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I. Abkürzungen
% Prozent

°C Grad Celsius

S221A Basenaustauschmutation Serin (S) gegen Alanin (A) an Stelle 221

Abb. Abbildung

AP-1 Aktivatorprotein 1

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bicinchoninsäure

cm2 Quadratzentimeter

CMV Cytomegalievirus

CRE cAMP response element

CREB cAMP response element binding protein

DMEM Dulbeccos´s modified Eagle medium

DNA Desoxyribonucleinsäure

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EGF Epidermal growth factor 

EGFP Enhanced green fluorescent protein

Elk Ets Like-1 protein

Ets E-twenty-six-domain Transkriptionsfaktor

ERK Extracellular signal regulated kinase

et al. et alli – und andere

FBJ-MSV Finkel-Biskis-Jinkins Murine Sarcoma Virus

FCS Fetal calf serum

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor
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M Molar
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II. Zusammenfassung

Dem „basic region-leucin zipper“ (bZip) Protein c-Fos kommt bei der strengen Regulation wichtiger zellulä -

rer Prozesse wie Wachstum und Proliferation eine bedeutende Rolle zu. c-Fos bildet Heterodimere mit ande-

ren bZip-Proteinen,  die als  AP-1-Transkriptionsfaktorkomplexe aktiv werden.  Die Expression des c-Fos-

Gens wird durch komplexe Signalprozesse reguliert und gilt als Musterbeispiel für Signal-Aktivierte Tran-

skription. Vielfältige extrazelluläre Signalmoleküle tragen zur Regulation der Expression von c-Fos bei, dar-

unter Mitogene, Zytokine, Metabolite sowie Liganden von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und Rezeptor-

tyrosinkinasen. An der Steigerung der Transkription von c-Fos nach extrazellulärer Stimulation sind Stimu-

lus-responsive Transkriptionsfaktoren beteiligt, die über konservierte DNA-Sequenzen an den proximalen c-

Fos-Promotor  binden.  Unter  den vielfältigen  intrazellulären  Signalmolekülen,  die  an  der  Regulation  der

Transkription von c-Fos beteiligt sind, kommt den Stimulus-responsiven MAP (mitogen activated protein) -

Kinasen eine herausragende Bedeutung zu. In dieser Arbeit wurden die Effekte der MAP-Kinasen  ERK1/2

(extracellular signal-regulated protein kinase), JNK (c-Jun N-terminal protein kinase) und p38 auf die Tran-

skription des c-Fos-Gens analysiert.  MAP-Kinasen werden von MAP-Kinase-Kinasen (MAP2K) aktiviert,

die nach zellulärer Stimulation ihrerseits von MAP-Kinase-Kinase-Kinasen (MAP3K) aktiviert werden. Um

zu untersuchen, ob die MAPK ERK1/2, JNK und p38 die Transkription von c-Fos über unterschiedliche

Transkriptionsfaktoren aktivieren, wurden chromatin-integrierte Luziferase-Reportergene genutzt, die unter

der Kontrolle von modifizierten c-Fos-Promotoren exprimiert wurden und inaktivierte DNA-Bindestellen für

bestimmte Transkriptionsfaktoren enthielten. Um die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 spezifisch zu ak-

tivieren, wurden konstitutiv aktive oder chemisch aktivierbare Mutanten bestimmter MAP2K oder MAP3K

exprimiert. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die DNA-Bindestellen für den  serum response factor (SRF) und den ternary

complex factor (TCF) essentiell für die Stimulation der Aktivität des c-Fos-Promotors unter dem Einfluss der

MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 sind. Für die ERK1/2 und p38-induzierte Promotoraktivierung war zu-

sätzlich eine intakte Bindestelle für AP-1-Transkriptionsfatoren notwendig. Im Gegensatz dazu hatte eine In-

aktivierung der DNA-Bindestelle für STAT keinen, oder nur einen marginalen Effekt. Zusammenfassend zei-

gen die Ergebnisse, dass die untersuchten MAP-Kinasen nicht über unterschiedliche Transkriptionsfaktoren

und getrennte genetische Elemente auf den c-Fos-Promotor wirken. Eher wird die Aktivierung des c-Fos-

Promotors durch alle drei MAP-Kinasen vornehmlich über das serum response element (SRE) und die Tran-

skriptionsfaktoren SRF und TCF vermittelt.
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III. Summary

Cellular proliferation and growth are extensively regulated by a plethora of different signaling pathways. The

basic region leucin zipper (bZIP) protein c-Fos plays a central role in the regulation of those processes. To-

gether with other bZIP proteins, c-Fos forms heterodimers that constitute the AP-1 transcription factor com-

plex. The expression of the c-Fos gene is highly regulated and has been indicated as a prime example for sig-

nal-activated gene induction. Numerous extracellular signaling molecules contribute to the regulation of c-

Fos expression, including mitogens, cytokines, metabolites as well as ligands for receptor tyrosine kinases

and G-protein coupled receptors. Signaling molecules activate the expression of c-Fos involving stimulus-re-

sponsive transcription factors that bind to distinct genetic elements of the c-Fos-promoter. Among the multi -

tude of intracellular signaling molecules involved in the regulation of c-Fos expression, the stimulus-respon-

sive MAP (mitogen activated protein) kinases are of major importance. Here, the effects of the MAP kinases

ERK1/2 (extracellular signal-regulated protein kinase), JNK (c-Jun N-terminal protein kinase) and p38 pro-

tein kinase on transcription of the c-fos gene were investigated. MAP-kinases are directly activated by MAP-

Kinase-Kinases (MAP2K), which in turn are activated by MAP-Kinase-Kinase-Kinases (MAP3K) following

extracellular stimulation. To determine, whether ERK1/2, JNK and p38 induce the transcription of the c-Fos

gene by activating similar or distinct transcription factors, chromatin-integrated c-Fos promoter-luciferase re-

porter genes containing inactivating point mutations of DNA binding sites for STAT, TCF, SRF and AP-1

transcription factors were used. Extracellular signal molecules may activate more than one protein kinase. To

achieve a distinct activation of specific MAP-Kinases, we expressed constitutively active or specifically acti -

vatable mutants of MAP2- or MAP3-Kinases.

The results of this study show that the DNA binding sites for serum response factor (SRF) and ternary com-

plex factor (TCF) essential for enhancing the c-Fos promoter activity under the influence of all three MAP

kinases. Stimulation of the c-Fos promotor by ERK1/2 and p38 additionally required the DNA binding site

for the transcription factor AP-1.  In contrast, an inactivation  of the DNA binding site for STAT had no or

only a marginal effect on c-Fos promoter activity. In conclusion, the results show that MAP kinases do not

stimulate the transcription of c-Fos by activating distinct transcription factors involving distinct genetic ele-

ments. Rather, all three analyzed protein kinases mainly target SRF and TCF proteins, and induce transcrip -

tional activation of the c-Fos gene via the serum response element (SRE).
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Signaltransduktion
Die Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen eines Organismus ist eine grundlegende Vor-

aussetzung für die Funktion komplexer biologischer Prozesse und ist Grundlage für die evolutionäre

Entwicklung aller höheren Lebensformen. Die molekularen Mechanismen, die der feinen Abstimmung

zwischen verschiedenen Zellen, Geweben und Organen und der Anpassung zellulärer Funktionen an

die  Bedingungen in ihrer Umwelt zugrunde liegen, sind vielfältig. Jedoch folgen sie einem grundle-

genden Prinzip: Spezifische extrazelluläre Mediatoren können nur Zellen ansprechen, die den passen-

den Rezeptor tragen. Es resultiert die Aktivierung des Rezeptors der Zielzelle und darauf hin wird eine

spezifische intrazelluläre Signalkaskade ausgelöst, die zu einer biologischen Antwort der Zelle führt.

Die Weiterleitung des Signals durch komplexe intrazelluläre Mediatorkaskaden bezeichnet man als Si-

gnaltransduktion. [84]

Die biologische Antwort auf die Aktivierung dieser Signalkaskaden kann etwa in der Anpassung von

Stoffwechselprozessen bestehen, in der Einleitung des programmierten Zelltodes oder auf der Verän-

derung der Expression bestimmter Gene beruhen.

1.2 MAP-Kinase-Signalwege

1.2.1 MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases)

Bei den MAP-Kinasen handelt es sich um eine Familie von Proteinkinasen, die in der Regulation ver-

schiedenster zellulärer Prozesse eine zentrale Rolle einnehmen. Sie integrieren eine Fülle von Signalen

und koordinieren Reaktions- und Anpassungsprozesse der Zellen. Darüber hinaus kommt ihnen eine

herausragende Bedeutung bei der Sicherstellung physiologischer Stoffwechselfunktion, Differenzie-

rung und Apoptose der Zellen zu. MAP-Kinasen finden sich in allen eukaryontischen  Zellen, ihre

strukturellen und regulatorischen Domänen sind von Hefezellen bis hin zu menschlichen Zellen kon-

serviert. [17]
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Die MAP-Kinasen werden durch spezifische MAP-Kinase-Kinasen (MAP2K) phosphoryliert und ak-

tiviert. Die MAP2K werden wiederum von MAP3K (MAP-Kinase-Kinase-Kinasen) phosphoryliert,

deren Aktivierung ein Bestandteil der zellulären Reaktion auf verschiedene Stimuli ist. Eine große An-

zahl von MAP3-Kinasen wird durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli aktiviert. Eine Fülle von Si-

gnalwegen konvergiert also in der Aktivierung einer bestimmten MAP-Kinase (vgl. Abb. 6).

Die Proteinkinasen JNK, p38 und ERK1/2 gehören zur Gruppe der konventionellen MAPK. Diese be-

stehen aus einer einzelnen Kinasedomäne, die von kurzen amino- und carboxyterminalen Domänen

flankiert wird (vgl. Abb. 2,3) [66]. Die Struktur der MAPK ist durch zwei distinkte Elemente gekenn-

zeichnet: Einem sogenannten „MAPK-insert“ von etwa 30 Aminosäuren zwischen den Helices αG und

αH, sowie einer C-terminalen Extension, die sich auf den „C-lobe“ zurückfaltet [145]. Die Aktivierung

der konventionellen MAP-Kinasen erfolgt über ein TxY-Motiv im Aktivierungssegment, das durch

MAP-2-Kinasen dual phosphoryliert wird [66].

Dysregulationen der MAP-Kinase-Signalwege finden sich bei einer Vielzahl pathologischer Prozesse.

MAP-Kinase-Signalwege spielen nicht  nur  bei  der  Tumorentwicklung eine Rolle,  sondern können

auch an der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen, entzündlichen Erkrankungen und vielen ande-

ren Pathologien beteiligt sein.
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Einleitung

Abb.1: (A) MAP-Kinase Signalwege. Eine Fülle von extrazellulären Stimuli kann eine Signal-
kaskade auslösen, die zur Aktivierung von MAP3-Kinasen führt. Die verschiedenen MAP3-
Kinasen phosphorylieren und aktivieren jeweils eine kleinere Anzahl von MAP2-Kinasen, die
wiederum spezifische MAP-Kinasen aktivieren. So konvergieren verschiedene Signale, wie
Mitogene, Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Stress in der Aktivierung der MAP-Kinasen.
Transkriptionsfaktoren sind wichtige Substrate der MAP-Kinasen. Durch die Phosphorylie-
rung von Transkriptionsfaktoren durch MAPK kommt es so zur Anpassung der Transkripti-
onsrate verschiedener Gene an die Situation der Zelle.  (B) Signalwege der MAP-Kinasen
ERK1/2, JNK und p38. Den verschiedenen MAP-Kinasen sind spezifische MAP2-Kinasen
und MAP-3-Kinasen vorgeschaltet.  Auf der Ebene der MAP2-Kinasen wird ERK1/2 durch
MEK1/2 aktiviert, JNK durch MKK4 und MKK7 und p38 beispielsweise durch die MAP2-Kina-
se MKK6. Verschiedene extrazelluläre und intrazelluläre Signale induzieren die MAP-Kinase
Signalwege. So wird die Aktivierung von ERK1/2 vor allem durch Mitogene, Wachstumsfak-
toren und Liganden von GPCR und Rezeptortyrosinkinasen ausgelöst, während JNK und
p38 durch Stress, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Liganden von Rezeptortyrosinkinasen
aktiviert werden.

1.2.1.1 Extracellular signal-regulated protein kinase (ERK1/2)

ERK1/2 sind MAP-Kinasen, die  eine zentrale Rolle bei der  Regulation eines breiten Spektrums von

zellulären Funktionen einnehmen. Sie sind entscheidend an der Regulierung von Proliferation, Wachs-

tum,  Differenzierung,  Überleben,  Metabolismus  und  Zellmigration  beteiligt.  Diese  Bandbreite  an

Funktionen wird durch ein umfangreiches Repertoire an Substraten ermöglicht, die kontextabhängig

exprimiert werden können. Insgesamt lässt sich die Wirkung der ERK1/2-Kinasen als pro-proliferativ

und antiapoptotisch charakterisieren [66]. Zudem spielen sie eine wichtige Rolle in verschiedenen Dif-

ferenzierungsprozessen. In verschiedenen Zellarten können durch ERK1/2-Aktivierung unterschiedli-

che Prozesse ausgelöst werden [123].

Die Signalkaskade, die zur Aktivierung von ERK1/2 führt, wird vor allem durch Wachstumsfaktoren

und Mitogene ausgelöst. Über Ras-GTP-asen kommt es zur Aktivierung von Raf-Kinasen, MAP3-Ki-

nasen, deren wichtigste Substrate die MAP2-Kinasen MEK1 und MEK2 sind. Die aktivierten MAP2-

Kinasen phosphorylieren und aktivieren schließlich ERK1/2 [23]. Aktiviert werden ERK1/2 durch die

Phosphorylierung der Aminosäuren Thr185 und Tyr187 (ERK2) oder Thr202 und Tyr204 (ERK1), die

als Aktivierungssegment (AS) in einem flexiblen loop eingebettet liegen [146]. Substrate von ERK1/2

verfügen über ein Pro-x-Ser oder ein Thr-Pro – Konsensusmotiv, die als Phosphorylierungsstellen fun-

gieren. Daneben interagieren die ERK-Proteinkinasen über D-sites und F-sites mit ihren Substraten

[91].
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ERK1/2 vermitteln die durch Mitogene ausgelöste Expression von Immediate Early Genes (IEG), die

nach Stimulation der Zelle innerhalb weniger Minuten transkribiert  werden. Der Serum-Response-

Faktor (SRF) ist dabei der zentrale Transkriptionsfaktor [39]. ERK ist an der Aktivierung von SRF be-

teiligt, wobei ERK1/2 nicht direkt SRF phosphoryliert, sondern die Proteinkinase RSK aktiviert, die

SRF phosphoryliert und aktiviert  [98]. Die Hauptprodukte durch ERK-Aktivierung induzierter Tran-

skription von IEGs sind die Transkriptionsfaktoren der Familien FOS, JUN und MYC  [28,39,73].

ERK1/2 phosphorylieren zusätzlich Fos und JUN, wobei die Phosphorylierung die proteasomale De-

gradierung der Proteine verhindert, ihre DNA-Bindekapazität steigert und ihre Fähigkeit zur Transakti-

vierung fördert [71]. Daneben werden durch ERK Überlebenssignale in Reaktion auf Serumstimulati-

on und RTK-Aktivierung vermittelt  [8]. Der zusätzlichen pro-proliferativen Wirkung von ERK liegt

vor allem die Förderung des Phasenübergangs von der G- zur S1-Phase zu Grunde [124]. 

Zellen, die sich in raschen Wachstumsprozessen befinden, benötigen große Mengen an Energie, wobei

insbesondere gering differenzierte und schnell wachsende Zellen verstärkt auf die Glycolyse zurück-

greifen. Dabei betreiben sie auch unter aeroben Bedingungen vergleichsweise weniger oxidative Phos-

phorylierung [30]. Auf Krebszellen bezogen bezeichnet man diesen, ursprünglich von Otto Warbug be-

schriebenen, Effekt als Warburg-Effekt [128]. Dieser Effekt spielt nun in Krebszellen eine bedeuten-

den Rolle, in denen eine aktivierende B-Raf oder K-Ras-Mutation vorliegt, die eine überschießende

ERK-Aktivierung nach sich zieht. Mehrere Studien konnten zeigen, dass in Zellen mit B-Raf oder K-

Ras-Mutationen ein erhöhter Glucoseverbrauch und eine vermehrte Produktion von Laktat auf Grund

einer erhöhten Abhängigkeit von der Glycolyse vorliegt [50,107,114,140]. Stoffwechselprozesse nor-

malisieren sich unter Therapie mit RAF- oder MEK-Inhibitoren [57,72,81,132].

Abb. 2: Modulare Struktur der MAPK ERK1/2. Dargestellt sind Kinasedomäne, Aktivierungs-
segment und ATP-Bindestelle.
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1.2.1.2 C-Jun-N-terminal protein kinase (JNK)

Auch bei der Proteinkinase JNK (C-Jun-N-terminal protein kinase) handelt es sich um eine MAP-Ki-

nase. Als Serin/Threonin-Proteinkinase ist JNK an der Vermittlung einer Vielzahl essentieller zellulä-

rer Prozesse beteiligt, etwa an Proliferation, Signaltransduktion von Überlebenssignalen, der Einlei-

tung der Apoptose,  an Differenzierungsprozessen und an der Vermittlung der Entzündungsreaktion

[85,131]. Aktiviert wird JNK durch die Phosphorylierung der Aminosäuren Thr183 und Tyr185, die als

Aktivierungssegment (AS) im flexiblen T-loop eingebettet liegen. Verantwortlich für die unmittelbare

Aktivierung von JNK sind die MAP2-Kinasen MKK4 (SEK1) und MKK7, die wiederum in mehreren

Isoformen vorkommen [29]. Ausgelöst wird die Aktivierung von JNK durch bestimmte, häufig pro-in-

flammatorische Zytokine wie IL-1 oder TNFα und verschiedene zelluläre Stressoren [131]. Scaffold-

Proteine wie JIP1/2 potenzieren die JNK-Aktivierung, indem sie an der Signalkaskade beteiligte Kina-

sen günstig zueinander positionieren  [130]. Die verschiedenen Isoformen von JNK werden von drei

distinkten Genen kodiert (jnk1-3), wobei jnk3 vor allem in Gehirn, Herz und Testes aktiv ist, während

jnk1 und jnk2 ubiquitär exprimiert werden [49]. JNK ist an der Regulation der Aktivität der Transkrip-

tionsfaktoren der AP-1-Familie beteiligt und phosphoryliert die AP-1-Monomere c-Jun, JunB, JunD

und ATF2 [57,110]. JNK kann sowohl an der Einleitung des programmierten Zelltods, als auch an der

Vermittlung von Überlebenssignalen beteiligt sein. Die meisten JNK-aktivierenden Stimuli sind dabei

allerdings nicht an der Induktion der Apoptose beteiligt [29]. Darüber hinaus kann die JNK-abhängige

Einleitung der Apoptose durch die gleichzeitige Aktivität von Überlebenssignalen blockiert werden

[135]. Ein entscheidender Faktor für die pro-apoptotische Wirkung von JNK ist die Dauer der Aktivie-

rung. So wird die Apoptose eingeleitet, wenn JNK dauerhaft aktiv ist, während eine transiente Aktivie-

rung eher Überlebenssignale vermittelt. [71]

Fehlregulationen der  durch JNK vermittelten Signalkaskade sind an verschiedenen pathologischen

Prozessen beteiligt. So hat JNK Einfluss auf Prozesse bei Insulinresistenz, aber auch auf Autoimmu-

nerkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ1, beeinflusst Prozesse der Tumorgenese und spielt eine Rol-

le bei der Entstehung ischämischer Gewebeverletzungen [131]. Für JNK sind einerseits onkogeneti-

sche  Effekte  beschrieben,  andererseits  kann der  JNK-Signalweg auch tumorsupprimierend wirken

[42,62,86]. Metabolisch kann JNK an der Ausbildung eine Insulinresistenz beteiligt sein. JNK phos-

phoryliert und inhibiert IRS-1 (insulin receptor substrate-1) und kann so die Signaltransduktion am In-

sulinrezeptor supprimieren [1,67]. Zusätzlich hat JNK auch entscheidenden Einfluss auf die Entwick-

lung des Immunsystems, eine Depletion von JNK1 führt in Mäusen zu schweren T-Zell-Defekten [22].

Dabei  scheint  JNK beispielsweise für die Differenzierung von CD4+-T-Helferzellen notwendig zu

seinund kontrollierend auf die Balance von CD8+ und CD4+ T-Zellen einzuwirken [32,33].
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Abb. 3: Modulare Struktur von JNK1. Gezeigt werden Kinasedomäne mit Aktivierungsseg-
ment, ATP-Bindestelle und die C-Terminale ungeordnete Region.

1.2.1.3 P38 Proteinkinasen

Bei p38 Proteinkinasen handelt es sich um Serin-Threonin-Kinasen der MAP-Kinase Familie. Im Ge-

gensatz  zur  MAP-Kinase  ERK1/2  werden p38-Proteinkinasen allerdings  weniger  durch Mitogene,

sondern vorrangig durch Stress  und proinflammatorische Signale  aktiviert  und werden daher,  wie

JNK, den Stress-aktivierten MAP-Kinasen zugerechnet. [17]

p38 Proteinkinasen sind an der zellulären Reaktion auf viele Arten von Stress beteiligt. Dazu zählen

physiologische Vorgänge wie Differenzierung und Wachstum, aber auch pathologische Prozesse wie

die Entwicklung von Tumoren. Ebenso vermittelt p38 Reaktionen auf Veränderungen in der Umge-

bung, die beispielsweise osmotischen, mechanischen und oxidativen Stress auslösen, sowie auf intra-

zellulären Stress, etwa bei DNA Schäden [17,24,25]. Prototypische Aktivatoren von p38 sind die pro-

inflammatorischen Zytokine TNF, IL-6 und IL-1β [17]. p38 Proteinkinasen integrieren Signale aus ei-

ner Vielzahl verschiedener Signalwege und sind an diversen biologischen Reaktionen beteiligt. Eine

Fehlregulation der durch p38 regulierten Signalwege ist mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert.

Fehlfunktionen von p38 wurden mit inflammatorischen Prozessen, Erkrankungen des Immunsystems

und kanzerogenen Prozessen in Verbindung gebracht. [17]

Unmittelbar  phosphoryliert  werden  p38-Proteinkinasen  von  den  p38-spezifischen  MAP2-Kinasen

MKK3 und MKK6. Zusätzlich kann auch die MAP2-Kinase MKK4, die normalerweise JNK aktiviert,

p38 aktivieren  [11]. Die Aktivität von p38 wird streng reguliert, um die nachteiligen Effekte einer

Überaktivierung zu umgehen. Terminiert wird das Signal vor allem durch Dephosphorylierung an der

Aktivierungsstelle  durch  verschiedene  Phosphatasen  [17].  Daneben  existieren  negative  Feedback-

loops, etwa durch eine Einschränkung der Expression von MKK6 durch p38, die vor allem das Aus-

maß der Aktivierung von p38 kontrollieren [3,17,21].
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1.3 Transkriptionsfaktoren
Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteine, die sequenz-spezifisch an die DNA binden und

dadurch die Transkriptionsrate von Genen positiv oder negativ beeinflussen können. Sie binden über

spezielle Bindungsmotive in Promotoren, Silencer-Elementen oder Enhancer-Elementen an die DNA.

Die gebundenen Transkriptionsfaktoren gehen Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Transkripti-

onsfaktoren und Enzymen wie der DNA-Polymerase ein. Transkriptionsfaktoren können auf der Basis

verschiedener Merkmale eingeteilt werden. Aufgrund der Struktur ihrer DNA-bindenden Domäne un-

terscheidet man  beispielsweise Transkriptionsfaktoren mit  Leucin-Zipper-Motiven, Zink-Finger-Do-

mänen, „helix-loop-helix“-Motiven, „helix-turn-helix“-Motiven und HMG-Box-Domänen [148].  Des

weiteren unterscheidet man auf Grund ihrer Funktionsweise generelle Transkriptionsfaktoren von re-

gulatorischen Transkriptionsfaktoren. Die Verfügbarkeit genereller Transkriptionsfaktoren ist eine es-

sentielle Voraussetzung für die Initiation der Transkription, während regulatorische Transkriptionsfak-

toren für die differentielle Genexpression von Bedeutung sind. Sie können die Expressionsrate von

Genen steigern, die kontinuierlich mit basaler Transkriptionsrate exprimiert werden. Regulatorische

Transkriptionsfaktoren binden über sogenannte Response-Elemente an die DNA und werden durch re-

gulatorische Signalkaskaden situativ aktiviert oder deaktiviert. [148]

1.3.1 AP-1 Transkriptionsfaktoren (Aktivator-Protein-1)

Bei den Proteinen der AP-1 Familie handelt es sich um Leucin-Zipper-Proteine, die über den Leucin-

Zipper dimerisieren. Die Dimere werden als AP-1-Transkriptionsfaktoren aktiv. AP-1-Dimere entste-

hen aus Leucin-Zipper-Proteinen der Subfamilien JUN, FOS und ATF. AP-1 gilt als Musterbeispiel für

regulatorische Transkriptionsfaktoren, die an vielfältigen biologischen Anpassungsprozessen nach Ver-

änderungen  in  der  Umgebung  beteiligt  sind.  Die  Dimere  binden  über  die  Konsensussequenz

-TGACTCA- an DNA, die in den Promotorregionen verschiedener Zielgene konserviert ist und bewir-

ken eine Veränderung der Transkriptionsrate. Dabei bilden FOS und ATF-Proteine Heterodimere mit

JUN-Proteinen, während JUN-Proteine auch Homodimere bilden können. [78] 

AP-1 ist an der Übersetzung von Stress oder auch der  Rezeptorbindung von Wachstumsfaktoren, in

eine Änderung der Transkriptionsrate bestimmter Gene beteiligt.  AP-1 Transkriptionsfaktoren sind

evolutionär stark konserviert und sind schon in Hefezellen für die transkriptionale Reaktion auf Stress

von Bedeutung. Eine verstärkte Proliferation und damit auch eine Beteiligung an Tumorwachstum, ge-

hören zu den am besten untersuchten Wirkungen von AP-1, jedoch werden einigen AP-1-Komponen-

ten auch Tumor-supprimierende Eigenschaften zugeschrieben. Zudem können AP-1 Transkriptionsfak-

toren auch pro-apoptotische Signale vermitteln. [126]
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Abb. 4: AP-1- Transkriptionsfaktorkomplex. Schematische Darstellung der DNA-Bindung des Di-
mers der Leucin-Zipper-Proteine c-Jun und c-Fos. Dargestellt sind die Dimerisierung von c-Jun
und c-Fos über die hydrophoben Leucinreste der Dimerisierungsdomäne. Zudem sind die Akti-
vierungsdomänen von c-Jun und c-Fos, sowie die DNA-Bindung des Dimers über die basischen
Regionen der beiden Proteine dargestellt. Der Komplex aus aktiviertem c-Jun und aktiviertem c-
Fos wird als AP-1 Transkriptionsfaktor aktiv.

1.3.2 Serum response factor (SRF)

Bereits 1984 beschrieben Greenberg und Ziff, dass der Zusatz von Serum zum Zellmedium unmittel-

bar zu einer Stimulation der Transkription des c-Fos Genes führt [46]. Der dafür verantwortliche Tran-

skriptionsfaktor wurde 1986 von Treisman beschrieben und als serum response factor (SRF) bezeich-

net [121]. Bei SRF handelt es sich einen regulatorischen Transkriptionsfaktor, der an der Induktion der

Transkription verschiedener Zielgene nach zellulärer Stimulation, beispielsweise mit Wachstumsfakto-

ren, TNFα, TPA oder Faktoren die zur Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels führen, beteiligt

ist [5,20,41,77,80]. SRF bindet in Form von Dimeren über ein DNA-Element innerhalb des sogenann-

ten Serum Response Elements, die sogenannte CArG-Box, an die DNA. Über 30 Gene verfügen über

ein SRE in ihrer Promoterregion, darunter vor allem Immediate Early Genes (IEG) wie c-Fos, neuro-

nale Gene und Gene die für muskuläre Proteine kodieren. Viele der durch SRF regulierten Gene sind

an der zellulären Reaktion auf die Stimulation mit Wachstumsfaktoren oder auf vorliegende Gewebe-

verletzungen beteiligt. [20]

Die Aktivierung der Transkription durch SRF erfolgt über zwei unterschiedliche Signalwege. Unter

dem Einfluss der MAP-Kinase-Signalwege erfolgt die Transkriptionsaktivierung durch SRF in Abhän-

gigkeit von Ternary Complex Factors (TCF). Dabei sind zur Signalweiterleitung sowohl die Aktivie-

rung der TCF selbst, als auch ihre Bindung an SRF notwendig. Daneben existiert ein TCF-unabhängi-

ger Signalweg, der nach Aktivierung von SRF über Rho-GTPasen aktiv wird. [60]
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1.3.3 Ternary complex factors (TCF)

Bei den Ternary Complex Factors (TCF) handelt es sich um eine Subfamilie der E-twenty-six-domain

(Ets) Transkriptionsfaktoren. Zu den TCF werden die Transkriptionsfaktoren Elk-1 (Ets Like-1 prote-

in), Elk-3 und Elk-4 gezählt [15]. Proteine der Ets-Familie enthalten als gemeinsames Element eine 85

Aminosäuren umfassende „helix-turn-helix“ Domäne, die den Transkriptionsfaktoren erlaubt mit ei-

nem etwa 10 Basenpaare  langen DNA-Erkennungssegment zu interagieren (zentrale  Konsensusse-

quenz 5´-GGAA/T-3´ ). Die Transkriptionsfaktoren der TCF-Subfamilie verbindet die Fähigkeit, einen

ternären Komplex mit SRF-Dimeren zu bilden, der dann mit dem Serum Response Element (SRE) des

c-Fos Promotors und den Promotoren anderer IEGs interagiert. Die Interaktion mit SRF erhöht dabei

die Bindeaffinität der TCF an das c-Fos SRE [119]. Um eine effektive DNA-Bindung und Aktivierung

des c-Fos-Promotors durch TCF zu erreichen, muss SRF bereits am SRE gebunden vorliegen [54]. 

Die TCF werden vornehmlich von MAP-Kinasen aktiviert und enthalten in ihrer Struktur alle drei eine

phosphorylierungs-abhängige Aktivierungsdomäne [59]. Die verschiedenen TCF haben teilweise un-

terschiedliche Docking-Domänen für verschiedene MAP-Kinasen, was eine differentielle Integration

verschiedener MAP-Kinase Signalwege in die Aktivierung der TCF erlaubt [15].

Abb. 5: Schematische Darstellung der Bildung des Ternären Komplexes am SRE des c-Fos
Promotors. Dargestellt sind das SRE des proximalen c-Fos-Promotors mit den Bindestellen
für TCF (Ets) und SRF (CArG), sowie die Transkriptionsfaktoren Elk1 und SRF. SRF bindet
in Form von Dimeren an die DNA. Elk 1 ist modular dargestellt, gezeigt sind die Domänen A,
B und C. Die B-Domäne interagiert  mit  SRF, die A-Domäne dient der Interaktion mit  der
DNA-Bindestelle für Ets-Transkriptionsfaktoren. Abbildung modifiziert nach [15]
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1.3.4 Signal transducers and activators of transcription (STATs)

Signal transducers and activators of transcription (STATs) sind regulatorische Transkriptionsfaktoren,

die an der Vermittlung verschiedener biologischer Funktionen beteiligt sind. Sie vermitteln beispiels-

weise zelluläre Proliferation und Differenzierung, aber auch die Einleitung der Apoptose. STAT-Protei-

ne werden vor allem von Januskinasen und MAP-Kinasen phosphoryliert und aktiviert, wodurch sie

dimerisieren und in den Zellkern migrieren  [64]. Die Aktivierung der STAT-Transkriptionsfaktoren

wird durch Stimulation der Zellen mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren ausglöst [43]. 

Zu den STAT-Proteinen zählen sieben Transkriptionsfaktoren. Sie binden über SIE-Promotorelemente

(c-sis-inducible element) an die DNA. Obwohl die DNA-Bindeelemente von STAT eine relativ große

Variabilität aufweisen, verfügen sie im Allgemeinen über die Konsensussequenz -TT(N)5AA-, wobei

die Abstände zwischen den palidromischen TT—AA – Elementen Einfluss auf die Bindeaffinität der

Transkriptionsfaktoren haben  [108]. Konstitutive STAT-Aktivierung wurde in verschiedenen Tumor-

zelllinien beobachtet, in denen Tyrosinkinase-Signalwege überaktiv sind [43].

1.4 Das c-fos Gen und die Expression von c-Fos

1.4.1 c-Fos 

Der Transkriptionsfaktor c-Fos ist ein basic region leucine zipper (bZip) – Protein und kann über seine

basische Region an DNA binden. c-Fos bildet mit c-Jun, JunB oder JunD Heterodimere, die Transkrip-

tionsfaktoren der AP-1-Familie (Activating Protein 1) darstellen (vgl. Abb 4). So kann c-Fos als Teil

von Signalkaskaden wirksam werden, die extrazelluläre Signale in eine Anpassung der Genexpression

übersetzen.  c-Fos ist an der Regulation von Wachstumsprozessen, an der Osteoklastogenese, an der

Haematopoese sowie an neuronaler Aktivierung, Exzitabilität und dem Überleben von Neuronen betei-

ligt [61,147].

1.4.2 Das c-Fos-Gen

Das c-fos-Gen war eines der ersten Protoonkogene, für das eine Beteiligung an der Regulation der

Transkription anderer Gene nachgewiesen werden konnte. Das machte das c-Fos-Gen zum Gegenstand

umfangreicher Forschungsbemühungen [31,56,97]. Es ist das humane Homolog zum viralen Onkogen

v-fos, das 1982 von Curran und Tech in dem murinen Finkel-Biskis-Jinkins Sarkomavirus (FBJ-MSV)

entdeckt wurde [26]. c-Fos ist, ebenso wie v-Fos, in der Lage in Fibroblastenzellen eine Transformati-

on herbeizuführen .
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Diverse Arbeiten beschäftigen sich mit dem onkogenetischen Potential von c-Fos und konnten zeigen,

dass von c- Fos regulierte Gene an tumorgenetischen Prozessen beteiligt sind. c-Fos wurde etwa mit

erhöhter Invasivität von Tumoren in Verbindung gebracht. Zudem konnte gezeigt werden, dass c-Fos

in epithelialen Zellen einen Verlust der Polarität bewirken und die Differenzierung aus mesenchymalen

Zellen stören kann . Das kann beispielsweise ein invasives und metastatisches Wachstum epithelialer

Zellen der Brustdrüse auslösen [36,54]. c-Fos scheint zudem essentiell für das Wachstum bestimmter

Brustkrebszellen zu sein [74]. Darüber hinaus kann Fos indirekt über die Induktion der DNA (cytosi-

ne-5)-methyltransferase 1 ein Gen-„Silencing“ von Tumorsuppressorgenen auslösen [6].

Trotz der beschriebenen protoonkogenen Wirkung von c-Fos konnte eine Überexpression von c-Fos

bisher nicht eindeutig mit einer Tumorinduktion beim Menschen in Verbindung gebracht werden, was

eventuell durch eine zusätzliche pro-apoptotische Wirkung von c-Fos zu erklären ist [76,94]. So konn-

te beispielsweise gezeigt werden, dass c-Fos die Progression des Ovarialkarzinoms unterdrückt und

eine Minderexpression von c-Fos konnte als negativer prognostischer Faktor bei Vorliegen eines Ova-

rialkarzinoms identifiziert werden [75,87].

1.4.3 Der c-Fos-Promotor

Die Transkripion des c-Fos-Gens wird von einer Vielzahl extrazellulärer Signalmoleküle und Rezep-

torliganden induziert  [16]. Das c-Fos-Gen gilt daher als Musterbeispiel für Signal-aktivierte Gen-In-

duktion [105]. Die Transkription von c-Fos kann durch verschiedene extrazelluläre Signalmoleküle ak-

tiviert werden, unter anderem durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und durch Liganden von G-Protein

gekoppelten  Rezeptoren  (GPCR)  und  Rezeptor-Tyrosinkinasen  [35,45,45,53,118].  Darüber  hinaus

kann auch die Stimulation spannungsgesteuerter Ca2+-Kanäle und transient receptor potential (TRP) -

Kanäle die Expression von c-Fos verstärken [70,103]. 

Der  proximale  c-Fos-Promotor  enthält  Bindestellen  für  verschiedene  Transkriptionsfaktoren.  Der

Transkriptionsfaktor STAT bindet an das c-sis-inducible element (SIE) [125]. Ternary complex factors

(TCF) binden an eine DNA Sequenz, die typischerweise als Bindestelle für Ets-Transkriptionsfaktoren

dient [54]. TCF enthalten in ihrer Struktur eine Ets-Sequenz, über die sie mit dem Serum-Response-

Element (SRE) des Fos-Promotors interagieren. Der  Serum-Response-Factor SRF bindet an TCF im

Sinne eines ternären Komplexes und ist an dessen effektiver Bindung an den c-Fos-Promotor beteiligt

[58]. Der serum response factor (SRF) selbst bindet an die Basensequenz der CArG-Box. Die CArG-

Box und die Ets-Bindestelle bilden zusammen das sogenannte serum response element (SRE) [9]. Ein

weiteres wichtiges, in der Sequenz des proximalen c-Fos-Promotor enthaltenes Element ist die Binde-
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stelle für den Transkriptionsfaktor AP-1 (Aktivator Protein 1). Die verschiedenen AP-1-Dimere binden

dann über die entsprechende Konsensussequenz an DNA-Promotoren [4].

Abb. 6: Schematische Darstellung der Struktur des c-Fos Promotors.  Dargestellt  sind die
Bindestellen für STAT (SIE), Ets und SRF (CArG) sowie AP-1 mit ihrer Basensequenz. Zu-
sätzlich sind die Bindestelle für CREB (CRE), die 5´untranslated region (5‘NTR) sowie der
der Beginn des c-Fos-Strukturgens schematisch dargestellt.

1.5 Zielsetzung der Arbeit
Frühere Arbeiten konnten zeigen, dass Stimulus-responsive Proteinkinasen extrazelluläre Stimulation

mit der konsekutiven Steigerung der Transkription von c-Fos verbinden. Extrazelluläre Stimuli bedin-

gen typischerweise die Aktivierung mehrerer Kinasen und die Kinasen selbst aktivieren wiederum

mehrere Transkriptionsfaktoren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu klären, ob die einzelnen

MAP-Kinasen  die  Aktivierung des  c-Fos-Promotor  über  distinkte  Transkriptionsfaktoren  auslösen,

oder ob die verschiedenen MAP-Kinasen gemeinsame Transkriptionsfaktoren zur Induktion der Tran-

skription von c-Fos nutzen. 

Methodisch wurden dazu die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 selektiv aktiviert. Unter dem Ein-

fluss der einzelnen MAP-Kinasen wurden die Effekte von c-Fos-Promotor-Mutationen analysiert, die

die DNA-Bindesstellen bestimmter Transkriptionsfaktoren inaktivierten. Dies ermöglichte die Analyse

der Bedeutung der verschiedenen Transkriptionsfaktoren für die Aktivierung der Transkription von c-

Fos unter dem Einfluss der einzelnen MAP-Kinasen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Geräte und Gebrauchsgegenstände
1,5 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg

96-Wells-Platte, transparent (Greiner) bio-one, Frickenhausen

Analysewaage Sartorius, Göttingen

Auflichtmikroskop Helmut Hundt GmbH, Wetzlar

Autoklav Schütt, Göttingen

Brutschrank Thermo Fischer, Berlin

Druckfiltrationseinheit, steril (Sartolab P) Sartorius, Göttingen

Einmal-Filter (0,22 µm bzw. 0,45µm) Sarstedt, Nümbrecht

Einmal-Spitzen (200 µl bzw. 1000 µl) Sarstedt, Nümbrecht

Einmal-Spritzen Injekt (10ml bzw. 20 ml) Braun AG, Melsungen

Eismaschine diverse Hersteller

Feinwaage Sartorious, Göttingen

Küvetten (1,5 ml Halbmikro) Brand, Wertheim 

Labor-Zentrifugen-Röhrchen 15 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen 

Labor-Zentrifugen-Röhrchen 50 ml Sarstedt, Nümbrecht

Luminometer Berthold  Detection  Systems,  Alaba-
ma USA 

Magnetrührer KA Labortechnik, Staufen

Microplate Reader Infinite M Nano Tecan, Männedorf CH 

Millipore Wasseranlage Milli Q Millipore, Milford USA 

Neubauer Zählkammer (improved) Roth, Karlsruhe

pH-Meter (inoLab pH 720) WTW, Wellheim 

Photometer Eppendorf, Hamburg

Pipetten (10 µl, 20 µl, 200 µl bzw. 1000 µl) Eppendorf, Hamburg
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Pipetus®Akku Hirschmann Laborgeräte, Heilbronn

Sterilbank Heraeus, Hanau

Sterilfilter (0,22µm bzw. 0,45 µm) Sarstedt, Nümbrecht

Tischzentrifuge (Biofuge®pico) Heraeus, Hanau

Vortex-Mixer IKA Labortechnik, Staufen

Wasserbäder, temperierbar diverse Hersteller 

Zellkulturflaschen (175 cm², XX) Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zellkulturschale Ø60 mm Bio-one, Frickenhausen 

Zellkulturschale Ø35 mm Bio-one, Frickenhausen

2.2 Chemikalien
Adenosintriphosphat (ATP) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

BCA Protein Kit Interchim

Bacillol VWR

Calciumchlorid (CaCl2) Roth, Karlsruhe 

Chloroquin Sigma-Aldrich, München 

Coenzym A Sigma-Aldrich, München 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) PAA, Marburg 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe 

Ethanol (EtOH) Chemikalienlager UdS 

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin 

Glukose Merck, Darmstadt 

Glutamin PAA, Marburg 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsäure Roth, Karlsruhe (HEPES) 

Chlorwasserstoff (HCl) Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe 

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 

32



Material und Methoden

Luminol Roth, Karlsruhe 

Luziferin Sigma-Aldrich, München 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck, Darmstadt 

Magnesiumhydrogencarbonat 

((MgCO3)4Mg(OH)2 x 5 H2O Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat (MgSO4 x 7 H2O) Sigma-Aldrich, München 

MEM Non-Essential Amino Acid Solution Thermo Fischer (#11140)

Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe 

Gibco Natriumpyruvat (100mM) Fisher Scientific, Waltham USA

Penicillin/Streptomycin PAA, Marburg 

Hexadimethrin-Bromid (Polybren) Sigma-Aldrich, München 

Reporterlyspuffer (5x) Promega, Mannheim 

12- O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) Calbiochem, Darmstadt 

Tricin Merck, Darmstadt Tr
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2.3 Lösungen
Im Folgenden werden die verwendeten Lösungen und Puffer dargestellt. Der pH-Wert wurde mit Na-

triumhydroxid und Salzsäure eingestellt. Wenn nicht anders angegeben wurde destilliertes  Wasser als

Lösemittel verwendet.

2.3.1 DMEM (FCS 10 %) 

Glukose 25 mM 

L-Glutamin 2 mM 

Penicillin 100 U/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

2.3.2 DMEM-serumreduziert (FCS 0,05 %) 

Glukose 25 mM 

L-Glutamin 2 mM 

Penicillin 100 U/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

sterilfiltriert mit Druckfiltrationseinheit (Sartolab P)

2.3.3 1x PBS 

NaCl 170 mM 

KCl 3,35 mM 

Na2HPO4 x 2 H2O 4 mM 

KH2PO4 1,84 mM 

pH 7,24 

2.3.4 1x Trypsin/EDTA 

Trypsin 0,25% (w/v) 

EDTA 0,1% (w/v) 
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2.3.5 2 x HBSS 

NaCl 274 mM 

KCl 25 mM 

Na2HPO4 3,75 mM 

Glukose 27,75 mM 

HEPES 105 mM 

pH 7,05-7,12 

Sterilfiltration mit Sterilfilter ( 0,22 µm)∅

2.3.6 Lösungen zur Messung der Luziferaseaktivität 

Luciferase Assay Reagent 

Tricin 22 mM 

(MgCO3)4Mg(OH)2 x 5 H2O 1,177 mM 

MgSO4 x 7 H2O 2,94 mM 

EDTA 0,11 mM 

DTT 36,3 mM 

Coenzym A 297 µM 

ATP 583 µM 

pH 7,8 

Luziferin 4,7 mM 

Zur Luziferasemessung wurde eine Lösung aus aus 9 ml (Luciferase Assay Reagent) und 1 ml Luzife-

rin verwendet.

2.3.7 4-Hydroxytamoxifen (4OHT)

Verwendet wurde eine Lösung in Ethanol:
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2.4 Versuchsablauf

Abb. 7: (A) Virusproduktion. Zunächst wurden mittels Calciumphosphat-Transfektion Plasmi-
de in HEK293-TN Zellen eingebracht. Durch die gleichzeitige Transfektion von Plasmiden,
die für virale Strukturproteine und Enzyme kodierten mit einem lentiviralen Transfervektor,
wurden in den HEK293-TN-Zellen rekombinante Lentiviren generiert. Die Viren wurden von
den Zellen abgegeben und konnten mit dem Zellmedium von den Zellkulturplatten abgeern-
tet werden.  (B) Infektion. Die Viruslösungen wurden auf die ausplattierten Zielzellen gege-
ben. Die Lentiviren infizierten die Zielzellen und die genetische Information wurde in das Ge-
nom der Zielzellen integriert. Die Reportergene enthielten das Luziferasegen unter Kontrolle
einer zu untersuchenden Promotorsequenz.  Der Grad der Promotoraktivierung konnte so
über die Messung der Luziferaseaktivität quantifiziert werden. Zusätzlich wurden Gene in die
Zellen eingebracht, die für regulatorische Proteine, wie beispielsweise Proteinkinasen, ko-
dierten.
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2.5 Plasmide zur  Herstellung von Viren zum lentiviralen
Gentransfer
Die  rekombinanten  Viren  wurden folgendermaßen generiert:  HEK293-TN-Zellen  wurden mit  drei

Plasmiden transfiziert. Neben dem Plasmid mit dem jeweiligen lentiviralen Transfervektor wurden ein

Verpackungsplasmid (Δ8.91) und ein Expressionsplasmid (pCMV-G) zur Transfektion eingesetzt. Da-

bei kodierte das  Verpackungsplasmid (Δ8.91) für die Proteine gag, pol und rev des rekombinanten

Lentivirus. Das Expressionsplasmid pCMV-G kodierte für das Hüllprotein des Vesicular Stomatitis Vi-

rus (VSV), das die Infektion von Zellen verschiedener Typen durch die generierten Lentiviren ermög-

lichte. Nach der Transfektion mit den genannten Plasmiden wurden die HEK293/TN-Zellen für 72

Stunden inkubiert. Die Viren reicherten sich im Zellüberstand an, der dann abgenommen und zur In-

fektion von Zielzellen genutzt werden konnte.

2.5.1 Verpackungsplasmid Δ8.91

Das Verpackungsplasmid Δ8.91 dient dem Transfer der lentiviralen Gene gag, pol und rev. Proteine des

viralen Kapsids werden von gag codiert, das pol-Gen codiert für die Reverse Transkriptase, die virale

Integrase, eine Protease und eine RNAse H [116]. Rev codiert für einen Proteinkomplex, der den Ex-

port ungespleißter RNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma unterstützt und damit eine effiziente Ge-

nexpression gewährleistet. Im Verpackungsplasmid wurden die lentiviralen LTR-Sequenzen deletiert

und am 5´-Ende durch den starken Promotor/Enahancer-Komplex (IE) des Cytomegalo-Virus (CMV)

ersetzt.  Am 3´-Ende  wurde  ein Polyadenylierungssignal  des  Simian-Virus  40 (SV40pA)  eingefügt

[102].

Abb. 8: Struktur des Verpackungsplasmids Δ8.91. Dargestellt sind die im Verpackungsplas-
mid Δ8.91 enthaltenen Gene gag, pol und rev. Gag codiert für Proteine des viralen Kapsides,
pol für Enzyme wie die Reverse Transkriptase, die virale Integrase und eine RNAse H. Das
Genprodukt von rev, der „regulator of expression of virion proteins“, koordiniert den Export
von RNA aus dem Zellkern und unterstützt so die Expression der eingebrachten Gene. Die
Expression dieser Gene erfolgt unter Kontrolle das am 3‘-Ende lokalisierten Promotor/En-
hancer-Komplex (IE) des Cytomegalo-Virus (CMV).
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2.5.2 Expressionsplasmid pCMV-G

Das Expressionsplasmid pCMV-G codiert  für  das  Hüllprotein des  VSV-Virus.  Die Expression des

Hüllproteins wurde durch den starken IE-Promotor/Enhancer Komplexes des Cytomegalovirus regu-

liert. VSV-G hat die Funktion, den engen Tropismus des HI-Virus zu erweitern und die Infektion eines

breiteren Spektrums möglicher Zielzellen zu erreichen. Am 3´-Ende der pCMV-G-Plasmids befindet

sich das Polyadenylierungssignal des Simian Virus 40 (Sv40pA) [102].

Abb.9: Modulare Darstellung der Struktur des Expressionsplasmides pCMV-G. Darge-
stellt sind der IE-Promoter/Enhancer-Komplex des Cytomegalovirus, der die Expression des
Hüllproteins kontrolliert, die Kodierregion für das Hüllprotein VSV-G und das Polyadenylie-
rungssignal Sv40pA.

2.5.3 Transferplasmide

2.5.3.1 pFUWG-basierte Plasmide

Die zur Expression von Proteinen oder  zur Integration von Reportergenen verwendeten Transferplas-

mide pFUW und pFW sind Varianten des pFUWG-Plasmids [72]. Im 5´-LTR der pFUWG-basierten

Plasmide befindet sich ein „flap-element“ aus dem Genom von HIV-1, das über seine Beteiligung am

Import des viralen Genoms in den Zellkern die Virustiter erhöht [144]. Die Plasmide enthalten zudem

ein Verpackungssignal (Ѱ), das durch das gag-Protein erkannt wird und die Verpackung der produzier-

ten RNA in das VSV-Hüllprotein gewährleistet.  Die Expression des  Transfergens erfolgt unter Kon-

trolle eines humanen Ubiquitin-Promotors, der bei den pFW-Plasmiden entfernt wurde. Die pFW-Plas-

mide dienten der Analyse der Aktivität von Promotoren, die in diesen Vektoren die Transkription des

Luziferasegens kontrollieren  [34]. Die Transkriptionsrate des Luziferasegens ist damit abhängig von

dem Aktivierungsgrad der transferierten Promotoren.Für eine erhöhte transkriptionale Aktivität sorgt

das „wood-chuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element“ (WPRE) [72]. 

Im 3´LTR der Transferplasmide befindet sich eine ∆U3-Deletion, die weitere Replikationszyklen der

entstandenen Viren nach einer Infektionsrunde verhindert. Während der reversen Transkription wurde

diese Deletion in das 5´LTR transkribiert. Dadurch wurde das 5‘LTR transkriptionell inaktiv, so dass

alleine der Ubiquitin-C-Promoter der pFUW-Plasmide oder der inserierte Promotor der pFW-Plasmide

die Expression des Transgens oder des Luziferasegens kontrollieren [116].
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Abb.10: Schematische Darstellung eines  pFUW-basierterten Transfervektors.  Die verschie-
denen Transgene sind Tab.1 zu entnehmen. Dargestellt sind der humane Ubiquitin-Promoter,
das  Transgen,  das  „wood-chuck  hepatitis  virus  posttranscriptional  regulatory  element“

(WPRE), die in den LTR enthaltenen ΔU3-Mutationen und das Verpackungssignal (Ѱ). Ab-
bildung modifiziert nach [102].

2.5.3.2 pLentiLox3.7-basierte Plasmide

Die Expression spezifischer „small-hairpin“ (sh)RNAs wurde ebenfalls mit rekombinanten Lentiviren

durchgeführt.

Bei den shRNAs handelt es sich um kleine, regulatorische RNA-Moleküle, die sich durch ihre Haarna-

delstruktur auszeichnen. Sie beteiligen sich über RNA-Interferenz am Abbau komplementärer mRNA-

Moleküle (vgl.  Abb.  12).  Die Transfervektoren basieren auf dem pLL3.7-Plasmid  [104].  Flankiert

wurde das Plasmid von sogenannten self-inactivating (SIN) -LTRs, die verhindern, dass die LTRs des

Plasmids die Transkription kontrollieren. So wird sichergestellt, dass nur die internen Promotoren Ein-

fluss auf die transkriptionale Aktivität haben. Dieses Plasmid enthält einen U6-small nuclear RNA-

Promotor der Maus, der die effiziente Transkription des folgenden, für spezifische shRNA codierenden

DNA-Abschnitts  ermöglicht.  Daneben enthalten  die  Plasmide  das  EGFP-Gen  unter  Kontrolle  des

CMV-Promotors. Der U6-Promotor wurde direkt vor einer „Multiple Cloning Site“ (MCS) eingefügt,

sodass hier  DNA-Sequenzen eingefügt  werden konnten,  die für  shRNAs kodierten (vgl.  Abb.  10)

[104]. 

Nach erfolgreichem lentiviralen Transfer dieses Expressionssystems in die Zielzellen, konnten so shR-

NA synthetisiert werden, die es ermöglichten, über die resultierende RNA-Interferenz „Loss of Functi-

on“-Phänotypen zu generieren [13]. 
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Abbildung 10 Schematische Darstellung der Struktur eines pFUW-basierten Transfer-
vektors
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Abb.11: Schematische Darstellung der  Struktur des pLL.Erk1/2  Plasmids. Gezeigt ist  der
U6-Promoter der Maus, der die effiziente Expression der shRNA ermöglicht. Zusätzlich sind
die am Multiple Cloning Site (MCS) eingefügten Sequenzen für gegen ERK1/2 kodierende
mRNA gerichtete shRNA angegeben. Flankiert wird das Plasmid von sogenannten self-inac-
tivating  (SIN)  -LTRs.  Die  pLL Plasmide kodieren  neben  einer  shRNA,  deren  Expression
durch den U6-Promotor der Maus kontrolliert wird, auch für EGFP. Das EGFP-Gen steht da-
bei unter Kontrolle des CMV-Promoters. Abbildung modifiziert nach [104].

2.5.4 Lentivirale Transfervektoren

In der Tabelle 1 sind einzelnen lentiviralen Transfervektoren aufgeführt, die in dieser Arbeit verwendet

wurden. 

Tabelle 1 Auflistung der verwendeten Transferplasmide und ihrer Funktion

Plasmid Funktion

pFUW-βGAL Kodiert für β-Galactosidase, unter der Kontrolle des CMV 

Promoter/Enhancers. Dient als Kontrollvektor [65].

Der lentivirale Transfervektor HIV-7/β-gal war ein freundli-

ches Geschenk von Jiing-Kuan Yee, Department of Virology,

Beckman Research Institute, City of Hope, California, USA 

(Kowolik, Yee 2002). [65]

Plasmid Funktion
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pFUW-MEKKI∆ Das Plasmid kodiert für MEKKIΔ, eine gekürzte Form der 

MAP3-Kinase MEK-Kinase 1 (mitogen-activated extracellu-

lar-signal-regulated kinase kinase kinase 1, MEKK1)[111].

pFUW-MKK6E Das Plasmid kodiert für MKK6E eine konstitutiv aktive Mu-

tante der MAPKK MKK6. [96,111]

pFUW-p38AF Das Plasmid kodiert für p38AF, eine dominant negative Mu-

tante der p38 Protein-Kinase. [27]

pFUW-JIP-1Δ Das Plasmid kodiert für JIP1Δ, eine gekürzte Form von JIP-1

(mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1) 

[27]

pFUW-FLAG-SEK-AL Das Plasmid kodiert für SEK-AL, eine dominant negative 

Mutante der Proteinkinase SEK-1. SEK-1 ist ein direkter Ak-

tivator von JNK. [83]

pLL-3.7 Lentiviraler Transfervektor zur Expression einer shRNA un-

ter Kontrolle des U6-Promotors [104].

pLL-Erk1 Lentiviraler Transfervektor zur Expression einer ERK1-spe-

zifischen shRNA [55,69].

pLL-Erk2 Lentiviraler Transfervektor zur Expression einer ERK2-spe-

zifischen shRNA [55,69].
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2.5.5 Lentivirale Reporterplasmide

Die pFW-Plasmide leiten sich von den pFUWG-Plasmid  ab  [72].Der  zu analysierende Promotor er-

setzte den Ubiquitin-Promotor, die Kodierregion für die Luziferase war an Stelle der Kodierregion für

EGFP enthalten [100]. Die Messung der Luziferaseaktivität wurde zur Bestimmung der Promotorakti-

vität herangezogen. 

Tabelle 2 Liste verwendeter Reporterplasmide und ihrer Funktion

Plasmid Funktion

pFW-mc.fos.luc Expression des Luziferasegens unter der Kontrolle des c-Fos-Pro-

motors der Maus [103]                                                                         

-350 GCGAGCTGTTCCCGTCAATC CCTCCCTCCTTTACA-

CAGGATGT CCATATTAGGACATCTGCGTCAGCAGGT -290

pFW-mc.fos.lucΔSIE Expression des Luziferasegens unter der Kontrolle des murinen c-

Fos-Promotors, in dem das sis-inducable element (SIE) mutiert wur-

de, so dass STAT-Transkriptionsfaktoren nicht mehr binden können.

[103]

pFW-mc.fos.lucΔEts Expression des Luziferasegens unter der Kontrolle des c-Fos-Pro-

motors der Maus, in dem die Bindestelle für TCF durch Basenaus-

tauschmutationen nicht funktionsfähig ist.[103]

pFW-mc.fos.lucΔCrAG Expression des Luziferasegens unter der Kontrolle des murinen c-

Fos-Promotors. Die SRF-Bindungsstelle wurde mutiert und damit 

inaktiviert [103]

pFW-mc.fos.lucΔAP-1 Expression des Luziferasegens unter der Kontrolle des c-fos-Promo-

tors der Maus mit einer inaktivierten Bindestelle für AP-1 [103]

PFW-coll.luc Expression des Luziferasegens unter  Kontrolle des  Promotors des

menschlichen Collagenase-Promotors.  Das Reportergen diente  der

Messung der AP-I-Aktivität [100]

PFW-Egr1.SRE.1.luc Expression des Luziferasegens unter Kontrolle der Sequenz des hu-

manen Egr.1-Promotors (-118 bis -68). [100] Das Egr.1.SRE.luc-

Gen wiederum wurde zur Untersuchung der durch das SRE (serum 

responsive element) vermittelten Transkription genutzt.
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2.6 RNA-Interferenz durch lentiviral exprimierte shRNAs
RNA-Interferenz ist ein evolutionär durch eine Vielzahl von Spezies konservierter Prozess des Gen-

Silencings, der posttranskriptional stattfindet und durch kleine, regulatorische RNA- Moleküle vermit-

telt wird. Indem man ebensolche regulatorischen RNA-Moleküle in die Zelle einbringt, kann man sich

die RNA-Interferenz zur Untersuchung der Gen-Funktion zu Nutze machen. Dabei lassen sich die

Auswirkungen eines Funktionsverlustes bestimmter Proteine untersuchen, ohne dass auf kostspielige

und aufwändige Versuche mit knockout-Mäusen zurückgegriffen werden muss. Durch die Nutzung

von  lentiviralen  Vektoren,  die  zur  Expression  von small-hairpin-(sh)-RNA dienen,  lassen  sich  so

knock-down-Phänotypen generieren [7,14].

Nach der lentiviralen Infektion kommt es zur Integration der genetischen Information in das Chroma-

tin der Zelle. Die Transkription der shRNA erfolgt unter Kontrolle des U6-small nuclear RNA-Promo-

tors der Maus. Der Promotor rekrutiert eine RNA-Polymerase III und es kommt zur Transkription der

shRNA-kodierenden Transkriptionseinheit [104,112]. Die shRNA-Moleküle konfigurieren sich mittels

komplementärer Basenpaarung unter Aussparung der loop-Struktur (vgl Abb. 12) in der charakteristi-

schen Haarnadel-Konfiguration. Bei shRNA handelt es sich um synthetische  micro-(mi)RNA, deren

loop-Struktur von der Endonuklease Dicer erkannt wird. Durch Dicer werden die shRNA-Moleküle

geschnitten und so zu funktionalen small-interfering-(si)RNA-Molekülen prozessiert [47]. siRNA sind

21-25 BP lange, doppelsträngige RNA-Moleküle mit 2n 3‘-Überhang und 5‘-Phosphatterminus [142].

In Anwesenheit der siRNA formiert sich der RNA-induced-silencing complex (RISC) [51]. Nach ATP-

abhängiger Aktivierung des RISC kommt es über die Helikase-Funktion des RISC zur Prozessierung

der siRNA zum einsträngigen RNA-Molekül  [52]. Die im RNA-Protein-Effektor-Nuklease-Komplex

enthaltene siRNA dient der Erkennung der zu degradierenden mRNA, daneben weisen die Proteindo-

mänen mehrere enzymatische Aktivitäten auf. Der Degradierung des Substrates dient die Endonuklea-

se-Aktivität des RISC, die die durch die siRNA erkannte mRNA in der homologen Region schneidet

[52]. So wird die Translation der Ziel-mRNA verhindert.
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Abb. 12: RNA-Interferenz durch shRNA. Dargestellt  ist die lentivirale Infektion der Zelle. Der
Vektor bringt ein für eine shRNA codierendes Expressionssystem ein. Es kommt zur Transkripti-
on des entsprechenden DNA-Abschnitts. Die entstandenen shRNA wird durch Dicer prozessiert,
dabei entsteht ein kleines, doppelsträngiges RNA-Molekül, eine funktionsfähige siRNA. In Anwe-
senheit der der entstandenen siRNA kommt es zur Bildung des RNA-induced-silencing Complex
(RISC), der nach seiner Aktivierung die siRNA in einsträngiger Konfiguration enthält. Die siRNA
erkennt eine komplementäre mRNA, die dann durch die enzymatisch aktiven Proteindomänen
des RISC geschnitten und damit biologisch inaktiviert werden. So wird die Translation verhindert,
was dem silencing des Ursprungsgen der mRNA gleichkommt. Abbildung mit freundlicher Ge-
nehmigung entnommen und modifiziert aus: Dissertation Helen Eriksson, Universität des Saar-
landes (2022).

44

Abbildung 12 Prozessierung und Funktionsweise lentiviral eingebrachter shRNA
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2.7 Zelllinien

2.7.1 HEK293-TN

HEK293-TN-Zellen sind menschliche embryonale Nierenzellen, die eine Mutante des Simian Virus 40

large T Antigen exprimieren. Diese genetische Modifikation ermöglicht eine verstärkte Replikation

transfizierter Plasmide, die SV40 Replikationsstartsignale tragen [90]. Die Zellen wurden zur Trans-

fektion und Virusproduktion verwendet.

2.7.2 HEK293-T/17

HEK293-T/17-Zellen sind HEK293 Zellen, die für besonders hohe Titer des SV40 large T Antigens

und besonders gute Transfektabilität selektioniert wurden. Sie wurden freundlicherweise von D. Balti-

more, Rockefeller University, New York, USA zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden mit den ge-

nerierten Lentiviren infiziert und integrierten die genetische Information des Virus in ihr Chromatin.

2.7.3 HEK293-ΔB-RAF:ER

HEK293-ΔB-RAF:ER-Zellen sind HEK293 Zellen, die konstitutiv ein Fusionsprotein aus der katalyti-

schen CR3 Domäne der MAP3-Kinase B-Raf und der regulatorischen Domäne des Östrogenrezeptors

exprimieren [2]. Steroidrezeptoren liegen im unstimulierten Zustand intrazellulär im Komplex mit Hit-

zeschockproteinen wie dem HSP90 vor  [92]. Diese Bindung der Hitzeschockproteine verhindert im

Falle des  ΔB-Raf:ER Fusionsproteins die katalytische Aktivität der CR3 Domäne[99]. Die Verwen-

dung eines veränderten Östrogenrezeptors (ERTamoxifen  Mutant) erlaubt die Stimulation durch Tamoxifen

und den Metaboliten 4-Hydroxytamoxifen (4OHT) [99]. Die Bindung von 4OHT bewirkt die Abdisso-

ziation des HSP90 und führt so zur katalytischen Aktivierung des Fusionsproteins (vgl .Abb. 13) [92].

Raf ist Teil des ERK-Signalwegs.
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2.8 Zellkultur
Die Zellen wurden unter Standartbedingungen von 37° C und 5% CO2 in einem Inkubator in wasser-

dampfgesättigter Umgebung in 175cm² Zellkulturflaschen kultiviert. Arbeiten an der Zellkultur erfolg-

ten an der Sterilwerkbank.

Die Zellen wurden 3 mal wöchentlich umgesetzt. Dazu wurden die Zellen mit 2ml 1xPBS gewaschen

und dann für 2 min mit 1x Trypsin/EDTA behandelt, um sie vom Boden der Zellkulturflaschen zu lö-

sen. Die gelösten Zellen wurden mit DMEM+10%FCS resuspendiert und im Verhältnis 1:10 verdünnt.

Wenn nach dem Passagieren Zellen für Transfektionen ausgesät oder zur Infektion verwendet wurden,

erfolgte das Auszählen der gewünschten Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer.

2.9 Lentiviraler Gentransfer

2.9.1 Transfektion

Am Tag vor der Transfektion wurden 1,6*106 HEK293TN-Zellen in 60mm Zellkulturschalen ausgesät

und bis zur  Transfektion in 4ml DMEM+10%FCS inkubiert. Die Calciumphosphat-Transfektion er-

folgte am folgenden Tag nach dem Wechsel des Mediums auf serumfreies DMEM, welches zur Ver-

besserung der Aufnahme der Calciumphosphat-Präzipitate in die Zellen mit 25µM Chloroquin versetzt

wurde [12,90].

Um die Herstellung infektiöser Lentiviren zu ermöglichen, erfolgte eine parallele Transfektion mit 3

verschiedenen Plasmiden.  Dazu wurde in einem PE-Rundbodengefäß ein Ansatz mit 5,5μg Verpa-

ckungsplasmid (Δ8.91), 2,3μg Expressionsplasmid pCMV-G und 6,6μg des lentiviralen Transfervek-

tors in 250μg H2OMILLI pro Zellkulturschale erstellt. Die Plasmidkonzentrationen wurden dazu photo-

metrisch bei 260nm bestimmt. In einem zweiten Rundbodengefäß wurden pro Zellkulturschale 275µl

2xHBSS (pH 7,08) vorbereitet. Im nächsten Schritt wurde 27,5µl CaCl2-Lösung (2,5M) pro Zellkultur-

schale  zu  dem Ansatz  mit  den  Plasmiden gegeben.  Mit  einer  Pasteurpipette  wurde  dieser  Ansatz

durchmischt, während mit einer zweiten Pasteurpipette simultan die HBSS-Lösung aufgesprudelt wur-

de. Dadurch wurde, beim folgenden, langsamen Hinzugeben der Plasmidlösung, eine ausreichende

Durchmischung gewährleistet. Nach Zugabe der Plasmidlösung zum HBSS wurde mit beiden Pasteur-

pipetten für 10 Sekunden weiter gemischt. Jeweils 550µl des entstandenen Präzipitats wurden auf die

Zellkulturplatten gegeben und die Zellen daraufhin für 12-14h inkubiert.
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Am  nächsten Tag  wurde das Medium gewechselt.  Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen

und mit frischem Medium versetzt (Zellkulturmedium DMEM + 10% FCS + 2mM HEPES + 1 mM

Na-Pyruvat + MEM NEAA, Endkonzentration der enthaltenen Aminosäuren je 0,1 mM ). Nach dem

Mediumwechsel wurden die Zellen für  48-72h inkubiert.  In dieser Zeit erfolgte die Virusproduktion

durch die HEK293-TN-Zellen.

2.9.2 Infektion

Während der Inkubationszeit wurden die gebildeten Viruspartikel von den Zellen in das Zellkulturme-

dium abgegeben [12,113]. Der Virusüberstand wurde mit Einmalspritzen abgenommen und durch ei-

nen 45µm Spritzenfilter filtriert,  um eine Verschleppung virusproduzierender Zellen zu verhindern.

Aus den abgenommen Virusüberständen wurden je nach Versuchsplanung Viruslösungen hergestellt

(vgl. Tabelle 3) und mit Polybren in einer Endkonzentration von 8 μg/ml versetzt. Die Zugabe von Po-

lybren diente der Verbesserung der Virusinfektion der Zellen.

Die Herstellung der Viruslösungen erfolgte nach festen Verhältnissen in DMEM+10%FCS. 

2.9.3 Viruslösungen

Tabelle 3 zeigt die Volumenverhältnisse der jeweils eingesetzten Virusüberstände bei der Herstellung

der Viruslösungen.

Tabelle 3 Verdünnung der Viruslösungen

Transfergen Verdünnung

Reportergen (pFWXX) 1:5

Kinasen (MKK6E, MEKKIΔ) 4:10

JIP /SEK-Al /p38AF 4:10

shRNA (pLLXX) 3:1

Aus den Virusüberständen wurden in den angegebenen Verhältnissen Viruslösungen hergestellt. Dabei

wurden für vier 35mm Zellkulturplatten jeweils 10 ml Viruslösung hergestellt. Dabei wurden 2ml der

Lösung des Reportergen-tragenden Virus eingesetzt. Abhängig von der Versuchsplanung wurden für
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10ml Viruslösung zudem 4ml der Lösung des Kinase-kodierenden Vektors eingesetzt. Falls zur Durch-

führung des jeweiligen Experiments noch weitere Kinasen oder Kinase-assoziierte Proteine exprimiert

werden sollten, wurden zusätzlich noch 4 ml der Lösungen der für JIP, SEK-AL oder p38AF kodieren-

den Viren zugegeben. Viruslösungen, die shRNA kodierende Viren enthielten wurden im Überschuss

verwendet.  Das  entstandene  Lösungsvolumen wurde  mit  DMEM mit  10%FCS auf  10ml pro  vier

35mm Zellkulturschalen aufgefüllt.

Jeweils 2 ml der Viruslösungen wurden mit 250 000 Zellen, je nach geplantem Experiment HEK293-

T17 oder HEK293-ΔBRAF:ER, auf 35mm Zellkulturschalen aufgebracht. Durch Zugabe der fertigen

Viruslösungen erfolgte die Infektion der Zellen durch die Viren. Die Zellen wurden für 24 Stunden in

den Viruslösungen inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Viruslösungen abgenommen, die Zellen

wurden zweimal mit PBS gewaschen und in 2ml DMEM+10%FCS für weitere 24 Stunden kultiviert.

2.9.4 Serumreduktion

Am Folgetag  erfolgte  ein  erneuter  Mediumwechsel  mit  2ml  DMEM+0,05% pro  Zellkulturschale.

Durch diese Reduktion des Anteils an bovinem fötalen Serum wurde die Stimulation der Reportergene

durch im FCS enthaltene Wachstumsfaktoren vermieden. Die Zellen wurden weitere 24 Stunden inku-

biert.

2.9.5 Stimulation

Die HEK293-ΔB-Raf:ER-Zellen wurden am Tag nach der Serumreduktion mit 200nM 4-Hydroxyta-

moxifen (4-OHT) in serumreduziertem DMEM (0,05% FCS) stimuliert.

2.9.6 Zellernte

24 bis 48 Stunden nach der Serumreduktion wurden die Zellen 2-mal mit gekühltem (4°C) 1xPBS ge-

waschen, in 1ml gekühltem PBS mit einem Zellschaber geerntet und in 1,5ml Eppendorfgefäße über-

führt. Es folgten die Zentrifugation bei 13000rpm für 3 min und das Absaugen des Überstandes an

PBS von den entstandenen Zellpellets. Die Zellpellets wurden entweder bei -20° gelagert oder direkt

lysiert und analysiert.

2.9.7 Zelllyse

Der mechanische und chemische Aufschluss der Zellen erfolgte in 1xRLBB (Reporter Lyse Puffer,

Promega Mannheim, Cat. #E4030). Die Arbeiten mit den geernteten Zellen erfolgten auf Eis.
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2.10 Reportergenanalyse 

Das verwendete Reportergen, das Luziferasegen, steht unter der Kontrolle verschiedener Promotoren.

Durch Stimulation aktivierte Transkriptionsfaktoren binden an regulatorischen DNA-Sequenzen und

führen zur verstärkten Expression des Luziferasegens. Dies ermöglicht über die Analyse der Luzifera-

seaktivität eine Quantifizierung der Promotoraktivierung. 

So konnten Rückschlüsse auf die Aktivierung vorgeschalteter Signaltransduktionswege gezogen wer-

den, die durch das Einbringen weiterer Transgene modifiziert wurden. Dadurch wurde die Untersu-

chung der Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren in An-und Abwesenheit bestimmter regula-

torischer Proteine  ermöglicht. Durch den Einsatz von mutierten, an Transkriptionsfaktor-Bindestellen

deletierten  Promotorsequenzen  konnte  die  Bedeutung  verschiedener  Transkriptionsfaktoren  an  der

Promotoraktivierung untersucht werden. 

2.10.1 Luziferaseassay

In eine 96 Lochplatte (weiß) wurden zunächst 5 µl  des Zelllysates in 1xRBS aufgetragen. In jedes

Loch wurden 50 µl des Luziferase Assay Reagenz zugegeben. Die Messung der Luziferaseaktivität er -

folgte im Luminometer.

2.10.2 Proteinbestimmung mit  dem  Bicinchoninsäure  (BCA)
Assay 

Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Luciferasewerten zu schaffen, wurden die gemessenen Luci-

ferasewerte auf die Konzentration des Gesamtproteins in der jeweiligen Probe bezogen. Zur Bestim-

mung der Proteinkonzentrationen wurde ein Bicinchoninsäure (BCA) Assay durchgeführt.

Dazu wurden je  12,5 µl  des Zelllysates in eine weitere 96 Lochplatte (transparent) aufgetragen.  Als

Standardreihe wurde BSA mit den bekannten Proteinkonzentrationen von 0, 125, 250, 500, 750, 1000,

1500 und 2000 µg/ ml aufgetragen. Anhand der gemessenen Absorptionswerte der Standartreihe wur-

de eine Eichgerade erstellt, die die Berechnung der Proteinkonzentrationen aus den gemessenen Wer-

ten ermöglichte. Zu jeder Probe wurden 100 µl BCA-Lösung, bestehend aus Lösung-A und -B im Ver-

hältnis 1:50  gegeben. Die Proben  wurden daraufhin  für 30 min bei 37 °C inkubiert.  In dieser Zeit

konnte die zur späteren Absorptionsmessung benötigte Farbreaktion stattfinden.
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Die Proteinbestimmung erfolgt nach folgendem Prinzip: die in der BCA-Lösung enthaltenen Cu2+-Io-

nen, werden in Reaktion mit Peptidbindungen zu Cu1+ reduziert, damit ist die Konzentration an Cu1+

proportional zur Proteinkonzentration der Probe. Cu1+-Ionen bilden mit jeweils 2 Bicinchoninsäure-

molekülen Komplexe, die als violetter Farbumschlag sichtbar werden. Somit ist der Grad des Farbum-

schlags proportional zum Proteingehalt. Die photometrische Messung bei 562 nm ermöglicht so die

Bestimmung des Proteingehalts. 

2.10.3 Bestimmung der relativen Luziferase-Aktivität 

Zur Bestimmung der relativen Luziferase-Aktivität wurde der Quotient aus den Werten der Luziferase-

aktivität und der Proteinbestimmung gebildet. 

2.11 Statistik
Jeder Versuch wurde mindestens dreimal wiederholt. Es wurden jeweils 4 getrennte kultivierte Ansätze

jedes Versuchs ausgewertet.

Die Durchführung der statistischen Analysen erfolgte mit dem Microsoft Excel Add-In WinSTAT (R.

Fitch Software).  Um normalverteilte Daten auf Irrtumswahrscheinlichkeit (p)  zu testen, wurde ein t-

Test für unabhängige Stichproben angewandt. Die  Irrtumswahrscheinlichkeit  wurde in Abbildungen

folgendermaßen angegeben: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), n.s. (nicht signifikant).
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3 Ergebnisse

3.1 Aktivierung  der  Proteinkinase  ERK1/2  durch  die  Ex-
pression  einer  induzierbaren  Mutante  der  Proteinkinase
B-Raf
B-Raf ist eine MAP3-Kinase, die nach Aktivierung die MAP2-Kinase MEK phosphoryliert [88]. Um

eine steuerbare Aktivierung von ERK1/2 zu gewährleisten wurde eine stimulierbare Mutante von B-

Raf konstitutiv exprimiert. Bei der Mutante  ΔB-Raf:ER handelt es sich um ein Fusionsprotein, bei

dem die regulatorischen Domänen der Proteinkinase B-Raf deletiert sind. Stattdessen ist die katalyti-

sche Domäne des Proteins an die Ligandenbindungsdomäne des Östrogenrezeptors gekoppelt. Im un-

stimulierten  Zustand  bindet  das  Hitzeschockprotein  Hsp90  an  die  Ligandenbindungsdomäne  des

Östrogenrezeptors und blockiert daduch die katalytische Domäne von B-Raf. Die Nutzung von der

Östrogenrezeptormutante ERTamoxifen Mutant ermöglichte es, durch Stimulation der Zellen mit 4-Hydroxy-

tamoxiphen eine Aktivierung der Kinaseaktivität von ΔB-Raf:ER zu erreichen [115,117]. Raf-Protein-

kinasen haben ein schmales Substratspektrum, wobei die MAP2-Kinase MEK das beste Substrat dar-

stellt [88,129]. Dies wurde durch eine „Microarray“-Analyse bestätigt, die zeigte, dass transkriptionale

Aktivierung durch Raf fast vollständig von der Aktivierung von MEK abhängt [106]. MEK wiederum

aktiviert die MAPK ERK1/2. Nach diesen Erkenntnissen werden die Funktionen der Raf-Proteinkina-

sen größtenteils durch die subsequente Aktivierung von MEK und ERK1/2 vermittelt. 
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Abb. 13: Struktur und Funktionsweise des B-Raf-Fusionsproteins ΔB-Raf:ER. (A) Schemati-
sche Darstellung der Struktur der Proteinkinase B-Raf und der stimulus-responsiven Mutante
ΔB-Raf:ER. ΔB-Raf:ER ist ein Fusionsprotein bestehend aus der katalytischen CR3-Domäne
von B-Raf und der Ligandenbindungsdomäne des Östrogenrezeptors (ER).  (B) Aktivierung
von ΔB-Raf:ER durch Stimulation mit  4-Hydroxytamoxiphen. Abbildungen modifiziert  nach
[115] (C) Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/ unter dem Einfluss von aktiviertem ΔB-Raf:ER.
Dargestellt ist der Signalweg, der unter natürlichen Bedingungen zur Aktivierung von ERK1/2
führt. Rechteckig dargestellt ist aktiviertes ΔB-Raf:ER mit gebundenem 4-Hydroxytamoxifen
(4OHT). Die Pfeile symbolisieren die Aktivierungswege, grau hinterlegt ist ein modellhafter
MAP-Kinase Signalweg, der die Funktion der Signalproteine in der Signalkaskade verdeut-
licht.

3.2 Die Aktivierung von  B-Raf erhöht die Aktivität von AP-1 und
SRF in HEK293-ΔB-Raf:ER-Zellen

Um die Spezifität der Aktivierung von  B-Raf:ER zu zeigen, wurden mit Hilfe rekombinanter Lentivi-

ren zwei verschiedene Reportergene in das Chromatin der Zellen integriert. Der beschriebene lentivi-

rale Gentransfer ermöglichte die Integration der Reportergene in das Chromatin der Zellen.  Das Re-

portergen  coll.luc  (vgl  Abb.14A) diente  der  Detektion  AP-1  Aktivität  (Rössler  et  al.,  2008). Das

Egr.1.SRE.luc-Gen wiederum wurde zur Untersuchung der durch das SRE (serum responsive element)

vermittelten Transkription genutzt  [101]. Die Stimulation der B-Raf-Kinase-Mutante mit 250mM 4-

Hydroxytamoxiphen ergab eine 8,4 - fache Steigerung der AP-1 Aktivität (vgl Abb.14B). Dieses Er-

gebnis zeigte sich als signifikant auf dem ***-Niveau . Die SRE-abhängige Transkription wurde unter

den gleichen Bedingungen etwa 2,5 fach erhöht (vgl Abb.15B).
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Abbildung 14 Die Aktivierung von ΔB-Raf:ER erhöht die AP-1-Aktivität in HEK293-ΔB-
Raf:ER-Zellen
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Abb. 14: Einfluss der Aktivierung von  ΔB:Raf:ER auf die AP-1-Aktivität  (A)  Schemati-
sche Darstellung der Struktur eines Provirus, der ein Collagenase-Promotor/Luciferase-Re-
portergen enthielt.  Collagenase-Promotor enthält eine Bindestelle für AP-1. Zusätzlich sind
das woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element (WPRE) und das HIV
flap  element  abgebildet.  Abbildung  modifiziert  nach  [100] (B)  HEK293-ΔB-Raf:ER Zellen
wurden mit  einem rekombinanten Lentivirus  infiziert, der das Coll.luc-Reportergen enthielt.
Die Zellen wurden nach der Infektion für 24 Stunden in serumreduziertem Medium (0,05%
FCS) kultiviert. Nach der Lyse der Zellen wurden Luciferaseaktivität und Proteinkonzentrati-
on gemessen und die relative Luziferaseaktivität wurde bestimmt. Dargestellt werden Ergeb-
nisse +/- SD aus drei unabhängigen Experimenten aus jeweils vier Ansätzen (***P<0,01).

Abb. 15: Aktivierung der SRE-abhängigen Transkription durch ΔB-Raf:ER (A) Schema-
tische Darstellung eines Provirus, der das Reportergen Egr1.SRE.luc enthält. Gezeigt ist die
Sequenz des SRE mit einer Bindestelle für Ets-Transkriptionsfaktoren und zwei CArG-Ele-
menten,  die den Transkriptionsfaktor SRF binden. Egr.1.SRE.luc diente der Messung der
SRE-abhängigen Transkription. Abbildung modifiziert nach  [100] (B) SRE-abhängige Tran-
skriptionssteigerung unter Aktivierung von ΔB-Raf:ER. Die Zellen wurden vor der Stimulation
mit 250mM 4OHT für 24 Stunden in serumreduziertem Medium kultiviert. Die Zellen wurden
lysiert  und aus den Zellextrakten wurden Luziferaseaktivität  und Proteinkonzentration ge-
messen. Die relative Luziferaseaktivität wurde bestimmt. Daten aus drei unabhängigen Ex-
perimenten  mit  jeweils  vier  getrennt  kultivierten  Ansätzen  wurden +/-  SD dargestellt
(***P<0,001).
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Abbildung 15 Die Aktivierung von ΔB-Raf:ER bewirkt eine Steigerung der SRE-abhän-
gigen Transkription
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Nun war nachzuweisen, dass die gezeigte Steigerung der Aktivität der AP-1 - und SRE abhängigen

Transkription spezifisch durch die Aktivierung von ERK1/2 verursacht worden war. Dazu wurden in

Zellen, die das Coll.luc Reportergen trugen, DNA-Sequenzen exprimiert, die für Erk1/2-mRNA spezi-

fische shRNAs kodierten. Zur Expression der gewünschten shRNA wurden  der lentivirale Transfer-

vektor pLL3.7 (vgl Abb.11) genutzt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die durch ΔB-Raf:ER in-

duzierte Steigerung der AP-1-Aktivität bei gleichzeitiger Expression von shRNA, die eine Degradie-

rung von mRNA für Erk1/2 verursacht, signifikant reduziert wurde [69]. Die in Abb.16 dargestellten

Daten zeigen nun zudem eine signifikante Reduktion der SRE-abhängigen Transkription in den Zellen,

die ERK1- und ERK2 spezifische sh-RNAs exprimierten. Die durch ΔB-Raf:ER induzierte Steigerung

der Transkription des Egr.1.SRE-Reportergen war bei Expression der ERK1/2-spezifischen sh-RNAs

um 57% geringer als in der Vergleichsprobe.

Abb. 16: HEK293-ΔB-Raf:ER-Zellen wurden mit einem Lentivirus infiziert, der für das Egr-
1.SRE.luc-Reportergen kodierte. Zusätzlich wurden die Zellen mit Lentiviren infiziert, die für
ERK1- und ErK2-speziefische shRNA kodierten. Nach 24 stündiger Inkubation in serumredu-
ziertem Medium (0,05%% FCS) erfolgte die Stimulation mit  250mM 4OHT für weitere 24
Stunden. Die Zellen wurden aufgeschlossen und Luziferaseaktivität und Proteinkonzentrati-
on wurden bestimmt. Die Luziferaseaktivität wurde auf die Proteinkonzentration bezogenen.
Ausgewertet wurden Daten aus drei unabhängigen Experimenten mit jeweils vier getrennt
kultivierten Ansätzen, das Ergebnis war auf dem ***-Niveau (p<0,001) signifikant.
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Abbildung 16 Expression von ERK1/2-speziefischen shRNAs hemmen die ΔB-Raf:ER-
induzierte Aktivierung des Egr1.SRE.luc-Reportergens
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3.3 Die  ERK1/2-induzierte  Aktivierung  des  c-Fos-Promo-
tors  benötigt die DNA-Bindestellen für die Transkriptions-
faktoren TCF, SRF und AP-1 
Die Aktivierung von ERK1/2 führt zu verstärkter Transkription des c-Fos-Gens [120,132]. Um zu un-

tersuchen, welche Elemente des c-Fos-Promotors in den Signaltransduktionsweg involviert sind, der

die ERK1/2-Aktivierung mit der verstärkten Genexpression koppelt, wurde der Aktivierungsgrad der

Transkription bei ERK1/2-Aktivierung unter Ausschaltung der DNA-Bindestellen verschiedener Tran-

skriptionsfaktoren  bestimmt.  Es  wurden  Reporterplasmide  in  das  Chromatin  von  HEK293-ΔB-

RAF:ER-Zellen integriert, die das Luziferasegen unter Kontrolle des murinen c-Fos- Promotors expri-

mierten. Neben dem Wildtyp-Promotor wurden mutierte Formen des c-Fos-Promotors verwendet, die

jeweils mehrere Punktmutationen in verschiedenen proximalen regulatorischen Elementen enthielten,

wodurch die Bindung von Transkriptionsfaktoren an diese DNA-Elemente verhindert wurde. Die Ab-

bildungen 17 A, C, E, G zeigen die Sequenz des proximalen c-Fos-Promotors mit den Sequenzen der

Mutationen. Die Mutationen wurden am c-sis-inducible element (ΔSIE), der TCF DNA-Bindestelle

(ΔEts) sowie der Bindestellen für SRF (ΔCArG box) und AP-1 (ΔAP-1) eingebracht. Um Vergleichs-

proben zu generieren, wurde das Wildtyp-c-Fos-Reportergen neben jeweils einem der mutierten Re-

portergene in das Chromatin von HEK293-ΔB-Raf:ER-Zellen integriert. Die Zellen wurden nach der

Infektion für 24 Stunden in serumreduziertem Medium kultiviert und danach mit 4OHT (250mM) sti-

muliert.  Nach 24 stündiger Inkubation mit 250mM 4OHT wurde die relative Luziferaseaktivität wie

beschrieben bestimmt. Die Aktivitäten unter Einsatz des Wildtyp c-Fos-Promotors wurden mit den Lu-

ziferaseaktivitäten bei Verwendung der Mutanten das Promotors verglichen. 

Wie die graphische Darstellung der Ergebnisse in den Abbildungen 17 B, D, F, H zeigt, führten die

Mutationen an den Bindestellen für TCF (ΔEts), SRF (ΔCArG-box) und AP-1 (ΔAP-1) zu einer im

Vergleich mit dem Wildtyp-Fos-Promotor signifikant geringeren Steigerung der Genexpression nach

Stimulation des ERK1/2-Signalwegs. Die Transkriptionsrate zeigte sich für  ΔEts um etwa 70%, für

ΔCArG um 80% reduziert. Die Ausschaltung der AP-1 Bindestelle führte zu einer Reduktion der Tran-

skription um etwa 50%. Im Gegensatz dazu hatte die Mutation der STAT-DNA-Bindestelle (ΔSIE)

keine Auswirkung auf die Aktivität des c-Fos-Promotors nach der Stimulation des ERK1/2-Signal-

wegs. Gegenüber der Aktivität des Wildtyp-c-Fos-Promotors zeigte sich keine signifikante Reduktion

der Promotoraktivität.
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Abbildung 17 ERK1/2 abhängige Aktivierung des c-Fos-Promotors 
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Abb 17: ERK1/2 abhängige Aktivierung des c-Fos-Promotors. (A, C, E, G) Sequenz des
c-Fos-Promotors. Die schematischen Darstellungen des proximalen c-Fos-Promotors zeigen
die Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren Stat (SIE), TCF (Ets), SRF und AP-1. Die dar-
gestellten Punktmutationen dienen der Inaktivierung der jeweiligen Transkriptionsfaktor-Bin-
destellen.  (B, D, F, G) HEK293ΔB-Raf:ER-Zellen wurden mit  rekombinanten Lentiviren infi-
ziert,  die  ein  Reportergen  unter  Kontrolle  des murinen  c-Fos-Promoters  enthielten  (mc-
Fos.luc). In davon getrennt kultivierten Ansätzen wurde die Aktivität von Reportergenen un-
tersucht, die unter der Kontrolle eines mutierten c-Fos-Promotors standen. Mit Hilfe rekombi-
nanter Lentiviren wurden die verschiedenen Reportergene in das Chromatin von HEK293ΔB-
Raf:ER-Zellen integriert. Diese Reportergene enthielten Promotoren, in deren Sequenz die
Bindestellen für STAT (ΔSIE) (B), TCF (ΔEts) (D), SRF (ΔCArG) (F) oder AP-1 (ΔAP-1) (G)
inaktiviert worden waren. Nach der Infektion wurden die Zellen für 24 Stunden in serumredu-
ziertem Medium kultiviert und danach für 24 Stunden mit 250mM 4OHT (250mM) in serum-
reduziertem Medium stimuliert.  Dargestellt sind die Daten aus 3 unabhängigen Experimen-
ten, die mit jeweils 4 getrennt kultivierten Ansätzen durchgeführt wurden +/- SD. Die auf die
Proteinkonzentration bezogenen Durchschnittswerte der Luziferaseaktivitäten wurden mittels
eines t-Testes für unabhängige Stichproben mit den Werten der Vergleichsproben, die den
Wildtyp-Promotor enthielten, verglichen (*** P 0.001; ** P 0.01; n.s., not significant). 
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3.4 Aktivierung  der  MAPK  JNK  durch  Expression  der
MEKK1-Mutante MEKK1Δ

Abb.18: (A) Modulare Struktur von MEKK1Δ. Bei MEKK1Δ handelt es sich um eine gekürzte
Form der Proteinkinase MEKK1, die deren C-terminale katalytische Domäne enthält. Die N-
terminale regulatorische Region der Kinase wurde deletiert, um eine konstitutiv-aktive Mu-
tante zu schaffen.  (B) Aktivierung der MAP-Kinase JNK unter dem Einfluss von MEKK1Δ.
Dargestellt ist der Signalweg, der unter natürlichen Bedingungen zur Aktivierung von JNK
führt.  Rechteckig dargestellt  ist  die dauerhaft  aktive MEKK1-Mutante MEKK1Δ.  Die Pfeile
symbolisieren die Aktivierungswege, grau hinterlegt ist ein modellhafter MAP-Kinase Signal-
weg, der die Funktion der Signalproteine in der Signalkaskade verdeutlicht.

Auch die Aktivierung der MAPK JNK verstärkt die Expression von c-Fos [18,134]. Um JNK zu akti-

vieren wurde in HEK293-T17 Zellen eine gekürzte,  konstitutiv aktive Mutante  der MAP3-Kinase

MEKK1 exprimiert [68]. Abbildung 18 zeigt die moduläre Struktur der MEKK1-Mutante MEKK1Δ.

MEKK1Δ besitzt die Kinasedomäne von MEKK1, während N-terminale regulatorische Elemente der

Wildtypkinase deletiert sind. Die MAP3-Kinase MEKK1 ist ein starker Aktivator von JNK, während

der Effekt auf die Aktivierung von ERK1/2 oder p38 als sehr gering oder fehlend nachgewiesen wurde

[141]. Die Abbildungen 19B und 19D zeigen, dass die Expression von MEKK1Δ zu einer Erhöhung

der AP-1-Aktivität führt.
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Um die Bedeutung von JNK in der Signalkaskade, über die MEKK1 die verstärkte AP-1-Aktivität ver-

mittelt, nachzuweisen, wurde in HEK293-T17-Zellen neben MEKK1Δ eine Mutante des „Scaffold“-

Proteins JIP1 (JNK-interacting protein-1) exprimiert. Die Mutante (JIP1Δ) verhindert durch Komplex-

bildung die Translokation von JNK in den Zellkern und damit die JNK-abhängige Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren  [139]. In Zellen, die neben MEKK1Δ auch JIP1Δ exprimierten, war die resul-

tierende AP-1-Aktivität um etwa 50% reduziert (Abb. 19B). Diese Beobachtung bestätigt, dass die be-

schriebene AP-1-Aktivierung nach Expression von MEKK1Δ über JNK vermittelt worden war.

Um nun die Spezifität der JNK-Aktivierung unter dem Einfluss von MEKKIΔ nachzuweisen, wurde in

HEK293-T17-Zellen, die MEKK1Δ exprimierten, eine dominant negative Mutante der MAP2-Kinase

SEK1/MKK4 ko-exprimiert. Die Struktur der SEK1-Mutante SEK-AL wird in Abb. 19C schematisch

dargestellt. SEK1 ist als direktes Substrat von MEKK1 essentieller Bestandteil der Signalweiterleitung

nach der Aktivierung von MEKK1 [48]. Die verwendete Mutante, SEK-AL, wird durch zwei Punkt-

mutationen in der Kinase-Domäne von SEK1, an Position 221 und 225, generiert. SEK-AL senkt die

Aktivität von JNK und hat dabei auf die Aktivität von p38 keinen Einfluss  [143].  Abbildung 19D

zeigt, dass bei Ko-Expression von SEK-AL die MEKK1-induzierte AP-1-Aktivität um mehr als 60%

reduziert war.
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Abb. 19: (A) Struktur von JIP-1 und der gekürzten Mutante JIP-1ΔC. Die „D-site“ ist für die In-
teraktion mit JNK verantwortlich und in JIP-1ΔC konserviert. Zusätzlich zeigt die Abbildung N-
terminal eine von sauren Resten dominierte Region (acidic) sowie die mutmaßliche SH3-Regi-
on, das phosphotyrosine-binding Motiv (PTB) und das C-terminale „kinesin light chain binding
motif“ (KCL). (B) Durch Expression von JIP-1ΔC kommt es zur Hemmung der MEKK1Δ-indu-
zierten Steigerung der  AP-1 Aktivität.  In HEK293-T17-Zellen wurden mittels  rekombinanter
Lentiviren das Coll.luc Reportergen, sowie die Kodierinformationen für MEKK1Δ und JIP-1ΔC
eingebracht. Nach 48-stündiger Inkubation in serumreduziertem Medium wurde die JNK-ab-
hängige AP-1-Aktivierung bestimmt. In die dargestellten Ergebnisse gingen Daten aus drei un-
abhängigen Experimenten mit jeweils vier getrennt kultivierten Ansätzen ein. Die sichtbare Dif-
ferenz zwischen den Daten aus den JIP-1 exprimierenden Zellen und Zellen die neben MEK-
K1Δ ß-Galaktosidase exprimierten, wurde mittels eines t-Tests für unabhängige Stichproben
auf sein Signifikanzniveau geprüft (**p<0,01). (C) Schematische Darstellung der Struktur von
SEK-1  und  seiner  dominant-negativen  Mutante  SEK-AL.  SEK-AL  enthält  die  Mutationen
S221A und T225L. (D) HEK293-T17-Zellen, die das Coll.luc Reportergen enthielten, wurden
mit Lentiviren infiziert, die für MEKK1Δ und SEK-AL kodierten. Die Zellen wurden nach 48-
stündiger Inkubation in serumreduziertem Medium aufgeschlossen und es wurde die relative
Luziferaseaktivität bestimmt. In die dargestellten Ergebnisse gingen Daten aus drei unabhän-
gigen Experimenten mit jeweils vier getrennt kultivierten Ansätzen ein. Der T-Test für unabhän-
gige Stichproben ergab eine Signifikanz auf *** - Niveau. (p<0,001).

3.5 Die DNA-Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren SRF
und TCF sind essenziell für die Aktivierung des c-Fos-Promo-
tors durch JNK
Um zu klären, welche Transkriptionsfaktoren an der JNK-abhängigen Aktivierung des c-Fos-Promotors

beteiligt sind, wurden mittels lentiviralen Gentransfers Reportergene unter der Kontrolle des murinen c-

Fos-Promotors in das Chromatin der HEK293-TN-Zellen integriert. Neben dem Wildtyp-Promotor wur-

den die in Abbildung 17 dargestellten Mutanten des proximalen c-Fos-Promotors verwendet. JNK wurde

über die Expression von MEKK1Δ aktiviert, in Kontrollexperimenten wurde stattdessen das ß-Galakto-

sidase-Gen exprimiert.

Wie aus Abbildung 20 ersichtlich ist, zeigte sich bei Deletion der Bindestelle für SRF (ΔCArG-Box) die

stärkste Reduktion der Reportergentranskription nach Expression von MEKK1Δ. Die Aktivität der Tran-

skription war mehr als 60% geringer als in Zellen, die das Reportergen unter Kontrolle des Wildtyp-Pro-

motors enthielten. Die Deletion der Bindestelle für Ets-Transkriptionsfaktoren führte zur Reduktion der

Promotoraktivierung um über 40%. Eine Mutation, die die Bindestelle für STAT inaktivierte, führte zu

einer Reduktion der Transkriptionstrate um 30%. Im Gegensatz dazu hatte die Inaktivierung der Binde-

stelle für AP-1 keinen signifikanten Einfluss auf die transkriptionale Aktivität des Reportergens.
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Abb. 20: Aktivierung des c-Fos-Promotors durch JNK. HEK293-T17-Zellen wur-
den mit Lentiviren infiziert, die ein Reportergen unter der Kontrolle des murinen Fos-
Promotors (mc-Fos.luc) enthielten. Zusätzlich wurden mittels lentiviralen Gentrans-
fers Reportergene mit mutierten c-Fos-Promotoren in die Zellen eingebracht. In die-
sen  Reportergenen  waren  die  Bindestellen  für  STAT (ΔSTAT),  TCF (ΔEts),  SRF
(ΔCArG) oder AP-1 (ΔAP-1) inaktiviert.  Eine effektive Stimulation der MAPK JNK
wurde über die Infektion dieser Zellen mit einem Lentivirus erzielt, der für MEKK1Δ
kodierte. Als Kontrolle wurden Zellen genutzt, die ß-Galaktosidase exprimierten. Die
Zellen wurden für 48 Stunden in serumreduziertem Medium inkubiert.  Es   wurden
Zellextrakte hergestellt und die relative Luziferaseaktivität wurde bestimmt. Die aus
drei unabhängig durchgeführten Experimenten mit je vier getrennt kultivierten Ansät-
zen generierten Daten sind +/-SD dargestellt. (***p<0,001;**p<0,01;*p<0,05;n.s. nicht
signifikant)
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3.6 Aktivierung der MAP-Kinase p38 durch die konstitutiv
aktive Proteinkinase MKK6E

MKK6 ist eine MAP2-Kinase, die die MAP-Kinase p38 phosphoryliert und aktiviert [66]. Mittels re-

kombinanter  Lentiviren  wurde  die  MKK6-Mutante  MKK6E  in  HEK293-T/17-Zellen  exprimiert.

MKK6E enthält  zwei  Punktmutationen in  der  Kinasedomäne,  S207E und T211E  (vgl  Abb.  21A).

Durch das Einbringen der negativen Ladung an dieser Position ist MKK6E konstitutiv aktiv [96]. Er-

gebnisse bisheriger Forschung konnten zeigen, dass die Expression von MKK6E in Zellen zu einer

Steigerung der Aktivität von AP-1 führt [68]. 

Zur Aktivierung der Proteinkinase p38 muss die Kinase am Threoninrest T180 und dem Tyrosinrest

Y182 phosphoryliert  werden  [95].  Austauschmutationen dieser  Basen zu Alanin und Phenylalanin

(T180A und Y182F) generieren eine dominant negative Mutante von p38, p38AF (s. Abb. 21B) [27]. 

HEK293T/17-Zellen wurden mit einem Lentivirus infiziert, der das coll.luc-Reportergen enthielt. Die

Zellen wurden außerdem mit einem Lentivirus infiziert, der für MKK6E kodierte. Zusätzlich wurde

mittels lentiviraler Infektion entweder p38AF oder ß-Galactosidase als Kontrolle in den Zellen expri-

miert. In Zellen, die neben MKK6E auch die dominant negative p8-Mutante p38AF exprimierten, war

die AP1-Aktivität um etwa 45% vermindert (Abb. 21D). Dieses Ergebnis zeigt, dass die in MKK6E-

exprimierenden Zellen beobachtete AP1-Aktivierung durch die MAP-Kinase p38 vermittelt wird.
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Abb. 21: Aktivierung von p38 durch MKK6E (A) Modulare Struktur von MKK6 und MKK6E. Die
Abbildung zeigt die Sequenz der Kinasedomäne. Die in MKK6E mutierten Phosphoakzeptorstel-
len, sind angegeben (S207 und T211). Zusätzlich sind die ATP-Bindestelle und die Interaktions-
domänen für das Substrat p38 auf N-terminaler, sowie für MAP3-Kinasen auf C-terminaler Seite,
dargestellt. (B) Schematische Darstellung der Struktur von p38 und der dominant negativen Mu-
tante p38AF. Dargestellt sind die Bindestelle für ATP, die CD-Sequenz und die ED-Stelle. p38AF
enthält in der Kinasedomäne zwei Mutationen, T180A und Y182F, wodurch eine dominant negati-
ve Mutante generiert werden konnte.  (B)  Aktivierung der MAP-Kinase JNK unter dem Einfluss
von MEKK1Δ. Dargestellt ist der Signalweg, der unter natürlichen Bedingungen zur Aktivierung
von JNK führt. Rechteckig dargestellt ist die dauerhaft aktive MEKK1-Mutante MEKK1Δ. Die Pfei-
le symbolisieren die Aktivierungswege, grau hinterlegt ist ein modellhafter MAP-Kinase Signal-
weg, der die Funktion der Signalproteine in der Signalkaskade verdeutlicht. (C) In HEK293T/17-
Zellen die  das  coll.luc-Reportergen enthalten,  werden mittels  lentiviralen Gentransfers  neben
MKK6E zusätzlich p38AF oder ß-Galactosidase als Kontrolle exprimiert. Die Zellen wurden nach
48 stündiger Inkubation in serumreduziertem Medium aufgeschlossen und wie beschrieben wur-
den Proteinkonzentration und Luziferaseaktivität gemessen. Die relative Luziferaseaktivität wurde
bestimmt. Die aus drei unabhängig durchgeführten Experimenten mit je vier getrennt kultivierten
Ansätzen generierten Daten sind +/-SD dargestellt. (**p<0,01)
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3.7 Die DNA-Bindestellen für SRF, TCF und AP-1  wer-
den für die Aktivierung des c-Fos-Promotors durch p38
benötigt

Um die Proteinkinase p38 in HEK293T/17-Zellen effektiv zu aktivieren, wurde die konstitutiv-aktive

MKK6-Mutante MKK6E in HEK293T/17-Zellen exprimiert. In diese Zellen wurden zusätzlich mittels

lentiviralen Gentransfers zusätzlich Reportergene eingebracht, die das Luziferasegen unter Kontrolle

des Wildtyp-Fos-Promoters oder einer der in Abbildung 17 dargestellten Mutanten des Promotors ent-

hielten. Die Promotormutanten enthielten hierbei jeweils eine inaktivierende Mutation der Transkripti-

onsfaktor-Bindestellen für SRF, TCF, AP-1 oder STAT.

Wie Abbildung 22C zeigt, hatte die inaktivierende Mutation der CrAG-Box, die als Bindestelle für

SRF fungiert, eine signifikante Reduktion der Stimulation der Reportergentranskription nach Aktivie-

rung der Proteinkinase p38 zur Folge. Die Transkriptionsrate zeigte sich verglichen mit dem Wildtyp-

Promotor um etwa 55% reduziert. Ebenso verursachte die Inaktivierung der Bindestelle für TCF, ΔEts,

eine signifikante  Reduktion der  transkriptionalen Aktivität  des  Reportergens (vgl.  Abb.  22B).  Die

durch MKK6E induzierte Transkriptionsaktivierung war hier um mehr als 40% reduziert. Die Mutati-

on der STAT-Bindestelle zeigte hingegen keinen signifikanten Effekt auf die p38-abhängigen Promoto-

raktivität (vgl. Abb. 22A), während eine Mutation der DNA-Bindestelle für AP-1 eine Reduktion der

transkriptionalen Aktivität um etwa 20% bewirkte (vgl. Abb. 22D).
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Abb. 22: Transkriptionsfaktorabhängige Aktivierung des c-Fos-Promotors durch p38.
In HEK293-TN-Zellen wurde mittels lentiviralen Gentransferase ein Reportergen unter der
Kontrolle des murinen c-Fos-Promotors (mc-Fos.luc) eingebracht. Zusätzlich wurden Zelle
mit Viren inifiziert, die Reportergene mit den in Abbildung 17 beschriebenen, mutierten For-
men des c-Fos-Promotors enthielten. In diesen Reportergenen waren die Bindestellen für
STAT (ΔSIE), TCF (ΔEts), SRF (ΔCArG) oder AP-1 (ΔAP-1) inaktiviert. Eine effektive Stimu-
lation von p38 wurde über die Infektion dieser Zellen mit einem rekombinanten Lentivirus er-
reicht, der für MKK6E kodierte. Als Kontrolle wurden die Zellen mit einem Lentivirus infiziert,
der für ß-Galaktosidase kodierte. Die Zellen wurden für 48 Stunden in serumreduziertem Me-
dium inkubiert. Die Zellextrakte wurden wie beschrieben präpariert und die relative Luzifera-
seaktivität  wurde bestimmt. Die aus drei unabhängig durchgeführten Experimenten mit  je
vier  getrennt  kultivierten  Experimenten  generierten  Daten  sind  +/-SD  dargestellt.
(***p<0,001;**p<0,01;*p<0,05;n.s. Nicht signifikant)
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Abbildung 22 Aktivierung des c-Fos-Promotors durch p38
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4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation des c-Fos-Promotors durch MAP-Kinasen ERK1/2,

JNK und p38 untersucht. Zu Beginn wurde die Forschungsfrage gestellt, ob die unterschiedlichen MAP-

Kinasen jeweils über distinkte regulatorische DNA-Elemente des c-Fos-Promotors wirken, oder ob ge-

meinsame Promotorelemente für die Vermittlung der Signale der MAP-Kinasen verantwortlich sind. 

Die Expression des c-Fos-Gens wird durch eine Vielzahl extrazellulärer Signale und intrazellulärer Kas-

kaden kontrolliert. Alleine in der Aktivierung der MAP-Kinasen konvergieren die Effekte vielfältiger Si-

gnalwege, ausgelöst durch verschiedene membranständige Rezeptortypen und extrazelluläre Signalen.

Die Signale, die zur Aktivierung der einzelnen MAP-Kinasen führen, weisen sowohl Überschneidungen

als auch Unterschiede auf. So wird die Aktivierung von ERK1/2 vor allem durch Mitogene, Rezeptorty-

rosinkinasen und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ausgelöst. Die MAP-Kinase p38 wird im Gegensatz

dazu weniger durch Mitogene, sondern vornehmlich durch Zytokine und Stress aktiviert, sowie durch

Endothelin, Thrombin und Glutamat über G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Auch JNK gehört zu den

Stress-aktivierten MAP-Kinasen und wird neben verschieden Stress-Signalen vor allem durch inflamma-

torische Zytokine aktiviert.

Alle drei Klassen der MAP-Kinasen aktivieren Transkriptionsfaktoren, die den STAT-Proteinen zugeord-

net werden, AP-1 Transkriptionsfaktoren sowie TCF-Transkriptionsfaktoren. Zudem führt die Aktivie-

rung der MAP-Kinasen zur Aktivierung von SRF. Diese Transkriptionsfaktoren sind an der Regulation

des c-Fos-Promotors beteiligt. Darüber hinaus ist die Regulation des c-Fos-Promotors durch Transkripti-

onsfaktoren kontextabhängig [53], was nahelegt, dass die Aktivierung des Promotors auch von Faktoren

wie der nukleosomalen Architektur und dem Stoffwechselzustand der Zelle abhängt.

Um zu klären, ob die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 die Transkription von c-Fos über die glei-

chen Transkriptionsfaktoren und die selben Promotorelemente regulieren, mussten die einzelnen MAP-

Kinasen spezifisch aktiviert werden. Dazu wurden konstitutiv aktive Mutanten regulatorischer Proteinki-

nasen exprimiert, die als MAP2-Kinasen oder MAP-3-Kinasen an der spezifischen Aktivierung einer be-

stimmten MAP-Kinase beteiligt  sind.  Zur Aktivierung von ERK1/2 wurde das Designerprotein  ΔB-

Raf:ER verwendet, in dem die Kinasedomäne der MAP3-Kinase B-Raf durch 4-Hydroxytamoxifen akti-

vierbar ist  [117]. Frühere Forschungsergebnisse konnten zeigen, dass B-Raf die Transkription beinahe

ausschließlich  über  die  MAP2-Kinase  MEK beeinflusst,  die  wiederum spezifisch  ERK1/2  aktiviert

[106]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen darüber hinaus, dass die Aktivierung von ΔB-Raf:ER sowohl

die AP-1 induzierte Transkription, als auch die Transkription unter Kontrolle des SRE verstärkt. Zusätz-

lich konnte eine Reduktion der Promotoraktivität unter dem Einfluss von ΔB-Raf:ER beobachtet wer-
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den, wenn ERK1/2 durch die Expression spezifischer shRNA depletiert war. Diese Ergebnisse zeigen,

dass  ΔB-Raf:ER einerseits die Transkription effektiv aktiviert und andererseits die auf Transkriptions-

ebene beobachteten Effekte auf die subsequente Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 zurückzuführen

sind.

Um JNK zu aktivieren wurde MEKK1Δ, eine konstitutiv aktive Mutante der MAP3-Kinase MEKK1,

exprimiert [68]. MEKK1 sorgt für eine spezifische Aktivierung des JNK Signalwegs [141]. Auch unter

dem Einfluss von MEKK1Δ kommt es zu einer Aktivitätssteigerung von AP-1, was auf eine effektive

Aktivierung von JNK schließen lässt. Zusätzlich senkte die Expression der Mutante JIP1-Δ des JNK-

Scaffold-Proteins JIP-1 die MEKK1Δ-abhängige Steigerung der AP-1-Aktivität effektiv. JIP-1Δ verhin-

dert die Kerntranslokation von JNK und damit die JNK-abhängige Aktivierung von Transkriptionsfakto-

ren [139]. Diese Erkenntnisse zeigen die Bedeutung von JNK für die beobachtete Transkriptionssteige-

rung durch MEKK1Δ. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch die Anwesenheit von SEK-AL,

einer dominant negativen Mutante der JNK-aktivierenden MAP2-Kinase SEK1 (MKK4), die AP-1 Akti-

vierung unter Einfluss von MEKK1Δ effektiv senkt. Diese Beobachtung bestätigt die Ergebnisse bisheri-

ger Forschungsarbeiten, die zeigen konnten, dass eine inaktive SEK1/MKK4-Mutante die transkriptio-

nelle Aktivität von AP-1 senkt [137]. Obwohl SEK1 (MKK4) unter bestimmten Bedingungen auch p38

aktivieren kann [11] konnte in früheren Arbeiten gezeigt werden, dass SEK-AL die Aktivität von p38

nicht beeinflusst  [143]. Somit zeigen die hier dargestellten Ergebnisse, dass unter dem Einfluss von

MEKK1Δ die MAPK JNK effektiv und spezifisch aktiviert wird. 

Um die MAP-Kinase p38 zu aktivieren wurde MKK6E, eine konstitutiv aktive Mutante der MAP2-Ki-

nase MKK6, genutzt. Ergebnisse früherer Arbeiten zeigen, dass auch in Anwesenheit von MKK6E die

Aktivität von AP-1 gesteigert ist  [68]. Um auch für MKK6E nachzuweisen, dass die Aktivierung der

Transkriptionsfaktoren spezifisch durch p38 vermittelt wird, wurde p38AF als dominant negative Mu-

tante der MAP-Kinase exprimiert. p38AF senkte die AP-1 Aktivität unter dem Einfluss von MKK6E,

was zeigt, dass die transkriptionale Wirkung von MKK6E durch die MAP-Kinase p38 vermittelt wird.

Somit konnte für die drei verwendeten Aktivierungssysteme eine effektive Aktivierung der Transkription

und eine Spezifität für die jeweiligen MAP-Kinasen nachgewiesen werden.

Die untersuchten MAP-Kinasen selbst aktivieren Transkriptionsfaktoren, die an bestimmte Elemente des

proximalen c-Fos-Promotors binden können und so die transkriptionale Aktivität des c-Fos-Gens modu-

lieren. Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Fragestellung, welche dieser regulatorischen DNA-

Sequenzen an der Induktion der Transkription durch die einzelnen MAP-Kinasen beteiligt sind und ob

die MAP-Kinasen gemeinsame oder distinkte Promotorelemente zur Signalweiterleitung nutzen. Unter-

sucht wurden die Bindestellen für SRF, TCF, AP-1 und STAT. Das „serum response element“ (SRE) ent-
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hält die DNA-Bindestellen für Ets-Transkriptionsfaktoren wie TCF und für SRF, die CArG-Box. Das

SRE ist ein bedeutendes regulatorisches Element des c-Fos-Promotors, das die Signale verschiedener

Stimuli integriert. So sind etwa die Signalwege nach der Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen, G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren, TRP-Kanälen oder spannungsaktivierten Kalziumkanälen an der Tran-

skriptionsaktivierung über SRF beteiligt [80,103,136]. Am SRE des c-Fos-Promotors bilden Dimere von

SRF mit den TCF Elk1, Elk3 und Elk4 einen ternären Komplex. Über die Komplexbildung beeinflussen

sich SRF und TCF gegenseitig in ihrer Wirkung am c-Fos-Promotor.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle drei betrachteten MAP-Kinasen eine intakte CArG-Box

und damit eine intakte SRF-Bindung benötigen, um die Promotoraktivität des c-Fos-Promotors  effektiv

zu steigern. Eine Mutation, die die Bindestelle für SRF funktionsunfähig machte, reduzierte unter dem

Einfluss aller drei MAP-Kinasen signifikant den Grad der Promotoraktivierung. Auch eine intakte DNA-

Bindung von TCF war unter dem Einfluss aller drei betrachteten MAP-Kinasen relevant für die Steige-

rung transkriptionaler Aktivität des c-Fos-Gens. Somit konnte gezeigt werden, dass beide Transkripti-

onsfaktor-Bindestellen des SRE vorrangige Zielelemente der MAP-Kinase-Kaskaden darstellen. Insge-

samt konnte bei Einsatz der Promotormutante mit zerstörter Bindestelle für SRF ein stärkerer Effekt auf

die transkriptionale Aktivität des Reportergens beobachtet werden als bei Verwendung der Promotor-

Mutante mit  funktionsloser Bindestelle für TCF.  Bei der Bewertung dieser Ergebnisse sollte  jedoch

bedacht werden, dass die TCF-Proteine nur mit dem SRE interagieren können, wenn SRF bereits an die

CArG-box gebunden ist  [54]. Daher verhindert das Einbringen einer inaktivierenden Mutation an der

CArG-Box nicht nur die Bindung von SRF, sondern kann auch die Bindung von TCF an das SRE nega-

tiv beeinflussen. Zusätzlich ist zu bemerken, dass die Rekrutierung von TCF an das SRE vermutlich

über die Bindung von TCF an SRF erfolgt [35,45,103,119]. Daneben ist zu bemerken, dass die Protein-

kinase p38 mit Hilfe des TCF-Proteins Elk-1 an den c-Fos-Promotor rekrutiert wird [36]. Die unter Aus-

schaltung der TCF-Bindestelle beobachteten Effekte sind also vermutlich zumindest zum Teil durch die

beschriebenen Wechselwirkungen mit SRF erklärbar.

Neben dem SRE enthält der proximale c-Fos-Promotor auch eine Bindestelle für den Transkriptionsfak-

tor AP-1. Dieses DNA-Element ist essentiell für die Aktivierung des c-Fos-Gens durch EGF, Phorbol-

Ester oder das Polyphenol Resveratrol [38,103]. Die Untersuchung der durch MAP-Kinasen induzierten

Aktivierung des c-Fos-Promotors über AP-1 Transkriptionsfaktoren ergibt kein einheitliches Bild. Die

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass alle drei Proteinkinasen eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors

AP-1 vermitteln. Das entspricht den Ergebnissen bereits publizierter Arbeiten [68,69,133]. Bei der Un-

tersuchung des c-Fos-Promotors zeigte sich, dass eine intakte Bindestelle für AP-1 für die Promotorakti -

vierung durch die MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 benötigt wird. Beide Proteinkinasen stimulieren die c-

Fos-Expression also über das SRE und die DNA-Bindestelle von AP-1. Das entspricht den Ergebnissen
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bereits publizierter Untersuchungen, die darstellen konnten, dass AP-1 und TCF an der ERK1/2-indu-

zierten Aktivierung des c-Fos-Promotors in HeLa-Zellen beteiligt sind [127]. Im Gegensatz dazu hatte

die Inaktivierung der DNA-Bindestelle für AP-1 keinen Effekt auf die Aktivität des c-Fos-Promotors

nach Aktivierung von JNK.

Bei dem Protein c-Fos selbst handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor der AP-1 Familie, der als

Heterodimer mit c-Jun, JUNB oder JUND die Transkription reguliert. Interessanterweise phosphoryliert

die MAPK ERK1/2 auch c-Fos selbst, was in einer verstärkten Aktivität des Proteins resultiert [44,81].

ERK1/2 stimuliert also sowohl die Transkription als auch die Aktivität des c-Fos Proteins. Es ist anzu-

merken, dass die AP-1-DNA-Bindestelle von der AP-1-Kosensussequenz abweicht (5´-TGCGTCA-3´

statt 5´-TGAGTCA-3´). Dieser Umstand könnte die Unterschiede in der AP-1 Sensibilität verschiedener

Promotoren erklären. 

Ein weiteres regulatorisches Element des proximalen c-Fos-Promotors ist die DNA-Bindestelle für Tran-

skriptionsfaktoren der STAT-Familie (SIE). Es konnte bereits herausgearbeitet werden, dass die Aktivie-

rung des c-Fos-Promotors über STAT an der PDGF, EGF und IL-2 und IL-4 induzierten Steigerung der

c-Fos-Expression beteiligt ist [40,109,125]. Chromatin-Immunopräzipitationsassays haben gezeigt, dass

STAT3 schwach an den c-Fos-Promotor in IL-6-stimulierten HepG2-Zellen bindet [138].  Die hier vor-

genommene Analyse der MAP-Kinase vermittelten Aktivierung des c-Fos-Promotors zeigte allerdings,

dass die STAT-DNA-Bindestelle keinen Einfluss auf die Aktivierung der Transkription durch ERK1/2

und p38 hatte. Unter dem Einfluss von JNK zeigte sich bei Ausschaltung der Bindestelle für STAT ein

geringer Effekt auf die Promotoraktivierung.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38

die Transkription von c-Fos überwiegend über das SRE und SRF, sowie die Transkriptionsfaktoren SRF

und die Transkriptionsfatoren der TCF-Familie induzieren. Zudem kommt den AP-1 Transkriptionsfak-

toren für die Steigerung der Transkriptionsrate von c-Fos unter dem Einfluss der MAP-Kinasen ERK1/2

und p38 eine gewisse Bedeutung zu. In Rückschau auf die ursprüngliche Forschungsfrage, ob die MAP-

Kinasen ERK1/2, JNK und p38 den c-Fos-Promotor über distinkte Transkriptionsfaktoren aktivieren,

kommt man auf Basis der ausgeführten Ergebnisse zu dem Schluss, dass diese Frage negativ zu beant -

worten ist. Die gesteigerte Expression von c-Fos unter dem Einfluss der aktivierten MAP-Kinasen wird

also größtenteils über ein gemeinsames genetisches Element, das SRE, und die entsprechenden Tran-

skriptionsfaktoren vermittelt.  Die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 nutzen also nicht streng ge-

trennte Signalwege um die Transkription von c-Fos zu induzieren, sondern greifen viel mehr auf ge-

meinsame Signalmoleküle und die selben regulatorischen Promotor-Sequenzen zurück.
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Abb. 23: Zusammenfassung der Ergebnisse.  Die Abbildung zeigt die differentielle Promoto-
raktivierung durch die durch die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38. Die Pfeile symbolisie-
ren die Signalwege, die unter Einfluss der, oval dargestellten, MAP-Kinasen die Promotorakti-
vierung induzieren. Schematisch dargestellt sind auch die Signalwege, die zur Aktivierung der
MAP-Kinasen führen. Natürlich vorkommende MAP2- und MAP3-Kinasen sind oval, die als
Aktivierungssysteme verwendeten Kinase-Mutanten MEKK1Δ,  ΔBRAF:ER und MKK6E sind
rechteckig und mit orangenem Rand dargestellt. Zusätzlich ist das Scaffold-Protein JIP abb-
gebildet.. Im unteren Teil der Abbildung befindet sich eine schematische Darstellung des pro-
ximalen c-Fos-Promotors. Die Transkriptionsfaktor-Bindestellen des Promotors sind ebenfalls
kastenförmig dargestellt. Die Dicke der Pfeile zwischen den MAP-Kinasen und den Transkrip-
tionsfaktoren symbolisiert die Effektstärke bei Deletion der jeweiligen Transkriptionsfaktor-Bin-
destelle.
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