketten-Reaktion mit einer vorgeschalteten reversen Transkription
(RT-PCR) wurde in einem Thermocycler durchgefihrt. Dazu wurde im ersten Schritt
die aus den entsprechenden Zellen gewonnene RNA (pro Ansatz wurde 1,0 ug RNA
eingesetzt) durch eine reverse Transkription in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben, welche dann im zweiten Schritt mit Hilfe von Tag-DNA-Polymerase
amplifiziert wurde. Als Kontrolle und zur Uberpriifung der RNA und der Reaktionen
wurden Tubulin Primer verwendet. Bei B-Tubulin handelt es sich um ein konstitutiv
exprimiertes Genprodukt, das auch nach unterschiedlichen Stimulationsbedingungen
keine Veranderungen in der cDNA-Ausbeute zeigt. Die so gewonnene DNA konnte

anschlieRend in Agarosegelelektrophoresen analysiert werden.
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A) Reverse Transkription

5 x RT-PCR-Puffer (1 x) 4 ul
dNTP-Mix je 10 mM

(ATP, GTP, CTP, TTP) 4 ul
DTT (1mM) 2 ul
Oligo d(T)16 (2,5uM) 1 ul
RNase Inhibitor (1 U/pl) 1 ul
steriles bidest. 6,5 ul
RNA (0,5-1,5 ug) 1 ul
Reverse Transkriptase (1 U/ul) 0,5 ul

Gesamtvolumen: 20 ul

Um Verdunstung und Ruckfluly zu vermeiden, wurde der Ansatz mit 50 yl Mineraldl
(Sigma) Uberschichtet und im Thermocycler inkubiert.

Folgendes Temperaturprogramm wurde verwendet :

10 min bei 23°C (Primerbindung), 60 min bei 37°C (Reaktion), 5 min 95°C
(Denaturierung), 10 min 4 °C. Direkt im Anschlul3 wurden die Ansatze in die PCR

eingesetzt.

B) DNA-Amplifikation

Fur den zweiten Reaktionsschritt wurde in einem weiteren Mikroreaktionsgefal® ein

zweiter Master-Mix angesetzt, der je nach Primerpaar optimierte Mengen von MgCl2

enthalt:

Reaktionsansatz fur B-Tubulin (2,1 mM MgCl»):

10 x PCR-Puffer (1 x) 10 pl
50 mM MgCl2-Lésung (2,1 mM) 3yl
dNTP-Mix je 10 mM

(ATP, GTP, CTP, TTP) 8 ul
steriles bidest. 56,5 pl
Primer-Mix sense+antisense (je 0,2 uM) 3l
RT-Template 19 ul
Taq-DNA-Polymerase 0,5 ul

Gesamtvolumen: 100 pl



2 Material und Methoden 45

Die Ansatze wurden mit Mineraldl uberschichtet (50 ul). Folgendes Programm wurde
durchgefihrt:

5 min bei 95 °C (Schmelzen der DNA)

1 min 55°C (Primer-Anlagerung)

1 min bei 72 °C (DNA-Polymerisation)

Das Auftrennen der PCR-Produkte erfolgte auf einem Agarosegel (1 — 2 % (w/v)).

2.9.5 Umklonierung

- Vorbereitung des Inserts

Als Insert wurde die amplifizierte DNA aus einer PCR-Reaktion verwendet. Als
Ausgangs-DNA diente pCS3MT mit den 4 verschiedenen MKK7 cDNAs.

Die PCR wurde mit folgenden Primern und Bedingungen durchgefihrt:
MKK7(s): BamHI| Schnittstelle, ohne Startcodon
MKK?7(as): BamHI| Schnittstelle, mit Stop Codon

5 min 95°C

5 min 85°C

1 min 95°C

1 min 55°C 25 Zyklen

2 min 72°C

anschliefRend 7 min 72°C und 4°C

Folgende Schritte wurden anschliefend durchgefihrt, um das PCR Produkt
aufzureinigen und fur die Ligation vorzubereiten.

1. Chloroformextraktion, Fallung

2. Konkatemerisierung, Aufreinigung der Konkatemere durch Phenol-Chloroform /

Chloroformextaktion, Fallung
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3. Restriktionsschnitt
4. Auftrennung mittels Agarosegel
5. DEAE Membranextraktion, Fallung

6. analytisches Gel

- Chloroformextraktion

1 Vol. Chloroform wurde zu dem PCR-Produkt gegeben. Nach vortexen wurde fur
30 sec bei 13000 UpM =zentifugieren. Die obere wassrige Phase wurde
abgenommen, die untere Phase (Chloroform) mit 1 Vol. sterilem bidest
nachextrahiert, gevortext und 30 sec 13000 UpM anzentifugiert. Die obere wassrige
Phase wurde abgenommen und mit der ersten oberen Phase vereinigt.

Die Fallung wurde mit genau 2,5 M Ammoniumacetat und 1 Vol. Isopropanol fur 30
min bei 4 °C durchgefuhrt. Die DNA wurde durch Zentrifugation (15000 x Q)
sedimentiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen. Das Pellet wurde mit 70
% Ethanol gewaschen und 15 min, 4 °C, 15000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vollstandig abpipettiert, das Pellet getrocknet und in einem geeigneten Vol.

sterilem bidest aufgenommen.

- Konkatemerisierung

Bei der Konkatemerisierung werden die Inserts aneinanderligiert, um den
Restrikionsenzymen langere DNA-Fragmente anzubieten, wodurch sich die

Schnitteffizienz erhoht.

Ansatz 80 pl
XX Ml DNA

8 Ml 10 x T4 Ligasepuffer

1,6 i dNTP Mix (10 mM), final 0,2 mM
8 U Klenow Polymerase

8 U T4 Polynukleotid Kinase

30 U T4 DNA-Ligase

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 15 °C im Thermocycler inkubiert.
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- Aufreinigung der Konkatemere durch Chloroformextraktion
Die Konkatemerisierung wird auf auf einem Agarosegel Uberpruft.

Anschlielend wurde der Konkatemeransatz mit den Restriktionsenzymen
geschnitten, mit 'I6 Vol. DNA-Auftragspuffer versetzt und auf einem Agarosegel

aufgetrennt.

- Die Gelextraktion aus dem Agarosegel erfolgt mit DEAE-Membranen

Die DEAE-Membranen wurde an entsprechender Stelle in das Gel eingesetzt, so
dass die zu eluierenden DNA auf die Membran wanderte. Das Gel wurde fur 30 min
bei 70 V weiterlaufen gelassen. Die Membran wurde 3 x in Niedrigsalzpuffer
gewaschen, danach erfolgte die Elution der DNA von der Membran durch Inkubation
fur 1 h bei 70 °C in 400 ul Hochsalzpuffer.

Die Isopropanol-Fallung erfolgte mit 400 pl Isopropanol Uber Nacht bei —20°C. Die
DMA wurde sedimentiert (30 min, 4 °C, 15000 x g), das Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen und erneut fur 15 min, 4 °C, 15000 x g zentrifugiert. Das getrocknete
Pellet wurde in 5 pl sterilem bidest aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung

erfolgte mit einem analytischen Agarosegel.

- Vorbereitung des Zielvektors

Der Vektor wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzymen inkubiert,
aufgereinigt und anschlielend dephosphoryliert. Danach erfolgte die Ligation von
Vektor und Insert Gber Nacht bei 16 °C.

- Transformation der Ligationsansatze in kompetente Bakterien

200 ul kompetente E.coli wurden mit 5 pl des Ligationsansatzes und 1-10 ng Plasmid
DNA in 10ml Polypropylen Réhrchen auf Eis fur 30 min inkubiert, anschlieffend im
vorgeheizten Wasserbad bei genau 42°C genau 45 sec inkubiert, sofort fur 2 min auf
Eis abgekihlt. Dazu wurden 800 ul LB Medium geben, und bei 37°C und 120 — 160
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UpM im Schittelinkubator ohne Antibiotikum inkubiert. Dann wurden die Bakterien
bei 1000 UpM abzentrifugiert, 800 ul des Mediums abgenommen und die Bakterien
in den restlichen 200 pl vorsichtig resuspendiert. Der gesamte Ansatz wurde auf
einer LB Agarplatte mit 100 pg/ml Ampicillin (oder einem anderen Resistenzmarker)
ausgestrichen. AnschlieRend erfolgte eine Mini Plasmid Praparationen und die
Plasmid DNA konnte durch geeignete Restriktionsverdaue auf Vorhandensein des

Inserts Uberprift werden.

LB-Medium

5 g Hefextrakt
10 g Trypton
10 g NaCl

bidest ad 1 |, autoklavieren

LB/Ampicillin
50-100 pg/ml Ampicillin in autoklaviertes LB-Medium geben

LB-Ampicillin-Agar
15 g/l Bacto-Agar in LB-Medium

autoklavieren, nach Abkuhlen Ampicillin zufigen und Platten giel3en

2.9.6 Agarosegelelektrophorese und Northern Blotting von RNA

Fir die Elektrophorese und den Northern Transfer von RNA (nach Maniatis et al,
1989) wurden autoklavierte, RNase-freie Materialien verwendet. In einem 1 % (w/v)
igen Agarose-Gel mit 6 % (v/v) Formaldehyd wurden gleiche Mengen RNA
elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurde eine spezielle RNA-Flachbett-
Elektrophoresekammer verwendet, die mit 1 x MOPS gefillt wurde.

Vor dem Auftrag wurde die RNA je nach Menge mit steriiem Wasser auf eine
Konzentration von 1ug/ul eingestellt. Je 5 - 10 ug RNA pro Ansatz wurden eingesetzt
und mit 12,5 yl RNA-Probenpuffer versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 56°C fur 15
min, worauf die RNA-Probe kurz zentrifugiert und mit 6 pl RNA-Stoppuffer versetzt

wurde.
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Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (70 V, 3h) wurde das Gel auf einem
UV-Tisch kontrolliert, um die Integritat der RNA sicherzustellen, sowie um die

Auftragsmengen anhand der Anfarbungsintensitat der 18S und 28S rRNA zu

Uberprifen.

10 x MOPS:

200 mM 3-[N-Morpholino]propansulfonsaure
50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

mit NaOH auf pH 7 eingestellt

RNA-Stoppuffer:
50 % (V/Vv) Glycerol
1 mM EDTApH 8

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

RNA-Probenpuffer (flr einen Ansatz):

7,5 I Formaldehyd
3 1] 10 x MOPS
2 Ml Ethidiumbromid (200 ng/ml)

RNA-Gel, groRe Kammer (360 ml):

3,6 g Agarose

36 ml 5 x MOPS
67,5 ml Formaldehyd
ad 360 mi H20

Zur Vorbereitung auf den Northern-Blot wurde das Gel zweimal fur je 30 min in
sterilem Wasser und anschlieBend einmal in 10x SSC fir 20 min leicht geschuttelt.
Anschlieend wurde das Gel mit der Oberseite nach unten auf eine mit Blotpuffer (10
x SSC) gesattigte Whatman-(3MM)-Filterpapierbriicke gelegt. Dabei ragte das
Filterpapier an beiden Enden in eine mit Blotpuffer gefullte Plastikwanne. Auf das Gel
wurde die Nylonmembran gelegt (Hybond N, Fa. Amersham, Braunschweig), darauf

eine doppelte Lage auf GelgrolRe geschnittenes 3MM-Filterpapier, das zuvor in
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Blotpuffer getrankt wurde. Vor dem Auflegen wurde die Membran kurz in steriles
Wasser getaucht und fiir 5 Minuten in Blotpuffer getrankt (Aquilibrierung). Das Gel
wurde mit einem Rahmen aus Parafiim umgeben und danach eine Einmal-Windel
aufgelegt. Diese wurde mit einem etwa 1 kg schweren Stahlblock beschwert. Der
Parafilm-Rahmen sollte einen direkten Pufferstrom zur Windel verhindern. Luftblasen
wurden verhindert, indem einige Male vorsichtig mit einer 10-ml-Pipette Uber die
Filterpapiere gerollt wurde. Der Transfer wurde Uber Nacht durchgefiihrt und nach
ca. 18 Stunden beendet. Die Membran wurde kurz in 2 x SSC gewaschen, fur 10 min
bei 95°C getrocknet und anschlieRend flir 90 Sekunden auf dem UV-Leuchttisch
bestrahlt, um eine Kreuzvernetzung der RNA mit der Membran zu erreichen. Die

Membran wurde anschlieRend lose in Klarsichtfolie eingepackt und bei 4°C gelagert.

10x SSC
3 M NaCl
03 M Tri-Na-Citrat x 2 H20

pH 7,0, autoklavieren

2.9.7 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Die auf eine Membran transferierte RNA wurde mit verschiedenen radioaktiv
markierten Sonden hybridisiert. Die Sonden bestanden aus Fragmenten der
entsprechenden cDNAs. Die Markierung der doppelstrangigen DNA erfolgte mit
radioaktiv markierten y32P—dCTP. Eingesetzt wurde die Sonde einzelstrangig, sie
wurde unmittelbar vor Gebrauch denaturiert. Die Hybridisierung der Membran
erfolgte nach gangigem Standardprotokoll (Ausubel et al, 1996). Die Detektion der

radioaktiven Banden erfolgte mittels Autoradiographie.
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2.10 Zweidimensionale Elektrophorese von Ganzzellysaten

2.10.1 Vorbereitung und Lyse der Zellen

Fur die Elektrophorese wurden Lysate der adharent wachsenden Zelllinie HEK293
verwendet. Die Zellen wurden mit Medium abgeldst und bei 700 x g fur 10 min bei
4°C pelletiert. Das Pellet wurde zweimal mit kalter physiologischer NaCl-Lsg
gewaschen. Die Lyse erfolgte in 350 yl Lysepuffer fir 10 min bei 30°C im Rttler.
Nach 20 sec Zentrifugation bei 13000 Upm konnte das Lysat direkt in die 1.
Dimension eingesetzt werden. Pellets, die nicht sofort lysiert werden, wurden bei
—80°C gelagert.

Fur die Lyse wurden folgende Substanzen verwendet:

Harnstoff ist eine chaotrope, ungeladene Verbindung, die die Kohasion der
Wassermolekulle erniedrigt, dadurch werden hydrophobe Bereiche von Proteinen

leichter in wassrigen Losungen geldst (Creighton, 1984 ; Rabilloud, 1996).

CHAPS ist ein zwitterionisches Detergenz (zwischen pH 1-12), das eine quartare
Amino- und eine Sulfonsauregruppe tragt. Zwischen pH 1-12 wandert CHAPS nicht
im elektrischen Feld. CHAPS wird ebenfalls wie Harnstoff flr die Solubilisierung von
hydrophoben Proteinen verwendet (Creighton, 1984 ; Rabilloud, 1996).

DTT (Dithiothreitol) reduziert Disulfid-Brickenbindung in oder zwischen Proteinen

und tragt zur Loslichkeit der Proteine bei.

IPG-Puffer sind verschiedene Carrier-Ampholyte, die entsprechend dem

verwendeten pH Gradienten, dem Lyse-Puffer zugesetzt werden.

TBP (Tributylphosphin) reduziert Disulfid-Brickenbindungen noch etwas wirksamer

als DTT in Proteinen, wobei die Reaktion stéchiometrisch verlauft (Rabilloud, 1996).

physiologische NaCl
0,9 % (wlv) NaCl
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Lyse-Puffer

9 M Urea

4 % (W/v) CHAPS

110 %o (W/v) Bromphenolblau
5 mM DTT oder

5 mM TBP

Tributylphosphin wurde zuletzt zugeflgt.
Eine 200 mM Stammlésung wurde durch Mischen von 500 ul der Ausgangslésung
(Fluka Nr. 92725) zu 9,65 ml Isopropanol hergestellt. Diese Losung mufite unter

Argon bei 4 °C aufbewahrt werden.

0,5 % (v/v) bei pH 3 -10
1,0 % (v/v) beipH4 -7

Resolyte:

2.10.2 Isoelektrische Fokussierung mit der IPGPhor

Als IPGs wurden auf Folie polymerisierte Flachgele, die kommerziell erworben
wurden, verwendet. Die Trennung der Proteine in der 1. Dimension wurde in der
IPGPhor durchgefuhrt, bei der es sich um ein geschlossenes System handelt, bei
dem bis zu 8000 V fur die Fokussierung eingestellt werden kdnnen. Dies fuhrte zur

Verringerung der Fokussierdauer.

13 cm Streifen 17 cm Streifen 18 cm Streifen 18 cm Streifen
pH 4-7, pH 3-10 pH 5-8 pH 4-7, pH 3-10 pH 5,5-6,7
2h Rehydrieren 2h Rehydrieren 2h Rehydrieren 2h Rehydrieren
50V 10h 50V 12h 50V 10 h 50V 20 h
500V 1h 150V 1h 500V 1h 500 V 2 h(Grad.)
2000 V 1h (Grad.) 300V 1h 2000V 1h (Grad.) 1000V 2h
8000 V 5h 600V 1h 80000 V 60000 Vh 2000V 1h
1200V 1h 4000V 1h
8000V 2 h (Grad.) 6000V 1h
8000V 3h 80000 V 120000 Vh

Tabelle 2.: Programme der isoelektrischen Fokussierung mit der IPGPhor

Temperatur: 20°C; (Abk.: Grad.: Gradient)
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2.10.3 Isoelektrische Fokussierung mit der Multiphor Il

Die Rehydration erfolgte fur mindestens 6 h bei Raumtemperatur. Die rehydrierten
Streifen wurden fur 5 sec unter flieRendem Wasser gespllt und auf angefeuchteten
Whatman-Papier getrocknet. Dann wurden die Streifen in die mit Ol geflllte
Vertiefungen der Multiphor gelegt. Als Elektrodenstreifen dienten mit Wasser
angefeuchtete Whatman-Papierstreifen. Um Luft-Kohlendioxid abzufangen, wurde
ein mit Ca(OH). oder NaOH getranktes Filterpapier auf eine Seite gelegt. Vor
Schlielen des Deckels wurde mit Argon Uberschichtet, um Verdunstungen zu
vermeiden. Die Elektrodenstreifen wurden nach ca. der Halfte der Fokussierzeit

ausgetauscht.

Programm der IEF mit der Multiphor |l

0,5 h 150 V
1 h 300V
0,5 h 600 V
0,5 h 1500 V
20-40h 3500 V

Die Streifen wurden nach der isoelektrischen Fokussierung zur Olentfernung mit
flieRendem Wasser gesplilt, zwischen vorgefeuchteten Whatman-Papier getrocknet
und fur die zweite Dimension aquilibriert. In der ersten Lésung war DTT enthalten,
um die Proteine in der reduzierten Form zu erhalten, die zweite Losung hatte als
Zusatz lodacetamid, um Uberschissiges DTT, dass bei anschliel3ender Silberfarbung

,Jpoint-streaking* verursachen wirde, zu entfernen.

Aquilibrierungsldsung

6 M Urea
4 % (W/v) CHAPS
0,056 M Tris-HCI, pH 8,8

2 % (W/v) SDS
2 % (wiv) DTT bzw. 4,8 % (wiv) lodacetamid
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2.10.4 SDS-PAGE (2. Dimension der 2D Elektrophorese)

Die IPG-Streifen wurden nach der isoelektrischen Fokussierung fur 15 min bei RT in
der Aquilibrierungslésung inkubiert. Die Auftrennung der fokussierten Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht erfolgte anschlieBend bei den 13 cm IPG Streifen in der
Sigma-Kammer und bei den 17 / 18 cm Streifen in der 10 fach Laufkammer der

Hoefer Iso Dalt Apparatur mit 10 - 12,5 % igen (w/v) Acrylamidgelen.

2.10.5 Silberfarbung von Proteingelen

Das Farben der Gele erfolgte mit dem ,silver staining kit“ der Firma Parmacia nach

den Angaben des Herstellers.

2.10.6 Silberfarbung von Proteingelen (Ammoniacal Silver (Diamine)
Staining/Geneva (Hochstrasser et al, 1989; Rabilloud, 1992, modifiziert nach
Coligan et al, 1997))

Die Silberfarbung wird in 40x27 cm groRen Pyrex-Schalen durchgefihrt. Pro Gel

werden 500 ml Losung verwendet.

Fur die Polyacrylamid Gele wird PDA (Piperazin Diacrylamid) als Quervernetzer
eingesetzt, da Bisacrylamid bei basischen Bedingungen hydrolysiert wird und dies zu
einem hohen Hintergrund bei der Silberfarbung fluhrt (PDA: Hochstrasser et al,
1988).

AulBerdem werden die Gele ohne SDS hergestellt, um die Bildung von Micellen, die
Acrylamid Monomere enthalten, zu reduzieren. Dies fuhrt zu einer hodheren
Homogenitat der PorengrolRe und reduziert den Anteil von unpolymerisierten
Monomeren im Gel. Der Einsatz von Natriumthiosulfat soll den Hintergrund bei der

Silberfarbung ebenfalls erniedrigen.

Protokoll
Waschen Wasser 5 min

Fixierung 1 1h
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Fixierung 2 2 h oder uber Nacht
Waschen Wasser 5 min

Fixierung 3 3 x 30 min
Waschen Wasser 3 x 10 min

NDS (0.5 g/l 2,7-napthalene-disulfonic acid) 2 x 30 min

Waschen Wasser 4 x 15 min
Silberfarbelésung 30 min

Waschen Wasser 4 x4 min
Entwickeln 5-10 min

Stop 5% (w/v) Tris, 10 min

2% (v/v) Essigsaure

Fixierung 1

40 % (VIv) Ethanol

10 % (vIv) Essigsaure
Fixierung 2

5 % (vIv) Ethanol

5 % (VIv) Essigsaure
Fixierung 3

05 M Natriumacetat
10 ml/| Glutaraldehyd

Silberfarbelosung

0,8 % (w/v) Silbernitrat

1,33 % (vIv) Ammoniaklésung
0,08 % (w/v) Natriumhydroxid

Entwickler
0,01 % (w/v) Zitronensaure
0,1 % (vlv) Formaldehyd
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2.10.7 Farbung mit fluoreszierenden Farbstoffen

Nach der Elektrophorese werden die Gele in Plastikschalen Uberfuhrt. Die Fixierung
der Proteine erfolgt in einer Lésung aus 10 % (v/v) Methanol und 7 % (v/v)
Essigsaure fur 30 min. Das Farben der Gele wird fur ca. 3h bei Raumtemperatur und
standigem langsamen Schiutteln (50 UpM) unter Lichtabschluf® durchgeflhrt. Dabei
mussen die Gele ausreichend von der Farbelésung bedeckt sein. Die Detektion der
Proteine erfolgt duch Anregung mit ultravioletten Licht (250 nm). Die optimalen
Anregungswellenlangen fir SYPRO Ruby betragen 300 nm und 618 nm. Die
Detektion erfolgte mit dem Gel doc 1000 Apparatur der Firma Bio Rad.

Fur die Farbung mit Sypro Tangerine erfolgt die Fixierung der Proteine in den Gelen
mit einer 10 % igen (v/v) Essigsaureldsung. Zur Fixierung darf kein Methanol
verwendet werden, da durch Methanol SDS aus den Gelen entfernt, dass fur die

Farbung mit Sypro Tangerine notwendig ist.

2.10.8 In-vivo Markierung von Proteinen mit 2P ortho-Phosphat und

anschlieRender 2D-Elektrophorese

Markierung zellulérer Proteine mit 2p ortho-Phosphat fir 2 h:

Die Phosphorylierung in intakten Zellen wird in 12 Loch-Platten durchgefuhrt. Die
Platten werden zuerst mit steriler Gelatine-Losung (0,1 % (w/v) in PBS) beschichtet
und nach mehrmaligem waschen mit sterilem PBS werden pro Loch 2 x 10° Zellen
ausgesat. Die Induktion mit Ponasteron (5 uM) erfolgt nach 4 — 5 Stunden fur 18 — 48
Stunden. Die Kultivierung wird Gber Nacht bei 37°C und 5 % CO: durchgefihrt. Zur
Verarmung an anorganischem Phosphat werden die Zellen zweimal mit DMEM
(phosphatfrei) gewaschen. Pro Loch werden 200 yl DMEM (phosphatfrei, 10 %
dialysiertes FKS, sterilfiltriert) und entsprechend Ponasteron auf die Zellen gegeben.
Die Vorinkubation erfolgt flir 30 Minuten. Nach Zugabe von 2p (ortho-Phosphat, 150
pCi/200 ul) werden die Platten fur 2 Stunden weiterinkubiert.

Nach Entfernen des Uberstandes werden die Zellen dreimal mit kaltem PBS

gewaschen, anschliefend mit kaltem PBS runtergespult und durch Zentrifugation (5



2 Material und Methoden 57

Minuten, 735 x g bei 4°C) sedimentiert. Nach vollstandiger Entfernung des PBS
werden die Zellen in 20 ul des 2D-Lysepuffers (9,5 M Urea, 65 mM DTT) fur eine
Stunde bei Raumtemperatur bei mehrmaligen vortexen lysiert. Nach erneuter
Zentrifugation (1 Stunde, 40000 x g (20000 UpM), 15 °C) wird 1 pl des Uberstandes
fur die Szintillationsmessung abgenommen. Die weitere Analyse erfolgt mittels 2D-

Elektrophorese und anschlieiender Autoradiographie.

Nach Zugabe der entsprechenden Rehydrierungslosung (80 mM DTT) wird die
Probe in die Gefalle fur die IEF pipettiert, der entsprechende IPG-Streifen aufgelegt
und nach Uberschichten mit Mineraldl in der IPG-Phor die erste Dimension
ausgefuhrt. Die zweite Dimension ist die Auftrennung der fokussierten Proteine in
einer 10 % oder 12,5 % iger SDS-PAGE. Nach CBB-Farbung fur ca. 10 Minuten bei
Raumtemperatur und Entfarbung in Entfarbe-Losung wird das Gel auf einem
Vakuumtrockner bei 80 °C flr 2 — 3 h getrocknet. Die Autoradiographie erfolgte bei
—80 °C flr 1-3 Tage. Als Film wird ein Biomax-ML verwendet.

Markierung zelluldrer Proteine mit *>P ortho-Phosphat fiir 18 h:

Die Zellen werden wie oben beschrieben in eine 24 Loch-Platte ausgesat (pro Loch
10° Zellen) und bei 37°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit phosphatfreiem
DMEM werden pro Loch 250 pyl Medium und entsprechend Ponasteron auf die Zellen
gegeben. Das Labeln erfolgt flir 18 h bei 37°C, 5% CO2 in der Konzentration von 0,5
mCi/ml.

Die weitere Vorgehensweise erfolgt wie oben beschrieben.
2.10.9 In-vivo Markierung von Proteinen mit 3°*S und anschlieBender 2D-
Elektrophorese

,Labeling“ Mix von Pharmacia: 2/3 Methionin ; 1/3 Cystein
2,5mCiin 175 pl Lésung

Medium: DMEM (Methionin und Cystein frei) Gibco BRL 21013-024
10 % dialysiertes FKS, sterilfiltriert
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Die Vorinkubation der Zellen und die Durchfihrung des Versuches einschlielich der
SDS-PAGE erfolgt analog zu dem in-vivo Markierung mit *2P (s. 2.10.8)

Aussaen der Zellen und in-vivo Markierung

Die 12 Loch-Platten werden zuerst mit steriler Gelatine-Losung (0,1 % (w/v) in PBS)
beschichtet und nach zweimaligem waschen mit sterilem PBS werden pro Loch 2 x
10° Zellen ausgesat. Zur Verarmung an Methionin und Cystein werden die Zellen
zweimal mit DMEM (Methionin- und Cysteinfrei) gewaschen. Pro Loch werden 400 pl
DMEM (Methionin- und Cysteinfrei, 10 % dialysiertes FKS, sterilfiltriert) und
entsprechend Ponasteron auf die Zellen gegeben. Die Vorinkubation erfolgt flr 30
Minuten. Nach Zugabe von g (labeling mix) 0,16 mCi/400 pl) werden die Platten far
18 Stunden bei 37°C, 5 % CO2 weiterinkubiert.

Die Fixierung der Proteine in den Gelen wird durch Inkubation fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur in einer Lésung aus Isopropanol:Wasser:Essigsaure (25:65:10)
erreicht. Danach werden die Gele in einer Amplify-Lésung (Amersham Pharmacia)
fur weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Das Trocknen erfolgt wie bei
den mit CBB gefarbten Gelen auf einem Vakuumtrockner bei 70 — 80 °C fir
mindestens 3 h. Die Autoradiographie erfolgt bei —80 °C. Als Film wurde ein Biomax-
MR verwendet. Die Gele werden nicht mit CBB gefarbt, da die anschlieRende
Behandlung mit der Amplify-Losung die Proteine wieder vollstandig entfarben wurde.
Um Uberschussiges %S zu entfernen, werden die Gele (ber Nacht in einer verd.
Schwefelsaurelosung geschwenkt. Vor dem Trocknen werden die Gele mit Wasser

gewaschen.

2.10.10 Immunprézipitation nach in-vivo Markierung mit *°S

,Labeling“ Mix von Pharmacia: 2/3 Methionin ; 1/3 Cystein
(2,5 mCiin 175 pl Lésung)

Medium: DMEM (Methionin und Cystein frei) Gibco BRL 21013-024
10 % dialysiertes FKS, sterilfiltriert



2 Material und Methoden 59

Immobilisierung des Antikorpers

Der Antikorper, der fur die Immunprazipitation (IP) eingesetzt werden soll, wird tber
Nacht an Protein A- bzw. G-Sepharose bei 4°C immobilisiert, da die spatere
Inkubation bei RT durchgefuhrt wird. Z. B. fur die Immunprazipitation von GFP-MKK?7
mit dem anti-GFP Antikérper werden 2 pl des Antikorpers an 30 pl aquilibrierte
Protein-G Sepharose in 500 pl IP-Puffer immobilisiert.

Lyse der Zellen, Immunprézipitation und SDS-PAGE

Nach Entfernen des Uberstandes werden die Zellen dreimal mit kaltem PBS
gewaschen, anschlielend mit kaltem PBS abgelost und durch Zentrifugation (5
Minuten, 735 x g bei 4°C) sedimentiert. Zu dem Zellpellet wird 30 yl Ganzzelllyse-
Puffer (mit Inhibitoren) pipettiert. Nach 15 minutiger Inkubation auf Eis und
Zentrifugation (15 min, 4°C, 10000 x g) wird das Lysat zu den Uber Nacht
immobilisierten Antikorper gegeben und fur 3 h bei RT geruttelt.

Zur Uberpriifung des Einbaus von ®S  wird 1 Ml des Lysats in die
Szintillationsmessung eingesetzt.

Protein A bzw. G-Sepharose werden sedimentiert (10000 x g, 2 min, 4°C). Nach
vollstéandiger Entfernung des Uberstandes wird das Sediment dreimal mit 1 ml IP-
Puffer gewaschen. Nach Zugabe von 20 pl eines SDS-Lammli-Auftragspuffers
werden die Proben fur 10 Minuten bei 95 °C inkubiert. Dabei werden die Protein-
Antikorperkomplexe von der Protein A bzw. G-Sepharose abgelost. Nach
Zentrifugation werden die Proteine auf einem SDS-Gel (7,5 — 10 %) aufgetrennt.
Nach der Elektrophorese erfolgt die Fixierung der Proteine durch Inkubation fur 30
Minuten bei Raumtemperatur in einer Losung aus Isopropanol:Wasser:Essigsaure
(25:65:10). Danach werden die Gele in einer Amplify-Losung (Amersham Pharmacia)
fur weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur geschittelt und auf einem
Vakuumtrockner bei 70 — 80 °C fur mindestens 3 h getrocknet. Die Autoradiographie

erfolgt bei —80 °C fur 1 bis 7 Tage. Als Film wird ein Biomax-MR verwendet.
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2.11 Atlas Human cDNA Expression Array

Die Atlas Human cDNA Expression Array | (Clontech) beinhaltet 588 humane cDNAs
als Doppelspots auf einer positiv geladenen Nylonmembran, sowie Plasmid- und
Bakteriophagen-DNA als Negativkontrollen fir die Hybridisierungsspezifitat,

aulRerdem 9 ,housekeeping ,,cDNAs, die als Positivkontrollen verwendet werden.

Praparation von Gesamt-RNA (Chomczynski and Sacchi, 1987)

D: Denaturierungslésung

4 M Guanidiumthiocyanat

25 mM Natriumcitrat, pH 7,0

0,5 % (w/v) Sarcosyl(N-lauroylsarcosin Natrium Salz)
0,1 M 2-Mercaptoethanol

Ansetzen der Ausgangslosung:
100 g Guanidiumthiocyanat mit 117,2 ml Wasser, 7,04 ml 0,75 M Natriumcitrat, pH
7,0 und 10,56 ml 10% (w/v) -iger Sarcosyl-Lsg. versetzen, bei 65°C Idsen

Zu 50 ml der Ausgangslésung werden 0,36 ml 2-Mercaptoethanol pipettiert.
2 M Natriumacetat-Losung, pH 4,0

Durchfliihrung:

Fiir 1x10° Zellen werden 0,1 ml der Denaturierungslosung verwendet.

Die mit PBS gewaschenen Zellpellets werden in 1 ml der Denaturierungslésung
resuspendiert und homogenisiert. Dazu pipettiert man 0,1 ml einer 2 M Natrium-
acetat-Losung, pH 4,0, 1 ml Phenol (Wasser gesattigt) und 0,2 ml Chloroform-
Isoamylalkohol (49:1). Nach Zugabe jeder Lésung durch Invertieren mischen und
dann fur 10 Sekunden vortexen. 15 Minuten auf Eis inkubieren und anschliel3end fur
20 Minuten bei 4°C und 10000 x g zentrifugieren. Die wassrige Phase enthalt die
RNA, die in ein frisches Rohrchen Uberfuhrt und durch Zugabe von 1 ml Isopropanol
und Inkubation bei —20°C fur 1 Stunde prazipitiert wird. Nach erneuter Zentrifugation
(s.0.) und Entfernen des Uberstandes resuspendiert man das Pellet in 0,3 ml der

Denaturierungslésung. Die nachste Prazipitation erfolgt nach Zugabe von 0,3 ml
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Isopropanol und Inkubation bei —20°C fur 1 Stunde. Nach Zentrifugation von 10
Minuten bei 4°C und 10000 x g wascht man das RNA-Pellet mit 75 % (v/v) -igen
Ethanol und zentrifugiert fur 20 Minuten bei 10000 x g. Das erhaltene RNA-Pellet
wird getrocknet und anschlief3end in 50 pl einer 0,5 % (w/v) -igen SDS-Lésung bei
65°C fur 10 Minuten gelost.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt durch Bestimmung der Extinktion einer
geeigneten Verdinnung bei 260 nm.

40 x A2sonm X Verdinnungsfaktor= RNA [ug/pl]

AulRerdem wird die RNA auf einem denaturierendem Agarosegel aufgetrennt.

DNase Behandlung der Gesamt-RNA
Um Verunreinigungen durch DNA zu vermeiden, wird die erhaltene Gesamt-RNA mit

DNase behandelt. Das Vorgehen folgt der Anleitung des Handbuchs des Herstellers.

mRNA-Praparation

Die Praparation der mRNA erfolgt mit dem Qiagen-Kit nach den Angaben des
Herstellers.

Nach Elution mit 2 x 30 yl H2O wird die mRNA erneut prazipitiert, da sonst die

Volumina zu grol3 werden.

Die Prazipitation erfolgt durch Zugabe von 12 ul 7,5 M Ammoniumacetat-L6sung, 0,3
ml Glycogen und 150 ml 99 %-igen (v/v) Ethanol bei —80°C fur mindestens 1 Stunde.
Durch Zugabe von Glycogen kann man das mRNA-Pellet sichtbar machen. Nach
Zentrifugation bei 10000 x g, 4°C fir 20 Minuten, entfernen des Uberstandes wird
das RNA-Pellet mit 80 %-igen (v/v) Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation

(s.0.), wird das Pellet getrocknet und dann in 2 yl Wasser aufgenommen.

Synthese der cDNA aus der mRNA

Das weitere Vorgehen erfolgt nach dem Handbuch der Firma Clontech Atlas™ cDNA
Expression Arrays User Manual (PT3140-1).
Die Hybridisierung erfolgt Uber Nacht fur 18 h bei 42 °C, nach Durchfuhrung der

Stringenzwasche erfolgt die Detektion mittels Autoradiographie.
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2.12 FACS Untersuchungen

Die Ansatze der indirekten Immunfluoreszenz werden in einem DurchfluRzytometer
FACS (Becton-Dickinson) analysiert. Die Zellen werden in einer sogenannten
Markierung eingegrenzt. Es werden 10.000 Zellen pro Ansatz ausgewertet, wozu die
LYSIS 2.1.-Software der Firma Becton-Dickenson verwendet wird.

Einfarbenhistogramme stellen die Anzahl der gemessenen Zellen auf der Ordinate
und die GFP-Fluoreszenzintensitat auf der Abszisse einer logarithmischen Skala

gegenuber.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Funktionelle Charakterisierung von regulierbarer und
konstitutiver Expression von GFP-MKK7

3.1.1 Klonierung der GFPMKK7-cDNAs in den Expressionsvektor pIND

1. Amplifikation der MKK7 cDNA mittels PCR
Als Ausgangs-DNA flur die Amplifikation von MKK7 cDNAs wurden Plasmide von

Pamela Holland eingesetzt. Die cDNAs von MKK7 Wildtyp und 3 verschiedenen
Mutanten wurden als Bam Hl Fragmente in die Bgl/ Il Schnittstelle des Vektors
pCS3MT kloniert. Die kodierten Fusionsproteine enthalten N-terminal 6 myc-Epitope
und werden unter Kontrolle eines CMV Promotors exprimiert. Da durch diese
Klonierungsstrategie die Bam HI Schnittstelle von pCS3MT zerstort wurde, wurde
eine PCR Klonierung angewendet. Hierbei enthielten die verwendeten Primer Bam

HI Schnittstellen, und die PCR Reaktionen wurden mit Pfu Polymerase durchgefihrt.

Als Ausgangs-DNA wurden jeweils 50 ng eingesetzt. Es wurde eine PCR mit 25
Zyklen durchgefuhrt, um die Wahrscheinlichkeit des Einbaus falscher Basen klein zu

halten.

2. Klonierung der MKK7 PCR Produkte in den Vektor pEGFP-C1

Die mittels PCR amplifizierten Konstrukte wurden Gber die Bam HI Schnittstelle in

den Vektor pEGFP-C1 (Clontech) ligiert. Dies ermoglicht die N-terminale Fusion von
MKK7 an GFP. Die entstehenden Proteine werden Uber einen CMV Promotor

konstitutiv exprimiert.

3. Subklonierung in den pIND Vektor

Die kodierende Region der GFP-MKK7 cDNA wurde Uber Nhe l/Xba | Verdaue aus
pEGFPMKKY in den Vektor pIND subkloniert. Dieser Vektor wurde hergestellt, indem
aus dem Plasmid pIND/acZ (Invitrogen) das lacZ Gen durch Nhe |/Xba | entfernt

worden war, und der Vektor religiert wurde.
Die verwendete Restriktionsendonuklease Xba | ist ein Enzym, deren Erkennungs-
sequenz GATC teilweise mit der Dam-Methylierungssequenz Uberlappt. Die

Methylase, die durch das dam Gen kodiert wird, Gbertragt eine Methylgruppe des S-
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Adenosylmethionins auf die N°-Position des Adenosinrestes in der Sequenz GATC
(Marinus und Morris, 1973). DNA, die aus Bakterien isoliert wird, die dieses Gen
enthalten, wird nicht durch Xba | geschnitten. Deshalb wurden fir diese

Subklonierung dam-methylierungs-negative Bakterien (E. coli GM2163) verwendet.

CMV-
Promotor

EGFP
MCs

BamHl

pEGFP-C1
4,7 kb

Bam HI Verdau

Beginn MKK7 cDNA (*: Mutation im Startcodon)

I von MKK7
I

GGC CCG GGA TCC GGG AAG TTG GCG
CCG GGC CCT AG[E CCCTTC AACCGC

Bam HI Schnittstelle

Ende GFPcDNA

CMV- Nhe |
Promotor EGFP

MCS
BamHl

pEGFPMKK7
6002 bp

MKK7

x»a Nhel | Xbal

Promotor Nhe |
AHSP GFPMKK7

pINDGFPMKK7 BGH
7011 bp

Abb. 3.1: Klonierungsstrategie zur Herstellung der in der Arbeit verwendeten GFP-MKK7
Konstrukte

Klonierung der mittels PCR amplifizierten MKK7-Konstrukte in den Vektor pEGFP-C1 und
nachfolgende Subklonierung in den Vektor pIND.
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FUr die Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde eine MKK7-Isoform verwendet, die
von P. Holland, USA, zur Verfigung gestellt wurde. Dabei handelt es sich um die
murine Form MKK7-B1, die eine Verkiirzung im carboxyterminalen Bereich aufweist
und aullerdem eine Deletion zwischen der 42. und 58. Aminosaure hat. Die
Aminosauresequenz der humanen Form ist mit der verwendeten murinen MKK7
Form bis auf die Verklrzung identisch. (Die Isoformen der MKK7 Proteine sind im

Anhang angegeben.)

Es wurden 4 verschiedene MKK7-Konstrukte kloniert:
MKK7 Wildtyp (wt)

MKK73e Mutante

MKK73a Mutante

MKK7k149 v Mutante

Bei MAPK Kinasen ist die Generierung von Mutanten durch Austausch von
Aminosauren in der Kinase-Domane VIII moglich. Durch die mutierten Aminosauren
wird die Ladung in der DOmane verandert, und die Kinase nimmt eine aktive
Konformation ein. Eine andere Moglichkeit eine konstitutiv aktive MAPK Kinase
herzustellen, besteht in der Einfihrung einer Deletion, die zur Veranderung der N-
termininalen Struktur fihrt. Beides wurde fur MKK1 erfolgreich durchgefuhrt (Masour
et al., 1994; Mansour et al., 1996; Resing und Ahn, 1998). Der Austausch der
Aminosauren wurde bei MKK3 und MKK6 ebenfalls angewendet (Raingeaud et al.,
1996).

Der Austausch von Amionosauren in der regulatorischen Thr-X-Tyr Sequenz flhrt
dagegen bei MAPK nicht zu aktiven Kinasen (Widmann et al., 1999).

Fur die aktive Form von MKK7 wurden die Serine der regulatorischen
Phosphorylierungsstellen, sowie ein zusatzlich nur in MKK7 vorhandenes Threonin,
jeweils zu der geladenen Aminosaure Glutaminsaure mutiert (Ser-271, Thr-275 und
Ser-277 zu E) (MKK7zge). Die inaktiven Formen wurden generiert, indem die drei
erwahnten Aminosauren zu Alanin (MKK73a) bzw. die ATP Bindungsstelle Lysin in
der Subdomane Il zu Methionin mutiert wurden (MKK7k149 m). Der Austausch dieses

Lysins gegen andere Aminosauren fuhrt zum Verlust der Kinaseaktivitat (Hanks et
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al., 1988). Das Lysin scheint direkt in den Transfer des Phosphatrestes involviert zu

sein, es kdnnte z.B. den Protonentransfer tUbermitteln (Kamps und Sefton, 1986).

1
51
101
151
201
251
301
351
400
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Abb. 3.2: Aminosauresequenz von MKK7a (Human)
(K149) und die
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regulatorischen Aminosauren in der

Alle Mutanten von MYC-MKK?7, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, wurden auch

von Holtmann et al., 1999, eingesetzt und funktionell charakterisiert.

Die Integritat der Mutationen und das offene Leseraster wurde durch DNA-

Sequenzierung mit fluoreszierenden Farbstoffen mit dem ABI PRISM 310

Sequenziergerat verifiziert. Hierzu wurden folgende 5 Primer verwendet:

- MKK7(s) und MKK7(as)
- pIND(s): Ekdyson forward (Invitrogen) und pIND(as): BGH reverse (Invitrogen )

- GFP-C1

Schema der verwendeten Primer mit den jeweiligen ,Annealing“-Stellen an der DNA

DN

| GFP | MKK?7

pIND(s)

Primer

GFP-C{

MKK7(

ﬂD(as)

MKK7(as)
e
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3.1.2 Vergleich der Aktivitat von MKK?7 fusioniert an MYC oder GFP Polypeptide

unter transienten Transfektionsbedingungen

3.1.2.1 Nachweis der Proteinexpression

Um den EinfluR des GFP Anteils auf die MKK7 Aktivitat zu untersuchen, wurden eine
Reihe transienter Transfektionen durchgefihrt. Dazu wurden parallele
Transfektionen in HEK293 Zellen mit den MYC-MKK7 und den GFP-MKK7
Konstrukten durchgefuhrt.

Zusatzlich wurde das Ekdyson System unter transienten Bedingungen untersucht,

indem die entsprechenden Expressionsvektoren transfiziert wurden.

Die Expression der Fusionsproteine konnte mittels Western-Blot durch Verwenden
von Antikorpern, die gegen die jeweiligen Epitope gerichtet waren, nachgewiesen
werden. Weiterhin zeigten Immunprazipitationsversuche (IP) mit einem polyklonalen
oMKK?7 Antikorper anhand der MYC-getaggten MKK7 Proteine, dass diese Technik

ebenfalls fir den sensitiven Nachweis von MKK7 geeignet war.

Die Untersuchung des Ekdyson-Expressionssystems zeigte eine gute
Induzierbarkeit. In den nicht induzierten Proben konnte keine basale Protein-
expression nachgewiesen werden.

Unter transienten Bedingungen ist die Expression der Proteine, die unter Kontrolle
eines konstitutiv aktiven CMV Promotors exprimiert werden, etwas starker als die der

Proteine des Ekdyson-induzierbaren Expressionssystems.
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Abb. 3.3: Ekdyson-induzierbare Expression von MKK?7 fusioniert an GFP

HEK293 Zellen wurden transient mit 2,5 yg der angegebenen Expressionsvektoren mit der Kalzium
Phosphat Methode transfiziert. Zusatzlich zu dem Plasmid pINDGFPMKK7,: wurde 1 ug des Vektors
pVgRxR kotransfiziert.

A: Die Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von 10 yM Muristeron 4 Stunden nach
Transfektion. 24 Stunden nach Transfektion wurden Ganzzelllysaten hergestellt und 100 pg Protein
wurden fir SDS-PAGE mit anschlieRendem Western-Blot verwendet. Die Detektion der GFP-MKK7
Fusionsproteine erfolgte mit einem anti-GFP Antikorper.

B: 24 Stunden nach Transfektion wurden Ganzzelllysate hergestellt. 100 ug Protein wurden fur SDS.-
PAGE mit anschlieendem Western-Blot verwendet. Die Detektion der MYC-MKK7 Fusionsproteine
erfolgte mit dem MY C spezifischen Antikorper 9E10.

C: Die Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von 10 uM Muristeron 4 Stunden nach
Transfektion. 48 Stunden nach Transfektion wurden Ganzzelllysate hergestellt und 1 mg Protein wurde
fur die Immunprazipitation mit einem MKKY7 spezifischen Antikérper (SAK 16-1) eingesetzt. Mittels
Western-Blots wurden die GFP-MKK7 Fusionsproteine mit einem anti-GFP Antikbrper nachgewiesen.

D: HEK293 Zellen wurden 24 Stunden nach transienter Transfektion lysiert. 800 ug Protein wurden fir
die Immunprazipitation mit einem polyklonalen Kaninchen Antiserum gegen MKK7 (SAK 16-1)
eingesetzt. Die Detektion erfolgte nach SDS-PAGE, Blot auf eine PVDF-Membran mit dem anti-MYC
Antikdrper 9E10.

3.1.2.2 Nachweis der Aktivitat der verschiedenen MKK7 Fusionsproteine

Die Aktivitat der GFP-MKK7 Fusionsproteine wurde nach transienter Transfektion
von unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven CMV Promotors exprimierten
Proteine in einem in-vitro Kinase Versuch untersucht. Es wurde die Aktivitat der

konstitutiv aktiven MKK7 Mutante 3E mit der inaktiven Mutante 3A verglichen. Weiter
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wurde ein Expressionsvektor fur JNK2, einem intrazellularem Substrat von MKK?7,
kotransfiziert. Dadurch wurde der Kinase Versuch sensitiver. Die Durchfihrung einer
Immunprazipitation (IP) war fur diese Versuche nicht erforderlich, da Jun ein
spezifisches JNK Substrat darstellt. Die gleichmalige Expression der Proteine wurde
im Western-Blot mit Antikdrpern gegen die jeweiligen ,Tags“ nachgewiesen.

Die Expression der aktiven MKK7 Mutante 3E flhrte zu einer starken intrazellularen
Aktivierung von JNK2, erkennbar daran, dass in Lysaten aus MKK73e transfizierten
Zellen eine deutliche in-vitro Phosphorylierung von rekombinanten GST-Juni.13s
durch in den Extrakten enthaltenen JNKs erfolgte. GST-Juni.135 wird nur von JNKs
phosphoryliert. Im Vergleich dazu bewirkte die etwa gleichstark exprimierte Mutante
3A keine Erhdhung der zellularen JNK Aktivitat Gber die in untransfizierten Lysaten

beobachtbare hinaus.

peGFPMKKTS3A | +
peGFPMKK7S3E +
peGFP + | +
peVHA-INKZ | +| +

94 - 1 1 1 1

67 = r 4 GFP-MKK7

4= anti-GFP
4GFP

30 -

1 2 3 4
67 - * qHA-JNK2
43 = -
30 = anti-HA
20 -

1 2 3 4
1 W P-GST-Jun in-vitro Kinase Versuch
1 2 3 4

Abb. 3.4: Nachweis der Expression und der Aktivitat von GFP-MKK7 Fusionsproteinen unter
transienten Transfektionsbedingungen

HEK293 Zellen wurden transient mit 2,5 yg der angegebenen Expressionsvektoren transfiziert.
Nach 24 Stunden erfolgte die Herstellung von Ganzzelllysaten. 100 ug Protein wurde fir einen
Western-Blot eingesetzt. Die Expression der Proteine wurde mit Antikdrpern gegen die jeweiligen
Epitope nachgewiesen. Gemessen wurde in-vitro die Proteinkinaseaktivtat einer GST-Jun Kinase.
Fir den Versuch wurden 30 ug Protein verwendet, als Substrat wurden GST-Juny.135 und yszP-ATP
verwendet. Das GST-Jun wurde mit Glutathion-Sepharose aus dem Ansatz entfernt, die Proteine
wurden mit SDS-PAGE getrennt und nach dem Trocknen des Gels, erfolgte die Autoradiographie
bei —80°C mit einem Biomax-ML Film.

In einem in-vitro Kinase Versuch erfolgte ein direkter Vergleich der Aktivitat von
konstitutiv aktiven (3E) und inaktiven (3A) MKK7 Mutanten, die entweder mit MYC

bzw. GFP fusioniert waren.
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Die Koexpression von JNK2 erhdhte die Sensitivitat des Kinase Versuchs. Die
starkste Phosphorylierung von GST-Jun1-13s wurde in den Lysaten der Zellen, die mit
der aktive Mutante von MKK7 fusioniert an GFP transfiziert wurden festgestellt (s.

Spur 5).

kDa

43 — s
._ '- 4 GST-Jun, ;s

30 —

untransfiziert
pCSMT3 (LV) + +

PEGFPMKK7, +
pEGFPMKK7,, +
pCS3MTMKK?, +
pCS3MTMKK?,, +

peVHA(LV) .

peVHAJNK2 + + + + +

Abb. 3.5: Vergleich von an MYC oder GFP fusionierte MKK7-Fusionsproteinen in einem in-
vitro Kinase Versuch

HEK293 Zellen wurden transient mit 2,5 pg der angegebenen Expressionsvektoren transfiziert.
Nach 24 Stunden erfolgte die Herstellung von Ganzzelllysaten. 30 pg Protein wurden fir einen in-
vitro Kinase Versuch eingesetzt, die Messung der JNK-Aktivitat erfolgte durch Zugabe von
rekombinantem GST-Juns.435 und 732P-ATP. Das Substrat GST-Jun wurde mit Glutathion-
Sepharose aus dem Ansatz entfernt, die Proteine wurden mit SDS-PAGE getrennt. Nach Farben
und Trocknen des Gels, erfolgte die Autoradiographie bei —80°C mit einem Biomax-ML Film.

Der durchgefuhrte Kinase Versuch ist eine indirekte Messung der MKK7 Aktivitat.
Eine schwache JNK Aktivitat wurde in den Lysaten mit den entsprechenden
Vektorkontrollen transfizierten Zellen sowie in nicht transfizierten Zellen festgestellt
(Spur 1 und 7). In Lysaten, die mit der konstitutiv aktiven Mutante von MKK7
transfiziert wurden, ist eine verstarkte Jun Phosphorylierung detektierbar (Spur 3 und
5). Die Transfektion mit der inaktiven Mutante von MKK7, fuhrte dagegen nicht zu
einer Erhéhung der Jun Phosphorylierung (Spur 2 und 4).

Durch die Fusion mit GFP wurde die Aktivitat von MKK7 nicht beeinflusst.
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3.1.3 Etablierung des induzierbaren Ekdyson Expressionssystems

Fur die Untersuchungen sollte GFP-MKK7 unter regulierbaren Bedingungen
exprimiert werden. Dazu wurde das Ekdyson-induzierbare Expressionssystem
etabliert.

Prsv RXR 7Z/L Pemy f VgEcR
RXR
J VP16 (_J

VgEcR
DBD prsv: Rous Sarcoma Virus Promotor
\ RXR: Retinoid X Rezeptor
:\)n;;:steron DBD Pewyv: CMV Promotor
Ponasteron VgEcR: Lomplex aus EcR und Transaktivierungsdoméne VP16
DBD: DNA-Bindungsdoméne
VP16 E/GRE: Ekdyson-und glukokortikoid-responsives Element
: minimaler Hitzeschockpromotor
RXR Panse p
Muristeron
oder
VggEcR Ponasteron
DB KDBD zu
— > N ——» Panse kontrollierendes +—
E/GRE X 5 Gen

Abb. 3. 6: Schematische Darstellung des Ekdyson-induzierbaren Exprssionssystems

Die Regulation des Systems kommt durch den Ekdyson Hormon Rezeptor aus Drosophila. Der
funktionelle Rezeptor besteht aus interagierenden Untereinheiten, RXR und VgEcR. Beide
Untereinheiten des heterodimeren Ekdyson-Rezeptors aus Drosophila werden durch den
regulatorischen Vektor pVgRXR konstitutiv exprimiert. Auf dem anderen Plasmid befinden sich der
Ekdyson-responsive Promotor und die Sequenzen des zu kontrollierenden Gens. RXR und VgEcR
enthalten jeweils DNA-bindende Domanen, die spezifisch ein cis-acting regulatorisches Element,
E/GRE erkennen und binden. AuBerdem enthalt VgECR fur eine effektive Transkriptionsaktivierung
die Transkriptionsaktivierungsdomane eines Virushillenproteins, VP16.

Das regulatorische Element E/GRE enthalt die Halfte des Ekdyson-responsiven Elements und die
andere Halfte eines Glucocortikoid-responsiven Elements. Diese Hybrid-DNA Sequenz befindet sich
genau 5 oberhalb des Drosophila ,Minimal-heat-shock® Promotors P,usp auf dem pIND Vektor.
E/GRE verhindert die unspezifische Aktivierung der Transkription durch den Promotor Pausp, da es
von anderen endogenen regulatorischen Molekulen nicht erkannt wird.

Fanf Kopien des regulatorischen Elements E/GRE sind hintereinander angeordnet, um die Effizienz
des P,usp bei Anwesenheit des induzierenden Agens zu erhdhen. Ohne den Induktor interagieren
RXR und VgEcR nicht mit dem regulatorischen Element E/GRE und die Expression durch P,usp ist
vernachlassigbar. Bei Anwesenheit des Induktors, Ekdyson oder eines Ekdyson-Analogons, z.B.
Ponasteron oder Muristeron, bindet der aktivierte Ekdyson-Rezeptor an E/GRE und aktiviert die
Transkription durch den P,nsp. Ponasteron und Muristeron gehéren zu den Ekdysteroiden.
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3.1.3.1 Nachweis des humanen Retinoid X Rezeptors RxRo in HEK293 und
EcR-293 Zellen

Der Rezeptor RxRo.  bildet eine der beiden Untereinheit des Ekdyson Hormon
Rezeptors. Die Expression des Rezeptors ist fur eine Expression von Proteinen mit
dem induzierbaren Ekdyson Expressionssystem unerlaB3lich. Die cDNA dieses
modifizierten Ekdyson-Rezeptor (VgQEcR) befindet sich auf dem Vektor pVgRxR
zusammen mit der Transkriptionsaktivierungsdomane eines Virushullenproteins
(VP16).

Im Gegensatz zu dem Ekdyson Rezeptor wird der RxRo. Rezeptor in vielen Geweben
exprimiert. Entsprechend konnte mit dem anti-RxRo. Antikorper die Expression des
humanen Retinoid X Rezeptors in verschiedenen Zellen nachgewiesen werden, die
entweder selbst stabil mit pVgRxR transfiziert wurden oder von Invitrogen bezogen
wurden.

Die Expression des Rezeptors konnte in allen untersuchten Zellen nachgewiesen
werden. Es wurden unterschiedliche Expressionsstarken festgestellt. Die Expression
bei den stabil mit pVgRxR transfizierten Zellen (HEK293, bzw. EcR-293) war starker
als bei untransfizierten Zellen.
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Abb. 3.7. Nachweis der Expression des Steroidrezeptors RxRa in stabil transfizierten und
untransfizierten HEK293 und EcR-293 Zellen

100 yg Ganzzelllysat von untransfizierten, stabil mit pVgRxR transfizierten (Pool a und Pool b)
HEK293 Zellen und von Pools stabil mit pVgRxR und verschiedenen pINDGFPMKK7-Konstruken
transfizierter HEK293 sowie EcR-293 Zellen wurden fir einen Western-Blot eingesetzt. Die
Detektion erfolgte mit einem humanen anti-RxRo. Antikorper.

Die spezifischen Banden, die von dem Antikérper erkannt wurden, zeigen ein Protein

der erwarteten GroRe von ca. 50 kDa. AulRerdem wurden unspezifische Banden
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detektiert, die in allen Proben eine vergleichbare Starke haben. Die spezifischen
Banden waren wesentlich starker als die unspezifischen, das zeigte, dass eine
deutliche Uberexpression vorlag.

Ein Antikorper gegen den Ekdysonrezeptor war nicht vorhanden. Deshalb wurden die

Zelllinien zusatzlich funktionell untersucht.

3.1.3.2 Ekdyson regulierbare Expression von B-Galaktosidase unter transienten

Transfektionsbedingungen mit EcR-293 Zellen

Die weiteren Analysen des Ekdyson Expressionssystems erfolgten mit einem
Reportergen. Dazu wurden EcR-293 Zellen transient mit dem Expressionsplasmid fir
B-Galaktosidase transfiziert. EcCR-293 Zellen sind stabil mit dem pVgRxR Plasmid
transfizierte HEK293 Zellen (Invitrogen). 6 Stunden nach Transfektion erfolgte die
Induktion der Proteinexpression von B-Galaktosidase durch Zugabe von 5 uM
Muristeron. 24 Stunden nach Transfektion wurde mit einem Teil der Zellen eine X-
Gal Farbung durchgeflihrt. Von den restlichen Zellen wurden 48 Stunden nach

Transfektion Lysate fiir die photometrische Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

hergestellt.
Expression von B-Galaktosidase
2,51
24
1,51
OD 405nm
14
0,5
0.
1 2 3 4

1: pINDLacZ, transient, - Muristeron 2: pINDLacZ, transient, + Muristeron
3: EcR-293 , - Muristeron 4: EcR-293, + Muristeron

Abb. 3.8: B-Galaktosidase-Aktivitit nach Induktion mit Muristeron unter transienten
Transfektionsbedingungen

EcR-293 Zellen wurden transient mit 2,5 pug des Plasmids pIND/acZ unter Verwendung des Dosper
Reagenz transfiziert. 6 Stunden nach Transfektion erfolgte die Induktion der Expression durch 5
MM Muristeron. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert.

Die photometrische Bestimmung der Aktivitdt von B-Galaktosidase erfolgte mit dem Substrat
OPNG. Das Balkendiagramm zeigt die Extinktionen bei OD 405 nm als MaR fir die Aktivitat der [3-
Galaktosidase in je 60 pl Zellextrakt Gber 135 min.
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Bei den nicht induzierten Zellen wurde keine B-Galaktosidase Aktivitat festgestellt.
Dies wurde durch die X-Gal Farbung, einer anderen Nachweismethode fir die
erfolgte Transfektion mit dem Expressionsplasmid flr B-Galaktosidase, bestatigt. Bei
den transfizierten und mit Muristeron behandelten Zellen wurden ca. 20 % der Zellen
blau gefarbt. Bei den transfizierten Zellen, die nicht mit Muristeron behandelt wurden,

und den weiteren Kontrollen konnten keine blau gefarbten Zellen gefunden werden.

Die verwendeten EcR-293 Zellen haben den Vektor pVgRxR und sind nach Induktion
mit Muristeron unter transienten Transfektionsbedingungen zur Proteinexpression
fahig. Das Ekdyson Expressionssystem zeigt unter transienten Transfektions-

bedingungen eine ausreichende Proteinexpression.

3.2 Etablierung stabil transfizierter Zelllinien nach Einzel-

zellklonierung

Nach Etablierung von Zelllinien, die einen funktionellen heterodimeren Ekdyson
Rezeptor exprimieren, wurden diese Zellen mit den pIND Plasmiden, die die
verschiedenen MKK7 cDNAs enthalten, transfiziert und anschlieRend fur 3 bis 4
Wochen mit den Antibiotika Zeozin [400 ug/ml] und G-418 [400ug/ml] selektiert.
Danach wurden die selektierten Zellen mit dem Verfahren ,limited dilution®
einzelzellkloniert.

Die auf diese Art erhaltenen Zellklone wurden nach Induktion mit Ponasteron in 96
Mikrotiterplatten durch Fluoreszenzmikroskopie auf Grunfluoreszenz untersucht, und
positiv erscheinende Klone wurden nach Expansion im Western-Blot auf die
Expression der GFP-MKKY7 Fusionsproteine analysiert. Dazu wurden aus Zellen in T-
25 Kulturflaschen, die fur 24 Stunden mit 2 yM Ponasteron induziert wurden,
Ganzzelllysate hergestellt und diese mittels Western-Blot mit dem anti-GFP

Antikorper untersucht.

Beispielhaft fur dieses Vorgehen sind nachfolgend einige Versuchsergebnisse

gezeigt.
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Untersuchung der MKK7 exprimierender Zellklone durch Western-Blot
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Abb. 3.9: Identifikation GFP-MKK7 exprimierender Zelllinien nach Einzelzellklonierung

Die Klone wurden expandiert, durchnummeriert und fir 24 Stunden mit 2 puM Ponasteron
induziert. Fir den Western-Blot wurden 100 yg Ganzzelllysat eingesetzt. Die Detektion erfolgte
mit dem anti-GFP Antikorper.

Bezeichnung der Mutanten: E fiir S3E; A fiir S3A; W fiir Wildtyp und K fir K149M

A: AulBer den induzierten Zellen wurden auch Lysate von unbehandelten wie auch

untransfizierten Zellen analysiert. Die Trennung der Proteine erfolgte mit einem 10 %-igen SDS-
Gel.

B, C, D: Es wurden nur Lysate von mit Ponasteron induzierten Zellen aufgetragen.
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Durch die Western-Blot Analysen konnte in den Klonen E4, E3 und E24 das
Fusionsprotein GFP-MKK73e nachgewiesen werden. Bei dem Klon E22 wurde mit
dem anti-GFP Antikorper nur ein Protein von ca. 30-40 kDa detektiert, welches
modglicherweise einem Spaltprodukt von GFP-MKK7 entspricht. Bei E24 und A13
konnte auller dem Fusionsprotein auch freies GFP detektiert werden, bei E24
wesentlich mehr als bei dem Klon A13. Weiter wurden als positive Klone A62 und
A77 identifiziert. Die Banden waren recht schwach, genau wie bei W23, W30 und
W42. Bei Lysaten des Klons W23 wurde GFP durch eine deutliche Bande angezeigt.
Als positive Klone fir GFP-MKK7k14omwurden K42 und K44 nachgewiesen.

Es wurden von allen MKK7 Mutanten und dem Wildtyp positive Einzelzellklone
identifiziert. Allerdings konnte in der ersten Einzelzellklonierung kein positiver Klon
von GFP-MKK7k149m gefunden werden. Deshalb wurde eine 2. Einzelzellklonierung
von GFP-MKK7k149m durchgefuhrt.

Nach der zweiten Klonierung wurden insgesamt 68 Klone getestet. Am Ende konnte
bei 9 Klonen im Western-Blot die Expression von GFP-MKK7 nachgewiesen werden
(s. Abb. 3.8, C).

wt bzw. Mutante Abk. Anzahl Klone Fluoreszenz Western
positiv positiv
MKK7wt w 103 25 (stark) 9
65 (schwach)
MKK73e E 25 12 7
MKK73a (ECR-293) |A 13 2
MKK73a 79 22
(HEK293/pVgRx)
MKK7k149m K 137 20 (schwach) |-
2. Klonierung K 68 19 9
MKK7k149m

Tabelle 3: Statistik zur ersten Einzelzellklonierung
Anzahl der untersuchten Klone, sowie die Ergebnisse der Fluoreszenz- und Western-

Blot Analysen
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3.2.1 Zeit- und Dosis abhangige induzierbare Expression von GFP-MKK7;¢

Zellen des stabil transfizierten Klons E4 wurden fir 24 Stunden mit den
angegebenen Konzentrationen von Ponasteron induziert. Nach Herstellung von

Ganzzelllysaten erfolgte ein Western-Blot mit dem anti-GFP Antikorper.
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Abb. 3.10: Nachweis der Expression von GFP-MKK7;z in Abhédngigkeit von der
Konzentration des induzierendes Steroidhormons Ponasteron

Zellen des Klons E4 wurden fir 24 Stunden mit ansteigenden Konzentrationen von Ponasteron
induziert. 100 pg Protein von Ganzzelllysaten wurden nach SDS-PAGE, blotten auf eine PVDF-
Membran mit dem anti-GFP Antikérper analysiert. Als Kontrolle dienten nicht induzierte Zellen des
Klons E4.

Die Induktion der Proteinexpression ist mit dem anti-GFP Antikorper bereits bei einer
Konzentration von 0,1 yM Ponasteron nachweisbar. Bei Erhohung der Konzentration
auf mehr als 5 pM Ponasteron ist keine weitere Erhdhung der Proteinexpression
feststellbar. Die Induktion mit Ponasteron folgt danach einer Dosiswirkungskurve, in
nicht induzierten Zellen ist nur eine sehr schwache Bande auf der Hohe von GFP-
MKK7 nachweisbar, somit ist die basale Aktivitdt des Ekdyson-responsiven
Promotors sehr niedrig. Fir alle folgenden Experimente wurde eine Konzentration
von 2 — 5 uM Ponasteron oder Muristeron verwendet. Dabei wurde zunachst die
Zeitabhangigkeit der GFP-MKK7 Expression von der Dauer der Induktion mit
Drosophila Steroiden untersucht.

Durch Western-Blot Analyse wurde der Beginn der Proteinexpression des
Fusionsproteins und der zeitliche Verlauf der Expression untersucht. Mit Hilfe eines
weiteren Antikorpers, eines Kaninchen anti-MKK7 Antikdrpers, wurde neben dem

induzierten Fusionsprotein auch endogenes MKKY7 detektiert. Dadurch konnte die



3 Ergebnisse 78

Expressionsstarke des induzierten GFP-MKK73e im Verhaltnis zu endogenem MKK7
beurteilt werden.

Mit dem anti-GFP Antikorper konnte bereits 6 h nach Induktion das Fusionsprotein
GFP-MKK73e nachgewiesen werden. Mit dem anti-MKK7 Antikérper wurde erst nach
16 stindiger Induktion eine Bande der entsprechenden GroRe detektiert (s. Abb.
3.11).

kDa

<—— GFP-MKK7,,

anti-GFP
<—— GFP-MKKT7,
67
anti-MKK7
<4+— MKK7
43
Ponasteron - 2 6 16 | 24 48 [h]

Abb. 3.11: Zeitabhangige Expression von GFP-MKK7;: am Bsp. von Klon E4

Zellen des Klons E4 wurden fir die angegebenen Zeiten mit 5 yM Ponasteron induziert. Nach
Herstellung von Ganzzelllysaten wurden 100 pg Protein mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte durch den anti-GFP
Antikérper und durch einen anti-MKK7 Antikdrper. GFP-MKK7, sowie endogenes MKK7 sind
gekennzeichnet.

Wahrend der Versuche mit dem Klon E4 zeigte sich durch Fluoreszenzanalysen,
dass nicht alle Zellen des Klons E4 GFP-MKK73e exprimierten. Da fir die
Aussagekraft der bisherigen funktionellen Untersuchungen und auch fir die geplante
Untersuchungen der Genexpression aber eine moglichst homogene Expression von
GFP-MKK73g in allen Zellen notwendig war, wurden die Zellen des Klons E4 daher
fur 3 Wochen wieder mit Selektionsmedium gehalten (Zeozin 400 pg/ml und G-418

400 pg/ml) und dann erneut einzelzellkloniert. Bei der Mikroskopanalyse wurden
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Klone ausgewahlt, bei denen alle Zellen die Grinfluoreszenz zeigten. Die Ergebnisse
wurden mit Western-Blots Uberpruft.
Es wurden 5 Klone gefunden bei denen alle Zellen grun fluoreszierten. Die weiteren

Untersuchungen zu MKK73e wurden dann mit den Klonen E6 und E10 durchgefihrt.

Zellen des aus E4 durch erneute Einzelzellklonierung generierten Klons E10 wurden
fur O bis 48 Stunden mit Muristeron induziert, und die Proteinexpression mit den
gleichen Antikdrpern untersucht.

Der Nachweis der Proteinexpression ist sowohl mit dem anti-GFP ( s. Abb. 3.12, A)
als auch mit dem anti-MKK7 Antikorper (s. Abb. 3.12, B) bereits nach 4 Stunden
moglich. Bei dem analogen Versuch mit dem Klon E4 wurde die Expression des
Fusionsproteins erst nach 6 h mit dem anti-GFP und sogar erst nach 16 h mit dem
anti-MKK7 Antikérper nachgewiesen (s. Abb. 3.11). Bis ca. 22 h nach Induktion
erfolgte ein Ansteigen der Proteinexpression, danach blieb die Expression auf
gleichem Niveau. Zwischen 22 und 48 Stunden nach Induktion wurde auch mehr
GFP detektiert. Dabei kann es sich um abgespaltenes GFP von dem Fusionsprotein
handeln. Hierdurch lielRe sich auch der Anstieg an endogenem MKKY7 erklaren, der
auf der Abb. 3.12(B) ab den 22 h Stundenwerten erkennbar ist. Die
Expressionsstarke des endogenen MKK7 wird wahrscheinlich um das vom GFP
abgespaltene Protein erhoht.

Mit dem anti-MKK7 Antikorper detektiert man auch bei den nicht-induzierten und
auch bei den 1 und 2 Stundenwerten eine Bande der fir GFP-MKK7 erwarteten
Grole von ca. 80 kDa. Bei dieser schwachen Bande handelt es sich entweder um
eine unspezifische Bande, da sie nicht konsistent zu beobachten war, oder eine sehr

geringe basale Proteinexpression von GFP-MKK?.
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Abb. 3.12: Zeitabhdngige Expression von GFP-MKK73e

Zellen des Klons E10 wurden fur die angegebenen Zeiten mit 5 yM Muristeron induziert. Nach
Herstellung von Ganzzelllysaten wurden 100 pg Protein mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte durch den anti-GFP
Antikdrper (A) und durch einen anti-MKK7 Antikorper (B). GFP-MKK7, GFP, sowie endogenes
MKK?7 sind gekennzeichnet.

Fur FACS Sortierungen, die zunachst eine Induktion des fluoreszierenden GFP-
MKK?7 Proteins bendétigten, wurde untersucht, innerhalb welchen Zeitraums die

Expression von GFP-MKK7 nach Entfernen von Ponasteron wieder abnimmt.

Nach Entfernen von Ponasteron konnte nach 3 Tagen im Western-Blot das
Fusionsprotein GFP-MKK7 nur noch sehr schwach nachgewiesen werden (s. Abb.
3.13). 24 Stunden nach Entzug von Ponasteron ist die Expression des
Fusionsproteins GFP-MKK7, die nach Induktion vergleichbar mit der von endogenem
MKK?7 war, bereits schwacher als die des endogenen MKK7. Weiter fallt auf, dass
die Expression von endogenem MKKY7 nicht konstant ist, sondern ebenfalls leicht

abnimmt. Dies liegt mdglicherweise an der Spaltung von GFP-MKK?7, in GFP und
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einem MKK?7 Anteil, der zur Verstarkung der Bande von endogenem MKKY7 beitragt
(s. auch Abb. 3.12(A)).
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Abb. 3.13: Abnahme der Expression vor und nach Entfernen von Ponasteron

Zellen des Klons E10 wurden flr 24 Stunden mit 2 uM Ponasteron induziert. Von einem Teil der
Zellen wurden Ganzzelllysate hergestellt. Die anderen Zellen wurden mit Medium gewaschen und
ohne Ponasteron fir 1 Tag, 2 Tage und 3 Tage weiterinkubiert und dann fir die Ganzzelllysat-
Praparation verwendet. 100 ug Protein wurden fiir ein SDS-PAGE und anschlieRendem Western-
Blot eingesetzt. Der Blot wurde mit dem anti-MKK7 Antikérper auf die Expression von GFP-MKK7
untersucht.

3.2.2 Charakterisierung der basalen GFP-MKK7;e Proteininduktion in dem Klon
E10 auf mRNA- und Proteinebene

Mit verschiedenen Methoden wurde analysiert, ob ohne Zugabe eines Induktors
(Ponasteron oder Muristeron) in nicht induzierten Zellen eine basale Expression des
Fusionsproteins GFP-MKK73e nachgewiesen werden kann. Dieses war fir die
nachfolgend geplante Proteomuntersuchungen hinsichtlich der Interpretation der

erwarteten Unterschiede besonders wichtig.

3.2.2.1 Nachweis von GFP-MKK7; auf mRNA Ebene

Es wurde aus mit Ponasteron induzierten und nicht induzierten Zellen des stabil
transfizierten Klons E10 Gesamt-RNA isoliert und revers transkribiert. Ausgehend
von der cDNA wurde anschlielend mit spezifischen Primern das Produkt GFP-
MKK73e in einer PCR amplifiziert.
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Abb. 3.14: GFP-MKK73;: kann auf mRNA Ebene nur nach Induktion nachgewiesen werden

Pro Ansatz wurde aus 4x10° Zellen mit dem Qiagen RNAEasy Kit Gesamt-RNA isoliert. 1 ug RNA
wurde in die Reverse Transkription mit pd(N)s als Primer eingesetzt. Der gesamte Ansatz wurde
far eine PCR mit 20 Zyklen mit der Tag Polymerase verwendet. Zur Amplifikation von GFP-MKK?7
wurden die Primer GFP-C1(s) und MKK7(as) eingesetzt. Zur Uberpriifung der Integritat und Menge
der eingesetzten RNA wurde das Produkt der Tubulin cDNA parallel amplifiziert. Das Auftrennen
der PCR-Produkte erfolgte auf einem 1 % igen (w/v) Agarosegel. Dargestellt sind RT-PCR
Ergebnisse von 3 unabhangigen RNA Proben (1, 2, 3) vor und nach Induktion mit 2 uM Ponasteron
fur 18 h.

Mit den Primern GFP-C1(s) und MKK7(as) konnte mit der RT-PCR nur aus der RNA
von mit Ponasteron induzierten Zellen ein Produkt der erwarteten Grolie von 1440 bp
amplifiziert werden. In den nicht induzierten Zellen erfolgte bei Verwendung dieser
Primer keine Amplifikation. Bei Verwendung der Primer flr Tubulin wurde bei allen
Ansatzen ein Fragment der erwarteten Grofle von Tubulin (485 bp) in gleicher
Menge amplifiziert. Tubulin wurde als endogener Standard verwendet und Gberpruft
die Integritat und Konzentration der Ausgangs RNAs sowie die PCR Reaktionen.

Als Ergebnis kann festgestellt werden, dass in der RNA aus nicht induzierten Zellen
des Klons E10 keine basale Expression der RNA fur GFP-MKK7 nachgewiesen

werden konnte.

3.2.2.2 Nachweis auf Proteinebene
Nach in-vivo labeling mit %3 von induzierten und nicht-induzierten Zellen des Klons
E10 sollte nach Immunprazipitation mit dem anti-GFP Antikdrper die Uberpriifung der

basalen Expression von GFP-MKK73e auf Proteinebene erfolgen.
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Abb. 3.15: Nachweis von **S-markierten GFP-MKK7 nach metabolischer Markierung durch
Immunprézipitation

2x10° Zellen des Klons E10 wurden in einer Vertiefung einer 12 Loch-Platte in Methionin- und
Cystein-freiem DMEM mit dialysiertem FKS fir 18 Stunden mit 0,4 mCi/mL %3 inkubiert. Eine Halfte
der Zellen wurde mit 2 yM Ponasteron behandelt. Nach Herstellung von Ganzzelllysaten wurden die
Lysate mit Gber Nacht an Protein G-Sepharose immobilisierten anti-GFP Antikdrper fur 2 Stunden
inkubiert. Nach dreimaligen Waschen mit IP-Puffer wurden die Proteine durch Aufkochen in Lammili-
Auftragspuffer von der Sepharose abgelost und auf einem 10 % igen SDS-PAGE getrennt. Nach
Fixierung wurde das Gel fir 30 min in der Amplify (Amersham) Lésung geschwenkt, bei 80 °C auf
einem Vakuum-Geltrockner getrocknet und mit einem Biomax-MR Film bei —80°C exponiert. Markiert
ist die Bande mit einem Mr von 80 kDa, die GFP-MKK?7 entspricht.

Nach in-vivo Markierung und Immunprazipitation mit dem anti-GFP Antikérper
konnten relativ viele schwache Proteinbanden auf der Autoradiographie in beiden
Proben detektiert werden. Eine Bande der erwarteten GrolRe von GFP-MKK7 von
ca.80 kDa ist dagegen nur auf dem Gel der induzierten Probe nachweisbar. Mit
dieser Methode konnte wie schon in der RT-PCR in den nicht mit Ponasteron
induzierten Zellen des Klons E10 keine Expression von GFP-MKK7 nachgewiesen
werden. Analog zu der RT-PCR bestatigt sich mit diesem Ergebnis, das keine basale

Proteinexpression stattfindet.
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3.2.2.3 Uberpriifung der Expression von GFP-MKK73: auf Einzelzellniveau im
Klon E10

Zellen des Klons E10 wurden fir 18 Stunden mit 2 yM Ponasteron induziert, bzw.
nicht induziert. Um Einzelzellen zu erhalten, wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst,

in Medium aufgenommen und mit Hilfe einer FACS Analyse auf Grinfluoreszenz

uberpruft.
E10+Ponasteron
E10 (nicht induziert)
64 64 7
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Abb. 3.16: FACS Analyse von nicht-induzierten und mit Ponasteron induzierten Zellen des
Klons E10

Die Fluoreszenzintensitdt von je 10000 Zellen wurde im FACS untersucht. Die Induktion mit
Ponasteron erfolgte fir 18 Stunden mit einer Konzentration von 2 uM. Eingezeichnet wurde die
gesetzte Grenze zur Bestimmung der Anzahl der positiven Zellen. Alle Zellen rechts dieser

Markierung exprimieren GFP-MKK7 3.

In der Abb. 3.16 erkennt man eine sehr deutliche durch GFP verursachte
Rechtsverschiebung, d.h. Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei den mit
Ponasteron induzierten Zellen. Es wurde eine Markierung gesetzt, die festlegt, ab
welcher Fluoreszenzintensitat die Zellen als positiv gewertet werden. Bei den mit
Ponasteron induzierten Zellen lieferte diese Analyse 63 % positive Zellen. Bei den

nicht induzierten Zellen wurden noch 3,3 % der Zellen als positiv gewertet.
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Da offensichtlich in diesem Klon zwar 2/3 der Zellen GFP positiv waren, aber nicht
die gesamte Population, wurden die Zellen nach Induktion von GFP-MKK73e mit Hilfe
eines FACS Sortierers angereichert. Die Effizienz wurde anschliefend im FACS
Uberprift und die als positiv sortierten Zellen ohne Ponasteron weiterkultiviert und

nach 14 Tagen erneut analysiert.

A E10 (nicht induziert), nach FACVS-Sortierung B E10+Ponasteron (nach FACS-Sortierung)
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Abb. 3.17: FACS Analyse von nicht-induzierten und mit Ponasteron induzierten Zellen des
Klons E10 nach FACS Sortierung und Anreicherung GFP-MKK73:e exprimierender Zellen

Die Fluoreszenzintensitdt von 10000 Zellen wurde im FACS untersucht. Die Induktion mit
Ponasteron erfolgte fir 18 Stunden mit einer Konzentration von 2 uM. Eingezeichnet wurde die
gesetzte Markierung zur Bestimmung der Anzahl der positiven Zellen.

A: Zellen, die nach FACS-Sortierung als negativ aussortiert wurden

B: Durch FACS Sortierung als positive Zellen angereicherte Fraktion

C: in B als positiv sortierte Zellen, nach 14 tagiger Weiterkultivierung ohne Ponasteron

D: Die gleichen Zellen wie in C, nach Induktion mit 2 uM Ponasteron fiir 18 h
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Die Sortierung mit FACS war schwierig, da die Zellen auf Einzelzellebene sortiert
werden mussen, aber dazu neigten, Aggregate zu bilden. So wurden von den
zunachst als negativ sortierten Zellen bei der anschlieBenden FACS Analyse noch
17 % der Zellen als positiv eingestuft (A). Von den als positiv sortierten Zellen,
wurden 87 % als positivund noch 13 % der Zellen als negativ gewertet (B).

Die positiv sortierten Zellen wurden wieder ohne Ponasteron in Kultur genommen,
wodurch keine GFP-MKK73e Expression mehr nachgewiesen wurde (C). Nach 2
Wochen erfolgte eine erneute Induktion der Zellen. 90 % der Zellen wurden jetzt als
positiv gewertet (D). Die gesetzte Markierung war bei allen Analysen gleich.

Die positiven Zellen wurden expandiert und in mehreren Aliquots weggefroren. Die
Zellen wurden in regelmafigen Abstanden durch FACS Analyse untersucht. Bei
Nachlassen der Fluoreszenzintensitat, welche nur sehr langsam Uber viele Wochen
und auch nicht in sehr groRem Ausmaly erfolgte, wurde ein Aliquot der positiv
sortierten Zellen aufgetaut und far die weiteren Versuche verwendet. Hierdurch
konnte gewahrleistet werden, dass fur die Proteomuntersuchung eine weitgehend

homogene Zellpopulation eingesetzt wurde.

3.3 Auswirkung der regulierbaren Expression von GFP-MKK7 auf

die Signaltransduktion
3.3.1 Funktionelle Analyse ausgewahlter Klone am Bsp. von Klon E4

Da das Ziel der Arbeit die artefizielle Aktivierung des JNK Signalweges in intakten
Zellen war, wurde die Funktion dieser Proteinkinasekaskade nach erfolgreicher
Etablierung von induzierbaren GFP-MKK?7 Zelllinien mit Hilfe von unterschiedlichen

MeRsystemen flr Proteinkinasen untersucht.

Protein aus Lysaten des stabil mit GFP-MKK73e transfizierten Einzelzellklons E4
wurden dabei in verschiedenen in-vitro Kinase Versuchen verwendet. Als Substrat
wurde rekombinantes GST-Juni.135 in Anwesenheit von radioaktiv markiertem ysZP—
ATP eingesetzt, dass spezifisch nur von JNKs phosphoryliert wird. Die Aktivitat von
zellularen JNKs dient dabei als Mal} fir die Aktivitat von MKK7, da diese Kinase
JNKSs phosphoryliert und aktiviert.
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In einem Versuch erfolgte zuerst die Auftrennung der Proteine von nicht-induzierten

und induzierten Zellen mit einer Kationenaustauschersaule. Aliquote der
Elutionsfraktionen wurden dann in einem gekoppelten in-vitro Kinase Versuch
eingesetzt. Als erstes wurde ein Substrat von MKK7, rekombinantes GST-JNK2
zusammen mit yzzP-ATP , angeboten, dieses dann uber den GST Anteil aus dem
Reaktionsgemisch entfernt und eine weitere Reaktion mit GST-Jun1.135 und V?P-ATP
ausgefuhrt. Mit diesem Ansatz erfolgte eine direkte Bestimmung der MKK7 Aktivitat
in-vitro (Abb. 3.17) (schematischer Ablauf: s. S. 93 ).

In einem weiteren Versuch wurden Ganzzelllysate von nicht-induzierten und

induzierten Zellen des Klons E4 verwendet (Abb. 3.18).

Schematische Darstellung der verschiedenen in-vitro Kinase Versuche:

in intakten
Zellen GFP-MKK7,¢
_— P P
JNK «— \JNK/
(inaktiv) (aktiv)
in-vitro Zelllyse

l

Ganzzellextrakt ——

Kationenaustauscher- /

chromatographie /
i GST-Jun, ,,;
¥?P-ATP
GST-JNK2 l
Y?P-ATP/ATP
il Aufreinigung von GST-Jun
Aufreinigung von GST-JNK2 SDS-PAGE
v
GST-J
3@73;1.;-';,35 Autoradiographie
v
SDS-PAGE
v

Autoradiographie

A B

A: direkte Bestimmung der MKK7-Aktivitat
B: Bestimmung der endogenen JNK-Aktivitat

Immunprazipitation
von JNKs

‘v
GST-Jun, ;5
v3P-ATP

v
SDS-PAGE

v
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C: Bestimmung der Aktivitat von prazipitierten JNKs
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Abb.3.18: Anstieg der Aktivitat von MKK7 nach Induktion von GFP-MKK73¢

Die Induktion erfolgte fir 24 Stunden mit 2 yM Ponasteron. Die Zellen wurden durch Pressen durch
eine Kapillare aufgebrochen. 1mg Protein wurde auf eine Kationenaustauschersaule gegeben und
mit einem NaCl Gradienten eluiert. AnschlieBend wurde ein gekoppelter in-vitro Kinase (A)

Versuch mit GST-JNK2 und GST-Juniqss  in Anwesenheit von yszP—ATP als Substrate
durchgefhrt.
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Abb.3.19: Anstieg der endogenen JNK Aktivitdt nach Induktion von GFP-MKK7 3¢

Zellen des stabil mit GFP-MKK73e transfizierten Klons E4 wurden fir 40 Stunden mit 2 uM
Ponasteron induziert. 30 ug Protein von Ganzzzelllysaten wurden in einen in-vitro Kinase-Versuch
(B) mit rekombinantem GST-Junq.135 und ygzP-ATP eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Aufkochen

in Lammli-Auftragspuffer gestoppt und die Proteine in einer SDS-PAGE getrennt. Die
Autoradiographie erfolgte bei —80°C flir 2 Tage.

In beiden Versuchen wurde eine leicht starkere Phosphorylierung von GST-Jun1.135
nach Induktion von GFP-MKK73g als Mal fur die Aktivierung endogener JNKs und
von GFP-MKK73e beobachtet.
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3.3.1.1 EinfluBR verschiedener Stimuli auf den JNK Signalweg am Bsp. von
Klon E4

Der positive Einfluy von GFP-MKK73e bestétigte sich auch in Experimenten, in denen
die Zellen des Klons E4 mit verschiedenen JNK aktivierenden Stimuli behandelt
wurden.

Die Veranderungen des JNK Signalweges nach Induktion von GFP-MKK73e und der
EinfluR verschiedener Stimuli wurden dazu in dem oben beschriebenen in-vitro
Kinase Versuch (A) untersucht. Dazu wurden Zellen des Klons E4 fir 48 Stunden mit
2 UM Ponasteron induziert und dann mit Zytokinen (IL-1a, TNFo), Wachstumsfaktor
(EGF), osmotischem Stre® (Sorbitol), sowie Zellgiften (Anisomycin, Arsenit)

stimuliert. Als Vergleich dienten nicht-induzierte Zellen des Klons E4.

bl
kDa
1 2 3 4 5 6 7 8
43 — - . - <4 32P-GST-Jun
-
30 —B -
I N R e e
Ponasteron + + | +| + | + +
IL-100 + +
EGF + +
TNFa + +
Sorbitol + +
Anisomycin + +
Arsenit + +

Abb.3.20: In-vitro Kinase Versuch nach Stimulation mit verschiedenen Stimuli von
induzierten und nicht-induzierten Zellen des Klons E4

Die Induktion mit Ponasteron fand fir 48 h mit 2 uM statt. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit
IL-10. fUr 15 min in einer Konzentration 10 ng/ml, mit TNFo und EGF fir 15 min mit einer
Konzentration 50 ng/ml, mit 0,5 M Sorbitol fir 30 min, sowie mit einer Konzentration von 50 pg/mi
von Anisomycin fiir 30 min und fiir 60 min mit Arsenit in einer Konzentration von 50 puM.

30 pg Protein von Ganzzelllysaten wurden in den in-vitro Kinase Versuch eingesetzt. Das weitere

Vorgehen erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben.

In den mit einem Pfeil gekennzeichneten Spuren erkennt man eine Erhéhung der
stimulus-induzierten JNK Aktivitat nach Induktion von GFP-MKK73E.
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Als starkste JNK-Aktivatoren wirkten Sorbitol und Anisomycin, durch IL-1 oo und EGF
erfolgte nur eine geringe Aktivierung des Signalweges. Durch Induktion von MKK73e
wurde die Aktivierung des JNK Signalweges, messbar als in-vitro Phosphorylierung
von GST-Jun, verstarkt. Der Einfluld der Expression der konstitutiv aktiven Mutante
von MKK7 auf den JNK Signalweg in Anwesenheit starker Stimuli ist zwar eher
gering, aber kompatibel mit einer Erhohung der totalen MKK7 Aktivitat in den Zellen

durch Expression von aktiver MKK73e.

In weiteren Experimenten wurde der EinfluR von koexprimiertem MKK7 Substrat
JNK2 auf die basale zellulare JNK Aktivitat vor und nach Induktion von GFP-MKK73e
untersucht. Dazu wurden Zellen des Klons E4 mit einem JNK2 Expressionsplasmid
transfiziert. 4 Stunden nach Transfektion erfolgte die Induktion der GFP-MKK7
Mutante durch Zugabe von 2 uM Ponasteron. 48 Stunden nach Transfektion wurden
30 ug Protein der Ganzzelllysate in einen in-vitro Kinase Versuch eingesetzt.

Wie schon in dem anderen Versuch (Abb. 3.19) wurde durch Induktion von GFP-
MKK73e eine leicht starkere Aktivierung des JNK Signalweges festgestellt (s. Spur 3).
Die Koexpression eines Substrats von MKK7 flhrte zu einer weiteren Aktivierung des
Signalweges und zu einer starkeren Phosphorylierung von GST-Jun (s. Spur 4).
Dennoch erhoht die Expression von JNK2 nicht die JNK Aktivitat auf ein Mal3, wie sie
fur starke extrazellulare JNK Aktivatoren (z.B. Sorbitol, s. Abb. 3.20) beobachtet wird.

kDa

<4 2P-GST-Jun

EcR-293 ' ' ' +
Klon E4 + + +

peVHAJNK?2

Ponasteron + +

Abb.3.21: Basale zellulare JNK Aktivitit nach Transfektion eines Expressionsplasmids fiir
JNK2 von induzierten und nicht-induzierten Zellen des Klons E4

Zellen der stabil transfizierten Klone E4 und EcR-293 Zellen wurden mit 3,6 ug des Plasmids
peVHAJNK2 transient transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion (44 h nach Induktion mit 2 pM
Ponasteron) wurden Ganzzelllysate hergestellt und davon 30 pg Protein in den in-vitro Kinase

Versuch eingesetzt (beschrieben unter 2.5.1),
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3.3.2 Aktivierung von JNK Isoformen durch MKK7;: am Bsp. von Klon E10

Um 2zu untersuchen, ob die induzierbare Expression von GFP-MKK73e
unterschiedliche endogene JNK Isoformen aktiviert, wurden JNK Proteine durch

verschiedene anti-JNK Antikorper aus Zellextrakten immunprazipitiert.

Daher kamen isoformspezifische Antikorper (SAK-9, SAK-10) zum Einsatz. Bei dem
verwendeten SAK-10 Antikérper handelt es sich um ein Antiserum aus Kaninchen,
dass gegen JNK3oa1 gerichtet ist. Die beiden anderen verwendeten Antikorper sind
gegen JNK1 und JNK2 (Santa Cruz) gerichtet. Nach der Immunprazipitation erfolgte
die Bestimmung der JNK Aktivitat in-vitro mit rekombinatem GST-Juni-135 und 72p-
ATP (s. Seite 87, B). Diese Versuche wurden mit dem Klon E10, einem durch

Subklonierung von E4 generierten Zellklon, durchgefuhrt.

Durch den anti-JNK2 Antikorper werden JNKs prazipitiert, die entweder durch MKK7
nicht aktiviert werden oder in den eingesetzten Zellen nicht vorkommen, da keine
Aktivitat im Kinase Versuch detektiert werden konnte. Mit dem Antiserum SAK-10
konnte eine schwach aktivierte JNK-Isoform prazipitiert werden, die GST-Jun in-vitro
phosphoryliert. Die Phosphorylierung war in Lysaten aus Zellen, die fiir 48 Stunden
induziert waren, noch etwas deutlicher.

Die Prazipitationen der JNK1-Isoform fihrt zu einer starken Phosphorylierung von
rekombinantem GST-Jun, wobei die Phosphorylierung nach 48 h starker als nach
24 h Induktion ist. Die Phosphorylierung aus Lysaten von nicht induzierten Zellen des
Klons E10 =zeigte einen hohen Basalwert, dieser war starker als die
Phosphorylierung, die nach Prazipitation mit dem SAK-10 Antikorper festgestellt
wurde.

Anhand der mit CBB gefarbten Banden lalt sich zeigen, dass in allen Proben eine
gleichmalige Verteilung von GST-Jun vorlag. Auch die schwere Kette der Antikorper
bei 55 kDa ist in allen Spuren ahnlich. Die auf der Autoradiographie detektierten
Unterschiede in der Phosphorylierung von GST-Jun beruhen daher nicht auf
Unterschieden in der Prazipitationseffizienz oder Substratbeladung der einzelnen

Spuren.
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Abb.3.22: MKK7;e Expression induziert die Aktivierung verschiedener JNK Isoformen

Zellen des Klons E10 wurden fur 24 und 48 Stunden mit 5uM Ponasteron induziert bzw. nicht
induziert. 400 ug Protein von Ganzzelllysaten wurden mit 1 pg Antikérper (anti-JNK1 und anti-
JNK2) bzw. 2 pl Antiserum SAK-10 fur 2 h inkubiert, 1 h mit Protein A-Sepharose (SAK-10) bzw.
Protein G-Sepharose weiterinkubiert. Mit den préazipitierten Antigen-Antikérper Komplexen wurde
anschlieRend ein in-vitro Kinase Versuch mit GST-Juny.135 und yaZP-ATP als Substrat durchgefihrt.
Anschlielend wurde die Proteine durch SDS-PAGE separiert und die phosphorylierten Proteine
durch Autoradiographie sichtbar gemacht (A). Die gleichmaRige Beladung des Gels wurde durch
Coomassie Farbung der Proteine Uberprift (B). ¥p-GST-Jun (bei A), sowie die Schwere Kette der
Antikérper und die Banden vom GST-Jun sind markiert (B).

Weiterhin wurden Ganzzelllysate aus mit 2 uM Ponasteron fur 24 und 48 Stunden
induzierten bzw. nicht-induzierten, sowie mit Sorbitol stimulierten Zellen des Klons
E10 fur eine Immunprazipitation mit dem Antiserum SAK-9, dass spezifisch fur lange
JNK2 Isoformen (JNK202) ist, verwendet.
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Abb. 3.23: Aktivierung von JNK2a2 nach Induktion von MKK7e in Zellen des Klons E10

Zellen des stabil transfizierten Klons E10 wurden fir 24 und 48 Stunden mit 2 yM Ponasteron induziert.
Nach Gewinnung von Ganzzelllysaten wurden 100 pg Protein im Western-Blot auf die Expression des
Fusionsprotein untersucht (A). Der gleiche Blot wurde mit einem anti-ERK2 Antikdrper untersucht, um
die gleichmafRige Proteinbeladung der einzelnen Spuren zu zeigen (B). JNK202 wurden mit dem
Antiserum SAK-9 prazipitiert und in einem in-vitro Kinase Versuch mit GST-Junq.q3s und radioaktiv
markierten y32P-ATP analysiert. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und das Gel
autoradiographiert. Die Stimulation mit Sorbitol wurde fir 30 Minuten mit einer Konzentration von 0,5 M

durchgefihrt. Der JNK Immunprazipitationsversuch erfolgte in analoger Weise (C).

Ganzzelllysate aus mit 2 yM Ponasteron fur 18 Stunden induzierten bzw. nicht
induzierten Zellen der stabil mit GFP-MKK73e bzw. GFP-MKK73a transfizierten Klone
E10 und A5 wurden anlog zu dem obigen Versuch fur eine Immunprazipitation mit
dem Antiserum SAK-9 eingesetzt, um den Einflull einer konstitutiv aktiven und
inaktiven Mutante von MKK7 auf den JNK Signalweg zu vergleichen.

Wie auch mit den anderen JNK Antikdrpern konnten mit dem Antiserum SAK-9 JNK
Isoformen aus den Lysaten der verwendeten Zellen prazipitiert werden, die nach
Induktion von GFP-MKK73e aktiviert wurden. Die Induktion der inaktiven Mutante
GFP-MKK73a fuhrte dagegen zu einer Verringerung der basalen JNK Aktivierung. Die
basale JNK Akivitat der untransfizierten Zellen des Klons E10 ist schwacher als die
der untransfizierten Zellen des Kons A5 (s. Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: JUNK Aktivitat nach Immunprazipitation mit dem Antikérper SAK-9 nach
Expression von GFP-MKK75e in Klon E10 und GFP-MKK754 in Klon A5

250 pg Protein aus Ganzzelllysaten wurden fir 2 h mit 2 pl des Antiserums SAK-9 inkubiert und
anschlieBend wurden das Prazipitat durch Protein A-Sepharose aus dem Ansatz entfernt. Der
Antigen-Antikdrper Komplex wurde in einen in-vitro Kinase Versuch mit rekombinantem
GST-Junq.435 und yszP-ATP als Substrat eingesetzt. AnschlieBend wurden die Proteine durch SDS-
PAGE getrennt und die radioaktiv markierten Proteine durch Autoradiographie sichtbar gemacht.
Die Induktion der Zellen erfolgte fiir 18 h mit 2 yM Ponasteron.

3.3.3 Aktivierung von JNKs durch MKK7;: und verminderte Aktivierung durch
MKK734 in unterschiedlichen Zellkompartimenten

Zur Untersuchung der Aktivierung des JNK Signalweges in Zellkompartimenten
durch konstitutiv aktive und inaktive Mutanten von MKK7 wurden aus Zellen stabil
transfizierter Klone nach Induktion bzw. ohne Induktion Lysate hergestellt. Dabei
wurde ein cytosolischer und ein Kernextrakt (NE) prapariert. Die Phosphorylierung
von rekombinantem GST-Jun1.135 wurde nach Immunprazipitation von JNK mit dem

Antiserum SAK-9 in einem in-vitro Kinase Versuch im Cytosol bzw. im Kern

untersucht.
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Abb. 3.25: GFP-MKK7 und endogenes MKK7 befinden sich im Cytosol und im Kern
100 pg Protein der zytosolischen Fraktion und des Kernexiraktes wurden in einer SDS-PAGE
getrennt, auf eine PVDF Membran geblottet und mit anti-GFP und anti-MKK7 Antikérpern auf die
Expression der Fusionsproteine, sowie auf die Expression von endogenem MKK7 analysiert.
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Die Expression der induzierten MKK7 Fusionsproteine wurden auf Proteinebene mit
einem Western-Blot durch Verwenden der anti-GFP und anti-MKK7 Antikérper
nachgewiesen (s. Abb. 3.25). Das Fusionsprotein GFP-MKK7 als auch endogenes
MKK?7 konnte in der cytosolischen Fraktion wie auch in den Kernextrakten
nachgewiesen werden. Wobei die Expression der Fusionsproteine in beiden
untersuchten Kompartimenten vergleichbar war. Das Vorkommen von endogenem
MKK7 scheint in der Kernfraktion etwas verstarkt zu sein. In Lysaten aus nicht-
induzierten Zellen wurde sowohl bei E10 als auch bei A5 eine schwache Bande auf
der Hohe des Fusionsproteins GFP-MKK7 detektiert. Dabei konnte es sich um eine
unspezifische Bande handeln, da eine basale Expression in nicht induzierten Zellen
im Gegensatz zu den Ergebnissen aus RT-PCR, FACS und IP nach metabolischer

Markierung stehen wurde (s. 3.2.3).
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Abb. 3.26: Cytosolische und nukledre JNK Aktivitdt nach Expression von GFP-MKK7;: und
GFP-MKK73a

Die Induktion der Zellen erfolgte fir 18 h mit 2 yM Ponasteron. Nach Praparation von Cytosol und
Kernextrakt (NE) wurden 250 ug Protein fir 2 h mit 2 pl des Antiserums SAK-9 inkubiert, um JKNs
zu prazipitieren. Anschliefend wurden das Prazipitat durch Protein A-Sepharose aus dem Ansatz
entfernt. Der Antigen-Antikbrper Komplex wurde in einen in-vifro Kinase Versuch mit
rekombinantem GST-Junq.3s und yszP-ATP als Substrat eingesetzt. AnschlieRend wurden die
Proteine durch SDS-PAGE getrennt und die radioaktiv markierten Proteine durch Autoradiographie

sichtbar gemacht.
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Nach Immunprazipitation von JNKs durch SAK-9 aus Lysaten von induzierten Zellen
des Klons E10 erfolgte eine Phosphorylierung des rekombinanten Substrats. Diese
war starker als die Phosphorylierung von Lysaten aus nicht-induzierten Zellen. Das
war sowohl in der cytosolischen Fraktion als auch in dem Kernextrakt der Fall. Nach
Induktion der inaktiven Mutante MKK73a wurde die Phosphorylierung von
GST-Jun1.135 schwacher im Vergleich zu dem Basalwert der nicht induzierten Zellen.
Beim Vergleich der Basalwerte der beiden Mutanten fallt auf, dass die
Phosphorylierung bei A5 sowohl in der cytosolischen Fraktion als auch im
Kernextrakt starker als bei E10 ist. Dieses bestatigt das mit Ganzzellextrakten
gewonnene Ergebnis (s. Abb. 3.23). Es gibt keine kompartimentsspezifische

Verteilung von GFP-MKKY7 Fusionsproteinen oder davon erzeugter JNK Aktivierung.

3.3.4 Direkte Messung der MKK7 Aktivitat in-vitro nach Induktion von GFP-
MKK7

MKKY bindet als basisches Protein an Kationenaustauschermatrix und kann so von
JNKs und anderen MAPK Kinasen (MKK4) abgetrennt werden (Finch et al., 1997;
Moriguchi et al., 1997). Dieser Fakt kann ausgenutzt werden, um MKK7 aus

Zellextrakten anzureichern.

Schematische Darstellung der Durchfuhrung: s. S. 87, A

Zellen der stabil transfizierten Klone E6 und A13 wurden fiur 24 Stunden mit 2 uM
Ponasteron induziert bzw. mit Sorbitol stimuliert. Mit Hilfe einer Kationen-

austauschersaule wurden Proteine aus Lysaten dieser Zellen fraktioniert.

Aliquote der Elutionsfraktionen wurden in einem gekoppelten in-vitro Kinase Versuch
untersucht, indem zuerst als Substrat von MKK7 rekombinantes GST-SAPKP und
y32P-ATP angeboten wurde. Uber den GST Anteil wurde GST-SAPKB aus dem
Ansatz entfernt und seine Aktivierung in einem weiterem Kinase Versuch mit
rekombinantem GST-Juni1ss und Y?P-ATP als Substrat gemessen. Mit dieser

MeRmethode kann in-vitro die MKK7-JNK-Jun Kinasekaskade imitiert werden.

Auf der Autoradiographie erkennt man zellulares, partiell aufgereinigtes durch MKK7

phosphoryliertes GST-SAPKJ, welches nach Phosphorylierung und Aktivierung GST-
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Jun1.135 verstarkt phosphoryliert. Durch Induktion der aktiven Mutante MKK73e kommt
es zu einer starkeren Phosphorylierung und Aktivierung von GST-SAPKp (Vergleich
Spur 1,2 mit Spur 5,6), die durch Stimulation mit Sorbitol noch weiter erhoht wird
(Vergleich Spur 3,4 mit 7,8).

Nach Induktion der inaktiven Mutante MKK73a zeigte sich eine leicht starkere
Phosphorylierung von GST-SAPK, im Vergleich zu den nicht-induzierten Proben
des Klons A13 (Vergleich Spur 9,10 mit 13,14). Die Stimulation mit Sorbitol fihrte in
den induzierten Proben nicht zu einer verstarkten Phosphorylierung von GST-
SAPKSB (s. Spur 15,16). Dieses ist vereinbar mit einem dominant negativen Effekt von

GFP-MKK73a.
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Abb. 3.27: Aktivitait von MKK7 nach Aufreinigung iiber eine Kationenaustauschersaule
mit anschlieBendem gekoppelten in-vitro Kinase Versuch

Zellen der stabil transfizierten Klone E6 und A13 wurden fir 24 Stunden mit 2 yM Ponasteron
induziert und teilweise mit 0,5 M Sorbitol fir 30 Minuten stimuliert. Die Zellen wurden
anschlieRend lysiert. 1 mg der Proteine wurden auf eine Kationenaustauschersaule, die mit
einem pH-Wert von 6,0 aquilibriert wurde und gebundene Proteine nach Waschen der Saule mit
0,5 M NaCl in 4 Fraktionen eluiert. Aliquote der Elutionsfraktionen (Fraktion 1 (Fr1) und Fraktion
2 (Fr2)) wurden in den gekoppelten in-vitro Kinase Versuch eingesetzt, wobei zuerst ein
Substrat von MKK7, GST-SAPKJ, zusammen mit y32P-ATP verwendet wurde und nach der
Aufreinigung mit Hilfe von Glutathion-Sepharose, wurde der nachste Kinase Versuch mit
GST-Juny.43s in Anwesenheit von ySzP-ATP durchgefiihrt. Die Proteine wurden durch SDS-
PAGE getrennt und phosphoryliertes GST-SAPKB und GST-Jun durch Autoradiographie
sichtbar gemacht.
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3.3.5 Untersuchungen des JNK Signalweges nach Induktion von MKK7 Wildtyp
und konstitutiv inaktiven Mutanten von MKK7

Analoge Untersuchungen zu denen der Klone E4 und E10 wurden auch mit stabilen
Klonen von GFP-MKK7wt, GFP-MKK73a und GFP-MKK7k149m durchgefuhrt.

Die Klone A13 und K42 wurden wie E4 subkloniert.

Es wurden 7 GFP-MKK73a Klone von insgesamt 25 Klonen und 8 GFP-MKK7k149m
Klone von 52 Klonen durch Mikroskopanalysen identifiziert. Dabei war die
Griunfluoreszenz der GFP-MKK7k149m Klone sehr viel schwacher als bei den GFP-
MKK73e und GFP-MKK73a Klonen. Die folgenden Ergebnisse wurden mit den
zweifach klonierten Zellen der Klone A5, A15, K23 und K56 erzielt.

Untersuchung des JNK Signalweges in einem stabil mit GFP-MKK7 transfizierten
Klon in Abhangigkeit von verschiedenen Stimuli

Als starkste JNK-Aktivatoren wirkten Sorbitol und Anisomycin (s. Abb. 3.28, Spur 5
und 6), durch IL-1a, TNFa und EGF erfolgte nur eine sehr geringe Aktivierung des
Signalweges. Durch Induktion von MKK7w wurde die Aktivierung des JNK
Signalweges, messbar als in-vitro Phosphorylierung von GST-Jun, etwas starker.
Dies gilt aber nicht flr die durch Anisomycin erfolgte JNK Aktivierung (vgl. Spur 6
und Spur13). Der EinfluR der Expression der MKK7w auf den JNK Signalweg in

Anwesenheit starker Stimuli ist eher gering.
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Abb. 3.28: In-vitro Kinase Versuch nach Stimulation mit verschiedenen Stimuli von
induzierten und nicht-induzierten Zellen des Klons W28

Die Induktion mit Ponasteron fand fiir 48 h mit 2 yM statt. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit IL-
1oe fir 15 min in einer Konzentration 10 ng/ml, mit TNFo. und EGF fir 15 min mit einer
Konzentration 50 ng/ml, 30 min mit 0,5 M Sorbitol, 30 min mit einer Konzentration von 50ug/ml mit
Anisomycin und fir 60 min mit Arsenit in einer Konzentration von 50 uM.

30 pg Protein von Ganzzelllysaten wurden in den in-vitro Kinase Versuch mit GST-Juny.q3s in
Anwesenheit von 732P-ATP eingesetzt. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und
phosphoryliertes GST-Jun durch Autoradiographie sichtbar gemacht
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Der EinfluR der JNK Aktivierung nach Induktion von einer MKK7 Mutante mit einer
Mutation in der ATP-Bindungsdomane wurde in induzierten und mit verschiedenen
Stimuli behandelten Zellen des Klons K42, welcher eine gute Induzierbarkeit von
GFP-MKK7k149m (s. Abb. 3.8, C) besitzt, untersucht.

Nach Induktion von GFP-MKK7«149m findet man eine leichte Verstarkung der basalen
JNK' Aktivitat. Die starkste Aktivierung endogener JNKs erfolgte durch Stimulation
von nicht induzierten Zellen durch Sorbitol. Die Induktion der inaktiven Mutante
MKK7k149m fuhrte zu einer verringerten Sorbitol stimulierten Aktivierung von JNKs
und dadurch zu einer schwacheren Phosphorylierung von rekombinantem GST-Jun1-
135 (vgl. Spur 5 mit Spur 12).

Durch IL-1a, EGF, TNFa und Arsenit erfolgte eine schwache Aktivierung von JNKs,

die durch die Induktion der inaktiven Mutante nicht verringert wurde.
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Abb. 3.29: Induktion der dominant negativen Mutante MKK7ki9m verringert die JNK
Aktivierung nach Sorbitol und Anisomycin in Klon K42

Die Induktion mit Ponasteron fand fir 48 h mit 2 uM statt. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit IL-
1o fir 15 min in einer Konzentration 10 ng/ml, mit TNFo und EGF fir 15 min mit einer
Konzentration 50 ng/ml, 30 min mit 0,5 M Sorbitol, mit Anisomycin in einer Konzentration von
50ug/ml fir 30 min und flr 60 min mit Arsenit in einer Konzentration von 50 uM.

30 pg Protein von Ganzzelllysaten wurden in den in-vitro Kinase Versuch mit GST-Juny.3s in
Anwesenheit von yszP-ATP eingesetzt. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und
phosphoryliertes GST-Jun durch Autoradiographie sichtbar gemacht

Der EinfluR von Sorbitol auf den JNK Signalweg nach Induktion von den dominant
negativen Mutanten MKK73a und MKK7k149m wurde nach Immunprazipitation mit dem

Antiserum SAK-9 in einem in-vitro Kinase Versuch in jeweils zwei Klonen untersucht.
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Nach Induktion der inaktiven Mutante MKK73a und Sorbitol-Stimulation zeigte sich
eine leicht schwachere Aktivierung von JNKs bei den Untersuchungen mit dem Klon
A5. Allerdings lieferte der analoge Versuch mit dem Klon A15 ein anderes Ergebnis.
Durch Stimulation mit Sorbitol wurde nach Induktion der inaktiven Mutante eine
erhohte JNK Aktivitat festgestellt.

Durch Induktion der inaktiven Mutante MKK7k149m im Klon K56 konnte die durch
Sorbitol stimulierte JNK Aktivierung verringert werden. Der analoge Versuch mit dem
Klon K23 lieferte ein anderes Ergebnis. Die JNK Aktivierung nach Sorbitol
Stimulation blieb vergleichbar mit dem Wert der nicht induzierten Zellen. Allerdings
konnte man auch keine Verstarkung der JNK Aktivierung durch Sorbitol Stimulation
wie bei den Versuchen mit den Klonen E6 und E10 feststellen (s. Abb. 3.23 und
3.27).

Bei den Klonen K42 und K56 konnte ein dominant negativer Effekt auf die JNK-

Aktivierung festgestellt werden, bei dem Klon K23 dagegen nicht.
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Abb. 3.30: JNK Aktivitit nach Immunprazipitation mit dem Antikérper SAK-9 nach
Expression von GFP-MKK7;4 in den Klonen A5 und A15 und GFP-MKK7k149m in den Klonen
K23 und K56

Zellen der stabil transfizierten Klone A5, A15, K23, und K56 wurden fir 18 h mit 2 yM Ponasteron
induziert und fir 30 Minuten mit 0,5 M Sorbitol stimuliert. 250 ug Protein aus Ganzzelllysaten
wurden fir 2 Stunden mit 2 pyl SAK-9 inkubiert und anschlieend wurde der Antigen-Antikérper-
Komplex mit Protein A-Sepharose aus dem Ansatz entfernt. Der in-vitro Kinase Versuch wurde
mit GST-Juns.i3s in Anwesenheit von 732P-ATP durchgefihrt. Die Proteine wurden durch SDS-
PAGE getrennt und phosphoryliertes GST-Jun durch Autoradiographie sichtbar gemacht
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Die Ergebnisse zeigen klonale Unterschied in der inhibitorischen Wirkung von

inaktiven Mutanten von MKK?7.

3.3.6 EinfluB der induzierbaren Expression von GFP-MKK7 auf andere MAPK

Kinasen

MKK7 fungiert als spezifischer Aktivator von JNKs (Holland et al., 1997, Tournier et
al., 1997, Lu et al.,1997, Moriguchi et al., 1997). Einen Aktivierung der anderen
MAPK Signalwege, ERK und p38 Signalweg, sollte daher durch Expression von
GFP-MKK7 nicht stattfinden. Durch in-vitro Kinase Versuche nach
Immunprazipitation von ERK2 bzw. p38 mit spezifischen Antikérpern wurde
untersucht, ob durch Induktion von MKK7 (Wildtyp oder Mutanten) in den stabil

transfizierten Klonen diese Signalwege beeinflusst werden.

Fir die in-vitro Kinase Versuche wurde fur die Untersuchung des ERK2 Signalweges

,myelin basic protein“ (MBP) als Substrat verwendet.

In den Versuchen zeigen sich leichte Unterschiede in der Phosphorylierung von
MBP, die aber nicht auf die Induktion von MKK7 zurlckzufihren sind. In A zeigte
sich nach Induktion von MKK73a eine leichte Verstarkung der MBP-
Phosphorylierung, in B konnte zwischen induzierten und nicht induzierten Proben
kein Unterschied festgestellt werden. Eine starke basale Aktivierung des ERK
Signalweges zeigte sich in den Proben des Klons EB6, ein Einfluld durch Induktion von
MKK73e war nicht zu bemerken. Die leichte Abnahme der ERK2 Aktivitat in W28 und
K56 ist nicht signifikant. Offensichtlich bestehen Unterschiede in der basalen ERK2

Aktivitat zwischen den Klonen.
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Abb. 3.31: ERK Aktivitdt nach induzierbarer Expression von GFP-MKK7

Die Zellen der stabil transfizierten Klone wurden fur 24 Stunden mit 5 yM Ponasteron induziert.
Nach Herstellung von Ganzzelllysaten wurden 250 pg Protein fir 2 Stunden mit 5 yl (1ug) anti-
ERK2 Antikdrper (Santa Cruz) inkubiert und nach Zugabe von Protein A-Sepharose fur 1 Stunde
weiterinkubiert. Mit den prazipitierten Proteinen wurde der in-vitro Kinase Versuch durchgefihrt, bei
dem 1 pg MBP als Substrat in Anwesenheit von radioaktivem y32P-ATP eingesetzt wurde. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 12,5 % SDS-Gel. Phosphoryliertes MBP wurde durch
Autoradiographie sichtbar gemacht. Dargestellt sind die Ergebnisse von zwei unterschiedlichen
Experimenten (A, B).

Die Untersuchungen des p38 MAPK Signalweges wurden nach Immunprazipitation
mit einem p38 spezifischen Antiserum (SAK-7) und in-vitro Kinase Versuche mit
rekombinantem His-MAPKAP Proteinkinase als p38 Substrat durchgeflihrt.
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Durch Induktion von MKK73g, MKK7w oder MKK73a wurde keine Beeinflussung des
p38 MAPK Signalweges festgestellt (s. Abb. 3.32). Die Phosphorylierung des
spezifischen p38 MAPK Substrates, MAPKAP, anderte sich nach Induktion von
MKK?7 nicht.
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Abb. 3.32: p38 MAPK Aktivitdt nach induzierbarer Expression von GFP-MKK7

Die Zellen der stabil transfizierten Klone wurden fir 24 Stunden mit 5uM Ponasteron induziert.

Nach Herstellung von Ganzzelllysaten wurden 250 ug Protein fir 2 Stunden mit 2 yl SAK-7 inkubiert
und nach Zugabe von Protein A-Sepharose fir 1 Stunde weiterinkubiert. Mit den prazipitierten
Proteinen wurde der in-vitro Kinase Versuch durchgefiihrt, bei dem 0,7 pyg rekombinantes His-
MAPKAP als Substrat in Anwesenheit von radioaktivem y32P-ATP verwendet wurde. Nach
Auftrennung der Reaktionsgemische durch SDS-PAGE wurde phosphoryliertes MAPKAP Protein
durch Autoradiographie sichtbar gemacht.
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3.4 Funktionelle Auswirkung der Induktion von GFP-MKK7;: auf die
Genexpression in den Klonen E4 und E10

3.4.1 Vergleich der mRNA Expression vor und nach Induktion von GFP-MKK73¢

mittels Untersuchungen mit dem Atlas™ cDNA expression array (Clontech)

Mit Hilfe eines cDNA ,arrays“ sollten Unterschiede in der Expression von mRNA in
Abhangigkeit von MKK73e untersucht werden. Die Nylonmembran mit 588
immobilisierten cDNAs wurden nach Anleitung des Herstellers mit der mRNA von
nicht-induzierten und fur 24 Stunden mit 2 yM Ponasteron induzierten Zellen des
stabil mit GFP-MKK73e transfizierten Klons E4 hybridisiert.

Die Auswertung erfolgte durch Vergleich der Autoradiographien mit Hilfe des
Programms Molecular Analyst, in dem um jede cDNA (2 Spots fur eine cDNA) ein
Kastchen identischer Grolde gelegt wurde und die Intensitat der Filmschwarzung
quantifiziert wurde. Anhand des Vergleichs der cDNA Hybridisierungen fur
sogenannte ,house Kkeeping genes“ konnte eine relativ gleichmalige

Versuchsdurchfuhrung angenommen werden.
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Abb. 3.33: Analyse der Genexpression vor und nach induktion von GFP-MKK73: mit dem
Atlas™ cDNA expression array

mRNA wurde aus 8x10” Zellen isoliert. **P-markierte cDNA wurde durch RT-PCR generiert und
mit dem Atlas Human Array hybridisiert. Die Autoradigraphie der Membranen erfolgte mit einem
Biomax-ML Film fir 3 Tage bei —80°C. Mit Pfeilen markiert sind cDNAs, der Menge nach
Expression von GFP-MKK73z erhéht war.

Wenige Unterschiede um mindestens Faktor 2 wurde zwischen induzierter und nicht
induzierter Probe festgestellt. Dieses betraf von den 588 cDNAs nur die folgenden 4
Gene:

Zunahme nach Induktion von GFP-MKK73E
- FRA-2
- Serin Kinase (SRPK-1)
- ATF-4 ( cAMP abhangiger Transkriptionsfaktor)

Abnahme nach Induktion von GFP-MKK73e
- Thymosin Beta-10
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Diese Ergebnisse wurden mittels RT-PCR und Northern-Blots mit dem erneut
einzelzellklonierten Klon E10, dem Subklon von E4, Uberpruft.

Mit der erneuten RT-PCR Analyse konnten keine Unterschiede in der Expression von
SRPK-1, FRA-2 und ATF-4 zwischen nicht induzierten und mit Ponasteron
induzierten Zellen festgestellt werden. Weitere RT-PCR Versuche, die mit
verschiedenen Zykluszahlen durchgefuhrt wurden, bestatigten diese Ergebnisse. Die
Expression von FRA-2 und ATF-4 ist in nicht induzierten und in induzierten Zellen
des Klons E10 vergleichbar. Die Expression von SRPK-1 scheint in den induzierten
Zellen sogar etwas geringer zu sein als in den Kontrollzellen. Die Analyse des cDNA
arrays zeigte dagegen eine Erhdhung von SRPK-1 nach Induktion von GFP-MKK7ze.
Die Ergebnisse des cDNA arrays konnten daher mit dieser Methode nicht

reproduziert werden.
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Abb. 3.34: Die im cDNA ,array“ detektierten Verdnderungen der mRNA Menge von SRPK-1,
FRA-2 und ATF-4 bestatigten sich bei der erneuten RT-PCR nicht

1 yg Gesamt-RNA wurde aus nicht induzierten und mit 2 pM Ponasteron induzierten Zellen mit dem
Qiagen RNAEasy Kit isoliert und in die Reverse Transkription eingesetzt. Der gesamte Ansatz wurde
in eine PCR mit den entsprechenden Primern, die auch fiir die Generierung der Sonde des cDNA
.arrays“ verwendet worden waren, mit 35 Zyklen mit Tag-Polymerase eingesetzt. 20 yl des PCR-
Ansatzes wurden auf einem 1,5 % igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt. Dargestellt ist ein Ausschnitt
aus dem Ethidiumbromid gefarbtem Gel.
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Zusatzlich wurden die Ergebnisse des cDNA arrays durch Northern-Blot Analysen
uberprift. Die Sonden wurden mit den gleichen Primern, die auch zur Herstellung der
immobilisierten cDNAs flir den ,array“ und die RT-PCR verwendet wurden, aus
humanen KB-Zellen mit RT-PCR amplifiziert und Uber einem Agarosegel

aufgereinigt.

Man findet keine Unterschiede in der Hybridisierung der Sonde fliir ATF-4 als auch
fur SRPK-1 mit der RNA aus nicht induzierten oder mit Ponasteron flr 24 oder 48
Stunden induzierten Zellen. Auf beiden Hybridisierungen sind nur unspezifische

Banden, bzw. Kreuzhybridisierungen mit der 18 und 28 S RNA zu erkennen.

Auch die Untersuchungen mit der FRA-2 Sonde konnte das Ergebnis des cDNA
Arrays nicht bestatigen. Die starken Kreuzhybridisierungen, die trotz hoher
Temperaturen bei der Stringenzwasche zu beobachten waren, stellen letzlich auch
das Ergebnis des initialen cDNA ,arrays® in Frage, da die gleichen Primer verwendet
wurden. Weitere Untersuchungen bzgl. Thymosin Beta-10 wurden daher nicht mehr
durchgefuhrt, da hier der bei dem cDNA ,array” festgestellte Unterschied sogar noch
kleiner war als bei FRA-2, ATF-4 und SRPK-1.

ATF-4 SRPK-1
* : “ i I e 28 S RNA
‘ & ﬁ . » 18 S RNA

Ponasteron| - | 24h | 48h | 24h| 48h| - | 24h | 48h |

Abb. 3.35: Northern-Blot Analyse von RNA aus induzierten und nicht induzierten Zellen des
Klons E10 mit ATF-4 und SRPK-1 Sonden

10 pg RNA wurden mittels Kapillarblot fir 22 h auf eine Hybond Membran geblottet und nach
Prahybridisierung mit den entsprechenden mit %P markierten Sonden fiir ATF-4 und SRPK-1 (iber
Nacht bei 42°C hybridisiert. Die Autoradiographie der Membranen erfolgte nach Stringenzwasche
bei 62°C (ATF-4) und 70°C (SRPK-1) bei —80°C mit einem Biomax-ML Film. Man erkennt im

wesentlichen nur eine Kreuzhybridisierung mit ribosomaler RNAs.
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3.4.2 Vergleich der Proteinexpressionsmuster vor und nach Induktion der
Expression von GFP-MKK7;: mit Hilfe von zwei-dimensionaler Elektrophorese

unter Verwendung von immobilisierten pH-Gradienten

Die zwei-dimensionale (2D) Polyacrylamid Gelelektrophorese (O’Farrell, 1975)
ermoglicht die Auftrennung von komplexen Proteingemischen und so die
gleichzeitige Analyse von zahlreichen Genprodukten. In der ersten Dimension erfolgt
die Auftrennung der Proteine nach ihrem pl-Wert durch isoelektrische Fokussierung
(IEF) mit immobilisierten pH-Gradienten und in der zweiten Dimension nach der
molekularen Masse der Proteine durch SDS-PAGE.

Fur die Proteomuntersuchungen wurde der stabile Klon E10 nach FACS Sortierung
(vgl. 3.2.3.3) verwendet, wobei MKK73e abhangige Veranderungen der Protein-
expression analysiert wurden.

Die Zellen wurden vor und nach Induktion von GFP-MKK73e in einem 2D-Lysepuffer
lysiert. 200 pg Protein wurden mit Rehydrationspuffer, DTT und dem entsprechenden
IPG-Puffer versetzt, auf dem IEF Streifen appliziert und in der IPG-Phor isoelektrisch
fokussiert.

Nach Aquilibrierung im SDS-Aquilibrierungspuffer erfolgte die Auftrennung in der
zweiten Dimension. Die Detektion der Proteine erfolgte mittels verschiedener
Silberfarbungen oder durch die Fluoreszenzfarbstoffe Sypro Ruby und Tangerine. Im
folgenden sind verschiedene Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellt, wobei
sowohl die Probenauftragsmenge durch Verwendung unterschiedlich groRer Gele

oder durch verschiedene pH-Gradienten variiert wurden.

3.4.2.1 2D-Elektrophorese unter Verwendung von 13 cm IPG-Streifen

Beide Gele der Abb. 3.36 zeigen eine gute Trennung der Proteine und ein
vergleichbares Proteinmuster. Allerdings wurden relativ wenig Proteinspots
detektiert, insgesamt ca. 200. Dies kann an der Sensitivitat der angewendeten
Silberfarbung liegen, oder an der geringen Proteinmenge, die eingesetzt wurde.
Wenig Proteinspots befinden sich im sauren Bereich bei pH 3 - 4, relativ viele
Proteine kdnnen im neutralen und leicht basischen Bereich detektiert werden. Die

molekularen Massen vieler Proteinspots liegen im Bereich von ca. 25 — 80 kDa.
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Unterschiede zwischen den nicht induzierten und den mit Ponasteron induzierten
Lysaten des Klons E10 waren mit diesen und den weiteren analog angefertigten

Gelen nicht festzustellen.
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Abb. 3.36: 2D-Elektrophorese von Proteinen aus Gesamtzelllysaten des Klons E10 in einem
pH-Bereich von 3-10
Zellen des Klons E10 wurden fir 18 Stunden mit 2 yM Ponasteron induziert bzw. nicht induziert. Die
Zellen wurden in 250 pl des 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM DTT) lysiert
und 200 pg Protein wurden in der ersten Dimension nach ihrem pl-Wert getrennt, indem Streifen mit
einem pH-Bereich von 3-10 verwendet wurden. Die Auftrennung in der zweiten Dimension wurde mit
einem 12,5 % igem SDS-Gel durchgefiihrt. Die Proteine wurden mit Silber (Pharmacia Kit) angefarbt.

Um die Auftrennung zu verbessern, wurde der verwendete pH-Gradient in dem
Bereich, indem relativ viele Proteinspots detektiert wurden, verkleinert. Dadurch wird
der Trennbereich aufgespreizt. Fur diese 2D-Gele wurden Streifen mit einem pH
Bereich von 4-7 verwendet. AuRerdem wurde in einigen Versuchen die aufgetragene
Proteinmenge von 200 ug auf 500 pg erhoht.
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Abb. 3.37: Zweidimensionale Auftrennung von Proteinen des Klons E10 in einem
pH Bereich 4 -7

Zellen des Klons E10 wurden fir 18 und fir 40 Stunden mit 2 yM Ponasteron induziert bzw. nicht
induziert. Die Zellen wurden in 250 pl des 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM
DTT) lysiert und 200 ug Protein wurden in der ersten Dimension nach ihrem pl-Wert getrennt, indem
Streifen mit einem pH-Bereich von 4-7 verwendet wurden. Die Auftrennung in der zweiten Dimension
wurde mit einem 12,5 % igem SDS-Gel durchgeflihrt. Die Proteine wurden mit Silber (Pharmacia Kit)
angefarbt.
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Die Gele der Abb. 3.37 zeigen in dem gesamten pH-Bereich eine gute
Proteinauftrennung. Die Proteinspots sind gut fokussiert, die Anzahl der detektierten
Proteinspots konnte im Vergleich zu den Versuchen der Abb. 3.36 auf ca. 300 Spots
erhoht werden. Auch die Trennung nach der molekularen Masse war in dem Bereich
bis ca. 60 kDa ausreichend. Auf allen Gelen sind im oberen Molekularbereich (bei
60-90 kDa) Ansammlungen von nicht aufgetrennten Proteinen zu erkennen. Um
diese auch trennen zu konnen, mussten veranderte Acrylamid-Konzentrationen,
andere reduzierende Reagentien verwendet oder die Trennstrecke in der zweiten
Dimension vergrofiert werden. AuRerdem kénnte die Auftrennung mit Streifen mit
noch engerem pH-Gradienten in dem Bereich von 5 - 6 erfolgen.

Es konnten im Vergleich zu den Gelen mit dem pH-Bereich 3 - 10 (Abb. 3.36)
wesentlich mehr Proteinspots in dem pH-Bereich 4 - 7 (Abb. 3.37) detektiert werden.
Das Proteinmuster war bei nicht induzierten und den induzierten Proben
vergleichbar. Unterschiede, die GFP-MKK73e zu sein scheinen, konnten bei

Wiederholung der Gellaufe allerdings nicht reproduziert werden.

Um auch Proteine, die in geringer Konzentration vorkommen, detektieren zu kdnnen,

wurden danach 500 pg Protein in 2D-Gelen in dem Bereich von pH 4 - 7 angefertigt.

Durch die Erhdhung der verwendeten Proteinmenge konnte die Anzahl der
detektierten Proteinspots (Abb. 3.38) im Vergleich zu den Gelen der Abb. 3.37
vergrolRert werden. Die verwendete Proteinmenge wurde um im Vergleich zu den
Gelen aus Abb. 3.37 um das 2,5 fache von 200 mg auf 500 mg erhoht, die Anzahl
der Proteinspots konnte aber nicht um denselben Faktor erhoht werden. Dies liegt
moglicherweise an der Sensitivitat der verwendeten Detektionsmethode. Das
Proteinmuster ist mit dem der Gele der Abb. 3.37 vergleichbar. Reproduzierbare
Unterschiede zwischen Lysaten von nicht induzierten und mit Ponasteron induzierten

Zellen des Klons E10 lielRen sich nicht feststellen.
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Abb. 3.38: Zweidimensionale Auftrennung von Proteinen des Klons E10 in einem pH Bereich 4-7 mit
0,5 mg Proteinauftragsmenge

Zellen des Klons E10 wurden fur 18 Stunden mit 2 yM Ponasteron induziert bzw. nicht induziert. Die Zellen
wurden in dem 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM DTT) lysiert und 500 pg Protein
wurden in der ersten Dimension nach ihrem pl-Wert getrennt, indem Streifen mit einem pH-Bereich von 4-7
verwendet wurden. Die Auftrennung in der zweiten Dimension wurde mit einem 12,5 % igem SDS-Gel
durchgefuhrt. Die Proteine wurden mit Silber (Pharmacia Kit) angefarbt.

3.4.2.2 Auswertung der Gele: Phoretix 2D Analyse-Programm

Die Auswertung der Gele erfolgte teilweise mit Hilfe eines Programms, in dem bis zu
100 Gele verglichen werden kénnen. Dabei wird ein Gel als Referenzgel definiert und
dieses kann dann am Bildschirm mit anderen Gelen verglichen werden. Dazu wird
zuerst der zu analysierende Bereich festgelegt. Dann werden die eingescannten
Gele mit Hilfe eines Detektionsalgorithmus analysiert, indem die Anzahl und
Intensitaten der Pixel ausgehend von der Mitte der Gele zu den Randern bestimmt
werden. Dazu wird eine Art Matrix um jeden Pixel gelegt und die Werte an den
Randern dieser Matrix mit denen der Mitte verglichen. Wenn die Intensitat der Pixel
in der Mitte im Vergleich zu den Pixelintensitaten an den Randern einen bestimmten

Unterschied aufweist, werden diese Pixels als Spots erkannt. Die Bestimmung
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dieses Intensitatsunterschiedes wird fur jeden Pixel in dem ganzen ausgewahlten

Bereich durchgeflhrt. Durch Wahl verschiedener Parameter wie, Sensitivitat, GroRe

des Matrixbereichs um einen Pixel, Hintergrund- und Rauschfaktor, kann die

Spoterkennung beeinflusst werden. Nach Durchfihrung der Spoterkennung wurde

das Gel mit Hilfe des Programms vermessen, es konnen Volumen und Flachen der

Spots berechnet werden und somit nicht nur neue bzw. fehlende Spots festgestellt,

sondern auch Anderungen in der SpotgréRe analysiert werden.

Mit Hilfe des Programms sollte die Detektion von Unterschieden im Proteinmuster,

die durch Induktion von MKK73e verursacht wurden, vereinfacht werden.

Beispielhaft fir eine solche Analyse ist der Vergleich zweier Gele gezeigt.
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Abb. 3.39: Vergleich von 2D Gelen mit dem Phoretix 2D Programm

200 pg Protein von Lysaten aus Zellen des Klons E10 wurden in der ersten Dimension in einem pH-
Bereich 4-7 und in der zweiten Dimension mit einem 12,5 %igen SDS-Gel getrennt. Die Proteine
wurden mit Silber angefarbt und die Gele mit dem Phoretix 2D Auswerteprogramm analysiert. Es wurde
ein Gel von Lysaten aus mit 40 Stunden induzierten Zellen (blaue Spots) gegen ein Referenzgel (E10,

nicht induziert, rote Spots) verglichen.
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Die Detektion der Proteinspots wurde automatisch mit der Software Phoretix 2D
durchgeflhrt, wobei aber immer eine manuelle Uberpriifung und Korrektur notwendig
war, da z.B. manchmal Farbeartefakte als Spots detektiert werden. Mit Hilfe dieses
Programms wurden die 13 cm Gele verglichen, wobei zwar Unterschiede festgestellt

wurden, diese aber in weiteren Experimenten nicht reproduzierbar waren.

3.4.2.3 Proteomuntersuchungen unter Verwendung von 18 cm IEF Streifen und

der Hoefer Iso Dalt Kammer

Die 2D-Gele, die mit den 13 cm Streifen angefertigt wurden, zeigten keine
reproduzierbaren Unterschiede in der Proteinexpression in Abhangigkeit von der
Induktion der konstitutiv aktiven Mutante von GFP-MKK73e (Klon E10).

In den weiteren Versuchen wurden deshalb verschiedene Parameter verandert, so
wurden langere Streifen fur die 1. Dimension eingesetzt und eine sensitivere
Silberfarbung  angewendet.  Auferdem  wurden  weitere und  kleinere
Proteingradienten verwendet und dadurch der Trennbereich aufgespreizt. Um
Proteinspots  analysieren zu kdnnen, wurden auch Farbungen mit
Fluoreszenzfarbstoffen durchgeflihrt, da die massenspektrometrische Analyse von
mit Silber gefarbten Proteinspots kaum maoglich ist, da Glutaraldehyd, eine Substanz,
die zur Fixierung der Proteine im Gel eingesetzt wird, die MS Analyse stort
(Shevchenko et al., 1996).

Fur die sensitive Silberfarbung wurden 2 x 10° Zellen lysiert, als reduzierendes
Agens wurde Tributylphosphin (TBP) eingesetzt, um die Trennung im oberen

Molekularbereich zu verbessern (Rabilloud, 1996).
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Abb. 3.40: 2D-Elektrophorese von Proteinen des Klons E10 mit 18 cm IEF Streifen im pH-Bereich 3-
10

2x10° Zellen des Klons E10 (nicht-induziert, bzw. fir 18 h mit 2 yM Ponasteron induziert) wurden in 350 pl
Lysepuffer (9 M Urea, 4 % (w/v) CHAPS, 5 mM TBP, 0,5 % (v/v) IPG-Puffer pH 3-10) 10 min bei RT
lysiert, kurz zentrifugiert und in der ersten Dimension in einer Multiphorll getrennt. Die zweite Dimension
wurde in einer 10 fach Laufkammer (Hoefer Iso Dalt) mit 12,5 % (w/v) Acyrylamid-Gelen durchgefuihrt. Die
Proteine wurde mir einer sensitiven Silberfarbung (ammoniakalische Diamin-Silberfarbung, verandert nach

Hochstrasser et al, 1989) sichtbar gemacht.

Die Gele der Abb. 3.40 zeigen eine gute Trennung der Proteine im Bereich von 14
bis 90 kDa und pH 3 bis 10, wobei im sauren Bereich wesentlich weniger Proteine
auftreten. Im Vergleich zu den Gelen, die mit den 13 cm Streifen angefertigt wurden,
konnte die Anzahl der detektierten Proteinspots auf ca. 800 gesteigert werden. Dies
liegt aber nicht nur an den langeren Streifen und den groReren Gelen, sondern auch
an der aulderst sensitiven Farbemethode.

Mit dieser Methode wurden jeweils 3 Gele von induzierten, bzw. nicht-induzierten
Proben bei Verwendung von Streifen mit dem pH-Gradienten 3-10 und jeweils 2 Gele

in dem pH-Bereich 4-7 angefertigt. Auf den Gelen mit dem Bereich 4-7 wurde in dem
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Proteinmuster der induzierten und der nicht-induzierten Proben keine Unterschiede
festgestellt.

Beim Vergleich der Gele des pH-Gradienten 3-10 wurden auf 2 der 3 Gele der
induzierten Proben 3 unterschiedliche Proteinspots gefunden. Auf dem dritten Gel
der induzierten Probe war der Bereich schlecht getrennt und die kleinen Spots nicht
erkennbar.

Ausschnitt aus den Gelen (Abb. 3.39) sowie zwei weiterer Gele, die analog
angefertigt wurden, mit den Bereichen der unterschiedlichen Proteinspots nach GFP-

MKK73e Expression

E10 7 7 E10 7 7

v E10+Ponasteron

E10+Ponasteron

Neuer Spot
Neuer Spot
Neuer Spot
Neuer Spot
.
| J.
Neuer Spot
1 Neuer Spot
1
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Abb.3.41: Auschnitte aus 2D-Gelen mit dem Bereich der unterschiedlichen
Proteinmuster

Es sind zwei Gele von nicht-induzierten (1 und 3) und zwei Gele von mit 2 yM Ponasteron fur 18 Stunden
induzierten Zellen (2 und 4) ausschnittsweise gezeigt. In den Gelen der induzierten Proben konnten 3 zusatzliche

Spots detektiert werden.
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3.4.2.4 Bestimmung der Nachweisgrenze von BSA bei Verwendung des

Fluoreszenzfarbstoffs Sypro Ruby

Die verwendete Silberfarbung ist duRerst sensitiv, aber zeitaufwendig und erschwert
die massenspektrometrische Analyse der Proteinspots. Zur Detektion der
Proteinspots auf den 2D-Gelen wurde daher als weitere Methode die Farbung mit
Fluoreszenzfarbstoffen etabliert. Fir die Bestimmung der Proteinnachweisgrenze
von Sypro Ruby Farbung wurden zunachst verschiedene Konzentrationen von BSA

verwendet, um die Sensitivitat dieser Methode zu Uberprifen.
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Abb. 3.42: Sypro Ruby Farbung von verschiedenen Konzentrationen von BSA

10-1000 ng BSA wurden mit einem 10 %igen SDS-Gel getrennt, 3 h mit Sypro Ruby gefarbt und mit
der Gel Doc 1000 Apparatur (Bio Rad) aufgenommen. Die Analyse der Fluoreszenzintensitat erfolgte
mit dem Programm Molecular Analyst. Der Ausschnitt zeigt einen Teil des Gels mit den durch UV-
Licht (250 nm) sichtbar gemachten fluoreszierenden Banden, der Graph die quantifizierten
Signalstarken in Abhangigkeit von der BSA Menge. Der Hintergrundwert wurde subtrahiert.




3 Ergebnisse 118

Die Nachweisgrenze der Farbung von BSA mit Sypro Ruby betrug 10 ng, die
Farbung erwies sich in dem gesamten Bereich zwischen 10 und 800 ng als linear.
Diese Untersuchungen zeigen, dass Sypro Ruby ahnlich sensitiv wie die
Silberfarbung mit dem Pharmacia Kit ist und wegen der Linearitdt auch fir die

Farbung der 2D-Gele eingesetzt werden kann.

3.4.2.5 Trennung von Proteingemischen mittels 2D-Elektrophorese unter
Verwendung von 18 ocm Streifen und Detektion der Proteine mit

Fluoreszenzfarbstoffen

In weiteren Versuchen sollten die Unterschiede, die in Abb. 3.40 gezeigt wurden,
reproduziert werden und eine andere Detektionsmethode angewendet werden mit
dem Ziel, Proteine auszuschneiden und zu identifizieren. Dazu wurden mehrere 2D-
Gele mit dem selben pH-Bereich von 3 bis 10 angefertigt und die Gele mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Sypro Ruby gefarbt. Mit diesem Farbstoff detektierte
Proteinspots kdnnen mit massenspektrometrischen Methoden analysiert werden (T.
Rabilloud, 2000; W. Patton, 2000). Beispielhaft fur diese Versuche werden einige

Ergebnisse gezeigt.

Die beiden Gele zeigen eine gute Trennung der Proteine, wobei Unterschiede im
Proteinmuster festzustellen sind. In dem Gel der induzierte Probe kénnen mehr
Proteinspots detektiert werden. Im Gel der nicht-induzierten Probe gibt es zwischen
pH7-8 einen Bereich, der sehr stark angefarbt wurde. AuRerdem findet man dort
einige Proteinspots, die sehr stark hervortreten. Auf dem Gel der induzierten Probe
konnten mehr Spots detektiert werden. Das Proteinmuster ist beim Vergleich von

markierten Spots aber gut vergleichbar.
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Abb. 3.43: 2D-Elekrophorese von Proteinen des Klons E10 im pH-Bereich 3-10 und Nachweis
mit Sypro-Ruby

10’ Zellen (entspricht ca. 1mg Protein) des Klons E10 wurden fiir 18 Stunden mit 2 pM Ponasteron
induziert bzw. nicht induziert. Die Zellen wurden in 350 pl des 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 %
(w/v) CHAPS, 65 mM DTT) lysiert und in der ersten Dimension mit 18 cm Streifen mit einem pH-
Bereich von 3-10 getrennt. Die Auftrennung in der zweiten Dimension wurde mit einem 12,5 % igem
SDS-Gel in der Hoefer Iso Dalt Kammer durchgefiihrt. Die Proteine wurden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Sypro Ruby fir 3 Stunden gefarbt und durch Excitation von Licht mit 250 nm
mit der Gel Doc 1000 Apparatur (Bio-Rad) analysiert. Die Intensitat der Fluoreszenz wurde

wahrend der Aufnahme fur einen Zeitraum von 2 Minuten integriert und in Graustufen umgewandelt

dargestelit.

Allerdings konnten die Unterschiede der vorherigen Gelen (s. Abb. 3.40 und 3.41)
nicht reproduziert werden. Die ammoniakalische Silberfarbung ist wesentlich
sensitiver als die Anwendung der Fluoreszenz-Farbstoffe. Deshalb wurde versucht,
den Bereich der unterschiedlichen Proteinspots — ca. pH 7- weiter aufzutrennen,

indem Streifen mit kleineren pH-Bereichen verwendet wurden.
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Als pH-Bereiche wurden einerseits Streifen mit einem Gradienten von pH6 -9, 6 - 11
(18 cm) und andererseits von 5 - 8 (17 cm) eingesetzt.

Die Trennung von Proteinen im basischen pH-Bereich (pH 6 - 9, bzw. 6 - 11) ist sehr
schwierig, da oberhalb von pH 9 der Gradient leicht instabil wird und dann die
Fokussierung nicht mehr stattfindet. Den Angaben des Herstellers nach verlangern
sich die Fokussierungzeiten bei Verwendung der basischen Streifen auf ca. 100000
Vh. Es wurden verschiedene Fokussierungszeiten ausprobiert, aber auch die
Fokussierung bei 200000 Vh war unzureichend und es konnten keine Gele mit einer

ausreichenden Proteintrennung angefertigt werden.

| E10 +Ponasteron

E10 (18 Stunden, 2 uM)

Abb. 3.44: 2D-Elekrophorese von Proteinen des Klons E10 im pH-Bereich 5-8 Nachweis mit
Sypro-Tangerine

10" Zellen des Klons E10 wurden fiir 18 Stunden mit 2 MM Ponasteron induziert bzw. nicht induziert.
Die Zellen wurden in 320 pl des 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM DTT)
lysiert und in der ersten Dimension mit 17 cm Streifen mit einem pH-Bereich von 5-8 getrennt. Die
Auftrennung in der zweiten Dimension wurde mit einem 12,5 % igem SDS-Gel in der Hoefer Iso Dalt
durchgefiihrt. Die Proteine wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Sypro Tangerine fir 3 Stunden
gefarbt und durch Excitation von Licht mit 250nm mit der Gel Doc 1000 Apparatur (Bio-Rad)

analysiert
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Die Unterschiede im Proteinmuster (s. Abb. 3.40 und 3.41) konnten mit diesen Gelen
(s. Abb. 3.44) nicht reproduziert werden, andere Unterschiede wurde zwischen

induzierten und nicht-induzierten Proben auch nicht festgestellt.

Weiter wurden Gele in einem engeren pH-Bereich angefertigt, um die Auftrennung zu
verbessern und maoglicherweise andere Unterschiede zu finden. Es wurde der pH-
Bereich 5,5-6,7 verwendet, da in diesem Bereich relativ viele Proteinspots erwartet

werden.

Die Trennung der Proteinen wurde in dem pH-Bereich von 5,5-6,7 mit 18 cm
Streifen durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff Sypro
Ruby.

pH pH

6,7 55

E10 E10+Ponasteron
(18 h, 2uM)

Abb. 3.45: 2D-Elekrophorese von Proteinen des Klons E10 im pH-Bereich 5,5-6,7 Nachweis
mit Sypro-Ruby

10" Zellen des Klons E10 wurden fir 18 Stunden mit 2 uM Ponasteron induziert bzw. nicht induziert.
Die Zellen wurden in 350 yl des 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM DTT)
lysiert und in der ersten Dimension mit 18 cm Streifen mit einem pH-Bereich von 5,5-6,7 getrennt.
Die Auftrennung in der zweiten Dimension wurde mit einem 12,5 % igem SDS-Gel in der Hoefer Iso
Dalt durchgefiihrt. Die Proteine wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Sypro Ruby fir 3 Stunden
gefarbt und durch Excitation von Licht mit 250nm mit der Gel Doc 1000 Apparatur (Bio-Rad)

analysiert.
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Die beiden Gelen der Abb. 3.45 von nicht-induzierten und induzierten Proben des
Klons E10 zeigen ein vergleichbares Proteinmuster. Obwohl bei dem Gel der
induzierten Probe im unteren Molekularbereich mehr und auch starkere Proteinspots
detektiert wurden. Aber das wiederholte Anfertigungen von Gele mit dem pH-Bereich
5,5 - 6,7 lieferte keine reproduzierbaren Unterschiede.

Die durchgefuhrten Proteomuntersuchungen (s. Abb 3.36 bis Abb. 3.45) zeigen, dass
der EinfluR von GFP-MKK73e auf die Proteinexpression relativ gering sein muf, da
im wesentlichen gleiche Proteinmuster gefunden wurden. Diese Schlussfolgerung
betrifft im wesentlichen die mengenmalig starker exprimierten Proteine, die mit der
angewendeten Nachweismethode detektierbar waren. Allerdings zeigen die
Ergebnisse der Silberfarbung (s. Abb. 3.40), dass mdglicherweise im unteren Bereich

dieser Nachweisgrenze Proteine MKK73e abhangig exprimiert werden.

3.4.3 2D-Elektrophorese nach in-vivo Markierung mit 3*P-ortho Phosphat oder
35S-Methionin/Cystein

Um Unterschiede zwischen induzierten und nicht induzierten Lysaten des Klons E10
feststellen zu kénnen, die durch MKK73e verursacht werden, wurden auch in-vivo
Markierungsversuche von zellularen Proteinen mit p ynd *s durchgefuhrt. So
konnen einerseits MKK73e abhangige Modifikationen (Phosphorylierungen) und
andererseits neu synthetisierte Proteine mit diesen sehr sensitiven Methoden
detektiert werden. Die Proben wurden mit 13 und 17/18 cm Streifen mit

verschiedenen pH-Gradienten in zweidimensionalen Gelen aufgetrennt.
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3.4.3.1 In-vivo Markierung von Phosphoproteinen mit *P-ortho Phosphat

1 7 pH 4 kDa 7 pH 4 kDa
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Abb. 3.45: 2D-Elektrophorese nach in-vivo Markierung von zelluldren Proteinen mit %p fiir 2 h

10° Zellen des Klons E10 wurden fir 140 Minuten mit 1,28 mCi/ml 2p_ortho Phosphat bei 37°C bei 5
% CO3 in phosphatfreiem DMEM mit dialysiertem FKS inkubiert. Die Zellpellets wurden in 9,5 pl 2D
Lysis-Puffer (9,5 M Harnstoff, 4 % ( w/v) CHAPS, 65 mM DTT, 0,5 % (v/v) IPG-Puffer pH 4 - 7) 1
Stunde bei RT lysiert. Nach Zentrifugation (1h, 20000 UpM, 15°C) wurde das Lysat mit 220 pl
Rehydrationspuffer und 20 uyl DTT (1 M) versetzt und fir die Auftrennung in der IPG-Phor mit 13 cm
Streifen des pH-Bereichs 4 - 7 eingesetzt. Die Induktion mit Ponasteron erfolgte fiir 40 Stunden mit 2
MM.

Als zweite Dimension wurden 10 %-ige SDS-Gele angefertigt. Die Gele wurden mit CBB angefarbt,
Uber Nacht in Entfarbe-Losung inkubiert, und getrocknet. Die Autoradiographie erfolgte bei —80°C mit
einem Biomax-ML Film.

Auf beiden Gelen der Abb. 3.45 sind markierte Proteine im unteren Molekularbereich
(bis ca. 40 kDa) zu erkennen. Die Trennung von gro3eren Molekilen ist durch die
Schwarzung des Films schlecht zu beurteilen. Auf den Filmen findet man einige
Proteine, die eine ahnliche molekulare Masse haben, sich aber in ihren pl Werten
leicht unterscheiden. Das Muster an markierten Proteinen, die wahrend der 120
Minuten neu synthetisiert und durch den Einbau von 2P markiert wurden, ist auf
beiden Gelen sehr ahnlich. Unterschiede lieRen sich auf diesen Gelen und den
anderen, die nach dieser Methode angefertigt wurden, nicht detektieren. Es wurden
auch Lysate von Zellen, die fur 18 Stunden mit Ponasteron induziert wurden,

analysiert. Aullerdem wurden unterschiedliche pH-Bereiche untersucht.
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Die Markierung zellularer Proteine mit 3P wurde auch ber einen langeren Zeitraum

mit weniger Aktivitat durchgefuhrt.

kDa

— 94
— 67
—43

— 30

—20

—14

E10 E10+Ponasteron
{40 Stunden, SpM)

Abb. 3.46: 2D-Elektrophorese nach in-vivo Markierungzellularer Proteine mit p fiir 18 h

10° Zellen des Klons E10 wurden fur 18 Stunden mit 0,44 mCi/ml **P-ortho Phosphat in
phosphatfreiem DMEM mit dialysiertem FKS bei 37°C bei 5 % CO; inkubiert. Die Zellpellets wurden
in 9,5 yl 2D Lysis-Puffer (9,5 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM DTT, 0,5 % (v/v) IPG-Puffer pH
4 - 7) 1 Stunde bei RT lysiert. Nach Zentrifugation (1h, 20000 UpM, 15°C) wurde das Lysat mit 220
pl Rehydrationspuffer und 20 yl DTT (1 M) versetzt und fir die Auftrennung in der IPG-Phor mit 13
cm Streifen des pH-Bereichs 4 - 7 eingesetzt. Die Induktion mit Ponasteron erfolgte fur 40 Stunden
mit 2 uM.

Als zweite Dimension wurden 12,5 %-ige SDS-Gele angefertigt. Die Gele wurden mit CBB
angefarbt, ber Nacht in Entfarbe-Losung inkubiert, getrocknet. Die Autoradiographie erfolgte bei
—80°C mit einem Biomax-ML Film.

Die markierten Proteinspots sind im Vergleich zu den Gelen der Abb. 3.45 grol3er. Es
ergibt sich aber ein ahnliches Muster an markierten Proteinen. Die Auftrennung im
oberen Molekularbereich ist auf Grund der Schwarzung, die durch nicht eingebautes
2P verursacht wurde, schwer zu interpretieren. Wie mit der kurzen 2p Markierung
lieBen sich lielen sich Unterschiede auf diesen Gelen und den anderen, die nach
dieser Methode angefertigt wurden, nicht detektieren.

Zusammenfassend zeigt die zweidimensionale Analyse von radioaktiv markierten
Phosphoproteinen keine eindeutig von MKK73e abhangigen Veranderungen, es
konnte allerdings im Vergleich zu den Proteinanfarbungen mit Silber oder Sypro
Ruby wesentlich weinger Spots detektiert werden. Dieses Ergebnis liel sich auch

durch Veranderung der Markierungsbedingungen (s. Abb. 3.46) nicht verbessern.
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3.4.3.2 In-vivo Markierung von Proteinen mit **S-Methionin/Cystein

Induzierte bzw. nicht induzierte Zellen des stabil transfizierten Klons E10 wurden far
18 Stunden mit einem Gemisch von S-haltigen Aminosauren (Methionin und
Cystein), die mit %S markiert waren, inkubiert. Die neu synthetisierten, mit %3
markierten Proteine wurden in 2D Elektrophoresen mit 17 cm Streifen des pH

Bereichs 5 - 8 und 18 cm sowie mit Streifen des pH Bereichs 4 - 7 getrennt.

Mit %S konnten sehr viel mehr Proteine als mit *P markiert werden. Die Auftrennung
ist im verwendeten pH-Bereich gelungen. Im oberen Molekularbereich konnen
einzelne Proteinspots wegen der Schwarzung des Hintergrundes nur Uber einem
Durchlichttisch erkannt werden. Das Proteinmuster von beiden Gelen ist
weitestgehend identisch (s. Abb. 3.48).

Allerdings wurde in der Autoradiographie der nicht induzierten Probe ein Proteinspot,
der in der Autoradiographie der induzierten Probe nicht vorhanden war, entdeckt.
Dieser Spot wurde aus dem Gel ausgeschnitten. Er befindet sich bei einem pH von

ca. 4,5 und im Molekularbereich von ca. 35 kDa (s. Pfeil in der Autoradiographie).
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Abb. 3.48: 2D Elektrophorese nach in-vivo Markierung von zelluldren Proteinen mit s,
IEF pH 4-7

4 x 10° Zellen des Klons E10 +/- 5uM Ponasteron wurden in Methionin- und Cystein-freiem DMEM fiir
18 Stunden mit 0,4 mCi/ml *S (Methionin-Cystein-Gemisch) bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Nach
Zentrifugation (4°C, 735 x g, 5 min) und Waschen der Zellen mit physiologischer NaCl —L&sung
erfolgte die Lyse in 350 pl 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM DTT, 1 % (v/v)
IPG-Puffer pH 4 - 7) fir 10 min bei RT lysiert, zentrifugiert (2 min, 13000 UpM, RT). Die erste
Dimension wurde mit 18 cm Streifen mit dem pH-Bereich 4-7 , die zweite Dimension mit 12,5 % igen
SDS-Gelen in der Iso Dalt Kammer tber Nacht bei 15°C mit 90 mA (fir 8 Gele) durchgefihrt.

Die Gele wurden in einer Lésung Essigsaure:lsopropanol:Wasser (10:25:65) fir 30 Minuten fixiert,
anschlieRend 30 Minuten in einer Amplify-Losung (Pharmacia) inkubiert und UGber Nacht in der
Fixierlosung gewaschen und auf einem Vakuum-Geltrockner bei 80°C getrocknet. Die
Autoradiographie erfolgte bei —80°C mit einem Biomax-MR Film.
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Abb. 3.49: 2D Elektrophorese nach in-vivo Markierung von zellularen Proteinen mit s,
IEF pH 5-8

4 x 10° Zellen des Klons E10 +/- 5uM Ponasteron wurden in Methionin- und Cystein-freiem DMEM fur
18 Stunden mit 0,4 mCi/ml **S (Methionin-Cystein-Gemisch) bei 37°C, 5% CO; inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation sedimentiert (4°C, 735 x g, 5 min), mit physiologischer NaCl —L&sung
gewaschen und anschlieBend in 350 pl 2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM
DTT, 1 % (v/v) IPG-Puffer pH 3 - 10) fir 10 min bei RT lysiert und nach Zentrifugation (2 min, 13000
UpM, RT) wurde das Lysat zur Auftrennung in die erste Dimension unter Verwendung von 17 cm
Streifen mit dem pH-Bereich 5 - 8 eingesetzt. Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte mit
12,5 % igen SDS-Gelen in der Iso Dalt Kammer tber Nacht bei 15°C mit 90 mA (fir 8 Gele).

Die Gele wurden in einer Losung Essigsaure:Isopropanol:Wasser (10:25:65) fur 30 Minuten fixiert,
anschlieRend 30 Minuten in einer Amplify-Lésung (Pharmacia) inkubiert und Uber Nacht in der

Fixierlosung gewaschen und auf einem Vakuum-Geltrockner bei 80°C getrocknet. Die
Autoradiographie erfolgte bei —80°C mit einem Biomax-MR Film.

Die beiden Gele zeigen im gesamten Molekularbereich und in dem pH-Bereich von
5-8 eine gute Auftrennung der Proteine. Das Proteinmuster der beiden Gele ist fast
identisch, bis auf 2 zusatzliche Proteinspots in dem Gel der induzierten Probe:

Spot 1 bei einem pH-Wert von ca. 6,5 und einem Molekulargewicht von ca. 40 kDa.
Der Spot 2 befindet sich im etwas héheren pH-Bereich und das Protein hat ein etwas
niedrigeres Molekulargewicht. Weiter wurde ein zusatzlicher Proteinspot in dem Gel
der nicht induzierten Probe gefunden. Dieser Spot 3 befindet sich im gleichen pH-
Bereich wie der Spot 1, aber das Protein hat ein groReres Molekulargewicht. Die
Spots wurden aus den getrockneten Gelen ausgeschnitten und durch erneute

Autoradiographie wurde Uberpruft, dass der richtige Spot entfernt wurde.
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Abb. 3.50: Induktion von GFP-MKK7 ¢ fiihrt zur Veranderung im %S-markierten Proteinmuster

induzierten Probe.

Gezeigt sind die Bereiche der Gelen aus der Abb. 3.49, in denen die Unterschiede festgestellt wurden,
Autoradiographien der Gele vor (oben) und nach Entfernen (unten) der zusatzlichen Spots im Gel der
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3.4.3.3 2D Elektrophorese von mit **S markierten sezernierten Proteinen

Da die Auftrennung von Proteingemischen aus Ganzzellxtrakten sehr komplexe 2D
Proteinmuster ergab (s. Abb. 3.35 — 3.48) und nur geringe Unterschiede zwischen
den Gelen vor und nach Induktion von GFP-MKK73e festgestellt wurden, sollten
zusatzlich die von der Zellen abgegebenen Proteine analysiert werden, da z.B.
Cytokine als Botensubstanzen zwischen den Zellen fungieren. Fir diese Analyse

wurden Uberstéande der Zellen nach der Markierung %3 verwendet.
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Abb. 3.51: Elektrophoretische 2 dimensionale Trennung von in-vivo mit s markierten,
sezernierten Proteinen (Ausschnit aus dem jeweiligen Gel)

Die Uberstande der in-vivo Markierung mit %3 wurden abgenommen, nach Entfernen von Zellen
durch Zentrifugation (5 min, 735 x g, 4°C) wurden die Uberstande durch Zentrlfugatlon Uber
Amicon Filter (Ausschlufgrofie 3000 Da) aufkonzentiert (2h, 15 000 x g, 4°C). Um freies *3 zu
entfernen wurden 5 mal zu dem Konzentrat 400 pl einer 2 M Harnstoff, 1 % (w/v) CHAPS L&ésung
gegeben und erneut durch Zentrifugation aufkonzentriert. Das Konzentrat (15 ul) wurde mit 335 pl
2D Lysis-Puffer (9 M Harnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 65 mM DTT, 1 % (v/v) IPG-Puffer pH 4 - 7)
versetzt und fur die Trennung in der ersten Dimension mit der IPG-Phor bei Verwendung von 18
cm Streifen des pH-Bereichs 4 - 7 eingesetzt. Nach Aquilibrierung erfolgte die Auftrennung in der
zweiten Dimension mit 12,5 % igen SDS-Gelen in der Iso Dalt Kammer Uber Nacht bei 15°C mit
90 mA (fur 8 Gele).

Die Gele wurden in einer Loésung Essigsaure:lsopropanol:Wasser (10:25:65) fur 30 Minuten fixiert,
anschliefend 30 Minuten in einer Amplify-Lésung (Pharmacia) inkubiert und Uber Nacht in der
Fixierlosung gewaschen und auf einem Vakuum-Geltrockner bei 80°C getrocknet. Die
Autoradiographie erfolgte bei —80°C mit einem Biomax-MR Film.




3 Ergebnisse 130

Sezernierte Proteine erkennt man auf beiden Gelausschnitten Uberwiegend im
unteren Molekularbereich bei 14 — 20 kDa im pH-Bereich von 5 - 6. Diese
Proteinspots nach Induktion von MKK73e sind starker als die auf dem Gel der nicht
induzierten Probe. Weiter erkennt man auf beiden Gelen zahlreiche, aber schwache
Spots im Molekularbereich von 30 - 40 kDa. Unterschiede in diesem Bereich zu
detektieren ist nicht moglich, da die Fokussierung der Proteine nicht ausreichend ist.
Dies kann an mitgeschleppten lonen des Mediums liegen. Es wurden wesentlich
weiniger sezernierte, markierte Proteine detektiert als bei den Gelen der

Ganzzelllysate.
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4 DISKUSSION

MKK7 wurde 1997 zeitgleich von verschiedenen Gruppen als bisher letztes Mitglied
der MAPKK Familie in Saugerzellen identifiziert (Wu et al.; Lu et al.; Tournier et al.,
1997, Lawler et al., 1997; Yao et al., 1997; Holland et al., 1997; Moriguchi et al.,
1997). MKK?7 st der einzige intrazellulare spezifische Aktivator des JNK
Signalweges, da es nach Ubereinstimmenden Beobachtungen weder den ERK noch
den p38 MAPK Signalweg aktiviert, noch andere Signalwege wie NFxB oder ERK5
beeinflult.

In der vorliegenden Arbeit sollte ein System etabliert werden, um die Funktion von
MKKY7 in intakten humanen Zellen untersuchen zu kdnnen. Ziel dieser Experimente
war zunachst die intrazellulare Aktivierung MKK7-abhangiger Signalwege durch
kontrollierte Expression geeigneter MKK7 Mutanten. Da der von MKK7 aktivierte JNK
Signalweg wesentlich die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren reguliert, wurde
anschlieRend versucht, mit verschiedenen Methoden von MKK7 abhangige Gene zu
identifizieren.

Die Ausgangsplasmide, die von P. Holland zur Verfigung gestellt wurden,
beinhalteten an sechs MYC-Epitope fusionierte MKK7-Konstrukte. Fir die
Etablierung von stabilen Zelllinien wurde MKK7 an GFP fusioniert, da die durch UV-
Licht anregbare Grunfluoreszenz des GFP Anteils fur das ldentifizieren positiver
Zellklone mittels Fluoreszenzmikroskop in lebenden Zellen verwendet werden sollte.
Ohne GFP-Epitop hatten alle Zellklone sehr arbeitsintensiv mittels Western-Blot
analysiert werden mussen. Aulerdem ermoglicht GFP die Beurteilung der
Expression von GFP-MKK7 auf Einzelzellniveau.

Durch die Fusion von MKK7, das eine molare Masse von etwa 48 kDa hat, an GFP
entsteht ein Fusionsprotein von ca. 75 — 80 kDa, wodurch das Protein im Vergleich
zu MYCe-MKK7 um ca. 10 kDa grof3er wird. Generell ist schon bei vielen Proteinen-
so auch fur Molekulle aus den MAP Kinase Signalwegen - beschrieben wurden, dass
eine Fusion mit GFP vereinbar mit ihren biologischen Funktionen ist (Engel et al.,
1998; Ben-Levy et al., 1998; Reiser et al., 1999; Holtmann et al., 2000).

Um aber sicherzustellen, dass die Funktion von MKK?7 fusioniert an GFP in intakten
Zellen nicht beeinflusst wird, wurden GFP-MKK7 und MYC-MKK7 transient mit
vergleichbaren Expressionsstarken exprimiert und ihre Aktivitat verglichen. Dabei

wurde die Aktivitat von MKK?7 in intakten Zellen anhand der Aktivierung endogener
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oder koexprimierter JNKs bestimmt. Fur diese Versuche wurden neben MKK7
Wildtyp auch die konstitutiv aktiven und inaktiven Mutanten von MKK7 eingesetzt.
Zusammenfassend wurde in diesen Experimenten eine Beeinflussung der
Kinaseaktivitat von MKK7 durch Fusion mit GFP nicht festgestellt (s. Kapitel 3.1.2.2).
Um die Funktion eines Proteins zu untersuchen, wird dieses haufig in
Transfektionsexperimenten durch Gentransfer der cDNA in intakten Zellen
uberexprimiert. Dabei kann die Expression des Proteins konstitutiv oder regulierbar
erfolgen.

Ein ideales induzierbares Expressionssystem mufl} verschiedene Bedingungen
erfullen. Es sollte eine niedrige bzw. keine basale Expression erfolgen und die
induzierende Substanz oder das induzierende Protein sollte inert flr den
Metabolismus der verwendete Zelle sein, damit die beobachteten Effekte nur auf das
interessierende Genprodukt zurickgefihrt werden kdénnen. Weiterhin sollte eine
schnelle Expression des Genprodukts stattfinden und nach Entfernen des Induktors
die Expression wieder eingestellt werden.

Verschiedene induzierbare Expressionssysteme sind etabliert, die mit Isopropyl-1-
thio-B-D-Galaktosid (IPTG), Tetrazyklin (Tet) oder dem in dieser Arbeit verwendeten
Ekdyson als Induktor funktionieren. Bei den ersten beide Systemen wurde der jeweils
verwendete Mechanismus von Bakterien, beim letzteren von Drosophila abgeleitet.
Beim IPTG System basiert die regulierbare Genexpression auf dem Prinzip der
Regulation des /lac-Operons in Prokaryoten (Jacob et al., 1961). Die Induktion erfolgt
durch Zugabe von IPTG. Verwendet wurde dieses System unter anderem fir die
Untersuchung der signal-abhangigen Induktion von Cyclooxygenase-2 in NIH 3T3
Zellen, die stabil mit einer trunkierten, konstitutiv aktiven Form von MEKK1
transfiziert waren (Guan et al., 1998) oder bei der Untersuchung der Aktivierung von
MKK4 durch MEKK1 (Woodgett et al., 1995).

Die Regulation der Genexpression uber Tetrazyklin erfolgt durch Verwendung eines
Tetrazyklin abhangigen bakteriellen Repressors (Gossen et al., 1992). Die
Expression des Repressorproteins erfolgt durch ein Regulatorgen, das Uber einen
konstitutiv aktiven Promotor kontrolliert wird. Aul3erdem ist eine flr die Bindung des
Repressors notwendige Operatorsequenz direkt vor den Promotor des zu
regulierenden Gens geschaltet. Bei dem sogenannten ,Tet off* System bindet in
Anwesenheit von Tetrazyklin der Repressor an die Operatorsequenz und verhindert

damit die Expression. Die Induktion erfolgt durch Entfernen des Antibiotikums, da der
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Repressor ohne Tetrazyklin keine Affinitat zur Operatorsequenz mehr hat. Der
Promotor ist dadurch frei und die Expression kann stattfinden. Dieses System wurde
z.B. fur die Untersuchung der Regulation der IL-8 mRNA durch Strel3signalwege in
HelLa Zellen eingesetzt (Holtmann et al., 1999) und bei der Untersuchung des
Einflusses von verschiedenen Mutanten von MEK1 und MEKK1 auf MAP Kinase
Signalwege in 3T3 Zellen (Johnson et al., 1996; Syu et al., 1997). Bei dem ,Tet on“
System wird ein durch Mutagenese veranderter Tetrazyklinrepressor verwendet, der
als induzierbarer Aktivator fungiert. Der Repressor bindet ohne Tetrazyklin bzw.
Doxyzyklin an die Operatorsequenz. Die Genaktivitat wird in Abwesenheit von
Tetrazyklin oder Doxyzyklin unterdrickt. Die Behandlung mit Antibiotikum inaktiviert
den Repressor und induziert die Genexpression. Eine standige Behandlung der

Zellen mit Antibiotikum ist bei diesem System nicht notwendig (Gossen et al., 1995).

Das in dieser Arbeit verwendete Ekdyson-induzierbare Expressionssystem basiert
teilweise auf einem Regulationssystem von Insekten, wobei Steroidrezeptoren
Verwendung finden. Das Ekdyson-induzierbare Expressionssystem wurde 1996 von
No et al. beschrieben und in Saugerzellen und transgenen Mausen angewendet.
Inzwischen haben eine Reihe von weiteren Arbeitsgruppen dieses
Expressionssystem verwendet, z.B. bei der Untersuchung des humanen L-Glutamat
Transporters (Dunlop et al., 1999) und des humanen Dopamin D2L Rezeptors in
HEK293 Zellen (Choi et al., 2000). In NIH 3T3 Zellen wurde das Expressionssystem
fur die Untersuchungen an PTEN, einem Tumor Suppressor Gen, eingesetzt. Dazu
wurden an GFP fusionierte sowie antisense cDNAs von PTEN exprimiert (Tamura et
al., 1998).

Da die in dieser Arbeit verwendete GFP-MKK7 Proteine regulierbar Uberexprimiert
werden sollten, musste eine Entscheidung fur eines der drei oben erwahnten
Systeme getroffen werden. Gegen das IPTG System sprach vor allem die Induktion
mit einer osmotisch wirksamen Zuckerlésung, weil dadurch potentiell die
stressaktivierten MAP Kinasen wie JNK und p38 aktiviert werden konnten. Aulerdem
hatten Versuche von Andrea Krause aus der Arbeitsgruppe Kracht in KB Zellen
gezeigt, dass dieses System eine hohe basale Aktivitat besitzt.

Fur das zum Beginn der Arbeit neue Ekdyson System sprach die Verwendbarkeit in
transgenen Tiermodellen, d.h. die geringe in-vivo Toxizitat, vor allem aber die in der

Originalarbeit (No et al., 1996) beschriebene bessere Regulation, d.h. geringere
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basale Expression und bessere Induzierbarkeit im direkten Vergleich gegenuber
Versuchen mit den beiden ,Tet“ Systemen.

Die Etablierung des Ekdyson-induzierbaren Expressionssystems erfolgte zunachst
mit Hilfe von Reportergenen. Unter transienten Transfektionsbedingungen konnte
eine Ekdyson-abhangige regulierbare Expression von [-Galatosidase sowohl
photometrisch in Zelllysaten als auch histochemisch in einzelnen Zellen
nachgewiesen werden. Die Versuche zeigten, dass sowohl die kommerziell
erworbene HEK293 Ausgangszelllinie, ECR-293, als auch die selbst hergestellten
HEK293 ,Mutterzelllinien“ funktionelle RXR und Ekdyson Rezeptoren exprimierten.
Die Uberexpression des Steroidrezeptors RxRa, einem Teil des Ekdyson Rezeptor
Dimers, konnte in den verwendeten Zellen mittels Western-Blot nachgewiesen
werden (s. Abb. 3.7). Die fur die regulierbare Genexpression geforderte Spezifitat
sollte durch Bildung von RxRo/EcR Heterodimeren, der Verwendung von Drosophila
Steroiden und spezifischen DNA Sequenzen gewahrleistet werden (No ef al., 1996).
Mit allen Expressionsplasmiden des Systems transfizierte, aber ohne Muristeron
induzierte Zellen zeigten ebenso wie die nicht transfizierten Zellen keine basale f-
Galaktosidase Reportergen Aktivitat (s. Abb. 3.8). Diese initialen, sowie alle weiteren
im Laufe der Arbeit erhaltenen Ergebnisse bestatigten, dass mit dem Ekdyson
System ohne Induktion keine wesentliche Proteinexpression stattfindet (s. Kapitel
3.2.2).

Zur Induktion wurden die synthetischen Ekdyson Analoga Muristeron und
Ponasteron eingesetzt. Beide Substanzen waren in ihrer Dosis-Wirkungskurve
vergleichbar (s. Abb. 3.11 und 3.12).

Da das Ekdysonsystem unter transienten Transfektionsbedingungen die
Bedingungen fur ein gutes regulierbares Expressionssystem mit guter Induzierbarkeit
und wenig spontaner Promotoraktivitat erflllte, wurden stabil transfizierte Zelllinien
generiert, um die regulierbare Expression von GFP-MKK7 cDNAs zu ermdglichen.
Zunachst wurden transfizierte Zellen selektiert und dann induziert. Die durch
Fluoreszenzanalyse positiv erscheinenden Zellklone wurden expandiert und die
GFP-MKK?7 Fusionsproteine mit anti-GFP Antikorpern in Lysaten nachgewiesen. Es
konnte nur in einem Teil der grinfluoreszierenden Zellen auch das Fusionsprotein
nachgewiesen werden (s. Tabelle 3 zur Statistik der ersten Einzelzellklonierung). Bei
der Mutante MKK7k149m konnte kein positiver Klon identifiziert werden. Weiter fiel

sowohl mikroskopisch eine schwachere Grunfluoreszenz als auch in Western-Blots
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eine geringere Proteinexpression der stabilen Klone im Vergleich zu transient
transfizierten Zellen auf. Bei Zellklonen, die eine starke Grinfluoreszenz zeigten,
wurde ein grolRer Anteil an freiem GFP nachgewiesen (s. Abb. 3.9, A, Klon E22). Die
im Verhaltnis zur transienten Transfektion bei stabilen Klonen geringere
Proteinexpression lasst sich mit der geringeren Kopienzahl an stabil integrierten
GFP-MKK7 cDNAs erklaren.

Die Verfligbarkeit eines polyklonalen anti-MKK7 Antikérper erlaubte in weiteren
Western-Blot Experimenten die Detektion und den Vergleich der Expression sowohl
des endogenen als auch des Uberexprimierten MKK7. Neben dem Anstieg der
Expression des Fusionsproteins GFP-MKK7 wurde in einigen Experimenten auch die
Zunahme der Proteinbande auf Hohe der endogenem MKK7 festgestellt (s. Abb.
3.12, B). Eine Erklarung fur diese Zunahme ist, dass durch Spaltung von GFP-MKK?7,
die bei der Analyse derselben Membran mit dem anti-GFP Antikérper nach 16 h
Induktion zu erkennen ist (s. Abb. 3.12, A ), uberexprimiertes MKK7 ohne GFP-Teil
auf der gleichen Hohe wie endogenes MKK7 detektiert wird und freies GFP entsteht,
dass auf dem Western-Blot sichtbar wird. Weiter ist aus diesen Analysen ersichtlich,
dass nach Induktion keine starke Uberexpression von GFP-MKK7 erreicht werden
kann und endogenes und Uberexprimiertes Protein in vergleichbaren Anteilen
vorliegen. Dies ist fur die spatere Interpretationen der Versuchsergebnisse, die mit
der aktiven Mutante von MKK7, GFP-MKK73E, erzielt wurden, wichtig.

Die Versuche zur Zeitabhangigkeit der Proteinexpression nach Induktion mit
Muristeron zeigten, dass bereits nach 4 h die Fusionsproteine nachgewiesen werden
konnten und ihre Menge linear Uber die Zeit zunahm, bis nach ca. 20 Stunden keine
weitere Erhohung mehr nachweisbar war. Aus den Versuchen zur Induktionskinetik
konnten die geeigneten Parameter fur die Induktionsdauer und die Konzentration der
induzierenden Substanz bestimmt werden. So wurden in allen folgenden
Experimenten die Zellen mindestens flir 18 Stunden mit 2 yM Ponasteron bzw.
Muristeron induziert.

Die ersten stabilen Zellklone, die zunachst flir die Versuche ausgewahlt wurden,
wurden regelmafig durch Fluoreszenzanalyse Uberpruft. Dabei wurde festgestellt,
dass die Klone Uber einen langeren Zeitraum keine stabile Proteinexpression
zeigten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die zuerst generierten Zellklone erneut

einzelzellkloniert und mittels Fluoreszenzanalyse Klone ausgewahlt, bei denen alle
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Zellen fluoreszierten. Der Klon E10, der fur die Proteomanalytik verwendet wurde,
wurde aulderdem noch mittels FACS-Analyse auf Einzelzellebene sortiert.
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die stabile Integration aller fur die
Verwendung des Ekdyson Systems notwendigen Gene, wie Neomycin-phospho-
Transferase, des p14 kodierenden ble Genes flir die Zeozin-Resistenz, RxRa,
VgECR/VP16 und der GFP-MKK7 cDNAs inklusive der Ekdyson-responsiven
Promoter Elemente in einer Reihe von Zelllinien erfolgreich war. In ausfuhrlichen
Experimenten wurde eine zeit- und dosisabhangige Expression der GFP-MKK?7
Fusionsproteine festgestellt, deren Kinetik und Induzierbarkeit mit der des ,Tet"-
Systems vergleichbar ist (Gossen und Bujard, 1992) und mit insgesamt recht
wenigen bisher publizierten Befunden zum Ekdyson Expressionssystem
Ubereinstimmt (No et al., 1996; Choi et al., 2000). Versuche zum Abschalten des
Systems ergaben, dass bereits nach einem Tag ohne induzierendes Agens nur noch
eine geringe Menge des Proteins nachweisbar ist (s. Abb. 3.13). Einer mit
verschiedenen Methoden nachgewiesenen sehr niedrigen basalen Expression steht
allerdings eine im Vergleich zu viralen Promotoren (CMV, SV-40) relativ geringe
Expressionsstarke nach Aktivierung des Promoters gegentber (s. Abb. 3.3).

Das Ekdysonsystem war damit vor allem fur die Expression konstitutiv aktiver
Formen von MKKY7 geeignet.

MKK?7 ist ein spezifischer JNK-Aktivator (Wu et al., 1997; Lawler et al., 1997; Yao et
al., 1997; Tournier et al., 1997; Lu et al., 1997; Holland et al., 1997; Moriguchi et al.,
1997). So wurde auch in dieser Arbeit nach Induktion von MKK7 keine Aktivierung
des ERK2 Signalweges oder des p38 MAPK Signalweges festgestellt (s. Abb. 3.31
und 3.32).

Es wurden Zelllinien hergestellt, die entweder den GFP-MKK7 Wildtyp, die aktive
Mutante GFP-MKK73e oder eine der beiden inaktiven Mutanten GFP-MKK73a und
GFP-MKK7k149m Ekdyson-regulierbar exprimierten. Diese verschiedenen stabil
transfizierten Zelllinien wurden mit einer Reihe unterschiedlicher extrazellularer
Stimuli wie IL-1a, TNFo, EGF, Sorbitol, Anisomycin und Arsenit behandelt und der
EinfluR der GFP-MKK7 Expression auf die JNK-Aktivierung untersucht.

Die Versuche mit IL-1cc und TNF zeigten, dass die verwendeten Zellen HEK293 nicht
IL-10- und nur schwach TNF-responsiv sind. Deshalb hatten fur Versuche zur Rolle
von MKK7 bei der Signaltransduktion dieser Stimuli IL-1 oder TNF Rezeptor

Uberexprimierende HEK293 Zellen verwendet werden missen (Cao et al., 1996). Als
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starkster extrazellularer JNK Stimulus erwies sich Sorbitol sowie die Zellgifte
Anisomycin und Arsenit.

Versuche, die mit potentiell dominant-negativen Mutanten von MKK7, GFP-MKK73a
oder GFP-MKK7k149m bei der Sorbitol-induzierten JNK Aktivierung durchgefuhrt
wurden, zeigten widerspriuchliche Ergebnisse. So konnte durch Induktion von
MKK73a die Sorbitol-induzierte JNK-Aktivierung im Klon A5 verringert werden, im
Klon A15 wurde dagegen auch nach Induktion eine starkere JNK-Aktivierung
detektiert (s. Abb. 3.30). Ahnlich konnte nach Induktion von GFP-MKK7k149m in den
Klonen K42 und K56 die Sorbitol-induzierte JNK-Aktivierung verringert werden (s.
Abb. 3.29 und 3.30), aber nicht in dem Klon K23 (s. Abb. 3.30). Diese Versuche
zeigten eine klonale Heterogenitat in den hergestellten Zelllinien. Weiterhin hatten
diese MKK7-Mutanten nur sinnvoll zur Hemmung Sorbitol-induzierter zellularer
Effekte eingesetzt werden kdénnen. Da Sorbitol aber auch noch Uber MKK4 JNKs und
als weiteren StrelR3kinaseweg p38 MAP Kinase aktiviert (Han und Ulevitch, 1994,
Raingeaud et al., 1995), waren signifikante Effekte dieser Mutanten eher
unwahrscheinlich. Deshalb wurden diese Zelllinien keinen weiteren funktionellen
Untersuchungen unterzogen.

Die in dieser Arbeit zusammengefassten Versuche zeigen Ubereinstimmend, dass
durch MKK73e in mehreren Klonen, E4, E6 und E10, eine endogene JNK-Aktivierung,
die mit in-vitro Kinase Versuchen nachgewiesen wurde, erreicht werden konnte
(Kapitel 3.3.1 — 3.3.4). Dieses traf sowohl im Vergleich zu der basalen JNK Aktivitat
der Zellen desselben Klons im nicht induzierten Zustand zu, wie auch im Vergleich
mit Zellen, in denen GFP-MKK73a induziert worden war (s. Abb. 3.24, 3.26 und 3.27).
Weiterhin verstarkte GFP-MKK73e die Sorbitol-induzierte JNK-Aktivierung sowohl in
intakten Zellen (s. Abb. 3.20) als auch nach partieller Aufreinigung von MKK7 (s.
Abb. 3.27) in-vitro leicht, wahrend die GFP-MKK73a Mutante dieses nicht bewirkte (s.
Abb. 3.27).

Die durch MKK73e Induktion erzielbare JNK-Aktivierung war in den meisten
Experimenten aber schwacher als die durch extrazellulare Stimuli, wie z.B. durch
Sorbitol, erreichbare (s. Abb. 3.18 - 3.23). Dieses kann dadurch erklart werden, dass
Sorbitol beide JNK Aktivatoren, sowohl MKK4 als auch MKK7 aktiviert. Alternativ
fuhren die in MKK73e eingefuhrten Punkmutationen nur zu einer partiellen Aktivierung
von MKKY7, die nicht so hoch ist wie die durch die Phosphorylierung des nativen

MKK?7 erreichbare. Letztere Hypothese ist experimentell nur schwer zu Uberprufen.
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Die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen hatten vorher gezeigt, dass auch in MKK7
die Substitution der in allen MAPKK konservierten phosphorylierbaren Aminosauren
durch negativ geladene Aminosauren zur Aktivierung des Enzyms in transienten
Transfektionsexperimenten flihrt (Holland et al., 1997; Chen et al., 1998; Chen et al.,
2000; Holtmann et al., 1999). Hier dargestellte eigene Ergebnisse bestatigen dieses
fur stabile Zelllinien. In der Literatur gibt es allerdings auch einen einzelnen Bericht,
dass die Mutationen Ser-271 und Thr-275 (MKK72e) sowie Ser-271, Thr-275 und
Ser-277 (MKK73g) bei MKK7 nicht zu einer konstitutiv aktiven Form fihren (Zheng et
al., 1999). Diese Arbeitsgruppe hat daher durch Generierung eines Fusionsproteins
aus MKK7 und JNK1 eine konstitutiv aktive chimare Kinase hergestellt, welche nach
Transfektion in Zellen JNK-abhangige Reportergene aktiviert. Endogenes JNK wird
nicht aktiviert. Mit diesem Konstrukt gewonnene Daten sind daher nicht direkt mit
dem hier verwendeten Ansatz vergleichbar. Andere Alternativen zur Aktivierung
MKK7-abhangiger JNKs ergeben sich nach dem derzeitigen Erkenntnisstand der
Literatur nicht.

Es existieren 10 JNK-Isoformen, die auf Aminosaureebene hoch homolog sind (s.
Abb. 1.2). Diese Isoformen unterscheiden sich u.a. in der Fahigkeit Transkriptions-
faktoren zu binden und zu phosphorylieren (Gupta et al., 1996). Es ist deshalb
denkbar, dass MKK7 Uber die Aktivierung bestimmter JNK Isoformen spezifische
Funktionen ausubt. Es sollte deshalb untersucht werden, ob MKK7 bevorzugt
einzelne endogene JNK-Isoformen aktiviert. Die Voraussetzung fur die Klarung
dieser Frage ist die Verfugbarkeit spezifischer Antikérper gegen die JNK Isoformen.
Fur die Untersuchungen wurden 4 verschiedene Antikdrper eingesetzt, zwei
kommerziell erhaltliche, als anti-JNK1 und anti-JNK2 bezeichnete Antikorper von
Santa Cruz, sowie zwei ausgetestete Antiseren von Prof. Jeremy Saklatvala, SAK-9,
welche gegen lange JNK-Isoformen (JNK202 und JNK2B2) gerichtet sind SAK-10,
welche nur mit JNK3a1 (kurze Form) reagieren (J. Saklatvala, pers. Mitteilung).
Nach Induktion von GFP-MKK73e konnte eine signifikante Aktivierung endogener
JNK Formen nach Immunprazipitation (IP) mit dem Antikorper anti-dJNK1 und mit dem
SAK-9 Antiserum detektiert werden, wahrend nach IP mit dem SAK-10 Antiserum nur
eine geringe JNK Akivitat messbar war. Letzteres beruht moglicherweise auf einer
relativ geringen Expression der JNK3 Isoform in HEK293 Zellen, da JNK3 nach
Berichten anderer Arbeitsgruppen praferentiell nur im Gehirn exprimiert wird (Mohit
et al., 1995; Yang et al., 1997). In-vitro war partiell aufgereinigte MKK73e in der Lage,
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die lange Form von JNK3, JNK30.2, fusioniert an GST zu phosphorylieren (s. Abb. 3.
27).

Keine JNK Aktivierung durch GFP-MKK73e konnte mit dem sogenannten anti-JNK2
Antikorper von Santa-Cruz nachgewiesen werden, obwohl JNK2 Isoformen in den
HEK293 Zellen vorkommen missen, da das SAK-9 Antiserum sie erkennt. Aus
weiteren Versuchen ergibt sich ebenfalls eindeutig, dass MKKY intrazellular JNK2
aktiviert. So wurde nach Koexpression von JNK2 und Induktion der aktiven MKK7
Mutante eine starkere JNK-AKktivitat als in Kontrollansatzen ohne JNK2 gemessen (s.
Abb. 3.21). Aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse ist es wahrscheinlich, dass der
anti-JNK2 Antikérper von Santa-Cruz spezifische, nicht in den HEK293 Zellen
vorkommende, JNK Isoformen detektiert. Dieses wurde von der Firma nicht getestet,
sondern die Namensgebung des Antikorpers erfolgte anhand des flr die

Immunisierung verwendeten JNK Polypeptids.

Bei den meisten Untersuchungen, die in der Literatur erwahnt wurden, fand bisher
keine Differenzierung zwischen den JNK-Isoformen statt. Holland et al. zeigen, dass
MKK?7 in-vitro mit JNK1 assoziert (Holland et al., 1997). Andere Versuche zeigten,
dass MKK7 rekombinantes JNK1 in-vitro phosphoryliert (Lawler et al., 1999, Foltz et
al., 1998; Wang et al., 1998; Hirai et al., 1998). Firr die maximale Aktivierung von
JNK3a1-Form ist die Phosphorylierung durch MKK7 und MKK4 notwendig. Aber
schon die alleinige Phosphorylierung durch MKK7, wobei bevorzugt Thr
phosphoryliert wird, konnte die Aktivitdt von JNK3o1 um ein Vielfaches Uber den
Basalwert erhéhen (Lisnock et al., 2000). In SHP-77 SCL- und PC12 Zellen wurde
eine unterschiedliche Aktivierung der JNK-Isoformen in Abhangigkeit von den
verwendeten Stimuli, UV-Strahlung und osmotischen Strel} festgestellt. Es wurde
aber keine Verbindung zwischen MKK7 und den untersuchten JNK-Isoformen
hergestellt (Butterfield et al., 1999).

Die bis jetzt bekannt gewordenen Funktionen des JNK Signalweges betreffen die
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren mit nachfolgenden Anderungen der
Genexpression (Widmann et al., 1999). Fir die Regulation und das Verstandnis
eines MAP Kinase Signalweges ist es daher auch wichtig die Lokalisation der

involvierten Molekule zu kennen.
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Studien uUber den ERK Signalweg zeigten, dass in unstimulierten Zellen ERKs im
Zytoplasma lokalisiert sind und nach Aktivierung im Zellkern akkumulieren (Chen et
al., 1992; Seth et al., 1992; Gonzalez et al., 1993). Dagegen wurden MEK1 und
MEK2 nur im Zytoplasma nachgewiesen (Ahn et al., 1992). Wichtig fir die
Lokalisation im Zytoplasma ist eine bestimmte Aminosauresequenz, die reich an
hydrophoben Aminosauren - oft wird Lysin gefunden - ist und sich im Bereich des N-
Terminus (Aminosauren 34-44) befindet. Ein solches Signal ist im N -Terminus von
MKK?7 nicht vorhanden, da es zwischen den Aminosauren 34 — 44 nur 1 hydrophobe
Aminosaure gibt.

Endogenes MKK7 und MKK4 kommen sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus
vor. Die Stimulation mit UV-Strahlung oder durch IL-1a anderte die Lokalisation der
Kinasen kaum. Versuche mit den B- und y-Isoformen zeigten, dass beide MKK7
Isoformen zytosolisch und nuklear vorliegen und durch MEKK1 im Kern aktiviert
werden koénnen (Tournier et al., 1999). Fir JNKs konnten verschiedene Gruppen
zeigen, dass aktivierte JNKs im Kern nach Stimulation akkumulieren ( Kawasaki et
al., 1996 ; Mizukami et al., 1997).

Ubereinstimmend mit diesen Literaturangaben konnte mit Hilfe von Western-Blot
Analysen sowohl endogenes MKK7 als auch das Fusionsprotein GFP-MKK7 im
Zytosol wie auch in der Kernfraktion der stabil transfizierten Zelllinien nachgewiesen
werden (s. Abb. 3.25). Entsprechend wurde auch eine Aktivierung des JNK
Signalweges im Zytosol und in der Kernfraktion durch Expression von GFP-MKK7zg,
aber nicht durch GFP-MKK73a, festgestellt (s. Abb. 3.26).

Die GFP-MKK73e exprimierenden Zelllinien des Klones E4 und spater des aus E4
subklonierten und angereicherten Klons E10 zeigten eine dauerhafte Expression des
Transgens in allen Zellen, eine gute Regulierbarkeit durch Ekdyson und eine
Erhdhung der endogenen JNK Aktivitat nach Induktion. Diese Zelllinie erfullte damit
alle Voraussetzungen, um mit Hilfe von differentiellen ,Screening Methoden“ MKK7-
abhangige Veranderungen der Genexpression zu analysieren. Von besonderer
Wichtigkeit war dabei, dass die nicht-induzierten Zellen desselben Klons bei jedem
Versuch als Kontrolle verwendet werden.

Fur Untersuchungen der differentiellen Genexpression konnen verschiedene
Methoden verwendet werden. Es kdnnen Northern Blot-Analysen fur schon bekannte

Gene durchgefuhrt werden. Um neue Moleklle zu finden flr die bisher kein
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Zusammenhang mit dem JNK Signalweg bekannt ist, eignen sich andere Methoden
besser. Bei dem verwendeten cDNA-arrray handelt es sich um eine Membran auf der
588 cDNAs (bzw. Fragmente von cDNAs oder auch ESTs) immobilisiert sind. Dieser
LArray“ wurde auch fur die Untersuchung bezlglich der Aktivierung von TRAF2 und
TRAF6 durch proinflammatorische Zytokine in stabil transfizierten Hela-Zellen
eingesetzt. Durch IL10. und TNFo wurde 5 Gene (bereits bekannte Chemokine und
Zytokine) gefunden, die induziert wurden (Baud et al., 1999).

Der Versuch wurde mit RNA des Klons E4 durchgefihrt. Nach Induktion der aktiven
Mutante wurden 3 Gene, FRA-2, die cDNA einer Serin-Kinase (SRPK1) und ATF-4
identifiziert, deren Expression verstarkt war. Bei Thymosin Beta 10 wurde eine
geringere Expression festgestellt (s. Abb. 3.33). Die Uberpriifung wurde mittels RT-
PCR und Northern-Blot durchgefuhrt (s. Abb. 3.34 und 3.35). Die festgestellten
Unterschiede zwischen nicht induzierten und induzierten Zellen konnten nicht
reproduziert werden. Mit dem durchgefiihrten cDNA-array konnten nach Induktion
von MKK73e keine differentiell exprimierten Gene gefunden werden. Dies kann daran
liegen, dass die Gene, die durch MKK7 beeinflul3t werden, auf dem verwendeten
cDNA-array nicht vertreten waren, oder dass MKK73e nicht stark genug
uberexprimiert wird, so dass zu den Kontrollzellen der Unterschied zu gering ist. Eine
umfangreichere Analyse wird im Moment in Zusammenarbeit mit Prof. Fred
Muchinski vom National Institute of Cancer Research, NIH, Maryland, USA mit Hilfe
von cDNA MicroArrays, auf denen Gber 6000 cDNAs immobilisiert sind, durchgefiihrt.
Durch eine Erhdhung der analysierten cDNAs um den Faktor 10 konnen
moglicherweise MKK73e-abhangige Gene erfasst werden, allerdings werden auch mit
diesem ,Array“ nur 10% der geschatzten 100.000 Gene (s.u.) des humanen Genoms

erfasst.

In einem weiteren ausfuhrlichen Versuchsansatz wurde versucht, die Auswirkungen
der GFP-MKK73e Expression auf Proteomebene zu erfassen. Die Australier M.
Wilkins und K. Williams pragten im Jahr 1994 den Begriff ,Proteome®. Als Proteom
bezeichnet man die Gesamtheit aller Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt
vom Genom einer Zelle oder Organismus exprimiert werden. Von den geschatzten
Genen einer Zelle, die Werte schwanken zwischen 60000 — 100000 Genen (Celis
and Gromov, 1999), wird nur ein kleiner Teil auch exprimiert. Ein Teil davon ist

zelltypspezifisch. Im Gegensatz zum Genom ist das Proteom nicht statisch, sondern
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verhalt sich in Abhangigkeit von inneren und auReren Parametern dynamisch und
flexibel. Fur die Funktion der Zelle sind letztlich nur die exprimierten Proteine
relevant. Die Proteomanalyse ist eine wichtige Erganzung zur Analyse des Genoms,
denn die komplexe Organisation der Zellregulation kann nicht allein durch das
Entschlisseln von genomischer DNA eines Organismus aufgeklart werden. Auch
besteht nur eine geringe Korrelation zwischen den Mengen an mRNA und den
entsprechenden Genprodukten (Gygi et al., 1999), so dass nur mit Hilfe der
Proteomanalyse feststellbar ist, welche Proteine unter bestimmten Bedingungen wie
stark exprimiert und posttranslational verandert werden.

Wichtig fur die Durchfuhrung einer Proteomanalyse ist die Moglichkeit komplexe
Proteingemische reproduzierbar unter Beibehaltung der quantitativen Verhaltnisse
aufzutrennen. Bei der zweidimensionalen (2D) Elektrophorese werden die Proteine
nach zwei voneinander unabhangigen Kriterien, dem isoelektrischem Punkt und dem
Molekulargewicht, getrennt. Diese Methode wurde 1975 von O’Farrell und Klose als
2D PAGE entwickelt (O’Farrell et al., 1975; Klose, 1975). Die bis dahin angewandten
Methoden waren nur zur Trennung von l6slichen Proteinen geeignet. O’Farrell
gelang es durch Verwendung von Harnstoff, Mercaptoethanol und dem Detergenz
NP-40 fir die Probenaufbereitung Proteingemische in viele hundert Proteinspots
aufzutrennen.

Die isoelektrische Fokussierung ist eine Elektrophorese in einem pH-Gradient. Eine
Weiterentwicklung fur die isoelektrischen Fokussierung war die Etablierung von
immobilisierten pH-Gradienten (IPG) (Bjellqvist, 1982). Der immobilisierte pH-
Gradient entsteht durch Kopolymerisation von Immobiline® (Acrylamidderivate mit
puffernden Gruppen) mit Acrylamid-Monomeren. Die Verwendung der IPGs hat
gegenuber den vorher eingesetzten Tragerampholyten mehrere Vorteile: Der pH-
Gradient ist stabiler, es konnen auch basische Proteine getrennt werden. Bei
Verwendung der Tragerampholyte gehen schon Proteine mit einem pH > 7,5 durch
die Kathodendrift verloren. Die Herstellung der IPGs erfolgt mit chemisch definierten
Einzelverbindungen, beides erhoht die Reproduzierbarkeit der 2D-Elektrophorese.
Die 2D-Elektrophorese von zellularen Proteinen mit immbilisierten pH-Gradienten
wurde im Rahmen dieser Arbeit etabliert. Es wurden verschiedene pH-Gradienten,
Streifen unterschiedlicher Lange sowie mehrere Detektionsverfahren angewendet.
Bei der Durchfihrung der Proteomuntersuchung mit Hilfe von 2D-Elektrophorese

wurde ersichtlich, dass viele Parameter die Ergebnisse beeinflussen. Besonders die
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analoge Vorbereitung der Proben war fir die Reproduzierbarkeit der Gele
entscheidend. Ebenso wichtig war die Anwendung von sensitiven
Detektionsmethoden.

Bei Verwendung des pH-Gradienten 3 - 10 konnten die Hauptproteine der Zellen
getrennt werden. Mit den 13 cm Streifen konnten ca. 200 - 300 Proteinspots, die mit
der Silberfarbung des Pharmacia Kits angefarbt wurden, detektiert werden (s. Abb.
3.36). Durch Verwendung der 18 cm Streifen wurden mit dem gleichen
Silberfarbemethode unwesentlich mehr Proteinspots gefunden. Erst beim Farben der
Gele mit der sehr sensitiven ammoniakalischen Diamin-Silberfarbung wurden ca. 800
— 1000 Spots detektiert (s. Abb. 3.40) und es konnten auch unterschiedlich
exprimierte Proteine identifiziert werden (s. Abb. 3.41). Allerdings ist die
Sequenzierung von Proteinen, die wie bei der ammoniakalischen Silberfarbung mit
Glutaraldehyd fixiert wurden, meistens nicht moglich (Shevchenko et al., 1996).

Aus diesem Grund mussen andere Farbemethoden verwendet werden. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe fur die Proteinfarbung
entwickelt, die geeignet fur Proteinsequenzierungen sind. Dabei konnen die
Farbstoffe in zwei Gruppen unterteilt werden, die sich im Mechanismus der Farbung
unterscheiden.

Bei Sypro Red, Sypro Orange und Sypro Tangerine interagieren die Farbstoffe mit
den SDS-Protein Komplexen. Da SDS an Proteine mit einer konstanten
Stochiometrie bindet, ist bei dieser Farbemethode eine Quantifikation maoglich
(Daban et al., 1996; Steinberg et al., 1996; Alba and Daban, 1998; Steinberg et al.,
2000). Dagegen beruht die Farbung von Proteinen mit Sypro Ruby und Sypro Rose
auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Aminosaureresten und den
Farbstoffen, es entstehen Metall-Chelat Komplexe, die eine sensitive Proteinfarbung
ermdglichen (Lim et al., 1997; Berggren et al., 1999; Patton et al., 1999; Steinberg et
al., 2000). Im Gegensatz zu vielen Silberfarbemethoden werden mit den Sypro
Fluoreszenzfarbstoffen keine Nukleinsdauren oder bakterielle Lipopolysaccharide
angefarbt (Steinberg et al., 1996; Steinberg et al., 2000). Dadurch wird die
Auswertung der Gele erleichtert. Allerdings sind die Fluoreszenzfarbstoffe in ihrer
Sensitivitdt sehr unterschiedlich. Mit Sypro Ruby konnten noch weniger als 50 ng
BSA nachgewiesen werden (s. Abb. 3.42), die Nachweisgrenze von Sypro Tangerine
lag héher und kann in etwa mit einer Coomassie-Farbung gleichgesetzt werden. Die

Sensitivitat der ammoniakalischen Diamin-Silberfarbung konnte mit Sypro Ruby nicht
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erreicht werden. Die Sensitivitdt der verwendbaren Detektionsmethoden ist bei
Proteomuntersuchungen sehr entscheidend, damit auch Proteine, die nur in geringer
Konzentration in der Zelle oder dem Organismus vorkommen, Uberhaupt detektiert
werden konnen.

Wichtig ist bei den angewendeten Detektionsmethoden aber auch, dass eine lineare
Korrelation zwischen Proteinkonzentration und Farbesignal besteht, damit Aussagen
Uber mengenmaRige Anderungen getroffen werden konnen. Als weitere Moglichkeit
der Detektion ist auch die kovalente Bindung von Fluoreszenzsubstanzen an
Proteine mdglich. So wird z.B. Monobromobiman direkt zu den solubilisierten
Proteinen gegeben, um eine mdglichst starke Fluoreszenzmarkierung von
Sulfhydrylgruppen zu erhalten (Urwin and Jackson, 1993). Ein gro3er Nachteil bei
dieser Farbemethode besteht darin, dass das Vorkommen von Cysteinen sich bei
Proteinen stark unterschieden kann, bei Serumalbumin findet man 35 Cystein-Reste,
dagegen bei manchen Proteinen, wie z.B. Myoglobin, B-Casein oder Cytochrom b5,
nicht ein Cystein (Patton, 2000).

Eine andere Moglichkeit die Proteinauftrennung zu verbessern, liegt in der
Verwendung von kleinen pH-Gradienten. Allerdings sind bis jetzt Streifen, die die
Auftrennung innerhalb einer pH-Einheit ermoglichen, nur fur den sauren Bereich
kommerziell erhaltlich. Anhand der Gele, die mit den Streifen des Bereichs pH 3 - 10
angefertigt wurden, ist aber ersichtlich, dass im sauren Bereich die Anzahl der
Proteine der HEK293 Zellen im Vergleich zum neutralen bzw. leicht basischen
Bereich eher gering ist (s. Abb. 3.43 und 3.40). Fir diese Bereiche koénnte eine

bessere Auftrennung mdglicherweise auch zur Identifizierung neuer Proteine fuhren.

Die Auftrennung der Proteine im basischen Bereich bei Verwendung von Streifen mit
einem pH-Gradienten von 6 - 9 lieferte keine interpretationsfahigen Gele, da die
Fokussierung der Proteine unzureichend war. Diese kdnnen durch das Kohlendioxid
der Luft verursacht werden, da es bei ca. pH 8,5 zum Eintritt des Gases und zur
Bildung von HCO3 mit dem in der Probe enthaltenen Wasser kommt. Dies fuhrt zur
Stérung bei der isoelektrischen Fokussierung (Righetti, 1990). Weiter wird bei
basischen Trennungen empfohlen, die Probe erst nach der Rehydrierung der
Streifen aufzutragen. Dies ist bei Verwendung der Multiphor Il moglich, bei der
eingesetzten IPGPhor missen dafir extra Probenauftragsschalen benutzt werden,

die nicht verfigbar waren.
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Beim Vergleich der Proteinmuster, der mit den 13 cm und den 17 bzw. 18 cm
Streifen und den verwendeten pH-Gradienten angefertigt wurden, ergaben nicht
induzierte und induzierte Proben jedesmal ein sehr ahnliches Proteinmuster. Daraus
lasst sich folgern, dass die Expression der aktiven MKK7 Mutante auf die
Proteinexpression nur einen geringen Einflu} hat. Dies ist auch mit dem Ergebnis
des cDNA arrays vereinbar, da kein groRer Unterschied bei der Expression von
mRNA auftrat. Moglicherweise betreffen die Veranderungen in der Proteinexpression
Proteine, die nur in geringen Konzentrationen vorliegen und mit den verwendeten

Methode nicht identifiziert werden konnten.

Eine andere sensitive Nachweismethode liegt darin, neu synthetisierte Proteine in-
vivo zu markieren. Mit **S konnten auch durch Verwendung der Amplify-Lésung
wesentlich mehr Proteine detektiert werden als mit *°P (s.u.). Limitierend bei dieser
Methode konnen verschiedene Faktoren sein, so werden auch durch radioaktive
Markierung keine Proteine dedektiert, die sehr langsam oder nur in sehr geringen
Konzentrationen gebildet werden (Celis, 1999). Durch diese Methode unter
Verwendung enger pH Gradienten wurden auch Unterschiede zwischen nicht
induzierten und induzierten Zellen festgestellt (s. Abb. 3.49). Die entsprechenden
Spots wurden ausgeschnitten und flur die massenspektrometrische Analyse an Prof.
Saklatvala weitergeleitet. Die Ergebnisse liegen leider noch nicht vor.

Durch *P-ortho Phosphat konnten ahnlich viele Proteinspots wie mit der
Silberfarbung im analytischen Malistab detektiert werden. Unterschiede durch
Induktion von GFP-MKK73e wurden aber nicht festgestellt, moglicherweise wurden
die Zellen durch die radioaktive Strahlung - wie in der Einleitung erwahnt, aktiviert
energiereiche Strahlung JNKs - auch stimuliert und der Einflu® der recht schwachen
MKK?7 Mutante war nicht mehr detektierbar.

In der Arbeitsgruppe von PD Dr. Kracht konnte in KB-Zellen und HEK293 Zellen
nach transienter Uberexpression von MYCs-MKK73e eine leicht erhodhte IL-8
Sekretion festgestellt werden (Holtmann et al., 1999). Deshalb wurde versucht, GFP-
MKK73e-abhangige Anderungen sezernierter Proteine zu detektieren. Unterschiede
in der Sekretion **S markierter Proteine in Abhangigkeit der Induktion von GFP-
MKK73e lie3en sich auf 2D Gelen allerdings nicht nachweisen, obwohl eine ganze
Reihe sezernierter Proteine detektiert werden konnten (s. Abb. 3.51). Mdglicherweise

reicht die Expressionsstarke von der Ekdyson-induzierten GFP-MKK73e nicht aus,
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um genugend IL-8 zu induzieren, auRerdem bendtigt die Induktion dieses Zytokins
die Aktivierung weitere Stresskinase Signalwege (Holtmann et al., 1999), welche
vielleicht nur in transienten Transfektionsexperimenten, nicht aber in den stabilen
HEK293 Zelllinien mitaktiviert werden.

Die oben ausfuhrlich dargestellten Ergebnisse der Proteomanalyse der GFP-MKK73e
exprimierenden Zellen, zeigen deutlich die augenblicklichen Limitationen dieses
Ansatzes auf. Als Verbesserung oder Weiterentwicklung der Proteomuntersuchung
werden verschiedene Methoden in Betracht gezogen. Wie hier ausflhrlich dargestellt
ist die Trennung von Ganzzelllysaten haufig schwierig, deshalb kdnnten
Fraktionierungen oder Affinitatsanreichungen vor der 2D Elektrophorese
durchgefuhrt werden (Pandey and Mann, 2000). Schwierig ist es auch hydrophobe
oder grol3e Proteine mit 2D Elektrophorese aufzutrennen, da diese Proteine nicht in
das SDS-Gel der zweiten Dimension einwandern. Als Weiterentwicklung sind
Trennung Uber eine 1-dimensionale Elektrophorese mit anschlielRender
massenspektrometrischen Analyse mdglich (Pandey and Mann, 2000). Analog zu
den DNA Mikroarrays werden auch Protein Mikroarrays entwickelt, mit denen auch
Protein-Protein Interaktionen untersucht werden sollen (Luecking et al., 1999).
Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Proteomanalysen mit der
Auftrennung von insgesamt sicher 1500 - 2000 unterschiedlichen Proteinspots, dass
der Einfluss der GFP-MKK73:e Mutante auf die globale Proteinexpression der
HEK293 Zellen entweder sehr klein ist, oder was wahrscheinlicher ist, nur Proteine
betrifft, die mengenmassig mit den etablierten Nachweisethoden kaum erfassbar
sind. Dieses kann daraus geschlossen werden, dass nur in praparativen Gelen mit
einer extrem sensitiven Silberfarbung oder durch metabolische Markierung und
Auftrennung der Proteine auf engen pH-Gradienten einige wenige GFP-MKK73e-
abhangige Proteinveranderungen detektierbar waren. Diese Identifizierung von
Unterschieden, die durch die Uberexpression der aktiven MKK7 Mutante verursacht
wurden, gelang erst am Ende dieser Arbeit. Leider liegen die Ergebnisse der
massenspektrometrischen Untersuchungen dieser Proteine zum Zeitpunkt der
Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht vor. AuRerdem mussten diese Veranderungen

auch mit anderen Methoden Uberprift werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Durch inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 oder zellularen Stress erfolgt die
Aktivierung von Jun N-terminalen Proteinkinasen (JNK). Obwohl bereits viele
involvierte Moleklle des JNK Signalweges identifiziert werden konnten, sind die
zellbiologischen Auswirkungen seiner Aktivierung unzureichend geklart.

Um diese Fragestellung zu untersuchen wurde ein System etabliert, um durch den
spezifischen JNK Aktivator, MAP Kinase Kinase 7 (MKK7), den Signalweg in intakten
Zellen zu aktivieren. Verschieden Mutanten von MKK7 wurden an das grun
fluoreszierende Protein (GFP) fusioniert und zelluldr klonierte HEK293 Zelllinien
hergestellt, die mit Hilfe von Ekdyson-responsiven Promotoren eine regulierbare
Expression der Fusionsproteine erlauben.

Die Induktion mit den synthetischen Ekdyson Analoga Ponasteron oder Muristeron
zeigte eine dosis- und zeitabhangige Expression der MKK7 Fusionsproteine anhand
von Western-Blot Untersuchungen mit anti-GFP und anti-MKK7 Antikorpern. In nicht-
induzierten Zellen war keine Expression detektierbar.

Durch die Expression der konstitutiv aktiven Mutante GFP-MKK73g, aber nicht durch
die inaktiven Mutanten GFP-MKK73a und GFPMKK7k149m, konnte eine spezifische
Aktivierung endogener JNK1 und JNK2 Isoformen erreicht werden. Eine Aktivierung
des ERK2 oder des p38 MAPK Signalweges durch die GFP-MKK?7 Proteine wurde
nicht festgestellt.

Die von MKK7-abhangigen zellularen Veranderungen sollten durch Untersuchungen
der Genexpression auf mMRNA Ebene und auf Proteinebene erfasst werden. Hierbei
wurde jeweils die Genexpression einer Zelllinie vor und nach Induktion von GFP-
MKK73e verglichen. Auf mMRNA Ebene konnten mit dem verwendeten cDNA array
keine reproduzierbaren Unterschiede zwischen induzierten und nicht-induzierten
Zellen in der Genexpression von 588 mRNAs festgestellt werden.

Fur die Proteomuntersuchungen wurden 2D Elektrophoresen zellularer Proteine
unter Verwendung von immoblisierten pH Gradienten verschiedener Bereiche und
Langen durchgefuhrt, wobei die Proteine durch Silberfarbung und
Fluoreszenzfarbstoffe oder nach metabolischer Markierung mit 32p oder *°S detektiert
wurden. Zusammenfassend zeigen die Analysen von ca. 1500-2000 Proteinspots,
dass nur in praparativen Gelen mit einer extrem sensitiven Silberfarbung oder durch

metabolische Markierung und Auftrennung der Proteine auf engen pH Gradienten



5 Zusammenfassung 148

einige wenige GFP-MKK73e- abhangige Proteinveranderungen detektierbar waren.
Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen dieser Proteine
liegen zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht vor. Aus diesen
Ergebnissen folgt, dass in einem exakt definierten regulierbaren Expressionssystem
der Einfluss einer aktiven GFP-MKK73e Mutante auf die globale Proteinexpression
von HEK293 Zellen nur Proteine betrifft, die mit den etablierten Nachweismethoden

der Proteomanalytik kaum erfassbar sind.

MKK7, Ekdyson-induzierbares Expressionssystem, Proteomanalysen
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6 ANHANG

6.1 MKK7 Isoformen

MKK7-y2
MKK7-y1
MKK7-B2
MKK7-B1

MKK7-y2
MKK7-y1
MKK7-B2
MKK7-B1
MKK7-02
MKK7-al

MKK7-2
MKK7-y1

MKK7-82
MKK7-1
MKK7-a2
MKK7-al

MKK7-y2
MKK7-71

MKK7-B2
MKK7-B1
MKK7-02
MKK7-o1

MKK7-y2
MKK7-y1
MKK7-B2
MKK7-B1
MKK7-02
MKK7-01

MKK7—y2
MKK7—71
MKK7-B2
MKK7-B1
MKK 702
MKK7—al

MKK7-72
MKK7-y1
MKK7-$2
MKK7-B1
MKK7-02
MKK7-at1

1 70
MAASSLEQKLSRLEAKLKQENREARRRIDLNLDISPQRPRPIIVITLSPAPAPSQRAALQLPLANDGGSR

Mutiesoonnsensossssnsssssonssossaossonone e P
Misiars sinse o isos simnin sieie siacac wiaiecs s eiaies s0eie EITEE 8 T i = e s S R i o it S @
71 140

141 I II III Iv 210
EMGSGTCGQVWKMRFRKTGHIIAVKQMRRSGNKEENKRILMDLDVVLKSHDCPYIVQCFGTFITNTDVFEFL

211 v VI VII 280
AMELMGTCAEKLKKRMOGPIPERILGKMTVAIVKALYYLKEKHGVIHRDVKPSNILLDERGQIKLCDFGI

281 VIII IX 350
SGRLVDSKAKTRSAGCAAYMAPERIDPPDPTKPDYDIRADVWSLGISLVELATGQFPYKNCKTDFEVLTK

351 X 420

421 467
PRTSGVLSQHHLPFFSGSLEESPTSPPSPKSFPLSPAIPQAQAEWVSGR#
............... R#
................................................. #
.............. R#
................................................. #
............... R#

Isoformen der murinen MKK7 Proteine (aus Tournier et al, 1999)

#: Stopcodon
(-):  Deletionen
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6.2 Nukleotidsequenz der MKK7a mRNA

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

tgagcggcgg cagcggeggce ggggaagatg geggcegtect ccctggagca gaagcetgtcece
cgcctggaag ccaagctgaa gcaggagaac cgtgaggccc gcaggaggat cgacctcaac
ttggatatca gcccacagcg gecccaggcecc accctgcaac tcccactggce caacgatggg
ggcagccgct caccatcctc agagagctcc ccacagcacc ctacaccccc cacccggcce
cgccacatgc tggggctccc atcaaccttg ttcacaccgc gcagtatgga gagcatcgag
attgaccaga agctgcagga gatcatgaag cagacagggt acctgactat cgggggccag
cgttatcagg cagaaatcaa tgacttggag aacttgggtg agatgggcag tggtacctgt
ggtcaggtgt ggaagatgcg gttccggaag acaggccaca tcattgctgt taagcaaatg
cggcgctctg ggaacaagga agagaataag cgcattttga tggacctgga tgtagtactc
aagagccatg actgccctta catcgttcag tgctttggca ccttcatcac caacacagac
gtctttattg ccatggagct catgggcaca tgtgcagaga agctgaagaa acgaatgcag
ggccccattc cagagcgaat cctgggcaag atgactgtgg cgattgtgaa agcactgtac
tatctgaagg agaagcatgg cgtcatccat cgcgatgtca aaccctccaa catcctgcta
gatgagcggg gccagatcaa gctctgtgac tttggcatca gtggcecgtct tgttgactcc
aaagccaaaa cacggagtgc tggctgtgct gectatatgg ctcccgagceg catcgaccct
ccagatccca ccaagcctga ctatgacatc cgagctgatg tgtggagcct gggcatctca
ctggtggagc tggcaacagg acagttcccc tataagaact gcaagacgga ctttgaggtc
ctcaccaaag tcctacagga agagccccca ctectgectg gtcacatggg cttctcaggg
gacttccagt catttgtcaa agactgcctt actaaagatc acaggaagag accaaagtat
aataagctac ttgaacacag tttcatcaag cactatgaga tactcgaggt ggatgtcgcg
tcctggttta aggatgtcat ggcgaagacc gagtccccaa ggactagtgg agtcctgagt

cagcaccatc tgcccttctt caggtagcct catggcagc

mMRNA von muriner MAP Kinase Kinase 7a (MKK7a)
(Accession-Nr.: U74463)
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