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Zusammenfassung

Das NF-2 Gen (Neurofibromatose-Typ 2) kodiert fiir das Protein Merlin,
das mit den ERM Proteinen (fiir Ezrin, Radixin, Moesin) verwandt ist.
Merlin Defizienz fihrt zu unkontrolliertem Wachstum und einem
anomalen Aktin-Zytoskelett. Merlin wirkt als Tumorsuppressor, indem
es die Kontaktinhibition des Wachstums aktiviert und mit Ras
Signaltransduktion interferiert. Die Tumorsuppressorfunktion von
Merlin wird durch hohe Zelldichte und die Zellmatrixkomponente
Hyaluronsdure stimuliert und hidngt von Dephosphorylierung von
Merlin an Serin-518 ab. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal
Dephosphorylierung an Serin-518 nicht die einzige fiur die
Tumorsuppression essentielle Modifikation ist. Zusitzlich inhibiert
Dephosphorylierung an Threonin-272 und Phosphorylierung an
Threonin-576 in Merlin die Transformation. Die Aktivierung von Merlin
durch Hyaluronsidure bewirkt innerhalb von finf Minuten eine
Dephosphorylierung an Serin-518 und insgesamt einen Anstieg der
Phosphorylierung an Threonin. Gleichzeitig werden Verdnderungen im
Aktin-Zytoskelett sichtbar, die mit einer Merlin-vermittelten Inhibition
des kleinen G-Proteins Rho einhergehen. Die Dynamik dieser Inhibition
laRt auf die Beteiligung einer RhoGAP schlieRen. Merlin
immunoprizipitiert und kolokalisiert tatsdchlich mit p190RhoGAP.
Diese Interaktion ist tiberdies spezifisch fiir die aktiven Merlin
Mutanten S518A (nicht phosphorylierbar) und T576D (pseudo-
phosphoryliert). p120RasGAP ist ein bekannter Bindungspartner von
p190RhoGAP und bindet auch an Merlin. Dies legt nahe, daR das
p120RasGAP Substrat Ras ebenso Merlin-vermittelt nach Inkubation mit
Hyaluronsdure inhibiert werden kann. Dies ist in der Tat der Fall. Der
Verlust von Merlin durch RNAi bewirkt umgekehrt eine Aktivierung von
Ras. Die durch differentielle Phosphorylierung regulierte Interaktion
von Merlin mit p190RhoGAP und p120RasGAP konnte die Ursache fir
die Inhibition der G Proteine Ras und Rho sein und korreliert mit
Merlins Tumorsuppressoraktivitit. Weiterhin ist tiber diese neuen
Bindungspartner eine EinfluBRnahme wvon Merlin auf Proliferation,
Zelladhdsion und Zytoskelett Organisation mdoglich.






A novel regulated complex of the NF2
tumour suppressor gene product merlin
with p190RhoGAP and p120RasGAP

Abstract

The NF-2 gene (neurofibromatosis type 2) encodes for the tumour
suppressor protein merlin, which is related to ERM proteins (ezrin,
radixin, moesin). Merlin deficiency leads to uncontrolled growth and an
aberrant actin cytoskeleton. Merlin acts as a tumour suppressor by
activating the contact inhibition of growth and interfering with Ras
signal transduction. This tumour suppressor function is activated
through high cell density or the cell-matrix component hyaluronic acid
and depends on merlin dephosphorylation on serine-518. In this thesis
it was possible to show that dephosphorylation on serine-518 is not the
only essential modification for tumour suppression. Additionally
dephosphorylation on threonine-272 and phosphorylation on
threonine-576 inhibits transformation. Short-term activation of merlin
via hyaluronic acid is accompanied by changes in the actin cytoskeleton
and a merlin-mediated inhibition of the small G-protein Rho. The
dynamics of this inhibition points towards an involvement of a RhoGAP.
Merlin indeed immunoprecipitates and colocalizes with p190RhoGAP.
Moreover this interaction is specific for the active merlin mutants
S518A  (mimics  dephosphorylation) and T576D (pseudo-
phosphorylated). pl20RasGAP a known binding partner of
p190RhoGAP binds as well to merlin. This suggested that the
p120RasGAP substrate Ras could be a target for merlin-mediated
inhibition after hyaluronic acid incubation. This is in fact the case.
Conversely loss of merlin by the use of RNAI results in activation of Ras.
This interaction of merlin with p190RhoGAP and p120RasGAP regulated
via differential phosphorylation could be the reason for the inhibition
of the small G-proteins Rho and Ras and correlates with the tumour
suppressor activity. Furthermore these new binding partners of merlin
could allow an influence on proliferation, cell adhesion and
organization of the cytoskeleton.
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Einleitung

Tumore und Krebs

Der Begriff Tumor bezeichnet die Ortliche Zunahme des
Gewebevorkommens. Im engeren Sinne handelt es sich dabei um eine
Neubildung in Form eines enthemmten, autonomen und irreversiblen
Uberschufwachstums von korpereigenem Gewebe. Gutartige (benigne)
Tumoren verbleiben an ihrem Entstehungsort und sind hdufig durch
eine Bindegewebsschicht eingeschlossen. Sie koénnen zu einem
ernsthaften Problem werden, wenn ihre Ausdehnung in einem
geschlossenen Raum wie dem Gehirn erfolgt oder ihr Volumen die
Funktion anderer Organe beeintrdachtigt. Bosartige (maligne) Tumoren
bezeichnet man auch als Krebs und sind oOrtlich nicht begrenzt. Sie
haben die Eigenschaft erworben, in andere Gewebe hineinzuwachsen
und ihre Zellen tiber Lymph- und Blutgefile zu verteilen und so
Metastasen zu bilden (Burridge and Wennerberg, 2004; Fidler, 2003).

Entartete Tumorzellen unterscheiden sich auch in vitro von normalen
Zellen. Ein Merkmal stellt die Kontaktinhibition des Wachstums dar,
welche ein Uberbleibsel des Verhaltens im Gewebeverband ist. Nach
Ausbildung einer geschlossenen Einzellschicht in der Petrischale stellen
nicht transformierte Zellen die Proliferation ein, wogegen Tumorzellen
nicht inhibiert sind und ibereinander wachsen (Abercrombie and
Heaysman, 1954; Holley, 1975; Holley and Kiernan, 1968).
Transformierte Zellen benétigen im Gegensatz zu normalen adhdrenten
Zellen kein Substrat zur Verankerung, um zu proliferieren (Clark and
Brugge, 1995). Dies fiihrt dazu, da Krebszellen nach Suspension in
Agar, welcher sich nicht zur Verankerung eignet, Kolonien bilden
konnen (Kinzler and Vogelstein, 1996; Weiss, 1970).

Man nimmt heute an, daR sich der maligne TransformationsprozelR aus
mehreren Schritten zusammensetzt und durch sechs zellphysiologische
Verdnderungen charakterisiert ist: Unabhidngigkeit von externen
Wachstumsfaktoren, Unempfindlichkeit gegentiber
wachstumsinhibierenden Faktoren, Entzug vom programmierten
Zelltod, unbegrenzte Fihigkeit zur Replikation, Stimulierung der
Angiogenese, sowie Metastasierung (Hanahan and Weinberg, 2000). Die
Grundlage der Entartung ist eine durch Mutation, Umlagerung oder
Verpackung verdnderte DNA. Diese DNA Modifikationen werden in
epigenetische und genetische Mechanismen unterteilt und tragen
gemeinsam zur Tumorentwicklung bei.



Epigenetische und genetische Verdnderungen der
DNA im EntartungsprozelS

Epigenetische Mechanismen

Epigenetische Steuerung der Genexpression bezeichnet die Verpackung
der DNA im Chromatin in transkriptionell aktive und inaktive
Abschnitte. Dies wird durch posttranslationale Modifikation der DNA
und der diese verpackende Histone erreicht (Grewal and Moazed, 2003;
Khosravi-Far et al., 1995; Narlikar et al., 2002; Nobes and Hall, 1995).
DNA Methylierung kooperiert direkt mit Histondeacetylierung, bewirkt
damit die Bildung inaktiven Heterochromatins und inhibiert die
Bindung von Transkriptionsfaktoren (Nobes and Hall, 1995; Robertson
et al., 2000). Die verstirkt auftretende Hypomethylierung der DNA in
menschlichem Tumormaterial (Goelz et al., 1985; Nobes and Hall,
1995) wird daher fir die unregulierte Expression von
transformierenden Faktoren verantwortlich gemacht. Auch
Histonacetylierung, die zur Bildung aktiven Euchromatins fiithrt, kann
die Entartung vorantreiben, transformierende Faktoren transkriptionell
zugdnglich gemacht werden (Archer and Hodin, 1999; Davis and
Brackmann, 2003; Hake et al., 2004).

Genetische Mechanismen

Onkogene

Genetische Mechanismen der Krebsentstehung beinhalten direkte
Verdnderungen der DNA in Form von Mutationen oder Umlagerungen
kompletter Chromosomenabschnitte. Das sogenannte ‘Philadelphia’
Chromosom in chronisch-myeloischer Leukdmie entsteht durch Fusion
von Teilen der Chromosomen 9 und 22. Diese Umlagerung verknipft
Teile der Gene bcr und c-abl und fiihrt zur Expression eines
Fusionsproteins mit transformierenden Eigenschaften (Heisterkamp et
al., 1983).

Umgestaltung der DNA durch Mutation einzelner Basen kann die Nicht-
Expression oder ein in seinen Eigenschaften verdndertes Genprodukt
zur Folge haben. Die Familien der Proto-Onkogene und der
Tumorsuppressorgene  spielen eine zentrale Rolle in der
Tumorentstehung. Proto-Onkogene kodieren fur positive
Wachstumsregulatoren wie Rezeptortyrosinkinasen (Doolittle et al.,
1983; Kang and Massague, 2004), Transkriptionsfaktoren (Bohmann et
al., 1987) oder GTPasen (Barbacid, 1987), die nach aktivierender
Mutation zum Onkogen nicht mehr der zelluldren Kontrolle gehorchen.
Onkogene verhalten sich nach diesem Funktionsgewinn dominant aktiv,
so dal nur Mutation eines Allels zur Bildung eines Phanotyps
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notwendig ist (Bocchetta and Carbone, 2004; Hunter, 1997).

Tumorsuppressorgene

Das Tumorsuppressorgen dagegen mufl infolge seiner Natur als
Zellteilungsbremse homozygot mutiert sein, um zu einem entarteten
Phinotyp zu fihren. Bei Mutation eines Alles kann das verbliebene Allel
die Funktion kompensieren (Knudson, 1971; Sherr, 2004). Von diesem
Funktionsverlust sind Transkriptionsfaktoren (Finlay et al., 1989), CDK
Inhibitoren (Serrano (Gu et al., 1993; Serrano et al., 1993; Xiong et al.,
1993) oder DNA-Reparatur Proteine (Bakkenist and Kastan, 2003)
betroffen. Verlust der Tumorsuppressorfunktion und Zugewinn eines
Onkogens stattet die betroffene Zelle also mit einem oder mehreren der
oben eingefiihrten Transformationskriterien aus.

Auf Grund des rezessiven Charakters von Tumorsuppressorgenen
konnen diese unbemerkt vererbt werden, und praddisponieren ihren
Trager durch weitere Mutationen in anderen Genen einen Tumor zu
entwickeln. Die Untersuchung klassifizierbarer Krebssyndrome hat zur
Entdeckung einzelner Tumorsuppressoren gefiihrt. Adenomatosis coli
Patienten bilden eine Vielzahl von Darmpolypen, welche sich in maligne
Karzinome weiterentwickeln konnen (Kinzler and Vogelstein, 1996).
Den genetischen Ausldser der Krankheit bilden Mutationen im APC Gen
(Groden et al., 1991; Joslyn et al., 1991), dessen Genprodukt Apoptose
(Morin96PNAS93-7950) und Zelladhidsion stimulieren kann (Perez-
Moreno et al., 2003; Rubinfeld et al., 1993; Su et al., 1993). Die
Grundlage von Neurofibromatose 1 sind Mutationen im NFI Gen
(Cawthon et al., 1990; Viskochil et al., 1990; Wallace et al., 1990), das
fir Neurofibromin, eine RasGAP kodiert (Martin et al., 1990; Xu et al.,
1990a; Xu et al., 1990b). Funktionsverlust von Neurofibromin in
Schwann Zellen ruft anomal aktiviertes Ras hervor (Basu et al., 1992),
da nach Stimulation von Ras die inhibitorische Wirkung der RasGAP
fehlt (siehe unten: Box ,Ras und Rho GTPasen’). Dies fihrt u.a. zur
Entwicklung von benignen und malignen Neurofibromen, Gliomen und
Neurofibrosarkomen (Cichowski and Jacks, 2001; Colman and Wallace,
1994). Symptomatisch ist NF1 mit NF2 verwandt, so daf Kliniker bis in
die spdten 1970er Jahre den Begriff ,von Recklinghausen’ Erkrankung
fir beide Syndrome verwandt haben (Ruggieri and Huson, 1999).
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Ras und Rho GTPasen

GTPasen der Ras und Rho Familie fungieren als molekulare Schalter und
kontrollieren wu.a. das Zytoskelett, Zelladhdsion wund Proliferation in
eukaryontischen Zellen. Wie alle GTPasen existieren sie in einer inaktiven (GDP
Beladung) und einer aktiven (GTP Beladung) Konformation. Guanosinnukleotid
Austauschfaktoren (GEF, z.B. Sos, Tiam) katalysieren die Freisetzung von GDP
und damit die Beladung mit GTP. Im Aktiven Zustand binden die GTPasen an
Zielproteine, durch die verschiedene zellulire Antworten ausgeldst werden. Die
intrinsische GTPase Aktivitdt wird schlieRlich durch ein GTPase aktivierendes
Protein (GAP, z.B. p120RasGAP, NF1, p190RhoGAP) erhoht, so dalk die GTPase
wieder in den inaktiven, GDP beladenen Zustand zuriickgekehrt ist. Durch einen
GDP Dissoziationsinhibitor (GDI, z.B. RhoGDI) kann die GTPase danach im
inaktiven Zustand gehalten werden (Bar-Sagi and Hall, 2000; Burridge and
Wennerberg, 2004).

Ras aktiviert z.B. die MAP Kinase ERK tiber den Raf/MEK/ERK Signalweg, der die
Proliferation nach Mitogenstimulation steuert (Seger and Krebs, 1995). Die GTP
Beladung von Ras wird hier durch den Komplex aus Grb2 Adapter und Sos GEF
katalysiert. Onkogene Mutationen von Ras haben die intrinsische und durch GAP
stimulierbare Hydrolyseaktivitdt verloren und liegen daher stidndig im aktiven
Zustand vor (Scheffzek et al., 1997). In den am besten untersuchten humanen
Neoplasien (Kolonkarzinome) wurde in etwa 50% onkogenes Ras identifiziert
(Kinzler and Vogelstein, 1996; Nagy et al., 2004). Die Rho GTPasen (Cdc42, Rac,
Rho) 1losen mittels verschiedener Effektoren Umstrukturierungen im Aktin-
Zytoskelett aus (siehe Box). Neben einer direkten Stimulation der
Aktinpolymerisation werden auch Zell-Zell und Zell-Matrix Adhédsion durch Rho
GTPasen gesteuert (Kaibuchi et al., 1999).

Eine urspriinglich angenommene Aufgabenteilung der Ras (Stimulation der
Proliferation) und Rho GTPasen (Zytoskelett und Adhidsion) weicht mittlerweile
einem Bild, in dem diese Abliufe durch vernetzte Einfliisse aller GTPasen
reguliert werden. Der maligne Transformationsprozef ist von der Aktivitdt von
Rho und Rac abhingig (Khosravi-Far et al., 1995; Nobes and Hall, 1995; Qiu et
al., 1995a; Qiu et al., 1995b). Dominant negatives Rac oder Rho inhibieren die
Transformation. Dies wird zum Teil dem dem synergistischen Effekt von Ras und
Rac auf Raf und MEK zugeschrieben (Frost et al., 1997; Nobes and Hall, 1995).
Zusdtzlich kann Rho den Fortschritt im Zellzyklus durch Inhibition von Cyclin-
abhingigen Kinase Inhibitoren (CKI) vorantreiben (Olson et al., 1998). Eine
weitere Quervernetzung besteht zum Abbau von Zell-Zell Kontakten. Epitheliale
Zellen nehmen durch aktives Ras einen mesenchymalen Phidnotyp an, der mit
dem Verlust von Zell-Zell Kontakten und Rho Aktivierung einhergeht. Dominant
negatives Rho stellt den epithelialen Phidnotyp teilweise wieder her (Sander et al.,
1999; Sander et al., 1998). Der Ubergang vom epithelialen zum mesenchymalen
Phanotyp ist ein wichtiges Geschehnis in der Entwicklung eines Organismus, ist
aber ebenso im Verlauf der Transformation vom benignen zum malignen Tumor
notwendig (Kang and Massague, 2004; Lozano et al., 2003).
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Neurofibromatose 2

Krankheit

Auch Neurofibromatose 2 (NF2) ist ein vererbbares Tumorsyndrom,
welches mit einer Hiufigkeit von etwa 1/33000 auftritt (Ruggieri and
Huson, 1999). Die Krankheit zeichnet sich durch die Bildung
unterschiedlicher, meist benigner Tumoren des Nervensystems aus
(Schwannome, Neurofibrome, Gliome, Meningeome; (Evans et al., 2000;
Roos and Dunn, 1992)). Trotz der Gutartigkeit der NF2 Tumoren sind
diese schwierig zu behandeln, da sie auf Grund ihrer Lage operativ oft
nicht entfernbar sind. Die Kompression der benachbarten Nerven fiihrt
zu einer Fiille von Neuropathien, die sich im Fall der charakteristischen
Schwannome des Gehornervs in Form von Gleichgewichtsstorungen und
Gehorverlust dulern. Konsequenterweise resultiert die Erkrankung in
einer signifikant verkiirzten Lebenserwartung von 15 Jahren nach
Diagnose (Gusella et al., 1996; Ruggieri and Huson, 1999).

Die hauptsdchlich mit der Krankheit assoziierten Schwannome gehdren
infolge der Expression bestimmter Markerproteine (z.B. S100 und
NGFR) zu den Schwann Zellen (Mirsky and Jessen, 1999). Sie weisen im
Vergleich zu normalen humanen Schwann Zellen eine erhohte
Proliferation und den Verlust der Kontaktinhibition auf, so dall sie in
vitro in dritter Dimension wachsen (Rosenbaum et al., 1998). Dariiber
hinaus ist in vitro ein morphologischer Wandel mit langen
Zellauslidufern (Filopodien) und Lamellipodien (siehe unten: Box ,Aktin-
Zytoskelett), sowie ein verstirktes Ausbreiten auf verschiedenen
Matrixkomponenten (Laminin, Kollagen, Fibronektin) sichtbar (Pelton
et al., 1998).

Klonierung von NF2

Durch Stammbaumanalysen konnte das verantwortliche Gen auf
Chromosom 22 lokalisiert werden (Dumanski et al., 1987; Seizinger et
al., 1987; Seizinger et al.,, 1986). Dieses verhdlt sich nach den von
Knudson aufgestellten Regeln (Knudson, 1993; Knudson, 1971) als
Tumorsuppressor. In betroffenen Familien wird ein mutiertes Allel
bereits iiber die Keimbahn vererbt und es kommt nach somatischer
Mutation des zweiten Allels zum Ausbruch der Krankheit (Rouleau et
al.,, 1987). Weitere Eingrenzung des Genlokus auf Chromosom 22 hat
schlieRflich zur Klonierung des NFZ Tumorsuppressorgens und dessen
Lokalisierung auf Chromosom 22ql12 geftihrt (Rouleau et al., 1987;
Trofatter et al., 1993).
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Inaktivierung von NF2

Mit Kenntnis der NFZ Sequenz konnte bestimmt werden, dal
Inaktivierung des NFZ Gens auch fiir einen Grofteil aller sporadisch
auftretenden Schwannome und Meningeome verantwortlich ist (Bianchi
et al., 1994; Lekanne Deprez et al., 1994; Ruttledge et al., 1994). Zudem
werden Mutationen von NFZ in anderen, nicht mit der Krankheit NF2
assoziierten malignen Tumoren wie Melanomen, Karzinomen (Arakawa
et al., 1994; Bianchi et al., 1994), Mesotheliomen (Bianchi et al., 1995;
Cheng et al., 1999; Deguen et al., 1998; Sekido et al., 1995; Ueki et al.,
1999) und Gastrointestinal Stroma Tumoren identifiziert (Fukasawa et
al., 2000).

Die inaktivierenden Mutationen fiihren zu ,Splicing’-Fehlern, vorzeitiger
Termination, Aminsdureaustausch oder ,Frameshift’ und sind tiber das
gesamte Gen verteilt (Lutchman and Rouleau, 1996). Inwieweit
allerdings die Schwere der NF2 Erkrankung und die Form der Mutation
miteinander korrelieren, ist bisher noch nicht abschliefend geklirt. So
haben einige Untersuchungen einen ernsteren Verlauf fir ,nonsense’
Mutationen bestimmt (Evans et al., 2000; Parry et al., 1996; Ruttledge et
al.,, 1996), dagegen zeigt eine andere Studie keine Beziehung dieser
Parameter (Bruder et al., 2001). Es sind daher keine direkten
Riickschliisse auf funktionell wichtige Sequenzabschnitte moglich.

NF2 Tumorsuppressorgen und Genprodukt

Genregulation

Das menschliche NFZ Gen ist iiber einen Bereich von 90kb verteilt und
besteht aus 17 Exonen (Zucman-Rossi et al., 1998). Bisher sind drei
mRNA Spezies von etwa 7kb, 4,4kb und 2,6kb bekannt (Bianchi et al.,
1994; Trofatter et al., 1993), von denen durch alternatives ,Splicen’
und unterschiedliche Polyadenylierung, sowie mehrere Transkriptions-
Startstellen (Welling et al., 2000) verschiedene Transkripte gebildet
werden (Hara et al., 1994; Hitotsumatsu et al., 1994; Huynh et al., 1994;
Schmucker et al., 1999). Die cDNA der Isoform I (Bianchi et al., 1994),
welche Thema der vorliegenden Arbeit ist, setzt sich aus den Exonen 1-
15 plus Exon 17 zusammen und besteht aus 1788bp. Sie kodiert fir ein
Protein von 595 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 70kDa,
dessen Verwandtschaft zu den ERM Proteinen im Namen Merlin
ausgedriickt wird (Moesin-Ezrin-Radixin like protein (Trofatter et al.,
1993); Merlin wird auf Grund der Isolation aus Schwannomen von
wenigen Gruppen auch Schwannomin genannt (Rouleau et al., 1993).
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AKktin-Zytoskelett

Aktinfilamente formen ein komplexes, dynamisches Netzwerk, welches an einer
Reihe zelluldrer Abldufe wie Motilitit, Vesikeltransport, Adhidsion, Formgebung,
Transkription und Signaltransduktion beteiligt ist (Pantaloni et al., 2001;
Rafelski and Theriot, 2004). Der Grundbaustein globuldres G-Aktin befindet sich
in einem FlieRgleichgewicht mit filamentosem F-Aktin, das in vitro unter
physiologischen Bedingungen fast vollstindig auf Seite des F-Aktins liegt (Korn
et al., 1987). In der Zelle erfolgt eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten
des G-Aktins, so dalk mit den verfiigbaren Untereinheiten schnell auf dulere
Einwirkungen reagiert werden kann. Die Verschiebung der Balance wird durch
verschiedene G-Aktin bindende Proteine wie Profilin erreicht (Witke, 2004),
wodurch Aktin dem Gleichgewicht entzogen wird. Um die Polymerisation zu F-
Aktin oOrtlich und =zeitlich zu begrenzen steht der Zelle eine Serie von
Mechanismen zur Verfiigung, die zur Ausbildung spezialisierter Strukturen wie
Filopodien, StreRfasern oder Lamellipodien genutzt werden.

Die lokal induzierte Nukleation neuer Aktinfilamente erfolgt durch den Arp2/3
Komplex (Welch et al., 1997) und Proteine der Formin Familie (Pruyne et al.,
2002). Beide Nukleatoren miissen selbst noch aktiviert werden und reagieren auf
Signale von kleinen GTPasen der Rho Familie (Hall, 1998). Formine binden
direkt an die GTPase und werden aktiviert (Wallar and Alberts, 2003), wogegen
der Arp2/3 Komplex von WASp/WAVE Proteinen aktiviert wird, deren
Autoinhibition durch die GTPase aufgehoben wird (Stradal et al.,, 2004). Die
Bildung fingerformiger Filopodien wird durch aktives Cdc42 induziert (Kozma et
al., 1995; Nobes and Hall, 1995), aktives Rac stimuliert Lamellipodien und
Membran ,Ruffles’, Ausfaltungen der apikalen Plasmamembran (Nobes and Hall,
1995; Ridley et al., 1992). Die Aktivitat von Rho fiihrt schlieRlich zur Bildung
von StreRfasern und deren Verankerungen in der basalen Plasmamembran, den
fokalen Adhisionspunkten (Ridley and Hall, 1992).

Cdc4?2 Rac

Lamellipodien,

Filopodien ‘ruffling’ Membran

Streffasern
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Expression

Das Expressionsspektrum von Merlin im adulten Menschen ist sehr
breit gefichert und steht damit im Gegensatz zum beschrinkten
Auftreten der Krankheit NF2. Merlin kann in Epithelien von Niere,
Bauchspeicheldriise, Schilddriise, Lunge, Haut, Dickdarm und
Dinndarm, im Mesothel des Bauchfells, im Endothel von BlutgefdRen
und in Neuronen und Schwann Zellen nachgewiesen werden (den
Bakker et al., 1999). Obendrein ist die NFZ Expression in Brust,
Eierstock, Plazenta, Gebarmuttermuskulatur, glatter und gestreifter
Muskulatur, Speiserohre und Nebenniere bestimmbar (Bianchi et al.,
1994; den Bakker et al., 1995a; den Bakker et al., 1995b; Rouleau et al.,
1993; Stemmer-Rachamimov et al., 1997).

Subzellulidre Verteilung

Eine weitere Eigenheit von Merlin stellt die fiir einen Tumorsuppressor
ungewohnliche subzelluldre Verteilung dar. In Zellkultur liegt Merlin in
dynamischen Membranregionen (Lamellipodien, Filopodien und
,ruffling’-Membran), wo es mit filamentdsem Aktin kolokalisiert, und im
perinuklearen Raum vor (Gonzalez-Agosti et al., 1996; Sainio et al.,
1997; Schmucker et al., 1997). In isolierten Nervenfasern konzentriert
es neben den Ranvier Schniirringen im paranodalen Bereich der
Schwann Zellen (Scherer and Gutmann, 1996). Zusitzlich ist Merlin
auch abhdngig vom Zellzyklus im Zellkern, der Mitosespindel und dem
kontraktilen Ring zu finden (Muranen et al., 2005).

Protein-Doméinen

Merlin gliedert sich in drei Domidnen und zeigt eine groRe Ahnlichkeit
mit den ERM Proteinen, einer Gruppe, die als Zytoskelett-
Plasmamembran Koppelungsproteine klassifiziert werden (Bretscher et
al.,, 2002): eine aminoterminale, globulire FERM Domine (erythrocyte
band four-point one, ezrin, radixin, moesin) von circa 300
Aminosdauren, die eine evolutionir konservierte Domine ist, welche
Protein-Protein Interaktionen vermittelt (Chishti et al., 1998), eine
zentrale o-helikale Doméine von circa 200 Aminosduren und eine
carboxyterminale Doméine von etwa 100 Aminosduren. Die FERM
Domédne humanen Merlins zeigt 61% Homologie zu Ezrin. o-helikale
und carboxyterminale Domdne von Merlin und Ezrin stimmen zu 30%
beziehungsweise 22% tiberein, so dak sich insgesamt ein Homologiegrad
von 45% ergibt (Turunen et al., 1998).

Protein-Konformation

Die Funktion der ERM Proteine wird u.a. iiber die Konformation
gesteuert. Diese verbinden in geoffneter Form
Transmembranrezeptoren der Plasmamembran mit dem Aktin-
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Zytoskelett und sind in geschlossener Form inaktiv. ERM Proteine
interagieren intramolekular tuber die C-ERMAD und N-ERMAD
(‘carboxy-‘ und ‘aminoterminal ERM association domain’). Die N-ERMAD
entspricht der FERM Domine, die C-ERMAD den letzten 100
Aminosduren (Gary and Bretscher, 1995). Die intramolekulare
Interaktion in ERM Proteinen wird sequentiell durch Phospholipid-
Bindung (N-ERMAD) und Threonin-Phosphorylierung (C-ERMAD) durch
die Kinasen PKC und ROCK/Rho Kinase unterbunden, so daR das
Protein in einer getffneten Konformation vorliegt (Fievet et al., 2004;
Hirao et al., 1996; Matsui et al., 1998; Nakamura et al., 1999; Ng et al.,
2001; Pietromonaco et al., 1998). Die Kristallstruktur von Moesin N-
und C-ERMAD bestidtigt sterische und elektrostatische Verianderungen,
die mit einer Phosphorylierung von Threonin-558 in Moesin (Threonin-
567 in Ezrin, und Threonin-564 in Radixin) einhergehen und so die N-
C-Bindung storen (Pearson et al., 2000). Das geodffnete Protein ist dann
in der Lage, andere Proteine und das F-Aktin-Zytoskelett zu binden
(Nakamura et al., 1999; Reczek and Bretscher, 1998; Simons et al.,
1998).

Fir Merlin wird ein dhnlicher, die Konformation regulierender
Mechanismus angenommen. Auch der N- und der C-Terminus von
Merlin wechselwirken miteinander (Gronholm et al., 1999; Meng et al.,
2000). Die Assoziierung wird durch Phosphorylierung von Serin-518
(nicht homolog zu Threonin-558 in Moesin) beeinflulRt, welche durch
den cAMP/PKA Signalweg (Alfthan et al., 2004) und die Rac/PAK
Kaskade reguliert wird (Kissil et al., 2002; Shaw et al., 2001; Xiao et al.,
2002). Der N-Terminus bindet an den C-Terminus, wenn dessen Serin-
518 zu Alanin (nicht-phosphoryliert) mutiert ist. Mutation zu
Asparaginsdure (pseudo-phosphoryliert) inhibiert dies, woraus
geschlossen wird, dal Phosphorylierung die Interaktion inhibiert.
Allerdings préazipitiert das vollstindige MerlinS518A, welches demnach
geschlossen sein sollte, sogar noch stiarker als der Wildtyp mit dem
separaten N-Terminus (Shaw et al., 2001). Dieses Ergebnis zeigt, dall
weitere Untersuchungen beztiglich der Regulation von Merlin notig
sind.

Da weder Ezrin, Radixin noch Moesin als Tumorsuppressor fungieren,
ist davon auszugehen, dal die auftretenden strukturellen Unterschiede
diese Eigenschaft von Merlin begriinden. Betrachtet man die Verteilung
der nicht-konservierten Aminosduren zwischen Merlin und ERM
Proteinen, fillt auf, daR diese meist auf der Oberfliche des Proteins
liegen (Kang et al., 2002; Shimizu et al., 2002). Dies deutet auf Protein-
Protein Interaktionen oder regulatorische Mechanismen hin, die Merlin
von ERM Proteinen unterscheiden. Weiterhin besitzt Merlin nicht die in
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der ERM Familie konservierte carboxyterminale F-Aktin Binderegion
(Turunen et al., 1994), sondern weist im Aminoterminus eine derartige
Funktion auf (Brault et al., 2001; James et al., 2001; Xu and Gutmann,
1998).

Eine verdnderte Konformation und damit die verfiigbare Oberfliche,
sowie modifizierte elektrostatische Eigenschaften derselben, sind daher
Parameter, tiber die die Interaktionen von ERM Proteinen und Merlin
geregelt werden.

Merlin Interaktionspartner

Zytoskelett

Merlin kann in vivo und in vitro direkt iber eine aminoterminale F-
Aktin bindende Domine mit F-Aktin (Brault et al., 2001; James et al.,
2001; Xu and Gutmann, 1998) und in vitro auch mit Mikrotubuli
interagieren (Xu and Gutmann, 1998). Eine indirekte Interaktion von
Merlin und dem Zytoskelett wird durch Bindung an andere Proteine wie
BII-Spektrin (auch Fodrin) ermdglicht. Dieser Komplex wird tiber den
Merlin C-Terminus und die Ankyrin-bindende Region in pII-Spektrin
formiert und durch Phosphorylierung von Merlin Serin-518 verstarkt
(Rong et al., 2004a; Scoles et al., 1998). Weiterhin kann die Bildung von
Heteromeren mit ERM Proteinen eine Verbindung zum F-Aktin
aufbauen (Gronholm et al., 1999; Huang et al., 1998; Meng et al., 2000;
Nguyen et al., 2001), wie auch der Komplex aus Merlin FERM Domaine
und dem Adapterprotein Paxillin (Fernandez-Valle et al., 2002; Turner,
2000). Durch das Tubulinmotorprotein Kinesin-1 erfolgt auch noch
eine indirekte Kopplung zwischen Merlin und den Mikrotubuli (Hakimi
et al., 2002).

Transmembranproteine

Die subzellulire Verteilung von Merlin wird daneben noch durch
Interaktion mit Transmembranproteinen reguliert. Die Bindung an den
Hyaluronsdure-Rezeptor CD44 (Morrison et al.,, 2001) und das
neuronale Caspr/paranodin (Denisenko-Nehrbass et al., 2003) erfolgt
direkt tiber die FERM Domine. Der Kontakt mit dem Zellmatrix-
Rezeptor pl-Integrin (Obremski et al., 1998; Taylor et al., 2003) und
der Rezeptor Tyrosinkinase ErbB2 (Fernandez-Valle et al.,, 2002) ist
noch nicht genauer charakterisiertt An den Zell-Zell Kontakt
vermittelndes E-Cadherin ist Merlin indirekt tiber pg-Catenin gebunden
(Lallemand et al., 2003; Maeda et al., 1999).
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Vesikeltransport

Merlin  interagiert auch mit Proteinen des intrazelluliren
Vesikeltransports. HRS (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine
kinase substrate) reguliert den Transport von Endosomen (Katzmann et
al., 2002). Eine Bindung von Merlin an HRS liegt an frithen Endosomen
vor und lokalisiert im perinuklearen Raum (Sun et al., 2002). Syntenin,
welches Transmembranproteine mit dem Zytoskelett verbindet und den
intrazelluldren Vesikeltransport beeinflufit, interagiert direkt mit Merlin
und soll dessen subzelluldre Lokalisierung beeinflussen (Grootjans et
al., 1997; Jannatipour et al., 2001). Merlin bindet wie auch ERM
Proteine an EBP50 (Gonzalez-Agosti et al., 1999; Murthy et al., 1998;
Nguyen et al.,, 2001). EBP-50 (ERM-bindendes Phosphoprotein von
S0kDa) ist ein regulatorischer Kofaktor fiir den Natrium/Protonen
Kanal NHE3 und rekrutiert ERM  Proteine indirekt an
Transmembranproteine (Shenolikar and Weinman, 2001).

Weitere Interaktionspartner sind die Serin/Threonin Kinase PAKI1
(Kissil et al., 2003), der GDP Dissoziationsinhibitor RhoGDI (Maeda et
al., 1999) und SCHIP-1 (Schwannomin-interagierendes Protein-1,
(Goutebroze et al., 2000)), das Homologie zu FEZ1 und UNC-76 besitzt,
Proteinen, die am axonalen Wachstum und der neuronalen
Faszikulation beteiligt sind (Bloom and Horvitz, 1997).

Die Entdeckung dieser und anderer Interaktionspartner sowie die
Analyse der Konformation (Bretscher et al., 2002; Gusella et al., 1999;
McClatchey, 2003; Sherman and Gutmann, 2001) gibt einen Einblick in
die Prozesse, an denen Merlin beteiligt ist, doch ist es bisher nicht
gelungen, den  Mechanismus, mittels dessen  Merlin als
Tumorsuppressor fungiert, aufzuklaren.

Funktion von Merlin

Die Uberexpression von Merlin Isoform I reduziert die Proliferation bei
hoher Zelldichte und unterdriickt das Tumorwachstum in Nacktmiusen
(Lutchman and Rouleau, 1995; Sherman et al., 1997). Dagegen verfiigen
weder andere Isoformen noch aus NF2 Patienten isolierte Mutanten
uber anti-proliferative Eigenschaften (Gutmann et al., 1998; Gutmann
et al., 2001). Uberdies wirkt Merlin der Transformation durch
onkogenes Ras entgegen, was auf einen Einflul unterhalb von Ras
hinweist (Tikoo et al.,, 1994). Ubereinstimmend damit wird die
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Jun, Fos und ELK blockiert (Kim
et al., 2002; Lim et al.,, 2003), deren Funktion notwendig fiir das
Voranschreiten im Zellzyklus ist (Hazzalin and Mahadevan, 2002; Karin,
1995). Im Gegensatz dazu zeigen NfZ”~ Maus Fibroblasten einen
transformierten Phidnotyp, charakterisiert durch den Verlust der
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Kontaktinhibition des Wachstums und erhohter Jun, JNK und ERK
Phosphorylierung (Lallemand et al.,, 2003; Shaw et al.,, 2001).
GleichermaRen weisen primire humane Schwannom Zellen erhdhte
Werte fiir phosphoryliertes JNK und aktives Rac auf (Kaempchen et al.,
2003).

Eine Konsequenz von Merlin Defizienz wie auch von onkogener
Transformation ist der Verlust korrekt ausgebildeter Zell-Zell Kontakte
(Lallemand et al., 2003; Wheelock and Johnson, 2003) und eine
umstrukturiertes Aktin-Zytoskelett (Pawlak and Helfman, 2001; Pelton
et al., 1998).

Merlin wird durch einen ProzelR, der von Zell-Zell und Zell-Matrix
Kontakt ausgelodst wird, aktiviert und stellt die Kontaktinhibition des
Wachstums in transformierten Zellen wieder her (Morrison et al., 2001).
Als physiologischer Gegenspieler zu Merlin werden die ERM Proteine
angesehen, die wie Merlin an CD44 binden und damit Teil eines Sensors
fir Kontaktinhibition sind (Morrison et al., 2001). ERM Proteine
fungieren entgegengesetzt zu Merlin indem sie zellulires Uberleben
(Gautreau et al., 1999), Motilitit (Lamb et al., 1997; Tsuda et al., 2004)
und Transformation (Tran Quang et al., 2000) unterstiitzen. Aullerdem
wird der Aufbau stabiler Zell-Zell Kontakte durch einen verzogerten
Transport von E-Cadherin zur Plasmamembran durch aktives Ezrin
gestort (Pujuguet et al., 2003).

Bei geringer Zelldichte binden Ezrin und hyperphosphoryliertes,
inaktives Merlin an (CD44. Steigende Zelldichte fihrt zu
Hypophosphorylierung und Aktivierung von Merlin, so dal
Proliferation und Tumorwachstum inhibiert werden. Zur Erfillung
dieser Aufgabe mull Merlin an (CD44 gebunden sein, da eine
Uberexpression des zytoplasmatischen Teils von CD44 und damit
Sequestrierung von Merlin die Tumorsuppressorwirkung blockiert.
Gleichzeitig geht die Bindung zwischen Ezrin und CD44 verloren. Als
auslosendes externes Signal dient uber die Bindung an CD44 die
Zellmatrixkomponente Hyaluronsdure (Morrison et al., 2001).

Fiir den Aktivierungsschritt von Merlin wird die Dephosphorylierung an
Serin-518 (Shaw et al., 2001) verantwortlich gemacht. Die nicht-
phosphorylierbare Alanin Mutante von Serin-518 (S518A) unterdriickt
das Wachstum in weichem Agar, wogegen die pseudo-phosphorylierte
Asparaginsdure Mutante (S518D) inaktiv ist (Surace et al., 2004). Wie
diese Merlinformen den Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakt vermitteln ist
bisher nicht gekldrt. Der Zell-Matrix Kontakt durch Hyaluronsadure
bewirkt, dalk das an CD44 gebundene Merlin hypophosphoryliert ist
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(Morrison et al., 2001). Der von E-Cadherin aufgebaute Zell-Zell Kontakt
wird zwar durch Merlin S518A vermittelt, doch kolokalisieren beide
Mutanten bei hoher Zelldichte mit E-Cadherin (Lallemand et al., 2003).

Die Komplexitidt der von Merlin vermittelten Wachstumsinhibition wird
noch durch ein anderes Beispiel deutlich. Einerseits wird die
Zelladhision nach Uberexpression von Merlinmutanten oder Reduktion
der Proteinkonzentration durch ,Antisense’ Oligonukleotide deutlich
vermindert (Huynh and Pulst, 1996; Koga et al., 1998; Stokowski and
Cox, 2000). Andererseits zeigen primdre Schwannom Zellen aus NF2
Patienten eine erhohte Integrin-abhdngige Adhédsion im Vergleich zu
Schwann Zellen mit funktionellem Merlin (Utermark et al., 2003).

Dies deutet darauf hin, dal Merlin in Zell-Zell und Zell-Matrix
Adhdsionsprozessen unterschiedlich reguliert wird. Bisher ist die
Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Serin-518 das einzige
Regulativ in Merlin. DaRk weitere Modifikationen eine Rolle spielen, ist
angesichts der unterschiedlichen Vorginge, an denen Merlin beteiligt
ist, durchaus denkbar. Mit einer Phosphopeptidanalyse wurde die
Inkorporation von Phosphat an Serin- und Threoninresten ermittelt
(Shaw et al., 1998).

Dieser zusdtzlichen Threonin-Phosphorylierung ist bisher keine
Funktion zugeordnet worden. Zudem ist die Phosphorylierung an Serin-
518 Voraussetzung fiir die Bildung zweier weiterer Phosphopeptide von
Merlin, da diese nicht in der S518A Mutante vorhanden sind (Shaw et
al., 2001).

Wie bereits einfithrend erwdhnt stellen Verdnderungen im Aktin-
Zytoskelett eine weitere Gemeinsamkeit von Merlin Defizienz und
onkogener Transformation dar. Menschliche Schwannom Zellen weisen
im Unterschied zu normalen Schwann Zellen modifizierte StreRfasern
und ein abnormes ,ruffling’ der Membran auf. Diese Phinotypen weisen
in Richtung der kleinen GTPasen der Rho Familie, und Expression von
dominant negativem Rac oder Rho kann die Abnormalitidten teilweise
umkehren (Pelton et al.,, 1998). Die Re-Expression von Merlin in
Schwannom Zellen macht die Umwandlungen im Zytoskelett ebenso
rickgdngig (Bashour et al., 2002).

Inwieweit die Restrukturierung des Zytoskeletts und der EinfluR auf die
Proliferation zwei separate Effekte von Merlin sind oder beide Teil des
gleichen Prozesses sind, ist noch wunklar. Urspriinglich wurden
Verdanderungen im Zytoskelett hauptsidchlich mit Adhédsionsereignissen
und die Proliferation mit Mitogenstimulation assoziiert. Mittlerweile ist
deutlich geworden, dalR sich Wachstumsfaktorrezeptoren und
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Adhdsionsrezeptoren gegenseitig als Korezeptoren bedingen, um
Adhdsion und Mitogensignale zu regulieren (Comoglio et al., 2003;
Miranti and Brugge, 2002; Schwartz and Ginsberg, 2002). So
potenzieren o6p4 Integrine die Funktion des HGF Rezeptors c-Met
(Trusolino et al., 2001) und der FGF-Rezeptor erlaubt erst die Funktion
des Zelladhidsionsmolekiils N-CAM (Cavallaro et al., 2001). Auf diese
Weise konnte Merlin mittels bestimmter Bindungspartner, die
Knotenpunkte der Signaltransduktion von Adhision und Proliferation
besetzen, einen Effekt auf beide Vorginge ausiiben. Mit dieser
Annahme wire es demnach moglich durch Studie des Zytoskeletts,
Merlin Effektoren zu identifizieren, die auch die Proliferation
beeinflussen und vice versa.

Alle der oben beschriebenen Signaltransduktionsschritte beinhalten
enzymatisch  katalysierte  Reaktionen wie Phosphorylierungen,
Dephosphorylierungen und Hydrolyse (Hunter, 2000). Merlin kann nur,
da es selbst keine bekannte katalytische Aktivitit besitzt, durch
kompetetive Bindung oder Bindungspartner mit katalytischen
Fahigkeiten einen Einflul nehmen. Bezliglich PAK1 wurde gezeigt, dall
Merlin und Rac (Aktivator von PAK) um die Bindung an PAK
konkurrieren. Bei hoher Zelldichte blockiert Merlin die Rac-bindende
Domidne in PAK und verhindert dadurch die Aktivierung von PAK
(Kissil et al., 2003). Da PAK die Phosphorylierung an Merlin Serin-518
katalysiert, kann Merlin die eigene Inaktivierung kontrollieren.
Zusdtzlich inhibiert Merlin die Interaktion von PI3-Kinase und PIKE
(phosphatidylinositol 3-kinase enhancer), einer GTPase, die die
Kinaseaktivitdt von PI3-Kinase verstiarkt (Rong et al., 2004b). Konfluenz
bewirkt auch die Verdringung von Ezrin durch Merlin am
zytoplasmatischen Teil von CD44 (Morrison et al., 2001). Ezrin ist
wiederum  fir die von  Rezeptortyrosinkinasen  veranlalte
Signaltransduktion von Bedeutung, da es den fiir die Aktivierung von
Ras notwendigen Austauschfaktor Sos bindet (Morrison et al., 2005).

Aufgrund der Vielzahl beschriebener Interaktionen von Merlin ist
anzunehmen, da Merlin diversen Regulationen unterworfen ist. Diese
konnen die Expression von Merlin (den Bakker et al., 1999; Shaw et al.,
1998) und seiner Bindungspartner sowie alternatives ,Splicing’ von
Merlin betreffen (Welling et al., 2000). Insbesondere kommen fiir eine
Regulation posttranslationale Modifikationen in Frage, die die Struktur
oder die Eigenschaften der Proteinoberfliche verdndern. Die
systematische Untersuchung von Merlin Mutanten aus Patienten wiirde
sich als sehr aufwendig gestalten, da Punktmutationen tber das
gesamte Protein verteilt sind. In Maus Fibroblasten besitzt der separate
N-Terminus ebenfalls ein hohes antiproliferatives Potential in einem
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Transformationstest, doch zeigt das vollstindige Protein einen h6heren
Effekt, was auf einen EinfluR des C-Terminus hinweist (Tikoo et al.,
1994). Zusitzlich haben Proliferationstests in Ratten Schwannom Zellen
eine Synergie von N- und C-Terminus gezeigt (Sherman et al., 1997).
Die bisher einzige bekannte Modifikation, die reversible
Phosphorylierung an Serin-518, liegt im C-Terminus. Die publizierten
Phosphopeptidanalysen und die Bedeutung des Aminoterminus lassen
zum einen weitere Modifikationen, insbesondere Phosphorylierungen,
erwarten, die im N- und C-Terminus liegen. Mit deren Hilfe lieRen sich
die durch Merlin regulierten Prozesse besser aufgliedern und genauer
studieren.
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Zielsetzung

Hauptziel dieser Arbeit ist, posttranslationale Verdnderungen an Merlin
zu identifizieren, welche fir die von Merlin ausgeiibte
Tumorsuppression essentiell sind. Als weiteres damit
zusammenhédngendes Ziel sollen fiir die Tumorsuppression wichtige
Effektoren identifiziert werden. Insbesondere wird das Augenmerk auf
mogliche mit Merlin interagierende Effektoren gerichtet sein, die das
Aktin-Zytoskelett verdndern. Es soll untersucht werde, ob die Wirkung
auf das Zytoskelett mit der Tumorsuppressorfunktion in
Zusammenhang steht.

25



26



Ergebnisse

Einleitung

Zur  funktionellen  Analyse der von Merlin vermittelten
Kontaktinhibition wiirden sich insbesondere menschliche Schwann-
Zellen eignen, da sie im pathologischen Verlauf von Neurofibromatose 2
(NF2) haupsiachlich Dbetroffen sind und die charakteristischen
Schwannome bilden. Der Nutzen dieses Systems wird aber durch die
problematische Handhabbarkeit eingeschrankt; primire Schwann-Zellen
sind nur fir kurze Zeit kultivierbar, schwierig zu transfizieren und
aufwendig zu isolieren, um nur einige Nachteile zu nennen. Es wurde
daher fiir diese Studie auf das von Morrison et al. (2001) beschriebene
Modellsystem aus der Ratte zuriickgegriffen.

Dessen Basis bildet die aus dem Tumor RT4 hervorgegangene, Ratten-
Schwannoma Zellinie RT4-D6P2T (Bansal and Pfeiffer, 1987; Imada and
Sueoka, 1978; Tomozawa and Sueoka, 1978), die auf Grund der
Transformation die Eigenschaft der Zelldichte-abhingigen Inhibition
des Wachstums (Kontaktinhibition) verloren hat. Die Transformation
wurde chemisch durch das alkylierende Mutagen Nitrosoethylharnstoff
(NEU) induziert (Schubert et al., 1974) und fihrte u.a. zu einer
aktivierenden Mutation im Neu Proto-Onkogen (auch ErbB2; kodiert fir
die Rezeptor-Tyrosinkinase p185erbB2 aus der EGF-Rezeptor Familie;
(Bargmann et al., 1986; Nikitin et al., 1991). Diese Schwannoma Zellinie
ist nicht mit der Krankeit NF2 assoziiert und es liegt keine Mutation im
NFZ2 Lokus vor, so daR weiterhin funktionelles Merlin exprimiert wird.
Allerdings erfolgt keine Zelldichte bedingte Expressionssteigerung von
Merlin wie es fiir Schwann-Zellen (Morrison et al., 2001) oder NIH-3T3
Fibroblasten (Shaw et al., 1998) charakteristisch ist.

Die RT4-D6P2T Zellen sind daher stabil mit einem induzierbaren
Expressionsplasmid fiir Merlin transfiziert worden (reverses Tet System;
RT4TetwtNF2). Dadurch kann die Merlinmenge willentlich erhoht und
in die Balance von transformierenden versus suppremierenden
Faktoren eingegriffen werden. Die Kontaktinhibition kann in RT4 Zellen
durch konditionelle Erhohung der Expression von Merlin (durch Gabe
von Doxycyclin, einem Tetracyclin), auf den Grad, welcher bei hoher
Zelldichte in Schwann-Zellen auftritt, und damit Nachahmung der
physiologischen Vorginge, wiederhergestellt werden. Dies gleicht dem
Vorgang der Kontaktinhibition bei hoher Zelldichte, so dal sich dieses
System zur Untersuchung der molekularen Mechanismen der durch
Merlin vermittelten Zelldichte-abhingigen Inhibition des Wachstums
eignet. Die Wirkung von Merlin als Vermittler der Kontaktinhibition ist
zusatzlich von einer Dephosphorylierung abhidngig. Diese erfolgt bei
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Konfluenz, kann aber auch bei geringer Zelldichte durch Zell-Matrix
Kontakt induziert werden (Morrison et al., 2001). In beiden Fillen
kommt es zur Reduktion der Proliferation.

Im folgenden Abschnitt werden einige grundlegende, bekannte
Kennzeichen der Doxycyclin-induzierbaren RT4TetwtNF2 Zellen (Klon
5,) beschrieben, um darauf aufbauend die neuen Ergebnisse
darzustellen.

Merlin fungiert als Tumorsuppressor bei hoher
Zelldichte

Krebszellen zeichnen sich u.a. durch zwei Eigenschaften aus, die in
vitro untersucht werden konnen. Zum einen kdnnen sie nicht-adhirent,
also unabhdngig von einem Substrat wachsen. Dies kann in einem
Experiment bestimmt werden, in dem Zellen kiinstlich durch Einbetten
in weichem Agar in Suspension gehalten werden. Doxycyclin-
induzierbare RT4TetwtNF2 Zellen (Abb.1A) wachsen mit endogenem
Merlin (-Dox) in Weichagar und bilden Kolonien. Uberexpression von
Merlin (+ Dox) wirkt der Transformation entgegen und reduziert dieses
Wachstum um 28% (Abb. 1B). Zum anderen ist Verlust der
Kontaktinhibition ein Charakteristikum von Krebszellen. Nicht-
transformierte Zellen, die kiinstlich aus ihrem natiirlichen Kontext
entnommen und in vitro kultiviert werden, verhalten sie sich immer
noch als Mitglieder einer regulierten Population und stoppen das
Wachstum bei Konfluenz. Die transformierten RT4TetwtNF2 Zellen
stellen mit endogenem Merlin nach Erreichen einer konfluenten
Zellschicht die Proliferation nicht ein, fihren das Wachstum in dritter
Dimension fort und bilden charakteristische Aggregate, sogenannte
Fokusse. Uberexpression von Merlin reduziert die Fokusbildung
signifikant (Abb. 1C).
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Abbildung 1: Merlin inhibiert die Transformation. (A) Uberexpression von
Merlin in RT4TetwtNF2 Zellen (Klon 5,) demonstriert im Western Blot mit
anti-Merlin Ak (C-18). Ladekontrolle mit anti-Tubulin (TU-02). (B) Weichagar
Wachstum wird durch Merlin reduziert. RT4TetwtNF2 Zellen werden mit oder
ohne Doxycyclin in Weichagar suspendiert. Das Koloniewachstum wird nach
10-15 Tagen ausgewertet. Koloniezahl wird auf ‘-Dox’ Ansatz normalisiert. (C)
Fokusbildung wird durch Merlin inhibiert. RT4TetwtNF2 Zellen werden mit
oder ohne Doxycyclin bei hoher Zelldichte gesdt. Die Fokusbildung wird nach
10-15 Tagen begutachtet.
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Abbildung 2: Merlin reduziert die Proliferation und beeinfluft die
Signaltransduktion bei hoher Zelldichte. RT4TetwtNF2 Zellen werden mit oder
ohne Doxycyclin bei hoher Zelldichte ausgesit. (A) Die BrdU-Inkorporation
erfolgt mit 50uM BrdU iber 3h. Angefiihrt ist der Anteil proliferierender
Zellen an der Gesamtpopulation. (B) PDGF-Stimulation erfolgt mit 10ng/ml
iber Smin. Die Phosphorylierung von ERK wird mit einem
phosphospezifischen Ak nachgewiesen. Nach Strippen des Blots wird der ERK-
Gehalt mit einem panERK Ak bestimmt.

Die so nachgewiesene Verminderung des ‘Zellaufkommens’ kann
theoretisch auf verschiedenen Wegen erreicht werden. Dafiir konnte
eine gesteigerte Apoptose, ein reduziertes GroRenwachstum oder ein
Anhalten im Zellzyklus verantwortlich sein. Merlin (+ Dox) hemmt bei
hoher Zelldichte (HZD) die DNA-Synthese, gemessen an inkorporiertem
BrdU (Abb. 2A, Reduktion um 43%). Dies resultiert nach Morrison aus
einem Arrest des Zellzyklus in G1/S (Ubergang Phase G1 in DNA-
Synthese Phase S; (Morrison et al., 2001)). Wie wird diese Funktion nun
vermittelt?

Zellteilung wird uber genetische Programme reguliert, die unter der
Kontrolle von Transkriptionsfaktoren stehen. Die Aktivitit der Trans-
kriptionsfaktoren wird durch Signaltransduktionskaskaden bestimmdt.
Von zentraler Bedeutung fiir die Proliferation ist die Ras/Raf/MEK/ERK
Kaskade (McCormick, 1999). Die sequentielle Stimulation der
Einzelkomponenten (de Vries-Smits et al., 1992; Howe et al., 1992;
Warne et al., 1993) bewirkt die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
der AP-1 Familie (Marais et al., 1993), welche schlielRlich ihren EinfluR
auf die Zellzyklusmaschinerie austiben (Herber et al., 1994).

Merlin hemmt die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren der AP-1
Familie (Kim et al.,, 2002) wund die dartber liegende
Signaltransduktionskaskade (Lim et al.,, 2003; Morrison et al., 2001).
Diese Ergebnisse haben zu der Spekulation gefiihrt, dak Merlin die
Tumorsuppressorfunktion u.a. auf diesem Weg vermittelt. Ein wichtiger
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Wachstumsfaktor fiir Schwann-Zellen ist PDGF (platelet-derived growth
factor; (Davis and Stroobant, 1990), der auch die Ras/Raf/MEK/ERK
Signaltransduktionskaskade aktiviert (Satoh et al., 1990).
Uberexpression von Merlin in RT4TetwtNF2 Zellen reduziert bei hoher
Zelldichte die PDGF-induzierte Phosphorylierung und Aktivierung von
ERK (Abb. 2B).

Wie kommt es nun zur Aktivierung von Merlin und wie wird die
Tumorsuppressorfunktion vermittelt? Wenn Merlin seine Funktion iber
einen EinfluR auf die Signaltransduktion ausibt, so mufl der direkte
Effekt innerhalb von kurzer Zeit nach Aktivierung von Merlin erfolgen.
Das verwendete Modellsystem sollte daher eine kurzfristige Aktivierung
von Merlin ermoglichen und die Auswirkung dieser Aktivitdt ebenso
schnell melbar machen.

Merlin interagiert bei hoher Zelldichte mit dem Transmembranrezeptor
CD44 und wird durch Zell-Matrix Kontakt, insbesondere die Bindung
von hochmolekularer Hyaluronsdure (HA) an CD44, aktiviert. Diese
Aktivierung beinhaltet eine Dephosphorylierung von Merlin, welche
sich im Polyacrylamidgel durch zwei unterschiedlich wandernde
Merlinspezies ausdriickt (Morrison et al., 2001). Die Kultivierung von
RT4TetwtNF2 Zellen bei geringer Zelldichte und Stimulierung mit
hochmolekularer HA erlaubt daher zeitlich gesehen eine Untersuchung
der Vorginge, welche zur Aktivierung von Merlin fithren und die als
Reaktion auf diese Aktivierung ablaufen. Der Vorteil dieser
Versuchsanordnung besteht darin, dall Nebeneffekte, die bei Konfluenz
durch Zell-Zell Kontakt und andere Zellmatrixkomponenten entstehen,
weitgehend ausgeschlossen werden.

Die Tumorsuppressorfunktion wird durch
Hyaluronsdure  aktiviert und  beeinfluBt die
Signaltransduktion

Der Vergleich von Dox-induzierten RT4TetwtNF2 Zellen bei hoher und
geringer Zelldichte zeigt eine Zelldichte-induzierte Dephosphorylierung
von Merlin, sichtbar in der verstirkt auftretenden schneller
wandernden Bande (Abb. 3A; der Tubulingehalt zeigt gleiche Zellzahlen
an; (Shaw et al., 1998). Wird die Kultivierung bei geringer Zelldichte
(GZD) durchgefiihrt und differentiell tber finf Minuten mit HA
stimuliert, ist der gleiche Effekt erkennbar. HA induziert ebenfalls
Dephosphorylierung von Merlin (Abb. 3B).

Der Hypothese folgend kann bei geringer Zelldichte die
Tumorsuppressoraktivitit von  Merlin durch  hochmolekulare
Hyaluronsdure aktiviert werden. Nach Doxycyclin-Induktion und HA-
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Inkubation wird der Anteil proliferierender Zellen, gemessen am BrdU
Einbau, im Vergleich zu nicht HA-inkubierten Zellen um 69% reduziert
(von 26% auf 8% proliferierende Zellen, Abb. 3C). Ebenfalls ist ein
EinfluR auf die PDGF-vermittelte ERK Phosphorylierung erkennbar
(Abb. 3D). Bei Vorliegen der endogenen Merlinkonzentration fihrt
PDGF zu starker Phosphorylierung von ERK (Spur 5). Nach Doxycyclin-
Induktion und HA-Inkubation wird der Signaltransfer von PDGF zu ERK
blockiert (Spur 8). Der separate Effekt von Doxycyclin-Induktion und
HA-Inkubation auf die Phosphorylierung von ERK ist in den Spuren 6
und 7 zu sehen. Beide Behandlungen {fithren zu intermedidren
Minderungen von pERK nach PDGF Stimulation. Beziiglich Proliferation
und Signaltransduktion kénnen also mit dem Modellsystem Ergebnisse
erhalten werden, wie sie bei Konfluenz auftreten.

A GZD HZD B RT4TetwtNE2 (Klon 54) GZD
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E . o 28 Merlin
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Abbildung 3: Die Tumorsuppressorfunktion von Merlin wird durch
Hyaluronsdure (HA) aktiviert und bewirkt eine Hypophosphorylierung von
Merlin. (A) RT4TetwtNF2 Zellen werden mit Doxycyclin bei hoher oder
geringer Zelldichte ausgesdt. Bei hoher Zelldichte erfolgt eine
Hypophosphorylierung von Merlin, die zu einer hoheren elektrophoretischen
Beweglichkeit fiihrt. (B-D) RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer Zelldichte
ausgesdt, Serumentzug und Induktion mit Doxycyclin erfolgen tiber Nacht. (B)
HA Stimulation tiber 5min bewirkt Hypophosphorylierung von Merlin. (C) 12h
Priainkubation mit HA reduziert die BrdU-Inkorporation (50uM BrdU tber 3h).
(D) 10min Priinkubation mit HA blockiert nach Dox-Induktion die PDGF-
stimulierte (10ng/ml, 5min) ERK Phosphorylierung. Separate Dox-Induktion
oder HA-Inkubation zeigen intermediidre Effekte auf die PDGF-stimulierte ERK
Phosphorylierung. Die Phosphorylierung von ERK wird mit einem
phosphospezifischen Ak nachgewiesen. Nach Strippen des Blots wird der ERK-
Gehalt mit einem panERK Ak bestimmt.
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Neben einem Effekt auf die Proliferation wird Merlin auch ein Einfluf
auf das F-Aktin Zytoskelett zugeschrieben. In Schwannoma Zellen
konnen Verdanderungen der AktinstreRfasern beobachtet werden
(Pelton et al.,, 1998), welche durch Wiedereinfiihrung von Merlin
revertiert werden (Bashour et al., 2002). Bei geringer Zelldichte binden
inaktives Merlin aber auch die strukturell verwandten Proteine der ERM
Familie (Ezrin, Radixin, Moesin) an den Hyaluronsiurerezeptor CD44
(Morrison et al., 2001; Sainio et al., 1997; Tsukita et al., 1994). HA fiihrt
nun zum einen zur Aktivierung von Merlin, zum anderen aber auch zu
einer Minderung der Interaktion von CD44 mit den ERM Proteinen
(Morrison et al., 2001). Da nur die ERM Proteine durch eine C-terminale
Binderegion an F-Aktin binden konnen, stellt sich die Frage nach den
Konsequenzen, wenn aktives Merlin an die Stelle der ERM Proteine tritt
und diese Verbindung zum F-Aktin verloren geht. Die Kombination
dieser Partner von CD44 ist besonders interessant, da es sich bei Merlin
um einen Tumorsuppressor und bei Ezrin um ein Schlisselprotein im
Metastasierungsprozel handelt (Khanna et al., 2004; Yu et al., 2004).
Folglich konnten Verdnderungen, die direkt mit dem Austausch von
Ezrin und Merlin einhergehen, eine Funktion in der Tumorsuppression
besitzen. Es soll daher untersucht werden, inwieweit aktiviertes Merlin
das F-Aktin Zytoskelett beeinflult.

Hyaluronsdure induziert Verdnderungen im F-AKtin
Zytoskelett

RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert und die
Merlin Expression mit Doxycyclin induziert. Nach Fixierung der Zellen
wird Merlin Uber anti-Merlin Antikdrper und F-Aktin mittels Phalloidin
markiert und im Epifluoreszenzmikroskop untersucht.

Wihrend nach Uberexpression von Merlin viele StreRfasern (Abb. 4A,
Pfeil) und kleinere Lamellipodien (Abb. 4A, Pfeilspitze) sichtbar sind,
erfolgt nach der Aktivierung von Merlin durch HA (S5min) eine
Umstrukturierung, die sich in vermehrt auftretenden Lamellipodien
(Abb. 4B, Pfeilspitzen) und verdnderten Strelfasern (Abb. 4B, Pfeil)
dulert. Beim Vergleich der HA-Einwirkung auf Zellen mit der
endogenen Konzentration Merlin (-Dox) fallen ebenfalls Veranderungen
im F-Aktin Zytoskelett auf (Abb. 4C). Ohne HA ist ein ausgeprigtes
StreRfasersystem erkennbar (links, Pfeil), wogegen nach HA-Einwirkung
kleinere Lamellipodien (rechts, Pfeilspitzen) und umgeordnete
StreRfasern erkennbar sind (rechts, Pfeile). Insgesamt werden bei
Uberexpression von Merlin stirkere Umstrukturierungen des
Zytoskeletts sichtbar.
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Abbildung 4: Hyaluronsdure bewirkt Verdnderungen im F-Aktin Zytoskelett.
RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert, nach
Serumentzug mit Doxycyclin induziert (A&B) und fir 5min mit HA
(100ug/ml) stimuliert (B&C-rechts). F-Aktin wird mit Phalloidin-Alexa594 und
Merlin mit anti-Merlin (C-18) und Alexa488-gekoppeltem Ziege-anti-
Kaninchen Ak im Epifluoreszenz Mikroskop visualisiert. Der GroRenbalken
entspricht 10um. Zellen in A wund C-links weisen ein ausgeprigtes
StreRfasersystem auf (Pfeile), wogegen nach HA Inkubation
Umstrukturierungen erkennbar werden (B&C-rechts, Pfeile). Auffillig ist das
verstarkte Auftreten von Lamellipodien (Pfeilspitzen) und die groRere
Fragmentierung der Strelffasern in B (Pfeile). Merlin lokalisiert im
perinuklearen Raum (A&B, Pfeile) und an der Plasmamembran (A&B,
Pfeilspitzen), bindet nach HA Inkubation aber verstirkt und in dichteren
Aggregaten an die Plasmamembran.
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Die subzellulire Verteilung von Merlin (+ Dox) wird durch
Hyaluronsdure (HA) ebenfalls verdndert. In Abb. 4A ist Merlin einerseits
diffus um den Zellkern herum sichtbar (Pfeil), andererseits auch in
kleineren Punkten an der Plasmamembran (Pfeilspitzen). Nach
Inkubation mit HA (5min) befindet sich ein Teil des Merlinproteins
noch immer diffus um den Zellkern (Abb. 4B, Pfeil), insgesamt
lokalisiert aber mehr Protein an der Plasmamembran, welches weiterhin
in groReren Aggregaten sichtbar ist (Abb. 4B, Pfeilspitzen).

Diese Ergebnisse zeigen, daR es in dem verwendeten Modellsystem
moglich ist, neben den proliferativen Anderungen auch die
Signaltransduktion und den Einfluf auf das Zytoskelett zu untersuchen.
Zuerst soll nun die Aktivierung von Merlin selbst betrachtet werden.

Dephosphorylierung an Serin-518 ist notwendig fiir
die AKtivitdt von Merlin und wird durch
Hyaluronsdure induziert

Merlin wird durch Dephosphorylierung aktiviert. Die kritische
Phosphorylierung in Merlin scheint an Serin-518 zu erfolgen, welche
durch den Rac/PAK Signalweg induziert wird (Kissil et al., 2002; Shaw
et al., 2001; Xiao et al., 2002). Mutagenese von Serin-518 zu Alanin (A)
oder Asparaginsidure (D) simuliert den unphosphorylierten oder den
phosphorylierten Zustand und es wurde postuliert, dak es sich bei
MerlinS518A um eine konstitutiv aktive Form handelt (Lallemand et al.,
2003).

Die Phosphorylierung an Serin-518 kann mit einem
phosphospezifischen Antikorper untersucht werden. Tatsachlich erfolgt
bei Steigerung der Zelldichte Dephosphorylierung an S518 (Abb. 5A,
oben). Weiterhin bewirkt HA in bei geringer Zelldichte kultivierten
RT4TetwtNF2 Zellen nach finf Minuten eine Dephosphorylierung von
Merlin an Serin-518 (Abb. 5A, unten). HA fihrt zu einem Absinken des
Gehalts an phosphoryliertem Merlin. Nach Entfernung dieses
Antikorpers wird dieselbe Membran mit einem panMerlin Antikorper
untersucht. Die Abnahme des Phosphat-Gehalts korreliert direkt mit
einem Anstieg der hypophosphorylierten, schneller wandernden Bande
(Abb. 5A, rechte Seite). Merlin, das bei geringer Zelldichte durch HA
aktiviert wird, inhibiert die Proliferation und es ist wahrscheinlich, dal
daftiir die an Serin-518 dephosphorylierte Form verantwortlich ist.
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Abbildung 5: Die  Merlin-Tumorsuppressorfunktion = hdngt  von
Dephosphorylierung von Serin-518 ab. (A) Konfluenz und HA bewirken
Dephosphorylierung von Serin-518. (Obere Reihe) Gleiche Zahlen
RT4TetwtNF2 Zellen werden bei hoher und geringer Zelldichte kultiviert (HZD
& GZD). Merlin wird im Western Blot auf Phosphorylierung an S518 mit einem
phosphospezifischen MerlinS518 Ak getestet. (Untere Reihe) Dox-induzierte
RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert und nach
Serumentzug tiber 5min mit HA stimuliert (100ug/ml). Das Zelllysat wird im
Western Blot zundchst mit einem phosphospezifischen MerlinS518 Ak und
nach Strippen der Membran mit einem panMerlin (C-18) Ak beprobt. (B)
Doxycyclin-Induktion von RT4TetNF2S518A&D Zellklonen. Merlinexpression
im Western Blot visualisiert mit panMerlin (C-18) Ak, Ladekontrolle Tubulin.
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(C) MerlinS518A reduziert das Weichagarwachstum. RT4TetNF2S518A&D
Zellen werden mit oder ohne Doxycyclin in Weichagar suspendiert. Das
Koloniewachstum wird nach 10-15 Tagen ausgewertet. Koloniezahl wird auf ‘-
Dox’ Ansatz normalisiert. (D&E) Fokusbildung wird durch MerlinS518A
inhibiert. RT4TetNF2S518A&D Zellen werden mit oder ohne Doxycyclin bei
hoher Zelldichte gesit. Die Fokusbildung wird nach 10-15 Tagen begutachtet.

Welche Eigenschaften besitzen nun die ‘konstitutiv aktive’ Form von
Merlin (S518A) und die ‘konstitutiv inaktive’ Form (S518D) beziiglich
Tumorsuppression und Signaltransduktion? Fir diese Untersuchung
werden Doxycyclin-induzierbare RT4 Zellklone RT4TetNF2S518A und
RT4TetNF2S518D generiert (Abb. 5B). Doxycyclin-induzierte Expression
von MerlinS518A und S518D zeigt im Weichagar-Test, daR die
Dephosphorylierung von S518 (S518A) notwendig fir die
antitransformative Aktivitit ist (20% Reduktion) und die Simulation der
Phosphorylierung (S zu D) diese inhibiert (Abb. 5C). Uberexpression
von MerlinS518A unterbindet weiterhin das Fokuswachstum in RT4
Zellen (Abb. 5D). MerlinS518D verhdlt sich dagegen vollkommen
inaktiv (Abb. 5E). Dephosphorylierung von Merlin an Serin-518 ist
notwendig, um bei hoher Zelldichte die Tumorsuppression zu
aktivieren.

Dephosphorylierung an Serin-518 ist notwendig aber
nicht hinreichend fiir die Tumorsuppressoraktivitdt

Da wtMerlin das Zellwachstum und die Signaltransduktion inhibiert,
werden MerlinS518A&D ebenfalls auf diese Auswirkung hin untersucht.
Bei hoher Zelldichte wird die Proliferation (BrdU-Inkorporation)
ebenfalls durch MerlinS518A und nicht durch MerlinS518D inhibiert
(Abb. 6A). Desweiteren reduziert MerlinS518A wie der Wildtyp die
PDGF-induzierte Phosphorylierung von ERK (Abb. 6B).

Bei Vorliegen einer konstitutiv aktiven Mutation muR Merlin aber auch
als Tumorsuppressor bei geringer Zelldichte fungieren, wenn kein Zell-
Matrix Kontakt durch Hyaluronsdaure erfolgt (Merlin ist bereits
dephosphoryliert). Erstaunlich ist allerdings, dalk MerlinS518A bei
geringer Zelldichte weder den BrdU-Einbau noch die PDGF-induzierte
ERK-Phosphorylierung reduziert (Abb. 6C & D). Diese Ergebnisse zeigen,
dal die Dephosphorylierung von Serin-518 notwendig aber nicht
hinreichend fiir die antiproliferative Aktivitdt von Merlin ist.

Eine ldngere Exposition des panNF2 Western Blots aus Abb. 5A 1alt

auch eine dritte, noch langsamer wandernde Bande erkennen (Abb. 6E).
Diese weitere Verdnderung der Laufeigenschaft von Merlin 1aft sich

37



nicht durch nur eine Modifikation an Serin-518 erkldren. Es ist auch
anzunehmen, daR diese Modifikation ebenfalls eine Phosphorylierung
ist, da Merlin an Serin und Threonin phosphoryliert wird (Shaw et al.,
1998) und nach einer Phosphatase-Behandlung als eine Spezies im
Western Blot nachweisbar ist (Morrison et al., 2001; Shaw et al., 2001).
Da MerlinS518A kein dominant aktives Protein ist, ist aulRerdem
wahrscheinlich, daR diese zusitzliche Modifikation/-nen an der
Tumorsuppression beteiligt ist. Zum Auffinden dieser Stellen wird ein
massenspektrometrischer  Ansatz  gewdhlt, und es werden
Proteinsequenzvergleiche angestellt, um iiber Homologien Riickschliisse
auf mogliche Phosphorylierungsstellen zu ziehen.
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Abbildung 6: Dephosphorylierung von Merlin an Serin-518 ist notwendig
aber nicht hinreichend. (A&B) RT4TetNF2S518A&D Zellen werden bei geringer
Zelldichte kultiviert und nach Serumentzug wahlweise mit Doxycyclin
induziert. (A) MerlinS518A&D haben keinen EinfluR auf die Proliferation. Die
BrdU-Inkorporation erfolgt mit 50uM BrdU iber 3h. Angefiihrt ist der Anteil
proliferierender Zellen an der Gesamtpopulation. (B) MerlinS518A&D konnen
die PDGF-induzierte ERK Phosphorylierung nicht blocken. PDGF-Stimulation
erfolgt mit 10ng/ml iiber Smin. Die Phosphorylierung von ERK wird mit einem
phosphospezifischen Ak nachgewiesen. Der ERK-Gehalt wird mit einem
panERK Ak bestimmt. (C) wtMerlin mull mehrfach modifiziert sein, da eine
posttranslationale Modifikation nicht zur Bildung von drei Merlinspezies
fiihren kann. Dox-induzierte RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer
Zelldichte kultiviert und nach Serumentzug tber 5min mit HA stimuliert
(100pg/ml). Lingere Exposition eines pan Merlin (C-18) Western Blots.

39



Phosphorylierung von Merlin an Threonin T272 und
T576

Die massenspektrometrische Analyse ist in Kooperation mit Dr. Lothar
Jansch durchgefiihrt worden (Abt. Zellbiologie, GBF, Braunschweig).
Dazu werden Doxycylin-induzierte RT4TetwtNF2 Zellen bei hoher
Zelldichte kultiviert, so daR hypo- und hyperphosphoryliertes Merlin
gebildet werden. Da das tberexprimierte Merlin mit einem FLAG-tag
markiert ist kann dieses mit einer anti-FLAG Immunopriazipitation von
der endogenen Form isoliert werden. Danach wird das
Immunoprdzipitat im Polyacrylamidgel aufgetrennt, um Antikorper und
andere Verunreinigungen abzusondern und um die hypo- und
hyperphosphorylierte Merlinbande zu separieren. Die so aufgereinigten
Proteine werden dann mit Trypsin gespalten und fir die
Massenspektrometrie (MS) priapariert.

I Matching peptides: ‘

|User mass H DB mass | Smass (Dalton) H#MC | peptide |positi0n | known modifications ‘

|2384‘669 H2384.3223 | -0.346 H 3 IEFTIKPLDKKIDVFKFNSSK |270-289 | |

| Potentially modified peptides, detected by mass difference and conforming to rules : ‘

User mass mod. fmass || potential . . known
mass | PB™3S | gite | aift. || (Dalton) || moa. M€ peptide position ||, s difications
1901.099 |[ 1821.0520 |[ 80.0470 || 79.9663 -0.08 PHOS 2 EFTIKPLDKKIDVFK 270-284

Abbildung 7: Massenspektrometrische Analyse von hypo- und
hyperphosphoryliertem Merlin. Dox-induzierte RT4TetwtNF2 Zellen werden
bei hoher Zelldichte kultiviert. Einen Tag nach Aussaat erfolgt Serumentzug
tiber Nacht. Merlin wird tiber FLAG-IP und SDS-PAGE aufgereinigt. Hyper- und
hypophosphoryliertes Merlin wird aus dem Gel isoliert, mit Trypsin gespalten
und tiber MALDI-TOF-MS analysiert. Die erhaltenen Peptidmassen werden mit
dem ‘FindMod Tool’ des ExPASy Servers im Vergleich mit Merlinsequenz
(Genbank: NM_000268) auf mogliche Modifikationen untersucht. (User mass:
experimentell erhaltene Masse in Da; DB mass: berechnete Datenbankmasse in
Da; Amass(Dalton): Abweichung von Datenbankmasse; #MC: missed cuts, nicht
von Trypsin gespaltene Bindungen; mass diff.: Massendifferenz User mass zu
DB mass; mod. diff.. Masse der Modifikation; potential mod.: Phos -
Phosphorylierung; known modifications: MSO - oxidiertes Methionin,
Cys_CAM - Cystein zu Carbamidomethyl-Cystein modifiziert).

Die aus der MS-Analyse gewonnenen Peptidmassen werden dann einem
Vergleich mit der Proteinsequenz von Merlin (Genbanknr.:
NM_000268) unterzogen. In diesem Prozel wird die Masse von
posttranslational modifizierten oder unmodifizierten
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Sequenzfragmenten berechnet, die mit den experimentell bestimmten
Peptidmassen ibereinstimmen. In Abb. 7 sind die Peptide mit den
Massen 1901,099Da und 2384,669Da aufgefiihrt, die von besonderem
Interesse in Bezug auf Phosphorylierung sind. Die Masse 2384,669Da
der hypophosphorylierten Bande ergibt sich durch das unmodifizierte
Peptid von Aminosaure (AS) 270 bis 289. Die Masse 1901,099Da der
hyperphosphorylierten Bande kann in der Merlinsequenz nur nach
Modifikation erhalten werden, z.B. wenn im Peptid AS 270-284 das
Threonin T272 phosphoryliert wird.

Die weitere Analyse wird tiber ScanProsite und den NetPhos 2.0 Server
durchgefiihrt, Internet-Anwendungen, die Erkennungsmotive von
Kinasen und anderen posttranslational modifizierenden Enzymen in
Betracht ziehen. NetPhos 2.0 gibt Threonin-272 als
Phosphorylierungsstelle mit hoher Wahrscheinlichkeit an (0,93 von 1,0)
und ScanProsite erkennt das Motiv TIK (AS 272-274) als PKC
Phosphorylierungssequenz (Abb. 8A). Ein Sequenzvergleich mit den eng
verwandten ERM Proteinen weist T272 auch als Merlin-spezifisch aus
(Abb. 8B). Threonin-272 stellt demnach einen potentiellen Kandidaten
als Phosphorylierungsstelle in Merlin dar, welche auch an der
Tumorsuppression beteiligt ist.
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A Scan Prosite

>PDOC00005 PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE Protein kinase C phosphorylation site
272 - 274 TiK

NetPhos 2.0

Threonine predictions

Name Pos Context Score Pred

v

72 DKEFTIKPL 0.930 *T*

Sequence 2

-

- Majority

GLNIYEKDDRLTPKIGFPYSEIRNISFNOKKFYVIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINKRILQL Mijority
T T T T T T

25]0 Zfiﬁ 27IB 28[0 29]0 30‘0

224G LNIYEKDDK[LTPKIGFPYWSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRILQL|hsEzrin BCOL3903 PROT

224G LNIYEKDDKILTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRILQL|hsEzrin NM_ 003379 PROT
24GLNIYEKDDKILTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRILQL|hsEzrin ¥51521 prot

24(GLNIYEKDDKILTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRILQL|mEzrin NM_ 009510 PROT
224G LNIYEKDDKILTPKIGFPYSEIRNISFNODKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRILQL|mEzrin X60671 PROT

224G LNIYEKDDKILTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRILQL| rnEzrin M 214754 PROT
224G LNIYEMHDD|IKILTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRIL|A[L|hsRadixin NM_002906 PROT
224G LNIYEMHDDKILTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRIL|A[L|mRadixin NM_009041 PROT
224G LNIYEQNDRLTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRIL|A[L| hsMoesin Ms9066 PROT

24(GLNIYEQNDRLTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRIL|A[L|hsMoesin NM_ 002444 PROT
ZLI3(GLNIYEQNDRLTPKIGFPYSEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRIL|A[L|mMoesin NM_010833 PROT
224G LNIYE[QNDRLTPKIGFPY SEIRNISFNDKKFYIKPIDKKAPDFYFYAPRLRINEKRTIL[AIL| rnMoesin NM_030863 PROT
240 [G L(H|II Y|DP ENIR L TPK I|S|FPYWNIEIRNTIS|Y S|DKE[F|TITKP|L(DKK|ID Y[FIK[F|N $ S K|L R|V[N K[L|T L Q L|hsNF2 Isol AF369657 PROT
240 [G L(HII YD P ENIR L TPK I|S|FPYWNIEIRNTIS|Y S|DKE(F|T(TKP|L(DKK|ID V[FIK[FIN $ S K|L R|V[N K[L|I L Q L|hsNF2 Isol AF369661PROT
240 [G L(H|II Y|DP ENIR L TPK I|S|FPYWNIEIRNTIS|Y S|DK|E[F|TTKP|L(DKK|ID V[FIK[F|N $ S K|L R|V[N K[L|T L Q L|hsNF2 Isol NM_000263PROT
240 [G L(H|I Y|DP ENIR L TPK I|S|FPYWNIEIRNTIS|Y S|DKE[F|TITKP|L(DKK|ID V[FIK[F|N S S K|L R|V[N K[L|T L Q L|hsNF2 Iso2 AF369658 PROT
240 [G LIH|II ¥Y|D P EN[R L TP K T|S|FPWNIETRNTS|Y SIDKIE[FIT(TKPIL[DK KITD V[FIK[FIN §§ K[L R|V[N K[L[T L Q L|hsNF2 Iso2 AF369662 PROT

Merlin|T272

Abbildung 8: (A) Phosphorylierungsvorhersage von MerlinT272 (Scan
Prosite und NetPhos 2.0). (B) Proteinsequenzvergleich (MegAlign) von Merlin
und ERM Proteinen zeigt, dalk Threonin-272 nicht konserviert ist.

Mit Hilfe eines Motiv-spezifischen  Antikorpers wird die
Phosphorylierung von Threonin-272 weiter untersucht. Dieser erkennt
ein phosphoryliertes Threonin (T) gefolgt von Aminosdure X und einem
Arginin (R) oder Lysin (K) (genannt pTXR, die T272 Sequenz lautet
TIK). Dieses Motiv ist siebenmal in Merlin enthalten und wird durch
ScanProsite ftinfmal als Phosphorylierungsstelle erkannt.

Der pTXR Antikorper erkennt tatsdchlich Threonin-Phosphorylierung in
Merlin. Das Doxycyclin-induzierbare Protein in bei geringer Zelldichte
kultivierten RT4TetwtNF2 Zellen (Abb. 9A, rechts) wandert auf
derselben Hohe wie Merlin (Abb. 9A, links). Bei der nicht-induzierten
oberen Bande im pTXR Blot handelt es sich wahrscheinlich um
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phosphorylierte ERM Proteine, die im linken Blot mit einem
phosphospezifischen anti-ERM Antikorper nachgewiesen werden (ERM
Proteine werden ebenfalls an einem TXR Motiv phosphoryliert: Ezrin
T567, Moesin T558 und Radixin T564; (Bretscher et al., 2002). Nach
Immunoprizipitation des {tiberexprimierten Merlin (FLAG-IP) wird
ebenfalls ein Doxycyclin induziertes pTXR Signal detektiert, welches frei
von weiteren Banden ist und durch panMerlin Antikérper erkannt wird
(Abb 9A, links). Eine Threonin-Phosphorylierung findet daher an einem
TXR Motiv in Merlin statt.

/\ RT4TetwtNE2 (Klon5,), GZD

Dox - + -+ -+

o pERM -
Lysat -Merlin —Y = pTXR

FLAG-IP | 7 rl,r[‘g/(%

B 2.WB
FLAG-TP [ Merlin

RT4TetwtNF2 (Klon 5
B SS HA 4-)-

HZD

GZD HZD GZD
soma-h‘ —— U Tubulin

+Dox

C
T272A T272D
Dox - + - +

Lysat - == Merlin

FLAG-IP | - = \erlin

Abbildung 9: Merlin wird an Threonin phosphoryliert, aber nicht nur an
Threonin-272. (A) RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer Zelldichte
kultiviert. Serumentzug und Doxycyclin-Induktion erfolgt tiber 12h. Merlin
wird mittels FLAG-IP isoliert. Das Lysat wird im Western Blot mit panMerlin (C-
18), pERM, pTXR Ak untersucht. Die IP wird zuerst mit pTXR und nach
Strippen mit panMerlin Ak beprobt. (B) Doxycyclin-induzierte RT4TetwtNF2
Zellen werden bei hoher und geringer Zelldichte kultiviert und nach
Serumentzug iUber 5min mit HA stimuliert (100ug/ml). Das Lysat wird mit
pTXR und Tubulin Ak analysiert. (C) RT4TetNF2T272A&D Zellen werden bei
geringer Zelldichte kultiviert und wahlweise mit Doxycyclin induziert.
MerlinT272A&D wird mittels FLAG-IP isoliert. Die IP wird zuerst mit pTXR und
nach Strippen mit panMerlin (C-18) Ak untersucht.
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Da T272 aus konfluenten Zellen isoliert wurde, sollte die
Phosphorylierung durch Zelldichte und/oder Hyaluronsiure reguliert
werden. Dazu werden gleiche RT4TetwtNF2 Zellzahlen bei geringer oder
hoher Zelldichte ausgesit und wahlweise fir finf Minuten mit
Hyaluronsdure inkubiert. Normalisiert auf Tubulin enthalten die Lysate
aus Zellen hoher Zelldichte weniger Threonin-Phosphat. Allerdings
induziert HA bei geringer Zelldichte die Threonin-Phosphorylierung
(Abb. 9B). Der Vergleich von hoher und geringer Zelldichte
unterstreicht zum einen, dal T272 eine durch Konfluenz regulierte
Phosphorylierung ist. Zum anderen erstaunt die HA induzierte
Phosphorylierung. Dies bedeutet entweder, dal T272 bei initialer
Ausbildung des Zell-Matrix Kontakts phosphoryliert wird, um danach
bei Konfluenz dephosphoryliert zu sein. Oder HA phosphoryliert ein
weiteres TXR Motiv, welches ebenfalls bei Konfluenz dephosphoryliert
wird.

Die Mutanten MerlinT272A (Alanin ~ nicht-phosphorylierbar) und
T272D (Asparaginsidure ~ phosphorylierter Zustand) werden verwendet,
um zu bestimmen, ob neben T272 weitere Phosphorylierungen an
Threonin vorliegen. Es werden Doxycyclin-induzierbare
RT4TetNF2T272A und RT4TetNF2T272D Zellinien generiert, in denen
FLAG-markierte Merlinmutanten exprimiert werden. FLAG
Immunoprizipitation und pTXR Western Blot zeigen, daR auch diese
Mutanten noch an einem weiteren Threonin phosphoryliert sind (Abb.
9C). Dies legt nah, dalk Hyaluronsdure tatsdchlich ein weiteres TXR
Motiv phosphoryliert (siehe Abb. 9B) und es deckt sich mit dem Befund,
dal in NIH-3T3 Zellen mehr Phosphat an Threonin als an Serin
inkorporiert wird (Shaw et al., 1998).

Ein Kandidat fiir diese zusdtzliche Threonin Phosphorylierungsstelle ist
T576 (Abb. 10A). In den strukturell verwandten ERM Proteinen bewirkt
eine Phosphorylierung dieses konservierten Threonin eine Aktivierung
(Ezrin T567, Moesin T558 wund Radixin T564; Matsui98]CB,
Pietromonaco98JBC, Matsui99JCUB, NgO1EMBQ]J). Die Aktivierung
beinhaltet, daR die Interaktion zwischen N- und C-Terminus
aufgehoben wird. Die Kristallstruktur von Moesin hat nach Vergleich
mit Merlin gezeigt, dal eine dhnliche Regulation von Merlin moglich ist
(Pearson00Cell). MerlinT576 wird Uber ScanProsite als PKC
Phosphorylierungsstelle und idber NetPhos 2.0 mit hoher
Wahrscheinlichkeit (0,931 von 1,0) als phosphoryliert vorhergesagt
(Abb. 10A).

Von Threonin-576 werden ebenso Doxycyclin-induzierbare
RT4TetNF2T576A und RT4TetNF2T576D Zellinien generiert, in denen
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FLAG-markiertes Merlin an T576 entweder zu Alanin oder
Asparaginsdure mutiert ist. Nach FLAG Immunoprazipitation und pTXR
Western Blot zeigt sich auch fiir diese Mutanten, dalk weiterhin
Phosphat an Threonin inkorporiert wird (Abb. 10B).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse beziiglich der
Phosphorylierung von Merlin, daf dieses scheinbar auf eine komplexere
Art und Weise posttranslational modifiziert wird, als bisher
angenommen wird. Wie wirken sich aber diese Phosphorylierungen auf
die Funktion von Merlin als Tumorsuppressor aus?
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Merlin|T576

Scan Prosite

>PDOC00005 PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE Protein kinase C phosphorylation site

576 - 578 TiK

NetPhos 2.0

Threonine predictions

Name Pos Context Score Pred
v
Sequence 576 SKHNTIKKL 0.931 *T*

B RT4TetNF2T576A&D, GZD

T576A T576D T576A T576D
Dox - + - + - 4+ - +

FLAG

pTXR

Tubulin

Lysat FLAG-IP

Abbildung 10: Merlin wird moglicherweise auch an Threonin-576
phosphoryliert. (A) Proteinsequenzvergleich (Megalign) von Merlin und ERM
Proteinen zeigt, dall Threonin-576 konserviert ist. Weiterhin wird T576 tiber
Scan Prosite und NetPhos 2.0 als potentielle Phosphorylierungsstelle in Merlin
vorhergesagt. (B) RT4TetNF2T576A&D Zellen werden bei geringer Zelldichte
kultiviert und nach Serumentzug wahlweise mit Doxycyclin induziert.
MerlinT576A&D wird mittels FLAG-IP isoliert. Die IP wird zuerst mit pTXR und
nach Strippen mit panMerlin (C-18) Ak untersucht.
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Dephosphorylierung von Merlin Threonin-272
ist notwendig fir die Tumorsuppressor-
aktivitat

Die Wirkung des Phosphorylierungsstatus von Threonin-272 wird mit
verschiedenen stabil transfizierten, Doxycyclin-induzierbaren
RT4TetNF2T272A&D Klonen getestet. Stellvertretend wird das Ergebnis
an zwei Klonen beschrieben (Abb. 11A). Die anderen Klone haben zu
dhnlichen Resultaten gefiihrt. Doxycyclin-Induktion von
RT4TetNF2T272A wirkt der Transformation entgegen und inhibiert das
Wachstum von Fokussen (Abb. 11B), wogegen die Mutation T272D die

Aktivitit von Merlin inhibiert. RT4TetNF2T272D Zellen bilden auch
nach Dox-Induktion Fokusse aus (Abb. 11C).

Dieser Inhibition der Transformation entspricht wie bei wtMerlin eine
Reduktion der Proliferation (Abb. 11D). BrdU-Inkorporation wird bei
hoher Zelldichte durch MerlinT272A um 50% reduziert (von 52% auf
26% proliferierende Zellen). Uberexpression von MerlinT272D
beeinflult das proliferative Verhalten von RT4 Zellen dagegen nicht (-
Dox, 54% zu +Dox, 56% proliferierende Zellen). Dephosphorylierung
von MerlinT272 ist demnach ebenso notwendig wie von MerlinS518.
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Abbildung 11: MerlinT272A wirkt als Tumorsuppressor, wogegen
MerlinT272D inaktiv ist. (A) Uberexpression von MerlinT272A&D in
RT4TetNF2T272A&D Zellen (Klone T272A-14 und T272D-17) demonstriert im
Western Blot mit anti-Merlin Ak (C-18). (B-D) RT4TetNF2T272A&D Zellen
werden mit oder ohne Doxycyclin bei hoher Zelldichte gesit. (B&C)
Fokusbildung wird durch MerlinT272A inhibiert. MerlinT272D ist inaktiv. Die
Fokusbildung wird nach 10-15 Tagen begutachtet. (D) MerlinT272A inhibiert
die Proliferation bei hoher Zelldichte. MerlinT272D ist inaktiv. Die BrdU-
Inkorporation erfolgt mit 50uM BrdU tber 3h. Angefiihrt ist der Anteil
proliferierender Zellen an der Gesamtpopulation.
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Phosphorylierung von Merlin Threonin-576 ist
notwendig fiir die Tumorsuppressoraktivitat

Auch von Merlin Threonin-576 werden Alanin- und Asparaginsdure-
Mutanten konstruiert und Doxycyclin-induzierbare
RT4TetNF2T576A&D Zellklone generiert (Abb. 12A). Dox-Induktion von
RT4TetNF2T576A erhoht das Koloniewachstum im Weichagartest um
8% (Abb. 12B) und hat keinen Einfluf auf die Fokusbildung (Abb. 12C).
Die T576A Mutante zeigt im Weichagartest und in der Fokusbildung die
Eigenschaft von inaktivem Merlin. Dagegen verhdlt sich MerlinT576D
als Tumorsuppressor und reduziert das Fokuswachstum (Abb. 12D)
sowie das Koloniewachstum im Weichagartest um 21% (Abb. 12E). Alle
weiteren getesteten Klone haben zu dhnlichen Ergebnissen gefiihrt.

Die  Tumorsuppressorfunktion von Merlin wird also durch
Dephosphorylierung und Phosphorylierung gesteuert und ist nicht wie
bisher angenommen nur von Dephosphorylierung an Serin-518
abhdngig. Dephophosphorylierung von T272 wund S518 und
Phosphorylierung von T576 wirken aktivierend.

Merlin reguliert Proliferation und beeinfluft die Zytoskelettstruktur. Da
die Aktivierung von Merlin im Anschlull eine Verdringung der ERM
Proteine nach sich zieht, welche die Plasmamembran mit dem
Zytoskelett verbinden, konnte dies schon einen Einflul auf das
Zytoskelett bewirken. Ob dies allerdings auch fir die Auflosung der
StreRfasern verantwortlich ist, ist fraglich. Daher wurde der Einflull von
aktivem Merlin auf Komponenten der Signaltransduktion untersucht.
GTPasen der Rho Familie stellen auf Grund ihrer Wirkung auf das F-
Aktin Zytoskelett und die Proliferation interessante Kandidaten dar
(Bar-Sagi and Hall, 2000; Bishop and Hall, 2000; Van Aelst and D'Souza-
Schorey, 1997). Die Bildung von StreRfasern wird durch die Aktivitdt
von Rho reguliert (Ridley and Hall, 1992) und Rho wirkt sich
synergistisch im Ras induzierten TransformationsprozeR aus (Qiu et al.,
1995Db).
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Abbildung 12: MerlinT576D wirkt als Tumorsuppressor, wogegen
MerlinT576A inaktiv ist. (A) Uberexpression von MerlinT576A&D in
RT4TetNF2T576A&D Zellen (Klone T576A-16 und T576D-24) demonstriert im
Western Blot mit anti-Merlin Ak (C-18). (B) Weichagar Wachstum wird durch
MerlinT576D reduziert. RT4TetNF2T576A&D Zellen werden mit oder ohne
Doxycyclin in Weichagar suspendiert. Das Koloniewachstum wird nach 10-15
Tagen ausgewertet. Koloniezahl wird auf ‘-Dox’ Ansatz normalisiert. (C&D)
Fokusbildung wird durch MerlinT576D inhibiert. RT4TetNF2T576A&D Zellen
werden mit oder ohne Doxycyclin bei hoher Zelldichte gesdt. Die Fokusbildung
wird nach 10-15 Tagen begutachtet.
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Merlin inhibiert das G-Protein Rho und liegt im
Komplex mit p190RhoGAP vor

Der Aktivierungsgrad von Rho hidngt von der Menge an gebundenem
GTP ab. Rho-GTP kann in einer Affinitdtsprazipitation (pulldown, PD)
mit der Rho-bindenden Domine von Rhotekin vom inaktiven Rho-GDP
getrennt werden (siehe Material & Methoden). Abb. 13 zeigt, daR sich
die auftretenden Zytoskelettverdnderungen auf der Ebene von Rho
wiederspiegeln. Die alleinige Uberexpression von Merlin beeinfluft die
Aktivitit von Rho nicht (-Dox, O'HA & +Dox, O’HA) wie auch keine
sichtbaren Verdnderungen der Streffasern erkennbar sind (vgl. Abb.
4A&C, +Dox-HA & -Dox-HA). Nach Induktion von Merlin (+ Dox) erfolgt
dann tatsidchlich innerhalb von finf Minuten Hyaluronsdure-Inkubation
eine stetige Inaktivierung von Rho (Reduktion von 100% auf 35%).

RT4TetwtNE2 (Klon 5,), GZD
HA O 17’ 22 100 0 17 2 10’
22kDa - J
T|e—gn S 8% | e= e« == Rho (PD)

43kDa }--.% - > e | Aktin (Lysat)

- Dox + Dox

Abbildung 13: Merlin-abhidngige Inhibition von Rho durch HA. RT4TetwtNF2
Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert, nach Serumentzug erfolgt
Doxycyclin-Induktion fir 12h, HA-Stimulation (100ug/ml) wird tiber 1, 2 &
5min durchgefiihrt. Aktives Rho-GTP wird in einer Affinitdatsprizipitation mit
GST-Rhotekin-RBD vom Lysat separiert. Das Prazipitat wird im Western mit
anti-Rho Ak analysiert, Aktin-Gehalt im Lysat dient als Ladekontrolle.

Die Inaktivierung von Rho um 65% innerhalb von finf Minuten ist
bemerkenswert. In vitro Analysen haben gezeigt, dak der GTP-Gehalt
einer GTPase mit einer Halbwertszeit von etwa 25 Minuten auf Grund
der intrinsischen Hydrolyseaktivitit der GTPase abnimmt (Schlichting
et al., 1989; Schweins et al., 1997). Das Vorliegen aktiven Merlins fiihrt
also zu einer beschleunigten Inaktivierung von Rho, was auf den Einfluf
eines GTPasen-aktivierenden Proteins (GAP) schliefen 14Kt (Lancaster et
al.,, 1994). Daher soll nachfolgend untersucht werden, ob Merlin mit
einer GAP fiir Rho assoziiert ist.

Das menschliche Genom umfalit schiatzungsweise 69 RhoGAP-verwandte
Proteine (Bernards, 2003). Meine Wahl fiel auf p190RhoGAP, da es wie
Merlin in Gliazellen limitierend wirkt. Der Verlust von Merlin kann zur
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Ausbildung von Oligodendrogliomen fithren (Evans et al., 2000), und es
wird spekuliert, dal Merlin an Differenzierungsprozessen von Schwann-
Zellen und Oligodendrozyten beteiligt ist (Hung et al., 2002).
pl190RhoGAP kann ebenfalls die Bildung von Oligodendrogliomen
unterbinden (Wolf et al., 2003) und reguliert die Differenzierung von
Oligodendrozyten (Wolf et al., 2001).

GFP- &% Komposit
p190RhoGAP -

Abbildung 14: Merlin kolokalisiert mit GFP-p190RhoGAP. RT4TetwtNF2
Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert, transient mit GFP-
p190RhoGAP transfiziert und nach Serumentzug fir 12h mit Doxycyclin
induziert. p190RhoGAP wird tiber GFP und Merlin mit anti-Merlin (C-18) und
Alexa594-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen Ak im konfokalen LSMikroskop
visualisiert. Der GroRenbalken entspricht 10um. Merlin und pl190RhoGAP
kolokalisieren in Membranregionen (Pfeilspitzen).

In einem mikroskopischen Ansatz wird zunidchst die subzelluldre
Verteilung von Merlin und pl90RhoGAP untersucht. RT4TetwtNF2
Zellen werden transient mit GFP-p190RhoGAP transfiziert und mit
Doxycyclin induziert. Nach Fixierung der Zellen und Antikorper-
Markierung von Merlin werden die Prdparate im konfokalen Laser
scanning Mikroskop betrachtet. Abbildung 14 zeigt die Kolokalisierung
von Merlin mit GFP-p190RhoGAP. Die Pfeilspitzen deuten auf die starke
Uberlagerung in Membranregionen hin.
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Abbildung 15: Merlin immunoprizipitiert mit pl90RhoGAP und
p120RasGAP. RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert,
nach Serumentzug erfolgt Doxycyclin-Induktion tiber 12h. p190RhoGAP (A)
und pl20RasGAP (B) werden iber Immunoprizipitation isoliert. Die
komplexierten Proteine werden im Western mit anti-p190RhoGAP, -
pl120RasGAP und -Merlin Ak nachgewiesen. Tubulin und Aktin dienen als
Ladekontrolle.

In Immunprizipitationen (IP) kann aulerdem gezeigt werden, dal
Merlin und p190RhoGAP nicht nur die gleiche subzelluldre Verteilung
aufweisen sondern auch in einem Komplex zu finden sind.
RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer Zelldichte (GZD) kultiviert und
mit Doxycyclin induziert. Nach Lyse der Zellen erfolgt eine IP mit
Antikorpern gegen p190RhoGAP, welche Merlin co-prazipitieren (Abb.
15A). Die beschleunigte Inaktivierung von Rho durch Merlin kann mit
der Komplexbildung von Merlin mit p190RhoGAP zusammenhadngen.

Das Prazipitat enthilt eine weitere GAP, p120RasGAP, deren direkte
Bindung mit RhoGAP bereits beschrieben wurde (Settleman et al.,
1992). Im folgenden wird untersucht, ob es sich dabei um separate
Komplexe handelt oder ob Merlin auch mit p120RasGAP assoziiert.
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Merlin assoziiert auch p120RasGAP und inhibiert das
G-Protein Ras

RT4TetwtNF2 Zellen werden ebenso bei geringer Zelldichte (GZD)
kultiviert und mit Doxycyclin induziert. Nach Lyse der Zellen erfolgt
nun eine IP mit AntikOorpern gegen p120RasGAP. Merlin co-prézipitiert
tatsdchlich auch mit p120RasGAP (Abb. 15B).

p120RasGAP stimuliert die GTPase-Aktivitit von Ras (Trahey and
McCormick, 1987; Vogel et al., 1988). Durch Wachstumsfaktoren wie
PDGF wird RasGAP an die Plasmamembran rekrutiert (Molloy et al.,
1989) und reguliert die Aktivierung von Ras (Gibbs et al., 1990) und
ERK (van der Geer et al., 1997). Da Merlin ebenfalls die Aktivitit von
ERK reguliert, wird untersucht, ob die Formation des Merlin-
p120RasGAP Komplexes einen Effekt auf Ras besitzt.

ARTAI_GIMNEZ_(KIQn_S&L_GZD BNIH;SIS_,_HZD

HA 0 2"10° 0" 2" 10° SiRNA ctr NF2 ctr NF2

22kDa - P D |

22KDa - s ( ) 63kDa - Merlin
= - - Rag (Lysat) N P—— Tubulin

S0KDa |« e s/ ww « «= Tubulin (Lysat) 22kpa | —/Ras

- Dox + Dox Lysat PD

Abbildung 16: Merlin beeinflulbt die Aktivitat von Ras. (A) Merlin-abhingige
Inhibition von Ras durch HA. RT4TetwtNF2 Zellen werden bei geringer
Zelldichte kultiviert, nach Serumentzug erfolgt Doxycyclin-Induktion fiir 12h,
HA-Stimulation (100ug/ml) wird tiber 2 & 10min durchgefiihrt. Aktives Ras-
GTP wird in einer Affinitdtsprizipitation mit GST-Raf-RBD vom Lysat separiert.
Das Prazipitat wird im Western Blot mit anti-Ras Ak analysiert, Ras- und
Tubulin-Gehalt im Lysat dient als Ladekontrolle. (B) Merlin RNAi fiihrt zu Ras-
Aktivierung. NIH-3T3 Zellen werden tiber 48h mit Merlin- und Kontroll-siRNA
transfiziert. Der Ras-Assay wird bei hoher Zelldichte nach Serumentzug (iiber
Nacht) durchgefiihrt. Die Lysate und der Ras-Pulldown (PD) werden im
Western Blot analysiert. RNAi fiihrt zu einer Reduktion der Merlinexpression
um 66%, Tubulin und Ras dienen als Ladekontrolle. RNAi von Merlin bewirkt
einen Anstieg des Ras-GTP Gehalts um 100%.

Ras-Aktivitit hidngt von gebundenem GTP ab und wird mit einer
Affinitdtsprizipitation gemessen. Als spezifischer Interaktionspartner
fiar Ras-GTP dient die Ras-bindende Domine von Raf (de Rooij and Bos,
1997). Doxycyclin-induzierte und nicht induzierte RT4TetwtNF2 Zellen
werden bei geringer Zelldichte kultiviert und mit Hyaluronsdure (HA)
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stimuliert. Abb. 16A zeigt die aktive, GTP-gebundene Fraktion von Ras
(pulldown, PD) als Antwort auf eine Kurzzeitinkubation mit HA.
Tubulin und Ras (Lysat) dienen als Kontrollen fiir gleichbleibende
Proteinmengen in den einzelnen Versuchsansdtzen. Ohne Induktion von
Merlin (- Dox) fiihrt HA zu einer Zunahme der Ras-Aktivitit im
untersuchten Zeitraum. Dies deutet auf die Aktivierung eines Guanin-
Nukleotid Austauschfaktors (GEF) hin (Schmidt and Hall, 2002). Wird
die Merlinexpression induziert (+ Dox) erfolgt nach zwei Minuten HA-
Exposition ebenfalls zuerst eine Aktivierung von Ras, die nach zehn
Minuten aber wieder auf den Basalwert reduziert wird. Diese schnelle
Inhibition von Ras weist wie schon bei Rho auf die Aktivitit einer GAP
hin. Merlin interferiert demnach auch auf der Ebene von Ras in der
Ras/Raf/MEK/ERK Kaskade und nicht nur wie einleitend gezeigt auf der
Ebene von ERK.

Die Hemmung der Ras Aktivitit durch Merlin 14kt sich in
kontaktinhibierten NIH-3T3 Fibroblasten auch iiber einen RNAi Ansatz
verifizieren. NIH-3T3 Zellen werden bei hoher Zelldichte kultiviert und
mit Merlin-spezifischen sowie Kontroll-siRNA-Duplexen transfiziert. 48h
nach Transfektion ist im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante
Reduktion des Merlingehalts erreicht (Abb. 16B, Reduktion um 66%).
Ras-GTP (PD, pulldown) ist durch Inhibition der Merlinexpression im
Vergleich zur Kontrolle um etwa 100% erhoht. Die Ras- und
Tubulinexpression in den Lysaten dient als Ladekontrolle. Diese
Ergebnisse zeigen, daR die Aktivitit des Protoonkogenproduktes Ras
durch Merlin reguliert wird.

Zuletzt soll bestimmt werden, inwieweit die oben eingefiihrten aktiven
und inaktiven Merlinmutanten von Serin-518 und Threonin-576 mit
dem RasGAP-RhoGAP Komplex interagieren.

AKktives Merlin bindet an RhoGAP

Zu diesem Zweck werden RT4 Zellen mit Doxycylin-induzierbarem
MerlinS518A&D und T576A&D bei geringer Zelldichte kultiviert. Nach
Doxycyclin Induktion wird eine anti-RhoGAP Immunoprizipitation (IP)
durchgefiihrt. Alle Kontrolllysate zeigen, dal in jeder IP etwa die
gleichen Proteinmengen enthalten sind.
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Abbildung 17: Die Tumorsuppressorform MerlinS518A prazipitiert mit
RhoGAP, MerlinS518D dagegen nicht. (A) RT4TetNF2S518A und (B)
RT4TetNF2S518D Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert und nach
Serumentzug tber 12h mit Doxycyclin induziert. p190RhoGAP wird tiber
Immunoprizipitation isoliert. Die komplexierten Proteine werden im Western
Blot mit anti-p190RhoGAP, -p120RasGAP und -Merlin Ak nachgewiesen.

Die Merlin Tumorsuppressorform Serin-518A ist in der RhoGAP IP
enthalten, wogegen die inaktivierende Mutation zu Serin-518D die
Komplexbindung stort (Abb. 17A&B). RasGAP prazipitiert in allen IPs
mit RhoGAP. Bei den Threonin-576 Mutanten ergibt sich das gleiche
Bild. Das als Tumorsuppressor aktive MerlinT576D priazipitiert mit
RhoGAP. Dagegen ist MerlinT576A kaum nachweisbar (Abb. 18A&B).
RasGAP ist in allen Prizipitaten enthalten.

RT4TetNE2TS576A, GZD RT4TetNEF2T576D, GZD
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Abbildung 18: Die Tumorsuppressorform MerlinT576D prazipitiert mit
RhoGAP, MerlinT576A dagegen nicht. (A) RT4TetNF2T576A und (B)
RT4TetNF2T576D Zellen werden bei geringer Zelldichte kultiviert und nach
Serumentzug tber 12h mit Doxycyclin induziert. p190RhoGAP wird tiber
Immunoprizipitation isoliert. Die komplexierten Proteine werden im Western
Blot mit anti-p190RhoGAP, -p120RasGAP und -Merlin Ak nachgewiesen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dalk Merlin an Threonin-272
und Serin-518 dephosphoryliert und an Threonin-576 phosphoryliert
sein muR, um als Tumorsuppressor aktiv zu sein. Aktives Merlin
interferiert mit der Signaltransduktion auf der Ebene von Ras und Rho
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oder dartiber. Wildtyp-Merlin, sowie die aktiven Mutanten S518A und
T576D prazipitieren mit p190RhoGAP. Dartiber hinaus wurde Wildtyp-
Merlin mit p120RasGAP in einem Komplex nachgewiesen. p120RasGAP
und pl90RhoGAP sind daher primdre Kandidaten fiir Merlin-
Effektoren, die direkt die Signaltransduktion beeinflussen.
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Diskussion

Im ProzeR der Kontaktinhibition ist es notwendig, dal die extrazelluldre
Umgebung durch Zelloberflichensensoren interpretiert wird und dies
an den Zellkern kommuniziert wird, um das Voranschreiten im
Zellzyklus zu stoppen. Alternativ mull dieser Sensor widhrend einer
Wachstumsphase in einer inaktiven oder das Wachstum erlaubenden
Konformation sein. Der Transmembranrezeptor CD44 ist ein Sensor,
welcher zum einen das Wachstum stimulieren (Sherman et al., 1998)
oder die Kontaktinhibition vermitteln kann (Morrison et al., 2001). Das
Umschalten zwischen diesen beiden Modi wird durch extrazelluldre
(Wachstumsfaktoren und Hyaluronsiure) und intrazellulire (ERM
Proteine und Merlin) Bindungspartner bestimmt. Die Aktivitit von ERM
Proteinen und Merlin wird durch Phosphorylierung reguliert. Um die
Kontaktinhibition aufzubauen, mull das extrazelluldre Signal durch
CD44 so weitergeleitet werden, dalk ERM Proteine inaktiviert und Merlin
aktiviert wird.

Fir die Aktivierung von Merlin wurde bisher nur Dephosphorylierung
von Serin-518 (Shaw et al., 2001) verantwortlich gemacht. Dies wurde
durch Mutation von Serin-518 in nicht-phosphorylierbares Alanin und
die Phosphorylierung imitierende Asparaginsdure untersucht.
MerlinS518A inhibiert Wachstum in Weichagar, MerlinS518D dagegen
nicht (Surace et al.,, 2004). MerlinS518D reduziert weiterhin die
Affinitdt zu Bindungspartnern wie CD44 und HRS (Rong et al., 2004a).
SchlieRlich bewirkt die Expression von MerlinS518A in NF2-defizienten
Fibroblasten die korrekte Ausbildung von Zell-Zell Kontakten und damit
die Kontaktinhibition. Es ist nicht klar, ob dieser Effekt von Merlin
direkt am Membranort ausgefiihrt wird, weil MerlinS518D ebenso an
Zell-Zell Kontakten lokalisiert (Lallemand et al., 2003).

Die in der vorliegenden Arbeit angestellten Untersuchungen von
MerlinS518A haben gezeigt, dak dieses bei geringer Zelldichte keinen
Zellzyklusarrest auslost, wohl aber bei hoher Zelldichte. Auf der Suche
nach zusitzlichen Modifikationen, die durch Zell-Zell und Zell-Matrix
Kontakt ausgeldést werden konnten zu der bereits bekannten
Phosphorylierungsstelle an MerlinS518 zwei weitere potentielle
Threoninreste (T272 und T576) identifiziert werden, die sich in
funktionellen Tests als wirksam erwiesen haben. Der bestehenden
Hypothese entsprechend wird Merlin durch Dephosphorylierung an
Serin-518 und Threonin-272 aktiviert. Es ist auch wahrscheinlich, daly
beide Modifikationen synergistisch wirken, da Serin-518 bei Konfluenz
dephosphoryliert wird und Threonin-272 in Zellen bei hoher Zelldichte
mittels Massenspektrometrie nachgewiesen wurde. Erstaunlich ist, dal
die Tumorsuppressorfunktion aber auch durch Phosphorylierung an
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Throenin-576 stimuliert und diese durch Dephosphorylierung an
Threonin-576 inhibiert wird. Eine kombinierte Mutagenese dieser
Aminosduren in Alanin (pseudo-dephosphoryliert) und Asparaginsdure
(pseudo-phosphoryliert) konnte es daher erméglichen, einen dominant
aktiven Tumorsuppressor zu erzeugen. Diese Experimente waren bei
Abschlull des Textes noch nicht realisiert.

Moglicherweise ist die Phosphorylierung an Threonin-576 ein initialer
Schritt, der fir die nachfolgende Dephosphorylierung von Merlin
notwendig ist. Dies wire in Analogie zum intrazelluldren Abschnitt von
CD44, welcher in ruhenden Zellen nur an Serin-325 und nach PKC
Aktivierung nur an Serin-291 phosphoryliert ist (Legg et al., 2002).
Merlin liegt bei geringer Zelldichte an Serin-518 phosphoryliert vor.
Der einleitende Zell-Matrix Kontakt durch Hyaluronsdure stimuliert
innerhalb von finf Minuten die Phosphorylierung an Threonin und die
Dephosphorylierung von Serin-518. Im Konfluenzzustand sind der
Phosphothreonin- sowie des Phosphoserin-518-Gehalt schlieRlich auf
niedrigem Niveau. Uber die hierfiir in Frage kommenden Kinasen und
Phosphatasen liegen bisher keine konkreten Hinweise vor. Die
Peptidsequenz um Threonin-576 (TIK) wird als mogliche PKC
Phosphorylierungsstelle identifiziert (ScanProsite, NetPhos 2.0) und es
ist bekannt, dal Hyaluronsdure nach Bindung an (D44 die
Serin/Threonin Kinasen ROCK und PKNy (Bourguignon et al., 2004;
Bourguignon et al., 2003) aktiviert. Dariiber hinaus wurde die Mutation
MerlinK578M, welche das Erkennungsmotiv der Kinase potentiell
zerstort, in menschlichem Tumormaterial von Neurofibromatose
Patienten nachgewiesen (Faudoa et al., 2000), was vermuten ldRt, das
diese Mutation auch die Funktion von Merlin stort.

Zieht man die strukturelle Ahnlichkeit der ERM Proteine und Merlin
(Pearson et al., 2000) in Betracht, ist anzunehmen, daR diese auf
dhnliche Weise reguliert werden. N- und C-Terminus der ERM Proteine
(Magendantz et al.,, 1995) und von Merlin (Gronholm et al., 1999;
Huang et al., 1998; Sherman et al., 1997) interagieren intramolekular
miteinander. Die Aktivierung von ERM Proteinen beinhaltet
Phosphorylierung und damit Einfiihrung einer negativen Ladung am C-
terminalen Threonin (MoesinT558, EzrinT567 und RadixinT564), die
durch elektrostatische AbstoRung zum Verlust der N-C-Interaktion fiithrt
(Ishikawa et al., 2001; Matsui et al., 1998; Pearson et al., 2000). Es
konnte gezeigt werden, dal Phosphorylierung des konservierten
MerlinT576 ebenfalls notwendig fiir die Aktivierung von Merlin ist.
Zusatzlich zum C-terminalen MerlinT576 ist auch der N-terminale
Bereich in der FERM Domine, welcher in ERM Proteinen den Kontakt zu
EzrinT567/RadixinT564/MoesinT558 vermittelt, in Merlin konserviert.
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Phosphorylierung von MerlinT576 konnte somit ebenfalls wie
MerlinS518 (Shaw et al., 2001) die N-C-Interaktion beeinflussen, indem
die negative Ladung am Threonin-576 zur AbstoRung vom N-Terminus
fihrt.

Wird die Oberfliche eines Proteins durch Verdnderungen der Ladung
(Phosphorylierung & Dephosphorylierung) und der Konformation
moduliert, so ergeben sich Moglichkeiten, mit anderen Proteinen in
Wechselwirkung zu treten. Dies zeigt sich am Komplex/den Komplexen
zwischen Merlin, RasGAP und RhoGAP. Die aktiven Formen
MerlinS518A und MerlinT576D interagieren mit RhoGAP, wogegen
deren inaktive Gegenstiicke die Bindung inhibieren. Ob es sich um
einen Gesamtkomplex oder separate Komplexe handelt, mull noch
durch sequentielle Affinitidtsprizipitation oder uber
chromatographische Methoden bestimmt werden. Ein erster Hinweis ist
lediglich durch die Tatsache gegeben, dalk Merlin bei Konfluenz
verstiarkt mit Paxillin interagiert (Fernandez-Valle et al., 2002), welches
auch an RhoGAP bindet und dadurch den RhoGAP-RasGAP Komplex
auflost (Tsubouchi et al., 2002).

In kinetischen Untersuchungen von aktivem Ras und Rho wurde eine
verstiarkte, Merlin-abhingige Inaktivierung der G-Proteine nach Zell-
Matrix Kontakt durch Hyaluronsidure ermittelt. Die Aktivitit der G-
Proteine wird durch GEFs (Schmidt and Hall, 2002), GAPs (Vetter and
Wittinghofer, 2001; Wittinghofer et al., 1997) und GDIs bestimmt
(Olofsson, 1999). Da die Inaktivierung von Ras und Rho beschleunigt
ablduft 14Rt dies auf den EinfluR von RasGAP und RhoGAP schlieRen,
welche die GTP Hydrolyse zu GDP stimulieren (Adari et al., 1988; Cales
et al.,, 1988; Vogel et al.,, 1988). Die Beteiligung von einem Guanin-
Nukleotid Dissoziationsinhibitor (GDI; (Ueda et al., 1990) ist nicht
wahrscheinlich, da dieser die GTPase im GDP- oder GTP-Zustand bindet
und unter anderem vor Inaktivierung durch GAP schiitzen kann
(Hancock and Hall, 1993). Die Beteiligung eines entsprechenden
Austauschfaktors (GEF - guanine nucleotide exchange factor;
(Whitehead et al., 1997) ist im Fall von Ras nicht auszuschlieRen.
Verlust von Merlin in NIH-3T3 Fibroblasten durch RNAi fithrt ebenso zu
einer Aktivierung von Ras wie die Stimulation von RT4 Schwannom-
Zellen mit Hyaluronsdure, wenn diese die endogene Menge Merlin
enthalten (- Doxycyclin). Dieser Hyaluronsiure und damit
wahrscheinlich CD44 vermittelte Effekt deutet auf den Ezrin-Sos
Komplex hin, der in unserem Labor als essentiell fiir Ras-vermittelte
Signaltransduktion identifiziert wurde (Morrison et al., 2005). Der
Hypothese zufolge liegt Ezrin bei Merlindefizienz CD44 gebunden vor
und kann gemeinsam mit Sos die Aktivitit von Ras steigern. Die
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alleinige Verdringung von Ezrin und Sos durch Merlin wire nicht
ausreichend, da sich das G-Protein in diesem Fall selbst langsamer
inaktivierte (Halbwertzeit von etwa 25min statt der hier gemessenen
<5min; (Schlichting et al., 1989; Schweins et al., 1997). Dies deutet auf
eine Merlin-vermittelte GAP Aktivitidt hin, die die Inaktivierung von Ras
vorantreibt. Welche physiologische Bedeutung die Hyaluronsdure-
vermittelte Ras Antwort hat, ist bisher unklar. Die Tatsache, dal Ras
unterschiedlich reguliert wird unterstreicht indes den Schaltercharakter
des CD44 Sensors. Ein extrazelluldres Signal wirkt abhidngig von der
Menge exprimierten Merlins positiv oder negativ auf Ras.

Der Einflul von Merlin auf GAP kann auf zwei Arten vermittelt werden.
Entweder stimuliert Merlin die GAP-Aktivitit direkt oder Merlin
vermittelt den Kontakt zwischen GTPase und GAP. Bisher konnte gezeigt
werden, daR Merlin und RhoGAP an der Plasmamembran kolokalisieren,
der Region, an die Ras und Rho durch einen Lipidanker binden
(Adamson et al., 1992) und wo diese aktiviert werden konnen
(Aronheim et al., 1994). Weiterhin kolokalisiert Merlin mit Rho in
Schwann-Zellen (Scherer and Gutmann, 1996). Weitere Einblicke sollte
die Zusammensetzung des Komplexes erlauben: Die Assoziierung von
RasGAP mit RhoGAP durch Phosphotyrosin-SH2 Interaktion ist
beschrieben (Hu and Settleman, 1997; Moran et al., 1991). Die Bindung
von pl90RhoGAP an pl20RasGAP reduziert die GAP Aktivitit von
RasGAP (Moran et al.,, 1991). Die Kompetition von Tyrosin-
phosphoryliertem Paxillin und RhoGAP um RasGAP ‘befreit’” RhoGAP
und es erfolgt Inhibition von Rho (Tsubouchi et al., 2002). SchlieRlich
kann die mit Merlin priazipitierende ‘GAP-Aktivitit’ direkt in einem
‘GAP-assay’ mit rekombinantem Substrat bestimmt werden (Self and
Hall, 1995a; Self and Hall, 1995b). Mit diesen Experimenten sollte es
letztlich gelingen, zu bestimmen, ob Merlin nur ein dominant negatives
Ezrin ist, indem der Ezrin-Sos Komplex verdrangt wird, oder ob Merlin
selbst eine katalytische Aktivitdt beisteuert.

RasGAP und RhoGAP stellen sehr interessante Bindungspartner von
Merlin dar, da fiir diese separat Funktionen nachgewiesen wurden, die
auch Merlin ausiibt. RasGAP inhibiert die Wachstumsfaktor-induzierte
Ras Aktivierung (Gibbs et al., 1990). Ein pl20RasGAP ‘knockout’
bewirkt zeitlich verldngerte ERK Phosphorylierung und induziert
Koloniebildung in Weichagar sowie Wachstum zu hoherer Zelldichte
(Koehler and Moran, 2001). Die GAP Domine von pl90RhoGAP
inhibiert die Transformation von NIH-3T3 Fibroblasten durch
onkogenes Ras (Wang et al.,, 1997) und vermittelt nach Zell-Zell und
Zell-Matrix Kontakt die Inhibition von Rho (Arthur et al., 2000; Noren
et al., 2003). Der Verlust von RhoGAP fiihrt unter anderem zur
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Entwicklung von Oligodendrogliomen, Tumoren des
Zentralnervensystems (Tikoo et al., 2000; Wolf et al., 2003). SchlieRlich
sollte nicht aulerachtgelassen werden, dalk Neurofibromatose 1 durch
den Verlust von Neurofibromin, einer anderen RasGAP, ausgelost wird
(Ballester et al., 1990; Martin et al., 1990; Xu et al., 1990a; Xu et al.,
1990b). Die Perspektive auf tiberlappende Regulationsmechanismen
beider Neurofibromatosen sollte genauer untersucht werden.

Der Einflul von Merlin auf der Ebene von Ras ist unerwartet, da in
anderen Studien gezeigt werden konnte, dall Merlin unterhalb von Ras
in die Signaltransduktion eingreift. Zum einen inhibiert Merlin die
Transformation durch dominant aktives Ras (Tikoo et al., 1994), zum
anderen blockiert es Phosphorylierung von ERK durch dominant aktives
Ras auf der Ebene von MEK oder dariiber (Morrison et al., 2005). Dies
resultiert wahrscheinlich aus der Interaktion von Merlin mit PAK,
wodurch dessen Aktivierung durch Rac inhibiert wird (Kissil et al.,
2003). PAK wiederum agiert mit Ras synergetisch im
Aktivierungsprozef8 von Raf und MEK (Frost et al., 1997; Zang et al.,
2002), so daR Merlin durch PAK-Interferenz Raf und MEK inhibieren
kann.

Die Verbindung von Merlin mit den GTPasen Ras, Rac und Rho gibt zum
einen Einblick in dessen anti-transformatives Potential und zum
anderen in die Verdnderungen des Aktinzytoskeletts, die nach
Hyaluronsdure Behandlung entstehen. Die GTPasen Rho und Rac sind
entscheidende Faktoren fiir die Ausbildung von F-Aktin Strelfasern
(Ridley and Hall, 1992) und dynamischen, F-Aktin enthaltenden
Membranregionen, genannt ‘ruffling membrane’ (Ridley et al., 1992).
Der Verlust von Merlin in Schwannom Zellen bewirkt abnorme F-Aktin
StrelRfasern und Membran ‘ruffles’ wahrend der Ausbreitung der Zellen
(Pelton et al., 1998). Nun kolokalisiert Merlin mit F-Aktin (Gonzalez-
Agosti et al.,, 1996; Xu and Gutmann, 1998) und soll iiber einen
lateralen Bindungsmechanismus die Stabilitit von Aktinfilamenten
erhohen (James et al., 2001). Die Verdnderungen in den Schwannom
Zellen allein durch den stabilisierenden Effekt erkliren zu konnen, ist
eher unwahrscheinlich, da es auRerdem noch viele andere
stabilisierende Proteine gibt (Small et al., 2002). Zumal jetzt in Form
von N-WASP eine direkte Verbindung zum regulatorischen Apparat des
F-Aktins gezeigt werden konnte. N-WASP wird durch eine weitere
GTPase, Cdc42, aktiviert und induziert die Bildung von Filopodien (Miki
et al., 1998; Rohatgi et al., 1999). Merlin inhibiert in vitro die N-WASP
stimulierte Aktinpolymerisation und greift damit direkt auf die
Signaltransduktion in Richtung F-Aktin zu (Manchanda et al., 2005).
AuRerdem kann der Schwannom Phidnotyp durch Inhibition von Rho
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oder Rac und durch Merlin Proteintransfer revertiert werden (Bashour
et al., 2002; Pelton et al., 1998). In dieser Arbeit konnte demonstriert
werden, dal nach Aktivierung von Merlin ebenfalls Veranderungen des
Zytoskeletts auftreten, die mit einer Merlin-vermittelten Inhibition von
Rho einhergehen. Diese Ergebnisse suggerieren ebenso, dall Merlin
nicht als Stabilisator fungiert, sondern die akzessorischen Proteine des
F-Aktin-Zytoskeletts beeinflulit.

Diese Restrukturierung des Zytoskeletts konnte ein Nebeneffekt sein
oder direkt den Signaltransfer beeinflussen und damit Teil der
Tumorsuppressorfunktion sein. Bisher liegen einige Beweise vor, daR
das Gleichgewicht zwischen filamentdosem und globuldrem Aktin die
Aktivitdt des Transkriptionsfaktors SRF reguliert (Miralles et al., 2003;
Sotiropoulos et al., 1999), der auch durch Merlin inhibiert wird (Lim et
al., 2003).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal die
Tumorsppressorfunktion von Merlin nicht nur von Serin-518 abhingt,
sondern zusdtzlich von Threonin-272 und -576. Die aktive Form von
Merlin interagiert mit p120RasGAP und p190RhoGAP, Inhibitoren von
Ras und Rho, denen eine wichtige Stellung im onkogenen
Transformationsprozell und der Umstrukturierung des Zytoskeletts
zukommt. Damit sind Merlin Effektoren identifiziert, deren weitere
Charakterisierung es vielleicht erlaubt, die Hauptmerkmale von Merlin
Defizienz, unkontrollierte Proliferation und Veridnderungen des
Zytoskeletts, auf Ebene der kleinen GTPasen Ras und Rho zu erkliren.

Auffallend ist der Eingriff von Merlin auf verschiedenen Ebenen der
Signaltransduktion. Aktives Merlin verdrdngt den Ezrin-Sos Komplex
(Morrison et al., 2005), interferiert mit PAK (Kissil et al., 2003) und
interagiert mit RasGAP und RhoGAP. Zusidtzlich reduziert Merlin die
Motilitit von Zellen in vitro (Gutmann et al., 1999). Trotzdem fiihrt die
Merlininaktivierung im Verlauf von Neurofibromatose 2 primdr zur
Ausbildung von gutartigen kranialen und spinalen Tumoren.
Moglicherweise beruht diese scheinbare Diskrepanz auf einer
bisherigen Unterbewertung von Merlin in der Krebsentstehung. Diese
Vermutung wird insbesondere durch Mausmodelle gestiitzt, in denen
eine Synergie zwischen Verlust von NfZ und dem Tumorsuppressorgen
p53 beziiglich Tumorbildung und Metastasierung festgestellt werden
konnte (McClatchey et al., 1998). Dariiber hinaus wurde das recht lange
als Strukturprotein angesehene Ezrin kiirzlich als Schliisselprotein in
der Tumormetastasierung beschrieben (Khanna et al., 2004; Yu et al.,
2004), was die oben erwidhnte Gegenspielersituation von Ezrin und
Merlin stiitzt. Eine weitere Untersuchung der ERM Proteine und Merlin
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sollte daher zu einem besseren Verstindnis der Krebsentstehung
beitragen.
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Material und Methoden

Gerdtschaften

Agarose Gelelektrophorese-Apparatur, PeqLab GmbH, Erlangen
Bakterien-Brutschrank, Heraeus, Hanau

Bakterien-Schiittler, Infors AG, Bottmingen, Schweiz
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg

CDD-Digitalkamera (C4742-98), Hamamatsu

CO:-Inkubator, Labotec, Gottingen

Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 135, Carl Zeiss

Feinwaage AE163 Mettler

Konfokales Laserscanning Mikroskop, Carl Zeiss
Kihlzentrifuge Avanti J-20, Beckman, Stuttgart
Kihlzentrifuge J2-HS Beckman, Stuttgart

Megafuge 1.0 Hereaus, Hanau

Mikroskop (ID2) Zeiss, Jena

Netzgerat Power-Supply BioRad, Miinchen
PAGE-Elektrophorese-Apparatur, Midi-Format (ca. 15x15cm), Peqglab
GmbH, Erlangen

PCR-Maschine, MG Research

pH-Meter, Eppendorf, Hamburg
Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine, Kodak, New Haven, USA
Schiittler Polymax 2040, Heidolph, Kehlheim
Tisch-Kiithlzentrifuge, Heraeus, Hanau

Tisch-Kiihlzentrifuge Z233MK, Hermle, Gosheim
Tisch-Zentrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg
Tisch-Zentrifuge Biofuge, Heraeus, Hanau

UV-Gerit Eagle Eye, Stratagene, Heidelberg

Waage, Sartorius, Gottingen

Westernblot Transferkammer, PeqLab GmbH, Erlangen

Verbrauchsmaterialien

Bakterien-Petrischalen, Greiner, Frickenhausen

Einfrierr6hrchen, Greiner, Frickenhausen

Reaktionsgefdle, Eppendorf, Hamburg

Objekttriager, Labonord, Templemars, Frankreich
PCR-Reaktionsgefiale, Roth, Karlsruhe

Pipetten Pipetman, Gilson, Langenfelden

Rontgenfilm Hyperfilm ECL & MP, Amersham Buchler, Braunschweig
Sterilfilter, Renner GmbH, Darmstadt

Transfer Membran Immobilon-P (PVDF), Millipore, Bredford, USA
UV-Kivetten, Eppendorf, Hamburg

Whatman 3MM-Papier, Bender und Hobein, Karlsruhe
Zellkulturschalen, Greiner, Frickenhausen
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Reagenzien, Medien und Zusdtze

Soweit nicht anders angegeben, werden Chemikalien vom Reinheitsgrad
'pro analysii' (p.a.) bzw. 'reinst' verwendet. LOosungen werden mit
deionisiertem Wasser angesetzt. Medien und Pufferldsungen werden
autoklaviert (30min., 121°C) und/oder sterilfiltriert (0,22um).

Acrylamid + N,N'-Methylenbisacrylamid(30%:0,8%), Roth, Karlsruhe
Agarose, PeglLab, Erlangen

Ampicillin, Roth, Karlsruhe

APS (Ammoniumpersulfat), Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bacto-Agar, Otto Nordwald KG, Hamburg
Bromphenolblau, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BSA (bovine serum albumin), PAA Laboratories, Marburg
Desoxycholinsdure, Roth, Karlsruhe

DMEM (Dulbeccos modified Eagle's medium), Gibco, Karlsruhe
DMSO (Dimethylsulfoxid), Fluka, Neu-Ulm

Doxycyclin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DTT (Dithiothreitol), Sigma-Aldrich, Taufkirchen

EDTA (Ethylendiamintetraacetat), Roth, Karlsruhe

EGTA (Ethylenglycol-bis(g-aminoethylether)tetraacetat), Roth,
Karlsruhe

Essigsdure, Merck, Darmstadt

Ethanol, Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid, Roth, Karlsruhe

FCS (fetal calf serum), PAA Laboratories, Marburg

G418 Geniticin, Sigma, Taufkirchen

Glucose, Roth, Karlsruhe

Glycerin, Roth, Karlsruhe

Glycin, Roth, Karlsruhe

Harnstoff, Roth, Karlsruhe

Hefe-Extrakt, Roth, Karlsruhe

Hygromycin B, Calbiochem

IPTG, Roth, Karlsruhe

[sopropanol, Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid, Roth, Karlsruhe

Kanamycin, Invitrogen, Karlsruhe

Magnesiumchlorid, Roth, Karlsruhe

Magnesiumsulfat, Roth, Karlsruhe

Methanol, Promochem GmbH, Wesel

Milchpulver, Saliter, Obergiinzburg

Natriumacetat, Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid, Merck, Darmstadt

Natriumfluorid, Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt
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Natriumorthovanadat, Merck, Darmstadt

NP-40, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PBS (phosphate buffered saline), Gibco, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin (10000U/ml Penicillin, 10000ug/ml
Streptomycin), Gibco, Karlsruhe

PMSF, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Puromycin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PVA (Polyvinylalkohol), Sigma, USA

Salzsdaure, Merck, Darmstadt

SDS (Natriumdodecylsulfat), Roth, Karlsruhe

TEMED, Roth, Karlsruhe

Tris (Trislhydroxymethyl]aminomethan), Roth, Karlsruhe
Triton X-100, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypsin 0,25%, Difco Laboratories, Detroit

Trypton, Roth, Karlsruhe

Tween20, Roth, Karlsruhe

Xylenzyanol, BioRad, Miinchen

Wachstumsfaktoren und Spezialreagenzien

ECL Western blotting Substrat, Amersham

Hyaluronsdure, Healon (MW: 4-5x10° kDa), Pharmacia&Upjohn,
Erlangen

Lumi-Light Western blotting Substrat, Roche

PDGF (platelet-derived growth factor), BB Homodimer, Calbiochem
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten, Roche

Protein A, G plus und A/G plus gekoppelte Agarose Matrix, Calbiochem

SeeBluePlus 2 prestained protein ladder (4-250kDa), Invitrogen,
Karlsruhe

BenchMark prestained protein ladder (8-180kDa), Invitrogen, Karlsruhe
Prestained SDS molecular weight markers (30-180kDa), Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

100bp DNA-ladder, Invitrogen, Karlsruhe

1kb DNA-ladder, Gibco, Karlsruhe

Antikorper und Konjugate

Primirantikorper

Aktin pAk I-19 (Quelle: Ziege), Santa Cruz

CD44 mAk 5G8, erkennt Exon 15 in Ratten CD44 (Quelle: Maus),
(Sleeman et al., 1996a; Sleeman et al., 1996b)

ERK1 pAk K-23 (Quelle: Kaninchen), Santa Cruz

ERK1/2 pAk, pT202/pY204 (Quelle: Kaninchen), Cell Signaling

ERM pAk, Ezrin pT567/Radixin pT564/Moesin pT558 (Quelle:
Kaninchen), Cell Signaling
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Ezrin mAk 3C12, (Quelle: Maus), Neomarkers

Ezrin pAk C-19 (Quelle: Ziege), Santa Cruz

FLAG mAk M2 (Quelle: Maus), Sigma

GFP pAk FL (Quelle: Kaninchen), Santa Cruz

Merlin pAk C-18 (Quelle: Kaninchen), Santa Cruz
Merlin pAk, pS518 (Quelle: Kaninchen), Rockland
Moesin pAk C-15 (Quelle: Ziege), Santa Cruz
Radixin pAk C-15 (Quelle: Ziege), Santa Cruz

Ras mAk RAS10 (Quelle: Maus), Cell Signaling
RasGAP (p120) mAk B4E8 (Quelle: Maus), Sigma
Rho (-A,-B,-C) pAk (Quelle: Kaninchen), Upstate
RhoGAP (p190) mAk D2D6 (Quelle: Maus), Upstate
Threonin pAk, pTXR Motiv (Quelle: Kaninchen), Cell Signaling
Tubulin mAk TU-02 (Quelle: Maus), Santa Cruz
pTXR Motiv pAk (Quelle: Kaninchen), Cell Signaling

Sekundidrantikorper

Anti-Kaninchen IgG (Quelle: Ziege), HRP gekoppelt, Dako
Anti-Kaninchen IgG (Quelle: Ziege), Alexa488 gekoppelt, Molecular
Probes

Anti-Kaninchen IgG (Quelle: Ziege), Alexa594 gekoppelt, Molecular
Probes

Anti-Maus IgG (Quelle: Ziege), HRP gekoppelt, Dako

Anti-Maus IgG (Quelle: Ziege), Alexa488 gekoppelt, Molecular Probes
Anti-Maus IgG (Quelle: Ziege), Alexa594 gekoppelt, Molecular Probes
Anti-Ziege 1gG (Quelle: Kaninchen), HRP gekoppelt, Dako

Anti-Ziege 1gG (Quelle: Esel), Cy3 gekoppelt, Dianova

Phalloidin-Konjugate
Phalloidin, Alexa488 gekoppelt, Molecular Probes
Phalloidin, Alexa594 gekoppelt, Molecular Probes

Plasmide und Plasmidkonstrukte

pcDNA3 (G418, Invitrogen), pBabe (Puromycin) und pCEP4
(Hygromycin, Invitrogen) werden zur Selektion verwendet. pUHG17-1
(reverse tetracyclin-controlled transactivator), pUHC13-3 (rtTA-
responsive luciferase reporter) und pUHD10-3 (rtTA-responsive cloning
vector) stammen von Hermann Bujard (Gossen and Bujard, 1992;
Gossen et al., 1995). pUHD10-3(NF2.17) enthilt Merlin Isoform 1
(RefSeq.: NM_000268) kloniert iber EcoRI und stammt von Helen
Morrison (Morrison et al., 2001). pEGFP-C1 mit p190RhoGAP (Bglll,
EcoRI) stammt von Keith Burridge (Noren et al., 2003).
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Primer

Die Primer sind in 5’-3’ Richtung angegeben. Herstellung von MWG
(http://www.mwg-biotech.com).

Mutagenese:

NE2T272Afw: CGT ACA GTG ACA AGG AGT TTG CCA TTA AAC CAC TGG
ATA AGA AAA

NE2T272Arv: TTT TCT TAT CCA GTG GTT TAA TGG CAA ACT CCT TGT
CAC TGT ACG

NE2T272Dfw: CTC GTA CAG TGA CAA GGA GTT TGA TAT TAA ACC ACT
GGA TAA GAA AAT TGA

NE2T272Drv: TCA ATT TTC TTA TCC AGT GGT TTA ATA TCA AAC TCC
TTG TCA CTG TAC GAG

NE2T5706Afw: CAG CAG CAA GCA CAA TGC CAT TAA AAA GCT CAC CTT
G

NE2T5706Arv: CAA GGT GAG CTT TTT AAT GGC ATT GTG CTT GCT GCT
G

NE2T576Dfw: GGC AGC AGC AAG CAC AAT GAC ATT AAA AAG CTC ACC
TTG CA

NE2T576Drv: TGC AAG GTG AGC TTT TTA ATG TCA TTG TGC TTG CTG
CTG CC

Sequenzierung:
NF2 seq fw: AGG CCA AGT ATG GTG ACT ACG A
NF2 seq rv: TGC AGG TCC TGC TTC AGC TGA

Standardmethoden

Falls nicht anders angegeben sind Standardmethoden und
Standardpuffer aus den Handbiichern Cell Biology (Celis, 1998),
Current Protocols (Ausubel et al.,, 1987) und Molecular Cloning
(Sambrook and Russel, 2001) entnommen.

Bakterienstimme

Escherichia coli

BL21(DE3): E.coli B, F-, dcm, ompT, hsdS(rs- ms-) gal (DE3)

TG 2: Supk, hsdA>5, thi, A(lac-proAB), A(srl-recA)306-
Tnl10(tet?)/F'(traD36, proAB+, lacl, lacZAM1)5)

XL1-blue supercompetent (Stratagene): recAl, endAl, gyrA96, thi-lI,
hsdR17, supE44, relAl, lac[F’ proAB, lacPZAM15 Tn10 (Tet")]
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Chemisch kompetente Bakterien

E. coli werden durch eine CaCl,-Behandlung in den Zustand der
Kompetenz gebracht, d.h. ihre Zellwand ist portser und es kommt zu
einer gesteigerten Aktivitit extrazelluldrer Enzyme. Gibt man
schlieRlich Plasmid-DNA hinzu und setzt die Bakterien einem
Hitzeschock aus kommt es zu einer Inkorporation der DNA.

10ml einer E. coli TG2 Vorkultur in SOB-Medium (20g Trypton, 5g
Hefeextrakt, 0,6g NaCl, 0,19¢g KCl, ad 1000ml H,0) mit einer ODy,, von
0,5 werden als Inokulum fir eine 1000ml Hauptkultur in SOC-Medium
(SOB-Medium, 10mM MgCl,, 10mM MgSO,, 20mM Glucose) verwendet.
Nach einer Inkubation von 2,5h bei 37°C und 180Upm erfolgt
zentrifugieren der Zellsuspension fiir 5Smin bei 16000Upm und 4°C. Das
Pellet wird anschlieRend in 100ml eiskalter 0,1M CaCl, Losung
resuspendiert und fir 20min auf Eis inkubiert. Zum weiteren
aufkonzentrieren wird die Suspension fiir 5min bei 6000Upm und 4°C
zentrifugiert und das Pellet in 10ml eiskalter 0,1M CaCl, Losung
aufgenommen. Nach 3h Inkubation auf Eis werden 1,2ml 87% Glyzerin
zugefigt, die Suspension wird aliquotiert und bei -70°C aufbewahrt.

Transformation von Bakterien

Es werden 10-100ng Plasmid-DNA und 100ul kompetente E. coli TG2 fir
30min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock im 42°C Wasserbad
fir 30sec erfolgt eine erneute Inkubation auf Eis fir 2-3min. Jetzt
erfolgt die Zugabe von 800ul SOC-Medium (SOB-Medium, 10mM MgCl,,
10mM MgSO,, 20mM Glucose) und Inkubation fir 1h bei 37°C im
Schiittelinkubator. Die Zellen werden anschlieRend fir 3min bei
3000Upm pelletiert, er werden etwa 750ul verworfen, das Pellet
resuspendiert und auf Selektivmedium ausplattiert.

Die langfristige Lagerung erfolgt als Glyzerinkultur bei -80°C. Dazu
werden 0,75ml Kultur des gewiinschten Klons mit 0,25 ml sterilem
Glyzerin (87%) versetzt.

DNA-Plasmidprdparation

Die Plasmidgewinnung erfolgt mit dem Qiagen® Plasmid Maxi Kit und
Amersham Pharmacia GFX Micro Plasmid Prep Kit. Die Aufreinigung
basiert auf folgenden Punkten:

Aus den Bakterien wird ein klares Lysat gebildet, indem mit SDS die
Phospholipide und die Proteinkomponenten solubilisiert und durch
NaOH die dadurch freigesetzten Proteine sowie Plasmid- und
chromosomale DNA denaturiert werden. Durch saure
Kaliumacetatlosung erfolgt Neutralisierung. Weiterhin bewirkt die hohe
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Salzkonzentration, dall SDS ausfillt und mit ihm die denaturierten
Proteine, die chromosomale DNA und andere Zelltrimmer. Die kleinere
Plasmid-DNA renaturiert, da sie kovalent geschlossen ist und bleibt in
Losung, wodurch eine Trennung durch zentrifugieren oder filtrieren
erfolgen kann. Die Plasmid-DNA wird dann auf einer
Anionenaustauschersdule immobilisiert, von letzten Verunreinigungen
befreit und schlieRlich eluiert.

Die DNA wird gefillt, indem 0,7Vol. Isopropanol zugefiigt werden. Die
Sedimentation erfolgt fiir 30min bei >15000g und 4°C, dann wascht
man mit 70% Ethanol und nimmt die DNA nach dem Verdampfen in TE,
pH8,0 oder H,O bidest. auf. Die Konzentration der DNA wird im
Photometer bei A=260nm bestimmt. Daftir verdiinnt man die Probe
1:200 mit H,O bidest. und multipliziert den erhaltenen OD-Wert mit 10,
um die Konzentration in ug/ul zu erhalten (eine OD von 1,0 entspricht
einer Konzentration von 50ug/ml dsDNA).

Restriktionsenzymatische DNA Spaltung

Pro Mikrogramm zu spaltender DNA werden zwei bis drei Einheiten
Restriktionsenzym unter Einhaltung der vom Hersteller
vorgeschlagenen Puffer- und Inkubationsbedingungen verwendet. Die
Qualitdt der Spaltung wird nach Zusatz von 5x DNA-Ladepuffer (0,25%
Bromphenolblau, 0,25% Xylen Cyanol FF, 15% Ficoll® 400, 50mM EDTA,
0,4% SDS, 20ul 50x TAE-Puffer) zu den Ansitzen in einer Agarose
Gelelektrophorese bestimmt. Im Falle einer weiteren Verwendung der
DNA-Fragmente zu Klonierungszwecken wird vor der Gelelektrophorese
eine Phenol/Chloroform Fiallung durchgefiihrt, die in weiteren Schritten
storende Proteine abtrennt.

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI) Fiallung und
DNA Prédzipitation

Eine Phenol/Chloroform Fdllung dient der Entfernung von
Proteinverunreinigungen aus DNA Proben. Durch die sich
anschlieRende DNA Prazipitation erfolgt eine weitere Reinigung und
eine Aufkonzentrierung der DNA.

Die PCI-Losung (25:24:1) wird erhalten, indem TE-Puffer (10mM Tris
base, pH8, ImM EDTA) zu gleichen Teilen mit Phenol vermischt wird.
Nachdem sich die walrige von der organischen Phase getrennt hat, wird
die untere phenolhaltige Phase mit einem gleichen Anteil einer
Chloroform:Isoamylalkohol Losung (24:1) versetzt. Der zu reinigende
Reaktionsansatz wird mit einem Teil PCI versetzt, gevortext und 10min
mit 10000g zentrifugiert. Die obere DNA enthaltende, walirige Phase
wird abgenommen und mit 3M Natriumacetat Losung (pH 4,8-5)
versetzt, bis eine Salzkonzentration von 200mM erreicht ist. Schlielich
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wird durch Zugabe von Ethanol (2,5 faches Volumen) oder Isopropanol
(1 faches Volumen) die Prazipitation des DNA-Salzes eingeleitet (5-
10min bei Raumtemperatur). Das Prazipitat wird durch Zentrifugation
bei 10000g fiir 15-20min abgetrennt und mit 70% Ethanol gewaschen,
um Salzreste zu entfernen. Nach Trocknung der DNA wird diese in
Wasser oder TE-Puffer gelost.

Agarose Gelelektrophorese

Zu einer 0,8-1.5% Losung von Agarose in TAE-Puffer (50x TAE: 2M Tris-
Base, 1M Natriumacetat, 50mM EDTA, pH 7,5) wird Ethidiumbromid zu
einer Endkonzentration von O0,1ug/ml gegeben. Ethidiumbromid
interkaliert mit den Basen der DNA und ldRt sich durch UV-Licht
anregen, so dal die Lage der DNA nach der Elektrophorese im Gel
bestimmt werden kann. Das ausgehirtete Gel wird mit TAE-Puffer
uberschichtet. Vor dem Auftragen wird den DNA-Proben 5x DNA-
Ladepuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylen Cyanol FF, 15% Ficoll®
400, 50mM EDTA, 0,4% SDS, 20ul 50x TAE-Puffer) zugesetzt, danach
erfolgt der Gellauf mit 10V/cm Gelldnge.

Sequenzspezifische DNA Mutagenese

Um die in dieser Studie verwendeten Mutationen zu generieren, wurde
der Stratagene QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit verwendet.
Die komplette Durchfiithrung richtet sich im Allgemeinen nach den vom
Hersteller gemachten Angaben. In Kirze: Die verwendeten Primer
wurden unter Berticksichtigung der vom Hersteller angegebenen
Parameter entworfen (Schmelztemperatur, GC-Gehalt, Lange, Reinheit)
oder direkt mit dem = Stratagene  onlinetool ausgewdhlt
(http://labtools.stratagene.com/QC). Die PCR besteht aus folgenden
Komponenten: 5ul 10x Reaktionspuffer, 5-50ng dsDNA Matrize, je
125ng Primer 1 & 2, 1ul dANTP Mix, ad ddH,O 50ul, 2,50 PfuTurbo
Polymerase; und wird mit dem Standardprogramm durchgefiihrt: 1.
95°C, 30sec; 2. 95°C, 30sec; 3. 55°C, 1min; 4. 68°C, 1min/kb
Plasmidldnge; 5. zurtick zu 2. 16x. Die nach der Reaktion verbleibende
methylierte Ausgangs-DNA wird mit dem Restriktionsenzym Dpnl (10U)
zerschnitten, so dall in der sich anschlieRenden Transformation in
E.coli XL1-blue nur funktionsfahige mutierte DNA vorhanden ist. Die
transformierten Bakterien werden dann auf LB-Agar ausgestrichen und
bei 37°C inkubiert. Zuletzt wird die Plasmid-DNA der einzelnen Klone
isoliert und sequenziert.

DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA wird von der Firma GATC
(http://www.gatc.de) durchgefiihrt.
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/Zellinien

RT4-DoP2T Ratten Schwannom (European Collection of Animal
Cell Cultures, Salisbury)
NIH-3T3 Maus Fibroblasten (ATCC)

Zellkultivierung

Die Kultivierung der RT4-D6P2T erfolgt in DMEM/10%FCS/Pen/Strep
(Wachstumsmedium, WM) unter humider Atmosphire mit 6% CO, bei
37°C. Ab maximal 80% Konfluenz erfolgt die Passage in neue
Kulturschalen. Dazu die Zellen mit 2ml 0,25% Trypsin/EDTA pro 10cm
Schale tiber 5min ablosen. Ein Aliquot wird in eine neue Schale mit
temperiertem WM {tiberfiihrt.

Kryokonservierung

Fiur die Kryokonservierung der RT4 Zellen erfolgt zundchst Wachstum
bis etwa 70% Konfluenz. Die Zellen werden 5min trypsiniert und zur
Inaktivierung des Trypsins in Wachstumsmedium (WM;
DMEM/10%FCS/Pen/Strep) iberfithrt. Pelletieren erfolgt durch
Zentrifugation in einer Heraeus Megafuge 1.0 fir 5min bei 1200Upm.
Nach Absaugen des WM werden die Zellen in eiskaltem Kryomedium
(KM; DMEM/10%FCS/10%DMSO) resuspendiert, auf Kryordhrchen
aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Das Auftauen der Zellen sollte im Gegensatz zum Einfrieren schnell
geschehen. Der Transport vom Kryolager zum Zellabor erfolgt daher
auf Eis und das Auftauen im 37°C Wasserbad. Man bringt die Zellen
dann in temperiertes Wachstumsmedium (WM) und pelletiert diese
durch Zentrifugation fir 5min bei 1200Upm. Das Pellet wird
anschlieRend in WM resuspendiert und die Zellen standardmaRig
kultiviert.

Aktivierung von Natriumorthovanadat (PTP
Inhibitor)

Die Salze der Vanadiumsidure (Vanadate) liegen abhdngig vom pH-Wert
vor. Bei einem pH>13 dominiert Orthovanadat [VO,]*, bei niedrigeren
pH-Werten bilden sich protoniertes Orthovanadat und Metavanadat
[VO;]- und Divanadat [V,0;]* sowie deren protonierte Varianten aus.
Weitere Verringerung des pH wunter 7 fihrt zur Bildung von
Decavanadat [V,,0,5]% und dessen protonierten Formen.

Natriumorthovanadat wird als Phosphotyrosin-Phosphatase Inhibitor

eingesetzt und zeigt die maximale Aktivitit in dem hier als ,aktivierte
Form’ bezeichneten Zustand, der bei einem pH-Wert um 10 vorliegt.
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Eine 200mM Losung von Natriumorthovanadat Na;VO, wird mit 1N HCL
oder IN NaOH auf pH 10 eingestellt (Ausgangs pH hingt vom
Herstellungsprozel ab). Die jetzt gelbe Losung wird bis zur
Farblosigkeit gekocht. Nach dem Abkiihlen wird der pH-Wert erneut auf
10 eingestellt und die Losung erhitzt. Diese Schritte werden etwa drei-
bis viermal wiederholt bis die Losung bei pH 10 farblos bleibt. Die
aliquotierte Losung wird bei -20°C gelagert.

Proteinextraktion & Zelllyse

Das Gesamtzelllysat wird erhalten, indem nach Absaugen des
Kulturmediums die Zellen in 2x Laemmli Lysis-Puffer aufgenommen
werden (100mM Tris base pH 6,8, 4%SDS, 0,2% Bromphenolblau, 20%
Glycerin). Die enthaltene genomische DNA mull noch vor dem
Aufkochen und Auftragen der Proben geschert werden, um die
Trennung der Proteine nicht zu storen. Weiterhin werden durch Zusatz
von 50mM DTT und anschlieRendem erhitzen auf 95°C fir 3-4min die
Proteine reduziert und denaturiert (Heizblock/Schiittler Kombination
verwenden, um hohen Wirmeiibergang zu gewdhrleisten); zu
ausgedehntes  Erhitzen kann unter Umstdnden auch zur
Aggregatbildung der Proteine fiihren. Zuletzt werden noch unldsliche
Bestandteile durch Zentrifugation entfernt (14000g, 2min). Die Proben
konnen bei -20°C gelagert werden.

Um storende genomische DNA und Kernproteine durch Zentrifugation
entfernen zu konnen, wird die Proteinextraktion unter milderen
Bedingungen durchgefiihrt, so dak der Zellkern i.A. intakt bleibt. Durch
Wahl der Pufferkomponenten kann weiterhin ein unterschiedliches Mals
an Proteinen und Komplexen solubilisiert werden. So lassen sich Puffer
anwenden, die z.B. F-Aktin und einen Teil der assoziierten Proteine
intakt halten und hauptsiachlich zytosolische Komponenten
solubilisieren. Generell kann aber nur auf einen begrenzten Schatz an
Erfahrung und festem Wissen zuriickgegriffen werden, so dalk immer
eine gewisse empirische Vorarbeit notwendig ist, um einen Puffer zu
konzipieren, der den Anforderungen entspricht. Des weiteren sollten
bei allen anschlieRenden Untersuchungen Kontrollen (z.B. Kontroll-IP)
und komplementire Experimente (z.B. Immunzytochemie)
durchgefiihrt werden, um eine Artefaktbildung wihrend der Extraktion
auszuschlieRen.

Vor der Extraktion werden die Zellkulturplatten generell auf Eis gestellt
und mit eiskaltem PBS oder TBS gewaschen. Dieser Schritt entfernt zum
einen Serumproteine und reduziert durch die Abkiihlung die gesamte
zelluldre Aktivitdt (Proteine und Proteinkomplexe werden stabilisiert).
Die Zellen werden dann mit dem Puffer von der Petrischale geschabt
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und fir 10-20min auf Eis belassen. Unlosliche Bestandteile werden in
einer Zentrifugation abgetrennt (14000g, 5min, 4°C). Die Puffer zur
Untersuchung der Rho-Aktivitit, der co-Immunoprazipitation und der
FLAG/NF2 Immunopréizipitation (IP) werden im Anschlull beschrieben.
Zur Untersuchung des Aktivierungsgrades der Rho GTPase wird ein Mg?
Lysis/Wash buffer (MLB) mit den folgenden Komponenten verwendet:
25mM HEPES, pH 7,5, 150mM NaCl, 1% NP-40, 10mM MgCl,, 1mM
EDTA, 2% Glycerin, 25mM NaF, 1mM Vanadate, Complete w/o0 EDTA
(Fa. Roche, Proteaseinhibition). HEPES dient dabei als pH-Puffer
(temperaturunsensitiver als Tris) und EDTA als Inhibitor von
Metalloproteasen, Der Zusatz von NaCl verhindert, daR zu viele
unspezifische Wechselwirkungen entstehen, und NP-40 bewirkt als
nicht-ionisches Detergenz die Lyse der Plasmamembran und
Solubilisierung von Zellbestandteilen. Eine hohe Mg(Cl, Konzentration
ist notwendig, um die kleine GTPase im Nukleotid-gebundenen Zustand
zu konservieren. Glycerin fungiert als Proteinstabilisator, indem an
Glycerin gebundene Wassermolekiile nicht mehr fiir Wechselwirkungen
mit Proteinen zur Verfligung stehen; Proteine konnen in rein waRriger
Losung eher zu einer Entfaltung tendieren. SchlieRlich werden NaF und
Vanadate als Breitbandinhibitoren fiir Serin-/Threonin-Phosphatasen
und Tyrosin-Phosphatasen eingesetzt.

In den co-Immunoprizipitationen (IP) wird ein Puffer mit folgenden
Komponenten verwendet: 50mM HEPES, pH 7,4, 1% NP-40, 0,1% DOC
(Desoxycholsdaure), 100mM NaCl, ImM EGTA, 1mM EDTA, 20mM NaF,
5mM Vanadat, Complete w/0 EDTA. Der Zusatz des ionischen Detergenz
DOC erhoht den Grad der Proteinsolubilisierung. EDTA und EGTA sollen
durch die Chelatbildung mit zweiwertigen Ionen nicht nur
Metalloproteasen inhibieren, sondern auch das F-Aktin destabilisieren,
um so die Proteinsolubilisierung zu erhohen (Mg unterstiitzt F-Aktin,
Ca?* unterstiitzt G-Aktin).

In der FLAG oder NF2 IP wird der folgende Puffer eingesetzt: 50mM
HEPES, pH 7,4, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% DOC, 0,1% SDS. Der
erhohte Gehalt ionischer Detergenzien unterbindet Protein-Protein
Interaktionen und vermindert weiterhin die  unspezifische
Proteinbindung an die Agarosematrix (siehe Abschnitt
Immunoprizipitation von Proteinen und Proteinkomplexen). Dieser
Puffer gewdhrleistet damit eine spezifische Trennung des Antigens vom
verbleibenden Zelllysat.
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Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Zur Anwendung kommt die diskontinuierliche pH-Elektrophorese nach
(Laemmli, 1970). Eine ausfiihrliche Beschreibung der angewendeten
Methode ist in (Sambrook and Russel, 2001)enthalten. Je nach
Trennbereich werden Trenngele mit 8-12% Acrylamid und ein
Sammelgel von 5% Acrylamid verwendet. Der Laufpuffer enthilt: 25mM
Tris Base, pH 8,3, 250mM Glycin, 0,1% SDS.

Das Trenngel wihrend der Polymerisation mit 70% Ethanol
iiberschichten, um einen geraden Ubergang zwischen Sammel- und
Trenngel zu erzeugen. Nach Herausnahme des Kammes aus dem
Sammelgel ist es notwendig, die Taschen mit Laufpuffer zu spiilen, um
so unpolymerisiertes Acrylamid zu entfernen, welches mit dem
Probenprotein reagieren konnte. Vor der Elektrophorese die Gele fiir 1-
2h stehen lassen, um die Polymerisationsreaktion zu beenden.
Allerdings diirfen die Gele auch nicht zu lange gelagert werden, da der
pH-Sprung zwischen Sammel- und Trenngel durch Diffusion zerstort
wird und dadurch die Trennschéarfe verringert wird. Die Proteinproben
sollten schlieRlich kompakt am Boden der Tasche mit einer Hamilton-
Pipette aufgetragen werden. Die Elektrophorese selbst wird mit
30mA/Gel im Sammelgel und unter Wasserkithlung mit 40-50mA/Gel
im Trenngel durchgefiihrt.

Western Blotting und Immunodetektion

Zum gezielten Nachweis eines bestimmten Antigens in einem Zellextrakt
kann ein Western Blot (Transfer von Proteinen auf eine stabile
handhabbare Membran) mit anschlieRender Immunodetektion
(Bindung des Antikdrpers an das gesuchte Antigen und Nachweis der
Interaktion mit einem zweiten AntikOrper und sich anschliefender
Chemiluneszenz-Reaktion).

Der Proteintransfer vom Gel auf eine PVDF Membran (Millipore
Immobilion-P) wird im 'tankblot'-Verfahren durchgefithrt. Dazu wird
die Membran zuerst in Methanol ,aktiviert’ (die hydrophilen und
lipophilen Eigenschaften des Methanols bewirken, dak die hydrophobe
Membran benetzt werden kann). Danach die Membran und das Gel in
Blotpuffer (25mM Tris Base, pH 8,3, 250mM Glycin, 20% (v/V)
Methanol) d&dquilibrieren (der Methanol verhindert, daR das Gel
wiahrend des Transfers aufquillt). Jedes Gel wird mit einer Membran
luftblasefrei in einem Sandwich aus vier Blatt ,Whatman’-Papier
eingebaut. Die durch das SDS negativ geladenen Proteine werden in
Richtung Anode auf die Membran ,geblottet’. Der Transfer erfolgt iiber
Nacht standardmifig mit 30V, kann aber auch unter Kithlung mit bis
zu 1,5A innerhalb von 2-3h durchgefiihrt werden.
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Die sich nun anschlieRende Immundetektion beginnt mit dem
Blockieren von noch vorhandenen Proteinbindestellen auf der
Membran mit einer 5% Losung von BSA oder Magermilchpulver in TBS-
T (20mM Tris Base, pH7,6, 137mM NacCl, 0,1% Tween® 20, ad 1000ml
H,0) fiir 1h. Der Primadrantikorper wird dann in dieser Block-Losung fir
1-2h inkubiert. Uberschiissiger Antikérper wird dann mit drei
Waschschritten in TBS-T entfernt. Darauf folgt die Inkubation des in
Block-Puffer gelosten Sekunddrantikorpers fir 0,5-1h und erneutes
dreimaliges Waschen mit TBS-T, um ungebundenen Antikorper zu
entfernen. Die an den Sekundidrantikorper gekoppelte HRP (Peroxidase)
katalysiert dann unter Emission von Licht (Chemilumineszenz) die
Umsetzung der Substrate aus den hier verwendeten Kits Lumi-Light
(Roche) oder ECL (Amersham); Oxidation von Luminol in Gegenwart
von H,0O, durch eine Peroxidase. Dieses Licht dient zur Exposition eines
Rontgenfilms.

Transfektion eukaryontischer Zellen

Die Transfektion eukaryontischer Zellen wird mit dem auf Lipidbasis
hergestellten Reagenz FuGENE 6 (Roche) durchgefithrt. Die
angewandten DNA- und Tansfektionsreagenz-Megen richten sich nach
den vom Hersteller gemachten Angaben. In Kiirze: Die Zellen werden
einen Tag vor der Transfektion mit der gewiinschten Zelldichte in
Standardmedium ausgesit. Am Tag danach erfolgt die Transfektion, die
DNA-Lipid Komplexe verbleiben tiber Nacht im Medium. Am zweiten
Tag nach Aussaat der Zellen erfolgt ein Austausch des
Standardmediums gegen serumfreies Medium, um Wachstumsfaktoren
und andere die Zelle beeinflussende Substanzen zu entfernen, so dal
am dritten Tag der entsprechende Assay durchgefiihrt werden kann.

Stabile Transfektion / Selektion von Zellklonen

Eine stabile Transfektion wird mit dem Ziel durchgefiihrt, Zellen zu
erhalten, die alle ein gewiinschtes neues Protein exprimieren. Dazu
werden die Zellen zusdtzlich zum GOI (gene of interest) mit einem
Selektionsmarker transfiziert und anschlieRend durch ein Antibiotikum
einem Selektionsdruck ausgesetzt. Das richtige Verhiltnis zwischen GOI
und Selektionsmarker (allgemein 4+1 ausreichend) laRkt nur Zellen
uberleben, die auch das GOI exprimieren. Werden die Zellen vor der
Selektion diinn genug ausgesit, konnen nach einiger Zeit Zellklone
vereinzelt werden, die in ihrem genetischen Hintergrund sehr dhnlich
sind.

Der Vorgang der Transfektion entspricht dem, der im Abschnitt
,Transfektion eukaryontischer Zellen’ beschrieben wurde. Die Zellen
werden fiir die stabile Transfektion in 6cm Schalen oder 6-Loch Platten
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ausgesdat und am Folgetag transfiziert. Fir eine spitere Klonierung
werden die Zellen am Folgetag trypsiniert und auf fiunf bis sechs 15cm
Platten verteilt. Die Zugabe des Selektionsantibiotikums erfolgt,
nachdem sich die Zellen angeheftet haben. Einzelne Zellklone werden
nach der Selektionsphase in 12-Loch Platten uberfihrt und dann
mittels Western-Analyse auf die Expression des gewiinschten Proteins
hin untersucht.

Doxycyclin-induzierbare Genexpression in
eukaryontischen Zellen

Die Transfektionen werden nach den Vorgaben des Herstellers mit
Fugene6 (Roche) durchgefiihrt. Einer Tag vor der Transfektion werden
1,5x10% Zellen in einer 6-Loch Schale ausgesit. Die Plasmide pUHG17-1
(rtTA - reverse tetracyclin-controlled transactivator; (Gossen and
Bujard, 1992; Gossen et al.,, 1995) und pBabe (Puromycin Resistenz)
werden im Verhiltnis 2,5ug:0,5ug transfiziert. Am nidchsten Tag wird
der Ansatz trypsiniert und auf finf bis sechs 15cm Platten verteilt. Die
Selektion erfolgt mit Puromycin (1ug/ml). Vereinzelte Klone werden im
Anschlul mit dem Luziferase Reporter Plasmid pUHC13-3 transient
transfiziert und unter -/+ Doxycyclin Bedingungen (1ug/ml; mindestens
acht Stunden bis Uber Nacht) auf die Reporteraktivitit untersucht
(Doxycyclin ist ein Tetracyclin und aktiviert rtTA). Ausgewdhlt werden
Klone, die eine hohe Induktion mit Doxycyclin bei gleichzeitig
vorhandener geringer basaler Aktivitat aufweisen.

Ausgewdhlte rtTA-Klone werden dann mit dem rtTA-abhingigen
Expressionsplasmid pUHD10-3 (NF2wt, NF2T272A&D, NF2S518A&D,
NEF2T576A&D) und pcDNA3 (Geniticin, G418 Resistenz) kotransfiziert.
Selektion erfolgt mit 500ug/ml G418. Individuelle Klone werden unter -
/+ Doxycyclin Bedingungen (1ug/ml; mindestens acht Stunden bis tiber
Nacht) im Western blot auf die Expression der entsprechenden Proteine
untersucht (NF2 C-18 oder FLAG Ak und Tubulin oder Aktin als
Ladekontrolle).

RNA Interferenz

An Tag 1 werden NIH-3T3 Zellen mit einer Dichte von 7.000/cm? in
Standardmedium ohne Antibiotika auf 10cm Platten ausgesit (eine
Platte Kontroll-siRNA, eine Platte NF2-siRNA). Am zweiten Tag wird die
Menge des Mediums reduziert (owell auf 2mL, 10cm Schale auf 4mL)
und die siRNA mit Lipofectamine 2000 transfiziert (entsprechend der
Vorschrift des Herstellers: 1000pmol siRNA in 0,5mL Opti-MEM, 30uL
Lipofectamine 2000 in 0,5mL Opti-MEM und Inkubation bei
Raumtemperatur fir 5min, danach Vereinigung beider Losungen und
Inkubation fiir 20min bei Raumtemperatur, Transfektionsansatz zu den
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Zellen geben). An Tag 4 werden die Zellen trypsiniert und mit einer
Dichte von 8x10*/cm? in 6cm Schalen ausgesit. An Tag 5 wird das
Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht. An Tag 6 wird der
Ras Assay durchgefiihrt (siehe unten ,GTPasen-Aktivierungsgrad’).

Duplex Sequenz mmMerlin (NM_010898, Zielsequenz in Merlin cDNA:
bp1482 bis bp1505):

* Sense: 5" UACCGAGCUUCGACAUUAUUG 3’

* Antisense: 5> AUAAUGUCGAAGCUCGGUAUG 3’

Immunoprézipitation von Proteinen und
Proteinkomplexen

Mittels einer Immunoprizipitation (IP) sollen einzelne Proteine oder
Proteinkomplexe aus einem Zelllysat isoliert werden. Man verwendet
dazu spezifische Antikorper gegen das gewiinschte Protein oder gegen
molekulare Marker (tags) ektopisch exprimierter Proteine. Diese
Immunokomplexe werden dann affinitdatsgereinigt und anschliefend im
Western blot analysiert. Fir die Affinitdtsreinigung werden an Agarose
immobilisiertes Protein A (aus Staphylokokken: gegen Maus IgG,,, 1gG,,
and IgA, Kaninchen pAks, Mensch IgG,,IgG, and IgG, gerichtet) oder
Protein G (aus Streptokokken: gegen Maus IgG,, 1gG,,, 1gG,, and IgGs;,
Ratte IgG,, IgG,,, 1gG,, and IgG,., Kaninchen und Ziege pAks, Mensch
IgG,, I1gG,, IgG; and IgG, gerichtet) verwendet (Protein G Plus hat durch
eine Mutation die Affinitat fir BSA verloren). Wihrend der gesamten IP
Prozedur ist es erforderlich die Zellen und Lysate auf unter 4°C zu
temperieren, um die Aktivitit von Proteasen, Kinasen, Phosphatasen
usw. zu reduzieren und um Proteinkomplexe zu stabilisieren.

Zellen werden zu Untersuchungen bei hoher Zelldichte mit 1-1,2x10¢
pro 10cm Schale und bei geringer Zelldichte pro 1-2 15cm Platten
ausgesdat. Am nidchsten Tag wird den Zellen das Serum entzogen und
wahlweise Doxycyclin zugefiigt. Zwei Tage nach Aussaat werden die
Zellen stimuliert (z.B. PDGF, 10ng/ml, 0,5-5min; Hyaluronsiure,
100ug/ml, 0,5-5min) und nach Abschnitt ,Proteinextraktion & Zelllyse’
aufgeschlossen. Fir 15cm Platten wird 1ml Puffer und fir 10cm Platten
600ul verwendet. Bei parallelen Ansidtzen in unterschiedlichen
Plattenformaten wird die gleiche Menge Lysis-Puffer verwendet.

Nach Abtrennen der unloslichen Bestandteile (14000g, Smin, 4°C) wird
ein Zehntel des Lysates abgenommen, welches im folgenden
Westernblot als Ladungskontrolle dient. Das Lysat wird mit der gleichen
Menge 2x Laemmli Lysis-Puffer versetzt. Das verbleibende Zellpellet
wird in der doppelten Menge Lysis-Puffer aufgenommen. Der Rest des
Lysates wird mit 2ug des gewilinschten Antikorpers versetzt und iiber 2h
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bei 4°C rotiert. Als Kontrolle wird ein &dquivalentes Lysat mit 2ug
unspezifischem Antikorper versetzt und ebenfalls fiir 2h inkubiert.

Die fiir die anschliefRende Affinitdtsreinigung der Proteinkomplexe
verwendete Protein A/G plus gekoppelte Agarose (Calbiochem) wird fir
etwa 30min im entsprechenden Lysis-Puffer dquilibriert (insbesondere
bei colPs notwendig, um die Pufferbedingungen nicht zu verdndern).
Pro IP werden 20ul Agarosesuspension verwendet und fiir weitere 1,5h
bei 4°C inkubiert.

Nach der Immunokomplex-Bildung erfolgen drei bis vier Waschschritte
mit dem entsprechenden Lysis-Puffer. Die jeweiligen Ansidtze werden
dazu fir 1min bei 5000Upm (Tischzentrifuge, 4°C) zentrifugiert, um die
Agarose abzutrennen. Nach Absaugen des Lysis Puffers wird die
Agarose in frischem Puffer resuspendiert. Die Zentrifugation sollte nicht
bei zu hohen Drehzahlen durchgefithrt werden, da dies zu einer
stirkeren Verunreinigung fihrt. Die Agarose wird dabei mit noch
vorhandenen ungelosten Bestandteilen zu stark kompaktiert, so dal die
anschlieRenden Waschschritte weniger effektiv sind. Weiterhin sollte
auch bei geringer Drehzahl darauf geachtet werden, dafk die Agarose im
frischen Puffer ausreichend resuspendiert wird (kurzes Schiitteln des
ReaktionsgefdRes), um einen wirksamen Austausch unspezifisch
gebundener Proteine an den Lysis-Puffer zu gewdihrleisten. Nach dem
letzten Waschschritt wird mittels einer Spritze/Wasserstrahlpumpe und
einer Kantle mit geringem Durchmesser moglichst der gesamte Lysis-
Puffer abgesogen. Die Agarose wird dann in 2x Laemmli Puffer
aufgenommen und bei -20°C bis zur PAGE aufbewahrt.

GTPasen-Aktivierungsgrad

Zur Bestimmung des Aktivierungsgrades von GTPasen, also des GTP-
Gehaltes, steht momentan nur ein AntikOrper gegen Rab6 zur
Verfiigung (Nizak et al., 2003), so daR fir alle anderen GTPasen eine
andere Methode verwendet werden muR. Man macht sich dabei zu
Nutze, daR GTPasen Effektoren nur an die aktive GTPase binden. Man
kann durch Klonierung dieser Effektor-Domdnen spezifische Sensoren
fir einzelne GTPasen generieren. Im Falle von Rho wird die Rho-
bindende Domine (RBD) des Proteins Rhotekin verwendet (Ren et al.,
1999), zur Detektion von Ras die Ras-bindende Domine (RBD) von Raf
(de Rooij and Bos, 1997). Diese als GST-Fusion in E. coli rekombinant
exprimierten Proteine werden an Glutathion-Agarose gekoppelt und zur
Affinitatsreinigung von Rho-GTP oder Ras-GTP eingesetzt.

5,64x10° Zellen werden in Normalmedium auf 15cm Schalen ausgesit
(4.000/cm?). Am folgenden Tag wird das Serum entzogen und
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wahlweise Doxycyclin zugesetzt. Einen Tag spiter erfolgt die
Stimulation der Zellen (100ug/ml Hyaluronsdure tuber 0,5-5min) mit
anschlieRender Lyse.

Die Kulturschalen werden vor der Lyse auf Eis gestellt und mit
eiskaltem PBS gewaschen. Die Lyse erfolgt in 1ml MLB (siehe
,Proteinextraktion & Zelllyse’) und nach Abtrennen unloslicher
Bestanteile (14000g, 5min, 4°C) werden 10% des Lysates als
Ladungskontrolle fiir den Western blot abgenommen und mit der
gleichen Menge 2x Laemmli Lysis-Puffer versetzt. Das verbleibende
Zellpellet wird in der doppelten Menge Lysis-Puffer aufgenommen. Der
Rest des Lysates wird mit 30ul Rhotekin RBD-Agarose oder Raf RBD-
Agarose (beide Upstate) versetzt und fiir 45min bei 4°C rotiert.

Als Kontrollen werden Reaktionen mit kiinstlich verdnderten Lysaten
durchgefiihrt. Dazu werden die GTPasen zweier Lysate mit GDP oder
GTPyS beladen. 0,5ml Lysat wird EDTA zu einer Konzentration von
10mM zugesetzt. Dieses bindet das koordinierende Mg?* der GTPasen,
so dalk diese Nukleotid-frei vorliegen. Dann wird entweder GDP
(Endkonzentration 1mM) oder nicht hydrolysierbares GTPyS
(Endkonzentration 0,1mM) zu den Ansdtzen gegeben. In der Zelle liegt
eine etwa zehnfach hohere GTP Konzentration vor, so dall durch
kiinstliche Zugabe einer hohen GDP Menge die Wahrscheinlichkeit
erhoht wird, daR die GTPasen nun an GDP binden. Fir den anderen
Reaktionsansatz reichen daher geringere Mengen an GTPyS. Nun erfolgt
eine Inkubation tiber 30min bei 30°C und leichtem Schiitteln. In den
Ansidtzen werden die GTPasen nun bevorzugt mit GDP oder GTPyS
beladen. Nach der Inkubation wird der Austausch durch Zugabe von
MgCl, (Endkonzentration 60mM) gestoppt und die Nukleotide an der
GTPase koordiniert (GDP Ansatz sollte kein Signal geben, wogegen im
GTPyS Ansatz verstirkt Rho/Ras an die RBD binden sollte). Die
Kontrollen werden dann auch mit 30ul Rhotekin oder Raf RBD-Agarose
versetzt und fiir 45min bei 4°C rotiert.

Die Agarose aller Ansdtze wird im Anschlul dreimal mit 0,5ml MLB
gewaschen. Dazu die Agarose durch sanfte Zentrifugation (5000Upm,
1min, 4°C) abtrennen, den alten Puffer absaugen und durch neuen
ersetzen. Resuspension der Agarose durch Schiitteln der
ReaktionsgefdRe. Nach dem letzten Waschschritt moglichst den
kompletten Puffer mit einer Kanitile und Spritze/Wasserstrahlpumpe
entfernen und die Agarose in 2x Laemmli Puffer aufnehmen und bis zur
PAGE bei -20°C aufbewahren.
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Proliferationsanalyse mittels BrdU-Inkorporation

Zur Bestimmung der Zellproliferation wird der Einbau des Thymidin-
Analogs, Bromodeoxyuridin (BrdU) in die DNA wihrend der S-Phase
detektiert. Die Visualisierung erfolgt immunozytochemisch mittels eines
biotinylierten Maus anti-BrdU Primdrantikorpers, Streptavidin-
gekoppelter Peroxidase und anschlieRender Umsetzung von
Diaminobenzidin (DAB), so daR die Kerne proliferierender Zellen
dunkelbraun erscheinen. Es wird der BrdU Staining Kit der Firma
Oncogene (Cat#HSC24) verwendet.

Der Ablauf der Prozedur richtet sich nach den Vorgaben des
Herstellers, in Kirze: Zellen werden in Standardmedium auf
Glascoverslips (Durchmesser 12mm) ausgesdt. Am ndchsten Tag wird
das Medium gegen DMEM+1% FCS ausgetauscht. Eine HA- und
Doxycyclin-Inkubation wird ebenfalls am Folgetag nach der Aussaat
begonnen und uUber Nacht durchgefiihrt. Die Markierung der Zellen
erfolgt mit 50uM BrdU iber 2h (BrdU Stammloésung in Wasser). Danach
werden die Zellen mit 98% Ethanol (5min, -20°C) und anschliefend
Aceton (5min, -20°C) fixiert und denaturiert. Die Markierung wird mit
einem biotinylierten Maus anti-BrdU Antikérper und Streptavidin-
gekoppelter Peroxidase durchgefithrt. Durch eine DAB-Umsetzung
werden die proliferierenden Zellen visualisiert (dunkelbraun), die sich
nicht teilenden Zellen werden mit Himatoxylin gegengefiarbt (violett).
Die Proliferation wird als Prozentsatz der sich teilenden Zellen von der
Gesamtkultur angegeben.

In vitro Transformationsanalyse (Wachstum in
Weichagar)

Nach Trypsinierung werden die Zellen in Wachstumsmedium
resuspendiert und gezdhlt. 1x10* Zellen werden in 3,2mL DMEM plus
0,4mL FCS resuspendiert. Die Hilfte dieses Ansatzes wird mit
Doxycyclin versetzt. Zu jedem Ansatz werden danach 0,2mL erhitzter
Weichagar (3,3% Stammldsung) gegeben. Nach kurzer Durchmischung
werden 0,5mL Aliquots in 24-Loch Schalen plattiert und fiir zwei
Minuten bei 4°C abgekiihlt. Die Koloniebildung wird nach 10d
ausgewertet.

In vitro Transformationsanalyse (Fokusbildung)

Wiahrend des Entartungs-/Transformationsprozell einer normalen Zelle
hin zur Tumorzelle erwirbt die Zelle die Fihigkeit in Zellkultur in
mehreren Schichten zu wachsen. Nicht-transformierte Zellen bilden
dagegen eine Ein-Zell Schicht. Da dieses Schichtwachstum nicht
gleichformig geschieht, sondern in einzelnen Herden, bilden sich nach
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einiger Zeit die namensgebenden Fokusse aus. Dieses Modellsystem
wurde z.B. zur Studie von Karzinogenen oder Tumorviren eingesetzt
(Cooper et al., 1980; Copeland et al., 1979).

Zellen werden mit einer Dichte von 1-1,2x10° Zellen pro 10cm Schale in
Standardmedium ausgesdt. Am Folgetag erfolgt die Zugabe von
Doxycyclin. Zwei Tage spidter wird der Serumgehalt auf 5% FCS
reduziert und erneut frisches Doxycyclin zugegeben. Das Medium wird
nun alle zwei Tage uber einen Zeitraum von 10-15d gewechselt (der
Versuchszeitraum hidngt von der Varianz der verwendeten Klone ab).
Die Fokusbildung wird mikroskopisch mit einer 10x Linse untersucht.

Immunzytochemie

Die Zellen werden zu Untersuchungen bei geringer Zelldichte mit etwa
3000/cm? und bei hoher Zelldichte mit etwa 20000/cm? auf sterilen
Deckgldasern ausgesidt. Nach der Versuchsdurchfithrung werden die
Zellen nach folgender Prozedur behandelt: Nach Absaugen des
Kulturmediums erfolgt die Fixierung mit erwarmtem (37°C)
Paraformaldehyd (4% in modifiziertem CB: 10mM PIPES, pH 7, 150mM
NaCl, 5mM EGTA, 5mM MgCl,, 5SmM Glucose) fiir 20min. Danach wird
zweimal mit PBS/BSA (PBS mit einer Spur BSA, um die Deckglidser besser
zu benetzen und ein Austrocknen der Proben zu verhindern)
gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgt mit 0,05% Triton®X-100 in PBS
fir 1min. Nach viermaligem Waschen mit PBS/BSA und erfolgt das
Abblocken unspezifischer Bindungsstellen mit 1% BSA in PBS (140mM
NaCl, 2,6mM KCI, 8,3mM Na,HPO,, 1,5mM KH,PO,, pH 7,4) fiir 30min.
Danach wird die Primdrantikorperinkubation fiir 1h durchgefiihrt. 15ul
Antikorperlosung werden auf Parafilm auftragen und die Deckgldser in
einer Kammer mit humider Atmosphire inkubiert (den Parafilm auf
einen feuchten Filter platzieren, um so das Verdunsten der Ak-Losung
zu verhindern). Der Sekundirantikoérper und Fluorochrom-gekoppeltes
Phalloidin wird dagegen fiir 30min appliziert (da die Fluorochrome
durch die Wirkung von sichtbarem Licht und UV-Strahlung ausbleichen,
wird die Inkubation im Dunkeln durchgefithrt). Vor und nach der
Anwendung des Sekundirantikorpers wird zwei- bis dreimal mit
PBS/BSA gewaschen. Dazu werden die Proben jeweils fiir 10min auf
einen Schwenktisch gestellt. Die Priparate werden zuletzt mit ProLong™
Antifade (Molecular Probe) Medium oder PVA (20% Polyvinylalkohol in
PBS pH 7,2-7,4 (16h Rihren bei 50-60°C) dann 1 : 1 mit Glycerin
mischen und warm filtrieren, bei 4°C lagern) auf Objekttrdagern fixiert
und bei 4°C aufbewahrt (Mies et al., 1998; Osborn, 1998). Die
Untersuchungen werden an einem inversen Laserscanning Mikroskop
von Zeiss durchgefiithrt (Typ Axiovert 200M mit LSM 510 Meta und
Software LSM 510 V.3.2 SP2). Das Mikroskop ist mit einem Argon-Laser
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(458/477/488/514nm) und zwei Helium-Neon-Lasern (543/633nm)
ausgerustet.

Analysesoftware und Onlinetools

Zur Bildbearbeitung wird Adobe Photoshop 7.0 verwendet. Die
Intensitdatsbestimmung von Western Blot Banden erfolgt mit Image]. Zur
DNA Analyse wie Sequenzierungen oder Alignments wird das Paket
DNAStar von Lasergene benutzt (Segqman II, EditSeq). Protein
Alignments werden mit MegAlign (DNAStar) generiert. Protein- und
DNA-Datenbankeintrige werden iiber PubMed bezogen. Die Vorhersage
der Phosphorylierungsstellen in Merlin wird mit Scan Prosite

(http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/) und NetPhos 2.0 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) durchgefiihrt. Eine
Berechnung von Proteinmodifikationen auf Basis der MS-Peptidmassen

erfolgt mit FindMod auf dem ExPASy Server.
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Abkilirzungen

Ak
APS
AS
BrdU
BSA
C
CCD
CDh44
DAB
DMEM
DNA
DOC
Dox
DTT
ECM
EGF
Erk
ERM
ERMAD
FCS
FERM
FITC
FN
G418
GAP
GDI
GEF
GFP
GST
HA
HGF
HRP
Hs
ICAM
kDa
LB

LN
MAPK
MEK

NEU
NF2

AntikOrper
Ammoniumpersulfat
Aminosdure

Bromodeoxyuridin

Bovine serum albumine
carboxy-

Charge coupled device

Cluster of differentiation 44
Diaminobenzidin

Dulbecco's modified Eagle medium
Desoxyribonucleic acid
Desoxycholsdure

Doxycyclin

Dithiothreitol

Extracellular matrix

Epidermal growth factor
Extracellular-signal-regulated kinase
Ezrin/Radixin/Moesin

ERM association domain

Fetal calf serum

Four point one, ERM (domain)
Fluoresceinisothiocyanat
Fibrinectin

Geneticin

GTPase-activating protein
GDP-dissociation inhibitor
Guanine nucleotide exchange factor
Green fluorescence protein
Glutathion-S-Transferase
Hyaluronsdure

Hepathocyte growth factor
Horse radish peroxidase

Homo sapiens

Intercellular adhesion molecule
Kilodalton

Luria Bertani

Laminin

Mitogen-activated protein kinase
MAPK/ERK kinase

amino-

Nitrosoethylurea
Neurofibromatose 2

Phosphat
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PAGE
PBS
PCR
PDGF
PFA
PKC
PLL
PO
PVDF
RBD
rtTA
SDS
TBS

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
Platelet-derived growth factor
Paraformaldehyd

Protein Kinase C

Poly-L-Lysin

Peroxidase

Polyvinyldifluorid

Rho bindende Doméne

reverse tetracyclin-controlled transactivator
Sodium Dodecylsulfat

Tris buffered saline
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