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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Die Schwimme

Die Schwiamme (Porifera) gehdren zu den éltesten mehrzelligen Organismen (Metazoa).
Paldontologischen Daten zufolge sind sie ungefdhr 600 Mio. Jahre alt (MEHL et al., 1998),
werden hingegen molekularbiologische Analysen beriicksichtigt, kann ein Alter von ca. 800
Mio. Jahre angenommen werden (MULLER, 1995). Der Stamm Porifera umfasst 5000-8000
Arten, die in 3 Klassen aufgeteilt werden: [1] Calcarea (Kalkschwidmme), [2] Hexactinellida
(Glasschwiamme) und [3] Demospongiae (Hornschwdamme), die mit 80-90 % aller Schwamm-
spezies die groffte und wichtigste rezente Gruppe der Porifera darstellt (WESTHEIDE und
RIEGER, 1996). Umstritten jedoch ist die im System der Schwidmme aufeinander bezogene
phylogenetische Stellung dieser drei Klassen. Einige Autoren stellen den Hexactinellida und
Demospongiae, die aufgrund ihrer Siliziumdioxid-Nadeln (Spicula) als Silicea (Kiesel-
schwimme) zusammengefasst werden konnen, die Calcarea gegeniiber (BOGER, 1988).
Andere betrachten die Calcarea und Demospongiae wegen ihrer diskreten Zellen als
Schwestergruppen (Cellularia) und stellen ihnen die Symplasma mit den Hexactinellida als
einzige Vertreter entgegen (MEHL und REISWEG, 1991; KRUSE et al., 1998).

Der evolutiondre Ursprung der Schwidmme wird aufgrund der groBen morphologischen
Ahnlichkeit zu ihren KragengeiBelzellen (Choanocyten) vielfach bei den Choanoflagellaten
gesucht. Ultrastrukturanalysen des Geillelapparates beider Zelltypen ergaben jedoch keine
Anhaltspunkte fiir eine direkte Verwandtschaft zwischen Choanoflagellaten und den Choano-
cyten der Schwimme (KASTNER, 1993). Vergleichende 18S rRNA-Analysen deuten
dagegen auf eine Verwandtschaft zwischen ihnen hin (CAVALIERE-SMITH et al., 1996;
KUMAR und RZHETSKY, 1996).

Schwidmme besiedeln aufler 120 im SiiBwasser lebenden Arten (Spongillidae) das Meer in
allen geographischen Breiten. Sie kommen tiberwiegend in Kiistenndhe in geringen Tiefen
vor. Unter den Schwidmmen gibt es aber auch typische Tiefseebewohner, wie die Hexacti-
nellida. Diese kénnen noch in 6000 m Tiefe leben (KASTNER; 1993).

Als sessile Strudler erzeugen Porifera mit Hilfe synchronisierter Geilelschlidge der Choano-
cyten, die den Innenraum eines Schwamms (Choanoderm) epithelartig auskleiden, einen
Wasserstrom. Dadurch gelangen Nahrungspartikel, wie Detritus, Algen und Bakterien, sowie
geloste organische Verbindungen iiber die Dermalporen in das innere Kanalsystem der
Schwiamme und werden {iber Endocytose resorbiert. Das gefilterte Wasser und die Exkre-
tionsprodukte werden anschlieBend mit Hilfe des Stroms iiber eine oder mehrere Offnungen

(Oscula) wieder hinaus befordert. Zur Erndhrung des Schwamms tragen auch Mikro-
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symbionten, wie Bakterien, Cyanobakterien und Griinalgen, bei. Dariiber hinaus ist auch ein
karnivorer Schwamm beschrieben worden (VACELET und BOURY-ESNAULT, 1995).
Schwiamme sind iiber eine aus Pinacocyten bestehende, epithelartige Schicht nach auflen
abgegrenzt. Zwischen diesem Pinacoderm und dem inneren Choanoderm befindet sich das
Mesohyl, welches aus verschiedenen Zelltypen, extrazellulirer Matrix und Skelettelementen
aufgebaut ist. In diesem Gewebe befinden sich u. a. die omnipotenten Archeocyten, die
phagocytierenden Amoebocyten und die das Mesenchymgertist autbauenden Collencyten. Zur
Stabilisierung ihres Habitus bilden Schwdmme meist ein mineralisches Skelett, das aus
einzelnen Nadeln (Spicula) besteht. Bei den Demospongiae und Hexactinellida bestehen diese
aus Siliziumdioxid, bei den Calcarea dagegen aus Calciumcarbonat. Die Bildung der Spicula
erfolgt durch spezialisierte Zellen (Skleroblasten). Das mineralische Skelett kann bei manchen
Demospongiae mit kollagenartigen Sponginfasern verstarkt sein.

Im Gegensatz zu den {ibrigen Metazoen besitzen Schwdmme weder echte Organe noch
Epithelien. Ferner fehlen ihnen auch ein Nervensystem sowie BlutgefiBe (KASTNER, 1993;
WESTHEIDE und RIEGER, 1996).

Die Fortpflanzung der oft hermaphroditischen Schwimme erfolgt sowohl sexuell durch
Gametenbildung als auch vegetativ liber Knospung oder Fragmentierung. Die am meisten
verbreitete asexuelle Fortpflanzungsform (vor allem bei SiiBwasserschwidmmen) stellt die

Bildung von kapselférmigen Gemmulae dar.

Abb. 1.1:

Verschiedene Exemplare von Suberites domuncula aus
der nordlichen Adria in der Nihe von Rovinj stammend.
Diese Schwammspezies ordnet sich wie folgt in das
System der Porifera ein: Familie Suberitidae, Ordnung
Hadromerida, Unterklasse Tetractinomorpha, Klasse
Demospongiae in Symbiose mit Paguristes oculatus.
Foto von Prof- Dr. W.E.G. Miiller.

1.2 Phylogenie
1.2.1 Allgemeines

Die Ahnlichkeit von Genen oder Proteinen zueinander l4sst sich anhand multipler cDNA-
oder Gen-Sequenzanalysen sowie durch Vergleiche der daraus abgeleiteten AS-Abfolgen
ermitteln. Diese Gegeniiberstellungen konnen demzufolge auch zur Berechnung des

Verwandtschaftsgrades von Organismen herangezogen werden. Ferner dienen diese verglei-
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chenden Untersuchungen auch zur Kldarung von Fragestellungen in der Evolutionsforschung.
Ein zentrales Problem ist dabei die Suche nach dem Ursprung der Metazoen und die Kldrung,
ob sie eine monophyletische Gruppe bilden, die auch die Schwimme umfasst. Von weiterem
Interesse ist auch die Frage, wie nahe die verschiedenen Organismenreiche Metazoen, Pilze,
Pflanzen und Einzeller zueinander stehen. Im Hinblick auf diese Problemstellungen kommt
der Betrachtung der Schwiamme eine besondere Bedeutung zu, da sie die einfachsten multi-

zelluldren Organismen sind.

1.2.2 Die Monophylie der Metazoen

Durch die Vielzahl vergleichender Analysen von aus marinen Schwammen (hauptséchlich
Geodia cydonium und S. domuncula) stammenden cDNA-Sequenzen und den daraus
abgeleiteten AS-Abfolgen ist sicher, dass Porifera typische Metazoen darstellen und dass alle
Metazoen (inklusive die Schwdmme) monophyletischen Ursprungs sind (REITNER und
MEHL, 1995; CAVALIER-SMITH et al., 1996). Diese Tatsache lasst sich z. B. mit den aus
Schwidmmen isolierten und charakterisierten Signaltransduktionskomponenten, wie die
Ser/Thr-Kinase (SCHUTZE et al., 1999), die PKC (KRUSE et al., 1996) oder die p38 MAPK
(BOHM et al., 2000), Zelladhidsionsmolekiilen, wie das Galektin (WAGNER-HULSMANN
et al., 1996) und Fibronektin (PAHLER; et al., 1998), Rezeptorproteinen, wie das Integrin
(PANCER et al., 1997a), die Rezeptor Tyrosin Kinase (MULLER und SCHACKE, 1996),
und anhand von Elementen des G-Protein gekoppelten Rezeptors (SEACK et al., 1998) sowie
ferner durch Bestandteile des Immunsystems, wie der AIF-1 und die GPX (KRUSE et al.,
1999), die (2°-5’)Oligoadenylat-Synthetase (WIENS et al., 1999), die SRCR- und SCR-
repeats (PANCER et al, 1997b) oder anhand der V-Doméne der Immunglobuline
(BLUMBACH et al., 1999), im Einzelnen belegen (MULLER, 1998; MULLER et al., 1999).
Gestiitzt werden diese Ergebnisse auch durch Vergleiche zwischen den aus Schwidmmen und
anderen Metazoen stammenden 18S rRNA-Sequenzen (CAVALIER-SMITH et al., 1996).

1.2.3 Die Beziehung der Organismenreiche

Die exakte phylogenetische Beziehung der eukaryotischen Organismenreiche Metazoen,
Pilze, Pflanzen und Einzeller ist noch unklar. Morphologische, biochemische, cytologische
und physiologische Gegeniiberstellungen konnten dieses Problem nicht 16sen. Der Vergleich
von 18S rRNA-Sequenzen deutet jedoch daraufthin, dass Pilze den Metazoen evolutionér
ndher stehen als den Pflanzen. Dieses Resultat wird auch durch biochemische Gemein-

samkeiten zwischen beiden Gruppen bestitigt. Das Bindeglied zwischen Pilzen und Metazoen
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sind wahrscheinlich die Choanoflagellaten. Weiterhin ldsst sich mit Hilfe der erwihnten
rRNA-Analysen belegen, dass die Choanoflagellaten, Pilze und Metazoen einen gemeinsamen
Vorfahren haben. Als ndchste Verwandte erscheinen die griinen Pflanzen. Allerdings lassen
sich auf der Basis dieser rRNA-Daten nicht alle Fragestellungen vollstindig 16sen
(WAINWRIGHT et al., 1993; CAVALIER-SMITH ef al., 1996; KUMAR und RZHETSKY,
1996). So ist z. B. noch unklar aus welchem Vorldufer die Metazoen evolutiondr hervor-

gegangen sind.

1.3 Die Superfamilie der eukaryotischen Protein Kinasen
1.3.1 Verbreitung, Struktur und Klassifizierung

Die Superfamilie der eukaryotischen Protein Kinasen (PKs) reprédsentiert die grofBte aller
bekannten Proteingruppierungen. Bereits 1995 waren allein aus Sdugern 175 Familienmit-
glieder identifiziert (HANKS und HUNTER, 1995). Es gibt realistische Schitzungen, wonach
fast 1 % der Sdugergene fiir PKs kodieren (HUNTER, 1987). Wie anhand multipler AS-
Sequenzvergleiche herausgefunden werden konnte, ist allen eukaryotischen PKs eine aus 250-
300 AS-Resten bestehende Kinase Doméne (katalytische Doméne) gemeinsam. Aufgrund
jener konnen diese Enzyme die gammastandige Phosphatgruppe von ATP oder GTP entweder
auf alkoholische Proteingruppen von Serin oder Threonin (Ser/Thr-PKs) oder auf die Phenol-
gruppe von Tyrosin (Tyr-PKs) iibertragen (HANKS et al., 1988; HANKS und HUNTER,
1995). Mittlerweile sind PKs aus nahezu allen Tierstimmen sowie aus einer Vielzahl von
Pflanzen, Pilzen und Mikroorganismen isoliert und charakterisiert worden. Aufgrund dessen
wird angenommen, dass das Vorldufergen der PKs schon vor der evolutionidren Auftrennung
der eukaryotischen Hauptreiche existiert haben muss. Die hohe Anzahl von zueinander
analogen PKs aus Saccharomyces cerevisiae und aus hoher entwickelten Tieren demonstriert,
dass Signaltransduktionsprozesse in der Zelle, die liber Proteinphosphorylierungen gesteuert
werden und einfache Aspekte der Zellphysiologie betreffen, iiber den gesamten Verlauf der
Evolution konserviert wurden.

Eine kleine aber wachsende Zahl von PKs eukaryotischen Ursprungs kann jedoch nicht in
diese Superfamilie eingeordnet werden. Sie dhneln vielmehr den prokaryotischen His-PKs
(ALEX und SIMON, 1994). In Prokaryoten erfiillen Proteinphosphorylierungen zentrale
regulatorische Funktionen in einer Vielzahl von Prozessen, wie Chemotaxis, Bakteriophagen-
infektion, Nahrstoffaufnahme oder Gentranskription (STOCK et al, 1989; COZZONE,
1993). Bakterielle PKs konnen in 3 Klassen unterteilt werden (SAIER, 1993): [1] His-PKs,
[2] Phosphotransferasen und [3] Ser/Thr-PKs. Vergleichende Analysen ihrer AS-Sequenzen
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zeigen, dass sie nicht mit den eukaryotischen PKs verwandt sind, sondern eine eigenstdndige
Gruppe bilden.

Erstaunlicherweise wurden in den Bakterienspezies Yersinia pseudotuberculosis (GALYOV
et al., 1993) und Myxococcus xanthus (MUNOZ-DORADO et al., 1991 und 1993) jedoch
Homologe der eukaryotischen PKs gefunden. Das YpkA-kodierende Gen des pathogenen
Bakteriums Y. pseudotuberculosis ist dabei auf dem fiir die Virulenz des Einzellers verant-
wortlichen Plasmid lokalisiert. Daher scheint die Hypothese denkbar, dass dieses Gen durch
horizontalen Gentransfer von einem eukaryotischen Wirt auf das Plasmid iibertragen wurde.
M. xanthus besitzt hingegen in seinem Genom mindestens 8 Gene, die als Mitglieder der
Superfamilie der eukaryotischen PKs identifiziert wurden (MUNOZ-DORADO et al., 1993).
Diese bakterielle Spezies unterscheidet sich von allen anderen Prokaryoten aulerdem durch
einen komplexen Entwicklungszyklus, den sie bei Nahrstoffmangel durchlduft (analog zu dem
des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum). Demzufolge kann angenommen werden, dass
solche Homologe der eukaryotischen PKs nur in den Bakterien vorkommen, die einen
Entwicklungszyklus ausfiihren konnen. Diese Gene konnten potentiell die Vorldufer der
Superfamilie der eukaryotischen PKs darstellen (HANKS und HUNTER, 1995).

Die fiir alle Familienmitglieder charakteristische homologe Kinase Doméne kann in 12
Subdoménen unterteilt werden. Sie ist verantwortlich fiir die katalytische Aktivitdt der
Enzyme. Drei separate Prozesse werden ihr zugeschrieben: [1] Bindung und Orientierung des
Phosphatdonators ATP (GTP) in Form eines Mg”'- oder Mn*"-Komplexes, [2] Bindung und
Orientierung des Proteinsubstrats und [3] Transfer der gammastédndigen Phosphatgruppe von
ATP (GTP) auf die Akzeptor-Hydroxylgruppe des Proteins. Eine Analyse multipler AS-
Sequenzvergleiche zwischen PKs von Pflanzen, Pilzen, Invertebraten und Vertebraten zeigt,
dass 12 nahezu invariable AS-Reste in dieser Doméne existieren (s. Abb. 1.2) und dass die
Subdoménen VIb, VIII und IX am stirksten konserviert sind (HANKS und HUNTER, 1995).
Die Kinase Domine faltet sich dabei im Sinne einer ,,Zwei-Falten-Struktur®, wie anhand der
als Basismodell einer eukaryotischen PK fungierenden PKA-Ca demonstriert werden kann (s.
Abb. 1.2). Die kleine N-terminale Falte (umfasst die Subdoménen I-IV) ist in die Bindung
und Orientierung des Nukleotids involviert. Sie ist aus iiberwiegend antiparallelen B-Faltblatt-
strukturen aufgebaut. Diese Anordnung ist einzigartig fiir Nukleotid-bindende Proteine. Die
groflere C-terminale Falte (umfasst die Subdoménen VIa-XI) ist hauptsdchlich fiir die
Bindung des Proteinsubstrats sowie die Initiierung des Phosphattransfers verantwortlich und
besteht mehrheitlich aus a-Helices. Die Subdoméne V verbindet beide Falten und beinhaltet
in einer tiefen Tasche das katalytische Zentrum (TAYLOR et al., 1993).
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Abb. 1.2:

Ribbon Diagramm der Kinase Domdne von PKA-Co (AS-
Reste 40-300), die sich in einem terndren Komplex mit
MgATP und dem Pseudosubstrat PKI1524 befindet (nach
HANKS und HUNTER, 1995). Die invariablen AS-Reste (G50,
G52, G55, K72, E91, D166, N171, D184, E208, D220 und
R280) sind durch Punkte entlang des Ribbon Diagramms
gekennzeichnet. Die Seitenketten der Reste K72, D166, N171,
D184, E208 und R280 sind abgebildet. f-Faltblitter und o-
Helices sind als flache Pfeile und Helices durchnummeriert
dargestellt. Der kleine Pfeil symbolisiert den Phosphattransfer
auf den Alanin-Rest, der in PKI1524 den eigentlichen
Phosphatakzeptor Serin ersetzt.

Eukaryotische PKs konnen aufgrund ihrer phylogenetischen Stammbédume in die folgenden
Hauptgruppen unterteilt werden (HANKS und HUNTER, 1995): [1] AGC-Gruppe, [2]
CaMK-Gruppe, [3] CMGC-Gruppe und [4] die konventionelle Tyr-PK-Gruppe. Des weiteren
gibt es eine Vielzahl untereinander sehr heterologer PKs. Diese lassen sich nicht in eine der
ersten 4 Gruppen eingliedern.

1.3.2 Zellulare Funktionen

Durch Phosphorylierungen konnen enzymatische oder andere funktionale Aktivititen der
Substratproteine schnell und effektiv moduliert werden (HARDIE, 1995). Der Phosphory-
lierungsstatus eines Substratproteins wird durch die Variation der Aktivitdt der phosphory-
lierend wirkenden PK und/oder der dephosphorylierend wirkenden Protein Phosphatase (PP)
reguliert (s. Abb. 1.3).

ATP ADP
) - :/v\‘
Protein Protein-P
A/ £ \
P H,O

Abb. 1.3:
Der Phosphorylierungszyklus eines von einer PK sowie PP modulierten Substratproteins.
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Durch diese Proteinphosphorylierungszyklen werden Signale in der Zelle amplifiziert.
Weiterhin ermdglichen diese eine hohe Sensitivitidt in der Signalbeantwortung (HARDIE,
1995). Aufgrund der ilibergeordneten Verschaltung dieser Zyklen entstehen die sog. PK-
Kaskaden. Aus dem Beispiel des MAPK-Systems ist bekannt, dass die Verkettung der Zyklen
nicht eindimensional sondern wesentlich komplexer ist. Eine Kaskade kann sich dabei sowohl
konvergent als auch divergent zu einem komplizierten Signalnetzwerk verzweigen (s. Abb.
1.9 und 1.12). Dies gestattet der Zelle unterschiedliche initiierende Signale selektiv in

zahlreiche verschiedene Antworten aufzuteilen.

1.4 Die Familie der MAPKSs
1.4.1 Allgemeines, Struktur und Klassifizierung

Die groBe Familie der Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPKSs) gehort phylogenetisch
zur CMGC-Gruppe der Superfamilie der eukaryotischen PKs (HANKS und HUNTER, 1995)
(s. Kap. 1.3.1), zu der auch die Cyclin-abhingigen Kinasen, Glykogen-Synthase Kinasen der
Klasse 3 und Cdc-dhnliche Kinasen gehoren (KULTZ; 1998; KULTZ und BURG, 1998). Die
erste MAPK wurde 1987 entdeckt (RAY und STURGILL, 1987). Bis heute wurden iiber 100
Familienmitglieder identifiziert, darunter mehr als ein Dutzend allein aus Homo sapiens
(COBB, 1999). MAPKSs représentieren zentrale Elemente in hoch konservierten Phosphory-
lierungskaskaden, die Signaltransduktionsprozesse von der Zelloberfldche bis in den Zellkern
vermitteln (PELECH und SANGHERA, 1992; DAVIS, 1993; NISHIDA und GOTOH, 1993;
TREISMANN, 1996). Dabei sind sie in die Regulation zahlreicher physiologischer Prozesse
in einer Vielzahl von Organismen, wie Pflanzen, Pilze, Metazoen, einschlieBlich der Siuger,
involviert. In S. cerevisiae kontrollieren sie diverse zellulire Vorginge, die Reifeprozesse,
Filamentation, Osmoregulation, Zellwandmodulation und Sporulation zur Folge haben. In
Drosophila melanogaster sind die MAPK-Signalwege an der embryonalen Entwicklung und
Immunantwort beteiligt, wihrend sie in Sédugerzellen Zellwachstum, Transformationspro-
zesse, Zelldifferenzierung, Immunreaktionen und Apoptose regulieren (s. Kap. 1.5.3) (LEWIS
et al., 1998; WHITMARSH und DAVIS, 1998). Die Aktivititen der MAPKs werden unter
diesen Umstidnden durch eine Reihe extrazelluldrer Signale und Substanzen, wie Wachstums-
faktoren, Cytokine, T-Zell-Antigene, Pheromone, Phorbolester, UV- und ionisierende
Strahlung, osmotischer oder oxidativer Stress, Hitzeschock und Translationsinhibitoren
(Anisomycin), Ceramide und Lipopolysaccharide (LPS), stimuliert (KULTZ, 1998). Dabei
werden mit Ausnahme der Mitglieder der MAPK3-Subfamilie alle MAPKs durch eine
simultane Phosphorylierung von Threonin und Tyrosin im regulatorisch wirkenden TXY-

Motiv aktiviert, das wiederum kurz vor dem hoch konservierten APE-Motiv in der
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Subdoméne VIII der eukaryotischen PKs lokalisiert ist. Diese Dualphosphorylierung wird
katalysiert von sog. MAPK Kinasen (MAPKKs), wie MEKs und MKKs, oder SAPK Kinasen
(SAPKKSs), zu denen die MKKs, SEKs oder SKKs gehoren, die ihrerseits von MAPKK
Kinasen (MAPKKKSs), darunter die ASKs, MEKKs, MKKKs, MLKs oder Raf,
phosphoryliert und aktiviert werden (s. Kap. 1.4.2) (PELECH und SANGHERA, 1992;
DAVIS, 1993; NISHIDA und GOTOH, 1993; KULTZ, 1998, KULTZ und BURG, 1998;
LEWIS et al., 1998; WHITMARSH und DAVIS, 1998). Durch die erfolgreiche Aufklarung
dreidimensionaler Strukturen der inaktiven (ZHANG et al., 1993) und aktiven
(CANAGARAIJAH et al., 1997) ERK2, die unter diesem Aspekt stellvertretend fiir nahezu
alle iibrigen MAPKSs zu betrachten ist, konnte belegt werden, dass nach der Dualphosphory-
lierung eine Konformationsédnderung eintritt, infolgedessen eine Bindungstasche fiir das ATP
im katalytischen Zentrum gebildet und das Substratpeptid C-terminal davon gebunden wird.
Dadurch gelangt die als Phosphatakzeptor dienende AS des Substrats in die Nihe des aktiven
Zentrums, worauthin der Phosphattransfer stattfinden kann (SCHAEFFER und WEBER,
1999).

MAPKs sind Prolin-gerichtete Ser/Thr-PKs, die nur solche Substratproteine spezifisch
phosphorylieren konnen, welche ein Prolin in der Phospho+1 Position im fiir alle MAPKs
giiltigen Substrat-Erkennungsmotiv  WX[ST]P besitzen, wobei ¥ ein Prolin oder eine
aliphatische AS reprasentiert (CLARK-LEWIS et al., 1991). Zu diesen von den MAPKs
selektiv erkannten Substratproteinen zdhlen u. a. im Zellkern befindliche Transkriptions-
faktoren oder im Nukleus oder Cytoplasma lokalisierte PKs, z. B. aus der Familie der MAPK-
aktivierten Protein Kinasen (MAPKAPKSs), die auch als Ribosomale S6 Kinasen (RSKs)
bezeichnet werden (s. Kap. 1.4.2).

Die meisten MAPKSs besitzen kleine N- sowie C-Termini und bestehen dadurch vorwiegend
aus der ca. 300 AS-Reste langen eukaryotischen PK-Doméne (s. Kap. 1.3.1). Nur wenige
haben relativ ausgedehnte Insertionen zwischen den Subdoménen X und XI (HANKS und
HUNTER; 1995). Als typische eukaryotische PKs falten sie sich in einer ,,Zwei-Falten-
Struktur (s. Kap. 1.3.1 und Abb. 1.2), wobei beide ,,Proteinfalten” von der Tasche des
katalytischen Zentrums getrennt werden (TAYLOR und RADZIO-ANDZELM, 1994; COBB
und GOLDSMITH, 1995; JOHNSON et al., 1996).

Phylogenetische Analysen zufolge konnen MAPKs in die 3 folgenden Untergruppen
eingeteilt werden (KULTZ, 1998; KULTZ und BURG, 1998): [1] Extrazellulir-Signal
regulierte Kinasen (ERKs), [2] Stress-aktivierte Protein Kinasen (SAPKs) und [3] MAPK3-
Mitglieder (s. Abb. 1.4). Auf der Basis phylogenetischer Verwandtschaften und funktionaler
Charakteristika konnen diese weiterfithrend in mehr als 9 Subfamilien untergliedert werden
(s. Abb. 1.4). Die SAPK-Untergruppe wird dabei in mindestens 3 Subfamilien eingeteilt: [1]
SAPK1/INK, [2] SAPK2/p38 MAPK und [3] SAPK-Mitglieder der Hefe (YSAPK). Die
SAPK3 von Caenorhabditis elegans passt hingegen in keine der 3 Subfamilien (s. Abb. 1.4).
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Sie reprasentiert wahrscheinlich das Griindungsmitglied einer 4. Subfamilie, deren Mitglieder

das ungewohnliche TQY-Dualphosphorylierungsmotiv besitzen.

Familie MAPK
Untergruppe ERK SAPK MAPK3
Subfamilie PERK SAPK1 MAPK3
TEY TPY SEG
YERK1 SAPK2 s
TEY TGY THE
S. corevisiae YSAPK PRMAPK
TNY TGY TDY,TEY
SAPK3
YERK2 C. elegans
TEY TQY
ERK1
TEY
ERKS5
TEY
MAPKa
D. discoideum
TEY
Abb. 1.4:

Einteilung der MAPK-Familie in die 3 Untergruppen der ERKs, SAPKs und MAPK3 (nach KULTZ und BURG,
1998). Jede von ihnen wird des weiteren in diverse Subfamilien untergliedert. Das fiir jede Subfamilie
charakteristische Phosphorylierungsmotiv ist ebenfalls aufgefiihrt. Mitglieder, die sich nicht in eine der
Subfamilien einordnen lassen, sind separat dargestellt.

Die ERK-Untergruppe setzt sich aus mindestens 5 Subfamilien zusammen: [1] Pflanzen ERK
(PERK), [2] Hefe ERK1 (YERK1), [3] Hefe ERK2 (YERK?2), [4] Tier ERK1 (ERK1) und [5]
Tier ERKS (ERKS). Die MAPKa von D. discoideum und die SMK1 von S. cerevisiae konnen
keiner der 5 Subfamilien zugeordnet werden. Bis auf die SMK1 (TNY) besitzen alle ERK-
Untergruppenmitglieder {ibereinstimmend das TEY-Motiv (s. Abb. 1.4). Die MAPK3-
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Untergruppe besteht aus einer einzigen Subfamilie: der Tier MAPK3 (MAPK3), und aus
zahlreichen anderen MAPKSs, die hauptsédchlich aus Protozoen stammen (PRMAPK) (s. Abb.
1.4).

Wie anhand der Abb. 1.4 erkennbar, ist das Dualphosphorylierungsmotiv TXY fiir eine
Klassifizierung der MAPKSs beziiglich der Untergruppe nur bedingt geeignet, da (wie z. B. bei
der SAPK-Untergruppe ersichtlich) die Subfamilien unterschiedliche Motive besitzen kénnen
oder aber das gleiche Motiv in verschiedenen Untergruppen vorkommen kann. Aufféllig ist
jedoch, dass in der ERK-Untergruppe, bis auf eine Ausnahme, simtliche Mitglieder das TEY -
Motiv besitzen. Die MAPK3-Subfamilie hat kein TXY-Motiv sondern an vergleichbarer
Position eine Monophosphorylierungsstelle im Sinne eines SEG-Motivs (bzw. THE bei der
MAPKDb von C. elegans).

Die gemeinsame Bezeichnung der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) (KYRIAKIS und
AVRUCH, 1996; WOODGETT ef al., 1996) und der p38 MAPK (COHEN, 1997; CUENDA
et al., 1997, KUMAR et al., 1997) als SAPK basiert iibereinstimmend sowohl auf phylogene-
tischen Analysen als auch auf dem Aktivierungsprofil beider Mitglieder der SAPK-Unter-
gruppe der MAPKSs. Beide SAPKs werden bevorzugt durch Stress-vermittelnde Signale
stimuliert (dhnlich wie einige PERKSs und manche ERKS5-Mitglieder) und weniger stark durch
Mitogene, wie die meisten anderen ERKs. Da Pflanzen iiber keine SAPKs verfiigen, werden
deren ERKs ungewdhnlicherweise auch durch zellulidren Stress aktiviert (KULTZ, 1998). Die
SAPKSs der Tiere werden in 2 Subfamilien unterteilt (SAPK1/JNK und SAPK2/p38 MAPK).
Ihre Mitglieder stellen in Vertebraten den groften Anteil der MAPKs dar. Allein aus H.
sapiens wurden mittlerweile mindestens 7 SAPK-Gene nachgewiesen. Nebenbei existieren
aufgrund alternativen Spleiflens weitere mRNA-Transkripte dieser Gene (s. Kap. 1.5.1/2).

Da fast alle Mitglieder der ERK- und viele der MAPK3-Untergruppe das TEY-Motiv
aufweisen, kann angenommen werden, dass beide Gruppen phylogenetisch aus einem
gemeinsamen MAPK-Urgen hervorgegangen sind. Die MAPK-Familie hat sich womdglich
relativ frith nach Abspaltung der Eukaryoten aus dem Stamm der Organismen entwickelt und
miisste demnach 1-1,5 Mrd. Jahre alt sein. SAPKs erscheinen dagegen nur in Pilzen und
Tieren, woraus gefolgert wird, dass diese Untergruppe der MAPKs die phylogenetisch
Jiingste ist. Sie hat sich wahrscheinlich aus der ERK-Linie entwickelt, nachdem sich Protozoa

und Pflanzen von dem gemeinsamen Stamm der Pilze und Metazoen abgetrennt haben
(KULTZ, 1998).
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1.4.2 MAPK-Module und deren Substrate

MAPKSs nehmen aufgrund der von ihnen vermittelten Aktivierung induzierbarer Transkrip-
tionsfaktoren im Zellkern oder anderer Substrate der Zelle in der Beantwortung zahlreicher
extrazelluldrer Signale eine Schliisselposition ein. Diese regulatorischen Aktivititen fiihren u.
a. zu verstdrkten Genexpressionen, Verdnderungen im Metabolismus der betroffenen Zellen
sowie Umbildungen in deren Cytoskelett. Das zentrale Element von MAPK-Signalwegen ist
ein Modul aus 3 aufeinanderfolgenden PKs, das beziiglich der Anordnung seiner Kompo-
nenten von der Hefe bis zum Mensch konserviert ist (s. Abb. 1.5) (BLENIS, 1993; DAVIS,
1993; NISHIDA und GOTOH, 1993; ELION, 1998; KULTZ, 1998; LEWIS et al., 1998;
COBB, 1999; WIDMANN et al., 1999).

MAPKKK

MAPKK

Abb. 1.5:
Aufbau des MAPK-Moduls aus
I 3 aufeinanderfolgenden PKs.

Die MAPKKKs werden in ihren Aktivitdten durch Interaktionen mit kleinen GTP-bindenden
Proteinen aus der Ras- oder Rho-Familie sowie iiber Phosphorylierungen durch voran-
geschaltete MAPKKKKSs reguliert (s. Abb. 1.9 und Abb. 1.12). Nach ihrer Aktivierung phos-
phorylieren sie MAPKKs oder SAPKKs an Serin- oder Threonin-Resten, die darauthin das
TXY-Motiv der nachgeschalteten MAPKs erkennen konnen und als dualspezifische Kinasen
in diesem Motiv Threonin und Tyrosin phosphorylieren (GARRINGTON und JOHNSON,
1999; THOMSON et al., 1999; WIDMANN et al., 1999). Die somit aktivierten MAPKs
konnen dann im Zellkern lokalisierte, induzierbare Transkriptionsfaktoren, wie ATF-2,
CHOP, c-Jun, c-Myc, DPC4, Elk-1, Els-1, Ets-1 und Ets-2, Fos, Fra-1 und Fra-2, Max, MEF-
2C, NF-AT4, SAP-1, STATs, Tal oder p53, sowie nachfolgende PKs phosphorylieren und
aktivieren (LEWIS et al., 1998; GARRINGTON und JOHNSON, 1999; THOMSON et al.,
1999). Zu Letzteren gehoren die MAPK-Signal-Integrations Kinase 1 (MNK1) und MNK2
(FUKUNAGA und HUNTER, 1997; WASKIEWICZ et al., 1997), die Mitogen- und Stress-
aktivierte Protein Kinase 1 (MSK-1) und MSK-2 (DEAK et al., 1998), RSK-B (PIERRAT et
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al., 1998), MAPKAPK1 (ERIKSON und MALLER, 1986), MAPKAPK2 (STOKOE et al.,
1992a), MAPKAPK3 (MCLAUGHLIN et al., 1996) und die p38-regulierte aktivierte Kinase
(PRAK/MAPKAPKS) (NEW et al., 1998; NI et al., 1998). Zu den Substraten der MAPKSs
zahlen aber auch regulatorische Enzyme, wie die Phospholipase A, (PLA,), cytoskelettale
Proteine, darunter Mikrotubuli-assoziiertes Protein 1 (MAP1), MAP2 oder Tau, ferner der
GDP-GTP Austauschfaktor Son of sevenless 1 (Sosl) sowie MAPKKs und MAPKKKSs
(KULTZ, 1998; LEWIS et al., 1998; GARRINGTON und JOHNSON, 1999; SCHAEFFER
und WEBER, 1999; THOMSON et al., 1999).

Die Phosphorylierung der im Signaltransduktionsweg vorangeschalteten MAPKKs und
MAPKKKSs im Sinne von positiven oder negativen Riickkopplungen, scheint die Aktivitét der
MAPKSs ebenso zu beeinflussen, wie die Stimulierung dualspezifischer PPs, die hohe Subs-
tratspezifititen gegeniiber MAPKs besitzen und diese in Folge der von ihnen katalysierten
Dephosphorylierung des TXY-Motivs effizient inhibieren konnen (ALESSI et al., 1993;
GUAN und DIXON, 1993; SUN et al., 1993; ZHENG und GUAN, 1993; WARD et al.,
1994; MARTELL et al., 1995; CHU et al., 1996; LEWIS et al., 1998; COBB , 1999;
SCHAEFFER und WEBER, 1999). Auch Ser/Thr-PPs, wie die PP1 oder PP2, konnen
MAPK-Module regulieren, vorzugsweise 1iiber Dephosphorylierung von MEKs und
MAPKKKSs, wie Raf (ALESSI et al., 1995; LEWIS et al., 1998; COBB, 1999).

Bis heute sind 14 MAPKKKSs, 7 MAPKKSs und mehr als 12 MAPKs in Sidugerzellen identi-
fiziert und charakterisiert worden (GARRINGTON und JOHNSON, 1999; WIDMANN et al.,
1999). Daran wird deutlich, dass von allen Modulkomponenten die MAPKKs am stdrksten
unterrepriasentiert sind. AuBBerdem besitzen sie eine ausgesprochen hohe Spezifitit zu ihren
jeweiligen nachgeschalteten MAPKs und erlauben deswegen nur minimale Variationen im
distalen Modulteil (GARRINGTON und JOHNSON, 1999; WIDMANN et al., 1999). Dem-
nach nehmen die MAPKKSs in dem kompliziert verzweigten Signalnetzwerk der Zelle den
zentralen Konvergenzpunkt ein, an dem =zahlreiche Signaltransduktionswege zusammen-
treffen (s. Abb. 1.9 und 1.12). Dagegen stellen die MAPKs aufgrund ihrer Eigenschaft, eine
Vielzahl von diversen Substraten zu phosphorylieren, den zentralen Divergenzpunkt dar (s.
Abb. 1.9 und 1.12) (KULTZ, 1998). Wihrend die Mitglieder dieser beiden PK-Familien
innerhalb ihrer Gruppe relativ homolog zueinander sind, weisen die 14 MAPKKKSs doch recht
unterschiedliche Strukturmerkmale untereinander auf. So verfiigen sie iiber diverse regulato-
rische Motive, die in den anderen Komponenten der MAPKs-Module nicht existieren. Dazu
gehoren die Plechstrin-homologe (PH) Domine, Prolin-reiche Sequenzen zur Bindung von
Src-homologen 3 (SH3)-Dominen, Bindestellen fiir kleine GTP-bindende Proteine, Leucin-
Zipper und Phosphorylierungspositionen fiir Tyr- und Ser/Thr-PKs. Anhand dieser Motive
konnen sie sehr unterschiedlich von einer Vielzahl an iibergeordneten Signalelementen

reguliert werden und auch aufgrund ihrer hohen Anzahl in der Zelle diese zahlreichen Stimuli
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effizient in die MAPK-Signalwege integrieren (s. Abb. 1.9 und 1.12) (GARRINGTON und
JOHNSON, 1999; WIDMANN et al., 1999).

1.4.3 Organisation der MAPK-Module durch Geriistproteine

Zellen besitzen, wie schon angedeutet, mehrere unterschiedliche MAPK-Signalwege. Im Fall
der Hefe S. cerevisiae wurden 5 verschiedene MAPK-Module beschrieben. Dort regulieren
sie Prozesse, wie Reifung, Filamentation, Osmoregulation, Zellwandmodulation und Sporu-
lation (HERSKOVITZ, 1995; MADHANI und FINK, 1998). In Sdugerzellen existieren nach
dem heutigen Kenntnisstand ebenfalls 5 MAPK-Module. Dazu zdhlen u. a. das Modul der
ERK1/2-Kaskade, die vorzugsweise Zellwachstum oder Differenzierung kontrolliert, sowie
die Module der JNK- und p38 MAPK-Pfade, die beide hauptsédchlich in Folge von Zellstress-
auslosenden Stimuli aktiviert werden (s. Kap. 1.5.1/2) und eine Reihe biologischer Prozesse
regulieren (s. Kap. 1.5.3) (ROBINSON und COBB, 1997; IP und DAVIS, 1998; LEWIS et
al., 1998).

Bei Signalweiterleitungen iiber MAPK-Signalwege werden hiufig Modulkomponenten von
unterschiedlichen MAPK-Kaskaden gemeinsam genutzt. Diese Problematik wird deutlich bei
der Betrachtung von 3 in Hefe existierenden Signalkaskaden, die durch verschiedene
Faktoren, wie Nahrstoffmangel, Pheromone oder Hyperosmolaritét, aktiviert werden und
unterschiedliche Reaktionen der Zelle vermitteln, jedoch in allen Féllen die MAPKKK STE11
verwenden (s. Abb. 1.6). Solche Systeme mit austauschbaren Modulkomponenten ermdég-
lichen der Zelle eine hohe Diversifizierung in der Signalbeantwortung bei einer vergleichbar
geringen Anzahl an Komponenten. Als Konsequenz daraus miissen jedoch regulatorische
Mechanismen existieren, die unspezifische Aktivierungen dieser Komponenten und somit ein
unkontrolliertes Uberschneiden der Signalkaskaden verhindern.

Eine Moglichkeit, die Spezifitit eines Signals aufrecht zu erhalten, stellt die selektive
Bindung von Modulkomponenten an Geriistproteine (scaffolding Proteine) dar. Dadurch wird
verhindert, dass diese Komponenten frei in der Zelle diffundieren und unspezifisch reguliert
werden (ELION, 1998; WHITMARSH und DAVIS, 1998; SCHAEFFER und WEBER, 1999;
THOMSON et al., 1999; WIDMANN et al., 1999).

Solche Geriistproteine mit einer verankernden Funktion fir MAPK-Modulkomponenten
konnten zundchst in den Pheromon- und Hyperosmolaritidt-Pfaden von S. cerevisiae nach-
gewiesen werden (s. Abb. 1.6) (ELION, 1995). STES bindet dabei simtliche Komponenten
des Pheromon-Signalwegs (die MAPKKK STE11, die MAPKK STE7 sowie die MAPKs
FUS3 oder KSS1) an distinkte Doménen (ELION, 1995). Durch weiterfilhrende Studien
konnte gezeigt werden, dass dieses Geriistprotein auch noch mit anderen Signalelementen

assoziiert sein kann. Dazu gehort die GB-Untereinheit (GB-UE) eines heterotrimeren G-
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Proteins und BEM1, ein Regulator der Zellpolaritit. Die Bindung von Pheromonen an den G-
Protein-gekoppelten Rezeptor bewirkt die Dissoziation der GBy-UE von der inhibitorischen
Go-UE. Anschliefend kann die GB-UE des GBy-Dimers an STES und somit auch an die
MAPKKKK STE20 binden, woraufhin diese STE11 phosphoryliert (WHITEAWAY et al.,
1995; FENG et al., 1998; LEEUW et al., 1998). BEMI1 ist hingegen ein Protein, das eine
SH3-Doméne enthédlt und den fiir die GTPase Cdc42 essentiellen GDP-GTP Austauschfaktor
Cdc24 binden kann. BEM1 assoziiert des weiteren auch mit STES und STE20 und vermittelt
womoglich dadurch die Pheromon-induzierte Aktivierung der Hefezelle, die zu einem
Verbleib in der G1-Phase des Zellzyklusses fiihrt (LEEUW et al., 1995; LYONS et al., 1996).
Ahnlich wie STES, fungiert in Hefezellen PBS2 als Geriistprotein, ist aber im Gegensatz zu
diesem selbst eine Komponente eines MAPK-Moduls, das bei Hyperosmose die Synthese des
organischen Osmolyten Glycerin stimuliert (s. Kap. 1.5.4) (POSAS und SAITO, 1997). Dabei
formiert die MAPKK PBS2 einen Multienzymkomplex aus dem Osmosensor SHOI1, der
MAPKKK STE11 und der MAPK HOGI1 (s. Abb. 1.6).

Stimulus  Néihrstoffmangel Pheromone Hyperosmose
STE20 Y@ rE20p C0 SHO!
/ BEMI Cdc24
MAPKKK STE11 STE11 STE11
l STES l l

MAPKK STE7 STE7 PBS2

MAPK K881 FUS3 HOG1

Effekt Wachstum Reifung Glycerinsynthese

Abb. 1.6:

Beschreibung der 3 Signalwege in S. cerevisiae, die gemeinsam die MAPKKK STEI11 als Signalkomponente
verwenden. Dargestellt ist ebenfalls die Organisation der MAPK-Modulkomponenten und ihrer vorange-
schalteten Signalelemente durch die Geriistproteine STES und PBS2.

Mittlerweile sind solche Proteine auch in Sdugerzellen nachgewiesen worden (s. Abb. 1.7). In
diesem Zusammenhang, scheint das im JNK-Signalweg involvierte JNK-Interaktionsprotein 1
(JIP-1) eine homologe Funktion zu dem STES der Hefe zu haben. Urspriinglich wurde JIP-1
als Inhibitor der JNK-Kaskade charakterisiert, das liber die selektive Bindung von JNK im
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Cytoplasma dessen Translokation in den Nukleus verhindern kann (DICKENS et al., 1997).
Durch Koimmunprézipitierungsstudien wurde demonstriert, dass JIP-1 mit der MAPKKK
MLK?2, der MAPKK MKK?7 und den MAPKs JNK1 und JNK2 assoziiert ist. Des weiteren
konnte eine Bindung mit der STE20-homologen MAPKKKK HPKI1 nachgewiesen werden
(WHITMARSH et al., 1998).

Stimulus Cytokine/Stress Wachstumsfaktoren Wachstumsfaktoren
HPK1 NIK
MAPKKK MLK2 MEKK]1 Raf
JIP-1 l l l
MAPKK MKK?7 MKK4/7 MKK1
l MP1 l
MAPK INK1/2 JNK ERK1
Effekt | c-Jun, ATF-2,Elk-1 | Elk-1
Abb. 1.7:

Organisation von MAPK-Modulkomponenten und ihrer vorangeschalteten MAPKKKKs durch die Geriist-
proteine JIP-1, MEKK1 und MP1 in Sdugerzellen.

Ein PBS2-dhnliches Protein, scheint ebenfalls in Sdugerzellen zu existieren. Die MAPKKK
MEKK1 ist ndmlich in der Lage, mit der STE20-homologen MAPKKKK NIK, den MAPKKs
MKK4 sowie MKK7 und der JNK zu interagieren. Auf diese Weise verbindet es die
Wachstumsfaktor-Rezeptoren mit dem JNK-Signalweg (FANGER et al., 1997a; SU et al.,
1997; XU und COBB, 1997).

Eine dritte Klasse von Gerlistproteinen in Sdugern reprasentiert das Protein MP1. Dieses ist in
der Lage, die MAPKK MKKI1 und die MAPK ERKI (nicht aber MKK2 und ERK2) zu
binden und auf diese Weise die MKK1-kontrollierte Aktivierung der ERK1 zu vermitteln
(SCHAEFFER et al., 1998). Ob der Komplex noch mit anderen Mitgliedern des ERKI1-
Moduls assoziiert ist, verblieb bislang unklar.
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1.5 Die SAPK-Untergruppe der MAPKSs
1.5.1 Die Subfamilie der SAPK1/JNK
1.5.1.1 Charakterisierung der SAPK1/JNK-Mitglieder

Das erste Mitglied der SAPK1/JINK-Subfamilie wurde 1991 aus Cycloheximid-behandelten
Rattenleberzellen biochemisch charakterisiert. Im Unterschied zu den bis dafo bekannten
MAPKs konnte diese 54 kD groBe PK durch Zellstress stimuliert werden und den
aktivierenden N-Terminus des Transkriptionsfaktors c-Jun phosphorylieren. Daraufhin wurde
dieses Enzym als ,,c-Jun N-terminale Kinase* (JNK) bezeichnet (PULVERER et al., 1991).
1994 gelangen durch zwei unterschiedliche Arbeitsgruppen die ersten Klonierungen von JNK-
Genen, wobei das menschliche Homolog JNK genannt wurde (DERIJARD et al., 1994),
wihrend das der Ratte die Bezeichnung SAPK fiir ,,Stress-aktivierte Protein Kinase* erhielt
(DAVIS, 1994).

Mittlerweile sind im Genom des Menschen sowie in dem der Ratte die 3 Gene JNKI, JNK2
und JNK3 identifiziert worden (GUPTA et al., 1996; WIDMANN et al., 1999). Infolge
alternativen Spleilens sowie unterschiedlicher Exonbenutzungen existieren insgesamt 10
JNK-Isoformen (s. Abb. 1.8), wobei alle {ibereinstimmend das TPY-Motiv in der Subdoméne
VIII besitzen (GUPTA et al., 1996; KYRIAKIS und AVRUCH; 1996).

Die JNK1-Proteinklasse umfasst 4 Isoformen (JNKlal, JNK1a2, JNK1B1 und JNK1B2). Thre
Mitglieder unterscheiden sich zum einen aufgrund der alternativen Expression einer aus 17
AS-Resten bestehenden Kassette zwischen den PK-Subdominen IX und X, die auf einer
unterschiedlichen Benutzung zweier Exone beruht (JNKla- und JNKI1B-Isoformen). Zum
anderen verfiigen diese o- und B-Isoformen iiber unterschiedlich lange C-Termini, so dass
jeweils eine kurze (46 kD: JNKlal, JNK1B1) und eine lange (54 kD: JNKI1a2, INK1B2)
Isoform des JNKla- oder JNKI1B-Proteins gebildet wird. Dies ist zuriickzufiihren auf ein
alternatives Spleiflen des fiir den C-Terminus der Kinase kodierenden Bereichs der mRNA
(GUPTA et al., 1996).

Die JNK2-Klasse besteht aufgrund analoger Modifikationen ebenfalls aus 4 Isoformen
(46 kD: INK2al, JNK2B1; 54 kD: JNK202, JNK2B2) und ist somit der von JNKI1 relativ
dhnlich (GUPTA et al., 1996).

Die beiden JNK3-Proteine unterscheiden sich von den Mitgliedern der anderen JNK-Klassen
hauptsdchlich durch die Prdsenz eines verldngerten N-Terminus. Auflerdem scheint die
Expression der INK3, im Gegensatz zu den ubiquitir exprimierten JNK1 und JNK2, nur auf
das Gehirn lokalisiert zu sein (KYRIAKIS uns AVRUCH; 1996; WIDMANN et al., 1999).

Eine alternierende Sequenz zwischen den PK-Subdoménen IX und X konnte nicht gefunden
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werden, so dass nur 2 a-Isoformen (48 kD: INK3al; 57 kD: INK3a2) des JNK3-Proteins mit
unterschiedlich langen C-Termini existieren (GUPTA et al., 1996).

1.5.1.2 Aktivierung und Substrate der JNKs

JNKs werden bevorzugt in Folge von Zellstress-auslosenden Stimuli (UV- und ionisierende
Strahlung, Hitzeschock, oxidativer Stress und Hyperosmolaritit) sowie durch Bindung pro-
inflammatorischer Cytokine an Mitglieder der TNFa- und IL-1B-Rezeptor Superfamilie
aktiviert (s. Kap. 1.5.1.4). Im Unterschied zu den ERKSs der Tiere werden sie in den meisten
Féllen weniger stark durch mitogene Signale (Wachstumsfaktoren oder Phorbolester), die
iiber Wachstumsfaktor Rezeptoren, Grb2/Sosl-Kopplung und Ras vermittelt werden,
stimuliert (s. Abb. 1.9) (DAVIS, 1994; GUPTA et al., 1996; KYRIAKIS und AVRUCH;
1996; ICHIJO, 1999; KYRIAKIS; 1999; LEPPA und BOHRMANN, 1999; TIBBLES und
WOODGETT; 1999; WIDMANN et al., 1999). Nach ihrer Aktivierung und Homodime-
risierung erfolgt die Translokation der JNKs aus dem Cytoplasma in den Zellkern, wo sie
induzierbare Transkriptionsfaktoren, wie ATF-2, c-Jun, DPC4, Elk-1, NF-AT4 und p53,
phosphorylieren kénnen (s. Abb. 1.8 und 1.9) (PULVERER et al., 1991; GUPTA et al., 1995;
MILNE et al., 1995; ZINCK et al., 1995; AFTI et al., 1997; CHOW et al., 1997; HU et al.,
1997). Andere Substrate auBBerhalb der Gruppe der Transkriptionsfaktoren konnten fiir JNKs
noch nicht identifiziert werden.

Die verschiedenen Isoformen der JNKs unterscheiden sich gegeniiber den erwidhnten
Substraten in ihrer Bindungsaffinitit und dadurch auch in ihrem Aktivierungspotential.
Aufgrund dessen miissen neben der erwédhnten Phospho+1 Position (s. Kap. 1.4) noch weitere
regulatorische Doménen in diesen Substraten existieren, die eine selektive Bindung ihrer
aktivierenden JNKs kontrollieren (GUPTA et al., 1996; KYRIAKIS und AVRUCH, 1996;
DAVIS; 1999; TIBBLES und WOODGETT, 1999; WIDMANN et al., 1999). So konnte z. B.
in den JNK-Substraten c-Jun sowie ATF-2 eine fiir die Bindung und Phosphorylierung
essentielle N-terminale Region identifiziert werden, die separat von der Phospho+1 Position
lokalisiert ist (ADLER et al., 1992; HIBI et al., 1993; DERIJARD et al., 1994; GUPTA et al.,
1995; LIVINGSTONE et al., 1995). In Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass die o- und B-
Isoformen der JNKI1- und JNK2-Proteine unterschiedliche Substratspezifititen besitzen,
konnte nachgewiesen werden, dass insbesondere die PK-Subdominen IX und X fiir die
Wechselwirkung mit diesen regulatorischen Bindedominen der Transkriptionsfaktoren
verantwortlich sind (KALLUNKI et al., 1994; SLUSS et al., 1994; GUPTA et al., 1996;
DAVIS, 1999).

Die durch JNKs aktivierten Transkriptionsfaktoren c-Jun und ATF-2 gehoren zur Klasse der

»Basic Leucine Zipper Region Proteine” (bZIPs), die sich in die libergeordnete Aktivator
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Protein 1 (AP-1)-Familie einordnet (ANGEL und KARIN, 1991). Die Mitglieder dieser bZIP-
Klasse, zu der auch c-Fos zdhlt, konnen in Folge ihrer Aktivierung homo- als auch hetero-
dimerisieren und sind dann in der Lage, an AP-1 oder AP-1-dhnlichen Stellen in Promotoren
zahlreicher Gene zu binden, um deren Transkription zu stimulieren (DAVIS, 1999; LEPPA
und BOHMANN, 1999). Der Transkriptionsfaktor c-Jun wird nach Bindung mit JNK an
Ser63 und Ser73 phosphoryliert. Dies fiihrt zu einer Bildung von Jun/Jun- oder Jun/ATF-2-
Dimeren, die u. a. mit der AP-1 Stelle des c-Jun-Gens assoziieren konnen, woraufhin c-Jun in
einem erhohten Ausmal} exprimiert wird. Die Expression dieses Proteins wird allerdings noch
iiber einen zweiten JNK-vermittelten Mechanismus begiinstigt. In Folge der Phosphorylierung
von c-Jun durch JNK wird die Degradierung dieses Transkriptionsfaktors durch Ubiquitin
weitgehend verhindert, so dass dieser eine lingere Halbwertszeit in der Zelle aufweist. Der
erhohte Gehalt an c-Jun fiihrt dann zu einer verstirkten Transkription und folglich zur
Expression AP-1-kontrollierter Gene (FUCHS et al., 1996; WHITMARSH und DAVIS,
1996; MUSTI et al., 1997; DAVIS, 1999; WIDMANN et al., 1999). Der aktivierende
Transkriptionsfaktor 2 (ATF-2) wird durch JNK in dem aktivierenden N-Terminus an Thr69
und Thr71 phosphoryliert, woraufhin dieser nach Dimerisierung ebenfalls an AP-1 Stellen
von Promotoren binden kann (GUPTA et al., 1995; LIVINGSTONE et al., 1995).

Ein weiteres Substrat der JNKs ist Elk-1, das ein Konvergenzpunkt der JNK-, p38- und ERK-
Signalwege darstellt und ein transkriptionaler Regulator der Ets-Familie ist (ZINCK et al.,
1995). Nach der Aktivierung dimerisiert Elk-1 mit dem Serum Response Factor (SRF) zu
einem terndren Komplex, der darauthin imstande ist, mit dem Serum Response Element
(SRE) von Promotoren zu assoziieren (WHITMARSH et al., 1995). Als Konsequenz dessen
wird u. a. c-Fos verstérkt exprimiert (CAVIGELLI et al., 1995; GILLE et al., 1995; MUSTI
etal., 1997).

Die Phosphorylierung des nuklearen Faktors aktivierter T-Zellen 4 (NF-AT4) durch JNK
verhindert seine Translokation in den Nukleus und hat somit einen inhibitorischen Effekt auf
seine Funktion (CHOW et al., 1997).

1.5.1.3 Komponenten der JNK-Signalwege

Die Aktivierung der JNKs (detaillierte Darstellung der Signalkomponenten s. Abb. 1.8 und
1.9) iiber eine Dualphosphorylierung ihres TPY-Motivs in der Subdoméne VIII erfolgt durch
die JNK-spezifischen MAPKKs: MKK4, die auch als SAPK und ERK Kinase 1 (SEK1)
bekannt ist (SANCHEZ et al., 1994; DERIJARD et al., 1995), sowie MKK7 (MORIGUCHI
etal., 1997, WU et al., 1997).

Die Inaktivierung der JNKs erfolgt hingegen durch dualspezifische PPs, wie die MAPK
Phosphatase 1 (MKP-1), MKP-2, MKP-4 oder M3/6-Phosphatase, die vorwiegend eine
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Hydrolyse des Tyrosin-Phosphatesters im regulatorischen TPY-Motiv der JNKs katalysieren
(CHU et al., 1996; MUDA et al., 1996 und 1997; HIRSCH und STORCK, 1997). Auch das
schon erwihnte JIP-1 (s. Kap. 1.4.3) kann die JNK-Aktivitit negativ beeinflussen, in dem es
die Translokation der JNKs in den Zellkern verhindert (WHITMARSH und DAVIS, 1998).

JNKs MAPKKs MAPKKKSs MAPKKKKSs Substrate
INK1al MKK4/SEK 1 ASK1/MAPKKKS5 GCK ATE-2
INK 102 MKK7 ASK2/MAPKKKG6 GCKR c-Jun
INKI1p1 DLK/MUK/ZPK GLK DPC4
INK1p2 MEKK1 HPK1 Elk-1
MEKK2 MST1/Krs-2 NF-AT4
INK2a1 MEKK3 NIK p53
INK202 MLK2/MST PAK1
INK2p1 MLK3/SPRK1 PAK2
JNK2[B2 MTK1/MEKK4 PAK3
TAK1 PAK4
INK3al Tpl-2/Cot
INK30a2
Abb. 1.8:

Tabellarische Ubersicht der verschiedenen JNK-Isoformen und ihrer vorangeschalteten Signalkomponenten,
gegliedert in MAPKKs, MAPKKKs und MAPKKKKs. Die PKs sind farblich unterschiedlich dargestellt, je
nachdem ob sie ein CRIB-Motiv besitzen oder zu den SPSI-Familienmitgliedern gehéren. Des weiteren sind die
Substrate der JNKs aufgefiihrt.

Bis heute sind 11 verschiedene MAPKKKs des JNK-Moduls identifiziert worden (s. Abb. 1.8
und 1.9). Dies sind im einzelnen ASK1/MAPKKKS5, ASK2/MAPKKK®6, DLK/MUK/ZPK,
MEKKI1, 2 und 3, MLK2/MST, MLK3/SPRKI1, MTK1/MEKK4, TAK1 und Tpl-2/Cot
(ICHIJO, 1999; KYRIAKIS, 1999; TIBBLES und WOODGETT, 1999; WIDMANN et al.,
1999). MLK2, MLK3, MTK1 und DLK werden der Gruppe der ,,Mixed Lineages Kinasen*
(MLKs) zugeordnet, die sich durch den Besitz zahlreicher regulatorischer Dominen, wie
SH3-Bindestellen, Leucin Zipper oder Anlagerungspositionen fiir kleine GTP-bindende
Proteine, auszeichnen (TIBBLES und WOODGETT, 1999).

Von den 14 mittlerweile bekannten Mitgliedern der MAPKKKKs (GCK, GCKR, GLK,
HPK1, Krs-1, LOK, MST1/Krs-2, MST3, NIK, PAK1-4 und SOK1), scheinen alle bis auf
Krs-1, LOK, MST3 und SOK1 JNK-Module stimulieren zu konnen (s. Abb. 1.8 und 1.9)
(ICHIJO, 1999).



EINLEITUNG 20

SAPK/JNK Signaling Cascades
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Abb. 1.9:

Die JNK-Signaltransduktionskaskaden. Dargestellt sind die aktivierenden Stimuli der JNK-Kaskaden und die
Komponenten, die diese Signale innerhalb der Zelle bis in den Zellkern weiterleiten. Die Pfeile reprdsentieren
die Aktivierung der entsprechenden Signalkomponenten; unterbrochene Pfeile stehen fiir eine Aktivierung iiber
einen noch unbekannten Mechanismus/Weg; der gepunktete Pfeil dokumentiert die Translokation der aktivierten
JNK in den Nukleus, stumpf endende Pfeile reprisentieren eine Inhibition der Signalelemente.

Quelle: www.CELLSIGNAL.com

Auch kleine GTP-bindende Proteine aus der Rho-Familie, wie Racl und Cdc42, konnen JNK-
Signaltransduktionswege aktivieren. Diese GTPasen scheinen an der Steuerung der
cytoskelettalen Reorganisation nach Stress-auslosenden Stimuli, wie y-Bestrahlung, osmo-
tischer Schock, Behandlung mit Anisomycin oder Ceramidfreisetzung, beteiligt zu sein (s.
Abb. 1.9) (LEWIS ef al., 1998). Racl und Cdc42 konnen ferner durch Rezeptor-gekoppelte
heterotrimere G-Proteine aktiviert werden und dadurch ebenfalls die JNK-Kaskade

stimulieren (LEWIS et al., 1998). In seltenen Fillen vermag aulerdem die GTPase Ras iiber
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eine Kopplung mit Racl, Signale von Wachstumsfaktor-Rezeptoren in den JNK-Signalweg
zu integrieren und nicht, wie sonst liblich, durch Bindung mit Raf die Raf-MEK-ERK-
Kaskade zu stimulieren (s. Abb. 1.9) (COSO et al., 1995; MINDEN et al., 1995; ZHANG et
al., 1995; KYRIAKIS, 1999).

Die Integration der GTPasen-Signale in die JNK-Pfade wird durch eine Reihe von JNK-
aktivierenden MAPKKKKs und MAPKKKSs ermoéglicht, die ein Cdc42/Rac-Interaction-
Binding (CRIB)-Motiv besitzen (s. Abb. 1.8). Dieses CRIB-Motiv gestattet ihnen, mit GTP-
tragenden Py-UE der GTPasen zu assoziieren. Dadurch werden sie aktiviert und sind
daraufhin in der Lage, nachgeschaltete PKs des JNK-Moduls zu phosphorylieren (KYRIAKIS
und AVRUCH, 1996; KYRIAKIS; 1999). Als Vertreter der MAPKKKKSs sei in diesem
Zusammenhang die p21-aktivierte Kinase 1 (PAK1) und deren Homologe erwédhnt. Diese
PAKs werden aufgrund ihrer Position im Signaltransduktionsweg und wegen der hohen
Homologie zwischen ihrer PK-Doméne und der von STE20 aus S. cerevisiae (s. Kap. 1.4.3)
als STE20-homologe PKs bezeichnet. MAPKKKs, die iiber ein solches CRIB-Motiv verfiigen
sowie MKK4 und/oder MKK7 aktivieren konnen sind MEKK1, MLK2, MLK3 und MTK1
(FANGER et al., 1997b; GERWINS ef al., 1997, NAGATA et al., 1998; TAKEKAWA und
SAITO, 1998; ICHIJO, 1999; KYRIAKIS, 1999).

Der JNK-Signalweg kann aber auch unabhingig von Racl und Cdc42 stimuliert werden.
Dabei spielen die Mitglieder der SPSI1-Familie, die als MAPKKKKSs fungieren, eine
herausragende Rolle (s. Abb. 1.8). SPS1 aus S. cerevisiae ist eine Ser/Thr-PK, die fiir eine
Einkapselung von haploiden Nuklei wihrend der Sporulation verantwortlich ist (FRIESEN et
al., 1994). Sie verfiigt iiber eine N-terminale PK-Doméne und eine lange C-terminale
Domiéne, die keine nachweisbare katalytische Aktivitdt besitzt (FRIESEN et al., 1994).
Mittlerweile sind 6 SPS1-homologe MAPKKKKSs aus Sdugern identifiziert worden. Sie
aktivieren mit Ausnahme von MST1 ausschlieBlich den JNK-Pfad. Urspriinglich wurden sie
wie die PAKs in die Klasse der STE20-homologen PKs eingeordnet. Die PK-Doménen der
SPS1-Mitglieder sind jedoch im Vergleich zu denen der PAKs (70 % Homologie) nur zu
40-50 % homolog zu der von STE20, weisen dafiir aber eine wesentlich hohere Homologie zu
der Domine von SPS1 aus S. cerevisiae auf. Da SPSI-Familienmitglieder in ihrer C-
terminalen Doméne gegeniiber den STE20-homologen PKs zusitzliche regulatorische und
funktionale Motive aufweisen, aber kein CRIB-Motiv besitzen (und demzufolge nicht durch
GTPasen aktiviert werden konnen), werden sie mittlerweile als eigenstdndige Proteinfamilie
angesehen (KYRIAKIS und AVRUCH, 1996; KYRIAKIS, 1999). Das erste SPS1-Protein,
das aus Saugerzellen isoliert werden konnte, war die Germinal Center Kinase (GCK). Die
weiteren Mitglieder dieser Familie sind Haematopoietic Progenitor Kinase-1 (HPK1), Nck-
interacting Kinase (NIK), Kinase responsive to stress 1 (Krs-1), Mammalian Sterile Twenty-
like-1 (MST1) und Ste20-like Oxidant-stress-activated Kinase-1 (SOK1) (CREASY und
CHERNOFF, 1995; HU et al., 1996, KIEFER et al., 1996; POMBO et al., 1996; TAYLOR et
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al., 1996; SU et al., 1997). SPS1-Mitglieder konnen nachgeschaltete MAPKKKSs binden und
durch Phosphorylierung aktivieren. HPK1 assoziiert in diesem Zusammenhang sowohl mit
MEKKI1 als auch mit MLK3 tiber ihre C-terminale Doméne. Dort befindet sich u. a. eine
Prolin-reiche Region, die eine Bindung mit der SH3-Doméane von MLK3 erméglicht (HU et
al., 1996; KIEFER et al., 1996). NIK besitzt in ihrer C-terminalen Doméne ebenfalls eine
SH3-bindende Prolin-reiche Region, die eine Interaktion mit dem SH2/SH3-Adapterprotein
Nck erlaubt. Vielleicht wird auf diese Weise (dhnlich wie Sos1 durch Grb2) NIK mit Tyr-PK-
Dominen gekoppelt. Eine weitere C-terminale Region von NIK ist fiir die Bindung mit
MEKK1 verantwortlich (SU et al., 1997). Diese C-terminale MEKK1-Binderegion von NIK
formt eine hydrophobe Tasche und ist damit analog zu der Leucin-reichen GCK-Doméne und
zu einem Teil der C-terminalen Verldngerung von HPK1. Daher wird angenommen, dass es
sich hierbei um eine allgemeine MEKK-Binderegion handelt (SU et al., 1997).

Die Aktivierung von SPS1-Familienmitgliedern durch vorangeschaltete Signalelemente ist
ebenso wie die der GTPasen noch nicht genau geklart. Im Kontext der SPS1-homologen
MAPKKKKs wird eine Beteiligung von Mitgliedern der Rab-Familie angenommen
(KYRIAKIS, 1999).

1.5.1.4 TNFRs und JNK-Aktivierung

Die am besten charakterisierten Signaltransduktionsprozesse, die zu einer Stimulierung von
JNK-Modulen (und p38 MAPK-Modulen) fithren, sind jene, die durch Bindung von Liganden
an Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptoren (TNFRs) ausgelost werden (s. Abb. 1.9 und 1.12). Die
Familie der TNFRs umfasst u. a. TNFR1, TNRF2, den Fas- und IL-1B-Rezeptor, CDA40,
CD30, CD28 sowie CD27 (VANDENABEELE et al., 1995). Die Bindung proinflammato-
rischer Cytokine, wie TNFa und IL-1p, oder anderer Liganden bewirkt eine Oligomerisierung
der TNFRs, woraufhin cytoplasmatische Proteine an die intrazellulire Doméne der Rezep-
toren binden konnen. Die intrazelluldire Domédne des TNFR1 und des Fas-Rezeptors besitzt
eine Death Domain, die fiir die Induktion von Apoptose essentiell ist. Die TNFR1 Death
Domain bindet das TNFR-assoziierte Death Domain (TRADD) Protein, welches sich
wiederum an das Fas-assoziierte Death Domain (FADD) Protein anlagern kann. FADD kann
auch direkt an den Fas-Rezeptor binden. TRADD bindet {iber seine TRAF-Interaktions-
doméne des weiteren den TNFR-assoziierten Faktor 2 (TRAF2) und koppelt diesen mit
TNFR1. TNFR2 bindet dagegen TRAF2 direkt (ICHIJO, 1999; KYRIAKIS, 1999).

Bislang sind 6 Mitglieder der TRAF-Familie bekannt, die alle iibereinstimmend eine
konservierte C-terminale TRAF-Domine besitzen, welche fiir eine Interaktion mit der
intrazellularen Doméine der TNFRs benotigt wird (HU et al., 1994). TRAFs verfiigen iiber
keine feststellbare katalytische Aktivitit und fungieren demnach als Adapterproteine. TRAF2,
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TRAFS5 und TRAF6 konnen JNK-Signalwege (und p38 MAPK-Signalwege) aktivieren.
Vermutlich iiberbriicken die MAPKKKs ASK1 und MEKKI1 die Liicke in der Kaskade
zwischen TRAFs und den SAPK-Modulen. Von TRAF2 ist auBlerdem bekannt, dass es auch
mit den beiden MAPKKKKs GCK und GCKR interagieren kann, die darauthin MEKK1
stimulieren (ICHIJO, 1999).

Ergidnzend konnte eine weitere JNK- und p38 MAPK-aktivierende Signalkomponente
identifiziert werden, die iiber ihre Death Domain TRADD binden kann und {iber eine Bindung
von TRADD mit TRAF2 an TNFR1 gekoppelt wird. Dabei handelt es sich um das Rezeptor-
Interaktionsprotein RIP, das eine N-terminale Ser/Thr-PK-Doméne aufweist (KYRIAKIS;
1999). Der genaue Mechanismus, der nach der Assoziation von TNFR1 mit TRAF2, TRADD
und RIP zu einer Stimulierung von SAPK-Modulen fiihrt, ist noch unklar. In diesem
Zusammenhang wird iiber eine von TNF-induzierte Ceramidproduktion (die zur Aktivierung
der SAPKs fiihren kann) diskutiert oder eine Kopplung von TRAF2 und RIP mit der erst vor
kurzem identifizierten JNK-stimulierenden MAPKKK NF-«kB-inducing Kinase angenommen
(KYRIAKIS, 1999).

Ein weiteres Adapterprotein, das nach Aktivierung von TNFRs eine Stimulierung der JNK-
Signalwege (und der p38 MAPK-Signalwege) vermitteln kann, ist das Fas-Adapterprotein
Daxx (YANG et al., 1997). Daxx kann in Folge der Oligomerisierung der Fas-Rezeptoren und
einer Assoziation seinerseits mit diesen an die N-terminale Doméine von ASK1 binden und
iiber die Stimulierung dieser SAPK-aktivierenden MAPKKK einen Signaltransduktions-
prozess auslosen, der letztendlich zur Apoptose der Zelle fiihrt (ICHIJO et al., 1999). Eine
Aktivierung der SAPK-Module im Verlauf der durch Fas induzierten apoptotischen Signal-
kaskade kann alternativ auch {iiber eine durch FADD stimulierte Aktivierung der Caspase-8
verlaufen. Diese Caspase spaltet darauthin eine Reihe von Signalkomponenten, u. a. auch die
den JNK- sowie p38 MAPK-Modulen vorangeschalteten MAPKKKKs PAK2C und MST],
die dadurch aktiviert werden (ICHIJO et al., 1999).
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1.5.2 Die Subfamilie der SAPK2/p38 MAPK
1.5.2.1 Entdeckung und Charakterisierung der SAPK2/p38 MAPK-Mitglieder

Eine Isolierung von Sdugerhomologen des High Osmolarity Glycerol 1 (HOGI)-Proteins,
eine YSAPK aus S. cerevisiae, die durch Hyperosomose aktiviert wird (s. Kap. 1.5.4),
erfolgte unabhéingig voneinander durch unterschiedliche Strategien.

HAN et al. (1994) entdeckte in Makrophagen von Mausen ein 38 kD groB3es Polypeptid, das
in Folge einer Exposition der Zellen mit LPS an Tyrosin-Resten phosphoryliert wird. Das
zugehorige Gen zeigte beziiglich der daraus abgeleiteten AS-Sequenz eine hohe Homologie
zu HOG1. Analog zu dieser YSAPK wies die als p38 MAPK bezeichnete PK ein TGY-Motiv
in der Subdomine VIII auf. In weiterer Ubereinstimmung mit HOG1 wird diese SAPK durch
Hyperosmose in Makrophagen phosphoryliert.

LPS, ein Endotoxin aus der Zellwand gramnegativer Bakterien, induziert in Makrophagen
sowie in anderen Zelltypen die Synthese proinflammatorischer Cytokine, wie z. B. TNFa oder
IL-1PB (s. Kap. 1.5.3.4/5). Cytokin-suppressive antiinflammatorische Wirkstoffe (CSAIDs) aus
der Klasse der Pyridinylimidazole wie SB203580 agieren als Inhibitoren der LPS-stimu-
lierten Cytokinfreisetzung (LEE et al., 1994). In diesem Zusammenhang konnten die a- und
B-Isoformen der p38 MAPKSs als CSAID-bindende Proteine (CSBPs) identifiziert werden.
Durch die Bindung der Pyridinylimidazole wird die Kinaseaktivitdt dieser Isoformen spontan
inhibiert. Aufgrund der Korrelation zwischen CSAID-vermittelter Hemmung der TNFa-
Synthese und der p38 MAPK-Aktivitit repridsentieren die beiden SAPKs essentielle
Vermittler der LPS-induzierten Cytokinsynthese. Diese Tatsache macht sie zu bedeutenden
Zielen in der Entwicklung neuartiger antiinflammatorischer Wirkstoffe (LEE ef al., 1994).
Eine weitere Studie, die zur Entdeckung der p38 MAPKSs beitrug, beschéftigte sich mit der
Regulation der kleinen Hitzeschockproteine HSP25/HSP27, deren in vivo Phosphorylierung
eine wichtige und charakteristische Konsequenz in der zelluldren Reaktion auf proinflam-
matorische Cytokine, Wachstumsfaktoren oder physiologischen Stress ist. Als erste Kinase,
die HSP25/HSP27 in vitro an regulatorischen Stellen phosphorylieren kann, wurde
MAPKAPK?2 aus Skelettmuskeln von Kaninchen isoliert (STOKOE et al., 1992b). Diese
Kinase kann durch Ser/Thr-Phosphorylierung aktiviert und durch die Phosphatase PP2A
inhibiert werden. Anhand von Immunprazipitierungen mit einem p38 MAPK-Mitglied aus
Xenopus laevis konnte diese SAPK als die aktivierende Kinase von HSP25/HSP27 nach
Stress- und IL-1B-Stimulierung identifiziert werden (FRESHNEY et al., 1994; ROUSE et al.,
1994).

Allen Mitgliedern der SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie ist ein TGY-Motiv in der Subdoméne
VIII gemeinsam (LEWIS et al., 1998; WIDMANN et al., 1999). Mittlerweile sind 4 Gene der
p38 MAPKSs bekannt. Sie kodieren fiir folgende Proteine: [1] p38a/SAPK2a/CSBP2/p38/RK,
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[2] p38PB/SAPK2b/CSBP1, [3] p38y/SAPK3/ERK6 und [4] p383/SAPK4 (s. Abb. 1.10)
(FRESHNEY et al., 1994; HAN et al., 1994; LEE et al., 1994; ROUSE et al., 1994; JIANG et
al., 1996; LECHNER et al., 1996; LI et al., 1996; CUENDA et al., 1997, GOEDERT et al.,
1997; WANG et al., 1997). Eine 5. Isoform (p38p2/p38-2) konnte durch STEIN et al. (1997)
isoliert werden (s. Abb. 1.10). Diese p38 MAPK wird vorwiegend in Herz- und Skelett-
muskeln sowie im Gehirn exprimiert und unterscheidet sich von der ihr am dhnlichsten p38p3-
Isoform hauptsichlich durch den Verlust der fiir die B-Isoform typischen Insertion aus 8 AS-
Resten im Anfang der Subdoméne VIa. Von der p38a-Isoform existiert noch eine weitere
Spleilvariante (Mxi2) mit einem verkiirzten C-Terminus (ZERVOS et al., 1995). Die p38y-
Isoform zeichnet sich durch eine vorwiegend auf Skelettmuskeln beschriankte Expression aus.
Die restlichen Mitglieder dieser Subfamilie der MAPKs werden mehr oder weniger ubiquitér
exprimiert (HERLAAR und BROWN, 1999).

Die SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie wird aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitédt ihrer
Mitglieder gegeniiber CSAIDs aus der Klasse der Pyridinylimidazole und der Fahigkeit,
durch bestimmte Stimuli aktiviert zu werden (s. Abb. 1.10), in 2 Klassen eingeteilt. Dabei
erfolgt die Gegeniiberstellung der p38-Isoformen o, B sowie P2 zu denen von y und o
(HERLAAR und BROWN, 1999; TIBBLES und WOODGETT, 1999).

CSAIDs wie SB203580 konnen selektiv die p38a-, B- und B2-Isoformen inhibieren. Ihre
hemmende Wirkung beruht auf der kompetitiven Bindung der ATP-Tasche der p38 MAPKs.
Strukturelle Verdnderungen in dieser ATP-bindenden Tasche konnen die inhibitorische
Effizienz von SB203580 deutlich beeinflussen. Lediglich AS mit kleinen Seitenketten in der
Position 106 (wie Threonin bei p38a, B und B2) lassen eine Bindetasche entstehen, in die der
Fluorophenylring der Pyridinylimidazolverbindung hineinpasst. Sperrige AS-Reste in dieser
Position (wie Methionin bei p38y und p380) reduzieren dagegen drastisch die inhibitorische
Wirkung (EYERS et al., 1998; GUM et al., 1998).

1.5.2.2 Aktivierung und Substrate der p38 MAPKSs

Ahnlich wie JNKs werden p38 MAPKs durch Zellstress-auslésende Stimuli (UV- und
ionisierende Strahlung, oxidativer Stress, Hitzeschock, Hyperosmose), Translationsinhibi-
toren (Anisomycin), Ceramide, LPS sowie durch Bindung proinflammatorischer Cytokine an
ihre Rezeptoren (s. Kap. 1.5.1.4) aktiviert. Sie lassen sich in weiterer Ubereinstimmung mit
den JNKs weniger effektiv durch mitogene Signale stimulieren. Diese werden iiber Ras auf
einem Raf-MEK-ERK-unabhingigen Signalweg vermittelt (s. Kap. 1.5.1.2/3) (KYRIAKIS
und AVRUCH, 1996; LEWIS et al., 1998; HERLAAR und BROWN, 1999; ICHIJO, 1999;
KYRIAKIS, 1999; TIBBLES und WOODGETT, 1999; WIDMANN et al., 1999; ONO und

HAN, 2000). Die verschiedenen p38-Isoformen unterscheiden sich dabei in der Priferenz
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ithrer aktivierenden Signale. So werden die a-, B- und B2-Isoformen vorwiegend durch die
gleichen Stimuli wie die JNKs aktiviert, wihrend p38y und p380 bevorzugt durch
Hyperosmose, Phorbolester, TNFa und IL-1B stimuliert werden (s. Abb. 1.10) (HERLAAR
und BROWN, 1999).

p38 Synonyme MAPKKSs Stimuli Substrate

p38a SAPK2a, CSBP2,  MEK6, MKK3, Stress, Anisomycin, MAPKAPK2 und 3, PRAK,

p38, RK MKK4, MKK6,  LPS, IL-1, IL-3, MNKSs, MSKs, ATF-2,

MKK6b TNFo, CD40L CHOP, Elk-1, MEF-2C, SAP-1a
p38PB SAPK2b, CSBP1 MKK6b Stress, IL-1p, TNFa MAPKAPK?2 und 3, ATF-2, Elk-1
p38B2 p38-2 MEKG6 Stress, Anisomycin, MAPKAPK2 und 3, PRAK,

IL-1pB, TNFa, ATF-2, SAP-la
p38y SAPK3, ERK6 MKK3, MKK6 Hyperosmose, IL-1f, ATF-2, Elk-1, SAP-1a

Phorbolester, TNFa,

p386 SAPK4 MKK3, MKK6 Hyperosmose, IL-1 ATF-2, Elk-1, SAP-1a
Phorbolester, TNFa,

Abb. 1.10:
Tabellarische Ubersicht der diversen p38-Isoformen. Angegeben sind auch ihre alternativen Bezeichnungen. Fiir
jede Isoform sind aufserdem die spezifisch bevorzugten MAPKKs, Stimuli und Substrate aufgefiihrt.

Nach der Aktivierung der p38 MAPKSs durch eine Dualphosphorylierung im TGY-Motiv wird
eine Homodimerisierung ihrerseits beglinstigt (KHOKLATCHEV et al., 1998), worauthin
eine Translokation in den Zellkern erfolgt, in dem die meisten ihrer Substrate lokalisiert sind
(COBB, 1999).

Zu den direkten Substraten der p38 MAPKSs zéhlen im Unterschied zu den JNKs nicht nur
Transkriptionsfaktoren sondern auch einige PKs (detaillierte Ubersicht s. Abb. 1.10 und 1.12),
die aber lediglich durch die p38-Isoformen o, B und B2 an regulatorischen Positionen
phosphoryliert und demzufolge aktiviert werden (HERLAAR und BROWN, 1999;
KYRIAKIS, 1999). Nach ihrer Aktivierung konnen sie im Chromatin enthaltende Proteine,
wie das Histonprotein H3 oder HMG-14, die kleinen Hitzeschockproteine HSP25/HSP27 und
den Transkriptionsfaktor CREB phosphorylieren und stimulieren (THOMSON et al., 1999).
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Zu den ausschlieBlich durch p38 MAPKs aktivierten PKs gehdéren MAPKAPK2,
MAPKAPK3 und PRAK/MAPKAPKS, wihrend MNK, MSK sowie RSK-B auch von ERKSs
stimuliert werden konnen (s. Abb. 1.10 und 1.12) und dadurch in der Lage sind sowohl
mitogene als auch durch Stress induzierte Signale konvergent auf gemeinsame Substrate der
Zelle zu iibertragen (STOKOE et al., 1992a und 1992b; ROUSE et al., 1994; LUDWIG et al.,
1996; MCLAUGHLIN et al., 1996; FUKUNAGA und HUNTER, 1997; WASKIEWICZ et
al., 1997; DEAK et al., 1998; LEWIS et al., 1998; NI et al., 1998; PIERRAT et al., 1998;
THOMSON, 1999).

MAPKAPK2 (ROUSE et al., 1994) und MAPKAPK3 (MCLAUGHLIN et al., 1996), die
beziiglich ihrer AS-Sequenz zu 75 % identisch sind und dhnliche Substratspezifititen besitzen
(CLIFTON et al., 1996), konnen durch die gleichen Agonisten wie p38 MAPKSs aktiviert und
mit SB203580 (s. Kap. 1.5.2.1) inhibiert werden. Aufgrund dieser Zusammenhinge konnten
beide MAPKAPKSs als p38-spezifisch regulierte PKs identifiziert werden (CUENDA et al.,
1997). Nach der Stimulierung durch p38 MAPKs konnen sie ihrerseits HSP25/HSP27 an
regulatorischen Stellen phosphorylieren und aktivieren (s. Abb. 1.12) (ENGEL et al., 1995a
und 1995b; CLIFTON et al., 1996; MCLAUGHLIN et al., 1996; CUENDA et al., 1997,
LEWIS et al., 1998). Die Phosphorylierung von HSP27, scheint die Polymerisation von Aktin
zu steigern und ermoglicht auf diese Weise vermutlich, das durch den Zellstress zerstorte
Mikrofilamentnetzwerk der Zelle zu reparieren und neu zu organisieren (LAVOIE et al.,
1995; GUAY et al., 1997). Aufgrund dessen konnen MAPKAPK2 und MAPKAPK3 als
potentielle Regulatoren der cytoskeletttalen Organisation angesehen werden. Beide
MAPKAPs stimulieren auflerdem noch das cAMP Responsive Element (CRE) Binding
Protein (CREB) und das CREB-bindende Protein (CBP) auf einem direkten und/oder
indirekten Weg (s. Abb. 1.12) (NAKAJIMA et al., 1996; TAN et al., 1996; XING et al., 1996
und 1998). Das an Serl133 phosphorylierte CREB ist dann in der Lage, an CREs in
Promotoren CRE-kontrollierter Gene (z. B. c-Fos) zu binden und deren Transkription zu
induzieren (CUENDA et al., 1997). Eine weitere wichtige physiologische Funktion der im
Zellkern lokalisierten und nach Stimulierung durch p38 MAPKs in das Cytoplasma
diffundierenden MAPKAPK?2 kénnte der Koexport ihrer Aktivatorkinase sein (s. Abb. 1.12).
Die ebenfalls nur durch p38 MAPKSs aktivierbare PRAK konnte durch NEW et al. (1998) aus
humanen Zellen isoliert werden. Das Homolog der Maus wird als MAPKAPKS (NI et al.,
1998) bezeichnet. Diese MAPKAPK-homologe Kinase ist imstande, HSP27 in vitro und in
vivo an funktionalen Stellen zu phosphorylieren (s. Abb. 1.12) (NEW et al., 1998). Weitere
Substrate von ihr wurden noch nicht identifiziert.

Von den sowohl liber ERK- als auch durch p38 MAPK-Signalwege stimulierten PKs MNK
(FUKUNAGA und HUNTER, 1997; WASKIEWICZ et al., 1997) und MSK (DEAK et al.,
1998) existieren jeweils 2 Isoformen (MNKI1,2 und MSK-1,-2). MNKs konnen nach ihrer

Stimulierung den eukaryotischen Initiationsfaktor 4e (elF4e) phosphorylieren und sind
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demnach an der Regulation der Translation beteiligt (s. Abb. 1.12) (WASKIEWICZ et al.,
1997).

Die MSKs besitzen analog zu der MAPKAPK1 zwei Kinase Doménen und sind im Zellkern
lokalisiert (VIK und RYDER, 1997; DALBY et al., 1998). Im Gegensatz zur MAPKAPK2,
scheinen sie dort auch nach ihrer Aktivierung zu verbleiben. Daher sind diese PKs fiir die
Phosphorylierung einiger im Nukleus lokalisierter Substrate verantwortlich. So stellen sie bei
einer Reithe von Zelltypen nach verschiedenen Stimuli die vermutlich wichtigste CREB-
Kinase dar (s. Abb. 1.12). MSKs sind ferner effiziente Kinasen von H3 und HMG-14
(THOMSON et al, 1999). In Folge ihrer Phosphorylierung konnen diese Chromatin-
assoziierten Proteine Modifizierungen in der Chromatinstruktur bewirken, die bei sog.
Limmediate-early” Geninduktionen eine wichtige Rolle spielen (THOMSON et al., 1999).

Die von den p38 MAPKSs aktivierten Transkriptionsfaktoren sind ATF-2, CHOP/GADD153,
Elk-1, Max-Myc, MEF-2C, SAP-1a und STAT (s. Abb. 1.10 und 1.12) (CUENDA et al.,
1997; LEWIS et al., 1998; KYRIAKIS, 1999; THOMSON et al., 1999; TIBBLES und
WOODGETT, 1999; WIDMANN et al., 1999; ONO und HAN, 2000). Die einzelnen p38-
Isoformen unterscheiden sich durchaus in der Priferenz der Aktivierung ihrer diversen
Transkriptionsfaktoren (s. Abb. 1.10) (HERLAAR und BROWN, 1999). AuBBerdem kdénnen
die verschiedenen Isoformen die gemeinsam aktivierten Transkriptionsfaktoren an
unterschiedlichen Stellen phosphorylieren (HERLAAR und BROWN, 1999).

ATF-2 wird durch p38 MAPKs (wie durch JNKs) an Threonin-Resten der N-terminalen
aktivierenden Domine phosphoryliert und auf diese Weise in seiner transkriptionalen
Aktivitdt stimuliert. Dadurch ist dieses Protein, das wie c-Fos und c-Jun zur bZIP-Klasse der
Transkriptionsfaktoren (s. Kap. 1.5.1.2) gehort, in der Lage, nach Dimerisierung AP-1
kontrollierte Gene zu aktivieren (WIDMANN et al., 1999). Als Konsequenz dessen wird z. B.
c-Jun verstiarkt exprimiert. Der Promotor des c-Jun-Gens besitzt jedoch nicht nur AP-1
sondern auch MEF-2 Bindestellen und kann somit auch iiber die von p38 MAPKSs vermittelte
Phosphorylierung des myocytes enhancer factor-2C (MEF-2C) Proteins aktiviert werden
(THOMSON et al., 1999).

Weitere Transkriptionsfaktoren, die von p38 MAPKSs iiber eine Phosphorylierung stimuliert
werden, sind Elk-1 und SAP-1a. Diese Mitglieder der Ternary Complex Factor (TCF)-Familie
konnen darauthin mit SRF dimerisieren und sind dadurch in der Lage, an SREs von
Promotoren SRE-kontrollierter Gene zu binden (THOMSON et al., 1999). Da der c-Fos-
Promotor neben dem CRE und dem SIS-inducible Element (SIE) auch ein SRE aufweist
(BUCKLE et al., 1995), kann eine Expression von c-Fos durch p38 MAPK-Signalwege iiber
eine Aktivierung von Elk-1 und SAP-1a induziert werden.

Der Transkriptionsfaktor CHOP, auch Growth Arrest and DNA Damage Transcription Factor
153 (GADD153) genannt, ist ein Mitglied der C/EBP-Familie der Transkriptionsfaktoren, die
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von p38 MAPKs an Ser78 und Ser81 phosphoryliert und in ihrer Transkriptionsaktivitat
gesteigert werden (WANG und RON, 1996).

Max bindet an Mxi2, wodurch dieser Transkriptionsfaktor phosphoryliert und nachfolgend
mit dem ERK-Substrat c-Myc heterodimerisieren kann (ZERVOS et al., 1995). Dadurch stellt
diese Dimerisierung einen weiteren Konvergenzpunkt zwischen den p38 MAPK- und ERK-
Signalkaskaden dar.

Neben den Transkriptionsfaktoren und PKs koénnen p38 MAPKs auch noch das Schritt-
macherenzym des Arachidonsdure-freisetzenden Synthesewegs, die PLA, (s. Abb. 1.12),
phosphorylieren und somit regulatorisch in die Prostaglandinsynthese eingreifen (KRAMER
etal., 1996).

1.5.2.3 Komponenten der p38 MAPK-Signalwege

Die Aktivierung der p38 MAPKs (detaillierte Darstellung der Signalkomponenten s. Abb.
1.10, 1.11 und 1.12) {iber eine Dualphosphorylierung ihres TGY-Motivs in der Subdomaine
VIII wird katalysiert durch die folgenden 5 MAPKKs: MEK6, MKK3/SAPKK2, MKK4,
MKK6/SAPKK3 und MKK6b (HERLAAR und BROWN, 1999). Bis auf die JNK-
aktivierende MKK4, die zumindest in vitro auch die p38a-Isoform phosphorylieren kann
(SANCHEZ et al., 1994; DERIJARD et al., 1995; LIN et al., 1995; TOURNIER et al., 1997),
sind die restlichen MAPKKs p38-spezifisch, wobei sie unterschiedliche p38-Isoformen
bevorzugt stimulieren (s. Abb. 1.10) (HERLAAR und BROWN, 1999). MKK6 scheint unter
diesem Aspekt jedoch die dominierende MAPKK zu sein, da sie bis auf p38B2 jede p38-
Isoform unter allen bekannten p38-aktivierenden Stimuli phosphorylieren kann (CUENDA et
al., 1996; HAN et al., 1996; MORIGUCHI et al., 1996a; RAINGEAUD et al., 1996; STEIN
et al., 1996) und im Vergleich zur verwandten MKK3 eine wesentlich hohere Basalaktivitat
aufweist (DERIJARD et al, 1995; RAINGEAUD et al., 1996). MKK3 kann die p38-
Isoformen a, y und & phosphorylieren, wéhrend p38p vorwiegend durch MKK6b (JIANG et
al., 1996) und p38P2 hauptsachlich iiber MEK6 (STEIN et al., 1997) stimuliert wird.

Die Aktivitit der p38 MAPKs wird iiber eine Dephosphorylierung ihres TGY-Motivs
inhibiert, die durch dualspezifische PPs, wie MKP-1, MKP-2 und M3/6-Phosphatase, oder
durch die p38-spezifische PACI1 katalysiert wird (CHU et al., 1996; MUDA et al., 1996 und
1997).

Bis heute wurden 7 verschiedene p38-aktivierende MAPKKKSs identifiziert (s. Abb. 1.11 und
1.12), wobei sich ASK1, MTKI1 und TAKI1 als die stirksten Aktivatoren erwiesen. ASK2,
MLK2, MLK3 sowie DLK konnen jedoch auch MKK3 und MKK6 phosphorylieren (LEWIS
et al., 1998; ICHIJO, 1999; KYRIAKIS, 1999; TIBBLES und WOODGETT, 1999;
WIDMANN et al., 1999; ONO und HAN, 2000). Da diese MAPKKKs auch MKK4 und
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MKK?7 phosphorylieren (s. Kap. 1.5.1.3), sind sie zudem in der Lage, JNKs zu aktivieren.
MAPKKKSs, die ausschlieBlich JNK- oder p38 MAPK-Signaltransduktionswege stimulieren
konnen, sind noch nicht bekannt (ICHIJO, 1999).

MAPKKKSs MAPKKKKSs

ASK1/MAPKKKS5, ASK2/MAPKKKS®, MST1/Krs-2, PAK1, PAK2, PAK3
DLK/MUK/ZPK, MLK2/MST, MLK3/SPRK1,
MTK1/MEKK4, TAK1

Abb. 1.11:

Tabellarische Ubersicht der p38-aktivierenden MAPKKKs und MAPKKKKs. Die PKs sind
farblich unterschiedlich dargestellt, je nachdem ob sie ein CRIB-Motiv besitzen oder zu den
SPS1-Familienmitgliedern gehéren.

Die zu den STE20-homologen PKs zdhlenden MAPKKKKs PAK1, PAK2 und PAK3 (s. Kap.
1.5.1.3) vermdgen ebenfalls, nicht nur JNK- sondern auch p38 MAPK-Signalwege zu
aktivieren (s. Abb. 1.11 und 1.12) (MANSER et al., 1994; KNAUS et al., 1995; ABO, 1998).
Viele der p38-aktivierenden MAPKKKs und die PAKs besitzen neben anderen
regulatorischen Doménen auch ein CRIB-Motiv (s. Kap. 1.5.1.3 und Abb. 1.11) und kdnnen
daher durch die von Cdc42 und Racl vermittelten Signale (Stress, osmotischer Schock,
v-Bestrahlung oder Anisomycin) stimuliert werden (s. Kap. 1.5.1.3). Ebenso wie die JNKs
werden die p38 MAPKSs in seltenen Fillen auch durch Ras auf einer Raf-MEK-ERK-
unabhingigen Kaskade tiber Racl aktiviert (s. Kap. 1.5.1.3) (KYRIAKIS und AVRUCH,
1996; KYRIAKIS, 1999).

Die p38 MAPK-Module konnen auch unabhingig von den GTPasen durch die SPS1-
homologe MAPKKKK MSTI1 stimuliert werden (s. Abb. 1.11) (CREASY und CHERNOFF,
1995; KYRIAKIS und AVRUCH, 1996; TAYLOR et al., 1996, KYRIAKIS, 1999, ICHIJO,
1999).

Wie schon im Kap. 1.5.1.3 aufgefiihrt, sind iiber die genauen GTPasen-aktivierenden
Mechanismen nach Stress-vermittelnden Stimuli noch relativ wenige Details bekannt.
Lediglich die mechanistischen Abldufe, die nach Bindung von Liganden an Rezeptoren der
TNFa- oder IL-1B-Familie zu einer Stimulierung von p38 MAPK-Modulen fiihren, sind
detailliert charakterisiert (s. Kap. 1.5.1.4). Auch die Apoptose-vermittelnden Signaltrans-
duktionsprozesse, die durch eine Assoziation zwischen TNFR1 oder Fas-Rezeptor und ihren
Liganden ausgelost werden und zu einer Aktivierung von p38 MAPKSs fiihren, sind exakt
beschrieben worden (s. Kap. 1.5.1.4).
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Abb. 1.12:
Die p38 MAPK-Signaltransduktionskaskaden. Dargestellt sind die aktivierenden Stimuli der p38 MAPK-

Kaskaden und die Komponenten, die diese Signale innerhalb der Zelle bis in den Zellkern weiterleiten. Die
Pfeile reprisentieren die Aktivierung der entsprechenden Signalkomponenten, unterbrochene Pfeile stehen fiir
eine Aktivierung iiber einen noch unbekannten Mechanismus/Weg; gepunktete Pfeile dokumentieren eine
Translokation der Signalelemente in den Nukleus oder in das Cytoplasma,; stumpf endende Pfeile reprisentieren

eine Inhibition der Signalelemente.
Quelle: www.CELLSIGNAL.com
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1.5.3 Biologische Funktionen der SAPKSs
1.5.3.1 Beteiligung an apoptotischen Prozessen

Die genauen Funktionen der SAPK-Mitglieder in der Regulation der Apoptose, wie auch in
der Steuerung der iibrigen biologischen Prozesse (s. Kap. 1.5.3.2-5), werden erst beginnend
aufgeklart.

Die SAPKs werden durch viele Apoptose-auslosende Stimuli, wie Wachstumsfaktorentzug,
hyperosmotischer Stress, UV- oder y-Bestrahlung, sowie durch Bindung von Fas an die
Zelloberflache aktiviert. Konkrete Hinweise auf eine Beteiligung der SAPKs im Apoptose-
prozess stammen vor allem aus Studien mit neuronal-differenzierten PC12 Zellen, von denen
einige nach NGF-Entzug Apoptose eingehen. Die Expression von dominanten Inhibitoren der
JNK- und p38 MAPK-Signalwege (Kinase-inaktive MKK4 und MKK3) konnte unter diesen
Bedingungen Apoptose erfolgreich unterbinden, wéhrend konstitutiv aktive MKK4 und
MKK3 in Gegenwart von Serum Apoptose unterstiitzten (XIA et al., 1995). Die Stimulierung
von ERK1/2-Kaskaden durch konstitutiv aktive MEK verhinderte dagegen den program-
mierten Zelltod nach Serumentzug (XIA et al., 1995). Diese Erkenntnisse lassen zudem
vermuten, dass die Balance zwischen der Stirke der ERK- und SAPK-Signale ausschlag-
gebend sein kénnte fiir die Entscheidung der Zelle, entweder ihr Uberleben zu unterstiitzen
oder Apoptose einzugehen (XIA et al., 1995). Weitere Fakten, die eine Aktivierung der
SAPKs im Verlauf der Apoptose belegen, wurden auch durch den Einsatz von Caspase-
inhibitoren gewonnen. Diese konnen eine Aktivierung der SAPKs verhindern (CAHILL et al.,
1996; JUO et al., 1997, TOYOSHIMA et al., 1997). Aulerdem wurde nachgewiesen, dass
eine Bindung von Liganden an Fas-Rezeptoren SAPKs stimulieren (s. Kap. 1.5.1.4 und
1.5.2.3) und der dadurch ausgeloste apoptotische Prozess von SB203580 unterdriickt werden
kann (GOILLOT et al., 1997). Der p38-spezifische Inhibitor SB203580 (s. Kap. 1.5.2.1) kann
ebenfalls Glutamat-induzierte Apoptose in Neuronen verhindern (KAWASAKI et al., 1997).
Den womoglich schliissigsten Beleg der Notwendigkeit einer Aktivierung von JNKs und
Phosphorylierung von c-Jun im Verlauf einer neuronalen Apoptose wurde durch die
Beobachtung erbracht, dass in JNK3-defizienten Méusen hippocampale Neuronen in einem
wesentlich geringeren Ausmall durch Kainat-induzierte Apoptose absterben als vergleichbare
Wildtyp-Individuen (YANG et al., 1997).

Im Kontrast zu diesen Befunden, die eine pro-apoptotische Wirkung der SAPK-Signalwege
demonstrieren, gibt es jedoch eine wachsende Zahl an Untersuchungen die belegen, dass die
Aktivierung von SAPKs vor einer durch Stress-ausgelosten Apoptose schiitzen. Der
eindeutigste Beweis fiir eine anti-apoptotische Funktion von c-Jun stammt aus Experimenten
mit c-Jun-defizienten Fibroblasten, die im Vergleich zu den Wildtypzellen nach UV-
Bestrahlung eine wesentlich hohere Sterberate aufwiesen (WISDOM et al., 1999). Versuche
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mit BAF3 prd-B Zellen, die nach IL-3-Entzug Apoptose eingehen und bei denen nach
Wiederzufuhr von IL-3 eine JNK-Aktivierung feststellbar war (SMITH et al., 1997), stiitzen
diese Beobachtung.

Diese widerspriichlichen Belege fiir sowohl pro- als auch anti-apoptotische Wirkungen von
SAPK-Signalkaskaden konnen zur Zeit noch nicht gédnzlich erklart werden. Sicherlich spielt
bei diesen kontrdren Entscheidungen der Zelle die Art des Stimulus sowie der Zelltyp eine
wesentliche Rolle (KYRIAKIS, 1999; WIDMANN et al., 1999). Die Stimulierung der
SAPKs wihrend der Apoptose induziert jedenfalls eine verstiarkte Expression von Proteinen,
die fiir den Fortgang des programmierten Zelltods notwendig sind. Dies scheint jedoch eher
ein begleitender und kein auslosender Faktor im Verlauf der Apoptose zu sein (TIBBLES und
WOODGETT, 1999).

1.5.3.2 Kontrolle des Zellzyklusses

Auch in der Kontrolle des Zellzyklusses spielt die Aktivierung der SAPKs eine Rolle. Durch
zahlreiche Studien konnte belegt werden, dass wihrend einer durch Onkogene oder
Wachstumsfaktoren induzierten Transformation der Zelle neben der Ras-Raf-MEK-ERK-
Kaskade auch SAPKs stimuliert werden (TIBBLES und WOODGETT, 1999). Die
Aktivierung der SAPK-Signaltransduktionswege erfolgt unter diesen Umstdnden vermutlich
durch Racl und Cdc42 (KYRIAKIS, 1999).

1.5.3.3 Steuerung der Morphogenese

Die Stimulierung der SAPK-Signalwege, scheint in zahlreichen morphogenetischen Vorgén-
gen von essentieller Bedeutung zu sein.

In D. melanogaster konnte z. B. eine Beteiligung der INK-Kaskade und des Homologs von c-
Jun (DJUN) an Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen nachgewiesen werden
(BOHMANN et al., 1994; PEVERALI et al., 1996; KOCKEL et al., 1997; RIESGO-
ESCOVAR und HAFEN, 1997). So starben beispielsweise Fruchtfliegenmutanten in einer
frithen Phase der Embryogenese, die weder DJUN noch DJNK oder das MKK7-homologe
HEP exprimieren konnten (GLISE et al., 1995; SLUSS et al., 1996, TIBBLES und
WOODGETT, 1999).

SAPK-Signalwege nehmen aber auch in der Morphogenese von Sdugern eine zentrale
Position ein, wie anhand von MKK4-defizienten Mausen nachgewiesen werden konnte, die
am 12. Tag nach der Befruchtung im Uterus starben (GANIATSAS et al., 1998). In die
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Entwicklung und Differenzierung des Immunsystems der Sduger sind sie ebenfalls involviert
(NISHINA et al., 1997; SWAT et al., 1998).

1.5.3.4 Induktion von Immunreaktionen

Die SAPKs besetzen zudem eine Schliisselrolle in der Induktion spezifischer Immun-
antworten nach Ligation von Antigenen an T-Zell-Rezeptoren (TZRs).

T-Zell-Aktivierung und die dadurch ausgeloste IL-2-Synthese iiber den TZR-Komplex
bendtigt die Kostimulierung von CD28, das wiederum an B7-1 und B7-2 Antigen-
prasentierende Zellen bindet. Durch die simultanen TZR- und CD28-Signale werden SAPKs
synergetisch aktiviert (SU et al., 1994). Dies induziert eine IL-2-Expression iiber eine
Aktivierung des IL-2-Promotors (FARIS et al., 1996). Die SAPKSs regulieren ferner das IL-2-
enhancer Element (HOFFMEYER et al., 1998) und stabilisieren die mRNA von IL-2 in
aktivierten T-Zellen (CHEN et al., 1998). Die von den SAPKs vermittelte Expression von IL-
2 bewirkt letztendlich eine T-Zell-Proliferation.

Eine direkte Beteiligung der p38 MAPKs an der Stimulierung der IL-2-Synthese nach
TZR/CD28-Koaktivierung konnte durch eine entweder iiber die Expression von dominant-
negativer MKK6 oder in Folge der Zugabe von SB203580 induzierte Unterdriickung der
transkriptionalen Aktivierung des IL-2-Promotors nachgewiesen werden (MATSUDA et al.,
1998).

Die Expression von IL-2 sowie die des IL-2-Rezeptors nach T-Zell-Aktivierung fiihrt im
Verlauf der T-Zell-Proliferation zu einer positiven Riickkopplung, denn durch die induzierte
IL-2-Synthese werden erneut ERK-, JNK- und p38 MAPK-Signalwege aktiviert. Diese
synergetischen Effekte fordern die T-Zell-Proliferation (CRAWLEY et al., 1997). Der
Prozess wird durch die Signale des cytotoxischen T-Lymphocyten Antigens 4 (CTLA-4)
beendet, eines Zelloberflichenmolekiils, das im Verlauf der T-Zell-Aktivierung induziert
wird. Die Ligation von CTLA-4 unterdriickt die SAPK-Stimulierung und somit die T-Zell-
Proliferation sowie die IL-2-Produktion (CALVO et al., 1997).

Auch in B-Zellen werden SAPKs nach Bindung von Liganden an CD40-Rezeptoren aktiviert
(SAKATA et al.,1995; BERBERICH et al., 1996; SUTHERLAND et al.,1996). In B-Zellen
ist der CD40-Rezeptor in die Proliferation und das Uberleben der Zellen als auch die
Differenzierung von B-Gedichtnis-Zellen sowie das Mischen der Immunglobulinklassen
involviert.

Im Fall der Fruchtfliege D. melanogaster werden DJNK, Homologe der p38 MAPKs und
p38-aktivierende Kinasen (HAN et al., 1998) ebenso durch das LPS-Pathogen stimuliert, wie
die SAPKs in Zellen hoherer Tiere (s. Kap. 1.5.2.1). Da die SAPK-Aktivierung an der

Stimulierung des Immunsystems der Insekten und Sduger beteiligt ist, muss davon
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ausgegangen werden, dass diese biologische Funktion der SAPKs im Verlauf der Evolution

konserviert wurde.

1.5.3.5 Initiation von Entziindungsprozessen

Die Signaltransduktionskaskaden der SAPKs haben neben einer Reihe weiterer Signalwege
(von z. B. ERK oder NF-kB) auch eine herausragende Funktion in der Initiation und
Propagierung von Entziindungsprozessen.

Akute Inflammation ist eine sehr facettenreiche Antwort auf eine mikrobielle Invasion oder
den Verlust der Gewebeintegritit. Bakterielle Produkte wie LPS konnen unter diesen
Gegebenheiten akute Reaktionen des Organismus auslésen und die Aktivierung von Cytokin-
synthetisierenden Makrophagen bewirken (TIBBLES und WOODGETT, 1999). Konjugate
von LPS-bindenden Proteinen aktivieren dabei die SAPK-Kaskade durch Ligation mit dem
Zelloberflachenrezeptor CD14 (HAMBLETON et al., 1996). Die Aktivierung der SAPKs ist
z. B. fiir eine effiziente Translation der mRNA von TNFa notig (SWANTEK et al., 1997).
AulBerdem kann die TNFa-Synthese durch CSAIDs, die spezifisch p38a- und p38p-Isoformen
inhibieren konnen (s. Kap. 1.5.2.1), gechemmt werden.

Die SAPKs sind jedoch nicht nur {iber die von ihnen stimulierte Expression proinflam-
matorischer Cytokine an Entziindungsprozessen beteiligt, sondern auch durch die Aktivierung
der Stickstoffmonooxid Synthetase (DA SILVA et al., 1997) oder von Metallproteasen der
Matrix (REUNANEN et al., 1998). Ferner wird die Expression der Cyclooyxgenase 2 durch
SAPK-Signalwege unter diesen Umstdnden stimuliert, wodurch diese Signaltransduktions-
kaskade mit der Prostaglandinsynthese verbunden wird (XIE und HERSCHMANN, 1995 und
1996).

1.5.4 Die YSAPK HOGI1 und osmotischer Stress

1.5.4.1 Bedeutung der Osmoregulation fiir die Zelle

Die Aufrechterhaltung der intrazelluldren Konzentration anorganischer Ionen und die des
Zellvolumens ist fiir die Funktion einer Zelle von essentieller Bedeutung. Sie wird realisiert
durch einen selektiven, energieverbrauchenden Transport von Elektrolyten iiber die Plasma-
membran sowie durch die metabolische Regulation des Gehalts an organischen Osmolyten im
Cytoplasma (YANCEY et al., 1982; STEIN, 1990). Ein Anstieg der externen Osmolaritit
(Hyperosmose) induziert eine Reihe physiologischer Prozesse, dazu zdhlen eine temporire

Unterbrechung des Zellwachstums und der -teilung, eine Zerstérung des organisierten
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Aktincytoskeletts und eine vorlibergehende Reduktion in der allgemeinen Genexpression
(GUSTIN et al., 1998). Die Zellen reagieren adaptiv auf diese Situation, indem sie eine
osmoregulatorische Modulation des Wasser- und Ionenflusses iiber die Zellmembran
vornehmen und verstérkt die Synthese von organischen Osmolyten sowie von Makromolekiil-
schiitzenden Proteinen induzieren. Diese Adaption an hyperosmotische Stressbedingungen
wird ausgelost durch sensorische Komponenten und Signaltransduktionselemente, die eine
Verdanderung der osmotischen Stirke des extrazelluldren Millieus registrieren und diese

Informationen in das Zellinnere weiterleiten.

1.5.4.2 Reaktion auf Hyperosmose durch HOGI1 in S. cerevisiae

In den Zellen von S. cerevisiae spielt die Synthese des Osmolyts Glycerin eine zentrale Rolle
in der adaptiven Reaktion auf hyperosmotische Bedingungen. BREWSTER et al. (1993)
konnte anhand von Studien mit Osmoregulations-defekten Hefemutanten (Osm®) den High
Osmolarity Glycerol (HOG)-Signalweg nachweisen. Diese Signaltransduktionskaskade wird
durch Hyperosmose aktiviert und induziert nachfolgend u. a. die Expression Glycerin-
synthetisierender Gene (GUSTIN et al., 1998; KULTZ und BURG, 1998; LEWIS et al.,
1998; WIDMANN et al., 1998). In Folge der verstarkten Glycerinsynthese und einer rapiden
Abnahme der Glycerinpermeabilitit der Plasmamembran durch Inhibition des wichtigsten
Glycerintransporters FPS1 (LUYTEN et al., 1995; SUTHERLAND et al., 1997) kann die
intrazelluldre Glycerinkonzentration bis in den molaren Bereich angehoben werden (REED et
al., 1987; MEIKLE et al., 1988). Dadurch versucht die Zelle, die Abnahme des Zellvolumens
zu reduzieren (KULTZ et al., 1997).

Der HOG-Signalweg besteht aus einer Verbindung der beiden primiren Osmosensoren SLN1
und SHO1 mit einem jeweils nachgeschalteten MAPK-Modul (zusammengesetzt aus den
MAPKKKs SSK2/SSK22 oder STE11, der MAPKK PBS2 und der MAPK HOGI)
(detaillierte Ubersicht s. Abb. 1.13) (BREWSTER et al., 1993; MAEDA et al., 1994 und
1995). Die Klonierung der beiden zentralen Komponenten dieses Signalwegs PBS2 und
HOGI1 gelang durch Versuche, den Osm’-Phidnotyp mit genomischen DNA-Fragmenten
funktional zu komplementieren (BREWSTER et al., 1993). Die aus dem HOGI-Gen
abgeleitete AS-Sequenz zeigte in einem Vergleich mit anderen Mitgliedern der MAPK-
Familie die hochste Ubereinstimmung zu den der SAPK1/JNK- und der SAPK2/p38 MAPK-
Subfamilie sowie zu einer Reihe anderer SAPK-homologer Enzyme aus diversen Hefe-
stimmen, die zusammen die YSAPK-Subfamilie bilden (s. Kap. 1.4.1). Basierend auf der
funktionalen Komplementierung HOG/-defizienter Mutanten (HOGI-Al), der hohen
Similaritdt ihrer AS-Sequenzen und dem gemeinsamen Glycin-Rest im konservierten TGY-

Motiv kann die p38 MAPK als das am ndchsten zu HOGI1 verwandte Sdugerhomolog
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angesehen werden (HAN et al., 1994). Im Gegensatz zu den SAPKs der Tiere (s. Kap. 1.5.1.2
und 1.5.2.2) wird diese YSAPK ausschlieBlich durch Hyperosmose aktiviert (SCHULLER et
al., 1994).

Nach der Aktivierung wird HOG1 im Nukleus akkumuliert (REISER et al., 1999). Dort kann
diese YSAPK die induzierbaren Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren MSN2 sowie MSN4
phosphorylieren, die daraufhin mit Stress Response Elements (STREs) von Promotoren
assoziieren und demzufolge die Transkription STRE-kontrollierter Gene stimulieren (s. Abb.
1.13) (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996; SCHMITT und MCENTEE, 1996; GORNER et
al., 1998). Zu dieser Genklasse gehdren u. a. die Gene der cytosolischen Katalase T 1 (CTT1)
(HARTIG und RUIS, 1986), HSP12 (PRAEKELT und MEACOCK, 1990), HSP26 (PETKO
und LINDQUIST, 1986) sowie das des DNA-Damage-Responsive 2 (DDR2)-Proteins
(KOBAYASHI und MCENTEE, 1990). Aufgrund der Priasenz von STREs konnen diese Gene
neben Hyperosmose auch durch andere Stress-auslosende Stimuli (z. B. H;O, oder
Hitzeschock) aktiviert werden (SCHULLER et al., 1994). Sie schiitzen unter diesen
Bedingungen Proteine und DNA, oder helfen beschéddigte Makromolekiile zu reparieren
(SCHULLER et al., 1994; KULTZ und BURG, 1998).

Gene einer anderen Klasse, die im Kontrast zu Letzterer nur liber Hyperosmose und somit
ausschlieBlich durch HOG1 aktiviert werden, kodieren fiir Glycerin-synthetisierende Enzyme,
wie die Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase 1 (GPD1) (ALBERTYN et al., 1994) oder
Glycerin-3-Phosphatase 2 (GPP2) (NORBECK et al., 1996), sowie fiir die Trehalose-
Phosphat Phosphatase 2 (TPS2) (RUIS und SCHULLER, 1995), die eine Bildung des
Glycerin-kompatiblen Osmolyts Trehalose katalysiert (s. Abb. 1.13). Bislang konnten jedoch
keine aktivierenden Transkriptionsfaktoren dieser Genklasse nachgewiesen werden.

Der HOG-Signalweg wird durch die Tyr-PPs PTP2 (GUAN et al., 1992; JAMES et al., 1992;
OTA und VARSHAVSKY, 1992) und PTP3 (JACOBY et al., 1997; WURGLER-MURPHY
et al., 1997) sowie durch die PP2C-homologen Ser/Thr-PPs PTC1, PTC2 und PTC3
(MAEDA et al., 1993) inhibiert (s. Abb. 1.13).

1.5.4.3 Komponenten des HOG-Signalwegs

Wie bereits angedeutet, aktiviert S. cerevisiae liber die beiden primiren Osmosensoren SLN1
und SHOI1 bei hyperosmotischem Stress 2 Signalwege, die zu einer Phosphorylierung und
Stimulierung der HOG1-spezifischen MAPKK PBS2 fiihren (s. Abb. 1.13) (MAEDA et al.,
1994 und 1995). PBS2 phosphoryliert darauthin Threonin und Tyrosin im TGY-Motiv von
HOGI1, wodurch diese YSAPK aktiviert wird (BREWESTER et al., 1993). Beide Osmo-

sensoren fungieren in diesem Zusammenhang jedoch auf unterschiedliche Weise.
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Abb. 1.13:

Der HOG-Signaltransduktionsweg von S. cerevisiae. Dargestellt sind die Signalkomponenten, die fiir die
Weiterleitung des hyperosmotischen Signals verantwortlich sind. Ebenso sind die physiologischen Effekte nach
Stimulierung der HOG-Kaskade aufgefiihrt. Die Pfeile reprisentieren eine Aktivierung der entsprechenden
Signalkomponenten; der gepunktete Pfeil dokumentiert die Translokation des aktivierten HOGI in den Nukleus,
der stumpf endende Pfeil bedeutet eine Inhibition von Komponenten des Signalwegs.

Das transmembrane Protein SLNI1 bildet mit dem Signalregulator SSK1 und dem beide
Signalkomponenten verbindenden Protein YPDI ein Signalsystem (s. Abb. 1.13), das analog
zu dem ,,Zwei-Komponenten-System* der Prokaryoten funktioniert (WURGLER-MURPHY
und SAITO, 1997). Solche Systeme konnten bislang nur in Bakterien, Pilzen und Pflanzen



EINLEITUNG 39

nachgewiesen werden (KULTZ und BURG, 1998). Ein typisches prokaryotisches ,,Zwei-
Komponenten-System* ist aus einem Sensor- und einem Signalregulatormolekiil aufgebaut.
Das sensorische Protein besitzt dabei eine extrazelluldire Domine sowie eine cytoplasmatische
His-Kinase Doméne. Das Signalregulatorprotein verfiigt dagegen iiber eine Empfinger-
doméne sowie eine DNA-bindende Doméne und représentiert die cytosolische Komponente
des Signalwegs. In S. cerevisiae findet sich ein solches System prinzipiell wieder, allerdings
mit den Erginzungen eines zwischen dem primdren Osmosensor und Signalregulator
vermittelnden Proteins und eines sich anschlieBenden MAPK-Moduls (s. Abb. 1.13)
(WIDMANN et al., 1999).

Der primiare Osmosensor SLN1 besteht aus einer extrazelluliren Sensordomine, einer
intrazelluldren His-Kinase Domine und einer Phosphat-Empfanger Doméne. Er ist unter
1soosmotischen Bedingungen aktiv. Dabei wird ein konservierter Histidin-Rest in der Kinase
Domine autophosphoryliert, worauthin der Phosphatrest auf einen Aspartat-Rest der
Empfinger Doméne eines zweiten SLN1-Molekiils transferiert wird. Von dort aus wird er auf
einen Histidin-Rest des YPDI1-Proteins und anschlieBend auf ein Aspartat-Rest der
Empfinger Domdne von SSK1 iibertragen. Dadurch wird der Signalregulator inaktiviert
(POSAS et al., 1996). Bei Hyperosmolaritit dagegen wird die His-Kinase Doméne von SLN1
inhibiert, infolgedessen SSK1 nicht phosphoryliert und inaktiviert werden kann. Dadurch ist
dieser Signalregulator in der Lage, die nachgeschalteten MAPKKKs SSK2/SSK22 und somit
das HOG1-Modul zu stimulieren (MAEDA et al., 1994).

Der zweite Osmosensor SHO1 wird im Gegensatz zu SLN1 durch Hyperosmose aktiviert,
worauthin das transmembrane Protein anhand seiner intrazelluliren SH3-Domine an eine
Prolin-reiche Sequenz von PBS2 assoziiert (MAEDA et al., 1995). Die MAPKK kann dann
als Gertistprotein (s. Kap. 1.4.3) die weiteren Komponenten dieses HOG1-Moduls (STE11
und HOGI1, s. Abb. 1.13) miteinander verbinden (POSAS und SAITO, 1997). Dadurch wird
verhindert, dass die durch Hyperosmose stimulierte MAPKKKs STE11 die Pheromon- und
Filamentationskaskade unspezifisch aktiviert (s. Kap. 1.4.3).

Neben der Induktion osmoprotektiver Gene, scheint eine weitere Aufgabe des HOG-
Signalwegs die Kontrolle des Zellzyklusses zu sein. Hyperosmose bewirkt aufler den
geschilderten Vorgédngen auch eine Unterbrechung des zelluliren Wachstums- und Teilungs-
zyklus, die mit dem Verlust eines organisierten Aktincytoskeletts korreliert. Sowohl die
Fortfiihrung des Zyklusses im Anschluss an die G2 Phase als auch die Reorganisation des
Aktinskeletts bei hyperosmotischem Stress verlaufen womdoglich unter einer Kontrolle von
HOG1 (GUSTIN et al., 1998).
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2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Beim Ubergang von einzelligen zu mehrzelligen Organismen wurden aufgrund der wesentlich
komplexeren Zell-Zell-Interaktionen in Metazoen neue Signalwege etabliert. Da Schwamme
die einfachsten und urspriinglichsten multizelluldren Tiere sind, eignen sie sich gut als

Modellsystem zur Erforschung von Signaltransduktionsprozessen.

Die SAPKs stellen hoch konservierte zentrale Signalkomponenten dar, die durch zahlreiche
Zellstress-auslosende Stimuli aktiviert werden und in vielen biologischen Prozessen eine
Schliisselposition einnehmen. Einige voran- und nachgeschaltete Elemente der SAPK-Module
wurden bereits im marinen Schwamm S. domuncula identifiziert (GAMULIN et al., 1997,
KRUSE et al., 1997).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung und Charakterisierung von Mitgliedern der
SAPK1/JNK- und SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie der MAPKs aus dem Schwamm .
domuncula. Diese sollten zundchst mittels degenerierter Primer aus der cDNA-Bibliothek
dieser Spezies isoliert werden. Auflerdem sollte die Aufklarung der Exon/Intron-Struktur ihrer
Gene erfolgen. Der Vergleich ihrer Genstruktur mit der von SAPKs aus anderen Metazoen
(Protostomia und Deuterostomia) sollte aulerdem Hinweise auf die molekulare Evolution der
SAPK-Gene ergeben. Durch die Verwendung von Antikdrpern, die jeweils die dualphospho-
rylierte Form der JNK- oder p38-Proteine erkennen, sollte anhand von Western Blots heraus-
gefunden werden, welche Zellstress-auslosenden Stimuli eine Aktivierung der SAPKs des
Schwamms induzieren. Fiir die weitere Charakterisierung dieser SAPKs wurden auch Studien
mit dem p38-spezifischen Inhibitor SB203580 und Northern Blots durchgefiihrt.

Es wird angenommen, dass die JNKs und p38 MAPKs der Metazoen von der einzigen SAPK
der Hefe (HOG1) abstammen (CAFFREY et al., 1999). Der Vergleich ihrer AS-Abfolgen
bestitigt diese Vermutung (KULTZ, 1998; KULTZ und BURG, 1998). AuBlerdem existieren
einige Studien, die belegen, dass HOGI-defiziente Hefestimme mit JNKs und p38 MAPKs
funktional komplementiert werden konnen (GALCHEVA-GARGOVA et al., 1994; HAN et
al., 1994; KUMAR et al., 1995; HAN et al., 1998; KAWASAKI et al., 1999). Um zu
untersuchen, ob auch die SAPKs des Schwamms in der Lage sind, die Funktion des HOG1-
Proteins der Hefe zu iibernehmen, sollten HOGI-A41-Nullmutanten mit den Schwamm-
Kinasen rekombiniert werden. Durch Immunfluoreszenzmikroskopie sollte auferdem die
Bestimmung der intrazelluliren Lokalisation der aktivierten SAPKs in den Hefezellen

erfolgen.
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3 MATERIAL und METHODEN

3.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den folgenden Firmen in p.a.-Qualitit bezogen:
FLUKA (Buchs, CH), ICN BIOMEDICALS (Eschwege), MERCK (Darmstadt), ROTH
(Karlsruhe) und SIGMA (Deisenhofen).

3.2 Gerate

Brutschrank
DNA-Sequenzierer
Elektrophoresekammern:

Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschrianke:

Heizblock
Inkubator und Schiittler:

Kiihlschrank

Magnetriihrer mit Heizplatte
Mikrowelle

Morser und Pistill
Multiscanner
Orbitalschwenker

pH-Meter

Phosphorlmager

Pipetten:

Quarzkiivette
Reinraumarbeitsplatz
Rotoren:

Semi-Dry-Blotting-Kammer
Sonifizierer
Spannungsgerite

Speed Vac

Spektralphotometer:

Sterilisator

Thermocycler
Transilluminator- und
Geldokumentationssystem
Umkehrmikroskop

BE-400

LI-COR Modell 4200 L
MiniProtean® II
Mini-Sub® Cell GT
2012 Maxiphor
AH3BT3

-20°C

-80°C

UNITEK HB-130
Certomat® H
Certomat® R

MR 3000 (HEIDOLPH)
M 9237

TITERTEK Multiskan® Plus

Polymax 1040T (HEIDOLPH)

PH 320/Set-2
Molecularlmager GS-525
Pipetman

Reference

QS 1.000

8580

GSA

HB 6

Trans-Blot® SD
B-12/15 (BRANSON)
PowerPac 200 und 300
SVC 100/RH 40-11

GeneQuant I1
SmartSpec™ 3000
FDL 115
Touchdown

MEMMERT, Schwabach
MWG BIOTECH, Ebersberg
BIORAD, Miinchen
BIORAD, Miinchen

LKB, Bromma, SWE
OLYMPUS, Hamburg
LIEBHERR, Ochsenhausen
NUNC, Wiesbaden
SALMON ELECTRONICS Beds, UK
BRAUN, Melsungen

BRAUN, Melsungen

LIEBHERR, Ochsenhausen
NEOLAB, Heidelberg

SAMSUNG, UK
BENDER&HOBEIN, Bruchsal
LABSYSTEMS, Finnland
NEOLAB, Heidelberg

WTW, Weilheim

BIORAD, Miinchen

GILSON, Villieres-Le-Bel, F
EPPENDORF, Hamburg
PHARMACIA, Freiburg
KOTTERMANN, Uetze-Hiingingen
DUPONT, Bad Homburg
DUPONT, Bad Homburg

BIORAD, Miinchen
HEINEMANN, Schwibisch Gmiind
BIORAD, Miinchen

SAVAVANT INSTRUMENTS,
Farmingdale, USA

PHARMACIA, Freiburg

BIORAD, Miinchen

WTB BINDER, Tuttlingen
HYBAID/AGS, Heidelberg

UVP LIMITED, Cambridge, UK
HUND, Wetzlar
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Umwilzerthermostat Julabo Exatherm U3 KUHN&BAEYER, Nidderau
Videoprinter UP 860 CE SONY, UK
UV-Crosslinker Stratalinker 1800 STRATAGENE, Amsterdam, NL
UVB-Lampe (20 W) UV-B TL 12RS PHILIPS, Hamburg
Vortexer Reax 2000 (HEIDOLPH) NEOLAB, Heidelberg
Waagen: PB 300 METTLER, Giessen, CH
MC BA 100 SARTORIUS, Géttingen
Wasserbad (beheizbar) 3047 KOTTERMANN, Uetze-Hingingen
Zentrifugen: Kontron Z 364 BERTHOLD HERMLE, Gosheim
Kiihlzentrifuge 5402 EPPENDORF, Hamburg

Sorvall RC-5B
Zentrifuge 5415 C
Qualitron DW-41

3.3 Verbrauchsmaterialien

Acid washed glass beads (&2 425-600 pm)
Aluminiumfolie

Einwegspritzen (2, 5, 10 und 20 ml)
Elektrodenpapier

Entwickler und Fixierer fiir Rontgenfilme
Falcon Reaktionsgefd3e (5, 10 und 50 ml)
Frischhaltefolie

Microstrips (0,2 ml, tubes und caps)
Nagellack

Nylonmembran (positiv geladen)
Objekttrager

Omnistrips (0,3 ml tubes und caps)
Papierfalthandtiicher TorkClassic
Parafilm M

Pasteurpipetten
Petrischalen

pH-Indikatorstéibchen
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filtereinsatz
Plastikfolie (SEVERIN)

Plastikpipetten (5, 10 und 25 ml)
PVDF-Membran (Immobilon-P)
Reaktionsgefilie (1,5 ml)
Reaktionsgefilie (2,0 ml)
Rontgenfilm New RX (FUJI)
Sterilfilter (0,2 wm)
Videoprinterpapier

24 und 96 well-Platten

DUPONT, Bad Homburg
EPPENDORF, Hamburg
ROTH, Karlsruhe

SIGMA, Deisenhofen

MELITTA, Minden

BRAUN, Melsungen

AMERSHAM, Braunschweig
KODAK, Paris, F
BECTON&DICKINSON, New Jersey, USA
MELITTA, Minden

DIANOVA, Hamburg

CHICOGO, Erkrath

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
IDL, Nidderau

DIANOVA, Hamburg

APURA, Mainz

AMERICAN NATIONAL CAN,
Greenwhich, USA

WU, Mainz

BECTON&DICKINSON, New Jersey, USA
NUNC, Wiesbaden

GREINER, Frickenhausen

MERCK, Darmstadt

ROTH, Karlsruhe

BIOZYM, Hess. Oldendorf

bezogen iiber NEOLAB MIGGE,
Heidelberg

BECTON&DICKINSON, New Jersey, USA
MILLIPORE, Bedford, USA

BRAND, Wertheim

EPPENDORF, Hamburg

bezogen iiber BECHTHOLD, Kelkheim
NALGENE, Rochester, USA
ROTHAAR&SCHRODER, Heidelberg
NUNC, Wiesbaden
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3.4 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIAP)
BamHI

BioTherm™ DNA-Polymerase
FirePol DNA-Polymerase
Lyticase (25000 U)

Taq DNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

3.5 Kits

BM Chemoluminescence Blotting Substrate (POD)

Epicurian Coli® XL1-Blue Supercompetent Cells
Geneclean® Spin Kit

High Pure™ Plasmid Isolation Kit

High Pure™ PCR Product Purification Kit
PCR DIG Probe Snythesis Kit

pGEM®-T Cloning Kit I

QIAGEN Genomic DNA Purification Kit
QIAfilter™ Plasmid Midi Kit

Sequi Therm EXCEL™ II DNA Sequencing Kit
SUPERSCRIPT™ Preamplification System
for First Strand cDNA Synthesis

Thermo Sequenase fluorescent labelled primer
cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP

Yeast DNA Isolation Kit

3.6 Antikorper

3.6.1 Primirantikorper

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments
Anti-His (C-Term)

Phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182)
Phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185)
p-INK (G-7)

p38 MAP Kinase

SAPK/INK

MBI, St. Leon-Rot

MBI, St. Leon-Rot

GENECRAFT, Miinster

OU SOOLIS, Tara, EST

SIGMA, Deisenhofen

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
MBI, St. Leon-Rot

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
STRATAGENE, Amsterdam, NL
BIO 101, La Jolla, USA

bezogen iiber DIANOV A, Hamburg
ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe
PROMEGA, Mannheim

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

BIOZYM, Hess. Oldendorf

LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe

AMERSHAM-PHARMACIA,
Braunschweig
STRATAGENE, Amsterdam, NL

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
INVITROGEN, Groningen, NL
NEB, Frankfurt

NEB, Frankfurt

SANTA CRUZ, Heidelberg

NEB, Frankfurt

NEB, Frankfurt

43
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3.6.2 Sekundirantikorper

Anti-Kaninchen Cy3 DIANOVA, Hamburg
Anti-Maus Cy3 DIANOVA, Hamburg
Anti-Maus HRPO DIANOVA, Hamburg
Anti Rabbit HRPO NEB, Frankfurt

3.7 Molekulargewichtsmarker

High Molecular Weight Marker (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe)
DNA-Fragmente der Léngen 8271, 8612, 10086, 12220, 15004, 17057, 19399, 22621, 24776,
29942, 33498, 38416 und 48502 Bp

Low DNA Mass ™ Ladder (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe)
DNA-Fragmente der Liangen (Bp)/Konzentration (ng/ul) 100/2,5; 200/5; 400/10; 800/20; 1200/30
und 2000/50

RNA Molecular Weight Marker I (ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim)
RNA-Fragmente der Langen 310, 438, 575, 1049, 1517, 1821, 2661, 4742 und 6948 Basen

RNA Molecular Weight Marker [, DIG-labeled (ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim)
RNA-Fragmente der Léngen 0,3; 0,4; 0,6; 1,0; 1,6; 1,9; 2,8; 5,3 und 7,4 kB

SDS-Page Standards, broad range (BIORAD, Miinchen)
Zusammengesetzt aus folgenden Proteinen: Aprotinin (6,5 kD), Lysozym (14,4 kD),
Trypsininhibitor (21,5 kD), Carbonatanhydrase (31 kD), Ovalbumin (45 kD), Serumalbumin
(66,2 kD), Phosphorylase b (97,4 kD), B-Galactosidase, (116,25 kD) und Myosin (200 kD)

123 Bp DNA Ladder™ (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe)
DNA-Fragmente der Langen 123 Bpxn (n=1, 2, 3, usw.)

1 kB Plus DNA Ladder™ (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe)

DNA-Fragmente der Langen 100, 200, 300, 400, 500, 650, 850, 1000, 1650, 2000, 3054, 4072,
5000, 6108, 7126, 8144, 9126, 10180, 11198 und 12216 Bp

3.8 Vektoren

cDNA-Vektor A-ZAP-Express/pBK-CMV (STRATAGENE, Amsterdam, NL)
Konstruktion der cDNA-Bibliothek: KRUSE et al. (1997).

PCR-Klonierungsvektor pGEM®-T (PROMEGA, Mannheim)

PCR-Matrize fir HOGI pJB30 (erhalten von Dr. M. Gustin,

Rice University, Houston, USA)

Hefe-Expressionsvektor pVTI103-U (erhalten von Dr. Ivana Weygand-Durasevic,
Department of Biochemistry, Faculty of Science and
Mathematics, University of Zagreb, Zagreb, HRV)
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3.9 Bakterienstamm

XL1-Blue MRF’ (STRATAGENE, Amsterdam, NL)
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB
lacl"ZAM15 Tnl10 (Tet")]

3.10 Hefestimme

Wildtyp: BY4741, Acc. Nr.: Y00000
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0

HOGI-AI-Nullmutante: BY4741-HOG 1, Acc. Nr.: Y02724
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 YLR113w::Kan MX4

Beide Hefestimme wurden iiber EUROSCARF, Johann Wolfgang Goethe-Universitiat Frankfurt,
Institut fiir Mikrobiologie, Frankfurt bezogen.

3.11 Niahrmedien fiir Bakterienkulturen

LB-Medium

10 g/l  Trypton/Pepton aus Casein

5 g/l Hefeextrakt

5 g/l NaCl

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt und die Losung anschlieend autoklaviert.

LB/Ampicillin und LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal Platten

Dem LB-Medium wurde Bacto-Agar (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe) in einer Konzentration von
15 g/l zugegeben und die Losung anschlieBend autoklaviert. Nach dem Abkiihlen der Fliissigkeit auf
50°C wurde Ampicillin (100 pg/ml) und alternativ IPTG (0,5 mM) sowie X-Gal (80 pg/ml in N,N’-
DMF gelost) hinzugefiigt. Je 20 ml wurden dann in Petrischalen (@ 85 mm) unter sterilen
Bedingungen ausgegossen und die Platten nach dem Erstarren dunkel bei 4°C gelagert. Vor dem
Verwenden wurden sie flir eine halbe Stunde auf 37°C im Brutschrank temperiert.

3.12 Nihrmedien fiir Hefekulturen

YEPD-Medium
YEPD Broth (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe) wurde in einer Konzentration von 50 g/1 geldst und
anschlieBend autoklaviert.

YEPD-Platten

Dem YEPD-Medium wurde Bacto-Agar (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe) in einer Konzentration
von 16 g/l zugefiigt und die Losung daraufhin autoklaviert. Nach dem Abkiihlen auf 50°C wurden je
20 ml der Suspension unter sterilen Bedingungen in Petrischalen (@ 85 mm) ausgegossen und nach
dem Erstarren dunkel bei 4°C gelagert.



MATERIAL und METHODEN 46

Synthetisches Komplettmedium ohne Uracil (SK-Ura-Medium)

1,7 g/l Yeast Nitrogen Base (LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe)
5,0 g/l Ammoniumsulfat

1,35 g/l Aminosdure/Purin-Mischung*

(* besteht aus einer Mischung von jeweils 1 g der folgenden Substanzen: Adeninsulfat, L-Alanin, L-
Arginin, L-Asparagin, L-Aspartat, L-Cystein, L-Glutamat, L-Glutamin, Glycin, L-Isoleucin, L-Lysin,
L-Methionin, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Serin, L-Threonin, L-Tyrosin und L-Valin)

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 5,9 eingestellt und die Losung anschlieend autoklaviert. Nach
dem Abkiihlen auf 50°C erfolgte die Zugabe von Glucose (2 %; w/v), L-Histidin (800 uM), L-Leucin
(800 uM) und L-Tryptophan (320 pM). Die Losung wurde dunkel bei 4°C gelagert.

SK-Ura-Platten

Dem SK-Ura-Medium wurde in einer Konzentration von 20 g/l Bacto-Agar (LIFE TECHNOLOGIES,
Karlsruhe) zugegeben und die Losung nach dem Autoklavieren und dem darauffolgenden Abkiihlen
auf 50°C unter sterilen Bedingungen in Petrischalen (¢ 85 mm) ausgegossen (je 20 ml). Nach dem
Erstarren wurden die Platten dunkel bei 4°C gelagert.

3.13 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma MWG BIOTECH, Ebersberg bezogen. Die
Orientierung ist jeweils in 5’—3’ Richtung angegeben. Aulerdem sind deren berechnete Tm-
Werte (s. Kap. 3.15.1.3) aufgefiihrt.

3.13.1 Primer zur Isolierung von S. domuncula JNK (SDJNK) und p38
MAPK (SDp38) aus der cDNA-Bibliothek

SDJNKdeg_R1: A/GTT IGC A/GTC CAT IAA/G C/TTC CAT 56-68°C
SDp38deg_R1: T/CCT IGT IGC IAC A/GTA ICC IGT CAT 66-80°C
SDJNK F1: GAG CTA CGA CTA ATG AAG AT 56°C
SDp38_F1: AAT GAG GAC TGT GAG CTT CGG A 66°C
SDp38RT_F1: ATT ATG CTG ATC CTG ACG ATG 60°C
SDp38RT_R1: ACA CTG TCT ATC AAT GCA GTT 58°C

3.13.2 Primer zur Isolierung von SDJNKge und SDp38ge

SDJNKgap F1: GCT AAT GGA TGC TAA CCT TTG 60°C
SDJNKgap R1: CTC TGT GTA TGA TCC CAG CT 60°C
SDJNKgap R2: TTC AGT GAG CAG TCC TCC TT 60°C
SDJNKgap R3: GTA GGT TAA GGT ACA CTA GTT G 62°C
SDJNKgen F1: CCG ACC GCC ATA ATG TCT TCA 64°C
SDJNKgen_F2: TCT TCA TCC GAC TAT TAC TCT CA 64°C
SDJNKgen R1: TGC TTA ATC CCA CAG AGA AGC 62°C

SDJNKgen_R2: TGT ATG ATC CCA GCT GAA TGT AAG 68°C
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SDJNKgen R3: TGT ACG TGC CAG ACC AAA GT 60°C
SDJNKgen R4: CTT GTA CTT CAT GCC GAC GAT AA 66°C
SDJNKgen FA: ATC AGC TTC TCT GTG GGA TTA 60°C
SDJNKgen FB: CCC AGT AAC ATT GTG GTG AAG 62°C
SDJNKgen FC: TAC ATT CAG CTG GGA TCA TAC 60°C
SDJNKgen RA: AGG AGT TAT ATG TCT TGA CTT CC 64°C
SDJNKgen RB: CTT GAC TTC CTC ATA AAT TCG AG 64°C
SDJNKgen RC: AGT ATT TAT TAG TGT TAG GAG TTA 60°C
SDJNKgen RD: AGT GTT AGG AGT TAT ATG TCT TGA 64°C
SDp38gen_F1: GCT GTT CAA GTC TTG CCT G 58°C
SDp38gen_F2: GAT GGA GCT GTT CAA GAC T 56°C
SDp38gen R1: TAA GCT TTG TTG GTA GAG GG 58°C
SDp38gen R2: TAA TCT CGT CAA GGA CCA G 56°C

3.13.3 Primer zur Synthese der DNA-Sonden von SDJNK und SDp38

SDJNKIlab_F1:
SDJNKlab_R1:
SDp38lab_F1:
SDp38lab_RI1:

analog zu SDINKF1

AGG AGT TAT ATG TCT TGA CTT
analog zu SDp38gen F1

analog zu SDp38gen_R1

56°C
56°C
58°C
58°C

3.13.4 Primer zur Konstruktion der rekombinanten pVT7T103-U Hefe-
Expressionsvektoren mit HOG1, SDJNK und SDp38

SCHOGexp_ F1:
SCHOGexp_R1:
SDJNKexp_ F1:
SDJNKexp_R1:
SDp38exp_F1:
SDp38exp_RI:

GGA TCC ATG ACC ACT AAC GAG GAATT

GGA TCC TCA (GTG ATG); CTG TTG GAA CTC ATT AGC GTA
GGA TCC GCC ATA ATG TCT TCA TCC GA

GGA TCC TCA (GTG ATG); GGA GTT ATA TGT CTT GACTTC
GGA TCC GCG ATG GCT GTT CAAGTCT

GGA TCC TCA (GTG ATG); TAA GCT TTG TTG GTA GAG GGT

3.13.5 Vektorprimer

(-40) Reverse:
(-40) Forward:
M13 Reverse:
M13 (-20):
SPé:

T7:

BK Reverse:
CMVF:
CMYVR:

T3:
PVT103-UF:
PVT103-UR:

GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG
AGG GTT TTC CCA GTC ACGACGTT
GGA AAC AGCTAT GACCATG

GTA AAA CGA CGG CCA GT

TTT AGG TGA CAC TAT AGA ATAC
GTA ATA CGA CTC ACT ATA GG
ACA GGA AAC AGC TAT GACCTT G
CTT GAT TAC GCC AAG CTC

TAG GGC GAATTG GGT ACAC

AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG
TGC TGT CTT GCT ATC AAG TA
AGA AGT GTC AAC AACGTA TC

56°C
60°C
58°C
58°C
58°C
60°C

70°C
70°C
56°C
52°C
58°C
56°C
64°C
54°C
58°C
56°C
56°C
56°C
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3.13.6 Sequenzierprimer (IRD800 gelabelt)

(-40) Reverse: GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG 70°C
(-40) Forward: AGG GTT TTC CCA GTC ACGACGTT 70°C
M13 Reverse: GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 56°C
M13 (-20): GTA AAA CGA CGG CCA GT 52°C
SPé6: TTT AGG TGA CAC TAT AGA ATAC 58°C
T7: GTA ATA CGA CTC ACT ATA GG 56°C
BK Reverse: ACA GGA AACAGCTAT GACCTTG 64°C
CMVF: CTT GAT TAC GCC AAG CTC 54°C
CMVR: TAG GGC GAATTG GGT ACAC 58°C
T3: AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 56°C
PVT103-UF: TGC TGT CTT GCT ATC AAG TA 56°C
PVT103-UR: AGA AGT GTC AAC AACGTA TC 56°C
SDJNKS F1: TCT GTA TTG TGA GTC TCA AC 56°C
SDp38S_F1: CAC CTG AGA TCATGC TCA AT 58°C
SDJNKgF1: AGC TACTACAGGTTATCT AC 56°C
SDJNKgF?2: TGT AAG TGC TACCTG ACT G 56°C
SDJNKgF3: GGC ATG AAG TAC AAG GAG A 56°C
SDJNKgF4: CGC ATG AACTTC AGC AGG 56°C
SDJNKgFS5: CCT AAC AGT GTA ATG CTG AT 56°C
SDJNKgF6: TAT GAT CGA CCA TCT TCATTA 56°C
SDJNKgF7: ATC CACTGT ATG CAT GTGTT 56°C
SDJNKgF8: GAA GAT GAC AGC TGC TTA AA 56°C
SDp38gF1: GTT CTC ACCTGC ATCTACT 56°C
SDp38gF2: AGG TTCTCC AACTGA CGT A 56°C
SDp38gF3: GGT GGA CAT ATGGTCTGT T 56°C

3.14 Computerprogramme und Internet-Dienste zur
Auswertung von DNA-Sequenzen

3.14.1 Computerprogramme

Sequenzvergleiche und phylogenetische Analysen:
CLUSTALW 1.7 (THOMPSON et al., 1994).
Freeware. Zu beziehen tiber: ftp.ebi.ac.uk

Translation von Nukleotidsequenzen sowie Berechnung des G/C-Gehalts und Auflistung der
Restriktionsschnittstellen einer DNA-Sequenz:

DNASIS V5.00.

HITACHI-SOFTWARE. Zu beziehen iiber: MWG BIOTECH

Grafische Umsetzungen eines Sequenzvergleichs:
GENEDOC 2.4 (NICHOLAS et al., 1997).
Freeware. Zu beziehen tiber: http://www.cris-com/~Ketchup/genedoc.shtml
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3.14.2 Internet-Dienste

Online-Sequenzvergleiche anhand von Nukleotid- und Protein-Datenbanken:
BLAST (ALTSCHUL et al., 1990; 1997): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi
FASTA (PEARSON und LIPMAN, 1988): http://www?2.ebi.ac.uk/fasta3/

Online-Zugriffe auf Nukleotid- und Protein-Datenbanken:
ENTREZ (BENSON et al., 1999): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

Online-Identifizierungen von Protein-Doménen und Strukturmotiven:
PROFILE (BUCHER et al., 1996): http://www.isrec.isb-sib.ch/software/pfscan_form.html
PROSITE (BAIROCH et al., 1992): http://ebi.ac.uk/searches/prosite.input.html

Online-Berechnungen von diversen Proteinparametern:
PROTPARAM: http://expasy.ch/cgi-bin/protparam
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3.15 DNA-Techniken
3.15.1 Die Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) kann ein bestimmter DNA-Strang, dessen
flankierende Sequenzen bekannt sind, selektiv aus einem DNA-Gemisch vervielfiltigt werden
(SAIKI et al., 1985; MULLIS et al., 1986). Das Prinzip dieser in vitro Technik beruht auf
einer zyklischen Wiederholung der folgenden Schritte: [1] Die doppelstrangige DNA-Matrize
wird durch Hitzeeinfluss (95°C) zu Einzelstringen denaturiert. [2] Ein Absenken der
Temperatur erlaubt anschlieend die Bindung spezifischer Oligonukleotidprimer (Vorwirts-
und Riickwirts-Primer) an die entsprechend komplementidren Sequenzen der DNA
(Annealing). Die Temperatur bei der diese Hybridisierung erfolgt wird Schmelz- oder
Hybridisierungstemperatur (Tm) genannt. Sie ist u. a. abhéngig von der Basenzusammen-
setzung und Linge der Primer (s. Kap. 3.15.1.3). [3] Bei einer Temperatur von 74°C werden
die Primer durch eine enzymatische Anlagerung von Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTPs)
entlang der Matrize verldngert (Elongation), so dass eine zum Ausgangsstrang komplementére
Sequenz synthetisiert wird. In Folge einer 30-40maligen Wiederholung der Schritte [1]-[3]
entstehen millionenfache Kopien des gewiinschten DNA-Abschnitts.

Eine nach heutigen Maf}staben verniinftige Anwendung dieser Technik wurde allerdings erst
durch den Einsatz von hitzestabilen DNA-Polymerasen, wie z. B. die sog. Tag-Polymerase
aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus (SAIKI et al., 1988), und Geréten zur

Steuerung der Zyklustemperatur (sog. Thermocyclern) moglich.

3.15.1.1 PCR-Zusammensetzung und Temperaturzyklen

Fiir eine typische PCR wurden folgende Komponenten in einem 0,2 ml Microstrip tube

zusammengegeben:

X Ul steriles Aqua bidest. (variierte nach PCR-Ansatz)
5 ul 10 x PCR-Puffer

1 ul  dANTP-Mix (10mM)

1 pul  Vorwérts-Primer (10 pmol/ul)

1 pul  Riickwérts-Primer (10 pmol/ul)

X pul  Matrize (variierte nach PCR-Ansatz)

0,5 ul  thermostabile DNA-Polymerase (5 U/ul)

50 ol

Bei der Verwendung von cDNA als Matrize wurden 1-2 ul der cDNA-Bibliothek (s. Kap. 3.8)

eingesetzt, bei genomischen Vervielfaltigungen wurden hingegen 100 ng sonifizierte DNA (s.
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Kap. 3.15.12.3) und jeweils 2 pl an Primer zugefiigt. Die PCR wurde in dem Thermocycler

Touchdown mit folgenden Temperaturzyklen durchgefiihrt:

Schritt 1: 5 min 95°C initiale Denaturierung der DNA-Matrize
Zyklen 1-35: 30 sec 95°C Denaturierung der DNA-Doppelstrange
30 sec Tm Annaeling der Primer
60 sec/kB 74°C Elongation der Primer entlang der Matrize

Um ein anschlieBendes T-A-Cloning der PCR-Produkte (s. Kap. 3.15.5.1) zu ermdglichen,
erfolgte noch ein terminaler Schritt bei 74°C fiir 10 min, durch den an das 3’-Ende der
amplifizierten DNA ein Adeninnukleotid angehdngt wurde (CLARK, 1988).

Wurde eine Checking-PCR durchgefiihrt (s. Kap. 3.15.9), waren lediglich 30 Zyklen zur
Amplifikation des DNA-Abschnitts erforderlich.

Die Annealing-Temperaturen und -Zeiten wurden fiir jede Anwendung empirisch optimiert.
Bei genomischen Amplifikationen wurden ldngere Denaturierungs- (60 sec) und Annaeling-
Zeiten (45 sec) gewihlt.

Die anhand von PCR vervielfiltigten DNA-Fragmente wurden anschlieBend mittels Gel-

elektrophorese (s. Kap. 3.15.2) analysiert.

10 x PCR-Puffer dNTP-Mix

100 mM Tris-HCl, pH 8,5 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP
15 mM MgCl,

500 mM KCl

1 mg/ml  Gelatine

3.15.1.2 Primerdesign

Bei der Gestaltung der Primer (18-25 Bp) musste zunichst darauf geachtet werden, dass
innerhalb dieser keine Sequenzwiederholungen auftraten. Des weiteren sollte der G/C-Gehalt
der Oligonukleotide zwischen 40-60 % liegen. Das am 3’-Ende vorliegende Triplett wurde so
konstruiert, dass es sich weder mit einer im eigenen Primer (Haarnadelschleife) noch mit
einer im Gegen-Primer (Dimerisierung) befindlichen komplementiren Sequenz binden
konnte. Um ein Ablésen des Primers von der Matrize mit dem 3’-Ende der Oligonukleo-
tidkette zu vermeiden, wurde versucht, die Primer mit G oder C enden zu lassen. Aullerdem
erfolgte die Gestaltung der Primerpaare so, dass die Differenz ihrer Tm-Werte (s. Kap.
3.15.1.3) nicht mehr als 2°C betrug.

Um DNA-Fragmente unbekannter Sequenz aus der cDNA-Bibliothek mittels PCR zu
vervielfdltigen, wurden sog. degenerierte Primer verwendet. Zur Konstruktion dieser wurden

zunichst die aus cDNA-Sequenzen abgeleiteten AS-Abfolgen eines zu isolierenden Gens aus
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moglichst vielen Pilzen, Invertebraten und Vertebraten iiber die Online-Datenbank FASTA
ausgewdhlt und anschlieBend anhand des Programms CLUTALW 1.7 miteinander verglichen.
Der degenerierte Riickwértsprimer wurde dann fiir die am hochsten konservierte Protein-
doméne konstruiert. Beim Primerdesign musste darauf geachtet werden, dass die Degene-

reritdt der Primer nicht mehr als 100 betrug.

3.15.1.3 Berechnung der Schmelztemperatur der Primer

Die Schmelztemperatur (Tm) der Primer wurde nach folgender Anndherungsformel (THEIN
und WALLACE, 1986) berechnet:

Tm = (Anzahl von A und T) x 2°C + (Anzahl von G und C) x 4°C

Wenn sich ein Primerpaar beziiglich der Tm unterschieden hatte, wurde die niedrigere Tm als
Annealing-Temperatur ausgewdhlt. Wurde bei der Konstruktion der degenerierten Primer ein

Inosin verwendet, ging dieses mit einer Temperatur von 2°C in die Gleichung ein.

3.15.2 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA besitzt durch ihre Phosphatgruppen eine negative Gesamtladung und wandert
demzufolge in einem elektrischen Feld Richtung Anode. Verlduft diese Elektrophorese in
Gegenwart einer festen, elektrisch und chemisch inerten Matrix mit einer definierten Poren-
grofle, so ist die Wanderungsgeschwindigkeit eines DNA-Fragments aufgrund des dreidimen-
sionalen Netzwerks umgekehrt proportional zu dem Logarithmus seines Molekulargewichts
(MCDONELL und STUDIER, 1977).

3.15.2.1 Analytische und priparative DNA-Agarosegele

In den meisten Féllen wurde ein 1 %iges Agarosegel verwendet, da sich diese Prozentigkeit
fiir eine Auftrennung von Fragmenten der Grofle zwischen 0,5-10 kB eignet. Ansonsten
wurde eine, fiir die Grofle des aufzutrennenden Fragments, geeignete Agarosekonzentration
gewihlt. Daflir wurde pulverformige Agarose aus Meeresalgen in TBE-Puffer zum Kochen
gebracht und nach dem Abkiihlen auf 60°C in eine Form gegossen. AnschlieBend wurde ein
Kamm zur Anfertigung der Taschen eingesetzt. Nach dem Erstarren des Gels wurde dieses in

eine mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt und die, mit dem 6 x Proben-
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puffer in einem Verhiltnis von 5:1 vermischten, DNA-Proben in die Geltaschen pipettiert. Als
DNA-Liangenstandards fungierten die im Kap. 3.7 erwdhnten Produkte. Die horizontale
Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 4-5 V pro cm Abstand der Elektroden durch-
gefiihrt und abgestoppt, wenn die Bromphenolblau-Lauffront (bewegt sich bei ca. 300 Bp
groflen DNA-Molekiilen) etwa zwei Drittel des Gels erreicht hatte. Fiir praparative Gele zur
Extraktion von DNA-Fragmenten (s. Kap. 3.15.4) erfolgte die Auswahl einer gréferen
Kammaussparung, um mehr Probenvolumen auftragen zu konnen. Die Dicke dieser Gele

betrug nie mehr als 0,4-0,5 cm.

TBE-Puffer (Laufpuffer) 6 x Probenpuffer

90 mM Tris-HCI, pH 8,3 40 % (w/v) Saccharose

90 mM Borséure 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
2 mM EDTA

3.15.2.2 Detektion der DNA im Agarosegel und Dokumentation der Gele

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele fiir 10-30 min in eine Losung von
Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) gelegt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet spezifisch an Nuklein-
sduremolekiile, indem er sich zwischen benachbarte Basen einlagert (interkaliert). Wird nun
das Gel mit UV-Licht einer Wellenlédnge zwischen 254 und 360 nm bestrahlt, so absorbiert
der DNA-Farbstoffkomplex diese Energie und das Ethidiumbromid emittiert seinerseits eine
Fluoreszenzstrahlung von 590 nm (orange) (SAMBROOK et al., 1989). Dadurch werden
noch DNA-Mengen von bis zu 10 ng sichtbar gemacht.

Die Dokumentation der Gele erfolgte mit Hilfe eines Transilluminator- und Geldokumen-
tationssystems. Die Bilder der aufgenommenen Gele wurden mit diesem System bearbeitet,

ausgedruckt und auf Diskette gespeichert.

3.15.3 Aufreinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansitzen

Fiir eine weitere Manipulation der durch PCR oder Restriktion erhaltenen DNA-Molekiile ist
es oft notwendig, die eventuell storenden Bestandteile, wie Enzyme, Primer und Salze, aus
den vorangegangenen Reaktionen zu entfernen.

Die Aufreinigung dieser Ansdtze erfolgte durch Verwendung des High Pure™ PCR Product
Purification Kits. Bei der Verwendung dieses Kits wird die Tatsache zunutze gemacht, dass
Nukleinsduren in Anwesenheit hoher Konzentrationen von chaotrophen Salzen, die die
Struktur des Wasser verdndern, an Silicagel-Oberflichen adsorbieren (HAMAGUCHI und
GEIDUSCHEK, 1962; VOGELSTEIN und GILLESPIE, 1979). An den Siulen dieses Kits
konnen sich bis zu 10 ug DNA ab 100 Bp Léange binden. Die Verunreinigungen flieBen durch,
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Salze werden mit einem ethanolhaltigen Puffer herausgewaschen. Die Elution der DNA
erfolgte entweder mit TE-Puffer oder Aqua bidest. Simtliche Materialien und Puffer waren
Bestandteile des Kits. Alle Zentrifugationen erfolgten bei 10.000 x g und RT fiir 1 min.

Vor der Hinzufiigung von 500 pl des Bindepuffers (P1) wurden zunéchst die PCR- oder
Restriktionsansétze mit TE-Puffer, pH 8,0 auf ein Volumen von 100 ul aufgefiillt. Nach dem
Vortexen wurde die Losung auf eine Sdule gegeben und anschlieBend zentrifugiert. Der
Durchflul wurde verworfen und die Sdule daraufhin insgesamt 2 x mit jeweils 500 pl P2-
Puffer gewaschen. Vor der Elution erfolgte noch ein weiterer Zentrifugationsschritt, um den
restlichen P2-Puffer zu entfernen. Die Elution geschah durch Zugabe von 50 pl Aqua bidest.
oder TE-Puffer und einer anschlieBenden Zentrifugation, wobei der DNA-haltige Durchfluss

in einem neuen Reaktionsgefdl aufgefangen wurde.

3.15.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegele

Fiir verschiedene Zwecke (z. B. bei Subklonierungen von DNA-Fragmenten; s. Kap.
3.15.5.1/2) ist es notwendig, die durch ein priparatives Agarosegel aufgetrennten DNA-
Fragmente (s. Kap. 3.15.2.1) wieder aus der Gelmatrix zu extrahieren. Dafiir muss zunichst
die DNA umgebende Matrix aufgeldst werden. AnschlieBend kann die freigewordene DNA in
Gegenwart einer hohen Konzentration chaotropher Salze an Silicagelpartikel gebunden und
nach dem Waschen wieder eluiert werden. Fiir die Elution von DNA aus Agarosegele wurde
der Geneclean® Spin Kit verwendet. Samtliche Materialien und Puffer waren Bestandteile des
Kits. Alle Zentrifugationen erfolgten bei 10.000 x g und RT fiir 1 min.

Die entsprechende DNA-Bande wurde zunéchst mit einem sauberen Skalpell aus einem, mit
Ethidiumbromid gefarbten (s. Kap. 3.15.2.2), Agarosegel unter UV-Beleuchtung heraus-
geschnitten. Die UV-Expositionszeit wurde dabei so kurz wie moglich gehalten, um mogliche
DNA-Schéadigungen zu vermeiden. AnschlieBend wurde dieses DNA-haltige Gelstlick in
400 pl GC Spin Glassmilk gegeben und bei 56°C 10 min geschmolzen. Zwischendurch wurde
immer wieder kurz gevortext. Danach wurde die Suspension in ein GC Spin Filter pipettiert
und zentrifugiert. Der Durchflul wurde verworfen und die Sédule daraufhin 2 x mit jeweils
500 ul GC Spin New Wash gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt schloss sich noch eine
Zentrifugation an, um die Sdule zu trocknen. Die Elution erfolgte durch Zugabe von 50 pl
Aqua bidest. oder TE-Puffer und eine nachfolgende Zentrifugation, wobei der DNA-haltige
Durchfluss in einem neuen Reaktionsgefdll aufgefangen wurde. Um die DNA-Konzentration
anschlieend zu ermitteln und die Qualitdt der Elution zu iiberpriifen, wurde mit 5 ul des
Eluats ein analytisches Gel angefertigt (s. Kap. 3.15.2). Dabei wurde der DNA-Léngen-
standard Low DNA Mass™ Ladder verwendet.
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3.15.5 Ligation

Als Ligation wird die Verkniipfung eines Vektormolekiils mit dem zu klonierenden DNA-
Fragment bezeichnet. Dieser Vorgang wird z. B. durch die T4 DNA-Ligase katalysiert. /n
vivo repariert dieses Enzym alle Einzelstrangbriiche, die in der doppelstringigen DNA
auftreten konnen. In vitro konnen aufgereinigte T4 DNA-Ligasen die Enden eines DNA-
Molekiils oder die unterschiedlicher DNA-Fragmente unter Ausbildung einer ATP-
verbrauchenden  Phosphodiesterbindung  miteinander  verkniipfen = (ENGLER  und
ZIMMERMANN, 1982).

3.15.5.1 Ligation von PCR-Produkten mittels T-A-Cloning

Bei dieser Art der Ligation wurden PCR-Amplifikate mit freien 3’-Adenosin-Uberhingen (s.
Kap. 3.15.1.1) und ein im Handel erhéltlicher, bereits linearisierter Vektor mit zwei freien 3’-
Thymidin-Uberhingen verwendet. Eine Ligation mittels iiberstehender Enden ist wesentlich
effizienter als iiber glatte Enden. In dieser Arbeit wurde der pGEM®-T Cloning Kit
verwendet.

Dabei wurden jeweils 50 ng pGEM®-T Vektor sowie aufgereinigtes PCR-Produkt (s. Kap.
3.15.3) und je 1 ul 10 x Ligase Puffer sowie T4 DNA Ligase vereinigt und mit Aqua bidest.
auf 10 pl aufgefiillt. Dieser Ligationsansatz wurde bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Eine sich
anschlieende Erhitzung des Ansatzes fiir 10 min bei 65°C diente der Inaktivierung des

Enzyms.

3.15.5.2 Ligation von Restriktionsfragmenten

In diesen Fillen wurde zunidchst der zirkuldre Vektor (s. Kap. 3.15.6.2) mit der gleichen
Restriktionsendonuklease, wie das zur Ligation vorgesehene DNA-Fragment (s. Kap.
3.15.6.1), geschnitten. Daraus resultierten zueinander komplementédre (kohisive) Enden,
durch die sich das Vektormolekiil mit dem zu subklonierenden DNA-Fragment verbinden
konnte.

In dieser Arbeit wurde eine T4 DNA Ligase mit dem zugehorigen 10 x Ligase-Puffer von
MBI verwendet, ansonsten waren alle weiteren Schritte und Mengenangaben identisch mit

den im Kap. 3.15.5.1 beschriebenen.
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3.15.6 Manipulation von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Basensequenzen in einem DNA-Doppel-
strang und schneiden beide Strdnge innerhalb oder in der Néhe dieser Erkennungssequenz
(SMITH und WILCOX, 1970). Bakterien besitzen solche Enzyme als Schutz vor fremder
DNA (z. B. Bakteriophagen-DNA). In der Molekularbiologie werden rekombinant herge-
stellte Restriktionsendonukleasen benutzt, um Nukleinsduren selektiv zu schneiden. Darauf-
hin kénnen diese in einen, mit dem gleichen Enzym behandelten, Vektor subkloniert werden
(s. Kap. 3.15.5.2). Die hier verwendeten Restriktionsendonukleasen und deren jeweilige 10 x

Restriktionspuffer stammten von der Firma MBI.

3.15.6.1 Restriktion rekombinanter pGEM-®T-Klone

Das fiir eine Subklonierung (s. Kap. 3.15.5.2) vorgesehene DNA-Fragment wurde zunichst
anhand einer PCR (s. Kap. 3.15.1) mit Primern, deren jeweiliges 5’-Ende mit der spezifischen
Erkennungssequenz, des spdter zur Restriktion eingesetzten Enzyms, versehen war, ampli-
fiziert, aufgereinigt (s. Kap. 3.15.3) und darauthin mittels T-A-Cloning in pGEM®-T Vektor
ligiert (s. Kap. 3.15.5.1). Die Wahl der Endonuklease richtete sich nach den im DNA-
Fragment existierenden Schnittstellen sowie nach denjenigen, die in dem fiir die erste
Ligation (pGEM®-T) und in dem zur weiteren Subklonierung (z. B. pV’T103-U) vorgesechenen
Vektor anzutreffen waren. Zum Herausschneiden des in pGEM®-T ligierten DNA-Fragments
wurden spéter 10 pg des, durch eine Mini-Plasmidpriparation (s. Kap. 3.15.11.1) gewon-
nenen, rekombinanten pGEM®-T Vektors eingesetzt und mit der Restriktionsendonuklease
(2-4 U/ug DNA) sowie dem jeweiligen 10 x Restriktionspuffer versehen. Dieser Ansatz
wurde anschlieBend mit Aqua bidest. auf ein addquates Volumen aufgefiillt und bei 37°C 2 h
inkubiert. Danach wurde der Verdau durch Hitzeinaktivierung (Temperatur und Zeit abhéngig
von der Wahl des Enzyms) abgestoppt und aufgereinigt (s. Kap. 3.15.3). Zur Isolierung des
aus pGEM®-T herausgeschnittenen DNA-Fragments wurde anschliefend ein priparatives
Agarosegel (s. Kap. 3.15.2.1) durchgefiihrt und die gewiinschte DNA-Bande eluiert (s. Kap.
3.15.4).

3.15.6.2 Restriktion der zur weiteren Subklonierung vorgesehen Vektoren
Zum Schneiden von zirkuldren Vektoren wurden 5 pg des Plasmids mit 10-20 U der

entsprechenden Endonuklease sowie dem 10 x Restriktionspuffer zusammengegeben und mit

Aqua bidest. auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt. Alle weiteren Schritte waren ansonsten
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identisch mit den in Kap. 3.15.6.1 beschriebenen. Um eine Religation des Vektors zu
vermeiden, wurde der Verdau anschlieBend mit alkalischer Phosphatase (CIAP), die freie 5°-
Enden dephoshporyliert, behandelt. Das Enzym sowie der dazugehorige Puffer stammten von
der Firma MBI. Dafiir wurde der gesamte aufgereinigte Verdau (s. Kap. 3.15.3) (entspricht
5 ug DNA) mit 2 U an CIAP und entsprechender Menge an 10 x CIAP-Puffer versehen, mit
Aqua bidest. aufgefiillt und bei 37°C 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine
15 mintitige Hitzeinaktivierung bei 85°C abgestoppt und danach aufgereinigt (s. Kap. 3.15.3).
Um die Vollstindikeit des Verdaus zu iiberpriifen, wurde anschlieBend mit 2 pul der Aufreini-
gung ein DNA-Agarosegel (s. Kap. 3.15.2.1) durchgefiihrt.

3.15.7 Transformation von Bakterien

Als Transformation wird die Aufnahme von fremder DNA in lebende Zellen bezeichnet. Die
transformierten Zellen wachsen und teilen sich und tragen so zu einer Vermehrung des
eingeschleusten DNA-Molekiils bei. Die Aufnahme von Fremd-DNA iiber die Barriere der
Zellwand ist bei Bakterien ein natiirlicher aber eher seltener Prozess. Um jedoch eine
ausreichend hohe Aufnahmerate fiir gentechnologische Anwendungen zu erzielen, miissen die
Bakterien zunichst kompetent gemacht werden. Ein Hitzeschock von 42°C fordert zusédtzlich
die DNA-Aufnahme.

3.15.7.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Um Bakterien effizient transformieren zu koénnen, miissen die Zellen einer physikalischen
und/oder chemischen Prozedur unterzogen werden, durch die sie eine erhohte Aufnahme-
fahigkeit flir DNA-Molekiile (Kompetenz) erlangen. Die Herstellung kompetenter Bakterien
erfolgte nach einem Protokoll von NISHIMURA et al. (1990). Der genaue Mechanismus, der
bei dieser Methode zu einer erhdhten Kompetenz fiihrt, konnte bislang noch nicht identifiziert
werden. Als sicher gilt jedoch, dass Mg*-Ionen in einem kohlenstoffreichen Medium die
Transformationseffizienz deutlich erhohen (HANAHAN, 1983). Die Lagerung der Zellen in
einem Glycerin-PEG-Mg*"-Medium steigert zusitzlich ihre Kompetenz. Als Bakterienart
wurde der Escherichia coli-Stamm XL1 Blue MRF’ verwendet.

Zundchst wurden 5 ml einer tetrazyklinhaltigen (10 pg/ml) Suspensionskultur (s. Kap.
3.15.10.1) von E. coli in 500 ml Medium A verdiinnt und bis zur midlogarithmischen Phase
(ODgoo = 0,4) bei 250 Upm und 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir 10 min auf Eis
gekiihlt und anschlieBend durch eine Zentrifugation (1500 x g, 10 min, 4°C) pelletiert. Nach

der Resuspendierung der Bakterien mit 5 ml kaltem Medium A und der anschlieenden
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Vermischung mit 25 ml Medium B, wurden sie in 100 ul-Aliquots aufgeteilt sowie in fl.

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Medium A Medium B

0,2 % (w/v) Glucose 36 % (w/v) Glycerin

10 mM MgSO,4 x 7 H,O 12 % (w/v) PEG

mit sterilem LB-Medium auffiillen 12 mM MgS0O,4x 7 HO
und sterilfiltieren mit sterilem LB-Medium auffiillen

und sterilfiltieren

3.15.7.2 Uberpriifung der Kompetenz

Die Uberpriifung der Transformationseffizienz neu hergestellter, kompetenter E. coli erfolgte
durch eine Transformation von 0,1 und 1,0 ng pGEM®-T. Am folgenden Tag wurden die
Kolonien auf beiden Platten gezéhlt und die Transformationseffizienz mit Hilfe folgender

Formel berechnet:
Transformationseftizienz = Kolonien/ug Plasmid

Die Kompetenz der verwendeten Bakterien lag in der Regel bei 10° bis 10’ Kolonien/ug
Plasmid.

3.15.7.3 Transformation kompetenter Bakterien

Ein 100 pl Aliquot der eingefrorenen, kompetenten E. coli Zellen (s. Kap. 3.15.7.1) wurde
zundchst langsam auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit ca. 5 ul Ligationsansatz (s. Kap.
3.15.5.1/2), bzw. 1 ng Plasmid, inkubiert (auf Eis). Nach einem 45sekiindigen Hitzeschock
bei 42°C wurden die Bakterien mit 1 ml LB-Medium versetzt und dann bei 250 Upm fiir 1 h
bei 37°C inkubiert (Expression des auf dem Plasmid lokalisierten Antibiotikaresistenzgens).
Danach wurden die Bakterien durch eine Zentrifugation (4.500 x g, 5 min, RT) pelletiert, mit
50 uwl LB-Medium vorsichtig resuspendiert und anschlieBend mit einem abgeflammten
Drigalsky-Spatel auf LB/Ampicillin Platten (s. Kap. 3.11), bzw. wenn eine Blau-Weil3-
Selektion (3.15.8) mdglich war, auf LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal Platten (s. Kap. 3.11)
ausgestrichen. Das Wachstum der Bakterienkolonien erfolgte iiber Nacht bei 37°C im
Brutschrank.

Im Fall, dass Bakterien mit pGEM® -T Vektoren, deren DNA-Insertionen mehr als 2 kB
betrugen, oder mit rekombinanten Expressionsvektoren transformiert werden sollten, wurden

ultrakompetente Zellen des Epicurian Coli® XL1-Blue Supercompetent Cells Kits verwendet
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(gleiches Protokoll). Dabei wurden 75 pl Aliquots der eingefrorenen Zellen pro Transforma-

tion verwendet.

3.15.8 Blau-Weili-Selektion transformierter Bakterien

Da bei einer Transformation nur ein geringer Anteil der kompetenten Bakterien das Vektor-
molekiil aufnimmt, muss dieser folglich von den nicht transformierten Bakterien selektiert
werden. Aufgrund dessen werden Plasmide verwendet, die Antibiotikaresistenzgene (z. B.
Amp") tragen, so dass nur die Transformanten auf antibiotikahaltigen Nédhrboden wachsen
konnen. Viele der Klonierungsvektoren besitzen indes noch einen weiteren Selektionsmarker,
der rekombinante Transformanten, die den Vektor mit DNA-Insertion tragen, von den nichtre-
kombinanten Transformanten unterscheiden ldsst, die nur den mit sich selbst ligierten Vektor
(ohne DNA-Insertion) aufgenommen haben. Diese Plasmide tragen das lac-Z’-Gen, welches
fir eine UE der B-Galaktosidase kodiert. Wenn diesem vollstindigen Enzym in Anwesenheit
des Induktors IPTG das Galactoseanaloga X-Gal angeboten wird, erfolgt die Umsetzung
dieser Substanz zu einem dunkelblauen Farbstoff. Da das lac-Z’-Gen in der Klonierungsstelle
(MCS) lokalisiert ist, wird es bei rekombinanten Vektoren von der DNA-Insertion unter-
brochen. Daher kann durch das unvollstindige Enzym keine Farbstoffbildung erfolgen, so
dass die rekombinanten Klone weil3 erscheinen, wihrend die nichtrekombinanten Transfor-

manten sich durch ihre Blaufarbung deutlich abheben.

3.15.9 Checking-PCR

Bakterienkolonien kénnen mit Hilfe dieser Technik schnell und bequem auf die Existenz von
rekombinanten Plasmiden untersucht werden. Dies ist besonders von Vorteil, wenn der
verwendete Vektor keine Moglichkeit zur Blau-Weil3-Selektion (s. Kap. 3.15.8) bietet.
AuBerdem lasst sich damit die GroB3e der einligierten DNA-Fragmente bestimmen.

Dabei wurde mit einer sterilen Pipettenspitze jeweils eine Bakterienkolonie von einer Platte
(s. Kap. 3.15.7.3) gepickt und sofort in 30 ul LB/Ampicillin resuspendiert. Nach einer
einstlindigen Inkubation bei 37°C und 250 U/min wurde 1 pl dieser Suspension anschlieBend
fiir eine PCR (s. Kap. 3.15.1) mit Primern, die die MCS des Plasmids flankierten, eingesetzt.
Durch eine nachfolgende Gelelektrophorese (s. Kap. 3.15.2) konnte die GroBe der Inserts
bestimmt werden.
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3.15.10 Kultivierung von Bakterien fiir die Plasmid-Priparation
3.15.10.1 Die Suspensionskultur

Das Kulturmedium sollte eine ausgewogene Mischung der lebensnotwendigen Nahrstoffe
enthalten, so dass die Bakterien moglichst effizient sich teilen und somit vermehren kdnnen.
Ein solches Medium ist das Luria-Bertani Medium (LB-Medium; s. Kap. 3.11). Im Fall, dass
die Bakterien mit einem Plasmid transformiert wurden, das eine Ampicillinresistenz vermittelt
(z. B. pGEM®-T, pVT103-U oder pJB30), wurde dem Medium noch das entsprechende
Antibiotikum in einer Konzentration von 100 pug/ml zugefiigt (SAMBROOK et al., 1989).
Dafiir wurden die Bakterien entweder von einer Platte oder einem Glycerinstock gepickt und
in 5 ml LB/Ampicillin-Medium inokuliert. Ging eine Checking-PCR (s. Kap. 3.15.9) voraus,
wurden 5 pl der Bakteriensuspension iiberimpft. Die Kulturen wurden anschlieBend fiir
12-16 h bei 37°C und 250 Upm inkubiert.

3.15.10.2 Herstellung eines Glycerinstocks

850 wl einer Suspensionskultur wurden mit 150 ul 96 %igen Glycerin versetzt, gevortext und

in fl. Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.15.11 Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde der High Pure™ Plasmid Isolation Kit verwendet.
Mit diesem konnen bis zu 10 pug Plasmid-DNA aus 0,5 bis 4 ml einer Bakterien-Suspensions-
kultur sdulenchromatographisch aufgereinigt werden. Sollten grolere Mengen an hochge-
reinigter Plasmid-DNA gewonnen werden (z. B. flir eine nachfolgende Transformation von
Hefezellen; s. Kap. 3.17.3), wurde der QIAfilter™ Plasmid Midi Kit benutzt. Bei Verwen-
dung der QIAGEN tip100-Siulen kann aus 25 ml Kulturen bis zu 100 pg hochreine Plasmid-
DNA gewonnen werden, sofern es sich um einen Vektor mit hoher Kopienanzahl in der Zelle
handelt. In beiden Féllen werden die Bakterien nach ihrer Zentrifugation zunichst in einem
RNAse A-haltigen Suspensionsuffer (P1) resuspendiert und anschlieBend durch ein
SDS/NaOH-haltigen Lysispuffer (P2) aufgebrochen. Die alkalischen Bedingungen flihren zu
einer Denaturierung der Proteine wiahrend die RNAse A, die ebenfalls freigesetzte RNA zum
grofiten Teil abbaut. Daraufthin wird das Lysat durch Zugabe eines Bindepuffers (P3) neutra-
lisiert. Die hohe Konzentration chaotropher Salze bewirkt eine Prizipitierung der chromo-

somalen DNA, der Proteine und des SDS, wihrend die Plasmide in Losung bleiben. Ein
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zweiter niitzlicher Effekt ist, dass nach Abtrennung dieser Komponenten voneinander (durch
Zentrifugation) diese Salzkonzentration genutzt werden kann, um die Plasmid-DNA an eine
Silicagel-Oberflaiche zu adsorbieren (HAMAGUCHI und GEIDUSCHEK, 1962;
VOGELSTEIN und GILLESPIE, 1979). Nach dem Waschen der Sidule mit einem Isopropa-
nol-haltigen Puffer konnen die DNA-Molekiile mit TE-Puffer oder Aqua bidest. eluiert
werden. Alle bendtigten Materialien und Puffer waren Bestandteile der Kits. Ferner wurden

alle Zentrifugationen, sofern nicht anders beschrieben, bei 10.000 x g und RT durchgefiihrt.

3.15.11.1 Mini (Spin)-Plasmidpriparation

2 ml einer Suspensionskultur (s. Kap. 3.15.10.1) wurden zunéichst fiir 5 min bei 1.500 x g und
4°C zentrifugiert und die pelletierten Zellen anschlieBend mit 250 ul an RNAse A-haltigen
Puffer P1 resuspendiert. Danach wurden 250 pl P2-Puffer zugegeben, das Reaktionsgefdl3 5 x
vorsichtig invertiert und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nachdem 350 pl eisgekiihlter Binde-
puffer (P3) hinzugefiigt und erneut vorsichtig invertiert wurde, schloss sich eine Smintitige
Inkubation auf Eis an. Nach einer Zentrifugation fiir 10 min wurde der Plasmid-haltige
Uberstand auf eine Sdule gegeben und fiir 1 min zentrifugiert, wobei der Durchflul verworfen
wurde. AnschlieBend wurden auf die Sdule 700 ul des Waschpuffers P5 aufgetragen und
wiederum 1 min zentrifugiert. Nach einer weiteren Iminiitigen Zentrifugation zum Trocknen
der Séule wurde durch Zugabe von 50 ul TE-Puffer oder Aqua bidest. und einer erneuten
Zentrifugation die DNA eluiert und nachfolgend deren Konzentration photometrisch bestimmt
(s. Kap. 3.15.13).

3.15.11.2 Midi-Plasmidpréparation

5 ml einer Suspensionskultur (s. Kap. 3.15.10.1) wurden zunichst fir 8 h bei 37°C und
250 Upm inkubiert, anschlieBend 1:1000 in 25 ml LB/Ampicillin-Medium verdiinnt und
weiter liber Nacht kultiviert. Die Zellen der gesamten Kultur wurden dann durch eine Zentri-
fugation bei 6.000 x g fiir 15 min bei 4°C pelletiert und ferner in 4 ml P1-Puffer resuspen-
diert. Dann wurden 4 ml Lysispuffer (P2) zugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Nachdem
4 ml eisgekiihlter P3-Puffer zugefiigt und der Ansatz vorsichtig 5 x invertiert wurde, wurde
die Suspension in eine QIAfilter-Midi Cartridge gegossen und fiir 10 min bei RT inkubiert.
Anschlieend wurde sie auf eine, zuvor mit 4 ml QBT-Puffer dquilibrierte, QIAGEN tip100-
Saule gegeben. Nachdem das gesamte Lysat durch die Sdule gelaufen war, wurde sie 2 x mit
je 10 ml QC-Puffer gewaschen und dann mit 5 ml QF-Puffer eluiert. Danach wurde die DNA
durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol gefdllt und fiir 30 min bei 4°C und 15.000 x g
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zentrifugiert. Das DNA-reiche Pellet wurde darauthin mit 2 ml an 70 %igen Ethanol
gewaschen, erneut bei 15.000 x g und 4°C fiir 10 min zentrifugiert, danach fiir 5-10 min bei
RT getrocknet und anschlieBend in einem angemessenen Volumen an TE-Puffer oder Aqua
bidest. aufgenommen. Dann folgte die photometrische Bestimmung der DNA-Ausbeute (s.
Kap. 3.15.13).

3.15.12 Priparation und Weiterbehandlung genomischer DNA
3.15.12.1 Priparation genomischer DNA aus S. domuncula

Um genomische DNA aus dem Schwamm zu isolieren, muss das Gewebe vorher mechanisch
dissoziiert und die einzelnen Zellen mit einem Lysispuffer aufgeschlossen werden. Die
dadurch freigesetzte DNA kann anschlieend aufgereinigt und konzentriert werden. In dieser
Arbeit wurde diesbeziiglich ein leicht modifiziertes Protokoll der Firma QIAGEN gewdéhlt.
Zur Aufreinigung der genomischen DNA wurde der QIAGEN Genomic DNA Purification Kit
verwendet, der alle benutzten Materialien und Puffer enthielt.

Frischgewebe von S. domuncula (5 g) wurde mit einem Skalpell abgetrennt und nach kurzem
Waschen in Aqua dest. sofort in fl. Stickstoff {iberfiihrt. Die tiefgefrorenen Gewebestiicke
wurden danach in einem ebenfalls mit fl. Stickstoff tiefgekiihlten Mdrser zu feinen Pulver
zerrieben. AnschlieBend wurden 19 ml Lysispuffer G2 sowie 1 ml Proteaselosung (20 mg/ml)
hinzugefiigt und vorsichtig gevortext. Nach einer 2stiindigen Inkubation bei 50°C wurde die
Suspension, um grobe Partikel zu entfernen, fiir 10 min bei 5.000 x g und 4°C zentrifugiert.
Der Lysatiiberstand wurde dann auf eine, zuvor mit 10 ml QBT-Puffer dquilibrierte, QIAGEN
Genomic Tip 500/G-Saule gegeben. Dabei wurde die DNA unter dem in Kap. 3.15.3 und
3.15.11 erwihnten Prinzip an eine Silicagel-Oberfliche gebunden. Die Sdule wurde dann 2 x
mit jeweils 15 ml QC-Puffer gewaschen und die DNA anschlieBend mit dem gleichen
Volumen an QF-Puffer eluiert. Durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol wurde die DNA
gefillt und bei 8.000 x g und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Das DNA-haltige Pellet wurde
nach dem Dekantieren des Uberstandes noch mit 70 %igen Ethanol gewaschen, erneut zentri-
fugiert sowie anschlieBend mit TE-Puffer aufgenommen. Die Ausbeute der DNA wurde
daraufhin photometrisch bestimmt (s. Kap. 3.15.13) und die DNA-Qualitdt durch ein analy-
tisches Gel (s. Kap. 3.15.12.2) iiberpriift.
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3.15.12.2 Analytisches Gel

Dafiir wurden 3 pg der isolierten genomischen DNA auf ein 0,5 %iges Agarosegel
aufgetragen, bei 0,8 V/cm iiber Nacht aufgetrennt (s. Kap. 3.15.2.1) und mit Ethidiumbromid
nachgewiesen (s. Kap. 3.15.2.2). Als Standard diente der High Molecular Weight Marker.

3.15.12.3 Sonifizierung genomischer DNA fiir eine nachfolgende PCR-
Amplifikation

In vielen Féllen sind fiir anschlieBende PCR-Amplifikationen genomische DNA-Bruchstiicke
von geringen GrofB3en (1-50 kB) effizientere Matrizen als ldngere Fragmente (= 50 kB).

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsache wurde ein Teil der isolierten DNA (s. Kap. 3.15.12.1)
fiir 30 sec auf der Stufe 1 des Sonifizierers B12/15 geschert.

3.15.13 Messung der Konzentration und Reinheit einer Nuklein-
saurelosung

Die Nukleinsdurekonzentration ldsst sich mit Hilfe der UV-Absorptionsspektroskopie sehr
genau ermitteln. Dabei ist die Menge der, von der Nukleinsdure absorbierten, UV-Strahlung
proportional zu dem Gehalt der DNA, bzw. RNA, in der Losung. Bei einer Wellenldnge von
260 nm entspricht ein Absorptionswert von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml doppel-
stringiger DNA oder 40 ug/ml RNA (AUSUBEL et al., 1987-2000). Anhand der UV-
Spektroskopie ldsst sich auch die Reinheit einer Nukleinsdurelosung kontrollieren, dabei liegt
bei reinen Proben das Verhéltnis der Absorptionen bei 260 und 280 nm bei ca. 1,8. Geringere
Relationen weisen auf Verunreinigungen, z. B. durch Proteine, hin.

Alle Messungen wurden mit dem Spektralphotometer Genequant II durchgefiihrt. 100 pl einer
1:20 oder 1:50 verdiinnten Nukleinsdurelosung wurden in die Quarzkiivette QS 1.000
pipettiert und die Absorptionen bei 260 und 280 nm gemessen. Das Gerdt war so program-

miert, dass es sowohl die Konzentration als auch die Reinheit der DNA/RNA angeben konnte.

3.15.14 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die DNA-Sequenzierung ist eine Methode, um die Nukleotidabfolge in einem DNA-Bereich
zu ermitteln. Die Sequenzierung der, in Vektoren einklonierten, DNA-Fragmente erfolgte
anhand der Didesoxy-Methode nach SANGER et al. (1977). Bei dieser Kettenabbruch-
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Methode bindet ein markierter Primer an die einzelstringige DNA-Matrize und dient als
Ausgangspunkt fiir die Synthese des komplementéiren Strangs durch eine geeignete DNA-
Polymerase in Anwesenheit der 4 dNTPs. Im Gegensatz zur iiblichen PCR (s. Kap. 3.15.1)
wird bei dieser zyklischen Sequenzierung jedoch nur ein Primer eingesetzt. Dieser Umstand
fiihrt lediglich zu einer linearen Amplifizierung der Matrize. Auflerdem befindet sich in jedem
der 4 parallelen Reaktionsansitze einer DNA-Matrize jeweils eins der insgesamt 4 mdglichen
Didesoxynukleotide (ddNTPs). Der Einbau dieser ANTP-Analoga fiihrt zu einem Abbruch des
weiteren Wachstums der Polynukleotidkette, da ihnen das 3’-Hydroxylende fehlt, um die
nichste Phosphodiesterbindung zu kniipfen. So entstehen Fragmente verschiedener Linge mit
je einem dANTP am 3’-Ende. Die DNA-Doppelstringe der 4 Ansédtze werden dann durch
Hitze denaturiert, getrennt nebeneinander auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und unter
Hochspannung ihrer Lange nach aufgetrennt. Bei der Sequenzierung wurde der automatische
DNA-Sequenzierer LI-COR 4200L benutzt. Dieser Apparat kann anhand eines eingebauten
Lasers, der die gesamte Breite eines Gels in regelmifligen Abstidnden erfasst, den IRD800-
Farbstoff der Primer (als Bestandteil der DNA-Ketten) anregen, Licht einer bestimmten
Wellenldnge zu emittieren. Die ausgesendete Strahlung wird wiederum durch einen Scanner
erfasst, der seinerseits die Informationen an einen Computer weiterleitet. Mit der entsprech-
enden Software (Image Collection) kann daraufhin ein Bild des gesamten Gels erstellt

werden.

3.15.14.1 Giellen der Sequenziergele

Zum GieBen der Sequenziergele wurde die Zweikomponentenlosung Sequagel XR der Firma
BIOZYM verwendet, wobei 24 ml der Komponente I und 6 ml der Komponente II
miteinander vermischt und anschlieBend durch einen Sterilfilter (0,2 um) von Partikeln
gereinigt wurden. Danach wurden 175 ul 10 %iges APS zugegeben und die Gelldsung sofort
zwischen 2, zuvor griindlich mit Aqua bidest. und Isopropanol gereinigten, Glassplatten
gegossen. Zuletzt wurde der Vorkamm in das noch fliissige Gel gesteckt und fixiert. Die

Polymerisationszeit betrug mindestens 2-3 h.

3.15.14.2 Die Sequenzierreaktion

Fir die zyklische Sequenzierung wurde in der Regel der Thermo Sequenase fluorescent

labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP verwendet. Dieser beinhaltete alle

notigen Reagenzien fiir die Kettenabbruchreaktion bis auf die DNA-Matrize und den
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gelabelten Primer. Das im Kit anstelle von dGTP enthaltende 7-deaza-dGTP soll Kompres-
sionen, die wihrend des Gellaufs erfolgen konnen, verhindern.

Ein Sequenzierreaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

1,3 ung DNA
1 pul  IRDS800 gelabelter Primer (2 pmol/ul)

X w  Aqua bidest.
19 ul

Jeweils 4,5 ul dieser DNA/Primer-Mischung wurden auf insgesamt 4 verschiedene Ansitze
verteilt und mit je 1,5 pl von einem der 4 Terminationsmixe A, C, G, T versetzt (in 0,2 ml
Microstrip tubes).

Um jedoch schwierige DNA-Matrizen mit inversen oder tandemartigen Wiederholungen
sowie Regionen mit hohem G/C-Gehalt zu sequenzieren, wurde der SequiTherm EXCEL™ II
DNA Sequencing Kit verwendet. Dieser Kit enthielt ebenfalls alle notwendigen Komponenten
fiir die Kettenabbruchreaktion.

Es wurden dabei folgende Reagenzien zusammengegeben:

nLg  DNA
1 ul  IRDS800 gelabelter Primer (2 pmol/ul)
7,2 wl  SequiTherm EXCEL II Sequencing Buffer
1 pul  SequiTherm EXCEL II DNA Polymerase (5 U/ul)

X w  Aqua bidest.
17l

Jeweils 4 ul dieser DNA/Primer-Mischung wurden auf 4 verschiedene Ansitze verteilt und
mit je 2 ul von einem der 4 Terminationsmixe A, C, G, T versetzt (in 0,2 ml Microstrip
tubes).

Die sich anschlieBende PCR wurde in dem Thermocycler Touchdown mit folgenden Tempe-
raturzyklen durchgefiihrt:

Schritt 1: 3 min 95°C initiale Denaturierung der DNA-Matrize
Zyklen 1-30: 30 sec 95°C Denaturierung der DNA-Doppelstringe
30 sec Tm Annaeling der Primer
60 sec 70°C Elongation der Primer entlang der Matrize

Anschliefend wurden die Reaktionsansétze zur Denaturierung erneut bei 95°C fiir 2 min
inkubiert, sofort auf Eis gestellt und mit je 3 pl Stop-Puffer vereinigt.
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Stop-Puffer
95 % (v/v) Formamid

0,1 % (w/v) Xylencyanol
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
10 mM EDTA

3.15.14.3 Auftragung der Proben und Gellauf

Nach der Polymerisation des Acrylamidgels wurde der Vorkamm vorsichtig entfernt, die
enstandene Tasche von Gelresten befreit und die eingespannten Glasplatten mit dem Gel in
eine dafiir vorgesehene Vorrichtung des Sequenziererapparats eingehingt. Anschlieend
wurde ein 45miniitiger Vorlauf mit frisch hergestellten 1 x TBE-Puffer (s. Kap. 3.15.2.1) bei
50°C und 1.500 V begonnen, der zur Aquilibrierung des Gels diente. Nachdem ein sog.
Haifischzahnkamm in das Gel gesteckt wurde, erfolgte die Pipettierung von 1,3 pl der abge-
stoppten Reaktionsansétze (s. Kap. 3.15.14.2) A,C,G,T direkt nebeneinander in die Taschen.
Die nachfolgende Elektrophorese (gleiche Bedingungen wie im Vorlauf) lief 6-7 h unter der
Kontrolle des BaseImagerIR/Data Collection V02.31 Programms.

3.15.14.4 Auswertung der Sequenziergele

Die gespeicherten Bildinformationen wurden mittels einer geeigneten Software
(BaseImagerIR/Image Analysis V4) automatisch bearbeitet. Die resultierenden Sequenzen
wurden dann nochmal manuell kontrolliert sowie gegebenenfalls korrigiert und abschlieend
im FASTA-Format gespeichert, damit sie fiir eine Bearbeitung mit nachfolgenden Program-

men oder Online-Diensten (s. Kap. 3.14) zur Verfiigung stehen konnten.

3.16 RNA-Techniken
3.16.1 DMPC-Behandlung von Losungen und Verbrauchsmaterialien

Bei Arbeiten mit RNA ist es unbedingt notwendig, vorher alle Losungen und Materialien, die
mit der RNA in Kontakt treten, mit einem RNAse-Inhibitor wie Dimethylpyrocarbonat
(DMPC) zu behandeln. DMPC bindet kovalent an Tyrosin- und Histidinresten der RNAsen
und zerstort infolgedessen deren Struktur (LEONARD et al., 1970).

Zur Herstellung von RNAse-freiem Wasser wurde Aqua bidest. mit 0,1 % (v/v) DMPC

versetzt und 30 min geriihrt. Alle verwendeten Losungen und Puffer wurden mit diesem
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DMPC-H,0 hergestellt, sowie alle unsterilen Verbrauchsmaterialien damit behandelt. Nach

einer Inkubation uiber Nacht wurden sie 1 h autoklaviert.

3.16.2 RNA-Priparation aus S. domuncula mittels TRIzol®-Reagenz

TRIzol® der Firma LIFE TECHNOLOGIES ist ein aus einer monophasischen Ldsung von
Phenol und Chloroform bestehendes Reagenz zur Isolierung von Total-RNA aus Zellen und
Gewebe. Bei dem von CHOMOCZYNSKI und SACCHI (1987) entwickelten Verfahren stellt
das TRIzol® wihrend der Homogenisierung und Lyse die Integritit der RNA sicher. Alle
Zentrifugationen erfolgten bei 12.000 x g und 4°C.

Zur Isolierung der Total-RNA wurde dem Schwamm 1 g Frischgewicht mit einem Skalpell
abgetrennt, kurz in Aqua dest. gespiilt und sofort in fl. Stickstoff iiberfiihrt. Anschlieend
wurde das tiefgefrorene Gewebe mit einem gekiihlten Morser zu feinem Pulver zerrieben und
dann in 6 ml TRIzol®-Reagenz aufgenommen. Nach griindlichem Vortexen und einer
Sminiitigen Inkubation bei RT wurde das Homogenisat 10 min zentrifugiert und der
Uberstand in 6 Fraktionen zu je 1 ml aliqoutiert. In jedes Aliquot wurden daraufhin 200ul
Chloroform gegeben und nach kurzem Vortexen diese Ansidtze 3 min bei RT inkubiert. Im
Anschluss an eine 15miniitige Zentrifugation wurde die wéssrige RNA-haltige Phase abge-
nommen, erneut in 6 gleiche Fraktionen aufgeteilt und mit jeweils 0,5 ml Isopropanol versetzt
(zum Féllen der RNA). Nach kurzem Vortexen wurden die Proben fiir 10 min bei RT
inkubiert und anschlieBend 10 min zentrifugiert. Dann wurde das RNA-haltige Pellet mit
75 %igen Ethanol gewaschen und in einem geeigneten Volumen von DMPC-H,O aufge-
nommen. Anschliefend konnte die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA bestimmt
(s. Kap. 3.15.13) sowie deren Qualitit elektrophoretisch iiberpriift werden (s. Kap. 3.16.3.1).

3.16.3 RNA-Gelelektrophorese

Die RNA lésst sich analog zur DNA in einem elektrischen Feld mittels einer vernetzten,
inerten Matrix der Grofe nach auftrennen. Um jedoch Sekundirstrukturen einzelstringiger
RNA zu verhindern, miissen denaturierende Reagenzien, wie z. B. Formaldehyd, dem
Agarosegel zugefiligt werden (LEHRBACH et al., 1977).
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3.16.3.1 Analytische RNA-Agarosegele

Um fiir einen Northern Blot (s. Kap. 3.16.4) zunichst die isolierte Total-RNA (s. Kap. 3.16.2)
zu separieren, bzw. um die Qualitdt der RNA-Préiparation zu tiberpriifen (s. Kap. 3.16.3.2),
wurden 1 %ige Agarosegele angefertigt. Damit die Elektrophoresekammer und der Kamm
von RNAsen befreit wurden, wurden sie liber Nacht in eine 1 %ige (w/v) SDS-Losung gelegt
und vor der Verwendung mit DMPC-H,0 und Isopropanol abgespiilt. AnschlieBend wurden
0,5 g Agarose in 5 ml 10 x MOPS-Puffer und 42,3 ml DMPC-H,0O aufgekocht, nach dem
Abkiihlen auf 50°C mit 2,7 ml deionisierten Formaldehyd vermengt und danach in die
Gelform gegossen. Fiir einen nachfolgenden Northern Blot wurden 7,5 ug (fiir eine Uber-
priifung der Qualitét der isolierten RNA wurden lediglich 2,5 ng) der Total-RNA und 30 ng
der Marker-RNA mit dem 4 x Probenpuffer im Verhéltnis 3:1 vermischt, bei 65°C fiir 15 min
erhitzt und danach sofort auf Eis gestellt. Nach dem Abkiihlen konnten diese Proben in die
Geltaschen pipettiert werden. Die Elektrophorese erfolgte bei 3 V pro cm Abstand der
Elektroden in Gegenwart von 1 x MOPS-Puffer.

10 x MOPS-Puffer (pH 7.0) 4 x Probenpuffer

200 mM MOPS 45,5 % (v/v) deionisiertes Formamid
50 mM Natriumacetat 15 % (v/v) deionisiertes Formaldehyd
10 mM EDTA 10 % (v/v) 10x MOPS

10 % (v/v) Glycerin
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

deionisiertes Formaldehyd oder Formamid
100 ml Formaldehyd oder Formamid 30 min mit 5 g
Ionenaustauscher Resin AG® 501-X8 (BIORAD) riihren.

3.16.3.2 Detektion aufgetrennter RNA mit Toluidinblau

Im Anschluss an die Elektrophorese (s. Kap. 3.16.3.1) wurden die Gele fiir 10 min in eine
Toluidinblauldsung gelegt und anschlieBend iiber Nacht in DMPC-H,0O entfarbt. Danach
konnte die ribosomale RNA identifiziert und somit die Qualitdt der priparierten Total-RNA

iiberpriift werden.

Toluidinblaulésung
1 % (w/v) Toluidinblau

40 % (v/v) Methanol
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3.16.4 Northern Blot

Bei dieser Technik wird die zuvor gelelektrophoretisch aufgetrennte RNA auf ein geeignetes
Tragermaterial transferiert und anschlieBend immobilisiert (ALWINE et al., 1977). Der
Northern Blot erlaubt in Kombination mit der Hybridisierung einer DNA-Sonde eine

Identifikation und GroBenbestimmung der RNA-Transkripte.

3.16.4.1 Kapillartransfer und Immobilisierung der RNA

Nach der Elektrophorese (s. Kap. 3.16.3.1) wurde das Gel mit der Unterseite nach oben auf
ein zuvor zurechtgeschnittenes Elektrodenpapier, welches mit seinen Enden in beide
Reservoirs einer Elektrophoresekammer reichte, gelegt. AnschlieBend wurde eine positiv
geladene Nylonmembran der gleichen Grofle des Gels auf selbiges platziert, mit 2 weiteren
Lagen Elektrodenpapier iiberdeckt und mit einem 8-10 cm hohen Stapel aus Papierfalt-
handtiichern tberschichtet. Nachdem die Reservoirs mit 20 x SSC-Puffer befiillt waren,
wurde die Apparatur mit Frischhaltefolie versiegelt und mit einem Gewicht gleichmifBig
beschwert. Der Kapillartransfer fand liber Nacht statt. Danach wurde die Membran kurz
getrocknet und die RNA durch UV-Strahlung mit einer Energie von 900 pJ auf ihr fixiert
(Crosslinking).

3.16.4.2 Detektion immobilisierter RNA mit Methylenblau

Zur Detektion aufgetrennter und immobilisierter Total-RNA sowie zum Visualisieren des
nicht gelabelten RNA Molecular Weight Marker I wurde die Membran nach dem Immobili-
sieren (s. Kap. 3.16.4.1) kurz in 1 x SSPE-Puffer angefeuchtet und daraufthin fiir 10 min in
eine Methylenblaulosung gelegt. Das Entfarben erfolgte durch eine 15miniitige Inkubation in
1 x SSPE-Puffer.

20 x SSPE-Puffer (pH 7.4) Methylenblaulosung
3 M  NaCl 0,02 % (w/v) Methylenblau
200 mM NaH,PO, 50 mM Natriumacetat, pH 5,2

20 mM EDTA
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3.16.4.3 DIG-Markierung der DNA-Sonden

Die Markierung der DNA-Sonden erfolgte mit Hilfe des PCR-DIG Probe Synthesis Kits,
dessen Prinzip auf einem Einbau DIG-markierter Nukleotide wéhrend einer PCR-Reaktion (s.
Kap. 3.15.1) beruht.

Fiir die Markierungsreaktionen wurden folgende Komponenten in einem 0,2 ml Microstrip

tube zusammengegeben:

31,2 wl  steriles Aqua bidest.

ul 10 x PCR-Puffer

pul  dNTP-Mix

pul - PCR DIG Probe Synthesis Mix

pul  Vorwérts-Primer (10 pmol/ul)

pul  Riickwérts-Primer (10 pmol/ul)

pul  Matrize (entsprechend 10 pg Plasmid-DNA)
0,8 ul  Expand High Fidelity (3,5 U/ul)

50 ul

—_— = = W W N

Die PCR wurde in dem Thermocycler Touchdown mit folgenden Temperaturzyklen durchge-
fiihrt:

Schritt 1: 3 min 95°C initiale Denaturierung der DNA-Matrize
Zyklen 1-35: 30 sec 95°C Denaturierung der DNA-Doppelstringe
30 sec Tm Annaeling der Primer
4 min 72°C Elongation der Primer entlang der Matrize

Abschlieflend erfolgte ein Elongationsschritt bei 72°C fiir 20 min. Danach wurde der PCR-
Ansatz aufgereinigt (s. Kap. 3.15.3).

3.16.4.4 Hybridisierung und Detektion mit CDP-Star™

Im Anschluss an einen Kapillartransfer und einer Immobilisierung der RNA auf der positiv
geladenen Nylonmembran (s. Kap. 3.16.4.1) erfolgte die Inkubation des Blots mit vorge-
wirmter Hybridisierungslsung (1 ml/5 cm?, 2 h, 42°C) in einem beheizbaren Wasserbad. Die
aufgereinigte DNA-Sonde (s. Kap. 3.16.4.3) wurde wihrenddessen fiir 10 min bei 95°C dena-
turiert, sofort auf Eis gestellt und danach in einer Konzentration von 2 ul/ml in die Membran
umgebende Hybridisierungsldosung pipettiert. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei
42°C. Danach wurde die Membran 2 x 5 min mit 2 x SSC-Puffer, 0,1 % (w/v) SDS bei RT
und 2 x 15 min mit 0,1 x SSC-Puffer, 0,1 % (w/v) SDS bei 42°C gewaschen (Stringenz-
waschen). Nach einer kurzen Aquilibrierung in P1-Puffer erfolgte eine 30miniitige Blockie-
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rung in P2-Puffer, worauf sich eine 60miniitige Inkubation mit 1:10.000 in P2-Puffer
verdiinnten und mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Anti-Digoxigenin Antikdrper
anschloss. Unspezifisch gebundener Antikorper wurde dann durch 2maliges Waschen mit P1-
Puffer, 0,1 % (v/v) Tween 20 entfernt. Im Anschluss an ein kurzes Aquilibrieren der Mem-
bran in P3-Puffer wurde selbige kurz getrocknet und dann fiir 2 min mit 1 ml des Chemo-
lumineszenzsubstrats CDP-Star™ ready to use (ROCHE DIAGNOSTICS) inkubiert. Danach
wurde die Membran in Plastikfolie eingeschweifst und mit dem fiir Chemolumineszenz
empfindlichen Roéntgenfilm New RX in eine lichtundurchldssige Kassette gelegt. Die
Expositionszeit richtete sich nach der Stirke des Signals und konnte im Zeitraum von einer

bis mehreren Minuten liegen.

20 x SSC-Puffer (pH 7.0) P1-Puffer (pH 7.5)

3 M  NaCl 100 mM Maleinsdure

300 mM Natriumcitrat 150 mM NacCl
High-SDS-Hybridisierungs-Puffer (in S x SSC) P2-Puffer

7 % (w/v) SDS 10 % (w/v) Blockingreagenz in P1-Puffer
50 % (v/v) deionisiertes Formamid

0,1 % (w/v) N-Laurylsarcosin P3-Puffer

2 % (v/v) Blockingreagenz 100 mM NaCl

50 mM Na;PO4, pH 7,0 100 mM Tris-HCI, pH 9,5

3.16.5 Reverse Transkription von mRNA mit nachfolgender PCR

Durch eine Reverse Transkription unter Verwendung von Oligo(dT)-Primern kann
eukaryotische Poly(A)-mRNA in ihre komplementire, einzelstringige DNA (cDNA) konver-
tiert werden. Diese cDNA ldsst sich daraufhin mit genspezifischen Vorwérts- und Riickwérts-
Primern durch eine PCR amplifizieren. Diese beiden Schritte werden zusammengefasst als
RT-PCR bezeichnet. In dieser Arbeit wurde im ersten Schritt als Reverse Transkriptase die
Superscript™ 1II des Kits SUPERSCRIPT™ Preamplification System for First Strand cDNA
Synthesis (der zudem alle weiteren benétigten Reagenzien enthielt) verwendet. Bei der
darauffolgenden PCR kam eine iibliche Tag-Polymerase zum Einsatz.

Zu 5 ug Total-RNA wurden 0,5 pug Oligo(dT)-Primer gegeben und mit DMPC-H,O auf 12 pl
aufgefiillt. Nach einer Inkubation von 10 min bei 70°C wurde der Ansatz fiir 1 min auf Eis
gestellt und anschlieBend mit 7 pl eines Reaktionsgemischs vermengt. Dieses enthielt
folgende Komponenten: 2 ul 10 x PCR-Puffer, 2 ul MgCl, (25 mM), 1 ul dNTP-Mix
(10 mM) und 2 ul DTT (0,1 M). Im Anschluss an eine Sminiitige Inkubation bei 42°C wurden
200 U Superscript™ II zugegeben und bei 42°C 50 min inkubiert. Nach einer 15miniitigen
Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase bei 70°C konnte die so gewonnene cDNA als
Matrize fiir eine PCR (s. Kap. 3.15.1) eingesetzt werden.



MATERIAL und METHODEN 72

3.17 Hefekulturen
3.17.1 Kultivierung der Hefe

Hefe kann analog zu E. coli in fliissigen Medien sowie auf der Oberfliche von Agar-Platten
wachsen. Dabei wird sie entweder routineméBig in Yeast Extract, Peptone, Dextrose (YEPD)-
Medium oder im Fall einer Selektion von Transformanten in einem synthetischen Komplett
(SK)-Medium bei 30°C kultiviert (GUTHRIE und FINK, 1991; AUSUBEL et al., 1987-
2000). Diese Medien (s. Kap. 3.12) enthalten alle notwendigen Néhrstoffe und Salze, damit

die Zellen optimal wachsen und sich teilen konnen.

3.17.1.1 Zellausstrich auf Agar-Platten (,,working stock Platten*)

Von den zuvor angefertigten Agar-Platten wurden Hefezellen eines Klons mit einer sterilen
Impfése abgenommen und auf neuen YEPD- oder SK-Ura-Platten (s. Kap. 3.12) ausge-
strichen. Nach einer 4-5tdgigen Inkubation im Brutschrank bei 30°C wurden die Platten
herausgenommen, mit Parafilm versiegelt und bis zum weiteren Gebrauch oder einem
erneuten Zellausstrich bei 4°C gelagert (maximal 6 Wochen). Die auf diesen ,,working stock
Platten” befindlichen Klone konnten innerhalb des angegebenen Zeitraums jederzeit in/auf

frischen Medium/Platten weiterkultiviert werden.

3.17.1.2 Die Suspensionskultur

Die Zellen eines Hefeklons wurden ausgehend von ,,working stock Platten* (s. Kap. 3.17.1.1)
oder Glycerinstocks (s. Kap. 3.17.1.4) in 7 ml YEPD- oder SK-Ura-Medium inokuliert und
bei 30°C und 300 Upm kultiviert, bis die entsprechende Zelldichte (s. Kap. 3.17.1.3) erreicht

wurde.

3.17.1.3 Messung der optischen Dichte einer Hefekultur

Das Wachstum einer Hefekultur kann verfolgt werden, indem die optische Dichte bei 600 nm
(ODgg0) gemessen wird. Dabei wird die zu bestimmende Probe einer Suspensionskultur in den
Strahlengang eines Photometers gegeben und mit Licht einer Wellenldnge von 600 nm

durchstrahlt. Die Lichtmenge, die durch die Kultur dringt, wird erfasst und die optische
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Dichte (Absorption) berechnet. Bei 600 nm entspricht eine OD-Einheit von S. cerevisiae etwa
3 x 107 Zellen/ml (AUSUBEL et al., 1987-2000).

Zur Bestimmung der optischen Dichte wurde das Spektralphotometer SmartSpec™ 3000
verwendet. Dabei wurden 100 pl der zu messenden Kultur entnommen, in eine Quarzkiivette
pipettiert und die ODgoo gemessen. Als Referenzwert diente das zur Kultivierung verwendete

Medium.

3.17.1.4 Herstellung der Glycerinstocks

Hefezellen konnen in Gegenwart von 15 % Glycerin und Temperaturen unterhalb -60°C fiir
langer als 5 Jahre praserviert werden (GUTHRIE und FINK, 1991; AUSUBEL et al., 1987-
2000).

1 ml einer 16-18 h alten (mittlere logarithmische Phase, ~ 1-5 x 10’ Zellen/ml) Suspensions-
kultur (s. Kap. 2.17.1.2) wurde mit 450 pl einer Glycerin/Kulturmedium (1:1)-Mischung
versetzt, gevortext sowie sofort in fl. Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte
anschlieend bei -80°C.

3.17.2 Konstruktion der rekombinanten pVT103-U Vektoren

Hefevektoren konnen abhédngig von der Art ihrer Replikation in die 5 folgenden Gruppen
eingeteilt werden: [1] yeast integrating plasmids (YIp), [2] yeast linear plasmids (YLp), [3]
yeast replicating plasmids (YRp), [4] yeast centromere plasmids (YCp) und [5] yeast
episomal plasmids (YEp). Bis auf die YLp stammen alle von ihrem konstruktzonalen
Ursprung von Bakterienplasmiden ab und konnen aufgrund dessen sowohl in E. coli als auch
in Hefe gehalten und repliziert werden (Shuttle-Vektoren) (GUTHRIE und FINK, 1991;
AUSUBEL et al., 1987-2000). Demzufolge tragen diese Vektoren auch 2 fiir die Selektion
geeignete Gene. Das eine vermittelt dabei eine Antibiotikaresistenz zur Selektion von E. coli
(in der Regel Amp"), wihrend das andere, ein dominantes Hefegen, das auch als rezessive
Nullmutation im Hefegenom présent ist, zur Selektion von Hefezellen genutzt werden kann.
Der in dieser Arbeit verwendete Shuttle-Vektor pVT103-U (s. Abb. 3.1A/B) (VERNET et al.,
1987) gehort zur Klasse der YEp, deren Mitglieder sich durch eine hohe Anzahl in der
Hefezelle (20-50 Kopien) und somit auch durch eine hohe mitotische Stabilitdt auszeichnen.
Dies ist zuriickzufiihren auf die Prisenz des 2 p Origin (2 p ori), das eine autonome, extra-
chromosomale Replikation des Plasmids in der Hefezelle vermittelt. Die durch den ADHI-
Promotor (ADHp) gesteuerte Transkription gewdhrleistet eine konstitutive Expression des
rekombinanten Proteins (VERNET et al., 1987).
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Abb. 3.14:

Physikalische und genetische Karte des pVT103-U
Shuttle-Vektors (nach Vernet et al., 1987). Das E.
coli ori, das 2 p ori und das Phagen fl ori sind
dargestellt. Ebenso ist die Position der Gene URA3
und P-Lactamase (Ap") sowie die Richtung ihrer
Transkrviption und auferdem die Orientierung des
ADHp sowie die Position der ADH 3’-Sequenz
aufgezeigt. Angegeben ist ferner die Lage der MCS
und die zur Verfiigung stehenden Restriktionsschnitt-
stellen des Vektors.

MCS7 ADHp
—
g v
AGC

s » . . . .
M102 A TTCAGCTGCTGCAGGCTCGAGGAGCTCGTCTAGAGGATCCAGCTTGGAGTTGATTGTATGC
103 TTCGAAGTCGACGACGTCCGAGCTCCTCGAGCAGATCTCCTAGGTCGAACCTCAACTAACATACG

Hndll Pwl Pst] Xhol Sstl Xbal BamHI
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Abb. 3.1B:
Sequenz und Orientierung der MCS des pVT103-U Shuttle-Vektors (nach Vernet et al., 1987).

Fiir die Expression des JNK- und p38-Proteins aus S. domuncula (JNK_SD und p38 SD)
sowie des HOGI1-Proteins aus S. cerevisiae in der HOGI-AI-Nullmutante (s. Kap. 3.10)
wurden folgende cDNA-Intervalle von SDJNK: [-6]-[+1123], SDp3§8: [-3]-[+1117] und
HOGI: [+1]-[+1308], die jeweils den gesamten kodierenden Bereich der Sequenz
entsprechen, mit den im Kap. 3.13.4 angegebenen Primern per PCR (s. Kap. 3.15.1)
amplifiziert. Dabei diente die cDNA-Bibliothek von S. domuncula (s. Kap. 3.8) als Matrize
zur Amplifikation der beiden SAPKs des Schwamms, wihrend fiir die Vervielfaltigung des
HOG-Gens das Plasmid pJB30 (BREWSTER et al., 1993) verwendet wurde. Aufgrund der
Konstruktion der Riickwértsprimer sollten Fusionsproteine mit einem C-terminalen 6 x His-
tag exprimiert werden. Nach der Aufreinigung der PCR-Produkte (s. Kap. 3.15.3) wurden
diese iiber T-A-Cloning mit dem pGEM®-T Vektor ligiert (s. Kap. 3.15.5.1) sowie daraufhin
Epicurian Coli® XL1-Blue Supercompetent Cells mit den Konstrukten transformiert (s. Kap.
3.15.7.3) und schlieBlich auf LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal-Platten (s. Kap. 3.11) ausplattiert.
Mittels der Blau-Wei3-Selektion (s. Kap. 3.15.8) wurden die Klone identifiziert und mit einer
Checking-PCR (s. Kap. 3.15.9) die GroBe der klonierten DNA-Inserts festgestellt. Die
positiven Klone mit der richtigen Groe der Inserts wurden in LB/Ampicillin-Medium {iiber
Nacht kultiviert (s. Kap. 3.15.10.1). Im Anschluss an eine Mini-Plasmidpraparation (s. Kap.
3.15.11.1) wurden die klonierten PCR-Fragmente sequenziert (s. Kap. 3.15.14) und dadurch
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auf ihre Korrektheit iiberpriift. Die positiven, rekombinanten pGEM®-T Plasmide wurden
dann mit BamHI verdaut (s. Kap. 3.15.6.1) und das herausgeschnittene DNA-Insert in einem
praparativen Agarosegel (s. Kap. 3.15.2.1) isoliert, anschlieBend eluiert (s. Kap. 3.15.4) und
mit dem ebenfalls BamHI-behandelten, dephosphorylierten (s. Kap. 3.15.6.2) pVT103-U
Vektor ligiert (s. Kap. 3.15.5.2). Epicurian Coli® XL1-Blue Supercompetent Cells wurden
darauthin mit diesen rekombinanten Shuttle-Vektoren transformiert und die Transformanten
auf LB/Ampicillin-Platten selektiert (s. Kap. 3.15.7.3) sowie anschlieBend mittels Checking-
PCR (s. Kap. 3.15.9) iiberpriift. Die Klone mit der korrekten Grofle der DNA-Inserts wurden
dann in LB/Ampicillin kultiviert (s. Kap. 3.15.10.1) und ihre Vektoren mit einer Mini-
Plasmidpraparation (s. Kap. 3.15.11.1) isoliert. Die Orientierung der einligierten DNA-Frag-
mente sowie die Richtigkeit ihrer Nukleotidabfolge wurden anhand einer erneuten Sequen-
zierung (s. Kap. 3.15.14) untersucht. Die pVT103-U Vektoren, die HOGI in der richtigen
Leserichtung (5°—3’) enthielten, wurden mit pV7103-U+HOGI-sense bezeichnet, wihrend
diejenigen, die SDJNK oder SDp38 in der korrekten/reversen Leserichtung beinhalteten, mit
pVT103-U+SDJNK-sense/-antisense  oder pVT103-U+SDp38-sense/-antisense  benannt
wurden. Von den einwandfreien Klonen wurden schlieBlich Glycerinstocks (s. Kap.
3.15.10.2) angefertigt.

3.17.3 Transformation von Hefe

Plasmide konnen anhand der Elektroporation (MEILHOC et al., 1990), der Spheroblast-
Transformation (HINNEN et al., 1978) oder der Lithiumacetat-Transformation (ITO et al.,
1983) in Hefezellen eingeschleust werden. Die Lithiumacetat-Methode stellt die am
haufigsten angewandte Technik dar, bei der durch die Anwesenheit von Lithiumionen und
Polyethylenglykol (PEG) nach einem noch nicht vollstindig aufgeklarten Mechanismus die
Zellen fiir DNA-Molekiile durchléssig gemacht werden. Ein Hitzeschock erhéht zudem noch
die Transformationseffizienz. Die Transformanten werden schlieflich auf sog. ,,drop out
Platten* selektiert. In dieser Arbeit wurde eine von CHEN et al. (1991) weiterentwickelte
Lithiumacetat-Transformations-Methode (One-Step-Transformation; s. Kap. 3.17.3.1) ver-

wendet, mit der 10° bis 10° Transformanten pro pg Plasmid-DNA erhalten werden kénnen.

3.17.3.1 One-Step-Transformation von Hefe

In dieser Arbeit wurde die HOG-41-Nullmutante (s. Kap. 3.10) mit den pVT103-U+HOGI-
sense, pVT103-U+SDJNK-sense/-antisense oder pVT103-U+SDp38-sense/-antisense Vekto-

ren (s. Kap. 3.17.2) transformiert. Fiir diesen Zweck wurden pro Transformationsansatz
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5 x 10" Zellen einer Suspensionskultur (s. Kap. 3.17.1.2) in der friihen stationdren Phase
(~ 2,5 x 10® Zellen/ml) nach Messung der ODgq (s. Kap. 3.17.1.3) durch eine Zentrifugation
bei 10.000 x g und RT fiir 4 sec pelletiert und nach einem Waschschritt mit 200 pl One-Step-
Puffer in 100 pl desselbigen resuspendiert. AnschlieBend wurden 1 pg Plasmid, gewonnen
durch eine Midi-Plasmidpréparation (s. Kap. 3.15.11.2), sowie 5 ul sonifizierte und gekochte
Lachs-Sperma-DNA (EUROBIO, BEL) zugefiigt, der Ansatz gevortext und bei 45°C fiir
30 min inkubiert (Hitzeschock). Danach wurden die Zellen bei 750 Upm und RT fiir 2 min
zentrifugiert, mit 200 ul 1 M Sorbitol-Losung gewaschen und nach einer erneuten Zentrifu-
gation mit 300 pl SK-Ura-Medium (s. Kap. 3.12) resuspendiert und auf SK-Ura-Platten (s.
Kap. 3.12) mit einem abgeflammten Drigalsky-Spatel zur Selektion (s. Kap. 3.17.3.2) aus-
plattiert. Die auf diese Weise hergestellten Klone wurden im weiteren Verlauf der Arbeit mit
HOGI-41+HOGI-sense, bzw. HOGI1-41+SDJNK-sense/-antisense oder HOG1-41+SDp38§-

sense/-antisense bezeichnet.

One-Step-Puffer

200 mM Lithiumacetat
100 mM DTT

40 % (v/v) PEG

3.17.3.2 Selektion und Kultivierung der Transformanten auf “drop out Platten”

Wie schon angedeutet, besitzen Shuttle-Vektoren zur Selektion in Hefe ein dominantes Gen
zur Synthese von z. B. Leucin (LEU2), Histidin (HIS3) oder Tryptophan (7RPI). Der in
dieser Arbeit verwendete Vektor pVT103-U verfiigt in diesem Zusammenhang iiber das
URA3-Gen. Wenn ein Hefestamm, der aufgrund einer rezessiven Nullmutation seines URA3-
Gens (ura340) diese Base nicht synthetisieren kann, mit dem pV'T103-U Vektor transformiert
wird, konnen anschlieend nur dessen Transformanten auf Selektionsplatten ohne Uracil
(,,Uracil drop out Platten* = SK-Ura-Platten; s. Kap. 3.12) wachsen und sich teilen, da nur sie
das zum Uberleben essentielle Uracil bilden kénnen.

Die transformierten und auf SK-Ura-Platten ausplattierten Hefezellen (s. Kap. 3.17.3.1)
wurden 4-5 Tage bei 30°C im Brutschrank zur Selektion kultiviert, die darauthin gewach-
senen Klone mit einer sterilen Impfose abgenommen und in 7 ml SK-Ura-Medium (s. Kap.
3.12) bei 30°C und 300 Upm 16-18 h kultiviert. AnschlieBend wurden fiir ihre weitere
Kultivierung ,,working stock Platten* (s. Kap. 3.17.1.1) und Glycerinstocks (s. Kap. 3.17.1.4)
angefertigt.

Um zu priifen, ob die Transformanten tatsidchlich den gewiinschten Vektor mit dem richtigen
Insert trugen, wurden kompetente Bakterien mit den Vektoren retransformiert.

Zu diesem Zweck wurde jeweils 1 ml der Suspensionskulturen bei 10.000 x g und RT fiir
4 sec zentrifugiert, die Pellets mit fl. Stickstoff gefroren, bei 37°C aufgetaut und mit je 20 pl
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des im Yeast DNA Isolation-Kit enthaltenen Lysispuffers versetzt. Die Suspension wurde
dann fiir 5 min bei 95°C erhitzt und bei 10.000 x g fiir 30 sec zentrifugiert. Danach wurden
2 ul dieses Plasmid-haltigen Uberstands fiir eine Transformation von Epicurian Coli® XL1I-
Blue Supercompetent Cells (s. Kap. 3.15.7.3) eingesetzt, die Transformanten auf
LB/Ampicillin-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Mit
den daraufhin gewachsenen Klonen wurde eine Checking-PCR (s. Kap. 3.15.9) durchgefiihrt.

3.17.4 Detektion der rekombinanten SAPKSs

Um die Expression der rekombinanten, mit einem C-terminalen 6 x His-tag versehenen,
SAPKs nachzuweisen, wurden ausgehend von ,,working stock Platten* (s. Kap. 3.17.1.1) die
nichttransformierte HOGI-41-Nullmutante (s. Kap. 3.10) in 7 ml YEPD-Medium (s. Kap.
3.12) sowie die HOG1-A1+HOGI-sense, HOG1-41+SDJNK-sense/-antisense und die HOGI-
A1+SDp38-sense/-antisense Klone (s. Kap. 3.17.3.1) in 7 ml SK-Ura-Medium (s. Kap. 3.12)
16 h bei 30°C und 300 Upm kultiviert. Danach wurden die Suspensionskulturen 1:20 mit
frischem Medium verdiinnt und weiterkultiviert, bis eine ODgpy von 1,0 (s. Kap. 3.17.1.3)
erreicht war. AnschlieBend wurden aus den Zellen gemif Kap. 3.19.2 Proteinlysate gewonnen
und nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen (s. Kap. 3.19.3) die Proteingemische durch
eine SDS-PAGE (s. Kap. 3.19.4) aufgetrennt sowie daraufhin mittels Western Blot-Transfer
(s. Kap. 3.19.5) auf eine immobilisierende PVDF-Membran tibertragen. Die immunologische
Detektion der rekombinanten SAPKs (s. Kap. 3.19.5) erfolgte durch Verwendung eines
monoklonalen Anti-His (C-Term) Primérantikorpers und eines mit HRPO-gekoppelten Anti-

Maus IgG Sekundirantikorpers.

3.17.5 Komplementierungsstudien

Um zu untersuchen, ob die beiden SAPKs aus S. domuncula das verwandte HOG1-Protein
funktional ersetzen konnen, wurden zunichst Suspensionskulturen (s. Kap. 3.17.1.2) der
Wildtyp Hefe (s. Kap. 3.10) sowie der nichttransformierten HOGI-41-Nullmutante (s. Kap.
3.10) als Kontrollen in YEPD-Medium (s. Kap. 3.12) angefertigt. Parallel dazu wurden
Suspensionskulturen der HOGI-41+HOG[-sense, HOG[-A1+SDJNK-sense/-antisense sowie
HOG1-41+S8Dp38-sense/-antisense Klone (s. Kap. 3.17.3.1) in SK-Ura-Medium (s. Kap.
3.12) hergestellt (s. Kap. 3.17.4). Nach einer 16stiindigen Inkubation wurden diese Kulturen
1:20 mit frischem Medium verdiinnt und weiterkultiviert, bis eine ODgoo von 1,0 (s. Kap.
3.17.1.3) erreicht war. AnschlieBend wurden die jeweiligen Klone in einer Dichte von 220
Zellen/cm? auf je 1/7 der Fliche von 0,6 M NaCl enthaltenden YEPD-Platten ausplattiert und



MATERIAL und METHODEN 78

3 Tage bei 30°C im Brutschrank kultiviert. Danach wurden die bewachsenen Platten zur

Dokumentation gescannt.

3.17.6 Nachweis der Aktivierung der rekombinanten SAPKSs

Zur Detektion der aktivierten (dualphosphorylierten) SAPKs wurden gemiB3 Kap. 3.17.4
Suspensionskulturen (3.17.1.2) der im Kap. 3.17.5 erwidhnten Hefeklone kultiviert, anschlie-
Bend 1:20 mit frischem Medium verdiinnt und solange weiterkultiviert, bis sich eine ODggq
von 1,0 (s. Kap. 3.17.1.3) eingestellt hatte. Danach wurden die Zellen bei 750 x g und RT fiir
10 min zentrifugiert, die Pellets darauffolgend mit 7 ml 0,6 M NaCl enthaltenden YEPD-
Medium resuspendiert und fiir 0 (Kontrolle) bis 120 min bei 30°C und 300 Upm inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden von den entnommenen Zellen Proteinlysate ange-
fertigt (s. Kap. 3.19.2), deren Proteinkonzentrationen bestimmt (s. Kap. 3.19.3), die Protein-
gemische mittels SDS-PAGE (s. Kap. 3.19.4) aufgetrennt und durch einen anschlieenden
Western Blot (s. Kap. 3.19.5) auf eine immobilisierende PVDF-Membran transferiert. Der
Nachweis der phosphorylierten Proteine HOG1 und p38 SD erfolgte durch Verwendung des
polyklonalen Phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182) Antikorpers, wahrend phospho-
ryliertes JNK _SD anhand des polyklonalen Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) Antikor-
pers detektiert wurde (s. Kap. 3.19.5). Als Sekundirantikorper wurde der mit HRPO-gekop-
pelte Anti-Kaninchen IgG Antikérper benutzt.

3.17.7 Immunfluoreszenzmikroskopie und Kernfiarbung von Zellen

Anhand von Immunfluoreszenzfiarbungen kénnen spezifische Antigene in einer Zelle nach-
gewiesen und lokalisiert werden. Das Prinzip dieser Technik beruht analog zum Western Blot
auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Im Fall der indirekten Immunfluoereszenz detektiert
der Primérantikorper ein Antigen, worauf dieser wiederum von einem mit Fluoreszenz-
farbstoff-markierten Sekundérantikorper erkannt wird. Der gekoppelte Farbstoff emittiert eine
sichtbare Fluoreszenzstrahlung, nachdem er mit einer kiirzeren Wellenldnge angeregt wurde.
In Kombination zu dieser immunzytochemischen Methode kann der Zellkern durch Fiarbung
der nuklearen DNA mit DAPI nachgewiesen werden.

In diesem Fall wurden Suspensionskulturen (s. Kap. 3.17.1.2) der nichttransformierten
HOG-41-Nullmutante (s. Kap. 3.10) sowie der transformierten Klone HOGI-41+HOGI-
sense, HOGI-A1+SDJNK-sense und HOG1-41+SDp38-sense (s. Kap. 3.17.3.1) gemal} Kap.
3.17.4 kultiviert, danach 1:20 mit frischem Medium verdiinnt und weiterkultiviert, bis eine
ODgoo (s. Kap. 3.17.1.3) von 0,8-1,0 (expotentielle Phase) erreicht wurde. Anschlieend
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wurden die Zellen bei 750 x g fiir 10 min bei RT zentrifugiert, danach die Pellets mit 5 ml
0,6 M NaCl enthaltenden YEPD-Medium oder mit YEPD-Medium ohne zusétzliches NaCl
(Negativkontrollen) resuspendiert und fiir 10 min bei 30°C und 300 Upm inkubiert. Im
Anschluss daran wurden die Zellen durch Zugabe von 670 pl 37 %igen (v/v) Formaldehyd
sowie von 600 ul 1 M KP-Puffer 2 h bei RT fixiert, dann bei 350 x g fiir 5 min bei RT
zentrifugiert und das Pellet schlieBlich mit 0,1 M KP-Puffer vorsichtig resuspendiert. Nach
den Waschschritten mit 1 x 0,1 M KP-Puffer und mit 2 x des 1,2 M Sorbitol enthaltenden
0,1 M KP-Puffers wurden die Zellen 16 h bei 4°C in 1 ml des zuletzt erwdhnten Puffers
inkubiert. Zum Abbau der Zellwand wurden davon 500 ul (~10° Zellen) mit 2,5 pl B-
Mercaptoethanol und 200 U Lyticase (SIGMA) versetzt und fiir 30 min bei 30°C inkubiert.
Die Degradierung der Zellwand wurde wihrenddessen mikroskopisch iiberpriift und die
Spheroblasten anschlieBend fiir 5 min bei 350 x g (RT) zentrifugiert, wobei schlieflich das
Pellet mit 500 pl des 1,2 M Sorbitol enthaltenden 0,1 M KP-Puffers aufgenommen wurde.
50 ul der Suspension wurden dann auf vorher mit Poly-L-Lysin (70-150 kD; SIGMA)
beschichteten und 3 x mit PBS-Puffer gewaschenen Deckgldsern (@ 12 mm) aufgebracht. Die
Adhisionszeit betrug 15 min. Nach dem Absaugen des fliissigen Uberstandes, wurden die
Zellen durch Waschen mit jeweils -20°C kaltem Methanol (6 min) und Aceton (30 sec)
dehydriert sowie danach 3 min luftgetrocknet. Nach 5 x Waschen mit jeweils 250 pl
PBS/BSA-Puffer fiir je 2 min (Rehydrierung) schloss sich eine 30miniitige Inkubation bei RT
im gleichen Puffer an. AnschlieBend wurden 100 upl des jeweiligen Primérantikorpers
[Phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182) Antikorper, zur Detektion des phosphorylierten
HOGI1, bzw. p38 SD, und p-JNK (G-7) Antikérper zum Nachweis des phosphorylierten
JNK SD] in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS/BSA-Puffer 1 h bei RT appliziert. Nach 5 x
Waschen mit PBS/BSA-Puffer schloss sich eine Istiindige Inkubation mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Cy3 gekoppelten und 1:200 in PBS/BSA-Puffer verdiinnten Sekundirantikorper
[Anti-Kaninchen Cy3, bzw. Anti-Maus Cy-3] bei RT im Dunkeln an. Im Anschluss an eine
Wiederholung der Waschschritte wurden die Zellkerne durch Zugabe von 100 pl der 1:1000
in PBS/BSA-Puffer verdiinnten DAPI-Stammloésung (5 min, RT, dunkel) angefdarbt. Nach
erneutem Waschen wurden die Deckgldser mit den behandelten Zellen auf mit je einem
Tropfen Mounting-Medium versehene Objekttrager gelegt und mit Nagellack versiegelt. Fiir
die anschlieBende Mikroskopie wurde das Fluoreszenzmikroskop AH3BT3 mit integrierter
Digitalkamera Colourview 12 benutzt. Es wurden folgende Wellenldngen verwendet: 553 und
575 nm (Anregung und Detektion von Cy3) sowie 350 und 460 nm (Anregung und Detektion
von DAPI). Die digitalisierten Bilder wurden schlieBlich mit der Software anaLYSIS Docu
V3.00 (SOFT IMAGING SYSTEM) bearbeitet.
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1 M KP-Puffer (pH 6.5) DAPI-Stammlosung (in PBS/BSA-Puffer)
685 mM KH,PO, 1 mg/ml DAPI
315 mM K,HPO,x 3H,0O

PBS/BSA-Puffer (pH 7.3) Mounting-Medium (in PBS/BSA-Puffer)
137 mM NaCl 50 mg/ml DABCO
2,7 mM KCl 50 % (v/v) Glycerin

6,5 mM Na,HPO,
1 ,5 mM KH2PO4
2 mg/ml BSA

3.18 Schwammzucht
3.18.1 Haltung der Schwimme

Die Schwamme der Spezies S. domuncula wurden in der nérdlichen Adria in der Ndhe von
Rovinj (HRV) aus Tiefen zwischen 10 und 30 m eingesammelt und in mit Meerwasser
befiillten Kiihlboxen nach Mainz transportiert. Dort wurden sie in permanent gefilterten,
artifiziellen Meerwasser (hergestellt aus dem Meeressalz ,,Tropic Marin“ der Firma DR.
BINDER GmbH, Wartenberg) bei 16°C bis zur weiteren Verwendung gehalten. Dem Wasser
wurden 2 x pro Woche 4 ml Phytoplankton (,,Marin Niedere Tiere Futter* der Firma AMTRA
AQUARISTIK, Rodgau) und 2 x pro Monat Vitamine und Spurenelemente (,,Vitamine &
Mineral Supplement™ der Firma KENT MARINE, Marietta, GA) zugefiigt. Die Einsiedler-
krebse der Spezies Paguristres oculatus, die in der Schale bestimmter Molluskenarten (z. B.
Trunculariopsis trunculus) leben, die wiederum von S. domuncula bewachsen sind, wurden
2 x die Woche mit 5 g Krill gefiittert. Die Salinitdt des Wassers wurde 2 x pro Woche
kontrolliert und gegebenenfalls eingestellt (spezifische Dichte ca. 1,028 g/l)

Abb. 3.2:

Meeresaquarium zur Haltung ver-
schiedener Schwammspezies (u. a.
S. domuncula) in den Laboren des

Mainzer Instituts.
Foto von Prof- Dr. W.E.G. Miiller.
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3.18.2 Stressinduktionen

Fiir die Versuche wurden lebende, gereinigte Schwamme in gleiche Stiicke geschnitten und in
Behéltern mit gefilterten und beliifteten Meerwasser, das auf die entsprechenden Stressbe-
dingungen eingestellt war, inkubiert. Filir die einzelnen Experimente wurden jeweils Teile
desselben Individuums verwendet. Die Wassertemperatur betrug, falls nicht anders

angegeben, 16°C. Folgende Experimente zur Stimulation der SAPKs wurden durchgefiihrt:

(1) Osmotischer Schock:
Inkubation der Schwammstiicke bei 0,25; 0,5 (Kontrolle); 0,75; 1 und 2 M NaCl fiir 30 min
sowie zusédtzlich bei 1 M NacCl fiir 0 (Kontrolle), 3, 10, 20, 60, 120 und 180 min.

(2) Endotoxin Schock:
Inkubation der Schwammstiicke mit 30 pug LPS/ml fiir 0 (Kontrolle), 1, 3, 6, 12, 24 und 48 h.

(3) Okadainsiure (OA) Schock:
Inkubation der Schwammstiicke mit 1,5 ng OA/ml fiir 0 (Kontrolle), 1, 2, 3 und 6 Tage.

(4) Hitzeschock:
Inkubation der Schwammstiicke bei 26°C fiir 0 (Kontrolle), 1, 2, 3 und 6 h.

(5) Oxidativer Schock:
Inkubation der Schwammstiicke mit 100 uM H,O, fiir 0 (Kontrolle), 3, 10, 60 und 180 min.

(6) UVB-Bestrahlung:
Bestrahlung der Schwammstiicke mit einer Dosis von 30 J/m” auBerhalb des Wasser und

anschliefende Inkubation fiir 0 (Kontrolle), 30 und 60 min im Meerwasser.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden von den entnommenen Zellen Proteinlysate (s.
Kap. 3.19.1) hergestellt, die Proteinkonzentrationen bestimmt (s. Kap. 3.19.3), das Protein-
gemisch durch eine SDS-PAGE (s. Kap. 3.19.4) aufgetrennt und mittels Western Blot (s. Kap.
3.19.5) auf eine immobilisierende PVDF-Membran transferiert. Zum Nachweis der phospho-
rylierten Proteine JNK SD oder p38 SD wurden die phosphospezifischen, polyklonalen
Antikorper Phospho-SAPK/INK  (Thr183/Tyr185) oder Phospho-p38 MAP Kinase
(Thr180/Tyr182) verwendet, wihrend das gesamte JNK SD oder p38 SD Protein mit den
phosphounspezifischen Antikorpern SAPK/JNK oder p38 MAP Kinase nachgewiesen wurde.
Diese Primérantikorper wurden mit einem HRPO-gekoppelten Anti-Kaninchen IgG Sekun-

ddrantikoper detektiert.
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3.19 Protein-Techniken
3.19.1 Proteinpriaparation aus S. domuncula

Um Proteine aus Schwammzellen zu isolieren, muss das Gewebe zunidchst mechanisch
dissoziiert und die dadurch vereinzelten Zellen mit einem Lysispuffer aufgeschlossen werden.
Damit die Proteine nicht durch ebenfalls freigesetzte Proteasen abgebaut werden, wurden dem
Lysispuffer der Protease-Inhibitor-Mix C®mplete™ Mini (ROCHE DIAGNOSTICS) zugege-
ben und alle Schritte unter einer stdndigen Kiihlung der Proben (4°C) durchgefiihrt.

Je 1 g Frischgewebe von S. domuncula wurde nach der jeweiligen Inkubationszeit (s. Kap.
3.18.2) mit einem Skalpell abgetrennt und direkt in fl. Stickstoff iiberfiihrt. AnschlieBend
wurde das tiefgefrorene Gewebe in einem ebenfalls mit fl. Stickstoff gekiihlten Morser zu
feinem Pulver homogenisiert und danach mit eisgekiihltem, frisch angesetztem Lysispuffer A
(1 ml/g Frischgewebe) aufgenommen. Dieses Homogenisat wurde 30 min unter mehrmaligem
Vortexen auf Eis inkubiert und im Anschluss daran bei 10.000 x g fiir 15 min und 4°C
zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde danach noch 2 bis 3 x unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert, bis ein klares Lysat erhalten wurde. Die Proteinkonzentration der
Rohextrakte wurde anschlieBend photometrisch bestimmt (s. Kap. 3.19.3), die Lysate
aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

Lysispuffer A jeweils frisch hinzugeben:

20 mM Tris-HCI, pH 7,5 10 mM NaF

140 mM NacCl 1 mM Na;VO,

1 mM EDTA 1 Tablette Cdmplete™ Mini/10ml

1 % (v/v) Nonidet P40

3.19.2 Proteinpriaparation aus S. cerevisiae

Hefezellen miissen fiir die Herstellung von Proteinextrakten aufgrund ihrer Zellwand mecha-
nisch aufgeschlossen werden. Dies kann beispielsweise durch die Verwendung von acid
washed glass beads geschehen. Analog zur Proteinpréparation aus Schwammgewebe (s. Kap.
3.19.1) wurde dem Lysispuffer der Protease-Inhibitor-Mix Cdmplete™ Mini hinzugefiigt und
alle Schritte bei 4°C vollzogen. Die Proteinisolierung erfolgte nach einer modifizierten
Methode von REISER et al. (1999).

Je 6-7 x 107 Zellen wurden einer Suspensionskultur nach Ablauf der Inkubationszeit (s. Kap.
3.17.4/6) und Messung der optischen Dichte (s. Kap. 3.17.1.3) entnommen, in ein eisgekiihl-
tes 2 ml Reaktionsgefidl} {iberfiihrt und durch eine 10miniitige Zentrifugation bei 3.000 x g
und 4°C pelletiert. Nach Verwerfung des Uberstands, wurden die Zellen mit 500 ul eisgekiihl-

tem, frisch angesetztem Lysispuffer B resuspendiert und mit dem gleichen Volumen an
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gekiihlten acid washed glass beads versetzt. Dieser Ansatz wurde dann 3 x 5 min bei 4°C
gevortext und bei 3.000 x g und 4°C fiir 1 min zentrifugiert. Der daraus resultierende protein-
haltige Uberstand wurde erneut zentrifugiert (10.000 x g, 10 min, 4°C) und danach dessen
Proteinkonzentration photometrisch bestimmt (s. Kap. 3.19.3). Das Lysat wurde darauthin

aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

Lysispuffer B jeweils frisch hinzugeben:

100 mM MOPS 1 mM DTT

10 mM EGTA 10 mM NaF

1 % (v/v) DMSO 1 mM NaVO,

0,1 % (v/v) Triton X 100 1 Tablette Cddmplete™ Mini/10ml

3.19.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration eines Lysats wurde die photometrische Methode
nach BRADFORD (1976) verwendet. Das in diesem Fall eingesetzte Roti-Quant (ROTH)
enthdlt den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G 250, der in allen Ladungszustinden
vorkommt und in Abhéngigkeit seiner Ladung bei unterschiedlichen Wellenlédngen absorbiert.
Durch Bindung an ein Protein wird der Farbstoff in den anionischen Zustand iiberfiihrt.
Dieser Ubergang bewirkt eine Veriinderung des Absorptionsmaximums, die durch spektros-
kopische Messung bei 595 nm nachgewiesen werden kann.

150 pl an verdiinntem Proteinlysat (s. Kap. 3.19.1/2), bzw. verschiedene BSA-Verdiinnungen
mit definierten Konzentrationen, wurden in die wells einer 96er Platte pipettiert und mit je
150 pl Roti-Quant vermischt (die der gleichen Behandlung unterzogenen Blindproben
bestanden nur aus Lysispuffer). Anschlieend konnte die Absorption bei 595 nm mit einem
Multiscanner ermittelt werden. Alle Proben wurden dabei 3fach bestimmt, um einen Mittel-
wert bilden zu konnen. Anhand der durch die BSA-Verdiinnungsreihe ermittelten Eichkurve

konnten die Proteinkonzentrationen der Lysate berechnet werden.

3.19.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine gemédl3 ihres
Molekulargewichts getrennt (LAEMMLI, 1970). Das bei der Methode verwendete Natrium-
dodecylsulfat (SDS) bindet durch hydrophobe Wechselwirkungen an Proteine und bewirkt
neben einer Denaturierung dieser, dass der gebildete Proteinkomplex eine stark negative
Gesamtladung erhélt und bei einer anschlieBenden Elektrophorese zur Anode wandert. Die
Gelmatrix wird durch eine radikalische Polymerisation von Acrylamid in Anwesenheit quer-

vernetzender Monomere wie N,N’-Methylenbisacrylamid hergestellt. Als Polymerisations-
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starter werden in der Regel APS und TEMED zugegeben. Somit entsteht ein Molekularsieb,
das die Proteine in Abhdngigkeit ihrer GroB3e unterschiedlich schnell durchwandern kénnen.
Eine hohe Auftrennung der Proteine wird durch ein Zweikomponentengel erreicht
(LAEMMLI, 1970). Dabei wird zunéchst ein Trenngel polymerisiert und anschlieBend ein
groflporiges Sammelgel aufgegossen. Fiir das Gielen der 0,75 mm dicken, vertikalen Gele
(6 x 8 cm) und der nachfolgenden Gelelektrophorese wurde das MiniProtean® II-System der
Firma BIORAD verwendet.

Trenngel (10 %) Sammelgel (6 %)

Aqua bidest. 4,0 ml 5,3 ml
Rotiphorese Gel 30 3,3ml 2,0 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml -

1 M Tris-HCI, pH 6,8 - 2,5 ml
20 % (w/v) SDS 50 ul 50 ul

Nachdem die Glasplatten mit Isopropanol gereinigt und mit den beiden Abstandhaltern
versehen waren, wurden sie in die entsprechende GieBapparatur eingespannt. AnschlieBend
wurde das Trenngel mit 100 pl 10 %igem APS und 10 pl TEMED versehen, zwischen die
Platten gegossen und mit einer diinnen Isopropanolschicht {iiberzogen. Nach einer
30miniitigen Polymerisation bei RT wurde der Alkohol entfernt, ein Teflonkamm zur
Aussparung der Probentaschen eingesetzt, das Sammelgel mit den beiden Polymerisations-
startern vermischt und auf das Trenngel gegossen. Danach schloss sich eine 45miniitige
Polymerisation bei RT an.

Die Proteinextrakte und der Molekulargewichtsmarker (SDS-Page Standards, broad range)
wurden 4:1 mit dem 5 x SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 95°C denaturiert, bevor
sie in die Geltaschen (10 ug Gesamtprotein; s. Kap. 3.19.3) pipettiert wurden. Danach wurde
SDS-Laufpuffer in die Elektrophoresekammer gefiillt und eine Spannung von zunéchst 90 V
angelegt. Wenn die Lauffront die Grenze von Sammel- und Trenngel erreichte, wurde diese
auf 180 V erhoht. Die Elektrophorese wurde gestoppt, nachdem die Front aus dem Gel
ausgetreten war.

S x SDS-Probenpuffer SDS-Laufpuffer

250 mM Tris-HCI, pH 6,8 25 mM Tris
50 % (w/v) Saccharose 192 mM Glycin
10 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS

12,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,2 % (w/v) Bromphenolblau
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3.19.5 Western Blot

Als Western Blot wird der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine (s. Kap.
3.19.4) auf eine immobilisierende Membran bezeichnet. AnschlieBend koénnen die trans-
ferierten Proteine mit immunologischen Methoden nachgewiesen werden (TOWBIN et al.,
1979). Fiir den Transfer wurde die Semi-Dry-Blotting-Kammer Trans-Blot” SD verwendet.

Nach der SDS-PAGE (s. Kap. 3.19.4) wurde das Gel aus der Apparatur genommen und auf 8
Lagen mit Blotting-Puffer getrdnktem Elektrodenpapier gelegt. AnschlieBend wurde darauf
die exakt zugeschnittene, vorher mit Methanol aktivierte und in Blotting-Puffer dquilibrierte,
PVDF-Membran Immobilon-P platziert sowie 8 weitere Lagen befeuchtetes Elektrodenpapier
aufgebracht. Dieses ,,Sandwich* wurde daraufhin mit der Membran Richtung Anode orientiert
auf den Pluspol der Kammer gelegt und luftblasenfrei ausgerollt. Nach Beendigung des
,Semi-Dry“-Transfers bei 1 mA/cm? fiir 75 min wurde die Markerspur abgetrennt und mit
Amidoschwarz entwickelt, wiahrend der restliche Blot nach kurzem Waschen in TBS-Puffer
iiber Nacht bei 4°C in einer 3 %igen Blockierungslosung [Blocking Reagenz des BM
Chemoluminescence Blotting Substrate (POD)-Kits entsprechend in TBS-Puffer verdiinnt]
inkubiert wurde. Im Anschluss daran wurde die Membran 4 x 5 min mit TBS-Puffer, 0,5 %
(v/v) Tween 20 (TBST) gewaschen und 60 min mit einem 1:2.000 in TBST verdiinnten
Primérantikdrper in Anwesenheit von 0,3 % (v/v) Blocking Reagenz inkubiert. Nach 4 x
Waschen mit TBST fiir jeweils 5 min wurde ein mit HRPO-gekoppelter Sekundirantikorper
in einer Verdiinnung von 1:10.000 in TBST, 0,3 % (v/v) Blocking Reagenz fiir 60 min
aufgegeben. AnschlieBend wurde die Membran 4 x mit TBST und 1 x mit TBS fiir je 5 min
gewaschen und nach kurzem Trocknen mit 1 ml des HRPO-Substrats BM Chemolumi-
nescence Blotting Substrate (POD) 2 min inkubiert. Die Detektion der Chemolumineszenz

erfolgte wie im Kap. 3.16.4.4 beschrieben.

Blotting-Puffer Amidoschwarzfirber

25 mM Tris 40 % (v/v) Methanol

192 mM Glycin 10 % (v/v) Essigsdure

20 % (v/v) Methanol 0,1% (w/v) Amidoschwarz
TBS-Puffer Entfirber

20 mM Tris-HCI, pH 7,5 80 % (v/v) Methanol

140 mM NaCl 5 % (v/v) Essigsdure
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3.19.6 Inhibitorstudie mit SB203580

Gemall Kap. 3.18.2 wurde Schwammgewebe fiir 30 min in Gegenwart von 1 M NaCl
inkubiert. Nachdem von diesem ein Proteinlysat angefertigt (s. Kap. 3.19.1) und dessen
Proteinkonzentration gemessen (s. Kap. 3.19.3) wurde, erfolgte eine Immunprazipitierung mit
dem phosphospezifischen, polyklonalen Antikérper Phospho-p38 MAP Kinase
(Thr180/Tyr182). Dabei wurden jeweils 0,5 pg dessen zu 2 der insgesamt 3 Prézipitierungs-
ansdtze gegeben. Ein dritter Ansatz enthielt keinen Antikorper (Negativkontrolle). Die
Immunpréazipitierungen verliefen in Gegenwart von jeweils 500 pl des Lysispuffer A (s. Kap.
3.19.1), der zu diesem Zweck zusétzlich mit 25 mM B-Glycerinphosphat, 0,5 mM DTT und
2 mM Natrium-Pyrophosphat versehen wurde. Nach einer 2stiindigen Inkubation bei 4°C
wurden zu jedem der Ansédtze 10 pl Protein G Plus/Protein A Agarose (CALBIOCHEM)
beigefiigt und die Suspensionen fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 1.000
x g und 4°C fiir 5 min wurden die an Agarose beads gebundenen Immunkomplexe jeweils 2 x
mit 500 pl des Lysispuffer A und erneut 2 x mit 500 ul des Kinase Puffers gewaschen sowie
in 30 pl des zuletzt erwdhnten Puffers aufgenommen. Alle 3 Prézipitierungsansidtze wurden
darauffolgend mit je 2 pg Myelin Basic Protein (MBP) (SIGMA) und 50 uM [y->P]JATP
(8 Ci/mmol) (SIGMA) versetzt (Gesamtvolumen: 40 pl). Einer der Ansitze enthielt zudem
den p38-spezifischen Inhibitor SB203580 (ALEXIS) in einer Konzentration von 10 uM.
Dieser wurde noch vor Zugabe des MBP hinzugefiigt. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei
30°C wurden die Kinase Reaktionen durch Zugabe von jeweils 10 pl an 5 x SDS-Proben-
puffer (s. Kap. 3.19.4) gestoppt und auf ein SDS-Polyacrylamidgel zwecks elektrophore-
tischer Auftrennung der Proteine gegeben (s. Kap. 3.19.4). Nach Beendigung der SDS-PAGE
wurde die Autoradiographie des Gels anhand einer Phosphorlmager-Analyse mit dem Gerit
Molecularlmager GS-525 detektiert und mit Hilfe der Software Molecular Analyst
(BIORAD) bearbeitet.

Kinase Puffer

25mM HEPES, pH 7,5

25 mM B-Glycerophosphat
25mM  MgCl,

O, 1mM Na3VO4

0,5mM DTT
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4 ERGEBNISSE

4.1 Isolierung und Charakterisierung der cDNA-Klone
4.1.1 Isolierung der cDNA-Klone aus S. domuncula

Zur Isolierung von Mitgliedern der SAPK1/JNK- und SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie aus der
cDNA-Bibliothek des marinen Schwamms S. domuncula (s. Kap. 3.8) wurden PCRs (s. Kap.
3.15.1) mit jeweils einem degenerierten genspezifischen Riickwirtsprimer (s. Kap. 3.15.1.2)
und dem vorwértsgerichteten Vektorprimer T3 (s. Kap. 3.13.5) durchgefiihrt. Mit dieser
Primerkombination sollte zunédchst das 5’-Ende der entsprechenden S4PK-Klone amplifiziert
werden.

Um die Lage des degenerierten SAPK1/JNK-spezifischen Primers zu bestimmen, wurden die
abgeleiteten AS-Sequenzen der folgenden SAPKI/JNK-Gene mit Hilfe des Programms
CLUSTALW 1.7 untereinander verglichen: H. sapiens JNKI [Acc. Nr.: L26318], JNK2al
[U34821] sowie JNK3al [U34820], D. melanogaster DJNK [U49180], Gallus gallus c-Jun
N-terminale Kinase 201 [AB000807], Cyprinus carpio JNKb [AB001744], C. elegans JNK-1
[AB024085], Mus musculus MAP Kinase 10 (JNK3) [Q61831] und Rattus norvegicus MAP
Kinase 10 (JNK3) [P49187]. Der anhand dieses Vergleichs konstruierte und mit
SDJNKdeg R1 bezeichnete Primer (s. Kap. 3.13.1) richtete sich gegen die Nukleotidsequenz,
die fiir das JNK-spezifische Motiv ,, MELMDAN* kodiert (s. Abb 4.1 und 4.3).

Zur Konstruktion des degenerierten SAPK2/p38 MAPK-spezifischen Primers wurden die
abgeleiteten AS-Sequenzen der folgenden SAPK2/p38 MAPK- sowie YSAPK-Gene gegen-
iibergestellt: H. sapiens CSBP2 [1L.35264] und p38f MAP Kinase [U53442], D. melanogaster
MAP Kinase [U86867], C. carpio p38 MAPK [D83274], C. elegans Ser/Thr-Protein Kinase
[U58752], M. musculus MAP Kinase [U10871], R. norvegicus p38 MAP Kinase [U73142],
Xenopus laevis MPK?2 [X80751] sowie Canis familiaris p38 MAP Kinase [AF003597] und S.
cerevisiae HOGI [L06279]. Der daraus entwickelte Primer SDp38deg R1 (s. Kap. 3.13.1)
richtete sich gegen die Nukleotidsequenz, die fiir das p38 MAPK-spezifische Motiv
~MTGYVATR" kodiert (s. Abb. 4.2 und 4.3).

Das mit der Kombination der Primer T3 und SDJNKdeg R1 [bzw. SDp38deg R1] bei einer
Annealing-Temperatur von 56°C [66°C] erhaltene PCR-Produkt von ca. 450 Bp [650 Bp]
GroBe wurde nach seiner Aufreinigung (s. Kap. 3.15.3) in pGEM®-T ligiert (s. Kap. 3.15.5.1).
Nach einer Plasmidprédparation (s. Kap. 3.15.11.1) wurden die beiden subklonierten PCR-
Fragmente mit den Primern T7 und SP6 (s. Kap. 3.13.6) sequenziert (s. Kap. 3.15.14).
Basierend auf diesen Sequenzen wurde zur Isolierung des fehlenden 3’-Endes, des mit
SDJNKdeg R1 [bzw. SDp38deg R1] amplifizierten Klons, der Vorwértsprimer SDJNK F1
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[SDp38 F1] konstruiert (s. Kap. 3.13.1 und Abb. 4.1 sowie 4.2). In nachfolgenden PCRs
wurde dieser mit dem riickwartsgerichteten Vektorprimer T7 (s. Kap. 3.13.5) kombiniert. Das
in der Folge gewonnene PCR-Produkt der Grole 900 Bp [1 kB] wurde dann ebenfalls
subkloniert und mit den Primern T7, SP6 und SDINKS F1 [SDp38S F1] (s. Kap. 3.13.6 und
Abb. 4.1 sowie 4.2) sequenziert. Zur weiteren Kontrolle wurde mittels einer R7-PCR (s. Kap.
3.16.5) und der Primerkombination SDp38RT F1/R1 (s. Kap. 3.13.1 und Abb. 4.2) ein Teil
des mit SDp38 F1 isolierten 3’-Endes nochmals amplifiziert und erneut sequenziert.

Die vollstindigen cDNA-Sequenzen und ihre abgeleiteten AS-Sequenzen sind in Abb. 4.1
sowie 4.2 dargestellt.

4.1.2 Identifizierung und Charakterisierung der cDNA-Klone

Zur Identifizierung der beiden cDNA-Klone wurden ihre vollstindigen Sequenzen anhand des
BLAST Algorithmusses mit Nukleotid- und Protein-Datenbanken verglichen (s. Kap. 3.14.2).
Dadurch konnten sie eindeutig als Mitglieder der SAPKI1/JNK-, bzw. SAPK2/p38 MAPK-,
Subfamilie der MAPKs identifiziert werden.

Der SAPK 1/JNK-spezifische Klon wies mit 61 bis 67 % identischen AS die hochsten Homo-
logien zu Mitgliedern der SAPK1/JNK-Subfamilie auf. Erst an Position 34 erschien mit 46 %
Identitdt in der BLAST-Liste eine SAPK [M. Musculus p38 MAPK], die nicht dieser Sub-
familie zugeordnet werden konnte. Aufgrund des Resultats wurde dieser cDNA-Klon SDJNK
genannt (s. Abb. 4.1).

Der SAPK2/p38 MAPK-spezifische Klon zeigte mit 64 bis 69 % identischen AS die groBten
Ubereinstimmungen zu Mitgliedern der SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie. Erst an 31. Stelle
wurde mit 55 % identischen AS in der BLAST-Liste eine SAPK [S. cerevisiae HOG1] aufge-
fiihrt, die einer anderen MAPK-Subfamilie angehorte. Folglich wurde dieser cDNA-Klon mit
dem Namen SDp38 bezeichnet (s. Abb. 4.2).
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Sequenz von SDJNK:

1 M S 8§ S D Y Y S Q R V GG D T
CGGCACGAGAAAACCTCACTATTTTCCGACCGCCATAATGTCTTCATCCGACTATTACTCTCAGAGAGTTGGAGATACA
SDJINKexp F1

[an

15 v F T v Q K R ¥ T N L T N I G S G A Q G VvV Vv C s A F D
80 GTGTTTACTGTACAGAAGAGGTACACAAACCTCACTAACATTGGCAGTGGAGCACAGGGAGTTGTATGTTCTGCCTTTGAC

42 T v T Q E K I A I K K L v K P F Q N E T Y A K R A F R
161 ACTGTCACTCAAGAAAAGATAGCCATTAAAAAACTCGTCAAACCTTTCCAAAATGAGACGTATGCAAAAAGAGCTTTCAGA

69 E L R L M K M V. D H K NI I GUL KNTLUV FTUPAI K S L D
242 GAGCTACGACTAATGAAGATGGTCGATCATAAAAATATAATTGGTCTAAAGAATCTTTTTACCCCAGCCAAGTCTCTGGAT
SDJNK_F1

96 D F Q DV Yy I v M EL MDA ANTULTGCU RV I G I EL D HD
323 GATTTTCAGGATGTGTACATAGTGATGGAGCTAATGGATGCTAACCTTTGTCGTGTGATTGGTATCGAATTGGACCACGAC
SDJNKdeg_R1

123 R M s ¥ L L ¥ Q L L ¢ 6 I K H L H S A G I I H R D L K
404 AGAATGTCATATCTTCTCTATCAGCTTCTCTGTGGGATTAAGCACTTACATTCAGCTGGGATCATACACAGAGATCTCAAA

150 P S N I vV Vv K E D C s L K I L D F G L A R TAUD Q T F
485 CCCAGTAACATTGTGGTGAAGGAGGACTGCTCACTGAAGATTCTAGACTTTGGTCTGGCACGTACAGCTGATCAGACCTTC

177 N M T P Y V V. T R ¥ Y R A P E V I V G M K Y K E N V D
566 AACATGACCCCCTATGTGGTGACTCGCTACTATAGAGCTCCTGAAGTTATCGTCGGCATGAAGTACAAGGAGAATGTTGAC

204 I ws Vv G CI F A EMTIZ RGDTIULULU?PGI KDY I D QW
647 ATCTGGTCCGTGGGCTGCATATTTGCTGAAATGATCAGAGGAGACATACTCTTGCCAGGCAAAGACTACATTGACCAATGG

231 N K v T Q vL 6 T P P S V F F K Q L s 8 s V R L Y C E
728 AACAAGGTTACCCAGGTGTTAGGGACTCCCCCCTCTGTGTTCTTTAAGCAGCTGTCATCTTCTGTTCGTCTGTATTGTGAG
SDJNKS F1

258 S Q P R Y A G K s wW K D L F P DDV F P ND T P E D K
809 TCTCAACCACGCTACGCTGGCAAGTCTTGGAAAGATCTCTTTCCTGACGATGTCTTCCCCAATGACACACCAGAGGACAAG

285 A K T R H G R DL L S K ML Q I DP Q NIRTI TV E Q A
890 GCAAAGACCCGCCATGGTCGAGACCTTCTCTCTAAGATGCTCCAGATTGACCCCCAGAACAGGATCACTGTGGAGCAGGCA

312 L A H P Y V s I WY D P A E V HA P P P K R Y D HA L
971 TTAGCTCATCCATATGTCAGTATCTGGTACGACCCTGCTGAAGTTCATGCGCCTCCTCCCAAGAGGTACGACCATGCACTT

335 D E Q s I P L D Q WK TU R I Y EE YV KT Y N s *
1052 GATGAACAAAGCATCCCACTGGACCAGTGGAAAACTCGAATTTATGAGGAAGTCAAGACATATAACTCCTAACACTAATAA
SDJNKexp R1 SDJNKlab_R1

1133 ATACTATAGGTACATCTATAAATATTCTTGTACACTCTTGGATACTATAGAGTCTGCTGTTGTTTTTCTCTGCATGTCCCA
1214 GTTTGTTTTGTACTAAAATGATGCATGCATGCACTGTATATAGTAGTGAATTAGTTATGTACAATAACAGTGCATCTGTAT
1295 AATAAGATTAGAATTTGTTTATGTAATTTTATTAAGTCCTTCATTTGTTGTGGTACATGTACATTTTAATTGTTTTATGAC
1376 CAATTTTACTTGTAACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 4.1:

Nukleotidsequenz und abgeleitete AS-Abfolge des cDNA-Klons SDINK [Acc. Nr.: AJ291511]. Das Start-ATG
und das Stop-Codon sind fett dargestellt. Die Positionen der im Text beschriebenen Primer sind unterstrichen
(der Primer SDJNKlab F1 entspricht SDJNK F1). Doppelt unterstrichen sind die Primerpositionen, die zur
Herstellung von rekombinanten Hefe-Expressionsvektoren verwendet wurden.
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920

[an

22
80

49
161

76
242

103
323

130
404

157
485

184
566

211
647

238
728

265
809

292
890

319
971

346
1052

1133
1214

1295

Sequenz von SDp38:

M AV Q VL P E NP A K P G Y Y KM E L F
AGGAAGAGTTTGAGCGATGGCTGTTCAAGTCTTGCCTGAAAATCCAGCAAAGCCTGGCTATTACAAGATGGAGCTGTTC
SDp38expFl SDp38lab F1

K T v w E A P E R Y Q DL S P I G T G A Y G T V C s A
AAGACTGTCTGGGAGGCTCCAGAGAGGTATCAAGATCTCAGTCCTATTGGGACAGGGGCGTATGGGACCGTGTGCTCTGCT

I D TR Y NV R YV ALI KI KU LA AIRUPVFQTA AV HAI KU RT
ATAGACACGAGGTACAATGTTCGTGTGGCCTTGAAGAAACTAGCCCGTCCGTTCCAGACAGCTGTACATGCCAAAAGAACT

Yy R E L R Y L K HE M K HEUVNTITIGULULUDV F S P A s T
TATAGGGAGCTGCGTTACCTCAAACATATGAAACATGAAAATATAATTGGTCTGTTGGATGTGTTCTCACCTGCATCTACT

F E E F Q DV Y L vV M H L M G S DL NDNTI IR Q Q S L
TTTGAAGAATTTCAGGATGTGTACCTTGTGATGCATTTGATGGGCTCTGATTTGAACAATATTATTCGTCAGCAATCACTC

T D E H V Q F L v Y Q I L R G L K Y V H S A A I V H R
ACTGATGAACACGTCCAGTTTTTGGTCTACCAGATCCTCAGAGGACTCAAGTATGTCCACTCTGCTGCGATTGTCCATCGT

DL K P SDNTIAVNTETDTCTETLT RTITULTDTFGTLA AT RATD
GATCTGAAACCAAGCAACATAGCTGTCAATGAGGACTGTGAGCTTCGGATCTTGGATTTTGGTCTGGCCCGAGCTACTGAT
SDp38_F1

E EM T G Y VA TR Y WURAUPETIMTLNWMMUEHEY G MK
GAGGAGATGACTGGCTATGTGGCCACGAGGTATTGGAGGGCACCTGAGATCATGCTCAATTGGATGCATTATGGAATGAAG
SDp38deg R1 SDp38S_F1

v b I W s v G ¢ I Mm A EVL L TGIOQ YV L F P G T D H I D
GTGGACATATGGTCTGTTGGGTGTATCATGGCAGAACTGCTGACTGGGCAAGTTCTCTTCCCGGGAACTGACCATATTGAC

Q L T R I L Q I V 6 T P D K E F L D K I T S E T A R T
CAGCTGACTAGAATCTTACAAATTGTGGGCACACCAGACAAAGAATTTCTGGACAAAATCACAAGTGAAACTGCAAGGACA

F I E s M P N F P R R D F S K F F V. G A NP D A V N L
TTTATTGAGTCAATGCCAAACTTTCCTCGTCGCGACTTTTCAAAGTTCTTTGTTGGTGCTAACCCTGATGCAGTCAACCTC

L E Q L L s Mm D P DRIRUPTAEEA ATLA AHUPYF V N Y
TTGGAGCAGTTGTTGAGTATGGACCCAGACAGGAGACCGACTGCTGAGGAGGCCCTGGCTCATCCATACTTTGTCAATTAT

A D P DDEPN S P P Y DDTVF E KL E Q D Q L G W K
GCTGATCCTGACGATGAGCCTAATAGTCCTCCTTATGACGATACATTTGAGAAACTTGAGCAAGACCAACTTGGTTGGAAA
SDp38RT_F1

K L VvV L, D E I T A F Q T D P T UL Y Q Q S L *
AAACTGGTCCTTGACGAGATTACTGCCTTTCAAACCGACCCCACCCTCTACCAACAAAGCTTATGATGTCCATGGTGGGCA
SDp38exp_R1 SDp38lab_R1

TATATTAGAACAACACATTTGTTATTTTTGATGTTTTAGAATGCACATGCAATTTTGTTCTTCAAACTGAATAGTTTTAGA
TATTATGTGATTGGAGTTTTATTTTAATTGTCAACTGCATTGATAGACAGTGTAATTTGTCTGTATCGGTTTATAACATGA
SDp38RT_R1

ATGACATCATTATCATATTATGGTACACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 4.2:

Nukleotidsequenz und abgeleitete AS-Abfolge des cDNA-Klons SDp38 [Acc. Nr.: Y18861]. Das Start-ATG und
das Stop-Codon sind fett dargestellt. Die Positionen der im Text beschriebenen Primer sind unterstrichen.
Doppelt unterstrichen sind die Primerpositionen, die zur Herstellung von rekombinanten Hefe-Expressions-
vektoren verwendet wurden.
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Der cDNA-Klon SDJNK vertiigt liber eine Linge von 1407 Nukleotiden, wobei der Poly-[A]-
Schwanz ab der 1394. Base beginnt. Der OLR der abgeleiteten AS-Sequenz verlduft durch-
gehend von Nukleotid 1 bis zum Stop-Codon TAA [Nukleotide 1121-1123]. Die Nukleotide
1128-1133 stellen das Polyadenylierungssignal AATAAA (ZARKOWER et al., 1986) dar.
Das Start-Codon fiir Methionin befindet sich an Position 38-40. Der an das Start-ATG
angrenzende Bereich entspricht nicht vollstindig der Konsensussequenz fiir eine Translations-
initiation, die in den meisten mRNAs der Vertebraten vorhanden ist (Konsensussequenz:
GCC.CC@.; KOZAK, 1991). Die hoch konservierte Purinbase in Position -3 (A) ist
zwar vorhanden, jedoch fehlt das ebenso wichtige G in Position +4.

Das abgeleitete Protein besteht aus 361 AS und wurde mit JNK SD bezeichnet. Mit Hilfe des
ONLINE-Programms PROTPARAM wurde ein Molekulargewicht von 41,6 kD berechnet.
Der isoelektrische Punkt liegt bei 7,61.

SDp38 weist insgesamt 1370 Nukleotide auf. Ab Nukleotidposition 1325 ist ein Poly-[A]-
Schwanz vorhanden. Der durchgehende OLR der abgeleiteten AS-Sequenz beginnt an
Position 14. Er wird durch das Stop-Codon TGA an Nukleotidposition 1115-1117 unter-
brochen. Ein trunkiertes Polyadenylierungssignal AATA (s. oben) ist vorhanden [Nukleotide
1202-1205]. Das Start-ATG befindet sich an Position 17-19. In diesem Klon sind die beiden
elementaren Basen der KOZAK-Sequenz (s. oben) gegenwirtig.

Das abgeleitete Protein p38 SD setzt sich aus 366 AS zusammen und hat ein Molekular-
gewicht von 42,1 kD. Der isoelektrische Punkt liegt bei 5,14.

4.1.3 Vergleich der beiden SAPK-Sequenzen mit Sequenzen aus
Datenbanken

Um die Proteinsignaturen der beiden SAPK-Sequenzen untereinander sowie mit denen
anderer SAPKs zu vergleichen, wurden neben SDJNK und SDp38 weitere SAPK-Gene von
Hefen, Protostomia und Deuterostomia aus Datenbanken ausgewihlt (s. Abb. 4.3). Deren
abgeleiteten AS-Sequenzen wurden mittels CLUSTALW 1.7 verglichen. Die Darstellung des
Vergleichs erfolgte iiber GENEDOC 2.4 (s. Abb. 4.3). Die Auswertung des Alignments mit
Hilfe des statistischen Reports von GENEDOC 2.4 diente auch der Feststellung des Gehalts
an identischen AS (s. Abb. 4.4).
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p38 SD  : | 77
P38 (Ce) S T| 81
P38 (Dm) : WE 0 71
p38(Cc) : WI | 71
P38 (X1) : WL S 71
P38 (Hs) : WI S 70
HOG1 (Sc) : |y IGAIGCIE 69
GXGXXG
—+
JNK_SD 119
JNK (Ce) 216
JNK (Dm) 121
JNK (Cc) 123
JNK (Gg) 123
JNK (Hs) 123
p38_SD E 129
p38 (Ce) E 133
P38 (Dm) E 126
P38 (Cc) E 123
P38 (xX1) E 123
P38 (Hs) E 122
HOG1 (Sc) : E 116
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JNK_SD : D-KAKTRHG . 336
JNK (Ce) : S-RLTGAQMRINMRS/HITIR . 433
JNK (Dm) : NSRRKASDA 339
JNK (Cc) : N-KLKASQR 340
JNK (Gg) D-KLKTSQM 340
JNK (Hs) : D-KIKTSQR 340
p38 SD : ----ANPDA 332
p38 (Ce) ————ATPQRI : 336
p38(Dm) : ----ANPLATIRAIEWIES : 329
p38(Cc) : ----ANPQA 326
p38(X1l) : ----ANPQA 326
p38(Hs) : ----ANPLA 325
HOG1 (Sc) : ----VEPDj 320
JNK_SD : ALDEQSIPHEDQ ) . 361
JNK (Ce) : NMD-VEQNYDS RTHDIYS--------———mmm———mmmo o= . 463
JNK (Dm) : SVDEREHTYEQ EAHNTNNRTR- - - ————-—---———==————- . 372
JNK (Cc) : QLDEREHT)EE EERMKNGAIRGQPSPLGAAVINGSPQPSSSSS : 395
JNK (Gg) QLEEREHANEE EERSKNGVVKDQPSAQMQQ------------- . 382
JNK (Hs) : QLEEREHANMEE EERSKNGVVKDQPSAQMQQ------------- . 382
p38 SD : TFEKLEQDQL OTDPTLYQQSL----——===--————=————- : 366
p38(Ce) NDDVRADTHIDE OKNVAFADEEEDEEKMES - - - - ————-——-—- : 377
p38(Dm) : SFEDMDLED KPPPSYAQVLKDVK-----------==————- . 366
p38(Cc) : SFESRELDMEE EPPVFDGDEMES - - ——------—————————- . 361
p38(X1l) : SFESRELDMEE VPPPLDSEEMES--------=-----————=-- . 361
p38 (Hs) SFESRDLLJIDE VPPPLDQEEMES------—=-=-----————=-- : 360

HOG1 (Sc) : HFNDADLPDT HKIGGSDGQIDISATFDDQVAAATAAAAQAQA : 375

Abb. 4.3:

Alignment der abgeleiteten AS-Sequenz von SDINK [JNK SD] und SDp38 [p38_SD] mit folgenden Sequenzen:
C. elegans INK-1 [JNK (Ce); AB024085], D. melanogaster DINK [JNK (Dm),; U49180], C. carpio JNKa [JNK
(Cc); D83273], G. gallus INK-2a1 [JNK (Gg); AB000807], H. sapiens INK2B1 [JNK (Hs); U35002], C. elegans
Ser/Thr Protein Kinase /p38 (Ce); U58752], D. melanogaster MAP Kinase /p38 (Dm); U86867], C. carpio p38
MAP Kinase /p38 (Cc); D83274], X. laecvis MAP Kinase-2 [p38 (XI); X80751], H. sapiens CSBP2 [p38 (Hs),
L35264] und S. cerevisiae HOG1 f[HOGI (Sc), L06279].

Die unterschiedlichen Graustufungen zeigen den Grad der Ubereinstimmung an (schwarz 100 %; dunkelgrau >
80 %, hellgrau > 60 % identische AS). Liicken werden durch (=) symbolisiert. Oberhalb des Alignments sind die
Grenzen (-I—) der PK-Subdomdnen [-XI sowie charakteristische AS-Reste (V) und Motive (—) der SAPKI1/JNK-
Mitglieder eingezeichnet. Unterhalb sind dagegen charakteristische AS-Reste (A) und Motive (—) der
SAPK2/p38 MAPK-Mitglieder, das allgemeine Motiv (—) der MAPKs sowie die generellen Konsensussequenzen
der PKs dargestellt. Das Dualphosphorylierungsmotiv TXY ist mit *** markiert. Die zur Isolierung von SDJNK,
bzw. SDp38, verwendeten degenerierten Primer richteten sich gegen das Motiv ,, MELMDAN® [AS 104-110,
beziiglich JNK_SD], bzw. gegen ,, MTGYVATR“ [AS 186-193, beziiglich p38 SD].
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Anhand des Alignments wurde deutlich, dass beide PKs des Schwamms in Analogie zu den
anderen SAPKs hauptsdchlich aus einer PK-Doméne bestehen, die in 12 Subdoménen (I-X1)
unterteilt wird und typisch fiir Eukaryoten ist (s. Abb. 4.3). Besonders die Subdominen Vla-
VIII sind hoch konserviert. Aulerdem wurden folgende PK-spezifische Konsensussequenzen
identifiziert (HANKS et al., 1988; HANKS und HUNTER, 1995): [1] GXGXXG in Sub-
domine I, [2] AXKXL in Subdoméne II, [3] HRDLKXXN in Subdoméine VIb, [4] DFG in
Subdoméne VII und [5] APE in Subdoméine VIII. Diese Motive sind in beiden SAPKs aus S.
domuncula zu 100 % konserviert. Die in Subdoméne VIb lokalisierte Sequenz enthélt au3er-
dem das fiir Ser/Thr-PKs typische Motiv DLKPEN (HANKS et al., 1988; HANKS und
HUNTER, 1995). Bis auf eine AS-Position stimmen beide SAPKs des Schwamms vollstindig
mit diesem {iberein (s. Abb. 4.3).

In Subdomine VIII (s. Abb. 4.3) befindet sich eine Sequenzsignatur (—), die kennzeichnend
fiir alle Mitglieder der MAPKSs ist und das flir diese PK-Familie charakteristische Dual-
phosphorylierungsmotiv TXY (***) enthilt (KULTZ, 1998): [LIVM][TS]X[YX][LIVM]XT-
[KR][WY]YRXPX[LIVM][LIVM]. Die Proteinsignatur von p38 SD ist beziiglich dieser
Konsensussequenz nicht zu 100 % konserviert. Hier sind die Positionen der Reste Y (*6) und
W (*7) im Vergleich zu anderen MAPKs gegeneinander ausgetauscht. Dagegen entspricht
JNK SD diesem allgemeinen Motiv der MAPKs vollstindig. Erkennbar ist weiterhin, dass
JNK SD analog zu anderen SAPKI/JNK-Mitgliedern das typische TPY-Motiv besitzt.
Demgegeniiber weist p38 SD an gleicher Position ilibereinstimmend mit den SAPK2/p38
MAPK-Mitgliedern sowie mit S. cerevisiae HOG1 das fiir diese SAPKs charakteristische
TGY-Motiv auf.

Beziiglich der SAPK1/JINK-Subfamilie wurden 2 spezifische Sequenzsignaturen (—) nach-
gewiesen (KULTZ, 1998): LSRPFQNXTHAKRAY [iiber die Subdomine II und III sich
erstreckend] sowie MXLDHXR[LIVM]SYLLYQM [iiber die Subdomine V und Vla sich
erstreckend] (s. Abb. 4.3). JINK_SD weicht beziiglich des zuerst erwdhnten Motivs an 3 AS-
Positionen ab. Dabei wird ein S durch ein V (*1), ein H durch ein Y (*2) sowie ein Y durch
ein F (*3) ersetzt. Hinsichtlich des zuletzt aufgefiihrten Konsensusmotivs unterscheidet sich
JNK SD an 2 AS-Positionen. Zum einen ist der fiir SAPK1/JNK-Mitglieder charakteristische
Rest Mj;; [beziiglich JNK (Hs)] gegen ein I ausgetauscht und zum anderen ist am C-
terminalen Ende dieses Motivs ein M durch ein L substituiert (*4). Von den insgesamt 18
SAPK 1/JNK-spezifischen AS-Positionen (KULTZ, 1998) konnen in JNK_SD 14 gefunden
werden. Zu diesen zdhlen die Reste Qs7, Nii4, Ci16, Mi21, Li23, D124, Hizs, S129, Viss, Piga,
Noos, Wasa, Fago und Pyg; [JNK (Hs)] (s. Abb. 4.3). Dagegen ist Qgs [JNK (Hs)] durch ein A,
Q240 [JNK (Hs)] durch ein V und Ryg3 [JNK (Hs)] durch ein Q ersetzt (Austausch von M, s.
oben).

Im Bezug auf die SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie konnten 2 spezifische Sequenzsignaturen
(—) identifiziert werden (KULTZ, 1998): LL[KR]X[LIVM]XHEN[LIVM]IXLLDVF[TS]P
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[liber die Subdoméine III und IV sich erstreckend] und AVNEDCEL[KR][LIVM]DF [iiber die
Subdoméne VIb und VII sich erstreckend] (s. Abb. 4.3). Hinsichtlich des zuerst erwédhnten
Konsensusmotivs weicht p38 SD lediglich an einer Position ab. Es handelt sich dabei um den
N-terminalen AS-Rest L dieses Motivs, der gegen ein Y im Schwammprotein ausgetauscht ist
(*5). Im Hinblick auf die zuletzt erwdhnte Konsensussequenz ist p38 SD zu 100 % identisch.
Von den insgesamt 5 AS-Positionen, die fiir die Mitglieder der SAPK2/p38 MAPK-Sub-
familie kennzeichnend sind (KULTZ, 1998), wurden 2 in p38 SD nachgewiesen (s. Abb.
4.3). Dabei handelt es sich um die Reste A;ss und E 79 [beziiglich p38 (Ce)]. Die AS-Position
Se2 [p38 (Ce)] ist, wie im Fall von HOGI, bei p38 SD durch ein T substituiert. Ferner sind
T106 [p38 (Ce)] durch ein M und T4 [p38 (Ce)] durch ein K ersetzt.

Wie schon erwihnt, konnte durch das Alignment auch der Gehalt identischer AS der
analysierten SAPKs ermittelt werden (s. Abb. 4.4).

identische AS mit identische AS mit
JNK_ SD (in %) p38 SD (in %)
INK (Ce) 47 p38 (Ce) 56
JNK (Dm) 63 p38 (Dm) 59
INK (Cc) 55 p38 (Cc) 62
INK (Gg) 60 p38 (XI) 65
JNK (Hs) 61 p38 (Hs) 64
p38 SD 40 JNK _SD 40
HOGTI (Sc) 32 HOGTI (Sc) 37

Abb. 4.4:

Ermittlung des Gehalts identischer AS zwischen JNK SD, bzw. p38 SD, und den jeweils aufgefiihrten SAPKs
anhand des in Abb. 4.3 prdisentierten Alignments und des statistischen Reports von GENEDOC 2.4 (Bezeichnung
der Sequenzen s. Abb. 4.3).

Diese Gegeniiberstellung veranschaulicht, dass beide SAPKs des Schwamms auch
hinsichtlich des Gehalts identischer AS zu ihren jeweiligen Subfamilienmitgliedern dhnlicher
sind als zueinander (s. Abb. 4.4). Damit wird die Analyse des in Abb. 4.3 prisentierten
Alignments (anhand dessen fiir JNK _SD und p38 SD separat spezifische Motive und AS-
Reste der SAPK1/JNK- und SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie identifiziert werden konnten)
noch einmal bestitigt. Dies dokumentiert zudem, dass die evolutiondre Trennung beider
Subfamilien (s. Kap. 5.1) schon vor der Entwicklung der Schwédmme stattgefunden haben
muss. Ferner grenzen sich beide SAPKs aus S. domuncula aufgrund ihrer Identititen
gegeniiber S. cerevisiae HOGI, einen Repréisentant der YSAPK-Subfamilie, ab (s. Abb. 4.4).
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Weiterhin wurde untersucht, ob JNK SD moglicherweise mit einer der 10 JNK-Isoformen (s.
Kap. 1.5.1.1) signifikant tibereinstimmt. Diese kommen vornehmlich in héheren Deutero-
stomia vor. Mit Hilfe dieser Analyse sollte herausgefunden werden, welche von diesen
Isoformen urspriinglich existierte und von welcher die anderen demzufolge phylogenetisch
abstammen. Um dies zu tiiberpriifen, wurde JNK SD mit den aus H. sapiens stammenden
INK-Isoformen JNK1al [Acc. Nr.: L26318], INK102 [U34822], INK1B1 [U35004], INK 132
[U35005], INK2al [U34821], JNK2a2 [L31951], JNK2B1 [U35002], JNK2B2 [U35003],
JNK3al [U34820] und JNK3a2 [U34819] mittels CLUSTALW 1.7 verglichen sowie mit
Hilfe des statistischen Reports von GENEDOC 2.4 analysiert.

Dadurch konnte ermittelt werden, dass JNK SD mit keiner der JNK-Isoformen eine
entscheidende Ubereinstimmung aufweist. Werden jedoch von den 3 JNK-Genen jeweils
deren al- sowie a2-Isoformen mit der JNK des Schwamms verglichen, féllt zumindest auf,
dass JNK_SD die geringste Identitdt zu beiden JNK3-Isoformen aufweist [beziiglich INK3al:
57 % und JNK3a2: 52 % identische AS]. Die JNK aus S. domuncula besitzt des weiteren eine
héhere Ubereinstimmung mit der jeweils kiirzeren SpleiBvariante der o- und B-Isoformen der
JNKI1- sowie JNK2-Proteine [61-62 %]. Im Vergleich dazu weisen die JNK-Isoformen mit
einem verldngerten C-Terminus geringere Identititen auf [55-56 %]. Eine weiterreichende
Klassifizierung von JNK SD beziiglich der JNK-Isoformen ist jedoch nicht moéglich. Der
Vergleich von JNK SD mit den jeweils analogen Isoformen der JNK1- und JNK2-Proteine
zeigte, dass die JNK des Schwamms nahezu gleiche Identititen in Bezug auf diese Varianten
besitzt [JNKlal: 62 %, INK2al: 61 %, JNKI1B1: 62 %, INK2B1: 62 %, INKla2: 56 %,
INK202: 55 %, JNKIB2: 56 % und JNK2B2: 56 %]. Zusammenfassend kann als Ergebnis
festgehalten werden, dass JNK_SD weder eine entscheidende Ubereinstimmung mit JNKI-
oder JNK2-Proteinen aufweist noch eine signifikante Identitdt zu deren a- oder B-Isoformen
existiert. Vermutlich handelt es sich bei der JNK des Schwamms um eine Vorlduferform der
JNK-Proteine.

Zur Verdeutlichung dieses Ergebnisses wurden die Sequenzbereiche, die fiir eine Unter-
scheidung der JNK-Isoformen mafBigebend sind, von reprasentativen JNKs aus H. sapiens mit
JNK SD mittels CLUSTALW 1.7 verglichen und durch GENEDOC 2.4 dargestellt (s. Abb.
4.5).
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A (N-Terminus):

JNK SD: == - mmmmmmm i m oo oo oo SE- -Is- -
INKIOl: = mmmm e e e e e e e e e e mmmmm o REIZRID

INK2O(1l: ——-——mm e e e e e e e e e e mm o - - DEJACISO
JNK3ol: MSLHFLYYCSEPTLDVKIAFCQGFDKQVDVSYIAKHY INO|

B (Abschnitt zwischen den PK-Subdomanen 1X-X):

NP/ D T 1S VCCIIJAEM I RGN T LI#BCKDY I DOWNK
R\ IR D T 1S VCGCIMEE T VKE® T EOGIDIEI T DQWNK
NI RPN/ D T17S VG CIMAEM VIRV L EBGRDY I DOWNK

C (C-Terminus):

JNK_SD: (ST REREY K TNS ~ - -~ = = - oo oo

N N R | K T Y KE VMDD W EE R S KN G KD O P SraNe (010
JNK2B32: Qe amyippisis SN (€ AV eplo)slS DAAVS SNATPSQSSSINDISSMSTEQTLA
Abb. 4.5:

Alignment der abgeleiteten AS-Sequenzbereiche von SDINK [JNK SD; AS 1-7 in A, 202-233 in B und 348-361
in C] mit den aus H. sapiens stammenden JNK-Isoformen: JNKlal [L26318; AS 1-11], JNK2al [U34821; AS 1-
11 in A und 206-237 in B], JNK3al [U34820; AS 1-49], JNK2p1 [U35002; AS 206-237 in A und 352-382 in B]
und JNK2p2 [U35003; AS 352-406]. Es wurden lediglich die 3 Sequenzbereiche ausgewdhlt, die fiir eine
Klassifizierung der JNK-Isoformen entscheidend sind: A: N-Terminus, B: Abschnitt zwischen den PK-
Subdomdnen IX und X sowie C: C-Terminus. Die unterschiedlichen Graustufungen zeigen den Grad der
Ubereinstimmung an (schwarz 100 %, dunkelgrau > 80 %; hellgrau > 60 % identische AS). Liicken werden

durch (-) symbolisiert. Das zur Unterscheidung der a- und [-Isoformen ausschlaggebende Motiv ist mit (—)
dargestellt (B).

Abb. 4.5A zeigt den Vergleich der N-Termini zwischen JNK SD und den al-Isoformen der 3
JNK-Gene. Auf diese Weise wird deutlich, dass die JNK des Schwamms analog zu den
JNKI1- und JNK2-Proteinen keinen verldngerten N-Terminus besitzt. Dieser ist lediglich fiir
die JNK3-Isoformen charakteristisch (s. Kap. 1.5.1.1).

Ein sich iiber die Grenzen der PK-Subdominen IX und X erstreckender Sequenzbereich von
JNK2al, JNK2B1 und JNK_SD ist in Abb. 4.5B dargestellt. Das in dem Bereich lokalisierte
Motiv (—) ist ausschlaggebend fiir die Unterscheidung der a- und B-Isoformen der JNK1-
sowie JNK2-Proteine (s. Kap. 1.5.1.1). Es ist zu erkennen, dass JNK SD mit keiner der
beiden Isoformen entscheidend iibereinstimmt.

In Abb. 4.5C sind die C-Termini der verschieden langen Splei3varianten der JNK-Proteine (s.
Kap. 1.5.1.1) INK2B1 und JNK2B2 dem C-terminalen Ende von JNK SD gegeniibergestellt.
Dadurch wird ersichtlich, dass auch dieser Bereich des Schwammproteins keine signifikante

Ubereinstimmung mit den JNK-Isoformen des Menschen besitzt.
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Um zu iiberpriifen, ob auch p38 SD mit einer p38-Isoform (s. Kap. 1.5.2.1) signifikant
iibereinstimmt, wurde dessen Sequenz mit den aus H. sapiens stammenden Isoformen p38a
[Acc. Nr.: L35264], p38P [U53442], p38B2 [U92268], p38y [X79483] und p385 [AF015256]
mittels CLUSTALW 1.7 verglichen und mit Hilfe des statistischen Reports von GENEDOC
2.4 untersucht.

Durch diese Analyse wurde deutlich, dass p38 SD die hdchste Ubereinstimmung mit p38a
aufweist [64 % identische AS], gefolgt von p38B2 [61 %] und p38pB [59 %]. Die Isoformen
p38y [50 %] sowie p38d [49 %] besitzen mit Abstand die geringsten Identititen hinsichtlich
p38_SD.

Zur weiteren Untersuchung wurden die PK-Subdominen V und VlIa, die bei p38 MAPKs fiir
die Unterscheidung ihrer Isoformen von groBer Bedeutung sind, mit den zuvor vollstindig
analysierten p38 MAPK-Mitgliedern (s. oben) mittels CLUSTALW 1.7 verglichen und mit
Hilfe von GENEDOC 2.4 gegeniibergestellt (s. Abb. 4.6).

- \% — Via —
p38 sSd: EE[goD
p38a  : EEJgND
p383 : EDFSE

p38B2 : EDSE
p38y : DDRETDF
p385 : RNAYDF

Abb. 4.6:

Alignment der PK-Subdomdnen V und Via von p38_SD [AS 104-151] mit den von p38-Isoformen aus H. sapiens:
p38a [L35264; AS 97-144], p38p [U53442; AS 97-152], p38P2 [U92268; AS 100-147], p38y [X79483; AS 9§-
144] und p386 [AF015256;, AS 97-144]. Die unterschiedlichen Graustufungen zeigen den Grad der
Ubereinstimmung an (schwarz 100 %, dunkelgrau > 80 %; hellgrau > 60 % identische AS). Liicken sind durch
(=) symbolisiert. Die fiir die p-Isoform typische Insertion ist mit (<) und die fiir die Sensitivitdt gegeniiber dem
Inhibitor SB203580 ausschlaggebende AS-Position T106 [beziiglich p38a] ist mit (A) gekennzeichnet.

Der in Abb. 4.6 dargestellte Vergleich zeigt, dass p38 SD zu Beginn der Subdoméne VlIa
keine Insertion besitzt. Diese ist lediglich fiir die p38B-Isoform charakteristisch (s. Kap.
1.5.2.1).

Der fiir die Sensitivitdt gegeniiber dem Inhibitor SB203580 kritische AS-Rest befindet sich an
Position 106 [beziiglich p38a] (s. Kap. 1.5.2.1 und Abb. 4.6). Im Unterschied zu den
SB203580-sensitiven Isoformen p38a, p38B und p38P2, die an dieser Position ein T besitzen,
kommt bei p38 SD dort ein M vor (s. Abb. 4.6). Da p38y und p386 an vergleichbarer Stelle
ebenfalls ein M aufweisen (s. Abb. 4.6) und diese Isoformen beziiglich SB203580 unsensitiv
sind (s. Kap. 1.5.2.1) wird angenommen, dass sich p38 SD ebenso wenig durch diesen Inhi-

bitor hemmen lésst (s. Kap. 4.2). Diese Vermutung steht damit im Gegensatz zu dem vorab
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ermittelten Ergebnis beziiglich des Gehalts identischer AS. Aufgrund dessen ist anzunehmen,
dass p38 SD eine urspriingliche Form der p38a/p383 MAPK darstellt. Wird hingegen die
Sensitivitidt gegeniiber SB203580 in den Mittelpunkt gestellt, muss die p38 MAPK des
Schwamms vielmehr mit den weniger identischen Isoformen p38y und p386 (s. oben)

verglichen werden.

4.2 Inhibitorstudie mit SB203580

Aufgrund der Sequenzanalyse (s. Kap. 4.1.3 und Abb. 4.6) wird angenommen, dass p38 SD
nicht durch den p38-spezifischen Inhibitor SB203580 gehemmt werden kann. Um diese
Vermutung zu bestdtigen, wurde eine in vitro Kinase-Studie durchgefiihrt.

Dafiir wurde gemif Kap. 3.19.6 Gewebe von S. domuncula in hyperosmotischem Medium
inkubiert und das darauthin aktivierte p38 SD mit dem phosphospezifischen Phospho-p38
MAP Kinase Antikorper (s. Kap. 3.6.1) immunprizipitiert. Die sich anschlieBende Protein
Kinase Reaktion erfolgte in Anwesenheit des Substrats MBP und [y-3zP]ATP (s. Kap. 3.19.6).
Zu einem dieser Ansitze wurde die Pyridinylimidazolkomponente SB203580 in einer Kon-
zentration von 10 uM beigefiigt (dies erfolgte vor Substratzugabe). Die verschiedenen Reak-
tionsansitze wurden durch eine SDS-PAGE (s. Kap. 3.19.4) elektrophoretisch aufgetrennt
und die Autoradiographie des Gels mit Hilfe eines Phosphorlmagers (s. Kap. 3.19.6)
dokumentiert (s. Abb. 4.7).

Die Autoradiographie des Gels demonstrierte, dass der p38-spezifische Inhibitor SB203580 in
einer Konzentration von 10 uM die Protein Kinase Reaktion nicht hemmen konnte (s. Abb.
4.7). In Abwesenheit des Phospho-p38 MAPK Antikorpers, war keine Phosphorylierung des
p38-spezifischen Substrats MBP (HAN et al., 1998) zu erkennen (Spur A). Wurde dagegen
dieser phosphospezifische Antikdrper bei der Immunprizipitierung zugegeben, konnte ein
starkes Signal beobachtet werden (Spur B). Dies stimmte mit der Gro8e von MBP (20kD;
ROTH et al., 1987) iiberein. Ein messbarer Unterschied in der Stirke des Signals war nicht
feststellbar, wenn SB203580 beigefiigt wurde (Spur C). Dieses Ergebnis belegt somit die aus
der Sequenzanalyse gewonnene Vermutung, dass p38 SD nicht durch den kompetitiven
Inhibitor (SB203580) einiger p38-Isoformen gehemmt wird (s. Kap. 4.1.3).
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A B C Abb. 4.7:

Einfluss der Pyridinylimidazolkomponente SB203580
auf’ die Phosphorylierung des Substrats MBP durch
immunprdzipitiertes p38_SD. Immunprdzipitierungen
wurden mit  Proteinlysaten von  hyperosmotisch
behandeltem Schwammgewebe in Abwesenheit (-; Spur
A) und Anwesenheit (+; Spur B und C) des
phosphospezifischen Antikorpers Phospho-p38 MAP
Kinase durchgefiihrt. Die Protein Kinase Reaktion
erfolgte daraufhin in Abwesenheit (-; Spur A und B)
sowie in Gegenwart von 10 uM (+; Spur C) des
20 kD = - potentiellen Inhibitors SB203580. Der Inhibitor wurde
vor Substratzugabe beigefiigt. Die im Reaktionsgemisch
enthaltenen Proteine wurden anschlieffend mittels SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Die Autoradio-
graphie des Gels ist abgebildet.

— + + Antikorper
- — + SB203580

4.3 Northern Blot-Analysen

Zur Bestimmung der Gesamtliange beider SAPK-mRNAs wurden Northern Blots durchgefiihrt
(s. Kap. 3.16.4).

Dabei erfolgte die Auftrennung von zunichst jeweils 7,5 pg Total-RNA (s. Kap. 3.16.2) und
30 ng des DIG-markierten RNA Molecular Weight Markers (s. Kap. 3.7) durch ein RNA-
Agarosegel (s. Kap. 3.16.3). Zum Nachweis der RNA von SDJNK wurde mit den Primern
SDINKIlabF1 und SDJNKIabR1 (s. Kap. 3.13.3 und Abb. 4.1) eine 880 Bp lange DIG-
markierte Sonde konstruiert (s. Kap. 3.16.4.3). Fiir die Detektion der SDp38-mRNA wurde
mit der Primerkombination SDp38labF1 und SDp38labR1 (s. Kap. 3.13.3 und Abb. 4.2) eine
1100 Bp lange Sonde synthetisiert (s. Kap. 3.16.4.3). Die Hybridisierung dieser DNA-Sonden
fand bei einer Temperatur von 42°C statt. Die Chemolumineszenz des Northern Blots ist in
Abb. 4.8 dargestellt.

Mit beiden Sonden konnte jeweils eine etwa 1,3 kB grofle Bande nachgewiesen werden (s.
Abb. 4.8). Damit stimmten die Langen der mRNAs und die der korrespondierenden cDNA-
Klone (s. Kap. 4.1.2) {iberein. Dies beweist, dass beide cDNA-Sequenzen vollstdndig isoliert
wurden und dass vermutlich keine weiteren Spleillvatianten der beiden SAPKs existieren, die

sich zumindest in ihrer Grof3e unterscheiden.
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kB A B Cc Abb. 4.8:
Northern Blot-Analyse mit Total-RNA aus S.
domuncula. Die Membran wurde mit einer
SDINK-spezifischen (Spur B) und einer SDp38-
74- spezifischen (Spur C) Sonde behandelt. In Spur A
' wurde ein DIG-markierter RNA Ldngenstandard
53-| S aufgetragen, dessen Fragmentgrofien in kB
v angegeben sind. Die Chemolumineszenz des Blots
ist abgebildet.
28-
1.9 -
1.6 -
0.6 -
04-| =
0,3-

4.4 Genomische Sequenz von SDJNK und SDp38
4.4.1 Isolierung und Charakterisierung der genomischen Klone

Zur Analyse der Exon/Intron-Struktur beider SAPK-Gene und zwecks phylogenetischer
Untersuchungen wurden die Sequenzen von SDJNK und SDp38 auch auf genomischer Ebene
bestimmt. Dies diente auBBerdem als Kontrolle der cDNA-Basenabfolge.

Dazu wurden verschiedene PCRs (s. Kap. 3.15.1) mit den im Kap. 3.13.2 angegebenen
Primern sowie mit genomischer DNA (s. Kap. 3.15.12) als Matrize durchgefiihrt. Die
amplifizierten Fragmente wurden nach Ligation in pGEM®-T (s. Kap. 3.15.5.1) und einer
Plasmidpraparation (s. Kap. 3.15.11.1) sequenziert (s. Kap. 3.15.14). Dabei wurden die in
Kap. 3.13.6 aufgefiihrten, genspezifischen Primer SDJNKgF1-F8 sowie SDp38gF1-F3 neben
T7 und SP6 verwendet. Die erhaltenen genomischen Fragmente ergaben die vollstindige
Exon/Intron-Struktur innerhalb des kodierenden Bereichs von SDJNK [SDJNKge] und SDp38
[SDp38ge] (s. Abb. 4.9 und 4.10).
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82
163
244
325
406
487
568
649
730
811
892
973

1054
1135
1216
1297
1378
1459

1540

1621
1702
1783
1864
1945

2026

2107
2188
2269
2350
2431
2512
2593
2674
2755

2836

2917
2998
3079
3160

3241

3322

3403
3484
3565
3646
3727

3808

Sequenz von SDJNKge:

M S s § DY Y s Q RV ¢ DTV F TV Q K R Y TNTUL TN
ATGTCTTCATCCGACTATTACTCTCAGAGGGTAGGGGATACAGTGTTTACTGTACAGAAGAGGTACACAAACCTCACTAAC

I G 8 G A Q G V Vv C [1]
ATTGGCAGTGGAGCACAGGGAGTTGTATGGTAAGTYATACTCTTGTGTAGGTGGCTTATGAATAGATCTCTAGTATTGAAT
ACAATTACACAAACATACAGTCCTGTGATAGGTTGTACAGTAATGGCTTATAGAGAGATTCTTAATAATAATATATGTAAT
TAGATACATTAATTTTACAGAAACTGTCAGTCCTGTGGTACATGTAGGTTAGACTCTTGACTGTGTAAATGGCTTATGTTG
AATAGATCCCAAGCGTTGATTACATTAAATAGAAACATACGGTTGTGTGGTACAGTGTAGGTCAGAGTCTTGTGAATGAAA
ATGGCTTATAGCGAGACCAGGCTCCTATATATTCCWGCAGTTAAATACATTTTACAGATATGTACAGTTGTGTGATACATG
TGGGTTAGGCTCATGTGTGTAGATATGGCTTACAGATTCATGTACATGTGTTCCAAAAGTTTATTTTTATCAATCTACTAT
ATGTACAAATGTAACAGGCTAYATTATACATGTAAGTAAAGATCCCATATTGTTTTATAGGCTATTTAATACACCATACTA
AAGCTACTACAGGTTATCTACAGTACTTGAAAACTAGACAACTAGTGTACCTTAACCTACACAATCATCAAGATTAATGAC
GATTAACAGCAATGTGTAGTGTAGATGGTAAGCAAATAAATAGGACAGACACAACACATAACTATCTAGATAGAAATATAA
TAATGCAACCAGATGCTTGACCTTGAGAGTCAAGAAAGATGGGTTAAAGATCTTTGATGGTACCATTCATCTGGTGCTTTA
CAATAAATAACCATTTGTCGATAGAAATTTGAAGTAAAAAAAGTACACTGTAGCTATTGCTGTCAGCACTAGTGGATTTTG
TTTTGTCCTAGAAAATGTATTGGTCAGCAGTTTTAAATTGGCTGGTGACTGTCAGCTGCTCATTTGTAGTATAAGTATAGG
AACTGTTGATGGTAATGTCCCCTAACAGTGTAATGCTGATTTGAGCACATTTTTCTACTTATCAACAAATTTCCCGATAAG
TAGGAATTTCCTGTAAATATTGAGAGAGATTTTCTGAATCATCACTTTGTGCAGTGTCTATTATTAGACTTGTGTTGTGAT
TATGTCGTGTTTGATATATATACTCTTTCTGAACACACACACACACACACACACACACTCACCCACTCACTCACCACACAC
ACACACACACACACCTAATCACTCTCTAATACATGTACATGTACCTAATCACGCACTCACTCACACAACACACGGTGTCGT
GTATCTCACTACAAAAATGTATCCCGTTACACACGCACTCACCACACACACACACACACTCACTCACCACACAACACACTC
ACCACACACACACACACACACTCACTCACCACACACACACACACTCACTCACTCACCACACACACACACACACGCACACAC

S A F D T V T Q E K I ATII K KULV K P F Q N E T
ACACCCAGTTCTGCCTTTGACACTGTCACTCAAGAAAAGATAGCCATTAAAAAACTCGTCAAACCTTTCCAAAATGAGACG

Y A K R A F R ETLURUILMI KMV DHI K N [2]
TATGCAAAAAGAGCTTTCAGAGAGCTACGACTAATGAAGATGGTCGATCATAAAAATGTAAGTATCATGTCAATATTCACC
ACATCAAAGGGCTTATCTACAACATCTATAGATAAGCAATATACATGTACATATGTAGTGCTGTGCTGTYCCTTGTATGTA
TTTATATGTACATATATTGTGCATTTTGTTATTTGTGGTTTTGAAAATGAATGTTACAGGATAATGTGGTATTGTAAGGGT
ATCCCCCATAACATGCACTCTACATGATTGTGGTCATGCATAACAAAAGACAAATACCCTACAATGTTGTTTTTGCAACCA
GGCAATATGTGGTATTTTGGGACACAACTAGTTGACTGTTTTAGAGAGGGTTGTCTGATTGTAGAGTGTACCACAGCTTAA

I I 6 L K N L F T P A K S L DD F Q D
CAGTTCTGTTTTTCTTTTCTTCAGATAATTGGTCTAAAGAATCTTTTTACCCCAGCCAAGTCTCTGGATGATTTTCAGGAT

v o [3]
GTGTAAGTCGCAGTTCCTAATTTGATTAGTTCTCCAACCACAATGCTTTGAGTTCAGAGTACAAAAGTTGGCACATCTATA
GAATATATATTGTAGTTACTATGTACCAAATTTAAGCATCCTGTAGGATTCAAGTACAGAGTTACAACCATGTGAAGAATG
ATAAAGTACTGTATATCACATAATTACAACACCAGTAARAGAATAATCACCTTTGGGCCTCTATGTGACAAAAACGGATGAA
TTTGTTTAGGGACACAGTCAGEGTAGCACTTACATTAGTGTGGCGCTGTAATCACATGACATACGGTATTCCAAAAGGTACA
TGTATGAATATTTTGTTCATTTGTGTTTTAGAAAGGCTGTCTTGTCTCTTTATCTCTGTTGTGTTGACTTTCACTAGTTTT
CTGTTTGTATTGAAAGTTAGTTTGTTATCTTTTTAGATAGTTAATGTTTTCACTCAGTTGACCTTATCAGCTTTTGATGAT
ATTCACTGATAGCTTGAAATTCAATGTGTACTGTACATCTGATTGAGGTGTCCATTGTACAAACATGTAGATTTGGTAGTC
CCATAAAGAGTTGCTTTGACACATGTATACATGACGTATTCTGTTGACATGAAACACGTATAGGGGTAACTTGCTTCTCTG
TCCATCATGTTACCTGGGGGTTGCAGAACATTGTAAATTAGACATGTCAAACAATAATACCCCCCCCCCCCACACACACAC

Yy I v M E L M D A NTULCU RV I G I
ACACACATACACACACACACACACATACACGTACATAGTGATGGAGCTAATGGATGCTAACCTTTGTCGTGTGATTGGTAT

E L D H D RM S Y L L Y Q L L C G I K [4]
CGAATTGGACCACGACAGAATGTCATATCTTCTCTATCAGCTTCTCTGTGGGATTAAGGTAATGGTGTTTAGTGGGTGGGG
CCTCTCTAATAAAGCACCTCTCTATTAAGGCCCCTTGCTAATTTGGTCATCTCTCTATTGAGCCCCCTTGCTTTTTAAGAG
TCCACCTCTCTATTGAAGCCCCTGCCTTGCTTAACCTATCTAAAGAGACTATCTCTCTATTGAGCCCCCTTGTTCAAGTCC
CAATGTACATGTAGAGTGTACATGTATATGTACAGATGACGATAATTCATTCCTACCTGTCTAATAGTGGGACCTGTGTGA

H L H S A G I I H R [5]
AACTTGTACTATTTCTTTCTCTTCCATAGCACTTACATTCAGCTGGGATCATACACAGAGTAAGTAATTTGCTTGTGTTGT

D L K P S
GCAAAGTTATTAAATTAATGCTTGGCTGGGACAGTTTGTCAGTTTGTTTATCATCAATTTTTCTCAGGATCTCAAACCCAG

N I Vv VvV K E D C S L K [6]
TAACATTGTGGTGAAGGAGGACTGCTCACTGAAGGTACATAGATCTATGTATTGACTGTTTGCGATCAGTACAAGTATACTA
GTATATTGCACTGTGCTACACACTATACAACATTGCACAGACCCTTACACACATGAAAACTAGTACAACTAGTGTACCTTA
ACCTACACAATCATCAAGATTAATGATCTTAAACAGCAATGTGTAGTGTAGGtGGTAAGCAAATAAATAGGACAGACACAA
CACATAACTATCTAGATAGAAAAATAATAATGCAACCAGGATGCTTGACCTTGAGAGTCAAGAAAGATGGGTTTACATCTG
CATGTACTTACATGAAGGCTTTCATTGTTTATAGTGTGATTAGCTAACACTATGATGTCTTTCATTTTCCTGCACTGTCCA

I L. D F GL A RTADOQTVF NMTP Y V V TR Y Y R A
GATTCTAGACTTTGGTCTGGCACGTACAGCTGATCAGACCTTCAACATGACCCCCTATGTGGTGACTCGCTACTATAGAGC
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P E V I V G M K Y K E N [7]
3889 TCCTGAAGTTATCGTCGGCATGAAGTACAAGGAGAATGGTGTGTGAGGTCTTAACAACTTTATCCATCAAACTAACTTCTG
3970 TCTGAGTGGAACTATATGCATTGTATATACAATGTACATTTAGATCTGAAATGAAAAACTCATTCCATATTTATCTCTCTC
vV D I W S V 6 ¢ I F A EM IR G D I L L P G K D [8]
4051 CCCTCAGTTGACATCTGGTCCGTGGGCTGCATATTTGCTGAAATGATCAGAGGAGACATACTCTTGCCAGGCAAAGACTGT
4132 ATCCTTGTCACTTACTCTAACATCAAGTCGTTCAACTTAGAACACACACTGACAAGCAAGCATGTCACTTGCTTAAACTCT
4213 GCAGCTGTAGTCCATCCTATAGACATATGTGATAGTACTTGAGAAAAGGGACCATTTCGCGGTAAAATTGTTTTTCAGTAC
4294 GAGCATTTAAAGTTTAGAATGCTAATTGATTTAATACACAATCCCGAATGTTTAAAAAGGTGTATCTTTACTTTGGAAGGT
4375 ACTTTTTCTGTGCTTAAAAATGCATTTTGAAGCTCAGAAGTAGAGCTTTCTTGTGATATGTTTAACTCAAAATCTGTATTT
4456 GGAGCCAAATGGTCCCTTTTCTCAAGTACTATCACATATAGTAAATGTAGTCCCCCCCCCTCCCACATGTGTGTATTTTAC
4537 CAAAACCAAATACTTGTACTGTAACAGTCGCACCTAAAGAAAGGCCAACCGCAATATAACAGCCAAGCAGCTGGGTCCCAA
4618 ATGTATAGTTTGTGTACAAAAACCCATTGATCTACAAAGATCCCCAAGGCTGTCCATTACATAATACAGAGGTTTCACTGT
4699 GTGGTTAATTACATGTAGAGCCAATGGTCTCAATCCACTGTATGCATGTGTTCAATTTGAAGCCTGCCTAACAATGCTACC
4780 TCTCTATTGACCTTTTCAACTGCAACTGACCACTCCCTCAAGCTATTGCATGTCTGAAAACTTACAAACTCTTTTTAATTG
Y I D Q W N K V T Q V L G T P P
4861 GATGTTACCTCACCCTGACTGTGTGTGTTTTAGACATTGACCAATGGAACAAGGTTACCCAGGTGTTAGGGACTCCCCCCT
S vV F F K Q L S s s [9]
4942 CTGTGTTCTTTAAGCAGCTGTCATCTTCTGTAAGTACCTTTATCATGTTCTGTATGTCTGTTGACTTCTGGCACAGCTCAA
5023 CTCAAAAATTATTTTTCCTCMAAATKTAGGSCCTATATAAAAATTTWRACTTACGATTTTTATTGATTTTGGACCAACACT
5104 TCAATTGATCATAACTTCAGTTTGGATTATCCAATTTCAATGATTCAAAGTTTATTTTGTAGCTTACAATGAGCTCTTTCA
5185 GATGGTACGTTCAACTCAAAAAGTGATTTTTGGTCCAAAATTGACAAAAATCGCAAGCCTTTGTTTTTCTCAAATTTGGAC
5266 CAAAAAATTATTTTTGAGTTGAACATACCATCTGAAAGAGCTCATTGTAAACTACAAAATAAACTTTGAATCATTGAAATT
5347 GGACCATCCAAACTGAAGTTACGACCAATCAAAGCTGAGTATTAACGTTCTAACATCTTTACTCTATCACATGTGCATGTA
vV R L Y C E S Q P R Y A G K sSs W K D L F P DD V F P N
5428 GGTTCGTCTGTATTGTGAGTCTCAACCACGCTACGCTGGCAAGTCTTGGAAAGATCTCTTTCCTGACGATGTCTTCCCCAA
D T P E D K A K [10]
5509 TGACACACCAGAGGACAAGGCAAAGAGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAAGTATGGCRGTATATAAAGGTATTAATG
5590 TGTAAAAGATGTCTGACCACATCAAAGGGATTACTAACGACTTTCTAACCACAACAAAAGGTTCATGTGAGCATGCACCTC
T R H G R D L
5671 TCTCATTCAGCTCATAATCTACACTACACTTTATTCCTCTTCCTTTTCTTTGTACCTTCAGCCCGCCATGGTCGAGACCTT
L S K M L Q I D P Q N R I TV E Q A L A HP Y V S I W
5752 CTCTCTAAGATGCTCCAGATTGACCCCCAGAACAGGATCACTGTGGAGCAGGCATTAGCTCATCCATATGTCAGTATCTGG
Y D P A E V H A [11]
5833 TACGACCCTGCTGAAGTTCATGCGGTGAGTGTTAGATTGGCACAACTTTTGGTGTACACGTATAACAGATACATGTTACAG
5914 TACTGTACGTGTAGTTGAGATAGGAACACAATATAAGAACAATGGGAACTCTGACAGTGAATCCTTTGCAGCCCCCCCCeT
P P P K R Y D
5995 ACACACACACACCACACAGCACTCGCACACACACACTCACACACCACACTCACACACACAGCCTCCTCCCAAGAGGTACGA
H A L D E Q S I P L D Q W K [12]
6076 CCATGCACTTGATGAACAAAGCATCCCACTGGACCAGTGGAAAAGTAAGTCTGTTGACAACACTATGTAATGTAGTACAGT
6157 TATGTTAGAGAAAACCTCCTTTAATTTCCTCTCTAGCTCAAGTGCTTTTTATTACCATTCACTACTGTTAATTGTGAACTT
6238 TGTACATTTGTTACGCCATAATACTATGTCACTGTTATCTAGCATAGGTATAAATAGAGCCGGGCCTTGCCTGTGTTTTGC
6319 ATGCTTCTGATGAAAGCTAGAGTATACTAGCCAAAACGTCAAGCTAATAAAAAAAGTTTCAATTGAGCTAATACAAGAGCT
T R I Y E E V K T Y
6400 AAGATGTCACTCAAACTACATGTATACACTTGTTTAATCTGTTTTTTCTACAGCTCGAATTTATGAGGAAGTCAAGACATA
N s ~*
6481 TAACTCCTAA
Abb. 4.9:
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Nukleotidsequenz und abgeleitete AS-Abfolge des Klons SDINKge [Acc. Nr.: AJ307673]. Die kodierenden
Sequenzen sind schwarz, die Introns rot dargestellt. Die Reihenfolge der Introns ist in den Klammern
angegeben.

Vom Start-ATG bis zum Stop-Codon (TAA) ist SDJNKge 6490 Bp lang und wird von 12
Introns unterbrochen. Die Gesamtlinge der nichtkodierenden Sequenzbereiche betrigt
5404 Bp [83 % der Lange von SDJNKge]. Das kiirzeste Intron besteht aus 83 Bp [Intron 5],
das lidngste aus 1437 Bp [Intron 1]. Bis auf eine Ausnahme [Intron 3] besitzen alle Introns
konservierte GT-AG Splei3stellen (MANIATIS und REED, 1987). Es konnte zudem kein
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Nukleotidaustausch entdeckt werden, der im Vergleich zur cDNA-Sequenz eine verdnderte

AS-Abfolge zur Konsequenz hitte.

82
163
244

325

406
487
568

649

730

892
973
1054

1135

1216
1297

1378

1459

1540
1621
1702

1783

1864
1945
2026

2107

2188

2269

Sequenz von SDp38ge:

M A V Q VvV L P E NP A K P G Y Y K M EL F K TV W E A
ATGGCTGTTCAAGTCTTGCCTGAAAATCCAGCAAAGCCTGGCTATTACAAGATGGAGCTGTTCAAGACTGTCTGGGAGGCT

P E R Y Q DL S P I G T G A Y G T VvV C I[1]
CCAGAGAGGTATCAAGATCTCAGTCCTATTGGGACAGGGGCGTATGGGACCGTGTGGTGAGCTTGTTTTAATATAATTATA
GCTATAGTATAGTAGCTAGCAGCCTTAGCCAGCAGCTAGAAGTATACTTTATAGAGAGACTGTCCCTCCCCCAATACGGTA
TCAAAAACAAAATTAGCAAGTGGTATGATCAGCTGACTAATCACTTAGTCTTGTCTACCTTTGTTCTTCCATGCTCATAAT

S A I D TR YNV RV ALI K I KTULA AT RUPF
TTTCATCACGCCCACACTCAGCTCTGCTATAGACACGAGGTACAATGTTCGTGTGGCCTTGAAGAAACTAGCCCGTCCGTT

Q T A V H A K R T Y R E UL R Y L K HM K H E N [2]
CCAGACAGCTGTACATGCCAAAAGAACTTATAGGGAGCTGCGTTACCTCAAACATATGAAACATGAAAATGTCAGTTATCA
AACACACACGCACACACACCTGTACTGCATATAGCACATCATACGTATTATATAATAGAGTGCAATGTCATTGTGTTCACA
CAGGGGAATATGAGGGGGACCACCTATTATTGTTTCTACGTGGTTATACAAGTCCCCCATGTTGTTGATCTCCCCCCACAG

I I 66 L L. b Vv F S P A S TV FEZETF Q D V [3]
ATAATTGGTCTGTTGGATGTGTTCTCACCTGCATCTACTTTTGAAGAATTTCAGGATGTGTGAGTCATCAATGCATGTTAC

Y L
CACTGACTGGTTTGTTGTAGCCAGTATTGCCCTACTGCTCACTCTACTTTGATATACTGATGTATCATCCCTAGGTACCTT

vV M H L M G S DL NNTITIURIOQQS L TDEHV Q F L V
GTGATGCATTTGATGGGCTCTGATTTGAACAATATTATTCGTCAGCAATCACTCACTGATGAACACGTCCAGTTTTTGGTC

Y Q I L R G L K [4]
TACCAGATCCTCAGAGGACTCAAGGTCAGTCCATTGTCAAACCACTGGGAAACAATGAATAATGCCGTTATCCTCATTCAC
TGTCTGTCACATGTGTGTGTGTATGCGTGCGTGCATGTATGTGTGTGCATGTGTGTGTGTGCATAGCATAAAGTAGTATAT
GAAATTCTGCAGCTGCAAATCAATGTGGTCTGTACTTGCTGAGTCAGATGGGCGACCACCATTCTGTTTACTGTCTGTGAT

Y VvV H s A A I V H R D L
TTTAATTAAAGGGAAATCCCCAATCATGTTTGTCTGTGTCACAGTATGTCCACTCTGCTGCGATTGTCCATCGTGATCTGA

K P S N I A V N E D C E L R [5]
AACCAAGCAACATAGCTGTCAATGAGGACTGTGAGCTTCGGGTGAGCTGTTGTCTAGTGTCAGTCACCACACACGTGATAT
ATGACTATGAGTAAAATGACCCATGTGTAGTATGTGCTCTAACATACTGTAGTCATTCACATGTAGTATAGCTACAGCTAA

I LD F GL A RATUDEEMMTG Y V A
TTAATTATGTTCACATTATGCAGATCTTGGATTTTGGTCTGGCCCGAGCTACTGATGAGGAGATGACTGGCTATGTGGCCA

T R Y W R A P E I ML NWMUHYGM I K YV DI W S V G C
CGAGGTATTGGAGGGCACCTGAGATCATGCTCAATTGGATGCATTATGGAATGAAGGTGGACATATGGTCTGTTGGGTGTA

I Mm A E L L T G Q VvV L F P G T D [6]
TCATGGCAGAACTGCTGACTGGGCAAGTTCTCTTCCCGGGAACTGACCGTATCCTTGTCATACACTCACTAGAAGGTTACA
TGACCAGTATATAGTTTAAAGGTAGTTTGTAAATACAGTAATGGCTAAGTCCACAAGGGTCCCCCCTTGGGTTTACAAAGG
CTAGATGTACACAAGGGTCCCCCCTTGGGTTTACAAAGGCTAGATGTACACTAGGGTCCCCTCCTTGGGTCGACAAAGGCT
H I D Q L T R I L Q
GGGTTATATCTCTCAAGCACTGGTTGTGCATTTCTTGACAAGGTGTATTAGATATTGACCAGCTGACTAGAATCTTACAAA

I vee T P D K E F L DK I T s E T [7]

TTGTGGGCACACCAGACAAAGAATTTCTGGACAAAATCACAAGTGAAACTGTGAGATCTTTGTGTACAATGTAACAGTCTA
TGTCTGTGGCATTTAAGGAATGTGGGATAGCGGTGTACGATTTCCCCTCATTTCCTTAAATATGTGATTATCATAACTAAG
TTATGGCATGTACTAGAGTGTCATACATGTACTACTAACAATTGAGTATTGAATTTGCTGTATGTGGTATCTATGTATTTG

A R T F I E S M P N F P R R D F S K
ACACAAGCACACACACACACACGCACAGGCAAGGACATTTATTGAGTCAATGCCAAACTTTCCTCGTCGCGACTTTTCAAA

F F VvV 6 AN P DAYV NLL E Q L L S M DP DR R P T A
GTTCTTTGTTGGTGCTAACCCTGATGCAGTCAACCTCTTGGAGCAGTTGTTGAGTATGGACCCAGACAGGAGACCGACTGC

E E A L A H P Y F V N Y A D P D D E [8]
TGAGGAGGCCCTGGCTCATCCATACTTTGTCAATTATGCTGATCCTGACGATGAGGTGGATCATGTGATAAAGTGGATGTT
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P N S P P
2350 ATGTTGACATTTAGATGACTGTTGTGTACACACACACATACTCATACTTACACACACACACACACAGCCTAATAGTCCTCC

Yy D b T F E KL E Q D Q L G W K [9]

2431 TTATGACGATACATTTGAGAAACTTGAGCAAGACCAACTTGGTTGGAAAAGTAAGTGCATAATTATAAGAAATACTTGTAG
2512 ACATCTGTATACTAATTACCCATTGGGGACCCTTATGTACATCAACCTGTTAAAGATGCTAGAGAATTGATTGACCTTTGC

K L v L D E I T A F Q T D P T L Y Q Q S L *
2593 CCCTACAGAACTGGTCCGTGACGAGATTACTGCCTTTCAAACCGACCCCACCCTCTACCAACAAAGCTTATGA

Abb. 4.10:
Nukleotidsequenz und abgeleitete AS-Abfolge des Klons SDp38ge [Acc. Nr.: AJ307674]. Die kodierenden
Sequenzen sind schwarz, die Introns rot dargestellt. Die Reihenfolge der Introns ist in den Klammern
angegeben.

Vom Start-ATG bis zum Stop-Codon (TGA) ist SDp38ge 2665 Bp lang. Die kodierende
Sequenz wird lediglich durch 9 Introns unterbrochen. Verglichen mit SDJNKge sind die
nichtkodierenden Bereiche im Durchschnitt wesentlich kiirzer. Beide Gegebenheiten fiihren
dazu, dass der Anteil der Introns an der Gesamtlidnge des Klons nur 59 % [1564 Bp] betrigt.
Das kiirzeste Intron besteht aus 93 Bp [Intron 8], das lingste aus 263 Bp [Intron 4]. Alle
Introns folgen ausnahmslos der GT-AG Regel (s. oben). Ebenso wie bei SDJNKge konnte
kein Nukleotidaustausch nachgewiesen werden, der hinsichtlich der cDNA-Sequenz eine
andere AS-Abfolge bedingen wiirde. Aulerdem wurden in beiden SAPK-Genen Abschnitte
mit repetitiven ,,CACA“-Sequenzen gefunden (s. Abb 4.9 und 4.10). Ansonsten wiesen die
Intronsequenzen der beiden Gene keine signifikanten Ubereinstimmungen auf (Alignment
nicht abgebildet).

4.4.2 Vergleich der Exon/Intron-Struktur von SDJNKge mit SDp38ge
sowie mit SAPK-Genen anderer Metazoen

Um die Organisation der beiden SAPK-Gene des Schwamms zu analysieren, wurden die
Intronpositionen von SDJNKge und SDp38ge miteinander verglichen. Zu diesem Zweck
erfolgte mit Hilfe des Programms CLUSTALW 1.7 ein Vergleich der jeweils analogen Exon-
abschnitte beider SAPK-Gene [auf Nukleotid- und AS-Basis] (Alignments nicht abgebildet).

Die Analyse zeigte, dass 8 der 12 Intronpositionen von SDJNKge auch in SDp38ge exakt
konserviert sind (s. Abb. 4.11). Dabei unterbrechen diese Introns die kodierenden Sequenzen
nicht nur an gleichen/vergleichbaren AS-Positionen, sondern auch ausnahmslos an iden-
tischen Positionen innerhalb des entsprechenden Triplettkodes. Lediglich ein Intron, welches
sich im schwach konservierten C-Terminus befindet, ist im Vergleich zu Intron 11 von
SDJNKge um 2 AS-Positionen [6 Nukleotide] verschoben (s. Abb. 4.11; Intron 11a). Drei
Introns von SDJNKge [Intron 5, 7 und 10] sind nicht in SDp38ge vorhanden (s. Abb. 4.11).
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In Analogie zur vorangegangenen Analyse wurden die Exon/Intron-Strukturen der beiden
Gene aus S. domuncula mit den von ausgewdhlten SAPK-Genen aus C. elegans, D.
melanogaster und H. sapiens verglichen (Alignments nicht abgebildet). Deren Sequenzen
wurden diesbeziiglich von verschiedenen Online-Datenbanken abgerufen.

Der Vergleich verdeutlichte, dass sdmtliche Intronpositionen [12], die in beiden SAPK-Genen
des Schwamms existieren, im Verlauf der Evolution konserviert wurden. Die meisten Introns
der aus C. elegans, D. melanogaster und H. sapiens stammenden JNK- oder p38-Gene unter-
brechen die kodierenden Sequenzen an exakt den gleichen Stellen (beziiglich der AS-Position
und der Position innerhalb des entsprechenden Triplettkodes!), wie in beiden SAPK-Genen
aus S. domuncula (s. Abb. 4.11). Ferner wurden noch einige nichtkonservierte Intronposi-
tionen identifiziert (*). Diese phylogenetisch ,,jiingeren* Introns konnten hauptsédchlich in den
Genen beider Protostomia gefunden werden. Bis auf wenige Ausnahmen befinden sich diese
aufBerhalb der konservierten PK-Domine (s. Abb. 4.11).

Die beiden p38-Gene von D. melanogaster [p384A und p38B] weisen innerhalb des kodie-
renden Bereichs keine Introns auf (s. Abb. 4.11). Das p38-Gen aus C. elegans besitzt 3
Introns, von denen 2 an konservierten Positionen lokalisiert sind, die auch in beiden SAPK-
Genen des Schwamms existieren. Das Dritte ist dagegen an einer neuen Stelle im C-Terminus
positioniert (s. Abb. 4.11). Die JNK-Gene von C. elegans, bzw. D. melanogaster, werden
durch 11, bzw. 5, Introns unterbrochen (s. Abb. 4.11). Sechs Introns des JNK-Gens aus C.
elegans konnten auch im JNK-Gen von S. domuncula gefunden werden, wobei nur das Intron
im C-Terminus um 3 AS-Positionen [9 Nukleotide] im Vergleich zu Intron 11 von SDJNKge
verschoben ist (s. Abb. 4.11; Intron 11b). Drei neue Positionen befinden sich im auler-
gewoOhnlich langen N-Terminus. Zwei weitere einzigartige Introns wurden in der Subdoméne
X nachgewiesen, wobei eins davon auch im JNK-Gen von D. melanogaster prasent ist (s.
Abb. 4.11). Die restlichen 4 Introns des JNK-Gens von D. melanogaster unterbrechen die
kodierende Sequenz an konservierten Positionen (s. Abb. 4.11).

Im Unterschied zu den SAPK-Genen beider Protostomia sind die Intronpositionen der
humanen Gene beziiglich der des Schwamms wesentlich héher konserviert (s. Abb. 4.11). Die
4 analysierten p38-Gene [p38a, p38f, p38y und p385] weisen 11 Introns auf, wobei alle an
identischen Positionen lokalisiert sind und ausnahmslos in SDJNKge [11 gemeinsame Introns]
und SDp38ge [8 gemeinsame Introns] gefunden wurden (s. Abb. 4.11). Nur das Intron in der
Subdoméne XI ist um 3 AS-Positionen [9 Nukleotide] im Vergleich zu Intron 10 von
SDJNKge verschoben (s. Abb. 4.11; Intron 10a). Zudem wurde ein im C-Terminus loka-
lisiertes Intron eliminiert (s. Abb. 4.11). Bis auf das letzte Intron im C-Terminus sind
samtliche Intronpositionen des JNK-Gens von H. sapiens [JNK102] ebenfalls konserviert und
konnten ohne Ausnahme im JNK-Gen [9 gemeinsame Introns] und p38-Gen [6 gemeinsame

Introns] von S. domuncula gefunden werden (s. Abb. 4.11).
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-3AS
* Kk * * ok 11b
Yvyy Yy Y Y v _YVY Y
N-Terminus | 1 [ [ | av v Via | vb [ vo  jvin| X | X | XI [ C-Terminus
JNK (Ce)
*
Y Y A/ Y Y
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Abb. 4.11:

Schematische Prdsentation der Intronpositionen (V) in beiden SAPK-Genen aus S. domuncula [SDINKge und
SDp38ge/ (blai) und in den SAPK-Genen aus C. elegans [INK-1 (JNK (Ce); CELB0478) und Ser/Thr Protein
Kinase (p38 (Ce); CELB0218)], D. melanogaster [DINK (JNK (Dm); DMU49249), die Gene p38A (AF035546)
und p38B (AC000616) sind zusammen als p38 (Dm) dargestellt] sowie H. sapiens [INKlo2 (JNKla2 (Hs),
ACO16397), die Gene p38a und p385 (HS179N16) sowie p38P und p38y (HS402G11) sind zusammen als p38
(Hs) dargestellt] (criin). Die den N- und C-Terminus sowie die PK-Subdomdnen I-XI kodierenden Regionen sind
nicht mafstabsgetreu wiedergegeben. Die 12 Intronpositionen in SDINKge sind ihrer Reihenfolge nach
aufgefiihrt. Mit (*) sind die Introns markiert, deren Position beziiglich SDJNKge nicht konserviert sind. Im Fall
der Introns 10a [p38 (Hs)], 11a [SDp38ge] und 11b [JNK (Ce)] ist die Anzahl der verschobenen AS-Positionen
beziiglich SDINKge angegeben.
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4.5 Western Blot-Analysen

Um zu untersuchen, welche Zellstress-auslosenden Stimuli eine Aktivierung (Dualphospho-
rylierung) der JNK und p38 MAPK des Schwamms induzieren, wurden Schockexperimente
durchgefiihrt (s. Kap. 3.18.2). Dafiir wurden Gewebestiicke von S. domuncula in Meerwasser
unter folgenden Bedingungen inkubiert: Osmotischer Schock [(a) 0,25-2 M NacCl fiir 30 min
sowie (b) 1 M NaCl fiir 0-180 min], Endotoxin Schock [30 pg LPS/ml fiir 0-48 h],
Okadainsdure (OA) Schock [1,5 ng OA/ml fiir 0-6 Tage], Hitzeschock [26°C fiir 0-6 h],
Oxidativer Schock [100 uM H,O, fiir 0-180 min] und UVB-Bestrahlung [Dosis: 30 J/m* mit
0-60 min Postinkubation in Meerwasser]. Nach Herstellung der Proteinlysate (s. Kap. 3.19.1)
und Bestimmung der Proteinkonzentrationen (s. Kap. 3.19.3) wurden 10 pg Gesamtprotein
iiber eine SDS-PAGE (s. Kap. 3.19.4) aufgetrennt und auf eine Membran transferiert (s. Kap.
3.19.5). Zum Nachweis der aktivierten SAPKs erfolgte die Behandlung der Blots (s. Kap.
3.19.5) mit den phosphospezifischen Antikorpern Phospho-SAPK/JNK oder Phospho-p38
MAP Kinase (s. Kap. 3.6.1). Diese erkennen selektiv das dualphosphorylierte TXY-Motiv der
jeweiligen aktivierten SAPK. Um dagegen den Gesamtgehalt der SAPKs im Schwamm
nachzuweisen, wurden die phosphounspezifischen Antikorper SAPK/JINK oder p38 MAP
Kinase verwendet (s. Kap. 3.6.1). Die Detektion erfolgte mit dem Chemolumineszenz-System
von ROCHE DIAGNOSTICS (s. Kap. 3.5).

Die Inkubation mit unterschiedlichen NaCl-Molaritdten verdeutlichte, dass die JNK und p38
MAPK nur durch hyperosmotische Salzkonzentrationen aktiviert werden. In Gegenwart von
0,25 M NaCl (hypoosmotische Bedingungen beziiglich Meerwasser) konnte keine Phospho-
rylierung von JNK SD oder p38 SD beobachtet werden (s. Abb. 4.12 A1 und B1). Auch
unter isoosmotischen Bedingungen [0,5 M NaCl], war kein Signal zu erkennen (A1 und B1).
Lediglich bei hoheren Salzkonzentrationen [0,75-2 M NaCl] konnte mit den Antikérpern
Phospho-SAPK/JNK oder Phospho-p38 MAP Kinase bei 42 kD oder 44 kD jeweils eine
spezifische Bande nachgewiesen werden (A1l und B1). Diese Signale stimmen in etwa mit
dem theoretischen Molekulargewicht von JNK SD [41,6 kD] und p38 SD [42,2 kD] iiberein.
Zudem nahm die Intensitét dieser Signale mit steigender NaCl-Konzentration zu (A1 und B1).
Dagegen wurde in sdmtlichen Proteinlysaten mit den phosphounspezifischen Antikorpern
SAPK/INK oder p38 MAP Kinase ein gleich starkes Signal bei 42 kD oder 44 kD beobachtet
(A2 und B2). Demnach hatte sich der Gesamtgehalt der SAPKs wihrend des Experiments im
Schwamm nicht verdndert. Lediglich der Gehalt der aktivierten (dualphosphorylierten) Form

nahm unter den hyperosmotischen Bedingungen zu.
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Zur Analyse der Phosphorylierungskinetik beider SAPKs wurden Schwammstiicke in
Anwesenheit von 1 M NaCl inkubiert. Dieser Versuch zeigte, dass unter diesen hyperosmo-
tischen Bedingungen die JNK nach 10 min und die p38 MAPK bereits nach 3 min aktiviert
werden. In den Lysaten konnte unter Verwendung des Phospho-SAPK/JNK Antikérpers ein
Signal auf der Hohe von 42 kD nachgewiesen werden, wihrend mit dem Antikorper Phospho-
p38 MAP Kinase eine spezifische Bande der Grofle von 44 kD detektiert wurde (s. Abb. 4.12
C1 und D1). Die Stirke dieser Signale stieg mit zunehmender Inkubationszeit an (C1 und
D1). In den Kontrollen (Zeitpunkt 0) konnte dagegen keine Phosphorylierung der SAPKs
beobachtet werden (C1 und D1). Mit den phosphounspezifischen Antikorpern wurde in
samtlichen Lysaten ein vergleichbarer Gehalt an gesamtem JNK SD und p38 SD Protein
nachgewiesen (C2 und D2). Der mit den phosphospezifischen Antikérpern detektierte Anstieg
der Signalstirke beruhte demzufolge allein auf einer Zunahme der phosphorylierten Form
dieser SAPKs.

Auch das Endotoxin LPS bewirkte in einer Konzentration von 30 pg/ml eine signifikante
Aktivierung beider SAPKSs. Dabei wurde mit den phosphospezifischen Antikoérpern dokumen-
tiert, dass nach einer einstiindigen Inkubation in Anwesenheit dieser Substanz sowohl
JNK SD als auch p38 SD im Vergleich zu ihren Kontrollen (Zeitpunkt 0) verstirkt phospho-
ryliert werden (s. Abb. 4.12 E1 und F1). Die Signale erreichten innerhalb von 12-48 Stunden
ihre maximale Intensitdt (E1 und F1). Wie in den vorangegangenen Experimenten, konnte mit
den phosphounspezifischen Antikdrpern ein gleich hoher Gehalt an gesamter JNK und p38
MAPK im Schwamm wihrend der Versuchsphase nachgewiesen werden (E2 und F2).

Des weiteren wurde der Einfluss der toxischen Substanz OA auf die Aktivierung beider
SAPKs untersucht. Diesbeziiglich konnte aufgezeigt werden, dass eine Inkubation in Gegen-
wart von 1,5 ng OA/ml ebenfalls eine Stimulierung der JNK und p38 MAPK zur Folge hatte.
Die Phosphorylierungskinetik beider SAPKs wies jedoch gewisse Unterschiede auf. Wéahrend
JNK SD bereits nach einem Tag in Anwesenheit dieses Inhibitors der PP1/2A phosphoryliert
wurde, konnte im Fall von p38 SD eine signifikante Zunahme der Phosphorylierung im
Vergleich zur Kontrolle (Zeitpunkt 0) erst nach 2 Tagen beobachtet werden (s. Abb. 4.12 G1
und H1). Ferner wurde im Unterschied zu JNK SD das Aktivierungsmaximum nicht nach 2
sondern erst nach 6 Tagen erreicht (G1 und H1). Mit den phosphounspezifischen Antikérpern
konnte erneut ein stabiler Gehalt an gesamter JNK und p38 MAPK im Verlauf des Experi-
ments nachgewiesen werden (G2 und H2).
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Alle weiteren Schockexperimente fiihrten zu keiner Aktivierung der beiden SAPKs. Weder
eine erhohte Temperatur [9°C iiber der Umgebungstemperatur] noch die Gegenwart von
100 uM H,O, bewirkten eine Phosphorylierung der SAPKs (s. Abb. 4.12 I-L)). Auch in Folge
einer UVB-Bestrahlung [30 J/m?] erfolgte sowohl bei der JNK als auch bei der p38 MAPK
keine Stimulierung (s. Abb. 4.12 M und N).
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Abb. 4.12:

Effekt unterschiedlicher Zellstress-auslésender Stimuli auf die Aktivierung (Dualphosphorylierung) der JNK und
p38 MAPK aus S. domuncula. Um die Stimulierung beider SAPKs nachzuweisen, wurden phosphospezifische
Antikorper verwendet, die selektiv das dualphosphorylierte TXY-Motiv der jeweiligen SAPK erkennen.
Zusdtzlich wurden die Blots mit je einem phosphounspezifischen Antikorper inkubiert (bis auf die Proben der
letzten 3 Schockexperimente). Dies diente der Bestimmung des Gesamtgehalts der SAPKs im Schwammgewebe.
AI-B2 zeigt die Reaktion auf osmotischen Stress. Dafiir wurden Gewebestiicke in Meerwasser mit verschiedenen
NaCl-Konzentrationen (0,25-2 M) 30 min inkubiert. 10 ug Gesamtprotein des im Anschluss gewonnenen Lysats
wurden tiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Die Chemolumineszenz des Blots
ist abgebildet. Die Pfeile markieren die Position der (phosphorylierten) JNK und p38 MAPK. Der zeitliche
Effekt von hyperosmotischem Stress ist in CI-D2 abgebildet. Zu diesem Zweck wurde Gewebe einer
Konzentration von 1 M NaCl ausgesetzt (0-180 min) und anschlieffend analysiert. Des weiteren wurden die
Zellen mit 30 ug LPS/ml inkubiert (0-48 h). Das Ergebnis ist in E1-F2 aufgefiihrt. GI-H?2 zeigt die Reaktion auf
den Phosphataseinhibitor OA. Diesbeziiglich erfolgte eine Inkubation in Gegenwart von 1,5 ng OA/ml (0-6
Tage). Der FEinfluss einer erhohten Temperatur (+ 9°C) ist in I und J dargestellt. Ferner wurden
Schwammistiicke einer H,O,-Konzentration von 100 uM ausgesetzt (abgebildet in K und L) sowie mit UVB-Licht
(30 J/m’) bestrahlt und 0-60 min postinkubiert (aufgefiihrt unter M und N).
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4.6 Funktionsstudien mit HOGI-defizienter Hefe
4.6.1 Konstruktion der SAPK-Expressionsklone

Wie bereits im Kap. 1.4.1 erwéhnt, verfiigen auch Hefen iiber SAPKs. Diese sog. YSAPKs
gehoren, zusammen mit den JNKs und p38 MAPKs der Metazoen, zur SAPK-Untergruppe
der MAPKs (s. Kap. 1.4.1). Das in Folge von hyperosmotischem Stress aktivierte HOG1-
Protein aus S. cerevisiae (SCHULLER et al., 1994) stellt eine YSAPK dar, die eng mit den
SAPKs der multizelluldren Tiere verwandt ist. Das konnte durch Studien mit HOGI-Dele-
tionsmutanten nachgewiesen werden (GALCHEVA-GARGOVA et al., 1994; HAN et al.,
1994; KUMAR et al., 1995; HAN et al., 1998; KAWASAKI et al., 1999).

In Analogie zu diesen Arbeiten sollte anhand eines HOGI-defizienten Hefestamms untersucht
werden, ob die JNK oder p38 MAPK des Schwamms die Funktion des HOG1-Proteins {iber-
nehmen kann. Dazu wurde jeweils der gesamte kodierende Bereich der cDNA-Klone SDJNK
und SDp38 sowie der des HOGI-Gens von S. cerevisiae (Positivkontrolle) mit PCR
amplifiziert und sowohl in sense (5’—3’)- als auch antisense (3’—5’)-Orientierung in den
Expressionsvektor pV'T103-U subkloniert (s. Kap. 3.17.2). AnschlieBend wurden die Zellen
einer HOGI-41-Nullmutante (s. Kap. 3.10) mit den rekombinanten Vektoren transformiert (s.
Kap. 3.17.3.1) und durch Verwendung von SK-Ura-Platten selektioniert (s. Kap. 3.17.3.2).
Diese Hefeklone wurden mit HOGI-41+SDJNK-sense/-antisense, HOG1-41+SDp38-sense/-
antisense sowie HOG1-41+HOG-sense bezeichnet.

4.6.2 Nachweis der rekombinanten SAPKs durch Western Blot-
Analyse

Um zu iberpriifen, ob die transformierten HOGI-A41-Nullmutanten die rekombinanten
SAPKs exprimierten, wurden Western Blots durchgefiihrt (s. Kap. 3.17.4). Da die rekombi-
nanten Proteine aufgrund der Konstruktion der Expressionsvektoren mit einem C-terminalen
6 x His-tag versehen wurden (s. Kap. 3.17.2), konnten die Proteinlysate (s. Kap. 3.19.2) der
transformierten Klone und der nichttransformierten Nullmutante (Negativkontrolle) nach
Auftrennung iiber eine SDS-PAGE und dem Transfer auf eine Membran mit einem
Antikorper inkubiert werden, der spezifisch an C-terminale His-Reste bindet (s. Kap. 3.17.4).
Die Chemolumineszenz des Western Blots ist in Abb. 4.13 dargestellt.
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Abb. 4.13:

Nachweis der Expression rekombinanter SAPKs in HOG1-defizienter Hefe mittels Western Blot-Analyse. Spur
A: Proteinlysat der nichttransformierten HOG1-Al-Nullmutante (Negativkontrolle). Spur B-F: Proteinlysate
der transformierten Nullmutanten, deren Expressionsvektor pVT103-U entweder HOG1-sense (B), SDp38-sense
(C), SDp38-antisense (D), SDINK-sense (E) oder SDINK-antisense (F) DNA enthielt. Die Lysate wurden iiber
eine SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Transfer auf eine Membran mit einem Antikorper inkubiert, der
spezifisch an C-terminale His-Reste bindet. Die Chemolumineszenz des Blots ist abgebildet.

Anhand der Abb. 4.13 wird ersichtlich, dass simtliche Transformanten, deren Expressions-
vektor entweder SDJNK, SDp38 oder HOGI in sense Orientierung beinhaltete, auch die
entsprechende SAPK translatierten. Im Lysat der nichttransformierten Nullmutante fiel
lediglich auf der Hohe von 30 kD ein Signal auf (Spur A). Da diese Bande auch in allen
anderen Spuren erschien und nicht mit der Grof3e der rekombinanten SAPKSs {ibereinstimmte,
konnte sie als unspezifisch bewertet werden. Das Proteinlysat des Klons, in dessen Vektor
HOGI in sense Orientierung eingefiigt wurde (HOGI1-41+HOG-sense), ergab ein spezi-
fisches Signal auf der Hohe von 55 kD (Spur B). Damit entspricht die Gréfe dieses Proteins
exakt dem Literaturwert von HOG1 (BREWESTER et al., 1993). Auch im Lysat des Klons
HOGI-41+SDp38-sense, dessen Vektor SDp38 in sense Richtung beinhaltete, konnte die
Expression eines spezifischen Proteins festgestellt werden (Spur C), dessen Molekular-
gewicht von 44 kD mit dem von p38 SD iibereinstimmte (s. Kap. 4.5). Dagegen konnte in der
zugehorigen antisense Kontrolle (HOGI-41+SDp38-antisense) keine spezifische Bande
nachgewiesen werden (Spur D). Wurde SDJNK in sense Orientierung in pV7103-U
subkloniert, war es moglich, im Lysat des damit transformierten Klons HOGI-41+SDJNK-
sense ein der Grofle von JNK SD (42 kD; s. Kap. 4.5) entsprechendes Protein nachzuweisen
(Spur E). In der antisense Kontrolle (HOG1-41+SDJNK-antisense) konnte wiederum kein
spezifisches Signal entdeckt werden (Spur F).
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4.6.3 Funktionale Komplementierung des HOG1-Proteins durch die
JNK und p38 MAPK des Schwamms

Die Hefe S. cerevisiae benotigt das HOGI-Gen, um unter hyperosmotischen Bedingungen
tiberleben zu konnen (BREWESTER et al., 1993).

Aufgrund dieser Tatsache wurden zur Klidrung der Frage, ob die beiden SAPKs aus S.
domuncula das hefeeigene HOG1 funktional ersetzen konnen, Zellen des Wildtyps (s. Kap.
3.10) (Positivkontrolle), der nichttransformierten HOGI-41-Nullmutante (Negativkontrolle)
sowie der transformierten Klone HOGI-41+HOGI-sense (weitere Positivkontrolle), HOGI-
A1+SDp38-sense/-antisense und HOG1-41+SDJNK-sense/-antisense gemall Kap. 3.17.5 auf
0,6 M NaCl enthaltendem YEPD-Agar ausplattiert. Nach 3tdgiger Kultivierung wurde die
Platte zur Dokumentation gescannt (s. Abb. 4.14).

Abb. 4.14:

Funktionale Komplementierung des hefeeigenen HOGI-Proteins durch die JNK und p38 MAPK aus S.
domuncula. Folgende Hefeklone wurden diesbeziiglich auf 0,6 M NaCl enthaltendem YEPD-Agar ausplattiert:
Wild Typ (A), nichttransformierte HOG1-Al-Nullmutante (B), HOG1-A1+HOG]1-sense (C), HOG1-A1+SDp38-
antisense (D), HOG1-A1+SDp38-sense (E), HOG1-A1+SDJNK-antisense (F) und HOGI1-A1+SDJNK-sense
(G). Nach 3tigiger Kultivierung bei 30°C wurde die Platte zur Dokumentation des Wachstums der Klone
gescannt.
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Die Abb. 4.14 zeigt, dass nur der HOGI-enthaltende Wildtyp und die transformierten
Nullmutanten, deren Expressionsvektoren entweder SDJNK, SDp38 oder HOGI in sense
Orientierung enthielten, auf dem hyperosmotischen Néhrboden wachsen konnten (A, C, E
und G). Zwischen diesen Klonen konnte beziiglich der Stirke des Wachstums kein
Unterschied festgestellt werden. Das deutet darauthin, dass beide SAPKs des Schwamms die
Funktion von HOG1 zu 100% iibernehmen konnten. Im Gegensatz dazu wurde beziiglich der
antisense Kontrollen eine Inhibition des Wachstums festgestellt (D und F). Auch die

untransformierte Nullmutante wuchs nicht in Gegenwart von 0,6 M NaCl (B).

4.6.4 Phosphorylierung der rekombinanten SAPKs in Folge von
hyperosmotischem Stress

Um die Phosphorylierung der rekombinanten SAPKs nachzuweisen, wurden Zellen der im
Kap. 4.6.3 aufgefiihrten Klone in 0,6 M NaCl enthaltendem YEPD-Medium inkubiert (s. Kap.
3.17.6). Die nach Ablauf der Inkubationszeit hergestellten Proteinlysate (s. Kap. 3.19.2)
wurden anschlieend iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran iiberfiihrt (s.
Kap. 3.17.6). Zur Detektion der aktivierten SAPKs wurden die im Kap. 3.17.6 angegebenen
phosphospezifischen Antikorper verwendet. Wie bereits im Kap. 4.5 erwihnt, erkennen diese
spezifisch das dualphosphorylierte TXY-Motiv der jeweiligen aktivierten SAPK. In der Abb.
4.15 und 4.16 ist die Chemolumineszenz der Western Blots dargestellt.
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Abb. 4.15:

Phosphorylierung der p38 MAPK aus S. domuncula und des hefeeigenen HOG1-Proteins durch Hyperosmose.
Die Zellen folgender Hefeklone wurden diesbeziiglich in 0,6 M NaCl enthaltendem YEPD-Medium inkubiert:
HOGI1-A1+SDp38-sense (Spur A-H), HOGI1-A1+SDp38-antisense (Spur 1), Wild Typ (Spur J), nichttrans-
formierte HOG1-Al-Nullmutante (Spur K) und HOG1-A1+HOG]1-sense (Spur L). Proteinlysate wurden nach
Ablauf der jeweils angegebenen Inkubationszeit hergestellt und iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf eine Membran wurden sie mit dem phosphospezifischen Antikérper Phospho-p38 MAPK behandelt
(s. Text). Die Chemolumineszenz des Western Blots ist abgebildet.
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Wurden Zellen des Klons HOG1-41+SDp38-sense in Gegenwart von 0,6 M NaCl inkubiert,
konnte bereits nach einer Minute eine Phosphorylierung der 44 kD groflen p38 MAPK des
Schwamms festgestellt werden (s. Abb. 4.15; Spur B). Im Vergleich dazu wurde in der
Kontrolle (Zeitpunkt 0) keine Phosphorylierung nachgewiesen (Spur A). Wie anhand der
Intensitit des Signals erkennbar ist, nahm der Phosphorylierungsgrad von p38 SD im Verlauf
der Inkubation (bis 120 min) zu (Spur C-H). Wurde hingegen die antisense Kontrolle oder die
nichttransformierte Nullmutante (Negativkontrolle) 60 min einer Konzentration von 0,6 M
NaCl ausgesetzt, konnte keine Phosphorylierung festgestellt werden (Spur I und K). Eine
Phosphorylierung des 55 kD groBBen HOGI1-Proteins war nachweisbar, wenn Zellen des
Wildtyps oder des Klons HOGI-A41+HOGI-sense (Positivkontrollen) unter den gleichen
Bedingungen inkubiert wurden (Spur J und L).
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Abb. 4.16:

Phosphorylierung der JNK aus S. domuncula durch Hyperosmose. Zu diesem Zweck wurden Zellen der
Hefeklone HOG1-A1+SDINK-sense (Spur A-H) und HOG1-A1+SDINK-antisense (Spur 1) in 0,6 M NaCl
enthaltendem YEPD-Medium inkubiert. Nach Ablauf der jeweils angegebenen Inkubationszeit wurden
Proteinlysate hergestellt und iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Membran wurden
sie mit dem phosphospezifischen Antikorper Phospho-SAPK/JNK behandelt (s. Text). Die Chemolumineszenz des
Western Blots ist dargestellt.

Wurden Zellen des Klons HOGI-41+SDJNK-sense mit 0,6 M NaCl enthaltendem Nadhrme-
dium inkubiert, konnte die Phosphorylierung der 42 kD grof8en JNK des Schwamms schon
nach einer Minute beobachtet werden (s. Abb. 4.16; Spur B). Beziiglich der Kontrolle
(Zeitpunkt 0), war keine Phosphorylierung zu erkennen (Spur A). In Ubereinstimmung mit
der Phosphorylierungskinetik von p38 SD (s. oben) nahm der Phosphorylierungsgrad von
JNK SD wiéhrend der Inkubation (bis 120 min) zu (Spur C-H). Die antisense Kontrolle ergab
nach Ablauf der 60miniitigen Inkubation mit 0,6 M NaCl kein entsprechendes Signal (Spur I).
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4.6.5 Intrazellulire Lokalisation der aktivierten SAPKSs in Hefe

In Abwesenheit eines aktivierenden Stimulus diffundiert das HOGI1-Protein zyklisch
zwischen Cytoplasma und Zellkern (REISER et al., 1999). Wenn diese YSAPK jedoch
aufgrund hyperosmotischer Stressbedingungen durch die vorangeschaltete MAPKK PBS2
phosphoryliert wird, kann eine Akkumulation ihrerseits im Nukleus beobachtet werden
(REISER et al., 1999).

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass sich beide SAPKs des Schwamms beziiglich der
intrazelluldren Lokalisation wie das hefeeigene HOG1 verhalten, wurden Zellen der transfor-
mierten Klone HOGI-41+HOGI-sense (Positivkontrolle), HOGI-41+SDp38-sense und
HOGI-41+SDJNK-sense sowie der nichttransformierten Nullmutante (Negativkontrolle)
10 min einer Konzentration von 0,6 M NaCl ausgesetzt und anschliefend fixiert (s. Kap
3.17.7). Parallel dazu wurden die gleichen Zellen unter isoosmotischen Bedingungen
inkubiert (weitere Negativkontrollen; s. Kap. 3.17.7). Um die intrazelluldre Lokalisation der
aktivierten SAPKs nachzuweisen, wurden mit den Zellen daraufhin Immunfluoreszenz-
farbungen durchgefiihrt (s. Kap. 3.17.7). Dabei wurden die phosphorylierten Proteine HOGI
und p38 mit dem Antikdrper Phospho-p38 MAP Kinase nachgewiesen, wéahrend die aktivierte
JNK durch den p-JNK (G-7) Antikorper detektiert werden konnte (s. Kap. 3.17.7). Beide
Antikorper erkennen selektiv das dualphosphorylierte TXY-Motiv der jeweiligen aktivierten
SAPK (s. Kap. 4.5). Ferner wurden Cy-3 gekoppelte Sekundérantikorper verwendet (s. Kap.
3.17.7). Das Ergebnis der Immunfluoreszenzfarbungen ist in Abb. 4.17 dargestellt.

Falls die Zellen der Positivkontrolle HOGI-41+HOGI-sense unter isoosmotischen Bedin-
gungen inkubiert wurden, konnte keine Immunfluoreszenz festgestellt werden (s. Abb. 4.17
A3). Erfolgte hingegen eine Inkubation dieser Zellen in Gegenwart von 0,6 M NaCl, wurde
eine deutlich Immunfluoreszenz, vor allem an der Position der Zellkerne und in ihrer
unmittelbaren Umgebung, beobachtet (B3). Um die Position der Kerne zu lokalisieren,
wurden die Zellen parallel mit DAPI gefarbt (s. Kap. 3.17.7) (A2 und B2). AuBBerdem wurde
jeweils ein Lichtbild des ausgewéhlten Kameraausschnitts aufgenommen (A1 und B1).

Eine vergleichbare Immunfluoreszenz der Zellkerne und ihrer Umgebung konnte beobachtet
werden, wenn die Zellen der Klone HOGI1-41+SDp38-sense und HOG1-41+SDJNK-sense
mit 0,6 M NaCl inkubiert wurden (D3 und F3). Im Gegensatz dazu konnte in den isoosmo-
tischen Kontrollen keine Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (C3 und E3). Diese
Beobachtungen belegen somit die Vermutung, dass sich beide SAPKs des Schwamms
beziiglich der intrazelluldren Lokalisation wie das hefeeigene HOG1 verhalten.

Als zusitzliche Kontrollen wurden Zellen der nichttransformierten Nullmutante nach
Inkubation in Anwesenheit von 0,6 M NaCl mit den Antikérpern Phospho-p38 MAP Kinase
oder p-JNK (G-7) behandelt. Hinsichtlich dieser Hintergrundkontrollen der Primdrantikorper
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war keine spezifische Fluoreszenzstrahlung feststellbar (G und H). Ebenso konnte keine
Immunfluoreszenz wahrgenommen werden, wenn der Primédrantikérper nicht hinzugegeben

wurde (Hintergrundkontrolle des Cy3-gekoppelten Antikorpers; I).

HOG1-A1+HOG1-sense

Isoosmose

+ 0,6 M NaCl

Isoosmose

N

+0,6 M NaCl
\»‘3;".}3
Q:j QD "




ERGEBNISSE 121

HOG1-A1+SDJNK-sense

Isoosmose

Nt

row oY
A o o
x

+0,6 M NaCl

¢ )¢

SRR
s

0[7

Phospho-p38 MAPK

HOG1-A1
p-JNK ‘G-7|
Abb. 4.17:

Intrazelluldre Lokalisation der durch Hyperosmose aktivierten SAPKs in S. cerevisiae. Die Zellen folgender
Hefeklone wurden 10 min in 0,6 M NaCl enthaltendem YEPD-Medium inkubiert und anschlieffend fixiert:
HOG1-A1+HOG1-sense (Reihe B), HOG1-A1+SDp38-sense (Reihe D) und HOG1-A1+SDJNK-sense (Reihe F).
Zur Kontrolle fand eine Inkubation der gleichen Zellen unter isoosmotischen Bedingungen (YEPD-Medium ohne
zusdtzliches NaCl) statt (Reihe A, C und E). Die Detektion der phosphorylierten HOGI- und p38-Proteine
erfolgte mit dem Antikorper Phospho-p38 MAP Kinase, wdihrend aktivierte JNK mit dem p-JNK (G-7)
Antikorper nachgewiesen wurde (s. Text). Die nukleare Akkumulation der aktivierten SAPKs konnte anhand
einer Fluoreszenzmikroskopie bei 553/575 nm (Cy3-gekoppleter Sekunddrantikorper) beobachtet werden (rechte
Spalte). Um die Position der Zellkerne aufzuzeigen, wurden die Zellen zusdtzlich mit DAPI behandelt. Die
Visualisierung dieser Kernfirbung erfolgte durch eine Fluoreszenz bei 350/460 nm (mittlere Spalte). Als weitere
Kontrollen wurden Zellen der nichttransformierten Nullmutante in Gegenwart von 0,6 M NaCl 10 min inkubiert
und mit dem Antikorper Phospho-p38 MAP Kinase oder p-JNK (G-7) (G und H) sowie nur mit dem Cy3-
gekoppelten Sekunddrantikorper (I) behandelt. Vergrofierung: 400x.

Sekundarantikorper
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S DISKUSSION

5.1 Analyse der cDNA-Sequenzen

Fiir die Isolierung von Mitgliedern der SAPK-Untergruppe der MAPKs aus dem marinen
Schwamm S. domuncula wurden PCRs mit der cDNA-Bibliothek dieser Spezies unter
Verwendung von SAPK1/JNK- und SAPK2/p38 MAPK-spezifischen degenerierten Primern (s.
Kap. 4.1.1) durchgefiihrt. Es konnten daraufhin 2 unterschiedliche Klone (SDJNK und
SDp38; s. Abb. 4.1 und 4.2) isoliert werden. Beide besitzen einen durchgehenden OLR, der
im Fall von SDJNK fiir ein aus 361 AS bestehendes Protein (JNK _SD; Mw = 41,6 kD) und
im Fall von SDp38 fiir ein 366 AS grof3es Protein (p38_SD; Mw = 42,1 kD) kodiert (s. Kap.
4.1.2). Der das Start-ATG flankierende Bereich weist in beiden Klonen eine signifikante
Homologie zur KOZAK-Sequenz auf (s. Kap. 4.1.2). Ein vollstindiges Polyadenylierungs-
signal wurde nur in SDJNK gefunden. SDp38 besitzt eine trunkierte Variante dessen (s. Kap.
4.1.2). Diese Beobachtung ist allerdings nicht ungewdhnlich fiir cDNA-Sequenzen aus
Schwammen (PFEIFFER et al., 1993; WIENS et al., 1998). Dass beide Klone iiber einen
Poly-[A]-Schwanz verfiigen, weist darauthin, dass ihre Isolierung vollstindig erfolgte.
Northern Blot-Analysen mit genspezifischen Sonden bestétigten diese Annahme (s. Kap. 4.3
und Abb. 4.8).

Der Vergleich mit Nukleotid- und Proteinsequenzen aus Online-Datenbanken mittels des
BLAST Algorithmusses verdeutlichte, dass beide Klone zur SAPK-Untergruppe der MAPKs
gehoren (s. Kap. 4.1.2). Dabei stimmt SDJNK am ehesten mit Mitgliedern der SAPK1/JNK-
Subfamilie iiberein, wihrend SDp38 die hochste Homologie zu Mitgliedern der SAPK2/p38
MAPK-Subfamilie aufweist (s. Kap. 4.1.2).

Nach ihrer Identifizierung wurden die abgeleiteten AS-Abfolgen von SDJNK (JNK SD) und
SDp38 (p38 SD) mit den Sequenzen der JNKs sowie p38 MAPKs aus Protostomia und
Deuterostomia sowie mit der von HOG1 aus S. cerevisiae durch ein Alignment verglichen (s.
Kap. 4.1.3). Dieser Vergleich zeigte u. a., dass in Ubereinstimmung mit den anderen SAPKs
beide Kinasen des Schwamms hauptséchlich aus einer fiir Eukaryoten typischen PK-Doméne
bestehen, die in 12 Subdoménen (I-XI) unterteilt wird (s. Abb. 4.3). Auffillig ist weiterhin,
dass vor allem der zentrale Bereich der katalytischen Doméne (Subdominen Vla bis VIII)
hoch konserviert ist (s. Abb. 4.3).

In beiden SAPKs aus S. domuncula konnten auBerdem PK-spezifische Motive identifiziert
werden (s. Abb. 4.3). Dazu zéhlt das in der Subdoméne I lokalisierte GXGXXG-Motiv,

welches filir die ATP-Bindung zusténdig ist und das in den Phosphattransfer involvierte Motiv
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AXKXL der Subdomine II (HANKS et al., 1988; HANKS und HUNTER, 1995). Zu den fiir
PKs typischen Sequenzen gehort auch das HRDLKXXN-Motiv in Subdoméne VIb, in dem
sich entweder die fiir Ser/Thr-PKs charakteristische Sequenz DLKPEN oder die fiir Tyr-PKs
spezifische Sequenz DL[RAJA[AR]N befindet (HANKS er al., 1988; HANKS und
HUNTER, 1995). In Analogie zu den anderen SAPKs ist das fiir Ser/Thr-PKs typische Motiv
in beiden Kinasen des Schwamms zu fast 100 % konserviert (s. Abb. 4.3). Auch das in der
Subdoméne VII befindliche DFG-Motiv ist vollstindig in beiden SAPKs aus S. domuncula
erhalten. Dieses mit den Phosphatgruppen des Adenosintriphosphats iiber Mg”*-Salzbriicken
interagierende Motiv repréasentiert den am hochsten konservierten Bereich der katalytischen
Doméne und ist demzufolge in allen eukaryotischen PKs wiederzufinden (HANKS et al.,
1988; HANKS und HUNTER, 1995). Das gleichermallen konservierte Motiv APE in Subdo-
méne VIII, das in der Literatur auch als Schliisselindikator der katalytischen Doméne bezeich-
net wird (HANKS et al, 1988; HANKS und HUNTER, 1995), ist ebenfalls in beiden
Schwamm-Kinasen présent.

AuBerdem besitzen beide SAPKs aus S. domuncula die einzige MAPK-spezifische Sequenz-
signatur, aufgrund der sich die Mitglieder dieser PK-Familie von allen anderen eukaryo-
tischen PKs unterscheiden (s. Abb. 4.3). Dieses Motiv ist in der langen C-terminalen Falte der
MAPKs lokalisiert und fiir deren Aktivierung notwendig (KULTZ, 1998; KULTZ und
BURG, 1998; COBB, 1999; SCHAEFFER und WEBER, 1999; WIDMANN et al., 1999). Es
beinhaltet einerseits die Phosphatbindestelle RXXRXP und andererseits das flir Ser/Thr-PKs
charakteristische Motiv G[TS]XX[YF]XAPE (HANKS ef al., 1988; HANKS und HUNTER,
1995; KULTZ, 1998; KULTZ und BURG, 1998). In dieser Konsensussequenz aller MAPKs
ist zudem das Phosphorylierungsmotiv (TXY, SEG oder THE) sowie die Doméne zur Erken-
nung und Bindung der Phospho+1 Position der Substratproteine lokalisiert (KULTZ, 1998;
KULTZ und BURG, 1998). Wihrend die p38 MAPK des Schwamms analog zu simtlichen
Mitgliedern der SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie und zu HOG1 (YSAPK) an der Phosphory-
lierungsstelle ein TGY-Motiv aufweist, besitzt die JNK {ibereinstimmend mit allen Mitglie-
dern der SAPK1/JNK-Subfamilie an dieser Position ein TPY-Motiv (s. Abb. 4.3).

Beziiglich der SAPKs aus S. domuncula konnten auch noch die beiden Motive identifiziert
werden, die fiir deren jeweilige Subfamilie kennzeichnend sind (s. Abb. 4.3). Auflerdem
wurden hinsichtlich der Schwamm-Kinasen die meisten JNK-, bzw. p38-spezifischen, AS-
Positionen wiedergefunden (s. Abb. 4.3). Diese befinden sich hauptsichlich in der Tasche des
katalytischen Zentrums oder im Kernbereich der zahlreichen antiparallelen B-Faltbléttern (N-
terminalen Falte). Sie sind mdglicherweise fiir eine korrekte Faltung der PKs verantwortlich
(KULTZ, 1998; KULTZ und BURG, 1998).

Aufgrund dieser homologen Motive/AS-Positionen miissen beide SAPKs des Schwamms den
ausschlieflich in Metazoen vorkommenden MAPK-Subfamilien SAPKI1/JNK und
SAPK2/p38 MAPK zugeordnet werden. Diese Feststellung wird zusdtzlich durch den Ver-
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gleich von identischen AS zwischen JNK SD, bzw. p38 SD, und den im Alignment aufge-
fiihrten SAPKSs aus anderen Metazoen und Hefen bestétigt (s. Abb. 4.4). Sowohl die JNK als
auch die p38 MAPK aus S. domuncula weisen zu ihren jeweiligen Metazoen-spezifischen
Subfamilienmitgliedern eine wesentlich hohere Homologie auf [47-63 % Identitidt (JNK SD);
56-65 % Identitdt (p38 SD)] als zu der SAPK von S. cerevisiae (HOG1) [32 % Identitit
(JNK_SD); 37 % Identitit (p38 _SD)].

Die MAPK-Familie hat sich relativ frith nach Abspaltung der Eukaryoten aus dem Stamm der
Organismen entwickelt und ist demzufolge zwischen 1 und 1,5 Mrd. Jahre alt (KULTZ,
1998). Die SAPKs sind im Gegensatz zu den Mitgliedern der beiden anderen MAPK-
Untergruppen (ERK und MAPK3) in ihrer Verbreitung lediglich auf Pilze und Metazoen
beschriankt. Daraus folgt, dass sich diese Untergruppe der MAPKSs erst nach Abspaltung der
Pflanzen vom gemeinsamen Stamm der Lebewesen gebildet hat (s. Abb. 5.1) und folglich die
evolutionir Jiingste ist (KULTZ, 1998). Weiterfithrende phylogenetische Untersuchungen
ergaben, dass vermutlich alle der heutzutage existierenden SAPKs der Metazoen aus dem
einzigen SAPK-Gen der Hefe (HOG/) hervorgegangen sind (CAFFREY et al., 1999). Diese
Autoren fanden ebenfalls heraus, dass in einem phylogenetischen Stammbaum sédmtliche
JNKs und p38 MAPKs mit HOGI-Proteinen clustern. Ein solches Cluster konnte auch
hinsichtlich ihrer jeweiligen vergleichbaren Aktivatorkinasen nachgewiesen werden. Die
funktionale Komplementierung des HOG1-Proteins durch JNKs oder p38 MAPKs in HOGI-
defizienten Hefestimmen (GALCHEVA-GARGOVA et al., 1994; HAN et al.,, 1994;
KUMAR et al., 1995; HAN et al., 1998; KAWASAKI et al., 1999) bestitigt diese Resultate.
Aufgrund dieser Zusammenhédnge wird angenommen, dass sich die JNK und p38 MAPK
durch Duplikation und anschlieBender Diversifizierung eines gemeinsamen HOG-verwand-
ten Vorldufergens (PraSAPK) gebildet und somit voneinander getrennt haben (CAFFREY et
al., 1999) (s. Abb. 5.1). Aus diesem Grund sind die HOG1-Proteine der Hefen und die SAPKs
der Metazoen echte Orthologe. Ein Vergleich der AS-Sequenzen zeigte, dass zwischen p38
MAPKs und HOG1 mehr als 50 % Ahnlichkeit besteht. Dagegen weisen JNKs einen gerin-
geren Prozentsatz an dhnlichen AS beziiglich HOG1 auf (bis zu 50 %). Im Unterschied zu
HOGT1 und den p38 MAPKSs besitzen sie aulerdem ein anderes Dualphosphorylierungsmotiv
(s. oben). Demnach muss die Diversifizierung der JNKs dynamischer erfolgt sein als die der
p38 MAPKs (CAFFREY et al., 1999). Nachfolgende Duplikationen der JNK- und p38-Gene
lieBen mindestens 7 HOGI-verwandte SAPK-Gene entstehen (3 JNK- und 4 p38-Gene), die
vor allem in den Genomen hdherer Vertebraten priasent sind.

Unter Beriicksichtigung dieser Entstehungstheorie der SAPK1/JNK- und SAPK2/p38 MAPK-
Subfamilie (s. Abb. 5.1) sowie den Beobachtungen, dass [1] der Schwamm sowohl eine JNK
als auch eine p38 MAPK besitzt und dass [2] diese SAPKs zu ihren jeweiligen Subfamilien-

mitgliedern eine deutlich hohere Identitét [s. oben] aufweisen als zueinander [40 % identische
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AS; s. Abb. 4.4] muss angenommen werden, dass die Trennung der beiden Subfamilien
deutlich vor der Entwicklung der Schwiamme stattgefunden hat (s. Abb. 5.1). Bisher konnte
die evolutiondre Separation beider SAPKSs lediglich auf den Zeitraum zwischen der Abtren-
nung der Pilze vom gemeinsamen Pilz/Metazoen-Stamm und der spéteren Abspaltung von C.
elegans aus der Metazoen-Linie beschriankt werden (CAFFREY et al., 1999) (s. Abb. 5.1). Da
die 600-1000 Mio. Jahre alten Schwidmme die einfachsten und urspriinglichsten multi-
zelluldren Tiere sind (SCHAECKE et al., 1994; MULLER, 1998), miissen sich die Subfa-
milien SAPK1/JNK und SAPK2/p38 MAPK schon zu einem sehr frithen Zeitpunkt in der
Entwicklung der Metazoen voneinander getrennt haben. Daher stellen die Schwidmme auch
die evolutiondr altesten mehrzelligen Tiere dar, bei denen eine Subklassifizierung der SAPK-
Gene nachweisbar ist. Die Notwendigkeit der Bildung mehrerer SAPK-Gene ergab sich
vermutlich zwingend aus der Multizellularitét, da in Folge einer Wechselwirkung zwischen
den Zellen eines Organismusses und einer Spezialisierung der Zellen die Signaltransduktions-
prozesse immer komplexer wurden. Infolgedessen libernahmen die SAPKSs, verglichen zu
threr urspriinglichen Aufgabe in den Pilz/Metazoen-Vorldufern (Osmoregulation), weitaus

vielfaltigere biologische Funktionen (s. Kap. 1.5.3).

METAZOA

PFLANZEN PILZE Porifera C.elegans Deuterostomia

DUPLIKATION

( PraERK)
PriMAPK3

Abb. 5.1:
Evolutionstheorie der 3 MAPK-Untergruppen (MAPK3, ERK und SAPK). Dargestellt ist der Zeitpunkt der
Entstehung ihrer jeweiligen Vorldufer(Prd)formen. Erklirungen zu diesem Modell s. Text.

Aus evolutionédrer Sicht wére es sehr interessant, wenn SAPKs auch aus anderen primitiven
Metazoen (z. B. Placozoa und Cnidaria) oder aus Protozoen isoliert werden konnten. Erst vor

kurzem gelang die Klonierung einer durch Kélteschock und osmotischen Stress induzierbaren
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MAPK-verwandten Kinase aus den Protozoen Tetrahymena thermophilum und T. pyriformis
(NAKASHIMA et al., 1999). Die PKs dieser Einzeller stimmten in einem phylogenetischen
Vergleich am ehesten mit HOGI1, JNKs und p38 MAPKSs iiberein. Bemerkenswert ist die
Tatsache, dass in beiden Kinasen der hoch konservierte Tyrosin-Rest im Dualphosphory-
lierungsmotiv durch ein Histidin ersetzt ist (TGH). Wahrscheinlich stellen die Gene dieser
PKs Vorlduferformen der JNK- und p38-Gene der Metazoen dar.

Eine weitere auffillige Beobachtung ist, dass beide SAPK-Mitglieder des Schwamms eine
weitaus hohere Ubereinstimmung zu den orthologen Proteinen des Menschen (Deuterostomia)
als zu denen von C. elegans (Protostomia) besitzen (s. Abb. 4.3 und 4.4). Diese Feststellung
konnte zuvor schon mit anderen Genen/Proteinen aus Schwadmmen gemacht werden
(GAMULIN et al., 2000).

Wie bereits erwidhnt, existieren im Genom des Menschen (analog zu anderen Sdugern) 3 JNK-
kodierende Gene. Infolge eines alternativen Spleiflens entstehen insgesamt 10 verschiedene
Isoformen (s. Kap. 1.5.1.1). Ein AS-Vergleich der JNK aus S. domuncula mit diesen ergab,
dass die Kinase des Schwamms mit keiner der JNK-Isoformen des Menschen entscheidend
iibereinstimmt (s. Kap. 4.1.3 und Abb. 4.5). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der
Entstehungstheorie der SAPKs und der phylogenetischen Position der Schwidmme (s. oben),
nach der die JNK des Schwamms eine urspriingliche Form der noch heute in hoheren
Deuterostomia existierenden JNKs darstellt. Zudem konnten keine weiteren JNK-Gene oder
Spleivarianten dieser Kinase in S. domuncula gefunden werden (s. Kap. 4.1.3 und Abb. 4.8).
Daher ist anzunehmen, dass Schwidmme nur eine JNK-Form besitzen.

Ein Vergleich mit den humanen p38-Isoformen auf AS-Ebene zeigte, dass p38 SD die
héchste Ubereinstimmung mit der Isoform p38a aufweist [64 % identische AS], gefolgt von
p38P2 [61 %] und p38P [59 %]. Wesentlich geringere Homologien wurden im Bezug auf die
p38y- [50 %] sowie p38d-Isoform [49 %] festgestellt (s. Kap. 4.1.3). Aufgrund dieser
Sequenzanalyse wurde allerdings auch vermutet, dass sich die p38 MAPK des Schwamms,
analog zu den geringer homologen humanen Isoformen p38y und p386, nicht durch den p38-
spezifischen Inhibitor SB203580 hemmen ldsst (s. Kap. 4.1.3 und Abb. 4.6). Diese
Vermutung wurde durch eine in vitro Kinase-Studie bestitigt (s. Kap. 4.2 und Abb. 4.7).
Entscheidend fiir die Sensitivitét einer p38-Isoform gegeniiber SB203580 ist die in Abb. 4.3
und 4.6 mit T;os markierte AS-Position [beziiglich p38a]. Wenn an dieser Stelle eine AS mit
einer verhdltnismafig kleinen Seitenkette (wie z. B. Threonin bei p38a, p38p und p38B2; s.
Abb. 4.6) vorliegt, passt die als kompetitiver Inhibitor wirkende Pyridinylimidazolkompo-
nente in die ATP-bindende Tasche. Folglich wird das Adenosintriphosphat von dort verdrangt
und das Substratprotein kann nicht mehr phosphoryliert werden. Die Mehrzahl der analy-
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sierten p38 MAPKSs (darunter auch die von D. melanogaster, C. carpio und X. laevis; s. Abb.
4.3) besitzen an dieser Position ein Threonin und sind daher sensitiv gegeniiber SB203580.
Wenn dagegen an dieser Stelle eine relativ grole AS (wie z. B. Methionin bei p38y, p380 und
p38 SD; s. Abb. 4.6) prisent ist, wird die Anlagerung des Inhibitors sterisch behindert und
die enzymatische Ubertragung des gammastiindigen Phosphatrests von ATP auf das Substrat
kann nicht mehr erfolgen. Erstaunlicherweise besitzen nur die p38 MAPK aus S. domuncula
und die schon erwidhnten p38-Isoformen des Menschen ein Methionin an dieser kritischen
Position und sind folglich unsensitiv beziiglich SB203580.

\M “‘
Prép38(aB)_HS

A7

M T T p38B_HS
( ) e *> ¢ ) serrrmesnan > ( )

p38_SD p38 Prap38_HS M
( ]
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{ ) 2P )

Prap38(yd)_HS Prap38(yd)_HS M
( ]
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Abb. 5.2:

Entstehungstheorie der 4 humanen p38-Isoformen (p38o._HS, p38f HS, p38y HS und p386 HS). Abgebildet ist
auch der fiir die Sensitivitdt gegeniiber SB203580 kritische AS-Rest M oder T. Ein Austausch dieser AS ist mit *
gekennzeichnet. Genduplikationen werden durch gegabelte Pfeile symbolisiert. Erlduterungen zu diesem Modell
s. Text.

Es ist deshalb anzunehmen, dass dieses Methionin der p38 MAPK des Schwamms in den
evolutiondr nachfolgenden p38-Isoformen durch einen Nukleotidaustausch zunichst in ein
Threonin umgewandelt wurde (s. Abb. 5.2). Das sekundire Wiederauftreten eines Methionins
an dieser Position in der p38y- und p3856-Isoform des Menschen konnte durch die Duplikation
des humanen p38-Vorlaufergens erklart werden. Diese fiihrte zur Bildung einer p38(a/f)- und
einer p38(y/0)-Vorgiangerform, aus der durch jeweils eine weitere Duplikation die homologen
Paare p38a/p38p und p38y/p385 hervorgingen (s. Abb. 5.2 und Kap. 5.3). Nach diesem
Modell miisste die erneute Einfithrung des Methionins im Anschluss an die erste Duplikation
der p38(y/6)-Vorgangerform erfolgt sein (s. Abb. 5.2). Nur so ist zu erkldren, warum diese AS
auch in der p38y-verwandten Isoform p380 erscheint. Die im Vergleich zu den Isoformen

p38a und p38P geringere Homologie der p38 MAPK des Schwamms zu den p38y- und p386-
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Isoformen lieBe sich durch eine dynamischere Diversifizierung der p38(y/d)-Vorgiangerform
begriinden.
Ubereinstimmend mit der JNK konnten weder ein weiteres p38-Gen noch zusitzliche Spleif3-

varianten (s. Kap. 4.3 und Abb. 4.8) dieser Kinase in S. domuncula gefunden werden.

5.2 Analyse der genomischen Sequenzen

Von SDJNK und SDp38 wurde auch die jeweilige genomische Sequenz ermittelt (s. Kap.
4.4.1 sowie Abb. 4.9 und 4.10). Obwohl beide SAPK-Klone fiir nahezu gleich grofle Proteine
kodieren (s. Kap. 4.1.2), ist das entsprechende Gen der JNK (SDJNKge) in diesem Abschnitt
2,5 mal so lang, wie das der p38 MAPK (SDp38ge). Wihrend SDJNKge iiber 12 Introns
verfligt, wird die kodierende Sequenz von SDp38ge lediglich durch 9 Introns unterbrochen.
Das JNK-Gen besitzt im Durchschnitt wesentlich ldngere nichtkodierende Sequenzbereiche
als das Gen der p38 MAPK. Diese Gegebenheiten fithren dazu, dass der Anteil der Introns an
der Gesamtlinge von SDJNKge [83 %] im Vergleich zu dem von SDp38ge [59 %] deutlich
hoher ist. Bis auf repetetive ,,CACA*“-Sequenzen weisen die Introns der beiden SAPK-Gene
keine signifikanten Ubereinstimmungen auf. Beide Gene des Schwamms verfiigen jedoch
iiber konservierte GT-AG Spleiflstellen. Regulierende Motive oder kodierende Bereiche

konnten innerhalb der Intronsequenzen nicht entdeckt werden (s. Kap. 4.4.1).

Werden die Léingen der humanen und der aus S. domuncula stammenden SAPK-Gene
miteinander verglichen, ist auffallend, dass die Gene des Menschen aufgrund der wesentlich
ausgedehnteren nichtkodierenden Bereiche um ein Vielfaches lédnger sind. So ergeben bei-
spielsweise die 11 Introns des humanen p38a-Gens eine Gesamtlinge von 79,2 kB, wihrend
die gesamte Linge der 9 Introns des p38-Gens aus S. domuncula nur 1,6 kB betrdgt (obwohl
die entsprechenden cDNA-Klone fiir nahezu gleich grofle Proteine kodieren). Dies konnte ein
Hinweis dafiir sein, dass die Gene des Schwamms generell dichter organisiert sind als die des

Menschen.

5.3 Vergleich der Exon/Intron-Struktur von SAPK-Genen

Werden die Positionen der nichtkodierenden Bereiche der SAPK-Gene des Schwamms
miteinander verglichen, wird deutlich, dass SDJNKge und SDp38ge iiber 8 identische Intron-
positionen verfligen (s. Kap. 4.4.2 und Abb. 4.11). Diese Introns unterbrechen die kodierende
Sequenz der beiden Gene nicht nur an exakt den gleichen/vergleichbaren AS-Positionen,

sondern auch ausnahmslos an identischen Positionen innerhalb des entsprechenden Triplett-
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kodes (identische Phase). Das Intron im schwach konservierten C-Terminus des p38-Gens
(auBerhalb der PK-Domine) ist im Bezug auf das Gen der JNK lediglich um 2 AS-Positionen
[6 Nukleotide] verschoben [Intron 11a]. Nur 3 Introns des JNK-Gens sind nicht in SDp38ge
prasent (s. Abb. 4.11).

Diese auBerordentlich hohe Ubereinstimmung im Bezug auf die relative Lage der Introns in
beiden SAPK-Genen aus S. domuncula ist ein weiteres Indiz dafiir, dass die Gene der JNK
und p38 MAPK (zumindest im Schwamm) durch Duplikation eines gemeinsamen Vorldufer-
gens entstanden sind (s. Kap. 5.1). Demzufolge muss dieses HOGI-verwandte Gen schon
mindestens die 8 (9) Introns besessen haben, die noch heute gemeinsam in beiden SAPK-

Genen des Schwamms existieren.

Ein Vergleich der Exon/Intron-Struktur der SAPK-Gene des Schwamms mit der von SAPK-
Genen anderer Metazoen (C. elegans, D. melanogaster und H. sapiens) veranschaulichte, dass
die Position samtlicher 12 im JNK- und p38-Gen von S. domuncula prisenten Introns in
einem bemerkenswert hohen Mal} konserviert sind (s. Kap. 4.4.2 und Abb. 4.11). Die meisten
Introns der analysierten SAPK-Gene unterbrechen die kodierende Sequenz an exakt den
Positionen (hinsichtlich der AS-Position und der Phase des entsprechenden Triplettkodes!),
die zuvor in beiden SAPK-Genen des Schwamms gefunden wurden (s. Abb. 4.11). Auffillig
ist weiterhin, dass bis auf eine echte Ausnahme (Intron 10 des JNKI/a2-Gens; s. Abb. 4.11)
alle Intronpositionen der humanen p38-Gene (p38a, p38f, p38y und p386) [11] sowie
samtliche des humanen JNK/a2-Gens [10] auch in den SAPK-Genen des Schwamms prasent
sind. Die 4 p38-Gene des Menschen weisen dabei 8 gemeinsame Intronpositionen mit
SDp38ge und 11 mit SDJNKge auf. Das humane JNK/a2-Gen besitzt dagegen 9 vergleich-
bare Intronpositionen mit SDJNKge und 6 mit SDp38ge. Das Intron 10 der p38-Gene aus H.
sapiens weicht um lediglich 3 AS-Positionen [9 Nukleotide] im Vergleich zum Intron 10 des
JNK-Gens von S. domuncula ab [Intron 10a] (s. Abb. 4.11). Da dieses Intron in einer
schwicher konservierten Region (Subdomine XI) vorliegt und es weder in den SAPK-Genen
des Schwamms noch in den p38-Genen anderer Metazoen vorkommt, handelt es sich bei
diesem wahrscheinlich um ein phylogenetisch ,,junges® Intron.

Die Intronpositionen der analysierten SAPK-Gene von Protostomia sind, verglichen mit denen
der erwdhnten Gene aus H. sapiens (Deuterostomia), nicht so hoch konserviert (s. Abb. 4.11).
In den SAPK-Genen von C. elegans und D. melanogaster konnten einige evolutionir
,jingere* Intronpositionen identifiziert werden. Diese lagen hauptsdchlich auBlerhalb der
konservierten PK-Doméne. Dagegen wurden andere Introns sekundér eliminiert. Dies besté-
tigt die Beobachtung, dass die Gene des Schwamms zu denen des Menschen im Allgemeinen
ahnlicher sind als zu denen von Protostomia (besonders C. elegans) (GAMULIN et al., 2000).
Aufgrund der Tatsache, dass beide p38-Gene der Fruchtfliege (p384 und p38B) keine Introns
im kodierenden Sequenzbereich besitzen und der Beobachtung, dass das Gen der p38 MAPK
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von C. elegans nur 3 Introns enthélt, wovon lediglich 2 an konservierten Positionen lokalisiert
sind, kann die Hypothese erstellt werden, dass die Protostomia (dazu gehoren die meisten
Invertebraten) eine Eliminierung der Introns aus dem p38-Gen bevorzugten. Eine dhnliche
Situation existiert hinsichtlich der JNK-Gene der untersuchten Protostomia. Das Gen der JNK
aus D. melanogaster weist nur 5 Introns auf, wovon eins an einer ,,neuen Position in der
Subdomine X erscheint. Interessanterweise ist dieses Intron auch im JNK-Gen von C. elegans
prasent. Daher muss es schon im JNK-Vorldufergen beider Protostomia existiert haben.
Vermutlich kann dieses spezielle Intron in den JNK-Genen vieler Invertebraten gefunden
werden. Das Gen der JNK aus C. elegans besitzt auler diesem noch 10 weitere Introns.
Davon sind lediglich 5 konserviert. Das Intron im schwach konservierten C-Terminus weicht
um 3 AS-Positionen [9 Nukleotide] im Vergleich zum Intron 11 von SDJNKge ab [Intron
11b] (s. Abb. 4.11). Werden diese Indizien beriicksichtigt, so kann beziiglich der JNK-Gene
der Protostomia festgehalten werden, dass zwar einerseits die Eliminierung von konservierten
Introns erfolgte (in Analogie zu den p38-Genen), aber andererseits (zumindest was C. elegans
betrifft) auch zahlreiche ,,neue* Introns eingefiigt wurden. Diese Theorie steht im Einklang

mit der dynamischeren Diversifizierung der JNK-Gene (s. Kap. 5.1).

Wird die zuvor erlduterte Evolutionstheorie der in Metazoen verbreiteten MAPK-Subfamilien
SAPK1/JINK und SAPK2/p38 MAPK zugrunde gelegt (s. Kap. 5.1), muss aufgrund der
vorangestellten Ergebnisse folgende Entwicklung der SAPK-Gene angenommen werden:
Bevor die Duplikation des HOGI-verwandten Vorldufergens (PrdSAPK) erfolgte, um die
JNK und p38 MAPK zu bilden, besal es mindestens die 10 Introns, die noch heute
gemeinsam in den JNK- und p38-Genen der verbliebenen Metazoen priasent sind (s. Abb. 5.3).
Da die Introns 10 und 11 von SDJNKge nur in JNK-Genen vorkommen, muss davon ausge-
gangen werden, dass das urspriingliche Gen der JNK sogar 12 Introns enthielt (s. Abb. 5.3).
Daraus folgt, dass die Intronpositionen der ,,modernen* JNK- und p38-Gene ilter sind als die
Gene selbst. Es ist allerdings (noch) nicht moglich, den genauen Zeitraum anzugeben, inner-
halb dessen diese urspriinglichen Introns in das Vorldufergen eingefiigt wurden. Da das
einzige SAPK-Gen der Hefe (HOGI) keine Introns besitzt (BREWESTER et al., 1993), muss
dieser Vorgang irgendwann zwischen der Abspaltung der Pilze aus dem gemeinsamen
Pilz/Metazoen-Stamm und der Duplikation des HOGI-verwandten Vorldufergens erfolgt sein
(s. Abb. 5.3). Wird das Alter der Schwamme betrachtet und ferner beriicksichtigt, dass sie
eine JNK und p38 MAPK besitzen (s. Kap. 5.1), muss dieser Vorgang mehr als 1 Mrd. Jahre

zuriickliegen.



DISKUSSION 131

JNK )
| D. melanogaster |
-0 Int p38 )
Deuterostomia | JNK DL 101nt |
11Int | JNK D C. ologans H. sapiens C p38
[3int J€ p38 »

Protostomia

Porifera [ INK D[121nt]
S. domuncula  |@ p3g Y[ 9int |

Duplikation
(PraJNK (Prap38

Intronformierung

(PraSAPK)[>10 Int

aHOGH Oint = . T1Z€ | goaiy ot ]

S. cerevisiae

(PrasAPK

Abb. 5.3:

Entstehung der SAPK-Gene von Pilzen und Metazoen aus einem gemeinsamen Intron-losen Vorldufergen
(PraSAPK). Neben den SAPK-Genen ist deren jeweilige Intronanzahl (Int) abgebildet. Der Zeitpunkt der
Intronformierung und der Duplikation des HOG1-verwandten Vorldufergens der JNKs und p38 MAPKs ist
ebenfalls dargestellt. Erklirungen zu diesem Modell s. Text.

Aufgrund der Tatsache, dass die konservierten Intronpositionen iiberwiegend in der PK-
Domaéne (mit Ausnahme der Subdoménen II, III und VIII) lokalisiert sind (s. Abb. 4.11) und
diese Introns vornehmlich hoch konservierte Motive unterbrechen (Ergebnis nicht abge-
bildet), wird angenommen, dass die PK-Doméine des HOGI-verwandten Vorldufergens der
Metazoen schon fertigt ausgebildet war, bevor die Introns eingefiigt wurden. Die am hochsten
konservierte Intronposition befindet sich in der Subdoméne I (s. Abb. 4.11). Das Intron unter-
bricht den hoch konservierten Kode von Cystein in Phase 2 [TG|C/T] und konnte, bis auf die
beiden p38-Gene von D. melanogaster (die sowieso kein Intron im kodierenden Bereich des

Gens besitzen), in simtlichen analysierten JNK- und p38-Genen nachgewiesen werden.

Im Genom des Menschen sind, wie schon mehrfach erwihnt, mindestens 4 p38-Gene
vorhanden. Die Gene p38a und p389, die sich gemeinsam auf Chromosom 6 befinden, sind
lediglich 22 kB voneinander entfernt. Der Abstand der p38f- und p38y-Gene auf Chromosom
22 betragt sogar nur 3,4 kB. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass diese 4 Gene des

Menschen (wie in Kap. 5.1 beschrieben) durch 2 aufeinanderfolgende Duplikationen eines
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gemeinsamen p38-Vorldufergens entstanden sind. Diese Vermutung wird aullerdem durch
den Vergleich identischer AS zwischen den p38-Isoformen unterstiitzt. Demzufolge besitzen
die Paare p38a/p38P [73 % identische AS] und p38y/p380 [64 %] die zueinander hdchsten
Homologien. Wie ebenfalls bereits angefiihrt wurde, weisen alle 4 p38-Gene des Menschen
11 identische Introns auf. Davon sind 10 auch in anderen p38- und JNK-Genen vorhanden.
Demzufolge besall das humane p38-Vorldufergen schon sdmtliche 11 Introns bevor die erste
Duplikation erfolgte.

Ferner demonstriert diese Arbeit, dass in allen p38-Genen des Menschen das Intron in der
Subdoméine XI um 3 AS-Positionen [9 Nukleotide] von der konservierten Position verscho-
ben ist (Intron 10a; s. Abb. 4.11). Dieses ,,neue” Intron muss demnach schon im p38§-
Vorldufergen des Menschen existiert haben und konnte der ndheren Bestimmung des Zeit-
raums der Intronentstehung und Genduplikation(en) dienen. Geschah z. B. die Etablierung
dieser Intronposition und die Duplikation des humanen p38-Vorldufergens evolutionér
betrachtet erst spit, diirften die p38-Gene der anderen Sauger dieses ,,neue” Intron nicht
besitzen. Wenn dagegen diese Vorgidnge zu einem relativ frithen Zeitpunkt erfolgten, miisste
dieses Intron auch in den p38-Genen anderer Sduger/Vertebraten prasent sein. Leider waren
nur die p38-Gene des Menschen {iber Online-Datenbanken verfiigbar. Ein Vergleich mit p38-
Genen anderer Sduger wire aus den vorangegangenen Uberlegungen vermutlich sehr
aufschlussreich gewesen. Ebenso konnte im Rahmen dieser Arbeit lediglich eins der 3
humanen JNK-Gene (JNKIa2) analysiert werden (die anderen standen fiir einen Online-
Zugriff ebenfalls nicht zur Verfiigung).

Perspektivisch gesehen wire es im Hinblick auf diese Daten interessant herauszufinden, ob
die JNK- und p38-Gene im Schwammgenom auf dem gleichen Chromosom lokalisiert sind.
Dies konnte mit Hilfe einer Southern Blot-Analyse oder anhand einer ,,Fluoreszenz in situ
Hybridisierung® (FISH) unter Verwendung von SDJNKge- und SDp38ge-spezifischen Sonden
erfolgen. Bei einem positiven Ergebnis konnte zudem der Abstand zwischen beiden Genen
ermittelt werden (z. B. durch PCR-Technik).

Eine hohe Ubereinstimmung in den Intronpositionen zwischen den Genen des Schwamms
und denen des Menschen konnte auch beziiglich des Gens des AIF und der Leukotrien-A4
Hydrolase (LTA4) nachgewiesen werden (BOHM et al., 2001b). Die Sequenzierung beider
Gene aus S. domuncula zeigte, dass das AIF-Gen 6 und das LTA4-Gen 18 Introns besitzen.
Fiinf Intronpositionen des A/F-Gens und 17 des LTA4-Gens konnten in den entsprechenden
humanen Genen exakt (hinsichtlich der AS-Position und der Phase des entsprechenden
Triplettkodes!) wiedergefunden werden. Aufgrund dieser Daten ist zu vermuten, dass die
meisten Introns, die in den Genen der Schwamme lokalisiert sind, auch mit hoher

Wahrscheinlichkeit in den orthologen Genen der Sduger existieren.
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5.4 Aktivierung der SAPKs durch Zellstress-auslosende
Stimuli

5.4.1 Osmotischer Stress

Die meisten Zellen reagieren sehr sensibel auf osmotischen Stress, da dieser eine drastische
Anderung des Zellvolumens zur Folge hat. Dieser Vorgang fiihrt wiederum zu massiven
Storungen beziiglich des Gleichgewichts der intrazelluldren anorganischen Ionen (s. Kap.
1.5.4.1). Da jedoch bei allen Lebewesen die Konzentration der anorganischen Elektrolyte im
Zellinneren hoch konserviert ist, konnen die Zellen groBere Anderungen ihres Volumens nicht
tolerieren. Der hohe Konservierungsgrad reflektiert ndmlich eine evolutiondr sehr alte
Optimierung des Stoffwechsels, in einem bestimmten ionischen Milieu zu funktionieren
(KULTZ und BURG, 1998). Aufgrund dessen existieren Mechanismen, die das Zellvolumen
konstant halten und auf diese Weise die Homoostase der lonenkonzentration kontrollieren.
Unter diesem Aspekt spielt vor allem die Synthese von kompatiblen organischen Osmolyten
eine bedeutende Rolle (KULTZ und BURG, 1998). In Folge von hyperosmotischem Stress
synthetisiert z. B. die Hefe verstarkt Glycerin und Trehalose (s. Kap. 1.5.4.2). Dagegen sind
Betain, Inositol, Taurin und Sorbitol die wichtigsten Osmolyte in den Zellen der Metazoen
(NADKARNI et al., 1999). Sie werden gebildet durch eine Induktion folgender Transport-
proteine oder Enzyme: [1] Betain/y-Aminobuttersdure Transporter (BGTI), [2] Na'-
abhédngiger Myo-Inositol Transporter (SMIT), [3] Taurin Transporter und [4] Aldolase
Reduktase (AR) zur Synthese von Sorbitol. Da diese kompensatorischen Vorgédnge erst mit
einer gewissen zeitlichen Verzogerung eintreten, fithrt osmotischer Stress oftmals zu
Schadigungen von Makromolekiilen (DNA und Proteine) und beeintrachtigt dadurch massiv
die Zellfunktion (KULTZ und BURG, 1998).

In Hefen und in Tieren wird eine zelluldre Reaktion auf osmotischen Stress vornehmlich
durch SAPKs vermittelt. Sowohl HOG1 als auch die verwandten JNKs und p38 MAPKs
werden besonders durch Hyperosmose aktiviert und induzieren darauthin die Transkription
osmoprotektiver Gene (KULTZ et al., 1997). So konnte z. B. durch Studien mit dem p38-
spezifischen Inhibitor SB203580 herausgefunden werden, dass nach hyperosmotischem Stress
die p38 MAPK an der Induktion von SMIT und BGT1 in einer renalen Epithelzelllinie sowie
in Monocyten beteiligt ist (NADKARNI ef al., 1999). AuBBerdem lost diese SAPK die iiber
ein Osmotic Response Element (ORE) gesteuerte Transkription der AR aus (NADKARNI ef
al., 1999). In Folge von hyperosmotischem Stress wird vermutlich ebenfalls der Jak/STAT-
Signaltransduktionsweg unter Beteiligung der p38 MAPK aktiviert (BODE et al., 1999).
Auch das in der Reaktion auf diverse Stressarten beteiligte Sgk-Gen wird durch Hyperosmose
auf einem p38 MAPK-abhédngigen Signalweg stimuliert (BELL et al., 2000). Im Unterschied

zur Hefe (s. Kap. 1.5.4.2) wurden in den Genomen der Tiere allerdings noch keine Gene
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identifiziert, deren Aktivierung ausschlieBlich durch osmotischen Stress erfolgt (KULTZ et
al., 1997). Welche Sensoren oder Rezeptoren eine Verdnderung im osmotischen Gradienten
registrieren und wie diese Signale eine Stimulierung der SAPK-Signalkaskaden induzieren,
konnte ebenfalls noch nicht gekldrt werden. Bis heute sind in Metazoen weder Homologe von
bakteriellen oder von aus Hefe stammenden ,,Zwei-Komponenten-Systeme*, noch primére
Osmosensoren gefunden worden, die SAPK-Signalwege regulieren (KULTZ und BURG,
1998).

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass eine Stimulierung der JNK und der p38
MAPK aus S. domuncula nur durch Hyperosmose [0,75-2 M NaCl] erfolgt (s. Kap. 4.5 und
Abb. 4.12). Unter diesen Bedingungen konnte mit Hilfe von phosphospezifischen
Antikorpern in Western Blots eine starke Phosphorylierung der beiden SAPKs nachgewiesen
werden (A1 und B1). Im Gegensatz dazu 16ste hypoosmotischer Stress [0,25 M NacCl] keine
Stimulierung dieser Kinasen aus (A1l und B1). Um die zeitliche Verzogerung der SAPK-
Aktivierung nach einem hyperosmotischen Signal zu bestimmen, wurden Schwammzellen in
Gegenwart von 1 M NaCl inkubiert. Dies zeigte, dass die JNK bereits nach 10 min und die
p38 MAPK schon nach 3 min phosphoryliert werden (C1 und D1). In beiden Versuchsreihen
wurde ein stabiler Gehalt am gesamten JNK- oder p38-Protein ermittelt (A2, B2, C2 und D2).
Letzteres ldsst annehmen, dass beide SAPKs konstitutiv exprimiert werden. Demzufolge muss
der mit den phosphospezifischen Antikérpern detektierte Anstieg des Signals allein auf einer
Zunahme der phosphorylierten Form dieser SAPKs beruhen.

Diese Ergebnisse befinden sich im Einklang mit den Daten anderer Arbeitsgruppen. So
konnte z. B. auch in neuronalen humanen Fibroblasten eine durch Hyperosmose induzierte
Phosphorylierung der JNK und p38 MAPK nachgewiesen werden. Ebenso wie die SAPKs
des Schwamms blieben diese unter hypoosmotischen Bedingungen unaktiviert. In weiterer
Ubereinstimmung mit den vorangestellten Resultaten wurde ein stabiler Gehalt an gesamter
JNK und p38 MAPK nachgewiesen (LU et al., 2000). In COS-7 Zellen, die zuvor mit
600 mM Sorbitol inkubiert wurden, konnte eine Phosphorylierung der p38 MAPK nach 5 min
beobachtet werden (BODE et al., 1999). Eine Stimulierung dieser SAPK wurde zudem in
Mauszellen in Folge von hyperosmotischem Stress nachgewiesen (BELL et al., 2000). Der
zeitliche und konzentrationsabhéngige Effekt des Stressors Sorbitol auf die Phosphorylierung
von SAPKs konnte auch in Pankreaszellen der Ratte demonstriert werden (PARROT und
TEMPLETON, 1999).

Im Gegensatz zur zentralen Rolle der SAPKs in der Vermittlung von hyperosmotischem
Stress existieren kontrdre Ansichten iiber eine Beteiligung dieser Kinasen an der Weiter-
leitung hypoosmotischer Signale. Wahrend einige Autoren nachwiesen, dass SAPK-Signal-
wege auch durch Hypoosmose stimuliert werden (ZHANG et al., 1998; KIM et al., 2000),
beobachteten andere das Gegenteil (SADOSHIMA et al.,, 1996; LU et al., 2000). Im

Unterschied zu den Sdugern wird in Hefezellen hypoosmotischer Stress ausschlieBlich auf
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einem SAPK (HOGI1)-unabhédngigen Signaltransduktionsweg (iiber die MAPK MPKI1)
vermittelt (DAVENPORT et al., 1995). Da Schwamme phylogenetisch die urspriinglichsten
Metazoen sind und beide SAPKs aus S. domuncula in Ubereinstimmung mit HOG1 nicht
durch Hypoosmose aktiviert werden, ist zu vermuten, dass die SAPKs der Metazoen diese
Funktion (falls tiberhaupt) erst spiter im Verlauf der Evolution iibernahmen.

AuBer den zentralen Komponenten der beiden SAPK-Signalkaskaden (JNK und p38 MAPK)
konnten noch andere Mitglieder dieser Signalwege in S. domuncula gefunden werden. Dazu
zahlt die Ste20-homologe MAPKKKK Krs (KRUSE et al., 1997) und die kleine GTPase
Cdc42 (noch nicht publiziert). Beide Proteine stellen vorangeschaltete Signalelemente der
SAPKs dar (s. Kap. 1.5.1.3 und 1.5.2.3). Erwdhnenswert ist auch die Isolierung des SRF
(SCHEFFER et al., 1997) und eines dazugehorigen SRE (GAMULIN et al., 1997) aus der
gleichen Spezies. Sowohl die JNK als auch die p38 MAPK aktivieren den Transkriptions-
faktor Elk-1, der darauthin mit dem SRF zu einem terndren Komplex assoziiert, worauf dieser
an SRE von Promotoren binden kann (s. Kap. 1.5.1.2 und 1.5.2.2). Weitere Signalkompo-
nenten der SAPK-Signaltransduktionswege konnten bislang noch nicht gefunden werden.
Jedoch muss aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit sowie der Tatsache, dass SAPK-Signal-
wege in Hefen und in Metazoen weit verbreitet und ihre Signalkomponenten hoch konserviert
sind (KULTZ und BURG, 1998; CAFFREY et al., 1999), davon ausgegangen werden, dass
die JNK- und p38 MAPK-Signalkaskaden im Schwamm vollstindig existieren.

5.4.2 Endotoxin (LPS)-induzierter Stress

Das Endotoxin LPS ist ein Hauptbestandteil der duleren Membran gramnegativer Bakterien.
Dieses pathogene Glycolipid stimuliert vorwiegend die Makrophagen und Monocyten,
endogene Messenger zu produzieren und freizusetzen (SCHLETTER et al., 1995; SWEET
und HUME, 1996; FENTON und GOLENBOCK, 1998). Zu diesen Substanzen zdhlen
bioaktive Lipide, Stickstoffmonooxid, Arachidonsduremetaboliten und vor allem Cytokine,
wie IL-1, IL-6 oder TNFa (SCHLETTER et al., 1995; SANGHERA et al., 1996). Die
Cytokine binden anschlieend an integrale Membranrezeptoren (TNFRs; s. Kap. 1.5.1.4) und
potenzieren durch einen autokrinen Mechanismus ihre eigene Synthese. Eine hohe Ausschiit-
tung dieser proinflammatorischen Molekiile in Folge einer massiven Infektion des betroffenen
Organismusses mit gramnegativen Bakterien fiihrt zu schweren pathologischen Reaktionen
und nicht selten zum septischen Schock (SCHLETTER et al., 1995; VITTIMBERGA et al.,
1999). Die LPS-induzierte Synthese von Cytokinen wird ausgeldst durch eine Interaktion des
Endotoxins mit der Oberfliche von Makrophagen oder Monocyten. Diese Assoziation wird
erleichtert durch das LPS-bindende Protein LBP. Die LPS/LBP-Komplexe werden dann
selektiv vom membranstindigen Rezeptor CD14 erkannt und gebunden (ULEVITCH und



DISKUSSION 136

TOBIAS, 1994). CD14 besitzt jedoch keine intrinsische Doméne (es ist lediglich iiber ein
Glycosylphosphatidylinositol-Molekiil mit der Membran verankert) und ist aufgrund dessen
nicht in der Lage, LPS-Signale in das Zellinnere weiterzuleiten. Daher wird angenommen,
dass die CDI14-Proteine das LPS addquat fiir einige transmembrane Toll-like Rezeptoren
(TLRs) prasentieren (VITA et al., 1997, MOORE et al., 2000). Denkbar ist auch ein Transfer
des Endotoxins in das Cytosol der Zellen, wo es im Sinne eines Second Messengers wirken
konnte (WRIGHT und KOLESNICK, 1995).

Wie zahlreiche Studien belegen, sind auBler dem Transkriptionsfaktor NFkB und den ERKs in
erster Linie die SAPK-Signalwege an einer LPS-induzierten Cytokinsynthese beteiligt
(SWANTEK et al., 1997, VAN DER BRUGGEN et al., 1999). Wie bereits erwéahnt, wird die
p38 MAPK in Makrophagen durch LPS phosphoryliert und demzufolge aktiviert (HAN et al.,
1994). Ferner kann die durch LPS ausgeldste Cytokinsynthese mit dem p38-spezifischen
Inhibitor SB203580 gehemmt werden (LEE et al., 1994). Auch die JNK nimmt in der LPS-
induzierten Stimulierung von Makrophagen und Monocyten eine Schliisselposition ein
(HAMBLETON et al., 1995; SANGHERA et al., 1996). So wurde z. B. nachgewiesen, dass
die JNK und ihre Aktivatorkinasen SEK1 sowie MEKKI1 durch LPS aktiviert werden
(SANGHERA et al., 1996). AuBlerdem scheint diese SAPK auch an der Stabilisierung (CHEN
et al., 1998; MING et al., 1998) und Translation (SWANTEK et al., 1997) von Cytokin-
mRNAs beteiligt zu sein. Welche molekularen Mechanismen die SAPK-Signalwege nach
LPS-Bindung an CD14 stimulieren, konnte noch nicht geklart werden. Sicherer dagegen sind
die Annahmen, auf welche Weise die LPS-aktivierten SAPKs eine Cytokinsynthese indu-
zieren. In diesem Zusammenhang wird iiber eine Beteiligung von SAPK-stimulierten Trans-
kriptionsfaktoren spekuliert. LPS aktiviert beispielsweise die Expression der Jun-Familien-
mitglieder JunB und JunD auf einem JNK-abhidngigen Signalweg (SWEET und HUME,
1996). Zudem wurde demonstriert, dass dieses Endotoxin in Monocyten die Aktivitit von
MEF-2C iiber die p38 MAPK stimuliert. Infolgedessen wird ebenfalls c-Jun verstérkt expri-
miert (s. Kap. 1.5.2.2). Dieser Transkriptionsfaktor kann darauthin mit anderen Mitgliedern
der bZIP-Familie heterodimerisieren und an AP-1 Stellen von Promotoren binden (s. Kap.
1.5.1.2). Diese regulatorischen Elemente sind in den Enhancer Regionen vieler Cytokingene
prasent (SWEET und HUME, 1996; HAN et al., 1997).

Auch Schwimme besitzen Komponenten des Immunsystems (MULLER et al., 1999). So
konnten als Bestandteile des angeborenen Immunsystems ,,Scavenger Rezeptor Cystein-
reiche Doménen* und Cytokin-dhnliche Molekiile gefunden werden. Zusitzlich existiert das
(2°-5")Oligoadenylat-Synthetase-System in den Schwidmmen. Nach Self/Nonself-Experimen-
ten mit Gewebestiicken von S. domuncula erfolgte die Expression eines Sduger-dhnlichen
Cytokins. Schwidmme besitzen auBlerdem Vorldufermolekiile des adaptiven Immunsystems.
So wurden aus G. cydonium 2 Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren isoliert (MULLER et al.,

1999). Des weiteren wurde nachgewiesen, dass Schwammzellen als Reaktion auf bakterielle
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Infektion Apoptose eingehen (WAGNER et al., 1998). Diese Beobachtungen liefen in
Kombination mit der Klonierung der beiden SAPKSs aus S. domuncula annehmen, dass auch
Schwammzellen spezifisch auf LPS reagieren und dass an dieser Signaltransduktion die JNK
und p38 MAPK beteiligt sind.

Um dies zu iiberpriifen, wurde Schwammgewebe in Gegenwart von LPS inkubiert (s. Kap.
3.18.2). Die Ergebnisse zeigten, dass beide SAPKs durch das Endotoxin aktiviert werden (s.
Kap. 4.5 und Abb. 4.12). Bereits nach einer einstiindigen Inkubation war unter Verwendung
von phosphospezifischen Antikérpern in Western Blots eine Phosphorylierung der JNK und
p38 MAPK nachzuweisen (E1 und F1). Die maximale Aktivierung wurde in beiden Féllen
nach 12-48 h erreicht (E1 und F1). In Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Experi-
menten (osmotischer Schock) konnte ein stabiler Gehalt an gesamtem JNK- und p38-Protein
ermittelt werden (E2 und F2).

Die Ergebnisse beweisen, dass auch Schwammzellen durch LPS auf SAPK-abhéngige Weise
stimuliert werden. Analog zu diesen Daten wurde in einer Makrophagenzelllinie der Maus
eine LPS-induzierte Phosphorylierung der JNK und p38 MAPK beobachtet (ST-DENIS ef al.,
1998). Dariiber hinaus war auch eine konstitutive Expression dieser SAPKs wéhrend der
Versuchsphase feststellbar. Ahnliche Beobachtungen wurden durch andere Arbeitsgruppen
gemacht (HALE et al., 1999; VITTIMBERGA et al., 1999; YANG et al., 2000). Dass
Schwiamme spezifisch auf das Endotoxin reagieren, wurde ferner durch Messung der Protein-
biosyntheserate demonstriert (BOHM et al., 2001a).

Diese Daten belegen, dass die generellen bakteriellen Abwehrmechanismen der Zellen
evolutiondr konserviert wurden und dass beide SAPK-Pfade an der LPS-induzierten Signal-
transduktion in Schwammzellen beteiligt sind. Perspektivisch gesehen wére es interessant
herauszufinden, ob Schwamme einen CD14-dhnlichen Rezeptor sowie einen TLR besitzen
und welche Cytokine in Folge einer LPS-Stimulierung von Schwammzellen synthetisiert

werden.

5.4.3 OA-induzierter Stress

Die OA gehort chemisch gesehen zur Klasse der Polyetherverbindungen. Sie besteht u. a. aus
einer Cjg-Fettsdurekomponente. Die Synthese dieser Substanz erfolgt durch einige Dino-
flagellatenarten. Aufgrund der Filtrieraktivitdt von marinen Schwidmmen und Schalentieren
wird OA in diesen Organismen akkumuliert (COHEN et al., 1990). Die Isolierung dieser
toxischen Verbindung aus Schwiammen der Gattung Halichondria gelang als erstes
TACHIBANA et al. (1981). Wie sich spiter herausstellte, ist OA ein sehr effektiver und
duflerst selektiver Inhibitor der Ser/Thr-PPs PP1, PP2A und PP3 (BIALOJAN und TAKAI,
1988; HONKANEN et al., 1991). In Folge einer Bindung an die katalytische UE dieser PPs
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16st das Toxin eine Hyperphosphorylierung zelluldrer Proteine aus (HAYSTEAD et al., 1989;
SASSA et al., 1989). Da Tumorsuppressorproteine ebenfalls von dieser Phosphorylierung
betroffen sind, besitzt OA auch eine tumorgene Wirkung (FUJIKI et al., 1994;
WESTERMARCK et al., 1998; ROSENBERGER et al., 1999).

Ser/Thr-PPs, wie PP1 und PP2A, konnen die Aktivitit von MAPK-Signalkaskaden negativ
regulieren (s. Kap. 1.4.2). Dies erfolgt vorzugsweise iliber eine Dephosphorylierung von
MEKs und MAPKKKs (z. B. Raf). Zudem wurde eine direkte Wirkung dieser PPs auf
MAPKSs nachgewiesen. So belegen zahlreiche Studien, dass die PP2A Serin/Threonin-Reste
der ERK1/2 und JNK dephosphoryliert (GOMEZ und COHEN, 1991; KYRIAKIS et al.,
1994; MORIGUCHI et al., 1996b). Im Einklang mit diesen Beobachtungen wiesen andere
Arbeitsgruppen eine Aktivierung der 3 MAPK-Signalwege (ERK1/2, JNK und p38 MAPK)
nach OA-induzierter Inhibition der PP2A nach (CASILLAS et al., 1993; CANO et al., 1994;
MORIGUCHI et al., 1996b).

Aufgrund dieser Zusammenhinge wurde in der vorliegenden Arbeit die inhibierende Wirkung
von OA auf die beiden SAPKs des Schwamms untersucht. Die Ergebnisse demonstrieren,
dass sowohl die JNK als auch die p38 MAPK durch das Toxin aktiviert werden (s. Kap. 4.5
und Abb. 4.12). Durch Western Blot-Analysen konnte anhand von phosphospezifischen
Antikorpern nachgewiesen werden, dass eine Phosphorylierung beider SAPKs nach 1-2
Tagen in Gegenwart von OA erfolgt (G1 und H1). Wie schon zuvor, konnte eine konstitutive
Expression der beiden SAPKs im Verlauf des Experiments beobachtet werden (G2 und H2).
Studien mit humanen und aus Médusen stammenden Fibroblasten ergaben dhnliche Resultate.
In beiden Zellsystemen konnte durch Zugabe von OA eine Phosphorylierung der JNK und
p38 MAPK induziert werden. In weiterer Ubereinstimmung mit dieser Arbeit wurde ein
stabiler Gehalt am gesamten JNK- und p38-Protein nachgewiesen (WESTERMARCK et al.,
1998). Diese Arbeitsgruppe stellte ebenfalls eine OA-induzierte, zeitlich stark verzogerte
Phophorylierung der SAPKs fest (im Vergleich zur LPS- und Hyperosmose-induzierten
SAPK-Aktivierung). Die Ursache dieses Phidnomens ist moglicherweise auf eine langsame
Inhibition der PP2A-Aktivitit durch OA zuriickzufithren (FAVRE et al., 1997).

Werden diese Daten zusammengefasst, so wird ersichtlich, dass S. domuncula mindestens
eine Ser/Thr-PP besitzen muss, die vergleichbar mit PP1 und PP2A die SAPK-Signal-
kaskaden inhibierend reguliert. Dieser indirekte Nachweis von negativ modulierenden
Komponenten der SAPK-Pfade im Schwamm macht deutlich, dass auch diese Signalelemente
evolutiondr konserviert sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind unter der Bertlicksichtigung,
dass diese PPs die Aktivitdt der SAPKs nicht nur iiber eine direkte Interaktion mit ihnen
regulieren, sondern diese auch durch eine Beeinflussung der Aktivitit ihrer vorangeschalteten
Kinasen inhibieren (s. oben), ein weiterer Beweis fiir die Existenz von vollstindigen SAPK-

Signaltransduktionswegen im Schwamm.
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5.4.4 Stress durch H,0,, Hitzeschock oder UVB-Bestrahlung

Die Stressoren Hitzeschock, UV-Bestrahlung und H,O, (oxidativer Stress) fordern die
Schadigung zelluldrer Makromolekiile und induzieren, abhingig vom Ausmal} des Schadens,
das Apoptoseprogramm der betroffenen Zellen. An der Signaltransduktion dieser Stress-
auslosenden Stimuli sind neben einigen anderen PKs und NFxB vorwiegend die SAPKs
beteiligt (GABAI et al., 1997; HAZZALIN et al., 1997; WESSELBORG et al., 1997; WANG
et al., 1998). Im Gegensatz zu der durch Rezeptor-Ligand-Interaktionen ausgeldsten
Aktivierung der SAPKs (s. Kap. 1.5.1.4) sind iiber die molekularen Mechanismen, die zu
einer Stimulierung von SAPK-Signalkaskaden nach Exposition der Zellen mit den erwdhnten
Stressoren fiihren, relativ wenige Details bekannt (ENGLARO et al., 1998; BHAT und
ZHANG, 1999). Ebenfalls noch weitgehend ungeklart ist die Frage, welche physiologischen
Vorginge durch eine Aktivierung der SAPKs unter diesen Stressbedingungen gesteuert
werden. In den Kap. 1.5.3.1/2 wurde bereits erwéhnt, dass die JNKs und p38 MAPKs eine
zentrale Funktion in der Regulation der Apoptose und des Zellzyklusses besitzen. Daher wére
moglich, dass die SAPKs in stark geschéddigten Zellen das Suizidprogramm stimulieren, um
diese aus dem Organismus zu eliminieren (GABAI et al., 1997). Der Nachweis, dass
oxidativer Stress (ausgelost durch H,O;) eine Apoptose-spezifische DNA-Fragmentierung
und Caspaseaktivierung in Muskelzellen auf einem JNK-abhédngigen Signalweg induziert
(TURNER et al., 1998), belegt diese Hypothese. AuBlerdem konnte ein direkter Zusam-
menhang zwischen UV-induzierter Apoptose und einer Aktivierung der JNK festgestellt
werden (CHEN et al., 1996). Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen, die eine Apoptose-
induzierende Funktion der SAPKs unter den erwdhnten Stressbedingungen bestitigen,
existieren auch Studien, die iliber eine SAPK-vermittelte Induktion cytoprotektiver Gene
berichten. So konnte z. B. herausgefunden werden, dass in Folge einer UV-Bestrahlung der
Promotor des DNA-Reparaturenzyms ,,Urokinase-typ Plasminogen Aktivator (UPA) auf
JNK-abhingige Weise stimuliert wird (MIRALLES et al., 1998). Zudem wird als Adaption
an oxidativen Stress die p38-spezifische Substratkinase MAPKAPK2 aktiviert. Diese ist dann
imstande, die kleinen Hitzeschockproteine HSP25/27 zu phosphorylieren, die daraufhin das
beschéadigte Cytoskelett stabilisieren (CLERK et al., 1998a und 1998b). Die Entscheidung,
entweder Apoptose zu induzieren oder das Uberleben der Zelle zu unterstiitzen, hingt
vermutlich vom Ausmal des Zellschadens ab.

Um zu untersuchen, ob beide SAPKs des Schwamms durch die genannten Stressarten
aktiviert werden, wurde Schwammgewebe entweder bei 26°C oder in Gegenwart von H,0,
inkubiert. In einem weiteren Experiment erfolgte zudem eine UVB-Bestrahlung von Gewebe-
stiicken (s. Kap. 3.18.2). Western Blot-Analysen mit phosphospezifischen Antikérpern
zeigten, dass keiner dieser Stimuli eine Phosphorylierung der SAPKs induzierte (s. Kap. 4.5
und Abb. 4.12 I-N). Die Ergebnisse beweisen, dass diese Stress-auslosenden Stimuli im
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Schwamm auf SAPK-unabhédngigen Signalwegen transduziert werden. Zahlreiche Studien mit
Saugerzellen belegen, dass an der Vermittlung dieser Stressarten neben den SAPKs auch
NF«B beteiligt ist (WESSELBORG et al., 1997, WANG et al., 1998). Aufgrund dieser
Beobachtungen wire denkbar, dass in Schwammzellen durch diese Zellstress-induzierenden
Stimuli ausschlieBlich der NFkB-Pfad aktiviert wird. Erst kiirzlich konnte dieser Transkrip-
tionsfaktor aus der cDNA-Bibliothek von S. domuncula isoliert werden (noch nicht

publiziert).

Die Ergebnisse iiber die Aktivierung der SAPKs des Schwamms durch Zellstress-ausldsende
Stimuli lassen vermuten, dass sich die primédre Funktion der SAPKs in Schwidmmen (und
vermutlich auch in anderen einfachen Metazoen) im Unterschied zu hoheren Vertebraten
lediglich auf eine Vermittlung hyperosmotischer Signale und eine Beantwortung inflam-

matorischer Ereignisse konzentriert (s. Abb. 5.4).
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Abb. 5.4:

Stimulierung der SAPKs des Schwamms durch extrazelluldre Stimuli. Sowohl die JNK als auch die p38 MAPK
aus S. domuncula werden durch Hyperosmose und Endotoxin (LPS) aktiviert (symbolisiert durch Pfeile).
Demgegeniiber konnte nach oxidativem Stress (ausgelést durch H,O,), Hitzeschock oder UVB-Bestrahlung keine
Stimulierung dieser SAPKs nachgewiesen werden (unterbrochener Pfeil). Folglich werden diese Stressarten auf
SAPK-unabhdngigen Signalwegen in Schwammzellen transduziert. Durch die inhibierende Wirkung der
Okadainsdure auf SAPK-hemmende Ser/Thr-PPs erfolgt eine indirekte Aktivierung der SAPKs durch diese
Substanz (gestrichelter Pfeil).
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5.5 Funktionale Komplementierung eines HOGI-defizien-
ten Hefestamms mit den SAPKSs aus S. domuncula

5.5.1 Funktionale Komplementierung und Aktivierung durch Hyper-
osmose

Der HOG-Signalweg von S. cerevisiae wird durch hyperosmotischen Stress aktiviert und
induziert daraufhin die fiir das Uberleben der Hefezellen notwendige Synthese organischer
Osmolyte (wie z. B. Glycerin). Ebenso wird die Transkription STRE-kontrollierter Gene
stimuliert. Die zentrale Komponente dieser Signaltransduktionskaskade ist die YSAPK
HOGI1. Diese Kinase wird durch die MAPKK PBS2 phosphoryliert, deren Aktivitit
wiederum durch 2 unterschiedliche MAPKKKSs (SSK2/22 oder STE11) kontrolliert wird.
Diese stehen in Verbindung mit je einem priméaren Osmosensor (SLN1 oder SHO1), der eine
Veranderung des osmotischen Gradienten an der Zellmembran registriert und diesen Stimulus
in den HOG-Signalweg integriert (s. Kap. 1.5.4.2/3 und Abb. 1.13).

Das HOG1 der Hefe sowie die JNKs und p38 MAPKs der Metazoen bilden zusammen die
SAPK-Untergruppe der MAPKSs (s. Kap. 1.4.1 und Abb. 1.4). Ein Vergleich der AS-Abfolge
mit anderen MAPKs zeigte, dass diese 3 SAPK-Untergruppenmitglieder die zueinander
héchsten Homologien aufweisen (KULTZ, 1998; KULTZ und BURG, 1998). Dabei konnten
mehr als 50 % &dhnliche AS zwischen HOGI1 und den p38 MAPKSs ermittelt werden. Im Bezug
auf die JNKs besitzt die SAPK der Hefe eine etwas geringere Similaritt.

Es wird angenommen, dass sdmtliche JNK- und p38-Gene der noch heute existierenden
vielzelligen Tiere von dem einzigen SAPK-Gen der Hefe (HOGI) abstammen. Nach dieser
Evolutionstheorie der SAPKs sind die JNKs und p38 MAPKs der Metazoen durch
Duplikation eines HOGI-verwandten Vorldufergens entstanden. Demnach wéren sie echte
Orthologe dieser YSAPK (s. Kap. 5.1).

Da nicht nur die SAPKs der Hefen und der Metazoen sondern auch ihre jeweils vergleich-
baren Aktivatorkinasen in einem phylogenetischen Stammbaum miteinander clustern, muss
davon ausgegangen werden, dass sich die JNK- und p38 MAPK-Signalkaskaden komplett aus
dem HOGI-Pfad entwickelt haben und ihre Signalkomponenten hoch konserviert sind.
Komplementierungsstudien mit HOG1-defizienten Hefestimmen bestdtigen diese Annahme
(GALCHEVA-GARGOVA et al., 1994; HAN et al., 1994; KUMAR et al., 1995; HAN et al.,
1998; KAWASAKI et al., 1999).

Um nachzupriifen, ob auch beide SAPKs des Schwamms die Funktion von HOGI1 in S.
cerevisiae Ubernechmen konnen, wurden Zellen eines HOGI-defizienten Hefestamms mit
diesen Kinasen komplementiert. Dafiir wurde der jeweilige kodierende cDNA-Bereich dieser

SAPKSs in einen Expressionsvektor kloniert (s. Kap. 4.6.1).
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Nachdem die Expression der rekombinanten SAPKs in der HOGI-4[-Nullmutante nach-
gewiesen wurde (s. Kap. 4.6.2 und Abb. 4.13), erfolgte die Ausplattierung von Zellen des
Wildtyps, der nichttransformierten Nullmutante sowie der rekombinanten Klone auf einen
hyperosmotischen Néahrboden (YEPD-Agar + 0,6 M NaCl). Nach 3tigiger Inkubation wurde
deren Wachstum verglichen (s. Kap. 4.6.3 und Abb. 4.14). Der Vergleich beweist, dass beide
SAPKs des Schwamms das HOG1-Protein zu 100 % funktional ersetzen konnen. Nur der
Wildtyp und die rekombinanten Nullmutanten, deren Vektor entweder SDJNK, SDp38 oder
HOG]I in sense Orientierung enthielten, waren in der Lage, unter den hyperosmotischen
Bedingungen zu wachsen.

AnschlieBend sollte durch Western Blots iiberpriift werden, ob die rekombinanten Kinasen
unter hyperosmotischen Bedingungen (YEPD-Agar + 0,6 M NaCl) aktiviert werden. Studien
mit phosphospezifischen Antikdrpern zeigten, dass in Ubereinstimmung mit der hefeeigenen
SAPK auch die Kinasen des Schwamms in Folge von Hyperosmose phosphoryliert und
demzufolge stimuliert werden (s. Kap. 4.6.4 und Abb. 4.15/16).

Diese Resultate befinden sich im Einklang mit analogen Studien. So konnte auch mit SAPKs
aus C. elegans (KAWASAKI et al., 1999) und D. melanogaster (HAN et al., 1998) sowie mit
aus Sdugern (einschlieflich des Menschen) stammenden SAPKs (GALCHEVA-GARGOVA
etal., 1994; HAN et al., 1994; KUMAR et al., 1995) eine funktionale Komplementierung von
HOGI-41-Nullmutanten erzielt werden. Diese Arbeitsgruppen stellten ebenfalls eine
Aktivierung der rekombinanten SAPKs in Folge von hyperosmotischem Stress fest.
Ubereinstimmend mit diesen Daten gelten die Resultate der vorliegenden Arbeit als weitere
Indizien der Hypothese, dass die JNK- und p38 MAPK-Signaltransduktionswege der
Metazoen durch Duplikation der HOG1-Kaskade der Hefe entstanden sind (s. Kap. 5.1). Ein
Vergleich der AS-Abfolge zwischen HOGI1 und den Kinasen des Schwamms verdeutlichte,
dass die p38 MAPK zu 37 % und die JNK zu 32 % identisch mit der YSAPK sind (s. Kap.
4.1.3). Die erfolgreiche Komplementierung der HOGI1-Funktion durch die SAPKs des
Schwamms in S. cerevisiae beweist, dass neben dieser YSAPK auch ihre vorangeschalteten
Signalkomponenten (s. oben) evolutiondr konserviert sind. Nur so ist die HOGI-analoge
Wirkung und Phosphorylierung der Schwamm-Kinasen in den Hefezellen zu erklaren.

Wie im Kap. 1.4.3 erldutert, werden MAPK-Modulkomponenten sowohl in Hefe- als auch in
Sdugerzellen nach ihrer Stimulierung selektiv an Geriistproteine (scaffolding Proteine)
gebunden. Dies verhindert eine unkontrollierte Aktivierung dieser Signalelemente durch
parallel verlaufende Transduktionskaskaden. Auch beziiglich der HOG1- und JNK-Signal-
wege konnten spezifische Assoziationen ihrer Modulkomponenten mit Gerlistproteinen nach-
gewiesen werden (s. Kap. 1.4.3 und Abb. 1.6/7). Unter Beriicksichtigung dieser Zusammen-
hinge und der vorangestellten Ergebnisse muss davon ausgegangen werden, dass auch diese
scaffolding Proteine (zumindest ihre mit den Modulkomponenten interagierenden Doménen)

evolutionar erhalten wurden.
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5.5.2 Intrazellulire Lokalisation der aktivierten SAPKs

Wie schon erldutert, werden SAPKs nach ihrer Aktivierung und der darauffolgenden
Homodimerisierung in den Zellkern transportiert. Dort phosphorylieren sie induzierbare
Transkriptionsfaktoren oder PKs (s. Kap. 1.5.1.2, 1.5.2.2 und 1.5.4.2). Auch im Fall der Hefe
wurde eine durch Hyperosmose induzierte Akkumulierung von HOG1 im Nukleus festgestellt
(REISER et al., 1999).

Um zu iiberpriifen, ob beide SAPKs des Schwamms ebenfalls durch hyperosmotischen Stress
im Zellkern der Hefemutanten akkumuliert werden, wurden mit den rekombinanten Klonen
unter Verwendung phosphospezifischer Antikdrper Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt
(s. Kap. 3.17.7). Die Ergebnisse beweisen, dass sich beide Schwamm-Kinasen beziiglich der
intrazelluldren Lokalisation analog zu HOG1 verhalten (s. Kap. 4.6.5 und Abb. 4.17). Folg-
lich miissen die SAPKs der Hefen und der Metazoen {iber gleiche oder verwandte Mechanis-
men in den Kern gelangen. Da den MAPKs allgemein eine Kerntransportsequenz fehlt, sind
eher unkonventionelle oder indirekte Mechanismen fiir den Transport verantwortlich
(REISER et al., 1999). Unter der Annahme, dass die SAPKs in Abwesenheit eines aktivie-
renden Stimulus zyklisch zwischen Cytoplasma und Nukleus diffundieren, kann eine durch
Phosphorylierung initiierte Kernakkumulierung dieser Kinasen nur durch eine erhohte Import-
oder reduzierte Exporteffizienz erklart werden. KHOKLATCHEV et al. (1998) wies nach,
dass durch Dualphosphorylierung dimerisierte MAPKs eine wesentlich hohere Importrate
aufweisen als nichtphosphorylierte. Wahrscheinlich konnen sie in Folge einer iiber ihre
Dimerisierung induzierten Konformationsinderung auf einem noch unbekannten Transport-
weg in den Kern gelangen. Im Unterschied dazu wurde von anderen Autoren vorgeschlagen,
dass die Akkumulierung im Kern auf einem Retentionsmechanismus von im Nukleus lokali-
sierten und verankernd wirkenden Molekiilen basiert (GAITS et al., 1998; WILKINSON und
MILLAR, 1998). Ein weitere Studie, die ebenfalls eine Ansammlung aktivierter MAPKs im
Kern beschreibt, jedoch nicht von einer periodischen Diffusion dieser Kinasen zwischen den
Zellkompartimenten ausgeht, stammt von FUKADA et al. (1996). In dieser Studie konnte
belegt werden, dass die MEK im unstimulierten Zustand durch ein Kernexportsignal aktiv aus
dem Nukleus transportiert wird. In Funktion eines cytoplasmatischen Ankers fiir inaktivierte
ERKSs wire dann diese MAPKK in der Lage, deren Kernakkumulation zu verhindern.

Auch iiber den Exportmechanismus der MAPKs sind relativ wenige Details bekannt. Es
konnte jedoch demonstriert werden, dass die Exportrate vom Phosphorylierungsstatus der
MAPKSs abhingig ist. Aufgrund der Lokalisation dualspezifischer PPs (wie die MKP-1) im
Zellkern kann eine Beteiligung dieser MAPK-spezifischen dephosphorylierenden Enzyme an
dem Export ihrer Substrate zumindest nicht ausgeschlossen werden (ALESSI et al., 1993;
LENORMAND et al., 1993; SUN et al., 1993; ZHENG und GUAN, 1993; WASKIEWICZ
und COOPER, 1995). Auch die im Nukleus befindliche und nach der Aktivierung von p38
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MAPKs in das Cytoplasma diffundierende MAPKAPK?2 konnte mdéglicherweise an dem
Export ihrer aktivierenden Kinase beteiligt sein (BEN-LEVY et al., 1998; ENGEL et al.,
1998). Diese PK assoziiert mit inaktivierter p38 MAPK im Nukleus, wodurch sie ihre
Aktivatorkinase wahrscheinlich schnell und effektiv in das Cytoplasma zuriick transportiert
(BEN-LEVY et al., 1998). Zudem wird noch die Anwesenheit eines im Zellkern befindlichen
Ankermolekiils diskutiert, das der Regulation des Exports der MAPKs dienen konnte
(LENORMAND et al., 1998).

5.5.3 Osmoregulation in Metazoen durch SAPKSs

Im Gegensatz zum einzigen SAPK-kodierenden Gen der Hefe (HOGI) existieren im Genom
der Metazoen mindestens 2 Mitglieder der SAPKs (JNK und p38 MAPK). Durch erneute
Genduplikationen entstanden weitere Varianten dieser Gene, so dass hohere Vertebraten iiber
mindestens 7 SAPK-Gene verfiigen (s. Kap. 5.1). Neben ihrer Bedeutung in der Vermittlung
der Cytokinsynthese (s. Kap. 1.5.3.4/5) und der Kontrolle des Apoptoseprogramms (s. Kap.
1.5.3.1) werden die JNK- und p38 MAPK-Signalwege besonders durch Hyperosmose
aktiviert. Die durch JNKs und p38 MAPKSs nach hyperosmotischem Stress stimulierten Trans-
kriptionsfaktoren sind c-Jun, ATF-2, Elk-1 und MEF-2C. Da jedoch iiber diese Transkrip-
tionsfaktoren nicht alle hyperosmotisch aktivierten Gene induziert werden, liegt die Vermu-
tung nahe, dass in den Zellen der Metazoen ein ergidnzender Austausch zwischen SAPK-
Pfaden und anderen Signalkaskaden existieren muss, um hyperosmotische Signale und
Stressor-spezifische Adaptionen zu vermitteln (KULTZ und BURG, 1998).

Wie schon erwihnt, sind die SAPKs gleichermalBlen wichtig, um den Zellzyklus (s. Kap.
1.5.3.2), die Regulation der zelluldren Reparaturmechanismen (s. Kap. 1.5.4.2) oder die
Induktion des programmierten Zelltods (s. Kap. 1.5.3.1) zu kontrollieren. In diesem Zusam-
menhang konnte demonstriert werden, dass der p38 MAPK-Signalweg fiir die hyperosmo-
tische Induktion der Expression von GADD45 und GADD153 in Nierenzellen von Méusen
verantwortlich ist (KULTZ et al., 1998). Beide Proteine sind an der Erkennung und/oder
Reparatur der DNA beteiligt und werden durch Unterbrechung des Zellwachstums oder in
Folge einer DNA-Schidigung aktiviert (KULTZ et al., 1998). Diese Beobachtungen werden
gestiitzt durch den Hyperosmose-induzierten Verbleib dieser Zellen in der G2 Phase (KULTZ
et al., 1998). Die Stagnation des Zellwachstums ist vermutlich flir eine Minimalisierung der
fiir die Zelle schéddlichen Auswirkungen von Stress, wie z. B. die Schidigung der Proteine
und DNA, von entscheidender Bedeutung. Die Zellen konnen nur dann proliferieren und
differenzieren, wenn die durch den externen Stress ausgeldsten makromolekularen Schiden
vom Reparatursystem behoben wurden. Wird dagegen das Ausmal} der geschéddigten Proteine

und/oder DNA zu hoch, konnen die Zellen ein Programm aktivieren, mit dessen Hilfe sie sich
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aus dem Organismus eliminieren (KULTZ et al., 1998). Der adaptive Vorteil des gesamten
Organismusses liegt dabei im Eliminieren und Ersetzen von nicht oder falsch funktionie-
renden Zellen mit defekten Makromolekiilen, die potentiell malignant oder tumorgenisch sind
(KULTZ et al., 1998). Hypermutabilitit und stabile Verinderungen im Phénotyp und
Karyotyp als Folge von hyperosmotischem Stress sind beispielsweise in kultivierten Nieren-
zellen aus Sdugern beobachtet worden (UCHIDA et al., 1987).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Schwidmme sind die é&ltesten mehrzelligen Tiere. Aufgrund ihrer einfachen Organisation
eignen sie sich gut zur Erforschung von Signaltransduktionsprozessen. Die Mitglieder der
SAPK-Untergruppe der MAPKs stellen von der Hefe bis zum Mensch hoch konservierte
zentrale Signalmolekiile dar, die durch eine Vielzahl von Zellstress-auslosenden Stimuli

aktiviert werden und in zahlreichen biologischen Prozessen involviert sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels SAPK1/JNK- und SAPK2/p38 MAPK-spezifischer
degenerierter Primer 2 unterschiedliche Klone aus der cDNA-Bibliothek des marinen
Schwamms S. domuncula isoliert. Northern Blots zeigten, dass ihre Isolierung vollstindig
erfolgte. Nach der Sequenzierung wurden sie eindeutig als Mitglieder der SAPK1/JNK- und
SAPK2/p38 MAPK-Subfamilie der MAPKs identifiziert. In einem Vergleich mit SAPKs aus
anderen Metazoen wiesen die abgeleiteten AS-Abfolgen beider Schwamm-Kinasen die
hochsten Homologien zu ihren jeweiligen Subfamilienmitgliedern auf. Die geringste Uberein-
stimmung existierte gegeniiber der ebenfalls alignten YSAPK HOGI aus S. cerevisiae. Unter
Beriicksichtigung der Entstehungstheorie der SAPKs der Metazoen, nach der sich die JNKs
und p38 MAPKSs aus der einzigen SAPK der Hefe (HOG1) entwickelt haben, dokumentieren
diese Ergebnisse, dass die evolutiondre Trennung beider Subfamilien deutlich vor der Entste-
hung des Stamms Porifera stattgefunden hat. Aufgrund des Alters der Schwidmme muss dieser
Vorgang mehr als 1 Mrd. Jahre zuriickliegen. Dass es sich bei beiden SAPKs des Schwamms
um Vorlduferformen der heutzutage in Sdugern existierenden SAPK-Isoformen handelt,
wurde auch durch den Vergleich mit simtlichen JNK- und p38-Varianten aus H. sapiens
deutlich. Studien mit dem p38-spezifischen Inhibitor SB203580 belegten, dass sich die p38
MAPK aus S. domuncula, in Analogie zu den humanen Isoformen p38y und p389, nicht durch
diese Pyridinylimidazolkomponente hemmen ldsst. Die bemerkenswert hohe Ubereinstim-
mung hinsichtlich der Intronpositionen in beiden S4PK-Genen des Schwamms unterstiitzt die
Hypothese, dass die JNKs und p38 MAPKs durch Duplikation eines gemeinsamen HOGI-
verwandten Vorldufergens (PriSAPK) entstanden sind. Der Vergleich der Exon/Intron-
Struktur mit SAPK-Genen aus D. melanogaster, C. elegans und H. sapiens demonstrierte,
dass die Intronpositionen dieser Gene wihrend der Evolution hoch konserviert wurden. Eine
besonders hohe Ubereinstimmung konnte vor allem hinsichtlich der Struktur der humanen
SAPK-Gene gefunden werden. Die Deuterostomia bevorzugten demgegeniiber eher eine
Eliminierung der konservierten Intronpositionen. Auflerdem konnte nachgewiesen werden,
dass das PraSAPK-Gen vor seiner Duplikation schon mindestens 10 Introns enthielt. Da das
HOG1-Gen der Hefe iiber keine nichtkodierenden Bereiche verfiigt, muss die Etablierung

dieser Introns im Zeitraum zwischen der Abspaltung der Pilze und der Entstehung der
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Schwiamme angesiedelt werden. Die Ergebnisse iiber die Aktivierung der SAPKs durch
verschiedene Stressarten belegen, dass sich die primére Funktion der SAPKs der Schwiamme
wohl auf eine Vermittlung hyperosmotischer Signale und eine Beantwortung inflamma-
torischer Ereignisse konzentriert. Versuche mit rekombinanten HOGI-A41-Nullmutanten
demonstrierten, dass beide Schwamm-Kinasen die Funktion des HOG1-Proteins in S.
cerevisiae vollstindig ibernehmen kdnnen. Dies ist ein weiterer Beweis, dass die JNK- und
p38 MAPK-Signaltransduktionswege der Metazoen von der HOGI-Kaskade der Hefe
abstammen. Durch Immunfluoreszenzmikroskopie wurde gezeigt, dass die aktivierten SAPKs
des Schwamms in Analogie mit HOG1 im Nukleus der Hefezellen akkumuliert werden. Da
sich die phosphorylierten Schwamm-Kinasen beziiglich der intrazelluldren Lokalisation wie
diese YSAPK verhalten, muss der Kerntransport der SAPKs in Hefen und in Metazoen {iber

gleiche oder verwandte Mechanismen erfolgen.
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7.1 Abkiirzungen und Summenformeln des Textes

A
Abb.
Acc. Nr.
ADH
ATF
Amp
AP-1
APS
Aqua bidest.
Aqua dest.
AR
AS
ASK
ATF-2
ATP

BEM1
BGT1
Bp
BSA
bZIP
bzw.

°C
ca.
CBP
C. carpio
CD
Cdc
cDNA
C/EBP
C. elegans
CHOP
CIAP
cm
Cot
CRE
CREB
CRIB
CSAID
CSBP
CTLA-4
CTT1
Cy3

D
DABCO
DAPI

Abbildung

Zugangsnummer (Accession Number)
Alkohol Dehydrogenase

Allograft Inflammationsfaktor
Ampicillin

Aktivator Protein 1
Ammoniumperoxidsulfat

zweifach destilliertes Wasser
einfach destilliertes Wasser
Aldolase Reduktase

Aminoséure
Apoptose-Signal-regulierte Kinase
aktivierender Transkriptionsfaktor 2
Adenosin-5’-triphosphat

Bud Emergence 1

Betain/y-Aminobuttersédure Transporter
Basenpaare

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
Basic Leucine Zipper Region Protein
beziehungsweise

Grad Celsius

circa

CREB-bindendes Protein

Cyprinus Carpio

Cluster of Differentiation

Cell division cycle

komplementdre DNA (complementary DNA)
CCAAT Enhancer Binding Protein
Caenorhabtidis elegans
C/EBP-homologes Protein

Calf Intestine Alcaline Phosphatase
Zentimeter

Colonial temperature-sensitive

cAMP Responsive Element

CRE Binding Protein
Cdc42/Rac-interaction-binding
Cytokin-suppressive antiinflammatorische Wirkstoffe
CSAID-bindendes Protein

cytotoxisches T-Lymphocyten Antigen 4
cytosolische Katalase T 1
Indocarbocyanin

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]Oktan
4,6-Diamidino-2-Phenylindol
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dATP
Daxx
dCTP
ddNTP
DDR2
dGTP
DIG
DJNK
DJUN
DLK
D. melanogaster
DMF
DMPC
DMSO
DNA
dNTP
DPC4
DTT
dTTP

E. coli
EDTA
EGF
elF4e
ERK
Ets

F
FADD
Fas

GADD
GCK
GCKR
G. gallus
GLK
GPD1
GPP2
GPX
Grb2
GTP

H
h
H3
HEP
HEPES
His-tag
HMG-14
HOG
HPK1
HRPO

Desoxyadenosin-5’-triphosphat

Fas Death Domain assoziiertes Protein
Desoxycytosin-5’-triphosphat
Didesoxynucleosid-5’-triphosphat
DNA-Damage-Responsive 2
Desoxyguanosin-5’-triphosphat
Digoxygenin

D. melanogaster INK-Homolog

D. melanogaster c-Jun-Homolog

Dual Leucine Zipper-bearing Kinase
Drosophila melanogaster
Dimethylformamid
Dimethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleic Acid)
Desoynukleosid-5’-triphosphat

Deleted in Pancreatic Carcinoma, locus 4
Dithiothreithol
Desoxythymidin-5’-triphosphat

Escherichia Coli
Ethylendiaminotetraacetat

Epidermal Growth Factor
eukaryotischer Initiationsfaktor 4e
Extrazelluldr-Signal regulierte Kinase
E-twenty-six-specific

Fas-assoziierte Death Domain
Free alpha-subunit

fliissig

Farnesyl-Diphosphat Synthase 1

relative Zentrifugalbeschleunigung
Gramm

Growth Arrest and DNA Damage Transcription Factor
Germinal Center Kinase

GCK Related

Gallus gallus

GCK-like Kinase

Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase 1
Glycerin-3-Phosphatase 2
Glutathion-Peroxidase

Growth factor receptor binding protein 2
Guanosin-5’-triphosphat

Stunde (hour)

Histonprotein 3

Human Hepatoblastoma
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonséure
Histidin gekoppelt (tagged)

Hohe Mobilitatsgruppe 14

High Osmolarity Glycerol

Haematopoietic Progenitor Kinase-1

Horse Raddish Peroxidase
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H. sapiens
HSP
I
IL
IPTG

Jak
JIP
JINK

MAP
MAPK
MAPKAPK
MAPKK (MKK)
MAPKKK (MKKK)
MAPKKKK
MBP

MCS
MEF-2C
MEK
MEKK

mg

min

Mio.

MKP

ml

MLK

mM

mm

M. musculus
MNK
MOPS

MP1

Mrd.

mRNA
MSK

MSN

Homo sapiens
Hitzeschockprotein

Interleukin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Joule

Janus Kinase
JNK-Interaktionsprotein
c-Jun N-terminale Kinase

Kapitel

Kilobasen

Kilodalton
Kaliumphosphat

Kinase responsive to stress

Liter

Luria Bertani-Medium
LPS-bindendes Protein
Lymphocyte-oriented Kinase
Lipopolysaccharid
Leukotrien-A4 Hydrolase

Molar

Meter

Milliampere
Mikrotubuli-assoziiertes Protein
Mitogen-aktivierte Protein Kinase
MAPK -aktivierte Protein Kinase
MAPK Kinase

MAPKK Kinase

MAPKKK Kinase

Myelin Basic Protein

Multiple Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site)
Myocyte-specific Enhancer Binding Factor 2C

MAPK und ERK Kinase

MEK Kinase

Milligramm

Minute

Millionen

MAPK Phosphatase

Milliliter

Mixed Lineages Kinase
Millimolar

Millimeter

Mus musculus
MAPK-Signal-Integrations Kinase
N-Morpholinopropansulfonsiure
MEK Partner 1

Milliarden

messenger RNA

Mitogen- und Stress-aktivierte PK
Multicopy suppressors of the snfl defect
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MST
MTK1
MUK

Mw

M. xanthus

ug
ul
uM

NF-AT4
NF«B
ng

NGF
NIK

nm
Nonidet P40
(0]

OA

OD
OLR
ORE
Osm’

PACI
PAK
PBS
PC12
PCR
PEG
PERK
pg

PH

pl

PK
PLA,
pmol
PP
PRAK
PTC
PTK
PTP
PVDF

RIP

RK

RNA

RNAse

R. norvegicus
rRNA

RSK

RT

RT

Mammalian Sterile Twenty-like-1
MAP Three Kinase 1

MAPK Upstream Kinase
Molekulargewicht (Molecular weight)
Mpyxococcus xanthus

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen 4
Nuklearer Faktor kB

Nanogramm

Nerve Growth Factor

Nck-interacting Kinase

Nanomolar
(Oktylphenoxy)polyethoxyethanol

Okadainsédure (Ocadaic Acid)
Optische Dichte

Offener Leserahmen

Osmotic Response Element
Osmoregulations-defekte Hefemutante

Phosphatase of activated T-cells 1

p21-aktivierte Kinase

Phosphatgepufferte Salzlosung (Phosphate Buffered Saline)
Pheochroma Cytoma 12

Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Polyethylenglycol

Pflanzen ERK

Picogramm

Plechstrin Homolog

Isoelektrischer Punkt

Protein Kinase

Phospholipase A,

Picomol

Protein Phosphatase

p38-regulierte aktivierte Kinase

Phosphatase two C

Protein Tyrosin Kinase

Protein Tyrosin Phosphatase

Polyvenyldifluorid

Rezeptor-Interaktionsprotein
Reactivating Kinase
Ribonukleinsdure (Ribonucleic Acid)
Ribonuklease

Rattus norvegicus

Ribosomale RNA

Ribosomale S6 Kinase
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase
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S

S.
SAP
SAPK

SAPKK (SKK)

SB203580
S. cerevisiae
SCR

S. domuncula
SDS
SDS-PAGE
sec

SEK

Sgk

SH

SHO1

SK

SLNI1

SM

SMIT

sog.

SOK1

Sos

SPRK1
SPS1

Src

SRCR

SRE

SRF

SSC

SSPE
STAT

STE

STRE

TAK1

TBE

TBS

TE

TEMED
TLR

Tm

TNF

TNFR

Tpl-2

TPS2

T. pyriformis
TRADD
TRAF

Tris

Triton X 100
Tween 20
TZR

siehe

SRF-assoziiertes Protein
Stress-aktivierte Protein Kinase
SAPK Kinase

4-(Fluorphenyl)-2-(4-Methylsulfinylpheny)-5-(4-Pyridyl) Imidazol

Saccharomyces cerevisiae

Short Consensus Repeats

Suberites domuncula

Sodiumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunden

SAPK und ERK Kinase

Serum- und Glucocorticoid-induzierbare PK
Src-homolog

SH3-containing Osmosensor 1

Synthetisches Komplettmedium

Synthetic lethal of N-end rule 1

Synthetisches Minimalmedium
Na'-abhéngiger Myo-Inositol Transporter
sogenannt

Ste20-like Oxidant-stress-activated Kinase-1
Son of sevenless

SH3 domain-containing Proline-Rich Kinase 1
Sporulation Specific Protein 1

Cellular homolog of Rous sarcoma virus oncoprotein
Scavenger Receptor Cysteine-rich Domain
Serum Response Element

Serum Response Factor
Saline-Sodium-Citrate
Saline-Sodium-Phosphate-EDTA
(JAK)-Signal Transducer and Acitvator of Transcription
Sterile-20

Stress Response Element

TGFp-aktivierte Kinase 1

Tris-Borat-EDTA

Tris-gepufferte Salzlosung (Tris-Buffered-Saline)
Tris-EDTA

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin

Toll-like Rezeptor

Schmelz- oder Hybridisierungstemperatur (melting Temperature)

Tumor Nekrose Faktor

TNF Rezeptor

Tumor progression locus 2
Trehalose-Phosphat Phosphatase 2
Tetrahymena pyriformis
TNFR-assoziierte Death Domain
TNFR-assoziierter Faktor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
T-Oktylphenoxypolyethoxyethanol
Poly(oxyethylen)20-sorbitan-monolaurat
T-Zell-Rezeptor
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U
U
u. a.
UE
UPA
upm
Ura
uv
A
A%
v/v
A\%\Y%
w/v
X
X-Gal
X laevis
Y
YEp
YEPD
YERK
YPD1

Y. pseudotuberculosis

YSAPK
Z

z. B.

ZPK

Einheiten (Units)

unter anderem

Untereinheit

Urokinase-typ Plasminogen Aktivator
Umdrehungen pro Minute

Uracil

Ultraviolett

Volt
Volumen per Volumen

Gewicht per Volumen (Weight per Volume)

5-Brom-4-chlor-indolyl-f-D-galactosid
Xenopus laevis

Yeast Episomal plasmids

Yeast Extract, Peptone, Dextrose
Yeast ERK

Yeast Phosphorelay Protein 1
Yersinia pseudotuberculosis
Yeast SAPK

zum Beispiel
Leucine Zipper PK

7.2 Abkiirzungskodes fiir Aminosiduren und Basen

Aminosiure 3er-Code ler-Code Aminosiure 3er-Code ler-Code
Alanin Ala A Leucin Leu L
Asparagin Asn N Lysin Lys K
Aspartat Asp D Methionin Met M
Arginin Arg R Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamat Glu E Serin Ser S
Glutamin Gln Q Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp W
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin Ile 1 Valin Val \Y
Base Buchstabe
Adenin A
Cytosin G
Guanin C
Thymin T
Uracil U
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