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Zusammenfassung

Tyrosinphosphorylierungs-abhéngige Signalwege sind an der Regulation vieler zelluldrer
Prozesse wie z.B. der Proliferation, Migration, Adhdsion und Differenzierung beteiligt.
Der Umfang der Tyrosinphosphorylierung von Proteinen wird durch die Aktivitdt von
Protein-Tyrosinkinasen und Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPs) gesteuert. Ein
Ungleichgewicht in der Aktivitit beider Enzymklassen kann zur Entstehung von

Krankheiten, beispielsweise Tumorerkrankungen, beitragen.

DEP-1 (Density-enhanced phosphatase 1; kodiert durch PTPRJ) ist eine rezeptordhnliche
PTP, die in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert wird. Das Auftreten von PTPRJ-
Allelverlust in humanen Tumoren, z.B. im Kolonkarzinom, sowie anti-transformierende
Effekte durch DEP-1-Uberexpression in Zellen deuten auf eine Tumorsuppressorfunktion
von DEP-1 hin. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch nur
ansatzweise bekannt. Dabei mangelt es vor allem an Daten, die durch DEP-1-

Funktionsverlust erhalten wurden.

Basierend auf Daten unserer Gruppe zur DEP-1-Uberexpression in Kolonkarzinomzellen
wurde im Rahmen dieser Arbeit die Funktion von DEP-1 durch stabilen, shRNA-
vermittelten Knockdown in Kolonkarzinomzellen untersucht. Zusétzlich wurde mit dem
»Substrat-Trapping®™ ein unabhéngiger Ansatz zur Identifizierung von DEP-1-Substraten
verfolgt. Durch Substrat-Trapping wurde eine Assoziation von DEP-1 mit
Fokaladhésionsproteinen (FAK, Paxillin und Src) und Regulatoren des Actinzytoskeletts
(Rho GEF 16 und pl40 Sra-1) festgestellt. In DEP-1-depletierten HCTI116-
Kolonkarzinomzellen wurde eine Reduktion der adhisionsabhidngigen Paxillin-
Phosphorylierung beobachtet. Die Adhédsion der Zellen auf verschiedenen Proteinen der
extrazelluliren Matrix wurde durch die DEP-1-Depletion jedoch nicht beeinflusst. Die
zuvor beschriebene negative Regulation der cMet-Signaltransduktion, Proliferation,
Migration und Apoptose durch DEP-1-Uberexpression in Kolonkarzinomzellen konnte mit
Hilfe des Knockdown-Ansatzes nicht bestitigt werden. DEP-1-depletierte Zellen wiesen
ein leicht gesteigertes, verankerungsunabhidngiges Wachstum in Softagar auf. Die

Xenotransplantation der Zellen in Méuse lieferte keine Hinweise auf eine Funktion von
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DEP-1 fiir das Tumorwachstum in vivo, da der Knockdown von DEP-1 in den gebildeten

Tumoren nicht aufrechterhalten wurde.

DEP-1 gilt als Regulator der Phosphorylierung von Rezeptoren des Wachstumsfaktors aus
Blutplattchen (platelet-derived growth factor; PDGF). PDGF-Rezeptoren (PDGFR) sind in
Meningeomen hiufig aktiviert. Deshalb wurden Meningeomzellen als weiteres Zellmodell
in die funktionellen Untersuchungen einbezogen. Ein erster Hinweis auf eine potentielle
Tumorsuppressorfunktion von DEP-1 fiir das Meningeom wurde durch den Nachweis von
PTPRJ-Heterozygotieverlust in Meningeom-Tumorproben erhalten. Der stabile shRNA-
vermittelte Knockdown von DEP-1 in Meningeomzelllinien fiihrte, wie auch in
Kolonkarzinomzellen, zu einer Reduktion der adhédsionsabhéngigen Paxillin-
Phosphorylierung. In Meningeomzellen war dieser Effekt jedoch mit einer verminderten
Zell-Matrix-Adhésion sowie einer reduzierten Ausbreitung der Zellen auf Fibronectin
verbunden. DEP-1-depletierte Meningeomzellen wiesen aulerdem eine reduzierte Anzahl
und eine abweichende Lokalisation von Zell-Matrix-Kontakten auf. Neben der Regulation
von Integrin-vermittelten Prozessen wurde auch eine Regulation von PDGFR-abhédngigen
Prozessen durch DEP-1 festgestellt. Der Knockdown von DEP-1 fiihrte zu einer Steigerung
der PDGF-stimulierten Migration von Meningeomzellen sowie zu einer erhohten PDGFR-
und PLCy-Phosphorylierung. Weiterhin wurde ein deutlicher Anstieg der Koloniebildung
von DEP-1-depletierten  Zellen in  Softagar  festgestellt. Nach orthotoper
Xenotransplantation in Méuse wiesen die DEP-1-depletierten Zellen im Vergleich zu

DEP-1-exprimierenden Zellen ein invasives Wachstum auf.

Die Hemmung der Adhidsion sowie die Steigerung der Migration und des invasiven
Wachstums infolge des DEP-1-Verlustes verbunden mit dem Nachweis von PTPRJ-
Allelverlust in Meningeomen deuten auf eine Tumorsuppressorfunktion von DEP-1 fiir das

Meningeom hin.

Summary

Tyrosine phosphorylation-dependent signaling pathways are involved in the regulation of a
variety of cellular processes, such as proliferation, migration, adhesion, and differentiation.

The tyrosine phosphorylation state of proteins is regulated by the activity of protein-
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tyrosine kinases and protein-tyrosine phosphatases (PTPs). An imbalance in the activity of

both enzyme classes can contribute to the development of diseases such as cancer.

DEP-1 (Density-enhanced phosphatase 1; encoded by PTPRJ) is a receptor-like PTP that is
expressed in a large number of cell types. PTPRJ allele loss in human tumors such as colon
carcinomas, and anti-transforming effects caused by DEP-1 overexpression in cells suggest
a tumor suppressor function for DEP-1. However, the underlying molecular mechanisms

are only partially understood, notably, loss-of-function studies are lacking.

Based on data obtained by DEP-1 overexpression in colon carcinoma cells in our group,
the function of DEP-1 was analysed by stable shRNA-mediated knockdown in colon
carcinoma cells. Furthermore, “substrate trapping” was performed as an independent
approach to identify DEP-1 substrates. Substrate trapping revealed an association of DEP-1
with focal adhesion proteins (FAK, paxillin and Src) and regulators of the actin
cytoskeleton (Rho GEF 16 und p140 Sra-1). In DEP-1-depleted HCT116 colon carcinoma
cells an adhesion-dependent reduction of paxillin phosphorylation was observed. Adhesion
of cells to different proteins of the extracellular matrix was, however, not affected by the
depletion of DEP-1. The previously described negative regulation of cMet signal
transduction, proliferation, migration, and apoptosis by DEP-1 overexpression in colon
carcinoma cells could not be confirmed by the knockdown approach. DEP-1-depleted cells
exhibited a slightly increased anchorage-independent growth in softagar. Xeno-
transplantation of cells in mice did not reveal a function of DEP-1 for tumor growth in

vivo, since the knockdown of DEP-1 was not maintained in the tumors.

DEP-1 has been described as a negative regulator of receptors for the platelet-derived
growth factor (PDGF). PDGF receptors (PDGFR) are frequently activated in meningioma.
Therefore, meningioma cells were included in the functional studies as additional cellular
model. First evidence for a potential tumor suppressor function of DEP-1 for meningioma
was provided by the detection of loss of heterozygosity of PTPRJ in meningioma tumor
samples. As in colon carcinoma cells, stable shRNA-mediated knockdown of DEP-1 in
meningioma cell lines resulted in a reduction of adhesion-dependent paxillin
phosphorylation. In meningioma cells, however, this effect was accompanied by a
decreased cell-matrix adhesion and a reduced spreading of DEP-1-depleted cells on

fibronectin. Furthermore, DEP-1-depleted cells exhibited a reduced number and aberrant
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localization of cell-matrix-contacts. Besides the regulation of integrin-mediated processes,
a regulation of PDGFR-dependent processes by DEP-1 was found. The knockdown of
DEP-1 resulted in an increase in PDGF-dependent migration of meningioma cells and an
enhanced PDGFR and PLCy phosphorylation. Furthermore, a pronounced increase in
colony formation of DEP-1-depleted meningioma cells in softagar was observed. In
contrast to DEP-1-expressing cells, DEP-1-depleted cells exhibited invasive growth after

orthotopic xenotransplantation in mice.

The inhibition of adhesion and the increase in migration and invasive growth as a result of
DEP-1 loss in conjunction with the detection of PTPRJ allele loss in meningiomas suggest

a tumor suppressor function of DEP-1 for meningioma.



1 Einleitung

1.1 Protein-Tyrosinphosphatasen

Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPs) bilden eine Enzym-Superfamilie, welche die
Dephosphorylierung von Phosphotyrosinen katalysiert. Sie nehmen dadurch eine zentrale
Funktion bei der Regulation der Tyrosinkinase-abhingigen Signaltransduktion ein und sind
fiir die Regulation von Prozessen wie z.B. der Proliferation, Apoptose, Migration und
Adhésion von Bedeutung (Angers-Loustau et al. 1999, Chernoff 1999, MacKeigan et al.
2005, Ostman and Bohmer 2001, Stoker 2005).

1.1.1 Klassifizierung und katalytischer Mechanismus

Im humanen Genom sind 107 PTPs kodiert. Sie werden nach der Aminosduresequenz ihrer
katalytischen Doméne in vier Klassen eingeteilt (Alonso et al. 2004; Bild 1.1). Die
Cystein-basierten Klasse I-Phosphatasen bilden mit 99 Mitgliedern die mit Abstand grof3te
Phosphatase-Klasse. Auf die drei weiteren Klassen, die jeweils nur einzelne Vertreter
aufweisen, soll hier nicht nidher eingegangen werden. Innerhalb der Klasse I-Phosphatasen
wird anhand der Substratspezifitit noch einmal zwischen ,klassischen* Phosphotyrosin-
spezifischen Phosphatasen (38 Vertreter) und ,,dual-spezifischen® Phosphatasen (61
Vertreter) unterschieden. Letztere konnen neben Phosphotyrosin auch Phosphoserin oder
Phosphothreonin dephosphorylieren. Einzelne Vertreter der dual-spezifischen PTPs weisen

dartiber hinaus auch eine Lipidphosphatase-Aktivitdt auf (Alonso et al. 2004).

Die klassischen PTPs werden noch einmal in zwei Gruppen unterteilt. Die
rezeptordhnlichen PTPs (RPTPs) sind membranstidndige Proteine. Sie enthalten ein oder
zwel Phosphatasedominen in der intrazelluldren Region, von denen meist aber nur die
membrannahe Doméne volle katalytische Aktivitdt aufweist. Viele RPTPs enthalten in
threr extrazelluldiren Region Doménen wie z.B. Fibronectin-Typ III-Doménen, die
charakteristisch fiir Proteine sind, die an der Zelladhdsion beteiligt sind. Dariiber hinaus
konnen die extrazelluliren Doménen die Bindung von Liganden vermitteln.
Zytosolische/nicht-Rezeptor-PTPs (NRPTPs) enthalten eine einzige Phosphatasedoméne

und meist weitere Domédnen, wie z.B. SH2- oder PDZ-Dominen. Diese Doméinen konnen
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z.B. Protein-Protein-Interaktionen vermitteln und die subzelluldre Lokalisation der PTPs

regulieren (den Hertog et al. 2008, Ostman et al. 2006).

A Class | Cys-based PTPs SUBSTRATE SPECIFICITY
classical PTPs (38) RPTPs (21) PTyr
—E NRPTPs (17)  PTyr
VH1-like (61)—— MKPs (11) PTyr, PThr
(Deks) — Atypical DSPs (19) PTyr, PThr, mMBRNA
— Slingshots (3)
— PRLs (3) PTyr
— CDC14s (4) PThr
— PTENSs (5) D3-phosphoinositides
—— Myotubularins (16) PI(3)P

B Class Il Cys-based PTPs (1)
LMPTP (1) PTyr

C Class Il Cys-based PTPs (3)

CDC25 (3) PTyr, PThr

D Asp-based PTPs (4)

EyA (4) PTyr,

Bild 1.1: Klassifizierung und Substratspezifitdt der PTPs. Das Bild ist aus Alonso et al. 2004 entnommen.

Das Charakteristikum der PTPs ist das konservierte Signaturmotiv. CX5R. Die
Aminoséduren des Signaturmotivs bilden den Phosphatbindungsloop (P-Loop) im aktiven
Zentrum der katalytischen Doméne. Die Konformation des P-Loops ist zwischen den PTPs
stark konserviert. Der P-Loop enthdlt das fiir die Dephosphorylierung essentielle
katalytische Cystein. Im ersten Schritt der Katalyse {ibt das Cystein einen nukleophilen
Angriff auf das Phosphat des Phosphotyrosins aus, wodurch ein Cysteinyl-Phosphat-
Intermediat gebildet wird (Bild 1.2). Das konservierte Arginin des P-Loops ist in die
Bindung des Phosphats und in die Stabilisierung des Intermediats involviert. An der
Bildung des Cysteinyl-Phosphat-Intermediats ist auBerdem das Aspartat des konservierten
WPD-Loops beteiligt. Das Aspartat agiert zundchst als Sdure, indem es den Sauerstoff des
Tyrosins der Abgangsgruppe protoniert. Wéahrend der darauf folgenden Hydrolyse des
Enzym-Phosphat-Intermediats iibernimmt das Aspartat die Funktion einer Base, indem es

als Protonenakzeptor fiir das Wasser dient.
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0 Substrat

/o 0

|
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Bild 1.2: Katalytischer Mechanismus von PTPs. Das katalytische Cystein (Cys) ist blau hervorgehoben,
das Aspartat (Asp) des WPD-Loops ist rot dargestellt. Das Schema wurde nach Tonks et al. 2003 modifiziert.

Neben den beschriebenen konservierten Aminoséuren und Strukturmotiven tragen weitere
Elemente der katalytischen Domine z.B. durch Positionierung des phosphorylierten

Substrats oder des Wassers zur Katalyse bei (Tabernero et al. 2008).

PTPs weisen eine hohe Substratspezifitit auf. Diese wird sowohl durch die intrazelluldre
Lokalisation der PTPs als auch durch die intrinsische Substratspezifitit der katalytischen
Domine gewidhrleistet (Tonks and Neel 2001). Mit der Aufklarung des katalytischen
Mechanismus der PTPs wurde die Grundlage zur Entwicklung von ,,Substrat-Trapping*-
Mutanten geschaffen und dadurch wesentlich zur Identifizierung von PTP-Substraten
beigetragen. Das Substrat-Trapping beruht auf der Tatsache, dass bestimmte Mutationen
innerhalb der katalytischen Domine zu einer starken Verringerung der katalytischen
Aktivitdt der Phosphatase fithren, wihrend gleichzeitig die Fahigkeit zur Substratbindung
erhalten  bleibt. Wéhrend  Wildtyp-Phosphatasen  die  Substrate nach  der
Dephosphorylierung wieder freisetzen, bleiben Trapping-Mutanten aufgrund der
eingeschriankten katalytischen Aktivitdt stabiler mit den Substraten assoziiert. Dadurch
wird die Isolation und Analyse der gebundenen Substrate erleichtert. Eine hdufig fiir
Substrat-Trapping-Studien eingesetzte Mutante stellt die DA-Mutante dar, die eine
Mutation des konservierten Aspartats des WPD-Loops zu Alanin aufweist (Blanchetot et

al. 2005).
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1.1.2 Tumorsuppressorfunktion von PTPs

Die onkogene Signaltransduktion von Tyrosinkinasen ist an der Entstehung vieler
Krebsformen beteiligt (Blume-Jensen and Hunter 2001). Fiir einige PTPs wurden anti-
transformierende Eigenschaften und eine negative Regulation von Wachstumsfaktor-
gesteuerten Signalwegen in der Zellkultur beobachtet. Es wurde deshalb vermutet, dass
PTPs eine Tumorsuppressorfunktion austiben konnten. Diese Annahme wurde dadurch
gestiitzt, dass in verschiedenen Tumoren eine Inaktivierung von PTP-Genen nachgewiesen
wurde. Im Kolonkarzinom wurden beispielsweise Punktmutationen im Gen PTPRT/PTPp
festgestellt. Diese Mutationen waren mit einem Funktionsverlust der Phosphatase
verbunden. Die Inaktivierung von PTPN6/SHP1 in verschiedenen Leukdmieformen
erfolgte dagegen auf Expressionsebene durch Promotormethylierung. Ein weiterer
Mechanismus, der zur Inaktivierung von PTPs beitragen kann, ist der Verlust eines Allels,
nachweisbar als Heterozygotieverlust (LOH — Loss of heterozygosity). Dieser
Mechanismus wurde in verschiedenen epithelialen Tumoren fiir die Phosphatase
PTPRJ/DEP-1 nachgewiesen (Hendriks et al. 2008, Ostman et al. 2006). Auf die Rolle von

DEP-1 als potentiellem Tumorsuppressor soll unter 1.2.3 néher eingegangen werden.

Wie Knockout-Mausmodelle gezeigt haben, ist der alleinige Verlust einer PTP in der
Regel nicht ausreichend, um eine Tumorbildung zu induzieren. Es wird vermutet, dass der
Verlust von PTPs erst im Zusammenhang mit weiteren Mutationen zu diesen funktionellen
Folgen fiihrt. Dariiber hinaus sind einige PTPs offenbar funktionell redundant, so dass der
Verlust einer PTP (zumindest teilweise) durch andere PTPs kompensiert werden konnte
(Hendriks et al. 2008). Lediglich in Méausen, die heterozygot fiir die dual-spezifische
Phosphatase Pfen sind (Pten-Knockout-Méuse sind nicht lebensfihig), wurde ein Anstieg
der Tumorinzidenz nachgewiesen. Dieser Effekt wird jedoch eher auf die
Lipidphosphatase- als auf die bei Pten ebenfalls vorhandene geringe Tyrosinphosphatase-
Aktivitit zuriickgefiihrt. Eine erhohte Pradisposition fiir verschiedene Krebsformen wurde
auch fiir Personen beschrieben, die Triger von erblichen PTEN-Mutationen sind (Chow

and Baker 2006).
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1.2 Die Protein-Tyrosinphosphatase DEP-1

1.2.1 Struktur und Expression

DEP-1 (Density-enhanced phosphatase 1) ist eine rezeptorartige PTP. Das Protein, das
auch unter dem Namen CD148 und HPTP eta bekannt ist, wird von dem Gen PTPRJ auf
Chromosom 11 kodiert. Das Protein ist aus einer stark glykosylierten extrazelluldren
Doméne, einer Transmembrandoméne und einer intrazelluliren Doméne aufgebaut (Bild
1.3). Die intrazellulire Doméne enthédlt eine einzelne katalytische Doméne. Die
extrazellulire Doméne ist noch einmal in acht Fibronectin-Typ III-Doménen untergliedert

(de la Fuente-Garcia et al. 1998, Honda et al. 1994, Ostman et al. 1994).

DEP-1 (1337 AS)

Extrazellulare

Domane (970 AS) FNTyp i
Doménen

Transmembran-

domine (25 AS)

Zytoplasmatische katalyt.

Domane (342 AS) Domane

Bild 1.3: Schematische Darstellung der Struktur der Protein-Tyrosinphosphatase DEP-1. Die
Abbildung zeigt die Doméanenstruktur und -gréRe (in Aminosduren) der Phosphatase. Die Gréfendarstellung
ist nicht mafistabsgetreu. AS-Aminosauren; FN-Fibronectin

DEP-1 wird in einer Vielzahl von Zelltypen und Geweben exprimiert, z.B. in
hamatopoetischen Zellen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und
verschiedenen Epithelzellen (Autschbach et al. 1999, Borges et al. 1996, de la Fuente-
Garcia et al. 1998, Ostman et al. 1994). Wie der Name der Phosphatase andeutet, wird
DEP-1 — zumindest in einigen Zelllinien — in Abhéngigkeit von der Zelldichte exprimiert
(Borges et al. 1996, Ostman et al. 1994). Die beobachtete Zunahme der Expression bei
hoher Zelldichte weist darauf hin, dass DEP-1 an der Kontaktinhibition des Zellwachstums

beteiligt sein konnte. Neben der Regulation der Expression wurde auch eine Regulation auf
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Aktivitdtsebene beschrieben. Durch Interaktion der extrazelluliren Doméne von DEP-1 mit
einer bisher nicht identifizierten Komponente aus Matrigel wurde eine Steigerung der

spezifischen Aktivitit beobachtet (Sorby et al. 2001).

1.2.2 Signaltransduktion und biologische Funktion

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass DEP-1 die Signaltransduktion verschiedener
Rezeptor-Tyrosinkinasen negativ reguliert. Die Regulation erfolgte sowohl durch direkte
Rezeptordephosphorylierung als auch durch Dephosphorylierung von Rezeptor-aktivierten
Signalproteinen. Der HGF-Rezeptor cMet wurde durch Substrat-Trapping als Substrat von
DEP-1 identifiziert. Durch Koexpression beider Proteine wurde gezeigt, dass DEP-1 die
Phosphorylierung des Rezeptors selektiv hemmt, wobei das bevorzugte Substrat die Gab1-
Bindungsstelle (Y1349) darstellte (Palka et al. 2003). In Endothelzellen wurde eine
negative Regulation der VEGFR-2-Signaltransduktion durch Dephosphorylierung des
Rezeptors und einer damit verbundenen Hemmung der Rezeptorinternalisierung
beobachtet (Chabot et al. 2009, Lampugnani et al. 2006). Eine negative Regulation durch
DEP-1 wurde auch fiir das Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)-Ortholog
LET-23 in C. elegans (Berset et al. 2005) und den EGFR in humanen Zelllinien
beschrieben. Die Hemmung der EGFR-Signaltransduktion basierte auf der
Dephosphorylierung des Rezeptors und der Hemmung der EGFR-Internalisierung (Tarcic
et al. 2009). In mehreren Studien wurde DEP-1 als negativer Regulator der PDGFR-
Signaltransduktion charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass DEP-1 den Rezeptor selektiv
dephosphorylieren kann, wobei die Phosphotyrosine 1009/1021 die bevorzugten
Angriffspunkte fiir die Dephosphorylierung darstellten. Durch Uberexpression von DEP-1
in Fibroblasten wurde eine verminderte PDGF-induzierte Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)-
Bildung sowie Ras-, Erk1/2- und Akt-Aktivierung beobachtet (Jandt et al. 2003, Kellie et
al. 2004).

Neben den beschriebenen Rezeptor-vermittelten Effekten wurde auch eine direkte
Dephosphorylierung von Erk1/2 und der p85 Phosphoinositid 3-kinase (PI3K)-
Untereinheit als Mechanismus beschrieben, der zur negativen Regulation der

Signaltransduktion beitragt (Sacco et al. 2009, Tsuboi et al. 2008).

In einer Reihe von Experimenten wurden anti-transformierende Effekte von DEP-1 in

Zellkulturen beschrieben. In Mamma-, Pankreas- und Schilddriisenkarzinomzellen,
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Gliomzellen und Endothelzellen wurde eine Hemmung der Proliferation durch DEP-1
beschrieben (Iuliano et al. 2003, Keane et al. 1996, Massa et al. 2004, Trapasso et al.
2004). Im Zusammenhang mit der Proliferationshemmung wurde eine Stabilisierung des
Zellzyklusinhibitors p27*""! beobachtet (Trapasso et al. 2000). In Pankreaskarzinomzellen
und HeLa-Zellen wurde eine Induktion der Apoptose durch DEP-1-Reexpression
nachgewiesen (MacKeigan et al. 2005, Trapasso et al. 2004). Weiterhin wurde eine
Reduktion der PDGF-induzierten Migration in Endothelzellen und Fibroblasten beobachtet
(Jandt et al. 2003, Kappert et al. 2007, Kellie et al. 2004). Mehrere Studien weisen auf eine
Funktion von DEP-1 bei der Regulation der Zell-Matrix-Adhésion hin (Jandt et al. 2003,
Kellie et al. 2004, Pera et al. 2005). Eine Steigerung der Adhédsion durch DEP-1 wurde mit
einer erhohten Src-Aktivitdit sowie einer erhohten Phosphorylierung der Fokal-
adhidsionsproteine Paxillin und Fokaladhésionskinase (FAK) in Verbindung gebracht (Pera
et al. 2005).

Untersuchungen an Prtprj-Knockout-Mausen deuten ebenfalls auf eine Funktion von
DEP-1 fiir die Regulation von Src-Familie-Kinasen (SFKs) hin. Ptprj-Knockout-Méuse
weisen eine erhohte Blutungsneigung (durch verminderte Thrombozytenausbreitung und
-adhision) sowie Defekte in der B-Zellreifung auf (Senis et al. 2009, Zhu et al. 2008). Als
molekulare Ursache fiir diese Phénotypen wurde in Thrombozyten und B-Zellen eine
reduzierte Aktivierung von SFKs durch verringerte Dephosphorylierung des
inhibitorischen C-terminalen Tyrosins beschrieben. Zhu et al. 2008 haben auch gezeigt,
dass sich die Funktionen von Ptprj und der rezeptorartigen PTP Ptprc/CDA45
iiberschneiden, und ein Verlust von Ptprj zumindest teilweise durch P#prc kompensiert

werden kann.

1.2.3 Tumorsuppressoraktivitidt von DEP-1

Wie auch in Knockout-Mausen mit Inaktivierungen anderer klassischer PTPs wurden in
Ptprj-Knockout-Méusen keine Hinweise auf eine erhohte spontane Tumorigenese
gefunden (Trapasso et al. 2006). Dennoch weisen verschiedene Beobachtungen auf eine
Tumorsuppressorfunktion von DEP-1 hin. Wie bereits beschrieben, hemmt die DEP-1-
Uberexpression eine Reihe von Wachstumsfaktor-vermittelten Signaltransduktions-
prozessen und vermittelt anti-transformierende Effekte in Zellkulturen. Weiterhin lieferten

genetische Untersuchungen Hinweise auf eine Tumorsuppressoraktivitidt. Die Analysen
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humaner Kolon-, Mamma-, Lungen- und Schilddriisenkarzinome zeigten, dass in einem
Teil der Tumoren PTPRJ-Heterozygotieverlust aufgetreten war (Ruivenkamp et al. 2002).
Die LOH-Analysen von Kolontumoren unterschiedlicher Entwicklungsstadien wiesen
darauf hin, dass der Heterozygotieverlust ein frithes Ereignis im Verlauf der
Kolonkarzinogenese ist (Luo et al. 2006, Ruivenkamp et al. 2003). Eine Funktion von
DEP-1/Ptprj als Suppressor der Kolonkarzinogenese wird auch dadurch unterstiitzt, dass
Ptprj im murinen Kolonkarzinom-Suszeptibilititslocus (susceptibility to colon cancer 1
locus (Sccl)) lokalisiert ist (Ruivenkamp et al. 2002). Im Mammakarzinom wurden neben
dem Heterozygotieverlust auBlerdem PTPRJ-Missense-Mutationen gefunden. Die
Mutationen waren zwar nur in einem geringen Prozentsatz der Primédrtumoren
nachweisbar, allerdings zeigten Metastasen eine deutlich gesteigerten Mutationsrate (Ding

etal. 2010).

Zwar deuten mehrere Analysen darauf hin, dass DEP-1 eine Rolle bei der
Kolonkarzinogenese spielt, allerdings sind die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen nur ansatzweise bekannt. Funktionelle Analysen in SW480-
Kolonkarzinomzellen zeigten, dass die Reexpression von DEP-1 die Lysophosphatidsédure-
und Serum-induzierte Migration der Zellen hemmt. Auflerdem wurden eine Reduktion der
Proliferation und eine Induktion der Apoptose durch DEP-1 beobachtet.
Signaltransduktionsanalysen zeigten, dass DEP-1 die cMet-abhéngige Signaltransduktion
negativ und die Paxillin- und FAK-Phosphorylierung positiv reguliert (Balavenkatraman et

al. 2006, Balavenkatraman, unpublizierte Daten).

1.3 Signaltransduktion von PDGF-Rezeptoren

Die PDGF-Rezeptoren sind Rezeptor-Tyrosinkinasen, die Prozesse wie z.B. die
Proliferation, Migration und das Uberleben von Zellen regulieren. Sie werden durch
Mitglieder einer Familie von Wachstumsfaktoren, den PDGFs, aktiviert. Die PDGFR-
abhingige Signaltransduktion ist fiir die Embryonalentwicklung von grofSer Bedeutung.
Dariiber hinaus spielen PDGF-Rezeptoren bei der Wundheilung eine Rolle, sie werden
aber auch mit verschiedenen Krankheiten wie z.B. fibrotischen Erkrankungen,
GefidBkrankheiten und verschiedenen Krebsformen in Verbindung gebracht (Andrae et al.
2008).
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1.3.1 PDGF- und PDGF-Rezeptor-lsoformen

PDGF-Wachstumsfaktoren sind dimere Proteine. Es existieren vier PDGF-Isoformen,
PDGF-A, -B, -C und -D. Die PDGF-Peptidketten konnen sich tiber Disulfidbriicken zu den
Homodimeren PDGF-AA, -BB, -CC, und -DD bzw. zum Heterodimer PDGF-AB

zusammenlagern (Fredriksson et al. 2004).

Von den PDGF-Rezeptoren existieren zwei Isoformen — PDGFRa und PDGFRp — die
durch unterschiedliche Gene kodiert werden. Beide Rezeptoren weisen eine &hnliche
Dominenstruktur auf. Sie sind aus einer extrazelluliren Doméne mit fiinf Immunglobulin-
Dominen, einer Transmembrandomidne und einer intrazelluliren Domidne mit einer
unterteilten Tyrosinkinase-Doméne aufgebaut. Diese Struktur teilen diese Rezeptoren mit

den nahe verwandten Rezeptor-Tyrosinkinasen c-Fms, c-Kit und FIt3.

Die Ligandenbindung fordert die Dimerisierung der Rezeptoren und erméglicht so deren
Aktivierung. In Abhingigkeit von der Ligandenkonfiguration und dem Expressionsmuster
der Rezeptoren kann es zu Bildung von PDGFRa- und PDGFRB-Homodimeren oder
PDGFRop-Heterodimeren kommen. Bild 1.4 zeigt die auf Zellkulturexperimenten
basierenden Interaktionen zwischen den einzelnen PDGF- und PDGFR-Dimeren. In vivo
wurde bisher jedoch nur eine Aktivierung des PDGFRa durch PDGF-AA und -CC und
eine Aktivierung des PDGFRf durch PDGF-BB beobachtet (Andrae et al. 2008).

&n 0 GO 0@ e

NV ey

X

PDGFRaa  PDGFRop  PDGFR BB

Bild 1.4: PDGF-PDGFR-Interaktionen in vitro. Jede Polypeptidkette eines PDGF-Dimers interagiert mit
einer PDGFR-Untereinheit. Die schwarzen Pfeile stellen Interaktionen dar, die in Zellkulturexperimenten
gezeigt wurden. Graue Pfeile reprasentieren schwache Interaktionen oder widerspriichliche Ergebnisse.
(Modifiziert nach Andrae et al. 2008)
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1.3.2 PDGFR-abhingige Signaltransduktion

Die Dimerisierung der PDGF-Rezeptoren ermoglicht deren  wechselseitige
Autophosphorylierung. Die Phosphorylierung von Y849 (PDGFRa) bzw. Y857 (PDGFRp)
im Aktivierungsloop der Kinasedomine trigt entscheidend zur Aktivierung der Kinase bei.
Die aktivierten Rezeptoren konnen anschlieBend Tyrosine auerhalb der Kinasedoméne
phosphorylieren. Dadurch werden Bindungsstellen fiir weitere Proteine wie z.B. Adapter-
und  Signalproteine  geschaffen. Die PDGFRoo- und PDGFRfB-abhingige
Signaltransduktion &hnelt sich in sehr vielen Aspekten. Es existieren aber auch
Signalwege, die Rezeptorisoform-spezifisch aktiviert werden. Uber die Signaltransduktion
von PDGFRaf-Heterodimeren ist hingegen vergleichsweise wenig bekannt (Andrae et al.
2008). Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die PDGFRaa- und PDGFRpBB-abhingigen
Signalwege gegeben werden (Bild 1.5).

PDGFR aa PDGFR Bp

Src Src
INK/SAPK — <— STATS s, RasMAPK
p7056K PRK Y Y Grb2/7
Ak [« sy | | PI3K IJNK/SAPK

wlE Nck
JNK, PKC She She p70S6K
Ras-MAPK RasGAP Akt/PKB
T JNK, PKC
EKﬂ ~ Pl SHP2
a PLCy
———— PKC/
Ca2+

Bild 1.5: PDGFR-abhidngige Signaltransduktion. Die PDGFR-interagierenden Proteine sowie deren
Effektoren sind fiir die PDGFRa- und PDGFRB-Homodimere dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach
Andrae et al. 2008.

Aktivierung der MAPK-Kaskade (PDGFRa und -f). Die MAPK-Kaskade wird in erster
Linie durch die Adapterproteine Shc und Grb2 als Folge von deren Bindung an die
aktivierten =~ PDGF-Rezeptoren  vermittelt. Grb2 bindet den Guaninnucleotid-
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Austauschfaktor Sos, welcher die GTPase Ras aktiviert. Daraufhin werden die Kinasen
Raf-1, MEK wund Erkl/2 aktiviert. Durch den Ras-MAPK-Signalweg wird die
Transkription von Genen gefordert, die zur Stimulation des Zellwachstums, der

Differenzierung und der Migration beitragen (Heldin et al. 1998).

Aktivierung der PI3K (PDGFRa und -B). Die Bindung der regulatorischen p85-
Untereinheit der PI3K an die PDGF-Rezeptoren sowie die Interaktion von Ras mit der
katalytischen PI3K-Untereinheit p110 fithrt zur Aktivierung der Lipidkinase-Aktivitdt und
somit zur Erzeugung von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3). Zu den
Effektoren der PI3K z#hlen die Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB, einige Mitglieder der
PKC-Familie, p70S6-Kinase, JNK und die kleinen GTPasen der Rho-Familie. Die
Aktivierung der PI3K ist mit der Reorganisation des Actinzytoskeletts, der gerichteten
Zellbewegung, der Stimulation des Wachstums und Hemmung der Apoptose verbunden

(Heldin et al. 1998)

Aktivierung der PLCy (PDGFRa und -p). PLCy wird infolge der PDGFR-Aktivierung
an die Plasmamembran rekrutiert und bindet {iber eine SH2-Domine an den PDGFR. Die
Aktivierung von PLCy erfolgt durch Phosphorylierung des Tyrosins Y783. Die
Phosphorylierung kann sowohl durch den PDGFR als auch durch SFKs erfolgen. Die
Aktivierung von PLCy fithrt zur Freisetzung von intrazelluldren Calciumionen und zur
Aktivierung von PKC. Durch die PLCy-vermittelte Signaltransduktion werden das
Zellwachstum und die Motilitdt von Zellen stimuliert (Heldin et al. 1998).

Weitere Signalwege. Die Tyrosinkinase Src sowie weitere Mitglieder der SFKs konnen
durch beide PDGFR-Isoformen aktiviert werden. Die Aktivierung der Kinasen wird mit
einer Stimulation der Proliferation in Verbindung gebracht. Die Adapterproteine Nck
(PDGFR) und Crk (PDGFRa) konnen ebenfalls an PDGF-Rezeptoren binden und sind an
der Aktivierung der Kinase JNK beteiligt. Weiterhin kann durch den PDGFRf eine
Aktivierung von STAT-Transkriptionsfaktoren erfolgen (Heldin et al. 1998).

Negative Regulation von PDGF-Rezeptoren. Eine Hemmung der PDGFR-
Signaltransduktion wird durch verschiedene Mechanismen sichergestellt. Eine negative
Regulation der Aktivitdt von Ras wird beispielsweise durch die Bindung des Proteins Ras-
GAP an den PDGFRp gewdhrleistet (Heldin et al. 1998). Eine negative Regulation der
PDGFRB-Phosphorylierung wurde auBlerdem durch die PTPs TC-PTP (Persson et al.
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2004), PTP1B (Haj et al. 2003), DEP-1 (Jandt et al. 2003) und LMW-PTP (Chiarugi et al.
2002) beschrieben. Zur negativen Regulation der PDGFR-Signaltransduktion trégt nicht
zuletzt auch die Rezeptorinternalisierung mit anschlieBendem lysosomalen Abbau bei

(Sorkin et al. 1991).

1.4 Migration

Die Féhigkeit von Zellen zur gerichteten Migration ist fiir Prozesse wie die
Embryonalentwicklung, Wundheilung und Entziindungsreaktionen von grof3er Bedeutung.
Sie bildet aber auch die Grundlage fiir diverse pathologische Prozesse wie chronisch
entziindlichen Erkrankungen und Tumormetastasierung. Die Migration ist das Resultat
zyklisch stattfindender, zeitlich und rdumlich aufeinander abgestimmter Prozesse, iiber die

im Folgenden ein Uberblick gegeben werden soll.

Wenn eine Zelle einen Gradienten eines Chemoattraktants wahrnimmt, beginnt sie mit der
Polarisierung in einen Leitsaum (leading edge) und eine Riickseite (trailing edge). Die
Rezeptoren zur Wahrnehmung des Chemoattraktants vermitteln u. a. die Bildung eines
intrazelluldren PIP;-Gradienten, der neben weiteren Faktoren zur Aktivierung der Rho-
Familie-GTPasen Rac und/oder Cdc42 und der Actinpolymerisation am Leitsaum beitragt.
Die sich bildenden Actinfilamente stiilpen die Membran in Migrationsrichtung aus und
bilden fadenartige Filopodien (bestehend aus gebiindelten Actinfilamenten) oder ein
Lamellipodium (eine flache, breite Ausstiilpung der Membran, die verzweigte

Actinfilamente enthélt) (Horwitz and Webb 2003).

Am Aufbau der Actinstrukturen im Leitsaum sind die Proteine der WASP (Wiskott-
Aldrich syndrome protein)-Familie und der WAVE (WASP-family verprolin-homologous
protein)-Familie beteiligt. Sie werden von Rac und Cdc42 aktiviert und steuern die
Aktivitdt von Regulatoren der Actinpolymerisation. An der Ausbildung verzweigter
Actinstrukturen im Lamellipodium ist der Rac/WAVE-aktivierte Arp2/3-Komplex
beteiligt. Dieser Komplex bindet seitlich an schon existierende Actinfilamente und fordert
dort die Bildung neuer Filamente. Dadurch wird eine Verzweigung des Actinzytoskeletts

erreicht (Vicente-Manzanares et al. 2005).

Die neu gebildeten Membranausstiilpungen bilden Kontakte zur extrazelluldren Matrix aus.

Die Membranausstiilpungen werden iiber Zell-Matrix-Kontakte (Fokale Kontakte) mit dem
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Actinzytoskelett verbunden und stabilisiert. Die neu gebildeten Fokalen Kontakte kénnen
entweder zu den groBeren, stabileren Fokaladhédsionen heranreifen oder wieder abgebaut
werden (Turnover). Zell-Matrix-Kontakte initiieren verschiedene Signalwege, z.B. die
Aktivierung von GTPasen der Rho-Familie und Erk. Auf die adhisionsabhingigen

Signaltransduktionsprozesse soll unter 1.5 noch einmal gesondert eingegangen werden

Nach der Membranerweiterung und Bildung von Zell-Matrix-Kontakten kann die
Vorwirtsbewegung des Zellkorpers erfolgen. Die Translokation geschieht durch
Actomyosin-abhédngige Kontraktionen, die den Zellkorper nach vorne driicken. Die Zell-
Matrix-Kontakte im Leitsaum stellen die dafiir bendtigten Ankerpunkte fiir die Ausiibung
von Zugkriften auf die Matrix dar. Fiir die Vorwértsbewegung ist es aullerdem notwendig,
dass die Fokaladhisionen an der Riickseite der Zelle aufgelost werden. An der Regulation
der Actomyosin-Kontraktion ist u. a. die GTPase Rho und deren Effektor Rho kinase
(ROCK) beteiligt (Horwitz and Webb 2003).

1.5 Adhésionsabhédngige Signaltransduktion

Prozesse wie die Adhésion, die Ausbreitung von Zellen und die Migration erfordern die
Ausbildung von Kontakten zwischen der Zelle und der extrazelluliren Matrix. Diese
Kontakte werden durch Zell-Matrix-Adhéisionskomplexe hergestellt. In diesen komplexen
Strukturen wird tiber Integrine eine Verbindung zur extrazelluliren Matrix und zum
Actinzytoskelett und intrazelluldren Signalproteinen geschaffen (Berrier and Yamada
2007). Integrine sind heterodimere Transmembranproteine, die in Abhéingigkeit von der
Kombination verschiedener o- und p-Untereinheiten eine unterschiedliche Substrat-
spezifitdt fiir Proteine der extrazelluliren Matrix aufweisen. Die Signaliibertragung durch
Integrine kann bidirektional verlaufen. Die Bindung von Matrixproteinen wie Fibronectin
und Kollagenen kann zur Aktivierung von Integrinen beitragen. Dadurch konnen
intrazelluldre Signalprozesse reguliert werden (,,outside-in signaling®). Die Bindung von
Proteinen an die intrazelluldire Doméne kann aber wiederum auch Einfluss auf die Bindung
von extrazelluldren Matrixproteinen nehmen. Dieser Prozess wird auch als ,,inside-out

signaling* bezeichnet (Hynes 2002).

Die Adhidsion von Zellen auf Proteine der extrazelluliren Matrix fiihrt zur Integrin-

Aktivierung und zur Rekrutierung intrazelluldrer Proteine an die Plasmamembran. Zu den
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ersten Proteinen, die an Integrine binden, zdhlen Talin und Paxillin. Diese Adapterproteine
tragen durch die Bindung weiterer Proteine zum Aufbau groerer Komplexe bei. Ein
zentraler Regulator der Signaltransduktion in Zell-Matrix-Kontakten ist die zytosolische
Tyrosinkinase FAK. Die Kinase kann nicht nur Proteine in Fokaladhdsionskomplexen
phosphorylieren sondern dient zuséitzlich als Phosphorylierungs-reguliertes Geriistprotein.
Die Assoziation von FAK erfolgt indirekt durch die Bindung der C-terminalen focal
adhesion targeting (FAT)-Doméne an Integrin-assoziierte Proteine wie Talin und Paxillin.
Die Rekrutierung von FAK ermdoglicht die Autophosphorylierung des Tyrosins Y397. Das
phosphorylierte Tyrosin stellt eine Bindungsstelle fiir Proteine mit SH2-Doménen dar.
Wichtiger Bindungspartner von FAK- phospho-Y397 sind Src bzw. SFKs. Src wird durch
Bindung der SH2-Domine an FAK phospho-Y397 in eine aktive Konformation tiberfiihrt.
Die Src-Aktivierung kann aber auch durch direkte Bindung an Integrine erfolgen. Die
aktivierte Src-Kinase kann eine Vielzahl von Proteinen phosphorylieren. Eines der
Substrate stellt FAK selbst dar, das an weiteren Tyrosinresten phosphoryliert wird. Die
Phosphorylierung von Y576 und Y577 im Aktivierungsloop trdgt zur maximalen
Aktivierung von FAK bei. Dariiber hinaus werden durch Src die Tyrosine Y861 und Y925
phosphoryliert, wodurch weitere Proteinbindungsstellen erzeugt werden (Mitra et al. 2005,
Wozniak et al. 2004). Die Phosphorylierung von FAK ist jedoch nicht ausschlieBlich von
Adhésionsprozessen abhingig, sondern kann auch durch Signalprozesse, die von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren und  G-Protein-gekoppelten ~ Rezeptoren  ausgehen,
beeinflusst werden (Schlaepfer et al. 1999). FAK stellt somit ein Protein dar, das
Signalprozesse unterschiedlicher Rezeptortypen integrieren kann. In Bild 1.6 sind
Bindungspartner von FAK dargestellt. Unter diesen Proteinen befinden sich Aktivatoren
und Inhibitoren von GTPasen der Rho-Familie, die Adapterproteine Paxillin, Talin und
p130Cas, PI3K, PLCy, und Adapterproteine wie Shc und Grb2, die an der Aktivierung der
MAPK-Kaskade beteiligt sind (Mitra et al. 2005).
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Bild 1.6: FAK-Domanenstruktur und Tyrosinphosphorylierungsstellen. FAK enthalt eine FERM (protein
4.1, ezrin, radixin and moesin homology)-Doméne, eine Kinasedoméne, eine FAT-Doméane sowie drei
prolinreiche Doméanen (PRR). Bindungspartner fir die unterschiedlichen Domé&nen und Phosphotyrosine sind
dargestellt. Das Bild wurde modifiziert nach Mitra et al. 2005.

Sowohl Src als auch FAK koénnen die Phosphorylierung ihrer Bindungspartner regulieren.
Eines der Substrate von Src und FAK ist Paxillin. Das Adapterprotein vermittelt nicht nur
den Kontakt zwischen Integrinen und FAK, sondern stellt auch ein weiteres essentielles
Geriistprotein ~ fiir ~ Signalproteine  in  Fokaladhisionen  dar.  Uber  die
Phosphorylierungsstellen und verschiedene Proteininteraktionsdoménen kann Paxillin
Kinasen (z.B. FAK, Src), Phosphatasen (z.B. PTP-PEST), Actin-bindende Proteine (z.B.
Vinculin) und Regulatoren und Effektoren der Rho-Familie-GTPasen binden (Deakin and
Turner 2008) und zum Aufbau von Adhédsionskomplexen beitragen. Neben der Funktion
als Plattform fur Signalproteine dienen Zell-Matrix-Kontakte auch der Verankerung des
Actinzytoskeletts. Die Verbindung wird {iber Proteine wie z.B. a-Actinin, Talin und

Filamin hergestellt (Wozniak et al. 2004).

Die Proteinkomplexe, die sich an den Zell-Matrix-Kontakten ausbilden, unterliegen einem
dynamischen, rdumlich und zeitlich regulierten Aufbau und Abbau. In Abhéngigkeit von
der Zusammensetzung des Komplexes und des Phosphorylierungszustandes der
Komponenten konnen eine Vielzahl von Signalwegen reguliert werden, wodurch Prozesse
wie die Migration, Proliferation und die Organisation des Actinzytoskeletts moduliert

werden (Berrier and Yamada 2007; Bild 1.7)
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Bild 1.7: Allgemeines Modell der Zell-Matrix-Adhdsionskomplexe und deren Funktion. Integrin-haltige
Zell-Matrix-Adhasionen rekrutieren zytoplasmatische Proteine, die in Kooperation mit anderen
Zelloberflachenrezeptoren vielfaltige zelluldre Prozesse, Funktionen und Phanotypen regulieren. Modifiziert
nach Berrier and Yamada 2007.

1.6 Kolonkarzinom

Das Kolonkarzinom zdhlt zu den héufigsten humanen Krebsformen. 2004 sorgte das
Kolonkarzinom mit 639.000 Todesfillen weltweit fiir die dritthchste Anzahl von
Todesfdllen durch Krebs (www.who.int.). Die Inzidenz ist in den Industrielindern im
Allgemeinen hoher als in den Entwicklungsldndern. Zur Karzinogenese konnen sowohl
erbliche als auch Umweltfaktoren beitragen (Rupnarain et al. 2004). Die genetischen
Verdnderungen wahrend der Kolonkarzinogenese sind vergleichsweise gut charakterisiert
und konnen teilweise mit bestimmten Tumorentwicklungsstadien in Verbindung gebracht

werden (Bild 1.8).

Zu den wichtigsten Verdnderungen =zdhlt die Inaktivierung des Tumorsuppressors
Adenomatous Polyposis Coli (APC), die bereits in pramalignen Lésionen, so genannten
,aberrant crypt foci® auftritt. Eine Inaktivierung von 4PC resultiert in der Uberaktivierung
des Wnt-Signalwegs. In spiteren Stadien der Karzinogenese treten hdufig inaktivierende

Mutationen im Tumorsuppressor und Zellzyklus-Regulator 7P53 auf. In einem groflen
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Anteil von Tumoren erfolgt auBerdem eine Inaktivierung von Genen, die fiir Komponenten
des TGFp-Signaltransduktionsweges kodieren. Durch Inaktivierung von TGFBR2 oder
SMAD4 geht der TGFB-vermittelte Wachstumsarrest und die Apoptoseinduktion verloren.
Aktivierende Mutationen von KRAS und BRAF und inaktivierende Mutationen in PTEN
konnen auBerdem zu einer Stimulation der Proliferation bzw. Hemmung der Apoptose und

somit zur Tumorprogression beitragen (Markowitz and Bertagnolli 2009)

Benigne Normales Epithel I:':H}:I

¢...-....__... APC oder 3-Catenin Mutation

Dysplastisches Epithel @

¢ e K-Ras aktivierende Mutation

Adenom "

— p53 inaktivierende Mutation

Karzinom ’
\ \ @
Maligne Metastasierendes Karzinom '

Bild 1.8: Genetische Veranderungen in unterschiedlichen Stadien der Kolonkarzinogenese. Das Bild
wurde Rupnarain et al. 2004 entnommen und modifiziert.

1.7 Meningeom

Meningeome sind Tumoren der Hirnhaut und machen etwa 25-30% aller priméren
Hirntumoren aus. Die jdhrliche Inzidenz wird mit 4-6 pro 100.000 angegeben. Die
Tumoren gehen aus arachnoidalen Deckzellen hervor. Diese meningothelialen Zellen

weisen sowohl Charakteristika epithelialer Zellen als auch mesenchymaler Zellen auf.

Nach der WHO-Klassifizierung werden Meningeome in drei Grade unterteilt. Das langsam
wachsende benigne Meningeom (Grad I) ist mit etwa 80% die haufigste Tumorform. Etwa
15-20% der Meningeome entfallen auf das atypische Meningeom (Grad II), das durch ein
deutlich erhohtes Rezidivrisiko gekennzeichnet ist. Das anaplastische oder maligne
Meningeom (Grad III) ist mit einer Haufigkeit von 1-2% sehr selten, weist aber ein hoch

aggressives Wachstumsverhalten auf. Obwohl die gro3e Mehrheit der Meningeome nicht

21



1 Einleitung

metastasiert, kann das Tumorwachstum aber mit Knochen- und Hirninvasion verbunden
sein und beispielsweise zu neurologischen Ausfillen fithren (Marosi et al. 2008, Perry et

al. 2004).

Einen etablierten Tumorsuppressor fiir das Meningeom stellt das Gen NF2
(Neurofibromatosis 2) dar, das auf Chromosom 22 kodiert wird. Zu den héufigsten
beobachteten genetischen Verdnderungen in Meningeomen z&hlt die biallelische NF2
Inaktivierung durch inaktivierende NF2-Mutationen und Heterozygotieverlust von
Chromosom 22q (Perry et al. 2004). Dass NF2 eine wichtige Rolle fiir die
Tumorsuppression von Meningeomen spielt, wird auBerdem durch die Beobachtung
gestiitzt, dass Meningeome stark gehduft in Patienten mit erblichen NF2-Mutationen
(Neurofibromatose Typ 2) auftreten (Baser et al. 2003) und auch in Miausen durch
konditionellen NF2-Knockout induziert werden konnen (Kalamarides et al. 2002).

Neben der Inaktivierung von NF2 wurden auch Mutationen von weiteren
Tumorsuppressoren wie CDKN24 (p16™5**) und CDKN2B (plSINK4b) in Meningeomen
identifiziert. Dariiber hinaus wurde die Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktor-
abhingiger Signalwege beschrieben. Die gleichzeitige Expression von PDGF-Rezeptoren
und PDGF-Liganden in einigen Meningeomen legt nahe, dass eine autokrine Stimulation

der Rezeptoren zur Tumorigenese beitragen konnte (Riemenschneider et al. 2006).

1.8 Zielstellung

Der Heterozygotieverlust von PTPRJ in einem hohen Prozentsatz von Kolonkarzinomen
weist auf eine Tumorsuppressorfunktion der Phosphatase hin (Ruivenkamp et al. 2003).

Uber die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen ist jedoch wenig bekannt.

Funktionelle Analysen in SW480-Kolonkarzinomzellen zeigten, dass DEP-1 anti-
transformierende Effekte vermittelt und die cMet-abhidngige Signaltransduktion sowie die
Paxillin- und FAK-Phosphorylierung reguliert. (Balavenkatraman et al. 2006,
Balavenkatraman, unpublizierte Daten). Da die Daten — wie auch der Grofteil der in
anderen Zellmodellen beschriebenen Effekte — auf einer Uberexpression von DEP-1
basierten, sollten die funktionellen Untersuchungen durch stabilen shRNA-vermittelten
Knockdown von DEP-1 in Kolonkarzinomzelllinien ergénzt und die Relevanz der Befunde

tiberpriift werden. Zusédtzlich sollten mit Hilfe von Antikorper-Arrays und in vitro-
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Substrat-Trapping-Analysen nach weiteren Substraten gesucht werden und deren
Interaktion mit DEP-1 in intakten Zellen charakterisiert werden. Die Rolle von DEP-1 fiir
das Tumorwachstum in vivo sollte durch Xenotransplantation von Kolonkarzinomzellen in

Miuse charakterisiert werden.

Da die Analyse der Funktion von DEP-1 in Kolonkarzinomzellen jedoch nur wenige
Erkenntnisse lieferte, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit mit dem Meningeom eine
weitere Tumorart in die Analysen einbezogen. Durch LOH-Analysen sollte untersucht
werden, ob PTPRJ-Heterozygotieverlust in Meningeomen auftritt und somit fiir die
Tumorigenese von Bedeutung sein konnte. Durch stabilen Knockdown von DEP-1 in
Meningeomzelllinien sollte die Funktion von DEP-1 durch funktionelle Assays und
Signaltransduktionsstudien charakterisiert werden. Da PDGF-Rezeptoren einerseits
Substrate von DEP-1 darstellen und andererseits moglicherweise an der Entstehung von
Meningeomen beteiligt sind, sollten PDGF-vermittelte Prozesse néher charakterisiert

werden.
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2.1 Material

Zelllinien und Wachstumsmedien

Zelllinie Beschreibung Medium

HCTI116 humane Kolorektalkarzinom- McCoy’s 5 A + Glutamax-I (Gibco)
zelllinie +10% FCS (Biochrom)

DLD-1 humane Kolorektalkarzinom- RPMI 1640 + L-Glutamin (PAA)
zelllinie + 10% FCS (Biochrom)

Caco-2 humane Kolorektalkarzinom- RPMI 1640 + L-Glutamin (PAA)
zelllinie +10% FCS (Biochrom)

SW480 humane Kolorektalkarzinom- RPMI 1640 + L-Glutamin (PAA)
zelllinie + 10% FCS (Biochrom)

KT21-MG1 humane Meningeomzelllinie; DMEM High Glucose + L-Glutamin +
zurlickzufiihren auf ein malignes Pyruvat (PAA)
Meningeom +10% FCS (Biochrom)

SF3061 humane Meningeomzelllinie; DMEM High Glucose + L-Glutamin +
zuriickzufiihren auf ein malignes Pyruvat (PAA)
Meningeom + 10% FCS (Biochrom)

HEK293 T humane embryonale Nierenzelllinie, DMEM/F12 (Gibco)

SV40 large T-Antigen exprimierend + 10% FCS (Biochrom)

KT21-MG1- (im Folgenden als ,KT21* bezeichnet) und SF3061-Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. Anita Lal (UCSF, San Francisco, USA) zur Verfiigung gestellt.
Die restlichen Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen.

Tumormaterial und Meningeomzelllysate

Meningeom-Tumorproben und Lysate der Zelllinien BenMenl, F5, HBL52, IOMM-Lee
wurden von Dr. Daniela Haase/Prof. Dr. Christian Mawrin (Institut fiir Pathologie, Uni-

versitdt Jena/Institut fiir Neuropathologie, Universitdt Magdeburg) zur Verfiigung gestellt.
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Verwendete und erzeugte Plasmide

Plasmid Beschreibung Quelle
pcDNA3-TAP-DEP-1-WT Expressionsplasmid fiir WT-DEP-1 mit T. Tenev
C-terminalem TAP-Tag
pcDNA3-TAP-DEP-1-DA Expressionsplasmid fiir DEP-1 mit D1205A-  T. Tenev
Mutation und C-terminalem TAP-Tag
pGEXG6P-1-cat. DEP-1-CS bakterielles Expressionsplasmid fiir GST- T. Tenev
Fusionsprotein der intrazelluldren Doméne
von DEP-1 mit C1239S-Mutation des
katalytischen Cysteins
pGEX6P-1-cat. DEP-1-WT bakterielles Expressionsplasmid fiir GST- erzeugt
Fusionsprotein der intrazelluldren Doméne
von WT-DEP-1
pGEXG6P-1-cat. DEP-1-DA bakterielles Expressionsplasmid fiir GST- erzeugt
Fusionsprotein der intrazelluldren Doméne
von DEP-1 mit D1205A-Mutation
pRev Plasmid fiir Lentivirus-Produktion C. Stocking,
Hamburg
pEnv-VSV-G Plasmid fiir Lentivirus-Produktion C. Stocking,
Hamburg
pMDLg Plasmid fiuir Lentivirus-Produktion C. Stocking,
Hamburg
pLKO.1-DEP-1 shRNA 1-4 Expressionsplasmide fiir DEP-1-targeting- SHCLNG-
shRNAs; shRNA-Sequenzen siche Tabelle NM 002843
,,ShRNA-Sequenzen” Sigma-Aldrich
pLKO.1-control Expressionsplasmid fiir eine non-targeting SHP002
(,,control“)-shRNA; shRNA-Sequenz siche Sigma-Aldrich
Tabelle ,,shRNA-Sequenzen”
siRNA-Sequenzen
siRNA Sequenz Katalog-Nr.
DEP-1 sense: UACUGUGUCUUGGAAUCUAdGdC Custom siRNA-
antisense: UAGAUUCCAAGACACAGUAAGAG Synthese, Qiagen
control ,Target’-DNA- AATTCTCCGAACGTGTCACGT S103650325;
Sequenz: Qiagen
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shRNA-Sequenzen

shRNA Sequenz Katalog-Nr. Region
DEP-1-1 CCGGCCACACAAGCACGTATGACAACTCG SHCLNG-NM 002843 CDS
AGTTGTCATACGTGCTTGTGTGGTTTTT TRCN0000002869
Sigma-Aldrich
DEP-1-2 CCGGGCCATAGAGTTCAGGACAAATCTCG SHCLNG-NM 002843 CDS
AGATTTGTCCTGAACTCTATGGCTTTTT TRCN0000002870
Sigma-Aldrich
DEP-1-3 CCGGCCGATACAATGCCACCGTTTACTCG  SHCLNG-NM 002843  CDS
AGTAAACGGTGGCATTGTATCGGTTTTT TRCN0000002871
Sigma-Aldrich
DEP-1-4 CCGGCCTACTGTGTCTTGGAATCTACTCG  SHCLNG-NM 002843 3’ UTR
AGTAGATTCCAAGACACAGTAGGTTTTT TRCN0000002872
Sigma-Aldrich
control CAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTT SHP002 -
GGTGCTCTTCATCTTGTTG Sigma-Aldrich
CDS - kodierende Sequenz; UTR - untranslatierte Region
Primérantikorper
Antikorper Verdiinnung  Hersteller Kat.-Nr.
anti-phospho-PLCy1 (Tyr783)  Kaninchen PK 1:1000 (WB) Cell Signaling 2821
anti-PLCy (E-12) Maus MK 1:1000 (WB) Santa Cruz sc-7290
anti-phospho-PDGF Rezeptor ~ Kaninchen MK 1:1000 (WB) Cell Signaling 3170
a (Tyr849)/ B (Tyr857)
anti-PDGF-Rezeptor o Kaninchen PK 1:1000 (WB) Cell Signaling 3164
anti-PDGF-Rezeptor 3 Kaninchen MK 1:1000 (WB) Cell Signaling 4564
anti-phospho-Akt (Ser4d73) Kaninchen MK 1:1000 (WB) Cell Signaling 4058
anti-Akt Kaninchen PK 1:2000 (WB) Cell Signaling 9272
anti-phospho-Paxillin (Tyr118) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Cell Signaling 2541
anti-Paxillin (H-114) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Santa Cruz sc-5574
1:250 (IF)
anti-phospho-p44/42 Erk Maus MK 1:2000 (WB) Cell Signaling 9106
(Thr202/Tyr204)
anti-Erk1 Maus MK 1:1000 (WB) Transduction 610123
Laboratories
anti-DEP-1 (143-41) Maus MK 1:3000 (WB) Santa Cruz sc-21761
anti-B-Actin Maus MK 1:5000 (WB) Sigma-Aldrich A5441
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Antikorper Verdiinnung  Hersteller Kat.-Nr.
anti-Vinculin Maus MK 1:5000 (WB) Biozol BZL03106
1:500 (IF)
anti-phospho-Met (Tyr1349) Kaninchen MK 1:1000 (WB) Cell Signaling 3133
anti-phospho-Met (Tyr1230/ Kaninchen PK 1:1000 (WB) Biosource 44-888G
Tyr1234/Tyr1235)
anti-Met (C-28) Kaninchen PK 1:200 (WB) Santa Cruz sc-161
anti-phospho Src (Tyr527) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Cell Signaling 2105
anti-cSrc (SRC 2) Kaninchen PK 1:3000 (WB) Santa Cruz sc-18
anti-phospho Tyrosin (4G10) Maus MK 1:10.000 (WB)  Eigenproduktion
anti-phospho FAK (Tyr925) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Cell Signaling 3284
anti-phospho FAK (Tyr397) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Biosource 44-631
anti-phospho FAK (Tyr407) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Biosource 44-631
anti-phospho FAK (Tyr576) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Biosource 44-631
anti-phospho FAK (Tyr577) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Biosource 44-631
anti-phospho FAK (Tyr861) Kaninchen PK 1:1000 (WB) Biosource 44-631
anti-FAK Kaninchen PK 1:1000 (WB) Cell Signaling 3285
anti-p140Sra-1 Kaninchen PK 2 pg/ml Millipore 07-531
anti-p120 Catenin Maus MK 1:1000 (WB) Transduct.ion P17920
Laboratories
PK - polyklonal; MK - monoklonal; WB - Westernblot; IF - Immunfluoreszenz
Sekundiirantikérper
Antikorper Verdiinnung  Hersteller Kat.-Nr.
anti-Mouse IgG-Peroxidase Ziege 1:10.000 (WB) KPL 074-1806
anti-Rabbit IgG-Peroxidase Ziege 1:10.000 (WB) KPL 074-1506
anti-Mouse 1gG-Cy3 Ziege 1:600 (IF) Jackson 115-165-
ImmunoResearch 003
anti-Rabbit IgG-Cy3 Ziege 1:600 (IF) Jackson 111-165-
ImmunoResearch 003
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Weitere Materialien

Restriktionsenzyme

DNA-Kits (Gelextraktion, Miniprdparationskit)

Micro BCA Protein Assay Kit
Cell Death Detection ELISA kit
Fibronectin

Kollagen Typ I

Kollagen Typ I1

PDGF-AA; human, rekombinant
PDGF-BB; human, rekombinant
PDGF-DD; human, rekombinant
HGF; human, rekombinant
Normal mouse IgG

Normal rabbit IgG

Goat Serum

GSH-Sepharose

WGA-Agarose

Superdex 200-Gelfiltrationssdule
Affigel 15-Agarose

Sepharose CL 4B
TRITC-Phalloidin
CellTracker™ Green CMFDA
MTT

Staurosporin

Mitomycin C

Natriumiodoacetat
Oligofectamine

Immumount

Roti-Blue (Kolloidales Coomassie)

PEI (Polyethylenimin)
Western Lightning Plus ECL

CELLview™ Zellkultur Schale (vier Kompartimente,

Glasboden)

NEB

Qiagen

Thermo Scientific/Pierce
1774425; Roche Diagnostics
F1141; Sigma-Aldrich
C9791; Sigma-Aldrich
C9301; Sigma-Aldrich
PeproTech

Biosource

R&D Systems
PeproTech

sc-2025; Santa Cruz
sc-2027; Santa Cruz
(G9023; Sigma-Aldrich
GE Healthcare
Sigma-Aldrich

GE Healthcare

Bio Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

C2925; Invitrogen
Sigma-Aldrich

Alexis Biochemicals
Sigma-Aldrich

19148; Sigma-Aldrich
Invitrogen

Thermo Scientific
Roth

408727; Sigma-Aldrich
Perkin Elmer

627 870; Greiner Bio-One
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Thin Certs TC Einsétze (6-Well, 8 um, translucent)

96-Well-Platten fiir Fluoreszenzmessung
Zellkulturflaschen, -schalen,
Trypsin/EDTA

2.2 Puffer

Lysepuffer A (Standardlysepuffer)

50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NacCl

2 mM EGTA

1 mM EDTA

1% NP 40

10 mM Na-Pyrophosphat
50 mM NaF

Proteaseinhibitoren (frisch zugesetzt):

1 pg/ml Leupeptin

1 pg/ml Pepstatin A

1 mM PMSF

200 KIE/ml Aprotinin
1 mM Benzamidin
0,1 mg/ml Pefablock

Phosphataseinhibitoren (frisch zugesetzt):

1 mM Natriumorthovanadat
10 mM B-Glyzerophosphat

Lysepuffer B (Bakterienlyse)

25 mM Tris pH 7,5

150 mM NacCl

1 mM EDTA

2 mM EGTA

0,1% B-Mercaptoethanol

+ Proteaseinhibitoren (frisch zugesetzt)

657638; Greiner Bio-One
655098; Greiner Bio-One

Greiner Bio-One
PAA

Lysepuffer C (Substrat-Trapping)

50 mM HEPES pH 7,5

150 mM NacCl

1% NP40

1 mM EDTA

2 mM EGTA

10% Glycerol

5 mM Natriumiodoacetat

+ Proteaseinhibitoren (frisch zugesetzt)

Lysepuffer D (Adhéisionsassay)

50 mM HEPES pH 7,5
1% NP40

150 mM NaCl

1 mM EDTA

2 mM EGTA

Waschpuffer A
(Fusionsproteinaufreinigung)

25 mM Tris pH 7,5

150 mM NacCl,

1% Triton X-100,

10 mM B-Mercaptoethanol

Waschpuffer B (Substrat-Trapping)

50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NaCl

1% NP40

1 mM EDTA

10% Glycerol
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HEPES/NaCl Puffer

0,1 M HEPES pH 7,5
150 mM NaCl

KCM-Puffer

0,5 M KCl
0,15 M CaCl,
0,25 M MgCl,

LB-Medium

10 g Bactotrypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

1 I Wasser

6x Probenpuffer

6% SDS

30% B-Mercaptoethanol
40% Glycerol
Bromphenolblau

6x SDS/DTT-Probenpuffer

350 mM Tris pH 6,8
30% Glycerol

10% SDS

600 mM DTT
Bromphenolblau

SDS-PAGE Laufpuffer
384 mM Glycin

50 mM Tris
0,1% SDS

2.3 Methoden

2.3.1 Zellkultur

Anodenpuffer fiir Westernblot

300 mM Tris
20% Methanol

Kathodenpuffer fiir Westernblot

25 mM Tris

40 mM e-Aminocapronsdure
20% Methanol

0,05% SDS

NET-G

50 mM Tris-HCI1 pH 7,5
150 mM NaCl

5 mM EDTA

0,05% Tween 20

0,04% Gelatine

Stripp-Puffer

62,5 mM Tris pH 6,7
100 mM B-Mercaptoethanol
2% SDS

1 mM Pervanadat

1 mM Natriumorthovanadat
5 mM H202
1 mM HEPES pH 7,4

frisch hergestellt; verwendet nach
5 min Inkubation

Die einzelnen Zelllinien wurden bei 37 °C und 5% CO, im Inkubator kultiviert. Die

verwendeten Medien und Seren sind in der Tabelle ,,Zelllinien und Wachstumsmedien®

aufgefiihrt. Wenn die Zellen 80-100% Konfluenz erreichten, wurde das Medium abgesaugt
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und der Zellrasen 1-2x mit Trypsin/EDTA gespiilt. Anschlieend wurden die Zellen mit
Trypsin/EDTA (1 ml pro 75 cm?-Flasche) im Inkubator behandelt, bis sich die Zellschicht
vom Flaschenboden abloste. Die Zellen wurden in Wachstumsmedium resuspendiert und

ein Teil der Zellsuspension in eine neue Flasche mit Wachstumsmedium tiberfiihrt.

Zum Herstellen von Kryokonserven wurden die Zellen trypsiniert, in Wachstumsmedium
resuspendiert, abzentrifugiert und anschlieend in 90% FCS/10% DMSO resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in 1 ml Aliquoten in Kryor6hrchen gefiillt. Diese wurden
anschlieBend in Einfrierbehiltern langsam auf -80 °C abgekiihlt. Die dauerhafte Lagerung
erfolgte in Flussigstickstoff bzw. bei -150 °C.

Zum Auftauen von Zellen wurden die Kryokonserven im Wasserbad (37 °C) erwiarmt. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert, um das DMSO zu entfernen. Das Zellpellet
wurde anschlieBend in Wachstumsmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche

uberfiihrt.

Alle Zellen wurden regelméBig auf Mycoplasmen-Infektion tiberpriift.

2.3.2 Klonierung

Die intrazellulire Domine von DEP-1 (welche die katalytische Domine enthilt) sollte als
Wildtyp (WT) oder D1205A-Mutante (DA) in den bakteriellen Vektor pPGEX6P-1 kloniert
werden, um GST-Fusionsproteine der Domidnen herzustellen. Da bereits die C1239S-
Mutante (CS) der intrazelluliren Doméne in pGEX6P-1 vorlag (pGEX6P-1-cat.DEP-1-
CS), wurde dieses Konstrukt zur Erzeugung des Wildtyps bzw. der DA-Mutante
verwendet. Der WT und die DI205A-Mutation lagen bereits im eukaryotischen
Expressionskonstrukt pcDNA3-TAP-DEP-1-WT bzw. pcDNA3-TAP-DEP-1-DA vor. Aus
dem pGEX6P-1-cat. DEP-1-CS wurde deshalb ein Bereich, der sowohl die Sequenz fiir
D1205 als auch die CS-Mutation kodiert, aus dem Plasmid geschnitten und durch den
entsprechenden Abschnitt aus den vorliegenden Konstrukten pcDNA3-TAP-DEP-1-WT
bzw. pcDNA3-TAP-DEP-1-DA ersetzt.

Das Plasmid pGEX6P-1-cat. DEP-1-CS wurde hierfiir zunéchst mit Hind III und Bsm I
verdaut. Der Restriktionsansatz wurde tiber eine Plasmidpriparations-Saule aufgereinigt
und mit BseAl geschnitten, um die Wahrscheinlichkeit einer Selbstligation des Vektors

infolge unvollstindiger Spaltung zu verringern. Zur Erzeugung der Insert-Fragmente
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wurden die Plasmide pcDNA3-TAP-DEP-1-WT und pcDNA3-TAP-DEP-1-DA ebenfalls
mit Hind III und Bsm I verdaut. Die Restriktionsansidtze wurden in einem Agarosegel
aufgetrennt. Die gewiinschten Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und unter
Verwendung eines Gelextraktionskits nach Herstellerprotokoll extrahiert. Die Vektor- und
Insert-Fragmente wurden ligiert. AnschlieBend wurden kompetente E. coli (XLI1-Blue)
nach der KCM-Methode mit dem Ligationsansatz transformiert. Die Bakterien wurden auf
ampicillinhaltigen (300 pg/ml) LB-Agar-Platten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Resistente Klone wurden in 2 ml LB-Medium mit 300 pg/ml Ampicillin {iber
Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die DNA wurde durch DNA-Minipréparation isoliert und die

Einfithrung der Mutationen wurde mittels Sequenzierung bestitigt.

2.3.3 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen
GST-Fusionsproteine der intrazelluldaren Doméne von DEP-1 (WT oder D1205A-Mutante)
wurden in E. coli Rosetta exprimiert. Dazu wurden die Bakterien zunichst mit den
Expressionsplasmiden pGEX6P-1-cat-DEP-1-WT oder pGEX6P-1-cat-DEP-1-DA nach
der KCM-Methode transformiert. Positive Klone wurden in LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin und 30 pg/ml Chloramphenicol bei 37 °C bis zu einer OD von 0,5 kultiviert.
Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Nach 5h
Inkubation bei RT wurden die Bakterien abzentrifugiert, in Lysepuffer B resuspendiert und
mit Hilfe einer French Press lysiert. Die Lysate wurden 30 min bei 30.000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand gefiltert (0,45 pm Filterporengrofe) und anschlieBend mit
GSH-Sepharose 1 h bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Die Sepharose wurde 4x mit
Waschpuffer A und Ix mit Waschpuffer A ohne Triton gewaschen. Die GST-
Fusionsproteine wurden mit 20 mM Glutathion in Waschpuffer ohne Triton eluiert und mit
einer Amicon Ultra-15 Zentrifugenfiltereinheit (Ultracel-30 Membran) konzentriert. Das
Konzentrat wurde anschlieBend mittels FPLC iiber eine Superdex 200-Gelfiltrationssdule
in HEPES/NaCl Puffer aufgereinigt. Fraktionen, die GST-Fusionsproteine enthielten,
wurden kombiniert und auf eine Pufferkonzentration von 0,1 M HEPES pH 7.5, 75 mM
NaCl verdiinnt. Die Proteine wurden 4 h bei 4°C an Affigel 15-Agarose gekoppelt. Danach
wurde die Agarose 5x mit HEPES/NaCl Puffer gewaschen und in HEPES/NaCl Puffer mit
0,02% Natriumazid gelagert.
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2.3.4 Substrat-Trapping

SW480-Kolonkarzinomzellen wurden in 175 cm’Zellkulturflaschen bis zur Konfluenz
kultiviert. Die Zellen wurden mit 10 ml 100 uM Pervanadat (1:10 Verdiinnung von frisch
hergestelltem 1 mM Pervanadat) pro Flasche in serumfreiem Medium 10 min bei 37 °C
inkubiert oder unbehandelt gelassen. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in jeweils
5 ml Lysepuffer C auf Eis lysiert. Nach 5 min wurde DTT (10 mM Endkonzentration)

zugegeben und das Lysat fiir weitere 5 min auf Eis inkubiert.

Nach Zentrifugation der Lysate wurde eine Reinigung (preclearing) mit 200 pl
gewaschener Sepharose CL 4B (1:1 Suspension) fiir 6 h bei 4 °C auf dem Drehrad
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Lysat (100 mg Protein pro Ansatz; Pervanadat-
behandelt oder unbehandelt) mit 100 pg gekoppelter intrazellulirer Doméne (DEP-1-
WT/DA) iiber Nacht auf dem Drehrad inkubiert. Die Beads wurden 4x mit 3 ml
Waschpuffer B gewaschen und im Anschluss in 70 pl 3x SDS/DTT-Probenpuffer 1 h bei
37 °C inkubiert. 40 ul dieses Eluats wurden fiir die anschlieBende Massenspektrometrie-
Analyse durch SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel mit kolloidalem Coomassie gefirbt.
Die Massenspektrometrie-Analytik wurde von Herrn Dr. Karl-Heinz Giihrs (Fritz-
Lipmann-Institut, Jena) durchgefiihrt. Fiir die Analyse des Eluats mittels Westernblot

wurden 10 pl Aliquote eingesetzt.

2.3.5 Herstellung von stabil DEP-1-depletierten Zellen

Ein stabiler Knockdown von DEP-1 wurde durch Lentivirus-vermittelte Transduktion der
Zielzelllinien mit pLKO.1-shRNA-Expressionsplasmiden erzielt. Es wurden vier nicht-
validierte DEP-1 shRNA-Sequenzen getestet (MISSION shRNA-Kollektion SHCLNG-
NM_002, Sigma-Aldrich). Zur Erzeugung einer Kontrollzelllinie wurde eine non-targeting

shRNA (,,control sShRNA*) verwendet.

Die zu transduzierenden Zelllinien wurden am Tag vor der Virusinfektion in 6-Well-
Platten in Wachstumsmedium eingesét. Die Konfluenz zum Zeitpunkt der ersten Infektion

betrug ca. 30%.

Fiir die Virusherstellung wurden HEK293 T-Zellen mit der PEI-Transfektionsmethode mit
den pLKO.1-Plasmiden und Virus-Verpackungsplasmiden transfiziert. Dazu wurden pro 6-
Well 2 ug pMDLg, 1 pg pRev, 0,4 ng pEnv-VSV-G und 2 pg pLKO.1-shRNA-Plasmid
(DEP-1 shRNA oder control shRNA) in 250 pl DMEM ohne FCS verdinnt. In einem
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separaten Ansatz wurden 2,5 pg PEl/ug DNA in 250 ul DMEM ohne FCS verdiinnt. Nach
5 min Inkubation bei RT wurde der PEI-Ansatz zum DNA-Ansatz pipettiert, gemischt,
20 min bei RT inkubiert und anschlieBend tropfenweise zu den Zellen (in 2 ml
serumfreiem DMEM) pipettiert. Nach 4 h wurde das Medium abgesaugt und durch 2 ml
Wachstumsmedium ersetzt. Alle folgenden Arbeitsschritte und die Kultivierung der Zellen

erfolgten unter S2-Bedingungen.

Die erste Virusernte erfolgte 24 h nach Transfektion der HEK 293 T-Zellen. Hierfiir wurde
das Medium, welches die Viruspartikel enthielt, abgenommen und filtriert. Zu den Zellen
wurden 2 ml frisches Wachstumsmedium gegeben, welches nach weiteren 24 h geerntet
wurde (zweite Virusernte). Zur Infektion der Zielzelllinien wurde 0,5 ml Virusiiberstand
der ersten oder zweiten Ernte und 0,5 ml Wachstumsmedium zusammen mit 8 pg Polybren
zu den Zielzellen (in 6-Well-Platten) gegeben. Die Platte wurde anschlieffend fiir 1 h bei
500 g zentrifugiert. Die Infektion erfolgte in drei aufeinander folgenden Zyklen von je 8 h
bzw. tiber Nacht mit frischem Virusiiberstand. Mit der Puromycin-Selektion transduzierter
Zellen (HCT116: 0,5 pg/ml, DLD-1 und Caco-2: 2 pg/ml, KT21 und SF3061: 1,5 pg/ml
Puromycin) wurde 48 h nach der letzten Infektion begonnen. Drei Wochen nach

Beendigung der Virusinfektion wurden die Zellen wieder unter S1-Bedingungen kultiviert.

Die fiir die spédteren Untersuchungen verwendeten, mit dem DEP-1-shRNA-Target Nr.4
transduzierten Zellen bzw. die control shRNA-exprimierenden Zellen werden im
Folgenden als ,,HCT116-DEP-1 shRNA* und ,,HCT116-control shRNA” bezeichnet ( bzw.

analoge Bezeichnung fiir die anderen Zelllinien).

2.3.6 Zelllyse, Proteinbestimmung, WGA-Anreicherung und Westernblot

Zellen wurden vor der Lyse auf Eis mit PBS gewaschen und anschlieend in Lysepuffer A
(1 ml/10 cm-Schale bzw. 0,5 ml/6 cm-Schale) 10 min auf Eis lysiert. Das Lysat wurde mit
einem Zellschaber gesammelt und durch Zentrifugation (15 min, 13000 rpm, 4 °C) von

unldslichen Bestandteilen getrennt.

Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay bestimmt. Gleiche Proteinmengen

wurden in 1x SDS-Probenpuffer 5 min bei 95 °C denaturiert.

Fir den Nachweis von DEP-1, cMet oder PDGF-Rezeptoren wurde zunéchst eine

Glykoproteinanreicherung mit WGA-Agarose durchgefiihrt. Hierfiir wurden 10 pl in
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Lysepuffer A gewaschene WGA-Agarosebeads (20 pul 1:1 Suspension) mit dem Lysat
(500-1000 pg Protein) kombiniert und 2 h oder iiber Nacht bei 4 °C auf dem Drehrad
inkubiert. Die Beads wurden anschlieBend 3x mit Lysepuffer gewaschen und zum Eluieren

der Proteine mit 2x SDS-Probenpuffer 30 min bei 37 °C oder 5 min bei 95 °C inkubiert.

Die Proteinproben wurden durch SDS-PAGE in 7,5% oder 10% Polyacrylamidgelen
aufgetrennt. Die Proteine wurden anschlieBend nach dem Semidry-Verfahren unter
Verwendung von in Kathoden- bzw. Anodenpuffer getrinkten Filterpapieren auf eine
PVDF-Membran geblottet (16 V; 60-80 min). Die Membran wurde 1 h bei RT oder iiber
Nacht bei 4 °C mit NET-G blockiert und tiber Nacht bei 4 °C mit dem Primérantikdrper
(verdiinnt in NET-G) inkubiert. Die Membran wurde 3x 10 min mit NET-G gewaschen,
1 h bei RT mit Peroxidase-gekoppeltem Sekundérantikérper (in NET-G) inkubiert und
erneut 3x 10 min gewaschen. Die Entwicklung der Membran erfolgte mit ECL (Enhanced
Chemiluminescence)-Reagenz; die Detektion erfolgte mit einer LAS 4000 Kamera
(Fujifilm). Sollten auf einer Membran weitere Proteine detektiert werden, wurde die
Membran 30 min bei 65 °C mit Stripp-Puffer inkubiert, anschlieBend griindlich mit NET-G
gewaschen, mit NET-G blockiert und erneut mit Antikdrperlosung inkubiert.

Die Signale wurden mit der Multi Gauge V3.0-Software (Fujifilm) quantifiziert.

2.3.7 HGF- und PDGF-Stimulation

Transduzierte Kolonkarzinomzelllinien wurden in 6 cm-Zellkulturschalen, transduzierte
KT21- und SF3061-Zellen in 10 cm-Zellkulturschalen in Wachstumsmedium eingesit und
bis zur Konfluenz kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen 3x mit sterilem PBS

gewaschen und {iber Nacht in serumfreiem Medium gehungert.

Die Stimulation der Kolonkarzinomzellen erfolgte mit 50 ng/ml HGF in serumfreiem
Medium fiir 0, 5, 15 bzw. 30 min bei 37 °C. Die Meningeomzellen wurden mit 50 ng/ml
PDGF-AA, 50 ng/ml PDGF-BB oder 100 ng/ml PDGF-DD fiir 0, 2,5, 5 bzw. 15 min bei
37 °C stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und in 1 ml

Lysepuffer A lysiert. Die Lysate wurden durch Westernblot analysiert.
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2.3.8 Antikorper-Array und Westernblot-Validierung (Kinexus Bioinformatics
Corporation )

HCT116-control shRNA- und HCT116-DEP-1 shRNA-Zellen wurden in Wachstums-
medium kultiviert und bei anndhernd 100%iger Konfluenz trypsiniert und eingefroren. Die
Zellen wurden von Kinexus Bioinformatics Corporation (Kanada) lysiert und zunéchst mit
dem Kinex™ Antibody Microarray (377 pan-spezifische und 273 Phosphorylierungs-
stellen-spezifische =~ Antikorper) untersucht. Ausgewéhlte Proteinphosphorylierungen
wurden anschlieBend durch Kinexus Bioinformatics Corporation mittels Westernblot

(Kinetworks™ KCPS 1.0 Service) analysiert.

2.3.9 MTT-Proliferationsassay

5000 HCT116-Zellen, 2000 KT21- oder 2500 SF3061-Zellen (untransduziert, DEP-1-
shRNA- oder control shRNA-exprimierend) wurden pro Well in 100 pl
Wachstumsmedium in 96-Well-Platten eingesét. Nach 24, 48, 72 bzw. 96 h wurden 10 pl
einer 5 mg/ml MTT-Losung zugegeben. Nach weiteren 4 h im Inkubator wurden die Zellen
durch Zugabe von 100 pl Solubilisierungspuffer (10% SDS, 0,01 M HCI) iiber Nacht im
Inkubator lysiert. Die MTT-Farbreaktion wurde durch Messung der Absorption bei 570 nm
in einem Plattenphotometer quantifiziert. Fiir jeden Messpunkt wurden 6fach-

Bestimmungen durchgefiihrt und der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.

2.3.10 Koloniebildungsassay

Im 42 °C Wasserbad wurde eine 0,5%ige Softagarlosung, bestehend aus 10 ml 1x DMEM,
4 ml 2x DMEM, 2 ml FCS und 4 ml 2,5%ige Agarlosung (zuvor aufgekocht und auf 42 °C
abgekiihlt), hergestellt. Je 0,5 ml der Mischung wurden in die Wells einer 24-Well-Platte
pipettiert. Zum Festwerden des Agars wurde die Platte 30 min bei 4 °C und 10 min bei RT
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen trypsiniert, in Wachstumsmedium
resuspendiert und auf eine geeignete Konzentration (HCT116-Zelllinien: 20.000 Zellen/ml;
KT21-Zelllinien: 10.000 Zellen/ml) mit Wachstumsmedium verdiinnt. Im Anschluss
wurden 0,5 ml der noch fliissigen Softagarlosung mit 0,5 ml Zellsuspension gemischt und
von diesem Ansatz 0,5 ml in die Platten auf die untere Agarschicht pipettiert. Von jeder
Zelllinie wurden 4 Replikate angesetzt. Die Platte wurde 5 min bei 4 °C und 10 min bei RT
inkubiert und anschlieend in den Inkubator iiberfithrt. Nach 10-15 Tagen wurden die
Kolonien durch Uberschichten des Agars mit 0,5 ml MTT (0,5 mg/ml) 2 h im Inkubator
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angefédrbt. AnschlieBend wurde die MTT-Losung abgesaugt und die Platte eingescannt. Die

Koloniezahl und -gréf3e wurden mit dem Programm Colony V1.1 (Fujifilm) bestimmt.

2.3.11 Adhédsionsassays

Quantitativer Assay (Fluoreszenzmarkierung)

Fiir die Adhésionsassays wurden 96-Well-Platten (Greiner Bio-One, Kat. Nr. 655098) mit

1 pg/em® Fibronectin, 9 pg/cm” Kollagen TypI bzw. 9 pg/em® Kollagen Typ II
beschichtet. Fiir die Beschichtung wurde pro Well die dafiir berechnete Menge Protein in
50 pl PBS verdiinnt. Nach 3 h Beschichtung im Inkubator wurden die Losungen abgesaugt
und die Platte tiber Nacht unter UV-Licht in einer Sterilbank getrocknet. Vor der Einsaat
der Zellen wurde die Platte 2x mit 100 ul PBS/Well gewaschen.

Control shRNA- bzw. DEP-1 shRNA-exprimierende HCT116- und KT21-Zellen wurden
trypsiniert und in Wachstumsmedium resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen
abzentrifugiert und zur Fluoreszenzmarkierung mit 1 ml 10 uM CellTracker™ Green
CMFDA (10 mM Stammldsung in DMSO) in Medium mit 1% FCS-Zusatz resuspendiert.
Die Zellen wurden 30 min im Inkubator markiert, wobei die Zellen gelegentlich leicht
geschiittelt wurden. Danach wurden die Zellen 3x mit serumfreiem Medium gewaschen
und auf eine Konzentration von 500.000/ml (HCT116-Zellen) bzw. 150.000/ml (KT21-
Zellen) eingestellt. Die Zellen wurden 1 h bei 4 °C in Suspension gehalten. AnschlieBend
wurden 100 pl Zellsuspension pro Well in die beschichteten 96-Well-Platten eingesét. Fiir
jeden Messpunkt wurden 6fach-Bestimmungen durchgefiihrt. Nach 0, 15, 30, 45, 60 bzw.
120 min wurden das Medium und nicht-adhédrierte Zellen abgesaugt, die verbliebenen
adhirierten Zellen wurden 3x mit PBS gewaschen und anschlieBend in 100 pl Lysepuffer
D 10 min bei RT unter leichtem Schiitteln lysiert. Die Fluoreszenz der Lysate wurde in
einem Plattenlesegerdt (Infinite F200; Tecan; Anregungswellenldnge: 485 nm;
Emissionswellenldnge: 535 nm) gemessen. Die Fluoreszenz des Lysepuffers wurde als
Hintergrundwert von den einzelnen Messwerten abgezogen. Die Fluoreszenzwerte wurden

auf den 120 min-Wert der control shRNA-exprimierenden Zelllinie normalisiert.

Qualitativer Assay (Kristallviolett-Farbung)
Unmarkierte, control shRNA- bzw. DEP-1 shRNA-exprimierende KT21-Zellen wurden

trypsiniert, 3x mit serumfreiem Medium gewaschen, 1h in serumfreiem Medium
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gehungert und in beschichtete 96-Well-Platten eingesdt. Nach 2 h Adhdsion im Inkubator
wurden das Medium und nicht-adhérierte Zellen abgesaugt, die adhérierten Zellen wurden
3x mit PBS gewaschen, mit 0,5% Kristallviolett in 20% Methanol fiir 5 min gefirbt und

erneut 3x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Platte gescannt.

2.3.12 Adhédsionsabhédngige Paxillin-Phosphorylierung

Control shRNA- bzw. DEP-1 shRNA-exprimierende HCT116- und KT21-Zellen wurden
trypsiniert, in Wachstumsmedium resuspendiert, 3x mit serumfreiem Medium gewaschen
und 1 h in serumfreiem Medium in Suspension (1,2x10° Zellen/ml (HCT116-Zellen) bzw.
160.000 Zellen/ml (KT21-Zellen)) bei 4 °C inkubiert. 2,5 ml der Zellsuspension wurden
pro Well einer Fibronectin-beschichteten (1ug/cm2) 6-Well-Platte eingesdt. Die
Beschichtung erfolgte mit 10 pg Fibronectin in 1,5 ml PBS pro 6-Well, wie unter 2.3.11
beschrieben. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden das Medium und nicht-adhérierte
Zellen abgesaugt und die Zellen in Lysepuffer A lysiert. Die Proteinkonzentration wurde
mit der BCA-Methode bestimmt. Gleiche Proteinmengen wurden durch SDS-PAGE

aufgetrennt und mittels Westernblot analysiert.

2.3.13 Time-Lapse-Mikroskopie

Control shRNA- und DEP-1 shRNA-exprimierende KT21-Zellen wurden trypsiniert, mit
serumfreiem Medium gewaschen und 30 min in Medium ohne Serum bei 4 °C in
Suspension gehalten. Danach wurden die Zellen in eine Fibronectin-beschichtete 4-
Kammer-Zellkulturschale mit Glasboden (CELLview™) eingesit. Die Ausbreitung beider
Zelllinien wurde parallel mit einem Time-Lapse-Mikroskop (AxioVision, Carl Zeiss) mit
37 °C / 5% COs-Inkubationskammer iiber einen Zeitraum von 90 min verfolgt. Hierfiir
wurden in 10 min-Abstinden mit einem 25x Objektiv Z-Stapel-Bilderserien (1,89 um

Abstinde) von jeweils 5 Positionen pro Zelllinie aufgenommen.

2.3.14 Immunfarbungen

Zellen wurden auf Fibronectin-beschichteten (1 pg/cm?) Deckglischen eingesit und mit
4% Paraformaldehyd in PBS 10 min bei RT fixiert. Die Zellen wurden 3x mit PBS
gewaschen, mit 0,2% Triton in PBS 4 min permeabilisiert und 1 h mit 1,5% BSA + 10%
Serum (aus Spezies, in welcher der Sekundérantikorper erzeugt wurde) in PBS blockiert.

Die Inkubation mit Primérantikorper in 1,5% BSA/PBS erfolgte 1 h bei RT oder iiber
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Nacht bei 4 °C. Zur Kontrolle wurde ein Ansatz mit normal mouse- bzw. normal rabbit
IgG (entsprechend der Spezies des Primérantikorpers) in gleicher Konzentration

durchgefiihrt.

Nach dreimaligem Waschen mit 1,5% BSA/PBS wurden die Zellen mit Cy3-gekoppeltem
Sekundérantikorper 1 h bei RT inkubiert, 3x mit PBS und 1x mit destilliertem Wasser
gewaschen. Die Deckgldschen wurden mit Immumount auf Objekttrager aufgebracht und

tiber Nacht bei RT getrocknet.

Fiir die Detektion von filamentésem Actin wurden die Zellen wie oben beschrieben fixiert,
permeabilisiert und anschlieBend mit 1,5% BSA/PBS blockiert. Die Farbung erfolgte mit
0,2 uM TRITC-gekoppeltem Phalloidin in 1,5% BSA/PBS 30 min bei RT.

Aufnahmen der gefirbten Zellen wurden mittels Laser-Scanning-Mikroskopie erzeugt
(Zeiss LSM510, Carl Zeiss; Anregungslaser: 543 nm He/Ne Laser; Detektionsfilter:
HFT488/543; LP560).

2.3.15 Migrationsassays

Transwell-Assay

HCT116-DEP-1 shRNA- und HCT116-control shRNA-Zellen wurden trypsiniert und 1x

mit serumhaltigem Medium gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen in 1 ml 10 uM
CellTracker™ Green CMFDA (10 mM Stammlosung in DMSO) in Medium mit 1% FCS-
Zusatz resuspendiert. Diese Fluoreszenzmarkierung erfolgte innerhalb von 30 min im
Inkubator. Anschlieend wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und in serumfreiem
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 500.000/ml
verdiinnt. In der Zwischenzeit wurden die Zellkultureinsétze (Thin Certs TC Einsétze - 6-
Well, 8 um, translucent; Greiner Bio-One) mit 3 ml Kollagen Typ I-Losung (50 pg/ml in
PBS) in 6-Well-Platten 1 h im Inkubator beschichtet. Danach wurde die Kollagen-Losung

abgesaugt und die Inserts 3x mit PBS gewaschen.

AnschlieBend wurden 1,5 ml Zellsuspension (750.000 Zellen) in die Inserts und 1,5 ml
serumfreies Medium oder Medium mit 2% FCS Zusatz in die unteren Kompartimente
(Wells) pipettiert, so dass die FCS-Endkonzentration 0% bzw. 1% betrug. Alle Ansitze

wurden in Duplikaten ausgefiihrt.
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Nach 14 h im Inkubator wurden die migrierten Zellen aus dem unteren Kompartiment und
von der Membranunterseite gesammelt. Dazu wurde das Medium aus dem Well in ein
15 ml-Rohrchen tiberfiihrt und das Well 1x mit PBS gespiilt, welches ebenfalls gesammelt
wurde. Eventuell verbliebenes Medium aus dem Zellkulturinsert wurde abgesaugt und
verworfen. AnschlieBend wurde 1 ml Trypsin/EDTA in das Well pipettiert und der
Zellkultureinsatz eingesetzt, um die Zellen an der Unterseite der Membran abzulGsen.
Nach 5 min Inkubation im Brutschrank wurde 1 ml Medium mit 10% FCS zum Trypsin in
das Well pipettiert und die Losung mit dem bereits gesammelten Medium kombiniert. Das
Well wurde noch 2x mit Medium gespiilt, welches ebenfalls gesammelt wurde. Die
Zellsuspension wurde nun zentrifugiert, das Zellpellet wurde 2x mit PBS gewaschen und
anschlieBend in 100 pul PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine 96-Well-
Platte (Greiner Bio-One, Kat. Nr. 655098) iiberfiihrt. Die Fluoreszenz wurde in einem
Plattenlesegerdt gemessen (Infinite F200; Tecan; Anregungswellenlédnge: 485 nm;

Emissionswellenldnge: 535 nm).

Wound healing-Assay
Untransduzierte und control shRNA- bzw. DEP-1 shRNA-exprimierende KT21- und

SF3061-Zellen wurden in 6 cm-Schalen bis zur Konfluenz kultiviert. Um die Proliferation
zu inhibieren, wurden die Zellen fiir 2 h mit 10 pg/ul Mitomycin C behandelt, bevor die
Zellschicht mit einer sterilen 20 pl-Pipettenspitze ,,verwundet* wurde. Abgeloste Zellen
wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. AnschlieBend wurde
Wachstumsmedium zu den Zellen gegeben. Nach 0, 6 und 20 h wurden Fotos der
»Wunden®“ an identischen Positionen (auf der Unterseite der Schale markiert)
aufgenommen. Mit Image J 1.40g wurde der Anteil der Wundfldche quantifiziert, der zu

den jeweiligen Zeitpunkten durch migrierte Zellen bedeckt war.

Boyden-Kammer-Assay

Die Analyse der PDGF-abhédngigen Migration erfolgte mit Hilfe einer Boyden-Kammer.
Dazu wurden in die oberen Vertiefungen der Kammer 4x10* untransduzierte KT21-Zellen
und control shRNA- bzw. DEP-1 shRNA-exprimierende KT21-Zellen in serumfreiem
Medium pipettiert, wihrend in die unteren Vertiefungen 10 ng/ml PDGF-BB oder
serumfreies Medium pipettiert wurde. Die beiden Teile der Kammer wurden durch eine
Polycarbonatmembran mit einem Porendurchmesser von 8 pum getrennt. Nach

vierstiindiger Inkubation der Kammer im Inkubator wurden die auf der Membran
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anhaftenden Zellen mit 0,5% Kiristallviolett in 20% Methanol geférbt. Anschlieend
wurden die nicht-migrierten Zellen auf der Membranoberseite mit einem Wattestdbchen
entfernt. Die migrierten Zellen auf der Unterseite der Membran wurden unter dem

Mikroskop ausgezéhlt. Alle Ansédtze wurden in Triplikaten ausgefiihrt.

2.3.16 Apoptoseassay

Die Staurosporin-induzierte Apoptose von HCT116-DEP-1 shRNA- und HCT116-control
shRNA-Zellen wurde mit dem Cell Death Detection ELISA Kit (Roche) untersucht. Die
Zellen wurden in 24-Well-Platten eingesidt und am darauf folgenden Tag 4 h mit 0, 0,2,
0,4, 0,6, 0,8 bzw. 1 uM Staurosporin behandelt. Die Zellen wurden anschlieend mit dem
Lysepuffer des Kits 30 min bei RT lysiert und bei 200 x g 10 min zentrifugiert. Die Lysate
wurden entsprechend des Hersteller-Protokolls mittels ELISA analysiert.

2.3.17 LOH-Analyse

Fiir die LOH-Analyse wurden 32 Meningeome verschiedenen histologischen Subtyps und
Tumorgrades (Klassifizierung entsprechend der WHO-Klassifizierung fiir Hirntumoren
von 2007 (Louis et al. 2007)) untersucht. Fiir PTPRJ wurden vier Mikrosatellitenmarker
(D11S1350, D11S1784, D11S4117 und D11S4183; wie unter (Ruivenkamp et al. 2003)
beschrieben) und fiir NF2 drei Mikrosatellitenmarker (D22S268, D22S421 und D22S929;
(Kaufman et al. 2003)) analysiert. Dazu wurde DNA aus Tumoren und Blutproben
derselben Patienten nach Standardmethoden isoliert. Gepaarte genomische DNA-Proben
wurden mit fluoreszenzmarkierten (Cy5) Primern durch PCR  amplifiziert.
Oligonukleotidsequenzen wurden der UniSTS Datenbank von
htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov entnommen. Fiir die PCR wurden 100 ng DNA entsprechend
der Herstellerinformation (DyNAzyme DNA polymerase kit, FINNZYMES, Espoo,
Finnland) eingesetzt. Die PCR-Bedingungen waren: 10 min initiale Denaturierung, gefolgt
von 35 Zyklen [94 °C fiir 20 s, 58 °C fiir 20's, 72 °C fiir 30 s] und einer abschlieBenden
Inkubation bei 72 °C fiir 7 min. Die PCR-Produkte wurden 1:10 verdiinnt und mit einem
CEQ8000 genetic analyzer (Beckman Coulter, CA, USA) analysiert. Ein Unterschied des
Intensitatsverhiltnisses der zwei Allele in Tumor DNA verglichen mit normaler DNA von

mindestens 30% wurde als Heterozygotieverlust angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktion von DEP-1 in Kolonkarzinomzellen

Das Auftreten von PTPRJ-Allelverlust in humanen Kolonkarzinomen weist auf eine
mogliche Tumorsuppressorfunktion der Phosphatase hin. Der zugrunde liegende
molekulare Mechanismus ist jedoch nur ansatzweise bekannt. Durch DEP-1-Reexpression
in SW480-Kolonkarzinomzellen wurde eine vollstindige Hemmung der HGF-abhingigen
Signaltransduktion ~ beschrieben. = Weiterhin ~ wurde  eine  Steigerung  der
Tyrosinphosphorylierung der Fokaladhdsionsproteine FAK und Paxillin beobachtet.
AuBerdem wurde eine anti-migratorische, anti-proliferative und pro-apoptotische Funktion

von DEP-1 beschrieben. (Balavenkatraman 2006, Balavenkatraman, unpublizierte Daten).

Da diese Daten — ebenso wie der Grofiteil der in anderen Zellmodellen beschriebenen
Effekte — auf DEP-1-Uberexpression basierten, sollte nun die Funktion von DEP-1 durch
Knockdown der Phosphatase in Kolonkarzinomzelllinien charakterisiert werden. Die schon
beschriebenen Effekte dienten hierbei als Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen, dariiber
hinaus sollten aber auch unabhédngige Strategien verfolgt werden, um nach weiteren

DEP-1-Substraten zu suchen.

3.1.1 Herstellung von DEP-1-depletierten Kolonkarzinomzelllinien

Zur Analyse der Funktion von DEP-1 in Kolonkarzinomzellen sollten Zelllinien erzeugt
werden, in denen die DEP-1-Expression stabil herabgesetzt ist. Hierfiir wurden drei
Zelllinien — HCTI116, DLD-1 und Caco-2 — ausgewdhlt, die einen hohen DEP-1-
Expressionsspiegel aufweisen. Die Zelllinien wurden lentiviral mit jeweils einem von vier
nicht-validierten DEP-1 shRNA- bzw. einem control shRNA-Expressionskonstrukt
transduziert. Nach der Selektion der transduzierten Zellen wurde mittels Westernblot

tiberpriift, ob der DEP-1-Knockdown erfolgreich war.

Wie aus Bild 3.1 hervorgeht, verursachte die DEP-1 shRNA-Sequenz Nr. 4 in allen drei
Zelllinien einen starken Knockdown. Diese mit dem vierten DEP-1 shRNA-Target

transduzierten Zellen und die control shRNA-exprimierenden Zellen (im Folgenden als
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»HCT116-DEP-1 shRNA*“ und ,HCT116-control shRNA*“ bezeichnet; Bezeichnung

analog fiir DLD-1 und Caco-2) standen nun fiir die weiteren Analysen zur Verfligung.

DEP-1 conttr. shRNA
4

1 2 3
HCT116 4 bt o " DEP-1
pp— L Vinculin

DLD-1 ““’ H DEP-1

Vinculin

Caco-2 v e — DEP-1

s — — — — Vinculin

Bild 3.1: shRNA-vermittelter Knockdown von DEP-1 in Kolonkarzinomzelllinien. HCT116-, DLD-1- und
Caco-2-Zellen wurden lentiviral mit jeweils einem von vier verschiedenen DEP-1 shRNA-
Expressionskonstrukten oder einem control shRNA-Expressionskonstrukt transduziert. Transduzierte Zellen
wurden mit Puromycin selektiert. Die Detektion von DEP-1 bzw. der Ladekontrolle Vinculin erfolgte mittels
Westernblot. Fur den Nachweis von DEP-1 wurde eine WGA-Anreicherung der Glykoproteinfraktion
durchgefihrt, Vinculin wurde direkt im Zelllysat nachgewiesen.

3.1.2 DEP-1 reguliert nicht die cMet-Signaltransduktion

In einer fritheren Studie einer anderen Arbeitsgruppe wurde der HGF-Rezeptor cMet als
Substrat von DEP-1 identifiziert. Die Koiiberexpression beider Proteine ergab, dass DEP-1
den Rezeptor selektiv dephosphoryliert. Die Gabl-Bindungsstelle (Y1349) stellte dabei
den bevorzugten Angriffspunkt von DEP-1 dar (Palka et al. 2003). In unserem Labor
wurde in der Kolonkarzinomzelllinie SW480 eine vollstandige Dephosphorylierung der
cMet-Aktivierungsloop-Tyrosine Y1230/1234/1235 sowie eine vollstindige Hemmung der
cMet-abhingigen Erk- und Akt-Phosphorylierung durch DEP-1-Reexpression beschrieben

(Balavenkatraman, unpublizierte Daten).

Der Effekt von DEP-1 auf die cMet-Signaltransduktion sollte nun mit dem rigoroseren
Knockdown-Ansatz iiberpriift werden. Dazu wurden HCTI116-control shRNA- und
HCT116-DEP-1 shRNA-Zellen gehungert, mit HGF stimuliert und mittels Westernblot
analysiert. Die HCT116-Zelllinien wiesen eine hohe Basalphosphorylierung von cMet an

den Tyrosinen Y1230/1234/1235 auf, wihrend die Phosphorylierung von Y1349
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ligandenabhéngig war. Es zeigte sich in diesen Versuchen, dass der DEP-1-Knockdown
weder die Phosphorylierung der cMet-Tyrosine Y1230/1234/1235 und Y1349, noch die
Erk- und Akt-Phosphorylierung beeinflusste (Bild 3.2). Die HGF-Stimulationsexperimente
wurden zusétzlich mit den erzeugten transduzierten DLD-1- und Caco-2-Zellen
durchgefiihrt, um zelllinienspezifische Effekte auszuschlieBen. Aber auch in diesen
Zelllinien war keine Verdnderung der HGF-abhédngigen Signaltransduktion durch DEP-1-
Knockdown festzustellen (Daten nicht gezeigt). Die Daten deuten insgesamt darauf hin,
dass es sich bei cMet wahrscheinlich nicht um ein Substrat von DEP-1 handelt, es sei denn

es existieren kompensatorische Mechanismen, die den Verlust von DEP-1 ausgleichen.
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Bild 3.2: DEP-1 reguliert nicht die cMet-Signaltransduktion in Kolonkarzinomzellen. HCT116-DEP-1
shRNA- und HCT116-control shRNA-Zellen wurden tber Nacht gehungert und fir die angegebenen Zeiten
mit 50 ng/ml HGF stimuliert. Lysate der Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Westernblot
analysiert. Fir den Nachweis von cMet und DEP-1 wurde eine WGA-Anreicherung der Glykoproteinfraktion
durchgefihrt, die restlichen Proteine wurden direkt im Zelllysat nachgewiesen.
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3.1.3 Antikorper-Array-Analyse zur Identifikation von DEP-1-Substraten

Da eine Regulation der cMet-Signaltransduktion in den DEP-1-depletierten Zellen nicht
bestitigt werden konnte, sollten nun alternative Strategien verfolgt werden, um DEP-1-
Substrate bzw. DEP-1-regulierte Signalwege zu identifizierten. Eine Moglichkeit, eine
Vielzahl von Signalproteinen gleichzeitig hinsichtlich ihrer Phosphorylierung und
Expression zu untersuchen, bietet die Antikorper-Array-Analyse. Wir entschieden uns fiir
die Analyse mit dem ,Kinex™ Antibody Microarray (KAM-1.1)“ (Kinexus
Bioinformatics, Kanada), der 273 phosphorylierungsspezifische und 378 pan-spezifische
Antikorper zur Detektion von Signalproteinen umfasst. Fiir die Array-Analyse wurden
HCT116-control shRNA- und HCT116-DEP-1-shRNA-Zellen in Wachstumsmedium bis
zur Konfluenz kultiviert und anschlieend trypsiniert und eingefroren. Die Zelllyse und
Analytik wurde von Kinexus Bioinformatics durchgefiihrt. Da die Antikorper-Lysat-
Interaktion auf den Arrays unter nicht-denaturierenden Bedingungen erfolgt, kann es
beispielsweise durch Maskierung von Epitopen aufgrund von Proteinkomplexbildung oder
durch Kreuzreaktivitdten mit Antikdrpern zum Auftreten von falsch negativen oder falsch
positiven Signalen kommen. Deshalb wird eine Validierung der Ergebnisse durch
Westernblot empfohlen. Anhand der Ergebnisse der Array-Analyse wurden deshalb 18
Proteine bzw. Phosphorylierungsstellen ausgewihlt, deren Regulation bestitigt werden
sollte. Hierfiir wurde auf den Custom Kinetworks™ KCPS 1.0 Westernblot-Service von

Kinexus Bioinformatics zuriickgegriffen.

Fir die ausgewédhlten Proteine sind die Ergebnisse der Array- und der Westernblot-
Analyse in Tabelle 3.1 gegeniibergestellt. Diese gibt das Signalverhdltnis von HCT116-
DEP-1 shRNA- zu HCT116-control shRNA-Zellen an — folglich lagen Proteine, die einen
Wert iiber 1 aufweisen, in den DEP-1-depletierten Zellen verstdrkt phosphoryliert vor und
kdmen potentiell als DEP-1-Substrat in Frage. Fiir mehrere Proteine wurden im
Westernblot Doppelbanden detektiert. Diese wurden einzeln quantifiziert und sind beide in
der Tabelle aufgefiihrt. Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde ein Anstieg der
Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen grin und eine Abnahme rot
hervorgehoben. Als Kriterium fiir eine Regulation wurde eine Anderung der
Signalintensitit von mindestens 30% festgesetzt. Aus dieser Darstellung ist zunichst zu
erkennen, dass es kaum Ubereinstimmungen zwischen der Array- und Westernblot-

Analyse gab. Ein Drittel der Proteine war mittels Westernblot gar nicht nachweisbar. Fiir
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die meisten Proteine war bei der Westernblot-Analyse sogar ein entgegengesetzter Trend
der Regulation im Vergleich zur Array-Analyse zu verzeichnen. In Ubereinstimmung mit
den Array-Daten wurde mittels Westernblot eine geringfiigig erhohte Phosphorylierung
von EGFR Y1148 detektiert. Fiir phospho-Paxillin Y118 und phospho-FAK Y576 wurde
sowohl mit der Array- als auch mit der Westernblot-Analytik eine reduzierte
Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen nachgewiesen. Diese Daten waren
Ausgangspunkt, um nun noch einmal selbst mit den zur Verfligung stehenden
phosphorylierungsspezifischen Antikdrpern die HCT116-Zelllinien unter gleichen
Kultivierungsbedingungen zu untersuchen. Unterschiede in den Spiegeln von phospho-
Paxillin und phospho-FAK Y576 waren jedoch nicht festzustellen. In die eigenen
Westernblot-Analysen wurden zusétzlich die FAK-Phosphorylierungsstellen Y397, Y407,
Y577, Y861 und Y925 einbezogen, allerdings konnte auch hierfiir keine DEP-1-abhéngige
Phosphorylierung beobachtet werden. Das gleiche galt fiir die EGFR-Phosphorylierung
und die Phosphorylierung von Src Y529 (Daten nicht gezeigt).

Uber die Ursachen fiir die Diskrepanz zwischen den Analysen von Kinexus und den
eigenen Experimenten kann nur spekuliert werden. Moglicherweise gab es Unterschiede in
der Qualitdt bzw. Sensitivitit der verwendeten Antikorper, so dass unterschiedliche
Ergebnisse erzielt wurden. Denkbar wére auch, dass die genauen Bedingungen fiir den
Zellaufschluss, der fiir die Array-Analyse und die Westernblot-Validierung von Kinexus
durchgefiihrt wurde, fiir die Extraktion und somit auch fiir die Detektion der Proteine eine
entscheidende Rolle spielte. Zusammenfassend lieferte dieser Ansatz also keine neuen
Erkenntnisse iiber die Funktion von DEP-1 fiir die Signaltransduktion in HCT116-Zellen.
Wenn auch durch eigene Experimente nicht bestitigt, wiesen die Kinexus-Daten fiir
Paxillin und FAK, wie schon frithere Befunde in Re-/Uberexpressionsexperimenten, auf

eine mogliche Rolle von DEP-1 fiir die Regulation in fokalen Adhisionskomplexen hin.
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Tabelle 3.1: Gegeniiberstellung der Antikorper-Array- und Westernblot-Analyse. HCT116-DEP-1
shRNA- und HCT116-control shRNA-Zellen wurden in Wachstumsmedium zu hoher Konfluenz kultiviert und
anschlieRend durch Kinexus Bioinformatics mit einem Antikérper-Array und durch Westernblot analysiert. Das
Signalverhéltnis von HCT116-DEP-1 shRNA- zu HCT116-control shRNA-Zellen ist dargestellt. Eine um
mindestens 30% erhdhte Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen ist grin dargestellt, eine um
mindestens 30% reduzierte Phosphorylierung ist rot hervorgehoben. Doppelbanden wurden getrennt
quantifiziert und angegeben. Die Daten sind nach den Signalverhélinissen der Array-Analyse sortiert
dargestellt.

Protein Phosphorylierung Array Westernblot
[DEP-1 shRNA/ [DEP-1 shRNA/
control shRNA] control shRNA]

Ribosomal S6 protein-serine RSK1/2 S363/S369 6,69 1,45/0,85

kinase 1/2

Src proto-oncogene-encoded Src Y529 4,23 0,14 /0,49

protein-tyrosine kinase

Mitogen-activated protein- p38a MAPK T180+Y182 4,08 0,27 /1,02

serine kinase p38 alpha

Mammalian target of mTOR (FRAP) S2448 4,02 0,82

rapamycin

|-kappa-B kinase gamma/NF- IKKg/ pan 3,24 3,16

kappa-B essential modulator NEMO

(NEMO)

Glycogen synthase-serine GSK3a Y279 3,02 0,34

kinase 3 alpha

Glycogen synthase-serine GSK3b Y216 3,02 0,09

kinase 3 beta

Insulin receptor / Insulin-like IR/IGF1R Y1189/Y1190 2,89 1,20

growth factor 1 receptor (INSR)

Jun N-terminus protein-serine JNK T183+Y185 2,79 0,30/0,36

kinase (stress-activated protein
kinase (SAPK))

Hepatocyte growth factor Met Y1230+Y1234+ 2,75 nicht detektiert
(HGF) receptor-tyrosine Y1235

kinase

Protein-tyrosine kinase 2 Pyk2 Y579 2,70 nicht detektiert
Epidermal growth factor EGFR Y1068 2,25 nicht detektiert

receptor-tyrosine kinase

Focal adhesion protein- FAK Y397 2,05 0,20
tyrosine kinase

Epidermal growth factor EGFR Y1148 2,03 1,31
receptor-tyrosine kinase

Focal adhesion protein- FAK Y577 0,97 nicht detektiert
tyrosine kinase

Focal adhesion protein- FAK pan 0,96 nicht detektiert
tyrosine kinase

Focal adhesion protein- FAK Y577 0,58 nicht detektiert
tyrosine kinase

Focal adhesion protein- FAK Y576 0,52 0,52
tyrosine kinase

Paxillin 1 Paxillin 1 Y118 0,25 0,08
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3.1.4 DEP-1 assoziiert mit Fokaladhdsionsproteinen in vitro

Zusitzlich zur Antikorper-Array-Analyse wurde mit dem so genannten ,,Substrat-
Trapping® noch eine weitere, unabhéngige Strategie verfolgt, um DEP-1-Substratproteine
zu identifizieren. Bei dieser Methode wird ausgenutzt, dass durch bestimmte Mutationen in
der katalytischen Domine von PTPs die Fahigkeit zur Substratbindung beibehalten wird,
aber die katalytische Aktivitdt des Enzyms stark herabgesetzt wird. Als Folge dessen wird
im Vergleich zur WT-Phosphatase ein stabilerer Enzym-Substrat-Komplex erhalten, der

isoliert und analysiert werden kann (Blanchetot et al. 2005).

Fir unsere Untersuchungen wurde zunidchst eine DEP-1-Substrat-Trapping-Mutante
erzeugt. Dazu wurde eine Mutation in ein bakterielles Expressionsplasmid fiir die
intrazelluldre Doméine von DEP-1 eingefiihrt, die auf Proteinebene eine Mutation des
Aspartats des WPD-Loops der katalytischen Doméne zu Alanin zur Folge hat (D1205A).
Diese ,,DA-Mutante und die WT-Domine wurden nun bakteriell exprimiert, aufgereinigt
und kovalent an Beads gekoppelt. Die gekoppelten Doménen wurden anschlieBend mit
Lysat von SW480-Zellen inkubiert. Fiir die Enzym-Substrat-Interaktion ist es erforderlich,
dass das Substrat in phosphorylierter Form vorliegt. Dieser Aspekt wurde zum einen
dadurch gewihrleistet, dass mit SW480-Zellen eine Zelllinie ausgewéhlt wurde, die keine
DEP-1-Expression aufweist. Dadurch wurde verhindert, dass die DEP-1-Substrate schon in
der Zelle dephosphoryliert wurden, noch bevor die Inkubation mit den bakteriell
exprimierten Doménen stattfand. Zum anderen wurden die SW480-Zellen vor der Lyse mit
dem PTP-Inhibitor Pervanadat behandelt. Dadurch wird in den Zellen generell die
Dephosphorylierung von tyrosinphosphorylierten Proteinen geblockt, worauthin der
Phosphotyrosin-Spiegel in der Zelle ansteigt.

Nach der Inkubation der DEP-1-Doménen (WT oder DA) mit Lysat von Pervanadat-
behandelten oder unbehandelten SW480-Zellen wurden die gebundenen Proteine mit

reduzierendem SDS-haltigem Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt.

Da Substratproteine nur in phosphorylierter Form an die Phosphatase binden, konnte
mittels anti-Phosphotyrosin-Westernblot iiberpriift werden, ob eine Bindung potentieller
Substrate stattgefunden hatte. Wie aus Bild 3.3 (A) hervorgeht, wurden von der WT-
Doméne erwartungsgemill keine phosphorylierten Proteine gebunden, da durch die

katalytische Aktivitdt eine Dephosphorylierung und somit Freisetzung der Substrate aus
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dem katalytischen Zentrum erfolgt. Im Gegensatz dazu war eine Assoziation vieler
tyrosinphosphorylierter Proteine mit der DA-Mutante zu erkennen. Diese Interaktion war

strikt abhéngig von der Pervanadat-Behandlung der SW480-Zellen vor der Zelllyse.

A B
o
o .
X ©
=2
WT DA / w23 o ‘ WT DA DA Y
- + - + + + ervanadat-
kDa e Stimulation ) o= + - + / +
kDa "Hrj =y L_T-"'-.. w, EE |
175 — p-Tyrosin = ’ 4 g i
175 P d b Q,v-_-./a 4‘ 5
, - ‘ '74
83 .. i V____v“‘“‘ o .
83 — ) M "~y w gl
62 N s SEES FEE W L
62 — ; y
47,5
S p-cMet
;.42;
& - p120 Catenin -
—— =% PLC y1
- . Src
C
o
S®
wT DA s 22
Pervanadat-
- 0+ -+ + o+
7 Stimulation
- FAK
- ‘ p140 Sra-1
. . Paxillin

Bild 3.3: DEP-1 interagiert mit Fokaladh&dsionsproteinen. Die an Beads gekoppelte, bakteriell exprimierte
intrazellulare Doméane von DEP-1 (Wildtyp oder D1205A Mutante) wurde mit Lysat von unbehandelten oder
Pervanadat-behandelten SW480-Zellen inkubiert. Zur Kontrolle wurde die DA-Mutante nur mit Lysepuffer
inkubiert bzw. wurden ungekoppelte Beads mit Lysat Pervanadat-behandelter Zellen inkubiert. Die
gewaschenen Enzym-Substrat-Komplexe wurden eluiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. (A) Westernblot
zum Nachweis von tyrosinphosphorylierten Proteinen und bekannten DEP-1-Interaktionspartnern. (B)
Coomassie-Farbung der eluierten Proteine. Die Pfeile kennzeichnen Banden, die ausschlieRlich in der Bahn
DA +Pervanadat auftraten. (C) Westernblot-Detektion der durch Massenspektrometrie identifizierten Proteine
FAK und p140Sra-1 sowie Detektion von Paxillin.
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Im nidchsten Schritt wurde tiberpriift, ob sich unter den Proteinen schon beschriebene
Interaktionspartner oder Substrate von DEP-1 befanden. Dazu wurde die Membran noch
einmal mit Antikdrpern gegen phospho-cMet (Y1230/Y1234/Y1235), p120 Catenin, PLCy
und Src inkubiert. Tatsdchlich war eine Assoziation mit diesen Proteinen nachweisbar, was
darauf hindeutet, dass das Substrat-Trapping unter geeigneten experimentellen
Bedingungen erfolgte. Der Nachweis von phospho-cMet in den Substrat-Trapping-
Fraktionen zeigte allerdings auch, dass die gewéhlten Bedingungen zu Interaktionen fithren
konnen, die wie die vorangegangenen Ergebnisse zeigten, moglicherweise physiologisch

nicht relevant sind.

Um neue DEP-1-Substrate zu identifizieren, sollten die gebundenen Proteine durch
Massenspektrometrie  analysiert werden. Dazu wurden die Proben zunichst
gelelektrophoretisch aufgetrennt und das Gel anschlieBend mit kolloidalem Coomassie
geférbt. In Bild 3.3 (B) ist das eingescannte Gel dargestellt. Daraus geht hervor, dass auch
einige Proteine von der WT-Domidne gebunden wurden. Eine Interaktion fand auch
zwischen der DA-Mutante und Proteinen aus Zelllysat unbehandelter SW480-Zellen statt.
Da fiir diese Proteine im Westernblot keine Tyrosinphosphorylierung nachweisbar war, ist
davon auszugehen, dass es sich bei diesen Proteinen entweder um unspezifisch assoziierte

Proteine handelt oder um Interaktionspartner, die keine Substrate von DEP-1 darstellen.

Proteine, die phosphorylierungsabhéngig ausschlieflich an die DA-Mutante gebunden
hatten und somit potentielle Substrate darstellen konnten, sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Da es aber auch Proteine geben konnte, deren Bindung unterhalb der
Detektionsgrenze der Coomassie-Farbung lag, wurde der gesamte Gelabschnitt des DEP-1-
DA/+Pervanadat Ansatzes mit einem Molekulargewicht oberhalb dem der intrazelluldren
DEP-1-Doméne durch Massenspektrometrie (MALDI-TOF und ESI) analysiert. Diese
Untersuchungen wurden von Herrn Dr. Karl-Heinz Giihrs (Fritz-Lipmann-Institut, Jena)
durchgefiihrt. Auf die Analyse von Proteinen mit kleinerem Molekulargewicht wurde
verzichtet, da sich trotz kovalenter Kopplung ein Teil der DEP-1-Doménen und deren
Abbauprodukte von den Beads loste und damit vermutlich Signale anderer Proteine

tiberlagert hétte.

Unter den identifizierten Proteinen befanden sich FAK, der Actinzytoskelett-Regulator
pl40 Sra-1 (Specifically Racl-associated protein) und ein bisher nicht ndher
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charakterisierter Guaninnukleotid-Austauschfaktor, Rho GEF 16 (Daten nicht gezeigt). Da
gegen die ersten beiden genannten Proteine Antikorper zur Verfiigung standen, sollte die
Assoziation nun mittels Westernblot bestétigt werden. Sowohl FAK als auch p140 Sra-1
waren auch im Westernblot nachweisbar (Bild 3.3 (C)). Da mit FAK und Src zwei Proteine
gefunden wurden, die an Fokaladhdsionen lokalisiert sind, und die parallel durchgefiihrten
Analysen von Kinexus auf eine Regulation der Fokaladhidsionskomponente Paxillin
hinwiesen, wurde zusétzlich untersucht, ob auch Paxillin im Trapping-Ansatz zu finden ist.
Eine phosphorylierungsabhidngige Assoziation mit der DA-Mutante war tatsdchlich
nachweisbar (Bild 3.3 (C)). Die phosphorylierungsabhéngige Bindung lieferte einen ersten
Hinweis darauf, dass es sich bei den gefundenen in vifro Interaktionspartnern um
potentielle DEP-1-Substrate handeln konnte. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen
werden, dass die Interaktion nur indirekt durch Koprézipitation mit einem DEP-1-Substrat
erfolgte. Erst der Nachweis der Dephosphorylierung der potentiellen Substrate durch
DEP-1 wiirde bestdtigen, dass es sich bei den Bindungspartnern tatsdchlich auch um

Substrate handelt.

3.1.5 DEP-1 ist ein positiver Regulator der Paxillin-Phosphorylierung in
Kolonkarzinomzellen

Anhand der bisherigen Analysen konnte nicht eindeutig gekldrt werden, ob DEP-1 fiir die
Regulation der FAK- und Paxillin-Phosphorylierung relevant ist. Eine positive Regulation
der Tyrosinphosphorylierung von FAK und Paxillin wurde in DEP-1-reexprimierenden
SW480-Kolonkarzinomzellen nachgewiesen (Balavenkatraman, unpublizierte Daten).
Durch Substrat-Trapping-Assays wurde eine Interaktion von FAK und Paxillin mit einer
DEP-1-Trapping-Mutante gezeigt, und die Antikoérper-Array- und Westernblot-Analysen
von Kinexus Bioinformatics ergaben ebenfalls eine erhohte DEP-1-abhingige
Tyrosinphosphorylierung beider Proteine. Andererseits waren die Ergebnisse der Analysen
von Kinexus von uns nicht reproduzierbar. Diese bisherigen Untersuchungen wurden an
Zellen durchgefiihrt, die in serumhaltigem Medium kultiviert worden waren. Ein weiterer
physiologischer Stimulus fiir die FAK- und Paxillin-Phosphorylierung ist auch die
Zelladhdsion an Komponenten der extrazelluldiren Matrix, z.B. Fibronectin. Dieser
Stimulus sollte nun getestet und tiberpriift werden, ob unter diesen Bedingungen eine
Regulation durch DEP-1 erfolgt. Zu diesem Zweck wurden HCT116-control shRNA- und
HCT116-DEP-1-shRNA-Zellen in Suspension gehungert, um adhdsionsabhingige
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Signalwege abzuschalten. AnschlieBend wurden die Zellen in Fibronectin-beschichtete
Platten eingesét. Nach unterschiedlichen Adhésionszeiten wurden die Zellen lysiert und die
Phosphorylierung von FAK und Paxillin mittels Westernblot analysiert. Bild 3.4 zeigt, dass
offenbar die Phosphorylierung von FAK an den Tyrosinen Y397, Y576 und Y861 nicht in
Abhingigkeit von der DEP-1-Expression reguliert wurde. Im Gegensatz dazu war aber
eine Abnahme der Paxillin-Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen zu
ertkennen. DEP-1 scheint also in der Tat eine regulierende Rolle an fokalen
Adhidsionskomplexen zu spielen. Die Abnahme der Paxillin-Phosphorylierung in
Abwesenheit von DEP-1 deutet allerdings darauf hin, dass es sich bei Paxillin nicht um ein
Substrat von DEP-1 handelt, da in diesem Fall eine Zunahme der Phosphorylierung nach
DEP-1-Knockdown zu erwarten wire. Folglich ist die Bindung von Paxillin an DEP-1 in
den Substrat-Trapping-Versuchen wahrscheinlich iiber ein noch zu identifizierendes

direktes DEP-1-Substrat erfolgt.
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Bild 3.4: Reduzierte Paxillin-Phosphorylierung in DEP-1-depletierten HCT116-Zellen. DEP-1 shRNA-
und control shRNA-exprimierende HCT116-Zellen wurden 1 h in serumfreiem Medium in Suspension gehalten
und in Fibronectin-beschichtete Platten eingesat. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert.
Die Lysate wurden mittels Westernblot analysiert. Ein reprasentatives Beispiel fir drei Versuche ist
dargestellt.
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3.1.6 Funktionelle Assays

In verschiedenen Studien wurden anti-transformierende Effekte durch DEP-1-
Uberexpression in Zellen beschrieben. Es sollte deshalb unter Verwendung der DEP-1-
depletierten Zelllinien {berpriift werden, ob sich der Knockdown von DEP-1 in
Kolonkarzinomzellen ebenfalls auf verschiedene onkologisch relevante, zelluldre
Funktionen auswirkt. Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die Ergebnisse der

durchgefiihrten funktionellen Assays geben werden.

Adhision

Eine DEP-1-abhidngige Regulation der Adhédsion wurde fiir Fibroblasten und
Schilddriisenkarzinomzellen beschrieben (Jandt et al. 2003, Kellie et al. 2004, Pera et al.
2005). Diese Untersuchungen basierten wiederum auf Uberexpression. Die bisherigen
Signaltransduktionsanalysen in  HCTI116-Zellen ergaben, dass DEP-1 die
adhidsionsabhingige Paxillin-Phosphorylierung positiv reguliert. Ob sich dieser Effekt auf
die Adhésionsstiarke der Zellen auswirkt, wurde mit Hilfe eines Adhéisionsassays tiberpriift.
Dazu wurden die HCTI116-DEP-1 shRNA- und HCT116-control shRNA-Zellen
fluoreszenzmarkiert, in Suspension gehungert und dann in Kollagen Typ I-, Kollagen
Typ II- oder Fibronectin-beschichtete Platten eingesit. Uber einen Zeitraum von zwei
Stunden wurden zu verschiedenen Zeitpunkten das Medium und die nicht-adhérierten
Zellen abgesaugt und die adhérierten Zellen lysiert. Durch Messung der Fluoreszenz wurde
die Adhédsion quantifiziert. Ein stabiler Effekt von DEP-1 auf die Adhédsion der
Kolonkarzinomzellen konnte jedoch im Unterschied zu spéter analysierten Zellen anderen
Ursprungs (siehe Kapitel 3.2.5) auf keinem der drei getesteten Matrixproteine

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Proliferation

In Mamma-, Pankreas- und Schilddriisenkarzinomzellen, sowie in Gliomzellen und
Endothelzellen wurde eine Hemmung der Proliferation durch DEP-1 beschrieben (Iuliano
et al. 2003, Keane et al. 1996, Massa et al. 2004, Takahashi et al. 2003, Trapasso et al.
2004). Auch durch Reexpression von DEP-1 in SW480-Kolonkarzinomzellen wurde eine
verminderte Proliferation festgestellt (Balavenkatraman et al. 2006). Mit Hilfe des MTT-
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Assays sollte deshalb die Proliferation der HCT116-DEP-1 shRNA- und HCT116-control
shRNA-Zellen analysiert werden. Die Zellen wurden dazu in Medium mit 10% und 2%
Serumgehalt tiber einen Zeitraum von 96 Stunden kultiviert. Mit Hilfe der MTT-
Farbreaktion wurde die Proliferation quantifiziert. DEP-1-abhingige Unterschiede
hinsichtlich der Proliferation wurden jedoch nicht festgestellt (Daten nicht gezeigt).

Apoptose

In Pankreaskarzinomzellen wurde eine Induktion der Apoptose durch DEP-1-Reexpression
beschrieben (Trapasso et al. 2004). Auch in HeLa-Zellen wurde ein positiver Effekt von
DEP-1 auf die Induktion der Apoptose durch zytotoxische Agenzien gezeigt (MacKeigan
et al. 2005). In DEP-1-reexprimierenden SW480-Kolonkarzinomzellen wurde auch eine
erhohte  Sensitivitdit  gegeniiber  Staurosporin-induzierter =~ Apoptose  festgestellt
(Balavenkatraman, unverdffentlichte Daten). Die Staurosporin-induzierte Apoptose wurde
deshalb in HCT116-DEP-1 shRNA- und HCT116-control shRNA-Zellen untersucht.
Hierzu wurden die Zellen zunéchst vier Stunden mit Staurosporin (Konzentrationsbereich
von 0-1 uM) behandelt. Im Anschluss wurde die Apoptose mit Hilfe eines ELISA-
basierten Assays quantifiziert. Stabile Effekte auf die Apoptose in Abhdngigkeit von der

DEP-1-Expression waren jedoch nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Migration

Anti-migratorische Effekte von DEP-1 wurden in Fibroblasten (Jandt et al. 2003, Kappert
et al. 2007, Kellie et al. 2004) und SW480-Kolonkarzinomzellen (Balavenkatraman et al.
2006) beschrieben. Die Migration der HCT116-DEP-1 shRNA- und HCT116-control
shRNA-Zellen wurde mit einem Transwell-Assay untersucht. Dazu wurden die Zellen
fluoreszenzmarkiert und in Kollagen Typ I-beschichtete Zellkultureinsdtze mit einer
pordsen Membran eingesdt. Die Migration gegen einen Gradienten von 0% bzw. 1%
Serum wurde untersucht, indem die durch die Membran migrierten Zellen durch
Fluoreszenzmessung quantifiziert wurden. Es zeigte sich jedoch, dass die Migration der
DEP-1-depletierten Kolonkarzinomzellen in Abhingigkeit von der DEP-1-Expression
nicht signifikant verschieden war (Bild 3.5).
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Bild 3.5: DEP-1 reguliert nicht die Serum-induzierte Migration von HCT116-Zellen. HCT116-DEP-1
shRNA- und HCT116-control shRNA-Zellen wurden trypsiniert, fluoreszenzmarkiert und in serumfreiem
Medium in Kollagen Typ I-beschichtete Transwell-Inserts eingeséat. Die Migration gegen einen Gradienten von
0 bzw. 1% Serum wurde nach 14 h durch Messung der Fluoreszenz der migrierten Zellen quantifiziert. Der
Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten sind dargestellt.

Koloniebildung

Es wurde weiterhin tiberpriift, ob der DEP-1-Spiegel einen Einfluss auf einen klassischen
Transformationsparameter, das verankerungsunabhidngige Wachstum in Softagar, hat.
Dazu wurden HCT116-control shRNA- und HCT116-DEP-1 shRNA-Zellen zwolf Tage in
Softagar-Medium kultiviert. AnschlieBend wurden die gebildeten Kolonien mit MTT
angefirbt und die Koloniezahl und die durchschnittliche Koloniegrof3e bestimmt (Bild 3.6).
Den Graphen ist zu entnehmen, dass die durchschnittliche Koloniegrof3e beider Zelllinien
nicht signifikant variierte. Allerdings wurde ein geringer Anstieg der Koloniezahl der

DEP-1-depletierten Zellen von 25% beobachtet, der statistische Signifikanz erzielte.
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Bild 3.6: Der DEP-1-Knockdown steigert die Koloniebildung von HCT116-Zellen in Softagar-Medium
geringfiigig. HCT116-DEP-1 shRNA- und HCT116-control shRNA-Zellen wurden 12 Tage in Softagar-
Medium kultiviert. Kolonien wurden mit MTT gefarbt. Koloniezahl und -groRe wurden mit der Colony V1.1-
Software (Fuijiflm) bestimmt. Der Mittelwert und die Standardabweichung der Quantifizierung von vier
unabhangigen Experimenten mit jeweils vier Replikaten pro Ansatz sind dargestellt (*p<0,05 durch t-Test).
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3.1.7 Xenotransplantation von Kolonkarzinomzellen

Nachdem mit Hilfe von Softagar-Assays eine geringfiigige Steigerung der Koloniebildung
der DEP-1-depletierten Zellen festgestellt worden war, sollte nun das Wachstumsverhalten
der Zelllinien nach Xenotransplantation in Mause tiberpriift werden. Diese Methode bietet
den Vorteil, dass authentischere Bedingungen fiir das Wachstum der Zellen geschaffen
werden, indem z.B. die Vaskularisierung und Interaktion mit Fibroblasten des

Tumorstromas gewéhrleistet wird.

In Kooperation mit Prof. Arne Ostman (Karolinska Institut, Stockholm) wurden HCT116-
control shRNA- und HCT116-DEP-1 shRNA-Zellen subcutan in die Flanken von jeweils
zehn SCID Maiusen injiziert. Die TumorgroBe wurde in regelmédBigen Abstidnden
gemessen, und bei Erreichen der maximal zuldssigen GréB3e wurden die Miuse getotet und
die Tumoren isoliert. Das Tumorgewebe wurde fiir histologische Untersuchungen in
Paraffin eingebettet oder kryokonserviert. Ein Teil jedes Tumors wurde fiir die

Westernblot-Analyse lysiert.

Von den zehn Midusen pro Gruppe entwickelten sechs Miuse aus der control shRNA-
Gruppe und vier Méusen aus der DEP-1-shRNA-Gruppe einen Tumor (Daten nicht
gezeigt). Hierbei war auffillig, dass sowohl die Zeitspanne zwischen Injektion der Zellen
und erstmaliger Nachweisbarkeit der Tumoren als auch die Wachstumsgeschwindigkeit

der Tumoren innerhalb einer Gruppe sehr stark variierten.

Mit Hilfe von Immunfiarbungen wurden Kryo- und Paraffinschnitte der Tumoren auf die
Expression des Proliferationsmarkers PCNA und des Vaskularisierungsmarkers CD31
getestet, um die Tumoren ndher zu charakterisieren. Aber auch bei der Markeranalyse
zeigte sich eine sehr hohe Heterogenitdt innerhalb der Tumorgruppen (Daten nicht
gezeigt).

In den Lysaten der Tumoren wurde auch die Phosphorylierung von cMet, FAK, Paxillin,
Akt und Erk mittels Westernblot untersucht. Eine Regulation der Phosphorylierung dieser
Proteine war zuvor durch DEP-1-Reexpression in SW480-Kolonkarzinomzellen gefunden
worden (Balavenkatraman, unpublizierte Daten). Weiterhin wurde tiberpriift, ob der
DEP-1-Knockdown in den Tumoren aufrechterhalten wurde. Wie schon bei der
Untersuchung des Tumorwachstums zeigte sich auch bei der Analyse der

Phosphorylierung, dass die Variation innerhalb einer Tumorgruppe sehr stark ausgeprégt
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war, so dass keine gruppenspezifischen Unterschiede festgestellt werden konnten. Die
Analyse der DEP-1-Expression zeigte interessanterweise, dass der Knockdown von DEP-1

in den HCT116-DEP-1 shRNA-Tumoren nicht aufrechterhalten wurde.

Aufgrund des Verlustes des DEP-1-Knockdowns in den HCT116-DEP-1 shRNA-Tumoren
sowie der allgemein sehr hohen Variabilitdt der untersuchten Marker konnten aus diesen
Experimenten keine Riickschliisse auf die Rolle von DEP-1 fiir die Tumorigenese in vivo

gezogen werden.

3.1.8 Schlussfolgerungen aus den Untersuchungen in Kolonkarzinomzellen
Durch stabilen Knockdown von DEP-1 sollte die Funktion der Phosphatase in
Kolonkarzinomzellen charakterisiert werden. Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen
waren Daten aus DEP-1-Uberexpressionsexperimenten. Mit Antikorper-Array- und
Substrat-Trapping-Analysen wurden auflerdem unabhingige methodische Ansitze zur
Identifizierung von DEP-1-Substraten bzw. DEP-1-regulierten Signalwegen verfolgt.
Weiterhin wurden umfangreiche funktionelle Assays etabliert und durchgefiihrt sowie
xenotransplantierte Tumoren analysiert. Es konnte eine Assoziation von DEP-1 mit
Fokaladhisionsproteinen sowie eine adhédsionsabhéngige Paxillin-Hypophosphorylierung
in DEP-1-depletierten HCT116-Zellen beobachtet werden. Funktionelle Assays ergaben
einen geringen Anstieg der Koloniebildung in Softagar-Medium nach DEP-1-Knockdown,
wobei Xenotransplantationsexperimente keine Hinweise auf eine erhohte Tumorigenitét

der DEP-1-depletierten Kolonkarzinomzellen lieferten.

Da eine weitere Untersuchung der Funktion von DEP-1 mit dem vorliegenden Zellmodell
als nicht sehr aussichtsreich angesehen wurde, sollte die Untersuchung der Funktion von
DEP-1 mit den etablierten Methoden nun an einem alternativen Zellmodell weitergefiihrt

werden.

3.2 Funktion von DEP-1 in Meningeomzellen

Meningeome sind Tumoren der Meningen, die hdufig ein benignes Wachstum aufweisen.
Wéhrend NF2/Merlin als Tumorsuppressor fiir das Meningeom etabliert ist, ist die Rolle
von PTPs fiir die Tumorigenese weitestgehend unbekannt. Neben dem Verlust von NF2
wurde in Meningeomen eine autokrine PDGFR-Aktivierung als Mechanismus beschrieben,

der zur Tumorentstehung beitragen konnte (Figarella-Branger et al. 1994, Shamah et al.
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1997). Da der PDGFR in anderen Untersuchungen wiederum als ein Substrat von DEP-1
identifiziert wurde, war die Analyse der Funktion von DEP-1 in Meningeomen von
besonderem Interesse. Da aulerdem — wie im néchsten Abschnitt detaillierter dargestellt —
LOH-Untersuchungen auf eine mogliche Relevanz von DEP-1 fiir die Entstehung von
Meningeomen hindeuteten, wurde nun das Meningeom als Modell fir die
Charakterisierung der Funktion von DEP-1 ausgewdhlt. Das Projekt wurde in Kooperation
mit Prof. Dr. Christian Mawrin (Institut fiir Pathologie, Universitidt Jena/Institut fiir
Neuropathologie, Universitdt Magdeburg) und Dr. Daniela Haase (Institut fiir Pathologie,

Universitét Jena) bearbeitet.

3.2.1 DEP-1/PTPRJ-Expression und -LOH in Meningeomen und Meningeom-
zelllinien

Zunéchst sollte untersucht werden, ob DEP-1 in Meningeomzelllinien und Tumoren
exprimiert wird. Aus den Westernblot-Analysen geht hervor, dass DEP-1 in zwei der
getesteten Zelllinien, KT21 und SF3061, stiarker exprimiert wird, wéhrend in den Zelllinien
F5, HBL52, BenMenl und IOMM keine bzw. nur eine sehr geringe Expression
nachweisbar war (Bild 3.7 (A)). Die analysierten Tumoren wiesen ebenfalls sehr
unterschiedliche DEP-1-Expressionsspiegel auf, wobei aber aufgrund der relativ geringen
Zahl untersuchter Proben keine Riickschliisse auf einen Zusammenhang zwischen

Tumorgrad und Expressionsspiegel gezogen werden konnten (Bild 3.7 (A)).
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Bild 3.7: Analyse der DEP-1-Expression in Meningeomzelllinien und Tumorproben. (A) Gleiche
Proteinmengen von Lysaten der angegebenen Zelllinien (oben) oder von Tumoren (unten) wurden mit WGA-
Agarose inkubiert und die DEP-1-Expression wurde in der so isolierten Glykoproteinfraktion mittels
Westernblot analysiert. (B) LOH am PTPRJ- oder NF2-Locus wurde durch PCR-Amplifikation von vier bzw.
drei etablierten Mikrosatellitenmarkern analysiert. Die LOH-H&ufigkeit am PTPRJ- und NF2-Locus sowie an
beiden Loci in Tumoren verschiedener WHO-Grade ist dargestellt.
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In verschiedenen humanen Karzinomen, wie z.B. dem Kolonkarzinom oder
Lungenkarzinom, wurde Heterozygotieverlust fiir das DEP-1-kodierende Gen PTPRJ
beschrieben (Ruivenkamp et al. 2002). Ob dieser Mechanismus fiir die Entstehung von
Meningeomen relevant ist, wurde in 32 Tumoren durch PCR-Amplifikation von etablierten
Mikrosatellitenmarkern untersucht. Die Analysen zeigten PTPRJ-Heterozygotieverlust in
35% (7/20) der informativen Grad I-Tumoren und in 50% (3/6) der informativen Grad II-
und III-Tumoren. Zum Vergleich wurde zusitzlich die LOH-Héaufigkeit fiir den
Tumorsuppressor NF2 untersucht. Die LOH-Héufigkeit lag mit 45% fiir die informativen
Grad I-Tumoren bzw. mit 67% fiir die informativen Grad II- und III-Tumoren etwas hoher
als fir PTPRJ und deckte sich mit Angaben aus der Literatur (Baser and Poussaint 2006).
In 30% der Grad I-Tumoren und 50% der Grad II- und III-Tumoren war
Heterozygotieverlust fiir beide Gene nachweisbar (Bild 3.7 (B)). Der PTPRJ-
Heterozygotieverlust in einem hohen Anteil von Meningeomen deutet darauf hin, dass
DEP-1 fiir die Tumorigenese des Meningeoms relevant sein konnte. Um die Funktion von
DEP-1 im Meningeom néher zu charakterisieren, wurden deshalb die beiden Zelllinien mit
der stirksten DEP-1-Expression, KT21 und SF3061, lentiviral mit einem DEP-1 shRNA-
bzw. einem control shRNA-Expressionskonstrukt transduziert. Der DEP-1-Knockdown in

beiden Zelllinien ist in Bild 3.8 dargestellt.
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Bild 3.8: Stabiler Knockdown von DEP-1 in Meningeomzelllinien. KT21- und SF3061-Zellen wurden
lentiviral mit DEP-1 shRNA- bzw. control shRNA-Expressionskonstrukten transduziert. Die DEP-1-Expression
wurde nach WGA-Anreicherung der Glykoproteinfraktion mittels Westernblot nachgewiesen; die Detektion von
Vinculin erfolgte im Zelllysat.
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3.2.2 DEP-1 ist ein negativer Regulator der Paxillin-Phosphorylierung in
Meningeomzellen

Aus den Untersuchungen an HCT116-Kolonkarzinomzellen ging hervor, dass DEP-1 die
Paxillin-Phosphorylierung nach Zelladhédsion positiv reguliert. Es sollte nun geklart
werden, ob dieser Effekt auch in Meningeomzellen auftritt. Dazu wurden die Kontroll- und
DEP-1-depletierten KT21-Zellen in Suspension gehungert, fiir unterschiedliche Zeiten in
Fibronectin-beschichtete Platten eingesdt und lysiert. Die Lysate wurden durch
Westernblot analysiert. Aus Bild 3.9 geht hervor, dass die Paxillin-Phosphorylierung auch
in den DEP-1-depletierten KT21-Zellen reduziert war. Der Graph stellt die Quantifizierung
von drei unabhéngigen Experimenten dar. Dazu wurde das phospho-Paxillin-Signal auf das
pan-Paxillin-Signal normalisiert. Fiir die einzelnen Adhésionszeitpunkte ist dargestellt, um
welchen Faktor sich die (normalisierte) Paxillin-Phosphorylierung in den DEP-1-
depletierten Zellen gegeniiber der Phosphorylierung in den Kontrollzellen unterscheidet.
Wie auch in den Kolonkarzinomzellen war der Effekt nicht sehr stark ausgeprigt. Die
Reduktion der Paxillin-Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen lag im Mittel
bei 20-30%, allerdings war der Effekt in mehreren unabhidngigen Versuchen
reproduzierbar. Diese Daten deuten darauf hin, dass es sich bei der positiven Regulation
der Paxillin-Phosphorylierung nicht um eine zelltypspezifische Funktion von DEP-1
handelt. In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen der HCT116-Zellen war auch in
KT21-Zellen keine adhésionsabhédngige Regulation der FAK-Phosphorylierung durch
DEP-1 nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
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Bild 3.9: Hypophosphorylierung von Paxillin in DEP-1-depletierten KT21-Zellen. DEP-1 shRNA- und
control shRNA-exprimierende KT21-Zellen wurden in serumfreiem Medium in Suspension gehalten und in
Fibronectin-beschichtete Platten eingeséat. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und die
Lysate anschlieRend mittels Westernblot analysiert. Die Blots wurden densitometrisch quantifiziert. Die
Signalintensitat von phospho-Paxillin wurde auf die Intensitat von pan-Paxillin normalisiert. Das Verhéltnis der
normalisierten Werte von DEP-1 shRNA- zu control shRNA-exprimierenden Zellen wurde fur die jeweiligen
Zeitpunkte berechnet. Das Diagramm zeigt den Mittelwert und die Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten.
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3.2.3 DEP-1 ist ein positiver Regulator der Ausbreitung von Meningeom-
zellen

Nachdem eine adhisionsabhingige Regulation der Paxillin-Phosphorylierung durch DEP-1
nachgewiesen wurde, sollte untersucht werden, ob sich dieser Effekt auf Prozesse wie

beispielsweise die Ausbreitung und Adhésion von Zellen auswirkt.

Um die Ausbreitung der Zellen zu verfolgen, wurden KT21-control shRNA- und KT21-
DEP-1 shRNA-Zellen in serumfreiem Medium in eine Fibronectin-beschichtete,
kompartimentierte Schale eingesdt. Die Ausbreitung beider Zelllinien wurde nun parallel
unter einem Time-Lapse-Mikroskop iiber einen Zeitraum von 90 Minuten beobachtet. Eine
typische Zelle jeder Linie ist in Bild 3.10 (A) dargestellt. Die Aufnahmen zeigen, dass sich
die Kontrollzellen sehr stark ausbreiteten. Im Gegensatz dazu war die Ausbreitung der

DEP-1-depletierten Zellen verzégert und weniger stark ausgepragt.
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Bild 3.10: Verminderte Ausbreitung von DEP-1-depletierten KT21-Zellen. (A) Die Ausbreitung von KT21-
DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen auf einer Fibronectin-beschichteten Schale wurde simultan
unter einem Time-Lapse-Mikroskop Uber einen Zeitraum von 90 min verfolgt. Ein reprasentatives Beispiel fir
zwei unabhangige Experimente mit jeweils funf analysierten mikroskopischen Gesichtsfeldern ist dargestellit.
(B) KT21-DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen wurden in Suspension gehungert und auf
Fibronectin-beschichtete Deckgléschen eingesat. Nach den angegebenen Zeiten wurden die Zellen fixiert und
filamentéses Actin mit TRITC-Phalloidin geférbt. Die Aufnahmen der Zellen wurden mit einem Laser-
Scanning-Mikroskop durchgefiihrt. Ein représentatives Beispiel fUr drei unabhangige Experimente mit jeweils
20 analysierten Zellen ist dargestellt.
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Eine verminderte Ausbreitung der DEP-1-depletierten Zellen war auch in einem zweiten
experimentellen Ansatz zu beobachten. Hierzu wurden die beiden transduzierten KT21-
Zelllinien auf Fibronectin-beschichtete Deckgldschen gesdt und die Zellen nach
unterschiedlichen Zeiten fixiert. AnschlieBend wurde das Actinzytoskelett der Zellen mit
TRITC-markiertem Phalloidin angefiarbt und durch Laser-Scanning-Mikroskopie sichtbar
gemacht. Eine Zelle typischer Grofe ist in Bild 3.10 (B) zu sehen. Auch in diesem Ansatz
ist deutlich zu erkennen, dass sich die DEP-1-depletierten Zellen weniger ausbreiteten als

die Kontrollzellen.

3.2.4 DEP-1 reguliert die Anzahl und Verteilung von Zell-Matrix-Kontakten in
Meningeomzellen

Einen wichtigen Schritt im Rahmen der Ausbreitung von Zellen stellt die Ausbildung von
Kontakten zur extrazelluldren Matrix dar. Da die vorangegangenen Experimente eine
verminderte Ausbreitung der DEP-1-depletierten Zellen zeigten, sollte analysiert werden,
ob der Effekt im Zusammenhang mit einer verdnderten Anzahl oder Verteilung von Zell-
Matrix-Kontakten steht. Zu diesem Zweck wurden KT2I1-control shRNA- und KT21-
DEP-1 shRNA-Zellen auf Fibronectin-beschichtete Deckgldschen gesdt und nach zwei
Stunden fixiert. Durch Immunfirbung der Adapterproteine Paxillin und Vinculin wurden
anschlieBend Zell-Matrix-Kontakte sichtbar gemacht. Bild 3.11 zeigt Aufnahmen der

Farbungen mittels Laser-Scanning-Mikroskopie.

Paxillin Vinculin

control shRNA DEP-1 shRNA control shRNA DEP-1 shRNA

Bild 3.11: Reduzierte Bildung von Zell-Matrix-Kontakten in DEP-1-depletierten KT21-Zellen. KT21-
DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen wurden in serumfreiem Medium in Suspension gehungert und
anschlieRend auf Fibronectin-beschichtete Deckgldschen eingesat. Nach 2 h wurden die Zellen fixiert und mit
Paxillin- oder Vinculin-Antikérpern sowie Cy3-konjugierten Sekundarantikdrpern gefarbt. Die Bilder wurden
mittels Laser-Scanning-Mikroskopie erhalten und die Fluoreszenzsignale in Graustufen umgewandelt. Ein
reprasentatives Beispiel fiir drei unabhdngige Experimente mit jeweils 20 analysierten Zellen pro Zelllinie ist
dargestellt. Farbungen mit Kontroll-lgGs anstelle von Primé&rantikérpern ergaben keine Signale und sind hier
nicht dargestellt.
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Die DEP-1-depletierten Zellen wiesen eine diffuse Verteilung von Paxillin im Zytosol auf
sowie Paxillin-haltige komplexartige Strukturen, die sich hauptsdchlich auf die Peripherie
der Zellen konzentrierten. Im Gegensatz dazu war Paxillin in den Kontrollzellen weniger
diffus verteilt sondern stattdessen verstédrkt in grofere Proteinkomplexe eingelagert. Diese
Strukturen waren nicht nur auf die Peripherie der Zellen beschrinkt und waren dariiber
hinaus zum Teil auch zu groBeren Clustern zusammengelagert. Ein dhnliches

Verteilungsmuster war auch flir Vinculin zu beobachten.

3.2.5 DEP-1 ist ein positiver Regulator der Adhasion von Meningeomzellen

Da sich gezeigt hatte, dass sich die DEP-1-exprimierenden Zellen besser auf Fibronectin
ausbreiten und eine erhohte Anzahl von Zell-Matrix-Kontakten aufweisen, lag die
Vermutung nahe, dass diese Effekte in einer verstirkten Adhésion der Zellen resultieren
konnten. Um diese Annahme zu iberpriifen, wurde die Adhédsion der KT21-control
shRNA- und KT21-DEP-1 shRNA-Zellen auf Kollagen Typ I, Kollagen Typ II und
Fibronectin untersucht. Die Zellen wurden in serumfreiem Medium in Suspension
gehungert und anschlieBend in eine mit den Matrixproteinen beschichtete 96-Well-Platte
eingesidt. Nach zwei Stunden wurde das Medium zusammen mit den nicht-adhirierten
Zellen abgesaugt. Im Anschluss wurden die verbliebenen, adhérierten Zellen mit
Kristallviolett angefarbt. Das Ergebnis ist in Bild 3.12 dargestellt. Es ist klar zu erkennen,

dass die DEP-1-depletierten Zellen auf allen drei Matrixproteinen schwicher adhérierten.

control shRNA DEP-1 shRNA

Bild 3.12: DEP-1 ist ein positiver Regulator der Zell-Matrix-Adhasion von KT21-Zellen. KT21-DEP-1
shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen wurden in Suspension gehungert und in eine mit Kollagen Typ | (Kol
1)-, Kollagen Typ Il (Kol I1)- bzw. Fibronectin (FN)-beschichtete 96-Well-Platte eingesat. Nach 2 h wurden das
Medium und nicht-adhéarierte Zellen abgesaugt; die adhéarierten Zellen wurden mit PBS gewaschen und
anschlieRend mit Kristallviolett gefarbt. Das Bild wurde mit Hilfe eines Flachbett-Scanners im Durchlichtmodus
erzeugt.
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3 Ergebnisse

Nach diesem ersten Hinweis auf eine positive Funktion von DEP-1 auf die Zell-Matrix-
Adhision sollte der Effekt nun genauer charakterisiert werden. Zum einen sollte die
Kinetik der Adhédsion verfolgt, und zum anderen die Adhédsion quantitativ erfasst werden.
AuBerdem wurden die SF3061-Zellen in die Analyse mit einbezogen, um
zelllinienspezifische Effekte auszuschlieBen. Hierfiir wurde der Versuchsaufbau etwas
abgewandelt. Es wurde auf die Farbung mit Kristallviolett nach der Adhédsion verzichtet,
stattdessen wurden die Zellen vor der Einsaat mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die
Adhésion wurde quantifiziert, indem die adhérierten Zellen zu unterschiedlichen Zeiten
lysiert und anschlieend die Fluoreszenz der Lysate gemessen wurde. Der Mittelwert von

vier unabhéngigen Experimenten ist in Bild 3.13 dargestellt.
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Bild 3.13: DEP-1 ist ein positiver Regulator der Zell-Matrix-Adhdsion von Meningeomzellen. KT21-
DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen bzw. SF3061-DEP-1 shRNA- und SF3061-control shRNA-
Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff CellTracker™ Green CMFDA markiert, 1 h in Suspension
gehungert und in 96-Well-Platten (beschichtet mit den angegebenen Matrixproteinen) eingeséat. Zu den
dargestellten Zeitpunkten wurden nicht-adhérierte Zellen abgesaugt, adhéarierte Zellen lysiert und die
Fluoreszenz der Lysate gemessen. Innerhalb eines Experiments wurden sechs Replikate pro Bedingung
gemessen; die Fluoreszenz der Lysate wurde auf den 120 min-Wert der jeweiligen Kontrollzelllinie
normalisiert. In den Graphen ist der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts der normalisierten Werte von
vier unabhdngigen Experimenten dargestellt. Zweifaktorielle ANOVA wurde zur Testung auf signifikante
Unterschiede zwischen den Zelllinien angewendet (*p<0,05).
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3 Ergebnisse

Den Graphen ist zu entnehmen, dass die Adhdsion der DEP-1-depletierten KT21-Zellen
auf allen drei Matrixproteinen signifikant vermindert war. Auch fiir die DEP-1-depletierten
SF3061-Zellen wurde eine geringere Adhdsion gemessen, allerdings war hier der Effekt
etwas schwicher ausgeprigt und fiir die Adhédsion auf Fibronectin nicht signifikant.
Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass DEP-1 ein positiver Regulator der

Zell-Matrix-Adhésion von Meningeomzellen ist.

3.2.6 DEP-1 ist ein negativer Regulator der Migration von Meningeomzellen
Fiir Kolonkarzinomzellen und Fibroblasten wurde eine Hemmung der Migration nach
DEP-1-Uberexpression beschrieben (Balavenkatraman et al. 2006, Jandt et al. 2003, Kellie
et al. 2004). Ob DEP-1 auch in Meningeomzellen anti-migratorische Effekte ausiibt, sollte
mit Hilfe von ,,Wound healing“-Assays tiberpriift werden. Hierfiir wurden untransduzierte
KT21-Zellen, KT21-control shRNA- und KT21-DEP-1 shRNA-Zellen zunichst bis zur
Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden flir zwei Stunden mit Mitomycin C behandelt, um
die Proliferation zu blocken, und im Anschluss wurde die Zellschicht mit einer
Pipettenspitze ,,verwundet®. Direkt nach der Verwundung und nach 20 Stunden Inkubation
mit Wachstumsmedium wurden die Wunden fotografiert und die Migration iiber die
Bestimmung der mit Zellen bedeckten Wundfliche quantifiziert. Es zeigte sich, dass die
Migration der DEP-1-depletierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant
erhoht war. Eine deutliche Steigerung der Migration war auch fiir DEP-1-depletierte
SF3061-Zellen zu beobachten (Bild 3.14 (A))

Zusétzlich zu den stabil DEP-1-depletierten Zellen wurden auch KT21-Zellen analysiert, in
denen die DEP-1-Expression durch transiente Transfektion mit einer DEP-1 siRNA
herabgesetzt wurde. Bild 3.14 (B) zeigt, dass auch der akute Knockdown von DEP-1 eine
deutliche Erhohung der Motilitdt der Zellen hervorrief.

Einerseits erschien es wichtig, ausschlieBen zu konnen, dass die beobachteten Effekte nicht
auf einer Beeinflussung der Proliferation beruhten. Andererseits war der Effekt der DEP-1-
Depletion auf die Proliferation per se von Interesse. Deshalb wurde die Proliferation von
jeweils untransduzierten, control sShRNA- und DEP-1 shRNA-exprimierenden KT21- und
SF3061-Zellen in Wachstumsmedium mit dem MTT-Assay bestimmt. Wie aus Bild 3.15
hervorgeht, variierte die Proliferation der KT21- und SF3061-Zellen auch nach 96 Stunden
Kultivierung nicht signifikant in Abhéngigkeit von der DEP-1-Expression.
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Bild 3.14: DEP-1 hemmt die Migration von Meningeomzellen. (A) Untransduzierte KT21- und SF3061-
Zellen und stabil DEP-1 shRNA- oder control shRNA-exprimierende Zellen wurden mittels Wound healing-
Assays analysiert. 0 h und 20 h nach Verwunden der Zellschicht wurden drei Positionen pro Ansatz
fotografiert und der Bereich der Wunde, der nach 20 h mit Zellen bedeckt war, quantifiziert. Der Mittelwert
und die Standardabweichung von zwei (KT21) bzw. drei (SF3061) unabhangigen Experimenten ist in den
Graphen dargestellt (*p<0,05 durch t-Test). (B) Wound healing-Assay mit untransfizierten KT21-Zellen und
Zellen, die transient mit DEP-1 siRNA oder control siRNA transfiziert wurden. Der Versuch wurde 72 h nach
Transfektion durchgefihrt. Drei verschiedene Positionen in drei unabhangigen Experimenten wurden
quantifiziert. Der Mittelwert und die Standardabweichung sind im Graph dargestellt (*p<0,05 durch t-Test).



3 Ergebnisse

Folglich kénnen die beobachteten Unterschiede der Zelllinien in den Wound healing-
Migrationsassays tatsdchlich ausschlielich auf eine gesteigerte Migration der Zellen
zuriickgefiihrt werden. DEP-1 ist offenbar unter den getesteten Bedingungen kein Effektor

der Proliferation der Meningeomzellen.
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Bild 3.15: DEP-1 reguliert nicht die Proliferation von Meningeomzellen unter normalen Wachstums-
bedingungen. Untransduzierte KT21- und SF3061-Zellen sowie stabil DEP-1 shRNA- und control shRNA-
exprimierende Zellen wurden in 96-Well-Platten in Wachstumsmedium eingesat. Nach den angegebenen
Zeiten wurde dem Medium MTT-Reagenz zugesetzt. Nach 4 h wurden die Zellen lysiert und die Absorption
bei 570 nm gemessen. Innerhalb eines Experiments wurden sieben Replikate gemessen. Der Mittelwert und
die Standardabweichung eines reprasentativen Experiments (von drei unabhangigen Experimenten) sind
gezeigt.

3.2.7 Die DEP-1-vermittelte Migrationshemmung ist PDGFR-abhéngig

Mit Hilfe von Wound healing-Assays wurde eine Hemmung der Migration durch DEP-1
beobachtet. Aus diesen Experimenten lassen sich allerdings keine Riickschliisse auf den
Mechanismus der Migrationshemmung ziehen, da die Kultivierung der Zellen in
serumhaltigem Medium erfolgte und somit potentiell eine Reihe von Faktoren fiir die
Stimulation der Migration in Frage kiime. In friilheren DEP-1-Uberexpressionsstudien
wurde gezeigt, dass DEP-1 die PDGF-abhidngige Migration negativ reguliert (Jandt et al.
2003, Kellie et al. 2004). Es sollte deshalb untersucht werden, ob PDGF-Rezeptoren auch
in Meningeomzellen an den DEP-1-abhéngigen Migrationseffekten beteiligt sind. Dies war

insbesondere auch deshalb von Interesse, da die autokrine Stimulation von PDGF-
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Rezeptoren in Meningeomen als Mechanismus diskutiert wird, der zur Tumorigenese

beitragen konnte (Figarella-Branger et al. 1994, Shamah et al. 1997)

Die Migrationsversuche mit untransduzierten KT21-Zellen und DEP-1 shRNA- bzw.
control shRNA-exprimierenden KT21-Zellen wurden deshalb nun noch einmal in der
Gegenwart zweier PDGFR-Kinaseinhibitoren — Imatinib und AG1295 — durchgefiihrt.
Beide Substanzen koénnen noch eine geringe Zahl anderer Kinasen hemmen, insbesondere
die weiteren Targets von AG1295 (cKit, Flt3) sind aber in Meningeomzellen nicht
relevant. Da beide Inhibitoren in DMSO gel6ost waren, wurde zusitzlich eine DMSO-
Kontrolle mitgefiihrt. Bild 3.16 (A) stellt die Quantifizierung der Experimente dar. Aus
dem Graph geht hervor, dass die erhohte Motilitdt der DEP-1-depletierten Zellen sowohl
durch AG1295 als auch durch Imatinib signifikant auf das Niveau der control shRNA-
exprimierenden Zellen herabgesetzt wurde. Diese Experimente lieferten somit einen ersten
Hinweis auf eine Beteiligung von PDGF-Rezeptoren an der erhdhten Migration der

DEP-1-depletierten Zellen.
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Bild 3.16: DEP-1 hemmt die PDGF-abhéngige Migration von Meningeomzellen. (A) Untransduzierte
KT21-Zellen, KT21-DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen wurden wie in Bild 3.14 behandelt, auRer
dass dem Medium nach Verwunden der Zellschicht die PDGFR-Kinaseinhibitoren AG1295 (20uM) oder
Imatinib/STI571 (2 uM), bzw. das Loésungsmittel DMSO zugesetzt wurden. Der Mittelwert und die
Standardabweichung von zwei unabhangigen Experimenten sind dargestellt (*p<0,05 durch t-Test). (B) Die
PDGF-BB (10 ng/ml)-abhéngige Migration von untransduzierten KT21-Zellen, DEP-1 shRNA- und control
shRNA-exprimierenden KT21-Zellen wurde in einer Boyden-Kammer analysiert. Nach 4 h wurden die Zellen,
die auf die Unterseite der Membran gewandert waren, gezahlt. Der Mittelwert und die Standardabweichung
von drei unabhangigen Experimenten sind dargestellt (*p<0,05 durch t-Test).
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In einem zweiten Ansatz wurde die PDGF-BB-abhéingige Migration direkt analysiert.
Dazu wurden gehungerte, untransduzierte KT21-Zellen und DEP-1 shRNA- bzw. control
shRNA-exprimierenden KT21-Zellen in serumfreiem Medium in eine Boyden-Kammer
eingesit. Nach vier Stunden wurden die Zellen quantifiziert, die gegen einen PDGF-
Gradienten durch die pordse Membran migriert waren. Im Einklang mit den PDGFR-
Inhibitor-Studien lag auch in diesem Assay die Zahl der migrierten DEP-1-depletierten
Zellen signifikant tiber der Zahl der Kontrollzellen (Bild 3.16 (B)). Unter diesen
Bedingungen war der durch DEP-1-Depletion verursachte Anstieg der Migration sogar

noch stirker ausgeprégt als in den Wound healing-Assays.

Somit konnte mit Hilfe von zwei verschiedenen experimentellen Ansidtzen gezeigt werden,

dass PDGF-Rezeptoren in die DEP-1-abhéngige Migrationsregulation involviert sind.

3.2.8 DEP-1 ist ein negativer Regulator der PDGFR-Signaltransduktion in
Meningeomzellen

Da die vorangegangenen Migrationsversuche auf eine Beteiligung von PDGF-Rezeptoren
an der DEP-1-vermittelten Migrationsregulation hinwiesen, sollte nun untersucht werden,
wie DEP-1 in die PDGFR-abhédngige Signaltransduktion eingreift. Zundchst wurde der
Einfluss von DEP-1 auf die PDGFR-Phosphorylierung analysiert. Dazu wurden KT21- und
SF3061-Zellen (DEP-1-depletierte bzw. Kontrollzellen) mit PDGF-BB stimuliert. Die
Phosphorylierung der Rezeptoren wurde durch Westernblot mit einem phospho-Y849
(PDGFRa)/phospho-Y857 (PDGFRp)-spezifischen ~ Antikorper analysiert, der die
Phosphorylierung beider Rezeptorisoformen aufgrund hoher Sequenzhomologie erkennt.
Diese Tyrosine, die sich im Aktivierungsloop der jeweiligen Kinasedoméne befinden,
werden infolge von Ligandenbindung autophosphoryliert, was zur Aktivierung der Kinase

beitragt (Heldin et al. 1998).

In Bild 3.17 (A) sind jeweils ein reprisentatives Beispiel und die Quantifizierung von
mindestens drei unabhéngigen Versuchen dargestellt. Es zeigte sich, dass die PDGF-BB-
stimulierte PDGFR-Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen erhoht war. Die
Quantifizierungsgraphen stellen fiir die einzelnen Zeitpunkte dar, um welchen Faktor die
PDGFR-Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen gegeniiber der
Phosphorylierung in den Kontrollzellen erhoht ist (DEP-1 shRNA/control shRNA).
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Bild 3.17: DEP-1 hemmt die PDGFR- und PLCy-Phosphorylierung in Meningeomzellen. KT21-
DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen (A) oder SF3061-DEP-1 shRNA- und SF3061-control shRNA-
Zellen (A,B) wurden bis zur Konfluenz kultiviert und in serumfreiem Medium Uber Nacht gehungert. Die Zellen
wurden mit 50 ng/ml PDGF-BB stimuliert und die PDGFR-Aktivierung (A) oder die Aktivierung von
downstream Signalwegen (B) mittels Westernblot analysiert. Gleiche Proteinmengen wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt; fir die DEP-1- und PDGFR-Detektion wurde vor der Auftrennung eine Glyko-
proteinanreicherung mit WGA-Agarose vorgenommen. Die Blots wurden densitometrisch quantifiziert. Das
Signalverhéltnis von DEP-1 shRNA- zu control shRNA-exprimierenden Zellen wurde fiir die phospho-PDGFR-
Signale bzw. fir die normalisierte PLCy-Phosphorylierung (phospho-PLCy normalisiert auf pan-PLCy) fir die
jeweiligen Zeitpunkte berechnet. In den Diagrammen sind der Mittelwert und die Standardabweichung von

mindestens drei unabhéngigen Experimenten dargestellt.
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Neben der Rezeptorphosphorylierung wurde auch die PDGF-stimulierte Phosphorylierung
der Proteine Akt, Erk und PLCy in SF3061-Zellen analysiert. Wéhrend die
Phosphorylierung von Akt und Erk nicht durch die DEP-1-Expression reguliert war, wurde
eine Steigerung der PLCy-Phosphorylierung in den DEP-1-depletierten Zellen beobachtet
(Bild 3.17 (B)).

Als néchstes sollte untersucht werden, welche der beiden PDGFR-Isoformen durch DEP-1
dephosphoryliert wird, da der verwendete Antikoérper die Phosphorylierung beider
Isoformen erfasst. Da in KT21 mittels Westernblot nur die Expression von PDGFRa
nachweisbar war (Daten nicht gezeigt), kommt in dieser Zelllinie folglich auch nur der
PDGFRa als Substrat in Frage. Im Gegensatz dazu exprimieren SF3061-Zellen beide
Rezeptorisoformen, so dass prinzipiell eine Dephosphorylierung beider Isoformen moglich
wire. Um dieser Frage nachzugehen, wurden die Stimulationsversuche mit SF3061-Zellen
noch einmal mit PDGFR-Isoform-selektiven PDGF-Liganden wiederholt. Wéihrend
PDGF-AA nur PDGFRa-Homodimere stimuliert, werden durch PDGF-DD bevorzugt
PDGFRB-Homodimere aktiviert (Tallquist and Kazlauskas 2004). Auf diese Art und Weise
kann mit dem nicht-selektiven anti-phospho-PDGFR-Antikérper dennoch unterschieden

werden, welche Rezeptorisoform bevorzugt reguliert wird.

Die Stimulation von SF3061-Zellen durch PDGF-DD ergab, dass die PDGFR-
Phosphorylierung offenbar nicht durch DEP-1 reguliert wurde, zumindest nicht an den
untersuchten Phosphorylierungsstellen. Dagegen war eine geringfiigige DEP-1-abhéngige
Regulation der Phosphorylierung nach PDGFRa-Aktivierung festzustellen (Bild 3.18).
Dieser Effekt war jedoch schwicher ausgeprigt als der Effekt nach PDGF-BB-Stimulation
(Bild 3.17 (B)). Da PDGF-BB allerdings nicht nur PDGFRa- bzw. PDGFRB-Homodimere
aktiviert, sondern auch PDGFRaf-Heterodimere, ist es denkbar, dass DEP-1 besonders
effektiv die Phosphorylierung von Heterodimeren reguliert, die bei der Stimulation mit

PDGF-AA und -DD nicht aktiviert werden.
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Bild 3.18: DEP-1 reguliert die PDGFRa-Phosphorylierung in SF3061-Zellen. SF3061-DEP-1 shRNA- und
SF3061-control shRNA-Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert und in serumfreiem Medium Uber Nacht
gehungert. Die Zellen wurden mit 50 ng/ml PDGF-AA (oben) oder mit 100 ng/ml PDGF-DD (unten) stimuliert
und die PDGFR-Aktivierung mittels Westernblot analysiert. Gleiche Proteinmengen wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Fir die DEP-1- und PDGFR-Detektion wurde vor der Auftrennung eine Glykoprotein-
anreicherung mit WGA-Agarose vorgenommen. Die Blots wurden densitometrisch quantifiziert. Die phospho-
PDGFR-Signale wurden auf die pan-PDGFR-Signale normalisiert. Das Verhéltnis der normalisierten Signale
von DEP-1 shRNA- zu control shRNA-exprimierenden Zellen wurde fiir die jeweiligen Zeitpunkte berechnet.
Der Mittelwert und die Standardabweichung von mindestens drei unabhdngigen Experimenten sind in den
Diagrammen dargestellt.

3.2.9 DEP-1 hemmt die Koloniebildung von Meningeomzellen in Softagar

Fir DEP-1-depletierte HCT116-Kolonkarzinomzellen wurde bereits eine geringfiigige
Steigerung der Koloniebildung in Softagar-Medium festgestellt. Ob DEP-1 auch Einfluss
auf das verankerungsunabhidngige Wachstum von Meningeomzellen nimmt, wurde anhand
der Koloniebildung von KT21-Zellen in Softagar untersucht. In Bild 3.19 sind ein
repriasentatives Beispiel und die Quantifizierung von drei unabhédngigen Versuchen
dargestellt. Daraus geht sehr deutlich hervor, dass die Koloniezahl der DEP-1-depletierten

Zellen signifikant um ein Vielfaches erhoht war.
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Bild 3.19: DEP-1 hemmt die Koloniebildung von KT21-Zellen in Softagar. Untransduzierte KT21-Zellen,
KT21-DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen wurden 15 Tage in Softagar-Medium kultiviert. Kolonien
wurden mit MTT gefarbt und gezahlt. Ein reprédsentatives Beispiel und der Mittelwert und die
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten mit jeweils vier Replikaten pro Ansatz sind
dargestellt (*p<0,05 durch t-Test).

3.2.10 DEP-1 hemmt das invasive Wachstum von Meningeomzellen in vivo

Um zu untersuchen, ob sich die anti-transformierende Aktivitit von DEP-1 auch auf das
Tumorwachstum in vivo auswirkt, wurden von unseren Kooperationspartnern Dr. Makoto
Nakamura, Sabrina Friedrich (Klinik fiir Neurochirurgie, Medizinische Hochschule
Hannover) und Prof. Dr. Christian Mawrin (Institut fiir Neuropathologie, Universitit
Magdeburg) das Wachstum der KT21-DEP-1 shRNA- und KT21-control shRNA-Zellen in
einem orthotopen Xenotransplantationsmodell analysiert. Diese Daten wurden mit
Zustimmung der Kooperationspartner hier dargestellt, um die Charakteristika der DEP-1-

depletierten Meningeomzellen umfassend zu présentieren.

Jede Zelllinie wurde dazu intracranial in finf NMRI nu/nu Méuse injiziert. Nach zehn
Tagen wurde das Tumorwachstum histologisch untersucht. Die Injektion der Zellen fiihrte
in allen Tieren zur Bildung von Tumorgewebe, das sich iiber beide Hemisphéaren erstreckte
(Bild 3.20 I, II). Drei von fiinf Méusen, denen DEP-1-depletierte Zellen injiziert worden
waren, wiesen eine Infiltration der Tumorzellen in das Gehirn auf (Pfeile in Bild 3.20 II
und IV), die histologisch dem invasiven Tumorwachstum humaner hochgradiger
Meningeome dhnelte (Bild 3.20 II, IV, VI). Im Gegensatz dazu wurde fiir die DEP-1-
exprimierenden Tumoren in nur einem Fall ein zusétzliches Wachstum in das Gehirn
beobachtet, das jedoch verdringenden und nicht infiltrierenden Charakter hatte (Bild 3.20
I11, V). Die Ergebnisse zeigen, dass der DEP-1-Verlust die Motilitdt von Meningeomzellen

fordert und zu einem invasiven Wachstum in vivo beitragt.
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control shRNA DEP-1 shRNA

Bild 3.20: DEP-1 hemmt das invasive Wachstum von Meningeomzellen in vivo. KT21-DEP-1 shRNA-
und KT21-control shRNA-Zellen wurden stereotaktisch in den prafrontalen Kortex von NMRI nu/nu M&usen
transplantiert. Das Tumorwachstum wurde histologisch analysiert. Die Messbalken reprasentieren 1000 pm
(L1,IV) und 500 um (Ill). Bilder V und VI stellen héhere VergroRerungen von Il bzw. IV dar. DEP-1-
Immunférbungen von Paraffinschnitten der intracranialen Tumoren von Kontroll- (VIl) oder DEP-1-depletierten
Zellen (VII) zeigen die Aufrechterhaltung des DEP-1-Status wahrend des gesamten Experiments.
Die Daten wurden von Dr. Makoto Nakamura, Sabrina Friedrich (Klinik fur Neurochirurgie, Medizinische
Hochschule Hannover) und Prof. Dr. Christian Mawrin (Institut fir Neuropathologie, Universitdt Magdeburg)
erhalten.
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4.1 Funktion von DEP-1 in Kolonkarzinomzellen

Der PTPRJ-Heterozygotieverlust in humanen Kolonkarzinomen und die Identifizierung
von Ptprj als Gen des murinen susceptibility to colon cancer (Sccl)-Locus weisen darauf
hin, dass DEP-1 im Kolon als Tumorsuppressor wirken kénnte (Ruivenkamp et al. 2002).
Die molekularen Mechanismen, die der Tumorsuppression zugrunde liegen, sind jedoch
nicht genau charakterisiert. Untersuchungen in SW480-Kolonkarzinomzellen deuteten
darauf hin, dass DEP-1 die Signaltransduktion des HGF-Rezeptors cMet negativ reguliert
(Balavenkatraman, unpublizierte Daten). Die cMet-vermittelte Signaltransduktion
stimuliert u. a. die Proliferation, die Migration und das Uberleben von Zellen und ist in
verschiedenen Krebsformen verstirkt. (Peruzzi and Bottaro 2006). In SW480-Zellen wurde
eine komplette Dephosphorylierung der Aktivierungsloop-Tyrosine Y1230/1234/1235
sowie eine vollstaindige Dephosphorylierung von Erk und Akt durch DEP-1 beobachtet. Da
diese Daten, wie auch die gro3e Mehrheit der bisher publizierten Studien zur Funktion von
DEP-1, auf DEP-1-Uberexpression basierten, sollte im Rahmen dieser Arbeit die Funktion
der Phosphatase durch stabilen shRNA-vermittelten Knockdown tiberpriift werden. Zu
diesem Zweck wurden drei Kolonkarzinomzelllinien (HCT116, DLD1 und Caco-2)
lentiviral mit einem DEP-1 shRNA- bzw. einem control (non-targeting) shRNA-
Expressionskonstrukt transduziert und anschlieend auf stabile Expression selektiert. In
allen Zelllinien wurde ein effektiver Knockdown von DEP-1 erzielt. Die Analyse der
cMet-Signaltransduktion in den erzeugten Zelllinien ergab jedoch, dass in keiner der
Linien die Phosphorylierung von cMet Y1230/1234/1235, Erk und Akt durch DEP-1
beeinflusst wurde. Durch Kotiiberexpression von DEP-1 und cMet in 293-Zellen war
gezeigt worden, dass die Dephosphorylierung von cMet unter diesen Bedingungen selektiv
erfolgte und die Gabl-Bindungsstelle phospho-Y1349 das bevorzugte DEP-1-Substrat
darstellte (Palka et al. 2003). Die hier durchgefithrten Untersuchungen zur
Phosphorylierung von Y1349 in den DEP-I-depletierten bzw. Kontroll-
Kolonkarzinomzelllinien lieBen jedoch keine DEP-1-abhingigen Unterschiede erkennen.

Untersuchungen, die mit einem Ansatz des Funktionsverlustes durchgefiihrt werden, sind
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in der Regel aussagefihiger als Uberexpressionsuntersuchungen. Die erhaltenen
Ergebnisse legen deshalb nahe, dass es sich bei cMet nicht um ein physiologisches DEP-1-
Substrat handelt und die beobachtete Dephosphorylierung von cMet in DEP-1-
tiberexprimierenden SW480- und 293-Zellen vermutlich durch unphysiologisch hohe

DEP-1-Expressionsspiegel zustande kam.

Zur ldentifizierung von DEP-1-Substraten wurde ein in vitro Substrat-Trapping
durchgefiihrt. Die Interaktionsstudien ergaben eine Assoziation der DEP-1-DA-Substrat-
Trapping-Mutante mit den Fokaladhdsionskomponenten FAK, Src und Paxillin. Eine
Assoziation allein ist aber noch kein Beweis dafiir, dass es sich bei den Proteinen um
physiologische Substrate handelt. Zum einen kann bei diesem Ansatz, insbesondere in der
hier gewihlten Variante, nicht ausgeschlossen werden, dass Proteine mit der Trapping-
Mutante assoziieren, die in vivo aber beispielsweise aufgrund ihrer intrazelluldren
Lokalisation gar nicht an die Phosphatase binden koénnten. Der urspriingliche Versuch,
DEP-1 (WT bzw. DA-Mutante) stabil in SW480-Kolonkarzinomzellen zu exprimieren und
anschlieend mit den assoziierenden Proteinen aus den Zellen zu isolieren, ist wegen sehr
geringer DEP-1-Expressionsspiegel nicht erfolgreich gewesen (Daten nicht gezeigt). Zum
anderen ist es moglich, dass zusammen mit einem Substrat weitere Proteine
koprizipitieren, die selbst keine Substrate darstellen. In DEP-1-Uberexpressionsstudien in
SW480-Kolonkarzinomzellen  (Balavenkatraman, unpublizierte Daten) und in
Schilddriisenkarzinomzellen (Pera et al. 2005) wurde eine positive Regulation der
Tyrosinphosphorylierung von FAK und Paxillin durch DEP-1 beschrieben. Die Analyse
der FAK- und Paxillin-Phosphorylierung in DEP-1-depletierten HCT116-Zellen zeigte,
dass unter normalen Kultivierungsbedingungen keine Regulation durch DEP-1 erfolgt.
Hingegen wurde eine verminderte Paxillin-, aber nicht FAK-, Phosphorylierung in DEP-1-
depletierten HCT116-Zellen nach Adhédsion auf Fibronectin-beschichteten Platten
beobachtet. Im Gegensatz zur Regulation der cMet-Phosphorylierung konnte der Effekt
von DEP-1 auf die Paxillin-Phosphorylierung in Kolonkarzinomzelllinien durch DEP-1-
Knockdown also bestdtigt werden. Eine Hyperphosphorylierung von Paxillin in der
Gegenwart von DEP-1 deutet aber auch darauf hin, dass Paxillin kein Substrat von DEP-1
ist. Es ist folglich davon auszugehen, dass die Assoziation zwischen der DEP-1-DA-

Substrat-Trapping-Mutante und den Proteinen Paxillin und FAK indirekt erfolgte.
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Neben FAK und Paxillin wurden in den Substrat-Trapping-Komplexen auch das bisher
nicht weiter charakterisierte Rho GEF 16 und das Protein p140 Sra-1/Sra-1/PIR121
identifiziert. p140 Sra-1 (Specifically Racl-associated protein) interagiert direkt mit
aktiviertem Racl (Kobayashi et al. 1998) und ist Bestandteil eines Proteinkomplexes, der
an der Aktivierung von WAVE-Proteinen beteiligt ist. WAVE-Proteine konnen wiederum
Arp2/3-Komplexe aktivieren und dadurch die Actinpolymerisation stimulieren. p140 Sra-1
stellt somit eine Verbindung zwischen der Aktivierung von Racl und der
Actinpolymerisation her (Stradal and Scita 2006). AuBerdem wird das Protein fiir die
Ausbildung von Lamellipodien benétigt (Steffen et al. 2004). pl140 Sra-1 kann an
Tyrosinen phosphoryliert werden (Chen et al. 2007), so dass das Protein potentiell ein
Substrat von DEP-1 darstellen konnte. Welche Konsequenzen die Tyrosin-

phosphorylierung fiir die Funktion von p140 Sra-1 hat, ist allerdings nicht bekannt.

Die Regulation der Actinzytoskelettstruktur und die Ausbildung von Fokaladhésionen
bilden die Grundlage fiir die Zell-Matrix-Adhdsion und Migration (Berrier and Yamada
2007, Vicente-Manzanares et al. 2005). Friihere Uberexpressionsstudien zeigten, dass
DEP-1 die Adhésion von Fibroblasten und Schilddriisenkarzinomzellen (Jandt et al. 2003,
Kellie et al. 2004, Pera et al. 2005) und die Serum-induzierte Migration von SW480-
Kolonkarzinomzellen (Balavenkatraman et al. 2006) regulieren kann. Die
adhdsionsabhingige DEP-1-vermittelte Paxillin-Hyperphosphorylierung in HCT116-Zellen
sowie die Assoziation mit weiteren Fokaladhdsionskomponenten und Regulatoren der
Actinzytoskelettstruktur in vitro lieen eine DEP-1-vermittelte Regulation der Adhésion
und Migration auch in HCT116-Zellen vermuten. Es zeigte sich jedoch, dass die Adhdsion
auf drei verschiedenen Matrixproteinen (Fibronectin, Kollagen Typ I und Kollagen Typ 1I)
sowie die Serum-induzierte Migration nicht durch DEP-1 beeinflusst wurden. Dariiber
hinaus konnten auch die beschriebene DEP-1-vermittelte Hemmung der Proliferation und
die Induktion der Apoptose in SW480 und weiteren Zelllinien (Balavenkatraman et al.
2006, Iuliano et al. 2003, Keane et al. 1996, MacKeigan et al. 2005, Massa et al. 2004,
Trapasso et al. 2004) in HCT116-Zellen nicht bestitigt werden. Der einzige Phinotyp von
DEP-1-depletierten HCT116-Zellen, der in funktionellen Assays beobachtet wurde, war
eine geringfiigige Steigerung des verankerungsunabhidngigen Wachstums. Ob dieser
Phianotyp fir das Tumorwachstum in vivo relevant ist, wurde durch

Xenotransplantationsversuche in Méausen tiberpriift. Dadurch, dass der DEP-1-Knockdown
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in den xenotransplantierten Tumoren nicht aufrechterhalten wurde, kann allerdings keine
Aussage zur Rolle von DEP-1 fiir das Wachstum der Kolonkarzinomzellen in diesem

Modell getroffen werden.

Luo et al. 2006 haben beschrieben, dass der PTPRJ-Heterozygotieverlust ein frithes
Ereignis im Verlauf der Kolonkarzinogenese ist und haufig bereits vor der Mutation von
APC auftritt. Es wire demnach moglich, dass der PTPRJ-Allelverlust eher fiir die
Entstehung von pridmalignen Lisionen als fiir die Progression in fortgeschrittenere
Tumorstadien von Bedeutung ist. Zellen eines fritheren Tumorstadiums konnten somit
moglicherweise ein besser geeignetes Modell darstellen. Um zu tiberpriifen, ob der
Knockdown von DEP-1 in weniger stark transformierten Kolonepithelzellen mit der
Ausbildung von stirker ausgepridgten Phinotypen verbunden ist, wurde versucht, die
DEP-1-Expression in einer Adenomzelllinie (LT97) mit den schon zuvor verwendeten
shRNA-Expressionsplasmiden stabil herabzusetzen. Da jedoch die Effizienz der
lentiviralen Transduktion sehr gering war, konnte dieser Ansatz nicht weiter verfolgt

werden (Daten nicht gezeigt).

Obwohl LOH-Analysen und Uberexpressionsexperimente in Kolonkarzinomzelllinien auf
eine Funktion von DEP-1 als Tumorsuppressor im Kolon hindeuteten, lieferte der
Knockdown-Ansatz — mit Ausnahme der leichten Steigerung des verankerungs-
unabhingigen Wachstums der DEP-1-depletierten HCT116-Zellen — keine Hinweise auf

eine Tumorsuppressorfunktion.

Eine Ursache fiir diese Diskrepanz konnte in der funktionellen Redundanz von DEP-1 mit
anderen PTPs liegen. Signaltransduktionsanalysen in B-Zellen und Makrophagen von
Ptprj-Knockout-Méusen zeigten, dass der Verlust von DEP-1 weitestgehend durch die
Phosphatase CD45 (Ptprc) kompensiert werden konnte. Erst der Piprj/Ptprc-
Doppelknockout fiithrte zu stirker ausgeprigten Phianotypen (Zhu et al. 2008). Es wére
prinzipiell moglich, dass auch in den Kolonkarzinomzellen die DEP-1-Depletion durch
eine oder mehrere PTPs mit dhnlicher Substratspezifitdit kompensiert worden ist und
deshalb keine DEP-1-abhéngigen Phénotypen beobachtet werden konnten. Weiterhin wére
es denkbar, dass in den malignen Zellen onkogene Signalwege bereits so stark
tiberaktiviert vorliegen, dass man durch den Verlust eines negativen Regulators keine

weitere Steigerung erzielen kann.
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Ob das verwendete Zellmodell ungeeignet war oder DEP-1 fiir die Kolonkarzinogenese
tatsdchlich nicht von Bedeutung ist, ist schwer abzuschitzen. Die Analyse von Pitprj-
Knockout-Miusen lieferte keine Hinweise auf eine erhohte spontane Tumorigenese
(Trapasso et al. 2006). Der Knockout von Ptprj in Méusen mit Kolonkarzinogenese-
relevanten Mutationen, wie z.B. Apc-Mutationen, konnte allerdings zum Verstandnis der

Rolle von DEP-1 fiir die Kolonkarzinogenese beitragen.

4.2 Funktion von DEP-1 in Meningeomzellen

Der Verlust des Tumorsuppressors NF2/Merlin in  Meningeomen ist ein gut
charakterisiertes Ereignis, das zur Entstehung von Meningeomen beitrdgt (Perry et al.
2004). Ob PTPs an der Tumorigenese des Meningeoms beteiligt sind, wurde bisher jedoch
nicht ndher analysiert. In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Funktion die Phosphatase
DEP-1 in Meningeomzellen ausiibt und ob ein Verlust der Funktion moglicherweise im

Zusammenhang mit der Entstehung von Meningeomen stehen konnte.

Die Analyse der DEP-1-Expression in Meningeom-Tumorproben und Meningeom-
zelllinien ergab, dass DEP-1 in einem Teil der untersuchten Zelllinien und Tumoren
exprimiert wird. Der Nachweis von PTPRJ-Heterozygotieverlust in einem Teil der
Tumoren deutet darauf hin, dass DEP-1 moglicherweise fiir die Tumorigenese des
Meningeoms von Bedeutung ist. In Grad II- und III-Tumoren wurde eine etwas hohere
LOH-Héufigkeit als in Grad I-Tumoren festgestellt. Allerdings war die Zahl der
analysierten Grad II- und III-Tumoren sehr klein, so dass nicht mit statistischer Sicherheit

von einer Korrelation zwischen Tumorgrad und LOH-Haufigkeit gesprochen werden kann.

Da der PTPRJ-Heterozygotieverlust auf eine Funktion von DEP-1 als Tumorsuppressor
hinweist, sollten die Folgen des DEP-1-Verlustes durch stabilen Knockdown von DEP-1 in
Meningeomzelllinien charakterisiert werden. Zur Untersuchung der Funktion der
Phosphatase wurde die DEP-1-Expression in zwei Zelllinien mit hohen DEP-1-
Expressionsspiegeln  (KT21 und SF3061) mit Hilfe von DEP-1-shRNA-

Expressionskonstrukten stabil herabgesetzt.

4.2.1 DEP-1 als positiver Regulator der Adhédsion in Meningeomzellen
Die vorangegangenen Signaltransduktionsanalysen in HCT116-Zellen zeigten, dass in der

Gegenwart von DEP-1 die adhidsionsabhingige Paxillin-Phosphorylierung erhoht war.
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Ausgehend von diesem Befund wurde {iiberpriift, ob auch in Meningeomzellen eine
Regulation unter denselben Bedingungen erfolgt. Da der Effekt in Meningeomzellen
bestdtigt werden konnte, und auch in Schilddriisenkarzinomzellen (Pera et al. 2005) und
SW480-Kolonkarzinomzellen (Balavenkatraman, unpublizierte Daten) eine erhohte
Phosphorylierung von Paxillin bei DEP-1-Uberexpression beobachtet wurde, ist davon
auszugehen, dass die positive Regulation der Paxillin-Phosphorylierung durch DEP-1 nicht
zelltypspezifisch erfolgt. Bisher ungeklirt ist die Frage, durch welchen Mechanismus
DEP-1 die Paxillin-Phosphorylierung  positiv  reguliert. = Tyrosinkinasen, die
adhidsionsabhingig aktiviert werden und Paxillin phosphorylieren kdnnen, sind Src (pp60c-
Src) bzw. die SFKs und FAK (Deakin and Turner 2008). Src/SFKs konnten prinzipiell eine
Verbindung zwischen DEP-1 und der Paxillin-Phosphorylierung herstellen, da sie durch
Dephosphorylierung aktiviert werden konnen. Src/SFKs, die am C-terminalen Tyrosin
(Y527 in Src) phosphoryliert sind, gehen eine intramolekulare Wechselwirkung mit der
SH2-Doméne ein, die zur Inaktivierung der Proteine fiihrt. Die Aktivierung kann entweder
durch Dephosphorylierung des C-terminalen Tyrosins erfolgen oder durch Konformations-
danderungen vermittelt werden, die durch die Bindung der Src-SH2-Domine an
Phosphotyrosine in anderen Proteinen verursacht werden (Frame 2002). Chabot et al. 2009,
Pera et al. 2005 und Zhu et al. 2008 haben gezeigt, dass DEP-1 die Dephosphorylierung
des inhibitorischen Tyrosins von Src und der SFK Lyn katalysieren kann. Unter den
Bedingungen der DEP-1-vermittelten Effekte auf die Paxillin-Phosphorylierung wurde
deshalb in KT21-Zellen iiberpriift, ob eine Aktivierung von Src durch DEP-1 erfolgt. Es
wurden sowohl phosphorylierungsspezifische Antikérper zur Analyse der Src-
Phosphorylierung mittels Westernblot eingesetzt als auch direkte Messungen der Src-
Enzymaktivitit durch in vifro Kinaseassays nach Immunprizipitation der Kinase
vorgenommen. Allerdings lieferten die bisher durchgefiihrten Experimente keine Hinweise
auf eine DEP-1-abhédngige Regulation (Daten nicht gezeigt). Chabot et al. 2009 haben
gezeigt, dass in VEGF-stimulierten Endothelzellen nur die Aktivitit eines subzelluldren
Src-Pools, nicht aber die Aktivitdt des gesamten intrazelluldren Src-Proteins durch DEP-1
reguliert wird. Moglicherweise beschriankt sich die Regulation von Src in den
Meningeomzellen auch auf einen subzelluldiren Src-Pool. Da die in vitro
Interaktionsstudien auf eine Assoziation von DEP-1 mit mehreren Komponenten von

Fokaladhédsionskomplexen hinwiesen, wére es denkbar, dass DEP-1 auch in vivo mit
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Fokaladhédsionskomplexen assoziiert und moglicherweise einen Fokaladhésions-
assoziierten Src-Pool aktiviert. Neben dem untersuchten pp60c-Src kdmen auch weitere
SFKs als Vermittler der DEP-1-abhingigen Paxillin-Hyperphosphorylierung in Frage. Die
Aktivitatsanalyse weiterer SFKs sowie die Untersuchung unterschiedlicher subzelluldrer
Src-Pools konnten somit zum Verstdndnis des Mechanismus der DEP-1-abhéngigen
Paxillin-Hyperphosphorylierung beitragen. Die nur milig starke Auspragung der
Hyperphosphorylierung des analysierten gesamten zelluldren Paxillins konnte auch darauf
zuriickzufiihren sein, dass unter Umstinden auch nur bestimmte subzellulidre Paxillin-Pools

durch DEP-1 reguliert werden.

Es wurde weiterhin untersucht, ob die adhésionsabhidngige DEP-1-vermittelte Paxillin-
Hyperphosphorylierung mit der Ausbreitung der Zellen auf Fibronectin korreliert. Die
Ausbreitung der KT21-Zelllinien wurde sowohl durch Time-Lapse-Mikroskopie verfolgt
als auch durch Fixierung und Farbung der Zellen nach unterschiedlichen Adhésionszeiten
untersucht. Beide Methoden zeigten tibereinstimmend, dass der Knockdown von DEP-1
mit einer verminderten Ausbreitung der Zellen verbunden war. Eine defekte Ausbreitung
auf Fibronectin wurde zuvor auch fiir Thrombozyten und Megakaryozyten von Prprj-

Knockout-Méusen beschrieben (Senis et al. 2009).

Die Ausbreitung von Zellen erfordert die Regulation der Aktivitit von GTPasen der Rho-
Familie. Durch die Aktivitdit von Racl und Cdc42 wird die Actinpolymerisation und
Erweiterung der Zellmembran gefordert. Die Aktivitdt von RhoA hingegen sorgt flir die
Ausbildung von Stressfasern und Reifung von Fokaladhdsionen. In frithen Stadien der
Ausbreitung oder auch in Lamellipodien von migrierenden Zellen erfolgt eine Aktivierung
von Racl und eine Inaktivierung von RhoA (Arthur et al. 2002, Huveneers and Danen
2009). Die Regulation der Aktivitdt der GTPasen erfolgt durch GEFs und GAPs. Diese
Proteine werden u. a. durch Integrin-abhéngige Signalprozesse reguliert. Sie konnen
beispielsweise in Abhédngigkeit von der Phosphorylierung von Fokaladhdsionsproteinen an
die Fokaladhdsionen rekrutiert und/oder durch Phosphorylierung aktiviert werden
(Huveneers and Danen 2009). tyrosinphosphoryliertes Paxillin kann z.B. indirekt Racl
aktivieren und RhoA hemmen, indem es den Rac1-aktivierenden CrkII-DOCK180-ELMO-
Komplex bindet oder mit p120RasGAP interagiert, was mit einer Hemmung von RhoA
verbunden ist (Deakin 2008). Nicht nur die DEP-1-abhingigen Unterschiede in der

Ausbreitung der Zellen auf Fibronectin legen eine Regulation von Rho-Familie-GTPasen
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nahe, sondern auch die in vitro Interaktion mit den Proteinen Rho GEF 16 und p140 Sra-1.
Die Funktion von Rho GEF 16 wurde zwar bisher nicht ndher analysiert, allerdings ist
bekannt, dass p140 Sra-1 an der Rac-abhédngigen Regulation der Actinpolymerisation
beteiligt ist und zur Ausbildung von Lamellipodien benétigt wird (Steffen et al. 2004,
Stradal and Scita 2006). Rac- und Rho-Aktivititsassays widren wichtige weitere
Untersuchungen, um die Frage zu kldren, ob die DEP-1-abhédngige Ausbreitung tatsdchlich

auf einer Regulation der Aktivitit der GTPasen basiert.

Um in Erfahrung zu bringen, ob DEP-1 einen Einfluss auf die Bildung bzw. Verteilung
von Zell-Matrix-Kontakten nimmt, wurden Immunférbungen der Adapterproteine Paxillin
und Vinculin vorgenommen. Sowohl Paxillin als auch Vinculin werden infolge der
Integrin-Aktivierung zur Plasmamembran rekrutiert. Sie tragen durch Interaktion mit
weiteren Signal- und Adapterproteinen zum Aufbau groflerer Komplexe bei und sind an
der Regulation von Integrin-abhiangigen Signaltransduktionsprozessen beteiligt (Wozniak
et al. 2004). Im Vergleich zu den DEP-1-depletierten KT21-Zellen wiesen die DEP-1-
exprimierenden Kontrollzellen sowohl gréfere als auch eine hohere Anzahl von Paxillin-
und Vinculin-haltigen Zell-Matrix-Kontakten auf. Die Zell-Matrix-Kontakte in den
Zelllinien unterschieden sich zusdtzlich hinsichtlich ihrer Lokalisation. Wihrend die
Adhisionskomplexe in den DEP-1-depletierten Zellen iiberwiegend in der Zellperipherie
lokalisiert waren, waren die Komplexe der DEP-1-exprimierenden Zellen gleichmiBiger
tiber die Zelle verteilt. Bisher ungeklért ist die Frage, in welcher Form DEP-1 in den Auf-
oder Abbau der Proteinkomplexe eingreift. Der Nachweis einer reduzierten Zahl von
Komplexen konnte sowohl auf eine ineffiziente Bildung oder Stabilitdt zuriickzufiihren
sein als auch auf eine unzureichende Dynamik (Turnover) der Proteinkomplexe hinweisen.
Wie auch fiir die DEP-1-depletierten KT21-Zellen wurde fiir Fibroblasten von PTPa-
Knockout-Méusen eine defekte Ausbreitung auf Fibronectin beobachtet. Neben einer
reduzierten Racl-Aktivitdt wiesen diese Zellen auch eine reduzierte Anzahl von
Fokaladhésionen auf. Die Fokaladhdsionskomplexe der PTPoa-Knockout-Zellen waren
durch eine erhohte Stabilitdt und ein vermindertes Turnover gekennzeichnet (Herrera
Abreu et al. 2008). Die Expression von fluoreszenzmarkierten Fokaladhésionsproteinen in
den stabilen Meningeomzelllinien in Verbindung mit der fluoreszenzmikroskopischen
Analyse der Zellen nach Adhésion auf Fibronectin konnte einen Hinweis auf die Funktion

von DEP-1 fiir die Zell-Matrix-Kontakt-Bildung liefern. Ob DEP-1 das Turnover von
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Adhisionskomplexen reguliert, konnte beispielsweise mit Hilfe von FRAP (Fluorescence

recovery after photobleaching)-Analysen geklart werden.

Bisher ist ungeklirt, ob DEP-1 an Zell-Matrix-Kontakten lokalisiert bzw. angereichert ist.
Die Assoziation der DEP-1-Substrat-Trapping-Mutante mit Fokaladhdsionsproteinen
deutet zumindest auf eine Lokalisation an Zell-Matrix-Kontakten hin. Immunfarbungen
von DEP-1 und die Kofirbungen von Fokaladhédsionsproteinen sollten eine Antwort auf

die Frage der subzelluldren Lokalisation von DEP-1 geben.

Die verminderte Ausbreitung und die abweichende Anzahl und Verteilung von Zell-
Matrix-Kontakten lieBen einen Adhésionsdefekt der DEP-1-depletierten Zellen vermuten.
Die Analyse der Adhédsion der KT21- und SF3061-Zelllinien auf drei Proteinen der
extrazelluldren Matrix bestitigte, dass der DEP-1-Knockdown mit einer verminderten Zell-
Matrix-Adhésion verbunden war. Diese Daten sind in Einklang mit Ergebnissen anderer
Studien, die eine Verstirkung der Adhédsion von Schilddriisenkarzinomzellen und
Fibroblasten durch Uberexpression von DEP-1 gezeigt haben (Jandt et al. 2003, Pera et al.
2005).

4.2.2 DEP-1 als negativer Regulator der Migration und der PDGFR-
abhdngigen Signaltransduktion in Meningeomzellen

In verschieden Studien wurde eine Hemmung der Migration von Zellen durch DEP-1-
Uber-/Reexpression beobachtet (Balavenkatraman et al. 2006, Jandt et al. 2003, Kellie et
al. 2004). Es wurde deshalb untersucht, ob DEP-1 auch die Migration von
Meningeomzellen reguliert. Durch Wound healing-Migrationsassays mit den
transduzierten KT21- und SF3061-Meningeomzelllinien konnte eine anti-migratorische
Funktion von DEP-1 bestitigt werden. Durch den Einsatz von PDGFR-Inhibitoren in den
Wound healing-Assays sowie durch die Verwendung von PDGF als Chemoattraktant in
Boyden-Kammer-Assays konnte gezeigt werden, dass die DEP-1-abhingige
Migrationsregulation zumindest teilweise von der PDGFR-Aktivitdt abhédngig ist. Durch
Signaltransduktionsanalysen sollte deshalb geklart werden, wie DEP-1 in die PDGFR-
abhédngige Signaltransduktion eingreift. Die Analysen zeigten, dass DEP-1 die PDGFR-
Phosphorylierung negativ reguliert. Das Aktivierungsloop-Tyrosin Y849 des PDGFRa
schien im Gegensatz zum Aktivierungsloop-Tyrosin Y857 des PDGFRp das bevorzugte
DEP-1-Substrat in SF3061-Zellen zu sein. In KT21-Zellen konnte keine PDGFRp-
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Expression nachgewiesen werden, so dass in diesen Zellen von vornherein nur der
PDGFRa als Substrat von DEP-1 in Frage kommt. Die Untersuchung von PDGFR-
aktivierten Signalproteinen ergab, dass die Phosphorylierung von Akt und Erk durch
DEP-1 nicht beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu wurde eine negative Regulation der
PLCy-Phosphorylierung festgestellt. In fritheren in vitro- und Uberexpressionsstudien
wurde der PDGFRp als Substrat von DEP-1 beschrieben (Jandt et al. 2003, Kovalenko et
al. 2000, Persson et al. 2002). Als bevorzugte Dephosphorylierungsstelle wurde das
Tyrosin Y1021, die PLCy-Bindungsstelle des PDGFR, identifiziert. In SF3061-Zellen
konnten jedoch keine DEP-1-abhéngigen Unterschiede der PDGFRB Y1021-
Phosphorylierung nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die DEP-1-abhéngige
Reduktion der PLCy-Phosphorylierung konnte  moglicherweise  durch  die
Dephosphorylierung der PLCy-Bindungsstelle des PDGFRo vermittelt worden sein
und/oder aus einer direkten Dephosphorylierung von PLCy resultieren. Eine direkte
Dephosphorylierung von PLCy durch DEP-1 in vitro wurde bereits gezeigt, ebenso wie
eine DEP-1-abhingige PLCy-Dephosphorylierung in T-Zellen (Baker et al. 2001). Die
negative Regulation der PLCy-Phosphorylierung durch DEP-1 konnte an der
Migrationshemmung beteiligt sein, da verschiedene Studien darauf hinweisen, dass die
Aktivitdat von PLCy fiir die PDGF-induzierte Migration von Bedeutung ist (Ronnstrand and
Heldin 2001).

Zu den noch offenen Fragen zihlt, ob neben dem Aktivierungsloop-Tyrosin von PDGFRa
weitere Phosphorylierungsstellen von PDGFRa oder PDGFRP durch DEP-1 reguliert
werden und dadurch =zusidtzliche PDGF-abhidngige Signalprozesse, wie z.B. die
Aktivierung von STAT-Proteinen, Src oder JNK/SAPK, beeinflusst werden. Weiterhin ist
unbekannt, ob in den Meningeomzellen ein ,,Crosstalk* zwischen PDGFR- und Integrin-
abhingigen Signalprozessen stattfindet oder dieser durch DEP-1 reguliert wird.
Verschiedene Signalproteine, wie z.B. Src und FAK, PI3K und Rho-Familie-GTPasen,
konnen sowohl durch PDGFR- als auch durch Integrin-Aktivierung reguliert werden
(Heldin et al. 1998). AuBBerdem kann PDGFR} iiber das Adapterprotein Na+/H+ exchanger
regulatory factor (NHERF) mit FAK interagieren und durch NHERF zusammen mit
Proteinen der Merlin and Ezrin-Radixin-Moezin (MERM)-Familie eine Verbindung zum

Actinzytoskelett herstellen (James et al. 2004).

84



4 Diskussion

Die Migration erfordert eine zeitliche und raumliche Regulation des Auf- und Abbaus von
Zell-Matrix-Kontakten. Bei der Hemmung der PDGF-vermittelten Migration durch DEP-1
konnten sowohl PDGFR-vermittelte als auch Integrin-abhingige Signalprozesse
zusammenwirken. Die Tyrosinphosphorylierung von Paxillin kann in Abhéngigkeit vom
Zelltyp und der Paxillin-assoziierenden Proteine zu einer Steigerung oder einer Hemmung
der Migration fiihren (Petit et al. 2000, Yano et al. 2000). Ob auch unter den Bedingungen
der PDGF-induzierten, DEP-1-abhingigen Migrationsregulation eine Regulation der
Paxillin-Phosphorylierung durch DEP-1 erfolgt, ist jedoch noch nicht geklért.

4.2.3 DEP-1 als negativer Regulator der Tumorinvasion

Die gleichzeitige Expression von PDGF-Wachstumsfaktoren und PDGF-Rezeptoren in
einigen Meningeomen weist darauf hin, dass eine autokrine Stimulation der PDGFR-
Signaltransduktion an der Tumorigenese beteiligt sein konnte (Figarella-Branger et al.
1994, Shamah et al. 1997). Da DEP-1 die PDGFR-Signaltransduktion sowie die PDGF-
abhingige Migration von Meningeomzellen negativ reguliert, kénnte der Verlust von

DEP-1 zur Tumorentstehung oder Tumorprogression beitragen.

Um in Erfahrung zu bringen, ob DEP-1 Einfluss auf das verankerungsunabhingige
Zellwachstum von Meningeomzellen nimmt, wurden Koloniebildungsassays in Softagar-
Medium durchgefiihrt. In Kolonkarzinomzellen wurde zuvor eine leichte Hemmung der
Koloniebildung durch DEP-1 beobachtet. Der Effekt von DEP-1 auf das Koloniewachstum
von KT21-Zellen fiel dagegen wesentlich deutlicher aus. Die Bildung von Kolonien wurde

durch die Expression von DEP-1 sehr stark unterdriickt.

Um die Rolle von DEP-1 fiir das Tumorwachstum in vivo zu analysieren, wurde eine
orthotope Xenotransplantation der Meningeomzelllinien in Miuse vorgenommen. Zwar
wurde durch DEP-1 die Tumorbildung nicht verhindert, aus der Untersuchung der
Tumoren ging jedoch hervor, dass die DEP-1-Expression mit einer Hemmung des

invasiven Wachstums verbunden ist.

Die beobachteten anti-transformierenden Aktivitdten von DEP-1 in Meningeomzellen im
Zusammenhang mit dem PTPRJ-Allelverlust in einem Teil der untersuchten Meningeome
deuten darauf hin, dass DEP-1 als Tumorsuppressor fiir das Meningeom agieren konnte.

Zwar wurde in Pitprj-Knockout-Médusen keine spontane Tumorbildung festgestellt
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(Trapasso et al. 2006), in Verbindung mit weiteren Mutationen konne der Verlust von

DEP-1 jedoch moglicherweise zur Tumorentstehung beitragen.

Parallel zu den PTPRJ-LOH-Analysen wurden die Meningeom-Tumorproben auf
Heterozygotieverlust des Tumorsuppressors NF2 untersucht. Die Analysen ergaben, dass
in einem Teil der Tumoren sowohl PTPRJ- als auch NF2-Allelverlust erfolgt war. Merlin,
das NF2-Genprodukt, weist Sequenzhomologien zu Ezrin-Radixin-Moesin (ERM)-
Familie-Proteinen auf. Merlin und ERM-Proteine agieren als Verbindungsproteine
zwischen der Plasmamembran und dem Zytoskelett. Merlin geht zahlreiche Interaktionen
mit Transmembranproteinen (z.B. den Adhisionsrezeptoren CD44 und PB1-Integrin) und
intrazelluldren Proteinen (z.B. Paxillin) ein. Merlin ist fiir die Regulation von Rezeptor-
Tyrosinkinase- und Adhisionsrezeptor-abhingigen Signalwegen von Bedeutung und
beeinflusst u. a. die Morphologie, Proliferation und Motilitit von Zellen (Stamenkovic and

Yu 2010).

Inwieweit der Verlust von Merlin und DEP-1 in meningealen Zellen synergistisch zur
Tumorigenese beitrdgt oder beide Proteine redundante Funktionen aufweisen, ist nicht
bekannt. Durch die Beeinflussung der DEP-1- und Merlin-Expression in Meningeomzellen

konnten jedoch Hinweise zum moglichen Zusammenspiel beider Proteine erhalten werden.

4.2.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Funktionen von DEP-1 in
Meningeomzellen identifiziert. Einige Aspekte sind allerdings noch ungeklirt. An dieser
Stelle soll deshalb ein Uberblick iiber mogliche weiterfilhrende Experimente gegeben

werden.

Die Analyse der Aktivitdt von Src und weiteren SFKs durch Immunprézipitation der
Kinasen und anschlieBende in vitro-Kinaseassays konnte kldren, ob die Paxillin-
Hypophosphorylierung in DEP-1-depletierten Zellen durch eine verminderte Aktivierung
dieser Kinasen vermittelt wird. Da die Aktivierung der Kinasen lokal erfolgen konnte,
sollten subzelluldre Src/SFK-Pools in die Untersuchungen einbezogen werden. Die
Analyse von Fokaladhdsions-assoziierten Pools wire nahe liegend, da durch Substrat-
Trapping eine Assoziation von DEP-1 mit mehreren Fokaladhédsionsproteinen festgestellt
worden ist. Ob DEP-1 moglicherweise an Fokaladhdsionen angereichert ist, konnten

Immunfiarbungen von DEP-1 und Kofarbungen von Fokaladhdsionsproteinen zeigen.
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Durch Transfektion von Zellen mit Expressionskonstrukten fiir fluoreszenzmarkierte
Fokaladhésionsproteine und anschlieBende Time-Lapse-Fluoreszenzmikroskopie sowie
durch FRAP-Messungen konnte geklart werden, ob bzw. wie DEP-1 einen Einfluss auf die

Bildung und das Turnover von Zell-Matrix-Komplexen nimmt.

Ob die Ausbreitungs- und Adhisionsdefekte der DEP-1-depletierten Meningeomzellen
durch eine Regulation der Rho-Familie-GTPasen erfolgt, konnte durch Pulldown der
aktivierten Form der GTPasen oder durch Westernblot unter Verwendung von
Antikorpern, die spezifisch die aktivierte, GTP-beladene Form der GTPasen erkennen,

untersucht werden.

Weiterhin konnte analysiert werden, ob neben der Integrin-abhéngigen Aktivierung auch
PDGF-Rezeptoren an der Regulation der Aktivitdt bzw. Phosphorylierung der Rho-
Familie-GTPasen, Src und Paxillin beteiligt sind. Zusétzlich zu den bisher untersuchten
PDGFR-Phosphorylierungsstellen konnten weitere Phosphorylierungsstellen des Rezeptors
in PDGF-stimulierten Meningeomzellen analysiert werden, um die Rolle von DEP-1 fiir

die PDGFR-Signaltransduktion umfassender zu charakterisieren.

Die DEP-1-Depletion verursachte eine erhohte PDGFR-Phosphorylierung in
Meningeomzelllinien. Ob auch in Tumoren eine Korrelation zwischen der PDGFR-
Phosphorylierung und der Expression von DEP-1 besteht, konnte durch Immunfiarbungen

von Tumorschnitten oder durch Westernblot-Analyse von Tumorlysaten analysiert werden.

Unklar ist, ob das an die Substrat-Trapping-Mutante gebundene Protein pl140 Sra-1
tatsdchlich ein Substrat von DEP-1 darstellt. Die Analyse der Tyrosinphosphorylierung des

Proteins in Abhéngigkeit von der DEP-1-Expression sollte diese Frage klaren.

Ob die Proteine Merlin und DEP-1 synergistisch zur Tumorigenese des Meningeoms
beitragen, konnte durch gleichzeitige Beeinflussung der Expression der Proteine in

Meningeomzellen untersucht werden.

4.2.5 Modell
Die Daten zur Funktion von DEP-1, die auf Grundlage der shRNA-vermittelten Depletion
der Phosphatase in Meningeomzelllinien erhalten wurden, sollen nun noch einmal

zusammengefasst werden (siehe auch Bild 4.1).
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DEP-1 wurde als positiver Regulator der adhdsionsabhéngigen Paxillin-Phosphorylierung
identifiziert. Die Verbindung zwischen DEP-1 und der Paxillin-Hyperphosphorylierung
konnte durch SFKs hergestellt werden, die zum einen durch Integrin-abhéngige
Signalprozesse und zum anderen durch Dephosphorylierung aktiviert werden konnen. Im
Zusammenhang mit der verstdrkten Paxillin-Phosphorylierung wurde eine Steigerung der
Ausbreitung von Zellen auf Fibronectin, eine erhéhte Anzahl von Zell-Matrix-Kontakten
sowie eine verstirkte Zell-Matrix-Adhésion beobachtet. Diese Effekte konnten durch
GTPasen der Rho-Familie vermittelt werden. Deren Regulatoren — die GEF- und GAP-
Proteine — werden u. a. durch Tyrosinphosphorylierung von Fokaladhésionsproteinen an
die Zell-Matrix-Kontakte rekrutiert sowie durch Tyrosinphosphorylierung in ihrer Aktivitét

reguliert.

Signaltransduktionsanalysen in PDGF-stimulierten Meningeomzellen zeigten, dass DEP-1
die PDGF-abhédngige PDGFR- und PLCy-Phosphorylierung negativ reguliert sowie die
PDGF-abhéngige Migration hemmt. Die verminderte PLCy-Phosphorylierung, die auch
auf einer direkten Dephosphorylierung durch DEP-1 basieren konnte, bildet

moglicherweise die Grundlage der Migrationshemmung.

Zusétzlich wurden eine DEP-1-abhingige Hemmung des verankerungsunabhidngigen
Wachstums sowie eine Hemmung des invasiven Wachstums von xenotransplantierten

Meningeomzellen in Méusen festgestellt.

Die Hemmung der Adhidsion sowie die Steigerung der Migration und des invasiven
Wachstums infolge des DEP-1-Verlustes in Meningeomzellen verbunden mit dem
Nachweis von PTPRJ-Allelverlust in Meningeomen deuten darauf hin, dass DEP-1 eine

Funktion als Tumorsuppressor fiir das Meningeom haben konnte.

Die erhaltenen Daten zeigen erstmals mit dem rigorosen Ansatz des stabilen Knockdowns
Funktionen von DEP-1 in vitro und in vivo, die fiir eine Tumorsuppressorfunktion auch

tiber das Meningeom hinaus relevant sein konnten.
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Bild 4.1: Modell fiir die Funktion von DEP-1 in Meningeomzellen. DEP-1 hemmt die PDGF-BB-
abhéangige PDGFR- und PLCy-Tyrosinphosphorylierung sowie die PDGF-stimulierte Migration. Die negative
Regulation der PLCy-Phosphorylierung kénnte auch durch direkte Dephosphorylierung durch DEP-1 vermittelt
sein. DEP-1 fordert die adh&sionsabhéngige Paxillin-Phosphorylierung, méglicherweise durch Aktivierung von
SFKs. Die Paxillin-Hyperphosphorylierung steht im Zusammenhang mit einer erhéhten Zahl von Zell-Matrix-
Kontakten, einer verstarkten Ausbreitung der Zellen auf Fibronectin und einer verstérkten Zell-Matrix-
Adhasion. Rho-Familie-GTPasen kdénnten potentielle Mediatoren der adhdsionsabhangigen Effekte darstellen.
Die Hemmung der Migration sowie die verstarkte Adhasion koénnten die Grundlage fur eine
Tumorsuppressorfunktion von DEP-1 bilden. - Die experimentellen Beobachtungen sind durch schwarze
Linien gekennzeichnet, potentielle Mechanismen sind durch graue gestrichelte Linien dargestellt. Eine positive
Regulation durch DEP-1 ist durch griine Pfeile und eine negative Regulation durch rote Pfeile gekennzeichnet.
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6.1 Abkirzungsverzeichnis

APC

AS

BSA
CS-Mutante
DA-Mutante
DEP-1
DMSO
EGF
EGFR
ERM
FAK
FAT
FCS
FRAP
GAP
GEF
GSH
GST
HGF
HRP

IF

kDa

LM PTP
LOH
MAPK
NF2

OD

PBS

Adenomatous polyposis coli

Aminoséure

Bovine serum albumin
Cystein-Serin-Mutante
Aspartat-Alanin-Mutante
Density-enhanced phosphatase 1
Dimethylsulfoxid

Epidermal growth factor

Epidermal growth factor receptor
Ezrin-Radixin-Moesin
Fokaladhésionskinase

Focal adhesion targeting

Fetal calf serum

Fluorescence recovery after photobleaching
GTPase activating protein

Guanine nucleotide exchange factor
Glutathion

Glutathion-S-Transferase

Hepatocyte growth factor

Horseradish peroxidase

Immunfluoreszenz

Kilodalton

Low molecular weight protein tyrosine phosphatase
Loss of heterozygosity - Heterozygotieverlust
Mitogen activated protein kinase
Neurofibromatosis 2

Optische Dichte

Phosphate buffered saline
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PDGF
PDGFR
PEI
phospho-Y
PIP;

PI3K
PKC
PLCy
P-Loop
PTP

pTyr

p140 Sra-1
RasGAP
RPTP

RT

SAPK
Sccl

SDS
SDS-PAGE
SFK
shRNA
siRNA
STAT
VEGF
VEGFR-2
WASP
WAVE
WB
WGA
WHO

WT

Platelet-derived growth factor
Platelet-derived growth factor receptor
Polyethylenimin

Phosphotyrosin
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
Phosphoinositid 3-kinase

Proteinkinase C

Phospholipase Cy

Phosphatbindungsloop
Protein-Tyrosinphosphatase

Phosphotyrosin

Specifically Racl-associated protein

Ras GTPase-activating protein
rezeptordhnliche Protein-Tyrosinphosphatase
Raumtemperatur

Stress-activated protein kinase

Susceptibility to colon cancer-1
Sodiumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Src-Familie-Kinase

short hairpin RNA

short interfering RNA

Signal transducers and activators of transcription
Vascular endothelial growth factor

Vascular endothelial growth factor receptor 2
Wiskott-Aldrich syndrome protein
WASP-family verprolin-homologous protein
Westernblot

Wheat germ agglutinin

World health organization

Wildtyp
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6.2 Beitrdage von Kollegen im Rahmen des gemeinsamen
Projektes

Bild 3-7 (B) Die LOH-Analysen wurden von Dr. Daniela Haase durchgefiihrt.

Bild 3-8 Die Herstellung der control shRNA- und DEP-1 shRNA-exprimierenden
SF3061-Zellen und der Nachweis des DEP-1-Knockdowns in diesen Zellen
wurden von Andrea Wetzel durchgefiihrt.

Bild 3-10 (A) Die Time-Lapse-Mikroskopie-Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Dr.
Daniela Haase durchgefiihrt.

Bild 3-14 Die Migrationsassays mit KT21-Zellen wurden von Dr. Daniela Haase
durchgefiihrt, die Assays mit SF3061-Zellen von Andrea Wetzel.

Bild 3-16 Die Migrationsassays wurden von Dr. Daniela Haase durchgefiihrt.

Bild 3-17 (A) In die Berechnungen des Mittelwertes der Rezeptoraktivierung wurden
Daten von Andrea Wetzel einbezogen.

(B) Die Signaltransduktionsanalysen wurden von Andrea Wetzel durchgefiihrt.
Bild 3-18 Die Signaltransduktionsanalysen wurden von Andrea Wetzel durchgefiihrt.
Bild 3-19 Die Koloniebildungsassays wurden von Dr. Daniela Haase durchgefiihrt.

Die Daten wurden mit Zustimmung von Dr. Daniela Haase und Andrea Wetzel gezeigt.
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