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7 Zusammenfassung 

Die Enzyme der Proteinkinase C Familie bilden eine Gruppe von Serin/Threonin-

Kinasen. Sie erfüllen wichtige Aufgaben in der Signaltransduktion bei Zellwachstum, 

Differenzierung, Immunreaktion und Cancerogenese. Für die Aufklärung ihrer 

Funktion ist es gleichermaßen wichtig, die einzelnen PKC-Substrate zu identifizieren 

und die Auswirkung einer PKC-Aktivierung auf zellulärer Ebene zu analysieren. 

Die Proteine DAP1, Diff6, TCTP und das PDI-Homologe werden in vivo nach einer 

Stimulierung mit dem PKC-Aktivator Phorbolester phosphoryliert. Im ersten Teil 

dieser Arbeit wurde deshalb untersucht, ob diese Proteine PKC-Substrate sind.  

Während PDI bereits als aufgereinigtes GST-Fusionsprotein vorlag, waren für die 

anderen potentiellen PKC-Substrate weder aufgereinigtes Protein noch die cDNAs 

zugänglich. Diese cDNAs wurden daher zunächst aus Maus 32D Zellen kloniert und 

in GST-Expressionsplasmide überführt. Nach ihrer Expression und Reinigung 

wurden alle Proteine in in vitro Kinasereaktionen mit PKCδ und PKCε sowie, in 

Erweiterung der Aufgabenstellung, mit PKCα eingesetzt. Dabei wurde gezeigt, dass 

die o.g. Proteine keine Substrate dieser PKCs sind, sondern wahrscheinlich 

Substrate tiefer stehender Kinasen. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die nachgelagerten Effekte der PKC-Aktivierung 

in den promyeloiden 32D Zellen betrachtet. Hierzu wurden die PKC-abhängigen 

Veränderungen im Transkriptom der Zellen untersucht. 

Dabei wurde zunächst eine negative Regulation der PKCε-Expression in 32D Zellen 

durch PKCδ festgestellt. Für das tumorassoziierte Protein TCTP trat daneben eine 

deutliche Steigerung der mRNA-Expression sowohl in den 32D PKCδ- als auch in 

den 32D PKCε-Zellen auf. Weiterhin wurde die mRNA für das antiinflammatorische 

Protein Lipocortin 1 in 32D Zellen durch PKCδ und PKCε stark herunterreguliert. Bei 

der Untersuchung verschiedener Mitglieder der MAP Kinase Kaskade zeigte sich 

dagegen eine PKC-abhängige Erhöhung der mRNA-Expression für MAPKAPK2. 

Durch die Depletion von Lipocortin 1 kann es dabei zu einer dauerhaften Aktivierung 

des MAPK/ERK Wegs und zur Steigerung entzündlicher Reaktionen kommen. Die 

PKC-vermittelte Expressionssteigerung von MAPKAPK2 zusammen mit ihrer 

gleichzeitigen Aktivierung könnte dabei zur Einleitung von Differenzierung und 

Immunreaktion in den 32D Zellen beitragen. 
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8 Abstract 

Protein kinase C forms a group of Serine/Threonine kinases. The members of this 

family execute important tasks in the signal transduction in growth, differentiation, 

immune response and cancer. To properly asses their functions it is important to look 

at both, the PKC substrates and the impact of PKC activation on the intra cellular 

environment. 

The first part of this work elucidated the role of the potential PKC substrates DAP1, 

Diff6, PDI and TCTP. In vivo all of them are phosphorylated after stimulation with the 

PKC activator phorbol ester. 

While GST-PDI was available as a purified fusion protein, neither protein nor cDNA 

was available of the other proteins. So the cDNA of DAP1, Diff6 and TCTP was 

cloned out of mouse 32D cells and subcloned into expression plasmids containing 

the gene for GST. After expression and purification, all of the proteins were used in 

in vitro kinase assays. Here, all of them proved not to be substrates of PKCδ, PKCε 

or PKCα. On the contrary these proteins are probably subtrates for other kinases 

downstream of PKC. 

The second part dealt with the downstream effects of the PKC activation in 

promyelocytic mouse 32D cells. Here changes in the transkriptom of the cells were 

analyzed on a global basis. 

First PKCδ was shown to downregulate PKCε in the 32D PKCδ cells. The mRNA for 

the translational regulated tumor protein TCTP on the other side was upregulated in 

both, 32D PKCδ and 32D PKCε cells. In cDNA-Array studies other PKC regulated 

mRNAs were identified and proved by quantitative RT-PCR, consequently. The 

mRNA for the anti inflammatory protein Lipocortin 1 was downregulated by PKCδ 

and PKCε. Of several members of the MAP kinase pathway, one, the mRNA of 

MAPKAPK2 was shown to be upregulated by the tested PKCs. 

The depletion of Lipocortin 1 could lead to a continually activated MAPK/ERK 

signaling and increased inflammation. Therefore the PKC dependent upregulation of 

MAPKAPK2 and it’s simultaneous activation might develop a synergistic effect. This 

could be a step towards the coordinated induction of differentiation and immune 

response in the 32D cells.  
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10 Abkürzungsverzeichnis 

°C Grad Celsius 
µg Mikrogramm 
µl Microliter 
A Alanin 
A Ampere 
AcOH Essigsäure 
AKAP 79 a kinase anchoring protein 
aPKC atypische PKC 
APS Ammonium Peroxodisulfat 
ATP Adenosintriphosphat 
B Basen 
BAP bakterielle alkalische Phosphatase 
BCA bicinchoninic acid 
Bp Basenpaare 
BSA bovine serum albumine 
c Konzentration 
C Cytosin 
cDNA komplementäre DNA 
CFU-GEMM colony-forming unit granulocyte, erythroid, macrophage, 

megakaryocyte 
CFU-GM colony-forming unit granulocyte macrophage 
cPKC konventionelle PKC 
cpm counts per minute 
CSF-1 colony stimulating factor-1 
CTP Cytidintriphosphat 
Da Dalton 
DAG Diacylglycerol 
DAP1 death associated protein 1 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser 
DEPC Diethyl-Pyrocarbonat 
DMSO Dimethyl-Sulfoxid 
DNA desoxy ribonucleic acid (Desoxyribonucleinsäure) 
DTT Dithiothreitol 
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA  Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraacetat 
EGF epidermial growth factor 
EGTA Ethylenglykol-N,N,N’,N’-tetraacetat 
eIF4E eucaryotic initiation factor 4E 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERK extracellular regulated protein kinase 
FAM 6 – Carboxy - Fluorescein 
FKS fötales Kälberserum 
fMLP formyl-Methionin-Leucin-Prolin 
g Erdbeschleunigung 
G Guanosin 
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GAPDH Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase 
GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor 
GSK-3β glykogensynthase kinase-3ß 
GTP Guanosintriphosphat 
GTPasen Guanosintriphosphatase 
h Stunde 
HL60 human leukaemia 60 
Hsp27 heat shock protein 27 
IL Interleukin 
IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat 
IPTG Isopropylthio-β-D-Galactosid 
kB Kilobasen, Kilobasenpaare 
kDa Kilodalton 
l Liter 
LAN Linker Arm Nukleotid (Thymidin mit C6-Linker) 
LAN-TAMRA LAN –Carboxy-tetramethyl-rhodamin 
LB Luria Bertani 
LSP1 lymphocyte specific protein 1 
m milli 
M molar 
MAP mitogen-activated protein 
MAP Kinase Kaskade mitogen-activated protein kinase kaskade 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MAPKAPK2  mitogen-activated protein kinase activated protein kinase 2 
MAPKK mitogen-activated protein kinase kinase 
MAPKKK mitogen-activated protein kinase kinase kinase 
MARCKS myristoylated alanin-rich C kinase substrate 
MBP myelin basic protein 
MCP-1 monocyte chemotactic protein 1 
mg Milligramm 
MEK mitogen-activated ERK-activating kinase 
min Minute 
MKK MAP kinase kinase 
ml Milliliter 
mRNA messenger RNA 
MW Molekulargewicht 
n nano 
ng Nanogramm 
NGF nerval growth factor 
NIC National Cancer Institute 
NIH National Institute of Health 
NIH 3T3 NIH 3T3 fibroblasts 
nPKC neue Proteinkinase C 
NTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat 
OD optische Dichte 
p piko 
p38 MAPK p38 mitogen-activated protein kinase 
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p53 53 kDa Protein 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS phosphate buttered seline 
PBS-PI PBS mit Proteaseinhibitoren 
PC Phosphatidylcholin 
PC12 pheochromocytoma cells clone 12 
PCR polymerase chain reaction 
PDGF platelet derived growth factor 
PDI protein disulfide isomerase 
PE Perkin Elmer 
pH negativer dekadischer Logarithmus der 

Protonenkonzentration 
PH pleckstrin homology domain 
PI Phosphatidylinositol 
PIP Phosphatidylinositolphosphat 
PIP2 Phophatidylinositol-bisphosphat 
PIP3 Phosphatidylinositol-3-4-5-phosphat 
PKC Proteinkinase C 
PKD Proteinkinase D 
PLA phospholipase A 
PLC phospholipase C 
PLD phospholipase D 
PM Plasmamembran 
PMA Phorbolmyristolacetat 
PMSF Phenylmethylsulfonyfluorid 
PS Phosphatidylserin 
PS Phosphatidylserin 
RACKs receptors for activated C kinases 
RAW Maus Makrophagenlinie 
RNA ribonucleic acid 
RNase Ribonuklease 
Ro31-8220 Roche Substanz Nummer 31-8220 
rpm revolutions per minute 
RT Raumtemperatur 
SDK2 sphingosine dependent kinase 2 
SDS 7700 Sequence Detection System 7700 
SDS PAGE Sodiumdodecyl-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
sec Sekunde 
SEM standard error mean 
SP Signalpeptiddomäne 
SRF serum response factor 
ssDNA single strand DNA 
T Thymidin 
TAMRA 6 –Carboxy-tetramethyl-rhodamin 
TBS-T Tris-bufferedsolution with Triton 
TCTP translationell associated tumor protein 
TE Tris-EDTA 
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TEMED N, N, N’, N’,-tetramethylethylendiamin 
Tm Schmelztemperatur 
TM Transmembrandomäne 
TNFα tumor necrosis factor α 
TPA 12-o-Tetradecanoylphorbol-13-acetat 
TTP Thymidintriphosphat 
U unit, Einheit der Enzymaktivität 
U Uracil 
U-937 human monocytic leukemia 
UNG Uracil N-Glykosidase 
UTP Uridintriphosphat 
UV ultraviolett 
V Volt 
V Volt 
V/V Volumen pro Volumen 
w/V Gewicht pro Volumen 
w/w Gewicht pro Gewicht 
ZK Zellkern 
µ micro 
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