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1. Einleitung

1.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Eine Vielzahl externer Stimuli wie Wachstumsfaktoren oder Hormone konnen iiber Akti-
vierung membranstindiger Rezeptoren Signaltransduktionswege induzieren, welche zelluldre
Vorgidnge wie Proliferation und Differenzierung iiber Regulation von Transkriptions-
vorgingen beeinflussen. Unter den intrazelluliren Signaltransduktionskaskaden nehmen die
Kinasen der Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Familie (MAPK) eine zentrale Rolle ein
(Treisman, 1996). Die MAPK-Familie beinhaltet eine Reihe von Serin/Threonin-Kinasen, wie
z.B. ERK 1 (p44M*™), ERK 2 (p42M*™™), Jun N-terminale Kinase und p38™*** (Gutkind,
2000). Stimulation der Zelle durch mitogene Faktoren fiihrt zu einer Erh6hung der MAPK-
Aktivitit. ERKI1 und 2 translozieren darauthin in den Zellkern und aktivieren
Transkriptionsfaktoren, was nachfolgend zur Zellproliferation oder Zelldifferenzierung fiihrt,
wihrend eine Hemmung der MAPK beispielsweise mit p44 " -Antisense RNA diese
Zellvorgénge verhindert (Davis et al., 1993; Pages et al., 1993). MAPK kann bei konstitutiver
Aktivierung zum unkontrollierten Zellwachstum fithren und spielt somit eine wichtige Rolle
in der Tumorgenese (Schlessinger, 1993; Mansour et al., 1994). Eine erhohte ERK-Aktivitét
wird in einer Reihe von Krebszelllinien, so auch des Pankreas (Licato & Brenner, 1998)
gemessen. Untersuchungen an Ratten mit chemisch induzierten kolorektalen Karzinomen
zeigen eine Korrelation zwischen dem ERK-Akivierungsgrad und der Karzinomprogression
(Licato et al., 1997). Erhohte ERK-Aktivitdt wird auch mit erhdhtem Potential der Tumoren
fiir Invasivitdt und Metastasenbildung in Verbindung gebracht (Weinstein-Oppenheimer et
al., 2000). Die Aktivierung dieser Kinasen kann durch diverse Rezeptorliganden erfolgen,
wobei der Rezeptor-Tyrosinkinase-vermittelte Mechanismus der ERKI1/2-Aktivierung

inzwischen gut charakterisiert ist.

1.2 Rezeptor-Tyrosinkinasen und Mechanismen der Rezeptor-

Tyrosinkinase-vermittelten MAPK-Aktivierung

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) sind wichtige Mediatoren physiologischer Zellvorgénge wie
Proliferation, Differenzierung, Motilitdt oder Regulation des Zelliiberlebens. Zu den RTK
gehort u.a. auch der Rezeptor fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF). Bei Bindung
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eines Rezeptorliganden an die spezifische Bindungsstelle des RTK kommt es zu einer
Konformationsidnderung und nachfolgender Dimerisierung des Rezeptors. Dies flihrt zu einer
Transphosphorylierung der beiden Monomere. Phosphorylierte Tyrosinreste des aktivierten
Rezeptors bilden eine Andockstelle fiir Adapterproteine. Zu diesen Adaptoren gehdren u.a.
Grb2 (Schlessinger, 1993) und She (van der Geer, 1995). Shc wird als Substrat des EGFR
tyrosinphosphoryliert, was eine Bindung mit Grb2 ermdglicht (Sasaoka et al., 1994). Die
Assoziation von Grb2 mit dem EGFR fiihrt zu einer Rekrutierung und Aktivierung des p21-
Ras-Aktivators SOS an die Zellmembran, welcher an Grb2 bindet. SOS katalysiert die
Umwandlung des inaktiven GDP-Ras in aktives GTP-Ras (Downward, 1996) und initiiert
dadurch eine Proteinkinase-Kaskade: Ras phosphoryliert und aktiviert die MAPK Kinase
Kinase Raf (MAPKKK), welche wiederum die MAPK Kinasen MEKI] und MEK2
(MAPKK) phosphoryliert und aktiviert. Schlielich aktiviert und phosphoryliert die MAPKK
ERKI und ERK2 (MAPK), welche in den Zellkern translozieren, wo sie ihrerseits diverse
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren. Uber diese Regulation von Transkriptionsvorgingen
kann schlieBlich Einfluss auf zelluldre Prozesse wie Proliferation genommen werden (Davis,

1993). Abbildung 1.1 veranschaulicht diesen "klassischen" MAPK-Aktivierungspfad.

[EGF]
v

l (o8 > (Ras)
(SheX(Grb2) v

K

Abbildung 1.1 Mechanismus der RTK-induzierten MAPK-Aktivierung am
Beispiel des EGF-Rezeptors
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1.3 EGF-Rezeptor und Bedeutung der RTK-induzierten MAPK-

Aktivierung in der Karzinogenese

Pathophysiologisch ist der RTK-vermittelte Signaltransduktionsweg mit resultierender
MAPK-Aktivierung in der Entstehung maligner Tumoren involviert (Levitzki & Gazit, 1995).
Dabei spielt die Mutation oder Uberexpression der beteiligten Tyrosinkinase-Rezeptoren,
insbesondere des EGF-Rezeptors (EGFR) (Woodburn, 1999) bzw. der distalen Effektoren
eine wichtige Rolle. Die EGFR-Familie besteht aus vier eng verwandten Rezeptoren: dem
eigentlichen EGF-Rezeptor (ErB1), HER2 (ErB2/neu), HER3 (erB3) und HER4 (erB4). So
wird der EGFR in einer Reihe von Karzinomen, so auch in 12-46% der Pankreaskarzinome,
durch erhohte Gentranskription iiberexprimiert (Sirivatanauksorn et al., 1998). Auch der
HER2/neu wird in ca. 30% der Mammakarzinome wie auch in Pankreaskarzinomen iiber-
exprimiert (Hynes et al., 1989; Sirivatanauksorn et al., 1998). Eine Ko-Expression des EGFR
mit den EGFR-Liganden EGF oder TGF-a konnte in 20% der Pankreaskarzinome beobachtet

werden und soll mit der Aggressivitét der Tumoren korrelieren (Yamanaka et al., 1993).

Das Shec-Gen ist auf dem humanem Chromosom 1q21 lokalisiert, welches gehduft bei
neoplastischen Verinderungen involviert ist (Huebner et al., 1994). Bei Uberexpression von
Shc in Fibroblasten konnte neben einer erhohten Zellproliferationsrate nach
Wachstumsfaktorstimulation auch eine Induktion maligner Transformationen beobachtet
werden (Pelicci et al, 1992). Das Grb2-Gen wird hdufig bei humanen Neoplasien,
insbesondere beim Mammakarzinom, aberrant exprimiert. Die Grb2-Mutation fiihrt zu einem
erhohten Aktivierungslevel von Raf und der weiteren distalen Kinasenkaskade (Verbeek et
al.,, 1997; Tari et al., 1999), wihrend eine Hemmung der Grb2-Shc-Interaktion durch
Aktinomycin D zu einer Reduktion der ERK-Tyrosinphosphorylierung fiihrt (Kim et al.,
1999).

Eine erhohte Expression des Ras-Proteins wird insbesondere bei proliferierenden Zellen
beobachtet. Ras-Mutationen sind in ca. 20% aller humanen Karzinomformen zu finden und
fithren dort zu einer iibermdfigen Aktivierung der distalen Effektoren (Khleif et al., 1999).
Die hochste Pravalenz aktiver Ras-Mutanten wird beim Pankreaskarzinom gefunden und
variiert zwischen 47% und 100% (Friess et al., 1996; Sirivatanauksorn et al., 1998). Das
Vorkommen mutierter Ras-Proteine wird mit einer Chemoresistenz der Tumoren assoziiert

(Weinstein-Oppenheimer et al., 2000).
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Mutierte Formen des Raf-Onkogens konnten ebenfalls in einer Vielzahl neoplastischer
Erkrankungen beobachtet werden. Der distal von Raf-1 folgende MAPK-Signaltrans-
duktionsweg scheint bei konstitutiver Aktivierung mit der Ausbildung onkogener Eigen-
schaften wie Invasion, Metastasierung und Angiogenese verbunden zu sein (Weinstein-

Oppenheimer et al., 2000).

Da der Mechanismus der RTK-induzierten MAPK-Aktivierung gut untersucht ist und seine
Bedeutung in der Krebserkrankung gut belegt ist, bieten diese Kenntnisse die Basis fiir eine
selektive pharmakologische Intervention gegen "krebsspezifische" molekulare Zielstrukturen.
In vielen Arbeitsgruppen wird versucht, diese Zielstrukturen wie Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (EGFR, HER-2/neu, VEGFR, FGFR), Ras, Proteinkinase C, Matrix-
Metalloproteinasen, aber auch Raf-1 und MEK u.a., welche in Prozessen wie Proliferation,
Angiogenese und Metastasierung involviert sind, durch Antisense-Oligonukleotide, Enzym-
inhibitoren oder Antikorper selektiv auszuschalten. Dieses Therapieprinzip bedeutet einen
Vorteil gegeniiber der konventionellen Chemotherapie, in der aufgrund der Zytotoxizitét
gegeniiber entarteten wie auch gesunden Zellen mit erheblichen Nebenwirkungen zu rechnen
ist. So wurde der anti-HER2/neu-monoklonale Antikorper Herceptin flir die Behandlung des
metastasierenden Mammakarzinoms mit Uberexpression des HER2/neu-Rezeptors zugelassen
(Goldhirsch et al., 1998; McNeil, 1998; Goldenberg, 1999). Weitere neue Wirkstoffe
insbesondere auf der Ebene RTK/EGFR wie Tyrosinkinase-Inhibitoren und Ras (Hemmung
der posttranslationalen Ras-Modifikation und damit der Ras-Funktion durch Farnesyl-
transferase-Enzym-(Ftase) Inhibitoren) werden entwickelt und in vitro bzw. am Tiermodell

mit z.T. signifikanten Ergebnissen erprobt (Weinstein-Oppenheimer et al., 2000).

1.4 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) bildet mit iiber 1000
Mitgliedern die grofite Klasse von Zelloberflichenrezeptoren, welche im Sdugetiergenom
kodiert sind. GPCR sind Glykoproteine und nehmen in der Membran eine sieben-
transmembranidre o-Helix-Struktur ein (Dixon et al., 1986; Dohlman et al., 1987). Sie sind in
der Lage, externe Stimuli wie Photonen, Hormone, Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter
oder Ionen iiber heterotrimere G-Proteine auf intrazellulire Effektoren zu tibermitteln. GPCR
sind in einer Vielzahl biologischer Funktionen involviert: Photo- und Chemorezeption,
Neurotransmission, Sekretionsregulation endokriner und exokriner Driisen, Exozytose,

Chemotaxis, Blutdruckregulation oder Thrombozytenfunktion.
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Wurden zunéchst hauptsdchlich RTK mit der Vermittlung proliferativer Signale assoziiert,
scheinen auch GPCR iiber Aktivierung von Mitgliedern der MAPK eine wichtige Rolle in
Vorgéingen wie Embryogenese, Gewebsregeneration, Zellwachstum und Zellproliferation zu
spielen (Rozengurt, 1986; Davis, 1993; Seger & Krebs, 1995; Nagata et al., 1996; Gutkind,
2000). Als Agonisten der GPCR-vermittelten MAPK-Aktivierung dienen Liganden wie
Polypeptide, Lipide oder biogene Amine (van Biesen et al., 1996; Gutkind, 1998). Bei
konstitutiver Aktivierung besitzt diese Rezeptorklasse sogar onkogenes Potential, wie
beispielsweise das mas-Onkogen, welches fiir ein putativen GPCR kodiert und Tumorbildung
induzieren kann (Young et al., 1986). In 30% der Schilddriisenadenomen konnte ein
konstitutiv aktiver TSH-Rezeptormutant in Schilddriisenadenomen identifiziert werden
(Parma et al., 1993). Auch DNA-Viren wie das humane Zytomegalievirus (CMV) (Chee et
al., 1990; Bankier et al., 1991) oder das Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus (KSHV)
besitzen transformierendes Potential, indem sie am Beispiel des KSHV fiir einen konstitutiv
aktivierten GPCR/Chemokin-Rezeptor kodieren (Arvanitakis et al., 1997). Héufiger als
aktivierte GPCR-Mutanten scheint jedoch die parakrine und autokrine Stimulation diverser
GPCR in einer Reihe von malignen Tumoren wie z.B. dem kleinzelligen Lungenkarzinom
(Cuttitta et al.,, 1985), Kolonadenom und Kolonkarzinom (Hoosein et al, 1988) und

Magenkarzinom (Tahara, 1990) von Bedeutung zu sein.

Die aus a-, B- und y-Untereinheiten bestehenden heterotrimeren GTP-bindenden Proteine (G-
Proteine) koppeln GPCR an verschiedene Effektoren wie die Adenylatzyklase, Phospholipase
C, Phospholipase A;, cGMP-Phosphodiesterasen oder Ionenkandle und fithren zur
Aktivierung oder auch Hemmung dieser Effektoren (Gutkind, 2000). In Séugerzellen konnten
bisher 20 G-Protein a-Untereinheiten identifiziert werden, welche aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeiten in vier Gruppen eingeteilt werden: Gas, Gai, Goq und Gay, (Wilkie et al.,
1992). Diese verschiedenen Gruppen aktivieren jeweils unterschiedliche Effektoren und
intrazelluldre Signalkaskaden. Des Weiteren konnten 12 verschiedene [3-Untereinheiten und
sechs y-Untereinheiten identifiziert werden. Die Zusammensetzung der heterotrimeren G-
Proteine ist fiir die Rezeptor- und Effektorspezifitit von groBer Bedeutung. Bestimmte
Rezeptoren bzw. Effektoren scheinen dabei bestimmte Kombinationen der G-Protein-
Untereinheiten zu bevorzugen (Kleuss et al., 1992 & 1993). Bei konstitutiver Aktivierung
konnen G-Proteine dhnlich den GPCR onkogenes Potential erlangen. So fiihrt die Expression
diverser konstitutiv aktivierter Ga-Untereinheiten zur Zelltransformation (Kalinec et al.,

1992; Xu et al., 1993 & 1994). Ebenso konnte das Auftauchen natiirlicher G-Protein-
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Mutanten in verschiedenen neoplastischen Erkrankungen beobachtet werden (Landis et al.,

1989; Lyons et al., 1990).

1.5 GPCR-induzierte MAPK-AKktivierung

Abhingig vom Rezeptor und Zelltyp konnen sowohl G-, Gi- und Gs-gekoppelte Rezeptoren
ligandenabhdngig iiber unterschiedliche intrazelluldre Effektoren die MAPK-Aktivierung
vermitteln. So erfolgt die MAPK-Aktivierung durch Stimulation Gi-gekoppelter Rezeptoren
hauptséchlich tiber GBy-Untereinheiten unter Beteiligung von Ras (Crespo et al., 1994; Koch
et al., 1994; Hawes et al., 1995 & 1996). An verschiedenen Zellsystemen konnte eine GPCR-
induzierte Tyrosinphosphorylierung von Shc und nachfolgende She-Grb2-Komplexbildung
beobachtet werden, welche nachfolgend in eine Ras-abhingigen MAPK-Aktivierung
resultiert (Ohmichi et al., 1994; Cazaubon et al., 1994; van Biesen et al., 1995; Chen et al.,
1996; Seva et al., 1996). In diesem Mechanismus sollen Tyrosinkinasen der Src-Familie
(SFTK) beteiligt sein, indem SFTK durch GPy-Untereinheiten aktiviert werden und nach-
folgend eine Shc-Phosphorylierung induzieren (Luttrell et al., 1996; Igishi et al., 1998).

SFTK umfassen u.a. die relativ ubiquitdr exprimierten Kinasen Src, Fyn, Yes (Bolen &
Brugge, 1997). SFTK werden ebenfalls mit der Entstehung von Neoplasien in Verbindung
gebracht. So wurde eine erhohte Src-Kinaseaktivitdt im priméren Kolonkarzinom beobachtet
(Kolibaba & Druker, 1997). Eine Src-Uberexpression findet sich auch im menschlichen
Pankreaskarzinom (Lutz et al, 1998). Die genaue Rolle und Lokalisation von SFTK im
Mechanismus der GPCR-induzierten MAPK-Aktivierung wird abhingig vom Rezeptor und
vom Zelltyp insgesamt kontrovers diskutiert. So wird beispielsweise neben der Beteiligung
von SFTK in der Shc-Phosphorylierung auch eine direkte Raf-Aktivierung durch Src
beschrieben (Stokoe & McCormick, 1997).

Neben SFTK wird auch eine Beteiligung der Ca®" und PKC-abhingigen Tyrosinkinase Pyk2
in der GPCR-induzierten MAPK-Aktivierung diskutiert (Lev et al., 1995; Dikic et al., 1996;
Della Rocca et al, 1997). Pyk2 soll dabei dhnlich wie SFTK eine Shc-Tyrosinphos-
phorylierung induzieren (Lev et al., 1995).

Insbesondere im Mechanismus der Gq-vermittelten MAPK-Aktivierung wird eine Beteiligung
der Proteinkinase C (PKC) beschrieben (Hawes et al., 1995). Die Familie der PKC besteht
aus Phospholipid-abhéngigen Serin-/Threonin-Kinasen. Die diversen PKC-Isoformen konnen

basierend auf der Struktur und Abhéngigkeit von Kalzium, DAG und Phosphatidylserin in
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drei Gruppen eingeteilt werden: "conventional" (¢) PKCs (a, Bi, B2, v), "novel" (n) PKCs (9,
€, N, 0) und "atypical" (a) PKCs (&, A, |). Alle PKC-Isoformen sind Phosphotidylserin-
abhédngig. Die Gruppe der cPKC wird durch Kalzium und DAG aktiviert, wiahrend nPKCs
Kalzium-unabhingig sind. Die Klasse der aPKCs sind Phosphatidylserin-abhingig, aber
Kalzium- und DAG-unabhiingig (Nishizuka, 1988 & 1992, Casabona, 1997). Eine Uber-
expression von PKC findet sich in diversen humanen Karzinomen und spielt eine Rolle in der
Tumorangiogenese und Resistenzbildung gegen konventionelle Chemotherapeutika
(Caponigro et al, 1997). PKC-Inhibitoren induzieren Apoptose und sollen dadurch die

Effizienz von konventionellen Chemotherapeutika erhohen (Schwartz, 1997).

Die Aktivierung der PKC durch GPCR erfolgt {iber die Vermittlung von Gag-Untereinheiten,
welche zu einer Stimulation der Phospholipase C-f§ (PLC-P) fiihrt. Diese spaltet Phosphatidyl-
inositol 4,5-bisphosphat in die second messenger Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP;) und
Diacylglycerin (DAG) (Rhee & Bae, 1997). Diese beiden Spaltprodukte fiihren wiederum zu
einer erhohten intrazelluliren Konzentration freien Kalziums und Aktivierung der PKC
(Berridge & Irvine, 1984; Nishizuka 1984; Berridge, 1993). Der Mechanismus der Gg-
vermittelten und PKC-abhingigen MAPK-Aktivierung wird abhingig vom Zelltyp und
Rezeptor insgesamt kontrovers diskutiert. So wird fiir die Gq-gekoppelten Rezeptoren wie
dem M;-muskarinergen Rezeptor oder den a;-adrenerge Rezeptor ein Ras- und Gpy-
unabhingiger MAPK-Aktivierungsmechanismus beschrieben (Hawes et al., 1995).
Andererseits ist z.B. an primdren Pankreasazinuszellen, welche den Ggi-gekoppelten
Cholezystokinin (CCK)-A-Rezeptor exprimieren, postuliert worden, dass die CCK-induzierte
MAPK-Aktivierung zu einer PKC-abhidngigen Tyrosinphosphorylierung von Shc und
Komplexbildung mit Grb2 und nachfolgender Ras-Aktivierung fiihrt (Dabrowski et al., 1996).
Ahnlich wie bei den Gj-gekoppelten Rezeptoren war die in CHO-Zellen beobachtete CCK-B-
Rezeptor-vermittelte Shc-Phosphorylierung und nachfolgende MAPK-Aktivierung von der
SFTK-Aktivitdt abhdngig (Daulhac et al., 1999).

1.6 Cholezystokinin-Rezeptor und Cholezystokinin-Rezeptor vermittelte
MAPK-Aktivierung in der Pankreasazinuskarzinom-Zelllinie AR42J

Die zu der GPCR-Superfamilie gehdrende CCK-Rezeptor-Familie kann pharmakologisch in
zwei Typen unterschieden werden. Der CCK Typ A-Rezeptor (CCK-AR) besitzt eine hohe
Selektivitdt fiir sulfatierte CCK-Analoga, wihrend der CCK Typ B-Rezeptor (CCK-BR),
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welcher mit dem Gastrin-Rezeptor identisch ist (Wank, 1995), eine hohe Affinitit fiir
sulfatierte und nicht-sulfatierte Analoga von CCK und Gastrin aufweist. CCK reguliert eine
Vielzahl verschiedener Funktionen des Pankreas. Neben der Synthese und Sekretion von
Pankreasenzymen (Solomon, 1984; Schick et al, 1984) induziert CCK auch das
Pankreaswachstum (Solomon et al., 1983; Logsdon & Williams, 1986) und soll auch an der
Stimulation des Wachstums des menschlichen Pankreaskarzinoms beteiligt sein (Herrington

& Adrian, 1995; Clerc et al., 2002).

In der Pankreaskarzinom-Zelllinie AR42J wird die ERK1/2-Aktivierung von beiden CCK-
Rezeptorsubtypen vermittelt (Seva et al., 1996; Dabrowski et al., 1997). Obwohl CCK sowohl
zur Stimulation von Pertussistoxin (PTX)-sensitiven G-Proteinen wie G; (Schnefel et al.,
1990), als auch von PTX-unempfindlichen G-Proteinen vom Typ Ggi: flihrt (Zeng et al,
1996; Piiper et al., 1997), scheint die CCK-induzierte ERK1/2-Aktivierung in AR42J-Zellen
nicht durch PTX-empfindliche G-Proteine vermittelt zu werden (Piiper et al., 2000). Wie in
der Pankreasazinuszelle erfolgt auch in AR42J-Zellen eine Gg-vermittelte Aktivierung der
PKC im Rahmen der CCK- bzw. Gastrin-induzierten MAPK-Aktivierung (Daulhac et al.,
1997). Ebenso wurde eine durch Gastrin induzierte Tyrosinphosphorylierung von p46°™ und
p52ShC, eine Komplexierung von Shc mit Grb2 und nachfolgende MAPK-Stimulation
beobachtet (Seva et al, 1996). Uber welchen genauen Mechanismus die Shc-
Phosphorylierung induziert wird und inwiefern SFTK eine Rolle spielen, ist bisher nicht
bekannt. Ebenso ist unklar, liber welche Signaltransduktionspfade PKC zur MAPK-
Aktivierung fiihrt und welche PKC-Isoform daran beteiligt ist.

1.7 GPCR-induzierte EGFR-Transaktivierung

Neueren Studien zufolge spielen Rezeptor-Tyrosinkinasen eine wichtige Rolle in der GPCR
vermittelten MAPK-Aktivierung. So konnte eine GPCR-induzierte EGF-unabhingige
Tyrosinphosphorylierung des EGFR gemessen werden (Daub et al., 1996). Der spezifische
EGFR-Inhibitor Tyrphostin AG1478 oder die Expression einer dominant-negativen Rezeptor-
mutante zeigten, dass die durch Gj- wie auch Gg-gekoppelte Rezeptor-induzierte Tyrosin-
phosphorylierung des EGFR, Shc-Phosphorylierung, Shc-Grb2-Komplexbildung und
nachfolgende MAPK-Aktivierung von der intrinsischen EGFR-Tyrosinkinaseaktivitét
abhingig sind (Daub et al., 1997). Uber welche Mechanismen GPCR zu einer EGFR-
Tyrosinphosphorylierung fiihren, ist unklar. So wird abhidngig vom GPCR-Typ und der
untersuchten Zelllinie jeweils eine Rolle von SFTK (Luttrell et al., 1996 & 1997; Daub et al.,
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1997; Eguchi et al., 1998; Andreev et al., 2001), GBy (Luttrell et al., 1997) oder PKC (Tsai et
al., 1997; Li et al., 1998) im Mechansimus der GPCR-induzierten EGFR-Transaktivierung
beschrieben.

Neben der GPCR-induzierten EGFR-Transaktiverung iiber intrazellulire Mediatoren wurde
erst kiirzlich die Moglichkeit einer EGFR-Transaktivierung auf extrazellulirem Weg
demonstriert. So konnte an Rat-1, COS-7 und PC3-Zellen gezeigt werden, dass die GPCR-
induzierte Spaltung des transmembrandren proHB-EGF durch Metalloproteinasen zu einer
Freisetzung von HB-EGF fiihrt und so auf autokrinem/parakrinem Weg den EGF-Rezeptor
aktiviert (Prenzel et al., 1999). Auch an CCKB/Gastrin-Rezeptor-transfizierten epithelialen
Magenzellen konnte eine Gastrin-induzierte HB-EGF-Freisetzung in das Medium gemessen
werden, was nachfolgend eine EGFR-Tyrosinphosphorylierung induzierte (Miyazaki et al.,
1999). Inwiefern die EGFR-Transaktivierung eine Rolle in der Pankreasazinuskarzinom-

Zelllinie AR42J spielt, ist unbekannt
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2. Fragestellung

MAPK-aktivierende Signaltransduktionsmechanismen, die durch Rezeptoren des Tyrosin-
kinase-Typs wie den EGFR induziert werden, sind mittlerweile gut untersucht. Uber die
Aktivierung von Ras wird eine Proteinkinase-Kaskade in Gang gesetzt, die liber Raf-1 und
MEK in einer MAPK-Aktivierung resultiert. Neben diesem "klassischen" MAPK-Aktivie-
rungsweg konnte in den letzten Jahren auch die Beteiligung von G-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) in der MAPK-Aktivierung gezeigt werden. Allerdings werden die verschiedenen
Signaltransduktionsmodelle je nach Zell- und Rezeptortyp duBerst kontrovers diskutiert und

sind im Detail schlecht verstanden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Mechanismen der Cholezystokinin-induzierten MAPK-
Aktivierung untersucht werden. Das zu diesem Zweck verwendete Zellsystem war die
Pankreaskarzinom-Zelllinie AR42J der Ratte, in welcher der G11-gekoppelte CCK-Rezeptor
exprimiert wird. Die Untersuchungen dieser Arbeit konzentrierten sich dabei auf folgende

Punkte:

a. Es sollte gekldrt werden, ob der in einer Reihe von Arbeiten beschriebene Mechanismus
der GPCR-induzierten EGFR-Transaktivierung eine Rolle in AR42J-Zellen spielt. Mit
Hilfe spezifischer Substanzen, welche die EGFR-Tyrosinkinase hemmen, sollte die Rolle
des EGFR in der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung untersucht werden. Ebenso sollte
der direkte Effekt von CCK auf die EGFR-Aktivitdt mittels Immunprizipitation des
EGFR bzw. des Adapterproteins Shc gezeigt werden.

b. In der Literatur werden SFTK ebenfalls in Zusammenhang mit der GPCR-induzierten
MAPK- und EGFR-Aktivierung gebracht. Die Funktion und Lokalisation der SFTK
innerhalb der Signaltransduktionsketten wird dabei sehr unterschiedlich diskutiert. Eine

diesbeziigliche Charakterisierung von SFTK sollte im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.

c. Insbesondere der PKC wird bei Gq4-gekoppelten Rezeptoren eine wichtige Rolle in der
MAPK-Aktivierung zugeschrieben. So konnte auch in der AR42J-Zelle eine Beteiligung
der PKC gezeigt werden, wobei der Mechanismus der PKC-abhdngigen MAPK-
Aktivierung unklar ist. Ebenso ist unklar, welche PKC-Isoform an den Mechanismen
beteiligt ist. Mit Hilfe eines so genannten PKC-Translokationsassays, mit dem die PKC-
Aktivierung gemessen werden kann und durch Anwendung PKC-Isoform-spezifischer

Inhibitoren sollten diese Fragen im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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3. Materialien

3.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (30:1)-Mischung
Adenosin-5 triphosphat (ATP), Mg-Salz
Albumin (aus Rinderserum), fettsaurefrei (BSA)
4-amino-5-(4-methylphenyl)-7-(¢-butyl)pyrazolo-D-3.4-
pyrimidin (PP1)

Ammoniumperoxydisulfat

Aprotinin

Benzamidin

Bisindolylmaleimid I (GF109203X)
Bradford-Reagenz
4-(3-chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazolin (AG1478)
Cholezystokinin-Octapeptid (26-33) (CCK-8)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreithol (DTT)

Dodecylsulfat, Natrium-Salz (SDS)

Dulbecco’s modified minimal essential medium
(DMEM)

ECL-Detektionsreagenz
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
1,2-Bis-(2-aminoethoxyethan)-N,N,N",N"-tetra-
essigsdure (EGTA)

Fotales Kélberserum (FCS)

Glycerin

Leupeptin

Sigma
Sigma

Sigma

Calbiochem
Merck
Sigma
Sigma
Calbiochem
BioRad
Calbiochem
Sigma
Sigma
Sigma

ICN Biomedicals

Gibco BRL
Amersham
Roth

Sigma

Sigma
Life Technologies, Inc.
Roth

Sigma
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Lysis-Puffer (10x)
[B-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpilver, fettfrei
Molekulargewichtsstandard
Natriumchlorid
Penicillin/Streptomycin
Phenylmethansulfonsidure (PMSF)
Phosphate buffered saline (PBS)
Ponceau S

Reinstwasser

Roti ®-Loadl (4x)

Salzséure

Sodiumvanadat

12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA)

Tetramethylendiamin (TEMED)

Tris-(hydroxymethyl)-methylamin (Tris)

Triton X-100
Trypsin/EDTA Losung (10x)

Tween 20

3.2 Standardchemikalien

New England Biolabs
Sigma

Riedel de Haen
Biorad

Sigma

Merck

Life Technologies, Inc.
Sigma

Gibco BRL

Sigma

Braun

Roth

Riedel de Haen
Sigma

Calbiochem

Sigma

Merck

Sigma

Biochrom KG

ICN Biomedicals

Alle Standardchemikalien wurden in p.A. Qualitit von den Firmen Serva (Heidelberg) bzw.

Merck (Darmstadt) bezogen.

3.3 Antikorper

Monoklonaler anti-PKCa AK (Maus)
Monoklonaler anti-PKC(3 AK (Maus)

Monoklonaler anti-PKCy AK (Maus)

Upstate Biotechnology
Transduction Laboratories

Transduction Laboratories
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Polyklonaler anti-PKCd AK (Kaninchen) Santa Cruz
Monoklonaler anti-PKCe AK (Maus) Transduction Laboratories

Polyklonaler anti-Phospho-p44/42MA™ AK (Kaninchen) New England BioLabs Cell
y pho-p

Signaling
Polyklonaler anti-HB-EGF AK (Ziege) Santa Cruz
Polyklonaler anti-HB-EGF AK (Ziege) R&D
Polyklonaler anti-EGFR AK (Ziege) Santa Cruz
Monoklonaler anti-3-Actin AK (Maus) Sigma
Monoklonaler anti-Grb2 AK (Maus) Transduction Laboratories
Monoklonaler anti-v-Src AK (Maus) Calbiochem
Monoklonaler She AK (Maus) Transduction Laboratories
Polyklonaler She AK Upstate Biotechnology
Anti-pY*"*Src AK Biosource
Anti-Phosphotyrosin AK, konjugiert mit
Meerrettich-Peroxidase Transduction Laboratories
Anti-Maus AK (H+L) (Ziege), konjugiert mit
Meerrettich-Peroxidase Sigma
Anti-Kaninchen AK (H+L) (Ziege), konjugiert
mit Meerrettich-Peroxidase Bio Rad

Anti-Ziege AK, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase ~ Sigma

3.4 Kits

p44/42MAP Kinase Assay Kit New England Biolabs, Inc.
3.5 Gerite

Automatische Pipettierhilfe FALCON Express
Blot-Apparatur, Multiphor II Pharmacia Biotech
Brutschrank, CO,-begast Heraeus Instruments

Einmalkiivetten Sarstedt
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Elektrophorese-"power supply", ST 606
Elektrophorese-Blot power Pack P23
Elektrophoresekammer Horizon 11.14
Eppendorf-Reaktionsgefifie 1,5 ml

Filme: Hyperfilm™ MP

Filmentwicklermaschine

Filmkassetten

Filterpapier 3 M

Fotochemikalien: Entwickler und Fixierer
Gelelektropherese: Mini-Gelelektrophorese-Einheit

Homogenisator: 50ml Glashomogenisationszylinder

mit motorgetriebenem Teflonpistill
Kiihlzentrifuge Micro 22 R

Kiihlzentrifuge Rotanta TRC
Kiihlzentrifuge Sorvall RC 28 S
Nitrozellulose Transfermembran
pH-Messgerit

Photometer: U-2000 Spektrophotometer mit
Wasserbad-thermostatisiertem Kiivetten-6-fachwechsler
Pipettierhilfe

Prizisionswaage Basic MCBB 100
Schiittler, Vortex REAX 2000

Semi-dry Blotter

Spannungsquelle

Sterilarbeitsbank

Sterile Pipetten-Spitzen

Tischzentrifuge

Ultraschall Sonoplus HD-70
Vertikal-Gelelektrophoresekammer
Wipptisch WT 12

Gibco BRL
Biometra
Gibco
Eppendorf
Amersham
Kodak/Siemens
DuPont NEN

Pharmacia

Fuji

Biometra

0. Glock GmbH & Co KG
Hettich

Hettich

DuPont

Schleicher & Schiill
Knick Calimatic 761

Hitachi
Eppendorf
Sartorius
Heidolph
Pharmacia

LKB, Pharmacia
Heraeus
Molecular Bio-Products
Eppendorf
Bamdelin
Protean II, Biorad

Biometra
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Zellinkubation: sterile Zellkultur-Plastikware
Zellkulturflaschen (75 und 175 cm®)
Zellschaber

Zentrifugenrohrchen

3.6 Puffer

3.6.1 Zelllyse-Puffer

50 mM Hepes-HCI pH 7,0

100 mM NacCl

0,2 mM MgSO,

0,5 mM Na3VO,

0,4 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
1% Triton X-100

10 pg/ml Leupeptin

10 pg/ml Aprotinin

3.6.2 MAP-Kinase-Puffer
25 mM Tris-HCI pH 7,5

5 mM B-Glycerolphosphat
2mM DTT

0,1 mM Na3;VOq

10 mM MgCl,

3.6.3 Hypotoner Lysispuffer (hypoton buffer, HB)

20 mM Tris-HCI pH 7,4
1 mM EDTA

1 mM EGTA

2 mM DTT

10 mM Benzamidin

I mM Na3VOq

Nunc
Falcon
Costar

Nalge Company
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1 pg/ml Aprotinin

1 pg/ml Leupeptin

3.6.4 Gelelektrophorese-Laufpuffer

25 mM Tris
200 mM Glycin
1% [w/v] SDS

in Aqua dest.

3.6.5 Blot-Puffer

50 mM Tris-Base pH 8,3
40 mM Glycin

0,0375% [w/v] SDS
20% [v/v] Methanol

in Aqua dest.

3.6.6 TBS (10x)

1,0 M NaCl
0,1 M Tris-Base pH 7,5

in Aqua dest.

3.6.7 TBST-Blot-Waschlosung

10% 10x TBS
0,05% [v/v] Tween-20

in Aqua dest.

3.6.8 Blockpuffer

3,3% Milchpulver (fettfrei) in TBST-Puffer

3.6.9 Strip-Puffer

62,5 mM Tris-HCI pH 6,7



3. Materialien

Seite 17

100 mM Mercaptoethanol
2% SDS

3.6.10 2x Laemmli-Puffer (SDS-Probenpuffer)

150 mM Tris-HCI pH 6,8

4% [w/v] SDS

30% [v/v] Glycerin

15% [v/v] B-Mercaptoethanol
0,0025% [w/v] Bromphenolblau

in Aqua dest.

3.7 SDS-Polyacrylamidgele fiir die Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die 5%-Sammelgele (2 ml) enthielten:
5% [v/v] 30% Acrylamid

0,8% Bisacrylamid

0,01% [w/v] SDS

0,01% [w/v] TEMED

125 mmol/1 Tris-HCL, pH 6,8

0,002% [w/v] Ammoniumperoxydisulfat

Die 7,5% Trenngele (6 ml) enthielten:
7,5% [v/v] 30 % Acrylamid

0,8% Bisacrylamid

375 mM Tris/HCI pH 8,8

0,01% [w/v] SDS

0,01% [v/v] TEMED

0,002% [w/v] Ammoniumperoxydisulfat

in Aqua dest.
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4. Methoden

4.1 Kultivierung der Zellen

AR42J-Zellen wurden bei 37°C, 5% CO; (v/v) und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100%
vornehmlich in 80 cm’-Zellkulturflaschen kultiviert. Als Zellkulturmedium diente DMEM
(Dulbecco’s modified minimal essential medium), welches alle drei Tage gewechselt wurde.
Zusitzlich enthielt das Medium 10% fotales Kélberserum (FCS) und 100 U/ml Peni-
cillin/Streptomycin. Bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 70% erfolgte die Zellpassage
mit Trypsin. Nach dem Verwerfen des alten Mediums wurden 8 ml PBS in die Zellkultur-
flasche pipettiert und leicht geschwenkt, um das PBS auf dem Boden der Flasche zu verteilen.
Das darauf folgende Absaugen des PBS entfernte Zellmediumreste und abgestorbene bzw.
abgeloste Zellen. AnschlieBend wurden 8 ml einer 1x Trypsinlosung in die Flasche gegeben
und im Zellkultur-Brutschrank inkubiert. Trypsin zerstort die extrazelluldre Matrix der Zellen
und bewirkt somit ein Ablosen der Zellen vom Untergrund. Das leichte Schiitteln der
Zellkulturflasche im Anschluss an die zehnminiitige Inkubation im Brutschrank unterstiitzte
die Ablosung der Zellen. Die Kontrolle der vollstindigen Zellablosung erfolgte mit dem
Mikroskop. Die Gabe von frischem FCS-haltigen Zellkulturmedium (8 ml) stoppte schlieBlich
die Trypsinierung. Die Suspension mit den abgelosten Zellen wurde abzentrifugiert (3
Minuten bei 1000 U/min) und in einer Verdiinnung von 1:6 mit frischem DMEM erneut

ausgesat.

4.2 Stimulation der Zellen und Probenaufbereitung fiir die

gelelektrophoretische Untersuchung

Fiir die Experimente wurden die Zellen hauptsichlich in 80 c¢m’-Kulturflaschen bei einer
Konfluenz von etwa 70% iiber Nacht serumfrei gesetzt und mit den jeweiligen Substanzen
versetzt. Nach Entfernen des Zellkulturmediums und anschlieBender Reinigung der Zellen mit
eiskaltem PBS wurden 800 pl Lysispuffer in die Zellkulturflasche pipettiert, die Zellen mit
einem Zellschaber gelost, in EppendorfgefiBe (1,5 ml) iiberfiihrt und zwecks DNA-
Fragmentierung mit Hilfe einer Sonde zweimal fiir je 5 Sekunden mit Ultraschall behandelt.

Es folgte die zehnminiitige Abzentrifugation (10 000 x g) der Zelllysate bei 4°C und
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Bestimmung der Proteinkonzentration des Uberstandes mit dem BioRad-Reagenz (Bradford,
1976). Wihrend des gesamten Prozesses wurden die Proben mit Eis gekiihlt. Anschliefend
wurden 5 pl der Proben (je nach Konzentration der Proben 20-40 g Protein) mit ebenfalls 5
Ml des 2x Laemmli-Puffers versetzt, flir 3 Minuten bei 95°C unter Schiitteln gemischt und

nach Abkiihlung einer Gelelektrophorese-Untersuchung unterzogen.

4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die Proteine einer immunologischen Detektion (Immunoblot-Analyse) zuginglich zu
machen, wurden diese zundchst entsprechend ihrem Molekulargewicht durch eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt (Laemmli, 1970). Dazu wurden
die mit Laemmli-Puffer versetzten Proben in die Taschen eines 0,8 mm dicken SDS-
Polyacrylamidgels aufgetragen. Das in dem Laufpuffer enthaltene anionische Detergenz SDS
und das Reduktans Mercaptoethanol fithren zu einer Aufldsung der Sulfid- und
Wasserstoffbriickenbindungen, dadurch verlieren die Proteine ihre Sekundidr- und
Tertidrstruktur. Das SDS maskiert spezifische Proteinladungen, dadurch korreliert die
Nettoladung des Proteins seinem Molekulargewicht. Je nach Molekulargewicht des zu
analysierenden Proteins variierte die Acrylamidkonzentration des Trenngels zwischen 7,5%

und 12,5%.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei 25 mA pro Gel und maximal
300V fiir etwa 70 Minuten iiber eine Laufstrecke von 7 cm (Mini-Gelelektrophorese-Einheit,
Biometra). Die negativ geladenen Proteine wandern dabei in Richtung Anode. Dabei besteht
zwischen der relativen Beweglichkeit (RF-Wert) als Quotient aus Laufldnge des jeweiligen
Proteins und Gesamtlauflinge und dem Logarithmus des Molekulargewichts ein linearer
Zusammenhang. Die Bestimmung der Molekulargewichte wurde mit Hilfe eines
Molekulargewichtsstandards mit farbigen Eichproteinen von 200, 120, 110, 100, 90, 80, 70,
60, 50, 40, 30, 20 und 10 kDa vorgenommen. Als Sammelgel diente ein 5%
Polyacrylamidgel.

4.4 Proteintransfer auf Nitrozellulose (''Blot")

Der Proteintransfer auf Nitrozellulose erfolgte mit Hilfe des semi-dry-Blot-Verfahrens.

Zwischen zwei horizontal angelegten Graphitplatten als Elektroden in einer semi-dry-Blot
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Apparatur (Nova Blot, Pharmacia) werden die Proteine aus dem Gel zur Anode hin auf eine

Nitrozellulosemembran elektrotransferiert (Blot-Verfahren).

Hierfir wurden neun Filterpapierlagen in Blotpuffer gelegt, sorgfiltig befeuchtet und
zwischen die Anoden- und Kathodenplatte der Semi-dry Blot-Apparatur gelegt. AnschlieBend
wurde eine Nitrozellulosemembran und darauf bedeckend das Trenngel in Blot-Puffer
eingebracht, auf die Filterpapierlagen gelegt und durch weitere neun, mit Blotpuffer
befeuchtete Filterpapierlagen abgedeckt. Dieser "Sandwich" wurde von Luftblasen befreit und
der Proteintransfer in 150 Minuten bei 55 mA pro Sandwich und einer Spannung von 100 V
durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte das Anfarben der Nitrozellulosemembran mit Ponceau S,
um einen erfolgreichen Proteintransfer zu iiberpriifen. Es schloss sich ein mehrmaliger

Waschvorgang mit TBST-Puffer an, was zur Entfirbung der Membranen fiihrte.

4.5 Immunoblot-Detektion mittels Chemiluminiszenz

Das Immunoblot-Verfahren, auch als "Western-Blot" bezeichnet, ermdglicht eine
immunologische Identifizierung der auf Nitrozellulosemembran transferierten Proteine
("Blots") anhand spezifischer Antikorper. Die Nitrozellulosemembranen wurden dabei
zundchst fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Wipptisch in Blockpuffer inkubiert,
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschliefend wurden die Blots zweimal fiir
10 Minuten mit TBS-T-Puffer gewaschen und mit Blockpuffer und den entsprechenden
Primédrantikdrpern versetzt. Diese Primérantikorper, welche spezifisch die zu untersuchenden
Proteine binden, wurden mit den Blots in einer Verdiinnung von 1:1000 bei Raumtemperatur
fiir 60 Minuten auf dem Wipptisch inkubiert. Es erfolgte ein erneuter zweimaliger Waschgang
der Nitrozellulosemembranen mit TBS-T-Puffer fiir jeweils 10 Minuten, um die

ungebundenen Antikdrper zu entfernen.

AnschlieBend wurden die Blots zweimal fiir 10 Minuten mit TBS-T-Puffer gewaschen und
erneut mit Blockpuffer versetzt. Zusitzlich erfolgte die Gabe von entsprechenden
Primédrantikdrpern, welche spezifisch die zu untersuchenden Proteine binden. Die einstiindige
Inkubation der Blots mit den Antikdrpern erfolgte in einer Verdiinnung von 1:1000 auf dem
Wipptisch bei Raumtemperatur. Es schloss sich ein erneuter zweimaliger Waschgang der

Nitrozellulosemembranen mit TBS-T-Puffer zur Entfernung ungebundener Antikdrper an.

Die nun gereinigten spezifischen Antigen-Antikdrperkomplexe wurden durch Inkubation mit

Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Antikorpern (1:4000), welche an die Erstantikdrper
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binden, und anschlieBender Reinigung mit TBS-T-Puffer mit Chemilumineszenz-Luminol-
Reagenzien sichtbar gemacht. Dabei wurden ECL-Detektionsreagenzien (Enhanced
Chemiluminiscence System, Amersham) auf die Membran gegeben, 1 Minute inkubiert und
in Frischhaltefolie verpackt. Im Dunkeln wurde in einer Filmkassette auf die Folie ein
Hyperfilm™ MP aufgelegt. Dieser Prozedur liegt folgendes Prinzip zugrunde: Die am
Zweitantikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert die Oxidation des Luminols, dabei wird
eine lichtemittierende Reaktion ausgeldst, welche den Film belichtet. Je nach zu erwartende
Signalstirke betrdgt die Expositionszeit 1 Sekunde bis 1 Stunde. Die Belichtung ist nach
Entwicklung des Films mit Hilfe einer automatischen Entwicklermaschine (Kodak) als Bande

zu erkennen

4.6 Strippen und Reprobe der Nitrozellulosemembranen

Je nach Fragestellung ist es mdglich, die auf den Blots enthaltenen Proteine erneut mit
anderen Antikorpern zu detektieren (Reprobe). So ldsst sich mit diesem Verfahren eine
quantitativ gleichméBige Proteinbeladung der einzelnen Bahnen z.B. mit 3-Aktin-Antikdrpern
nachweisen. Dazu miissen aber die an der Membran gebundenen Primér- und
Sekunddrantikorper entfernt werden (Strippen). Hierzu wurden die Membranen mit Strip-
Puffer versetzt und fir 30 Minuten bei 50 °C unter stindigem Schiitteln inkubiert.
Anschliefend wurden die Membranen zweimal fiir je 10 Minuten mit TBST-Puffer bei
Raumtemperatur auf dem Wipptisch gewaschen. Die nachfolgenden Schritte erfolgten wie

unter Punkt 4.4 beschrieben.

4.7 Immunprazipitation

Das Verfahren der Immunprizipitation erfolgt nach folgendem Prinzip: Die zu unter-
suchenden zelluliren Antigene (z.B. EGFR, Shc) werden durch Inkubation mit
entsprechenden spezifischen Antikdrpern erkannt und bilden Antigen-Antikorper-Komplexe.
Um eine Trennung dieser Komplexe vom restlichen Zellextrakt mittels Zentrifugation zu
ermoOglichen, wird Protein A/G-Sepharose dazugegeben. Die Antikdrper binden an diese
Proteine und bilden somit nach erfolgter Zentrifugation das Pellet, welches nach
entsprechendem Waschen und Aufbereitung gelektrophoretisch aufgetrennt wird. Die
Immunprézipitation ermoglicht also durch die gezielte Anreicherung eine isolierte

Untersuchung vom EGFR bzw. von She. Dariliber hinaus kdnnen mittels Western-Blot-
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Analyse auch an EGFR bzw. Shc gebundene Strukturen (Rezeptoren, Proteinkinasen u.a.)

identifiziert werden.

Die Inkubation der AR42J-Zellen mit den jeweiligen Substanzen bei 37°C wurde nach
bestimmten Zeitpunkten mit eiskaltem PBS und Gabe von Lyse-Puffer abgestoppt. Nach
DNA-Fragmentierung durch Ultraschall und Zentrifugation (5 Minuten, 3000 U/min, 4°C)
erfolgte die photometrische Quantifizierung der Uberstinde, so dass alle Proben die
Proteinkonzentrationen von 2,5 pg/ul enthielten. Die anschlieBende Inkubation mit den
jeweiligen Antikdrpern (anti-EGFR bzw. anti-Shc) erfolgte bei 4°C und leichtem Schiitteln.
Nach 2 Stunden wurde unter gleichen Versuchsbedingungen Protein A/G-Sepharose
dazugegeben, die Suspension nach weiteren 2 Stunden schlieflich abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Prizipitat dreimal mit Lyse-Puffer gewaschen. Die gereinigten
Pellets wurden mit Laemmli-Puffer versetzt, fiir 3 Minuten auf 95°C erhitzt und nach

Abkiihlung in die Taschen des SDS-Polyacrylamidgels aufgetragen.

4.8 ERK1/2-Assay

Diese Methode ermdglicht die Messung der Aktivitdt von ERK1/2. Phosphoryliertes und
damit aktiviertes ERK1/2 wird von immobilisierten Phospho-ERK1/2-Antikérpern gebunden
und mit Elk-1 versetzt. Elk-1 wird als Substrat von ERK1/2 phosphoryliert. Somit kann
anhand eines anti-phospho-Elk-1-Immunoblots indirekt die ERKI1/2-Aktivitit bestimmt

werden.

AR42]J-Zellen wurden nach entsprechender Stimulation und Reinigung mit eiskaltem PBS mit
Lysepuffer, der zusdtzlich lmM PMSF enthielt, fiir 5 Minuten bei 4°C inkubiert. Bei der
nachfolgenden Beschallung und Zentrifugation der Zellen wurde wie unter Punkt 4.6
beschrieben verfahren. Die Immunprézipitation erfolgte durch Gabe des Zelllysates mit
Agarose-gekoppelten und damit immobiliserten monoklonalen Phospho-ERK1/2-
Antikorpern. Diese Reaktion ermdglicht die Bindung von phosphoryliertem ERK1/2 an die
immobilisierten Anti-Phospho-ERK1/2-Antikorpern. Die bei 4°C und unter leichtem
Schiitteln ablaufende Inkubation dauerte 4 Stunden. Nach erneuter Mikrozentrifugation (30
Sekunden, 4°C) wurden die Pellets zweimal mit Lyse-Puffer und einmal mit Kinasepuffer
gewaschen. Anschlieffend erfolgte die Gabe des ERK1/2-Substrates Elk-1 (2 pg) und des
Reaktionsstarters ATP (200 uM) bei 30°C. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion mit SDS-
Puffer beendet und die Proben analog Punkt 4.6 fiir die folgende Gelelektrophorese aufbe-
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reitet. Die immunchemische Detektion im Rahmen des Immunoblots erfolgte mit Phospho-

Elk-1-Antikdrpern in einer Verdiinnung von 1:1000.

4.9 PKC-Translokationsassay

Die Aktivierung von so genannten "conventional" und "novel" PKC-Isoformen ist mit einer
Verschiebung der PKC-Isoformen vom Zytosol in die Zellmembran verbunden (Kraft &
Anderson, 1983). Die PKC-Aktivierung kann also dadurch bestimmt werden, dass Zellen in
eine Membran- und Zytosolfraktion aufgetrennt und die Fraktionen einer Western-Blot-
Analyse mit PKC-Isoenzym-spezifischen Antikorpern unterzogen werden. Bei PKC-
Aktivierung werden also die quantitative Zunahme von PKC in der Membranfraktion und die

Abnahme im Zytosol gemessen.

AR42J-Zellen wurden dazu in 175¢m*Zellkulturflaschen geziichtet, fiir 48 Stunden serumfrei
gesetzt und mit den jeweiligen Substanzen versetzt. Nach Reinigung der Zellen mit eiskaltem
PBS erfolgte die Gabe von 0,6 ml HB-Puffer. Die Homogenate wurden in Polypropylen-
Tubes tiberfiihrt, fiir 10 Minuten in fliissigem Stickstoff bei -80°C gefroren und nach dem
Auftauen dreimal fiir je 5 Sekunden beschallt und anschlieBend zentrifugiert (28 000 U/min,
60 min, 4°C). Der Uberstand bildete nun die Zytosolfraktion. Diese wurden erneut in
fliissigem Stickstoff eingefroren, wihrend das iibrig gebliebene Pellet mit 0,5 ml HB-Puffer
und 20% Triton X-100 (30 pl) versetzt, mit einer Pipettenspitze grob aufgelost, erneut
beschallt und anschliefend fiir eine weitere Stunde unter gleichen Bedingungen zentrifugiert
wurde. Der nun entstandene Uberstand bildete die Membranfraktion, welche ebenfalls in
flissigem Stickstoff eingefroren wurde. Die beiden Fraktionen wurden anschlieBend erneut
aufgetaut, die Proteinmengen photometrisch quantifiziert (3,0 pg/pl), mit 4x Laemmli-Puffer

versetzt, flir 3 Minuten auf 95°C erhitzt und schlieBlich gelelektrophoretisch aufgetrennt
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5. Ergebnisse

5.1 Bedeutung der EGFR-Transaktivierung im Mechanismus der CCK-
induzierten MAPK-Aktivierung

In der Pankreasazinuskarzinom-Zelllinie AR42J fiihrt die Aktivierung des CCK-Rezeptors zu

6ShC 2ShC

einer MAPK-Aktivierung, welche mit einer Tyrosinphosphorylierung von p4 und p5
und Komplexierung von She mit Grb2 einhergehen (Seva et al., 1996). Neuerdings wird im
Mechanismus der GPCR-induzierten MAPK-Aktivierung auch die Moglichkeit einer
Transaktivierung von Rezeptortyrosinkinasen wie beispielsweise des EGFR und damit
verbundener EGFR-Tyrosinphosphorylierung diskutiert (Daub et al., 1996 & 1997; Li et al.,
1998). Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern dieser Mechanismus eine
Rolle in der pankreatischen Zelllinie AR42J spielt und ob die Shc/Grb2-Effekte mit einer

eventuellen EGFR-Transaktivierung im Zusammenhang stehen.

5.1.1 Rolle des EGFR im Mechanismus der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung

Um eine eventuelle Beteiligung des EGFR in der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung zu
untersuchen, sollte der Effekt des EGFR-Inhibitors AG1478 auf die CCK-induzierte MAPK-
Aktivierung untersucht werden. AG1478 hemmt spezifisch die EGFR-Tyrosinkinasedoméne
(Daub et al, 1996 & 1997). Diese Tyrosinkinasedomine vermittelt die EGF-induzierte
Autophosphorylierung und damit einhergehende Aktivierung des EGFR.

Zunéchst jedoch sollte die Inkubationszeit von CCK bestimmt werden, welche zu einer
maximalen MAPK-Aktivierung fiihrt. Hierfiir wurden AR42J-Zellen mit CCK fiir
unterschiedliche Zeiten (0, 3, 5, 10 und 45 Minuten) stimuliert. EGF diente hier als Positiv-
kontrolle. Die Reaktion wurde durch Entfernen des Mediums und anschlieBende Lyse der
Zellen gestoppt und die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach Proteintransfer auf
Nitrozellulosemembranen wurde mit spezifischen Antikorpern, welche speziell die zweifach
phosphorylierte und damit aktivierte Form von ERKI1/2 detektieren, eine Immunoblot-
Analyse durchgefiihrt. In Abbildung 5.1A zeigt sich die stérkste Bande unter dreiminiitiger
CCK-Stimulation, was einer maximalen MAPK-Aktivierung entspricht. Das anschlieBende
Reprobe-Verfahren mit anti-ERK2-Antikdrpern zeigt die gleichmédBige Beladung der
verschiedenen Bahnen mit Zellproteinen, in diesem Fall nachgewiesen durch die Detektion

von ERK2.
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Abbildung 5.1 Wirkung des EGFR-spezifischen Tyrosinkinaseinhibitors
AG1478 auf die CCK-induzierte MAPK-Aktivierung

AR42J-Zellen wurden entsprechend den angegebenen Zeiten mit CCK (10 nM)
bzw. EGF (10nM) und in An- bzw. Abwesenheit von AG1478 (250 nM) inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieffend lysiert, die Proteine gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Die Blots A und C
wurden mit Antikérpern inkubiert, welche spezifisch die phosphorylierte und
aktivierte Form von ERKI und ERK2 detektieren. Nach dem Strippen der
Nitrozellulosemembranen wurde der Reprobe mit anti-ERKI/2-Antikorpern
durchgefiihrt. Blot B: Nach Zelllyse wurde ERKI/2 immunprdzipitiert und die
ERK1/2-Aktivitiit indirekt mit rekombinantem Elk-1, welches als Substrat von
ERK1/2 phosphoryliert wird, anhand einer anti-phospho-Elk-1-Western-Blot-

Analyse gemessen.
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Unter gleichen Versuchsbedingungen wurden die Zellen anschlieBend in An- bzw.
Abwesenheit von 250 nM AG1478 (flinfminiitige Vorinkubation) mit 10 nM CCK fiir drei
Minuten stimuliert. Abbildung 5.1C zeigt eine deutliche Abschwichung des ERK1/2-Signals
unter Gabe von AG1478 und CCK. Der Reprobe erfolgte mit anti-ERK1/2-Antikdrpern.

Die Aktivitdit von ERKI1/2 ldsst sich auch indirekt durch Zugabe rekombinantem Elk-1
messen, welches als Substrat von ERK1/2 phosphoryliert wird. Die Immunoblot-Analyse
erfolgt entsprechend mit Antikdrpern, welche die phosphorylierte Form von Elk-1 erkennen.
AR42J-Zellen wurden mit CCK bzw. EGF und in An- bzw. Abwesenheit von AG1478
inkubiert. CCK und EGF filihrten zu vergleichbar starken Ausprigungen der Banden.
Erwartungsgemal3 fiihrte AG1478 zu einer fast kompletten Hemmung des Phospho-Elk-1-
Signals unter EGF-Stimulation (Abbildung 5.1B). AG1478 fiihrte ebenfalls zu einer deut-
lichen Hemmung des Phospho-Elk-1-Signals unter CCK-Stimulation. Verglichen zum EGF-
Effekt war die Signalreduktion jedoch schwécher ausgepragt.

Diese Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung des EGFR im Rahmen der CCK-induzierten

MAPK-Aktivierung hin.

5.1.2 Beteiligung des EGFR in der CCK-Signaltransduktion

Da im Rahmen dieser Arbeit bereits eine Beteiligung des EGFR im Mechanismus der CCK-
induzierten MAPK-Aktivierung gezeigt werden konnte, sollte in den folgenden Versuchen
untersucht werden, ob die unter Punkt 5.1.1 beobachteten Effekte tatsdchlich auf eine
Transaktivierung und Tyrosinphosphorylierung des EGFR zuriickzufiihren sind.

Dazu wurden die Zellen fiir die in Abbildung 5.2A angegebenen Zeiten mit CCK bzw. EGF
stimuliert und anschlieBend der EGFR immunpréizipitiert (vgl. Punkt 4.2). Die Immun-
préazipitate wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung einer Western-Blot-Analyse mit
anti-Phosphotyrosin-Antikorpern unterzogen, um eine eventuelle Tyrosinphosphorylierung
des EGFR zu zeigen. Die im anti-Phosphotyrosin-Immunoblot abgebildeten Banden befanden
sich bei etwa 180 kDa, was dem Molekulargewicht des EGFR entspricht. Im EGFR- Reprobe
konnte diese Bande als EGFR klar identifiziert werden (Abbildung 5.2A). CCK bewirkte eine
Erhohung der EGFR-Tyrosinphosphorylierung, die jedoch deutlich geringer ausgeprigt war
als unter EGF-Stimulation. Der EGFR-spezifische Tyrosinkinaseinhibitor AG1478 fiihrte
unter gleichen Untersuchungsbedingungen zu einer Hemmung der CCK-induzierten EGFR-
Tyrosinphosphorylierung, was zeigt, dass die Tyrosinkinasedomdne des EGFR auch die
CCK-induzierte Tyrosinphosphorylierung des EGFR vermittelt (Abbildung 5.2B).
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Abbildung 5.2 Untersuchung der Wirkung von CCK auf den EGFR am
EGFR-Immunpriizipitat

Blot A: AR42J-Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten mit CCK (10 nM) bzw.
EGF (10 nM) inkubiert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Immunprdzipitation mit
anti-EGFR. Anschlieffend wurden die Immunprizipitate mittels Western-Blottings

mit anti-Phosphotyrosin-Antikorpern analysiert. Der Reprobe erfolgte mit anti-
EGFR.

Blot B: AR42J-Zellen wurden fiir 3 Minuten mit CCK (10 nM) und in An- bzw.
Abwesenheit von AGI1478 (250 nM) inkubiert. Die EGFR-Immunprdzipitate
wurden mittles Western-Blottings mit anti-Phosphotyrosin- und anti-Grb2-

Antikérpern analysiert. Der Reprobe erfolgte mit anti-EGFR.
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Die EGFR-Aktivierung z.B. durch einen Rezeptorliganden wie EGF, beinhaltet neben der
EGFR-Tyrosinphosphorylierung eine Rekrutierung der Adaptoren Shc (van der Geer, 1995)
und Grb2 (Schlessinger, 1993) an den EGFR sowie eine Komplexbildung von Shc und Grb2
(Sasaoka et al, 1994). Die in der Literatur beschricbene GPCR-induzierte EGFR-

Transaktivierung flihrt ebenfalls zu diesen Vorgéngen (Daub et al., 1996 & 1997). In AR42J-

6ShC 2 She

Zellen konnte eine Tyrosinphosphorylierung von p4 und p5 und Komplexierung von
Shc mit Grb2 beobachtet werden (Seva et al., 1996). In den folgenden Versuchen sollte
gekliart werden, ob diese Shc/Grb2-Effekte mit der in dieser Arbeit beobachteten EGFR-

Tyrosinphosphorylierung in Zusammenhang stehen.

Nach Stimulation der AR42J-Zellen mit CCK wurde Shc immunprézipitiert und mittels
Western-Blot mit anti-Phosphotyrosin-, anti-EGFR- und anti-Grb2 Antikdrpern analysiert.
Wie in Abbildung 5.2B ersichtlich, wurde in den Shc-Immunprézipitaten unter CCK-
Stimulation eine Tyrosinphosphorylierung von drei verschiedenen Proteinen unterschiedlicher
Molekulargewichte beobachtet. Durch Vergleich der Bandenhohen mit dem Molekular-
gewichtsmarker wurden die Molekulargewichte bestimmt und entsprachen dem EGFR (170
kDa) bzw. Shc (47 und 52 kDa). Der direkte Nachweis von Shc bzw. EGFR erfolgte im Shc-
Reprobe (Abbildung 5.3B) bzw. EGFR-Immunoblot (Abbildung 5.3A). Des Weiteren konnte
unter CCK-Stimulation in den Shc-Immunprézipitaten eine Verstirkung der Grb2-Bande

beobachtet werden (Abbildungen 5.3A und B).

Unter gleichen Versuchsbedingungen wurden die Zellen mit AG1478 vorbehandelt und
anschlieBend mit CCK bzw. EGF stimuliert. Die Daten in Abbildung 5.3B zeigen, dass
AG1478 eine signifikante Hemmung der CCK- bzw. EGF-induzierten EGFR-/Shc-
Tyrosinphosphorylierung und Komplexbildung von Shc mit Grb2 und dem tyrosin-
phosphoryliertem EGF-Rezeptor bewirkte. Im Rahmen der bereits unter Punkt 5.1.2
beschriebenen EGFR-Immunprézipitation konnte unter CCK-Stimulation eine vermehrte
Komplexbildung von Grb2 mit dem EGFR beobachtet werden, welche durch AG1478
gehemmt wurde (Abbildung 5.2B).

Insgesamt zeigen diese Resultate, dass CCK zu einer Transaktivierung des EGF-Rezeptors
fithrt, welche analog zur EGF-induzierten EGFR-Aktivierung eine CCK-induzierte Tyrosin-
phosphorylierung von Shc und Komplexbildung mit dem ebenfalls tyrosinphosphoryliertem
EGFR und Grb2 beinhalten. Diese unter CCK- wie auch EGF-Stimulation beobachteten
Effekte sind von der EGFR-Tyrosinkinaseaktivitdt abgéngig, da sie durch AG1478 hemmbar

waren.
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Abbildung 5.3 Untersuchung der Wirkung von CCK auf den EGFR am Shc-

Immunprizipitat

Blot A: AR42J-Zellen wurden entsprechend den angegebenen Zeiten mit CCK (10
nM) inkubiert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Immunprdzipitation mit anti-Shc.
Anschlieffend wurden die Immunprdzipitate im Rahmen des Western-Blottings mit

anti-Phosphotyrosin-, anti-EGFR und anti-Grb2-Antikérpern analysiert.

Blot B: AR42J-Zellen wurden entsprechend der angegebenen Zeiten mit CCK (10
nM) bzw. EGF (10 nM) und in An- bzw. Abwesenheit von AGI478 (250 nM)
inkubiert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Immunprdzipitation mit anti-Shc und
Western-Blot-Analyse mit anti-Phosphotyrosin- und anti-Grb2-Antikérpern. Der
Reprobe erfolgte mit anti-Shc.



5. Ergebnisse Seite 30

5.2 Rolle von SFTK im Mechanismus der CCK-induzierten MAPK-

AKktivierung

Tyrosinkinasen der Src-Familie (SFTK) werden von einer Reihe unterschiedlicher GPCR, zu
denen auch der CCK-Rezeptor gehort, aktiviert (Singh et al., 1994; Chen et al., 1994) und
sollen sowohl in der Gi-, als auch der Gg-vermittelten MAPK-Aktivierung involviert sein
(Igishi et al., 1998; Daulhac et al., 1999). In der GPCR-induzierten EGFR-Transaktivierung
sollen SFTK ebenfalls eine Rolle spielen, wobei die genaue Funktion und Lokalisation der
Kinasen innerhalb dieser Signaltransduktionskette unterschiedlich bewertet wird. So sollen
SFTK die GPCR-induzierte EGFR- (Luttrell et al., 1997; Eguchi et al., 1998; Andreev et al.,
2001) und/oder Shc-Tyrosinphosphorylierung (Luttrell et al., 1996; Daulhac et al.,, 1999)
vermitteln und somit nachfolgend eine Ras-Aktivierung bewirken. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte in AR42J-Zellen die Funktion und Bedeutung der SFTK im Mechanismus der CCK-

induzierten MAPK-Aktivierung untersucht werden.

5.2.1 Effekt des SFTK-Inhibitors PP1 auf die CCK-induzierte MAPK-Aktivierung

In diesem Versuch sollte zundchst anhand des spezifischen SFTK-Inhibitors PP1 (Hanke et
al., 1996) untersucht werden, ob die CCK-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung SFTK-
abhingig ist. Zellen wurden nach zehnminiitiger PP1-Vorinkubation und verschiedenen PP1-
Konzentrationen mit CCK bzw. EGF stimuliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
anti-Phospho-ERK1/2-Western-Blot analysiert. Abbildung 5.4A zeigt, dass PPl in einer
Konzentration von 5 uM zu einer deutlichen Hemmung des CCK-induzierten MAPK-Signals

filhrte. Die EGF-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung wurde dagegen kaum beeinflusst.

Die Aktivierung von SFTK geht mit einer Autophosphorylierung vom Tyrosinrest 418 einher
(Kmiecik et al., 1987). Dadurch ist es moglich, eine direkte SFTK-Aktivierung durch
Detektion mit anti-pY*'®-Src-Antikorpern nachzuweisen. Um zu zeigen, dass der PP1-Effekt
auf die CCK-induzierte MAPK-Aktivierung tatsdchlich auf eine Hemmung der SFTK-
Aktivitdt zuriickzufiihren ist, wurden im gleichen Experiment die Zelllysate mittels anti-
pY*'®-Src-Western-Blotting untersucht. In Abbildung 5.4A ist zu sehen, dass CCK zu einer
deutlichen Zunahme des autophosphorylierten Anteils von SFTK, also zu einer SFTK-
Aktivierung fithrte. Dieser Effekt wurde durch PP1 gehemmt. Der inhibitorische Effekt von
PP1 auf die CCK-induzierte SFTK-Aktivierung korrelierte stark mit dem PP1-Effekt auf die
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CCK-induzierte MAPK-Aktivierung, was stark vermuten lisst, dass die Effekte von PP1 auf
die MAPK tatsédchlich auf eine Hemmung der SFTK zuriickzufiihren sind. Eine Aktivierung

von SFTK durch EGF konnte dagegen nicht nachgewiesen werden.

Diese Daten zeigen, dass SFTK am Mechanismus der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung
beteiligt sind. Eine Rolle von SFTK in der EGF-induzierten MAPK-Aktivierung scheint
dagegen eher unwahrscheinlich, da der Effekt des SFTK-Inhibitors PP1 auf die MAPK-

Aktivierung gering ausgepragt war.

5.2.2 Rolle von SFTK in der CCK-induzierten EGFR-Transaktivierung

Da im Rahmen dieser Arbeit eine EGFR- und SFTK-Beteiligung an der CCK-induzierten
MAPK-Aktivierung gezeigt werden konnte, sollte als nichstes untersucht werden, ob durch
eine SFTK-Hemmung mit PP1 die CCK-induzierte EGFR-Transaktivierung beeinflussbar ist.
Dazu wurden Zellen mit PP1 vorbehandelt und anschlieBend mit CCK versetzt. Der EGF-
Rezeptor wurde immunprézipitiert und einer anti-Phosphotyrosin-Immunoblot-Analyse
unterzogen. In Abbildung 5.4B ist zu sehen, dass die CCK-induzierte EGFR-Tyrosin-
phosphorylierung nicht durch PP1 gehemmt wurde. Der Effekt von PP1 auf die CCK-
induzierte Shc-Phosphorylierung wurde im She-Immunprézipitat mittels anti-Phosphotyrosin-
Western-Blot analysiert. Die CCK-induzierte Tyrosinphosphorylierung von Shc konnte im
Gegensatz zum EGFR durch PP1 nahezu vollstindig gehemmt werden. Die Shec-
Phosphorylierung durch EGF blieb dagegen erwartungsgemifl unbeeinflusst (Abbildung
5.4C).

Diese Daten zeigen, dass SFTK an der CCK-induzierten EGFR-Transaktivierung beteiligt
sind, indem es zu einer SFTK-abhingigen Tyrosinphosphorylierung von She kommt, wéhrend
die EGFR-Tyrosinphosphorylierung selbst SFTK-unabhingig zu sein scheint. Die EGF-
induzierte EGFR-Aktivierung und die nachfolgende Shc-Phosphorylierung scheinen génzlich

unabhingig von SFTK zu sein.
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Abbildung 5.4 Wirkung des SFTK-Inhibitors PPl auf die CCK-induzierte
MAPK-Aktivierung und EGFR-Transaktivierung

Blot A: AR42J-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen des SFTK-
Inhibitors PPI fiir 3 Minuten vorinkubiert und anschlieffend jeweils fiir drei
Minuten mit CCK (10 nM) bzw. EGF (10 nM) versetzt. Die Zelllysate wurden
nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Proteintransfer auf Nitrozellulose-
membran mit anti-pY"'*-Src- und anti-phospho-ERK1/2-Blotting analysiert. Der
anschlieffende Reprobe erfolgte mit anti-f-Aktin.

Blot B und C: Immunprdzipitation erfolgte mit anti-EGFR (B) bzw. anti-Shc (C).
Die entsprechenden Immunprdzipitate wurden mit anti-Phosphotyrosin-

Immunoblotting untersucht. Der Reprobe erfolgte mit anti-EGFR (B) bzw. anti-
She (C).
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5.3 Bedeutung der PKC im Mechanismus der CCK-induzierten MAPK-

AKktivierung

Die Proteinkinase C (PKC) spielt in verschiedenen Zellsystemen eine Rolle in der Ggii-
vermittelten MAPK-Aktivierung (Hawes et al., 1995; Tsai et al., 1997). Auch in AR42J-
Zellen konnte unter Gastrin- bzw. CCK-Stimulation eine PKC-abhéngige MAPK-Aktivierung
beobachtet werden. (Daulhac et al., 1997). Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Mechanismus
der PKC-abhdngigen MAPK-Aktivierung durch CCK ndher untersucht werden. Von
besonderem Interesse war hierbei die Frage, welche PKC-Isoformen die MAPK-Aktivierung
vermitteln. Dariiber hinaus sollte die Rolle von PKC in der EGFR-Transaktivierung

untersucht werden.

5.3.1 Aktivierung von PKC-Isoformen durch CCK in der Zelllinie AR42J

Mit diesem Versuch sollte zundchst gekliart werden, welche PKC-Isoformen durch CCK
aktiviert werden. In der Literatur konnten bisher in AR42J-Zellen nur die PKC-Isoformen q,
0 und € nachgewiesen werden (Wilkinson et al., 1993; Martiny-Baron et al., 1993). Da im
Rahmen dieser Arbeit neben PKC a, & und € ebenfalls keine weiteren DAG-sensitiven PKC-
Isoformen detektiert werden konnten (ohne Abbildung), wurde das CCK-induzierte PKC-

Aktivierungsverhalten auf diese drei Isoformen konzentriert.

Die Aktivierung der PKC ist mit einer Translokation dieser Kinase vom Zytosol in ein
Membrankompartiment verbunden (Kraft & Anderson, 1983). So ist es moglich, durch
Zellfraktionierung und Western-Blot-Analyse die PKC-Aktivierung anhand der quantitativen
Zunahme der PKC im Membrankompartiment zu messen. Dabei wurde wie in Punkt 4.8

beschrieben verfahren.

Nach Stimulation der Zellen mit CCK bzw. TPA wurden die Zellhomogenate durch
Zentrifugation in eine Zytosol- und Membranfraktion getrennt. AnschlieBend wurden beide
Fraktionen separat mittels Immunoblot-Analyse mit den entsprechenden anti-PKC-Isoform-
Antikorpern auf ihren Gehalt an PKC-Isoformen untersucht. Die Ergebnisse in Abbildung 5.5
zeigen flir die PKC-Isoformen o, & und € unter steigender CCK-Stimulationsdauer eine
Zunahme der Bandenstirke im Membrankompartiment, also eine verstirkte Verschiebung
dieser Isoformen ins Membrankompartiment, wihrend es in den Zytosolfraktionen ent-
sprechend zu einer Abnahme der Bandenstirken kam. Als Positivkontrolle diente TPA,

welches direkt Diacylglycerol-sensitive PKC-Isoformen aktiviert.
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Abbildung 5.5 CCK aktiviert PKC a, PKC 6 und PKC ¢

AR42J-Zellen wurden 48 Stunden in serumfreiem DMEM inkubiert und
anschlieffend in den angegebenen Zeiten mit CCK (10 nM) bzw. TPA (10 nM)
stimuliert. Die Trennung des Zellhomogenates in eine Membran- und
Zytosolfraktion erfolgte wie in Punkt 4.4 beschrieben. Die Zellfraktionen wurden
mit anti-PKC «a, -0 und —e Antikorpern mittels Western-Blot-Verfahrens
analysiert.



5. Ergebnisse Seite 35

Diese Daten zeigen eine CCK-induzierte Aktivierung der PKC-Isoformen a, 8, und ¢ in der

Zelllinie AR42]J.

5.3.2 Rolle der PKC-Isoformen a, 6 und € in der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung

Die Frage, welche PKC-Isoformen die CCK-induzierte MAPK-Aktivierung vermitteln, sollte
mit Hilfe von PKC-Inhibitoren, welche spezifisch bestimmte PKC-Isoformen hemmen,

untersucht werden.

Zunéchst wurden die in der AR42J-Zellinie exprimierten und durch CCK aktivierbaren PKC-
Isoformen o, 6 und € mit der Substanz GF109203X gehemmt und der Effekt auf die CCK-
induzierte p44/42M**_Stimulation mittels anti-Phospho-ERK1/2-Western-Blotting analysiert.
Der Inhibitor GF109203X (Bisindolylmaleimid I) fithrt zur Hemmung der PKC-Isoformen a,
B, v, &, € (Toullec et al., 1991). Wie in Abbildung 5.6 ersichtlich, fiihrte GF109203X zu einer
partiellen Hemmung der CCK-induzierten MAPK-Phosphorylierung, wihrend der Effekt von
EGF auf die MAPK nicht beeinflusst wurde.

Um die in Frage kommenden PKC-Isoformen einzugrenzen, wurden spezifischere PKC-
Hemmer benutzt. Go6976 hemmt selektiv die kalziumabhidngigen PKC-Isoformen o und [3
(Martiny-Baron et al., 1993), wihrend Rottlerin PKCd hemmt (Gschwendt et al., 1994). In
Abbildung 5.7 ist zu erkennen, dass weder G66976 noch Rottlerin einen Effekt auf die CCK-
induzierte MAPK-Aktivitdt hatten.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse eine Beteiligung DAG-sensitiver PKC in der CCK-
induzierten MAPK-Aktivierung, wobei eine Hemmung aller exprimierten PKC-Isoformen nur
zu einer partiellen Hemmung des MAPK-Signals fiihrt. Eine Beteiligung von PKCa und 0
erscheint hierbei eher unwahrscheinlich, da die Hemmung dieser Isoformen keinerlei Effekte

auf die MAPK-Aktivierung hatte.
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Abbildung 5.6 Wirkung des PKC-Inhibitors GF109203X auf die CCK-
induzierte Shc-Tyrosinphosphorylierung, Shc-Grb2-
Komplexbildung und MAPK-Aktivierung

AR42J-Zellen wurden in An- bzw. Abwesenheit von 100 nM GFI109203X
(zehnminiitige Vorbehandlung) mit 10 nM CCK oder 3 nM EGF inkubiert. Die
Immunprdzipitation erfolgte mit anti-Shc-Antikorpern. Die Blots wurden einer
anti-Phosphotyrosin- und anti-Grb2-Immunoblot-Analyse unterzogen. Um eine
gleichmdfige Beladung der einzelnen Bahnen zu iiberpriifen, wurde ein Reprobe
mit anti-Shce-Antikorpern durchgefiihrt. Parallel zur Immunprdzipitation erfolgte
mit den Zelllysaten eine anti-Phospho-ERK1/2-Western-Blot-Analyse.
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Abbildung 5.7 Wirkung der PKC-Inhibitoren G66976 und Rottlerin auf die
CCK-induzierte MAPK-Aktivierung

Zellen wurden in An- bzw. Abwesenheit von Go6976 (10 uM) und Rottlerin (10
uM) fiir 3 Minuten mit CCK inkubiert. Die Zelllysate wurden mit anti-Phospho-
ERK1/2-Antikorpern analysiert. Der Reprobe erfolgte mit anti-ERK?2.
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Abbildung 5.8 Wirkung von AGI478 auf die TPA-induzierte MAPK-
Aktivierung

Die Zellen wurden fiir die Dauer von 3 Minuten mit TPA stimuliert, jeweils in An-
oder Abwesenheit von AGI1478. Die Western-Blot-Analyse erfolgte mit anti-
phospho-ERK 1/2-Antikérpern, der Reprobe mit anti-ERK2-Antikorpern.
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5.3.3 Rolle der PKC in der CCK-induzierten EGFR-Transaktivierung

Die Frage, ob PKC in der Gg-gekoppelten Rezeptor-induzierten EGFR-Transaktivierung
beteiligt ist, wird sehr unterschiedlich diskutiert. Je nach Zell- und Rezeptortyp findet sich ein
PKC-abhdngiger (Tsai et al., 1997) oder ein PKC-unabhidngiger Weg (Herrlich et al., 1998;
Adomeit et al., 1999). Es wird sogar die Moglichkeit einer hemmenden Wirkung der PKC auf
die GPCR-induzierte EGFR-Transaktivierung diskutiert (Li et al., 1998). An isolierten
Pankreasazinuszellen konnte eine Hemmung der CCK-induzierten She-Tyrosinphosphorylie-
rung durch den PKC-Hemmer GF109203X beobachtet werden, was eine Beteiligung der PKC
im Mechanismus der CCK-induzierten ERK-Aktivierung auf der Ebene von Shc vermuten
lasst (Dabrowski et al.,, 1996). Im Rahmen dieser Arbeit wurde iiberpriift, in wieweit in

AR42J-Zellen die CCK-induzierte EGFR-Transaktivierung von PKC abhéngig ist.

Dazu wurden AR42J-Zellen mit dem PKC-Aktivator TPA stimuliert und der Effekt des
EGFR-Tyrosinkinasehemmers AG1478 auf die ERKI1/2-Phosphorylierung untersucht. In
Abbildung 5.8 ist ersichtlich, dass AG1478 kaum einen Effekt auf die ERKI/2-
Phosphorylierung hatte, was die Beteiligung von PKC in diesem Mechanismus

unwahrscheinlich macht.

Um diese Ergebnisse weiter zu untermauern, wurde der Effekt des PKC-Inhibitors
GF109203X auf die CCK-induzierte EGFR-Transaktivierung untersucht. Dazu wurden die
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von GF109203X vorbehandelt und anschlieend
mit CCK bzw. EGF stimuliert. Nach Immunprazipitation von Shc wurde mittels anti-
Phosphotyrosin und anti-Grb2-Western-Blot der Effekt von GF109203X auf die Shc-
Tyrosinphosphorylierung und Komplexbildung von Shc mit Grb2 analysiert. Wie in
Abbildung 5.6 ersichtlich, hatte eine Behandlung der Zellen mit 0,1 pM GF109203X keinen
Effekt auf die CCK-induzierte She-Tyrosinphosphorylierung und die Komplexbildung von
Shc mit Grb2. Allerdings kam es in dieser Konzentration bereits zu einer méfigen Hemmung
der MAPK-Phosphorylierung. Unter EGF-Stimulation kam es zu keiner Beeinflussung der
beschriebenen Effekte und auch zu keiner Hemmung der MAPK-Aktivitét.
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Abbildung 5.9 Langzeitinkubation von TPA fiihrt zur Herunterregulierung
der PKC-Isoformen a, 0 und &

AR42J-Zellen wurden mit 10 nM TPA fiir 18 Stunden inkubiert und mit anti-a-, o-

und e-Immunoblot-Analyse untersucht. Kontrollvehikel war Dimethylsulfoxid.
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Abbildung 5.10 Wirkung der TPA-Langzeitinkubation auf die CCK-induzierte
EGFR-Transaktivierung

AR42J-Zellen wurden 24 Stunden mit TPA vorbehandelt und anschlieffend mit
CCK (10 nM) bzw. EGF (3 nM) versetzt. Die Zelllysate wurden mit anti-Shc
immunprdzipitiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf
Nitrozellulosemembranen transferiert. Es erfolgte anschlieffend die Western-Blot-
Analyse mit anti-Phosphotyrosin- und anti-Grb2-Antikorpern. Der Reprobe
erfolgte entsprechend mit anti-Shc.
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Vergleichbare Ergebnisse in Hinblick auf Shc und Grb2 ergaben sich auch bei PKC-
Herunterregulierung durch Langzeit-Inkubation mit TPA. Eine Langzeitinkubation der Zellen
mit Phorbolester (TPA) iiber 24 Stunden fiihrte zur Herunterregulierung sédmtlicher Diacyl-
glycerol-sensitiver PKC-Isoformen (Nishizuka, 1995), also auch der hier interessierenden
PKC-Isoformen o, 6 und €. Dies wurde in Abbildung 5.9 mit entsprechenden PKC-Isoform-
Western-Blot-Analysen gezeigt. AnschlieBend wurde Shc immunprizipitiert und mit anti-
Grb2 und anti-Phosphotyrosin-Western-Blot analysiert. Abbildung 5.10 zeigt, dass die CCK-
induzierte Shc-Phosphorylierung und Komplexierung mit Grb2 nicht durch TPA gehemmt

werden konnte.

Diese Daten zeigen, dass die Proteinkinase C weder in der CCK-, noch in der EGF-

induzierten EGFR-Transaktivierung beteiligt zu sein scheint.
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6. Diskussion

Die Mechanismen der GPCR-induzierten MAPK-Aktivierung werden in der Literatur du3erst
kontrovers diskutiert. Je nach untersuchter Zelllinie und insbesondere GPCR-Typ finden sich
unterschiedliche Signalkaskaden. Fiir Gg-gekoppelte Rezeptoren wird hauptsdchlich eine
PKC-abhingige MAPK-Aktivierung beschrieben, in der Ras nicht beteiligt sein soll (Hawes
et al., 1995). Fiir den ebenfalls Gg-gekoppelten CCK-Rezeptor konnte jedoch in primédren
Pankreasazinuszellen und in pankreatischen AR42J-Zellen sowohl eine Beteiligung von PKC,
als auch von Ras gezeigt werden (Seva et al., 1996; Dabrowski et al., 1996; Daulhac et al.,
1997). Hierbei flihrt die Stimulation des CCK-Rezeptors zu einer Shc-Tyrosin-
phosphorylierung und Komplexierung mit Grb2 und anschlieBend iiber SOS1 zur Ras-
abhéngigen MAPK-Aktivierung. Als weiterer moglicher Mechanismus wird inzwischen auch
eine Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen wie des EGFR im Rahmen der GPCR-
induzierten MAPK-Aktivierung beschrieben. Neben der EGFR-Tyrosinphosphorylierung
kommt es dabei ebenfalls zur Shc-Phosphorylierung und Komplexbildung zwischen Shc,

Grb2 und dem EGFR (Daub et al., 1996 & 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnte an AR42J-Zellen eine Beteiligung des EGFR im
Mechanismus der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung gezeigt werden. Uber die Stimulation
des Gg11-gekoppelten CCK-Rezeptors durch CCK kommt es zur Aktivierung des EGFR,
wobei die am EGFR ablaufenden Prozesse mit dem Mechanismus der EGF-induzierten
EGFR-Aktivierung vergleichbar sind. Diese Prozesse beinhalten die Tyrosinphosphorylierung
sowohl des EGFR wie auch von Shc und die Komplexbildung zwischen EGFR, Shc und
Grb2. Alle diese Effekte waren von der intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitit abhingig, da sie
durch den EGFR-Tyrosinkinaseinhibitor AG1478 gehemmt werden konnten. Das Ausschalten
des EGFR durch AG1478 fiihrte zu einer deutlichen Hemmung der CCK-induzierten MAPK-
Aktivierung, was die Bedeutung des EGFR zeigt.

Der Mechanismus der CCK-Rezeptor-induzierten EGFR-Tyrosinphosphorylierung ist unklar.
Der hemmende Effekt von AG1478 auf die EGFR-Tyrosinphosphorylierung ldsst vermuten,
dass die CCK-induzierte EGFR-Tyrosinphosphorylierung auf einer EGFR-Auto-
phosphorylierung beruht. Eine von der intrinsischen Tyrosinkinase abhingige Auto-
phosphorylierung des EGFR wird auch durch den Rezeptorliganden EGF beobachtet. Dies
lasst die Frage autkommen, ob die GPCR-induzierte EGFR-Transaktivierung durch Liganden

vermittelt wird. So wird in der Literatur die Moglichkeit einer EGFR-Transaktivierung auf
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extrazellulirem Weg beschrieben. Dabei fiihrt die GPCR-Aktivierung zu einem intra-
zelluldren Signal, welches transmembrandre Metalloproteinasen aktiviert, welche wiederum
die Spaltung des transmembrandren proHB-EGF und die Freisetzung von HB-EGF
ermoglichen. Auf autokrinem/parakrinem Weg interagiert HB-EGF mit dem EGF-Rezeptor
und fithrt so zur Tyrosinphosphorylierung und zur Aktivierung des EGFR (Prenzel et al.,
1999). Auch an CCKg/Gastrin-Rezeptor-transfizierten epithelialen Magenzellen konnte eine
Gastrin-induzierte HB-EGF-Freisetzung in das Medium gemessen werden, was nachfolgend
eine EGFR-Tyrosinphosphorylierung induzierte (Miyazaki et al., 1999). Im Rahmen dieser
Arbeit konnte allerdings nach CCK-Stimulation kein HB-EGF im Medium gemessen werden
(Daten nicht gezeigt). In AR42J-Zellen hatte der HB-EGF-Inhibitor [Glu>*] Diphteria toxin
(CRM 197) keinen Effekt auf die CCK-induzierte ERK1/2-Aktivierung (Piiper et al., 2003).
Diese Daten machen in AR42J-Zellen eine HB-EGF-Beteiligung in der CCK-induzierten
ERK1/2-Aktivierung unwahrscheinlich. Es ist jedoch denkbar, dass in AR42J-Zellen andere
EGFR-Liganden auf autokrinem/parakrinem Wege an der CCK-induzierten ERKI1/2-
Aktivierung beteiligt sind.

In diversen Arbeiten wird eine Rolle von Kinasen der Src-Familie (SFTK) im Mechanismus
der Gg-vermittelten EGFR-Transaktivierung und MAPK-Aktivierung postuliert. So wird
vermutet, dass SFTK eine Tyrosinphosphoylierung des EGFR (Luttrell et al., 1997; Eguchi et
al., 1998; Andreev et al., 2001) und/oder Shc (Luttrell et al., 1996; Daulhac et al., 1999;
Abram & Courtneidge, 2000) induzieren und iiber diesen Mechanismus nachfolgend eine

Ras-abhingige MAPK-Aktivierung induzieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zunichst gezeigt werden, dass CCK zu einer Aktivierung
der zur SFTK-zugehorigen Src-Kinase fiihrte. Durch den SFTK-Inhibitor PP1 konnte
tatsichlich eine Beteiligung von SFTK in der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung gezeigt
werden, da das MAPK-Signal unter CCK-Stimulation reduziert werden konnte. Ebenso
hemmte PP1 die CCK-induzierte Komplexbildung von Grb2 und Shc mit dem EGFR und die
Tyrosinphosphorylierung von She. Die CCK-induzierte Tyrosinphosphorylierung des EGFR
war dagegen nicht SFTK-abhdngig. Durch weiterfiihrende Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnte an AR42J-Zellen anhand Shc- bzw. EGFR-Immunprizipitaten gezeigt werden, dass
neben der Src-Kinase auch Yes, ein weiteres Mitglied der SFTK, unter CCK-Stimulation
aktiviert wird und mit dem EGFR sowie mit Shc komplexiert (Piiper et al., 2003). Eine
GPCR-induzierte Komplexbildung von SFTK mit Shc oder dem EGFR wurde auch in
anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Luttrell et al., 1996; Sadoshima & Izumo, 1996; Eguchi
et al, 1998; Daulhac et al, 1999). Die Aktivierung des Gg-Protein-gekoppelten ATI1-
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Rezeptors durch Angiotensin II flihrt in glatten Muskelzellen zur Komplexbildung der
aktivierten Src-Kinase mit Shc als auch dem EGFR. Shc wird an den EGFR rekrutiert, wo es
anschlieBend als Substrat der Src-Kinase phosphoryliert wird. Der EGFR dient hier als
"Anker", iiber welchen Src, Shc und Grb2 zusammengefiihrt werden (Eguchi et al., 1998).
Solch ein Mechanismus wire auch in der AR42J-Zelle denkbar.

Verglichen mit CCK war die EGF-induzierte MAPK-Aktivierung weitaus weniger SFTK-
abhingig. So fiihrte PP1 nur zu einer schwachen Hemmmung des EGF-induzierten MAPK-
Signals. Die EGF-induzierte Shc-Tyrosinphosphorylierung konnte durch PP1 nicht gehemmt
werden. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Expression von Kinase-inaktiven Src-
Mutanten keinen Einfluss auf die EGF-induzierte Shc-Tyrosinphosphorylierung, Shce/Grb2-
Komplexbildung und die MAPK-Aktivierung in epithelialen Zellen hatte (Boyer et al., 1997).
Im Gegensatz zu CCK scheinen SFTK also in der EGF-induzierten MAPK-Aktivierung nur
eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die Ursachen hierflir sind unklar. Es ist aber be-
schrieben worden, dass diverse EGFR-Liganden wie EGF, HB-EGF, Betacellulin oder NDF
am gleichen Rezeptor unterschiedliche Signalkaskaden mit entsprechend unterschiedlicher
Beteiligung von intrazelluldren Kinasen aktivieren (Graus-Porta et al., 1997). Obwohl eine
Beteiligung von HB-EGF im Rahmen der CCK-induzierten EGFR-Transaktivierung nicht
gezeigt werden konnte, ist durchaus eine Beteiligung anderer autokrin/parakrin agierender

EGFR-Liganden denkbar, was die unterschiedliche Bedeutung von SFTK erkldren konnte.

Neben SFTK wird auch die Beteiligung weiterer zytoplasmatischer Tyrosinkinasen in der
GPCR-induzierten EGFR-Transaktivierung und MAPK-Aktivierung diskutiert. So soll
dhnlich wie SFTK die Tyrosinkinase Pyk2 eine Shc-Tyrosinphosphorylierung induzieren (Lev
et al., 1995). Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch eine Pyk2-Expression in der AR42J-

Zelle anhand von Western-Blot-Analysen nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse sind fiir die CCK-induzierte EGFR-Trans-
aktivierung und die nachfolgende Ras-abhdngige MAPK-Aktivierung folgende Mechanismen
denkbar, welche gemeinsam die Effekte am EGFR vermitteln und auf der Ebene des Shc-

Grb2-Komplexes konvergieren:

a. CCK induziert eine SFTK-unabhéngige EGFR-Tyrosinphosphorylierung iiber unbekannte
Mechanismen. Denkbar ist eine EGFR-Transaktivierung tliber autokrin/parakrin agierende
EGFR-Liganden, dhnlich dem von Prenzel et al. (1999) beschriebenen Modell mit
Beteiligung von HB-EGF/Metalloproteinasen. Dies flihrt zu einer Autophosphorylierung
des EGFR, was ein Andocken von Shc und Grb2 erst ermdglicht.
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b. Parallel dazu aktiviert CCK die SFTK-zugehdrige Yes-Kinase, welche mit dem EGFR
eine Komplexbindung eingeht. Der EGFR dient hierbei als "Anker", indem er Shc und
Yes zusammenfiihrt. Dadurch kann die Yes-Kinase mit ihrem Substrat Shc eine
Komplexbildung eingehen und in diesem Rahmen She tyrosinphosphorylieren. Dadurch

konnte die weitere Signalkaskade {iber Ras in Gang gesetzt werden.

Die beiden parallel ablaufenden Mechanismen sind voneinander abhéngig, da eine jeweilige
Hemmung von Yes bzw. der EGFR-Tyrosinkinase auch die EGFR-Shc-Grb2-Komplex-
bildung bzw. Tyrosinphosphorylierung von Shc und die nachfolgende MAPK-Aktivierung

hemmt.

Die Stimulation von AR42J-Zellen mit CCK bzw. EGF fiihrte jeweils zu einer gleichstark
ausgepriagten MAPK-Aktivierung. Dagegen konnte gezeigt werden, dass die unter CCK- bzw.
EGF-Stimulation beobachteten Effekte am EGFR nicht gleich stark ausgeprigt waren, wobei
die Effekte von CCK signifikant schwicher waren. Des Weiteren wurde beobachtet, dass eine
Hemmung des EGFR mit AG1478 nur zu einer partiellen Abschwéichung der MAPK-
Aktivitdt fiihrt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass fiir eine volle CCK-induzierte MAPK-
Aktivierung der Mechanismus der EGFR-Transaktivierung alleine nicht ausreicht, sondern
weitere Signaltransduktionswege existieren miissen, welche parallel und damit unabhingig

vom EGFR lokalisiert sind und so erst eine maximale MAPK-Aktivierung ermdglichen.

So wird neben dem EGFR insbesondere fiir die PKC eine Rolle im Mechanismus der Gy1-
vermittelten MAPK-Aktivierung beschrieben (Hawes et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit
konnte durch Herunterregulierung DAG-sensitiver PKC-Isoformen durch Langzeitinkubation
mit Phorbolester bzw. Hemmung durch GF109203X eine partielle Hemmung der CCK-
induzierten MAPK-Aktivierung festgestellt werden, welches eine Beteiligung DAG-sensitiver

PKC-Isoformen beweist. Eine Hemmung konnte unter EGF-Stimulation nicht gezeigt werden.

In diversen Arbeiten wurde auch die PKC in der Vermittlung GPCR-induzierter EGFR-
Transaktivierung beschrieben (Soltoff, 1998; Tsai et al., 1997). Unter Langzeitinkubation mit
Phorbolester bzw. GF109203X konnte allerdings keine Beeinflussung der CCK-induzierten
EGFR-Transaktivierung beobachtet werden, welches eine PKC-Beteiligung in diesem

Signaltransduktionsweg unwahrscheinlich macht.

In der Zelllinie AR42J sind die PKC-Isoformen a, 6 und & exprimiert, welche durch CCK
aktiviert werden. Durch die Anwendung von PKC-Inhibitoren, welche spezifisch Isoformen
hemmen, sollte gekldrt werden, welche PKC-Isoform an der Vermittlung der CCK-

induzierten MAPK-Aktivierung beteiligt ist. Dabei zeigte sich, dass eine Hemmung von
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PKCa durch G66976 bzw. -3 durch Rottlerin zu keiner Beeinflussung des MAPK-Signals
fithrten. Somit ist wahrscheinlich, dass PKC ¢ als verbleibende PKC-Isoform parallel zum
EGFR die CCK-induzierte MAPK-Aktivierung vermitteln kdnnte.

Uber welchen genauen Mechanismus PKC zu einer MAPK-Aktivierung fiihrt, wird
kontrovers diskutiert. Fiir Gq/11-gekoppelte Rezeptoren wie den M -muskarinergen Rezeptor
oder den a;-adrenergen Rezeptor konnte gezeigt werden, dass die MAPK-Aktivierung zwar
PKC abhiéngig, aber ohne Ras-Beteiligung ablduft. Auch die durch direkte PKC-Aktivierung
mit TPA induzierte MAPK-Aktivierung war Ras-unabhingig (Hawes et al., 1995). Im
Gegensatz dazu konnte auch eine Ras-Abhidngigkeit in der TPA-induzierten MAPK-
Aktivierung beobachtet werden (Thomas et al., 1992). Da im Rahmen dieser Arbeit eine
EGFR-Beteiligung in Form einer EGFR-Transaktivierung gezeigt werden konnte, sollte es
analog zum Mechanismus der EGF-induzierten ERK-Aktivierung ebenfalls zu einer Ras-
abhingigen ERK-Aktivierung unter CCK-Stimulation kommen. Begleitende Experimente
unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die CCK-induzierte MAPK-Aktivierung tatséchlich Ras-
abhédngig ist (Piiper et al, 2003). Die CCK-induzierte Ras- und c-Raf-Aktivierung war
wiederum von PKC, EGFR und Yes abhédngig. Die direkte Aktivierung von PKC mit TPA
fithrte zu einer Ras- und ERK1/2-Aktivierung, welche im Gegensatz zu CCK kaum EGFR-
abhédngig war. Des Weiteren konnte unter CCK-Stimulation eine Komplexbildung zwischen
Raf und PKCe beobachtet werden. Diese Ergebnisse machen eine Beteiligung der PKCe im
Rahmen der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung auf der Ebene der Ras-Raf-Aktivierung
wahrscheinlich. In der gleichen Arbeit wurde eine Ras-Aktivierung durch CCK anhand eines
Ras-Assays beschrieben, welche jedoch schwiécher ausgepriagt war als unter EGF-Stimulation
und zudem EGFR-abhéngig war. Die unterschiedlichen AusmaBle der Ras-Aktivierung von
CCK und EGF waren interessanterweise vergleichbar mit denen im Rahmen dieser Arbeit
beobachteten Effekte am EGFR. Im Gegensatz dazu war das Ausmall der Raf-1- und
ERK1/2-Aktivierung unter CCK-Stimulation mit dem von EGF vergleichbar, also deutlich

starker ausgeprégt.

Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, inwiefern es trotz schwicherer EGFR- und Ras-
Aktivierung zu einer nachfolgenden Verstirkung des Raf-1- und ERK-Signals kommt. So
wird beschrieben, dass PKC die Ras-abhingige ERK-Aktivierung iiber eine Feinabstimmung
der Ras-Raf-Aktivierung moduliert (Kolch et al., 1993; Burgering & Bos, 1995; Marais et al.,
1998; Chiloeches et al., 1999). Fiir PKC o und PKC & wurde eine direkte Aktivierung von
Raf-1 beschrieben (Kolch et al., 1993; Cai et al.,, 1997). Fiir die PKC-induzierte Raf-1-
Aktivierung wird Ras in Form eines Ras-GTP-Raf-Komplexes bendtigt (Marais et al., 1998).
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Erst kiirzlich wurde eine konstitutive Komplexbildung zwischen Ras, c-Raf-1 und PKC ¢
beschrieben. Die Aktivierung von PKCe durch TPA fiihrt zu einer Komplexaktivierung,
welche zu einer Ras-abhingigen Raf-1 und nachfolgender MAPK-Aktivierung fiihrt
(Hamilton et al, 2001). Uber diesen Komplex konnte PKCe mit dem EGFR/Ras-Pfad

konvergieren und so die Raf-1-Aktivierung verstérken.

Anhand dieser Ergebnisse ist folgender Gesamtmechanismus denkbar (siehe auch Abbildung

6.1):

CCK fiihrt tiber den Gg-gekoppelten CCK-Rezeptor zu einer EGFR-Transaktivierung und zur
Yes-abhdngigen Bildung eines EGFR-Shc-Grb2-Komplexes, welches iiber SOS-1 zur Ras-
und nachfolgenden Raf-1-Aktivierung flihrt. Parallel zum EGFR kommt es unter CCK-
Stimulation im Weiteren zur Aktivierung von PKCg, welche tliber den vermutlich konstitutiv
formierten Ras-Raf-1-PKCe-Komplex in Abhdngigkeit von Ras ebenfalls Raf-1 aktiviert.
Vermutlich findet iiber die Komplexaktivierung eine Verstirkung der bis dahin relativ
schwachen EGFR/Ras-abhingigen Raf-1-Aktivierung statt. Beide Signaltransduktionswege
konvergieren also auf der Ras-Raf-1-Ebene. Das nun verstérkte Raf-1-Signal fiihrt tiber MEK

zur vollen MAPK-Aktivierung, wie sie auch unter EGF-Stimulation beobachtet wird.

Ligand?|
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Abbildung 6.1 Vorgeschlagenes Modell zum Mechanismus der

Cholezystokinin-induzierten MAPK-Aktivierung in
der AR42J-Zelle
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Dieses Modell ldsst jedoch Fragen offen, deren Klidrung weiterfiihrende Untersuchungen

bediirfen:

a. Uber welchen Mechanismus fiihrt CCK zu einer Tyrosinphosphorylierung des EGFR?
Interessant ist hierbei insbesondere die Rolle von Matrix-Metalloproteinasen, welche
transmembrandre Prohormone spalten und {iber autokrine/parakrine Wege zu einer EGFR-
Aktivierung fiihren. In unserer Arbeitsgruppe konnte eine Beteiligung von HB-EGF nicht
nachgewiesen werden. Vermutlich spielen andere EGFR-Liganden hier eine Rolle. So
werden neben pro-HB-EGF auch andere Vorstufen von Wachstumsfaktoren wie z.B.
TGF-a von Metalloproteinasen proteolytisch freigesetzt (Massague & Pandiella, 1993),
welche als EGFR-Liganden die EGFR-Transaktivierung vermitteln kdnnten.

b. Wie werden SFTK durch GPCR/CCK-Rezeptoren aktiviert? Im Gegensatz zu a-Unter-
einheiten von Gg- und Gi-Proteinen konnte fiir Gog keine direkte Src-Aktivierung be-
obachtet werden (Ma et al., 2000). In AR42J-Zellen war die CCK-induzierte Src-Auto-
phosphorylierung nicht von Pertussistoxin (PTX) abhéingig, was eine Beteiligung von
PTX-sensitiven G-Proteinen wie G; unwahrscheinlich macht (Piiper et al., 2003). Kiirzlich
wurde eine direkte Src-Aktivierung durch den Gg-gekoppelte Angiotensin II-Rezeptor
ohne Beteiligung von G-Proteinen postuliert (Seta et al., 2002). Auch fiir den B,-adre-
nergen Rezeptor wurde eine direkte Aktivierung von Src durch den Rezeptor im Rahmen
einer Rezeptor-Src-Komplexbildung beschrieben. Die Rekrutierung von Src an den EGFR
wird durch B-Arrestin vermittelt, welches als Adapterprotein fungiert (Luttrell et al.,
1999). Interessant wire es zu kldren, ob eine Rezeptor-Src/SFTK-Komplexbildung auch
in  AR42J-Zellen eine Rolle spielt. Dies konnte anhand von Ko-Immun-
prazipitationsstudien zum Nachweis der Assoziation von SFTK, CCK-Rezeptor und ggf.

Arrestin untersucht werden.

c. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Rolle von PKCe in der CCK-induzierten MAPK-
Aktivierung beschrieben. Gestiitzt wurde diese Beobachtung durch den Nachweis einer
verstiarkten Komplexbildung von PKCe und Raf-1 (Piiper et al., 2003). Eine selektive
Hemmung von PKCe wurde im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht vollzogen. Die
Anwendung von Kinaseinhibitoren ist immer mit dem Risiko einer gewissen Unspezifitét
verbunden. Erst kiirzlich wurde fiir den PKCd-Inhibitor Rottlerin die Spezifitit ange-
zweifelt (Soltoff, 2001). Um eine isolierte PKCe-Ausschaltung zu erreichen, wére
folgendes experimentelles Vorgehen angezeigt: Durch Transfektion von AR42J-Zellen

mit "anti-sense"-Oligonukleotiden wird die Expression von PKCe gehemmt.
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Anschliefend konnte der Effekt auf die CCK-induzierte Ras-, Raf-1- und MAPK-

Aktivierung durch Western-Blot-Analyse untersucht werden.

Die Klirung dieser Punkte kdnnte neben den Ergebnissen dieser Arbeit zu einer noch

genaueren Charakterisierung MAPK-aktivierender Mechanismen beitragen.

Wie einleitend bereits beschrieben, schafft eine detaillierte Kenntnis dieser Mechanismen
neue Moglichkeiten fiir die Entwicklung, Erprobung und Anwendung von Substanzen, welche
selektiv gegen "krebsspezifische" molekulare Zielsstrukturen agieren. Die Selektivitit eines
solchen Therapieprinzips sollte mit einer weit schonenderen und eventuell auch effektiveren
pharmakologischen Krebsbehandlung, als es die konventionelle Chemotherapie heute zuldsst,

einhergehen.
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7. Zusammenfassung

Die Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) spielt eine Schliisselrolle in
der Vermittlung proliferativer Effekte sowohl von Rezeptoren vom Tyrosinkinase-Typ (RTK)
wie dem epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), als auch von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Die MAPK-Aktivierungsmechanismen durch GPCR sind
im Gegensatz zum EGFR unzureichend verstanden und stark von Rezeptor- und Zelltyp
abhédngig. Ziel dieser Arbeit war die ndhere Charakterisierung der Signaltransduktion des
GPCR-zugehorigen Cholezystokinin (CCK)-Rezeptors beziiglich der Aktivierung der MAPK
durch Western-Blot-Analysen in der Pankreasazinus-Karzinomzelllinie AR42J der Ratte.

Die Ergebnisse zeigen eine Beteiligung des EGFR im Mechanismus der CCK-induzierten
MAPK-Aktivierung mittels einer EGFR-Transaktivierung. Diese ist mit einer Tyrosin-
phosphorylierung des EGFR und von Shc sowie einer Komplexbildung der Adapterproteine
Shc und Grb2 mit dem EGFR verbunden. Diese Vorgdnge sind von der intrinsischen

Tyrosinkinaseaktivitit des EGFR abhéngig.

Neben dem EGFR konnte durch weitere Untersuchungen eine Aktivierung und Beteiligung
von Tyrosinkinasen der Src-Familie (SFTK) an der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung
gezeigt werden. Dabei stellte sich heraus, dass die CCK-induzierte Shc-Tyrosin-
phosphorylierung und die EGFR-Shc-Grb2-Komplexbildung im Rahmen der EGFR-Trans-
aktivierung SFTK-abhingig sind. Im Gegensatz dazu ist die EGFR-Tyrosinphosphorylierung
SFTK-unabhédngig. Diese Daten zeigen, dass die CCK-induzierte Signalvermittlung des
EGFR die gemeinsame Aktivierung von SFTK und EGFR benétigt.

Neben der EGFR-Transaktivierung konnte im Rahmen der CCK-induzierten MAPK-
Aktivierung ein weiterer Signaltransduktionsweg charakterisiert werden, welcher die
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) beinhaltet. Es konnte gezeigt werden, dass CCK in
AR42]J-Zellen eine Aktivierung der PKC-Isoformen a, & und € induziert. Eine Hemmung aller
drei PKC-Isoformen fithrte zur Hemmung des MAPK-Signals, wéhrend die isolierte
Hemmung von PKC a und 6 keine Effekte verursachte. Diese Resultate deuten darauf hin,
dass PKCe an der CCK-induzierten MAPK-Aktivierung beteiligt ist. Eine Beteiligung der
PKC an der EGFR-Transaktivierung konnte nicht nachgewiesen werden. Demnach scheint
der PKC-abhingige MAPK-Aktivierungsmechanismus parallel zum EGFR zu verlaufen und
erst distal des EGFR mit dem EGFR/SFTK-abhingigen Signaltransduktionsweg zu

konvergieren.
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Summary

Activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) plays a key role in mediating
proliferative effects of both receptor tyrosine kinases (RTKSs) such as the epidermal growth
factor receptor (EGFR) and G-protein coupled receptors (GPCR). Compared to the EGFR
pathway the mechanism by which GPCR induce MAPK activation is still poorly understood
and depends on receptor and cell type. The aim of the present study was to characterize the
CCK-induced signal transduction pathways leading to MAPK activation in the pancreatic

acinar carcinoma cell line AR42J using immunoblot analyses.

The results show an involvement of the EGFR in CCK-induced MAPK activation. CCK
induces transactivation of the EGFR which includes tyrosine phosphorylation of both EGFR
and Shc and complex formation of the docking proteins Shc and Grb2 with the EGFR. These
effects depend on the intrinsic tyrosine kinase activity of the EGFR.

Further investigations also demonstrate an involvement of Src family tyrosine kinases (SFTK)
in CCK-induced MAPK activation. The data show that CCK-induced EGFR tyrosine
phosphorylation is SFTK-independent, whereas CCK-induced complex formation of Shc-
Grb2 with the EGFR and She tyrosine phosphorylation requires SFTK activity. These results
indicate that a concerted action of both EGFR and SFTK is required for CCK-induced EGFR

signalling.

Beside of EGFR transactivation, activation of a protein kinase C (PKC) appears to be
involved in CCK-induced MAPK activation. CCK was shown to activate PKCa as well as
PKCd and -¢. Inhibition of all three PKC isoenzymes reduced CCK-induced MAPK activa-
tion while specific inhibition of PKCa and PKC6 had no effect. These findings suggest an
involvement of PKCe in CCK-induced MAPK activation. On the other hand CCK-induced
EGFR transactivation was PKC-independent. Taken together, these results indicate that in
addition to the EGFR/SFTK pathway CCK-induced MAPK activation also requires activation
of another pathway involving PKC which mediates MAPK activation in an EGFR/SFTK-
independent manner and converges with the EGFR-dependent pathway downstream of the

EGFR.
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