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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Kommunikation zwischen Zellen ist Voraussetzung fiir die Entwicklung eines multizelluldren
Organismus und die Aufrechterhaltung seiner strukturellen Funktionalitit und Integritit. Uber
ein komplexes System von extra- und intrazelluliren Signalen werden dabei zellulédre
Funktionen wie Proliferation, Stoffwechsel, Migration, Adhésion, Apoptose und
Differenzierung gesteuert. Haufig ist der erste Schritt bei der Aktivierung zelluldrer
Signalwege die Bindung extrazelluldrer Liganden an Oberfldchenrezeptoren, meist GPCRen
(G-Protein-gekoppelte Rezeptoren) und RTKn (Rezeptortyrosinkinasen); danach erfolgt die
Weiterleitung der Signale ins Innere der Zelle durch ein komplexes Geflecht aus
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und kleineren Botenmolekiilen. Dabei spielt die
Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosinresten eine wichtige Rolle. Obwohl nur 0,01 bis
0,05 Prozent der zelluliren Proteine tyrosinphosphoryliert sind, ist diese Modifikation
essentiell fiir die Steuerung vieler physiologischer Prozesse. Ein genau abgestimmtes
Wechselspiel von PTKn (Protein-Tyrosin-Kinasen) und PTPasen (Protein-Tyrosin-
Phosphatasen) bei den reversiblen Tyrosinphosphorylierungsreaktionen stellt ein wichtiges
regulatorisches Prinzip bei der Kontrolle der Genexpression und den daraus resultierenden
physiologischen Verdnderungen dar. Eine Stérung des Gleichgewichtes von Tyrosinkinase-
und Phosphataseaktivitiit liegt hiufig bei Erkrankungen vor. So fiihrt die Uberexpression
vieler PTKn zur Transformation von Zellen und ist eine entscheidende Komponente bei der
Tumorentstehung. Im Gegensatz zu den PTPasen sind viele PTKn hinsichtlich ihrer Funktion
und Regulation gut charakterisiert, wie z.B. die durch extrazellulire Liganden regulierten
Rezeptortyrosinkinasen der EGF-Rezeptor-Familie (Ullrich und Schlessinger, 1990;
Schlessinger und Ullrich, 1992) oder die intrazelluldren PTKn der Src-Familie (Bjorge ef al,
2000; Williams et al, 1998; Brown und Cooper, 1996). Zum Verstindnis der Rolle der
Tyrosinphosphorylierung und deren Potential zur Modulierung von Proteinfunktionen ist eine

bessere Kenntnis der PTPasen als Gegenspieler der PTKn erforderlich.
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1.1 Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Charakteristisch fiir die Mitglieder der Familie der Phosphatasen ist die hochkonservierte
Phosphatase-Konsensussequenz  (I/V)HCXAGXGR(S/T)G im katalytischen Zentrum
(Charbonneau et al, 1989; Krueger et al, 1990; Zhang et al, 1994c; Zhang et al, 1994b). Man
unterscheidet zwischen den ,klassischen* PTPasen, welche ausschlieBlich Tyrosinreste
dephosphorylieren, und den dualspezifischen Phosphatasen, welche sowohl Tyrosin- als auch
Threonin- und Serinreste dephosphorylieren konnen. Daneben gibt es noch eine dritte Gruppe
der sogenannten ,Low-molecular-weight“-PTPasen (LMW-PTPasen), die jedoch mit
Ausnahme des CXsR-Motivs im katalytischen Zentrum keine Sequenzhomologie zu den
anderen beiden Gruppen aufweist. Die ,klassischen® PTPasen lassen sich je nach Sequenz,
welche die katalytische Doméne flankiert, in die Gruppe der membranstindigen RPTPasen
(Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen) und die der intrazelluldren PTPasen einteilen. Die
flankierenden Doménen regulieren die Aktivitit der Phosphatasen entweder direkt oder
indirekt, indem sie mit regulatorischen Proteinen wechselwirken oder die intrazelluldre
Lokalisation beeinflussen.

Die etwa 250 Aminosduren umfassende katalytische Doméne ist bei allen PTPasen mit einer
Homologie von 30 bis 40 Prozent hochkonserviert (Hooft van Huijsduijnen, 1998). Der an der
Katalyse beteiligte Cysteinrest des Konsensusmotives verfiigt wegen der Nachbarschaft des
Argininrestes des Konsensusmotives iiber einen vergleichsweise niedrigen pKA-Wert und
geht im ersten Schritt der Reaktion nach einem nukleophilen Angriff auf das Phosphoratom
mit diesem eine kovalente Bindung ein. Dabei dient ein Aspartatrest als Protonendonor fiir
den Tyrosinrest. Die Sauerstoffatome der Phosphatgruppe werden im Michaelis-Komplex von
der Guanidingruppe des Arginins und den Amidgruppen des Peptidriickgrats des aktiven
Zentrums stabilisiert. Im zweiten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird ein
Phosphorylcysteinintermediat unter Mitwirkung des konservierten Aspartatrestes als Base
hydrolysiert und die Phosphatgruppe freigesetzt (Denu et al, 1996; Zhang et al, 1995; Jia et
al, 1995). Ein Tyrosinrest in der katalytischen Spalte trigt zur Spezifitit fiir
Phosphotyrosylproteine bei (Zusammenfassung Fauman und Saper, 1996). Die Eigenschaften
des katalytischen Zentrums werden bei den ,,Substrate-trapping“-Mutanten ausgenutzt, bei
denen der konservierte Cysteinrest gegen Serin oder der konservierte Aspartatrest gegen
Arginin ausgetauscht werden. Dabei wird die katalytische Aktivitit der PTPase ausgeschaltet

bzw. stark reduziert, ohne die Affinitit zu Substraten zu beeinflussen. ,,Substrate-trapping*-
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Mutanten sind daher hdufig in der Lage, mit ihren Substraten in intakten Zellen oder
Zellysaten Komplexe einzugehen, welche aufgereinigt und identifiziert werden konnen

(Zusammenfassung Garton et al, 1996; Flint et al, 1997).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Familien der ,,klassischen* Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Abgebildet ist der schematische Aufbau ausgewihlter Vertreter der Familien der intrazelluldren und
transmembranen PTPasen aus verschiedenen funktionellen Doménen. Die Erlduterung der Strukturmerkmale
und die Angaben der entsprechenden Referenzen erfolgt im Text.
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1.1.1 Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Die Mitglieder der Gruppe der transmembranen RPTPasen weisen eine meist stark
glycosylierte extrazellulire Doméne, eine transmembrane Region und einen intrazelluléren
Teil mit zwei, in manchen Féllen auch nur einer Phosphatasedomine auf. In fast allen Féllen
besitzt die carboxyterminale Domine geringe oder keine katalytische Aktivitdt. Sie verfiigt
jedoch tiber das Potential, Wechselwirkungen mit regulatorischen Proteinen oder Substraten
zu vermitteln. Anders als bei den intrazelluldren PTPasen findet man im zytoplasmatischen
Teil der RPTPasen kaum Homologien zu Proteinmotiven bekannter Funktionen. Die
extrazelluliren Domidnen sind durch eine Vielzahl von Strukturelementen gekennzeichnet,
anhand derer man die RPTPasen in mindestens sechs verschiedene Klassen gliedern kann
(Abb. 1A).

Ein reprisentativer Vertreter der Klasse I der RPTPasen ist CD45, die ausschlieBlich in
hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird (Thomas, 1989) und deren extrazelluldrer Bereich
aus einem aminoterminalen Bereich mit zwei spektrindhnlichen Doménen und einer
FibronektinlIl (FN III)-dhnlichen Doméine besteht, welche cysteinreich und N-glycosyliert ist
(Fang et al, 1994). Zusitzlich kann durch alternatives Spleilen mindestens dreier Exons eine
Diversitit im extrazelluldren Teil des CD45 erzeugt werden.

Zu den Vertretern der Klasse II der RPTPasen zdhlen unter anderem LAR, PTPS und
PTPo (Streuli et al, 1988; Zhang et al, 1994a). Sie weisen mit ein bis drei Immunglobulin-
dhnlichen (Ig)-Strukturelementen und einer unterschiedlichen Anzahl an FN III-dhnlichen
Doménen im extrazelluldren Bereich Homologien zu der N-CAM (Neuronal cell adhesion
molecule)-Familie der Zelladhdsionsmolekiile auf, wie z.B. N-CAM oder Facsilin II
(Williams und Barclay, 1988; Ruoslahti, 1988). LAR gilt mit acht FN III-&dhnlichen- und drei
Ig-Dominen als Prototyp der Klasse II und wird an der Zelloberfliche als ein Protein aus
zwei nichtkovalent miteinander verkniipften Untereinheiten exprimiert, die durch die
proteolytische Prozessierung eines Vorlduferproteins entstehen (Streuli et al, 1992; Yu et al,
1992).

PTPu (Gebbink et al, 1991) und PTPx (Zondag et al, 1995) bilden eine besondere Gruppe
innerhalb der Klasse II der RPTPasen, da sie zusétzlich zu einer Ig- und vier FN III-
dhnlichen-Doménen eine sogenannte MAM-Domédne am aminoterminalen Ende der
extrazelluliren Region aufweisen. Diese MAM-Motive findet man auch in den extrazelluldren
Doménen von Proteinen, welche die Zell-Zell-Adhédsion vermitteln. So konnte eine

Aggregation von Zellen durch homophile Wechselwirkung der PTPu (Brady-Kalnay et al,
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1993; Gebbink et al, 1993) und PTP« (Sap et al, 1994) nachgewiesen werden. Eine weitere
Besonderheit dieser beiden Phosphatasen ist die ausgedehnte Juxtamembranregion mit einer
Cadherin-dhnlichen Doméne.

Charakteristisch fiir die Klasse III der RPTPasen ist das Vorkommen einer unterschiedlichen
Anzahl an FNII-dhnlichen Doménen in der extrazelluldiren Doméne. Die Phosphatasen dieser
Klasse besitzen mit Ausnahme der Drosophila-Phosphatase DPTP99A (Hariharan ef al, 1991)
nur eine intrazelluldire PTPase-Doméne. Zu dieser Klasse der RPTPasen gehdren unter
anderem RPTPB, DEP1, SAP1 und GLEPP1, welche nach ersten Hinweisen ebenso wie die
RPTPasen der Klasse II eine Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen spielen (Hariharan et al/, 1991).

Die Klasse IV der RPTPasen wird von PTPa und PTPg reprisentiert, die iiber kurze, stark
glycosylierte extrazellulire Domdnen mit keinen bekannten Homologien verfiigen (Matthews
et al, 1990).

PTPy und PTPC sind Mitglieder der Klasse V der RPTPasen. Sie verfiigen iiber einen
ausgedehnten extrazelluliren Bereich mit einer FN II-dhnlichen Doméne und einem
Sequenzabschnitt mit Homologie zu einer Isoform des Enzyms Carboanhydrase, jedoch ohne
katalytische Aktivitit (Kaplan et al, 1990; Krueger und Saito, 1992; Levy et al, 1993; Barnea
et al, 1993). Es gibt Hinweise dafiir, dal die Carboanhydrase-dhnliche Doméne an
Interaktionen mit neuralen Zelladhdsionsmolekiilen und dem extrazelluldren Matrixprotein
Tenascin beteiligt ist (Maurel ef al, 1994; Barnea et al, 1994a; Barnea et al, 1994b).

Ein représentativer Verteter der Klasse VI der RPTPasen ist PTPIA-2 mit nur einer
katalytischen Doméne und einem cysteinreichen Sequenzabschnitt im extrazelluldren Bereich
(Lan et al, 1994).

Der Gegenstand dieser Arbeit, die PTPase PTPRR (PTPase des Rezeptor-Typs R), 148t sich
keiner der oben aufgefiihrten Klassen der RPTPs zuordnen. Sie wurde aus neuronalen Zellen
der Maus, der Ratte und des Menschen kloniert (Sharma und Lombroso, 1995; Ogata et al,
1995; Hendriks et al, 1995; Shiozuka et al, 1995, P. Knyazev, personliche Mitteilung). Auf
mRNA-Ebene konnten verschiedene, durch alternatives Spleilen erzeugte Isoformen
nachgewiesen werden (Van Den Maagdenberg et al, 1999; Augustine et al, 2000). Die ldngste
Isoform, PTPRR FL [auch PTPBR-7 (aus Ratte), NEC-PTP (human), PCPTP-1 (murin) oder
o-PTPPBS (human oder murin) genannt] setzt sich aus einem extrazelluldren Bereich von 226
Aminosduren, einer Transmembrandoméne, einem Juxtamembranbereich von 228
Aminosduren mit kurzen Homologiebereichen zu PTP-STEP und He-PTP und einer
carboxyterminalen katalytischen Domédne zusammen. Bei der Isoform PTPRR TM, [auch als

PTP-SL (murin) oder B-PTPPBS (human oder murin) bezeichnet] ist die extrazelluldre
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Domaéne stark verkiirzt, wihrend die Isoform PTPRRcyto [auch y-PTPPBS (human oder
murin) genannt] nur aus der Juxtamembranregion und der katalytischen Domine besteht
(Abb. 2). Fiir diese Phosphatase gibt es eine Reihe verschiedener Bezeichnungen, je nach
Ursprungsorganismus und Isoform. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird sie in dieser
Arbeit durchgehend als PTPRR bezeichnet (abgeleitet vom Namen des Gens ptprr), wobei
hPTPRR fiir die humane und mPTPRR fiir die murine Form steht.

PTPRR FL
NH,
PTPRR TM
Extrazellularer
SielE NH, PTPRRcyto
E] Transmembran- Transmembran-
Doméne Doméne NH
2
Intrazellularer
Bereich
PTPase- PTPase- PTPase-
Doméne Doméne Doméne
COOH COOH COOH

Abb. 2: Schematische Darstellung der hiufigsten Isoformen der PTPRR

Erlauterungen siehe Text.

Die Struktur der RPTPasen liefert Hinweise auf eine mogliche Regulation durch
extrazelluldre Liganden. Bekannte Liganden der RPTPasen sind die extrazelluliren Doménen
der PTPp und PTPx, welche homophil binden (Brady-Kalnay et al/, 1993; Gebbink et al,
1993; Sap et al, 1994), Kontaktin, welches mit PTPJ3 und PTPa interagiert (Peles et al, 1995;
Meng et al, 2000) sowie die extrazelluldren Matrixproteine Tenascin und der Laminin-
Lidogen-Komplex, die PTPP und PTP LAR binden (O'Grady et al, 1998). Eine Regulation
durch Ligandenbindung konnte bisher jedoch nur fiir PTPP gezeigt werden, welche durch
Pleiotrophin inaktiviert wird (Meng et al, 2000), und fiir DEP-1, welche durch extrazelluldre
Matrixproteine aktiviert wird (Sorby et al, 2001).
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1.1.2 Intrazellulire Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Wihrend die Mehrzahl der RPTPasen iiber zwei katalytischen Doménen verfligt, weisen alle
zytoplasmatischen PTPasen nur eine katalytische Doméne auf.

Der nichtkatalytische Teil der Sequenzen fast aller intrazelluldrer PTPasen umfal3t
funktionelle Sequenzen mit Homologien zu anderen gut charakterisierten Proteinen und
Dominen (siche Abb. 1). Hiufig vermitteln diese Sequenzen Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen, wie die SH2-Doméne, oder bestimmen die intrazelluldre Lokalisation {iber
Membran-, Zytoskelett- oder Kernlokalisationssignale (Mauro und Dixon, 1994).

Beispiele fiir Lokalisierungssequenzen liefern PTPIB und TC-PTP. Beide sind mit einer
aminoterminalen PTPase-Domine und einer carboxyterminalen regulatorischen Sequenz
vergleichbar aufgebaut (Cool et al, 1989; Chernoff et al, 1990; Guan et al, 1990; Brown-
Shimer et al, 1990). Der duBlere Carboxyterminus der PTP1B besteht aus hydrophoben
Aminosduren, wie sie auch in typischen Transmembrandomidnen gefunden werden. Er
vermittelt die Bindung an die intrazelluldre Seite der ER-Membran (Frangioni et al, 1992).
Zwischen dem Carboxyterminus und der PTPase-Doméne befindet sich ein Abschnitt aus 100
Aminosduren mit einigen Phosphorylierungsstellen und einer prolinreichen, SH3-Dominen
bindenden Sequenz (Shifrin ef al, 1997; Schievella et al, 1993; Liu et al, 1998). Die TC-PTP
kommt in zwei verschiedenen Spleilformen vor und ist ein Beispiel dafiir, wie die
Lokalisation einer PTPase durch alternatives Spleilen reguliert werden kann. Wihrend die
Isoform TC48 eine dhnliche carboxyterminale hydrophobe Doméne wie PTP1B besitzt und
sich ebenfalls an der intrazelluldren Seite der ER-Membran befindet, ist bei der Isoform TC45
der hydrophobe Carboxyterminus durch die Aminosduren Pro-Arg-Leu-Thr-Asp-Thr ersetzt.
Dadurch wird die carboxyterminale nukledre Lokalisationssequenz frei zugénglich und TC45
befindet sich im unstimulierten Zustand im Zellkern (Fiir eine Zusammenfassung Ibarra-
Sanchez et al, 2000).

Die beiden intrazelluldiren PTPasen SHP-1 (Shen et al, 1991; Matthews et al, 1992; Yi et al,
1992) und SHP-2 (Vogel et al, 1993; Feng et al, 1993; Feng et al, 1994), auch bekannt als
PTP1C und PTP1D, sind aus zwei aminoterminalen SH2 (Src Homologie 2)-Dominen, einer
katalytischen Doméne und einem Carboxyterminus mit zwei Tyrosinphosphorylierungsstellen
aufgebaut. Bei SHP-2 werden die beiden Tyrosinphosphorylierungsstellen von prolinreichen
SH3(Src-Homologie3)-bindenden = Doménen  flankiert. =~ SH2-Dominen binden an
Phosphotyrosinreste innerhalb bestimmter Peptidsequenzen und kommen in der Familie der
Src-Kinasen und vielen anderen an der Signaltransduktion beteiligten Molekiilen vor (Van

Vactor et al, 1998; Neel, 1997; Feng, 1999). Im Fall von SHP-1 und SHP-2 kénnen die SH2-
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Doménen zwei verschiedene Funktionen ausiiben. Zum einen konnen sie die SHPs zu den
entsprechenden Bindungspartnern innerhalb der Zelle rekrutieren, zum anderen kdnnen sie die
katalytische ~ Aktivitdt direkt regulieren, indem sie in Abwesenheit geeigneter
Phosphotyrosinliganden die katalytische Doméne binden und dadurch inaktivieren (Barford
und Neel, 1998).

Weitere Beispiele zur gezielten intrazelluldren Lokalisation {iber entsprechende Domédnen
liefern die intrazelluldiren PTPasen PTPH1 (Yang und Tonks, 1991), PTPMEG-1 (Gu et al,
1998), PTPD1 (Moller et al, 1994) und PTPBAS (Banville et al, 1994), fiir die eine
aminoterminale FERM-Domine von etwa 320 Aminosduren charakteristisch ist, welche
Homologien zu den zytoskelettassoziierten Proteinen der Bande 4.1-Familie aufweist. Diese
Familie umfaf3t intrazelluldre zytoskelettassoziierte Proteine wie Ezrin (Gould 1989), Talin
(Rees et al, 1990) und Radixin (Winlenbus 1993), welche an der Verankerung des
Zytoskeletts an der Zellmembran beteiligt sind. Zwischen der FERM-Doméne und der
carboxyterminalen katalytischen Doméne befindet sich bei dieser Gruppe von PTPasen eine
PDZ (post synaptic density disc-large zo-1)-Doméne, welche mit anderen Proteinen
interagieren kann (Zusammenfassung siche Ranganathan und Ross, 1997).

Eine weitere PTPase dieser Gruppe, PNP-1 (Sato et al, 1995; Saras et al, 1994; Maekawa et
al, 1994; Banville et al, 1994) unterscheidet sich von den anderen PTPasen mit FERM-
Domine durch ihr hohes Molekulargewicht von 250 kDa, einer aminoterminal zur FERM-
Doméne gelegenen Sequenz von 567 Aminosduren ohne Homologien zu bekannten Proteinen
sowie fliinf GLGF (Gly-Leu-Gly-Phe)-Motiven und einem PEST-Motiv.

Dieses PEST(Pro/Glu/Ser/Thr-reiche)-Motiv, welches den Abbau von Proteinen
beschleunigen kann (Matthews 1992), findet man auch bei den Mitgliedern der PEST-Familie
der PTPasen, PTP-PEST (Yang et al, 1993) und PEP (Matthews et al, 1992). Die Funktion
der PEST-Motive bei PTPasen ist bislang noch unklar.

Die PTPasen STEP (Striatum-enriched PTPase; Lombroso et al, 1991), He-PTP/LC-PTP
(Hematopoeic PTP, Adachi et al, 1992) und PTPRR (Hendriks et al, 1995; Shiozuka et al,
1995; Ogata et al, 1995) bilden eine heterogene Familie intrazellulirer PTPasen (mit
Ausnahme einiger membranstindiger Isoformen der RPTP) mit Homologien in der
carboxyterminalen PTPase-Domédne wund einer kurzen Sequenze innerhalb der
aminoterminalen Region. Zu Beginn dieser Arbeit war wenig liber diese Familie der PTPasen
bekannt. STEP wird durch alternatives Spleilen in verschiedenen Isoformen exprimiert, ihre

intrazelluldre Lokalisation kann durch proteolytische Spaltung reguliert werden. (Sharma et
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al, 1995; Nguyen et al, 1999). Auch von He-PTP konnten verschieden lange Transkripte

nachgewiesen werden, die durch alternatives Spleifien entstehen (Adachi et al, 1992).

1.2 Protein-Tyrosin-Kinasen

Neben Serin- und Threoninkinasen bilden Tyrosinkinasen eine der grofften bekannten
Familien homologer Proteine und Gene (Hanks und Hunter, 1995). Sie verfiigen {iber einen
gemeinsamen enzymatischen Mechanismus der Ubertragung von Phosphatgruppen auf
Tyrosinreste von Proteinen unter ATP-Verbrauch, wegen ihrer strukturellen Diversitdt {iben
sie jedoch die unterschiedlichsten biologischen Funktionen aus. PTKn lassen sich aufgrund
ithrer Struktur ebenso wie die PTPasen in die Gruppe der transmembranen RTKn (Rezeptor-

Protein-Tyrosin-Kinasen) und die Gruppe der intrazelluldren PTKn einteilen.

1.2.1 Rezeptor-Protein-Tyrosin-Kinasen

Die RTKn zeichnen sich durch eine gemeinsame Struktur aus. Sie bestehen aus einem
aminoterminalen extrazelluldiren glycosylierten Bereich, einer Transmembrandoméne und
einer zytoplasmatischen Region. Der extrazelluldre Bereich, welcher fiir die Ligandenbindung
zustandig ist, weist eine grofle Diversitit zwischen den verschiedenen RTKn auf, so dal man
diese Unterschiede zur Einteilung der RTKn in 19 Unterfamilien heranziehen kann (Plowman
et al, 1993; van der Geer et al, 1994). Der zytoplasmatische Anteil 148t sich in eine
Juxtamembrandoméne, eine katalytische Kinasedoméne und eine carboxyterminale Domine
untergliedern. Die bei allen RTKn hochkonservierte Kinasedoméne enthélt die ATP-
Bindungsstelle und ist sowohl fiir die Autophosphorylierung des Rezeptors als auch fiir die
Phosphorylierung der RTK-Substrate verantwortlich. Die Aminosduresequenz des
carboxyterminalen Bereiches ist zwischen den einzelnen Mitgliedern der RTKn nur schwach
konserviert und enthélt hdufig viele Autophosphorylierungsstellen, an die Effektoren binden
konnen.

Die Mitglieder der EGFR (Epidermal Growth Factor-Rezeptor)-Familie zum Beispiel weisen
in ihrer extrazelluliren Doméne zwei cysteinreiche Regionen auf. Sie umfafit vier Mitglieder:
den EGF-Rezeptor, EGFR oder HER1; (Ullrich et al, 1984), HER2 oder ErbB2; (Coussens et
al, 1985), HER3 oder ErbB3; (Kraus et al, 1989) und HER4 oder ErbB4; (Plowman et al,

1993). Mitglieder dieser Rezeptortyrosinkinasefamilie werden mit der Entstehung bzw.
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Progression von Tumoren beim Menschen in Zusammenhang gebracht (Lemoine ef al, 1992;
Blume-Jensen und Hunter, 2001; Ullrich et al, 1984).

Die Aktivierung der RTKn erfolgt in der Regel durch Stabilisierung der Dimerisierung von
Rezeptormonomeren durch Ligandenbindung. Die Dimerisierung bewirkt
Konformationsédnderungen, die iiber die intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit der beiden
Rezeptormolekiile zu einer gegenseitigen intermolekularen Transphosphorylierung der
zytoplasmatischen Region fithren (Ullrich und Schlessinger, 1990; Schlessinger und Ullrich,
1992; Lemmon und Schlessinger, 1994). Neben der Homodimerisierung kann auch eine
Heterodimerisierung verschiedener RTKn einer Unterfamilie erfolgen (Lemmon und

Schlessinger, 1994).

1.2.2 Intrazellulire Protein-Tyrosin-Kinasen

Intrazelluldre Tyrosinkinasen sind an einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt, die durch
extrazelluldire  Signale aktiviert werden und fir die eine Erhohung der
Tyrosinphosphorylierung zelluldrer Proteine charakteristisch ist. Die Ubertragung der Signale
in das Zellinnere erfolgt dabei in vielen Fillen iiber Transmembranrezeptoren ohne eigene
Tyrosinkinaseaktivitét, aber auch tiber RTKn und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Porter
und Vaillancourt, 1998). Héufig wird die Aktivitét intrazelluldrer PTKn auch tiber Zell-Zell-
Adhésion oder die Interaktion mit der extrazelluliren Matrix reguliert, wie etwa im Beispiel
der an fokalen Adhidsionspunkten lokalisierten Kinase FAK, welche von Integrinen
(Zelladhidsionsproteinen) ausgehende Signale weiterleitet (Zusammenfassung siehe Parsons ef
al, 2000; Schlaepfer et al, 1999; Cary et al, 1999).

Neben der katalytischen Domine verfiigen intrazellulire PTKn héufig {iber zusitzliche
funktionelle Sequenzabschnitte, die Interaktionen mit anderen Proteinen oder die
intrazelluldre Lokalisation regulieren. Die SH2- und SH3- (Src-Homologie 2 und 3)
Dominen, welche auch in den Sequenzen von PTPasen und Adaptormolekiilen vorkommen,
sind unter den intrazelluldren Tyrosinkinasen weit verbreitet, wie etwa c-Src (Takeya et al,
1982) und den Src-dhnlichen Kinasen Fyn (Semba et al, 1986), Yes (Sukegawa et al, 1987)
und Lck (Marth et al, 1985), aber auch den intrazelluldren Kinasen CSK (Nada 1991) und c-
Abl (Ben-Neriah et al, 1986). SH3-Dominen interagieren mit prolinreichen Sequenzen und
sind oft fiir die Verankerung von Proteinen an der Plasmamembran oder am Zytoskelett

verantwortlich (Zusammenfassung sieche Morton und Campbell, 1994).
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Zytoplasmatische PTKn werden durch unterschiedliche Mechanismen reguliert. Die
Aktivierung  erfolgt  meistens  {liber  intermolekulare = oder  autokatalytische
Tyrosinphosphorylierung; eine Tyrosinphosphorylierung kann jedoch auch zur Inaktivierung
zytoplasmatischer PTKn fiihren, wie das Beispiel von c-Src zeigt (Bjorge et al, 2000). Dabei
konnen PTPasen auch an der Aktivierung beteiligt sein. Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der
Regulation der intrazelluldren PTKn ist die intrazelluldre Lokalisation. So ist die Kinase FAK
ausschlieBlich an Punkten der Zell-Zell-Adhdsion, den sogenannten Focal Adhesions,
lokalisiert (Schaller et al, 1992). Ein weiteres Beispiel ist c-Src, die iiber eine Myristoylierung

des Aminoterminus mit der Plasmamembran assoziieren kann (Resh, 1994).

1.3 MAP-Kinase-Kaskaden

Die MAPK-Signalwege sind Signalkaskaden, die durch eine groe Auswahl verschiedener
Stimuli wie Wachstumsfaktoren, mitogene Substanzen, Hormone, aber auch Stress und
Entziindung aktiviert werden und eine Vielzahl biologischer Prozesse wie Wachstum,
Differenzierung, Uberleben und Migration steuern (Cobb und Goldsmith, 1995; Kyriakis und
Avruch, 1996). An jedem dieser Signalwege sind multimolekulare Komplexe aus Rezeptoren,
regulatorischen Proteinen und Adapterproteinen beteiligt, in die ein zentrales Modul aus drei
Kinasen funktional eingebettet ist (Schaeffer und Weber, 1999; Whitmarsh und Davis, 1998).
Die Signalamplifikation innerhalb dieser Kaskaden erfolgt hauptséchlich iiber sequenzielle
Phosphorylierung und Aktivierung dieser drei Kinasen. Dabei phosphoryliert und aktiviert
eine MAPKKK (MAPKK-Kinase oder MEKK) eine MAPKK (MAPK-Kinase oder MEK),
welche wiederum eine der MAPKn (Mitogen aktivierte Protein-Kinasen) phosphoryliert und
aktiviert, von denen die am besten charakterisierten ERK1 (von extrazelluldren Signalen
regulierte Kinasen) und ERK2, p38 Kinase und JNK/SAPK sind (Abb. 3).

Die Aktivierung der MAPKn ERK1 und ERK?2, hier ERK1/2 genannt, kann z.B. durch die
Stimulation von RTKn wie dem EGFR ausgelost werden, welche die Grb2/Sos-vermittelte
Aktivierung des kleinen G-Proteins Ras durch Stimulierung des GDP—GTP-Austausches
bewirkt (Downward 1997). In der GTP-gebundenen Form erhoht sich die Affinitdt des
membranstidndigen Ras zur MEKK Raf, welche dadurch zur Membran rekrutiert und aktiviert
wird (Morrison und Cutler, 1997). Raf aktiviert wiederum die MKKn MEK1 und MEK2
(MAPK/ERK-Kinasen 1 und 2) durch Phosphorylierung an Serinresten. Die dualspezifischen
Kinasen MEK1 und MEK2 aktivieren nun die MAPKn ERK1/2 durch hochspezifische



12 1 EINLEITUNG

Phosphorylierung an den Threonin- und Serinresten des Thr-Glu-Tyr-Motives in der
Kinasedomine VIII der ERK1/2. Nach Aktivierung gelangen die Threoninkinasen ERK1/2 in
den Zellkern und regulieren dort die Transkription durch Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren (Karin und Hunter, 1995; Treisman, 1996). So kann z.B. der
Transkriptionsfaktor Elk-1 von ERK1/2 phosphoryliert werden, wodurch die Assoziation
zwischen Elk-1 und dem SRF (Serum Response Factor) am SRE (Serum Response-Element)
im c-fos-Promotor erfolgt und so die Transkription des c-fos-Gens aktiviert wird (Karin,
1996). ERK1/2 kann auflerdem nach Aktivierung eine Reihe von zytosolischen und
membrangebundenen Proteinen wie Signalmolekiile oder Komponenten des Zytoskeletts
phosphorylieren (Cobb ef al, 1991).

Eine Hyperaktivierung des ERK-Signalwegs wird héufig in Zusammenhang mit
Tumorentstehung und —progression beobachtet. So induziert eine konstitutive Aktivierung des
ERK-Signalweges die Transformation von NIH3T3 Fibroblasten (Mansour ef al/, 1994).

In den letzten Jahren begannen sich Hinweise zu hédufen, daB3 sogenannte Geriistproteine
verschiedene Komponenten der MAPK-Kaskaden binden und in groBeren Komplexen
vereinigen, wodurch deren Spezifitit und Effektivitdt erhoht werden kann (Kolch, 2000;
Garrington und Johnson, 1999). Das Gertistprotein MP-1 ist in der Lage sowohl MEK1 als
auch ERK1 gleichzeitig zu binden; und das Chaperon KSR1 (Kinase-Suppressor von Ras)
assoziiert mit Raf, MEK und ERK1/2 und kann so die Effektivitit der ERK-Signalkaskade
steigern.

Fiir die Aktivierung der ERK ist die Phosphorylierung sowohl des Threonin- als auch des
Tyrosinrestes notwendig (Her et al, 1993). Drei verschiedene Klassen von Phosphatasen
konnen an der Dephosphorylierung der ERK beteiligt sein: Die dualspezifischen
Phosphatasen wie MKP-1/CL-100 und PAK, welche beide Reste dephosphorylieren, sowie
Serin/Threoninphosphatasen wie PP2A und tyrosinspezifische Phosphatasen (Camps et al,
2000; Keyse, 1998). Die Dephosphorylierung und Inaktivierung der MAPKn in hdéheren
Eukaryonten durch dualspezifische PTPasen ist gut untersucht; die Dephosphorylierung der
MAPKn durch PTPasen war zu Beginn dieser Arbeit jedoch nur in Hefen gezeigt worden
(Keyse, 1998). Die Inaktivierung der ERK durch dualspezifische Phosphatasen erfolgt im
Zellkern (Keyse, 1995). Einer zytoplasmatischen dualspezifischen PTPase, MKP-3, konnte
ebenfalls die Inaktivierung der ERK nachgewiesen werden (Groom et al, 1996; Mourey et al,

1996; Muda et al, 1996).
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Abb. 3: Die MAPK-Kaskade

Auf der linken Seite ist ein allgemeines Schema der MAPK-Signalwege abgebildet, rechts ist der ERK-
Signalweg schematisch dargestellt. Erliuterungen siehe Text.

Zwischen den Komponenten der einzelnen MAPK-Kaskaden kann es Querverbindungen
geben, ebenso von Komponenten aus anderen Signalwegen, wie von PKC (Protein-Kinase C;
Burgering und Bos, 1995) und PKA (cAMP-abhingige Protein-Kinase) zu den MAPK-
Kaskaden (Zusammenfassung siehe Houslay und Kolch, 2000). So kann z.B. PKA iiber
verschiedene Mechanismen in den MAPK-Signalweg eingreifen, wie etwa in T-
Lymphocyten, wo PKA JNK, nicht jedoch ERK1/2 inhibieren kann (Hsueh und Lai, 1995). In
Rat-1-Fibroblasten, Adipozyten und Muskelzellen dagegen kann PKA den ERK-Signalweg
unterdriicken, indem es die Aktivierung des Raf-1 durch Ras inhibiert (Cook und McCormick,
1993; Graves et al, 1993; Sevetson et al, 1993; Wu et al, 1993). Andererseits ist PKA auch an
einer langanhaltenden Aktivierung der ERK1/2 in Phdochromocytoma PC12-Zellen beteiligt,
wobei PKA den Rapl/B-Raf Signalweg aktiviert (Vossler et al, 1997; Frodin et al, 1994).

1.4 Die Regulation der Aktivitat der Protein-Tyrosin-
Phosphatasen

Neben der Lokalisation intrazellulirer PTPasen sowie der Ligandenbindung der RPTPasen

kann eine Reihe weiterer Mechanismen zur Regulation der Phosphatasen beitragen. So kann
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die Tyrosinphosphorylierung von PTPasen die Assoziation mit Proteinen, die SH2-Doménen
enthalten, ermdglichen. Die Phosphatase SHP-1 kann z. B. nach ihrer Rekrutierung an den
PDGF-Rezeptor  durch  Interaktion  ihrer = SH2-Domédne mit der  Y1009-
Autophosphorylierungsstelle des Rezeptors an ihrem Carboxyterminus tyrosinphosphoryliert
werden. Das daraus entstehende tyrosinphosphorylierte SH2-Bindungsmotiv der SHP-1 kann
wiederum von der SH2-Doméne des Adaptorproteins GRB-2 gebunden werden (Bennett et al,
1994; Pawson et al, 1993). Ein dhnlicher Mechanismus konnte auch fiir die RPTPase PTPa
nachgewiesen werden, welche ebenfalls nach Tyrosinphosphorylierung an die SH2-Doméne
von Grb2 bindet (Su et al, 1994; den Hertog et al, 1994).

Eine Regulation durch Phosphorylierung an Serin- und Threoninresten ist fiir PTPasen
ebenfalls nachgewiesen worden. Diese reversible Phosphorylierung kann, wie das Beispiel
der zytoplasmatischen PTP-PEST zeigt, die intrazelluldre Lokalisation beeinflussen. Diese
kann in vitro an zwei Serinresten, Ser30 und Ser435, sowohl von PKA als auch von PKC
phosphoryliert werden; ebenso in vivo durch Stimulation mit TPA oder Forskolin, welche
PKC- bzw. PKA-Aktivatoren sind (Garton und Tonks, 1994). Wihrend die Phosphorylierung
am Ser435 eine endosomale Lokalisation der PTP-PEST begiinstigt, fithrt die
Phosphorylierung am Ser39 zu einer Reduktion der Phosphataseaktivitit. Ein weiteres
Beispiel fiir Regulation von PTPasen durch Phosphorylierung liefert PTP1B. In asynchron
wachsenden HeLa-Zellen wird PTPIB von PKC an Ser378 phosphoryliert. Nach einem
mitotischen Stopp wird dieser Serinrest dephosphoryliert und zwei unterschiedliche Kinasen
phosphorylieren Ser286 und Ser352, was zu einer Reduktion der katalytischen Aktivitdt der
PTP1B fiihrt (Flint et al, 1993). Bei Behandlung von T-Zellen mit Ionomycin hingegen
korreliert eine Reduktion der Serinphosphorylierung der RPTPase CD45 mit einer reduzierten
PTPase-Aktivitit (Ostergaard und Trowbridge, 1991).

Die Regulation der PTPasen kann auch auf Transkriptionsebene erfolgen. Die Expression der
RPTPasen LAR (Longo et al, 1993), PTPc (Celler et al, 1995) und DEP-1 (Ostman et al,
1994) steigt mit zunehmender Zelldichte und vermittelt moglicherweise die Kontaktinhibition
des Zellwachstums, d.h. einen Proliferationsstop bei Kontakt mit Nachbarzellen. Eine
induzierbare Differenzierung konnte mit der Expression der PTP1C und PTP-PEST in HL-60
und P19-Zellen korreliert werden (Zhao et al, 1994; den Hertog et al, 1992). Bei der
Aktivierung von Lymphozyten durch verschiedene Faktoren steigt die Expression der
ausschlieBlich in lymphatischen Zellen exprimierten He-PTP signifikant an (Zanke et al,

1992) und der Expressionslevel der hauptsdchlich in neuronalen Geweben exprimierten
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PTPRR kann in murinen PC-12-Zellen durch Induktion der Differenzierung mit NGF (Nerve
Growth Factor) erhoht werden (Sharma und Lombroso, 1995).

Ein weiterer Mechanismus zur Regulation der PTPasen ist die Expression verschiedener
Isoformen durch alternatives Spleilen. Neben der bereits erwdhnten Regulation der TC-PTP
kann auch die Lokalisation der intrazelluliren PTP STEP durch alternatives Spleiflen
gesteuert werden. STEP kann in den Isoformen STEP46 und STEP61 auftreten. STEP 46 ist
zytoplasmatisch, wiahrend STEP61 in der zusitzlichen N-terminalen Region iiber zwei PEST-
Sequenzen, zwei prolinreiche Sequenzen und zwei Transmembrandoménen verfiigt und am
Endoplasmatischen Retikulum (ER) assoziiert ist (Bult et al, 1996). In den extrazelluldren
Dominen der RPTPs wurden ebenfalls durch alternatives Spleien verursachte Variationen
beobachtet, denen allerdings bislang noch keine Funktionen zugeordnet werden konnten.
Auch durch proteolytische Spaltung von PTPasen kann eine Regulation der Phosphatase-
Aktivitdt erfolgen. So reguliert die proteolytische Prozessierung der intrazelluldren PTP1B in
Blutplittchen deren katalytische Aktivitit (Ezumi et al, 1995). Die Spaltung der PTP1B wird
neben kiinstlichen Stimuli wie TPA auch durch die Aggregation von Blutpléittchen mit
Fibrinogen und Thrombin induziert. Sie wird durch die durch Kalziumionen aktivierbare
Protease Calpain vermittelt und fiihrt iiber eine Abspaltung des Carboxyterminus der PTP1B
zu einer Translokation des Enzyms von zelluliren Membranen ins Zytoplasma. Neben einer
Erhohung der in vitro-Aktivitdt der 16slichen Form der PTP1B korreliert die Prozessierung
mit einer Anderung des Phosphotyrosingehaltes zelluldrer Proteine, die typischerweise
wiéhrend der Aggregation von Blutpléttchen auftreten (Shattil und Brugge, 1991). Auch fiir
STEP konnte eine kalziuminduzierte proteolytische Spaltung der ER-assoziierten Isoform

nachgewiesen werden (Nguyen et al/, 1999).
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1.5 Biologische = Funktionen @ von  Protein-Tyrosin-
Phosphatasen

Uber die Beteiligung von PTPasen an Signaliibertragungswegen ist im Vergleich zu Protein-
Tyrosin-Kinasen bisher nur wenig bekannt. Als natiirliche Antagonisten der PTKs verfiigen
die PTPasen iiber das Potential, einen negativen Einflul auf tyrosinphosphatabhingige
Signalwege auszuiiben; sie konnen jedoch auch synergistisch mit PTKn wirken. Eine
Beteiligung von PTPasen an biologischen Prozessen wie Differenzierung (Schaeffer und
Weber, 1999; Van Vactor, 1998; Arregui et al, 2000; den Hertog, 1999; den Hertog et al,
1999), Adhision (Brady-Kalnay und Tonks, 1995), Migration (Angers-Loustau et al, 1999)
und an hdmatopoetischen Signalwegen (Frearson und Alexander, 1997; Okumura und
Thomas, 1995) konnte nachgewiesen werden.

Sehr gut untersucht ist die Funktion der SHP-1 in hdmatopoetischen Zellen. SHP-1 kann die
Rezeptoren fiir die Zytokine Interleukin II und Erythropoetin, welche die Hidmatopoese
induzieren, negativ regulieren (Klingmuller et al, 1995). Dabei dephosphoryliert SHP-1
positiv regulatorische Tyrosinreste der mit diesen Rezeptoren assoziierten Tyrosinkinasen und
inaktiviert sie dadurch. Eine Funktion der SHP-1 in der Hamatopoese wird auch durch die
sogenannten motheaten und viable motheaten-Phanotypen in Miusen deutlich, in denen
unterschiedliche Deletionen des Gens fiir SHP-1 vorliegen (Shultz et al, 1993; Tsui et al,
1993). In diesen Mausen treten vielfdltige hamatopoetische Abnormalitdten auf, die sich unter
anderem in einer Uberempfindlichkeit gegeniiber Erythropoetin und einer Uberproduktion
von Autoantikdrper produzierenden Lymphozyten, Makrophagen und Granulozyten dussern
(Shultz et al, 1987).

Ein Beispiel fiir eine positive Funktion von PTPasen bei der Weiterleitung von Signalen
durch Tyrosinphosphorylierung liefert die intrazellulire SHP-2, deren Drosophila-Homologes
Corkscrew positiv an den Effekten der Embryonalentwicklung beteiligt ist, die durch die
Tyrosinkinase Torso vermittelt werden. SHP-2 wird als Folge der RTK-Aktivierung
tyrosinphosphoryliert und kann dadurch mit SH2-Dominen enthaltenden Proteinen
assoziieren, besitzt jedoch auch iber seine eigene SH2-Doméne die Féhigkeit,
tyrosinphosphorylierte Proteine zu binden (Feng et al, 1993). Dabei fungiert SHP-1 in erster
Linie als Adaptorprotein.

Ein weiteres Beispiel fiir Positivregulation durch PTPasen in der Signaltransduktion ist die
Dephosphorylierung der Src-Kinase durch PTPa. Diese kann negativ regulatorische

Phosphatreste der Src-Familie der zytoplasmatischen PTK abspalten und diese so aktivieren.
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Eine Uberexpression der PTPa in Fibroblasten fiihrt iiber eine langanhaltende Aktivierung
der c-Src-Kinase zur Transformation (Zheng et al, 1992). Die Aktivierung der c-Src-Kinase
korreliert ebenfalls mit der neuronalen Differenzierung von P19 Zellen, in denen die
Expression der PTPa nach Stimulation mit dem Differenzierungsagenz Retinolséure stark
ansteigt.

Sehr gut untersucht ist die Aktivierung von Kinasen der Src-Familie durch die RPTP CD45
im Rahmen der Aktivierung von T-Zellen (Zusammenfassung sieche Chan et al, 1994). In T-
Zellen dephosphoryliert CD45 den carboxyterminalen, negativ regulatorischen
Phosphotyrosinrest der Src-dhnlichen Kinasen Lck und Fyn (Biffen et al, 1994; Mustelin et
al, 1992). Beide Kinasen assoziieren neben anderen intrazelluldren Tyrosinkinasen mit dem
T-Zell-Rezeptorkomplex und vermitteln stimulationsabhingig die zur T-Zell-Aktivierung
fiihrenden Effekte (Janeway und Bottomly, 1994; Weiss und Littman, 1994). Die Phanotypen
CD45-negativer Zellen mit schweren Defekten in der Aktivierung belegen dabei die
Bedeutung dieser PTPase in der Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors (Pingel und
Thomas, 1989; Koretzky et al, 1990).

1.6 Die Rolle von Protein-Tyrosin-Phosphatasen bei der
Tumorentstehung

Rezeptortyrosinkinasen spielen eine zentrale Rolle bei Wachstum, Proliferation und
Migration und verfiigen dadurch iiber ein grofes onkogenes Potential. Ein Drittel aller
Onkogene sind Rezeptor-Tyrosinkinasen (Hunter, 1989). Eine Uberexpression oder eine
verstirkte Aktivitit der Kinasedomdne kann zu unkontrollierter Proliferation und
Transformation der Zellen fiihren (Ubersicht siche Blume-Jensen und Hunter, 2001). Da
PTPasen als Antagonisten der PTKn wirken, kommen sie als potentielle Tumorsuppressoren
in Betracht.

Fiihrt die Uberexpression oder konstitutive Aktivierung einer Tyrosinkinase zur
Transformation von Zellen, so sollte die Deletion oder Inaktivierung einer negativ
regulatorischen PTPase dhnliche Auswirkungen haben. Diese Hypothese wird durch die
Beobachtung gestiitzt, dal einige PTPasen von Chromosomenabschnitten codiert werden,
welche in Krebszellen hdufig deletiert sind. So befindet sich PTPy auf dem Chromosom 3p21
(LaForgia et al, 1991) welches in vielen Lungen und Nierenkarzinoma-Zellinien deletiert ist;
in nichttransformierten Nieren- und Lungenzellinien wird PTPy dagegen normal exprimiert.

Ein weiteres Beispiel ist die auf Chromosom 12q12-13 lokalisierte SHP-1. Eine Deletion
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dieser Region fiihrt zur malignen Transformation von Eosinophilen oder zu Leukdmie bei
Kindern (Yi et al, 1992). Die Uberexpression einer zytoplasmatischen Form der TC-PTP kann
die Transformation von Fibroblasten durch die onkogene Tyrosinkinase v-Fms unterdriicken
(Zander et al, 1993).

Eine Ausnahme unter den PTPasen bildet PTPa mit ihrer Eigenschaft, durch Uberexpression
Transformation von Zellen zu verursachen. Ursache hierfiir ist vermutlich die Fahigkeit der
PTPa, die c-Src-Kinase an negativ regulatorischen Tyrosinresten zu dephosphorylieren und

somit zu aktivieren.

1.7 Zielsetzung

Uber PTPRR war zu Beginn dieser Arbeit noch wenig bekannt. Es war ein komplexes
Expressionsmuster von Transkripten unterschiedlicher GroBBen in  verschiedenen
Tumorzellinien nachgewiesen worden (P. Knyazev, personliche Mitteilung). Zusitzlich lagen
erste noch unverdffentlichte Hinweise auf eine von der Juxtamembrandomine der PTPRR
vermittelte Assoziation mit den MAPKn ERKI1/2 und eine Dephosphorylierung des
Tyrosinrestes des Aktivierungsmotivs der ERK1/2 durch PTPRR vor (R. Pulido und A.
Ullrich, personliche Mitteilung). Diese Beobachtungen gaben zusammen mit der Tatsache,
daf die Aktivierung der ERK héufig an der Tumorentstehung und —entwicklung beteiligt ist
(Sebolt-Leopold, 2000; Cobb et al, 1994; Blume-Jensen und Hunter, 2001), Anla3 zur
Vermutung, daB PTPRR diese Prozesse moglicherweise beeinflussen kann. Uber die
biologischen Effekte einer Tyrosin-Dephosphorylierung der iiber dualspezifische
Phosphorylierung aktivierten ERK1/2 in hoheren Eukaryonten lagen noch keine Daten vor.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion der PTPRR in der zelluldren Signaltransduktion
untersucht werden, insbesondere ihre Regulation und Auswirkung auf biologische Prozesse.
Von besonderem Interesse war dabei die Funktion der PTPRR bei der Tumorentstehung und

Transformation von Zellen.
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2.1 Bezugsquellennachweis

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid Serva, Heidelberg
Agar Difco, Detroit

Agarose BRL, Eggenstein
Ampicillin Boehringer, Mannheim
Aprotinin Sigma, Taufkirchen
APS (Ammoniumperoxodisulfat) Bio-Rad, Miinchen
ATP (Adenosintriphosphat) Pharmacia, Freiburg
Bisacrylamid Roth, Karlsruhe
Borhydrid Sigma, Taufkirchen
Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen
BSA (Rinderserumalbumin) Sigma, Taufkirchen
Coomassie G250 Serva, Heidelberg
Dasca Immunotech, Montreal
Desoxyribonukleotide (dG/A/T/CTP) Boehringer, Mannheim
DTT (Dithiothreitol) Sigma, Taufkirchen
Enzyme Dilution Buffer Boehringer, Mannheim
Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen
Fisch-Gelatine Sigma, Taufkirchen
Formaldehyd Polysciences, Eppenheim
Forskolin Alexis, Griinberg
Geneticin (G418) Gibco, Eggenstein
Glutathion-Sepharose Pharmacia, Freiburg
HEPES (4-2-Hydroxyethyl-1-Piperazin- Serva, Heidelberg
Ethansulfonséure)

IBMX (8-Methoxymethyl-1-Methyl-3-(2-Methylpropyl)- Alexis, Griinberg
Xanthin)

Kristallviolett Sigma, Taufkirchen
D-(-)Luziferin Boehringer, Mannheim
L-Glutamin Gibco, Eggenstein
Leupeptin Sigma, Taufkirchen
Lipofectamine® Gibco, Eggenstein
Lysozym Sigma, Taufkirchen
Mineraldl Sigma, Taufkirchen
MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure) Biomol, Haub
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- Sigma, Taufkirchen
2,5-Diphenyltetrazolbromid)

Natriumazid Serva, Heidelberg
Natriumbutyrat Sigma, Taufkirchen
Natriumfluorid Sigma, Taufkirchen
Natriumorthovanadat Aldrich, Steinheim

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma, Taufkirchen
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Polybren (Hexadimethrinbromid) Sigma, Taufkirchen
Poly-Lysine Sigma, Taufkirchen
Ponceau S Sigma, Taufkirchen
Retinolséure (all-trans) Sigma, Taufkirchen
SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth, Karlsruhe
TEMED (N,N,N'N’-Tetraethylmethylendiamin) Serva, Heidelberg
TPA (Phorbol-12-Myristat-13-Azetat) Sigma, Taufkirchen
Triton X-100 Serva, Heidelberg
Tween 20 Sigma, Taufkirchen
Tween 40 Sigma, Taufkirchen
Ziegenserum Dianova, Hamburg

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in analysenreiner Qualitédt von der Firma
Merck (Darmstadt) bezogen.

2.1.2 Enzyme

AMYV Reverse Transkriptase Boehringer, Mannheim
Alkalische Phosphatase Boehringer, Mannheim
DNAse, RNAse frei Roche, Mannheim
Restriktionsenzyme Pharmacia, Freiburg

Boehringer, Mannheim

NEB, Schwalbach
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

RNase A Sigma, Taufkirchen
T4-DNA-Ligase Boehringer, Mannheim
T7-DNA-Polymerase Pharmacia, Freiburg
Tagq-DNA-Polymerase Boehringer, Mannheim
Trypsin Gibco, Eggenstein

2.1.3 Radiochemikalien

[a->*P]-ATP >5000 Ci/mmol
[*°S]-Methionin >1000 Ci/mmol

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma NEN (Briissel) bezogen und vor Ablauf der
ersten Halbwertszeit eingesetzt.

2.1.4 ,Kits" und Sonstiges

ECL Kit NEN, Briissel
Filterpapier 3MM Whatman, Rotenburg a. d. Fulda
Hyperfilm MB Amersham, Braunschweig
Kodak X-omat AR Kodak, Stuttgart
Kulturgefdfe, Plastik Greiner, Solingen
Nunclon, Ddnemark
Falcon, U.K.
DNA Master SYBR Green I” Roche, Penzberg
Micro BCA Protein Assay Kit Pierce, New Jersey

Parafilm Dynatech, Denkendorf
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Poly Prep® Chromatographiesiulen
Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose
Glutathion-Sepharose

QIAquick Gel Extraction Kit (50)
QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
Qiagen RNeasy RNA-Preparation Kit
Sephadex G-50 (DNA Qualitt)
Sterilfilter 0.22 um, Zelluloseacetat
Sterilfilter 0.45 pm, Zelluloseacetat
Zellulosenitrat 0.45 pym

2.1.5 Wachstumsfaktoren und Liganden

Bradykinin
EGF (Maus)
oFGF

LPA

PDGF B/B
NGF

2.2 Medien und Puffer

2.2.1 Medium fiir E.coli Bakterien

LB-Medium: 1,0% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1,0% NaCl
pH 7,2

Bei Bedarf wurden dem Medium nach dem Autoklavieren folgende Antibiotika zugesetzt:

Ampicillin 100pg/ml
Kanamycin 100pg/ml
Chloramphenicol 30pug/ml

Bio-Rad, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Pharmacia, Freiburg

Nalge Company, Diisseldorf
Nalge Company, Diisseldorf
Schleicher & Schiill, Dassel

Sigma, Taufkirchen
Toyoba, Japan

Pepro Tech, USA
Sigma, Taufkirchen
Boehringer, Mannheim
Becton Dickenson,

Zur Herstellung fester Nahrboden wurde dem LB-Medium 1,5% Agar zugesetzt.

2.2.2 Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien sowie alle Zusidtze wurden von der Firma Gibco (Eggenstein) bezogen,
fotales Kélberserum (FCS) stammte von der Firma Sigma (Taufkirchen).

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 4,5mg/ml Glukose, 2mM Glutamin, ImM

Natriumpyruvat, 10% hitzeinaktiviertes FCS

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 1,0mg/ml Glukose, 2mM Glutamin, ImM
Natriumpyruvat, 5% hitzeinaktiviertes FCS, 10% hitzeinaktiviertes Pferdeserum
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Leibowitz L-15 Medium,10% hitzeinaktiviertes FCS

Leibowitz L-15 Medium, 15% hitzeinaktiviertes FCS

MEM (Minimal Essential Medium), 2mM Glutamin, 10% hitzeinaktiviertes FCS

RPMI Medium 1640, 2mM Glutamin, 10% hitzeinaktiviertes FCS, 2mM Glutamin

Einfriermedium: 90% hitzeinaktiviertes FCS, 10% DMSO.

2.2.3 Stammlosungen und hiufig verwendete Puffer

Die hier aufgefiihrten Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt.

BBS (2x)

DNA-Auftragspuffer (6x)

Lammli-Puffer (2x)

NET (10x)

PBS

RNA-Auftragspuffer (2x)

SD-Transblot

50
280
1,5

0,25
0,25
30,0
100,0

187,5
6,0
30,0
0,01
5,0

150,0
5

50
0,05

13,7
2,7
80,9
1,5

48,0
17,0
11,0
0,1

50,0
40,0
20,0
0,004

mM
mM
mM

%
%
%
mM

mM
%
%
%
%

mM
mM

%

mM
mM
mM
mM

%
%
%

mM
%
%

BES

NaCl

NazHPO4

pH 6.96 (NaOH)

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glyzerin

EDTA pH 8,0

Tris/HCI pH 6,8
SDS

Glyzerin
Bromphenolblau
B-Mercaptoethanol

NaCl

EDTA

Tris

Triton X-100
pH 7,4 (HCI)

NaCl

KCl

Na,HPO,

KH,PO,, pH 7,4 (HCI)

Formamid
Formaldehyd
Glyzerin
Bromphenolblau

Tris/HCl pH 7,5
Glycin
Methanol

SDS
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“Strip”-Puffer 62,5 mM Tris/HCl pH 6,8
20 % SDS
1000 mM B-Mercaptoethanol

TAE (10x) 400 mM  Tris/Acetat
10 mM  EDTA
pH 8,0 (Eisessig)

TE10/1 10,0 mM  Tris/HCI pH 8,0
1,00 mM EDTA pH 8,0

TE10/0,1 10,0 mM  Tris/HCI pH 8,0
0,1 mM  EDTA pH 8,0

Tris-Glycin-SDS (10x) 248,0 mM  Tris/HCl pH 7,5

1918,0mM  Glycin
1,0 % SDS

2.3 Bakterienstimme, Zellinien und Antikorper

Im Folgenden sind die verwendeten Bakterienstimme, Zellinien und Antikorper unter Angabe
ihrer Eigenschaften und von Referenzen tabellarisch aufgefiihrt.

2.3.1 Bakterienstaimme

Stamm Eigenschaften Referenz
E.coli DH50F’ deoR, endAl, gyrA96, hsdR17(r, my"), Genentech,
RecAl, RelAl, supE44, thi-1, San Francisco

A(lacZY A-argFV169), ®80/lacZAM15,F
E.coli XL-1 Blue endAl, gyrA96, hsdR1 7(rk'mk+), lac, Stratagene, LaJolla

RecAl, RelAl, supE44, thi-1,
F’[proAB, lacl®ZAM15, Tn10]

2.3.2 Zellinien und Gewebeproben

Zellinie: Ursprung: Referenz:

Al72 humanes Glioblastom ATCC CRL-1620
A-431 humanes epidermoides Karzinom ATCC CRL-555
AC751 humanes Mammakarzinom M. Stampfer, Boston

GPE modifizierte HEK293 Linie zur Markowitz et al (1988)
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GPE/X/v-Fms

GPE/X/v-ErbB

GPE/X/Her2

GPE/X/v-Ki-Ras

BT-483

BT-549

CaOv3

CHO-K1

COS7

DANG

F9

HBL-100

HEK?293

HS766

MCEF 7

MCF10A

MDA-MBI157

MDA-MB231

MDA-MB-415

MDA-MB-453

NIH3T3

Produktion von helfervirusfreien,
amphotrophen Retroviren

Produktion von retroviralen v-Fms-
Uberstanden

Produktion von retroviralen v-ErbB-
Uberstinden

Produktion von retroviralen Her2-
Uberstanden

Produktion von retroviralen v-Ki-Ras-
Uberstinden

humane Duktalkarzinom, Brust
humanes Brustkarzinom

humanes Adenokarzinom, Ovarien
Ovarienzellen, Hamster

immortalisierte Nierenfibroblasten,
griine Meerkatze

humanes Pankreaskarzinom
murines Hodenkarzinom
humane Brustepithelzellen

humane embryonale Nierenfibroblasten
transformiert mit Adenovirus Typ V

humanes Pankreaskarzinom
humanes Brust-Adenokarzinom
humane Brustepithelzellen

humanes Mammakarzinom

humanes malignes Mammakarzinom
humanes Brust-Adenoarzinom
humanes Mammakarzinom

immortalisierte Mausfibroblasten

C.Sherr, Memphis

W. Rapp, d. AG

U. Weiss, d. AG

B. Holzmann, d. AG

ATCC HTB 121
ATCC HTB 122
ATCC HTB-75
Sugen, San Francisco

ATCC CRL-1651

DKFZ 610006
ATCC CRL-1720
ATCC HTB-124

ATCC CRL-1573

ATCC HTB-134
ATCC HTB-22
ATCC CRL-10317
ATCC HTB-24
ATCC HTB-26
ATCC HTB-128
ATCC HTB-131

ATCC CRL-1658
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OvCar3

Rat-1

PC12

Phoenix E

SK-N-SH

SW948

ZR 75-1

humanes Adenokarzinom, Ovarien
immortalisierte Rattenfibroblasten
Ratten-Phdochromocytomazellen
modifizierte HEK293 Linie zur
Produktion von helfervirusfreien,
ecotrophen Retroviren

Humanes Neuroblastom, Gehirn

humanes kolorektales Adenokarzimon

humanes Brustkarzinom

ATCC HTB-161
R. Friedrich, Giessen
P. Cohen, Dundee

P. Nolan, Stanford

ATCC HTB-11
ATCC CCL-237

ATCC CRL-1500

Die in dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben wurden von Prof. Dr. H. Hofler (Miinchen)
zur Verfiigung gestellt.

2.3.3 Antikorper

Die folgenden Antikdrper wurden zur Immunprizipitation oder als primédre Antikorper zur
Detektion in der Immunblot-Analyse eingesetzt.

Antikorper:

BR7.2

EC-PTP

ERK2 (C-14)

ERK2 (K-23)

GRP78
GST

HA

HSC70

JNK

Eigenschaften:

Maus, monoklonal, gegen die
zytoplasmatische Doméne der hPTPRR

Kaninchen, polyklonal, gegen Peptid
aus der Juxtamembrandoméne der
hPTPRR

Kaninchen, polyklonal, gegen Peptid
aus dem carboxyterminalen Bereich der
Ratten-ERK?2

Kaninchen, polyklonal, gegen Peptid
aus der Unterdoméne XI der Ratten-
ERK2

Kaninchen, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Maus, monoklonal, gegen die 12 AS des
Influenza-Hamagglutinin-Epitops

Ratte, monoklonal

Kaninchen, polyklonal

Referenz:

M. Ogata, Osaka

P. Knyazev, d. AG

Santa Cruz, Kalifornien

Santa Cruz, Kalifornia

Stressgen, Victoria, Kanada
P. Knyazev, d. AG

Babco, Kalifornien

Stressgen, Victoria, Kanada

Santa Cruz, Kalifornien
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Phospho-ERK Kaninchen, polyklonal, gegen NEB, Schwalbach
phosphoryliertes Threonin 202 und
Thyrosin 204 der humanen ERK2

Pan-ERK Maus, monoklonal, gegen die Transduction Lab.,
AS 219-358 der humanen ERK?2 Lexington

PY(4G10) Maus, monoklonal, gegen UBI, Lake Placid
phospho-(3)-Tyrosinreste

Phospo-JNK Kanichen, polyklonal, gegen aktivierte NEB, Schwalbach
INK

Phosph-p38 Kaninchen, polyklonal, gegen aktivierte =~ NEB, Schwalbach
p38

p38 Kaninchen, polyklonal NEB, Schwalbach

PTPa Kaninchen, polyklonal, gegen R. Lammers, d. AG
AS 22-32 der PTPa

PTPRR 428 Kaninchen, polyklonal, gegen Peptid Eurogentech, Belgien
aus der Juxtamembrandoméne der
PTPRR

PTP-SL Kaninchen, polyklonal, gegen die R. Pulido, d. AG

zytoplasmatische Doméne der mPTPRR

Die bei der Immundetektion von Proteinen verwendeten sekundédren Antikdrper waren mit
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert

Antikorper Verdiinnung Bezugsquelle
Ziege gegen Maus 1:20.000 BioRad, Miinchen
Ziege gegen Maus 1:10.000 Sigma, Taufkirchen
Ziege gegen Kaninchen 1:20.000 BioRad, Miinchen

2.4 Plasmide und Oligonukleotide

2.4.1 Ausgangsvektoren

Vektor Eigenschaften Referenz

pBluescript ColEl ori, Amp', Lac Promotor, f1 (+) ori, Stratagene, Kalifornien
SK (MCS)

pcDNA3 Expressionsvektor, Amp', Neo" Invitrogen, Groningen

CMYV Promotor, BGH poly A-site,
hohe Kopienzahl
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pGEX Prokaryotischer Expressionsvektor zur Amersham Pharmacia
Produktion von GST-Fusionsproteinen Biotech, Freiburg
in E. coli, pBR322 ori

pLXSN Retroviraler Expressionsvektor, Miller und Rosman (1989)
Amp', Neo', 5°-LTR und 3’-LTR aus
MoMuLV, SV40 Promotor

pRKS Expressionsvektor, Amp', CMV Genentech,
Promotor, SV 40 poly A-site, hohe San Franzisco
Kopienzahl

2.4.2 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide

Vektoren

pCMVBGal

pEF-mPTPRR FL WT

pGEX-PTPRR 230-632

pGEX-PTPRR 230-371

pGEX-PTPRR 230-338

pGEX-PTPRR 339-632

pGEX-PTPRR 230-371
A314-327

pGEX-PTP-STEP128-235

pGEX-PTP-STEP128-497

pRKS5-c-Sre

pRKS5-CD45

Eigenschaften Referenz

Expressionsplasmid fiir f—Galaktosidase ~ A. Kieser, Miinchen
zur Normalisierung von Zellextrakten

Liangste Isoform der mPTPRR, M. Ogata, Osaka

GST-Fusionsprotein der zytoplasmati- R. Pulido, d. AG
schen Isoform der mPTPRR, AS 230-632

GST-Fusionsprotein der zytoplasmati- R. Pulido, d. AG
schen Isoform der mPTPRR ohne
Phosphatasedoméne, AS 230-371

GST-Fusionsprotein der zytoplasmati- R. Pulido, d. AG
schen Isoform der mPTPRR ohne
Phosphatasedoméne, AS 230-338

GST-Fusionsprotein der Phosphatase- R. Pulido, d. AG
Doméne der mPTPRR, AS 339-632

GST-Fusionsprotein der zyto- R. Pulido, d. AG
plasmatischen Isoform der mPTPRR

ohne Phosphatase Doméne und KIM,
AS 230-371

GST-Fusionsprotein der PTP-STEP56 R. Pulido, d. AG
AS 128-235

GST-Fusionsprotein der PTP-STEP56 R. Pulido, d. AG
AS 128-497

c-Src-Kinase T. Hunter, LaJolla

RPTPase CD45 D. Cool, Seattle
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pRKS5-HA-PTPRRcyto WT zytoplasmatische Isoform der mPTPRR,

pRKS5-HA-PTPRRcyto CS

pRKS-HA-PTPRRcyto SE

pRKS-HA-PTPRRcyto SA

pRKS5-hPTPRR FL WT

pRKS-KIF1C

pRKS5-mPTPRR FL WT

pRKS-PTPRRcyto WT

pRKS5-PTP1B

pRK5-PTPo.

pRK5-PTPRR TM WT

pRKS-PTPRR TM CS

pLXSN-HA-PTPRR
cyto WT

pLXSN-HA-PTPRR
cyto CS

pLXSN-HA-PTPRR
cyto SE

pLXSN-HA-PTPRR
™ WT

pLXSN-HA-PTPRR
™ CS

pcDNA3-BDP1

HA markiert

zytoplasmatische Isoform der mPTPRR
mit dem AS-Austausch Cys563 zu Ser,
HA markiert

zytoplasmatische Isoform der mPTPRR
mit dem AS-Austausch Ser321 zu Glu,
HA markiert

zytoplasmatische Isoform der mPTPRR
mit dem AS-Austausch Ser321 zu Ala,
HA markiert

Liangste Isoform der hPTPRR

Kinesin interacting factor 1C

Langste Isoform der mPTPRR
zytoplasmatische Isoform der mPTPRR
PTPIB

PTPa
Transmembrane Isoform der mPTPRR

Transmembrane Isoform der mPTPRR
mit dem AS-Austausch Cys563 zu Ser

zytoplasmatische Isoform der mPTPRR
HA markiert

zytoplasmatische Isoform der mPTPRR
mit dem AS-Austausch Cys480 zu Ser,
HA markiert

zytoplasmatische Isoform der mPTPRR
mit dem AS-Austausch Ser321 zu Glu,
HA markiert

Transmembrane [soform der mPTPRR
Transmembrane Isoform der mPTPRR
mit dem AS-Austausch Cys563 zu Ser,
HA markiert

PTP BDP-1

R. Pulido, d. AG

R. Pulido, d. AG

R. Pulido, d. AG

M. Sommer, d. AG

P.Knyazev, d. AG
R. Lammers, d. AG
Diese Arbeit

R. Pulido, d. AG
B. Jallal, d. AG

R. Lammers, d. AG
R. Pulido, d. AG

R. Pulido, d. AG

M. Sommer, d. AG

M. Sommer, d. AG

M. Sommer, d. AG

M. Sommer, d. AG

M. Sommer, d. AG

M. Gensler, d. AG
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pcDNA3-HA-HePTP HePTP, HA-markiert K. Spiekermann,
d. AG
pSREwt-Luc Reporterplasmid mit Luziferasegen A. Kieser, Miinchen

mit vorgeschaltetem TCF/SRE Enhancer

2.4.3 Wichtige Oligonukleotide

Sequenz (5°—3’): Name:
GAA AAGTTG AGG TTC TGG TTATCA G NEC U
ACC ATT CCA CCT CTA TCC ATA CGA NECB
Amplifikation der PTPRR-cDNA im Light-Cycler

CAC CAC ATG CTT GCC ATCC Cyclo B
CCG CGT CTC CTT TGA GCT Cyclo F

Amplifikation der Zyklophilin A-cDNA im Light-Cycler

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Plasmidpriparation fiir analytische Zwecke

Fiir analytische Zwecke wurden kleine DNA-Mengen (2-10pg) nach der Methode von Lee
und Rasheed (1990) préipariert.

2.5.2 Plasmidpriparation fiir priparative Zwecke

Fiir die Transfektion der verschiedenen Zellinien wurden grofere und reinere DNA-Mengen
benotigt, deren Aufreinigung mit Hilfe des Qiagen Maxi-Kits (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt wurde.

2.5.3 Enzymatische Behandlung von DNA

2.5.3.1 Verdau von DNA-Fragmenten mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionen wurden in den vom Hersteller angegebenen Inkubationspuffern 1-2 Stunden
oder ii.N. beim Temperaturoptimum des Enzyms durchgefiihrt.

2.5.3.2 Dephosphorylierung von 5’-Enden

Die Religation von Vektoren mit kompatiblen Enden wurde durch Dephosphorylierung ihrer
5’-Enden verhindert. 1-4 pg gespaltene Vektor-DNA wurde in einem Reaktionsvolumen von
10-20ul in Phosphatasepuffer (50mM Tris/HCI pH 8,0; 0,1mM EDTA pH 8,5) nach Zugabe
von 1lpl alkalischer Phosphatase aus Kilberdarm (1 E) 60min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die dephosphorylierte DNA {iber ein Agarosegel (0,6-1% Agarose)
aufgereinigt und eluiert.
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2.5.3.3 Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Bei der Ligation katalysiert die T4-DNA-Ligase die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen einem 5’-Phosphat und einem 3’-Hydroxylende von Polynukleotiden. 20 bis 100 ng
geschnittene Vektor-DNA wurden mit einem 2 bis 5-fachen Uberschu8 des zu klonierenden
DNA-Fragments, 1ul 10x T4-DNA-Ligasepuffer (0,66 M Tris/HCI pH 7,5, 50mM MgCl,,
50mM DTT, 10mM ATP) und 1ul T4-DNA-Ligase (1 E) versetzt (Gesamtvolumen 10ul) und
i.N. bei 15°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde zur Transformation von Bakterien
verwendet.

2.5.4 Gelelektrophorese von DNA

Doppelstrangige DNA-Molekiile im GréBenbereich von 250 Bp bis 14 kBp wurden in 0,6-
2%igen horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1x TAE. Die
aufzutrennende DNA wurde mit 1/5 Vol. 6x DNA-Auftragspuffer versetzt. Die Auftrennung
erfolgte je nach GelgroBe bei 30-120 Volt innerhalb von 1-2 h. Danach wurde das Gel 10min
mit 1x TAE/Ethidiumbromid (2 pg/ml) gefarbt und 10min in 1x TAE entfarbt.

2.5.5 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kit (50) der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers.

2.5.6 DNA-Transfer in E.coli Bakterien

2.5.6.1 Herstellung kompetenter E.coli Bakterien

Zur Herstellung kompetenter E.coli Bakterien wurde die Methode von Miller und Rosman
(1989) verwendet. Die Transformationseffizienz war groBer als 5x 10° Klone/ug DNA.

2.5.6.2 Transformation kompetenter E.coli Bakterien

Zur Transformation von E.coli Bakterien wurden 10ul des entsprechenden Ligationsansatzes
verwendet. Dazu wurden 20ul 5x KCM (500mM KCI, 150mM CaCl,, 250mM MgCl,), 70ul
H,O und 100ul kompetente, auf Eis aufgetaute Bakterien pipettiert und 20min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz 10min bei RT inkubiert, dann mit 1.000ul LB-
Medium versetzt und 1 h bei 37°C geschiittelt. Die Reaktionsansidtze wurden kurz
abzentrifugiert, das Bakterienpellet in 200ul LB-Medium resuspendiert und anschliefend auf
LB/ Ampicillin-Agarplatten ausplattiert.

2.5.6.3 Dauerkulturen von E.coli Bakterien

Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden jeweils 0,5ml einer stationidren Bakterienkultur
(LB-Medium mit Antibiotikazusatz) mit 0,5ml einer 50%igen Glyzerinlosung versetzt, kurz
gemischt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Diese Kulturen konnen lingere Zeit bei
-70°C gelagert werden.
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2.5.7 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR

2.5.7.1 PCR-Amplifikationen von DNA und cDNA Fragmenten

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion bietet die Moglichkeit, einen DNA Bereich
zwischen 2 bekannten Regionen in vitro zu amplifizieren. In einem sich stindig wieder-
holenden Zyklus aus Denaturierung der DNA, Hybridisierung der Oligonukleotide an den
Matrizenstrang und Synthese des komplementdren Stranges durch Verldngerung der
Oligomere wird der zwischen den Oligonukleotiden liegende Sequenzbereich exponentiell
amplifiziert (Mullis und Faloona, 1987). Die PCR-Reaktionen wurden nach folgendem
Grundschema in einem Reaktionsvolumen von 50pul angesetzt:

1ul Matrizen-DNA

Iul "sense" Oligomer, 10pmol

1ul "antisense" Oligomer, 10pmol

Sul 10x Taq Polymerase Puffer
(20mM Tris/ClL, pH 8,0, 0.1mM KCI, 20mM DTT, 0,1mM
EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v), 0,5% Tween 20 (v/v))

Iul ANTP-Mix, 10mM (dGTP, dATP, dTTP, dCTP)

1ul Tag-Polymerase (0,1-0,5 E)

ad 50ul H,O

Jede Reaktion wurde mit einer Negativkontrolle durchgefiihrt. Hierzu wurde die cDNA bzw.
DNA durch ein entsprechendes Volumen H,O ersetzt. Die Synthesereaktion wurden in einem
Thermocycler ,,Progene” der Firma Techne durchgefiihrt. Dabei wurde das folgende
Syntheseprotokoll verwendet:

erste Denaturierung: 3min 94°C

Amplifikation 25-30 Zyklen: Imin 94°C (Denaturierung)
Imin 52°C (Hybridisierung)
Imin 72°C (Synthese)

letzte Synthese: 3min 72°C

Nach Beendigung der Synthese wurde ein Aliquot des Ansatzes iiber Gelelektrophorese auf
Amplifikation {iberpriift. Die gewiinschten PCR-Fragmente wurden wie unter 2.5.7.2
beschrieben aufgereinigt und standen danach fiir weitere molekularbiologische Methoden zur
Verfiigung.

2.5.7.2  Aufreinigung von PCR-Produkten

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden mit Hilfe des ,,PCR Purification Kit" (Qiagen)
entsprechend den Herstellerangaben zur Weiterverarbeitung vorbereitet.

2.5.8 Arbeiten mit RNA

Die Préparation von RNA macht die Verwendung gesonderter, RNasen-freier Losungen und
Reaktionsgefille notwendig. Die Losungen wurden in Millipore-Wasser angesetzt und
autoklaviert. Reaktionsgefile wurden 2 h bei 200°C gebacken. Wihrend der RNA-
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Priparation wurden stindig Handschuhe zum Schutz vor RNasen der Haut getragen und
regelmiBig gewechselt.

2.5.8.1 Praparation von RNA

Die Priparation von RNA aus Zellen und Geweben erfolgte mit Hilfe des RNeasy-Kits fiir die
Isolation zytoplasmatischer RNA (Qiagen, Hilden). Vor der Aufreinigung wurde die RNA
nach Herstellerangeben mit Rnase-freier Dnase behandelt. Nach Extraktion wurden die RNA-
Prizipitate getrocknet und in H,O gelost. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die OD bei
260 und 280 nm gemessen. Die Qualitit der RNA wurde durch Gelelektrophorese und
anschlieBendes Farben mit Ethidiumbromid iiberpriift.

2.5.8.2 Elektrophoretische Auftrennung von RNA

Die Auftrennung der RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in horizontalen
Agarosegelkammern (Lehrach et al, 1977). 1,2g Agarose wurden in 77ml H,O in der
Mikrowelle aufgekocht und 10min bei RT abgekiihlt. Danach wurde der Ansatz mit 10ml 10x
MOPS und 13ml Formaldehyd (37% (v/v)) aufgefiillt und das Gel gegossen. Die RNA wurde
fiir die Gelelektrophorese folgendermafBlen vorbereitet: 10 pg gesamt-RNA wurde mit Sul 10x
MOPS, 8,75ul Formaldehyd (37%(v/v)) und 25ul Formamid versetzt und das Volumen mit
H,0 auf 50ul aufgefiillt. Die Proben wurden 10min bei 65°C erhitzt, anschlieBend mit 10ul
RNA-Probenpuffer versetzt, auf Eis gestellt und auf das Gel aufgetragen. Als Laufpuffer
diente 1x MOPS. Pro cm? Gelfliche wurden 0,8 Volt Spannung angelegt. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel in 200ml Laufpuffer mit Sul Ethidiumbromid (10 mg/ml)
geféarbt und im gleichen Volumen Laufpuffer ohne Ethidiumbromid 30min entférbt. Die RNA
wurde unter UV-Licht (302 nm) detektiert und unter Einsatz eines Orangefilters fotografiert.

2.5.8.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde nach folgendem Schema angesetzt:
1. Anlagern der Primer:

10,0 pl RNA (1pg/pl)

1,0 pl Zufalls-Hexanukleotid (2pmol)

2’ 68°C, Abkiihlen auf RT

2. Synthesereaktion:

4,0 ul dANTP-Mix (2,5mM)

4,0 ul 5 x AMV-RT-Puffer

0,1 ul RNAse-Inhibitor (40 E/ ul)

1,0 pl AMV-Reverse Transkriptase, ca 0,3E

(0,7 ul AMV-RT in 50 pul AMV-RT-Puffer)

1h bei 42°C
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2.5.84 Bestimmung des zelluliren mRNA-Vorkommens iiber Real-Time-PCR

Nach Isolierung der zytoplasmatischen RNA und cDNA-Synthese wurden 0,2ul cDNA
(entspricht 150ng gesamt-RNA) jeder Probe aus den RT-Ansdtzen mit dem ,,Master SYBR
Green [“-Kit der Firma Roche Diagnostics (Penzberg) fiir die PCR vorbereitet. Zur Messung
der PTPRR-mRNA-Konzentrationen wurden die Primer NEC U und NEC B und zur
Bestimmung des Zyklophilin A-mRNA-Vorkommens wurden die Primer Cyclo F und Cyclo
U eingesetzt. Die Amplifikation und Detektion erfolgte in einem LightCycler Real-Time-
PCR-Instrument der Firma Roche Diagnostics (Penzberg).

2.6 Methoden zur Arbeit mit eukaryontischen Zellen

2.6.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle in dieser Arbeit verwendeten Sdugetierzellen wurden in Brutschrdnken (Heraeus, B5060
Ek/CO,) bei 5-7% CO,, 37°C und wasserdampfgesittigter Atmosphére kultiviert. Die
Zellkulturarbeiten wurden aseptisch in Sterilbdnken (Laminair von Heraeus, Hanau)
ausgefithrt. Dabei wurden die Zellen regelmdfig mit frischem Medium versorgt und
passagiert. Weiterhin wurden die Zellkulturen routinemiBig auf Infektion mit Mykoplasmen
untersucht. Das Einfrieren von Zellen erfolgte im sogenannten Einfriermedium aus 90% FCS
und 10% DMSO in Cryo-Roéhrchen (Nunc, Wiesbaden). Die Bestimmung der Zellzahl
erfolgte mit einem Coulter Counter (Coulter Electronics, Krefeld).

PC12-Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Zellkulturschalen kultiviert. Hierzu wurden
die Schalen mit Kollagen (in Athanol geldst, isoliert aus Rattenschwinzen; Sigma,
Taufkirchen) bedeckt und 2 h im Brutschrank inkubiert. Vor der Verwendung wurden die
Platten 3 x mit sterilem PBS gewaschen.

2.6.2 Mykoplasmentest

Mykoplasmenkontaminationen von Zellkulturen beeinflussen die Expression von Zellober-
flichenproteinen, die Vermittlung extrazelluldrer Signale, den Stoffwechsel und andere
Vorgénge und fiihren hierdurch zu einer Verfilschung der Versuchsergebnisse. Subkon-
fluente Zellen auf 6 cm Schalen wurden mit 20% Methanol fixiert, zweimal mit PBS
gewaschen und 15min mit dem DNA-Farbstoff Bisbenzimid (0,1mg/ml in PBS) bei 37°C
gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop auf Myko-
plasmen untersucht.

2.6.3 Transfektion von Zellen

2.6.3.1 Kalziumphosphat-Transfektion

Zur Transfektion von Bosc23- und HEK293-Zellen mit Plasmid-DNA hat sich eine
modifizierte Kalziumphosphat-Methode bewéhrt, die durch eine hohe Transfektionseffizienz
gekennzeichnet ist (Chen und Okayama, 1987). Dazu wird die DNA mit CaCl, und einer BES
gepufferten Phosphatlosung (BBS) prézipitiert und nach einem noch unbekannten
Mechanismus von den Zellen aufgenommen (Graham und van der Eb, 1973). Die DNA liegt
als Trans-Genom in den Zellen vor und geht ohne Anwendung eines Selektionsverfahrens bei
den Zellteilungen verloren (Scangos und Ruddle, 1981). Daraus resultiert in der sogenannten
transienten Expression ein Expressionsmaximum bei 48-72 h nach Transfektion.
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Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion auf eine 10 cm Zellkulturschale (8ml Medium)
ausgesiht. Pro Transfektion wurden 6 pg DNA in 260ul H,O verdiinnt, mit 40ul einer 2,5 M
CaCl,-Losung gemischt. Unter Schiitteln wurden 400ul BBS (2x) zugetropft. Nach 15min
Inkubation bei RT wurde das Prizipitat gleichmiBig auf die Zellen verteilt und die Ansitze
i.N. bei 37°C und 3% CO; inkubiert. Am nichsten Morgen wurden die Zellen mit Medium
gewaschen und gegebenenfalls mit serumfreiem Medium bis zur weiteren Verwendung
gehungert.

Fir die Transfektion von Phonix E Zellen wurde das eben beschriebene Protokoll modifiziert:
Anstelle von BBS wurde HBS verwendet und die CaCl,-Losung war 2,0 M.

2.6.3.2 Lipofectamine®-Transfektion von COS7 Zellen

Das polykationische Transfektionsreagenz Lipofectamine® bindet DNA mit nichtkovalenten
Wechselwirkungen und ermdglicht auf Grund seiner lipophilen Eigenschaften den DNA-
Transfer in Sdugerzellen.

Die Zellen wurden 24 h vor Transfektionsbeginn mit einer Zelldichte von 150 000
Zellen/Loch (6-Loch-Schalen) ausgeséht. Fiir die Transfektion wurde zunichst eine Losung A

mit 5pl Lipofectamine® und 95pu1 serumfreiem Medium sowie eine Losung B mit 1.5pg
Plasmid-DNA in 100ul serumfreiem Medium angesetzt. Die Losungen A und B wurden dann
vorsichtig gemischt und 30-45min bei RT inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden
die Zellen einmal mit serumfreiem Medium gewaschen. AnschlieBend wurde zu den
Transfektionsansidtzen 800ul serumfreies Medium zugegeben. Die Transfektionsansitze
wurden nun auf die Zellen pipettiert, deren Medium zuvor abgesaugt worden war. Nach 4 h
im Brutschrank bei 7% CO; wurde 1ml Medium mit 20% FCS zu jedem Ansatz gegeben und
diese weitere 20 Stunden inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt.

2.6.3.3 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Saugerzellinien wurden mit Expressionsplasmid der B-Galaktosidase transfiziert. Die Zellen
wurden 48 h nach Transfektionsbeginn mit PBS gewaschen, 10min bei RT mit 3%iger
Paraformaldehydlosung in PBS fixiert und nach zweimaligem Waschen mit PBS 10min mit
0,2% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen viermal mit PBS
gewaschen und 60min bei 37°C mit X-Gal-Losung (4 mg/ml) inkubiert. Transfizierte Zellen
waren blau eingefarbt.

2.6.4 Retroviraler Gentransfer in NIH3T3-Fibroblasten

Zu Herstellung von stabil expremierenden NIH3T3-Zellinien wurden PhonixE-Zellen auf 10
cm Kulturschalen ausgesdht und mit der zu expremierenden ¢cDNA im retroviralen
Expressionsvektor pLXSN nach der Kalziumphosphat-Methode transfiziert. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen i.N. mit 5Sml Medium zum Sammeln des Virusiiberstandes
kultiviert und das Medium anschlieBend durch einen 0,45 pm Filter sterilfiltriert und ggf. bei
—20°C eingefroren. Zur Infektion von NIH3T3-Fibroblasten wurden diese mit 200 000
Zellen/Schale auf 6 cm Kulturschalen ausgesdt. 3ml des gesammelten Virusiiberstandes der
transfizierten PhonixE-Zellen oder Uberstinde von stabil expremierenden GPE-Zellinien
wurden auf die NIH3T3-Zellen gebracht und die Ansétze in Gegenwart von 8 pg/ml Polybren
bei 37°C 4-16 h inkubiert. Bei Mehrfachinfektionen wurde dreimal 4 h lang infiziert. Zur
Herstellung stabiler Zellinien wurden die Zellen in Selektionsmedium kultiviert. Die
Selektion von infizierten Zellen erfolgte mit Geneticin (G418), einem Aminoglykosid-
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Antibiotikum (3-Desoxystreptamin), das am 80S Ribosom wirkt und die eukaryontische
Proteinbiosynthese blockiert. G418 wird durch die bakterielle Phosphotransferase APH(3)II,
die von einem Gen im Transposon Tn5 (Neo-Resistenzgen) kodiert wird, inaktiviert. Zellen
ohne Neo-Resistenzgen starben innerhalb weniger Tage ab.

2.6.5 Radioaktive Markierung von Zellen

2.6.5.1 Markierung von Proteinen mit [**S]-L-Methionin

Zur radioaktiven Methioninmarkierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und ii.N. mit
40 pnCi/ml [**S]-L-Methionin in methioninfreiem DMEM inkubiert. Dabei wurde in alle neu
synthetisierten Proteine das radiaktiv markierte [*>S]-L-Methionin eingebaut.

2.6.5.2 Nachweis der in vivo Phosphorylierung der PTPRR durch PKA iiber [**P]-
Orthophosphat-Markierung

Um die in vivo Phosphorylierung der PTPRR durch PKA nachzuweisen, wurden COS7-
Zellen in 6-Loch-Schalen mit je 0,5ug HA-PTPRRcyto und der katalytischen a-Untereinheit
der PKA (PKAc,) im Expressionsvektor pRKS5 transient kotransfiziert. Die zelluldren
Phosphatgruppen wurden durch die Zugabe von 100uCi/Loch [**P]-Orthophosphat zum
ansonsten phosphatfreien Wachstumsmedium radioaktiv markiert (4h vor Stimulation). Vor
der Lyse wurden die Zellen 30min mit 40uM Forskolin, welches die cAMP-Synthese
stimuliert, in Gegenwart von 0,5M IBMX, einem Phosphodiesterase-Inhibitor, stimuliert.
PTPRR wurde aus den Lysaten mit einem Anti-HA-Antikorper immunprézipitiert und die
Phosphorylierung nach Auftrennung mit 10%iger SDS-PAGE und Transfer auf
Nitrozellulosemembran {iber Autoradiographie sichtbar gemacht.

2.7 Proteinanalytische Methoden

2.7.1 Expression und Aufreinigung von Glutathion-S-Transferase (GST)-
Fusionsproteinen

Mit Hilfe von GST-Fusionsvektoren konnen bakterielle Systeme genutzt werden um
eukaryontische Proteine als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST) zu
expremieren. Oft sind solche Fusionsproteine wasserloslich und konnen nach Lyse der
Bakterienzellen tber Affinitdtschromatographie mit Glutathion-Sepharose (Pharmacia,
Freiburg) gereinigt werden.

2.7.1.1 Expression von GST-Fusionsproteinen in E.coli XL-1 Blue-Zellen

E.coli XL-1 Blue-Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmid-DNAs (pGEX+Insert) mit
der KCM-Methode transformiert (siehe 2.5.6) und auf LB-Né&hrboden mit 50pug/ml Ampicillin
ausplattiert. Je 1 L LB-Medium mit 50pg/ml Ampicillin wurde mit einer Kolonie inokuliert
und die Proteinsynthese i.N. mit 0,1mM IPTG bei RT induziert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 5 000 G geerntet, in PBS mit 0,5mM EDTA, 1lmM PMSF, 0,5mM DTT
und 10,0 pug/ml Aprotinin resuspendiert und mit Ultraschall lysiert.
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2.7.1.2 Affinitatschromatographie mit Glutathion-Sepharose

Zur Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurden die gekldrten Lysate mit Triton X-100
(Endkonzentration 1% v/v) versetzt und mit 1ml Glutathion-Sepharose 16h bei 4°C unter
leichtem Riihren inkubiert, um die Fusionsproteine an die Glutathion-Sepharose zu binden.
AnschlieBend wurde die Glutathion-Sepharose in eine Chromatographie-sdule (BioRad,
Miinchen) iiberfiihrt und dreimal mit 10ml kaltem PBS gewaschen. Eluiert wurde mit 10ml
Elutionspuffer (15mM reduziertes Glutathion, S0mM Tris/HCI, pH 8,0) bei RT in Iml-
Fraktionen. Zur Kontrolle wurden 20 ul aus allen Fraktionen entnommen und mit 20 ul 3 x
Lammli-Puffer versetzt. AnschlieBend wurden alle Proben mit SDS-PAGE aufgetrennt und
analysiert.

2.7.2 Triton X100-Lyse von Zellen

Zur spezifischen Aufreinigung von Proteinen wurden die Zellen mit Hilfe des Detergenz
Triton X-100 lysiert. Bei dieser Lyse werden die Zellmembranen aufgeldst, wéhrend der
Zellkern und die iibrigen Zellkompartimente intakt bleiben und durch Zentrifugation
abgetrennt werden konnen. Die Zellen wurden vor der Lyse mit eiskaltem PBS gewaschen
und auf Eis mit einem entsprechenden Volumen Lysepuffer (S0mM Hepes pH 7,5, 150mM
NaCl, 10% Glyzerin, 5SmM EDTA pH 8,0, 1% Triton X-100), das sich nach der Grof3e der
Zellkulturschale richtete, lysiert. Unmittelbar vor der Lyse wurden 10,0 pg/ml Aprotinin,
ImM PMSF, 100mM Natriumfluorid, 20mM Natriumpyrophosphat und 2mM Natrium-
orthovanadat (pH 10) zugegeben. Nach 5-10min auf Eis wurden die Zellysate in ein 1,5ml-
Eppendorf-Reaktionsgefdle tliberfiihrt. Nach Zentrifugation (10min, 13.000 rpm, 4°C) zum
Abtrennen unldslicher Zellbestandteile wie Zellkerne und Zytoskelett wurde der Uberstand,
der alle zytoplasmatischen und membranstindigen Proteine enthielt, in ein frisches
Eppendorf-ReaktionsgefdB  iiberfiihrt. Der  Uberstand  wurde  entweder  einer
Immunprézipitation unterzogen oder als Gesamtzellysat weiterverarbeitet.

2.7.3 Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurde der ,,Micro BCA Protein Assay Kit” nach Angaben des
Herstellers verwendet. Diese Methode der Proteinbestimmung wird nicht durch Detergentien,
wie sie bei der Lyse von Zellen eingesetzt werden, gestort und ist in Mikrotiterplatten
durchfiihrbar. Als Standard wurde eine Konzentrationsreihe von Rinderserumalbumin (100-
2000ug Protein/ml) eingesetzt.

2.7.4 Immunprizipitation von Proteinen

Zur Anreicherung eines bestimmten Proteins aus Zellysat dienen spezifische, an Protein A-
und/oder Protein G-Sepharose gekoppelte Antikorper, mit denen eine sog.
Immunprézipitation durchgefiihrt werden kann.

Protein A und Protein G sind Membranproteine des Bakteriums Staphylococcus aureus, die
spezifisch an den Fc-Teil einer Reihe von Immunglobulinen binden. Durch die Bindung des
Antikorpers an die Protein A-/G-Sepharose wird die Isolierung des Immunkomplexes aus
Antikorper und Protein erleichtert (Chenais et al., 1977). Zur Immunprézipitation wurden je
30ul Protein A-/G-Sepharose und 1-5ug monoklonaler Antikdrper oder 3-10ul polyklonaler
Antikorper zu den mit dem gleichen Volumen HNTG-Puffer (50mM Hepes; pH 7,5; 150mM
NaCl; 10% Glyzerin; SmM EDTA; pH 8,0; 0,1% Triton X-100) versetzten Zellysaten
gegeben und 2-3 h bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Die Ansdtze wurden bei 6.500 rpm
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abzentrifugiert und die Uberstinde vorsichtig mit einer ausgezogenen Pasteurpipette
abgenommen. AnschlieBend wurden die Immunprézipitate dreimal mit HNTG-Puffer
gewaschen und in 50ul 2x Lammli-Puffer aufgenommen. Vor dem Auftragen auf ein SDS-
PAGE Gel wurden die Proben 3min bei 100°C gekocht, um den Immunkomplex von der
Protein A-/G-Sepharose zu 16sen.
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2.7.5 Prizipitation von Zellysyten mit GST-Fusionsproteinen

Zusammen mit GST(Gluthathion-S-Transferase)-Fusionsproteinen kann man assoziierte
Bindungspartner aus Zellysaten féllen. Dabei nutzt man die Eigenschaft der GST, mit hoher
Affinitét an kovalent mit Sepharose gekoppeltes Glutathion zu binden.

Zur Prizipitation wurden je 30ul Protein GSH-Sepharose und 1-5 ng GST-Fusionsprotein zu
den mit dem gleichen Volumen HNTG-Puffer (50mM Hepes, pH 7,5, 150mM NaCl, 10%
Glyzerin, 5SmM EDTA, pH 8,0, 0,1% Triton X-100) versetzten Zellysaten gegeben und 2-3 h
bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Die Ansétze wurden bei 6.500 rpm abzentrifugiert und die
Uberstinde vorsichtig mit einer ausgezogenen Pasteurpipette abgenommen. AnschlieBend
wurden die Immunprézipitate dreimal mit HNTG-Puffer gewaschen und in 50ul 2x Lammli-
Puffer aufgenommen. Vor dem Auftragen auf ein SDS-PAGE Gel wurden die Proben 3min
bei 100°C gekocht, um den Immunkomplex von der Protein A-/G-Sepharose zu l9sen.

2.7.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Gele ermoglichen die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
(Ldmmli, 1970). Durch das Detergenz SDS werden die Proteine unter Aufhebung ihrer
Sekundérstruktur komplexiert, d.h. Konformationseffekte werden dadurch weitgehend
aufgehoben. Zugleich erhalten die Proteine eine negative Ladung, so dal3 ihre Wanderung im
Gel vorwiegend von ihrem Molekulargewicht bestimmt wird und nicht von ihrer
Aminosdurezusammensetzung bzw. ihrer Eigenladung. Abhédngig vom Molekulargewicht der
aufzutrennenden Proteine wurden 7-15%ige SDS-Polyacrylamidgele gegossen. Auf die
Trenngele wurden im AnschluB3 4%ige Sammelgele gegossen. Die SDS-Gelelektrophorese
wurde wie von Sambrook (1990) beschrieben durchgefiihrt. Die Gele wurden entweder mit
Coomassie (G250 gefarbt oder die Proteine wurden auf Nitrozellulose transferiert. Als
Molekulargewichtsstandard bei der Gelelektrophorese wurde folgendes Proteingemisch
verwendet:

Protein: MG (in kD): Protein: MG (in kD):
Myosin 205,0 Ovalbumin 42,7
b-Galaktosidase 116,25 Carboanhydrase 29,0
Phosphorylase b 97,4 Trypsin-Inhibitor 21,5
BSA 66,2 Lysozym 14,4

2.7.7 Féarben und Fixieren von Polyacrylamidgelen

Die Gele wurden mit Coomassie-Losung (1% Coomassie G250, 10% Essigsdure, 40%
Methanol) Smin gefarbt und dann mit 40% Methanol, 10% Essigsdure entfarbt. Anschlieend
wurden die Gele auf 3MM Whatman-Papier bei 80°C unter Vakuum getrocknet. Falls die
aufgetrennten Proteine radioaktiv markiert waren, wurden die getrockneten Gele auf einen
Rontgenfilm aufgelegt und abhédngig von der Signalstdrke 12 h bis 1 Woche exponiert.



2 MATERIAL UND METHODEN 39

2.7.8 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembran

Um Proteine fiir die Immundetektion aufzubereiten, wurden diese nach der Gelelektrophorese
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (Gershoni und Palade, 1983). Der Transfer
erfolgte mit Transblot-SD Puffer 2 h bei 0,8 mA/cm® Nitrozellulosemembran auf einer
Halbtrocken-Blotapparatur. Nach dem Transfer wurden die Proteine mit Ponceau S (2 g/l in
2% TCA) geférbt, die Banden des Molekulargewichtsstandards markiert und die Membran
mit NET-Gelatine entfarbt.

2.7.9 Immundetektion (Immunblot-Analyse)

Bei der Immundetektion wurden die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten Proteine
mit einem antikorpergekoppelten Detektionsverfahren nachgewiesen. Das Prinzip dieser
Methode basiert darauf, dal in einem ersten Schritt die spezifischen Antikérper die
immobilisierten Antigene auf der Nitrozellulose erkennen, wihrend im zweiten Schritt diese
ithrerseits durch Antikorper erkannt werden, an die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist.
Durch diese enzymatische Aktivitdt werden schlieBlich die Antigenbanden detektiert. Die
Detektion erfolgte mit dem ,,ECL-Kit” der Firma NEN.

Um die unspezifische Bindung von Antikérpern an die Nitrozellulosemembran zu verhindern,
wurde diese 1 h mit 0,25% Gelatine in 1x NET inkubiert. Zur Detektion der Proteine in der
Immundetektion wurden sowohl monoklonale als auch polyklonale Antikdrper verwendet.
Soweit die Konzentration bekannt war, wurden die Antikorperlosungen auf 1 pg/ml in NET,
0.25% Gelatine eingestellt, ansonsten wurden die Antikdrper 1:500 bzw. 1:1.000 in NET,
0,25% Gelatine verdiinnt. Die Membran wurde 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C mit der
Antikorperlosung inkubiert, danach viermal 15min mit 0,25% Gelatine in 1x NET gewaschen.
AnschlieBend wurde die Membran 60-90min bei RT mit dem zweiten Antikorper in 0,25%
Gelatine in NET inkubiert. Als sekundire Antikdrper wurden Peroxidase-gekoppelte
speziesspezifische Antikorper verwendet. Vor der Detektion mit dem ECL-Kit (NEN) wurde
die Membran erneut viermal 15min mit 0,25% Gelatine in 1x NET gewaschen. Zur Detektion
wurde der Filter 1min in einer 1:1 Mischung aus ECL Reagenz 1 und 2 inkubiert.
Anschlieend wurde der Blot mit Zellophan luftblasenfrei abgedeckt und auf einem
Rontgenfilm exponiert.

Sollte dieselbe Membran ein weiteres Mal benutzt werden, wurden die gebundenen
Antikorper durch zweistiindige Inkubation in einer spezifischen Lésung (62,5mM Tris/HCI
pH 6,8; 100mM B-Mercaptoethanol; 2% SDS) bei 50°C abgelost.

2.79.1 In vitro Phosphatasetest

Fiir die in vitro Phosphatasetests wurden die nach Immunpréazipitation erhaltenen Prézipitate
einmal mit Phosphatase-Reaktionspuffer (25mM HEPES, pH7,3; 5SmM EDTA; 10mM DTT)
gewaschen und mit steigenden Mengen GST PTPRR 230-632 in 20ul Phosphatase-
Reaktionspuffer 15min bei RT unter konstantem Schiitteln inkubiert. Als Kontrolle wurde
1,25 ng GST eingesetzt. Die Dephosphorylierungsreaktion wurde nach 15min durch Zugabe
von Liammli-Puffer abgebrochen und die Prézipitate iiber 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt,
auf  Nitrozellulosemembran transferiert und mit Anti-Phosphotyrosin-Antikorper
immundetektiert. Nach Ablosen des Anti-Phosphotyrosin-Antikdrpers wurden die Proben mit
Anti-ERK-Antikorper getestet.
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2.7.9.2 Substratbindungstest von Hitzeschockproteinen

Die Bindung von Hitzeschockproteinen der HSP70-Familie an Substrate ist ATP-abhéngig. In
Gegenwart von ATP wird mit Hilfe von kleineren HSPen ein Kreislauf von Assoziation und
Dissoziation der Substrate in Gang gesetzt, so dall einzelne Komponenten aus diesem
Komplex herausgelost werden kénnen (Burston und Clarke, 1995; Hartl, 1991). Um zu
bestimmen, ob PTPRR ein Substrat des HSC70 und GRP78 ist, wurde die Abhingigkeit der
Bindung von ATP, welches HSP-Substrat-Komplexe destabilisiert, und dem
nichthydrolysierbaren ATP-Analogon ATP-y-S, das zur Stabilisierung dieser Komplexe
beitrdgt, untersucht. Dazu wurden Rat-1-Lysate mit je 1ug GST-PTPRR 230-338 oder GST
als Kontrolle gefallt und die Prézipitate in HSP-Testpuffer (SmM MgCl, in PBS) ohne ATP,
mit SmM ATP oder mit SmM ATP-y-S 10min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben dreimal mit je 1ml HNTG gewaschen, tiber 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem Anti-HSC70-Antikorper analysiert. Nach
Abldsen des Anti-HSC70-Antikorpers wurde mit einem Anti-GST-Antikorper getestet.

2.8 Zellbiochemische und -biologische Untersuchungen

2.8.1 Stimulation von Zellen

Durch Stimulation sollte die Aktivierung von unterschiedlichen Signaltransduktionswegen in
Zellen untersucht werden. Dazu wurden die Zellen nach dem Aussdhen auf Kulturschalen
geeigneter Grofe 18 bis 24 h in serumfreiem Medium gehungert. Unmittelbar vor der Lyse
wurden die Zellen mit verschiedenen Wachstumsfaktoren, Liganden G Protein-gekoppelter
Rezeptoren oder anderen Substanzen stimuliert. Nach der Zellyse wurde das zu untersuchende
Protein aus den Lysaten durch Immunprizipitation isoliert, durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern im Immunblot
analysiert.

2.8.2 Immunfluoreszenz

Die zu untersuchenden Zellen wurden auf mit Polylysin beschichteten Deckgldsern kultiviert.
Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, bei 4°C
30min mit 2% Formaldehyd, 0,125 M Sucrose in PBS und 10min mit 1% Formaldehyd in
PBS bei RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die fixierten Zellen mit
0,5% Saponin in PBS 10min lang permeabilisiert, einmal mit PBS gewaschen und 10min in
10mM Glycin und 0,1% Borhydrid in PBS inkubiert, um die Autofluoreszenz des
Formaldehyds zu blocken. Die Zellen wurden anschlieend einmal mit PBS gewaschen,
60min mit PBG (0,5%BSA, 0,045% Fisch-Gelatine und 10% Ziegenserum in PBS) gegen
unspezifische Antikorperbindung blockiert und mit dem primédren Antikorper (Anti-PTPRR
428) in einer Verdiinnung von 1:200 in PBG ii.N. bei 4°C inkubiert. Zur Markierung der
Zellkerne wurden die Zellen 15min mit dem DNA-Farbstoff Bisbenzimid (0,1 mg/ml in PBG)
bei 37°C angeférbt. Nichtgebundener Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBG
entfernt (30min), anschlieBend wurde mit dem sekundidren Antikorper (FITC-konjugierter
Esel anti-Kaninchen-Antikorper 1gG (H+L), Dianova, Hamburg) 2h bei RT inkubiert und
dreimal mit PBG, drei weitere Male mit PBS und einmal mit H,O gewaschen. Die Deckglaser
wurden mit Dasca versetzt, umgekehrt auf Objekttriager gelegt und die angefarbten Zellen mit
einem Zeiss-Axiovert S100 Mikroskop und der Software Openlab 2.1 analysiert.



2 MATERIAL UND METHODEN 41

2.8.3 Untersuchung der Proliferation stabil mit PTPRR infizierter
NIH3T3-Zellen

Um die Auswirkungen der unterschiedlichen PTPRR Konstrukte auf das Wachstum von
NIH3T3 Zellen zu untersuchen, wurden 140 000 stabil mit verschiedenen PTPRR-
Konstrukten infizierte Zellen/Loch auf 6-Loch Schalen ausgesdht. 12h spiter wurde das
Medium gewechselt und durch serumfreies Medium oder Medium mit Sng/ml PDGF ersetzt.
Nach 60h wurde das Medium abgesaugt und die Zellen durch Trypsinierung mit 1ml frischem
Medium von den Schalen geldst. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Coulter Counters ZM
(Coulter Electronics, Krefeld) bestimmt.

2.8.4 Photometrische Bestimmung von lebenden Zellen (MTT-Assay)

Zur Bestimmung der adhirierten lebenden Zellen wurde die von Mosmann (1983)
beschriebene Methode fiir Zellen des Immunsystemes auf adhdrente Zellen iibertragen. Der
Test miflt die Aktivitdt eines mitochondrialen Enzyms und reflektiert daher die Gesamtmenge
der lebenden Zellen. Das Substrat MTT (Thiazolblau; 3-(Dimethylthiazolyl-2yl)-2,5-
Diphenyltetrazolbromid) dringt in die Zellen ein und wird durch Aufbrechen des
Tetrazolringes von den Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien in ein alkoholldsliches
Formazanprodukt umgesetzt, dessen Konzentration photometrisch bestimmt werden kann.
Zum Test wurden die adhérierten Zellen mit einer MTT/PBS-Losung (2,5 mg/ml) versetzt, so
daf} die MTT-Konzentration 0,6 mg/ml betrug, und 3h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
durch Zugabe von 1,5ml Isopropanol/0,04 N HCI lysiert und der Formazanfarbstoff gelost.
Die Messung des gelosten Farbstoffes erfolgte bei 570 nm (ODs7) gegen eine
Referenzwellenldnge von 690 nm (ODgoy).

2.8.5 Transkriptionsaktivierungs-Experimente (Reporter-Assay)

HEK293-Zellen wurden in 6-Loch-Schalen mit Spug pSREwt-Luc Reporterplasmid, 50pg
pCMVBGal zur Normalisierung der Ansidtze und 100ug pRKS-PTPRRcyto WT, pRKS-
PTPRR FL WT, pRK5-PTPRR FL CS oder Leervektor kotransfiziert. 24h nach Transfektion
wurden die Zellen in Luziferase-Lysepuffer (100mM Kaliumphosphat, pH 7,8; ImM DTT;
1%Triton X-100) lysiert und die Lysate durch Zentrifugation gekldrt. Die
Luziferaseaktivititsmessungen wurden in Luziferase-MeBpuffer (25mM Glyzylglyzin, pH
7,8; 15mM MgSOy4; SmM ATP mit 15ug D-(-) Luziferin pro Probe) und die B-Galaktosidase-
Aktivitdtsmessungen wurden mit dem Galacton/Emerald-System (Applied Biosystems, Foster
City, USA) in einem MicromatPlus Luminometer (Berthold Technologie GmbH, Bad
Wildbach) durchgefiihrt. Die Luziferaseaktivititen wurden mit den -Galaktosidaseaktivititen
normalisiert.

2.8.6 Migrationstest

Die Zellen wurden auf 6-cm-Schalen mit je 300 000 Zellen ausgeséht. Nach Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen mit Hilfe einer Rasierklinge von einer geraden Linie ausgehend
von den Schalen abgelost, zweimal mit Medium gewaschen und mit DME-Medium mit 4%
FCS bedeckt. 24h nach dem Abldsen wurde die Wanderung der Zellen in den freigelegten
Bereich mit Hilfe eines Axiovert S100 Mikroskops der Firma Zeiss und Videoauswertung mit
der Software OpenLab 2.1 dokumentiert.
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2.8.7 Focusbildungstest

Stabil infizierte NIH3T3-Fibroblasten wurden mit 275 000 Zellen pro Schale auf 6¢cm-
Schalen ausgesiht und mit den von den GPE-Zellen sezernierten retroviralen Uberstinden mit
v-Ki-Ras, Her2, v-ErbB und v-Fms infiziert (siehe 2.6.4). Das DME-Medium mit 4% FCS
wurde alle 2 Tage ausgetauscht. Nach 10 Tagen wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Zellen mit Kristallviolett-Féarbelosung (0,5% Kristallviolett in 20%Methanol) fixiert und
angefarbt. Nach dreimaligem Waschen mit H,O wurden die Foci per Hand ausgezéhlt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Verbreitung und Vorkommen

3.1.1 Expressionsmuster der PTPRR in verschiedenen Zellinien und
Geweben

Zu Beginn dieser Arbeit lagen Daten zur Expression der PTPRR auf mRNA-Ebene aus
Geweben der Maus vor, die ein Vorkommen der PTPRR iiberwiegend in neuronalen Zellen
zeigten, sowie auf Proteinebene aus PC-12-Zellen und in vitro Translationsexperimenten
(Shiozuka ef al, 1995; Sharma und Lombroso, 1995; Ogata ef al, 1995; Hendriks et al, 1995).
Zum Vorkommen der PTPRR in humanen Zellen gab es erste Hinweise aus mRNA-
Priparationen verschiedener Tumorzellinien (P. Knyazev, personliche Mitteilung). Um
Einsicht in die Bedeutung der hPTPRR bei der Tumorentstehung zu erlangen, wurde
aufbauend auf diese ersten Daten die Expression der PTPRR sowohl in Tumorzellinien und
verschiedenen Tumorgeweben als auch in nichttransformierten Zellinien und Geweben auf

Protein- und mRNA-Ebene untersucht.
3.1.1.1 Expression der PTPRR auf mRNA-Ebene

Zur Untersuchung der Bedeutung der hPTPRR bei der Tumorentstehung wurde das
Expressionsniveau der hPTPRR in Zellinien aus nichttransformierten Geweben mit dem in
Tumorzellinien sowie der Expressionslevel in Tumorgeweben mit dem im umgebenden,
gesunden Gewebe verglichen. Als Nachweismethode wurde RT-PCR (Reverse-
Transkription/Polymerase-Kettenreaktion) mit anschlieBender Quantifizierung des Produktes
tiber Fluoreszenzmessung in einem LightCycler gewdhlt, da diese Technik eine exakte
Quantifizierung der mRNA-Menge ermoglicht und iiber einen besonders groen dynamischen
Bereich verfiigt. Ein weiterer Vorteil ist die hohe Nachweisempfindlichkeit, da die absoluten
Transkriptmengen vieler PTPasen sehr gering sind und aus den Tumorproben nur geringe
mRNA-Mengen zur Verfligung standen. Fiir die Amplifikation der cDNA wurden zwei
Primer eingesetzt, welche die katalytische Doméne der humanen PTPRR flankieren, die in
sechs von sieben aus RT-PCR-Experimenten bekannten Isoformen vorkommt, und sich iiber
mehrere Exons erstreckt (Augustine et al, 2000; GenBank-Nummer NM 002849). Die
Messungen wurden mit der mRNA des konstitutiv exprimierte ,,Haushaltsgen* Zyklophilin A
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normalisiert (Hager et al, 1999; Traish et al, 2000). Die Detektion des PCR-Produktes
erfolgte liber die Messung der Fluoreszenz eines Farbstoffes, der bei Anlagerung an

doppelstringige DNA seine Fluoreszenzeigenschaften veriandert.
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Abb. 4: Expression der hPTPRR-mRNA in Zellinien, Tumorzellinien, gesundem Gewebe und Tumor-
gewebe

Zytoplasmatische gesamt-RNA wurde préapariert, mit DNAsel verdaut, um MeBfehler bei der RT-PCR durch
Verunreinigung mit genomischer DNA auszuschliefen, und mit Reverser Transkriptase in cDNA {ibersetzt. Je
0,2 pl cDNA (entspricht 150ng gesamt-RNA) aus den RT-Ansédtzen wurden in der Amplifikationsreaktion
eingesetzt. Die Normalisierung erfolgte tiber das ,,Haushaltsgen Zyklophilin A. Im Diagramm ist das Verhéltnis
der normalisierten Expression der hPTPRR in den getesteten Zellinien und Gewebeproben zum Durchschnitt
wiedergegeben. Nichttransformierte Zellinien und Gewebe sind schwarz hervorgehoben, transformierte weif3. 1-
3 sind nichttransformierte Zellinien, 7-12 transformierte Zellinien, 4 und 13 bzw. 5 und 14 sind Paare aus
gesundem Gewebe und Tumorgewebe von jeweils demselben Patienten. 1: MCF 10A, 2: HBL-100, 3: AC751,
4: Gewebe 991N, 5: Gewebe 339N, 6: MDA-MB-231; 7: MDA-MB-415; 8: BT483, 9: BT549, 10: MCF-7,
11:SW948, 12: SK-N-SH, 13: Gewebe 991T, 14: Gewebe 3640T.

Dabei konnte gezeigt werden, da3 das Vorkommen der hPTPRR-mRNA in Tumorzellinien

im Durchschnitt deutlich iber dem Vorkommen in Zellen aus nichttransformiertem Gewebe
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liegt (Abb. 4, 1-3 und 6-12). Ahnlich verhilt es sich in den cDNA-Paaren aus Tumorgewebe
und umgebenden gesunden Gewebe: Im Tumorgewebe ist die Expression gegeniiber dem

gesunden Gewebe erhoht (Abb. 4, 4+5 und 13+14).
3.1.1.2  Expression der PTPRR auf Proteinebene

In verschiedenen Tumorzellinien war vor Beginn dieser Arbeit iiber Northern-Blots ein
komplexes Muster aus Transkripten der PTPRR unterschiedlicher Lange nachgewiesen
worden, was ein Hinweis auf die potentielle Existenz verschiedener Isoformen der PTPRR

war (P. Knyazev, personliche Mitteilung). Um diese Daten zu {liberpriifen und das
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Abb. 5: Expression der hPTPRR in verschiedenen Zellinien auf Proteinebene

Je 1mg Lysat wurde mit 0,5ug Anti-PTPRR(BR7.2)-Antikorper immunprézipitiert, tiber 7,5-12,5%ige SDS-
PAGE aufgetrennt und nach Transfer auf Nitrozellulosemembran mit einem Anti-PTPRR(ECPTP)-Antikorper
auf Expression der hPTPRR getestet. Als Positivkontrolle wurden HEK293-Zellen mit hPTPRR transfiziert und
mit Anti-BR7.2-Antikérper immunprézipitiert bzw. diese Lysate unbehandelt zusammen mit den iibrigen Proben
auf das SDS-Gel aufgetragen. Die vom Antikdrper erkannten Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Das
Molekulargewicht ist am linken Rand in kDa eingezeichnet.
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Vorkommen moglicher Isoformen der PTPRR nachzuweisen, wurde die Expression der
PTPRR auf Proteinebene in einer Reihe humaner Zellinien untersucht. Hierzu wurde ein
monoklonaler Antikdrper fiir die Immunprézipitation verwendet, der gegen die
zytoplasmatische Domidne der PTPRR aus der Ratte generiert worden war und dessen
Affinitdt zur humanen Form vor Beginn der Experimente getestet wurde (Daten nicht
gezeigt). Bei der Immundetektion der Banden der hPTPRR wurde zur Unterdriickung
unspezifischer Signale ein anderer, polyklonaler Antikorper, Anti-ECPTP, eingesetzt, der
gegen die zytoplasmatische Domine der humanen PTPRR gerichtet ist. Dabei wurde in
Lysaten aus MDA-MB-231-, MDA-MB-415-, SW948-, CaOv3-, OvCar3-, F-9- und
HEK?293-Zellen eine Bande bei 75kDa detektiert, deren GroBle dem theoretischen
Molekulargewicht der langsten aus RT-PCR-Experimenten bekannten Spleiiform entspricht
(Augustine et al, 2000). Weitere Banden wurden in Lysaten von MDA-MB-415-Zellen bei
71kDa und in Lysaten von SK-N-SH- und DANG-Zellen bei 64kDa nachgewiesen. Zudem
erkannte der Antikorper in MDA-MB-415-, SK-N-SH-, DANG-, SW948-, CaOv3- und
OvCar3-Lysaten eine Bande bei 46kDa (Abb. 5).

3.1.2 Intrazellulare Lokalisation

Die subzelluldre Lokalisation an der Signaltransduktion beteiligter Molekiile ist oft wichtig
fiir deren Funktion. Um die zelluldre Verteilung der PTPRR zu bestimmen, wurden PTPRR
expremierende Zellen iiber Immunfluoreszenz analysiert. Dazu wurden die Zellen fixiert, ihre
Membran permeabilisiert und PTPRR mit Anti-PTP-SL-Antikorper markiert. Die Verteilung
der PTPRR-Antikorperkomplexe innerhalb der Zellen wurde mit einem sekundéren
Antikorper sichtbar gemacht, an den ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Fiir die
Bestimmung der Lokalisation der endogenen PTPRR wurden PC-12-, SK-N-SH- und
SW948-Zellen verwendet, von denen bekannt war, dal sie PTPRR expremieren (3.1.1 und
Shiozuka et al, 1995). Um die verschiedenen Isoformen zu unterscheiden, wurden COS7-
Zellen transient mit den durch alternatives Spleilen erzeugten Isoformen PTPRRcyto und
PTPRR TM transfiziert, bevor diese iiber Immunfluoreszenz analysiert wurden. Bei PC-12,
SK-N-SH- und SW948-Zellen ist die PTPRR ausschlieBlich im Zytoplasma, nicht jedoch im
Zellkern lokalisiert; bei PC-12- und SK-N-SH- Zellen sieht man eine verstarkte Lokalisation
in der perinukledren Region (Abb. 6A). In COS7-Zellen wird die PTPRRcyto-Isoform im
gesamten Zytoplasma in einer Zytoskelett-dhnlichen Strukturierung exprimiert. PTPRR T™M

kommt hauptsédchlich in der perinukledren Region mit Konzentrationen an diskreten Punkten
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vor. Bei beiden Isoformen konnte keine Expression im Kern nachgewiesen werden (Abb. 6B).
Das Vorhandensein der PTPRR in den Zellysaten wurde im Western-Blot bestdtigt (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 6: Lokalisation der PTPRR in Zellen mit endogener und exogener Expression

A: PC-12- (obere Felder), SK-N-SH- (mittlere Felder) und SW948-Zellen (untere Felder) wurden auf
Deckglasern fixiert, permeabilisiert und mit Anti-PTP-SL-Antiserum (linke Felder) bzw. Prdimmunserum
(rechte Felder) inkubiert. Der Anti-PTP-SL-Antikdrper wurde mit einem sekundéren Anti-Kaninchen-Antikérper
sichtbar gemacht, an den der griin fluoreszierende Farbstoff FITC gekoppelt war. Die Zellkerne wurden mit dem
blau fluoreszierenden Farbstoff Bisbenzimid gegengefarbt. B: COS7-Zellen wurden mit dem Leervektor (oberes
Feld), PTPRRcyto (mittleres Feld) oder PTPRR TM (unteres Feld) im Expressionsvektor pRKS5 transient
transfiziert, auf Deckglidsern fixiert und permeabilisiert und mit Anti-PTP-SL-Antiserum inkubiert. Der Anti-
PTP-SL-Antikdrper wurde mit einem sekunddren Anti-Kaninchen-Antikérper, der mit dem FITC-
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war, sichtbar gemacht. T = transfizierte Zelle, N = nichttransfizierte Zelle.

3.2 Assoziierte Proteine und Substrate

Ziel der folgenden Experimente war, mdgliche Bindungspartner und Substrate der PTPRR zu

identifizieren.

3.2.1 Proteine mit 42-44 und 70-78 kDa assoziieren mit PTPRR in vitro

Um Proteine zu finden, die mit PTPRR in vitro assoziieren, wurden GST (Glutathion-S-
Transferase)-Fusionsproteine mit der gesamten zytoplasmatischen Region der mPTPRR oder
mit Teilbereichen davon als Affinitdtsreagenzien verwendet. Rat-1-Fibroblasten wurden in
mit [*°S]-Methionin radioaktiv markiert. Die Lysate wurden mit GST-mPTPRR 230-371,
GST-mPTPRR 230-632, GST-mPTPRR 372-632 [die Numerierung der Aminosiuren
entspricht der von Ogata et al, 1995], oder GST prézipitiert, die Prézipitate in einem 7,5-
12,5%igen SDS-PA-Gel aufgetrennt und iiber Autoradiographie nachgewiesen (Abb. 7B,
Spuren 1-4). Von denjenigen GST-Fusionsproteinen, welche die Juxtamembranregion der
PTPRR enthalten (GST-mPTPRR 230-371 und GST-mPTPRR 230-632) wurden zwei
Proteingruppen mit 70-78 kDa und 42-44 kDa gefallt (Abb. 7B, Spuren 2 und 3), nicht jedoch
von GST alleine oder von einem GST-Fusionsprotein mit der katalytischen Doméane [GST-
mPTPRR 372-632] (Abb. 7B, Spuren 1 und 4). Ahnliche Resultate wurden auch mit der
Pheochromocytoma-Zellinie PC-12 aus der Ratte und der humanen embryonalen
Nierenzellinie HEK293 erzielt (Abb. 7B, Spuren 5-12), was darauf schlieBen ldsst, dal die
Expression der mit den GST-PTPRR-Fusionsproteinen assoziierten Proteine eine weite

Verbreitung aufweist.
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Abb. 7: Fillung von [**S]|Methionin-markierten Zellysaten mit GST-mPTPRR-Fusionsproteinen

A: Die zur Fillung eingesetzten GST-PTPRR-Fusionsproteine B: PC-12, Rat-1 und HEK293-Zellen wurden mit
[**S]Methionin markiert und lysiert. Die Lysate wurden mit je 1pug der verschiedenen GST-Fusionsproteine auf
Gluthation-Sepharose gefillt, die gewaschenen Prizipitate auf einem 8-12%igen SDS-PA-Gel unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und die Banden iiber Autoradiographie nachgewiesen.
Molekulargewichtsmarker sind am linken Rand in kDa eingezeichnet.
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Abb. 8: Fillung von [**S]Methionin-markierten PC-12-Lysaten mit GST-mPTPRR 230-632 nach
Stimulation mit FCS, Peroxovanadat, EGF, Sorbit, H,0,, KCI , LPA oder Bradykinin

PC-12-Zellen wurden mit [**S]Methionin markiert. Vor der Lyse wurden die Zellen 10 min mit 10% FCS, 10
min mit ImM Peroxovanadat, 5 min mit 50ng/ml EGF, 5 min mit 500 uM H,0,, 10 min mit 100mM KCl , 10
min mit 10uM LPA oder 10 min mit 2uM Bradykinin stimuliert. Die Lysate wurden mit je 1 pg GST-mPTPRR
230-632 gefillt. Die gewaschenen Prizipitate wurden auf einem 8-12%igen SDS-PAGE-Gel unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und die Banden iiber Autoradiographie nachgewiesen. Molekulargewichtsmarker sind
am linken Rand in kDa eingezeichnet.

Die Wechselwirkungen zwischen Molekiilen, die an der Signaltransduktion beteiligt sind,
werden héufig durch externe Stimuli reguliert. Um weitere mogliche Bindungspartner der
PTPRR zu finden und Hinweise auf die Regulation der Wechselwirkung der p42-44 und p70-
78 Proteine mit PTPRR zu erhalten, wurden [*°S]Methionin-markierte PC-12 Zellen vor der
Lyse mit Peroxovanadat, EGF (Epidermal Growth Factor), FCS (Fetal calf serum), H,O,,
KCl, LPA (Lysophosphatidylsdure) oder Bradykinin stimuliert, welche eine breite Reihe
verschiedener zelluldrer Signaltransduktionswege aktivieren. Die Lysate wurden mit dem
zytoplasmatischen Fusionsprotein der PTPRR (GST-mPTPRR 230-632) prézipitiert, die
Prazipitate auf einem 8-12%igen SDS-PA-Gel aufgetrennt und tiiber Autoradiographie

nachgewiesen (Abb. 8). Das Bandenmuster ldsst sich durch Stimulation kaum beeinflussen;
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lediglich nach Zugabe von H,O, nimmt die Assoziation der p44-Bande an GST-mPTPRR
230-632 ab und eine Bande bei 49kDa wird verstirkt. Dies macht eine konstitutive
Assoziation der p42-44 und p70-78 Proteine mit GST-PTPRR wahrscheinlich.

3.2.2 Die MAP-Kinasen ERK1 und ERK?2 sind Substrate der PTPRR

3.2.2.1 Die MAP-Kinasen ERK1 und ERK?2 binden an PTPRR in vitro

Die Substrate der PTPasen konnen, ebenso wie viele andere Bindungspartner,
tyrosinphosphoryliert werden. Um die mit GST-PTPRR assoziierten Proteine weiter zu
charakterisieren, wurden diese auf ihr Potential untersucht, tyrosinphosphoryliert zu werden.
Dazu wurden die Zellen vor der Lyse 15 min mit Pervanadat stimuliert, welches PTPasen
inhibiert und zu einem starken Anstieg der Tyrosinphosphorylierung zelluldrer Proteine fiihrt.
Anschliefend wurden die Lysate wie in 3.2.1 beschrieben mit GST-PTPRR 230-371, GST-
PTPRR 230-632 oder GST als Kontrolle gefillt, die Prézipitate iiber SDS-PAGE aufgetrennt
und nach Transfer auf Nitrozellulosemembran auf ihren Phosphotyrosingehalt getestet. Dabei
wurde mit GST-PTP 230-371 eine Doppelbande tyrosinphosphorylierter Proteine von 44 und
46 kDa prézipitiert (Abb. 9 oben). Mit GST-PTPRR 230-632 konnten dieselben Banden mit
wesentlich schwécherer Intensitdt prizipitiert werden (Bande mit 46 kDa nach ldngerer
Exposition sichtbar; Daten nicht gezeigt), was vermutlich nicht nur an einer schwéchere
Bindung, sondern auch an einer partielle Dephosphorylierung durch die Phosphataseaktivitat
der GST-PTPRR 230-632 trotz Gegenwart von Inhibitoren im Lysepuffer liegt. Durch
Phosphorylierung wird die Mobilitdt der Proteine in der SDS-PAGE in der Regel geringfligig
vermindert, so dal ein scheinbar hoheres Molekulargewicht detektiert wird. Aufgrund dieses
Effektes wurde davon ausgegangen dafl die Grofen der tyrosinphosphorylierten Banden von
44 und 46 kDa identisch waren mit denen der Banden p42-44 aus den [*S]Methionin-
markierten Zellysaten.

Die Tyrosinphosphorylierung der Proteine p42-44 und ihr Auftreten als Doppelbande mit
GroBen von 42 und 44 kDa gaben Anla3 zur Vermutung, daf3 es sich bei diesen Proteinen um
die MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 handelt. Dies wurde dadurch bestitigt, da3 die beiden
Banden bei 42 und 44kDa Immunreaktivitit mit Anti-ERK-Antkérpern zeigten (Abb. 9
unten).

Um die fiir die Wechselwirtkung mit ERK verantwortlichen Regionen der PTPRR zu
untersuchen, wurden  GST-Fusionsproteine  mit  verschiedenen  Regionen  der

zytoplasmatischen Domédne der mPTPRR in in vitro-Féllungsexperimenten mit PC-12—



52 3 ERGEBNISSE

Lysaten eingesetzt [GST-mPTPRR 230-632, GST-mPTPRR 230-338, GST-mPTPRR 230-
371 und GST-mPTPRR 339-632] sowie GST-Fusionsproteine der zur selben PTPase-Familie
gehorenden STEP (Striatum-enriched Protein-Tyrosine-Phosphatase) [GST-STEP 128-497

Pervanadat: = s = s = P

205-

116-
97-

66-

45-

29-

wB: m———  Anti-PY ——

<« ERK1

Reblot: ————Anti-ERK ——— i

Abb. 9: Bindung tyrosinphosphorylierter Proteine an rekombinante PTPRR

Serum-gehungerte DANG-Zellen wurden 15 min vor der Lyse mit | mM Pervanadat stimuliert und die Lysate
mit je Ipg GST-PTPRR 230-371, GST-PTPRR 230-632 oder GST als Kontrolle gefillt. Die gewaschenen
Prazipitate wurden auf einem 10%igen SDS-PAGE-Gel unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und
assoziierte tyrosinphosphorylierte Proteine mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikorper markiert (oben). Nach
Ablosen des Anti-Phosphotyrosin-Antikdrpers wurde die Expression von ERK mit einem Anti-ERK-Antikdrper
bestitigt. Die tyrosinphosphorylierten Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Molekulargewichtsmarker sind
am linken Rand in kDa eigezeichnet.

und GST-STEP 128-235; Nummerierung nach Lombroso, Isoform STEP56, GenBank-
Nummer g915382, Abb. 10]. Alle GST-Fusionsproteine der PTPRR, welche die

Juxtamembrandoméine enthielten, waren in der Lage, ERK1/2 zu binden, ebenso beide
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Fusionsproteine der STEP (Abb. 10B, Spur 2-4 und 7). Die GST-Kontrolle und
Fusionsproteine mit der katalytischen Domine der PTPRR alleine zeigten keine
Wechselwirkung mit ERK. Die fiir die Bindung an ERK verantwortlichen Aminosiuren lagen
bei PTPRR in der Region von Aminosdure 230 bis 338 und bei STEP im Bereich von
Aminosdure 128 bis 235. Ein Sequenzvergleich dieser beiden Regionen ergab eine
konservierte Sequenz von 16 Aminoséduren in den Positionen 314-329 der PTPRR bzw. 216-
231 der STEP (Abb. 11A). Um zu tiberpriifen, ob diese konservierte Sequenz fiir die Bindung
der ERK notwendig ist, wurde die Auswirkung der Deletion dieser 16 Aminosduren auf die in
vitro Bindung der ERK an ein GST-Fusionsprotein mit der Juxtamembranregion der PTPRR
untersucht. Hierzu wurden Zellysate mit GST, GST-mPTPRR 230-371 oder GST-mPTPRR
230-371A314-329 gefillt und die Prizipitate auf die Anwesenheit der ERK getestet (Abb.
11B). Die Deletion dieser Aminosduren fiihrt zu einem Verlust der Bindung der ERK1/2 an
PTPRR. Daraus folgt, dal die Sequenz der PTPRR von Aminosdure 314 bis 329 ein Motiv
ist, welches die Wechselwirkung mit ERK vermittelt. Im Folgenden wird dieses Motiv KIM

(Kinase-Interaktions-Motiv) genannt.

A:

1 GST H.N{EEGST T COOH

2 GST-PTPRR-230-632 HNIEST

3 GST-PTPRR-230-338 H.N EEGSTIH

4 GST-PTPRR-230-371 H.N GSTIH COOH
5 GST-PTPRR-339-632 H.N EsTI PTP
6 GST-STEP-128-497 HN ESTH

7 GST-STEP-128-235 HN[GST |

&
N1 2 3 4 5 6 7

- &=l < ERK1
rew— s |« ERK2
WB: ————  Anti-ERK ————

Abb. 10: ERK 1,2 bindet in vitro an die Juxtamembrandomine der PTPRR und STEP

A: Darstellung der zur Féllung eingesetzten GST-PTPRR- und GST-STEP-Fusionsproteine B: Je 500ug PC-12-
Totallysat wurde mit 1pg GST, GST-mPTPRR 230-632, GST-mPTPRR 230-338, GST-mPTPRR 230-371,
GST-mPTPRR 339-632, GST-STEP 128-497 oder GST-STEP 128-235 gefillt. Nach 10%iger SDS-PAGE und
Transfer auf Nitrozellulosemembran wurden eine Immunblotanalyse mit Anti-ERK C-14-Antikoérper
durchgefiihrt.
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A:

PTPRR: 230 MIIYRLKERLQLSLRQDKEKNQEIHLSPIARQQAQSEAKTTHSMVQPDQAE
STEP56:132 TVSLVIVTTLVWHLLKAPPEPPAPLPPEDRRQSVSROPSFTYSEWMEEKVE

KVLNVVVDPQGQCTPEIRNSTSTSVCPSPFRMKPIGLOQERRGSNVSLTLDMSSLGSVE 334
DDFLDLDAVPETPVFDCVMDIKPETDPASLTVKSMGLOERRGSNVSLTLDMCTPGCNE 236

B:

<+ ERK1
<+ ERK2

t GST-PTPRR 230-371A314-329
GST-PTPRR 230-371

+ GST

Reblot: F——Anti-GST—

Abb. 11: Ein Motiv in der Juxtamembrandomiine der PTPRR vermittelt die Wechselwirkung mit ERK

A: Sequenzvergleich zwischen der Region von Aminoséure 230-338 der PTPRR und Aminoséure 128-235 der
STEP. Die homologen Bereiche sind durch einen Rahmen hervorgehoben. B: Je 500ug PC-12-Totallysat wurde
mit 1pg GST, GST-mPTPRR 230-371 oder GST-mPTPRR 230-371A314-329 gefallt. Nach 10%iger SDS-
PAGE und Transfer auf Nitrozellulosemembran wurde eine Immunblotanalyse mit Anti-ERK-Antikdrper
durchgefiihrt.

3.2.2.2 ERK1/2 ist ein Substrat der PTPRR in vitro und in vivo

In den folgenden Experimenten wurde die in vivo Assoziation zwischen ERK und PTPRR in
intakten Zellen bestétigt und weiter untersucht.

Hierzu wurde PTPRR iiberexprimiert, da die Menge der endogenen Phosphatase sehr gering
ist (3.1.1.2 und 3.1.1.1.). Als Expressionssystem wurden die gut transfizierbaren HEK293-
Zellen verwendet. Dafiir wurden Konstrukte der PTPRR verwendet, denen mittels PCR eine
Basensequenz angefiligt worden war, welche fiir ein aminoterminales Hamagglutinin(Ha)-

Epitop codiert. Die Prazipitation der PTPRR {iiber das HA-Epitop sollte verhindern, daf3 der
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Anti-PTPRR-Antikorper bei der Immunprézipitation Regionen blockiert, die fiir die
Wechselwirkung mit ERK verantwortlich sind. Zudem ermdglichte die Verwendung von HA-
Markierungen den Vergleich der Expressionslevel der verschiedenen in diesem Experiment
eingesetzten Phosphatasen.

Neben dem Wildtyp der PTPRRcyto wurde auch eine Cystein563— Serin-Mutante verwendet,
bei der das Cystein des Signatur-Motives des katalytischen Zentrums der Phosphatasedoméne
[HCSAGIGRT, nach dem Konsensus-Motiv (H/V)C(X5)R(S/T); Zhang, 1998] gegen Serin
ausgetauscht worden war. Eine solche Mutation verhindert die Ausbildung des
Phosphorylcystein-Intermediats (Guan und Dixon, 1991; sieche Einleitung) und hat
katalytische Inaktivitat zur Folge.

HEK?293-Zellen wurden mit dem HA-fusionierten Wildtyp der cytoplasmatischen mPTPRR
(HA-mPTPRRcytoWT) oder einer HA-fusionierten C536S-Mutante der cytoplasmatischen
mPTPRR (HA-mPTPRRcytoCS) und zur Kontrolle mit dem Leervektor oder der
nichtverwandten zytoplasmatischen HA-fusionierten PTPase MEG2 (HA-MEG?2) transfiziert.
Nach der Lyse wurde mit Anti-HA-Antikdrper immunprizipitiert und mit Anti-ERK1/2-
Antiserum auf Assoziation der ERK getestet. PTPRRcytoWT und PTPRRcytoCS sind in der
Lage, ERK2 zu binden, nicht jedoch MEG2 (Abb. 12A, Spurl und 2). Eine Immundetektion
mit einem Anti-HA-Antikorper bestétigte eine vergleichbare Expression der Phosphatasen.

Da PTPRR ERKI1/2 bindet und ERK tyrosinphosphoryliert werden kann (Boulton et al,
1991), lag die Vermutung nahe, dal3 es sich bei ERK1/2 um ein Substrat der PTPRR handelt.
Um diese Hypothese zu tliberpriifen, wurde die Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2 in den
Lysaten der mit HA-mPTPRRcytoWT, HA-mPTPRRcytoCS oder HA-MEG2 transfizierten
HEK?293 Zellen untersucht (Abb. 12B). Sowohl die Analyse mit einem phosphoERK-
Antikorper als auch die durch die Phosphorylierung bedingte Verschiebung der Banden im
ERK-Immunblot zeigten, dall die Expression der PTPRRcytoWT die Phosphorylierung der
ERK1/2 im Vergleich zur Leervektorkontrolle verringert (Abb. 12B, Spur 1 und2). Die CS-
Mutante der PTPRR hat einen geringeren Effekt und die nichtverwandte PTPase MEG2 zeigt
keine Wirkung (Abb. 12B, Spur 3 und 4). Es wurde somit gezeigt, daB bei Uberexpression
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Abb. 12: PTPRR bindet in intakten Zellen ERK1/2 und verringert deren Phosphorylierung

HEK293-Zellen wurden mit je 0,5 ug pRKS Leervektor, HA-mPTPRRcytoWT, HA-mPTPRRcytoCS oder HA-
MEG?2 (alle im Expressionsvektor pRKS) transfiziert und nach 24h lysiert. A: 250 pg Lysat wurden mit je 0,5 pl
Anti-HA-Antikérper immunprézipitiert. Nach Auftrennung mit 10%iger SDS-PAGE und Transfer auf
Nitrozellulosemembran wurde eine Immunblotanalyse mit Anti-ERK-Antikorper durchgefiihrt. Nach Ablosen
des Anti-ERK-Antikérpers wurde mit Anti-phosphoERK-Antikorper getestet, danach wurde dieser Anti-
phosphoERK-Antikdrper wieder abgelost und zur Expressionskontrolle wurde mit Anti-HA-Antikorper getestet.
B: 30 pg Lysat wurden mit 10%iger SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit
Anti-phosphoERK-Antikérper auf ERK-Phosphorylierung getestet. Nach Ablosen des Anti-phosphoERK-
Antikorpers wurde mit Anti-ERK-Antikorper getestet.
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PTPRR spezifisch zu einer Verringerung der Phosphorylierung der ERK1/2 fiihrt. Um zu
bestitigen, dal die Verringerung der Phosphorylierung von ERK1/2 durch PTPRR kein
indirekter Effekt, sondern ERK1/2 ein direktes Substrat der PTPRR ist, wurde ein in vitro-
Phosphataseexperiment durchgefiihrt (Abb. 13). Dazu wurde zundchst die ERKI1/2-
Tyrosinphosphorylierung durch 10-miniitige Stimulation von Rat-1-Fibroblasten mit EGF
induziert. ERK wurde aus den Lysaten mit GST-PTPRR 230-338 prézipitiert, welcher die
Phosphatasedoméne fehlt. Die Prézipitate wurden 15 min in Phosphatasepuffer mit steigenden
Mengen GST PTPRR 230-632, welches iiber die Phosphatasedoméne verfiigt, inkubiert. Nach
Beendigung der Reaktion durch Zugabe von Limmli-Probenpuffer wurden die Proben iiber
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem Anti-
Phosphotyrosin-Antikdrper ~ analysiert. =~ PTPRR  dephosphorylierte ~ phosphoERK2
dosisabhingig, wihrend GST alleine keinen Einfluf3 auf die ERK-Phosphorylierung hat (Abb.
13, oberes Feld). Die Kontrolle mit einem Anti-ERK-Antikorper nach Ablosen des Anti-
Phosphotyrosin-Antikdrpers bestétigte einen vergleichbaren ERK-Gehalt in allen Proben
(Abb. 13, unteres Feld). Somit konnte gezeigt werden, daB ERK1/2 in vitro ein direktes
Substrat der PTPRR ist.

GST GST-PTPRR

Fus.-Protein(ng): 1000 0 50 250 1000

- <+ ERKA1

WB: ——— Anti-PY ——

e
| — <+ ERK2

Reblot: ——— Anti-ERK———

Abb. 13: Dephosphorylierung der ERK durch GST-PTPRR

Rat-1-Zellen wurden 10 min mit 50 ng/ml EGF stimuliert und mit Lysepuffer ohne Phosphataseinhibitoren
lysiert. Je 500 pug Lysate wurden mit 1pg GST-PTPRR 230-338 prézipitiert. Die Prézipitate wurden in
Phosphatasespuffer mit steigenden Mengen GST PTPRR 230-632 entsprechend den Angaben in der Abbildung
inkubiert. Als Kontrolle wurde 1,25 pug GST eingesetzt. Die Dephosphorylierungsreaktion wurde nach 15 min
durch Zugabe von Lammli-Puffer abgebrochen und die Prézipitate iiber 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrozellulosemembran transferiert und mit Anti-Phosphotyrosin-Antikérper immundetektiert. Nach Abldsen
des Anti-Phosphotyrosin-Antikorpers wurden die Proben mit einem Anti-ERK-Antikorper getestet.
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PTPRR kann durch alternatives SpleiBen des Gens Piprr in verschiedenen Isoformen
exprimiert werden (Shiozuka et al/, 1995; Van Den Maagdenberg et al, 1999; Augustine et al,
2000); zur Bedeutung dieser Unterschiede war jedoch zu Beginn dieser Arbeit noch nichts
bekannt. Nun sollten die Aktivitdten der verschiedenen Isoformen gegeniiber ERK verglichen
werden. Eingesetzt wurden dabei die Isoformen PTPRRcyto, PTPRR TM, welche iiber die
Phosphatasedomine, die Juxtamembrandoméne, eine Transmembrandoméne und eine kurze
»extrazelluldre® Doméne verfiigt sowie die ldngste bekannte Isoform PTPRR FL mit dem

groften extrazelluldren Anteil (Van Den Maagdenberg ef al, 1999; Augustine et al, 2000).
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- - _— <+ phosphoERK2
WB: — Anti-phosphoERK2—
<+ERK1
+ERK2
Reblot: ——— Anti-ERK —
IP: ——— Anti-PTPRR———
<+« PTPRR FL
+PTPRR TM
<+ PTPRRcyto

WB: +——— Anti-PTPRR ——

Abb. 14: Einflul der unterschiedlichen Isoformen der PTPRR auf die Tyrosinphosphorylierung der
ERK1/2

HEK293-Zellen wurden mit je 0,5 pg pRKS Leervektor, mPTPRRcyto, mPTPRR TM, mPTPRR FL, oder
PTP1B (alle im Expressionsvektor pRKS5) transfiziert. Nach 10 min Stimulation mit 15ng/ml EGF wurden die
Zellen lysiert, mit 10%iger SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert. Mit einem Anti-
phosphoERK-Antikdrper wurde eine Immunblotanalyse durchgefiihrt, anschlieBend wurde dieser entfernt und
mit Anti-ERK-Antikérper immundetektiert. Zur Expressionskontrolle der Phosphatasen wurden je 250 pg der
Lysate mit Anti-PTPRR-Antikorper 428, welcher alle drei Isoformen erkennt, immunprézipitiert und mit dem
selben Antikorper analysiert.
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HEK293 Zellen wurden mit PTPRRcyto, PTPRR TM, PTPRR FL, der zytoplasmatischen
Phosphatase PTP1B oder einer Vektorkontrolle transient transfiziert. Vor der Lyse wurden die
Zellen mit EGF stimuliert, was zu einer Tyrosinphosphorylierung von ERK1/2 fiihrt (Winston
und Bertics, 1992). Die Zellysate wurden auf Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2 getestet;
zur Expressionskontrolle der Phosphatasen wurde mit dem Anti-PTPRR 428-Antikorper
prézipitiert und immundetektiert (Abb. 14).

Wie sowohl der Anti-phosphoERK-Immunblot als auch die durch die Phosphorylierung
hervorgerufene Verschiebung der ERK-Bande zeigen, kann die Expression der PTPRRcyto
die Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2 vollstindig unterdriicken. PTPRR TM verringert
die ERK1/2-Phosphorylierung etwas schwicher (Abb. 14, Spur 1 und 2 in den oberen beiden
Feldern; die Tyrosinphosphorylierung wird bei PTPRR TM nach lédngerer Exposition
sichtbar) und PTPRR FL und PTP1B haben keine Wirkung auf die ERK1/2-Phosphorylierung
(Abb. 14, Spur 3 und 5). Somit konnte gezeigt werden, daB3 die unterschiedlichen Isoformen
der PTPRR bei transienter Uberexpression verschiedene Auswirkungen auf die
Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2 haben.

Dualspezifische MAPK-Phosphatasen weisen unterschiedliche Spezifitéiten fiir die Mitglieder
der MAPKinase-Familie auf. Um zu {iberpriifen, ob dies auch fiir PTPRR gilt, wurde der
EinfluB der Uberexpression der PTPRR auf die Aktivierung der ERK-, p38- und JNK/SAPK-
Signalwege verglichen. Dazu wurden HEK293-Zellen mit PTPRR bzw. Vektorkontrolle
transfiziert und die MAPK-Signalwege vor der Lyse mit EGF, Anisomycin bzw. Sorbit
stimuliert. Die Lysate wurden liber SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran
transferiert und mit den entsprechenden Antikdrpern auf Tyrosinphosphorylierung der
ERK1/2, p38 Kinase bzw. JNK getestet (Abb. 15). Dabei verringert PTPRR nur die
Phosphorylierung der ERK1 /2 signifikant (Abb. 15A, oberes Feld), die Effekte auf die
Phosphorylierung der p38 Kinase (Abb. 15B, oberes Feld) und JNK (Abb. 15C, oberes Feld)

sind dagegen duferst gering.
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Abb. 15: Spezifitit der PTPRR fiir verschiedene Mitglieder der MAPKinase-Familie

HEK293-Zellen wurden mit je 0,5 ng pRKS Leervektor oder HA-mPTPRRcyto transfiziert. Nach Stimulation
mit 15ng/ml EGF (10 min), 10 pg/ml Anisomycin oder 0,5M Sorbitol (beides 20 min) wurden die Zellen lysiert,
mit 10%iger SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert. Mit Anti-phosphoERK- (A),
phosphop38- (B) oder phosphoJNK-Antikdrper (C) wurde eine Immunblotanalyse durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden diese Antikorper entfernt und die Expression der MAPKn mit Anti-ERK-, p38 bzw. JNK-Antikdrper
nachgewiesen. Zur Expressionskontrolle der PTPRR wurden diese Antikdrper wieder abgelost und die Blots mit
Anti-HA-Antikorper analysiert .

3.2.2.3 PTPRR inhibiert die ERK-vermittelte Transkription

In 3.2.2.2 war gezeigt worden, da PTPRR ERK1/2 dephosphoryliert. ERK1 und ERK2
verfiigen iiber eine Tyrosinphosphorylierungsstelle, die sich im TEY-Aktivierungsmotiv der
ERK befindet (Crews et al, 1992a). Dieser Tyrosinrest wird gleichzeitig mit dem Threoninrest
des TEY-Motivs von den dualspezifischen Proteinkinasen MEK1 und MEK2 (MAP-
Kinase/ERK-Kinase 1 und 2) phosphoryliert, was zur Aktivierung der Kinaseaktivitit der
ERK1/2 fiihrt (Crews et al, 1992b; Alessandrini et al, 1992). Diese doppelte
Phosphorylierung ist dabei notwendige Voraussetzung fiir die Aktivierung der ERK1/2 (Seger
et al, 1992); die Dephophorylierung des Tyrosins sollte also theoretisch fiir die Inaktivierung
der ERK1/2 ausreichen. Zu Beginn dieser Arbeit lagen lediglich Berichte {iber die
Inaktivierung der ERK1/2 in hoheren Eukaryonten durch dualspezifische MAP-Kinase-
Phosphatasen vor (Ubersicht sieche Keyse, 1998).

Um zu iiberpriifen, ob PTPRR nicht nur in der Lage ist ERK1/2 zu dephosphorylieren,
sondern auch funktionell zu inaktivieren, wurde in Transkriptions-Aktivierungs-Experimenten
der EinfluB der PTPRR auf die Aktivitdt der ERK1/2 gegeniiber dem Transkriptionsfaktor
Elk-1 untersucht, welcher ein natirliches Substrat der ERK1/2 ist. Dabei wurde die
Expression eines Luziferase-Reportergens von einem Reporterplasmid mit einem
vorgeschalteten Enhancer-Element, dem Serum-Response-Element (SRE), gemessen.
Aktiviertes ERK1/2 phosphoryliert und aktiviert den Transkriptionsfaktor Elk-1, der
zusammen mit dem Serum-Response-Factor an das SRE bindet und so die Transkription des
Luziferasegens auslost (Gille et al, 1995; Ubersichtsartikel siehe Treisman, 1992). Die
Luziferaseaktivitdt in den Zellysaten ist ein MaB fiir die Stiarke der ERK1/2-Kinaseaktivitét
beziiglich Elk-1.

HEK?293-Zellen wurden mit dem Luziferase-Reporterplasmid, einem Plasmid mit dem [3-
Galaktosidasegen zur Normalisierung der Zellextrakte sowie Expressionsvektoren mit
entweder PTPRRcytoWT, PTPRR TM WT, PTPRR TM CS oder einer Vektorkontrolle
transient kotransfiziert. Die Zellen wurden 24h in DME-Medium mit 10% FCS gehalten und
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lysiert. Die Lysate wurden in zwei Fraktionen geteilt, von denen die eine mit Luziferasepuffer
und die andere mit B-Galaktosidasepuffer versetzt wurde, um anschlieBend im Luminometer
auf Luziferase bzw. [-Galaktosidaseaktivitit getestet zu werden (Abb. 16). Dabei wird die
Luziferaseaktivitdt durch Transfektion mit PTPRRcytoWT um etwa 65% und mit PTPRR TM
WT um etwa 30% verringert. Die katalytisch inaktive PTPRR TM CS dagegen hat keinen
EinfluB auf die Luziferasektivitit. Eine FErklirung fiir den Unterschied zwischen
PTPRRcytoWT und PTPRR TM WT konnte die stirkere Dephosphorylierung der ERK1/2
durch PTPRRcyto sein (Vergleiche 3.2.2.2, Abb. 14)

120
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60

40

(Kontrolle = 100%)

N
o
I

Relative Luziferaseaktivitat (%)

0 T
Kontrolle PTPRRcyto PTPRRTM PTPRR TM CS
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Abb. 16: PTPRR verringert die Aktivitit der ERK1/2 in intakten Zellen

HEK293-Zellen wurden mit pSREwt-luc, CMVBGal und pRKS mit entweder PTPRRcyto WT, PTPRR TM WT,
PTPRR TM CS oder pRKS5 ohne Insert (Kontrolle) transient kotransfiziert. Die Zellen wurden 24h in DME-
Medium mit 10% FCS gehalten und lysiert. Die Lysate wurden in zwei Fraktionen geteilt, von denen die eine
mit Luziferasepuffer und die andere mit B-Galaktosidasepuffer versetzt wurde um anschlieBend im Luminometer
auf Luziferase bzw. 3-Galaktosidaseaktivitit getestet zu werden.

3.2.3 Die Hitzeschockproteine HSP70 und GRP78 binden an die
Juxtamembrandomane der rekombinanten PTPRR

In 3.2.1 wurde dargestellt, da3 neben ERK1/2 mehrere Proteine mit Molekulargewichten
zwischen 70 und 78kDa in vitro an die Juxtamembrandomine der PTPRR binden. Um diese
Proteine zu identifizieren, wurde eine in vitro-Assoziation im priparativen Mallstab mit
anschlieBender Sequenzierung der an GST-PTPRR gebundenen Proteine durchgefiihrt. Dazu
wurden je 10mg Rat-1-Lysat entweder mit GST oder mit GST-mPTPRR 230-338 gefillt, die
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Prizipitate iiber SDS-PAGE aufgetrennt und die mit Coomassieblau G250 angefédrbten
Banden zwischen 70 und 78 kDa ausgeschnitten. AnschlieBend wurden die Banden mit
Proteinase K verdaut, die Fragmente mit HPLC aufgetrennt und iiber Edman-Abbau
sequenziert (Edman und Begg, 1967). Die Aufreinigung und Sequenzierung erfolgte in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Lottspeich am MPI fiir Biochemie in
Martinsried. Dabei konnten die Banden mit 70kDa und 78kDa ansequenziert werden. Die
Bande p70 enthielt die Aminosduresequenz (R)LIGRRFDDAVVQS, die Bande p78 die
Sequenzen NQLTSNPENTVFDAK und PLPFK. Uber Sequenzvergleiche mit der EMBL-
Proteindatenbank konnten die Proteine als HSC70 (Heat-shock-cognate 71kDa Protein) und
GRP78 (Glucose-response-protein, 78kDa, auch HSC75 oder BIP-1 genannt) identifiziert
werden, welche zur HSP70-Familie der Chaperone gehoren.

Um die Bindung des HSC70 und GRP78 an GST-PTPRR zu bestitigen, wurden die bei der in
vitro-Assoziation erhaltenen Banden in Immunblotexperimenten mit Antikérpern gegen die
Hitzeschockproteine HSC70, HSP75 und GRP78 getestet (Abb. 17, HSP75 nicht aufgefiihrt).
Dabei konnte gezeigt werden, daB Anti-HSC70 und Anti-GRP78 Banden erkennen, die an
GST-Fusionsproteine der PTPRR mit der Juxtamembrandomidne [GST-PTPRR 230-632,
GST-PTPRR 230-371, GST-PTPRR 230-338] und STEP binden (Abb. 17A mit HSC70, Abb.
17B mit GRP78, Spur 2, 3, 4 und 6), nicht jedoch an ein GST-Fusionsprotein mit der
katalytischen Doméne der PTPRR oder GST alleine (Abb. 17, Spur 1 und 5). Der Antikorper
gegen HSP75, ein weiteres Mitglied der HSP70-Familie der Chaperone, erkannte keine
Banden, was fiir die Spezifitit der Assoziationen spricht (Daten nicht gezeigt).

Mitglieder der Familie der Chaperone wie HSC70 und GRP78 binden haufig unspezifisch
ungefaltete oder fehlgefaltete Peptide. Um festzustellen, ob die Wechselwirkung dieser
Hitzeschockproteine mit Peptiden spezifisch ist, kann man die Bindung auf ihre Abhingigkeit
von Cofaktoren testen. Chaperone konen in zwei verschiedenen Konformationen vorliegen: in
der ADP-gebundenen und der ATP-gebundenen Form. Mit Hilfe von Cofaktoren wie den
kleineren Hitzeschockproteinen HSP40, HDJ2, HIP oder Bag-1 wird ADP gegen ATP
ausgetauscht und ein Kreislauf von Assoziation und Dissoziation der Substrate entsteht, der
fiir den Prozess der Faltung der Substrate in die korrekte Konformation notwendig ist (Hartl,
1991; Burston und Clarke, 1995). Gibt man ATP zum einem Komplex aus immobilisiertem
Substrat und Hitzeschockprotein, wird dieser Kreislauf in Gang gesetzt und der

Chaperonkomplex 1468t sich auswaschen; gibt man das nicht hydrolysierbare ATP-Analogon
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Abb. 17: Die Proteine HSC70 und GRP78 binden in vitro an die Juxtamembrandoméine der GST-PTPRR

Die Lysate von Rat-1-Zellen wurden in vitro mit je 1 ug GST, GST-PTPRR 230-632, GST-PTPRR 230-371,
GST-PTPRR 230-338, GST-PTPRR 339-632, oder GST-STEP 128-235 gefillt. Die Prézipitate wurden
zusammen mit unbehandeltem Lysat oder GST-PTPRR 230-632 als Kontrolle iiber 10%ige SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem Anti-HSC70-Antikdrper analysiert (A).
Anschliefend wurde der Anti-HSC70-Antikorper abgelost und der Blot mit Anti-GRP78-Antikérper getestet
(B). Die GST-Fusionsproteine sind als unspezifische Banden unterhalb der Hitzeschockproteine zu erkennen. Da
das Molekulargewicht des HSC70 nur geringfiigig tiber dem der GST-PTPRR 230-632 und GST-STEP 128-235
liegt, laufen diese Proteine als schwach aufgeldste Doppelbande in Abb. 17A in den Spuren 2 und 6.
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ATP-y-S zum Komplex, wird der Kreislauf blockiert und das Substrat bleibt gebunden (Abb.
18). Die kleineren Hitzeschockproteine sind in der Regel mit hoher Affinitit an HSP70

gebunden und bleiben bei der Féllung assoziiert.

ATP
HSP

Cofaktoren Bag-1 Cofaktoren

HSP

ADP

A
v

Substrat

Abb. 18: Bindung von Chaperonen der HSP70-Familie an Substrate in Abhéingigkeit von Cofaktoren

Chaperone der HSP70-Familie kénnen in zwei verschiedenen Konformationen vorliegen: in der ADP-
gebundenen und der ATP-gebundenen Form. Mit Hilfe von Cofaktoren wie den kleineren Hitzeschockproteinen
HSP40, HDJ2, HIP oder Bag-1 wird ADP gegen ATP ausgetauscht und ein Kreislauf von Assoziation und
Dissoziation der Substrate entsteht, der fiir den Prozess der Faltung der Substrate in die korrekte Konformation
notwendig ist (Hartl, 1991; Burston und Clarke, 1995).

Um die Abhéngigkeit der Assoziation des HSP70 mit der Juxtamembrandoméne der PTPRR
in Abhingigkeit von Cofaktoren zu untersuchen, wurden Rat-1-Lysate mit GST-PTPRR 230-
338 oder GST alleine prézipitiert und in HSP-Testpuffer ohne ATP, mit ATP oder mit ATP-y-
S inkubiert. Anschlieend wurden die Prézipitate gewaschen, aufgetrennt und mit einem Anti-
HSC70-Antikorper getestet (Abb. 19). Wihrend die Zugabe von ATP-y-S die Menge an
gebundenem HSP70 leicht verstirkt, fiihrt die Zugabe von ATP zur vollstindigen
Dissoziation des HSP70. Daraus lésst sich folgern daf3 die Bindung spezifisch und PTPRR ein
Substrat des HSP70 ist. Fiir die Bindung von GRP78 an PTPRR konnte ebenfalls eine

Abhingigkeit von Cofaktoren nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 19: HSC70 bindet an PTPRR in Abhiingigkeit von Cofaktoren

Rat-1 Lysate wurden mit je 1ug GST-PTPRR 230-338 oder GST alleine gefillt und die Prazipitate in HSP-
Testpuffer ohne ATP, mit 5SmM ATP oder mit 5SmM ATP-y-S inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben
gewaschen, tiber 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem Anti-
HSC70-Antikorper analysiert. Nach Ablosen des Anti-HSC70-Antikorpers wurde mit einem Anti-GST-
Antikorper getestet.

3.2.4 Die Expression der PTPRR verringert die Tyrosinphosphorylierung
des Motorproteins KIF1C

Die Analyse der Genexpression in Plattenepithelkarzinom-Zellinien und in
apoptoseresistenten Hela-S3 Zervixkarzinom-Zellen mit Hilfe von cDNA-Arrays lieferte
Hinweise auf einen moglichen funktionellen Zusammenhang zwischen PTPRR und dem
Motorprotein KIF1C, da sich ihre Expressionsprofile in verschiedenen Zellinien stark &hneln
(R. Abraham, personliche Mitteilung). KIF1C (Kinesin associated protein family member 1C)
ist ein ATP-bindendes Motorprotein, welches am retrograden Transport vom Golgi-Apparat
zum Endoplasmatischen Retikulum beteiligt ist und durch die Uberexpression der
Tyrosinkinase c-Src oder nach Stimulation mit Peroxovanadat tyrosinphosphoryliert werden

kann (Dorner et al, 1999).
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Abb. 20: Die Uberexpression der PTPRR fiihrt zu einer verringerten Tyrosinphosphorylierung des
Motorproteins KIF1C

HEK293 Zellen wurden in 6-Loch-Schalen mit 0,3pg KIF1C-Expressionsplasmid, 0,1pg c¢-Src-
Expressionsplasmid und 0,2 ug HA-PTPRRcyto, PTPRR TM, PTPRR FL, HA-MEG, HA-HePTP, BDP-1,
PTPa, CD45 im Expressionsvektor oder Leervektor transient kotransfiziert. Jedes Lysat wurde in zwei
Fraktionen geteilt, von denen die eine Fraktion mit Anti-KIF1C-Antikdrper immunprézipitiert, die
Immunkomplexe iiber 10%ige SDS-Page aufgetrennt und die Tyrosinphosphorylierung des KIF1C nach
Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikérper nachgewiesen wurde.
Nach Abldsen des Anti-Phosphotyrosin-Antikdrpers wurde die Expression des KIF1C mit einem Anti-KIF1C-
Antikorper nachgewiesen. Zur Expressionkontrolle der Phosphatasen wurde die andere Fraktion der Lysate mit
Anti-HA-, Anti-PTPRR 428-, oder Anti-PTPa-Antikérper immunprézipitiert, tiber 10%ige SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit den jeweiligen Antikérpern auf die Expression der
Phosphatasen getestet. Molekulargewichtsmarker sind am linken Rand in kDa eingezeichnet.

Um zu tberpriifen, ob PTPRR Einfluf auf die Tyrosinphosphorylierung des KIF1C hat,
wurde die Aktivitdt der PTPRR gegentiber KIF1C in intakten Zellen getestet. Dazu wurden
HEK?293-Zellen mit KIF1C, ¢-Src und verschiedenen PTPasen transient kotransfiziert. Nach
der Lyse wurden die Proben mit einem Anti-KIF1C-Antikorper immunprézipitiert und die
Immunkomplexe auf Tyrosinphosphorylierung des KIF1C getestet (Abb. 20). Die
zytoplasmatische Form der PTPRR wirkt am stirksten dephosphorylierend auf KIF1C,
wihrend die PTPRR TM einen weniger starken Effekt aufweist und die lingste Form PTPRR
FL eine noch schwichere Wirkung zeigt (Abb. 20, oberes Feld, Spuren 2-4). Die Spezifitit
dieser Dephosphorylierung wird dadurch belegt, da3 alle anderen eingesetzten Phosphatasen
die Tyrosinphosphorylierung des KIF1C nicht oder nur schwach verringern. Bemerkenswert
ist dabei, daBB die HePTP (Hamatopoetische PTP), welche der selben PTPase-Familie wie
PTPRR angehort und ebenfalls ERK1/2 dephosphorylieren kann (Saxena et al, 1998), keinen
Effekt auf die Tyrosinphosphorylierung des KIF1C hat.
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3.3 Regulation der Expression und des Phosphorylierungs-
zustandes der PTPRR

Zur Steuerung der Aktivitdt von Enzymen kann eine Vielzahl verschiedener Mechanismen
beitragen (Ubersicht siehe Krauss, 1997). Die Untersuchungen der Regulation der PTPRR im
Rahmen dieser Arbeit beschrinkten sich auf die Phosphorylierung der PTPRR und die
Regulation ihrer Expression, da Proteine, welche an der zelluldren Signaltransduktion

beteiligt sind haufig iiber diese Mechanismen reguliert werden.

3.3.1 Die Expression der PTPRR wird von Differenzierungsagenzien
beeinfluf3t

Die Expression vieler PTPatasen wird durch Differenzierungsagenzien beeinflufit. Dies gilt
insbesondere fiir PTPasen, die in neuronalen Zellen exprimiert sind (Arregui et al/, 2000; den
Hertog, 1999; den Hertog et al, 1999; Van Vactor, 1998). Auch bei Prozessen, die zur
Differenzierung von Krebszellen fithren und so deren weiteres Wachstum unterbinden, spielt
die Expression von PTPasen hdufig eine Rolle (Bhoola und Hammond, 2000; Mizuno et al,
1997; Keane et al, 1996; Kuo et al, 1995; Seimiya und Tsuruo, 1998; Taniguchi et al/, 1999).
Der Expressionslevel der PTPRR sollte in verschiedenen Tumorzellinien nach Stimulation
mit Substanzen, welche die Differenzierung auslosen, untersucht werden. Dazu wurden
Zellinien ausgewdhlt, deren Differenzierung nach Einwirkung der entsprechenden Agenzien
bereits gut untersucht war: SK-N-SH-Zellen neuronalen Ursprungs, die sich mit Retinolséure
differenzieren lassen, SW948-Zellen aus Kolonkarzinom, die sich mit TPA (Phorbol-12-
Mpyristat-13-Azetat) differenzieren lassen und MCF-7-Zellen aus Mammakarzinom, die in
Gegenwart von Natriumbutyrat differenzieren. Die Messung der PTPRR-mRNA-Mengen
erfolgte vor Zugabe der Stimulantien und 4, 8, 16 und 30h danach, da sich der
Expressionslevel der meisten Phosphatasen nach Zugabe von Differenzierungstimuli
innerhalb einiger Stunden dndert. Zudem war bereits zu Beginn der Arbeit bekannt, daf3 die
Expression der PTPRR in PC-12-Zellen aus der Ratte 10-16h nach Beginn der Stimulation
mit NGF (Nerve-Growth-Factor) ihr Maximum erreicht (Sharma und Lombroso, 1995). Die
Messung der Expression wurde auf mRNA-Ebene durchgefiihrt und erfolgte tiber RT-PCR
und Quantifizierung des Produktes in einem LightCycler (vergleiche 3.1.1.1). Durch die
Induktion der Differenzierung von SW948-Zellen wird die Expression der PTPRR-mRNA auf
das 5-fache gesteigert; die Behandlung von SK-N-SH-Zellen mit Differenzierungsagenzien
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fiihrt dagegen zu einem Riickgang des hPTPRR-mRNA-Vorkommens auf etwa ein Zehntel.
In MCF-7 Zellen steigert sich die PTPRR-mRNA-Menge bei Differenzierung nur gering
(Abb. 21). 48h nach Beginn der Stimulation waren in allen untersuchten Zellinien
Morphologiednderungen zu beobachte, wie sie fiir differenzierte Zellen charakteristisch sind
(Daten nicht gezeigt). In einem parallelen Ansatz mit konventioneller PCR in einem
Thermoblock und Analyse iiber Gelelektrophorese mit anschlieBender Quantifizierung der

eingescannten fotografierten Banden konnten die Ergebnisse reproduziert werden (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 21: Die Expression der PTPRR-mRNA kann durch Differenzierungsagenzien beeinflufit werden

SW948-, SK-N-SH- und MCF7-Zellen wurden in 15cm-Schalen mit je 4, 6, bzw. 2,7 Millionen Zellen/Schale
ausgesdht und mit ImM TPA, 0,5uM Retinolsdure bzw. 1mM Natriumbutyrat stimuliert. Die zytoplasmatische
RNA wurde prépariert, mit DNAsel verdaut und mit Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Je 0,2 pl
cDNA (entspricht 150ng gesamt-RNA) aus den RT-Ansdtzen wurden in der Amplifikationsreaktion mit je
2pMol Vorwirts- und Riickwértsprimer NECu und NECD fiir die Phosphatase bzw. CYCLOf und CYCLOD fiir
die Zykophilin A-Kontrolle eingesetzt. Megrofle war die Fluoreszenz bei 530nm, hervorgerufen durch die
Wechselwirkung des Farbstoffes SYBR Green mit dem doppelstringigen PCR-Produkt. Als MaB fiir die Menge
der hPTPRR- und Zyklophilin A-mRNAs wurden die Wendepunkte der Funktion Fluoreszenz gegen Anzahl der
Zyklen verwendet, d.h. die Anzahl der Zyklen, bei denen die Hilfte der Primer umgesetzt ist. Aufgetragen ist das
Verhéltnis des Logarithmus des Wendepunktes der Phosphatase-Amplifikation zum Logarithmus des
Wendepunktes der Zyklophilin A-Amplifikation.
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3.3.2 PKA reguliert die Wechselwirkung zwischen PTPRR und ERK1/2

Die Sequenz der zytoplasmatischen Region der PTPRR wurde auf mogliche posttranslationale
Modifikationen mit Hilfe das NetPhos 2.0 Programmes am Center for Biological Sequence
Analysis der Technischen Universitit Dinemark in Kopenhagen (www.cbs.dtu.dk)
untersucht. Dabei wurde das Erkennungsmotiv R-X;,-S/T-X- (Kennelly und Krebs, 1991)
der katalytischen Untereinheit der cAMP-abhdngigen Protein-Kinase (PKA) in den Positionen
319-323 gefunden (Numerierung nach Ogata et al, 1995), welche sich im KIM (Kinase-
Interaktions-Motiv, 3.2.2) befinden.

3.3.2.1 PTPRR wird durch PKA phosphoryliert

Um eine mogliche Phosphorylierung der PTPRR durch PKA experimentell zu {iberpriifen,
wurde ein in vivo-Kinase-Test mit PKA und PTPRR durchgefiihrt. Dazu wurden COS7-
Zellen in 6-Loch-Schalen mit HA-PTPRRcyto und der katalytischen a-Untereinheit der PKA
(PKA(q) in Expressionsvektoren transient kotransfiziert und die zelluldren Phosphatgruppen
durch Zugabe von [**P]-Orthophosphat zum ansonsten phosphatfreien Wachstumsmedium
radioaktiv markiert. Vor der Lyse wurden die Zellen mit Forskolin behandelt, welches die
cAMP-Synthese und somit PKA stimuliert. PTPRR wurde aus den Lysaten mit einem Anti-
HA-Antikdrper immunprizipitiert und die Phosphorylierung nach Auftrennung mit SDS-
PAGE und Transfer auf Nitrozellulosemembran iiber Autoradiographie sichtbar gemacht
(Abb. 22). Unstimulierte PTPRRcyto weist eine geringe Phorylierung auf, welche durch
Stimulation mit PKA verstirkt wird (Abb. 22, Spur 3 und 4). Die Kotransfektion mit
PKA(, fiihrt zu einem starken Anstieg der Phosphorylierung der PTPRR ohne und mit
Forskolin (Abb. 22, Spur 5 und 6). Die Expression der PTPRR wurde durch
Immunblotanalyse eines parallelen Ansatzes mit einem Anti-HA-Antikorper belegt. Diese
Ergebnisse wurden durch die Beobachtung bestitigt, dal sich bakteriell iliberexprimierte
PTPRR in vitro durch PKA im KIM phosphorylieren 146t (M. Sommer, personliche
Mitteilung).
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Abb. 22: PTPRR wird von PKA in vivo phosphoryliert

COS7-Zellen wurden in 6-Loch-Schalen mit je 0,5ug HA-PTPRRcyto und der katalytischen a-Untereinheit der
PKA (PKA(,) im Expressionsvektor pRKS transient kotransfiziert und die zelluldren Phosphatgruppen durch die
Zugabe von 100uCi/Loch [**P]-Orthophosphat zum ansonsten phosphatfreien Wachstumsmedium radioaktiv
markiert. Vor der Lyse wurden die Zellen 30 min mit 40uM Forskolin in Gegenwart von 0,5M IBMX, einem
Phosphodiesterase-Inhibitor, stimuliert. PTPRR wurde aus den Lysaten mit einem Anti-HA-Antikérper
immunprézipitert und die Phosphorylierung nach Auftrennung mit 10%iger SDS-PAGE und Transfer auf
Nitrozellulosemembran iiber Autoradiographie sichtbar gemacht. Ein identischer Transfektionsansatz ohne
Orthophosphatmarkierung wurde wie oben stimuliert, immunprézipitiert und eine Immunblotanalyse mit einem
Anti-HA-Antikorper durchgefiihrt. Molekulargewichtsmarker sind am linken Rand in kDa eingezeichnet.

3.3.2.2  PKA reguliert die Wechselwirkung zwischen PTPRR und ERK

In 3.2.2.1 war gezeigt worden, da PTPRR iiber das KIM an ERK bindet. Zudem war
bekannt, daB PKA die PTPRR in vitro im KIM phosphoryliert (M. Sommer, personliche
Mitteilung) und die Aktivitit der ERK1/2 reguliert (Vossler et al, 1997; Yao et al, 1998;
Miller et al, 1998). Eine Phosphorylierung durch PKA in diesem Motiv konnte die
Wechselwirkung zwischen ERK1/2 und PTPRR beeinflussen. Um diese Hypothese zu
tiberpriifen wurden COS7-Zellen mit HA-PTPRRcyto und der katalytischen a-Untereinheit
der PKA (PKA(,) in Expressionsvektoren transient kotransfiziert. Vor der Lyse wurden die
Zellen mit Forskolin stimuliert, welches die cAMP-Synthese und somit PKA stimuliert. Die
Lysate wurden mit einem Anti-HA-Antikdrper immunprazipitiert und auf Gegenwart der

ERK1/2 getestet. Wie in Abb. 23 gezeigt fiihrt die Stimulation der PKA ebenso wie die
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Uberexpression der PKAc, zu einer Beeintrichtigung der Wechselwirkung zwischen ERK
und PTPRR. Daraus kann geschlossen werden, dal PKA die Wechselwirkung zwischen ERK
und PTPRR reguliert.

o]
(?iko Q-QS:?
& & KL

Forskolin: = b -+ .+
IP: ————— Anti-HA —88—
- - <+ ERK2

WB: F——— Anti-ERK2 ——

S SN S | < PTPRR

WwB: F—— Anti-HA ——

Abb. 23: PKA reguliert die Bindung zwischen PTPRR und ERK

COS7-Zellen in 6-Loch-Schalen wurden mit je 0,5ug HA-PTPRRcyto und der katalytischen a-Untereinheit der
PKA (PKA(,) im Expressionsvektor pRKS5 transient kotransfiziert. Vor der Lyse wurden die Zellen 30 min mit
40uM Forskolin in Gegenwart von 0,5M IBMX stimuliert. PTPRR wurde aus den Lysaten mit einem Anti-HA-
Antikdrper immunprézipitert und die Assoziation der ERK1/2 nach Auftrennung mit 10%iger SDS-PAGE und
Transfer auf Nitrozellulosemembran {iber Immunblotanalyse mit einem Anti-ERK-Antikdrper sichtbar gemacht.
Nach Ablosen des Anti-ERK-Antikorpers wurde die Expression der PTPRR mit einem Anti-HA-Antikorper
nachgewiesen.

Im Anschlul wurde der Effekt der PKA auf die Dephosphorylierung von ERK1/2 durch
PTPRR untersucht. PKA kann die Aktivitdt der ERK1/2 iiber verschiedene Mechanismen
regulieren, wie z.B. {iber die Stimulation des B-Raf oder die Inhibition des c-Raf (Grewal et
al, 2000; Cook und McCormick, 1993). Bei der Untersuchung des Einflusses der
Phosphorylierung der PTPRR durch PKA auf die Aktivierung der ERK in intakten Zellen
konnen sich diese Effekte storend auswirken. Um den Effekt der Phosphorylierung der
PTPRR durch PKA auf die Phosphorylierung der ERK1/2 isoliert von den stérenden
Einfliissen untersuchen zu konnen, wurden Mutanten der PKA-Phosphorylierungsstelle der
PTPRR eingesetzt. Die Mutation des Serins321 der PTPRR zu Alanin verhindert die
Phosphorylierung des KIM durch PKA und behindert die Wechselwirkung mit ERK1/2
sterisch nicht. Die Mutation des Serins321 zu Glutamin ahmt die negative Ladung des
Phosphatrestes nach, so da3 die Mutante dhnlich der phosphorylierten Form der PTPRR nicht
mehr in der Lage sein sollte ERK1/2 zu binden.
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COS7-Zellen wurden mit Leervektor, PTPRRcytoWT, PTPRRcytoS321E, PTPRRcytoS321A
oder der katalytisch inaktiven PTPRRcytoC563S im Expressionsvektor pRKS5 transient
transfiziert. Die Lysate wurden mit einem Anti-ERK- bzw. einem Anti-PTPRR-Antikorper
immunprézipitiert und die Proben nach Auftrennung iiber SDS-PAGE und Transfer auf
Nitrozellulosemembran mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikorper auf Phosphorylierung der
ERK1/2 bzw. einem Anti-PTPRR-Antikdrper auf Expression der PTPRR getestet. Nach
Abldsen des Anti-Phosphotyrosin-Antikorpers wurde mit einem Anti-ERK1/2-Antikdrper auf
gleichméBige Immunpréizipitation der ERK1/2 gepriift (Abb. 24A). Dabei fiihrt die Mutation
des Serins 321 zu Glutamat zu einer verstirkten Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2 im
Vergleich zum Wildtyp, wihrend die Ser321Ala-Mutation den gleichen Effekt auf die ERK-
Phosphorylierung wie der Wildtyp aufweist (Abb. 24A, Spur 2, 3 und 4). Die Kontrolle mit
PTPRRcytoC563S zeigt keinen Effekt auf die ERK1/2-Phosphorylierung (Abb. 24A, Spur 5).
Um zu bestitigen, daB3 der Effekt der PKA auf die Wechselwirkung zwischen PTPRR und
ERK iiber die Phosphorylierung des Serins 321 vermittelt wird, wurde der Einflul der
Ser321-Mutationen auf die ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation der PKA untersucht.
Dazu wurden COS7-Zellen mit PTPRRcytoWT, PTPRRcytoS321A und PTPRRcytoS321E
transfiziert und vor der Lyse mit Forskolin stimuliert. Die Lysate wurden nach Auftrennung
tiber SDS-PAGE und Transfer auf Nitrozellulosemembran mit einem Anti-phosphoERK-
Antikorper auf Phosphorylierung der ERK1/2 getestet. Die Stimulation mit Forskolin fiihrt
beim Wildtyp zu einer verstirkten Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2 (Abb. 24B, Spur 1
und 2). Die Mutation des Serins zu Alanin verhindert den Effekt des Forskolins auf die
ERK1/2-Phosphorylierung; hier ist die Phosphorylierung mit und ohne Forskolin schwach
(Abb. 24B, Spur 3 und 4). Die Mutation des Serins zu Glutamat dagegen hat eine
vergleichsweise stirkere Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2 sowohl mit als auch ohne
Stimulation zur Folge (Abb. 24B, Spur 5 und 6). Das Ausschalten des Effektes der PKA
durch die Mutation des Serins 321 der PTPRR ist ein Beleg dafiir, daB PKA {iiber die
Phosphorylierung dieses Serins die Bindung an ERK1/2 und somit die Dephosphorylierung
der ERK durch PTPRR verhindert.
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Abb. 24: PKA reguliert iiber die Phosphorylierung des Serins 321 der PTPRR die
Tyrosinphosphorylierung der ERK1/2

A: COS7-Zellen in 6-Loch-Schalen wurden mit je 0,5 pg Leervektor, PTPRRcytoWT, PTPRRcytoS321E,
PTPRRcytoS321A oder PTPRRcytoC563S im Expressionsvektor pRKS transient transfiziert. Die Lysate wurden
mit einem Anti-ERK- bzw. einem Anti-PTPRR-Antikdrper immunprézipitiert und die Proben nach Auftrennung
iiber 10%ige SDS-PAGE und Transfer auf Nitrozellulosemembran mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikdrper
bzw. einem Anti-PTPRR-Antikorper getestet. Nach Ablosen des Anti-Phosphotyrosin-Antikdrpers wurde mit
einem Anti-ERK-Antikorper getestet. B: COS7-Zellen in 6-Loch-Schalen wurden mit PTPRRcytoWT,
PTPRRcytoS321A und PTPRRcytoS321E transfiziert und vor der Lyse 30 min mit 40uM Forskolin stimuliert.
Die Lysate wurden nach Auftrennung iiber 10%ige SDS-PAGE und Transfer auf Nitrozellulosemembran mit
einem Anti-phosphoERK-Antikdrper auf Phosphorylierung der ERK1/2 getestet. Nach Abldsen des Anti-
phosphoERK-Antikorpers wurde mit einem Anti-ERK-Antikdrper getestet.
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3.4 Biologische Funktion

PTPasen konnen theoretisch in alle zelluliren Prozesse eingreifen, bei denen die
Tyrosinphosphorylierung eine Rolle spielt, und daher eine Vielzahl zelluldrer Funktionen wie
etwa Proliferation, Migration und Differenzierung steuern (Angers-Loustau et al, 1999;
Avraham et al, 2000; Arregui et al, 2000; Byon et al, 1997; den Hertog, 1999; Van Vactor et
al, 1998). Zur Untersuchung der biologischen Funktion der PTPRR wurde der Schwerpunkt
im Rahmen dieser Arbeit auf die ERK1/2-vermittelten zelluldren Prozesse Proliferation,
Kontaktinhibition und Migration gelegt, welche auch an der Entstehung und Entwicklung von
Tumoren beteiligt sind. Fiir die folgenden Experimente wurden zundchst NIH3T3-Zellinien
generiert, die mPTPRRcyto stabil vom Expressionsvektor pLXSN expremieren (Abb. 25).

Dieser Vektor ermoglicht mit dem vergleichsweise schwachen SV40-Promotor eine moderate

Uberexpression.
Kontrolle PTPRRcytoWT
IP: ¢ Anti-HA 1
- B
& <« PTPRRcyto
WB: ¢ Anti-HA i
PTPRRcytoSE PTPRRcytoCS

IP: ¢ Anti-HA {

<+ PTPRRcyto

WB: | Anti-HA

Abb. 25: Stabile Expression der HA-PTPRRcyto in NIH3T3-Fibroblasten

NIH3T3-Fibroblasten wurden mit HA-PTPRRcyto im Expressionvektor pLXSN infiziert und mit dem
Selektionsmarker G418 zwei Wochen selektioniert. Von den selektionierten Zellen wurden Klone ausgewéhlt,
geziichtet und eine 10cm-Schale jedes Klons zur Expressionkontrolle lysiert. Vergleichbare Mengen der Lysate
wurden mit Anti-HA-Antikérper immunprézipitiert, iber 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt und nach Transfer auf
Nitrozellulosemembran mit Anti-HA-Antikorper auf Expression der PTPRR getestet.
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3.4.1 PTPRR verlangsamt die basale und PDGF-induzierte Proliferation

Eine Folge der ERKI1/2-Aktivierung in NIH3T3-Zellen ist die Steigerung der
Proliferationsrate (Nishida und Gotoh, 1993; Blenis, 1993; Lenormand et a/, 1993). Um zu
tiberpriifen, ob die Wechselwirkung der PTPRR mit ERK Einflu8 auf die Proliferationsrate
hat, wurden NIH3T3-Zellen mit mPTPRRcytoWT, der katalytisch inaktiven Mutante
mPTPRRcytoC563S und der Mutante mPTPRRcytoS321E, welche ERK nicht bindet, stabil
transfiziert. Die stabilen Zellinien wurden auf 6-Loch Schalen ausgesdht und mit PDGF
stimuliert. Nach 48h wurden die Zellen durch Trypsinierung von den Schalen abgeldst und
die Zellzahl pro Loch erneut bestimmt (Abb. 26).

PTPRRcytoWT verringert die Proliferationsrate der unstimulierten NIH3T3-Zellen um 66%
und die der PDGF-stimulierten NIH3T3-Zellen um 50% im Vergleich zur Vektorkontrolle.
PTPRRcytoS321E lag mit 30% Riickgang der Proliferation sowohl der unstimulierten als
auch der stimulierten Zellen im Bereich des statistischen Fehlers, ebenso die C563S-Mutante

mit einem Riickgang von 11% ohne bzw. 9% mit PDGF.
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Abb. 26: PTPRR verringert die Proliferationsrate von NIH3T3-Zellen

NIH3T3-Zellen, die mit PTPRRcytoWT, PTPRRcytoC563S und PTPRRcytoS321E im Expressionsvektor
pLXSN stabil infiziert worden waren, wurden mit 140 000 Zellen pro Loch auf 6-Loch Schalen ausgeséht und
nach 12h mit 5ng/ml PDGF stimuliert. Nach 48h wurden die Zellen trypsiniert und die Anzahl der Zellen pro
Loch mit einem Coulter Counter erneut bestimmt. Dabei wurden jeweils zwei Klone pro Konstrukt getestet und
pro Klon zwei Zdhlungen vorgenommen.
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3.4.2 PTPRR blockiert die von v-Ki-Ras und HER2-vermittelte
Transformation von Zellen

Ein Schritt bei der Transformation normaler Zellen zu Tumorzellen ist der Verlust der
Kontaktinhibition, d.h. das Wachstum von Zellen trotz dichter Einbettung in eine Schicht aus
Nachbarzellen. Um den EinfluB der PTPRR auf diesen Prozefl zu ermitteln, wurden
sogenannte Fokusbildungs-Experimente durchgefiihrt, bei denen Nagerfibroblastenzellen mit
Onkogenen infiziert werden, so daf} sie die Kontaktinhibition verlieren und in mehreren
Schichten iibereinender wachsen. Dadurch entstehen die sogenannten Foci, die nach Anfarben
mit dem Farbstoff Kristallviolett sichtbar werden. Als Onkogene wurden v-Ki-Ras verwendet,
eine konstitutiv aktive Form des Raf-aktivators Ras, HER2, ein Mitglied der EGF-Rezeptor-
Familie, welches hiufig in Tumoren {berexprimiert wird, v-ErbB aus dem Avian-
Erythroblastosis-Virus, das ebenfalls mit der EGF-Rezeptor verwandt ist sowie v-Fms, eine
Rezeptor-Tyrosin-Kinase aus dem McDonough Feline-Sarcoma-Virus. NIH3T3-
Maiusefibroblasten, die stabil mit PTPRR, der zur selben PTPase-Familie gehorenden STEP
oder der ebenfalls zytoplasmatischen PTPIB infiziert worden waren, wurden mit den
Onkogenen v-Ki-Ras, HER2, v-ErbB und v-Fms nochmals infiziert. PTPRR unterdriickt die
durch die Infektion mit v-Ki-Ras und HER2 hervorgerufenen Foci fast vollstindig; der Effekt
auf die von v-ErbB und v-Fms hervorgerufenen Foci ist jedoch wesentlich geringer (Abb.
27B, weile Balken). STEP reduziert die v-Ki-Ras- und HER2-induzierte Transformation
ebenfalls deutlich und zeigt keinen Effekt auf die Transformation durch v-ErbB (Abb. 27B,
graue Balken). PTP1B dagegen verringert die Anzahl der durch v-Ki-Ras verursachten Foci
auf etwa die Hélfte und die Anzahl der durch HER2 und v-ErbB verursachten Foci nur
geringfligig (Abb. 27B, schwarze Balken). Die Analyse der Totallysate der stabil mit den
PTPasen infizierten Zellinien mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikdrper zeigt, dafl die
Uberexpression der Phosphatasen keine groBeren unspezifischen Verinderungen im
Tyrosinphosphorylierungsmuster der Zellen bewirkt (Abb. 29A). Der Western-Blot der
Totallysate der mit PTPRR und den Onkogenen doppelt infizierten Zellen mit einem Anti-
PhosphoERK-Antikorper zeigt, daB PTPRR in der Lage ist, die durch die Onkogene v-Ki-
Ras, HER2 und v-ErbB verursacht Phosphorylierung der ERK zu verringern (Abb. 29B).
PTPRR kann also ebenso wie STEP spezifisch die von HER2 und v-Ki-Ras ausgehenden

Signalwege, die zum Verlust der Kontaktinhibition fiihren, negativ regulieren.
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Abb. 27: PTPRR kann die von v-Ki-Ras und HER2 verursachte Transformation von NIH3T3-Zellen
unterdriicken

NIH3T3-Fibroblasten, die stabil mit Leervektor, mPTPRRcyto, der zur selben PTPase-Familie gehdrenden
STEP oder der ebenfalls zytoplasmatischen PTP1B im Expressionsvektor pLXSN infiziert worden waren,
wurden mit 275 000 Zellen pro Schale auf 6cm-Schalen ausgesdht und mit den Onkogenen v-Ki-Ras, HER2, v-
ErbB und v-Fms infiziert. Die Zellen wurden 10 Tage in DME-Medium mit 4% FCS gehalten und danach mit
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Kiristallviolett-Farbelosung fixiert und angefdarbt. A: Foci mit Leervektor-transfizierten und PTPRR-
transfizierten Zellen. B: Quantifizierung der Experimente. Die Fehlerbalken ergeben sich aus zwei voneinander
unabhingigen Experimenten. Die Experimente wurden dreimal mit dhnlichen Ergebnissen wiederholt (Daten
nicht gezeigt).

Eine weitere Eigenschaft von transformierten Zellen ist die Proliferation trotz Entzug von
Wachstumsfaktoren. Die Uberexpression von HER? tritt bei vielen Tumoren auf und kann zu
einer unkontrollierten Proliferation von Zellen fiihren. Um den EinfluB der PTPRR auf diesen
Proze3 zu testen, wurde NIH3T3-Zellen transient mit HER2 und PTPRR TM WT,
PTPRR TM C563S oder Leervektor koinfiziert und in einem MTT-Wachstumsassay auf
Proliferation in Medium mit einer Serumkonzentration, bei der sich nichttransformierte
NIH3T3-Zellen nicht teilen, untersucht. Dabei konnte PTPRRcyto die HER2-induzierte
Proliferation der Zellen stark verzdgern, nicht jedoch eine katalytisch inaktive C563S-
Mutante der PTPRR (Abb. 28). Der transformationsunterdriickende Effekt der PTPRR ist also
nicht auf die Inhibition der Kontaktinhibition beschrankt.

0,4
£ 0,3 -
S —m— Leervektor
5 0,2 —e—PTP-SL CS
8 01 - —o—PTP-SLWT
O T T T T T T T T T

Abb. 28: PTPRR kann die HER2-induzierte Proliferation von NIH3T3-Zellen unter suboptimalen
Serumkonzentrationen verzogern

NIH3T3-Zellen wurden transient mit HER2 und PTPRR TM WT, PTPRR TM C563S oder Expressionsvektor
pLXSN koinfiziert, auf 96-Loch-Schalen ausgesaht und in Wachstumsmedium mit 4% FCS gehalten. Nach 1, 3,
5,7 bzw. 9 Tagen wurden die Zahl der lebenden Zellen nach Zugabe von MTT gemessen. Die Fehlerbalken
ergeben sich aus vier voneinander unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 29: PTPRR verringert die von den Onkogenen v-Ki-Ras, HER2 und v-ErbB induzierte
Phosphorylierung der ERK1/2

A: NIH3T3-Fibroblasten, die mit Leervektor, mPTPRRcyto, der zur selben PTPase-Familie gehorenden STEP
oder der ebenfalls zytoplasmatischen PTP1B im Expressionsvektor LXSN stabil infiziert worden waren, wurden
auf 6cm-Schalen ausgesdht und mit den Onkogenen v-Ki-Ras, HER2, v-ErbB und v-Fms infiziert. Die Zellen
wurden 10 Tage in DME-Medium mit 4% FCS gehalten und lysiert. Die Lysate wurden iiber 10%ige SDS-
PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit Anti-Phosphotyrosin-Antikdrper analysiert.
Molekulargewichtsmarker sind am linken Rand in kDa eingezeichnet B: Je 10pg der Lysate wurden iiber
10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert und mit Anti-phosphoERK-Antikérper
analysiert. Nach Ablosen des Anti-phosphoERK-Antikdrpers wurde die Expression der ERK mit einem Anti-
ERK-Antikdrper nachgewiesen.
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3.4.3 PTPRR verlangsamt die Migration von Zellen im Wundheilungs-
experiment

Da die aktivierte ERK1/2 eine wichtige Rolle bei der Migration von Zellen spielt (Klemke et
al, 1997; Graf et al, 1997; Stupack et al, 2000) und von PTPRR deaktiviert werden kann, lag
es nahe, den Effekt der PTPRR auf die Migration zu untersuchen. Dazu wurden NIH3T3-
Zellen, die mit mPTPRRcytoWT, mPTPRRcytoC563S und mPTPRRcytoS321E oder dem
Expressionsvektor pLXSN stabil infiziert worden waren, nach Erreichen der Konfluenz, d.h.
bei vollstindiger Bedeckung des Schalenbodens mit Zellen, von einer geraden Linie
ausgehend von einem Teilbereich der Schalen abgelost. Bei diesem sogenannten
Wundheilungstest bewegen sich Zellen entlang eines Wachstumsfaktorgradienten vom
konfluenten in den freigelegten Bereich hinein, in dem weniger Wachstumsfaktoren
verbraucht werden. 24h nach dem Abldsen der Zellen wurde die Migration unter dem
Mikroskop analysiert. Im Ansatz mit der Vektorkontrolle ist die Migration deutlich zu
erkennen; hier sind vereinzelte Zellen sichtbar, die Filopodien ausgebildet haben und in den
freigelegten Bereich hineingewandert sind. Der Ansatz mit der S321E-Mutante zeigt ein
dhnliches Migrationsverhalten wie der der Vektorkontrolle (Abb. 30A links oben und unten).
Im Gegensatz dazu befinden sich beim Ansatz mit PTPRRcytoWT ebenfalls Zellen im
freigelegten Bereich, die jedoch eine kompakte Lage ohne vereinzelte Zellen bilden und keine
Anzeichen von Migration aufweisen (Abb. 30A oben rechts). Beim Ansatz mit
PTPRRcytoCS kann zeigte sich eine verstirkte Migration im Vergleich zur Vektorkontrolle:
hier sind mehr vereinzelte Zellen als in der Vektorkontrolle zu erkennen, die vereinzelten
Zellen bilden lédngere Filopodien aus und wandern weiter in den freigelegten Bereich hinein
(Abb. 30A, unten rechts). Die Zdhlung der in den freigelegten Bereich migrierten Zellen
ergab ein dhnliches Bild (Abb. 30B). PTPRRcytoSE fiihrt nicht zu einem signifikanten
Riickgang der in den freigelegten Bereich migrierten Zellen. Die Expression der
PTPRRcytoWT dagegen fiihrt zu einem Riickgang auf ein Drittel und die der PTPRRcytoCS
zu einer Steigerung um die Hélfte gegeniiber der Vektorkontrolle. PTPRRcyto kann also die
Migration von NIH3T3-Zellen verringern, wobei dieser Effekt sowohl von der Bindung an

ERK als auch von der Phosphataseaktivitit abhéngt.
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Abb. 30: PTPRR verringert die Migration der NIH3T3-Zellen im Wundheilungsexperiment

NIH3T3-Fibroblasten, die mit mPTPRRcytoWT, mPTPRRcytoC563S oder mPTPRRcytoS321E im
Expressionsvektor pLXSN oder einem Kontrollvektor stabil transfiziert worden waren, wurden auf 6-cm-
Schalen ausgeséht. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit Hilfe einer Rasierklinge von einer
geraden Linie ausgehend von den Schalen abgeldst, zweimal mit Medium gewaschen und in DME-Medium mit
4% FCS gehalten. 24h nach dem Abldsen wurde die Wanderung der Zellen in den freigelegten Bereich mit
Videomikroskopie dokumentiert. Pro PTPRR-Konstrukt wurden je zwei Klone untersucht und zwei
verschiedene Bilder wurden pro Klon ausgewertet. A: Reprisentative Bilder der Migration der stabilen Zellinien
B: Quantifizierung der Migration. Die angegebenen Werte sind die Mittelwerte von je zwei Aufnahmen zweier
voneinander unabhingiger Klone. Dabei wurden diejenigen Zellen gezéhlt, die iiber die durch die weiflen Balken
gekennzeichneten Rinder der zusammenhingenden Zellschicht in den freigelegten Bereich hinein gewandert
waren. Es wurden ausschlieB3lich lebende Zellen gezahlt.
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4 DISKUSSION

Die Tyrosinphosphorylierung und -dephosphorylierung von Proteinen durch Kinasen und
Phosphatasen ist ein verbreiteter Mechanismus zur Weiterleitung zelluldrer Signale. Bei
Prozessen, die zur Entstehung von Tumoren fiihren, ist das Phosphorylierungsgleichgewicht
hiufig gestort (Patarca, 1996; Kolibaba und Druker, 1997; Hunter, 1998).

Uber die Protein-Tyrosin-Phosphatase PTPRR war zu Beginn dieser Arbeit bekannt, daB sie
in Tumorzellinien in einem komplexen Spleimuster in unterschiedlicher Stirke exprimiert
wird (P. Knyazev, personliche Mitteilung). Zudem lagen erste noch unveroffentlichte Daten
vor, nach denen PTPRR die MAPKn ERK1/2 dephosphorylieren kann (R. Pulido, personliche
Mitteilung), welche zentrale Bestandteile zelluldrer Signalwege sind und deren Aktivierung
oft eine wichtige Rolle bei der Transformation von Zellen spielt (Cobb et al, 1994; Hendriks
et al, 1995). In dieser Arbeit wurde die Funktion der PTPRR in der Signaltransduktion unter
besonderer Beriicksichtigung der Tumorentstehung untersucht. Dabei wurde auf Expression,

Substrate und Bindungspartner, Regulation und biologische Funktion eingegangen.

4.1 Verbreitung und Vorkommen

Zu Beginn dieser Arbeit lagen Daten zum Vorkommen der PTPRR-mRNA aus Geweben der
Maus vor, die eine Expression vorwiegend im Gehirn, aber auch im Kolon zeigten. (Ogata et
al, 1995; Shiozuka et al, 1995; Augustine et al, 2000b). Zudem war in menschlichen
Tumorzellinien aus Kolon, Pankreas, Ovarien, Magen, Brust und in Glioblastomzellinien ein
komplexes Muster von Transkripten unterschiedlicher Lénge nachgewiesen worden (P.
Knyazev, personliche Mitteilung). Daten zum Vorkommen der PTPRR auf Translationsebene
lagen zu Beginn dieser Arbeit lediglich aus PC-12-Zellen und in vitro
Translationsexperimenten vor (Sharma und Lombroso, 1995; Shiozuka et al, 1995; Ogata et
al, 1995). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der PTPRR auf Proteinebene in
verschiedenen Tumorzellinien und Zellinien aus nichttransformierten Geweben untersucht.
Dabei wurden Banden mit 75, 71, 64 und 46 kDa detektiert, in Ubereinstimmung mit in vitro
Translationsexperimenten von Shiozuka und Ogata, bei denen unter anderem Proteine mit 74
und 62 kDa (Shiozuka et al, 1995) bzw. 46 kDa (Ogata et al, 1995) exprimiert wurden (siche
3.1.1.1.). Ein Vergleich mit den theoretischen Molekulargewichten der verschiedenen

alternativ gespleiften Transkripte (Augustine et al, 2000b) 14Bt vermuten, daf3 die Bande mit
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75kDa der lingsten transmembranen Isoform PTPRR FL (74kDa), die Bande mit 64kDa der
PTPRR TM (65kDa) und die Bande mit 46kDa der zytoplasmatischen Isoform PTPRRcyto
(46,5 kDa) entspricht. Diese Zuordnung wird durch die Tatsache unterstiitzt, dafl diese drei
Isoformen diejenigen zytoplasmatischen Bereiche enthalten, welche von den beiden hier
eingesetzten Anti-PTPRR-Antikorpern erkannt werden.

Experimente zum Erstellen eines Expressionsprofils der PTPRR in verschiedenen
Tumorzellinien und —geweben mittels RT-PCR zeigten, daB hPTPRR sowohl in
Tumorgeweben als auch in Tumorzellinien stirker exprimiert wird als in nichttransformierten
Geweben und Zellinien aus nichttransformierten Geweben (siehe 3.1.1.2). In Tumoren sind
Proteinkinasen, insbesondere ERKI1/2, hiufig {iiberdurchschnittlich aktiv und fiir den
Transformationsprozef3 verantwortlich (Kolibaba und Druker, 1997; Hunter, 1998). Viele
dieser Kinasen werden durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert. Ursache flir das verstdrkte
Vorkommen der hPTPRR-mRNA in Tumoren kénnte ein Riickkopplungsmechanismus sein,
mit dem die Zelle versucht, der Aktivierung der ERK1/2 oder anderer Proteinkinasen durch
Dephosphorylierung entgegenzusteuern. Der mRNA-Level der hPTPRR lag in den
expremierenden Zellinien um drei Groenordnungen unter dem des Kontrollgens Zyklophilin
A. Ein geringer Expressionslevel wird bei vielen PTPasen beobachtet, da sie enzymatisch sehr
aktiv sind und oft fiir das Wachstum und Uberleben der Zellen wichtige Schliisselenzyme
dephosphorylieren. Fiir die Zuverldssigkeit dieser Daten spricht der Vergleich der iiber RT-
PCR gewonnenen Ergebnissen mit denen aus dem Western-Blot, da sich hPTPRR bei
Zellinien, die eine liberdurchschnittliche Expression der hPTPRR in der RT-PCR zeigen, mit
Ausnahme der MDA-MB-231-Zellen auch im Western-Blot nachweisen ldsst. Ein weiterer
Beleg fiir die Qualitit der Expressionsdaten ist die Beobachtung, da3 hPTPRR sowohl in
Northern-Blots (P. Knyazev, personliche Mitteilung) als auch im Western-Blot in den
Zellinien SK-N-SH, SW948, Ovcar3 und MDA-MB 415 die stirkste Expression aufweist.

Die Analyse der intrazelluldren Verteilung der PTPRR iiber Immunfluoreszenzmikroskopie
zeigte, daBl die Lokalisation der PTPRR iiber die Expression verschiedener Isoformen
reguliert werden kann. Wiahrend die Isoform PTPRRcyto iiber das gesamte Zytoplasma
verteilt ist, befindet sich die PTPRR FL in der perinukledren Region mit Konzentration in
vesikuldren Strukturen (siehe 3.1.2). Hervorzuheben ist dabei, dal die endogene PTPRR in
SK-N-SH- und PC-12-Zellen, in denen PTPRR-Protein in den Gréflen der PTPRR FL und
PTPRRcyto nachgewiesen wurde (siche 3.1.2 und Shiozuka et al, 1995), ebenfalls im
Zytoplasma mit Konzentration in der perinukledren Region vorkommt. Bei keiner der beiden

Isoformen konnte eine Expression im Nukleus nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen
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werden von Daten von Ogata ef al (1999), Van Den Maagdenberg ef al (1999) und Zuniga et
al (1999) bestitigt, die zeigen konnten, dal PTPRRcyto im Zytoplasma und PTPRRTM an
spiten Endosomen lokalisiert ist, welche sich in der perinukledren Region befinden. Auch bei
anderen Phosphatasen wie TC-PTP oder der mit PTPRR verwandten STEP kann die zelluldre
Verteilung durch alternatives Spleiflen reguliert werden (Ibarra-Sanchez et al, 2000; Bult et
al, 1996).

Eine Lokalisation der PTPRR im Zytoplasma erscheint plausibel, da sich ein Grofteil des
zelluldren Vorkommens der ERK1/2, eines Substrates der PTPRR (siehe 3.2.2), ebenfalls im
Zytoplasma befindet und dort phosphoryliert wird. Nach Aktivierung durch Liganden werden
viele G-Protein gekoppelte Rezeptoren und Rezeptortyrosinkinasen internalisiert und in
endocytischen Vesikeln ins Zellinnere transportiert, von wo aus die Signale weitergeleitet
werden (Ceresa und Schmid, 2000). Diese Internalisierung ist wichtig fiir die Aktivierung der
ERKn (Kranenburg et al, 1999; DeFea et al, 2000). Zudem konnten Teile der ERK-
Signalkaskade aus Komplexen mit spdten Endosomen isoliert werden (Pol et al, 1998;
Wunderlich et al, 2001). Die Expression einer Isoform der PTPRR, welche an spéten
Endosomen lokalisiert ist, konnte ein Mechanismus zur gezielten Regulation derjenigen ERK-
und anderer Signalwege sein, welche von internalisierten Rezeptoren ausgehen. Mit einer
nichtnukledren Lokalisation der PTPRR stimmt die Beobachtung iiberein, dall ausschlieBlich
am Tyrosinrest des TEY-Motivs phosphorylierte ERK2 fast nur im Zellkern gefunden wurde
(Cha und Shapiro, 2001). Zwar konnte zu einigen Zeitpunkten des Zellzyklus ausschlieB3lich
tyrosinphosphorylierte ERK2 auch im Golgi-Apparat nachgewiesen werden (Cha und
Shapiro, 2001), hier konnte jedoch die Gegenwart der aktiven PKA eine Wechselwirkung von
ERK2 und PTPRR verhindern (siche 3.2.2).

Dualspezifische MAPK-Phosphatasen kommen mit Ausnahme der MKP-3 ausschlieBlich im
Zellkern vor, wihrend PTPRR und andere tyrosinspezifische MAPK-Phosphatasen im
Zytoplasma lokalisiert sind (siehe 3.1.2 und Bult et al, 1996; Keyse, 1999; Zuniga et al,
1999). Dieses unterschiedliche Vorkommen gibt AnlaB zur Vermutung, da die
Dephosphorylierung zytoplasmatischer MAPKn eher durch tyrosinspezifische MAPK-
Phosphatasen erfolgt, wéhrend fiir die Inaktivierung von MAPKn im Zellkern vorwiegend

dualspezifische MAPK-Phosphatasen verantwortlich sind.



4 DISKUSSION 87

4.2 Assoziierte Proteine und Substrate

Im Rahmen dieser Arbeit konnten anfangs noch unverdffentlichte Daten bestétigt werden, daf3
PTPRR die MAPKn ERK1/2 in vitro und in vivo bindet und dephosphoryliert (sieche 3.2.2.1
und 3.2.2.2). Zudem wurde ein EinfluB der iiberexprimierten PTPRR auf die ERK1/2-
vermittelte Aktivierung der Transkription nachgewiesen und die Spezifitdit der PTPRR
gegeniiber den Mitglieden der MAPK-Familie fiir ERK1/2 gezeigt (siehe 3.2.2.3 und 3.2.2.2).
Nach Stimulus-spezifischer Aktivierung der ERKn durch Phosphorylierung am Threonin und
Tyrosinrest des TEY-Aktivierungsmotivs werden diese in einem Zeitraum von einigen
Minuten bis zu einigen Stunden, je nach Stimulus und Zelltyp, dephosphoryliert und
deaktiviert (Traverse et al, 1992; Marshall, 1995). Die biologischen Effekte der Stimuli
hingen dabei von der Stirke und Dauer der Aktivierung der ERKn ab, welche wiederum von
der Aktivitdit von MAPK-Phosphatasen beeinflusst werden kann (Rouyez et al, 1997; Racke
et al, 1997; Dikic et al, 1994). Zu Beginn dieser Arbeit waren aus hoheren Eukaryonten nur
MAPK-Phosphatasen bekannt, die Phospoho-Threoninreste dephosphorylieren, wie PP2A,
oder dualspezifisch fiir Phospho-Threonin und -Tyrosin sind, wie MKP1 und MKP3 (Camps
et al, 2000; Haneda et al, 1999). Aus Studien mit dem PTPase-Inhibitor Pervanadat gab es
bereits erste Hinweise, da3 PTPasen eine Rolle bei der in vivo Regulation der MAPKn spielen
(Alessi et al, 1995; Zhao et al, 1996). Mit PTPRR wurde erstmals eine MAPK-Phosphatase
aus hoheren Eukaryonten identifiziert, die spezifisch fiir Phospho-Tyrosinreste ist. Im Laufe
dieser Arbeit konnte dies auch von anderen Arbeitsgruppen bestdtigt werden (Karim und
Rubin, 1999; Ogata et al, 1999; Pulido et al, 1998; Saxena et al, 1999; Saxena et al, 1998).
Zudem wurde nachgewiesen, da3 die Bindung der PTPRR an ERK f{iber ein 16 Aminosaduren
umfassendes Kinase-Interaktions-Motiv (KIM) in der Juxtamembranregion der PTPRR
erfolgt, die katalytische Domidne jedoch im Gegensatz zu anderen PTPasen und vielen
MAPK-Phosphatasen nicht an der Bindung dieses Substrates beteiligt ist (siche 3.2.2.1 und
Tonks und Neel, 2001; Keyse, 1999). Homologe ERK-Interaktionsmotive findet man
ebenfalls bei anderen Bindungspartnern der ERKn wie Elk1, MEK oder RSK (Jacobs ef al,
1999) und in den Sequenzen der iibrigen Mitglieder der STEP-Familie der PTPasen, denen
ebenfalls nachgewiesen werden konnte, da3 sie ERK binden und dephosphorylieren kdnnen
(Saxena et al, 1998; Zuniga et al, 1999; Karim und Rubin, 1999; siche Abb. 31). Eine
Hypothese zur Existenz dhnlicher ERK-Bindungsdominen bei Interaktionspartnern mit
unterschiedlichen Funktionen wére eine Kompetition der negativen und positiven Regulatoren

um die Bindung der ERKn. Die Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen,
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welche die Aktivitit von ERKn bestimmen, kénnten so durch Kompetition von Kinasen und
Phosphatasen um {iiberlappende ERK-Bindungssequenzen feinreguliert werden. Eine weitere
mogliche Aufgabe der KIMe konnte eine Regulation der Lokalisation der ERKn durch
Bindung an KIMe-enthaltende Proteine mit unterschiedlicher subzelluldrer Lokalisation sein.
So ist z.B. die Bindung von ERK1/2 an die katalytisch inaktive PTPRRcyto ausreichend, um
eine Translokation der aktivierten ERK1/2 in den Zellkern zu verhindern (Pulido et al, 1998).

Es wurde gezeigt, daB3 die in vitro Wechselwirkung zwischen ERK1/2 und PTPRR, die von
ERK1/2 mit noch unbekannten Auswirkungen an Threonin phosphoryliert werden kann,
unabhingig vom Aktivierungszustand der ERKn ist (siche 3.2.1). Dies stimmt mit
kristallographischen Daten iiberein, dal sich die ausgedehnte Substratbindungsregion der
ERK2 weder nach Threonin- noch nach Tyrosinphosphorylierung éndert (Canagarajah et al,
1997). Der EinfluB anderer Proteinkinasen auf die Wechselwirkung zwischen ERK und
PTPRR wurde jedoch nachgewiesen (siehe 3.3.2 und 4.3). Auffillig ist, da PTPRR-
Fragmente, die nur die Juxtamembranregion mit dem KIM enthalten, ERK besser binden als
Fragmente mit der gesamten zytoplasmatischen Region (siche 3.2.2.1). Ursache hierfiir
konnte eine Regulation der Bindung durch intramolekulare Wechselwirkungen zwischen

verschiedenen Regionen der PTPRR sein.

+* * % * *
PTPRR (314)GLQERRGSNVSLTLDM| (329)
STEP (216)GLQERRGSNVSLTLDM (231)
He-PTP (37) RLQERRGSNVAIMLDV (52)
RSK1 {710}ILAQRRV——RKLPSTT (723}
Elkl (310) PQKGRKP--RDLELPL (324)
MEK1 (1)  MPKKKP--TPIQLNP (13)

Abb. 31: Vergleich der ERK-Interaktionsmotive der PTPRR, STEP, HE-PTP, RSK1, Elk1 und MEK1

Die Aminoséuren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die Positionen der Motive innerhalb der Sequenzen
sind in Klammern angegeben, die fiir die Assoziation mit ERK wichtigen Reste sind mit Sternen (*)
gekennzeichnet (Pulido et al, 1998) und die von PKA phosphorylierten Serinreste sind durch Fettdruck
hervorgehoben. Konservierte Aminosduren sind eingerahmt. Die Sequenzen sind nach Ogata et al (1995)
(PTPRR), Sharma et al (1995) (STEP), Adachi et al (1992) (He-PTP), Alcorta et al (1989) (RSK1), Rao et al
(1989) (Elk1) und Zheng und Guan (1993) (MEK1) numeriert.
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Weiterhin wurde der Nachweis erbracht, dal PTPRR spezifisch die Mitglieder der MAPK-
Familie ERK1 und 2 dephosphoryliert, p38 Kinase dagegen kaum und JNK/SAPK nicht.
Auch die der ERK1/2 sehr dhnliche ERKS5/BMK ist ein Substrat der PTPRR (Eigene
Beobachtung/Daten nicht gezeigt; M. Buschbeck, personliche Mitteilung). Zuniga et al
(1999) konnten zeigen, daB PTPRR in der Lage ist, sowohl ERK als auch p38 Kinase in vitro
zu binden, nicht jedoch JNK/SAPK. Dies steht nicht im Wiederspruch zu den hier erhaltenen
Ergebnissen, da die Assoziation der PTPRR in vitro mit p38 Kinase wesentlich schwécher ist
als die mit ERK1/2 (Zuniga ef al, 1999). Auch fiir die iibrigen Mitglieder der STEP-Familie
der PTPasen, STEP, He-PTP und PTP-ER, konnte gezeigt werden, dal sie mit ERK1/2
assoziieren und deren Aktivitdt regulieren (sieche 3.2.2.2 und Saxena et al, 1998; Pulido et al,
1998; Karim und Rubin, 1999). Aufgrund der unterschiedlichen Verbreitung und Regulation
dieser Phosphatasen ist es wahrscheinlich, dafl die fiir die Dephosphorylierung eines
bestimmten MAPK-Signalweges verantwortlichen PTPasen vom jeweiligen Zelltyp und
Stimulus abhingen.

Beim Vergleich verschiedener Isoformen der PTPRR konnte gezeigt werden, dafl die
zytoplasmatische Isoform die EGF-induzierte ERKI1/2-Phosphorylierung am starksten
reduziert, PTPRR TM eine schwéchere Wirkung und die ldngste Isoform PTPRR FL unter
den gewdhlten experimentellen Bedingungen keinen Einflul auf die Phosphorylierung der
ERK1/2 hat (sieche 3.2.2.2). Eine Erkldrung fiir diese Differenzen konnte die unterschiedliche
Lokalisation der verschiedenen Isoformen der PTPRR sein. Ogata et a/ (1999) konnten iiber
Immunfluoreszenz zeigen, dal PTPRR FL an der Plasmamembran lokalisiert ist, wiahrend ein
Grofiteil der PTPRR TM mit Endosomen assoziiert (Van Den Maagdenberg et al, 1999).
PTPRRcyto dagegen ist liber das gesamte Zytoplasma verteilt (siche 3.1.2 und Zuniga et al,
1999; Van Den Maagdenberg et al, 1999). Da sich ein Grofteil des zelluliren ERK-
Vorkommens ebenfalls im Zytoplasma befindet, wird die Dephosphorylierung der ERK1/2
durch die rdumliche Ndhe der PTPRRcyto begiinstigt. Bei Stimulation der MAPKn wird
hdufig nicht deren gesamtes zelluldres Vorkommen aktiviert sondern nur die Anteile, die
durch spezifische Lokalisation oder Assoziation mit Geriistproteinen kompartimentiert sind
(Yasuda et al, 1999; Whitmarsh und Davis, 1998; Garrington und Johnson, 1999). So kann
eine ERK1/2-Subpopulation mit Endosomen assoziieren und die von den dort internalisierten
aktivierten RTKn ausgehenden Signale weiterleiten (Wunderlich ef al/, 2001). PTPRR TM
konnte also die iiber internalisierte RTKn aktivierten MAPKn direkt am Ort der Aktivierung
dephosphorylieren. Ogata et al (1999) fanden im Wiederspruch zu den hier gezeigten Daten
keine Unterschiede zwischen den Phosphataseaktivititen der PTPRRcyto und der PTPRR FL
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gegeniiber ERK1/2. Die Bedingungen in dem von Ogata et al (1999) eingesetzten System
waren jedoch artifizieller als die in dieser Arbeit gewihlten, da dort zusétzlich zur PTPase
ERK {iberexprimiert wurde und groere Mengen DNA transfiziert wurden. Die
Uberexpression von PTPasen zusammen mit tyrosinphosphorylierten Proteinen fiihrt jedoch
oft zu einer unspezifischen Dephosphorylierung.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt, dal PTPRR die katalytische
Aktivitdit der ERK1/2 verringern und die ERKI1/2-vermittelte Transkriptionsaktivierung
reduziert (siehe 3.2.2.3). Dabei hat die Isoform PTPRRcyto einen doppelt so starken Effekt
wie die Isoform PTPRR FL. Dieser Unterschied kann durch die stirkere Dephosphorylierung
der ERK1/2 durch PTPRRcyto im Vergleich zur PTPRR FL erklédrt werden (sieche 3.2.2.2).
Eine katalytisch inaktive PTPRR TM C563S-Mutante hat dagegen keinen Einfluf3 auf die
Transkriptionsaktivierung, obwohl sie in der Lage ist, ERK iiber das KIM-Motiv zu binden.
Nach Berichten von Zuniga et al (1999) kann die PTPRRcyto C563S-Mutante die
Translokation der ERK1/2 in den Zellkern verhindern (Zuniga et al, 1999), was den
Ergebnissen von Brunet et al (1999) zufolge die Aktivierung nukleédrer Transkriptionsfaktoren
unterbinden sollte. Eine Erklidrung fiir diese scheinbare Diskrepanz konnte die endosomale
Lokalisation der PTPRR TM CS sein, durch welche die Phosphatase nur einen Teil des
zelluldiren ERK1/2-Vorkommen binden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden durch
Experimente von Ogata et al (1999) bestitigt, bei denen eine Verminderung der
Transkriptionsaktivierung durch eine zytoplasmatische Isoform und eine schwichere
Verminderung durch eine transmembrane Isoform der PTPRR erfolgte, widhrend eine
katalytisch inaktive C/S-Mutante der PTPRR nur geringe Wirkung zeigte. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch mit der zur selben Familie gehdrenden He-PTP erzielt werden,
welche ebenfalls ein KIM enthélt (Saxena et al, 1998).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein weiteres Protein identifiziert, dessen Phosphorylierung
PTPRR negative beeinfluBt (siche 3.2.4): das Motorprotein KIF1C (Kinesin-
Interaktionsfaktor 1C), welches am retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum
Endoplasmatischen Retikulum beteiligt ist (Dorner et al, 1999). Die Spezifitit dieser
Dephosphorylierung konnte durch den Vergleich mit anderen Phosphatasen wie etwa der zur
selben PTPase-Familie gehorenden zytoplasmatischen He-PTP belegt werden, die keinen oder
nur geringen EinfluB auf die Phosphorylierung des KIF1C hatten. Die Isoformen der PTPRR
zeigten Unterschiede in der Dephosphorylierung des KIF1C: PTPRRcyto unterdriickte die
Phosphorylierung fast vollstindig, PTPRR TM hatte eine etwas schwichere und PTPRR FL
die geringste Wirkung. Ahnliche Effekte der unterschiedlichen PTPRR-Isoformen wurden



4 DISKUSSION 91

auch auf die ERK-Phosphorylierung nachgewiesen (siche 3.2.2.2). Ebenso wie bei ERK
konnte die Lokalisation der PTPRR-Isoformen bei der Dephosphorylierung des KIF1C eine
Rolle spielen, da PTPRRcyto wie KIF1C im Zytoplasma lokalisiert ist (Dorner et al, 1999)
und die rdumliche Ndhe eine Dephosphorylierung begiinstigen wiirde. Einen weiteren
Hinweis auf eine funktionelle Verbindung des KIF1C und PTPRR lieferte die Auswertung der
Expressionprofile von mRNAs in Plattenepithelkarzinom-Zellinien und apoptoseresistenten
Klonen der HeLaS3-Zervixkarzinomzellinie (R. Abraham, personliche Mitteilung). Dabei
korrelierte das Vorkommen der PTPRR-mRNA in den verschiedenen Zellinien und Klonen
stark mit dem des KIF1C, was ein mdglicher Hinweis auf eine Beteiligung beider Proteine an
den selben Signalwegen ist. Mit PTPRR ist die erste PTPase identifiziert worden, die einen
Effekt auf die Phosphorylierung des KIF1C hat. Eine Interaktion von PTPRR und KIF1C in
vivo konnte nicht nachgewiesen, lediglich eine schwache Wechselwirkung in vitro wurde
gezeigt (Daten nicht aufgefiihrt). Diese Interaktion konnte jedoch transient sein, ebenso wie
die der PTPRR und PKA, deren Assoziation bisher nicht nachgewiesen wurde, obwohl PKA
PTPRR in vitro und in vivo phosphoryliert (siche 3.3.2.2 und Pulido et al/, 1998). Zudem
besteht die Moglichkeit, dal der Effekt der PTPRR auf die Phosphorylierung des KIF1C
indirekt ist, wie etwa iiber die Regulation der Aktivitdt der c-Src-Kinase. Bislang gibt es noch
keine Hinweise auf die physiologische Bedeutung einer Dephosphorylierung des KIF1C
durch PTPRR, da KIF1C bisher nur {iber Koexpression der c-Src-Kinase oder Stimulation mit
Peroxovanat phosphoryliert werden konnte. Die Tatsache, dal das Vorkommen der PTPRR-
mRNA in enger Korrelation mit dem von KIF1C in apoptoseresistenten Klonen erhoht ist,
14Bt jedoch eine Zusammenwirken beider Proteine in antiapoptotischen Signalwegen mdglich
erscheinen.

Zwei weitere Proteine, deren Wechselwirkung mit GST-PTPRR in diese Arbeit gezeigt
werden konnte, sind die Hitzeschockproteine HSC70 und GRP78 (siehe 3.2.3), welche als
Chaperone die korrekte Faltung ihrer Substrate vermitteln. In vielen Féllen ist die Bindung
von Hitzeschockproteinen an rekombinante Proteine unspezifisch (Mayer und Bukau, 1998),
in dieser Arbeit wurde jedoch die Spezifitit der Bindung des HSC70 und GRP78 an PTPRR
nachgewiesen, da die Wechselwirkung von ATP abhidngig war. Diese ATP-Abhéngigkeit ist
Kennzeichen fiir die Bindung von HSP70-Proteinen an Substrate, wie etwa das
Tumorsuppressorgen p53 oder pRB (Hainaut und Milner, 1992; Nihei ef a/, 1993a; Nihei et
al, 1993b). Ein weiterer Hinweis fiir die Spezifitit dieser Wechselwirkung ist die selektive
Bindung von HSC70 und GRP78 an die Juxtamembrandoméne der PTPRR, nicht jedoch an

andere Dominen. GRP78 ist an der Innenseite der ER-Membran lokalisiert und an der
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Faltung neusynthetisierter Proteine sowie am Zusammenbau von Proteinkomplexen beteiligt
(Gething, 1999). Moglicherweise libt GRP78 auch gegeniiber PTPRR eine solche Funktionen
aus. HSC70 ist am lysosomalen Transport von Proteinen und somit am Proteinabbau beteiligt;
ein Grofiteil davon ist ebenso wie PTPRRcyto im Zytoplasma lokalisiert (Agashe und Hartl,
2000; Kiang und Tsokos, 1998; Mayer und Bukau, 1998; Ohtsuka und Hata, 2000). Im
Hinblick auf die in dieser Arbeit beobachtete Wechselwirkung zwischen PTPRR und ERK1/2
sind die Daten von Stewart et al (1999) interessant, dal HSP70 zusammen mit KSR (Kinase-
Suppressor von Ras) und HSP90 in einem Multiprotein-Signalkomplex mit den ERK1/2-
Aktivatoren MEK1 und 2 assoziiert vorliegen kann (Kolch, 2000; Helmbrecht et al, 2000).
Zudem wurden von Denouel-Galy et al (1998), Yu et al (1998) und Jacobs et al (1999) auch
Assoziationen von KSR mit Raf-1 und ERK nachgewiesen. Eine Reihe von Daten deuten
darauf hin, daB3 Geriistproteine wie KSR am Aufbau von Multiprotein-MAPK-Komplexen
beteiligt sind, welche eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des Ras-Signalwegs spielen
(Morrison, 2001). Die Bindung des HSC70 an die ERK-Phosphatase PTPRR konnte ein
Hinweis auf eine Beteiligung von HSP70 an einem solchen Multiprotein-MAPK-Komplex
darstellen, zumal auch Assoziationen des HSP70 mit der MAPKKK Mos-1 (Liu et al, 1999)
und mit dem ERK-Substrat pRB nachgewiesen werden konnten (Nihei ef al, 1993b; Abe und
Kufe, 1984; Kuo et al, 1995; Helson und Helson, 1985; Sidell et al, 1986). Mdglicherweise
konnte HSP70 auch als Bestandteil eines Multiprotein-MAPK-Komplexes zur Stabilisierung
der Wechselwirkung zwischen ERK und PTPRR beitragen. Mit einem solchen Modell
wiirden die Beobachtungen iibereinstimmen, dafl sowohl die Interaktion von PTPRR mit
HSP70 (siehe 3.2.3) als auch mit ERK1/2 (Zuniga et al, 1999) ATP-abhingig ist. Eine weitere
mogliche Funktion der Interaktion von HSC70 und PTPRR wire die Stabilisierung der
funktionellen Integritdt der PTPRR unter ATP-Verbrauch, wie dies auch fiir das HSC70-
Substrat Mos-1 nachgewiesen wurde (Liu ef al, 1999).

4.3 Regulation

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal der Level der PTPRR-mRNA in humanen Zellinien aus
verschiedenen Geweben durch Stimuli, welche die Differenzierung auslosen, reguliert werden
kann (siehe 3.3.1). In SW948-Kolonkarzinomzellinien konnte eine Steigerung des PTPRR-
mRNA-Vorkommens nach Zugabe des Differenzierungsagenz TPA (12-O-Tetradecanoyl-
Phorbol-13-Acetat) detektiert werden. Da die Differenzierung von Kolonkarzinomzellinien

mit einer Reduktion der ERK1/2-Aktivitdt einhergeht (Taupin und Podolsky, 1999; Ding et
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al, 2001) und PTPRR ERK1/2 inaktivieren kann, erscheint eine funktionale Beteiligung der
PTPRR an der Differenzierung dieser Zellen moglich. Fiir PC-12 Pheochromocytoma-
Zellinien aus der Ratte konnte ebenfalls gezeigt werden, daBl die Stimulation mit dem
Differenzierungsagenz NGF die PTPRR-mRNA induziert (eigene Beobachtung/Daten nicht
gezeigt; Sharma und Lombroso, 1995). In SK-N-SH Neuroblastomzellinien dagegen wurde
eine  Verringerung der PTPRR-mRNA-Expression nach Stimulation mit dem
Differenzierungsagenz Retinolsdure beobachtet (siehe 3.3.1). Eine solche Reduktion konnte
Voraussetzung flir die verstirkte ERKI1/2-Aktivitit im Zellkern sein, welche bei der
Differenzierung humaner Neuroblastomzellinien beobachtet wird (Olsson et al, 2000), da
PRPRR sowohl ERK1/2 dephosphorylieren als auch deren Translokation in den Zellkern
verhindern kann (siche 3.2.2.2 und Pulido et al, 1998). Die differenticlle Regulation der
PTPRR-Expression in diesen Zellinien konnte ein Hinweis dafiir sein, dal PTPRR in
unterschiedlichen Zelltypen verschiedene Funktionen tibernimmt.

PKA (cAMP-abhéngige Proteinkinase) kann abhingig vom Zelltyp und Stimulus die Aktivitét
der MAPKn iiber die Phosphorylierung von MEKKKSs beeinflussen, welche von Ras-
dhnlichen GTPasen aktiviert werden. So kann PKA beispielsweise den ERK1/2-Signalweg
iiber die Phosphorylierung des B-Raf stimulieren, die Aktivierung des Raf-1 jedoch inhibieren
(Vossler et al, 1997; Miller et al, 1998). Dariiber hinaus ist bekannt, dal PKA in PC-12-
Zellen, Neuronen des Hippocampus und pridsynaptischen Neuronen die Translokation der
ERK1/2 in den Zellkern tiber einen noch ungeklarten Mechanismus begiinstigt (Michael et al,
1998; Impey et al, 1998; Yao et al, 1998). In dieser Arbeit wurde eine weitere Verkniipfung
der PKA- und ERK1/2-Signalwege aufgedeckt. Es konnte gezeigt werden, dal PKA den
Serinrest 321 des KIM der PTPRR phosphorylieren und dadurch die Bindung und
Dephosphorylierung der ERK1/2 inhibieren kann (siehe 3.3.2). Dadurch ergibt sich die
Moglichkeit der Existenz eines neuartigen Mechanismus, iiber den PKA die Aktivierung der
ERK1/2 reguliert (siche Schema 1). Bei diesem Mechanismus wiirde sich in bestimmten
Zelltypen ein Teil des zelluldren Vorkommens an inaktiven ERK1/2 auflerhalb des Zellkerns
befinden und von PTPRR oder anderen KIM-enthaltenden PTPasen wie PTP-STEP oder HE-
PTP komplexiert werden. Die Dissoziationskonstante dieses Komplexes wiirde von der
Aktivitdit der PKA geregelt werden, welche vom Stimulus und Zelltyp abhédngt. Eine
Stimulation der PKA-Aktivitdt wiirde zu einer Phosphorylierung eines Serinrestes innerhalb
des KIM fiihren und dadurch die Dissoziation des Komplexes von Phosphatase und MAPK
begiinstigen, so da3 nach PKA-Aktivierung die Tyrosinophosphorylierung der MAPKn und

deren Translokation in den Kern ermdglicht wird. Zudem wire das KIM-Bindungsmotiv der
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ERK fiir die Interaktion mit den KIMen anderer MAPK-Effektoren wie MEK1 oder Elk-1, in
denen sich keine PKA-Phosphorylierungsstellen befinden (sieche Abb. 31), besser zugénglich,
was sowohl die Aktivierung der MAPKn als auch deren Wechselwirkung mit Substraten
erleichtern wiirde. Ein solches Modell wurde auch von Augustine ef al/ (2000b) diskutiert.
Eine Mutation des durch PKA phosphorylierten Serins 314 zu Glutamat, welche die negative
Ladung des Phosphatrestes und somit die Phosphorylierung nachahmt, inhibierte in einem

Wundheilungsexperiment den Effekt der PTPRR vollsténdig (siche 3.4.3).
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Schema 1: Modell zum Mechanismus der Regulation der ERK-Signalkaskade durch PKA und PTPRR

A: Ist das KIM nicht serinphosphoryliert, kann PTPRR ERK binden und dephosphorylieren. Eine Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren wird dadurch verhindert. B: PKA kann iiber zwei verschiedene Wege zur
Aktivierung der ERK beitragen. Zum einen aktiviert PKA B-Raf iiber Serinphosphorylierung, zum anderen
phosphoryliert PKA das KIM der PTPRR, das fiir die Bindung an ERK verantwortlich ist. Dadurch wird die
Dephosphorylierung der ERK verhindert und deren Translokation in den Nukleus ermoglicht.
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Dies konnte ein moglicher Anhaltspunkt dafiir sein, daB3 die Phosphorylierung der PTPRR
durch PKA eine Rolle bei der Migration von Zellen spielt. Eine weitere mogliche
physiologische Bedeutung der Phosphorylierung der PTPRR durch PKA konnte die
Feinregulation des ERK1/2-Signalweges nach der Stimulation von Zellen mit dem G-Protein-
gekoppeltem Rezeptor-Liganden Bradykinin sein (M. Sommer, personliche Mitteilung).

Wihrend der Durchfithrung dieser Arbeit wurden von Blanco-Aparicio et al (1999) Daten
verOffentlicht, die ebenfalls auf eine Negativregulation der Bindung der PTPRR und ERK1/2
iiber Phosphorylierung des KIM durch PKA hinweisen. Dabei wurde gezeigt, dall die
Behandlung von Zellen mit Okadaséure, einem Inhibitor der PP2A (Protein-Phosphatase 2A),
zur Hyperphosphorylierung des von PKA phosphorylierten Serinrestes der PTPRR fiihrt, was
eine Dephosphorylierung des Serins 321 durch PP2A nahegelegt. Die fiir die Bindung an
ERK1/2 verantwortlichen Aminosduren der PTPRR (Zuniga et al, 1999) sind bei den anderen
Mitgliedern der STEP-Familie der PTPasen, STEP, He-PTP und PTP-ER, konserviert; diese
konnen ebenfalls mit MAPKn assoziieren und deren Aktivitét regulieren (Saxena et al, 1998;
Karim und Rubin, 1999). Wihrend der Durchfiihrung dieser Arbeit wurden Daten von Saxena
et al (1999) veroffentlicht, die zeigen, dal PKA die Wechselwirkung zwischen He-PTP und
ERK1/2 iiber die Phosphorylierung des KIM negativ beeinflussen kann. Auch fiir STEP
wurde ein solcher Mechanismus gezeigt (Paul ef al, 2000). Zudem wurden in der Sequenz der
PTPase PTP-ER aus Drosophila, welche ebenfalls MAPKn inaktivieren kann, drei Kinase-
Interaktions-Motive gefunden, die ebenfalls Konsensussequenzen fiir eine Phosphorylierung
durch PKA enthalten (Karim und Rubin, 1999). Die PKA-vermittelte Regulation der MAPK-
Aktivitét liber die Phosphorylierung der Kinase-Interaktions-Motive von PTPasen ist also ein

verbreiteter Mechanismus.

4.4 Biologische Funktion

In 3.4.1 wurde gezeigt, dal PTPRR die basale und PDGF-induzierte Proliferation von
NIH3T3-Zellen verringert. Eine Reihe von Beobachtungen deutet darauf hin, daB dieser
Effekt auf die Dephosphorylierung der ERK1/2 durch PTPRR zuriickzufiihren ist: 1) PTPRR
verringert die PDGF-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung (siehe 3.2.2.2). 2) Die Aktivierung
der ERK1/2 ist fiir die PDGF-vermittelte Stimulation der Proliferation von NIH3T3-Zellen
notwendig (Chang und Karin, 2001; Posas et al, 1996). 3) Eine S321E-Mutation der PTPRR,
welche die ERK1/2-Bindung stark einschrénkt, fiihrt zu einer Reduktion des Effektes. Eine
katalytisch inaktive C/S-Mutante der PTPRR {ibt keine Wirkung auf die Proliferation aus,
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obwohl sie in der Lage ist, ERK1/2 iiber das KIM-Motiv zu binden. Dies sollte nach Daten
von Zuniga et al (1999) eine Translokation der ERK1/2 in den Zellkern verhindern und so
theoretisch die Aktivierung nukledrer Substrate wie Transkriptionsfaktoren unterbinden. In
Transkriptions-Aktivierungsexperimenten mit PTPRR bzw. He-PTP, welche ebenfalls ein
KIM enthalten, wurde jedoch gezeigt, dall die C/S-Mutanten keinen oder nur geringen Effekt
auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren durch ERK haben (siehe 3.2.2.2 und Ogata et
al, 1999; Saxena et al, 1999). Zudem kann ERK die Proliferation von Zellen iiber die
Phosphorylierung zytoplasmatischer Substrate wie der Carbamoylphosphat-Synthetase oder
der S6-Kinase beeinflussen (Caraglia et al/, 2000; Graves et al, 2000; Smith et al, 1999). Die
Beobachtung, dall die Proliferation nicht vollstindig von PTPRR reduziert werden kann,
stimmt mit den Resultaten von Kashige et al/ (2000) iiberein, die zeigen, dafl eine Inhibition
des ERK-Signalwegs nur zu einer partiellen Inhibition der Proliferation von Fibroblasten
fiihrt. Ein negativer EinfluB der zytoplasmatischen Form der PTPRR auf die Zellteilung
wurde auch von Augustine et al (2000a) gezeigt. Diese wiesen iiber den Einsatz von
Antisense-Oligonukleotiden nach, daB3 die Inhibition der Expression der PTPRR in
Chondrozyten einen Anstieg der Proliferation zur Folge hat.

Um einen moglichen Einflul der PTPRR auf die Tumorentstehung zu untersuchen, wurde die
Wirkung der Uberexpression der PTPRR auf die durch Onkogene induzierte Transformation
von NIH3T3-Fibroblasten getestet. Dabei wurde auf Verlust der Kontaktinhibition gepriift,
d.h. auf ein Wachstum von Zellen trotz dichter Einbettung in eine Schicht aus Nachbarzellen.
Sowohl PTPRR als auch STEP verhinderten die Transformation von NIH3T3-Fibroblasten
durch v-Ki-Ras und Her2, hatten jedoch keinen Einflufl auf die Transformation durch die
Onkogene v-ErbB und v-Fms (siche 3.4.2). Gleichzeitig wurde die durch die Onkogene
induzierte Phosphorylierung der ERK1/2 durch Uberexpression der PTPRR verringert. Im
Gegensatz dazu hatte PTPIB, die der STEP-Familie der PTPasen néchstverwandte
zytoplasmatische PTPase (Hooft van Huijsduijnen, 1998), keine oder nur geringe Wirkung
auf die Transformation durch diese Onkogene, was auf die Spezifitit der von PTPRR und
STEP vermittelten Effekte hindeutet.

Aus diesen Daten folgt, dal 1) PTPRR und PTP-STEP iiber das Potential verfiigen, dem
Prozef3 der Transformation von Zellen entgegenzuwirken und 2) ERK1/2 nicht an den von
v-Fms und v-ErbB ausgehenden Signalwegen, die zum Verlust der Kontaktinhibition flihren,
beteiligt ist (siche 3.2.2). Dies stimmt mit Ergebnissen von Meyer et al (1994) {iberein, daf3
die Aktivierung der ERK1/2 durch v-ErbB nicht zur Transformation von Zellen fiihrt. Die
Tatsache, da ERK1/2 die gemeinsamen Substrate von PTPRR und von STEP sind,



4 DISKUSSION 97

unterstiitzt die Interpretation, dal PTPRR ihren transformationsvermindernden Effekt auf v-
Ki-Ras und Her2 iiber die Inaktivierung der ERK1/2 ausiibt. Fiir diese Deutung sprechen auch
die Beobachtungen, dal PD98059, ein Inhibitor des ERK1/2 Signalwegs (Dudley et al, 1995),
die v-Ki-Ras- und Her2-induzierte Transformation ebenfalls unterdriickte (eigene
Beobachtung/Daten nicht gezeigt), und da3 die Aktivierung der ERK1/2 wichtig fiir die v-Ki-
Ras-vermittelte Transformation von Fibroblasten ist (Troppmair et al, 1994). In diesem
Zusammenhang ist erwihnenswert, daB die Uberexpression der dualspezifischen MAPK-
Phosphatase MKP-1 die Ras-induzierte ERK-Aktivierung ebenfalls reduzieren kann (Sun et
al, 1994).

Es gibt widerspriichliche Daten iiber die Bedeutung der JNK- und ERK1/2-Signalwege fiir die
Transformation von Zellen durch Her2 (Amundadottir und Leder, 1998; Kurebayashi, 2001;
Tari et al, 1999, Nowak et al, 1997). Da ERKI1/2, nicht jedoch JNK von PTPRR
dephosphoryliert wird (siehe 3.2.2.2), liefern die hier erzielten Ergebnisse Hinweise fiir eine
Rolle der ERK1/2 bei der Transformation von Zellen durch Her2. Interessant ist, dal PTPRR
und STEP die Transformation durch Her2, nicht jedoch durch v-ErbB unterdriicken, da beide
Rezeptortyrosinkinasen Mitglieder der EGFR-Familie sind und &hnliche Signalwege
aktivieren (Arteaga, 2001; Gullick, 1998). Bemerkenswert ist auBerdem, dafl das fiir STEP
codierende Gen in der chromosomalen Region 11p15.1-p15.2 liegt, in welcher bei Tumoren
hiufig Deletionen auftreten (Kerangueven et al, 1997; Osborne und Hamshere, 2000), was ein
weiterer Hinweis auf eine Rolle der STEP als Tumorsuppressorprotein sein konnte. Der
transformationsunterdriickende Effekt der PTPRR ist nicht auf den Verlust der
Kontaktinhibition beschrankt. PTPRR kann die Her2-induzierte Proliferation von NIH3T3-
Fibroblasten unter Reduktion von Wachstumsfaktoren verlangsamen (siehe 3.4.3). Eine
Uberexpression des Her2 tritt in vielen Tumorarten auf und kann unter anderem zu
unkontrollierter Proliferation fiihren (Klapper ef al, 2000).

Ein weiterer in dieser Arbeit gefundener Effekt der Uberexpression der PTPRR ist die
Verringerung der Migration von NIH3T3-Zellen (siehe 3.4.3). Diese Reduktion 146t sich der
Wechselwirkung zwischen PTPRR und ERKI1/2 zuschreiben, da die Aktivierung des
ERK1/2-Signalwegs essentiell fiir die Migration ist (Krueger et al/, 2001; Rikitake et al, 2000;
Anand-Apte et al, 1997), PTPRR ERK1/2 inaktiviert und die Einfilhrung einer Ser321Glu-
Mutation in PTPRR, welche die Bindung der ERK1/2 inhibiert, die Wirkung riickgédngig
macht. Der Effekt dieser Mutation, welche die Phosphorylierung der PTPRR durch PKA
imitiert, bietet eine mdgliche Erklarung fiir den positiven Effekt der PKA auf die Migration
von Zellen (Young et al, 1992; Elferink und de Koster, 1998). PKA konnte, zusétzlich zu
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einer Aktivierung der ERKI1/2 iiber B-Raf, durch die Phosphorylierung von KIM-
enthaltenden PTPasen die Bindung und Dephosphorylierung der ERK1/2 verhindern, deren
Aktivierung fiir die Migration von Zellen essentiell ist. Bemerkenswert ist, da3 die katalytisch
inaktive CS-Mutante der PTPRR die Migration von Fibroblasten im Vergleich zur
Vektorkontrolle verstirkt. Eine mdgliche Erkldrung wére eine Kompetition um die Bindung
der ERK1/2 mit anderen MAPK-Phosphatasen, welche iiber die selben Bindungsstellen wie
PTPRR CS an ERK1/2 binden. Eine weitere Deutungsmoglichkeit wire eine Retention der
aktivierten ERK1/2 durch PTPRR CS im Zytoplasma. Dies brachte ERK1/2 in die rdumliche
Nihe ihres zytoplasmatischen Substrates MLCK (Myosin-Leichte-Kette-Kinase), das fiir den
migrationsstimulierenden Effekt der ERK1/2 verantwortlich ist (Klemke et al, 1997). Die
Verminderung der zelluldren Migration iiber die Dephosphorylierung der ERK1/2 ist eine
weitere potientiell tumorunterdriickende Wirkung der PTPRR, da die Migration von
Tumorzellen wichtig fiir deren Invasivitdt ist und die Inhibition der ERK1/2 die Migration
und Invasivitidt von Tumorzellen verhindern kann (Krueger et al/, 2001; Gu et al, 1998; Cho

und Klemke, 2000).

4.5 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dal PTPRR die MAPKn ERK1
und 2, deren Aktivierung hiufig in Tumoren beobachtet wird und die zur Transformation von
Zellen fiihren kann (Blume-Jensen und Hunter, 2001; Cobb et al, 1994; Sebolt-Leopold,
2000), dephosphoryliert und inaktiviert. AuBerdem wurde ein negativer EinfluB der
Uberexpression der PTPRR auf die Proliferation und Migration von Zellen gezeigt, welche an
der Entstehung von Tumoren beteiligt sind (Krueger et al, 2001; Gu et al, 1998; Cho und
Klemke, 2000), sowie auf den durch verschiedene Onkogene induzierten Verlust der
Kontaktinhibition. Diese Daten deuten auf eine potentiell tumorsuppremierende Wirkung der
PTPRR hin. Gleichzeitig wurde gezeigt, dal der Expressionslevel der PTPRR in
Tumorzellinien und —geweben im Vergleich zu nichttransformierten Zellinien und Geweben
erhoht ist. Dies konnte ein Hinweis auf einen Riickkopplungsmechanismus sein, mit dem
Zellen versuchen, die durch Onkogene haufig hyperaktivierten ERKn negativ zu regulieren.
Um die Rolle der PTPRR bei der Entstehung von Tumoren weiter zu charakterisieren, sollte
man den Expressionlevel der PTPRR in unterschiedlich weit fortgeschrittenen Tumoren
bestimmen und gleichzeitig die Aktivierung der ERKn untersuchen. Ein weiterer wichtiger

Aspekt sind die unterschiedlichen Funktionen der verschiedenen dual- und
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tyrosinspezifischen MAPK-Phosphatasen bei der Tumorentstehung. Dabei konnten zelltyp-
und gewebespezifische Unterschiede eine wichtige Rolle spielen, da die Expression der
verschiedenen MAPK-Phosphatasen stark vom Zell- und Gewebetyp abhingt (Camps et al,
2000). Zudem stellt sich die Frage nach der Bedeutung der PKA bei diesem ProzeB3, da sie die
Wechselwirkung zwischen PTPRR und ERK inhibieren kann.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Funktion der PTPRR in der zelluldren
Signaltransduktion mit den Schwerpunkten Substrate, Regulation und Beteiligung an
biologischen Prozessen. Von besonderem Interesse war die Rolle der PTPRR bei der
Tumorentstehung und Transformation von Zellen. Dabei wurden zu Beginn dieser Arbeit
noch unverdffentlichte Daten bestitigt, dal PTPRR die MAPKn (Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen) ERK1 und 2 (extrazelluldr regulierte Kinasen 1 und 2) iiber ein neuartiges
MAPK-Bindungsmotiv, das KIM (Kinase-Ineraktions-Motiv), sowohl in vitro als auch in vivo
binden und dephosphorylieren kann. Somit ist PTPRR die erste tyrosinspezifische
Phosphatase, der eine Dephosphorylierung von MAPKn in hoheren Eukaryonten
nachgewiesen wurde. Eine weitere Analyse durch transiente Uberexpression der PTPRR in
HEK293-Zellen ergab, dal PTPRR spezifisch die MAPKn ERK1/2, nicht jedoch p38 Kinase
oder JNK/SAPK dephosphoryliert. Zudem wurde iiber Transkriptionsaktivierungs-
experimente der Nachweis erbracht, dal PTPRR die ERK1/2-vermittelte Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren negativ beeinflussen kann. Bei der ndheren Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen PTPRR und ERK1/2 wurde eine vorher unbekannte Verkniipfung
des PKA(cAMP-abhingige Proteinkinase)- mit dem ERK-Signalweg aufgedeckt. Es wurde
gezeigt, daB PKA den im KIM gelegenen Serinrest in der Position 321 der
Aminosduresequenz der PTPRR  phosphorylieren und so die Bindung und
Dephosphorylierung der ERK1/2 in vivo inhibieren kann. Dies weist auf einen neuartigen
Mechanismus hin, {iber den PKA die Aktivierung des MAPK-Signalwegs reguliert.

Ein weiterer Effekt, der PTPRR in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, ist die Inhibition der c-
Src-induzierten Phosphorylierung des KIF1C (Kinesin-Interaktionsfaktor 1C), welcher am
retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulium beteiligt ist.
Damit wurde PTPRR als erste PTPase mit einer Dephosphorylierung des KIF1C in
Verbindung gebracht.

Uber in vitro-Assoziation mit GST-PTPRR im priparativen MaBstab mit anschlieBender
Sequenzierung der gebundenen Proteine wurden die Hitzeschockproteine HSP70 und GRP78
als in vitro Bindungspartner der PTPRR identifiziert. Die ndhere Untersuchung der Bindung
ergab, dafl diese innerhalb der Juxtamenbrandomine der PTPRR erfolgt und von ATP
abhingig ist. Diese Art der Bindung ist ein Anzeichen dafiir, dal die Wechselwirkung
spezifisch und PTPRR ein Substrat der Chaperone HSP70 und GRP78 ist, welche fiir die
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korrekte Faltung von Proteinen sorgen. Da HSP70 ebenfalls mit anderen Mitgliedern des
ERK-Signalwegs wechselwirken kann und zudem aus Komplexen mit den MAPK-Kaskade-
Gertistproteinen KSR und HSP90 isoliert wurde, ergibt sich aus der Assoziation von PTPRR
und HSP70 die Moglichkeit einer Beteiligung an einem Multiprotein-ERK-Signalkomplex.
Bei der Analyse der endogenen Proteinexpression der PTPRR wurde erstmals das Auftreten
verschiedener Isoformen in humanen Zellen nachgewiesen. Uber Immunfluoreszenz wurde
gezeigt, daf} die zytoplasmatische Isoform PTPRRcyto im gesamten Zytoplasma vorkommt,
wiéhrend die Isoform PTPRR TM in perinukledren Vesikeln lokalisiert ist. Ein Vergleich der
Effekte verschiedener liberexprimierter [soformen zeigte Unterschiede sowohl bei der PDGF-
induzierten Phosphorylierung der ERKI1/2 als auch bei der c-Src-vermittelten
Phosphorylierung des KIF1C. Zudem wurden in Transkriptionsaktivierungsexperimenten
Unterschiede in der ERK1/2-vermittelten Aktivierung von Transkriptionsfaktoren detektiert.
In allen Féllen hatte die zytoplasmatische Isoform die stirkste inhibitorische Wirkung.
Weiterhin wurde in stabil mit PTPRR transfizierten NIH3T3-Zellen der Effekt dieser PTPase
auf biologische Prozesse untersucht. Dabei wurde ein negativer EinfluB der Uberexpression
der PTPRR auf die basale und PDGF-induzierte Proliferation sowie auf die Migration der
Zellen beobachtet, welche beide an der Tumorentstehung beteiligt sein kdnnen. Die
Bedeutung der Wechselwirkung zwischen PTPRR und ERK fiir diese Effekte wurde dadurch
belegt, dal3 eine Mutante der PTPRR, die ERK1/2 nicht mehr bindet, in beiden Experimenten
keine Wirkung zeigte. AuBerdem konnte die Uberexpression der PTPRR sowie der
verwandten PTPase STEP die durch die Onkogene v-Ki-Ras- und Her2-, nicht jedoch die
durch v-ErbB- oder v-Fms-induzierte Transformation von NIH3T3-Zellen in Focusbildungs-
experimenten verhindern. Zudem reduzierte die Uberexpression der PTPRR die Her2-
vermittelte Proliferation von Zellen unter Entzug von Wachstumsfaktoren. Diese Daten
liefern nicht nur Hinweise auf eine potentiell tumorsupprimierende Wirkung der PTPRR und
STEP, sondern gewdhren auch Einblicke in die von den Onkogenen ausgehenden Signalwege,
die zur Transformation von Zellen fiihren. Weiterhin wurde nachgewiesen, daf} der
Expressionslevel der PTPRR in Tumorzellinien und —geweben im Vergleich zu
nichttransformierten Zellinien und Geweben erhoht ist. Die in dieser Arbeit gesammelten
Daten ergeben damit erste Hinweise auf einen Riickkopplungsmechanismus, mit dem Zellen

versuchen konnten, die durch Onkogene héufig hyperaktivierten ERKn negativ zu regulieren.
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6 SUMMARY

Issue of this work was the examination of the protein-tyrosine phosphatase PTPRR in the
context of cellular signal transduction with emphasis on substrates, regulation and
involvement in biological processes. Of special interest was the role of PTPRR in the
transformation of cells and tumour development. This work revealed that PTPRR is able to
bind the MAPKinases (mitogen activated protein kinases) ERK1 and 2 (extracellular
regulated kinases 1 and 2) via a previously unknown MAPK binding motiv, the KIM (kinase
interaction motif) both in vivo and in vitro, and dephosphorylate them. This was in proof of
data that had not been published at the beginning of this study. PTPRR is the first tyrosine-
specific phosphatase that has been shown to dephosphorylate MAPKinases in higher
Eucaryotes. The following analysis through overexpression in HEK293 cells demonstrated
that PTPRR deposphorylates specifically the MAPKinases ERK 1 and 2, but not p38 Kinase
or JNK/SAPK. Furthermore, reportergene assays indicated that PTPRR can negatively
regulate the activation of transcription factors by ERKI1/2. A closer examination of the
interaction between ERK and PTPRR discovered a previously unknown link between the
PKA(cAMP dependent protein kinase) and ERK signalling pathways. It was shown that PKA
can phosphorylate PTPRR at a serine residue at position 321 and thereby regulate the binding
to and dephosphorylation of ERK1/2 in vivo. This indicates a novel mechanism by which
PKA can regulate the activation of the MAPK signalling pathway.

Another effect of PTPRR revealed in this work is the inibition of the c-src induced
phosphorylation of KIF1C(Kinesin interacting factor 1C). KIF1C is involved in the retrograde
transport from the Golgi to the Endoplasmatic Reticulum. PTPRR is the first PTPase that was
shown to be involved in the dephospharylation of KIFI1C.

Preparative pull-down experiments with GST-PTPRR fusion proteins and subsequent
sequencing of bound proteins identified the heat shock proteins HSP70 and GRP78 as in vitro
binding partners of PTPRR. This interaction takes place within the juxtamembrane domain of
PTPRR and is dependent on ATP. These observations demonstrate that the binding is specific
and PTPRR is a substrate of HSP70 and GRP78, which assure structural integrity of PTPRR.
As HSP70 can interact with other members of the ERK signalling cascade and was isolated
from the ERK cascade scaffold proteins KSR and HSP70, the interaction between PTPRR and
HSP70 gives rise to the possibility of an involvement of PTPRR in a multiprotein-ERK

signalling complex.
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The analysis of endogenous protein expression of PTPRR revealed the existence of different
isoforms in human cells. In immune fluorescence experiments the isoform PTPRR TM was
detected in perinuclear vesicles, whereas the isoform PTPRRcyto was distributed over the
entire cytoplasm. A comparison between the effects of different overexpressed isoforms
showed differences not only in the PDGF-induced phosphorylation but also in the c-src-
dependent phosphorylation of KIF1C. In addition, differences in the ERK1/2 mediated
activation of transcription were detected with reportergene assays. In all experiments the
cytoplasmatic isoform of PTPRR displayed the strongest inhibition.

Furthermore, the effect of PTPRR on biological processes was examined in stably transfected
NIH3T3 cells. A negative effect of the overexpression of PTPRR both on basal and PDGF-
induced proliferation and on migration of cells was observed. Both processes are involved in
tumour formation. The importance of the interaction between PTPRR and ERK for this
negative regulation was verified with a mutant of PTPRR deficient in ERK binding, which
did not show any effects in both experiments. In focus formation experiments, the
overexpression of PTPRR or the closely related PTPase STEP inhibited the transformation of
NIH3T3 cells caused by the oncogenes v-Ki-Ras and Her2, but not by v-ErbB or v-Fms. In
addition, PTPRR inhibited the Her2-mediated proliferation of cells under conditions of serum
starvation. These results do not only point to a possible tumoursuppressive effect of PTPRR,
but give also insight into the oncogenic signalling pathways which lead to transformation of
cells. The analysis of expression levels of PTPRR in different cell lines and tissues revealed
an enhanced level of expression in transformed cells. These data provide first hints for a
feedback mechanism by which cells could try to downregulate ERKs hyperactivated by

oncogences.
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