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Einleitung

Einleitung

Eine veranderte Genexpression ist ein grundlegender Mechanismus zur Reaktion einer Zelle
auf extrazelluldre Signale. Signalmolekile binden an membransténdige Rezeptoren, die das
Signal ins Innere der Zelle Ubermitteln, wo dieses Uber einen komplexen Mechanismus
verschiedener  Signalkaskaden  weitergeleitet  wird. Im  Nukleus  Ubernehmen
Transkriptionsfaktoren die Funktion der Transkriptionskontrolle. Sie binden an regulatorische
Elemente innerhalb der Promotorregion eines Gens und beeinflussen dessen Transkription.
Dieser Mechanismus dient der Synthese von Proteinen, die zur Anpassung der Zelle an
veranderte Umweltbedingungen oder zum Uberleben notwendig sind.

Der in dieser Arbeit untersuchte Transkriptionsfaktor Egr-1 gehort zur Gruppe der
Zinkfingertranskriptionsfaktoren. Egr-1 ist das erste der 4 Mitglieder umfassenden Familie
der Egr-Proteine. Weitere Vertreter sind Egr-2, Egr-3 und Egr-4. Proteine der Egr-Familie
besitzen als gemeinsames Strukturmotiv drei Zinkfinger des Cys;His,-Typs. Sie sind als
Triplett angeordnet und bilden die DNA-Bindungsdoméne (Abbildung 1), deren
dreidimensionale Struktur fur Egr-1 durch Pavletich und Pabo (Pavletich und Pabo 1991)
aufgeklart wurde. Die Zinkfingerdoméne weist innerhalb der Egr-Familie eine Homologie
von 90% auf. Aulerhalb der hochkonservierten Zinkfinger erstreckt sich die Homologie auf
die benachbarten basischen Regionen. Eine signifikante Abweichung in den terminalen
Sequenzbereichen erlaubt eine Einteilung in Unterklassen. Die Zinkfinger-Proteine der Egr-
Familie binden an sehr dhnliche GC-reiche Zielsequenzen und wirken als transkriptionelle
Aktivatoren. Das DNA-Konsensusmotiv mit der Sequenz GCG(G/T)GGGCG, wird auch als
EBS (Egr-Bindungssequenz) bezeichnet (Chavrier et al.; 1988; Christy und Nathans, 1989;
Cao et d., 1990; Lemaire et al., 1990; Patwardhan et al., 1991; Crosby et al., 1991). Die vier
Mitglieder der Egr-Familie sind jeweils unter zahlreichen Synonymen beschrieben worden.
Das Egr-1 Gen wurde estmals nach Stimulation von PCl12-Zellen mit
Nervenwachstumfaktoren (NGF) entdeckt. Dies hat die Entdecker dazu veranlasst, das
Protein NGFI-A zu nennen, was fur ,,Nerve-Growth-Factor Inducible A* steht (Milbrandt,
1987). Kurz darauf wurden folgende speziesiibergreifende Homologe zu diesem Gen
gefunden: das murine Tis-8 Gen wurde durch Induktion von 3T3 Zellen mit TPA entdeckt
(Lim et al., 1987), das murine Zif268 Gen steht fur Zinkfinger und wurde durch Induktion
von Mauszellen durch Serumbestandteile entdeckt (Christy et al., 1988). Die cDNA des Krox-
24 Gens (Kriuppel Box) wurde aus stimulierten 3T3 Zellen isoliert (Lemaire et al., 1988). Der

7



Einleitung

Begriff Egr-1 (early growth response 1) wurde von Sukhatme geprégt, der sich mit der
Stimulation von humanen und Mausfibroblasten durch NGF beschéftigte (Sukhatme et al.,
1988). Das Krox-20 Gen, ein Synonym fir Egr-2, wurde mit einer cDNA-Sonde der
Zinkfingerregion des Kriippelgens aus Drosophila in murinen Zellen identifiziert (Chavrier et
al., 1988). Humane Egr-2 cDNA wurde aus aktivierten T-Zellen (Zipfel et al., 1989) und
Fibroblasten isoliert (Joseph et al., 1988). Egr-3 cDNA wurde aus Serum-stimulierten
humanen 3T3 Zellen isoliert (Patwardhan et al., 1991). Egr-3 Homologe wurden weiterhin in
der Maus (Patwardhan et al., 1991) und der Ratte beschrieben (Yamagata et a., 1994). Das
vierte und letzte Mitglied der Egr-Familie, Egr-4, wurde ebenfalls von mehreren Gruppen
gleichzeitig entdeckt. Das Egr-4 Gen der Ratte wurde 1991 von Crosby und Kollegen
entdeckt und als NGFI-C bezeichnet (Crosby et al., 1992), wohingegen das humane Homolog
den Namen pAT133 tragt (Muller et al., 1991). Egr-1, 2 und 3 sind untereinander stark
homolog. Abbildung 1 zeigt die modulare Struktur der Egr-Proteine im Vergleich. Egr-1, 2
und 3 werden durch die transkriptionellen Korepressoren NAB1 und 2 reguliert (Russo et al.,
1995; Svaren et al., 1996; Swirnoff et al., 1998), wohingegen Egr-4 keine solche Bindestelle
besitzt (Crosby et al., 1992). NAB2 (NGFI-A binding protein 2), welches im Gegensatz zu
NAB1 induzierbar ist, ist ein durch verschiedene Stimuli, wie Stress und Wachstumsfaktoren,
induzierbares Kernprotein und als Korepressor der Transkriptionsfaktoren Egr-1, Egr-2 und
Egr-3 beschrieben. Zeitversetzt zu den Mitgliedern der Egr-Familie wird durch die gleichen
Stimuli das NAB2-Gen induziert, wodurch eine UberschiefRende Aktivierung der Egr-
Zielpromotoren verhindert wird (Kirsch et al., 1996; Svaren et al., 1996). Nach
extrazelluldren Signalen induzieren Egr-1, Egr-2 und Egr-3 die Expression ihres eigenen
Korepressors NAB2, wodurch ein negativer Ruckkopplungsmechanismus etabliert wird
(Kumbrink et al., 2005).
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Aktivierungs- DNA-Bindungs-
domiéne domine

1 ||
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Abbildung 1: Modulare Struktur der Egr-Proteine. Alle Egr-Proteine besitzen eine N-terminae
Aktivierungsdoméne und die Zinkfinger-DNA-Bindungsdoméne. Jedoch nur Egr-1,2 und 3 besitzen die NAB-
Bindungsdoméne.

|.1 DasEgr-1Protein

Aktivierungs- ﬂ
Cys Cys

domine ( \an{ D ( Z“/2+ D ( \ZI{1+)
HQN_[ _ Cy/s \His /s \His Cy/s % [ ‘_ @@OH
< ~—r
Repressor - Zinkfinger-
domiine

DNA-Bindungsdomiine

Abbildung 2: Modulare Struktur des Egr-1 Proteins. Das Egr-1 Protein besitzt neben der N-terminaen
Aktivierungsdoméne eine Bindungsstelle flr die transkriptionellen Korepressorproteine NABL und NAB2. Die
DNA-Bindungsdoméne besteht aus 3 Zinkfingern des H,C,-Typs.

Die modulare Struktur des Egr-1 Proteins ist aus strukturell unabhangigen, funktionellen
Doménen aufgebaut wie in Abbildung 2 dargestellt. Egr-1 trégt als zentrales Motiv die DNA-
Bindungsdoméane mit den 3 Zinkfingern des Cys,-His,-Typs. Die Struktur der Zinkfinger
wurde durch Rontgenstrukturanalysen und Methylase-Interferenz-Studien mit einem Egr-
1/DNA-Komplex aufgeklart (Christy und Nathans, 1989; Lemaire et al., 1990; Pavletich und
Pabo, 1991). Jede Zinkfingerdoméne besteht aus einem antiparallelen p-Faltblatt und einer o-
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Helix. Die drei Zinkfinger sind in einer semizirkuldren Struktur arrangiert, die sich in die
grofl3e Furche der B-DNA einfligt. Neben einer starken N-terminalen Aktivierungsdoméne
(Gashler et al., 1993; Thiel et al., 2000) konnte eine Repressordoméane identifiziert werden,
die durch Bindung der transkriptionellen Kofaktoren NAB1 und NAB2 die Aktivitét des Egr-
1 Proteins negativ reguliert (Russo et al., 1995; Svaren et al., 1996; Thiel et al., 2000). Da
Egr-1 die Expression des NAB2 Gens reguliert (Ehrengruber et al., 2000) (Kumbrink et al.,
2005), ist es moglich, dass Egr-1 seine biologische Aktivitdt durch einen negativen
Rickkopplungsmechanismus Uber die Synthese von NAB2 steuert. Egr-1 besitzt eine
zweigeteilte Kernlokalisationssequenz (NLS) bel der sowohl der Zinkfinger 2 als auch
Zinkfinger 3 zusammen mit einer N-terminalen Sequenz von 15 AS die Kernlokalisation
vermitteln konnen (Gashler et al., 1993; Matheny et al., 1994). Der N-Terminus des Egr-1
Proteins ist Serin und Threoninreich, der C-Terminus hat zusétzlich hohe Anteile von Prolin.
Der hohe Prolinanteil kann die Affinité zur Ausbildung von a-Helices vermindern.

1 100 200 300 400 500 533
I 1 I I 1 I 1

Ser/Thr-reich + o+ + + 4+ P/S/T
[ [T 11T

1 281

Axtivierungsdomane [N

281 314
Repressordoméne L:]
3N 419
DNA-Bindungsdoméne [ 1
316 330 361 419
Kernlokalisierungssequenz B B

Abbildung 3: Ubersicht der funktionellen Doménen von Egr-1: Der Serin/Threoninreiche N-terminus ist
dargestdlt, die basische Region von Egr-1 ist mit +++ gekennzeichnet, die drei Zinkfinger sind durch gelbe
Kastchen dargestellt. Der Prolin/Serin/Threoninreiche C-Terminuswird als P/S/T bezeichnet.

|.2 Der Egr-1 Promotor

Die 5' untranslatierte Region des humanen Egr-1 Gens enthélt innerhalb der Promotorregion
unter anderem funf Areale, die durch die Induktion von Serumbestandteilen die Transkription

aktivieren (Tsai-Morris et al.,1988) (Abbildung 4). Diese sogenannten , serum response
10
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elements* (SRE) enthalten die hochkonservierte Sequenz CC (A/T)s GG, die auch CArG Box
genannt wird (Christy und Nathans, 1989; Sakamoto et al., 1991). Sie vermitteln nicht nur die
seruminduzierte Transkription, sondern auch die Induktion von Egr-1 durch Phorbolester,
ROI (Reactive Oxygen Intermediates), bzw. durch Bestrahlung (Datta et a., 1993). In direkter
Nachbarschaft zu den CArG-Boxen befinden sich Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren
der Ets-Klasse (z.B. terndre Komplexfaktor). Die SRE kommen in zwei Gruppen im Egr-1
Promotor vor. Es gibt eine distale Gruppe bestehend aus drei SRE, und eine Gruppe aus zwei
SRE der sich in der proximalen Region des Promotors befindet. Um das SRE zu aktivieren
sind zwel unterschiedliche Transkriptionsfaktoren nétig: zum einen der ,serum response
factor® SRF zum anderen der terndre Komplexfaktor. Die ternaren Komplexfaktoren binden
sowohl an die DNA als auch an die SRF und vermitteln nur in diesem Komplex ihre
Funktion. Zusétzlich zu den funf SRE's enthdlt der Egr-1 Promotor ein CAMP response
element (CRE), welches unter anderem als Bindungsstelle fir den bZIP-Faktor CREB dient.
Die CRE-Bindestelle im Egr-1 Promotor unterscheidet sich um eine Base von der reguléren
CRE-Sequenz. Die Funktionalitdt dieses Elements im Egr-1 Promotor ist umstritten, da sich
Egr-1 Biosynthese nicht durch Forskolin, einem Aktivator der Adenylatcyklase, stimulieren
lasst (von der Kammer et al., 1998; Tremblay & Drouin, 1999; Meyer et al., 2002). Deshalb
wurde propagiert, dass ATF2 anstelle von CREB die p38/stressaktivierte Proteinkinase
vermittelte Transkription des Egr-1 Gens kontrolliert (Rolli et al., 1999). Ers kirzlich wurde
jedoch gezeigt, dass eine konstitutiv aktive Form von CREB en Egr-1
Promotor/Luziferasereportergen transaktiviert (Al Sarrg et al., 2005), was dafir spricht, dass
Egr-1 ein Zielgen von CREB ist. Durch das Vorhandensein einer EBS-Bindestelle kann Egr-1
interessanterweise an seinen eigenen Promotor binden (Cao et al., 1993).

AP1  EBS sp SRE SREs spi CRE SREs TATA
-600 500 -400 -300 -200 100

Abbildung 4: Regulatorische Elemente innerhalb des Egr-1 Promotors. Der Transkriptionsstart ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. Die 5'-untrandatierte Region des Egr-1 Promotors enthélt neben der TATA-Box
zwei proximae und drei distale SRE (serum response elemente), ein CRE-Element (CAMP response e ement),
zwel Spl- und eine EBS (Egr-1 binding sequence)-Bindungsstelle.
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| .3 Funktionen von Egr-1

Seit der Entdeckung von Egr-1 wird dem Protein eine Reihe unterschiedlicher, jedoch
hauptsachlich proliferativer Funktionen zugeschrieben. Egr-1 dient in Félen von
Gewebsverletzungen oder Unterversorgung mit Sauerstoff dem Wachstum und Uberleben der
Zellen oder des Gewebes (Hallahan et al., 1991; Hallahan et al., 1995; Khachigian et al.,
1997; Yan et al. 1999; Nishi et al., 2002; Liao et a., 2004). Andere Arbeiten bezeichnen Egr-
1 als proapoptotisches Gen, das als Tumorsuppressor wirken kann (de Belle et al., 1999; Liu
et a., 1999). Zu den Funktionen von Egr-1 gehtren unter anderem die Regulation der
synaptischen Plastizitét im Nervensystem (Jones et a., 2001; Lee et al., 2004), die
Reproduktion (Lee et al., 1996; Topilko et al., 1997) und die Vermittlung der mmunantwort
(McMahon & Monroe, 1996; Cai et a., 2006). Diese Ergebnisse konnten durch Verwendung
von Egr-1-defizienten Mausen bestétigt werden. Egr-1-defiziente Mé&use zeigen wenige
Veranderungen. Die Tiere weisen eine geringere Korpergrofde auf und sind steril (Lee et al.,
1996; Topilko et al., 1997), was sich auf einen Hormondefekt zurtickflihren lasst.
Verhaltensuntersuchungen zeigten, dass Egr-1 essentiell fir die Verarbeitung von
Erinnerungen ist. Egr-1 hat einen profunden Effekt auf die synaptische Plastizitét wie auch
auf das Schmerz- und Angstgedéachtnis (Cole et al., 1989; Wei et al., 2000; Ko et al., 2005;
James et al., 2006). Egr-1 defiziente Mause zeigen wenig Einschrankungen in der
Verarbeitung von Kurzzeitinhalten. Die Uberfiilhrung von  Lernprozessen ins
Langzeitged&chtnis ist bei Egr-1 defizienten Mausen jedoch nicht moglich (Jones, et al.,
2001). Weiterhin zeigen Egr-1 defiziente M&use eine verzogerte Leberregeneration nach einer
partiellen Hepatektomie (Liao et al., 2004). Es kommt zu einer verzogerten Tumorentstehung
bei Prostatakarzinomen, wenn das Egr-1-Gen ausgeschaltet wurde (Abdulkadir, et al., 2001)
Der relativ milde Phanotyp der homozygoten Egr-1"-Mause lasst sich dadurch erklaren, dass
andere Egr-Proteine durch ihre Fahigkeit an die Egr-Konsensussequenz zu binden, die
Funktionen von Egr-1 Ubernehmen.
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Zid der Arbeit

Ziel der Arbeit

Diese Arbeit teilt sich in drei zu untersuchende Aufgabenfelder. Ergstens, die Analyse der
intrazelluléren Signalwege, die zur Aktivierung der Egr-1 Expression fihren. Zweitens, die
| dentifikation von Egr-1 Zielgenen, und drittens, die Funktionsanalyse von Egr-1.

Die Signalwege die zur Aktivierung der Egr-1 Biosynthese fihren wurden in den letzten
Jahren vielfach untersucht, jedoch macht die Vielzahl der unterschiedlichen Stimuli, die zur
Aktivierung der Egr-1 Transkription beitragen, den Vergleich schwierig. Deshalb haben wir
uns auf die Untersuchung der Signaltransduktion von Egr-1 im endokrinen System und in
primdren Astrozyten beschrénkt. Es gat Signalwege zu untersuchen, die durch drei
verschiedene Rezeptortypen aktiviert werden. In der gonadotropen Hypophysenzelllinie oT 3-
1 oder a'T3M3 wurde die Induktion der Egr-1 Biosynthese tiber Go11-gekoppelte Rezeptoren
untersucht. Die Verwendung der B-Zelllinien MIN6 und INS-1 hingegegen erlaubte uns
Einblicke in die lonenkanal vermittelte Egr-1 Biosynthese. Durch die Untersuchung der
Rezeptortyrosinkinase induzierten Egr-1 Expression in priméren Astrozyten konnten wir den
dritten Rezeptortyp abdecken. Der Vergleich der intrazelluléaren Signalwege, die diese drei
Rezeptorarten aktivieren um zur Egr-1 Transkription beizutragen, gehtrt zum ersten Teil der
Arbeit.

Die Analyse der Egr-1 regulierten Gene gibt indirekt Aufschluss Uber die zellspezifische
Funktion dieses Zinkfingertranskriptionsfaktors.

Der dritte Tell dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Aufkldrung der Funktion dieses
Transkriptionsfaktors in Astrozyten. Seit der Entdeckung von Egr-1 als Serum induziertem
Transkriptionsfaktor gab es die Hypothese, dass Egr-1 proliferationsforderne Eigenschaften
hat. Diese Hypothese beruht jedoch lediglich auf der Korrelation zwischen
Mitogenstimulation und Egr-1 Induktion (Peng et a., 1999). Es konnte noch keine kausale
Beziehung zwischen diesen beiden Ereignissen hergestellt werden, deshalb wollte ich nach
Hinweisen suchen, die diese Hypothese bestétigen.
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M aterial und M ethoden

[11.1Gerate

Analysewaage

Auflichtmikroskop (Stemi2000)
Autoklav

Blottingapperatur

Brutschranke
Elektrophoresekammer fir Agarosegele
Entwicklermaschine Gevamatic 60
Fluoreszenzmikroskop Axioskop
Geldokumentationsanlage
Heizblock

Kuhlzentrifuge

Luminometer

Durchlichtmikroskop (Axiovert25)

Photometer Microplate Reader Model 550
pH-Meter

Pipetten

Pipettus

Préparationsbesteck

Prézisionswaage

Rontgenfimkassette
Schiittelgeréte

Sonifier

Steril-Werkbank
Thermocycler
Tischzentrifuge Biofuge

Ultrazentrifuge (Optima TL)
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Sartorius

Zeiss, Gottingen
Schitt

Hoefer, San Fransisco
div. Hersteller
Biometra, Gottingen
AGFA-Gevaert
Zeiss, Gottingen
Biorad , Minchen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Berthold Detection Systems

Zeiss, Gottingen
Biorad, Miinchen
WTW

Eppendorf, Abimed
Hirschmann

WPI

Sartorius

Molecular Dynamics
Biometra, Gottingen
Branson

Holten

Sensoquest

Heraeus

Beckman
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Westernbl ot-Apparatur

[11.2Verbrauchsmaterialien

Polystyren-Rohrchen

Kryordhrchen

Kanilen

Kivetten

Spritzen

Nitrocellulosemembran Biotrace NT
Reaktionsgefalie 1,5 ml

Filter 22, 45 um
Druckfiltrationseinheiten

Ze lkulturflaschen (25, 75, 175 cm?)

Zdelkulturschalen

[11.3 Chemikalien

Acrylamid

Adenosin-5'-triphosphat (ATP) kristallisiertes Dinatriumsalz

AG1478

Agarose ultra pure DNA Grade
Ammoniumchlorid
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Anisomycin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

BAPTA-AM

Biorad, Mnchen

Becton Dickensen, Heidelberg
Grener Bio-one, Frickenhausen
B.Braun, Mdsungen
Eppendorf, Hamburg

B.Braun, Mdsungen

Pall Gelman Laboratory
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Grener Bio-one, Frickenhausen

Grener Bio-one, Frickenhausen

Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Merck, Calbiochem
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Axxora, Lorrach
Serva, Heidelberg

Merck,Cabiochem
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BME (Basal Medium Eagle)
Bromphenolblau

BSA (Bovines Serum Albumin)
Buserdlin

Calciumchlorid

Carbachoal

Chelex-100

Chloroquin Disulfat
Chloroform

CoA

Complete Proteaseinhibitoren
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DM SO (Dimethylsulfoxid)
dNTPs (Na-Salze)

DTT (Dithiothreitol)
Dulbecco’'s Modified Essential Medium (DMEM)
Basal Medium Eagle (BME)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
EGTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS (Fotales Kélberserum)
Formaldehyd 37%

Formamid

G418-Sulfat (Geneticin)
Gelatine

Glukose

Glutamin

16

Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Biorad, Minchen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St.Leon-Rot

Roth, Karlsruhe
PAA, Marburg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Gibco BRL

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco BRL

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Guanidiniumisothiocyanat

HCI

Hepes

Hotstar Tag-Polymerase

| soamylal kohol

| sopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphaosphat (KH,PO,)
Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
Lachssperma-DNA

Lithiumchlorid

Luziferin

M2-Agarose

Magnesiumchlorid

B-Mercaptoethanol

Methanol

Methylenblau

M ol ekulargewichtsmarker

M-MuLV Reverse Transkriptase
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Natriumhydroxid
17

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Fermentas, St.Leon-Rot

Fermentas, St.Leon-Rot

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Natriumlauroylsarcosin
Natriumvanadat (NagVO,)
Nifidipin

Nonidet P40
N-Propyl-gallat

ONPG

Paraformaldehyd

PD 98059

Penicillin

Phenol

PM SF (Phenylmethylsulfonyl-Fluorid)
Polybrene

Pregnenolon

Pregnenol onsulfat

Primer

Progesteron
Protein-A-Sepharose
Ponceau S
Reporterlysepuffer
Ribonuklease Inhibitoren
RPMI

Saccharose

Salzsaure

Schwefelsaure

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sucrose

Tag-Polymerase

TEMED (N,N,N,N'-Tetramethyl-ethylen-diamin)

Tolbutamid
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Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Axxora, Lorrach
PAA, Marburg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma-Genosys
Sigma, Deisenhofen

GE-Healthcare, Miinchen

Roth, Karlsruhe, Karlsruhe

Promega, Mannheim
Fermentas, St.Leon-Rot
PAA, Marburg

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Fermentas, St.Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
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TPA

Tricin

Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan

Triton X-100 (Octophenolpolyethylen-glykol ether)
Trypsin 10x

Tween20

Verapamil

W7

X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3Indoyl-3-D-galaktopyranosid)

Kits

BCA Protein Assay

BrdU, Cdl Prolifertation ELISA
ECLplus

Qiaquick PCR Purification Kit

QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit

Lentivirale Transfervektoren

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
PAA, Marburg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Axxora, Lorrach

Roche, Mannheim

Pierce, Bonn

Roche, Mannheim

GE-Healthcare, Miinchen

Qiagen, Hilden

Stratagene, Heidelberg

pFUWATF2AN: Kodiert fir eine dominant-negative Mutante von ATF2.

pFUWMATF3: Kodiert fir die cDNA von murinem ATF3.

pFUWMATEFS: Kodiert fir die cDNA von ATF5.

pFUWPP2C: Kodiert fir die Proteinphosphatase 2C.

pFUWDA-Raf: Kodiert fir eine dominant-negative Mutante von Raf.

pBabepuro3AB-Raf:ER: Fusionsprotein von der katalytischen Doméne von B-Raf und der

Ligandenbindungsdoméne des Ostrogenrezeptor.

pFUWc-JunAN: Kodiert fir eine dominant-negative Mutante von c-Jun.

pFUWACNA: Kodiert fur eine konstitutiv aktive Mutante von Calcineurin (Rossler et al.,

2008).

pFUWEGQgr-1/Zn: Kodiert fir eine dominant-negative Mutante der Egr-Proteine.
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pFUWEQr-1/Zn ZF 2/3: Kodiert fir eine dominant-negative Mutante der Egr-Proteine bei
der die Cysteine 365 und 396 der Zinkfinger 2 und 3 gegen Serine ausgetauscht wurden.

pFUW-MKP-1: Kodiert fir die MAP-Kinase Phosphatase 1 (Stefano et al., 2007).
pFUW-MK P-5: Kodiert fir die MAP-Kinase Phosphatase 5.

pFUWMNABZ2: Kodiert fur den transkriptionellen Korepressor NAB2.
pFUW-REST/CREB: Kodiert fir eine dominant-negative Mutante von CREB.

pFUW-REST/EIK-1AC: Kodiert fir eine dominant-negative Mutante des terndren
Komplexfaktors Elk-1 (Stefano et a., 2006).

pFUW Sp1AN: Kodiert fur eine dominant-negative Mutante von Spl.
pFWATF3.luc: Kodiert fir ein ATF3-Promotor/Luziferase Reportergen.

pFWEQr-1SRE.luc: Kodiert fir ein Luziferase Reportergen, dessen Expression von den
beiden proximalen SRE des Egr-1 Promoters kontrolliert wird.

pFWEQgr-1.1.luc: Kodiert fur ein Luziferase Reportergen welches die Sequenzen von -239
bis +235 des humanen Egr-1-Gens und damit die beiden proximalen SRE und das CRE-
Element enthélt.

pFWEQgr-1.2.luc: Kodiert fur ein Luziferase Reportergen welches die Sequenzen von -490
bis +235 des humanen Egr-1-Gens und damit die drei distalen, die beiden proximalen SRE
und das CRE-Element enthélt.

pFWCgB.luc: Kodiert fir ein ChromograninB-Promotor/L uziferase Reportergen.
pFWCaoall.luc: Kodiert fur ein Collagenase-Promotor/L uziferase Reportergen.
pFWINS.luc: Kodiert fir ein Insulin-Promotor/L uziferase Reportergen.

pFW Synapsin I.luc: Kodiert fir ein Synapsinl-Promotor/L uziferase Reportergen.
pLL3.7TrpM 3: Kodiert fur eine TrpM3 spezifische shRNA.

pLL3.7ATF2: Kodiert fir eine ATF2 spezifische shRNA.

pLL3.7ATF3: Kodiert fur eine ATF3 spezifische shRNA.

Alle lentiviralen Vektoren wurden freundlicher Weise von Prof. Thiel zur Verfligung gestellt.
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111.5 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden steril unter einer Sicherheitswerkbank durchgefiinrt. Alle
Zéelllinien und primére Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank kultiviert. Die verwendeten Medien und Losungen waren auf 37°C vorgewarmt.
In Abhéngigkeit von der Zelllinie wurde als Kulturmedium Dulbeccos modified Eagles
Medium (DMEM), Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) oder Basal Medium Eagle
(BME) verwendet. Als Supplement enthielten die Medien 10% hitzeinaktiviertes (30 min,
56°C) fetal calf serum (FCS). Vor der Subkultivierung wurden die Zellen zundchst
lichtmikroskopisch hinsichtlich ihrer Morphologie und Konfluenz beurteilt. Die Kultivierung
adndrenter Zellen erfolgte in beschichteten Plastikgewebekulturflaschen oder -schalen
variabler Grol3e. Das alte Medium wurde vollstandig abgesaugt und der Zellrasen einmal mit
1x PBS gewaschen. Mit 1x Trypsin-Losung erfolgte dann eine Inkubation bei 37°C, bis sich
die Zellen vom Kulturgefédboden ablésten. Danach wurde frisches Medium zugegeben und
die resuspendierten Zellen in neue Kulturgefél3e ausgesit.

111.5.1 Zelllinien und Kulturbedingungen

[11.5.1.1 ¢T3-1und aT3M 3
Wildtyp aT3-1 sowie aT3M3-Zellen wurden mir freundlicher Weise von Gary Willars
(Department of Cell Physiology and Pharmacology, University of Leicester, UK) zur
Verfugung gestellt. Bei aT3-1 Zellen handelt es sich um eine gonadotrope
Hypophysenzelllinie der Maus die endogene GnRH-Rezeptoren exprimieren (Windle et al.,
1990). Zusétzlich exprimieren die stabil transfizierten oT3M3 einen rekombinanten
muskarinischen M3 Acetylcholinrezeptor (Willars et al., 1998).
DMEM: 10% FCS

25 mM Glucose

2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

(aT3M3: 300 pg/ml G418)
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[11.5.1.2 MING6

Die murine Insulinoma Zelllinie MIN6 wurden mir freundlicherweise von Franz Schuit (Gene
Expression Unit, Department of Molecular Cell Biology, KU-Leuven, Belgien) zur
Verfugung gestellt. Im Gegensatz zu anderen B-Zelllinien, die haufig eine verénderte
Glukoseempfindlichkeit aufweisen, reagieren die MING-Zellen in einem Bereich von 0,7mM
bis 25mM Glukose mit einer dosisabhangigen Insulinfreisetzung (Miyazaki et al., 1990).

DMEM: 15% FCS
25 mM Glukose
75 uUM B-Mercaptoethanol

2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Eine 10 mM Mercaptoethanolldsung wurde steril filtiert und das entsprechende Volumen zum
Medium zugesetzt.

[11.5.1.3INS-1
Die Ratteninsulinomazelllinie INS-1 (Asfari et a., 1992) wurde freundlicherweise von Claes
B. Wollheim und Susanne Ullrich, Division de Biochimie Clinique, Universitaét Genf,

Schweiz) zur Verflgung gestellt.
RPM11640: 10% FCS
10 mM Hepes
2mM L-Glutamin
1mM Na-pyruvat
50 uM B-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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[11.5.1.4 293T-17

293T Zellen leiten sich von humanen embryonalen Nierenzellen (293) ab, die mit dem T-
Antigen SV40 transformiert wurden (DuBridge et al., 1987; Graham et al., 1977). Diese
wurden freundlicherweise von D. Baltimore (Rockefeller University, New York, USA) zur
Verfligung gestellt.

DMEM: 10% FCS

25 mM Glukose

2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

[11.5.1.5 Primare Astrozyten

Primére Astrozyten wurden aus dem Cerebrum neugeborener C57BI1/6J Méausen isoliert
(Herstellung s. Kapitel 111.5.1.5.1). Es wurden sowohl Wildtyp als auch Egr-1-defiziente
Mause verwendet, die wir mit freundlicher Genehmigung von Patrick Charnay (Unité 368 de
L institut National de la Santé et de la Recherche Médical, Ecole Normale Supérieure, F-
75230 Paris) erhalten haben.

BME: 10% FCS

25 mM Glukose

2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

[11.5.1.5.1 Herstellung primarer Astrozyten

Neugeborene Mause (1-2 Tage) wurden dekapitiert, die Kopfe kurz in 70% EtOH getaucht
und anschliefRend in DISG-Puffer in einer sterilen Schale auf Eis aufbewahrt. Die Schnauze
wird mit einer chirurgischen Pinzette fixiert und die Haut tGber den Ohren eingeschnitten und
mit einer Pinzette abprdpariert. Uber das Neuralrohr wird die Kalotte an einer Seite
aufgeschnitten und die Hirnschale abgezogen. Das Cerebellum und der Nervus Opticus
wurden entfernt und das Gehirn in eine neue Schale mit DISG-Puffer Uberfiihrt. Unter dem

Stereomikroskop wurden die Hemisphéren von den Meningen befreit, um die Verunreinigung
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der Kulturen mit Fibroblasten zu vermeiden. Anschlief3end wurden die Hemisphéren in eine
neue Schale Uberfuhrt und mit einer Mikroschere zerkleinert. Die Fragmente wurden mit 3 ml
0,5% Trypsin/DISG-Puffer versetzt und 10 min bei 37°C inkubiert. Zwischenzeitlich wurde
in 2 x 15 ml Roéhrchen 5 ml BME-Medium vorgelegt. Das Gewebe wurde in das erste
Rohrchen dberfuhrt um den Trypsinverdau zu stoppen. Nach kurzer Zentrifugation wurde das
Sediment in das zweite Geféd Uberfihrt und mit einer durch Schmelzen verengten
Pasteurpipette eine Zellsuspension erzeugt. Die homogene Zelllsung wurde in eine 75 cm?-
Zellkulturflasche gegeben und mit Medium aufgefillt. Nach 24-48 Stunden erfolgt ein
Mediumwechsel.

DI SG-Puffer: 137 mM NaCl
5,4 mM KCl
197 pM NaHPO,
35 uM KH,PO,
5mM Glukose
58 mM Saccharose

pH auf 6,5 einstellen und steril filtrieren.

[11.5.1.5.2 Genotypisierung

Um DNA aus Méauseschwanzbiopsien zu gewinnen wurde ein Chelex-100 haltiger Lysepuffer
verwendet. Chelex-100 ist ein Kationenaustauscherharz, der divalente Metallionen sowie
polare Zellkomponenten bindet, die die PCR-Reaktion stéren konnten (Walsh et al., 1991).
Mauseschwanzbiopsien von neugeborenen Mausen wurden in ein Eppendorfgefal tberfihrt,
mit 200 pl Chelex-Lysispuffer und 10 pl Proteinase K (10 mg/ml) versetzt und Uber Nacht bei
55°C inkubiert. Die gewonnene DNA-Suspension wird 2 min bei 16.000 x g zentrifugiert, der
Uberstand wird in ein neues Eppendorfgefal? tiberfuhrt, zur Inaktivierung der Proteinase K 10
min bei 95°C gekocht und erneut 4 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die so gewonnene DNA
wird 1:5 verdinnt und je 2 pl der genomischen DNA pro PCR-Ansatz verwendet.

Zum Nachweis des zerstorten Egr-1 Gens wurde ein Set aus 3 Primern verwendet (Topilko et
al., 1997): ein gemeinsamer 5° Primer der in der kodierenden Sequenz des Egr-1-Gens liegt
(5"-GAGTGTGCCCTCAGTAGCTT-3') und zwei verschiedene 3'-Primer von denen einer
komplementdr zum Egr-1 Gen ist (5 GGTGCTCATAGGGTTGTTCGCT-3') und der andere
an das LacZ-Gen bindet (5-AACGACTGTCCTGGCCGTAACC-3'). Die PCR
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Amplifikation umfasst 35 Zyklen bestehend aus 15 Sek. Denaturierung der DNA bei 96 °C,
30 Sek. ,Annealing” bei 55°C und einer anschlief3enden 50 Sek. dauernden Elongation bei
72°C.

Chelex-Lysepuffer: 0,5% Natrium-Lauroylsarcosin
0,1M NaCl
50 Chelex-100

[11.5.1.5.3 Immunfluoreszenz

Zur Uberprifung der Reinheit der Astrozytenkulturen wurde die Expression des ,Glial
Fibrillary Acidic Protein“ (GFAP) untersucht. Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf
der Markierung von Epitopen mit Hilfe fluoreszenzgekoppelter Antikorper. Man verwendet
dazu einen nicht markierten, priméaren Antikorper, der das Epitop erkennt. Ein sekundérer,
fluoreszenzmarkierter, Antikorper ist gegen den priméren Antikorper gerichtet. Da mehrere
Antikbrper an einen priméren Antikorper binden, fihrt diese Methode zu einer
Signalverstédrkung. Die Zellen werden zuerst fixiert, dann wird die Zellmembran durch
Detergenzien teilweise permeabilisiert. Anschlieffend wird die Antikorpermarkierung
durchgefihrt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann die Lokalisierung der Antikdrper und

damit der markierten Proteine analysiert werden.

Beschichtung der Deckglaser

Deckglaser der bendtigten Grof3e wurden in 0,5% Gelatine/PBS- Losung in einer kleinen
Schale geschiittelt und anschlief3end zwei Mal mit 1 x PBS gewaschen. Zwanzig Minuten
wurden die Gelatine mit 2 % Glutaraldehyd quervernetzt und erneut zwei Mal mit 1 x PBS
gewaschen. Die beschichteten Deckglaser wurden in 70% Ethanol geschwenkt um sie fur die
sterile Zellkultur vorzubereiten. Nachdem sie mit 1 x PBS mehrmals gewaschen wurden
schittelten sie erneut 1 Stunde in 1 x PBS. Nachdem das PBS erneuert wurde konnten die
Deckglaser bei 4 °C gelagert werden.

I mmunfluoreszenz

Die Zellen wurden auf den gelatinebeschichteten Deckglésern kultiviert und mit 2 %
Paraformaldehyd fir 30 Minuten bei 4 °C fixiert. Nachdem die fixierten Zellen mit PBS
gewaschen wurden, wurden sie mit 0,1 % Triton X-100 30 min permeabilisiert. Um
unspezifische Bindung des Antikorpers zu verhindern, wurden die so vorbereiteten Zellen in
0,5 % BSA inkubiert. Der Primérantikorper wurde in einer entsprechenden Verdinnung tber
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Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Deckglaser 6 x funf Minuten in
einem groRen Uberschuss 1 x PBS/0,1 % Triton X-100 gewaschen. Der Sekundarantikorper
wurde in einer 1:1000 Verdinnung auf die Deckglaser gegeben und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden die Deckglaser wiederum 6 x 5 Minuten in 1 x
PBS/ 0,1 % Triton X-100 gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte das Eindeckeln
der Deckglaser mit 1,5 % N-Propylgallat (in 60 % Glycerin).

111.4.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden zur langfristigen Sicherung des
Zellbestandes in flussigem Stickstoff gelagert. Zellen, die sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden, wurden in ein 50 ml Reaktionsgefél3 tberfihrt und bei 200 x g,
und 4°C 3 min (Eppendorf, Centrifuge 5810R) zentrifugiert. Das im Einfriermedium
resuspendierte Zellsediment konnte anschlief3end in Kryogeféide Uberfihrt werden. Um den
Einfrierprozess so schonend wie mdglich zu gestalten, wurden die Kryogefa3e in Papier
gewickelt, in eine Styroporschachtel gestellt und fir einen Tag bel -80°C langsam
heruntergekiihlt. Anschlief3end erfolgte die Lagerung der Zellen in flissigem Stickstoff.

Zur Rekultivierung von Zellen fir entsprechende Experimente wurden die gefrorenen Zellen
im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und sofort in 5 ml vorgewdrmtem Medium
aufgenommen. Nach einer Zentrifugation bei 200 x g, 3 min bei 25°C (Eppendorf, Centrifuge
5810R) erfolgte die Resuspension der Zellen in frischem Medium und die Kultivierung in

Gewebekulturflaschen mit 25 cm2 Wachstumsflache. Zur Sicherstellung optimaler
Wachstumsbedingungen wurde das Medium nach einem Tag gewechselt.
Einfriermedium:  90% (v/v) FCS

10% (v/v) DMSO

111.4.3 Synchronisation der Zellen in der Gyo-Phase

Serumentzug durch Reduktion des Anteils an Serum im Kulturmedium in Kombination mit
Kontaktinhibition ist eine haufig eingesetzte Methode, um Zellen in der G -Phase reversibel

zu arretieren (Davis et a., 2001; Merrill, 1998). Die verwendeten Zellen wurden in
entsprechender Anzahl in Gewebekulturschalen ausgesat und 24 h in serumhaltigem Medium

kultiviert. Das Medium wurde vollstdndig abgesaugt und nach zweimaligem Waschen mit
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PBS durch serumfreies Medium ersetzt. In diesem Mitogenmangel-Medium erfolgte die
Inkubation der Zellen fur weitere 24 h. Zur Untersuchung der glukosesensitiven MING —
Zellen wurde zusétzlich noch auf Glukose im Medium verzichtet. Die synchronisierten Zellen
wurden anschlief3end entsprechend der Applikation weiter behandelt.

I11.4.4 Proliferationsanalysen

Zur Bestimmung der Proliferationsrate der Zellen wurde das Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric) Kit der Firma Roche verwendet. Die Proliferation wurde Uber die Menge des
inkorporierten Thymidinanalogon Bromodeoxyuridin (BrdU) ermittelt. Das Testprinzip
beruht darauf, dass das Analogon BrdU bei der DNA-Replikation wahrend der S-Phase
anstelle des Thymidin in die DNA eingebaut wird (Gratzner, 1982). Nach Denaturierung und
Fixierung der Zellen folgte die Detektion Uber einen spezifischen Peroxidase-gekoppelten
Antikorper. Die Durchfihrung des Assays erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die
Peroxidase-Reaktion wurde mit 1M Schwefelsiure gestoppt und bei 450nm gegen 650nm
gemessen.

Durchfuhrung:

Je 10.000 Zellen wurden in eine 96-Lochplatte ausgesdht. Am folgenden Tage wurde den
Zellen das Serum entzogen und fir weitere 24 Stunden kultiviert. Die folgende Stimulation
der Zellen mit dem entsprechenden Wirkstoff wurde abermals 24 Stunden durchgefiihrt. Nach
abgeschlossener Inkubationszeit wurde den Zellen BrdU-POD zugegeben und dieser 4
Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin 30 Minuten fixiert und
anschliefend fur 90 Minuten mit der Antikorperldsung inkubiert. Der Umsatz des
zugegebenen Substrates konnte kolorimetrisch gemessen werden.

[11.4.5 Lentivirale Transfektion

Das zum Gentransfer verwendete lentivirale Grundgertst basiert auf einem selbst-
inaktivierenden Vektor der unter der Kontrolle des humanen Ubiquitinpromotors steht (Lois
et a., 2002). Um den sehr eingeschrankten Tropismus des HI-Virus zu umgehen wurden die
Viren mit dem Protein G des Vesikular-Stomatitis-Virus (VSV-G) pseudotypisiert (Akkina et
al., 1996; Reiser et al., 1996). Das zu untersuchende Gen enthélt im Transferplasmid die

Verpackungssequenz  die eine Verpackung der viralen RNA in die Hullproteine
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gewdhrleistet. Eine Erhohung der Expression der lentiviral eingefihrten Transgene wird
durch den Einbau eines posttransriptionell regulierend wirkendem Element des
Waldmurmeltier-Hepatitis-Virus (WPRE) bewerkstelligt. WPRE ist eine RNA-Sequenz mit
ausgepragter Sekundarstruktur, die den Export von einfach- und ungespleifdter ProvirussRNA
ins Zytosol fordert (Zufferey et al., 1999). Aulierdem vereinfacht das HIV-flap-Element den
Kerntransport der Viren-DNA (Sirven et al., 2000) und erhdht damit den Virentiter. In dieser
Arbeit wurde der Gentransfer durch Kotransfektion von 3 separaten Plasmiden durchgefihrt.
Die Verpackungszelllinie 293T wird mit einem Verpackungsplasmid, dem VSV-G
Expressionsplasmid und einem selbstinaktivierenden (SIN) Transfervektor (Zufferey et al.,
1998) kotransfektiert. Die gebildeten Virenpartikel werden nach 2-3 Tagen auf die Zielzellen
gegeben um den eigentlichen Gentransfer durchzufihren.

[11.4.5.1 Kalziumphosphat Transfektion
Zur Herstellung der bendtigten Virenpartikel wurde die Ca2+ Phosphat-Transfektion
verwendet.

Durchfuhrung:

2,3x10° 293T-Zellen wurden ausgesdt und 24 h in 10% DMEM Kkultiviert. Fur jede
Kalziumphosphattransfektion (CaCl,/ DNA Suspension) wurde ein Mix aus zwel
unterschiedlichen Lésungen angesetzt:

Losung 1: benétigte Menge DNA wurde mit Wasser auf 250 ul aufgeftllt und mit 27,5 pl 2,5
M CaCl,-L6sung versetzt und langsam zu L ésung 2 gegeben.

Losung 2 (2 x HBSS): 274 mM NaCl, 25 mM KCI, 3,75 mM NaHPO., 27,75 mM Glukose
und 105 mM HEPES pH 7,05- 7,12.

Das Medium wurde durch Chloroquinhaltiges (25 uM) Medium ersetzt und 500 pl der
Kalziumchlorid/ DNA-Suspension zugegeben. Chloroquin erhoht die Transfektionseffizienz,
in dem es durch Neutralisation des pH-Wertes innerhalb der Vesikel lysosomale DNAsen
hemmt. Nach acht Stunden Inkubation bei 37°C unter 5% CO, wurden die Zellen zwei Mal
mit PBS gewaschen um Reste des Chloroquinhaltigen Mediums zu entfernen und mit frischen
Medium versetzt. Nach zwei bis drei Tagen wurden die Virenpartikel im Uberstand geerntet.

[11.4.5.2 Lentivirale Infektion

24 Stunden vor der Infektion wurden die Zielzellen in Gewebekulturschalen bzw. -Platten

ausgesdat. Zum Zeitpunkt der Infektion wurden die Virenlberstande aus der vorangegangenen
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Transfektion der Verpackungszelllinie in neue Gefél3e tberfuhrt und das virenhaltige Medium
durch Cellulosefilter mit 45 um Porengrofe filtriert, um eine Kontamination der Zielzellen
mit der Verpackungszelllinie zu verhindern. Nach Zugabe von 8 pg/ml Polybrene, einem
Polykation, welches die Adsorption der Virenpartikel an die Zelloberfléche erleichtert, zum
virenhaltigen Uberstand wurde dieser auf die am Tag zuvor ausgesiten Zielzellen gegeben.
Nach 12-16 h Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde der Virentberstand abgenommen und
durch frisches Kulturmedium ersetzt. Nachfolgende Versuche wurden am zweiten Tag nach
der Infektion durchgefuhrt.

111.4.6 Reportergenanalysen

In einem Luziferase-Reportergen-Assay ist der zu untersuchende Promotor dem Reportergen
(Luziferase) vorangestellt, so dass bei Aktivierung des Promotors die Transkription der
Luziferase induziert wird. Wird Luziferase exprimiert, setzt sie das Substrat D-Luziferin in
Oxyluciferin und Licht um, wodurch sich die vorhandene Menge an Luziferase und damit der
Grad der Promotor-Aktivierung quantifizieren lasst. In dieser Arbeit wurden die
entsprechenden Reportergene mittels lentiviralem Gentransfer in das Genom der Wirtszelle
integriert und erlaubt so die Untersuchung der Transkriptionsaktivierung unter den
restriktiven Bedingungen der ins Chromatin eingebetteten Gene.

Die Versuche wurden in vierfacher Ausfihrung durchgefiihrt um eine statistische Auswertung
der Ergebnisse zu erlauben. Die Zellen wurden in 50-100 pl Reporterlysepuffer
aufgeschlossen. Je 10 pl des erhaltenen Gesamtzellextrakts wurden mit 100 pl Working
Luciferase Assay Reagent (WLAR) versetzt und die Luziferaseaktivitdt im Luminometer
bestimmt. Die relative Luziferaseaktivitdt wurde durch Normalisierung der
Luziferaseaktivitéten tber die Proteinkonzentration der jeweiligen Probe ermittelt.

Working Luciferase Assay Reagent (WLAR)
9 Vol. Luciferase Assay Reagent Stock (LARS)
1Vol. 4,7 mM Luziferin

Luciferase Assay Reagent Stock (LARS)
22 mM Tricine (pH 7,8)
1,177 mM (MgCOs)sMg(OH)2x 5 H,O

2,94 mM MgS04 x 7 H;0
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0,11 mM EDTA ( Natriumsalz)
36,3mM DTT

297 uM Koenzym A (Natriumsalz)
583 uM ATP (Natriumsalz)

111.5 Proteinbiochemische Analysen

111.5.1 Herstellung von Proteinextrakten

[11.5.1.1 Ganzzellextrakt

Bel der Herstellung von Ganzzellextrakten wurde zum Zellsediment das gleiche Volumen an
eiskaltem Lysepuffer zugegeben, das dem Volumen des Zellsedimentes entsprach. Durch
mehrfaches schnelles Ziehen des Reaktionsgefél3es tUber einen Eppendorfsténder wurden die
Zellen durch auftretende Scherkrafte mechanisch aufgeschlossen. Die Proben wurden fur
zwanzig Minuten auf Eis inkubiert, wobei alle funf Minuten die Suspension gemischt wurde.
Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei 13000 x g und 4°C (Heraeus, Biofuge pico) konnte
der Uberstand, der den Ganzzellextrakt dargellte, vollstandig abgenommen werden. Nach
Bestimmung des Proteingehaltes (s. Kapitel 111.5.2) wurde der Extrakt mit 2 x SDS
Probenpuffer versetzt und bei -20°C gelagert werden.

Lysispuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0
1mM EDTA
400 mM NaCl
10 % viv Glycerol
0,5% viv NP40 (frisch dazu)
1mM DTT (frisch dazu)

1 x Complete Proteaseinhibitormix (25x) (frisch dazu)

[11.5.1.2 Kernextrakt
Zur Gewinnung der Kernproteine wurden die Zellen zunachst durch Zugabe von 100 pl des
hypotonen Puffers A und einem zusdtzlichen Detergenz (NP40) aufgeschlossen. Durch
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mehrfaches schnelles Ziehen des Reaktionsgefaldes Uber einen Eppendorfstéander konnten die
Zellen durch auftretende Scherkréfte zusétzlich auch mechanisch aufgeschlossen werden.
Nach 20 mindtiger Inkubation auf Eis und anschlief3ender Zentrifugation der Zellsuspension
enthielt der Uberstand die zytosolischen Proteine, das Pellet die Kernfraktion. Durch Zugabe
von 20-50 ul des hochmolaren Salzpuffers C wurden die Kerne aufgeschlossen und nochmals
20 min auf Eis inkubiert. Nach dem Zentrifugieren wurde die im Uberstand enthaltene
Kernfraktion in ein neues Eppendorfgefdld Uberfihrt. Nach der Bestimmung des
Proteingehalts (s.Kapitel 111.5.2) wurden die Proben mit 2 x SDS-Puffer versetzt.

Puffer A: 10 mM HEPES KOH p 7,9
1,5mM MgCl;
10 mM KCl

0,5% viv NP40 (frisch dazu)

0,5 mM DTT (frisch dazu)

0,2 mM PMSF (frisch dazu)

1x Complete Proteaseinhibitormix (25x) (frisch dazu)
Puffer C: 20 mM HEPES KOH p 7,9

25 % Glycerol

420 mM NaCl

1,5mM MgCl;
0,5 mM DTT (frisch dazu)
0,2 mM PMSF (frisch dazu)
1x Complete Proteaseinhibitormix (25x) (frisch dazu)
SDS-Auftragspuffer (Stock): 125 mM TrispH 6,8
3mM EDTA
20% Glycerol
9% SDS
0,05% Bromphenol Blau
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SDS-Auftragspuffer-Puffer: 9Vol. SDS-Auftragspuffer-Stockldsung
1 Vol - Mercaptoethanol

[11.5.1.3 Praparation von Membranproteinen

Das Zellsediment wurde zur Lyse in 300 pl CLB-Puffer resuspendiert und die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Grof3ere Fragmente und die Zellkerne wurden bei 2500 rpm 10
min durch Zentrifugation abgetrennt. Das Pellet konnte zur Kernextraktion (s. Kapitel
111.5.1.2) verwendet werden. Der Uberstand, der die Membranproteine enthielt, wurde in der
Ultrazentrifuge bei 125.000 x g 60 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 50 pl 25 mM HEPES/SDS, pH7,4, aufgenommen.

CLB-Puffer: 250 mM Sucrose
20 mM HEPESpH 7,4
1 mM EGTA

111.5.2 Proteinbestimmung

Der BCA-Assay kombiniert die Biuret-Reaktion (Reduktion von Cu?* zu Cu®™* durch Protein
unter alkalischem pH) und die Fahigkeit von BCA, mit Cu™ einen stabilen, photometrisch
messbaren Komplex zu bilden. Daftr wurden je 2 pl des zu messenden Proteinextrakts mit
100 pl Reaktionslosung versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Messung erfolgte
bei 562 nm. Als Standard dienten BSA-L6sungen in einer Konzentration von 0, 200, 400,
600, 800, 1000, 1200 pg/ml. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Interpolation der

Standardkurve.

111.5.3 SDS-Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE)  wurde
angewendet, um Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes aufzutrennen. Dazu wurden
1 mm dicke Polyacrylamidgele unterschiedlicher Konzentrationen hergestellt. Die Proben
wurden mit 2x SDS-Auftragspuffer versetzt und funf Minuten bei 95°C gekocht. Nach
Beladung der Gele mit den denaturierten Proben und dem vorgeférbten Molmassenmarker
erfolgte die elektrophoretische Auftrennung bei 25 mA je Gel.
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Acrylamid-L 6sung: 30% Acrylamid
0,8% Bis-Acrylamid
Trenngel Acrylamid- 1M TrigHCI, H,0 10% APS TEMED
Losung [ml]  pH 8,8 [ml] [ml] [ul] [ul]
7,5% 2,5 2,5 4 100 10
10 % 33 2,5 35 100 10
15% 5 2,5 15 100 10
Sammelgel Acrylamid- 1M TrigHCI, H,0 10% APS TEMED
Losung [ul]  pH 8,8 [ul] [ml] [ul] [ul]
5% 350 750 1,4 30 3
Ix Laemmli-Laufpuffer: 3,039 Tris
14,22 g Glycin
19 SDS
auf 11 mit H,O auffullen

111.5.4 Western Blot

Mit Hilfe der Western-Blot-Technik koénnen durch SDS-PAGE (s. Kapitel 111.5.3)
aufgetrennte Proteine auf eine Transfermembran Ubertragen werden, um anschlief3end mit
immunochemischen Techniken analysiert und charakterisiert zu werden (Towbin et al., 1979).
Zur Immobilisierung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose-
Membranen wurde das Nass-Elektroblot-Verfahren angewendet. Nach einer Transferzeit von
neunzig Minuten bel 400 mA erfolgte die Inkubation der Membran fir mindestens 60
Minuten in 5% (w/v) Magermilchpulver in 1x TBS, um unspezifische Bindestellen zu
blockieren. Die Inkubation mit dem priméren Antikérper wurde entweder fur 3 Stunden bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C durchgefuhrt. Der sekundére enzymgekoppelte
Antikorper wurde nach dreimaligem Waschen der Membran in 1x TBS(T) fur eine Stunde bis
anderthalb Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde die Membran
mehrmals mit 1x TBS(T) gewaschen. Die Detektion der immobilisierten Antigen-Antikorper-
Komplexe erfolgte nun durch katalysierte Reaktionen der Enzyme, die mit den sekundéren
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Antikorpern konjugiert waren. Bei horseradish peroxidase (HRP)-gekoppelten sekundéren
Antikorpern erfolgte der Nachweis durch die sensitive ,Enhanced Chemoluminescence
Reaction* (ECL). Hierbei kommt es unter alkalischen Bedingungen zur Peroxidase-
katalysierten Oxidation des Diazylhydrazids Luminol, welches im angeregten Zustand Licht
emittiert, das Uber einen Film als Schwérzung nachgewiesen wird. Zunéchst mussten zwei
Losungen hergestellt werden, die separiert einerseits das Substrat Luminol und den Enhancer

para-Coumarsaure, andererseits das Oxidationsmittel H,O, enthielten. Diese L&sungen

wurden unmittelbar vor der Detektion vereinigt und die Membran funf Minuten darin
inkubiert. Anschlie3end wurde die Membran zwischen zwei Folien platziert und die
Expositionszeit der darauf gelegten Filme je nach Signalstérke variiert.

ECL-LGsung 1: 100 mM Trig/HCI pH 8,5
ECL-LGsung 2: 54 mM H,O,

2,5 mM Luminol

100 mM Trig/HCI pH 8,5

400uM para-Coumarsaure

111.5.5“Strippen” der Nitrozellulosemembran

Um denselben |mmunoblot mit unterschiedlichen Antikdrpern behandeln zu kénnen, wurden
die Antikdrper mit Hilfe eines speziellen Puffers von der Membran gelost. Dies ermdglichte
eine erneute Antikorperinkubation. Die Membran wurde 30 min bei 50 °C mit Stripping-
Puffer inkubiert und anschlief3end drei Mal 10 min mit TBST gewaschen. Danach wurden die
unspezifischen Bindungsstellen mit 5 % Magermilchpulver geblockt, um anschlief3end die
nachste Antikorperinkubation durchfiihren zu konnen.

Stripping-Puffer: 62,5 mM TrispH 6,7
2% SDS

100 B-Mercaptoethanol
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111.5.6 Antikor per

Die fur Immundetektion, |mmunprazipitation und Immunfluoreszenz verwendeten priméren
und sekundéren Antikorper sind in Tabelle 1 und 2 ndher beschrieben. Fur die
Immundetektion wurde die entsprechende Antikorper-Losung in der angegebenen
Verdinnung und entsprechenden Ldsungsmittel inkubiert.

Tabelle 1: Primére Antikorper :

Antikorper Verdinnung Referenzen
Egr-1 1:1000 WB Santa Cruz, Heidelberg, #sc-189
5 ul ChIP
Egr-2 5ul ChiP Santa Cruz, Heidelberg,
# sc-20690
Egr-3 5 ul ChiP Santa Cruz, Heidelberg,
#sc-191
P-CREB 1:1000 WB Upstate, Hamburg
5 pl ChlP # 06-519
CREB 1:1000 WB Upstate, Hamburg
# 06-863
P-ATF2 1:1000 WB Santa Cruz, Heidelberg
5ul ChiP # sc-8398
HDAC-1 1:3000 WB Upstate, Hamburg,
# 05-100
P-ERK1/2 1:5000 WB Promega, Mannheim
#Vv8031
Spl 1:1000 WB Santa Cruz, Heidelberg,
# sc-59
P-c-Jun 1:1000 WB Upstate, Hamburg
5ul ChiP # 06-569
c-Jun 1:2500 WB Epitomics
#1254-1
P-Elk-1 1:1000 WB Santa Cruz, Heidelberg,
5ul ChiP # sc-8406
ATF3 1:1000 WB Santa Cruz, Heidelberg,
# sc-188
ER 1:1000 WB Santa Cruz, Heidelberg,
# sc-542
Anti-FLAG M2 1:3000 WB Sigma, Deisenhofen,
# F3165
Synapsin 1:3000 WB T.Sudhof, UT Southwestern
Histon H3 4 ul ChiP Abcam, Cambridge, UK
(dimethyl K9) # ab7312
Histon H3 4 ul ChiP Abcam, Cambridge, UK
(trimethyl K4) # ab8580
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Tabelle 2: Sekundare Antikor per

Antikorper Verdinnung | Referenzen
Anti-Kaninchen-1gG HRP Konjugat | 1:10000 Dianova, Hamburg, #111-035-003
Anti-Maus-1gG HRP Konjugat 1:10000 Sigma, Deisenhofen, #A-4416

[11.6 Arbeiten mit DNA

Alle Arbeiten mit DNA (Plasmidpréparation, Bestimmung der DNA-Konzentration,

enzymatische Reaktionen und Aufreinigung der DNA-Fragmente) wurden nach allgemeinen
Standardmethoden der Molekularbiologie durchgefiihrt.

111.6.1 Chl P Assay

Der Chromatin Immunoprecipitation Assay ist eine Methode mit der die Bindung von

Proteinen, wie z.B. Transkriptionsfaktoren an die DNA, in vivo nachgewiesen werden kann.

Es werden zwei Phasen unterschieden: Erstens die Fixierung der Proteine an die DNA und
zweitens die anschliel}ende Immunprézipitation des DNA-Protein-Komplexes mittels

spezifischer Antikorper (Kuo & Allis, 1999).

36




Material und Methoden

Fixierung des
Chromatins / \ /

DNA-gebundene
l Proteine

Fragmentierung /
-y
mit Ultraschall __» =~ ——”

Immunprézipitation )\

mit spezifischem " —
. 7"
Antikdrper / — )/ (S g z

A

/"
/-

<

Input
Referenz

—
Aufreinigung der DNA —

P

\

N\

Amplifikation der DNA mittels PCR

Abbildung 5: Schematische Abfolge des Chromatin |mmunoprezipitation Tests. Die Quervernetzung von
DNA und Proteinen wird durch Formaldehydfixierung der Zelen gewdhrleistet. Die darauffolgende
Fragmentierung mittels Ultraschall dient der Herstellung ca. 400-600 bp grof3er Fragmente. Durch Bindung
spezifischer Antikdrper an die zu untersuchenden Proteine kann die gebundene DNA immunprézipitiert werden.
Ein Proteinase K-Verdau resultiert in proteinfreien DNA-Fragmenten, die durch PCR-Reaktionen amplifiziert
werden kénnen.

Die zu untersuchenden Zellen wurden auf 100 mm? Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz
von ca. 90% kultiviert. Nach der Serumreduktion und anschlief3ender Stimulation der Zellen
mit dem entsprechenden Wirkstoff wurden die Proteine mit der DNA durch Zugabe von 37%
Formaldehyd zu einer Endkonzentration von 1% direkt im Medium fur 10 min quervernetzt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 mM Glycin gestoppt und die Zellen anschlief3end
mit PBS gewaschen und geerntet. Die geernteten Zellen wurden in ein Eppendorfgefal
Uberfuihrt und 5 min bei 700 x g zentrifugiert. Zum Aufschluss der Zellen wurde das Pellet in
1 ml Zelllysepuffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellkerne wurden durch
Zentrifugation (5 min bel 8000 x g) separiert und mit 400 pl Kernlysepuffer aufgeschlossen.
Nach 10 minutiger Inkubation auf Eis wurde das Chromatin durch Ultraschall in ca. 500 bp
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grol3e Fragmente zerkleinert. Die Suspension wurde 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert, um
Kernhillen und gréRere Fragmente abzutrennen. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefald dberfuhrt und 1:5 in Chip-Puffer verdinnt. Zur Vorreinigung der DNA-
Fragmente wurde zu den Ansédtzen jeweils 80 ul Protein-A-Sepharose gegeben und 30 min
bei 4°C geschiittelt. Der nun gereinigte Uberstand wurde in 3 Fraktionen aufgeteilt. Die erste
Fraktion wurde als Input-Kontrolle zurlickbehalten und erst wieder bei der reversen
Quervernetzung weiterbehandelt. Das zweite Aliquot wurde mit Antikorper versetzt. Der
verbleibende Rest fungierte als Negativkontrolle der kein Antikorper oder Préimmunserum
zugesetzt wurde. Die Antikorperinkubation erfolgte tber Nacht bei 4°C. Fur die Prézipitation
der Antikorper-Protein-DNA-Komplexe wurde Protein A-Sepharose verwendet. Bei Protein
A handelt es sich um ein Oberflachenprotein von Staphylococcus aureus, welches die
Eigenschaft besitzt, die Fc-Doméane von Antikdrpern zu binden. Diese Bindung ist reversibel
und kann durch Detergenzbehandlung oder sauren pH-Werten aufgelost werden. Jede Probe
wurde mit 80 ul Protein-A-Sepharose versetzt und eine Stunde geschiittelt. Anschlief3end
wurden die Immunkomplexe sukzessiv mit low-salt-Puffer, high-salt-Puffer, LiCl-wasch-
Puffer und 2-mal mit TE-Puffer gewaschen. Schlief3lich wurden die Immunkomplexe durch
Zugabe von 250 pl Elutionspuffer von der Protein-A-Sepharose gelost. Die Immunkomplexe
wurden 15 Minuten in dem Elutionspuffer geschiittelt, der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt und die DNA erneut mit 250 pl Elutionspuffer versetzt. Die beiden
Fraktionen wurden vereinigt und mit 1l 10 mg/ml RNaseA und 20 pul 5 M NaCl versetzt und
fur vier Stunden bei 65°C inkubiert. Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 0,8 Vol
I sopropanol tber Nacht bei -20°C. Nach dem Waschen des so gewonnenen DNA-Pellets mit
70% EtOH wurde das Pellet in Wasser aufgenommen, mit 10 ul 0,5 M EDTA, 20 pl 1M
Tris’HCl pH 6,5 und 1 pl 20 mg/ml Proteinase K versetzt und fur eine Stunde bel 45 °C
inkubiert, um die Proteine von der DNA zu l8sen. Aufgereinigt wurde die DNA Uber Séulen
der Firma Qiagen (QiaQuick Spin PCR Purification Kit) laut den Herstellerangaben. Die
Amplifikation der DNA erfolgte durch PCR-Reaktion mit spezifischen Primer fir das zu

untersuchende Gen.
Cell-Lysis-Buffer: 5mM Pipes (KOH) pH 8,0
85 mM KCl
0,5% NP-40
Nuclear-Lysis-Buffer: 50 mM TrispH 8,1
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10 mM EDTA

1% SDS
CHIP-Buffer: 0,01 % SDS

1,1% Triton X-100

1,2 mM EDTA

16,7 mM TrispH 8,1
167 mM NaCl

L ow-salt-buffer: 0,1% SDS
1% Triton X-100
2 mM EDTA
20mM TrispH 8,1

150 mM NaCl

High-salt-buffer: 0,1% SDS
1% Triton X-100
2mM EDTA
20mM TrispH 8,1

500 mM NaCl

Li-wash-buffer: 0,25M LiCl
1% NP-40
1% Desoxycholat
1mM EDTA
10 mM TrispH 8,0
Elution-buffer: 1% SDS
0,1M NaHCO;

111.6.2 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)

DNA-Sequenzen, diein vitro von Proteinen aus Zellkern-Extrakten gebunden werden, kénnen
mittels EMSA identifiziert werden, basierend auf dem Prinzip, dass Protein-DNA-Komplexe
ein anderes Laufverhalten im Gel zeigen als DNA Fragmente allein (Fried & Crothers, 1981,
Henninghausen & Lubon, 1987).
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Die Bindungsreaktion erfolgte 10 min bei RT. Dabei wurden pro Ansatz 10 pl
Kerndialysepuffer mit 2 pl EMSA-Puffer, 1 pl 2 mM ZnCl,, 1 pl Poly-didC (Roche,
Mannheim) und 3 pg Kernextrakt versetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
radioaktiv-markierte  DNA-Probe zugefigt und weitere 15 min bei RT inkubiert.
Anschlief3end wurden die Proben direkt auf ein natives Polyacrylamidgel geladen, welches
1,5 h bei 100 V vorgelaufen war. Das Gel lief bei 4°C mit 200 V fur 5-6. Das Gel wurde
anschlief3end fir 2 h bei 60 °C getrocknet. Die Filmexposition erfolgte Gber Nacht bei -80°C.
Die radioaktiv-markierte Probe enthielt 4 aufeinander folgende Egr-1 Bindestellen und wurde
mir durch Prof. Thiel zur Verfiigung gestellt.

Kerndialysepuffer: 25 mM HEPES, pH 7,6
0,1 mM EDTA
40 mM KCl
10 % Glycerol
1mM DTT
EM SA-Puffer: 150 mM HEPES, pH 7,6
100 mM KCI
2,5mM DTT
40 mM Spermidin
1 mg/ml BSA
20 M MgCl;
|11.6.3 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der PCR-Technik kann DNA durch eine thermostabile DNA-Polymerase in vitro
spezifisch amplifiziert und/oder gezielt verandert werden (Saiki et al., 1988).

Der Resktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Reagenz Finale Konzentration
10 x PCR-Puffer (+NH4SOs) 1x

25 mM MgCl; 1-4 pM

2 mM dNTP-Mix 0,2mM
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Primer forward 0,1-1 uM
Primer reverse 0,1-1 uM
Tag DNA-Polymerase 1,25u/50ul
Template DNA 10pg-1pg

mit sterilem PCR-H,0 auf 20 pl auffillen

Die Reaktion lief unter folgenden Bedingungen im Thermocycler ab:

PCR-Zyklen: Initiale Denaturierung: 3min 94°C
Denaturierung 30 sec 94°C
Annealing 30sec x °C n Zyklen
Elongation 45 sec 72°C
Finale Elongation 10 min72°C

Die Hybridisierungs-Temperatur (Tm) wurde nach der Faustregel Tm = 4-(C+G)+2-(A+T)
berechnet, wobei C, G, A und T die Anzahl der jeweiligen Basen ist, oder sie wurde mit Hilfe
einer Gradienten-PCR ermittelt. Je nach Fragmentgrof3e wurden die Zeiten fir Denaturierung,
Hybridisierung und Elongation angepasst. Die Zyklenzahl wurde der Expressionsstérke des
Gens angepasst. Die erhaltenen Produkte werden Uber ein Agarosegel, wie unter Kapitel
[11.6.4 beschrieben, aufgetrennt und dokumentiert.

Tabelle 3: Primer fir RT-PCR

Gen 5'- Primer 3'-Primer ProduktgroiRe
TGFB (Maus) gactctccacctgcaagacc agacagccactcaggegtat 506
bFGF (Maus) ggaaacagaggcaggatgaa gaataagggttgcccagaca 510
TNFa (Maus) ttttccgagggttgaatgag gaataagggttgcccagaca 456
PTEN (Maus) ggcactgctgtttcacaaga tctggatttgatggctectc 501
GAPDH (Maus) ccctgeatccactggtgctge cattgagagcaatgccagccc 292
Insulin (Maus)  ccagctataatcagagacca gtgtagaagaagccacgct 197
Insulin (Ratte)  gtacctggtgtgtggggaac ccagttggtagagggagcag 200
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Tabdle4: Primer fur ChlP-PCR

Gen 5'- Primer 3'-Primer ProduktgroiRe
TGFB (Maus) gcecacgctaagatgaagac cctggctgtctggaggat 195
bFGF (Maus) gcctagcgggacagattctt gagggagccccttgagtgta 146
TNFa (Maus) cacacacaccctcctgattg cctcggaaaacttecttggt 204
PTEN (Maus) cccagcctgttgtacctttg aagagtccegcecacatcac 272
Egr-1 (Maus) gtgcccaccactcttggat cgaatcggcctctatttcaa 157
Insulin (Maus) gaaggtctcaccttctgg gggggttactggatgcec 271
Insulin (Ratte) gtccccaacaactgcaactt aggaggggtaggtaggcag 261
Synapsin | (Ratte)  gagccttactacgggtccag ggtgaggtaggggagtttgy 245
PDX-1 (Ratte) cttagctggtcagtgacaga ggttaacaacatcaggctga 183
CgB (Maus) gatctacagcacctggegtec tgaagggcaggcgogaty 185
CgB (Ratte) cctgagatccacagcacctg ggcctggctcttatgaagg 204
Sgll (Maus) aaagjaagggggaagaagctg ttatgtggaaggctccaage 271
ATF3 (Maus) ccagttctcectggagcta cgttgcatcaccccttttaa 110
Coll.luc gagtgtgtctccttcgecaca ctttatgtttttggcegtcttec 297

111.6.4 Auftrennung der DNA-Molekiile durch Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese dient der Auftrennung, ldentifizierung und Reinigung von
DNA-Fragmenten. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit linearer, doppelstrangiger
DNA-Molekile durch das elektrophoretische Feld eines Agarosegels umgekehrt proportional
zum logi ihrer Molekulargewichte. Die aufgetrennten DNA-Banden wurden nach der
Elektrophorese durch das fluoreszierende, interkalierende Ethidiumbromid angeféarbt und
unter UV-Licht sichtbar gemacht. In dieser Arbeit wurden Horizontal-Elektrophoresen mit 1-
2 %-igen Gelen durchgefiihrt. DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 6 x Proben-
Auftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x TAE-Puffer bei einer Spannung
von 60-80 mA. Als Grolenmarker fir die Gelelektrophorese wurde der GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder plus (Fermentas, St.Leon-Rot) verwendet. Anschlief3end wurde das Gel unter

UV-Beleuchtung (254 nm) fotografiert.
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1 x TAE-Puffer: 40 mM Tris, pH 8
S5mM NaAc

1mM EDTA

1x Proben-Auftragspuffer: 30 % (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

111.6.5 Ortsspezifische Mutagenese

Bei der gezielten Mutagenese (,Site-directed mutagenesis’) wird mit Hilfe eines
sequenzspezifischen Primers, der die Mutation trégt, der Austausch einer oder mehrerer
Basen erreicht. Dabei wird mit einem mutagenen Primer ein Strang der zirkuldren Plasmid-
DNA mittels PCR amplifiziert. Anschlief3end wird der parenterale, methylierte Strang mit
dem Restriktionsenzym Dpnl, welches nur methylierte DNA spaltet, abgebaut. Danach wird
die amplifizierte, mutierte, einzelstrangige DNA in Bakterien transformiert und dort zur
doppelstrangigen Plasmid-DNA vervollstandigt (Shenoy & Visweswariah, 2003).

Die Durchfiihrung der ortsgerichteten Mutagenese erfolgte mit Hilfe des QuikChange™
Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagen, Heidelberg). Die verwendeten Primer
sind in Tabelle 5 gezeigt.

Die Amplifikation erfolgte in zwel Schritten mit je einem Primerset. Nach Beendigung der
PCR-Reaktion wurden je 2 pl Dpnl zu jeder PCR-Probe zugeben und 5 min bei 37 °C
inkubiert. Die anschlief3ende Transformation erfolgte in XL10-Gold Bakterien. Je Probe
wurden 45 pl Bakterien in ein vorgekihltes Reagiergefa gegeben. Nach der Inkubation der
Bakterien fir 2 min mit 2 pl B-Mercaptoethanol wurde in jedes Gefa je 2 ul der Dpnl
verdauten PCR-Probe gegeben. Nach 30 min auf Eis erfolgte der Hitzeschock fur 30 sek im
42°C warmen Wasserbad. Anschlief3end wurden die Zellen sofort fur weitere 2 min auf Eis
inkubiert und anschlief3end auf LB-AMP-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die entstandenen Kolonien wurden aufbereitet und die DNA mittels
Sequenzanal yse Uberprift.

PCR-Reaktion; 5 ml 10x Reaktionspuffer
10-100 ng dsDNA

125 ng Primer 1
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125 ng Primer 2

1 ml dNTP-Mix

1,5 ml QuikSolution-Reagenz
auf 50 ml mit H20 auffillen

1 ml QuikChange Lightning Enzyme

PCR-Programm: 1. 95°C 2min
2. 95°C 20 sek
60 °C 10 sek
68 °C 30 sek/kb
--> 18 Zyklen

3. 68 °C 5 min

Tabelle 5: Zur M utagenese verwendete Primer:

Primer 5'-Primer 3'-Primer
C365S gccagaagceccttccagtctegaatctgecatg  catgcagattcgagactggaagggcttctgge
C396S gcgagaagccttttgectctgacatttgtgggag  ctccacaaatgtcagaggcaaaagcettctege

NZY*-Medium: 10 g/l NZ-Amin (Caseinhydrolysat)
59/ Hefeextrakt
59/ NaCl
pH mit NaOH auf 7,5 einstellen
Zusétze sterilfiltrieren und vor Gebrauch frisch zugeben
12,5 ml 1M MgCl;
12,5 ml 1M MgSO,

10 I 2M Glukose
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[11.7 Arbeiten mit RNA

111.7.1 RNA-I solierung aus eukaryotischen Zellen

Bel der RNA-Isolierung erhdlt man ein RNA-Gemisch. Der Anteil der mRNA betragt nur 3-5
% der Gesamt-RNA einer Zelle. Zuerst wird aus den Zellen die Gesamtmenge aller
Nukleinsduren isoliert. Diese Préparation dient als Ausgangsmaterial zur mRNA-Isolierung.
Der Extraktionspuffer, in dem die Zellen homogenisiert werden, enthélt
Guanidiniumthiocyanat mit einer chaotropen Wirkung. Es bewirkt eine Denaturierung der
Proteine und Inaktivierung der RNA-Endonukleasen, welche die RNA nach dem
Homogenisieren der Zellen verdauen konnten (Chirgwin et a., 1979). Die anschlief3ende
Chloroform-Phenol-Extraktion dient der Abtrennung von Proteinen aus dem Isolat. Durch
eine Ethanolféllung werden die Nukleinsduren konzentriert.

Voraussetzung fur eine RNA-Praparation ist die Minimierung von RNAse-Aktivitdt wahrend
der gesamten Préparation. Deshalb werden alle Losungen mit DEPC behandeltem H,O
hergestellt. Chemikalien, die man zur Isolierung von RNA bendtigt, werden nur fir diesen
Zweck verwendet. Samtliche RNA-Arbeiten werden mit Handschuhen durchgefihrt.

2 10° Zellen/ 60 mm? Gewebekulturschale wurden 24 h in serumfreien Medium kultiviert und
anschlief3end entsprechend der Applikation stimuliert. Der Zellrasen wurde mit kaltem
DEPC-Wasser gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch direkte Zugabe von 500ul
Lysispuffer auf den Zellrasen. Die gewonnene Nukleinsdure-Suspension wurde durch
mehrmaliges Aufziehen durch eine 21G-Kantle geschert und nach der Zugabe von 500ul
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol  (1:1:24) fur 15 min auf Eis inkubiert. Nach der
Zentrifugation fr 10 Minuten bei 16.000x g wurde die obere wéssige Phase in ein neues
Eppendorfgefald tberfuhrt. Die RNA wurde mit 0,8 Vol. I sopropanol versetzt und tber Nacht
bei -20°C gefallt. Nach dem Waschen des gewonnenen RNA-Pellets mit 70 % Ethanol wurde
die RNA-Matrix in 50 pl DEPC-H,O aufgenommen. Die Quantifizierung der RNA erfolgte
durch Messung der ODyg in einer Verdunnung von 1:100 (40 pg/ml RNA entspricht 1
OD260).

RNA-Lysspuffer: 4 M Guanidinuiumisothiocyanat
25mM Natriumcitrat pH 7,0

0,5% (w/v) N-Lauroylsarkosyl
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1 % B-Mercaptoethanol

111.7.2 cDNA-Synthese mit reverser Transkriptase und semiquanitative RT-

PCR

RNA Molekule konnen mit Hilfe einer reversen Transkriptase (RT) in komplementédre DNA
(cDNA) umgeschrieben und tber Amplifikation mittels der PCR in kleinsten Konzentrationen
nachgewiesen werden. Somit stellt die RT-PCR eine sehr empfindliche Methode zur
Untersuchung des Transkriptionsniveaus ausgewdahlter Gene dar. Zur Synthese der cDNA
wurde die M-MuLV-Transkriptase (Moloney-Maus-Leukamie-Virus) (Fermentas, St.Leon-
Rot) verwendet. 1 pg RNA wurde mit DEPC-Wasser auf 10 pl aufgefillt und mit 1 pl
Random-Hexamer-Primer versetzt. Nach zehnminltiger Inkubation bei 20 °C wurde jeder
Probe ein Mix aus 2 pl 5x Probenpuffer, 1 ul dNTP-Mix 10 mM, 0,5 pul RNase-Inhibitor und
1 pl M-MuLV zugegeben und 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Abschlief3end wurden die
Proben fir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und bei -20°C gelagert.

2 pl einer 1:10 Verdinnung der erhaltenen cDNA wurden fir die semiquantitative RT-PCR
verwendet. Die Zyklusbedingungen sind abhangig von Template, Primer und Thermocycler.
Die Anzahl der Zyklen, sowie die “Annealing-Temperatur” missen fur jedes Gen empirisch
bestimmt werden. Tabelle 3 zeigt die verwendeten Primer. Die PCR-Reaktion wurde gemal3
Kapitel 111.0 durchgefihrt.
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Ergebnisse

Ergebnisse

V.1 Gonadotr ope Hypophysenzellen

IV.1.1 Aktivierung der Egr-1 Biosynthese durch Buserelin oder Carbachol

Die gonadotrope Hypophysenzelllinie oT3M3 exprimiert GnRH-Rezeptoren und
muskarinische M3-Acetylcholinrezeptoren. Dadurch war es mdglich, zwei Signalwege zu
untersuchen, die durch Gog11-gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden. In dieser Studie
wurden die GnRH-Rezeptoren mit dem GnRH-Analogon Buserelin stimuliert, die
muskarinischen  M3-Acetylcholinrezeptor mit dem  Acetylcholinrezeptor-Agonisten
Carbachol.

Buserelin
I 1
aT3M3 a <-Egr-1
oT3-1 Cmmer -4-Egr-1
- 05 1 2 4 [h]
= Egr-1.luc
B = 4
Carbachol g s
T 1 28 3
53
oT3M3 = - |--Egr-1 LE o
e
iR
- 05 1 2 4 [n =
)

mock

Carbachol
Buserelin

Abbildung 6: Buserelin oder Carbachol-induzierte Biosynthese von Egr-1. A. oT3-1 oder aT3M3 Zdlen
wurde 24 Stunden das Serum entzogen bevor sie mit Buserelin (10 nM) stimuliert wurden. Die Kernproteine
wurden isoliert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. In der Westernblotanalyse erfolgte die Detektion von Egr-1
mittels spezifischer Antikdrper. B. Transiente Expression von Egr-1 nach Stimulation von aT3M3 Zdlen mit
dem Acetylcholinrezeptoragonisten Carbachol. aT3M3 Zellen wurden nach 24 Stunden Serumentzug mit
Carbachol (1 mM) fir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert und die Expression von Egr-1 im Westernblot
untersucht. C. Egr-1 Promoter/Luziferase-Reportergen Analyse von Buserdin oder Carbachol-stimulierten

oT3M3 Zdlen. aT3M3-Zdlen wurden mit Lentiviren infiziert, die fur ein Egr-1 Promotor/Luziferase-
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Reportergen kodieren. Nach Serumentzug fir 24 Stunden wurden die Zdlen mit Buserelin (10 nM) oder
Carbachol (ImM) fir weitere 24 h stimuliert. Als Kontrolle wurden ungimulierte Zellen untersucht. Die

Luziferaseaktivitét wurde gemessen und Uber die Proteinkonzentrationen normalisiert.

Abbildung 6A zeigt die transiente Expression des Egr-1 Gens in aT3-1 oder aT3M3-Zellen
nach Buserlinstimulation. Es zeigten sich keine Abweichung der Syntheseraten oder
Kinetiken der Egr-1 Expression im Vergleich von oT3-1 mit o T3M3-Zellen. Stimulation von
aT3M3-Zellen mit dem Acetylcholinrezeptoragonisten Carbachol fihrte ebenfalls zu einer
transienten Expression von Egr-1 mit einem Maximum nach einer Stunde (Abbildung 6B).
AulBerdem fuhrte eine Stimulation sowohl mit Buserelin als auch mit Carbachol zur
Aktivierung des Egr-1 Promotors, wie die Reportergenanal yse bewies (Abbildung 6C).

1V.1.2 Die transkriptionelle Aktivierung des Egr-1 Gens benétigt Ca®* -1 onen,

Proteinkinase C und Transaktivierung des EGF-Rezeptors

Stimulation des GNRH- und des muskarinischen M3 Rezeptors fuhrt zur Aktivierung der
Phospholipase C, der Generierung von IP; und dadurch zur Freisetzung von Ca*-lonen ins
Zytosol Uber Aktivierung von |Ps-Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums. Es wurde
schon beschrieben, dass ein erhdhter Ca?*-Spiegel innerhalb der Zelle fir die GnRH-
Signaltransduktion essentiell ist (Reiss et al., 1997; Mulvaney & Roberson, 2000). Allerdings
wurde auch postuliert, dass Ca?* fiir die ERK-Aktivierung durch GnRH nicht nétig ist (Grosse
et a., 2000). Um Licht in diese widersprtichlichen Ergebnisse zu bringen wurde die Rolle von
Ca’* in der Signalkaskade von GnRH- und muskarinischen Acetylcholinrezeptor untersucht.
o T3M3-Zellen wurden mit dem Ca?*-Chelator BAPTA-AM vorinkubiert. Dadurch wurde die
Induktion nach Buserelin oder Carbacholstimulation gehemmt (Abbildung 7A).

Aktivierung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors kann einerseits zur Aktivierung der PKC
liber die Freisetzung von Ca** aus dem ER beitragen, anderseits auch zur Transaktivierung
des EGF-Rezeptors fuhren (Daub et al., 1996; Daub et al., 1997). Es wurde gezeigt, dass
GnRH die Biosynthese von Egr-1 tber die Aktivierung der PKC einleiten kann (Duan et al.,
2002). Um die Rolle der PKC in beiden Signalkaskaden zu untersuchen wurden oT3M3-
Zellen 24 Stunden mit dem Phorbolester TPA behandelt. Eine verlangerte TPA-Stimulation
fuhrte zum proteolytischen Abbau von Diacylglycerol-regulierten PKC-1soformen (Liu et al.,
2002). Wie in Abbildung 7B zusehen ist blockierte die Inkubation der Zellen mit TPA die

Buserelin- oder Carbachol-induzierten Signalwege die zum Egr-1 Gen fihren. In Neuronen
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des Hypothalamus und in aT3-1 Zellen fuhrte die Stimulation von GnRH-Rezeptoren zur
Transaktivierung des EGF-Rezeptors (Grosse et al., 2000; Shah et al., 2003; Shah et al.,
2006). Um die Funktion des EGF-Rezeptors in den Buserelin- oder Carbachol induzierten
Signalkaskaden zu untersuchen, wurden die Zellen mit dem Tyrosinkinaseinhibitor AG1478
prainkubiert. Abbildung 7C zeigt, dass der EGF-Rezeptor ein wichtiger Bestandteil der
Buserelin- oder Carbachol induzierten Signalkaskade ist, welcher zur Aktivierung des Egr-1
Gens fuhrt. Als Kontrolle konnte gezeigt werden, dass AG1478 die EGF-vermittelte Egr-1
Synthese wie erwartet hemmte (Abbildung 7C).

! ~4-Egr-1 -  |-Egr1
+ 4+ Buserelin + 4+ Buserelin
+ + BAPTA-AM + 4+ AG1478
| @Egr-1 — -4+-Egr-1
+ 4+ Carbachol + 4+ Carbachol
+ 4+ BAPTA-AM + 4+ AG1478
B - -%-Egr-1
+ + EGF
+ + AG1478

_‘ -4-Egr-1

+ + Buserelin

e + TPA (24h)
- -4-Egr-1

+ 4+ Carbachol

+ + TPA (24h)

Abbildung 7 Intrazelluldre Signalmolekile die den GnRH- und den muskarinischen Acetylcholinrezeptor
mit der Egr-1 Biosynthese verbinden: A. oT3M3-Zdlen wurden nach 24 h Serumreduktion eine Stunde mit
dem Acetoxymethylester des Ca?*-Chelators BAPTA (25uM) (A), TPA (20 ng/ml), um die DAG-abhangigen
PKC-Isoformen zu hemmen (B) oder mit dem spezifischen EGF-Rezeptorinhibitor AG1478 (0,5 uM) (C)
inkubiert. Anschliefiend wurden die Zellen zwei Stunden mit Buserelin (10 nM) oder eine Stunde Carbachol (1
mM) stimuliert. Als Positivkontrolle fur die Funktion des EGF-Rezeptorinhibitor AG1478 wurden die Zellen mit
EGF (10 ng/ml) fur eine Stunde stimuliert. Es wurden die Kernproteine isoliert, Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt und die Proteine im Westernbl ot mittels spezifischer Antikérper gegen Egr-1 detektiert.
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1V.1.3 Die Aktivierung der ERK-Signalkaskade ist essentiell fur die Induktion

der Egr-1 Expression nach Buserelin oder Carbachol-Stimulation

Die Transaktivierung des EGF-Rezeptors oder die Aktivierung der PKC kénnen den ERK-
Signalweg aktivieren. In Abbildung 8A kann man sehen, dass Stimulation von aT3M3 Zellen
mit Buserelin oder Carbachol zur Phosphorylierung von ERK fihrte. Durch Einsatz von
PD98059, eines MEK-Inhibitors, der die Phosphorylierung der MAP Kinase Kinase
verhinderte, konnte gezeigt werden, dass eine ERK-Aktivierung zu den wichtigen Schritten in
der transkriptionellen Aktivierung des Egr-1 Gens z&hlt (Abbildung 8B).

Buserelin
I 1
— <& (P)-ERK2 - ~4-Egr-1
= 5§ 10 20 30 40 [min] -+ <+ Buserelin
+ + PD98059
Carbachol
: : ——— ~4-Egr-1
— -4-(P)-ERK2
® + 4+ cCarbachol
- 5 10 20 30 40 [min] + + PD98059

Abbildung 8: Einfluss der ERK-Kinase auf die Egr-1 Biosynthese. A. oT3M3 Zdlen wurden nach 24
stiindigem Serumentzug fur die angegebenen Zeiten mit Buserelin (10 nM) oder Carbachol (1 mM) stimuliert.
Ganzzellextrakte wurden prépariert und durch SDS-Gele ektrophorese fraktioniert. Der Nachweis von aktivem
ERK erfolgte im Westernblotverfahren mit phosphospezifischen Antikérpern gegen ERK2. B. oT3M3 Zdlen
wurden nach 24 stiindigem Serumentzug eine Stunde mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (50 uM) préinkubiert,
bevor sie mit Buserelin oder Carbachol fur zwei, bzw. eine Stunde stimuliert wurden. Kernextrakte wurden
prapariert und durch SDS-Gedeektrophorese fraktioniert. De Nachweis von Egr-1 erfolgte im
Westernbl otverfahren mit Egr-1 spezifischen Antikorpern.

1V.1.4 Expression der MKP-1 unterbindet die Egr-1 Biosynthese

Die MAP-Kinase Phosphatase 1 (MKP-1) wird in unterschiedlichsten Zelltypen nach ERK-
Aktivierung synthetisiert. Die MKP-1 ist moglicherweise Teil eines negativen
Rickkopplungsmechanismuses, welcher zur Inaktivierung von ERK im Kern fuhrt (Keyse,
1998). In aT3-1 Zellen wird die Expression der MKP-1 durch GnRH induziert (Zhang &
Roberson, 2006). Deshalb stellte sich die Frage, ob eine Uberexpression dieser Kinase
Einfluss auf die Egr-1 Biosynthese nach Buserelin- oder Carbacholstimulation hat. o T3M3-
Zellen wurden zu diesem Zweck mit Lentiviren infiziert, die fir die MKP-1 kodieren.

Abbildung 9A zeigt die immunologische Detektion des Transgens im Westernblot. In
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Abbildung 9B ist zu sehen, dass eine Uberexpression der MKP-1 mittels lentiviralem
Gentransfer zur Dephosphorylierung von ERK im Zellkern fuhrte. Ebenso konnte man eine
fast vollstdndige Inhibierung der Egr-1 Biosynthese nach Buserelin oder Carbachol-
Stimulation in aT3M3 Zellen beobachten (Abbildung 9C). Zusammengenommen zeigen diese
Ergebnisse, dass die Phosphorylierung von ERK ein integraler Bestandteil der Signalkaskade
ist, welcher die Stimulation der Zellen mit Buserelin oder Carbachol mit der Egr-1
Biosynthese verbindet.
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Abbildung 9: Die Rolle der MKP-1 in der Buserelin- oder Carbachol-induzierten Egr-1 Biosynthese.
oT3M3 Zdlen wurden mit Lentiviren infiziert die fir MKP-1 kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte
Zdlen anaysiert. A. Der Nachweis des Transgens erfolgte im Westernblotverfahren mit gegen das FLAG-Epitop
gerichteten Antikorpern. B. Den Zdlen wurde 24 Stunden das Serum entzogen, bevor sie mit Buserelin fir 10
min oder mit Carbachol fir 5 min gimuliert wurden. Kernproteine wurden extrahiert und durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Detektion erfolgte im Westernblot mit phosphospezifischen Antikdrpern gegen ERK2. C. Den
Zdlen wurde 24 Stunden das Serum entzogen, bevor sie mit Buserdin oder Carbachol fir zwei, bzw. eine
Stunde stimuliert wurden. Kernproteine wurden extrahiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion
erfolgte im Westernblot mit Antikdrper gegen Egr-1. Als Kontrolle wurde die Expression von Spl in mock- und
virusinfizierten Zellen untersucht.
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V.1.5 Der terndre Komplexfaktor Elk-1 ist flr die Biosynthese von Egr-1in
gonadotropen Hypophysenzellen nach Stimulation mit Buserelin oder

Carbachol unerlasslich

Im Nukleus kann die phosphorylierte ERK-Proteinkinase transkriptionsregulierende Proteine
durch Phosphorylierung aktivieren. Die Phosphorylierung des terndren Komplexfaktors Elk-1
verbindet den ERK-Signalweg mit der SRE-vermittelten Transkription. Um diese Verbindung
zwischen Elk-1 Phosphorylierung und Egr-1 Biosynthese zu Uberprifen, wurde ein ChlP-
Experiment durchgefuhrt, welches erlaubte, eine mogliche Bindung von Elk-1 an die
regulatorische Doméane des Egr-1 Gens zu verifizieren. Abbildung 10A zeigt, dass Elk-1
tatséchlich nach Stimulation von aT3M3 Zellen mit Buserelin an das Egr-1 Gen bindet. Um
nun den Einfluf der Elk-1 Bindung an das Egr-1 Gen zu untersuchen, wurden o T3M3 Zellen
mit Lentiviren infiziert, die fur eine dominant—negative Mutante von EIk-1 kodieren. Der
Mutante REST/EIK-1AC fehlte die phosphorylierungsregulierte Aktivierungsdoméne von Elk-
1. Sie enthielt aber immer noch die DNA und SRF-Bindedoméanen, so dass sie durch Bindung
an DNA und SRF die Bindung endogenen Elk-1 blockieren konnte. Das verkirzte Elk-1
wurde als Fusionsprotein zusammen mit der transkriptionellen Repressordoméne von REST
exprimiert. Die Repressordoméne fuhrt zu einer Veranderung der Chromatinstruktur in eine
geschlossene Konformation, die die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA
erschwert (Thiel et al. 1998; Thiel et al., 2004). Wie in Abbildung 10D zu sehen ist,
verhinderte die Expression der dominant-negativen Mutante von Elk-1 die Biosynthese von
Egr-1 in aT3M3-Zellen nach Buserelin bzw. Carbacholstimulation. Im Gegensatz dazu hette
REST/EIk-1AC keinen Einflul auf die Stimulusinduzierte Phosphorylierung von ERK
(Abbildung 10E). Die Ergebnisse machen deutlich, dass die Aktivierung des terndren
Komplexfaktors Elk-1 fur die Egr-1 Biosynthese nach Buserelin oder Carbacholstimulation
essentiell ist.
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Abbildung 10: Aktivierung der Egr-1 Biosynthese durch Buserelin oder Carbachol wird durch ene
dominant-negative Mutante von Elk-1 gehemmt. A. Bindung von Phospho-Elk-1 an die regulatorische
Region im Egr-1 Gen. Mit Hilfe eines Chromatin Immunoprézipitierungsexperiments wurde Chromatin
untersucht, das entweder aus Buserdin oder Carbachol-gimulierten oder aber aus unstimulierten oT3M3
gewonnen wurde. Die Immunprazipitation erfolgte mit Hilfe eines phosphospezifischen Antikorpers gegen Elk-
1. Das immunprézipitierte Chromatin wurde mittels PCR-Primern amplifiziert die die regulatorische Region des
Egr-1 Gens umspannen. Als Negativkontrolle wurde Chromatin verwendet, welches mit Protein-A-Sepharose,
aber ohne Zugabe von Antikérpern (noAB), immunprézipitiert wurde. Als Positivkontrolle diente Chromatin
welches nicht immunprézipitiert wurde (input). B. Schematische Darstellung von wildtyp Elk-1 und der
dominant-negativen Mutante REST/EIK-1AC. C. Westernblotanalyse von oT3M3 Zdllen, die mit rekombinanten
Lentiviren infiziert wurden, die fur REST/EIK-1AC kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen
untersucht. Der Westernblot wurde mit Antikorpern inkubiert, die gegen das FLAG-Epitop gerichtet sind. D. Die
Expression von REST/EIk-1AC in oT3M3 Zellen blockiert die Aktivierung der Egr-1 Genexpression nach
Buserdlin- oder Carbachol-Stimulation. aT3M3 Zellen wurden mit REST/EIK-1AC kodierenden Lentiviren
infiziert, als Kontrolle wurden mock-infizierte Zdllen untersucht. Die Zellen wurden mit Buserdin fur zwel
Stunden stimuliert, Kernextrakte hergestellt und diese mittels Egr-1 spezifischen Antikdrpern im Westernbl ot
detektiert. Als Kontrolle wurde die Expression von Spl in mock- und virusinfizierten Zellen untersucht. E. Die
Expression von REST/EIK-1AC in oT3M3 Zellen hat keine Auswirkung auf die Phosphorylierung von ERK.
oT3M3 Zdlen wurden mit REST/EIk-1AC kodierenden Lentiviren infiziert; als Kontrolle wurden mock-
infizierte Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit Buserelin fir 10 Minuten oder mit Carbachol fur 5 Minuten
stimuliert, Ganzzellextrakte wurden hergestellt und diese mittel s phosphospezifischen Antikérpern gegen ERK2
im Westernblot untersucht.
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V.1.6 Der Einfluss der bZI P-Transkriptionsfaktoren ATF2 und CREB auf

die transkriptionelle Aktivierung des Egr-1 Gens

Zusétzlich zu den funf SRE's enthélt der Egr-1 Promotor ein CAMP response element (CRE)
welches unter anderem als Bindungsstelle fir den bZIP-Faktor CREB dient. Um den Einfluss
von CREB auf die Stimulusinduzierte Biosynthese von Egr-1 zu untersuchen, wurden aT3M3
Zellen mit dem cAMP Analogon dbcAMP in Anwesenheit des Phosphodiesterasehemmers
IBMX stimuliert und im Westernblot die transiente Expression von Egr-1 beobachtet. Die
Stimulation mit Anisomycin, einem Aktivator der stressregulierten Proteinkinase JINK und
p38 (Hazzalin et al., 1998), fuhrte ebenfalls zur Biosynthese von Egr-1 (Abbildung 11A).

Die Stimulation des GnRH-Rezeptors erhéhte die Aktivitét von INK (Mulvaney & Roberson,
2000). Dies bedeutet, dass das Substrat der INK und p38-Kinase, ATF2 moglicherweise nach
Rezeptorstimulation phosphoryliert wird. Der Hauptaktivator von CREB ist die PKA, jedoch
zeigen unsere Ergebnisse, dass GnRH- und muskarinischer Acetylcholinrezeptorstimulation
mit dem Egr-1 Gen Uber die MAP-Kinasen verbunden ist und nicht Uber die PKA (0 und 0).
Die Phosphorylierung von CREB kann einerseits tber die PKA erfolgen, andererseits kann
sie auch Uber eine Aktivierung von ERK vermittelt werden und zwar Uber die Mitogen- und
Stressaktivierten Proteinkinasen MSK1 und 2 (Desk et al., 1998; Wiggin et al., 2002).
Tatséchlich wurde die Phosphorylierung von CREB in GnRH-stimulierten hypothal&mischen
GT1-7 Zellen beobachtet (Neithardt et al., 2006). In dieser Arbeit wurden aT3M3 Zellen mit
Buserelin oder Carbachol stimuliert und die Phosphorylierung von CREB und ATF2
untersucht. Abbildung 11B zeigt, dass sowohl Buserelin- als auch Carbacholstimulation die
Phosphorylierung von CREB induzierte, allerdings in einem viel geringerem Mal3 als nach
Stimulation der Zellen mit dbcAMP/IBMX. Auch eine Stimulation der Zellen mit
Anisomycin fuhrte zur Phosphorylierung von CREB. Stimulation der Zellen mit Buserelin
oder Anisomycin induzierte ebenfalls die Phosphorylierung von ATF2, wogegen Stimulation
mit dbcAMP/IBMX oder Carbachol wenig oder gar keinen Effekt auf die ATF2-
Phosphorylierung hatte (Abbildung 11A,B).

Um eine Verbindung zwischen CREB- oder ATF2-Phosphorylierung und Egr-1 Biosynthese
herzustellen wurde ein ChlP-Experiment durchgefuhrt, welches Aufschluss Uber die Bindung
von Phospho-CREB oder Phospho-ATF2 an das Egr-1 Gen geben sollte. Das Formaldehyd

fixierte und mittels Ultraschall zerkleinerte Chromatin von unstimulierten, oder aber mit
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Buserelin, Carbachol, dbcAMP oder Anisomycin stimulierten aT3M3 Zellen wurde mittels
phospho-spezifischer Antikorper gegen CREB oder ATF2 immunprazipitiert. Abbildung 11C
zeigt, dass phosphoryliertes CREB an die regulatorische Region des Egr-1 Gens gebunden
wurde, wenn die Zellen mit Buserelin, Carbachol, docAMP oder Anisomycin stimuliert
wurden. Dagegen konnte eine Bindung des phosphorylierten ATF2 an das Egr-1 Gen nur
nach Stimulation von aT3M3 Zellen mit Buserelin oder mit Anisomycin nachgewiesen
werden. Carbachol oder dbcAMP/IBMX-Stimulation fuhrte weder zur Phosphorylierung,
noch zur Bindung von Phospho-ATF2 an das Egr-1 Gen (Abbildung 11D).
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Abbildung 11: Einfluss von CREB und ATF2 auf die Egr-1 Biosynthese. A. aT3M3 Zdlen wurden mit
dbcAMP (1 mM)/IBMX (0,5 mM) oder Anisomycin (0,1 pM) fir die angegebenen Zeiten inkubiert.
Kernextrakte wurden isoliert und im Westernblot mit Antikdrpern detektiert die gegen Egr-1, Phospho-CREB
oder Phospho-ATF2 gerichtet sind. Als Kontrolle wurde die Expression von Spl untersucht. B. aT3M3 Zdllen
wurden mit Buserelin (10 nM) oder Carbachol (1 mM) fur die angegebenen Zeiten inkubiert. Kernextrakte
wurden isoliert und im Westernblot mit Antikdrpern detektiert, die gegen Phospho-CREB oder Phospho-ATF2
gerichtet sind. Als Kontrolle wurde die Expression von Spl untersucht. C. D. Bindung von Phospho-CREB (C)
oder Phospho-ATF2 (D) an die regulatorische Region im Egr-1 Gen. Mit Hilfe eines ChlP-Experiments wurde
Chromatin untersucht, das entweder aus Buserelin, Carbachol, docAMP/IBMX, Anisomycin-stimulierten oder
aber aus unstimulierten aT3M3 gewonnen wurde. Die Immunprézipitation des mit Formaldehyd vernetzten und
sonifizierten Chromatins erfolgte mit Hilfe eines Phospho-spezifischen Antikdrpers gegen CREB oder ATF2.
Das immunprézipitierte Chromatin wurde mittels PCR-Primern amplifiziert, die die regulatorische Region des
Egr-1 Gens umspannen. Als Negativkontrolle wurde Chromatin verwendet, welches mit Protein-A-Sepharose,
aber ohne Zugabe von Antikdrpern (noAB), immunprézipitiert wurde. Als Positivkontrolle diente nicht
immunpréazi pitiertes Chromatin (input).

|V.1.7 Eine dominant negative Mutante von CREB vermindert die Egr-1

Biosynthese nach Stimulation mit Buserelin oder Carbachol

Da die vorangegangen Experimente gezeigt haben, dass Buserelin- oder Carbacholstimulation
von oT3M3 Zellen zur Phosphorylierung von CREB und zu dessen Bindung an das Egr-1
Gen fuhrt, sollte die Funktionalitét dieses Transkriptionsfaktors fur die Aktivierung der Egr-1
Biosynthese untersucht werden. Dazu wurden oeT3M3 Zellen mit Lentiviren infiziert, die fur
eine dominant-negative Mutante von CREB kodieren. Der Mutante REST/CREB fehlte die
Aktivierungsdoméane von CREB, so dass sie nicht mehr phosphoryliert werden konnte und
somit inaktiv blieb. Die Mutante konnte jedoch immer noch an die DNA binden und
blockierte so die Bindestelle fir endogenes CREB. Zusétzlich fuhrte die Fusionierung des
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verkirzten CREB mit der Repressordoméne von REST zu einer geschlossenen
Chromatinstruktur, die die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA erschwerte
(Abbildung 12A). Die Expression von REST/CREB fihrte in aT3M3-Zellen zu einer
Reduktion der Buserelin oder Carbachol-induzierten Egr-1 Biosynthese (Abbildung 12C). Die
dbcAMP/IBMX-induzierte Biosynthese von Egr-1 wurde durch die Mutante komplett
inhibiert, wohingegen die Anisomycin-induzierte Biosynthese von Egr-1 nur reduziert wurde.
Dies lasst den Schlul@ zu, dass CREB die GnRH- und muskarinische
Acetylcholinrezeptorstimulation mit der Egr-1 Genexpression verbindet. Folglich spielen
sowohl CREB als auch Elk-1 eine Rolle in der Buserelin- oder Carbachol-induzierten

Signaltransduktion von Egr-1 in gonadotropen Hypophysenzellen.
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Abbildung 12 Expression einer dominant-negativen Mutante von CREB inhibiert die Stimulusinduzierte
Egr-1 Biosynthese in Hypophysenzellen. A. Schematische Darstellung von wildtyp CREB und der dominant-
negativen Mutante REST/CREB. B. Westernblotanalyse von aT3M3 Zdlen die mit rekombinanten Lentiviren
infiziert wurden die fir REST/CREB kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Der
Westernblot wurde mit Antikérpern inkubiert, die gegen das FLAG-Epitop gerichtet sind. C. D. Die Expression
von REST/CREB hemmt in aT3M3 Zdlen die Aktivierung der Egr-1 Genexpression nach Buserelin- oder
Carbacholstimulation. oT3M3 Zellen wurden mit REST/CREB kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle
wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Zdlen wurden fir zwel Stunden mit Buserelin (10 nM) oder fir
eine Stunde mit Carbachol (1ImM) (C) oder mit docAMP/IBMX fir eine Stunde oder Anisomycin fir zwel
Stunden (D) inkubiert, Kernextrakte hergestellt und diese mittels Egr-1 spezifischem Antikorper im Westernbl ot
detektiert. Als Kontrollewurde die Expression von Spl in mock- und virusinfizierten Zellen untersucht.
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1V.1.8 Zielgene des Egr-1 Proteins in gonadotropen Hypophysenzellen

Dadie Gene, die fur bFGF, TNFa, TGFp und PTEN kodieren in anderen zelluléren Systemen
als Egr-1 Zielgene identifiziert wurden (Biesiada et al., 1996; Yao et a., 1997; Liu et al.,
1999; Virolle, et al., 2001), wurde die epigenetische Konfiguration dieser Gene in aT3M3
Zellen untersucht, um Aufschluss darliber zu erlangen ob diese Gene auch in gonadotropen
Hypophysenzellen aktiv transkribiert werden. Der Aminoterminus von Histon H3 kann am
Lysinrest 9 durch Methyltransferasen wie SUV39H1 oder auch G9a methyliert werden (Rea
et al., 2000). Die Modifikation H3mK9 dient als Bindungsstelle fur das Silencer-Protein
Heterochromatin Protein 1 (HP1). HP1 fuhrt zur Formation einer hoher geordneten
Chromatinstruktur (Thiel et al., 2004). Deshalb fungiert die Methylierung von H3K9 als
Marker fur ruhende Gene. Ein Marker fir aktiv-transkribierte Gene ist die Methylierung des
Lysinrestes 4 von Histon H3 (Santos-Rosa et al., 2002). Der Methylierungsstatus des bFGF,
TNFa, TG, PTEN und des I nsulin-Gens in gonadotropen Hypophysenzellen wurde mittels
ChiP-Assay untersucht. Die fur die Immunprazipitation verwendeten Antikorper waren
entweder gegen die trimethylierte Form von H3K4 oder aber gegen die dimethylierte Form
von H3K9 gerichtet. Abbildung 13A zeigt, dass die bFGF, TNFo, TGF3 und PTEN- Gene in
einer offenen Chromatinstruktur vorlagen, da sie am Lysinrest 4 des Histons H3 trimethyliert
waren. Dagegen lag das I nsulingen wie zu erwarten in einer geschlossenen Konformation vor,
da es am Lysinrest 9 des Histons H3 dimethyliert war. Daraufhin stellte sich die Frage, ob
Egr-1in einer Stimulusabhéngigen Weise an diese Gene gebunden wird. Dazu wurde fixiertes
und zerkleinertes Chromatin von unstimulierten oT3M3 und Zellen, die mit Buserelin oder
Carbachol stimuliert wurden, mit einem Egr-1 spezifischen AntikGrper immunpréazipitiert.
Wie in Abbildung 13B zu sehen ist, wurde Egr-1 nach Buserelin- oder Carbacholstimulation
an die bFGF-, TNFa- und TGFB-Gene gebunden. Jedoch konnte keine Bindung von Egr-1 an
das PTEN Gen gezeigt werden. Zusétzlich wurde die Expression dieser Gene nach Buserelin-
oder Carbacholstimulation mittels semiquanitativer RT-PCR untersucht. Es konnte eine
stimulationsabhangige Erhéhung der Konzentrationen von bFGF, TNFa. und TGF mRNA,
jedoch nicht von PTEN mRNA, nachgewiesen werden (Abbildung 13C). Die Ergebnisse
zeigen, dass in aT3M3 Zellen die Expression von bFGF, TNFa und TGFB, jedoch nicht von
PTEN durch Egr-1 reguliert wird.
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Abbildung 13 Identifizierung von Egr-1 Zielgenen in gonadotropen Hypophysenzellen. A. Epigenetische
Modifikation von mdglichen Egr-1 Zielgenen in aT3M3 Zdlen. Es wurde ein ChIP-Assay mit anti-dimethyl
H3K9 oder anti-trimethyl H3K4 Antikorpern durchgefuhrt. Die immunprézipitierten Chromatinfragmente
wurden mit Primern amplifiziert, die die Egr-1 Bindestellen in den regulatorischen Regionen des bFGF, TGFf,
TNFa und des PTEN Gens umfassten. Die Primer des Insulingens umspannen die CRE-Bindestelle im
Promotor. Als Negativkontrolle diente Chromatin welchem kein Antikdrper bei der Immunprézipitation
zugesetzt wurde (NnoAB). Als Positivkontrolle diente nicht immunprazipitiertes Chromatin (input). B. Bindung
von Egr-1 an die regulatorische Region von Egr-1 Zielgenen. Chromatin von Zellen, die mit Buserelin oder
Carbachol stimuliert wurden, oder aber von unstimulierten Zellen, wurde mit einem Antikorper gegen Egr-1
immunprézipitiert. Die anschlieffende Amplifikation der Fragmente erfolgte mit Primern, die die Egr-1
Bindestelle innerhalb der regulatorischen Region der Zielgene umfassten. C. Steigerung der mRNA Synthese
von TNFa, bFGF, TGFB nach Stimulation von oT3M3 Zellen mit Buserelin oder Carbachol. Die Gesamt-RNA
wurde isoliert und mit Hilfe von reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben, wel che wiederum mittels PCR-
Primern untersucht wurde, die zur cDNA der zu untersuchenden Gene komplementér waren.
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IV.1.9 ATF3ist ein Zielgen von Egr-1

Stimulation von aT3-1 Zellen mit Buserelin fuhrte zur Biosynthese von Egr-1. Der
transkriptionelle Repressor ATF3, ein bZIP-Protein, wird ebenfalls durch Stimulation mit
Buserelin synthetisiert (Xie et al., 2005). In Krebszellen wurde schon gezeigt, dass Egr-1
ATR3 transaktiviert (Bottone Jr. et a., 2005). Deshalb wurden die Kinetiken der Synthesen
von Egr-1 und ATF3 verglichen und festgestellt, dass die Egr-1-Synthese ein Maximum bei 1
Stunde hat, wohingegen ATF3 erst nach 2 Stunden exprimiert wird (Abbildung 14). Egr-1
konnte also auch in gonadotropen Hypophysenzellen das ATF3-Gen transaktivieren; die
Zeitverlaufe der Synthesen sprechen dafr.
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Abbildung 14: Kinetiken der Egr-1 und ATF3 Biosynthesen nach Buserdin-Stimulation. aT3-1 Zdlen
wurden nach 24 Stunden Serumentzug mit dem GnRH-Analogon Buserelin (10 nM) fir die angegebenen
Zeitpunkte stimuliert. Die Expression von ATF3 und Egr-1 wurde im Westernblot mit spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen. Als Kontrolle wurde die Expression von Spl untersucht.

1V.1.10 Die Biosynthese von Egr-1 und ATF 3 ist abh&ngig von einer erhohten

Ca’*-Konzentration und der Aktivierung von ERK

Wenn Egr-1 die Biosynthese von ATF3 reguliert, misste eine Inhibierung der Egr-1
Biosynthese auch die ATF3 Expression hemmen. Die Stimulation des GnRH-Rezeptors fuhrt
zur Aktivierung der Phospholipase C, der Generierung von |P; und der Freisetzung von Ca?*
Uber die Stimulation von ionotropen |Ps-Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums. Es
konnte bislang gezeigt werden, dass eine Erhdhung der intrazellularen Ca*-Konzentration fiir
die Signaltransduktion von GnRH essentiell ist. Ebenso war fur die Egr-1 Biosynthese eine
Aktivierung der ERK-Signalkaskade unerlasslich. Folglich sollte, wenn Egr-1 tatsachlich das
ATF3-Gen reguliert, die Unterbrechung der Signalkaskaden, die zur Egr-1 Biosynthese
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fuhren, auch die ATF3 Synthese hemmen. Deshalb wurde durch Préinkubation der Zellen mit
dem C&*-Chelator BAPTA-AM der Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration
verhindert und durch Einsatz des spezifischen MEK-Inhibitors PD98059 die Aktivierung der
ERK-Signalkaskade blockiert. Abbildung 15A zeigt, dass die Bindung von intrazellul&rem
Ca®* nicht nur die Egr-1 Biosynthese sondern auch die von ATF3 blockierte. Der MAP-
Kinase Kinase Inhibitor PD98059 verhinderte ebenso sowohl die Expression von Egr-1 als
auch die von ATF3 (Abbildung 15B).

Die Stimulation von GnRH-Rezeptoren steigerte die Aktivitdt von JNK (Mulvaney und
Roberson, 2000; Harris et al., 2003). Um den Einfluss von JNK auf die Expression des ATF3
Gens zu untersuchen wurden oT3-1 Zellen mit dem JNK-Inhibitor 1 Peptid (L-JNK1I)
inkubiert. Dieses Peptid blockiert spezifisch die Interaktion von JNK mit seinen Substraten
wie z.B. c-Jdun. Im Gegensatz dazu ist der oft verwendete , Inhibitor* SP600125 (Xie et al.,
2005; Xie & Roberson, 2008) unspezifisch, da er auch die Aktivitdt vieler anderer
Proteinkinasen beeinflusst (Bain et al., 2003; Bain et a., 2007). Abbildung 15C zeigt, dass die
Buserelin-stimulierte ATF3 Expression durch die Verwendung des JNK-Inhibitor 1 Peptids
komplett unterbunden wurde, ebenso wurde die Phosphorylierung von c-Jun inhibiert.
Folglich ist eine erhdhte Ca?*-Konzentration und die Aktivierung von ERK und JNK von
essentieller Bedeutung fur die Buserelin-induzierte Biosynthese von ATF3. JNK ist jedoch fur
die Egr-1 Biosynthese nicht notwendig.
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Abbildung 15: Intrazelluldre Signalmolekille die den GnRH-Signalweg mit der ATF3 Biosynthese
verbinden: A. oT3-1-Zdlen wurden nach 24 h Serumreduktion eine Stunde mit dem Acetoxymethylester des
Ca®*-Chelators BAPTA (25uM) (A), dem MEK-Inhibitor PD98059 (50 pM) (B) oder fiir eine Stunde mit dem
JNK Inhibitor 1 Peptid (L-JNK1I) (1 uM) (C) inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen mit Buserelin (10 nM)
zwel Stunden stimuliert. Als Positivkontrolle wurde der Phosphorylierungsstatus von c-Jun untersucht. Die
Kernproteine wurden mittels SDS-Gelelektrophorese fraktioniert und die Expression von Egr-1, ATF3,
Phaospho-cJun und Spl im Westernblot untersucht.

V.1.11 Der Einfluss von Proteinphosphatasen auf die Expression von Egr-1

und ATF3

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass die MKP-1 als negativer
Regulator der Egr-1 Expression in oT3-Zellen wirkte (Abbildung 9). Die MKP-1
dephosphoryliert ERK, JNK und p38 Proteinkinasen (Keyse, 1998). Deshalb stellte sich die
Frage, ob die Expression dieser Phosphatase auch einen Effekt auf die ATF3 Expression hat.
In Abbildung 16A kann man sehen, dass die Expression der MKP-1 mittels lentiviralem
Gentransfer zur Hemmung der ATF3 Biosynthese fuhrte.
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Die Stimulation von GnRH-Rezeptoren fuhrt jedoch neben der Aktivierung des ERK-
Signalwegs auch zur Aktivierung von JINK (Mulvaney & Roberson, 2000; Harris et a., 2003).
Um die Rolle von JNK in der Signalkaskade zu untersuchen, die eine GnRH-
Rezeptorstimulation mit der Transkription von ATF3 verbindet, wurde in oT3-1 Zellen die
MKP-5 Uberexprimiert. MKP-5 dephosphoryliert selektiv JINK und p38-Kinasen (Tanoue et
al., 1999). Abbildung 16B zeigt, dass eine Expression dieser Phosphatase die Transkription
des ATF3-Gens komplett blockierte. Das lasst darauf schlief3en, dass JNK fir die ATF3
Expression in Buserelin-stimulierten o'T3-1 eine vorrangige Rolle spielt. Da INK fur die Egr-
1 Expression keine Rolle spielte, liegt der Schluss nahe, dass das ATF3-Gen nicht nur durch
Egr-1 reguliert wird.

Die Aktivierung von GnRH-Rezeptoren fuhrt Uber die Stimulation von |Ps-Rezeptoren des
endoplasmatischen Retikulums zu einer Freisetzung von Ca?*-lonen in das Zytosol. Der
Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration kann Calcineurin aktivieren. Calcineurin ist
eine Serin/Threoninphosphatase die sowohl durch Ca®* als auch Calmodulin reguliert wird
(Rusnak & Mertz, 2000). Calcineurin besteht aus zwei Polypeptiden, einer katalytischen
(CnA) und einer regulatorischen Untereinheit (CnB). CnA enthélt auf3erdem eine C-terminale
autoinhibitorische Doméne, die die Bindung eines Substratmolekills an die katalytische
Doméne verhindert. Bindet nun Ca®* an CnA wird die Autoinhibition aufgehoben und CnA
aktiviert. Aktives CnA dephosphoryliert den terndren Komplexfaktor Elk-1 und unterbindet
somit die SRE-vermittelte Transkription (Tian & Karin 1999). Der Mutante ACnA fehlte die
autoinhibitorische Doméane sowie Teile der Calmodulin-Bindungsdoméne (Abbildung 16C).
Sie enthielt jedoch weiterhin die katalytische Doméne, so dass sie konstitutiv Elk-1
dephosphorylierte. Abbildung 16C zeigt die Auswirkung der lentiviralen Expression der
Mutante ACnA auf die Buserelin-induzierte Egr-1 und ATF3 Biosynthese. Die
Dephosphorylierung von Elk-1 durch ACnA inhibiert vollsténdig die Synthese von ATF3,
jedoch nur partiell die Biosynthese von Egr-1.

Als Kontrolle wurde die Proteinphosphatase PP2C in aT3-1 Zellen exprimiert. Diese
Phosphatase hatte weder einen Effekt auf die Biosynthese von ATF3 nach
Buserelinstimulation noch auf die Biosynthese von Egr-1 (Abbildung 16D).
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Abbildung 16: Rolle von Phosphatasen in der Buserelin-induzierten Egr-1 und ATF3 Biosynthese. oT3-1
Zdlen wurden mit Lentiviren infiziert die fur MKP-1 (A), MKP-5 (B), ACnA (C) oder PP2C (D,E) kodieren.
Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen analysiert. Den Zellen wurde 24 Stunden das Serum entzogen
bevor sie mit Buserdin fir zwel Stunden stimuliert wurden. Kernproteine wurden extrahiert und durch SDS
PAGE aufgetrennt. Die Detektion erfolgte im Westernblot mit Antikdrpern gegen Egr-1 oder ATF3. Als
Kontrolle wurde die Expression von Spl in mock- und virusinfizierten Zellen untersucht.

1V.1.12 Expression einer dominant-negativen Mutante von Egr-1 blockiert die
Biosynthese von ATF3

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Kinetiken der Egr-1 und ATF3 Biosynthese eine
Regulation von ATF3 durch Egr-1 theoretisch mdglich machen. Auflerdem sind die

Signalwege, die zur Expression beider Gene fuhrten, sehr @hnlich. Beide benttigten einen
Anstieg der intrazelluléren Ca?*-Konzentration und die Aktivierung des ERK-Signalwegs.
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Um zu zeigen, dass Egr-1 tatsachlich ein Regulator des ATF3-Gens ist, wurden aT3-1 Zellen
mit Lentiviren infiziert, die fir eine dominant-negative Mutante von Egr-1 kodierten. Der
Mutante Egr-1/Zn fehlten die N-terminale Aktivierungsdoméne und die Bindungsstellen fur
den transkriptionellen Korepressor NAB1/2. Die Mutante enthielt jedoch immer noch die
Zinkfinger-Bindungsdoméne, so dass sie an die DNA binden konnte und somit die
Bindungsstellen fur endogenes Egr-1 blockiert wurden. Als Kontrolle wurde in oT3-1 Zellen
eine dominant-negative Mutante von Spl exprimiert. SplAN fehlte die N-terminale
Aktivierungsdoméne. Abbildung 17A zeigt sowohl die modulare Struktur von Egr-1 und der
dominant-negativen Mutante Egr-1/Zn als auch die modulare Struktur von Spl und der
dominant-negativen Mutante Sp1AN. Die lentiviral-vermittelte Expression von Egr-1/Zn
unterband die Biosynthese von ATF3 (Abbildung 17C), wohingegen Sp1AN keinen oder nur
einen sehr geringen Effekt zeigte (Abbildung 17D). Eine langere Exposition des Filmes
zeigte, dass die ATF3 Synthese von Egr-1/Zn nur partiell gehemmt wurde. Daraus lasst sich
schlief3en, dass neben Egr-1 auch noch andere Transkriptionsfaktoren die ATF3 Expression
regulieren. Egr-1 und Egr-1/Zn binden an dieselbe Konsensussequenz in den regulatorischen
Regionen ihrer Zielgene. Um zu Uberprifen ob Egr-1 auch an das ATF3-Gen gebunden wird,
wurde ein ChlP-Experiment durchgefiihrt. Dazu wurde Chromatin aus Buserelin-stimulierten
und unstimulierten oT3-1 Zellen mit einem Antikdrper gegen Egr-1 immunprézipitiert und
anschlief3end mit Primern amplifiziert, die die Egr-1 Bindungsstelle im ATF3 Gen umfassten.
Die Ergebnisse zeigten, dass Egr-1 tatséchlich unter physiologischen Bedingungen an das
ATF3 Gen gebunden wird (Abbildung 17E). ATF3 wird folglich tatsachlich durch Egr-1
reguliert. Um die Funktionalitét der Egr-1 Mutante nochmals zu bestétigen, wurde die
Bindung der Mutante an die Egr-1 Bindestelle des ATF3-Gens mittels ChlP-Assay bestétigt
(Abbildung 17F). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass Egr-1/Zn unter physiologischen
Bedingungen die Bindung von endogenem Egr-1 an das ATF3 Gen verhinderte (Abbildung
17G).
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Abbildung 17: In gonadotropen Hypophysenzellen ist ATF3 ein Zielgen von Egr-1. A. Schematische
Darstdlung von Egr-1, Egr-1/Zn, Spl und Sp1AN. B. Immunologischer Nachweis der Transgene Sp1AN und
Egr-1/Zn. C. D. Die Expression der dominant-negativen Mutante von Egr-1 hemmt die ATF3 Biosynthese. aT3-
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1 Zdlen wurden mit rekombinanten Lentiviren infiziert, die entweder fur Egr-1/Zn (C) oder fir Sp1AN (D)
kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Nach 24 h Serumentzug wurden die Zellen
fur zwel Stunden mit Buserelin (10 nM) stimuliert. Die Kernproteine wurden durch SDS-Gelelekirophorese
fraktioniert. Die Detektion von ATF3 erfolgte im Westernblot mittels spezifischer Antikorper. Als Kontrolle
wurde die Expression von Spl in mock- und virusinfizierten Zellen untersucht. E. Bindung von Egr-1 an das
ATF3 Gen. Ein ChIP-Experiment wurde mit Chromatin durchgefiihrt, welches entweder aus Buserdin-
stimulierten oder aber unstimulierten Zellen gewonnen wurde. Die Immunprézipitierung erfolgte mit Egr-1
spezifischen Antikdrpern. Die prézipitierten DNA-Fragmente wurden mittels Primern amplifiziert, die die Egr-1
Bindestelle im ATF3-Promotor umspannen. F. Bindung von Egr-1/Zn an das ATF3 Gen. Ein ChlP-Experiment
wurde mit Chromatin durchgefihrt, das aus aT3-1 Zellen gewonnen wurde, welche mit Egr-1/Zn kodierenden
Lentiviren infiziert wurden. Die Immunprézipitation erfolgte mit M2-Agarose welche sdektiv die FLAG-
getaggte Mutante prézipitierte. G. Ein ChlP-Experiment wurde mit Chromatin durchgefuhrt, welches entweder
aus mock-infizierten oT3-1 Zellen gewonnen oder aber aus Zdlen die mit Egr-1/Zn kodierenden Lentiviren
infiziert wurden. Die Zellen wurden nach 24 h Serumentzug fir 2 h mit Buserelin (10 nM) gimuliert. Die
Immunpré&zipitation erfolgte mit einem spezifischen Antikdrper gegen Egr-1.

V.1.13 Exkurs: Regulation der ATF3-Expression durch bZIP-Proteine

V.1.13.1 Inhibierung von CREB reduziert die Expression von ATF3in Buserelin-
stimulierten aT3-1 Zellen

Durch die vorangegangenen Experimente wurde deutlich, dass Egr-1 nicht alleine fir die
Regulation der ATF3 Biosynthese verantwortlich sein kann. Das ATF3-Gen enthélt neben der
Egr-1 Bindungsstelle noch ein cAMP-responsives Element (CRE). Also konnte auch der
bZIP-Faktor CREB zur Aktivierung der ATF3 Transkription beitragen. Auf3erdem haben die
Ergebnisse von Kapitel 1V.1.6 gezeigt, dass die Stimulation des GnRH-Rezeptors mit
Buserelin zu einer Phosphorylierung von CREB fiihrte. Um den Einfluss des bZIP-Faktors
CREB auf die Buserelin-induzierte ATF3 Biosynthese zu untersuchen, wurden oT3-1 Zellen
mit rekombinanten Lentiviren infiziert, die fir eine dominant-negative Mutante von CREB
kodierten. REST/CREB fehlt, wie in Kapitel 1V.1.7 beschrieben, die Aktivierungsdoméne
von CREB und kann somit nicht mehr durch Phosphorylierung aktiviert werden. Die
Expression der Mutante reduziert die Buserelin-induzierte Synthese von ATF3 (Abbildung
18C). Zusdtzlich konnte die Bindung der phosphorylierten Form von CREB an die
regulatorische Region im ATF3 Gen mittels ChlP-Assay nachgewiesen werden (Abbildung
18D). Folglich ist CREB einer der Komponenten, die die GnRH-Rezeptor Aktivierung mit
der Induktion der ATF3 Biosynthese verknupfen.
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Abbildung 18: Expresson einer dominant-negativen Mutante von CREB vermindert die ATF3-
Biosynthese. A. Immunologischer Nachweis des Transgens. B. Die Expression der dominant-negativen Mutante
von CREB hemmt die ATF3 Biosynthese. aT3-1 Zdlen wurden mit rekombinanten Lentiviren infiziert, die flr
REST/CREB kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Nach 24 h Serumentzug wurden
die Zdlen fur zwel Stunden mit Buserdin (10 nM) stimuliert, Kernextrakte prépariert und die Proteine durch
SDS-Gelelektrophorese fraktioniert. Die Detektion von ATF3 erfolgte im Westernblot mittels spezifischer
Antikérper. Als Kontrolle wurde die Expression von Spl in mock- und virusinfizierten Zellen untersucht. C.
Bindung von Phospho-CREB an das ATF3 Gen. Ein ChiP-Experiment wurde mit Chromatin durchgefthrt, das
entweder aus Buserdin-stimulierten oder aber unstimulierten Zellen gewonnen wurde. Die Immunprazipitierung
erfolgte mit phosphospezifischen Antikdrpern gegen CREB. Die prézipitierten DNA-Fragmente wurden mittels
Primern amplifiziert, die das CRE-Element im ATF3-Promotor umspannen.

IV.1.13.2 DieRolleder bZIP-Faktoren ATF2 und c-Jun auf die Buserdin-induzierten
Biosynthese von ATF3

Fruhere Experimente konnten zeigen, dass der JNK-Inhibitor L-JNK1 die Biosynthese von
ATF3 blockierte, und dass eine Uberexpression der MKP-5 zu einer Verminderung der ATF3
Expression fuhrte. Dies lieferte die ersten Hinweise, dass die Aktivierung von JNK und p38
Proteinkinase Telle der Signalkaskade sind, die die GnRH-Rezeptorstimulation mit einer
gesteigerten ATF3-Expression verbinden. In priméren Fibroblasten des Menschen konnte die
Beteiligung von JNK, p38 und ATF2 an der Aktivierung der ATF3 Synthese gezeigt werden
(Kool et al., 2003). AufRRerdem zeigte sich, dass ATF2 auch unter physiologischen
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Bedingungen an das ATF3-Gen bindet (Bhoumik et a., 2005). Die Bindung von ATF2 an
das Egr-1 Gen konnte mittels ChlP-Assay nachgewiesen werden (Kapitel 1V.1.6). Um den
Einfluss von ATF2 nicht nur auf das Egr-1 Gen, sondern auch auf die Expression von ATF3
zu untersuchen, wurde in aT3-1 Zellen eine dominant-negative Mutante von ATF2
exprimiert. ATF2AN konnte die Transkription nicht mehr induzieren, da ihr die N-terminale
Aktivierungsdoméne fehlte (Abbildung 19A). Die Mutante enthielt jedoch noch immer die
Dimerisierungs- und die DNA-Bindungsdoménen, so dass sie noch als Homo- oder
Heterodimer an die DNA binden konnte und somit die Bindungsstelle fir endogenes ATF2
blockierte. Die Expression dieser Mutante in aT3-1 Zellen inhibierte die Expression von
ATF3 vollsténdig (Abbildung 19C). Dass die phosphorylierte Form von ATF2 nicht nur an
Egr-1 sondern auch an das ATF3 Gen gebunden wurde, konnte mittels ChlP-Assay gezeigt
werden (Abbildung 19D). Der bZIP-Faktor ATF2 hat somit neben Egr-1 und CREB Einfluss
auf die ATF3 Biosynthese.

JNK- und p38 Proteinkinasen induzieren nicht nur die Phosphorylierung von ATF2 sondern
auch die von c-Jun. Die Phosphorylierung von c-Jun nach Stimulation von GnRH-Rezeptoren
wurde schon gezeigt (Mulvaney & Roberson, 2000; Xie et al., 2005). Um zu Uberprifen ob
auch c-Jun die Expression von ATF3 reguliert, wurde in aT3-1 Zellen eine dominant-negative
Mutante von c-Jun exprimiert. c-JunAN fehlte die Aktivierungsdoméne von c-Jun. Die
Mutante enthielt aber die Dimerisierung- und DNA-Bindungsdoménen (Abbildung 19A).
Abbildung 19C zeigt eine unvermindert starke Synthese von ATF3 nach Buserelin-
Stimulation, trotz Expression der dominant-negativen Mutante c-JunAN. Auch konnte keine
Bindung von c-Jun an die regulatorische Region des ATF3 Gens gezeigt werden (Abbildung
19D). c-Jun hat folglich keinerlei Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung des ATF3
Gens.
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Abbildung 19: Expression einer dominant-negativen Mutante von ATF2 vermindert die ATF3-
Biosynthese. A. Schematische Darstdlung von ATF2, ATF2AN, c-Jun und c-JunAN. B. Immunologischer
Nachweis der Transgene. C. D. Die Expression der dominant-negativen Mutante ATF2AN hemmt die ATF3
Biosynthese. aT3-1 Zelen wurden mit rekombinanten Lentiviren infiziert, die fir ATF2AN (C) oder c-JunAN
(D) kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Nach 24 h Serumentzug wurden die
Zdlen mit Buserdin (10 nM) fur zwe Stunden stimuliert. Kernextrakte prépariert und durch SDS
Gelelektrophorese fraktioniert. Die Detektion von ATF3 erfolgte im Westernblot mittel s spezifischer Antikorper.
Als Kontrolle wurde die Expression von Spl in mock- und virusinfizierten Zdlen untersucht. E. Bindung von
Phospho-ATF2 und Phospho-c-Jun an das ATF3 Gen. Ein ChlP-Experiment wurde mit Chromatin durchgefuhrt,
das entweder aus Busardin-gimulierten oder aber unstimulierten Zellen gewonnen wurde. Die
Immunprézipitierung erfolgte entweder mit phosphospezifischen Antikérpern gegen ATF2 oder c-Jun. Die

prézipitierten DNA-Fragmente wurden mittels Primern amplifiziert, die das CRE-Element im ATF3-Promotor
umspannen.
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1V.1.13.3 Buserelinstimulation von aT3-1 Zellen fuhrt zu gesteigerter AP-1 Aktivitat,
einer Phosphorylierung von c-Jun und der Bindung von Phospho-c-Jun an die
AP-1Bindestelle

Die bisherigen Ergebnisse zeigen eindeutig, dass c-Jun nicht in der Regulation des ATF3
Gens involviert ist. Um die Funktionalitét des verwendeten Antikorpers und die damit
generierten Ergebnisse Uberprifen zu kénnen, wurden aT3-1 Zellen mit Lentiviren infiziert,
die fur ein Luziferase-Reportergen kodieren, welches unter der Kontrolle des humanen
Kollagenasepromotors steht. Dieser Promotor besitzt eine AP-1 Bindestelle und wurde
vielfach benutzt um die AP-1 Aktivitét zu untersuchen (Angel et al., 1987; Steinmiller et al.,
2001). Die Stimulation von oT3-1 Zellen mit Buserelin fuhrte zu einer transkriptionellen
Aktivierung des AP-1-responsiven Kollagenase-Promotor-L uziferasereportergens (Abbildung
20A). Folglich fuhrte die Stimulation von GnRH-Rezeptoren zu einer gesteigerten AP-1
Aktivitdt unter diesen Bedingungen. Das TPA-responsive Element (TRE) im
Kollagenasepromotor fungiert als Bindungsstelle fir c-Jun und c-Fos (Chiu et al., 1989).
Abbildung 20B =zeigt, dass die Stimulation der Zellen mit Buserelin zu einer
Phosphorylierung von c-Jun fuhrte. Phospho-c-Jun wurde unter physiologischen Bedingungen
an das Kollagenasepromotor-Reportergen gebunden (Abbildung 20C). Buserelin-Stimulation
fuhrte folglich zur Phosphorylierung von c-Jun, zur Bindung von c-Jun an die AP-1
Bindestelle und zu einer gesteigerten AP-1 Aktivitdt. Allerdings spielte c-Jun in der
Buserelin-induzierten Regulation des ATF3 Gens keine Rolle.
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Abbildung 20: Buserelinstimulation erhoht die AP-1 Aktivitat, bewirkt die Phosphorylierung von c-Jun
und Bindung von c-Jun an die AP-1 Bindestelle. A. Schematische Dargtellung des integrierten Proviruses der
fur ein Kollagenasepromotor-L uziferasereportergen kodiert. aT3-1 Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die
fur ein Kollagenasepromotor-Luziferasereportergen kodieren. Den Zellen wurde 24 h das Serum entzogen bevor
se fur weitere 24 h mit 10 nM Buserelin gimuliert wurden. Zelextrakte wurden hergestellt und die
Luziferaseaktivitdt gemessen und Uber die Proteinkonzentrationen normalisiert. B. aT3-1 Zelen wurden 24 h
ohne Serum kultiviert, bevor sie fir 2 h mit 10 nM Buserdlin stimuliert wurden, Kernextrakte wurden isoliert
und die Proteine im Westernblotverfahren mittels eines phosphospezifischen Antikdrpers gegen c-Jun detektiert.
D. Bindung von Phospho-c-Jun an die AP-1 Bindestelle im Kollagenasepromotor-Luziferasereportergen. Ein
ChIP-Experiment wurde mit Chromatin durchgefiihrt, welches aus Buserdin-stimulierten oder aber
ungimulierten Zellen gewonnen wurde die zuvor mit Lentiviren infiziert wurden, die fir ein
Kollagenasepromotor-Luziferasereportergens  kodieren. Die  Immunprézipitierung  efolgte  mit
phosphospezifischen Antikdrpern gegen c-Jun. Die prézipitierten DNA-Fragmente wurden mittels Primern
amplifiziert, die das TRE-Element im Kollagenase-Promotor umspannen.

1V.1.14 ATF3reguliert seine eigene Transkription

ATF3 fungiert entweder als transkriptioneller Repressor oder als Aktivator (Chen et al.,
1994). In HelLa Zellen bindet ATF3 auch an das ATF3 Gen und reprimiert dessen
Transkription. Der Effekt wird dabel Uber das CRE-Element im Promotor vermittelt
(Wolfgang et a., 2000). Um die Funktion von ATF3 fur die Regulation seiner eigenen
Transkription in gonadotropen Hypophysenzellen zu untersuchen, wurde in aT3-1 Zellen ein
ATF3 Promotor/Luziferase Reportergen in das Chromatin inseriert. Abbildung 21A zeigt die
schematische Darstellung des integrierten Proviruses. Um den Effekt von ATF3 auf die
Expression dieses Reportergens zu untersuchen wurden die Zellen zusétzlich mit ATF3
kodierenden Lentiviren infiziert. Abbildung 21C zeigt den Effekt der ATF3 Expression auf
die Luziferaseaktivitdt des ATF3 Promotor/Luziferase Reportergens. Der reprimierende
Effekt der ATF3-Expression konnte jedoch durch die gleichzeitige Expression einer ATF3
spezifischen shRNA riickgangig gemacht werden. Die Spezifitét der shRNA zeigt Abbildung
21D. Im Vergleich zu Zellen, die mit Lentiviren infiziert wurden, die fur einen Vektor
kodieren der kein Protein exprimiert (pLL3.7) oder mit Kontroll-shRNA kodierenden
Lentiviren infiziert wurden, kam es ausschlief3lich in den shATF3 exprimierenden Zellen zu
einer Inhibierung der ATF3 Biosynthese. Die Expression des bZIP-Proteins ATF5 hat
dagegen eine genau entgegengesetzte Wirkung auf das ATF3-Gen. Wird ATF5 gleichzeitig
zu einem ATF3 Promotor/Luziferasereportergens exprimiert, kommt es zu einer
transkriptionellen Aktivierung des Reportergens. Eine zusdtzliche Expression von ATF3
verhinderte dagegen die ATF5-induzierte Aktivierung des Reportergens (Abbildung 21C).
Uber ChlP-Experimente konnte auRerdem gezeigt werden, dass ATF3 sowohl nach einer
Uberexpression von ATF3 mittels lentiviralem Gentransfer, als auch nach Stimulation mit
Buserelin an seinen eigenen Promotor bindet (Abbildung 21E).
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Abbildung 21: ATF3 bindet an den eigenen Promotor und reprimiert dessen Expression. A. Schematische
Darstdllung des integrierten Provirus der fur ein ATF3-Promotor/Luziferasereportergen kodiert. B.
Immunologischer Nachweis des Transgens. C. Die Expression von ATF3 hemmt die Aktivitdt eines ATF3-
Promotor/Luziferasereportergens. aT3-1 Zellen wurden mit rekombinanten Lentiviren infiziert, die fir eéin ATF3
Promotor/ Luziferasereportergen kodieren. Nach 24 h wurden die Zellen erneut mit Lentiviren infiziert, die fir
ATF3, ATF5 oder shATF3 kodieren. Ganzzellextrakte wurden prépariert, die Luziferaseaktivitét gemessen und
Uber die Proteinkonzentration normalisiert. D. oT3-1 Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die entweder fur
eine spezifische ATF3 oder TRPM 3 shRNA kodierten. AuRerdem wurden die Zellen mit Lentiviren infiziert, die
nicht fir eéine shRNA kodierten (pLL3.7). Die Zdllen wurden 24 h ohne Serum kultiviert und anschlief3end fur 2
h mit Buserdin (10 nM) stimuliert. Kernproteine wurden im Westernblotverfahren mittels ATF3-spezifischer
Antikorper detektiert. E. Bindung von ATF3 an das ATF3 Gen. Ein ChlP-Experiment wurde mit Chromatin
durchgefiihrt, das entweder aus Buserdin-gimulierten, ungtimulierten oder aber mit ATF3 kodierenden
Lentiviren infizierten Zellen gewonnen wurde. Die Immunprézipitierung erfolgte mit spezifischen Antikdrpern
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gegen ATF3. Die préazipitierten DNA-Fragmente wurden mittels Primern amplifiziert, die das CRE-Element im
ATF3-Promotor umspannen.

1V.1.15 ATF 3 reguliert die Transkription des Chromogranin B-Gens

Granine gehdren zu einer Gruppe saurer Proteine der sekretorischen Granula, die in
neuroendokrinen Zellen stark exprimiert werden. Interessanterweise werden eine Vielzahl der
Mitglieder dieser Proteinfamilie, einschlief3lich Chromogranin B und Segretogranin Il von
Genen kodiert, die ein CRE Element in ihrem Promotor beinhalten (Jingling et al., 1994,
Cibelli et al., 1996). Da ATF3 an das CRE-Element bindet, stellte sich die Frage, ob ATF3
auch die Transkription von Chromogranin B reguliert. Dafir wurde in oT3-1 Zellen ein CgB
Promotor/Luziferase Reportergen exprimiert. Abbildung 22A zeigt die schematische
Darstellung des integrierten Proviruses. Um den Effekt von ATF3 auf die Expression dieses
Reportergens zu untersuchen wurden die Zellen zusétzlich mit ATF3 kodierenden Lentiviren
infiziert. Abbildung 22B zeigt den Effekt der ATF3 Expression auf die Luziferaseaktivitét des
CgB Promotor/Luziferase Reportergens. Der Einsatz einer ATF3 spezifischen shRNA fuhrte
auch im Fall von CgB zur Neutralisierung der Repression, die durch die Expression von
ATF3 hervorgerufen wurde. Ebenso wie im Falle des ATF3 Reportergens bewirkte die
Expression von ATF5 auch eine Steigerung der CgB-Reportergenaktivitét. Diese durch ATFS
hervorgerufene Aktivierung konnte durch gleichzeitige Expression von ATF3 wieder zu
Normalwerten herunterreguliert werden. ChlP-Experimente zeigten zudem, dass ATF3
sowohl nach einer Uberexpression von ATF3 mittels lentiviralem Gentransfer als auch nach
Stimulation mit Buserelin an das CgB Gen (Abbildung 22C) oder aber an das Sgll Gen
(Abbildung 22D) gebunden wurde. ATF3 wirkt folglich als transkriptioneller Repressor fur
das Chromogranin B-Gen.
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Abbildung 22: ATF3 reguliert die Expresson von Chromogranin B. A. Schematische Darstellung des
integrierten Proviruses der fir ein CgB-Promotor/Luziferasereportergen kodiert. B. Die Expression von ATF3
hemmt die Aktivitdt eines CgB-Promotor/Luziferasereportergens. oT3-1 Zelen wurden mit rekombinanten
Lentiviren infiziert, die fur ein CgB-Promotor/Luziferasereportergen kodieren. Nach 24 h wurden die Zellen
erneut mit Lentiviren infiziert, die fir ATF3, ATF5 oder shATF3 kodieren. Ganzzellextrakte wurden prépariert
und die Luziferaseaktivitét gemessen. C. D. Bindung von ATF3 an das CgB (C) oder Sgll (D) Gen. Das ChlP-
Experiment wurde mit Chromatin durchgefiihrt, das entweder aus Buserdlin-stimulierten, ungimulierten oder
aber mit ATF3 kodierenden Lentiviren infizierten Zellen gewonnen wurde. Die Immunprézipitierung erfolgte
mit spezifischen Antikorpern gegen ATF3. Die prazipitierten DNA-Fragmente wurden mittels Primern
amplifiziert, die das CRE-Element im CgB- oder Sgll-Promotor umspannen.

1V.1.16 Egr-1 bindet in Buserelinstimulierten aT3-1 Zellen an das

Chromogranin B Gen

In PC12 Zellen wurde vor kurzem gezeigt, dass Egr-1 das Chromogranin B Gen reguliert
(Mahapatra et a., 2006). Die Betrachtung des murinen CgB-Gens brachte zu Tage, dass sich
im Promotorbereich neben der CRE-Bindestelle auch eine Bindestelle fur Egr-1 befindet
(Abbildung 23A). Aul3erdem spricht die Tatsache, dass die Egr-1 Expression durch Buserelin

in gonadotropen Hypophysenzellen aktiviert wird dafur, dass das CgB-Gen in diesen
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Zelltypus ebenfalls durch Egr-1 reguliert wird. Um diese Hypothese zu bestétigen, wurde ein
ChiP-Experiment durchgeftihrt. Chromatin von unstimulierten sowie von Buserelin-
stimulierten Zellen wurde mit Antikérpern gegen Egr-1 immunprézipitiert. Die so gewonnene
DNA wurde mit Primern amplifiziert, die sowohl die Egr-1 Bindestelle als auch das CRE-
Element im proximalen Bereich des CgB-Promotors umspannten. In Abbildung 23B ist gut zu
erkennen, dass Egr-1 zwar an das CgB-Gen jedoch nicht an das Sgll-Gen gebunden wurde.
CgB gehort aso tatsachlich zu den Egr-1 regulierten Genen in aT3-1 Zellen. Die Tatsache,
dass keine Bindung von Egr-1 an das Sgll Gen nachgewiesen werden konnte, spricht dafur,
dass die Granine durch gemeinsame (CREB, ATF3) und unterschiedliche
Transkriptionsfaktoren (Egr-1) reguliert werden.

A

CRE
1

CCGCTGGCGCCGCCTCGGGGCTGCTCCGTGACGTCA -94

Egr-1
—
GGGCTGAGCGAGGGGCGCCCCCGCCGCCGCTCGCCC 58

TATA box
—

CCGGGTACTGCACCCCGCCTGCCCTTCATAAGAGCCA  -21

+1
GGCCTGCGCCCACCGCGCCACAGCTGCTCTGCGGAG 15
CgB gene Sgll gene
I . ‘T LI . ‘T 1
e [ - —
2 S & 2 S5 &
£ £ 3 £ c B

‘ ‘ ‘ . ‘ Buserelin

Abbildung 23 Egr-1 bindet an das Chromogranin B-Gen in Buserelin-stimulierten aT3-1 Zelen: A.
Sequenz der proximalen Promotorregion des murinen ChromograninB B Gens (Acc.No. NM_007694.3). B.
Bindung von Egr-1 an das CgB oder Sgll Gen. Das ChlP-Experiment wurde mit Chromatin durchgefuhrt, das
entweder aus Buserdin-stimulierten oder unstimulierten Zellen gewonnen wurde. Die Immunprézipitierung
erfolgte mit spezifischen Antikorpern gegen Egr-1. Die prézipitierten DNA-Fragmente wurden mittels Primern
amplifiziert, die das CRE-Element und die Egr-1 Bindestelle im CgB- oder das CRE-Element im Sgll-Promotor
umspannen.
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IV.2MING

1V.2.1 Biosynthese von Egr-1 nach Stimulation von f-Zellen mit Glukose,

Tolbutamid oder Kaliumchlorid

Glukose wird in B-Zellen des Pankreas uUber GLUT2 Glukosetransporter in die Zelle
aufgenommen und dort verstoffwechselt. Der durch den Stoffwechsel steigende ATP/ADP
Koeffizient fihrt zum Verschluss ATP-sensitiver K*-Kanale und dadurch zur Depolarisierung
der Membran, da der Uberschuss positiv geladener lonen in der Zelle nicht mehr ausgeglichen
werden kann. Durch die Depolarisation der Membran 6ffnen sich spannungsabhéngige Ca?*-
Kandle (Prentki & Matschinsky, 1987; Ashcroft & Ashcroft, 1990). Der Anstieg der
intrazellul&ren Ca?*-Konzentration kann in p-Zellen zum einen zur Sekretion von Insulin
fiihren (Rajan et al., 1990), andererseits ist Ca®* ein potenter , second messenger”, der die
Genexpression durch Aktivierung spezifischer Signalkaskaden reguliert. Die Depolarisation
und damit die Offnung der spannungsabhangigen Ca?*-Kandle kann man ebenso durch
Einsatz von Sulfonamiden wie Tolbutamid herbeifiihren. Tolbutamid ist ein spezifischer K-
Kanalinhibitor der diese selektiv verschlielt und somit den Ausstrom von K™ verhindert. Eine
weitere Moglichkeit, eine Depolarisation herbeizufiihren, ist die Zugabe von extrazelluldrem
K*. Um herauszufinden ob die Aktivierung von Ca?*-Kanalen und der Einstrom von C&* in
die Zelle zur Aktivierung der Egr-1 Biosynthese fuhrt, wurden MING Zellen nach 24 Stunden
Serum- und Glukoseentzug mit Glukose, Tolbutamid oder KCI fir eine Stunde stimuliert.
Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, fiihrte sowohl eine Stimulation der Zellen mit Glukose als
auch mit Tolbutamid und KCI zur Biosynthese von Egr-1.

| -w-Egr-1

+ Glucose

- eg-Egr-1

4+  Tolbutamide

S | e-Egr-1

+ KCI

Abbildung 24: Glukose, Tolbutamid oder KCI- Stimulation von B-Zellen des Pankreas fuhrt zur
Biosynthese von Egr-1. MING Zdlen wurden 24 Stunden in serum- und glukosefreiem Medium kultiviert bevor
se entweder mit 25 mM Glukose, 100 uM Tolbutamid oder 25 mM KCI fir 1 Stunde stimuliert wurden.
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Kernproteine wurden extrahiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Westernblot Analyse erfolgte mittels
Egr-1 spezifischen Antikorpern.

Um ausschlieffen zu koénnen, dass eine 24 stindige Serum-und Glukosereduktion zu
Sekundéreffekten durch apoptotische Zellen etc. fuhrt, wurden die Zellkerne mit dem
Hoechstfarbstoff 33258 angeférbt, um kondensierte Zellkerne oder fragmentierte DNA
darzustellen. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den in 10 % FCS, 25 mM Glukose
kultivierten Zellen oder den Zellen, denen beides entzogen wurde (Abbildung 25). Die
Stimulation der Zellen mit Arsenit diente als Positivkontrolle.

phasecontrast DAPI

asoon|b yw gz
S04 % 0L

as02n|6 w0
S04 %0

ajluasie W gL
asoon|b pyw sz
S04 % 0L

Abbildung 25: Hoechst 33258 Farbung von MIN6 Zellen. MING6 Zdlen wurden 24 h in entsprechendem
Kulturmedium gehalten bevor sie mit Paraformaldehyd fixiert und fir 10 min mit 10 pg/ml Hoechst 33258
geférbt wurden.

1V.2.2 Transkriptionelle Aktivierung des Egr-1 Gens ist abhangig von einem
Anstieg der intrazelluldren Ca”*-Konzentration und der Proteinkinasen

PKC und ERK

Wie zuvor beschrieben, flhrte eine Stimulation von B-Zellen des Pankreas mit Glukose,

Tolbutamid oder auch KCI zur Offnung spannungsabhangiger Ca’*-Kanéle und dadurch zu

einem Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration. Um zu untersuchen in wieweit Ca®*-

abhangige Signallbertragungswege bei der Expression des Egr-1 Gens von Bedeutung sind,
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wurde die synthetische Substanz BAPTA-AM und der Ca®*-Kanalblocker Nifedipine
eingesetzt. Der Acetomethylester des Ca®*-Chelators BAPTA ist zellgangig und spaltet
innerhalb der Zelle den Acetomethylrest durch Esterasen ab, so dass gewahrleistet ist, dass
nur intrazellulares Ca?* gebunden wird. Nifedipin blockiert selektiv L-Typ Ca?*-Kanale.

. -4-Egr-1 — -4-Egr-1
+ 4+ Glucose -+ 4+ Glucose
+ 4+ Nifedipine + + BAPTA-AM
— -%-Egr-1 —-— | --Egr-1
+ 4+  Tolbutamide + 4+  Tolbutamide
+ + Nifedipine + 4+ BAPTA-AM
—— -4-Egr-1 — -%-Egr-1
+ + KCI + 4+ KcCl
=+ 4+ Nifedipine + 4+ BAPTA-AM

Abbildung 26: Intrazelluldre Signalmolekile die an der Induktion der Egr-1 Biosynthesein MING Zellen
beteiligt sind. A. B. MIN6 Zellen wurden fiir eine Stunde mit dem Nifedipine (50 uM) (A) oder fur eine Stunde
mit dem Acetomethylester des Ca?*-Chelators BAPTA (30 uM) (B) behandelt und anschlieffend fiir eine Stunde
mit Glukose (25 mM), Tolbutamid (100 pM) oder KCI (25 mM) stimuliert. Kernproteine wurden isoliert und
mittels SDS-Gelelektrophorese fragmentiert. Die Detektion von Egr-1 erfolgte im Westernblot mittels
spezifischer Antikorper.

Abbildung 26 zeigt, dass die Glukose, Tolbutamid und KCI-induzierten
Signaltibertragungswege, welche die Expression von Egr-1 regulieren, von der intrazelluldren
Ca®*-Konzentration abhangig sind. Damit konnte gezeigt werden, dass Ca?* eine wichtige
Rolle als ,second messenger” in der Glukose, Tolbutamid oder KCI- induzierten Biosynthese
von Egr-1 spielt.

Es ist bekannt, dass Stimulation von B-Zellen des Pankreas zur Aktivierung der ERK-
Signalkaskade fuhrt (Frodin et al., 1995; Arnette et al., 2003). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Stimulation von MIN6 mit Glukose, KCI oder Tolbutamid zur Phosphorylierung
von ERK fihrte (Abbildung 27A). Anschliefend wurde die Rolle von ERK fir die
Signalkaskade, die zur Egr-1 Biosynthese fuhrt, untersucht, indem MING6 Zellen vor der
Stimulation mit Glukose, Tolbutamid oder KCI mit dem spezifischen MEK-inhibitor
PD98059 inkubiert wurden. Die Inhibierung der ERK-Aktivierung hemmte ebenfalls die
Glukose, Tolbutamid oder KCI- induzierte Egr-1 Expression (Abbildung 27B). Da diese
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Ergebnisse zeigen, dass ERK ein wichtiger Bestandteil der Signalkaskade ist, die zur Egr-1
Biosynthese fiihrt, stellte sich die Frage, ob eine Uberexpression der MKP-1, eines Enzyms,
das ERK im Nukleus dephosphoryliert, einen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung
des Egr-1 Gens hat. Abbildung 27C zeigt die Effekte der Uberexpression der MKP-1. Die
Expression der MKP-1 dephosphorylierte ERK im Kern und fuhrte somit zur Inhibierung der
Egr-1 Biosynthese.

Eine erhohte intrazelluldre Ca®*-Konzentration kann zur Aktivierung Ca’*-sensitiver PKC-
Isoformen fuhren. Diese Kinasen kdnnen den ERK-Signalweg aktivieren. Dies geschieht
entweder Uber direkte oder indirekte Aktivierung von Raf (Kolch et al., 1993; Schénwasser et
al., 1998; Corbit et al., 2003). Um die Rolle der PKC fur die Glukose, Tolbutamid und KCI-
induzierten SignalUbertragungswege zu untersuchen, wurden MING6 Zellen 24 Stunden mit
dem Phorbolester TPA stimuliert. Eine verlangerte Exposition der Zellen mit TPA fuhrt zur
proteolytischen Degradierung von DAG-abhangigen PKC-lIsoformen (Benes et al., 1999).
Und wie Abbildung 27D zeigt, blockierte die Préinkubation der Zellen mit TPA die Glukose,
Tolbutamid und KCl-induzierte Egr-1 Biosynthese in MING Zellen.

Die Signalwege, die zur Biosynthese von Egr-1 fiihren, beinhalten in einigen Fallen auch eine
Transaktivierung des EGF-Rezeptors. Um herauszufinden, ob es nach Glukose, Tolbutamid
oder KCI Stimulation von MING Zellen zu einer Transaktivierung des EGF-Rezeptors kommt
und dies zur transkriptionellen Aktivierung des Egr-1 Gens fuhrt, wurden die Zellen mit dem
spezifischen EGF-Rezeptorinhibitor AG1478 prainkubiert. Als Positivkontrolle wurden die
Zellen mit EGF stimuliert. Und wie in Abbildung 27E zu sehen ist, inhibierte AG1478 die
Aktivierung des EGF-Rezeptors durch EGF. Die Inkubation mit AG1478 hatte jedoch keinen
Einfluss auf die Biosynthese von Egr-1 nach Stimulation der MING6 Zellen mit Glukose,
Tolbutamid oder KCl. Diese Ergebnisse lassen auf eine EGF-Rezeptor-unabhéngige
Induktion der Egr-1 Expression schlief3en.
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Abbildung 27 Die Rolle von ERK, PKC und der Transaktivierung des EGF-Rezeptors in der Glukose,
Tolbutamid oder KCl-induzierten Egr-1 Biosynthese. A. MIN6-Zellen wurden nach 24 h Serum- und
Glukosereduktion mit Glukose (5 min), Tolbutamid (15 min) oder KCI (10 min) stimuliert. Ganzzellextrakte
wurden prépariert und die Proteine im Westernblotverfahren mit einem phosphospezifischen Antikdrper gegen
Erk1/2 detektiert. B. MING-Zellen wurden nach 24 h Serum- und Glukosereduktion fir eine Stunde mit dem
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MEK-Inhibitor PD58059 (50 pM) préinkubiert bevor sie fr eine weitere Stunde mit Glukose, Tolbutamid oder
KCl stimuliert wurden. Es wurden die Kernproteine isoliert, Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine
im Westernblot mittels spezifischer Antikérper gegen Egr-1 detektiert. C. MIN6 Zdlen wurden mit
rekombinanten Lentiviren infiziert, die fir die MKP-1 kodieren. Nach 24 Stunden Serum- und Glukoseentzug
wurden die Zdlen fir eine Stunde mit Glukose, Tolbutamid oder KCI stimuliert. Es wurden die Kernproteine
isoliert, Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine im Westernblot mittels spezifischer Antikorper gegen
Egr-1 oder die phosphospezifische Form von ERK1/2 detektiert. D. MIN6-Zellen wurden nach 24 Stunden
Serum- und Glukosereduktion weitere 24 Stunden mit TPA (20 ng/ml) behandelt, um die DAG-abhangigen
PKC-Isoformen zu hemmen. Anschlie3end wurden die Zelen mit Glukose, Tolbutamid oder KCI fur eine
Stunde stimuliert. E. MING-Zellen wurden nach 24 h Serum- und Glukosereduktion fir eine Stunde mit dem
spezifischen EGF-Rezeptorinhibitor AG1478 (0,5 pM) inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen mit Glukose,
Tolbutamid oder KCI fur eine Stunde stimuliert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit EGF (10 ng/ml) fir
eine Stunde stimuliert. Es wurden die Kernproteine isaliert, (iber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine
im Westernblot mittel s spezifischer Antikorper gegen Egr-1 detektiert.

1V.2.3 Elk-1ist essentiell fur die transkriptionelle Aktivierung des Egr-1 Gens

Die phosphorylierte Form von ERK kann im Nukleus die Gentranskription durch
Phosphorylierung  von  transkriptionellen  Regulatorproteinen  beeinflussen.  Die
Phosphorylierung des ternéren Komplexfaktors Elk-1 verbindet den ERK-Signalweg mit der
SRE vermittelten Transkription. MIN6 Zellen wurden mit Glukose, Tolbutamid oder KCI
stimuliert und der Phosphorylierungsstatus von Elk-1 mittels Immunoblotting mit
phosphospezifischen Antikdrpern untersucht, die gegen Phospho-Elk-1 gerichtet sind.
Abbildung 28A zeigt, dass sowohl eine Stimulation von MING Zellen mit Glukose als auch
mit Tolbutamid oder KCI zu einer Phosphorylierung von Elk-1 fuhrte. ChlP-Experimente
bestétigten, dass Phospho-Elk-1 nach Stimulation der Zellen mit Glukose, Tolbutamid oder
KCI tatsachlich an das Egr-1 Gen gebunden wurde (Abbildung 28B).
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Abbildung 28: Die essentielle Rolle des ternéren Komplexfaktors Elk-1 fur die Regulation der Egr-1
Transkription in Glukose, Tolbutamid oder KCI stimulierten MING6 Zellen: A. Die Stimulation von MING
Zellen mit Glukose, Tolbutamid oder KCl induziert die Phosphorylierung von Elk-1. MIN6 Zellen wurden mit
Glukose (5 min), Tolbutamid (15 min) oder KCI (10 min) stimuliert. Kernextrakte wurden gewonnen und mittels
eines phosphospezifischen Antikérpers gegen Elk-1 im Westernblot detektiert. B. Bindung von Phospho-Elk-1
an die regulatorische Region im Egr-1 Gen. Mit Hilfe eines Chl P-Experiments wurde Chromatin untersucht, das
entweder aus Glukose, Tolbutamid oder KCI gimulierten MIN6 gewonnen wurde, oder aber aus unstimulierten
Zdlen. Die Immunprézipitation des mit Formaldehyd vernetzten und sonifizierten Chromatins erfolgte mit Hilfe
eines Phospho-spezifischen Antikdrpers von Elk-1. Die gewonnene DNA wurde mittels PCR-Primern
amplifiziert, die die regulatorische Region des Egr-1 Gens umfassen. Als Negativkontrolle wurde Chromatin
verwendet, welches mit Protein-A-Sepharose, aber ohne Zugabe von Antikdrper (NOAB) immunprézipitiert
wurde. Als Positivkontrolle diente nicht immunprézipitiertes Chromatin (input). C. D. Westernblotanayse von
MING Zelen die mit rekombinanten Lentiviren infiziert wurden, die fir REST/EIk-1AC kodieren. Als Kontralle
wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Westernblots wurden mit Antikorpern inkubiert die gegen den
FLAG-Tag gerichtet sind. D. Die Expression von REST/EIk-1AC in MING Zellen blockiert die Aktivierung der
Egr-1 Genexpression nach Glukose, Tolbutamid oder KCI Stimulation. MING Zellen wurden mit REST/EIK-1AC
kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit
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Glukose, Tolbutamid oder KCI fur eine Stunde inkubiert, Kernextrakte hergestellt und diese mittels Egr-1
spezifischer Antikorper im Westernblot untersucht.

Da diese Experimente gezeigt haben, dass die Stimulation der MING-Zellen mit Glukose,
Tolbutamid oder KCI nicht nur zur Phosphorylierung von Elk-1 fiihrte sondern Phospho-Elk-
1 auch unter physiologischen Bedingungen an die regulatorische Region des Egr-1 Gens
gebunden war, sollte mittels eines , loss-of-function” Experiments die tatsichliche Rolle von
Elk-1 in der Transkriptionsregulation des Egr-1 Gens untersucht werden. Hierfir wurden
MING6 Zellen mit Lentiviren infiziert, die fir eine dominant negative Mutante von Elk-1
kodieren. Abbildung 28D zeigt, dass REST/EIk-1AC die Biosynthese von Egr-1 in Glukose,
Tolbutamid oder KCl-stimulierten MING inhibierte. Somit verbindet die Aktivierung des
terndren Komplexfaktor die Glukose, Tolbutamid und KCl-induzierte Signalkaskade mit der
Biosynthese von Egr-1.

1V.2.4 Der bZIP-Transkriptionsfaktor CREB beeinflusst die Biosynthese von

Egr-1

Um herauszufinden, ob CREB auch in MIN6 Zellen das Egr-1 Gen transaktivieren kann,
wurden die Zellen mit dem cAMP Analogon dbcAMP stimuliert. Die gleichzeitige Gabe des
Phosphodieesterasehemmers IBMX gewéhrleistete die Stabilitét des cAMP Analogon. Es
zeigte sich, dass die Aktivierung der PKA durch dbcAMP neben der Phosphorylierung von
CREB auch zur Aktivierung der Egr-1 und c-Fos Biosynthese fuihrte (Abbildung 29A). Das c-
Fos-Gen ist eines der bekannten Zielgene von CREB. Die Ergebnisse zeigten, dass in MING
Zellen die Transkription des Egr-1 und c-Fos-Gens ein Ergebnis von erhthten cAMP-
Konzentrationen ist.

Die Phosphorylierung von CREB und die Aktivierung der Egr-1 und c-Fos Expression durch
die Stimulation von MIN6 Zellen mit dbcAMP/IBMX verlaufen Uber den PKA-Signalweg.
Im Gegensatz dazu zeigten die vorhergehenden Experimente, dass die Expression von MKP-1
die Glukose-, Tolbutamid oder KCl-induzierte Biosynthese von Egr-1 blockierte. Also ist in
Glukose, Tolbutamid oder KCI stimulierten MING-Zellen eine Aktivierung der ERK-
Signalkaskade und nicht der PKA notig, um die Expression von Egr-1 zu induzieren. Da
CREB nach Aktivierung des ERK-Signalweg tiber MSK-1 und 2 phosphoryliert werden kann
(Wiggin et al., 2002), stellte sich die Frage, ob eine Stimulation von MIN6 Zellen mit
Glukose, Tolbutamid oder KCI zur Phosphorylierung von CREB fihrt. Im Westernblot
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konnte die Phosphorylierung von CREB nach Stimulation der Zellen mit Glukose,
Tolbutamid oder KCI nachgewiesen werden (Abbildung 29B).

Um einen direkten Nachweis zu liefern, dass der ERK-Signalweg die Phosphorylierung von
CREB in MING6 Zellen induziert, wurde von Prof. Thiel mittels retroviralem Gentransfer die
Zéelllinie MING6-AB-Raf:ER generiert. B-Raf enthdlt drei Doménen, die als CR1, CR2 und
CR3 bezeichnet sind. CR3 stellt die Proteinkinasedoméne dar. Die Expression dieser
katalytischen Doméne von B-Raf als Fusionsprotein mit der Ligandenbindungsdoméne des
Ostrogenrezeptors hélt die Proteinkinase in Abwesenheit des Hormons in einem inaktiven
Stadium. Durch Zugabe des Hormons |&sst sich jedoch die Raf-Kinase spezifisch induzieren.
Die Nutzung einer Rezeptormutante (ERTamxifen Mutant
Liganden 4-Hydroxytamoxifen (4OHT). Abbildung 29C zeigt, dass die Stimulation von AB-

Raf-ER exprimierenden MIN6 Zellen mit 4OHT zu einer starken Egr-1 Expression fuhrte.

) erlaubte den Einsatz des synthetischen

Zudem sieht man, dass neben der Egr-1 Expression auch die Phosphorylierung von CREB
aktiviert wurde.

Um eine weitere Verbindung zwischen ERK-Signalweg und CREB Phosphorylierung zu
knupfen, wurde der Phosphorylierungsstatus von CREB nach Prainkubation der Zellen mit
dem spezifischen MEK-Inhibitor PD98059 untersucht. Blockierte man den ERK Signalweg,
reduzierte man auch die Glukose, Tolbutamid oder KCl-induzierte Phosphorylierung von
CREB (Abbildung 29D). Zusétzlich konnte mittels ChiP-Assay gezeigt werden, dass die
Stimulation von MING6 Zellen mit docAMP, Glukose, Tolbutamid oder KCI nicht nur zur
Phosphorylierung von CREB fihrte, sondern dass das phosphorylierte CREB auch unter
physiologischen Bedingungen an das Egr-1 Gen gebunden wurde (Abbildung 29F).

RT-PCR Experimente zeigten, dass eine Behandlung von MIN6 Zellen mit Glukose zu
erhdhten Insulin - mMRNA-Konzentrationen fihrte (Abbildung 29E). Aufgrund dieser
Information wurde ein ChlP-Experiment durchgefiihrt, das zeigen sollte, ob Phospho-CREB
oder Egr-1 an das Insulingen gebunden wurden. Abbildung 29E zeigt deutlich, dass zwar die
phosphorylierte Form von CREB nicht jedoch Egr-1 an das Insulingen gebunden wurde.
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Abbildung 29: A. MIN6 Zdlen wurden 24 Stunden in Serum- und Glukosefreiem Medium kultiviert und
anschlief3end mit docAMP/IBMX fir eine Stunde inkubiert. Die Kernproteine wurden isoliert, mittels SDS-Page
aufgetrennt und im Westernblot durch phosphospezifische Antikorper gegen CREB, Egr-1 oder c-Fos detektiert.
B. MING6 Zdlen wurden 24 Stunden in Serum- und Glukosefreilem Medium kultiviert und anschlief?end mit
Glukose, Tolbutamid oder KCI fir eine Stunde inkubiert. Die Kernproteine wurden isoliert, mittels SDS-Page
aufgetrennt und im Westernblot durch phosphospezifische Antikérper gegen CREB, detektiert. C. Das
Fusionsprotein AB-Raf:ER wurde mittels eines spezifischen Antikorpers detektiert, der die Ostrogenrezeptor-
Ligandenbindungsdoméne erkennt. MING Zellen wurden 24 Stunden in Glukose- und Serumfreiem Medium
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kultiviert und anschliefiend mit 40HT (500 nM) fur weitere 24 Stunden stimuliert. Die mittels SDS-PAGE
aufgetrennten Kernproteine wurden im Westernblot auf die Expression von Egr-1 und der phosphorylierten
Form von CREB untersucht. D. MING Zellen wurden 24 Stunden in Glukose- und Serumfreéiem Medium
kultiviert und anschlief?end fir 1 h mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (50uM) inkubiert, bevor fir eine weitere
Stunde mit Glukose, Tolbutamid oder KCI stimuliert wurden. Die mittedls SDS-PAGE aufgetrennten
Kernproteine wurden im Westernblot auf die Expression der phosphorylierten Form von CREB untersucht. E.
MING6 Zdlen wurden 24 Stunden in Glukose- und Serumfreiem Medium kultiviert und anschlief3end fir 1 h mit
25 mM Glukose stimuliert. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, reverstranskribiert und die cDNA wurde in einer
PCR-Resktion mittds Primern analysiert, die Insulin cDNA detektieren. Mit Hilfe eines ChlP-Experiments
wurde Chromatin untersucht, das entweder aus Glukose-stimulierten oder aber unstimulierten MIN6 gewonnen
wurde. Die Immunprézipitation erfolgte mit Hilfe eines Phospho-spezifischen Antikdrpers gegen CREB oder
gegen Egr-1. Das immunprézipitierte Chromatin wurde mittels PCR mit Primern amplifiziert, die die
regulatorische Region des Egr-1 Gens umfassen. Als Negativkontrolle wurde Chromatin verwendet wel ches mit
Protein-A-Sepharose, aber ohne Zugabe von Antikdrper (noAB) immunprézipitiert wurde. Als Positivkontrolle
diente nicht immunprézipitiertes Chromatin (input). F. Bindung von Phospho-CREB an die regulatorische
Region im Egr-1 Gen. Mit Hilfe eines ChlP-Experiments wurde Chromatin untersuche, das entweder aus
dbcAMP/IBMX, Glukose, Tolbutamid oder KCI stimulieten MIN6 gewonnen wurde, oder aber aus
ungimulierten Zellen. Die Immunprézipitation des mit Formaldehyd vernetzten und sonifizierten Chromatins
erfolgte mit Hilfe eines Phospho-spezifischen Antikorpers gegen CREB. Das immunprézipitierte Chromatin
wurde mittels PCR mit Primern amplifiziert, die die regulatorische Region des Egr-1 Gens umfassen. Als
Negativkontrolle wurde Chromatin verwendet welches mit Protein-A-Sepharose, aber ohne Zugabe von
Antikérper (n0AB) immunprézipitiert wurde. Als Positivkontrolle diente nicht immunprézipitiert Chromatin

(input).

Da gezeigt werden konnte, dass die Glukose, Tolbutamid oder KCI-Stimulation von MIN6
Zellen nicht nur zur Phosphorylierung von CREB sondern auch zu dessen Bindung an den
Egr-1- Promoter fihrte, stellte sich die Frage, in wie weit CREB zur Aktivierung der Egr-1
Genexpression beitrégt. Hierzu wurden MIN6 Zellen mit Lentiviren infiziert, die fir eine
dominant negative Mutante von CREB kodierten. Abbildung 30C zeigt, dass REST/CREB
ebenso wie REST/EIK-1AC (Kapitel 1V.0) die Biosynthese von Egr-1 in Glukose, Tolbutamid
oder KCl-stimulierten MING partiell unterdriicken konnte. Daraus kann man folgern, dass
auch CREB fur die Induktion der Egr-1 Expression in Glukose, Tolbutamid oder KCI-
stimulierten MING eine wichtige Rolle spielt.

A B, B
&
Q mock REST/CREB
4 = T 1T 1
7] (/)]
o w
E o — — -%-Egr-1
T |
%:__ - + + Glucose
+ + KCI
+ + Tolbutamide

Abbildung 30: Expression einer dominant-negativen Mutante von CREB inhibiert die Expresson des
Egr-1 Gens nach Glukose, Tolbutamid oder KCI Stimulation. A. Westernblotanalyse von MIN6 Zdllen die
mit rekombinanten Lentiviren infiziert wurden, die fir REST/CREB kodieren. Als Kontrolle wurden mock-
infizierte Zellen untersucht. Die Westernblots wurden mit Antikdrpern inkubiert die gegen den FLAG-Tag

87



Ergebnisse

gerichtet sind. B. Die Expression von REST/CREB blockiert in MIN6 Zdlen die Aktivierung der Egr-1
Genexpression nach Glukose, Tolbutamid oder KCl Stimulation. MIN6 Zellen wurden mit REST/CREB
kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit
Glukose, Tolbutamid oder KCI fur eine Stunde inkubiert, Kernextrakte hergestellt und diese mittels Egr-1
spezifischem Antikorper im Westernblot untersucht.

IV.2.5 Zielgene von Egr-1in f-Zellen des Pankreas

In anderen zelluldren Systemen, unter anderem auch oT3M3-Zellen, wurden das bFGF-,
TGFB-, TNFa- und das PTEN-Gen als Zielgene des Egr-1 Proteins identifiziert (Biesiada et
al., 1996; Liu et al., 1999; Svaren et al., 2000; Virolle et al., 2001; Fu et al., 2003; Lee et al.,
2005). Zunéchst wurde die epigenetische Konfiguration dieser Gene mittels epigenetischer
Marker untersucht, die zwischen aktiv transkribierten und ,runenden” Genen unterscheiden
(s. Kapitel 0). Der Methylierungsstatus des Histons H3 von Egr-1 Zielgenen wurde mittels
ChiP-Assay untersucht, unter Verwendung spezifischer Antikérper gegen die trimethylierte
Form von Histon H3K4 oder dimethylierte Form von Histon H3K9. Wie in Abbildung 31A
zu sehen ist sind in MING Zellen die Egr-1 Bindestellen des bFGF, TGS, TNFo und PTEN
Gens in einem nukleosomalen Kontext eingebettet, in dem an Histon H3 der Lysinrest 4
trimethyliert ist. Das bedeutet, dass diese Gene von einer offenen Chromatinstruktur umgeben
sind, die die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA zulasst und somit aktive Gene
markiert. Daraufhin stellte sich die Frage, ob Egr-1 in einer stimulusabhangigen Weise an
diese Gene bindet. Dazu wurde fixiertes und zerkleinertes Chromatin von unstimulierten
MING6 und Zellen, die mit Glukose, Tolbutamid oder KCI stimuliert wurden, mit einem Egr-1
spezifischen Antikorper immunprézipitiert. Abbildung 31B zeigt, dass Egr-1 nach Glukose,
Tolbutamid oder KCI-Stimulation an die Gene gebunden war die fir bFGF, TNFa und TGFj
und das PTEN kodierten. Zusétzlich wurde die Expression dieser Gene nach Glukose,
Tolbutamid oder KCI-Stimulation mittels semiquanitativer RT-PCR untersucht. Es konnte
eine stimulationsabhangige Erhdhung der Konzentrationen von bFGF, TNFa, TGF3 und
PTEN mRNA nachgewiesen werden (Abbildung 31C). Die Ergebnisse zeigten, dassin MING
Zellen die Expression von bFGF, TNFo, TGFB und PTEN durch Egr-1 reguliert wird.
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Abbildung 31: Identifizierung von Egr-1 Zielgenen in MING6 Zelen. A. Epigenetische Modifikationen von
maoglichen Egr-1 Zielgenen in MING Zellen. Es wurde ein ChlP-Assay mit a-dimethyl H3K9 oder a-trimethyl
H3K4 Antikorpern durchgefuhrt. Die Immunprézipitierten Chromatinfragmente wurden mit Primern
amplifiziert, die die Egr-1-Bindestellen in den regulatorischen Regionen des bFGF, TGFp, TNFo und des PTEN
Gens umfassen. Als Negativkontrolle diente Chromatin welchem kein Antikdrper bel der Immunprézipitation
zugesetzt wurde (noAB) verwendet. Als Positivkontrolle diente Chromatin welches nicht immunprézipitiert
wurde (input). B. Bindung von Egr-1 an die regulatorische Region von Egr-1 Zielgenen. Chromatin von Zdlen
die mit Glukose, Tolbutamid oder KCl simuliert wurden oder aber unstimulierte Zellen wurde mit einem
Antikérper gegen Egr-1 immunprézipitiert. Die anschlielende Amplifikation der Fragmente erfolgte mit
Primern, die die Egr-1 Bindestelle innerhalb der regulatorischen Region der Zielgene umfassen. Als
Negativkontrolle wurde bei der Immunprézipitation auf Zugabe von Antikorpern verzichtet, as Positivkontrolle
diente nicht immunprazipitiertes Chromatin (input). C. Steigerung der mRNA Synthese von TNFo, bFGF, TGFj
und PTEN nach Stimulation von MIN6 Zellen mit Glukose, Tolbutamid oder KCI fir eine Stunde. Die Gesamt-
RNA wurde isoliert und mit Hilfe von Reversertranskriptase in cDNA umgeschrieben, die wiederum mittels
PCR und Primern untersucht wurden, die zur cONA der zu untersuchenden Gene komplementér waren.
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IV.3INS-1

Erst kirzlich konnten J. Oberwinkler, et al. (unvertffentlichte Daten) zeigen, dass die
Stimulation der B-Zelllinie INS-1 mit dem Steroidhormon Pregnenolonsulfat zu einem
massiven Ca’*-Einstrom in die Zelle filhrte. Dieser Ca*-Einstrom wurde durch die
Aktivierung des TRPM3 (transient receptor potential) Kanals vermittelt. Pregnenolonsulfat
(PregS) aktivierte den Ca?*-spezifischen TRPM3-Kanal, Ca* strémte in die Zelle ein, es kam
zur Depolarisation der Membran was wiederum in der Offnung spannungsabhangiger Ca?*-
Kanale resultierte. Da Ca®* die Egr-1 Biosynthese beeinflusst, stellte sich die Frage, ob die
Stimulation von INS-1 Zellen mit PregS nicht nur zum Ca**-Influx sondern auch zur
Induktion der Egr-1 Transkription fuhrt. Abbildung 33 zeigt deutlich, dass PregS die Egr-1
Biosynthese in einer konzentrationsabhangigen Weise aktivieren konnte.

PregS

L i s | --Egr-1

-4-HDAC

= 5 10 25 50 100 [uM]

Abbildung 32 Konzentrationsabhéngige Induktion der Egr-1 Biosynthese durch PregS. INS-1 Zelen
wurde 24 Stunden Serum entzogen bevor die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von PregS fur eine
Stunde stimuliert wurden. Kernextrakte wurden prapariert und durch SDS-Gelel ektrophorese fraktioniert. Der
Nachweis von Egr-1 erfolgte im Westernblotverfahren mit Egr-1 spezifischen Antikérpern.  Als
Ladungskontrolle wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC-1 untersucht.

Um biologisch aktives Egr-1 nachzuweisen wurden INS-1 Zellen mit Lentiviren infiziert die,
fur ein Luziferase-Reportergen kodieren, welches vier Egr-1 Bindestellen enthielt. Wird Egr-1
nach PregS-Stimulation synthetisiert, bindet es an das Reportergen und induziert die
Expression der Luziferase, deren Aktivitdt anhand des Substratumsatzes und des daraus
resultierenden Lichtes gemessen werden kann. Abbildung 33A zeigt die modulare Struktur
des integrierten Proviruses. Abbildung 33B zeigt die erhohte Luziferaseaktivitdt nach PregS-
Stimulation.
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Abbildung 33 Nachweis von biologisch-aktivem Egr-1 nach PregS-Stimulation. A. Schematische
Darstellung von integrierten Proviren die fir EBS2’-Promotor-Luziferase-Reportergen kodieren. Dieses
Reportergen enthalt vier Egr-1 Bindestellen welche das Luziferasegen regulieren. B. INS-1 Zellen wurden mit
Lentiviren infiziert, die fir das EBS2*-Luziferase-Reportergen kodieren. Nach 24 stiindigem Serumentzug
wurden die Zdlen fir weitere 24 Stunden mit PregS stimuliert. Ganzzellextrakte wurden prépariert und die
Luziferaseaktivitét untersucht. Die Luziferaseaktivitat wurde Uber die Proteinkonzentration normalisiert.

1V.3.1 Auswirkung verschiedener Steroidhormone auf die Egr-1 Biosynthese

in B-Zellen des Pankreas

Steroidhormone konnen Uber zwei unterschiedliche Wege die Transkription von Genen
beeinflussen (Falkenstein et al., 2000; Losel et al., 2003). Diese beiden Wege werden als
genomische und nicht-genomische Steroidwirkung bezeichnet. Unter genomischer
Steroidwirkung versteht man das Eindringen von lipophilen Steroidhormonen in die Zelle.
Dort bindet das Steroidhormon an einen cytosolischen Hormonrezeptor unter Freisetzung des
HSPO0. Der Steroidhormon-Rezeptor-Komplex transloziert in den Nukleus, wo er an
spezifische ,,hormone response elements* HRE im Promoter seiner Zielgene bindet und somit
die Transkription des Gens aktiviert. Unter der sogenannten nicht-genomischen
Steroidwirkung verstehnt man eine Rezeptor-vermittelte Signalweiterleitung durch second-

messenger-Systeme. Ein sulfatiertes Steroidhormon ist amphiphil und hat somit keine
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Maoglichkeit, die lipophile Plasmamembran zu durchdringen. Folglich muss es als Ligand an
membranstdndige Rezeptoren binden, die wiederum Uber intrazelluldre Signalwege die
Transkription aktivieren. Es wurde der Effekt verschiedener Steroidhormone auf die
Expression von Egr-1 in -Zellen des Pankreas untersucht. Wie in Abbildung 34B zu sehen
ist, bewirkt nur eine Stimulation der INS-1 Zellen mit Pregnenolonsulfat eine Induktion der
Egr-1 Expression. Stimulation der Zellen mit Pregnenolon oder Progesteron hatte keinerlei
Einfluss auf die Egr-1 Biosynthese. Das spricht dafur, dass die Aktivierung der Egr-1
Expression durch PregS-Stimulation in INS-1-Zellen Uber Rezeptor-abhangige Signalwege

erfolgt.
- -4-Egr-1
-4-HDAC
+ PregS
+ Preg
4+ Prog

Abbildung 34: Steroidhormon-induzierte Egr-1 Biosynthese. INS-1 Zellen wurde 24 Stunden das Serum
entzogen bevor sie fir eine Stunde mit Pregnenolonsulfat (PregS 50 uM), Pregnenolon (Preg 50 uM) oder
Progesteron (Prog 50 uM) stimuliert wurden. Kernproteine wurden isoliert und durch SDS-Gele ektrophorese
aufgetrennt. Der Nachweis von Egr-1 erfolgte im Westernblotverfahren mit spezifischen Antikérpern. Als
Ladungskontrolle wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC-1 untersucht.

1V.3.2 Wirkung von PregS auf andere Transkriptionsfaktoren

Um die Wirkung einer PregS-Stimulation von INS-1 auf die Expression anderer
Transkriptionsfaktoren zu untersuchen, wurden in einem Zeitverlauf die Phosphorylierung
von CREB, ATF2 und c-Jun sowie die Biosynthese von ATF3 untersucht. Die Stimulation
der Zellen mit PregS fuhrte neben der Aktivierung von Egr-1 auch zur Phosphorylierung von
CREB und c-Jun. Der Phosphorylierungsstatus von ATF2 sowie die Expression von ATF3
blieben durch die Stimulation unbeeinflusst (Abbildung 35C).
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Abbildung 35 Spezifitat der PregS-Stimulation: INS-1 Zellen wurde 24 Stunden das Serum entzogen bevor
die Zdlen mit PregS (50 pM) (A) wie angegeben stimuliert wurden. Kernproteine wurden isoliert und durch
SDS-Geldektrophorese aufgetrennt. Der Nachweis von Egr-1, Phospho-CREB, CREB, Phospho-c-Jun, c¢-Jun,
Phospho-ATF2 und ATF3 erfolgte im Westernbl otverfahren mit spezifischen Antikérpern. Als Ladungskontrolle
wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC-1 untersucht.

1V.3.3 Der Einfluss von Ca®" auf die transkriptionelle Aktivierung des Egr-1

Gens

Die Untersuchung der Signaltransduktion von Egr-1 zeigte bislang, dass Ca®* in der
Signalweiterleitung vom aktivierten Rezeptor zur Egr-1 Genexpression eine grof3e Rolle
spielt. Folglich sollte die Rolle von C& in der PregS-vermittelten Egr-1 Expression
untersucht werden. Dazu wurden INS-1 Zellen mit dem Ca?*-Chelator BAPTA prainkubiert.
Abbildung 36A zeigt, dass die Egr-1 Biosynthese durch den Mangel an intrazelluldrem Ca®*
als Aktivator gehemmt wurde. Der Einfluss von extrazellularem Ca®* 14sst sich durch Einsatz
von EGTA untersuchen. EGTA bindet Ca?* im Medium, so dass kein Ca?* zum Einstrom in
die Zelle zur Verfiigung steht. Bindet man nun das Ca?* im Medium durch Préinkubation der
Zellen mit EGTA, fuhrte das zu einer kompletten Blockade der Egr-1 Biosynthese
(Abbildung 36B). Diese Ergebnisse zeigen, dass Ca* fir die PregS-induzierte Egr-1
Biosynthese in INS-1 Zellen essentiell ist.

93



Ergebnisse

po— -4-Egr-1
-4-HDAC
+ + PregS
+ + BAPTA-AM
-— ~4-Egr-1
I -4-HDAC

-+ 4+ PregS
+ + EGTA

Abbildung 36: Der Einfluss von Ca®*-lonen auf die PregS- induzierte Egr-1 Biosynthese. A. INS-1 Zéllen
wurden nach 24 stiindigem Serumentzug eine Stunde mit dem Ca®* -Chelator BAPTA-AM (25 uM) (A) oder
EGTA (500 pM) (B) préinkubiert bevor sie mit PregS (50 uM) fur eine Stunde stimuliert wurden. Kernextrakte
wurden prépariert und die Proteine durch SDS-Gel el ektrophorese aufgetrennt. Der Nachweis von Egr-1 erfolgte
im Westernblotverfahren mit Egr-1 spezifischen Antikdrpern. Als Ladungskontrolle wurde die Expression der
Histondeacetylase HDAC untersucht.

1V.3.4 Die Rolle des TRPM 3-Rezeptors auf die Egr-1 Expression

PregS-Stimulation von INS-1 Zellen fuhrt zur Aktivierung des TRPM 3-Kanals (Oberwinkler
et al., unvertffentlichte Daten). Dieser trans ent-receptor-potential-channel ist selektiv fur
Ca®*-lonen und dessen Aktivierung fiihrt zum Einstrom von extrazellul&rem Ca* in die Zelle
(Oberwinkler, 2007; Oberwinkler et al., 2005; Grimm et al., 2003). Ob die Aktivierung dieses
Ca®*-Kanals ausreicht, um die Transkription des Egr-1 Gens zu induzieren wurde mit Hilfe
einer TRPM3 spezifischen shRNA untersucht. Der lentivirale Vektor tragt aul3er der Sequenz,
die fUr die shRNA kodiert, zusdzlich die Kodierregion von EGFP unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Dies erlaubte die Effizienz der Infektion sowohl im Westernblotverfahren
als auch durch Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 37) zu untersuchen. Durch Auswertung
der Imagingdaten und durch FACS-Analyse (durchgeftinrt von Dr. S. Philipp, Institut for
Pharmakologie und Toxikologie, Universitét des Saarlandes) konnte festgestellt werden, dass
eine Uber 90%-ige I nfektionseffizienz erreicht wurde.
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shATF2
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Abbildung 37 Immunflour eszenzaufnahmen von INS-1 Zellen die mit TRPM 3 oder ATF2 spezifischen
shRNA kodierenden Lentiviren infiziert wurden.

Die Kontrolle der Funktionalitét dieser shRNA zeigte, dass in Zellen die mit shTRPM3
kodierenden Lentiviren infiziert wurden die Expression von TRPM3 zu 80% reduziert werden
konnte (durchgefuihrt von Dr. S. Philipp) (Abbildung 38B). Der Einsatz der shRNA zeigte
jedoch keinerlei Wirkung auf die Expression von Egr-1 (Abbildung 38C). Das bedeutet, dass
der C&*-Einstrom durch den TRPM3-Kanal nicht ausreicht um die Egr-1 Biosynthese zu
induzieren.
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Abbildung 38: TRPM 3 spielt kein Rolle bei der PregS-induzierten Egr-1 Expression. A. B.C. INS-1 Zdllen
wurden mit Lentiviren infiziert, die fir shATF2 (Negativkontrolle) oder aber shTRPM3 kodieren A.
Ganzzellextrakte wurden prdpariert Gber ein SDS-Gd aufgetrennt und im Westernblot mittels spezifischer
Antikérper gegen GFP detektiert. B. Membranproteine wurden isoliert, durch SDS-Geldektrophorese
fraktioniert und im Westernbl otverfahren mit spezifischen Antikérpern gegen TRPM3 detektiert. Die Detektion
von Canexin diente als Ladungskontrolle. (Daten mit freundlicher Genehmigung von Dr.SPhilipp) C.
Kernproteine wurden prapariert, Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und im Westernblot mittels spezifischer
Antikorper gegen Egr-1 detektiert. Die Untersuchung der HDAC-1 Expression diente al's Ladungskontrolle.

1V.3.5 Der Einfluss von L-Typ Ca**-Kanéalen auf die PregS-Stimulierte Egr-1

Expression

Die vorrangegangenen Experimente konnten zeigen, dass die Egr-1 Biosynthese unabhangig
vom TRPM3-Kanal induziert wird. Der Ca?*-Einstrom in die Zelle durch die Stimulation des
TRPM3-Kanals durch PregS konnte eine Depolarisation der Membran bewirken, die zur
Offnung spannungsabhangiger Ca®*-Kanale fiihrt (Prentki & Matschinsky, 1987; Ashcroft &
Ashcroft, 1990). Ebenso kdnnte PregS neben der Aktivierung des TRPM 3-Kanals auch direkt
die Offnung spannungsabhéngiger Ca*-Kanéle bewirken. Um die Rolle dieser Ca®*-Kanale
auf die PregS-induzierte Egr-1 Biosynthese zu untersuchen, wurden INS-1 Zellen nun mit den
L-Typ-Ca?*-Kanalinhibitoren Nifedipin und Verapamil inkubiert. Abbildung 36A und B
zeigen deutlich, dass Inhibierung der Ca**-Kandle durch Ca**-Kanalblocker Nifedipin und
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Vergpamil auch die Egr-1 Biosynthese hemmte. Folglich héngt die Aktivierung der
Expression des Egr-1-Gens durch PregS in INS-1-Zellen von L-Typ Ca*-Kanalen ab.

A

ro— -4-Egr-1

-4-HDAC

+ + PregS
+ 4+ Nifedipine

-4-Egr-1

-4-HDAC

+ + PregS
+ 4+  Verapamil

Abbildung 39: Der Einfluss von L-Typ Ca*-Kanalen auf die PregS- induzierte Egr-1 Biosynthese. A. B.
INS-1 Zellen wurden nach 24 stiindigem Serumentzug eine Stunde mit dem Ca&* kanalinhibitor Nifedipine (50
UM) (A) oder Verapamil (50 pM) (B) préinkubiert bevor wie mit PregS (50 puM) fur eine weitere Stunde
stimuliert wurden. Kernextrakte wurden prépariert und durch SDS-Gel el ektrophorese fraktioniert. Der Nachweis
von Egr-1 erfolgte im Westernblotverfahren mit Egr-1-spezifischen Antikdrpern. Als Ladungskontrolle wurde
die Expression der Histondeacetylase HDAC-1 untersucht.

1V.3.6 Einfluss der Membrandepolarisation auf die Egr-1 Biosynthese

Der PregS-induzierte Ca?*-Einstrom in die Zelle durch Aktivierung des TRPM3-Kanals fiihrt
zur Depolarisation der Membran und somit zur Offnung von spannungsabhéngigen Ca®*-
Kanélen. Eine weitere Moglichkeit eine Depolarisierung der Membran zu erreichen ist die
Zugabe von KCI zum Kulturmedium. K*-lonen strémen zum osmotischen Ausgleich in die
Zelle und |6sen so eine Depolarisation aus. Um die Auswirkungen dieser Depolarisation und
damit der Rolle von spannungsabhéngigen Ca?*-Kandlen auf die Egr-1 Expression zu
untersuchen, haben wir INS-1 Zellen mit 25 mM KCI stimuliert. Abbildung 40A zeigt die
dosisabhangige Egr-1 Expression nach KCI Stimulation. Eine Depolarisation der Membran ist
folglich ausreichend, um eine Aktivierung der Egr-1 Gentranskription zu bewirken.
Untersucht man daraufhin den Einfluss von Ca?*-lonen und L-Typ- Ca?*-Kanélen auf die Egr-
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1 Expression zeigte sich, dass sowohl intra- und extrazellulares Ca®* (Abbildung 40B.C.) als
auch die Aktivierung spannungsabhéngiger Ca’*-Kandle (Abbildung 40D.E.) fur die
Induktion der Egr-1 Biosynthese von Noten sind.

KCI
I 1
- — --Egr-1
- - -4-HDAC
- 01 1 10 25 50 [mM]
p— -4-Egr-1 [ -4-Egr-1
-4-HDAC -4-HDAC
+ 4+ KcCI + + Kcl
+ + BAPTA-AM + + EGTA
- -4-Egr-1 -&-Egr-1
-@-HDAC -4-HDAC
+ + KcCI + + Kcl
-+ 4+ Nifedipine + 4+  Verapamil

Abbildung 40 Der Einfluss von Ca**-lonen auf die KCl-induzierte Egr-1 Biosynthese. A. INS-1 Zellen
wurden nach 24 stiindigem Serumentzug eine Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen KCI stimuliert. B.
INS-1 Zdllen wurden nach 24 stiindigem Serumentzug eine Stunde mit dem Ca?*-Chelator BAPTA-AM (25 pM)
(B), EGTA (500 pM) (C) oder den Ca’*-Kanalinhibitoren Nifedipine (50 pM) (D) oder Verapamil (50 pM) (E)
préinkubiert, bevor wie mit KCl (25 mM) fur eine Stunde stimuliert wurden. Kernextrakte wurden prépariert und
durch SDS-Gelelektrophorese fraktioniert. Der Nachweis von Egr-1 erfolgte im Westernbl otverfahren mit Egr-1
spezifischen Antikorpern. Als Ladungskontrolle wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC untersucht.
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1V.3.7 Die Rolle der Raf-Kinase fur die PregS-induzierte Egr-1 Biosynthese

Ein Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration kann tiber Aktivierung der PKC die Raf-
Kinase aktivierten (Kolch, et al., 1993). Raf-Proteine bestehen aus 3 konservierten Doméanen
CR1, CR2 und CR3 (Abbildung 41A) (Hagemann & Rapp 1999; Mercer & Pritchard 2003;
Wellbrock et al, 2004). CR1 enthalt Bindedoménen fur aktives Ras und fur die
Membranrekrutierung. CR3 représentiert die Kinasedoméne. Der dominant-negativen
Mutante DA-Raf fehlen die Doméanen CR2 und CR3, sie kann also sowohl aktives Ras als
auch an die Membran binden, jedoch kann das Signal aufgrund der fehlenden Kinasedoméne
nicht mehr weitergeleitet werden (Yokoyama et al., 2007). Abbildung 41C zeigt, dass die
Expression dieser Mutante in INS-1 Zellen die Biosynthese von Egr-1 nach PregS-
Stimulation deutlich reduzierte. Somit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Raf
ein essentieller Bestandteil der Signalkaskade zu Egr-1 ist.

mock DaRaf
1 604 I 11 1
1
ARraf I [ - «-Egr-1
DA-Raf I ]
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Abbildung 41: Expression einer dominant-negativen Mutante von Raf inhibiert die Egr-1 Expression. A.
Schematische Darstellung von A-Raf und der dominant-negativen Mutante DA-Raf. B. C. INS-1 Zellen wurden
mit DA-Raf kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. B.
Immunologischer Nachweis des Transgens. C. Nach 24-stiindigem Serumentzug wurden die Zdllen fur eine
Stunde mit PregS (50 pM) stimuliert. Kernextrakte wurden prépariert und durch SDS-Geldektrophorese
fraktioniert. Der Nachweis von Egr-1 erfolgte im Westernblotverfahren mit Egr-1 spezifischen Antikdrpern. Als
Ladungskontrolle wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC untersucht.

1V.3.8 Der Einfluss von Protein-Phosphatasen auf die Egr-1 Biosynthese

Die Raf-Kinase kann Uber die Aktivierung von MEK den ERK-Signalweg anschalten. Zur

Untersuchung des ERK-Signalwegs wurde in INS-1 Zellen die MKP-1 Uberexprimiert (s.
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Kapitel VI.0). Es zeigte sich, dass die Dephosphorylierung von ERK im Nukleus durch die
MKP-1 die Egr-1 Biosynthese komplett unterband. Folglich vermittelt der ERK-oder JNK-
Signalweg die PregS-induzierte Egr-1 Expression.

mock MKP-1
I 11 |
— ~-Egr-1
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Abbildung 42: Dephosphorylierung von ERK durch die MPK-1 blockiert die PregS-induzierte
Biosynthese von Egr-1. INS-1 Zellen wurden mit MKP-1 kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle
wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Nach 24-stiindigem Serumentzug wurden die Zédllen flr eine Stunde
mit PregS (50 puM) stimuliert. Kernextrakte wurden prépariert und durch SDS-Geldektrophorese fraktioniert.
Der Nachweis von Egr-1 erfolgte im Westernblotverfahren mit Egr-1 spezifischen Antikorpern. Als
Ladungskontrolle wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC untersucht.

1V.3.9 Elk-1ist essentiell fur die Aktivierung der Egr-1 Transkription

Wie in Kapitel 1V.1.5 beschrieben, l&asst sich Uber die Expression einer dominant-negativen
Mutante von Elk-1 der Einfluss des terndren Komplexfaktors auf die Egr-1 Expression
untersuchen. In Abbildung 43C sient man, dass die Expression dieser Mutante in INS-1

Zellen mittels lentiviralem Gentransfer die Egr-1 Biosynthese nach PregS-Stimulation

blockierte.
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Abbildung 43: Der ternare Komplexfaktor Elk-1 ist essentidl fur die PregS-induzierte Biosynthese von
Egr-1. A. Westernblotanalyse von INS-1 Zellen, die mit rekombinanten Lentiviren infiziert wurden, die fur
REST/EIK-1AC kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Westernbl ots wurden mit
Antikérpern inkubiert die gegen das FLAG-Epitop gerichtet sind. B. INS-1 Zdlen wurden mit REST/EIK-1AC
kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Nach 24-stiindigem
Serumentzug wurden die Zdlen flr eine Stunde mit PregS (50 uM) stimuliert. Kernextrakte wurden prapariert
und durch SDS-Geldektrophorese fraktioniert. Der Nachweis von Egr-1 erfolgte im Westernbl otverfahren mit
Egr-1 spezifischen Antikorpern. Als Ladungskontrolle wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC
untersucht.
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Eine weitere Moglichkeit den Einfluss des terndren Komplexfaktors Elk-1 zu untersuchen ist
die Expression einer konstitutiv aktiven Mutante von Calcineurin A (s. Kapitel VI.1.11).
Abbildung 44B zeigt die Auswirkung der lentiviralen Expression der Mutante ACnA auf die
PregS-induzierte Egr-1 Biosynthese. Die Dephosphorylierung von Elk-1 durch ACnA
bewirkte eine Hemmung der Egr-1 Biosynthese nach PregS-Stimulation. Die Resultate
verdeutlichen die Relevanz von EIk-1 fir die Egr-1 Expression nach PregS Stimulation.
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Abbildung 44 Eine konstitutiv-aktive M utante von Calcineurin inhibiert die PregS-induzierte Biosynthese
von Egr-1. INS-1 Zelen wurden mit ACnA kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden mock-
infizierte Zellen untersucht. Nach 24-stiindigem Serumentzug wurden die Zellen fir eine Stunde mit PregS (50
UM) stimuliert. Kernextrakte wurden prépariert und durch SDS-Gele ektrophorese fraktioniert. Der Nachweis
von Egr-1 erfolgte im Westernblotverfahren mit Egr-1 spezifischen Antikdrpern. Als Ladungskontrolle wurde
die Expression der Histondeacetylase HDAC untersucht.

1V.3.10 CREB spielt keine Rolle in der transkriptionellen Aktivierung des

Egr-1 Gens

Neben den fiinf SRE enthalt der Egr-1 Promoter auch eine Bindungsstelle fir CREB. Auch
wenn nach der géngigen Literatur die Funktionalitét dieses Elements fur die Egr-1 Expression
strittig ist (Meyer et a., 2002; Tremblay & Drouin 1999; von der Kammer et a., 1998),
konnte in anderen Zelltypen unter anderem auch in -Zellen des Pankreas die Funktionalitét
des CRE-Elementes als CREB-Bindungsstelle bestétigen werde. Deshalb sollte auch in INS-1
Zellen die Rolle von CREB auf die PregS-induzierte Egr-1 Biosynthese untersucht werden.
Dafur wurde der Einfluss der lentiviral-vermittelten Expression einer dominant-negativen
Mutante von CREB auf die Egr-1 Biosynthese untersucht. Abbildung 45C zeigt, dass die
Expression der Mutante REST/CREB in INS-1 Zellen keinerlel Einfluss auf die PregS-
induzierte Egr-1 Expression hatte.
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Abbildung 45: CREB spielt keine Rolle in der PregS-induzierten Biosynthese von Egr-1. A.
Westernblotanalyse von INS-1 Zellen, die mit rekombinanten Lentiviren infiziert wurden, die fir REST/CREB
kodieren. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Westernblots wurden mit Antikdrpern
inkubiert, die gegen das FLAG-Epitop gerichtet sind. B. INS-1 Zellen wurden mit REST/CREB kodierenden
Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Nach 24-stiindigem Serumentzug
wurden die Zdlen fir eine Stunde mit PregS (50 uM) stimuliert. Kernextrakte wurden prdpariert und durch
SDS-Geleektrophorese fraktioniert. Der Nachweis von Egr-1 erfolgte im Westernblotverfahren mit Egr-1
spezifischen Antikorpern. Als Ladungskontrolle wurde die Expression der Histondeacetylase HDAC untersucht.

1V.3.11 Untersuchung des Egr-1 Promoters

Um die vorangegangenen Untersuchungsergebnisse zu bestétigen und zu untersuchen, welche
genetischen Elemente fur die Aktivierung der Egr-1 Transkription n6tig sind, wurden INS-1
Zellen mit Lentiviren infiziert, die fur die Transgene Egr-1.1luc und Egr-1.SREluc kodieren.
Egr-1.1luc enthdlt zusétzlich zu den in Egr-1SREluc vorhandenen distalen SRE‘s des
humanen Egr-1 Promoters auch noch das CRE-Element (Abbildung 46C). So konnte der
Einfluss der Transkriptionsfaktoren Elk-1 und CREB nochmals untersucht werden. Abbildung
46D zeigt keinerlel Zunahme der Luziferaseaktivitéten wenn zusétzlich zu den SREs noch das
CRE-Element des Promoters verfligbar ist. Das bestétigte die Annahme, dass zwar der ternére
Komplexfaktor EIk-1 nicht aber CREB fir die PregS-induzierte Egr-1 Biosynthese eine Rolle

Spielt.
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Abbildung 46 Untersuchung wichtiger regulatorischer Elemente im Egr-1 Promoter. A. Schematische
Darstellung von integrierten Proviren, die fir die oben gezeigten Promotor-Luziferase-Reportergene kodieren.
Der Transfervektor pFWEQr-1.1luc enthélt die Sequenzen von -239 bis +235 des humanen Egr-1 Promoters. Der
Transfervektor pFWEgQr-1SREluc enthélt die beiden proximalen SRE-Bindestellen des Egr-1 Promoters. Die
wichtigen genetischen Elemente innerhalb der regulatorischen Region des Egr-1 Promoters sind dargestellt und
beinhalten die SREs und das CRE-Element. B. INS-1 Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir die Egr-1
Promotor-Luziferase-Reportergene kodieren. Nach 24-gtiindigem Serumentzug wurden die Zellen fir weitere 24
Stunden mit PregS stimuliert. Ganzzellextrakte wurden prépariert und die Luziferaseaktivitédt untersucht. Die
Luziferaseaktivitét wurde Uber die Proteinkonzentration normalisiert.

1V.3.12 Der Einfluss von Egr-1 auf das Synapsin |- Gen

Das fir das synaptische Vesikelprotein Synapsin | kodierende Gen enthdlt in seiner
regulatorischen Region eine Egr-1 Bindestelle (Thiel et al., 1994). Synapsine werden auch in
nicht-neuronalen Zellen wie den -Zellen des Pankreas exprimiert und spielen eine wichtige
Rolle bel der Insulinsekretion (Thomas-Reetz & De Camilli, 1994; Matsumoto et al., 1999;
Tabuchi et a., 2000). Deshalb stellte sich die Frage, ob das Synapsin I-Gen durch Egr-1
reguliert wird. Daraufhin wurde ein ChiP-Experiment durchgefuhrt. Die Resultate bestétigen
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die Bindung von Egr-1 unter physiologischen Bedingungen an das Synapsin | Gen in PregS-
stimulierten INS-1-Zellen (Abbildung 47C). Folglich wurden INS-1 Zellen mit Lentiviren
infiziert, die fir ein Synapsin |-Promotor/Luziferase-Reportergen kodierten. Wurde Egr-1
nach PregS-Stimulation synthetisiert, bindet es an den Synapsinpromoter und aktiviert damit
das Luziferasegen. Abbildung 47 A zeigt den integrierten Provirus und die Induktion der
Luziferaseaktivitét nach PregS-Stimulation. Zusétzlich wurde die Biosynthese von Synapsin |
nach PregS-Stimulation im Westernblot nachgewiesen (Abbildung 47B). Der Zeitverlauf der
Expression wirde zu der Hypothese passen, dass Synapsin | durch Egr-1 transaktiviert wird.
Die Egr-1 Expression gelangte nach einer Stunde zu einem Maximum, wohingegen die
Synapsin I-Expression erst nach 4 Stunden ihr Maximum erreichte. Zusammengenommen

weisen die Ergebnisse darauf hin, dass in INS-1-Zellen das Synapsin | Gen von Egr-1

reguliert wird.
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Abbildung 47: Einfluss von Egr-1 auf das Synapsin | Gen. A. Schematische Darstellung von integrierten
Proviren, die fir Synapsin I-Luziferase-Reportergen kodieren. Dieses Reportergen enthdt die Sequenzen von -
422 bis +47 des humanen Synapsin | Promoters. Die Egr-1 Bindestelle im Synapsin | Promoter ist ds EBS
bezeichnet. INS-1 Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir das Synapsin |-Luziferase-Reportergen
kodieren. Nach 24-stiindigem Serumentzug wurden die Zellen fir weitere 24 Stunden mit PregS stimuliert.
Ganzzellextrakte wurden prépariert und die Luziferaseaktivitét untersucht. Die Luziferaseaktivitét wurde Uber
die Proteinkonzentration normalisiert. B. Westernblotanalyse der Synapsin | Expression nach PregS Stimul ation.
Nach 24-gindigem Serumentzug wurden INS-1 Zelen fir vier Stunden mit PregS (50 pM) stimuliert.
Kernextrakte wurden prépariert und durch SDS-Gelelektrophorese fraktioniert. Der Nachweis von Synapsin |
erfolgte im Westernblotverfahren mit Synapsin | spezifischen Antikdrpern. C. Bindung von Egr-1 an die
regulatorische Region von Synapsin |. Chromatin von unstimulierten Zellen oder aber von Zellen, die fur eine
Stunde mit PregS stimuliert wurden, wurden mit einem gegen Egr-1 gerichteten Antikorper immunprézipitiert.
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Die anschlief3ende Amplifikation der Fragmente mittels PCR erfolgte mit Primern, die die Egr-1 Bindestelle
innerhalb der regulatorischen Region des Synapsin | Gens umfassen. Als Negativkontrolle wurde bel der
Immunpré&zipitation auf Zugabe von Antikorpern verzichtet, als Positivkontrolle diente nicht immunprézipitiertes
Chromatin (input).

1V.3.13 Regulation des | nsulingens durch Egr-1

Das Pankreas Duodenum Homeobox Protein | (PDX-1) ist nicht nur essentiell fur die
Entwicklung des Pankreas, sondern ist auch ein potenter Aktivator des Insulin-Gens (Marshak
et a., 1996; Melloul, 2004; Kaneto et al., 2007). Das PDX-1-Gen besitzt eine funktionelle
Egr-1 Bindestelle in seinem Promoter (Eto et a., 2007). Im ChlP-Experiment konnte gezeigt
werden, dass Egr-1 in INS-1 Zellen tatséchlich unter physiologischen Bedingungen an das
PDX-1 Gen gebunden wurde (Abbildung 48A). Aullerdem flhrte PregS-Stimulation zu
erhdhter Luziferaseaktivitdt in INS-1 Zellen, die ein Insulin-Promoter/L uziferase-Reportergen
exprimierten. Wird Egr-1 durch PregS-Stimulation synthetisiert, aktiviert es die Transkription
des PDX-1 Gens. PDX-1 wiederum kann an das Insulin-Gen binden und es damit aktivieren
(Abbildung 48B). Die Aktivierung des Insulingens durch PregS konnten wir zustzlich mittels
semiquantitativer RT-PCR zeigen (Abbildung 48B). Egr-1 reguliert folglich das PDX-I Gen,
und somit hat es auch einen indirekten Einfluss auf die Expression von Insulin.
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Abbildung 48 Einfluss von Egr-1 auf das PDX-1- und das Insulin-Gen. A. Schematische Darstellung des
PDX-1 Gens. Die Egr-1 Bindestelle wird ads EBS bezeichnet. Die Pfeile zeigen die Lage der ChlP-Primer.
Bindung von Egr-1 an die regulatorische Region von PDX-1. Chromatin von unstimulierten Zellen oder aber
von Zellen, die fur eine Stunde mit PregS stimuliert wurden, wurde mit einem gegen Egr-1 gerichteten
Antikérper immunprézipitiert. Die anschlielende Amplifikation der Fragmente mittds PCR erfolgte mit
Primern, die die Egr-1 Bindestelle innerhalb der regulatorischen Region des PDX-1 Gens umfassen. Als
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Negativkontrolle wurde bel der Immunprézipitation auf Zugabe von Antikdrpern verzichtet. Als Positivkontrolle
diente nicht immunpr&zipitiertes Chromatin (input). B. Schematische Darstellung eines integrierten Provirus, der
fur ein Insulin-Luziferase-Reportergen kodiert. Dieses Reportergen enthdlt die Sequenzen von -715 bis +31 des
Insulin | Promoters der Ratte. Die PDX-1-Bindestelle sowie das CRE-Element im Insulin | Promoter sind
dargestellt. INS-1 Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir das Insulin-Luziferase-Reportergen kodieren.
Nach 24-stindigem Serumentzug wurden die Zdlen fir weitere 24 Stunden mit PregS stimuliert.
Ganzzellextrakte wurden prépariert und die Luziferaseaktivitét untersucht. Die Luziferaseaktivitét wurde Uber
die Proteinkonzentration normalisiert. RT-PCR-Analyse von Insulin mRNA. INS-1 Zellen wurden nach 24-
stindigem Serumentzug fir eine Stunde mit PregS (50 uM) stimuliert. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und
mittels Reversertranskriptase in cDNA umgeschrieben. Die anschlieRende Amplifikation erfolgte mit Insulin
spezifischen Primern.

1V.3.14 Egr-1 transaktiviert das Chromogranin B Gen

Wir konnten schon wahrend der Untersuchung der Buserelin-induzierten Zielgene in
gonadotropen Hypophysenzellen zeigen, dass Egr-1 unter physiologischen Bedingungen an
das Chromogranin B Gen bindet (s. Kapitel V1.1.16). In INS-1 Zellen konnte dieses Ergebnis
fur B-Zellen des Pankreas bestétigt werden. Auch hier bindet Egr-1 nach PregS Stimulation an
das CgB Gen (Abbildung 49). Zusétzlich aktivierte die Stimulation der Zellen mit PregS die
Transkription eines CgB Promotor/Luziferase Reportergens (Abbildung 49B).

A B
c
| gB gene | ALTR flap B LTRA

Input
noAB
Egr-1

-2020 +31

Chromogranin B
ww | PregS promoter

CgB.luc

relative luciferase activity
(fold induction)
N

+ Pregs

Abbildung 49 Regulation des CgB Gensdurch Egr-1: A. Bindung von Egr-1 an die regulatorische Region des
CgB Gens. Chromatin von unstimulierten Zellen oder aber von Zdlen, die fir eine Stunde mit PregS stimuliert
wurden, wurde mit einem gegen Egr-1 gerichteten AntikOrper immunprézipitiert. Die anschlief3ende
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Amplifikation der Fragmente mittels PCR erfolgte mit Primern, die die Egr-1 Bindestdlle innerhalb der
regulatorischen Region des CgB Gens umfassen. Als Negativkontrolle wurde bei der Immunprézipitation auf
Zugabe von Antikorpern verzichtet. Als Positivkontrolle diente nicht immunprézipitiertes Chromatin (input). B.
Schematische Dargtellung von integrierten Proviren, die fir ein CgB Promotor/L uziferase-Reportergen kodieren.
Dieses Reportergen enthélt die Sequenzen von -2020 bis +31 des CgB Promoters. Die Egr-1 Bindestelleim CgB
Promoter is as EBS bezeichnet. INS1 Zdlen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir das CgB
Promotor/L uziferase-Reportergen kodieren. Nach 24-stiindigem Serumentzug wurden die Zellen fir weitere 24
Stunden mit PregS stimuliert. Ganzzellextrakte wurden prépariert und die Luziferaseaktivitédt untersucht. Die
Luziferaseaktivitét wurde an der Proteinkonzentration normalisiert.

V.4 Astrozyten

Egr-1 (early growth response) wurde urspringlich als ein Gen entdeckt, das sehr friih nach
Stimulation mit Mitogenen exprimiert wird (Sukhatme et al., 1988). Seither wurde versucht,
die Funktion von Egr-1 fur Wachstum und Proliferation zu belegen. In der vorliegenden
Arbeit wurde versucht, Erkenntnisse Uber die Funktion von Egr-1 in Astrozyten zu erlangen.
Deshalb wurde in primédren Astrozyten nach einem funktionellen Zusammenhang zwischen
Egr-1 Biosynthese und mitogenstimulierter Proliferation gesucht.

1V.4.1 Biosynthese von Egr-1 und Proliferation von Astrozyten

Die Stimulation des EGF-Rezeptors mit EGF fuhrte zur Aktivierung der ERK-Signalkaskade
(Abbildung 50A). Die Aktivierung von ERK fuhrte wiederum zur Induktion der Egr-1
Expression (Abbildung 50B). Die Inkubation der Zellen mit dem MEK-Inhibitor PD98059
hemmte die Biosynthese von Egr-1 effizient (Abbildung 50C). Um die Proliferation der
Zellen nachzuweisen, wurde die DNA-Syntheserate mittels BrdU-Inkorporation bestimmt.
Der Einbau des Thymidinanalogon BrdU wurde als Mal3 fir DNA-Replikation verwendet und
diente als Indikator fur zellulare Aktivitét in der S-Phase des Zellzykluses. In Abbildung 50D
sieht man, dass die Stimulation primérer Astrozyten mit EGF im Vergleich zu unstimulierten
Zellen zu einer signifikanten Steigerung der BrdU-Inkorporation fuihrte. Um den Einfluss von
ERK auf die EGF-induzierte Proliferation zu untersuchen, wurden priméare Astrozyten mit
dem MEK-Inhibitor PD98059 prainkubiert. PD98059 verhinderte nicht nur die Biosynthese
von Egr-1 (Abbildung 50C), sondern auch die EGF-induzierte Proliferation von Astrozyten
(Abbildung 50D). Die Aktivierung des ERK-Signalwegs nach Stimulation des EGF-
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Rezeptors erfolgt Uber die Aktivierung von Raf. Um den Einfluss von Raf auf die
Proliferation von Astrozyten zu untersuchen wurden die Zellen mit Lentiviren infiziert, die
fur eine dominant-negative Mutante von Raf kodieren (s. Kapitel VI1.3.7). Abbildung 50F
zeigt, dass die Expression der Mutante DA-Raf die EGF-induzierte Proliferation von
Astrozyten komplett inhibierte. Sowohl die Raf-Kinase als auch der ERK-Signalweg sind
folglich essentielle Bestandteile der EGF-induzierten Astrozytenproliferation.
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Abbildung 50: EGF-Stimulation induziert die Egr-1 Biosynthese und aktiviert die Proliferation von
Astrozyten Uber Aktivierung des ERK-Signalwegs. A. Phosphorylierung von ERK1/2 in EGF-stimulierten
Astrozyten. Nach 24-stindigem Serumentzug wurden primére Astrozyten mit EGF (10 ng/ml), wie angegeben
stimuliert. Ganzzellextrakte wurden hergestellt und Phospho-ERK1/2 im Westernblotverfahren detektiert. B.
Kinetik der Egr-1 Expression nach EGF-Stimulation. Primére Astrozyten wurden nach 24 Stunden Serumentzug
mit EGF (10ng/ml) fur die angegebenen Zeiten stimuliert. Kernextrakte wurden prépariert und mittels SDS-
Gelelektrophorese fraktioniert. Die Detektion von Egr-1 erfolgte mittels Immunablotting mit Egr-1 spezifischen
Antikorpern. C. Der Effekt des MAP Kinase Kinaseinhibitors PD98059 auf die Biosynthese von Egr-1 wurde
durch Préinkubation primérer Astrozyten mit PD98059 (50 uM) untersucht. Die anschliefRende Stimulation mit
EGF (10 ng/ml) erfolgte fur weitere zwei Stunden. Kernproteine wurden isoliert und mittels SDS
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Detektion von Egr-1 erfolgte mittels Immunaoblotting mit Egr-1 spezifischen
Antikérpern. D. EGF induziert die Proliferation primérer Astrozyten. 1 x 10* Zellen/well wurden in eine
96/Lochplatte gesdt und fur 24 Stunden in BME kultiviert, welches mit 10 % FCS supplementiert war. Am
folgenden Tag wurde den Zellen das Serum entzogen und nach weiteren 24 Stunden erfolgte die Préinkubation
der Zellen mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (50 uM) fiir eine Stunde, bevor die Zellen mit EGF (10 ng/ml) fir
weitere 24 Stunden stimuliert wurden. Die Induktion der DNA-Synthese wurde mittels BrdU-Inkorporation in
die DNA proliferierender Zellen gemessen. Die Messung der BrdU-Inkorporation erfolgte mittels spezifischer
Antikérper in einem kolorimetrischen System. E. Immunologischer Nachweis des Transgens. Primére
Astrozyten wurden mit DA-Raf kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen
untersucht. F. Primére Astrozyten wurden mit DA-Raf kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle wurden
mock-infizierte Zellen untersucht. Die Induktion der DNA-Synthese wurde mittels BrdU-Inkorporation in die
DNA gemessen.

V.4.2 Der Einfluss von Protein-Phosphatasen auf die EGF-induzierte

Proliferation von Astrozyten

Bisher konnte gezeigt werden, dass der ERK-Signalweg fur die EGF-induzierte Proliferation
von Astrozyten notwenig ist. ERK kann im Zytoplasma und in der Plasmamembran Substrate
phosphorylieren. ERK kann jedoch auch in den Zellkern translozieren und dort beispielsweise
Transkriptionsfaktoren wie den ternaren Komplexfaktor Elk-1 phosphorylieren. Um zu
zeigen, dass nukledres ERK fir die EGF-induzierte Astrozytenproliferation notwenig ist,
wurde in Astrozyten mittels lentiviralem Gentransfer die MKP-1 Uberexprimiert (s. Kapitel
V1.1.4). Die Inaktivierung von ERK durch Expression der MKP-1 hemmte das Wachstum der
Astrozyten (Abbildung 50A). ERK ist folglich sowohl fur die EGF-induzierte Egr-1
Expression als auch fur die Proliferation primérer Astrozyten unabdingbar. Die Ergebnisse
lassen auf eine Korrelation zwischen Egr-1 Biosynthese und EGF-induzierter Proliferation
schliefen. Als Kontrolle wurden Astrozyten mit Lentiviren infiziert, die fur die
zytoplasmatische Proteinphosphatase PP2C kodierten (s. Kapitel VI1.1.11). Wie in Abbildung
51C gut zu erkennen ist, beeinflusst die Expression von PP2C die EGF-induzierte
Proliferation von Astrozyten in keiner Weise.
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Abbildung 51 Die Ralle von Protein-Phosphatasen auf die EGF-induzierte Proliferation von Astrozyten:
A. Primére Astrozyten wurden mit MKP-1 kodierenden Lentiviren infiziert, as Kontrolle wurden mock-
infizierte Zellen untersucht. Die Induktion der DNA-Synthese wurde mittels BrdU-Inkorporation in die DNA
gemessen. E. Immunologischer Nachweis des Transgens. Priméare Astrozyten wurden mit PP2C kodierenden
Lentiviren infiziert, als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. F. Primére Astrozyten wurden mit
PP2C kodierenden Lentiviren infiziert, als Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Induktion
der DNA-Synthese wurde mittel s BrdU-Inkorporation in die DNA gemessen.

1V.4.3 Untersuchung des Egr-1 Promoters

Um relevante regulatorische Elemente im Egr-1 Promoter zu identifizieren wurden
Astrozyten mit Lentiviren infiziert, die fir dre unterschiedlich lange Egr-1
Promoter/Luziferasereportergene kodierten. Egr-1.2 enthélt die zwei proximalen sowie die
drei distalen SRE-Bindungsstellen und das CRE-Element. Egr-1.1 fehlen die drei proximalen
SRE-Bindungstellen und Egr-1SRE besteht nur aus einem minimalen Promoter mit beiden
distalen SRE-Bindestellen (Abbildung 52A). Ein Vergleich der Luziferaseaktivitéten nach
EGF-Stimulation zeigt, dass es keine signifikanten Unterschiede in den Luziferaseaktivitaten
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der drei Transgene gab (Abbildung 52B). Folglich sind die beiden proximalen SRE's
ausreichend um eine Egr-1 Synthese nach EGF-Stimulation zu gewéhrleisten.
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Abbildung 52: Transkriptionelle Aktivierung von ins Chromatin eingebetteten Egr-1 Promoter/L uziferase
Reportergenen in EGF stimulierten Astrozyten A. Modulare Struktur des integrierten Proviruses der fir Egr-
1 Promoter/Luziferase Reportergene kodiert. Die Trandfervektoren pFWEgr-1.1luc und pFWEgr-1.2luc
enthalten die Sequenzen von -239 bis +235 oder von -490 bis +235 des humanen Egr-1 Gens. Der
Transfervektor pFWEgr-1SREluc enthélt nur die beiden proximalen SRE des Egr-1 Promoters. Die relevanten
genetischen Elemente innerhalb der Regulatorischenregion von Egr-1 sind dargestellt und beinhalten die funf
SRE's und ein CRE-Element. B. Primére Astrozyten wurden mit rekombinanten Lentiviren infiziert, die fur die
oben abgebildeten Egr-1 Promotor/ Luziferase Reportergene kodierten. Nach 24 Stunden Serumentzug wurden
die Zdlen fir weitere 24 Stunden mit EGF (10 ng/ml) stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zdlen.
Ganzzellextrakte wurden prapariert und auf ihre Luziferaseaktivitdt untersucht. Die Luziferaseaktivitdt wurde
Uber die Proteinkonzentration normalisiert.

IV.4.4 Inhibierung der EGF-induzierten Proliferation von Astrozyten durch

eine dominant-negative Mutante von Elk-1

Die SRE-vermittelte Aktivierung der Egr-1 Gentranskription wird Uber den terndren
Komplexfaktor Elk-1 aktiviert. Um den Einfluss von Elk-1 auf die EGF-induzierte
Proliferation von Astrozyten zu untersuchen, wurde mittels lentiviralem Gentansfer eine
dominant negative Mutante von Elk-1 exprimiert (s. Kapitel V1.1.5). Die Mutante REST/EIlk-
1AC blockierte die EGF-stimulierte Proliferation von Astrozyten komplett (Abbildung 53C).
Das fuhrte zu dem Schluss, dass der terndre Komplexfaktor EIk-1 fir die Konvertierung des

mitogenen Signals in eine proliferative Antwort essentiell ist. Als Kontrolle wurden
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Astrozyten mit Lentiviren infiziert, die fir eine dominant-negative Mutante von ATF2
kodieren (s. Kapitel VI.1.13.2). Die Expression von ATF2AN zeigte nur einen geringen
Einfluss auf die Wachstumsrate EGF-stimulierter Astrozyten.
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Abbildung 53: Die Expression einer dominant-negativen Mutante des terndren Komplexfaktors Elk-1
unterbindet die EGF-induzierte Proliferation von Astrozyten. A. Astrozyten wurden mit rekombinanten
Lentiviren infiziert, die fur REST/EIk-1AC kodieren. Der Transgennachweis erfolgte mittels Westernblotanalyse
von mock- und lentiviral infizierten Astrozyten. B. Astrozyten wurden mit rekombinanten Lentiviren infiziert,
die fir REST/EIK-1AC kodieren. Als Kontrolle dienten mock-infizierte Zellen. Nach 24 Stunden Serumentzug
wurden die Zdlen fur weitere 24 Stunden mit EGF (10 ng/ml) stimuliert. Die Induktion der DNA-Synthese
wurde durch die Messung der BrdU Inkorporation in die DNA bestimmt. C. Astrozyten wurden mit
rekombinanten Lentiviren infiziert, die fir ATF2AN kodieren. Der Transgennachweis erfolgte mittels
Westernbl otanalyse von mock- und lentiviral infizierten Astrozyten. D. Astrozyten wurden mit rekombinanten
Lentiviren infiziert, die fir ATF2AN kodieren. Als Kontrolle dienten mock-infizierte Zellen. Nach 24 Stunden
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Serumentzug wurden die Zdllen fir weitere 24 Stunden mit EGF (10 ng/ml) stimuliert. Die Induktion der DNA-
Synthese wurde durch die Messung der BrdU Inkorporation in die DNA bestimmt

1V.4.5 Vergleich der Wachstumsraten von Astrozyten aus Wildtyp- und Egr-1-

defizenten Mausen

Bislang konnte gezeigt werden, dass Raf, ERK und der terndre Komplexfaktor Elk-1
essentiell sind fur die proliferative Antwort von EGF-stimulierten Astrozyten. Raf, ERK und
Elk-1 sind in vielen zelluléren Systemen auch fur die Induktion der Egr-1 Biosynthese nétig
(Cibelli et a., 2002; Bauer et a., 2005). Folglich besteht eine Korrelation zwischen der
Mitogen-stimulierten Proliferation und der Biosynthese von Egr-1. Um eine Kausalitét dieser
beiden Mitogen-Antworten zu beweisen, wurde das Wachstumverhalten von Astrozyten
untersucht, die entweder aus Wildtyp-Méusen oder aus Egr-1-defizienten Mé&usen isoliert
wurden. Abbildung 54A zeigt, dass es keinerlei Unterschiede in den Wachstumsraten von
EGF-induzierten Astrozyten gab, unerheblich ob sie aus Wildtyp oder Egr-1-defizienten

Mausen gewonnen wurden.

Das Wachstum von Zellen erfolgt in Folge einer Mitogenstimulation; bFGF wirkt als Mitogen
fur Astrozyten. Interessanterweise kann bFGF durch Egr-1 Gber zwei Egr-1 Bindestellen im
proximalen Promotor des bFGF-Gens (Biesiada et al., 1996; Wang et al., 1997) transaktiviert
werden. Folglich kénnte Egr-1 Uber die Transaktivierung des bFGF-Gens das Wachstum von
Astrozyten steuern. Deshalb wurde die Expression von bFGF mittels RT-PCR sowohl in
Astrozyten aus Wildtyp- als auch aus Egr-1-defizienten Mausen untersucht. Abbildung 54 B
und C zeigen, dass ein EGF-Stimulation von Astrozyten, unabhangig von der Expression von
Egr-1, zu einer gesteigerten Expression des bFGF-Gens flihrt.
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Abbildung 54: Prdliferation und bFGF-Synthese von Astrozyten aus Wildtyp- oder Egr-1-defizienten
Mausen. A. EGF induziert die Proliferation von priméren Astrozyten sowohl aus Wildtyp- als auch aus Egr-1-
defizienten Mé&usen. Die Zellen wurden mit EGF (10 ng/ml) stimuliert und der Effekt auf die DNA-Synthese
mittel s BrdU-Inkorporation in die DNA gemessen. B. C. Steigerung der bFGF mRNA Konzentration nach EGF-
Stimulation in Astrozyten aus wildtyp Mausen (B) oder aber Egr-1 knockout Méausen (C). Die Gesamt-RNA
wurde isoliert und die durch reverse Transkription erhaltene cDNA mittels PCR-Primern anadysiert die zur bFGF
cDNA komplementér sind.

|V.4.6 Die Rolle von Protein-Phosphatasen und des Ternaren Komplexfaktors
fur die EGF-induzerte Proliferation von Astrozyten aus Egr-1 defizienten

Mausen

Bisher konnte gezeigt werden, dass Raf, ERK und Elk-1 fir die EGF-induzierte Proliferation
von Astrozyten aus Wildtyp-Mausen essentiell sind. Da die Proliferationsraten von EGF-
stimulierten Astrozyten keinerlei Unterschied zeigten ob sie aus Wildtyp oder Egr-1-
defizienten M&usen isoliert wurden, sollte der Einfluss von Raf, ERK und Elk-1 fur die
Proliferation von Egr-1 defizienten Astrozyten tberprift werden. Dazu wurden aus Egr-1-
defizienten Mausen gewonnene Astrozyten mit Lentiviren infiziert, die entweder fir DA-Raf,
MKP-1 oder aber REST/EIk-1AC kodieren. Als Kontrolle wurden Astrozyten aus Egr-1-
defizienten Méausen mit Lentiviren infiziert, die fur PP2C oder aber ATF2AN kodierten.

Abbildung 55A, B und C zeigen, dass sowohl der ERK-Signalweg als auch der ternére
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Komplexfaktor EIk-1 fur die EGF-induzierte Proliferation in Astrozyten aus Egr-1 defizienten
Maéausen unerlasslich sind. Die Signalweiterleitung in EGF-stimulierten Astrozyten setzt sich
folglich aus denselben Bausteinen zusammen, unabhéngig vom genetischen Hintergrund.
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Abbildung 55: Expression der MKP-1, oder dominant-negativen Mutanten des ternaren Komplexfaktors
Elk-1 oder von Raf verhindern die EGF-induzierte Proliferation von Astrozyten aus Egr-1-defizienten
Méusen. Primére Astrozyten aus Egr-1-defizienten M&usen wurden entweder mit DA-Raf (A), MKP-1 (B),
REST/EIK-1AC (C), PP2C (D) oder aber ATF2AN (E) kodierenden Lentiviren infiziert. Als Kontrolle dienten
mock-infizierte Zdlen. Die Induktion der DNA-Synthese wurde mittels BrdU-Inkorporation in die DNA
bestimmt.

|V.4.7 Eine dominant-negative Mutante der Egr-Proteine verhindert das

Wachstum von Astrozyten nach EGF-Stimulation

Die bisherigen Ergebnisse konnten folgendermal3en interpretiert werden. Erstens: Egr-1 spielt
keine Rolle in der Regulation der Astrozytenproliferation. Zweitens: Andere Mitglieder der
Egr-Familie kompensieren den Verlust von Egr-1. Um die mdgliche Kompensation der
Funktionen zwischen den Egr-Familienmitgliedern aufzuheben wurden Astrozyten mit
rekombinanten Lentiviren infiziert, die fir eine dominant-negative Mutante von Egr-1
kodierten. Die Mutante Egr-1/Zn beinhaltet nur noch die Zinkfinger-DNA-Bindedoméane von
Egr-1 (Abbildung 56A). Die N-Terminale Aktivierungsdoméne sowie die Bindungsstelle fir
die transkriptionellen Repressor NAB1 und NAB 2 waren deletiert, so dass Egr-1/Zn zwar
noch an die Egr-Konsensussequenz in den regulatorischen Regionen seiner Zielgene binden
konnte, aber deren Transkription nicht mehr aktivierte. Aufgrund der starken Homologie der
Egr-Proteine untereinander verhindert die Expression dieser Mutante auch die Bindung der
anderen Familienmitglieder an die Egr-Konsensussequenz. Durch ChiP-Experimente wurde
gezeigt, dass die Mutante Egr-1/Zn an sein Zielgen bFGF gebunden wurde (Abbildung 56C)
und die Bindung von endogenem Egr-1 verhinderte (Abbildung 56D). Abbildung 56E und F
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zeigen, dass die Expression der dominant-negativen Mutante von Egr-1 die EGF-induzierte
Proliferation von Astrozyten sowohl aus Wildtyp- als auch aus Egr-1-defizienten Mausen
blockierte. Die Ergebnisse beweisen, dass die Egr-Proteine die Proliferation von Astrozyten
regulieren. Die Funktion von Egr-1 wird nach dessen Verlust in Egr-1-defizienten Mausen
durch andere Egr-Proteine kompensiert.
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Abbildung 56: Die Expression einer dominant-negativen M utante von Egr-1 blockiert die EGF-induzierte
Proliferation von Astrozyten. A. Schematische Darstellung der modularen Struktur von Egr-1 und der
dominant-negativen Mutante Egr-1/Zn. Angezeigt sind die N-terminale Aktivierungsdoméne und die Zinkfinger-
DNA-Bindungsdoméne von Egr-1. B. Immunologischer Nachweis des Transgens. Astrozyten wurden mit
Lentiviren infiziert, die fur Egr-1/Zn kodieren. Als Kontrolle dienten mock-infizierte Zellen. Kernextrakte
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wurden prépariert und das Transgen mittels spezifischer Antikorper gegen das FLAG-Tag im Westernblot
detektiert C. Die Egr-1 Mutante Egr-1/Zn bindet an die regulatorische Region des bFGF-Gens. Astrozyten
wurden mit Lentiviren infiziert, die fur Egr-1/Zn kodieren. ChlP-Experimente wurden mit M2-Agarose
durchgefiihrt um sdektiv die Flag-getaggte Mutante Egr-1/Zn zu prézipitieren. Die Immunprézipitierten
Fragmente wurden mit Primern amplifiziert, die die Egr-1 Bindestelle im bFGF Gen umspannen. Als
Negativkontrolle diente Chromatin dem kein Antikorper zugesetzt wurde, als Positivkontrolle wurde nicht
immunprazi pitiertes Gesamtchromatin amplifiziert. D. Die Egr-1 Mutante Egr-1/Zn verhindert die Bindung von
Egr-1 an die regulatorische Region des bFGF-Gens. Astrozyten wurden mit Lentiviren infiziert die fir Egr-1/Zn
kodieren, a's Kontrolle wurden mock-infizierte Zellen untersucht. Die Zellen wurden nach 24 h Serumentzug fir
eine Stunde mit EGF (10ng/ml) stimuliert. Die Immunprézipitation erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen
Egr-1. Die Immunprazipitierten Fragmente wurden mit Primern amplifiziert, die die Egr-1 Bindestelle im bFGF
Gen umspannen. Als Negativkontrolle diente Chromatin dem kein Antikérper zugesetzt wurde, als
Positivkontrolle wurde nicht immunprézipitiertes Gesamtchromatin amplifiziert. E. F:Astrozyten von Wildtyp
(E) oder Egr-1-defizienten Méusen (F) wurden entweder mock-infiziert oder aber mit Lentiviren infiziert, die fur
Egr-1/Zn kodieren. Die Zdlen wurden mit EGF (10 ng/ml) stimuliert und die Induktion der DNA-Synthese
mittels BrdU-Inkorporation gemessen.

ChlP-Experimente haben bewiesen, dass die dominant-negative Mutante von Egr-1 an das
bFGF binden kann und dass sie fahig ist die Proliferation von EGF-stimulierten Astrozyten zu
inhibieren. Um die Funktionalitdt und Spezifitdt der Mutante zu untersuchen wurde durch
ortsspezifische Mutagenese im Zinkfinger 2 und Zinkfinger 3 ein Cystein durch ein Serin
ausgetauscht. Dies fuhrte zum der Verlust Bindungsfahigkeit der neugeschaffenen Mutante an
die Egr-1 Bindestelle. Abbildung 57A zeigt die schematische Darstellung der
Aminosduresequenz der Egr-1 Zinkfinger; die ausgetauschten Aminosdauren sind rot markiert.
Durch ein EM SA-Experiment konnte der Verlust der DNA-Bindungsfahigkeit der Mutante an
die Egr-1 Bindestelle gezeigt werden (Abbildung 57B).Durch Mutagenese inhibierte Bindung
der Egr-l/Zn-Mutante an die DNA der Zielgene resultierte in der Aufhebung der
inhibitorischen Wirkung auf die Proliferation EGF-stimulierter Astrozyten (Abbildung
57D,E).
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Abbildung 57 Auswirkung des Verlustes der DNA-Bindungsféhigkeit der dominant-negativen
Mutante von Egr-1. A. Aminosiuresequenz der Zinkfinger-DNA-Bindungsdoméne von Egr-1.
Cysteine und Histidine des Zinkfingerkomplexes sind farblich markiert. Die Mutationen sind rot
markiert. B. Bindung der Egr-1 Mutanten an eine radioaktiv-markierte Probe, die vier Egr-1
Bindestellen beinhaltet. Als Negativkontrolle wurden mock-transfizierte Zellen untersucht. C.
Immunologischer Nachweis der Transgene. D. E. Astrozyten von Wildtyp (D) oder Egr-1-defizienten
Mausen (E) wurden entweder mock-infiziert oder aber mit Lentiviren infiziert, die fir Egr-1/Zn oder
der Mutante Egr-1/Zn ZF2/3 kodieren. Die Zellen wurden mit EGF (10 ng/ml) stimuliert und die
Induktion der DNA-Synthese mittels BrdU-Inkorporation gemessen.
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1V.4.8 Der Korepressor der Egr-Proteine NAB2 unterbindet die Proliferation

von Astrozyten

Um den kompensatorischen Effekt der Egr-Proteine zu bestétigen wurde in Astrozyten der
transkriptionelle Korepressor NAB2 exprimiert. NAB2 bindet nicht an die DNA sondern
interagiert direkt mit Egr-1, Egr-2 und Egr-3, was zu einer verminderten Expression dieser
Egr-Proteine fuhrt. Egr-4 dagegen fehlt die NAB Bindedoméane. Die Expression von NAB2 in
Astrozyten aus Wildtyp (B) und Egr-1-defizienten (C) Mé&usen inhibierte die EGF-stimulierte
Proliferation der Zellen (Abbildung 58 B, C). Folglich sind nur die Egr-Proteine 1,2 und 3 an
der Regulation der Proliferation von Astrozyten beteiligt, da Egr-4 nicht durch NAB2

reguliert wird.
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Abbildung 58 Expression von NAB2 verhindert die Proliferation von Astrozyten. A. Immunologischer
Nachwels des Transgens. Astrozyten wurden mit Lentiviren infiziert, die fir NAB2 kodieren. Als Kontralle
dienten mock-infizierte Zellen. Kernextrakte wurden prépariert und das Transgen mittel s spezifischer Antikorper
gegen den FLAG-Tag im Westernblot detektiert. B. C. Astrozyten von Wildtyp (B) und Egr-1-defizienten
Mausen (C) wurden entweder mock- oder aber mit Lentiviren infiziert die fir NAB2 kodieren. Die Zellen
wurden mit EGF (10 ng/ml) stimuliert und die Induktion der DNA-Synthese mittels BrdU-Inkorporation
gemessen.
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1V.4.9 Transaktivierung des bF GF Gens durch Egr-Proteine

Die bisherigen Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dass andere Mitglieder der Egr-Familie
den Verlust von Egr-1 in Egr-1-defizienten M&usen kompensieren. Um diese Schluf3folgerung
zu bestdtigen, wurde die Stimulusinduzierte Bindung der Egr-Proteine an das bFGF-Gen
untersucht. Dieses Gen liegt in einer offenen Konfiguration in Astrozyten vor, was sich
daraus ableiten [&3t, dass es in einen nukleosomalen Kontext eingebettet ist, in welchem das
Histon H3 am Lysinrest 4 trimethyliert ist (Abbildung 59A). Daraufhin wurde mittels ChiP-
Experimenten die Bindung der Egr-Proteine 1-3 an das bFGF-Gen untersucht und festgestellt,

dass in aus Wildtyp-Méausen gewonnenen Astrozyten nach EGF-Stimulation alle drei Egr-

Proteine an das bFGF-Gen gebunden wurden (Abbildung 59B). In Astrozyten aus Egr-1-

defizienten M&usen dagegen konnte nur die Bindung von Egr-2 und Egr-3 an das bFGF-Gen

gezeigt werden (Abbildung 59C). Die Expression der dominant-negativen Mutante von Egr-1,

dem Egr-1/Zn, inhibiert die Bindung der Egr-Proteine an das bFGF-Gen (Abbildung 59D).
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Abbildung 59: ChlP-Experimente zeigen, dass Egr-1, Egr-2 und Egr-3 an das bFGF Gen bindet. A.
Epigenetische Konfiguration des bFGF-Gens in Astrozyten. B. Bindung von Egr-1, Egr-2 und Egr-3 unter
physiol ogischen Bedingungen an das bFGF-Gen. C. Bindung von Egr-2 und Egr-3 an die regulatorische Region
des bFGF-Gens in Astrozyten die aus Egr-1-defizienten M&usen gewonnen wurde. D. Verminderte Bindung von
Egr-1-3, wenn durch lentiviralen Gentransfer die Mutante Egr-1/Zn exprimiert wurde. Ein ChlP-Experiment
wurde mit Chromatin durchgefiihrt das entweder aus EGF-stimulierten oder unstimulierten Zellen gewonnen
wurde. Die Immunprézipitierung erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen Egr-1, Egr-2 oder Egr-3. Die

prézipitierten DNA-Fragmente wurden mittels Primern amplifiziert, die die Egr-1 Bindestelle im bFGF-
Promotor umspannen.
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Diskussion

Der Zinkfingertranskriptionsfaktor Egr-1 wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli
aktiviert (Thiel & Cibelli, 2002; Rossler, et a., 2006). Dazu gehdren Wachstumsfaktoren,
Stresssignale durch Strahlung, Gewebsverletzung, Infektion, Hypoxie und Ischamie oder
Membranpotentiale. Die Diversitét der Aktivierungsmoglichkeiten der Egr-1 Expression
spiegelt sich ebenso in der Rezeptorvielfalt wie auch in den Signalwegen wieder. Um die
Signaltransduktion und Zielgene von Egr-1 ndher zu beleuchten habe ich mich auf die
Betrachtung dieser Vorgange im endokrinen System und in Astrozyten beschrénkt. Einblicke
in den Einfluss von GPCR konnte durch den Einsatz von Buserelin und Carbachol zur
Stimulation des GnRH- sowie des muskarinischen Ms- Acetylcholinrezeptor der
Hypophysenzelllinie o T3M3 erreicht werden. Die Rolle von L-Typ Ca?*-Kanglen konnte in f-
Zellen des Pankreas studiert werden, die entweder mit Glukose, Tolbutamid, KCI oder aber

dem Steroidhormon PregS stimuliert wurden.

Gonadotrope Hypophysenzellen (T 3-1)

In dieser Arbeit wurden unter anderem die Mechanismen untersucht, welche durch
Stimulation des GnRH Rezeptors in einer Hypophysenzelllinie (oT3-1), die endogene GnRH-
Rezeptoren exprimiert (Windle et a., 1990), eine Aktivierung der Egr-1 Biosynthese
ermoglichen. AuRerdem erlaubte die Verwendung von Zellen, die zusétzlich einen
rekombinanten muskarinischen M3 Acetylcholinrezeptor exprimieren (aT3M3), die
Signalwege und die Regulation der Egr-1 Aktivierung durch zwei Typen von Gogii
gekoppelten Rezeptoren zu vergleichen. Das Dekapeptid ,, Gonadotropin-Releasing Hormone"*
(GnRH) ist der Hauptregulator in der neuroendokrinen Kontrolle der Reproduktion. Es
stimuliert die de novo Synthese und Sekretion von Gonadotropinen aus der Hypophyse.
GnRH wird vom Hypothalamus sezerniert und bindet an membranstandige, heptahelikale
Rezeptoren in gonadotropen Zellen der Hypophyse. Diese Rezeptoren sind bevorzugt mit
Gogi1 gekoppelt. Die Bindung von GnRH fuhrt folglich zur Aktivierung von
Phosphoinositol- und Ca?*-Signalen und anderen wichtigen Signalmolekiilen einschlieRlich
der ERK-Signalkaskade (Caunt et al., 2006; Dobkin-Bekman et al., 2006). Die Stimulation
von GnRH Rezeptoren verdndert somit das Genexpressionsmuster von gonadotropen

Hypophysenzellen und aktiviert die Transkriptionsfaktoren Egr-1, c-Jun und c-Fos
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(Halvorson et al., 1999; Tremblay & Drouin, 1999; Wolfe & Call, 1999; Mulvaney &
Roberson, 2000; Liu et al., 2002; Duan et al., 2002; Zhang & Roberson, 2006). Die
Bedeutung von Egr-1 in der Hypophyse zeigt sich alleine schon in den Konsequenzen, die der
Knock-out des Egr-1 Gens in Méusen hat. Der Hypophysenvorderlappen von Egr-1
defizienten Mausen besitzt eine geringere Grofe was mit einer verringerten Anzahl
Wachstumshormon-positiver Zellen assoziiert ist. Des Weliteren ist die Expression des
luteinisierenden Hormons komplett inhibiert (Lee et al., 1996; Topilko et al., 1997). Folglich
ist die Expression von Egr-1 Zielgenen essentiell fir das Uberleben und die Funktion der
Zellen innerhalb des Vorderlappens, einschlief3lich der gonadotropen Hypophysenzellen die
eine zentrale Rolle in der Kontrolle der Fertilitét spielen. Das Ziel meiner Untersuchung war
es zwei Signalkaskaden in gonadotropen Hypophysenzellen zu untersuchen, die beide mit
Gog11-gekoppelten Rezeptoren verbunden sind. ES wurden schon eine Vielzahl an
Signalmolekilen entdeckt, die notig sind, eine GnRH-Rezeptorstimulation mit einer
gesteigerten Egr-1 Expression zu verbinden (Tremblay & Drouin, 1999; Duan et al., 2002).
Trotzdem ist die Beschreibung des Signalwegs bei weitem noch nicht vollsténdig. Durch
diese Arbeit konnten neue Verbindungen geschaffen werden indem die Vorgange im Nukleus
naher betrachtet wurden. Zusétzlich wurden Egr-1 Zielgene identifiziert, die aufgrund einer
Buserelin- oder Carbacholstimulation von gonadotropen Hypophysenzellen exprimiert
werden. Das in der Arbeit verwendete GnRH-Analogon unterscheidet sich in 2 Aminosauren
vom nativen GnRH. Die chemische Abwandlung flhrt zu einer erhéhten Resistenz gegen den
enzymatischen  Abbau durch Peptidasen und zu einer lang anhaltenden
Gonadotropinfreisetzung bei wesentlich verringerter Wirkstoffdosis gegenuber GnRH.
Buserelin ist hundert- bis zweihundertfach wirksamer als natiirliches GnRH.

Buserelin

natives GnRH

Abbildung 60 Vergleich der Aminosduresequenz von nativem GnRH zu seinem Analogon Buserelin. Die
Aminosdure Glycin an Position 6 wurde gegen t-Butyl-D-Serin ausgetauscht und das C-terminale Glycin
entfernt und der C-Terminus ds Ethylamid geschiitzt.
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B-Zellen des Pankreas

Eine erhdhte Glukosekonzentration gehort zum Hauptstimulus fir eine Sekretion von Insulin
und hat zudem noch grundlegende Effekte auf die Gentranskription. Mikroarraystudien haben
aufgedeckt, dass mehr als 90 Gene in MING Zellen nach Glukosestimulation aktiviert werden
(Ohsugi et al., 2004). Deshalb war ich an der Aufkldrung der Mechanismen der selektiven
Gentranskription, als Folge von Stimulation der Zelle, interessiert. Ziel der Untersuchung war
es die Signalwege zu entschlisseln, die durch Glukose, Tolbutamid oder KCI induziert
werden und zur Egr-1 Biosynthese fuhren. Die Behandlung der MING6 Zellen mit Glukose,
Tolbutamid oder KCI filhrt zu einem gesteigerten Ca?*-Influx tber die Offnung von L-Typ
Ca®*-Kanglen. So erlaubte dieses Modelsystem die Untersuchung, wie der Ca®*- Einstrom in
die Zelle mit einer gesteigerten Transkription des Egr-1 Gens zusammenhangt.

Auch eine Stimulation von -Zellen mit dem Steroidhormon PregS fuhrt zur Sekretion von
Insulin (J. Oberwinkler et al., unverdffentlichte Daten). Die notwendige Depolarisierung der
Membran, die zum Ca®*-Einstrom iiber L-Typ-Ca?*-Kanale fiihrt, erfolgt iber die Aktivierung
des TRPM3-Kanals durch PregS. PregS operiert als starkes Neurosteroid im Hirn, indem es
die Ubertragung verschiedenster Stimuli von Neuron zu Neuron moduliert und dabei in
starkem Mal3e Lern- und Gedachtnisprozesse beeinflusst (Flood et al., 1992; Flood et al.,
1995; Vallee et a., 1997; Tsutsui et al., 2000). PregS wirkt als positiver Modulator der
NMDA-Rezeptoren (Wu et a., 1991) und als negativer Modulator fur GABA-Rezeptoren
(Majewska & Schwartz, 1987; Akk et a., 2001). Daraus ergibt sich auch die aktivitéts- und
gedachtnissteigernde Wirkung von PregS. Zudem ist ein Mangel an Pregnenolon oder PregS
mit psychischen Krankheiten wie Depressionen (George et al., 1994), Angststérungen
(Bicikova et al., 2000; Semeniuk et al., 2001) oder auch Schizophrenie (Marx et al., 2006;
Ritsner et al., 2007) assoziiert. Bislang wurden jedoch keine Studien tber die Wirkung von
PregS auf B-Zellen des Pankreas verdffentlicht. Die Entdeckung, dass eine PregS-Stimulation
der B-Zelllinie INS-1 zur Biosynthese von Egr-1 fuhrt und die anschlief3ende Untersuchung
der Zielgene von Egr-1 geben Hinweise auf die moglichen Effekte einer
Steroidhormonstimulation auf den Pankreas.
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V.1 Signaltransduktion

V.1.1 Kinetik der Stimulusinduzierten Egr-1 Expression

Tabelle 6 zeigt die Zellsysteme und Stimuli die zur Expression des Egr-1 Gens in dieser
Arbeit verwendet wurden. Als Stimulusinduzierter Transkriptionsfaktor wird Egr-1 transient
induziert. Die Zeitverlaufe der Egr-1 Expression sind, unabhdngig vom verwendeten
Stimulus, nahezu identisch. Bereits nach einer halben Stunde kann man geringe Mengen Egr-
1 im Westernblot nachweisen. Das Maximum der Expression wird schlief3lich nach einer
Stunde erreicht und féllt anschliefRend ab bis nach maximal 5 Stunden kein Egr-1 mehr
detektierbar ist.

Zdltyp Stimulus Rezeptor

Gonadotrope Buserelin Goy11-gekoppelter Rezeptor
Hypophysenzellen

(aT3-1, aT3M3)

Gonadotrope Carbachol Goy11-gekoppelter Rezeptor
Hypophysenzellen

(«T3M3)
B-Zellen des Pankreas Glukose L-Typ Ca*-Kandle
MING Tolbutamid

KCl
B-Zellen des Pankreas Pregnenolonsulfat L-Typ Ca”"-Kandle
INS-1
Astrozyten EGF Rezeptortyrosinkinase

Tabelle 6: Ubersicht der extrazellularen Stimuli diein unter schiedlichen Zellsystemen zur Egr-1
Expression fuhren.
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V.1.2 Bedeutung membranstandiger Effektormolekile

In Neuronen des Hypothalamus und in oT3-1 Zellen fuhrt die Stimulation von GnRH-
Rezeptoren zur Transaktivierung des EGF-Rezeptors (Grosse et al., 2000; Shah et al., 2003;
Shah et a., 2006). Um die Funktion des EGF-Rezeptors in den Buserelin- oder Carbachol
induzierten Signalkaskaden zu untersuchen wurden die Zellen mit dem Tyrosinkinaseinhibitor
AG1478 prainkubiert. Die Versuche zeigten, dass der EGF-Rezeptor ein wichtiger Bestandtell
der Carbachol-induzierten Signalkaskade ist, welcher zur Aktivierung des Egr-1 Gens fuhrt.
Die Buserelin-induzierte Egr-1 Biosynthese wurde durch den Einsatz des Inhibitors nur wenig
gehemmt, was auf eine weniger tragende Rolle des EGF-Rezeptors in der Signalweiterleitung
hinweist.

In Glukose, Tolbutamid oder KCI-stimulierten MING6 Zellen hatte die Verwendung des
Tyrosinkinaseinhibitors keinerlei Effekt auf die Transkription des Egr-1 Gens. In MING
Zellen wird Egr-1 folglich rezeptorunabhéngig induziert. Im Gegensatz dazu fuhrt eine
Stimulation von B-Zellen mit GLP-1 (glucagon like peptid 1) zur Transaktivierung des EGF-
Rezeptors (Buteau et al., 2003).

Oberwinkler et al. (unverdffentlichte Daten) haben kirzlich einen spezifischen Liganden des
TRPM3-Kanals gefunden. Die TRP-Kanéle sind lonenkandle und TRPM3 im speziellen ist
spezifisch fiir Ca?*-lonen. PregS-Stimulation von INS-1 Zellen bewirkt einen Ca*-Einstrom
in die Zelle Gber den TRPM3-Kanal, was eine Depolarisation der Membran nach sich zieht,
welche wiederum das Offnen von spannungsabhangigen Ca*-Kanalen bewirkt (Oberwinkler
et a., unvertffentlichte Daten). Durch Verwendung einer spezifischen TRPM3 shRNA
konnte der Einfluss dieses Kanals auf die Egr-1 Biosynthese nach PregS-Stimulation
ausgeschlossen werden. Der Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration wird alleine
durch L-Typ-Ca®*-Kanale gewahrleistet.

V.1.3 Einfluss von Ca?*-lonen auf die Stimulusinduzierte Egr-1 Biosynthese

Ca’* ist einer der wichtigsten , second messenger“ der intrazelluldren Signaliibertragung.
Aufgrund dieser zentralen Stellung liegt es nahe, dass auch die stimulusinduzierte Egr-1
Expression durch Anderung der intrazellul&ren Ca’*-Konzentrationen vermittelt wird.
Stimulation des GnRH- und des muskarinischen M3 Rezeptors fuhrt zur Aktivierung der

Phospholipase C, der Generierung von IP; und dadurch zur Freisetzung von Ca?*-lonen ins
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Zytosol uber Aktivierung von |Ps-Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums. Es gibt
unterschiedliche Strategien um den Einfluss von Ca®* auf die Egr-1 Biosynthese zu
untersuchen. Durch den Einsatz der membranpermeablen Verbindung BAPTA-AM kann man
selektiv die intrazelluldre Ca**-Konzentration senken. EGTA wirkt as Chelator von freien
Ca’* im Extrazellularraum. Die Substanzen Nifedipin und Verapamil blockieren selektiv L-
Typ Cé&*-Kandle und verhindern so den C&*-Einstrom in die Zelle aus dem
Extrazellularraum. Unabhangig vom Stimulus wurde in allen verwendeten Zelllinien die
Biosynthese von Egr-1 und ATF3 inhibiert, wenn intrazellul&res Ca®* durch BAPTA-AM
cheliert wurde. Es wurde schon beschrieben, dass ein erhhter Ca®*-Spiegel innerhalb der
Zelle fur die GnRH-Signaltransduktion essentiell ist (Reiss et al., 1997; Mulvaney &
Roberson, 2000). Auch nach Glukose, Tolbutamid oder KCI Stimulation konnte ein Anstieg
der intrazelluldren Ca?* -Konzentration durch Offnung spannungsabhéngiger Ca®*-Kandle
gezeigt werden (Bernal-Mizrachi et al., 2000). Die Verwendung des Ca*-Chelators BAPTA-
AM erlaubt allerdings keine Auskunft iiber das Kompartiment aus dem die Ca’*-lonen zur
Verfigung gestellt wurden. Deshalb wurde in MING und INS-1 Zellen zusétzlich der Einfluss
der L-Typ Ca?*-Kanale auf die Egr-1 Expression durch den Einsatz des Ca?*-Kanalblockers
Nifedipine untersucht. Sowohl nach Stimulation von MIN6 Zellen mit Glukose, Tolbutamid
oder KClI, as auch nach Stimulation von INS-1 Zellen mit PregS, konnte der Einsatz von
Nifedipine die Egr-1 Biosynthese verhindern. Folglich sind im Falle der B-Zellen des
Pankreas der Einstrom von extrazellulsrem Ca?* durch L-Typ-Ca®*-Kanale fir die Egr-1
Transkription von essentieller Bedeutung. In INS-1 Zellen konnte dies weiter bestétigt
werden, da auch die Inkubation der Zellen mit EGTA oder Verapamil zum selben Ergebnis
fuhrten. Zusammenfassend kann man sagen, dass die Aktivierung von Gogi1-gekoppelten
Rezeptoren durch Buserelin oder Carbachol die Egr-1 Biosynthese durch die Freisetzung von
Ca®*-lonen aus dem ER induziert. Eine Stimulation von p-Zellen des Pankreas mit Glukose,
Tolbutamid, KCI oder PregS aktiviert hingegen die Transkription des Egr-1 Gens durch Ca®*-
Influx durch L-Typ-Ca®*-Kanale.

V.1.4 Die Bedeutung Ca**-abhangiger PKC-Isoenzyme

Die Freisetzung von Ca* aus dem ER kann einerseits zur Transaktivierung des EGF-
Rezeptors fuhren, anderseits auch zur Aktivierung der PKC. In aT3-1 Zellen wurde gezeigt,
dass GnRH uber die Aktivierung der PKC, die Biosynthese von Egr-1 einleiten kann (Duan et

a., 2002). In INS-1 Zellen dagegen hatte der Einsatz von PKC-Inhibitoren wie GF109203X
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keinerlei Einfluss auf die Glukose-induzierte ERK Aktivierung (Arnette et al., 2003). Deshalb
gingen die Autoren davon aus, dass es keinerlei Hinweis auf einen Einfluss konventioneller
PKC-Isoformen auf die Signalkaskade gibt, die zur glukosevermittelten ERK-Aktivierung
fahrt. Jedoch kam es zu einer konzentrationsabhéngigen Inhibierung der ERK-Aktivierung
nach einer Préinkubation von MIN6 Zellen mit RO31-8220, einem anderen
Bisindoylmalemid-Derivat (Benes et al., 1998), was darauf hinweist, dass eine Aktivierung
von PK C-Isoformen sehr wohl ben6tigt wird um ERK nach Glukosestimulation zu aktivieren.
Dagegen sollte die KCl-induzierte ERK-Aktivierung unabhangig von der PKC verlaufen
(Benes et al., 1998). In dieser Arbeit konnte der Einfluld der PKC auf die Biosynthese von
Egr-1 bestdtigt werden. Die Inhibierung der Ca’*-sensitiven PKC-Isoformen blockierte
sowohl die Buserelin- oder Carbachol-induzierte Egr-1 Expression in gonadotropen
Hypophysenzellen als auch die Biosynthese von Egr-1 in Glukose, Tolbutamid oder KCI-
stimulierten 3-Zellen des Pankress.

Ein Anstieg der intrazelluléren Ca?*-Konzentration kann tiber Stimulation der PKC die Raf-
Kinase aktivieren (Kolch, et al., 1993). Die PKC phosphoryliert Raf entweder direkt oder
nutzt einen indirekten Weg tber die Blockierung des Raf Kinase Inhibitory Proteins (Corbit et
al., 2003). Uber die Expression einer dominant-negativen Mutante von Raf konnte in INS-1
Zellen gezeigt werden, dass die Egr-1 Expression nach PregS Stimulation Raf-abhangig ist.

V.1.5 Regulation der Egr-1 Genexpression durch die ERK-Kinasen

Eine ERK-Aktivierung gehort zu einer der Hauptstimulatoren fir die Induktion der Egr-1
Gentranskription in den unterschiedlichsten zelluléren Systemen (Réssler et al., 2006), sodass
die Signalkaskade, die zur Egr-1 Biosynthese fuhrt, moglicherweise auch in den untersuchten
Zellen von einer Aktivierung von ERK abhangt. Jedoch hatte eine Préinkubation von TC6-
F7 Insulinomazellen mit PD98059 keine signifikanten Auswirkungen auf die Glukose
induzierte Egr-1 mRNA Synthese (Bernal-Mizrachi et al., 2000). Dies wirde einen Einfluss
von ERK auf die Egr-1 Expression in Glukose stimulierten Zellen ausschlief3en. Deshalb
wurde ein groRer Einfluss der Proteinkinase A und der Ca?*/Calmodulin-abhéngigen
Proteinkinasen angenommen. Jedoch zeigen die Experimente dieser Arbeit klar und deutlich,
dass eine Inhibierung der ERK-Aktivierung in Glucose, Tolbutamid oder KCI stimulierten
MING Zellen auch zur Inhibierung der Egr-1 Biosynthese flihrte. Zusdtzlich blockierte eine
Uberexpression der MKP-1, die Stimulusabhédngige Egr-1 Biosynthese. Zielproteine der
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Phosphatase MKP-1 sind ERK, p38 und JNK, nicht jedoch die PKA, so dass ein Einfluss der
PKA auf die Expression von Egr-1 ausgeschlossen werden konnte. Basierend auf der
Beobachtung, dass eine Uberexpression der Ca’*/Calmodulin-abhéangigen Proteinkinase |V zu
einer gesteigerten Transkription eines GAL4-Elk-1 Fusionsproteins fluhrte, wurde
vorgeschlagen, dass diese Kinase Elk-1 in Insulinomazellen tber den ERK-Signalweg
aktiviert (Bernal-Mizrachi et al., 2001). Die hier gezeigten Ergebnisse, insbesondere die
Prainkubation mit PD98059 und die Uberexpression der MKP-1, schlief’en eine Rolle der
Ca’*/Calmodulinabhangigen Proteinkinase IV in diesem Signalweg aus. Basierend auf diesen
Resultaten muss die Ca?*/CaM-Proteinkinase 1V eine Funktion oberhalb der MAP Kinase
Kinase bestreiten, wenn sie Uberhaupt einen Einfluss auf diesen Signalweg hat. Allerdings
gibt es darauf keinerlei Hinweise (Bernal-Mizrachi et al., 2001). Vielmehr steht diese
Aussage ebenfalls im Konflikt mit der Tatsache, dass die Ca®*/CaM-Proteinkinase 1V im
Zellkern exprimiert wird. Daraus kann man schlief3en, dass in MING Zellen eine gesteigerte
Egr-1 Expression nach Glukose, Tolbutamid oder KCI- Induktion auf einer Signalkette
basiert, die Ca**-Einstrom, PKC und ERK einschliet. Zusitzlich konnte Uber die
Generierung einer Zelllinie, die stabil ein Fusionsprotein aus Raf und dem Ostrogenrezeptor
exprimiert, gezeigt werden, dass der ERK-Signalweg fir die Egr-1 Expression unabdingbar
ist. Auch in aT3-1- und INS-1 Zellen fuhrte eine Stimulation der Zellen zur Aktivierung des
ERK-Signalwegs. Der ERK-Signalweg ist also unabhangig von der Art des Stimulus und des
Zelltyps eine der wichtigsten Komponenten der zur Egr-1 Biosynthese fuhrt. In der Buserelin-
stimulierten ATF3-Biosynthese dagegen zeigte sich, dass nicht ausschlieldlich eine
Aktivierung der ERK-Kinase sondern auch des JNK-Signalwegs, eine maldgebliche Rolle
spielt. Dies konnte sowohl durch lentiviral-vermittelte Expression der MKP-1 und 5, als auch
durch die Verwendung des JNK-Inhibitors L-INK1 bewiesen werden. In TNFa-induzierten
vaskuldren Endothelzellen wurde die ATF3 Biosynthese ebenfalls Uber ERK und JNK
reguliert (Inoue et al., 2004). Im Gegensatz dazu war in Anisomycin-induzierten HelL.a Zellen
weder eine Aktivierung von JINK noch ERK fir die ATF3 Biosynthese nétig (Lu et al., 2007).
Folglich hangt die intrazelluldre Signalkaskade die zur ATF3 Biosynthese fuhrt sowohl vom
Stimulus als auch vom Zelltyp ab.

V.1.6 Der ternare Komplexfaktor Elk-1 reguliert die Egr-1 Expression

Im Nukleus verbindet der ternére Komplexfaktor Elk-1 die ERK-Signalkaskase mit der SRE

vermittelten Gentranskription. Elk-1 bindet sowohl an die DNA als auch an den SRF um eine
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biologische Aktivitét zu erreichen. Die transkriptionelle Aktivitét von Elk-1 hangt von seinem
Phosphorylierungsstatus ab. Elk-1 wird durch mehrere Proteinkinasen phosphoryliert, unter
anderem durch JNK und ERK, was zur Verstéarkung der DNA-Bindung, zur Formierung des
terndren Komplexes und zur SRE-vermittelten Transkription fuhrt (Marais et a., 1993). Der
Egr-1 Promotor enthdlt 5 dieser SRE’s, die die Konsensussequenz CC[A/T]sGG besitzen.
Zusétzlich befinden sich mehrere Bindestellen fir den terndren Komplexfaktor in direkter
Nachbarschaft zu den SRE, die die Ets Konsensuskernsequenz GGAA/T besitzen. Der
transkriptionellen Aktivierung von Egr-1 geht hdufig die Aktivierung von EIk-1 voraus, was
darauf hinweist, dass die SRE's innerhalb des Egr-1 Promotors die signalinduzierte
Aktivierung der Egr-1 Gentranskription vermitteln. Beispielsweise wurde in stimulierten
glutamatergen corticostratial Neuronen eine strikte Raum-zeitliche Verbindung zwischen Elk-
1 und der Egr-1 mRNA Synthese gezeigt (Sgambato et a., 1998). In der Tat wurde auch
schon gezeigt, dass GnRH die Phosphorylierung von Elk-1 in aT3-1 Zellen induziert (Duan et
a., 2002). Auch eine Stimulation von MIN6 Zellen mit Glukose, Tolbutamid oder KCI
bewirkte eine Phosphorylierung von Elk-1 (Bernal-Mizrachi et al., 2001). Diese Daten
wurden nicht nur durch die Ergebnisse dieser Arbeit bestédtigt, es konnte zudem gezeigt
werden, dass Elk-1 unter physiologischen Bedingungen an die regulatorische Regionen im
Egr-1 Gen gebunden wurde, wenn MING Zellen mit Glukose, Tolbutamid oder KCI stimuliert
wurden oder wenn in oT3 Zellen die Stimulation mit Buserelin oder Carbachol erfolgte. In
unstimulierten Zellen konnte keine Bindung von Elk-1 nachgewiesen werden. Schlief3lich
konnte die Schlusselrolle von Elk-1 fir die stimulusabhéngige Egr-1 Expression durch ein
»loss-of-funktion* Experiment bewiesen werden. Die Expression einer dominant-negativen
Mutante von Elk-1 enthillte, dass die Aktivierung des ternaren Komplexfaktors die
Stimulation der Zellen mit einer gesteigerten Egr-1 Biosynthese verband. Abbildung 61 zeigt
eine Ubersicht der rezeptorvermittelten Signalwege, die zur Aktivierung der Egr-1 Expression
fahren.

132



Diskussion

-,
»"\
$ o -
I;?;f:ﬁﬁ;ase ‘ > fonenkanal GPCR%\ (\\ K]
RRRSRIRY B LRRRRRRRRRRIRRRERER IRERRRREY: R ERRRERRERERRERERLE: \H
§$3843338 _MH{%M(C({{(H §$8838888% HH(H/:&%MHHH \$4
P33P Ras 2+ e Y | f ¥ )
:: cno & \ e "‘Q /,,;) Gq | GTR) = \\J \)
A . b )
ﬂ 2 ! D@ | GvDPﬁhﬂqrs‘]rP
MER) <— Rai/,-4——'PK '
___ ‘ “
4 'r-

ER

CEIR ™
SRE | Egr-1

nucleus

Abbildung 61: Uberblick tiber die rezeptorver mittelte Aktivierung der Egr-1 Transkription. Die Bindung
von EGF an seinen Rezeptor fuhrt zur Dimerisierung des Rezeptors und Aktivierung der Tyrosinkinasefunktion.
Uber mehrere Adapterproteine (Grb-2, Sos) kommt es zur Aktivierung von Ras. Dieses monomere G-Protein
aktiviert wiederum Uber die Raf Kinase, MEK und dartiber die ERK-Signalkaskade. Phosphoryliertes ERK
aktiviert im Zellkern den terndren Komplexfaktor EIk-1, der die SRE-vermittelte Induktion der Egr-1 Expression
auddst. Die Aktivierung eines GPCR durch seinen spezifischen Liganden fihrt zur G-Protein vermittelten
Aktivierung der PLC. Die PLC spaltet PIP2 in IP3 und DAG, wobei DAG direkt zur Aktivierung der PKC fuhrt,
IP3 die Aktivierung Uber die Freisetzung von Kalziumionen aus dem ER vermittelt. Die PKC aktiviert ihrerseits
direkt oder indirekt die Raf-Kinase und letztendlich Uiber die Aktivierung des ERK-Signalwegs die Biosynthese
von Egr-1. Der durch Aktivierung von lonenkandlen verursachte Einstrom extrazdluléren Kalziumsin die Zelle
fuhrt zur Aktivierung von kalziumsenstiven PKC-lsoformen. Uber die Aktivierung von Raf-MEK-ERK wird
die Transkription des Egr-1 Gens durch Bindung von Elk-1 an die SRE induziert.

V.1.7 Stimulusabhangiger Einfluss von bZIP-Proteinen auf die Egr-1

Expression

Eine Aktivierung des ERK-Signalwegs kann nicht nur in der Stimulation der EIk-1 Aktivitét
resultieren, es kann ebenso die transkriptionelle Aktivitét von CREB und ATF1 erhthen
(Deak et a., 1998; Gupta & Prywes, 2002; Wiggin et a., 2002). In der Tat wurde schon
gezeigt, dass GnRH die Phosphorylierung von Elk-1 (Duan et a., 2002) und CREB induziert
(Neithardt et a., 2006). Zusétzlich aktiviert die Inkubation von aT3 Zellen mit GnRH die
Proteinkinase INK und p38 und bewirkt damit eine Phosphorylierung von ATF2 (Roberson et
al., 1999; Mulvaney & Roberson, 2000). In einer Reihe von Experimenten wurde die Rolle
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von CREB und ATF2 in der Buserelin- oder Carbachol induzierten Signalkaskaden
aufgeklart. In B-Zellen des Pankreas beschrankte sich die Untersuchung auf CREB, da sowonhl
die Stimulation der MING Zellen mit Glukose, Tolbutamid oder KClI, als auch die Stimulation
von INS-1 Zellen mit PregS nur zu einer Phosphorylierung von CREB fuhrten. Die
Verbindung des ERK-Signalwegs mit der Phosphorylierung von CREB konnte in MING
Zellen nachgewiesen werden, indem der Phosphorylierungsstatus von CREB untersucht
wurde, nachdem die Zellen mit dem MEK-Inhibitor PD98059 inkubiert wurden. Dabei konnte
man feststellen, dass die Phosphorylierung von CREB in Glukose, Tolbutamid oder KCI-
stimulierten MING Zellen von der ERK-Signalkaskade abhéngig ist. In aT3-1 oder MING
Zellen resultierte die Stimulation mit dbcAMP/IBMX oder mit Anisomycin in der
Aktivierung der Egr-1 Expression uber die Aktivierung der cAMP-abhéngigen oder
stressregulierten Proteinkinasen. Diese Daten bestétigen die Ergebnisse, dass konstitutiv
aktive Mutanten von ATF2 oder CREB ein Egr-1 Promotor/Luziferase Reportergen
transaktivieren (Al Sarrgj et al., 2005; Bauer et al., 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass sowohl CREB als auch ATF2 nach Stimulation von aT3M3-Zellen mit Buserelin oder
Carbachol nicht nur phosphoryliert sondern auch an das Egr-1 Gen gebunden wurden. In
MING Zellen konnte ebenfalls die Bindung von CREB an das Egr-1 Gen gezeigt werden. Die
Expression einer dominant-negativen Mutante von CREB verminderte die stimulusinduzierte
Egr-1 Biosynthese in aT3-1 und MING6 Zellen. Dies bestétigte, dass Phosphorylierung und
Bindung von CREB an das Egr-1 Gen ein wichtiger Bestandteil der Signalkaskade zur Egr-1
Gentranskription sind. In PregS-stimulierten INS-1 Zellen hatte die Expression der Mutante
jedoch keinerlei Effekt auf die Egr-1 Expression. Eine Beteiligung dieses
Transkriptionsfaktors an der Aktivierung der Egr-1 Biosynthese wird demnach
ausgeschlossen. Zusammenfassend kann man daraus folgern, dass eine kombinatorische
Phosphorylierung und Aktivierung von Elk-1 und CREB fir die Induktion der Biosynthese
von Egr-1in MING6 und aT3-1 Zellen Voraussetzung ist.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CREB in B-Zellen des Pankreas die Insulin
Gentranskription auf zwei Arten reguliert: CREB bindet einerseits unter physiologischen
Bedingungen an die regulatorische Region des Insulingens und transaktiviert damit direkt das
Gen. Andererseits bindet CREB zusétzlich an den Egr-1 Promoter und fuihrt zu einer erhéhten
Egr-1 Expression. Egr-1 wiederum aktiviert die Insulingentranskription tber die Aktivierung
des PDX-1-Gens, einem Egr-1 Zielgen (Eto et al. 2006; Eto et a. 2007).
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Dadie Untersuchung der Effekte einer dominant-negativen Mutante von Egr-1 auf die ATF3-
Expression zeigte, dass diese die Biosynthese von ATF3 nur zum Teil hemmen kann, missen
folglich weitere Transkriptionsfaktoren an der Aktivierung der ATF3 Gentranskription
beteiligt sein. Auf der Suche nach diesen anderen Transkriptionsfaktoren habe ich mich auf
die bZIP-Proteine CREB, ATF2 und c-Jun konzentriert und eine Reihe von Experimenten
durchgefuhrt, die Licht in die Rolle dieser Proteine in der ATF3 Gentranskription bringen
sollten. Die Expression von dominant-negativen Mutanten von CREB und ATF2 verminderte
die ATF3 Expression in aT3-1 Zellen nach Buserelinstimulation. Dagegen hatte die
Expression einer dominant-negativen Mutante von c-Jun keinerlei Effekt auf die Biosynthese
von ATF3. ChiP-Experimente bestétigten, dass die phosphorylierten Formen von CREB und
ATF2 jedoch nicht c-Jun nach Stimulation von aT3-1 Zellen mit Buserelin an das ATF3 Gen
binden. Folglich regulieren Egr-1, CREB und ATF2 die ATF3 Expression in Buserelin
stimulierten gonadotropen Hypophysenzellen.

V.2 Zielgenevon Egr-1

Die Funktion von Egr-1 erschlief3t sich Uber die Transaktivierung seiner Zielgene. Egr-1
transaktiviert Gene, die fur Proteine kodieren, die sowohl die Proliferation aktivieren als auch
solche die Apoptose einleiten. In aT3M3, MING6 und INS-1 Zellen wurden Gene untersucht,
die in schon anderen Zelltypen als Egr-1 Zielgene entdeckt wurden. Dazu gehtren PTEN,
TNFa, TGFB, bFGF, CgB, ATF3, Synapsin |, Insulin und PDX-1.

PTEN wirkt als Tumorsuppressor (Simpson & Parsons, 2001), gehtrt zur Gruppe der
proapoptotischen Gene (Lu et al., 1999) und ist in Tumorzellen haufig mutiert (Steck et a.,
1997; Li et a., 1997). PTEN kodiert fur eine Lipidphosphatase, die die Phosphatgruppe an der
Position D3 von Phosphatidylinositol-3-Phosphat entfernt und so die Generierung des
»second messengers® IPs; verhindert (Myers et al., 1998). PTEN katalysiert damit die
Riickreaktion der Phosphatidylinositol-3-Kinase welche das Uberleben der Zellen durch
Aktivierung von PKB/AKT sichert. In Plattenepithelkarzinom- oder auch embryonalen
Fibroblasten wird das PTEN Gen durch Egr-1 reguliert (Virolle et a., 2001).

TGFp it der Prototyp einer grof3en Gruppe von Zytokinen, die die Proliferation,
Differenzierung, Adhésion und den Stoffwechsel der extrazelluléren Matrix kontrollieren

(Massague, 1998; Derynck et al., 2001). TGFp ist ein potenter Wachstumshemmer in den
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meisten Epithelzellen, wirkt jedoch in Zellen mesenchymalen Ursprungs als Mitogen (Lee &
Bae, 2002). Die Wachstumshemmung ist meist reversibel, jedoch kann es unter Umstanden
auch zur Apoptose fuhren. In einigen Zelltypen induziert TGF3 direkt Apoptose (Rotello et
al., 1991; Chaouchi et al., 1995; Landstrém et a., 2000). Die Regulation des TGF3 Gens
durch Egr-1 wurde in humanen Endothelzellen, Astrozytoma- oder auch
Prostatakarzinomzellen beschrieben (Liu et al., 1999; Svaren et a., 2000; Virolle et al., 2001).
AuRerdem filhrte die Uberexpression einer kongtitutiv aktiven Mutante von Egr-1 in
Myozyten zu einer signifikanten Steigerung der Expression von TGFB und bFGF (Lee et al.,
2005).

Der ,basic fibroblast growthfactor® (bFGF) ist ein multifunktionales Protein, das vorrangig
flr seine mitogene und angiogene Wirkung bekannt ist. Beruhend auf Zellkulturstudien zeigte
sich, dass bFGF auf eine ganze Reihe aus dem Mesoderm- und Neuroektoderm-stammende
Zelltypen mitogene Effekte ausiibt. Zusétzlich zu einer Vielzahl in vitro Studien konnte auch
iIm in vivo Model gezeigt werden, dass bFGF eine Rolle in der Angiogenese und der
Wundheilung spielt (Folkman & Klagsbrun, 1987; Bikflavi et al., 1997). bFGF wurde sowonhl
aus normalem als auch malignem Gewebe isoliert (Baird et al., 1986; Rifkin & Moscatelli,
1989). Aulerdem wird bFGF auch zu verschiedenen Zeitpunkten in der Entwicklung
exprimiert was darauf hindeutet, dass bFGF eine Rolle in der Aufrechterhaltung der normalen
Funktion des Gewebes, der embryonalen Entwicklung und der Entwicklung und Funktion von
adulten Neuronen spielt (Slack et al., 1988; Joseph-Silverstein et al., 1989; Baird, 1994).

Der ,tumor necrosis factor* TNFe ist ein proinflammatorisches Zytokin und ist an
zahlreichen Prozessen der Zelle beteiligt wie beispielsweise Apoptose, Proliferation und
Differenzierung (Locksley et al., 2001; van Horssen et al., 2006). Das TNFa Gen wird in
Zellen des Progstatakarzinoms durch Egr-1 reguliert (Biesiada et al., 1996).

Alle vier untersuchten Gene regulieren wichtige Prozesse in den Zellen, die zum Uberleben
und der Funktion der Zelle unerlsslich sind. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in der
gonadotropen Hypophysenzelllinie aT3-1 als auch in der B-Zelllinie MING die Gene die fur
bFGF, TGFB und TNFa kodieren durch Egr-1 reguliert werden. Dagegen konnte die Bindung
von Egr-1 an das PTEN-Gen nur in MING6 Zellen gezeigt werden. Das zeigt recht deutlich,
dass die Regulation der Zielgene von Egr-1 stark zelltypabhangig ist.

In INS-1 Zellen wurden speziell Gene untersucht, die fur eine normale B-Zellfunktion
essentiell sind. Hauptfunktion dieses Zelltyps ist die Synthese und die Sekretion von Insulin.
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Da das Insulingen jedoch Uber keine Egr-1 Bindestellen verfugt, kann die Regulation der
Transkription nur Uber einen Mittler erfolgen. Im Jahr 2007 wurde erstmals eine V erbindung
zwischen PDX-1 und Egr-1 gefunden (Eto et al., 2007). Das PDX-1 Gen ist fur die
Embryonalentwicklung des Pankreas essentiell. Im adulten Stadium reguliert PDX-1 die
Insulinproduktion und Glukosehomoostase. Die Zerstorung des PDX-1/IPF-1 Gens in Mausen
oder im Menschen verhindert eine normale Entwicklung des Pankreas und fihrt zum
Phanotyp der pankreatischen Agnesie (Jonsson et a., 1994; Schwitzgebel et a., 2003). In
spateren Entwicklungsstadien reguliert PDX-1 die Generierung, Funktion und das Uberleben
der insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas (Dutta et al., 1998; Johnson et al., 2003;
Holland et al., 2002). Da PDX-1 ein potenter Aktivator des Insulingens ist kann Egr-1
indirekt durch Aktivierung des PDX-1-Gens auch das Insulingen regulieren und tragt so dazu
bei extrazellulare Signale in eine Hormonantwort der $-Zellen des Pankreas zu Ubersetzen.

Das Chromogranin B- und das Synapsin [-Gen vermittelt die sekretorische Funktion
innerhalb der B-Zellen. Chromogranin B gehtrt zur Gruppe der Granine, saurer,
sekretorischer Proteine die man in den Vesikeln endokriner Zellen findet. Granine binden
Peptidhormone und biogene Amine sowie Calcium und sind an drei wichtigen Prozessen
beteiligt: Nach der Synthese von Botenstoffen (Hormone und Neurotransmitter) im Golgi-
Apparat steuern Granine den Transfer der Botenstoffe in die Vesikel. Uber eine partielle
proteolytische Spaltung der Granine wird die Exozytose der granuléren Inhaltsstoffe geregelt.
Spaltprodukte der Granine, die mit den spezifischen Inhaltsstoffen kosezerniert werden,
besitzen eigene autokrine, parakrine und endokrine regulatorische Eigenschaften (Taupenot et
al., 2003). In neuroendokrinen Zellen konnte schon gezeigt werden, dass das CgB-Gen durch
Egr-1 reguliert wird (Mahapatra et al., 2006).

Synapsin | reguliert die Neurotransmitterausschiittung in den Synapsen. Synapsin verankert
dabei die synaptischen Vesikel an Komponenten des Zytoskeletts, was diese davon abhélt zur
prasynaptischen Membran zu wandern und dort die Transmitter zu entlassen. Wird Synapsin |
alerdings durch Ca?*/CaM-abhangige Proteinkinase | phosphoryliert, entlasst es die Vesikel,
die ihren Inhalt in den synaptischen Spalt abgeben. 1999 wurde Synapsin auch aus -Zellen
des Pankreas isoliert und erstmals eine Verbindung zwischen Synapsin und der Exozytose
von Insulin gezogen (Matsumoto et al., 1999; Longuet et al., 2005). Es wurde schon
beschrieben, dass das Synapsin [-Gen durch Egr-1 reguliert wird (Thiel et al., 1994).

137



Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Egr-1 unter physiologischen Bedingungen
sowohl an das Synapsin | als auch an das Chromogranin B Gen bindet und die Aktivitédt eines
Promotor/Luziferasereportergens steigert. Statt transienter Transfektion der Reporterplasmide
wurde sich einer lentiviral basierten Technik bedient, die die Untersuchung der Aktivierung
von Reportergenen erlaubte, die in einem chromosomalen Kontext eingebettet sind. Die
geordnete Chromatinstruktur verursacht einen restriktiven Zustand, der eine Bindung von
RNA-Polymerasen und Transkriptionsregulatoren an die DNA verhindert. Eukaryotische
Genaktivierung wird als Beseitigung der Repression durch die nukleosomalen Strukturen des
Chromatins betrachtet. Dagegen liegen transient transfizierte Plasmide bar im Zellkern vor
und unterliegen keinerlei Repression (Smith & Hager, 1997) und dhneln daher eher einer
prokaryotischen Genorganisation. Deshalb sind integrierte Transkriptionseinheiten ein
passenderes Model um die transkriptionregulierenden Mechanismen zu untersuchen.
Zusétzlich konnte auch die Synthese von Synapsin | im Westernblot nach PregS-Stimulation
gezeigt werden. Zusammengenommen weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Egr-1 fur eine
normale B-Zellfunktion essentiell ist, da es Uber die Aktivierung von PDX-1 das Insulingen
reguliert und zusétzlich die Sekretion des gebildeten Insulins tber die Gene von Synapsin |
und Chromogranin B steuert.

Ein weiteres Zielgen von Egr-1 ist das Gen, das fur den bZIP Faktor ATF3 kodiert (Bottone
Jr, et a. 2005). ATF3 ist, abhangig vom Zelltypus, involviert in der Regulation von
Zellwachstum (Fan et al., 2002), Apoptose (Mashima et al., 2001) und Stressantwort (Hai, et
al. 1999). Die Funktion von ATF3 ist umstritten. Es wurde sowohl als Transkriptionsaktivator
alsauch als Repressor beschrieben, oder es kdnnte aber auch die biologischen Aktivitdten von
anderen bZIP Faktoren wie CREB, c-Jun und ATF2 modulieren. Ebenfalls wurde gezeigt,
dass Egr-1 das ATF3 Gen in kolorektalen Tumorzellen Gber eine im Promotor befindlichen
Egr-1 Bindestelle transaktiviert (Bottone Jr et al., 2005). Die Expression einer dominant-
negativen Mutante von Egr-1 und ChlP-Experimente konnten eindeutig den Einfluss von Egr-
1 auf das ATF3-Gen beweisen.
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V.3 Funktionen von Egr-1in Astrozyten

Im Nervensystem ist einer der besonderen Merkmale von Astrozyten ihre proliferative
Eigenschaft. Zahlreiche Verletzungen des zentralen Nervensystems haben eine resktive
Gliose zur Folge, eine Reaktion der Astrozyten welche eine Erhdhung der Zellzahl, eine
Ausdehnung zelluldrer Prozesse und eine Steigerung der GFAP-Synthese beinhaltet.
Zellkulturstudien zeigten dass Mitogene, wie beispielsweise der , epidermal growth factor”
(EGF) oder auch der ,basic fibroblast growth factor* (bFGF), die DNA-Synthese und
Proliferation von priméren Astrozyten und Gliomazellen induzieren (Kaufmann & Thiel,
2001; Riboni et al., 2001). Seit der Entdeckung von Egr-1 als eines der ,early growth
response” Gene wurde die weitere Erforschung immer in Richtung der wachstumsférdernden
und proliferativen Funktion dieses Zinkfingerproteins gelenkt. Tatschlich wurde Egr-1 auch
eine direkte Rolle in der Kontrolle der Proliferation von Astrozyten, Gliomazellen,
glomerulére Mesangialzellen, Keratinozyten und T-Zellen zugeschrieben (Perez-Castillo et
al., 1993; Biesiada et al., 1996; Hofer et al., 1996; Kaufmann & Thiel, 2002; Rossler & Thiel,
2004). In einer anderen Studie wurde vorgeschlagen, dass Egr-1 eines der Schllisselproteine
in der Regulation der Astrozytenproliferation sei (Hu & Levin, 1994). Die Induktion der Egr-
1 Biosynthese konnte also ein integraler Bestandteil des mitogenen Signalwegs sein und
konnte die Signalkaskade Uber die Stimulation von Wachstumsfaktor- — oder
Wachstumsfaktorrezeptorsynthese weiterleiten. Allerdings stehen diese Berichte denen
entgegen, die Egr-1 eine wachstumshemmende Funktion in Tumorzellen zuschreiben (Huang
et al., 1995; Calogero et al., 2001; Calogero et al., 2004).

Die Biosynthese von Egr-1 wird stark durch die Aktivierung der , extracellular signal —
regulated protein kinase”® ERK (Kaufmann & Thiel, 2001), der Proteinkinase die durch
Mitogene aktiviert wird, induziert. Die Tatsache, dass Gene, die fur Wachstumsfaktoren wie
»insulin-like growth factor-11“, , platelet-derived growth factor* A und B oder ,transforming
growth factor-B1“ kodieren, durch Egr-1 reguliert werden (Khachigian et a., 1995; Bae et al.,
1999; Liu et al., 1999; Svaren et al., 2000), zeigt dass Egr-1 die mitogene Signalkaskade Uiber
Stimulation der Wachstumsfaktorsynthese fortsetzt. Es ist jedoch nétig hervorzuheben, dass
die vorgeschlagene Rolle von Egr-1 in der Kontrolle des Zellwachstums grofdten Teils auf der
Korrelation zwischen der Antwort auf Mitogene und der Induktion der Egr-1 Biosynthese
durch Mitogene beruht. Die Verwendung von Zellen aus Egr-1 defizienten Mausen konnte in
einigen wenigen Fallen eine kausale Beziehung zwischen der Egr-1 Expression und dem
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Zellwachstum  herstellen. Eine verzbgerte Leberregeneration und  verminderte
Tumorprogression bei Prostatakarzimomen wurde in diesem Zusammenhang beobachtet
(Liao et al., 2004; Abdulkadir et al., 2001). In dieser Arbeit wurde versucht eine kausale
Beziehung zwischen der Proliferation von Astrozyten und der Biosynthese von Egr-1
herzustellen.

Um die Bestandteile der Signalkaskade zu untersuchen, die zur Aktivierung der Egr-1
Biosynthese und der Proliferation von EGF-stimulierten Astrozyten fuhrt, wurde mittels
lentiviralem Gentransfer Proteine exprimiert, die die Signalweiterleitung unterbrechen sollten.
Die Aktivierung des EGF-Rezeptors resultiert in der sukzessiven Aktivierung der Raf-MEK-
ERK-Kinasen, welche schliefdlich die Aktivierung des terndren Komplexfaktors Elk-1 zur
Folge hat. Die Expression einer dominant negativen Mutante von Raf konnte die Relevanz
dieser Kinase fir die Proliferation EGF-stimulierter Astrozyten zeigen. Raf ist assoziiert mit
Proliferation und der Einleitung des Zellzyklus (Leicht, et al., 2007; Sobczak, et al., 2008).
Raf ist aul3erdem einer der Hauptaktivatoren des ERK-Signalwegs. Die MKP-1 katalysiert die
Dephosphorylierung und Inaktivierung von ERK im Nukleus. Die MKP-1 fungiert folglich
as eine Art Inaktivierungmechanismus im Nukleus, der die Weiterleitung der mitogenen
Signalkaskade in den Kern verhindert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
der MKP-1 in das Zellwachstum von EGF-stimulierten Astrozyten eingreift. Ahnliche
Ergebnisse konnten in Fibroblasten gezeigt werden. Die Expression der MKP-1 verhinderte in
diesem Fall die V*Ras-induzierte DNA Synthese (Sun et a., 1994). Die MKP-1 greift
aulerdem in den Zellzyklus ein, indem es die Gl-spezifische Gentranskription und den
Eintritt in die S-Phase verhindert (Brondello et al., 1995). Die Analyse von Egr-1
Promotor/L uziferase-Reportergenen zeigte, dass die proximalen SRE’s des Egr-1 Promotors
genigen um die Egr-1 Transkription nach EGF-Stimulation zu induzieren. Die
transkriptionelle Aktivierung von Egr-1 wird oft Uber Aktivierung des terndren
Komplexfaktors Elk-1 gewdhrleistet. Die Phosphorylierung von Elk-1 verknlpft die ERK-
Signalkaskade mit der SRE-vermittelten Transkription. Die Inaktivierung des Elk-1 Gens
oder der Gene anderer terndrer Komplexfaktoren in transgenen Mausen brachte nur minimale
Veranderungen des Phanotyps hervor (Ayadi et al., 2001; Cesari et al., 2004; Costello et al.,
2004). Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Funktion von Elk-1 durch andere ternére
Komplexfaktoren kompensiert wird. Deshalb haben wir den Einfluss des terndren
Komplexfaktors auf die EGF-induzierte Proliferation von Astrozyten mittels einer dominant-
negativen Mutante von Elk-1 untersucht. Da die Mutante REST/EIK-1AC sowohl an die DNA
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als auch an die SRF bindet, ist es wahrscheinlich, dass sie die Aktivita anderer terndrer
Komplexfaktoren wie SAP-1 und SAP-2 ebenfalls unterbindet. Die Expression dieser Elk-1
Mutante lief3 erkennen, dass die Aktivierung des terndren Komplexfaktors essentiell ist um
eine mitogene Stimulation mit der Proliferation von Astrozyten zu verbinden. Diese
Beobachtungen stimmen mit friheren Untersuchungen Uberein, die zeigten, dass die
Aktivierung des ternare Komplexfaktor fur die Proliferation von Fibroblasten benttigt wird
(Vickerset al., 2004).

Der Vergleich von Astrozyten, die aus Wildtyp- oder Egr-1-defizienten Mausen gewonnen
wurden, zeigte, dass es keine Unterschiede in der Proliferationsrate der Zellen gab, wenn
diese mit EGF stimuliert wurden. Daraus ergab sich die Schlussfolgerung, dass andere
Mitglieder der Egr-1 Familie, welche an eine dhnliche GC-reiche Zielsequenz binden, den
Verlust von Egr-1 kompensieren. Um eine funktionelle Redundanz zwischen den Egr-1
Proteinen auszuschlief3en, wurde ein dominant-negativen Ansatz gewéhlt. Die Expression
einer dominant-negativen Mutante von Egr-1, welche die Bindungsstelle aller Egr-Proteine
blockierte, verhinderte die EGF-induzierte Proliferation von Astrozyten. Das deutet darauf
hin, dass Egr-1 oder andere Egr-Proteine bendtigt werden, um ein mitogenes Signal in eine
proliferative Antwort umzuwandeln. Durch ortsspezifische Mutagenese konnte die Bindung
der dominant-negativen Mutante von Egr-1, dem Egr-1/Zn, an die Egr-Bindestelle von Egr-1
Zielgenen verhindert werden. Es zeigte sich, dass das Fehlen der DNA-Bindungsfahigkeit die
reprimierende Aktivitét der Egr-1/Zn-Mutante auf die EGF-induzierte Astrozytenproliferation
aufhob. Die Proliferation der Zellen wurde ebenso durch die Uberexpression von NAB2
unterbunden. Dieser Kofaktor hemmt die biologische Aktivitét von Egr-1, Egr-2 und Egr-3
(ODonovan et a., 1999). Somit konnte eine Beteilligung von Egr-4 an der
Proliferationskontrolle  in  EGF-stimulierten  Astrozyten  ausgeschlossen  werden.
Zusammengenommen weisen diese Daten eine Verbindung zwischen der Aktivitat von Egr-
Protein und der Proliferation von Astrozyten nach und sprechen dafir, dass der Verlust von
Egr-1 in Astrozyten durch andere Egr-Proteine kompensiert wird. Diese Hypothese konnte
zusétzlich durch ChiP-Experimente bestétigt werden, die deutlich zeigten, dass in Astrozyten
aus Wildtyp Méausen, Egr-1, 2 und 3 an das bFGF-Gen gebunden wurden. Und auch in
Astrozyten aus Egr-1-defizienten Mausen wurden Egr-2 und 3 noch an das bFGF Gen
gebunden, wenn die Zellen mit EGF stimuliert wurden. Das zeigt, dass der Verlust des Egr-1-
Gens durch die Egr-Proteine 2 und 3 ausgeglichen werden kann. Wird in den Zellen jedoch

die dominant-negative Mutante von Egr-1 exprimiert, blockierte die Bindung der Mutante an
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die DNA die Bindung von Egr-1, 2 und 3 an das bFGF Gen. Die Proliferation von Astrozyten
nach der Stimulation mit EGF wird folglich durch Egr-Transkriptionsfaktoren reguliert. Die

Regulation erfolgt moglicherweise Uber eine autokrine Schleife durch die Induktion der bFGF
Synthese durch Egr-Proteine.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Egr-1 ist ein Zinkfingertranskriptionsfaktor, der durch Verdnderung der Genexpression
extrazelluldre Signale mit einer Langzeitantwort verbindet. In  gonadotropen
Hypophysenzellen erfolgte die Expression von Egr-1 nach Stimulation des ,, Gonadotropin
Releasing Hormone*-Rezeptors mit dem GnRH Analogon Buserelin oder aber nach
Stimulation des muskarinischen Acetylcholinrezeptors mit dem Acetylcholinrezeptor-
Agonisten Carbachol. In B-Zellen des Pankreas wurde die Biosynthese von Egr-1 Uber
Aktivierung der L-Typ Ca’*-Kandle durch Stimulation der Zellen mit Glukose, KCl,
Tolbutamid oder dem Steroidhormon Pregnenolonsulfat induziert. Eine Analyse der
Signalwege zeigte, dass eine erhohte intrazellulre Ca?*-Konzentration, Aktivierung der
Proteinkinase C und des , Extracellular-Signal-Regulated-Protein-Kinase*-Signalwegs
notwendig ist, um die Biosynthese von Egr-1 zu induzieren. Im Nukleus verbindet der ternére
Komplexfaktor Elk-1 den ERK-Signalweg mit der ,Serum Response Element”-vermittelten
Egr-1 Transkription. Abhangig vom Stimulus kdnnen auch die Transkriptionsfaktoren CREB
und ATF2 zur Aktivierung der Egr-1 Expression beitragen. Die Untersuchung der Egr-1
Zielgene ergab eine zelltypspezifische Regulation der Gene die fur bFGF, TNFa, TGFB,
PTEN, PDX-1, Synapsin I, Chromogranin B und ATF3 kodieren. Die Analyse von Egr-1-
defizienten Astrozyten zeigte, dass der Verlust von Egr-1 in der EGF-stimulierten
Proliferation von Astrozyten durch die Egr-Proteine Egr-2 und Egr-3 kompensiert wird.
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VII.

Summary

Summary

The Egr-1 gene encodes for a zinc finger transcription factor that couples extracellular signals
to long term responses by altering gene expression. Stimulation of Gonadotropin-releasing
hormone receptors with the GnRH analogue buserelin or stimulation of muscarinic M3
acetylcholine receptors with the receptor agonist carbachol enhances expression of Egr-1in a
pituitary gonadotroph cell line. Egr-1 expression is additionally induced via L-type Ca?*-
channels by treatment of pancreatic B-cells with glucose, KCI, tolbutamide, or the
steroidhormone Pregnenolone sulfate. Signaling pathways leading to Egr-1 gene expression
involve elevated cytosolic Ca?* levels, protein kinase C, and activation of the extracellular
signal regulated protein kinase. In the nucleus, the ternary complex factor Elk-1 couples
ERK-activation to serum response element-mediated transcription of the Egr-1 gene.
Depending on the stimuli, other transcription factors like CREB or ATF2 participate in the
activation of Egr-1 gene expression. The genes encoding bFGF, TNFa, TGF3, PTEN, PDX-1,
Synapsin |, Chromogranin B und ATF3 were identified as celltype-specific bona fide target
genes of Egr-1. The analysis of Egr-1-deficient astrocytes revealed that the loss of Egr-1 in
the EGF-induced proliferation of astrocytes is compensated by the Egr-proteins Egr-2 and
Egr-3.
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Abkurzungsverzeichnis

VIII.  Abkirzungsver zeichnis
% Prozent
°C Grad Celsius
Abb. Abbildung
ADP Adenosindiphosphat
Ak Antikorper
AMP Adenosinmonophosphat
APS Ammoniumpersulfat
ATF activating transcription factor
ATP Adenosintriphosphat
BAPTA 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’ -tetraacetic acid
BCA Bicinchoninic acid
bFGF basic fibroblast growth factor
BME Basal Medium Eagle
bp base pair(s)
BrduU 5-Brom-2’-desoxy-Uridin
BSA bovine serum albumine
bzw. beziehungsweise
Cdk cyclin dependent kinase
cDNA copy oder complementary desoxyibonucleic acid
CgB Chromogranin B
ChiP chromatin immunoprecipitation
CMV cytomegalo virus
CnA Calcineurin A
CO; Kohlendioxid
CRE cyclic AMP response element
CREB cyclic AMP response element binding protein
Da Dalton
DAG Diacylglycerol
DEPC Diethylpyrocarbonat
d.h. das heif3t
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DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

EBS Egr-1 binding site

ECL enhanced chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermal growth factor

Egr-1 early growth response 1

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-Tetraessigsdure
Elk Etslike protein kinase

EMSA electrophoretic mobility shift assay

ER estrogen receptor

ERK extracellular signal regulated protein kinase
EtOH Ethanol

FCS fetal calf serum (fotales Kalberserum)

g Gramm

G418 Geneticindisulfat

GAPDH glycerinaldehyd-3-phosphate-dehydrogenase
GFAP glial fibrillary acidic protein

GFP green fluorescent protein

GnRH gonadotropin releasing hormone

GPCR G-protein coupled receptor

h Stunde(n)

H,0O Wasser

H,O, Wasser stoffperoxid

HBSS hepes-buffered saline solution

HCI Salzséure

HDAC Histondeacetylase

HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino] -ethansulfonsdure
HP-1 Heterochromatin Protein 1

HRE hormone response element

HRP horseadish peroxidase

HSPO0 heat shock protein 90
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IP
IP3
INK
KCI

LTR
MAPK
MEK
MgCl,
min
MKP
MRNA
MSK
NAB
NaCl
NGF
NGFI
NLS
NaOH
PAGE
PBS

pH
PI3K
PKC
pPP2C
PTEN
Raf
RNAI
Preg
PregS
Prog
REST

Immunglobulin
Immunprazipitation
Inositoltriphosphat

c-Jun N-terminal kinase
Kaliumchlorid

Liter

long terminal repeat

mitogen activated protein kinase
mitogen-activated protein kinase kinase
Magnesiumchlorid

Minute(n)

MAP-kinase phosphatase
messenger ribonucleic acid
mitogen- and stress activated protein kinase
NGFI-A-binding protein
Natriumchlorid

nerve growth factor

nerve growth factor inducible
nuclear localization signal
Natriumhydroxid
Polyacrylamidgel elektrophorese
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
pH-Wert
Phosphoinositol-3-Kinase
Proteinkinase C
Proteinphosphatase 2 C
phosphatase and tensin homolog
rapidly growing fibrosarcoma
RNA inteference

Pregnenolon
Pregnenolonsulfate

Progesteron

RE-1 silencing transcription factor
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RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

SDS sodium dodecyl sulphate

gl Segretogranin 1

SRE serum response element

SRF serum response factor

Sv40 Simian Virus 40

TBS(T) Tris buffered saline (Tween 20)
TEMED N, N, N",N"-Tetramethylethylendiamin
TGFB Transforming growth factor f3

TNFa Tumor Nekrose Faktor o

TPA 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TRP transient receptor potential

VSV vesicular stomatitis virus

viv Volumenprozent

wiv Gewichtsprozent

WPRE woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element
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