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Zusammenfassung

Zusammenfassung

UV-Bestrahlung oder Tributylzinn-Behandlung von Sdugetier-Zellen induziert
innerhalb von Sekunden Tyrosin-Phosphorylierung an Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen und deren Aktivierung. Als Konsequenz dieser Rezeptor-Aktivierung
werden Signaltransduktionswege angeschaltet, die die frithe genetische Antwort
der Zellen auf diese Stress-Faktoren regulieren. In der vorliegenden Arbeit wird
der Mechanismus identifiziert, dem die UV-induzierte Rezeptor-
Phosphorylierung zugrunde liegt. Als reprisentative Beispiele werden zwei
Wachstumsfaktor-Rezeptoren: der B-PDGF-Rezeptor und insbesondere der
EGF-Rezeptor untersucht.

Die UV-induzierte Aktivierung des EGF-Rezeptors erfolgt in einer liganden-
unabhéngigen Weise, denn eine Rezeptor-Mutante, die keine Liganden-Binde-
Domaéne besitzt, kann immer noch durch UV-Strahlung aktiviert werden. An der
UV-induzierten Wachstumsfaktor-Rezeptor-Aktivierung sind reaktive, oxidative
Intermediate (ROI's) beteiligt. Dafiir spricht, da die Behandlung von Zellen mit
Oxidanzien wie H2O2 oder Kalium—Permangénat ebenfalls Wachstumsfaktor-
Rezeptor-Aktivierung verursacht und dafl die Oxidanzien- und UV-induzierte
Rezeptor-Aktivierung durch Antioxidanzien wirkungsvoll gehemmt wird.
Besonders thiolhaltige Antioxidanzien sind wirksam, ein Hinweis darauf, daf3
Thiolgruppen bei der Aktivierung beteiligt sein konnten. Diese Hypothese wird
durch den Befund unterstiitzt, dal die Behandlung von Zellen mit Jodazetamid,
einer Substanz, die sehr effektiv Thiolgruppen alkyliert, ebenfalls wirkungsvoll
zur Aktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren fiihrt. Die Ursache fiir die
UV-, H2072-, Jodazetamid- und Tributylzinn-induzierte Rezeptor-
Phosphorylierung ist eine Hemmung der Rezeptor-Dephosphorylierung und
wahrscheinlich nicht die Aktivierung der Rezeptor-Kinase. Die UV-induzierte
Dephosphorylierungs-Hemmung wird durch ROI's vermittelt, denn sie wird
durch die Behandlung der Zellen mit Antioxidanzien aufgehoben.

Mit Hilfe von isolierten Membranen wird gezeigt, dal die Hemmung der
Dephosphorylierung auf der Inaktivierung einer oder mehrerer Protein-Tyrosin-
Phosphatasen beruht. Die Hinweise dafiir liefert ein Experiment, bei dem der an
Tyrosinen phosphorylierte EGF-Rezeptor in einer Membranfraktion, in der die
Phosphatasen inaktiviert sind, durch eine andere Membranfraktion
dephosphoryliert werden kann, solange diese nicht mit UV-bestrahlt worden ist.
In dieser Arbeit wird ein neuer Mechanismus der Aktivierung von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren durch Inaktivierung von Rezeptor-spezifischen
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Tyrosin-Phosphatasen vorgestellt. Dieser Mechanismus impliziert eine hohe
konstitutive Tyrosin-Kinase-Aktivitdt von Wachstumsfaktor-Rezeptoren.




Abstract

Abstract

Inhibition of protein tyrosine phosphatases as a mechanism of growth factor
receptor activation by UV, oxidativ stress and organometals

Irradiation of mammalian cells with UV induces within seconds tyrosine
phosphorylation and activation of receptor tyrosine kinases (RTK). As a
consequence of this phosphorylation signal transduction pathways are activated
regulating the immediate early UV-response.

The aim of this work is to identify the mechanism of UV-induced RTK-
phosphorylation. To illustrate this mechanism the receptors for platelet derived
growth factor (PDGFR) and particularly for epidermal growth factor (EGFR)
are investigated.

In this study it is shown that the UV-induced tyrosine phosphorylation of the
EGFR occurs independently of ligand binding, since a receptor-mutant, lacking
the ligand binding domain is still UV-inducible. Evidence has accumulated for
the involvement of reactive oxidative intermediates in the UV-induced
phosphorylation of growth factor receptors, such that oxidants as HpO2 or
potassium permanganate are capable of inducing phosphorylation of these
receptors. Furthermore the pretreatment of cells with antioxidants can efficiently
inhibit UV induced growth factor receptor phosphorylation. Of particular
interest thiol-containing antioxidants are efficient inhibitors of UV, suggesting
thiolgroups to be involved in this process. Further evidence for the involvement
of thiolgroups arose from the fact, that treatment of cells with the thiol-
alkylating agent, iodoacetamide efficiently induces tyrosine phosphorylation of
growth factor receptors.

Since the structures of these inducers are very different and these agents possess
strong enzyme inhibiting activity, it was tested, whether the increase in receptor
phosphorylation is a consequence of the inhibition of tyrosine phosphatases.
Indeed it was shown that UV, oxidants and iodoacetamide are potent inhibitors
of growth factor receptor dephosphorylation. Reactive oxidative intermediates
appear to play a crucial role in this process, as pretreatment with antioxidants
efficiently prevented the inhibition of receptor dephosphorylation.

Using isolated membranes I could show, that the inhibition of
dephosphorylation by UV is the result of the inactivation of one or several
protein tyrosine phosphatase(s). Evidence arose from an experiment, where the
tyrosine phosphorylated EGFR in isolated membrane, containing no active
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tyrosine phosphatases, was dephosphorylated by another membrane batch,
containing active tyrosine phosphatase as long as it was not UV-irradiated.

Here is presented a novel mechanism of growth factor receptor activation by
inactivation of tyrosine phosphatases. This mechanism implies the existance of a
high constitutive activity of growth factor receptor tyrosine kinases.
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o anti (im Zusammenhang mit Antikérpern)
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Einleitung 1

Einleitung

Eukaryontische Zellen sind stidndig einer Vielzahl von Reizen ausgesetzt, die
sie registrieren und beantworten miissen. Zu diesen Reizen z#hlen
Signalmolekiile des Organismus, z. B. Gewebshormone (Mediatoren),
Hormone, Wachstumsfaktoren, sowie elektrische Signale des Nervensystems.
Fiir die Signalmolekiile des Organismus, welche die Aufgabe haben das
Schicksal der Zelle zu regulieren, gibt es spezifische Rezeptoren.

Diese Rezeptoren vermitteln die Liganden-induzierte Regulation von
genetischen Programmen wie Proliferation, Differenzierung oder Apoptose.
Ihre Aktivierung wird iiber spezifische Signaltransduktionswege durch das
Zytoplasma zum Zellkern weitergeleitet, wo Transkriptionsfaktoren die
Genexpression steuern.

In den letzten Jahren wurden unter anderem die Rezeptoren fiir
unterschiedliche Hormone (Insulin, Steroide, Hypothalamushormone), fiir
mitogene Faktoren (LPA = Lysophosphat-Sdure, EGF = epidermaler
Wachstumsfaktor und PDGF = Blut-Plitichen-sezernierter Wachstumsfaktor)
und fiir Mediatoren (TNFo, = Tumor-Nekrosis-Faktor-o,, Interleukine und
NO) identifiziert. Der EGF-Rezeptor ist einer der Rezeptoren, bei dem sowohl
die Mechanismen der Aktivierung durch die Liganden, die Signaltransduktion
als auch die Mechanismen der Genaktivierung detailliert charakterisiert
worden sind oder zur Zeit aufgeklart werden.

Der EGF-Rezeptor und seine Signaltransduktion

Aktivierung des EGF-Rezeptors durch EGF

Der EGF-Rezeptor gehort zusammen mit ErbB2, ErbB3 und ErbB4 zu einer
Familie von Transmembran-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die untereinander in
Sequenz und Struktur &hnlich sind. Sie besitzen zwei extrazellulédre
cysteinreiche Doménen, eine kurze Transmembran-Doméne, eine intrazellulédre
Tyrosin-Kinase-Doméne, und eine regulatorische Doméne, die fiinf Substrat-
Tyrosinreste umfasst. Sechs verschiedene Liganden aktivieren Mitglieder der
EGF-Rezeptor-Familie durch Bindung an die extrazellulire Doméne.
Amphiregulin, Betacellulin, EGF, HB-EGF (Heparin-bindendes EGF) und
TGF-o binden an und aktivieren den EGF-Rezeptor. ErbB3 oder ErbB4
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werden durch die Bindung von Heregulin aktiviert. Fiir ErbB2 wurde bisher
noch kein Ligand identifiziert.

Der EGF-Rezeptor bildet nach der Aktivierung Homodimere oder
Heterodimere mit ErbB2 oder ErbB3. In diesen Dimeren findet eine verstirkte
Tyrosin-Phosphorylierung in Form von intermolekularer Autophosphory-
lierung statt. Die Rezeptoren sind also gleichzeitig Kinase und Substrat fiir ihre
Nachbarn.

ErbB2 ist die einzige Rezeptor-Tyrosin-Kinase aus der EGF-Rezeptor-Familie,
die mit allen anderen Mitgliedern, also mit dem EGF-Rezeptor, ErbB3 und
ErbB4 heterodimerisieren kann. In diesen Heterodimeren wird ErbB2 an
Tyrosinen phosphoryliert und aktiviert, wenn koexprimierter EGF-Rezeptor,
ErbB3 oder ErbB4 durch Ligandenbindung aktiviert werden (Ullrich und
Schlessinger, 1990; Fantl et al., 1993; Lemmon und Schlessinger, 1994 und
Heldin, 1995).

Eine direkte Folge der gesteigerten Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-
Rezeptors ist die Assoziation mit einer Reihe von Signal-Proteinen
(Kazlauskas, 1994). Diese Signal-Proteine verfiigen tiber spezifische Tyrosin-
Phosphat-Erkennungsdoménen. SH2-Doméinen (Src-Homologe-Doméne-2)
erkennen Tyrosin-Phosphate durch einige carboxyterminal des Tyrosin-
Phosphats gelegene Aminosduren. PTB-Doménen (Protein-Tyrosin-Binde-
Doménen) binden ebenfalls an Tyrosin-Phosphate, unterscheiden sich jedoch
strukturell von SH2-Doménen und erzielen Bindespezifitit durch die
Erkennung von vier Aminosduren, die N-terminal des Tyrosinphosphats
lokalisiert sind (Guan, 1994; Johnson und Vaillancourt, 1994; van den Geer
und Pawson, 1995).

Tyrosin-Phosphat-bindende Signalproteine sind Startpunkte unterschiedlicher
Signaltransduktionswege. An den an Tyrosinen phosphorylierten EGF-
Rezeptor binden Shc (Src-Collagen-Homolog) und Grb-2 (growth factor
receptor binding protein-2), PLC-y (Phospholipase C-y), PI3-K (Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase), SH-PTP2 (Src-Homologe-Protein-Tyrosin-Phosphatase-2)
und p91-Stat (Margolis und Skolnik, 1994).
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Aktivierung der Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase

Die PI3-K besteht aus einer 85kD groflen regulatorischen Untereinheit
(p85 PI3-K) und einer 110kD grofBlen katalytischen Untereinheit (p110 PI3-
K), die aktiviert wird, wenn die p85 PI3-K an den tyrosinphosphorylierten
Rezeptor bindet. p110 PI3-K kann die D-3-Position von Phosphatidyl-Inositol
(PI), Phosphatidyl-Inositol-4-Phosphat (PI-4-P) oder Phosphatidyl-Inositol-
4,5-Bisphosphat (PI-4,5-P2) phosphorylieren (Kapeller und Cantley, 1994;
Kazlauskas, 1994; Fry, 1994). Die D-3-phosphorylierten Phosphatidyl-
Inositole sind wiederum Botenstoffe, die nach einer noch umstrittenen
Hypothese an Protein-Kinase B-Homodimere (PKB/c-Akt) binden und deren
Dissoziation auslosen (Bos, 1995). Offensichtlich ist fiir die Aktivierung der
PKB/c-Akt auch die Phosphorylierung von Thr-308 und Ser-473 durch eine
noch nicht identifizierte Proteinkinase notwendig (Alessi et al., 1996). Die
aktivierte PKB/c-Akt phosphoryliert wiederum unbekannte Mitglieder einer
Kinasekaskade, in die unter anderem p70S6-Kinase involviert ist. Die
nukledren Zielproteine dieses Signaltransduktionsweges miissen noch
aufgeklirt werden. Es gibt Hinweise, daf die PI3-K eine wichtige Rolle bei der
Wachstumsfaktor-induzierten Proliferation spielt (Vartikovski et al., 1994).
Bei einer Zellinie, deren mitogene Antwort auf PDGF durch die Mutation der
fiinf wichtigsten Tyrosine des B-PDGF-Rezeptors ausgeschaltet worden war,
konnte die Transfektion einer 3-PDGF-Rezeptor-Mutante, die nur die PI-3-K
binden konnte, die mitogene Antwort auf PDGF wieder herstellen. Im
Gegensatz dazu, konnte die Transfektion einer Mutante, die nur Ras-GAP oder
nur SH-PTP2 binden konnte, die PDGF-induzierte Proliferation nicht
vermitteln. Fiir eine entscheidende Rolle der PI-3-K bei der zelluldren
Antwort auf Mitogene spricht auBlerdem, daBl der PI-3-K-Inhibitor
Wortmannin die Wachstums-stimulierende Wirkung des Hepatozyten-
Wachstumsfaktors und von Erythropoetin hemmt (Damen et al., 1995;
Skouteris et al., 1996).

Aktivierung der Phospholipase C-y

In vielen EGF-stimulierten Zellinien bindet PL.C-y mittels SH2-Doménen an
das EGF-Rezeptor-Tyrosinphosphat-992 und wird dann selbst verstidrkt an
Tyr-783 phosphoryliert, was zur Aktivierung beitrigt (Nishibe et al., 1990;
Vega et al., 1992). Die aktivierte PLC-y spaltet Phosphatidyl-Inositol-4,5-
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Bisphosphat (PI-4,5-P2) in Inositol-Triphosphat (IP3) und Diazylglyzerol
(DAG), welche beide sehr potente sekundédre Botenstoffe sind. IP3 bindet an
seine Rezeptoren, eine Familie von Cat+-Kanilen, die durch IP3-Bindung
geoffnet werden und den FluB von Cat*+-Ionen aus intrazelluliren Cat+-
Speichern ins Zytosol steuern. DAG aktiviert die PKC-Isoformen «, 81, B2, v,
3, €. PKC ist unter anderem in der Lage die Protein-Kinase Raf-1 zu
phosphorylieren und so zur Erk-1,2-Aktivierung beizutragen (Nishizuka,
1992; Berridge, 1993; Kazlauskas, 1994; Noh et al., 1995).

Aktivierung des Ras-Raf-Erk-1.2-Signaltransduktionsweges

Der Haupteil der EGF-Rezeptor-vermittelten Aktivierung der Raf-MEK-Erk-
1,2-Protein-Kinase-Kaskade wird durch p21Ras vermittelt.

Die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors an den Aminosduren Tyr-992, Tyr-
1148 und Tyr-1173 fiihrt zur Bindung und Tyrosin-Phosphorylierung der Shc-
Isoformen p46-, p52- und p66-Shc, wihrend Grb-2 an die phosphorylierten
Tyr-1068 und Tyr-1086 bindet (Batzer et al., 1994, Okayabashi et al., 1994).
Vermutlich bindet Shc sowohl mit der SH2-Doméne als auch mit der PTB-
Domine an den EGF-Rezeptor (van den Geer und Pawson, 1995). Grb-2
verfiigt iiber zwei SH3-Doméinen (Src-Homologe-Doméne-3), die von
prolinreichen Regionen des Guanin-Austausch-Faktors hSos (human Son of
Sevenless) gebunden werden. Dies fiihrt dazu, da hSos an die Plasmamembran
gebracht wird und dort die GTPase p21Ras aktiviert (Khosravi-Far und Der,
1994). p21Ras wiederum rekrutiert die Proteinkinase Raf-1 an die Membran,
wo sie durch noch unbekannte Kinasen phosphoryliert und aktiviert wird
(Avruch et al., 1994; Daum et al., 1994; Pronk and Bos, 1994).

Ein weiteres an Tyr-992 bindendes, fiir die Aktivierung von p21Ras
notwendiges Signalprotein ist die Protein-Tyrosin-Phosphatase SH-PTP2, die
auch PTP1D, Syp, SH-PTP3 oder PTP2C heiit (Lechleider et al., 1993;
Milarski und Saltiel, 1994; Xiao et al., 1994; Bennett et al., 1996; Roche et al.,
1996). Moglicherweise dephosphoryliert und aktiviert SH-PTP2 ein Mitglied
der Src-Tyrosin-Kinase Familie. Mitglieder der Src-Kinase Familie spielen bei
der p21Ras-Aktivierung eine Rolle (Qureshi et al., 1992). Raf-1 ist die erste
Kinase einer Protein-Kinase-Kaskade und phosphoryliert die Mapkinase-
Kinasen MEK-1 und MEK-2 (Mapk/Erk-Kinase (Blumer und Johnson, 1994;
Marshall, 1995). Diese Kinasen sind bispezifisch, das heifit, sie katalysieren
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sowohl Tyrosin- (Tyr 185) als auch Threonin-Phosphorylierung (Thr 183)
von Erk-1,2 = p44/p42Mapkinasen,

Erk-1 und Erk-2 gehoren zur Familie der prolingerichteten Mapkinasen und
scheinen in vielen Aspekten die gleichen Eigenschaften zu haben und bisher
konnten keine unterschiedlichen Funktionen fiir diese beiden Kinasen gefunden
werden. So konnen mehrere Transkriptionsfaktoren (c-Myc, c-Fos, NF-IL6,
p62TCF, TAL-1 und ATF-2) phosphoryliert werden, nachdem die Erk-1,2 in
den Zellkern transloziert ist. AuBerdem kann die zytosolische Erk-1,2 auch
Proteine phosphorylieren, die in der eigenen Aktivierungskaskade liegen, wie
den EGF-Rezeptor, hSos, Raf-1 und MEK-1 (Ubersicht in Johnson und
Vaillancourt, 1994). Diese Phosphorylierungen haben zum Teil inhibitorische
Auswirkungen und kénnen Teil einer Riickkopplungs-Regulation sein. Erk-1,2
phosphoryliert auch die Zytoskelett-Proteine Tau und MAP-2.

Auflerdem aktiviert Erk-1,2 die zytosolische Phospholipase A-2 durch
Phosphorylierung von Serin-505 (Lin et al., 1993). Es ist allerdings
notwendig, dal neben dieser Phosphorylierung auch eine intrazelluldre
Erhohung des Cat+-Spiegels erfolgt, damit eine effiziente Liganden-stimulierte
PLA-2-Aktivierung erfolgen kann (Schalwijk et al., 1996). Zellen, in denen
die Stimulation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen nicht nur zur Aktivierung der
Erk-1,2 fiihrt, sondern auch zur PLCy vermittelten Cat+-Freisetzung,
reagieren besonders mit PLA-2-Aktivierung und Freisetzung von Arachidon-
Séure aus Phospholipiden sowohl in das Zytosol als auch in die Umgebung der
Zelle (Dennis, 1987; Shimizu, 1990).

Signaltransduktionswege zur p38/RK und zu JINK/SAPK

Neben der Erk-1,2 werden durch EGF auch andere prolingerichtete
Mapkinasen, d.h. die Jun-N-terminalen-Kinasen/Stress-aktivierte Protein-
Kinasen (JNK/SAPK = SAPK-1) und die p38/RK-Mapkinase (p38/RK =
SAPK-2) stimuliert. Wihrend die Erk-1,2 in EGF-behandelten Zellen sehr
stark aktiviert wird, ist die EGF-induzierte Aktivierung der INK/SAPK bzw.
der p38/RK wesentlich schwécher und wird durch andere Stimulatoren, wie
z.B. osmotischen Schock, UV-Strahlung oder oxidativen Stress weit
iibertroffen (Cano et al., 1995; Rosette und Karin, 1996; Cano et al., 1996).
Die Signaltransduktionswege, die die EGF-stimulierte Aktivierung der
JNK/SAPK oder p38/RK vermitteln, sind bisher nur zum Teil identifiziert.
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Die JNK/SAPK transloziert nach Aktivierung in den Zellkern und
phosphoryliert dort die Transkriptionsfaktoren c-Jun und ATF-2 (Hibi et al.,
1993; Dérijard et al., 1994; Kyriakis et al., 1994, Gupta et al., 1996). p38/RK
wandert ebenfalls in den Zellkern und phosphoryliert die
Transkriptionsfaktoren ATF-2 und p62TCF,

EGF stimuliert die Expression des c¢-jun und c-fos-Gens

C-Jun und c-Fos gehoren zu den Proteinen, die innerhalb von Minuten nach
der Aktivierung von Zellen mit Wachstumsfaktoren verstdarkt exprimiert
werden. Sie sind Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie (Aktivierendes
Protein-1), die jeweils mehrere Mitglieder der Jun- und der Fos/Fra-Familien
umfasst. Sowohl c-jun als c-fos sind als Proto-Onkogene identifiziert worden
und spielen bei der Regulation der Proliferation und der Transformation eine
wichtige Rolle (Angel et al., 1987b; Lee ef al., 1987a,b). Ihre Promotoren
werden selbst von Mitgliedern der AP-1-Familie reguliert.

Am Promoter des c-jun-Gens sind an den Elementen junl (Position: -71 bis -
64) und jun2 (-190 bis -180) konstitutiv Homodimere von c-Jun oder
Heterodimere von c-Jun/ATF-2 gebunden (Ubersicht in: Rahmsdorf, 1996).
Die Transaktivierungs-Féhigkeit von c-Jun wird unter anderem durch die
Phosphorylierung der N-terminalen Serine 63 und 73 durch JNK/SAPK
gesteigert. ATF-2 kann durch sowohl durch Erk-1,2 (Livingstone et al.,
1995), INK/SAPK (van Dam et al., 1995; Gupta et al., 1996) als auch durch
p38/RK phosphoryliert und aktiviert werden (Cuenda et al., 1997)
(zusammengefasst in Rahmsdorf, 1996; Bender et al., 1997).

Der Promoter des c-fos-Genes wird durch mindestens vier Elemente reguliert
(Treisman, 1994; Jahnknecht er al., 1995). Am SRE (Serum-Reguliertes
Element, Position: -320 bis -300) bindet ein Komplex von zwei SRF-Proteinen
(Serum-Regulierter Faktor) und einem p62TCF-Protein (Ternidrer Komplex
Faktor). p62TCF wird durch aktivierte Erk-1,2, durch JNK/SAPK und durch
die p38/RK phosphoryliert und aktiviert (Jahnknecht et al., 1993; Cavigelli et
al., 1995; Whitmarsh et al., 1995; Hazzalin et al., 1996). Das CRE (Cyclisches-
Adenosin Monophosphat reguliertes Element, Position: -64 bis -57) wird durch
den Transkriptionsfaktor CREB (CRE-bindendes Protein) reguliert. CREB
kann in Wachstumsfaktor-behandelten Zellen, durch die RSK-2 an Serin-133
phosphoryliert und dadurch aktiviert werden, wie erst kiirzlich gefunden
wurde. RSK-2 wiederum wird durch Erk-2 aktiviert (Xing et al., 1996). Am
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SIE (Sis induzierbares Element, Position -345) binden Transkriptionsfaktoren
der Stat-Familie ("signal transducer and activator of transcription®). p91Stat
wird durch direkte Bindung an den EGF-Rezeptor aktiviert und danach auf
noch nicht geklarte Weise in den Zellkern transloziert, wo es transkriptionelle
Aktivierung durchfiihrt. Ein weiteres induziertes Promoter-Element wurde an
der Position +18 bis +38 gefunden. Dieses Element wird nicht von
Wachstumsfaktoren induziert, sondern durch UV-Bestrahlung. Die an dieses
Element bindenden Transkriptionsfaktoren sind bis jetzt noch nicht
identifiziert worden (Hértig et al., 1991).

UV-Strahlung als Umweltreiz

Auch zellschddigende Agenzien, wie Alkylanzien oder Oxidanzien bzw.
physikalische Reize wie osmotischer Schock, Temperaturschock oder Strahlung
erfordern eine Regulation der Genexpression, um eine Adaption an diese
Bedingungen zu erméglichen.

Ein Umweltreiz, dem fast alle Lebewesen ausgesetzt sind, ist die UV-Strahlung
der Sonne. UV-Strahlung teilt man in die UVC- (100-280 nm), UVB- (280-
320 nm) und UVA-Strahlung (320-400 nm) ein. Durch die Ozonschicht in
der Stratosphidre der Erde wird ein sehr grofer Teil der energiereichen,
kurzwelligen UV-Strahlung absorbiert, so daB nur UVB-Strahlung mit mehr
als 290 nm und vor allem UVA-Strahlung den Erdboden erreicht (Madronich,
1993). Die Strahlungsstidrke von UVB (300 nm) auf der Erdoberfliche ist ca.
100- bis 1000-fach geringer als die von UVA (330 nm) (Seckmeyer und
McKenzie, 1992). o

Die UV-Strahlung hat fiir den Menschen positive und negative Auswirkungen.
Eine bekannte positive Wirkung von UVB ist die Beteiligung an der Synthese
von Vitamin D in der Haut. Vitamin D wird fiir den Aufbau und die Erhaltung
des Skeletts benétigt (Zusammengefasst in Webb, 1993).

UV-Strahlung verursacht aber auch schwere Zellschdden, wenn die
Strahlungsdosis so hoch ist, da3 die zelluldren Schutzsysteme versagen. Die Art
der Zellschiadigung und die Konsequenzen fiir das Schicksal der Zelle hingen
davon ab, welche Molekiile die Strahlung absorbieren. UVB-Strahlung wird
von DNA absorbiert. Dabei entstehen im wesentlichen Pyrimidindimere und 4-
6-Photoaddukte (Freeman ef al., 1989; Quaite et al., 1992). Dadurch entstehen
Mutationen, die das Absterben der Zelle oder eine Fehlregulation der
Proliferation und damit Krebs zur Folge haben konnen.
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In der Tat ist UVB-Strahlung ein Vollkarzinogen, denn neben der Tumor-
Initiation, induziert sie auch molekulare Vorginge, die Tumorpromotion und
Progression zur Folge haben. UVB-Strahlung induziert die Gen-Expression
der Proto-Onkogene c-fos (Hollander et al., 1989; Brunet et al., 1990; Shah et
al., 1993; Roddey et al., 1994) und c-myc (Ronai et al., 1988). Es wurde
gefunden, daf} in UVB-induzierten Tumoren das ras-Proto-Onkogen als Folge
von Genamplifikation iiberexprimiert wurde (Husain et al., 1990). In UV-
induzierten Melanomen wurden Mutationen im N-ras-Gen (van‘t Veer et al.,
1989) und in Haut-Karzinomen UV-induzierte Mutationen des Tumor-
Suppressor-Gens p53 festgestellt (Brash et al., 1991; Kress et al., 1992).
AuBlerdem wird die Etablierung von UV-induzierten Tumoren durch lokale
und systemische Immunsuppression gefordert (Ubersichtartikel: Streilein ef al.,
1994; Vermeer und Hurks, 1994; Yarosh und Kripke, 1996).

Ob DNA-Schiden auch ursdchlich fiir die UV-induzierte Immunsuppression
sind, ist noch strittig. Hinweise fiir eine Beteiligung von UV-induzierten DNA-
Schidden bei der Entstehung der Immunsuppression, erhielt man von
Experimenten, bei denen die Nachbehandlung von UV-bestrahlter Haut mit
T4NS5-Liposomen der Immunsuppression entgegen wirkte (Kripke, 1994).
T4N5-Liposomen enthalten gereinigte, aktive, bakterielle T4-Endonuklease-V,
ein Pyrimidin-Dimer-spezifisches Exzisions-Reparatur-Enzym. Diese
Nachbehandlung hemmt auch die Freisetzung der Zytokine TNFo, IL-1 und
IL-10, die die UVB-induzierte Immunsuppression vermitteln (Kripke, 1994;
Yarosh und Kripke, 1996). Aber auch trans-Urocaninsdure auf der Haut
absorbiert sehr gut 300 nm-UVB-Strahlung. Dabei wird trans-Urocaninsdure
(trans-UCA) in cis-UCA umgewandelt. Trans-UCA entsteht durch Histidin-
Amoniak-Lyase-katalysierte Desaminierung von Histidin im Schwei3. Die
Applikation von cis-UCA fiihrt auch ohne UV-Bestrahlung zu einer
Immunsuppression. Miuse, die eine inaktivierende Mutation im Histidin-
Amoniak-Lyase-Gen tragen und nur 10 % der normalen trans-UCA-Menge
produzieren, werden durch UV-Bestrahlung wesentlich schwicher
immunsupprimiert als Wildtyp-Méduse (Norval et al., 1989; Noonan und De
Fabo, 1992). Es ist auch noch nicht klar, welche Zellschédden fiir die Auslosung
von Sonnenbrand verantwortlich sind. Moglicherweise spielt die Schidigung
verschiedener Zielmolekiile eine Rolle, da ein breites Wellenldngen-Spektrum
Sonnenbrand auslésen kann. Die minimale Erythem-auslésende Dosis (MED),
die bei 50 % der Bestrahlten zum Sonnenbrand fiihrt, ist etwas vom Hauttyp
und sehr stark von der Wellenléinge abhédngig. Die dunkleren Hauttypen III und
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IV sind besonders vor UV A-Strahlung besser geschiitzt als die Hauttypen I und
II. Fir 300 nm-UVB ist die MED etwa 270 J/m2, fiir 320 nm etwa
1900 J/m? und fiir 350 nm etwa 20000 J/m2 (McKinlay und Diffey, 1987;
Diffey, 1994). Da der UVA-Anteil des Sonnenlichtes 100 bis 1000-fach hoher
ist als der UVB-Anteil, konnten sowohl DNA-Schéadigung als auch UVA-
induzierte reaktive, oxidative Intermediate eine Rolle spielen (z.B. Tyrrell,
1991; Negre-Salvayre et al., 1992; Godar et al., 1993; Miyachi, 1995; Tyrrell,
1995).

In vielen Labors wird mit kiinstlich erzeugter UVC-Strahlung aus
Quecksilberlampen mit einem sehr steilen Emissionsmaximum bei 254+2nm
gearbeitet, obwohl diese Strahlung nicht auf die Erdoberfliche durchdringt
und im Stratum Corneum und den obersten Zellschichten der Haut vollstdndig
absorbiert wird. Um mit 254 nm-UVC-Strahlung DNA-Schédden zu erzeugen,
sind wesentlich niedrigere Strahlungsstirken notwendig als mit UVB. Dabei ist
die Art der DNA-Schéddigung der durch UVB-Strahlung verursachten #hnlich
(Wulff, 1963; Rosenstein und Mitchell, 1987). UVC-Strahlung wird von vielen
Biomolekiilen sehr effizient absorbiert und es verwundert daher nicht, daB sie
in niedrigen Dosen <50 J/m? mannigfaltige biologische Reaktionen in
Zellkultur auslost. Der Vorteil mit UVC-Lampen zu arbeiten, besteht darin,
daf3 nur kurz bestrahlt werden muf}, um zelluldre Antworten auszultsen und
dal das Emissionsspektrum der UVC-Lampen sehr eng ist, so dafl die
Interpretation der Ergebnisse erleichtert wird. Jedoch kénnen Ergebnisse, die
mit UVC-Strahlung erzielt wurden nicht ohne weiteres auf UVB- und UVA-
Strahlung extrapoliert werden. Zum Beispiel induziert UVC- aber nicht UVA-
Strahlung sehr effizient die Akkumulation. von c-fos-mRNA (Angel et al.,
1985).

UV-Bestrahlung hat neben wichtigen, positiven medizinischen Effekten also
offensichtlich auch erhebliche negative medizinische Auswirkungen. Deshalb
ist es wichtig die molekularen Vorgidnge in UV-bestrahlten Zellen zu
verstehen.
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Tributylzinn als Umweltgift

Die Eigenschaften von Tributylzinn (TBT), eines anderen toxischen Agens,
dessen zelluldre Wirkungen in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden,
sollen im folgenden Abschnitt zusammengefasst werden.

TBT gehort zu der Substanzklasse der Organoschwermetalle, die im grofien
Mafistab in der Industrie hergestellt und fiir vielerlei Anwendungen benutzt
werden. Die Substanz wird seit iiber 40 Jahren eingesetzt, wobei besonders
ihre hohe Toxizitit das Anwendungsspektrum bestimmt. TBT ist aktiver
Bestandteil von Antifaul-Anstrichen an Schiffsriimpfen, Holzkonservierungs-
mitteln, Pestiziden, Farben und sogar in Konservierungsmitteln fiir Papier,
Textilien und Leder enthalten (Maguire, 1987; WHO, Tributylcompounds,

1990; Fent, 1996). Zusitzlich findet es Verwendung als Stabilisator fiir Poly-

Vinyl-Chloride (PVC). Wegen seiner dramatischen Auswirkungen auf die

Fauna sowohl von marinen Gewéssern als auch von SiiBwasser-Biotopen, ist

TBT allerdings in den letzten Jahren in Verruf gekommen. TBT hat z.B.

sexualhormonartige Wirkungen auf Meeresschnecken, in denen es in sehr

niedrigen Konzentrationen die Verménnlichung von Weibchen auslost und
dadurch zur Gefahrdung ganzer Arten fiihrt. In hoheren Konzentrationen ist es
sehr toxisch und wird dafiir verantwortlich gemacht, da8 in einigen Gewéssern
die Fauna praktisch ausgestorben ist (Maguire et al., 1987; Schebek et al.,

1991; Becker et al., 1992; Fent und Hunn, 1995; Fent, 1996). Wegen seiner

starken Auswirkungen auf die marine Umwelt ist die Verwendung von TBT in

Schiffsanstrichen mittlerweile in vielen Industrie-Nationen reguliert oder

vollig untersagt. Durch die mannigfaltigen, industriellen Verwendungen ist der

Kontakt mit TBT fast unvermeidbar. Obwohl TBT urspriinglich mit der

Absicht auf den Markt gebracht wurde, als effizientes Fungizid und Pestizid

mit niedriger Toxizitdt fiir Sdugetiere zu wirken, sind, motiviert durch die

offensichtlichen, umweltschiadigenden Auswirkungen, eine ganze Reihe TBT-
induzierte, pathologische Effekte bei Sdugetieren untersucht worden. Von

TBT-Vergiftungen betroffene Organe sind die Haut, die Leber, das

Nervensystem und das Immunsystem (Fent, 1996).

* Bei Arbeitsunfdllen und in Tierversuchen ist schon sehr bald nach der
Einfiihrung von TBT entdeckt worden, dall es zu sehr starken
Hautreizungen bis hin zu chemischen Verbrennungen fiihrt (Pelikan and
Cerny, 1969; Middleton, 1982, Goh, 1985; Corsini et al., 1996). Bewohner
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von Wohnungen in denen TBT-haltige Innenanstriche verwendet wurden,
klagen iiber Schleimhaut-Irritationen (Wax und Dockstadter, 1995).

e TBT ist sehr stark immuntoxisch, was hauptsichlich damit erkldrt wird, daf3
es zur massiven Apoptose von Thymuszellen und B-Lymphozyten fiihrt
(Aw et al., 1990; Ghoneum et al., 1990; Smialowicz et al., 1990; Raffray
and Cohen, 1993; Raffray et al., 1993). Die TBT-induzierte Freisetzung
von intrazellulirem Calzium wurde fiir die apoptotische Wirkung
verantwortlich gemacht (Aw et al., 1990; Viviani et al., 1995).

« TBT ist weniger neurotoxisch als andere Vertreter dieser Substanzklasse,
wie z.B. Trimethylzinn oder Triethylzinn. Dennoch wurde bei
Tierversuchen beobachtet, dafl eine akute TBT-Vergiftung von Ratten zu
charakteristischen Verhaltensdnderungen fiihrt. So sinkt die spontane
Aktivitdt der Ratten und die Fahigkeit bedingte Reflexe zu erlernen deutlich
in Abhéngigkeit von der applizierten TBT-Dosis (Ema et al., 1991).

e In Langzeit-Versuchen wurde eine erhohte Inzidenz von Tumoren
endokrinen Ursprungs festgestellt (Boyer, 1989). Es wurde gefunden, daf3
TBT in Lymphozyten Aneuplodie verursacht (Jensen et al., 1991). TBT
besitzt mutagene Wirkungen (Hamasaki et al., 1993). Zusammen mit der
immunsuppressiven Wirkung von TBT erwartet man also, dal TBT
krebserregend oder zumindest krebsfordernd ist.

Sowohl Entziindungsreaktionen in der Haut als auch die TBT-induzierte

Apoptose von Thymozyten deuten darauf hin, da TBT in der Lage ist,

genetische Programme anzuschalten. Dafiir mu8, genau wie im Fall von UV-

Strahlung, s.u., gewihrleistet sein, daB TBT von den betroffenen Zellen

registriert werden kann und daf3 Signaltransduktion ausgeldst werden kann. In

den letzten Jahren wurde gefunden, daB Tributylzinn zur Aktivierung der Erk-

1,2 fithrt und dadurch die Phospholipase A2 aktiviert wird (F. Zaucke, pers.

Mitteilung). Es ist bisher nicht bekannt, iiber welche zelluldiren Komponenten

die Hautreizungen, die neurologischen Auswirkungen oder eine eventuelle

TBT-induzierte Tumorpromotion vermittelt werden. Daher ist es sinnvoll die

Signaltransduktionswege zu ermitteln, die in TBT-behandelten Zellen aktiviert

werden.
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Die UV-Antwort in Sdugetierzellen

Zellen, die mit UV bestrahlt werden, sind den Folgen der Schiddigung nicht
hilflos ausgeliefert, sondern reagieren mit einem umfassenden, genetischen
Programm. Man bezeichnet diese zelluldren Reaktionen als UV-Antwort. Eine
UV-Antwort kann nur ausgelost werden, wenn die Zellen in der Lage sind, den
Ausloser zu detektieren und Signaltransduktionswege zu aktivieren, die mit der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren die Genexpression steuern.

UV induziert Genexpression

In eukaryontischen Zellen wurden bisher mehr als 100 UV-induzierbare Gene
identifiziert (Holbrook und Fornace, 1991; Herrlich et al., 1992; Keyse, 1993).
Zu den Genen, die in Sdugetieren innerhalb von Minuten nach UV-Bestrahlung
verstirkt exprimiert werden, gehoren c-fos und c-jun (Angel et al., 1985;
Biischer et al., 1988; Hollander et al., 1989; Brunet et al., 1990; Stein et al.,
1989a; Devary et al., 1991, 1992; Stein et al., 1992) . Fiir die schnelle UV-
induzierte Genaktivierung von c-jun und c-fos ist keine Protein-Neusynthese
erforderlich. Die Aktivierung wird durch Transkriptionsfaktoren vermittelt,
die auch an Wachstumsfaktor-induzierten Signalwegen beteiligt sind.
(zusammengefasst in Fornace et al., 1992; Herrlich et al., 1992; Herrlich und
Rahmsdorf, 1994; Rahmsdorf, 1994; Bender et al., 1997)

c-Fos hat eine Schutzfunktion fiir UV -bestrahlte Zellen

Die naheliegenste Frage, betreffend der UV-induzierten Genaktivierung, ist die
nach der Funktion der Gen-Produkte. Welchen Sinn macht es, in gestressten
Zellen eine Pseudo-Wachstumsfaktor- Antwort auszuldsen ?

Von den mehr als 100 UV-induzierbaren Genen in Sdugetierzellen, sind nur
sehr wenige an der DNA-Reparatur beteiligt, wie 00-Methyl-Guanin-
Transferase, DNA-Polymerase, DNA-Ligase und Ribonukleotidreduktase
(Elledge und Davis, 1989; Kaina et al., 1990; Herrlich et al., 1992). Die
meisten bisher gefundenen DNA-Reparaturgene in Sdugerzellen werden
konstitutiv exprimiert (Herrlich et al., 1992). In der Tat wurden bisher
iiberhaupt keine UV-induzierbaren Genprodukte aufler c-Jun und c-Fos selbst
identifiziert, die Zellen weniger empfindlich gegeniiber UV-Bestrahlung
machen. Erst als Fibroblasten aus Midusen zur Verfiigung standen, bei denen
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das endogene c-fos inaktiviert worden ist, konnte untersucht werden, ob c-Fos
liberhaupt eine Funktion in UV-bestrahlten-Zellen erfiillt. In zwei Studien
wurde nachgewiesen, daB Zellen von fos~/--Miusen deutlich schlechter
iberleben als Wildtyp-Zellen (Haas und Kaina, 1995; Schreiber et al., 1995).
AuBerdem wurde bei c-fos/--Zellen eine erheblich stirkere Zunahme von
Chromosomen-Aberrationen und Doppelstrangbriichen sowie eine stirkere
Hemmung der DNA-Replikation nach UV-Bestrahlung als Wildtyp-Zellen
gefunden (Haas und Kaina, 1995). Etwa dreimal soviel c-fos~/--Zellen als
Wildtyp-Zellen gehen nach UV in Apoptosis (Schreiber et al.,1995). Beide
Studien kommen zu dem Ergebnis, da3 die Fihigkeit der Zellen zur DNA-
Reparatur in c-fos-/--Zellen nicht vermindert ist. Wie c-fos Zellen vor der
schadigenden Wirkung von UV-Strahlung schiitzt, ist somit noch unbekannt.
Da auch c-jun-/--Zellen UV-sensitiv sind (Peter Angel, pers. Mitteilung), hingt
die Antwort wahrscheinlich davon ab, ob die fiir das Uberleben relevanten,
AP-1-regulierten Gene identifiziert werden konnen.

Mechanismus der UV-induzierten Aktivierung des c-jun-Promoters

In UV-bestrahlten Zellen wird der c-jun-Promoter iiber die AP-1 dhnlichen
Elemente junl und jun 2 reguliert. Dort werden die konstitutiv gebundenen c-
Jun-Homodimere oder c-Jun/ATF-2-Heterodimere durch Phosphorylierung
durch Mapkinasen, die in den Zellkern transloziert sind, aktiviert.

Die Phosphorylierung von ATF-2 in UV-bestrahlten Zellen wird hauptséchlich
durch die INK/SAPK und die p38/RK katalysiert (Livingstone et al., 1995; van
Dam et al., 1995; Hazzalin et al., 1996). Erk-1,2 kann ATF-2 ebenfalls
phosphorylieren, aber die Bedeutung dieser Fédhigkeit bei der UV-induzierten
Aktivierung von ATF-2 ist unklar (Livingstone et al., 1995).

Das c-Jun-Protein wird in UV-bestrahlten Zellen durch einige der mindestens
zehn Isoformen der INK/SAPK phosphoryliert (Hibi et al., 1993; Dérijard et
al., 1994; Kyriakis et al., 1994; Gupta et al., 1996).

Bei der Aktivierung des c-jun-Promotors spielen also die JNK/SAPK und die
p38/RK eine wichtige Rolle. Deswegen ist UV ein erheblich besserer Induktor
der c-jun-Genexpression als Wachstumsfaktoren, die diese beiden Mapkinasen
nur schwach aktivieren. Einige der in UV-bestrahlten Zellen an der
Aktivierung der INK/SAPK beteiligten Komponenten wurden in den letzten
beiden Jahren identifiziert. So wurde in verschiedenen Labors eine
JNK/SAPK-spezifische Kinase gefunden, die als JINK-Kinase (JNKK) oder auch
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als SEK-1 oder MKK4 bezeichnet wird. Die bispezifische Protein-Kinase
JNKK phosphoryliert ein Thr-Pro-Tyr-Motiv der JINK/SAPK (Lin et al.,
1995; Moriguchi et al., 1995; Derijard et al., 1995; Meier et al., 1996). Diese
JNKK wird wiederum von MEKK phosphoryliert und aktiviert (Minden et al.,
1994; Yan et al., 1994; Lin et al., 1995). Dieser Signalweg konnte iiber die
Protein-Kinase PAK von den kleinen GTPasen Rac1/2 und Cdc42HS reguliert
werden (Minden et al., 1995; Vojtek und Cooper, 1995). Oberhalb dieser
GTPasen agiert unter anderem die kleine GTPase p21Ras, die in die
Signaltransduktion von Tyrosin-Kinasen involviert ist (siehe unten). In
manchen Zellinien scheint die Protein-Tyrosin-Kinase Pyk-2 die UV-
Signaltransduktion zu diesem Jun-Kinase-Signalweg zu vermitteln (Tokiwa et
al., 1996).

Zwar ist der Protein-Kinase-Signalweg identifiziert, der zur UV-induzierten
Aktivierung von JNK/SAPK fiihrt, aber wo das Signal fiir diesen Signalweg
entsteht, ist noch unklar. Einige Daten sprechen dafiir, daB DNA-Schiden an
der Aktivierung der Signaltransduktion nach c-Jun beteiligt sind. So konnte die
Kinase-Aktivitdt von gereinigter JINK/SAPK durch Zugabe von geschidigter
DNA erhoht werden (Adler et al., 1995). Dabei korreliert die
Bestrahlungsdosis, d.h. die Menge an eingefiihrten DNA-Schédden, gut mit der
JNK/SAPK Aktivierung. Wellenldngen grofer als 300nm sind sehr uneffizient
in der Aktivierung der INK/SAPK. Andere fanden, daB} in entkernten Zellen
immer noch eine UV-Induktion der INK/SAPK moglich ist (Devary et al.,
1993, Wilhelm et al., 1997). Offensichtlich sind p21Ras und die Protein-Kinase
Raf-1, die auch bei der Aktivierung von Erk-1,2 beteiligt sind, in die
Signaltransduktion nach c-Jun involviert (Devary et al., 1992, 1993; Radler-
Pohl et al., 1993).

Die UV-Induktion eines c-jun-Reporter-Konstruktes wurde durch eine
dominant-negative Mutante der Protein-Tyrosin-Kinase c-Src gehemmt
(Devary et al., 1992). Das selbe Labor veroffentlichte jedoch spiter, daf die
JNK/SAPK in NIH3T3-Zellen, bei denen das endogene c-src-Gen ausgeschaltet
ist, genauso UV-aktivierbar ist, als in Wildtyp-NIH3T3-Zellen. Dies wiirde
bedeuten, daB nicht c-Src selbst die UV-induzierte Signaltransduktion zur
JNK/SAPK vermittelt, sondern eine Tyrosin-Kinase, die auch durch dominant-
negatives Src gehemmt werden kann (Liu ef al., 1996).

Es wurde die Hypothese aufgestellt, da UV-induzierter oxidativer Stress an
der Plasmamembran zur Protein-Tyrosin-Kinase-Aktivierung fiihrt. Hinweise
fiir diese Hypothese lieferten Experimente, aus denen hervorging, daf3 das
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Antioxidanz N-Acetylcystein die UV-induzierte Src-Aktivierung und die
Aktivierung des c-jun -Gens hemmte (Devary et al., 1992).

Aktivierung des ¢-fos Promoters in UV-bestrahlten Zellen

An der UV-induzierten Aktivierung des c-fos-Promoters sind drei Elemente,

das SRE, das CRE und ein UVC-induzierbares Promoter-Element an der

Position +18 bis +38 beteiligt (Biischer et al., 1988; Hartig et al., 1991,

Tordanov et al., 1997).

Die Aktivierung des SRE erfolgt durch UV-induzierte Phosphorylierung von

p62TCF, Mehrere Mapkinasen vermitteln die Phosphorylierung von p62TCF in

UV-bestrahlen Zellen. So wurde vertffentlicht, daB p62TCF sowohl durch die

Erk-1,2 (Sachsenmaier et al., 1994; Price et al., 1996), durch die p38/RK

(Clifton et al., 1996; Price et al., 1996) als auch durch die JNK/SAPK

(Cavigelli et al., 1995; Gupta et al., 1996) phosphoryliert werden kann. Fiir

eine Beteiligung von p62TCF an der UVC-induzierten Aktivierung des c-fos-

Promoters gibt eine Reihe von Hinweisen.

1. Ein c-fos-Promoter- und ein SRE-Promoter-Konstrukt, denen die p62TCF-
Bindestelle fehlte, war nur noch schwach UVC-induzierbar (Sachsenmaier
et al., 1994; Price et al., 1996).

2. Die UV-induzierte Aktivierung eines SRE-Reporter-Konstrukts wurde
durch eine carboxy-terminale Deletionsmutante des p62TCF gehemmt
(Sachsenmaier et al., 1994).

3. UVC induziert eine Bindung von p62TCF an eine ETS-bindende DNA-
Sequenz (Sachsenmaier et al., 1994).

4. P62TCF aus UVC-bestrahlten Zellen ist verstirkt phosphoryliert (Price et
al., 1996). '

5. Dominant negative Mutanten der Erk-2, die aufgenommene Signale nicht
weitergeben konnen, interferieren mit der UVC-Induktion eines -711/+45
fos Promoter-Konstruktes (Sachsenmaier et al., 1994).

Der an das CRE bindende Transkriptionsfaktor CREB wird nach Erhohung
des intrazelluliren cAMP-Spiegels an Serin-133 phosphoryliert und dadurch
aktiviert. Auch UV-Strahlung fiihrt zur Phosphorylierung von Serin 133. Die
UVC- und auch UVB- (eigene unveroffentlichte Daten) induzierte
Phosphorylierung von CREB kann durch eine noch nicht klonierte p108-
CREB-Kinase oder durch Mapkap-Kinase-2 vermittelt werden (Derijard et al.,
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1995; Iordanov, 1996; Iordanov et al., 1997). Die Aktivitit dieser beiden
Kinasen hingt von der UV-induzierten Aktivierung von p38/RK ab (Raingeaud
et al., 1995; Cuenda et al., 1997, Iordanov et al., 1997).

Die Transkriptionsfaktoren, die an das bei Position +18 bis +38 gelegene
Element binden, sind bis jetzt noch nicht identifiziert worden (Hirtig et al.,
1991).

Die Aktivierung des c-fos-Promoters in UV-bestrahlten Zellen ist also
offensichtlich sehr dhnlich zu der Wachstumsfaktor-induzierten Aktivierung.

UV-Bestrahlung fiihrt zur Aktivierung des EGF-Rezeptors

Wenn also die UV-induzierte Aktivierung des c-jun- und c-fos-Gens von
Signaltransduktionswegen vermittelt wird, die auch an der Wachstumsfaktor-
Antwort beteiligt sind, dann liegt die Vermutung nahe, daB die
Signaltransduktion durch die Aktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren
ausgelost wird. Tatsdchlich ist der friiheste, bekannte Schritt in der UV-
Antwort die Induktion der Phosphorylierung von Wachstumsfaktor-
Rezeptoren an Tyrosinen. Am besten untersucht ist die UV-induzierte Tyrosin-
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors. Sowohl UVA als auch UVB und UVC-
Bestrahlung induzieren in Bruchteilen von Minuten die Phosphorylierung des
EGF-Rezeptors in einer Reihe von verschiedenen Zellinien (Zheng et al., 1993;
Miller et al., 1994; Sachsenmaier et al., 1994; Warmuth et al., 1994; Coffer et
al., 1995; Huang et al., 1996; diese Arbeit). Verschiedene experimentelle
Ansitze lieferten Hinweise, daBl diese Tyrosinphosphorylierung zur
Aktivierung des EGF-Rezeptors und der EGF-Rezeptor-abhingigen
Signaltransduktion fiihrt.

1. Ahnlich, wie bei der Stimulation mit EGF, assoziieren in UV-bestrahlten
Zellen, die Proteine Grb-2, Shc, Sos und PLCy mit dem EGF-Rezeptor
(Huang et al., 1996). Diese Ergebnisse wurden veroffentlicht, wihrend
diese Arbeit durchgefiihrt wurde.

2. Eine dominant-negative Mutante des EGF-Rezeptors hemmt sowohl die
UV-Induktion eines fos-Promoter-Konstruktes als auch die eines EGR-1-
("early growth response")-Promoter-Konstruktes (Sachsenmaier ef al.,
1994; Huang et al., 1996).
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3. Eine 4-stiindige Vorbehandlung von Zellen mit EGF verhindert eine
nachfolgende Phosphorylierung der Erk-2 durch UV-Bestrahlung in HeLa-
Zellen und die UV-induzierte Transkription des c-fos-Gens (Iordanov,
1996; Sachsenmaier et al., 1994).

4. Suramin, eine polyanionische Substanz, die extrazellulidre
Proteinwechselwirkungen wie die Aktivierung von Transmembran-
Rezeptoren stort, interferiert mit der UV-induzierten EGF-Rezeptor-
Phosphorylierung, der Erk-1,2-Aktivierung und der c-fos-Induktion
(Sachsenmaier et al., 1994).

UVC-induzierte Tyrosinphosphorylierung des Insulin-Rezeptors und der ZAP-
70-Tyrosin-Kinase

Einige Labors haben beobachtet, da nicht nur der EGF-Rezeptor sondern
auch andere Protein-Tyrosin-Kinasen und Rezeptor-Tyrosin-Kinasen in UVC-
bestrahlten Zellen aktiviert sind. So wurde gefunden, dal aus UV-bestrahlten
Zellen immunprézipitiertes c-Src und c-Fyn, beides Mitglieder der Src-
Tyrosin-Kinase-Familie, verstdrkt an Tyrosinen phosphoryliert waren (Devary
et al., 1992).

Einige Beobachtungen sprechen fiir eine UVC-induzierte Aktivierung der
Insulin-Rezeptor-Signaltransduktion. So war die, aus UV-bestrahlten NIH3T3
Al4-Zellen, die den Insulin-Rezeptor liberexprimieren, immunprézipitierte B-
Untereinheit des Insulin-Rezeptors verstdrkt an Tyrosinen phosphoryliert.
Weiterhin wurde gefunden, daBl bei diesen Zellen die Shc-Isoformen p46 und
pS52 und das Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS-1) tyrosinphosphoryliert waren
und daf} die Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase aktiviert war (Coffer et al., 1995).
UVC induziert offensichtlich auch hemapoetische Signaltransduktionswege. In
T-Lymphozyten wurde UVC-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von
mindestens fiinf nicht identifizierten Proteinen und der ZAP-70-Tyrosin-
Kinase gefunden (Schieven ef al., 1994). Die Aktivierung des EGF-Rezeptors
in UV-bestrahlten Zellen ist also nur ein gut untersuchtes Beispiel von UV-
induzierter Aktivierung von Tyrosin-Kinasen oder besser gesagt UV-
induzierter Steigerung von Tyrosinphosphorylierung.
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Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Mechanismus zu finden, dem die Aktivierung
von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen durch UV-Strahlung zugrunde liegt und
festzustellen, ob TBT die zelluldre Signaltransduktion iiber die gleichen
Mechanismen kontrolliert. Wie kann eine elektromagnetische Strahlung
Rezeptoren aktivieren, die normalerweise Peptidliganden binden und dadurch
aktiviert werden? Wie konnen Strahlung oder chemische Substanzen, von
denen man weill, daB sie schidigend sind, Enzyme aktivieren und
Signaltransduktionswege anschalten? Fiir die Analyse des Mechanismus wurde
der EGF-Rezeptor als repridsentatives und gut untersuchtes Beispiel einer
Rezeptor-Tyrosin-Kinase gewihlt. Dabei wurden folgende Fragen gestellt:

e Wie hingt die Effizienz der durch UV-Strahlung induzierten EGF-
Rezeptor-Aktivierung von der Wellenlénge der Strahlung ab?

» Ist die Bindung von Liganden an der Aktivierung des EGF-Rezeptors durch
UV-Strahlung beteiligt?

e Wird die UV-induzierte EGF-Rezeptor-Aktivierung durch reaktive
oxidative Intermediate vermittelt und welche Rolle spielen Thiolgruppen?

e« Wird die Kinase-Aktivitdt des EGF-Rezeptors erhoht oder wird seine
Dephosphorylierung verlangsamt?

e Werden Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch UV-Strahlung geschidigt?

e Ist der, von UV-Strahlung benutzte Mechanismus auch fiir chemische
Substanzen, wie etwa Tributylzinn giiltig?
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Material und Methoden

Material

Bezugsquellen

Alle Chemikalien wurden in der hochst moglichen Reinheitsstufe verwendet.
Wissrige Losungen wurden mit Wasser, das iiber ein Milli-Q Reinstwasser-
system der Firma Millipore entsalzt wurde, angesetzt.

Acrylamid-Bisacrylamid (Rotiphorese)
AGI1296

AG1478

Agarose
Alkohol-Dehydrogenase (Hefe)
Ammoniumpersulfat (APS)
Aprotinin

Blotting Papier GB002
Bromphenolblau
Dithiothreitol (DTT)

DMEM

DMSA

DMSO (fiir Zellkultur)
DNA-Markierungs-Kit (Ready-Prime)
DTNB

ECL-L6sung

EDTA

EGF, rekombinant, menschlich
Ethidium-Bromid

FCS

Ficoll

Formaldehyd

Formamid

G-50-Sepharose

Glutathion

Glycerin

Glycin

Hybond N+-Membran
Immobilon PVDF-Membran
Jodazetamid
Kalium-Permanganat
L-Cystein

Leupeptin (Hemisulfat)
Magnesiumchlorid

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
A. Levitzki, Jerusalem
AGS, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Migge, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Gibco, Eggenstein
Serva, Heidelberg
Fluka, Buchs
Amersham, Braunschweig
Sigma, Miinchen
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
BioWhittaker, Verviers
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darnstadt
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Amersham, Brauschweig
Millipore, Eschborn
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt
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Manganchlorid

Methanol (technisch)

MOPS, Puffer

N-Acetylcystein

NAD

Natrium-Azetat
Natrium-Desoxycholat
Natrium-Orthovanadat (NazVOj)
Natriumchlorid

Natriumfluorid

NP 40

Oligo-(dT)-Zellulose

PD98059

PDGF-BB, rekombinant, menschlich
Penicillin/Streptomycin-Losung (Zellkultur)
PMSF

Polyvinylpyrrolidon (PVP-360)
Protein A Sepharose

Protein G+ Agarose

Protein-Marker (vorgefirbt fiir SDS-PAGE) -

Proteinase K
SB203580

SDS

Sperma-DNA (Hering)
3-Mercaptoethanol
tRNA aus Hefe
TEMED

TPA
Tributylzinn-Chlorid
Tris

Triton-X-100

Trypsin (Zellkultur)
Wasserstoff-Peroxid (H2O2)
Zellkultur-Artikel

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Calbiochem, Bad Soden
Biomol, Hamburg
Gibco, Eggenstein
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Dianova, Hamburg
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

M. Gaestel, Berlin
Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen
Difco, Detroit

Merck, Darmstadt
Greiner, Niirtingen
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Antikorper

anti-EGF-Rezeptor

monoklonal, Isotyp:IgG2a, Klon 528, gegen
humanen EGF-Rezeptor aus A431-Zellen.
Fir EGF-Rezeptor-Immunpréizipitation.

anti-EGF-Rezeptor

polyklonal, IgG, gegen ein EGF-Rezeptor-
Peptid Aminosduren:1005-1016.

Fir v-erbB-Immunprézipitation.

anti-EGF-Rezeptor
monoklonal, Isotyp IgG2b, gegen ein EGF-
Rezeptor-Peptid Aminosduren: 996-1022.

Fiir EGF-Rezeptor-Nachweis im Western-Blot.

anti-ErbB2 ,,toby* polyklonal

anti-Erk-1,2 (polyklonal IgG, K-23, gegen die

Aminosduren 305-327 des Ratten-Erk-1

anti-Kaninchen-Immunglobuline, gekoppelt an
Peroxidase aus Meerettich (polyklonal, IgG, aus

Ziege, gegen Kaninchen-Immunglobuline)

anti-Maus-Immunglobuline, gekoppelt an

Peroxidase aus Meerettich (polyklonal, IgG, aus

Kaninchen, gegen Maus-Immunglobuline)

anti-PDGF-Rezeptor
monoklonal, Isotyp IgG2b, gegen die

Aminosiduren 1-187 des humanen PDGF-

Rezeptors.

anti-Phospho-Tyrosin ,,PY20
monoklonal, Isotyp: IgG2b

anti-Shc

polyklonal, gegen die Aminosduren 359-473 des

humanen Shc-Proteins.

anti JNK 1 (C17),
polyklonal, gegen die Aminoséduren 368-384
der humanen JNK/SAPK (p54Yy)

anti JNK-2 (N-18)
polyklonal, gegen die Aminoséuren 5-22 der
humanen JNK/SAPK (p540)

Dianova, Hamburg

Santa Cruz, Kalifornien

Transduction Labs, Exeter

Nancy Hynes, Basel

Santa Cruz, Kalifornien

Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Transduction Labs, Exeter

Transduction Labs, Exeter

Transduction Labs, Exeter

Santa Cruz, Kalifornien

Santa Cruz, Kalifornien
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Zellen

A431 ist eine menschliche epidermale Karzinom-Zellinie (Ullrich et al., 1984),
die Aufgrund einer Chromosomentranslokation und Genamplifikation sehr
hohe Mengen an EGF-Rezeptor exprimiert. Erhalten von J. van Zoelen,
Nijmegen.

B82-Zellen sind Derivate von Maus-L-Zellen. Parentale B82-Zellen, sowie mit
dem humanen EGF-Rezeptor oder einer kinase-defizienten Mutante stabil
transfizierte (Chen et al., 1987) wurden von G. Gill, San Diego zur Verfiigung
gestellt.

HeLa tk- (in der vorliegenden Arbeit als HeLa bezeichnet) ist eine menschliche
Kervixkarzinom-Zellinie. Diese Zellinie wurde von Y. C. Chun, Durham, zur
Verfiigung gestellt.

NIH3T3-ES4-Zellen, die mit einem retroviralen Vektor fiir das v-erbB
Onkogen transfiziert sind, wurden von A. Ullrich, Martinsried, zur Verfiigung
gestellt.

NIH3T3-Fibroblasten, die mit dem humanen B-PDGF-Rezeptor stabil
transfiziert sind, wurden von A. Ullrich, Martinsried, zur Verfligung gestellt.

Rat-1-HER ist eine Ratten-Fibroblasten-Zellinie, die mit einem retroviralen
Expressionsvektor fiir den humanen EGF-Rezeptor stabil transfiziert ist
(Wasilenko et al., 1991). Die Zellinie wurde von M. J. Weber, Charlottesville
zur Verfiigung gestellt.

UV-Lampen

Alle UV-Lampen waren von Vetter, Wiesloch. Im Labor von M. Tevini,
Institut fiir Pflanzenphysiologie, Universitdt Karlsruhe wurde von den Lampen
ein Emissionsspektrum aufgenommen. T

Die UVC-Lampe war mit einer G15T8-10R-Rohre (NIS, Japan) und einem
Filter (UG-5), der sichtbares Licht filtert, ausgestattet. Sie strahlte in 16 cm
Abstand von der Messzelle mit einer Gesamtleistung von ca. 4,5 W/m2 einen
sehr kleinen Wellenldngenbereich zwischen 252 und 255 nm ab.

Die UVB-Lampe strahlte mit einer Philips TL.20/12-Réhre durch einen Filter
(UG-5) mit 4,2 W/m2. Die halbmaximale Strahlung wurde zwischen 285 nm
und 330 nm mit einem Maximum bei 312 nm emitiert.

Die F15T8-BL-Rohre (NIS, Japan) der UVA-Lampe strahlte durch einen
UVC-Filter (UG-1) mit 4,5 W/m2 halbmaximal zwischen 335 nm und 370 nm,
wobei das Emissionsmaximum bei 353 nm lag.
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Zur Veranschaulichung sind die Emissionspektren der UV-Lampen grafisch
dargestellt.
a) W-m?2
2,5

20 T
1,5 +
1,0 +

0,5 1
UvC UVB UVA

0.0 N e e et S
250 275 300 35 . 350 375 400 nm

b) Wm?
0,15 ¢

0,10 +

0,05 +

0,00

250 275 300 325 350 375  400nm

Abb. 1) Emissionsspektren der in dieser Arbeit verwendeten UV-Lampen.

a) Die Strahlungsstirke der UVA, UVB und UVC-Lampen wurden als Funktion der
Wellenlidnge aufgetragen.

b)  Die Strahlungsstirke der UVA und UVB-Lampen wurde zur besseren Veranschaulichung
mit einer feineren Ordinatenskala als in a) aufgetragen.
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cDNA-Fragmente zur Hybridisierung von mRNA im Northern-Blot.

v-fos (Maus):  Pstl-Fragment aus dem Plasmid pUC9-v-fos (Curran et al.,
1982; Rahmsdorf et al., 1987).

c-jun (Mensch): HindIIl/Pstl-Fragment des Plasmids RSV-c-jun (Angel ef al.,
1988).

GAPDH (Ratte): Pstl-Fragment des Plasmids pGAPDH-13 (Fort et al., 1985).
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Methoden

Die verwendeten Standard-Methoden sind z.B. in Ausubel et al., 1987
beschrieben. Spezielle Methoden sind mit Referenzen versehen.

Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 6 % CO2, 95 % Luftfeuchte und 379C in einem
Brutschrank kultiviert. Simtliche Manipulationen an den Zellen erfolgten an
einer Sterilbank. Medien, Puffer und Glaswaren waren steril. Alle
verwendeten Zellen wurden in Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM)
mit 10 % FCS (fotales Kélber Serum) und 100 U/ml Penicillin / Streptomycin
kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen Kunststoff-
Zellkultur-Flaschen oder Zellkultur-Schalen. Um die Zellen zu passagieren
wurden sie einmal mit einer Trypsinlosung (0.25 % in 15 mM Na-Zitrat,
134 mM KCl, 0.001 % Phenolrot, pH 7.6) gewaschen, und fiir einige Minuten
mit 0.5 ml bis 1.5 ml Trypsinlosung inkubiert (trypsinieren). Durch Klopfen
an den Rand des Zellkultur-Gefdes wurde das Ablosen erleichtert. Das
Ablosen der Zellen wurde mit einem Mikroskop kontrolliert. Die Zellen
wurden mit Medium gesammelt und gut suspendiert. Ein Tropfen der
Suspension wurden mittels einer Neubauer-Zahlkammer gezihlt. Die Zellen
wurden dann in der gewiinschten Verdiinnung ausplattiert.

Um die Zellen einzufrieren, wurden sie trypsiniert und bei 330 x g fiir 3 min
abzentrifugiert. Die Zellen wurden in kaltem Einfrier-Medium (DMEM mit
20 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert, in Einfrier-Réhrchen verteilt
und sofort fiir eine Stunde auf Eis gestellt. Dann wurden sie in einem isolierten
GefdBl auf -200C und danach auf -800C abgekiihlt. Nach ein paar Tagen
wurden die Einfrier-Rohrchen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die Einfrier-Rohrchen fiir wenige Minuten in einem
370C-Wasserbad erwdrmt und die Zellen wurden in 10 ml Zellkultur-Medium
iiberfiihrt. Um das DMSO auszuwaschen, wurden die Zellen bei 330 x g fiir
3 min sedimentiert und vorsichtig in 370C warmem Zellkultur-Medium
resuspendiert und dann ausplattiert.
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Behandlung der Zellen

Fiir die meisten Experimente wurden die Zellen fiir 6 Stunden in serumfreien
Medium gehungert, um zu vermeiden, dall Serum-Komponenten durch das
Bewegen der Schalen wahrend des Versuchs zur Rezeptor-Stimulation fiihrten.
Die Agenzien wurden aus 100-fachen oder 1000-fachen StammlGsungen
zugesetzt. Insbesondere Agenzien, die in nichtwidBrigen Losungen geldst
waren, also entweder in DMSO oder in Methanol wurden aus 1000-fachen
Stamml6sungen zugesetzt. In DMSO waren die Kinase-Inhibitoren AG1296,
AG1478, PD98059, SB203580 gelost, wahrend Tributylzinn mit Methanol
verdiinnt war.

Die UV-Bestrahlung erfolgte durch eine etwa 2 bis 3 mm dicke Schicht
phenolrotfreiem MEM-Medium (Gibco, Eggenstein), um bei ldngerer
Bestrahlungsdauer das Austrocknen der Zellen zu vermeiden. Die Zellen
wurden 6 Stunden in diesem Medium vorinkubiert.

Herstellung von Proteinlysaten

GleichmiBig ausplattierte, konfluente Zellen wurden nach der Behandlung
durch Zugabe von 350 pl bis 1 ml zweifachem Protein-Probenpuffer (20 %
Glycerol, 4 % SDS, 0.16 M Tris pH 6.8, 4 % B-Mercoptoethanol, 0.05 %
Bromphenolblau) auf der Platte lysiert. Die Proteinextrakte wurden in
ReaktiongefidBle iiberfiihrt und mit Ultraschall sonifiziert, um die DNA zu
zerkleinern. Die Proben wurden fiir 5 min bei 950C erhitzt und konnten dann
auf ein Proteingel geladen werden.

Herstellen der Na3VO4-Stammlosung (Kypta et al., 1988)

0.183 g Na3VO4 (100 mM) wurde in 10 ml H2O gel6st und mit 150 pl 37 %
HCI auf pH 10 eingestellt, wobei ein Farbumschlag nach gelb erfolgte. Danach
wurde die Losung im kochenden Wasserbad erhitzt, bis die gelbe Fiarbung
wieder verschwand; der pH-Wert wurde nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
bestitigt. Die Stammlosung konnte fiir maximal 6 Wochen bei 40C aufbewahrt
werden.
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Immunprézipitation

GleichméBig ausplattierte, konfluente Zellen wurden nach der Behandlung mit
eiskaltem Cat+*- und Mgt+-freiem PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI,
6.5 mM Na)HPOy4 x 2 H;O, 1.5 mM KHyPOy4) gewaschen und durch
Zugabe von eiskaltem Koprézipitations-Puffer (30 mM Tris pH 7.4, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 % Triton X-100, 0.5 % Na-Desoxycholat, 10 mM
NaF, 1 mM PMSF, 10 ug/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin und 1 mM
Na3VOy4) auf der Platte lysiert. Dieser Lysis-Puffer lysiert zwar die
Zellmembran, aber nicht die Zellkerne und er ist so mild, daB er Protein-
Wechselwirkungen, wie z.B. SH2-Tyrosinphosphat-Bindungen nicht zerstort.
Dies ermoglichte die Assoziation von Shc-Protein mit dem EGF-Rezeptor zu
untersuchen. Nach 10 min Inkubation im Kiihlschrank wurden die Lysate in
vorgekiihlte Reaktionsgefésse tiberfiihrt und die Zellkerne wurden durch 10
min Zentrifugation bei 13000 x g und 40C pelletiert. Der Uberstand wurde in
neue Reaktionsgefdsse tiberfiihrt und mit 3 - 5 |l polyklonalem Antiserum
oder 0.5 - 1 ug monoklonalen Antik6rpern versetzt. Dann wurden 35 ul
Protein-A-Sepharose, bei Verwendung von polyklonalen Seren, oder 35 ul
Protein-Gt-Agarose bei monoklonalen Antikérpern dazupipettiert. Jeweils 6
Reaktionsgefisse wurden in ein 50 ml-Reaktionsgefdfl gesteckt und die
Immunprizipitation wurde fiir zwei Stunden bei 49C rotiert. Die
Immunprézipitation wurde 4 mal mit eiskaltem Koprézipitations-Puffer und
1 mal mit 1 mM EDTA, 50 mM Tris pH 7.5 gewaschen. Dazu wurde die
Immunprézipitation mit 500 pl dieser Puffer resuspendiert und wieder
pelletiert (10 sek, 13000 x g). Der Uberstand wurde jeweils mit Hilfe einer
Spritze abgezogen.

Immunkomplex-Kinase-Experiment zur Untersuchung der JNK/SAPK-
Aktivitit

10 cm Schalen mit HelLa-Zellen wurden nach der Behandlung mit eiskaltem
PBS gewaschen in Lysis-Puffer (20 mM Tris pH 7.5, 137 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 1 % Triton X-100, 10 % Glyzerin, 2 mM Natriumpyrophosphat,
25 mM B-Glycerophosphat, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 10 pg/ml
Aprotinin und 10 pg/ul Leupeptin) lysiert. Es wurde eine Immunprézipitation
der INK/SAPK-Formen o und 7y durchgefiihrt. Dabei wurden die AntikOrper
C-17 und N-18 simultan verwendet. Die liber die spezifischen Antik6rper an
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die Protein-A-Sepharose gekoppelten Protein-Kinasen wurden zweimal mit
450 pl Lysis-Puffer und einmal mit 400 pl Kinase-Puffer (25 mM HEPES
pH 7.4, 25 mM MgCly, 25 mM B-Glycerophosphat, 0.1 mM Na3VOy4)
gewaschen. Die Kinase-Reaktion wurde mit 2 [lg rekombinanten GST-Jun-
Protein, 5 uCi [32P]-yATP, in einem Endvolumen von 25 i in Kinase-Puffer
direkt an den Immunkomplexen bei 30°9C fiir 20 min durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die Proben kurz zentrifugiert, der Uberstand mit dem
phosphorylierten Substrat in ein neues Reaktionsgefdl gegeben und 25 ul
Protein-Probenpuffer (20 % Glycerol, 4 % SDS, 0.16 M Tris pH 6.8, 4 % 8-
Mercaptoethanol, 0.05 % Bromphenolblau) zupipettiert. Die Proben wurden
5 min auf 959C erhitzt und in einem 12 %-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fiir 10 min in
Waschpuffer (5 % Trichloressigsdure, 10 mM Natriumpyrophosphat)
geschwenkt, getrocknet und fiir die Autoradiographie wurde ein Rontgenfilm
exponiert.

Membran-Préiparation (Modifiziert nach Bar-Sagi et al.. 1988)

5 bis 10 15 cm Schalen A431-Zellen wurden fiir eine Stunde mit 1 mM
Na3VOg4 inkubiert und dann fiir 5 min mit 20 ng/ml EGF behandelt. Alle
weiteren Praparationsschritte wurden bei 49C oder auf Eis durchgefiihrt. Die

Platten wurden zweimal mit kaltem Cat+- und Mg*t+-freiem PBS
(137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 6.5 mM NayHPO4x 2 H0, 1.5 mM

KH,PO,4) gewaschen, von den Platten abgeschabt und in Cat+- und Mgt+-

freiem PBS aufgenommen. Die Zellen wurden bei 330 x g sedimentiert, in
10 ml hypotonem Puffer (20 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 10 pg/ml
Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin, 1 mM PMSF) resuspendiert und fiir 25 min
mit 4 ml Hypolysis auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann durch 50 Hiibe
mit dem einem Glas-Homogenisator (Typ: "tight fitting dounce")
aufgebrochen. Die Zellkerne wurden durch 5 min Zentrifugation bei 2000 x g
bei 40C sedimentiert. Der membranhaltige, triibe Uberstand wurde in
Polyallomer-Ultrazentrifugen-Rhrchen aliquotiert und fiir 25 min bei 100000
X g bei 40C zentrifugiert. Das Membran-Sediment wurde mit Hilfe einer
Spritze (0,6 mm-Kaniile) in hypotonem Puffer ohne oder mit 0,5 % Triton-X-
100 resuspendiert. In dieser Suspension fand keine Autophosphorylierung des
EGF-Rezeptors statt, vermutlich weil kein ATP vorhanden war.
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Membran-Dephosphorylierung

Um die Tyrosin-Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors in A431-Membranen
zu messen, wurden Aliquots der Membranen mit oder ohne NAC fiir 0, 5 oder
15 min bzw. 0, 3 oder 10 min bei 370C in einem Riittler inkubiert. Die
Dephosphorylierungs-Reaktion wurde durch Zugabe des gleichen Volumens
zweifachen Protein-Probenpuffer gestoppt. Die Tyrosin-Phosphorylierung
wurde mittels Western-Blot untersucht.

SDS Gel Elektrophorese

Zwei gut gereinigte Gel-Glasplatten wurden mit 1 mm Abstandshaltern
(Spacern) und einem Silikon-Dichtungsschlauch mit Hilfe von Federblechklam-
mern zusammengesetzt. Zwischen die Glasplatten wurden das Trenngel
gegossen, so da3 noch 4 cm Hohe fiir das Sammelgel blieben.

Fir die Analyse der Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung wurde meistens
7,5 %iges und fiir die Mapkinase 10 %iges Trenngel verwendet. Fiir die
Auftrennung bei Koimmunprézipitations-Experimenten wurden 7.5 % -
20 %ige Gradientengele gegossen. Die Trenngele wurden wie folgt angesetzt:

50ml 7.5% |[S0ml 10% |15ml 7.5% |[15ml 20%

fiir Gradient | fiir Gradient

Gelstock (Rotiphorese) | 12.5 ml [16.65 ml 375 ml |10 ml
1.5 M Tris pH 8.8 125 ml |12.5 ml 3.75 ml 3.75 ml
20 % SDS 0.25 ml 0.25-ml |75 ul |75 ul
H>0 2425 ml |20.1 ml 74 ml 120.1 ml
TEMED 0.5 ml 0.5 ml |40 ul 140 ul
APS 30 ul 30 wl 6 ul 6 ul

Die Gradienten wurden gegossen, indem die Trenngel-Losungen in zwei
kommunizierende Plexiglas-Sdulen gegeben wurden. Die Sdule mit der
20 %igen Gel-Losung war durch einen Silkonschlauch mit einer Pumpe
verbunden, die die Gel-Losung langsam zwischen die Glasplatten pumpte.
Durch das Absinken des Fliissigkeits-Spiegels lief 7.5 %iges Gel nach, das mit
der 20 %-Gel-Losung vermischt wurde, wobei die Konzentration dieses
Gemisches sich fortlaufend bis auf fast 7.5 % erniedrigte.
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Nach der Polymerisation wurden die Trenngele mit 10 ml Sammelgel (5.1 %
Acrylamid/Bisacrylamid (1.7 ml Rotiphorese), 0.125 M Tris pH 6.8, 0,2 %
SDS, 1% APS, 0.1 % TEMED) iiberschichtet und mittels geeigneter
Teflonkdmme wurden Probentaschen gegossen. Das polymerisierte Gel wurde
in eine Gelkammer eingespannt, die mit Laufpuffer (25 mM Tris pH 8.3,
0.2 M Glycin, 0.1 % SDS) gefiillt wurde. Die in Protein-Probenpuffer
denaturierten Proteinextrakte wurden mit einer 100 pl-Haemilton Glasspritze
aufgetragen. Die Gele liefen mit 30 mA konstantem Strom.

Transfer von Proteinen auf Membranen und "Western Blot" Analyse

Nach dem Gellauf wurde ein Teil des Gels mit Coomassie gefdrbt, um
sicherzustellen, daf gleiche Protein-Mengen geladen worden waren. Der Teil
des Gels, der mit AntikOrpern gefarbt werden sollte, wurde luftblasenfrei auf
eine Immobilon PVDF-Membran transferiert ("geblottet"). Dieser Protein-
Transfer erfolgte in 25 mM Tris-Base pH 8.3, 250 mM Glycin,
20 % Methanol in einer Biorad-Blotkammer bei einer Stromstirke von ca.
450 mA fiir 4 bis 16 Stunden.

Die Immobilon PDVF-Membran wurde noch feucht vom "Blotten" in 10 %

Milch (10 % w/v Trockenmilch-Pulver, 0.1 % Tween-20 in PBS
(137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.7 mM CaCl; x 2 H,O, 0.6 mM MgCl, x

6 H,O, 6.5 mM NayHPO4 x 2 HyO, 1.5 mM KHyPOy)) fiir 1 Stunde
geschwenkt, um die unspezifischen Protein-Bindungsstellen abzusittigen. Dann
wurde die Membran in 0.2 mm dicke PE-Folie eingeschweifit. Der Antikorper
gegen Tyrosinphosphat oder gegen das zu untersuchende Protein wurde in
einer Verdiinnung von 1:1000 bis 1:10000 v/v in 5-10 ml 10 % Milch, dazu
gegeben.

Nach einstiindigem Schwenken des Filters wurde er dreimal fiir 5 min in PBS
mit 0.1 % Tween gewaschen und wieder in eine Folie eingeschweif3t. Nun
wurde ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter Antikdrper (Anti-Kaninchen
gegen polyklonales Serum) oder (Anti-Maus gegen monoklonale Antikorper)
zugegeben, der 1:2000 in 10 % Milch verdiinnt war. Nach erneuter
einstiindiger Inkubation unter Bewegung, wurde die Membran dreimal fiir
10 min in PBS mit 0.1 % Tween gewaschen. Dann wurde die Membran fiir
1 min in 5 ml eines 1:1 Mix der Amersham ECL Losungen 1 und 2 inkubiert.
Sofort danach wurden ECL-Filme fiir einige Minuten exponiert und
entwickelt.
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Coomassie-Blau-Firbung von Proteingelen

Das Proteingel wurde in Coomassie-Blau-Firbelosung (0.25 % Serva-Blau
G250, 50 % Methanol, 10 % Essigsdure) 2 Stunden geschwenkt und danach in
Coomassie-Entfiarber-1 (50 % Methanol, 10 % Essigsdure) und Entfirber-II
(5 % Methanol, 7 % Essigsdure) solange entfdrbt, bis deutliche Banden zu
sehen waren. Das Gel wurde dann auf Blotting-Papier gezogen und getrocknet.

Messungen der Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitdt und der Menge von
Thiolgruppen

1 ml-Aliquots einer Hefe-Alkohol-Dehydrogenase-Lésung (0,5 uM =
35 U/ml ADH, 50 mM Tris pH 8.8) wurden mit NAC, DTT, DMSA
behandelt oder nicht und daraufhin mit UV-bestrahlt oder mit H2O»2,
Jodazetamid oder mit TBT behandelt oder nicht. 50 pl-Aliquots davon wurden
mit 450 pl einer Substrat-Losung (1 mM NAD, 0.2 % Ethanol, 50 mM Tris
pH 8.8) gemischt und die Kinetik der NAD-Reduktion wurde durch
permanente Messung der OD3g4¢ iiber 50 sek verfolgt. Die relative
Thiolgruppen-Konzentration an der ADH wurde gemessen, indem die ADH-
Losung mit 1 mM DTNB versetzt wurde. DTNB reagiert mit Thiolgruppen.
Dies fiihrt zu einer Steigerung der Extinktion bei 412 nm (OD412).

Poly (A)T-RNA Priparation mit der Proteinase K Methode

2 x 107 HeLa-Zellen von 15 c¢cm Zellkulturschalen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und mit 10 ml denaturierendem Proteinase-K-Mix (100 mM NacCl,
20 mM Tris pH 7.4, 10 mM EDTA, 0.5 % SDS, 0.3 mg/ml Proteinase-K)
lysiert. Das Lysat wurde in 50 ml-Reaktionsgefdfle tiberfithrt und mit dem
Ultraturax 10 Sekunden homogenisiert um die DNA zu zerkleinern. Das Lysat
inkubierte 30 Minuten bei 37° C, um die Proteine zu verdauen. Das Lysat
wurde in ein 12 ml-Reaktionsgefafl tiberfiihrt und mit 1 ml 5 M NaCl und
1 ml Oligo-(dT)-Zellulose (ca. 100 mg Oligo-(dT) in HSB (300 mM NaCl,
10 mM Tris pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.1 % SDS) versetzt. Die poly-(A)T-RNA
wurde liber Nacht auf einer Rotationsapparatur an die Oligo-(dT)-Zellulose
gebunden. Die Zellulose wurde durch 2 min zentrifugieren bei 800 x g
sedimentiert und dreimal mit je 1 ml HSB und einmal mit 0.5 ml HO
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gewaschen. Die Elution der mRNA erfolgte-durch viermaliges Aufnehmen der
Oligo-(dT)-Zellulose in je 1 ml autoklaviertem Wasser und anschliefendes
Abzentrifugieren und Abtrennen des Sediments. Bei jedem Schritt wurden
950 pl des Uberstandes in einem Glasrohrchen auf Eis gesammelt. Die 3,8 ml
Gesamteluat wurden noch einmal bei 3300 x g fiir 10 min abzentrifugiert.
Zur Konzentrationsbestimmung der RNA wurden 400 il entnommen und die
ODj60nm bestimmt. Die anderen 3,4 ml wurden in ein 12 ml-Reaktionsgefif3
dekantiert und mit 235 pl 3 M Na-Acetat, 10 pg Hefe-tRNA und 9 ml
eiskaltem Ethanol versetzt und gemischt. Die RNA wurde binnen 15 min bei
-80° C gefillt und danach fiir 45 min bei 12000 Upm und 4°C in der Hermle

Swingout-Zentrifuge pelletiert. Des Pellet wurde im Exsikator getrocknet und
in einer Konzentration von 1 pg/pl in HyO bidest aufgenommen.

Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Konzentration der Nukleinsduren (RNA) in wéifBriger Losung wurde

spektroskopisch durch die Messung ihrer Extinktion bei 260 nm und bei
280 nm durchgefiihrt. Der Quotient aus OD2gonm /OD28onm Soll bei RNA

etwa 2:1 betragen. Eine ODjgonm von 1 entspricht bei RNA etwa 40pg/ml
Nukleinséure.

Northern Blotting und Hybridisierung

10 pg/ 10 wl poly-(A)t- mRNA wurden mit 20 pl Formamid-Denaturierungs-
Puffer (50 % umkristallisiertes Formamid, 6.5 % Formaldehyd, 10 pg/ml
Ethidium-Bromid, 1 x MOPS-Puffer (1 Liter 10 x MOPS-Puffer: 41.8 g
MOPS, 16.6 ml 3 M Na-Azetat pH 7, 20ml 0.5 M EDTA pH 8)) versetzt
und filir 10 min bei 659C denaturiert und danach sofort auf Eis abgeschreckt.
Um das 1,2 %ige Agarose-Gel herzustellen, wurden 1.44 g Agarose in
100 ml 1.2 x MOPS aufgekocht und nach dem Abkiihlen auf etwa 600C mit
20 ml 37 % Formaldehyd versetzt. Das Gel wurde dann unter dem Abzug
gegossen, auf Raumtemperatur abgekiihlt, in die Laufkammer eingebaut und
mit 1 x MOPS als Laufpuffer iiberschichtet.

Die denaturierte RNA wurde mit 3 ul 10-fach konzentriertem RNA-
Ladepuffer (50 % Formamid, 6.5 % Formaldehyd, 1 x MOPS-Puffer, 5 %
Glycerin, 0.05 % Bromphenolblau) vermischt und auf das 1.2 %ige Agarose-
Gel geladen.
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Die RNA wurde fiir 3 Stunden mit 150 Volt aufgetrennt, so daf3 sich die
Bromphenolblau-Bande etwa 7 cm von den Probentaschen entfernt hatte.
Nachdem durch Bestrahlung des Gels mit 302 nm UV-Strahlung sichergestellt
worden ist, da die Proben gleichméafBig viel RNA enthielten, die nicht
degradiert war, wurde die RNA auf Hybond N+-Membran transferiert.

Dazu wurde in eine Plastikwanne 20 x SSC (3 M Na(Cl, 0.3 M NajzCitrat x 2
H,0O) gefiillt, ein Kunststoffstdnder in diese Wanne gestellt und dariiber eine
Glasplatte mit drei Lagen Blotting-Papier gelegt, die in 20 x SSC getrénkt
waren und auf beiden Seiten in das 20 x SSC hineinragten. Das RNA-Gel
wurde luftblasenfrei aufgelegt und mit Parafilm® umrandet, so daB die
20 x SSC-Losung nur durch das Gel aufsteigen konnte. Auf das Gel wurde
luftblasenfrei die Hybond N*-Membran gelegt, dariiber drei Blotting-Papiere,
einen Stapel Kleenex®-Papiertiicher und eine Glasplatte, welche schlieBlich
noch beschwert wurde. Nach 16-stiindigen Blotten wurde die RNA durch
UVC-Bestrahlung und zweistiindigen Backen bei 80°C an der Membran fixiert.
Die Membran wurde vorhybridisiert, indem sie 2 Stunden bei 65°C in Vorhy-
bridisierungslosung (4 x SSC, 0.02 % Rinder-Serum-Albumin, 0.02 % Ficoll,
0.02 % Polyvinylpyrrolidone, 16.5 mM Na-Phosphat pH 7.3, 0.05 % Na-
Pyrophosphat) schwenkte, wobei nach einer Stunde 20 plg/ml Herings-Sperma-
DNA zur unspezifischen Absittigung der Membran zugegeben wurde.

Die DNA-Probe wurde indessen mit dem "DNA-Markierungs-Kit (Ready-
Prime)" Kit nach der Random-Primer Methode radioaktiv markiert.

Dazu wurden 50 ng der DNA-Probe in 45 ul H2O fiir 5 min bei 950C
denaturiert, abgekiihlt und mit dem Primer/Klenowenzym-Lyophilisat aus dem
Kit gemischt. Es wurde 30 LCi [32P] o—dCTP zugegeben und fiir 15 min bei
370C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 5 min Erhitzen auf 95°C und
anschliessendem Abschrecken auf Eis gestoppt.

Mittels Siulenzentrifugation wurden die nicht eingebauten Nukleotide von
denen, die in die DNA eingebaut waren abgetrennt. Das Sdulenmaterial
Sephadex-G-50 fraktioniert Molekiile von 1500 bis 30000 Dalton. Es ‘wurde in
1 x TE (50mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA) aufgequollen und dann
autoklaviert. In ein 1.5 ml Reaktionsgefdl wurde mit einer kleinen gliithenden
Kaniile ein feines Loch gestochen. In das Gefdll wurde eine Spatelspitze
Quarzsand gegeben und das Reaktionsgefdll wurde autoklaviert. In das Gefil3
wurde etwa 1.4 ml des gequollenen Sephadex-G-50 gefiillt. In einem 12 ml-
Reaktionsgefdal wurde ein geschlossenes 1.5 ml Reaktionsgefdf3, dariiber ein
geoffnetes, um die Probe aufzufangen und dariiber das S&dulengefdl an
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angeordnet. Die Sdule wurde 1 min bei 3300 x g abzentrifugiert. In die Mitte
der Séule wurde 30 pul Herings-Sperma-DNA (1 mg/ml) pipettiert und erneut
abzentrifugiert. Die Sdule wurde dann mit 1 ml 1 x TE gewaschen. Dann
wurde die radioaktive Probe in die Mitte der Séule geladen und
abzentrifugiert. Im Durchflufl befand sich nun die gereinigte Probe, wihrend
die freien Nukleotide in der Sdule zurtickblieben. 1 pl der Probe und die Sdule
wurden dann im Szintillationszdhler ohne Szintillationsfliissigkeit gemessen,
um die Einbaueffizienz zu bestimmen.

Die Membran wurde in eine Folie eingeschweilit und die
Hybridisierungslésung (4 x SSC, 10 mM EDTA, 0.1 % SDS), sowie die
DNA-Probe, die zusammen mit 20 pug/ml f.c. Herings-Sperma-DNA
denaturiert worden war, wurden zugegeben.

Dabei wurde das Hybridisierungsvolumen nach der Membranfliche bestimmt.
Dazu wurde die empirische Formel:

Membranfliche [cm2] - 13 + 30 % = X pl Gesamtvolumen angewendet.

Die Membran wurde fiir 24 Stunden bei 650C mit diesem Hybridisierungsmix
inkubiert. Danach wurde sie jeweils 30 min in den Waschlsungen A, B, C und
D gewaschen und schlieSlich autoradiografiert.

Northern Filterwaschlosungen:

A BundC |D
SSC 2 X 1x 0,5 x
0.5 M Na-Phosphat pH 7,3 3.3 % 3,3 % 3,3 %
1,5 % Na-Pyrophosphat

SDS 0,1 % 0,1 % 0,1 %

Um die Membran emneut zu hybridisieren, wurde sie fiir 30 min in 0,5 % SDS
gekocht, um die DNA-Probe zu entfernen. Danach konnte sie wieder
vorhybridisiert und hybridisiert werden.
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Ergebnisse

Mechanismus der UV-induzierten Wachstumsfaktor-Rezeptor-
Aktivierung

Der Grad der Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors in UV-
bestrahlten Zellen ist abhingig von der Dosis und der Wellenldnge der
verwendeten Strahlung

In mehreren Publikationen wurde berichtet, dal die Bestrahlung von
Sédugetierzellen in Zellkultur mit ultravioletter Strahlung eine Steigerung der
Tyrosin-Phosphorylierung von verschiedenen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und
Protein-Tyrosin-Kinase-Substraten hervorruft. So ist die Tyrosin-Kinase c-Src
(Devary et al., 1992), die ZAP-70-Tyrosin-Kinase (Schieven et al., 1994) und
der Insulin-Rezeptor (Coffer et al., 1995) nach UV-Bestrahlung verstirkt an
Tyrosinen phosphoryliert. Eine Steigerung der Tyrosin-Phosphorylierung des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF—Rezeptors) wurde in mehreren
Zellinien mit allen drei Wellenldngenbereichen der ultravioletten Strahlung
nachgewiesen: (Zheng et al., 1993; Schieven et al., 1994; Sachsenmaier et al.,
1994; Miller et al., 1994; Warmuth et al., 1994; Coffer et al., 1995; Knebel et
al., 1996). Um herauszufinden, welcher Wellenlingen-Bereich am
effizientesten die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors ausgelost, wurden
jeweils drei Strahlungsdosen (50 J/m2, 500 J/mZ2 und 5000 J/m?2) von UVA,
UVB und UVC in einem Experiment miteinander verglichen. Dieses
Experiment konnte einen Hinweis auf- die, durch die UV-Strahlung
modifizierten Zielmolekiile geben. Das Uberleben der Zellen nach UV-
Bestrahlung ist stark von der verwendeten Wellenldnge abhdngig. 5000 J/m?2
UVA fiigt den Zellen keinen morphologisch sichtbaren Schaden zu, wihrend
5000 J/m2 UVB oder 50 J/m? UVC ein bis zwei Tage nach der Bestrahlung
zum Absterben der Zellen fiihrt (Vile et al., 1995). DNA hat bei 260 nm ein
Absorptionsmaximum und der, durch kurzwellige UV-Strahlung erzeugte
DNA-Schaden kann bei diesen Dosen nicht mehr repariert werden.

Um die Tyrosin-Phosphorylierung des EGEF-Rezeptors zu untersuchen, wurden
Ratten-Fibroblasten (Rat-1-HER), die stabil den menschlichen EGF-Rezeptor
exprimierten, nicht behandelt, mit UV bestrahlt oder mit EGF behandelt. Die
Steigerung der UV-induzierten EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung war
im verwendeten Bereich dosisabhingig und wurde in UVC-bestrahlten Zellen
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etwa dreimal so stark induziert wird wie in UVB-bestrahlten Zellen (Abb. 2a:
Spur 7 und Spur 10). In UVB-bestrahlten Zellen war die Tyrosinphosphory-
lierung wiederum 2 bis 3 mal so effizient induziert wie in UV A-bestrahlten
Zellen. Die durch 5000 J/m2 UV-Strahlung induzierte EGF-Rezeptor-Tyrosin-
Phosphorylierung entsprach ungeféhr derjenigen, die durch 2 ng/ml EGF
hervorgerufen wurde. Der Unterschied zwischen UVC- und UV A-induzierter
EGF-Rezeptor-Phosphorylierung korreliert nicht gut mit der Zellabtotung.
Dies deutet darauf hin, daBl unterschiedliche Zellkomponenten und
Mechanismen fiir EGF-Rezeptor-Phosphorylierung und Zellabtdtung
verantwortlich sind.

Oxidativer Stress fiihrt in sehr kurzer Zeit zu einer Zunahme von Tyrosin-
Phosphorylierung am EGF-Rezeptor. Dies hat eine verstirkte Assoziation des
Briickenproteins Shc mit dem Rezeptor zur Folge

Die Bestrahlung von Zellen mit UVA fiihrt zu einer Zunahme von reaktiven,
oxidativen Intermediaten (ROI's) (z.B. Tyrrell, 1991; Negre-Salvayre et al.,
1992; Godar et al., 1993; Miyachi, 1995; Tyrrell, 1995). Diese UV-induzierten
ROI's kénnten die Tyrosin-Phosphorylierung am EGF-Rezeptor vermitteln.
Um dies zu untersuchen, wurden Zellen mit oxidativen Agenzien behandelt und
die Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors wurde bestimmt.

Der Mechanismus fiir die UV-induzierte Aktivierung des EGF-Rezeptors war
zu Beginn dieser Arbeit vollig unklar und die Beteiligung des EGF-Rezeptors
an der UV-induzierten Genaktivierung ein nicht erwarteter Befund. Umso
wichtiger war es Experimente durchzufiihren, die neben den wenigen bereits
verOffentlichten Hinweisen fiir eine funktionelle Aktivierung des EGF-
Rezeptors (Sachsenmaier et al., 1994) weitere Evidenzien fiir Funktionalitét
liefern konnten. Eine physiologische Reaktion der EGF-induzierten EGF-
Rezeptor-Phosphorylierung ist die Bindung von SH2-Doménen-Proteinen, z.B.
Shc-Isoformen, die an der Signaltransduktion beteiligt sind, an den Rezeptor
(Batzer et al., 1994; Okabayashi et al., 1994; Pronk et al., 1994).

Um Hinweise auf den Mechanismus der durch UV-Strahlung induzierten EGF-
Rezeptor-Phosphorylierung und ihrer Funktionalitidt zu erhalten, wurde der
EGF-Rezeptor immunprézipitiert und die Menge an koprézipitierten Shc-
Isoformen mittels Western-Blot bestimmt (Abb. 2b). Neben EGF- und UVC-
verstiarkte auch HpO2-Behandlung der Zellen die Tyrosin-Phosphorylierung
am EGF-Rezeptor deutlich (Abb. 2b). Nach allen drei Behandlungen wurde
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auch eine verstidrkte Bindung von Shc-Isoformen beobachtet. Diese Resultate
unterstiitzen die Annahme, dafl ROI's bei der funktionellen Aktivierung des
EGF-Rezeptors in UV-bestrahlten Zellen eine Rolle spielen.

Die UV und H»>O3 _induzierte Tyrosin-Phosphorylierung am EGF-Rezeptor ist
ligandenunabhéngig

Um zu untersuchen, ob die UV-induzierte EGF-Rezeptor-Aktivierung
ligandenabhéngig ist, wurden NIH3T3-Zellen bestrahlt, die mit einem
retroviralen Vektor, der fiir ein onkogenes Mitglied der EGF-Rezeptor-
Familie ohne Liganden-Bindedomine (ES4-v-ErbB) kodiert, transfiziert
waren. Auch diese Mutante war verstdrkt an Tyrosinen phosphoryliert, wenn
die Zellen mit UV oder H2O2 behandelt worden waren (Abb. 2c: v-erbB).
Dieses Ergebniss schliefit eine Beteiligung der extrazelluldren Doméne bei der
Aktivierung durch UV-Strahlung aus.

Bei diesem Experiment wurde nicht nur die Immunprézipitation des v-ErbB-
Proteins auf Tyrosin-Phosphorylierung untersucht, sondern auch ein Aliquot
des Gesamtprotein-Extraktes aus diesen NIH3T3-Zellen. Diese Phosphotyrosin-
Analyse des Gesamtzell-Extraktes diente in allen Experimenten als Kontrolle
fiir die Effizienz der Behandlung. Dabei fiel besonders auf, dafl ein 190 kD-
Protein in UV- und HyO2-behandelten NIH3T3-ES4-Zellen verstarkt an
Tyrosinen phosphoryliert war (ohne Abb.). Die Rezeptor-Tyrosin-Kinase
ErbB?2 ist ein weit verbreitetes Mitglied der EGF-Rezeptor-Familie mit einem
Molekulargewicht von 190 kD. Es lag also nahe, mit diesen Extrakten eine
ErbB2-Immunprézipitation durchzufiihren und zu iiberpriifen, ob das
immunprizipitierte Protein an Tyrosinen phosphoryliert ist. ErbB2 war in
nicht behandelten Zellen deutlich an Tyrosinen phosphoryliert, Diese
Phosphorylierung wurde durch eine UV-Bestrahlung oder H2O2-Behandlung
der Zellen verstirkt (Abb. 2c: ErbB2).
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Abb. 2) UV und HpO, induzierte EGF-Rezeptor-Phosphorylierung.

a)

b)

c)

Dosis- und Wellenldngen-Abhéngigkeit der UV-induzierten EGF-Rezeptor-Tyrosin-
Phosphorylierung. Rat-1-Her Zellen wurden fiir 6 Stunden in FCS-und phenolrotfreiem
Medium inkubiert und fiir 1 Stunde mit 1 mM Na3VO4 vorbehandelt. Die Zellen wurden
nicht behandelt (Spur 1) oder durch eine diinne Schicht Medium mit 50 J/m? (Spuren 2,
5 & 8), 500 J/m? (Spuren 3, 6 & 9) oder 5000 J/m?2 (Spuren 4, 7 & 10) UVA, UVB
oder UVC bestrahlt oder mit 2ng/ml EGF behandelt (Spur 11) und 5 min nach Beginn
der Behandlung geerntet. Die Zellen wurden auf der Platte mit 2 x SDS-Probenpuffer
lysiert und die Lysate wurden auf EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung untersucht

(Blot aPY). Die PVDF-Membran mit den Proteinproben wurde "gestrippt" und die
Menge an EGF-Rezeptor Protein wurde kontrolliert (Blot *)EGFR).

UV und H,O, fithren zur verstidrkten Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und

zur Assoziation von Shc-Protein an den EGF-Rezeptor. HeLa tk™-Zellen und Rat-1-
HER-Zellen wurden fiir 6 Stunden in FCS-und phenolrotfreiem Medium inkubiert und
fiir eine Stunde mit 0,1 mM NazVO4 vorbehandelt. HeLa-Zellen wurden fiir 5 min nicht

behandelt (Ko), mit 1500 J/m? UVC bestrahlt (UV), mit 150 uM HO» oder 10 ng/ml

EGF behandelt. Rat-1-HER-Zellen wurden fiir 5 min mit 3000 J/m? UVC bestrahlt
(UV), mit 10 ng/ml EGF behandelt oder nicht behandelt (Ko). Die Zellen wurden in
Koprézipitationspuffer lysiert und der endogene EGF-Rezeptor aus HeLa-Zellen bzw. der
transfizierte EGF-Rezeptor aus Rat-1-HER-Zellen immunprizipitiert. Der
immunprizipitierte EGF-Rezeptor wurde im Western Blot auf Tyrosin-Phosphorylierung

untersucht (Blot oPY). Mit Hilfe eines aShc-Antikdrpers wurde die Menge an
koimmunprizipitierten Shc-Isoformen bestimmt (Blot aShc).

Die UV- oder HpOj-induzierte EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung ist
ligandenunabhéngig. NIH3T3-ES4-Zellen, die mit einem retroviralen Vektor stabil
transfiziert sind, der fiir das virale v-ErbB-Protein kodiert, wurden 6 Stunden lang in
FCS-und phenolrotfreiem Medium inkubiert und fiir 1 Stunde mit 0,1 mM Na3VOq4

inkubiert. Die Zellen wurden fiir 5 min nicht behandelt (Ko), mit 5000 J/m2 UVC
bestrahlt (U) oder mit 1 mM H,O; (H) inkubiert. Das v-erbB Protein wurde mit dem
polyklonalen Antiserum "1005", das gegen eine intrazelluldre Domine des EGF-
Rezeptors gerichtet ist und die ErbB2-Rezeptor-Tyrosin-Kinase mit dem polyklonalen
Serum "Toby" immunprézipitiert. Die immunprézipitierten Proteine wurden im Western
Blot auf Tyrosin-Phosphorylierung untersucht.
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Wechselwirkungen zwischen dem EGF-Rezeptor und ErbB2 in UV-bestrahlten
oder HyO»-behandelten Zellen

Die EGF-Behandilung von Zellen, die sowohl den EGF-Rezeptor als auch
ErbB2 exprimieren, fiihrt neben der EGF-Rezeptor-Phosphorylierung auch zu
einer Phosphorylierung von ErbB2 (Stern und Kamps, 1988; Wada et al.,
1990; Qian et al., 1992). Da EGF nicht an ErbB2 bindet, muf3 ein
intermolekularer Phosphorylierungs-Mechanismus zwischen den Mitgliedern
der EGF-Rezeptor-Familie in Heterodimeren vorliegen.
Der Befund, dafl ErbB2 in UV- oder HyO2-behandelten Zellen an Tyrosinen
phosphoryliert war (Abb. 2c), machte es moglich zu untersuchen, ob eine
kinasedefiziente Mutante des EGF-Rezeptors durch ErbB2 phosphoryliert
werden kann. Eine solche Mutante kann nicht mehr autophosphorylieren,
sondern nur als Substrat fiir andere Kinasen fungieren. Es wurden B82-L-
Zellen mit unterschiedlichen Rezeptor-Kombinationen benutzt:
* Parentalen B82-Zellen exprimierten endogenes ErbB2, aber keinen EGF-
Rezeptor (B82-untransfiziert). .
 B82-EGFR-K721M war mit einem Plasmid, das fiir eine kinasedefiziente
EGF-Rezeptor-Mutante kodiert, stabil transfiziert
* und B82-EGFR-wt war mit einem Plasmid, das fiir den Wildtyp-EGF-
Rezeptor kodiert, stabil transfiziert worden (Chen et al., 1987).
Auch in diesen drei Zellinien konnte eine UV- und H2O2-induzierte-ErbB2-
Tyrosin-Phosphorylierung beobachtet werden, die mit der ErbB2-
Autophosphorylierungs-Aktivitdt erkldrt werden kann (Abb. 3: ErbB2-IP
Blot-aPY). .
Unerwartet war der Befund, daB EGF auch in der Zellinie, die den
kinasedefizienten EGF-Rezeptor exprimierte, zur Phosphorylierung von
ErbB2 fiihrt. (Abb. 3: B82-EGFR K721M, EGFR-IP Blot-a.PY, EGF-Spur).
Das war deshalb nicht zu erwarten, weil EGF nicht an ErbB2 binden und der
durch EGF stimulierte EGF-Rezeptor ErbB2 nicht phosphorylieren kann.
Entweder phosphorylieren sich ErbB2-Molekiile, stimuliert durch
Heterodimerisierung mit dem EGF-Rezeptor, selbst in einer intramolekularen
Reaktion oder es werden durch EGF stimulierte Oligomere erzeugt, die
mehrere ErbB2 Molekiile umfassen. Der gleiche Befund wurde auch in einem
anderen Labor gefunden (Wright et al., 1995).
In einer EGF-Rezeptor-Immunprézipitation aus den parentalen Zellen konnte
erwartungsgemifl keine tyrosinphosphorylierte Bande bei 180 kD
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nachgewiesen werden (Abb. 3: B82-untransfiziert, EGFR-IP Blot-oPY).
Dagegen wurde in den EGF-Rezeptor-Immunprézipitaten, sowohl aus den
B82-EGFR-K721M- als auch aus den B82-EGFR-wt-Zellen, eine verstidrkte
Phosphorylierung an Tyrosinresten des EGF-Rezeptors gefunden, wenn die
Zellen mit UV-Strahlung, H2O2 oder EGF behandelt worden waren (Abb. 3:
EGFR-IP Blot-aPY). Die naheliegenste Erkldrung fiir die Tyrosin-
Phosphorylierung des kinasedefizienten EGF-Rezeptors ist die
Phosphorylierung durch die ErbB2-Tyrosin-Kinase- Aktivitit.

Um die Funktionalitit der, durch ErbB2 vermittelten und durch UV-oder
H»0O3-induzierten EGF-Rezeptor-Phosphorylierung nachzuweisen, wurde
untersucht, ob Isoformen von Shc mit dem EGF-Rezeptor interagieren. Die
Assoziation von Shc mit dem EGF-Rezeptor korreliert sehr gut mit der Menge
an Tyrosin-Phosphorylierung (Abb. 3: B82-EGFR K721M, EGFR-IP Blot-
oShe). Offensichtlich fiihrt die, durch ErbB2 vermittelte EGF-Rezeptor-
Phosphorylierung zur Aktivierung von Signaltransduktion. Auffallig ist, daf} in
verschiedenen Zellinien unterschiedliche Isoformen von Shc mit dem EGF-
Rezeptor koprizipitieren. Wihrend man bei HeLa-Zellen alle drei Formen
findet (Abb. 2b), dominiert in Rat-1-Her-Zellen die 66 kD-Isoform (Abb. 2b)
und in Maus-B82-Zellen die 52 kD-Isoform von Shc (Abb. 3), obwohl in allen
Zellinien alle drei Formen exprimiert werden (ohne Abb.). Dies konnte darauf
beruhen, daB verschiedene Isoformen des murinen Shc bzw. des Shc der Ratte
sich in ihrer Affinitdt zum menschlichen EGF-Rezeptor unterscheiden.
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Abb. 3) UV, Hy0; und EGF stimulieren die Tyrosin-Phosphorylierung von ErbB2, EGF-
Rezeptor und einer kinasedefizienten Mutante des EGF-Rezeptors. Shc assoziiert mit dem
Wildtyp und dem kinasedefizienten EGF-Rezeptor in stimulierten Zellen.

B82-Maus-L-Zellen, die entweder mit einem Plasmid, das fiir den Wildtyp-EGF-Rezeptor
(B82-EGFR-wt) oder fiir eine kinasedefiziente EGF-Rezeptor-Mutante (B82-EGFR
K721M) kodiert, stabil transfiziert waren oder nicht transfizierte Zellen wurden fiir 6
Stunden in phenolrotfreiem Medium inkubiert. Die Zellen wurden mit 1 mM NazV Oy fiir
1 Stunde inkubiert, danach fiir 5 min entweder nicht behandelt (Ko), mit 1500 J/m2 UVC
bestrahlt (UV), mit 150 uM HO2 oder mit 2 ng/ml EGF behandelt. Die Zellen wurden
in Koprézipitationspuffer lysiert. Parallel wurde eine Immunprézipitation gegen den EGF-
Rezeptor und gegen ErbB2 durchgefiihrt. Die Gesamtzellextrakte, die EGF-Rezeptor- und
die ErbB2-Immunoprazipitation wurden im Western Blot auf Tyrosinphosphat untersucht

(Blot-0PY). Bei der Tyrosin-Phosphat-Analyse der Gesamtprotein-Extrakte (oberste
Reihe) wurden u.a. Banden bei 180 kD und 190 kD detektiert, die mit EGF-Rezeptor
bzw. ErbB2 kolokalisieren und in gleicher Weise phosphoryliert werden (mit EGFR bzw.
ErbB2 bezeichnet). Ferner wurde die Menge an p52-Shc bestimmt, das in der EGF-

Rezeptor-Immunprizipitation koprézipitiert worden war (Blot-aiShe).
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Die UV- und HyO7-induzierte EGF-Rezeptor-Phosphorylierung wird durch
thiolhaltige Antioxidanzien stark gehemmt

Wenn die Vermutung stimmt, daf die UV-induzierte EGF-Rezeptor
Phosphorylierung durch ROI's vermittelt wird, dann sollte eine kurze
Vorbehandlung der Zellen mit Antioxidanzien diese Phosphorylierung
hemmen oder verhindern.

Tatsdchlich hemmte eine fiinfminiitige Vorbehandlung der Zellen mit N-
Acetylcystein (NAC), reduziertem Glutathion oder L-Cystein die, durch UV
und H2O»2 hervorgerufene EGF-Rezeptor-Phosphorylierung deutlich
(Abb. 4a). Dies ist ein Hinweis fiir eine Beteiligung von ROI's an der UV-
induzierten EGF-Rezeptor-Phosphorylierung. Interessanterweise wurde auch
die durch EGF hervorgerufene Phosphorylierung deutlich gechemmt. Dies war
nicht zu erwarten, da EGF-vermittelte Rezeptor-Aktivierung bis jetzt nicht mit
oxidativen Vorgidngen in Verbindung gebracht worden ist (siehe Diskussion).
Weitere Evidenz fiir den kausalen Zusammenhang zwischen der UV- und
H7O3-induzierten EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung und der
verstirkten Assoziation von Shc mit dem EGF-Rezeptor liefert ein
Experiment, bei dem eine kurze Vorbehandlung der Zellen mit NAC nicht nur
die EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung hemmt, sondern auch die
Bindung von Shc (Abb.4b). Es sei angemerkt, daB NAC die UVC-Absorption
des Mediums nur etwa 1,4-fach erhoht und daher die Hemmwirkung nicht
allein durch einen Sonnenschirm-Effekt erklidrt werden kann. Die UVB- und
UV A-Absorption des Mediums wird durch NAC {iiberhaupt nicht erhoht.

Die Modifikation von Thiolgruppen induziert Tyrosin-Phosphorylierung an
Kinase-Substraten

Ein offensichliches Zielmolekiil fiir oxidative Modifikationen ist die Thiol-
Gruppe von Cysteinseitenketten. Die Bildung von neuen Disulfidbriicken
innerhalb des EGR-Rezeptors wiirde zu einer Konformationsénderung des
Rezeptors fiithren. Eine solche neue Konformation konnte die Kinase-Aktivitét
des EGF-Rezeptors steigern oder die Tyrosinreste exponieren und zu besseren
Substraten werden lassen. AuBerdem konnten intermolekulare Disulfidbriicken
die Oligodimere stabilisieren und dadurch zu einer erhohten Aktivitit fithren.
Die Maskierung von Thiolgruppen durch alkylierende Agenzien, wie zum
Beispiel Jodazetamid bietet eine gute Moglichkeit die Bildung von
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Disulfidbriicken zu verhindern und zu untersuchen, ob die UV- oder HpO2-

induzierte EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung dadurch gehemmt werden
kann. Dazu wurden Rat-1-HER-Zellen vor der UV-Bestrahlung bzw. HyO»-
oder Jodazetamid-Behandlung mit NAC vorinkubiert und die Induktion der
Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors wurde untersucht. Das
unerwartete Ergebnis des Experimentes war, dal Jodazetamid selbst sehr
effizient die Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors induzierte
(AbD. 4¢). Diese Induktion wurde durch kurze NAC-Vorbehandlung fast
vollsténdig gehemmt, weil NAC direkt das Jodazetamid im Medium inaktiviert.

Abb. 4) Thiolhaltige Reduktionsmittel hemmen die Induktion der EGF-Rezeptor-Tyrosin-
Phosphorylierung und die Assoziation des Rezeptors mit p52-Shc.

a)  N-Acetylcystein, Glutathion und L-Cystein hemmen die UV-, HyO;- und EGF-induzierte
EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung. Rat-1-Her-Zellen wurden fiir 6 Stunden in
phenolrotfreiem Medium inkubiert und 1 Stunde mit 0,1 mM NazVOy4 vorinkubiert. Die
Zellen wurden fiir 5 min entweder nicht behandelt (-) oder mit 10 mM N-Acetylcystein
(N), 10 mM reduziertem Glutathion (G) oder 10 mM L-Cystein (C) vorinkubiert. Sie
wurden dann fiir 5 min nicht behandelt (-), mit 1000 J/m2 UVC, 150 uM H;0, oder
10 ng/ml EGF behandelt. Die Zellen wurden in 2 x SDS-Ladepuffer lysiert und die
Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors wurde im Western Blot untersucht (Blot

oPY).

b)  N-Acetylcystein hemmt die UV-, HyO;- und EGF-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung
des EGF-Rezeptors und die Assoziation des Rezeptors mit She. HeLa-Zellen wurden fiir
6 Stunden in phenolrotfreiem Medium inkubiert und fiir 1 Stunde mit 0,1 mM Na3VO4
vorinkubiert. Die Zellen wurden fiir 5 min ohne Zusatz oder mit 30 mM N-Acetylcystein
(NAC 5') vorinkubiert. Sie wurden fiir 5 min nicht behandelt (-), mit 3000 J/m? UVC
bestrahlt (U), 1 mM HO; behandelt (H) oder mit 20 ng/ml EGF behandelt (E). Die
Zellen wurden in Koprézipitationspuffer lysiert und der EGF-Rezeptor wurde
immunprézipitiert. Das Immunprézipitat wurde im Western Blot auf EGF-Rezeptor-

Tyrosin-Phosphorylierung (Blot aPY) und Koprézipitation von p52-She (Blot a.Shc)
untersucht. Auch die Menge an prizipitiertem EGF-Rezeptor wurde iiberpriift (Blot

o.EGFR).

¢) Jodazetamid induzierte EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung wird durch N-
Acetylcystein-Vorbehandlung gehemmt. Rat-1-Her-Zellen wurden fiir 6 Stunden in
phenolrotfreiem Medium inkubiert und 1 Stunde mit 0,1 mM NazVO4 vorinkubiert. Die
Zellen wurden nicht (-) oder mit 30 mM N-Acetylcystein (NAC 2') vorinkubiert und
danach nicht behandelt oder mit 1000 J/m? UVC (U), 150 uM H»05, 1 mM Jodazetamid
(I) oder mit 2 ng/ml EGF (E) behandelt. Die Zellen wurden in 2 x SDS-Ladepuffer lysiert

und die Menge an EGF-Rezeptor-Tyrosinphosphat (Blot aPY) und EGF-Rezeptor (Blot
oEGFR) wurde im Western Blot bestimmt.
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Na-Vanadat hat eine starke synergistische Wirkung auf die Aktivierung der
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen durch UV, Oxidationsmittel oder Jodazetamid

Die Bestrahlung von Zellen mit UV fiihrt zu einer relativ schwachen Zunahme
der Tyrosin-Phosphorylierung am EGF-Rezeptor, aber einer deutlichen
Aktivierung von EGF-Rezeptor-abhéngiger Signaltransduktion (Abb. 5: UVC,
linke Spur; Sachsenmaier et al., 1994). Die UV-induzierte Tyrosin-
Phosphorylierung am EGF-Rezeptor war wesentlich besser detektierbar, wenn
die Zellen mit Na3VO4 vorbehandelt wurden (Sachsenmaier et al., 1994; pers.
Mitteilung). Dies konnte darauf beruhen, dafl die UV-induzierte Tyrosin-
Phosphorylierung am EGF-Rezeptor aufgrund aktiver Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPasen) sehr kurzlebig ist und dal NazVOg4 diese
Phosphorylierung durch PTPase-Hemmung stabilisiert (siehe Diskussion), denn
Na3VOy4 ist ein unspezifischer Hemmstoff fiir PTPasen (Swarup et al., 1982).
Um zu untersuchen, wie sich unterschiedliche Na3VOg4-Konzentrationen auf
die induzierte EGF-Rezeptor-Phosphorylierung auswirken, wurden Rat-1-
HER-Zellen vor der Stimulation mit UV, HpO2 oder EGF mit verschiedenen
Na3zV04-Konzentrationen zwischen 100 nM und 1 mM vorbehandelt. Es stellte
sich heraus, dal weniger als 1 mM Na3VOg4 keine EGF-Rezeptor-
Phosphorylierung ausloste, aber sehr stark mit einer UV-Dosis, die eine relativ
schwache EGF-Rezeptor-Phosphorylierung ausloste, kooperierte (Abb. 5:
-und UVC).

Die Rezeptor-Aktivierung durch Bindung des Liganden beruht auf einer
Stabilisierung von Rezeptor-Dimeren (Schlessinger und Ullrich, 1992;
Lemmon und Schlessinger, 1994), die, solange die Dimere stabil bleiben, zu
einer gesteigerten Kinase-Aktivitit fiihren. Dem entsprechend hatten auch
niedrige Na3VO4-Konzentrationen keinen positiven kooperativen Effekt auf
die EGF-induzierte Rezeptor-Phosphorylierung (Abb. 5: EGF). Einzig die
Behandlung mit einer 1 mM Na3VO4-Dosis steigerte die EGF-Induzierte
Rezeptor-Phosphorylierung zusitzlich.

Die Behandlung von Rat-1-HER-Zellen mit 1 mM H2O2 konnte eine deutliche
Zunahme der EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung auslosen, die erheblich
gesteigert wurde, wenn die Zellen mit 100 nM bis 100 uM Na3VOg4
vorinkubiert worden waren (Abb. 5: H202). Es ist bekannt, dal H>O»
chemisch mit Na3VOy4 reagieren kann. Dabei entsteht eine oxidierte Vanadat-
Form, das Pervanadat. Pervanadat induziert wesentlich effizienter Protein-
Tyrosin-Phosphorylierung als Vanadat (Heffetz et al., 1990; 1992).
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Somit beruht die EGF-induzierte EGF-Rezeptor-Phosphorylierung auf einem
grundsédtzlich anderen Mechanismus, als die UV oder HyO»z-induzierte
Rezeptor-Phosphorylierung.

0 01 1 10 1001000 {M NazVOy

- —EGFR
Uve S -
H202 | it e ik e

BGF ; ﬁﬂmﬁﬁﬂg-mﬂz

Rat-1-HER Blot: oPY

Abb. 5) NazVOyq verstirkt kooperativ die UV- und HyO5- nicht aber die EGF-induzierte EGF-
Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung. Rat-1-Her-Zellen wurden fiir 6 Stunden in
phenolrotfreiem Medium inkubiert und 1 Stunde mit 0,1 uM bis 1000 uM NazV Oy
vorinkubiert. Die Zellen wurden fiir 5 min nicht behandelt (-), mit 3000 J/m2 UVC,
1 mM H;O; oder 2 ng/ml EGF behandelt. Anschliessend wurden sie in 2 x SDS-
Ladepuffer lysiert und die EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung wurde untersucht.
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UV-, Oxidanzien- und Jodazetamid-Behandlung von Zellen induzieren eine
Steigerung der Tyrosin-Phosphorylierung des B—PDGF—Rezep_tors

Um zu untersuchen, ob auch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aus anderen Rezeptor-
Familien durch UV-Strahlung, oxidativen Stress oder Thiol-alkylierende
Agenzien aktiviert werden konnen, wurden NIH3T3-Maus-Zellen, die den
menschlichen PDGF-Rezeptor iiberexprimieren mit UVA, UVB oder UVC
bestrahlt bzw. mit HpO2, Kaliumpermanganat oder Jodazetamid behandelt.
Protein-Extrakte aus diesen Zellen wurden benutzt, um die Tyrosin-
Phosphorylierung des PDGF-Rezeptors zu bestimmen.

Es stellte sich heraus, dal der PDGF-Rezeptor in UVA-, UVB- und UVC-
bestrahlten Zellen an Tyrosinen phosphoryliert wurde, wobei, dhnlich wie bei
der Aktivierung des EGF-Rezeptors, der kurzwellige UV-Bereich effizienter
die Tyrosin-Phosphorylierung induzierte als der langwellige. Sowohl H2O3. als
auch Kalium-Permanganat-Behandlung steigerten die Tyrosin-
Phosphorylierung des PDGF-Rezeptors. Fiir die Induktion der Rezeptor-
Tyrosin-Phosphorylierung ist die oxidative Wirkung ausreichend, denn
Kaliumpermanganat induziert keine Radikale. Ein wichtiges Ergebnis aus
diesem Experiment war, daB} auch Jodazetamid die Tyrosin-Phosphorylierung
des PDGF-Rezeptors zu induzieren vermochte. Auch in diesen Zellen konnte
die Induktion der Rezeptor-Tyrosin-Kinase durch eine kurze Vorbehandlung
mit NAC sehr stark gehemmt werden.

Die Befunde aus diesem Experiment lassen vermuten, da3 die Mechanismen
der ligandenunabhingigen EGF-Rezeptor- und PDGF-Rezeptor-
Phosphorylierung identisch oder sehr dhnlich sind.




Ergebnisse

49

a)

Blot
oPY

Blot

b)

N-Acetylcystein
- ABCHIKP|- ABCHKTP

NIH3T3 3-PDGFR

NAC
- TAA| - TAA
Blot
oPY
Blot
oPDGFR

NIH3T3 3-PDGFR

Abb. 6a & b) NAC hemmt die durch UV, oxidativen Stress und Jodazetamid induzierte PDGF-
Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung. NIH3T3-Zellen, die den menschlichen 8-PDGF-
Rezeptor iiberexprimieren, wurden fiir 6 Stunden in phenolrotfreiem Medium und fiir eine
Stunde mit 0,1 mM Na3zVOy4 vorinkubiert. Sie wurden fiir 5 min ohne Zusatz oder mit
30 mM N-Acetylcystein (NAC) vorinkubiert. Die Zellen wurden fiir 5 min nicht
behandelt (-), mit 5000 J/m? UVA (A), UVB (B), oder UVC (C) bestrahlt oder mit
1 mM H,07 (H), 1 mM Kaliumpermanganat (K), 20 ng/ml PDGF-BB (P) oder 1 mM
Jodazetamid (IAA) behandelt. Sie wurden in 2 x SDS-Ladepuffer lysiert und die Menge

an PDGF-Rezeptor-Tyrosinphosphat (Blot otPY) und PDGF-Rezeptor (Blot aPDGFR)
wurde im Western Blot bestimmt.
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UV. oxidativer Stress und Jodazetamid hemmen die Dephosphorylierung des
EGF-Rezeptors

Es ist unwahrscheinlich, daB3 sehr unterschiedliche Agenzien an
unterschiedlichen Rezeptoren die gleiche aktivierende Modifikation
hervorrufen. Da sowohl UV-Strahlung als auch oxidativer Stress
proteinschidigend sind, besitzen sie eher inaktivierende als aktivierende
Eigenschaften. So ist denkbar, da durch UV-, Oxidanzien- oder Jodazetamid-
Behandlung Enzyme gehemmt werden, die dafiir sorgen, dafl die Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen inaktiviert, das heiit dephosphoryliert, werden. PTPasen
konnten aufgrund ihrer Struktur und ihres katalytischen Wirkungsprinzips
durchaus das Ziel der hier untersuchten schidigenden Agenzien sein. Es sind
bereits mehr als 100 verschiedene PTPasen bekannt, die eine Thiolgruppe im
enzymatischen Zentrum besitzen (Guan und Dixon, 1991; Denu et al., 1996).
Diese Thiolgruppe, die mit der Tyrosin-Phosphatgruppe des Substrates eine
Phosphothioesterbindung eingeht und damit entscheidend fiir die Katalyse der
Dephosphorylierung ist, kann durch H2O7 oder Kaliumpermanganat oxidiert
und durch Jodazetamid alkyliert werden. Man konnte sich vorstellen, dafl
durch UV-Bestrahlung erzeugte ROI's ebenso mit der Thiolgruppe der
PTPasen reagieren und sie modifizieren.

Pervanadat-induzierte PTPase-Hemmung fithrt zur Akkumulation von
Tyrosinphosphat an Proteinen, die in der Insulin-Rezeptor-Signaltransduktion
involviert sind (Heffetz et al., 1990; 1992).

Die direkteste Methode zu iiberpriifen, ob eine PTPase ein Zielprotein der
untersuchten Agenzien ist, wire sie nach der Behandlung zu isolieren und das
enzymatische Zentrum auf Modifikationen zu untersuchen. Bis jetzt wurden
jedoch weder die EGF-Rezeptor- noch die PDGF-Rezeptor-spezifischen
Phosphatasen identifiziert. Eine alternative Moglichkeit, die genannte
Hypothese zu tiberpriifen, stellt die Messung der Dephosphorylierungs-
Kinetiken der jeweiligen Rezeptoren und die Auswirkungen der schidigenden
Agenzien auf diese Kinetiken dar.

Um eine Liganden-induzierte Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung zu
erreichen, wurden die Zellen zuerst fiir einige Minuten mit den entsprechenden
Wachstumsfaktoren vorbehandelt. Daraufhin wurden die Zellen zusétzlich mit
den schiadigenden Agenzien inkubiert. Durch die Applikation von sehr potenten
Kinase-Inhibitoren (AG1478 hemmt den EGF-Rezeptor und AG1296 den
PDGF-Rezeptor) wurde dann die Tyrosin-Phosphorylierungs-Aktivitidt der
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Rezeptor-Tyrosin-Kinasen schnell und vollstdndig gehemmt. Aus den Zellen
wurde nun nach aufeinanderfolgenden Zeitpunkten Proteinlysate hergestellt.
Wegen der Gefahr der Dephosphorylierung wéhrend einer Immunprézipitation
wurden die Protein-Extrakte im Western-Blot auf Tyrosinphosphorylierung
untersucht. Es ist sehr wahrscheinlich, daf das tyrosinphosphorylierte Protein,
das mit EGFR markiert ist, tatsdchlich der EGF-Rezeptor ist, weil die Rat-1-
Her-Zellen den EGF-Rezeptor stabil iiberexprimieren, die Tyrosin-
Phosphorylierung des Rezeptors durch EGF induziert wird und durch
AG1478, das sehr spezifisch die EGF-Rezeptor-Kinase hemmt (Levitzki und
Gazit, 1995) gehemmt wird.

EGF-Rezeptor- _|
Tyrosinphosphat

Protein-

- 10 Minuten -5

Abb. 7) Messung der Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors in Zellkultur. Die Zellen wurden
fiir 5 min mit EGF vorbehandelt und dann fiir weitere 5 min nicht (Ko), mit UV, HyO»
oder Jodazetamid (IAA) behandelt. Die EGF-Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Aktivitdt wurde
zum Zeitpunkt 0 durch Zugabe des EGF-Rezeptor-Inhibitors AG1478 gehemmt. Die
Zellen wurden nach verschiedenen Zeitpunkten in SDS-Ladepuffer geerntet und die
Proteinextrakte wurden mittels Western-Blot-Analyse mit einem Tyrosinphosphat-
spezifischen Antikorper untersucht. Das Gel zeigt schematisiert die Stirke der Tyrosin-
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors von Zellen, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Zugabe von AG1478 geerntet worden waren.
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Es stellte sich heraus, dal der EGF-Rezeptor in unbehandelten Rat-1-HER-
Zellen sehr schnell dephosphoryliert wurde (Abb. 8a: EGF). AuBerdem ist
das Molekulargewicht mit etwa 180 kD im erwarteten Bereich. Die
Dephosphorylierung erfolgte so schnell, da es unter den gewéhlten
Bedingungen (1 mM Na3VOy, 370C) nicht méglich war, die Tyrosinphosphat-
Halbwertszeit des EGF-Rezeptors genau zu bestimmen. Eine Minute nach
Zugabe des Kinase-Inhibitors war bereits der grofite Teil der EGF-Rezeptor-
Tyrosin-Phosphorylierung entfernt worden, was auf eine sehr starke PTPase-
Aktivitdt hinweist. Wenn die Zellen jedoch vor der Zugabe des EGF-Rezeptor-
Kinase-Inhibitors mit H»O2 oder Jodazetamid behandelt worden waren, blieb
die Tyrosin-Phosphorylierung am EGF-Rezeptor fiir mindestens drei Minuten
detektierbar. Auch in den UV-bestrahlten Zellen war die Dephosphorylierung
des EGF-Rezeptors erheblich verlangsamt. UVC-Bestrahlung fiihrte zu einer
deutlicheren Verzogerung der Dephosphorylierung als UVB- und insbesondere
als UVA-Bestrahlung (Abb. 8a: rechte Hilfte). Diese Ergebnisse lassen zwei
sehr wichtige Schliisse zu.

1. Um die oft beobachtete basale Phosphorylierung des EGF-Rezeptors zu
erreichen (Abb. 2a, 2b, 3, 4), mu3 der EGF-Rezeptor selbst eine deutliche
Basalaktivitit aufweisen, falls die Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors
nicht durch seinen Liganden induziert wurde, sondern konstitutiv erfolgte.

2. Die Hemmung der Dephosphorylierung konnte, unter der Voraussetzung,
dal der EGF-Rezeptor eine signifikante Basalaktivitdt aufweist, zur
Akkumulation von Tyrosinphosphat fithren. Dies erkléart die Beobachtung,
daB unterschiedlich wirkende Agenzien eine Steigerung der Tyrosin-
Phosphorylierung an verschiedenen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen verursachen.

Um nachzuweisen, dafl die Hemmung der EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung

durch UV und H203 nicht zelltypspezifisch ist oder auf der Uberexpression des

Rezeptors beruht, wurde ein Dephosphorylierungs-Experiment mit HeLa-

Zellen, die endogenen EGF-Rezeptor exprimieren, wiederholt. Auch in diesen

Zellen verursachte UVB, UVC oder HpO2 eine deutliche Verzégerung der

EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung (Abb. 8b).
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UV-Strahlung verursacht eine Verzdgerung der Dephosphorylierung des 8-
PDGF-Rezeptors

Um zu iberpriifen, ob auch die UV-induzierte B-PDGF-Rezeptor-
Phosphorylierung mit einer Hemmung der Rezeptor-Dephosphorylierung
korreliert, wurde ein &hnliches Dephosphorylierungs-Experiment mit
NIH3T3-Zellen durchgefiihrt, welche den menschlichen PDGF-Rezeptor stabil
tiberexprimieren. In diesen Zellen wurde die Dephosphorylierung des PDGF-
Rezeptors schon durch 100 uM Na3VO4 gehemmt (ohne Abb.). Der PDGF-
Rezeptor wurde deutlich langsamer dephosphoryliert als der EGF-Rezeptor in
Rat-1-HER oder HeLa-Zellen. Die Halbwertszeit des Tyrosinphosphats am
PDGF-Rezeptor betrug etwa drei Minuten. UVC fiihrte, stirker als UVB oder
UVA zu einer Verzogerung der B-PDGF-Rezeptor-Dephosphorylierung, wenn
die Zellen mit 10 pM Na3zVO4 vorbehandelt worden waren (Abb. 8c).

Ohne Na3VQ4-Vorbehandlung war die Verzogerung der Dephosphorylierung
nicht detektierbar. Dies konnte bedeuten, dafl die UV-induzierte Hemmung von
PTPasen sehr kurzlebig ist und durch Na3V O3 stabilisiert wird.

Die erhohte Hemmbarkeit durch Na3zV O4 und die lédngere
Dephosphorylierungs-Kinetik des B-PDGF-Rezeptor im Vergleich zum EGF-
Rezeptor, sind Hinweise darauf, dafl sich die PDGF-Rezeptor-spezifische
PTPase von einer EGF-Rezeptor-spezifischen PTPase unterscheidet.




54 Ergebnisse
a) DMSO AG1478 DMSO AG1478
‘ 1 2 3|11 2 3 1 2 311 2 3 min
EGF EGF
T
_EGFR +UVA
EGF EGF
+HyOo +UVB
EGF EGF
+IAA +UVC
1 2 3 4 5 6 i 2 3 4 5 6
Rat-1-HER Blot: oPY
D) AG1478 C) DMSO AG1296
0 1 2 5 min O 5 15300 5 15 30 min
EGF . PDGF[ . 1 &
B 6 0 o b < -+ < [-PDGER
_EGFR L -
PDGF |
EGF +UVA [ g s -« —PDGFR
+UVB & ’
EGFR PDGF ¢ |} . bofg. .
+UVBW%~
EGF
) PDGF
gl rorr TUYC o= 1=
' Blot: aPY
EGF
+H02 | PDGF ‘“%;
¢ -EGFR ® o eeme i - pos moe v@ sms -PDGFR

HelLa Blot oPY

Blot: aPDGFR
NIH3T3-B-PDGFR




Ergebnisse 55

Abb. 8) UV-Strahlung, oxidativer Stress und J odazétamid hemmen die Dephosphorylierung
des EGF-Rezeptors und des PDGF-Rezeptors.

a)

b)

Die schnelle Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors ist in UV-, HO5- und
Jodazetamid-behandelten Zellen stark verzogert. Rat-1-Her-Zellen wurden fiir 6 Stunden
in phenolrotfreiem Medium und 1 Stunde mit 1 mM Na3zVO4 inkubiert und anschliessend
fiir 5 min mit 2 ng/ml EGF behandelt. Dann wurden sie in Abwesenheit oder in
Anwesenheit von 1 mM H,0,, 1 mM Jodazetamid, 4000 J/m2 UVA, UVB oder UVC
fiir weitere 5 min inkubiert. Die Zellen wurden dann fiir 1 min, 2 min oder 3 min
(EGF, EGF+UVA, EGF+UVB und EGF+UVC) oder fiir 1 min, 2 min bzw. 10 min
(EGF+H,0,, EGF+IAA) mit DMSO (0,1 % f.c.) oder 100 nM AG1478 in DMSO
behandelt. Durch Lysis in 2 x SDS-Ladepuffer wurde die Dephosphorylierungs-Reaktion
abgebrochen und die Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors im Western-Blot
bestimmt.

UV-Bestrahlung und oxidativer Stress induzieren eine Hemmung der EGF-Rezeptor-
Dephosphorylierung in Hel.a-Zellen. HeLa-Zellen wurden fiir 6 Stunden in
phenolrotfreien Medium inkubiert, fiir 1 Stunde mit 1 mM Na3VO4 und fiir 5 min mit
20 ng/ml EGF vorbehandelt. Die Zellen wurden dann fiir 5 min nicht behandelt (EGF),
mit 3000 J/m? UVB (EGF+UVB) oder UVC (EGF+UVC) bestrahlt oder mit 1 mM
HyO, (EGF+H705) behandelt. Es wurde fiir S min DMSO zugegeben (0) oder fiir 1, 2
oder 5 min mit AG1478 behandelt, wie angezeigt. Die Zellen wurden in 2 x SDS-
Ladepuffer lysiert und die Extrakte wurden auf Tyrosin-Phosphorylierung untersucht.

UV-Bestrahlung hemmt die Dephosphorylierung des PDGF-Rezeptors. NIH3T3-Zellen,
die den menschlichen B-PDGF-Rezeptor iiberexprimieren, wurden fiir 6 Stunden in
phenolrotfreiem Medium gehungert und fiir eine Stunde mit 10 uM NazV Oy
vorinkubiert. Anschliessend wurden Sie fiir 17 min mit 10 ng/ml PDGF-BB vorinkubiert

und weitere 3 min inkubiert (PDGF) oder mit jeweils 3000 J/m? UVA (PDGF+UVA),
UVB (PDGF+UVB) oder UVC (PDGF+UVC) bestrahlt. Die Zellen wurden dann fiir 0,
5, 15 oder 30 min mit DMSO (0,1 % f.c.) oder AG1296 in DMSO behandelt. Die Zellen
wurden in 2 x SDS-Ladepuffer lysiert. Die Proteinextrakte wurden auf PDGF-Rezeptor-
Tyrosin-Phosphorylierung (Blot aPY) untersucht. Die PVDF-Membranen wurden
gestrippt und mit einem Antikorper gegen den PDGF-Rezeptor inkubiert, um zu

kontrollieren, daf gleiche Proteinmengen geladen wurden (Blot aPDGFR). Nur die
Kontrolle der unbestrahlten Zellen ist als reprisentatives Beispiel abgebildet.
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Die Hemmung der EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung kann durch
Vorbehandlung mit N-Acetylcystein verhindert werden

Die Vorbehandlung der Zellen mit NAC oder anderen Antioxidanzien, die
Thiole enthalten, verhindert die Phosphorylierung der Rezeptoren durch UV,
Oxidanzien oder Jodazetamid (Abb. 4 und 6). Wenn die Hemmung der
Tyrosin-Dephosphorylierung der Mechanismus der Steigerung der Rezeptor-
Phosphorylierung ist, dann wiirde man erwarten, dal NAC diese Hemmung
verhindern kann. Dies konnte im EGF-Rezeptor-Dephosphorylierungs-
Experiment untersucht werden. NAC wurde entweder vor der Zugabe von
EGF (Abb. 9b) oder nach der EGF-Zugabe kurz vor dem Beginn der UV-
Bestrahlung (Abb. 9a) in das Kulturmedium gegeben. Fiir beide Variationen
des Experiments ergab sich, daB NAC offensichtlich einen schiitzenden Einfluf3
ausiibt. NAC verhindert nahezu vollstindig eine durch HyO2-, Jodazetamid-

oder UV-induzierte Verzogerung der EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung.
Auch fiir dieses Experiment gilt, da HpO» oder Jodazetamid direkt im NAC-
haltigen Medium inaktiviert werden, so dafl diese beiden Substanzen nicht
mehr mit voller Aktivitit an PTPasen oder anderen Zielmolekiilen wirken
konnen.

Abb. 9) Die Hemmung der Dephosphorylierung wird durch Vorbehandlung der Zellen mit N-
Acetylcystein verhindert.

a)  N-Acetylcystein-Vorbehandlung verhindert die UV-induzierte Hemmung der EGF-
Rezeptor-Dephosphorylierung. Rat-1-Her-Zellen wurden fiir 6 Stunden in
phenolrotfreiem Medium inkubiert und 1 Stunde mit 1 mM Na3VOy4 vorinkubiert. Die
Zellen wurden fiir 4 min mit 2 ng/ml EGF behandelt. Dann wurden sie fiir 2 min nicht
behandelt (-) oder mit 30 mM N-Acetylcystein behandelt (NAC). Es folgte eine 4 min
Inkubation (I) oder 4 min Bestrahlung mit 3000 J/m? UVA (II), UVB (II) oder UVC
(IV). Die Zellen wurden dann fiir 1 min bzw. fiir 3 min mit DMSO (0,1 % f.c.) (-) oder
100 nM AG1478 in DMSO (+) inkubiert. Sie wurden in 2 x SDS-Ladepuffer lysiert und
die Proteinextrakte wurden auf EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung untersucht (I

bis IV). AuBerdem wurde die Menge an EGF-Rezeptor bestimmt (Blot: ®EGFR). (Abb.
9a-V) als repréasentative Uberpriifung von (Abb. 9a-I).

b) Die UVC, HyO, und Jodazetamid induzierte Hemmung der EGF-Rezeptor-
Dephosphorylierung kann durch N-Acetylcystein-Vorbehandlung verhindert werden.
Rat-1-Her-Zellen wurden fiir 6 Stunden in phenolrotfreiem Medium inkubiert, eine
Stunde mit 1 mM Na3VOy vorinkubiert und fiir 2 min nicht (-) oder mit 30 mM N-
Acetylcystein behandelt (NAC). Die Zellen wurden fiir 5 min mit 2 ng/ml EGF

behandelt. Es folgte 5 min Inkubation (I) oder eine 5 min Bestrahlung mit 3000 J/m2
UVC (II), eine Behandlung mit 1 mM HO, (III) oder 1 mM Jodazetamid (IV). Die
weitere Behandlung wurde wie in Abb. 9a durchgefiihrt.
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Die Tyrosin-Dephosphorylierungsaktivitit ist membranstindig

Verschiedene Moglichkeiten kénnen in Betracht gezogen werden, um den
Mechanismus der durch UV-Strahlung-, Oxidanzien-, und Jodazetamid-
induzierten Hemmung der Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors zu
erkldren. Die oben bereits erwdhnte Modifikation im katalytischen Zentrum
der Protein-Tyrosin-Phosphatase ist eine Moglichkeit. Man konnte sich aber
auch vorstellen, dafl der EGF-Rezeptor selbst durch die Agenzien modifiziert
wird, so daB eine Konformationsidnderung eintritt, durch die die EGF-
Rezeptor-Tyrosinphosphate fiir PTPasen weniger gut zugidnglich sind.
Prinzipiell galt es also zu unterscheiden, ob das Zielprotein der EGF-Rezeptor
selbst ist oder die entsprechende(n) PTPase(n). Um diese Unterscheidung
treffen zu konnen, wurde versucht die Phosphatase vom EGF-Rezeptor zu
trennen. Dazu wurden Membranen aus EGF-behandelten A431-Zellen
prépariert und die Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors in diesen
Membranpriparationen untersucht. Die schnell wachsenden A431-Zellen
wurden aus technischen Griinden gewihlt, da fiir die Membranpriparation sehr
viele Zellen gebraucht wurden und A431-Zellen extrem viele EGF-Rezeptoren
(2,5-106 / Zelle) (Haigler et al., 1978) exprimieren. Die relativ einfache
Praparationsmethode (Modifiziert nach Bar-Sagi et al., 1988; siehe Material
und Methoden) fiihrte allerdings nicht zu einer Trennung der verschiedenen
Kompartimente, so dal wahrscheinlich neben der Plasmamembran auch
Bestandteile des Golgi und des Endoplasmatischen Retikulums zu finden waren.
Trotzdem reicht diese Préparationsmethode aus, um die Dephosphorylierung
des EGF-Rezeptors in vitro zu untersuchen-und letztendlich die Phosphatase-
Aktivitdt unabhingig vom EGF-Rezeptor mit UV zu bestrahlen.

In den ersten Experimenten wurden die Parameter eingestellt, die fiir eine
Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors in vitro notwendig waren. Wurde die
Membranpréiparation in Anwesenheit von 10 mM B-Mercaptoethanol
durchgefiihrt, dann konnte eine schwache Tyrosin-Dephosphorylierungs-
Aktivitdt gemessen werden (Abb.10a: Membranen). Diese wurde nicht durch
die Zugabe von 16slichem, zytosolischem Extraktiiberstand aus der Préparation
verstirkt. Dies deutet darauf hin, da die Dephosphorylierungsaktivitit unter
den verwendeten experimentellen Bedingungen nicht im Zytosol gelost war
(Abb.10a: Membranen+Zytosol). Interessanterweise beschleunigte die
Solubilisierung der Membranpréiparation in 0,5 % Triton-X-100 die
Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors erheblich (Abb.10a:
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Membranen+Triton). Dies deutet darauf hin, daBl eine EGF-Rezeptor-
Phosphatase membranstidndig oder membranassoziiert ist, aber bei der
Préparation in einer Weise vom EGF-Rezeptor getrennt wird, die durch die
Zugabe von Triton-X-100 wieder riickgéngig gemacht werden kann.

Die Zellkultur-Experimente hatten schon einen Hinweis gegeben, dafl Thiol-
haltige Antioxidanzien eine positive Wirkung auf die
Dephosphorylierungsaktivitédt haben. Es stellte sich die Frage, welchen Einfluss
die Thiolkonzentration auf die EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung in
isolierten Membranen hat. A431-Membranpridparationen wurden ohne oder
mit 1 mM bzw. 30 mM NAC oder 10 mM RB-Mercaptoethanol einer
Dephosphorylierungsreaktion unterzogen. Wihrend bei den Membranen, die
ohne oder mit 1 mM NAC versetzt waren, eine langsame Abnahme von
Tyrosinphosphat am EGF-Rezeptor mit einer Halbwertszeit von etwa 8 bis
10 min festgestellt wurde, war in den Membranen, die auf eine 10 mM B-
Mercaptoethanol eingestellt waren, der EGF-Rezeptor nach 3 min bereits
vollstindig dephosphoryliert (Abb.10b). Somit erhoht eine hohe
Thiolkonzentration nicht nur die Dephosphorylierungs-Geschwindigkeit,
sondern ist sogar obligatorisch fiir die enzymatische Wirksamkeit der PTPasen
ist.
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Abb. 10) Der EGF-Rezeptor wird auch in isolierten Membranen dephosphoryliert.

a)  Die Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors in isolierten Membranen bedarf der
Anwesenheit von Triton-X-100. 10 konfluente 15 cm Zellkulturschalen mit A431-Zellen
wurden 1 Stunde mit 1 mM NazVOg4 und 10 min mit 20 ng/ml EGF behandelt. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 5 ml hypotonen Lysispuffer incl. 15 mM B-
Mercaptoethanol aufgenommen. Es wurden Membranen pripariert (siche Mat. & Met.).
500 ul Membranen wurden in drei 150 pl Fraktionen aliquotiert und mit jeweils 500 pl
hypotonen Puffer (Membranen), 500 pl zytosolischen Uberstand aus der Prdparation
(Membranen + Zytosol) oder 500 Ul hypotonen Puffer mit 0,5 % Triton-X-100
(Membranen + Triton) versetzt. Die Membranen wurden jeweils in drei 200 pl Aliquots
aufgeteilt und fiir 0, 5 oder 15 min bei 37°C inkubiert. Der Mangel an ATP verhinderte
eine Kinase-Reaktion, so da3 die in vitro-Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors
beobachtet werden konnte. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von jeweils 50 pl
5 x SDS-Ladepuffer und 5 min Kochen gestoppt. Die Membranpriparation wurden

mittels Western-Blot einer Tyrosinphosphat- (Blot aPY) und EGF-Rezeptor-Analyse
(Blot o EGFR) unterzogen.

b)  Die in vitro-Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors ist von einer hohen Thiol-
Konzentration abhdngig. 15 konfluente 15cm Zellkulturschalen A431-Zellen wurden fiir
1 Stunde mit 1 mM Na3zVO4 und 10 min mit 20 ng/ml EGF behandelt. Es wurden
Membranen prépariert und in 1200 pl hypotonem Lysispuffer mit 0,5 % Triton-X-100
resuspendiert. Die Membranen wurden in vier 300 ul Fraktionen aliquotiert und mit O,
1 oder 30 mM N-Acetylcystein oder mit 10 mM B-Mercaptoethanol (B-ME) versetzt. Die
Membranen wurden jeweils in drei 100 pl Aliquots aufgeteilt und fiir 0, 3 oder 10 min bei
37°C inkubiert. Die Dephosphorylierungsreaktionen wurden durch Zugabe von jeweils
25 ul 5 x SDS-Ladepuffer und 5 min Kochen gestoppt. Die Membranpriparation

wurden mittels Western-Blot einer Tyrosinphosphat- (Blot aPY) und EGF-Rezeptor-
Analyse (Blot ®EGFR) unterzogen.

UV und Na3VOg4 hemmen die Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors auch in

isolierten Membranen

Um die, in den Membranen vorhandene physiologische EGF-Rezeptor-PTPase-
Aktivitdt fiir eine biochemische Aufreinigung ausnutzen zu konnen, muBte
zuerst sichergestellt werden, das dieses in vitro-System dhnliche Eigenschaften
aufweist wie die Zellkultur-Systeme.

Daher wurde untersucht, ob die EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung in den
isolierten Membranen ebenfalls durch UV-Strahlung oder NazVO4 gehemmt
werden kann. Die Membran-Fraktion war auf eine NAC-Konzentration von
5 mM eingestellt worden. Dies erméoglichte eine beinahe vollstdndige
Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors innerhalb von drei Minuten (Abb.11a:
die ersten drei Spuren). Die Bestrahlung der Membranen mit UVC oder die
Zugabe von Na3VOg4 verzogerten mefbar die Dephosphorylierung des EGF-
Rezeptors (Abb. 11a: UVC, NazVOy4/ - ). Die Behandlung mit NazVO4 und
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nachfolgende UVC-Bestrahlung storte die Dephosphorylierung so stark, daf3
nach 10 Minuten noch keine Abnahme von EGF-Rezeptor-Tyrosinphosphat
beobachtet werden konnte (Abb. 11: NazVOy4 / UVC). Diese Ergebnisse
korrelieren mit den in Zellkultur beobachteten Befunden. Durch diese
Membran-Experimenten kann ebenfalls ausgeschlossen werden, dafl der durch
UV-Strahlung eingefiihrte DNA-Schaden ursédchlich an der Hemmung der
Dephosphorylierung beteiligt ist.

Die durch UV-Bestrahlung eingefiihrte Verzogerung der EGF-Rezeptor-
Dephosphorylierung ist mit N-Acetylcystein revertierbar

Um zu untersuchen, ob die durch UV-Strahlung induzierte Hemmung mit einer
Nachbehandlung von NAC wieder aufgehoben werden kann, wurden A431-
Membranen, bevor oder nachdem die Thiolkonzentration auf 5 mM oder
30 mM NAC eingestellt worden war, mit UVC bestrahlt (Abb. 11b & c). Eine
Behandlung der Membranen mit 5 mM NAC nach der Bestrahlung fiihrte
nicht zu einer Wiederherstellung der schnellen Dephosphorylierung, wie sie in
unbestrahlten Membranen beobachtet wurde (Abb.11b). Diese
Thiolkonzentration ist also offensichtlich nicht in der Lage die Menge an UV-
induzierten ROI's ausreichend zu reduzieren. Eine Thiolkonzentration von
30 mM verhinderte durch Vorbehandlung vollstindig die UV-induzierte
Hemmung der Dephosphorylierung bzw. hob sie durch Nachbehandlung
wieder auf (Abb.11c).

Abb. 11) UVC-Bestrahlung und Na3zVO4-Behandlung von A431-Membranen hemmt die
Tyrosin-Dephosphorylierungsaktivitit. Die UVC-induzierte Hemmung kann mit einer hohen
Thiolkonzentration revertiert werden.

a) UV und NazVO4 hemmen synergistisch die Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors in
A431-Membranen. Triton-lysierte A431-Membranen wurden auf 5 mM N-Acetylcystein
eingestellt und nicht behandelt (-) oder mit 100 uM Na3zVO4 versetzt. Die Membranen
wurden fiir 3 min inkubiert (-) oder mit 3000 J/m2 UVC bestrahlt. Die
Dephosphorylierungs-Kinetiken des EGF-Rezeptors wurde, wie in Abb. 10b
beschrieben, bestimmt.

b) & c) Die UV-induzierte Dephosphorylierungshemmung kann durch eine Nachbehandlung
mit 30 mM aber nicht mit 5 mM N-Acetylcystein wieder aufgehoben werden. Triton-
lysierte A431-Membranen wurden auf 5 mM (die ersten 6 Spuren von b) oder 30 mM
N-Acetylcystein (die ersten 6 Spuren von c) eingestellt oder nicht eingestellt (jeweils die
letzten drei Spuren). Die Membranen wurden dann fiir 3 min inkubiert (-) oder mit
3000 J/m? UVC bestrahlt (wie angezeigt). Die Membranen der letzten drei Spuren
wurden nach der UVC-Bestrahlung mit N-Acetylcystein behandelt (5 mM in b; 30 mM
in ¢). Die Dephosphorylierungs-Kinetiken des EGF-Rezeptors wurde, wie in Abb. 10b
beschrieben, bestimmt.
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Die Verzégerung der EGE-Rezeptor-Dephosphorylierung ist eine Folge der
UV-induzierten Hemmung einer Protein-Tyrosin-Phosphatase

Mit Hilfe eines experimentellen Tricks gelang es, die Phosphatase-Aktivitat
vom Substrat, dem tyrosinphosphorylierten EGF-Rezeptor zu trennen, ohne
die beiden Komponenten tatsdchlich aufzureinigen. Mit der etablierten
Membran-Priparations-Methode wurden "Phosphatase-Membranen"
hergestellt, deren PTPase(n) den phosphorylierten EGF-Rezeptor in einer
zweiten Membran-Préparation "Substrat-Préparation” dephosphorylieren
konnten. Die "Phosphatase-Membranen" wurden aus unbehandelten A431-
Zellen hergestellt, wihrend "Substrat-Membranen" aus A431-Zellen isoliert
wurden, die mit 1 mM Na3zVO4 und 1 mM Jodazetamid, zur Hemmung der
PTPasen, und mit EGF, zur Verstarkung der Tyrosin-Phosphorylierung am
EGF-Rezeptor, vorbehandelt worden waren.

Der EGF-Rezeptor war in den Phosphatase-Membranen, wie erwartet, nicht an
Tyrosinen phosphoryliert (Abb. 12, Spuren 13, 14 & 15). Bei den Substrat-
Membranen wurde in den ersten 10 Minuten der Inkubation bei 370C keinerlei
Dephosphorylierungs-Aktivitit festgestellt, obwohl alle Membranen auf 5 mM
NAC eingestellt worden sind (Abb. 12, Spuren 1, 2 & 3). Wurden jedoch die
Phosphatase-Membranen zu gleichen Teilen mit den Substrat-Membranen
inkubiert, war eine fast vollstindige Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors
zu beobachten (Spuren 4, 5 & 6). Offensichtlich war der EGF-Rezeptor aus
der Substrat-Membran-Préparation fiir die Phosphatasen aus der Phosphatase-
Membran-Préaparation zugénglich. Dies ermdoglichte es die Phosphatase-
Membranen mit UVB (Spuren 7, 8 & 9) oder UVC (Spuren 10, 11 & 12) zu
bestrahlen und nachzuweisen, daf} diese Bestrahlung die Phosphatase-Aktivitit
sehr stark hemmt. Also ist eine EGF-Rezeptor spezifische PTPase ein Detektor
fir UV-Strahlung und oxidativen Stress.
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Abb. 12) Die UV-Bestrahlung von A431-Membranen hemmt eine membrangebundene Protein-
Tyrosin-Phosphatase, die den EGF-Rezeptor dephosphorylieren kann.

Von fiinf 15 cm Petri-Schalen mit unbehandelten A431-Zellen wurden Membranen
prépariert, in Triton lysiert und mit 5 mM N-Acetylcystein versetzt (Phosphatase-
Membranen). Eine zweite Membranpréparation (EGFR-PY-Membranen) wurde von fiinf
15 cm Petri-Schalen A431-Zellen hergestellt, die fiir 1 Stunde mit 1 mM Na3VO4 und
fir 20 min mit 1 mM Jodazetamid und 50 ng/ml EGF behandelt waren, um die
Tyrosinphosphatasen zu inaktivieren und eine starke EGF-Rezeptor-Phosphorylierung zu
induzieren. Auch diese ,,Substrat-Membranen* wurden Triton-lysiert und auf 5 mM N-
Acetylcystein eingestellt. Die EGFR-PY-Membran-Préparation wurde in 4 gleiche
Aliquots aufgeteilt und ein Aliquot wurde einer Dephosphorylierungsuntersuchung
unterzogen (Spuren 1, 2 und 3). Der EGF-Rezeptor wurde innerhalb der ersten 10 min
nicht dephosphoryliert. Ein weiteres Aliquot der EGFR-PY-Membranen wurden zu
gleichen Teilen mit Phosphatase-Membranen gemischt und untersucht (Spuren 4 bis 6).
Der EGF-Rezeptor wurde dephosphoryliert. Aliquots der Phosphatase-Membranen
wurden mit 3000 J/m? UVB (Spuren 7 bis 9) oder UVC (Spuren 10 bis 12) bestrahlt
und mit EGFR-PY-Membranen gemischt und untersucht. Die EGF-Rezeptor-
Dephosphorylierung war gehemmt. Die Phosphatase-Membranen enthielten keine
messbaren Mengen an tyrosinphosphoryliertem EGF-Rezeptor (Spuren 13 bis 15).
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Das Umweltgift Tributylzinn —-aktiviert EGF-Rezeptor-
Signaltransduktion.

Tributylzinn (TBT) ist ein starkes Zellgift. Bei den, in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Hela-Zellen hatte die Applikation von 1 uM TBT keine
Auswirkungen auf das Uberleben der Zellen. 2,5 oder 5 UM TBT verursachten
nach 2-6 Stunden das Abrunden der Zellen und vermehrtes Ablosen von den
Zellkultur-Schalen. Diese Reaktion war nach der Behandlung mit 10 uM TBT
deutlicher und schneller zu beobachten. Die Zellen starben danach in den
nichsten 24-36 Stunden ab. Bei einer kleinen, noch nicht quantifizierten
Fraktion der HeLa-Zellen traten typische Merkmale von Apoptose auf
(Ubersicht iiber Apoptose in: Corcoran et al., 1994; Pieters et al, 1994; Alison
und Sarraf, 1995). Hinweise fiir TBT-induzierte Apoptose waren das Auftreten
einer DNA-Leiter und die proteolytische Fragmentierung der Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase. Die toxische Wirkung von TBT kann durch Thiol-
Antioxidanzien gehemmt werden. Bis zu einer Stunde nach der Applikation
von 2,5 uM TBT konnte das Absterben der Zellen durch Waschen mit
Medium, das 50 pM Dithiothreitol enthielt, verhindert werden (Zaucke und
Knebel, Manuskript in Vorbereitung). Auch die TBT-induzierte Hdmolyse von
Erythrozyten wurde durch thiolhaltige Antioxidanzien, wie B-
Mercaptoethanol, Dithiothreitol und Dimercapto-Bernsteinsdure inhibiert
(Gray et al., 1986). N-Acetylcystein-Behandlung verminderte die TBT-
induzierte Freisetzung von Interleukin-1co, ein Zytokin, da} bei der Entstehung
von Entziindungsreaktionen in der Haut beteiligt ist. Die Autoren vermuteten,
dafl die TBT-induzierte Hemmung der Atmungskette in Mitochondrien zum
Anstieg von ROI's fiihrt, die dann Signaltransduktion zum IL-1o-Promoter
aktiviert (Corsini et al., 1996).

Tributylzinn-Behandlung verursacht eine Hemmung der EGF-Rezeptor-
Dephosphorylierung und induziert EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung

Die bei der Untersuchung des Mechanismus der UV-induzierten EGF-
Rezeptor-Phosphorylierung erhaltenen Befunde implizierten, da3 Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen, die eine stdndige Kinase-Aktivitdt aufweisen, prinzipiell
durch Agenzien aktiviert werden, die die Zellmembran passieren konnen und
Thiolgruppen modifizieren. TBT hemmt in vitro die Alkohol-Dehydrogenase,
ein Enzym, das Thiolgruppen fiir seine katalytische Aktivitit benotigt. Diese
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Hemmung kann durch Dithiothreitol oder-Dimercaptobernsteinsdure wieder
aufgehoben werden (Abb. 18). Dies ldasst vermuten, dal TBT mit
Thiolgruppen interagiert, also potentiell eine PTPase hemmen kann. Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob TBT-Behandlung die Phosphorylierung
des EGF-Rezeptors an Tyrosinen verursacht und ob dies eine Folge von
Dephosphorylierungs-Hemmung ist.

Bei der Untersuchung der EGF-Rezeptor-Phosphorylierung stellte sich heraus,
daf} der, aus TBT-behandelten HelLa-Zellen immunprézipitierte EGF-Rezeptor
verstirkt an Tyrosinen phosphoryliert war (Abb. 13a: Blot aPY). AuBerdem
wurde eine verstirkte Koprézipitation von She-Protein mit dem EGF-Rezeptor
festgestellt, ein Hinweis fiir TBT-induzierte funktionelle Aktivierung des
Rezeptors (Abb. 13a: Blot aShc).

In Anlehnung an die Experimente zur Aufkldrung der UV-induzierten EGF-
Rezeptor-Aktivierung wurde untersucht, ob TBT-Behandlung von Rat-1-HER-
Zellen zu einer Hemmung der EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung fiihrt.
Bereits 1 uM TBT fiihrte zu einer deutlichen Verzogerung der
Dephosphorylierung. In Zellen, die mit 10 uM TBT behandelt worden sind,
konnte innerhalb von drei Minuten kaum eine Abnahme von EGF-Rezeptor-
Tyrosinphosphat gemessen werden (Abb. 13b: Blot aPY). Auch in diesem
Experiment wurden die Zellen mit 100 uM Na3zVO4 vorbehandelt. Ohne diese
Vorbehandlung konnte eine Hemmung der EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung
nicht festgestellt werden, vielleicht, weil sie nicht ausgeprégt genug war, um
sie unter den gegebenen experimentellen Bedingungen messen zu kénnen.
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Abb. 13) EGF-Rezeptor-Phosphorylierung durch Tributylzinn

a)  Tributylzinn induziert Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und die Assoziation
des Rezeptors mit Shc. Serumfrei gehungerte HeLa-Zellen wurden fiir 1 Stunde mit
100 uM NazVOy4 inkubiert und fiir 5 min nicht behandelt (Spur 1) oder mit 1 pM (Spur
2) oder 10 uM (Spur 3) TBT oder mit 20 ng/ml EGF (Spur 4) behandelt. Der EGF-
Rezeptor wurde aus Zellysaten immunprézipitiert und die EGF-Rezeptor-Menge (Blot

oEGFR), die EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung (Blot cPY) und die Menge an
koprizipitiertem p52-She ( Blot aiShe) wurde im Western-Blot bestimmt.

b)  Tributylzinn hemmt die Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors. Rat-1-HER-Zellen
wurden fiir 6 Stunden in serumfreien Medium inkubiert und fiir eine Stunde mit 100 pM
Na3VOy4 und anschliessend fiir 10 min mit 5 ng/ml EGF vorbehandelt, bevor fiir 5 min
0,1 % Methanol (=), 1 uM Tributylzinn (1 pM TBT) oder 10 gM Tributylzinn in
Methanol (10 uM TBT) zugegeben wurde. Anschliessend wurden die Zellen fiir 3 min
mit DMSO (0), oder fiir 1, 2 oder 3 min mit AG1478 behandelt. Die Dephosphorylierung
des EGF-Rezeptors wurde, wie in Abb. 8 beschrieben, bestimmt.
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Da es nicht sehr wahrscheinlich ist, daB TBT nur eine EGF-Rezeptor-
spezifische PTPase hemmt, wurde eine TBT-Kinetik angefertigt und
untersucht, ob auch andere Tyrosin-Kinase-Substrate verstdrkt phosphoryliert
waren. Eine 180 kD-Bande, die mit dem EGF-Rezeptor kolokalisiert, wird
bereits fiinf Minuten nach TBT-Behandlung sichtbar, und tritt nach einer
Stunde verstidrkt hervor. Es wurden tatsidchlich noch zwei Banden gefunden,
die nicht mit dem EGF-Rezeptor kolokalisieren. Ein nicht identifiziertes
Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 160 kD war ebenfalls nach fiinf
miniitiger Behandlung der Zellen verstédrkt an Tyrosinen phosphoryliert. Auch
diese Phosphorylierung blieb mindestens eine Stunde erhalten. Diese 160 kD-
Bande war allerdings weniger ausgeprigt, weil dieses Protein in geringeren
Mengen exprimiert wird und/oder weniger stark phosphoryliert wird, als das
180 kD-Phospho-Protein. Die Phosphorylierungs-Kinetik einer etwa 140 kD
groBBen Protein-Bande fillt besonders auf, weil bereits fiinf Minuten nach
TBT-Behandlung eine sehr starke Zunahme zu sehen ist, die fiir 30 Minuten
stabil bleibt und nach 60 Minuten wieder schwicher wird (Abb. 14a: Blot
aPY). Die Proteine "Focal-adhesion-kinase" oder "p130-GAP" werden
verbreitet exprimiert, haben etwa die Grofe des gesuchten Proteins und
werden nach diversen Stimuli an Tyrosinen phosphoryliert. Mit Hilfe von
Western-Blots konnte aber festgestellt werden, dal die 140 kD-Bande nicht
mit diesen Proteinen identisch ist.

Um die Zunahme der Tyrosin-Phosphorylierung zu erkldren, sind mehrere
Hypothesen denkbar:

1. Die Proteine sind Substrate des EGF-Rezeptors oder in der EGF-Rezeptor-
Signaltransduktion beteiligt.

2. Die Tyrosin-Kinasen, die diese Proteine phosphorylieren, besitzen eine
deutliche Basalaktivitdt, und durch Hemmung der Dephosphorylierung
akkumulieren Phosphotyrosine an den Proteinen.

3. Durch einen unbekannten Mechanismus werden die Tyrosin-Kinasen dieser
Proteine in TBT-behandelten Zellen aktiviert.
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TBT-aktiviert Erk-1.2, INK/SAPK und p38/RK- Mapkinasen

Mapkinasen werden durch Phosphorylierung jeweils eines Threonin- und eines
Tyrosin-Restes in einem Thr-X-Tyr-Motiv (Erk: Thr-Glu-Tyr, INK/SAPK:
Thr-Pro-Tyr oder p38/RK: Thr-Gly-Tyr) durch bispezifische Kinasen
aktiviert (Derijard ef al., 1995; Raingeaud et al., 1995; Seger und Krebs,
1995). Die Phosphorylierung von Erk-1,2 an Threonin 183 und Tyrosin 185
ist unter geeigneten Bedingungen als scheinbare Zunahme ihres
Molekulargewichts in der SDS-Gelelektrophorese festzustellen. Um diese
Molekulargewichtszunahme zu detektieren, wurden Proteinextrakte aus TBT-
behandelten HeLa-Zellen in einem 10 %-SDS-Gel aufgetrennt. Mittels
Western-Blot-Analyse wurde Erk-1,2 und ihre phosphorylierten Formen
sichtbar gemacht. In der Abbildung erkennt man insgesamt vier Banden (Abb.
14a: Blot o.Erk1,2). Die unterste Bande entspricht der nicht phosphorylierten
Erk-2. Je mehr Erk-2-Molekiile phosphoryliert werden, desto schwicher wird
die unterste Bande und desto stirker wird die Bande dariiber, die Phospho-
Erk-2 reprisentiert (Blot oErk-1,2: Erk-2). Die zweite Bande von oben
entspricht der nicht phosphorylierten Erk-1, wihrend die oberste Bande die
phosphorylierte und aktivierte Erk-1 reprédsentiert (Blot aErk-1,2, Erk-1).
Dieses Nachweismethode hat den Vorteil, daB man das Verhiltnis von
aktivierten zu nicht aktivierten Erk-1,2-Molekiilen in den Zellen untersuchen
kann. Die Phosphorylierung von Erk-1 und Erk-2 nahm bereits fiinf Minuten
nach TBT-Behandlung deutlich zu. 20 Minuten nach TBT-Behandlung waren
mehr als 90 % der Erk-1,2-Molekiile phosphoryliert. Ein Teil dieser Erk-1,2-
Molekiile wurde spiter wieder dephosphoryliert, so daB3 eine Stunde nach
TBT-Behandlung noch etwa die Hilfte der Erk-1,2-Molekiile phosphoryliert
war. Die Aktivierung von Erk-1,2 in TBT-behandelten Zellen wurde mit Hilfe
von Immunkomplex-Kinase-Experimenten, bei denen immunprézipitierte Erk-
1,2 in vitro das Substrat MBP (Myelin-Basic-Protein) phosphorylierte,
bestétigt (ohne Abb.).

Die TBT-induzierte Aktivierung von JNK/SAPK wurde in einem
Immunkomplex-Kinase-Experiment untersucht, bei dem ein GST-Jun
(Glutathion-S-Transferase-jun)-Fusions-Protein in vitro durch immun-
prézipitierte JINK/SAPK phosphoryliert wurde. Die JNK/SAPK-Aktivitit stieg
mit der TBT-Behandlungsdauer an (Abb. 14b). Diese Kinetik korreliert mit
der, relativ zur UV-Induktion langsamen und stetigen, c-jun-Geninduktion in
TBT-behandelten Zellen (Abb. 15).
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Um einen Hinweis auf eine TBT-induzierte Aktivierung von p38/RK zu
bekommen, wurde eine Immunprézipitation gegen tyrosinphosphorylierte
Proteine aus TBT-behandelten Hel.a-Zellen durchgefiihrt. Mittels Western-
Blot wurde dann nachgewiesen, dafl auch p38/RK an Tyrosinen phosphoryliert
wurde.

5 UM TBT induzierte eine, im Vergleich zu 20 ng/ml EGF, wesentlich
starkere p38/RK-Tyrosin-Phosphorylierung (Abb. 14c).

TBT induziert also Mitglieder aus allen drei bekannten Mapkinase-Familien.

Abb. 14) Tributylzinn induziert Tyrosin-Phosphorylierung und die Aktivierung von
prolingerichteten Mapkinasen.

2)

b)

Tributylzinn induziert die Tyrosin-Phosphorylierung von 180 kD, 160 kD und 140 kD
groBen Proteinen und die Erk-1,2-Phosphorylierung. HeLa-Zellen wurden fiir 1 bis 60
min nicht behandelt (0) oder mit 2,5 uM TBT behandelt und in 2 x SDS-Ladepuffer

lysiert. Die Tyrosin-Phosphorylierung der zelluldren Proteine (Blot oPY) und die

Phosphorylierung der Erk-2 und Erk-1 (Blot oErk-1,2) wurde bestimmt. Die

Phosphorylierung der Erk-2 bzw. Erk-1 ist als scheinbare Zunahme des
Molekulargewichts im 10 %-SDS-Protein-Gel sichtbar.

TBT-Behandlung fiihrt zur Aktivierung der INK/SAPK. HeLa-Zellen wurden nicht
behandelt (0) oder fiir 5 bis 60 min mit 5 pM TBT behandelt und lysiert. Die JNK-1 und
JNK-2 wurden immunprézipitiert und in einem Immunkomplex-Kinase-Experiment mit
GST-Jun als Substrat auf ihre Aktivitit untersucht. Die Schwirzung des
Autoradiogramms entspricht dem Einbau von radioaktiven Phosphat in das GST-Jun-
Protein. Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Dagmar Wilhelm und Frank
Zaucke durchgefiihrt.

TBT induziert Tyrosin-Phosphorylierung der p38/RK. HeLa-Zellen wurden 24 Stunden
in serumfreien Medium gehungert, fiir 1 Stunde mit 100 pM NazVO4 vorbehandelt und
anschliessend fiir 10 min nicht behandelt (-) oder mit 1, 2.5 oder 5 uM TBT oder
20 ng/ml EGF behandelt und lysiert. Tyrosinphosphorylierte Proteine wurden mit Hilfe
des PY20-Antikorpers immunprézipitiert und einer p38/RK-Western-Blot-Analyse

unterzogen (IP oPY Blot op38).
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Tributylzinn induziert ¢-jun und c-fos-mRNA-Akkumulation

Da TBT zur Aktivierung von EGF-Rezeptor-abhingiger Signaltransduktion
fiihrt, ist zu erwarten, da3 auch c-jun oder c-fos durch TBT-Behandlung
induziert werden. Tatsdchlich fiihrte die Behandlung von HeLa-Zellen mit
einer verhéltnismiBig niedrigen Dosis von 0,5 uM TBT zu einer Steigerung
der c-fos-Expression in HeLa-Zellen (Abb. 15: Spur 3). Hohere TBT-
Dosierung oder ldngere Einwirkdauer fithrten zu einer sehr starken
Akkumulation von c-fos-mRNA. So erhohte eine zweistiindige Behandlung mit
1 uM TBT die c-fos-mRNA-Menge um das 30-fache (Abb. 15: c-fos: Spur 9).
Die Aktivierung des c-jun-Promoters wird durch JNK/SAPK und p38/RK
vermittelt (siehe Einleitung). Wie erwartet, kommt es aufgrund der TBT-
induzierten Aktivierung dieser Kinasen zu einer starken Akkumulation der c-
Jjun-mRNA in TBT-behandelten Zellen (Abb. 15: c-jun: Spuren 2-9).

uM TBT EGF
-101 05 1 25 1 1 1 1 |20ng/ml

45' | 45" 45' 45 45 15 30° 60" 120 45'

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hela tk-

Abb. 15) Tributylzinn induziert die Akkumulation von c-fos- und c-jun-mRNA.
HeLa -Zellen wurden fiir 36 Stunden in 0,5 % Serum gehungert und anschliessend fiir 45
min nicht behandelt (-) oder mit verschiedenen Konzentrationen von TBT (Spuren 2-5)
oder mit 20 ng/ml EGF (Spur 10) inkubiert oder sie wurden mit 1 pM TBT fiir 15 min
bis 120 min (Spuren 6 bis 9) behandelt. Nach Préparation von poly-(A)T-mRNA wurde
die Menge an spezifischer c-fos- und c-jun-mRNA in einer Northern-Blot-Analyse durch
Standardisierung mittels GAPDH-mRNA bestimmt.
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Die TBT-induzierte Aktivierung der Erk-1.2 wird zum Teil durch den EGF-
Rezeptor vermittelt

Mit Hilfe von Kinase-Inhibitoren sollte gekldrt werden, ob die durch TBT
induzierte EGF-Rezeptor-Phosphorylierung ursdchlich fiir die Erk-1,2-
Aktivierung ist. Die Substanz PD98059 verhindert die Aktivierung der fiir die
Phosphorylierung und Aktivierung der Erk-1,2 verantwortlichen Protein-
Kinasen MEK-1 und MEK-2 (Alessi et al., 1995; Dudley et al., 1995; siehe
Einleitung). PD98059 fixiert MEK-1 und MEK-2 sehr spezifisch in einer
dephosphorylierten, inaktiven Form. Aktivierte MEK's konnen durch
PD98059 nicht gehemmt werden. Aus diesem Grund ist die Hemmung der
Erk-1,2 durch PD98059 bei sehr potenten Aktivatoren weniger effizient als bei
schwachen Aktivatoren (Philip Cohen, pers. Mitteilung).

Die Applikation von PD98059 15 Minuten vor der TBT-Behandlung zu HeLa-
Zellen konnte die TBT-induzierte Erk-1,2-Aktivierung kaum, die EGF-
induzierte etwas besser hemmen (Abb. 16a: Blot aErk-1,2). Falls der EGF-
Rezeptor der einzige Vermittler TBT-induzierter Erk-1,2-Aktivierung ist,
wiirde man erwarten, da3 PD98059 die TBT-induzierte Erk-1,2-Modifikation
besser hemmen kann als die EGF-induzierte, da die EGF-induzierte Rezeptor-
Phosphorylierung stiarker war als die TBT-induzierte (Blot ocPY). Der EGF-
Rezeptor vermittelt also die TBT-induzierte Erk-1,2-Aktivierung nicht alleine.
Wie erwartet, wurde die TBT- oder die EGF-induzierte EGF-Rezeptor-
Phosphorylierung durch PD98059-Vorbehandlung nicht reduziert (Abb. 16a:
Blot o PY).

Der spezifische Inhibitor der EGF-Rezeptor-Tyrosin-Kinase (AG1478)
hemmte die TBT- und EGF-induzierte Rezeptor-Phosphorylierung (Abb. 16a:
Blot aPY) und die EGF-induzierte Erk-1,2-Aktivierung deutlich, wihrend die
TBT-induzierte Erk-1,2-Aktivierung nur leicht gehemmt wurde (Abb. 16a:
Blot oErk-1,2). Somit kann der EGF-Rezeptor nicht der einzige Vermittler
der TBT-induzierten Erk-1,2-Aktivierung sein.

Obwohl die Inhibitoren in den verwendeten Konzentrationen allein die TBT-
induzierte Erk-1,2-Aktivierung nicht effizient hemmten, konnte durch die
simultane Applikation beider Inhibitoren eine starke Hemmwirkung erzielt
werden. Es blieben jedoch nach wie vor etwa 30 % der Erk-1,2-Molekiile
phosphoryliert (Abb. 16a: Blot o Erk-1,2: 2. Spur von rechts).

Neben dem EGF-Rezeptor konnten noch andere Tyrosin-Kinasen die TBT-
induzierte Aktivierung der Erk-1,2 vermitteln.
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Auch Proteinkinase-C-Isoformen sind an der Aktivierung der Erk-1,2 beteiligt
(siehe Einleitung). Es wurde untersucht, ob die Hemmung der PKC durch den
spezifischen Inhibitor GF109203x (Toullec et al., 1991) mit der TBT-
induzierten Erk-1,2 interferiert. In der Tat wurde gefunden, da GF109203x
diese Modifikation zum Teil hemmt. AuBerdem wird die Erk-1,2 in TPA-
vorbehandelten Zellen durch TBT nur schwach modifiziert (ohne Abb.). Es ist
noch nicht untersucht, ob die PKC durch TBT-Behandlung aktiviert wird und
was der Mechanismus fiir diese Aktivierung sein konnte. Eine Moglichkeit
wire, da} die Phospholipase-CY, die durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktiviert
werden kann und zur Freisetzung von DAG fiihrt, (siehe Einleitung) in TBT-
behandelten Zellen die Aktivierung der PKC vermittelt.

Erk-1.2 und p38/RK-Mapkinasen vermitteln die TBT-induzierte

Genexpression

Um Evidenzen zu sammeln, dal die TBT-induzierte Mapkinase-Aktivierung
und die Gen-Induktion nicht nur korrelieren, sondern im kausalen
Zusammenhang stehen, wurde die Signaltransduktion zur Erk-1,2 bzw. die
p38/RK-Aktivierung mit Hilfe von spezifischen Inhibitoren unterbrochen und
die Auswirkungen auf die Geninduktion untersucht. Dabei wurden der MEK-
Inhibitor PD98059, der EGF-Rezeptor-Inhibitor AG1478 und der p38/RK-
Kinase-Inhibitor SB203580 verwendet (Lee et al., 1994; Cuenda et al., 1995).
Um die Effizienz der Erk-1,2-Hemmung zu verbessern, wurde auch die
Kombination von PD98059 mit AG1478 eingesetzt. Ebenso wurde untersucht,
welche Auswirkungen die simultane Hemmung der Erk-1,2 und der p38/RK
auf die TBT-induzierte Akkumulation von c¢-fos- und c-jun-mRNA hat.

Wihrend die Vorbehandlung mit PD98059 oder AG1478 die TBT-induzierte
Akkumulation von c-fos und c-jun nur zu etwa 30 % hemmen konnte, war die
kombinierte Applikation etwas effizienter und hemmte zu ca. 50 % (Abb. 16b:
Spuren 4, 6, 8). Dieses Ergebnis korreliert mit den Befunden an der Erk-1,2
(Abb. 16a: Blot 0.Erk-1,2). Die Vorbehandlung mit SB203580 allein konnte
die TBT-induzierte Geninduktion etwa zur Hélfte hemmen (Abb. 16b: Spur
10). Sehr effizient bei der Hemmung der TBT-induzierten c-fos-Induktion war
die kombinierte Behandlung mit AG1478, PD98059 und SB203580. Dieser
Inhibitor-Cocktail hemmte die TBT-induzierte Akkumulation der c-fos-mRNA
beinahe vollstindig. Auch die Akkumulation der c-jun-mRNA wurde durch
diesen Inhibitor-Cocktail sehr stark gehemmt (Abb. 16b: Spur 12). Diese
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Ergebnisse lassen vermuten, dafl sowohl die Erk-1,2 als auch die p38/RK an
der TBT-induzierten Akkumulation der c-fos- und der c-jun-mRNA beteiligt
sind.

Abb. 16) Rolle des EGF-Rezeptors und der Mapkinasen Erk-1,2 und p38/RK bei der TBT-
induzierten Gen-Aktivierung

a)  Die TBT-induzierte Erk-Phosphorylierung ist zum Teil von EGF-Rezeptor-Aktivierung
abhingig. HeLa-Zellen wurden fiir 10 min mit 0,2 % DMSO (-), 50 uM PD98059,
100 nM AG1478 oder der Kombination von beiden behandelt. Die Zellen wurden dann
fiir 15 min ohne Zusatz (-), mit 2,5 uM Tributylzinn (TBT) oder 10 ng/ml EGF (EGF)

behandelt. Die Tyrosin-Phosphorylierung der zelluldren Proteine (Blot oPY) und die

Phosphorylierung der Erk-2 und Erk-1 (Blot o.Erk-1,2) wurde im Western-Blot
bestimmt.

b) Erk-1,2 und p38/RK vermitteln die TBT-induzierte Akkumulation von c-fos- und c-jun-
mRNA. HeLa -Zellen wurden fiir 36 Stunden in 0,5 % Serum gehungert. Sie wurden
dann jeweils 15 min mit 0,1 % DMSO (1 + 2), 50 uM PD98059 (Spuren 3 + 4),
100 nM AG1478 (5 + 6), 50 puM PD98059 und 100 nM AG1478 (7 + 8), 25 pM
SB203580 (9 + 10) oder mit PD98059 und AG1478 und SB203580 (11 + 12)
behandelt. Die Zellen wurden dann mit Methanol (0,1 % f.c.) oder 2,5 uM TBT fiir
1 Stunde inkubiert. Aus den Zellen wurde poly (A)T-mRNA isoliert, welche fiir eine

Northern-Blot-Analyse verwendet wurde. Die Menge an spezifischer c-fos-und c-jun-
mRNA wurde mit der Menge an GAPDH-mRNA, die als Standard diente, verglichen.
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Da bereits beschrieben war, daf TBT zum Anstieg des intrazelluldren
Calciumspiegels fithrt (Chow et al., 1990; Oyama et al., 1994; Viviani et al.,
1995) und die Kombination von erhohtem Calciumspiegel und Erk-1,2-
Aktivierung zu einer Aktivierung der zytosolischen Phospholipase-A2 (PLA-2)
fithrt (Lin et al., 1993; Sa et al., 1995; Schalkwijk ef al., 1996), wurde
untersucht, ob TBT PLA-2 aktiviert. Aktivierte PLA-2 katalysiert die
Freisetzung von Arachidonsédure aus Phospholipiden. In der Tat folgen sowohl
die TBT-induzierte PLA-2-Aktivierung als auch die Freisetzung von
Arachidonsdure einer sehr dhnlichen Kinetik, wie die Erk-1,2-Aktivierung.
AG1478 und PD98059 hemmen die TBT-induzierte PLA-2-Aktivierung in
dhnlicher Weise wie die Erk-1,2-Aktivierung (Zaucke und Knebel, Manuskript
in Vorbereitung). Es wurden also einige Komponenten eines TBT-induzierten
Signaltransduktionsweges identifiziert, der von der Signalentstehung durch
Dephosphorylierungs-Hemmung iiber Tyrosin-Kinasen zur Erk-1,2 und
weiter, durch die Aktivierung von PLA-2 und der Freisetzung von
Arachidonsédure, zur Erzeugung von sekunddren Botenstoffen (second
messenger) fithrt. Arachidonsiure ist eine Vorstufe von Prostaglandinen, die
bei Entziindungreaktionen der Haut eine Rolle spielen (Higgins, 1985;
Sondergaard et al., 1985). Diese Aktivierung dieses Signaltransduktionsweges
konnte also moglicherweise fiir die Figenschaft von TBT, Hautirritationen
auszulOsen, verantwortlich sein.
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Die Hefe-Alkohol-Dehydrogenase-als in vitro-Modell-System
fiir UV-, HyO2-, Jodazetamid, und Tributylzinn-vermittelter
Enzymhemmung

Die Untersuchung der Auswirkungen von Protein-Modifikationen auf die

Aktivitdt zelluldrer Enzyme ist aufgrund der Komplexitét einer Zelle sehr

schwierig. Um den Wirkungsmechanismus der UV-, HyO3-, Jodazetamid-, und

TBT-induzierten Phosphatasehemmung besser zu verstehen, wurde ein in

vitro-System etabliert, bei dem die Rolle von Thiolgruppen bei der

Inaktivierung eines Enzyms untersucht wurde. Als Test-Enzym fungierte keine

gereinigte PTPase, sondern die Alkohol-Dehydrogenase aus Hefe (ADH), ein

Enzym, das ebenso wie eine PTPase Thiolgruppen benétigt, um katalytisch

aktiv zu sein. Die Verwendung der ADH in diesem Test-System hat folgende

technische Vorteile:

 Thre Aktivitdit kann einfach bestimmt werden. Dabei wird die
Reaktionsgeschwindigkeit der Reduktion von NAD* zu NADH bei der ADH
katalysierten Oxidation von Ethanol zu Azetaldehyd verfolgt. NADH hat im
Gegensatz zu NAD+ ein Absorptionsmaximum bei 340nm.

* Die Messungen konnen recht schnell durchgefiihrt werden.

* ADH ist als reines Protein in beliebigen Mengen und sehr giinstig
kommerziell erhiltlich.

* Die ADH ist gut charakterisiert und der enzymatische Mechanismus gut
untersucht (Rabin und Whitehead, 1962; Eklund, 1976). ADH benotigt
sechs Thiol-Gruppen um zwei Zinkatome zu binden. Da die Hefe-ADH als
Tetramer funktionell ist, werden 24 Thiol-Gruppen fiir eine funktionelle
Einheit gebraucht (Nozaki et al., 1988).

* Eine sehr niitzliche Eigenschaft dieses in vitro-Systems ist es, daf} sich die
relative Menge an Thiolgruppen an der ADH sich mit 5,5'-Dithio-bis-2-
Nitrobenzoesédure (DTNB) messen ldsst.

Ein deutlicher Nachteil bei der Verwendung der ADH ist, daB alle
Riickschliisse auf UV-, HyO2-, Jodazetamid-, und TBT-induzierte PTPase-

Hemmung nur indirekt gezogen werden konnen.
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H2O2- und Jodazetamid-Behandlung einer ADH-L.6sung fithren zur Hemmung
der katalytischen ADH-Aktivitét

Um zu untersuchen, ob Oxidanzien oder Thiol-Alkylanzien die ADH hemmen
konnen, wurde eine 0,5 UM ADH-Losung (0,5 uM bezieht sich auf die
Monomere und entspricht 70 [tg/ml) mit verschiedenen Dosen von H2O2 oder
Jodazetamid inkubiert und die ADH-Aktivitdt in Abhidngigkeit von der
Inkubationsdauer gemessen. Sowohl HyO2- als auch Jodazetamid-Behandlung
fiihrten zu einem vollstindigen Verlust der ADH-Aktivitdt (Abb.17). Diese
Enzymhemmung war sowohl von der Konzentration der Agenzien abhéingig als
auch von der Einwirkdauer (ohne Abb.). So muflite ADH fiir vier Stunden mit
2 mM Jodazetamid inkubiert werden, um sie vollstindig zu hemmen. Eine
50 %ige Hemmung der katalytischen Aktivitdt (IC50) wurde mit etwa 50 uM
H20O7 und 120 uM Jodazetamid erreicht. Die H2O2-Behandlung hemmte
effizienter als Jodazetamid, vielleicht, weil H2O2 nicht nur Thiol-Gruppen
angreifen kann, sondern auch oxidative Schiden an anderen Seitengruppen
verursacht.

% relative ADH-Aktivitat
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60
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|
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Abb. 17) Jodazetamid oder HyO, hemmen die enzymatische Aktivitdt der Hefe-Alkohol-
Dehydrogenase vollstandig. Aliquots einer 0,5 uM ADH-Losung wurden fiir 4 Stunden
mit 0 bis 2 mM HO; oder Jodazetamid inkubiert und die enzymatische Aktivitit der
Aliquots wurde bestimmt. Die Aktivitdt der ADH ist als Funktion der HyO, bzw.
Jodazetamid-Konzentration aufgetragen. Da die Konzentration logarithmisch aufgetragen
ist, kann die Kontrolle (Dosis = 0 mM), entsprechend 100 % Aktivitét nicht dargestellt
werden. Die Messergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten wurden ausgewertet.
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TBT hemmt revertierbar die Alkohol-Dehydrogenase und reagiert mit
Dithiolen

Um zu untersuchen, ob TBT ADH direkt hemmt, wurde eine 0,5 uM ADH-
Losung mit verschiedenen TBT-Konzentrationen inkubiert und die Enzym-
Aktivitdt bestimmt. Bereits 2 UM TBT hemmte die ADH-Aktivitdat zu etwa
50 %. Durch die Behandlung mit 10 uM TBT war nur noch eine ADH-
Restaktivitdt von etwa 7 % messbar (Abb. 18). Die TBT-induzierte ADH-
Hemmung konnte nicht mit Mono-Thiolgruppen-Antioxidanzien, wie z.B.
NAC, Glutathion oder -Mercaptoethanol verhindert oder aufgehoben werden
(ohne Abb.). Aber Antioxidanzien, bei denen zwei Thiol-Gruppen benachbart
angeordnet sind, wie Dimercapto-Bernsteinsdure (DMSA) (Abb. 18a) oder
Dithiothreitol (DTT) (Abb. 18b) konnten die ADH bei Vorbehandlung nicht
nur effizient vor TBT schiitzen, sondern sogar bei Nachbehandlung die ADH-
Aktivitdt wiederherstellen. Diese Dithio-Agenzien komplexieren TBT
offensichtlich, denn die Mischung mit TBT fiihrt sofort zu einem sichtbaren
Niederschlag. Da DTNB ebenfalls ein Dithio-Reagenz ist und bei Vermischung
mit TBT ausfillt, ist es nicht moglich, die Menge an Thiol-Gruppen an der
ADH mit DTNB zu bestimmen. Diese Befunde lassen vermuten, da3 TBT mit
funktionellen Thiol-Gruppen der ADH in einer reversiblen Weise interagiert.
Diese Ergebnisse lieferten Hinweise, dal TBT direkt oder indirekt PTPasen
hemmen kann, konnten es aber nicht beweisen.

Soweit bekannt ist, besitzen PTPasen nur eine fiir die katalytische Aktivitit
obligatorische Thiolgruppe im enzymatischen Zentrum (Fischer et al., 1991;
Barford et al., 1994; Su et al., 1994; Denu et al., 1996). In jeder ADH-
Untereinheit liegen dagegen die Thiol-Gruppen in zwei Zentren vor, die
jeweils ein Zinkatom binden. Im katalytischen Zentrum wird das Zinkatom von
den Cysteinen an den Positionen 46 und 174 mit Hilfe des Histidins an der
Position 67 und des Serins an der Position 48 gebunden. Das zweite Zinkatom,
das sich nicht im katalytischen Zentrum befindet, wird durch die Cysteine an
den Positionen 97, 100, 103 und 111 gebunden (Eklund et al., 1976). Es ist
also denkbar, dal TBT mit jeweils einem Paar dieser Cysteine komplexiert und
dadurch ADH inaktiviert.
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Abb. 18) TBT-induzierte Hemmung der ADH kann durch Behandlung mit Dimercapto-
Bernsteinsdure oder Dithiothreitol verhindert und wieder aufgehoben werden.

a)  Eine 0,5 uM ADH-Lé6sung wurde ohne (TBT) oder mit 1 mM DMSA (DMSA->TBT)
fiir 2 min vorbehandelt und anschliessend mit 0,5 bis 50 pM TBT behandelt. Die
Aktivitdt der ADH wurde gemessen. Nach der Messung wurde die nicht DMSA-
behandelten Aliquots mit 1 mM DMSA nachbehandelt und erneut gemessen (TBT-
>DMSA).

b) Das Experiment wurde wie in a) durchgefiihrt aufier, da 50 uM DTT anstatt DMSA
verwendet wurden. Eine hthere DTT-Konzentration fiihrte selbst zur Hemmung der ADH
(ohne Abb.).

UVB und UVC-Strahlung hemmt in sehr hohen Dosen die Enzymaktivitit der
ADH und fiihrt zu einem leichten Verlust von Thiol-Gruppen

Die ADH-Experimente waren bedingt geeignet, um herauszufinden, ob die
UV-induzierte Hemmung von Enzymen, die Thiolgruppen benétigen, durch
direkte Absorption vermittelt wird, oder ob Intermediate beteiligt sein miissen.
Nur die Wellenldngen der UV-Strahlung, die auch absorbiert werden, konnen
zur Modifikation bzw. zur Inaktivierung von Enzymen fiihren. Um das
Absorptions-Spektrum der ADH mit dem Inaktivierungs-Spektrum zu
vergleichen, wurde von einer 0,5 uM ADH-Losung ein UV-Spektrum von
240 nm bis 400 nm gemessen:

OD -

0,096:
0,072: o
0,048:
0,024:

240 280 320 360 400 nm
Abb. 19) UV-Absorptions-Spektrum der Hefe- Alkohol-Dehydrogenase (0,5 uM).
Aufgetragen ist die optische Dichte (OD) als Funktion der Wellenlénge in nm.

So wie die meisten Proteine, besitzt die ADH ein Absorptionsmaximum bei
280 nm. 254 nm-UVC-Strahlung wird etwa halb so stark absorbiert wie
280 nm-UVB-Strahlung. Wellenldngen, iiber 300 nm, werden erheblich
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schlechter absorbiert. Der Vergleich dieses Absorptions-Spektrums mit den
Emissions-Spektren der von mir benutzten UV-Lampen lidsst vermuten, daB die
Strahlung der UVC-Lampe am besten absorbiert wird. Die Strahlung der
UVB-Lampe wird von ADH nur noch schwach absorbiert, da diese vor allem
tiber 300 nm emitiert (siehe Material und Methoden). UV A-Strahlung wird
ein bis zwei GroBenordnungen schlechter absorbiert als UVB-Strahlung.
Aliquots der ADH-Losung wurden mit verschiedenen UV-Dosen und
Wellenldangen bestrahlt und deren Aktivitdt bestimmt (Abb. 20). Um zu
messen, ob NAC die UV-Effekte beeinflusst, wurden zusétzlich ADH-Aliquots
bestrahlt, die mit NAC vorbehandelt waren. Dazu wurde eine NAC-
Konzentration (100 uM) gewihlt, die das Absorptionsspektrum der ADH nicht
beeinflusst. Wesentlich hohere NAC-Konzentrationen absorbieren die UV-
Strahlung messbar und konnen daher als Sonnenschirm wirken und die
chemischen Effekte iiberdecken. Die Thiol-Gruppen des NAC sind gegeniiber
den Thiol-Gruppen der ADH deutlich im UberschuB, denn 0,5 uM ADH-
Monomere entsprechen 3 pM Thiol-Gruppen.

Wie erwartet, hemmte UVC die Aktivitdt der ADH im Vergleich zu UVB und
UVA am effizientesten (Abb. 20 UVC). Die ADH war nach der Bestrahlung
mit etwa 3 kJ/m2 UVC zur Hilfte gehemmt. Eine 50 % Hemmung der ADH
mit UVB wurde erst bei einer Dosis von 20 kJ/m2 erreicht (Abb. 20 UVB).
Die Vorbehandlung mit 100 uM NAC konnte zwar die Hemmung etwas
mildern, aber nicht verhindern (Abb. 20: NAC->UVC, NAC->UVB). Dies
ldsst vermuten, da Thiolgruppen nicht die einzigen, durch die UV-Strahlung
geschidigten Seitengruppen der ADH sind. UVA-Bestrahlung bis 40 kJ/m?
fiihrte zu keiner deutlichen Hemmung der. Enzymaktivitit. Dies korreliert mit
der niedrigen UV A-Absorption (ohne Abb.).
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Abb. 20) N-Acetylcystein-Vorbehandlung von Alkohol-Dehydrogenase vermindert eine UVB-
und UVC-induzierte Enzyminaktivierung. Eine 0,5 uM Hefe-Alkoholdehydrogenase-
Losung in 50 mM Tris pH 8,8 wurde ohne oder mit 100 pM NAC inkubiert und mit
verschiedenen UVB- und UVC-Dosen von 100 bis 20000 J/m? bestrahlt, wie angezeigt.
Die enzymatische Aktivitit der ADH wurde bestimmt. Aufgetragen ist die relative
Enzymaktivitit (unbestrahlt = 100 %) als Funktion der UV-Dosis. Die Ergebnisse von
drei unabhéngigen Experimenten wurden verwendet.

Die HpO»- oder Jodazetamid-Behandlung, sowie die UV-Bestrahlung von ADH

fiihren zu einem Verlust von Thiolgruppen an der ADH

Um die Abnahme von Thiol-Gruppen zu bestimmen, wurden die ADH-
Aliquots fiir 1 Stunde mit 1 mM DTNB inkubiert. Dieses Reagenz besitzt selbst
zwei reaktive Thiol-Gruppen, die mit Cysteinresten reagieren konnen. Dabei
steigt die Absorption von DTNB bei 412 nm (OD413) stark an. Die OD41
dient somit als Indikator fiir die relative Menge an Thiol-Gruppen.

Da DTNB selbst Thiol-Gruppen besitzt, musste gemessen werden, ob die
Mischung von DTNB mit HpO2 oder mit Jodazetamid zu einer Anderung der
OD412 fiihrt. Die OD412 wurde jedoch nicht beeintrdachtigt, wenn die DTNB-
Losung mit H2O9 oder Jodazetamid behandelt worden war. Die Menge der
Thiol-Gruppen in den ADH-Aliquots nahm, in Abhéngigkeit von der HpO»-
bzw. Jodazetamid-Dosis, stark ab (Abb. 21). Jodazetamid modifizierte deutlich
mehr Thiolgruppen als HpO2. Die DTNB-Absorption nach vierstiindiger
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Behandlung der ADH mit 10 mM Jodazetamid, wurde deshalb als Basalwert
betrachtet. Jodazetamid lag in einem mindestens 500-fachen Uberschuss
gegeniiber den ADH-Thiol-Gruppen vor und sollte deshalb alle Thiol-Gruppen
alkyliert haben. Bei dieser Auswertungsmethode ergab sich, daB3 durch
120 pM Jodazetamid die Hilfte der Thiol-Gruppen modifiziert worden sind.
Dies stimmte sehr gut mit der Enzymhemmung (IC50 = 120 uM) iiberein.
H20O2 dagegen, fiihrte erst in einer Dosis von 250 UM zu einem Verlust von 50
% der Thiol-Gruppen. Die IC50 lag bei aber schon bei 50 uM, Dies ldsst
vermuten, da3 HpO2 nicht alle Thiol-Gruppen oxidiert hat oder daf} es durch
andere Reaktionen weggefangen wurde.

% Thiol-Gruppen
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Abb. 21) Jodazetamid- oder HoO,-Behandlung von ADH fiihrt zu einem Verlust von Thiol-
Gruppen. Von den ADH-Aliquots aus Abb. 17 wurden je 450 il abgenommen und mit
50 pl einer 10 mM DTNB-L6sung versetzt und fiir 1 Stunde inkubiert. Die relative
Menge an Thiol-Gruppen wurde bestimmt und als Funktion der Agens-Dosis
aufgetragen. Es wurden die Ergebnisse von drei unabhingigen Experimenten verrechnet.

Bei der Bestimmung der Thiol-Gruppen der UV-bestrahlten ADH wurde nur
eine leichte, dosisabhéngige Abnahme gefunden (Abb. 22). Im Falle der UVB-
bestrahlten ADH konnte eine deutliche Abnahme von Thiol-Gruppen iiberhaupt
erst bei Dosen iiber 5000 J/m2 gemessen werden. Dies ldsst vermuten, daB ein
signifikanter Anteil der UV-induzierten Schiddigung der ADH nicht durch
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Thiol-Modifikation verursacht wird, sondern durch photochemische
Reaktionen an anderen Aminosaure-Seitenresten.

% Thiol-Gruppen
100

80

0 5000 10000 15000 20000 J/m2

Abb. 22) UVC und UVB-Bestrahlung von ADH in vitro verursachen einen Verlust von Thiol-
Gruppen am Protein. Aliquots der ADH aus Abb. 20 wurden mit DTNB inkubiert und die
ODg417 wurde bestimmt. Die relative Menge an Thiol-Gruppen wurde als Funktion der
UV-Dosis aufgetragen. Es wurden die Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten
verrechnet.
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Wenn man die ADH-Aktivitdt als Funktion der Thiol-Gruppen auftrigt,
bekommt man eine Vorstellung davon, wie streng die Zerstdrung von
Thiolgruppen mit der ADH-Inaktivierung korreliert.

% relative ADH-Aktivitat
100 '

0 20 40 60 80 100 %
Thiol-Gruppen

——UVC —o—-UVB —2A—HyOp —o—Jodazetamid

Abb. 23) Enzymatische Aktivitit der ADH als Funktion der Thiol-Gruppen nach Inkubation mit
UVC, UVB, Hy05 oder Jodazetamid. Die ADH-Aktivitdtswerte (Abb. 17 und Abb. 20)
wurden gegen die relative Menge der Thiol-Gruppen (Abb. 21 und Abb. 22) aufgetragen.
Die durch 4-stiindige Inkubation mit 10 mM Jodazetamid erhaltenene OD417 wurde als
Basalwert gesetzt, weil nicht reagiertes DTNB bereits eine basale, signifikante OD417 nm
aufweist.

Die durch Jodazetamid verursachte Inaktivierung der ADH kann durch die
Modifikation von Thiol-Gruppen vollstindig erkldart werden, wihrend die
ADH-Aktivitdt nach HyO2-Behandlung komplett gehemmt ist, schon bevor alle
Thiol-Gruppen modifiziert sind. Dies deutet darauf hin, dal HoO7 noch andere
funktionelle Gruppen schédigt, die fiir die Emzymaktivitdt wichtig sind. UVC-
Strahlung scheint preferenziell solche funktionellen Gruppen zu schddigen, da
die ADH schon vollstindig gehemmt ist, obwohl nur 35 % der Thiol-Gruppen
fiir DTNB unzugénglich sind. Es ist bekannt, da3 aromatische Aminosduren,
wie Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin UVC-Strahlung absorbieren und
dadurch photochemische Reaktion der Aminosduren ausgelost werden (Sober,
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1973). Dies stort vermutlich die Struktur und Funktion der ADH. Fiir diese
Hypothese spricht auch, dal NAC-Vorbehandlung nicht vollstdndig gegen
UVC-Strahlung schiitzt.

Diese Befunde zeigen, dafl nur die von ADH absorbierte UV-Strahlung diese
auch schidigt und dafl oxidative Zwischenprodukte in einer Proteinldsung an
der UV-induzierten Enzymhemmung beteiligt, aber nicht die einzigen
Faktoren fiir Enzymhemmung sind. Desweiteren lassen die Ergebnisse es
unwahrscheinlich erscheinen, daf3 direkte Absorption von UVA- oder UVB-
Strahlung durch Proteine zur Aktivierung von Signalketten in Zellkultur
beitragen, da sehr hohe Dosen eingestrahlt werden miissen, um effiziente
Hemmung von Enzymen in einer Proteinlosung zu erhalten. Auflerdem
unterscheidet sich die Wellenldngen-Abhéngigkeit der ADH-Hemmung in vitro
deutlich von der UV-induzierten EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung
bzw. Dephosphorylierungs-Hemmung (Abb. 2a und 20). UVA wird von den
meisten Proteinen nicht absorbiert, aber fiihrt zu einer effizienten Tyrosin-
Phosphorylierung am EGF-Rezeptor. Dies ldsst vermuten, dal andere
Komponenten der Zelle diese Strahlung absorbieren und dabei ROI's gebildet
werden, die an Thiolgruppen angreifen.
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Diskussion

Saugetier-Zellen reagieren auf chemischen oder physikalischen Stress mit der
Aktivierung von genetischen Programmen, die eine Anpassung an die
unglinstigen Bedingungen erleichtern sollen. Reguliert werden diese
Programme durch Transkriptionsfaktoren, die am Ende von
Signaltransduktionswegen stehen, welche urspriinglich als Vermittler von
Wachstumsfaktor-Stimulation identifiziert wurden. Die Rezeptoren, die diese
Signaltransduktionswege, sowohl durch Liganden-Bindung als auch durch
diverse Formen von zelluldrem Stress, aktivieren, gehdren zur Uberfamilie
der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. In der vorliegenden Arbeit wird am Beispiel
des EGF-Rezeptors ein Mechanismus der Stress-induzierten Aktivierung von
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen identifiziert und untersucht.

Zelluldrer Stress induziert Rezeptor-Phosphorylierung

Sdugetierzellen, die chemischem oder physikalischem Stress ausgesetzt werden,
reagieren innerhalb von Sekunden mit einer Steigerung der Protein-Tyrosin-
Phosphorylierung. Sowohl die Substrate von zytosolischen Protein-Tyrosin-
Kinasen (PTK) als auch von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) werden in
gestressten Zellen verstiarkt an Tyrosinen phosphoryliert.

Besonders viele, unterschiedliche Stress-Faktoren modulieren die Aktivitit der
Src-PTK-Familie. Die Aktivierung von Mitgliedern der Src-Familie bzw. ihre
Beteiligung an Signaltransduktionswegen wurde z.B. nach Stimulation von
Zellen mit Oxidanzien (Lander et al., 1992), Orthovanadat ( Kmiezik et al.,
1988), Quecksilberchlorid (Lander et al., 1992), UV-Strahlung (Devary et al.,
1992), ionisierender Strahlung (Uckun et al., 1993), Hypo-Osmotischem
Schock (Tilly et al., 1993) und Hypoxia (Koong et al., 1994) festgestellt. Src
steht nicht am Beginn von Signaltransduktionswegen, sondern wird durch
Phosphorylierung eines Tyrosinrestes in der katalytischen Doméne und durch
Dephosphorylierung eines C-terminalen Tyrosinrestes positiv reguliert.
AuBlerdem binden andere regulatorische Proteine an die SH2- und die SH3-
Domine des Src (Brown und Cooper, 1996). Es ist daher moglich, daB3 Src in
gestressten Zellen als Folge der Anschaltung verschiedener
Signaltransduktionswege iiber unterschiedliche Mechanismen aktiviert wird.
Daher war es zum Beginn der vorliegenden Arbeit nicht sinnvoll, die
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Mechanismen der Stress-aktivierten PTK-Aktivierung an Hand von Src zu
untersuchen.

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) stehen im Unterschied zu Src am Anfang
von Signaltransduktionswegen und werden durch Ligandenbindung und
anschliessende Phosphorylierung an Tyrosinen aktiviert. Das Spektrum der
Stress-Faktoren, die zu einer Verstdrkung der Tyrosin-Phosphorylierung an
RTK fiihren, ist dem der Src-Aktivierung dhnlich, aber nicht identisch. So gibt
es bis jetzt keine Hinweise darauf, daf ionisierende Strahlung, Hypoxia und
Hypo-Osmotischer Schock zur gesteigerten Tyrosin-Phosphorylierung von
RTK fiihren. Folgende Stress-Faktoren, die RTK-Phosphorylierung
verursachen, sind identifiziert worden:

Rezeptoren | EGF-Rezeptor, | PDGF-Rezeptor |Insulin-Rezeptor,
Induktoren ErbB2 IGEF-Rezeptor
Oxidanzien 57,8,9, 13 4,7 3
Pervanadat 3,6
Thiol-Alkylanzien 1,7 7 1
Tributylzinn 7
UV-Strahlung 2,17, 8, 10, 7, 11 2

11, 12, 14, 15

IGF-Rezeptor = Insulin-dhnlicher-Wachstums-Faktor-Rezeptor

9) Rao et al., 1996
10) Sachsenmaier et al., 1994,
11) Sachsenmaier, 1994;
12) Schieven et al., 1994,
13) Sullivan et al., 1994
14) Warmuth et al., 1994;
15) Zheng et al., 1993;

1) Clark und Konstantopoulos, 1993;
2) Coffer et al., 1995;

3) Heffetz et al., 1989; 1990;

4) Gonzales-Rubio et al., 1996;

5) Gamou und Shimizu; 1995;

6) Kadota et al., 1987,

7) Knebel et al., 1996; diese Arbeit;
8) Miller et al., 1994;
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Einige der Stress-Faktoren, wie UV-Strahlung, ionisierende Strahlung, H2O»
und Tributylzinn, sind genotoxisch, andere, wie Pervanadat, Thiol-
Alkylanzien, Hypo-Osmotischer Schock oder Hypoxia verursachen keine DNA-
Schéden.

Eine andere Gruppe von genotoxischen Stress-Faktoren, die DNA-
alkylierenden Agenzien N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) und
Methyl-Methan-Sulfonat (MMS) moduliert nicht die Aktivitdt von RTK (eigene
unverdffentlichte Beobachtung). Auch fiir eine Aktivierung von Src durch
MMS und MNNG gibt es bisher keine Hinweise.

Hemmung der Dephosphorylierung

Die Steigerung der Tyrosin-Phosphorylierung konnte durch zwei
unterschiedliche Mechanismen verursacht werden.

1. Die Stress-Faktoren konnten die Aktivitdt der Tyrosin-Kinasen steigern.

2. Die Dephosphorylierung der Rezeptoren kénnte gehemmt werden.

Die untersuchten Stress-Faktoren konnten mit den Rezeptoren in einer Weise
interagieren, die eine Stabilisierung von spontan entstehenden Rezeptor-
Dimeren oder eine aktivierende Rezeptor-Konformations-Anderung, die der
durch Liganden-Bindung erzeugten dhnlich ist, induziert. Man konnte sich
auch vorstellen, daf die Wechselwirkung der Rezeptoren mit Liganden, die in
geringen Mengen vorliegen konnten, von den Stress-Faktoren verbessert wird.
Es ist aber eher unwahrscheinlich, da schiadigende Stress-Faktoren mit fiinf
verschiedenen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder deren Liganden in einer
dhnlichen, positiven und aktivierenden Weise interagieren. Gegen eine direkte
Rezeptor-Aktivierung spricht, da} bei isolierten Membranen von A431-Zellen,
die mit ATP und MgCly supplementiert waren und mit UV bestrahlt worden
waren, keine Steigerung der EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung
nachgewiesen werden konnte (ohne Abb.). Gegen eine Beteiligung von
Liganden an der Stress-induzierten Rezeptor-Phosphorylierung spricht, daf3 die
Tyrosin-Phosphorylierung einer Mutante des EGF-Rezeptors, bei der u.a. die
Ligandenbinde-Domaéne fehlt, durch HpO7-Behandlung oder UV-Bestrahlung
induziert werden konnte (Abb. 2¢)

Alle Stress-Faktoren, die zur Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung fiihren,
haben gleichzeitig die Eigenschaft die Dephosphorylierung der Rezeptoren zu
hemmen.
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So hemmen Pervanadat oder HpO», die in"Fao-Zellen ein dhnliches Tyrosin-
Phosphorylierungs-Muster wie Insulin erzeugen, die Gesamt-PTPase-Aktivitiit
in diesen Zellen (Heffetz et al., 1989; 1990). H2O7 induziert auch EGF-
Rezeptor-Phosphorylierung (Sullivan et al., 1994; Rao et al., 1996; diese
Arbeit: Abb. 2b, 3, 4 und 5) und hemmt gleichzeitig die Dephosphorylierung
des EGF-Rezeptors (Sullivan et al., 1994; diese Arbeit: Abb. 8a, 8b). Die
durch UVA-, UVB- und UVC-Strahlung induzierte EGF-Rezeptor-Tyrosin-
Phosphorylierung (Zheng et al., 1993; Miller et al., 1994; Sachsenmaier et
al.,1994; Warmuth et al., 1994, diese Arbeit: Abb. 2a, 2b, 3, 4 und 5) wird
ebenfalls von einer UV-induzierten Hemmung der EGF-Rezeptor-
Dephosphorylierung begleitet (Abb. 8a und 8b). UVA, UVB und UVC
verursachen auch eine gesteigerte Tyrosinphosphorylierung des PDGF-
Rezeptors (Abb. 6a) und hemmen gleichzeitig dessen Dephosphorylierung
(Abb. 8c). Die Thiol-alkylierenden Substanzen N-Ethylmaleimid und
Jodazetamid induzieren die Tyrosin-Phosphorylierung des Insulin-Rezeptors,
des EGF-Rezeptors und des PDGF-Rezeptors (Clark und Konstantopoulos,
1993; diese Arbeit: Abb. 4c und 6b). Fiir Jodazetamid wurde gefunden, daB es
die EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung sehr effizient verzdgert (Abb. 8a).
Auch ein Vertreter der Organometalle, Tributylzinn induziert EGF-Rezeptor-
Phosphorylierung und hemmt die Dephosphorylierung effizient (Abb. 13).

Die Eigenschaft der Stress-Faktoren, Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung
auszulosen, korreliert also in jedem untersuchten Fall mit ihrer Fahigkeit, die
Rezeptor-Dephosphorylierung zu hemmen.

AuBlerdem wurde gefunden, dal Antioxidans-Behandlung nicht nur die UV-,
H7O2- und Jodazetamid-induzierte EGF-Rezeptor-Phosphorylierung deutlich
verminderte (Abb. 4 und 6), sondern auch die Hemmung der Rezeptor-
Dephosphorylierung. ,

Diese Befunde lassen vermuten, daff die Dephosphorylierungs-Hemmung ein
Grund fiir die Steigerung der Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung ist.
Vorraussetzung fiir die, durch Dephosphorylierungs-Hemmung verursachte,
Akkumulation von Tyrosin-Phosphorylierung, ist eine konstitutiv hohe
Basalaktivitdt der Rezeptoren. Eine konstitutiv hohe Basalaktivitit konnte
durch die stindige Bewegung der Rezeptoren in der Membran zustande
kommen. Dadurch konnten transient Rezeptor-Dimere gebildet werden, die zu
der basalen Tyrosin-Phosphorylierung fithren. Die Behandlung von Rat-1-HER
Zellen mit dem Protein-"Crosslinker" 1-Ethyl-3-(3-Di-Methylamino-Propyl)-
Carbo-Diimid (EDAC) erzeugt in wenigen Minuten eine starke Induktion der
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EGF-Rezeptor-Phosphorylierung (eigene unverdffentlichte Ergebnisse). Dies
konnte darauf beruhen, daB kurzlebige Rezeptor-Dimere stabilisiert werden
und sich verstirkt gegenseitig phosphorylieren.

Die Mechanismen der Liganden-induzierten und der Stress-Faktor-induzierten
Rezeptor-Phosphorylierung sind verschieden, denn die Dephosphorylierungs-
Geschwindigkeit des EGF-Rezeptors und des PDGF-Rezeptors mit
gebundenem Liganden ist wesentlich hoher als in gestressten Zellen, obwohl
die Liganden erheblich effizienter Rezeptor-Phosphorylierung auslosen
(Bohmer et al., 1995; diese Arbeit Abb. 2a, 6 und 8). Also wird die Liganden-
induzierte Tyrosin-Phosphorylierung nicht durch Dephosphorylierungs-
Hemmung verursacht.

Diese Schluf3folgerung wird allerdings durch kiirzlich verdffentlichte Befunde
in Frage gestellt. Die Behandlung von Zellen mit PDGF fiihrt zu einem PDGF-
Rezeptor-abhingigen Anstieg der intrazelluldren HpO2-Konzentration. Sowohl
dieser Anstieg der HoO2-Konzentration als auch PDGF-induzierte Zunahme an
Tyrosin-Phosphorylierung und Erk-1,2-Aktivierung konnte durch
Uberexpression von Katalase, die HoO» vernichtet oder durch die Behandlung
mit NAC verhindert werden (Sundaresan et al., 1995). Die Autoren folgern,
dafl die PDGF-induzierte Produktion von H2O2 zu einer lokalen Hemmung der
PTPasen fiihrt und dadurch die PDGF-Rezeptor-Phosphorylierung zunimmt.
Der Befund aus der vorliegenden Arbeit, dafl UV-Strahlung die
Dephosphorylierung des PDGF-Rezeptors hemmt, obwohl die Zellen vorher
mit PDGF behandelt worden waren (Abb. 8c), deutet darauf hin, dafl die
Dephosphorylierung durch UV-Strahlung stdrker gehemmt wird als durch
PDGF-Behandlung induziertes H2O». -

Stress hemmt PTPasen

Die Dephosphorylierung-Experimente mit PTPasen konnten nicht kldren, ob
die Verzogerung der Dephosphorylierung durch eine PTPase-Hemmung oder
durch eine Konformationsdnderung an den Rezeptoren, durch die die
Zuginglichkeit der Tyrosinphosphate fiir PTPasen vermindert ist, verursacht
wurde. Um dies zu iiberpriifen, mufite die PTPase unabhiéngig vom EGF-
Rezeptor mit UV bestrahlt werden. Es hat sich herausgestellt, da} die in dieser
Arbeit benutzte Methode der Membran-Préparation nicht ausreichte, um die
PTPase vom EGF-Rezeptor zu trennen, da der EGF-Rezeptor unter den
gewihlten Bedingungen (5 mM NAC, 37°C) immer noch, innerhalb weniger
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Minuten dephosphoryliert wurde (Abb. 10-und 11). Es war nicht méglich zu
tiberpriifen, ob die Dephosphorylierung in der Membranpriparation durch die
gleichen PTPasen katalysiert wird, die in intakten Zellen Rezeptor-spezifisch
sind, da diese noch nicht identifiziert sind. Mit Hilfe eines ,Membran-Mix-
Experimentes® gelang es aber zu zeigen, dafl die membranstindige
Phosphatase-Aktivitat durch UV-Bestrahlung sehr effizient gehemmt wird
(Abb. 12). Dies liefert eine hinreichende Erkldrung fiir die in vivo beobachtete
Dephosphorylierungs—Hemmung.

Da PTPase-Hemmung zu einer schnellen Steigerung der Rezeptor-Tyrosin-
Phosphorylierung fiihrt, werden die Rezeptoren offenbar sehr stringent durch
PTPasen reguliert. Diese PTPasen sollten an der Plasma-Membran in enger
Nachbarschaft mit den Rezeptoren lokalisiert sein, damit sie die basale
Aktivitdt der Rezeptoren regulieren konnen. Die Frage ist nun, welche
PTPasen natiirlicherweise die Aktivitdt der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
regulieren und durch Stress-Faktoren gehemmt werden. Der EGF-Rezeptor
wurde diesbeziiglich am besten untersucht. Zur Zeit sind etwa 50 PTPasen
kloniert, von denen drei mit dem EGF-Rezeptor wechselwirken
(zusammengefasst in Streuli, 1996). Die SH-PTP1 und die PTP-1B k&nnen den
EGF-Rezeptor nach Uberexpression dephosphorylieren. Die SH-PTP2 bindet
zwar an den EGF-Rezeptor, dephosphoryliert ihn aber nicht, sondern spielt
eine positiv regulierende Rolle bei der Rezeptor-induzierten Signal-
transduktion.

SH—PTPl, die auch PTP1C, HCP oder SHP heiflt, wird im wesentlichen in
Zellen hemapoetischen Ursprungs aber auch in A431-Zellen exprimiert
(Tomic et al., 1995; Streuli, 1996). SH-PTP1 besitzt zwei SH2-Doménen mit
denen sie an Protein-Tyrosinphosphate binden kann. SH-PTP1 ist in B-Zellen
mit dem B-Zell-Rezeptor-Komplex assoziiert und hat negativ regulierende
Funktion bei der Signaltransduktion des B-Zell-Rezeptors (Streuli, 1996).

Die EGF-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung eines, in 293-Fibroblasten
transfizierten EGF-Rezeptors, war deutlich verringert, wenn die Zellen
zusétzlich mit einem Plasmid transfiziert waren, das fiir die SH-PTP1 kodiert
(Tomik et al., 1995). SH-PTP1 kann mittels SH2-Doménen an den
tyrosinphosphorylierten EGF-Rezeptor binden. Die Autoren schliessen, daf} die
SH-PTP1 eine Rolle bei der physiologischen Dephosphorylierung und der
Regulation der Aktivitdt des EGF-Rezeptors spielen konnte.

SH-PTP1 ist nicht EGF-Rezeptor-spezifisch, sondern hat eine ganze Reihe von
Substraten, die in der Signaltrahsduktion des B-Zell-Rezeptors, des IL-3-
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Rezeptors, der c-Kit-Tyrosin-Kinase, der Tyk-2-Tyrosin-Kinase und des
Erythropoetin-Rezeptors eine Rolle spielen (DeFranco und Law, 1995; Streuli,
1996). Da die SH-PTP1 im wesentlichen in hemapoetischen Zellen exprimiert
wird, kann sie in vielen anderen Zellinien nicht die PTPase sein, die fiir die
EGF-Rezeptor-Regulation verantwortlich ist.

Die Protein-Tyrosin-Phosphatase-1B (PTP-1B) ist ein weiterer Kandidat fiir
eine Rezeptor-regulierende PTPase. Auch die PTP-1B ist nicht substrat-
spezifisch (Fischer et al., 1991). Die Uberexpression von (PTP-1B) erniedrigt
die basale und die Liganden-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-
Rezeptors, des oPDGF- und BPDGF-Rezeptors, aber auch des Insulin-
Rezeptors und des Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor-Rezeptors (IGF-R)
(Lammers et al., 1993). Diese Befunde sind etwas schwierig zu verstehen, weil
die Rezeptoren plasmamembranstindig sind, aber die PTP-1B mit einer C-
terminalen Aminosdure-Sequenz in der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums lokalisiert ist (Frangioni et al., 1992). Die PTP1B kann daher nicht
die EGF-Rezeptor-spezifische PTPase sein, deren Hemmung zur Stress-
induzierten Akkumulation von Tyrosinphosphat fiihrt.

Noch nicht veroffentlicht ist, daB auch die Uberexpression der PTPo die EGF-
induzierte EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung vermindert (F. Bohmer,
pers. Mitteilung). Es sind also einige PTPasen bekannt, die den EGF-Rezeptor
dephosphorylieren konnen. Dennoch fehlt der Beweis, dafl eine dieser PTPasen
fiir die natiirliche Regulation des EGF-Rezeptors verantwortlich und damit das
Ziel der hier untersuchten Ste3-Faktoren ist.

Eine strukturell mit der SH-PTP1 verwandte PTPase, die ebenfalls zwei SH2-
Doménen besitzt, aber in vielen Zellinien exprimiert wird, reguliert im
Unterschied zu den bisher genannten Phosphatasen als notwendiger
Signalvermittler die Signaltransduktion von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Die
Uberexpression von SH-PTP2 fiihrt nicht zu einer Erniedrigung der EGF-
Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung. Mehrere Arbeitsgruppen haben
gefunden, dafl die SH-PTP2 fiir die Rezeptor-Tyrosin-Kinase-abhingige
Stimulation von Ras bedeutsam ist. Dabei spielt die SH-PTP2 eine Rolle als
Adaptor, indem sie mittels ihrer SH2 Doméne an den tyrosinphosphorylierten
PDGF-Rezeptor (Feng et al., 1993; Bennett et al., 1994, Li et al., 1994; Roche
et al., 1996), den EGF-Rezeptor (Feng et al., 1993; Lechleider et al., 1993;
Milarski et al., 1993; Vogel et al., 1993; Tomic et al., 1995; Bennett et al.,
1996) oder das Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (Kuhne et al., 1993; Milarski und
Saltiel, 1994; Noguchi et al., 1994; Xiao et al., 1994) bindet, selbst
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tyrosinphosphoryliert und aktiviert wird und als Bindestelle fiir Grb2-Sos-
Komplexe fungiert. Offensichtlich ist die Phosphatase-Aktivitit der SH-PTP2
fiir die Rezeptor-Signaltransduktion entscheidend, denn eine katalytisch
inaktive Mutante inhibiert die Insulin-induzierte Aktivierung der Erk-1,2 und
den Insulin-induzierten Thymidin-Einbau (Milarski und Saltiel, 1994). Eine
katalytisch inaktive Mutante hemmt auch die EGF-induzierte Erk-1,2- und
Elk-1-Aktivierung sowie das EGF-induzierte Eintreten der Zellen in die S-
Phase (Bennett et al., 1996). Auch mikroinjizierte aSH-PTP2-Antikorper
hemmen PDGF-induzierte c-fos-Gen-Expression und die EGF-, Insulin- und
IGF-induzierte DNA-Synthese (Xiao et al., 1994; Roche et al., 1996).

Wenn SH-PTP2 in UV-, H2O2-, TBT- oder Jodazetamid-behandelten Zellen
gehemmt werden wiirde, sollten die Signale der Rezeptoren nicht oder nur
geschwicht weitergeleitet werden konnen. Offenbar wird SH-PTP2 nicht oder
nur zum Teil durch die hier untersuchten Stress-Faktoren inhibiert, denn sie
induzieren sowohl Erk-1,2-Aktivierung als auch c-fos-Gen-Expression. Der
einzige Stress-Faktor, der EGF-Rezeptor-Phosphorylierung verursacht, aber
keine Erk-1,2-Aktivierung oder c-fos-Gen-Expression induziert, ist UVA
(eigene unveroffentlichte Ergebnisse). Es ist noch nicht untersucht, ob sich die
UVA-induzierte Phosphorylierung am EGF-Rezeptor von der, durch die
anderen Stress-Faktoren- oder EGF-induzierten unterscheidet und dadurch
nicht aktivierend ist, oder ob UVA als einziger Stress-Faktor die SH-PTP2
hemmt.

Der Befund, daf8 Thiol-modifizierende Stress-Faktoren das katalytische
Zentrum von PTPasen angreifen, ldsst vermuten, daB nicht nur Rezeptor-
spezifische PTPasen gehemmt werden. Trotzdem muf3 es, wie schon das
Beispiel SH-PTP2 zeigt, eine gewisse Spezifitit geben. Erk-1,2 und INK/SAPK
werden in UV-bestrahlten Zellen transient, d.h. fiir etwa eine Stunde, an
Tyrosinen phosphoryliert und aktiviert und anschliessend wieder
dephosphoryliert (Radler-Pohl et al., 1993; Liu et al., 1995; Cavigelli et al.,
1996; Price et al., 1996). Das bedeutet, dal die PTPasen, die fiir diese
Mapkinasen spezifisch sind, durch UV-Strahlung nicht oder uneffizient
gehemmt werden. Behandelt man UV-bestrahlte Zellen zusitzlich mit der
Substanz Arsenit, die selbst auch JNK/SAPK-Aktivierung verursacht, dann
bleibt die Aktivitit der INK/SAPK fiir mindestens vier Stunden erhalten.
Auflerdem verhinderte die Zugabe von Arsenit zu einem Zellextrakt, daf
dieser die gereinigte JNK/SAPK inaktivierte (Cavigelli et al., 1996). Diese
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Befunde lassen vermuten, dafl Arsenit im Unterschied zu UV-Strahlung ein
effizienter Inhibitor fiir eine PTPase ist, die JNK/SAPK dephosphoryliert.

Mechanismus der Stress-induzierten PTPase-Hemmung

Um den Mechanismus der Stress-induzierten PTPase-Hemmung zu Vérstehen,
mufl man wissen, welche Molekiile mit den Stress-Faktoren wechselwirken
oder von ihnen modifiziert werden. Alle, in dieser Arbeit untersuchten Stress-
Faktoren wurden durch Anti-Oxidanzien in ihrer Fahigkeit, Rezeptor-
Phosphorylierung auszuldsen, gehemmt. Die verwendeten Anti-Oxidanzien L-
Cystein, NAC, GSH, B-Mercaptoethanol, DTT und DMSA besitzen Thiol-
Gruppen, die leicht oxidierbar sind. Sie konnten nicht nur die induzierte
Rezeptor-Phosphorylierung hemmen (Abb. 4 und 6) und die Hemmung der
Dephosphorylierung verhindern, sondern auch die durch alle untersuchten
Stress-Faktoren verursachte Inaktivierung der Hefe- Alkohol-Dehydrogenase in
vitro hemmen oder vollstindig verhindern. Alkohol-Dehydrogenase benotigt
fiir die Katalyse mehrere Thiolgruppen und wird deswegen durch Thiol-
Alkylanzien, wie Jodazetamid effizient gehemmt. Thiol-Gruppen spielen also
bei dem Wirkmechanismus der Stress-Faktoren eine kritische Rolle.
Cystein-Seitenreste, die Thiol-Gruppen tragen, sind am katalytischen
Mechanismus von vielen verschiedenen Enzymen beteiligt (Friedman, 1973).
Auch Protein-Tyrosin-Phosphatasen tragen in ihrem katalytischen Zentrum ein
konserviertes Cystein mit einer Thiolgruppe, die fiir die Katalyse notwendig
ist. PTPasen benétigen die Thiol-Gruppe, um mit dem Tyrosinphosphat eine
Phosphothioester-Bindung aufzubauen (Guan und Dixon, 1991; Fischer et al.,
1991). Diese Bindung destabilisiert die Phosphatesterbindung zum Tyrosin und
ermoOglicht die Dephosphorylierung des Substrats. Der Austausch dieses
Cysteins gegen eine andere Aminosdure inaktiviert die PTPase und fiihrt zu
einer dominant—negétiven Form des Enzyms (Bennett et al., 1996). Diese
Thiol-Gruppe von PTPasen konnte ein offensichtliches Ziel von Stress-
Faktoren sein. Wihrend die Oxidation durch H202 und KMnOg4, sowie die
Alkylierung durch Jodazetamid, offensichtliche Modifikationen der Thiol-
Gruppen sind, ist es unklar, welche Modifikationen durch UV-Strahlung oder
Tributylzinn verursacht werden.

Die Alkohol-Dehydrogenase (ADH) benétigt, wie die PTPasen, Thiol-Gruppen
fiir ihre katalytische Aktivitdat (Rabin und Whitehead, 1962; Eklund, 1976), so
daf3, unter gewissen Vorbehalten, mechanistische Schlussfolgerungen aus dem
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Vergleich der PTPase-Hemmung in Zeller und der ADH-Hemmung in vitro
gezogen werden konnten. HpO7 oder Jodazetamid hemmten die ADH-Aktivitét
in vitro effizient (Abb. 17) und zerstorten in gleichem Mafle die Thiol-
Gruppen der ADH (Abb. 21 und 23). Dies impliziert, dal diese Agenzien auch
die Thiol-Gruppen von PTPasen in Zellen direkt modifizieren konnen.
Besonders UVA-Strahlung und UVB-Strahlung > 300 nm wird von ADH nicht
absorbiert (Abb. 19), fiihrt also nicht durch direkte Absorbtion zur Enzym-
Hemmung, sondern iiber einen indirekten Mechanismus. Die UVC-induzierte
ADH-Hemmung konnte mit NAC nur zum Teil verhindert werden (Abb. 20),
und der UV-induzierte Verlust an Thiol-Gruppen erklédrt die Inaktivierung
nicht vollstindig (Abb. 22 und 23). Wenn noch 70 % der Thiolgruppen
unmodifiziert sind, ist die ADH-Aktivitiat schon auf 2 % des Kontrollwertes
gehemmt (Abb. 20, 21 und 23). UV-Absorption durch andere Aminosauren
(Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) (Sober et al., 1973) scheint zur
Inaktivierung beizutragen.

Der unvollstidndige Schutz der ADH durch Antioxidanzien im Unterschied zum
fast vollstindigen Schutz der PTPasen in vivo und in vitro, und der Befund,
daB langwellige UV-Strahlung zwar zur Inaktivierung von PTPasen in vivo
und in vitro, aber nicht zur Inaktivierung der ADH fiihrt, 14sst den Schluf3 zu,
daB im Unterschied zur Situation mit HoO2 und Jodazetamid bei UV-Strahlung
die Situation in vivo bzw. in komplexen Membran-Préparationen anders ist als
mit gereinigter ADH. Diese Befunde sprechen dafiir, da bei der Bestrahlung
isolierter ADH eine UV-absorbierende Komponente fehlt, die in Zellen
vorhanden ist, und die effiziente UVA-, UVB- und UVC-induzierte PTPase-
Hemmung verursacht. Bei der Bestrahlung von Zellen miissen also UV-
induzierte Intermediate entstehen, die die Hemmung der PTPasen vermitteln
und durch Anti-Oxidanzien abgefangen werden. Diese Intermediate konnten
UV-induzierte ROI‘s sein, die bei der Bestrahlung von Zellen oder von
zelluldren-Komponenten entstehen (Miyachi, 1995; Tyrell, 1995). Dafiir
spricht besonders, daB NAC die UV-induzierte PTPase-Hemmung sehr
effizient verhindert, obwohl es sehr schwach UVC (1,4-fache Steigerung der
UVC-Absorption des Mediums mit 10 mM NAC) und iiberhaupt nicht UVB
oder UV A absorbiert (Abb. 9).
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Warum wird die Aktivitdt bestimmter, aber wahrscheinlich nicht sdmtlicher
PTPasen durch UV gehemmt, aber nicht die Aktivitdt vieler anderer Enzyme
z. B. diejenige von G-Proteinen, Tyrosin oder Serin/Threonin-Kinasen und
Transkriptionsfaktoren? Und warum scheint die Modifikation anderer
Aminosduren (Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin) in vivo keine Rolle zu
spielen ?

In einer Zelle werden die Molekiile wesentlich besser gegen UVC abgeschirmt
als in einer Proteinlosung, da in der Zelle sehr viele unterschiedliche UVC-
absorbierende Molekiile vorliegen. Vermutlich mufl wegen dieser
Abschirmung die Bestrahlungsdosis zur volligen Inaktivierung eines zelluldren
Enzyms, das keine Thiolgruppen bendtigt, also nicht gegen oxidative
Intermediate empfindlich ist, erheblich hther gewidhlt werden als in einer
Proteinlésung. So wurde die Tyrosin-Phosphorylierung des EGF-Rezeptors
mit steigender UVC-Dosis, bis mindestens bis 10000 J/m2, immer weiter
erhoht, weil die PTPasen im Gegensatz zu Kinase immer effizienter gehemmt
wurden. Dagegen reichte eine niedrigere UVC-Dosis als in einer Proteinldsung
aus, um zelluldre Enzyme zu inaktivieren, die Thiolgruppen bendtigen,
vermutlich weil UV-induzierte ROI's besonders Thiolgruppen angreifen
(500 J/m2 UVC induziert effiziente EGF-Rezeptor-Phosphorylierung, hemmt
aber nur sehr schwach die ADH (Abb. 2a und 20). UVA und UVB > 300nm
werden so schwach von Proteinen absorbiert, dal der EGF-Rezeptor, der
keine Thiol-Gruppen fiir seine Kinase-Aktivitit benotigt, durch diese
Wellenldngen wahrscheinlich nicht mefbar gechemmt wurde. Noch schwieriger
ist es zu erkldren, warum bestimmte thiolhaltige Proteine in vivo durch UV-
Strahlung inaktiviert werden (wie z.B. die PTPase, die den EGF-Rezeptor
dephosphoryliert), andere aber nicht (z.B. die PTPase SH-PTP2). Eine
plausible Erkldrung wire, dafl schiitzende thiolhaltige Molekiile nicht
gleichmifig in der Zelle verteilt sind, und daB3 besonders die thiolhaltigen
Enzyme durch UV-Strahlung inaktiviert werden, die natiirlicherweise an
Platzen mit niedriger Thiol-Konzentration lokalisiert sind.

Wie in der Einleitung dargestellt, fiihrt UV-Strahlung (und wahrscheinlich
auch TBT) nicht nur zur Phosphorylierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren,
sondern auch zu Weiterleitung des Signals zu den antwortenden Genen.
Tributylzinn induzierte ADH-Hemmung wird durch Dithiole, wie DTT oder
DMSA sehr effizient (Abb. 18), durch Mono-Thiol-Verbindungen, wie NAC
oder B-Mercaptoethanol aber nicht verhindert oder aufgehoben (ohne Abb.).
Vermischt man Dithiole mit TBT, fallen sie sofort als unldslicher Niederschlag
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aus. Es bleibt zu erklidren, warum das katalytische Zentrum von PTPasen, das
nur eine Thiol-Gruppe enthélt (Fischer et al., 1991; Barford et al., 1994;
Zhang et al., 1994; Su et al., 1994; Denu et al., 1996), von TBT gehemmt
wird. Moglicherweise wird auch die TBT-induzierte PTPase-Hemmung durch
ROI's vermittelt. B-Mercaptoethanol-Behandlung verhindert die TBT-
induzierte Hdmolyse von Erythrozyten (Gray et al., 1986). Die TBT-induzierte
Freisetzung von Interleukin-1o (IL-1a) konnte durch NAC effizient gehemmt
werden. Daraus folgerten die Autoren, daBB ROI's beteiligt sind, die durch
TBT-induzierte Hemmung der Atmungskette in Mitochondrien entstehen
(Corsini et al., 1996).

Die Rolle der Na3VO4-Vorbehandlung

Natrium-Orthovanadat (Na3VOg4) ist ein unspezifischer Hemmstoff fiir
PTPasen (Swarup et al., 1982). Es hingt von der NazVO4-Dosis ab, ob eine
Vorbehandlung der Zellen zu einer mefbaren Zunahme der EGF-Rezeptor-
Phosphorylierung fiihrt oder nicht (Abb. 5). Die UV- und HpO2-induzierte
EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung kann in Zellen nachgewiesen
werden, die nicht mit NazVO4 vorbehandelt worden sind (Schieven et al.,
1994; Warmuth et al., 1994; Coffer et al., 1995; Gamou und Shimizu, 1995;
Huang et al., 1996; Rao, 1996; Abb. 5). In dieser Arbeit wurden die Zellen mit
Na3VOg4 vorbehandelt, um die Agenzien-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung
zu stabilisieren und die Extrakte wéhrend der Prdparation unempfindlich
gegen Dephosphorylierung zu machen.

Die UV-induzierte Hemmung der EGF-Rezeptor-Dephosphorylierung in
Membranen ist revertierbar (Abb. 11b). Dies lisst vermuten, daB Schiden an
der katalytischen Thiolgruppe einer PTPase moglicherweise recht kurzlebig
sind, und durch Na3zVOy4 stabilisiert werden. Es gibt aber keine Hypothese, wie
ein solcher Stabilisierungsprozess funktionieren soll. Angesichts der
Beobachtung, dafl die verwendeten Stress-Faktoren PTPasen hemmen, muf} in
Betracht gezogen werden, dal} sie mit Na3VOg4 interagieren und die NazVO4-
Wirkung verstdrken. Niedrige Na3VO4-Konzentration verursachen alleine
keine mefBBbare EGF-Rezeptor-Tyrosinphoshorylierung aber sie verstdrken die
UV- und HyO2-induzierte Phosphorylierung (Abb. 5) und Dephos-
phorylierungs-Hemmung (Abb. 11a). Es ist bekannt, daB H2O2 mit Na3VO4
direkt reagiert und es in Pervanadat umwandelt, welches ein besserer PTPase-
Hemmer ist als Na3VOg4 (Heffetz et al., 1990). Es ist nicht wahrscheinlich, daB3
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UV-Strahlung zur Erzeugung von Pervanadat fiihrt, da die Behandlung von
Zellen mit UV-bestrahltem Na3zVQg4-haltigem Medium, keine Tyrosin-
Phosphorylierung induziert (eigene, unverdffentlichte Ergebnisse).

Auflerdem wird die Wirkung von KMnO4, Jodazetamid und Tributylzinn
ebenfalls verstidrkt. Diese Agenzien induzieren keine Peroxide. Daraus wiirde
man schliessen, da3 Na3V O4-induzierte Hemmung von PTPasen unabhingig
und gleichzeitig mit der Hemmung durch die anderen verwendeten Agenzien
stattfindet.

Rezeptor-Dimerisierung

Auch ein EGF-Rezeptor, der in seiner ATP-Bindestelle (K721M) mutiert und
daher kinasedefizient ist, wird in UV-bestrahlten und H>O2-behandelten Zellen
verstdrkt an Tyrosinen phoshoryliert. Dies wurde in NIH3T3-Zellen und in
B82-Zellen beobachtet, die den EGF-Rezeptor stabil liberexprimieren (Abb. 3:
B82-EGFR-K721M, EGFR-IP Blot-aPY). Wenn nur EGF-Rezeptor-
Homodimere vorliegen wiirden, konnte keine Tyrosin-Phosphorylierung durch
die kinasedefizienten Rezeptoren katalysiert werden. Es muf3 also andere
Tyrosin-Kinasen geben, die den EGF-Rezeptor phosphorylieren. Sowohl
NIH3T3-Zellen als auch B82-Zellen exprimieren endogenes ErbB2 in solchen
Mengen, daB man es leicht durch Western-Blot-Analyse nachweisen kann. Es
ist bereits bekannt, daB ErbB2 mit dem EGF-Rezeptor Heterodimere bilden
kann, in denen sich die Rezeptoren gegenseitig an Tyrosinen phosphorylieren.
Nachgewiesen wurde dies, indem man Zellen, die beide Rezeptoren
exprimieren, mit EGF behandelte und die Tyrosin-Phosphorylierung am
ErbB2, das EGF nicht bindet, gefunden hat (Stern und Kamps, 1988; Wada et
al., 1990, Qian et al., 1992). Eine basale ErbB2-Aktivitdt in diesen Zellen
konnte also fiir die EGF-Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung verantwortlich
sein, wenn EGF-Rezeptor spezifische PTPasen durch UV-Strahlung oder H2O2
gehemmt sind. Der Befund, da ErbB2 in UV-bestrahlten und HpO2-
behandelten Zellen an Tyrosinen phosphoryliert ist, 1dsst vermuten, daff auch
die ErbB2-spezifischen PTPasen gehemmt werden.

EGF induziert die Tyrosin-Phosphorylierung des kinasedefizienten EGF-
Rezeptors und von ErbB2 (Abb. 3: B82-EGFR K721M; siehe auch Wright et
al., 1995). Dieser unerwartete Befund impliziert eine interessante Hypothese
tiber den Mechanismus der EGF-induzierten EGF-Rezeptor-Phosphorylierung.
Die Bindung von EGF an den Rezeptor konnte eine Konformationsénderung
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hervorrufen, die bewirkt, daB der EGF-Rezeptor verstirkt mit ErbB2
interagiert. Die Beobachtung, daf auch ErbB2 verstirkt an Tyrosinen
phosphoryliert wird, wenn der kinasedefiziente EGF-Rezeptor EGF bindet
(Abb. 3: B82-EGFR-K721M, ErbB2 IP Blot-0tPY), kann mit der Anwesenheit
von Heterodimeren nicht erkldrt werden. Moglicherweise bilden sich nach
Stimulation durch Liganden-Bindung Rezeptor-Oligomer-Gruppen, in denen
mehrere ErbB2 und EGF-Rezeptor-Molekiile vorliegen und sich gegenseitig an
Tyrosinen phosphorylieren.

Bedeutung der Stress-induzierten EGF-Rezeptor-Aktivierung

Die durch UV-Strahlung oder TBT erzeugten Zwischenprodukte hemmen
offensichtlich die anderen Komponenten der Signaltransduktionswege nicht.
Die EGF-Rezeptor-abhédngige Signaltransduktion in UVC- und UVB-
bestrahlten Zellen ist sehr #hnlich zu der Signaltransduktion in EGF-
behandelten Zellen (Bender et al., 1997; siehe Einleitung der vorliegenden
Arbeit). )

Auch in TBT-behandelten Zellen werden viele Komponenten der EGF-
Rezeptor-abhingigen Signaltransduktion aktiviert. So werden Tyrosin-Kinasen
und die Mapkinasen Erk-1,2, p38/RK und JNK/SAPK aktiviert (Abb. 14).
Offensichtlich hemmt TBT, so wie niedrige UV-Dosen, auch nicht die
Komponenten des Transkriptions-Komplexes und Transkriptionsfaktor-
Aktivierung, denn c-jun- und c-fos-mRNA wird in TBT behandelten Zellen
sehr stark akkumuliert (Abb. 15). Diese mRNA-Akkumulation beruht auf der
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren_an den Promotoren, denn die
Unterbrechung der Erk-1,2-und der p38/RK-Signaltransduktion hemmt die
TBT-induzierte c-jun- und c-fos-Gen-Induktion sehr effizient (Abb. 16).
Welche Transkriptionsfaktoren im einzelnen die TBT-induzierte Gen-
Induktion vermitteln, muf3 mit Hilfe von Promoter-Mutanten ermittelt werden.
Aufgrund der vorliegenden Daten ergibt sich folgendes Schema fiir die
schnelle Aktivierung von c-fos in UV-bestrahlten-, H2O2-, TBT- und
Jodazetamid-behandelten Zellen.




104 Diskussion

~
UV, HyOy, TBT
Jodazetamid

Zellkern

\_ ),

Abb. 24) Schematische Darstellung der Rezeptor-Tyrosin-Kinase-vermittelten Stress-Faktor-
Signaltransduktion zum Terndren-Komplex-Faktor am c-fos-Promoter. Die Rolle der SH-
PTP2 bei der Stress-induzierten Aktivierung der EGF-Rezeptor-Signaltransduktion wurde
bisher noch nicht untersucht. MAPK steht reprisentativ fiir Erk-1,2, p38/RK oder
JNK/SAPK. MAPKK représentiert MEK, INKK oder MKK3 / MKK6. MAPKKK steht
fiir Raf-1 im Falle des Erk-1,2-Signalweges und fiir MEKK fiir den JNK/SAPK-
Signalweg. Die MAPKKXK fiir p38/RK ist noch nicht identifiziert.

PY = Tyrosinphosphat, HS = Thiolgruppe des katalytischen PTPase-Zentrums, PTP
= Protein-Tyrosin-Phosphatase, RTK = Rezeptor-Tyrosin-Kinase, TCF = Ternérer
Komplex Faktor.

Es ist wahrscheinlich, dal die UV-induzierte Genaktivierung eine Rolle bei der
Entstehung einer Reihe von pathologischen Erscheinungen, wie
Immunsuppression, Sonnenbrand oder Hautkrebs, spielt. Dafiir spricht auch,
dafl die Verminderung von UV-induzierten ROI‘s einige der pathologischen
Folgen hemmen kann. Z.B. hemmte die Applikation von NAC auf die Haut von
Miusen die UV-induzierte systemische Immunsuppression (van der Broeke et
al., 1995). AuBerdem verminderte die NAC-Vorbehandlung die DNA-
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Synthese-Hemmung in der Haut von UV-bestrahlten Ratten (van der Broeke et
al., 1994).

UV-induzierte EGF-Rezeptor-Aktivierung wurde auch fiir die Aktivierung der
Phospholipase-A2 verantwortlich gemacht (Miller et al., 1994; Chen et al.,
1996). Auch TBT fiihrt zur EGF-Rezeptor-vermittelten Aktivierung von PLA-
2 (Zaucke und Knebel in Vorbereitung). Die PLA-2 katalysiert die Freisetzung
von Arachidonsdure, einem wichtigen Mediator bei Entziindungsreaktionen
(Higgins, 1985; Sondergaard et al., 1985). Die Vermutung liegt nahe, daf3 der
EGF-Rezeptor oder andere Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wichtige Vermittler bei
der UV- und TBT-induzierten Entstehung von Hautentziindungen sind.

Jun und fos wurden urspriinglich als Onkogene identifiziert (Miller et al.,
1984; Bohmann et al., 1987; Angel et al., 1988). In Zellen, bei denen das c-
fos- oder das c-jun-Gen inaktiviert wurde, wurde eine Erhohung der Zahl von
UV-induzierten Chromosomen-Aberrationen und Doppelstrangbriichen sowie
eine stdrkere Hemmung der DNA-Replikation nach UV-Bestrahlung als in
Wildtyp-Zellen gefunden (Haas und Kaina, 1995). Weil TBT die Inzidenz von
Tumoren endokrinen Ursprungs erhoht und auBerdem gefunden wurde, daf3
TBT mutagene Wirkung besitzt und Aneuplodien verursacht (Boyer, 1989;
Jensen et al., 1991; Hamasaki et al., 1993), wurde als Konsequenz der in dieser
~ Arbeit erzielten Resultate, ein Tierexperiment begonnen, bei dem getestet
werden soll, ob die Applikation von TBT auf die Haut von Méusen zur
Entstehung von Tumoren fiilhrt oder zumindest tumorférdernd ist. Die
Ergebnisse aus diesem Experiment liegen zur Zeit noch nicht vor.

Diese Experimente konnten insofern relevant sein, weil die TBT-Dosis fiir die
Erzeugung endogener Tumore recht hoch und die Wahrscheinlichkeit einer
chronischen, systemischen Intoxikation mit derartig hohen Dosen gering ist,
aber chronischer, dermaler Kontakt bei beruflich exponierten Personen oder
bei der Verwendung von TBT in der Kleidung vorkommen konnte.
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