


2. Material und Methoden 19

2. Material und Methoden

2.1 Biologische Materialien

2.1.1 Bakterielle Kulturen

Die Genotypen der in der Arbeit verwendeten Escherichia coli — Stimme sind in Tabelle 2.1
aufgefiihrt. Die Bakterien wurden von Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland) oder
der DSMZ (Braunschweig, Deutschland) bezogen.

Tabelle 2.1: Genotypische Charakterisierung der Escherichia coli — Stimme

Stamm Genotyp
el4 (McrA’) recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rK-mK") supE44
IM109 relAl A(lac-proAB) [F' traD36 proAB+ lacl"”ZAM15]
XL-1 Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB

lacIZAM15 Tn10 (Tet")]

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1l supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac [F” proAB lacl?ZAM15 Tn5 (Kan')

XL-1 Blue MRF Kan®

el4’(McrA") A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recl uvrC
SOLR umuC::Tn5 (Kan") lac gyrA96 relAl thi-1 endA1 AR [F’ proAB
lacl'Z AM15]° Su’

Zur Kultivierung von Escherichia coli wurde LB-Medium verwendet. Festmedien konnten
durch die Zugabe von Agar (Endkonzentration 1 %) hergestellt werden. Medien wurden bei
120 °C fiir 20 Minuten autoklaviert. Je nach Anforderung wurde dem Medium vor Gebrauch

das entsprechende Antibiotikum zugesetzt.

pro Liter LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad ddH,0

2.1.2 Eukaryotische Kulturen

Fiir die Arbeiten standen vier epitheliale Zelllinien zur Verfiigung, die in Abhéngigkeit von
der experimentellen Fragestellung verwendet wurden. Die Zellen wurden von ATCC / LGC
Standards (Wesel, Deutschland) bzw. von Frau Dr. Boukamp (HaCaT; DKFZ, Heidelberg)
bezogen.

A431-Zellen sind aus einem epithelialen Tumor der Vulva abgeleitet [Giard et al., 1973]. Die
Zellen zeigen mikroskopisch ein mehrschichtiges Wachstum und bilden viele desmosomale

Kontakte aus [Lewis et al., 1997]. Charakteristisch fiir diese Zelllinie ist die hohe
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Expressionsrate ~ des =~ EGF-Rezeptors, @ wodurch  sie  sich sehr gut fiir
Signaltransduktionsanalysen eignet. A431-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FKS bei 37 °C
und 5 % CO, im Brutschrank kultiviert.

HaCaT-Zellen sind aus der spontanen in vitro Transformation einer humanen Hautzelle
hervorgegangen [Boukamp et al., 1988]. Da typische Differenzierungsmarker regulér
vorkommen, dhneln sie in vielerlei Hinsicht normalen Keratinozyten und sind ein geeignetes
Modell zur Untersuchung von Differenzierungsprozessen epithelialer Zellen. HaCaT-Zellen
exprimieren von den hier vorgestellten Zellen das meiste PKP3 und werden aus diesem Grund
fiir einen Grofteil der Experimente bevorzugt. Sie zeigen in Kultur ein mehrschichtiges
Wachstum und werden in DMEM mit 10 % FKS bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank
angeziichtet.

CaCo-2-Zellen leiten sich von einem intestinalen Kolonkarzinom ab und differenzieren sich
unter Kulturbedingungen zu einem polarisierten einschichtigen Epithel [Fogh, 1975]. Sie
exprimieren im Vergleich zu A431- und HaCaT-Zellen weniger PKP3, lassen sich allerdings
fiir bildgebende Fragestellungen besser verwenden. CaCo-2-Zellen werden in EMEM mit
10 % FKS bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank kultiviert.

PLC-Zellen sind aus einem Hepatozytenkarzinom abgeleitet [Alexander et al., 1976]. Sie
exprimieren kein PKP3 und konnen in diesem Zusammenhang als Negativkontrolle
verwendet werden. PLC-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FKS bei 37 °C und 5 % CO; im
Brutschrank kultiviert

2.2 Vektoren

Um den Einfluss von Tyrosin-Phosphorylierungen auf PKP3 genauer zu studieren, sollten
ausgewihlte Tyrosine substituiert werden. Fiir diese Arbeiten wurden zwei verschiedene
Plasmide verwendet, die im Folgenden néher erldutert sind. Alle abgebildeten Plasmide sind
nicht maf3stabsgetreu dargestellt.

Der Vektor pBluescript R3-NPP3 diente als Mutagenese- und Klonierungsvektor und kodiert
ausschlieBlich fiir den PKP3 N-Terminus (vgl. Abb. 2.1). Da alle untersuchten Tyrosine in
diesem Sequenzbereich vor den armadillo-repeats lagen, konnte auf dieses bereits
vorhandene  Vektorkonstrukt  zurlickgegriffen = werden.  Bluescript-Vektoren  sind
Hybridkonstrukte aus den genetischen Informationen von Phagen und bakteriellen Plasmiden,
die als Phagemide bezeichnet werden. Die genetischen Besonderheiten der Phagemide werden

fiir die weiteren Betrachtungen vernachléssigt.
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Abbildung 2.1: pBluescript R3-NPP3 (4,3 kbp).
Der Vektor kodiert fiir den PKP3 N-Terminus, welcher iiber EcoRI und BamHI aus der
kompletten cDNA von PKP3 kloniert wurde. Als Selektionsmarker fiir die Transformation
dient das Gen zur Expression der f-Laktamase (bla), das eine Ampicillin-Resistenz vermittelt.
Alle Zahlen sind in Nukleotidpositionen angegeben.

Als Selektionsmarker besitzt dieser Vektor das p-Laktamase-Gen, welches eine Resistenz
gegeniiber Ampicillin vermittelt. Der ColEl-ori ist fiir die hohe Replikationsrate des
Konstruktes in Bakterien verantwortlich. Fiir die eigenen Experimente wurde der Vektor fiir
Mutagenesen verwendet, um gezielte Aminosdure-Substitutionen zu erzeugen. Dariiber
hinaus konnten bereits bestehende Einzelmutationen zu einer Kombinationsmutante vereinigt
werden, die alle erzeugten Mutationen umfasste.

Ausgehend vom Vektor pBluescript R3-NPP3 wurden die erzeugten Mutationen in den
eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA6 PKP3-CKT3 kloniert. Dieses Expressionsplasmid
kodiert flir das gesamte Protein und stammt auch aus frilheren Arbeiten. Die ¢cDNA des
menschlichen PKP3 wurde iiber EcoRI ungerichtet in pcDNAG6 kloniert. Am C-Terminus ist
PKP3 zusitzlich mit einem KT3-Tag (KPPTPPPEPET) fusioniert, welcher eine spezifische
Detektion des Expressionskonstruktes ermoglicht (A. Schmidt personliche Mitteilung). Der
Vektor hat eine Grofle von 6,6 kbp und ist in Abbildung 2.2 dargestellt.
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Abbildung 2.2: pcDNA6 PKP3-CKT3 (6,6 kbp).
Das Plasmid beinhaltet die gesamte PKP3-cDNA. Die Promotoren Pcmv und SV40
kontrollieren die Proteinexpression in eukaryotischen Zellen. Die Terminationsstrukturen des
Rinderwachstums-Hormons (BGH pA) und des SV40 pA fiihren zur effizienten Termination
und Polyadenylierung der erzeugten mRNA. Die Gene fiir die B-Laktamase (bla) und
Blasticidin (bsd) dienen als Selektionsmarker.

Die bakterielle Replikation des Plasmids wird durch den ,,high-copy* ori pUC sichergestellt
und als bakterielle Selektionsmarker koénnen sowohl Ampicillin wie auch Blasticidin
verwendet werden. Die eukaryotische Expression von PKP3 wird durch den Promotor des
humanen Zytomegalie-Virus (P.ny) kontrolliert, der eine effiziente Expression des
rekombinanten Proteins in eukaryotischen Zellen ermoglicht. Fiir die Selektion stabiler
eukaryotischer Zelllinien wird die Resistenz gegeniiber Blasticidin genutzt, wobei die

Expression des Blasticidin-Gens (bsd) durch den SV40 Promotor reguliert wird.

Fiir die Expression von rekombinantem PKP3 wurde der Vektor pQE30 von Qiagen (Hilden)
verwendet. Uber einen Polylinker (MCS) kénnen die DNA-Abschnitte gezielt in den
Expressionsvektor kloniert werden. Die Expression des Proteins wird durch den T5-Promotor
gesteuert und durch den /ac-Operator reguliert bzw. induziert. Zur Aufreinigung oder
Detektion des Proteins kann der Penta-His-Tag genutzt werden. Transformanten kénnen iiber
das Ampicillin-Resistenzgen selektiert werden. In Abbildung 2.3 ist der Vektor pQE30
dargestellt.
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PT5 | [lac Olllac O] |RBS||ATG||6xHis||MCS] | Sto

Abbildung 2.3: pQE30 (3,4 kbp).
Das bakterielle Expressions-Plasmid ermdglicht eine durch den /ac-Operator (lac O) regulierte
Genexpression. Diese wird gesteuert durch den T5-Promotor. Nach Bindung der Ribosomen
(RBS) wird der Polyhistidin-Tag (6xHis) mit dem im Polylinker (MCS) kodierten DNA-
Konstrukt transkribiert. Die Transkription endet an definierten Stop-Codons.

2.3 Enzyme
Tabelle 2.2: Restriktionsendonukleasen
Enzyme Erkennungssequenz Hersteller
BamHI 5...GGATCC... ¥ Fermentas
3...CCTAGG...5
LJ i
Bglll 5. AGATCT..3 Fermentas
3...TCTAGA...5
) \J ) .
BmgBI 9...CACGTGC...3 New England Biolabs
FL.GTGLCAG... &
. X . .
BsiWI 5...CGTACG... ¥ New England Biolabs
3...GCATGC...5
- Ly 4
BspEI 5 .. TCCGGA...3 Fermentas
3. AGGCCT... &
a ¥ ;
EcoRI 5., .GAATTC...3 Fermentas
3...CTTAAG...5
Shfl 5...CCTGCAGG. .3 New England Biolabs
3. . GGACGTCC...5
Smal 5..ccceaG... 3 Roche
3...GGGLCC...5
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Tabelle 2.3: Ligasen

Ligase Hersteller
T4-DNA-Ligase Fermentas
Tabelle 2.4: Peptidasen
Peptidase Hersteller
Trypsin Becton Dickinson

Tabelle 2.5: Phosphatasen

Phosphatase Hersteller
Alkalische Phosphatase (CIP) New England Biolabs
2.4 Wachstumsfaktoren und Inhibitoren
Tabelle 2.6: Wachstumsfaktoren
Aktivator Hersteller
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) Biomol
Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) Biomol
Hepatozyten Wachstumsfaktor (HGF) Biomol
Tabelle 2.7: Inhibitoren
Inhibitor Hersteller
4-Amino-5-(4-methylphenyl)-7-(t-
butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine — PP1 Biaffin
4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t- Biaffin
butyl)pyrazolo[3,4,d]pyrimidine — PP2
2,3-Dihydro-N,N-dimethyl-2-ox0-3-[(4,5,6,7-
tetrahydro-1H-indol-2-yl)methylene]-1H- Biaffin
indole-5-sulfonamide — SU6656
4-(3'-Methoxy-6'-chloro-anilino)-6-Methoxy-
7-(Morpholino-3-propoxy)-quinazoline — Src Biaffin

No.5
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2.5 Kommerzielle Komplettsysteme
Tabelle 2.8: Komplettsysteme
Bezeichnung Hersteller Verwendung
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen Plasmidpréparation
MonsterScript 1st-Strand '
Biozym cDNA-Synthese
cDNA Synthesis Kit
pGEM®-T Easy Vector .
Promega TA-Klonierung
System 11
Phusion™ High-Fidelity
Finnzymes PCR
DNA Polymerase
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen Gelextraktion von DNA
QIAquick PCR Purification ' o
) Qiagen Aufreinigung von DNA
Kit
QuikChange® Site-Directed
o Stratagene Mutagenese
Mutagenesis Kit
ReadyPrep™ 2-D Cleanup '
' Bio-Rad 2D-Gelelektrophorese
Kit
RNeasy Mini Kit Qiagen RNA-Isolierung
SulfoLink Immobilization . . o
Pierce Antikorper-Aufreinigung

Kit for Peptides

2.6 Chemikalien und Substanzen

Tabelle 2.9: Chemikalien und Substanzen

Reagenz

Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure

(HEPES)

Sigma-Aldrich

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-

propansulfonat (CHAPS)

Sigma-Aldrich

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)

Roth

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-galactopyranosid (X-Gal)

Roth

Aceton

Acros
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Reagenz Hersteller
Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Roth
Adenosintriphosphat Fermentas
Agar BD
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck
Ampicillin USB
B-Mercaptoethanol Merck
Blasticidin S Invitrogen
Borsdure Fisher
Bromphenolblau Serva
DeStreak Amersham Biosciences
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) Merck
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Dynabeads Protein G Invitrogen
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Diagnostic
Ethanol Mallinckrodt Baker
Ethidiumbromid Merck

Fluoromount G

Southern Biotechnology

Fotales Kdlberserum (FKS)

Invitrogen

Freund-Adjuvans (inklomplett)

Sigma-Aldrich

Freund-Adjuvans (komplett)

Sigma-Aldrich

Gelatine Sigma-Aldrich
Glycerol Merck

Glycin Roth
Harnstoff Invitrogen
Hefeextrakt BD
Iodacetamid Sigma-Aldrich
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Sigma-Aldrich
Kaliumacetat Merck
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4) Baker Analyzed Reagent

LE-Agarose

Cambrex Bioscience
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Reagenz Hersteller
Magermilch Merck
Magnesiumchlorid (MgCl,) Baker Analyzed Reagent
Magnesiumsulfat Fluka
Manganchlorid (MnCl,) Merck
Methanol Merck
Natriumazid Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumcitrat Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Natrium-Orthovanadate New England Biolabs
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Roth
Nonidet P-40 (NP-40) US Biological
Pepstatin Sigma-Aldrich
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich
Ponceau S Fluka
Rinderalbumin Fraktion V (BSA) Roth
Salzsdure (HCI) Merck
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Bio-Rad
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Thioharnstoff Roth
Trichloressigsdure (TCA) Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth
Triton X-100 Serva
Trypton BD
Tween 20 Serva
Wasserstoff-Peroxid (H,0,) Merck
Xylencyanol Merck
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2.7 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von Biomers (Ulm) bezogen.

Tabelle 2.10: verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (5’ - 3’) Verwendung
CCT GGA CGA CCG CTA CGC
PP3 S196A fw Mutagenese
CCT GGT GTC TGA GCA G
CTG CTC AGA CAC CAG GGC
PP3 S196A rev Mutagenese
GTA GCG GTC GTC CAG G
GGG CCT GGA CGA CCG CTT
PP3 Y195F fw Mutagenese
CGC CCT GGT GTC TGA G
CTC AGA CAC CAG GGC GAA
PP3 Y195F rev Mutagenese
GCG BGTC GTC CAG GCC C
GCG GCC ACCTCC ACCTTC
pkp3 y205f sense Mutagenese
AGG GCCTTT GCG TAC G
pkp3 y205f CGT ACG CAA AGG CCCTGA
Mutagenese
antisense AGG TGG AGG TGG CCG C
T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA Sequenzierung
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG Sequenzierung
SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG Sequenzierung

2.8 Antikorper

2.7.1 Primdrantikorper

Tabelle 2.11: verwendete Primarantikorper und eingesetzte Verdiinnungen

Name Spezies WB IF IHC Hersteller
Kaninchen, eigene
a-PKP3 p-Y195 1:100 1:10 1:5
polyklonal Herstellung
a-PKP3 270.6.2 Maus IgG 1:500 1:50 Progen
a-PKP3 310.9.1 Maus IgG 1:1000 1:100 1:50 Progen
a-PKP3 23E3/4 Maus IgG 1:2000 Invitrogen
Kaninchen, eigene
a-PKP3 P3-3 Rab 1:4000 1:2000
polyklonal Herstellung
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Name Spezies WB IF IHC Hersteller
a-Phospho-
Maus IgG 1:1000 Santa Cruz
ERK1/2 (Klon E4)
a-KT3 Maus IgG 1:1000 1:500 Eurogenetec
a-B-Aktin Maus IgG 1:80000 Sigma
a-c-Src (17AT28) Maus IgG 1:100 Abgent
a-c-Src (32G6) Kaninchen IgG 1:1000 Cell Signaling
a-Phospho-Y20 Maus IgG 1:1000 Zymed
a-P-Tyr-100 Maus IgG 1:2000 Cell Signaling
2.7.2 Sekunddirantikérper
Tabelle 2.12: verwendete Sekundérantikorper und eingesetzte Verdiinnungen
Name Spezies WB IF IHC Hersteller
Kaninchen,
a-Maus HRP 1:1500 DAKO
polyklonal
Kaninchen,
a-Maus AP 1:500 DAKO
polyklonal
Schwein,
a-Kaninchen HRP 1:1700 DAKO
polyklonal
Ziege,
a-Kaninchen AP 1:500 DAKO
polyklonal
a-Maus Cy?2 Ziege IgG 1:400 Dianova
a-Kaninchen Cy3 Esel IgG 1:1000 Dianova
2.9 Gerite und Hilfsmittel
Tabelle 2.13: verwendete Geréte und Hilfsmittel
Geritebezeichnung Hersteller
Acrylamid-Gelelektrophoresekammer GE Healthcare
Agarose-Gelelektrophoresekammer Bio-Rad
Aufsichtmikroskop Axiovert 135TV Zeiss
Féarbeautomat Autostainer Plus Dako
Axiophot-2 Fluoreszenzmikroskop Zeiss
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Geritebezeichnung Hersteller
Biofuge fresco Heraeus
Biofuge pico Heraeus
Brutschrank 37 °C und 5 % CO, Binder
Cell Disruptor B15 Branson Sonifier
Drehrad MACSmix Miltenyi Biotec
Digitalkamera DFC320 Leica Microsystems
Durchlichtmikroskop CH-2 Olympus
Durchlichtmikroskop DRMB Leica Microsystems
Entwicklungsmaschine Curix 60 Agfa
Geldokumentation E.A.S.Y. Win32 Herolab GmbH
Kern GJ Laborwaage Kern&Sohn GmbH
Magnetic Particle Concentrator Dynal Biotech
Magnetriihrer IKA Labortechnik
Mikrobiologischer Brutschrank 37 °C Heraeus
Multiporator Eppendorf
Nass-Blotkammer TE22 Hoefer
pH-Meter Schott AG
Spektrophotometer Gene Quant Pro GE Healthcare

Sterilbank — Holton Lamin Air

Integra Biosciences

Stromversorgungsgerite PowerPac Bio-Rad
UV-Tisch Fisherlab Herolab GmbH
Zentrifuge Jouan KR22 Jouan
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2.10 Tierexperimentelle Methoden

2.10.1 Immunisierung der Kaninchen

Zur Herstellung von Antikorpern konnen Tiere mit hochgereinigtem Antigen immunisiert
werden. Jedoch ist zu beachten, dass niedermolekulare Antigene, wie beispielsweise Peptide,
immunologisch wenig oder nicht reaktiv sind (,,Hapten®). Um fiir diese Antigene dennoch
eine immunologische Antwort zu generieren, werden diese an ein Trigerprotein (,,Carrier)
gekoppelt. Immunologisch wird von einem Hapten-Carrier-Komplex gesprochen. Eines der
am hdufigsten verwendeten Tragerproteine ist das Hdmozyanin der Groflen Kalifornischen
Schliissellochnapfschnecke (KLH). Dieser hochmolekulare Proteinkomplex verursacht eine
starke humorale und zelluldre Immunantwort.

Fiir die initiale Immunisierung wurden 250 ul komplettes Freundsches Adjuvans mit 125 pg
KLH-gekoppeltem Peptid (in 250 pl PBS) vermengt. Der Ansatz wurde gemischt, bis eine
milchige, zdh-fliissige Suspension entstand. Das Homogenisat wurde Kaninchen subkutan an
beiden Flanken injiziert. Fiir jedes Peptid wurden parallel zwei Kaninchen gefiihrt. Im
Abstand von jeweils drei Wochen wurden Auffrischungs-Immunisierungen injiziert. Fiir diese
wurden 125 ug Antigen (in 250 ul PBS) mit 250 pl nicht-komplettem Freundschen Adjuvans
homogenisiert. Bis zu 5 Auffrischungs-Immunisierungen wurden durchgefiihrt und
regelméBig Testblut aus der Ohrvene entnommen. Durch Analyse des Testblutes wurde die
Immunantwort permanent kontrolliert und der Zeitpunkt fiir die finale Blutabnahme
festgelegt. Fir die Gewinnung der Antiseren wurde das Blut nach Methode 2.10.2

weiterbehandelt.

PBS: 8,1 mM Na,HPO,pH 7,2; 1,5 mM KH>PO,,; 140 mM NaCl; 2,7 mM KCI

2.10.2 Gewinnung von Antiserum

Das entnommene Blut wurde fiir 30 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und
anschliefend bei 3.000 U/min fiir 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Serum wurde in 2 ml
ReaktionsgefaBle aliquotiert und mit 0,1 % Natriumazid versetzt. Die Aliquots wurden bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.11 Methoden der Zellkultur
2.11.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Fiir die Arbeiten wurden verschiedene adhdrent wachsende Zelllinien in 6 cm Petrischalen
kultiviert (sieche Abschn. 2.1.2). Die Zellen wurden mikroskopisch beobachtet, um das
Wachstum zu iiberpriifen und die Gefahr von Kontaminationen auszuschlieBen. Bei einer
Konfluenz von 95 bis 100 %, was einem Teilungssynchronismus von drei bis vier Tagen
entsprach, wurden die Zellen geteilt und in neue Zellkulturschalen iiberfiihrt. Zu diesem
Zweck wurden der Zellrasen mit EDTA-haltigem PBS gewaschen und bei 37 °C mit Trypsin-
haltigem PBS von der Petrischale abgeldst. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit FKS-
haltigem Medium versetzt und entsprechend dem Teilungsverhéltnis auf neuen Petrischalen

ausgesit.

PBS/EDTA: Ix PBSpH 7,2; 7 mM EDTA
PBS / Trypsin: 1x PBS pH 7,2; 0,25 % Trypsin

2.11.2 Behandlungen an eukaryotischen Zellen

Die eukaryotischen Zellen mussten fiir einige Versuche mit verschiedenen Substanzen
behandelt werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen etwa 72 Stunden vor der Behandlung
ausgesdt und bis zu einer Konfluenz von circa 70 % kultiviert. Fiir zeit- und
konzentrationsabhédngige Versuche mit grofem Probenumfang wurden die Zellen ausgehend
von einer Zellkulturschale kontinuierlich expandiert, um eine gewisse Homogenitdt innerhalb
der Zellkultur zu gewéhrleisten. Bei Erreichen der Zelldichte wurde der Zellrasen zweimal
mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 24 Stunden mit Serum-freiem
Medium kultiviert (,,Starvation®). Fiir die Behandlung wurde die entsprechende Substanz
schlieBlich direkt in das Serum-freie Medium gegeben. Behandlungszeiten und eingesetzte

Konzentrationen sind in den Experimenten jeweils angegeben.

2.11.3 Pervanadat-Prdparation und —Behandlung eukaryotischer Zellen

Fiir die irreversible Inaktivierung zelluldrer Tyrosin-Phosphatasen wurden die eukaryotischen
Zellen mit dem Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Pervanadat behandelt. Diese Substanz wurde
nach einem Protokoll von Huyer et al. aus Natrium-Orthovanadat hergestellt [Huyer et al.,
1997]. Hierfiir wurde 30-%ige Wasserstoffperoxid-Losung mit HEPES-Puffer auf 0,3 %
verdiinnt. Fiir die Priparation einer | mM Pervanadat-Losung wurden 50 pl des verdiinnten

Wasserstoffperoxids mit 10 pl 100 mM Natrium-Orthovanadat versetzt und mit 940 pl Aqua
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dest. gemischt. Nach flinfminiitiger Inkubationszeit wurde das {iiberschiissige
Wasserstoffperoxid durch Zugabe einer Pipettenspitze Katalase abgebaut. Diese Losung
konnte direkt ins Serum-haltige Medium gegeben werden. Die eingesetzten Konzentrationen

sind fiir die jeweiligen Experimente aufgefiihrt.

HEPES: 20 mM HEPES, pH 7,2

2.11.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

Als Transfektion wird das Einbringen von Nukleinséuren in eukaryotische Zellen bezeichnet.
In der Regel werden diese nicht wie bei der bakteriellen Transformation ,,nackt” in die Zelle
gebracht, sondern in Form von Polymerkomplexen oder in Liposomen verpackt. Bei dem
verwendeten Transfektionsreagenz jetPEI handelt es sich um ein kationisches Polymer,
welches mit der DNA stabile, positiv geladene Komplexe bildet. Diese Komplexe konnen
durch Endozytose von den eukaryotischen Zellen aufgenommen werden.

Fiir die Transfektion wurden die Zellen in einem Teilungsverhiltnis ausgesit, mit welchem
nach 24 Stunden eine Konfluenz von circa 50 % erreicht wurde. Fiir eine 6 cm Petrischale
wurden gemiBl den Angaben des Herstellers 5 g DNA mit 10 pl jetPEI in je 250 pl von
150 mM NaCl vermengt, gemischt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde diese Losung in das Serum-haltige Medium pipettiert und die Zellen fiir
48 Stunden kultiviert.

Nach 48 Stunden sind die Zellen mikroskopisch 100 % konfluent und wurden auf drei 10 cm
Petrischalen geteilt. Durch Zugabe des Antibiotikums Blasticidin S konnte ein
Selektionsdruck auf die Zellen ausgeiibt werden, wodurch in den folgenden Tagen nahezu alle
Zellen apoptotisch wurden. Blasticidin S ist eine Substanz, die von Streptomyces
griseochromogenes produziert wird und die eukaryotische Translation inhibiert. Die wenigen
iiberlebenden Zellen entwickelten sich im Verlauf mehrerer Wochen zu einzelnen Kolonien
und wurden bei entsprechender Koloniegrof3e mit einem Trypsin-getrankten Papierplittchen
auf 24-Well-Platten vereinzelt. Diese FEinzelkolonien wurden auf die Expression des
transfizierten Konstruktes per Immunfluoreszenz und Immunoblotting analysiert. Stabile,
positiv transfizierte Zellen wurden mdglichst frithzeitig expandiert und in Serum-freiem

Medium mit 10 % DMSO bei -196 °C eingefroren.
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2.11.5 Methanol / Aceton-Fixierung von Zellen

Zelluldre Strukturen konnen durch die spezifische Lokalisation von Proteinen mikroskopisch
sichtbar gemacht werden. Deren Integritit kann jedoch nur sichergestellt werden, wenn die
Kulturzellen vor der Detektion fixiert wurden. Hierbei konnen durch Auswahl eines
bestimmten Fixativs unterschiedliche Fixiereigenschaften erreicht werden, die entscheidenden
Einfluss auf die nachfolgenden Analysen haben konnen. Die Formaldehyd-Fixierung
beispielsweise kreuzvernetzt die Proteine, wodurch unter Umstinden Antikdrper-Epitope
modifiziert werden und der weitere Nachweis behindert wird. Im Gegensatz dazu werden bei
der Methanol / Aceton-Fixierung die Proteine lediglich auf der Zelltrdgermatrix prazipitiert,
was jedoch zum Verlust der leicht 16slichen Proteine fiihren kann. Vor- und Nachteile der
jeweiligen Fixierungsmethode miissen fiir jede experimentelle Fragestellung genau
abgewogen werden.

Als Standardmethode fiir die vorliegende Arbeit wurde die Methanol / Aceton-Fixierung
gewihlt, weil sie einen guten Kompromiss zwischen Antigenerhalt und Detektionslimit
darstellte. Hierflir wurden vor dem Aussden der Kulturzellen einige Deckgldschen in der
Petrischale platziert. Nach Erreichen der gewiinschten Konfluenz wurden die Deckgldschen in
Magnesium-Chlorid-haltigem PBS gewaschen und fiir 5 Minuten in -20 °C kaltes Methanol
gestellt. AnschlieBend wurden sie in -20 °C kaltes Aceton iiberfiihrt und fiir 1 Minute

inkubiert. Die luftgetrockneten Deckgldaschen wurden bei -20 °C gelagert.

MgCl>-PBS: PBS, pH 7,2; 2 mM MgCl,
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2.12 Molekularbiologische Methoden mit Nukleinsiduren

2.12.1 RNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Mit dieser Methode kann die gesamte RNA aus eukaryotischen Zellen gewonnen werden.
Hierfiir wurde der RNeasy Mini Kit von Qiagen verwendet und entsprechend den Angaben

des Herstellers eingesetzt.

2.12.2 cDNA-Synthese

Die reverse Transkription gestattet die Herstellung eines komplementdren DNA-Stranges
(cDNA) aus mRNA. Katalysiert wird diese Reaktion durch eine reverse Transkriptase viralen
Ursprungs. Diese ist mit Hilfe spezifischer Primer in der Lage, an die RNA-Matrize eine
einzelstringige DNA zu synthetisieren.

Fiir die Reverse Transkription (cDNA-Synthese) wurde das MonsterScript 1¥-Strand cDNA
Synthesis Kit von Biozym verwendet und in einer 20 pl Reaktion wurden folgende

Komponenten eingesetzt:

4 ul 5x cDNA PreMix

2 ul Random-Primer (Nonamer)

1 ul MonsterScript Reverse Transkriptase
1 g RNA

auffiillen mit Aqua dest.

Abweichend von den Angaben des Herstellers wurde die initiale Denaturierung der RNA fiir
fiinf Minuten bei 85 °C durchgefiihrt. Alle weiteren Arbeitsschritte entsprechen dem
Protokoll. Mit spezifischen Oligonukleotiden konnten aus dem hergestellten cDNA-Pool
relevante DNA-Abschnitte per PCR amplifiziert und fiir weitere Klonierungen verwendet

werden.

2.12.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR gestattet eine gezielte Amplifikation von DNA-Abschnitten. Voraussetzung dafiir ist
das Vorhandensein bekannter Teilsequenzen, anhand welcher spezifische Oligonukleotide,
sog. Primer, definiert werden konnen. Ausgehend von diesen Primern wird die DNA-
Synthese gestartet und durch eine zyklische Abfolge von Denaturierungs-, Annealing- und
Elongationsschritten die exponentielle Vermehrung des gewiinschten DNA-Abschnitts

ermoglicht.
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Fiir die PCR wurde die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase von Finnzymes verwendet.
Hierbei handelt es sich um einen kompletten MasterMix, der ausschlieSlich mit der Matrizen-
DNA wund den entsprechenden Oligonukleotiden vervollstindigt werden muss. Der
Reaktionsansatz und die jeweiligen Reaktionsbedingungen richten sich nach den Angaben des
Herstellers.

Die Reaktionsprodukte wurden im Agarosegel mit 8 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Auswertung der Gele erfolgte durch Farbung mit Ethidiumbromid und unter UV-Licht. Fiir
die GroBenabschédtzung der DNA wurde ein 1 kb GroBenstandard von Invitrogene verwendet.
Die PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen)

aufgereinigt und anschlieend sequenziert oder fiir die TA-Klonierung vorbereitet.

2.12.4 in vitro orts-spezifische Mutagenese

Mit Hilfe der orts-spezifischen Mutagenese kann die DNA an gezielten Positionen verdndert
werden. Das Prinzip der Mutagenese liegt in der Verwendung mutierter Oligonukleotide, die
zusitzlich zu komplementéren, auch mutierte Abschnitte besitzen und somit die Insertion und
/ oder Deletion von Nukleotiden gestatten. Das verwendete Mutagenese-System von
Stratagene ermoglichte die Substitution einzelner oder mehrerer Nukleotide, um gezielte
Aminosdurednderungen auf Proteinebene zu erzeugen. Die Primer wurden fiir die
Mutagenese-PCR so konstruiert, dass diese 5’ und 3’ der Mutationsstelle komplementdr
waren, wodurch jedes neu synthetisierte DNA-Fragment die gewiinschte Mutation besal3. Um
das unmutierte Ausgangs-Plasmid aus der Mutagenese-Reaktion zu entfernen, wurde das
Enzym Dpnl verwendet. Dpnl ist ein Methylierungs-sensitives Restriktionsenzym und spaltet
spezifisch das methylierte Ausgangskonstrukt. Alle Schritte der Mutagenese-Reaktion wurden
entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Der Erfolg der Mutagenese wurde

durch Minipraparation von Plasmid-DNA und nachfolgende Sequenzierung sichergestellt.

2.12.5 TA-Klonierung

Prinzipiell konnen PCR-Fragmente mittels Verdau durch Restriktionsenzyme in Vektoren
kloniert =~ werden. Hierflir ~werden die  Oligonukleotide  normalerweise  um
Sequenzinformationen erweitert, die Restriktionsschnittstellen enthalten. Demzufolge kann
nach erfolgter PCR das DNA-Fragment mit den entsprechenden Enzymen verdaut und
schlieBlich kloniert werden. Diese Methodik gelangt mit groBeren PCR-Fragmenten schnell
an ihre Grenzen und fiihrt zu sehr geringen Ausbeuten. Eine alternative Klonierungsstrategie

stellt die TA-Klonierung dar. Hierbei wird der amplifizierte DNA-Abschnitt durch die Tag-
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Polymerase an den 3’-Enden unspezifisch um ein Adenosin verldngert und kann direkt in
einen mit einem 5’-Uberhang gedffneten Vektor ligiert werden. Diese TA-
Klonierungsvektoren ermdglichen durch eine Vielzahl verschiedener Restriktionsstellen
weitere Klonierungen.

Die PCR-Fragmente wurden im ersten Schritt um ein Adenosin verldngert, wofiir folgende

Reaktion angesetzt wurde:

10 pl PCR-Fragment
3ul 10x Taqg-Polymerase-Puffer
3ul 2 mM dATP
3ul Tag-Polymerase (1 U/ul)

auf 30 pl mit Aqua dest. auffiillen.

Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei 72 °C inkubiert und anschlieBend mit dem QIAquick
PCR Purification Kit aufgereinigt. Die Ligation mit dem TA-Klonierungsvektor wurde mit
Hilfe des pGEM-T Easy Kit durchgefiihrt und richtete sich nach den Angaben des Herstellers
(Promega). Der Erfolg der Insertion konnte durch Blau / Wei3-Selektion von Escherichia coli

IM109-Zellen sichergestellt werden.

2.12.6 Restriktion von DNA
Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die dsDNA sequenzspezifisch spalten. Die
Restriktion von DNA diente sowohl fiir analytische als auch fiir priparative Zwecke. In

Tabelle 2.14 sind beide Restriktionsansitze zusammengefasst.

Tabelle 2.14: Restriktionsansitze fiir einen analytischen oder préparativen Verdau.

Komponente Analytischer Verdau (20 pl) | Priparativer Verdau (50 pl)
DNA 0,5 pg 10 pg
10x Puffer 2 ul Sul
Enzym 10U 20U
Aqua dest. auf 20 pl auf 50 pl

Die Inkubationsbedingungen sowie die verwendeten Puffer richteten sich nach den Angaben
des Herstellers. Nach mindestens einstiindiger Inkubation erfolgte die Analyse mittels
Agarose-Gelelektrophorese.  Pridparative  Restriktionen  wurden  ausschlieflich  fiir
Klonierungen durchgefiihrt, wobei die DNA-Fragmente iiber ein priparatives Agarosegel

gezielt isoliert und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert wurden.
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2.13.5 Trichloressigsdure-Fdllung von Proteinen (TCA-Fdllung)

Proteine konnen durch verschiedene Losungsmittel prazipitiert werden. Prinzipiell basiert die
Prazipitation auf einer sich dndernden Verteilung hydrophiler und hydrophober Gruppen
innerhalb eines Proteins, die mit einem verdnderten Loslichkeitsverhalten einhergehen.
Hierbei fallen Losungsmittel Proteine in unterschiedlichem Malle und miissen in
Abhingigkeit der weiteren Versuche sorgfiltig ausgewéhlt werden. So protoniert die fiir die
Arbeiten verwendete Trichloressigsdure beispielsweise alle positiv geladenen Seitenketten
und flihrt zur irreversiblen Denaturierung der Proteine.

Fiir die Proteinprazipitation wurden die Proben mit Trichloressigsdure (Endkonzentration ca.
10 %) versetzt und fiir 15 Minuten bei -20 °C eingefroren. Durch Zentrifugation bei
13.000 U/min und 4 °C fiir 15 Minuten konnten die Proteine pelletiert werden. Anschliefend

wurde das Pellet mit 100 % und 80 % Aceton gewaschen und fiir 5 Minuten luftgetrocknet.

2.13.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Grofenauftrennung von Proteinen wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese im
diskontinuierlichen Puffersystem verwendet. Bei dieser von Laemmli entwickelten Methode
werden die Proteine durch unterschiedliche ITonenbewegungen im elektrischen Feld in einem
Sammelgel konzentriert und anschlieBend in einem Trenngel aufgetrennt. Die SDS-Gele
wurden in einem Gieflstand nach der in Tabelle 2.16 aufgefiihrten Zusammensetzung

angefertigt.

Tabelle 2.16: Zusammensetzung eines 3,5 %igen Sammel- und 10 %igen Trenngels.

Sammelgel (3,5 %)

Trenngel (10 %)

1,2 ml Acrylamid

10 ml Acrylamid

2,5 ml Sammelgel-Puffer

7,5 ml Trenngel-Puffer

6,3 ml Aqua dest.

12,4 ml Aqua dest.

30 ul TEMED

30 ul TEMED

300 ul 10 % APS

300 pl 10 % APS

Die Proteinproben wurden bei einer Stromstiarke von 13 mA im Sammelgel gestaucht und bei
25 mA im Trenngel separiert. Ein Grolenstandard wurde parallel aufgetragen (Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder [Fermentas]). Fiir die Detektion der Proteine wurde

das Gel direkt gefarbt oder ein Western Blot durchgefiihrt.
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4x Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,4 % SDS
4x Trenngel-Puffer: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4 % SDS
Ix Laufpuffer: 25 mM Tris-Glycin, pH 8,3; 250 mM Glycin, 0,1 % SDS

2.13.7 Detektion von Proteinen und Western Blot

Nach der Gelelektrophorese auf einem SDS-Polyacrylamidgel miissen die Proteine sichtbar
gemacht werden. Hierfiir besteht die Moglichkeit, die Proteine direkt im Gel anzuférben,
wodurch die Gesamtheit der Proteine detektiert wird, oder die Proteine iiber Western-Blotting
spezifisch mit einem Antikdrper nachzuweisen. Die verwendete Methode richtet sich nach
dem Ziel der Auftrennung.

Fiir die Anfarbung der Proteine im Polyacrylamidgel wurde der Farbstoff Coomassie-Brillant-
Blau R-250 verwendet. Dazu wurde das Gel direkt nach der Gelelektrophorese dreimal fiir
10 Minuten mit Aqua dest. gewaschen und anschliefend fiir 1 Stunde mit der PageBlue
Féarbelosung (Fermentas) inkubiert. Coomassie-Brillant-Blau lagert sich an die basischen
Seitenketten der Aminosduren an und ermoéglicht die unspezifische Proteindetektion.
AnschlieBend konnte der iiberschiissige Farbstoff durch kurzes Schwenken in Aqua dest.
entfernt werden.

Zur spezifischen Detektion der Proteine wurde der Western Blot eingesetzt. Hierflir mussten
die Proteine in einem ersten Schritt vom SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulose-
Membran iibertragen werden. Dies geschieht in einem senkrecht zum Polyacrylamid-Gel
gerichteten elektrischen Feld. Dadurch wandern die Proteine aus dem Gel auf die
Membranoberflidche und bleiben aufgrund hydrophober Wechselwirkungen auf dieser haften.
Zu diesem Zweck wurde das Gel mit einer Nitrozellulose-Membran in eine Blotvorrichtung
eingespannt. AnschlieBend wurde der Blotvorgang bei 500 mA fiir 1 Stunde in Nass-Blot-
Puffer durchgefiihrt.

Die Effektivitit des Transfers wurde durch Anfirbung der Nitrozellulose-Membran mit
Ponceau S kontrolliert. Dieser Farbstoff bindet reversibel die positiv geladenen

Aminogruppen der Proteine.

Ix Nass-Blot-Puffer: 20 mM Borsdure, pH 8,8 NaOH; 1 mM EDTA
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2.13.8 Immunoblotting

An Nitrozellulose gebundene Proteine konnen mit Hilfe spezifischer Antikorper sehr sensitiv
identifiziert werden. Durch Auswahl eines geeigneten Detektionssystems ldsst sich das
Zielprotein bis in den nanomolaren Bereich nachweisen. Bei der Verwendung
Phosphorylierungs-spezifischer Antikdrper muss beachtet werden, dass sich diese nicht in
Kombination mit Magermilchpulver einsetzen lassen, weil der Anteil an phosphorylierten
Proteinen im Magermilchpulver die spezifischen Antikdrper abbindet. Aus diesem Grund
wird ein Phospo-Antikérper in der Regel in Gegenwart von Rinderalbumin (BSA — bovine
serum albumine) oder anderen, teilweise synthetischen Reagenzien inkubiert.

In Abhéngigkeit vom verwendeten Antikdrper wurde die Nitrozellulose-Membran mit 5 %
Magermilchpulver oder 3 % BSA fiir eine Stunde blockiert. AnschlieBend wurde der
Primérantikdrper im entsprechenden Blockierreagenz verdiinnt und fiir eine Stunde mit der
Membran inkubiert. Die Nitrozellulose wurde dreimal fiir 10 Minuten mit TBST gewaschen
und fiir eine Stunde mit dem korrespondierenden Sekundérantikdrper in 5 % Milchpulver
versetzt. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBST wurde die Membran entwickelt.
Hierflir kamen in Abhéngigkeit vom Sekunddrantikdrper zwei Methoden zum Einsatz. Bei
Verwendung eines HRP-gekoppelten Sekundérantikdrpers wurde mit dem SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) nach den Angaben des Herstellers entwickelt. Die
Signale konnten anschlieBend mit einem photosensitiven Film detektiert werden. Bei
Verwendung eines Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Sekundirantikérpers wurde die
Nitrozellulose-Membran in einer speziellen BCIP/NBT-Farbelosung inkubiert und die Signale

wurden in Form eines magenta-farbenen Niederschlags auf der Membran sichtbar.

TBST: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Tween 20

5 % Magermilch: TBST, 5 % Magermilchpulver

3 % BSA: TBST; 3 % BSA Fraktion V

BCIP/NBT-Losung: 0,1 mM Tris-HCI, pH 9,0; 0,1 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 400 uM BCIP;
400 uM NBT

2.13.9 Immunfluoreszenzfdarbung

Bestimmte Molekiile sind in der Lage, Teile des von ihnen absorbierten Lichtes in einer
langwelligeren Strahlung wieder abzugeben. Diese so genannten Fluorochrome konnen in der
Fluoreszenz-Mikroskopie verwendet werden, um mikroskopische Priparate direkt oder

indirekt zum Fluoreszieren zu bringen. Die Besonderheit der Immunfluoreszenz besteht darin,
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dass die Fluorochrome direkt mit dem Antikorper-Molekiil assoziiert sind und dadurch eine
Fluoreszenzdetektion des Antigens ermdglicht wird. Durch Einsatz verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe konnen verschiedene Antigene mit unterschiedlichen Fluoreszenzen
markiert werden.

Die fiir die Immunfluoreszenz nach Methode 2.11.5 fixierten Kulturzellen wurden fiir eine
Stunde mit dem in PBS verdiinnten Primérantikorper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
in PBS wurden die Kulturzellen fiir 30 Minuten mit dem Sekundérantikérper versetzt. Fiir die
Farbung der DNA wurden die Zellen im direkten Anschluss fiir 30 Sekunden mit DAPI
behandelt. Nach drei aufeinander folgenden Waschschritten von je 10 Minuten wurden die
Deckgléschen mit Fluoromount G eingebettet und bis zum Erstarren des Einbettmediums bei
Raumtemperatur gelagert. Die Farbungen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiophot-2

(Zeiss) ausgewertet.

2.13.10 Immunprdzipitation

Die Immunprézipitation ermoglicht es, aus einem komplexen Zelllysat einzelne Proteine unter
Verwendung eines spezifischen Antikérpers anzureichern. Die gezielte Isolation des
Antikorper-Antigen-Komplexes erfolgt in der Regel durch Antikorper-bindende Strukturen,
wie beispielsweise Protein G oder A.

Fir die Immunprizipitation wurden die Zellen mit einem Nonidet-P40-haltigem (NP-40)
Puffer aufgeschlossen. Dieses nicht-ionische Detergenz fiihrte ausschliefSlich zur Auflosung
der Zellmembran und setzte nur die zytosolischen, leicht 16slichen Proteine frei. Durch die
Zugabe von Protease- und Phosphatase-Inhibitoren konnten sekundére Proteinmodifikationen
im Zusammenhang mit dem Zellaufschluss unterbunden werden.

Fiir die Herstellung des Zelllysats wurde die Zellkulturschale zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und anschliefend fiir fiinf Minuten mit 1 ml NP40-Puffer auf Eis inkubiert. Der
Uberstand wurde fiir 15 Minuten bei 4 °C und 13.000 U/min zentrifugiert. AbschlieBend
wurde die Proteinkonzentration des Lysats bestimmt (sieche Abschn. 2.13.4).

Die Prézipitation wurde in 500 ul NP40-Puffer mit 400 pg Zelllysat, 2,5 pg spezifischem
Antikorper und 900 pg dquilibrierten Protein G Dynabeads angesetzt. Das Gemisch wurde fiir
zwei Stunden bei 4 °C iiber Kopf geschwenkt und schlielich mit Hilfe eines Magnetstidnders
(Dynal MPC-S, Dynal) aufgereinigt, wobei sowohl der Durchfluss wie auch alle
Waschfraktionen verwahrt wurden. Nach zwei- bis viermaligem Waschen mit NP40-Puffer
wurde der Komplex aus Antikérper, Antigen und Dynabeads durch die Zugabe des

Elutionspuffer aufgelost. Das Eluat wurde mit Neutralisationspuffer ausgeglichen und
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zusammen mit allen weiteren Proben gefillt (siche Abschn. 2.13.5). Die Proteinpellets

wurden in 1x Laemmli-Lysepuffer resuspendiert und auf einem SDS-Gel aufgetrennt.

NP40-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 % Nonidet P-40

Elutionspuffer: 100 mM Glycin, pH 2,5

Neutralisationspuffer: 1 M Tris-HCI, pH 9,0

Proteaseinhibitoren: 1 mM DTT; 1 uM Pepstatin; 1 mM PMSF,; Ix Protease-Inhibitor-
Cocktail ohne EDTA; 1x HALT Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

2.13.11 in vitro Kinase-Assay

Im in vitro Kinase-Assay wird die Phosphorylierung von Proteinen durch spezifische Kinasen
untersucht. Klassischerweise dienen derartige experimentelle Ansdtze zur Untersuchung der
biochemischen Aktivitdt von Kinasen hinsichtlich eines zelluldren Substrates. In dieser Arbeit
soll der in vitro Kinase-Assay lediglich zum Nachweis der Phosphorylierung bestimmter
Tyrosin-Reste von PKP3 genutzt werden.

Die Tyrosin-Kinase c-Src wurde immunbiochemisch aus l6slichen Zellextrakten gewonnen.
Zu diesem Zweck wurden HaCaT-Zellen bis zur vollstdndigen Konfluenz kultiviert und mit
1 ml Kinase-NP40-Puffer auf Eis lysiert. Die lslichen und unldslichen Zellextrakte wurden
mit einem Spatel vereinigt und kurz zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit einem Pistill
homogenisiert und anschlieBend wurde der gesamte Proteinextrakt fiir 15 Minuten bei
13.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und zur Bestimmung
der Proteinkonzentration verwendet. Fiir die Immunprézipitation der c-Src-Kinase wurden
700 pg Proteinextrakt mit 2,5 pg eines monokonalen Src-Antikorpers (Klon 17AT28)
versetzt. Dem Gemisch wurden 900 pg dquilibrierte Protein G Dynabeads zugesetzt, um die
Antigen / Antikérper-Komplexe zu isolieren. Der Ansatz wurde iiber Kopf bei 4 °C fiir zwei
Stunden geschwenkt und anschlieBend mehrmals mit Kinase-NP40-Puffer in einem
Magnetstidnder gewaschen. Fiir den Kinase-Assay wurde das Pellet in 30 pl Kinase-Puffer
resuspendiert und mit 2 pg rekombinantem PKP3 (zur Verfiigung gestellt von Dr. Ansgar
Schmidt) versetzt. Die Mixtur wurde fiir eine Stunde bei 22 °C inkubiert und abschlie3end
mit 4x Laemmli-Lysepuffer vermengt. Die Proben wurden fiir fiinf Minuten bei 95 °C

gekocht und auf ein SDS-Gel geladen.
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Kinase-NP40-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 200 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 1 mM DTT;
1 mM PMSF; 0,1 % NP40,; Ix Phosphatase Inhibitor Cocktail 2

Kinase-Puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 6,8; 25 mM MgCl,; 5 mM MnCl,; 0,5 mM EDTA; 1 mM
DTT; 0,25 mM Na3VOy; 100 uM ATP)

2.13.12 2D-Gelelektrophorese

Der isoelektrische Punkt (pl) ist ein grundlegendes Charakteristikum von Proteinen und wird
durch ihre Primérstruktur definiert. Er gibt einen bestimmten pH-Wert an, bei dem sich die
Ladungen der negativen Saduregruppen mit den Ladungen der positiven Aminogruppen
auftheben und das Protein eine neutrale Gesamtladung aufweist. Bei der isoelektrischen
Fokussierung wird diese biochemische Eigenschaft der Proteine ausgenutzt, um eine
Auftrennung nach dem isoelektrischen Punkt zu erreichen. Die Kombination mit der SDS-
PAGE fiihrt zu einer weiteren Steigerung der Trennauflésung und wird unter dem Begriff der
Zweidimensionalen (2D)-Gelelektrophorese zusammengefasst.

Fiir die Herstellung eines Gesamtprotein-Extraktes wurden 1,5 x 10’ HaCaT-Zellen trypsiniert
und das Pellet in 1 ml 2D Probenpuffer resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte per
Ultraschall (Ausgangsleistung 2, Tastgrad 40%, kontinuierlicher Impuls fiir 30 Sekunden
[Cell Disruptor B15, Branson Sonifier]). Der Aufschluss wurde lichtmikroskopisch
kontrolliert (Lichtmikroskop CH-2, Olympus) und die unldslichen Bestandteile wurden durch
Zentrifugation bei 13.000 U/min fiir 5 Minuten pelletiert. 200 ul des Uberstandes wurden mit
Hilfe des 2D-CleanUp Kits den Angaben des Herstellers entsprechend aufgereinigt (Bio-Rad).
Das resultierende Protein-Pellet wurde in 125 pl Rehydratisierungs-Puffer resuspendiert,
wobei unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation abgeschieden wurden. Fiir die
isoelektrische  Fokussierung wurde ein ReadyStrip IPG  Streifen mit einem
Fokussierungsbereich von pH 7 — 10 verwendet (Bio-Rad). Der Gelstreifen wurde {iber Nacht
mit der Proteinlosung rehydratisiert und am nichsten Tag nach den Angaben des Herstellers
fokussiert. Um den Gelstreifen fiir die 2. Dimension vorzubereiten, wurde dieser fiir jeweils
15 Minuten mit Aquilibrierungs-Puffer 1 und 2 inkubiert. AnschlieBend wurde der Gelstreifen
auf ein SDS-Gel geladen und mit 0,8 % Agaroselosung iiberschichtet. Die SDS-PAGE wurde
entsprechend Abschnitt 2.13.7 durchgefiihrt.
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2D Probenpuffer: Ix PBS; I mM DTT, 1 mM PMSF; I uM Pepstatin, Protease Inhibitor
Cocktail EDTA-frei; Phosphatase Inhibitor Cocktail 2

Rehydratisierungs-Puffer: 7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 2 % CHAPS; 0,5 % Ampholyte
6—11; 30 mM Tris; 1,2 % DeStreak

Aquilibrierungs-Puffer 1: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 6 M Harnstoff: 30 % Glycerol; 2 % SDS;
0,5 % DTT

Aquilibrierungs-Puffer 2: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 6 M Harnstoff: 30 % Glycerol; 2 % SDS;
4,5 % lodacetamid

2.13.13 Immunhistochemische Fdrbungen von Geweben

Als Immunhistochemie wird die Farbung von Gewebsschnitten mit spezifischen Antikérpern
bezeichnet. Hierflr wurden humane Gewebsproben aus dem Archiv des Instituts fiir
Pathologie verwendet. Diese waren mit 10 % Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Fiir
die immunhistochemische Fiarbung wurden mit Hilfe eines Mikrotoms Gewebsschnitte
(Schnittdicke: 3 — 4 um) angefertigt und auf Objekttriger libertragen. Vor der Farbung musste
das Gewebe entparaffiniert werden. Hierfiir wurden die Schnitte mit Xylol behandelt und
anschlieend in einer abnehmenden Ethanolreihe (100 % - 96 % - 70 %) inkubiert. Zur
immunhistochemischen Féarbung des desmosomalen Proteins PKP3 wurden die Antigene
durch eine Kombination von Hitze und Enzym-Verdau demaskiert. Die entparaffinierten
Praparate wurden fiir drei Minuten in einer Natriumcitrat-Losung bei 115 °C in der
Mikrowelle erhitzt, anschlieBend mit Aqua dest. gespiilt und mit Trypsin bei 37 °C
weiterbehandelt. Fiir die immunhistochemische Férbung der c-Src-Kinase wurden die
Antigene lediglich mit Trilogy (Cell Marque) demaskiert. Die Gewebsschnitte wurde erneut
mit Aqua dest. gewaschen und in einem Immunfarbeautomaten (Autostainer Plus, Dako) nach
den Angaben des Herstellers mit den jeweiligen Antikorpern hybridisiert. Fiir die Detektion
der Primédrantikdrper wurde das EnVision Detection System Peroxidase / DAB, Rabbit /
mouse (Dako) verwendet und die Gegenfirbung wurde mit REAL Hematoxylin (Dako)
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die gefarbten Schnitte in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (70 % - 96 % - 100 %) dehydriert und mit Xylol behandelt. Die Schnitte wurden
mit Eukitt eingebettet und anschlieBend Lichtmikroskopisch analysiert und dokumentiert

(Durchlichtmikroskop DMRB mit Digitalkamera DFC320, Leica Microsystems).

Natriumcitrat-Losung: 10 mM Na-Citrat, pH 6,0
Trypsin-Losung: 50 mM Tris-HCI, pH 7,8; 0,001 % Trypsin; vorgewdrmt auf 37 °C
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2.13.14 Expression des PKP3 N-Terminus in Escherichia coli

Zur Expression des rekombinanten PKP3 N-Terminus wurden kompetente Escherichia coli
XL1-Blue MRF Kan® mit dem Expressionsplasmid pQE30-PP3-His transformiert. Nach
Inkubation der LB-Amp-Platten iiber Nacht bei 37 °C wurde eine Vorkultur von 3 ml LB-
Amp-Medium mit einer Kolonie beimpft. Diese wurde bei 37 °C im Horizontalschiittler {iber
Nacht inkubiert und am folgenden Tag fiir das Animpfen einer 50 ml Hauptkultur verwendet.
Anschlielend wurde die Bakterienkultur unter starkem Schiitteln bis zu einer ODggy von 0,5
angezogen. Da die Translation des PKP3-Genabschnitts unter der Kontrolle des lac-Operators
stand, konnte die spezifische Expression durch die Zugabe von IPTG (I mM
Endkonzentration) induziert werden. Die Kultur wurde fiir weitere 2 Stunden auf dem
Horizontalschiittler bei 37 °C inkubiert, wobei in 30-miniitigen Abstinden jeweils 1 ml Probe
entnommen wurde.

Die entnommenen Proben wurden bei 5.000 U/min fiir fiinf Minuten zentrifugiert und das
Bakterienpellet mit 1x Laemmli-Lysepuffer lysiert. Zur Kontrolle der PKP3-Expression

wurden die Proteinproben per SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie angeférbt.

2.13.15 Screening von cDNA-Bibliotheken mit Hilfe Phosphorylierungs-spezifischer
Antikérper

Fir die Isolation der Protein-Tyrosin-Kinasen stand eine Phagemid-basierte cDNA-
Expressions-Bibliothek auf Grundlage des Uni-ZAP XR-Vektors von Agilent zur Verfligung.
Dieses System kombiniert die Eigenschaften einer Lambda-Expressions-Bibliothek mit der
Moglichkeit der in vivo Exzision des pBluescript Phagemids. Die Bibliothek wurde aus
mRNA aus Lebergewebe generiert und freundlicher Weise von Prof. Dr. Manser (Institut fiir
Toxikologie und Pharmakologie, Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel) zur
Verfiigung gestellt. Als bakterieller Wirtsstamm wurden Escherichia coli XL1-Blue MRF
Kan® verwendet. Dieser Stamm besaB das F'-Episom, welches sowohl fiir die Infektion als
auch fiir die lac-Repressor-abhdngige Expression der cDNA-Konstrukte notwendig war.
Dartiber hinaus wurde dieser Stamm mit einem pQE30-NPP3-Konstrukt transformiert,
welches fiir die PKP3-Kopfdomédne kodiert und ebenfalls unter der Kontrolle des lac-
Repressors stand (sieche Abschn. 3.9). Zur Priaparation der Wirtsbakterien wurde eine XL1-
Blue MRF Kan® pQE30-NPP3 Ubernachtkultur in Ampicillin-haltigem LB-Medium
angesetzt. Dem Medium wurden 10 mM Magnesiumsulfat und 0,2 % Maltose zugesetzt.
Diese Supplemente fiihren zur Ausbildung von Oberflichenrezeptoren, die auch fiir die

Adsorption der Phagen notwendig sind. Die Kultur wurde bei 37 °C iiber Nacht auf dem



2. Material und Methoden 50

Horizontalschiittler inkubiert und anschlieend fiir 10 Minuten bei 3.500 U/min und 4 °C
abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 0,4 Volumen 10 mM Magnesiumsulfat
resuspendiert und bei 4 °C gelagert.

Fiir die Infektion wurden 200 pl der priparierten Ubernachtkultur mit der gewiinschten
Menge an Plaque Forming Units (pfu) infiziert. Die Phagen-Bakterien-Suspension wurde fiir
30 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, um die Adsorption der Phagen an die
Bakterien zu ermdglichen. AnschlieBend wurde die Suspension mit Topagarose (42 °C)
gemischt und auf eine vorgewdrmte Phagen-LB-Amp-Platte (37 °C) aufgetragen. Nach
15 Minuten bei Raumtemperatur war die Topagarose erstarrt und die Platten wurden fiir drei
bis vier Stunden im Brutschrank bei 42 °C kultiviert. In der Zwischenzeit wurden
Nitrozellulose-Rundfilter in 20 mM IPTG getrinkt. Nach visueller Uberpriifung der
Plaquedurchmesser (ca. 1 mm) wurden die getrockneten Filter auf die Platten gelegt und
deren Position mit Tusche markiert. Nach weiteren vier Stunden bei 37 °C wurden die Filter
abgehoben, dreimal fiir 10 Minuten mit TBST gewaschen und iiber Nacht in 3 % BSA
blockiert. Am nichsten Tag wurde mit einem Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikorper ein
Immunoblot durchgefiihrt. Um die Detektion positiver Plaques zu erleichtern, wurden die
Nitrozellulose-Filter mit einer BCIP/NBT-Firbelosung entwickelt, weshalb ein Alkalische
Phosphatase-gekoppelter Sekundérantikorper verwendet wurde.

Die positiven Plaques wurden ausgestanzt und in 200 ul SM-Puffer fiir 6 Stunden iiber Kopf

geschwenkt. Um die Bakterien abzutéten, wurde dem Puffer 10 % Chloroform zugesetzt.

SM-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH, 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM MgSO,, 0,01 % Gelatine
Phagen-LB-Agar: LB-Agar mit LE-Agarose; 10 mM MgSO,
Topagarose: LB-Agar mit LE-Agarose

2.13.16 in vivo Exzision des pBluescript Phagemids mit einem Helfer-Phagen

Die verwendete cDNA-Bibliothek auf Basis des Lambda Uni-ZAP XR Vektors ermdglichte
die Exzision des Phagemids und des kodierten cDNA-Inserts unter Zuhilfenahme eines
Helfer-Phagen. Hierbei erkennen Proteine des Helfer-Phagen spezifische DNA-Signaturen
innerhalb des Uni-ZAP XR Vektors und bilden ein einzelstringiges, zirkuldres DNA-
Molekiil, welches in filamentdse Phagenpartikel verpackt wird. Auf diese Weise wird das
pBluescript Phagemid mit dem entsprechenden cDNA-Insert aus dem Uni-ZAP XR Vektor in

vivo herausgeschnitten.
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Fiir die in vivo Exzision wurden 200 ul priaparierte Wirtsbakterien mit dem Kinase positiven
Phagenklon und dem ExAssist Helfer-Phagen vermengt und 30 Minuten bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. LB-Medium wurde 10 mM Magnesiumsulfat und 0,2 % Maltose
zugesetzt und zur Phagen-Bakterien-Suspension gegeben. Nach dreistiindiger Kultivierung
bei 37 °C auf dem Horizontalschiittler wurde der Ansatz 20 Minuten bei 70 °C im Wasserbad
erhitzt. In dieser Phase wird ein GroBteil der Lambda-Phagen zerstort und aulerdem werden
die filamentosen Partikel durch Lyse der Bakterien freigesetzt. Durch Zentrifugation bei
3.500 U/min fiir 15 Minuten konnen die filamentdsen Phagen abgetrennt werden.

Mit den filamentdsen Phagen wurde eine Escherichia coli SOLR-Stamm infiziert. In diesem
Stamm kann sich der filamentose Phage nicht vermehren und kontaminierende Lambda-
Phagen sind nicht in der Lage, diesen zu infizieren. Aus dem einzelstringigen DNA-Molekiil
wurde ein doppelstringiges pBluescript Phagemid assembliert, welches zur weiteren Analyse
verwendet werden konnte. Da sich das Phagmid im SOLR-Stamm schlecht replizierte, wurde

dieses in den Stamm XL1-Blue MRF Kan® kloniert.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse von posttranslationalen Modifikationen von Plakophilin 3

Die Vielfalt posttranslationaler Modifikationen hat unterschiedlichste Auswirkungen auf die
biochemische Natur von Proteinen. Eine probate Analysemethode ist die zweidimensionale
Gelelektrophorese, da sie sowohl Anderungen des Molekulargewichts als auch des
isoelektrischen Verhaltens erfasst. Um eine erste Aussage iiber die posttranslationalen
Modifikationen von Plakophilin 3 (PKP3) zu gewinnen, wurde ein Gesamtproteinextrakt aus
der humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT hergestellt und in der 2D-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Anhand der abgeleiteten Aminosdure-Sequenz von PKP3 konnte ein
isoelektrischer Punkt von pH 9,39 vorhergesagt werden, weshalb die isoelektrische
Fokussierung in einem Bereich von pH 7 bis pH 10 durchgefiihrt wurde. In der 2. Dimension
wurden die fokussierten Proteine auf einem 10%-igen SDS-Gel nach ithrem Molekulargewicht
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die
immunbiochemische Detektion von PKP3 erfolgte mit polyklonalen Antikérpern (P3-3) und
ist in der folgenden Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Zweidimensionale Gelelektrophorese von PKP3.
Ein HaCaT Gesamtproteinextrakt wurde in der 1. Dimension in einem pH-Bereich von pH 7
bis pH 10 isoelektrisch fokussiert (IEF) und in der 2. Dimension nach dem Molekulargewicht
aufgetrennt (SDS-PAGE). Nach dem Western Blot wurde die Nitrozellulose-Membran mit
polyklonalen PKP3-Antikérpern hybridisiert. Der isoelektrische Punkt von PKP3 wurde bei
9,39 markiert (Pfeil). Molekulargewichte sind in Kilodalton (kDa) angegeben.

Die Western Blot Hybridisierung zeigte eine Vielzahl isoelektrischer PKP3-Varianten {iber
den gesamten untersuchten pH-Bereich. Neben einzelnen Spots mit variierender Intensitét
traten vor allem breitere Signalgruppen mit geringer Detailauflosung auf. Die Position des
vorhergesagten isoelektrischen Punktes von PKP3 wurde aufgrund des linearen pH-
Gradienten des ReadyStrip IPG-Streifens abgeleitet (Bio-Rad). Hier trat keine erhhte Menge

von PKP3 auf. Interessanterweise wurde aber eine Akkumulation von PKP3 am neutralen
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Ende des Fokussierungsbereichs beobachtet, die auf weitere isoelektrische Varianten
unterhalb des untersuchten pH-Bereiches hindeutete. Die enorme Verschiebung des
isoelektrischen Punktes von PKP3 diirfte in erster Linie auf Phosphorylierungen
zuriickzufiihren sein, da die eingebrachten Negativladungen besonders bei sehr basischen
Proteinen zu groflen pl-Spriingen flihren [Zhu et al., 2005]. Dies konnte durch in silico
Berechnungen bestétigt werden (PhosphoSitePlus). Bei diesen Kalkulationen wurde,
ausgehend von der PKP3-Aminosdure-Sequenz, der Einfluss einzelner oder mehrerer

Phosphorylierungen auf den isoelektrischen Punkt berechnet (vgl. Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Auswirkung der Phosphat-Gruppen-Addition auf den isoelektrischen Punkt von
PKP3 (nach PhosphoSitePlus).

Anzahl Phosphatgruppen Isoelektrischer Punkt (pI)

0 9,39

9,29

9,18

9,06

8,91

8,73

8,5

8,2

7,86

o R Q| &N | K| W N| -

7,57

[y
[—]

7,36

[
[

7,19

Dennoch war es unter Zuhilfenahme dieser Methode nicht moglich, dem komplexen
Detektionsmuster in Abbildung 3.1 einzelne Phosphorylierungen direkt zuzuordnen. Hier
konnen andere Modifikationen ebenfalls einen Einfluss auf das isoelektrische Verhalten von
PKP3 haben. Andere Modifikationen, wie Acetylierungen und Methylierungen wurden fiir
PKP3 im Rahmen entsprechender Analysen ebenfalls nachgewiesen (PhosphoSitePlus).

Verdnderungen hinsichtlich des Molekulargewichtes von PKP3 wurde nicht beobachtet.
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3.2 Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierung von Plakophilin 3

Die 2D-Gelelektrophorese legte nahe, dass PKP3 an mehreren Aminosdure-Resten
gleichzeitig phosphoryliert vorliegt. Um dieser Vermutung nachzugehen, wurde PKP3 mit
polyklonalen Antikdrpern (P3-3) spezifisch aus dem 16slichen Proteinextrakt von HaCaT-
Zellen immunprézipitiert. Die Prizipitations-Produkte wurden auf einem 10%-igen SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran {ibertragen. Die immunbiochemische
Kontrolle der Prazipitation erfolgte mit einer Mischung der monoklonalen Antikérper gegen
PKP3 (Klone PKP3-270.6.2 und PKP3-310.9.1) und zeigte ein spezifisches Signal bei ~87
kDa. Das zusidtzliche Signal bei ~70 kDa stellte wahrscheinlich ein stabiles
Degradationsprodukt von PKP3 dar. Die Phosphorylierung von Tyrosin(en) in PKP3 wurde
mit einem monoklonalen phospho-Tyrosin-spezifischen Antikorper (pY20) nachgewiesen, der
ein schwaches Signal auf der Hohe von PKP3 zeigte. Dies ist in Abbildung 3.2 A

veranschaulicht.
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Abbildung 3.2: Tyrosin-Phosphorylierung von PKP3 in Abhingigkeit von Pervanadate.

Aus unbehandelten (A) oder Pervanadat-behandelten (B) HaCaT-Zellen wurde ein 19slicher
Proteinextrakt hergestellt und fiir die Immunprézipitation (IP) von PKP3 verwendet. Die
Proteine aller Fraktionen der IP (FT, WI1, W2, W3 und E) wurden nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die
Prazipitation wurde mit einer Mischung der monoklonalen Antikdrper gegen PKP3 (270/310)
iberpriiftt. Zum Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierung wurde ein phospho-Tyrosin-
spezifischer Antikorper (pY20) verwendet. Molekulargewichte der Referenzproteine sind in
Kilodalton (kDa) angegeben.

Die Tyrosin-Phosphorylierung von PKP3 konnte in mehreren experimentellen
Wiederholungen nicht regelmifig nachgewiesen werden, was vermutlich auf eine variierende

Effizienz der Immunprézipitation zuriickzufiihren ist. Das Vorhandensein von Serin- und
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Threonin-Phosphorylierungen wurde an PKP3 bereits frither nachgewiesen (Dr. Jéger,
personliche Mitteilung) und sollte fiir die weitere Arbeit eine untergeordnete Rolle spielen.

Im Folgenden wurde der Effekt des Tyrosin-Phosphatase-Inhibitors Pervanadat auf die
Phosphorylierung von PKP3 untersucht. Der Einsatz dieser Substanz resultiert in einer
intensiven Tyrosin-Phosphorylierung zelluldrer Proteine, da die De-Phosphorylierungen durch
die irreversible Inhibition von Tyrosin-Phosphatasen verhindert werden. Diese Effekte
wurden bereits frither auch an den desmosomalen Proteinen Desmoglein 2 und Plakoglobin
beobachtet [Garrod et al.,, 2008b]. Zu diesem Zweck wurden HaCaT-Zellen vor der
Extraktion l6slicher Proteine mit 0,1 mM Pervanadat fiir 15 Minuten behandelt. Fiir die
Immunprézipitation aus den Extrakten und die Detektion der Prizipitations-Produkte wurden
die bereits beschriebenen Antikorper verwendet (siehe oben). Ein repridsentatives Ergebnis
mehrerer Wiederholungen dieses Experiments der Western Blot-Hybridisierung ist in
Abbildung 3.2 B dargestellt. Hieraus ergibt sich, dass die Pervanadat-Behandlung die
anscheinend transienten Tyrosin-Phosphorylierungen von PKP3 deutlich zu stabilisieren

vermag.

3.3 Quantitative Tyrosin-Phosphorylierung von PKP3

Die bisherigen Ergebnisse gaben lediglich Auskunft iiber die qualitative Phosphorylierung
von PKP3. Um eine quantitative Aussage {iiber die Relevanz einzelner Tyrosin-
Phosphorylierungen zu bekommen, wurde die Datenbank PhosphoSitePlus hinzugezogen.
Hierbei handelt es sich um eine regelméfig aktualisierte Sammlung von Phosphotomics
Ergebnissen, die aus massenspektrometrischen Untersuchungen verschiedenster biologischer
Proben hervorgehen. Die in silico Analyse von PKP3 ergab mehrere Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen, sowohl in der Kopf- als auch in der Armadillo-Doméne. In Tabelle
3.2 werden einzelne hierbei gefundene PKP3 Tyrosin-Phosphorylierungen hinsichtlich ihrer

Detektions-Haufigkeit aufgefiihrt.

Tabelle 3.2: Hiufigkeit des Auftretens einzelner Phosphorylierungen von PKP3 in

einzelnen massenspektrometrischen Analysen (nach PhosphoSitePlus, Stand

13.11.2012).
Tyrosin-Rest Hiufigkeit in Analysen PKP3-Domiine
Y84 490 Kopf
Y114 27 Kopf
Y176 499 Kopf
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Tyrosin-Rest Hiufigkeit in Analysen PKP3-Domiine
Y195 139 Kopf
Y210 111 Kopf
Y303 12 Kopf
Y390 183 Armadillo
Y539 2 Armadillo

In Relation wurden fiinf PKP3-Tyrosin-Reste besonders oft im phosphorylierten Zustand
nachgewiesen (Y84, Y176, Y195, Y210, Y390). Neben diesen und den hier aufgefiihrten
Phosphorylierungen existieren weitere, die jedoch weitaus seltener nachgewiesen wurden. Da
der Modifikation der genannten fiinf Tyrosin-Reste womoglich eine substantiellere Bedeutung

zukommt, sollten diese im Zuge der weiteren Arbeiten untersucht werden.

3.4 Vektorkonstruktionen zur Analyse der Tyrosine am PKP3 N-Terminus

Die in Abschnitt 3.3 beschriebenen Tyrosine, die bei massenspektrometrischen Analysen
hdufiger im phosphorylierten Zustand detektiert wurden, waren hier von besonderem
Interesse. Deswegen sollten cDNA-Konstrukte fiir die fiinf Tyrosin-Reste erstellt werden, bei
denen diese durch sequenzspezifische Mutagenesen ausgetauscht werden sollten, um die
Bedeutung dieser Aminosduren im Hinblick auf die Eigenschaften von PKP3 ndher zu

untersuchen. Dariiber hinaus wurde auch ein Serin-Rest (S196) untersucht.

3.4.1 Mutationsvarianten und allgemeine Klonierungsstrategie

Zur Untersuchung der Phospho-Aminosduren wurden diese durch gezielte Nukleotid-
Mutationen substituiert. Die Auswahl eines geeigneten Substituenten beriicksichtigte die
strukturellen Eigenschaften der zu verdndernden Aminosédure. Aus diesem Grund wurde die
Aminosdure Tyrosin mit Phenylalanin substituiert. Wie Abbildung 3.3 zu entnehmen ist,
unterscheiden sich beide Aminosduren lediglich durch das Vorhandensein einer

Hydroxylgruppe an der aromatischen Seitenkette.
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Abbildung 3.3: Strukturvergleich zwischen Tyrosin und Phenylalanin.
Phenylalanin und Tyrosin unterscheiden sich im chemischen Charakter der aromatischen
Seitenkette.

Mit den gleichen Anforderungen wurde ein geeigneter Substituent fiir Serin ausgewéhlt.
Diese Aminosdure wurde durch Nukleotid-Substitution zum Alanin mutiert. Die Seitenkette
des Alanins présentierte ein Wasserstoffatom anstatt einer Hydroxylgruppe. Abbildung 3.4

verdeutlicht die Unterschiede beider Aminosiuren.
O o)

H3C
OH HO OH

NH 2 NH 2
Alanin Serin

Abbildung 3.4: Strukturunterschiede zwischen Serin und Alanin.
Die vereinfachte Strukturformel des Alanins zeigt die Methylgruppe an der Seitenkette der
Aminosdure, wohingegen Serin an dieser Position durch eine Hydroxymethylgruppe
gekennzeichnet ist.

Biophysikalische Anderungen der Proteinstruktur wurden bei der Auswahl der Substituenten

nicht berticksichtigt.

Fiir die Arbeiten konnte zum Teil auf bereits bestehende Mutationen zuriickgegriffen werden
(zur Verfliigung gestellt von Dr. A. Schmidt). Diese befanden sich in der cDNA des
menschlichen PKP3, kloniert in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA6/V5-His A
PKP3-CKT3 bzw. in den Vektor pBluescript R3-NPP3. Fiir die weiteren Klonierungen
standen diese Konstrukte direkt zur Verfligung. In Tabelle 3.3 sind alle vorhandenen

Mutationen zusammengefasst.

Tabelle 3.3: Bestehende Mutationskonstrukte aus den Vorarbeiten.

Bezeichnung Mutation

pBluescript R3-NPP3-Y84F Substitution Y84 nach F84

pBluescript R3-NPP3-Y176F Substitution Y176 nach F176
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Bezeichnung

Mutation

pBluescript R3-NPP3-Y390F

Substitution Y390 nach F390

pcDNA6 PKP3-CKT3-Y84F

Substitution Y&4 nach F84

pcDNA6 PKP3-CKT3-Y176F

Substitution Y176 nach F176

pcDNA6 PKP3-CKT3-Y195F

Substitution Y195 nach F195

pcDNA6 PKP3-CKT3-Y210F

Substitution Y210 nach F210

pcDNA6 PKP3-CKT3-Y390F

Substitution Y390 nach F390

Diese Mutationen wurden, wie bereits erwdhnt, um eine Serin-Substitution an Position S196

erweitert und schlielich in einer Kombinationsmutante vereinigt.

3.4.2 Konstruktion der S196A4-Mutation

3.4.2.1 Mutagenese zur Konstruktion der S196A-Mutation

Die Mutation von Serin S196 zu Alanin A196 wurde durch Mutagenese des Vektors
pBluescript R3-NPP3 hergestellt. Dabei wurden die Nukleotide an Position 660 und 661 mit
Hilfe mutierter Oligonukleotide gezielt ausgetauscht, wodurch auf Aminosdureebene aus dem
urspriinglichen Serin (AGC) ein Alanin (GCC) generiert wurde. In Abbildung 3.5 ist die

Mutagenese unter Verwendung der verdnderten Oligonukleotide dargestellt.

PP3 S196A fw 5’'- CCTGGACGACCGCTACGCCCTGGTGTCTGAGCAG -3’
631 - TGGGGCCCGGGGGCCTGGACGACCGCTACAGCCTGGTGTCTGAGCAGCTGGAGCCCGC. ..
3’ - GGACCTGCTGGCGATGCGGGACCACAGACTCGTC -5" PP3 S196A rev

Abbildung 3.5: Mutagenese von pBluescript R3-NPP3 zur Konstruktion der S196A-Mutation.
Die pBluescript R3-NPP3-Sequenz (schwarz) wird mittels der Oligonukleotide (blau) an
Aminoséureposition 196 mutiert. Durch den Austausch von zwei Nukleotiden (rot) wird auf
Aminosdureebene aus einem Serin (AGC) ein Alanin (GCC) erzeugt (gelb).

Das entstandene Plasmid wurde pBluescript R3-NPP3-S196A bezeichnet und diente als
Ausgangskonstrukt fiir die Einbringung der Mutation S196A in den Vektor pcDNA6 PKP3-
CKT3.

3.4.2.2 Konstruktion von pcDNA6 PKP3-CKT3-S196A

Zusatzlich zu den bereits vorhandenen Mutationen (siehe Tab. 3.3) sollte auch die Mutation
S196A in den Vektor pcDNA6/V5-His A PKP3-CKT3 eingebracht werden. Hierfiir wurde die
Mutation iiber die Restriktionsendonuklease Sbf1, das in PKP3 an Nukleotidposition 337 und

1081 schneidet, in den Vektor kloniert. Da es sich um eine ungerichtete Klonierung handelte,
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musste die Orientierung des eingefligten Fragments liber eine Kontrollspaltung mit Xhol

iiberpriift werden. Das vollstdndige Plasmid wurde pcDNA6 PKP3-CKT3-S196A bezeichnet.

3.4.3 Konstruktion der Kombinationsmutante aus allen Phospho-Aminosdure-Mutationen

Mit dem Ziel, die Funktion der Phosphorylierungen im Kollektiv zu untersuchen, wurde eine
Kombinationsmutante angefertigt. Mit dieser wurde der Effekt mehrerer Phospho-
Aminosdure-Mutationen auf die PKP3-Eigenschaften studiert, der bei Untersuchung der
Einzelmutationen nicht aufgelost werden konnte. Im Folgenden ist das chronologische
Klonierungsschema zur Konstruktion des Y84F-Y176F-Y195F-S196A-Y210F-Y390F-
Vektors dargestellt.

3.4.3.1 Konstruktion der Y195F-S196A-Doppelmutation

Als Ausgangskonstrukt fiir die Herstellung der Kombinationsmutante wurde der Vektor
pBluescript R3-NPP3-S196A gewihlt. In einem ersten Schritt wurde die Mutation des
Tyrosins an Position Y195 erzeugt. Hierfiir wurde die in Abbildung 3.6 dargestellte
Mutagenese durchgefiihrt, bei welcher Adenin an Nukleotidposition 658 durch ein Thymidin
ausgetauscht wurde. Auf Aminosdureebene konnte durch diese Substitution ein Phenylalanin

generiert werden.

PP3 Y195F fw 5’- GGGCCTGGACGACCGCTTCGCCCTGGTGTCTGAG -3’
631 - TGGGGCCCGGGGGCCTGGACGACCGCTACGCCCTGGTGTCTGAGCAGCTGGAGCCCGC. ..
3’ - CCCGGACCTGCTGGCGAAGCGGGACCACAGACTC -5" PP3 Y195F rev

Abbildung 3.6: Mutagenese von pBluescript R3-NPP3-S196A zur Konstruktion der Y 195F-Mutation.
Der Vektor pBluescript R3-NPP3-S196 (schwarz) wird mit Hilfe mutierter Oligonukleotide
(blau) um die Mutation Y195F erweitert. Hierfiir wird Adenin an Position nt 658 durch ein
Thymidin ausgetauscht (rot), wodurch es zum Aminosdurewechsel nach Phenylalanin kommt
(gelb). Die bereits existierende S196A-Mutation ist unterstrichen.

Das Konstrukt wurde pBluescript R3-NPP3-Y195F-S196A bezeichnet.

3.4.3.2 Erweiterung der Y195F-S196A-Mutante um die Mutation Y210F

Da es nicht moglich war, die Aminosduremutation an Tyrosin Y210 {ber
Restriktionsspaltungen einzubeziehen, musste auch diese iliber eine Mutagenese realisiert
werden. Hierfiir wurde im Vektor pBluescript R3-NPP3-Y195F-S196A Alanin an
Nukleotidposition 703 zum Thymidin substituiert. Durch diese Mutation wird aus dem
kodierten Tyrosin ein Phenylalanin. Abbildung 3.7 verdeutlicht die durchgefiihrte Mutagenese

unter Verwendung der angegebenen Oligonukleotide.
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pkp3 y205f sense 5’ - GCGGCCACCTCCACCTTCAGGGCCTTTGCGTACG -3
680 - GGAGCCCGCGGCCACCTCCACCTACAGGGCCTTTGCGTACGAGCGCCAGGCCAGCT. ..

37 - CGCCGGTGGAGGTGGAAGTCCCGGAAACGCATGC =57
pkp3 y205f antisense

Abbildung 3.7: Mutagenese von pBluescript R3-NPP3-Y195F-S196A zur Konstruktion der Y2 10F-Mutation.
Die Nukleotidsubstitution an Position 703 von Alanin nach Thymidin (rot) fithrt zum
Aminosaurewechsel nach Phenylalanin (gelb).

Die Triple-Mutante wurde pBluescript R3-NPP3-Y195F-S196A-Y210F bezeichnet.

3.4.3.3 Konstruktion von pBluescript R3-NPP3-Y176F-Y195F-S196A4-Y210F
Die Mutation an Tyrosin Y176F konnte iiber eine BspEIl / Smal-Klonierung in die Triple-
Mutante einbezogen werden. BspEl schneidet in PKP3 an Nukleotidposition 5 und Smal an

Position 635. Die Klonierungsstrategie ist im Folgenden schematisch dargestellt.

EcoRI BspEl Smal BamH|
(2)\( (5) (635) (1348)
L. RO, R
7 76 2
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Abbildung 3.8: Konstruktion des Vektors pBluescript R3-NPP3-Y 176F-Y195F-S196A-Y210F.
Die Y176F-Mutation wird aus dem pBluescript R3-NPP3-Y176F-Konstrukt gewonnen und
iiber BspEl / Smal kloniert. Die angegebenen Werte entsprechen den Nukleotidpositionen in
der publizierten PKP3 cDNA (GenBank Acc.No. NM_007183; gelb).

Fir die Konstruktion von pBluescript R3-NPP3-Y176F-Y195F-S196A-Y210F wurde das
Y 176F-Fragment aus dem bereits bestehenden pBluescript R3-NPP3-Y176F iiber eine BspEI

/ Smal-Restriktion gewonnen und in die Triple-Mutante kloniert.

3.4.3.4 Konstruktion der pBluescript R3-NPP3-Y84F-Y390F-Mutante

Fiir die Kombination der Tyrosin-Mutationen an Position Y84F und Y390F konnte auf die
beiden bereits vorhandenen pBluescript-Vektoren zuriickgegriffen werden (siche Tab. 3.3).
Die Mutationen lieBen sich iiber BspEI und BsiWI vereinigen. Zu diesem Zweck wurde
pBluescript R3-NPP3-Y84F mit BspEl / BsiWI verdaut, wodurch ein 710 bp Fragment
gewonnen wurde, welches die Y84F-Mutation enthielt. Durch Ligation mit BspEIl / BsiWI-
verdautem pBluescript R3-NPP3-Y390F wurde die gewilinschte Doppelmutante erzeugt.
Abbildung 3.9 verdeutlicht den Klonierungsschritt.
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Abbildung 3.9: Konstruktion des Vektors pBluescript R3-NPP3-Y84F-Y390F.
Uber BspEI / BsiW1 kann die Y84F-Mutation aus pBluescript R3-NPP3-Y84F in pBluescript
R3-NPP3-Y390F kloniert werden. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind in
Nukleotidpositionen der PKP3-cDNA angegeben (vgl. Abb. 3.8).

3.4.3.5 Vereinigung aller sechs Mutationen in pBluescript R3-NPP3

Um alle generierten Mutationen in einem pBluescript-Konstrukt zu vereinigen, wurde das
Restriktionsenzym Shfl verwendet. Shfl schneidet im PKP3-N-Terminus an den
Nukleotidpositionen 337 und 1081 und ermdglicht es die vier Mutationen Y176F-Y195F-
S196A-Y210F mit der Y84F-Y390F-Mutation zu kombinieren (vgl. Abb. 3.10).

EcoRI Shfl Sbfl BamHl|
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Abbildung 3.10: Konstruktion von pBluescript R3-NPP3-Y84F-Y176F-Y195F-S196A-Y210F-Y390F.
Uber Shfl kénnen alle Mutationen aus pBluescript R3-NPP3-Y176F-Y195F-S196A-Y210F
ungerichtet in pBluescript R3-NPP3-Y84F-Y390F kloniert werden. Das resultierende
Konstrukt umfasst alle generierten Mutationen. Die angegebenen Positionen entsprechen den
Nukleotidpositionen in PKP3 (vgl. Abb. 3.8).

Der entstandene Vektor wurde pBluescript R3-NPP3-Y84F-Y176F-Y195F-S196A-Y210F-
Y390F bezeichnet und mittels Sequenzierung tliberpriift. AnschlieBend wurden der mutierte

Bereich in den Expressionsvektor pcDNA6 PKP3-CKT3 kloniert.

3.4.4 Konstruktion des pcDNA6 PKP3-CKT3-Vektors mit allen Mutationen

Um den Einfluss der Aminosidure-Mutationen auf das in vivo Verhalten von PKP3 zu
untersuchen, mussten diese in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA6/V5-His A
PKP3-CKT3 kloniert werden. Hierflir wurden zwei aufeinander folgende Klonierungen mit
den Restriktionsenzymen BspEl und Sbfl durchgefiihrt. Der Vektor pBluescript R3-NPP3-
Y84F-Y176F-Y195F-S196A-Y210F-Y390F wurde in einem Doppelverdau mit BspEI und
Sbfl geschnitten, wodurch drei Fragmente entstanden, von denen zwei fiir die weiteren

Klonierungen benotigt wurden. Einerseits entstand ein BspEl / Sbfl-Fragment mit der Y84F-
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Mutation und andererseits ein Sbfl / Shfl-Fragment mit den Mutationen von Y176F bis
Y210F. Der Zielvektor pcDNA6 PKP3-CKT3-Y390F wurde ebenfalls mit beiden
Restriktionsenzymen geschnitten und in zwei unabhingigen Ligationen mit den beiden
pBluescript-Fragmenten ligiert. Der resultierende Vektor wurde pcDNA6 PKP3-CKT3-Y84F-
Y390F bezeichnet. Die richtige Orientierung des ShfI-Inserts wurde durch Kontrollspaltungen
mit EcoRI, Bg/ll und BmgBI sichergestellt. Das Klonierungsschema ist in Abbildung 3.11
nochmals verdeutlicht.
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Abbildung 3.11: Konstruktion von pcDNA6 PKP3-CKT3-Y 184F-Y390F.
Die parallele Restriktion des pBluescript-Konstruktes mit BspEI und ShfI fiihrt zur Verteilung
der Mutationen auf zwei Fragmente. Diese konnen durch zwei aufeinander folgende Ligationen
mit pcDNA6 PKP3-CKT3-Y390F vervollstindigt werden und ermdglichen die Herstellung des
kompletten Mutationskonstruktes. Der schwarz dargestellte KT3-Tag am PKP3-Ende im
Vektor pcDNA6 ermoglicht die spezifische Detektion des rekombinanten Konstruktes.

Alle beschriebenen pcDNA6/V5-His A PKP3-CKT3-Konstrukte wurden fiir die Herstellung

stabil transfizierter Zelllinien verwendet.
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3.5 Herstellung stabiler Linien

Zum Studium der eingefiigten Tyrosin-Mutationen in PKP3 wurden stabil mit den
Konstrukten transfizierte Zelllinien generiert. Fiir die Experimente wurde bewusst auf die
Verwendung transient transfizierter Zellen verzichtet, um fiir mehrere Versuchsabldufe und
unterschiedliche Experimente mdglichst homogene Proben zu garantieren.

Alle Tyrosin-Mutationen im Vektor pcDNA6/V5-His A PKP3-CKT3 (sieche Abschn. 3.4)
wurden zur Herstellung stabil transfizierter Klone der Zelllinie A431 verwendet. Diese Zellen
wurden sowohl fiir die Untersuchung des Extraktionsverhaltens von PKP3 als auch fiir
Immunfluoreszenz-Férbungen genutzt. Da A431-Zellen PKP3 exprimieren, wurde bei der
Detektion des rekombinanten PKP3s der C-terminale KT3-Tag genutzt, der die
Unterscheidung vom zelleigenen PKP3 ermdglichte. Nach der Transfektion konnten positive
Zellen durch das Antibiotikum Blasticidin S selektiert werden, welches in einer
Endkonzentration von 5 pg/ml zugegeben wurde. Zur Kontrolle der hergestellten Zelllinien
wurden Gesamtproteinextrakte in einem 10%-igem SDS-Gel getrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran iibertragen. Die Expression wurde immunbiochemisch mit KT3- und

PKP3-spezitischen Antikorpern nachgewiesen und ist in Abbildung 3.12 dargestellt.
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Abbildung 3.12: Analyse der PKP3-Expression in stabil transfizierter A431-Klone.

Gesamtproteinextraktionen stabil transfizierter A431-Zellen wurden auf einem SDS-Gel
aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit KT3-spezifischen Antikérpern auf die
Expression von rekombinantem PKP3 untersucht. Die ~87 kDa Bande entspricht dem
Molekulargewicht von PKP3 und trat nur in transfizierten A431-Zellen auf. Monoklonale
PKP3-Antikdrper (270/310) detektierten PKP3 bei ~87 kDa, welches auch in untransfizierte
A431-Zellen nachweisbar war (Kontrolle). Als Kontrolle einer gleichméfigen Beladung mit
Protein wurde Aktin nachgewiesen. Groflenangaben in kDa.

Die Expression der rekombinanten PKP3-Konstrukte konnte in allen stabil transfizierten
A431-Klonen mit einem monoklonalen Antikérper gegen den KT3-Tag nachgewiesen

werden. Die variierende Signalstirke konnte am ehesten auf unterschiedliche
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Expressionsraten zuriickgefiihrt werden. Untransfizierte A431-Zellen dienten als Kontrolle
und bewiesen die endogene Expression von PKP3, welches mit monoklonalen PKP3
Antikorpern (270/310) detektiert wurde. Der KT3-Antikorper zeigt in dieser Kontrolle keine
Signale. Die Mutation des Serin-Restes S196A wurde ebenfalls zur Herstellung eines stabilen

A431-Klons verwendet, ist hier allerdings nicht gezeigt.

Fir die Charakterisierung der polyklonalen, Phosphorylierungs-spezifischen Antikdrper
(sieche Abschn. 3.7.4) wurden PLC-Zellen mit ausgewédhlten Konstrukten stabil transfiziert.
PLC-Zellen sind PKP3 negativ und eignen sich daher besonders fiir den Nachweis exogen
eingefiihrten PKP3, da sie nach Transfektion ausschlieBlich die rekombinante Variante von
PKP3 exprimieren. Mit Hilfe der PKP3-Tyrosin-Mutanten konnten so die
korrespondierenden, polyklonalen Antikorper auf die Detektion der spezifischen Tyrosin-
Phosphorylierung untersucht werden. Ebenfalls wurde auf eine mit dem PKP3-Wildtyp stabil
transfizierte PLC-Zelllinie zuriickgegriffen (zur Verfligung gestellt von Viktoria Wischmann).
Dariiber hinaus wurden PLC-Zellen mit den Konstrukten der Y195F- und Y210F-Mutation
stabil transfiziert. Fiir die Transfektionen fand die Selektion ebenfalls mit Blasticidin S statt,
jedoch wurde mit einer Endkonzentration von 7,5 pg/ml gearbeitet. Die Expressionskontrolle
erfolgte durch immunbiochemische Analyse der Gesamtproteinextrakte. Fiir die spezifische
Detektion von PKP3 wurde der polyklonale PKP3-Antikérper (P3-3) verwendet. Die
Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt (vgl. Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: PKP3-Expressionskontrolle stabil transfizierter PLC-Klone.
PLC-Zellen wurden mit verschiedenen PKP3-Konstrukten transfiziert, welche durch
Antibiotika-Selektion generiert wurden. Die Expression von PKP3 wurde mit polyklonalen
Antikorpern (P3-3) nachgewiesen, wobei ein Protein von ~87 kDa detektiert wurde. In
untransfizierten PLC-Zellen lieB sich kein PKP3 zeigen (Kontrolle). Als Ladekontrolle der
Proteinmenge wurde Aktin nachgewiesen. Alle angegebenen Werte in kDa.

Die Expression der transfizierten Plakophilin 3-Varianten konnte in allen hergestellten

Zelllinien nachgewiesen werden. Der polyklonale Antikdrper P3-3 detektiert PKP3 spezifisch
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bei ~87 kDa. Lediglich untransfizierte PLC-Wildtyp-Zellen weisen keine PKP3-Expression

auf.

3.6 Analyse der PKP3-Phospho-Tyrosin-Mutanten

Studien an Plakoglobin haben gezeigt, dass Tyrosin-Phosphorylierungen einen Einfluss auf
die Assoziation mit anderen desmosomalen Proteinen und die subzelluldre Verteilung haben
konnen [Gaudry ef al., 2001]. Ob dies ebenfalls fiir die Tyrosin-mutierten PKP3-Proteine der
Fall ist, sollte in Analysen der entsprechenden Tyrosin-Mutationen mit Hilfe der

differentiellen Proteinextraktion und durch Immunfluoreszenz-Farbungen geklért werden.

3.6.1 Einfluss der Tyrosin-Mutationen auf das Loslichkeitsverhalten von PKP3
Mit Hilfe einer differentiellen Extraktion sollten erste Indizien gesammelt werden, inwieweit
die Tyrosin-Reste per se, deren spezifischer Austausch gegen Phenylalanin oder eine
mogliche fehlende Phosphorylierung das Loslichkeits-Verhalten von PKP3 beeinflussen. Zu
diesem Zweck wurden die Proteine aller stabil transfizierter A431-Klone differentiell
extrahiert und die l6slichen und unldslichen Proteine auf einem SDS-Gel separiert. Im
Western Blot wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und
immunbiochemisch mit dem monoklonalen Antikérper gegen den KT3-Tag (KT3) und
polyklonalen Antikérpern gegen PKP3 (P3-3) untersucht. Das entsprechende Ergebnis des
Immunoblots ist in Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abbildung 3.14: Extraktionsverhalten der mutierten PKP3-Varianten aus A431-Zellen.
Die Proteine aller stabil transfizierten A431-Zellen wurden differentiell extrahiert und die
16slichen (S) und unloslichen Fraktionen (IS) wurden in einem 10%-igem SDS-Gel
aufgetrennt. Rekombinantes PKP3 wurde mit dem monoklonalen Antikdrper gegen den KT3-
Tag detektiert. Endogenes und exogenes PKP3 konnte mit polyklonalen Antikérpern (P3-3)
gezeigt werden. Die Homogenitit der Probenauftragung wurde durch die Hybridisierung mit
einem Antikorper gegen B-Aktin gewdhrleistet. Alle GroBenangaben in Kilodalton (kDa).

KT-3
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In beiden Fraktionen der differentiellen Extraktion konnte PKP3 bei einem Molekulargewicht
von ~87 kDa nachgewiesen werden (P3-3). In den meisten 16slichen Fraktionen wurde ein
geringerer Anteil an PKP3 detektiert, der sich aus dem methodischen Ablauf des Versuchs
ergab (vgl. Abschn. 2.13.3). Die Vergleichbarkeit und die Homogenitét der Probenauftragung
wurde durch die gleichbleibende Intensitit der PB-Aktin Hybridisierung gesichert. Die
spezifische Detektion der exogen eingebrachten PKP3-Varianten wurde mittels des KT3-Tag
ermOglicht (KT3). Lediglich bei den mit dem Wildtyp-PKP3 und dem mit allen Mutationen
tragenden PKP3 transfizierten Zellen scheint eine leichte Verschiebung in den Idslichen
Anteil nachweisbar, sodass etwa gleichstarke Anteile im 16slichen und unldslichen
Proteinanteil vorkommen. Das PKP3-Extraktionsverhalten der anderen Tyrosin-Mutanten
unterscheidet sich nicht vom endogenen PKP3. Die Extraktion der Serin-Mutation an
Aminosdure 196 wurde in diesem Versuch nicht untersucht, korrelierte allerdings mit den
dargestellten Ergebnissen der Tyrosin-Mutanten. Die leichten Laufunterschiede zwischen den
l16slichen und wunléslichen Fraktionen sind vermutlich auf unterschiedliche Ionen-

Konzentrationen in den Proben zuriickzufiihren.

In Abschnitt 3.2 konnte gezeigt werden, dass PKP3 in normalen Zellen nur in geringem Malle
phosphoryliert vorliegt und ein Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierung durch die
Behandlung mit dem Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Pervanadat erreicht wurde. Daher wurden
die transfizierten A431-Zellen vor der differentiellen Extraktion mit Pervanadat behandelt.
Die weiteren Schritte des Experiments wurden dquivalent durchgefiihrt und das Ergebnis der

Western Blot Hybridisierung ist in folgender Abbildung 3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Extraktionsverhalten der rekombinanten PKP3-Varianten nach Pervanadat-Behandlung.

Stabil transfizierte A431-Zellen wurden fiir 15 Minuten mit 0,1 mM Pervanadat behandelt und
fiir eine differentielle Extraktion verwendet. Die 1slichen (S) und unldslichen Fraktionen (IS)
wurden auf einem 10%-igem SDS-Gel separiert und auf eine Nitrozellulose-Membran
iibertragen. Die Hybridisierung mit dem monoklonalen Antikérper gegen den KT3-Tag
ermoglichte die Detektion mutierten PKP3. PKP3 wurde mit polyklonalen Antikérpern gegen
PKP3 (P3-3) detektiert. Die Homogenitit der Probenauftragung wurde durch die
Hybridisierung mit einem Antikorper gegen B-Aktin untersucht. Alle GroBenangaben in
Kilodalton (kDa).

Das Extraktionsverhalten von endogenem PKP3 wurde durch Pervanadat-Behandlung und der
damit zusammenhidngenden Zunahme an Tyrosin-Phosphorylierungen minimal verandert (P3-
3). Endogenes PKP3 wurde nach wie vor in beiden Fraktionen mit unterschiedlicher Intensitét
nachgewiesen, jedoch schien der Anteil von PKP3 in der 16slichen Fraktion im Vergleich zu
unbehandelten Zellen etwas hoher. Rekombinantes PKP3 wurde mit dem monoklonalen KT3-
Antikorper detektiert und zeigte in Abhingigkeit von Pervanadat ebenfalls eine Verschiebung
hin zu 16slicheren Proteinen, also eine homogenere Mengenverteilung zwischen beiden
Fraktionen. Im Unterschied zu den in unbehandelten A431-Zellen gefundenen, meist
deutlichen Unterschieden, war die Stirke der Detektionssignale in ldslicher und unloslicher
Fraktion nun nahezu identisch (vgl. Abb. 3.14). Der Vergleich der rPKP3-Varianten
untereinander ergab dennoch eine homogene Extraktion, die, bis auf die Mutation an Y176,
keine Unterschiede zwischen Wildtyp und Tyrosin-Mutanten offenbarte. Da die Ergebnisse
fiir die Mutation an Tyrosin Y176 nach Wiederholung des Experiments nicht reproduziert
werden konnten, handelte es sich womdglich um ein Detektions-Artefakt. Unter dem Einfluss
von Pervanadat zeigte das Extraktionsverhalten der rPKP3-Variante mit der Mutation an Serin

196 ebenfalls keine Unterschiede.
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3.6.2 Einfluss der Tyrosin-Mutationen auf die subzelluldire Verteilung von PKP3

Da die erzeugten Tyrosin- und Serin-Mutationen zu keiner deutlichen Verdnderung des
Extraktionsverhaltens fiihrten, wurde der Einfluss der Mutationen auf die subzellulire
Verteilung mittels Doppel-Immunfluoreszenz-Farbungen untersucht. Hierfiir wurden die
A431-Klone auf Deckgldschen angezogen und mit Methanol / Aceton fixiert. Die mutierten
PKP3-Varianten wurden mit dem monoklonalen Antikorper gegen den KT3-Tag detektiert.
PKP3 wurde mit polyklonalen Antikérpern (P3-3) nachgewiesen, die sowohl endogenes als
auch exogenes PKP3 erkannten. Alle Klone wurden in der Fluoreszenzmikroskopie analysiert
und dokumentiert. In der nachfolgenden Abbildung werden die Doppel-Immunfluoreszenz-
Féarbungen von zwei ausgewéhlten Mutanten exemplarisch dargestellt. Die Ergebnisse der

anderen Zelllinien mit mutiertem PKP3 waren vergleichbar.

Y195F Y84F - Y390F

3---

merge

Abbildung 3.16: Doppel-Immunfluoreszenz-Farbungen von PKP3 in transfizierten A431-Zellen.
Transfizierte A431-Zellen exprimierten eine rekombinante PKP3-Variante (hier WT, Y195F
oder Y84F — Y390F) die mit dem monoklonalen Antikdrper gegen den KT3-Tag detektiert
wurde (KT3; griiner Kanal). PKP3 wurde mit polyklonalen Antikérpern (P3-3; roter Kanal)
nachgewiesen. Die Uberlagerung beider Kaniile ist in den untersten Tafeln dargestellt (merge).
GroBenstandard: 20pum

Die Fluoreszenz-Féarbung des rPKP3-WTs mit dem KT3-Antikorper zeigte ein desmosomales
Muster im Bereich der Zellgrenzen, welches von einer leichten zytoplasmatischen Farbung

mit einzelnen stirkeren Granula begleitet wurde. Die Kontrollfirbung mit dem polyklonalen
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PKP3-Antikdrper (P3-3) zeigte ein identisches Detektionsmuster, was durch Uberlagerung
beider Kanile bekriftigt wurde. Im Zellkern wurde keine Féarbung detektiert. Der mdgliche
Effekt der Tyrosin-Mutationen auf die subzellulire Verteilung von PKP3 wurde anhand
zweier Mutanten gezeigt. Weder die Y 195F-Mutation noch die Kombinationsmutante, welche
alle generierten PKP3-Mutationen vereinigte, deuteten auf eine Verdnderung der PKP3-
Lokalisation hin. Beide mutanten Proteine wurden mittels des KT3-spezifischen Antikorpers
vornehmlich in den Zell-Zell-Verbindungen detektiert. Eine intensive zytoplasmatische
Farbung wurde ebenfalls beobachtet. Die Gegenfiarbung mit dem polyklonalen PKP3-
Antikorper zeigte ein gleiches Muster (P3-3). Die Fiarbungen beider Kanile lieBen sich
vollstindig im Sinne einer gelben Mischfarbe iiberlagern, wobei keine griinen oder roten
Einzelfarbungen zuriickblieben (merge). Firbungen des Zellkerns traten nicht auf. Keine der
erzeugten PKP3-Mutationen fiihrte gegeniiber nativem PKP3 zu einem verdnderten

Lokalisationsverhalten in A431-Zellen.

3.7 Herstellung Phospho-Tyrosin-spezifischer Antikorper

3.7.1 Herstellung polyklonaler Antiseren

Die in Abschnitt 3.3 beschriebenen Tyrosin-Phosphorylierungen sollten in weiteren
Experimenten genauer analysiert werden. Hierfiir wurden zundchst Tyrosin-spezifische
Antikorper hergestellt, mit deren Hilfe die Phosphorylierung der entsprechenden Aminosdure
gezielt detektiert werden konnte. Fiir das Design der Antigene wurde auf die Proteinsequenz
von PKP3 zuriickgegriffen, und fiir jede zu untersuchende Tyrosin-Phosphorylierung wurde
ein 12mer Oligopeptid synthetisiert (PSL, Heidelberg). Das phosphorylierte Tyrosin wurde
zentral in den Peptidsequenzen positioniert. Die fiinf Phospho-Tyrosin-Peptide und das
Phospho-Serin-Peptid sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst. Das Cystein am N-terminalen

Ende wurde kiinstlich angefiigt, um die Peptide koppeln zu kénnen.

Tabelle 3.4: Oligopeptide zur Herstellung Phospho-Tyrosin-spezifischer Antikorper.

PKP3 Tyrosin-Position Peptid-Sequenz
p-Y84 = Phospho-Tyrosin Y84 N - CTSRGQY(p)HTLQA - C
p-Y176 = Phospho-Tyrosin Y176 N-CGSRADY(p)DTLSL -C
p-Y195 = Phospho-Tyrosin Y195 N - CGLDDRY(p)SLVSE - C
p-S196 = Phospho-Serin S196 N - CLDDRYS(p)LVSEQ - C
p-Y210 = Phospho-Tyrosin Y210 N—-CAATSTY(p)RAFAY - C
P-Y390 = Phospho-Tyrosin Y390 N - CMRNLIY(p)DNADN - C
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Fiir die Immunisierung von weillen neuseeldndischen Kaninchen wurde KLH-gekoppeltes
Phospho-Peptid verwendet. Die Fusion der Peptide mit dem H&mozyanin der Grofen
Kalifornischen Schliissellochnapfschnecke diente der Stimulation einer Immunantwort
[Harlow, 1988]. Die Immunisierungen wurden parallel in zwei Versuchstieren je Peptid
durchgefiihrt und in regelméfBigen Abstinden wurde den Tieren Testblut entnommen, welches
im Western Blot auf die Reaktivitit gegeniiber dem Antigen getestet wurde. Zur
immunbiochemischen Untersuchung der Antigen-Reaktion an Nitrozellulose-Membranen
wurden die Phospho-Peptide an BSA gebunden, wodurch eine Auftrennung mittels eines
SDS-Gels moglich war. Die Analyse des Testblutes zeigte gegen das Y176- und das S196-
Antigen in beiden Tieren keine Reaktion, weshalb diese fiir die weiteren Experimente nicht
zur Verfligung standen. Die Immunantworten gegen die verbleibenden Antigene waren

moderat bis gut, so dass diese Antiseren weiter charakterisiert werden konnten.

3.7.2 Aufreinigungsschema polyklonaler Antiseren

Die Aufreinigung polyklonaler Seren war ein entscheidender Schritt zur Gewinnung eines
Phosphorylierungs-spezifischen Antikorpers. Dabei war es notwendig, die moglichen
Antikorper-Antigen-Reaktionen zu kennen, um das Aufreinigungsschema den Anforderungen
entsprechend anzupassen. Die Immunantwort konnte vier mogliche Antikorper-Reaktionen
auf das phosphorylierte Peptid generieren. Einerseits kamen Phosphorylierungs-unabhingige
Antikorper vor, die entweder die unphosphorylierte Phospho-Aminosdure (Dephospho-
spezifisch) erkannten oder an anderer Stelle innerhalb des Peptids banden (Pan-spezifisch).
Andererseits existierten Phosphorylierungs-abhéngige Antikorper, die spezifisch die Phospho-
Aminosdure im Kontext des Peptids detektierten (Phospho-Site-spezifisch) oder
ausschlieBlich mit der Phosphorylierung reagierten (Phospho-spezifisch). Alle dargestellten
Moglichkeiten sind in Abbildung 3.17 nochmals veranschaulicht.
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Abbildung 3.17: Schema von méglichen Antikdrper-Immunantworten auf ein Phospho-Peptid.
Die immunologische Reaktion konnte vier mogliche Antikérper mit spezifischen
Erkennungsmerkmalen bilden. Phosphorylierungs-unabhéngige Antikoérper, wie die Pan- und
Dephospho-spezifische Variante (rot, griin) und Phosphorylierungs-abhingige Antikdrper, wie
die Phospho-Site- und Phospho-spezifische Variante (blau, schwarz).

Entsprechend wurden die polyklonalen Seren in zwei  Schritten  mittels
Affinititschromatographie mit Hilfe des SulfoLink Immobilization Kit for Peptides
aufgereinigt. Im ersten Aufreinigungsschritt wurden die Pan- und Dephospho-spezifischen
Antikorper aus dem Antiserum abgereinigt. Hierfiir wurde das unphosphorylierte Peptid an
die Sdule gekoppelt und das Antiserum zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation wurde
durch Zentrifugation ein Durchfluss gewonnen, der ausschlieBlich die Phosphorylierungs-
spezifischen Antikérper beinhaltete. Mit einer erneuten Affinititsaufreinigung am
phosphorylierten Peptid konnte aus diesem Durchfluss der Phospho-Site-spezifische

Antikorper isoliert werden.

3.7.3 Charakterisierung der aufgereinigten Antiseren an Antigen-Peptiden

Die aufgereinigten Seren wurden zundchst gegen spezifisches und unspezifisches Antigen
gepriift. Hierfiir wurden auf einem 10%-igem SDS-Gel jeweils 2,5 ng der BSA-gekoppelten
Peptide aufgetragen. Dabei wurde auf das gesamte Peptid-Repertoire zuriickgegriffen, um ein
moglichst breites Antigenspektrum anzubieten. Des Weiteren wurden die Antiseren gegen
Tyrosin-phosphoryliertes BSA eingesetzt, um die Seren-Aufreinigung in Hinblick auf die
Phospho-Spezifitit zu iiberpriifen. Der Phosphorylierungs-Status wurde auf diesen so
genannten Peptid-Blots vor der weiteren Verwendung mit einem monoklonalen Phospho-

Tyrosin-Antikorper iiberpriift und ist in Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierungen auf dem Peptid-Blot.
Die Detektion der Tyrosin-Phosphorylierungen mit dem Phospho-Tyrosin-Antikérper P-Tyr-
100 zeigte eine Reaktion ausschlieBlich mit den Phospho-Tyr-Peptiden und dem Tyr-
phosphorylierten BSA (P-Tyr).

Die phosphorylierten Peptide konnten mit dem Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikdrper
detektiert werden (P-Tyr-100). Besondere Beachtung gilt hierbei dem eigentlichen
Detektionssignal, denn anstatt einer klar abgegrenzten Bande tritt ein {iber die ganze Laufspur
verteiltes Signal auf. Dieses charakteristische Signal ergibt sich aus der Kopplung der Peptide
an Maleimid-aktiviertes BSA. Da bei dieser Methode eine Vielzahl von Peptiden mit
unterschiedlichen Kopplungseffizienzen an das BSA-Molekiil gebunden werden, konnen die
daraus resultierenden Molekiile verschiedenste Molekulargewichte aufwiesen. Die
Phosphorylierung an Serin wurde erwartungsgemdfl mit diesem Antikorper nicht detektiert,
konnte allerdings in vorherigen Experimenten mit Phosphorylierungs-spezifischen
Antikorpern bereits bestitigt werden (nicht gezeigt). Unphosphorylierte Proteine wurden nicht
detektiert. Tyrosin-phosphoryliertes BSA zeigte lediglich ein schwaches Phosphorylierungs-
Signal.

Fiir die weiteren Experimente mit den individuellen Phospho-spezifischen Seren wurde pro
Peptid-Blot lediglich ein Signal erwartet, weshalb die exakte Identifikation der Spuren
gewihrleistet werden musste. Nach dem Western Blot konnten die Laufspuren mit Ponceau S
nicht direkt markiert werden, da die aufgetragenen Proteinmengen sehr gering waren. Aus
diesem Grund wurde in jeder Spur zusdtzlich 10 ng eines rekombinanten Desmoplakin-
Fragments aufgetragen, welches mit einem polyklonalen Desmoplakin-Antikorper bei ~30
kDa detektiert wurde und einen genauen Riickschluss auf die Laufspur und das entsprechende
Peptid ermoglichte (Protein und Antikorper wurden von Viktoria Wischmann zur Verfiigung
gestellt). Das Ergebnis der Western Blot Hybridisierung zur Analyse der Phospho-Antikorper
ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 3.19: Charakterisierung der gereinigten PKP3-Phospho-Tyrosin Antikorper an Peptid-Blots.
Die Western Blot Hybridisierung zeigte die Reaktion der aufgereinigten Antiseren an den
verschiedenen Peptiden. Zur Spuridentifikation wurde ein rekombinantes Desmoplakin-
Fragment aufgetragen, welches mit dem polyklonalen Antikérper DP-1 detektiert werden
konnte.

Alle aufgereinigten Seren erkannten ihr spezifisches, phosphoryliertes Antigen. Anhand der
Intensitidt des Detektions-Signals konnten Riickschliisse auf den jeweiligen Titer der
Antikorper gezogen werden. Der p-Y210-Antikorper zeigte das intensivste Signal und hatte
Ahnlichkeit mit der Detektion durch den Phospho-Tyrosin-Antikérper (vgl. Abb. 3.18).
Kreuzreaktionen mit nicht-phosphoryliertem Peptid oder anderen Peptid-Varianten wurden
bei diesem Versuch nicht festgestellt.

Als zusitzliche Kontrolle sollten die polyklonalen Antikdrper vor der Hybridisierung mit
threm spezifischen Phospho-Peptid abgesittigt und blockiert werden. Hierfiir wurden die
Antikorper in BSA verdiinnt und mit 25 ng des korrespondierenden Peptids (BSA-gekoppelt)
versetzt. Nach einstiindiger Inkubation unter Durchmischung bei Raumtemperatur wurden die
pra-adsorbierten Antikorper fiir die Western Blot Hybridisierung verwendet. Bei der
anschlieBenden Detektion konnten keine Signale registriert werden (nicht gezeigt). Die
Praadsorption mit unphosphorylierten Peptiden oder unspezifischen Phospho-Peptiden hatte
hingegen keinen Einfluss auf das Detektionssignal (nicht gezeigt).
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3.7.4 Charakterisierung der aufgereinigten Antiseren an verschiedenen Zelllinien

Im néchsten Schritt wurden die Antikdrper auf Gesamtproteinextrakten verschiedener
Zelllinien charakterisiert. Bei diesen Experimenten wurde einerseits die Phosphorylierungs-
abhéngige Detektion von PKP3 untersucht und andererseits das Auftreten von
Kreuzreaktionen vor dem Hintergrund eines komplexen Proteingemisches. Da die genauen
Bedingungen, die zur Phosphorylierung von PKP3 an Tyrosin Y84, Y195, Y210 und Y390
fiihren, unbekannt waren, wurden sowohl unbehandelte als auch Pervanadat-behandelte
Zellen verwendet. Durch den Einsatz des unspezifischen Tyrosin-Phosphatase-Inhibitors
Pervanadat wurde PKP3 intensiv phosphoryliert, wodurch moglicherweise auch die
untersuchten Tyrosin-Reste betroffen waren (siche Abschn. 3.2). Fiir die Experimente wurden
behandelte und unbehandelte Gesamtproteinextrakte von A431-, HaCaT-, CaCo2- und PLC-
Zellen angefertigt und je nach Anforderung fiir die SDS-PAGE verwendet.

Im Zuge der Charakterisierung erbrachte lediglich der polyklonale Antikorper gegen Y195-
phosphoryliertes PKP3 keine unerwiinschten Kreuzreaktionen und wurden demzufolge fiir die
weiteren Untersuchungen bevorzugt. Aus diesem Grund ist im Folgenden ausschlieflich
dessen Charakterisierung dargestellt. Die Charakterisierungen der Antiseren gegen p-Y 84, p-

Y210 und p-Y390 finden sich im Anhang.

3.7.4.1 Charakterisierung des p-Y195-Antikorpers

Zur Charakterisierung des p-Y195-Antikorpers wurden die Gesamtproteinextrakte
unbehandelter und Pervanadat-behandelter Zellen auf ein 10%-iges SDS-Gel aufgeladen und
aufgetrennt. Die Proteine wurden per Western Blot auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert und mit polyklonalen Antikdrpern gegen p-Y195 hybridisiert. Die Antikorper
wurden mittels Chemilumineszenz identifiziert und das Ergebnis der Detektion ist in

Abbildung 3.20 dargestellt.
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Abbildung 3.20: Immunbiochemische Analyse des p-Y195-Antikorpers.

Gesamtproteinextrakte unbehandelter und Pervanadat-behandelter (PV) A431-, HaCaT-,
CaCo2- und PLC-Zellen wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Membran
geblottet. Die Hybridisierung mit dem p-Y195-Antikorper zeigte PKP3 ausschlieBlich in
Pervanadat-behandelten Proben. Die Identitdt von PKP3 wurde mit einem polyklonalen
Antikorper sichergestellt (P3-3). Die auftretenden Doppelbanden charakterisieren die intensive
Phosphorylierung von PKP3 infolge der Pervanadat-Behandlung. In PLC-Zellen wurde kein
PKP3 detektiert.

Die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 lie§3 sich in unbehandelten Zellen nicht zeigen. Der
Phosphorylierungs-abhingige Nachweis von PKP3 gelang nach Behandlung der Zellen mit
Pervanadat, wobei der Antikorper auf der Hohe von PKP3 (~87 kDa) zwei Banden zeigte.
Diese Doppelbanden wurden ebenfalls von dem polyklonalen PKP3-spezifischen Antikérpern
(P3-3) erkannt und leiteten sich womdglich aus der starken Phosphorylierung von PKP3 ab.
Die PKP3-defiziente Zelllinie PLC wurde als Negativkontrolle verwendet und zeigte fiir beide
Antikorper kein Signal.

Um die Phosphorylierungs-Spezifitit des p-Y195-Antikérpers in dieser experimentellen
Anordnung zu verifizieren, wurden behandelte und unbehandelte Gesamtproteinextrakte
erneut auf einem 10%-igem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran
geblottet. Die Membran wurde iiber Nacht mit der Protein-Phosphatase CIP (calf intestine
phosphatase) bei 37 °C inkubiert, wodurch die gebunden Proteine dephosphoryliert wurden.
Die anschlieBende Western Blot Hybridisierung mit den p-Y195-Antikorpern zeigte keine
Signale und bestétigte die Phosphorylierungs-Spezifitit der p-Y195-Antikorper (nicht

gezeigt).
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3.7.4.2 Nachweis der Phospho-Tyrosin-Spezifitdt des p-Y195-Antikorpers an PKP3-
transfizierten PLC-Zellen

Die PKP3-transfizierten PLC-Zellen konnten dazu verwendet werden, die Spezifitit der p-
Y 195-Antikorper hinsichtlich der Phosphorylierung am Tyrosin-Rest Y195 zu testen. Zur
Charakterisierung wurden transfizierte PLC-Zellen (PKP3-Wildtyp und PKP3-Y195F-
Mutation) mit dem Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Pervanadat behandelt und die
Gesamtproteinextrakte auf einem 10%-igem SDS-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden auf
eine Nitrozellulose-Membran transferiert und immunbiochemisch mit den p-Y195-
Antikorpern detektiert. In der folgenden Abbildung 3.21 ist das Ergebnis der Western Blot
Hybridisierung dargestellt.
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Abbildung 3.21: Immunbiochemische Analyse der Phospho-Tyrosin-Spezifitit des p-Y 195-Antikdrpers.
Unbehandelte oder Pervanadat-behandelte (PV) Gesamtproteinextrakte aus den stabil
transfizierten PLC-Zellen (PKP3-WT [Y195] und PKP3-Y195F [Y195F]), sowie
untransfizierte PLC-Zellen wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Hybridisierung mit p-Y195-Antikérpern zeigte
lediglich in PKP3-WT transfizierten PLC-Zellen und nach Pervanadat-Behandlung ein Signal
bei 87 kDa, welches mit monoklonalen Antikdrpern gegen PKP3 identifiziert wurde (270/310).
Die Homogenitit der Probenauftragung wird durch die Hybridisierung von [-Aktin
kontrolliert. Alle Gréf3enangaben in Kilodalton (kDa).

P-Y195-Antikorper detektieren PKP3 bei 87 kDa ausschlieflich in PKP3-WT exprimierenden
PLC-Zellen und nach Pervanadat-Behandlung. Die Aminosdure-Substitution des Tyrosins
nach Phenylalanin fiihrte zum Verlust der Reaktivitit und unterstreicht die Phospho-Spezifitit
des generierten Antikorpers auf diesen Tyrosin-Rest (sieche Y195F in Abb. 3.21). Die
Expression von PKP3 in den Zellen wurde durch die polyklonale Antikorper gegen PKP3
untersucht (P3-3).
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3.8 Analyse der PKP3-Phosphorylierung an Tyrosin Y195

Im weiteren Verlauf der Arbeit stand die Charakterisierung der Tyrosin-Phosphorylierung an
Position 195 von PKP3 im Mittelpunkt. Die systematische Manipulation der Zellen sollte
Hinweise darauf geben, unter welchen Bedingungen die Phosphorylierung auftritt und durch
welche Kinasen diese katalysiert wird. Da bisher keine Phosphorylierungen an Plakophilin 3
beschrieben wurden und die zelluliren Umstinde, die zur Phosphorylierung fiihren,
unbekannt sind, wurden zunédchst Ansédtze gewéhlt, die bei anderen desmosomalen Proteinen
bereits zu Verdnderungen der posttranslationalen Modifikationen fiihrten. Eukaryotische
Zellkulturen wurden hierfiir mit externen Stimuli gezielt induziert und auf die

Phosphorylierung von Y 195 untersucht.

3.8.1 Stimulation mit dem Epidermalen Wachstumsfaktor EGF

Der epidermale Wachstumsfaktor EGF fungiert als zelluldres Signalmolekiil, welches bei der
Zelldifferenzierung und der Einleitung der Mitose gebildet wird. EGF ist ein 53 Aminosduren
zéhlendes Peptid, bindet an den EGF-Rezeptor und fiihrt zu dessen Aktivierung. Der EGF-
Rezeptor ist eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase und initiiert eine Vielzahl zelluldrer
Signalkaskaden [Oda et al., 2005].

Fir die EGF-Stimulation wurden A431-, HaCaT- und CaCo2-Zellen mit 10 ng/ml
rekombinantem EGF behandelt. 24 Stunden vor der Stimulation wurden das Komplettmedium
der Zellen durch Serum-freies Medium ersetzt, um einerseits die autokrine EGF-Sekretion
und andererseits Wachstumsfaktoren, die im Serum enthalten sind zu entziehen. Durch dieses
,2Hungern* der Zellen wird die Phosphorylierung der intrazelluldren Signalmolekiile reduziert.
Als Stimulationskontrolle wurden die MAP-Kinasen 42 und 44 (i.e. ERK1 / 2) ausgewéhlt.
Diese sind downstream-Mediatoren des EGF-Rezeptors und deren Aktivierung kann mit
einem Phosphorylierungs-spezifischen Antikorper gegen ERK1 /2 gezeigt werden [Mizuno et
al., 2006]. Die Zellen wurden fiir 5, 10, 20, 30 und 45 Minuten mit EGF behandelt und
anschliefend zur Priparation eines Gesamtproteinextraktes verwendet. Die Proteine wurden
auf einem 10%-igem SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die
immunbiochemische Analyse der Extrakte mit p-Y195-Antikorpern zeigte in allen
verwendeten Zelllinien kein PKP3-Signal. Die Hybridisierung mit Kontroll-Antikorpern
gegen PKP3 (P3-3), phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2) und B-Aktin ist in Abbildung 3.22 fiir alle

verwendeten Zelllinien dargestellt.
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Abbildung 3.22: Immunbiochemische Analysen von EGF-behandelten HaCaT-, A431- und CaCo2-Zellen.
Gesamtproteinextrakte wurden nach den angegebenen Zeiten der EGF-Stimulation erstellt, und
auf einem SDS-Gel separiert, auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und mit
verschiedenen Antikérpern hybridisiert. PKP3 wird bei 87 kDa detektiert (P3-3). Die
Stimulations-Kontrolle zeigte bei 42 und 44 kDa die Aktivierung von ERK1 / 2 (p-ERK1/2).
Die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 konnte in vier parallelen Ansétzen nicht detektiert
werden. Groenmarker in Kilodalton (kDa).

Die Stimulation der Zellen konnte nach EGF-Zugabe mit einem monoklonalen Antikdrper
gegen die ERK1 / 2 (p-ERK1/2) gezeigt werden. Bereits fiinf Minuten nach der Zugabe des
Wachstumsfaktors wurde eine deutliche Zunahme des Signals beobachtet. Dieser sprunghafte
Anstieg konnte in allen Zelllinien reproduziert werden. Nach 45 Minuten nahm die
Stimulation der HaCaT- und A431-Zellen wieder ab, was dem biphasischen
Aktivierungsverlauf von ERK1 / 2 entspricht, welcher bereits kurze Zeit nach Mitogengabe
stark ansteigt (Maximum nach etwa 10 min) und dann fiir die gesamte G1-Phase auf einem
niedrigeren, aber weiterhin aktiven Niveau verharrt [Meloche et al., 1992]. Bei CaCo2-Zellen
konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Da eine Wirkung auf die Signalmolekiile
bereits nach kurzer Zeit der EGF-Stimulation zu beobachten ist, wurde auf eine ldngere
Stimulationszeit verzichtet.

Da nach Gesamtproteinextraktion EGF-behandelter Zellen kein Y195-phopsphoryliertes
PKP3 nachweisbar war, sollte PKP3 nach der EGF-Behandlung gezielt prizipitiert werden,
um sicher zustellen, dass die entsprechende Aktivierung nicht durch Ausdiinnung in einem
Gesamtproteinextrakt iibersehen wurde. Hierfiir wurde von EGF-behandelten HaCaT-Zellen
ein 10slicher Proteinextrakt hergestellt, der flir eine Immunprézipitation mit dem
monoklonalen PKP3-Antikérper Klon 23E3/4 verwendet wurde. Die einzelnen Fraktionen
wurden auf einem 10%-igem SDS-Gel separiert und im Western Blot auf eine Membran
iibertragen. Die Prézipitation wurde immunbiochemisch mit dem polyklonalen Antikorper
gegen PKP3 kontrolliert (P3-3) und auf die Phosphorylierung des Tyrosins iiberpriift (p-
Y 195). Die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 konnte nicht gezeigt werden und bestétigte

die vorangegangenen Ergebnisse an EGF-behandelten Gesamtproteinextrakten. Der Versuch
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wurde mit 16slichen Proteinextrakten EGF-behandelter A431-Zellen wiederholt und fiihrte

zum gleichen Resultat (nicht gezeigt).

3.8.2 Stimulation mit dem Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor IGF-1

IGF-1 ist ein Wachstumsfaktor, der hohe strukturelle Ahnlichkeit mit Insulin hat und von der
Leber gebildet wird. Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren sind bei zelluldren Wachstums- und
Differenzierungsprozessen beteiligt und wirken auf viele Zell- und Gewebstypen. IGF-1 ist
ein 70 aa Peptid und bindet an den Membran-stindigen IGF-Rezeptor. Dessen Aktivierung
fiihrt downstream ebenfalls zur Phosphorylierung von ERK1 / 2, weshalb diese erneut als
Kontrolle der Stimulation verwendet wurden [Zhang et al., 1999]. Fiir die IGF-1-Stimulation
wurden die A431-, HaCaT- und CaCo2-Zellen 24 Stunden vor der Behandlung mit Serum-
freiem Medium gefiittert und anschlieBend mit 5 ng/ml rIGF-1 fiir 10, 20, 30 und 45 Minuten
inkubiert. Anschliefend wurden die Gesamtproteine extrahiert und fiir eine SDS-PAGE
verwendet. Nach dem Western Blot wurde die Membran mit Antikdrpern gegen p-Y 195 und
mit den bereits erwédhnten Kontrollantikbrpern hybridisiert. Ein Phosphorylierungs-
spezifisches PKP3-Signal an Y195 konnte nach IGF-1-Stimulation nicht detektiert werden.
Die Hybridisierung mit Kontroll-Antikérpern an Gesamtproteinextrakten von HaCaT-Zellen
ist in Abbildung 3.23 exemplarisch gezeigt. Die entsprechenden Experimente fiir A431- und
CaCo2-Zellen erbrachten identische Ergebnisse (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.23: Immunbiochemische Analysen von IGF-1-behandelten HaCaT-Zellen.

HaCaT-Zellen wurden nach Serum-Entzug mit 5 ng/ml IGF-1 iiber die angegebenen Zeitrdume
behandelt. Gesamtproteinextrakte wurden mittels eines 10%-iges SDS-Gels separiert und im
Folgenden auf eine Membran iibertragen. Die Hybridisierung mit polyklonalen Antikdrpern
gegen p-Y 195 zeigte kein Signal. PKP3 konnte mit einem polyklonalen Antikdrper bei 87 kDa
detektiert werden (P3-3). Die Stimulation wurde mit Phospho-ERK1/2 kontrolliert und
detektiert bei 42 und 44 kDa die phosphorylierten MAP-Kinasen (p-ERK1/2). Die Abbildung
ist reprisentativ fiir vier parallele Wiederholungen des Versuchs und identisch fiir alle
getesteten Zelllinien. Alle GroBenangaben in Kilodalton (kDa).
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Mit dem Wachstumsfaktor IGF-1 konnten A431-, HaCaT- und CaCo2-Zellen stimuliert
werden. Die Stimulation wurde mit Antikdrpern gegen Phospho-ERK1/2 nachgewiesen,
wobei eine auffillige Aktivierung nur an MAP-Kinase 42 auftrat. Die Aktivierung von MAP-
Kinase 44 konnte ausschlieBlich nach 10 Minuten mit einem schwachen Signal detektiert
werden. Das Stimulationssignal blieb {iber den untersuchten Zeitabschnitt von 45 Minuten

konstant.

3.8.3 Stimulation mit dem Hepatozyten Wachstumsfaktor HGF (Scatter Faktor)

HGF ist ein multifunktionaler Wachstumsfaktor, der sowohl das Zellwachstum als auch die
Zell-Motilitdt beeinflusst. HGF wird von mesenchymalen Zellen sezerniert und entfaltet seine
Wirkung vor allem auf epitheliale Zellen und Hepatozyten. HGF ist ein heterodimeres
Molekiil mit einem Molekulargewicht von 78 kDa.

Der verwendete rHGF wurde in Insektenzellen exprimiert, wodurch eine korrekte
Assemblierung der beiden Aminosdure-Ketten gewihrleistet wurde. A431-, HaCaT- und
CaCo2-Zellen wurden nach 24-stiindigem Serum-Entzug mit 20 ng/ml rHGF induziert und
nach 10, 20, 30 und 60 Minuten mit Laemmli-Ladepuffer lysiert. Die Gesamtproteinextrakte
wurden auf einem 10%-igem SDS-Gel separiert und im Western Blot auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert. Die Western Blot Hybridisierung mit Antikorpern gegen p-Y 195 zeigte
in vier unabhingigen Durchfiihrungen und an allen verwendeten Zelltypen kein Signal. Die
Integritit des Experiments konnte durch Hybridisierung mit Kontroll-Antikérpern gegen

PKP3, Phospho-ERK1/2 und B-Aktin belegt werden (vgl. Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24: Immunbiochemische Analysen von HGF-behandelten HaCaT-Zellen.
Gesamtproteinextrakte HGF-behandelter HaCaT-Zellen wurden fiir die SDS-PAGE verwendet
und anschliefend auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Tyrosin-Phosphorylierung
von PKP3 an Aminosdure Y195 trat nicht auf. PKP3 wurde mit polyklonalen Antikorper bei 87
kDa detektiert (P3-3). Die Stimulation konnte mit einem monoklonalen Antikorper gegen
Phospho-ERK1/2 gezeigt werden. Die Homogenitit der Probenauftragung wurde durch
Hybridisierung von B-Aktin gezeigt. Banden des Grofenstandards in Kilodalton (kDa).
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Die Aktivierung der MAP-Kinasen 42 und 44 infolge einer HGF-Behandlung konnte bereits
an HaCaT-Zellen gezeigt werden [Gille et al, 1998]. Die Hybridisierung mit dem
monoklonalen Phospho-ERK1/2-Antikorper bestitigte dies. Die Stimulation war {iber einen
Zeitraum von etwa 30 Minuten konstant und nahm nach 60 Minuten ab. Das Ergebnis wurde
in mehreren unabhingigen Wiederholungen bestitigt und war fiir alle Zelllinien identisch.

Somit war die Phosphorylierung von PKP3 am Tyrosin-Rest Y195 unter Verwendung dreier
verschiedener Wachstumsfaktoren (EGF, IGF-I, HGF) nicht nachweisbar. Weitere
Stimulationsexperimente wurden an dieser Stelle nicht durchgefiihrt. Um die
Phosphorylierung des Tyrosin-Rests weiter zu charakterisieren, sollte auf Behandlungen mit
dem Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Pervanadat aufgebaut werden, die in den folgenden

Abschnitten beschrieben sind.

3.8.4 Charakterisierung der Phosphorylierung von PKP3 an Y195 durch Pervanadat-
Behandlung

Die bisherigen Analysen ergaben, dass die Verwendung von Pervanadat zur Stabilisierung der
Phosphorylierung von PKP3 an Y195 fiihrte. Diese Phosphorylierung wurde in A431-,
HaCaT-, CaCo2- und PKP3-transfizierten PLC-Zellen nachgewiesen (vgl. Abschn. 3.7.4.1
und 3.7.4.2). Ausgehend von dieser Beobachtung wurde die Pervanadat-induzierte
Phosphorylierung von PKP3 weiter charakterisiert.

Zundchst wurde die Phosphorylierung in Abhédngigkeit der eingesetzten Pervanadat-
Konzentration untersucht. Hierfiir wurden HaCaT-Zellen mit zunehmenden Konzentrationen
fir 15 Minuten behandelt und anschlieBend mit Laemmli-Ladepuffer lysiert. Die
Proteinextrakte wurden in einem SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran
iibertragen. PKP3 und B-Aktin wurden mit spezifischen Antikérpern immunbiochemisch

detektiert und das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung 3.25 dargestellt.
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Die Tyrosin-Phosphorylierung von PKP3 an Aminosdure-Position Y195 konnte ab einer
Pervanadat-Konzentration von 0,05 mM nachgewiesen werden. Die Konzentrations-
abhingige Zunahme der generellen Tyrosin-Phosphorylierung konnte mit Hilfe eines
Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikorpers (p-Y20) bereits ab einer eingesetzten Pervanadat-

Menge von 0,005 mM gezeigt werden (nicht abgebildet).

Im Folgenden wurde die Stabilitdit der Tyrosin-Phosphorylierung nach Entfernen des
Pervanadats untersucht. Dieser Versuch sollte dariiber Aufschluss geben konnen, inwieweit
die Phosphorylierung an Y195 Ziel zelluldrer Phosphatasen ist. Zu diesem Zweck wurden
HaCaT-Zellen nach der Pervanadat-Behandlung mit PBS gewaschen und anschlieBend wieder
mit Vollmedium kultiviert. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden die Gesamtproteine
isoliert und auf einem 10%-igem SDS-Gel aufgetrennt. Die Western Blot Hybridisierung mit
polyklonalen Antikérpern gegen Y 195-phosphoryliertes PKP3 demonstrierte die Abnahme
des Phosphorylierungs-spezifischen Signals liber den gesamten untersuchten Zeitraum. 10
Minuten nach Entfernung des Pervanadats nahm die Intensitdt des Signals kontinuierlich ab

und war nach 30 Minuten nicht mehr nachweisbar (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: Immunbiochemische Analyse der Y 195-Phosphorylierung nach Pervanadat-Entfernung.
HaCaT-Zellen wurden mit 0,1 mM Pervanadat behandelt, anschlieBend mit PBS gewaschen
und mit Vollmedium weiter kultiviert. Nach den angegebenen Zeiten wurden die
Gesamtproteine pripariert und fiir eine SDS-PAGE verwendet. Im Anschluss an den Western
Blot wurde die Membran mit Antikdrpern gegen PKP3 auf dessen Phosphorylierung an Y195
untersucht (p-Y195). Hierbei wurde eine zeitabhingige Abnahme der Tyrosin-
Phosphorylierung nachgewiesen. Die Hybridisierung von p-Aktin mit monoklonalen
Antikoérpern diente als Ladekontrolle. Werte des GroBenstandards in Kilodalton (kDa).

Die De-Phosphorylierung von Y195 an PKP3 konnte auf der Aktivitit neu-synthetisierter
Phospho-Tyr-Phosphatasen beruhen. Die Abnahme der generellen Tyrosin-Phosphorylierung
wurde mit einem Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikdrper {iberpriift (p-Y20), der allerdings

erst nach 30 Minuten eine leichte Abnahme des Signals zeigte (nicht gezeigt).
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3.8.5 Einfluss von Src-Kinase-Inhibitoren auf Pervanadat-induzierte PKP3-Phosphorylierung
an Y195

Die durch Pervanadat stabilisierte Phosphorylierung von PKP3 sollte durch die Verwendung
von Tyrosin-Kinase-Inhibitoren gezielt manipuliert werden. Hierbei konzentrierten sich die
Versuche insbesondere auf die Beobachtung eines Negativ-Effektes, der zum Verlust oder zur
Abschwichung des Y195-Phospho-Tyrosin-Signals fiihrte. Erste Anhaltspunkte zur Auswahl
geeigneter Kinase-Inhibitoren wurden aus der Literatur gewonnen, wobei vor allem der
Familie der Src-Kinasen eine besondere Bedeutung zukam. Fiir einzelne Familienmitglieder
der Src-Kinasen wurde ein Zusammenhang mit Tyrosin-Phosphorylierungen von Zell-Zell-
Verbindungsmolekiilen bereits beschrieben und sollten daher Ansatzpunkt flir die weitere
Analyse sein [Miravet et al., 2003; Lilien et al., 2005; Mruk et al., 2011]. In Tabelle 3.5 sind
die eingesetzten Src-Kinase-Inhibitoren, ihre spezifischen Zielmolekiile und deren

inhibitorische Konzentration (ICsg) aufgefiihrt.

Tabelle 3.5: Eigenschaften der verwendeten Src-Kinase-Inhibitoren (Herstellerangaben).

Inhibitor Kinase Inhibitor Kinase
PP1 Lck (ICso ~ 5 nM) SU6656 Yes (ICso ~ 20 nM)
Fyn (ICso ~ 6 nM) Lyn (ICsp ~ 130 nM)
Src (ICsp ~ 170 nM) Fyn (ICso ~ 170 nM)
Hck (ICso ~ 20 nM) Src (ICso ~ 280 nM)
Lck (ICso ~ 6,8 uM)
PP2 Lck (ICsp ~ 4 nM) Src-Inhibitor No. 5 | Src (ICsp ~ 10 nM)
Fyn (ICsp ~ 5 nM)
Hck (ICsp ~ 5 nM)

Fir die Experimente wurden HaCaT-Zellen fiir 24 Stunden mit Serum-freiem Medium
inkubiert. 15 Minuten vor der Pervanadat-Behandlung wurden die Zellen zundchst mit
ansteigenden Konzentrationen (0, 1, 2, 4 uM) der Src-Kinase-Inhibitoren inkubiert.
Anschlieflend wurde Pervanadat in einer Endkonzentration von 0,1 mM fiir 15 Minuten
zugesetzt. Als Negativkontrolle wurden Zellen ausschlieBlich mit DMSO, dem Losungsmittel
der verwendeten Kinase-Inhibitoren, behandelt. Aus allen Ansdtzen wurden schlieSlich die
Gesamtproteine extrahiert und in einem 10%-igem SDS-Gel getrennt. Die Proteine wurden

auf eine Membran geblottet und immunbiochemisch mit polyklonalen Antikdrpern gegen
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Y 195-phosphoryliertes PKP3 detektiert. Zur Kontrolle wurde PKP3 (P3-3) und B-Aktin

nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abbildung 3.27 zusammengefasst.
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Abbildung 3.27: Immunbiochemische Analyse der Y195-Phosphorylierung nach Inkubation mit spezifischen
Kinase-Inhibitoren und anschlieBender Pervanadat-Behandlung
HaCaT-Zellen wurden mit zunehmenden Konzentrationen verschiedener Src-Kinase-
Inhibitoren (0, 1, 2, oder 4 uM) inkubiert und anschlieBend mit Pervanadat behandelt. Als
Negativkontrolle wurden HaCaT-Zellen ausschlieBlich mit DMSO versetzt (0). Proteinextrakte
wurden durch Lyse mit Laemmli-Puffer gewonnen und in einem SDS-Gel aufgetrennt. Die
Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und mit polyklonalen
Antikorpern gegen Y 195-phosphoryliertes PKP3 (p-Y195) und PKP3 (P3-3) analysiert. Die
Detektion von B-Aktin mit monoklonalen Antikdrpern diente als Ladekontrolle. Werte des
GroBenstandards sind in Kilodalton (kDa) angegeben.

Die Behandlung von HaCaT-Zellen mit DMSO hatte keinen Effekt auf den
Phosphorylierungs-Status von PKP3 an Y195 (Abb. 3.27; 0). Erst durch Pervanadat-
Behandlung wurde die Phosphorylierung von Y195 nachweisbar, welches ohne den Einsatz
der Src-Kinase-Inhibitoren am deutlichsten ausfiel (0 uM alle Proben). Diese stellen zugleich
die Referenzen fiir die Wirkung der Inhibitoren dar. Die Src-Kinase-Inhibitoren No. 5 und
PP1 hatten bereits in einer Konzentration von 1 uM eine signifikante Abschwéchung des p-
Y195-Signals zur Folge. Diese Verringerung der Signalintensitit wurde auch unter
Verwendung des Inhibitors SU6656 beobachtet, allerdings erst ab einer Konzentration von
2 uM. Die Inhibitoren No. 5, PP1 und SU6656 fiihrten in der hochsten eingesetzten
Konzentration zum fast vollstindigen Verlust des p-Y195-Signals (4 uM). Mit dem Src-
Kinase-Inhibitor PP2 wurde in einer Konzentration von 1 und 2 uM keine Verringerung der
Phosphorylierung von PKP3 an Y195 festgestellt. Lediglich bei einer Konzentration von
4 uM kam es zu einer leichten Abnahme des Phosphorylierungs-Signals. Unter
Beriicksichtigung der Wirkungsspektren der Inhibitoren wund der restringierten

Expressionsmuster einzelner Kinasen (Lck, Hck) trat die c-Src als wahrscheinlichste Kinase
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fiir die Phosphorylierung von Y195 in PKP3 zu Tage, und wurde fiir eine weitergehende

Analyse ausgewdhlt.

Die spezifische Aktivierung der c-Src-Kinase wurde durch die Behandlung mit Wasserstoff-
Peroxid bereits mehrfach an unterschiedlichsten Zelltypen nachgewiesen [Abe et al., 1999;
Saksena et al., 2008]. Daher sollte in den folgenden Experimenten der Einfluss von

Wasserstoff-Peroxid auf die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 untersucht werden.

3.8.6 Stimulation von HaCaT-Zellen mit Wasserstoff-Peroxid

In der Literatur findet sich bislang kein Hinweis darauf, welchen Einfluss die Behandlung mit
Wasserstoff-Peroxid auf die humane Keratinozyten-Zelllinie HaCaT hat. Aus diesem Grund
wurden HaCaT-Zellen mit 10 mM H,0, inkubiert und nach definierten Zeitintervallen mit
Laemmli-Puffer lysiert. Die Gesamtproteinextrakte wurden auf einem 10%-igem SDS-Gel
aufgetrennt und geblottet. Die Stimulation sollte durch Hybridisierung mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen phosphoryliertes ERK1 / 2 iberpriift werden. Die
Aktivierung dieser Kinasen durch Wasserstoff-Peroxid wurde bereits in der 1999
erschienenen Arbeit von Abe et al. beschrieben, welche &hnliche Experimente an
Fibroblasten, Lymphozyten und Endothel-Zellen durchfiihrten [Abe ef al.,, 1999]. Das
Ergebnis der Western Blot Hybridisierung ist in Abbildung 3.28 dargestellt.

0 2 5 1020 45 min
250 =

135 =

95 =

72 =

52 =

42 = =B —

34 = p-ERK1/2

02 =

s, o i .
42 =- B-Aktin

Abbildung 3.28: Immunbiochemische Analyse der Stimulation von HaCaT-Zellen durch Wasserstoff-Peroxid.
HaCaT-Zellen wurden iiber unterschiedliche Zeiten (min) mit 10 mM H,0, behandelt und zur
Gewinnung eines Gesamtproteinextraktes lysiert. Die Proteinextrakte wurden fiir eine SDS-
PAGE verwendet und anschlieBend im Western Blot auf eine Membran transferiert. Mit einem
monoklonalen Antikorper gegen p-ERK1/2 wurde die Aktivierung infolge der Wasserstoftf-
Peroxid-Behandlung analysiert. Groenstandard in Kilodalton (kDa).

Die Aktivierung zelluldrer Signalwege von HaCaT-Zellen durch Wasserstoft-Peroxid konnte
durch die Detektion der Phosphorylierung von ERK1 / 2 belegt werden. Bereits fiinf Minuten
nach Zugabe wurde das Maximum der Aktivierung erreicht und {iber einen Zeitraum von

ungefdhr finf Minuten aufrechterhalten. Die Abnahme der Stimulation konnte auf die
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Zersetzung des Peroxidmolekiils durch zelluldre Peroxidasen und Katalasen zuriickzufiihren

sein.

3.8.7 Nachweis der PKP3-Phosphorylierung an Y195 nach Wasserstoff-Peroxid-Behandlung
Es konnte gezeigt werden, dass durch Inkubation mit Wasserstoff-Peroxid intrazellulére
Signalwege in HaCaT-Zellen aktiviert werden. Da {iber die zugrunde liegenden Aktivierungs-
Mechanismen wenig bekannt ist, und Wasserstoff-Peroxid auf viele zelluldre Effektor-
Molekiile wirken kann, wurde dessen Wirkung auf die Phosphorylierung von PKP3 an Y195
untersucht. Zu diesem Zweck wurden HaCaT-Zellen 10 Minuten mit aufsteigenden
Konzentrationen von Wasserstoff-Peroxid behandelt, wobei die Zellen 24 Stunden vor der
Behandlung mit Serum-freiem Medium gefiittert wurden. Gesamtproteinextrakte wurde in
einem SDS-Gel getrennt und im Western Blot auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert.
Die Membran wurde mit polyklonalen Antikérpern gegen Phospho-Y 195 hybridisiert. Das
Ergebnis ist in Abbildung 3.29 dargestellt.
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Abbildung 3.29: Immunbiochemische Analyse der Y195-Phosphorylierung nach Wasserstoff-Peroxid-
Inkubation.
HaCaT-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von Wasserstoff-Peroxid fiir 10
Minuten behandelt. Gesamtproteinextrakte wurden in einem 10%-igem SDS-Gel getrennt und
geblottet. Die Hybridisierung mit polyklonalen Antikdrpern gegen Y 195-phosphoryliertes
PKP3 zeigte das konzentrationsabhéngige Auftreten der Phosphorylierung (p-Y195). PKP3
wurde mit polyklonalen Antikérpern detektiert (P3-3) und der B-Aktin-Nachweis diente als
Ladekontrolle. Werte des Groflenstandards in Kilodalton (kDa).
Die Wasserstoff-Peroxid-Behandlung fiihrte in HaCaT-Zellen zur Phosphorylierung von
PKP3 an Y195 (p-Y195). Die Phosphorylierung war ab einer H,O,-Konzentration von 10 mM
nachweisbar. Mit Hinblick auf mdgliche zytotoxische Effekte der Wasserstoff-Peroxid-
Behandlung wurde fiir die weiteren Experimente diese Konzentration eingesetzt, obwohl das
Maximum bei einer Konzentration von 15 mM erreicht wurde. Im Folgenden sollte die Frage
beantwortet werden, inwieweit die H,O,-induzierte Phosphorylierung von PKP3 an Y195

durch Src-Kinasen katalysiert wurde.
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3.8.8 Analyse der Wasserstoff-Peroxid induzierten Phosphorylierung unter Src-Kinase-
Inhibition

HaCaT-Zellen wurden 24 Stunden vor der Behandlung mit Serum-freiem Medium kultiviert.
Die entsprechenden Src-Kinase-Inhibitoren wurden 15 Minuten vor der Wasserstoff-Peroxid-
Behandlung mit einer Endkonzentration von 1 puM zugegeben. AnschlieBend wurden die
Zellen 10 Minuten mit 10 mM Wasserstoff-Peroxid inkubiert. Nach Extraktion der
Gesamtproteine wurden diese auf einem 10%-igem SDS-Gel getrennt und im Western Blot
auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die Hybridisierung mit spezifischen

Antikorpern ist in Abbildung 3.30 dargestellt.
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Abbildung 3.30: Immunbiochemische Analyse der Y195-Phosphorylierung nach Inkubation mit Wasserstoff-
Peroxid unter spezifischen Kinase-Inhibition.
HaCaT-Zellen wurden mit 1 uM der vier Src-Kinase-Inhibitoren (vgl. Tab. 3.5) und 10 mM
Wasserstoff-Peroxid behandelt. AnschlieBend wurden Gesamtproteinextrakte hergestellt und
auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran
iibertragen und mit polyklonalen Antikdrpern gegen Y 195-phosphoryliertes PKP3 (p-Y195)
hybridisiert. Zur Kontrolle wurde PKP3 mit polyklonalen Antikdrpern nachgewiesen. Als
Ladekontrolle ist B-Aktin mit monoklonalen Antikorper gezeigt. Alle Angaben des
GroBenstandards sind in Kilodalton (kDa) angegeben.

In der Kontrolle wurden HaCaT-Zellen ausschlieBlich mit Wasserstoff-Peroxid behandelt und
mit dem p-Y 195-Antikorper konnte phosphoryliertes PKP3 spezifisch nachgewiesen werden.
Die Src-Kinase-Inhibitoren SU6656 und No. 5 fiihrten zu einer deutlichen Verringerung des
Phospho-spezifischen PKP3-Signals, welches nur knapp oberhalb der Detektions-Grenze lag.
Die Verwendung des Inhibitors PP1 fiihrte hier zur vollstindigen Inhibition der
Phosphorylierung von PKP3 an Y195, wobei allerdings in Wiederholungen des Versuchs
bisweilen ebenfalls ein schwaches PKP3-Signal auftrat, welches in der Intensitit den
Inhibitoren SU6656 und No. 5 entsprach (nicht gezeigt). Der Inhibitor PP2 fiihrte nur zu einer
geringen Hemmung der Phosphorylierung von PKP3 an Tyrosin Y195. Auch diese Versuche
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deuten darauf hin, dass die c-Src-Kinase als wahrscheinlichster Kandidat fiir die
Phosphorylierung von PKP3 an Y195 in Betracht kommt und untermauern die vorherigen

Ergebnisse.

3.8.9 Differentielle Extraktion von PKP3 nach Wasserstoff-Peroxid-Behandlung

Bereits durch Pervanadat-Behandlung wurde beobachtet, dass PKP3 wihrend der
differentiellen Extraktion stirker im Idslichen Anteil auftrat (vgl. Abschn. 3.6). Inwieweit
diese Verlagerung mit der gesteigerten Tyrosin-Phosphorylierung von PKP3 zusammenhéngt,
konnte in diesem Versuch nicht aufgelost werden, da Pervanadat zu zahlreichen zelluldren
Verdnderungen fiihrt. Mit Hilfe des Sequenz-spezifischen PKP3-Antikorpers sollte das
Extraktionsverhalten von PKP3 unter Wasserstoff-Peroxid schlieBlich detaillierter untersucht
werden. Hierfiir wurden HaCaT-Zellen nach 24-stiindigem Serum-Entzug mit 10 mM
Wasserstoff-Peroxid versetzt und weiter kultiviert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden
die zelluldren Proteine differentiell extrahiert. Losliche und unl6sliche Fraktionen wurden
anschlieBend in einem 10 %-igem SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran
iibertragen. Die Membran wurde mit poly- und monoklonalen Antikérpern hybridisiert. Die

Ergebnisse dieser Hybridisierungen sind in der Abbildung 3.31 dargestellt.
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Abbildung 3.31: Extraktionsverhalten von PKP3 nach Wasserstoff-Peroxid-Behandlung.
HaCaT-Zellen wurden iiber die angegebenen Zeitraume mit 10 mM Wasserstoff-Peroxid
behandelt und anschlieend differentiell extrahiert. Die 16slichen (S) und unldslichen (IS)
Fraktionen wurden in einem SDS-Gel separiert und geblottet. Die Sequenz-spezifische
Phosphorylierung von PKP3 wurde mit polyklonalen Antikorpern detektiert (p-Y195). Mit
polyklonalen Antikdrpern gegen PKP3 wurde das gesamte zellulire PKP3 nachgewiesen (P3-
3). Groflenangaben in Kilodalton (kDa).

-

Gesamt-PKP3 wurde mit polyklonalen Antikorpern detektiert (P3-3). Zu Beginn des
Experiments wurde in der l6slichen Fraktion weniger PKP3 nachgewiesen als in der
unldslichen (0 Minuten). Dieses Ergebnis korrelierte mit bereits gewonnen Daten aus fritheren
Versuchen (vgl. Abschn. 3.6). Nach fiinf-, zehn- und 20-miniitiger Wasserstoff-Peroxid-

Behandlung zeigte sich sukzessive eine Verschiebung der PKP3-Verteilung in die l6slichen
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Anteile. So wurde PKP3 nach zehn und 20 Minuten in beiden Fraktionen ungeféhr in der
gleichen Menge nachgewiesen. Erstaunlicherweise verschob sich dieses Verhiltnis weiter,
denn nach 30-miniitiger Wasserstoff-Peroxid-Behandlung konnte PKP3 in der 16slichen
Fraktion in groBerer Menge detektiert werden. Die Homogenitédt der Probenauftragung wurde
durch die Detektion von Aktin gewihrleistet. Die Phosphorylierung von PKP3 an Y195
konnte nur in den ldslichen Fraktionen gezeigt werden und war ausschlieBlich nach fiinf und
zehn Minuten detektierbar. Hierbei ist allerdings nicht eindeutig unterscheidbar, ob PKP3
zunéchst phosphoryliert wird, und dann erst im 16slichen Extrakt auftritt, oder PKP3 an Y195

nur im l6slichen Anteil durch die Src-Kinase phosphoryliert wird.

3.9 Vorbetrachtungen zum Screening einer cDNA-Bibliothek

Parallel zu den Experimenten mit Pervanadat- und Wasserstoff-Peroxid (siehe
vorangegangene Kapitel) wurde ein alternativer experimenteller Ansatz unternommen, um die
verantwortliche Kinase fiir die orts-spezifische Phosphorylierungen von PKP3 zu
identifizieren. Zu diesem Zweck sollte eine in Bakteriophagen klonierte cDNA-Expressions-
Bibliothek mit Phosphorylierungs-spezifischen Antikoérpern untersucht werden. cDNA-
Bibliotheken repriasentieren die Gesamtheit der exprimierten mRNAs zum Zeitpunkt der
RNA-Isolation, und da Kinasen bei vielen zelluldren Prozessen beteiligt sind, werden diese
bei der Generierung der cDNA-Bibliotheken ebenfalls auftreten. Wie bereits in fritheren
Arbeiten gezeigt wurde, fiihrt die Expression von cDNA-kodierten Tyrosin Kinasen in
Escherichia coli zu einem Xkatalytisch, aktiven Enzym, welches mit Phosphorylierungs-

spezifischen Antikdrpern identifiziert werden kann [Pasquale et al., 1989].

3.9.1 Herstellung des PKP3-Expressionsplasmids und Prdparation der Wirtsbakterien

Da in dieser Arbeit die Tyrosin-Phosphorylierung von PKP3 ein zentraler Aspekt war, wurde
die von Pasquale und Singer beschriecbene Methode entsprechend modifiziert. Als
Phosphorylierungssubstrat sollte in den Bakterien den Phagen-kodierten Kinasen
dementsprechend der Bereich von PKP3 angeboten werden, der fiir die Phosphorylierung in
Frage kommt. Zu diesem Zweck wurde ein 1,3 kbp grofles Fragment, welches den N-
terminalen Kopfbereich von PKP3 (cDNA-Klon pNPP3) umfasste, in den bakteriellen
Expressionsvektor pQE30 kloniert. Das Vektorkonstrukt wurde durch Restriktionsspaltungen
auf die richtige Insertion des PKP3-Fragments iiberpriift und fiir die Transformation von
Escherichia coli XL1-Blue MRF Kan® verwendet. Die PKP3-Expression wurde in den

Bakterien durch den lac-Repressor reprimiert und erst durch Zugabe von IPTG induziert. Zum
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Nachweis der IPTG-abhingigen Expression des PKP3-Fragments wurden Escherichia coli
XL1-Blue MRF Kan® [pQE30-NPP3] Zellen kultiviert und nach Erreichen der gewiinschten
optischen Dichte mit IPTG induziert. Die Kultur wurde dann weiterhin inkubiert und zu
verschiedenen Zeitpunkten zur Extraktion bakterieller Proteine genutzt, die in einem SDS-Gel
separiert wurden. Die Expression des PKP3 N-Terminus konnte durch Coomassie-Farbung
gezeigt werden und ist in Abbildung 3.32 dargestellt.
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Abbildung 3.32: Expression des rekombinanten PKP3-Fragments nach IPTG-Induktion der Wirtsbakterien.
Escherichia coli XL1-Blue MRF Kan® [pQE30-NPP3] Zellen wurden bis zu einer ODgy von
0,5 kultiviert und anschlieBend mit 1 mM IPTG induziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten
wurden bakterielle Zellextrakte gewonnen und in einem 10%-igem SDS-Gel getrennt. Durch
Coomassie-Farbung wurden alle Proteine detektiert und die induzierte Expression des 45 kDa
PKP3-Fragments konnte gezeigt werden (Pfeil). Alle Groflenangaben sind in Kilodalton (kDa)
angegeben.

Mit dem Nachweis der PKP3-Expression konnten die Wirtsbakterien fiir die Durchmusterung
der cDNA-Bibliothek verwendet werden.

3.10 Screening der cDNA-Bibliothek mit monoklonalen Phospho-Tyrosin-

Antikorpern

Die verwendete cDNA-Bibliothek repriasentiert Gesamt-RNA aus humaner Leber und ist in
den Uni-ZAP XR-Vektor eingefiigt (Stratagene, Heidelberg) Die Bibliothek wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. E. Maser (Christian-Albrechts-Universitit, Kiel) zur
Verfiigung gestellt. Fiir das Screening auf Phospho-Tyrosin-Kinase-Aktivitdt wurden
Escherichia coli XL1-Blue MRF Kan® [pQE30-NPP3] Zellen mit 2,16 x 10° Plaque Forming
Units (pfu) der Bibliothek infiziert. Nachdem einzelne Plaques erkennbar waren, wurden die
Expression des cDNA-Konstruktes und die Expression von PKP3 durch das Auflegen einer
IPTG-getrankten Nitrozellulose-Membran induziert. Diese wurde im Anschluss zur
immunbiochemischen Detektion der Tyrosin-Phosphorylierung mit monoklonalen
Antikorpern (pY20 und P-Tyr-100) hybridisiert. Phospho-Tyrosin positive Plaques der ersten
Selektionsrunde wurden isoliert und in weiteren Selektionsrunden sukzessiv vereinzelt. Die

Selektion wurde fiir einzelne Phagen beendet, wenn sich diese monoklonal herausstellten. In



3. Ergebnisse 91

der folgenden Abbildung ist die Detektion von Tyrosin-Phosphorylierungen innerhalb

einzelner Plaques aus der zweiten Selektionsrunde exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 3.33: Immunbiochemische Analyse von Plaques auf Phospho-Tyrosin-Aktivitét.

Escherichia coli XL1-Blue MRF Kan® [pQE30-NPP3] wurden mit einer Phagen-Expressions-
Bibliothek infiziert und nach 3- bis 4-stiindiger Inkubation mit einer IPTG-getrdnkten
Nitrozellulose-Membran induziert. Die Membran wurde anschlieBend mit monoklonalen
Antikorpern gegen phosphorylierte Tyrosin-Reste (pY20 und P-Tyr-100) hybridisiert. Die
Detektion der Antikorper erfolgte mittels Alkalischer Phosphatase in einer BCIP/NBT-
Farbelosung. Gezeigt ist das Detektions-Ergebnis an zwei Nitrozellulose-Membranen aus der
zweiten Selektionsrunde.

Das Screening der cDNA-Bibliothek resultierte in 24 Phagen-Klonen, die nach Infektion von
Wirtsbakterien zu einer nachweisbaren Tyrosin-Kinase-Aktivitdt fiihrten. Die monoklonalen
Phagen-Suspensionen wurden schlielich fiir die in vivo Exzision verwendet, um die Identitit
des cDNA-Abschnittes zu bestimmen. Der methodische Ablauf der in vivo Exzision ist in
Abschnitt 2.13.16 ausfiihrlich beschrieben und resultierte in der Isolierung von pBluescript
Phagemiden, deren Inserts mit T3- und T7-Primern mittels Sequenzanalyse charakterisiert

wurden. Die hierbei identifizierten Tyrosin-Kinasen sind in Tabelle 3.6 aufgefiihrt.

Tabelle 3.6: Isolierte Tyrosin-Kinasen der cDNA-Bibliothek aus Lebergewebe.

Tyrosin-Kinase Hiufigkeit Eigenschaften
Hck 22 Zytoplasmatische Tyrosin-Kinase
FES 1 Zytoplasmatische Tyrosin-Kinase
EPHBI1 1 Rezeptor Tyrosin-Kinase

Die Ergebnisse der Sequenzierung legen ein Funktionieren des experimentellen Ablaufs nahe.
Es wurde gezeigt, dass die Verwendung von Phospho-spezifischen Antikdrpern die
Identifizierung von Tyrosin-Phosphorylierungen in bakteriellen Expressionsbibliotheken
erlaubt. Unklarheiten beim Resultat bestehen allerdings in Bezug auf die Zahl der
identifizierten Tyrosin-Kinasen und deren jeweilige Héufigkeit. So ist das hdufige Auftreten
der Hck-Kinase und das vollkommene Fehlen weiterer Kinasen der Src-Familie auffillig, da
Hck in Hepatozyten eher selten exprimiert werden sollte, aber andere, wie Fyn oder Src selber

regelmifBig exprimiert werden sollten. Dennoch wurden die isolierten Phagen benutzt, um mit
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diesen die PKP3 Phosphorylierung an Y195 zu untersuchen. Hierzu wurden Wirtsbakterien
entsprechend mit dem zu untersuchenden Phagenklon infiziert, ausplattiert und eine IPTG-
getrinkte Nitrozellulose-Membran aufgelegt. Die Phosphorylierung von Y195 PKP3 sollte
durch Hybridisierung mit polyklonalen Antikorpern (p-Y195) gezeigt werden, wobei
allerdings keine der drei isolierten Kinasen zur Phosphorylierung des untersuchten Tyrosin-
Restes fiihrte. Dies legt nahe, dass die nachgewiesene Protein-Phosphorylierung durch die
isolierten Kinasen an anderen Tyrosin-Resten erfolgt sein muss, wihrend eine

Phosphorylierung an Y195 von PKP3 wohl nicht stattfindet.

3.11 Phosphorylierung von PKP3 an Y195 durch c-Src

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass der Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor
Pervanadat zur Stabilisierung zelluldrer Tyrosin-Phosphorylierungen fiihrte und unter diesen
Voraussetzung auch die Phosphorylierung von PKP3 am Tyrosin-Rest 195 nachgewiesen
werden kann. Erste Vermutungen, dass die beobachtete Phosphorylierung durch die c-Src-
Kinase katalysiert wurde, ergaben sich aus dem Einsatz der Src-Kinase-Inhibitoren. Dies
wurde durch die Beobachtungen bei der Verwendung von Wasserstoff-Peroxid unterstiitzt, da
diese reaktive Sauerstoff-Spezies unter anderem die c-Src-Kinase stimuliert und ebenfalls die
Phosphorylierung von PKP3 an Y195 induzierte. Die Kombination der Wasserstoff-Peroxid-
Behandlung mit Src-Kinase-Inhibitoren gab schlussendlich signifikante Hinweise auf die
durch die c-Src-Kinase katalysierte Phosphorylierung von PKP3 am Tyrosin-Rest 195. Der
direkte Nachweis dieses Phosphorylierungs-Ereignisses wurde im Folgenden in in vitro und in

vivo Studien bestatigt.

3.11.1 In vitro Nachweis der Phosphorylierung von PKP3 an Y195 durch c-Src

Fiir die in vitro Phosphorylierung von PKP3 an Y195 wurde die c-Src-Kinase aus loslichen
Proteinextrakten mit Hilfe eines monoklonalen Antikérpers gegen das Protein prazipitiert. In
einem Kinase-Assay wurde ein bakteriell hergestelltes PKP3-Fragment als Substrat
verwendet. Dieses Protein wies aufgrund seines bakteriellen Ursprungs keine
posttranslationalen Modifikationen auf und umfasste die N-terminale Kopfdoméne von PKP3.
Der Kinase-Assay wurde parallel mit drei Negativkontrollen durchgefiihrt, in welchen jeweils
eine der Prazipitations-Komponenten (Dynabeads, Lysat oder Antikdrper) weggelassen
wurde. Die Positivkontrolle diente dem eigentlichen Nachweis der Phosphorylierung.
Zusétzlich wurde eine Inhibitor-Kontrolle durch Zugabe des Src-Kinase-Inhibitors PP1
durchgefiihrt, um die Abhidngigkeit der Phosphorylierung von der c-Src-Kinase zu
verifizieren. Die Phosphorylierungs-Produkte wurden auf ein 10%-iges SDS-Gel geladen und
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aufgetrennt. Im Western Blot wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
iibertragen und anschlieBend mit spezifischen Antikdrpern hybridisiert. Die Ergebnisse des

Experiments sind in Abbildung 3.34 dargestellt.
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Abbildung 3.34: Immunbiochemische Analyse des in vifro Kinase-Assays.

Die c-Src-Kinase wurde mit einem monoklonalen Antikérper aus 16slichen Proteinextrakten
von HaCaT-Zellen prézipitiert. In Negativkontrollen wurde jeweils eine der Prézipitations-
Komponenten weggelassen (Spur 1 bis 3). Die Prézipitations-Produkte wurden in einem
Kinase-Assay mit rekombinantem PKP3 und wahlweise mit dem Src-Kinase-Inhibitor PP1
(Spur 4) inkubiert und anschlieBend in einem SDS-Gel separiert. Nach dem Western Blot
wurden die Proteine mit monoklonalen Antikdrpern gegen Phospho-Tyrosin (p-Y20) und die c-
Src-Kinase (c-Src [32G6]), sowie polyklonalen Antikdrpern gegen Y 195-phosphoryliertes
PKP3 (p-Y195) und PKP3 (P3-3) hybridisiert. Alle Grofen sind in Kilodalton (kDa)
angegeben.

Die Zugabe von rekombinantem PKP3 (rPKP3) im Kinase-Assay wurde durch
Hybridisierung der Membran mit polyklonalen Antikorpern gegen PKP3 bestétigt (P3-3). Das
Hauptsignal wurde auf einer Hohe von circa 38 kDa nachgewiesen und tritt neben
zusitzlichen Banden, die zum Teil Degradationsprodukte darstellen, auf. Die
Immunprézipitation der c-Src-Kinase gelang ausschlieBlich in Préizipitations-Ansdtzen, die
alle notigen Komponenten beinhalteten. Die Kinase konnte demzufolge lediglich in Spur 4
und 5 bei einem Molekulargewicht von 60 kDa detektiert werden (c-Src [32G6]). Die
Phospho-Tyrosin  Analysen mit dem monoklonalen Antikdrper gegen Tyrosin-
Phosphorylierungen (p-Y20) und den polyklonalen Antikérpern gegen Y 195-phosphoryliertes
PKP3 (p-Y195) zeigten lediglich in der letzten Spur ein Signal in der Hohe des zugegebenen
rekombinanten PKP3-Fragmentes (vgl. Spur 5 und P3-3-Hybridisierung). Hierdurch konnte

nachgewiesen werden, dass die c-Src-Kinase die Phosphorylierung von Y195 in PKP3
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tatsdchlich katalysieren kann. Durch Zugabe des Inhibitors PP1 wurde dieses Ergebnis
zusitzlich untermauert, da die Phosphorylierung von PKP3 durch Inhibition der c-Src-Kinase

komplett verhindert wurde (Spur 4).

3.11.2 In vivo Nachweis der Phosphorylierung von PKP3 an Y195 durch c-Src

Im in vitro Kinase Assay wurde demonstriert, dass die Phosphorylierung von PKP3 an Y195
durch die c-Src-Kinase katalysiert wird. Unter diesen Voraussetzungen sollten die bisherigen
in vivo Studien, die lediglich auf der immunbiochemischen Analyse Pervanadat- oder
Wasserstoff-Peroxid-behandelter Zellen beruhten, erweitert werden. Hierfiir wurden vor allem
bildgebende Methoden in Betracht gezogen, um eine Aussage auch hinsichtlich der zelluldren
Lokalisation bzw. der subzelluliren Verteilung von Y195-phosophoryliertem PKP3 zu
erhalten. Aus diesem Grund sollte die Phosphorylierung von PKP3 in Immunfluoreszenz-
Farbungen untersucht werden. In vorangegangenen Farbungen an unterschiedlichen
epithelialen Zellen wurde sowohl unter Verwendung von Pervanadat als auch von
Wasserstoff-Peroxid eine desmosomale Farbung detektiert, die allerdings fiir beide
Behandlungs-Methoden mit einer intensiven Hintergrundfarbung einherging. Dariiber hinaus
verursachten beide Substanzen phénotypische Verdnderungen des Zellrasens, die eine genaue
Interpretation der spezifischen Farbung erschwerten. Aus diesem Grund wurde in den
folgenden Experimenten die c-Src-Kinase durch Transfektion der cDNA iiberexprimiert und
der Einfluss hiervon auf die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 untersucht.

Zur Klonierung der Src-Kinase wurde aus HaCaT-Zellen die Gesamt-RNA préipariert und fiir
eine reverse Transkription und anschlieBender PCR mit c-Src-Kinase-spezifischen Primern
verwendet. Die PCR-Reaktion wurde im Agarose-Gel analysiert und ergab ein PCR-Produkt
der richtigen GréBe von circa 1,6 kbp (nicht gezeigt). Nach Aufreinigung wurde das DNA-
Fragment iiber eine TA-Klonierung in den Vektor pGEM-T Easy inseriert. Die Identitit der
klonierten cDNA wurde per Sequenzierung bestimmt und entsprach der bekannten Sequenz
der c-Src-Kinase. AnschlieBend wurde das Konstrukt iiber einen Restriktionsverdau mit
EcoRI und Xhol in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA6/V5-His A kloniert. Fiir
die Transfektion wurden CaCo2-Zellen bis zu einer Dichte von circa 50 % kultiviert und
anschlieBend mit dem pcDNAG6-c-Src-Konstrukt transfiziert. 48 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen fixiert und fiir die Immunfluoreszenz-Féarbung vorbereitet.
Die c-Src-Kinase wurde mit einem spezifischen monoklonalen Antikérper (Klon 17AT28)

detektiert. Mit polyklonalen Antikdrpern gegen Y 195-phosphoryliertes PKP3 (p-Y195) wurde
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die orts-spezifische Phosphorylierung von PKP3 nachgewiesen. Das Ergebnis der Doppel-

Immunfluoreszenz-Féarbungen ist in der nachfolgenden Abbildung 3.35 dargestellt.
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Abbildung 3.35: Doppel-Immunfluoreszenz-Farbungen von transient transfizierten CaCo2-Zellen.
CaCo2-Zellen wurden mit einem eukaryotischen c-Src-Kinase Expressionskonstrukt
transfiziert und fiir Immunfluoreszenz-Fiarbungen verwendet. Die Uberexpression der c-Src-
Kinase wurde mit einem monoklonalen Antikdrper nachgewiesen (Klon 17AT28) und ist in
den Tafeln A und B abgebildet. Die Detektion von Y 195-phosphoryliertem PKP3 ist in den
Tafeln A’ und B’ dargestellt und wurde mit polyklonalen Antikérpern (p-Y195) durchgefiihrt.
Die Uberlagerung der Einzelfirbungen ist in den Abbildungen A’’ und B gezeigt. Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt. Gréflenstandard 20 um.

Die Detektion der c-Src-Kinase in transfizierten Zellen zeigte eine ausgeprigte
zytoplasmatische Farbung, die sich bis in die Bereiche der Zellgrenzen fortsetzte (Tafel A u.
B). Untransfizierte Zellen wurden mit dem monoklonalen Antikérper gegen die c-Src-Kinase
lediglich schwach gefarbt und zeigten eine &hnliche zytoplasmatische Farbung. Die
Phosphorylierung von PKP3 am Tyrosin-Rest Y195 konnte ausschlieBlich in Zellen
nachgewiesen werden, welche die c-Src-Kinase iiberexprimieren (A’ und B’). Hierbei wurde
eine zarte Fiarbung im Bereich der Zellgrenzen beobachtet, welche die gesamte Zelle
umspannte und einer desmosomalen Markierung entsprach. Untransfizierte Zellen erbrachten

mit dem polyklonalen Antikdrper keine Reaktion.

3.12 Nachweis von Y195-phosphoryliertem PKP3 in Prostatatumoren

Die Phosphorylierung des Tyrosin-Restes 195 durch die c-Src-Kinase wurde in den
vorangegangenen Kapiteln eindrucksvoll bewiesen. Inwieweit dieser Reaktion tatsdchlich
eine zell- oder tumorbiologische Signifikanz zukommt, sollte durch immunhistochemische
Farbungen an Tumorgeweben iiberpriift werden. Da verschiedene Src-Kinasen bereits mit der

Tumorentstehung und -progression in unterschiedlichen humanen Geweben in Verbindung
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gebracht wurden, sollte der Phosphorylierungs-Status von PKP3 an Y195 unter diesem
Aspekt untersucht werden [Summy et al., 2003]. Prostatatumoren erschienen fiir die
Beantwortung dieser Fragestellung besonders geeignet. So ergaben in vitro Untersuchungen
an diversen abgeleiteten Zelllinien von Prostata-Adenokarzinomen eine gesteigerte Aktivitit
der c-Src-Kinase [Chang et al., 2006]. PKP3 wurde in diesen Zelllinien zumindest teilweise
ebenfalls deutlich nachgewiesen und in Adenokarzinomen der Prostata konnte dariiber hinaus
eine Expressionszunahme in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad des Karzinoms

festgestellt werden [Breuninger et al., 2010].

Zu diesem Zweck wurden mit Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebeproben
von Adenokarzinomen der Prostata ausgewdhlt. Hierbei wurden sowohl gut und méBig als
auch schlecht differenzierte Karzinome ausgewéhlt, die mit einem monoklonalen Antikorper
gegen PKP3 (Klon PKP3-310.9.1) und dem polyklonalen Phosphorylierungs-spezifischen
Antikorper (p-Y195) hybridisiert wurden. Der monoklonale PKP3-spezifische Antikorper
zeigte in gut und méBig differenzierten Adenokarzinomen (Gleason Score bis 7, n = 2) der
Prostata ausgeprédgte Farbungen an den Zellgrenzen der atypischen Driisenverbidnde, wobei
apikale Bereiche besonders hervortraten (vgl. Abb. 3.36). Das zwischen den Tumordriisen
gelegene Stroma wurde nicht angefarbt. Der Y 195-spezifische Phosphorylierungs-Antikorper

zeigte in diesen Geweben keine Farbung.

PR

Die Detektion von PKP3 an Schnitten von Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben aus Prostatatumoren zeigt eine Farbung der Zellgrenzen im Bereich der
tumordsen Driisenstrukturen. Hier sind die apikalen Desmosomen entlang der Lumina
besonders intensiv geférbt (Pfeile). Mesenchymales Gewebe ist PKP3 negativ.

In schlecht differenzierten Adenokarzinomen (Gleason Score 8 — 10, n = 7) war die Polaritét
der atypischen Prostatadriisen aufgehoben, was sich in einer homogeneren Farbung der
Zellgrenzen mit dem PKP3-spezifischen Antikorper &ufBlerte. Dariiber hinaus konnte eine
deutliche Anfarbung des Zytoplasmas mit diesem Antikdrper registriert werden (vgl. Abb.
3.37 A). Der Phosphorylierungs-spezifische PKP3-Antikoérper zeigte in einigen
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Gewebsproben eine punktférmige bis plaqueartige, teils auch lineare Farbung entlang der
Zellgrenzen (vgl. Abb. 3.37 B und C). Reaktionen traten wiederholt auch in kribriformen
Driisenanteilen auf, die allerdings auf einzelne Tumorareale beschrénkt blieben. In Abbildung
3.37 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Fiarbungen an schlecht differenzierten

Adenokarzinomen der Prostata exemplarisch illustriert.

Abbildung 3.37: Immunhistochemische Farbungen an schlecht differenzierten Adenokarzinomen der Prostata.
Mit Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Adenokarzinome der Prostata wurden mit
PKP3-spezifischen Antikérpern hybridisiert. (A) Farbungen mit einem monoklonalen PKP3-
Antikdrper zeigen eine homogene Farbung entlang der Zellgrenzen ohne auffillige Polaritéten
(Pfeile). Das Zytoplasma ist ebenfalls gefarbt. (B und C) Der Phospho-Y195-spezifische
PKP3-Antikdrper zeigt punktuelle Strukturen im Bereich der Zellgrenzen (Pfeile), mit einigen
intensiver gefarbten plaqueartigen Aggregaten (Pfeilspitzen).

Die Untersuchung von neun unterschiedlich differenzierten Prostatatumoren ergab in drei
Fallen (33 %) eine Phosphorylierungs-spezifische Farbung in analogen Tumorarealen. Diese

Reaktion war jedoch ausschlielich beschrankt auf schlecht differenzierte Adenokarzinome.
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3.13 Anhang Ergebnisse

3.13.1 Charakterisierung des polyklonalen p-Y84-Antikorpers

Gesamtproteinextrakte von verschiedenen unbehandelten Zelllinien wurden in einem 10%-
igen SDS-Gel aufgetrennt und fiir die immunbiochemische Analyse des p-Y84-Antikorpers
verwendet. Die Hybridisierung mit dem p-Y84-Antikorper zeigte kein PKP3. Jedoch wurden
bei einem Molekulargewicht von circa 55 kDa in allen untersuchten Zelllinien mehrere

Proteine detektiert (vgl. Abb. 3.38).
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Abbildung 3.38: Immunbiochemische Analyse des p-Y84-Antikdrpers.
Gesamtproteinextrakte unbehandelter Zellen wurden auf ein SDS-Gel aufgeladen und
anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen. Die Western Blot Hybridisierung
mit gereinigten polyklonalen Antikérpern gegen p-Y84 zeigte in allen Zelllinien Signale bei
~55 kDa. Alle GroBenangaben in Kilodalton (kDa).

Da diese Proteinbanden ebenfalls in der PKP3-defizienten Zelllinie PLC detektiert wurden,
handelte es sich um eine PKP3-unabhidngige Kreuzreaktion des Antikorpers. Diese konnte
durch Verdnderung des Aufreinigungsschemas nicht beseitigt werden, weshalb der Antikdrper

in dieser Arbeit fiir keine weiteren Experimente verwendet wurde.

3.13.2 Charakterisierung des polyklonalen p-Y210-Antikérpers

Fir die Analyse des p-Y210-Antikorpers kamen unbehandelte und Pervanadat-behandelte
Gesamtproteinextrakte zum Einsatz. Die immunbiochemische Charakterisierung an
unbehandelten Zellen zeigte in allen untersuchten Zelllinien kein PKP3. Dariiber hinaus
wurden keine Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen festgestellt. Die Hybridisierung an
Pervanadat-behandelten Zellextrakten zeigte in allen PKP3-exprimierenden Zelllinien ein
homogenes, aber komplexes Bandenmuster. Neben mehreren Signalen bei einem
Molekulargewicht von etwa 87 kDa, wurden weitere Signale im hoch- und niedermolekularen

Bereich detektiert (vgl. Abb. 3.39).
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Abbildung 3.39: Immunbiochemische Analyse des p-Y210-Antikdrpers.
Die Gesamtproteinextrakte unbehandelter und Pervanadat-behandelter Zellen wurden in einem
10%-igem SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran
iibertragen. Die Western Blot Hybridisierung mit polyklonalen Antikérpern gegen p-Y210
zeigte ausschlieBlich nach Pervanadat-Behandlung und in PKP3-exprimierenden Zelllinien
multiple Reaktionen. Alle GroBenangaben in Kilodalton (kDa). PV - Pervanadat

Es konnte anhand dieser experimentellen Durchfiihrung nicht gekldrt werden, inwieweit die
Antikorper eine Spezifitét hinsichtlich phosphoryliertem PKP3 hatten.

Zu diesem Zweck wurde aus Pervanadat-behandelten und unbehandelten HaCaT-Zellen ein
16slicher Proteinextrakt hergestellt und fiir eine PKP3-Immunprizipitation genutzt. Fiir die
Prézipitation wurde der PKP3-spezifische monoklonale Antikérper Klon 23E3/4 verwendet.
Auf einem 10%-igem SDS-Gel wurden der Durchfluss, der erste Waschschritt und die Elution
separiert und anschlieend auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen. Die Hybridisierung
des p-Y210-Antikorpers an IP-Fraktionen unbehandelter HaCaT-Zellen zeigte keine
Reaktionen und bestétigte die Ergebnisse der Analyse an Gesamtproteinextrakten (vgl. Abb.
3.40 A). An der Pervanadat-behandelten Probe wurde hingegen eine Bande bei ~87 kDa
detektiert, die mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers gegen PKP3 (P3-3) identifiziert
wurde (vgl. Abb. 3.40 B).
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Abbildung 3.40: Immunbiochemische Analyse des p-Y210-Antikorpers nach Immunprézipitation von PKP3.
PKP3 wurde aus Ioslichen Proteinextrakten von unbehandelten (A) und Pervanadat-
behandelten (B) HaCaT-Zellen prézipitiert. Durchfluss (FT), Waschschritt 1 (W1) und Elution
(E) wurden per SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden nach Western Blot mit dem p-
Y210-Antikorper hybridisiert. Polyklonale PKP3-Antikdrper bestdtigen die Prézipitation (P3-
3) von PKP3. Antikérper gegen p-Y210 detektieren PKP3 nur nach Pervanadat-Behandlung.
Alle GroBen in Kilodalton (kDa).
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Die starke Kreuzreaktivitit des p-Y210-Antikorpers, die ausschlieBlich im Durchfluss der
Pervanadate-behandelten Probe zu beobachten war, ldsst auf eine erhohte Sensitivitit
gegeniiber Tyrosin-Phosphorylierungen schlie3en.

Wie bereits flir den p-Y195-Antikorper beschrieben, konnten die transfizierten PLC-Zellen
zum direkten Nachweis flir die Phospho-Tyrosin-Spezifitit des Antikdrpers verwendet
werden (siche Abschn. 3.7.4.2). Zu diesem Zweck wurden die stabil transfizierten PLC-Zellen
(PKP3-Wildtyp und Y210F-Mutante) mit Pervanadat behandelt und fiir die Herstellung eines
l16slichen Proteinextraktes genutzt. Die Immunprézipitation von PKP3 wurde erneut mit dem
PKP3-spezifischen monoklonalen Antikorper Klon 23E3/4 durchgefiihrt und Durchfluss (FT),
erster Waschritt und Elution mit dem p-Y210-Antikorper untersucht. Das Ergebnis der
Western Blot Hybridisierung ist in Abbildung 3.41 dargestellt.
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Abbildung 3.41: Immunbiochemische Analyse der Phospho-Tyrosin-Spezifitit des p-Y210-Antikdrpers.

Stabil, transfizierte PLC-Zellen (PKP3-WT [A] und PKP3-Y210F [B]) wurden mit Pervanadat
behandelt und zur Herstellung eines 16slichen Proteinextraktes genutzt. Dieser Extrakt wurde
fir die Immunprazipitation von PKP3 verwendet und die Fraktionen (Durchfluss [FT],
Waschschritt 1 [W1] und Elution [E]) wurden in einem 10%-igem SDS-Gel aufgetrennt. Die
Western Blot Hybridisierung mit p-Y210-Antikorpern zeigte nur fiir die PKP3-WT-Zellen eine
spezifische PKP3-Bande bei 87 kDa, die mit polyklonalen Antikérpern gegen PKP3
identifiziert wurde (P3-3). GréBenangaben in Kilodalton (kDa).

Der Vergleich von Abbildung 3.41 A und B bestdtigt das Vorhandensein von p-Y210-
spezifischen Antikorpern nach der Affinitdtsaufreinigung. AusschlieBlich in PKP3-WT-
transfizierten PLC-Zellen konnte p-Y210 PKP3 mit diesen Antikdrpern nachgewiesen
werden, wohingegen dies in PKP3-Y210F-transfizierten PLC-Zellen kein Ergebnis erbrachte.
Die Substitution der Aminosdure an dieser speziellen Position unterdriickte das Auftreten
einer Phosphorylierung, wodurch die Phospho-Site-Spezifitit der p-Y210-Antikorper
eindeutig gezeigt wurde. Da jedoch Kreuzreaktionen mit anderen Phospho-Proteinen (siche

Durchfluss) auftraten, wurde der Antikorper in dieser Arbeit nicht verwendet.
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3.13.3 Charakterisierung des polyklonalen p-Y390-Antikérpers
Die Analyse der p-Y390 Antikorper an Gesamtproteinextrakten unbehandelter Zellen zeigte
keine Reaktionen. Ahnlich dem p-Y210-Antikdrper fiihrte die Behandlung der Zellen mit

Pervanadat zu einem komplexen Bandenmuster, welches in Abbildung 3.42 dargestellt ist.
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Abbildung 3.42: Immunbiochemische Analyse des gereinigten p-Y390-Antikorpers.
Gesamtproteinextrakte Pervanadat-behandelter, epithelialer Zellen wurden auf einem 10%-
igem SDS-Gel getrennt und mit dem p-Y390-Antikorper hybridisiert. Ein spezifisches Signal
in der Hohe von PKP3 konnte nicht ermittelt werden. Ein komplexes Bandenmuster wurde in
allen untersuchten Zellen festgestellt. Alle GroBenangaben in Kilodalton (kDa).

Da sich das Detektionsmuster jedoch identisch in PKP3-defizienten PLC-Zellen zeigte,
musste es sich um Kreuzreaktionen des Antikorpers handeln. Da auBlerdem kein Signal in
Hohe des PKP3-Molekulargewichts auftrat und eine verdnderte Aufreinigung die Spezifitit
des Antikorpers nicht verbesserte, wurde dieser fiir die weiteren Experimente nicht

beriicksichtigt.
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4. Diskussion

4.1 Phosphorylierungen modulieren die Eigenschaften von Zelladhésions-

Proteinen

Die zellulire Adhision muss sich stindig wechselnden Anforderungen der Gewebe anpassen.
Unter anderem ermdglichen es individuelle Modifikationen des Zytoskeletts und der
Adhiésionsstrukturen, den Umbau- und Regenerationsprozesse der Gewebe jederzeit
nachzukommen. [Sivamani et al., 2007; Thomason et al., 2012]. Die Eigenschaften werden
durch verschiedenste Regulationsprozesse wie zum Beispiel Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsvorginge zahlreicher Proteine dirigiert. Diese Verdnderungen von
Proteinen sind an der Regulation nahezu aller zelluldren Prozesse beteiligt und sind
Kernelemente vieler Signalwege. Obwohl von Zell-Zell-Verbindungsstrukturen wie
Desmosomen und Adhirenz-Verbindungen immer angenommen wurde, dass sie eher starre
zelluldre Komponenten darstellen, gibt es heute sehr gute Hinweise darauf, dass auch diese
Strukturen hochflexibel und dynamisch sind und sein miissen [Bertocchi ef al., 2012]. Gerade
hierbei spielen Phosphorylierungs-Vorgédnge eine wesentliche Rolle, durch die die Strukturen

an die zelluldren Bediirfnisse angepasst werden.

Losliche Komponenten der Adhdrenz-Verbindungen wie p-Catenin und pl120-Catenin
(p120°™) wurden diesbeziiglich bereits ausfiihrlich untersucht [Nelson et al., 2004; Pieters et
al., 2012]. Hierbei konnten durch viele einzelne Studien Zusammenhdnge iiber die
funktionelle Regulation der Molekiile durch zelluldre Kinasen und Phosphatasen aufgedeckt
werden, obgleich das vollstindige Wissen noch iiberaus liickenhaft ist. Tyrosin-
Phosphorylierungen werden bei diesen Prozessen sowohl von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen als
auch von zytoplasmatischen Tyrosin-Kinasen katalysiert und treten regelmdBig in
Abhéngigkeit von verschiedenen zelluldiren Wachstumsfaktoren auf. Die Phosphorylierungs-
Vorgéinge modulieren die Eigenschaften von -Catenin und p120-Catenin und haben direkten

Einfluss auf die interzelluldre Adhasion [Nelson ef al., 2004].

Fir Desmosomen sind &hnlich detaillierte Studien lediglich fiir Komponenten wie
Plakoglobin und zum Teil Desmoplakin bekannt [Yin er al, 2004]. Plakoglobin kommt
sowohl in Adhdrenz-Verbindungen als auch in Desmosomen vor und ist ebenfalls Substrat
verschiedener Kinasen. Tyrosin-Phosphorylierungen an Plakoglobin fiihren zu verdnderten
Bindeeigenschaften mit anderen Zell-Zell-Verbindungsmolekiilen, die sich allerdings in

Abhidngigkeit des jeweiligen Zellverbindungstyps kontrér auswirken kdnnen [Gaudry et al.,
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2001; Miravet et al., 2003]. Fiir Desmoplakin wurde die Phosphorylierung eines C-terminalen
Serin-Restes beschrieben, die einen regulatorischen Effekt auf die Interaktion mit den
Intermedidrfilamenten hat [Stappenbeck et al., 1994]. Die Plakophiline (PKPs) kommen im
Gegensatz zu Plakoglobin ausschlieBlich in den Desmosomen vor. Uber die
posttranslationalen Modifikationen der Plakophiline ist wenig bekannt und eine
Zusammenstellung von Modifikationen liefern bisher lediglich verschiedene Phosphotomics-
Studien. Nur fiir PKP2 wurden die funktionellen Effekte der Phosphorylierung eines Serin-
Restes in der Kopf-Doméne ausfiihrlicher beschrieben [Miiller et al., 2003]. Da Plakophilin 3
ein wesentlicher Bestandteil der desmosomalen Zelladhésion ist und in fast allen Epithelien
exprimiert wird, wurden die posttranslationalen Modifikationen dieses desmosomalen
Proteins genauer untersucht. Im Verlauf der Arbeit wurde der Schwerpunkt auf eine Analyse
von Tyrosin-Phosphorylierungen gelegt und mit Hilfe eines Sequenz-spezifischen

Phosphorylierungs-Antikorpers ein Tyrosin-Rest eingehender untersucht.

4.2 PKP3 ist Ziel zelluliarer Tyrosin-Kinasen, wobei der Phosphorylierung

einzelner Tyrosin-Reste eine besondere Relevanz zukommt

Einige Phosphorylierungen an Tyrosin-Resten von PKP3 sind aus den Ergebnissen
verschiedener massenspektrometrischer Untersuchungen bekannt [Wolf-Yadlin et al., 2007;
Heibeck et al., 2009]. In der Datenbank PhosphoSitePlus sind Ergebnisse dieser und anderer
Phosphotomics Studien zusammengefiihrt und eine Analyse der Phosphorylierungen von
PKP3 in dieser Datenbank erbrachte nahezu ein Dutzend Tyrosin-Reste, die im
phosphorylierten Zustand detektiert worden. Diese Daten stammen meist aus
unterschiedlichen biologischen (meist Zellkultur-) Systemen und sind teilweise durch
verschiedene duflere Einfliisse, wie Behandlung mit Wachstumshormonen, mit DMSO oder
durch Serumentzug induziert. Eine direkte Abhédngigkeit einzelner Phosphorylierungen von
spezifischen Behandlungs-Methoden der Zellen ist bisher nicht bekannt und auch aus der
Analyse der in der Datenbank gefundenen Phosphorylierungen fiir PKP3 nicht ersichtlich.
Dariiber hinaus wurden auch an vielen Serin- und Threonin-Resten Phosphorylierungen

festgestellt, die insgesamt auf eine intensive Phosphorylierung von PKP3 schlielen lassen.

Bei fritheren Analysen von PKP3 mittels zwei-dimensionaler NEPHGE (Non-equilibrium-
pH-gradient electrophoresis) konnte gezeigt werden, dass PKP3 ein stark basisches Protein ist
und durch seine streifenformige Auftrennung iiber einen grof3eren pH-Bereich zwischen pH 7

und pH 8,5 migriert [Schmidt et al., 1999]. Eine Auflosung in individuelle isoelektrische
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Varianten war Methoden-bedingt hierdurch nicht moglich. Eine genauere Analyse wurde
durch eine zwei-dimensionale Auftrennung durch isoelektrische Fokussierung mit
vorgefertigten Streifen eines pH-Bereichs von pH 7 bis pH 10 fiir die erste Dimension
erreicht. Hierdurch wurde immunbiochemisch iiber den kompletten untersuchten
Fokussierungs-Bereich bis in den neutralen pH-Bereich eine grole Anzahl isoelektrischer
PKP3-Varianten identifiziert (vgl. Abb. 3.1). Dieses Muster deutete auf eine intensive
Modifikation, speziell durch Phosphorylierung von PKP3 hin, da besonders die Addition von
Phosphat-Gruppen zu einer deutlichen Verschiebung des isoelektrischen Punktes von
basischen Proteinen fiihrt [Zhu et al., 2005]. In silico Berechnungen bestitigten diese
Annahme, wie Tabelle 3.1 zu entnehmen ist. Es ist entsprechend diesen Berechnungen eine
gleichzeitige Phosphorylierung an bis zu zehn Aminosduren nétig, um den pl eines PKP3-
Proteins in den neutralen Bereich zu verschieben. Die Vielzahl von mdoglichen
posttranslationalen Modifikationen konnte - zumindest teilweise - auf Tyrosin-
Phosphorylierungen an PKP3 zuriickgefiihrt werden, da immunprézipitiertes PKP3 mit einem
Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikorper reagierte. Entsprechende Ergebnisse existieren
ebenfalls fiir die Untersuchung von Serin- und Threonin-Phosphorylierungen (Dr. Jéger,
unverOffentlichte Ergebnisse) und bestitigen die intensive Phosphorylierung von PKP3, die

anhand der zwei-dimensionalen Gelelektrophorese bereits vermutet wurde.

Die Verwendung des Tyrosin-Phosphatase-Inhibitors Pervanadat verstirkt die Tyrosin-
Phosphorylierung von Proteinen. Diese Pervanadat-abhéngige Zunahme der Tyrosin-
Phosphorylierung wurde bereits fiir Plakoglobin und weitere zelluldre Proteine beobachtet
[Feng et al., 1999; Garrod et al., 2008b] und trifft ebenso auf PKP3 zu (siche Abschn. 3.2).
Dies deutet darauf hin, dass Tyrosin-Phosphorylierungen an PKP3 anscheinend nur transient
auftreten und eng durch entsprechende Phosphatasen reguliert werden, da die Tyrosin-
Phosphorylierungen erst durch die Inhibition zelluldrer Phosphatasen detektiert bzw.
stabilisiert werden konnen. Vermutlich kommt den Phosphorylierungs-Vorgingen an
bestimmten Tyrosin-Resten von PKP3 eine allgemeinere funktionelle Bedeutung zu, die eine
derartige Regulation notwendig machen. In diese Richtung deuten auch die Ergebnisse der
bereits erwdhnten Phosphotomics-Studien, bei denen Phosphorylierungen von bestimmten
Tyrosin-Resten ungewohnlich hiufig nachgewiesen wurden (vgl. Tab. 3.3). Die
Phosphorylierung an fiinf dieser Tyrosin-Reste sollte im Zuge der weiteren Arbeit mit Hilfe
polyklonaler Sequenz-spezifischer Phospho-Antikorper gegen PKP3 untersucht werden, die

im Rahmen eines mehrstufigen Schemas zundchst aufgereinigt und anschlieBend
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charakterisiert wurden (siche Abschn. 3.7). Hierbei konnten von fiinf Sequenz-spezifischen
Phospho-Tyrosin-Peptiden nach der Immunisierung von Versuchstieren Antiseren gewonnen
werden, von denen vier selbst nach Affinititsaufreinigung noch deutliche Neben- oder
Kreuzreaktionen zeigten, und damit fiir eine weitergehende Analyse nicht verwendet werden
konnten (sieche Abschn. 3.13). Allerdings konnten spezifische polyklonale Antikérper gegen
die Phosphorylierung des Tyrosin-Restes 195 von PKP3 isoliert werden, die zur
Charakterisierung der spezifischen Tyrosin-Phosphorylierung genutzt wurden (sieche Abschn.

3.7).

43 Der PKP3 Tyrosin-Rest Y195 wird durch die c-Src-Kinase
phosphoryliert

Die Dynamik von Adhidrenz-Verbindungen und Desmosomen wird unter anderem durch
reversible Tyrosin-Phosphorylierungen reguliert [Fuchs et al., 1996; Brunton et al., 2004]. In
einer Vielzahl von Untersuchungen konnten Phosphorylierungs-Vorginge an Zell-
Adhisionsmolekiilen beobachtet werden. Diese werden katalysiert durch zytoplasmatische
Tyrosin-Kinasen oder Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und haben unterschiedlichste Auswirkungen
auf die Funktion der Molekiile.

Die Phosphorylierung von p-Catenin an Y142 und Y654 fiihrt beispielsweise zur
Destabilisierung der Adhdrenz-Verbindungen. Hierbei hat die gezielte Phosphorylierung der
Tyrosin-Reste einen Interaktionsverlust mit Cadherinen und a-Catenin zur Folge [Balsamo et
al., 1996; Roura et al, 1999; Piedra et al, 2003]. Katalysiert werden diese
Phosphorylierungen durch Kinasen der Src-Familie (Fyn, Fer) und den Rezeptor des
Epidermalen Wachstumsfaktors. Diese Kinasen phosphorylieren auch einzelne Tyrosin-Reste
an pl120-Catenin und haben damit ebenfalls einen Einfluss auf die Bindeeigenschaften des

Molekiils [siehe Abschn. 1.3; Skoudy et al., 1996; Ozawa et al., 2001].

Wie weit diese Phosphorylierungs-abhingige Regulation von Zell-Adhésionsmolekiilen geht,
wird am Beispiel des Plakoglobins besonders deutlich. Plakoglobin assoziiert sowohl mit
klassischen als auch mit desmosomalen Cadherinen und lokalisiert damit in den Adhérenz-
Verbindungen und den Desmosomen. Diese Eigenschaften des Proteins werden zumindest
teilweise durch die Phosphorylierung spezifischer Tyrosin-Reste definiert. So katalysiert die
c-Src-Kinase die Phosphorylierung des Tyrosin-Restes Y643, wodurch die Affinitit zu E-
Cadherin und a-Catenin herabgesetzt und gleichzeitig die Affinitét zu Desmoplakin gesteigert
wird [Miravet et al., 2003]. Der entgegengesetzte Effekt wird durch Phosphorylierung am
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Tyrosin-Rest Y549 erreicht, der durch die Kinasen Fyn und Fer, ebenfalls Mitglieder der
Familie der Src-Kinasen Familie, katalysiert wird [Miravet et al., 2003]. Dariiber hinaus wird
die Assoziation von Plakoglobin mit Desmoplakin durch den EGFR reguliert. Dieser
phosphoryliert nach EGF-Stimulation die C-terminalen Tyrosin-Reste Y693, Y724 und Y729
von Plakoglobin, wodurch die Bindung mit Desmoplakin verhindert wird und die Assoziation
zu den Intermediidrfilamenten verloren geht [Miravet et al., 2003]. Obwohl die Komplexitét
der Regulationsmechanismen von Zell-Zell-Verbindungen noch nicht vollstindig verstanden
ist, sind zumindest signifikante Einfliisse spezifischer Kinasen bzw. Kinase-Familien auf das

Assoziationsverhalten offensichtlich.

Durch Verwendung des Sequenz-spezifischen Phospho-Antikorpers gegen Phospho-Y195
wurde in dieser Arbeit PKP3 als ein neues Substrat der c-Src-Kinase identifiziert. Wenn
Epithelzellen mit Pervanadat und einzelnen Src-Kinase-Inhibitoren inkubiert werden, konnte
gezeigt werden, dass einige Src-Kinase-Inhibitoren in der Lage waren, die Pervanadat-
abhéngige Phosphorylierung von PKP3 an Y195 zu vermindern. Die Verwendung
verschiedener Src-Kinase-Inhibitoren mit unterschiedlichen Wirkungsspektren auf die
einzelnen Src-Kinasen ermdglichte es, einen Grofteil der Mitglieder der Src-Kinase-Familie
auszuschlieBen und die c-Src-Kinase flir die Phosphorylierung des Tyrosin-Restes in die
engste Wahl zu ziehen. Diese Vermutung konnte in einem in vitro Kinase-Assay belegt
werden (vgl. Abschn. 3.11.1). Hierbei wurde die c-Src-Kinase aus Zell-Lysaten
immunprézipitiert und zur Phosphorylierung eines rekombinanten PKP3-Fragments
verwendet. Die Phosphorylierung konnte mit Hilfe des Sequenz-spezifischen Antikorpers
gegen Phospho-Y195 in PKP3 nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.34). In vivo wurde die
Phosphorylierung durch transiente Uberexpression der c-Src-Kinase in epithelialen Zellen
bestitigt (vgl. Abschn. 3.11.2). Obwohl die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 durch die c-
Src-Kinase katalysiert wird, kann derzeit nicht ausgeschlossen werden, dass zusitzlich
weitere Tyrosin-Kinasen fiir die Phosphorylierung dieses Tyrosin-Restes in Frage kommen.
Dartiber hinaus ist es auBBerdem moglich, dass die c-Src-Kinase weitere Tyrosin-Reste von
PKP3 phosphoryliert. Griinde fiir diese Vermutung lassen sich aus den Phosphorylierungs-
Studien von Plakoglobin ableiten. Hier wird neben dem Tyrosin-Rest Y643 auch der Tyrosin-
Rest Y133 durch die c-Src-Kinase phosphoryliert, allerdings ist die funktionelle Bedeutung
dieser Modifikation bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt nicht aufgeklért [Miravet ef al., 2003].
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4.4 Zellulaire Wachstumsfaktoren haben keinen Einfluss auf die

Phosphorylierung von PKP3 am Tyrosin-Rest Y195

Die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 wurde in Phosphotomics-Studien mehrfach
gefunden und deutet in zwei Féllen auf eine Abhdngigkeit vom Epidermalen
Wachstumsfaktor hin [Zhang et al., 2005; Guo et al., 2008]. Dariiber hinaus existieren
zahlreiche Studien, die die Aktivierung der c-Src-Kinase infolge einer Stimulation des EGFR
beschreiben [Mao et al., 1997]. Da die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 durch die c-Src-
Kinase katalysiert wird, wurde ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des EGF-
Rezeptors, der Aktivierung der c-Src-Kinase und der Phosphorylierung von PKP3 vermutet.
Um dieser Vermutung nachzugehen, wurde das Gesamtprotein EGF-behandelter epithelialer
Zellen mit dem Sequenz-spezifischen Phospho-Antikdrper untersucht, wobei jedoch keine
Phosphorylierung von PKP3 an Y195 infolge der EGF-Behandlung nachgewiesen wurde (vgl.
Abschn. 3.8). Selbst eine Anreicherung von PKP3 aus dem Gesamtprotein durch
Immunprézipitation flihrte nicht zu einem Nachweis dieser Phosphorylierung. Die Diskrepanz
zu den Ergebnissen der massenspektrometrischen Analysen diirfte in der sehr viel hoheren
Sensitivitit der MS-Methode liegen. Dariiber hinaus scheint in diesem Zusammenhang
erwdhnenswert, dass die Aktivierung der c-Src-Kinase durch den EGFR zu deren
Translokation an das Zytoskelett fithrt [van der Heyden et al, 1997], wodurch unter
Umstdnden Interaktionen zwischen PKP3 und der Kinase durch rdumliche Trennung
unwahrscheinlich werden. Falls die Phosphorylierung von PKP3 nur einen Seiteneffekt der
Aktivierung der Kinase darstellt, so konnte dieser massenspektrometrisch sicherlich
nachgewiesen werden, wére per immunbiochemischer Detektion allerdings vermutlich nicht

nachweisbar.

Die Phosphorylierung von PKP3 an Y195 wurde ebenfalls mit den Wachstumsfaktoren IGF-1
und HGF untersucht. Obwohl die Phosphorylierung weiterer Zell-Zell-Verbindungsproteine
nach Aktivierung der korrespondierenden Rezeptor-Tyrosin-Kinasen IGFR-1 und c-Met
gezeigt wurde [Shibamoto et al., 1994; Playford et al., 2000], konnte die Phosphorylierung

von PKP3 am Tyrosin-Rest Y195 ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
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4.5 Wasserstoff-Peroxid induziert die Phosphorylierung von PKP3 am
Tyrosin-Rest Y195

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen als Nebenprodukt der aeroben Zellatmung oder
werden als Reaktion auf duBlere Stimuli durch spezifische Enzyme gebildet. ROS werden in
geringen Konzentrationen durch ein fein abgestimmtes Gleichgewicht zwischen oxidativen
und antioxidativen Reaktionen von der Zelle toleriert. Pathologische Stérungen dieses
Gleichgewichts flihren zur Schidigung von Nukleinsduren, Proteinen und Lipiden und werden
als oxidativer Stress bezeichnet. Interessanterweise existieren einzelne ROS, die als
Signaltransduktions-Molekiile fungieren und zelluldre Signalwege aktivieren [Veal et al.,

2007].

Wasserstoff-Peroxid (H,0,) ist eines dieser zelluldren Signalmolekiile, welches speziell durch
NADPH-Oxidasen gebildet wird [Geiszt et al., 2004]. Ausloser fiir die Bildung von H,0O, sind
externe Stimuli, wie Zytokine und Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF, Insulin und weitere), die
zur Aktivierung der NADPH Oxidasen fiihren. Wasserstoff-Peroxid aktiviert iiber die
Phosphatidylinositol-3-Kinasen und MAP-Kinasen verschiedene intrazelluldre
Signalkaskaden [Saksena et al., 2008; Peus et al., 1999; vgl. Abb. 3.29]. Da Wasserstoff-
Peroxid ebenfalls mit der spezifischen Aktivierung von einzelnen Mitgliedern der Familie der
Src-Kinasen, wie der c-Src-Kinase selber, in Verbindung gebracht oder nachgewiesen wurde
[Abe et al., 1999; Zhuang et al., 2004; Veal et al., 2007], wurde der Einfluss von Wasserstoft-
Peroxid auf den Tyrosin-Rest Y195 untersucht. Bei der Analyse der Phosphorylierung von
PKP3 am Tyrosin-Rest Y195 konnte erstaunlicherweise festgestellt werden, dass diese durch
Wasserstoff-Peroxid induziert wird (siche Abschn. 3.8.7). Hierbei konnte ebenfalls eine
konzentrations-abhingige Hemmung durch bestimmte Src-Kinase-Inhibitoren festgestellt
werden (siehe Abschn. 3.8.8), was die Vermutung nahelegt, dass einerseits c-Src durch
Wasserstoff-Peroxid aktiviert wird, und andererseits die spezifische Phosphorylierung von
PKP3 an Y195 durch die c-Src-Kinase katalysiert wird. Fiir die Aktivierung der c-Src-Kinase
durch H,O, vermuten Li et al. die Beteiligung der NADPH-Oxidasen Nox1 und Nox2, sowie
der GTPase Racl [Li, et al, 2008]. Die direkte Hemmung von Phospho-Tyrosin-
Phosphatasen durch ROS ist in der Literatur ebenfalls beschrieben [Hecht et al., 1992,
Ostmann et al., 2011] und kénnte in der hier beobachteten Modifikation von PKP3 auch von

Bedeutung sein, dhnlich zur entsprechenden Hemmung bei einer Pervanadat-Behandlung.
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Der Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies bzw. oxidativem Stress auf Zell-
Adhisionsproteine wurde bereits in einigen Arbeiten untersucht. 2002 berichteten Rao ef al.,
dass oxidativer Stress zur Umverteilung des E-Cadherin / B-Catenin-Komplexes aus
Adhérenzverbindungen fiihrt [Rao er al, 2002]. Hierbei blieb der Komplex bestehen,
allerdings wurde die Dissoziation von Aktin-Filamenten festgestellt. Die beobachteten Effekte
wurden auf eine gesteigerte Tyrosin-Phosphorylierung der wuntersuchten Proteine
zuriickgefiihrt. Ahnliche Effekte beschrieben Inumaru et al. 2009. In dieser Arbeit wird die
Aktivierung der c-Src-Kinase durch Wasserstoff-Peroxid in Kulturzellen beschrieben, was die
Zunahme der Tyrosin-Phosphorylierungen von p120-Catenin bedingte [Inumaru et al., 2009].
Die Phosphorylierung des Zell-Adhdsionsmolekiils fiihrte zur Translokation von der
Zellmembran in zytoplasmatische Aggregate und zur Verringerung der Adhésion. Fiir die
Auswirkungen von ROS auf die desmosomale Zelladhésion sind keine Untersuchungen in der
Literatur beschrieben. Es wurden lediglich die Einfliisse von - unter anderem - oxidativem
Stress in epithelialen Kulturzellen auf die extra-desmosomalen Funktionen von PKP3

untersucht [Hofmann et al., 2006].

4.6 Modulieren Phosphorylierungen ebenfalls die Eigenschaften von PKP3?
Bereits in initialen Studien wurde neben der primédr desmosomalen Lokalisation von PKP3 ein
Teil des Proteins im Zytoplasma [Schmidt et al., 1999; Bonne et al., 1999] ausgemacht.
Spitere Arbeiten beschéftigten sich ausfiihrlicher mit extra-desmosomalem PKP3, allerdings
konnten keine Anhaltspunkte hinsichtlich der Regulation der subzelluliren Verteilung
gewonnen werden [Bonne et al., 2003; Hofmann et al., 2006]. Nach wie vor ist es nicht
moglich, diese Dynamik zu erkldren, allerdings liefern Arbeiten an PKP2 erstaunliche
Hinweise. So konnte die nukledre Translokation von PKP2 mit der spezifischen
Phosphorylierung eines Serin-Restes in Verbindung gebracht werden [Miiller et al., 2003].
Hier fiihrt die Serin-Phosphorylierung durch die C-TAKI-Kinase zur Bildung einer
Bindedoméne fiir ein 14-3-3-Protein und damit zu einer Sequestrierung von PKP2 im
Zytoplasma. Dariiber hinaus ist der Einfluss von Phosphorylierungen im Kontext der
desmosomalen Adhésion relativ komplex. So =zeigen Arbeiten an Plakoglobin ein
vielschichtiges Regulationsmuster, bei welchem die Phosphorylierung unterschiedlicher
Tyrosin-Reste einerseits stabilisierend und andererseits auch destabilisierend auf den

desmosomalen Komplex wirken konnen [Yin et al., 2004; Garrod et al., 2008b].
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Ob die Phosphorylierung von PKP3 ebenfalls einen Einfluss auf die subzelluldre Verteilung
hat, sollte durch differentielle Extraktions-Experimente geklart werden (siehe Abschn. 3.6).
Zunidchst wurde eine einfache Trennung in Triton X-100-16sliche und Triton X-100-
unlosliche Fraktionen vorgenommen, und es konnte infolge der Inhibition der Tyrosin-
Phosphatasen eine leichte Verschiebung von PKP3 in den lslichen Anteil beobachtet werden.
Diese Beobachtungen wurden auch in differentiellen Extraktions-Experimenten mit
Wasserstoff-Peroxid-behandelten Zellen gemacht (sieche Abschn. 3.8.9). Das verdnderte
Loslichkeits-Verhalten von PKP3 kann mit einer verringerten desmosomalen Assoziation
erkldart werden, und obwohl beide Chemikalien nachweislich zu einer gesteigerten Tyrosin-
Phosphorylierung von PKP3 fiihren, konnte nicht exakt aufgeldst werden, inwieweit diese
Beobachtungen direkt mit der Phosphorylierung von PKP3 zusammenhédngen. So konnten
bereits Garrod et al. zeigen, dass Pervanadat zu einer erhdhten Tyrosin-Phosphorylierung von
Desmoglein 2 und Plakoglobin fiihrt, weshalb zumindest diese beiden Molekiile bei der
Auswertung der gewonnen Daten beriicksichtigt werden miissen [Garrod et al., 2008b]. Ob
Wasserstoff-Peroxid &dhnliche Effekte auf die desmosomalen Proteine hat, ist bisher
unbekannt. Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die Phosphorylierung des Tyrosin-
Restes Y643 von Plakoglobin durch die c-Src-Kinase katalysiert wird und zu einer
gesteigerten Affinitdt des Molekiils zu Desmoplakin fiihrt [Miravet et al., 2003]. Nachdem in
dieser Arbeit die Aktivierung der c-Src-Kinase durch Wasserstoff-Peroxid nachgewiesen
wurde, musste auch in diesen Experimenten von weiteren Effektormolekiilen ausgegangen

werden, die maB3geblich bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden miissen.

Durch die Konstruktion von Tyrosin-Substitutions-Mutanten sollten diese Beobachtungen
detaillierter untersucht werden, um den Einfluss einzelner Tyrosin-Reste hinsichtlich der
PKP3-Eigenschaften aufzuldsen. Die damit durchgefiihrten Extraktions-Experimente ergaben
allerdings keine weiterfiihrenden Erkenntnisse (sieche Abschn. 3.6.1). Der Austausch einzelner
Tyrosin-Reste hatte keinen nachweisbaren Einfluss auf das Extraktionsverhalten von PKP3
oder konnte in diesem experimentellen Rahmen nicht aufgeldst werden. Geringfiigige
Unterschiede wurden allerdings mit der erzeugten Kombinationsmutante, die die
Substitutionen an Y84, Y176, Y195, S196, Y210 und Y390 vereinigte, nachgewiesen. Diese
Beobachtung ldsst vermuten, dass die Manipulation mehrerer Tyrosin-Reste durchaus
Einfluss auf das Loslichkeits-Verhalten von PKP3 haben konnte. Funktionelle Riickschliisse
konnten auf Basis dieser Beobachtungen jedoch nicht getroffen werden und weitere

Interpretationen wurden unter Beriicksichtigung eventueller Anderungen der Tertidirstruktur
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infolge der multiplen Mutationen erschwert. Eine exaktere Auflésung der Loslichkeitseffekte,
die sich aus der Phosphorylierung von PKP3 oder dem selektiven Verlust einzelner Tyrosin-
Reste ableiten, konnten unter Umstidnden durch verfeinerte Extraktionsexperimente erreicht
werden. Hier sollte es das primére Ziel sein, die Anzahl der isolierten Fraktionen selektiv zu
erhohen, um das Loslichkeitsverhalten der unterschiedlichen PKP3-Zustédnde (phosphoryliert,

nicht-phosphoryliert, mutiert) besser aufzuldsen.

4.7 Funktionelle Bedeutung der Phosphorylierung von PKP3 am Tyrosin-
Rest Y195

Bislang konnte mit der Phosphorylierung des Tyrosin-Restes Y195 durch die c-Src-Kinase
keine  konkrete funktionelle Bedeutung assoziiert  werden. Differentielle
Extraktionsexperimente zum Nachweis von Y 195-phosphoryliertem PKP3 konnten die
Zusammenhdnge zwischen Tyrosin-Phosphorylierung und PKP3-Ldslichkeitsverhalten nicht
exakter auflosen (siehe Abschn. 3.8.9). Obwohl Y 195-phosphoryliertes PKP3 lediglich in den
16slichen Fraktionen Wasserstoff-Peroxid behandelter Zellen nachgewiesen wurde, miissten
weitere Faktoren als Ursache dieser Beobachtungen in Betracht gezogen werden. (1) Die c-
Src-Kinase phosphoryliert weitere Tyrosin-Reste von PKP3. (2) Es kann nicht unterschieden
werden, in welchem zeitlichen Zusammenhang die Tyrosin-Phosphorylierung und die
Verianderung des Loslichkeitsverhaltens stehen (sieche Abschn. 3.8.9). (3) Die c-Src-Kinase
phosphoryliert weitere desmosomale Proteine, was erheblichen Einfluss auf den
desmosomalen Komplex hat [Yin et al., 2004]. (4) Das breite und noch nicht vollstindig
aufgeklédrte Reaktionsspektrum von Wasserstoff-Peroxid im zelluldren Kontext ldsst weitere

bisher unbekannte Moglichkeiten offen [Veal et al., 2007].

Dennoch scheint der durch die c-Src-Kinase induzierten Tyrosin-Phosphorylierung an den
Desmosomen eine spezifische Bedeutung zuzukommen, die unmittelbare Konsequenzen auf
die Eigenschaften von PKP3 hat. In diesem Zusammenhang soll nochmals auf die verstérkte
Assoziation von Plakoglobin mit Desmoplakin hingewiesen werden, die durch die Aktivitit
der c-Src-Kinase reguliert wird [Miravet et al., 2003]. Es kann hier vermutet werden, dass
durch die erhohte Einbindung von Plakoglobin in den Desmosomen PKP3 zumindest
teilweise an der kompakten desmosomalen Struktur freigesetzt wird, wodurch ein Teil des
unloslichen PKP3 in die 16sliche Fraktion iibergeht. Ob bei dieser Reaktion die Tyrosin-
Phosphorylierung von PKP3 eine relevante Funktion iibernimmt, kann anhand der Ergebnisse

bislang nicht abgeleitet werden. Das sich diese Verlagerung nur an den Desmosomen abspielt,
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wird durch die Detektion von Y195-phosphoryliertem PKP3 in c-Src-iiberexprimierenden
Zellen deutlich (siche Abschn. 3.11.2). Hier konnte phosphoryliertes PKP3 nach wie vor und
ausschlieBlich im Bereich der Zellgrenzen nachgewiesen werden. Welche Auswirkungen
diese Translokation auf die Stabilitit der Desmosomen hat und inwieweit die Tyrosin-
Phosphorylierung von PKP3 mit diesen Beobachtungen zusammenhingt, kann bisher nicht
gekldart werden. Fiir die umfassende Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sind
weiterfilhrende Interaktionsstudien am desmosomalen Komplex notwendig. In diesem
Kontext sollte der Einfluss der Phosphorylierung von PKP3 auf die Assoziation mit anderen
desmosomalen Proteinen untersucht werden. Ebenfalls scheint es vor dem Hintergrund des
breiten Interaktions-Spektrums der c-Src-Kinase diskutabel, weitere desmosomale

Komponenten hinsichtlich spezifischer Phosphorylierungs-Ereignisse zu analysieren.

Interessanterweise lieferte die immunhistochemische Fiarbung von Adenokarzinomen der
Prostata erste Hinweise auf eine mdgliche zellbiologische Relevanz der Phosphorylierung von
PKP3 an Y195. Es gelang in Abhdngigkeit vom Differenzierungsgrad des Adenokarzinoms
die Phosphorylierungs-spezifische Variante von PKP3 mit dem polyklonalen Antikérper
nachzuweisen (siche Abschn. 3.12). Hierbei wurde Y195-phosphoryliertes PKP3
ausschlieBlich in einigen schlecht differenzierten Adenokarzinomen der Prostata detektiert.
Obwohl die Farbungen in verschiedenen Tumoren dhnliche Tumorareale markieren, ldsst sich
anhand der bisherigen Daten noch keine RegelmifBigkeit ableiten, da der Nachweis der
Phosphorylierung in hohem Malle von methodischen Faktoren, wie dem Ablauf bis zum

Zeitpunkt der Fixierung oder der Gewebsgrofle abzuhingen scheint.

Prostatakrebs ist die hdufigste Neoplasie bei Méannern und entsteht meist aus luminalen
Epithelzellen. Die Krebszellen werden anhand ihrer Sensitivitit gegeniiber dem

Steroidhormon Androgen charakterisiert, was entscheidend fiir die Therapie des Tumors ist.

Werden die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit berilicksichtigt, so kann vermutet werden,
dass die detektierte PKP3-Phosphorylierung in Prostata-Tumoren durch die c-Src-Kinase
katalysiert wird. Obgleich der molekulare Hintergrund fiir die Entstehung von
Adenokarzinomen der Prostata noch nicht verstanden ist, deuten doch einige in vitro Studien
an abgeleiteten Zelllinien auf die onkogenen Eigenschaften der Src-Kinasen bei der
Entwicklung dieses Tumors hin [Chang et al., 2006]. AuBBerdem konnten unter Verwendung

von Src-Kinase-Familie-Inhibitoren die malignen Phénotypen der jeweiligen Zelllinien
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unterdriickt werden [Chang et al., 2008; Recchia et al., 2003]. Weitaus komplizierter gestaltet
sich die Suche nach der spezifischen Aktivitit einzelner Src-Kinase-Mitglieder in
Adenokarzinomen der Prostata. Die Aktivitdt dieser Kinasen wird durch die Phosphorylierung
eines zentralen Tyrosins reguliert. Dieser Bereich ist bei allen Mitgliedern der Familie
hochkonserviert, weswegen spezifische Antikorper ebenfalls mit den aktiven Formen anderer
Mitglieder der Src-Kinase Familie reagieren. So mangelt es den in vitro und in vivo Studien
teilweise an der exakten Charakterisierung der katalysierenden bzw. aktiven Src-Kinase [vgl.

Chang et al., 2008 und Tatarov et al., 2009].

Erstaunlicherweise wird im Rahmen der Progression von Prostatakrebs der Einfluss reaktiver
Sauerstoff-Spezies diskutiert. So wurde bereits herausgefunden, dass in Androgen-sensitiven
Prostatazellen {iber den Androgen-Rezeptor der Transkriptionsfaktor JunD aktiviert wird, der
zur Erh6hung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoff-Spezies flihrt [Gupta-Elera ef al., 2012].
Inwieweit die Bildung dieser ROS zur Aktivierung der c-Src-Kinase fiihrt, wurde in diesem
Zusammenhang bisher nicht untersucht, scheint aber unter Beriicksichtigung der in der

vorliegenden Arbeit gewonnen Daten durchaus moglich.

Mit Hinblick auf die Ergebnisse der in vivo Studien ldsst die Phosphorylierung von PKP3 an
Y195 eine funktionelle Bedeutung vermuten, die allerdings durch die Analyse weiterer
Gewebe und die Erhéhung der Fallzahl auf ein statistisch signifikantes Niveau bestatigt
werden muss. Dass die Invasivitit der Prostatatumoren mit der Expression von PKP3
korreliert, wurde durch die Arbeit von Breuninger et al. bereits nachgewiesen [Breuninger et
al., 2010]. Dariiber hinaus zeigen weitere Arbeiten, dass PKP3 wahrscheinlich auch in
anderen Tumoren eine signifikante Rolle zukommt. Hier wird PKP3 in Abhingigkeit vom
untersuchten Gewebe zum Teil eine onkogene, aber auch eine tumorsuppressive Wirkung
zugesprochen. So berichten Furukawa ef al. von einer gesteigerten PKP3-Expression in nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen [Furukawa et al., 2005]. Die Autoren konnten die erhdhten
PKP3-Level mit einer schlechteren Uberlebensrate bei Patienten mit Lungenkrebs korrelieren.
Immunhistochemische Farbungen an Mammakarzinomen bestdtigen ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen der erhohten PKP3-Expression und den aggressiven
Wachstumseigenschaften des Tumors [Demirag ef al., 2012]. Im Gegensatz zu diesen Studien
deuten PKP3-Expressionanalysen an plattenepithelialen Kopf- und Halskarzinomen (SqCC)
auf einen gegenteiligen Effekt hin. Hier nimmt die Expression von PKP3 mit steigendem

Malignitdtsgrad der Tumoren ab [Papagerakis et al, 2003; Schwarz et al, 2008]. Zu
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dhnlichen Resultaten kommt die Arbeitsgruppe von Demirag et al. bei der Untersuchung von
PKP3 an Magenkarzinomen [Demirag et al., 2011]. Auch in diesem Fall fiihrt der Verlust von
PKP3 zur Progression des Tumors. Molekulare Grundlage fiir diese Beobachtungen konnte
die transkriptionelle Unterdriickung von PKP3 durch den Transkriptionsfaktor ZEBI sein, die
bei Untersuchung von invasiven Tumorzellen festgestellt wurde [Aigner et al., 2007].
Dariiber hinaus zeigen die Arbeiten von Kundu et al., dass der Verlust von PKP3 zu einer
verminderten Zelladhdsion und einer Stimulation der neoplastischen Progression und
Metastasierung fiihrt [Kundu et al., 2011]. Zusammenfassend weisen die bisherigen Arbeiten
an verschiedenen Tumoren auf ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren hin
und die exakte Funktion von PKP3 scheint in diesem Kontext vor allem vom untersuchten
Gewebe abzuhingen. Ob und inwieweit die Phosphorylierung des Tyrosin-Restes Y195 bei
diesen Beobachtungen eine relevante Schliisselrolle einnimmt, wird sich in weiteren

Experimenten zeigen.
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5. Zusammenfassung

Die zellulire Adhésion stellt einen Eckpunkt fiir den evolutiondren Erfolg mehrzelliger
Organismen dar. Die Spezialisierung einzelner Zellen und das Entstehen komplexer
funktioneller Einheiten manifestiert sich in verschiedensten Zell- und Gewebstypen.
Desmosomen und Adhirenzverbindungen sind fiir die Bildung und Aufrechterhaltung dieser
Gewebsstrukturen unerldsslich und ermoglichen auch deren funktionelle Dynamik. Eine
wichtige strukturelle Komponente dieser Zell-Zell-Verbindungen sind Armadillo-Proteine.
Diese fungieren allerdings nicht ausschlieBlich als Zelladhdsionsmolekiile, sondern
iibernehmen auch weitere zelluldre Aufgaben. Die verschiedenen funktionellen Eigenschaften
der Armadillo-Proteine werden meist durch spezifische posttranslationale Modifikationen
reguliert. Fiir einige Mitglieder der Proteinfamilie existieren bereits umfangreiche Studien, die
sich mit der Dynamik der Molekiile infolge spezifischer Phosphorylierungen
auseinandergesetzt haben. RegelmifBig wurden bei diesen Analysen Kinasen der Src-Familie

und der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor als katalysierende Proteine identifiziert.

Im Zuge dieser Arbeit wurde das desmosomale Armadillo-Protein Plakophilin 3 auf das
Vorhandensein von Proteinmodifikationen in normalen und Tumorzellen hin analysiert.
Mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (IEF) wurde gezeigt, dass Plakophilin 3 Ziel
post-translationaler Modifikationen ist, die sich zumindest teilweise auf Tyrosin-
Phosphorylierungen zuriickfiihren lieBen. Aus einer entsprechenden Datenbank von Phospho-
Proteinen wurden fiir Plakophilin 3 fiinf Tyrosin-Reste und ein Serin-Rest, die einerseits
hdufig in Phosphoanalysen nachgewiesen wurden und andererseits von Relevanz flir die
Funktion des Proteins sein konnten, ausgewihlt. Diese sechs Aminosdure-Reste wurden in
Mutagenese-Experimenten substituiert und zur Konstruktion von PKP3-Einzelmutanten und
PKP3-Kombinationsmutanten ~verwendet. Epitheliale Zellen wurden mit diesen
unterschiedlichen PKP3-Konstrukten stabil transfiziert und mittels Immunofluoreszenz-
Farbung und differentieller Extraktion untersucht. Eine funktionelle Bedeutung hinsichtlich
der PKP3-Eigenschaften einzelner Modifikationen konnte hierbei bislang nicht nachgewiesen

werden.

Des weiteren wurden gegen die phosphorylierten Plakophilin 3-Sequenzen polyklonale
Antiseren hergestellt. Aus einem der Seren konnten ausreichend sauber Phospho-spezifische
Antikorper gegen den Tyrosin-Rest Y195 aufgereinigt werden. Mit Hilfe dieses Antikdrpers

wurde die Phosphorylierung von Plakophilin 3 an Y195 in in-vivo und in-vitro Experimenten
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untersucht. Plakophilin 3 wurde dabei durch Einsatz spezifischer Kinase-Inhibitoren und in
einem in-vitro Kinase-Assay als neues Substrat der c-Src-Kinase identifiziert. Hierbei wurde
festgestellt, dass die Phosphorylierung dieses Tyrosin-Restes streng reguliert wird und erst
durch den Einsatz des Tyrosin-Phosphatase-Inhibitors Pervanadat detektiert werden kann.
Wachstumsfaktoren wie EGF, IGF-1 oder HGF fiihrten erstaunlicherweise zu keiner
Phosphorylierung des spezifischen Tyrosin-Restes. Allerdings konnte die Tyrosin-
Phosphorylierung durch Stimulation der Zellen mit Wasserstoff-Peroxid induziert werden.
Dies legt nahe, dass PKP3 ein Zielmolekiil des Src-vermittelten Signalwegs darstellt, welches
in Abhéngigkeit von reaktiven Sauerstoff-Spezies und oxidativem Stress an Y195
phosphoryliert wird. Immunfluoreszenz-Farbungen an c-Src-liberexprimierenden Zellen
zeigten, dass Y195-phosphoryliertes PKP3 an der desmosomalen Struktur lokalisiert. An
dieser Stelle sind allerdings weitere funktionelle Untersuchungen notwendig, da die Tyrosin-
Phosphorylierung von Plakophilin 3 in einigen Versuchen mit einem verdnderten zelluldren
Loslichkeitsverhalten in Verbindung zu stehen schien, wobei diese Beobachtung bisher nicht
mit einer einzelnen, spezifischen Phosphorylierung korreliert werden konnte. Somit hat die
vorliegende Studie erstmals fiir das desmosomale Protein Plakophilin 3 die Existenz einer
spezifischen Tyrosin-Phosphorylierung und einen damit assoziierten Signalweg aufgezeigt,

deren zellbiologische Relevanz in weiterfiihrenden Experimenten zu kldren ist.

Hinsichtlich maligner Tumoren konnte in frilheren Arbeiten an Prostatakarzinomen ein
hoherer Malignitdtsgrad sowohl mit einer erhohten c-Src-Kinaseaktivitdt als auch mit einer
gesteigerten Expression von Plakophilin 3 korreliert werden. Unter Beriicksichtigung unserer
experimentellen Daten wurden darauthin Adenokarzinome der Prostata hinsichtlich des
Auftretens der spezifischen Phosphorylierung von Plakophilin 3 immunhistochemisch
untersucht. Hier wurde Y195-phosphoryliertes PKP3 in bestimmten Tumorarealen einiger
schlecht differenzierter Adenokarzinome entlang von Zellgrenzen gefunden. Ob die
untersuchte Modifikation unter Umstidnden eine diagnostische Relevanz hat, muss in

weiterfithrenden Untersuchungen bestimmt werden.
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5. Summary

Cellular adhesion is one hallmark accountable for the evolutionary success of multicellular
organisms. Cellular specialization and the development of sophisticated functional units are
reflected by the multiple kinds of cells and tissues. Desmosomes and adherens junctions are
essential for the assembly and integrity of these tissues and facilitate - inter alia - their
functional dynamics. Integral parts of both types of cell junctions are proteins of the armadillo
family. Next to cellular adhesion, these proteins implement further cellular functions, which
are mostly regulated by specific post-translational modifications. Detailed analyses of some of
these proteins describe specific phosphorylation events related to the molecular dynamics.
Several studies identified kinases of the Src-family and the epidermal growth factor receptor

as responsible enzymes catalyzing reversible phosphorylation of armadillo proteins.

In this thesis the desmosomal armadillo protein plakophilin 3 (PKP3) was analyzed for
protein modifications occurring in normal and tumor cells. Utilizing two-dimensional gel
electrophoresis, it was shown that PKP3 is a target of post-translational modification events,
and some of them could be attributed to phosphorylation of tyrosine residues. By screening a
phosphotomic database we selected five tyrosine residues and one serine residue that were
frequently detected in phosphorylation studies and that may be relevant for functional
properties of PKP3. The selected amino acid residues were replaced by mutagenesis
experiments and several PKP3 mutants were generated covering single or multiple mutations.
Epithelial cells were stably transfected with these PKP3 constructs and analyzed by
immunofluorescence staining and differential extraction. So far, the individual modifications

studied did not result in a detectable change in PKP3 function or cellular behavior.

Furthermore, we generated polyclonal antisera against these phosphorylated PKP3 sequences.
Purification of one of these sera revealed that it was suitable for further analyses. Using these
antibodies, the phosphorylation of the tyrosine residue Y195 of PKP3 was analyzed by in-vivo
and in-vitro experiments. By the application of specific kinase-inhibitors and in-vitro kinase
assays we identified PKP3 as a new substrate of c-Src kinase. We found that phosphorylation
of this tyrosine residue is tightly regulated and is only detectable after inhibition of cellular
tyrosine phosphatases by pervanadate. Incubation of cells with common growth factors like
EGF, IGF-1 or HGF surprisingly did not result in a detectable phosphorylation of this specific
residue. Interstingly, phosphorylation of Y195 was induced by hydrogen peroxide treatment
of cells. This suggests that this modification of PKP3 is at least part of a Src-mediated
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signalling pathway which is dependent on reactive oxygen species and oxidative stress.
Immunofluorescence staining of c-Src over-expressing cells detected Y 195-phosphorylated
PKP3 at the desmosomal structure. At this particular point further investigations seem to be
necessary since tyrosine phosphorylation of PKP3 was associated with altered protein
solubility in several experiments, and so far, these findings did not correlate with a specific
phosphorylation of PKP3. In conclusion, the present study shows for the first time the
existence of a specific tyrosine phosphorylation and an associated signaling pathway for the
desmosomal protein PKP3, whose cell biological relevance has to be addressed in future

experiments.

With regard to malignant tumors, the grade of malignancy of prostate carcinomas was
previously correlated with an elevated activity of c-Src kinase and increased PKP3
expression. According to the results obtained in this thesis, adenocarcinomas of prostate were
immunohistochemically analyzed for the presence of Y195-phosphorylated PKP3. The
specific phosphorylation was found in some poorly differentiated adenocarcinomas at distinct
tumour areas along cell borders. Further studies have to elucidate the functional relevance and

if the specific PKP3 modification may achieve diagnostic significance.
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