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1 Einleitung

1.1 Zytokine

Zytokine sind lösliche Peptide, die bereits im Piko- oder Nanogrammbereich wirksam
sind und zur Kommunikation von Zellen in vielzelligen Organismen dienen. Anders als
klassische Hormone werden Zytokine nicht von spezialisierten Drüsenzellen, sondern von
nahezu allen Zelltypen produziert und ausgeschüttet. Die sezernierten Zytokine können
autokrin auf die sezernierende Zelle selber, parakrin auf benachbarte Zellen oder, über
den Blutkreislauf verteilt, endokrin auf weiter entfernte Zellen wirken. Zytokine akti-
vieren Zellen, indem sie an spezi�sche Rezeptoren auf der Zellober�äche binden und
intrazelluläre Signalkaskaden auslösen, die die Transkription von Zielgenen beein�ussen.
Eine funktionale Einteilung der Zytokine erfolgt in die fünf Hauptgruppen Interferone,
Wachstumsfaktoren, Tumornekrosefaktoren, Chemokine und Interleukine.
Interferone entfalten vor allem antivirale und antitumorale Wirkungen in ihren Ziel-

zellen. Wachstumsfaktoren, wie z.B. Erythropoetin, vermitteln proliferative Signale. Tu-
mornekrosefaktoren sind an der Regulation von Apoptose, Zellproliferation, Zelldi�eren-
zierung und Zytokinsezernierung beteiligt. Chemokine steuern die Migration von Im-
munzellen. Die Interleukine, wie Interleukin-6, wirken als Schlüsselkomponenten in der
Kommunikation von Immunzellen und regen Zellen des Immunsystems zu Wachstum,
Reifung und Teilung an oder wirken inhibierend auf genau diese Prozesse.
Die Produktion und Sekretion von Zytokinen muss aufgrund ihres breiten Wirkungs-

spektrums stark reguliert werden. Dies geschieht über die pro- und anti-in�ammatorische
Wirkung verschiedener Zytokine und die Induktion und die Aktivierung von Inhibitoren.
Kommt es zu einer Dysregulation des Zytokinsystems, kann dies zu chronisch entzündli-
chen Krankheiten und zum Wachstum von Tumorzellen führen.

1.2 Erythropoetin

Das Zytokin Erythropoetin (Epo) ist ein hämatopoetischer Wachstumsfaktor. Epo be-
steht aus 165 Aminosäuren, die in vier antiparallelen α-Helices angeordnet sind und wird
von der fötalen Leber bzw. der adulten Niere in das Blutplasma sezerniert [1]. Erythro-
poetin fördert das Wachstum, die Di�erenzierung und das Überleben von erythroiden
Stammzellen im Knochenmark und ist wesentlich an der Reifung von erythroiden Vorläu-
ferzellen zu Erythrozyten beteiligt [2]. Zudem wirkt Epo auch auf nicht-hämatopoetische
Zellen, wie Myozyten, kortikale Neurone und Epithelzellen von Prostata, Ovar und Mam-
ma [3]. Die Biosynthese von Erythropoetin und dessen Sekretion werden durch die Sau-
ersto�konzentration im Körper reguliert. So induziert Sauersto�mangel (Hypoxie) eine
erhöhte Epo-Synthese, wohingegen eine erhöhte Sauersto�konzentration inhibierend auf
die Synthese von Epo wirkt [1]. Eine dysregulierte Epo-Sekretion und die dadurch hervor-
gerufene Störung der Epo-induzierten Signaltransduktion in Epo-responsiven Zielzellen
kann Erkrankungen auslösen. Eine verminderte Konzentration von Epo im Knochenmark
führt z.B. durch die verminderte Reifung von Erythrozyten zu Anämien. Eine gesteiger-
te Epo-Synthese bedingt die Epo-induzierte Erhöhung der Anzahl von Erythrozyten im
Blut, wodurch es zur Ausbildung von Thrombosen kommen kann [4]. Eine zu hohe Epo-
Konzentration im Blut wirkt auch auf nicht hämatopoetische Zellen vor allem in soliden
Tumoren. Dort kann es zu einer Epo-vermittelten Inhibition der Apoptose, Anregung der
Angiogenese und Steigerung der Zellproliferation kommen, wodurch die Tumorprogressi-
on verstärkt wird [5, 6, 7].
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1.2.1 Erythropoetin-Rezeptor

Der Erythropoetin-Rezeptor (Epo-R) ist ein Transmembranrezeptor aus der Superfami-
lie der Zytokin-Rezeptoren. Der Epo-R wird von erythroiden Stammzellen im Knochen-
mark und einigen nicht-hämatopoetischen Zellen, wie Myozyten, kortikalen Neuronen
und Epithelzellen von Prostata, Ovar und Mamma, exprimiert [3]. Die Expression des
Epo-R ist analog zur Epo-Synthese über die Sauersto�konzentration im Körper reguliert.
Der Epo-R wird bei Hypoxie verstärkt exprimiert [8]. Die Hypoxie-induzierte Erhöhung
der Epo-Konzentration im Blut und die erhöhte Expression von Epo-R ermöglichen eine
verstärkte Erythrozytenreifung. Die erhöhte Anzahl an Erythrozyten wirkt durch ver-
mehrten Sauersto�transport der Hypoxie entgegen.
Der Epo-R besteht aus 507 Aminosäuren und setzt sich aus einer extrazellulären, einer

Transmembran- und einer zytoplasmatischen Domäne zusammen.
Die extrazelluläre Domäne des Epo-R besitzt zwei Fibronektin Typ III Domänen D1

und D2 (Abb. 1). Die D1-Domäne besitzt ein 4-Cystein (CCCC)-Motiv, welches für die
intramolekulare Stabilität und die Ligandenbindung bedeutend ist [9, 10]. Das in der
Superfamilie der Zytokinrezeptoren hoch konservierte WSxWS Motiv, welches für die
korrekte Proteinfaltung, die Ligandenbindung und die Signaltransduktion erforderlich ist,
ist in der D2-Domäne lokalisiert [11, 12]. Der Epo-R liegt bereits vor Ligandenbindung
durch Interaktion der extrazellulären Domänen als Homodimer vor [13].
Weiterhin sind die Leucine an den Aminosäure-Position 240 und 241 in der Transmem-

brandomäne entscheidend für die Prä-Dimerisierung und somit für die Epo-induzierte
Aktivierung des Epo-R [14]. Die Transmembrandomäne ist bedeutend für den Erhalt der
Orientierung zwischen der extrazellulären und der zytosolischen Domäne und hat somit
einen sterischen Ein�uss auf die Funktionalität des Epo-R [3].
In der zytoplasmatischen Juxtamembran-Region des Epo-R sind die Box-Motive Box1

und Box2 lokalisiert. Über diese Motive wird die Interaktion der Tyrosinkinase Janus
Kinase 2 (Jak2) mit dem Epo-R vermittelt [15].
Die Bindung von Epo an die extrazellulären Domänen des dimerisierten Epo-R indu-

ziert eine Konformationsänderung in der D1 und D2 Domäne. Durch die Konformations-
änderung werden die intrazellulären Domänen des Epo-R-Dimers in eine Orientierung
gebracht, die die Transaktivierung der am Epo-R assoziierten Jak2 initiiert [16].
Die aktive Jak2 phosphoryliert zytoplasmatische Tyrosylreste im Epo-R. Die phos-

phorylierten Tyrosylreste stellen Bindestellen für Proteine mit src-homolgy domain 2
(SH2)-Domänen , wie signal transducers and activators of transcription (STATs), SH2
domain containing phosphatase 1/2 (SHP1 und SHP2), supressor of cytokine signaling 3
(SOCS3), Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) und growth-factor-receptor-bound protein 2
(Grb2) dar. Nach Epo-induzierter Aktivierung des Epo-R werden so u.a. der Jak/STAT-
Signalweg, die mitogen activated protein kinase (MAPK)-Kaskade und die PI3K-Kaskade
aktiviert.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Domänenstruktur des Erythropoetin
Rezeptors (Epo-R). Die extrazelluläre Domäne des Epo-R besteht aus zwei Fibronektin Typ
III Domänen D1 und D2. Das in der Zytokin-Rezeptor Superfamilie konservierte 4-Cystein
(CCCC)-Motiv be�ndet sich in der D1-Domäne und das WSxWS-Motiv in der D2-Domäne. Die
Interaktion von Jak2 und dem Epo-R wird über die in der zytoplasmatischen Juxtamembran-
Region des Epo-R lokalisierten Box1 und Box2 Motive vermittelt. Die C-terminalen Tyrosylres-
te im Epo-R dienen nach Phosphorylierung als Bindestellen von SH2-Domänen Proteinen, wie
STAT, SHP1/2, SOCS3, Grb2 oder PI3K.

1.3 Interleukin-6

Das pleiotrope Zytokin Interleukin-6 (IL-6) besteht aus 184 Aminosäuren, die in vier
Helices angeordnet sind. Die räumliche Struktur des IL-6 wird aus 2 Paaren von antipar-
allelen α-Helices gebildet [17].
IL-6 spielt eine entscheidende Funktion bei Entzündungen, Immunregulation, Häma-

topoese und Onkogenese und wird unter anderem von Makrophagen, Monozyten, Neu-
trophilen, Mastzellen, Osteoblasten und Epithelzellen sezerniert. IL-6 wirkt bei der Hä-
matopoese auf die Reifung von myeloischen Stammzellen, wie den Megakaryozyten, zu
Thrombozyten [18]. Daneben induziert IL-6 die Di�erenzierung von Monozyten zu Ma-
krophagen im extramedullärem Gewebe [19]. Eine IL-6-Überexpression kann daher ei-
ne starke extramedulläre Hämatopoese in der Milz und in der Leber bewirken [20].
Neben der Regulation von hämatopoetischen Zellen wirkt IL-6 auf die Entzündungs-
induzierte Akutphase-Reaktion in Hepatozyten und auf Zellen des zentralen Nervensys-
tems [21]. Fehlregulationen des IL-6 Signalweges führen zu Erkrankungen, wie z.B. mul-
tipler Sklerose, bronchialem Asthma, rheumatoider Arthritis, Arteriosklerose und be-
stimmten Krebserkrankungen, wie z.B. der chronischen myeloischen Leukämie (CML)
[22, 23].

1.3.1 Interleukin-6 Rezeptor-Komplex

Der Interleukin-6 Rezeptor-Komplex setzt sich aus den Transmembran-Proteinen gp80
und gp130 zusammen. Beide IL-6-Rezeptor-Untereinheiten gp80 und gp130 weisen ei-
ne Ig-ähnliche Domäne (D1) und Fibronektin Typ III Domänen D2 und D3 auf [24].
In der D2-Domäne ist ein 4-Cystein-Motiv und in der D3-Domäne ein WSxWS-Motiv
lokalisiert (Abb. 2) [25]. Das 4-Cystein (CCCC)- und das WSxWS-Motiv sind wichtig
für die korrekte Proteinfaltung und Ligandenbindung. Daneben besitzt gp130 drei wei-
tere extrazelluläre Fibronektin Typ III Domänen (D4-D6) [25]. Sowohl gp80 als auch
gp130 weisen eine Transmembrandomäne auf. Die Rezeptoruntereinheit gp80 besitzt in
der zytoplasmatischen Domäne 82 Aminosäuren und ist bei der IL-6-Signaltransduktion
nicht an der intrazellulären Signalweiterleitung beteiligt [26]. Dagegen weist die Rezep-
toruntereinheit gp130 in der Juxtamembran Region die Box-Motive Box1 und Box2 auf.
Diese Box-Motive vermitteln die Interaktion von gp130 mit den Tyrosinkinasen der Janus
Kinase-Familie (Jak) Jak1, Jak2 oder Tyk2 [27, 28, 29].
Die Bildung des Interleukin-6 Rezeptorkomplexes wird durch die Bindung von IL-6 an

gp80 induziert. Der IL-6:gp80-Komplex bindet an gp130. Es wird vermutet, dass es an-
schlieÿend zur Dimerisierung zweier IL-6:gp80:gp130-Komplexe kommt, die ein Hexamer
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ausbilden [30]. Es ist jedoch noch nicht abschlieÿend geklärt, ob ein prä-dimerisiertes
gp130 mit zwei IL-6:gp80-Komplexen interagiert [31] oder ob die Dimerisierung zweier
IL-6:gp80:gp130-Tetramere zur Ausbildung des funktionellen Rezeptorhexamers führen
[32]. Die aus der Rezeptorassemblierung resultierende räumliche Annäherung der am
gp130 assoziierten Jaks führt zu deren Transaktivierung [33]. Die Aktivierung der Jak
Tyrosinkinasen induziert die Phosphorylierung von Tyrosinen im zytoplasmatischen Ab-
schnitt des gp130. Die phosphorylierten Tyrosylreste dienen wiederum als Bindestellen
für Proteine mit SH2-Domänen, wie STAT3, SHP2 und SOCS3. Bei der IL-6-induzierten
Sigaltransduktion werden die Jak/STAT- und MAPK-Signalkaskade aktiviert [17, 22].

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Domänenstruktur der IL-6-
Rezeptoruntereinheiten gp80 und gp130. Die extrazelluläre Domäne des gp80 und des
gp130 besitzen jeweils eine Ig-ähnliche Domäne (D1) und zwei Fibronektin Typ III Domänen
D2 und D3. Die in der Zytokin-Rezeptor Superfamilie konservierten 4-Cystein (CCCC)- und das
WSxWS-Motive be�nden sich in der D2- und D3-Domäne. Zusätzlich weist gp130 drei weitere
Fibronektin Typ III ähnliche Domänen im extrazellulären Bereich auf. Über die in der Juxta-
membran Region be�ndlichen Box-Motive Box1 und Box2 wird die Interaktion von Jaks mit
gp130 vermittelt. Die C-terminalen Tyrosylreste im gp130 dienen nach Phosphorylierung als
Bindestellen von SH2-Domänen Proteine, wie STAT3, SHP2 und SOCS3.

1.4 Tyrosinkinasen der Janus Kinase-Familien

Die Janus Kinase-Familie besteht aus den Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen Jak1, Jak2,
Jak3 und Tyk2, die essentielle Funktionen u.a. in der Hämatopoese und in der Immun-
regulation aufweisen. Jaks interagieren mit den Box-Motiven in Zytokinrezeptoren, wie
dem Epo-R oder gp130.
Die Jak-Familie besitzt eine konservierte Domänenstruktur die in sieben Jak-Homologie

(JH) Domänen unterteilt wird (Abb. 3). Die N-terminalen Domänen JH7 bis JH5 bil-
den die FERM-Domäne der Jaks. Die SH2-Domäne ist in der JH4 und JH3 Domäne
lokalisiert. Die FERM- und die SH2-Domäne interagieren direkt mit Zytokinrezeptoren
und vermitteln so die Rezeptorassoziation der Jak [34]. Die FERM-Domäne in den Jaks
interagiert dabei mit den Box-Motiven Box1 bzw. Box2 in den Zytokinrezeptoren [35].
Die Bedeutung der Interaktion der SH2-Domäne in Jak mit phosphorylierten Tyrosinen
im Zytokinrezeptor ist bisher nicht eindeutig geklärt. Aber diese Interaktion könnte für
die korrekte Konformation und somit Funktion für die Jak wichtig sein [36].
Die verschiedenen Mitglieder der Jak-Familie weisen unterschiedliche A�nitäten zu

einzelnen Zytokinrezeptoren auf. So ist bekannt, dass Jak2 im Vergleich zu anderen Jaks
eine hohe A�nität zum Epo-R besitzt und der Epo-R daher vornehmlich mit Jak2 inter-
agiert [37]. Die IL-6-Rezeptoruntereinheit gp130 dagegen weist hohe A�nitäten sowohl
zu Jak1, Jak2 als auch Tyk2 auf [27, 28, 38].
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Die JH2-Domäne der Jak-Familie zeigt eine schwache Tyrosinkinase-Aktivität, deren
Funktion nicht abschlieÿend geklärt ist [39]. Aufgrund dieser schwachen Kinase-Aktivität
wird diese Domäne auch als Pseudokinase-Domäne bezeichnet. Die C-terminale JH1-
Domäne weist eine Tyrosinkinaseaktivität auf. Für die Jaks ist eine autoinhibitorische
Interaktion der JH2 und JH1 Domänen beschrieben, die die Kinaseaktivität der JH1
Domäne reguliert [40]. Die an Zytokin-Rezeptoren assoziierten Jaks sind im Liganden-
ungebundenem Zustand der Rezeptoren inaktiv. In diesem inaktiven Zustand interagiert
die JH2-Domäne intramolekular mit der JH1-Domäne. Diese Interaktion blockiert das
aktive Zentrum der Jak und wirkt inhibitorisch auf die Kinaseaktivität der JH1-Domäne
[41]. Die Liganden-induzierte Konformationsänderung des Rezeptors führt auch zur Kon-
fomationsänderung in Jak. Dadurch wird die inhibitorische Interaktion der JH1 und der
JH2 Domänen in Jak aufgehoben [42]. In dieser Konformation ist die Tyrosinkinase-
Domäne katalytisch aktiv [43]. Im C-terminalen Bereich der Jak-Familie sind Tyrosine
konserviert, die in Folge der Aktivierung des Zytokin-Rezeptors und der Jaks durch die
Jaks autophosphoryliert werden. Die Autophosphorylierung dieser Tyrosine bedingt eine
Konformation der Jaks, in der die Jaks in der Lage sind Substrate binden und phospho-
rylieren zu können [44, 45].

Abbildung 3: Domänenstruktur der Janus Kinase Familie. Jaks besitzen sieben Jak-
Homologie (JH) Domänen. Die N-terminale FERM Domäne ist in den JH-Domänen 7 bis 5 und
die SH2-Domäne in der JH4 und JH3 lokalisiert. Die FERM- und die SH2-Domänen interagie-
ren mit Zytokin-Rezeptoren. Die JH2-Domäne besitzt eine schwache Kinaseaktivität und wird
Pseudokinasedomäne genannt. Die JH1-Domäne ist die Kinasedomäne der Jaks.

1.4.1 Die Jak2-Mutante Jak2-V617F und deren pathophysiologische Bedeutung

Die Jak2-V617F ist eine in Patienten beschriebene Mutante der Janus-Kinase 2. Eine
somatische Punktmutation des Nukleotids 1849 in Jak2 in Exon 14 resultiert in einem
Austausch der Aminosäure Valin zu Phenylalanin an der Aminosäureposition 617 [46].
Dieser Aminosäure-Austausch hat zur Folge, dass die inhibierende Interaktion der JH2-
Domäne mit der JH1-Kinasedomäne aufgehoben wird [47, 40, 48] (Abb. 4). Die feh-
lende inhibitorische Interaktion hat zur Folge, dass die Kinase in der JH1-Domäne der
Jak2-V617F Mutante konstitutiv aktiv ist. Wie der Jak2-Wildtyp ist auch die Mutan-
te Jak2-V617F mit dem Epo-R assoziiert. Darüber hinaus wurde die Interaktion von
Jak2-V617F mit den ebenfalls auf der Zellober�äche von hämatopoetischen Vorläuferzel-
len exprimierten Rezeptoren für granulocyte colony stimulating factor (G-CSF-R) und
Thrombopoetin (Tpo-R) beschrieben [49]. Durch die Assoziation der konstitutiv akti-
ven Jak2-V617F mit den Rezeptoren für Epo, G-CSF oder Tpo kommt es in hämato-
poetischen Vorläuferzellen zu einer konstitutiven Rezeptor-vermittelten Aktivierung von
Proliferations-, Di�erenzierungs- und anti-apoptotischen Signalen. So werden in diesen
Zellen durch Jak2-V617F die Jak/STAT-, MAPK- und PI3K-Kaskade konstitutiv akti-
viert [46, 50]. Diese konstitutive Signaltransduktion in Jak2-V617F exprimierenden Zellen
führt zur Ausbildung unterschiedlicher Krankheitsmuster in von der Mutation betro�e-
nen Patienten. Eine Kategorie der durch Jak2-V617F induzierten Krankheiten wird als
myeloproliferative Neoplasien bezeichnet.
Myeloproliferative Neoplasien (MPN) sind eine Gruppe verschiedener chronischer Er-
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krankungen des Knochenmarks. Dabei kommt es zur dysregulierten Hämatopoese plu-
ripotenter Stammzellen aus dem Knochenmark zu zellulären Blutbestandteilen, wie den
Leukozyten, Erythrozyten oder Thrombozyten. Zu den häu�gsten Formen der MPN ge-
hören die Polyzythämie vera (PV), die essentielle Thrombozythämie (ET), die primäre
Myelo�brose (PMF) und die chronische myeloische Leukämie (CML). Im Jahr 2005 wur-
de Jak2-V617F erstmals mit MPN in Verbindung gebracht [51, 52, 53, 46]. Die Ex-
pression von Jak2-V617F ist mit der Ausbildung des Krankheitsbildes in nahezu allen
PV-Patienten und in ca. der Hälfte aller ET und PMF-Patienten assoziiert. Die mit
der Jak2-V617F verbundene konstitutive Signaltransduktion in hämatopoetischen Zellen
wirkt ähnlich einer erhöhten Epo-Konzentration im Blut und induziert eine Überproduk-
tion von Blutzellen und somit fester Blutbestandteile. Aufgrunddessen bilden Patienten
Symptome, wie Thrombose, eine erhöhte Blutungsneigung bzw. verlängerte Blutungen
und, im fortgeschrittenen Stadium, eine Hepato- und Splenomegalie aus [54].
Patienten die eine Jak2-V617F assoziierte MPN aufweisen, werden vornehmlich mit

Inhibitoren für Janus-Kinasen behandelt. Jedoch bilden viele Patienten eine Resistenz
gegenüber diesen Jak-Inhibitoren aus [55]. Für die Entwicklung neuer Therapieansätze,
die die pathologische konstitutive Aktivierung der Jak/STAT-, MAPK- oder PI3K/Akt-
Signalwege in Jak2-V617F-positiven Zellen inhibieren können, ist es nötig nach anderen
potentiellen Zielproteinen in diesen Signalwegen zu forschen. Um neue mögliche Zielpro-
teine für Therapieansätze zu identi�zieren, müssen die Signaltransduktionsnetzwerke und
molekularen Wirkmechanismen der daran beteiligten Signalmoleküle besser verstanden
und charakterisiert werden.

Abbildung 4: Domänenstruktur der Janus-Kinase 2 (Jak2) und deren konstitutiv
aktive Mutante Jak2-V617F. Jak2 besitzt eine Kinasedomäne (JH1) und eine Pseudokinase-
domäne (JH2). Im Jak2-Wildtyp interagiert die JH2-Domäne mit der JH1-Domäne und inhibiert
so die Aktivität der in der JH1-Domäne lokalisierten Kinase. In der Jak2-V617F ist durch den
Austausch von Valin zu Phenylalanin an der Aminosäureposition 617 diese inhibitorische In-
teraktion der JH2- mit der JH1-Domäne gestört. Dadurch wird die konstitutive Aktivität der
Jak2-V617F Mutante hervorgerufen.

1.5 Die Jak/STAT Signaltransduktion

Die Jak/STAT-Kaskade wird durch Ligandenbindung eines Jak-assoziierten Zytokinre-
zeptors oder durch die konstitutiv aktive an Zytokin-Rezeptoren assoziierte Jak2-V617F
Mutante induziert. Sowohl in der Epo- als auch in der IL-6-induzierten Signaltrans-
duktion erfolgt nach Liganden-abhängiger Aktivierung der Zytokin-Rezeptoren die Au-
tophosphorylierung der Jaks. Durch diese Phosphorylierung erhöht sich die Aktivität
der Tyrosinkinase-Domäne der Jaks [56]. Die konsitutiv aktive Jak2-V617F dagegen ist
liganden-unabhängig phosphoryliert und aktiv [46]. Die phosphorylierten Jaks (pJak)
phosphorylieren Tyrosylreste im zytoplasmatischen Teil des Zytokin-Rezeptors. Die phos-
phorylierten Tyrosylreste stellen Bindungsstellen dar, die durch Moleküle, die eine SH2-
Domäne beinhalten, erkannt und gebunden werden. Zu diesen Molekülen gehören u.a.
die STATs.
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Momentan sind 6 Mitglieder der STAT-Familie (STAT1-6) bekannt [57]. In der Epo-R-
vermittelten Signaltransduktion werden STAT3 und STAT5 Epo-abhängig an den Epo-R
rekrutiert. Die phosphorylierten Tyrosylreste 343 und 401 im Epo-R stellen Bindestellen
für STAT5 dar [58] (Abb. 1 und 5A). STAT3 bindet das phosphorylierte Y431 im Epo-R.
In der IL-6-induzierten Signaltransduktion werden unterdessen STAT1 und STAT3 an
gp130 rekrutiert [59]. Die STAT-Faktoren binden an die phosphorylierten Tyrosylreste
767, 814, 905 und 915 des gp130 [60] (Abb. 2 und 5B).
Sowohl die am Epo-R als auch die an gp130 assoziierten Jaks phosphorylieren die

gebundenen STAT-Moleküle. Danach dissoziieren die phosphorylierten STAT-Faktoren
von den Zytokin-Rezeptoren. Die phosphorylierten STATs bilden nach Dissoziation vom
Rezeptor Homo- oder Heterodimere aus, die in den Zellkern translozieren. Im Zellkern
dienen die STAT-Dimere als Transkriptionsfaktoren, die an Promotoren und Enhancer-
Elemente von Zielgenen binden [61]. In der Epo-R-vermittelten Jak/STAT-Kaskade sind
u.a. anti-apoptotische und Zellzyklus modulierende Zielgene, wie Bcl-xl und cyclin D2,
beschrieben, deren Induktion die Di�erenzierung hämatopoetischer Stammzellen u.a. zu
Erythrozyten und deren Proliferation bewirken [62, 63, 64]. IL-6-abhängig werden STAT-
abhängige Zielgene u.a. für cell division control 25a (Cdc25a) und major histocompatibili-
ty complex 1 (MHC1) induziert, die auf den Zellzyklus wirken oder immunmodulatorische
Bedeutung haben [65, 66].
Eine persistente Aktivierung der Jak/STAT-Signaltransduktion wird u.a. durch die

Induktion von feedback Inhibitoren verhindert. So sind weitere Zielgene der STAT-Trans-
kriptionsfaktoren u.a. SOCS -Familie kodierende Gene. Derzeit sind acht Mitglieder der
SOCS-Familie bekannt. Dazu gehören cytokine-inducible SH2 domain containing protein
(CIS) und SOCS1 bis -7. SOCS sind klassische feedback -Inhibitoren, deren Expression
durch Zytokine, wie Epo oder IL-6 induziert wird.
Die Epo-R-vermittelte STAT-Aktivierung induziert die Expression der feedback Inhibi-

toren CIS und SOCS1-3. Die IL-6-abhängige STAT-Aktivierung führt zur Expression von
SOCS1 und SOCS3 [67, 68] (Abb. 5). Dabei ist die Wirkung der verschiedenen SOCS-
Familie Proteine unterschiedlich. CIS, SOCS1 und SOCS3 wirken negativ auf die Epo-
induzierte STAT3 und STAT5-Phosphorylierung, wohingegen SOCS2 keinen Ein�uss auf
die Epo-induzierte Signaltransduktion zu nehmen scheint [69]. In der IL-6-induzierten
Signaltransduktion inhibieren SOCS1 und SOCS3 die Phosphorylierung von STAT1 und
STAT3. Als Negativregulatoren wirken SOCS1 und SOCS3 inhibierend auf die Kinaseak-
tivität von Jaks [70]. Mittels seiner SH2-Domäne bindet SOCS3 an den phosphorylierten
Tyrosylrest 401 im Epo-R [71] bzw. an das phosphorylierte Tyrosin 759 in gp130 [72]. Für
SOCS1 ist dagegen keine Bindestelle im Epo-R und gp130 beschrieben. Jedoch weisen
sowohl SOCS1 als auch SOCS3 eine kinase inhibitory region (KIR)-Domäne auf. Die Bin-
dung der KIR-Domäne von SOCS1 und SOCS3 an Jak inhibiert die Kinaseaktivität von
Jak [70]. SOCS1 und SOCS3 rekrutieren zudem Komponenten eines E3 Ubiquitin-Ligase
Komplexes und induzieren somit die Ubiquitinylierung und die proteasolame Degradation
von Jak [73, 74, 75]. Der Epo-induzierte feedback Inhibitor CIS bindet an das phospho-
rylierte Tyrosin 401 im Epo-R [76, 77]. Durch die Bindung von CIS am phosphorylierten
Tyrosin 401 wird die Bindung von STAT5 an dieses phosphorylierte Tyrosin sterisch in-
hibiert [78] (Abb. 5). Die Rekrutierung von CIS an den Epo-R inhibiert die Epo- und
Jak2-V617F-induzierte Proliferation [79].
Neben den durch STAT induzierten feedback Inhibitoren wirken auch konstitutiv ex-

primierte Phosphatasen, wie SHP1 und SHP2 durch die Dephosphorylierung und Inakti-
vierung von Signalproteinen als Negativregulatoren der Zytokin-induzierten Signaltrans-
duktion.
Sowohl SHP1 als auch SHP2 weisen zwei N-terminale SH2-Domänen, eine Phosphatase

Domäne und C-terminale Tyrosylreste auf.



1 Einleitung 8

SHP1 wird vor allem in hämatopoetischen Zellen exprimiert [80] wohingegen SHP2 ubi-
quitär exprimiert wird [81]. SHP1 bindet an das phosphorylierte Tyrosin 431 im Epo-R
[82] (Abb. 5A). Der genaue Regulationsmechanismus der Aktivierung der Phosphatase-
funktion von SHP1 und die Bedeutung der Bindung von SHP1 an den Epo-R ist noch
nicht verstanden. Bisher ist aber bekannt, dass durch eine direkte Interaktion von SHP1
mit Jak2 die Dephosphorylierung und somit Inaktivierung von Jak2 katalysiert wird [83].
Der Regulationsmechanismus der Phosphataseaktivität von SHP2 ist bereits detaillier-

ter aufgeklärt. Zunächst interagiert die N-terminale SH2-Domäne von SHP2 intramole-
kular mit der Phosphatasedomäne. In dieser Konformation wird die Phosphatasedomäne
sterisch blockiert und ist nicht in der Lage phosphorylierte Substrate zu binden [84, 85].
Liganden-induziert bindet SHP2 mittels seiner SH2-Domänen an das phosphorylierte Ty-
rosin 401 im Epo-R bzw. an das phosphorylierte Tyrosin 759 im gp130 [86, 60] (Abb. 5).
Die Bindung der N-terminalen SH2-Domäne an diese Phophotyrosine induziert die Kon-
formationsänderung von SHP2. Diese Konformationsänderung bewirkt die Au�ösung der
intramolekularen autoinhibitorischen Interaktion der N-terminalen SH2-Domäne mit der
Phosphatasedomäne [87]. In dieser Konformation ist die Phosphatasedomäne freigelegt
und kann phosphorylierte Substrate binden und dephosphorylieren. Substrate von SHP2
sind u.a. phosphorylierte Jak und STAT [88, 89, 90].
Die C-terminalen Tyrosylreste in SHP1 und SHP2 werden Zytokin-induziert durch

Jak phosphoryliert [91]. Die Phosphorylierung dieser C-terminalen Tyrosine bedingt die
intramolekulare Interaktion der phosphorylierten Tyrosine mit den N-terminalen SH2-
Domänen von SHP2. Aber auch die SH2-Domänen des Proteins Grb2 binden an die
C-terminalen phosphorylierten Tyrosine in SHP1 und SHP2 [92, 93, 94]. Somit besitzen
SHP1 und SHP2 sowohl Funktionen als Phosphatasen als auch als Adapterproteine. Die
Rekrutierung von SHP1 und SHP2 an den phosphorylierten Epo-R bzw. an gp130 und
die Bindung von Grb2 an SHP1 bzw. SHP2 führt auch zur Aktivierung der Epo- und
IL-6-induzierten MAPK-Kaskade [95].
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der durch Epo- und IL-6-induzierten
Jak/STAT Signaltransduktion. Die Epo-induzierte Konformationsänderung des Epo-R hat
die Transphosphorylierung der mit Epo-R (A) und die IL-6-induzierte Rezeptorkomplexassemb-
lierung hat die Transphosphorylierung der mit gp130 (B) assoziierten Jak zur Folge. Phosphory-
lierte und aktivierte Jak phosphorylieren Tyrosine im intrazellulären Abschnitt des Epo-R bzw.
des gp130. Die phosphorylierten Tyrosylreste sind Bindungsstellen für STAT. Nach Bindung von
STAT an den Epo-R oder gp130 wird STAT phosphoryliert. Infolgedessen dissoziiert STAT vom
Rezeptor und bildet STAT-Dimere. Die STAT-Dimere translozieren in den Zellkern und indu-
zieren Epo-abhängig u.a. die Expression von SOCS1-3 und CIS (A) oder IL-6-abhängig u.a. die
Expression von SOCS1 und SOCS3. Sowohl die Bindung von SHP1/2 als auch die Bindung von
CIS/SOCS an den Epo-R bzw. gp130 wirken inhibierend auf die Phosphorylierung von STAT.
Somit wirken sowohl feedback Inhibitoren der SOCS-Familie als auch Phosphatasen, wie SHP1/2,
inhibierend auf den Jak/STAT-Signalweg.

1.6 Die MAPK-Kaskade

Janus Kinasen sind in der Lage die Tyrosinphosphatasen SHP1 und SHP2 nach deren
SH2-vermittelter Bindung an den Epo-R oder an gp130 zu phosphorylieren [86, 96].
Sowohl in SHP1 als auch in SHP2 dienen C-terminale Tyrosine im phosphorylierten
Zustand dem Protein Grb2 als Bindestellen [93, 94] (Abb. 6). Im Gegensatz zu gp130
besitzt der Epo-R zudem nach Phosphorylierung des Tyrosins 464 eine Bindestelle für
Grb2, an die Grb2 unabhängig von SHP1 oder SHP2 bindet [97] (Abb. 6A).
Grb2 bindet konstitutiv an son of sevenless (SOS). Der Grb2:SOS-Komplex wird so-

wohl bei der Interaktion mit SHP1 bzw. SHP2 als auch mit dem Epo-R in die Nähe der
Plasmamembran rekrutiert. SOS ist ein guanine nucleotide exchange factor (GEF). SOS
katalysiert den Austausch von an Rat sarcoma (Ras) gebundenem Guanosin-Diphosphat
(GDP) durch Guanosin-Triphosphat (GTP). Dadurch wird Ras sterisch neu kon�guriert,
wodurch es in der Lage ist mit rat �brosarcoma (Raf) zu interagieren. Durch die Inter-
aktion von Raf mit Ras wird Raf aktiviert. Raf ist eine von drei nacheinander geschal-
teten Serin/Threonin-Kinasen die durch Phosphorylierung aktiviert werden. Aktivierte



1 Einleitung 10

Raf phosphoryliert anschliessend die nachfolgende dualspezi�sche Serin/Threonin- und
Tyrosinkinase MAPK Kinase (Mek). Am Ende dieser Kaskade wird die Serin/Threonin-
Kinase extracellular signal regulated kinase (Erk/MAPK) von Mek phosphoryliert. Erk
phosphoryliert im aktivierten Zustand u.a. Transkriptionsfaktoren (Abb. 6). Die phos-
phorylierten und somit aktivierten Transkriptionsfaktoren induzieren die Transkription
bestimmter z. B. anti-apoptotischer Zielgene, wie B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) oder proli-
ferativer Zielgene, die z.B. für Zytokine kodieren [98].
Neben der durch aktivierte Zytokin-Rezeptoren vermittelten Aktivierung der MAPK-

Kaskade haben multi-site docking Proteine aus der Src homologous-collagen homologue
(SHC)- oder Grb2-associated binder (Gab)-Familie starken Ein�uss auf die Aktivierung
der MAPK-Kaskade. Die Rekrutierung von Grb2 oder SHP2 an multi-site docking Pro-
teine verstärkt u.a. die IL-6-induzierte Aktivierung der MAPK-Kaskade [99, 100, 101].
In Jak2-V617F-positiven Zellen ist eine zytokin-unabhängige konstitutive Aktivierung

der MAPK-Kaskade zu beobachten [102, 103]. Die Bedeutung von multi-site docking Pro-
teinen für die pathologische Aktivierung der MAPK in der Jak2-V617F-induzierten Si-
gnaltransduktion ist aber noch nicht untersucht. Die multi-site docking Proteine könnten
auch in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion einen ampli�zierenden E�ekt auf
die MAPK-Kaskade und somit auf die pathologische Proliferation von Blutzellen haben.
Die durch multi-site docking Proteine vermittelten Protein-Protein-Interaktionen bzw.
deren Regulation könnten somit mögliche neue Ziele therapeutischer Maÿnahmen zur
Verminderung der krankheits-assoziierten Symptome bei von myeloproliferativen Neo-
plasien betro�enen Patienten sein.

Abbildung 6: Aktivierungsmechanismen der Epo- und der IL-6-induzierten MAPK-
Kaskade. Die Rekrutierung von SHP1/2 an den EpoR (A) und SHP2 an gp130 (B) hat die Phos-
phorylierung von SHP2 durch Jak zur Folge. Phosphorylierte SHP1/2 rekrutiert den Grb2:SOS-
Komplex an die Plasmamembran. Der Epo-R (B) besitzt nach Phosphorylierung Bindestellen für
den Grb2:SOS-Komplex, wodurch SOS SHP1/2-unabhängig an den Rezeptor und in die Nähe
der Plasmamembran rekrutiert werden kann. SOS induziert im Membran-assoziierten Ras den
Austauch von GDP zu GTP und eine Konformationsänderung. Ras ist in dieser Konformation in
der Lage mit Raf zu interagieren und Raf somit zu aktivieren. Aktiviertes Raf phosphoryliert und
aktiviert Mek. Mek wiederum phosphoryliert und aktiviert Erk. Erk aktiviert u.a. Transkripti-
onsfaktoren (TF), die die Genexpression MAPK-abhängiger anti-apoptotischer und proliferativer
Zielgene induzieren.

1.7 Das multi-site docking Protein Gab1

Das multi-site docking Protein Gab1 ist Mitglied der Gab-Familie. Bisher sind 3 Gab-
Proteine in Säugerzellen beschrieben [104, 105, 106]. Alle Gab-Proteine weisen eine
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ähnliche Struktur auf. Sie besitzen gefaltete N-terminale Pleckstrin-Homologie (PH)-
Domänen und einen ungeordneten C-terminalen Bereich (Abb. 7). Daher gehören Gab-
Proteine zu den intrinsisch ungeordneten Proteinen (intrinsically disordered proteins
(IDP)) [107, 108, 109]. Die N-terminale PH-Domäne interagiert mit in der Plasmamem-
bran lokalisiertem Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) [110, 111, 101].
In der Epo-R- und gp130-vermittelten Signaltransduktion wird Phosphatidylinositol-3-

Kinase (PI3K) aktiviert [58, 112, 113]. PI3-Kinasen sind aus einer regulatorischen (p85)
und einer katalytischen Untereinheit (p110) aufgebaut. Aktiviertes p110 katalysiert die
Phosphorylierung der 3'-OH-Gruppe von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)
zu PIP3 in der Plasmamembran [114]. Die Epo- und IL-6-induzierte Signaltransduktion
induziert somit die PH-vermittelte Translokation von PH-Domänen-Proteinen, wie Gab1
[101, 103].
Im ungeordneten C-terminalen Bereich der Gab-Proteine be�nden sich u.a. Prolin-

reiche Regionen (Abb. 7). Die Aminosäurepositionen 518 bis 528 umfassende Prolin-reiche
Region in Gab1 wird von der SH3-Domäne von Grb2 konstitutiv gebunden [104, 115].
Im Gegensatz zu Gab2 und Gab3 besitzt Gab1 mit der c-Met Bindedomäne (MBD) eine
weitere Prolin-reiche Region (Abb. 7). Diese Prolin-reiche Region in Gab1 kann mit dem
Rezeptor c-Met interagieren [116].
Gab1 wird in der Epo- und IL-6-induzierten Signaltransduktion, aber auch Jak2-

V617F-induziert, an Serinen, Threoninen und Tyrosinen phosphoryliert [117, 118, 103].
Die Bedeutung der Phosphorylierung der Serine und Threonine in Gab1 ist bisher nur
wenig verstanden. Dagegen ist bekannt, dass die phosphorylierten Tyrosine in den Gab-
Proteinen als Bindestellen für SH2-Domänen Proteine dienen. Die Rekrutierung von SH2-
Domänen Proteinen an Gab-Proteine führt zur Bildung eines Gab-Komplexes. Es ist noch
nicht abschlieÿend geklärt, ob die ungeordnete Konformation des C-terminalen Bereichs
Auswirkungen auf die Regulation der Phosphorylierung und der Komplexbildung der
Gab-Proteine hat [108].
Phosphoryliertes Tyrosin 317 in Gab1 dient als Bindestelle für Ras GTPase activating

protein (RasGAP). Nach Phosphorylierung des Tyrosylrestes 472 in Gab1 bindet PI3K
an dieses phosphorylierte Tyrosin. SHP2 bindet an die phosphorylierten Tyrosine 627 und
659 in Gab1 [100] (Abb. 7). Gab1 dient somit als Plattform zur Bindung verschiedener
Signalproteine u.a. auch in der Epo- und IL-6-induzierten Signaltransduktion [117, 118].
Dagegen ist die Rekrutierung von Interaktionspartnern an Gab1 in der Jak2-V617F-
induzierten Signaltransduktion bisher kaum untersucht.
Die an Gab1 rekrutierten Proteine wirken auf Membran-assoziierte Moleküle und Pro-

teine, wie PIP2 und Ras. Die Zytokin-induzierte Translokation von Gab1 an die Plasma-
membran könnte daher entscheidend für die Wirkung der an Gab1 rekrutierten Proteine
auf ihre Zielproteine sein.

Abbildung 7: Domänenstruktur von Gab1. Gab1 besitzt eine N-terminale PH-Domäne. Im
C-terminalen Bereich von Gab1 sind Prolin-reiche Regionen wie die Grb2 Bindestelle und die
c-Met-Bindedomäne (MBD). Tyrosine, die im phosphorylierten Zustand RasGAP, PI3K, Grb2
und SHP2 als Bindestellen dienen, sind ebenfalls im C-terminalen Bereich von Gab1 lokalisiert.
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1.7.1 Gab1 Membranrekrutierung

Gab1 kann über mehrere Mechanismen an oder in die Nähe der Plasmamembran rekru-
tiert werden.
Eine Möglichkeit für die Rekrutierung von Gab1 in die Nähe der Plasmamembran ist

in der hepatocyte growth factor (HGF)-induzierten Signaltransduktion beschrieben. In
der HGF-induzierten Signaltransduktion wird Gab1 durch die Interaktion der c-Met-
Bindedomäne mit c-Met in die Nähe der Plasmamembran rekrutiert [119] (Abb. 8).
Gab1 kann auch durch Grb2 an Rezeptoren rekrutiert werden [120]. Einige phosphory-

lierte Tyrosine in Zytokin-Rezeptoren, wie dem epidermal growth factor receptor (EGF-
R) oder dem Epo-R (Abb. 6A), stellen Bindestellen für die SH2-Domäne von Grb2 dar
[121]. Die epidermal growth factor (EGF)-induzierte Phosphorylierung des EGF-R indu-
ziert die Rekrutierung des Grb2:Gab1-Komplexes an den EGF-R [122] (Abb. 8). Bisher
ist nicht bekannt, ob die Rekrutierung von Grb2 an den Epo-R die Rekrutierung des
Grb2:Gab1-Komplexes an den Epo-R bewirkt.
Ein weiterer Mechanismus zur Translokation von Gab-Proteinen an die Plasmamem-

bran wird über die N-terminale PH-Domäne der Gab-Proteine vermittelt [123]. Die PH-
Domäne interagiert mit PIP3 in der Plasmamembran [110, 111]. Die Aktivierung der
PI3K ist essentiell für die PH-Domänen-vermittelte Rekrutierung von Gab1 an die Plas-
mamembran [111, 101] (Abb. 8). Die PH-Domänen-vermittelte Rekrutierung von Gab1
an die Plasmamembran wird u.a. durch IL-6 und die konstitutiv aktive Jak2-V617F
Mutante induziert [101, 103].

Abbildung 8: Rekrutierungsmechanismen von Gab1 an die Plasmamembran.Gab1 be-
sitzt eine Met-Bindedomäne (MBD), die mit dem Liganden-gebundenem c-Met interagieren kann.
Einige Rezeptoren, wie der epidermal growth factor receptor (EGF-R), weisen nach Tyrosinphos-
phorylierung Bindestellen für Grb2 auf. Die konstitutive Interaktion von Gab1 an Grb2 führt
dann zur Grb2-vermittelten Rekrutierung des Gab1:Grb2-Komplexes an den phosphorylierten
EGF-R. Alle Gab-Familien Proteine besitzen eine N-terminale PH-Domäne. Diese PH-Domäne
ermöglicht es den Gabs, unabhängig von einer Interaktion mit Rezeptoren, an die Plasmamem-
bran rekrutiert zu werden.

Jedoch wird die PH-Domänen vermittelte Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamem-
bran nicht nur durch die PI3K-Aktivität reguliert. Die Translokation von Gab1 wird
vielmehr durch ein Zusammenspiel der aktivierten PI3K- und der MAPK-Kaskade indu-
ziert [101, 103]. Es konnte ein Serin an der Aminosäureposition 552 in Gab1 identi�ziert
werden, welches bei der Regulation der Translokation von Gab1 an PIP3 eine Rolle
spielt [101]. Aktiviertes Erk2 phosphoryliert Gab1 an mehreren Serin- und Threoninres-
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ten [124, 125]. Das Serin 552 in Gab1 könnte daher auch MAPK-abhängig phosphoryliert
werden (Abb. 9). Die Phosphorylierung des Serins 552 im ungeordneten C-terminalen
Bereich von Gab1 könnte eine Konformationsänderung hervorrufen. In der veränderten
Konformation wäre die PH-Domäne in der Lage an PIP3 in der Plasmamembran zu
binden (Abb. 9). Ob und wie dieser Mechanismus der PH-vermittelten Membrantranslo-
kation von Gab1 z.B. in der Epo- oder IL-6-induzierten Signaltransduktion reguliert ist,
ist bisher nicht verstanden. Es ist auch unbekannt, ob ein solcher Mechanismus in Jak2-
V617F exprimierenden Zellen dysreguliert ist und welche Auswirkungen eine potentielle
Dysregulation auf die Signaltransduktion dieser Jak2-V617F-positiven Zellen hat.

Abbildung 9: Hypothese zum Mechanismus der PH-vermittelten Gab1 Membran-
translokation. Die Erk-abhängige Phosphorylierung des Serins 552 könnte in Gab1 eine Kon-
formationsänderung induzieren. Infolgedessen wäre die PH-Domäne in der Lage mit PIP3 in der
Plasmamembran zu interagieren, wodurch Gab1 an die Plasmamembran rekrutiert wird. Durch
die Lokalisation an der Plasmamembran könnte Gab1 durch Tyrosinkinasen, die z.B. wie Jaks
an Membranrezeptoren lokalisert sind, phosphoryliert werden.

1.7.2 Bedeutung der Gab1 Membranrekrutierung für die Phosphorylierung von
Gab1

Bisher ist nicht eindeutig geklärt, welche Kinasen Gab1 in Abhängigkeit von dessen zellu-
lären Lokalisation phosphorylieren. Bei fehlender Membrantranslokation von Gab1 in der
gp130-vermittelten Signaltransduktion, wird Gab1 nicht am Tyrosin 627 phosphoryliert
wird [101].
In der Epo- und IL-6-induzierten Signaltransduktion könnte Gab1 ein potentielles Sub-

strat der Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinasen der Jak-Familie sein.
In anderen Studien wird Gab1 auch als Substrat der Tyrosinkinasen der Src-Kinasen-

Familie (SFK) beschrieben [126, 127, 128, 129]. So ist die in hämatopoetischen Zellen
exprimierte Src-Familie Kinase hematopoietic cell kinase (Hck) essentiell für die IL-6-
induzierte Tyrosinphosphorylierung von Gab1 und Gab2 [127]. SFKs werden posttrans-
lational myristoyliert und palmitoyliert. Dabei werden die Fettsäuren Myristin- und Pla-
mitinsäure an Glycine und Cysteine von Proteinen konjugiert. Diese posttranslationalen
Modi�kationen ermöglichen die direkte Interaktion der modi�zierten Proteine mit Zell-
membranen. SFKs können daher an der Plasmamembran lokalisiert sein [130, 131].
Gab1 würde somit erst nach Rekrutierung an die Plasmamembran in die Nähe der Jaks
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oder SFKs gelangen und an seinen Tyrosinen phosphoryliert werden können (Abb. 9).
Werden die Tyrosine in Gab1 phosphoryliert, binden die Interaktionspartner, die eine

SH2-Domäne besitzen, an Gab1. Die Funktion von Gab1 als Plattform zur Bindung
von Signalproteinen würde somit stark von dessen Lokalisation an der Plasmamembran
abhängen.

1.7.3 Gab1 Komplexbildung und deren Bedeutung für die Verschaltung und
Verstärkung von Signalwegen

Die Zytokin-induzierte Phosphorylierung des multi-site docking Proteins Gab1 induziert
die Bindung von verschiedenen Proteinen mit SH2-Domänen an Gab1. Die Regulation
der Gab1-vermittelten Komplexbildung in der IL-6- und Epo-induzierten Signaltrans-
duktion ist bisher nur wenig verstanden. Es ist auch unbekannt, ob es zu einer Jak2-
V617F-induzierten Komplexbildung von Gab1 und dessen Interaktionspartnern kommt
und welchen Ein�uss die Komplexbildung auf die dysregulierte Signaltransduktion in
Jak2-V617F positiven Zellen hat.
Nach Phosphorylierung von Gab1 bindet SHP2 an die phosphorylierten Tyrosine 627

und 659 in Gab1 [132]. Es ist nicht bekannt, ob phosphoryliertes SHP2 an Gab1 bindet
oder ob SHP2 erst nach Bindung an Gab1 phosphoryliert werden kann. Die phosphory-
lierten Tyrosine 542 und 580 in SHP2 dienen jedoch als Bindestelle für den Grb2:SOS-
Komplex (Abb. 10). Durch die Gab1-vermittelte Translokation des Grb2:SOS-Komplexes
an die Membran kann SOS mit Ras interagieren und somit die MAPK-Kaskade Gab1-
abhängig aktivieren [133]. Diese Gab1-vermittelte MAPK-Aktivierung könnte verstär-
kend auf die initial durch gp130 oder Epo-R vermittelte Aktivierung der MAPK-Kaskade
wirken und könnte somit ampli�zierend auf die Proliferation von Epo- bzw. IL-6-responsi-
ven Zellen wirken [133, 134]. Die fehlende Expression von Gab1 in Gab1-de�zienten
Mäusen führt in der Tat zur Reduktion der Zytokin-induzierten Aktivierung der MAPK-
Kaskade und weiterhin zu lethalen Entwicklungsstörungen in der Embryogenese Gab1-
de�zienter Mäuse [133]. Die Expression von Gab1 hat somit bereits in der Embryogenese
eine entscheidende physiologische Bedeutung.
Die proliferative Wirkung der MAPK-Kaskade macht aber auch eine Regulation dieser

Kaskade zur Vermeidung unkontrollierten Zellwachstums unabdingbar. Ein Negativregu-
lator der MAPK-Kaskade ist RasGAP, das die MAPK-Kaskaden aktivierende Interaktion
von Raf mit Ras inhibieren kann. Wird RasGAP an die Plasmamembran und somit in
die Nähe von Ras rekrutiert, wird die intrinsische GTPase-Funktion von Ras aktiviert.
Die GTPase katalysiert die Hydrolyse des in Ras gebundenen GTPs, wodurch es zur
Inhibierung der Interaktion von Raf mit Ras kommt. Phosphoryliertes Tyrosin 317 in
Gab1 dient als Bindestelle für RasGAP. Durch Interaktion von RasGAP mit Gab1 wird
RasGAP an die Plasmamembran und somit in die Nähe von Ras rekrutiert (Abb. 10).
Die Gab1:RasGAP Interaktion wird durch die Phosphatase-Funktion von an Gab1

gebundenen SHP2 reguliert. In Analogie zur Bindung von SHP2 an den Epo-R oder
gp130, bewirkt die Bindung der SHP2-SH2-Domänen an Gab1 die Aufhebung der inhibi-
torischen intramolekularen Interaktion der Phosphatase-Domäne mit den SH2-Domänen
in SHP2. Die nach Bindung von SHP2 an Gab1 aktivierte Phosphatasedomäne de-
phosphoryliert u.a. das phosphorylierte Tyrosin 317 in Gab1. SHP2 verhindert so die
Gab1:RasGAP Interaktion und somit die RasGAP-vermittelte Inhibition der MAPK-
Kaskade [135, 136]. Somit könnte neben der Adapterfunktion von SHP2 durch die Re-
krutierung des Grb2:SOS-Komplexes an phosphoryliertes SHP2 auch die Phosphatase-
funktion von SHP2 ampli�zierend auf die MAPK-Kaskade wirken. Diese Bedeutung der
Gab1:SHP2 Interaktion für die Ampli�kation der Aktivierung der MAPK-Kaskade wurde
bereits in einigen Studien, u.a. auch für die IL-6-induzierte MAPK-Aktivierung, bestätigt
[101, 137, 138, 139].
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Neben der MAPK-Kaskade wird auch die Aktivierung der PI3K durch Gab1 beein-
�usst. Durch die Phosphorylierung von Gab1 werden Bindestellen für die regulatorische
Untereinheit p85 der PI3K an Gab1 bereitgestellt. Die durch Gab1-vermittelte Transloka-
tion von aktivierter PI3K könnte somit die vermehrte Synthese von PIP3 in der Plasma-
membran bewirken, wodurch mehr potentielle Bindestellen für PH-Domänen-Proteine
in der Plasmamembran generiert werden (Abb. 10). An PIP3 in der Plasmamembran
binden auch die Proteine phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) und Proteinkina-
se B (PKB/Akt). Nach Bindung der Serin/Threonin-Kinasen PDK1 und Akt an die
Plasmamembran phosphoryliert PDK1 Akt, wodurch die PI3K-Kaskade induziert wird
[140]. In der PI3K-Kaskade werden nachfolgend die für die Regulation der Translati-
on bedeutenden mTOR (mammalian target of rapamycin)-Komplexe aktiviert [141]. Die
Gab1-vermittelte Aktivierung der PI3K könnte verstärkend auf die initiale durch den
Epo-R oder die gp130-vermittelte Aktivierung der PI3K und somit auch ampli�zierend
auf die nachfolgende PI3K/Akt-Kaskade wirken [142].
Die Gab1-vermittelte Lokalisation der Gab1-Bindungspartner an die Plasmamembran

ist essentiell für deren Funktion. Gab1 kann somit eine Verschaltung und Ampli�kation
von an der Plasmamembran regulierten Signalprozessen, wie der Aktivierung der PI3K-
und MAPK-Kaskade, vermitteln.
In der durch die konstitutiv aktive Jak2-V617F induzierten Signaltransduktion werden

die MAPK- und PI3K-Kaskade pathophysiologisch aktiviert [143]. Dadurch kommt es zur
dysregulierten Proliferation Jak2-V617F- positiver hämatopoetischer Vorläuferzellen und
zur Ausbildung der für MPN Patienten beschriebenen Symptome. Auch die Phosphory-
lierung des multi-site docking Proteins Gab1 konnte in der Jak2-V617F-induzierten Si-
gnaltransduktion identi�ziert werden [103]. Ob es auch durch die Jak2-V617F-induzierte
Phosphorylierung von Gab1 zur Bindung von Interaktionspartnern an Gab1 und zur da-
mit verbundenen Ampli�kation der MAPK- und PI3K-Kaskade kommt, ist bisher unbe-
kannt. So könnte die pathophysiologische MAPK- und PI3K-Aktivierung in Jak2-V617F
positiven Zellen durch Gab1 verstärkt werden. Die pharmaklogische Prävention der Gab1-
vermittelten Signalverschaltung und -ampli�kation könnten somit mögliche therapeuti-
sche Ansätze zur Behandlung von myeloproliferativen Neoplasien darstellen.

Abbildung 10: Gab1 als Interaktions-Plattform zur Verschaltung und Regulation
der PI3K-Aktivität und der MAPK-Kaskade. Gab1 ist konstitutiv mit Grb2 assoziiert.
Durch die Phosphorylierung von Gab1 können weitere Signalmoleküle, wie SHP2, PI3K oder
RasGAP mit Gab1 interagieren. Durch die Gab1-vermittelte Rekrutierung dieser Signalmoleküle
an die Plasmamembran sind diese in der Lage auf die MAPK- und PI3K-Kaskade positiven oder
negativen Ein�uss zu nehmen.
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2 Ziele der Arbeit

Das multi-site docking Protein Gab1 stellt in vielen Signaltransduktionsnetzwerken eine
Plattform zur Verschaltung von Signalwegen dar. Durch die Membrantranslokation und
die Rekrutierung von Bindungspartnern, die u.a. die PI3K- und die MAPK-Kaskade akti-
vieren oder inhibieren können, nimmt Gab1 eine Schlüsselrolle in der Zytokin-induzierten
Signaltransduktion ein. Die Regulation der Zytokin-induzierten Translokation von Gab1
an die Plasmamembran ist noch nicht vollständig verstanden und wird daher in dieser
Arbeit untersucht.
Es besteht die Hypothese, dass Gab1 in Abhängigkeit von der MAPK-abhängigen Phos-

phorylierung des Serins 552 an die Plasmamembran transloziert. Die mit der Phospho-
rylierung von Serin 552 einhergehende Translokation von Gab1 an die Plasmamembran
ist notwendig für die Vermittlung der Tyrosinphosphorylierung von Gab1. Dieser hypo-
thetische Verlauf der Regulation der Gab1 Phosphorylierung und Translokation an die
Plasmamembran wird für die physiologische Epo- und IL-6-induzierte Signaltransduktion
überprüft.
Gibt es dabei Rezeptor-abhängige Unterschiede in der Zytokin-induzierten Signaltrans-

duktion bei der Regulation der Translokation und der Phosphorylierung von Gab1? Wel-
che Kinasen phosphorylieren die Tyrosine und somit Bindestellen für Interaktionspartner
im multi-site docking Protein Gab1 in Abhängigkeit von der Lokalisation von Gab1?
Da die Gab1-vermittelte Rekrutierung von Grb2, SHP2 oder RasGAP an die Plasma-

membran Ein�uss auf das Membran-assoziierte und MAPK-Kaskaden-induzierende G-
Protein Ras hat, wird die Bedeutung der Phosphorylierung und Translokation von Gab1
und die Bindung von Interaktionspartnern an Gab1 für die MAPK-Kaskade analysiert.
Es ist bekannt, dass Gab1 auch in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion an

die Plasmamembran rekrutiert und am Tyrosin 627 phosphoryliert wird [103]. Die Ex-
pression der konstitutiv aktiven Jak2-V617F-Mutante und deren Assoziation mit Ober-
�ächenrezeptoren, wie dem Epo-R in erythroiden Vorläuferzellen, führt zur Entstehung
von myeloproliferativen Neoplasien (MPN).
Bisher ist die Rolle von Gab1 in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion und

bei der Entstehung von MPN in Jak2-V617F-positiven Patienten unbekannt. Eines der
Ziele dieser Arbeit ist daher, die Rolle von Gab1 in der Jak2-V617F-induzierten Signal-
transduktion zu entschlüsseln und zu verstehen.
Welche Bedeutung hat die Jak2-V617F-induzierte und konstitutive Translokation von

Gab1 an die Plasmamembran und die Rekrutierung von Interaktionspartnern an Gab1?
Führt die dysregulierte Translokation von Gab1 zur pathophysiologischen Verschaltung
und Ampli�kation der Gab1-abhängigen PI3K- und MAPK-Kaskade in der Jak2-V617F-
induzierten Signaltransduktion? Gibt es Unterschiede bei der Gab1-abhängigen Signal-
weiterleitung zwischen der physiologischen Epo-induzierten und der pathophysiologischen
Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion?
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zum Verständnis der Regulation der Gab1-vermittel-

ten Verschaltung und Ampli�kation der proliferativ und anti-apoptotisch wirkenden
MAPK- und PI3K-Signalwege in Signaltransduktionsnetzwerken dienen. Das Verständ-
nis der Gab1-abhängigen Signaltransduktion kann die Identi�kation potentieller Ziele in
pathophysiologischen Signaltransduktionsnetzwerken, die durch therapeutische Ansätze
behandelt und deren Pathogenität damit vermindert werden könnten, erleichtern.
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3 Material und Methoden

Die hier beschriebenen Methoden sind nach Standardprotokollen des Lehrstuhls für Sys-
tembiologie der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg verfasst und entsprechend in-
dividueller Änderungen modi�ziert.

3.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi eingesetzt und von den Firmen wie
angegeben bezogen.

3.2 Zytokine

Zytokin Beschreibung

IL-6 Rekombinantes IL-6 (Conaris, Deutschland)
Hyper-IL-6 Rekombinantes Fusionsprotein aus löslichem

IL-6-Rezeptor und IL-6 (Conaris, Deutschland)
Epo Rekombinantes humanes Erythropeotin (Janssen,

Deutschland)
mLeptin Rekombinantes murines Leptin (Peprotech, USA)

3.3 Antikörper

Bezeichnung Beschreibung (Hersteller)

JAK2 monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen JAK2
(Cell Signaling, USA)

pJAK2 monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen die
phosphorylierten Tyrosine 1007 und 1008 von Jak2
(Cell Signaling, USA)

STAT3(C20) polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen STAT3
(Santa Cruz Technologies, USA)

pSTAT3 monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen
phosphoryliertes Tyrosin 705 von STAT3 (Cell
Signaling, USA)

SHP2(C-18) polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen SHP2
(Santa Cruz Technologies, USA)

pSHP2 polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen
phosphoryliertes Tyrosin 542 von SHP2 (Cell
Signaling, USA)

Erk1/2 monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Erk1/2
(Cell Signalling Technologies, USA)

pErk1/2 monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen
phosphoryliertes Erk1/2 (T202/Y204) (Cell
Signalling Technologies, USA)

Gab1 polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Gab1
(Merck Millipore, USA)

pY627-Gab1 polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen
phosphoryliertes Tyrosin 627 in Gab1

pS552-Gab1 polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen
phosphoryliertes Serin 552 in Gab1 (zur Verfügung
gestellt von AG Prof. S. M. Feller)
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Grb2 polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Grb2
(Santa Cruz Technologies, USA)

PLCγ monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen PLCγ
(Cell Signalling Technologies, USA)

Akt polyklonaler Ziegen-Antikörper gegen Akt1/2 (Santa
Cruz Biotechnology, USA)

pAkt polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen
phosphoryliertes Serin 473 in Akt (Cell Signalling
Technologies, USA)

RasGAP polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen RasGAP
(Merck Millipore, USA)

Epo-R polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen den
Erythropoetin-Rezeptor (Santa Cruz Technologies,
USA)

GFP polyklonaler Ziegen-Antikörper gegen GFP
(Rockland, USA)

SOCS3 monoklonaler Ziegen-Antikörper gegen SOCS3 (Santa
Cruz Biotechnology, USA)

α-Tubulin monoklonaler Maus-Antikörper gegen α-Tubulin
(Sigma-Aldrich, USA)

Flag monoklonaler Maus-Antikörper gegen Flag-Tag
(Sigma-Aldrich, USA)

Gab1(H7) monoklonaler Maus-Antikörper gegen murines Gab1
(Santa Cruz Technologies, USA)

mLR polyklonaler Maus-Antikörper gegen murinen
Leptin-Rezeptor (Sigma-Aldrich, USA)

Ziege-Anti-Maus-IgG polyklonaler Ziegen-Antikörper gegen konstante
Anteile von Maus-Immunglobulin, konjugiert mit
Meerrettichperoxidase (Southern Biotech, USA)

Ziege-Anti-Kaninchen-
IgG

polyklonaler Ziegen-Antikörper gegen konstante
Anteile von Maus-Immunglobulin, konjugiert mit
Meerrettichperoxidase (Southern Biotech, USA)

Kaninchen-Anti-Ziege-
IgG

polyklonaler Ratten-Antikörper gegen konstante
Anteile von Ziegen-Immunglobulin, konjugiert mit
Meerrettichperoxidase (Southern Biotech, USA)

Ziege F(ab')2
anti-Maus IgG
(H+L)-RPE

polyklonaler Ziegen-Antikörper gegen konstante
Anteile von Maus-Immunglobulin, konjugiert mit
R-Phycoerythrin (RPE) (Jackson ImmunoResearch,
USA)
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3.4 Plasmide

Plasmidbezeichnung Funktion Resistenz zur

Selektionierung

pd2eGFP-N1 Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins aus Protein und
eGFP

Kanamycin

pd2eGFP-N1
mGab1wt-d2eGFP

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins von murinem
Gab1-WT und eGFP

Kanamycin

pd2eGFP-N1
mGab1-delPH-d2eGFP

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins von murinem
Gab1-ΔPH und eGFP

Kanamycin

pd2eGFP-N1
mGab1-S552A-d2eGFP
6a

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins von murinem
Gab1-S552A und eGFP

Kanamycin

pd2eGFP-N1
mGab1-S552E-d2EGFP

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins von murinem
Gab1-S552E und eGFP

Kanamycin

pd2eGFP-N1 mGab1-
R556AR560A-d2EGFP

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins von murinem
Gab1-R556/R560A und eGFP

Kanamycin

pd2eGFP-N1 mGab1-
delGrb2-d2eGFP

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins von murinem
Gab1-ΔGrb2 und eGFP

Kanamycin

pd2eGFP-N1 mGab1-
delShp2-d2eGFP

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins von murinem
Gab1-ΔSHP2 und eGFP

Kanamycin

pCLG MAPPIT bait
mLeptinR

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines chimären
Rezeptors aus murinem
Leptin-Rezeptor mit verkürztem
intrazellulärem Anteil und einem
variablen intrazellulären Anteil

Ampicillin

pMG1 MAPPIT bait
receptor expression
control (EFHA)

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionproteins, welches den im
Vektor pCLG MAPPIT bait
mLeptinR kodierten konstanten
intrazellulären Anteil des Rezeptors
bindet und den intrazellulären
Anteil von gp130 trägt

Ampicillin
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pXP2d2 MAPPIT
rPAP1-luc

Reporterplasmid, welches den
Promoterbereich -511 bis +929 des
SOCS3 Gens, fusioniert mit der
kodierenden Sequenz der
Leuchtkäfer-Luziferase trägt

Ampicillin

pCLG MAPPIT bait
mLeptinR + wtGab1-
Ser-Motiv(AA541-570)

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines chimären
Rezeptors aus murinem
Leptin-Rezeptor mit verkürztem
intrazellulärem Anteil und einer
Aminosäuresequenz aus
Gab1-WT(AA541-570)

Ampicillin

pCLG MAPPIT bait
mLeptinR + Gab1-Ser-
Motiv(AA541-570)
S552A

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines chimären
Rezeptors aus murinem
Leptin-Rezeptor mit verkürztem
intrazellulärem Anteil und einer
Aminosäuresequenz aus
Gab1-S552A (AA541-570)

Ampicillin

pCLG MAPPIT bait
mLeptinR + Gab1-Ser-
Motiv(AA541-570)
S552E

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines chimären
Rezeptors aus murinem
Leptin-Rezeptor mit verkürztem
intrazellulärem Anteil und einer
Aminosäuresequenz aus
Gab1-S552E (AA541-570)

Ampicillin

pCLG MAPPIT bait
mLeptinR + Gab1-Ser-
Motiv(AA541-570)
R556/560A

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines chimären
Rezeptors aus murinem
Leptin-Rezeptor mit verkürztem
intrazellulärem Anteil und einer
Aminosäuresequenz aus
Gab1-R556/R560A (AA541-570)

Ampicillin

pMG2 MAPPIT prey
Gab1-PH (AA1-119)

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression eines
Fusionsproteins bestehend aus der
Gab1-PH-Domäne (AA1-119) und
dem intrazellulären Anteil von
gp130

Ampicillin

pCR3lacZ Reporterplasmid, welches das
Beta-Galactosidase Gen trägt

Ampicillin

pcDNA3.1 Eukaryontischer Expressionsvektor Ampicillin
pcDNA3.1+ mGab1 wt
full length

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression von murinem
Gab1-WT

Ampicillin

pcDNA3.1+ mGab1 ∆
PH

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression von murinem
Gab1-ΔPH

Ampicillin
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pcDNA3.1(+) FLAG
muGab1 ∆Grb2

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression von murinem
Gab1-ΔGrb2

Ampicillin

pcDNA3.1(+) FLAG
muGab1 ∆∆SHP2

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression von murinem
Gab1-ΔSHP2

Ampicillin

pcDNA5/FRT/TO
mGab1-wt-6xHis

Eukaryontischer Expressionsvektor
zur Expression von Gab1-WT mit
His-Tag und FLP
Rekombinations-Zielsequenz (FRT)
für die Flp
Rekombinase-vermittelte
Integration des Vektors in
Flp-In�-Zelllinien

Ampicillin
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3.5 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden über Euro�ns MWG Operon (Deutschland) bezogen.

3.5.1 Primer

Bezeichnung Primer Beschreibung

p741_ser-
bait_fw

5'-AAT AAA AGG
ATC CTC AGA ATG
GGA AG-3'

Forward Primer zur Klonierung des
Abschnitts 1621-1710 des im
Plasmid pcDNA3.1+ mGab1 wt full
length (#741) kodierten murinen
Gab1 wt mit BamHI
Restriktionsschnittstelle

p741_ser_bait_bw 5'-AGA GCG CGG
CCG CTT ATT ACC
GAG GGG AC-3'

Reverse Primer des Abschnitts
1621-1710 des im Plasmid
pcDNA3.1+ mGab1 wt full length
(#741) kodierten murinen Gab1 wt
mit Stoppcodon und NotI
Restriktionsschnittstelle

p741_PH_prey_fw 5'-AAT TAA AGA
ATT CAT GAG CGG
TGG TG-3'

Forward Primer zur Klonierung des
Abschnitts 1-357 des im Plasmid
pcDNA3.1+ mGab1 wt full length
(#741) kodierten murinen Gab1 wt
mit EcoRI Restriktionsschnittstelle

p741_PH_prey_bw5'-AGA GCC TCG
AGT TAT TAG GGA
TTG AAT CC-3'

Reverse Primer des Abschnitts
1-357 des im Plasmid pcDNA3.1+
mGab1 wt full length (#741)
kodierten murinen Gab1 wt mit
Stoppcodon und XhoI
Restriktionsschnittstelle

pMG2_prey_462 5'-CTG CGA CTG
ATG AAG GCA T-3'

Sequenzierungsprimer zur
Sequenzierung von pMG2
ausgehend von Pos. 462

pCLG_bait_3660 5'-AGA AAT CAG
TGT CGA TAC AGC
TTG GA-3'

Sequenzierungsprimer zur
Sequenzierung von pCLG
ausgehend von Pos. 3660

3.6 Restriktionsenzyme

Alle Restriktionsenyzme wurden von NEB (USA) bezogen.

Enzym Schnittstelle

BamHI G/GATCC
DpnI GA/TC
EcoRI G/AATTC
NotI CGCGGCC/GC
XhoI CTCGA/G

3.7 Prokaryontische Zellen und deren Kultivierung

Zur Ampli�zierung von Plasmid-DNA wurden Escherichia coli DH10B verwendet. Die
Plasmide wurden durch Transformation (siehe 3.8.8) in die Bakterien eingeschleust. Die
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Plasmide tragen einen Genabschnitt, der für die Resistenz gegen ein Antibiotikum ko-
diert. Zur Selektion der Transformanten wurde das entsprechende Selektionsantibiotikum
in einer Konzentration von 100 μg/mL im Lysogeni-Broth-Medium (LB-Medium) einge-
setzt. Die Kultivierung von E.coli erfolgte schüttelnd bei 37 °C in LB-Medium. Zur Auf-
bewahrung der erzeugten Transformanten wurden 700 μL des Transformanten-haltigen
Mediums in 300 μL 85 %-igem Glycerol als Glycerolstock bei -80 °C gelagert.

LB-Flüssigmedium

� 25 g LB-Medium-Pulver (Roth, Deutschland)

� ad 1 L H2O

3.7.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Aus einem Glycerolstock von Escherichia coli DH10B wurden 4 mL LB-Flüssigmedium
als Vorkultur angeimpft, die bei 37 °C über Nacht schüttelnd inkubiert wurde. Aus dieser
Vorkultur wurden 100 μL als Inokulum für die Hauptkultur in 250 mL LB-Flüssigmedium
genutzt und bei 37 °C schüttelnd inkubiert bis eine Trübung (OD600) von 0,3 erreicht
war. Danach wurde das Kultivierungsgefäÿ zur Abkühlung sofort auf Eis gestellt und die
Bakterien anschlieÿend bei 4 °C und 6000 rpm für 15 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 125 mL einer 50 mM CaCl2 resuspendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation
(4 °C, 6000 rpm, 15 Minuten) wurde das Pellet in 25 mL einer 50 mM CaCl2-Lösung (10 %
Glycerin enthaltend) aufgenommen, in Reagier-Gefäÿe aliquotiert und in einem Bad aus
�üssigem Sticksto� eingefroren. Die Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte bei
-80 °C.

3.7.2 Plasmid Minipräparation

In einem 4 mL LB-Flüssigmedium Minipräperationsansatz, welcher mit Selektionsanti-
biotikum versetzt war, erfolgte die Kultivierung der Plasmid-DNA tragenden Bakterien.
Zur Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde das ZippyTM Plasmid Miniprep Kit (Zy-

mo Research Corp., USA) nach Anweisung des Herstellers verwendet. Die Plasmid-DNA
wurde in 30 μL H2O eluiert. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch am NanoPho-
tometer (Implen, Deutschland) über die OD260 bestimmt. Um die Reinheit der aufgerei-
nigten DNA zu gewährleisten muss das Extinktionsverhältnis E260 nm/E280 nm den Wert
1,8 überschreiten. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20 °C gelagert.

3.7.3 Plasmid Maxipräparation

In einem 250 mL LB-Flüssigmedium Maxipräperationsansatz, welcher mit Selektionsan-
tibiotikum versetzt war, erfolgte die Kultivierung der Plasmid-DNA tragenden Bakterien
bei 37 °C.
Zur Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde das NucleoBond®Xtra Maxi Kit (Macherey-

Nagel, Deutschland) nach Anweisung des Herstellers verwendet. Die Plasmid-DNA wurde
in 400 µL TRIS oder H2O eluiert.
Die DNA-Konzentration wurde photometrisch am NanoPhotometer (Implen, Deutsch-

land) über die OD260 bestimmt. Um die Reinheit der aufgereinigten DNA zu gewährleis-
ten muss das Extinktionsverhältnis E260 nm/E280 nm den Wert 1,8 überschreiten. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20 °C gelagert.
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3.8 Klonierung

3.8.1 Restriktionsverdau

Zum Schneiden von DNA-Plasmiden musste der Vektor zunächst in einem Restriktions-
verdau mit Hilfe eines oder zweier Restriktionsenzyme geschnitten werden. Nach De�ni-
ton der Enzymaktivität schneidet 1 U (unit) eines Restriktionsenzyms 1 μg der Substrat-
DNA in einem Reaktionsvolumen von 50 μL innerhalb von 60 Minuten. Dieses Verhältnis
wurde bei folgendem Reaktionsansatz für die Restriktionsreaktion berücksichtigt.

Ansatz

� 1 μL Restriktionsenzym

� 1 μg DNA

� 5 μL 10x NEBu�er

ad 50 μL H2O

Der Reaktionsansatz wurde nach den vom Hersteller angegebenen Reaktionsbedingungen
der Restriktionsenzyme inkubiert.

3.8.2 Aufreinigung der Restriktionsprodukte

Für die Aufreinigung der geschnittenen Plasmide wurden die Produkte aus der Restrik-
tionsreaktion mit 4 μL 6x DNA-Ladepu�er (Fermentas, Deutschland) versetzt. Diese
wurden auf ein 1 %-iges mit Roti-Safe Gel Stain (Carl Roth, Deutschland) versetztes
Agarosegel aufgetragen und bei 110 V aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden durch UV-
Strahlung sichtbar gemacht und die geschnittenen Vektoren oder DNA-Fragmente aus
dem Gel extrahiert.

Agarosegel (1 %)

� 1 g Agarose

ad 100 ml TAE

TAE

� 40 mM Tris

� 20 mM Essigsäure

� 1 mM EDTA pH 8,0

3.8.3 Gelextraktion

Die im Agarosegel be�ndliche DNA wurde mit möglichst wenig überschüssiger Agarose
in ein 1,5 mL Reagier-Gefäÿ überführt. Die Extraktion der DNA aus der Agarose erfolgte
mit dem 3 in 1 - Basic DNA Kit (EURx, Polen) nach Anweisung des Herstellers. Die
DNA wurde in 30 μL H2O eluiert. Die Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten
DNA erfolgte photometrisch über die OD260 am NanoDrop (NanoDrop Technologies,
USA). Die DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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3.8.4 Ligation

Nach erfolgtem Restriktionsverdau und Extraktion der geschnittenen DNA wurden die
isolierten DNA-Fragmente miteinander ligiert. Die Ligation erfolgte mit Instant Sticky-
end Ligase Master Mix (NEB, USA). Das Insert wurde im dreifachen molaren Überschuss
zum geschnittenen Vektor eingesetzt. Der Ansatz wird für 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

Ligationsansatz

� 100 ng Plasmid

� x ng Insertionsfragment

ad 5 μl H2O

� 5 μl Instant Sticky-end Ligase Master Mix (NEB, USA)

3.8.5 Mutagenese

Die zielgerichtete Mutagenese an einem Plasmid wurde mittels PCR durchgeführt. Als
Vorlage (Template) dienten 10 ng des Ausgangsplasmids. Die Startprimer für die in der
PCR statt�ndenden Replikation enthielten die gewünschte Mutation. Mit Hilfe dieser
Mutaganese-Primer wurden die gewünschten Mutationen bei der Replikation gezielt in
das Plasmid eingebaut. Im anschlieÿenden Restriktionsverdau hat das Restriktionsen-
zym DpnI die methylierten und unmutierten Ausgangsplasmide verdaut. Die in der PCR
entstandenen unmethylierten Plasmide blieben unverdaut und standen für weitere Klo-
nierungsschritte zur Verfügung.

PCR-Ansatz

� 5 μL 10x Pfu Pu�er (EURx, Polen)

� x μL 10 ng Template Plasmid-DNA

� 1,5 μL sense Mutagenese Primer

� 1,5 μL antisense Mutagenese Primer

� 1 μL dNTP

� 0,5 μL Pfu DNA-Polymerase (5 U/μL), (EURx, Polen)

ad 50 μL H2O

PCR-Programm

95 °C 1 Minute
95 °C 50 Sekunden

18x60 °C 50 Sekunden
68 °C 1 Minute/kb Plasmid
68 °C 7 Minuten
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3.8.6 Transformation

Die Transformation von kompetenten Bakterien des Stammes Escherichia coli DH10B
erfolgte mittels Hitzeschock. Dazu wurden je Ansatz 10 μL Plasmid-DNA mit 250 μL
kompetenten Bakterien gemischt und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieÿend
erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C für 30 Sekunden. Nach weiteren 2 Minuten auf Eis
wurden die Ansätze mit jeweils 1 mL LB-Flüssigmedium aufgefüllt und für 45 Minu-
ten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen bei Raumtemperatur abzentrifugiert
(1 min, 14.000 rpm, Tischzentrifuge) und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde
in 100 μL LB-Flüssigmedium resuspendiert und anschlieÿend auf Agar-Platten mit dem
entsprechenden Selektionsantibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.
Einige Kolonien der gewachsenen Bakterien wurden am Folgetag gepickt und als Inoku-
lum für einen Plasmid Minipräparationsansatz (3.6.3) verwendet.

LB-Agar

� 250 mL 2 x LB-Flüssigmedium

� 250 mL 4 % Agarose

� Selektionsantibiotikum (Endkonzentration 100 μg/mL)

3.9 Eukaryontische Zellen und deren Kultivierung

3.9.1 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Kulturbedingungen

HEK293 Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin)

HEK293-T Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie, die das
SV40 large T-Antigen
exprimieren

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin)

HEK293-gp80 Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie, die den
IL-6R konstitutiv
exprimieren

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin,
2 μg/mL Puromycin)

HEK293-Jak2-WT Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie, die den
Jak2-WT Doxycyclin
abhängig und den murinen
Epo-R konstitutiv
exprimieren

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin,
5 μg/mL Puromycin,
50 μg/mL Hygromycin,
10 μg/mL Blasticidin)
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HEK293-Jak2-
V617F

Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie, die die
Jak2-V617F Doxycyclin
abhängig und den murinen
Epo-R konstitutiv
exprimieren

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin,
5 μg/mL Puromycin,
50 μg/mL Hygromycin,
10 μg/mL Blasticidin)

HEL humane
erythroleukämische
Suspensionszelllinie

RPMI-1640 (10 % FKS,
1 %
Penicillin/Streptomycin)

HEL Gab1-/- humane
erythroleukämische
Suspensionszelllinie mit
CRISPR/Cas9 (Gab1
CRISPR/Cas9 KO
Plasmid, sc-401108, Santa
Cruz, USA) generiertem
Gen-Knock Out für Gab1

RPMI-1640 (10 % FKS,
1 %
Penicillin/Streptomycin,
2 μg/mL Puromycin)

MEF-WT Adhärent wachsende
murine embryonale
Fibroblastenzelllinie

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin)

MEF-Gab1-/- Adhärent wachsende
murine embryonale und
Gab1 de�ziente
Fibroblastenzelllinie

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin)

Hek293-TRex FlpIn
(ThermoFisher,
USA)

Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie mit FLP
Rekombinations-
Zielsequenz (FRT) für die
Flp Rekombinase-
vermittelte Integration
eines FRT-Vektors

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin,
100 μg/mL Zeocin,
10 μg/mL Blasticidin)

Hek293-TRex
FlpIn-Gab1 KO

Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie mit
CRISPR/Cas9 (Gab1
CRISPR/Cas9 KO
Plasmid, sc-401108, Santa
Cruz, USA) generiertem
Gen-Knock Out für Gab1

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin,
100 μg/mL Zeocin,
10 μg/mL Blasticidin,
2 μg/mL Puromycin)
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Hek293-TRex
FlpIn-Gab1 KO +
Gab1-WT

Adhärent wachsende
humane embryonale
Nierenzelllinie mit
CRISPR/Cas9 (Gab1
CRISPR/Cas9 KO
Plasmid, sc-401108, Santa
Cruz, USA) generiertem
Gen-Knock Out für Gab1,
die mit Gab1-WT über die
Flp Rekombinase-
vermittelte Integration
rekonstituiert wurden und
Gab1-WT Doxycyclin
abhängig exprimieren

DMEM (10 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin,
5 μg/mL Puromycin,
50 μg/mL Hygromycin,
10 μg/mL Blasticidin)
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3.9.2 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur

� DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g Glucose (life technologies, USA)

� RPMI-1640 Flüssigmedium (life technologies, USA)

� FKS (PAA Laboratories, USA)

� Penicillin/Streptomycin (life technologies, USA)

� Puromycin (Roth, Deutschland)

� Hygromycin (Roth, Deutschland)

� Blasticidin (Roth, Deutschland)

� Zeocin (Invivogen, USA)

� Trypsin (0,05 %)/EDTA (0,02 %)-Lösung (life technologies, USA)

� Doxycylin (Sigma Aldrich, USA)

PBS

� 200 mM NaCl

� 2,5 mM KCl

� 8 mM Na2HPO4

� 1,5 mM KH2PO4

pH 7,4

3.9.3 Kulturbedingungen für eukaryontische Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5 % CO2 kul-
tiviert. Zur Weiterkultivierung wurden die adhärent wachsenden Zellen mit Hilfe von
Trypsin/EDTA von der Petrischale abgelöst und in frischem Medium ausgesäht. Für Ex-
perimente wurden Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt, um gleiche
Ausgangszellzahlen zu scha�en. Für die Langzeitaufbewahrung der Zellen wurden die
von der Platte gelösten Zellen mit kaltem 10 % DMSO-haltigem fötalem Kälberserum
versetzt, in Kryoröhrchen aliquotiert und zur langsamen Abkühlung in ein Isopropanol-
gefülltes Gefrier-Gefäÿ zunächst für 24 Stunden bei -80 °C gelagert, bevor sie zur dauer-
haften Aufbewahrung bei einer Temperatur von -150 °C gelagert wurden. Zum Auftauen
der Zellen wurde das DMSO-haltige Medium, in welchem die Zellen eingefroren sind,
1:10 mit Kulturmedium verdünnt und zentrifugiert (1000 rpm, 5 Minuten, 4 °C, Ro-
tor: SX4750A). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10 mL Kulturmedium
resuspendiert und ausgesät.

3.10 Wachstumsassay

Für die Bestimmung des Zellwachstums von Zellen werden 5000 Zellen in 100 μL Kul-
turmedium pro Well einer 96-Well-Platte ausgesät und für mindestens 24 h bei 37 °C in
einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5 % CO2 inkubiert. Die Zellsuspension wird mit
20 μL CellTiter-Blue Reagenz (Promega, USA) versetzt. Die Bestimmung des Zellwachs-
tums erfolgt photometrisch mit dem in�nite M200 PRO (TECAN, USA). Etwa 30 min
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nach Zugabe der Reagenz wird die Absorption bei 570 nm und bei 600 nm gemessen.
Nach weiteren 4 h Inkubation der Zellen bei 37 °C in einer wassergesättigten Atmosphäre
mit 5 % CO2 erfolgte eine weitere Messung der Absorption bei 570 nm und bei 600 nm.
Die Di�erenz aus erstem und zweitem Messzeitpunkt wird auf das maximale Wachstum
normiert.

3.11 Liposomale Transfektion

Die zu trans�zierenden Zellen wurden 24 h vor der Transfektion auf Kulturschalen ausge-
sät. In einem Reagier-Gefäÿ wurden 100 μL Opti-MEM (life technologies, USA) pipettiert
und die gewünschte Menge Plasmid-DNA hinzugegeben. In ein zweites Reagier-Gefäÿ
wurden 100 μL Opti-MEM pipettiert und je μg DNA wurden 3 μL LipofectamineTM

2000 (life technologies, USA) hinzupipettiert (Verhältnis Lipide zu DNA 3:1 v/m). Diese
Ansätze wurden für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden die beiden Ansätze gemischt und für weitere 15 Minuten bei Raum-

temperatur inkubiert. Währenddessen wurde das Kulturmedium aus den Kulturschalen
abgesaugt und durch Opti-MEM ersetzt. Der Transfektionsansatz wurde dann in die
vorbereiteten Kulturschalen pipettiert. Die Zellen wurden 5 h in einer wassergesättigten
Atmosphäre bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Danach wurde das Opti-MEM abgesaugt
und durch Kulturmedium ersetzt. Die weitere Kultivierung der trans�zierten Zellen er-
folgte bei 37 °C und 5 % CO2.

3.12 Elektroporation

Die zu trans�zierenden Zellen wurden durch Zentrifugation (1000 rpm, 5 Minuten, 4 °C,
Rotor: SX4750A) pelletiert. Das Zellpellet wurde in 100 μL Nucleofector Kit V Lösung
(Lonza, Schweiz) resuspendiert und die entsprechende Menge zu trans�zierender Plasmid-
DNA hinzugegeben. Die Zell-DNA-Mischung wurde in eine Küvette transferiert. Die
Elektroporation der Zellen erfolgt mit dem Nucleofector 1 (Lonza, Schweiz). Nach der
Elektroporation werden 500 μL Kulturmedium in die Küvette gegeben. Danach wird der
gesamte Küvetten-Inhalt in eine Kulturschale mit ausreichend Kulturmedium überführt.
Die weitere Kultivierung der trans�zierten Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2.

3.13 Zelllysate

Für die Herstellung von Zelllysaten zur weiteren Proteindetektion wurden die Zellen
auf Eis gestellt und das Kulturmedium abgesaugt. Nach Zugabe von kaltem Ripa-Lyse-
Pu�er wurden die Zellen mit einem Schaber vom Schalenboden gelöst und in Reagier-
Gefäÿe überführt. Die Lyse erfolgte für 10 Minuten auf Eis mit mehrmaligem Mischen
der Proben. Anschlieÿend wurde die Zell-Debris bei 4 °C und 13000 rpm für 15 Minuten
in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die Überstande wurden in neue Reagier-Gefäÿe
überführt und zur späteren Analytik bei -20 °C eingefroren.

Ripa-Lyse-Pu�er

� 50 mM Tris/HCl (pH 7,4)

� 100 mM NaCl

� 1 mM EDTA

� 0,5 % NP40 (Igepal)

� 15 % Glycerol



3 Material und Methoden 31

Zum Schutz vor Proteasen und Phosphatasen wurden kurz vor Gebrauch folgende Sub-
stanzen ergänzt.

Angaben pro 10 mL:

� 100 μL Na-Vanadat (0,1 M)

� 20 μL NaF (0,5 M)

� 80 μL AEBSF (0,1 M) (Roth, Deutschland)

� 2 μL Aprotinin (25 mg/mL in H2O) (AppliChem, Deutschland)

� 10 μL Leupeptin (5 mg/mL in H2O) (AppliChem, Deutschland)

� 3,5 μL Pepstatin (1,5 mg/mL in CH3OH) (AppliChem, Deutschland)

3.14 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Quanti�zierung der Protein-Konzentration in den Zelllysaten wurde nach der Me-
thode von Bradford mittels BIO-RAD Protein Assay verfahren. Bei einer Wellenlänge
von 595 nm wurde photometrisch zunächst eine Eichgerade mit einer Standardreihe aus
Bovinem Serumalbumin (BSA) (SERVA Electrophoresis, Deutschland) erstellt. In einem
Reagier-Gefäÿ wurden 1 mL einer 1:5 Verdünnung einer 5x Bradford-Reagenz (BIO-RAD,
USA) vorgelegt und 3 μL des Zelllysates zugegeben. Die Extinktion des Messansatzes
wurde gegen reine 1x Bradford-Reagenz gemessen und die Proteinkonzentration über die
Geradengleichung der vorher bestimmten Eichgerade bestimmt.

3.15 Immunpräzipitation von Proteinen aus dem Zelllysat

Zur Anreicherung von Proteinen aus einem Zelllysat wurde eine Immunpräzipitation
durchgeführt. Die Zelllysate wurden mit 1 μg des gegen das zu präzipidierende Pro-
tein gerichteten Erstantikörpers versetzt und über Nacht bei 4 °C in einem Überkopf-
schüttler inkubiert. Die Isolation der Protein-Antikörper-Komplexe erfolgte mit Protein
G-Dynabeads (life technologies, USA). Je Probe wurden zunächst 10 μL der Beads mit
1 mL RIPA-Waschpu�er gewaschen. Danach wurden die Beads je Probe in 10 μL RIPA-
Waschpu�er resuspendiert und zu dem Zelllysat hinzugegeben und bei 4 °C für 4 h
in einem Überkopfschüttler inkubiert. Die Aufreinigung der Protein-Antikörper-Bead-
Komplexe erfolgte mit Hilfe eines Magnetständers (life technologies, USA). Die Komple-
xe wurden nachfolgend drei mal mit je 1 mL RIPA-Waschpu�er gewaschen. Die Proteine
wurden anschlieÿend in 2x Lämmli für 5 min bei 95 °C von den Beads gelöst. Die Proben
wurden nachfolgend mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot analysiert.

RIPA Waschpu�er

� 50 mM Tris/HCl pH 7,4

� 100 mM NaCl

� 1 mM EDTA

� 0,1 % Igepal
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3.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine wurden in einer vertikalen Flachgelkammer mittels diskontinuierlicher Elek-
trophorese nach Lämmli aufgetrennt. Je nach gewünschtem Auftrennungsgrad und Gröÿe
der zu detektierenden Proteine wurden unterschiedlich prozentuale Trenngele (7 % -15 %)
gegossen und in Verbindung mit 4 %-igen Sammelgelen benutzt. Bei Proteinen mit einer
Gröÿe von 30 bis 100 kDa eigneten sich für die Auftrennung 10 % Gele.
Die Proben wurden nach Zugabe von 4 µL 4x Lämmli-Probenpu�er für 5 Minuten bei

95 °C denaturiert und anschlieÿend auf das Gel geladen. Zur Gröÿenbestimmung wurde
zudem Page Ruler Prestained Marker (ThermoFisher Scienti�c, USA) aufgetragen. Die
Durchführung der Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur und einer Stromstärke
von 30 mA pro Gel bis zur gewünschten Auftrennung der Proteine.

4x Lämmli-Probenpu�er

� 40 % Glycerin

� 20 % β-Mercapthenol

� 8 % SDS

� 250 mM TRIS/HCl (pH 6,8)

� 0,02 % Bromphenolblau

Trenngel (10 %)

� 5,9 mL H2O

� 4,8 mL 30 % Acrylamidlösung (29:1)

� 3,8 mL 1,5 M TRIS/HCl (pH 8,8)

� 75 μL 20 % SDS

� 15 μL TEMED

� 75 μL 20 % APS

Sammelgel (4 %)

� 4 mL H2O

� 635 μL 30 % Acrylamidlösung (29:1)

� 313 μL 2 M TRIS/HCl (pH 6,8)

� 25 μL 20 % SDS

� 5 μL TEMED

� 40 μL 20 % APS
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SDS-Laufpu�er

� 25 mM Tris-Base

� 192 mM Glycin

� 0,1 % SDS

pH 8,3

3.17 Western-Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden zur späteren Detektion mittels
Western-Blot-semidry-Verfahren auf eine PVDF-Membran (BIO-RAD, USA) übertra-
gen. Dazu wurden die PVDF-Membran und 1,5 mm dicke Filterpapiere (Roth, Deutsch-
land) auf die Gelgröÿe zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde zur Aktivierung für
5 Sekunden in Methanol gelegt und danach für kurze Zeit in Anoden-Pu�er II äquili-
briert. Die Filterpapiere wurden in den nachfolgend angegebenen Pu�ern getränkt und
der Aufbau des Blots erfolgte nach dem Schema:

1. Anode

2. 2 Filterpapiere getränkt in Anoden-Pu�er I

3. 1 Filterpapier getränkt in Anoden-Pu�er II

4. PVDF-Membran äquilibriert in Anoden-Pu�er II

5. Polyacrylamidgel

6. 2 Filterpapiere getränkt in Kathoden-Pu�er

7. Kathode

Diese Komponenten wurden luftblasenfrei in einem BIO-RAD TransBlot® SD Sys-
tem (BIO-RAD, USA) übereinandergelegt. Die Proteine wurden mit 1,5 mA/cm2 Po-
lyacrylamidgel für 45 Minuten auf die PVDF-Membran übertragen.

Anoden-Pu�er I

� 0,3 M Tris-Base

� 20 % Methanol

pH 10,4

Anoden-Pu�er II

� 25 mM Tris-Base

� 20 % Methanol

pH 10,4

Kathoden-Pu�er

� 40 mM ε-Aminocapronsäure

� 20 % Methanol

pH 9,4
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3.18 Immundetektion von Proteinen

Die Detektion der auf die PVDF-Membran übertragenen Proteine erfolgte über eine
Immundetektion. Nach dem Transfer wurde die Membran mit TBS-N gewaschen. Um
die freien Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde die PVDF-Membran
für 20 Minuten mit einer 10 %-igen BSA-Lösung blockiert. Danach wurde die Mem-
bran erneut mit TBS-N gewaschen. Über Nacht wurde die Membran bei 4 °C in ei-
ner 1:1000 Verdünnung des entsprechenden primären Antikörpers in TBS-N auf einem
Schüttler inkubiert. Nach weiteren Waschschritten in TBS-N erfolgte die Inkubation der
Membran mit Meerrettich-Peroxidase-konjugiertem sekundären Antikörper für 20 Minu-
ten bei Raumtemperatur. Der überschüssige sekundäre Antikörper wurde durch weite-
re Waschschritte entfernt. Die Proteine, die den primären und sekundären Antikörper
tragen, konnten durch die Reaktion der Peroxidase mit ImmobilonTM Western Chemilu-
miniscent HRP Substrat (Millipore Corporation, USA) in einem ImageQuant LAS 4000
mini (GE Healthcare, Groÿbritannien) detektiert werden. Quanti�zierungen wurden über
die Auswertungssoftware ImageQuantTL durchgeführt. Für weitere Detektionen wurden
die gebundenen Antikörper durch eine 30-minütige Inkubation der PVDF-Membran in
Stripping-Pu�er bei 80 °C abgelöst. Danach wurde die Membran erneut mit einer 10 %-
igen BSA-Lösung blockiert.

TBS-N

� 20 mM Tris/HCl (pH 7,6)

� 140 mM NaCl

� 0,1 % Nonidet P-40

Stripping-Pu�er

� 62,5 mM Tris/HCl (pH 7,6)

� 2 % SDS

� 100 mM β-Mercaptoethanol

3.19 Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) und
quantitative-Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Im Folgenden werden die Schritte zur Durchführung einer Reverse-Transkriptase-PCR
und qRT-PCR beschrieben.

3.19.1 RNA Isolation aus eukaryontischen Zellen

Für die Gewinnung ausreichender RNA-Mengen erfolgte die Homogenisierung der Zellly-
sate mit Hilfe von QIAShredder � -Säulen. Die Isolation der RNA wird mit dem RNea-
sy® Mini Kit (Qiagen, Deutschland) durchgeführt. Die RNA-Isolation erfolgte nach den
Angaben des Herstellers. Die Eluierung der RNA aus den RNeasy® Säulen erfolgte mit
30 µL RNase-freiem Wasser.

3.19.2 Quantitative Bestimmung der Nukleinsäuren

Die RNA-Konzentrationen in den Proben wurden mit dem NanoPhotometer (Implen,
Deutschland) bestimmt. Der OD260 gibt die RNA-Konzentration an. Die Reinheit der
aufbereiteten RNA wurde mit dem OD280-Wert ermittelt. Der Quotient E260/E280 sollte
zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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3.19.3 Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Bei der RT-PCR wurde die RNA im ersten Reaktionsschritt in complementary DNA (cD-
NA) umgeschrieben. Für die RT-PCR wurden für die spätere vergleichbare Auswertung
von jeder Probe 500 ng RNA benötigt. Diese 500 ng werden aus den Proben entnommen
und in PCR-Reagier-Gefäÿe pipettiert ad 10 µL RNase-freien Wassers. Für die cDNA-
Synthese wurden 10 μL des folgende Reaktionsansatzes zu den Proben hinzu pipettiert.

Reaktionsansatz für eine Reaktion (für eine Probe)

� 2 µL 10x RT-Pu�er (Qiagen, Deutschland)

� 2 µL dNTPs (Qiagen, Deutschland)

� 1 µL Reverse Transkriptase (Qiagen, Deutschland)

� 4,5 µL RNase-freies Wasser (Qiagen, Deutschland)

� 0,5 µL Random Primer (Promega Corporation, USA)

Die cDNA-Synthese erfolgte in einem Thermocycler für 1 h bei 37 °C.

3.19.4 qRT-PCR

Die cDNA in einem Volumen von 20 µL wurde mit 60 μL Wasser 1:4 verdünnt. Zur Pipet-
tierung der Reaktionsansätze für die qRT-PCR wurde der Pipettier-Roboter QIAgility
(Qiagen, Deutschland) verwendet. Die Reaktionsansätze wurden in Duplikaten nach dem
unten aufgeführten Schema angesetzt. Die cDNA wurde entweder mit Taqman gene ex-
pression assays (Applied Biosystems, USA) und dem qPCR MasterMix Plus (Eurogentec,
Deutschland) oder mit dem Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (life technologies,
USA) ampli�ziert. Die Auswertung der Daten erfolgte nach der Methode von Pfa� [144].
Folgende Taqman-Sonden-Primer wurden verwendet:
humanes SOCS3 Hs02330328_s1
humanes HPRT Hs99999909_m1
Folgende Primer wurden für die SYBR Green I qRT-PCR eingesetzt:
humanes Gab1 forward GCA GGG ATG TCG CCT TCA CG
humanes Gab1 reverse CAC TTC CCA CTG TCA ACA C
humanes SDHA forward TGG GAA CAA GAG GGC ATC TG
humanes SDHA reverse CCA CCA CTG CAT CAA ATT CAT G

Reaktionsansatz für qRT-PCR

� 10 μL Pu�er qPCR�MasterMix Plus (Eurogentec , Deutschland) oder 10 μL Pu�er
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (life technologies, USA)

� 1 μL jeweiligen Primer

� 7 μL H2O

Je Reaktionsansatz wurden 2 μL cDNA aus der jeweiligen Probe in den Reaktionsansatz
pipettiert.

PCR-Programm

50 °C, 2 Minuten
95 °C 10 Minuten
95 °C 15 Sekunden

40x
60 °C 1 Minute
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3.20 Durch�usszytometrie

Die Expression von Proteinen auf der Zellober�äche wurde mittels extrazellulärer Durch-
�usszytometrie bestimmt. Hierzu wurden die Zellen von der Platte zu lösen, werden sie
mit 1 mL FACS-Pu�er/EDTA vom Schalenboden abgelöst. Die abgelösten Zellen wurden
für 5 min bei 1000 rpm (Rotor: SX4750A) und 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde ab-
genommen und das Zellpellet in 100 μL einer 1:100 Verdünnung des Primärantikörpers in
FACS-Pu�er gelöst und die Zellen für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt
durch Zugabe von 4 mL FACS-Pu�er und erneuter Pelletierung der Zellen für 5 min bei
1000 rpm (Rotor: SX4750A) und 4 °C erfolgte die Lösung des Zellpellets in 1 mL einer
1:100 Verdünnung des Phycoeryithrin-konjugierten Zweitantikörpers. Die Zellen wurden
für 30 min auf Eis und in Dunkelheit inkubiert. Es folgte ein letzter Waschschritt. Für
die Analyse der Zellober�ächenexpression mittels FACS wurde das Zellpellet in 500 μL
FACS-Pu�er aufgenommen und das Pellet darin gelöst. Die Analyse der ober�ächenmar-
kierten Zellen erfolgte an einem BD FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company,
USA). Die Auswertung der aufgenommenen Daten erfolgt über die Analysesoftware BD
FACSDiva (Becton, Dickinson and Company,USA).

FACS-Pu�er

� 1000 mL PBS

� 50 mL FKS

FACS-Pu�er/EDTA

� FACS-Pu�er

� 0,5 mM EDTA

3.21 Luziferase-Assay

Nach Stimulation der Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit kal-
tem PBS gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte mit 100 μL Extraktionspu�er. Nach In-
kubation der Zellen für 10 Minuten auf Eis, wurde die Zelldebris abzentrifugiert (10 min,
4 °C, 13000 rpm, Tischzentrifuge). Von dem Überstand wurden 20 μL in eine 96-Well
Platte vorgelegt und 60 μL Luziferase-Assay-Reagenz (Promega, USA) zugegeben. Die
Lumineszenz wurde im Mikroplattenlesegerät Ini�nte 200 PRO (Tecan, Switzerland)
bestimmt. Anschlieÿend wurden 100 μL des Lysates in 1,5 mL-Reaktiongefäÿe vorgelegt
und 500 μL β-Galactosidase-Pu�er zugegegeben. Danach wurden 100 μL des Substrates
ONPG (1 mg/mL) (PanReac AppliChem, Deutschland) zugegeben und bei 37 °C in-
kubiert. Nach dem eine sichtbare Gelbfärbung eingetreten ist, wurde die Reaktion mit
250 μL Na2CO3 gestoppt und die Absorption bei 420 nm im Mikroplattenlesegerät be-
stimmt. Die erhaltenen Werte der β-Galactosidase-Aktivität dienen zur Ermittlung der
Transfektions- und Lysee�zienz der Proben und wurden zur Normierung der Luziferase-
Aktivität verwendet.

Extraktionspu�er

� 5 mM Tris/HCl, pH 7,8

� 0,4 mM EDTA

� 2 % Glycerin
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� 0,2 % Triton X-100

� 0,2 % DTT

β-Galactosidase-Pu�er

� 60 mM Na2HPO4

� 40 mM NaH2PO4

� 1 mM KCl

� 1 mM MgCl2

� 368 mL β-Mercaptoethanol pro 100 mL Lösung

3.22 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Mikroskopie wurde eingesetzt, um die Translokation von Gab1 zu untersuchen.
Zunächst wurden Zellen auf Poly-L-Lysin beschichtete 18 mm Deckgläschen ausgesät.
Für die Detektion von Gab1 wurden die Zellen mit einem Expressionsvektor für Gab1-
GFP trans�ziert. Die Analyse erfolgte an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop
Zeiss LSM700 (Zeiss, Deutschland). Für die Bildaufnahmen wurde ein 63-fach vergrö-
ÿerndes, wasserkorrigiertes Objektiv verwendet. Das Anregungslicht wurde uber einen
488 nm Hauptfarbteiler in den Detektionsstrahlengang eingespeist und die Emission des
GFP nach einem 505-530 nm Bandpass�lter registriert. Der Durchmesser der konfokalen
Blende war bei allen Aufnahmen in Abhängigkeit von der Anregungswellenlänge auf eine
Airy Unit (1 AU) eingestellt. Für die verwendeten Anregungswellenlängen ergibt diese
Einstellung eine Ebenenschichtdicke der konfokalen Aufnahmen von ca. 1 μm.
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4 Ergebnisse

Das multi-site docking Protein Gab1 wird Zytokin-induziert an die Plasmamembran re-
krutiert [101]. Es besteht die Hypothese, dass der Translokation von Gab1 die Phosphory-
lierung des Serins 552 in Gab1 vorausgeht. Die Phosphorylierung dieses Serins könnte eine
Konformationsänderung in Gab1 bewirken. Erst diese Konformationsänderung bewirkt,
dass die PH-Domäne von Gab1 mit PIP3 in der Plasmamembran interagieren kann. Noch
ist unbekannt, wie die Zytokin-induzierte Translokation von Gab1 tatsächlich reguliert
wird. Gibt es eine inhibitorische intramolekulare Interaktion der PH-Domäne, die die
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran inhibiert?
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4.1 Die Regulation der Gab1 Plasmamembran-Translokation

Der Mechnismus der PH-Domänen vermittelten Membrantranslokation von Gab1 könn-
te durch eine intramolekulare Wechselwirkung in Gab1 reguliert sein [101]. Es ist jedoch
nicht bekannt, über welche Wechselwirkungen von Aminosäuren die intramolekulare In-
teraktion der PH-Domäne mit dem C-terminalen Abschnitt von Gab1 realisiert sein könn-
te. Für die Analyse der intramolekularen Wechselwirkung in Gab1 wird die Methode der
mammalian protein-protein interaction trap (MAPPIT)-Interaktionsanalyse angewandt.
MAPPIT basiert auf der Rekonstitution eines trunkierten Zytokin-Rezeptors. Dazu

werden trunkierte Zytokin-Rezeptor-Chimären, die de�zient in der Signaltransduktion
sind, mit interagierenden Proteinen oder Peptiden fusioniert. Die Interaktion dieser Pro-
teine oder Peptide bewirkt die Interaktion der verkürzten Rezeptor-Chimären. Dadurch
werden die in der Signaltransduktion de�zienten Rezeptor-Chimären zu einem zur Signal-
transduktion fähigen Zytokin-Rezeptor rekonstituiert. Die liganden-induzierte Stimula-
tion der interagierenden Rezeptor-Chimären bewirkt die Induktion der STAT-Aktivität,
die die Transkription eines STAT-responsiven Luziferase-Reporter-Gens induziert. Die
induzierte Luziferase-Expression ermöglicht einen indirekten Nachweis einer Protein-
Protein-Interaktion [145] (Abb. 11).
Als Rezeptor-Chimären wurden der trunkierte murine Leptin-Rezeptor, der keine STAT3-

Bindestellen aufweist und eine STAT3-Bindestellen enthaltende verkürzte zytoplasmati-
sche und lösliche gp130-Chimäre verwendet. Diese wurden genutzt, um die interagieren-
den Aminosäuren, die die intramolekulare Interaktion der Gab1 PH-Domäne mit dem
C-terminalen Abschnitt von Gab1 vermitteln, zu identi�zieren.
Der trunkierte Leptin-Rezeptor wurde im zytoplasmatischen Abschnitt mit der Po-

lypeptidkette aus dem C-terminalen Bereich von Gab1 fusioniert. Es wurden bereits
die Aminosäuren (AS) Serin 552, Arginin 556 und Arginin 560 im C-terminalen Ab-
schnitt von Gab1 identi�ziert, die für die Regulation der PH-vermittelten Gab1 Mem-
brantranslokation und somit für die intramolekulare Wechselwirkung in Gab1 eine Rol-
le zu spielen scheinen [101, 103, 146]. Daher wurde das Peptid aus Gab1 bestehend
aus den Aminosäuren 541 bis 570 (SEWEELQAPVR-S(552)-PIT-R(556)-SFA-R(560)-
DSSRFPMSPR) mit dem verkürzten Leptin-Rezeptor fusioniert. Um die Bedeutung die-
ser Aminosäuren für die intramolekulare Interaktion in Gab1 verstehen zu können, wur-
den in dem Gab1-(AS541-570)-Peptid, die Aminosäuren an den Positionen 552, 556 und
560 substituiert. Diese Substitutionen im Gab1-(AS541-570)-Peptid sind S552A, S552E
oder R556/560A. Die Peptide mit diesen substituierten Aminosäuren wurden ebenfalls
mit der Leptin-Rezeptor-Chimäre fusioniert.
Die hydrophile Hydroxylgruppe in der Serin-Seitenkette kann phosphoryliert werden.

Alanin weist im Vergleich zu Serin eine ähnliche Struktur auf, besitzt jedoch keine Hy-
droxylgruppe und ist daher hydrophob. Die Substitution von Serin zu Alanin verändert
somit nicht die Peptidstruktur, aber das Peptid kann an der substituierten Aminosäure-
position nicht mehr phosphoryliert werden. Glutaminsäure liegt in wässriger Lösung und
somit in der Zelle dissoziiert als Glutamat vor. Glutamat besitzt in der Seitenkette eine
Carboxylgruppe, die eine negative Ladung trägt. Diese negative Ladung und die Ähnlich-
keit zur Struktur von Serin ahmen eine Phosphorylierung der Hydroxylgruppe des Serins
nach. Daher ist die Substitution des Serins durch Glutamat phospho-mimetisch. Arginin
ist eine basische Aminosäure, die an der Seitenkette zwei Aminogruppen besitzt. Eine
Aminogruppe ist protoniert und somit positiv geladen. Daher bilden Arginine in Pep-
tiden zu sauren Aminosäuren Ionenbindungen aus. Zudem können Arginine gleichzeitig
mit anderen Aminosäuren, die in der Seitenkette ebenfalls Aminogruppen aufweisen,
Wassersto�brückenbindungen eingehen. Arginine sind somit an der Ausbildung der Ter-
tiärstruktur von Peptiden beteiligt. Die Substitution der Arginine 556 und 560 durch
ungeladene Alanine führt daher zum Verlust der intramolekularen Wechselwirkungen
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dieser Arginine mit sauren Aminosäuren in Gab1. Die durch diese Substitutionen ver-
änderten Eingeschaften des Gab1-(AS541-570)-Peptids und deren Auswirkungen auf die
intramolekulare Interaktion mit der N-terminalen PH-Domäne in Gab1 werden mit Hilfe
der MAPPIT-Interaktionsanalyse untersucht.
Dazu wurde weiterhin die verkürzte zytoplasmatische und lösliche gp130-Chimäre mit

der N-terminalen Gab1-PH-Domäne fusioniert (AS 1-119). Die gp130-Chimäre trägt zu-
sätzlich ein Flag-Tag. Kommt es zu einer Interaktion des C-terminalen Gab1-(AS541-
570)-Peptids mit der Gab1-PH-Domäne bindet die zytoplasmatische gp130-Chimäre an
den verkürzten Leptin-Rezeptor. Der so rekonstituierte Leptin-Rezeptor wird nach Leptin-
Bindung aktiviert, wodurch es zur Aktivierung der am Leptin-Rezeptor assoziierten Jaks
kommt. Die aktivierten Jaks phosphorylieren die in der gp130-Chimäre be�ndlichen
STAT3-Bindestellen. Die darau�olgende Rekrutierung und Aktivierung von STAT3 indu-
ziert nachfolgend die Expression einer Luziferase (Abb. 11). Bei fehlender Interaktion der
gp130-Gab1-PH-Domänen- mit der Rezeptor-Gab1-(AS541-570)-Peptid-Chimäre kommt
es nach Stimulation zu keiner Luziferase-Expression. Mittels Luziferase-Assay kann so-
mit bestimmt werden, ob das C-terminale Gab1-(AS541-570)-Peptid mit der Gab1-PH-
Domäne interagiert.
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Abbildung 11: Schema des mammalian protein-protein interaction trap (MAPPIT)-
Luziferase-Assays. MAPPIT basiert auf der Rekonstitution eines Zytokin-Rezeptors über eine
Interaktion eines mutierten murinen Leptin-Rezeptors, der keine STAT3-Bindestellen aufweist,
mit einer verkürzten zytoplasmatischen und löslichen gp130-Chimäre. Ein Peptid aus der Gab1-
Polypeptidkette (Aminosäure-Positionen 541 bis 570) wurde C-terminal an den zytoplasmati-
schen Teil des trunkierten Leptin-Rezeptors fusioniert. Das verkürzte zytoplasmatische und lösli-
che gp130, welches STAT3-Bindestellen enthält, wurde mit der Gab1-PH-Domäne fusioniert (AS
1-119). Im Fall einer Interaktion der Gab1-PH-Domäne mit dem Peptid der Aminosäuren 541
bis 570 in Gab1 kommt es zur Rekonstitution des Zytokin-Rezeptors, der durch Bindung von
Leptin aktiviert werden kann. Infolge der Leptin-abhängigen Aktivierung des Rezeptors kommt
es zur Phosphorylierung der STAT3-Bindestellen in der gp130-Chimäre. Dies resultiert in der
Rekrutierung, Phosphorylierung und Aktivierung von STAT3 infolgedessen es zur Aktivierung
des STAT3-responsiven Luziferase-Reporters kommt.

HEK293 Zellen wurden zunächst mit Expressionsvektoren, die für die mit den Gab1-
(AS541-570)-Peptiden S552 (WT), S552A, S552E oder R556/560A fusionierten Leptin-
Rezeptor-Chimären und die für die mit der Gab1-PH-Domäne fusionierten Flag-gp130-
Chimäre kodieren, trans�ziert. In Abbildung 12A ist zu sehen, dass die verschiedenen Fu-
sionsproteine der Leptin-Rezeptor-Chimären und die lösliche Flag-gp130-Chimäre in den
mit den Expressionsvektoren trans�zierten Zellen auf vergleichbaren Niveaus exprimiert
werden. Auch auf der Zellober�äche der trans�zierten Zellen werden die Leptin-Rezeptor-
Chimären WT, S552A, S552E und R556/560A auf vergleichbaren Niveaus exprimiert
(Abb. 12B). E�ekte, die den Luziferase-Assay durch unterschiedlich stark exprimierte
Rezeptor-Chimären beein�ussen, können somit ausgeschlossen werden.
Für den MAPPIT-Luziferase-Assay wurden HEK293 Zellen mit den Expressionsvekto-

ren für die Rezeptor-Chimären, mit einem Vektor für einen STAT3-responsiven Luziferase-
Reporter und mit einem Expressionsvektor für β-Galactosidase trans�ziert und anschlie-
ÿend mit Leptin stimuliert. Die gemessene Luziferace-Aktivität wurde auf die gemessene
β-Galactosidase-Aktivität normiert.
Die Leptin-Stimulation von Zellen, die die Leptin-Rezeptor-Chimäre mit dem WT-
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Peptid bestehend aus den Aminosäuren 541 bis 570 von Gab1 exprimieren, induziert
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle eine starke Luziferase-Aktivität (Abb. 12C).
Dieses Ergebnis lässt auf eine Interaktion des Gab1-(AS541-570)-WT-Peptids mit der
Gab1-PH-Domäne schlieÿen.
Bei Substitution von Serin 552 durch Glutamat (S552E) kommt es zu keiner liganden-

abhängigen Induktion der Luziferase-Aktivität (Abb. 12C). Die negativ geladene Car-
boxylgruppe in der Seitenkette des Glutamats und dessen phospho-mimetische Wirkung,
verhindern somit die intramolekulare Interaktion in Gab1.
Ist das Serin 552 durch Alanin substituiert kommt es zu einer liganden-abhängigen

Induktion der Luziferase-Aktivität. Die Substitution des Serins 552 durch das ungeladene
Alanin zeigt somit, dass die Gab1-PH-Domäne mit dem C-terminalen Peptid AS541-
570 intramolekular interagieren kann, wenn das Serins 552 keine negative Ladung durch
Phosphorylierung aufweist.
Die Substitution der positiv geladenen Arginine 556 und 560 in Gab1 durch ungeladenes

Alanin führt dazu, dass es zu keiner liganden-abhängigen Induktion der Luziferase kommt
(Abb. 12C). Daraus wird deutlich, dass die intramolekulare Interaktion der PH-Domäne
mit dem C-terminalen Abschnitt von Gab1 durch die in diesem Abschnitt lokalisierten
Arginine 556 und 560 vermittelt wird.
Die Ergebnisse aus der MAPPIT-Interaktionsanalyse stützen die Hypothese zum intra-

molekularen Klappmechanismus in Gab1. Die Phosphorylierung des Serins 552 bedingt
die negative Ladung des Serins, die die intramolekulare Interaktion der PH-Domäne mit
den Argininen 556 und 560 aufhebt. Somit wird durch Phosphorylierung des Serins 552
eine Konformationsänderung in Gab1 induziert in deren Folge es zum Aufklappen der
PH-Domäne kommt.
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Abbildung 12: Die intramolekulare Interaktion der PH-Domäne mit der C-
terminalen Polypeptidkette von Gab1 ist abhängig von den Argininen 556 und
560 und vom Phosphorylierungsstatus des S552 in Gab1. Je 350.000 HEK293 Zellen
wurden in 6-Well-Platten ausgesät. Die Zellen wurden mit den in der Abbildung spezi�zierten
Expressionsvektoren für die Leptin-Rezeptor-Chimären und der zytoplasmatischen und löslichen
gp130-Chimäre trans�ziert. Die gp130-Chimäre ist mit einem Flag-Tag fusioniert. A) 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Zellextrakte auf Expression der Rezeptor- und
Flag-gp130-Chimären untersucht. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese,
Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Anti-
körpern gegen murinen Leptin-Rezeptor (mLR), Flag und α-Tubulin. Die Färbung von α-Tubulin
dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3. B) 24 h nach
Transfektion wurde die Zellober�ächenexpression der Leptin-Rezeptor-Chimären auf den Zellen
mittels FACS-Analyse untersucht. Dazu wurde ein Antikörper eingesetzt, der den extrazellulären
Abschnitt des murinen Leptin-Rezeptors bindet. Die mit den Leptin-Rezeptor-Chimären trans-
�zierten Zellen sind durch die schwarz umrandeten Histogramme und die untrans�zierten Zellen
durch die grau hinterlegten Histogramme repräsentiert. C) Neben der Transfektion der Leptin-
Rezeptor-Chimären- und gp130-Chimäre-Expressionsvektoren erfolgte die Transfektion von Ex-
pressionsvektoren, die für einen STAT3-responsiven Luziferase-Reporter und für β-Galactosidase
kodieren. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 100 ng/ml murinem Leptin für 24 h sti-
muliert (graue Balken) oder blieben unbehandelt (weiÿe Balken). Nach Lyse der Zellen wurde die
Luziferase- und die β-Galactosidase-Aktivität bestimmt. Die β-Galactosidase-Aktivität dient zur
Bestimmung der Transfektionse�zienz. Die Luziferase-Aktivität wurde über die β-Galactosidase
Aktivität normiert und die normierte Luziferaseaktivität der stimulierten Gab1-WT-Rezeptor-
Chimäre wurde auf 100 % gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte aus n = 3 unabhängigen Ex-
perimenten ± Standardabweichung. ** p < 0.001 (gepaarter zweiseitiger t-Test, Vergleich zur
rel. Leptin-induzierten Luziferase-Aktivität von Gab1-WT-Rezeptor-Chimären exprimierenden
Zellen )
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Der durch die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 ausgelöste Klappmechanismus
bedingt die Exponierung der PH-Domäne. In dieser Konformation kann die Gab1-PH-
Domäne mit PIP3 in der Plasmamembran interagieren. In der pathophysiologischen Jak2-
V617F-induzierten Signaltransduktion ist Gab1 konstitutiv und zytokin-unabhängig an
der Plasmamembran rekrutiert. Die konstitutiv aktive Jak2-Mutante Jak2-V617F in-
duziert zudem die konstitutive Phosphorylierung von Gab1 und die Aktivierung der
MAPK- und PI3K-Kaskade in Jak2-V617F-positiven Zellen [103]. Bisher ist aber un-
bekannt, ob die konstitutive Translokation von Gab1 an die Plasmamembran und die
Phosphorylierung von Gab1 mit der konstitutiven Aktivierung der MAPK- und der
PI3K-Kaskade und mit der pathophysiologischen Proliferation hämatopoetischer Vorläu-
ferzellen in Jak2-V617F-positiven Patienten zusammenhängt. Daher ist unklar, welche
Rolle Gab1 bei der Vermittlung der konstitutiv aktiven Jak2-V617F-induzierten Signal-
transduktion einnimmt, welchen Ein�uss die Jak2-V617F Mutante auf die Regulation
der Gab1-abhängigen MAPK-Kaskade ausübt und ob Gab1 durch eine Jak2-V617F-
induzierte Dysregulation somit an der Pathogenese der myeloproliferativen Neoplasien
beteiligt ist.

4.2 Gab1 in der Jak2-V617F induzierten Signaltransduktion

HEL Zellen, die aus dem Knochenmark eines Jak2-V617F-positiven Patienten isoliert
wurden, exprimieren die konstitutiv aktive Jak2-V617F-Mutante. In Jak2-V617F expri-
mierenden HEL Zellen ist daher eine konstitutive Phosphorylierung der Jak2-V617F-
Mutante, STAT5, Akt, Erk und Gab1 zu beobachten (Abb. 13A). Daher eignet sich diese
Zelllinie um die Bedeutung von Gab1 in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion
zu analysieren.
Durch eine CRISPR/Cas9 vermittelte Genomeditierung konnte die Expression von

Gab1 in HEL Zellen ausgeschaltet werden (HEL Gab1 KO). In Abbildung 13A ist die
CRISPR/Cas9 vermittelte Ausschaltung der Gab1-Protein Expression gezeigt. Die Ex-
pression von Gab1-mRNA ist nach CRISPR/Cas9 vermittelter Genomeditierung in HEL
Zellen stark reduziert und mittels qRT-PCR in HEL Gab1 KO Zellen nicht mehr nach-
weisbar (Abb. 13B). Das Ausschalten der Expression des Gab1-Proteins hat keinen Ein-
�uss auf die Expression und die Phosphorylierung der Jak2-V617F-Mutante, von STAT5
und Akt. Jedoch ist die Phosphorylierung von Erk1/2 in HEL Gab1 KO Zellen im Ver-
gleich zu HEL Zellen deutlich reduziert (Abb. 13A). Auch das Zellwachstum Gab1 de�-
zienter HEL Zellen ist im Vergleich zu HEL Zellen verringert (Abb. 13C). Die nach 72 h
erreichte Zellzahl Gab1 de�zienter HEL Zellen ist im Vegleich zu HEL Zellen ca. 40%
geringer.
Das Ausschalten der Gab1-Expression scheint somit sowohl Ein�uss auf die Jak2-

V617F-induzierte Aktivierung der MAPK-Kaskade als auch auf die Proliferation von
Jak2-V617F-positiven Zellen zu haben. Es ist jedoch unbekannt, durch welchen Mecha-
nismus Gab1 die Jak2-V617F-induzierte MAPK-Kaskade verstärken kann.
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Abbildung 13: Die Bedeutung von Gab1 für die MAPK-Aktivierung und die Pro-
liferation von Jak2-V617F-positiven HEL Zellen. Die Gab1 Expression wurde in HEL
Zellen mittels CRISPR/Cas9 vermittelter Genomeditierung ausgeschaltet (HEL Gab1 KO). A)
Je 2 Mio. HEL bzw. HEL Gab1 KO Zellen wurden lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels
SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte
mit spezi�schen Antikörpern gegen pJak2, pSTAT5, pY627-Gab1, pAkt, pErk1/2, Erk1/2 und
α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2,
STAT5, Gab1 und Akt. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein
repräsentatives Experiment aus n = 3. B) Nach Isolation der gesamten RNA wurde die Ex-
pression von humaner Gab1 mRNA mittels qRT-PCR analysiert. Als housekeeping Gen diente
humane SDHA. Die mRNA Expression in HEL Zellen wurde auf 100% normiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen aus n = 3 unabhängigen Experimenten. C) Je
500.000 HEL bzw. HEL Gab1 KO wurden in 10 cm-Schalen für 72 h bei 37°C in einer wasser-
gesättigten Atmosphäre kultiviert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte zu den angegebenen
Zeitpunkten mit einer Neubauer-Zählkammer. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardab-
weichungen aus n = 3 unabhängigen Experimenten. *p < 0.05 (gepaarter zweiseitiger t-Test,
Vergleich rel. Zellwachstum HEL Gab1 KO zu HEL).

Für die Untersuchung der Bedeutung von Gab1 in der Jak2-V617F-induzierten Si-
gnaltransduktion werden nachfolgend zwei Zellsysteme eingesetzt. Zum einen HEK293-
Jak2-WT und zum anderen HEK293-Jak2-V617F Zellen. Die Jak2-V617F-induzierte Si-
gnaltransduktion und die Epo-induzierte und Jak2-WT-vermittelte Signaltransduktion
werden parallel untersucht. Die daraus erhaltenen Ergebnisse werden verglichen, um eine
mögliche durch die Jak2-V617F-Mutante veränderte Regulation der Gab1-abhängigen Si-
gnaltransduktion identi�zieren zu können. Die Expression von Jak2-WT in den HEK293-
Jak2-WT Zellen und die Expression von Jak2-V617F in den HEK293-Jak2-V617F Zellen
ist induzierbar. Die transkriptionelle Aktivierung der Jak2-Expression wird dabei durch
ein Tetracyclin-kontrollierten Repressor reguliert. Die Behandlung der Zellen mit dem
Tetracyclin-Derivat Doxycyclin führt zur Induktion der Expression von Jak2-WT bzw.
der konstitutiv aktiven Jak2-V617F Mutante im entsprechendem Zellsystem. Die Unter-
suchung von konstitutiv aktiven Kinasen ist in induzierbaren Systemen von Vorteil, da
so die Aktivierung der durch die konstitutiv aktiven Kinasen aktivierten Signalwege un-
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ter Kontrolle der Kinase-Protein-Expression besser beobachtet werden kann. Gleichzeitig
kann durch Titration der Doxycyclin-Konzentration das Expressionsniveau des Jak2-WT
an das Expressionsniveau der Jak2-V617F Mutante angepasst werden. Somit können Ef-
fekte die abweichend zum Jak2-WT durch die Jak2-V617F Mutante hervorgerufen werden
von E�ekten, die durch die Überexpression von Jak2-WT bzw. Jak2-V617F entstehen,
unterschieden werden. Die Ergebnisse, die aus beiden Zellsystemen generiert werden, sind
so besser mit einander vergleichbar. Beide Zellsysteme exprimieren konstitutiv zudem den
murinen Epo-R [147]. Welche Auswirkung die Induktion der Jak2-WT-Expression bzw.
der Jak2-V617F-Expression und die Stimulation mit Erythropoetin auf die Aktivierung
von Jak2-abhängigen Signalwegen, wie der Jak/STAT- und der MAPK-Kaskade haben,
wurde nachfolgend untersucht.
HEK293-Jak2-WT bzw. -Jak2-V617F Zellen wurden entweder nicht oder für 24 h mit

Doxycyclin (Dox) behandelt. In Abbildung 14 ist zu erkennen, dass beide Zellsysteme
bereits ohne Doxycyclin-Behandlung Jak2 exprimieren, aber keine detektierbare basale
Phosphorylierung von Jak2, STAT5, Erk1/2 oder Gab1 aufweisen (Spur 1, 2 , 5 und
6). Erst durch Epo-Stimulation wird in diesen Zellen die Phosphorylierung von Jak2,
STAT5, Erk1/2 und Gab1 induziert, die sich in beiden Zellsystemen auf vergleichbaren
Niveaus be�nden (Abb. 14, Vgl. Spur 2 und 6).
Die Behandlung der HEK293-Jak2-WT und -Jak2-V617F Zellen mit Doxycyclin indu-

ziert die Expression von Jak2 bzw. der Jak2-Mutante Jak2-V617F (Abb. 14, Vgl. Spur
1, 2 mit 3, 4 und 5, 6 mit 7, 8). Das nach 24 h erreichte Expressionsniveau von Jak2-WT
ist vergleichbar mit dem Expressionsniveau der Jak2-V617F Mutante in Doxycyclin be-
handelten HEK293-Jak2-V617F Zellen (Abb. 14, Vgl. Spur 3, 4 mit 7, 8). Die Induktion
der Jak-V617F-Expression führt zu einer zytokin-unabhängigen Phosphorylierung von
Jak2, STAT5, Gab1 und Erk1/2 (Abb. 14, Vgl. Spur 5 und 7). Bei einem vergleichba-
ren Expressionsniveau des Jak2-WT kommt es dagegen nicht zur zytokin-unabhängigen
Phosphorylierung von STAT5, Gab1 oder Erk1/2 (Abb. 14, Vgl. Spur 1, 3 und 6). Es kann
daher angenommen werden, dass die konstitutive und zytokin-unabhängige Phosphorylie-
rung von STAT5, Gab1 und Erk1/2 in Jak2-V617F exprimierenden HEK293-Jak2-V617F
Zellen nur in Abhängigkeit der konstitutiv aktiven Kinase in Jak2-V617F induziert und
nicht durch die Überexpression von Jak2 bzw. Jak2-V617F hervorgerufen wird.
Die Epo-induzierte Phosphorylierung von Jak2, STAT5, Erk1/2 und Gab1 ist in Doxy-

cyclin behandelten und Jak2-WT exprimierenden Zellen im Vergleich zu unbehandelten
HEK293-Jak2-WT Zellen verstärkt (Abb. 14, Vgl. Spur 2 und 4). Die Stimulation von
Jak2-V617F exprimierenden HEK293-Jak2-V617F Zellen mit Epo führt im Vergleich zur
basalen Phosphorylierung in unstimulierten Jak2-V617F-exprimierenden Zellen zu einer
Verstärkung der Phosphorylierung von Jak2, STAT5, Erk1/2 und Gab1 (Abb. 14, Vgl.
Spur 7 und 8). Die Epo-induzierte Phosphorylierung von STAT5, Gab1, Erk1/2 und Jak2
ist in Doxycyclin behandelten HEK293-Jak2-WT und -Jak2-V617F Zellen auf einem ver-
gleichbaren Niveau (Abb. 14, Vgl. Spur 4 und 8).
Die Überexpression des Jak2-WT in HEK293-Jak2-WT Zellen induziert keine Phos-

phorylierung von STAT5, Gab1 oder Erk1/2. Dagegen führt die Expression von Jak2-
V617F in HEK293-Jak2-V617F Zellen durch die konstitutive Kinaseaktivität der Jak2-
V617F zur zytokin-unabhängigen Aktivierung der Jak/STAT-Kaskade und somit zur
Phosphorylierung von STAT5. Auch die MAPK-Kaskade wird durch die Expression von
Jak2-V617F zytokin-unabhängig aktiviert, wodurch eine Erk1/2-Phosphorylierung in den
Zellen induziert wird. Weiterhin wird Gab1 am Tyrosin 627 Jak2-V617F-induziert phos-
phoryliert. Wie in den aus dem Knochenmark eines Jak2-V617F-positiven Patienten
isolierten HEL Zellen werden in den HEK293-Jak2-V617F Zellen STAT5, Erk1/2 und
Gab1 Jak2-V617F-induziert phosphoryliert. Die eingesetzten Zellsysteme können somit
zur Untersuchung der krankheits-assoziierten Signaltransduktion und der Rolle von Gab1
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in Jak2-V617F exprimierenden Zellen genutzt werden. Die Ergebnisse aus der Analyse der
Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion können weiterhin mit der physiologischen
Epo-induzierten und Jak2-WT vermittelten Signaltransduktion verglichen werden, um
eine etwaige Jak2-V617F spezi�sche Dysregulation der Signaltransduktion identi�zieren
zu können.
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Abbildung 14: Die Jak2 Mutante Jak2-V617F induziert die zytokin-unabhängige
und konstitutive Aktivierung der Jak/STAT- und MAPK-Kaskade sowie die Phos-
phorylierung von Gab1. Je 840.000 HEK293-Jak2-WT bzw. Jak2-V617F Zellen wurden auf
6 cm Schalen ausgesät. Zur Induktion der Expression des Jak2-WT- bzw. der -V617F wurden
die Zellen für 24 h mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) behandelt und für 15 min mit 1 U/ml
Erythropoetin (Epo) stimuliert. Anschlieÿend wurden die Zellen lysiert. Die Analyse der Lysate
erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die
Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen pJak2, pSTAT5, pY627-Gab1, pErk1/2,
Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern
gegen Jak2, STAT5 und Gab1. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt
ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3.

Jak2-V617F- und Epo-abhängig wird Gab1 am Tyrosin 627 phosphoryliert. Es be-
steht die Hypothese, dass die Phosphorylierung von Gab1 an seinen Tyrosinen in der
Zytokin-abhängigen Signaltransduktion erst vermittelt werden kann, wenn Gab1 an die
Plasmamembran rekrutiert wurde. Die Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran
ist aber nur möglich, wenn die intramolekulare Interaktion der N-terminalen PH-Domäne
mit C-terminalen Argininen durch die Phosphorylierung des Serins 552 aufgehoben wird.
Bisher ist unbekannt, ob die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 durch Jak2-V617F
oder durch die Epo-abhängige Aktivierung des Jak2-WT induziert wird.
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Stefan M. Feller der Sektion für

Tumorbiologie des Universitätsklinikums Halle/Saale wurde ein Antikörper veri�ziert, der
das Epitop LQAPVR-[pS552]-PITRSF in Gab1 erkennt. Dieser Antikörper kann erstmals
bei der Western Blot Analyse zum Nachweis der Phosphorylierung des Serins 552 in



4 Ergebnisse 48

Gab1 verwendet werden [148]. Dabei stellte sich jedoch heraus, dass der Antikörper
nur die Phosphorylierung des Serins 552 in exogenem Gab1 erkennen kann. Um die
Phosphorylierung am Serin 552 in Gab1 untersuchen zu können, wurde daher Gab1-WT
in HEK293-Jak2-WT und -Jak2-V617F Zellen überexprimiert.
Die Jak2-WT Expression wurde durch Zugabe von Doxycyclin induziert. Die Induktion

der Expression des Jak2-WT induziert keine Phosphorylierung von Jak2, keine Aktivie-
rung der MAPK-Kaskade und keine Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627 (Abb.
15A, Spur 2). Die Phosphorylierung von Gab1 am Serin 552 wird durch Induktion der
Expression von Jak2-WT jedoch erhöht (Abb. 15A, Vgl. Spur 1 und 2). Nach Epo-
Stimulation der Jak2-WT exprimierenden Zellen wird Jak2 phosphoryliert (Abb. 15A,
Vgl. Spur 2 und 3). Die Erk1/2-Phosphorylierung und die Phosphorylierung von Gab1
am Tyrosin 627 werden Epo-abhängig induziert (Abb. 15A, Vgl. Spur 2 und 3). Die
Phosphorylierung von Gab1 am Serin 552 wird Epo-abhängig verstärkt (Abb. 15A, Vgl.
Spur 2 und 3).
Die Stimulation der Zellen mit Epo induziert die Phosphorylierung von Jak2 und die

Aktivierung der MAPK-Kaskade. Epo-induziert und Jak2-WT vermittelt wird Gab1 am
Serin 552 und am Tyrosin 627 phosphoryliert.
Die Induktion der Expression von Jak2-V617F erfolgte durch die Behandlung der Zellen

mit Doxycyclin. Die Expression von Jak2-V617F induziert die Phosphorylierung von
Erk1/2 und von Gab1 am Tyrosin 627 (Abb. 15B, Vgl. Spur 1 und 2). Abhängig von
der Expression von Jak2-V617F wird Gab1 am Serin 552 phosphoryliert (Abb. 15B, Vgl.
Spur 1 und 2). Jak2-V617F vermittelt zytokin-unabhängig neben der Phosphorylierung
des Tyrosins 627 somit auch die Phosphorylierung von Gab1 am Serin 552.
Es wird deutlich, dass sowohl in der Epo-abhängigen und Jak2-WT vermittelten als

auch in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion Gab1 am Serin 552 und am Ty-
rosin 627 phosphoryliert wird.
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Abbildung 15: Die Epo- und Jak2-V617F- induzierte Phosphorylierung von Tyrosin
627 und Serin 552 in Gab1. Je 840.000 HEK293-Jak2-WT Zellen (A) bzw. HEK293-Jak2-
V617F Zellen (B) wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Transfektion der Zellen erfolgte mit
einem Expressionsvektor für Gab1-WT. Danach wurden die Zellen für 24 h mit 2,5 ng/ml Doxy-
cylin (Dox) behandelt. HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden anschlieÿend lysiert (B). HEK293-
Jak2-WT Zellen wurden 15 min vor der Lyse zusätzlich mit 1 U/ml Epo stimuliert (A). Die
Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender
Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen pJak2, pS552-Gab1,
pY627-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spe-
zi�schen Antikörpern gegen Jak2 und Gab1. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle.
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3.

4.3 Plasmamembran-Translokation und Tyrosin-Phosphorylierung von
Gab1

Die Expression der konstitutiv aktiven Jak2-V617F und die Epo-induzierte Aktivierung
des Jak2-WT induzieren die Phosphorylierung von Gab1 am Serin 552. In der Hypo-
these zur Regulation der Plasmamembran-Translokation von Gab1 wird das S552 in
Gab1 zunächst phosphoryliert. Die Phosphorylierung des Serins 552 führt zur Konfor-
mationsänderung in Gab1 und somit zur Exponierung der PH-Domäne. Die exponierte
PH-Domäne kann mit PIP3 in der Plasmamembran interagieren. So kann Gab1 an die
Plasmamembran rekrutiert werden und wird dort durch z.B. Jak2 an seinen Tyrosinen
phosphoryliert. Gilt diese Hypothese zum chronologischen Ablauf der Vermittlung der
Phosphorylierung des Serins 552 und der des Tyrosins 627 in Gab1 in der Jak2-V617F-
induzierten und in der Epo-abhängigen und Jak2-WT vermittelten Signaltransduktion?
Zunächst wurde mit Hilfe konfokaler Mikroskopie die Lokalisation von Gab1-WT-

GFP und Gab1-Mutanten in Jak2-V617F exprimierenden Zellen analysiert. Analog zur
MAPPIT-Interaktionsanalyse (4.1) kamen dazu Gab1-Mutanten die am Serin 552 zu Ala-
nin (Gab1-S552A-GFP) und Glutaminsäure (Gab1-S552E-GFP) oder an den Argininen
R556 und R560 zu Alanin (Gab1-R556/560A-GFP) substituiert sind zum Einsatz. Zudem
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wurde eine Gab1 Mutante, die eine Deletion der N-terminalen PH-Domäne (Gab1-ΔPH-
GFP) aufweist, verwendet. HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden mit Expressionsvekto-
ren für Gab1-GFP bzw. deren Mutanten trans�ziert und die Jak2-V617F Expression
durch Doxycyclin Behandlung induziert. Die Gab1-Lokalisation wird mittels Lebend-
Zell-Analyse durch konfokale Laser-Scanning Mikroskopie untersucht.
In HEK293-Jak2-V617F Zellen, die nicht mit Doxycyclin behandelt wurden, ist der

Gab1-WT im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 16, Spur 1). Nach Induktion der Expression
von Jak2-V617F ist Gab1-WT-GFP stark an der Plasmamembran lokalisiert.
Der Austausch des Serins 552 zu Glutaminsäure ahmt die Phosphorylierung des Serins

552 in Gab1 nach. Unabhängig von der Jak2-V617F Expression ist Gab1-S552E-GFP
in HEK293-Jak2-V617F an der Plasmamembran assoziiert (Abb. 16, Spur 3). In der
MAPPIT-Interaktionsanalyse führt die Substitution des Serins 552 zu Glutaminsäure
zur Störung der intramolemularen Interaktion in Gab1. Die exponierte PH-Domäne kann
dadurch konsititutiv mit PIP3 in der Plasmamembran interagieren.
Auch die Substitution der Arginine 556 und 560 zu Alanin führte in der MAPPIT-

Interaktions- analyse zur Störung der intramolekularen Interaktion der PH-Domäne mit
Gab1 (Abb. 12). Gab1-R556/560A-GFP ist daher analog zu Gab1-S552E-GFP, unab-
hängig von der Jak2-V617F Expression, konstitutiv mit der Plasmamembran assoziiert
(Abb. 16, Spur 4).
Die Substitution des Serins 552 zu Alanin bewirkt, dass die Aminosäure an Position 552

in Gab1 nicht phosphoryliert werden kann. Nach Induktion der Jak2-V617F Expression
ist diese Gab1-Mutante im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 16, Spur 2).
In HEK293-Jak2-V617F Zellen ist die Gab1-ΔPH-GFP Mutante unabhängig von der

Jak2-V617F Expression im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 16, Spur 5).
So wird deutlich, dass die Expression der konstitutiv aktiven Jak2-V617F die Trans-

lokation von Gab1 an die Plasmamembran induziert und die PH-Domäne die Translo-
kation von Gab1 an die Plasmamembran vermittelt. Analog zu den in der MAPPIT-
Interaktionsanalyse erhaltenen Ergebnissen (Abschnitt 4.1) wird die inhibitorische in-
tramolekulare Interaktion in Gab1 über die Interaktion der N-terminalen PH-Domäne
mit den C-terminalen Argininen 556 und 560 in Gab1 vermittelt. Diese Interaktion wird
durch die Phosphorylierung des Serins 552 aufgehoben. So ist die Jak2-V617F-induzierte
Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 essentiell für die PH-vermittelte Translokation
von Gab1 an die Plasmamembran.
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Abbildung 16: Die Jak2-V617F-induzierte Translokation von Gab1 an die Plasma-
membran ist abhängig von der Aufhebung der inhibitorischen intramolekularen In-
teraktion der PH-Domäne mit den Argininen 556 und 560. Je 350.000 HEK293-Jak2-
V617F Zellen wurden auf Poly-L-Lysin gecoateten Deckgläsern in 6 cm Schalen ausgesät. Die
Transfektion der Zellen erfolgte mit Expressionsvektoren für Gab1-WT-GFP, Gab1-ΔPH-GFP,
Gab1-S552A-GFP, Gab1-S552E-GFP oder Gab1-R556/560A-GFP. Danach wurden die Zellen
für 24 h mit 2,5 ng/ml Doxycyclin behandelt. Die Lebend-Zell-Analyse wurde in einer Perfusi-
onskammer mittels konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie (Zeiss LSM700) durchgeführt.

Doch welche Bedeutung hat die PH-vermittelte Translokation von Gab1 an die Plas-
mamembran für die Phosphorylierung der Tyrosine in Gab1? Es ist nicht bekannt, ob
Gab1 erst nach Rekrutierung an die Plasmamembran durch z.B. die rezeptor-assoziierte
Jak2 bzw. Jak2-V617F phosphoryliert wird oder die Tyrosinphosphorylierung von Gab1
unabhängig von der Translokation an die Plasmammebran ist. Daher wurde die Tyrosin-
Phosphorylierung von Gab1-Mutanten, die nicht an die Plasmamembran rekrutiert wer-
den können (Gab1-S552A, Gab1-ΔPH) oder konstitutiv an die Plasmamembran bin-
den (Gab1-S552E, Gab1- R556/560A) wurde analysiert. Dafür wurden HEK293-Jak2-
V617F Zellen mit den entsprechenden Expressionsvektoren für Gab1-WT und Gab1-
Mutanten oder mit einem nicht-kodierenden Expressionsvektor (mock) trans�ziert. Es
wurde hier GFP fusioniertes Gab1 eingesetzt, um die Ergebnisse besser mit den erhal-
tenen Mikroskop-Daten (Abb. 16) vergleichen zu können. Desweiteren erhöht der GFP-
Tag die molekulare Masse des Gab1, so dass die Phosphorylierungen der exogenen Gab1-
Konstrukte bei der Immundetektion unabhängig von endogenem Gab1 untersucht werden
können. Nach der Transfektion wurde die Jak2-V617F Expression induziert. Die Analyse
erfolgte mittels Western-Blot und Immundetektion.
Die Expression von Gab1-WT-GFP und deren Mutanten erfolgte auf vergleichbaren

Expressionsniveaus (Abb. 17). Unabhängig von der Überexpression von Gab1-WT und
der Expression der Gab1-Mutanten induziert die Jak2-V617F Expression die Erk1/2-
Phosphorylierung auf vergleichbaren Niveaus (Abb. 17, Vgl. Spur 2 und 4, 6, 8, 10, 12).
Die Induktion der Jak2-V617F Expression in den Gab1-WT-GFP exprimierenden Zel-

len hat die Phosphorylierung des Serins 552 und des Tyrosins 627 in Gab1-WT zur Folge
(Abb. 17, Vgl. Spur 3 und 4).
Durch Substitution des Serins 552 zu Alanin in der Gab1-S552A Mutante kann keine

Phosphorylierung an der Aminosäureposition 552 in dieser Mutante beobachtet werden
(Abb. 17, Vgl. Spur 5 und 6). Die Gab1-S552A-Mutante wird durch Expression der Jak2-
V617F am Tyrosin 627 phosphoryliert. Die Tyrosinphosphorylierung der Gab1-S552A
Mutante hat im Vergleich zum Gab1-WT ein vergleichbares Niveau (Abb. 17, Vgl. Spur
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4 und 6). Obwohl die Gab1-S552A-Mutante nicht an die Plasmamembran rekrutiert wird
(Abb. 16), wird diese am Tyrosin 627 phosphoryliert.
Die Gab1 Mutanten Gab1-S552E und Gab1-R556/560A sind konstitutiv an der Mem-

bran assoziiert (Abb. 16). Erst nach Induktion der Jak2-V617F Expression werden diese
Gab1-Mutanten am Tyrosin 627 phosphoryliert (Abb. 17, Vgl. Spur 7, 9 und 8, 10).
Somit ist die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 abhängig von der Expression
der konsitutiv aktiven Jak2-V617F. Die Jak2-V617F-induzierte Tyrosinphosphorylierung
der Gab1-S552E und Gab1-R556/560A Mutanten erreicht das Phosphorylierungsniveau
von Gab1-WT in Gab1-WT exprimierenden Zellen (Abb. 17, Vgl. Spur 4 und 8, 10).
Durch Substitution des Serins 552 zu Glutaminsäure ist bei der Gab1-S552E Mutan-
te keine S552-Phosphorylierung detektierbar (Abb. 17, Spur 8). Die konstitutiv an der
Plasmamembran rekrutierte Gab1-R556/560A Mutante weist sowohl basal als auch Jak2-
V617F-abhängig eine deutlich verstärkte Phosphorylierung des Serins 552 auf als es beim
Gab1-WT beobachtet werden konnte (Abb. 17, Vgl. Spur 3,4 und 9, 10).
Die Gab1-ΔPH Mutante transloziert nach Induktion der Jak2-V617F-Expression nicht

an die Plasmamembran (Abb. 16). In der Gab1-ΔPH Mutante ist das Niveau der Jak2-
V617F-induzierten Serin 552 Phosphorylierung im Vergleich zum Gab1-WT deutlich er-
höht (Abb. 17, Vgl. Spur 4 und 12). Gab1-ΔPH-GFP wird Jak2-V617F-induziert am
Tyrosin 627 phosphoryliert (Abb. 17, Vgl. Spur 11 und 12). Jedoch ist diese Phospho-
rylierung im Vergleich zum Gab1-WT reduziert (Abb. 17, Vgl. Spur 4 und 12). Diese
Beobachtung könnte auf eine verstärkende Wirkung der PH-vermittelten Translokation
von Gab1 auf die Phosphorylierung des Tyrosins 627 deuten.
Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist abhängig von der Expression der

Jak2-V617F. Jedoch sind in Jak2-V617F exprimierenden Zellen die Phosphorylierung des
Serins 552 und die PH-Domänen vermittelte Translokation von Gab1 an die Plasmamem-
bran nicht essentiell für die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1.



4 Ergebnisse 53

Abbildung 17: Die Bedeutung der Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1
und der PH-Domänen vermittelten Plasmamembran-Translokation von Gab1 für
die Tyrosinphosphorylierung von Gab1 in Jak2-V617F exprimierenden Zellen. Je
840.000 HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden
wie angegeben mit einem nicht-kodierenden Expressionsvektor (mock) oder für Gab1-WT-GFP,
Gab1-S552A-GFP, Gab1-S552E-GFP, Gab1-R556/560A-GFP, Gab1-ΔPH-GFP kodierende Ex-
pressionsvektoren trans�ziert. Anschlieÿend erfolgte die Induktion der Jak2-V617F Expression
mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h. Anschliessend erfolgte die Lyse der Zellen. Die Analyse
der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immun-
detektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2, pY627-Gab1, pS552-
Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen
Antikörpern gegen Gab1 und GFP. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Darge-
stellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3.

Die Jak2-V617F-induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von Gab1-Mutanten, die nicht
an die Plasmamembran rekrutiert werden (Abb. 17), steht im Widerspruch zur Hypo-
these der Vermittlung der Tyrosin-Phosphorylierung von Gab1 an der Plasmamembran.
Diese Hypothese wurde durch Beobachtungen in der IL-6-induzierten Signaltransdukti-
on entwickelt [101]. Handelt es sich bei der von der Lokalisation unabhängigen Tyrosin-
Phosphorylierung von Gab1 in Jak2-V617F exprimierenden Zellen um eine pathophy-
siologische Fehlregulation? Um eine mögliche Jak2-V617F induzierte Fehlregulation der
Gab1 Tyrosin-Phosphorylierung erkennen zu können, wurde nachfolgend die Lokalisati-
on und Phosphorylierung von Gab1 und Gab1-Mutanten in der Epo-abhängigen Signal-
transduktion in Jak2-WT exprimierenden Zellen analysiert. Dazu wurden HEK293-Jak2-
WT Zellen mit Expressionsvektoren für Gab1-GFP und Gab1-Mutanten trans�ziert. Die
Jak2-WT Expression wurde durch Behandlung mit Doxycyclin induziert und die Zellen
nachfolgend mit Epo stimuliert. Die Lokalisation von Gab1 wird mittels Lebend-Zell-
Analyse durch konfokale Laser-Scanning Mikroskopie untersucht.
Die Überexpression des Jak2-WT in Gab1-WT-GFP exprimierenden Zellen bewirkt

im Gegensatz zur Expression der Jak2-V617F keine Translokation von Gab1 an die Plas-
mamembran (Abb. 18, Spur 1). Die Überexpression des Jak2-WT induziert somit kei-
ne Translokation von Gab1. Erst die Stimulation der Jak2-WT exprimierenden Zellen
mit Epo induziert die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran. Erst nach der
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liganden-abhängiger Aktivierung des Jak2-WT wird die Translokation von Gab1 indu-
ziert.
Analog zu den Beobachtungen in Jak2-V617F exprimierenden Zellen (Abb. 16) werden

die Gab1-S552A und die Gab1-ΔPH Mutante auch nach Epo-Stimulation nicht an die
Plasmamembran rekrutiert (Abb. 18, Spur 2 und 5). Die liganden-induzierte Aktivierung
des Jak2-WT hat somit keinen Ein�uss auf die Translokation dieser Gab1 Mutanten.
Unabhängig von der Jak2-WT Expression und einer Epo-Stimulation sind die Gab1-

S552E und die Gab1-R556/560A Mutante konstitutiv an der Plasmamembran lokalisiert
(Abb. 18, Spur 3 und 4).
Der Gab1-WT transloziert nach Epo-abhängiger Aktivierung der Tyrosin-Kinase Jak2

an die Plasmamembran. Die Epo-induzierte Translokation ist dabei abhängig von der
PH-Domäne in Gab1 und vom Serin 552 in Gab1. Die Substitution des Serins 552 durch
Glutamat wirkt phospho-mimetisch und ahmt somit die Phosphorylierung des Serins 552
nach und hebt die inhibitorische intramolekulare Interaktion in Gab1 auf. Die Phosphory-
lierung von Serin 552 führt somit zur Exponierung der Gab1-PH-Domäne und ermöglicht
dadurch die PH-abhängige Interaktion von Gab1 mit PIP3 in der Plasmamembran. Die
Phosphorylierung des Serins 552 ist daher essentiell für die Epo-induzierte Translokation
von Gab1 an die Plasmamembran.
Die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran ist demnach in der Epo-induzierten

und in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion abhängig von der PH-Domäne in
Gab1 und vom Phosphorylierungsstatus des Serins 552. Jedoch induziert die konstituti-
ve Aktivität der Jak2-V617F bereits zytokin-unabhängig eine konstitutive Translokation
von Gab1 an die Plasmamembran, die die Pathogenität der Jak2-V617F-induzierten Si-
gnaltransduktion bewirken könnte.
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Abbildung 18: Die Epo- induzierte Translokation von Gab1 an die Plasmamembran
ist abhängig von der Aufhebung der inhibitorischen intramolekularen Interaktion
der PH-Domäne mit den Argininen 556 und 560. Je 350.000 HEK293-Jak2-WT Zellen
wurden auf Poly-L-Lysin gecoateten Deckgläsern in 6 cm Schalen ausgesät. Die Transfektion
der Zellen erfolgte mit Expressionsvektoren für Gab1-WT-GFP, Gab1-ΔPH-GFP, Gab1-S552A-
GFP, Gab1-S552E-GFP oder Gab1-R556/560A-GFP. Danach wurden die Zellen für 24 h mit
2,5 ng/ml Doxycyclin behandelt. Die Lebend-Zell Analyse wurde in einer Perfusionskammer
mittels konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie (Zeiss LSM700) durchgeführt. Die Stimulation
der Zellen erfolgte 15 min mit 1 U/ml Epo.

Die in Jak2-V617F exprimierenden Zellen beobachtete Unabhängigkeit der Tyrosin-
Phosphorylierung von der Translokation von Gab1 an die Plasmamembran (Abb. 17)
könnte durch die Expression der konstitutiv aktiven Jak2-V617F Mutante verursacht
werden. Daher wurde die Phosphorylierung von Gab1-WT und dessen Mutanten auch
in Jak2-WT exprimierenden Zellen nach Epo-Stimulation untersucht. HEK293-Jak2-WT
Zellen wurden mit Expressionsvektoren für Gab1-WT-GFP und dessen Mutanten oder
mit einem nicht-kodierenden Expressionsvektor (mock) trans�ziert. Die Induktion der
Jak2-WT Expression erfolgte durch Doxycyclin-Behandlung der Zellen. 15 min vor Lyse
der Zellen, wurden die Zellen mit 1 U/ml Epo stimuliert. Die Analyse erfolgte mittels
Western-Blot und Immundetektion.
Die Expression von Gab1-WT und dessen Mutanten erfolgte auf vergleichbaren Niveaus

(Abb. 19). Die Induktion der Expression von Jak2-WT induzierte keine Phosphorylierung
von Jak2, Gab1 und Erk1/2 (Abb. 19, Vgl. Spur 1 und 2, 4, 6, 8, 9, 10, 12). Durch die
Stimulation mit Epo wurde die Phosphorylierung von Jak2 und die Phosphorylierung
von Erk1/2 induziert. Die Expression von Gab1-WT-GFP oder dessen Mutanten hatte
keinen Ein�uss auf die Erk1/2-Phosphorylierung (Abb. 19, Vgl. Spur 3 und 5, 7, 9, 11,
13).
Die Stimulation der Zellen mit Epo induziert die S552- und die Y627-Phosphorylierung

im Gab1-WT (Abb. 19, Vgl. Spur 4 und 5). Die konstitutiv an der Membran rekrutierten
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Gab1 Mutanten Gab1-S552E und Gab1- R556/560A werden erst nach Epo-Stimulation
am Tyrosin 627 phosphoryliert.
Die Gab1-S552A- und die Gab1-ΔPH-Mutante, die nicht Epo-induziert an die Plasma-

membran translozieren (Abb. 18), werden Epo-abhängig am Tyrosin 627 phosphoryliert
(Abb. 19, Spur 7 und 13). Die Epo-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627 der
Gab1-ΔPH Mutante ist jedoch geringer als im Gab1-WT (Abb. 19, Vgl Spur 5 und 13).
Sowohl in der Epo-abhängigen als auch in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduk-

tion werden die Gab1-R556/560A und die Gab1-ΔPH Mutante stärker als Gab1-WT am
Serin 552 phosphoryliert (Abb. 19, Vgl. Spur 4, 5 und 10, 11 bzw. 12, 13).
Die Epo-abhängige Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist, wie in Jak2-V617F-

exprimierenden Zellen, unabhängig von der Phosphorylierung des Serins 552 und der
Plasmamembran-Translokation von Gab1. Die Entkopplung der Gab1-Tyrosinphos- pho-
rylierung von der PH-Domänen-vermittelten Translokation an die Plasmamembran ist
somit kein E�ekt, der spezi�sch durch die Jak2-Mutante, Jak2-V617F, hervorgerufen
wird. Die Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran ist in der Epo-R-vermittelten
Signaltransduktion nicht essentiell für die Vermittlung der Tyrosin 627 Phosphorylierung
von Gab1.

Abbildung 19: Die Bedeutung der Plasmamembran-Translokation von Gab1 für
die Phosphorylierung von Gab1 in der Epo-induzierten Signaltransduktion. Je
700.000 HEK293-Jak2-WT Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden wie
angegeben mit einem nicht-kodierenden Expressionsvektor (mock) oder für Gab1-WT-GFP,
Gab1-S552A-GFP, Gab1-S552E-GFP, Gab1-R556/560A-GFP, Gab1-ΔPH-GFP kodierende Ex-
pressionsvektoren trans�ziert. Anschlieÿend erfolgte die Induktion der Jak2-WT Expression mit
2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h. Nach Stimulation der Zellen für 15 min mit 1 U/ml Epo
wurden die Zellen lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Wes-
tern Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern
gegen pJak2, Jak2, pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strip-
pen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Gab1 und GFP. Die Färbung von
α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3.

In der Epo- und in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion ist die Phospho-
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rylierung des Tyrosins 627 in Gab1 unabhängig von der Rekrutierung von Gab1 an
die Plasmamembran. Jedoch ist die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1-ΔPH,
die nicht an die Plasmamembran translozieren kann (Abb. 16 und 18), im Vergleich
zum Gab1-WT reduziert (Abb. 17 und 19). Wirkt sich die fehlende Plasmamembran-
rekrutierung auf die Phosphorylierungskinetik des Tyrosins 627 in Gab1 aus? In der
Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion wird Gab1 konstitutiv an die Plasmamem-
bran rekrutiert und phosphoryliert. So geht die Information über die initiale Kinetik
der Epo-R-vermittelten Gab1-Phosphorylierung in der Jak2-V617F-induzierten Signal-
transduktion verloren. Um den Ablauf der initialen Phosphorylierungen von Gab1 in
Abhängigkeit seiner Translokation an die Plasmamembran genauer zu untersuchen, wur-
de in Jak2-WT exprimierenden Zellen die Epo-induzierte Phosphorylierungskinetik der
Gab1-S552A und der Gab1-ΔPH Mutante im Vergleich zum Gab1-WT untersucht.
HEK293-Jak2-WT Zellen wurden mit einem nicht-kodierenden (mock) Expressions-

vektor oder mit Expressionsvektoren für Gab1-WT-GFP, Gab1-ΔPH-GFP oder Gab1-
S552A-GFP trans�ziert. Die Induktion der Jak2-WT Expression erfolgte mit Doxycyclin.
Die Stimulation der Zellen wurde mit Epo (1 U/ml) für die in Abbildung 20 angegebenen
Zeiträume vorgenommen.
Die Expression von Gab1-WT und deren Mutanten war gleichmäÿig (Abb. 20). Der

zeitliche Verlauf und das Niveau der Epo-induzierten Jak2- und Erk1/2-Phosphorylierung
ist auf einem vergleichbaren Niveau und unabhängig von der Expression von Gab1 oder
deren Mutanten (Abb. 20).
Nach Epo-Stimulation wird Gab1-WT-GFP am S552 phosphoryliert (Abb. 20, Spur

6-10). Diese Phosphorylierung nimmt bis 15 min Stimulation kontinuierlich zu (Abb. 20,
Spur 6-10). Dagegen erfolgt die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1-WT-GFP
transienter und erreicht bereits nach 2 bis 5 min Epo-Stimulation ein Maximum (Abb.
20, Spur 7, 8).
Die Gab1-ΔPH Mutante ist bereits basal und während der gesamten Dauer der Epo-

Stimulation stärker als der Gab1-WT am Serin 552 phosphoryliert (Abb. 20, Vgl. Spuren
6-10 mit 11-15). Sowohl in der Gab1-R556/560A Mutante (Abb. 19) als auch in der
Gab1-ΔPH Mutante ist das Phosphorylierungsniveau des Serins 552 im Vergleich zum
Gab1-WT erhöht. Die intramolekulare Interaktion der PH-Domäne mit den Argininen
556 und 560 scheint die E�zienz der Phosphorylierung des Serins 552 zu verringern. Die
Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1-ΔPH nimmt über die Zeit kontinuierlich zu
(Abb. 20, Spur 11-15). Im Vergleich zum Gab1-WT ist das Tyrosin 627 in Gab1-ΔPH
zu allen beobachteten Zeitpunkten schwächer phosphoryliert (Abb. 20, Vgl. Spuren 6-10
mit 11-15).
In Folge der Substitution des Serins 552 zu Alanin ist keine Phosphorylierung der

Aminosäureposition 552 in Gab1-S552A detektierbar (Abb. 20, Spur 16-20). Die Phos-
phorylierung von Tyrosin 627 in Gab1-S552A ist im Vergleich zum Gab1-WT nach 2
und 5 min Stimulation geringer (Abb. 20, Vgl. Spur 7, 17 und 8, 18). Im Vergleich zum
Gab1-WT ist das Phosphorylierungsniveau des Tyrosins 627 in der Gab1-S552A Mutante
10 und 15 min nach Epo-Stimulation erhöht (Abb. 20, Vgl. Spur 9, 10 und 19, 20).
Die PH-Domänen-vermittelte Translokation von Gab1 an die Plasmamembran ist in der

frühen Epo-R-vermittelten Signaltransduktion nicht essentiell für die Phosphorylierung
des Tyrosins 627 in Gab1. Die zeitliche Au�ösung der Phosphorylierungskinetik von
Gab1 deutet allerdings darauf hin, dass die PH-vermittelte Translokation von Gab1 zur
Plasmamembran die Geschwindigkeit der Vermittlung der Phosphorylierung von Gab1
am Tyrosin 627 erhöht.
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Abbildung 20: Die Epo-induzierte Phosphorylierungskinetik des Tyrosins 627 in
Gab1 in Abhängigkeit der PH-Domänen-vermittelten Plasmamembrantranslokati-
on und der Phosphorylierung des Serin 552 in Gab1. Je 700.000 HEK293-Jak2-WT Zellen
wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden wie angegeben mit einem nicht-kodierenden
Expressionsvektor (mock) oder für Gab1-WT-GFP, Gab1-S552A-GFP, Gab1-ΔPH-GFP kodie-
rende Expressionsvektoren trans�ziert. Anschlieÿend erfolgte die Induktion der Jak2-WT Expres-
sion mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h. Nach Stimulation der Zellen für die angegebenen
Zeiträume mit 1 U/ml Epo wurden die Zellen lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels
SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte
mit spezi�schen Antikörpern gegen pJak2, pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-
Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2, Gab1
und GFP. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives
Experiment aus n = 3.

4.4 Bedeutung der PI3K- und MAPK-Aktivität für die Jak2-V617F- und
Epo-induzierte Plasmamembran-Translokation und Phosphorylierung
von Gab1

Die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran ist sowohl in Jak2-WT- als auch in
Jak2-V617F exprimierenden Zellen abhängig von der Phosphorylierung des Serins 552.
Der hypothetische Mechanismus zur MAPK-abhängigen Translokation von Gab1 ist da-
bei durch die Erk-abhängige Phosphorylierung des Serins 552 beschrieben [101, 103]. Die
Zugabe des Mek-Inhibitors U0126 be wirkt in Jak2-V617F- und Gab1-WT-GFP expri-
mierenden Zellen die Translokation von Gab1 von der Membran in das Zytoplasma (Abb.
21A). Die Behandlung der Jak2-V617F exprimierenden Zellen mit der Lösungsmittelkon-
trolle DMSO hat dagegen keinen Ein�uss auf die Jak2-V617F-induzierte Lokalisation von
Gab1-WT-GFP an der Plasmamembran. Die Jak2-V617F-induzierte konstitutive Loka-
lisation von Gab1 an der Plasmamembran ist somit abhängig von der MAPK-Aktivität.
Ist die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 abhängig von der Jak2-V617F-induzier-

ten MAPK-Aktivität?
Mit Hilfe des von der AG Feller bereitgestellten Antikörpers, der das Epitop LQAPVR-

[pS552]-PITRSF in Gab1 bindet, war es erstmals möglich diese Hypothese zur MAPK-
abhängigen Phosphorylierung des Serins 552 zu untersuchen.
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Die Expression von Jak2-V617F induziert die Phosphorylierung von Gab1-WT-GFP
am Serin 552 und am Tyrosin 627 (Abb. 21B, Vgl. Spur 1 und 2). Die Behandlung
der Jak2-V617F exprimierenden Zellen mit dem Mek-Inhibitor U0126 reduziert die Erk-
Phosphorylierung (Abb. 21B, Vgl. Spur 2 und 3). Desweiteren nimmt die Phosphorylie-
rung des Serins 552 in Gab1 durch die Inhibition von Mek ab (Abb. 21B, Vgl. Spur 2
und 3). Die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 und die Rekrutierung an die Plas-
mamembran sind somit von der Jak2-V617F-induzierten MAPK-Aktivität abhängig.
Die Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627 ist durch Mek-Inhibition jedoch nicht

verändert (Abb. 21B, Vgl. Spur 2 und 3). Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1
ist daher unabhängig von der MAPK-abhängigen Phosphorylierung des Serins 552 und
der Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran.

Abbildung 21: Der Ein�uss der MAPK-Kaskade auf die Gab1 Lokalisation und Phos-
phorylierung von Serin 552 und Tyrosin 627 in Gab1 in Jak2-V617F exprimierenden
Zellen. A) Je 350.000 HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden auf Poly-L-Lysin gecoateten Deckglä-
sern in 6 cm Schalen ausgesät. Die Transfektion der Zellen erfolgte mit einem Expressionsvektor
für Gab1-WT-GFP. Danach wurden die Zellen für 24 h mit 2,5 ng/ml Doxycyclin behandelt. Die
Lebend-Zell Analyse wurde in einer Perfusionskammer mittels konfokaler Laser-Scanning Mikro-
skopie (Zeiss LSM700) durchgeführt. Die Zellen wurden 30 min mit 10 μM U0126 oder DMSO
behandelt. B) Je 840.000 HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die
Zellen wurden weiterhin mit einem Expressionsvektor für den Gab1-WT-GFP trans�ziert. Zur
Induktion der Expression des Jak2 wurden die HEK293-Jak2-V617F Zellen wie angegeben mit
2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) über 24 h behandelt. 30 min vor der Lyse der Zellen wurden die Zel-
len mit DMSO oder mit 20 μM U0126 behandelt und anschlieÿend lysiert. Die Analyse der Lysate
erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die
Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2, pS552-Gab1, pY627-Gab1, pErk1/2,
Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern
gegen Gab1 und GFP. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3.

Ist in der Epo-induzierten und Jak2-WT vermittelten Signaltransduktion die Phos-
phorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ebenfalls unabhängig von der MAPK-induzierten
Rekrutierung an die Plasmamembran?
Jak2-WT exprimierende HEK293 Zellen wurden vor Epo-Stimulation mit steigenden

Konzentrationen des Mek-Inhibitors U0126 behandelt (Abb. 22). Anschlieÿend wurden
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die Zellen für 15 min mit 1 U/ml Epo stimuliert. Die Stimulation der Zellen mit Epo in-
duziert die Phosphorylierung von Jak2, Gab1 und Erk1/2 (Abb. 22, Vgl. Spur 2 und
3). Die Jak2-Phosphorylierung ist unabhängig von der Mek-Aktivität (Abb. 22, Vgl
Spur 3 mit 4-8). Bereits in einer Konzentration von 5 μM reduziert U0126 die Erk1/2-
Phosphorylierung auf ein basales Niveau (Abb. 22, Vgl. Spur 2 und 5). Mit zunehmender
U0126-Konzentration nimmt das Phosphorylierungsniveau des Serins 552 in Gab1 nach
Epo-Stimulation ab (Abb. 22). Mit verringter Erk1/2-Phosphorylierung bzw. MAPK-
Aktivität nimmt daher auch die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 ab. Eine Inhibi-
tion der MAPK-Aktivität resultiert jedoch nicht in einer Reduktion der Phosphorylierung
des Tyrosins 627 in Gab1 (Abb. 22). Auch ohne MAPK-abhängige Phosphorylierung von
Serin 552 wird Gab1 am Tyrosin 627 nach Epo-Stimulation in Jak2-WT exprimierenden
Zellen phosphoryliert.

Abbildung 22: Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist unabhängig von
der Epo-induzierten MAPK-Aktivierung und der MAPK-abhängigen Phosphory-
lierung des Serins 552 in Gab1. Je 700.000 HEK293-Jak2-WT Zellen wurden auf 6-well-
Platten ausgesät. Die Transfektion der Zellen erfolgte mit einem Expressionsvektor für Gab1-
WT-GFP. Danach wurden die Zellen für 24 h mit 2,5 ng/ml Doxycylin (Dox) inkubiert. 30 min
vor Epo-Stimulation erfolgte die Behandlung der Zellen mit DMSO oder U0126. Nach Sti-
mulation mit 1 U/ml Epo wurden die Zellen lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels
SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte
mit spezi�schen Antikörpern gegen pJak2, pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-
Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2, Gab1
und GFP. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives
Experiment aus n = 3.

Neben der MAPK-Aktivität ist auch das Vorhandensein von PIP3 in der Plasma-
membran essentiell für die Interaktion der Gab1-PH-Domäne mit der Plasmamembran
[110, 111, 101]. Die Katalyse von PIP2 zu PIP3 wird durch die PI3-Kinase vermittelt.
Somit ist die PI3K-Aktivität bedeutend für die Jak2-V617F-induzierte Translokation von
Gab1 an die Plasmamembran [103]. Doch welche Auswirkung hat die Gab1-PH-Domänen
Interaktion mit PIP3 auf die Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627? Um die Be-
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deutung der PI3K-induzierten Translokation von Gab1 an die Plasmamembran für die
Phosphorylierung der Gab1-Tyrosine genauer zu untersuchen, wurde die PI3K-Kaskade
mit einem PI3K-Inhibitor gehemmt.
Die Inhibition der PI3K-Aktivität mit dem Inhibitor LY294002 führt zur Translokation

von Gab1 von der Plasmamembran in das Zytoplasma (Abb. 23A). Die Behandlung
der Zellen mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 hat zur Folge, dass die PI3K-abhängige
Phosphorylierung von Akt am Serin 473 inhibiert wird und somit nicht mehr detektiert
werden kann (Abb. 23B, Spur 4). Durch die Inhibition der PI3K-Aktivität ist neben
der Verringerung der Akt-Phosphorylierung auch eine reduzierte Phosphorylierung von
Erk1/2 in Jak2-V617F exprimierenden Zellen zu beobachten (Abb. 23B, Vgl. Spur 3 und
4). Die Inhibition der PI3K-Aktivität und somit die Störung der Translokation von Gab1
an die Plasmamembran (Abb. 23A) hat jedoch keine Auswirkung auf die Jak2-V617F
vermittelte Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 (Abb. 23B, Vgl. Spur 3 und 4).
Daher ist die PH-Domänen vermittelte Translokation von Gab1 an PIP3 in der Plasma-

membran nicht essentiell für die Jak2-V617F-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins
627 in Gab1.

Abbildung 23: Die PI3K-abhängige Translokation von Gab1 an die Plasmamembran
und deren Bedeutung für die Phosphorylierung des Tyrosins 627 von Gab1 in der
Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion. A) Je 350.000 HEK293-Jak2-V617F Zellen
wurden auf Poly-L-Lysin gecoateten Deckgläsern in 6 cm Schalen ausgesät. Die Transfektion
der Zellen erfolgte mit einem Expressionsvektor für Gab1-WT-GFP. Danach wurden die Zellen
für 24 h mit 2,5 ng/ml Doxycyclin behandelt. Die Lebend-Zell Analyse wurde in einer Perfu-
sionskammer mittels konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie (Zeiss LSM700) durchgeführt. Die
Zellen wurden 30 min mit 40 μM LY294002 oder DMSO behandelt. B) Je 840.000 HEK293-
Jak2-V617F Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Anschlieÿend erfolgte die Induktion der
Jak2-V617F Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h. 30 min vor der Lyse wur-
den die Zellen mit DMSO oder 40 μM LY294002 behandelt. Die Analyse der Lysate erfolgte
mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung
erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2, pY627-Gab1, pS473-Akt, pErk1/2, Erk1/2 und
α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Gab1,
Akt und GFP. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsen-
tatives Experiment aus n = 3.
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Jak2-V617F induziert die konstitutive Translokation an die Plasmamembran und die
konstitutive Phosphorylierung von Gab1. Die initiale Phosphorylierungskinetik der Epo-
R-vermittelten Gab1-Phosphorylierung kann daher in Jak2-V617F-exprimierenden Zellen
nicht beobachtet werden. Um die initiale Phosphorylierungskinetik von Gab1 in Abhän-
gigkeit der PI3K-abhängigen Translokation an die Plasmamembran zu untersuchen, wur-
de in Jak2-WT exprimierenden Zellen die Epo-induzierte Phosphorylierungskinetik von
Gab1 nach PI3K-Inhibition untersucht. Zunächst wurden die Zellen mit der Lösungsmit-
telkontrolle DMSO oder dem PI3K-Inhibitor behandelt. Die Zellen wurden für 30 min
mit Epo stimuliert.
Die Induktion der Jak2-WT-Expression induziert keine Phosphorylierung von Jak2,

Gab1 oder Erk1/2 (Abb. 24, Spur 2 und 8). Akt ist konstitutiv am Serin 473 phospho-
ryliert. Die Inhibition der PI3K durch LY294002 inhibiert die Phosphorylierung von Akt
am Serin 473 (Abb. 24, Vgl. Spur 1-7 und 8- 13).
Nach Epo-Stimulation wird Jak2-WT sowohl nach DMSO- als auch nach LY294002-

Behandlung auf ein vergleichbares Niveau phosphoryliert (Abb. 24).
In PI3K-Inhibitor behandelten Zellen wird die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in

Gab1 induziert und ist im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen leicht reduziert (Abb.
24, Vgl. Spuren 2-7 mit 9-13).
Die Erk1/2-Phosphorylierung nimmt nach Epo-Stimulation kontinuierlich zu und er-

reicht 15 min nach Stimulation ein Maximum (Abb. 24, Spur 2-7). Die Behandlung der
Zellen mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 bewirkt, dass die Erk1/2-Phosphorylierung 2
bis 15 min nach Stimulation deutlich geringer ist als in den mit DMSO behandelten
Zellen (Abb. 24, Vgl. Spuren 3-6 mit 10-12).
Die Hemmung der PI3K-Aktivität inhibiert die PIP3-Synthese in der Plasmamembran.

Bei Inhibition der PI3-Kinaseaktivität wird Gab1-WT-GFP somit nicht mehr an die
Plasmamembran rekrutiert. Trotz der PI3K-Inhibition wird Gab1-WT-GFP aber Epo-
induziert am Tyrosin 627 phosphoryliert. Die initiale Phosphorylierungskinetik dieses
Tyrosins zeigt aber, dass die Phosphorylierung langsamer vermittelt wird, wenn Gab1
nicht an die Plasmamembran rekrutiert werden kann. Dies konnte auch bei der Epo- und
der Jak2-V617F-induzierten Phosphorylierung des Tyrosin 627 der Gab1-ΔPH Mutante,
deren PH-Domäne deletiert ist, beobachtet werden (Abb.20). Zusammen deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 in der Epo-
R-vermittelten Signaltransduktion unabhängig von der Translokation von Gab1 an die
Plasmamembran ist. Jedoch trägt die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran
zur Erhöhung der E�zienz der Phosphorylierung des Tyrosins 627 bei.
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Abbildung 24: Die Bedeutung der PI3K-Aktivität für die Kinetik der Phosphorylie-
rung von Gab1 in der Epo-induzierten Signaltransduktion. Je 840.000 HEK293-Jak2-
WT Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Anschlieÿend erfolgte die Induktion der Jak2-WT
Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h. 30 min vor Epo-Stimulaton wurden die
Zellen mit DMSO oder 40 μM LY294002 behandelt. Nach Stimulation der Zellen zu den angege-
benen Zeitpunkten mit 1 U/ml Epo wurden die Zellen lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte
mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung
erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen pJak2, pY627-Gab1, pS473-Akt, pErk1/2, Erk1/2
und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen
Jak2, Gab1, Akt und GFP. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist
ein repräsentatives Experiment aus n = 3.

4.5 Jak2-V617F induziert die Rekrutierung von Interaktionspartnern an
Gab1

Die PH-Domänen-vermittelte Plasmamembranrekrutierung von Gab1 ist für die Phos-
phorylierung der Tyrosine von Gab1 in Jak2-V617F- und Jak2-WT exprimierenden Zel-
len nicht essentiell (siehe Abb. 23 und 24). Gibt es einen zur PH-Domänen-vermittelten
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran alternativen Rekrutierungsmechanismus
von Gab1 in die Nähe von Tyrosin-Kinasen, die an der Plasmamembran lokalisiert sind?
Kann Gab1 z.B. so wie mit c-Met [120, 119] und dem EGF-R [122] auch mit dem Epo-R
interagieren?
HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden mit Expressionvektoren für Gab1-WT-GFP trans-

�ziert. Die Jak2-V617F Expression wurde mit Doxycyclin induziert. Nach Lyse der Zellen,
wurde Gab1-GFP präzipitiert. Daraufhin erfolgte sowohl die Analyse des Totallysats als
auch der Präzipitate und derer Co-Präzipitate.
Die Expression von Jak2-V617F induziert die Phosphorylierung von Erk1/2 und von

Gab1-WT-GFP am Tyrosin 627 (Abb. 25A).
Die Präzipitation von Gab1-WT-GFP aus Lysaten von Jak2-V617F und Gab1-WT-

GFP exprimierenden Zellen mit Hilfe eines GFP-Antikörpers zeigt, dass Grb2 unabhängig
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von einer Jak2-V617F-Expression an Gab1 bindet (Abb. 25B). Durch Jak2-V617F Ex-
pression wird die Bindung von SHP2 an Gab1 induziert. An Gab1 gebundenes SHP2 ist
zudem am Tyrosin 542 phosphoryliert (Abb. 25B).
Jak2-V617F-induziert kommt es auch zur Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R (Abb.

25B, Spur 2). Aufgrund dieser Beobachtung wurde der Epo-R mit Hilfe eines Epo-R-
Antikörpers aus dem Totallysat präzipitiert. Die Analyse des daraus erhaltenen Co-
Präzipitats zeigt, dass durch die Expression von Jak2-V617F die Interaktion vom Epo-R
und Gab1-WT-GFP verstärkt wird (Abb. 25B, Vgl. Spur 1 und 2).
So wird neben der Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 auch die Gab1:SHP2-

Interaktion durch die Expression der Jak2-V617F induziert und konstitutiv vermittelt.
Jak2-V617F induziert kommt es zudem zur Interaktion von Gab1-WT-GFP mit dem
Epo-R.

Abbildung 25: Jak2-V617F induziert die Rekrutierung von SHP2 an Gab1 und die
Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R. 840.000 HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden auf
6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden mit einem Expressionsvektor für Gab1-WT-GFP trans-
�ziert. Anschlieÿend erfolgte die Induktion der Jak2-V617F Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin
(Dox) für 24 h. A) Die Analyse des Totallysats erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western
Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern ge-
gen Jak2, pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolg-
te die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Gab1 und GFP. Die Färbung von α-Tubulin
dient als Ladekontrolle. B) Gab1-WT-GFP bzw. Epo-Rezeptor wurden zunächst mit spezi�schen
Antikörpern präzipiert. Die Analyse der Präzipitate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Wes-
tern Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern
gegen pSHP2, Grb2 und Gab1. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Anti-
körpern gegen Epo-R, SHP2 und GFP. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3
Experimenten.

4.6 Die Bedeutung der PH-Domänen-vermittelten Translokation für die
Rekrutierung von Gab1-Interaktionspartnern

Die Phosphorylierung des Serins 552 induziert die Aufhebung der intramolekularen In-
teraktion der PH-Domäne mit dem C-terminalen Bereich von Gab1 und induziert eine
Konformationsänderung in Gab1, die die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran
ermöglicht. Bewirkt die intramolekulare Interaktion in Gab1 die sterische Blockade der
Interaktionen von Gab1 mit seinen Bindungspartnern? Haben die Phosphorylierung des



4 Ergebnisse 65

Serins 552, die Lokalisation von Gab1 bzw. die Membranrekrutierung von Gab1 einen
Ein�uss auf die Rekrutierung von Bindungspartnern wie SHP2? Ist die Interaktion von
Gab1 mit dem Epo-R abhängig von der MAPK-Aktivität, dem Serin 552 oder der PH-
Domäne in Gab1?
Die Behandlung Jak2-V617F exprimierender HEK293-Jak2-V617F Zellen mit dem

Mek-Inhibitor U0126 reduziert die Jak2-V617F-induzierte Erk1/2-Phosphorylierung und
die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 (Abb. 26 A, Vgl. Spur 2 und 3). Die Inhibiti-
on von Mek verhindert zudem die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran (Abb.
21A). Die fehlende Phosphorylierung des Serins 552 in der Gab1-S552A Mutante und die
Deletion der N-terminalen PH-Domäne in Gab1 verhindern ebenfalls die Jak2-V617F-
induzierte Translokation dieser Gab1-Mutanten an die Plasmamembran (Abb. 16). Die
Interaktion von Grb2 mit Gab1 ist von der MAPK-Aktivität, der Phosphorylierung des
Serins 552 und der PH-Domäne in Gab1 unabhängig (Abb. 26 B, D, F). Trotz Inhibiti-
on der Jak2-V617F-induzierten Translokation von Gab1 an die Plasmamembran durch
Mek-Inhibition, Substitution des Serins 552 durch Alanin oder Deletion der PH-Domäne
werden der Gab1-WT-GFP, die Gab1-S552A- und die Gab1-ΔPH-Mutante an deren Ty-
rosin 627 phosphoryliert (Abb. 26 A, C, E). Die Expression von Jak2-V617F induziert die
Rekrutierung von SHP2 an Gab1-S552A und Gab1-ΔPH (Abb. 26 D, F). Die Interkation
von SHP2 mit Gab1-WT-GFP ist unabhängig von der MAPK-Aktivität (Abb. 26 B).
Unabhängig von der PH-Domäne oder der Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 in-
teragiert Gab1 mit dem Epo-R in Jak2-V617F exprimierenden Zellen (Abb. 26 B, D, F).
Die Gab1:Epo-R Interaktion wird unabhängig von der MAPK-Kaskade vermittelt (Abb.
26 B). Somit wird deutlich, dass weder die Phosphorylierung des Serins 552 noch die
Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran einen Ein�uss auf die Phosphorylierung
des Tyrosins 627 in Gab1 und auf die Interaktion von Gab1 mit SHP2 und dem Epo-R
haben. Könnte die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R also ein alternativer Mechani-
mus sein, um Gab1 unabhängig von der Plasmamembranrekrutierung in die Nähe der am
rezeptor-assoziierten Jak2-V617F zu rekrutieren? Wie wird die Rekrutierung von Gab1
an den Epo-R durch Jak2-V617F vermittelt?
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Abbildung 26: Die Jak2-V617F-induzierte Bindung von SHP2 an Gab1 und Inter-
aktion von Gab1 mit dem Epo-R sind unabhängig von der MAPK-Aktivität, der
Phosphorylierung des Serins 552 und der PH-Domäne in Gab1. 840.000 HEK293-Jak2-
V617F Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden mit einem Expressionsvektor
für Gab1-WT-GFP (A, B), Gab1-S552A-GFP (C, D) oder mit ΔPH-GFP (E, F) trans�ziert.
Anschlieÿend erfolgte die Induktion der Jak2-V617F Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox)
für 24 h. 30 min vor der Zelllyse wurden die Zellen mit DMSO oder 10 μM U0126 behandelt (A,
B). A, C, E) Die Analyse des Totallysats erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot
und anschlieÿender Immundetektion. A) Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen
Jak2, pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte
die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Gab1 und GFP. C, E) Die Färbung erfolgte mit
spezi�schen Antikörpern gegen Jak2, pY627-Gab1 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die
Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Gab1 und GFP. Die Färbung von α-Tubulin dient
als Ladekontrolle. B, D, F) Gab1-WT-GFP bzw. Epo-Rezeptor wurden zunächst mit spezi�schen
Antikörpern präzipiert. Die Analyse der Präzipitate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Wes-
tern Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikör-
pern gegen Epo-R, Grb2 und Gab1. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen
Antikörpern gegen SHP2 und GFP. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3
Experimenten.

4.7 Die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R

Die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R wird durch Expression von Jak2-V617F in-
duziert (Abb. 25). Die Gab1:Epo-R Interaktion ist unabhängig von der PH-vermittelten
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran (Abb. 26) und von der MAPK-Aktivität
(Abb. 25C,D). Doch wie die Interaktion von Gab1 und dem Epo-R vermittelt wird, ist
nicht klar. Wird Gab1 durch Expression der Jak2-V617F an den Epo-R rekrutiert oder
ist die Gab1:Epo-R-Interaktion abhängig von der konstitutiven Kinaseaktivität der Jak2-
V617F? Um dies zu untersuchen, wurden Gab1-WT-GFP und Jak2-V617F exprimierende
Zellen mit DMSO bzw. dem Jak-Inhibitor 1 behandelt. Sowohl in Jak2-V617F-positiven
HEK293-Jak2-V617F- als auch in HEL Zellen inhibiert der Jak Inhibitor 1 die Kinase-
aktivität der Jaks und somit die Phosphorylierung von Substraten der Jak2-V617F. Wie
von Andraos et al. beschrieben, bewirkt der Jak-Inhibitor 1 keine Reduktion der Auto-
phosphorylierung der Tyrosine 1007/8 in Jak2-V617F (Abb. 27A, Vgl. Spur 2 und 3 und
Abb. 27C, Vgl. Spur 1 und 2) [149]. Die Behandlung Jak2-V617F exprimierender Zellen
mit Jak Inhibitor 1 führt zur Reduktion der Jak2-V617F induzierten Phosphorylierung
von Gab1 und Erk1/2 (Abb. 27A, Vgl. Spur 2 und 3 und Abb. 27C, Vgl. Spur 1 und 2).
Die Interaktion von Gab1 und Grb2 ist unabhängig von der Kinaseaktivität von Jak2-
V617F (Abb. 27B, D). Die Präzipitation von Gab1-WT-GFP aus dem Totallysat hat die
Co-Präzipitation von SHP2 in Jak2-V617F exprimierenden Zellen zur Folge (Abb. 27B,
Spur 2 und Abb. 27D, Spur 1). Nach Behandlung der Jak2-V617F exprimierenden Zellen
mit dem Jak-Inhibitor 1 interagieren SHP2 und der Epo-R nicht mit Gab1 (Abb. 27B,
Vgl. Spur 2 und 3 und Abb. 27D, Vgl. Spur 1 und 2).
Somit sind die Interaktionen von SHP2 und dem Epo-R mit Gab1 abhängig von der

Kinaseaktivität der Jak2-V617F-Mutante.
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Abbildung 27: Die Interaktionen von Gab1 mit SHP2 und dem Epo-R sind abhängig
von der Kinaseaktivität der konstitutiv aktiven Jak2-V617F. A, B) 840.000 HEK293-
Jak2-V617F Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden mit einem Expressi-
onsvektor für Gab1-WT-GFP trans�ziert. Anschlieÿend erfolgte die Induktion der Jak2-V617F
Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h. 30 min vor der Zelllyse wurden die Zel-
len mit DMSO oder 1 μM Jak-Inhibitor 1 behandelt. C, D) Mittels Elektroporation wurde in
1 Mio. HEL Zellen der Expressionsvektor für Gab1-WT-GFP transferiert. 24 h nach der Elek-
troporation wurden die Zellen für 30 min mit DMSO oder 1 μM Jak-Inhibitor 1 behandelt.
Anschlieÿend erfolgte die Lyse der Zellen. A, C) Die Analyse des Totallysats erfolgte mittels
SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte
mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2, pY627-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach
dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Gab1 und GFP. Die Fär-
bung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. B, D) Gab1-WT-GFP bzw. Epo-Rezeptor wurden
zunächst mit spezi�schen Antikörpern präzipiert. Die Analyse der Präzipitate erfolgte mittels
SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolg-
te mit spezi�schen Antikörpern gegen Epo-R, Grb2 und Gab1. Nach dem Strippen erfolgte die
Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen SHP2 und GFP. Dargestellt ist ein repräsentatives
Experiment aus n = 3 Experimenten.
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Die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R ist abhängig von der Jak2-V617F Tyro-
sinkinaseaktivität (Abb. 27). Der Epo-R wird durch Jak2-V617F an zytoplasmatischen
Tyrosinen phosphoryliert [46, 58]. Gab1 besitzt keine SH2-Domänen, die diese phosphory-
lierten Tyrosine binden können. Es ist jedoch beschrieben, dass Grb2 als Adaptermolekül
die Interaktion von Gab1 mit Zytokinrezeptoren, wie c-Met und dem EGF-R vermitteln
kann [120, 122]. Grb2 besitzt sowohl SH2 als auch SH3 Domänen. Die Grb2 SH3 Do-
mänen interagieren konstitutiv mit einer Prolin-reichen Region in Gab1 (Abb. 25-27)
[104, 115]. Die SH2-Domäne in Grb2 bindet das phosphorylierte Tyrosin 464 im Epo-R
[97]. Daher wäre eine Grb2 vermittelte Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R möglich.
Um diese Möglichkeit zu untersuchen, wurde nachfolgend eine Gab1-Mutante, die nicht
in der Lage ist mit Grb2 zu interagieren, in HEK293-Jak2-V617F Zellen exprimiert. Dazu
ist in der Gab1-ΔGrb2-GFP Mutante die Prolin-reiche Region an den Aminosäurepo-
sitionen 341 bis 348 deletiert und das Leucin an Aminosäureposition 524 durch Prolin
substituiert. Es gibt daher keine Interaktion der Gab1-ΔGrb2-GFP Mutante mit Grb2
(Abb. 28B).
Die Induktion der Jak2-V617F Expression resultiert in einer Phosphorylierung von

Gab1-ΔGrb2-GFP am Tyrosin 627 (Abb. 28A, Vgl. Spur 1 und 2). Die Expression
von Jak2-V617F induziert die Bindung von SHP2 an die Gab1-ΔGrb2-GFP-Mutante
(Abb. 28B, Vgl. Spur 1 und 2). Die Präzipitation von Gab1-ΔGrb2-GFP führt zur Co-
Präzipitation von Epo-R und die Präzipitation des Epo-R hat die Co-Präzipitation der
Gab1-ΔGrb2-GFP-Mutante aus dem Lysat Jak2-V617F exprimierender Zellen zur Folge
(Abb. 28B). Somit ist sowohl die Interaktion von Gab1 mit SHP2 als auch die Interaktion
von Gab1 mit dem Epo-R unabhängig von einer Interaktion von Gab1 mit Grb2.
Ein weiterer möglicher Rekrutierungsmechanismus von Gab1 an den Epo-R könnte

durch SHP2 vermittelt sein. SHP2 bindet mit Hilfe der SH2-Domänen sowohl an den
Epo-R [86] als auch an Gab1 [132]. Barua et al. beschreiben, dass SHP2 mit seinen
beiden SH2-Domänen zur selben Zeit an 2 Phospho-Tyrosylreste binden kann [150]. So
könnte SHP2 gleichzeitg an phosphoryliertes Gab1 und an den phosphorylierten Epo-R
binden und Gab1 somit an den Epo-R rekrutieren. Mit Hilfe einer Gab1-ΔSHP2-GFP
Mutante, deren Tyrosine an den Aminosäurepositionen 627 und 659 durch Phenylalanine
substituiert sind, wurde untersucht, ob Gab1 ohne die Bindung von SHP2 mit dem
Epo-R interagieren kann. Nach Induktion der Jak2-V617F Expression in HEK293-Jak2-
V617F Zellen ist keine Phosphorylierung des Tyrosins 627 in der Gab1-ΔSHP2-GFP
Mutante detektierbar (Abb. 28C). So ist SHP2 bei der Präzipitation der Gab1-ΔSHP2-
GFPMutante nicht im Co-Präzipitat nachweisbar (Abb. 28D). Unabhängig von der Jak2-
V617F Expression und der Rekrutierung von SHP2 an Gab1 interagiert Grb2 mit der
Gab1-ΔSHP2-GFP Mutante (Abb. 28D). Dagegen kann bei der Präzipitation der Gab1-
ΔSHP2-GFP Mutante eine Co-Präzipitation des Epo-R und bei der Epo-R-Präzipitation
eine Co-Präzipitation der Gab1-ΔSHP2-GFP Mutante nachgewiesen werden (Abb. 28D).
Die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R ist somit unabhängig von der Rekrutierung
von SHP2 an Gab1.
Die Unabhängigkeit der Tyrosinphosphorylierung von der MAPK-induzierten Phos-

phorylierung des Serins 552 (Abb. 21 und 25) und von der PH-vermittelten Translo-
kation von Gab1 an die Plasmamembran (Abb. 17) könnte durch eine Interaktion von
Gab1 mit dem Epo-R erklärt werden. Die Gab1:Epo-R-Interaktion ist weder von der
Phosphorylierung des Serins 552, von der PH-Domäne in Gab1 noch von den Interaktion
von Gab1 mit SHP2 und Grb2 abhängig. Durch die Bindung von Gab1 an den Epo-R
wird Gab1 unabhängig von der PH-vermittelten Translokation an die Plasmamembran in
die Nähe von aktiven Jak2-Tyrosinkinasen rekrutiert. Diese Kinasen wären dann in der
Lage Gab1 unabhängig von der Translokation von Gab1 und der Interaktion von Gab1
mit PIP3 in der Plasmamembran zu phosphorylieren. Die am Epo-R statt�ndende Ty-
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rosinphosphorylierung von Gab1 würde dann die Bindung von SH2-Domänen Proteinen
ermöglichen.

Abbildung 28: Die Jak2-V617F induzierte Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R
ist unabhängig von der Bindung von Grb2 und SHP2 an Gab1. 840.000 HEK293-Jak2-
V617F Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden mit einem Expressionsvektor
für Gab1-ΔGrb2-GFP (A, B) oder für Gab1-ΔSHP2-GFP (C, D) trans�ziert. Anschlieÿend er-
folgte die Induktion der Jak2-V617F Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h und die
Lyse der Zellen. A, C) Die Analyse des Totallysats erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Wes-
tern Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern
gegen Jak2, pY627-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Fär-
bung mit spezi�schen Antikörpern gegen Gab1 und GFP. Die Färbung von α-Tubulin dient als
Ladekontrolle. B, D) Gab1-ΔGrb2-GFP bzw. Epo-Rezeptor wurden zunächst mit spezi�schen
Antikörpern präzipiert. Die Analyse der Präzipitate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Wes-
tern Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikör-
pern gegen Epo-R, Grb2 und Gab1. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen
Antikörpern gegen SHP2 und GFP. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3
Experimenten.
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4.8 Die Bedeutung der Interaktion von Gab1 mit SHP2 und Grb2 für die
Epo-R vermittelte Signaltransduktion

In der Jak2-V617F induzierten Signaltransduktion ist die Phosphorylierung des Tyros-
ins 627 in Gab1 und somit die Bildung des Gab1:SHP2-Komplexes unabhängig von der
Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran (Abb. 26). Weiterhin interagiert Grb2
konstitutiv mit Gab1 (Abb. 25). Sowohl SHP2 als auch Grb2 haben positiven Ein�uss auf
die Aktivierung der MAPK-Kaskade [123]. Bisher ist jedoch unbekannt welche Bedeutung
die Bindung von SHP2 und Grb2 an Gab1 für die Jak2-V617F induzierte Aktivierung der
MAPK-Kaskade hat. HEK293-Jak2-V617F wurden mit einem nicht-kodierenden Expres-
sionsvektor (mock) oder mit Expressionsvektoren, die für Gab1-WT, Gab1-ΔGrb2 und
Gab1-ΔSHP2 kodieren, trans�ziert. In Abhängigkeit von der Expression von Gab1-WT
und deren Mutanten wurde die Jak2-V617F-induzierte MAPK-Aktivierung mittels Wes-
tern Blot Analyse untersucht. Das Expressionsniveau des Gab1-WT und deren Mutanten
war in den trans�zierten Zellen vergleichbar (Abb. 29). Die Überexpression des exogenen
Gab1-WT bzw. deren Mutanten verhindert die gleichzeitige Detektion des endogenen
Gab1 aus Lysaten der mit nicht-kodierendem Vektor (mock) trans�zierten Zellen (Abb.
29 Vgl. Spur 1, 2 und 3-8).
Die Expression von Jak2-V617F induziert in Gab1-WT exprimierenden Zellen die Phos-

phorylierung von Erk1/2 und die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 (Abb. 29,
Vgl. Spur 3 und 4). Die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1-WT ist bereits ohne
Induktion der Jak2-V617F Expression detektierbar (Abb. 29, Spur 3). Die Induktion der
Jak2-V617F Expression führt zu einer Verstärkung der Phosphorylierung des Serins 552
in Gab1-WT (Abb. 29, Vgl. Spur 3 und 4).
Die Gab1-ΔGrb2 Mutante wird durch Expression von Jak2-V617F am Tyrosin 627

phosphoryliert und die Phosphorylierung des Serins 552 verstärkt (Abb. 29, Vgl. Spur 4
und 6). Dabei entspricht das Phosphorylierungsniveau der Gab1-ΔGrb2 Mutante dem
des exogenen Gab1-WT (Abb. 29, Vgl. Spur 4 und 6). Durch Expression der Gab1-
ΔGrb2 Mutante wird die Jak2-V617F induzierte Erk1/2-Phosphorylierung nicht beein-
�usst (Abb. 29, Vgl. Spur 2, 4 und 6). Die Bindung von Grb2 an die prolin-reiche Region
von Gab1 scheint weder Ein�uss auf die Jak2-V617F-induzierte Aktivierung der MAPK-
Kaskade noch auf die Phosphorylierung von Gab1 zu haben.
Durch die Substitution der Tyrosine 627 und 659 in der Gab1-ΔSHP2 Mutante durch

Phenylalanin ist bei dieser Mutante keine Jak2-V617F-induzierte Phosphorylierung des
Tyrosins 627 detektierbar (Abb. 29, Vgl. Spur 4 und 8). Im Vergleich zum Gab1-WT- und
zur Gab1-ΔGrb2-exprimierenden Zellen ist die Jak2-V617F-induzierte Erk1/2-Phosphory-
lierung in Gab1-ΔSHP2-exprimierenden Zellen reduziert (Abb. 29, Vgl. Spur 4, 6 und
8). Die Phosphorylierung der Gab1-ΔSHP2 Mutante am Serin 552 im Vergleich zum
Gab1-WT ist sowohl basal als auch Jak2-V617F-induziert deutlich reduziert (Abb. 29,
Vgl. Spur 3, 4 und 7, 8).
In Jak2-V617F exprimierenden Zellen ist die SH3-Domänen vermittelte Komplexbil-

dung von Gab1 und Grb2 nicht relevant für die Vermittlung der Jak2-V617F-induzierten
und pathologischen Aktivierung der MAPK-Kaskade. Durch fehlende Rekrutierung von
SHP2 an Gab1 wird die Jak2-V617F induzierte Erk1/2-Phosphorylierung dagegen deut-
lich verringert. Somit ist die Interaktion von SHP2 mit Gab1 essentiell für die pathophy-
siologische Ampli�kation der Jak2-V617F-induzierten MAPK-Aktivierung.
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Abbildung 29: Die Bindung von SHP2 an Gab1 verstärkt die Jak2-V617F induzierte
MAPK-Aktivierung. 840.000 HEK293-Jak2-V617F Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät.
Die Zellen wurden mit einem nicht-kodierenden Expressionsvektor (mock) oder mit Expressions-
vektoren, die für Gab1-WT, Gab1-ΔGrb2 und Gab1-ΔSHP2 kodieren, trans�ziert. Anschlieÿend
erfolgte die Induktion der Jak2-V617F Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h und
die Lyse der Zellen. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot
und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen
Jak2, pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte
die Färbung mit einem spezi�schen Antikörper gegen Gab1. Die Färbung von α-Tubulin dient
als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus n = 3.

In Jak2-V617F exprimierenden Zellen verstärkt die Bindung von SHP2 an Gab1 die
Aktivierung der MAPK-Kaskade. Hat die Interaktion von Gab1 und SHP2 nur in der
pathophysiologischen Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion eine verstärkende Wir-
kung auf die MAPK-Aktivierung? Welchen Ein�uss haben die Interaktionen von Grb2
und SHP2 mit Gab1 auf die Epo-induzierte Aktivierung der MAPK-Kaskade in Jak2-WT
exprimierenden Zellen?
HEK293-Jak2-WT Zellen wurden mit Expressionsvektoren für Gab1-WT und deren

Mutanten trans�ziert. Jak2-WT exprimierende Zellen wurden 15 min vor der Lyse mit
Epo (1 U/ml) stimuliert.
Epo-induziert werden der Gab1-WT am Serin 552 und am Tyrosin 627 sowie Erk1/2

phosphoryliert (Abb. 30, Vgl. Spur 3 und 4).
Die Deletion der Grb2-Bindestelle in der Gab1-ΔGrb2 Mutante hat im Vergleich zu

Gab1-WT exprimierenden Zellen weder Ein�uss auf die Epo-induzierte Erk1/2-Phosphory-
lierung noch auf die Phosphorylierung von Gab1 am Serin 552 und am Tyrosin 627 (Abb.
30, Vgl. Spur 5 und 7).
In Gab1-ΔSHP2 exprimierenden Zellen ist die Epo-induzierte Erk1/2- und Gab1-S552-

Phosphorylierung im Vergleich zu Gab1-WT exprimierenden Zellen reduziert (Abb. 30,
Vgl. Spur 5 und 9).
Somit wirkt in der Epo-induzierten Signaltransduktion die Bindung von SHP2 an Gab1

verstärkend auf die Aktivierung der MAPK-Kaskade (Abb. 30).
Gab1 ampli�ziert sowohl in der pathophysiologischen Jak2-V617F-induzierten als auch

in der physiologischen Epo-abhängigen Signaltransduktion durch Rekrutierung von SHP2
die Aktivierung der MAPK-Kaskade.
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Abbildung 30: Die Bindung von SHP2 an Gab1 verstärkt die Aktivierung der
MAPK-Kaskade in der Jak2-WT-vermittelten und Epo-induzierten Signaltransduk-
tion. 700.000 HEK293-Jak2-WT Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden
mit einem nicht-kodierenden Expressionsvektor (mock) oder mit Expressionsvektoren, die für
Gab1-WT, Gab1-ΔGrb2 und Gab1-ΔSHP2 kodieren, trans�ziert. Anschlieÿend erfolgte die In-
duktion der Jak2-WT Expression mit 2,5 ng/ml Doxycyclin (Dox) für 24 h. Nach Stimulation
der Zellen für 15 min mit 1 U/ml Epo wurden die Zellen lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte
mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung
erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen pJak2, pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2
und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen Jak2
und Gab1. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives
Experiment aus n = 3.
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In der Jak2-V617F- und Epo-induzierten Signaltransduktion ist die Phosphorylierung
des Tyrosins 627 von Gab1 unabhängig von der MAPK-induzierten Phosphorylierung des
Serins 552 und der darausfolgenden PH-Domänen-vermittelten Translokation an die Plas-
mamembran. Diese Unabhängigkeit könnte durch eine direkte Gab1:Epo-R-Interaktion
ermöglicht werden. Die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R bedingt die Rekrutierung
von Gab1 in die Nähe von aktiven Jak2. Dies würde die Phosphorylierung des Tyrosins
627 in Gab1 durch Jak2 ermöglichen. Die Tyrosinphosphorylierung von Gab1 könnte
somit unabhängig von der MAPK-induzierten PH-Domänen-vermittelten Translokation
an die Plasmamembran vermittelt werden. Doch wie ist die Tyrosinphosphorylierung des
multi-site docking Proteins Gab1 in anderen Signaltransduktionsnetzwerken reguliert?
Die Regulation der Translokation von Gab1 ist für die IL-6-induzierte Signaltransduktion
bereits sehr gut beschrieben [101, 146]. Es ist jedoch nicht bekannt, ob die Translokation
von Gab1 an die Plasmamembran in der IL-6-induzierten Signaltransduktion notwendig
für die Tyrosin-Phosphorylierung von Gab1 ist. Daher wurde untersucht, wie die Phos-
phorylierungen von Gab1 in der Interleukin-6-induzierten Signaltransduktion reguliert
sind.

4.9 Die Regulation der Gab1-Phosphorylierung in der gp130-vermittelten
Signaltransduktion

Wie die Phosphorylierung von Gab1 in der IL-6-induzierten Signaltransduktion reguliert
ist, wurde unter der Betreuung von Johannes Fritsch untersucht [148]. Dabei verfolgte
Johannes Fritsch die Fragestellung, ob die Phosphorylierung des Tyrosins 627 von der
Phosphorylierung des Serins 552 und der dadurch induzierten PH-vermittelten Translo-
kation von Gab1 an die Plasmamembran abhängig ist.
HEK293-gp80 Zellen wurden mit Expressionsvektoren für Gab1-WT-GFP und dem

chimären Rezeptor Epo-R/gp130 trans�ziert. Da HEK293-gp80 Zellen keinen Epo-R ex-
primieren, ermöglicht die Expression des Fusionsproteins aus dem extrazellulären Ab-
schnitt des Epo-R und dem zytoplasmatischen Abschnitt des gp130 die selektive Stimu-
lation trans�zierter und somit Gab1-WT-GFP exprimierender Zellen mit Epo. Jedoch
induziert die Bindung des Liganden Epo an den chimären Epo-R/gp130 Rezeptor die
gp130-vermittelte Signaltransduktion. Die durch Epo-Bindung an den chimären Epo-
R/gp130 Rezeptor induzierte gp130-vermittelte Signaltransduktion ahmt somit die IL-6-
induzierte Signaltransduktion nach.
Um die Bedeutung der MAPK-Aktivität für die Phosphorylierung des Serins 552 und

Tyrosins 627 in Gab1 zu zeigen, wurden die trans�zierten Zellen 30 min vor Stimulation
mit dem Mek-Inhibitor U0126 behandelt. Danach erfolgte die Stimulation der trans�-
zierten Zellen mit Epo (7 U/ml, 10 min).
Die Stimulation der Zellen hat die Induktion der Erk1/2-Phosphorylierung zur Folge

(Vgl. Abb. 31A, Spur 1 und 2). Die Erk2-Phosphorylierung ist nach Einsatz von 0,5 μM
unter einem im Western-Blot detektierbaren Niveau (Abb. 31A, Spur 3). Dagegen ist die
Phosphorylierung von STAT3 unabhängig von der U0126-Konzentration (Abb. 31A, Spur
2-8) und weist die vergleichbare Stimulation der Zellen nach. Die Epo-induzierte Aktivie-
rung der gp130-vermittelten Signaltransduktion hat zur Folge, dass Gab1 am S552 und
am Tyrosin 627 phosphoryliert wird (Abb. 31A, Vgl. Spur 1 und 2). Die Phosphorylierung
des Serins 552 und des Tyrosins 627 in Gab1 nimmt mit steigender U0126-Konzentration
ab (Abb. 31A).
In einem weiteren Ansatz wurde der chimäre Epo-R/gp130 Rezeptor, der im zytoplas-

matischen Abschnitt des gp130 eine Substitution an der Aminosäureposition 759 von
Tyrosin zu Phenylalanin (Epo-R/gp130-Y759F) aufweist, verwendet [72]. Es wurde ge-
zeigt, dass die Bindung von SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 759 in gp130 wichtig
ist für die Vermittlung der IL-6-induzierten MAPK-Aktivierung [151]. Durch den Aus-
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tausch des Tyrosins 759 zu Phenylalanin wird die liganden-induzierte Rekrutierung von
SHP2 an gp130 verhindert und die MAPK-Kaskade nicht aktiviert [118].
Die Zellen wurden mit der entsprechenden Rezeptor-Chimäre und Gab1-WT-GFP

trans�ziert. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit Epo. Die Lysate der Zellen wurden
mittels Western-Blot analysiert.
Sowohl in Epo-R/gp130-WT als auch in Epo-R/gp130-Y759F exprimierenden Zellen

wird STAT3 liganden-induziert phosphoryliert (Abb. 31B). Die Expression des chimären
Epo-R/gp130-Y759F Rezeptors verhindert die liganden-induzierte Phosphorylierung von
SHP2 und Erk1/2 (Abb. 31B, Vgl. Spur 2 und 4). Wie auch in U0126-behandelten Zellen
beobachtet werden konnte (Abb. 31A), wirkt sich die fehlende Aktivierung der MAPK-
Kaskade negativ auf die Phosphorylierung des Serins 552 und des Tyrosins 627 in Gab1
aus (Abb. 31B, Vgl. Spur 2 und 4).
Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist in der gp130-vermittelten Signal-

transduktion somit abhängig von der MAPK-Aktivität. Die IL-6-induzierte Aktivierung
von Erk2 führt zur Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1. Die MAPK-abhängige Phos-
phorylierung des Serins 552 hebt die inhibitorische intramolekulare Interaktion der PH-
Domäne mit den C-terminalen Argininen 556 und 560 auf. Es kommt zur Exponierung
der PH-Domäne (Abb. 12). Die PH-Domäne von Gab1 kann in dieser Konformation mit
PIP3 in der Plasmamembran interagieren und es kommt zur liganden-induzierte Trans-
lokation von Gab1 an die Plasmamembran [101]. Im Gegensatz zur Epo-R vermittelten
Signaltransduktion sind in der gp130-vermittelten Signaltransduktion die Phosphory-
lierung des Serins 552 und die damit induzierte Translokation an die Plasmamembran
essentiell für die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1.
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Abbildung 31: In der gp130-vermittelten Signaltransduktion ist die MAPK-
Aktivität notwendig für die Phosphorylierung von Gab1 am Serin 552 und am Tyro-
sin 627. A, B) 1 Million HEK293-gp80 Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. A) Die Zellen
wurden mit Expressionsvektoren für den chimären Epo-R/gp130-Rezeptor und Gab1-WT-GFP
trans�ziert. Nach serumfreier Inkubation für 3,5 h wurden die Zellen entweder mit DMSO oder
mit U0126 für 30 min inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit 7 U/ml Epo für 10 min sti-
muliert und anschlieÿend lysiert. B) Die Zellen wurden mit Expressionsvektoren die für den
chimären Epo-R/gp130-Rezeptor (Epo-R/gp130-WT) oder den chimären Epo-R/gp130-Y759F-
Rezeptor (Epo-R/gp130-Y759F) und Gab1-WT-GFP trans�ziert. Nach serumfreier Inkubation
für 4 h wurden die Zellen mit 7 U/ml Epo für 10 min stimuliert und anschlieÿend lysiert. A, B)
Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿen-
der Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit spezi�schen Antikörpern gegen pSTAT3, pSHP2,
pY627-Gab1, pS552-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach dem Strippen erfolgte die Fär-
bung mit spezi�schen Antikörpern gegen STAT3, SHP2 und Gab1. Die Färbung von α-Tubulin
dient als Ladekontrolle. Dargestellt sind repräsentative Experiment aus n = 3. Aus [148].

4.10 Die Bedeutung von Gab1 in der gp130-vermittelten
Signaltransduktion

Die Phosphorylierung von Gab1 am Serin 552 und die Translokation von Gab1 an die
Plasmamembran sind MAPK-abhängig (Abb. 21 und 31) [101]. Johannes Fritsch konnte
zeigen, dass die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 von der Phosphorylierung
des Serins 552 abhängt [148]. Dies stützt die Hypothese, dass die IL-6-induzierte Phos-
phorylierung des Tyrosins 627 und somit auch die Bindung von SHP2 an Gab1 in der
gp130-vermittelten Signaltransduktion abhängig sind von der PH-vermittelten Translo-
kation von Gab1 an die Plasmamembran. Es ist bekannt, dass die zytokin-induzierte
Interaktion von Gab1 mit SHP2 einen verstärkenden E�ekt auf die MAPK-Aktivierung
hat [133, 135]. Die initiale IL-6-induzierte MAPK-Aktivierung wird durch die Rekru-
tierung von SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 759 in gp130 induziert [118]. Es ist
jedoch schwierig die initiale MAPK-Aktivierung von der Gab1-abhängigen Ampli�kation
der MAPK-Kaskade zu unterscheiden.
Mit Hilfe des Vergleichs der gp130-vermittelten Signaltransduktion von Gab1 exprimie-

renden mit Gab1-de�zienten Zellen kann der Ein�uss von Gab1 auf die IL-6-induzierte
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MAPK-Aktivierung untersucht werden. Dazu wurden nachfolgend MEF-WT Zellen und
Gab1-de�ziente MEF Zellen (MEF-Gab1-/-) verwendet. Diese Zellen exprimieren gp130,
jedoch kein gp80. Die Induktion der gp130-vermittelten IL-6-Signaltransduktion in diesen
Zellen ist jedoch durch Stimulation mit dem Fusionsprotein Hyper-IL-6 möglich. Hyper-
IL-6 ist ein Fusionsprotein aus löslichem gp80 und IL-6, welches an gp130 bindet und
somit die IL-6-Signaltransduktion aktiviert [152].
Die MEF Zellen wurden mit Hyper-IL-6 (100 ng/ml) über die in Abb. 32A angegebenen

Zeiträume stimuliert. In Abb. 32A ist die Expression von Gab1 in MEF-WT Zellen (Abb.
32A, Spur 1-6) und die De�zienz der Expression von Gab1 in MEF-Gab1-/- Zellen (Abb.
32A, Spur 7-12) gezeigt.
Die Hyper-IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung hat über den beobachteten Zeit-

raum in MEF-WT und MEF-Gab1-/- Zellen einen ähnlichen Verlauf mit vergleichbaren
Phosphorylierungsniveaus von STAT3 (Abb. 32A,B).
In MEF-WT Zellen wird das Maximum der Hyper-IL-6-induzierten Erk1/2-Phosphory-

lierung nach 15 min erreicht (Abb. 32A). In MEF-Gab1-/-Zellen ist das Maximum der
Erk1/2-Phosphorylierung deutlich niedriger als in MEF-WT Zellen und steigt nach 10 min
Stimulation nicht weiter an (Abb. 32A). Nach Erreichen der jeweiligen maximalen Erk2-
Phosphorylierung nimmt in MEF-WT undMEF-Gab1-/-Zellen die Erk2-Phosphorylierung
kontinuierlich ab und erreicht nach 60 min annähernd basales Niveau. Eine zeitlich ge-
nauere Analyse der Gab1-abhängigen Phosphorylierung von Erk1/2 in Abb. 32B zeigt,
dass im Vergleich zu MEF-WT Zellen die Erk1/2-Phosphorylierung in Gab1-de�zienten
MEF Zellen zwischen 10 und 30 min nach Stimulation deutlich reduziert ist (Abb. 32B).
Bis zu 10 min nach Stimulation zeigt die Erk1/2-Phosphorylierung in beiden Zelltypen
ein vergleichbaren Verlauf mit ähnlichem Phosphorylierungsniveau (Abb. 32A,B). Somit
wird deutlich, dass die durch gp130 vermittelte initiale Aktivierung der MAPK-Kaskade
ca. 10 min andauert. In diesem murinen Zellsystem wirkt Gab1 vorallem 10 bis 30 Mi-
nuten nach initialer Aktivierung von gp130 ampli�zierend auf die MAPK-Kaskade.
Mittels Crispr/Cas vermittelter Genomeditierung wurde die Expression von Gab1 in

dem humanen Flp-In� T-Rex� 293 Zellsystem (Thermo Fisher Scienti�c, USA) aus-
geschaltet (Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO) (Abb. 32 C, Vgl. Spuren 1-4 mit 5-8). Die-
se Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO Zellen wurden über die Flp Rekombinase Zielsequenz
(FRT site) mit Gab1-WT, welches einen N-terminalen Flag-Tag besitzt, rekonstituiert
(Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO + Gab1-WT). Die gerichtete Integration von Gab1-WT
in die stabil integrierte FRT site in den Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO Zellen ermöglicht
die tetracyclin-induzierte Expression von Gab1 aus einem einzelnen und de�nierten geno-
mischen Lokus. Die Behandlung der Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO + Gab1-WT Zellen
mit dem tetracyclin-Derivat Doxycyclin induziert die Expression von Gab1 (Abb. 32 C,
Vgl. Spur 9, 10 mit 11 und 12). Die Stimulation von Hek293-TRex FlpIn, Hek293-TRex
FlpIn-Gab1 KO und Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO + Gab1-WT Zellen mit 100 ng/ml
Hyper-IL-6 induziert in allen Zelltypen eine vergleichbare Phosphorylierung von STAT3
(Abb. 32 C). Gab1 wird Hyper-IL-6-induziert am Tyrosin 627 phosphoryliert (Abb. 32 C,
Spur 2, 4 und 12). Die Hyper-IL-6-induzierte Erk1/2 Phosphorylierung ist nach 15 min
Stimulation in Gab1 KO Zellen im Vergleich zu Gab1 exprimierenden Zellen deutlich
reduziert (Abb. 32 C, Vgl. Spur 2, 4, 12 mit 6, 8 und 10). Die Doxycyclin-induzierte
Überexpression von Gab1 in Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO + Gab1-WT Zellen führt zu
einer erhöhten Hyper-IL-6-induzierten Phosphorylierung von Erk1/2 (Abb. 32 C, Vgl.
Spur 4 und 12). Somit ist Gab1 sowohl in murinen MEF Zellen als auch in humanen
Hek293 Zellen wichtig für die Ampli�kation der Hyper-IL-6-induzierten Aktivierung der
MAPK-Kaskade.
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Abbildung 32: In Gab1-de�zienten Zellen ist die Hyper-IL-6-induzierte MAPK-
Aktivierung reduziert. A, B) 1 Million MEF-WT und MEF-Gab1-/- Zellen wurden auf 6 cm
Schalen ausgesät. Nach serumfreier Inkubation für 2 h wurden die Zellen mit 100 ng/ml Hyper-
IL-6 zu den angegebenen Zeiten stimuliert und anschlieÿend lysiert. C) Je 840.000 Hek293-TRex
FlpIn, Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO und Hek293-TRex FlpIn-Gab1 KO + Gab1-WT Zellen
wurden auf 6 cm Schalen ausgesät. Die Zellen wurden wie angegeben für 24 h mit Doxycyclin
behandelt. Nach serumfreier Inkubation für 4 h wurden die Zellen mit 100 ng/ml Hyper-IL-6
für 15 min stimuliert und anschlieÿend lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-
Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieÿender Immundetektion. Die Färbung erfolgte mit
spezi�schen Antikörpern gegen pSTAT3, pY627-Gab1, pErk1/2, Erk1/2 und α-Tubulin. Nach
dem Strippen erfolgte die Färbung mit spezi�schen Antikörpern gegen STAT3, Gab1 und Flag-
Tag. Die Färbung von α-Tubulin dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist je ein repräsentatives
Experiment aus n = 3.
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4.11 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Jak2-WT exprimierenden Zellen werden die Jak/STAT- und die MAPK-Kaskade nur
Epo-induziert aktiviert (Abb. 15). Die konstitutiv aktive Jak2-V617F Mutante aktiviert
die Jak/STAT- und die MAPK-Kaskade dagegen zytokin-unabhängig (Abb. 13 und 14).
Das multi-site docking Protein Gab1 ist bedeutend für die pathophysiologische Aktivie-
rung der MAPK-Kaskade und die Proliferation Jak2-V617F-positiver Zellen (Abb. 13).
In Folge der Epo- und der Jak2-V617F-induzierten MAPK-Aktivierung wird Gab1 am

Serin 552 phosphoryliert (Abb. 21 und 22). Es konnte gezeigt werden, dass die Phospho-
rylierung des Serins 552 in Gab1 die intramolekulare Interaktion der PH-Domäne mit
dem C-terminalen Argininen 556 und 560 in Gab1 inhibiert (Abb. 12). So ist die Epo-
und Jak2-V617F-induzierte Translokation von Gab1 an die Plasmamembran abhängig
von den C-terminal lokalisierten Argininen 556 und 560 und vom Phosphorylierungssta-
tus des Serins 552 in Gab1 (Abb. 16-19). Die Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin
627 wird ebenfalls durch Jak2-V617F-Expression und Epo induziert (Abb. 15).
Entgegen der Hypothese, dass die Phosphorylierung des Serins 552 neben der Trans-

lokation auch für die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 notwendig ist, wird
sowohl in der Jak2-V617F- als auch in der Epo-induzierten Signaltransduktion Gab1 un-
abhängig von der Phosphorylierung des Serins 552 und der PH-Domänen-vermittelten
Translokation an die Plasmamembran am Tyrosin 627 phosphoryliert (Abb. 17 und 19).
Auch die Bindung von SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 627 in Gab1 ist unabhängig
von der Interaktion von Gab1 mit PIP3 in der Plasmamembran.
Eine Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R könnte ein alternativer Mechanismus für die

Rekrutierung von Gab1 in die Nähe rezeptor-assoziierter Tyrosinkinasen und somit für die
Phosphorylierung der Gab1-Tyrosine sein (Abb. 25). Abhängig von der Kinaseaktivität
der Jak2-V617F-Mutante interagiert Gab1 mit dem Epo-R (Abb. 27). Die Gab1:Epo-R
Interaktion ist unabhängig von der Phosphorylierung des Serins 552 und der PH-Domäne
von Gab1 (Abb. 26) und wird nicht durch Grb2 oder SHP2 vermittelt (Abb. 28).
Die konstitutive Phosphorylierung des Tyrosins 627 von Gab1 in Jak2-V617F-exprimier-

enden Zellen führt zur konstitutiven Interaktion von Gab1 mit SHP2 (Abb. 25). Wie
die Phosphorylierung des Tyrosins 627, ist auch die Bildung des Gab1:SHP2-Komplexes
in der Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion unabhängig von der PH-vermittelten
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran (Abb. 25 und 26). Die Interaktion von
Gab1 mit SHP2 ist für die Ampli�kation der Epo- und Jak2-V617F-induzierten MAPK-
Kaskade essentiell (Abb. 29 und Abb. 30).
Die Gab1-abhängige Ampli�kation der MAPK-Kaskade konnte auch für die IL-6-

induzierte Signaltransduktion gezeigt werden. So ist in humanen und murinen Gab1-
de�zienten Zellen die IL-6-abhängige Aktivierung der MAPK-Kaskade deutlich geringer
als in Gab1 exprimierenden Zellen (Abb. 32).
Im Gegensatz zur Jak2-V617F- und Epo-induzierten Signaltransduktion ist in der IL-6-

induzierten Signaltransduktion die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 abhängig
von der MAPK-induzierten Phosphorylierung des Serins 552 (Abb. 31). Somit ist die
durch die Phosphorylierung des Serins 552 induzierte Translokation von Gab1 an die
Plasmamebran in der IL-6-induzierten Signaltransduktion für die Vermittlung der Tyro-
sinphosphorylierung von Gab1 essentiell zu sein.
Die Regulation der PH-vermittelten Translokation von Gab1 an die Plasmamembran

über den durch Phosphorylierung von Serin 552 induzierten Klappmechanismus ist so-
wohl in der pathophysiologischen Jak2-V617F-induzierten als auch in der physiologischen
Epo- und IL-6-induzierten Signaltransduktion konserviert. Jedoch hat die PH-Domänen-
vermittelte Translokation von Gab1 an die Plasmamembran in diesen Signaltransdukti-
onsnetzwerken unterschiedliche Bedeutung für die Regulation der Phosphorylierung der
Tyrosine in Gab1. Die Phosphorylierung dieser Tyrosine im mutli-site docking Prote-
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in Gab1 ist entscheidend für die Interaktion von Gab1 mit SH2-Domänen-Proteinen,
wie SHP2. Die Gab1:SHP2 Interaktion wirkt ampli�zierend auf die proliferativ wirkende
MAPK-Kaskade und kann bei Dysregulation eine pathophysiologische Signaltransduk-
tion bewirken. Daher ist das Verständnis der Regulation der Tyrosinphosphorylierung
und der Bindung von Interaktionspartnern an Gab1 in der physiologischen und patho-
physiologischen Signaltransduktion hilfreich, um potentielle therapeutische Ziele, u.a. zur
Behandlung von myeloproliferativen Neoplasien, identi�zieren zu können.
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5 Diskussion

Das multi-site docking Protein Gab1 interagiert mit Proteinen und Proteinkomplexen,
wie SHP2, dem Grb2:SOS-Komplex und der PI3K [100]. Der Grb2:SOS-Komplex und
die PI3-Kinase wirken auf Proteine, wie Ras, oder Moleküle, wie PIP2, die an oder in
der Plasmamembran lokalisiert sind. Die liganden-induzierte Translokation von Gab1 an
die Plasmamembran und die damit verbundene Rekrutierung von SOS und PI3K an die
Plasmamembran sind daher für die MAPK- und PI3K-Kaskade von entscheidender Be-
deutung [104, 114]. Eine dysregulierte Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran
kann deshalb dysregulierend auf die Gab1-abhängigen Signalwege wirken. So wird in
Zellen, die die konstitutiv aktive Jak2-Mutante Jak2-V617F exprimieren, eine zytokin-
unabhängige konstitutive Gab1-Phosphorylierung und Translokation von Gab1 an die
Plasmamembran und eine konstitutive Aktivierung der MAPK- und PI3K-Kaskade be-
obachtet [103]. Ob die konstitutive Translokation von Gab1 an die Plasmamembran mit
der konstitutiven Aktivierung der MAPK- und der PI3K-Kaskade und mit der patho-
physiologischen Proliferation hämatopoetischer Vorläuferzellen in Jak2-V617F-positiven
Patienten zusammenhängt, ist bisher unbekannt. Das Verständnis der Regulation der
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran könnte daher potentielle therapeutische
Ansätze für Jak2-V617F-assoziierte myeloproliferative Neoplasien liefern.

5.1 Jak2-V617F induziert die konstitutive Aktivierung der Jak/STAT- und
MAPK-Kaskade und die konstitutive Phosphorylierung von Gab1

Die Januskinase 2 und deren konstitutiv aktive und MPN-assoziierte Mutante Jak2-
V617F interagieren über deren FERM-Domäne u.a. mit den intrazellulären Box-Motiven
im Epo-R [49]. Nach Epo-abhängiger Aktivierung des Epo-R kommt es zur Aktivie-
rung von Jak2 und somit zur Phosphorylierung des Epo-R [16, 34]. Dagegen führt die
Expression von Jak2-V617F bereits zytokin-unabhängig zur konstitutiven Phosphorylie-
rung des Epo-R [153]. Die phosphorylierten Tyrosine 343 und 401 im zytoplasmatischen
Teil des Epo-R dienen als Bindestellen für STAT5 (Abb. 5). Die Jak2-V617F-induzierte
Phosphorylierung des Tyrosins 343 des Epo-R ist essentiell für die maligne Proliferati-
on Jak2-V617F-positiver Zellen [154]. Die konstitutive Aktivierung und Phosphorylie-
rung des Epo-R in Jak2-V617F exprimierenden Zellen hat die Rekrutierung von STAT5
an den Epo-R [155] und somit die konstitutive Phosphorylierung von STAT5 zur Fol-
ge (Abb. 13 und 14). Dies führt weiterhin zur konstitutiven Expression von CIS [79].
Die Jak2-V617F-induzierte Expression von CIS reduziert die Hyperphosphorylierung von
STAT5 und Erk in Jak2-V617F exprimierenden Zellen durch die Bindung von CIS an
das phosphorylierte Tyrosin 401 im Epo-R. Das phosphorylierte Tyrosin 401 im Epo-
R dient sowohl für STAT5 als auch für SHP2 als Bindestelle (Abb. 1). Durch Bindung
von CIS an das Phospho-Tyrosin 401 können weder STAT5 noch SHP2 an den Epo-R
rekrutiert werden, wodurch die STAT5- und SHP2-Phosphorylierung durch die am Epo-
R assoziierte Jak2-V617F-Mutante verhindert wird. CIS wirkt somit als Supressor der
Jak2-V617F-induzierten malignen Zellproliferation [79]. Jedoch ist der genaue molekula-
re Mechanismus zur Ausbildung Jak2-V617F-induzierter myeloproliferativer Neoplasien
durch die konstitutive STAT5 Aktivierung in Jak2-V617F-positiven Zellen bisher nur
wenig verstanden. Es ist bekannt, dass die Deletion von STAT5 in einem Jak2-V617F-
positiven Mausmodell die Jak2-V617F-induzierte Entwicklung von Polycythemia vera
verhindert [156, 157]. So kommt es in diesem Modellsystem durch STAT5-Deletion zur
Normalisierung der Erythrozytenzahl im Blut und zur Verkleinerung der Milz [157]. Die
konstitutive Aktivierung von STAT5 in Jak2-V617F-positiven Zellen führt zu einer er-
höhten Erythrozytenzahl oder einer Splenomegalie in Jak2-V617F-positiven Patienten
und trägt somit maÿgeblich zur Entstehung myeloproliferativer Neoplasien bei.
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Neben der konstitutiven Aktivierung der Jak/STAT-Kaskade wird auch die Aktivie-
rung der MAPK-Kaskade und die daraus resultierende Phosphorylierung von Erk1/2
durch Jak2-V617F induziert (Abb. 13, 14 und 15). Die SH2-Domänen Proteine SHP2 und
Grb2 können an phosphorylierte Tyrosine im Epo-R binden [3]. Die SHP2-vermittelte und
die direkte Rekrutierung des Grb2:SOS-Komplexes an den Epo-R bewirkt die Rekrutie-
rung von SOS an die Plasmamembran in die Nähe von Ras. Der GEF SOS bewirkt den
Austausch von GDP zu GTP in Ras. Die GTP-gebundene Form von Ras kann dann die
Aktivierung der MAPK-Kaskade induzieren (siehe 1.6). Die Aktivierung von Erk1/2 hat
die Phosphorylierung von Erk-abhängigen Transkriptionsfaktoren zur Folge. Die Expres-
sion von Jak2-V617F induziert MAPK-abhängige Zielgene, wie MMP-10 und Serpin B2
[103]. Die pathophysiologische Expression dieser Zielgene wirkt pro-proliferativ und kann
die Progression myeloproliferative Neoplasien und solider Tumore fördern [158, 159, 102].
Jak2-V617F-positive HEL Zellen, die kein Gab1 exprimieren, zeigen eine deutlich redu-
zierte Jak2-V617F-induzierte Aktivierung der MAPK-Kaskade (Abb. 13). Desweiteren
führt die De�zienz der Gab1-Expression in HEL Zellen im Vergleich zu Gab1 exprimie-
renden HEL Zellen zu einer reduzierten Proliferation (Abb. 13C). Somit wird deutlich,
dass die MAPK-abhängige und pathophysiologische Proliferation Jak2-V617F-positiver
hämatopoetischer Zellen durch Gab1 ampli�ziert wird [133].
Das multi-site docking Protein Gab1 wird Jak2-V617F-abhängig am Tyrosin 627 phos-

phoryliert (Abb. 14) [103]. Neben der Phosphorylierung von Gab1 in der pathophy-
siologischen Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion wird Gab1 auch in der Epo-
induzierten und Jak2-WT vermittelten Signaltransduktion am Tyrosin 627 phosphory-
liert (Abb. 14). In hämatopoetischen HDC57, F-36P und UT-7 Zellen wird Gab1 Epo-
induziert ebenfalls am Tyrosin 627 phosphoryliert [117, 134, 160].
Mit Hilfe eines Antikörpers, der das Epitop LQAPVR-[pS552]-PITRSF in Gab1 bindet,

war es nun erstmals möglich neben der Jak2-V617F- und Epo-induzierten Phosphorylie-
rung des Tyrosins 627 auch die Jak2-V617F- und Epo-induzierte Phosphorylierung des
Serins 552 in Gab1 nachzuweisen (Abb. 15). Nach Mek1/2-abhängiger Aktivierung der
Serin/Threonin-Kinase Erk2 wird Gab1 an mehreren Serin- und Threoninseitenketten
durch Erk2 phosphoryliert [124, 125]. Da die Inhibition von Mek1/2 eine Reduktion der
Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 bewirkt (Abb. 21 und 22), könnte das Serin
552 in Gab1 ein Substrat von aktivierter Erk2 sein.
Welche Rolle spielt die Jak2-V617F- und Epo-induzierte Phosphorylierung des Serins

552 in Gab1?

5.2 Epo- und Jak2-V617F-induzierte Membrantranslokation von Gab1

Die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran ist von der Interaktion der Gab1-PH-
Domäne mit PIP3 in der Plasmamembran abhängig [101]. Die Deletion der N-terminalen
PH-Domäne von Gab1 hat zur Folge, dass Gab1 weder Jak2-V617F- noch Epo-induziert
an die Plasmamembran rekrutiert wird (Abb. 16 und 18) [103]. In den verwendeten
HEK293-Jak2-WT und -Jak2-V617F Zellen ist die PI3K konstitutiv aktiv [103]. Daher
ist eine hohe PIP3-Konzentration in der Plasmamembran in diesen Zellen zu erwarten.
Jedoch ist der Gab1-WT nur Jak2-V617F- bzw. Epo-induziert an der Plasmamembran
lokalisiert (Abb. 16 und 18). Wie wird die Membrantranslokation von Gab1 reguliert?
Bisher besteht die Hypothese, dass eine inhibitorische Interaktion der PH-Domäne

mit dem C-terminalen Abschnitt von Gab1 die Translokation an die Plasmamembran
verhindert. Erst die MAPK-abhängige Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 hebt
die inhibitorische intramolekulare Interaktion der geordneten N-terminalen PH-Domäne
mit Aminosäuren im ungeordneten C-terminalen Abschnitt von Gab1 auf [101]. Diese
Konformationsänderung von Gab1 würde es der PH-Domäne ermöglichen mit PIP3 zu
interagieren [101] (Abb. 33).
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Mit Hilfe eines in-vitro Peptid-Arrays wurden Peptidbereiche im C-terminalen Ab-
schnitt von Gab1 identi�ziert, die in der Lage sind mit der geordneten PH-Domäne
intramolekular zu interagieren. Die Interaktion des C-terminalen Abschnittes mit der
PH-Domäne von Gab1 ist maÿgeblich vom Vorhandensein der Arginine 556 und 560 im
C-terminalen Abschnitt von Gab1 abhängig [146].
Die Abhängigkeit der intramolekularen Interaktion der PH-Domäne vom Vorhanden-

sein der Arginine 556 und 560 in Gab1 konnte nun in-vivo mit Hilfe der MAPPIT-
Interaktionsanalyse nachgewiesen und bestätigt werden (Abb. 12). Die Substitution der
Arginine 556 und 560 durch Alanine verhindert die intramolekulare Interaktion der PH-
Domäne mit dem C-terminalen Abschnitt in Gab1, wodurch die PH-Domäne exponiert
ist (Abb. 33). Die Membrantranslokation der Gab1-R556/560A Mutante an die Plasma-
membran ist völlig unabhängig von der Jak2-V617F Expression oder einer Stimulation
mit Epo. Die konstitutive PI3K-Aktivität und die daraus resultierende PIP3-Synthese
ermöglichen die konstitutive Lokalisation der Gab1-R556/560A Mutante an der Plasma-
membran.
Die Substitution des hydrophilen Serins 552 durch ungeladenes und hydrophobes Ala-

nin hat keinen Ein�uss auf die Interaktion der PH-Domäne mit den Argininen 556 und
560 (Abb. 12 und 33). Die Gab1-S552A Mutante kann nicht an Aminosäureposition 552
phosphoryliert werden. Weder durch Jak2-V617F-Expression noch nach Epo-Stimulation
zeigt diese Gab1-Mutante eine Translokation an die Plasmamembran (Abb. 16 und 18).
Die Substitution von Serin 552 durch Glutamat verhindert durch die negativ geladene

Glutaminsäure die intramolekulare Interaktion (Abb. 12 und 33) und bewirkt die kon-
stitutive Exponierung der PH-Domäne. Dies ermöglicht die konstitutive Membrantrans-
lokation der Gab1-S552E Mutante, die sowohl Jak2-V617F- als auch Epo-unabhängig ist
(Abb. 16 und 18).
Durch Phosphorylierung des Serins 552 erhält das Serin eine negative Ladung. Wie die

Substitution des Serins 552 durch Glutaminsäure, hebt die Phosphorylierung des Serins
552 somit die intramolekulare Interaktion der PH-Domäne mit den Argininen 556 und
560 in Gab1 auf (Abb. 33).

Abbildung 33: Die Regulation der inhibitorischen intramolekularen Interaktion in
Gab1. Die N-terminale PH-Domäne in Gab1 interagiert mit den Argininen 556 und 560 im
C-terminalen Bereich. Die Erk-abhängige Phosphorylierung des Serins 552 bedingt die negati-
ve Ladung dieser Aminosäure durch das Phosphat. Die Substitution des Serins 552 durch das
negativ geladene Glutamat bedingt analog zur Phopshorylierung des Serins 552 die Aufhebung
der intramolekularen Interaktion, die die Exponierung der PH-Domäne zur Folge hat. Die Sub-
stitution des Serins 552 durch hydrophiles Alanin hat keinen Ein�uss auf die intramolekulare
Interaktion der PH-Domäne mit dem Argininen 556 und 560. Die Substitution der Arginine 556
und 560 durch Alanine führt zur konstitutiven Exponierung der PH-Domäne.
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Die Hypothese, dass die Interaktion der N-terminalen PH-Domäne mit den Argininen
556 und 560 die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran inhibiert, kann somit
bestätigt werden. Die MAPK-abhängige Phosphorylierung des Serins 552 bewirkt die
Aufhebung der intramolekularen Interaktion und die Exponierung der PH-Domäne (Abb.
12, 16, 18 und 33). In dieser Konformation kann Gab1 mit PIP3 in der Plasmamembran
interagieren (Abb. 16 und 18). So ist neben der PH-Domäne auch der Phosphorylierungs-
status des Serins 552 an der Regulation der Jak2-V617F- und Epo-induzierten Translo-
kation von Gab1 beteiligt. Die Abhängigkeit der Gab1-Membrantranslokation von der
Phosphorylierung des Serins 552 wurde auch bei der IL-6-induzierten Signaltransduktion
beobachtet [101]. Es scheint sich somit um einen allgemeinen Regulationsmechanismus
der PH-Domänen-vermittelten Translokation von Gab1 zu handeln, der abhängig von
der Aktivierung der PI3K- und MAPK-Kaskade ist.
Welche Aminosäuren in der PH-Domäne die Interaktion zu den Argininen 556 und 560

vermitteln ist jedoch noch unbekannt. Die Interaktion der PH-Domäne mit dem Argini-
nen 556 und 560 könnte aber zum einen über Ionenbindungen zwischen sauren Amino-
säuren in der PH-Domäne mit den basischen Argininen entstehen. Zum anderen können
die Arginine 556 und 560 auch Wassersto�brückenbindungen mit anderen Aminosäuren,
die ebenfalls Aminogruppen enthalten, in der PH-Domäne eingehen.
Ob die Translokation weiterer Gab-Familie Proteine wie in Gab1 reguliert sind, ist

bisher nicht untersucht. Jedoch ist im C-terminalen Bereich des Gab-Familie Proteins
Gab2 ein KSPxxKxxxR Motiv zu �nden, welches dem R-S552-Pxx-R556-xxx-R560 Motiv
in Gab1 sehr ähnlich ist [108] (Abb. 34). Daher wäre es möglich, dass die für Gab1 gezeigte
Regulation der PH-vermittelten Translokation auch in anderen Gab-Familie Proteinen,
wie Gab2, konserviert ist.

Abbildung 34: Sequenz Alignment der humanen Gab-Familie Proteine Gab1 und
Gab2. Abgebildet sind die Peptidsequenzen von Gab1 ab Position 529 und von Gab2 ab Position
523. Das Motiv RSPxxRxxxR in Gab1 und das Motiv KSPxxKxxxR in Gab2 sind grau hinterlegt.

Wie hier gezeigt wurde, gibt es im Vergleich zur physiologischen Epo-induzierten Si-
gnaltransduktion keine Unterschiede in der Regulation der Translokation von Gab1 in
der pathophysiologischen Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion. Das konstitutiv
an der Membran rekrutierte Gab1 könnte aber bei der dysregulierten Signalverschaltung
und -weiterleitung in Jak2-V617F-positiven Zellen beteiligt sein. Es ist unbekannt, wel-
chen Ein�uss Gab1 auf die Entwicklung einer pathophysiologischen Signaltransduktion
ausübt. Gab1 spielt bei der mit myeloproliferativen Neoplasien assoziierten liganden-
unabhängigen Proliferation hämatopoetischer Vorläuferzellen eine Rolle (Abb. 13C). Der
Aufschluss von Mechanismen, die die Translokation von Gab-Familie Proteinen regulie-
ren, könnte daher zur Erkennung und Entwicklung von neuen potentiellen Therapiean-
sätzen von Krankheiten, wie z.B. den MPN, beitragen.

5.3 Die Epo- und Jak2-V617F induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von
Gab1 sind unabhängig von der Plasmamembranrekrutierung

Die Interaktion der N-terminalen PH-Domäne mit den Argininen 556 und 560 in Gab1
wird durch die Phosphorylierung des Serins 552 aufgehoben. Die MAPK-abhängige Phos-
phorylierung des Serins 552 in Gab1 wurde für die Jak2-V617F- und die Epo-induzierte
Signaltransduktion gezeigt (Abb. 21 und 22).
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Hat die MAPK-abhängige Phosphorylierung des Serins 552 und die damit verbundene
Membrantranslokation von Gab1 einen Ein�uss auf die Phosphorylierung von Tyrosinen
in Gab1? Macht die Membrantranslokation erst möglich, dass Gab1, z.B. durch die an
Rezeptoren assozierten Jaks, phosphoryliert werden kann?
Die Gab1-S552A und Gab1-ΔPH Mutanten, die nicht mit PIP3 in der Plasmamem-

bran interagieren (Abb. 16 und 18), werden Jak2-V617F- und Epo-induziert am Tyrosin
627 phosphoryliert (Abb. 17 und 19). Die Epo- und Jak2-V617F-induzierte Tyrosinphos-
phorylierung von Gab1 sind weiterhin nicht abhängig von der MAPK-Aktivität und der
damit verbundenen Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 (Abb. 21 und 22).
Die Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 und die dadurch bedingte Aufhebung

der intramolekularen Interaktion der PH-Domäne mit dem C-terminalen Abschnitt von
Gab1 sind daher nicht notwendig, um die Tyrosine in Gab1 als Substrate für Tyro-
sinkinasen zunächst strukturell zugänglich zu machen. Weiterhin ist die Epo- und die
Jak2-V617F induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 scheinbar entkoppelt
von der MAPK-abhängigen und PH-Domänen-vermittelten Membrantranslokation von
Gab1.

Jedoch ist die Epo- und Jak2-V617F-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627
der Gab1-ΔPH Mutante im Vergleich zum Gab1-WT geringer (Abb. 17 und 19). Dies
erklärt sich durch die verzögerte Phosphorylierung des Tyrosins 627 der Gab1-ΔPH Mu-
tante (Abb. 20). Diese Gab1-Mutante wird nicht an die Plasmamembran rekrutiert (Abb.
18). Eine Inhibition der PI3K-Aktivität reduziert die Epo-induzierte Phosphorylierung
des Tyrosins 627 von Gab1 (Abb. 24). Nach Inhibition der PI3K-Aktivität in Jak2-
V617F exprimierenden Zellen dissoziiert Gab1 von der Membran in das Zytoplasma
(Abb. 23) [103]. Dies bewirkt in Jak2-V617F exprimierenden Zellen im Gegensatz zur
Epo-induzierten Signaltransduktion jedoch keine Reduktion der Jak2-V617F induzier-
ten Phosphorylierung des Gab1 am Tyrosin 627 (Abb. 23). Die initiale Epo-induzierte
Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran scheint die Phosphorylierung des Ty-
rosins 627 zu begünstigen. Dagegen hat bei der konstitutiven Jak2-V617F-induzierten
Signaltransduktion die Translokation keinen verstärkenden Ein�uss auf die Phosphory-
lierung des Tyrosins 627. So könnte die Epo-induzierte initiale Rekrutierung von Gab1
an die Plasmamembran die Phosphorylierung des Tyrosins 627 der Gab1-Moleküle be-
schleunigen. Die Translokation an die Plasmamembran würde Gab1 als Substrat in die
Nähe der rezeptor-assoziierten Jaks rekrutieren. Das Tyrosin 401 im Epo-R spielt bei der
Epo-abhängigen Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627 eine Rolle [117, 161]. Es ist
jedoch unbekannt, wie das phosphorylierte Tyrosin 401 im Epo-R mit der Gab1 Tyrosin-
phosphorylierung zusammenhängt. Die Epo-induzierte Phosphorylierung des Epo-R am
Tyrosin 401 hat die Rekrutierung von SHP2 an den Epo-R zur Folge [86]. Die SHP2-
abhängige Aktivierung der MAPK-Kaskade [93] könnte einen verstärkenden Ein�uss auf
die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 haben. Durch Rekrutierung von SHP2
an den Epo-R wird SHP2 an seinen Tyrosinen 542 und 580 phosphoryliert [86, 96]. Diese
phosphorylierten Tyrosine werden durch die SH2-Domäne von Grb2 gebunden [93, 94].
Die Rekrutierung des Grb2:SOS-Komplexes an Rezeptor-gebundenes SHP2 und somit in
die Nähe von Ras induziert die Aktivierung der MAPK-Kaskade. Die aktivierten Erk1
oder Erk2 können dann das Serin 552 in Gab1 phosphorylieren. Die PH-Domänen vermit-
telte Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran führt zur Translokation von Gab1
in die Nähe der am Epo-R assoziierten Jaks.
Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist nicht essentiell von der Translokati-

on an die Plasmamembran abhängig. Gab1, welches nicht direkt mit der Plasmamembran
interagieren kann, wird Epo- und Jak2-V617F-induziert am Tyrosin 627 phosphoryliert.
Die Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran kann jedoch das Phosphorylierungs-
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niveau des Tyrosins 627 in der Gesamtheit der Gab1-Proteine erhöhen.

Im Vergleich zur physiologischen Epo-induzierten Signaltransduktion gibt es in der
Regulation der Translokation und der Phosphorylierung von Gab1 in der pathophysio-
logischen Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion keine Unterschiede. Entgegen der
Hypothese, dass Gab1 erst nach PH-Domänen-vermittelter Membranrekrutierung von
den am Rezeptor be�ndlichen Janus-Kinasen an seinen Tyrosinen phosphoryliert werden
kann, ist die Epo- und Jak2-V617F-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627 unab-
hängig von der Rekrutierung an die Plasmamembran. Wie kommt es zur Entkopplung
der Tyrosin-Phosphorylierung von Gab1 von dessen Plasmamembranrekrutierung?

5.4 Die Tyrosin-Phosphorylierung von Gab1 ist abhängig von der
Jak2-V617F-Kinaseaktivität

Die Epo- und Jak2-V617F-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 wird
unabhängig von der Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran vermittelt. Die
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran würde die Rekrutierung von Gab1 in
die Nähe der am Epo-R assoziierten Jak2 bzw. Jak2-V617F ermöglichen. Dieser Rekru-
tierungsmechanismus in die Nähe der Jaks scheint aber nicht für die Phosphorylierung
des Tyrosins 627 in Gab1 notwendig zu sein. Wird Gab1 eventuell durch andere Tyrosin-
Kinasen phosphoryliert?
Es ist bekannt, dass die IL-6- und G-CSF-abhängige Aktivierung von Src-Familie Kina-

sen in hämatopoetischen Zellen die Phosphorylierung von Tyrosinen in Gab1 und Gab2
induziert [127, 162]. Die SFKs interagieren nach Myristoylierung und Palmitoylierung
aber nicht nur mit der Plasmamembran, sondern auch mit der perinukleären Membran
[130, 131, 163]. SFKs könnten somit Gab1 an der Plasmamembran oder an der perinu-
kleären Membran phosphorylieren. Die Jak2-V617F- und Epo-induzierte Phosphorylie-
rung von Gab1 durch SFKs an der perinukleären Membran könnte die Entkopplung der
PH-Domänen vermittelten Translokation an die Plasmamembran von der Phosphorylie-
rung des Tyrosins 627 in Gab1 erklären. Doch sind SFKs an der Phosphorylierung des
Tyrosins 627 in der Jak2-V617F- bzw. Epo-induzierten Signaltransduktion beteiligt? Im
Rahmen der am Lehrstuhl für Systembiologie der Otto-von-Guericke-Universität von Ca-
roline Fabian angefertigten Bachelorarbeit wurde gezeigt, dass SFK in Hek293-Jak2-WT
und -Jak2-V617F Zellen konstitutiv aktiv sind [164]. Die Inhibition der SFK-Aktivität
hat aber keinen Ein�uss auf die Jak2-V617F- oder Epo-induzierte Phosphorylierung von
Gab1 am Tyrosin 627 [164]. Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist somit
nicht SFK-abhängig.
Obwohl SFKs nicht an der Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 in der Epo-

und Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion beteiligt sind, könnten SFKs aber an-
dere Tyrosine in Gab1 phosphorylieren. Die HGF-induzierte Rekrutierung von SFKs an
c-Met ermöglicht die Phosphorylierung und Aktivierung von SFKs durch die aktivierte
Rezeptortyrosinkinase c-Met [165]. Gab1 wird HGF-induziert an einigen Tyrosylresten
durch SFKs und an anderen Tyrosylresten direkt durch die Rezeptortyrosinkinase c-Met
phosphoryliert [128, 129]. In der durch Rezeptor-assoziierte Jak-Tyrosinkinasen vermit-
telten Signaltransduktion wurde eine solche Jak- und SFK-abhängige Phosphorylierung
verschiedener Tyrosine in Gab1 bisher nicht untersucht und kann daher nicht ausge-
schlossen werden.
Nur durch die Epo-induzierte Aktivierung des Jak2-WT oder durch die Expression der

konstitutiv aktiven Jak2-V617F Mutante wird die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in
Gab1 induziert [160]. Die Inhibition der Kinaseaktivität der Jak2-V617F führt zur Re-
duktion der Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1, wodurch SHP2 nicht mehr mit
Gab1 interagiert (Abb. 27). Dies zeigt, dass die Phosphorylierung des Tyrosins 627 von
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Gab1 abhängig von der Kinaseaktivität der Jak2-V617F ist. Es ist jedoch unbekannt,
ob Gab1 ein direktes Substrat der Tyrosinkinase Jak2 ist oder ob andere Jak2-Kinase-
abhängige Kinasen Gab1 am Tyrosin 627 phosphorylieren. So werden in hämatopoe-
tischen Zellen neben SFKs und Jaks auch Nicht-Rezeptor-assoziierte Tyrosin-Kinasen
der feline sarcoma (FES)-Familie exprimiert [166]. Die FES-Tyrosinkinase-Familie ist
in der Lage Wachstumsfaktor-abhängig Substrate, wie STAT5 oder RasGAP im Zyto-
plasma hämatopoetischer Zellen zu phosphorylieren [167]. Zwar ist nicht bekannt, ob
Gab1 ein Substrat der FES-Familie ist, aber die Phosphorylierung von Gab1 durch FES
im Zytoplasma würde die von der PH-Domänen-vermittelte Translokation unabhängige
Phosphorylierung des Tyrosins 627 in der Epo-R-vermittelten Signaltransduktion erklä-
ren.

Die Epo- oder Jak2-V617F-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1
durch SFKs kann ausgeschlossen werden. Eine Phosphorylierung des Tyrosins 627 von
Gab1 an der Plasmamembran durch z.B. rezeptor-assoziierte Jaks ist somit wahrschein-
licher. Gibt es daher neben der PH-Domänen-vermittelten Translokation von Gab1 an
die Plasmamembran einen anderen Mechanismus durch den Gab1 in die Nähe von an
der Plasmamembran lokalisierten Tyrosinkinasen rekrutiert werden kann?

5.5 Die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R ist unabhängig von der
PH-Domänen vermittelten Translokation von Gab1 an die
Plasmamembran

Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist in der Epo- und Jak2-V617F-induziert-
en Signaltransduktion unabhängig von der PH-Domänen-vermittelten Translokation an
die Plasmamembran. Die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 ist weiterhin unab-
hängig von der Aktivität der Src-Familie Kinasen, aber abhängig von der Jak2-Kinaseaktiv-
ität. Dies deutet auf einen Mechanismus hin, der Gab1 in die Nähe der am aktivierten
Epo-R assoziierten Jaks rekrutieren kann und Gab1 somit durch die aktive Jak2 phos-
phoryliert werden kann.
Wie wird Gab1 unabhängig von der PH-Domänen-vermittelten Translokation an die

Plasmamembran in die Nähe der Rezeptor-assoziierten Jaks rekrutiert?
Die Expression der konstitutiv aktiven Jak2-V617F Mutante induziert die Interaktion

von Gab1 mit dem Epo-R (Abb. 25-28). Die Kinaseaktivität der Jak2-V617F Mutante
ist dabei wichtig für die Gab1:Epo-R-Interaktion (Abb. 27). In ihren Masterarbeiten
konnten Ulrike Rettschlag und Mandy Hauck unabhängig voneinander zeigen, dass Gab1
auch nach Epo-induzierter Aktivierung von Jak2 mit dem Epo-R interagiert [168, 169].
Eine Aktivierung des Epo-R durch Epo oder durch die Jak2-V617F-Mutante ist daher
für die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R notwendig.
Die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R ist unabhängig von der Phosphorylierung

des Serins 552 in Gab1 und der PH-Domänen-vermittelten Translokation an die Plas-
mamembran (Abb. 26). Die Rekrutierung von Gab1 an den aktivierten Epo-R würde
somit die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 durch Rezeptor-assoziierte Jak2
bzw. Jak2-V617F ermöglichen. Auch andere Proteine, wie SHP2 oder STAT5 werden erst
durch Rekrutierung an den aktivierten Epo-R durch Jak2 phosphoryliert [3]. Diesen Pro-
teinen ist jedoch gemein, dass sie SH2-Domänen besitzen, mit denen sie phosphorylierte
Tyrosine im Epo-R binden. Gab1 weist aber keine SH2-Domänen auf.
Bindet Gab1 daher direkt oder indirekt an den Epo-R? Es ist noch unbekannt, welche

Domänen in Gab1 und dem Epo-R wichtig für die Gab1:Epo-R Interaktion sind.
So könnte die konstitutive SH3-vermittelte Interaktion von Grb2 mit Gab1 (Abb. 25)

[104, 115] eine Rekrutierung des Grb2:Gab1-Komplexes an den Epo-R ermöglichen, wie es
u.a. für die Interaktion von Gab1 mit dem EGF-Rezeptor beschrieben ist [122]. Grb2 bin-
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det mit Hilfe seiner SH2-Domäne an das phosphorylierte Tyrosin 464 im Epo-R [97, 154].
Die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R ist jedoch unabhängig von der Bindung von
Grb2 an Gab1 (Abb. 28). Somit kann die Hypothese zur Grb2-vermittelten Interaktion
von Gab1 mit dem Epo-R verworfen werden. Die Bindung von SHP2 an das phospho-
rylierte Tyrosin 401 im Epo-R [86] könnte ein anderer Rekrutierungsmechanismus von
Gab1 an den Epo-R sein. Barua et al. beschreiben, dass SHP2 mit seinen beiden SH2-
Domänen in der Lage ist an zwei unterschiedliche phosphorylierte Tyrosine gleichzeitig
zu binden [150]. So könnte eine SH2-Domäne von SHP2 an den phosphorylierten Epo-
R und die zweite SH2-Domäne von SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 627 in Gab1
binden. Dies würde die Rekrutierung von phosphoryliertem Gab1 an den Epo-R ermög-
lichen. Dazu müsste Gab1 jedoch bereits vor der Rekrutierung an den Epo-R z.B. im
Zytoplasma phosphoryliert werden. Jedoch ist die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R
unabhängig von der Bindung von SHP2 an die phosphorylierten Tyrosine 627 und 659
in Gab1 (Abb. 28).
Doch wie kann Gab1 mit dem Epo-R interagieren? Für den HGF-Rezeptor c-Met

ist beschrieben, dass ein 16-Aminosäure Bereich in der MBD von Gab1 (Abb. 7) mit
dem phosphorylierten Tyrosin 1349 in c-Met interagiert [170]. Jedoch weist die MBD
von Gab1 keine Sequenzhomologie zu anderen Phospho-Tyrosin-Bindedomänen, wie z.B.
SH2-Domänen, auf [171]. Eine Hypothese wäre, dass das phosphorylierte Tyrosin 401
im Epo-R eine Gab1:Epo-R Interaktion vermittelt [161]. Es wäre daher möglich, dass
die Interaktion von Gab1 mit dem phosphorylierten Epo-R über die MBD von Gab1
vermittelt wird (Abb. 34).
Jedoch ist noch unklar, wie die Gab1:Epo-R Interaktion tatsächlich vermittelt wird.

Jak2-V617F ist nicht nur am Epo-R, sondern auch an den Zytokin-Rezeptoren Tpo-R
und G-CSF-R assoziiert [49]. Unabhängig von der Gab1:Epo-R Interaktion könnte Gab1
somit auch nach Bindung an den Tpo-R oder G-CSF-R durch Jak2-V617F phosphoryliert
werden. Andererseits wird Gab1 aber Epo-abhängig und somit Epo-R-vermittelt in Jak2-
WT exprimierenden Zellen am Tyrosin 627 phosphoryliert [169, 168]. Die Gab1:Epo-R
Interaktion könnte somit einen Rekrutierungsmechanismus von Gab1 in die Nähe der
rezeptor-assoziierten Jak2-V617F Mutante darstellen. Unabhängig von der PH-Domänen
abhängigen Translokation von Gab1, könnte Gab1 nach Bindung an den Epo-R sowohl
durch den Jak2-WT als auch durch die Jak2-V617F Mutante phosphoryliert werden.
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Abbildung 35: Mögliche Rekrutierung von Gab1 an den phosphorylierten Epo-R.
Die Phosphorylierung des Epo-R könnte die Interaktion der MBD in Gab1 mit dem Epo-R
induzieren. Nach Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R könnte Jak2-V617F die Tyrosine in
Gab1 phosphorylieren.

Die Gab1-ΔPH Mutante wird schwächer am Tyrosin 627 phosphoryliert als der Gab1-
WT. Daher ist es möglich, dass die PH-Domänen-vermittelte Rekrutierung von Gab1 an
die Plasmamembran und die Gab1:Epo-R Interaktion parallele Mechanismen zur Ver-
mittlung der Tyrosinphosphorylierung von Gab1 darstellen. In der EGF-induzierten Si-
gnaltransduktion wird Gab1 mittels PH-Domäne oder über eine direkte Gab1:EGFR
Interaktion an die Plasmamembran rekrutiert und kann so die EGF-induzierte MAPK-
Kaskade ampli�zieren [122]. Bei hohen EGF-Konzentrationen wird Gab1 vornehmlich
direkt an den EGF-R rekrutiert. Mit abnehmender EGF-Konzentration wird Gab1 zu-
nehmend PH-Domänen-vermittelt an PIP3 in der Plasmamembran rekrutiert. Die Hypo-
these von Sampaio et al. ist, dass bei geringen EGF-Konzentrationen weniger aktivierte
und phosphorylierte EGF-R für die Interaktion mit Gab1 zur Verfügung stehen. Bei ge-
ringen EGF-Konzentrationen kann somit eine schwache EGF-R-vermittelte Aktivierung
der MAPK-Kaskade durch die PH-Domänen-vermittelte Rekrutierung von Gab1 an die
Plasmamembran verstärkt werden [122]. Auch in der Epo-R-vermittelten Signaltransduk-
tion könnten daher sowohl die Rekrutierung von Gab1 an PIP3 in der Plasmamembran
als auch die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R die Translokation von Gab1 in die
Nähe der am Rezeptor assoziierten Jak2 vermitteln. Das Phosphorylierungsniveau der
Gesamtheit aller Gab1-Proteine am Tyrosin 627 könnte somit von der Rekrutierung von
Gab1 an den Epo-R und an PIP3 abhängig sein (Abb. 36).
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Abbildung 36: PH-Domänen-vermittelte und Epo-R-vermittelte Translokation von
Gab1 an bzw. in die Nähe der Plasmamembran. Die Epo- und Jak2-V617F-induzierte
Tyrosin Phosphorylierung von Gab1 könnte über zwei parallele Mechanismen vermittelt werden.
Zum einen könnte Gab1 über die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R und zum anderen durch
die Interaktion der Gab1 PH-Domäne mit PIP3 in der Plasmamembran in die Nähe der Rezeptor-
assoziierten Jak2 bzw. Jak2-V617F rekrutiert werden. Somit könnten Jak2 bzw. Jak2-V617F
Gab1 unabhängig von der Gab1:PIP3-Interaktion am Tyrosin 627 phosphorylieren.

Die Rekrutierung der Gab1-ΔPH- und der S552A-Mutanten an den auf der Zellober�ä-
che exprimierten Epo-R konnte aber nicht mittels konfokaler Mikroskopie gezeigt werden
(Abb. 16 und 18). Eventuell ist die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R sehr tran-
sient oder es sind nur geringe Mengen des Epo-R auf der Zellober�äche exprimiert. So
wäre die geringe Anzahl an Gab1:Epo-R Komplexen an der Plasmamembran im Ver-
gleich zur Menge von zytoplasmatisch lokalisiertem Gab1 in der konfokalen Mikroskopie
nicht detektierbar. Weiterhin formulieren Bulut et al. die Hypothese, dass der aktivierte
Epo-R erst nach Internalisierung die Epo-R vermittelte Signaltransduktion e�zient in-
duzieren kann [172]. Daher könnte Gab1 auch mit internalisertem Epo-R im Zytoplasma
interagieren. Noch sind der Rekrutierungsmechanimus von Gab1 an den Epo-R und des-
sen Bedeutung für die Jak2-V617F-induzierte Signaltransduktion nicht verstanden. Doch
welche Bedeutung die Gab1:Epo-R Interaktion besitzt, ist noch nicht verstanden.

Die Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627 ist unabhängig von der Interaktion von
Gab1 mit PIP3 in der Plasmamembran und könnte von der Rekrutierung von Gab1 an
den Epo-R abhängig sein. Das Tyrosin 627 in Gab1 dient im phosphoryliertem Zustand
neben dem Tyrosin 659 als Bindestelle für die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2. Kann
SHP2 unabhängig von der Phosphorylierung des Serins 552, unabhängig von der daraus
resultierenden Konformationsänderung in Gab1 und unabhängig von der Rekrutierung
von Gab1 an PIP3 in der Plasmamembran mit Gab1 interagieren?
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5.6 Die Bindung von SHP2 an Gab1 ist unabhängig von der
Phosphorylierung des Serins 552 und der PH-Domänen-vermittelten
Plasmamembranrekrutierung

Die Phosphorylierung der Tyrosine in Gab1 induziert die Rekrutierung u.a. der PI3K-
Untereinheit p85, RasGAP und SHP2 an Gab1 [118]. Die Bindestellen dieser Interakti-
onspartner von Gab1 sind im ungeordneten C-terminalen Abschnitt von Gab1 lokalisiert
(Abb. 7). Die intramolekulare Interaktion der geordneten N-terminalen PH-Domäne in
Gab1 mit dem ungeordneten C-terminalen Bereich in Gab1 wird durch die Phosphory-
lierung des Serins 552 aufgehoben (Abb. 12). Somit könnten durch die Interaktion des C-
terminalen Bereichs mit der PH-Domäne die Bindestellen für Gab1-Interaktionspartner
sterisch blockiert sein. Bestimmte Bereiche in intrinsisch-ungeordneten Proteinen wer-
den erst durch Phosphorylierungen oder Interaktionen für andere Interaktionspartner
zugänglich [173]. Daher könnte erst durch Phosphorylierung von verschiedenen Serin-,
Threonin- und Tyrosinseitenketten in Gab1 und durch die Rekrutierung anderer Inter-
aktionspartner an Gab1 eine Struktur in Gab1 entstehen, die es SHP2 möglich macht,
an Gab1 zu binden. Werden die Bindestellen in Gab1 erst durch die Exponierung der
PH-Domäne zugänglich für die Interaktionspartner?
Jak2-V617F induziert die Phosphorylierung des Serins 552, die Translokation an die

Plasmamembran und die Phosphorylierung der SHP2-Bindestelle Y627 von Gab1. Jedoch
ist die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 unabhängig von der Phosphorylierung
des Serins 552, der dadurch induzierten Konformationsänderung und unabhängig von der
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran (Abb. 16 und 21). Ist auch die Interak-
tion von SHP2 mit Gab1 unabhängig von der Konformation bzw. der Translokation von
Gab1?
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Interaktion von Gab1 und SHP2 durch Jak2-

V617F Expression induziert wird (Abb. 25). Die Interaktion von Gab1 und SHP2 ist aber
unabhängig von der MAPK-abhängigen Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 (Abb.
26). Die Interaktion von SHP2 mit der Gab1-S552A Mutante zeigt, dass SHP2 unabhän-
gig von der Konformationsänderung in Gab1, die die Phosphorylierung des Serins 552 in
Gab1 induziert, an Gab1 bindet (Abb. 26). Auch die Gab1-ΔPH Mutante interagiert,
induziert durch die Jak2-V617F Expression, mit SHP2. In der Jak2-V617F-induzierten
Signaltransduktion inhibiert die intramolekulare Interaktion der Gab1 PH-Domäne mit
dem C-terminalen Bereich in Gab1 nicht die Interaktion von Gab1 mit SHP2. Die Inter-
aktion von Gab1 mit SHP2 ist weiterhin unabhängig von der PH-Domänen-vermittelten
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran.

5.7 Die Interaktion von Gab1 und SHP2 ist essentiell für die
Ampli�kation der Epo- und Jak2-V617F-induzierten MAPK-Aktivität

Die Phosphorylierung von Gab1 und die Interaktionen von Gab1 mit SHP2 und Grb2
sind unabhängig von der PH-Domänen-vermittelten Translokation von Gab1 an die Plas-
mamembran. Doch welche Bedeutung haben die Interaktionen von SHP2 und Grb2 mit
Gab1 in der Epo- und Jak2-V617F-induzierten Aktivierung der MAPK-Kaskade?
Die konstitutiv an der Plasmamembran assoziierten Gab1-S552E und Gab1 R556/560A

Mutanten, die wie der Gab1-WT, konstitutiv mit dem Grb2:SOS-Komplex interagieren
sollten, induzieren keine MAPK-Aktivierung in Abwesenheit eines exogenen Stimulus
oder der Jak2-V617F-Expression (Abb. 17 und 19). Dies ist interessant, da die Rekru-
tierung von SOS an die Plasmamembran den Austausch von GDP durch GTP in Ras
induzieren und somit die Aktivierung der MAPK-Kaskade ermöglichen sollte. Jedoch ist
nicht nur die Rekrutierung von SOS in die Nähe von Ras notwendig um GDP durch
GTP in Ras auszutauschen. Erst ein liganden-induzierter Stimulus induziert den SOS-
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vermittelten Austausch von GDP durch GTP in Ras [174]. Jedoch hat die konstitutive
Bindung der Grb2:SOS-Komplexes an die Prolin-reiche Region in Gab1 weder in der Epo-
noch in der Jak2-V617F-induzierten Signaltranduktion einen Ein�uss auf die Aktivierung
der MAPK-Kaskade (Abb. 29 und 30).
Die verhinderte Rekrutierung von SHP2 an die Gab1-ΔSHP2 Mutante resultiert da-

gegen in einer deutlichen Reduktion der Epo- und der Jak2-V617F-induzierten Akti-
vierung der MAPK-Kaskade (Abb. 29 und 30). Die Bedeutung der Bindung von SHP2
an Gab1 für die zytokin-induzierte MAPK-Aktivierung wurde bereits beschrieben [175,
176, 132, 123, 177, 178]. Dabei kann SHP2 auf zwei Arten positiv auf die Aktivierung
der MAPK-Kaskade wirken. SHP2 bindet an die phosphorylierten Tyrosine 627 und
659 in Gab1 (Abb. 25-28). Jak2-V617F-abhängig werden die Tyrosine 542 und 580 in
SHP2 phosphoryliert. Phosphoryliertes SHP2 interagiert mit Gab1 (Abb. 25B). Diese
stimulus-induzierte Bindung von SHP2 an Gab1 bewirkt zum einen die Rekrutierung
von Grb2:SOS an Gab1, wodurch SHP2 als Adaptermolekül auf die MAPK-Kaskade
Ein�uss hat [93, 94]. Zum anderen löst die Bindung der SH2-Domänen des SHP2 an
Gab1 die auto-inhibitorische Blockade der Phosphatase-Domäne von SHP2 auf [84, 85].
Die Phosphatase-Domäne ist dann aktiv und dephosphoryliert das Phospho-Tyrosin 317
in Gab1. Dieses Phospho-Tyrosin dient als Bindestelle für RasGAP [135]. RasGAP wirkt
inhibierend auf die Ras:Raf-Interaktion und die MAPK-Aktivierung [179, 136, 180]. Die
SHP2-vermittelte Dephosphorylierung des Phospho-Tyrosins 317 in Gab1 verhindert so-
mit die Interaktion von Gab1 und RasGAP [135]. Wird SHP2 aber nicht an die Gab1-
ΔSHP2 Mutante rekrutiert, so kann Gab1 mit RasGAP interagieren und es kommt zur
Inhibition der MAPK-Aktivierung.
Ob sowohl die Adapter- als auch die Phosphatasefunktion von SHP2 bei der Epo-

bzw. Jak2-V617F-induzierten MAPK-Aktivierung partizipieren, ist bisher nicht bekannt.
Jedoch wirkt sich die Interaktion von SHP2 mit Gab1 ampli�zierend auf die Epo- und
Jak2-V617F-induzierte Aktivierung der MAPK-Kaskade aus.
Sowohl die Phosphorylierung des Tyrosins 627 als auch die Bindung von SHP2 an

das phosphorylierte Tyrosin 627 in Gab1 sind unabhängig von der Phosphorylierung des
Serins 552 in Gab1 und der Translokation von Gab1 an PIP3 in der Plasmamembran.
Welche Bedeutung hat die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran für die Epo-
und Jak2-V617F-induzierte Signaltranduktion?

5.8 Die Gab1-abhängige Verschaltung der PI3K- und MAPK-Kaskade

Die Translokation von Gab1 an die Plasmamebran ist abhängig von der PI3K-Aktivität
und wird Epo- und Jak2-V617F-abhängig induziert (Abb. 23) [103]. Jedoch ist die Re-
krutierung von Gab1 an die Plasmamembran weder in der Epo- noch in der Jak2-V617F-
induzierten Signaltransduktion nötig für die Phosphorylierung des Tyrosins 627 und für
die Bindung von SHP2 an dieses phosphorylierte Tyrosin in Gab1 (Abb. 23, 24 und 26).
Die Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R könnte die Phosphorylierung von Gab1 am
Tyrosin 627 (siehe 5.5) begünstigen.
Die Inhibition der PI3K-Aktivität reduziert sowohl die Epo- als auch die Jak2-V617F-

induzierte Erk-Phosphorylierung (Abb. 23 und 24). Der verstärkende Ein�uss der PI3K-
Aktivität auf die Jak2-V617F-induzierte MAPK-Kaskade konnte auch in Jak2-V617F
positiven HEL Zellen beobachtet werden [103]. In der Epo-induzierten Signaltransduk-
tion in primären erythroiden Vorläuferzellen wurde ebenfalls ein ampli�zierender Ein-
�uss der PI3K-Aktivität auf die Epo-induzierte MAPK-Kaskade beschrieben [181]. Der
Ein�uss der PI3K-Kaskade auf die MAPK-Aktivität kann wiederum mit der Gab1-
abhängigen Verstärkung der MAPK-Kaskade erklärt werden. Die Inhibition der PI3K-
Aktivität reduziert die PIP3-Menge und somit die PH-Domänen-vermittelte Translo-
kation von Gab1 an die Plasmamembran (Abb. 23) [101, 103]. Die Translokation von
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Gab1 an die Plasmamembran hat zur Folge, dass die an Gab1 gebundenen Grb2:SOS-
bzw. SHP2:Grb2:SOS-Komplexe in die Nähe von Ras rekrutiert werden. Nach PI3K-
Inhibition wird der Gab1:SHP2:Grb2:SOS-Komplex nicht in die Nähe von Ras rekrutiert.
Somit käme es nach Inhibition der PI3K-Aktivität nur zu einer geringen Aktivierung der
MAPK-Kaskade. Auch in Jak2-V617F-positiven HEL Zellen, die kein Gab1 exprimie-
ren, ist die MAPK-Aktivierung durch fehlende Rekrutierung der Gab1:Grb2:SOS- bzw.
Gab1:SHP2:Grb2:SOS-Komplexe an die Plasmamembran deutlich reduziert (Abb. 13).
Die Deletion der PH-Domäne in Gab1, analog zur Inhibition der PI3K-Aktivität, führt bei
der IL-6-induzierten Signaltransduktion zu einer Abnahme der MAPK-Aktivität [101].
Die PI3K-abhängige und PH-Domänen-vermittelte Translokation von Gab1 an die Plas-
mamembran haben daher sowohl bei der Epo- als auch bei der Jak2-V617F-induzierten
Signaltransduktion einen ampli�zierenden Ein�uss auf die MAPK-Aktivität. Zwar sind
die Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627, die durch die Interaktion von Gab1 mit
dem Epo-R vermittelt sein könnte, und die Bindung von SHP2 an das phosphorylierte Ty-
rosin 627 unabhängig von der Translokation von Gab1 an die Plasmamembran, jedoch
wird die MAPK-Aktivierung durch die Rekrutierung von Gab1 bzw. des Gab1:SHP2-
Komplexes an die Plasmamembran ampli�ziert.
Die MAPK-Kaskade wird jedoch auch über die direkte Interaktion von Grb2:SOS oder

SHP2 mit dem phosphorylierten Epo-R induziert [86, 97] (Abb. 37). So kann sowohl
nach PI3K-Inhibition (Abb. 23 und 24) als auch unabhängig von Gab1 (Abb. 13) eine
schwache Aktivierung der MAPK-Kaskade beobachtet werden, die Rezeptor-vermittelt
induziert wird.
Die PI3K-abhängige Translokation von Gab1 an die Plasmamembran und somit die

verstärkte Rekrutierung der Gab1-Interaktionspartner, wie SHP2 oder Grb2:SOS, in die
Nähe von Ras sind wichtig für die Gab1-abhängige Ampli�kation der Epo- und Jak2-
V617F-induzierten Aktivierung der MAPK-Kaskade und somit für die Verschaltung der
PI3K- und MAPK-Kaskade.
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Abbildung 37: Mögliche Mechanismen zur PI3K- bzw. PIP3-abhängigen und -
unabhängigen Ampli�kation der MAPK-Kaskade. Durch die direkte Bindung des
Grb2:SOS- oder des SHP2:Grb2:SOS-Komplexes an den Epo-R und die Interaktion von Gab1
mit dem Epo-R würden Grb2:SOS-Komplexe unabhängig von PIP3 in der Plasmamembran in
die Nähe des Membran-assoziierten Ras rekrutiert werden. Auch die PIP3-abhängige und PH-
Domänen-vermittelte Translokation von Gab1 führt zur Rekrutierung des Grb2:SOS-Komplexes
in die Nähe von Ras und somit zur Aktivierung der MAPK-Kaskade.

Um die pathophysiologische Proliferation in hämatopetischen Vorläuferzellen von Jak2-
V617F-positiven Patienten zu behandeln werden verschiedene Therapienansätze unter-
sucht und eingesetzt. So werden MPN-Patienten u.a. mit PI3K-Inhibitoren behandelt
[182]. Die Inhibition der PI3K-Kaskade in Jak2-V617F positiven Zellen führt zur Reduk-
tion der MAPK-Aktivierung (Abb. 23) und zur Reduktion der Proliferation von Jak2-
V617F-positiven Zellen [103]. Jedoch führt die Inhbition der PI3K-Aktivität nicht zur
Reduktion der MAPK-Aktivierung auf ein Niveau, wie es in Jak2-V617F-negativen Zel-
len beobachtet wird (Abb. 23). Die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R und somit
in die Nähe von Jak2-V617F ist unabhängig von der PH-Domänen-vermittelten Trans-
lokation an die Plasmamembran (Abb. 25, 26). Die Phosphorylierung des Tyrosins 627
in Gab1 könnte somit nach Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R durch Jak2-V617F
katalysiert werden. Auch bei der Epo-induzierten Aktivierung von Jak2 und dem Epo-
R wäre die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R ein möglicher Mechanismus der die
Entkopplung von Plasmamebranrekrutierung und Phosphorylierung von Gab1 bewirken
würde [169, 168].
Die Rekrutierung von SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 627 in Gab1 führt zur Am-

pli�kation der MAPK-Kaskade (Abb. 29 und 30). Da die durch den Epo-R:Gab1:SHP2-
Komplex (Abb. 37) vermittelte Ampli�kation der MAPK-Kaskade aber PI3K-unabhängig
ist, wäre der Einsatz höherer und somit etwaiger schädlicher Konzentrationen von PI3K-
Inhibitoren nicht zielführend um eine Reduktion der Proliferation Jak2-V617F positiver
Zellen zu erzielen. Eine Behandlung aus Kombinationen verschiedener Inhibitoren wäre
daher eher vielversprechend. So kann die Proliferation Jak2-V617F-positiver Zellen deut-
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lich e�zienter mit einer Kombination aus PI3K- und MAPK-Inhibitoren reduziert werden
als mit den einzelnen Inhibitoren [103]. Wie schon in neueren klinischen Studien unter-
sucht, sollten Kombinationen von Jak-, Mek- und PI3K- Inhibitoren eine erfolgreichere
Behandlung der MPN-assoziierten Symptome ermöglichen [183, 184, 185].

5.9 Die Regulation der Phosphorylierung von Gab1 in der
gp130-vermittelten Signaltransduktion

Ähnlich zur Jak2-V617F-induzierten Proliferation von hämatopoetischen Zellen, die in
Jak2-V617F betro�enen Patienten zu Symptomen, wie zu einer Milz- oder Leberver-
gröÿerung oder zur Hyperviskosität des Blutes führen, kann eine dysreguliertes IL-6-
Signaltransduktion zur Ausbildung eines multiplen Myeloms führen [186]. IL-6-induziert
bilden stark proliferierende B-Zellen zu viele Antikörper, was zu einer Hyperviskosität des
Blutes führt. Die durch die dysregulierte IL-6-Signaltransduktion induzierte Hypervisko-
sität des Blutes wird, wie auch in der Jak2-V617F-induzierten Polycythämie Vera, durch
eine Überproduktion von festen Blutbestandteilen als Syndrom der damit assoziierten
Krankheiten induziert. Jedoch bewirkt eine dysregulierte IL-6-induzierte Signaltrans-
duktion auch die Ausbildung von anderen Krankheiten, wie der rheumatoiden Arthritis
oder dem bronchialen Asthma [22]. Das Verständnis der Gab1-abhängigen Signalver-
schaltung in der IL-6-induzierten Signaltransduktion könnte daher auch die Entwicklung
neuer Interventionsstrategien in der Bekämpfung dieser Krankheiten unterstützen.
Es wird angenommen, dass Gab1 auch nach IL-6-induzierter MAPK-Aktivierung Erk-

abhängig am Serin 552 phosphoryliert werden kann [101]. Die Phosphorylierung des Serins
552 bewirkt die Konformationsänderung von Gab1. Die Aufhebung der intramolekularen
Interaktion der PH-Domäne mit dem C-terminalen Abschnitt in Gab1 durch die Phos-
phorylierung des Serins 552 führt zur IL-6-induzierten Translokation von Gab1 an die
Plasmamembran [101, 146]. Welche Bedeutung hat die Translokation von Gab1 an die
Plasmamembran für die IL-6-induzierte Phosphorylierung der Tyrosine von Gab1?
Erstmals konnte die Bedeutung der Phosphorylierung des Serins 552 für die Phospho-

rylierung des Tyrosins 627 in Gab1 in der IL-6-induzierten Signaltransduktion analysiert
werden. In der Bachelorarbeit von Johannes Fritsch, die im Rahmen dieser Arbeit betreut
wurde, konnte mit Hilfe des Antikörpers, der das Epitop LQAPVR-[pS552]-PITRSF in
Gab1 bindet, die IL-6-induzierte Phosphorylierung des Serins 552 nachgewiesen werden.
Die Inhibtion der MAPK-Kaskade reduziert die IL-6-induzierte Phosphorylierung am Se-
rin 552 und am Tyrosin 627 in Gab1 [148]. Somit ist die Aktivierung der MAPK-Kaskade
essentiell für die Vermittlung der Phosphorylierung des Serins 552 und des Tyrosins 627
in Gab1. Im Gegensatz zur Epo- und Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion hängt
die IL-6-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627 somit stark von der Phospho-
rylierung des Serins 552 ab (Abb. 31). Die durch die Phosphorylierung des Serins 552
induzierte Exponierung der PH-Domäne in Gab1 muss statt�nden, damit Gab1 IL-6-
induziert am Tyrosin 627 phosphoryliert werden kann [148]. Die Gab1-ΔPH Mutante
wird in der gp130-vermittelten Signaltransduktion nicht am Tyrosin 627 phosphoryliert
[101]. Auch die Inhibition der PI3K-Kaskade bewirkt, dass Gab1 IL-6-induziert nicht an
die Plasmamembran rekrutiert und am Tyrosin 627 phosphoryliert wird [101].
Die Phosphorylierung von Gab1 scheint in der IL-6-induzierten Signaltransduktion es-

sentiell von der PH-Domänen vermittelten Translokation von Gab1 an die Plasmamem-
bran abzuhängen. In der Epo-R-vermittelten Signaltransduktion wird Gab1 durch die
PH-Domänen-vermittelte Translokation an die Plasmamembran und durch die Bindung
an den aktivierten Epo-R (Abb. 25) in die Nähe der Jak2 rekrutiert. Ist Gab1 in räumli-
cher Nähe zur Jak2 kann Jak2 die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 katalysie-
ren. Dagegen ist in der gp130-vermittelten Signaltransduktion bisher nur die Translokati-
on an die Plasmamembran als möglicher Mechanismus zur Rekrutierung von Gab1 in die
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Nähe der gp130-assoziierten Jak1 beschrieben [118]. Wird Gab1 IL-6-induziert nicht an
die Plasmamembran rekrutiert, be�ndet sich Gab1 nicht in räumlicher Nähe zur aktivier-
ten gp130-assoziierten Jak1, wodurch Gab1 nicht an seinem Tyrosin 627 phosphoryliert
werden kann. Somit unterscheiden sich die gp130- und Epo-R-vermittelte Signaltrans-
duktion in der Regulation der Phosphorylierung des mutli-site docking Proteins Gab1
maÿgeblich.
Doch welche Bedeutung hat Gab1 und die Phosphorylierung seiner Tyrosine in der

gp130-vermittelten Signaltransduktion?

5.10 Die Bedeutung von Gab1 in der gp130-vermittelten
Signaltransduktion

Der Vergleich von Gab1 exprimierenden und Gab1 de�zienten murinen MEF und huma-
nen Hek293-TRex FlpIn Zellen zeigt die Bedeutung von Gab1 in der gp130-vermittelten
Signaltransduktion auf. Die Expression von Gab1 hat einen positiven Ein�uss auf die
späte Aktivierung der MAPK-Kaskade. Eine Gab1-abhängige Ampli�kation der späten
IL-6-induzierten Erk1/2-Phosphorylierung wurde bereits gezeigt [133], wobei die genaue
zeitliche Terminierung der Gab1-vermittelten Ampli�kation der MAPK-Kaskade in der
IL-6-induzierten Signaltransduktion bisher unbekannt war. Der Gab1-abhängige positi-
ve feedback wirkt sich zwischen 10 und 30 min ampli�zierend auf die IL-6-induzierte
MAPK-Aktivierung in MEF Zellen aus (Abb. 32B). Auch in Hek293-TRex FlpIn Zellen
ist in diesem Zeitraum nach Stimulation mit Hyper-IL-6 in Gab1 exprimierenden Zellen
eine deutlich stärkere MAPK-Aktivierung als in Gab1-de�zienten Zellen zu beobachten
(Abb. 32C). Da die Hyper-IL-6-induzierte MAPK-Aktivierung in Zellen die mehr Gab1
exprimieren noch stärker ist, wird die Bedeutung von Gab1 in der IL-6-induzierten Si-
gnaltransduktion für die Ampli�kation der MAPK-Kaskade noch deutlicher. Dagegen
ist die initiale IL-6-induzierte Aktivierung der MAPK-Kaskade in Gab1-exprimierenden
und de�zienten Zellen identisch (Abb. 32B). Die initiale MAPK-Aktivierung scheint da-
her Gab1-unabhängig zu sein und könnte durch die IL-6-induzierte Interaktion von SHP2
mit gp130 vermittelt sein. Die Liganden-abhängige Phosphorylierung des Tyrosins 759
in gp130 dient SHP2 als Bindestelle. Infolge der Rekrutierung von SHP2 an gp130 wird
SHP2 an den Tyrosinen 542 und 580 phosphoryliert [187]. Der Grb2:SOS-Komplex bin-
det an die phosphorylierten Tyrosine in SHP2 [93, 94] (Abb. 6B). Die IL-6-induzierte
Rekrutierung von SHP2 bzw. des SHP2:Grb2:SOS-Komplexes an gp130 induziert somit
die Rezeptor-vermittelte initiale Aktivierung der MAPK-Kaskade [148](Abb. 31). Nach
dieser initialen Aktivierung der MAPK-Kaskade wird die Erk1/2-abhängige Phosphory-
lierung von Gab1 am Serin 552 induziert [148]. Die daraus resultierende Rekrutierung
an die Plasmamembran könnte die Phosphorylierung von Tyrosinen in Gab1 durch die
gp130-assoziierte Jak1 bewirken.
Aber auch SFKs werden IL-6-induziert aktiviert [188]. Die Inhibition von SFKs hat

eine Reduktion der Interleukin-6-induzierten Phosphorylierung von Tyrosin 627 in Gab1
zur Folge [189, 164]. Die Phosphorylierung der Tyrosine in Gab1 könnte somit auch durch
SFKs erfolgen. In der HGF-induzierten Signaltransduktion kommt es zur Phosphorylie-
rung unterschiedlicher Tyrosylreste in Gab1 zum einen durch den c-Met-Rezeptor und
zum anderen durch Src [129]. Auch in der IL-6-induzierten Signaltransduktion wäre es
daher möglich, dass die Phosphorylierung der verschiedenen Tyrosine in Gab1 durch Jaks
oder SFKs katalysiert wird.
Die IL-6-induzierte Phosphorylierung der Tyrosine 627 und 659 in Gab1 ermöglicht die

Rekrutierung von SHP2 [190]. Die Bindung von SHP2 an Gab1 induziert einen positiven
feedback, der ampli�zierend auf die IL-6-induzierte MAPK-Kaskade wirkt [101]. Somit
sind sowohl die Expression als auch die Phosphorylierung von Gab1 am Tyrosin 627
essentiell für die Ampli�kation der Interleukin-6-induzierten MAPK-Kaskade.
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Die Ampli�kation der MAPK-Kaskade kann sich verstärkend auf die Induktion MAPK-
abhängiger Zielgene, die proliferativ und anti-apoptotisch wirken können [191, 192], aus-
wirken. Es ist bekannt, dass die IL-6-induzierte Überexpression von Matrix Metallopro-
tease 13 (MMP13) MAPK-abhängig ist [193]. Die MMP-13 Überexpression ist u.a. mit
humanen Karzinomen, der rheumatoiden Arthritis und Osteoarthritis assoziiert [194].
Die dysregulierte IL-6-induzierte Ausbildung maligner Zellen könnte daher durch die
Gab1-abhängige Ampli�kation der MAPK-Kaskade hervorgerufen werden. Durch eine
pharmakologische Inhibition der PH-Domänen vermittelten Translokation von Gab1 an
die Plasmamembran, wie sie mit PI3K-Inhibitoren erzielt werden kann, wäre es vielleicht
möglich die Ampli�kation der IL-6-induzierten MAPK-Kaskade in malignen Zellen zu
reduzieren. So stehen bereits Inhibitoren, die mit der PH-Domäne von Gab1 interagieren
und somit die HGF-induzierte Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 verhindern
zur Verfügung, die die Proliferation von Brustkrebszelllinien inhibieren können [195].
Durch die Inhibitoren wird die PH-Domäne in ihrer Konformation verändert. Zwar ist
noch unbekannt wie diese Inhibitoren mechanistisch wirken, aber es wäre möglich, dass
diese die Translokation von Gab1 an die Plasmamembran und somit die Phosphorylie-
rung des Tyrosins 627 in Gab1 hemmen. Die gezielte Inhibition der Phosphorylierung
von Gab1 könnte auch die IL-6-induzierte Proliferation maligner Zellen hemmen. So
werden Patienten mit multiplem Myelom bereits mit Mek- oder PI3K-Inhibitoren be-
handelt, um die IL-6-induzierte Proliferation maligner B-Zellen zu inhibieren [196, 197].
Eine Kombination von PI3K- und Mek-Inhibitoren wird aktuell in klinischen Studien
bei verschiedenen Leukämie- oder Tumorerkrankungen erprobt [198]. Die Behandlung
von malignen Zellen mit Hilfe einer Kombination von Mek- und PI3K-Inhibitoren könnte
bereits bei geringeren Inhibitorkonzentrationen im Vergleich zur Therapie mit einzelnen
Inhibitoren e�ektiver sein. Somit könnten Nebenwirkungen, wie z.B. Zytotoxizität ge-
genüber gesunden Zellen reduziert werden. Der Einsatz einer Kombinationstherapie aus
Mek- und PI3K-Inhibitoren bei IL-6-induzierten Erkrankungen wäre vielversprechend,
da im Gegensatz zur Epo-R-vermittelten Signaltransduktion die Phosphorylierung von
Gab1 und die damit verbundene Ampli�kation der MAPK-Kaskade stark PI3K-abhängig
vermittelt wird und so der Einsatz eines PI3K-Inhibitors eine e�zientere Therapiestrate-
gie zur Behandlung von IL-6- als von Jak2-V617F- induzierten Krankheiten wäre. Denn
die Tyrosin-Phosphorylierung und die damit verbundenen Interaktionen von Gab1 mit
Bindungspartnern, wie SHP2, werden in der Epo- und Jak2-V617F-induzierten Signal-
transduktion im Vergleich zur IL-6-induzierten Signaltransduktion unterschiedlich regu-
liert. Durch die Möglichkeit der Interaktion von Gab1 mit dem Epo-R wäre die Tyrosin-
Phosphorylierung von der Rekrutierung von Gab1 an die Plasmamembran in der Epo-R
vermittelten Signaltransduktion entkoppelt. Dagegen ist die IL-6-induzierte Rekrutierung
von Gab1 an PIP3 in der Plasmamembran essentiell für die Tyrosin-Phosphorylierung
von Gab1.

Das multi-site docking Protein Gab1 ist sowohl wesentlich an der IL-6- als auch an
der Epo- und Jak2-V617F-induzierten Aktivierung der MAPK-Kaskade beteiligt. Die
Bedeutung von Gab1 in der IL-6-, Epo- und Jak2-V617F-induzierten Signaltransduk-
tion ist somit für die Aktivierung der MAPK-Kaskade identisch. Nur wird die Gab1-
abhängige Ampli�kation der IL-6-, Epo- und Jak2-V617F-induzierten MAPK-Kaskade
unterschiedlich reguliert. Dies zeigt die Notwendigkeit der Entwicklung unterschiedlicher
Behandlungsstrategien von IL-6-, Epo- oder Jak2-V617F-assoziierten Krankheiten auf.
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6 Ausblick

Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Erkenntnisse zur Regulation der Translokation
und Phosphorylierung von Gab1 und deren Bedeutung für die Aktivierung der MAPK-
Kaskade sowohl in der IL-6- und Epo- als auch in der pathophysiologischen Jak2-V617F-
induzierten Signaltransduktion ergeben sich weitere interessante Fragestellungen.

6.1 Gibt es weitere regulatorische intramolekulare Interaktionen oder auch
regulatorische intermolekulare Interaktionen in Gab1?

Die intramolekulare Interaktion der N-terminalen PH-Domäne mit den C-terminalen
Argininen 556 und 560 in Gab1 wirkt inhibitorisch auf die Translokation von Gab1. Doch
welche Aminosäuren in der PH-Domäne von Gab1 interagieren mit den Argininen 556 und
560? Mit Interaktionsstudien mutierter PH-Domänen könnte man die interagierenden
Aminosäuren identi�zieren. Die intramolekulare Interaktion der PH-Domäne mit dem
C-terminalen Abschnitt von Gab1 könnte auch auf intermolekulare Interaktionen von
Gab1 mit anderen Bindungspartnern Ein�uss haben. Hier wäre interessant, ob Gab1
erst nach Konformationsänderung phosphoryliert wird oder die Phosphorylierung die
Konformation von Gab1 verändern kann. Auch könnten die Phosphorylierung von Gab1
und die Rekrutierung von Interaktionspartnern an Gab1 erst eine Konformation in Gab1
induzieren, die es anderen Interaktionspartnern erst möglich macht, an Gab1 zu binden.

6.2 Wie wird die Phosphorylierung von Gab1 reguliert?

In der Epo-R-vermittelten Signaltransduktion ist die Phosphorylierung des Tyrosins 627
in Gab1 entkoppelt von der PH-vermittelten Translokation von Gab1 an die Plasmamem-
bran. Die Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R könnte diese Entkopplung erklären. In
dieser Arbeit konnte die Jak2-V617F-induzierte Rekrutierung von Gab1 an den Epo-R
gezeigt werden. Auch in der Epo-induzierten Signaltransduktion kommt es zur Rekrutie-
rung von Gab1 an den Epo-R [169, 168]. Bisher wurde eine Gab1:Rezeptor Interaktion
nur für Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie c-Met oder EGFR beschrieben [199, 104, 122]. Es
ist noch unbekannt, wie Gab1 an den Epo-R rekrutiert wird und ob Gab1 an der Plas-
mamembran oder bereits zytoplasmatisch durch Tyrosinkinasen phosphoryliert wird.
In der HGF-induzierten Signaltransduktion werden einige Tyrosine in Gab1 durch c-

Met und andere Tyrosine durch SFKs phosphoryliert [129]. Welche Tyrosinkinasen kön-
nen also in der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen-vermittelten Signaltransduktion welche
Tyrosine in Gab1 phosphorylieren? Welche physiologische Bedeutung hat die Phosphory-
lierung der einzelnen Gab1-Tyrosine und führt eine Dysregulation der Phosphorylierung
einzelner Tyrosine zu einer pathophysiologischen Gab1-abhängigen Signaltransduktion?

6.3 Welche Signalwege werden Gab1-abhängig verstärkt oder verschaltet?

Die PI3K-abhängige Verstärkung der MAPK-Kaskade, die durch Gab1 vermittelt wird,
ist eine von mehreren möglichen Gab1-abhängigen Verschaltungen von Signalkaskaden in
physiologischen und pathophysiologischen Signaltransduktionsnetzwerken. Die Bindung
von Interaktionspartnern an Gab1 ist dabei entscheidend für die Verschaltung von Si-
gnalwegen. Welche Interaktionen von Gab1 mit Bindungspartnern sind wichtig für eine
physiologische oder pathophysiologische Signalweiterleitung?
Die direkte Bindung von Grb2:SOS an Gab1 hat in der Epo- und Jak2-V617F-induzierten

Signaltransduktion keine Bedeutung für die Aktivierung der MAPK-Kaskade. Der Kom-
plex aus Grb2 und SOS kann aber auch indirekt über SHP2 mit Gab1 interagieren.
Es ist jedoch unbekannt, ob die indirekte Rekrutierung von Grb2:SOS an Gab1 über
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SHP2 einen Ein�uss auf die Aktivierung der MAPK-Kaskade hat. So könnten die di-
rekte und indirekte Grb2:SOS Rekrutierung an Gab1 eine zweifache Sicherheit für die
Gab1-abhängige Ampli�kation der MAPK-Kaskade bedeuten. Eventuell wird so eine hö-
here Robustheit in der MAPK-Signaltransduktion gegenüber Störungen gewährleistet,
die sich in der Evolution für die Physiologie der Zelle durchgesetzt und bewährt hat.
SHP2 hat sowohl als Phosphatase, die die Bindestelle des MAPK-Negativregulators

RasGAP in Gab1 dephosphoryliert, als auch als Adapterprotein für die Rekrutierung
des Grb2:SOS-Komplexes Ein�uss auf die MAPK-Aktivierung. Bisher wurde noch nicht
untersucht, ob die Phosphatase- und die Adapter-Funktion von SHP2 notwendig sind,
um die Aktivierung der MAPK-Kaskade an Gab1 zu induzieren.

6.4 Welchen Kinetiken folgen die Interaktionen der Bindungspartner von
Gab1?

Die Phosphorylierung der Tyrosine in Gab1 und somit die Bindung von Interaktions-
partnern an Gab1 sind nicht statisch. Die Bindestellen für Interaktionspartner in Gab1
werden durch Tyrosinkinasen phosphoryliert und durch Phosphatasen dephosphoryliert,
wodurch eine dynamische Regulation der Rekrutierung von SH2-Domänen Proteinen
an Gab1 hervorgerufen wird. Daher wäre es interessant zu wissen, welche Kinetiken die
Gab1-vermittelten Interaktionen haben. Denn noch ist unbekannt, ob z.B. die Interaktion
von Gab1 mit SHP2 zeitlich mit der Gab1-abhängigen Ampli�kation der MAPK-Kaskade
korreliert. Gibt es in den Interaktionenskinetiken Unterschiede in der physio- und patho-
physiologischen Signaltransduktion, die eventuell auch als therapeutische Ansatzpunkte
gezielter Interventionsmöglichkeiten in der Signaltransduktion dienen können?
Auch könnten sich verschiedenene Interaktionen an Gab1 untereinander beein�ussen.

So könnte die Bindung eines Interaktionspartners, die Bindung oder Dissoziation eines
anderen Bindungspartners durch Konformationsänderung in Gab1 begünstigen oder ste-
risch verhindern.

6.5 Welche Bedeutung haben Gab1-Mutanten in malignen Zellen?

In malignen Zellen wurde eine durch somatische Mutation exprimierte Gab1-Mutante
identi�ziert, die an der Aminosäureposition 387 verändert ist [200]. Das Threonin an
der Aminosäureposition 387 in Gab1 ist auch in Gab2 an der Aminosäureposition 391
konserviert. Die Phosphorylierung des Threonins 391 in Gab2 führt zur Rekrutierung
von 14-3-3 an Gab2, wodurch es zur Terminierung der Gab2-abhängigen Signaltrans-
duktion kommt [201]. Auch die Phosphorylierung des Threonins 387 in Gab1 könnte so
einen wichtigen negativen feedback induzieren, der die Gab1-abhängige Signaltransdukti-
on reguliert. Ist das Threonin 387 durch die Aminosäure Asparagin in der Gab1-Mutante
substituiert, kommt es zur Hyperaktivierung Gab1-abhängiger Signalkaskaden und zur
Entstehung von Mammakarzinomen [200]. Auch die Phosphorylierung des Tyrosins 317
in Gab1 induziert einen wichtigen negativen feedback. Die Bindung von RasGAP an das
phosphorylierte Tyrosin 317 in Gab1 wirkt negativ auf die MAPK-Aktivierung [135]. Ei-
ne Störung der Interaktion von RasGAP und Gab1 könnte auch eine Hyperaktivierung
der Gab1-abhängigen Signaltransduktion bewirken. So könnte auch die Y317F Gab1 Mu-
tante, an die kein RasGAP bindet oder eine andere Gab1-Mutanten bei der Entstehung
von Karzinomen beteiligt sein.
�
Das bessere Verständis der Komplexität der Regulation der Gab1-vermittelten Ver-

stärkung und Verschaltung von Signalkaskaden ermöglicht es die pathophysiologischen
molekularen Mechanismen bei der Entstehung von Krankheiten, wie myeloproliferativen
Neoplasien, Leukämien oder soliden Tumoren zu entschlüsseln. Die Entschlüsselung kann
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weiterhin zur Entwicklung von neuen Therapien, die gegen diese pathophysiologischen
Mechanismen gezielt wirken und idealerweise gleichzeitig eine physiologische Signaltrans-
duktion wieder herstellen können, beitragen.
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Dasmuti-site docking ProteinGrb2-associated-binding protein 1 (Gab1) verschaltet durch
die Rekrutierung von SH2-domain-containing tyrosine phosphatase 2 (SHP2), Phosphoino-
sitid-3-Kinase (PI3K) und dem growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2): son of
sevenless (SOS)-Komplex die mitogen activated protein kinase (MAPK)- und PI3K-
Kaskade miteinander. Der an Gab1 gebundene Grb2:SOS-Komplex oder die PI3-Kinase
wirken auf Plasmamembran-assoziiertes Rat sarcoma (Ras) bzw. Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) in der Plasmamembran. Die Lokalisation von Gab1 und seinen
Interaktionspartnern an der Plasmamembran ist daher von entscheidender Bedeutung für
die Vermittlung der Gab1-abhängigen Signalkaskaden. Die Regulation der Translokation
von Gab1 an die Plasmamembran ist somit ein wichtiger Mechanismus zur räumlichen
und zeitlichen Kontrolle der Gab1-abhängigen Signalkaskaden.
Zunächst konnte gezeigt werden, dass die Translokation von Gab1 an die Plasmamem-

bran durch einen intramolekularen Klappmechanismus reguliert wird. Die N-terminale
Pleckstrin-Homologie (PH)-Domäne in Gab1 interagiert mit den Argininen 556 und 560
im C-terminalen Abschnitt von Gab1. Nach Phosphorylierung des Serins 552 ist diese
intramolekulare Interaktion gestört und die PH-Domäne wird exponiert. Erst in dieser
Konformation kann die PH-Domäne mit der Plasmamembran interagieren.
Hämatopoetische Zellen, die die myeloproliferative Neoplasien (MPN) assoziierte und

konstitutiv aktive Janus Kinase 2 (Jak2) Mutante Jak2-V617F exprimieren, proliferieren
durch die konstitutive Aktivierung der signal transducer and activator of transcription
(STAT)- und MAPK-Kaskade Zytokin-unabhängig. Diese MPN-assoziierte Proliferation
hämatopoetischer Zellen führt u.a. zu Gefäÿ- und Organerkrankungen. In Jak2-V617F
positiven Zellen wurde eine fehlregulierte Gab1 Translokation und Phosphorylierung be-
obachtet. Doch ob und wie Gab1 Ein�uss auf die dysregulierte und MPN-assoziierte
Jak2-V617F-Signaltransduktion nimmt, ist bisher unbekannt.
Hier konnte gezeigt werden, dass Gab1 die Jak2-V617F-induzierte Aktivierung der pro-

proliferativ wirkenden MAPK-Kaskade in und die Proliferation von erythroleukämischen
(HEL) Zellen verstärkt. Neben der MAPK-abhängigen Phosphorylierung des Serins 552
induziert die Expression von Jak2-V617F die zytokin-unabhängige Translokation von
Gab1 an die Plasmamembran, die Phosphorylierung des Tyrosins 627 in Gab1 und die
Rekrutierung von SHP2 an das phosphorylierte Tyrosin 627. Die Rekrutierung von SHP2
an Gab1 ist essentiell für die Jak2-V617F- und Erythropoetin (Epo)-induzierte Aktivie-
rung der MAPK-Kaskade.
In der Epo- und Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion ist die Vermittlung der

Phosphorylierung des Gab1-Tyrosins 627 und die Interaktion mit SHP2 entkoppelt von
der Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1 und von der PH-Domänen-vermittelten
Translokation von Gab1 an die Plasmamembran. Die bisher unbekannte Interaktion von
Gab1 mit dem Erythropoetin-Rezeptor (Epo-R) stellt einen möglichen Rekrutierungs-
mechanismus dar, durch den Gab1 in die räumliche Nähe der rezeptor-assoziierten Jak2
bzw. Jak2-V617F rekrutiert und somit phosphoryliert wird.
Im Gegensatz zur Epo- bzw. Jak2-V617F-induzierten Signaltransduktion ist die Phos-

phorylierung des Tyrosins 627 von Gab1 in der IL-6-induzierten Signaltransduktion ab-
hängig von der MAPK-induzierten Phosphorylierung des Serins 552 in Gab1. Die Stärke
der IL-6-induzierten Aktivierung der MAPK-Kaskade ist wiederum von der Expression
des multi-site docking Proteins Gab1 abhängig.
So ist die Regulation der PH-Domänen-vermittelten Translokation von Gab1 an die

Plasmamembran und die Bedeutung von Gab1 für die Ampli�kation der MAPK-Kaskade
in der Epo-, Jak2-V617F- und in der IL-6-induzierten Signaltransduktion identisch. Aber
die Tyrosin-Phosphorylierung von Gab1 wird unterschiedlich und abhängig vom an der
Signaltransduktion beteiligten Zytokin-Rezeptor vermittelt.
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The multi-site docking protein Grb2-associated-binding protein 1 (Gab1) recruits SH2-
domain-containing tyrosine phosphatase 2 (SHP2), phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and
growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2): son of sevenless (SOS) complex. Gab1
bound Grb2:SOS complex or PI3K act on rat sarcoma (Ras) or on phosphatidylino-
sitol 4,5-bisphosphate (PIP2) in the plasmamembrane, respectively. Gab1 localization
at the plasmamembrane is a prerequisite to mediate Gab1 dependent signaling casca-
des like mitogen activated protein kinase (MAPK)- and PI3K. Therefore, regulation of
Gab1 translocation to the plasmamembrane is an essential mechanism to control Gab1
dependent signaling.
Here, it was shown, that translocation of Gab1 to the plasmamembrane is regulated

by a switch-like mechanism. The N-terminal pleckstrin homology (PH) domain of Gab1
interacts with two arginines located in amino acid positions 556 and 560 in Gab1. Depen-
ding on serine 552 phosphorylation, the intramolecular interaction is abrogated enabling
the PH domain to interact with phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) in the
plasmamembrane.
Hematopoietic cells expressing the myeloproliferative neoplasm (MPN) associated and

constitutively active Janus kinase 2 (Jak2) mutant Jak2-V617F proliferate in a cytokine-
independent manner. Such a MPN-associated proliferation of hematopoietic cells is cau-
sed by permanent activation of signal transducer and activator of transcription (STAT)-
and MAPK-signaling in Jak2-V617F positive cells and contributes i.a. to development of
vessel and organ damage. In Jak2-V617F-positive cells, dysregulated Gab1 translocation
and phosphorylation has been observed. It is unknown, whether Gab1 translocation to
the plasmamembrane and Gab1 phosphorylation contribute to dysregulated and MPN-
associated Jak2-V617F signal transduction.
Here, we could demonstrate, that Gab1 enhances Jak2-V617F induced activation of

the pro-proliferative associated MAPK pathway in and proliferation of erythroleukaemia
(HEL) cells. This indicates for the important role of Gab1 in promoting MPN-associated
cell proliferation. Jak2-V617F induced MAPK activation leads to phosphorylation of
serine 552 in Gab1 and translocation of Gab1 to the plasmamembrane. Jak2-V617F ex-
pression also induces phosphorylation of tyrosine residue 627 in Gab1. Phosphorylated
tyrosine 627 in Gab1 serves as binding site for SHP2. Blocking SHP2 recruitment to Gab1
reduces Jak2-V617F induced MAPK activation. Also Erythropoietin (Epo)-dependent
MAPK activation in Jak2-WT expressing cells depends on tyrosine 627 phosphorylation
of Gab1. Therefore, complex formation of Gab1 and SHP2 is essential for the enhance-
ment of MAPK activation in Erythropoeitin receptor (Epo-R) mediated signaling.
For Epo- and Jak2-V617F induced signaling, phosphorylation of Gab1 tyrosine residue

627 does neither depend on phosphorylation of serine 552 in Gab1 nor on the interaction
of Gab1 with PIP3 at the plasmamembrane. The so far unknown interaction of Gab1
with the Epo-R is a possible mechanism in recruiting Gab1 into close proximity to Epo-
R associated Jak2-V617F. Recruited to the Epo-R, Gab1 could be phosphorylated by
Jak2-V617F.
Interleukin-6 (IL-6)-induced MAPK-activation is essential for serine 552 phosphoryla-

tion in Gab1. However, and in contrast to Epo- and Jak2-V617F-induced signaling, IL-6-
induced phosphorylation of Gab1 tyrosine 627 depends on MAPK-induced translocation
of Gab1 to the plasmamembrane. Furthermore, strength of IL-6-induced MAPK activa-
tion strongly depends on Gab1 expression.
Taken together, regulation of PH-domain-mediated plasmamembrane translocation of

Gab1 and Gab1 dependent MAPK ampli�cation take place in Epo-, Jak2-V617F- and in
IL-6-induced signaling. But, Gab1 tyrosine phosphorylation is mediated di�erently in a
cytokine-receptor dependent manner.
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10 Abkürzungen

A Alanin

Abb. Abbildung

AK Antikörper

C Cystein

cDNA complementary DNA

Csk C-src tyrosine kinase

D Asparaginsäure

DMEM Dulbecco`s Modi�ed Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermal growth factor

Epo Erythropoetin

Erk extracellular signal regulated kinase

F Phenylalanin

FKS fötales Kälberserum

Gab1 Grb2-associated binder 1

GDP Guanosindiphosphat

GEF guanine nucleotide exchange factor

gp Glykoprotein

Grb2 growth factor receptor bound protein 2

GTP Guanosintriphosphat

HEK293 human embryonic kidney cell line

HepG2 humane Hepatom-Zelllinie

HGF hepatocyte growth factor

HRP horseradish peroxidase

IL Interleukin

IL-6Rα Interleukin-6 α-Rezeptoruntereinheit (gp80)

IL-6Rβ Interleukin-6 β-Rezeptoruntereinheit (gp130)

JAK Janus Kinase
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KD knock-down

KIR kinase inhibitory region

LB lysogeni broth

MAPK mitogen-activated protein kinase

MEF mouse embryonic �broblast

mRNA messenger RNA

miRNA micro RNA

p phospho-

P Prolin

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis

PBS phosphate bu�ered saline

PCR polymerase chain reaction

PH pleckstrin homology

PI3K Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinase

PIAS protein inhibitor of activated STAT

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat

PTK Protein-Tyrosin-Kinase

PTP Protein-Tyrosin-Phosphatase

qRT-PCR quantitative real-time polymerase chain reaction

R Arginin

Ras retrovirus associated sequence

Raf-1 rat �brosarcoma 1

RNAi RNA-Interferenz

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase

RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction

S Serin

SDS sodium dodecyl sulphate

SFK Src family kinases

SH2 Src homology domain 2

SH3 Src homology domain 3

SHP2 SH2 domain-containing phosphatase 2
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sIL-6Rα lösliche IL-6 α-Rezeptoruntereinheit

siRNA small interfering RNA

SOCS suppressor of cytokine signaling

SOS son of sevenless

STAT signal transducer and activator of transcription

T Threonin

TBS Tris-bu�ered saline

TC-45 T-Zell Protein-Tyrosin-Phosphatase 45

TC-PTP T-Zell Protein-Tyrosin-Phosphatase

TEMED N,N,N�,N�-Tetramethylethylendiamin

TF Transkriptionsfaktor

TYK Tyrosinkinase der Janus-Familie

V Valin

WB Western-Blot

WT Wildtyp

Y Tyrosin
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