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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor AP-1, ein Sammel begriff fir gleichzeitigin der Zellevorkommende
Proteindimere aus den strukturell nahe verwandten Produkten der Jun-, Fos- und ATF-
Genfamilien, g It einenwichtigen Endpunkt mitogen- und dress-aktivierter Sgndtransduktions:
kaskaden dar. Somit greift AP-1 entscheidend in die Regulation wichtiger zellul&rer Prozesse
wieProliferation, Differenzierung, Transformation und programmiertem Zelltod (A poptose)
en.

Zid der vorliegenden Arbelt war, die bisdahin unbekannten Aufgaben der AP-1- Untereinheit
JunB bei der Zdllproliferation zu definieren. Dazu wurden Fibroblasten ausE9.5 p.c. Maus-
embryonenisoliert, in denen dasjunB-Gen gezidlt inaktiviert wordenist. Diese priméren als
auch davon abgdeteteimmortdiserte Fibroblasten sindinihrer Proliferationinsgesamt nicht
verandert. Allerdings kommt esdurch den Verlust repressori scher JunB-Funktionen zu einer
verléngerten c-Jun-Aktivierung, zur De-Repression von Zyklin D1 und somit insgesamt zur
friheren Induktion des Zyklin D1-Promotors. Das Fehlen von aktivierenden Funktionen hat
zudem eine stark verminderte Express on des zyklinabhéngi gen Kinase-I nhibitors p16™<42 zur
Folge. Obwohl all diese Veranderungen letztlich dazu beitragen, dal? junB - Fibroblasten
deutlich schneller von der G- in die S-Phase Ubergehen, sorgt eine Verlangsamung
am S/G /M-Ubergang aufgrund verminderter, zeitlich verzogert auftretender Aktivitétenvon
Zyklin A-CDK2 und Zyklin B-CDC2 daftr, dal3 die Proliferationratein den junB”-Fibroblasten
nicht veréndert ist. Promotorstudien und K oexpress onsexperimentefihrten zur | dentifizierung
von Zyklin A dszweitem Zdl zyklusregulator neben p16N<“2, dessen transkriptionelle Aktivie-
rung JunB-abhangigist.

Diebeobachteten molekularen Veranderungen in junB-Fibroblasten wahrend des Zdl 1 zyklus-
durchlaufswerden ausschliefdich durch den Verlust von JunB hervorgerufen, denn siekénnen
durch das Wiedereinbringen eines aktivierbaren JunB-ER™- Proteinsrevertiert werden. Der
inder vorliegenden Arbeit gewéahlte Ansatz mit genetisch veranderten junB”-Zellenlifert die
wertvolle Erkenntnis, dal3 einzigartige positive und auch negative Funktionen von JunB flr eine
geordnete Zell zyklus-Progression notwendig sind und stel It eine entschel dende Verbindung
zwischen JunB-Funktion und Zelzyklusregul ation her.

Schlagworter:  JunB/ Zdlzyklus/ Zyklin A



1. Summary

1. Summary

Thetranscription factor AP-1, composed of dimeric protein complexes, which consist of
structurally related membersof thejun, fosand ATF genefamilies, isat thereceiving end of
mitogen- and stress-activated signal transduction cascades. Thus, AP-1isimplicatedinthe
regulation of important cellular processes such asproliferation, differentiation, transformation
and programmed cell death (apoptosis).

Aim of the presented work wasto definetheyet unknownrole of the AP-1 subunit JunB in cell
proliferation using junB™ fibroblastsderived from E9.5 p.c. mouse embryoswith atargeted
mutationinthejunB gene. For thetimebeing, primary aswel| assubsequently derived immorta
fibroblastswerenot atered in proliferation. However, loss of JunB repressor functionsleadsto
prolonged c-Jun activation and concomitantly, to ade-repression and aprematureinduction of
thecyclin D1 promoter. Thelack of JunB-dependent activating functionsresultsinastrongly
decreased expression of the cyclin-dependent kinaseinhibitor p16N<“. Despitethe accel erated
G,- to S-phasetransition, junB” cellsdo not exhibit an enhanced proliferationrate, becauseit
iscompensated by adeceleration at the Sto G,/M transition. Thisphenotypeis caused by
delayed and diminished activitiesof cyclin A-CDK2 and cyclinB-CDC2. Promoter aswell as
co-expression studiesled to theidentification of Cyclin A assecond cell cycleregulator in
addition to p16'™Nk4whose expressionisregul ated in a JunB-dependent manner.

The observed molecular aterationsin cell cycle progression of junB™ fibroblastsare solely
caused by thelack of JunB sincethey can bereverted upon reintroduction of aninducible
JunB-ER™ protein. Theapproach gppliedinthiswork yielded valuableinsghtsdiciting unique
positiveaswell asnegativeregulatory functionsof JunB for proper cell cycle progression and
providesevidencefor adirect link between JunB function and cell cycleregulation.

key words: JunB/cdl cycle/ cyclinA



2. Einleitung

2. Einleitung

Biologische Prozesse wie Proliferation und Differenzierung werdenin einemviel zelligen
eukaryontischen Organismusdurch diedifferentielle Expression spezifischer GenedsAntwort
auf extrazelluldre Stimuli reguliert. Zu diesen Stimuli gehdren Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Hormone, Tumor-Promotoren und DNA-schadigende Agenzien. Sieinteragieren direkt mit
der DNA bzw. binden an membranstandige oder zytoplasmatische Rezeptoren und | 6sen
Signaltransduktionskaskaden bisin den Zellkern aus. Bestandtelle dieser Signalkettensind
EnzymewieKinasen und Phosphatasen, dieim Zd lkern zur Aktivierung bzw. Reprimierung
von spezifisch DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren fihren.

2.1. Der Transkriptionsfaktor AP-1

Eineentscheidende Rollebei der Regulation von Genen spielt der Transkriptionsfaktor AP-1
(Aktivator Protein-1), daer die oben angefiihrten extrazel luléren Stimuli in eineverdnderte
Genexpression umsetzt (Angel et al., 1987b; Leeet al., 1987a,b; Angel und Karin, 1991,
Angd undHerrlich, 1994; Karinet al., 1997).

Der Transkriptionsfaktor AP-1 besteht aus Proteindimeren, diesich bel SAugetieren auseiner
K ombination der verschiedenen Mitglieder der Jun-, Fos- und ATF- Proteinfamilien zusam-
mensetzen. Die Familie der Jun-Proteine besteht aus c-Jun, JunB und JunD; die der Fos-
Familieausc-Fos, FosB, Fral und Fra2, und dieder ATF-FamilieausATF2, ATF3/LRFL,
ATFa und B-ATF (als Ubersicht Vogt und Bos, 1990; Angel und Karin, 1991; Goetz et al.,
1996; Karinet al., 1997). Durch Mutationsanal ysen wurden konservierte charakteristische
Eigenschaften zwischen diesen Proteinen entdeckt, die zur Einordnungin die bZip-Protein-
familiegefUhrt hat (Landschulz et d., 1988). DiebZip-Region besteht auszwei funktionellen
Untereinheiten, der basi schen Region und dem sogenannten ,, Leucine-Zipper“. Dieaus12 bis
14 basi schen Aminosauren zusammengesetzte basi sche Region it fur die sequenzspezifische
DNA-Bindung verantwortlich (Vogt und Bos, 1990), wahrend die,, L eucine-Zipper” Region
fur die Dimerisierung der AP-1-Untereinheiten bendtigt wird.

DieProteineder Jun-Familie kdnnen sowohl Heterodimeremit Mitgliedern der Fos- und ATF-
Familieasauch Homodimere bilden (Kouzaridesund Ziff, 1988; Nishizawaet a., 1989;
Smeadl et d., 1989; Zeria et al., 1989; Matsui et a ., 1990; Ziff, 1990; Hai und Curran, 1991,
Hsuetd., 1991; Dorsey et al., 1995). Ahnlichesgilt fir die Mitglieder der ATF-Famiilie, die
ebenfalls Hetero- und Homodimere bilden kénnen (Ziff, 1990; Hai und Curran, 1991). Auf-
grund der e ektrostatischen Eigenschaftenihres,, Leucine-Zippers' konnen die Mitglieder der
Fos-Familiekeine Homodimerebilden. Dadie Protei ndimerisierung aber Voraussetzung fur
dieDNA-Bindungigt, kénnensenicht adleinean die DNA binden. Durch dievidfdtigen Mog-
lichkeiten einer Dimerisierung der Mitglieder der AP-1-FamilieergebensicheineViel zahl von
Kombinationsmoglichkeiten. Die Spezifitét, mit der die Dimerean die DNA binden, und auch
ihre Funktionist dabel abhangig von der Dimer-Zusammensetzung (Hai und Curran, 1991).

Die DNA-K onsensussequenz, an die die verschiedenen AP-1-K omplexe binden, ist das so-
genannte TRE (,, TPA responsiveelement*”, TGA J°TCA), welchesurspriinglichinder Promo-
tor-Region desmenschlichen Kollagenase-Gensdefiniert wurde (Angel et d., 1987a,b). Mitt-
lerwelleist eineVie zahl von Genen bekannt, diefunktionelle TRESinihren Promotorsequenzen
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aufweisen. Sie kodieren unter anderem fur Wachstumsfaktoren (z.B. NGF, Hengerer et al .,
1990), Metalloproteinasen (z.B. Kollagenase, Angel et al., 1987a; Sromelysin, Kerr etal.,
1988; Urokinase, Nerlov et al., 1991; MMP-9, Gum et al ., 1996; Crowe und Brown, 1999),
Transkriptionsfaktoren (z.B. Fra-1, Bergerset d., 1995), Zdlzyklusregulatoren (z.B. ZyklinD1,
Albaneseet a., 1999; Sabbah et al., 1999; Bakiri et a., 2000; p53, Schreiber et al., 1999;
p16'NK4e Passegue und Wagner, 2000) und zel Ity pspezifische Genprodukte (z.B. Keratin 18,
Oshimaet al., 1990; Pankov et al., 1994; Rhodesund Oshima, 1998; Involucrin, Nget al.,
2000; Phillipset al., 2000). Der ¢-jun-Promotor enthélt ebenfalls TRE-&hnliche DNA-Se-
guenzen, andiebevorzugt c-JUVATF- Heterodimere oder ATF-Homodimere binden (Benbrook
und Jones, 1990; vanDam et a., 1993; Herr et al., 1994; Angdl et al., 1988b). Diese c-Jun/
AP-1 DNA-Sequenzen besitzen im Zentrum ein zusétzliches Basenpaar (Junl: TGACATCA,;
Jun2: TTACCTCA).

Aufgrund der DNA-Bindespezifitét und der Fahigkeit zur Dimerisierung mit Jun oder Foswur-
denweiterebZIP-Proteineidentifiziert (als Ubersicht Karin, et a ., 1997): die Maf-Proteine
(v-Maf, c-Maf), das Genprodukt des neural en retinaspezifischen Gens (Nishizawa, et a ., 1989;
Swaroop et a., 1992), sowiediebeiden Jun-Dimeriserungspartner JDP1 und JDP2 (Aronheim
etal., 1997).

Fur den direkten oder indirekten Kontakt zur basalen Transkriptionsmaschinerieweisendie
AP-1-Proteineeinedritte funktionelle Domane auf, die Transaktivierungsdomane, die mal3-
geblichdie Transkriptionsrate des Zielgensbeainfluf (Angel und Karin, 1991).

2.1.1. Die Regulation von AP-1

DieRegulationvon AP-1 geschieht auf verschiedenen Ebenen. Bel der transkriptionellen Ak-
tivierung und der posttrand ationellen Modifikation sind extrazdlulare Signae, dieinnerhab der
Zdle Signaltransdukti onskaskaden aktivieren, von entscheidender Bedeutung. Wichtiger Be-
standitel| dieser Signalketten sind Kinasen und Phosphatasen, dieim Zelkern zu einer Aktivie-
rung bzw. Reprimierung des Transkri ptionsfaktorsfihren (Karinund Smed, 1992; Karin, 1994).

Die Signatransduktionswege kdnnen durch die Aktivierung von Rezeptortyros nkinasen, wie
dem EGF- und bFGF-Rezeptor (Ahoet al., 1997; Sachsenmaier et al., 1994) oder von G-
Protei n-gekoppel ten Rezeptoren wie der Parathormon/Parathormon-verwandtes-Peptid-Re-
zeptor (PTH/PTHrP-Rezeptor; Clohisy et d., 1992) ausgel st werden. Die Rezeptoraktivierung
fuhrt unter anderem zur Freisetzung desBotenstoffes Diacylglycerol (DAG), der seinerseitsdie
Proteinkinase C (PK C) aktiviert. Aul¥er DAG sind Phorbolester, diestark tumorpromovierende
Agenzien dargellen, wiedas 12-O- Tetradecanoyl-Phorbol-13-Azetat (TPA) effiziente Aktiva
toren der PKC, weswegen die Behandlung von Zellen mit TPA zumindest teilweisedie Wir-
kung von Serum- und Wachstumsfaktorenimitiert.

Die PKC wirkt al's Serin/Threonin-Kinase und aktiviert eine Viel zahl von Substraten. Die
Phosphorylierung der Proteinkinase Raf-1 (Maraiset d., 1998), diedurch das GTP- binden-
de-Protein Rasan die Zellmembran rekrutiert wird (Leeverset a ., 1994), steht am Anfang
ener Proteinphosphorylierungskaskade, in deren Verlauf dieMAP-Kinasen (, mitogen activated
protein kinases*) induziert werden (Marshall, 1995; Cano und Mahadevan, 1995). Zu der
Familieder MAP-Kinasen gehtren ERK 1 und ERK 2, Jun N-terminale Kinasen (JNK, auch
alsSAPK bezeichnet, mit mindestens zehn verschiedenen | soformen) und p38 (Minden und
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Karin, 1997). ERK 1 und ERK 2 (,, extracellular sgna-regulated protein kinase") modifizieren
hauptséchlich die Transkriptionsfaktoren TCF (,, ternary complex factor”) und Elk-1, die INK's
phosphorylieren die Transaktivierungsdomanen von c-Jun und ATF-2 (Karin, 1995; Karin
und Hunter, 1995), wahrend p38 ATF-2 und den Transkriptionsfaktor Max (Kyriakisund
Avruch, 1996) aktiviert. Die Phosphorylierung von c-Jun, ATF-2 und TCF fhrt zur raschen
Expression desc-jun-, junB- bzw. c-fos-Gens(,,immediate early genes*) und zur anschlief3en-
den Modulierung von AP-1-Zielgenen (Karinet al ., 1997).

Neben der PK C-Signatransduktionskaskade gibt esdieder Proteinkinase A (PKA) adswei-
terenwichtigen Signalwegin der Zelle. Dielnduktion der PK A-K askade durch den sekundé:
ren Botenstoff cCAMPfihrtim Zellkern zur Regul ation von Genen, dieein sogenanntes,,CAMP
responsiveelement” (CRE; TGACGTCA) inihrem Promotor aufweisen. Andiese CRE-
Erkennungssequenz binden hauptséchlich Proteine der CREB-Proteinfamilie. Die PKA- und
die PK C-Signa transdukti onskaskade tiben zumei st antagoni stische Funktionen aus wie bel
dem c-jun-Promotor, sie kbnnen aber auch synergistisch interagieren wiezum Beispiel am
junB-Promotor (Karin und Smeal, 1992).

Neben der Regul ation des Transakti vierungspotenti a sbeeinflul¥ die posttrand ationelle M odi-
fikation der AP-1-Untereinheiten auch die Habwertszeit der Proteine. Die Phosphorylierungen
der Serine 63 und 73in c-Jun durch INKssind wichtig fir eine verstérkte Transaktivierung
(Smeal etal., 1991; Smeal et d., 1992), aber ebenso fur eine Verlangerung der Halbwertszeit
desProteins(Treier eta., 1994). Fir JunB wird angenommen, dal3eine Phosphorylierung der
Serine 23 und 186 und des Threonins 150 durch p34“<2 wahrend der Mitose zu einer Degra-
dierung desProteinsfuhrt (Bakiri et a., 2000). Durch die posttrand ationelle M odifikationen
kann desweiteren auch die Affinitét der Proteine zur DNA reguliert werden. Sofuhrt die
Dephosphorylierung von Serinen und Threoninen (Serin 243 und 249, sowie Threonin 231
und 239) inder DNA-Bindedoménevon c-Jun zu e ner erhdhten DNA-Bindungsaffinitét (Boyle
etal.,1991; Lineta., 1992).

WaetereM dglichketen der Regul ation von AP-1 sind Protein-Protei n-Wechsawirkungen (Karin,
etd., 1997). So hemmen sich MyoD und c-Jun gegenseitig durch direkte Interaktion (Su et
a., 1991; Lietal., 1992; Bengd et d., 1992), wahrend NF-xB und AP-1 synergistischwirken
konnen (Steinetd., 1993). Einweteresmit AP-1interagierendes Proteinist der Glukokortikoid-
Rezeptor (GR). Dieser ist nach der Aktivierungin der Lage, diec-Jun/c-Fos-vermittelte TPA-
induzierte Transaktivierung der Kollagenase zu hemmen (Jonat et a ., 1990; Yang Yenet al.,
1990; Schiileet d., 1990; Miner und Yamamoto, 1992; Teurich und Angel, 1995). Dabel ist
der Mechanismusder Hemmung unabhangig von der Bindung desGR andie DNA (Reichardt
etal., 1998; Tuckermannetal., 1999).

DieRegulation der individuelen Familienmitglieder, diesichnicht nur inihrer Transaktivierungs-
spezifité und Bindungsaffinitét unterschel den, sowieihre Funktionen kdnnen durch unterschied-
liche experimentelle Ansitze, wie Uberexpression der einzelnen Proteine oder das Einsetzen
von dominant-negativ-wirkenden M utanten, untersucht werden. Zur Bestimmung der individu-
ellen Aufgaben der einzelnen AP-1- Mitglieder wurdenjedoch diejewelligen Genespezifisch
mit Hilfeder homol ogen Rekombination in embryonaen Stammzellen der Mausausgescha tet
(»knock out*). Dieser Ansatz hat gezeigt, dal3 die einzelnen Mitglieder der AP-1-Familiesehr
spezifische Funktionen austiben. Die Expression von ¢c-Jun, JunB und Fral sind | ebensnot-
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wendig, daEmbryonen, diediejeweiligen Proteine nicht exprimieren, wahrendihrer pranatalen
Entwicklung aufgrund unterschiedlicher Defekte sterben (Hilberget al., 1993; Johnson et dl.,
1993; Schorpp-Kistner et a., 1999; Schreiber et a., 2000). Im Gegensatz dazu sind c-Fos-,
ATF2-, FosB- oder JunD-defiziente Mause |ebensfahig, zeigen aber auch individuelle
phéanotypische Veranderungen (Johnson et a., 1992; Wang et a., 1992; Reimold et a., 1996;
Grudaet a., 1996; Thepot et al ., 2000). FosB-defiziente Mause weisen ein verandertes Ver-
halten bei der Aufzucht und Pflegeihrer Nachkommen auf (Brown et a., 1996). M&nnliche
JunD”- Mause haben atersabhangige Defektein den Reproduktionsorganen (Thepot et al.,
2000). ATF2"-Mause zeigen Defekteim Zentralnervensystem und der endochondrialen
Ossifikation, wahrend c-fos’-M ause Osteopetrose entwickeln, daes zu keiner terminalen
Differenzierung von Osteoklasten kommt (Johnson, et d., 1992; Wang, et al., 1992; Reimold,
etal., 1996; Grigoriadiset a., 1994). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dal3dieeinzelnen Mit-
glieder der Jun-, Fos- und ATF-Familie essentiel | fUr spezifische biologische Prozesse sind und
nicht redundante Funktionen haben.

2.1.2. Die Rolle von AP-1 beal der Proliferation

Durch mehrere unabhéngige experimentelle Ansdtze wurde herausgefunden, dal3 AP-1 ent-
scheidend an der Regulation der Proliferation beteiligtist. Sofuihrt eine Stimulation von Zel len,
die durch Entzug von Wachstumsfaktorenin der G -Phase des Zellzyklus arretiert worden
sind, zu einer schnellen Induktion der friihen, sogenannten,,immediateearly” Gene (Angel und
Karin, 1991). Die Expression der c-jun-RNA inlogarithmisch wachsenden Zdllenistim Ver-
gleichzu G -arretierten Zellen verstarkt (Angel et al., 1988b; Ryseck et al., 1988) und die
Mikroinjektionen von Antikorpern gegen AP-1-Mitglieder oder der Einsatz von,, antisense® -
RNA fuhren zu einer verminderten DNA-Syntheseund arretierendie Zeleninder G /G, -Phase
(Kovary und Bravo, 1991; Riabowol et a., 1992; Smith und Prochownik, 1992). Desweiteren
zeigen c-Jun-iiberexprimierende Zellen einen schnelleren Ubergang von der G,-indieS-Pha-
se, was zu einer vergroRerten S/G,-Phase-Popul ation fhrt. Im Gegensatz dazu verlangsamt
die Uberexpression von JunD die Proliferation und vergroRert die G /G -Phase-Popul ation
(Pfarretal., 1994).

Einweiterer Hinwels, dal3 AP-1in der Proliferation einewichtige Rolle spielt, hat sich bel der
Analysevon c-Jun-defi zienten Fibrobl asten ergeben. Diese Fibroblasten proliferieren langsa
mer aufgrund ener verdnderten Transkription der c-Jun-abhangigen Zellzyklus-Regul atoren
p53und Zyklin D1 (Schreiber et al., 1999; Wisdomet al., 1999).

Uber die Rollevon JunB im ProzeR3 der Proliferation ist dagegen noch sehr wenig bekannt.
Invitro Transfektions- und Transformati onsstudien haben bisher nur gezeigt, dal3. JunB sowohl
diec-Jun-vermittelte Transformation a sauch die c-Jun-abhangige Transaktivierung von Pro-
motoren mit einer AP-1-Bindungsstelle hemmt und damit die c-Jun-abhéngige AP-1-Aktivitét
negativ reguliert (Chiueta., 1989; Schiitteet a., 1989; Deng und Karin, 1993). Im Gegensatz
dazu kann JunB aber artifizielleund natiirliche Promotoren mit multiplen AP-1-Bindungsstellen
transaktivierenwiezum Beispiel bei dem Wachstumshormon-verwandten, angiogenetischwir-
kenden Peptid Proliferin (Chiu et a., 1989; Groskopf und Linzer, 1994; Schorpp-Kistner et
al., 1999).
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In der Primérstruktur unterscheidet sich JunB von c-Jun durch eine kleine Anzahl von
Aminosaureaustauschenin der DNA-Bindungs- und der Dimerisierungs-Doméne. Diese Ver-
anderungen haben zur Folge, dal3 JunB nur mit niedriger Effizienz Homodimere, sondernvie-
mehr Heterodimere mit c-Jun bildet, die nicht so effizient an die DNA binden wie
c-Jun-Homodimere (Deng und Karin, 1993). Da die Heterodimere gegentiber den c-Jun-
Homodimeren bevorzugt gebildet werden, kann die c-Jun-Transaktivierung durch vorhande-
nesJunB gehemmt werden. Zusammen mit Express onsstudien wahrend der Organentwicklung
im Mausembryo, die eine unterschiedliche gewebsspezifische Expression fir JunB und ¢-Jun
festgestelIt haben (Wilkinson et a., 1989), deuten diese Daten darauf hin dal3 die beiden Pro-
teinetrotz ihreshohen Verwandtschaftsgrads unterschiedliche Funktionen besitzen. Besonders
deutlich werden diese unterschiedlichen Funktionen bel der Analyseder c-Jun- bzw. JunB-
defizienten Mausembryonen. Die c-Jun-defizienten Embryonen sterbenan Tag 13.5p.c. ihrer
Embryona entwicklung durch Defektein der L eber- und Herzentwicklung (Hilberg et d., 1993;
Johnson et a., 1993). Im Gegensatz dazu sind die JunB-defizienten Embryonen stark
wachstumsretardiert und sterben aufgrund von vaskul o- und angiogenetischen Defekten bel
der Plazentaentwicklung zwischen Tag 8.5 und Tag 10 p.c. der Embryond entwicklung (Schorpp-
Kistner et al., 1999). Dieses Ergebnis macht deutlich, daf? eine Komplementation von JunB
durch ¢c-Jun zumindest bel diesen Prozessen nicht moglichist.

Die postulierten, nicht redundanten Funktionen von JunB in biologischen Prozessenund die
Tatsache, dal3 JunB hemmend auf dasin den Zdlzykluse ngreifende Protein c-Junwirkt, deu-
ten darauf hin, dal3JunB einen Einflul3 auf die Regulation der Proliferation und desZedllzyklus
besitzt.

2.2. Der Zdlzyklus

Der Zellzykluseukaryontischer Zellen a3t sich vereinfacht in vier Abschnitteeinteilen: G -
(»Gap“=Llcke), S- (Syntheseder DNA), G,- und M- (Mitose) Phase. In der S-Phasefindet
die Replikation der DNA statt, die wahrend der M-Phase zu gleichen Tellenin die beiden
Tochterzellen weitergegeben wird. Die Ubergange zwischen den jeweiligen Zel 1 zyklusphasen
sind streng kontrolliert. Besonders wichtige Kontrollpunkte befinden sich am Endeder G-
Phasevor der Verdopplung der DNA (Restriktionspunkt) und am Ubergang von der G- indie
M-Phase bevor das Erbgut aufgeteilt wird. Diese Kontrollpunkte sollenvor allemsicherstellen,
dal3die DNA vor der Zd Iteilung intakt ist. Die basalen molekularen Mechanismensind aler-
dingsnur teilweise bekannt.

ZuBeginndesZdllzyklus(G,-Phase) reagieren die Zellen auf eine Vielzahl von Stimuli, wie
Wachstumsfaktoren oder Zytokine. Erst beim Errel chen des Restriktionspunktesam Ende der
G,-Phase nimmt dieser Einflul3ab und eswird Gberpriift, ob dieZellebereit ist, indienéchste
Phaseeinzutreten. Ein Ubergang in die S-Phaseist erst moglich, wenn die Zelleausrei chend fiir
dieDNA-Synthesevorbereitetist (Zellgrofie, Proteinstatus, intakte DNA, essentielle Amino-
sauren und Nukleotide; Pardee, 1989). Unglinstige Wachstumsbedingungen wie Nahrstoff-
mangel oder DNA-Schéden kdnnen dafUr sorgen, dal3die Zellenreversibel am Restriktions-
punkt in der G,-Phase (oft auch a's G -Phase bezeichnet) angehalten werden oder bei zu
grof3en Schéden in den programmierten Zelltod (A poptose) gehen (s Ubersicht Sherr, 1994,
Sherr, 1995).
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2.2.1. Die aktivierenden Regulatoren des Zellzyklus

Schitisseregul atoren der G -Phase, der langsten Phasedes ZdlIzyklus, sind die D-Zykline (Zyklin
D1,-D2,-D3), diemit den Zyklin-abhangigen Kinasen CDK4 oder CDK 6 einen aktiven
Komplex bilden, und dasmit CDK 2 interagierende Zyklin E (Ubersicht in Sherr, 1994; Sherr,
1995).

DieD-Zyklinewerden nach Mitogenstimul ation transkriptiond | induziert und habenihre stérk-
ste Expression vor dem Ubergang von der G1- in die S-Phase. Werden den Zellen allerdings
Wachstumsfaktoren entzogen, so findet eine Arretierung der Zellenin der G -Phaseundihr
Abbau gatt. DieZyklin-abhangigen Kinasen werden kongtant wahrend des Zd | zyklusexprimiert,
jedochig fur ihre Funktion eine Bindung an diejewelligen Zykline notwendig. Die Aktivitét der
Zyklin D-abhangigen Kinase-Komplexetrittin der Mitteder G,-Phase auf undist biszum
Ubergang in die S-Phase nachzuweisen (Matsushimeet al., 1994; Meyerson und Harlow,
1994). Mikroinjektionsstudien mit Antikorpern gegen Zyklin D1in Fibroblasten belegendie
Bedeutung von Zyklin D-abhéngigen Kinase-K omplexenin diesem Zdlzyklus-Abschnitt (Badin
etal., 1993; Quelleetal., 1993).

Im Gegensatz zu den D-Zyklinenwird Zyklin E periodischim Zdlzyklusexprimiert (mit einem
Maximum gegen Ende der G,-Phase). Esbildet zusammen mit CDK 2 einen Komplex, der
beim Ubergang von der G,-indie S-Phase aktiv ist (Dulicet al., 1992; Koff et al., 1992;
Ohtsubo et a., 1995). Sobald sich dieZellenin der S-Phase befinden, wird Zyklin E durch
Ubiquitinierung abgebaut und CDK 2 freigesetzt. Eine Hemmung von CDK 2 fuihrt zu einer
Blockierung der Zellenin G, (Pagano et al., 1993; Tsai et al., 1993; van den Heuvel und
Harlow, 1993), wahrend eine Uberexpression von Zyklin E und/oder Zyklin D zu einer Ver-
kirzung der G, -Phase sowie zu einer reduzierten Zellgrolie und einer verringerten Abhangig-
keit der Zellen gegeniiber Mitogenen fihrt (Ohtsubo und Roberts, 1993; Quelle, et d., 1993).

Einewesentliche Aufgabe der G,-Phase-Zyklineist die Phosphorylierung des Retinobl astom-
Proteins (pRb) und pRb-verwandter Proteine, wie p107 oder p130 (Weinberg, 1995; Johnson
eta., 1998). Hypophosphoryliertes pRb bildet zusammen mit den Transkriptionsfaktoren der
E2F-Familieund den Dimerisierungs-Proteinen (DP) einen Komplex. Durch diese Komplex-
bildung wird die Transaktivierungsfunktion von E2F reprimiert und die Expression der E2F-
Zielgene zyklin E, zyklin A, cdc2, DNA-polymerase ¢, dihydrofolatreduktase (dhfr),
c-myb, c-myc sowie E2F selbst wird verhindert (als Ubersicht Bartek et al., 1997). Erst die
Phosphorylierung von pRb am Ende der G -Phase durch Zyklin D-CDK4/CDK6 oder
Zyklin E-CDK 2 fuhrt zu der Freisetzung von E2F, zur transkriptionellen Aktivierung der Ziel-
geneund zum Fortschreitenim Zellzyklus (s Ubersicht Nevinset d., 1991; Weinberg, 1995).

DieD-Zyklinekdnnenim Gegensatz zu Zyklin E oder A direkt an pRb binden (Dowdy et al.,
1993; Ewen et al., 1993), wodurch CDK4 in die N&he seines Substrates gebracht wird.
Zyklin D-CDK4 und Zyklin D-CDK 6 phosphorylieren bevorzugt pRb, wahrend Zyklin E-
und Zyklin A-CDK2 inin vitro Experimenten bevorzugt Histon H1 a's Substrat benutzen
(Matsushimeet a., 1994; Meyerson und Harlow, 1994).

DieDurchwanderung desZellzyklusvonder S-indie G,-Phaseund weiter indie Mitosewird
hauptsachlich durch die Aktivitét der Zyklin A-CDK2- und Zyklin B-CDC2-Kinase-Kom-
plexereguliert (Desdouetset al., 1995b; Furuno et a., 1999). Dabel ist Zyklin A-CDK2en
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entscheidender Faktor bei der DNA-Synthese und fir den Eintritt der Zellenin die Mitose,
wéahrend Zyklin B-CDC2 fur den Ablauf der Mitose, besondersdie Aufldsung der Kern-
membran und den Aufbau der Mitosespindel, wichtigist (Furuno et a., 1999). Die Mikro-
injektion von Antikorpern gegen Zyklin A oder ,,antisense”-RNA verhindert die DNA-
Replikationin Saugetier-Zdlen, wahrend die Blockierung der Zyklin A-CDK2-Aktivitét in der
Mitosegezeigt hat, dal3 der Komplex fur die Aktivierung und die Trand okation von Zyklin B-
CDC2 bendtigt wird (Girard et al., 1991; Zindy et a., 1992; Furuno et al., 1999).

2.2.2. Die Inhibitoren des Zellzyklus

DieAktivitét der Zyklineund ihrer assoziierten Kinasen wird zusétzlich Gber die sogenannten
CDK-Inhibitoren (CKI) kontrolliert. Die CKIswerden aufgrund ihrer Struktur und ihres
Bindungspartnersin zwei Familien eingeteilt. Dieerste Familie beinhaltet dieINK4 Proteine
(»inhibitorsof CDK4"), diespezifisch CDK4 und CDK 6 inhibieren. Zuihnen gehtren p16N«<“,
p15'NKab n]8INK4e ynd p19'NK4d (Serrano, 1997; Hannon und Beach, 1994; Guan et al., 1994,
Hira etd., 1995; Chanet d., 1995). Siebesitzen mehrere Ankyrin-Doméanen und inhibieren
spezifisch die Zyklin D-abhéngige Kinase-Aktivitét, was zur Hemmung der pRb-
Phosphorylierung fihrt und die Zellenin der G -Phase arretiert. Neben der INK4-Protein-
Familiegibt esdie unspezifischeren CKlIsder Cip/Kip-Familie. Siebeeinflussen die Aktivitét
von Zyklin D-, Zyklin E- und Zyklin A-abhangigen Kinase-K omplexen. Zu der Familiegeht-
ren p21WAR Gt n27Xiel ynd p57€iP2 (Harper et a., 1993; El-Deiry et al ., 1993; Xionget al.,
1993; Dulicet al., 1994; Polyak et al., 1994; Toyoshimaund Hunter 1994; Leeet al., 1995;
Matsuokaet al., 1995; Deng et al., 1995). Sie besitzen anihrem aminoterminalen Endeeine
Domaéne, dieesihnen ermdglicht, Zyklineund auch CDKszu binden (Chenet d., 1995, Chen
eta., 1996). DieMitglieder der Cip/Kip Familie sind sowohl negative a sauch positive Regu-
latoren. Sieinhibieren Zyklin E- und Zyklin A-Kinase-K omplexe, wahrend se Zyklin D-Kinase-
Komplexe aktivieren kdnnen (Sherr und Roberts 1999). Die Transkription des p21©F* Gens
wird von dem Protein des Tumorsuppressorgens p53 induziert (Levine, 1997). p53 hat im
Zdlzyklusdie Funktion, dieintakte Weitergabe der DNA zu gewéhrleisten. Sofihrt dieEin-
wirkung von DNA -schadigenden Einfllissen zur erhéhten Expression von p53, nachfolgend
zur Aktivierung von p21°t und damit zur Arretierung der Zellenam Endeder G -Phase.

Ein Eingreifenin den Zellzyklusablauf und damit eine Verdnderung der Proliferation kann auf
mehreren Ebenen gtattfinden. So kann z.B. eineverénderte Expression von Zyklinen, CDKs
und/oder CK1szu einem unkontrollierten Wachstum von Zellen und a s Folge zur Tumor-
entstehung fuhren (Lukaset a., 1995).

2.3. Fragestellung

Die Tatsache, dal3eine geringe Veranderung der Zellzykluskontrolle zu e ner verénderten Pro-
liferation und zur Tumorentstehung beltragen kann, macht esnotwendig, diezugrundeliegenden
Regulationsmechanismenim Detail zu untersuchen.

Bisherige Studien haben gezeigt, dal3 der Transkriptionsfaktor AP-1 entscheidend an dieser
Regulation beteiligtist. Dadie einzelnen AP-1-Mitglieder aber spezifische, nicht redundante
Funktionen ausiiben, ist eswichtig, die Rolleder einzel nen AP-1-Proteine genau zu beschrei -
ben. DieMessung der Gesamtaktivitét von AP-1 oder die Untersuchung von bisher bekannten
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AP-1-regulierten Genen bietet jedoch keine M dglichkeit, den Beitrag der individuelen Protei-
nezur Regulation der Proliferation und des Zdllzyklus zu bestimmen. Auch die Verwendung
von transdominant-negativ wirkenden M utanten erlaubt keine schllissige Aussage tiber die
Bedeutung eineseinzelnen AP-1-Proteins. Dasam besten geeignete System zur Untersuchung
der spezifischen Funktionen der einzelnen AP-1-Mitglieder im Sdugetierorganismusist das
gezielte Ausschalten desjeweiligen Gensin embryona en Stammzellen der Mausund dienach-
folgende Generierung von Embryonen bzw. Mausen, denen diesesbestimmte AP-1-Mitglied
fehlt. Aussol chen defizienten Embryonen konnen dann primére Zdlenisoliert und nachfolgend
immortale Zd linien, vorwiegend Fibrobl asten, etabliert werden.

Bisherist nur sehr wenig tber die Funktion der AP-1-Untereinheit JunB bei der Regulation der
Proliferation und des Zdl | zyklus bekannt. DaJunB hemmend auf dasinden Zdlzykluseingre-
fende Protein c-Jun wirken kann, konnte JunB sel bst auch einen bedeutenden Einflul3auf die
Proliferation bzw. den Zell zyklus haben. AulRerdem wird JunB zusétzlich zu den gleichen
Signaltransduktionskaskaden, die den c-Jun- Promotor steuern, durch die Adenylat-Zyklase-
und die Smad-Protein-K askadereguliert (Jonk et a ., 1998). Man kann daher annehmen, dal3
JunB auch individuedleund spezifische Funktionenin biol ogischen Prozessenwieder Prolifera
tion hat. Diese Annahmewird noch gestéarkt durch die Fahigkeit von JunB, neben seiner oft
beschriebenen hemmenden Funktion selbst auch dsgtarker transkriptiond ler Aktivator zuwirken
(Chiuetal., 1989). Besondersdeutlich wird die einzigartige Rolle von JunB innerhalb der
AP-1-Familiedadurch, dal3die JunB-defi zienten Embryonen den frihsten Phéanotyp aler AP-1-
Untereinheiten zeigen und sich deutlich inihrem Phanotyp von dem der c-Jun-defizienten Em-
bryonen unterscheiden, obwohl ¢-Jun dasam néchsten verwandte Protein darstelIt. Insgesamt
betrachtet ist esalso durchaus denkbar, dal3 JunB e ne weitere spezifische Verbindung zwi-
schen den Mitogen-aktivierten Signaltransduktionskaskaden und der Zel 1 zyklusregulation dar-
glt.

DieAnalyseder Proliferation in den JunB-defizienten Embryonen ergab keinedeutlichen Un-
terschiede zu den Wil dtyp-Embryonen. Allerdingserlaubte der plazentale Defekt der Embryo-
nen nur einesehr grobe Analyse, die Zellzyklusregulationim Detail zu untersuchenwar nicht
madglich. Daher solltein dieser Arbeit die Proliferation und die Zellzyklusregul ation in JunB-
defizienten Fibroblasten untersucht werden, die ausden defizienten Embryonen abgel eltet wur-
den. DieseZdlen haben den Vortell, dal3esmit ihnen moglichist, zellautonome Funktionen zu
untersuchen, dienicht auf der Interaktion von verschiedenen Zelltypen basieren, wieesim
Gesamtorganismusder Fal seinkann. Mit diesem Ansatz sollen folgende Fragen gekl art wer-
den:

- Spielt JunB eineRollebel der Proliferation und der Zdlzyklusregulation ?

- Wel che Funktion hat JunB im Zellzyklusablauf ?

- Wassind diekritischen Angriffspunkte (JunB Zielgene) ?



