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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Fiir die Entwicklung und Erhaltung eines multizelluliren Organismus ist die Fahigkeit zur
Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen eine essentielle Voraussetzung. Hierbei
reagieren die Zellen auf eine Vielzahl von extrazelluldren Signalen mit der Aktivierung
stimulusspezifischer zelluldrer Programme, wie Proliferation, Differenzierung, Migration,
Adhéasion oder Apoptose. Den ersten Schritt bei der Signaliibertragung stellt meist die
Aktivierung von Zelloberflichenrezeptoren durch extrazellulire Liganden dar. Durch den
aktivierten Rezeptor werden intrazelluldre Signalkaskaden stimuliert, welche letztendlich zur
zelluldren Antwort fithren. Hierbei spielt hdufig die Regulation der Genexpression mit den
daraus resultierenden biochemischen und physiologischen Vorgingen eine entscheidende
Rolle. Ein wichtiger Mechanismus zur Regulation von Proteinfunktionen und somit zur
Signaliibertragung ist die Phosphorylierung von Proteinen an Serin-, Threonin- und
Tyrosinresten. Obwohl die Tyrosinphosphorylierung nur 0,01 bis 0,05 Prozent zur
Gesamtphosphorylierung  zelluldrer ~ Proteine  beitrdgt, stellt  diese  reversible
Proteinmodifikation ein wichtiges regulatorisches Prinzip bei der Steuerung von
intrazellularen Signalkaskaden und den daraus resultierenden physiologischen Vorgédngen dar
(Hunter, 1995; Hunter and Sefton, 1980). Hierbei ist auch die Dauer und das Ausmal} der
Phosphorylierung entscheidend, da die Regulation dieser Parameter fiir so unterschiedliche
zelluldre Prozesse wie Proliferation und Differenzierung essentiell ist. So bewirkt in PC12
Zellen die transiente Aktivierung der sogenannten MAPKinasen (Mitogen Activated Protein
Kinase) die Proliferation, wihrend eine langanhaltende Aktivierung zur Differenzierung
dieser Zellen fiihrt (Marshall, 1995). Die zellulire Antwort auf einen bestimmten Stimulus
ergibt sich somit unter anderem aus dem Zusammenspiel von Proteintyrosinkinasen (PTKn)
und Proteintyrosinphosphatasen (PTPn) (Streuli, 1996; Sun and Tonks, 1994).

1.1 Proteintyrosinphosphatasen

Die Mitglieder der Familie der Proteintyrosinphosphatasen zeichnen sich durch den Besitz der
etwa 240 AS umfassenden katalytischen Phosphatasedomine aus. Die Homologie dieser
Domine liegt zwischen den einzelnen PTPn bei 30 bis 40% (Tonks, 1996). Innerhalb dieses
Motivs liegt das katalytische Zentrum mit der hochkonservierten Konsensussequenz
(I/V)HCXAGXGR(S/T)G (Kurzform: CXsR), welche die fiir die katalytische Reaktion
essentiellen Cystein- und Argininreste enthdlt (Barford et al., 1998). Die enzymatische
Reaktion der PTPn (Abb. 1) beginnt mit einem nukleophilen Angriff auf das Phosphat eines
Phosphotyrosinrestes durch den als Thiolat vorliegenden Cysteinrest. Dabei wird das Thiolat
durch den positiv geladenen Argininrest stabilisiert. Der Tyrosinrest wird durch einen
sogenannten ,,in-line” Angriff durch das Thiolat verdringt, wodurch es zur Bildung eines

enzymgebundenen Cysteinylphosphats kommt. Durch die Abgabe eines Protons durch einen
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katalytisch essentiellen Aspartatrest an das Tyrosinphenolat, wird der Abgang des Tyrosin aus
dem Thyrosinphenolat erleichtert. Zur Stabilisierung des Phosphatanions im
Cysteinylphosphat trigt der Argininrest sowie das positive Dipolende einer benachbarten o-
Helix bei. Der nukleophile Angriff eines Wassermolekiils auf das intermedidr gebildete

enzymgebundene Cysteinylphosphat bewirkt die Freisetzung des Phosphats (Krauss, 1997).
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Abb. 1: Mechanismus der Hydrolyse von Phosphotyrosinresten durch Tyrosinphosphatasen. Erkldrungen
sieche Text. R: Substratprotein. Nach (Krauss, 1997).

Bei der Familie der Phosphotyrosinphosphatasen wird unterschieden zwischen den
,Kklassischen PTPn, welche ausschlieBlich Tyrosinreste dephosphorylieren, und den
dualspezifischen Phosphatasen (DSPn), welche sowohl Tyrosin- als auch Threonin- und
Serinreste dephosphorylieren konnen (Hooft van Huijsduijnen, 1998). Hierbei verlduft die
Hydrolyse des Tyrosinphosphats zwischen 40 und 500 mal schneller als bei Phosphothreonin
oder Phosphoserin (Zhang et al., 1995). Zusitzlich gibt es noch eine dritte Gruppe von PTPn,
die ,,Jow-molecular-weight PTPn (LMW-PTP), welche jedoch keinerlei Sequenzhomologien
zu den anderen beiden Gruppen aufweisen, mit Ausnahme des CXsR-Motifs (Hooft van

Huijsduijnen, 1998). Die ,klassischen* PTPn lassen sich grob in zwei Gruppen einteilen, die
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rezeptordhnlichen PTPn sowie die zytoplasmatischen PTPn (Barford et al., 1998; Fischer et
al., 1991).

1.1.1 Rezeptordhnliche Proteintyrosinphosphatasen

Die rezeptordhnlichen Proteintyrosinphosphatasen (RPTPn) enthalten eine variable
extrazelluldre Doméne, ein Transmembranelement und einen intrazellularen Bereich mit zwei,
in manchen Fillen jedoch nur einer Phosphatasedomine. Katalytische Aktivitdt zeigt im
allgemeinen nur die membrandistale PTP-Doméne (NT; D1 Doméne), wihrend fiir die
carboxyterminale PTP-Doméne keine bzw. bestenfalls sehr geringe Aktivitidt nachgewiesen
werden konnte (Hooft van Huijsduijnen, 1998; Streuli et al., 1990; Wang and Pallen, 1991).
Die exakte Funktion der carboxyterminalen PTP-Doméne (D2 Doméne) ist derzeit noch nicht
vollstdndig geklart. Fiir CD45 konnte gezeigt werden, dass die D2 Domine die Aktivitdt der
D1 Doméne beeinflussen kann (Streuli ez al., 1990). Ebenso besteht die Vermutung, dass die
D2 Domine wichtig ist fiir die Substratbindung. In diesem Zusammenhang konnte ein Protein
identifiziert werden, dass nur in Abhéngigkeit von der D2 Doméne an PTP-LAR bindet
(Streuli et al., 1990).

Non-transmembrane PTP subtypes Receptor-like PTP Subtypes
R3

SAP1
GLEPP1
PTPS31
LAR PTPa PT
UE T pE . g
PTPS STEP
PTP1B PTPD1 i <
TCPTP BDP PTPD2 ! ¢ ) PTP domain Gl roikalds Fibronectin Ill
PEST PTP i hyde binding -
LyPTP BAS protein-like like repeat
PEST-like . Carbonic
= BROY agno,,o}ogy anhydrase-like
o FERMdomain _. . RDGS adhesion
b @ HD His-domain ®  recognition motif
<  PDZ domain gflepiq//-‘ﬁ/u [l Cadherin-like
omain :
Src homology Immuno- Heavily
globulin-like glycosylated

Abb. 2: Schematische Darstellung der Proteintyrosinphosphatasen. Die Abbildung zeigt die Einteilung der
Familie der Proteintyrosinphosphatasen in neun nicht transmembrane PTP Unterklassen (NT) und acht RPTP
Unterklassen (R). Nach (Andersen ef al., 2001).



1 Einleitung 4

Derzeit werden die RPTPn in acht Unterklassen aufgeteilt (Abb. 2). Fiinf dieser Unterklassen
beinhalten RPTPn mit zwei PTP-Doménen (R1/R6, R2A, R2B, R4 und RS5), wihrend die
restlichen drei Unterklassen RPTPn mit nur einer katalytischen Doméne enthalten (R3, R7
und R8). Die Mitglieder der Unterklasse R8 scheinen katalytisch inaktiv zu sein (Andersen et
al., 2001).

Ein typischer Vertreter der Unterklasse R1/R6 ist CD45. Diese RPTP wird ausschlieBlich in
hiamatopoetischen Zellen exprimiert (Thomas, 1989; Thomas et al., 1985). Der extrazellulire
Bereich dieser Phosphatase beinhaltet zwei spektrindhnliche Domidnen, sowie eine
FibronektinIIl dhnliche Doméne (FNIII Domine), welche cysteinreich und N-glykosyliert ist
(Fang et al., 1994).

RPTPn der Unterklasse R2A besitzen als charakteristisches Kriterium eine sogenannte MAM-
Domine (Mepin/AS5/u-Domédne) am aminoterminalen Ende der extrazelluldren Region.
Zusétzlich weisen sie noch eine Immunglobulin-dhnliche (Ig) und vier FNIII-&hnliche
Doménen auf. MAM-Motive finden sich auch in der extrazelluliren Doméine von
Zinkmetallproteasen der Meprinfamilie und dem Oberfldchenantigen A5 Protein. Sie werden
zu den Strukturelementen gezihlt, welche die Zelladhédsion vermitteln (Beckmann and Bork,
1993). Als reprasentative Vertreter dieser Gruppe gelten PTPu (Gebbink et al., 1991) und
PTPx (Jiang et al., 1993). Die homophilen Wechselwirkungen dieser beiden RPTPn konnen
eine Rolle bei der Aggregation von Zellen spielen (Brady-Kalnay et al., 1993; Sap et al.,
1994).

Als Vertreter der Unterklasse R2B gelten PTP-LAR, PTPo und PTPd (Andersen et al., 2001).
Diese Gruppe ist im extrazelluliren Bereich gekennzeichnet durch den Besitz von FNIII-
dhnlichen Domiénen und bis zu drei Ig-dhnliche Strukturelemente. Diese Doménen finden sich
auch bei Zelladhdsionsmolekiilen, wie zum Beispiel N-CAM (Neuronal Cell Adhesion
Molecule) (Ruoslahti, 1988; Williams and Barclay, 1988). Es existieren mehrere verschiedene
Isoformen dieser drei RPTPn, welche durch alternatives Spleifien zustande kommen (Pulido
et al., 1995). Mit acht FNIII-dhnlichen und drei Ig-dhnlichen Doménen gilt PTP-LAR als
Prototyp dieser Unterklasse. Diese Phosphatase wird an der Zelloberfliche als ein Protein
bestehend aus zwei nicht kovalent verbundenen Untereinheiten exprimiert, die durch
intrazelluldre Proteolyse eines Vorlduferproteins entstehen (Streuli et al., 1992; Yu et al.,
1992). Die extrazelluldire Doméne einer spezifischen LAR Isoform dient als Rezeptor fiir den
Laminin/Nidogen Komplex. Die Bindung an LAR resultiert in zellmorphologischen
Verianderungen und scheint somit Auswirkungen auf das Aktinzytoskelett zu haben (O'Grady
etal., 1998).

Zu den Mitgliedern der Unterklasse R3 gehdren unter anderem PTPP, DEP1, SAP1, GLEPP1
und PTPS31 (Andersen et al., 2001). Diese Klasse zeichnet sich durch das Vorkommen einer
unterschiedlichen Anzahl an FNIII-d4hnlichen Doménen innerhalb des extrazelluldren
Bereichs aus. Zudem besitzen die Mitglieder dieser Unterklasse in der Regel nur eine

Phosphatasedoméne. Eine Ausnahme ist jedoch die Phosphatase DPTP99A aus Drosophila,
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da diese zwei PTP-Doméinen in ihrem intrazelluldren Teil enthdlt (Hariharan et al., 1991).
Eine weitere Besonderheit dieser Unterklasse ist das Vorkommen von transmembranen und
nicht transmembranen Vertretern, wie es auch in den Unterklassen R4 und R7 der Fall ist.
Durch alternatives Spleilen der GLEPP1 mRNA (mPTP®) werden sowohl zytoplasmatische
als auch transmembrane Isoformen dieser Phosphatase produziert (Pixley et al., 1995).

Die Unterklasse R4 wird durch PTPa und PTPe reprisentiert (Andersen et al., 2001). Thre
kurze extrazellulire Domine ist stark glykosyliert, weist aber ansonsten keine bisher
bekannten charakteristischen Motive auf. Fiir PTPe konnten jedoch sowohl zytoplasmatische
als auch transmembrane Isoformen nachgewiesen werden (Elson and Leder, 1995).

Die RPTPn der Unterklasse R5 verfiigen {iber eine grofle extrazellulire Domine, in der sich
eine FNIII-dhnliche Doméine befindet. Zusétzlich enthédlt der Aminoterminus einen
Sequenzbereich der homolog zum Enzym Carboanhydrase ist, jedoch bei den Mitgliedern
dieser Gruppe PTPy und PTP( keine katalytische Aktivitit aufweist (Barnea et al., 1993;
Kaplan et al., 1990; Krueger and Saito, 1992; Levy et al., 1993). Die bisherigen Daten aus der
Literatur deuten darauf hin, dass die carboanhydrase-dhnliche Doméne Interaktionen mit
Zelladhdsionsmolekiilen und dem extrazelluldren Matrixprotein Tenascin vermittelt (Barnea
et al., 1994; Maurel et al., 1994).

Die in dieser Arbeit behandelte PTP-SL (hPCPTP1) bildet zusammen mit den Phosphatasen
He-PTP und STEP die Unterklasse R7 (Andersen et al., 2001). Die PTP-SL wurde aus
neuronalen Zellen der Maus, der Ratte und vom Menschen kloniert (Hendriks et al., 1995;
Ogata et al,, 1995; Sharma and Lombroso, 1995; Shiozuka et al., 1995)(P. Knyazev,
personliche Mitteilung). Es existieren zytoplasmatische und transmembrane Isoformen dieser
Phosphatase, welche durch alternatives Spleillen entstehen (Augustine et al., 2000; Van Den
Maagdenberg et al., 1999). Fiir die anderen beiden Gruppenmitglieder, der He-PTP und der
Phosphatase STEP, konnten bisher noch keine transmembranen Isoformen nachgewiesen
werden (Andersen et al., 2001). Charakteristisch fiir diese Gruppe ist die sogenannte KIM-
Doméne (Kinase Interaktionsmotiv), welche fiir Protein-Protein Bindungen wichtig ist
(Szedlacsek et al., 2001). Zudem besitzen diese Phosphatasen nur eine PTP-Doméne.

Ein reprasentativer Vertreter der Unterklasse RS ist die PTP-IA2. Diese Phosphatase hat
extrazellulir ein  RDGS  Adhidsionserkennungsmotiv. ~ und  intrazellulir  eine
Phosphatasedomine. Die Mitglieder dieser Gruppe besitzen keine katalytische Aktivitit
(Andersen et al., 2001).

1.1.2 Intrazelluldre Proteintyrosinphosphatasen

Im Gegensatz zur Mehrzahl der RPTPn besitzen alle bisher bekannten zytoplasmatischen
PTPn nur eine katalytische Doméne. Die intrazelluliren PTPn konnen derzeit in neun
Unterklassen aufgeteilt werden (Abb. 2) (Andersen et al., 2001). Die Einteilung kommt wie
bei den RPTPn iiber die strukturelle Vielfalt der nicht katalytischen Segmente der PTPn
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zustande. Diese Stukturelemente, die hdufig Homologien zu anderen gut charakterisierten
Proteinen und Doménen aufweisen, konnen die subzelluldre Lokalisation und die Assoziation
mit Effektormolekiilen spezifizieren (Krauss, 1997).

Zur Unterklasse NT1 (nicht transmembran) gehdren PTP-1B und TC-PTP. Beide verfiigen
iiber einen vergleichbaren Aufbau aus einer aminoterminalen katalytischen Doméne und einer
carboxyterminalen Sequenz, welche fiir die subzelluldre Lokalisation entscheidend ist
(Brown-Shimer et al., 1990; Chernoff et al., 1990; Cool et al., 1989; Guan et al., 1990).
Hydrophobe Sequenzelemente im C-terminalen Bereich der PTP-1B sind fiir die Bindung der
Phosphatase an die intrazellulire Membran des Endoplasmatischen Reticulums (ER)
essentiell (Frangioni et al., 1992). Zwischen der PTP-Doméne und dem Carboxyterminus
befindet sich ein Bereich von etwa 100 Aminosduren. Dieser enthédlt zum einen mehrere
Phosphorylierungsstellen (Flint et al., 1993; Schievella et al., 1993) und zum anderen eine
prolinreiche Sequenz, welche die Bindung an SH3 Doménen anderer Proteine ermdglicht (Liu
et al., 1996). Die TC-PTP existiert in zwei Isoformen, TC48 und TC45, welche durch
alternatives Spleilen produziert werden. Interessant ist hierbei, dass die Isoformen
unterschiedlich lokalisiert sind und somit auch unterschiedliche lokalisationsspezifische
Substrate haben koénnen (Tonks and Neel, 2001). Ahnlich wie PTP-1B besitzt die Isoform
TC48 einen hydrophoben Carboxyterminus und ist wie diese an der Membran des ER
lokalisiert. Bei der Isoform TC45 ist dieser hydrophobe Teil durch die Aminosduren Pro-Arg-
Leu-Thr-Asp-Thr ersetzt. Dies bewirkt, dass die zuvor maskierte carboxyterminal liegende
nukledre Lokalisationssequenz zum tragen kommt und daher befindet sich die TC45 im Kern
(Tonks and Neel, 2001).

Als Mitglieder der Unterklasse NT2 gelten SHP1 und SHP2. Charakteristisch fiir die Vertreter
dieser Gruppe sind die beiden aminoterminal gelegenen SH2 (Src Homologie 2) Doménen
und zwei Tyrosinphosphorylierungsstellen, welche am Carboxyterminus liegen. SH2
Dominen bestehen aus etwa 100 Aminoséduren und sind wichtig flir Protein-Protein-
Interaktionen, die gerade in der Signaltransduktion unerldsslich sind. SH2 Doménen binden
an Phosphotyrosinreste, dadurch konnen zum Beispiel zytosolische Proteine an
Rezeptortyrosinkinasen binden (Li and Dixon, 2000). Im Falle von SHP1 und SHP2 dienen
diese Strukturelemente auch zur Regulation der katalytischen Aktivitit. In Abwesenheit von
geeigneten Phosphotyrosinliganden bindet die N-terminal gelegene SH2 Doméne an die PTP-
Doméne und bedingt dadurch die Inhibition der katalytischen Aktivitit (Barford and Neel,
1998).

Als Prototyp der Unterklasse NT3 gilt PTP-MEG2. Das besondere Merkmal von PTP-MEG2
ist die sogenannte CRALBP (Cellular Retinaldehyde Binding Protein) dhnliche Doméne. Die
genaue Funktion dieses Strukturelementes ist derzeit noch nicht bekannt.

PTP-PEST, BDP und Ly-PTP zeichnen sich durch den Besitz der PEST (Pro-Glu-Ser-Thr)
Domine aus und bilden somit die Unterklasse NT4. Diese PEST Motive konnen zum

beschleunigten Abbau von Proteinen beitragen (Matthews ef al., 1992), andererseits ist jedoch
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die Halbwertszeit von Phosphatasen mit PEST Doméne nicht auffallend gering (Charest et al.,
1995). Fir PTP-PEST konnte gezeigt werden, dass das PEST Motiv wichtig ist fiir die
Bindung an die LIM (Linl1, Isll, Mec3) Doméne vom Hic5 Protein (Nishiya et al., 1999).
Letztendlich ist die Funktion dieses Motivs noch nicht eindeutig geklart.

Der Besitz einer FERM (Bande 4.1-Familie, Ezrin, Radixin, Moesin) Doméne und einer PDZ
(Post synaptic density Disc-large Zo-1) Doméne dient als Unterscheidungsmerkmal bei der
Unterklasse NTS. Zu ihren Mitgliedern gehoéren PTP-H1 und PTP-MEGI. Die etwa 320
Aminosduren umfassende FERM Doméne liegt am Aminoterminus der Phosphatasen und
weist Homologien zu den zytoskelettassoziierten Proteinen der Bande 4.1-Familie auf.
Mitglieder der Bande 4.1-Familie sind verantwortlich fiir die Assoziation von
Aktinfilamenten mit Proteinkomplexen an der Zellmembran (Luna and Hitt, 1992). Zu ihnen
zahlen unter anderem Ezrin (Gould et al, 1989), Talin (Rees et al., 1990) und Radixin
(Wilgenbus et al., 1993). Die PDZ Domine liegt zwischen der FERM und der katalytischen
Doméne und spielt bei Protein-Protein-Interaktionen eine Rolle (Ranganathan and Ross,
1997).

Die Reprisentanten der Unterklasse NT6 sind PTP-D1 und PTP-D2. Sie haben aminoterminal
eine FERM Domine und carboxyterminal die PTP-Domine. Dazwischen liegt ein grofer
Bereich von bis zu 580 Aminoséduren (PTP-D1), welcher keine Homologien zu bisher
bekannten Sequenzmotiven aufweist (Moller ef al., 1994).

PTP-BAS ist der Prototyp der Unterklasse NT7. Zwischen der aminoterminalen FERM
Doméne und der carboxyterminalen katalytischen Doméne finden sich fiinf PDZ Doménen,
deren Funktion oben schon erwéhnt worden ist.

Ein vielseitiger struktureller Aufbau findet sich bei HD-PTP als Vertreter fiir die Unterklasse
NTS8. Am Aminoterminus befindet sich eine BRO1 #hnliche Domine, es folgt eine His
Domine (HD), die PTP-Doméne und am Carboxyterminus eine PEST Domine. Die BROI
Doméne ist benannt aufgrund der Homologie zu dem Hefeprotein BRO1, welches eine Rolle
im MAPKinase Signalweg spielt (Cao et al., 1998).

Den Abschluss der Klassifizierung der intrazelluldren Phosphatasen bildet die Unterklasse
NT9. PTPtyp steht stellvertretend fiir diese Gruppe. Im Gegensatz zu den bisherigen PTPn mit
PEST Doméne liegt hier dieses Motiv nicht am Carboxyterminus sondern am Aminoterminus.
Derzeit ist noch nicht viel iiber diese Phosphatase bekannt, auer dass ihre Expression auf den
Testis beschréankt ist (Ohsugi et al., 1997).

1.1.3 Regulation der Aktivitit von Proteintyrosinphosphatasen

Es existieren verschiedene Mechanismen um die katalytische Aktivitdit von PTPn zu
regulieren. Ein wichtiger Aspekt der Funktion von PTPn ist deren subzelluldre Lokalisation.
Wie im vorherigen Abschnitt schon dargestellt, weisen zytoplasmatische PTPn héaufig

Sequenzen auf, die ihre subzelluldre Lokalisation spezifizieren. Das beste Beispiel fiir einen
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solchen Fall ist die TC-PTP. Wie oben bereits erwéhnt, entstehen durch alternatives Spleilen
zwei Isoformen, wobei die Isoform TC48 an der Membran des ER lokalisiert ist, wahrend die
Isoform TC45 im Kern zu finden ist (Tonks and Neel, 2001). Auch durch proteolytische
Spaltung kann die Lokalisation und letztendlich die Aktivitdt von Phosphatasen beeinflusst
werden. So fiihrt die proteolytische Spaltung von PTP-1B zur Loslosung der Phosphatase von
der Membran des ER und zum Ubergang ins Zytoplasma. Neben einer Erhéhung der in-vitro
Aktivitit korreliert die Prozessierung mit einer Verdnderung des Phosphotyrosingehaltes
zelluldrer Proteine (Shattil and Brugge, 1991).

Ein anderer Weg zur Regulation der PTPn ist die Ser/Thr-Phosphorylierung. Die
zytoplasmatische PTP-PEST ist diesbeziiglich ein gutes Beispiel. Sie kann in-vitro an zwei
Serinresten, Ser39 und Ser435, sowohl von PKA als auch von PKC phosphoryliert werden.
Diese Phosphorylierung kann in-vivo in HeLa Zellen durch Stimulation mit TPA oder
Forskolin, welche PKC bzw. PKA Aktivatoren sind, erzeugt werden. Die Phosphorylierung
am Ser39 bewirkt hierbei eine Reduktion der Phosphataseaktivitit. Dieser Effekt kommt
durch eine Reduktion der Substrataffinitdt zustande (Garton and Tonks, 1994).

PTPn konnen auch selbst das Substrat von PTKn sein und durch diese an spezifischen
Tyrosinresten phosphoryliert werden. Die Phosphatase SHP2 kann mit einer ihrer beiden SH2
Dominen an das autophosphorylierte Tyrosin 1009 des aktivierten PDGF-Rezeptors binden.
Die Assoziation von SHP2 mit dem aktivierten Rezeptor hat einen zweifachen Effekt. Zum
einen phosphoryliert der Rezeptor durch seine Tyrosinkinaseaktivitit die Phosphatase am
Tyrosin 542. An das Phosphotyrosin 542 bindet wiederum die SH2 Domédne des
Adapterproteins Grb2, das nun weitere Signalproteine in die Signaliibertragung mit
einbeziehen kann (Bennett et al., 1994). Zum anderen wird durch die Bindung von SHP2 an
den Rezeptor deren Autoinhibition (siehe 1.1.2) aufgehoben und die Phosphatase somit
aktiviert. Sie ist nun in der Lage phosphorylierte Signalproteine zu dephosphorylieren und
kann auf diesem Weg ein Signal weitergeben (Krauss, 1997). Dies zeigt, dass PTPn nicht nur
durch ihre katalytische Aktivitdt ein Signal modulieren kdnnen, sondern bestimmte Motive
der Phosphatase zur Ausbildung von Proteinkomplexen beitragen, deren Bildung fiir die
Weitergabe eines Signals notwendig sind.

Die Regulation von PTPn kann auch auf Transkriptionsebene erfolgen. So zeigen die PTPn
DEP1 (Ostman et al., 1994), LAR (Longo et al., 1993) und PTPc (Celler ef al., 1995) einen
von der Zelldichte abhéingigen Anstieg der Expression, der mdglicherweise die
Kontaktinhibierung des weiteren Zellwachstums vermittelt. Bei der Aktivierung von
Lymphozyten durch verschiedene Faktoren steigt die Expression der ausschlieBlich in
hematopoetischen Zellen exprimierten He-PTP signifikant an (Zanke ef al., 1992). Auch die
Expression des Rattenhomologs der PTP-SL (PC12-PTP1/PCPTP1) kann durch Stimulation
mit NGF verdndert werden. Eine maximale Induktion der Phosphataseexpression wird hierbei
nach acht stiindiger Stimulation erreicht, wihrend anschlieBend die Expression unter den
Ausgangswert abfallt (Sharma and Lombroso, 1995; Shiozuka et al., 1995).
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1.2 Proteintyrosinkinasen

Proteintyrosinkinasen (PTKn) sind wie die Ser/Thr-spezifischen Proteinkinasen ein
entscheidendes Element der intrazelluldren Signalweiterleitung. Die Aktivierung von PTKn
wird vor allem durch Signale ausgelost, die das Wachstum und die Differenzierung einer
Zelle steuern (Krauss, 1997). Die Familie der PTKn ldsst sich ebenso wie die PTPn in
Rezeptortyrosinkinasen (RTKn) und intrazelluldre PTKn aufteilen.

Der Aufbau der RTKn umfasst eine glykosylierte, extrazellulire Domine, eine
Transmembrandoméne und eine zytoplasmatische Doméne. Die extrazellulire Domaéne ist fiir
die Ligandenbindung verantwortlich und zeichnet sich durch eine Vielfalt von
unterschiedlichen Sequenzmotiven aus. Aufgrund dieser strukturellen Unterschiede lassen
sich die iiber 50 bisher bekannten RTKn in 19 verschiedene Unterfamilien einteilen (van der
Geer et al, 1994). Der zytoplasmatische Bereich der RTKn setzt sich aus der
Juxtamembranregion, der Kinasedoméne und dem carboxyterminalen Bereich zusammen
(Ullrich and Schlessinger, 1990). Die Kinasedoméne umfasst etwa 250-300 Aminoséuren und
gilt als hoch konserviert. Sie beinhaltet die ATP-Bindungsstelle und katalysiert die
intermolekulare Transphosphorylierung des Rezeptors sowie die Tyrosinphosphorylierung
von RTK Substraten (Yarden and Ullrich, 1988). Im wenig konservierten carboxyterminalen
Bereich der RTKn befinden sich hiufig Autophosphorylierungsstellen. Die Phosphorylierung
dieser Tyrosinreste kann zum einen zur Bildung von Proteinbindestellen fiihren oder zur
Modulation der katalytischen Aktivitdt der RTKn beitragen (Margolis et al., 1990; Margolis
et al., 1989). RTKn liegen im nicht aktivierten Zustand in der Regel als Monomer vor. Zur
Aktivierung von RTKn ist die Bildung von Rezeptordimeren erforderlich, die durch die
Bindung des Liganden begiinstigt wird. Fiir den EGFR (Epidermal Growth Faktor Rezeptor)
konnte die Dimerisierung nach Stimulation mit dem monomeren EGF Liganden schon Ende
der achtziger Jahre beschrieben werden (Yarden and Schlessinger, 1987), trotzdem ist der
exakte Mechanismus dieses entscheidenden Schrittes derzeit noch nicht vollstindig geklért.
Die liganden-induzierte Dimerisierung bewirkt Konformationsanderungen, so daf} es aufgrund
der intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitit der Rezeptormolekiille zu einer gegenseitigen
intermolekularen Transphosphorylierung an zytoplasmatischen Tyrosinresten kommt
(Lemmon and Schlessinger, 1994; Ullrich and Schlessinger, 1990). Hierbei kommt es nicht
nur zur Bildung von Homodimeren, sondern innerhalb einer Unterfamilie auch zur
Ausbildung von Heterodimeren (Lemmon and Schlessinger, 1994), wie es zum Beispiel
innerhalb der EGFR-Familie der Fall ist (Wallasch et al., 1995). Zur EGFR-Familie zdhlen
der EGFR (HER1/ErbB1) (Ullrich ef al., 1984), HER2 (ErbB2/neu) (Coussens et al., 1985),
HER3 (ErbB3; katalytisch inaktiv) (Guy et al., 1994; Kraus et al., 1989) und HER4 (ErbB4)
(Plowman et al., 1993). In dieser Familie nimmt HER2, fiir den bisher noch kein eigener
Ligand bekannt ist, eine zentrale Rolle ein, da diese RTK den bevorzugten Partner zur

Bildung von Heterodimeren mit anderen EGFR Familienmitgliedern darstellt (Graus-Porta et
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al., 1997; Tzahar et al., 1996). Die Mitglieder dieser Familie sind hdufig mit der Entstehung
von Krebs beim Menschen in Zusammenhang gebracht worden (Di Marco et al., 1989;
Lemoine et al., 1992; Ullrich et al., 1984).

Neben den RTKn enthidlt die Zelle eine Reihe von intrazelluliren Proteintyrosinkinasen
(PTKn), die nicht integraler Bestandteil von Transmembranrezeptoren sind. Sie haben eine
essentielle Funktion bei der Signaliibertragung durch Transmembranrezeptoren ohne eigene
Tyrosinkinaseaktivitit, wie zum Beispiel die Zytokinrezeptoren. Sie sind jedoch auch an den
Signalwegen von RTKn und G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCR) beteiligt (Porter and
Vaillancourt, 1998). Die Aktivierung intrazellulirer PTKn durch extrazelluldre Signale ist
jedoch nicht auf die Bindung von Wachstumsfaktoren und Hormonen an entsprechende
Rezeptoren beschrinkt, sondern beinhaltet auch Effekte der Zelladhdsion und der Interaktion
mit der extrazelluldren Matrix. So spielt die an fokalen Adhdsionspunkten lokalisierte Kinase
FAK (Focal Adhesion Kinase) eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion von
Zelladhédsionsmolekiilen der Integrin-Familie (Clark and Brugge, 1995; Juliano and Haskill,
1993; Schaller and Parsons, 1994). Die zytoplasmatischen PTKn lassen sich aufgrund von
Sequenzhomologien in verschiedene Familien einteilen. So finden sich neben der
katalytischen Doméne héufig noch funktionelle Sequenzabschnitte wie SH2 und SH3
Doménen (Src-Homologie 2 und 3), welche fiir Protein-Protein-Interaktionen oder die
subzelluldre Lokalisation wichtig sind. Zu den am besten charakterisierten PTKn gehort die
Familie der Src-Kinasen. Diese Familie umfasst derzeit neun Mitglieder, wobei die PTKn Src,
Fyn und Yes in fast allen Geweben exprimiert werden. Src-Kinasen sind prototypisch fiir die
nach ihnen benannten SH2 und SH3 Dominen und setzen sich zusdtzlich aus einer
Tyrosinkinasedoméne, eine aminoterminal vorliegende fiir die Membranlokalisation
essentielle Myristylierungsstelle, sowie einem regulatorisch wichtigen Carboxyterminus
zusammen (Erpel and Courtneidge, 1995). Die Tyrosinphosphorylierung spielt bei der
Regulation der Src-Kinase Aktivitit eine wichtige Rolle. Die inhibitorisch wirkende PTK Csk
phosphoryliert Src an einem bestimmten carboxyterminalen Tyrosinrest, worauf dieser mit
der SH2-Domine intermolekular interagiert. Diese Konformationsidnderung blockiert die
Bindung von Src an zellulire Substratproteine (Superti-Furga et al., 1993). Aufgehoben wird
diese Inhibition unter anderem durch PTPa, indem diese Phosphatase spezifisch den
Phosphotyrosinrest am Carboxyterminus von Src dephosphoryliert (Ponniah et al., 1999;
Zheng et al., 2000). Hiermit zeigt sich, dass PTPn auch stimulierend auf

Signaltransduktionvorgédnge wirken konnen.

1.3 MAPKinasekaskaden

Bei den MAPKinase Signalwegen (Mitogen Activated Protein Kinase) handelt es sich um
Proteinkaskaden, welche durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli aktiviert werden. Sie sind

involviert in solch essentiellen zelluldren Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und
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(Anti-)Apoptose (Kolch, 2000). Das Kernmodul eines MAPKinase Signalweges besteht aus
drei hintereinander geschalteten Kinasen. Hierbei phosphoryliert und aktiviert eine MAPK
Kinase Kinase (MAPKKK) eine MAPK Kinase (MAPKK), welche nun ihrerseits eine MAPK
phosphoryliert und somit aktiviert (Abb. 3). Derzeit sind sechs verschiedene MAPKinase
Module bekannt (Saxena and Mustelin, 2000). Zu den am besten charakterisierten
MAPKinasen gehoren ERK1/2 (Extracellular signal Regulated Kinase), p38 und JNK/SAPK
(c-Jun N-terminal Kinase/Stress Activated Protein Kinase).

Stress 3
Stimulus Growth factors inflammatory Cytokines
Mitogens Growth Factors

| | / \
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} ! ! -
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Biological Growth Inflammation
Response Differentiation Apoptosis
Development Growth
Differentiation

Abb. 3: Kernmodule von MAPKinase Signalwegen. Ganz links ist das allgemeine Schema eines MAPKinase
Signalweges dargestellt. Von links nach rechts folgen der ERK Signalweg, der p38 Signalweg und der JNK
Signalweg. Aus dem Katalog von Cell Signaling Technology 2000-2001.

Der Aktivierung der MAPKinasen ERK1/2 geht hdufig die Stimulation einer RTK voraus. So
fiihrt zum Beispiel die Stimulation von RTKn mittels Wachstumsfaktoren zur Ausbildung des
Grb2/Sos-Komplexes, welcher durch Stimulation des GDP/GTP Austausches zur Aktivierung
des kleinen G-Proteins Ras fiihrt (Downward, 1997). Die GTP-gebundene Form von Ras
bindet die MAPKKK Raf, welche dadurch an die Membran rekrutiert und dadurch aktiviert
wird (Moodie ef al., 1993; Morrison and Cutler, 1997; Vojtek et al., 1993; Warne et al., 1993;
Zhang et al., 1993). Raf aktiviert darauthin die dualspezifischen MAPKK MEK]1 und MEK2
(MAPK/ERK-Kinase 1 und 2) durch Phosphorylierung zweier Serinreste (Derijard et al.,



1 Einleitung 12

1995; Zheng and Guan, 1994). Diese Kinasen aktivieren nun hochspezifisch die MAPKinasen
ERK1 und ERK2 durch Threonin- und Tyrosinphosphorylierung des regulatorisch wichtigen
Thr-Glu-Tyr-Motivs (Robinson and Cobb, 1997). Die Aktivierung von ERKI1 und ERK2
filhrt zur Bildung von Homodimeren und auch zur Translokation in den Zellkern, wo diese
Kinasen durch Serin-/Threoninphosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, wie zum
Beispiel Elkl, die Transkription regulieren konnen (Cobb et al., 1994; Khokhlatchev et al.,
1998; Treisman, 1996). Aullerhalb des Zellkerns sind diese Kinasen in der Lage eine Vielzahl
von zytosolischen und membrangebundenen Proteinen zu phosphorylieren (Cobb et al.,
1991).

Ein derzeit noch nicht ganz verstandenes Phinomen ist die Sicherstellung der Spezifitit
innerhalb des MAPKinase Signalweges. Wie kann die Zelle zwischen zwei unterschiedlichen
Stimuli, welche verschiedene zelluldre Antworten hervorrufen, unterscheiden, wenn beide
Stimuli zur Aktivierung der MAPKinasen ERK1/2 fithren? Zum einen kann dies scheinbar
iiber die Dauer der ERK Aktivierung geregelt werden, wie es in PC12 Zellen bei EGF und
NGF Stimulation der Fall ist (Marshall, 1995), zum anderen scheinen hierbei sogenannte
Gertistproteine eine Rolle zu spielen. So interagiert das Geriistprotein MP1 (MEK Partner 1)
bevorzugt mit MEK1 und ERK1, wihrend KSR (Kinase Suppressor of Ras) mit Raf, MEK,
und ERK1 oder ERK?2 assoziiert (Kolch, 2000).

Wie zuvor schon erwéhnt, ist eine duale Phosphorylierung an Threonin- und Tyrosinresten
notwendig, um ERK zu aktivieren (Canagarajah er al, 1997). Hingegen reicht die
Dephosphorylierung eines dieser beiden Reste zur Inaktivierung dieser Kinasen aus (Keyse,
1998). Fiir die Dephosphorylierung von ERK stehen drei unterschiedliche Klassen von
Phosphatasen zur Verfiigung. Die dualspezifischen Phosphatasen wie MKP1, welche sowohl
den Threonin- als auch den Tyrosinrest dephosphorylieren konnen, die Serin-
/Threoninphosphatasen wie PP2A und die Proteintyrosinphosphatasen (Keyse, 1998). Die
Dephosphorylierung von MAPKinasen durch PTPn war zu Beginn dieser Arbeit nur in Hefen
genauer untersucht worden (Millar et al., 1995; Wurgler-Murphy et al., 1997; Zhan et al.,
1997). Es gab jedoch schon erste Hinweise darauf, dass auch in Vertebraten die PTPn zur
Regulation der MAPKinasen beitragen konnen, wobei jedoch diesbeziiglich noch keine PTP
identifiziert werden konnte (Alessi et al., 1995). Die Regulation durch Phosphatasen erfolgt
sowohl im Zytosol als auch im Zellkern (Saxena and Mustelin, 2000). Der ERK/MAPKinase
Signalweg kann auch durch andere Signalwege zelltypspezifisch beeinflusst werden. In vielen
Fibroblasten und in Zellen der glatten Muskulatur bewirkt die Anhebung des cAMP-Spiegels
eine Verringerung der durch Wachstumsfaktoren induzierten ERK Aktivierung (Burgering et
al., 1993; Cook and McCormick, 1993; Graves et al., 1993; Wu et al., 1993). In neuronalen
Zellen hingegen bewirkt cAMP eine Verstirkung der ERK Aktivierung (Frodin et al., 1994;
Frodin et al., 1995; Khoo and Cobb, 1997). Die Expression von B-Raf und die dadurch
mogliche Aktivierung des Rapl/B-Raf Signalweges scheinen den Ausschlag fiir einen
positiven Effekt von cAMP auf den ERK Signalweg zu geben (Vossler et al., 1997).
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1.4 Zielsetzung

Die Bedeutung des MAPKinase Signalweges fiir verschiedene, essentielle zelluldre Prozesse
ist im vorherigen Kapitel eingehend dargelegt worden. Dies bedingt die Notwendigkeit einer
genauen Regulation dieser Kinasen, um den Ablauf der normalen zelluldren Vorginge zu
gewdhrleisten und pathologische Zustinde zu vermeiden. So konnten bei den Untersuchungen
verschiedener Krankheitsbilder, wie akute Leukdmie und Brustkrebs, eine erhohte
MAPKinase Aktivierung nachgewiesen werden (Kim et al., 1999; Sivaraman et al., 1997). Im
Falle der akuten Leukidmie spielt diesbeziiglich die verringerte Expression von PACI
(Phosphatase of Activated Cells) eine Rolle. PACI1 ist eine in hematopoetischen Zellen
vorkommende, ERK spezifische Phosphatase (Kim et al., 1999). Die Aufkldrung der
regulatorischen Komponenten des MAPK Signalweges trigt somit auch zum besseren
Verstindnis bestimmter Krankheiten bei.

Zu Beginn dieser Arbeit lagen erste noch unveréffentlichte Hinweise iiber eine Assoziation
der Proteintyrosinphosphatase PTP-SL mit den MAPKinasen ERK1/2 vor. Dabei wurde
spekuliert, ob die MAPKinasen ERK1/2 Substrate fiir die PTP-SL sein konnten (R. Pulido
und A. Ullrich, personliche Mitteilung). Um die Bedeutung der PTP-SL néher zu
charakterisieren, sollte der Effekt dieser Phosphatase auf den ERK/MAPKinase Signalweg
analysiert werden. Anhand dieses potentiellen Enzym-Substrat Verhéltnisses sollte versucht
werden, die PTP-SL einem zelluldren Prozess, wie z.B. Proliferation und Differenzierung,

zuzuordnen.
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2  MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bezugsquellennachweis
2.1.1 Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose

Ampicillin

Aprotinin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
ATP (Adenosintriphosphat)
Bisacrylamid

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Calyculin A

Coomassie G250

Desoxynukleotide (dG/A/T/CTP)
Didesoxynukleotide (ddG/A/T/CTP)
Dimethyldichlorsilan

DTT (Dithiothreitol)

Enzyme Dilution Buffer
Ethidiumbromid

Forskolin

Geneticin (G418)
Glutathion-Sepharose

HEPES (4-2-Hydroxyethyl-1-piperazin-
ethansulfonsdure)
Heringsperma-DNA
Isopropyl-p-thiogalactopyranosid (IPTG)
L-Glutamin

Leupeptin

Lipofectamine®

Lysozym

MBP (myelin basic protein)
Mineraldl

MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure
MTT (3-[4,5-Dimethyltiazol-2-yl]-

Serva, Heidelberg
Difco, Detroit

BRL, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Bio-Rad, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Alexis, Griinberg
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Alexis, Griinberg
Gibco, Eggenstein
Pharmacia, Freiburg

Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen
Biomol, Hamburg
Gibco, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Gibco, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Tautkirchen
Sigma, Taufkirchen
Biomol, Haub

Sigma, Taufkirchen
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2,5vDiphenyltetrazoliumbromid)
Natriumazid

Natriumfluorid

Natriumorthovanadat

Phenol

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
pNPP (p-Nitrophenyl-Phosphat)

Polybren (Hexadimethrinbromid)
Polyethylenglycol 4000

Poly-Lysine

Ponceau S

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Szintillationscocktails (Rotiszint®ecoplus)
TEMED (N,N,N'N’-Tetracthylmethylendiamin)
TPA (tetradecanoyl-phorbol-13-acetate)
Triton X-100

Tween 20

Tween 40

W-7

Xylol

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in analysenreiner Qualitit von der Firma

Merck (Darmstadt) bezogen.
2.1.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase

Restriktionsenzyme

RNase A

Reverse Transkriptase
T4-DNA-Ligase
T7-DNA-Polymerase
Taq-DNA-Polymerase

Trypsin

Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Freiburg
Boehringer, Mannheim
Biolabs, England

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Freiburg
Boehringer, Mannheim

Gibco, Eggenstein
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2.1.3 Radiochemikalien

[a-"*P]-ATP
[0->>S]-dATP

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma NEN (Briissel) bezogen und vor Ablauf der

ersten Halbwertszeit eingesetzt.

2.1.4 ,Kits" und Sonstiges

ECL Kit

Filterpapier 3SMM
Hyperfilm MB
Kodak X-omat AR
Kulturgetife, Plastik

Micro BCA Protein Assay Kit
Parafilm

Poly Prep™ Chromatographiesiulen
Dowex AGI-X8

Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose
Glutathion-Sepharose

QIAquick Gel Extraction Kit (50)
QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAGEN Rneasy Mini Kit
Random Primed DNA Labeling Kit
Sephadex G-50 (DNA Qualitét)
Sterilfilter 0.22 pm, Zelluloseacetat
Sterilfilter 0.45 pm, Zelluloseacetat
T7 Sequencing Kit

Zellulosenitrat 0.45 pym

>5000 Ci/mmol
>1000 Ci/mmol

NEN, Briissel
Whatman, USA
Amersham, Braunschweig
Kodak, Stuttgart
Greiner, Solingen
Nunclon, Ddnemark
Falcon, U.K.

Pierce, USA
Dynatech, Denkendorf
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Nalge Company, USA
Nalge Company, USA
Pharmacia, Freiburg
Schleicher & Schiill, Dassel
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2.1.5 Wachstumsfaktoren und Liganden

Bradykinin Sigma, Taufkirchen

EGF (Maus) Toyoba, Japan

aFGF Pepro Tech, USA

Heparin Sigma, Taufkirchen

NGF Becton Dickenson, Heidelberg

2.1.6 Medien und Puffer

Medium fiir E.coli Bakterien

LB-Medium ,Oo % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
L0 % NaCl
pH 7,2

2xYT-Medium 1,6 % Trypton
1,0 % Hefeextrakt
Lo % NaCl
pH 7,2

Bei Bedarf wurden dem Medium nach dem Autoklavieren folgende Antibiotika zugesetzt:
Ampicillin 100  pg/ml

Kanamycin 100 pg/ml

Chloramphenicol 30 pg/ml

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

2.1.7 Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien sowie alle Zusitze wurden von der Firma Gibco (Eggenstein) bezogen,

fotales Kélberserum stammte von der Firma Sigma (Taufkirchen).

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4,5 mg/ml Glukose
10% hitzeinaktiviertes FCS, 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat.
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 4,5 mg/ml Glukose
5% hitzeinaktiviertes FCS,10% hitzeinaktiviertes Pferdeserum, 2 mM Glutamin,

1 mM Natriumpyruvat.

Nutrient Mixture F12 (HAM) mit L-Glutamin, 10% hitzeinaktiviertes FCS
RPMI 1640, 10% hitzeinaktiviertes FCS, 2mM Glutamin

Einfriermedium: 90% hitzeinaktiviertes FCS, 10% DMSO.

2.1.8 Stammldsungen und héufig verwendete Puffer

Die hier aufgefiihrten Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt.

BBS (2x) 50 mM
280 mM
LS mM
HBS (2x) 46 mM
274 mM
LS5 mM
Denhardt (100x) 20 %
20 %
20 %
DNA-Auftragspuffer (6 x) 0,25 %
0,25 %
30,0 %
100,0 mM
Laemmli-Puffer (2x) 187,5 mM
6,0 %
30,0 %
0,01 %
50 %

BES

NaCl

Na,HPO,

pH 6,96 (NaOH)

HEPES pH 7,5
NaCl
Na,HPO4

pH 7,0

Polyvinylpyrollidon
Ficoll
BSA

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glyzerin

EDTA pH 8,0

Tris/HCI pH 6,8
SDS

Glyzerin
Bromphenolblau

3-Mercaptoethanol
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NET (10x) 150,0mM  NacCl
5 mM  EDTA
50 mM Tris
0,05 % Triton X-100
pH 7,4 (HCI)

PBS 13,7 mM NaCl
2,7 mM KCI
80,9 mM Na,HPO,
1,5’ mM KH;PO4 pH 7,4 (HCI)

RNA-Auftragspuffer (2x) 48,0 % Formamid
17,0 % Formaldehyd
11,0 % Glyzerin
0,1 % Bromphenolblau

SD-Transblot 50,0 mM  Tris/HCl pH 7,5
40,0 mM Glycin
20,0 % Methanol
0,004 % SDS

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

SSC (20x) 3,0 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

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
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Tris-Glycin-SDS (10x) 248,0 mM  Tris/HCI pH 7,5
1918,0mM  Glycin
1,0 % SDS

2.1.9 Bakterienstimme, Zelllinien und Antikorper

Im folgenden sind die verwendeten Bakterienstimme, Zelllinien und Antikdrper unter Angabe

ihrer Eigenschaften und von Referenzen tabellarisch aufgefiihrt.

2.1.9.1 Bakterienstimme

Stamm Eigenschaften Referenz

E.coli DH50F’ F’/endA1 hsd17 (rk-mk-),supE44,recAl, Genentech,
gyrA (Nal), thi-1, (lacZY A-argF) San Francisco

E.coli CJ236 dut-, ung-, thi-, relA- Kunkel, 1985

2.1.9.2 Zelllinien

Zellinie Ursprung Referenz
CHO-K1 ovary cells vom Hamster Sugen
COS-7 immortalisierte Nierenfibroblasten ATCC CRL-1651

der griinen Meerkatze

HEK-293 humane embryonale Nierenfibroblasten =~ ATCC CRL-1573
Transformiert mit Adenovirus
Typ V DNA
NIH3T3 cl7 immortalisierte Mausfibroblasten ATCC CRL-1658
PC12 Ratten-Phdochromozytomazellen P. Cohen, Dundee
Phoenix E modifizierte HEK293 Linie zur Nolan Lab,
Produktion von helfervirusfreien, Stanford

trophen Retroviren
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2.1.9.3  Antikorper

Die folgenden Antikorper wurden zur Immunprizipitation oder als primére Antikorper zur
Detektion in der Immunoblot-Analyse eingesetzt.

Antikorper Eigenschaften Referenz

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

ERK2 (C-14) Kaninchen, polyklonal, gegen Peptid Santa Cruz, California
aus dem carboxyterminalen Bereich der
Ratten-ERK?2

ERK2 (K-23) Kaninchen, polyklonal, gegen Peptid Santa Cruz, California
aus der Unterdomine XI der Ratten-
-ERK2

Phospho-ERK Kaninchen, polyklonal, gegen NEB, Schwalbach
Phosphoryliertes Threonin 202 und
Thyrosin 204 des humanen ERK2

Pan-ERK Maus, monoklonal, gegen die c-terminalen Transduction Lab.,
AS 219-358 des humanen ERK2 Lexington

GFP Kaninchen, polyklonal gegen GFP diese Arbeitsgruppe

GST Kaninchen, polyklonal gegen die diese Arbeitsgruppe

Glutathion-S-Transferase

HA Maus, monoklonal, gegen die 12 AS des  Babco, California

influenza hemagglutinin Epitops

p38 (C-20) Kaninchen polyklonal gegen Peptid Santa Cruz, California
aus dem carboxyterminalen Bereich der
Maus-p38
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Die bei der Immundetektion von Proteinen verwendeten sekundidren Antikorper waren mit

Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert.

Antikorper Verdiinnung
Ziege gegen Maus 1:20.000
Ziege gegen Maus 1:10.000
Ziege gegen Kaninchen 1:20.000

2.1.10Plasmide und Oligonukleotide
2.1.10.1 Ausgangsvektoren
Vektor

Eigenschaften

ColE1 ori, Amp', LacZ, f1 (+) IG,
SK (MCS)

pBluescript

pcDNA3 Expressionsvektor, Ampr,
CMYV Promotor, BGH poly A,
hohe Kopienzahl

pLXSN Retroviraler Expressionsvektor,
Ampr, Neor, ori aus pBR322,
5’-LTR und 3’-LTR aus MoMuLV,
SV40 Promotor

pRKS5 Expressionsvektor, Ampr, CMV
Promoter, SV 40 poly A, hohe
Kopienzahl

pGEX Prokaryotischer Expressionsvektor zur
Produktion von GST-Fusionsproteinen
in E. coli, pBR322 ori

Bezugsquelle
BioRad (Miinchen)

Sigma (Taufkirchen)
BioRad (Miinchen)

Referenz

Stratagene, Kalifornien

Invitrogen,
USA

Miller und
Rosman, 1989

Genentech,

San Franzisco

Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg
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2.1.10.2 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Vektoren

Vektoren Eigenschaften Referenz
pGEX-PTP-SL GST-Fusionsprotein der zyto- R. Pulido, d AG
(AS 147-549) plasmatischen Isoform der PTP-SL

pGEX-PTP-SL GST-Fusionsprotein der zyto- R. Pulido, d AG
(AS 147-288) plasmatischen Isoform der PTP-SL ohne

die Phosphatase Doméne

pGEX-PTP-SL GST-Fusionsprotein der zyto- R. Pulido, d AG
(AS 147-288;A224-239) plasmatischen Isoform der PTP-SL ohne

die Phosphatase Doméne und ohne die

KIM-Doméne

pGEX-PTP-STEP GST-Fusionsprotein der PTP-STEP R. Pulido, d. AG

pRKS-HA-PTP-SL WT zytoplasmatische Isoform der PTP-SL, R. Pulido, d. AG
HA markiert

pRKS-HA-PTP-SL CS zytoplasmatische Isoform der PTP-SL, R. Pulido, d. AG
mit dem AS-Austausch Cys480 zu Ser,
HA markiert

pRKS-HA-PTP-SL SE zytoplasmatische Isoform der PTP-SL, diese Arbeit
mit dem AS-Austausch Ser231 zu Glu,
HA markiert

pRKS5-HA-PTP-SL SE/SE  zytoplasmatische Isoform der PTP-SL, diese Arbeit
mit dem AS-Austausch Ser231 zu Glu
und Ser234 zu Glu, HA markiert

pRKS-HA-PTP-SL SE zytoplasmatische Isoform der PTP-SL, diese Arbeit
mit dem AS-Austausch Ser234 zu Glu,

HA markiert
pRKS5-HA-PTP-SL SA zytoplasmatische Isoform der PTP-SL, diese Arbeit

mit dem AS-Austausch Ser231 zu Ala,
HA markiert
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pcDNA3-HA-PTP-SL WT

pcDNA3-HA-PTP-SL CS

pcDNA3-HA-PTP-SL SE

pcDNA3-HA-PTP-SL SA

pLXSN-HA-PTP-SL WT

pLXSN-HA-PTP-SL CS

pLXSN-HA-PTP-SL SE

pLXSN-HA-PTP-SL SA

zytoplasmatische Isoform der PTP-SL,
HA markiert

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

zytoplasmatische Isoform der PTP-SL,
mit dem AS-Austausch Ser231 zu Glu,
HA markiert

zytoplasmatische Isoform der PTP-SL,
mit dem AS-Austausch Ser231 zu Ala,
HA markiert

zytoplasmatische Isoform der PTP-SL,
HA markiert

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

zytoplasmatische Isoform der PTP-SL,
mit dem AS-Austausch Ser231 zu Glu,
HA markiert

zytoplasmatische Isoform der PTP-SL,
mit dem AS-Austausch Ser231 zu Ala,
HA markiert

2.1.10.3 Wichtige Oligonukleotide

Sequenz

ACTCATGTCCAGCGTAAGAGATACATTCTCACC

TCGTCGCTCCTG

Primer zur Mutagenese des Ser231 der PTP-SL zu Glu

GCTACTCATGTCCAGCGTAAGCTCTACATTGGA

ACCTCGTCGCTC

Primer zur Mutagenese des Ser234 der PTP-SL zu Glu

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Name

Ser231 zu Glu

Ser234 zu Glu
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GCTACTCATGTCCAGCGTAAGCTCTACATTCTC
ACCTCGTCGCTCCTG
Primer zur Mutagenese des Ser231 und des Ser234 der PTP-SL zu Glu

ACTCATGTCCAGCGTAAGAGATACATTCGCACC
TCGTCGCTCCTG
Primer zur Mutagenese des Ser231 der PTP-SL zu Ala

CGTCTTCCTTTGTCTTCACCT

c-fos Primer fiir die ,,real-time* PCR

CCTGCCTTCTCTGACTGCTC

c-fos Primer fiir die ,,real-time* PCR

CCGCGTTCTCCTTTGAGCT
Cyclophylin A Primer fiir die ,,real-time* PCR

CACCACATGCTTGCCATCC
Cyclophylin A Primer fiir die ,,real-time* PCR

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Plasmidpraparation fiir analytische Zwecke

Ser231/Ser234
zu Glu

Ser231 zu Ala

fosl

fos2

cycloF

cyclob

Fiir analytische Zwecke wurden kleine Mengen von DNA (2-10ug) nach der Methode von

Lee und Rasheed (1990) prapariert (Lee and Rasheed, 1990).

2.2.2 Plasmidpriparation fiir praparative Zwecke

Fiir die Transfektion der verschiedenen Zelllinien wurden grofere und reinere DNA Mengen

benotigt, deren Aufreinigung mit Hilfe des Qiagen Maxi-Kits (Qiagen, Hilden) nach

Herstellerangaben durchgefiihrt wurde.

2.2.3 Enzymatische Behandlung von DNA

2.2.3.1 Verdau von DNA-Fragmenten mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionen erfolgten in den vom Hersteller angegebenen Inkubationspuffern fiir 1-2

Stunden oder ii.N. beim Temperaturoptimum des Enzym:s.
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2.2.3.2  Dephosphorylierung von 5’-Enden

Die Religation von Vektoren mit kompatiblen Enden wurde durch Dephosphorylierung ihrer
5’-Enden verhindert. 1-4pug gespaltene Vektor DNA wurde in einem Reaktionsvolumen von
10-20pul in 1x Phosphatasepuffer (SOmM Tris/HCl pH 8,0; 0,iImM EDTA pH 8,5) nach
Zugabe von 1pul alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (1 E) fiir 60min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die dephosphorylierte DNA {iber ein Agarosegel (0,6-1% Agarose)
aufgereinigt und eluiert.

2.2.3.3 Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Bei der Ligation katalysiert T4-DNA-Ligase die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen einem 5’-Phosphat und einem 3’-Hydroxylende von Polynukleotiden. 20 bis 100ng
geschnittene Vektor-DNA wurden mit einem 2-5fachen Uberschuss des zu klonierenden
DNA-Fragments, 1ul 10x T4-DNA-Ligasepufter (0,66M 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.
2.2.4 Gelelektrophorese von DNA

Doppelstrangige DNA-Molekiile im Grdéfenbereich 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 1-2h. Danach wurde das Gel fiir
10min mit 1x TAE/Ethidiumbromid (2pg/ml) geférbt und 10min in 1x TAE entférbt.

2.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten

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

2.2.6 DNA-Transfer in E.coli Bakterien
2.2.6.1  Herstellung kompetenter E.coli Bakterien

Es wurde die Methode von Chung und Miller (1993) verwendet (Chung and Miller, 1988).
Die Transformationseffizienz war groBer als 5x 10° Klone/ug DNA.
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2.2.6.2 Transformation von kompetenten E.coli Bakterien

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

2.2.6.3 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 langere Zeit bei

-70°C gelagert werden.
2.2.7 Gezielte Mutagenese von DNA

Mit Hilfe dieser Methode (Kunkel, 1985; Messing, 1983) ist es mdglich, Punktmutationen,

Insertionen und Deletionen in eine bekannte DNA-Sequenz einzufiihren.
2.2.7.1  Herstellung von uracilhaltiger, einzelstringiger pcDNA3 DNA

CJ236 Bakterien wurden wie unter 2.2.6.2 beschrieben mit der gewiinschten DNA transfiziert.
Mit den so erhaltenen Kolonien wurden 2ml 2xYT-Medium mit angeimpft und bis zum
Erreichen der frithen logarithmischen Phase bei 37°C geschiittelt. Diese Kultur wurde mit
2x10” Phagen/ml infiziert und weitere 1,5 Stunden bei 37°C geschiittelt. Nach Ablauf dieser
Zeit wurde Kanamycin (Endkonzentration 70pug/ml) zur Kultur gegeben und diese dann iiber
Nacht bei 37°C weiter inkubiert. Danach enthielten die zur Infektion verwendeten M13
Phagen die einzelstringige DNA, an der die Mutagenese durchgefiihrt werden sollte.
Nachdem die Bakterien durch zweimaliges Abzentrifugieren (13.000 rpm, 5min) von 1,5ml
Kulturmedium griindlich aus dem Uberstand entfernt worden waren, wurden die Phagen aus
dem Uberstand durch Zugabe von 200ul 2,5M NaCl/20% PEG6000 bei RT fiir 15min
prizipitiert. Der Ansatz wurde zweimal abzentrifugiert um den Uberstand vollstindig zu
entfernen. Das Phagensediment wurde in 100ul TE10/0,1-Puffer resuspendiert und durch
Zugabe von 50ul puffergeséttigtem Phenol (TE gesittigt) mehrfach extrahiert. Nach der
Abtrennung der wissrigen Phase wurde die einzelstrangige DNA durch Zugabe von 10ul 8M
LiCl und 250ul absolutem Ethanol {iber Nacht bei —20°C gefillt. Das DNA-Prézipitat wurde
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10min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und anschlieBend mit 1ml 70% Ethanol gewaschen.
Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 15ul TE10/0,1 aufgenommen. Die Qualitdt der
einzelstridngigen DNA wurde auf einem 1,5%igem Agarosegel ermittelt. Als Kontrolle auf
Kontamination mit doppelstrangiger DNA wurde 100ng unverdautes Plasmid mit auf das

Agarosegel aufgetragen.
2.2.7.2  Synthese des mutierten Stranges

Die Hybridisierung des phosphorylierten Oligonukleotids zum uracilhaltigen DNA-Einzel-
strang erfolgte folgendermalBen: 200ng einzelstringige DNA, 2-3pmol phosphoryliertes
Oligomer, 1ul 10x Hybridisierungspuffer (20mM Tris/HCl pH 7,4, 2mM MgCl,, 50mM
NaCl) in einem Gesamtvolumen von 10ul wurden mit 50ul Mineraldl iiberschichtet und in
einem 90°C warmen Heizblock 2min zur Temperaturequilibrierung inkubiert. Danach wurde
der Heizblock ausgeschaltet und bis zum Erreichen von 30°C abgekiihlt. Zur Synthese des
komplementéren Stranges wurden dem Ansatz auf Eis 1ul 10x Synthesepuffer (SmM dNTP-
Mix, 100mM Tris/HCI pH 7,5, 50mM MgCl,, 20mM DTT), 5 E T4-DNA Ligase (1ul), 1pg
T4-Gen 32 Protein (0,5ul) und 3 E T4-DNA Polymerase (1ul) zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde Smin auf Eis, 5min bei 25°C und anschlieBend 90min bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 66l TE gestoppt. 10ul Aliquots wurden zur

Transformation kompetenter E. coli. Bakterien genutzt.
2.2.8 Sequenzierung
2.2.8.1  Sequenzreaktion

Zur Denaturierung wurden Spg Plasmid-DNA mit 2,5ul 10xDenaturierungspuftfer (2M
NaOH, 2mM EDTA versetzt und mit Wasser auf ein Volumen von 25ul aufgefiillt. Der
Ansatz wurde 30min bei 37°C inkubiert, anschliefend die denaturierte DNA durch Zusatz
von 2,5u1 4M Ammoniumacetat und 75ul absolutem Ethanol fiir 20min bei —80°C gefillt.
Nach der Zentrifugation (10min, 13000 rpm) wurde das Pellet getrocknet und in einem Mix
aus 11ul TE10/0,1-Puffer, 2ul Annealingpuffer (280mM Tris/HCI pH 7,5; 100mM MgCly;
350mM NacCl) und 1pl Primer (Konzentration 1pmol/ul) aufgenommen. Zur Anlagerung der
Primer an die denaturierte DNA wurde der Ansatz Smin bei 69°C inkubiert und dann langsam
auf RT abgekiihlt.
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Zusammensetzung des Enzym-Premix (fiir zwei Sequenzieransitze):
5 min Reaktionszeit: 3,0 ul Enzyme Dilution Buffer
2,0 ul Labeling Mix (7,5um dGTP, dCTP, dTTP)
1,0 ul [*°S]-0-ATP (10pCi/pl)
0,5ul 1 MDTT
4,0 ul HO
1,0 ul T7 DNA Polymerase

10 min Reaktionszeit: 1,5 pl Enzyme Dilution Buffer
5,0 ul Labeling Mix (7,5um dGTP, dCTP, dTTP)
1,5 ul [*°S]-0-ATP (10pCi/pl)
0,5ul 1 MDTT
2,0 ul H,O
1,5 ul T7 DNA Polymerase

Je 6ul des entsprechenden Enzym-Premix wurden zu den kurz abzentrifugierten Ansitzen
gegeben und 5min (10min) bei RT inkubiert. Wiahrenddessen wurden jeweils 2,5ul der vier
Didesoxynukleotidlosungen (SmM NaCl, je 80uM dATP, dGTP, dTTP, dCTP, 8uM ddNTP
—G,-A,-T,-C) auf eine Mikrotiterplatte (Nunc) pipettiert und auf 50°C erwéarmt. Nach der
Inkubation der Synthese-Reaktion (Labeling) wurden jeweils 4,5ul des Ansatzes in die
vorgewarmten Terminationslosungen pipettiert und fiir weitere Smin bei 50°C gehalten.
AnschlieBend wurden die Ansdtze mit Spl Stop-Losung (95% Formamid, 20mM EDTA, je
0,05% Bromphenolblau und Xylencyanolblau) versetzt, Smin bei 95°C erhitzt und sofort auf
Eis gestellt.

2.2.8.2  Sequenzgele

Die Glasplatten (50 x 20cm) wurden gereinigt und mit Ethanol entfettet. Die Ohrenplatte
wurde mit einer Dichlordimethylsilan abgerieben und mit Ethanol nachpoliert. Durch dieses
»Silanisieren™ ist es leicht mdglich, das Sequenzgel nach der Elektrophorese von der
silanisierten Platte abzuldsen. Seitliche Abstandshalter (Dicke 0,35mm) wurden mit jeweils 3
Klammern fixiert und die Gellosung (sieche unten) langsam zwischen die leicht schrig
gestellten Glasplatten unter Vermeidung von Luftblasen gegossen. Danach wurden die Platten
horizontal gelegt, und ein Probenkamm (,,Haifischzahnkamm®) mit seiner Riickseite Smm tief
in die Gelflussigkeit eingesetzt. Nach vollstdndiger Polymerisation wurde das Gel in eine
Vertikalkammer eingespannt. Zur gleichméBigen Wairmeverteilung wihrend der
Elektrophorese wurde auf der vorderen Glasplatte eine Metallplatte befestigt. Als Laufpuffer
wurde 1x TBE verwandt. Nachdem der Kamm mit den Spitzen nach unten etwa Imm tief in

das Gel eingesetzt wurde, folgte zum Vorwirmen des Gels ein Vorlauf von 20-30min bei 55
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Watt. Nach Sduberung der Taschen mit einer Spritze wurden je 1,7ul der denaturierten
Sequenzreaktionen (5Smin, 95°C) pro Spur in der Reihenfolge G-A-T-C aufgetragen und bei
55 Watt aufgetrennt.

Fiir ein 5%iges Sequenzgel wurde folgende Losung verwendet:

40% (w/v)Acrylamid/ 6,25 ml
Bisacrylamid (20:1)

10 x TBE 5 ml
Harnstoff 20¢g
H;Obidest ad 50 ml

Das Gel wurde mit einem 3MM-Whatman Papier von der nicht silanisierten Glasplatte abge-
zogen, mit einer Haushaltsfolie blasenfrei abgedeckt und 2-3h bei 80°C an einer Vakuum-
pumpe getrocknet. Je nach Signalstirke wurde das Gel fiir 12-48h bei RT auf einem Rontgen-
film (Hyperfilm™, Amersham) exponiert.

2.2.9 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR
2.2.9.1  PCR-Amplifikationen von DNA und cDNA Fragmenten

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion bietet die Mdglichkeit, einen DNA Bereich
zwischen 2 bekannten Regionen in-vitro zu amplifizieren. In einem sich stindig wieder-
holenden Zyklus aus Denaturierung der DNA, Hybridisierung der Oligomere an den
Matrizen-Strang und Synthese des komplementiren Stranges durch Verldngerung der
Oligomere wird der zwischen den Oligonukleotiden liegende Sequenzbereich exponentiell
amplifiziert (Mullis and Faloona, 1987). Die PCR-Reaktionen wurden nach folgendem
Grundschema in einem Reaktionsvolumen von 50pl angesetzt:
1 ul Matrizen-DNA
1 pl "sense" Oligomer, 10pmol
1 pl "antisense" Oligomer, 10pmol
5 ul 10x Taq Polymerase Puffer
(20mM Tris/CL, pH 8,0, 0.1mM KCI, 20mM DTT, 0,1mM
EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v), 0,5% Tween 20 (v/v))
1 pl ANTP-Mix, 10mM (dGTP, dATP, dTTP, dCTP)
1 ul Tag-Polymerase (0,1-0,5 E)
ad 50 ul H,O
Jede Reaktion wurde mit einer Negativkontrolle durchgefiihrt. Hierzu wurde die cDNA bzw.

DNA durch ein entsprechendes Volumen an H,O ersetzt. Die Synthesereaktion in dem
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Thermocycler ,,Progene der Fa. Techne durchgefiihrt. Dabei wurde das folgende

Syntheseprotokoll verwendet:

erste Denaturierung: 3 min 94°C

Amplifikation 25-30 Zyklen: 1l min 94°C (Denaturierung)
Il min 52°C (Hybridisierung)
I min 72°C (Synthese)

letzte Synthese: 3min 72°C

Nach Beendigung der Synthese wurde ein Aliquot des Ansatzes auf Amplifikation per
Gelelektrophorese tiberpriift. Falls das gewiinschte PCR-Fragment amplifiziert worden war,
wurde es wie unter 2.2.9.2 beschrieben aufgereinigt und stand danach fiir weitere

molekularbiologische Methoden zur Verfiigung.

2.2.9.2  Aufreinigung von PCR-Produkten

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden mit Hilfe des PCR Purification Kit (Qiagen)

entsprechend den Herstellerangaben zur Weiterverarbeitung vorbereitet.

2.2.10 Arbeiten mit RNA

Die Priparation von RNA macht die Verwendung gesonderter, Rnasen-freier Losungen und
ReaktionsgefiBle notwendig. Die Ldosungen wurden in Millipore™-Wasser angesetzt und
autoklaviert. Reaktionsgefdle wurden 2 Stunden bei 200°C gebacken. Wahrend der RNA-
Priparation ist das Tragen von Handschuhen zum Schutz vor RNasen der Haut unverzichtbar,
ebenso empfiehlt sich das hdufige Wechseln der Handschuhe.

2.2.10.1 Priparation von RNA

Die Prdparation von zytoplasmatischer RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des QIAGEN
RNeasy Mini Kits nach Herstellerprotokoll. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die OD
bei 260 nm gemessen. Die Qualitit der RNA wurde durch Gelelektrophorese und

anschlieBendes Farben mit Ethidiumbromid iiberpriift.
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2.2.10.2 Herstellung von cDNA

Aus der zuvor praparierten RNA wurde mit nachstehendem Protokoll die cDNA hergestellt,

welche dann bei der Durchfiihrung der ,,real-time* PCR verwendet wurde.

5,0 ul (ng) RNA

4,0 ul H,O

1,0 ul ,,random* Primer
— 2 min bei 68°C inkubieren

9,5 ul Reaktionsmix

— 60 min bei 42°C inkubieren

Reaktionsmix: 0,5 nl RNase Inhibitor
4,0 ul 5xAMYV Puffer
4,0 ul ANTP-Mix, 10mM (dGTP, dATP, dTTP, dCTP)
1,0 ul AMV Reverse Transkriptase

2.2.11 “Real-time” PCR

Fiir die ,,real-time*“ PCR wurde der LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green I Kit
verwendet. Die PCR wurde entsprechend den Herstellerangaben fiir den ,,Master Mix*
zusammenpipettiert. Die eingesetzte cDNA wurde zuvor 1:100 verdiinnt. Es wurden 45 PCR
Zyklen durchgefiihrt.

Preinkubation: 10 min 95°C
Denaturierung: 15 sek 95°C
Hybridisierung: 10 sek 55°C
Synthese: 15 sek 72°C

Die x-fache c-Fos Induktion wurde mit der nachfolgenden Formel berechnet:

x-fache Induktion = IO(ACP Probe-ACP Mock unstimuliert)/3,3

dabei gilt ACP= CP Referenz (Cyclophylin A)-CP Ziel (c-Fos) (Crossing Point)
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2.3 Methoden zur Arbeit mit eukaryontischen Zellen
2.3.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

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

PC12 Zellen wurden auf Kollagen-beschichteten Platten kultiviert. Hierzu wurden die Platten
mit Kollagen (in Ethanol gelost, isoliert aus Ratten-Schwinzen, Sigma) beschichtet und fiir 2h
im Brutschrank inkubiert. Vor der Verwendung wurden die Platten 3x mit sterilem PBS

gewaschen.
2.3.2 Mykoplasmentest

Mykoplasmenkontamination von Zellkulturen beeinflut die Expression von Zellober-
flichenproteinen, die Vermittlung extrazelluldrer Signale, den Stoffwechsel und andere
Vorgénge und fithrt hierdurch zu einer Verfilschung von Versuchsergebnissen. Subkon-
fluente Zellen auf 6cm Schalen wurden mit Methanol fixiert, zweimal mit PBS gewaschen
und dann fiir 15min mit dem DNA-Farbstoff Bisbenzimid (0,Img/ml in PBS) bei 37°C
gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop auf Myko-

plasmen hin untersucht.
2.3.3 Transfektion von Zellen
2.3.3.1  Kalziumphosphat-Transfektion

Zur Transfektion von HEK293 Zellen mit Plasmid-DNA hat sich eine modifizierte
Kalziumphosphat-Methode  bewihrt, die durch eine hohe Transfektionseffizienz
gekennzeichnet ist (Chen and Okayama, 1987). Dazu wird eine Mischung der DNA mit CaCl,
und einer BES gepuffereten Phosphatlosung (BBS) ein Kalziumphosphatprézipitat der DNA
gebildet, das nach einem noch unbekannten Mechanismus von den Zellen aufgenommen wird
(Graham und van der Eb, 1973). Die DNA liegt als Transgenom in den Zellen vor und geht

ohne Anwendung eines Selektionsverfahrens im Laufe der Zellteilungen verloren (Scangos
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and Ruddle, 1981). Daraus resultiert in der sogenannten transienten Expression ein
Expressionsmaximum bei etwa 48-72h nach der Transfektion.

Die Zellen wurden 24h vor der Transfektion ausgesit. Der Transfektionsansatz wurde in
Polyprenr6hrchen zusammenpipettiert. Hierbei wurde die entsprechende Menge an reiner
Plasmid DNA mit sterilem Wasser verdiinnt und mit 2,5M CaCl, versetzt (Mengenangaben
siche nachfolgende Tabelle). Nach der Zugabe des 2x BBS wurde die Losung mit Hilfe eines
Vortex-Gerétes durchmischt und 10min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die durch
Bildung der Kalzium-DNA-Prizipitate leicht getriibte Losung tropfenweise auf die Zellen
verteilt und 12 bis 16 Stunden bei 3% CO, inkubiert. Am nichsten Morgen wurden die Zellen
mit serumfreiem Medium gewaschen und anschlieBend mit serumfreien Medium bis zur

Verwendung fiir 24h gehungert.

Schalengrofle 6 Loch Schale |6 cm Schale |10 cm Schale
Schalenfliche 10 cm® 21 em® 57 cm®
Medienvolumen I ml 2 ml 4 ml

DNA in HyOpigest |2 pgin90 ul |5 pgin 180 pl (10 pg in 360 pl
2.5 M CaCl, 10 pl 20 pl 40 pl

2 x BBS (pH 6.96) (100 pl 200 pl 400 pl
Gesamtvolumen  |200 pl 400 pl 800 nl
Hungermedium 2.0 ml 3.0 ml 5.0 ml

Fir die Transfektion von Phonix E Zellen wurde das eben beschriebene Protokoll leicht
modifiziert. Anstelle von BBS wurde HBS verwendet und die Konzentration der CaCl,-

Losung war 2,0M.
2.3.3.2  Lipofectamine®-Transfektion von COS-7 Zellen

Das polykationische Transfektionsreagenz Lipofectarnine® bildet mit DNA nichtkovalente
Wechselwirkungen und erméglicht auf Grund seiner lipophilen Eigenschaften den DNA-
Transfer in Sdugerzellen.

Die Zellen wurden 24h vor Transfektionsbeginn mit einer Zelldichte von 150.000
Zellen/Loch (6-Loch-Schalen) ausgesit. Fiir die Transfektion wurde zunéchst eine Losung A
mit Sul Lipofectamine® und 95ul serumfreien Medium sowie eine Losung B mit 1.5pug
Plasmid-DNA in 100ul serumfreiem Medium angesetzt. Die Losungen A und B wurden dann
vorsichtig gemischt und 30-45min bei RT inkubiert. Wéhrend dieser Inkubationszeit wurden
die Zellen einmal mit serumfreien Medium gewaschen. AnschlieBend wurden zu den
Transfektionsansidtzen noch 800ul serumfreies Medium zugegeben und gemischt. Die
Transfektionsansidtze wurden nun auf die Zellen pipettiert, deren Medium kurz davor
abgesaugt wurde. Nach 4 Stunden im Brutschrank bei 7% CO, wurden jeweils 1ml Medium
mit 20% FCS auf die Zellen gegeben und fiir weitere 20 Stunden inkubiert. Am nichsten Tag

wurde ein Medienwechsel vorgenommen.
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2.3.3.3  Lipofectamine® plus-Transfektion von NIH-3T3 und PC12 Zellen

Die Lipofectamine® Plus Transfektionsmethode ist eine modifizierte Form der
Lipofectamine® Transfektion und basiert auf dem selben Prinzip. Die DNA wird jedoch im
Unterschied zur einfachen Lipofectamine® Transfektion in Wasser und Lipoplus Reagenz
gelost, welche die DNA prikomplexiert, was eine hohere DNA Stabilitit und somit eine
hohere Transfektionsrate unter weniger DNA Einsatz zur Folge hat.

Die Zellen wurden 24h vor Transfektionsbeginn in einer 12 Loch Schale (NIH-3T3) oder
10cm Schale (PC12) mit einer Zellzahl von 10.000 (NIH-3T3) beziehungsweise 1.400.000
(PC12) ausgesit. Fiir die Transfektion wurde zunichst eine Losung A mit 2pg (NIH-3T3)
bzw. 4pg (PC12) Plasmid-DNA und 20pl Lipofectamine®-plus in 750pl serumfreien
Medium sowie eine Losung B mit 30pl Lipofectamine® und 5.000pl serumfreien Medium
angesetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losungen A und B wurden
dann vorsichtig gemischt und nochmals 15min bei RT inkubiert. Wihrend dieser
Inkubationszeit wurden die Zellen einmal mit serumfreien Medium gewaschen. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurden je 500ul (NIH-3T3) bzw. 5ml des Transfektionsansatzes auf die
Zellen gegeben, deren Medium kurz davor abgesaugt wurde. Nach 3-5 Stunden im
Brutschrank bei 7% CO, wurde ein Medienwechsel vorgenommen.

Zur Herstellung stabiler PC12 Zelllinien wurden die transfizierten Zellen in
Selektionsmedium kultiviert. Die Selektion erfolgte mit Geneticin (G418), einem
Aminoglykosid-Antibiotikum (3-Desoxystreptamin), das am 80S Ribosom wirkt und die
eukaryontische Proteinbiosynthese blockiert. G418 wird durch die bakterielle
Phosphotransferase APH(3’)II, fiir die ein Gen im Transposon Tn5 (Neo-Resistenzgen)

kodiert, inaktiviert. Zellen ohne Neo-Resistenzgen sterben innerhalb weniger Tage ab.
2.3.3.4  Polyfect®-Transfektion von CHO Zellen

Die Zellen wurden 24h vor Transfektionsbeginn in einer 12 Loch Schale mit einer Zellzahl
von 15.000 ausgesét. Fiir die Transfektion wurde 2,5ug DNA in ein Polyprenrdhrchen
pipettiert und mit serumfreien Medium auf ein Volumen 150ul aufgefiillt. Hierzu wurden
15ul Polyfect® Transfektionsreagenz gegeben, vorsichtig gemischt und 10min bei RT
inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden die Zellen einmal mit serumfreien Medium
gewaschen. Nach Ablauf der 10 miniitigen Inkubationszeit wurden 4ml frisches Medium zum
Ansatz gegeben und je 500ul auf die Zellen gegeben, deren Medium kurz zuvor abgesaugt

wurde. Am néchsten Tag wurde ein Medienwechsel vorgenommen.
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2.3.4 Bestimmung der Transfektionseftfizienz

Bei diesem Test werden Sdugerzellen mit Expressionsplasmid der p-Galaktosidase wie unter
2.3.3 beschrieben transfiziert. Die Zellen wurden dann 48h nach Transfektionsbeginn mit PBS
gewaschen, und 10min bei RT mit 3%iger Paraformaldehydldsung 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 zur Blaufirbung
transfizierter Zellen 60min bei 37°C mit X-Gal-Losung (4mg/ml) inkubiert.

2.3.5 Retroviraler Gentransfer in PC12 Zellen

Zur Herstellung von PC12 Zellen, welche bestimmte Konstrukte der PTP-SL stabil
exprimieren, wurden jeweils 2.000.000 Phoenix E Zellen auf 6cm Kulturschalen ausgesit und
am néchsten Tag mit den entsprechenden retroviralen pLXSN-Konstrukten nach der unter
2.3.3 beschriebenen Kalziumphosphat-Methode transfiziert, wobei Smin vor der Transfektion
4ul Chloroquine (Endkonzentration 50uM) pro 4ml Medium hinzugegeben wurde. 8 Stunden
nach der Transfektion wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt, um das Chloroquine wieder zu
entfernen. Am selben Tag wurden die zu infizierenden PC12 Zellen mit einer Zelldichte von
200.000 Zellen/6cm Schale ausgesit. 24h nach der Transfektion wurden die transfizierten
Phonix E Zellen zum Sammeln von Virusiiberstand mit 1,5ml Medium kultiviert. Nach 3
Stunden wurde das die Viren enthaltende Medium abgenommen und durch einen 0,45pm
Filter sterilfiltriert. Iml des so behandelten Mediums wurde mit 1ml frischem PC12 Medium
gemischt und 1,5ml auf die zu infizierenden PC12 Zellen gegeben, deren Medium kurz zuvor
abgenommen wurde. Nach 3 Stunden wurde die zweite Infektionsrunde durchgefiihrt. Nach
weiteren 3 Stunden wurde erneut infiziert, aber diesmal verblieb der virale Uberstand iiber
Nacht auf den PC12 Zellen. Nach Abschluss der Infektionen wurde das Medium gewechselt
und die Zellen zur Herstellung stabiler Zelllinien in Selektionsmedium kultiviert. Die

Selektion von infizierten Zellen erfolgte, wie unter 2.3.3.3 beschrieben, mit Geneticin (G418).
2.4 Proteinanalytische Methoden

2.4.1 Triton X-100-Lyse von Zellen

Zur spezifischen Aufreinigung von Proteinen wurden die Zellen mit Hilfe des Detergens
Triton X-100 lysiert. Dabei werden die Zellmembranen aufgelost, wihrend der Zellkern und
die tlibrigen 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,
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SmM EDTA pH 8,0, 1% Triton X-100), das sich nach der GroBe der Zellkulturschale richtete,
lysiert. Zusitzlich wurden frisch zugegeben: 10,0pg/ml Aprotinin, ImM PMSF, 100mM
Natriumfluorid, 20mM Natriumpyrophosphat, 2mM NaOrthovanadat (pH 10). Nach 5-10min
auf Eis wurde das Zelllysat gesammelt und in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal} {iberfiihrt.
Nach der Abtrennung unloslicher Zellbestandteile wie Zellkerne und Zytoskelett mittels
Zentrifugation (10min, 13.000 rpm, 4°C), wurde der Uberstand, der alle zytosolischen und
membranstidndigen Proteine enthilt, in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Der
Uberstand wurde entweder zur Immunprizipitation verwendet oder als Gesamtzelllysat

weiterverarbeitet.
2.4.2 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 Rinderserumalbumin-Konzentrationsreihe (100-

1200ug Protein/ml ) eingesetzt.
2.4.3 Immunprézipitation von Proteinen

Zur Anreicherung eines bestimmten Proteins aus Zelllysat dienen spezifische, an Protein A-
oder/'und Protein G-Sepharose gekoppelte Antikdrper, 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 zu binden vermdgen. Durch die
Bindung des Antikorpers an die Protein A-/G-Sepharose wird die Isolierung des
Immunkomplexes, Antikdrper und Protein, erleichtert (Chenais et al., 1977). Zur
Immunprézipitation wurden je 30ul Protein A-/G-Sepharose und 1-5pug monoklonaler
Antikorper 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 Zelllysaten gegeben und fiir 2-3h bei 4°C auf dem Drehrad
inkubiert. Die Ansitze wurden bei 6.500 rpm abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit
einer ausgezogenen Pasteurpipette abgenommen. AnschlieBend wurden die Immunprézipitate
dreimal mit HNTG-Puffer gewaschen und in 50pul 2x Ldmmli-Puffer aufgenommen. Vor dem
Auftragen auf ein SDS-PAGE Gel wurden die Proben fiir Smin bei 100°C gekocht, um den
Immunkomplex von der Protein A-/G-Sepharose zu 16sen.
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2.4.4 Priparation von pGEX-GST-Fusionsproteinen

Die Bakterien wurden wie unter Punkt 2.2.6.2 transformiert und nachfolgend mit 50ml LB-
Medium plus dem entsprechenden Antibiotikum eine Ubernacht-Kultur angelegt. Mit dieser
Vorkultur wurden 1000ml LB-Medium plus Antibiotikum angeimpft. Diese wurde fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 500ul IPTG (Stammkonzentration: 1M;
Endkonzentration: 500uM) wurde die Expression des GST-Fusionsproteins induziert und die
Bakterien fiir weitere vier Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Pelletierung
der Bakterien mittels 10 miniitiger Zentrifugation bei 5.500 rpm im GS-3 Rotor bei 4°C. Das
Pellet wurde in 20ml eiskaltem TS-Puffer resuspendiert und in SS34 Roéhrchen tiberfiihrt. Die
Lyse der Bakterien erfolgte mittels Ultraschall (2x 1min 70%; 1x 2min 70%). Das Lysat
wurde anschlieend fiir 45 Minuten bei 4°C mit 20.000 rpm im SS34-Rotor zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein 50ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt und nachfolgend 1ml Glutathion-
Sepharose (50%ige Losung) hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde iiber Nacht bei 4°C auf
einem Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurde dieser Ansatz bei 2.000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Das Glutathion-Sepharose Pellet wurde dreimal mit 40ml PBS
plus Proteaseinhibitoren (200 pl Aprotinin, 4 ml 0,5 M EDTA) gewaschen. Im Anschluf3
daran wurde das Pellet in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert und in ein 2 ml Eppendorfhiitchen
iiberfiihrt. Es erfolgte eine Zentrifugation mit 6.500 rpm fiir 10 Sekunden und der Uberstand
wurde verworfen. Die Elution des GST-Fusionsproteins erfolgte durch flinfmaliges
wiederholen folgender Schritte:

— Zugabe von 1ml Elutionspuffer

— Inkubation fiir 10min auf dem Drehrad bei Raumtemperatur

— Zentrifugation fiir 10sek mit 6.500 rpm

— Abnahme des Uberstandes und Uberfiihrung in ein neues 1,5ml Eppendorfhiitchen
Der somit erhaltene Uberstand enthilt das GST-Fusionsprotein. Jeweils 10ul der fiinf Eluate
wurden zur Kontrolle auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. Die
GST-Fusionsprotein enthaltenen Eluate wurde vereinigt und mit ihnen iiber Nacht bei 4°C
eine Dialyse gegen den Dialysepuffer durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration des so
erhaltenen GST-Fusionsproteins wurde zum einen mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay
Reagent Kits und zum anderen durch Coomassie-Farbung eines 10%iges SDS-Gels, auf dem

eine BSA Konzentrationsreihe mit aufgetragen wurde, bestimmt.

TS-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
25%  Saccharose
zu 20ml dieses Puffers wurden noch 2ml 0,5M EDTA, 200ul Aprotinin und
200 pl 100mM PMSF hinzugegeben
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Elutionspuffer:
Stamm-L3sung Aliquot Endkonzentration
1 M Tris-HCI pH 8,0 500 pl 50 mM
1 MDTT 100 ul 10 mM
reduziertes Glutathion 0,0461 g 15 mM
H,O 9.4 ml

Dialysepuffer: Ix PBS

30% Glyzerin

2.4.5 GST-Bindungsassay

Zur Durchfiihrung eines GST-Bindungsassays wurden je 30ul Glutathion-Sepharose und 4pg
GST oder GST-PTP-SL 147-288 oder GST-PTP-SL 147-549 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 Zelllysaten (500png) gegeben und liber Nacht bei 4°C
auf dem Drehrad inkubiert. Die Ansédtze wurden bei 6.500 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand 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 10%iges SDS-PAGE Gel wurden die
Proben fiir S5Smin bei 100°C gekocht, um den Proteinkomplex von der Glutathion-Sepharose

zu losen.
2.4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Gele ermoglichen die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
(Laemmli, 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, sodass ihre Wanderung im
Gel vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt wird und nicht von ihrer
Aminosdurezusammensetzung bzw. ihrer Eigenladung. Abhingig vom Molekulargewicht der
aufzutrennenden Proteine wurden 7-15%ige SDS-Polyacrylamidgele gegossen. Auf die
Trenngele wurde in Anschluf3 ein 4%iges Sammelgel gegossen. Die SDS-Gelelektrophorese
wurde wie'von Sambrook et al. (1990) beschrieben durchgefiihrt (Sambrook et al., 1990). Die
Gele wurden entweder mit Coomassie G250 gefirbt, oder die Proteine auf Nitrozellulose
transferiert. Als Molekulargewichtsstandard bei der Gelelektrophorese wurde folgendes

Proteingemisch verwendet:
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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
Verwendete Pufferzusammensetzungen :

Trenngel 7.5% 10.0% 12.5%

4 x lower Tris 10 ml 10 ml 10 ml

H->0 20 ml 16.7 ml 13.3 ml

Acrvlamid (30%/0.8%) 10 ml 13.3 ml 16.7 ml

100% TEMED 25 ul 25 ul 25 ul

10% APS 270 ul 270 ul 270 ul

Sammelgel 4.0%

4 x unner Tris 3.25 ml

H->0 9.6 ml

Acrvlamid (30%/0.8%) 1.8 ml

100% TEMED 25 ul

10% APS 270 ul

2.4.7 Farbung und Fixierung von Polyacrylamidgelen

Die Gele wurden mit Coomassie-Losung (1% Coomassie G250, 10% Essigsdure, 40%
Methanol) 30min gefirbt und dann mit 40% Methanol, 10% Essigsdure entfirbt. An-
schlieBend wurden die Gele auf 3 MM Whatmann-Papier bei 80°C unter Vakuum getrocknet.

2.4.8 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran

Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der Gelelektrophorese auf eine

Nitrozellulosemembran transferiert (Gershoni and Palade, 1983). Der Transfer erfolgte mit
Transblot-SD Puffer fiir 2h bei 0,8mA/cm;, Nitrozellulosemembran auf einer "Semidry”-
Blotapparatur. Nach dem Transfer wurden die Proteine mit Ponceau S (2g/1 in 2% TCA)

gefirbt, die Banden des Molekulargewichtsstandards markiert und die Membran mit NET-

Gelatine entfarbt.
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Blotaufbau :

Kathode

4 Lagen 3MM Whatman-Papier
1 Lage Munktell-Papier
Acrylamidgel

Nitrozellulose

1 Lage Munktell-Papier

4 Lagen 3MM Whatman-Papier

Anode

Um Luftblasen zu vermeiden, welche die Qualitit des Blots stark vermindern konnen, wurden
die zuvor in Transblot SD eingelegten Lagen an Filterpapier nach Auflegen stets gegléttet und
exakt libereinander geschichtet.

2.4.9 Immundetektion (Immunoblot-Analyse)

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

Um die unspezifische Bindung von Antikdrpern an die Nitrozellulosemembran zu ver-
hindern, wurde diese fiir 1h 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
Ipug/ml in NET, 0.25% Gelatine eingestellt, ansonsten wurden die Antikorper 1:500 bzw.
1:1.000 in NET, 0,25% Gelatine verdinnt. Die Membran wurde 2h bei RT oder iiber Nacht
bei 4°C mit der Antikorperlosung inkubiert, danach sechsmal 10min 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 1x NET inkubiert. Als sekundédre Antikdrper wurden
Peroxidase-gekoppelte Spezies-spezifische Antikorper verwendet. Vor der Detektion mit dem
ECL-Kit (NEN) wurde diec Membran erneut sechsmal 10min mit 0,25% Gelatine in 1x NET
gewaschen. Zur Detektion wurde der Filter 1min in einer 1:1 Mischung von ECL Reagenz 1
und 2 inkubiert. Anschlieend wurde der Blot mit Zellophan luftblasenfrei abgedeckt und auf

einem Rontgenfilm exponiert.
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Sollte dieselbe Membran ein weiteres Mal benutzt werden, konnten die gebundenen
Antikorper durch Inkubation in einer spezifischen Losung (62,5mM Tris/HCI pH 6,8, 100mM
B-Mercaptoethanol, 2% SDS) bei 50°C fiir 2h entfernt werden.

2.5 Zellbiochemische und -biologische Untersuchungen
2.5.1 Stimulation von Zellen

Durch Stimulation sollte die Aktivierung von unterschiedlichen Signaltransduktionswegen
und der damit verbundene Einfluss auf den MAPK Signalweg in Zellen untersucht werden.
Dazu wurden die Zellen nach dem Ausséden auf Kulturschalen geeigneter GroBe 18 bis 24h in
serumfreien Medium gehungert. Unmittelbar vor der Zelllyse (2.4.1) wurden die Zellen mit
verschiedenen Wachstumsfaktoren, Liganden G Protein-gekoppelter Rezeptoren oder oder
anderen Substanzen stimuliert. Wurden die Auswirkungen von Inhibitoren verschiedener
Proteine auf die Phosphorylierung zu untersuchender Proteine getestet, so wurden die Zellen
vor der Stimulation mit den Inhibitoren oder den entsprechenen Kontrollsubstanzen fiir 30min
vorbehandelt. Nach der Zelllyse wurde das zu untersuchende Protein aus den Lysaten durch
Immunprézipitation (2.4.3) isoliert, durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.4.4)

aufgetrennt und mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern im Immunoblot (2.4.7) analysiert.

2.5.2 Bestimmung der katalytischen Aktivitit der MAPKinase durch in-vitro
Kinase-Test

Die endogene MAPKinase wurde aus 30 bis 90ug Zelllysat immunprézipitiert. Die Immun-
priizipitate wurden 3x mit 0,25ml HNTG-Puffer und einmal mit 0,4ml Aquilibrierungspuffer
(20mM HEPES/NaOH pH 7,5, ImM DTT, 10mM MgCl,, 200uM Orthovanadat) gewaschen.
Anschliefend wurde zu den gewaschenen Immunprézipitaten je 30ul Reaktionspuffer (20mM
HEPES/NaOH pH 7,5, I1mM DTT, 10mM MgCl,, 200uM Orthovanadat, SmM p-
Nitrophenylphosphat, 0.5mg/ml MBP, 50uM ATP) mit 1uCi [y->*P]-ATP gegeben und 10min
bei RT im Schiittler inkubiert. Durch Zugabe von je 30ul 2x Lammlipuffer wurde dann die
Kinasereaktion gestoppt. Die Proben wurden anschlieBend mittels 15%iger SDS-PAGE
aufgetrennt. Nach der SDS-PAGE wurde das Gel wie unter 2.4.6 beschrieben geblottet und
mit Ponceau S gefiarbt. Die untere Hélfte der Nitrozellulosemembran, in denen sich das
MAPKinase Substrat MBP befand, wurde mit Zellophan luftblasenfrei abgedeckt und auf
einem Rontgenfilm exponiert bzw. mit dem Phosphorimager (Fuji) ausgewertet. Die obere
Membranhilfte wurden wie unter 2.4.7 beschrieben auf Expression der MAPKinasen hin

analysiert.



2 Material und Methoden 43

2.5.3 In-vitro Phosphorylierung von PTP-SL durch PKA (PKA Assay)

Fiir die in-vitro Phosphorylierung von PTP-SL durch PKA wurden GST-Fusionsproteine der
Phosphatase verwendet. Sug der entsprechenden Fusionsproteine wurden mit H,O auf ein
Volumen von 7pl gebracht. Hierzu wurden 1ul 10x Reaktionspuffer, 0.25ul [y->*P]-ATP
(2,51Ci) und 1pul PKA gegeben. Der Ansatz wurde fiir 10min bei 30°C auf einem Schiittler
inkubiert. Durch Zugabe von 25ul 2x Lidmmli wurde die Reaktion gestoppt. Die Proben
wurden anschlieend mittels 15%iger SDS-PAGE aufgetrennt. Anschlieend wurde das Gel
wie unter 2.4.6 beschrieben geblottet und die Nitrozellulosemembran mit Zellophan

luftblasenfrei abgedeckt. Die Membran wurde auf einem Rontgenfilm exponiert.

Zusammensetzung fiir 2 ml 10x Reaktionspuffer:

2 ul 10mM  ATP
400 pl 1,0M  Tris/HCl pH 7,5
100 pl 02M  EGTA
100 pl 1,0M  MgClL
1398 pl H,0

2.5.4 Bestimmung der katalytischen Aktivitit der PTP-SL mittels in-vitro
Phosphatase-Test (pNPP Assay)

Die Zellen wurden wie unter 2.4.1 beschrieben lysiert und die Phosphatase iiber ihre HA-
Markierung per Antikorper immunprézipitiert. Die Immunprizipitate wurden 3x mit 0,75ml
HNTG-Puffer und einmal mit 0,75ml Aquilibrierungspuffer (25mM Hepes pH 7,5; 5SmM
EDTA; 10mM DTT) gewaschen. AnschlieBend wurde zu den gewaschenen
Immunprézipitaten je 150ul Reaktionspuffer (25mM Hepes pH 7,5; SmM EDTA; 10mM
DTT; SmM pNPP) gegeben und 2 Stunden bei RT im Schiittler inkubiert. Die Messung der
Absorption erfolgte bei 405nm.

2.5.5 Bestimmung der katalytischen Aktivitit unterschiedlicher PTP-SL
Mutanten gegeniiber der MAPK als Substrat

Hierzu wurden HEK293 Zellen, wie unter 2.3.3.1 beschrieben, mit verschiedenen
Konstrukten der PTP-SL transfiziert. Die Zellen wurden wie unter 2.4.1 beschrieben lysiert
und die Phosphatase iiber ihre HA-Markierung per Antikdrper immunprézipitiert. Die
Immunprézipitate wurden 3x mit 0,75ml HNTG-Puffer gewaschen. Zu den gewaschenen
Immunprézipitaten wurde je 180ul Lysat von nicht transfizierten jedoch mit EGF (20ng/ml;
7min) stimulierten HEK293 Zellen und 180ul Reaktionspuffer (25mM Hepes pH 7,5; SmM
EDTA; 10mM DTT) gegeben und die der Ansétze fiir 10min bei RT auf einem Drehrad
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inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Ansitze auf Eis gestellt und dann bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und eine entsprechende Menge 3x
Lammli hinzugegeben. Das Pellet wurde erneut dreimal gewaschen und anschlieend wurde
40ul 3x Lammli hinzupipettiert. Je 35ul vom Uberstand und vom Pellet wurden mittels
10%iger SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel wie unter 2.4.6 beschrieben
geblottet und mittels Immunoblot (2.4.7) analysiert.

2.5.6 Untersuchung der Proliferation der stabilen PTP-SL PC12 Zelllinien

Um die Auswirkungen der unterschiedlichen PTP-SL Konstrukte auf das Wachstum von
PC12 Zellen zu untersuchen, wurden 50.000 Zellen/Loch (6-Loch Schalen) ausgesit. Am
darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt und durch serumreduziertes Medium
(0,5%HS/0,5%FCS) oder Medium mit 10%HS/5%FCS ersetzt. Nach 48 Stunden wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit 1ml neuem Medium von der Platte gelost. Die Zellzahl

wurde mit Hilfe eines Coulter Counter (Coulter Electronics) bestimmt.
2.5.7 Untersuchung der Zellproliferation mittels Thymidineinbau

Die Zellen wurden, wie unter 2.3.3.3 und 2.3.3.4 beschrieben, ausgesit und transfiziert. Am
nidchsten Tag wurden die Zellen einmal mit serumfreiem Medium gewaschen und
anschlieend 24h im serumfreien Medium gehungert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das
Medium erneut gewechselt, wobei die eine Hilfte der Zellen weiterhin im serumfreien
Medium gehalten wurde, die andere Hélfte hingegen zur Stimulation Medium mit 10% FCS
erhielten. Nach 18 Stunden wurde 0,5uCi *H-Thymidin/Loch zu den Zellen gegeben und
diese nun weitere 4 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der vierstiindigen Inkubationszeit wurden
die Zellen einmal mit je 1ml/Loch PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen mit je
Iml 10% TCA/Loch fiir 20min auf Eis fixiert. Nach dem Absaugen der 10%igen TCA-
Losung erfolgte bei RT die erste Lyse mit 200ul 0,2N NaOH/1% SDS pro Loch fiir 10min.
Das Lysat wurde in Szintillationsrbhrchen iberfiihrt, in denen S5ml eines
Szintillationscocktails (Rotiszint®ecoplus, Roth) vorgelegt waren. Die zweite Lyse mit 200ul
0,2N HCI fiir 10min, diente auch zur Neutralisation. Auch dieses Lysat wurde in die
Szintillationsrohrchen {berfiihrt. Die Messung, der von den Zellen eingebauten
Radioaktivitdt, erfolgte in einem Szintillationscounter (Beckman Coulter™) und diente als
Mal fiir die proliferative Aktivitit der Zellen.

2.5.8 Messung der hunger-induzierten Apoptoserate (Apoptose Assay)

Hierbei wurden 50.000 Zellen/Loch (12-Loch Schale) ausgeséit. 24h spiter wurde das

Medium abgenommen und durch serumfreies Medium oder Medium mit 10%HS/5%FCS
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ersetzt. Nach 72 Stunden wurden die Zellen im Medium resuspendiert und in ein 1,5ml
Eppendorfgefal tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 1.600 rpm (5min) abzentrifugiert und nach
Abnahme des Uberstandes in 500ul eines hypotonischen Puffers (10% Na-Citrat, 10% Triton
X-100, 20pg/ml Propidiumjodid) aufgenommen. Das Propidiumjodid dient zum Anférben der
DNA. Die Messung erfolgte mit einem FACScalibur-Gerit (Becton & Dickson).

2.5.9 Zelladhidsionsassay

Um die Auswirkungen der unterschiedlichen PTP-SL Konstrukte auf das Adhisionsvermdgen
von PC12 Zellen zu untersuchen, wurden 200.000 Zellen/Loch (6-Loch Schalen) ausgesit.
Nach 30min wurde das Medium abgesaugt und die Zellen sehr vorsichtig mit Medium
gewaschen, um restliche noch nicht adhirierte Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurden die
adhérierten Zellen mit 1ml neuem Medium von der Platte gelost. Die Zellzahl wurde mit Hilfe

eines Coulter Counter (Coulter Electronics) bestimmt.
2.5.10 PC12 Differenzierungsassay

Es wurden 50.000 PC12 Zellen/Loch (6-Loch Schale) ausgesit. 24 Stunden nach dem
Aussden wurden die Liganden (NGF 50ng/ml, EGF 20ng/ml, Forskolin 10uM) in
DMEM/0,5% HS + 0,5% FCS zu den Zellen gegeben und das Medium mit den Liganden am
zweiten Tag erneuert. Um das Ausmal} der neuronalen Differenzierung, d.h. Anzahl und
Lange der Neuriten, zu bestimmen, wurden die nach 48 und 72h fotografiert (Nikon-F-301-
Kamera montiert an einem Phasenkontrast-Mikroskop).
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3  Ergebnisse

3.1 PTP-SL assoziiert mit den MAPKinasen ERK1/2

3.1.1 GST-Fusionsproteine der PTP-SL binden ERK 1 und ERK?2

Zu Beginn dieser Arbeit lagen erste noch unver6ffentlichte Hinweise iiber eine Assoziation
der PTP-SL mit den MAPKinasen ERK1/2 vor (R. Pulido und A. Ullrich, personliche
Mitteilung). Um diese Assoziation zu bestétigen und zur Identifikation weiterer spezifischer
Interaktionspartner wurden GST-Fusionsproteine generiert, welche die Juxtamembrandoméne
(GST-PTP-SL  147-288) beziechungsweise die Juxtamembrandomine wund die
Phosphatasedomine von PTP-SL (GST-PTP-SL 147-549) enthielten (Abb. 4A).

extrazellulare juxtamembranare PTP

Domane i Doméne Domane

T 1 T 1T 1
N = - ¢ PTP-SL
| | | |

1 147 288 549

csT == GST-PTP-SL 147-54

csT = GST-PTP-SL 147-288
B GST-PTP-SL
147-288 147-549  GST
Pervanadat - + s # = +
kDa 116 -
 eep
66 a5
ERK1
43 k-3 - tERK2
29 -~
WB: aPY

43 ERK1
ses=
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Abb. 4: GST-Fusionsproteine und GST-Bindungsassay mit Capan-1 Zelllysaten. (A)
Schematische Darstellung der Struktur der PTP-SL und der im GST-Bindungsassay verwendeten
GST-PTP-SL-Fusionsproteine. Die Nummerierung der Aminosauren bezieht sich auf Hendricks et al.
(1995); tm = transmembranarer Bereich. (B) In serumfreiem Medium Kkultivierte Capan-1 Zellen
wurden 15 Minuten in An- oder Abwesenheit von 1mM Pervanadat inkubiert und anschlie®end lysiert.
Die Lysate wurden mit jeweils 4ug GST-Fusionsprotein GST-PTP-SL 147-288 oder GST-PTP-SL147-
549 uber Nacht inkubiert und ein GST-Bindungsassay durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten 4ug GST.
Die Proteine wurden mit 10%iger SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose uberfihrt und einer
Immunoblotanalyse mit dem monoklonalen Anti-Phosphotyrosin-Antikérper 4G10 (aPY) unterzogen.
(C) Nach Entfernen des aPY-Antikorpers wurde mit dem polyklonalen Anti-ERK2-Antikérper K23
(ERK2) immundetektiert.



3 Ergebnisse 47

Diese Fusionsproteine wurden in GST-Bindungsassays eingesetzt, fiir die Zelllysate
unterschiedlicher Zelllinien verwendet wurden. Die Zelllysate wurden aus Pervanadat
stimulierten bzw. unstimulierten Zellen gewonnen. Pervanadat bewirkt durch die Inhibition
von PTPn den Anstieg von Proteintyrosinphosphorylierungen innerhalb der Zelle (Krady et
al., 1997). Die mittels der GST-PTP-SL-Fusionsproteine prézipitierten Proteine wurden {iber
SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem monoklonalen Anti-PY-Antikorper detektiert. Die
Abbildung 4B zeigt beispielhaft einen solchen Bindungsassay mit Lysaten der Zelllinie
Capan-1.

Es ist deutlich zu erkennen, dass nach Pervanadat Stimulation verschiedene
tyrosinphosphorylierte Proteine mit den Fusionsproteinen prézipitiert werden konnten. Die
Banden zwischen dem 66 kDa und 97,4 kDa Marker weisen auf eine unspezifische Bindung
hin, da diese auch in der GST Kontrolle vorhanden waren. Spezifisch hingegen sind die
tyrosinphosphorylierten Banden bei 42 kDa und 44 kDa. Diese Molekulargewichtsgrof3en
entsprechen denen der MAPKinasen ERK1 und ERK2. Die Immunoblotanalyse mit einem
polyklonalen Anti-ERK2-Antikorper, der sowohl ERK1 als auch ERK2 erkennt, bestétigte die
Prazipitation dieser beiden MAPKinasen durch die GST-PTP-SL-Fusionsproteine (Abb. 4C).
Da ERKI1/2 auch aus Lysaten unstimulierter Zellen durch die Fusionsproteine der
Phosphatase prazipitiert wurden, scheint die Wechselwirkung zwischen der PTP-SL und
ERK1/2 unter den gewihlten Versuchsbedingungen konstitutiv zu erfolgen. Die Stirke der
ERK1/2 Phosphotyrosinsignale war bei der Prézipitation mit GST-PTP-SL 147-549 im
Vergleich zu GST-PTP-SL 147-288 deutlich abgeschwécht. Da nur GST-PTP-SL 147-549 die
PTP-SL Phosphatasedoméne enthélt, scheint eine Dephosphorylierung der MAPKinasen
durch dieses PTP-SL Fusionsprotein stattgefunden zu haben. Zusammenfassend lésst sich
feststellen, dass GST-Fusionsproteine der PTP-SL die MAPKinasen ERKI1/2 aus

unstimulierten und Pervanadat stimulierten Zelllysaten prézipitieren kdnnen..

3.1.2 Coimmunprézipitation von PTP-SL und ERK1/2

Um zu priifen, ob die PTP-SL auch in intakten Zellen mit den beiden MAPKinasen ERK1
und ERK2 assoziiert, wurden HEK293 Zellen mit cDNA einer HA markierten PTP-SL
transfiziert. Nach der Zelllyse wurde eine Immunprézipitation mit einem monoklonalen Anti-
HA-Antikorper durchgefiihrt und ERK2 durch Immunoblotanalyse nachgewiesen. Wie in
Abb. 5 gezeigt, wurde endogenes ERK2 mit transfizierter HA-PTP-SL coimmunprizipitiert.
Der Reblot gegen die HA-Markierung zeigt die immunprézipitierte PTP-SL.
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Abb. 5: In HEK293 Zellen lberexprimierte PTP-SL assoziiert mit ERK2. HEK293 Zellen wurden
entweder mit Leervektor pcDNA3 (Mock) oder mit pcDNA3-HA-PTP-SL WT transfiziert und
anschlieBend 48h in Nahrmedium kultiviert. (A) Nach der Zelllyse wurde HA-PTP-SL mit einem Anti-
HA-Antikdrper (aHA) coimmunprazipitiert, die Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und
auf Nitrozellulose Uberfuhrt. ERK2 wurde nachfolgend mit einem polyklonalen Anti-ERK2-Antikdrper
(ERK2) immundetektiert. (B) Nach Entfernen des Anti-ERK2-Antikérpers wurde die PTP-SL mit dem
monoklonalen Anti-HA Antikdrper von Babco (aHA) nachgewiesen.

Der Versuch die liberexprimierte HA-PTP-SL mit einer Immunprézipitation gegen endogenes
ERK2 cozuprizipitieren misslang (Daten nicht gezeigt). Die Ursachen hierfiir konnten zum
einen in der eher geringen Menge an immunprézipitierter ERK2 liegen oder im
Erkennungsbereich des verwendeten Antikorpers. Tanoue et al. zeigten, dass eine der
Hauptbindungsstellen fiir Proteine an ERK2 im C-terminalen Bereich der Kinase liegt
(Tanoue et al., 2000). Der fiir die Immunprézipitation verwendete Antikorper ist gegen einen
Bereich im C-Terminus von ERK?2 gerichtet. Somit konnte die an die MAPKinase gebundene
PTP-SL den Erkennungsbereich des Antikorpers blockieren. Um dieses Problem zu umgehen,
wurden HEK293 Zellen mit HA-markierter ERK2 (HA-ERK?2) und GFP-markierter PTP-SL
(GFP-PTP-SL) cotransfiziert. Nach der Lyse wurde eine Immunprizipitation mit einem Anti-
HA-Antikorper durchgefiihrt. Der Immunoblot mit einem polyklonalen GFP-Antikérper zeigt
die coprézipitierte GFP-PTP-SL (Abb. 6). Als Kontrolle fiir die Expression der GFP-PTP-SL
Konstrukte wurde jeweils eine Immunprazipitation gegen die GFP-Markierung durchgefiihrt.
Diese Ergebnisse lieferten den Nachweis, dass die PTP-SL mit den ERK/MAPKinasen
assoziieren kann.
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Abb. 6: ERK2 assoziiert mit der PTP-SL in HEK293 Zellen. HEK293 Zellen wurden entweder mit
Leervektor pcDNA3 (Mock) oder mit pcDNA3-GFP-PTP-SL WT und pcDNA3-HA-ERK2 transfiziert
und anschlieRend 48h in Nahrmedium kultiviert. Nach der Zelllyse wurden Immunprazipitationen wie
oben im Bild angegeben mit monoklonalen Antikdrper gegen die HA-Markierung von ERK2 (aHA)
oder gegen die GFP-Markierung der PTP-SL (a«GFP) durchgeflihrt. Die Proteine wurden anschlieend
in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose Uberfihrt und im Immunoblot mit
polyklonalem Anti-GFP Antikérper (aoGFP) analysiert.

3.2 PKA inhibiert die Bindung zwischen PTP-SL und ERK1/2 durch
Phosphorylierung des Serins 231 in der KIM-Domine der
Phosphatase

Ergebnisse von Pulido et al. (1998) zeigten, dass ein spezieller Bereich der PTP-SL fiir die
Bindung an die MAPKinasen verantwortlich ist. Hierbei handelt es sich um die KIM-Doméne
(Kinase-Interaktions-Motiv). Dieser Bereich besteht aus den Aminosduren 224-239 und
enthélt eine PKA-Phosphorylierungssequenz (RRXS). Aus diesem Grund wurde im folgenden
Abschnitt untersucht, ob die Protein Kinase A (PKA) in der Lage ist die PTP-SL zu
phosphorylieren und welche Auswirkungen eine solche Phosphorylierung auf die Bindung an
die MAPKinasen besitzt.

3.2.1 In-vitro Phosphorylierung der KIM-Doméne durch PKA

Hierzu wurde ein radioaktiver PKA Assay durchgefiihrt, bei dem zum einen ein GST-
Fusionsprotein der PTP-SL mit KIM-Domine (GST-PTP-SL 147-288) und zum anderen ein
GST-Fusionsprotein der Phosphatase ohne KIM-Domaéne (GST-PTP-SL AKIM) als Substrate
dienten. Wie dem Autoradiogramm (Abb. 7) eindeutig zu entnehmen ist, wurde das PTP-SL
Fusionsprotein mit der KIM-Doméne phosphoryliert. Das Gleiche gilt fiir die verwandte
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Phosphatase STEP, die ebenfalls eine KIM-Domine besitzt. Hingegen ist keine
Phosphorylierung bei der GST-PTP-SL KIM-Deletionsmutante zu erkennen.

Diese in-vitro Daten konnten in COS-7 Zellen durch eine [y*”P] in-vivo Markierung bestitigt
werden (Eickhoff, personliche Mitteilung).
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Abb. 7: PKA phosphoryliert in-vitro nur die Fusionsproteine mit KIM Domane. Mit 5ug der im Bild
angegebenen Fusionsproteine wurde ein in-vitro PKA Assay durchgefihrt und nach 10 Minuten die
Reaktion abgestoppt. AnschlieRend wurden die Proben mittels 15%iger SDS-Page aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran Uberfiihrt und die phosphorylierten Proteine autoradiographisch sichtbar
gemacht. H,O und GST dienten hierbei als Negativkontrollen.

3.2.2 Die Phosphorylierung der KIM-Domine inhibiert die Bindung zwischen
PTP-SL und ERK1/2

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die PTP-SL in der KIM-Domine durch die PKA
phosphoryliert werden kann. Im folgenden sollte untersucht werden, welchen Einfluss diese
Phosphorylierung auf die Bindung zwischen der PTP-SL und den MAPKinasen hat. Dazu
wurde ein GST-Fusionsprotein der PTP-SL nicht radioaktiv mittels PKA phosphoryliert und
anschliefend in einem GST-Bindungsassay mit Lysaten der Zelllinie Ovcar-3 eingesetzt. Der
nachfolgende Immunoblot (Abb. 8) gegen ERK2 macht deutlich, dass im Gegensatz zum
nicht phosphorylierten GST-PTP-SL Fusionsprotein mit dem phosphorylierten GST-PTP-SL
Fusionsprotein keine MAPKinasen prézipitiert werden konnten. Folglich inhibiert die PKA
vermittelte Phosphorylierung von PTP-SL die Bindung der Phosphatase an die MAPKinasen.
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Abb. 8: Die von PKA phosphorylierte PTP-SL bindet nicht mehr ERK1/2. (A) 5 ug GST-
Fusionsproteine wurden in An- oder Abwesenheit von PKA (PKA -/+) 10 Minuten in Reaktionspuffer
inkubiert und daraufhin ein GST-Bindungsassay mit Ovcar-3 Zelllysaten durchgefiihrt. Die Proteine
wurden anschlief3end in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose tberfiihrt und mit
polyklonalem Anti-ERK2 Antikérper K23 (aERK (K23)) immundetektiert. (B) Nach Entfernen des
oERK2-Antikérpers wurde der Einsatz gleicher Mengen an GST-PTP-SL Fusionsprotein mit dem
polyklonalen Anti-GST-Antikdrper (aGST) im Immunoblot nachgewiesen.

3.2.3 Der Phosphorylierungszustand des Serin 231 innerhalb der KIM-Domaine
ist entscheidend fiir die Assoziation von PTP-SL mit ERK1/2

Innerhalb der KIM-Doméne liegen zwei Serine (Position 231 und 234) die potentiell als
Phosphorylierungsstellen dienen konnen. Die PKA-Erkennungssequenz (RRXS) beinhaltet
das Serin 231. Um zu iiberpriifen, ob nur dieses Serin von der PKA phosphoryliert wird,
wurden Mutationsstudien durchgefiihrt. Dazu wurden folgende Mutationen in das
Expressionskonstrukt der HA-PTP-SL eingefiihrt:

e S231 =E

e S234 =E

e S231/234 = E

e S231 =A
Die Glutamat-Mutante imitiert hierbei den phosphorylierten Zustand des Serin 231, wihrend
die Alanin-Mutante den unphosphorylierten Zustand nachahmt. Diese Mutanten wurden in
HEK?293 Zellen iiberexprimiert und nach der Zelllyse eine Immunprézipitation mit einem
monoklonalen HA-Antikorper durchgefiihrt. Der Immunoblot erfolgte mit einem Antikdrper
gegen ERK2.
Aus Abb. 9 geht deutlich hervor, dass ERK1/2 mit dem Wildtyp der PTP-SL coprézipitierte,
wihrend dies bei der PTP-SL SE231 Mutante nicht der Fall war. Die Stimulation mit EGF
hatte im Vergleich zu den unstimulierten Zellen keinen Einfluss auf die Assoziation von PTP-
SL WT mit den ERK/MAPKinasen. Der Reblot gegen die HA-Markierung bestétigte die
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Immunprézipitation von HA-PTP-SL. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die
Phosphorylierung von PTP-SL am Ser231 eine Interaktion mit ERK1/2 verhindert.
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Abb. 9: Die Mutation des Serin 231 zu Glutamat inhibiert die Bindung der PTP-SL an ERK1/2.
HEK293 Zellen wurden entweder mit Leervektor (Mock), mit pcDNA3-HA-PTP-SL WT oder pcDNA3-
HA-PTP-SL SE231 transfiziert, 24h in Serum freien Medium kultiviert und wenn oben angegeben 7min
mit 20ng/ml EGF stimuliert. (A) Nach der Zelllyse wurde eine Immunprazipitation mit monoklonalem
Antikérper gegen die HA-Markierung der PTP-SL Konstrukte (aHA) durchgefiihrt, die Proteine in einer
10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose Uberfiihrt. AnschlieRend wurde
coimmunprazipitiertes ERK1/2 mit dem polyklonalen Anti-ERK2-Antikérper K23 (oERK2 (K23)) im
Immunoblot nachgewiesen. (B) Nach Entfernen des aERK2-Antikérpers wurde mit monoklonalen Anti-
HA-Antikérper (aHA) immundetektiert.

Als nichstes wurde der Frage nachgegangen, ob der Phosphorylierungsstatus des Ser234
ebenfalls eine Auswirkung auf die Bindung von PTP-SL mit ERK2 hat. Wie in der Abb. 10
zu erkennen ist, konnte ERK2 mit der Glutamat-Mutante dieses Serins (234) coprizipitiert
werden. War hingegen zusétzlich noch das Serin 231 zu Glutamat mutiert (SE231+234), fand
wiederum eine Blockierung der Assoziation statt. Hieraus ging hervor, dass nur die
Phosphorylierung des Ser231 nicht aber des Ser234 die Bindung von PTP-SL mit ERK2

moduliert.
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Abb. 10: Die Mutation des Serin 234 zu Glutamat inhibiert nicht die Bindung der PTP-SL an
ERK1/2. HEK293 Zellen wurden entweder mit Leervektor (Mock), mit pcDNA3-HA-PTP-SL WT oder
mit den oben im Bild angegeben Mutanten transfiziert, 24h in Serum freien Medium kultiviert und wenn
oben angegeben 7min mit 20ng/ml EGF stimuliert. (A) Nach der Zelllyse wurde eine
Immunprazipitation mit monoklonalem Anti-HA-Antikorper (a¢HA) gegen die HA-Markierung der PTP-
SL Konstrukte durchgefiihrt, die Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulose Uberfiihrt. AnschlieBend wurde coimmunprazipitiertes ERK2 mit dem polyklonalen Anti-
ERK2-Antikérper K23 (aERK2 (K23)) im Immunoblot nachgewiesen. (B) Nach Entfernen des o«ERK2-
Antikérpers wurde mit monoklonalen Anti-HA-Antikérper (aHA) immundetektiert.

Nachfolgend wurde untersucht, inwieweit sich eine Mutation des Ser231 zu Alanin auf die
Interaktion von PTP-SL mit ERK2 auswirkt. Wie aus Abb. 11 hervorgeht, erhdhte die
Ser—Ala Mutation der PTP-SL die Menge an coimmunprazipizierter ERK2 im Vergleich
zum Wildtyp der Phosphatase. Der Immunoblot mit einem monoklonalen HA Antikorper
bestitigte, dass gleiche Mengen der Phosphatase prazipitiert worden waren.

Diese Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass der Phosphorylierungszustand des Serin 231
einen entscheidenden Einfluss auf die Bindung zwischen PTP-SL und den MAPKinasen
nimmt.

Dabei scheint die Bindung zwischen ERK2 und PTP-SL unabhéngig von der Aktivierung der
MAPKinase zu sein, da nach Stimulation mit EGF in etwa gleich viel ERK2 copréazipitiert
wurde (Abb. 9-11).
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Abb. 11: Die Mutation des Serin 231 zu Alanin verstéarkt die Bindung der PTP-SL an ERK1/2.
HEK293 Zellen wurden entweder mit Leervektor (Mock), mit pcDNA3-HA-PTP-SL WT oder mit den
oben im Bild angegeben Mutanten transfiziert, 24h in Serum freien Medium kultiviert und wenn oben
angegeben 7min mit 20ng/ml EGF stimuliert. (A) Nach der Zelllyse wurde eine Immunprazipitation mit
monoklonalem Antikdrper gegen die HA-Markierung der PTP-SL Konstrukte (aHA) durchgefihrt, die
Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose Uberfihrt. AnschlieBend
wurde coimmunprazipitiertes ERK2 mit dem polyklonalen Anti-ERK2-Antikdrper K23 (a¢ERK2 (K23))
im Immunoblot nachgewiesen. (B) Nach Entfernen des aERK2-Antikdrpers wurde mit monoklonalen
Anti-HA-Antikorper (aHA) immundetektiert.

3.2.4 Forskolin Stimulation reduziert die Coimmunprézipitation von PTP-SL
und ERK2 in COS-7 Zellen

Im Anschluss sollte gepriift werden, ob die oben dargestellte Modulation der Bindung durch
PKA auch in-vivo nachgewiesen werden kann. Um die Protein Kinase A zu aktivieren, ist es
notwendig ein cAMP Signal zu erzeugen. Dies kann durch Stimulation mit Forskolin, welches
die Adenylat-Cyclase aktiviert (Gyles et al., 2001), erreicht werden. Als Zellsystem wurde fiir
diese Experimente COS-7 gewdhlt, da bei diesen Zellen die Protein Kinase A (PKA) die
MAPKinasen ERK1/2 aktivieren kann (Daten nicht gezeigt).

COS-7 Zellen wurden mit Leervektor, HA-PTP-SL, HA-PTP-SL SE231 und HA-PTP-SL
SA231 transfiziert. Nach der Lyse wurde eine Immunprizipitation mit einem Anti-HA-
Antikorper durchgefiihrt. Der Immunoblot erfolgte mit einem Antikorper gegen ERK2. In der
Abb. 12 ist deutlich zu erkennen, dass nach Forskolin Stimulation weniger ERK2 mit dem
Wildtyp der PTP-SL coprézipitierte (Spuren 2 und 6). Bei der Alanin-Mutante (HA-PTP-SL
SA231; Spuren 4 und 8) hingegen hatte die Stimulation keine Auswirkungen auf die
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Coprizipitation von ERK2. Da die Glutamat-Mutante (HA-PTP-SL SE231) den
phosphorylierten Zustand nachahmt, war hier in beiden Féllen keine Coprézipitation der
MAPKinase zu beobachten (Spuren 3 und 7). Der Reblot gegen die HA-Markierung zeigt

gleiche Mengen der verschiedenen immunprézipitierten HA-PTP-SL Konstrukte.
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Abb. 12: Verminderte Coimmunpraézipitation von ERK2 durch den PTP-SL Wildtyp nach
Forskolin Stimulation in COS-7 Zellen. COS-7 Zellen wurden entweder mit Leervektor (Mock), mit
pcDNA3-HA-PTP-SL WT oder mit den oben im Bild angegeben Mutanten transfiziert, 24h in Serum
freien Medium kultiviert und wenn oben angegeben 10min mit 10uM Forskolin stimuliert. (A) Nach der
Zelllyse wurde eine Immunprazipitation mit monoklonalem Antikérper gegen die HA-Markierung der
PTP-SL Konstrukte (aHA) durchgefiihrt, die Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und
auf Nitrozellulose Uberfuhrt. Anschlielend wurde coimmunprazipitiertes ERK2 mit dem polyklonalen
Anti-ERK2-Antikorper K23 (aERK2 (K23)) im Immunoblot nachgewiesen. (B) Nach Entfernen des
oERK2-Antikdérpers wurde mit monoklonalen Anti-HA-Antikérper (aHA) immundetektiert.

Mit diesen Ergebnissen konnte der Nachweis erbracht werden, dass auch in-vivo das Serin
231 der PTP-SL durch PKA phosphoryliert wird, welches die Inhibition der Bindung
zwischen der PTP-SL und ERK2 zur Folge hat.

3.2.5 Hyperphosphorylierung der PTP-SL nach Inhibition von Ser/Thr-
Phosphatasen durch Calyculin A und nachfolgender Stimulation mit
Forskolin in COS-7 Zellen

Im folgenden Abschnitt wurde die Frage behandelt, ob die Forskolin Stimulation spezifisch
zur Phosphorylierung des Serin 231 fithrt. Um das AusmalBl der Serinphosphrylierung zu

erh6hen, wurden die Zellen vor der Stimulation mit Forskolin mit dem Serin-
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/Threoninphosphatase Inhibitor Calyculin A vorbehandelt. Erfolgt die Serin-Phosphorylierung
spezifisch so hitte dies ein verlangsamtes Laufverhalten des PTP-SL Wildtyps und der PTP-
SL CS Mutante in der SDS-PAGE zur Folge, hervorgerufen durch die zusitzlichen negativen
Ladungen der Phosphatgruppe. Die Mutanten PTP-SL SE231 und PTP-SL SA231 hingegen

sollten das normale Laufverhalten zeigen, da hier die Phosphorylierungsstelle mutiert ist.
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Abb. 13: Phosphorylierungsstatus des PTP-SL Wildtyps und seiner Mutanten nach Forskolin
Stimulation und unter Inhibition von Serin-/Threoninphosphatasen durch Calyculin A in COS-7
Zellen. COS-7 Zellen wurden entweder mit Leervektor (Mock), mit pcDNA3-HA-PTP-SL WT oder mit
den oben im Bild angegeben Mutanten transfiziert, 24h im Serum freien Medium kultiviert,
anschlielfend unter An- oder Abwesenheit von 20nM Calyculin A 30min vorinkubiert und wenn oben
angegeben 10min mit 10uM Forskolin stimuliert. Nach der Zelllyse wurde eine Immunprazipitation mit
monoklonalem Antikdrper gegen die HA-Markierung der PTP-SL Konstrukte (aHA) durchgefihrt, die
Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose Uberfihrt. AnschlieBend
wurde mit monoklonalen Anti-HA-Antikdrper (aHA) immundetektiert.

Um dies zu untersuchen wurden COS-7 Zellen mit Leervektor, HA-PTP-SL, HA-PTP-SL
SE231, HA-PTP-SL SA231 und HA-PTP-SL CS transfiziert. Nach der Lyse wurde eine
Immunprézipitation mit einem HA-Antikdrper durchgefiihrt. Der Immunoblot erfolgte mit
einem Antikorper gegen die HA-Markierung. Zwischen den unstimulierten und den mit
Forskolin stimulierten Zellen war kein Unterschied im Laufverhalten der verschiedenen PTP-
SL Konstrukte erkennbar (Abb. 13). Hingegen trat nach Vorbehandlung mit Calyculin A und
anschlieender Stimulation mit Forskolin der oben beschriebene Bandensprung bei dem
Wildtyp und der CS Mutante der Phosphatase auf. Im Vergleich dazu verdnderte sich das
Laufverhalten der SE und der SA Mutante nicht. Somit konnte gezeigt werden, dass die

Phosphorylierung der PTP-SL spezifisch am Serin 231 erfolgte.
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3.3 Die Phosphorylierung des Serin 231 fithrt zu einem verinderten
Enzym-Substrat-Verhalten der PTP-SL

Die vorherigen Ergebnisse haben eindeutig gezeigt, dass die PTP-SL mit den MAPKinasen
ERK1/2 assoziiert und das diese Bindung durch PKA reguliert werden kann. Von Pulido et al.
(1998) wurde zeitgleich zu dieser Arbeit nachgewiesen, dass die MAPKinasen ERK1/2
Substrate fiir die PTP-SL sind und somit dephosphoryliert und inaktiviert werden konnen
(Pulido et al., 1998). Somit ergab sich die Frage, ob die Modulation der Bindung zwischen
PTP-SL und den MAPKinasen durch PKA auch Auswirkungen auf die Substraterkennung der
PTP-SL hat.

3.3.1 Effekt der Phosphorylierung des Serin 231 auf die PTP-SL vermittelte
Inhibition der MAPKinase Aktivierung

Im folgenden Experiment sollte der Effekt der Phosphorylierung des Serin 231 der PTP-SL
auf die PTP-SL vermittelte Inhibition der MAPK Aktivierung untersucht werden. Hierzu
wurden HEK293 Zellen mit den verschiedenen PTP-SL Konstrukten transfiziert. Nach der
Stimulation mit EGF wurde die Aktivierung der MAPKinasen mit Hilfe eines in-vitro
Kinaseassays analysiert. Dazu wurde nach der Immunprézipitation mit einem spezifischen
Anti-ERK2-Antikorper die katalytische Aktivitit von ERK2 an Hand der Phosphorylierung
des exogenen Substrates MBP (myelin basic protein) bestimmt. Die bei der Kinasereaktion
auf MBP iibertragene radioaktive y-[PO4>]-Gruppe von [y->*P]-ATP wurde nach SDS-PAGE
autoradiographisch sichtbar gemacht. Abbildung 14A zeigt beispielhaft eine solche
Autoradiographie, auf der die Phosphorylierung von MBP zu beobachten ist. Der Reblot auf
ERK2 (Abb. 14B) zeigt, dass fiir diesen MAPKinase Assay anndhernd gleiche Mengen von
ERK2 prézipitiert wurden. Die Quantifizierung dieser Aktivititsmessung ist als
Balkendiagramm in Abbildung 15 zu sehen. Es ist deutlich zu erkennen, dass der Wildtyp der
PTP-SL und die SA231 Mutante in der Lage waren, die Aktivierung von ERK2 nach EGF
Stimulation zu reduzieren (um etwa 74% bzw. 78%). Hingegen war bei der SE231 Mutante,
welche die Serinphosphorylierung nachahmt und ERK2 nicht mehr coprézipitieren kann, in
etwa die gleiche Aktivierung wie bei den kontrolltransfizierten Zellen zu beobachten. Die
katalytisch inaktive CS Mutante liel im Vergleich zu Mock sogar eine fast doppelt so hohe
Aktivierung von ERK2 nach EGF Stimulation zu (194%). Dieses Experiment zeigt, dass die
Serinphosphorylierung in der KIM-Domine von PTP-SL den inhibitorischen Einfluss der
Phosphatase auf ihr Substrat ERK2 wesentlich verringert.
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Abb. 14: Effekt der Phosphorylierung des Serin 231 auf die PTP-SL vermittelte Inhibition der
MAPKinase Aktivierung. HEK293 Zellen wurden entweder mit Leervektor (Mock), mit pcDNA3-HA-
PTP-SL WT oder mit den oben im Bild angegeben Mutanten transfiziert, 24h im Serum freien Medium
kultiviert und wenn oben angegeben 7min mit 20ng/ml EGF stimuliert. (A) Nach der Zelllyse wurde
endogenes ERK2 mit polyklonalem Anti-ERK2-Antikrper («ERK2) immunprazipitiert und ein in-vitro
Kinaseassay mit MBP als Substrat durchgefiihrt. Die Proteine wurden in einer 15%igen SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulose Uberfihrt. Phosphorylietes MBP wurde anschlielend
autoradiographisch sichtbar gemacht. (B) ERK2 wurde parallel dazu mit dem polyklonalen Anti-ERK2-
Antikérper K23 (aERK2 (K23)) immundetektiert.
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Abb. 15: Quantifizierung des MAPKinase Assays von Abbildung 14
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3.3.2 Effekt der Phosphorylierung des Serin 231 auf die Dephosphorylierung
von ERK1/2

Nachdem im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, dass die PTP-SL SE231 Mutante eine
hohere Aktivierung von ERK2 im Vergleich zum Wildtyp und der SA231 Mutante zulésst,
sollte nun herausgefunden werden, ob sich dies auch im Grad der Dephosphorylierung von
ERK2 durch PTP-SL widerspiegelt. Zu diesem Zweck wurde ein Phosphatase Assay
durchgefiihrt. Hierzu wurden HEK293 Zellen mit den verschiedenen HA-PTP-SL
Konstrukten transfiziert und nach der Zelllyse mit einem Anti-HA-Antikorper
immunprézipitiert. Zu diesen Prézipitaten wurde Lysat von nicht transfizierten HEK293
Zellen, welche zuvor zur Aktivierung der MAPKinasen mit EGF stimuliert worden waren,
gegeben. Der Phosphotyrosin-Blot des Uberstandes ist in Abbildung 16A dargestellt.
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Abb. 16: Effekt der verschiedenen PTP-SL Mutanten auf die Phosphorylierung von ERK1/2.
HEK293 Zellen wurden entweder mit Leervektor (Mock), mit pcDNA3-HA-PTP-SL WT oder mit den
oben im Bild angegeben Mutanten transfiziert, nach 48h lysiert und die entsprechenden PTP-SL
Mutanten mit Anti-HA-Antikérper immunprazipitiert. AnschlieBend wurde zu diesen Prazipitaten Lysat
von mit 20ng/ml EGF (7min) stimulierten HEK293 Zellen gegeben und ein Phosphatase Assay
durchgefiihrt. Die Proteine in Uberstand (A) und Pellet (C) wurden jeweils in einer 10%igen SDS-
PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose Uberfuhrt. (A) Im Anschluss erfolgte eine Immunoblotanalyse
mit monoklonalem Anti-Phosphotyrosin-Antikérper (aPY). Tyrosinphosphorylierte ERK1/2 ist mit
einem Pfeil gekennzeichnet. (B) Nach dem Entfernen des Anti-Phosphotyrosin-Antikdrpers wurde
ERK2 mit dem polyklonalen Anti-ERK2-Antikdrper K23 (aERK2 (K23)) immundetektiert. (C) Die
Expression der PTP-SL Konstrukte wurde im Immunoblot des Pellets mit Anti-HA-Antikérper (aHA)
analysiert.

Der Wildtyp der Phosphatase rief im Vergleich zu Mock, PTP-SL SE231 und PTP-SL CS
eine deutliche Verringerung der MAPK Phosphorylierung hervor. Auch die SA231 Mutante
reduzierte die MAPK Phosphorylierung, jedoch nicht so stark wie dies beim Wildtyp der
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Phosphatase der Fall war. Deutlicher wird dieser Unterschied im ERK2 Reblot (Abb. 16B).
Die phosphorylierten Formen der MAPKn ERKI1/2 laufen bei der Gelelektrophorese
langsamer als die nicht phosphorylierten Formen, wodurch ein Bandensprung zustande
kommt. Der stirkste MAPK Bandensprung trat bei der Durchfithrung des Phosphatase Assays
mit der PTP-SL SE231 und der katalytisch inaktiven PTP-SL CS Mutante auf. Dies lieB auf
eine Hemmung der Dephosphorylierung der MAPKinasen schlieBen. Zur Bestitigung des
Einsatz gleicher Mengen an Phosphatase wurden die verschiedenen PTP-SL Konstrukte mit
einem Anti-HA-Antikdrper immundetektiert (Abbildung 16C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die PKA vermittelte Serinphosphorylierung der PTP-SL das
Enzym-Substrat-Verhalten der Phosphatase drastisch beeinflusst. Sie erlaubt letztendlich eine
langere Aktivierung der MAPKinasen, da diese nun nicht mehr von der Phosphatase

gebunden und dephosphoryliert werden konnen.

3.4 Untersuchungen zur biologischen Bedeutung der PKA vermittelten
PTP-SL/ERK1/2 Bindungsmodulation

Die MAPKinasen ERK1/2 werden durch eine Reihe verschiedener extrazelluldrer Stimuli,
wie z.B. Wachstumsfaktoren und Liganden fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren, aktiviert
(Marshall, 1995; Zwick-Wallasch, 1999). Aus diesem Grund sollte im folgenden Abschnitt
der Frage nachgegangen werden, bei welchen biologischen Vorgingen die PKA vermittelte
PTP-SL/ERK1/2 Bindungsmodulation eine Rolle spielt. Zusétzlich sollte untersucht werden,
in welchen Signalwegen die PTP-SL als Negativregulator der MAPKinasen ERK1/2 fungiert.
Als Zellsystem fiir diese Untersuchungen wurden PC12 Zellen gewihlt, da hier bestimmte
biologische Effekte auf die wunterschiedliche Dauer der MAPKinase Aktivierung
zuriickzufiihren sind (Marshall, 1995).

3.4.1 Herstellung von stabil expremierenden PCI12 Zelllinien mit
unterschiedlichen PTP-SL Konstrukten

Da die zuvor bestimmte Transfektionseffizienz (B-Gal Test) bei PC12 Zellen mit
Lipofectamine® Plus nur bei etwa 30% lag (Daten nicht gezeigt), wurden zuerst stabile PC12
Zelllinien mit den verschiedenen PTP-SL Konstrukten hergestellt. Dazu wurden zwei
unterschiedliche Verfahren verwendet. Zum einen wurden die Zellen mit pcDNA3
Kontrollvektor, HA-PTP-SL Wildtyp, HA-PTP-SL SE231, HA-PTP-SL SA231 oder HA-
PTP-SL CS transfiziert und anschlieBend mit Geneticin (G418) selektioniert. Zum anderen
wurden die Zellen mit pLXSN Kontrollvektor, HA-PTP-SL Wildtyp, HA-PTP-SL SE231,
HA-PTP-SL SA231 oder HA-PTP-SL CS viral infiziert und anschlieBend mit Geneticin
(G418) selektioniert. Nachfolgend wurden jeweils einzelne Zellklone isoliert und weiterhin in

Anwesenheit von Geneticin (G418) selektioniert. Um die so generierten monoklonalen
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Zelllinien auf die Expression der verschiedenen PTP-SL Konstrukte zu testen, wurden die
Zellen lysiert und eine Immunprizipitation gegen die HA-Markierung durchgefiihrt. Die
positiven Klone wurden durch den Immunoblot mit einem monoklonalen HA-Antikdrper
identifiziert.

IP- oHA PTP-SL SA231 in pLXSN
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kDa 66 —

43 —

Abb. 17: Stabile Expression von PTP-SL SA231 (Vektor pLXSN) in PC12 Zellen. PC12 Zellen
wurden mit PTP-SL SA231/pLXSN infiziert, mehrere Wochen mit G418 selektioniert und einzelne
Klone isoliert. AnschlieRend wurde ein Teil der Zellen lysiert und stabil exprimierte HA-PTP-SL SA231
mit einem monoklonalen Antikérper gegen die HA-Markierung immunprazipitiert. Die Proteine wurden
in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose Uberfihrt und nachfolgend mit
monoklonalen Anti-HA-Antikdrper (aHA) analysiert.

Die Abb. 17 zeigt reprasentativ fiir die PC12/pLXSN Zelllinien 12 Klone der HA-PTP-SL
SA231 PCI12 Zellen. Es ist deutlich zu erkennen, dass nur der Klon 11 keine Expression
zeigte. Bei allen anderen Klonen konnte die HA markierte PTP-SL nachgewiesen werden. Die
Signalintensitit war bei den positiven Klonen in etwa gleich. Dies lieB auf eine relativ
einheitliche Expressionsstirke der PTP-SL/pLXSN Konstrukte schlieen (Daten fiir HA-PTP-
SL WT, HA-PTP-SL SE231 und HA-PTP-SL CS nicht gezeigt).

Ein etwas anderes Bild bietet sich bei der Betrachtung der PTP-SL/pcDNA3 Klone (Abb. 18).

IP: aHA PTP-SL CS in pcDNA3
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Abb. 18: Stabile Expression von PTP-SL CS (Vektor pcDNA3) in PC12 Zellen. PC12 Zellen
wurden mit PTP-SL CS/pcDNAS3 transfiziert, mehrere Wochen mit G418 selektioniert und einzelne
Klone isoliert. AnschlieRend wurde ein Teil der Zellen lysiert und stabil exprimierte HA-PTP-SL CS mit
einem monoklonalen Antikdrper gegen die HA-Markierung immunprazipitiert. Die Proteine wurden in
einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose Uberfihrt und nachfolgend mit
monoklonalen Anti-HA-Antikorper (aHA) analysiert.
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Als Beispiel dienen hier die HA-PTP-SL CS Klone. Von den 12 Klonen waren nur 6 Klone
positiv und diese unterschieden sich zusitzlich im Expressionsniveau. Auch fiir die anderen
HA-PTP-SL/pcDNA3 Konstrukte wurden in gleicher Weise mehrere positive Klone
identifiziert (Daten nicht gezeigt). Fiir die weiteren Experimente wurden die monoklonalen
PTP-SL/pcDNA3 Zellen verwendet, da hier der CMV-Promoter des pcDNA3 Vektors hohere
Kopienzahlen der PTP-SL Konstrukte ermoglicht. Diese stirkere Expression lie8 konsistente
Ergebnisse erwarten, da die Expression der endogenen PTP-SL {iberspielt wurde. Die
Funktionalitidt der Phosphatase in den stabil exprimierenden PC12 Zelllinien wurde durch

einen in-vitro Phosphatase Assay bestétigt.
3.4.2 Untersuchungen zur Rolle der PTP-SL in verschiedenen Signalwegen

Im folgenden Abschnitt sollte untersucht werden, in welchen Signalwegen die PTP-SL eine
Rolle spielt. Zusdtzlich wurde die Frage gestellt, in wieweit die Phosphorylierung des Serin
231 die regulatorischen Aufgaben der Phosphatase beeinflussen kann. Hierzu wurden die
unter 3.4.1 generierten monoklonalen Mock, HA-PTP-SL Wildtyp und HA-PTP-SL SA231
PC12 Zelllinien verwendet. Diese wurden mit verschiedenen Liganden und Aktivatoren
stimuliert. Vor der Stimulation wurden die Zellen 30min mit IBMX vorinkubiert. IBMX ist
ein Phosphodiesterasehemmer und reduziert dadurch den Abbau von cAMP. Da cAMP fiir
eine PKA Aktivierung essentiell ist, erhoht sich somit die Moglichkeit der Phosphorylierung
der PTP-SL durch PKA.

3.4.2.1  PTP-SL reduziert die ERK/MAPK Aktivierung nach Forskolin und aFGF

Stimulation

In den vorherigen Experimenten wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung des Serin 231 der
PTP-SL die Bindung zu den MAPKinasen ERK1 und ERK2 inhibiert. Dies konnte unter
anderem in-vivo durch Stimulation von COS-7 Zellen und der darauffolgenden reduzierten
Coimmunprazipitation von ERK?2 durch die PTP-SL nachgewiesen werden. Um Hinweise auf
Signalwege, in denen die PTP-SL eine Rolle spielt, zu bekommen, sollte iiberpriift werden, in
wieweit diese Bindungsmodulation auch in den stabilen HA-PTP-SL PC12 Zelllinien zu
finden ist. Zu diesem Zweck wurden stabile Mock, HA-PTP-SL Wildtyp und HA-PTP-SL
SA231 PC12 Zelllinien 30min mit IBMX vorinkubiert und anschlieBend 60min mit NGF,
EGF, Forskolin oder FGF stimuliert. Zusédtzlich wurde eine Kontrolle mit DMSO
durchgefiihrt, welches als Losungsmittel fiir den Phosphodiesteraschemmer IBMX diente.
Nach der Lyse der Zellen wurde eine Immunprizipitation mit einem HA-Antikdrper
durchgefiihrt. Der Immunoblot (Abbildung 19A) erfolgte mit einem Antikorper gegen ERK2.
Bei der Betrachtung der Abbildung 19A fallen als erstes die Signale von
coimmunpréazipitierten ERK1/2 auf, die sich im Falle des HA-PTP-SL WT und der SA
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Mutante deutlich von unspezifischen Hintergrundbanden abheben. Beim Vergleich zwischen
den Kontrollen und den Stimuli féllt auf, dass in diesem Fall kein Stimulus zur Reduktion der
Coimmunprazipitation der MAPK mit dem Wildtyp der HA-PTP-SL fiihrte. Die HA-PTP-SL
SA231 Mutante, die auch als konstitutiv bindend bezeichnet werden konnte, zeigte wie
erwartet ebenfalls keine Unterschiede beziiglich der MAPK-Coprézipitation. Augenfallig ist
weiterhin, dass durch die HA-PTP-SL SA231 Mutante mehr ERK1/ERK2 coprizipitiert
wurde als beim Wildtyp der Phosphatase. Der Reblot (Abbildung 19B) gegen die HA-

Markierung wies gleiche Mengen an immunprézipitierter Phosphatase nach.

IBMX+  IBMX+ IBMX+ IBMX+

A DMSO IBMX NGF EGF Forskolin FGF
T 1T 1T 1T 1T 17 1
® ® ® ® ® )
N (3] I8 s N N
=5 =35 ES £ ES ES
- - 4 - R | R | 4
5299 $22 x0D x0Dx0 D X929
oo o o o o o o [a s o o
: @) o o (@) o @)
IProbA ZHE SRR SEE S2EESERE SEK
kDa 66

- agissittittisting =

WB: aERK2 (K23)

PTP-SL
43

WB: aHA

Abb. 19: ERK1/2 Coimmunprazipitation durch PTP-SL nach unterschiedlichen Stimuli.
PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-SL WT und PC12/PTP-SL SA231 Klone wurden 30min mit 1mM
IBMX vorinkubiert und 60min mit 50 ng/ml NGF, 50 ng/ml EGF, 10 uM Forskolin oder 10 ng/ml FGF
stimuliert. Nach der Zelllyse wurde eine Immunprazipitation mit monoklonalem Antikérper gegen die
HA-Markierung der PTP-SL Konstrukte (aHA) durchgeflhrt, die Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulose Uberfihrt. (A) AnschlieBend wurde coimmunprazipitiertes
endogenes ERK2 mit dem polyklonalen Anti-ERK2-Antikorper K23 (aERK2 (K23)) im Immunoblot
nachgewiesen. (B) Nach Entfernen des oERK2-Antikorpers wurde mit monoklonalen Anti-HA-
Antikorper (aHA) immundetektiert.

Als nichstes wurden die Auswirkungen der Phosphatase auf den Phosphorylierungs- und
somit Aktivierungszustand der MAPKinasen iiberpriift. Dazu wurden die entsprechenden
Totallysate der eben gezeigten Immunprizipitationen (Abb. 19) mittels Immunoblot gegen
phosphoryliertes ERK untersucht.

In Abb. 20A ist deutlich zu erkennen, dass der Wildtyp der PTP-SL und die PTP-SL SA231
Mutante in der Lage waren, die Forskolin und FGF vermittelte ERK Aktivierung zu
reduzieren. Bei Stimulation mit NGF war hingegen kein Unterschied des
Phosphorylierungsgrades der ERK/MAPKn zu sehen. Auch auf die EGF vermittelte ERK
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Aktivierung hatte die PTP-SL nur einen sehr geringen inhibitorischen Effekt. Unter
Beriicksichtigung der zum Teil ungleich aufgetragenen Proteinmengen (Reblot Abb. 20B) war
im Bezug auf die ERK Dephosphorylierung kein Unterschied zwischen dem Wildtyp der
Phosphatase und der PTP-SL SA231 Mutante festzustellen. Dies legt den Schluss nahe, dass
unter diesen experimentellen Bedingungen die PKA vermittelte Phosphorylierung des Serin
231 der PTP-SL keine Rolle spielte.
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Abb. 20: Reduzierte ERK1/2 Phosphorylierung in stabilen PC12 Klonen nach Forskolin und
FGF Stimulation. PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-SL WT und PC12/PTP-SL SA231 Klone wurden
30min mit 1mM IBMX vorinkubiert und 60min mit 50ng/ml NGF, 50ng/ml EGF, 10uM Forskolin oder
10ng/ml FGF stimuliert. Nach der Zelllyse wurden die Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulose Uberflihrt. (A) Anschlieflend wurde der Phosphorylierungsstatus von
endogenem ERK2 mit dem polyklonalen Anti-PhosphoERK-Antikérper (apERK) analysiert. (B) Nach
Entfernen des Anti-PhosphoERK-Antikérpers wurde mit dem monoklonalen Anti-ERK2-Antikérper
(apanERK) immundetektiert.

3.4.2.2  PTP-SL reduziert die ERK/MAPKinase Aktivierung nach Bradykinin

Stimulation

Die Aktivierung der ERK/MAPKinasen in PC12 Zellen kann auch iiber die Stimulation von
G-Protein gekoppelten Rezeptoren und durch PKC Aktivatoren, wie TPA, erfolgen (Thomas
et al., 1992; Zwick et al., 1999). Im folgenden Experiment sollte daher getestet werden, ob die
PTP-SL einen Einfluss auf die TPA und Bradykinin vermittelte ERK Aktivierung hat. Dazu
wurden wiederum stabile Mock, HA-PTP-SL Wildtyp und HA-PTP-SL SA231 PC12

Zelllinien verwendet. Diese wurden, wie zuvor beschrieben, mit IBMX vorbehandelt und
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anschlieend mit TPA und Bradykinin fiir 60min stimuliert. Auch bei diesen beiden Stimuli
konnte keine Reduktion der Coimmunprézipitation der MAPK mit dem Wildtyp der HA-PTP-
SL festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Der Effekt der Phosphatase auf die ERK
Phosphorylierung wurde wiederum im Totallysat untersucht. Der Immunoblot gegen
phosphoryliertes ERK in Abb. 21A zeigt, dass die PTP-SL in der Lage ist, die Bradykinin
vermittelte ERK Phosphorylierung zu reduzieren. Hierbei erscheint der Effekt der HA-PTP-
SL SA231 Mutante ein wenig stirker zu sein als beim Wildtyp der PTP-SL. Somit kdnnte die
Phosphorylierung des Serin 231 der PTP-SL hierbei eine Rolle spielen. Bei Stimulation mit
TPA hingegen ist kein groer Unterschied im Bezug auf die ERK Phosphorylierung zu
erkennen. Der Reblot mit einem pan-ERK Antikdrper verdeutlicht den Einsatz gleicher
Mengen an MAPKinase (Abb. 21B). Die gleichmdfige Expression der HA-PTP-SL
Konstrukte wurde anhand einer Immunprizipitation gegen die HA-Markierung und

anschlieBendem Immunoblot nachgewiesen (Abb. 21C).
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Abb. 21: Reduzierte ERK1/2 Phosphorylierung in stabilen PC12 Klonen nach Bradykinin
Stimulation. PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-SL WT und PC12/PTP-SL SA231 Klone wurden
30min mit TmM IBMX vorinkubiert und 60min mit 1uM TPA oder 5uM Bradykinin stimuliert. Nach der
Zelllyse wurden die Proteine in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose
Uberfihrt. (A) AnschlieBend wurde der Phosphorylierungsstatus von endogenem ERK2 mit dem
polyklonalen Anti-PhosphoERK-Antikorper (apERK) analysiert. (B) Nach Entfernen des Anti-
PhosphoERK-Antikorpers wurde mit dem monoklonalen Anti-ERK2-Antikérper (apanERK)
immundetektiert. (C) Zur Kontrolle der Expression wurde eine Immunprazipitation mit monoklonalem
Antikérper gegen die HA-Markierung der PTP-SL Konstrukte (aHA) durchgefiihrt und die
aufgetrennten Proteine in einem Immunoblot mit monoklonalen Anti-HA-Antikorper (aHA) sichtbar
gemacht.
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3.4.3 Untersuchungen zur Rolle der PTP-SL bei der Zellproliferation

Da die MAPKinasen eine wichtige Rolle bei der Proliferation von Zellen spielen (Fisher et
al., 2001; Jones et al., 2001; Lai et al., 2001), sollte nun lberpriift werden, in wieweit die
PTP-SL in der Lage ist, regulatorisch auf diesen physiologischen Prozess einzuwirken. Dazu
wurde zum einen das Wachstum der bereits beschriebenen monoklonalen PC12 Zelllinien
untersucht und zum anderen das Wachstum von transient transfizierten NIH-3T3 und CHO
Zellen.

3.4.3.1 Untersuchung zum Wachstumsverhalten der monoklonalen PC12 Zelllinien

In diesem Experiment wurden die Zellen auf unbeschichteten (Plastik) oder zur besseren
Zelladhdsion auf mit Kollagen beschichteten Kulturschalen ausgesidt und 48 Stunden in
serumhaltigem bzw. serumfreiem Medium kultiviert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte
mit einem Coulter Counter (Coulter Electronics). Die so erhaltenen Daten sind im folgendem
Balkendiagramm (Abb. 22) zusammengefasst.
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Abb. 22: Wachstumsverhalten der verschiedenen PC12 Klone auf Kollagen und Plastik.
PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und
PC12/PTP-SL CS Klone wurden auf Kollagen oder Plastik beschichteten Kulturschalen ausgesat, 48h
in normalen (+HS) oder serumreduziertem (-) Medium inkubiert und anschlieBend im Coulter Counter
ausgezahlt.

Aus dem Diagramm geht hervor, dass das Zellwachstum auf den unbeschichteten
Kulturschalen bei allen HA-PTP-SL Konstrukten und unabhingig von der HS-Zugabe (Horse
Serum) geringer war als bei den mit Kollagen beschichteten. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dass die durch Kollagen aktivierten integrinabhéngigen Signalwege einen Beitrag zur

schnelleren Proliferation von PC12 Zellen leisten. Bei Wachstum in serumreduzierten
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Medium verringerte der Wildtyp der PTP-SL die Wachstumsrate der Zellen auf Plastik und
Kollagen im Vergleich zu den Mock Zellen um mehr als 30%. Die Mutanten der PTP-SL
(SE231, SA231, CS) zeigten in etwa das gleiche Wachstum wie die Mock Zellen. Dies traf
sowohl fiir das Wachstum auf unbeschichteten wie auch auf mit Kollagen beschichteten
Kulturschalen zu. Bei der Proliferation im normalen Kulturmedium (10%HS/5%FCS) bot sich
ein etwas anderes Bild. Beim Wachstum auf Plastik fiihrte auch der Wildtyp der PTP-SL zur
Reduktion des Wachstums (-29%). Diesmal zeigten jedoch zusitzlich die Zellen der CS
Mutante der PTP-SL ein schnelleres Wachstum im Vergleich zu den Mock Zellen, so dass
hier letztendlich 27% mehr Zellen gezéhlt wurden. Hingegen war bei den Zellen der SE231
und SA231 Mutanten der Phosphatase wiederum kein Unterschied zu Mock auszumachen.
Die Proliferation auf Kollagen konnte weder vom Wildtyp noch von der SE231 und SA231
Mutante der PTP-SL beeinflusst werden. Die Expression der katalytisch inaktiven PTP-SL CS
hingegen ermoglichte erneut ein schnelleres Wachstum der Zellen im Vergleich zu Mock
(+32%). Somit bleibt als Ergebnis festzuhalten, dass die PTP-SL in der Lage ist das
Wachstum unter suboptimalen Bedingungen (Plastik, serumreduziertes Medium) zu
reduzieren. Die Phosphorylierung des Serin 231 der PTP-SL scheint hierbei keine Rolle zu
spielen, da keine der beiden Serin Mutanten einen Effekt auf das Wachstum der Zellen

ausibt.

3.4.3.2 Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von transient transfizierten NIH-3T3
und CHO Zellen

Eine weitere Mdglichkeit mitogene Antworten von Signaltransduktionswegen zu untersuchen,
bietet der Thymidineinbau. Hierbei wird nach der Stimulation mit Wachstumsfaktoren
radioaktiv markiertes Thymidin ("H) zu den Zellen gegeben und diese nun noch weitere vier
Stunden inkubiert. Das von den Zellen aufgenommene Thymidin wird im Verlauf der S-Phase
des Zellzyklus in die sich replizierende DNA eingebaut. Die Menge an eingebautem *H-
Thymidin ist dabei ein MaB fiir das Zellwachstum. NIH-3T3 Zellen wurden mit Leervektor,
HA-PTP-SL Wildtyp, HA-PTP-SL. SE231, HA-PTP-SL SA231 und HA-PTP-SL CS
transfiziert, stimuliert und anschlieBend der Thymidineinbau durchgefiihrt. Die gemessenen
Werte flir das Wachstum unter Hungerbedingungen waren bei den mit den verschiedenen
Konstrukten transfizierten Zellen in etwa gleich hoch (Abb. 23). Dies stellte eine notwendige
Voraussetzung fiir die Messung eines moglichen Effektes der PTP-SL auf das stimulierte
Wachstum von NIH-3T3 dar.
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Abb. 23: Thymidineinbau in transient transfizierte NIH-3T3 Zellen. NIH-3T3 Zellen wurden mit
Leervektor pcDNA3 (Mock), HA-PTP-SL Wildtyp, HA-PTP-SL SE231, HA-PTP-SL SA231 und HA-
PTP-SL CS ftransfiziet und nach 48h die zuvor gehungerten Zellen teilweise stimuliert
(unstimuliert/10%FCS). AnschlieBend wurden ein Thymidineinbau durchgefihrt und die von den
Zellen eingebaute Radioaktivitat im Szintilationszahler quantifiziert.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sowohl der Wildtyp als auch die SA231 Mutante der PTP-SL
im Vergleich zu Mock in der Lage waren, das FCS induzierte Wachstum der NIH-3T3 Zellen
zu reduzieren (-32% bzw. -36%). Fir die mit der SE231 Mutante transfizierten Zellen
konnten im Vergleich zum Wildtyp und der SA231 Mutante tendenziell hohere Werte
gemessen werden. Aufgrund der hoheren Standardabweichung war aber kein signifikanter
Unterschied auszumachen. Die mit der CS Mutante transfizierten Zellen zeigten eindeutig das
meiste Wachstum. Die bei dieser Mutante gemessenen Werte fiir die eingebaute
Radioaktivitdt lagen etwa 35% tiiber denen der Mock transfizierten Zellen. Als Fazit dieses
Experiment bleibt festzuhalten, dass die transiente Expression vom PTP-SL Wildtyp zur
Reduktion des FCS stimulierten Wachstums von NIH-3T3 Zellen fiihrte. Die CS Mutante
erleichterte hingegen das Zellwachstum. Die Wiederholung des Experimentes in CHO Zellen
bestitigte die in NIH-3T3 erhaltenen Daten (Daten nicht gezeigt).

3.4.4 Rolle der PTP-SL bei der hunger-induzierten Apoptose der monoklonalen
PC12 Zellen

Das Kultivieren von PC12 Zellen in serumfreiem Medium induziert Apoptose und fiihrt somit
innerhalb weniger Tage zum Absterben der Zellen (Greene, 1978). Da fiir die MAPKinasen
ERK1/2 eine anti-apoptotische Wirkung beschrieben ist (Kim ez al., 2000; Xia et al., 1995),
stellte sich die Frage, ob die stabile Expression der PTP-SL einen Einfluss auf das
Apoptoseverhalten der PC12 Zellen besitzt. Dazu wurden die verschiedenen HA-PTP-SL
PC12 Zelllinien ausgesit und nach 24 Stunden durch Serumentzug Apoptose induziert. Die



3 Ergebnisse 69

Ergebnisse sind in Abbildung 24 zusammengefasst. Um die widerspriichlichen Daten besser
wiedergeben zu konnen, wurden jeweils zwei Klone von jedem Konstrukt in das Diagramm

aufgenommen.
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Abb. 24: Apopoptoseverhalten von ausgewdhlten PC12 Klonen in 0% Hungermedium.
PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und
PC12/PTP-SL CS Klone wurden ausgesat und nach 24h durch Inkubation in serumfreiem Medium die
Apoptose induziert. Nach 72h wurde die Zahl der apoptotischen Zellen mit Hilfe einer FACS-Analyse
quantifiziert.

Es ist deutlich zu erkennen, dass der prozentuale Anteil der Apoptose bei den beiden Mock
Klonen sich klar um ca. 20% unterschied. Auch bei den beiden PTP-SL SE231 betrug die
Differenz etwa 20%. Am grofiten war der Unterschied jedoch zwischen den PTP-SL CS
Klonen. Bei diesen lag die Differenz sogar bei ca. 40%. Die beiden Klonpaare vom PTP-SL-
WT und vom PTP-SL SA231 hingegen verhielten sich recht einheitlich. Somit lassen sich
letztendlich nur die Apoptosewerte dieser beiden PTP-SL Konstrukte miteinander
vergleichen. Die PTP-SL-WT Klone zeigten tendenziell weniger Apoptose als die PTP-SL
SA231 Klone, wobei dieser geringe Unterschied jedoch nicht signifikant ist. Da die Werte flir
die PTP-SL SE231 Mutante so stark voneinander abwichen, ldsst sich leider keine Aussage
iiber einen Effekt der potentiellen Phosphorylierung des Serins 231 der PTP-SL machen.
Ebenso bleibt unklar, ob die PTP-SL die Apoptose von PC12 Zellen beeinflussen kann, da

wie bereits erwihnt kein Vergleich zu den Mock Zellen moglich war.
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3.4.5 Bedeutung der PTP-SL im Adhésionsverhalten der monoklonalen PC12
Zellen

Im Abschnitt 3.4.3.1 iiber das Wachstum der monoklonalen PC12 Zellen konnte
nachgewiesen werden, dass die PTP-SL CS Mutante das schnellste Wachstum aufweist. Da
bei der Proliferation von Zellen auch die Adhision eine Rolle spielt (Assoian and Schwartz,
2001), konnte sich das schnellere Wachstum in einem verdnderten Adhisionsverhalten
widerspiegeln. Aus diesem Grund sollte im folgenden Abschnitt das Adhésionsverhalten der
verschiedenen monoklonalen PC12 Zelllinien untersucht werden. Den Zellen wurde 30min
die Gelegenheit zur Adhésion gegeben, anschlieBend wurde das Medium abgesaugt und die
noch nicht adhérierten Zellen durch einen Waschschritt beseitigt. Die Bestimmung der Anzahl

der angehafteten Zellen erfolgte mit einem Coulter Counter (Coulter Electronics).
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Abb. 25: Adhéasionsverhalten der monoklonalen PC12 Zellen. PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-
SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und PC12/PTP-SL CS Klone wurden ausgesat
und nach 30 Minuten die Anzahl der adhéarierten Zellen mit Hilfe eines Coulter Counters bestimmt.

Dem Balkendiagramm in Abbildung 25 ist zu entnehmen, dass die Zellen der PTP-SL SA231
Mutante das hochste MaB3 an Adhésion zeigten. Im Mittel waren hier bereits ca. 50% der
Zellen nach Ablauf der 30min adhériert. Am schwéchsten war die Fahigkeit zur Adhésion bei
den Zellen der PTP-SL SE231 Mutante ausgeprigt (etwa 14%). Das schnelle Wachstum der
Zellen der PTP-SL CS Mutante spiegelte sich hingegen nicht im Adhédsionsverhalten wider,
da kaum ein Unterschied zu den Mock und PTP-SL WT Zellen bestand (22% im Vergleich zu
27% und 30%). Beachtenswert bleibt letztendlich der Unterschied zwischen den beiden
Mutanten des Serin 231 der Phosphatase. Die PKA vermittelte Phosphorylierung des Serins
231 der PTP-SL scheint das Adhdsionsvermdégen von PC12 Zellen zu vermindern.
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3.4.6 Untersuchungen zum Einfluss der PTP-SL auf die Differenzierung der
monoklonalen PC12 Zellen

Ein gut zu untersuchendes Merkmal von PC12 Zellen ist ihre Fahigkeit zur Differenzierung
(Marshall, 1995). Diese ldsst sich morphologisch anhand der Ausbildung von Neuriten
nachweisen. Bei der Differenzierung der PC12 Zellen sind viele verschiedene Proteine
beteiligt, unter anderem auch die MAPKinasen ERK1/2. Inhibition der MAPKinasen wirkt
sich auch inhibitorisch auf den Prozess der Differenzierung aus (Levkovitz et al., 2001; Pang
et al., 1995). Die Dauer der MAPKinase Aktivitdt scheint ebenfalls ein entscheidender Faktor
bei der Differenzierung zu sein. EGF fiihrt nur zu einer kurzzeitigen Aktivierung der
MAPKinasen, wodurch keine Ausbildung von Neuriten erfolgt (Marshall, 1995; Traverse et
al., 1994). Nur in Verbindung mit den kollagen-induzierten Integrinsignalwegen stimuliert
EGF die Neuritenausbildung (Ivankovic-Dikic et al., 2000). NGF hingegen vermittelt eine
langanhaltende Aktivierung der MAPKinasen und induziert dadurch das Neuritenwachstum
(Marshall, 1995; Traverse et al., 1994). Es stellt das bekannteste Differenzierungsagenz fiir
PC12 Zellen dar. Zudem fiihrt die Stimulation von PC12 Zellen mit NGF zur Induktion der
endogenen PC12-PTP1 Transkription, einem Rattenhomolog der PTP-SL (Sharma and
Lombroso, 1995). In diesem Abschnitt sollte nun der Frage nachgegangen werden, ob die
PTP-SL in der Lage ist, die Differenzierung von PC12 Zellen zu modulieren. Hierzu wurden
die monoklonalen PC12 Zellen ausgesit, stimuliert und anschlieBend zur Bestimmung des
prozentualen Anteils an differenzierten Zellen zu drei verschiedenen Zeitpunkten fotografiert.
Die Abbildung 26 zeigt die Aufnahmen fiir die mit NGF stimulierten Zellen. Im Vergleich
zum unstimulierten Zustand der verschiedenen Zelllinien induzierte NGF iiberall deutlich die
Ausbildung von Neuriten. Zwischen den verschiedenen PC12 Zelllinien (Mock, PTP-SL WT,
PTP-SL SE231, PTP-SL SA231 und PTP-SL CS) war kein wesentlicher Unterschied im

Bezug auf die Neuritenausbildung zu erkennen.
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Abb. 26: Effekt von PTP-SL auf das Neuritenwachstum nach NGF Stimulation. PC12/pcDNA3
(Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und PC12/PTP-SL CS Klone
wurden ausgesat und nach 24h mit 50ng/ml NGF stimuliert. Das Neuritenwachstum wurde unstimuliert
(Oh), nach 48h und 72h fotografisch dokumentiert.
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Die Auswertung dieses Experimentes ist als Balkendiagramm in Abbildung 27 dargestellt.
Nach 48 Stunden Stimulation mit NGF war im Vergleich zu den Mock Zellen unter
Beriicksichtigung der Fehlerbalken kein signifikanter Unterschied auszumachen. Stattdessen
waren nur Tendenzen zu erkennen. So bildeten die Zellen der PTP-SL SE231 und SA231
Mutante weniger Neuriten aus als die Mock oder PTP-SL WT Zellen. Die Expression der
PTP-SL CS Mutante hingegen schien die Ausbildung von Neuriten zu erleichtern. Ein anderes
Bild ergab sich jedoch nach 72 Stunden NGF Stimulation. Wahrend der prozentuale Anteil an
Zellen mit Neuriten bei den Mock Zellen mit gut 30% und bei den Zellen mit der PTP-SL CS
Mutante mit anndhernd 50% in etwa gleich blieb, erhohte sich dieser bei den PTP-SL WT,
SE231 und SA231 Zellen. Bei den PTP-SL WT Zellen stieg die Anzahl der neuritentragenden
Zellen um gute 10%, wihrend sich der Prozentsatz bei der SE231 und SA231 Mutante sogar
zum Teil mehr als verdoppelte (von 28% auf 55% bzw. von 26% auf 62%). Dies bedeutet,
dass die Zellen der PTP-SL SA231 Mutante nach 48 Stunden NGF Stimulation tendenziell
die geringste Anzahl an neuritentragenden Zellen aufweist, nach 72 Stunden hingegen die
hdchste Anzahl.
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Abb. 27: Effekt von PTP-SL auf das Neuritenwachstum nach NGF Stimulation. PC12/pcDNA3
(Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und PC12/PTP-SL CS Klone
wurden ausgesat und nach 24h mit 50ng/ml NGF stimuliert. Das Neuritenwachstum wurde unstimuliert
(Oh), nach 48h und 72h fotografisch dokumentiert und der Prozentsatz an Zellen mit Neuriten anhand
dieser Bilder bestimmt.

Wie zuvor erwiéhnt, ist auch EGF in der Lage das Wachstum von Neuriten zu induzieren,
sofern die Zellen auf Kollagen wachsen und somit die integrinabhéngigen Signalwege
zusitzlich zu einer Aktivierung der MAPKinasen beitragen (Ivankovic-Dikic et al., 2000).
Die Abbildung 28 zeigt Bilder der mit EGF stimulierten Zellen. Bei der Betrachtung fallt auf,

dass hier weniger Neuriten im Vergleich zur NGF Stimulation ausgebildet wurden.
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Abb. 28: Effekt von PTP-SL auf das Neuritenwachstum nach EGF Stimulation. PC12/pcDNA3
(Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und PC12/PTP-SL CS Klone
wurden ausgesat und nach 24h mit 20ng/ml EGF stimuliert. Das Neuritenwachstum wurde unstimuliert
(Oh), nach 48h und 72h fotografisch dokumentiert.
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Deutlicher macht dies der Blick auf das entsprechende Balkendiagramm (Abb. 29). Ebenso ist
sofort ersichtlich, dass im Gegensatz zur NGF Stimulation kaum Schwankungen im Bezug
auf den prozentualen Anteil an neuritentragenden Zellen zwischen 48 und 72 Stunden
Stimulation vorhanden sind. Nur fiir die PTP-SL SA231 Zellen war diesbeziiglich im Mittel
eine Abnahme von 14% auf 6% nachzuweisen. Zudem konnte im Vergleich zu den Mock
Zellen eine deutliche Reduktion der Neuritenbildung nach 48 bzw. 72 Stunden bei den PTP-
SL SE231 und SA231 Zellen beobachtet werden. Nach 72 Stunden EGF Stimulation zeigten
nur noch 6% dieser Zellen Neuriten, im Vergleich zu 26% bei den Mock Zellen. Auch der
WT der PTP-SL war in der Lage die Neuritenbildung zu beeinflussen. Nach 72 Stunden
bildeten nur noch 13% dieser Zellen Neuriten aus. Im Vergleich zu den Mock Zellen bewirkte
somit die Expression des PTP-SL. WT eine 50%ige Abnahme der Neuritenausbildung. Die
PTP-SL CS Zelllinie lag im Mittel mit gut 20% an neuritentragenden Zellen nur geringfiigig
unter den Werten der Mock Zellen. Somit konnte die katalytische Aktivitit der PTP-SL einen
Einfluss auf die Ausbildung von Neuriten ausiiben. Die Phosphorylierung des Serin 231

hingegen scheint hierbei keine Rolle zu spielen.
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Abb. 29: Effekt von PTP-SL auf das Neuritenwachstum nach EGF Stimulation. PC12/pcDNA3
(Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und PC12/PTP-SL CS Klone
wurden ausgesat und nach 24h mit 20ng/ml EGF stimuliert. Das Neuritenwachstum wurde unstimuliert
(Oh), nach 48h und 72h fotografisch dokumentiert und der Prozentsatz an Zellen mit Neuriten anhand
dieser Bilder bestimmt.

Die Auswirkungen der PTP-SL auf das cAMP induzierte Neuritenwachstum wurde in

gleicher Weise untersucht. Die entsprechenden Zellfotos sind in Abbildung 30 zu sehen.



3 Ergebnisse 76

PTP-SL WT

PTP-SL SE231

PTP-SL SA231

PTP-SL CS

Abb. 30: Effekt von PTP-SL auf das Neuritenwachstum nach Forskolin Stimulation.
PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und
PC12/PTP-SL CS Klone wurden ausgesat und nach 24h mit 10uM Forskolin stimuliert. Das
Neuritenwachstum wurde unstimuliert (Oh), nach 48h und 72h fotografisch dokumentiert
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Auffillig war hierbei die Ausbildung von Zellaggregaten nach Forskolin Stimulation bei den
Zellen der PTP-SL SA231. Dies war sowohl nach 48 als auch nach 72 Stunden Stimulation zu
beobachten. Interessanterweise fanden sich nach 72 stiindiger Stimulationsdauer auch bei den
Zellen der CS Mutante solche Zellaggregate. Beziiglich der Ausbildung von Neuriten konnten
hier wieder groBere Unterschiede zwischen 48 und 72 Stunden Stimulation beobachtet
werden.

Die Unterschiede sind im Balkendiagramm (Abb. 31) deutlicher zu erkennen. So zeigten
knapp 40% der Mock Zellen nach 48 Stunden die Ausbildung von Neuriten, womit dieser
Wert ca. in der GroBenordnung der vorherigen beiden Stimuli liegt. Nach 72 Stunden besal3en
bei diesen Zellen jedoch nur noch 16% aller Zellen Neuriten. Somit ging die Zahl der
Zellfortsdtze um die Halfte zurlick. Hingegen blieb der prozentuale Anteil an Zellen mit
Neuriten bei den PTP-SL WT Zellen bei beiden Zeitpunkten mit einem hohen Wert von ca.
50% relativ konstant. Somit zeichnet sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Mock und
den WT Zellen nach 72 Stunden Forskolin Stimulation ab. Zu diesem Zeitpunkt zeigten iiber
30% mehr WT Zellen Neuriten als die Mock Zellen. Wéahrend die PTP-SL CS Zellen bei den
vorherigen beiden Stimuli anndhernd gleiche oder hohere Prozentanteile neuritentragender
Zellen aufwiesen, bietet sich bei der Behandlung mit Forskolin ein etwas anderes Bild. Nach
48 Stunden Stimulation mit Forskolin konnten nur bei etwa 21% der Zellen Neuriten gezéhlt
werden. Das sind fast 50% weniger als bei den Mock Zellen. Dieser Prozentsatz verringerte
sich auf 37% nach 72 Stunden Forskolin Stimulation. Die Verringerung der Anzahl
neuritentragender Zellen ist auch bei Expression der PTP-SL SA231 zu beobachten. So fiel
der Prozentsatz von 31% bei 48 Stunden auf 15% bei 72 Stunden Stimulation. Die Werte fiir
die Zellen der PTP-SL SE231 Mutante blieben in etwa gleich (8% bzw. 12%).
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Abb. 31: Effekt von PTP-SL auf das Neuritenwachstum nach Forskolin Stimulation.
PC12/pcDNA3 (Mock), PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und
PC12/PTP-SL CS Klone wurden ausgesdt und nach 24h mit 10uM Forskolin stimuliert. Das
Neuritenwachstum wurde unstimuliert (Oh), nach 48h und 72h fotografisch dokumentiert und der
Prozentsatz an Zellen mit Neuriten anhand dieser Bilder bestimmt.
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Letztendlich bleiben somit zwei deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen PC12
Zelllinien. Nach 48 Stunden zeigten die Zellen der PTP-SL SE231 Mutante eindeutig die
wenigsten Zellfortsdtze und nach 72 Stunden konnten fiir die WT Zellen eindeutig am meisten
neuritentragende Zellen gezdhlt werden.

Diese Ergebnisse spiegeln jedoch kein eindeutiges Bild der Rolle der PTP-SL in der PC12
Differenzierung wider, da in anderen Experimenten mit dem selben Stimuli komplett
gegensitzliche Ergebnisse erarbeitet wurden (Daten nicht gezeigt). Wiahrend in dem eben
beschriebenen Experiment die Zellen der PTP-SL SA231 Mutante den geringsten Einfluss auf
das NGF induzierte Neuritenwachstum nach 72 Stunden Stimulation zeigte, so war das
Gegenteil bei anderen Experimenten der Fall (Daten nicht gezeigt). Zur Verdeutlichung dieser
Problematik ist in Abbildung 32 der Vergleich von drei Unterschiedlichen Mock Klonen
dargestellt.
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Abb. 32: Vergleich von Neuritenwachstum verschiedener Klone nach unterschiedlicher
Stimulation. PC12/pcDNA3 (Mock) Klone wurden ausgesat und nach 24h mit 50ng/ml NGF, 20ng/ml
EGF oder 10uM Forskolin stimuliert. Das Neuritenwachstum wurde unstimuliert (Oh), nach 48h und
72h fotografisch dokumentiert und der Prozentsatz an Zellen mit Neuriten anhand dieser Bilder
bestimmt.

Das Diagramm zeigt eindeutig, dass sich die einzelnen Klone im Bezug auf die Fihigkeit zur
Neuritenausbildung deutlich unterscheiden. Da somit die Schwankungen bei den
Referenzzellen schon sehr grof3 sind, konnten natiirlich auch keine einheitlichen Effekte der

Phosphatase auf die Differenzierung nachgewiesen werden.
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3.4.7 PTP-SL reduziert die Bradykinin induzierte c-fos Transkription

Im Abschnitt 3.4.4.2 konnte gezeigt werden, dass die PTP-SL in der Lage ist, die Bradykinin
vermittelte Aktivierung der ERK/MAPKinasen zu reduzieren. Die Aktivierung dieser Kinasen
ist jedoch ein wichtiger Schritt fiir die Induktion von sogenannten ,,immediate-early” Genen
wie c-fos und c-jun, deren Aktivitét zur Zellproliferation und zum Eintritt von Zellen in die S-
Phase beitragt (Pagés et al., 1993). Da Bradykinin die c-fos Transkription induzieren kann
(Zwick, 1999), sollte im folgenden Experiment analysiert werden, inwieweit die PTP-SL
diesen Signalweg beeinflussen kann. Hierzu wurden die Zellen wie zuvor beschrieben
ausgesit, 24 Stunden gehungert und darauffolgend 60min mit Bradykinin stimuliert.
AnschlieBend wurde aus den Zellen die zytoplasmatische RNA prépariert und aus dieser die
cDNA hergestellt. Die Analyse der c-fos Induktion erfolgte mittels ,,real-time* PCR, wobei
Cyclophylin A als Kontrolle diente. Abbildung 33 zeigt die Auswertung dieses Experimentes
als Balkendiagramm.
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Abb. 33: PTP-SL reduziert die Bradykinin induzierte c-fos Transkription. PC12/pcDNA3 (Mock),
PC12/PTP-SL WT, PC12/PTP-SL SE231, PC12/PTP-SL SA231 und PC12/PTP-SL CS Klone wurden
24h gehungert und anschlieffend 60min mit 1uM Bradykinin stimuliert. Nach der Zelllyse wurde die
zytoplasmatische RNA extrahiert, in cDNA transkribiert und mittels ,real-time“ PCR analysiert.

Es ist klar zu erkennen, dass der Wildtyp der PTP-SL als auch die ebenfalls katalytisch
aktiven SE231 und SA231 Mutanten die c-fos Transkription reduzieren konnten (-87%, -94%
bzw. -86%). Zwar fiithrte auch die Expression der PTP-SL CS Mutante zu einer gewissen
Reduktion der c-fos Transkriptionsinduktion, doch diese fillt mit etwa 20% im Vergleich zu
den anderen Phosphatase Konstrukten relativ gering aus. Zusammenfassend ldsst sich sagen,
dass die zuvor nachgewiesene Reduktion der Bradykinin induzierten ERK/MAPKinase

Aktivierung sich auch in einer deutlichen Verringerung der c-fos Transkription widerspiegelt.
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4 Diskussion

Die Familie der MAPKinasen spielt in der zelluldren Signaltransduktion eine grofle Rolle.
Aktivierung der MAPKinasen fiihrt unter anderem zur Proliferation, Differenzierung oder
Apoptose (Ip and Davis, 1998; Marshall, 1995). Die MAPKinasen ERK1 und ERK2 kénnen
durch eine Vielzahl von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren aktiviert werden und sind
somit in so unterschiedlichen zelluliren Antworten wie Proliferation und Differenzierung
involviert (Cobb et al., 1991; Cobb and Goldsmith, 1995; Cobb et al., 1996; Davis, 1993).
Um die Spezifitit unterschiedlicher Stimuli zu gewéhrleisten, ist eine genaue Regulation des
MAPKinase Signalweges notwendig. Diese wird erreicht durch funktionelle Interaktionen mit
Regulator- und Effektorproteinen, wie Rezeptoren, GTP bindende Proteine, Adapterproteine,
Kinasen und Phosphatasen (Robinson and Cobb, 1997; Whitmarsh and Davis, 1998).
Vermittelt werden diese Interaktionen durch spezifische Bindungsmotive, wobei dieselbe
Bindestelle in einem Protein sowohl von Substraten und Aktivatoren als auch von
Regulatoren benutzt werden kann (Tanoue et al., 2000). Fiir die Bindung der PTP-SL an die
MAPKinasen ERKI1/2 ist die sogenannte KIM-Domine (Kinase-Interaktions-Motiv)
verantwortlich (Pulido et al.,, 1998). Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun der Frage
nachgegangen werden, inwieweit die PTP-SL in der Lage ist den ERK/MAPKinase
Signalweg zu beeinflussen. Hierbei lag das Augenmerk besonders auf der Modulation der
Bindung zwischen der PTP-SL und den ERK/MAPKinasen und deren Auswirkungen auf die
MAPKinase Aktivitét.

4.1 PTP-SL assoziiert mit den MAPKinasen ERK1/2

Wie oben bereits erwéhnt, wird die Spezifitdt des MAPKinase Signalweges durch Assoziation
mit Regulator- und Effektorproteinen erzielt (Robinson and Cobb, 1997; Whitmarsh and
Davis, 1998). So konnte fiir ERK2 demonstriert werden, dass eine einzige Bindestelle (CD-
Domaine) verantwortlich ist fiir die Interaktion mit dem Aktivator MEK1 (MAPK Kinase),
dem Substrat MNK1 (MAPK-activated Protein Kinase) und dem Regulator MKP3 (MAPK
Phosphatase) (Tanoue et al., 2000). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch die
PTP-SL mit den MAPKinasen ERK1/2 assoziieren kann (siehe 3.1). Dies steht im Einklang
mit Daten von Zuniga ef al., in denen die Interaktion von PTP-SL mit ERK1/2 und p38/HOG
beschrieben wird. Hingegen konnte keine Bindung an die JNK/MAPKinasen festgestellt
werden (Zuniga et al., 1999). Die Assoziation der PTP-SL mit p38 konnte ebenfalls im
Rahmen dieser Arbeit bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Die PTP-SL gehdrt zusammen
mit der STEP und der HE-PTP/LC-PTP zu einer Familie von Phosphatasen deren
charakteristisches Merkmal die KIM-Doméne darstellt (Szedlacsek et al., 2001). Dieser

besondere Bereich der Phosphatasen ist entscheidend fiir die Bindung an die MAPKinasen
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(Pulido et al., 1998; Saxena et al., 1999). Die KIM-Doméine besteht aus 16 Aminoséduren.
Innerhalb der KIM-Doméne befinden sich zwei Argininreste (AS 228 und 229). Die Mutation
dieser beiden Aminosduren bewirkt eine deutliche Reduktion der Bindung zwischen der PTP-
SL und ERK1/2 (Zuniga et al., 1999). Interessanterweise tritt derselbe Effekt bei MKP3 und
MNKI1 auf. Die Mutation der Argininreste in der fiir die Bindung an ERK2 beteiligten Region
filhrt auch hier zu einem Verlust der Interaktion (Tanoue et al., 2000). Da diese beiden
Proteine an die CD-Domine von ERK2 binden, besteht somit die Moglichkeit, dass auch die
PTP-SL in dieser Region an ERK2 bindet. Entscheidend fiir die Bindungskapazitit der ERK2
CD-Doméne sind zwei Aspartatreste. Die Mutation dieser Aspartatreste fiihrt zum Verlust der
Bindung mit MKP3 und MNKI1 (Tanoue et al., 2000). Somit scheint es sich hier um eine
ionische Bindung zu handeln, bei der die negativen Ladungen auf der Seite von ERK2 und die

positiven Ladungen auf der Seite des andockenden Proteins liegen.

4.2 PKA inhibiert die Bindung zwischen PTP-SL und ERK1/2 durch
Phosphorylierung des Serin 231 in der KIM-Doméne der
Phosphatase

Die fiir die Bindung der PTP-SL wichtige KIM-Doméne enthdlt eine potentielle PKA-
Phosphorylierungsstelle (RRXS).

KIM-Doméne (AS 224-239): GLQERRGSNVSLTLDM

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die PKA in der Lage ist, die
PTP-SL spezifisch innerhalb der KIM-Domine zu phosphorylieren (siehe 3.2.1). Durch die
Phosphorylierung wird die Bindung zwischen der PTP-SL und ERK?2 inhibiert (siche 3.2.2).
Die Inhibition wird durch die, im Rahmen der Phosphorylierung eingebrachten, negativen
Ladungen der Phosphatgruppe erzeugt. Wie zuvor (sieche 4.1) schon beschrieben, sind die
Ladungsverhéltnisse enorm wichtig fiir die Bindung zwischen der PTP-SL und ERK2. Der
bindende Bereich der Phosphatase ist normalerweise positiv geladen und der Bereich der
Kinase negativ. Durch die negativen Ladungen der Phosphatgruppe hingegen konnten die
positiven Ladungen der Phosphatase quasi maskiert werden. Somit wire keine ionische
Bindung zur MAPKinase mehr moglich. Durch Mutationsstudien konnte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden, dass die Einfithrung einer negativen Ladung allein noch nicht zur
Inhibition der Bindung ausreicht, sondern die Position innerhalb der KIM-Doméne auch noch
einen entscheidenden Faktor darstellt. Mit Hilfe von Glutamatmutanten wurde die
Phosphorylierung innerhalb der KIM-Doméne nachgeahmt. Dabei zeigte sich, dass nur die
Glutamatmutante des Serin 231 zum Verlust der Bindung fiihrt, nicht jedoch die Mutante des
Serin 234 (siehe 3.2.3). Hierbei ist anzumerken, dass nur das Serin 231 innerhalb der PKA-
Erkennungssequenz liegt. Die in dieser Arbeit festgestellte Hyperphosphorylierung des
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Wildtyps und der CS Mutante der PTP-SL, nicht jedoch der SE231 und SA231 Mutante,
lassen den Schluss zu, dass auch in-vivo nur das Serin 231 durch PKA phosphoryliert wird.
Diese Ergebnisse werden durch Daten von Zuniga et al. und Blanco-Aparicio et al. bestétigt,
welche zeitgleich zu dieser Arbeit veroffentlicht wurden (Blanco-Aparicio et al., 1999;
Zuniga et al., 1999). Die Phosphorylierung innerhalb der KIM-Domine durch PKA ist auch
fiir die Phosphatasen STEP und He-PTP nachgewiesen worden. Fiir die He-PTP konnte in
diesem Zusammenhang ebenfalls die Inhibition der Bindung zu den MAPKinasen festgestellt
werden, wihrend fiir die Phosphatase STEP diesbeziiglich keine Untersuchungen vorliegen
(Paul et al., 2000; Saxena et al., 1999). Somit scheint es sich bei der PKA vermittelten
Phosphorylierung der KIM-Doméne um einen generellen Mechanismus zur Regulation von

Proteininteraktionen zu handeln.

4.3 Die Phosphorylierung des Serin 231 fithrt zu einem veridnderten
Enzym-Substrat-Verhalten der PTP-SL

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des Serin 231 der PTP-SL
durch PKA den Verlust der spezifischen Substraterkennung zur Folge hat. Die SE231
Mutante der PTP-SL war im Gegensatz zur SA231 Mutante und zum Wildtyp nicht in der
Lage, die EGF vermittelte ERK2 Aktivierung zu inhibieren (siche 3.3). Gegeniiber dem
unspezifischen Substrat pNPP konnten hingegen keine Anderungen der Phosphataseaktivitit
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Somit lduft die Regulation der Phosphataseaktivitit
von PTP-SL gegniiber den MAPKinasen nicht {iber eine Inhibition der Aktivitét, sondern liber
die Modulation der Substraterkennung. Diese Ergebnisse stehen erneut im Einklang mit den
zeitgleich ermittelten Daten von Blanco-Aparicio et al. (1999), welche zur Durchfiihrung
ihrer Phosphatase Assays GST-Fusionsproteine der PTP-SL verwendeten. Auch fiir die
verwandte Phosphatase He-PTP konnte die Modulation der Bindung an die MAPKinasen
durch die PKA vermittelte Phosphorylierung innerhalb der KIM-Domine gezeigt werden
(Saxena et al., 1999). Die Bedeutung der Bindung an die MAPKinasen fiir deren Regulation
wird zusétzlich aus Daten iiber die dualspezifische Phosphatase MKP3 deutlich. Bei dieser
Phosphatase erhoht sich die katalytische Aktivitdt durch die Interaktion mit ERK2 (Camps et
al., 1998). Diese bindungsinduzierte Aktivititsregelung konnte jedoch fiir die PTP-SL nicht
nachgewiesen werden (Zuniga et al., 1999). Dass allein die Bindung an die ERK2 ein
wichtiger regulatorischer Aspekt sein kann, zeigt ein Blick auf die Kerntranslokation von
ERK2. Nach Aktivierung von ERK1/2 durch mitogen oder differenzierend wirkende Stimuli
translozieren diese Kinasen in den Kern, wo sie ihre Substrate, wie zum Beispiel Elkl,
phosphorylieren (Brunet et al., 1999; Chen et al., 1992; Gonzalez et al., 1993; Lenormand et
al., 1993; Seth et al., 1992). Zuniga et al. konnten nachweisen, dass die PTP-SL in der Lage
ist ERK2 im Zytosol zuriickzuhalten und somit die Kerntranslokation zu inhibieren. Hierfiir

ist die KIM-Doméne entscheidend und nicht die katalytische Aktivitdt, da eine entsprechende
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KIM-Deletionsmutante die Wanderung von ERK2 in den Kern nicht beeinflussen konnte,
wihrend die PTP-SL CS Mutante den selben Effekt wie der Wildtyp zeigt (Zuniga et al.,
1999). Die Phosphorylierung des Serin 231 der PTP-SL durch PKA hingegen gewdhrleistet
die Translokation von ERK2 in den Nukleus, so dass diesbeziiglich der PKA eine wichtige
regulatorische Funktion zugeordnet werden kann (Blanco-Aparicio et al., 1999).
Interessanterweise ist auch die Phosphatase MKP3 in der Lage, ERK1 und ERK2 im Zytosol
zuriickzuhalten und somit deren Eintritt in den Kern zu verhindern (Brunet et al., 1999).
Folglich scheinen verschiedene Negativregulatoren der MAPKinasen einen #hnlichen

Mechanismus zur Verhinderung der ERK1/2 Kerntranslokation zu benutzen.

4.4 Untersuchungen zur biologischen Bedeutung der PKA vermittelten
PTP-SL/ERK1/2 Bindungsmodulation

Die neuronale Zelllinie PC12 eignet sich hervorragend, um die Auswirkungen der PKA
vermittelten Phosphorylierung der PTP-SL zu untersuchen. Fiir diese Zelllinie ist eine
Aktivierung der ERK/MAPKinasen durch cAMP beschrieben (Frodin et al., 1994). Des
weiteren lassen sich hier bestimmte biologische Effekte auf die Dauer der MAPKinase
Aktivierung zuriickfithren. Die EGF Stimulation von PC12 Zellen fiihrt durch die kurzzeitige
Aktivierung der MAPKinasen zur Zellproliferation. NGF hingegen bewirkt eine langanhalte
MAPKinase Aktivierung und induziert dadurch die Differenzierung der PCI12 Zellen.
(Marshall, 1995). Aus diesen Griinden wurden die nachfolgenden Teile dieser Arbeit
hauptséchlich mit monoklonalen PC12 Zellen durchgefiihrt, welche verschiedene Konstrukte
der PTP-SL exprimierten.

4.4.1 Untersuchungen zur Rolle der PTP-SL in verschiedenen Signalwegen

Die bisherigen Daten zur PTP-SL zeigten, dass die transiente Uberexpression der Phosphatase
in den nicht neuronalen Zellen COS-7 die EGF induzierte ERK1/2 Aktivierung reduziert.
Ebenso fiihrte die stabile Expression der PTP-SL in NIH-3T3 zu einer Reduktion der basalen
und der FCS induzierten ERK1/2 Aktivitit (Pulido et al., 1998). PTP-BR7-M4 ist eine
Isoform der zytoplasmatischen PTP-SL, deren C-Terminus jedoch um 34 AS verkiirzt ist. Die
Uberexpression dieser Phosphatase in PC12 Zellen bewirkte die Inhibition der NGF
induzierten ERK Aktivierung welches durch einen Promotor Assay nachgewiesen wurde
(Ogata et al., 1999). In dieser Arbeit wurde die NGF induzierte ERK1/2 Aktivierung mittels
Antikorperdetektion der phosphorylierten MAPKinasen untersucht. Hierbei konnte hingegen
kein Effekt der PTP-SL auf die ERK1/2 Aktivierung festgestellt werden. Die Diskrepanz der
Ergebnisse konnte aufgrund unterschiedlicher Expressionsstirken der Phosphatase zustande
kommen. Der von Ogata et al. verwendete Vektor (pEF-BOS) erlaubt aufgrund des EF-la

Promotors weit hohere Proteinexpressionen als der in dieser Arbeit benutzte pcDNA3 Vektor



4 Diskussion 84

mit seinem CMV Promotor (Goldman et al., 1996). Auch die von Pulido et al. beobachtete
Reduktion der ERK1/2 Aktivitit nach EGF Stimulation in COS-7 Zellen konnte in dieser
Arbeit fiir PC12 Zellen nicht gezeigt werden. Hingegen konnte nach Transfektion der PTP-SL
in HEK293 Zellen, Stimulation mit EGF und anschlieBender Durchfiihrung eines in-vitro
MAPKinase Assays eine inhibitorische Wirkung der PTP-SL bestitigt werden (siehe 3.3.1).
Die gegensitzlichen Ergebnisse konnten auf zelltypspezifische Unterschiede in Bezug auf die
Sensitivitdt gegeniiber EGF zuriickzufiihren sein. Auch die Stirke der Expression der
Phosphatase kann innerhalb der verschiedenen Zelltypen variieren. So konnte im Rahmen
dieser Arbeit beobachtet werden, dass trotz Verwendung geringerer Zellzahlen der transient
transfizierten HEK293 Zellen gegeniiber den stabilen PC12 Zellen letztendlich mehr PTP-SL
mittels Antikorper detektiert wurde (Daten nicht gezeigt), was auf eine héhere Expression
schlieen ldsst.

Des weiteren wurde nachgewiesen, dass die PTP-SL in der Lage ist, die Forskolin und FGF
vermittelte ERK Aktivierung zu reduzieren (siche 3.4.2.1). Hierbei war jedoch kein
Unterschied zwischen dem Wildtyp der PTP-SL und der SA231 Mutante detektierbar. Somit
konnte unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen in PC12 Zellen trotz der Forskolin
induzierten PKA Aktivierung keine Phosphorylierung der PTP-SL am Serin 231
nachgewiesen werden, welche zuvor schon in COS-7 Zellen demonstriert wurde (siche 3.2.4
und 3.2.5). Die Lokalisation von PKA ist ein entscheidender Faktor fiir die Phosphorylierung
eines spezifischen Substrat (Skalhegg and Tasken, 2000). Sie wird unter anderem durch die
unterschiedliche zelluldre Verteilung von verschiedenen AKAP’s (A Kinase Anchoring
Proteins) bestimmt (Skalhegg and Tasken, 2000). Somit kdnnte es sein, dass in PC12 Zellen
die Stimulation mit Forskolin nicht ausreicht, um die PTP-SL und die PKA in dasselbe
zelluldre Kompartiment zu bringen. Dadurch wiirde trotz Aktivierung der PKA keine
Phosphorylierung der Phosphatase mdglich sein. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die
Daten von Rich et al. (2001), welche belegen, dass ein extrazelluldrer Stimulus die
Ausbildung unterschiedlicher cAMP Signale in verschiedenen Kompartimenten einer
einzelnen Zelle induzieren kann (Rich et al., 2001).

Bei der Stimulation mit Bradykinin hingegen war ein Unterschied zwischen dem Wildtyp der
PTP-SL und der SA231 Mutante im Bezug auf die ERK1/2 Dephosphorylierung erkennbar.
Die SA231 Mutante ermoglichte eine stirkere Dephosphorylierung als der Wildtyp (siche
3.4.2.2). Dies ldsst den Schluss zu, dass hierbei der Phosphorylierungsstatus des Serin 231
eine Rolle spielen konnte. Bradykinin fiihrt zur Stimulation der Phospholipase C. Hierdurch
wird Inositol-3-phosphat produziert, wodurch nachfolgend die Offnung von Kalziumkanilen
bewirkt ~ wird. Diese  Bradykinin  induzierte = Erhdhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration fithrt zur Erhohung des cAMP Spiegels und letztlich zur Aktivierung
von PKA (Graness et al., 1997). Somit sind die Grundvoraussetzungen fiir eine
Phosphorylierung der PTP-SL geschaffen. Im Bezug auf die Bindung zwischen der PTP-SL
und ERKI1/2 konnte hingegen kein Unterschied festgestellt werden, da nach
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Bradykininstimulation gleichviel ERK2 vom Wildtyp der Phosphatase und der SA231
Mutante coprizipitiert wurde (siehe 3.4.2.2). Es stellt sich hierbei jedoch die Frage, inwieweit
feine Unterschiede im Phosphorylierungsstatus der PTP-SL sich in einer Coprizipitation
widerspiegeln. Um genaue Aussagen iiber das Ausmall der Phosphorylierung machen zu
konnen, wéren weitere Experimente, wie zum Beispiel ein in-vivo labeling, notig. In diesem
Zusammenhang muss erneut erwiahnt werden, dass die Bradykinin induzierte Erh6hung des
cAMP-Spiegels ein Ca*'/Calmodulin vermittelter Effekt ist (Graness et al., 1997). Die
Analyse der KIM-Doméne der PTP-SL nach potentiellen Phosphorylierungsstellen mit Hilfe
des Programms NetPhos 2.0 ergab, dass das Serin 231 auch durch die CaMKinase II
(Ca**/Calmodulin dependent protein kinase) phosphoryliert werden kénnte. Somit besteht die
Moglichkeit, dass die verringerte ERK Dephosphorylierung durch den Wildtyp der PTP-SL
nicht durch eine PKA vermittelte Phosphorylierung verursacht wurde, sondern durch die

CaMKinase II. Diesbeziiglich sind weitere Untersuchungen notwendig.
4.4.2 Eftekt der PTP-SL auf die Zellproliferation

Den MAPKinasen wird eine wichtige Rolle in der Zellproliferation zugeschrieben (Fisher et
al., 2001; Jones et al., 2001; Lai et al., 2001). Ebenso wichtig ist deren Regulation, um
krankhaftes Wachstum der Zellen zu vermeiden. Hierbei sind die MAPKinase Phosphatasen
von entscheidender Bedeutung. So bewirkt die Uberexpression von MKP1 (MAPKinase
Phosphatase) die Inhibition der Proliferation von VSMC Zellen (Vascular Smooth Muscle
Cells) (Li et al., 1999). Der Verlust der PTPPBS gamma (-), einer zytoplasmatischen Isoform
der PTP-SL, fiihrt zu einem verdnderten Wachstumsverhalten von Chondroblasten. Daher
wird vermutet, dass diese Isoform die Proliferation dieser Zellen regulieren kann (Augustine
et al., 2000). Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei Strategien zur Untersuchung des
Einflusses der PTP-SL auf die Zellproliferation angewendet. Zum einen wurde das Wachstum
stabiler PC12 Zellen analysiert und zum anderen die Proliferation von transient transfizierten
NIH-3T3 Zellen untersucht. Bei der Auswertung des Wachstumsverhaltens der PC12 Zellen
fiel auf, dass die durch Kollagen aktivierten integrinabhdngigen Signalwege die
Zellteilungsrate positiv beeinflussten (siehe 3.4.3.1). Der Einflu von Integrinen auf die
Zellproliferation ist auch in der Literatur beschrieben (Coppolino and Dedhar, 2000).
Innerhalb dieser Versuche war die PTP-SL nur beim Zellwachstum unter suboptimalen
Bedingungen (Plastik, serumreduziertes Medium) in der Lage, dasselbige zu reduzieren (siche
3.4.3.1). Hingegen ermdglichte die katalytisch inaktive CS Mutante der PTP-SL unter
normalen Serumbedingungen eine Erhohung der Proliferationsrate. Dies legt die Vermutung
nahe, dass die Bindung der CS Mutante an ERK2 die Dephosphorylierung der Kinase durch
endogene Phosphatasen verhindert, was letztendlich ein schnelleres Wachstum ermoglicht.
Der positive Effekt der CS Mutante auf die ERK2 Aktivitdt konnte auch von Pulido et al.
nachgewiesen werden (Pulido et al., 1998). Die Phosphorylierung des Serin 231 der PTP-SL
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scheint keine Rolle bei der Proliferation zu spielen, da kein Unterschied zwischen den stabilen
PC12 Zellen der PTP-SL SE231 und der PTP-SL SA231 Mutante zu erkennen war (siche
3.4.3.1). Dies wiirde bedeuten, dass die Kerntranslokation von ERK1/2 fiir die Proliferation
der Zellen nicht essentiell ist. Dies steht im Einklang mit Daten aus der Literatur in denen
beschrieben wird, dass die transiente ERK Aktivierung, die in PC12 Zellen die Proliferation
bewirkt, nicht zur Wanderung von ERK in den Kern fiihrt. Hingegen ermdglicht die
dauerhafte Aktivierung die Kerntranslokation von ERK und letztendlich die Differenzierung
von PC12 Zellen (Marshall, 1995).

Auch das Wachstum der transient transfizierten NIH-3T3 Zellen wurde durch die Expression
der katalytisch inaktiven PTP-SL CS Mutante verstirkt (siche 3.4.3.2). Die vermutliche
Ursache fiir diese proproliferative Wirkung wurde bereits oben diskutiert. Die Expression des
Wildtyps der PTP-SL fiihrte in diesem Fall zu einer eindeutigen Reduktion des stimulierten
Wachstums (sieche 3.4.3.2). Der inhibierende Effekt der PTP-SL in den NIH-3T3 Zellen ist
somit grofer als in den stabilen PC12 Zellen, da hier die Reduktion des Wachstums nur unter
suboptimalen Bedingungen (Plastik, serumreduziertes Medium) zu beobachten war. Fiir
diesen Unterschied konnten unter anderem die verschiedenen Testsysteme verantwortlich
sein, Zellzahlung bei den PC12 Zellen gegeniiber Thymidineinbau bei den NIH-3T3 Zellen.
Zudem ist anzunehmen, dass zelltypspezifische Varianzen vorhanden sind. Fiir die NIH-3T3
Zellen ist im Gegensatz zu den neuronalen PC12 Zellen bisher noch keine endogene PTP-SL
Isoform beschrieben. Somit konnten in PC12 Zellen derzeit noch nicht identifizierte
Regulationsmechanismen vorhanden sein, die die Aktivitdt und/oder zelluldre Lokalisation
der PTP-SL stimulusspezifisch beeinflussen. Moglicherweise fehlen diese Regulatoren in den
NIH-3T3 Zellen, wodurch der beobachtete Unterschied in der Wachstumsregulation durch
PTP-SL zustande kommen konnte. Diesbeziiglich liegen jedoch keine Daten aus der Literatur
vor, so dass hierzu weitere Untersuchungen notwendig wiren. Im Bezug auf einen
potentiellen Effekt der PKA Phosphorylierung bleibt zu erwihnen, dass fiir die mit der PTP-
SL SE231 Mutante transfizierten Zellen zwar tendentiell eine stirkere Proliferation im
Vergleich zur PTP-SL SA231 Mutante festgestellt wurde, dies jedoch keine Signifikanz
aufweist. Die Regulationsmechanismen, mit deren Hilfe cAMP in das Zellwachstum von
NIH-3T3 Zellen eingreift, liegen zudem wohl weiter oberhalb in der Signalkette. cAMP
aktiviert das kleine G Protein Rapl und bewirkt somit die Assoziation zwischen Rapl und
Rafl. Dieses inhibiert die Ras-abhingige Aktivierung von ERK1/2 und letztendlich die
Zellproliferation (Schmitt and Stork, 2001). Da cAMP bzw. PKA dadurch einen negativen
Effekt auf den ERK Signalweg in den NIH-3T3 Zellen ausiibt, ist dieses Zellsystem nicht
geeignet, um weitere Untersuchungen iiber Effekte der PKA vermittelten PTP-SL
Phosphorylierung durchzufiihren.
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4.4.3 Rolle der PTP-SL bei der hunger-induzierten Apoptose

Aufgrund der Literatur zum Thema Apoptose in PC12 Zellen konnte vermutet werden, dass
die PTP-SL einen EinfluB} auf den Ablauf des programmierten Zelltodes haben konnte. Fiir
die MAPKinasen ERK1/2 ist eine anti-apoptotische Wirkung im Bezug auf die hunger-
induzierte Apoptose (kultivieren der Zellen im serumfreien Medium) beschrieben (Kim et al.,
2000). Die Aktivierung von JNK und p38 bei gleichzeitiger Inhibition von ERK1/2 ist ein
kritischer Schritt fiir die Induktion von Apoptose (Xia et al., 1995). Auch PKA scheint eine
anti-apoptotische Wirkung zu haben. Die Stimulation von A(2A)-Adenosin-Rezeptoren
bewahrt die Zellen vor der hunger-induzierten Apoptose. Dieser Effekt wird durch PKA
Inhibitoren blockiert (Huang ef al., 2001). Hingegen erzeugt die Stimulation von AT2-
Rezeptoren einen pro-apoptotischen Effekt. Dies geschieht unter anderem durch die Induktion
von MKP1 und der damit verbundenen MAPKinase Inhibition (Horiuchi et al., 1998). Trotz
der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur Apoptose ldsst sich keine
Aussage Uber eine mogliche Rolle der PTP-SL in diesem zelluldren Prozess machen. Dazu
waren die Unterschiede im Apoptoseverhalten zwischen verschiedenen Klonen der
monoklonalen PTP-SL PC12 Zelllinien zu groB. Die Ursache hierfiir konnte im langen
Selektionsproze3 zur Erlangung der monoklonalen Zelllinien liegen. Da bei der Selektion fiir
die Zelle das Uberleben im Vordergrund steht, konnten hier zellulire Verinderung geschehen,
die ein verdndertes Apoptoseverhalten zur Folge haben. Dadurch wiirde die Vergleichbarkeit
zwischen den Klonen im Bezug zum programmierten Zelltod nicht mehr gewiéhrleistet sein.
Fiir die Frage, ob die PTP-SL die Apoptose modulieren kann, wire ein Zellsystem notwendig,
das gut transient transfizierbar ist. Dies ist bei PC12 Zellen leider nicht der Fall. Eine weitere
Moglichkeit wiére die transiente virale Infektion, um eine moglichst hohe Zahl von PTP-SL

exprimierenden Zellen zu erzielen.
4.4.4 Bedeutung der PTP-SL im Adhésionsverhalten von PC12 Zellen

Die Aktivierung der ERK/MAPKinasen stellt einen wichtigen Schritt bei der Zelladhdsion
dar. Durch Expression von dominant-negativer ERK1 konnte die essentielle Bedeutung dieser
Kinase fiir die Adhision von Osteoblasten nachgewiesen werden (Lai et al., 2001). Auch der
EinfluB von MAPKinase Phosphatasen ist in der Literatur beschrieben. So fiihrt die
Transfektion von NR-6 Zellen mit einer katalytisch-inaktiven Mutante der zytoplasmatischen
MKP3 zur Verankerung von ERK im Zytoplasma. Dies hat eine Reduktion der EGF
induzierten Deadhdsion zur Folge (Glading et al., 2001). Die Integrin vermittelte Adhésion
von Endothelzellen (HUVEC) bewirkt die Induktion der MKP1 Expression. Dieser Prozess ist
abhingig von der ERK/MAPKinase  Aktivitit und kann als  negativer

Riickkopplungsmechanismus angesehen werden (Kim and Corson, 2000). Auch bei der
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Zelladhédsion spielt somit die Regulation der Aktivitdt und der Lokalisation von ERK1/2 eine
entscheidende Rolle.

Im Zuge dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass die Phosphorylierung der PTP-SL am
Serin 231 einen EinfluB} auf die Adhédsion hat. So zeigten die Zellen mit der PTP-SL SA231
Mutante eindeutig das hochste Mall an Adhésion, wihrend fiir die Zellen mit der PTP-SL
SE231 Mutante die geringsten Zellzahlen ermittelt wurden. Die Expression des Wildtyps und
der CS Mutante der Phosphatase erhdhten die Adhésionsfahigkeit im Vergleich zu den Mock
Zellen nur geringfiigig (siche 3.4.5). Dabei ist der Prozentsatz an adhérierten Zellen bei der
CS Mutante hoher als beim Wildtyp der PTP-SL. Dies ldsst den Schlul zu, dass fiir die
Modulation des Adhédsionsverhaltens der PC12 Zellen durch die PTP-SL die
Phosphataseaktivitét keine wesentliche Rolle spielt. Stattdessen erscheint die Verankerung der
ERK/MAPKinasen durch die zytoplasmatische PTP-SL im Zytosol von entscheidender
Bedeutung zu sein. Nur so ist es zu erkldren, dass die SA Mutante der PTP-SL das hdchste
MalBl an Adhidsion zeigte. Bei dieser Mutante ist die Bindung an ERKI1/2 nicht mehr
regulierbar und sie kann als konstitutiv bindend bezeichnet werden. Die SE Mutante, die
ERK1/2 nicht mehr binden kann, zeigte dann dementsprechend auch das geringste Mal3 an
Adhésion. Da sowohl der Wildtyp als auch die CS Mutante in der Lage sind, ERK1/2 zu
binden, konnen beide in Abhdngigkeit einer potentiellen Serinphosphorylierung (Serin 231)
die MAPKinasen im Zytosol zuriickhalten. Diese Ergebnisse sind konform mit den oben
beschriecbenen MKP3 Daten von Glading et al. (2001) (Glading et al., 2001).
Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine regulatorische Rolle fiir die PTP-SL in
der Zelladhédsion hin, wobei die Phosphorylierung des Serin 231 von entscheidender
Bedeutung ist. Ob in diesem Kontext diese Phosphorylierung durch PKA durchgefiihrt wird,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig aufgeklart werden. Aus der Literatur geht
hervor, dass die Stimulation von PC12 Zellen mit cAMP die Adhésion der Zellen fordert
(Schubert and Whitlock, 1977; Schulze and Perez-Polo, 1982). Im Bezug auf die
Phosphorylierung der PTP-SL durch PKA wiirde das bedeuten, dass die Zellen der PTP-SL
SE231 Mutante am besten adhirieren sollten. Das Gegenteil ist jedoch der Fall. Fraglich
bleibt jedoch, welche Kinase dann die PTP-SL phosphorylieren konnte, da der Unterschied
zwischen der PTP-SL SE231 und der SA231 Mutante eindeutig ist. Eine Abschwéchung der
Adhision nach cAMP Stimulation ist hingegen fiir zwei humane neuroblastoma Zelllinien
(KA und SYS5Y) beschrieben (Schulze and Perez-Polo, 1982). Die Wiederholung der
Experimente bei gleichzeitiger Stimulation mit Forskolin oder di-bromo-cAMP koénnten
weitere Hinweise liefern, inwieweit der bei den Mutanten beobachtete Effekt auf eine PKA
vermittelte Phosphorylierung zuriickzufiihren ist. Wie unter Punkt 4.4.1 schon erwéhnt sind
auch andere Kinasen in der Lage das Serin 231 der PTP-SL zu phosphorylieren. Zu diesen
Kinasen gehoren die CaMKinase II (Ca”*/Calmodulin dependent protein kinase) und die
cGMP abhingige PKG (Programm NetPhos 2.0). Interessant im Hinblick auf den oben
beschriebenen Effekt der SE und SA Mutanten ist hierbei die durch Kalzium aktivierbare
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CaMKinase II. In der Literatur wird in den meisten Fillen eine Verstirkung der PCI12
Zelladhision durch Ca®" beschrieben (Kozak and Yavin, 1992; Masse and Kelly, 1997).
Hierbei ist jedoch zu beachten, auf welchem Untergrund die PC12 Zellen ausgesit wurden, da
dies die Wirkung von Ca*" auf die Zelladhision wesentlich beeinflusst. Mit Ca®" als einzigem
divalenten Kation im Medium adhérieren PC12 Zellen normal auf WGA (Weizenkeim-
Agglutinin) und Poly-Lysin, nicht jedoch auf Kollagen oder Laminin (Turner et al., 1987).
Bei dem von Masse und Kelly beschriebenen positiven Einfluss von Kalzium auf die
Zelladhédsion wurden mit Poly-L-Ornithin beschichtete Kulturschalen verwendet (Masse and
Kelly, 1997). Hingegen wurden die Experimente in dieser Arbeit mit Kollagen beschichteten
Kulturschalen durchgefiihrt. Eine potentielle Phosphorylierung der PTP-SL am Serin 231
durch die CaMKinase II konnte somit die Adhdsion auf Kollagen negativ beeinflussen. Dies

ware ein Ansatzpunkt fiir nachfolgende Experimente.

4.4.5 Untersuchungen zum Einfluss der PTP-SL auf die Differenzierung von
PC12 Zellen

Die bisher publizierten Daten zur Differenzierung von PC12 Zellen gaben Anlass zur
Annahme, dass die PTP-SL diesen Prozess modulieren konnte. So ist der MEK1 Inhibitor
PD98059 in der Lage, die NGF induzierte Neuritenausbildung komplett zu blockieren. Dies
zeigt, dall der MAPKinase Signalweg essentiell flir die NGF induzierte PC12 Differenzierung
ist (Pang et al., 1995). Die Infektion von PC12 Zellen mit konstitutiv aktiver MEK1 bewirkt
die Differenzierung der Zellen ohne weitere Stimuli, wie z.B. NGF. Hingegen fiihrt die
Expression von dominant negativer MEK1 oder ERK2 zur Inhibition der Differenzierung
(Klesse et al., 1999). Auch der EinfluB von MAPKinase Phosphatasen auf die Differenzierung
ist in der Literatur beschrieben. So fiihrt die Coinjektion von CL100 (MKP1) zur Inhibition
von N-STE11 oder S222E-MAPKK induzierter Neuritenausbildung. N-STE11 ist eine
konstitutiv aktive Mutante einer Hefe MAPKK Kinase, wihrend S222E-MAPKK eine
moderat aktive Mutante einer Xenopus MAPK Kinase darstellt (Fukuda et al., 1995). Auch
die Frage der ERKI1/2 Kerntranslokation wird im Zusammenhang mit der PC12
Differenzierung diskutiert. Die Expression geringer Mengen an dominant negativem Ha-Ras
Asn-17 Protein erlaubt die transiente Aktivierung von ERK1/2 nach NGF Stimulation,
verhindert aber die Kerntranslokation der beiden MAPKn und inhibiert das NGF induzierte
Neuritenwachstum (Boglari et al., 1998). Das bedeutet, dal die dauerhafte Aktivierung von
ERK1/2 und deren Translokation in den Kern wichtig fiir die Ausbildung von Neuriten ist.
Interessanterweise ist die Wanderung von ERK1 in den Kern PKA abhdngig. Die Inhibition
von PKA blockt die NGF induzierte Kerntranslokation von ERK1 (Yao et al., 1998). Hierbei
konnte die PKA vermittelte Phosphorylierung der PTP-SL eine entscheidende Rolle spielen,
da diese zur Inhibition der PTP-SL/ERK1/2 Bindung fiihrt und somit die PTP-SL nicht mehr

in der Lage wire, die ERK/MAPKinasen im Zytosol zuriickzuhalten. Leider dienen die in
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dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur PC12 Differenzierung nicht zur Beantwortung
der Frage nach dem EinfluB der PTP-SL auf diesen zelluldren Prozel (siche 3.4.6). Die
Unterschiede zwischen den einzelnen Klonen waren zu grof3, als dass spezifische Aussagen
getroffen werden konnten. Der Selektionsdruck wihrend der Herstellung der monoklonalen
PC12 Zelllinien scheint tiefgreifende zellulire Verdanderungen mit sich zu ziehen, welche die
Vergleichbarkeit der generierten Klone im Bezug auf zellbiologische Vorginge wie die
Differenzierung unmoglich machen. Die Konsequenz hieraus wire die Wiederholung der
Experimente unter transienten Bedingungen. Da die Transfektionseffizienz bei PC12 Zellen
jedoch ein Problem darstellt, wire es sinnvoll, diese Versuche mit GFP markierter PTP-SL
durchzufiihren. Anhand der farblichen Markierung konnten so spezifisch nur die Zellen auf
ihr Differenzierungsverhalten untersucht werden, welche auch die PTP-SL DNA
aufgenommen haben. Leider konnen diese durchaus sinnvoll erscheinenden Versuche aus

zeitlichen Griinden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.
4.4.6 Eftekt der PTP-SL bei der Bradykinin induzierten c-fos Transkription

Die Aktivierung der ERK/MAPKinasen stellt einen wichtigen Schritt fiir die Induktion von
sogenannten ,,immediate-early” Genen wie c-fos und c-jun dar, deren Aktivitit zur
Zellproliferation und zum Eintritt von Zellen in die S-Phase beitrdgt (Pages ef al., 1993). In
PC12 Zellen kann die c-fos Transkription unter anderem durch Stimulation mit Bradykinin
hervorgerufen werden (Zwick et al., 1999). In dieser Arbeit konnte gezeigt wurde, da3 die
PTP-SL in der Lage ist, die Bradykinin induzierte c-fos Transkription deutlich um etwa 90%
zu reduzieren (siche 3.4.7). Dieser Effekt ist abhingig von der katalytischen Aktivitdt der
Phosphatase, da die Expression der PTP-SL CS Mutante nur zu einem sehr geringen
inhibitorischen Effekt fiihrte, der durch das Zuriickhalten von ERKI1/2 im Zytosol
hervorgerufen sein konnte. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch Daten aus der Literatur.
Hierbei wurden ERKI1/2 Fusionsproteine hergestellt, die eine Farnesylierungssequenz
enthielten und somit zur Membranverankerung von ERK1/2 fiihrten. Dies resultierte in einer
Inhibition der c-fos Transkription, wodurch die essentielle Bedeutung der ERKI1/2
Kerntranslokation hervorgehoben wurde (Hochholdinger et al., 1999). Auch bei Arbeiten von
Saxena et al. mit der PTP-SL verwandten Phosphatase He-PTP wurden dhnliche Ergebnisse
erzielt. Die Expression des Wildtyps der He-PTP und der SA23 Mutante in Jurkat T-Zellen
verringerten in einem c-fos Promotor Assay die c-fos Aktivierung, wihrend die CS Mutante
der He-PTP nur sehr geringe Effekte zeigte. Die Stimulation mit cAMP fiihrte hierbei zu einer
Reduktion der inhibitorischen Wirkung des He-PTP Wildtyps, wéhrend die SA23 Mutante
unbeeinflusst blieb. Dies deutet auf eine wichtige Rolle fir die PKA vermittelte
Phosphorylierung der KIM-Domidne dieser Phosphatase hin, wobei jedoch keine
Glutamatmutante als ,,positiv* Kontrolle eingesetzt wurde (Saxena et al., 1999). Im Rahmen

dieser Arbeit konnte jedoch kein essentieller Effekt einer potentiellen Phosphorylierung der
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KIM-Doméne der PTP-SL fiir die Bradykinin induzierte c-fos Transkription nachgewiesen
werden, da die Mutation des Serin 231 zu Glutamat oder Alanin diesbeziiglich keinerlei
Auswirkung hatte (siche 3.4.7). Die in Abschnitt 3.4.2.2 festgestellte geringfiigig stirkere
ERK1/2 Dephosphorylierung der PTP-SL SA231 Mutante im Vergleich zum Wildtyp
spiegelte sich somit nicht bei der Reduktion der c-fos Transkription wider. Die Ursache
hierfiir konnte die MAPKinase ERKS5 sein. So ist in der Literatur beschrieben, daf3 die Serum-
induzierte c-fos Expression durch dominant-negative ERKS deutlich inhibiert wird
(Kamakura et al., 1999). Die PTP-SL ist in der Lage an ERKS zu binden und diese Kinase zu
dephosphorylieren (Buschbeck, personliche Mitteilung). Fiir die Bindung an ERKS ist nicht
nur die KIM-Doméne verantwortlich, wie das hingegen bei der Bindung an ERK1/2 der Fall
ist, sondern auch die Phosphatase-Doméne (Buschbeck, personliche Mitteilung). Somit
konnte der EinfluB3 der Phosphorylierung der KIM-Doméne allein nicht mehr ausreichen, um
die Bindung zwischen der PTP-SL und ERKS zu blockieren. In diesem Fall konnte die PTP-
SL trotz phosphorylierter KIM-Doméne weiterhin die ERKS Aktivitdt inhibieren. Dies wire
eine Erklarung dafiir, warum in dieser Arbeit kein Effekt der Phosphorylierung des Serin 231
der PTP-SL auf die c-fos Transkription nachzuweisen war. Da die MEKI1 und somit
letztendlich ERK1/2 Inhibitoren PD98059 und U0126 auch die ERKS5 Aktivitit inhibieren
konnen (Kamakura et al., 1999), ist eine genaue Untersuchung beziiglich der Involvierung
von ERKS in der Bradykinin induzierten c-fos Transkription derzeit nur mittels Expression
einer dominant-negativen MEKS oder mit Antisense-Oligos moglich. Dies ist aus zeitlichen

Griinden im Rahmen dieser Arbeit leider nicht mehr durchfiihrbar.

4.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die MAPKinasen ERK1/2 Substrate fiir
die PTP-SL darstellen. Zudem wurde nachgewiesen, dass die PTP-SL durch PKA
phosphoryliert werden kann. Diese Phosphorylierung in der KIM-Doméne der Phosphatase
resultiert in einer Inhibition der Bindung zwischen PTP-SL und ERK1/2. Sie dient somit der
Verianderung des Enzym-Substrat-Verhaltens der PTP-SL, da diese die ERK/MAPKinasen
nun nicht mehr inaktivieren kann. Die Bedeutung der ERK1/2 MAPKinasen fiir etliche
zelluldre Vorgénge ist in dieser Arbeit bereits hidufig erwdhnt worden. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit einer genauen Regulation der katalytischen Aktivitdt dieser Kinasen. Hierflir
steht der Zelle eine ganze Familie von MAPKinase Phosphatasen zur Verfiigung. Hierzu
gehdren Serin-/Threoninproteinphosphatasen, Proteintyrosinphosphatasen und dualspezifische
Phosphatasen, die sowohl Serin-/Threoninreste als auch Tyrosinreste dephosphorylieren
konnen. Diese Vielzahl an regulatorisch wirkenden Phosphatasen macht die Zuordnung einer
bestimmten MAPK Phosphatase zu einem bestimmten zelluldren ProzeB sehr schwierig. Dies
wird innerhalb dieser Arbeit zum Beispiel bei den Untersuchungen zum Einflufl der PTP-SL

auf das Apoptoseverhalten und die Differenzierung von PC12 Zellen deutlich. Auch innerhalb
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der Literatur findet sich dieses Phinomen der Kompensation, da fiir MKP1 defiziente Mause
kein Phédnotyp beschrieben werden konnte und diese eine normale Entwicklung zeigten
(Dorfman et al., 1996). Auch He-PTP (-/-) Méuse wiesen keinerlei Entwicklungsstérungen
auf (Gronda et al., 2001). Der Wegfall einer regulatorischen Komponente kann also in einigen
Féllen durch die Zelle bzw. den Organismus kompensiert werden.

Dennoch bietet diese Arbeit hoffnungsvolle Ansitze fiir die Involvierung der PTP-SL in
bestimmten Stoffwechselwegen bzw. zelluliren Prozessen. Gerade im Hinblick auf die
Bradykinin aktivierten Signalwege scheint die PTP-SL eine Rolle zu spielen. Die Reduktion
der ERK1/2 Aktivierung und der c-fos Transkription gibt dies beziiglich klare Hinweise. Das
Zellsystem PC12 erscheint hierbei eine gute Wahl zu sein, da diese Zellen zum einen
kontinuierlich Bradykinin produzieren (Dendorfer ef al., 1997) und zum anderen Bradykinin
Stimulation zur ,,Ausbreitung (cell spreading) von PC12 Zellen fiihrt (van Leeuwen et al.,
1999). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die Phosphorylierung des Serin 231 der
PTP-SL einen EinfluB auf das Adhisionsverhalten von PC12 Zellen hat. Somit wére es
interessant zu untersuchen, ob die PTP-SL die Bradykinin induzierte Zellausbreitung
modifizieren kann. Die Modulation des Phosphorylierungstatus des Serin 231 der PTP-SL
konnte hierbei von Bedeutung sein, da zum einen Bradykinin Stimulation von PC12 Zellen
zur Aktivierung von PKA fiihrt (Graness et al., 1997) und zum anderen der Adenylatcyclase
Aktivator Forskolin in der Lage ist Auswirkungen der Bradykinin Stimulation zu verstérken
(Etscheid et al., 1991).
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S  Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der PTP-SL als Regulator des
ERK/MAPKinase Signalweges ndher zu charakterisieren.

Mittels GST-Fusionsproteinen und Coimmunprézipitationen konnte gezeigt werden, dass die
PTP-SL mit ERK1/2 assoziiert. Entscheidend fiir die Assoziation ist ein spezieller Bereich der
Phosphatase, die sogenannte KIM-Doméne (Kinase-Interaktions-Motiv). Durch in-vitro
Studien konnte eine Phosphorylierung des Serin 231, welches innerhalb der KIM-Doméne
liegt, durch die Protein Kinase A (PKA) nachgewiesen werden. Diese Phosphorylierung
filhrte zur Inhibition der Bindung zwischen PTP-SL und ERK1/2. Die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Mutationsstudien  bestétigten die Bedeutung des
Phosphorylierungszustandes des Serin 231 der PTP-SL fiir die Assoziation mit den
MAPKinasen. Die Reduktion der Coimmunprézipitation von ERK1/2 mit der PTP-SL nach
Forskolin Stimulation bestétigte die Bedeutung der Serinphosphorylierung in-vivo. Durch
Inhibition von Ser-/Thr-Phosphatasen und anschlieBender Forskolin Stimulation konnte eine
Hyperphosphorylierung des Wildtyps und der CS-Mutante der PTP-SL erreicht werden, nicht
jedoch der Glutamat- und Alanin-Mutante des Serin 231 der Phosphatase. Dies lésst eindeutig
den Schluss zu, dass nur dieses Serin durch PKA phosphoryliert wird.

Mit Hilfe von in-vitro Phosphatase und Kinase Assays konnte nachgewiesen werden, dass die
PTP-SL die MAPKinasen ERK1/2 dephosphorylieren und somit inaktivieren kann. Somit
wurden ERK1/2 eindeutig als Substrate der PTP-SL identifiziert. Durch Glutamat- und
Alanin-Mutanten des Serin 231 der PTP-SL konnte zudem gezeigt werden, dass die Inhibition
der Bindung an die MAPKinasen ERK1/2 zu einem verdnderten Enzym-Substrat-Verhalten
der PTP-SL fiihrt. So war die PTP-SL SE231 Mutante, welche die Phosphorylierung des
Serin 231 nachahmt, nicht mehr in der Lage die MAPKinasen ERK1/2 zu dephosphorylieren
und somit zu inaktivieren. Dies deutet auf eine neue Art der Quervernetzung zwischen dem
PKA Signalweg und dem ERK/MAPKinase Signalweg hin, der unterhalb der bisher
bekannten Rap1/B-Raf Modulation liegt.

Zur Untersuchung der biologischen Bedeutung der PTP-SL und ihrer Serinphosphorylierung
wurden PC12 Zelllinien hergestellt, welche den PTP-SL Wildtyp, die PTP-SL. CS Mutante,
die PTP-SL SE231 Mutante oder die PTP-SL SA231 Mutante stabil exprimierten.

Mit Hilfe der PTP-SL Wildtyp und PTP-SL SA231 PCI12 Zellen konnte gezeigt werden, dass
die PTP-SL in der Lage ist, die Forskolin, aFGF und Bradykinin vermittelte ERK1/2
Aktivierung zu reduzieren. Dabei ergab sich im Fall der Bradykinin Stimulation, dass die
PTP-SL SA231 Mutante eine stirkere Reduktion der ERK1/2 Phosphorylierung bewirkte als
der Wildtyp der Phosphatase. Somit scheint der Phosphorylierungsstatus des Serin 231 bei
diesem Stimulus eine Rolle spielen.

Bei den Untersuchungen zum Wachstum der stabilen PC12 Zellen konnte eine Reduktion des

Wachstum um rund 30% durch den Wildtyp der Phosphatase nur unter suboptimalen
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Wachstumsbedingungen (Plastik, serumreduziertes Medium) nachgewiesen werden. Die
katalytisch inaktive CS Mutante beschleunigt hingegen das Wachstum der Zellen (normales
Medium), so dass hier sowohl bei der Verwendung von unbeschichteten (Plastik) als auch bei
mit Kollagen beschichteten Platten etwa 30% mehr Zellen gezdhlt werden konnten. Die
Phosphorylierung des Serin 231 scheint hierbei keine Rolle zu spielen, da keine der beiden
Serin-Mutanten einen Effekt auf das Wachstum der Zellen ausiibten. Der mit transient
transfizierten NIH-3T3  Zellen durchgefiihrte Thymidineinbau unterstreicht die
wachstumsfordernde  Wirkung der PTP-SL CS Mutante (+35%) und die prinzipiell
reduzierende Wirkung des Wildtyps (-32%). Es konnte zwar in diesen Experimenten auch
eine wachstumsreduzierende Wirkung der PTP-SL. SA231 Mutante festgestellt werden,
jedoch lagen die Werte fiir die PTP-SL. SE231 Mutante nur tendenziell und nicht signifikant
hoher, so dass letztendlich auch hier kein Effekt fiir die Serinphosphorylierung der PTP-SL
herausgearbeitet werden konnte.

Zur Rolle der PTP-SL bei der hunger-induzierten Apoptose und bei der Differenzierung von
PC12 Zellen konnen trotz der durchgefiihrten Experimente keine Aussagen getroffen werden.
Mit denen in dieser Arbeit hergestellten PC12 Zelllinien konnte gezeigt werden, dass der
Phosphorylierungsstatus  des Serin 231 der PTP-SL  Auswirkungen auf das
Adhésionsverhalten dieser Zellen hat. Die Zellen der PTP-SL SA231 Mutante zeigten das
hochste Mall an Adhésion (50% adhérierte Zellen nach 30 min), wihrend die geringsten
Werte fiir die Zellen der PTP-SL SE231 Mutante nachgewiesen wurden (14%).

Des weiteren konnte festgestellt werden, dass die PTP-SL die Bradykinin induzierte c-fos
Transkription reduzieren kann. Hierzu sind sowohl der Wildtyp der Phosphatase (-87%) als
auch die PTP-SL SE231 Mutante (-94%) und die PTP-SL SA231 Mutante (-86%) in der
Lage.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen die PTP-SL nicht nur als ein Negativregulator der
MAPKinasen ERK1/2 aus, sondern eroffnen durch die Identifizierung der PTP-SL als neuer
Punkt der Quervernetzung zwischen dem PKA Signalweg und dem ERK/MAPKinase

Signalweg neue Perspektiven hinsichtlich der intrazelluldren Zellkommunikation.
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Abb.
AK
AKAP
Amp'
APS
AS
ATP
bp
BSA
bzw.
°C

ca.
cAMP
Ca*
CaM Kinase
cDNA
c-fos

c-jun

CRALBP
d. AG
DAG
DMEM
DN
DMSO
DNA
dsDNA
DTT
ECL
EDTA
EGF
EGFR
EGTA

Elk
ER
ERK
FAK
FCS
FGF
FGFR
FNIII
g
Gabl
Gab2
G-418
GDP
GPCR(n)

Abbildung

Antikorper

A Kinase Anchoring Protein
Ampicillinresistenz
Ammoniumpersulfat
Aminosaure(n)
Adenosintriphosphat

Basenpaar(e)

Rinder-Serumalbumin
beziehungsweise

Grad Celsius

circa

zyklisches Adenosinmonophosphat
Kalzium-Ionen
Ca2+-calmodulin-dependent kinase
komplementire DNA

zelluldres Homolog zu v-fos (FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene)
zelluldres Homolog zu v-jun (avian sarcoma virus
17 oncogene)

Cellular Retinaldehyde Binding Protein
diese Arbeitsgruppe

Diacylglycerol

Dulbecco's Modified Eagle Medium
dominant negativ

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
doppelstrangige DNA

Dithiothreitol

enhanced chemiluminescence
Ethlendiamintetraacetat

Epidermal growth factor

Epidermal growth factor receptor
Ethylene glycol-bis(2-aminoethyl)-
N,N,N',N'-tetraacetic acid

ets related Protoonkogen 1
Endoplasmatisches Reticulum
Extracellular signal regulated kinase
Focal Adhesion Kinase

Fotales Kélberserum

fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor
FibronektinIII

Gramm

Grb2-associated binder-1
Grb2-associated binder-2

Genetecin

Guanosindiphosphat

G protein-coupled receptor(s)
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Grb2
GST
GTP

h

HA
H3Opidest
HEPES

HER
HS
IBMX
Ig
IGF-1
IGF-2
IP

1P5
IPTG
JAK(n)
JNK

kb

kDa
KIM
KSR

1
LMW-PTP
LPA

u

m

M
MAPK
MBP
MEK
min
MKPI1
MNK1
MP1

n
N-CAM
NGF
OD

p.a.
PAC1
PBS
PCR
PDGF
PDZ Doméne
PEG
PH Doméne
PI 3-Kinase
PIP,
PKA

Growth factor receptor binding protein 2
Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat

Stunde

Hemaglutinin

zweifach destilliertes deionisiertes Wasser
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N*-2-
ethansulfonsdure

humaner EGFR

Horse Serum
3-Isobutyl-1-methylxanthine
Immunglobulin

Insulin-like growth factor-1
Insulin-like growth factor-2
Immunprézipitation
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Isopropyl-B-thiogalactopyranosid
Januskinase(n)

c-Jun N-terminal Kinase

Kilobasen

Kilodalton

Kinase Interaktionsmotiv

Kinase Suppressor of Ras

Liter

Low Molecular Weight-PTP
Lysophosphatidylsdure

micro

milli

Molar

Mitogen activated Protein Kinase
Myelin Basic Protein

MAPK/ERK Kinase

Minute

MAPKinase Phosphatase 1
MAPKinase activated Protein Kinase
MEK Partner 1

nano

Neuronal Cell Adhesion Molecule
Neuronal Growth Factor

optische Dichte

zur Analyse

Phosphatase of Activated Cells 1
Phosphat-gepufferte Saline
Polymerase Kettenreaktion
Platelet-derived growth factor

Post synaptic density Disc-large Zo-1
Polyethylenglykol

Pleckstrin Homologie Domine
Phosphatidylinositol 3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat
Protein Kinase A
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PKC
PKG
PLC
PMSF
PNPP
PP2A
PTB
PTK(n)
PTP(n)
PTP-SL
PY

Raf

Rapl
Ras
RNA
rpm

RT
RTK
SAPK
SDS
SDS-PAGE
Sek.
SH2,3 Doméne
SHP-2
sog.

Sos

Src
TCA
TEMED
Tet

™
TPA
Tris
tTA
Tween 20
U

u.a.

i.N.

uv

\%

WT
Vol.
z.B.

Protein Kinase C

Protein Kinase G

Phospholipase C
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid
p-Nitrophenyl-Phosphat

Protein Phosphatase 2A
Phosphotyrosine binding
Proteintyrosinkinase(n)
Proteintyrosinphosphatase(n)
Proteintyrosinphosphatase-Step Like
Phosphotyrosin

Homolog zu v-raf (murine sarcoma viral
oncogene)

Ras-associated protein 1

Homolog zu v-ras (rat sarcoma viral oncogene)
Ribonukleinsédure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Rezeptortyrosinkinase

Stress Activated Protein Kinase
Natriumdodecylsulfat

SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese
Sekunde

Src Homologie 2,3 Doméne
SH2-containing PTP-2

sogenannt

Son of sevenless

Homolog zu v-src (sarcoma viral oncogene)
Trichloroacetic acid

N, N, N¢, N‘-Tetramethyletylendiamin
Tetrazyklin

Transmembranhelix
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tetrazyklin induzierbarer Transaktivator
Polyoxyethylensorbitanmonolaureat
Enzymaktivitdtseinheit (Units)

unter anderem

iber Nacht

Ultraviolett

Volt

Wildtyp

Volumen

zum Beispiel
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