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1.1 Die Zelle als Ort der Signalintegration im Organismus

Jedes Lebewesen sichert seine Existenz, indem es auf seine Umweltbedingungen angemessen reagiert. Bei einzelligen Organismen findet diese Reaktion naturgemäß auf der Ebene des betroffenen Einzellers statt (Dhanasekran, 1998). Die einzelnen Zellen von mehrzelligen Organismen müssen jedoch ihre Reaktion untereinander abstimmen, damit ein gemeinsames Überleben gesichert wird (Schwartz et al., 1999). Erst durch die Kooperation aller Zellen eines mehrzelligen Organismus erlangt dieser einen Selektionsvorteil in der Evolution. Die generellen Entscheidungen, die jede einzelne Zelle dabei zu treffen hat, reichen von Proliferation, über Differenzierungsschritte bis hin zum "Programmierten Zelltod" (Apoptose) (Abb.1). Daneben verfügen Zellen durch ihre Spezialisierung noch über besondere Eigenschaften wie z. B. die Fähigkeit zur Kontraktion, die Fähigkeit Reize weiterzuleiten, die Fähigkeit Substanzen herzustellen, zu speichern und freizusetzen, die ebenfalls einer externen Kontrolle unterliegen. Die Integration aller Umweltsignale findet nach heutigem Kenntnisstand überwiegend auf zellulärer Ebene statt (Brugge et al., 1999, Bhala et al., 1999). Für die Weiterleitung extrazellulärer Signale in das Zellinnere wurde der Begriff Signaltransduktion geprägt. Hierunter versteht man sowohl im biologischen wie auch im informationstechnischen Sinne die extrazelluläre Aufnahme unterschiedlicher Stimuli, die anschließende intrazelluläre Weitergabe und Verarbeitung, sowie die entsprechende Reaktion der gesamten Zelle (zur Übersicht: Schwartz et al., 1999). Während der Evolution haben sich zur Bewältigung dieser Aufgabe mehrere, zwischen unterschiedlichen Evolutionsstufen konservierte, biochemische Mechanismen entwickelt. (Dyson et al., 1999).
[image: image1..pict]Abb. 1: Die Zelle im Zentrum verschiedener Signale
Abbildung modifiziert nach Schwartz et al., 1999. Das Bild zeigt eine Zelle unter Einfluß der Umgebungssignale und ihre möglichen Reaktionen. RTK = Rezeptortyrosinkinase, GPCR = engl. G-Protein coupled receptor (G-Protein gekoppelter Rezeptor), EZM Extrazelluläre Matrix. 

1.2 Signaltransduktionsmechanismen: Regulation der Zellphysiologie durch transkrip-tionelle und nicht-transkriptionelle Effekte
Die biochemischen Vorgänge bei der Signaltransduktion lassen sich nach mehreren Kriterien, wie z. B. Auftauchen in der Stammesentwicklung, Geschwindigkeit, Ort, Reaktions-mechanismus, in Gruppen unterteilen. Für die weitere Betrachtung ist es in diesem Fall sinnvoll, zunächst eine grobe Unterscheidung in Signaltransduktion ohne unmittelbare Auswirkung auf die Transkription und Signaltransduktion durch Veränderung der Transkription zu treffen. Die erste Gruppe spielt im Rahmen der weiteren Betrachtung keine große Rolle und soll nur kurz angesprochen werden. Die wesentlichen Beispiele für eine Signalweiterleitung ohne direkte Beeinflußung der Transkriptionsmaschinerie finden sich in der Nervenweiterleitung in höheren Eukaryonten, in der Freisetzung intrazellulär gespeicherter Substanzen (Degranulation) (Alberts et al., 1994), sowie bei der Änderung der Zellmorphologie (Salmon et al., 1999, siehe Abb. 2 a Mitte rechts „Zytoskelett“), bei bestimmten Formen der Apoptose (Li et al., 1999) und bei der Regulation der Proteinexpression auf translationaler Ebene (Hentze, 1995, siehe Abb.2 a Mitte links Kasten um „Proteinexpression“).

Die Signale, die über eine Rezeptor-Liganden Interaktion zu einer Änderung der Transkription in der Zelle führen, beeinflußen vor allem die Proliferation, die Differenzierung und den Zelltod (Apoptose). Naturgemäß muß ein Signal, das auf die Transkriptionsmaschinerie wirkt, direkt oder indirekt in den Zellkern weitergeleitet werden (Übersicht in Abb. 2 a, Karin, 1994). Im Laufe der Evolution haben sich hierzu einige Signalwege entwickelt, die sich in ihren biochemischen Mechanismen unterscheiden. Durch eine Signalintegration können sich die Signalwege gegenseitig beeinflußen (Schwartz et al., 1999). In Abb. 2 a sind die einzelnen Reaktionswege schematisch dargestellt und ihr Zusammenspiel wird exemplarisch aufgeführt.

Sehr viele Reaktionswege gehen einher mit der Modifikation von intrazellulären Proteinen durch das Anhängen bzw. Entfernen von Phosphatresten an die Hydroxygruppe der Aminosäuren Tyrosin, Serin oder Threonin (Schenk, 1999). Eine einfachere Form der Signalweiterleitung findet sich bei den Steroidhormonen (in Abb. 2 a nicht gezeigt). Sie können durch Diffusion direkt in die Zelle gelangen, mit einem spezifischen intrazellulären Rezeptorprotein einen Komplex bilden und in dieser Form im Kern die Transkription ihrer Zielgene beeinflußen (Mangelsdorf et al., 1995). Eine Form des Signals, das nicht durch einen löslichen Liganden, sondern durch die Verbindung zur extrazellulären Matrix in die Zelle gelangt, wird durch Adhäsionsmoleküle, die in die Zellmembran eingebaut sind, ins Zellinnere weitergeleitet (Schoenwaelder et al., 1999, Hunter, 1997, Shyy et al., 1997).

[image: image2..pict]Abb. 2 a: Übersicht der Signaltransduktionsmechanismen (modifiziert nach Hunter, 1997)

Symbole mit dunklem Hintergrund sind als Onkoproteine, Symbole mit weißem Hintergrund als Tumorsuppressorproteine identifiziert worden. Proteine, denen (noch) keine von beiden Eigenschaften zugeordnet werden konnte, haben Symbole mit gepunktetem Hintergrund. Die Abkürzungen werden im Text erläutert. Durchgezogene Linien mit Pfeilspitzen bedeuten eine direkte Aktivierung im Signalweg. Nicht durchgezogene Linien mit Pfeilspitzen bedeuten eine indirekte Aktivierung im Signalweg. Hemmende Einflüße sind durch ein T dargestellt. Gut charakterisierte Signalkaskaden sind durch gleichfarbige Pfeile gekennzeichnet. Die gepunkteten Kästen fassen funktionell ähnliche Signalwege zusamen (siehe Text). Die gepunkteten Linien zeigen die Bewegung der Proteine in der Zelle in Pfeilrichtung. Botenstoffe ("second messenger") sind grau unterlegt. Die Regulation des junB Gens und des c-fos Gens sind wegen ihrer Bedeutung für die Zellzyklusregulation herausgegriffen worden.
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Der durch Rezeptortyrosinkinasen (Abb. 2 b, RTK) und die rezeptor- oder membran-assoziierten Tyrosinkinasen (Abb. 2 b: nRTK, z. B. Src) initiierte Signalweg gehört zu den am besten untersuchten. In beiden Fällen wird das Signal durch die extrazelluläre Bindung eines Liganden an den Rezeptor eingeleitet, worauf sich Rezeptormoleküle zu Komplexen zusammenlagern. Als Folge können die intrazellulären Kinasedomänen des Rezeptor-proteins entweder direkt Tyrosinreste an benachbarten Proteinen phosphorylieren (Abb. 2 b links, Resh, 1993) oder im Rezeptorkomplex assoziierte Tyrosinkinasen werden aktiv und phosphorylieren fremde und eigene Tyrosinreste (Abb. 2 b, Rudd et al., 1993). Die so generierten Phosphotyrosinreste bilden einen Anker für signalweiterleitende Proteine (Abb. 2 b, z. B. Shc, Nck, Cbl, Grb2), die über ihre SH2-Domäne Phosphotyrosinreste binden können (Kuriyan et al., 1999). Durch Phosphotyrosin-phosphatasen kann diese Signalkaskade an mehreren Stellen moduliert oder unterbrochen werden (Abb. 2 b, grüne Reaktionspfeile, Streuli, 1996). Eine weitere Regulation findet in Form einer gezielten Internalisierung des aktivierten Rezeptor-Liganden-Komplexes durch Endozytose statt (Lutrell et al, 1999).
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Durch die Rekrutierung zytoplasmatischer Proteine an die innere Fläche der Zellmembran wird ein Signalkomplex aufgebaut, welcher sowohl der erste Schritt zu einer Signalintegration als auch zu einer Aufspaltung des primären Signals in mehrere intrazelluläre Wege ist (Schwartz et al., 1999). Hierbei werden durch Enzyme häufig kleine Signalmoleküle innerhalb der Zelle freigesetzt, die man in Anlehnung an das primäre Ereignis Ligandenbindung als sekundäres Signalereignis d. h. als „second messenger“ bezeichnet. Bekannte „second messenger“ sind cAMP, IP3, DAG, und Kalziumionen (Abb. 2 c). Die „second messenger“ lösen i. d. R. innerhalb der Zelle weitere Reaktionen aus. Ein Beispiel ist der Weg über die Phosphoinositol-3-phosphat-Kinase (PI3K), der unmittelbar zur Generierung von Inositol-3-phosphat führt (IP3, Abb 2 c. links, Hinchliffe et al, 1997). Indirekt wird dadurch die intrazelluläre Kalziumkonzentration erhöht (Abb. 2 c links, Scharenberg et al. , 1998), was beispiels-weise zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-AT führt (nicht in Abb. 2 c, Timmerman et al., 1996) und die Proteinkinase B stimuliert (Abb. 2 c, PKB oder Akt), Letztere kann z. B. durch Serin/Threoninphosphorylierung des Bad-Proteins und des FKHRL1 Transkriptionsfaktors Apoptose inhibieren (Abb. 2 c Mitte links, Downward, 1998, Brunet et al., 1999, zur Funktion von Bad siehe Möröy et al., 1996). Eine weitere unmittelbare Folge des entstandenen Signalkomplexes ist beispielsweise die Aktivierung der Proteinlipase C (Abb. 2 c, PLC) und der Serin/Threoninproteinkinase C (Abb. 2 c PKC, Newton, 1997). Über weitere Adapterproteine kann auch aus einem Rezeptor-komplex eine Verbindung zu monomeren G-Proteinen hergestellt werden (Abb. 2 d Mitte, Lutrell et al., 1999).
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Ein bekannter Vertreter der monomeren G-Proteine ist das Ras-Protein, das u. a. über den „MAP-Kinase“ Weg (mitogen activated protein kinase) die Expression des „immediate-early“ Genes c-fos stimulieren kann (Abb. 2 d Kasten, Garrington et. al, 1999, zur Übersicht des MAP-Kinase Weges und der Nomenklatur der Kinasen; Dhanasekaran et al., 1998, zur Bedeutung der „immediate early“ Gene für die Induktion des Zellzyklus siehe Müller et al., 1993). Dieser Signaltranduktionsweg ist u. a. zwischen Hefe und Säugern hochkonserviert (Waskiewicz et al. 1995) und kann zur Vereinfachung nach heutigem Wissen in mindestens drei parallele Stränge unterteilt werden. Der erste Strang läuft über die Proteinkinasen Raf, Mek1/2, Erk1/2, vermittelt das Signal von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren in den Zellkern und beeinflußt darüberhinaus mehrere intrazelluläre Enzyme (Abb. 2 d, rote Pfeile, Garrington et al., 1999). Der zweite Strang vermittelt zusätzlich zu den oben genannten Signalen noch die für zellulären Stress, (Osmotischer Schock, Genotoxischer Stress), wird über monomere G-Proteine, die den Aufbau des Zytoskelettes steuern, aktiviert und läuft über Pak1, Mkk4/7, und Jnk1/2 (Canman et al., 1996). Seine Aktivierung kann neben Zellwachstum und Zelldifferenzierung auch zum Zelltod (Apoptose) führen. (Abb. 2 d, gelbe Pfeile, Mitte rechts, Garrington et al., 1999, Pritchard et al., 1997). Der dritte Strang mit den beteiligten Proteinkinasen Pak1/Tak1/Mkk1, Mkk3/6 und p38 ist Überträger von Signalen für zellulären Stress und wirkt z. B. auf die Zytokinproduktion der Zelle. (Abb. 2 d, blaue Pfeile, Garrington et al., 1999, Su et al., 1996, siehe 1.5). Die Spezifität der am MAP-Kinase Weg beteiligten Proteinkinasen wird vermutlich durch Gerüstproteine garantiert, die ähnlich wie die oben erwähnten Adapterproteine die entsprechenden Enzyme zu Multienzymkomplexen zusammenbringen (Garrington et al., 1999).

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Abb.2 c, GPCR, G-Protein coupled receptor) stellen eine weitere funktionelle Klasse an extrazelluläre Liganden-bindenden Rezeptoren dar. Sie haben eine hochkonservierte Struktur, die hauptsächlich aus 7 die Zellmembran durchlaufenden Transmembrandomänen besteht (Abb.2 c, Bourne, 1997). Extrazelluläre Ligandenbindung verursacht bei ihnen auf der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran die Aufspaltung eines assoziierten trimeren G-Proteins in eine GTP-tragende monomere (-Unterheit und in eine dimere (/(-Untereinheit (Bourne, 1997). Beide Untereinheiten sind analog zu den Tyrosinkinasen das Gerüst um mit weiteren Rezeptoren eine Plattform zu bilden, an die Adapterproteine und weitere Enzyme, z. B. Adenylatzyklase (ADZ, Abb. 2 c), PKC oder PLC angelagert werden (Abb. 2 c, Tsunoda et al., 1998, Lutrell et al., 1999). Die Aktivität der monomeren Untereinheit wird dabei über den Status des gebundenen Guaninnukleotids kontrolliert. Ist dieses als GTP gebunden und nicht dissoziiert, ist die Untereinheit aktiv und kann im Falle des Ras-Proteins verschiedene Signalwege anschalten (Abb. 2 d, rote Pfeile, Rommel et al., 1998). Ist das Guaninnukleotid in ein Nukleotid (GDP) und einen anorganischen Phosphatrest dissoziiert, so ist die (-Untereinheit inaktiv. Die Dissoziation des GTPs und der Austausch des GDPs und des Phosphatrests gegen ein GTP wird dabei durch assoziierte Proteine sog. GEFs (Guanine-nucleotide exchange factors, Abb. 2 d, Sos-Protein) und GAPs (GTPase activating proteins, Abb. 2 d) gesteuert (Rommel et al., 1998, Downward, 1998). G-Proteine bilden durch dieses System einen Schalter in der Zelle, der je nach Zustand des Guaninnukleotids in zwei Stellungen stehen kann.


Im Gegensatz zu den bisher besprochenen Signaltransduktionssystemen, bei denen über eine Kaskade ein Signal in vielen Schritten in den Zellkern geleitet wird, stellen das TGF( / SMAD (transforming growth factor / s mothers against decapentaplegic) und das JAK / STAT System (Janus kinase / signal transducers and activators of transcription) zwei Signalwege dar, bei denen an der Innenseite der Zellmembran Proteine phosphoryliert werden, daraufhin multimerisieren, in den Zellkern transportiert werden und schließlich unmittelbar als Transkriptionsfaktoren wirken (Abb.2 e rechts, Kretzschmar et al., 1998, Horvath et al, 1997). Der TGF( Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten (R I und R II, Horvath et al., 1998), wobei die Untereinheit R I nach extrazellulärer Ligandenbindung und Dimerisierung mit Untereinheit RII als Serin/Threoninkinase SMAD-Proteine phosphoryliert. Die rezeptor-aktivierten SMAD-Proteine binden Ko-SMADs (Kretschmar et al., 1998) und wirken im Zellkern als transkriptionelle Aktivatoren (Abb. 2 e). Die Entstehung der aktiven SMAD-Komplexe kann durch Anti-SMAD-Proteine, die um die Rezeptorbindestellen konkurrieren, aber nicht phosphoryliert werden können, und durch den MAP-Kinase Weg, der aktive SMAD-Komplexe durch Phosphorylierung deaktivieren kann, verhindert werden (Kretzschmar et al., 1998). Das JAK / STAT System bildet ein komplexes Netzwerk aus Rezeptoren, intrazellulär assoziierten Tyrosinkinasen (Abb. 2 e, JAK) und im Zytoplasma vorkommenden latenten Transkriptionsfaktoren (Abb. 2 e, STAT, Schindler et al., 1995). Über das JAK / STAT System werden vor allem Wachstums- und Differenzierungssignale von Zytokinen und Wachstumsfaktoren übertragen. Die Rezeptoren bestehen aus 1, 2 oder 3 Untereinheiten ((, (, (). Nach Bindung eines extrazellulären Liganden werden die intra-zellulär assoziierten JAK Tyrosinkinasen aktiv und phosphorylieren zunächst Tyrosinreste der zytoplasmatischen Rezeptoranteile. Diese Phosphotyrosine bilden nun Andockstellen für STAT-Proteine aus dem Zytoplasma, welche ebenfalls von den JAKs an Tyrosinresten phosphoryliert werden (Hoey et al., 1998). Phosphorylierte STAT-Proteine dimerisieren über ihre SH2-Proteindomäne (Kuriyan et al., 1999, Hoey et al., 1998), werden in den Zellkern transportiert und können direkt oder in Verbindung mit Ko-Faktoren als transkriptionelle Aktivatoren wirken. Die Spezifität und Diversität des JAK / STAT Systems wird durch die Art der Rezeptoren in Kombination mit den 4 bisher bekannten JAKs und den 6 bisher bekannten STATs garantiert (Horvath et al., 1998). Die Regulation des JAK / STAT Systems und seine Zielgene werden in 1.5 genauer erläutert.

Generell finden sich in den Signaltransduktionswegen bestimmte Prinzipien wieder:

Erstens führt eine Ligandenbindung dazu, daß durch Phosphorylierung von Tyrosin- bzw. Serin/Threoninresten Andockstellen für Proteine aus dem Zytoplasma an der Innenseite der Zellmembran entstehen. Dadurch können diese Proteine rekrutiert und aktiviert werden (Barinaga, 1999) Es sind inzwischen einige Proteindomänen bekannt, die als Module phosphorylierte Aminosäurereste innerhalb eines Proteins binden (Sudol, 1998).

Zweitens wird ein primäres Ereignis, wie z. B. eine Rezeptor-Liganden Interaktion verstärkt, indem eine enzymatische Kaskade eingeschaltet wird. Es bilden sich „multimolekulare Signalkomplexe“, welche das Signal auf verschiedene Reaktionswege aufteilen können (Signaldiversifikation), modulieren können (Signalmodulation), und verstärken können (Signalamplifikation) bis sie auf die Transkription verschiedener Zielgene wirken (Tsunoda et al., 1998, Spitzer et al., 1997, Weng et al., 1999). Die Spezifität des Signalweges wird dabei häufig durch eine "Kompartimentierung" garantiert (Mochly et al., 1995, Weng et al., 1999), wie z. B. über eine Koppelung durch Adapter- und Gerüstproteine (Schwartz et al., 1999). Als Alternative zu der oben beschriebenen Kaskade über mehrere Stationen die sich gegenseitig beeinflußen, gibt es bei einigen Signaltransduktionswegen den direkten Weg in den Zellkern. Darüberhinaus kann auch die Transkriptionsmaschinerie über Ko-Aktivatoren und Ko-Repressoren Signale auf transkriptioneller Ebene verarbeiten (als Bsp. Abb. 2 a, c-fos Promotor, siehe auch Torchia et al., 1998, Janknecht et al., 1999). Die gesamte Betrachtung macht deutlich, daß die korrekte Signalübertragung essentiell für die physiologische Funktion des Organismus ist (Dyson et al., 1999).

1.3 Tumorgenese als Folge fehlregulierter Signalverarbeitung

Zu den wesentlichen Erkenntnissen der letzten Jahre in der Tumorforschung gehört die Tatsache, daß Krebs eine genetische Ursache hat (Vogelstein et al., 1993). Im Laufe der Zeit hat sich herausgestellt, daß nicht eine bestimmte Mutation alleine zu einem Tumor führt. Nach Schätzungen sind es 6 Mutationsschritte (Peto et al., 1975), die zu einem metastasierenden Tumor führen. Diese Mehrschritthypothese ist durch verschiedene Experimente an Modell-systemen nachgewiesen worden (Vogelstein et al., 1993, Kinzler, et al., 1998). Der Fortschritt auf diesem Gebiet wurde anfänglich vor allem durch die Analyse des Genoms von tumorinduzierenden RNA- und DNA-Viren erzielt. Das Genom vieler Retroviren enthält aktivierte Homologe zu zellulären Genen, sog. virale Onkogene, die zu einer malignen Transformation der infizierten Zelle führen können. Die Homologe in Zellen nennt man analog dazu Proto-Onkogene. Durch die Analyse des Genoms einiger DNA-Viren fand man hingegen Proteine, die Tumorgenese durch das Abschalten zellulärer Kontrollgene induzieren konnten (Hinds et al., 1994, Nevins, 1994, Lanfrancone et al., 1994). Offensichtlich spielt die deregulierte Expression zellulärer Gene - der Proto-Onkogene - sowie das Abschalten zellulärer Kontrollgene - der Tumorsuppressorgene eine entscheidende Rolle während der Tumorgenese (Dyson et al. 1999). In Abb. 3 sind in einer Tabelle einige bekannte Proto-Onkogene mit ihrer Funktion, der Quelle des Virus, und die Art des induzierten Tumors aufgeführt.
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Abb. 3: Tabelle von Onkogenen und ihren Effekten
Erläuterung der Tabelle im Text. Benutzte Abkürzungen: EGF = engl. Epidermal growth factor, M-CSF = engl. Macrophage colony-stimulating factor, PDGF = engl. Platelet-derived growth factor. Abbildung modifiziert nach Alberts et al., 1994

Auffällig an der Auflistung in Abb. 3 ist, daß die meisten dort genannten Gene eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion spielen und häufig Zellproliferation kontrollieren (Sherr, 1996, Dyson et al., 1999). Zu einem ähnlichen Ergebnis kommt man, wenn man Abb. 2 a unter dem Gesichtspunkt betrachtet, daß die Symbole mit dunklem Hintergrund Proteine sind, die von Proto-Onkogenen kodiert werden und die Symbole mit weißem Hintergrund jene Proteine, die von Tumorsuppressorgenen kodiert werden (Hunter, 1997). Offensichtlich wird der Lebenszyklus einer Zelle über exogene Wachstumsfaktoren bestimmt, deren Signale über Mechanismen geregelt sind, die auf die Zellzyklusmaschine wirken und z. B. in Abb. 2 a beschrieben sind (Marx, 1994). Ursprünglich nahm man an, daß die Zellzyklusmaschine nicht mehr gestoppt werden kann, und eine Zellteilung vollendet, sobald sie gewisse Kontrollpunkte ("Checkpoints") durchlaufen hat (Müller et al., 1993). Eine neuere Definition versteht unter Kontrollpunkten jedoch biochemische Reaktionswege, die die Abhängigkeit der einzelnen Zellzyklusschritte von einer bestimmten Reihenfolge sicherstellen (Elledge, 1996). Beispiele für diese Kontrollpunkte sind ein "DNA-Schaden Kontrollpunkt", der sicherstellt, daß nur intakte DNA repliziert wird, und ein "Spindel Kontrollpunkt", der sicherstellt, daß die Mitose-Spindel korrekt aufgebaut wird, bevor die Karyokinese beginnt (Elledge, 1996). Wenn Wachstumssignale von einer Zelle fehlinterpretiert werden und die endogenen Kontrollpunkte durchbrochen werden, weil die Signaltransduktion fehlreguliert ist, kann das zu genetischer Instabilität führen (Paulovich et al., 1997). Möglicherweise akkumulieren so Schäden im Genom, die zu weiteren genetischen Veränderungen führen, so daß die internen Kontrollpunkte komplett ausgeschaltet werden und weder Schadensreparatur noch programmierter Zelltod stattfinden (Weinert, 1997, Weinert, 1998) Eine genetische Prädisposition, bei der ein Allel eines kritischen Kontrollgens schon mutiert ist, kann diesen Vorgang wesentlich beschleunigen (Vogelstein et al., 1993). Fehlerhafte DNA Reparatur führt zu weiteren Schäden (Lengauer et al., 1998). Letztendlich werden die Zellen selektioniert, die sich ungehemmt teilen, weil kritische Komponenten der Signaltransduktionsmaschinerie mutiert sind und damit außer Kontrolle geraten (Lewin, 1991, Hunter, 1997, Pennisi 1998). Wie an Abb. 2 a zu sehen ist, können sich die Mutationen auf jeder Ebene des Signaltransduktionsnetzwerkes ereignen und so zur malignen Transformation der Zelle führen.
1.4 Das Immunsystem als Modell einer komplexen Regulation

Paradigmatisch für das Zusammenwirken von komplexen Regulationsmechanismen ist das Immunsystem von höher entwickelten Säugern. Es ist für experimentelle Untersuchungen leicht zugänglich, seine Zellen lassen sich vergleichsweise einfach kultivieren und aufgrund vieler mit dem Immunsystem zusammenhängender Krankheiten sowie vieler das Immunsystem betreffender Tumore ist seine wissenschaftliche Untersuchung auch von praktischem Wert. Daher gehört das Immunsystem zu den am besten charakterisierten "Organen" (Clevers et al., 1996).

Das gesamte Immunsystem setzt sich aus einer Vielzahl spezialisierter Zellen zusammen, die sich prinzipiell fast überall im Körper aufhalten können, jedoch i. d. R. auf wenige primäre und sekundäre lymphatische Organe sowie den Blutkreislauf konzentriert sind (Linsley et al., 1999). Seine Aufgabe ist es, den Organismus vor Krankheiten zu bewahren, die sowohl exogene als auch endogene Ursachen haben können. Es entwickelt sich schon sehr früh während der Embryogenese als Teil des hämatopoetischen Systems (Orkin, 1996). Die erste primitive Hämatopoese findet zunächst im Dottersack statt, später besiedeln die hämatopoetischen Stammzellen während der Embryonalentwicklung die fetale Leber und danach das fetale Knochenmark. Im adulten Lebewesen ist die Hämatopoese auf die primären lymphatischen Organe Knochenmark und Thymus beschränkt, wobei aber eine weitere Zellreifung in sekundären lymphatischen Organen stattfindet (Orkin, 1996, Benoist, et al., 1997).

Funktionell läßt sich das Immunsystem in einen unspezifischen Teil, der im wesentlichen aus verschiedenen Freßzellen und dem Komplementsystem besteht, und einen spezifischen Teil, der aus spezialisierten Zellen besteht, unterteilen. Für die weitere Betrachtung ist dieser zweite Anteil wichtig, der sich im adulten Organismus aus zwei Zelltypen zusammensetzt. Die B-Zellen tragen auf ihrer Oberfläche einen B-Zellrezeptor, dessen variabler Anteil hochspezifisch freies Antigen binden kann. Nach Aktivierung produzieren B-Zellen lösliche Antikörper, die Antigen durch Bindung neutralisieren. T-Zellen, die den T-Zellrezeptor tragen, können Antigene nur dann mit dem T-Zellrezeptor detektieren, wenn sie sie mit Hilfe von Antigen-präsentierenden Zellen in einer bestimmeten Form präsentiert bekommen. Wenn T-Zellen über Antigenkontakt aktiviert werden (siehe 1.4), können sie entweder kranke Körperzellen direkt eleminieren (zytotoxische T-Zellen) oder sie unterstützen die Immunantwort, indem sie Botenstoffe (Zytokine, siehe 1.4) produzieren (T-Helferzellen).

Je nachdem ob T-/B-Zellen schon an einer Immunantwort beteiligt waren, können sie in zwei Gruppen unterschieden werden. Die erste, neue oder „naive“ Gruppe besteht aus den gerade gereiften immunkompetenten Zellen, die zweite oder Gedächtnisgruppe aus den Zellen die bereits an einer Immunantwort beteiligt waren (Benoist et al., 1997). Für die Reifung im Knochenmark sind sowohl endogene Faktoren, die die Transkription bestimmter Zielgene regulieren und deren Kombination eine Zellidentität schafft (Cross et al., 1997, Tenen et al., 1997), als auch exogene Faktoren, die lokal in Form von direkten Zell-Zell Kontakten und löslichen Zytokinen auf die reifende Zelle wirken (Baird et al. 1999, vergleiche auch 1.2), wichtig. Beide Komponenten arbeiten vermutlich Hand in Hand, während sich die reifende Zelle auf eine bestimmte Aufgabe spezialisiert. Wenn nur ein Bestandteil einer Komponente durch gezielte Mutagenese in Mäusen ausgeschaltet wird, kann es zu erheblichen Defekten in der Entwicklung des Immunsytems kommen (Baird. et al., 1999, Clevers et al., 1996, Tybulewicz 1998). Zu ähnlichen Ergebnissen ist man bei der Untersuchung der T-Zellreifung im Thymus gekommen (Willerford et al., 1996, Clevers et al., 1996, Tybulewicz 1998). Die Zellreifung in primären lymphatischen Organen ist somit ein gutes Modell für Signaltransduktion, in dem die Wirkung von exogenen Signalen auf die Transkription von bestimmten Zielgenen und die damit einher gehende Veränderung der Zellphysiologie gezeigt wird (Nemazee et al., 1999). 

Neben ihrer Funktion in der T-Zell bzw. B-Zellreifung haben die T/B-Zellrezeptoren die wichtige Aufgabe der Zellaktivierung in einer Immunreaktion nach Antigenerkennung des Rezeptors (Linsley et al. 1999). An einer Modulierung der Immunreaktion sind noch weitere Rezeptoren beteiligt, die ebenfalls extrazelluläre Signale weiterleiten (Linsley et al. 1999, Janeway, 1999). In Abb. 4 sind exemplarisch der T-Zellrezeptor sowie der Zytokinrezeptor für Interleukin 6 und die von ihnen ausgehenden Signalwege dargestellt (vergleiche auch Abb. 2 a). Der B-Zellrezeptor bzw. andere Zytokinrezeptoren geben Signale auf vergleichbare Art weiter (Neuberger, 1997, Corey et al., 1999)

Der T-Zellrezeptorkomplex besteht aus einer ligandenbindenden (/(-Kette und signalweiter-leitenden assoziierten (-(-Ketten, (-(-Ketten, welche auch CD3 Untereinheit genannt wird, und (-(-Ketten. Die assoziierten Transmembranproteine besitzen in ihrem zytoplasmatischen Anteil Tyrosinreste, die nach T-Zellrezeptoraktivierung phosphoryliert werden und daher ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation sequence motif) genannt werden (Qian et al., 1997). Der erste Phosphorylierungsschritt wird dabei vermutlich im Falle des T-Zellrezeptors von der membran-assoziierten Tyrosinkinase Lck übernommen. Dadurch bindet u. a. die zytoplasmatische Tyrosinkinase ZAP-70 über ihre SH2-Domänen an diese ITAMs und phosphoryliert nun weitere potentielle ITAMs innerhalb des Rezeptorkomplexes (van Leeuwen et al., 1999, vergleiche auch Abb. 2 a). Es entstehen weitere Andockstellen und es bildet sich ein „multimolekularer Komplex“ um den aktivierten T-Zellrezeptor (Wange et al., 1996). Von dem Komplex gehen im wesentlichen drei Signale in das Zellinnere (Abb. 4).
Abb. 4: Der T-Zellrezeptor und der Interleukin-6-Rezeptor in der Signaltransduktion
Die Abbildung zeigt auf der linken Seite den T-Zellrezeptorkomplex mit seinen einzelnen Komponenten. Rechts ist der Interleukin-6-Rezeptor und die von ihm ausgehenden Signalwege dargestellt (modifziert nach Qian et al., 1997, Heinrich et al., 1998). Die Abkürzungen werden im Text erläutert.

Erstens wird IP3 freigesetzt, welches über einen Kalziumioneneinstrom den Transkriptionsfaktor NFAT aktiviert, der die Transkription des IL-2 Gens stimuliert. Als zweites wird über das Ras-Protein der MAP-Kinase Weg stimuliert und über das SLP-76 Protein das Aktinskelett der T-Zelle verändert (van Leuwen et al., 1999, vergleiche auch Abb, 2 a). Drittens wird über PKC der Transkriptionsfaktor NF(B aktiviert (Mercurio et al., 1999). Es ist zu vermuten, daß neben den schon erwähnten Signaltransduktionswegen noch weitere existieren, die das T-Zellrezeptorsignal in das Zellinnere weiterleiten.

Im Gegensatz zu den B-/T-Zellrezeptoren gehören Zytokinrezeptoren zu den Wachstumsfaktorrezeptoren, leiten wie diese Wachstums- und Differenzierungssignale in die Zelle weiter, besitzen aber anders als viele Wachstumsfaktorrezeptoren keine eigene Tyrosinkinaseaktivität (Gonda et al., 1997, vergleiche auch 1.2). Daher bilden sie eine eigene Superfamilie, die wiederum nach verschiedenen Kriterien in Unterfamilien aufgeteilt werden kann. Alle Zytokinrezeptoren haben eine ähnliche extrazelluläre Struktur als Basis (Bazan, 1990, Gonda et al., 1997), und sollen hier aufgrund der Zusammensetzung ihrer Untereinheiten in drei Unterfamilien aufgeteilt werden (Ihle, 1995). Die erste Unterfamilie umfaßt alle Rezeptoren, die nach Aktivierung durch Ligandenbindung aus einem Homodimer bestehen. Beispiele für diese Unterfamilie sind der Erythropoetinrezeptor oder der Prolaktinrezeptor (Gonda et al., 1997).

Durch Ligandenbindung aktivierte Zytokinrezeptoren, die aus einem (/( Heterodimer bestehen, bilden die zweite Unterfamilie. Die (-Untereinheit ist nur an der Ligandenbindung und nicht an der Signaltransduktion beteiligt, die mit Hilfe der (-Untereinheit stattfindet. Beide Untereinheiten sind jedoch für eine hochaffine Ligandenbindung nötig (Abb. 4 rechts, Bagely et al., 1997, Gonda et al., 1997). Häufig teilen sich Rezeptoren für verschiedene Zytokine die gleiche (-Untereinheit und unterscheiden sich nur in der (-Untereinheit. Daher wird die (-Untereinheit auch (c genannt (c für common = gemeinsam, Bagely et al., 1997, Heinrich et al., 1998). Als Beispiel für diese Unterfamilie kann der Interleukin-5-Rezeptor oder der Interleukin-6-Rezeptor genannt werden.

Die dritte Unterfamilie besteht aus Rezeptoren mit drei Untereinheiten ((, (, (), wie z. B. der Interleukin-2- oder der Interleukin-4-Rezeptor. Der (/( Komplex kann dabei das Zytokin nur mit mittlerer Affinität binden, ist aber für die Signaltransduktion entscheidend. Erst der (/(/( Komplex bildet einen hochaffinen Rezeptor. Ebenso wie bei der zweiten Unterfamilie teilen sich auch hier Rezeptoren für verschiedene Zytokine die gleiche (-Untereinheit, die daher analog zu (c als (c-Kette bezeichnet wird (Gonda et al, 1997). Menschen mit XSCID (x-linked severe combined immunodeficiency) haben häufig eine Mutation in der (c-Kette, die X-chromosomal vererbt wird. Durch die Mutation wird eine Assoziation von Jak3 mit der (c-Kette behindert bzw. u. U. komplett aufgehoben. Bei anderen Formen von SCID (severe combined immunodeficiency) sind Mutationen im jak3-Gen beschrieben worden (Aringer et al., 1999). Neben der Unterteilung nach der Anzahl der unterschiedlichen am Rezeptor beteiligten Untereinheiten, können die Zytokinrezeptoren der zweiten und dritten Unterfamilie auch nach den gemeinsam genutzten Untereinheiten unterteilt werden. Beispielsweise gehören dann alle Zytokinrezeptoren, bei denen die (-Untereinheit aus dem Glykoprotein gp130 besteht, zu der Interleukin-6-Rezeptorfamilie (Abb. 4 rechts, Heinrich et al., 1998).

Die Signale, die von aktivierten Zytokinrezeptoren ausgehen, sind in Abb. 2 a bereits allgemein erläutert worden. Abb. 4 zeigt nun im Detail die Signaltransduktion des Interleukin-6-Rezeptors, der nach Ligandenbindung aus einer (-Untereinheit (gp80) und zwei (-Untereinheiten (gp130) besteht. Es ist bis heute jedoch noch nicht klar, wie dieser Vorgang auf molekularer Ebene abläuft und ob letztendlich nicht Signalkomplexe einer höheren Ordnung entstehen. Es gibt z. B. Hinweise, daß aktivierte Interleukin-6-Rezeptoren als Hexamere (= 2 ((( Einheiten) vorliegen (Bagley et al., 1997). Auch ist beschrieben worden, daß sich bei anderen Rezeptoren nach Dimerisierung nicht-kovalente und kovalente (=Disulfidbrücken) Bindungen ausbilden können (Bagley et al., 1997).

Im Falle des Interleukin-6-Rezeptors führt die Bildung des ((( Komplexes zur Annäherung der zytoplasmatisch assoziierten JAKs (Jak1, Jak2, Tyk2) mit der Folge einer inter- oder intramolekularen Tyrosinphosphorylierung und einer vollständigen Aktivierung (Aringer et al., 1998). Welche der beteiligten JAKs eine entscheidende Rolle spielen ist nicht klar und ändert sich möglicherweise entsprechend der gewebespezifischen Expression der einzelnen JAKs. Außer Jak3, welches ausschließlich mit der (c-Kette (siehe oben) assoziiert ist, können die anderen JAKs mit verschiedenen Rezeptorketten assoziiert sein (Aringer et al., 1998). Jak1 scheint im Falle des Interleukin-6-Rezeptors jedoch eine Schlüsselrolle zu spielen und kann nicht durch andere JAKs substituiert werden (Heinrich et al., 1998). Die aktivierten JAKs phosphorylieren Tyrosinreste innerhalb des zytoplasmatischen Anteils von gp130. Diese Phosphotyrosine bilden Andockstellen für verschiedene phosphotyrosin-bindende Proteine (siehe 1.2). Vor allem können im Falle des Interleukin-6-Rezeptors Stat1 und Stat3 über ihre SH2-Domäne an gp130 binden, werden ihrerseits von den assoziierten JAKs tyrosinphosphoryliert und bilden daraufhin Homodimere (möglicherweise auch Heterodimere) (Heinrich et al., 1998, Abb. 4 rechts). Die dimeren STAT-Proteine werden in den Zellkern transportiert und wirken dort als transkriptionelle Aktivatoren. Für eine Regulation der Aktivierung ist noch eine Serinphosphorylierung der transaktivierenden Domäne der STAT-Proteine wichtig (Heinrich et al., 1998, vergleiche Abb. 2 a, siehe auch unten). Neben den STAT-Proteinen bindet noch die Phosphotyrosinphosphatase Shp2 an die Phosphotyrosine von gp130. Shp2 wird vermutlich von Jak1 und/oder Jak2 durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert. Möglicherweise koppelt Shp2 über die Bindung des Adaptaterproteins Grb2 den MAP-Kinase Weg mit dem Interleukin-6-Rezeptor (zur Funktion von Adapterproteinen und Aktivierung des MAP-Kinase Weges vergleiche 1.2 und siehe unten), vielleicht ist die Phosphataseaktivität auch wichtig für die Deaktivierung des aktivierten Rezeptors durch Dephosphorylierung (Heinrich et al., 1998).

Die negative Regulation des JAK / STAT Weges ist in 1.2 bereits angesprochen worden. Prinzipiell kann nach heutigem Wissensstand das Signal auf 5 Ebenen reguliert werden. Erstens gehören zu den Zielgenen der STAT-Proteine die SOCS-Gene (suppressor of cytokine signalling), die für Inhibitorproteine des JAK / STAT Weges kodieren, welche die JAK Aktivität durch direkte Bindung der Kinase inhibieren (Abb. 4, Hoey et al., 1998, Aringer et al., 1998). Im Falle des Interleukin-6-Rezeptors handelt es sich um Socs1 (auch Jab oder Ssi-1 genannt, Endo et al., 1997). Zweitens können aktivierte STAT-Proteine vermutlich über den MAP-Kinase Weg serinphosphoryliert werden, und wirken dadurch je nach Kontext entweder als starke transkriptionelle Aktivatoren (Abb. 2 a, Abb. 4, Wen et al., 1995, Zachermann et al., 1999) oder werden inaktiviert (Jain et al., 1998). Es gibt Hinweise, daß für die Serin-phosphorylierung p38 und/oder JNK verantwortlich sind (Turkson et al., 1999, Lim et al., 1999, Kovarik et al., 1999). Drittens sind sog. PIAS-Proteine (protein inhibitor of activated STAT) identifiziert worden, die an tyrosinphosphorylierte STAT-Proteine binden können und dadurch deren DNA-Bindung verhindern (Abb. 4, Chung et al., 1997, Liu et al., 1998). Viertens ist die oben angesprochene Dephosphorylierung von aktivierten Rezeptoren eine Form der Regulation und fünftens wird der Rezeptorkomplex nach Aktivierung offensichtlich sehr schnell durch Endozytose internalisiert und damit deaktiviert (Heinrich et al., 1998, vergleiche auch 1.2).

Es gibt experimentelle Hinweise, daß neben den JAKs auch noch membranassoziierte Tyrosinkinasen der Src-Familie bei der Signaltransduktion von Zytokinrezeptoren eine Rolle spielen (Taniguchi et al, 1995, siehe auch 1.2). In Zellen, in denen Mitglieder der Src-Tyrosinkinasefamilie nicht funktionell sind, ist auch die Zytokinsignaltransduktion gestört (Corey et al., 1999). Die Transformation von Fibroblasten durch Src benötigt Stat3 (Turkson et al., 1999). Die Tyrosinkinase Hck der Src-Familie ist z. B. mit dem Interleukin-6-Rezeptoranteil gp130 assoziiert (Ernst et al., 1994), wobei nicht klar ist, ob sich diese Komplexe ligandenabhängig oder unabhängig bilden (Corey et al., 1999). Noch gibt es daher kein eindeutiges Modell für die Funktion der Src-Tyrosinkinasen in der Zytokin-signaltransduktion (Corey et al., 1999). Es ist jedoch bekannt, daß Src-Kinasen einerseits den Transkriptionsfaktor c-Myc induzieren können, andererseits über das Adapterprotein Grb2 den MAP-Kinase Weg stimulieren können (siehe 1.2).

Die bisher bekannten Zielgene der Interleukin-6-Zytokine, die durch Stat1 bzw. Stat3 aktiviert werden, können in zwei Gruppen aufgeteilt werden. Die erste Gruppe umfaßt die APP Gene (acute phase proteins), wie z. B. c-reaktives Protein, (1-Antichymotrypsin, (2-Macroglobulin, lipopolysaccharide-bindendes Protein, TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases). Die zweite Gruppe sind Transkriptionsfaktoren JunB und c-Fos, IRF-1 (interferon regulatory factor) und C/EBP( (CCAAT enhancer binding protein). Außerhalb dieser Gruppen werden noch weitere Zielgene aktiviert u. a. auch gp130 (Heinrich et al., 1998). Die Bindestellen der STAT-Proteine in den von ihnen aktivierten Promotoren liegt häufig mehrfach nebeneinander, so daß man sich vorstellen kann, daß STAT-Proteine auf der DNA als Multimere vorliegen. Darüberhinaus findet man die Bindesequenz von STAT-Proteinen häufig neben den Bindestellen für andere Transkriptionsfaktoren und es ist anzunehmen, daß STAT-Proteine bei der Transaktivierung der Promotoren mit weiteren Transkriptionsfaktoren kooperieren (Heinrich et al., 1998, Schaefer et al., 1995, Look et al., 1995).

In 1.3 wurde erläutert, daß fehlregulierte Komponenten von Signaltransduktionswegen auch als Onkogene wirken können. Für einige Zytokinrezeptoren sind Mutationen beschrieben worden, die zu einer onkogenen Aktivierung führen. Das v-mpl Onkogen (siehe auch Abb. 3) wird vom Genom des murine myeloproliferative leukemia virus (MPLV) kodiert. Das v-mpl Protein (284 Aminosäuren) enstand aus einer Fusion des Friend-murine leukemia virus (F-MuLV) env-Protein (Aminosäuren 1-100) mit dem c-mpl Gen, welches dem Thrombopoetinrezeptorgen entspricht (Aminosäuren 101-284). Dieses chimäre Protein wirkt vermutlich als konstitutiv aktiver Rezeptor und führt in virus-infizierten Mäusen zu wachstumsfaktor-unabhängigen Kolonien myeloiden, erythroiden und megakaryozytischen Ursprung (Abb. 3, Gonda et al., 1997). In der (c-Kette des humanen GM-CFS/IL-3/IL-5 Rezeptors hat man Mutationen gefunden, die zu einer konstitutiv aktiven Form führen. Ebenso wie diese spielen autosomal dominante Mutationen im humanen Erythropoetinrezeptor möglicherweise eine Rolle in primären Polycythämien. In der Maus sind einige Erythropoetin-rezeptormutationen beschrieben, die zu Erythroleukämien führen können (Gonda et al., 1997). Für die JAKs sind zwei Fusionsproteine Tel-Jak3 beschrieben worden, die aus humanen Leukämiezellen isoliert werden konnten (Aringer et al., 1999). Diese Fusionsproteine können über ihren Tel-Anteil dimerisieren und so die Kinase konstitutiv aktivieren (Corey et al., 1999). Außer für verschiedene Zytokinrezeptoren und JAKs ist auch für Stat3 gezeigt worden, daß es in vielen humanen Tumoren permanent aktiviert ist und als konstitutiv aktive Mutante in Experimenten mit Mäusen als Onkogen wirkt (Bromberg et al., 1999). Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Zytokinrezeptoren und der von ihnen ausgehenden Signalwege bei der Tumorentstehung und Tumorprogression im hämatopoetischen System.

1.5 Gfi-1 als neu entdecktes Proto-Onkogen in murinen T-Zelltumoren

Für das Verständnis der Tumorentstehung ist es notwendig, die beteiligten Faktoren zu identifizieren und zu charakterisieren. Hierzu bietet sich ein breites Spektrum von Methoden an. In 1.2 wurde schon auf die Bedeutung von Retroviren und DNA-Viren für die Entdeckung von Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen hingewiesen (Lanfrancone et al., 1994). Als weiterer potenter Ansatz hat sich die Verwendung von transgenen Mausmodellen zur Klärung der Kooperation zwischen Onkogenen herausgestellt (van Lohuizen et al., 1990). Durch die Infektion von mehrfach transgenen Mäusen mit Retroviren (MoMuLV) kann es nach Integration des Provirus im genomischen Lokus eines Proto-Onkogens zu dessen Aktivierung kommen. Diese Insertionsmutagenese kann die Tumorentstehung beschleunigen, wenn das Proto-Onkogen mit den als Transgen exprimierten Onkogenen kooperiert. Durch anschließende Isolierung der Integrationsstellen aus den so entstandenen Tumoren können somit neue Proto-Onkogene identifizert werden (Möröy et al., 1999). Die Infektion von doppelttransgenen Mäusen (Pim-1/L-myc) mit MoMuLV und die anschließende Klonierung der Integrationsstellen des Provirus innerhalb des Genoms der Tumoren, hat dabei u. a. zur Identifikation des neuen murinen Proto-Onkogens Gfi-1 (growth factor independence) geführt (Zörnig et al., 1996, Schmidt et al., 1996). Der Name Gfi-1 leitet sich von dem Rattenhomologen ab, das die Fähigkeit hat, eine Ratten T-Zelllymphomlinie IL-2 unabhängig wachsen zu lassen (Abb. 5, Gilks et al., 1993). Das Gfi-1 der Ratte wurde bereits vorher in einem vergleichbaren genetischen Selektionsprozeß gefunden, bei dem zunächst die Interleukin-2 abhängige Rattenzelllinie durch Infektion mit dem Retrovirus einer Insertionsmutagenese ausgesetzt worden war und dann auf Interleukin 2 Unabhängigkeit selektioniert wurde. In mehreren so gewonnenen Zellklonen wurde als Provirusintegrations-stelle der Gfi-Locus identifiziert (Gilks et al., 1993). Gfi-1 wird in Thymozyten, Hoden und in geringerem Maße im Knochenmark, sowie nach Aktivierung in peripheren T-Zellen exprimiert. Eine Analyse der Proteinstruktur ergab, daß Gfi-1 im c-terminalen Bereich 6 Zinkfinger vom Typ C2-H2 hat (zur Funktion von Zinkfingern siehe Mackay et al., 1998). Über ein in-vitro Verfahren konnte gezeigt werden, daß drei dieser Zinkfinger sequenzspezifisch an DNA binden können. Das Protein ist im Zellkern lokalisiert und wirkt in Experimenten mit synthetischen Promotoren, die Gfi-1 Bindestellen enthalten, als trans-kriptioneller Repressor (Zweidler-McKay et al., 1996, Grimes et al., 1996). Die n-terminalen ersten 20 Aminosäuren von Gfi-1 sind innerhalb einiger transkriptioneller Repressoren, die ebenfalls DNA-bindende Zinkfinger besitzen konserviert. Diese Domäne wird daher entprechend aller sie besitzenden Proteine auch als SNAG-Domäne (snail/slug gfi-1) bezeichnet (Abb. 5, Grimes et al., 1996). Inzwischen ist noch ein weiteres murines Gfi-1 Homolog entdeckt worden, welches Gfi-1B genannt wurde (Grimes et al., 1996). Gfi-1B zeigt eine ähnliche gewebespezifische Expression wie Gfi-1 und kann dieselbe DNA-Sequenz binden. Von Gfi-1B sind sowohl das humane als auch das Huhn-Homolog charakterisiert worden (Abb. 5, Roedel et al., 1999, Fuchs et al., 1997). Weitere Experimente mit Gfi-1 transgenen Mauslinien konnten die onkogenen Eigenschaften von Gfi-1 bestätigen (Schmidt et al., 1998a) und gaben erste Hinweise auf die physiologische Funktion von Gfi-1 bei der T-Zellreifung im Thymus (Schmidt et al., 1998b). In beiden Fällen ist eine synergistische Wirkung mit der Serin/Threoninkinase Pim-1 beobachtet worden. Bis heute ist es jedoch nicht möglich die physiologische und pathophysiologische Funktion von Gfi-1 einem bekannten Signaltransduktionsweg zuzuordnen. Gfi-1 scheint jedoch für ein Interleukin 2 unabhängiges Wachstum von peripheren T-Zellen wichtig zu sein (Gilks et al., 1995, Zörnig et al., 1996). Es sind zwar für Gfi-1 und Gfi-1B mögliche Zielgene publiziert worden (Grimes et al., 1996, Tong et al., 1998), eine wesentliche Rolle dieser Zielgene bei der Gfi-1 induzierten Lymphomagenese oder der Gfi-1 abhängigen T-Zellreifung konnte jedoch nicht gefunden werden (Schmidt et al., 1998a, Schmidt et al., 1998b).


Abb. 5 Die Gfi Familie der transkriptionellen Repressoren
Sequenzvergleich des n-Terminus nach Jotun-Hein. Identische Bereiche sind grau unterlegt. Die Skala entspricht der Position der Aminosäuren der Konsensussequenz. Abkürzungen: ch = chicken (Huhn), h = human, m = murin

1.6 Fragestellung: Funktion von Gfi-1 innerhalb bekannter Signaltransduktionswege ?

Die obigen Ausführungen weisen daraufhin, daß es notwendig ist, Gfi-1 in einen der bekannten Signaltransduktionswege einzuordnen. Als Transkriptionsfaktor kann Gfi-1 grundsätzlich auf zweierlei Arten in der Zelle wirken. Gfi-1 kann selbst transkriptionell aktiviert werden und dann weitere Zielgene regulieren. In diesem Fall wäre es also notwendig, den Gfi-1 Promotor zu isolieren, seine regulatorischen Abschnitte zu charakterisieren, sowie nach weiteren Zielgenen von Gfi-1 zu suchen. Die andere Wirkungsweise von Gfi-1 kann unabhängig von direkten transkriptionellen Ereignissen auf der Interaktion mit zellulären Partnern beruhen. Gfi-1 könnte Signaltransduktionswege über potentielle Interaktionspartner beeinflußen und so seine physiologische oder seine onkogene Wirkung entfalten. Denkbar ist auch eine Kombination aus beiden Szenarien, bei der die transkriptionelle Aktivität von Gfi-1 durch Interaktionspartner gesteuert wird. Um mögliche Interaktionspartner von Gfi-1 zu isolieren bieten sich eine Vielfalt biochemischer und molekularbiologischer Methoden an (Guarente et al., 1993, Allen et al., 1995). Für das weitere Vorgehen wurde ein genetisches Selektionsverfahren in Hefen gewählt, das aufgrund der Verwendung von zwei chimären (oder hybriden) Proteinen auch als „Two-Hybrid“ Verfahren bezeichntet wird (Fields et al., 1989). Im Rahmen dieser Experimente wurde als Interaktionspartner für Gfi-1 das Pias3 Protein gefunden (siehe 1.4), welches bereits als Inhibitor der Stat3 Signaltransduktion charakterisiert worden war. Es konnte gezeigt werden, daß Gfi-1 in-vitro und in-vivo an Pias3 bindet, mit Pias3 im Zellkern kolokalisiert und die Stat3 Signaltransduktion im Gegensatz zu Pias3 aktivieren kann. 

Abb. 2 b: Signalwege, die von Re-zeptortyrosinkinasen (RTK) und nicht-Rezeptortyrosinkinasen (nRTK) ausgehen


Ausschnitt aus Abb. 2 a rechts oben. Die gepunkteten Linien fas-sen funktionell ähnliche Signal-wege zusammen und sind aus Abb. 2 a übernommen worden.











Abb. 2 c: Signalkomplexe an der Zellmembran und "second messenger" Systeme


Ausschnitt aus Abb. 2 a Mitte oben. Die ge-punkteten Linien fassen funktionell ähnliche Signalwege zusammen und sind aus Abb. 2 a übernommen worden.








Abb. 2 d: Signaltransduk-tion durch das Ras-Protein und den MAP-Kinase Weg


Ausschnitt aus Abb. 2 a Mitte oben. Die gepunkteten Linien fassen funktionell ähnliche Signalwege zusammen und sind aus Abb. 2 a übernom-men worden.








Abb. 2 e: Signalwege, die unmittelbar in den Zellkern führen


Ausschnitt aus Abb. 2 a links oben. Die gepunkteten Linien fassen funktionell ähnliche Signalwege zusammen und sind aus Abb. 2 a übernommen worden.
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