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Referat

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob eine Interaktion zwischen Plakophilin3 und der

p70-S6-Kinase stattfindet und mögliche Auswirkungen auf die Funktion von Plakophilin3 zu untersuchen.

Eine Interaktion wurde in vitro und in der Zelle nachgewiesen. Mittels Mutagenese bzw. Phosphomimic-

Mutanten  und  unphosphorylierbaren  Mutanten  wurden  drei  putative  Serin-Motive  in  der  Plakophilin3

Sequenz untersucht. Diese Motive sind in Säugetieren konserviert. Die Phosphorylierung des 2. sowie 3.

Motives führten zur zytoplasmatischen Lokalisation von PKP3 mit verminderter Desmosomenausbildung,

was  Zellzwischenräume  hervorrief.  Die  Phosphorylierung  dieser  Motive  führte  auch  zur

Proliferationssteigerung,  womöglich  über  zytoplasmatische  Funktionen  von  Plakophilin3  z.B.  bei  der

Translation.  Die Phosphorylierung im 1.  Motiv  zeigte  in  den verwendeten Zelllinien HeLa und MCF-7

keinen Einfluss auf die Lokalisation oder Funktion von Plakophilin3. Ein Einfluss auf die Organisation der

Aktinfilamente wurde bei keinem der untersuchten Motive beobachtet.

Die Bestätigung von Plakophilin3 als Zielprotein der p70-S6-Kinase zeigt, wie die vielfältigen Funktionen

von  Plakophilin3  bei  der  Zell-Zelladhäsion,  Migration  und  Proliferation  reguliert  werden  können.  Die

Plakophilin3/p70-S6K-Interaktion ist besonders im Kontext der Wundheilung relevant, bei der die p70-S6-

Kinase  durch  Wachstumsfaktoren  und  den  PI3K/mTOR-Signalweg  aktiviert  wird.  Plakophilin3  wird  in

nahezu allen Epithelien exprimiert und zeigt widersprüchliche Assoziationen mit Karzinomerkrankungen.

Eine mögliche Erklärung ist die Regulation der Funktion von Plakophilin3 durch die p70-S6-Kinase, die in

Tumoren häufig hochreguliert ist.

Möllmer,  Marius-Claudius:  Die  Phosphorylierung  von  Plakophilin3  durch  die  p70-S6-Kinase  und  ihr
Einfluss auf Funktion und Lokalisation. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss. 80 Seiten, 2016  
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1 Einleitung

1.1 Zell-Zelladhäsion

Die  Zell-Zelladhäsion  ist  eine  Grundlage  für  die  Organisation  von  Gewebestrukturen  in  mehrzelligen

Organismen. Zell-Zellkontakte verknüpfen die Zellen untereinander und vermitteln durch ihre Verknüpfung

mit  dem  Zytoskelett  die  Form  der  einzelnen  Zelle  sowie  die  Widerstandsfähigkeit  des  gesamten

Zellverbandes bzw. Gewebes. Trotz ihrer mechanischen Stabilität sind Zell-Zellkontakte dynamische und

streng regulierte Strukturen. Die Notwendigkeit engmaschiger Kontrollmechanismen der Zell-Zelladhäsion

wird zum einen angesichts der komplexen Differenzierungsprozesse mehrschichtiger Epithelien, die mit

der Reifung von Zell-Zellkontakten einhergeht, deutlich. Zum anderen müssen Zell-Zellkontakte bei der

embryonalen Entwicklung, im Kontext der Wundheilung und bei immunologischen Prozessen die Balance

zwischen Flexibilität und Stabilität des Zellverbundes gewährleisten. Die Zell-Zelladhäsion ist von großer

klinischer Relevanz, wie an hyperproliferativ-entzündlichen oder bullösen Hauterkrankungen deutlich wird.

Das  Herauslösen  maligner  Zellen  aus  dem  Zellverbund  des  Primärtumors  geschieht  infolge  einer

beeinträchtigten Zell-Zelladhäsion und ist von wesentlichem Interesse bei der Metastasierung und dem

infiltrativem Wachstum maligner Tumoren. 

Adherens  junctions und  Desmosomen  sind  zwei  Zell-Zellkontakttypen,  die  mechanische  Stabilität

vermitteln  und  sich  in  ihrem  Aufbau  aus  Cadherinen  und  Cateninen  ähneln.  Cadherine  sind

Transmembranproteine, die den Extrazellularraum zwischen zwei Zellen durch die Bildung überwiegend

homophiler, Ca2+-abhängiger Verbindungen überbrücken. Sie bilden neben den Integrinen, Selektinen und

Immunglobulinen eine Gruppe von Zell-Zelladhäsionsmolekülen. Die klassischen Cadherine kommen in

adherens  junctions vor  und  werden  nach  ihrem  Vorkommen  in  verschiedenen  Geweben  eingeteilt.

Wichtige Vertreter dieser Familie sind das epitheliale (E-), plazentale (P-) und neuronale (N-) Caderhin

(Ringwald  et  al.,  1987;  Nose  et  al.,  1987;  Hatta  et  al.,   1988).  Desmosomen  verfügen  über  die

desmosomalen Cadherine Desmoglein 1-4 und Desmocollin 1-3, die differenzierungs- und zelltypabhängig

exprimiert  werden.  Eine  Übersicht  über  ihre  spezifische  Expression   bei  der  Differenzierung

mehrschichtiger Epithelien gibt eine Arbeit von Garrod und Chidgey (Garrod und Chidgey, 2007). Catenine

binden  an  die  intrazelluläre  Domäne  der  Cadherine  und  koordinieren  so  den  Aufbau  dieser  Zell-

Zellkontakte und regulieren ihre Dynamik. In adherens junctions vermitteln sie die Verknüpfung mit dem

Aktin-Zytoskelett.  In Desmosomen stellt  Desmoplakin aus der  Plakinfamilie  die Verknüpfung zwischen

dem  Cadherin/Catenin-Komplex  und  den  Intermediärfilamenten  her  (Schwarz  et  al.,  1990).  Zu  den

Intermediärfilamenten zählen unter anderem die Keratine und Desmine.

Die Identifikation von Bestandteilen der Zell-Zellkontakte ist bislang wesentlich weiter fortgeschritten als

das  Verständnis  ihrer  Regulation  bzw.  eines  detaillierten  Mechanismus  ihrer  Bildung  aus  diesen

Bestandteilen. Da die Catenine ein Bindeglied zwischen Cadherinen und dem Zytoskelett darstellen und

darüber  hinaus  auch  Funktionen  im  Zytoplasma  ausüben,  sind  sie  von  großem  Interesse  für  das

1



Verständnis  der  Zell-Zelladhäsionsregulation.  Der  Großteil  der  Catenine  gehört  der  Armadillo-repeat-

Proteinfamilie an, auf die deshalb im folgenden eingegangen wird.

1.2 Armadillo-repeat-Proteinfamilie

Die  Mitglieder  der  Armadillo-repeat-Proteinfamilie  verfügen  über  eine  zentrale  Domäne,  die  durch

Wiederholungen  des  ca.  42  Aminosäuren  langen  Armadillo-Motives  gekennzeichnet  ist.  Dieses  Motiv

wurde  erstmals  im  namensgebenden  Segmentpolaritätsgen  Armadillo in  Drosophila  melanogaster

gefunden.  Armadillo ist  homolog  zu  -catenin  in  Säugetieren  (Wieschaus  und  Riggleman,  1987;β
Riggleman et al., 1989; Pfeifer et al., 1994). 

Die Strukturaufklärung zeigt, dass ein  Armadillo-Motiv aus drei -Helices besteht, in denen hydrophobeα
Aminosäurenreste Interaktionen zwischen den Helices zweier benachbarter  Armadillo-repeats vermitteln.

So  entsteht  eine  rechtsdrehende  Superhelix  mit  positiver  Oberflächenladung,  über  die  viele  Protein-

Protein-Interaktionen vermittelt werden (Huber  et al.,  1997; Choi und Weis, 2005). Die Möglichkeit der

Armadillo-repeat-Domäne  zur  spezifischen,  modularisierten  Peptid-Protein-Bindung  wird  bei  der

Generierung  sogenannter  designed Armadillo-repeat-Proteine als  Alternative  zur  Immunglobulin-

vermittelten Markierung von Zielproteinen diskutiert (Reichen et al., 2013 und 2014; Hansen et al., 2016).

Nach den Strukturaufklärungen weiterer  Armadillo-repeat-Proteine zeigte sich, dass diese oftmals eine

vergleichbare  Struktur  aufweisen,  die  jedoch  nicht  zwingend  mit  einer  hohen  Sequenzhomologie

einhergeht (Conti  et al., 1998; Otomo et al., 2005; Kidd 3rd  et al., 2005; Liu  et al., 2008; Striegl  et al.,

2010). Armadillo-repeat-Proteine kommen in jedem eukaryotischen Reich vor und erfüllen verschiedenste

Funktionen z.B. als photo- und thermosensible Proteine. Eine Übersicht findet sich bei Coates (Amador et

al., 2001; Coates, 2003; Bujalowski et al., 2014).

Die  Catenine  aus  der  Armadillo-repeat-Proteinfamilie  werden  anhand  von  Sequenzhomologien,

verschiedenen Funktionen und nach der Organisiation ihrer Armadillo-repeat-Domäne unterteilt (Abbildung

1). Zwei bedeutende Untergruppen sind die klassischen Catenine und die p120ctn-verwandten Catenine.

Zu  den  klassischen  Cateninen  zählen  -Catenin  und  Plakoglobin  ( -Catenin),  die  über  12  zentraleβ γ

Armadillo-repeats verfügen. Die p120ctn-verwandten Catenine umfassen die p120-Subfamilie mit p120ctn,

p0071  Neurojungin/ -catenin/NPRAP (δ neural  plakophilin  related  armadillo  protein),  ARVCF  (armadillo

repeat  gene deleted in velo-cardio-facial-syndrome) (Reynolds  et al.,  1996; Hatzfeld und Nachtsheim,

1996; Sirotkin et al., 1997; Paffenholz und Franke, 1997) und die Plakophilin-Subfamilie mit Plakophilin1

bis 3 (PKP1-3, Hatzfeld et al., 1994; Mertens et al., 1996; Bonné et al., 1999; Schmidt et al., 1999). 

Die  p120ctn-verwandten  Catenine  verfügen  über  9  zentrale  Armadillo-repeats,  die  innerhalb  dieser

Untergruppe ähnlich organisiert  sind.  Für den Bereich zwischen dem fünften und sechsten  Armadillo-

repeat wurde  zuerst  ein  weiterer  Armadillo-repeat vorhergesagt.  Die  Strukturaufklärung  zeigte  jedoch

sowohl für PKP1 als auch p120ctn ein Insert, das eine sichelförmige Gesamtstruktur verursacht (Choi und

Weis,  2005;  Ishiyama  et  al.,  2010).  Aufgrund  der  starken  Konservierung  der  interagierenden
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Aminosäurenreste innerhalb der p120ctn -verwandten Catenine wird nach strukturbasierten Vergleich eine

ähnliche Gesamtstruktur der anderen Vertreter angenommen (Anastasiadis und Reynolds, 2000; Choi und

Weis, 2005; Hatzfeld, 2006). Die klassischen Catenine zeigen demgegenüber eine lineare Gesamtstruktur

(Stokes,  2007;  Huber  et  al.,  1997).  Eine  Unterscheidung  der  p120-Subfamilie  und  der  Plakophilin-

Subfamilie wird anhand von Sequenzhomologien und ihren Funktionen in verschiedenen Typen von Zell-

Zell-Kontakten  getroffen,  die  mit  unterschiedlichen bevorzugten  Interaktionspartnern  und subzellulären

Lokalisationen einhergehen.

Abbildung 1: Organisation der Proteindomänen in klassischen und p120 ctn-verwandten Cateninen
mit bekannten Interaktionspartnern.  klass. Cad.: klassische Cadherine, K: Keratin,  β-cat.:  -cateninβ
(modifiziert nach Hatzfeld, 2005, 2006).

1.2.1 p120-Subfamilie
Die  Vertreter  der  p120-Subfamilie  interagieren  bevorzugt  mit  klassischen  Cadherinen  in  adherens

junctions, wobei für eine Interaktion die Armadillo-repeat-Domäne essentiell ist (Lu et al., 1999; Kaufmann

et  al.,  2000;  Hatzfeld  et  al.,  2003).  Neben  der  Funktion  in  der  Zell-Zelladhäsion,  die  mit  einer

membranständigen  Lokalisation  einhergeht,  zeigen  die  Vertreter  der  p120-Subfamilie  auch  eine

zytoplasmatische bzw. nukleäre Lokalisation.

Ähnlich  wie das klassische -Catenin,  welches im Wnt-Signalweg über  die Transkriptionsfaktoren derβ
LEF/TCF-Familie  die  Expression  von  proliferations-  und  apoptose-assoziierten  Proteinen  reguliert,  so

beeinflusst die Lokalisation der p120-Subfamilie die Regulation verschiedener Signalwege. 

p120ctn und  p0071  regulieren  die  Rekrutierung  der  klassischen  Cadherine  an  die  Zellmembran  und

stabilisieren  diese  an  adherens  junctions (Ireton  et  al.,  2002;  Hatzfeld  et  al.,  2003).  p120ctn,  der
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Namensgeber der Subfamilie,  wurde ursprünglich als Src-Substrat  identifiziert  (Reynolds  et al.,  1994).

Seitdem wurden zahlreiche Interaktionspartner identifiziert, die auf die komplexe Funktion von p120ctn  in

verschiedenen subzellulären Kompartimenten hindeuten. Einen Überblick geben  Arbeiten von Hatzfeld,

Anastasiadis  und  Reynolds  (Hatzfeld,  2005,  2006;  Hatzfeld  et  al.,  2014;  Anastasiadis  und Reynolds,

2000).  Zu  diesen  Interaktionspartnern  zählen  die  Transkriptionsfaktoren  Kaiso,  CoREST  und  GLIS2

(Daniel und Reynolds, 1999; Hosking et al., 2007; Lee et al., 2014). p0071 und p120ctn nehmen innerhalb

der  p120-Subfamilie  bezüglich  der  Interaktionspartner  eine  Sonderrolle  ein,  da  sie  sowohl  mit

desmosomalen  als  auch  klassischen  Cadherinen  interagieren  und  somit  die  Dynamik  von  adherens

junctions und auch von Desmosomen koordinieren können (Hatzfeld  et al., 2003; Calkins  et al., 2003;

Setzer et al., 2004).

Für NPRAP und ARVCF werden teilweise redundante Funktion bei der Zell-Zelladhäsion angenommen,

da sie nach Überexpression in p120ctn-KD-Zellen den Verlust von E-Cadherin an der Zellmembran partiell

ausgleichen können (Davis  et al., 2003). Durch die nukleäre Lokalisation von NPRAP beeinflusst es die

Expression verschiedener Tumor-assoziierter Proteine (Koutras et al., 2011). ARVCF lokalisiert ebenfalls

im Zellkern und reguliert das Splicen von mRNA (Mariner et al., 2000; Rappe et al., 2014). 

Eine  weitere  Gemeinsamkeit  innerhalb  der  p120-Subfamilie  ist  die  Fähigkeit,  die  Aktivität  der  kleinen

GTPasen  RhoA  und  Rac1  zu  regulieren  und  so  die  Organisation  der  Aktinfilamente  zu  steuern

(Anastasiadis et al., 2001; Fang et al., 2004; Wolf et al., 2006; Abu-Elneel et al., 2008).

1.2.2 Plakophilin-Subfamilie

Die Plakophiline1 bis 3 kommen in desmosomalen Zell-Zellkontakten vor und interagieren über ihre Kopf-

Domäne  mit  Desmoplakin  (DSP),  Plakoglobin  (PG),  Desmocollinen(DSC)  und  Desmogleinen  (DSG)

(Hatzfeld et al., 1994; Heid et al., 1994; Mertens et al., 1996; Bonné et al., 1999; Kowalczyk et al., 1999;

Schmidt et al., 1999; Hatzfeld et al., 2000; Hofmann et al., 2000; Chen et al., 2002; Bonné et al., 2003).

Die Plakophiline können in vitro an Intermediärfilamente binden (Kapprell  et al., 1988; Smith und Fuchs,

1998; Hatzfeld  et al.,  2000; Bonné  et al.,  2003). Die physiologische Relevanz dieser Interaktion bleibt

allerdings offen, denn die Plakophiline lokalisieren in vivo im äußeren desmosomalen Plaque, während die

Intermediärfilamente im inneren desmosomalen Plaque verankert sind. Die Verknüpfung von innerem und

äußerem  desmosomalen  Plaque  wird  durch  Desmoplakin  hergestellt.  Die  Plakophiline  haben

entsprechend ihrer positiven Oberflächenladung einen isoelektrischen Punkt im basischen Bereich (IEP:

9,3  –  10,1)  (Schmidt  und  Jäger,  2005).  Die  Plakophilingene  PKP1-3 liegen  auf  unterschiedlichen

Chromosomen (1q32;  12p11 bzw.  11p15)  und lassen aufgrund ihrer  hohen Sequenzhomologie  sowie

ähnlichen  Intron/Exon-Grenzen  einen  gemeinsamen  evolutionären  Ursprung  vermuten  (Schmidt  und

Jäger, 2005; Hatzfeld et al., 2014). Die zentrale Armadillo-repeat-Domäne weist innerhalb der Plakophiline

Sequenzhomologien  bis  zu  70%  auf.  Die  weitestgehend  unstrukturierten  Kopf-  und  C-terminalen

Domänen weisen kaum Ähnlichkeiten auf. Das bildet womöglich die Grundlage der teils redundanten, teils

4



exklusiven Funktion. 

Eine  weitere  Gemeinsamkeit  der  Plakophiline  ist  ihre  duale  Lokalisation  im  Zytoplasma  und  an  der

Zellmembran, wobei PKP1 und 2 auch im Zellkern lokalisieren (Schmidt et al., 1997, 1999; Mertens et al.,

1996; Bonné et al., 1999). Neben ihrer Rolle bei der Zell-Zelladhäsion verfügen die Plakophiline auch über

Funktionen, die an ihre zytoplasmatische bzw. nukleäre Lokalisation geknüpft sind. Plakophiline haben

Einfluss auf die Translation und Proliferation und sind mit Signalwegen assoziiert (Mertens  et al., 2001;

Chen et al., 2002; Hofmann et al., 2006; Wolf et al., 2010; Hatzfeld et al., 2014).

Wolf  und  Hatzfeld  (2010)  stellten  ein  Modell  vor,  bei  dem  die  Lokalisation  der  Plakophiline  eine

Schlüsselrolle  bei  der  Regulation  ihrer  Funktion  einnimmt.  In  Übereinstimmung  dazu  wurden  neben

desmosomalen Interaktionspartnern auch direkte zytoplasmatische Interaktionspartner identifiziert, auf die

in den folgenden Abschnitten eingegangen wird.

1.3 Funktionen der Plakophiline bei der Zell-Zelladhäsion

1.3.1 Bildung und Abbau von Desmosomen

Da Plakophiline hauptsächlich in Desmosomen vorkommen, wird dieser Zell-Zellkontakt im folgenden kurz

charakterisiert. Einen Überblick über die molekulare Struktur von Desmosomen zeigt Abbildung 2. Für

Schemata  und elektronenmikroskopische Bilder  sei  auf  Arbeiten  von Garrod,  Hatzfeld  und Al-Amoudi

verwiesen (Garrod et al., 2005; Hatzfeld, 2006; Al-Amoudi und Frangakis, 2008; Al-Amoudi et al., 2011).

Abbildung  2:  Molekulare  Struktur  von  Desmosomen.  Darstellung  ist  zusammengefügt  aus
elektronenmikroskopischen Bildern bzw. Strukturaufklärungen (PG grün, DSP blau, PKP violett, DSG und
DSC in hellrot bzw. dunkelrot; Abbildung aus Al-Amoudi et al., 2011).

Ein bedeutender Unterschied zwischen  adherens junctions und Desmosomen ist die Fähigkeit letzterer

zur  Hyperadhäsion  d.h.  die  Bildung  Ca2+-unabhängige  Zell-Zellkontakte  (Garrod  et  al.,  1996).

Hyperadhäsion ist eine wichtige Eigenschaft ausdifferenzierter Keratinozyten. Im Verlauf der Wundheilung

können Desmosomen jedoch wieder Ca2+-abhängig werden. Dieser Vorgang wird durch die Protein Kinase

C Isoform  (PKC ) reguliert, die im Zuge der Aktivierung vermehrt membrangebundenen und wenigerα α

zytoplasmatischen  lokalisiert  (Wallis  et  al.,  2000).  Als  Ursache  der  Hyperadhäsion  werden  cis-
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Interaktionen  der  desmosomalen  Cadherine  angenommen,  die  mit  einer  semi-kristallinen  Struktur

einhergehen  (Garrod  et  al.,  2005;  Tariq  et  al.,  2015).  Es  wird  vermutet,  dass  die  desmosomalen

Adapterproteine  diese  strenge  Organisation  der  Cadherine  regulieren  (Garrod  et  al.,  2005).  Eine

Desmoplakin-Mutante, die am Serin 2849 nicht durch PKC  phosphoryliert werden kann, begünstigt dieα
Entstehung  hyperadhäsiver  Desmosomen.  Das  bekräftigt  obige  Annahme  (Hobbs  und  Green,  2012;

Hobbs et al., 2013).

Die Aktivität der PKC  wird vielfältig moduliert. PKP2 begünstigt als Gerüstprotein die Phosphorylierungα
von  DSP (Bass-Zubek  et  al.,  2008).  Die  Inhibierung  erfolgt  unter  anderem durch  Bindung  an  einen

RACK1-Keratin  5/14-Komplex,  woraus  ein  Zytoplasma-Arrest  von  PKC  resultiert,  der  dieα
Phosphorylierung von DSP begrenzt (Kröger  et al., 2013). Die im Zuge der Wundheilung exprimierten

Keratine 6 und 17 begünstigen die Aktivität der PKC  durch ihre Rekrutierung an die Zellmembran (Patelα
et al., 2006; Loschke et al., 2016).

Die  AG  Hatzfeld  zeigte  die  Ko-lokalisation  von  PKC  und  PKP3.  Der  α knockdown von  PKP3  in

Mauskeratinozyten  begünstigte  die  Ausbildung  hyperadhäsiver  Desmosomen,  wohingegen  die  PKP3-

Überexpression  die  Hyperadhäsion  beeinträchtigte. Nach  Inhibition  der  PKC  konnte  der  hemmendeα
Effekt von PKP3 auf die Hyperadhäsion nicht mehr beobachtet werden. PKP3 übt womöglich eine PKC -α
rekrutierende Funktion aus (Keil et al., 2016). 

Laut  PhosphoNet-Vorhersage  kommt  PKP3  auch  als  Substrat  der  PKC  in  Frageα
(http://www.phosphonet.ca/kinasepredictor.aspx?uni=Q9Y446&ps=S134/S280/S313/S314). Bislang wurde

kein  Einfluss  der  aktivierten  PKC  auf  dieα  Phosphorylierung  von  PKP3 S285 bzw.  eine  subzelluläre

Translokation von PKP3 gefunden (Roberts  et al., 2013). Das schließt eine Kinase-Substrat-Beziehung

zwischen PKC  und PKP3 an einer anderen Phosphorylierungsstelle aber nicht aus.α

Zur korrekten Bildung von Desmosomen werden Bestandteile der adherens junctions wie -Catenin,α
E-Cadherin  und  PG  benötigt,  weshalb  eine  Vorläuferfunktion  für  die  adherens  junctions bzw.  ihre

Komponenten  angenommen wird  (Lewis  et  al.,  1997;  Green  et  al.,  2010).  Lösliche  zytoplasmatische

Vorstufen  von  DSG2  und  DSC2  werden  in  ihren  jeweiligen  Mikrotubuli-assoziierten  Vesikeln  an  die

Zellmembran  transportiert  und  initiieren  dort  die  Desmosomenbildung  (Nekrasova  et  al.,  2011).

Desmoplakin und Plakoglobin sind essentiell am Aufbau des desmosomalen Plaques beteiligt, der durch

PKP1 weiter strukturiert wird. Dies geschieht womöglich durch laterale Verknüpfung und die Bindung von

2 DSP-Molekülen an ein PKP1-Molekül (Green und Simpson, 2007). Die Bildung von Zell-Zellkontakten

kann  in vitro durch erhöhte extrazelluläre Ca2+-Konzentration (Ca2+-Switch) ausgelöst werden, wodurch

zeitliche und räumliche Aspekte der Desmosomenbildung beobachtet werden konnten, die sich in drei

Phasen einteilen lassen (Godsel et al., 2005, 2010):

Phase  I: ca. 5  min  nach dem Ca2+-Switch  reichert  sich  DSP an der  Zellmembran an,  zeitgleich  mit

desmosomalen Cadherinen und E-Cadherin.
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Phase II: Nach 15-20 min bilden sich zytoplasmatische DSP/PKP2-Komplexe in Zellmembrannähe (Bass-

Zubek  et  al.,  2008).  Diese  Komplexe  werden  als  Desmosomenvorläufer  interpretiert  und  sind  mit

Intermediärfilamenten assoziiert.

Phase  III: Nach  ca.  1  h  werden  diese  Komplexe  an  die  Zellmembran  transportiert.  Für  die  DSP-

Rekrutierung  in  Phase  III  ist  die  Expression  von  PKP3  sowie  intakte  Aktinfilamente,  nicht  jedoch

Mikrotubuli notwendig (Todorovic et al., 2014). 

Für den Abbau von Desmosomen wurden zwei unterschiedliche Mechanismen beobachtet.  Nach dem

Entfernen von extrazellulärem Ca2+ durch den Chelator EGTA oder EDTA werden in vitro die Verbindungen

der  desmosomalen  Cadherine  gelöst  und  die  entstehenden  Desmosomenhälften  in  das  Zytoplasma

transportiert (Mattey und Garrod, 1986). Dieser Abbaumechanismus wurde auch in vivo bei  Pemphigus

vulgaris beobachtet (Wang  et al., 2009). Demgegenüber wurde bei der Wundheilung von Epithelien die

Aufnahme  des  kompletten  Desmosoms  in  das  Zytoplasma  von  Zellen  des  Wundrandes  beobachtet

(Garrod et al., 2005). 

Im Zuge des Desmosomenabbaus ist der Rücktransport von PKP3  im Unterschied zu PG auf intakte

Mikrotubuli angewiesen, was als Hinweis auf eine separate Regulation gedeutet wurde (Raychaudhuri et

al., 2015). Während der Apoptose kommt es ebenfalls zum Desmosomenabbau, wobei die desmosomalen

Bestandteile  proteolytisch  gespalten  werden.  DSP,  DSG1,  DSG3 und PKP1 werden durch  Caspasen

abgebaut (Weiske et al., 2001; Dusek et al., 2006). Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) kann

durch TGF-  stimuliert werden und ist ein wichtiger Prozess bei der embryonale Entwicklung, kommt aberβ
auch  bei  der  Kanzerogenese  vor.  Im  mesenchymalen  Gewebe  werden  adherens  junctions und

Desmosomen herunterreguliert.  Während der EMT wird die Kopfdomäne von PKP3 an den Cysteinresten

C18 und C129 gespalten,  was durch Cysteinproteasen aus der  Gruppe der  Calpaine katalysiert  wird

(Keim-Janssen,  2008).  Die  Calpaine  spalten  während  der  EMT auch  -catenin,  E-  und  N-Cadherinβ
(Covault et al., 1991; Rios-Doria et al., 2004).

Das Modell der Desmosomenbildung und die gemeinsamen Interaktionspartner der Plakophiline sprechen

für  einen  kooperativen  Mechanismus  bei  der  Rekrutierung  desmosomaler  Bestandteile.  Da  die

Plakophiline  aber  auch  exklusive  Funktionen  und  Interaktionspartner  in  verschiedenen  Geweben

aufweisen, wird im Folgenden auf sie eingegangen.  

1.3.2 Plakophilin1

Plakophilin1  kommt  in  mehrschichtigen  Epithelien  überwiegend  suprabasal  vor,  wurde  aber  nicht  in

einschichtigen Epithelien  gefunden  (Kapprell  et  al.,  1988;  Heid  et  al.,  1994;  Smith  und  Fuchs  1998;

Hatzfeld,  1999).  Es  sind  zwei  PKP1-Isoformen  bekannt.  PKP1a  lokalisiert  membranständig,

zytoplasmatisch und nukleär, wobei die PKP1b-Isoform, welche im 4. Armadillo-repeat über 21 zusätzliche

Aminosäuren verfügt, vorwiegend im Zellkern lokalisiert (Schmidt et al., 1997).

Die apikalen Epithelschichten der Haut entsprechen ausdifferenzierten Keratinozyten, die über prominente
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Desmosomen verfügen, wobei die Hyperadhäsion als physiologische Eigenschaft reifer, ausdifferenzierter

Desmosomen diskutiert wird (Garrod  et al., 2005). Die für PKP1 gefundenen Funktionen können die  in

vivo beobachteten  Epitheleigenschaften  gut  erklären.  Das  Expressionsmuster  von  PKP1  in  den

verschiedenen Epithelschichten ähnelt dem seiner Interaktionspartner DSP, DSG1 und DSC1a (Garrod

und Chidgey, 2007). PKP1 stimuliert die Rekrutierung desmosomaler Proteine an die Zellmembran und

stabilisiert diese, wodurch größere und zahlreichere Desmosomen entstehen (Hatzfeld, 1999; Bornslaeger

et  al.,  2001;  South  et  al.,  2003).  Ebenso  begünstigt  die  Überexpression  von  PKP1  die  Entstehung

hyperadhäsiver Desmosomen (Tucker et al., 2014; Keil et al., 2016). In der AG Hatzfeld wurde eine PKP1-

knockout-Maus generiert. Da der PKP1-knockout zum Tod in der Neonatalperiode führte, wird für PKP1

eine essentielle Rolle bei der desmosomalen Zell-Zelladhäsion angenommen.

Die  PKP1-knockout-Epidermis  zeigt  eine  gestörte  Barrierefunktion  und  weist  suprabasal  verbreiterte

Interzellularräume  auf,  die  mit  einer  signifikanten  Verringerung  der  Desmosomengröße  und  -anzahl

einhergeht (Rietscher et al., 2016).

In vitro wurde eine direkte Interaktion mit Keratinen (K5/14) gefunden, die Stabilisierung von Keratinen an

der  Zellmembran  in  vivo ist  aber  vermutlich  auf  einen  indirekten  Effekt  durch  die  DSP-Rekrutierung

zurückzuführen  (Smith  und  Fuchs,  1998).  Die  Keratine  K5/14  sind  zusammen  mit  RACK1  über  die

Hemmung der  PKC  α an der Bildung stabiler bzw. hyperadhäsiver Desmosomen beteiligt (Kröger  et al.,

2013; Loschke et al., 2015). 

In  Keratinozyten  wurde  beobachtet,  dass  PKP1  auch  mit  Aktinfilamenten  assoziiert  ist,  wobei  die

Überexpression insbesondere der PKP1-Armadillo-repeat-Domäne die Bildung von Filopodien induziert,

was für eine Beeinflussung der Rho-GTPasen durch PKP1 spricht (Hatzfeld  et al., 2014). Für die DSP-

Interaktion  wird der  N-Terminus  von PKP1 benötigt,  während der  C-Terminus  die Assoziation mit  der

Zellmembran vermittelt (Sobolik-Delmaire et al., 2006). 

Die klinische Relevanz von PKP1 zeigt sich beim autosomal rezessiv vererbten ectodermal dysplasia/skin

fragility-  (EDSF)-Syndrom,  das  auch  PKP1-deficiency-Syndrom  genannt  wird.  Die  Haut  von  EDSF-

Patienten ist mechanisch weniger widerstandsfähig, entzündungsanfälliger und zeigt eine Reduktion von

Hautanhangsgebilden wie Schweißdrüsen und intakten Haarfollikeln (McGrath et al., 1997; Ersoy-Evans

et al., 2006; Bazzi, 2007). Das PKP1-deficiency-Syndrom wird in neueren Klassifikationen als Form der

Epidermiolysis bullosa eingeteilt (Intong und Murrell, 2012).

1.3.3 Plakophilin2

Plakophilin2  kommt  in  ein-  und  mehrschichtigen  Epithelien  sowie  nichtepithelialen  Geweben  z.B.  in

Lymphfollikeln und im Herz vor (Mertens et al., 1996). 

Es sind zwei PKP2-Isoformen bekannt, die sich durch 44 zusätzliche Aminosäuren im 3. Armadillo-repeat

unterscheiden. Es wurden keine isoform-spezifischen Lokalisationen beobachtet (Mertens et al., 1996).

Als Interaktionspartner wurden DSP, DSG1 und DSG2 sowie DSC1a und DSC2a identifiziert (Chen et al.,

8



2002). PKP2 ist auch an der Regulation der Aktinfilamente beteiligt, vermutlich indem es die Rekrutierung

von RhoA an die Zellmembran steuert (Godsel et al., 2010). Die Überexpression von PKP2 kann in vitro

die  Ausbildung  von  Filopodien  bzw.  des  branching  phenotype verursachen  (Reynolds  et  al.,  1996;

Simmermacher, 2012).

Mutationen  im  PKP2-Gen  führen  zur  arrhythmogenen  rechtsventrikulären  Cardiomyopathie  (ARVC),

während der PKP2-knockout in Mäusen letale Herzfehler verursacht (Gerull et al., 2004; Grossmann et al.,

2004). 

1.3.4 Plakophilin3

Plakophilin3  kommt  außer  in  Hepatozyten  in  allen  ein-  und  mehrschichtigen  Epithelien  sowie  in

Lymphfollikeln vor und wird in allen Schichten der Epidermis ähnlich stark exprimiert (Bonné et al., 1999;

Schmidt et al., 1999). PKP3 verfügt mit DSP, PG, DSG1-3 und den DSCa-Isoformen 1 bis 3 sowie 3b und

Keratin 18 über die größte Anzahl identifizierter desmosomaler Interaktionspartner (Schmidt et al., 1999;

Bonné  et al., 1999, 2003). Die Expression von PKP3 wird durch den Transkriptionsfaktor ZEB1 negativ

kontrolliert. ZEB1 unterdrückt bei der EMT auch die Expression von E-Cadherin und dem tight junction-

marker ZO-1 (Aigner et al., 2007).

Neben dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten PKP3a existiert eine PKP3b-Isoform, die durch einen

alternativen Promotor der C/EBP-Familie kontrolliert  wird und 15 zusätzliche N-terminale Aminosäuren

aufweist. Die PKP3b-Isoform kommt eher in  mehrschichtigen und kaum in einschichtigen Epithelien vor

(Mühmer et al., 2014). DSC1 und DSC3 werden bei der Differenzierung von Keratinozyten ebenfalls durch

Promotoren  der  C/EBP-Familie  reguliert  (Smith  et  al.,  2004).  Die  PKP3-Isoformen  zeigen  keine

Unterschiede in der subzellulären Lokalisation und kommen zytoplasmatisch sowie membranständig vor.

Die Expression von Plakoglobin und E-Cadherin ist notwendig, damit PKP3 an die Desmosomen rekrutiert

wird  (Gosavi  et  al.,  2011).  Nach PKP3-KD in  HCT- und HaCat-Zellen  wurden kleinere  Desmosomen

beobachtet. Besonders die Dynamik der Desmosomenbildung in Phase III ist nach PKP3-KD beeinflusst,

im  Ca2+-Switch  wurde  eine  verringerte  membranständige  Lokalisation  der  desmosomalen  Cadherine

DSG2,  DSC2/3  sowie  PG,  PKP2  und  DSP beobachtet  (Todorovic  et  al.,  2014).  Der  Verlust  dieser

desmosomalen Proteine von der Zellmembran wird nicht durch eine verringerte Expression verursacht, da

die Expressionslevel durch den PKP3-KD nicht beeinträchtigt wurden (Kundu et al., 2008; Todorovic et al.,

2014). Es gibt jedoch Hinweise, dass PKP2 und DSP auch auf translationaler Ebene von PKP3 positiv

reguliert werden (Fischer-Kešo et al., 2014). 

Eine größere Variabilität  der Desmosomengröße nach PKP3-KD, wird durch eine Desorganisation des

desmosomalen  Plaques  erklärt  (Todorovic  et  al.,  2014).  Daher  wird  für  PKP3  eine Rolle  bei  der

Rekrutierung desmosomaler Proteine, insbesondere DSP, zur Zellmembran angenommen (Kundu et al.,

2008; Gosavi et al., 2011). 

Der  PKP3-knockout im  Mausmodell  zeigt  eine  gesteigerte  Entzündungsneigung  der  Epidermis  und
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Haarverlust  infolge  abnormaler  Haarfollikel.  Insgesamt  fällt  der  Phänotyp  im  Vergleich  zum  PKP1-

knockout aber relativ mild aus. In der Epidermis der PKP3-knockout-Maus wird Desmoplakin im Vergleich

zum  Wildtyp  in  den  basalen  Zellschichten  schwächer  und  in  den  suprabasalen  Schichten  vermehrt

exprimiert.  Womöglich  kompensieren  die  hochregulierten  Plakophiline1  und  2  durch  redundante

Funktionen den PKP3-knockout (Sklyarova  et al., 2008). In der Epidermis von PKP3-knockout-Mäusen

kommen zwar häufiger als in Wildtyp-Epidermis Zellzwischenräume vor, in Hinblick auf den insgesamt

milden Phänotyp ergibt sich für PKP3 jedoch keine essentielle, sondern eher eine begünstigende Rolle bei

der Desmosomenbildung.

Die  Fähigkeit  von  Zellen  zur  Migration  ist  eine  bedeutende  Eigenschaft  bei  der  Wundheilung,

immunologischen und embryologischen Prozessen sowie bei der EMT und Transformation von benignen

zu  malignen  Tumorzellen.  Die  Studienlage  zur  Korrelation  der  Migrationsfähigkeit  mit  der  PKP3-

Expression  ist  widersprüchlich  (Tabelle  1).  Die  Assoziation  von  PKP3  mit  Metastasen,  gesteigerter

Invasivität und positivem N-Stadium (als Maß der lymphogenen Metastasierung) kann als Ausdruck der

verbesserten Migrationsfähigkeit von Zellen aufgefasst werden.

Korrelation Gewebetyp Studie
PKP3-KD ist mit Invasivität assoziiert Dickdarmepithelkarzinome Aigner et al., 2007
PKP3-KD begünstigt Metastasen Dickdarmepithelkarzinome Kundu et al., 2008
PKP3-KD ist mit Invasivität assoziiert Urothelkarzinome Takahashi et al., 2012
PKP3-KD ist mit Metastasen assoziiert Plattenepithelkarzinome Papagerakis et al., 2003
PKP3-Expression korreliert mit N-Stadium Brustdrüsenkarzinome Demirag et al., 2012
PKP3-Expression begünstigt Migration COS-7-Zellen Furukawa et al., 2005
PKP3-Expression korreliert mit N-Stadium NSCLC-Zellen Furukawa et al., 2005

Tabelle  1: grün unterlegte Studien legen für PKP3 eine Rolle als Tumorsuppressor nahe, rot unterlegte
Studien gehen von einer Rolle als Onkogen aus.

1.4 Zytoplasmatische Funktionen der Plakophiline

Die Plakophiline weisen neben der desmosomalen Lokalisation auch eine zytoplasmatische bzw. nukleäre

Lokalisation  auf  und  kommen  deshalb  als  Vermittler  in  der  Signaltransduktion  in  Frage,  die  z.B.

Translation, Proliferation und Zell-Zelladhäsion koordinieren (Hatzfeld  et al., 1994; Mertens  et al., 1996;

Bonné  et  al.,  1999;  Schmidt  et  al.,  1999).  Ausgehend  von  der  Identifikation  zytoplasmatischer  und

nukleärer Interaktionspartner und der Beeinflussung verschiedener Signalwege werden zytoplasmatische

und  nukleäre  Funktionen  der  Plakophiline  vermutet,  deren  Mechanismen  bislang  jedoch  nicht

abschließend geklärt sind.

PKP1 und PKP 3 wurden als Bestandteile von „stress granules“ (SG) identifiziert. SG bilden sich nach

zellulärem Stress und stabilisieren mRNA in Verbindung mit inaktiven Translationsinitiationskomplexen. Als

Interaktionspartner  in  SG wurden die  mRNA-bindenden Proteine  FXR-1,  G3BP,  PABPC-1 und UPF-1

identifiziert (Hofmann et al., 2006; Fischer-Kešo et al., 2014).

PKP3 interagiert  auch außerhalb von SG in ungestressten DU-145 Zellen mit den genannten mRNA-

10



bindenen Proteinen (Fischer-Kešo et al., 2014). Dies wurde als Hinweis auf eine Funktion von PKP3 bei

der Translation in physiologischem Kontext gewertet. Eine wichtige Eigenschaft in diesem Zusammenhang

ist die Fähigkeit, direkt oder indirekt an mRNA zu binden. Obwohl viele Assoziationen von PKP3 z.B. mit

rpS6, eIF-4E, PABPC1, UPF-1 und G3BP RNAse-sensibel und damit RNA-abhängig sind, konnte bislang

keine direkte Interaktion von PKP3 mit mRNA nachgewiesen werden (Hofmann et al., 2006; Fischer-Kešo

et al., 2014).

Allerdings ist PKP3 in der Lage, die mRNA desmosomaler Proteine (PKP2, DSP) zu stabilisieren, was

auch zu einem erhöhten Proteinlevel führt. Hierbei interagiert PKP3 über FXR-1 indirekt mit PKP2-mRNA.

FXR-1  kann  sowohl  an  die  PKP3-Kopf-  als  auch  ARM-repeat-Domäne  binden.  Diese  Interaktion  ist

RNAse-unabhängig.  Für  die  Interaktion  des  PKP3/FXR-1-Komplexes  mit  PKP2-mRNA  sind  die

Aminosäuren 516 bis 797 in der ARM-repeat-Domäne nötig (entspricht Insert bis C-Terminus, Abbildung

22;  Fischer-Kešo  et  al.,  2014).  Es  ist  plausibel,  dass  PKP3 posttranskriptionell  die  Expression  jener

desmosomalen Interaktionspartner steuert, die es an die Zellmembran rekrutiert (Todorovic et al., 2014).

Neben  der  Translationsregulation  spezifischer  mRNAs  wurde  in  der  AG  Hatzfeld  bereits  2010  ein

stimulierender  Einfluss  von PKP1 und PKP3 auf  die  globale  Translation  entdeckt.  Es  konnte  gezeigt

werden, dass eine Überexpression von PKP3 die globale Translation anregt,  bzw. ein  knockdown die

globale Translation hemmt (Wolf  et al., 2010). PKP1- bzw. PKP3 knockout-Mäuse haben ein niedrigeres

Gewicht, was mit einem Einfluss auf die Proteinsynthese vereinbar ist. Patienten mit  PKP1-deficiency-

Syndrom zeigen Gedeihstörungen (Ersoy-Evans  et  al.,  2006;  Sklyarova  et  al.,  2008;  Rietscher  et  al.,

2016). 

1.5 Proliferationsstimulation und nukleäre Funktionen der Plakophiline 

PKP1  und  PKP2  binden  in  vitro an  Einzelstrang-DNA und  es  wurde  nach  DNA-Schädigung  eine

Akkumulation von PKP1 im Zellkern beobachtet, die womöglich eine Rolle bei der Apoptoseinduktion nach

DNA-Schädigung spielt (Hatzfeld, 2010; Sobolik-Delmaire et al., 2010). PKP2 bindet an Komponenten der

RNA-Polymerase  3  und  den  Transkriptionsfaktor  TFIIIB,  der  für  die  korrekte  Funktion  der  RNA-

Polymerase 3 benötigt wird (Mertens et al., 2001). Eine Beeinflussung der Translation durch PKP2 wurde

allerdings nicht beobachtet (Wolf et al., 2010). Aufgrund der Interaktion von PKP2 mit -Catenin und derβ
Stimulation von Transkriptionsfaktoren aus der LEF/TCF-Familie wird eine Funktion im Wnt-Signalweg

vermutet (Chen et al., 2002).

Obwohl ein nukleäres Immunfluoreszenzsignal für PKP3 nur einmalig in humanen epithelialen Zelllinien

beschrieben wurde, kann es den Transkriptionsfaktor ETV1 in Xenopus laevis positiv regulieren (Bonné et

al., 1999; Munoz et al., 2014). Ebenso wurde die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- B durch PKP3κ
beobachtet, wobei der zugrundeliegende Mechanismus sowie der physiologische Zusammenhang dieser

Ergebnisse noch gezeigt werden muss (Arimoto et al., 2014).

Es ist bekannt, dass die Überexpression von PKP3 die Proliferation von DU-145-Zellen, sowie COS-7-
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Zellen stimuliert (Furukawa  et al., 2005; Breuninger  et al., 2010). Demgegenüber führt der PKP3-KD in

mehreren NSCLC-Zelllinien (non-small-cell-lung-cancer) zu einer signifikant verminderten Zellzahl. Dass

eine verminderte Zellzahl  nach PKP3-KD vorrangig durch eine verringerte Proliferationsrate und nicht

durch eine erhöhte Apoptoserate zustande kommt, wurde von Kießling nachgewiesen (Kießling, 2014).

Für PKP3 ist weiterhin eine Interaktion mit der GTPase DNM-1L (dynamin1-like) gezeigt (Furukawa et al.,

2005).  Da  diese  GTPase  die  Mitochondrienteilung  reguliert,  besteht  womöglich  ein  Zusammenhang

zwischen der zytoplasmatischen Lokalisation von PKP3 und der  Nachproduktion dieser Zellorganellen

nach der Zellteilung (Santel und Frank, 2008).

Die erhöhte Anzahl proliferierender Zellen in der Epidermis von juvenilen PKP3-knockout-Mäusen spricht

demgegenüber eher für einen proliferationshemmenden Einfluss von PKP3 in der Epidermis (Sklyarova et

al.,  2008).  Um  diese  widersprüchlichen  Ergebnisse  zu  erklären,  ist  eine  alleinige  Betrachtung  des

Expressionslevels von PKP3 nicht ausreichend. Welchen Regulationsmechanismen unterliegt PKP3 im

Kontext der verschiedenen Epithelien bzw. Tumorzellen und der jeweiligen aktiven Signalwege?

1.6 Regulation der subzellulären Lokalisation der Plakophiline

Die  Expression  der  Plakophiline  wurde  in  vielen  Tumoren  untersucht  und  ist  im  Vergleich  zum

entsprechenden gesunden Gewebe teils überexprimiert, teils herunterreguliert. (Hatzfeld et al., 2014). Die

Assoziation der PKP1- bzw. PKP3-Unterexpression mit malignen Tumoren könnte auf der verminderten

Rekrutierung desmosomaler Proteine und der dadurch verminderten Zell-Zelladhäsion bzw. gesteigerten

Migrationsfähigkeit beruhen. In diesem Zusammenhang käme PKP3 eine Rolle als Tumorsuppressor zu.

Die gefundene Überexpression in  metastasierenden Tumoren steht  aber  im Widerspruch dazu (siehe

Tabelle 1).

Gegen  eine  Rolle  als  Tumorsuppressor  spricht  auch  der  stimulierende  Effekt,  den  die  PKP3-

Überexpression  auf  die  Proliferationsrate  hat.  Eine  unkontrollierte  Proliferation  ist  eine  wesentliche

Eigenschaft maligner Tumoren. Dass eine gesteigerte Proliferationsrate mit einer PKP3-Überexpression

assoziiert ist bzw. dadurch hervorgerufen werden kann, wurde in mehreren Studien gezeigt (Furukawa et

al., 2005; Breuninger  et al.,  2010; Demirag  et al.,  2012). In  Lungenkarzinomzellen wurde nach PKP3-

knockdown eine verringerte Proliferationsrate beobachtet (Furukawa et al., 2005). In diesem Kontext wird

PKP3 eine Rolle als Onkogen zugeschrieben.  Diese Widersprüche legen nahe, dass die Funktion der

Plakophiline  vom  zellulären  Kontext  abhängt.  Wolf  und  Hatzfeld  stellen  ein  Modell  vor,  das  diese

scheinbaren Widersprüche mit der dualen subzellulären Lokalisation der Plakophiline erklärt (Wolf und

Hatzfeld,  2010).  Die  membranständige  Lokalisation  der  Plakophiline  begünstigt  die  Zell-Zelladhäsion,

während  die  zytoplasmatische  bzw.  nukleare  Lokalisation  die  Translation  und  Proliferation  stimuliert.

Demnach  beeinflusst  vorrangig  die  subzelluläre  Lokalisation  und  weniger  das  Expressionslevel  die

Funktion der Plakophiline.

Die subzelluläre Lokalisation von PKP1 wird durch die AKT2 im Insulin/IGF-1/PI3K-Signalweg reguliert,
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wobei die Phosphorylierung den zytoplasmatischen Pool stabilisiert und zu einer gesteigerten Translation,

Proliferation  und  Migrationsfähigkeit  bzw.  verminderter  Zell-Zelladhäsion  führt  (Wolf  et  al.,  2013).  Die

Stimulation mit EGF führte im Vergleich zu Insulin und IGF-1 zu einer weniger stark ausgeprägten PKP1-

Phosphorylierung. 

Die nukleäre bzw. zytoplasmatische Lokalisation von PKP2 wird durch die C-TAK1 (Cdc25C-associated

kinase  1)  reguliert.  Die  Phosphorylierung  von  Serin  S82  erzeugt  ein  14-3-3-Bindemotiv,  welches  die

Zellkerntranslokation verhindert (Müller et al., 2003).

Die Phosphorylierung ist eine häufig beobachtete, schnelle und reversible posttranslationale Modifikation,

die  insbesondere  in  Analogie  zu  den  anderen  Plakophilinen  als  Regulationsmöglichkeit  der  PKP3-

Lokalisation infrage kommt. PKP3 transloziert in HaCat-Zellen nach  Hitzeschock oder oxidativen Stress

(Natriumarsenit)  innerhalb  von 10  bis  30 min von der  Zellmembran in  das  Zytoplasma.  Diese relativ

schnelle  Lokalisationsänderung  könnte  durch  eine  Phosphorylierung  realisiert  werden.  Mittels

Massenspektrometrie  wurden  zahlreiche  phosphorylierte  Serin/Threonin-  und  Tyrosin-Reste  sowie

methylierte  und  acetylierte  Aminosäurenreste  nachgewiesen  (Kim  et  al.,  2011;  Wagner  et  al.,  2012;

Hatzfeld et al., 2014). Vor Beginn der experimentellen Arbeiten war jedoch keine Kinase bekannt, welche

die Lokalisation von PKP3 reguliert.  Da PKP1 und PKP2 Substrate in den bekannten EGF und IGF-

Signalwegen sind, welche die Differenzierung, Proliferation und Zell-Zell-Adhäsion steuern, wurde nach

einer Kinase gesucht, die Teil dieser Signalwege ist und womöglich die Funktion bzw. Lokalisation von

PKP3 steuert. 

2 Zielstellung

Da  die  Funktion  der  Plakophiline  maßgeblich  von  ihrer  Lokalisation  abhängt  und  auch  für  PKP3

unterschiedliche subzelluläre Lokalisationen in Epithelschichten mit unterschiedlichen Funktionen gezeigt

wurden, war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die Regulation der Lokalisation von PKP3 zu untersuchen. 

Im ersten Schritt wurde die Interaktion der p70-S6-Kinase in vitro und im zellulären Kontext untersucht. Da

eine Lokalisationsänderung von PKP3 in Abhängigkeit von der Aktivität der S6-Kinase beobachtet wurde,

folgte die Identifizierung physiologisch relevanter Phosphorylierungsstellen durch Mutagenese. Mit Hilfe

der generierten PKP3-Klone wurde der Einfluss der Phosphorylierung auf die subzelluläre Lokalisation

mittels Immunfluoreszenz untersucht. 

Um  mögliche  Funktionen  von  PKP3  zu  erfassen,  die  mit  einer  zytoplasmatischen  Lokalisation

zusammenhängen,  wurde  im  BrdU-assay  die  Proliferationsrate  in  Abhängigkeit  von  der  PKP3-

Phosphorylierung untersucht. 

13



3 Material und Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 PCR-Mutagenese 

Um gezielt Mutationen in die PKP3-Sequenz einzubringen, wurde eine PCR-Mutagenese durchgeführt.

Dabei wurden Primer verwendet, welche die gewünschten Mutationen enthielten. In der PCR bindet je ein

modifizierter Primer an den flankierenden Bereich einzelsträngiger denaturierter DNA. Die Verlängerung

des Primers erfolgt durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Jeder PCR-Ansatz beinhaltet die template-

DNA,  die  beiden Primer,  die  vier  dNTPs (dATP,  dCTP,  dTTP und dGTP)  und die  Pfu-Polymerase in

entsprechender Pufferlösung.  Um eine Interaktion zwischen forward- und reverse-Primer zu verhindern,

erfolgte  erst  eine  Vor-PCR  mit  4  Zyklen  in  getrennten  Ansätzen  A und  B  (siehe  Tabelle  2).  Nach

Vereinigung der Ansätze A und B erfolgten  20 Zyklen wie in Tabelle 3 dargestellt.

Ansatz A:

 25 ng template-DNA
 10 µM forward Primer  
 1x PCR-Puffer 
 10 mM dNTP
 1,25 U Pfu-Polymerase
 in 25 µl ddH20

Ansatz B:

 25 ng template-DNA
 10 µM reverse Primer  
 1x PCR-Puffer 
 10 mM dNTP
 1,25 U Pfu-Polymerase
 in 25 µl ddH20

Schritt Temperatur Dauer 
Denaturieren 95 °C 2 min
Denaturieren 95 °C 30 sec

4 Zyklenannealing 45 °C 30 sec
Elongation 72 °C 18 min

Tabelle 2: PCR-Programm für Ansatz A und B. Nach Vereinigen der Ansätze A und B wurden 
2,5U Pfu-Polymerase und 10mM dNTP zugeben.

Schritt Temperatur Dauer 
Denaturieren 95 °C 2 min
Denaturieren 95 °C 30 sec

20 Zyklenannealing 45 °C 30 sec
Elongation 72 °C 18 min

Reaktionsende 4 °C
Tabelle 3: PCR-Programm nach Vereinigung der Ansätze A und B.

Die Generierung der Mutanten für das 2. Motiv erfolgte in zwei aufeinanderfolgenden Mutagenesen, bei

denen die 3 Tripletts nacheinander  mutiert  wurden,  um den Anteil  unspezifischer  Primerbindungen zu

minimieren. Um die nichtmutierte, methylierte template-DNA aus dem PCR-Produkt zu entfernen, wurde

14



ein  DpnI-Verdau  für  1  h  bei  37  °C  durchgeführt.  Das  Restriktionsenzym  DpnI spaltet  ausschließlich

methylierte DNA, während das nichtmethylierte PCR-Produkt erhalten bleibt. Dieses wurde anschließend

transformiert  (siehe  3.1.4)  und  nach  Präparation  der  Plasmid-DNA (siehe  3.1.5)  durch  analytischen

Restriktionsverdau  (siehe  3.1.6)  auf  korrekte  Mutation  überprüft  und  durch  die  Firma  Eurofins  MWG

Operon (Ebersberg) sequenziert.

3.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Um  Nukleinsäuren  bezüglich  ihrer  Größe  zu  untersuchen  und  aufzutrennen  wurde  die  Agarose-

Gelelektrophorese verwendet. Dabei macht man sich zunutze, dass Nukleinsäuren aufgrund ihrer negativ

geladenen  Phosphatgruppen  im  elektrischen  Feld  zur  Anode  wandern.  Die  Geschwindigkeit  wird

hauptsächlich  vom  Molekulargewicht  und  der  Konformation  der  Nukleinsäuren  bestimmt.  In  der

vorliegenden Arbeit wurden 1%ige Agarose-Gele verwendet und mit 0,3 µg/mL Ethidiumbromid versetzt.

Ethidiumbromid  interkaliert  in  die  Nukleinsäuren  und  ermöglicht  deren  Fluoreszenz  im  UV-Licht.  Die

Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in

TBE gepuffert  für 30-60 min bei 100 V. Die Molekulargewichte der DNA-Banden wurden im Vergleich zu

mitlaufenden DNA-Molekulargewichtsmarkern (GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Marker, Thermo Scientific)

bestimmt.  

3.1.3 Extraktion von Nukleinsäuren aus Agarose-Gelen

Die  DNA-Extraktion  aus  Agarose-Gelen  erfolgte  nach  dem  Prinzip  der  Anionen-Austausch-

Chromatographie mithilfe des ‚NucleoSpin Gel System’ (Macherey-Nagel, Düren) nach Herstellerangaben.

 

3.1.4 Transformation von E. coli

Bei  der  Transformation  wird  exogene  DNA in  chemokompetente  Bakterienzellen  eingebracht.  In  der

vorliegenden Arbeit wurde dazu die Calciumchlorid-Methode verwendet. Der Transformations-Ansatz (5

bis 25 µl DNA und entsprechend 5x KCM) wurde zu 100 µl aufgetauten und auf Eis gekühlten  E. coli

JM109 gegeben. Es folgte eine Inkubation für zunächst 20 min auf Eis und anschließend für 10 min bei

RT. Danach wurde 1 ml lysogeny broth-Medium zugegeben und der Ansatz für 1 h bei 37 °C mit 600 rpm

inkubiert. Die Zellen wurden anschließend zentrifugiert (1 min mit 6000 rpm) und das Zellpellet in 100 µl

LB-Medium  resuspendiert.  Die  Suspension  wurde  auf  LB-Agar-Platten,  mit  dem  entsprechenden

Selektionsantibiotikum (100 g/ml Ampicillin bzw. 50 g/ l Kanamycin) ausplattiert und über Nacht bei 37μ μ μ

°C inkubiert. Für weitere Analysen der Kolonien erfolgte eine Plasmidpräparation (siehe 3.1.5). 

3.1.5 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zunächst wurden die ausplattierten Bakterienkolonien über Nacht bei 37 °C im Schüttelinkubator in LB-

Medium mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum (100 g/ l Ampicillin bzw. 50 g/ l Kanamycin)μ μ μ μ
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vermehrt. Die Mini-Plasmidpräparation erfolgte im 3 ml-Ansatz, die Midi-Plasmidpräparation im 200 ml-

Ansatz. Angeimpft wurde jeweils mit einer einzelnen Bakterienkolonie.

Die   Präparation  der  Plasmid-DNA erfolgte  nach  dem  Prinzip  der  alkalischen  Lyse.  Für  eine  Mini-

Plasmidpräparation  wurden  je  1,5  ml  der  Kulturen  für  1  min  bei  13.000  rpm  bei  Raumtemperatur

zentrifugiert, das Pellet in 100 µl eiskalter Lösung A resuspendiert und für 5 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte nach Zugabe von 200 µl Lösung B und Inkubation des Lysats für

5 min bei  RT. Das enthaltene SDS löst dabei Phospholipide und Proteinkomponenten der Zellwände,

NaOH  denaturiert  die  genomische  DNA.  Diese  Zellbestandteile  wurden  anschließend  durch  150  µl

Lösung C präzipitiert und abzentrifugiert (10 min mit 13000 rpm bei RT). Der Überstand wurde für 15 min

mit  800  µl  Isopropanol  bei  Raumtemperatur  inkubiert,  um  so  die  gelöste  Plasmid-DNA auszufällen.

Anschließend wurde die Plasmid-DNA pelletiert (3 min mit 13000 rpm bei RT), mit 500 µl Ethanol (70 %)

gewaschen und bei 60 °C getrocknet. Die DNA wurde unter Schütteln bei 37 °C in 30 µl ddH2O gelöst.

Die zugesetzte RNAse A (10 µg/ml) verdaute enthaltene RNA und wurde abschließend inaktiviert (15 min

bei  65  °C).  Plasmid-DNA,  die  bezüglich  Menge,  Konzentration  und  Reinheit  den  Ansprüchen  der

Transfektion  humaner  Zelllinien  genügen  sollte,  wurde  mithilfe  des  NucleoBond®  Xtra  EF  Midi-

Präparationskits (Macherey-Nagel, Düren) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die DNA-Konzentration

und  Reinheit  wurde  photospektrometrisch  mit  Hilfe  des  Spektralphotometers  Genequant  1300   (GE

Healthcare,   Uppsala,  Schweden) bei  230 nm, 260 nm und 280 nm bestimmt.  Die Plasmidlösungen

wurden bei -20°C gelagert.

3.1.6 Restriktionsverdau von Nukleinsäuren

Für  die  Analyse  von DNA-Plasmiden (analytischer  Restriktionsverdau)  bzw.  die  Klonierung von DNA-

Fragmenten  (präparativer  Restriktionsverdau)  wurden  diese  mittels  Restriktionsendonukleasen

sequenzspezifisch geschnitten. Die Ansätze sind in Tabelle 4 dargestellt.

analytischer Restriktionsverdau präparativer Restriktionsverdau
DNA 1 µl 20 l (1 g/ l)μ μ μ
10x Enzympuffer 1 µl 10 µl
Restriktionsenzyme 0,5 l (10 U/ l)μ μ 3 l (10 U/ l)μ μ
mit ddH2O auffüllen auf: 10 µl 100 µl

Tabelle 4: Ansätze für analytischen und präparativen Restriktionsverdau.

Die Ansätze des analytischen Restriktionsverdaus wurden für 1 h bei 37 °C inkubiert, bei präparativen

Restriktionsverdaus für 4 h oder über Nacht. 

Die in der vorliegenden Arbeit hergestellten PKP3-Mutanten wurden zur Kontrolle der Mutagenese durch

mutationsspezifische Restriktionsschnittstellen identifiziert. Die eingefügten Mutationen ermöglichten bzw.

verhinderten den Restriktionsverdau mit  den in Tabelle 5 aufgeführten Restriktionsendonukleasen. Die

16



anschließend  durchgeführte  Agarose-Gelelektrophorese  (siehe  3.1.2)  zeigte  jeweils  ein

mutationsspezifisches  Bandenmuster.  Die  Restriktionsschnittstellen  und  Erkennungssequenzen  der

verwendeten Restriktionsendonukleasen sind in Tabelle 18 im Anhang aufgeführt.

Mutante  für analytischen Verdau  für Umklonierung in DsRed N1
S 134/135  A→ - EcoR I / Sal I 
S 134/135  E → BseR I  EcoR I / Sal I 
S 280/283/285  A→ Fsp I EcoR I / Bsp 1407 I 
S 280/283/285  E→ Fsp I EcoR I / Bsp 1407 I 
S 313/314  A→ Eco52 I BsiW I / Xmn I
S 313/314  E→ BseR I  EcoR I / Sal I 

Tabelle 5: Restriktionsendonukleasen für analytischen Verdau.

Zur Umklonierung von DNA-Fragmenten wurde der entsprechende Ursprungsvektor pCR 2.1.TOPO-TA

PKP3-Mutanten  mit  den  gleichen  Restriktionsendonukleasen  verdaut  wie  der  Zielvektor  pDsRed1-N1

PKP3-wt (siehe Tabelle 5). Die Isolierung der gewünschten Fragmente erfolgte durch Auftrennung mittels

Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.1.2) und Gelextraktion (siehe 3.1.3.).

3.1.7 Ligation

Mithilfe der T4-Ligase wurden die DNA-Fragmente mit den jeweiligen Zielvektoren zwischen 3‘-Hydroxyl-

Ende und 5‘-Phosphat-Ende kovalent verknüpft. Das stöchiometrische Verhältnis zwischen DNA-Fragment

und  Zielvektor  betrug   4:1.  Um  diese  Relation  einstellen  zu  können,  wurde  eine  Agarose-

Gelelektrophorese (siehe 3.1.2) durchgeführt und die entsprechenden Bandenintensitäten ausgewertet.

Nach  der  Inkubation  des  Ligationsansatzes  für  2  h  bei  Raumtemperatur  wurde  dieser  in

chemokompetente E. coli JM109 transformiert (siehe 3.1.4).

10 µl-Ligationsansatz:

x µl DNA-Fragment  
y µl linearisiertes Plasmid 
1 µl T4-Ligase (1 U/µl) 
1 µl 10x T4 Ligasepuffer
mit ddH2O auf 10 µl auffüllen

3.2 Zellbiologisches Arbeiten

3.2.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Zellinien HeLa und MCF-7 wurden unter sterilen Bedingungen in 10 cm-Kulturschalen bei 37 °C, 90 %

Luftfeuchte und 5 % CO2 in Kultivierungsmedium im Brutschrank kultiviert. Entsprechend der gewünschten

zelllinienspezifischen Konfluenz wurden die Zellkulturen nach 2 bis 3 Tagen passagiert. Dazu wurde der
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Zellmonolayer  mit  PBSE  gewaschen,  um  das  für  die  Cadherin-Verbindungen  benötigte  Calcium  zu

chelatieren  und  anschließend  mit  0,5  %  Trypsin/PBSE  für  1  bis  3  min  inkubiert  und  so  von  der

Kulturschale abgelöst. Der Trypsinverdau wurde durch Aufnahme der Zellen in Kulturmedium, Pelletieren

(3 min bei 1500 rpm) und Verwerfen des Überstandes abgestoppt. Das Zellpellet wurde anschließend in 1

ml  Kulturmedium  resuspendiert.  Zum  erneuten  Ausplattieren  wurde  die  Zellzahl  mittels  Neubauer-

Zählkammer bestimmt und in gewünschter Verdünnung weiter kultiviert. 

Kulturmedium:

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
10 %(v/v) FCS
1 %(v/v) 1mM Natriumpyruvat

3.2.2 Transfektion von Plasmid-DNA mittels Calciumphosphat-Methode

Bei der Transfektion mithilfe der Calciumphosphat-Methode werden exogene Nukleinsäuren transient in

eukaryotische Zellen eingebracht. Dabei wird die zu transfizierende Plasmid-DNA mit Calciumchlorid und

einem  phosphathaltigen  Präzipitationspuffer  inkubiert,  wodurch  sich  DNA-Calciumphosphat-Präzipitate

bilden, die sich an der Zellmembran niederschlagen und durch Endozytose aufgenommen werden. Ein

Glycerolschock verbessert die Transfektionseffizienz. Die entsprechenden Gene werden nur wenige Tage

exprimiert und durch Zellteilung kommt es zu einem Verdünnungseffekt der transfezierten Plasmide. 

Einen Tag vor Transfektion wurden die Zellen in 6-well-Platten mit 12 mm Deckgläschen in definierter

Zelldichte  ausgesät  (siehe  Tabelle  6).  30  min  vor  der  Transfektion  wurde  das  Kultivierungsmedium

erneuert und die Zellen mit dem nachfolgend beschriebene Transfektionsansatz versetzt.

Zelllinie Zelldichte pro 35-mm-Kulturschale
HeLa 2 x 105 Zellen
MCF-7 2,3 x 105 Zellen

Tabelle 6: Zelldichte der verwendeten Zellinien.

Transfektions-Ansatz für 35-mm-Kulturschale:
7,5 µg Plasmid-DNA 
12,5 µl CaCl2  (2M) 
100 µ 2x Präzipitationspuffer 
mit ddH2O auf 200 µl auffüllen

Die DNA wurde unter sterilen Bedingungen mit  ddH2O entsprechend verdünnt und mit  CaCl2 versetzt.

Tropfenweise  wurden 100 µl  DNA-Präzipitationspuffer  hinzugefügt  und  der  Ansatz  nach 20-minütiger

Inkubation bei Raumtemperatur auf die Zellkultur getropft. Es wurde dann für 6 h im Brutschrank weiter

kultiviert und anschließend mit FCS-freiem Kultivierungsmedium gewaschen. Der Glycerolschock erfolgte

durch 1-minütige Inkubation mit 500 µl Glycerol-Puffer pro Kulturschale bei RT. Es folgte ein Waschschritt,

dann wurde Kultivierungsmedium zugegeben und im Brutschrank weiter kultiviert.
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Die  so  transfizierten  HeLa  und  MCF-7  Zellen  wurden  bei  der  Immunfluoreszenz  (siehe  3.2.3),

Bimolekularen  Fluoreszenz-Komplementation  (siehe 3.2.4)  und dem Zellproliferationstest  (siehe 3.2.5)

weiter untersucht.

2x Präzipitationspuffer (steril filtriert):

280 mM NaCl
10 mM KCl
1,5 mM Na2HPO4

12 mM Glucose
50 mM HEPES
pH 7,05 

Glycerol-Puffer:

50% 2x Präzipitationspuffer
35% ddH2O
15% Glycerol

3.2.3 Immunfluoreszenz

Mithilfe der Immunfluoreszenz kann die Lokalisation von Proteinen in der Zelle untersucht werden. In der

vorliegenden Arbeit wurde die indirekte Immunfluoreszenz verwendet. Dabei wird das betreffende Protein

in  fixierten  Zellen  von  einem  spezifischen  Primärantikörper  gebunden.  Durch  einen  zweiten,

farbstoffmarkierten Sekundärantikörper,  der speziesspezifisch gegen den Fc-Teil  des Primärantikörpers

gerichtet  ist,  wird  der  Komplex  markiert.  Zusätzlich  wurden  die  Zellkerne  mit  dem  DNA-bindendem

Fluoreszenzfarbstoff  DAPI  (4 ,6-Diamidin-2-phenylindol)  und  die  Aktinfilamente  mit  F-Aktin-bindendem′
Fluorochrom-gekoppeltem Phalloidin gefärbt. Die transfizierten Zellen auf den Deckgläschen (siehe 3.2.2)

wurden nach 24-  bzw.  48-stündigem Wachstum dreimalig  mit  PBS gewaschen.  Die  Fixierung für  die

Desmoplakinfärbung erfolgte mit Methanol für 15 min bei -20°C, bei der Aktinfärbung wurde mit 3,7 %

Formaldehyd für 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen

und für 15 min bei  Raumtemperatur mit Mikrotubuli-stabilisierendem Puffer (MT-Puffer) inkubiert, um die

Plasmamembran zu permeabilisieren. Um unspezifische Bindungen des Primärantikörpers abzusättigen,

wurde Milchblockpuffer für 30 min bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Anschließend wurde mit

dem entsprechenden Primärantikörper über Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach zwei

Waschschritten mit PBS und erneutem 10-minütigen Absättigen mit Milchblockpuffer folgte eine Inkubation

der  Zellen  mit  dem Sekundärantikörper  für  1  h  bei  Raumtemperatur in  einer  feuchten  Kammer.  Die

Zellkernfärbung  mit  DAPI   wurde  für  10  min  bei  Raumtemperatur durchgeführt,  die  Aktinfärbung  mit

Phalloidin erfolgte für 10 min bei RT, jeweils in Milchblockpuffer verdünnt. Während der Inkubation mit

fluorochrom-gekoppelten  Antikörpern  und  Phalloidin  wurde  Lichtexposition  vermieden,  um  die

Fluoreszenzfarbstoffe nicht auszubleichen. Abschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS und einmal

mit  ddH2O gewaschen,  in  96%igem Ethanol  entwässert,  getrocknet  und in  Mowiol  eingedeckelt.  Die

Objektträger wurden abgedunkelt bei 4 °C gelagert. Die Präparate wurden an einem Nikon Eclipse E600

Mikroskop mit 20x, 60x, und 100x Objektiv mit Ölimmersion ausgewertet. Zur Dokumentation verfügte das

Mikroskop über eine Vosskühler CCD-1300-QLN-Kamera und verwendete die Software NIS-Elements AR

2.30 MuTech MV1500 (beide Nikon, Düsseldorf). Die Bearbeitung von Helligkeit und Kontrast erfolgte mit

der Software ImageJ Version 1.42 (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). 
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3.2.4 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC)

Die bimolekulare Fluoreszenz-Komplementation ermöglicht  es,  Protein-Protein-Interaktionen und deren

Lokalisation in vivo zu detektieren. Bei der Methode wird aus zwei nichtfluoreszierenden komplementären

Fragmenten ein fluoreszierender Proteinkomplex gebildet, wenn beide Fragmente in der Zelle assoziieren.

Die  Proteine,  deren  Interaktion  untersucht  werden  soll,  werden  dabei  an  je  ein  Fragment  fusioniert.

Interagieren  die  zu  untersuchenden  Proteine,  so  assoziieren  auch  die  Fragmente,  was

fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden kann. Über zusätzlich enthaltene FLAG- bzw. HA-tags kann

die Ko-Expression beider Fusionsproteine via Immunfluoreszenz überprüft werden. In der vorliegenden

Arbeit  wurde  als  Fluoreszenzfarbstoff  das  Venus-Protein,  eine  verbesserte  YFP-Mutation  (Yellow

Fluorescent Protein) verwendet. HeLa- und MCF-7-Zellen wurden mit den im Anhang angeführten pVen1-

FLAG- und pVen2-HA-Fusionsplasmiden ko-transfiziert (siehe 3.2.2), nach 24-stündigem Wachstum mit

Formaldehyd  fixiert  und  gefärbt  (siehe  3.2.3).  Die  BiFC-Signale  wurden  am  Fluoreszenzmikroskop

dokumentiert. 

3.2.5 Zellproliferationstest mittels BrdU-Einbau

Zur Untersuchung der Zellproliferationsrate wurde das Thymidinanalogon BrdU (5-Brom-2-desoxyuridin)

benutzt, das während der S-Phase kompetitiv in die DNA eingebaut wird. Zellen, die während der BrdU-

Exposition  diese  Zellzyklusphase  durchlaufen  und  BrdU  einbauen,  können  durch  Immunfluoreszenz

detektiert werden. Die Zellen wurden bei der Transfektion (siehe 3.2.2) nach dem Glycerolschock einem

24-stündigen Serumentzug mit 0,1%(v/v) FCS im Kulturmedium ausgesetzt, um die Zellen in der G0/G1-

Phase zu arretieren und so in einen annährend gleichen Zellzyklus zu bringen. Durch die Zugabe von

vollwertigem Kultivierungsmedium für 16 h proliferierten die Zellen wieder. Die BrdU-Exposition erfolgte

mit 10 µM BrdU im Kulturmedium für 60 min im Brutschrank. Anschließend wurden die Zellen mit PBS

gewaschen  und  für  20  Minuten  bei  Raumtemperatur  in  3,7%iger  Formaldehydlösung  fixiert.  Nach

erneutem Waschen mit PBS wurde die DNA für 10 Minuten in 4 M HCl denaturiert, um das in die DNA

eingebaute BrdU für den Primärantikörper zugänglich zu machen. Die Neutralisation erfolgte durch drei

10-minütige Waschschritte mit BSA-Puffer, der auch unspezifische Proteinbindungen absättigte und die

Zellmembranen permeabilisierte. Die Zellen wurden mit den Primärantikörpern -DsRed und -BrdU überα α

Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS und 5-minütigem

Absättigen mit BSA-Puffer bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit den Sekundärantikörpern für 1 h in

einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellkernfärbung erfolgte in 1 %(m/v) BSA /PBS.

Abschließend wurde gewaschen, entwässert, getrocknet und eingedeckelt wie unter 3.2.3 beschrieben.

Das Nachfärben der transfizierten Zellen mit dem Antikörper gegen DsRed war notwendig, weil durch die

Behandlung  mit  4  M  HCl  der  chromophore  Bereich  des  DsRed  denaturiert  wurde.  Am

Fluoreszenzmikroskop wurden pro Ansatz mindestens 200 transfezierte MCF-7-Zellen ausgezählt. 
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3.3 Proteinbiologisches Arbeiten

3.3.1 Expression von GST- und His6 -Fusionsproteinen

Zur  Expression  von  GST-Fusionsproteinen  wurden  die  in  Tabelle  16  im Anhang  aufgeführten  pGEX-

Vektoren in  E. coli vom Stamm ArcticExpress™ (DE3) RIL transformiert (siehe 3.1.4). Die aufgeführten

pRSET-Vektoren,  die  für  die  entsprechenden  His6 -Fusionsproteine  kodieren,  wurden  in  E.  coli vom

Stamm  BL21  (DE3)  pLysS   transformiert.  Die  Kolonien  wurden  auf  ampicillinhaltigen  Agarplatten

selektioniert, in 2xYT-Medium resuspendiert und folgende Ansätze damit angeimpft: 200 ml-Ansätze mit

transformierten E. coli vom Stamm ArcticExpress™ wurden mit 2xYT-Medium (100 µg/ml Ampicillin) auf

eine OD600 von 0,05 verdünnt und bei 30 °C schüttelnd inkubiert. Bei einer OD600 von 0,4 erfolgte die

Induktion der Proteinexpression mit  0,5 mM  Isopropyl- -D-thiogalactopyranosid  β (IPTG). Es wurde über

Nacht bei 13 °C weiter schüttelnd inkubiert. Die transformierten E. coli vom Stamm BL21 pLysS wurden in

500 ml-Ansätzen auf eine OD600  von 0,03 eingestellt und ohne Induktion über Nacht bei 20°C schüttelnd

inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert (5 min mit 5000 rpm bei 4 °C) und in 1 ml-Aliquots bei -80 °C

gelagert.  Für  weitere  Analysen wurden die Bakterienpellets  in  Lysepuffer  aufgenommen und mit  dem

Ultraschallhomogenisator UP200S (50% Geräteleistung; 3x 30 s) aufgeschlossen. Das Lysat wurde für 30

min bei 4°C mit 1 %(v/v) Triton® X-100 rotierend inkubiert. Zelltrümmer und unlösliche Proteine wurden

durch  Zentrifugieren  (15  min  mit  14000  rpm  bei  4  °C)  entfernt.  Der  Überstand  mit  den  gelösten

Fusionsproteinen wurde umgehend für den GST-pull-down (3.3.2) eingesetzt.

Lysepuffer:
50 mM TRIS/HCl pH 7,5
150 mM NaCl
2 mM EDTA
kurz vor Verwendung zugegeben: 1 mM DTT; Proteaseinhibitoren: 1 mM Pefabloc; 10 µg/ml Aprotinin; 
10 µg/ml Leupeptin

3.3.2 GST-pull-down

Der GST-pull-down ist eine in vitro-Methode zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Dabei wird 

ein bait-Protein mit GST-tag an Glutahion-Sepharose-beads gebunden und die Affinität der Glutathion-S-

Transferase (GST) zu ihrem Substrat genutzt. Diese mit bait-Protein beladenen Glutathion-Sepharose-

beads werden mit E. coli-Zelllysaten inkubiert, die das prey-Protein enthalten. Wenn das prey-Protein mit 

dem bait-Protein interagiert, kann der Komplex aus Glutathion-Sepharose-beads, bait- und prey-Protein 

durch Zentrifugieren isoliert werden und anschließend durch SDS-PAGE (siehe 3.3.3) aufgetrennt und 

mittels Western Blot (siehe 3.3.4) nachgewiesen werden. Das prey-Protein ist in der vorliegenden Arbeit 

zusätzlich mit einem His6-tag versehen. Die bait- und prey-Fusionsproteine wurden wie unter Abschnitt 

3.3.1 beschrieben gewonnen. 20 µl Glutathion-Sepharose-beads wurden zweimal mit Lysepuffer 

gewaschen und für 1 h bei 4 °C mit 1 ml bait-Protein-haltigem Lysat rotierend inkubiert. Durch dreimaliges 
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Waschen mit Lysepuffer, Zentrifugieren und Verwerfen des Überstandes wurden ungebundene Proteine 

entfernt. Die so beladenen Glutathion-Sepharose-beads wurden anschließend mit Lysaten, die das prey-

Protein enthielten, für 1 h bei 4 °C rotierend inkubiert. Ungebundene Proteine wurden  durch dreimaliges 

Waschen mit Lysepuffer entfernt. Die trockenen beads in 30 µl 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen. 

Dieses Eluat wurde 5 min bei 95 °C denaturiert, um die Protein-Protein-Bindungen zu lösen. Mittels SDS-

PAGE (siehe 3.3.3) und Western Blot (siehe 3.3.4) erfolgten weitere Analysen.

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei  der  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE)  werden  Proteine  im  elektrischen  Feld

aufgrund ihrer unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten zur Anode aufgetrennt. Dazu werden die

Proteine  denaturiert  und  ihre  Ladung  durch  einen  basischen  pH-Wert  und  Anlagerung  von  SDS  ins

Negative verschoben. Dadurch hängt die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im Polyacrylamid-Gel

hauptsächlich  von  deren  Molekulargewicht  ab.  In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  10%ige  Gele  zur

Auftrennung  verwendet  (Tabelle  7).  Die  Auftrennung  erfolgte  in  der  Elektrophoresekammer  Mini

PROTEAN Tetra (Bio-Rad, München) mit Elektrophoresepuffer. Die Proteine durchliefen das Sammelgel

für  ca. 20 min bei  80 V und wurden dann für 1 h bei  100 V im Trenngel aufgetrennt.  Als Molekular -

gewichtsmarker  wurden  der  Unstained  Protein  Molecular  Weight  Marker  (Thermo  Fisher  Scientific,

Waltham) und die Protein Ladder One, Triple color Broad Range (Nacalai Tesque, Kyoto) verwendet.

Sammelgel Trenngel
(Bis-)Acrylamid (1 :  37,5) 3,9 % 10 %

SDS 0,1 %
TRIS/HCl 0,125 M; pH 6,8 0,375 M; pH 8,8

Tetramethylethylendiamin 0,025 % - 0,1 %
Ammoniumperoxidsulfat 0,025 % - 0,2 %

Tabelle  7:  Zusammensetzung  der  SDS-Polyacrylamid-Gele.  SDS:  Sodiumdodecylsulfat,  TRIS:
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan.

3.3.4 Western-Blot

Die aufgetrennten  Proteine  wurden im semi-dry-Verfahren auf  eine  Nitrocellulosemembran (Whatman,

Dassel)  überführt,  um sie für  Antikörper  zugänglich zu machen.  Die Proteine bewegen sich dabei  im

elektrischen Feld unter Erhalt des Bandenmusters aus dem SDS-Polyacrylamd-Gel und bleiben auf der

Nitrocellulosemembran  haften.  An  die  Blotkammer  (Abbildung  3)  wurden  für  30  min  100  mA und

anschließend für 15 min 150mA eingestellt. Zur Kontrolle der Übertragung wurden die Proteine reversibel

mit  Ponceau-Rot  gefärbt.  Vor  der  Entfärbung  durch  mehrmaliges  Waschen  mit  TBST  wurden  die

Markerbanden gekennzeichnet.
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Kathode (-)
3 Lagen FP mit BPIII 

SDS-Polyacrylamid-Gel (ca. 6x9 cm)
Nitrocellulosemembran in BP II

3 Lagen FP mit BPII
3 Lagen FP mit BPI  

Anode (+)
Abbildung 3: Schema der Blotkammer. FP: Filterpapier; BP: Blotpuffer.

3.3.5 Immundetektion

Die  Detekion  von  Proteinen  auf  der  Nitrocellulosemembran  erfolgte  mittels  Primär-  und

enzymgekoppeltem Sekundärantikörper. Zunächst wurden unspezifische Proteinbindungsstellen durch 30-

minütige Inkubation mit 5 %(m/v) Milchpulver/TBST bei Raumtemperatur geblockt. Über Nacht wurde mit

2 ml verdünntem Primärantikörper bei 4 °C rotierend inkubiert. Ungebundene Primärantikörper wurden

danach durch dreimaliges Waschen mit TBST entfernt und anschließend wurde mit dem in 20 ml 5 %(m/v)

Milchpulver/TBST verdünnten Sekundärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Die an

den  Sekundärantikörper  gekoppelte  Meerrettichperoxidase  katalysierte  die  Oxidation  des  Luminols,

dessen Luminiszenz am Imager  Fusion-SL (PEQLAB, Erlangen),  und mit  Röntgenfilm (FujiFilm X-ray,

Düsseldorf) dokumentiert wurde. Als Substrat für diese Reaktion dienten CL-Lösung I und II, von denen je

1 ml pro Nitrocellulosemembran aufgetragen wurden.

3.3.6 Statistische Auswertung

Die  Zellproliferationrate   (Abschnitt  3.2.5)  und  der  GST-pull-down  (Abschnitt  3.3.2)  wurden je  in  drei

unabhängigen Experimenten untersucht.  Diese Datensätze wurden mittels zweiseitigem, ungepaartem t-

Test  bei  Varianzhomogenität  auf  Signifikanz überrpüft.  Die  Varianzhomogenität  wurde mit  dem F-Test

geprüft.

3.4 Material

Die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sind im Anhang aufgelistet (Tabellen 14 und 15).  Die

verwendeten  Puffer  und  Lösungen  sowie  Plasmide  und  Oligonukleotide  sind  im  Anhang  aufgelistet

(Tabellen 16,17,19 im Anhang). Eine Auflistung der verwendeten Geräte, Kits und Software zeigt Tabelle 8.

3.4.1 Fluoreszenzfarbstoffe

DAPI: 5 mg/ml Stammlösung, Verdünnung 1:1000 in Milchblockpuffer oder 1 %(m/v) BSA /PBS

Phalloidin 488 (Oregon) Verdünnung 1:250 in Milchblockpuffer
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3.4.2 Bakterienstämme und Zelllinien

E. coli JM 109 (Sigma-Aldrich, St. Louis)

E. coli ArcticExpress™ (DE3) RIL

E. coli BL21 (DE3) pLysS

HeLa: humane Zelllinie aus epithelialem Cervix-Karzinom (Gey et al., 1952)          

MCF-7: humane Zelllinie aus epithelialem Mamma-Karzinom (Soule et al., 1973) 

3.4.3 Enzyme

Restriktionsendonukleasen  (Tabelle  18  im  Anhang)  und  deren  Puffer  wurden  von  der  Firma  Thermo

Scientific  (Waltham) und New England BioLabs (Frankfurt  a.M.)  bezogen.  Pfu-Polymerase wurde von

Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen, RNAse A und T4-Ligase von Thermo Fischer Scientific (Waltham).

Geräte Firma / Hersteller
Thermocycler T3  Biometra, Göttingen 
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Spektralphotometer Genequant 1300 GE Healthcare,  Uppsala
UV-Tisch bts Biotech, Kraichtal
Kühlzentrifuge Sorvall RC5B Thermo Fischer Scientific, Waltham
pH-meter MultiCal pH 526 WTW, Weilheim
Tischzentrifugen Heraeus Pico 17 Thermo Fischer Scientific, Waltham
Inkubator Incucell V55 MMM Medcenter München
Schüttelinkubator 3032 GFL, Burgwedel
Brutschrank Heraeus cytoperm 2 Thermo Fischer Scientific, Waltham
Sterilbank Heraeus   HERAsafe Thermo Fischer Scientific, Waltham
Ultraschallhomogenisator UP200S Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow
Mini PROTEAN Tetra Bio-Rad, München
Neubauer-Zählkammer Marienfeld, Königshofen
Imager Fusion-SL PEQLAB, Erlangen
Heizblock BlockThermostat TH 23 DirectIndustry, Marseille
Netzteil Consort EV265 power supply Isogen; De Meern
Nikon Eclipse E600 Mikroskop mit Kamera 
Vosskühler CCD-1300-QLN-Kamera  

Nikon, Düsseldorf

Kits
Gelextraktionskit ‚ NucleoSpin Gel System Macherey-Nagel, Düren
Midi-Präparationskit NucleoBond® Xtra EF Macherey-Nagel, Düren

Software
NIS-Elements AR 2.30 MuTech MV1500 Nikon, Düsseldorf
ImageJ Version 1.42 National Institutes of Health, Bethesda USA
Apache OpenOffice 4.1.0 Apache Software Foundation

Sonstiges
Sterile Materialien für Zellkultur TPP, Trasadingen
Nitrocellulosemembran Whatman,  Dassel
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus Thermo Scientific, Waltham
Lambda DNA/EcoRI+HindIII Thermo Scientific, Waltham
Unstained Protein Molecular Weight Marker Ladder 1 Thermo Fisher Scientific, Waltham
Triple color Broad Range  Nacalai Tesque, Kyoto

Tabelle 8: verwendete Geräte, Kits und Software.
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4 Ergebnisse

Im Vorfeld dieser Arbeit  wurde in der AG Hatzfeld die Interaktionen zwischen p70-S6-Kinase und den

Kopf- bzw. ARM-repeat-Domänen der Plakophiline 1 bis 3 im Hefe-2-Hybrid-assay untersucht. Es zeigte

sich eine Interaktion zwischen PKP3 und p70-S6-Kinase, die vorrangig durch die PKP3-Kopf-Domäne

(AS 1 bis 342) vermittelt wird. Mit der PKP3-ARM-repeat-Domäne zeigt sich eine schwächere Interaktion.

Eine Interaktion von PKP3 mit AKT1/2 konnte im Hefe-2-Hybrid-System nicht beobachtet werden (Wolf et

al., 2013). Im Folgenden wurde die putative Interaktion von Plakophilin 3 mit der p70-S6-Kinase mithilfe

von in vitro-Verfahren und im zellulären Kontext untersucht. 

4.1 Interaktion von PKP3 mit der p70-S6-Kinase

4.1.1 In vitro-Interaktion von PKP3 mit der p70-S6-Kinase

Um die Interaktion von PKP3 mit der p70-S6-Kinase in einem unabhängigen System zu bestätigen, wurde

ein  GST-pulldown  (siehe  Abschnitt  3.3.2)  durchgeführt.  Dafür  wurde  zunächst  ein  PKP3-GST-

Fusionsprotein als bait-Protein bakteriell  exprimiert  (siehe Abschnitt  3.3.1).  Ebenso wurde der Wildtyp

(S6K-wt) und die dominant aktive Mutante der p70-S6-Kinase (S6K-da) als prey-Protein exprimiert. Beide

Proteine waren zusätzlich mit einem His6-tag versehen. Die dominant aktive p70-S6-Kinase zeichnet sich

durch eine Mutation (T389 --> E) aus, wodurch sie konstitutiv aktiviert ist (Rosner et al., 2011). 

Das PKP3-GST-Fusionsprotein  wurde  infolge  der  hochaffinen  Substrat-Enzym-Bindung an  Glutathion-

Sepharose-beads  immobilisiert  und  mit  dem jeweiligen  prey-Protein  inkubiert.  Das  Prinzip  des  GST-

pulldown ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt. Das  im Eluat enthaltenen prey-Protein wurde nach

SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.3.3) im Western-Blot (siehe Abschnitt 3.3.4) semi-quantitativ untersucht. Da

die S6K-wt bakteriell exprimiert wurde (siehe Abschnitt 3.3.1) und entsprechende upstream-Kinase, wie

z.B.  mTOR,  in  E.  coli nicht  vorhanden  sind,  kann  angenommen  werden,  dass  sie  hauptsächlich

unphosphoryliert vorliegt und daher inaktiv ist.

Abbildung 4: Schematische Darstellung des GST-pulldown-Prinzips.

Wie aus Abbildung 5 hervorgeht, präzipitiert der Wildtyp und die dominant aktive Mutante der p70-S6-

Kinase mit dem PKP3-GST-Fusionsprotein,  was auf eine Interaktion dieser Proteine  in vitro schließen

lässt. Die Tatsache, dass deutlich mehr p70-S6-Kinase an das PKP3-GST-Fusionsprotein bindet, als an
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die  Glutathion-Sepharose-beads,  zeigt  die  Spezifität  dieser  Interaktion.  Um  die  Möglichkeit

auszuschließen, dass die Interaktion durch die Glutathion-S-Transferase des PKP3-GST-Fusionsproteins

vermittelt wird, wurde ein zusätzlicher Bindungstest mit GST durchgeführt. Dabei zeigte sich eine minimale

Präzipitation von p70-S6-Kinase, die durch Proteinaggregation und unspezifische Proteinbindung an die

Glutathion-Sepharose zu erklären ist.  Um die Bandenintensität  im Western-Blot genauer beurteilen zu

können, wurden die Banden aus mehreren unabhängigen Experimenten digital erfasst. 

S6K-wt S6K-da

beads + - - + - -

GST - + - - + -

PKP3-GST - - + - - +

Input α-His6 prey-Proteine ~ 70 kDa S6K

Input α-GST

bait-Proteine 

~ 113 kDa PKP3-GST

~ 26 kDa GST

Eluat α-His6 prey-Proteine ~ 70 kDa S6K

Eluat α-GST

bait-Proteine 

~ 113 kDa PKP3-GST

~ 26 kDa GST

Abbildung  5:  In vitro-Interaktion von PKP3 mit Wildtyp p70-S6-Kinase im Vergleich mit dominant
aktiver p70-S6-Kinase.  Nach Immobilisation von GST und PKP3-GST-Fusionsprotein an die Glutathion-
Sepharose-beads  erfolgte  der  Bindungstest  durch  60-minütige  Inkubation  mit  S6K-wt  bzw.  S6K-da-
haltigem  Zelllysat.  Nach  intensiven  Waschschritten  wurden  die  präzipitierten  Proteine  mit  2x  SDS-
Probepuffer eluiert, in der SDS-PAGE aufgetrennt und via Western-Blot markiert. Die Markierung erfolgte
über den eingbrachten His6-tag bzw. einen -GST-Antikörper.α  Zur Kontrolle der Expression von bait- und
prey-Protein wurden  20 % des Gesamtzelllysates als Ladekontrolle (Input) aufgetragen. Zelllysate mit
S6K-wt- und S6K-da wurden im Vorfeld mittels SDS-Page und Western-Blot auf ihre Konzentration an
prey-Protein überprüft und angeglichen, um im GST-pulldown einen direkten Vergleich zu ermöglichen.

26



Wie  in  Abbildung  6  gezeigt,  assoziiert  wesentlich  mehr  p70-S6-Kinase  mit  PKP3-GST  als  mit  den

Glutathion-Sepharose-beads oder mit GST. Um diesen Vergleich anzustellen, wurde im Vorfeld mittels

Westernblot  makroskopisch sichergestellt,  dass  beide Kinasen in  gleicher  Konzentration bzw. Menge

eingesetzt  wurden.  Um dennoch minimale Unterschiede auszugleichen, wurden die S6K-Eluate digital

erfasst,  auf  das  jeweilige  S6K-Input bezogen  und  mit  dem  bead-Kontrollansatz  normiert.  Bei  der

Auswertung dreier unabhängiger Experimente stellte sich die Anreicherung von S6K-wt sowie S6K-da im

PKP3-pulldown als signifikant (p<0,05) heraus. Aufgrund der durchgeführten Konzentrationsanpassung ist

ein Vergleich der PKP3-Assoziation zwischen dem Wildtyp der p70-S6-Kinase und der dominant aktiven

Kinase möglich. Dabei zeigt sich eine 1,4-fach stärkere, signifikante (p<0,05) Interaktion mit der aktiven

Kinase. Die geringen Mengen an S6-Kinase, die in den Ansätzen mit Glutathion-Sepharose-beads und

GST  nachgewiesen  wurden,  sind  durch  Proteinaggregation  und  ungesättigte,  unspezifische

Proteinbindungsstellen  erklärbar.  Bei  den  Glutathion-Sepharose-beads  sind  weniger  Bindungsstellen

abgesättigt als im GST-Ansatz.

Es konnte in vitro eine deutliche Interaktion zwischen den beiden aufgereinigten Proteinen PKP3 und p70-

S6-Kinase  bestätigt  werden,  insbesondere  zeigt  sich  eine  Präferenz  für  die  dominant  aktive  Kinase

gegenüber dem Wildtyp. 

Abbildung  6: PKP3 interagiert mit der p70-S6-Kinase, insbesondere zeigt sich eine Präferenz für
die dominant aktive p70-S6-Kinase gegenüber dem Wildtyp. Um S6K-wt und S6K-da vergleichen zu
können, wurden die Grauwerte der S6K-Eluat-Banden digitalisiert, mit dem jeweiligen S6K-Input relativiert
und  am beads-Kontrollansatz  normiert.  Die  Fehlerbalken  zeigen  die  Standardabweichungen  aus  drei
unabhängigen Experimenten. Auf Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen t-Test geprüft * p< 0,05.

27

beads GST PKP3-GST beads GST PKP3-GST
0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

5
S6K-wt                                  S6K-da 

re
la

tiv
e
 M

e
n
g
e
 S

6
K

 (
g
e
b
u
n
d
e
n
)

*
**



4.1.2 Interaktion von PKP3 mit der p70-S6-Kinase im zellulären Kontext

Für  die in  vitro gefundene Interaktion von PKP3 mit  der  p70-S6-Kinase wurden bakteriell  exprimierte

Proteine verwendet. Bei bakterieller Expression kann eine Fehlfaltung der Proteine nicht ausgeschlossen

werden. Ebenso fehlt eine posttranslationale Modifikation wie in eukaryotischen Zellen. Daher kann es zu

einem unphysiologischen Interaktionsverhalten kommen.  Um diese Möglichkeit  zu eliminieren und die

Interaktion in einem physiologischen Milieu zu untersuchen, wurde die Interaktion der p70-S6-Kinase mit

PKP3 in einem eukaryotischen Zellsystem untersucht.  Da das Vorkommen beider  Proteine im selben

subzellulären Kompartiment Vorraussetzung für eine physiologische Interaktion ist, wurde die subzelluläre

Lokalisation und Interaktion mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation  untersucht  (BiFC,  siehe

Abschnitt  3.2.4).  Dazu  wurden  zwei  Zelllinien  verwendet,  die  sich  in  der  Anzahl  der  ausgebildeten

Desmosomen unterscheiden.  HeLa-Zellen bilden vergleichsweise wenige Desmosomen aus,  wogegen

MCF-7-Zellen zahlreiche Desmosomen aufweisen. Eine Interaktion von PKP3 und S6-Kinase wurde somit

in Zellsystemen mit unterschiedlichen Expressionsleveln an desmosomalen Proteinen untersucht.  HeLa-

und MCF-7-Zellen wurden mit Plasmiden ko-transfiziert, die für Fusionsproteine aus PKP3 bzw. p70-S6-

Kinasen und je  einem komplementären Fragment des EYFP (enhanced yellow fluoreszent protein) V1

bzw. V2 codieren. Um die  in vitro beobachtete Präferenz von PKP3 für die aktive Form der Kinase zu

untersuchen,  wurden V2-Konstrukte  mit  dem Wildtyp,  der  dominant  aktiven  und  dominant  negativen

Variante der p70-S6-Kinase gebildet. Es wurde die gleiche dominant aktive Mutante (S6K-da) wie im GST-

pulldown verwendet.  Im Gegensatz  zum GST-pulldown (siehe Abschnitt  3.1.1)  sind  in  eukaryotischen

Zellen upstream-Kinasen der p70-S6-Kinasen vorhanden, weshalb angenommen werden kann, dass die

überexprimierte  Wildtyp-Kinase  in  vivo teils  phosphoryliert  und  teils  unphosphoryliert  vorliegt.  Um

Interaktionen von PKP3 mit der unphosphorylierten Kinase zu untersuchen, wurde zusätzlich die dominant

negative  Variante  (S6K-dn)  verwendet,  die  infolge  einer  Mutation  (T389  -->  A)  konstitutiv  inaktiv  ist

(Magnuson et al., 2012). Das V1-PKP3-Fusionsproteine trägt einen FLAG-tag und die verwendeten V2-

S6K-Fusionsproteine enthalten einen HA-tag, um mittels Immunofluoreszenz (siehe Abschnitt 3.2.3) eine

erfolgreiche  Ko-Transfektion  unabhängig  vom  BiFC-Signal  erkennbar  zu  machen.  Wenn  die  zu

untersuchenden Proteine ko-lokalisieren und interagieren, komplementieren sich  V1- und V2-Fragment

und  bilden  einen  fluoreszierenden  Komplex,  der  detektiert  werden  kann  (Abbildung  7).  Bei  der

Dokumentation  des  YFP-Signals  bzw.  der  Immunofluoreszenzsignale  wurden  jeweils  identische

Belichtungszeiten  verwendet  um  die  Intensitäten  der  YFP-Signal  vergleichen  zu  können.  Die

Bildbearbeitung erfolgte ebenfalls identisch.

Abbildung 7: Schematische Darstellung des BiFC-Prinzips.
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Aus  Abbildung  8  ist  ersichtlich,  dass  das  V1-FLAG-PKP3-Fusionsprotein  und  die  V2-HA-S6K-

Fusionsproteine  in  den  betrachteten  Zellen  in  vergleichbaren  Mengen  exprimiert  wurden.  In  allen

untersuchten Zellen zeigt PKP3 zusammen mit der dominant aktiven S6-Kinase das stärkste YFP-Signal

und mit  dem Wildtyp ein geringfügig schwächeres Signal.  Mit  der dominant negativen S6-Kinase wird

kaum ein YFP-Signal detektiert. 

Bei  den deutlichen YFP-Signalen für  die Wildtyp-  und dominant  aktive Kinase kann auf  eine  in  vivo-

Interaktion mit PKP3 geschlossen werden. Das schwache YFP-Signal mit der dominant negativen Kinase

spricht  nicht  zwingend  für  eine  physiologisch  vorhandene  Interaktion.  Die  Überexpression  der

untersuchten  Proteine  kann  zu  einer  inadäquaten  Proteinsortierung  und  einer  unphysiologischen  Ko-

lokalisation führen. Zudem verläuft die Komplementation des fluoreszierenden EYFP wesentlich schneller

als  dessen  Zerfall  (Kerppola,  2008),  wodurch  das  einmal  komplementierte  EYFP  den

Fusionsproteinkomplex stabilisiert. Das zufällige Aufeinandertreffen von V1- und V2-Proteinen kann daher

mit einer geringen Rate auch unabhängig von einer spezifischen Interaktion ein YFP-Signal verursachen.

Insgesamt fällt auf, dass PKP3 präferentiell mit den aktiven Varianten der p70-S6-Kinase interagiert. 

Das V1-FLAG-PKP3-Fusionsprotein zeigt  die bekannte duale Lokalisation im Zytoplasma und an den

Zellgrenzen (Bonné et al., 1999; Schmidt et al., 1999), im Kernbereich ist das Signal prinzipiell ausgespart.

Vergleicht man die Lokalisation von V1-FLAG-PKP3, fallen bei Betrachtung aller ausgewerteten Zellen

Unterschiede in der PKP3-Verteilung auf den zytoplasmatischen Pool bzw. desmosomalen Pool auf. Diese

Lokalisationsunterschiede sind von der Aktivität der ko-exprimierten Kinase abhängig. Bei Ko-Expression

mit der dominant akiven S6-Kinase ist V1-FLAG-PKP3 im Zytoplasma diffus verteilt und lokalisiert weniger

an den Zellgrenzen.  Dagegen ist  V1-FLAG-PKP3 bei  Ko-Expression  mit  der  dominant  negativen S6-

Kinase im Zytoplasma nur punktuell  verteilt  und lokalisiert  vermehrt  entlang der Zellgrenzen.  Bei  Ko-

Expression  mit  dem  Wildtyp  der  S6-Kinase  zeigt  V1-FLAG-PKP3  ein  Verteilungsmuster,  das  einem

Mischbild  aus  beiden  beschriebenen  gegensätzlichen  Verteilungsmustern  entspricht.  Umso  höher  der

Anteil aktiver p70-S6-Kinase ist, desto größer ist der Anteil von V1-FLAG-PKP3 im Zytoplasma und desto

geringer  ist  das  Vorkommen  entlang  der  Zellgrenzen.  Das  V2-HA-S6K-Fusionsprotein  lokalisiert

unabhängig  von  seiner  Aktivität  diffus  zytoplasmatisch.  Das  Vorkommen  im  Kernbereich  erscheint

abhängig von der Aktivität der p70-S6-Kinase. Der Wildtyp und die dominant aktive S6-Kinase lokalisieren

sowohl im Zytoplasma, als auch im Kernbereich ähnlich stark. Die dominant negative S6-Kinase lokalisiert

schwach im Kernbereich. Das gefundene Lokalisationsverhalten der p70-S6-Kinase stimmt mit den von

Rosner  und  Hengstschläger  publizierten  Daten  überein.  Aus  diesen  geht  hervor,  dass  die  T389-

Phosphorylierung  der  p70-S6-Kinase  eine  nukleäre  Lokalisation  begünstigt,  bzw.  die  T389-

Dephosphorylierung zu  einer  zytosolischen Lokalisation  führt  (Rosner  und Hengstschläger,  2011).  Da

sowohl  V1-FLAG-PKP3  als  auch  die  V2-HA-S6K-Fusionsproteine  wie  in  der  Literatur  beschrieben

lokalisieren, ist nicht davon auszugehen, dass die Lokalisation und Interaktion der Fusionsproteine durch

Fehlfaltung, Protein-tags oder die EYFP-Fragmente unphysiologisch beeinflusst werden.
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Abbildung 8: Hinweis auf Ko-lokalisation und Interaktion von PKP3 mit p70-S6Kinase durch BiFC
im HeLa-Zellsystem. Nach  Ko-Transfektion von HeLa-Zellen wurden V1-FLAG-PKP3 und die V2-HA-
S6K-Fusionsproteine exprimiert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen in Formaldehyd fixiert und mit

-FLAG- sowie -HA-Antikörpern markiert. Die Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI. Der Maßstabsbalkenα α
entspricht 20µm, das Vergrößerungsfenster entspricht 8µm.

Um die vermutete Lokalisationsänderung genauer zu untersuchen, wurden im folgenden MCF-7-Zellen zur

BiFC-Analysen benutzt (Abbildung 9). MCF-7-Zellen bilden prominentere Desmosomen als HeLa-Zellen

aus und bilden kaum unphysiologische Proteinaggregate nach Überexpression von PKP3.  

Da PKP3 und die jeweilige S6-Kinase in vergleichbaren Mengen exprimiert werden, ist ein Vergleich des

BiFC-Signals  möglich.  Das  deutliche  YFP-Signal  von  S6-K-Wildtyp  und  dominant  aktiver  Kinase

bestätigen  die  Beobachtung,  dass  PKP3  in  vivo bevorzugt  mit  aktiver  S6-Kinase  interagiert.  Eine

Interaktion von PKP3 mit der dominant negativen Kinase konnte nicht nachgewiesen werden. Die aktiven

S6-Kinasen lokalisieren auch schwach an der Zellmembran, was eine untypische Lokalisation der p70-S6-

Kinase ist. Der PKP3-S6K-Komplex wurde womöglich infolge der EYFP-Komplementation stabilisiert und
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nachfolgend beide Proteine gemeinsam an die Zellmembran transportiert. Da S6K-wt, -da und -dn nach

alleiniger Expression der jeweiligen Konstrukte kaum in Zellmembrannähe lokalisieren, ist die bevorzugte

Interaktion im Zytoplasma anzunehmen. Zu einer bevorzugten Interaktion mit der aktiven S6-Kinase passt,

dass  die  S6K-dn  auch bei  V1-FLAG-PKP3-Ko-Expression  weniger  membranständig  lokalisiert  als  die

S6K-da. 
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Abbildung 9: Hinweis auf Ko-lokalisation und Interaktion von PKP3 mit p70-S6Kinase durch BiFC
im MCF-7-Zellsystem. Nach  Ko-Transfektion von MCF-7-Zellen wurden V1-FLAG-PKP3 und die V2-HA-
S6K-Fusionsproteine exprimiert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen in Formaldehyd fixiert und mit

-FLAG- sowie -HA-Antikörpern markiert. Die Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI. Der Maßstabsbalkenα α
entspricht 20µm, das Vergrößerungsfenster entspricht 8µm.

Der Wildtyp und die dominant aktive S6-Kinase kommen im Kernbereich und im Zytoplasma in ähnlichen

Anteilen  vor.  Die  dominant  negative  S6-Kinase  lokalisiert  im  Zytoplasma,  der  Kernbereich  ist

weitestgehend ausgespart, was auch in der Literatur gezeigt wurde (Rosner und Hengstschläger, 2011).
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Das  PKP3-Fusionsprotein  zeigt  auch  in  MCF-7-Zellen  die  bekannte  duale  zytoplasmatische  und

desmosomale Lokalisation (Bonné  et al., 1999; Schmidt  et al., 1999). Eine nukleäre PKP3-Lokalisation

wurde nicht beobachtet. V1-FLAG-PKP3 kommt bei Ko-Expression mit S6K-da im Vergleich zu S6K-dn

deutlich stärker diffus zytoplasmatisch und weniger an der Zellmembran vor. Bei stärkerer Vergrößerung

fällt auf, dass PKP3 in den mit S6K-da ko-transfizierten Zellen nur punktuell bzw. diskontinuierlich entlang

der Zellgrenzen vorkommt. 

Die  duale  Lokalisation  von  PKP3  ist  dagegen  bei  Ko-Expression  von  S6K-dn  wesentlich  stärker

desmosomal, die Vergrößerung zeigt ein verdichtetes, kontinuierlicheres Muster entlang der Zellgrenzen.

Der  zytoplasmatische  PKP3-Anteil  ist  im  Vergleich  gering.  Bei  Ko-Expression  der  S6K-wt  liegt  der

zytoplasmatische und desmosomale PKP3-Anteil jeweils zwischen den beschriebenen Extremen. 

Die Tatsache, dass PKP3 und die p70-S6-Kinasen wie in der Literatur beschrieben lokalisieren, lässt ein

physiologisches Interaktionsverhalten der exprimierten Fusionsproteine im MCF-7-Zellsystem vermuten.

Die BiFC-Daten aus dem HeLa-Zellsystem konnten somit bestätigt werden.

4.2 Einfluss der Phosphorylierung auf die Lokalisation von PKP3

Im  zweiten  Teil  der  Arbeit  wurde  der  Einfluss  der  Phosphorylierung  auf  die  Lokalisation  von  PKP3

untersucht. Da für Plakophilin 1 eine Lokalisationsänderung nach Phosphorylierung bekannt ist (Wolf  et

al.,  2013)  wurde ein  ähnlicher  Effekt  für  Plakophilin  3 vermutet.  Da die  PKP3-Lokalisation  durch  die

Expression der p70-S6-Kinase im BiFC-Versuch (Abschnitt 3.1.2) beeinflusst wird und eine Interaktion in

vivo und  in vitro (Abschnitt 3.1.1) bestätigt wurde, kann eine direkte Interaktion im Sinne einer Enzym-

Substrat-Beziehung angenommen werden. Insbesondere die präferentiellen Interaktionen von PKP3 mit

der aktiven Form der Kinase stützten diese Vermutung. Mithilfe eines in vitro-Kinase-assay, der in der AG

Hatzfeld  durchgeführt  wurde,  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  p70-S6-Kinase  PKP3  phosphoryliert

(persönliche Korrespondenz Dr. Annika Wolf). 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Phosphorylierung bzw. Hypophosphorylierung von PKP3

nachgeahmt,  um eine phosphorylierungsabhängige Lokalisation zu untersuchen,  wie sie aufgrund der

BiFC-Daten  vermutet  wird.  Um  die  physiologische  Relevanz  einer  möglichen  S6K-vermittelten

Phosphorylierung  von  PKP3  untersuchen  zu  können,  muss  zunächst  die  Phosphorylierungsstelle

gefunden werden.  Um putative S6K-vermittelte  Phosphorylierungsstellen zu identifizieren,  wurden drei

Datensätze ausgewertet und verglichen: 

a) in  Massenspektrometrie-Studien  gefundene  Phospho-Serin-Reste  (Datenbankzugriff  über:

http://www.phosphosite.org/proteinAction.action?id=3262&showAllSites=true; Tabelle 9)

b) GPS  3.0-Algorithmus  auf  Grundlage  des  S6K-Konsensusmotives  (Datenbankzugriff  über:

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y446 und http://gps.biocuckoo.org/online.php; Tabelle 10)
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c) Peptid-Kinase-Assay (persönliche Korrespondenz Dr. Wolf, Kooperation mit Prof. Schutkowski, Tabelle

11)

Unter Berücksichtigung der Hefe-2-Hybrid-Daten, die auf eine präferentielle Interaktion der p70-S6-Kinase

mit  der  PKP3-Kopf-Domäne  hindeuten,  wurden zwei  Motive  aus  putativen  Serin-Resten  in  der  Kopf-

Domäne  und  ein  drittes  Motiv  im  ersten  ARM-repeats ausgewählt:  1.  Motiv:  S134/135;  2.  Motiv

S280/283/285; 3. Motiv S313/314. Die im Hefe-2-hybid-assay verwendete Kopf-Domäne (AS 1 bis 342)

schließt den ersten ARM-repeat mit  ein und beinhaltet  deshalb alle drei  Motive. Es fällt  auf,  dass die

ausgewählten Motive in Säugetieren phylogenetisch konserviert sind (Tabelle 12).

Serin Literaturnachweise
S 134 Moritz et al., 2010
S 183 Zanivan et al., 2008
S 185 Zanivan et al., 2008
S 196 Zanivan et al., 2008
S 280 Klammer et al., 2012
S 283 Nishioka et al., 2012
S 285 Kettenbach et al., 2011
S 313 Chen et al., 2009
S 314 Beausoleil et al., 2006

Tabelle 9: Mittels Massenspektrometrie ermittelte Serin-Phosphorylierungen.

Tabelle  10: Vorhersage putativer Phosphorylierungsstellen mit dem GPS 3.0-Algorithmus.  Für die
PKP3-Sequenz (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y446) wurden Vorhersagen unter Berücksichtigung des
Konsensus-Motives der p70-S6-Kinase getroffen. Die aufgeführten Serin-Reste haben bei allen Isoformen
der p70-S6-Kinase einen Vorhersagewert, der mindestens dem doppelten cut-off-Wert entspricht.

Tabelle  11:  Screening  auf  putative  Phosphorylierungsstellen  mittels  Kinase-Peptid-Assay.
Plakophilin 3-Peptide wurden durch die p70-S6-Kinase phosphoryliert und mittels radioaktiv markierten
Phosphatgruppen detektiert.
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121-135 S R S A V D L S C S R R L S134 S135

186-200 L G P G G L D D R Y S196 L V S E
211-225 R A F A Y E R Q A S220 S S S S R
271-285 V L E P V A R A P S280 V R S283 L S285

306-320 H R T L Q R L S313 S314 G F D D I D
526-540 N A V C V L R N L S535 Y R L Y D

Konsensusmotiv der p70-S6-K    R   X X   S

Sequenzen in Plakophilin 3

   R R L S134

   R L S S135  
   R Q A S220

   R A P S280

   R S L S285 
   R L S S314 



AS 1. Motiv S134/135
homo sapiens 119 W S S R S A V D L S C S R R L S S A H N
mus musculus 119 W S S R S A V D L T C S R R L S S A H N
rattus norvegicus 119 W S S R S A V D L T C S R R L S S A H N
xenopus laevis 126 Y S S R S A V D I G G T Q R I S V A S Q

2. Motiv S280/283/285
homo sapiens 261 G A V L E P V A R A P S V R S L S L S L
mus musculus 261 G A G L E P V A R A P S V R S L S L S L
rattus norvegicus 261 G A G L E P V A R A P S V R S L S L S L
xenopus laevis 291 T N M M G H N S R A P S V R S L A E S G

3. Motiv S313/314
homo sapiens 302 S Y G S H R T L Q R L S S G F D D I D L
mus musculus 302 S Y T G H R T L Q R L S S G F D D I D L
rattus norvegicus 302 S Y T G H R T L Q R L S S G F D D I D L
xenopus laevis 320 G N K S L M S Q H S F T S G F D D M D M

Tabelle  12:  Die  ausgewählten  Einzelmotive  sind  in  Säugern  speziesübergreifend  konserviert
(Bonné et al., 2003).

Um  zu  untersuchen,  ob  die  PKP3-Phosphorylierung  durch  die  p70-S6K  direkt  für  die  in  der  BiFC

gefundene PKP3-Lokalisationsänderung verantwortlich  ist,  wurden durch  Mutagenese (siehe Abschnitt

3.1.1) veränderte PKP3-Sequenzen erzeugt. Durch die Nachahmung einer konstitutiven Phosphorylierung

konnte selbige unter stabilen Bedingungen untersucht werden. Die Serin-Reste der genannten Motive

wurden in der PKP3-Sequenz gezielt mutiert, sodass eine Phosphorylierung nicht möglich ist (S --> A)

oder  durch  eine  Phospomimic-Mutation  konstitutiv  imitiert  wird  (S-->E,  sog.  Phosphomimic,  siehe

Abbildung  10).  Zusätzlich  wurde  ein  PKP3-Klon  generiert,  in  dem  alle  Motive  mutiert  waren

(Komplettmotiv), um einen denkbaren kooperativen Effekt infolge der PKP3-Phosphorylierung zu erfassen

(siehe Tabelle 13). Mit den so erzeugten PKP3-Klonen wurden HeLa- und MCF-7-Zellen transfiziert (siehe

Abschnitt 3.2.2). 24 h und 48 h  nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und am Fluoreszenzmikroskop

dokumentiert. Die transfizierten Plasmide enthielten neben der entsprechend mutierten PKP3-Sequenz

noch eine für das fluoreszierende GFP bzw. DsRed kodierende Sequenz. Um die in der BiFC (Abschnitt

3.1.2) beobachtete PKP3-Lokalisation entlang der Zellgrenzen einer Art von Zellkontakten zuzuordnen,

wurde  Aktin  als  Marker  für  adherens  junctions angefärbt  bzw.  Desmoplakin  I  und  II  als

Desmosomenmarker (Schwarz et al., 1990) mittels Immunofluoreszenz (siehe Abschnitt 3.2.3) markiert. 

Abbildung  10:  Strukturformeln  ersetzter  Aminosäuren.  Gezeigt  sind  die  variablen  Reste  (R)  der
Aminosäuren:  I  Serin;  II  Alanin  als  unphosphorylierbarer  Rest;  III  Glutamat  als  negativ  geladener
Phosphomimic-Rest; IV negativ geladenes Phospho-Serin.
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PKP3-Klone Sequenz
1. Motiv  
S134/135 

PKP3-1A C S R R L A A A H N G G
PKP3-1E C S R R L E E A H N G G

2. Motiv  
S280/283/285

PKP3-2A V A R A P A V R A L A L
PKP3-2E V A R A P E V R E L E L 

3. Motiv 
S313/314

PKP3-3A L Q R L A A G F D D I D
PKP3-3E L Q R L E E G F D D I D

Komplettmotiv
S134/135/280/28
3/285/313/ 314

PKP3-123A C S R R L A A A H N G G ...
V A R A P A V R A L A L ...
L Q R L A A G F D D I D

PKP3-123E C S R R L E E A H N G G ...
V A R A P E V R E L E L ...
L Q R L E E G F D D I D

Tabelle  13: Übersicht über die generierten PKP3-Klone.  Die mutierten Aminosäuren und die für das
S6K-Konsesusmotiv  relevanten  Arginine  sind  hervorgehoben, unmutierte  Sequenzabschnitte  sind
angedeutet.

Bezüglich des Kern/Zytoplasma-Verhältnisses, der Ausbildung von Desmosomen und den vorkommenden

Proteinaggregaten zeigten sich die 48 h nach Transfektion fixierten Zellen gegenüber den 24-h-Bildern

überlegen  (Abbildung  11).  Zur  besseren  Beurteilung  der  PKP3-Lokalisation  wurden  die  Zellen  im

Folgenden nach 48 h fixiert. 

Im exprimierten GFP-PKP3-Fusionsprotein befindet sich das fluoreszierende GFP am N-Terminus von

Plakophilin  3.  Da  viele  bekannte  Interaktionen  durch  die  Kopf-Domäne  von  PKP3  vermittelt  werden

(Bonne  et  al.,  2003)  und  auch  die  mutierten  Motive  eher  N-terminal  liegen,  wurde  für  weitere

Lokalisationsstudien das C-terminale DsRed-Fusionsprotein verwendet, um mögliche Interaktionen nicht

zu beeinträchtigen. 

DAPI + PKP3wt + DSP Desmoplakin GFP-PKP3-wt

Abbildung  11: GFP-PKP3-wt mit Desmoplakin-Färbung.  HeLa-Zellen wurden 24 h nach Transfektion
mit Methanol fixiert und Desmoplakin I und II immunofluoreszent markiert. Die Zellkernfärbung erfolgte mit
DAPI. Der Maßstabsbalken entspricht 20µm, das Vergrößerungsfenster entspricht 8µm.
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4.2.1 Aktinfilamente in HeLa-Zellen nach Transfektion der PKP3-Mutanten

Wie in Abbildung 12 dargestellt, lokalisiert PKP3 48 h nach Transfektion stärker entlang der Zellgrenzen

und  liegt  im  Zytoplasma  punktuell  verteilt  vor.  Die  Organisation  der  Aktinfilamente  wird  durch  die

Überexpression von PKP3 oder die Phosphorylierung in den Einzelmotiven bzw. im Komplettmotiv nicht

beeinflusst  (aufgrund  der  schwachen  Zell-Zellkontaktausbildung  in  HeLa-Zellen  sind  die  Bilder  nicht

gezeigt, entsprechende Bilder mit MCF-7-Zellen werden in Abschnitt 3.2.4 behandelt)

Eine Ko-lokalisation von Aktin und dem PKP3-Wildtyp konnte nicht beobachtet werden. Im Folgenden

wurde deshalb der Einfluss der PKP3-Phosphorylierung auf die desmosomale Lokalisation bzw. die Ko-

lokalisation mit Desmoplakin I und II untersucht.

DAPI + PKP3wt + Aktin Aktin PKP3-wt-DsRed

Abbildung  12: PKP3-wt-DsRed mit Aktin-Färbung.  HeLa-Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit
3,7%  Formaldehyd  fixiert  und  mittels  Phalloidin-gekoppelten  Farbstoff  markiert.  Die  Zellkernfärbung
erfolgte mit DAPI. Der Maßstabsbalken entspricht 20µm, das Vergrößerungsfenster entspricht 8µm.

4.2.2 Lokalisation von DSP und den PKP3-Mutanten in HeLa-Zellen

Ein möglicher Einfluss der Phosphorylierung auf die Lokalisation von PKP3 wurde zunächst im HeLa-

Zellsystem untersucht.  Die Zellen wurden dazu mit  dem PKP3-Wildtyp transfiziert,  um den Effekt  der

PKP3-Überexpression  zu  untersuchen  und  dann  mit  einem  möglichen  Effekt  der  PKP3-Mutanten

vergleichen zu können. Um eine desmosomale Lokalisation von PKP3 zu erfassen, wurde Desmoplakin

mittels Immunofluoreszenz analysiert. 

Im Hela-Zellsystem (Abbildung 13) lokalisiert PKP3 im Zytoplasma diffus sowie in vereinzelten Granula.

Die desmosomale Lokalisation ist im Vergleich zum zytoplasmatischen PKP3-Pool gering. Das exogene

PKP3 bildet  im Vergleich  zur  Ko-Expression  im BiFC-Versuch bei  alleiniger  Überexpression  vermehrt

Proteinaggregate in Zellkernnähe. Aufgrund dieser subzellulären Lokalisation ist es denkbar, dass diese

Proteinaggregate dem rauen endoplasmatischen Retikulum bzw. Golgi-Apparat zuzuordnen sind, deren

Sortierungs- und Transportfunktion infolge der Überexpression wahrscheinlich nicht mehr adäquat erfüllt

wird.

Desmoplakin  markiert  in  untransfizierten  Zellen  zarte,  vereinzelte  Desmosomen  und  kommt

zytoplasmatisch eher diffus als in Granula vor. In transfizierten Zellen kommt weniger Desmoplakin an den
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Zellgrenzen vor und es lokalisiert vermehrt in zytoplasmatischen Granula, besonders stark in kernnahen

Proteinaggregaten. Eine Rekrutierung von Desmoplakin an die Zellgrenzen infolge PKP3-Überexpression,

wie sie für MCF-7-, HCT-8- und COS-Zellen beschrieben wurde (Bonné  et al., 2003), konnte im HeLa-

Zellsystem nicht gefunden werden. In transfizierten Zellen ko-lokalisiert DSP mit dem exogenen PKP3. 

DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-wt-DsRed

PK
P3
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Abbildung  13: PKP3-Wildtyp mit Desmoplakin in HeLa-Zellen.  48 h nach Transfektion erfolgte die
Fixierung mit   Methanol,  anschließend wurden Desmoplakin I  und II  immunofluoreszent  markiert. Die
Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI. Der Maßstabsbalken entspricht 20µm.

Bei PKP3-Überexpression werden gegenüber den untransfizierten Zellen kaum Desmosomen ausgebildet.

In  den  Zellen  mit  exogenem  PKP3-2A,  PKP3-3A  und  PKP3-123A ist  die  Desmosomenausbildung

tendenziell weniger beeinträchtigt (Abbildungen 14 und 15). Die vermehrt desmosomale Lokalisation findet

sich bei den genannten PKP3-Mutanten auch in den Lokalisationsstudien mit Aktinfärbung, was für die

Spezifität der PKP3-Lokalisation spricht.

Eine Desmoplakinrekrutierung an die Zellgrenzen nach PKP3-Überexpression, wie sie für MCF-7-, HCT-8-

und COS-Zellen beschrieben wurden (Bonné et al., 2003), trat in den verwendeten HeLa-Zellen nicht auf.

Möglicherweise  werden  Desmoplakin  und  das  exogene  PKP3  in  HeLa-Zellen,  die  nur  wenige

Desmosomen  ausbilden,  nicht  adäquat  sortiert  bzw.  transportiert  und  bilden  die  beschriebenen

Proteinaggregate.

Um die inadäquate Proteinsortierung als mögliche Ursache für die zytoplasmatische Ko-lokalisation von

Desmoplakin  mit  PKP3  auszuschließen  und  die  vermutete  Rekrutierung  von  Desmoplakin  zu  den

Desmosomen durch unphosphoryliertes PKP3 genauer zu untersuchen, wurden MCF-7-Zellen mit den

PKP3-Mutanten  transfiziert.  MCF-7-Zellen  charakterisieren  sich  im  Unterschied  zu  HeLa-Zellen  durch

zahlreichere Desmosomen und einen physiologisch höheren Expressionsgrad an endogenem Plakophilin3

bzw. seinen desmosomalen Interakionspartnern (Bonné et al., 1999).
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DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung 14: PKP3-1A/E und PKP3-2A/E mit Desmoplakin in HeLa-Zellen. 48 h nach Transfektion
erfolgte  die  Fixierung  mit   Methanol,  anschließend  wurden  Desmoplakin  I  und  II  immunofluoreszent
markiert. Die mutierten PKP3-Sequenzen sind nach Motiv und mutierter Aminosäure benannt, z.B. PKP3-
2E  bezeichnet  die  Mutation  der  Serine  des  2.  Motives  zu  Glutamat  (S280/283/285-->E).  Die
Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI. Der Maßstabsbalken entspricht 20µm.
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DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung 15: PKP3-3A/E und PKP3-123A/E mit Desmoplakin in HeLa-Zellen. 48 h nach Transfektion
wurden die Zellen in Methanol fixiert und anschließend Desmoplakin I und II immunofluoreszent markiert.
Die Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI. Der Maßstabsbalken entspricht 20µm.
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4.2.3 Lokalisation von DSP und den PKP3-Mutanten in MCF-7-Zellen

PKP3  lokalisiert  stark  desmosomal  und  geringfügig  in  zytoplasmatischen  Granula  (Abbildung  16).

Desmoplakin kommt in untransfizierten Zellen diffus zytoplasmatisch und punktuell desmosomal vor, ist

dagegen  in  Zellen  mit  exogenem  PKP3-wt  deutlich  überwiegend  desmosomal  und  in  vereinzelten

zytoplasmatischen  Granula  verteilt.  In  MCF-7-Zellen  treten  nach  PKP3-Überexpression  keine

Proteinaggregate auf und DSP sowie PKP3 lokalisieren wie in der Literatur beschrieben (Bonné  et al.,

1999, 2003). Die PKP3-wt-Expresssion stellt den isolierten Effekt der PKP3-Überexpression dar und dient

somit als Vergleich für die PKP3-Mutanten.

Die  Expression  der  PKP3-1A/E-Mutanten  zeigt  im  Vergleich  zum  Wildtyp  keine  wesentliche

Lokalisationsänderung von PKP3 oder DSP (Abbildung 17). Die deutliche Ko-lokalisation beider Proteine

wird durch Mutation im 1. Motiv (PKP3-1A, PKP3-1E) nicht beeinflusst. 

DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-wt-DsRed

Abbildung  16: PKP3-Wildtyp mit Desmoplakin in MCF-7-Zellen. 48 h nach Transfektion wurden die
Zellen  in  Methanol  fixiert  und  anschließend  Desmoplakin  I  und  II  immunofluoreszent  markiert.  Die
Zellkernfärbung  erfolgte  mit  DAPI.  Der  Maßstabsbalken  entspricht 20µm,  das  Vergrößerungsfenster
entspricht 32µm.

40



DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung 17: PKP3-1A/E mit Desmoplakin in MCF-7-Zellen. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen
in  Methanol  fixiert  und  anschließend  Desmoplakin  I  und  II  immunofluoreszent  markiert.  Die
Zellkernfärbung  erfolgte  mit  DAPI.  Der  Maßstabsbalken  entspricht 20µm,  das  Vergrößerungsfenster
entspricht 32µm.
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Die  Phosphorylierung  im  zweiten  PKP3-Motiv  verursacht  ein  unterschiedliches  Verteilungsmuster

(Abbildung  18).  Die  bekannte  duale  PKP3-Lokalisation  (Bonné  et  al.,  1999)  ist  bei  imitierter

Phosphorylierung deutlich  zugunsten  zytoplasmatischer  Granula  verändert.  Diese  Granula  lokalisieren

bandförmig um den Zellkern, jedoch weder in direkter Kernnähe noch zellmembrannah. Wie im HeLa-

Zellsystem angedeutet, lokalisiert das im 2. Motiv unphosphorylierbare PKP3 in MCF-7-Zellen vermehrt

desmosomal  gegenüber  der  entsprechenden  Phosphomimic-Mutante.  PKP3-2A  kommt  entlang  der

Zellgrenzen  deutlich  kräftiger  und  in  einem  kontinuierlichen  Muster  vor,  während  PKP3-2E

diskontinuierlich und dünn an den Zellgrenzen lokalisiert. Die Zellgrenzen der mit PKP3-2E transfizierten

Zellen liegen einander nicht durchgehend an, sondern bilden größere Zellzwischenräume, was bei PKP3-

2A nicht zu beobachten ist. 

Dass die PKP3-Lokalisation auf inadäquater Proteinsortierung, bzw. -transport beruht, ist im Hinblick auf

die unterschiedlichen Transfektions-  bzw.  PKP3-Expressionsgrade unwahrscheinlich,  denn umso mehr

exogenes PKP3-2A exprimiert wird, desto stärker erfolgt ein Proteintransport zu den Zellgrenzen.

Das  endogene  Desmoplakin  lokalisiert  desmosomal,  diffus-zytoplasmatisch  und  in  zytoplasmatischen

Granula. Bei  PKP3-2A-Expression lokalisiert  Desmoplakin verstärkt  an den Zellgrenzen, bei  PKP3-2E-

Expression  zeigt  sich  eine  schwache  desmosomale  Lokalisation,  die  mit  untransfizierten  Zellen

vergleichbar  ist.  Eine  PKP3-2E-Überexpression  führt  in  den  beobachteten  Zellen  also  nicht  zu  einer

vermehrten  Desmoplakin-Rekrutierung  bzw.  Desmosomenausbildung,  wie  sie  sonst  bei  PKP3-

Überexpression beobachtet wurde (Bonné  et al., 2003). Der Anteil von Desmoplakin in Granula ist bei

PKP3-2E-Expression  erhöht,  bei  PKP3-2A  mit  dem  Wildtyp  vergleichbar.  Die  Lokalisation  von

Desmoplakin folgt der desmosomalen bzw. zytoplasmatischen Lokalisation der Plakophilinmutante, wobei

der  diffus-zytoplasmatische  Desmoplakinanteil  bei  Expression  von  PKP3-2A bzw.  -E  geringer  als  bei

Überexpression des Wildtypes ist.

Desmoplakin  ko-lokalisiert  mit  den  PKP3-2-Mutanten,  wohingegen  PKP3-2A  mit  steigendem

Expressionsgrad auch ohne Desmoplakin vorkommt.

Im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 16) fällt auf, dass PKP3 bei Phosphorylierung im 2. Motiv vermehrt

zytoplasmatische Granula mit Desmoplakin bildet und kaum an den Zellgrenzen lokalisiert. Bei fehlender

Phosphorylierung im 2. Motiv lokalisiert das überexprimierte PKP3 stärker in Desmosomen und weniger

im Zytoplasma. 
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DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung 18: PKP3-2A/E mit Desmoplakin in MCF-7-Zellen. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen
in  Methanol  fixiert  und  anschließend  Desmoplakin  I  und  II  immunofluoreszent  markiert.  Die
Zellkernfärbung  erfolgte  mit  DAPI.  Der  Maßstabsbalken  entspricht 20µm,  das  Vergrößerungsfenster
entspricht 32µm.
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Aus Abbildung 19 ist  ersichtlich,  dass  PKP3-3A stärker  desmosomal  lokalisiert  als  PKP3-3E,  dessen

Vorkommen größtenteils zytoplasmatisch ist. Der Effekt der imitierten Phosphorylierung im 3. Motiv ist

tendenziell  stärker ausgeprägt als der für das 2. Motiv beschriebene. Auch bei stärkerer Vergrößerung

zeigt PKP3-3A eine kontinuierliche, kräftige Verteilung entlang der Zellgrenzen. Im Gegensatz dazu kommt

PKP3-3E eher punktuell entlang der Zellmembran vor und zwischen den transfizierten Zellen entstehen

größere  Zellzwischenräume.  Das  überexprimierte  PKP3-3E  lokalisiert  stärker  in  zytoplasmatischen

Granula als die unphosphorylierbare Mutante. Die Granula kommen, wie bei PKP3-2E exprimierenden

Zellen, im Zytoplasma weder in direkter Kernnähe noch zellmembrannah vor. PKP3-3A kommt bei starker

Überexpression ringförmig perinukleär vor.

Umso mehr PKP3-3A die Zelle exprimiert, desto mehr verdichtet sich Desmoplakin an den Zellgrenzen, im

Zytoplasma liegt Desmoplakin in wenigen Granula und ähnlich diffus wie in untransfizierten Zellen vor. Bei

Expression von PKP3-3E ist  der überwiegende Anteil  an Desmoplakin in  den Granula verteilt  und es

lokalisiert weniger desmosomal als in untransfizierten Zellen. Desmoplakin ko-lokalisiert mit beiden PKP3-

3-Mutanten. PKP3-3A kommt jedoch bei starker Überexpression in ringförmig perinukleärem Muster ohne

Desmoplakin vor.

Die PKP3-123A und -E-Mutanten (Abbildung 20) zeigen einen stärkeren Effekt als das 2. und 3. Motiv.

Trotz  des  starken Effektes,  scheint  beim Komplettmotiv  kein  additiver  Effekt  des  zweiten  und dritten

Einzelmotives  vorzuliegen.  PKP3-123A lokalisiert  vorrangig  desmosomal  und  kaum  zytoplasmatisch,

PKP3-123E  genau  entgegengesetzt.  Die  unphosphorylierte  Mutante  zeigt  in  der  Vergrößerung  eine

kontinuierliche, starke Lokalisation entlang der Zellgrenzen und eine diffuse zytoplasmatische Verteilung,

teilweise in vereinzelten Granula. Bei  hohem Expressionsgrad liegt  es weniger  diffus und vermehrt  in

perinukleären Granula vor. PKP3-123E kommt überwiegend in zytoplasmatischen Granula vor, die aber

kaum  in  Zellmembrannähe  vorkommen.  In  der  Vergößerung  ist  das  punktuelle  Vorkommen  an  den

Zellgrenzen erkennbar,  das  vereinzelte Desmosomen vermuten lässt.  Desmoplakin  kommt bei  PKP3-

123E-Expression  kaum  an  den  Zellgrenzen  vor.  Der  weitaus  überwiegende  Anteil  lokalisiert  in  den

beschriebenen  Granula.  Auch  bei  geringem  PKP3-123E-Expressiongrad  ist  der  desmosomale  Anteil

geringer  als  in  untransfizierten  Zellen.  Bei  PKP3-123A-Expression  liegt  Desmoplakin  überwiegend

desmosomal  vor.  Es  werden  nur  wenige  zytoplasmatische  Granula  ausgebildet.  PKP3-123A/E  und

Desmoplakin ko-lokalisieren streng, keines der beiden Proteine kommt singulär vor.  Auch die imitierte

(Hypo-) Phosphorylierung aller drei Motive hat keinen Einfluss auf die DSP-PKP3-Interaktion. 

Es  fällt  auf,  dass  PKP3-123A einzelne  grobere  Granula  bildet,  PKP3-123E dagegen zahlreiche feine

Granula. Bei PKP3-123E-Expression entstehen wie beim 2. und 3. Einzelmotiv große Zellzwischenräume,

die zwischen 2 und 14 µm groß sind. Bei PKP3-123A-Expression liegen zwei Nachbarzellen jeweils dicht

an.  Nach  Überexpression  des  PKP3-Wildtyps  und  der  PKP3-Mutanten  werden  weniger  trizelluläre

Kontakte beobachtet als zwischen untransfizierten Zellen.
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DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung 19: PKP3-3A/E mit Desmoplakin in MCF-7-Zellen. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen
in  Methanol  fixiert  und  anschließend  Desmoplakin  I  und  II  immunofluoreszent  markiert.  Die
Zellkernfärbung  erfolgte  mit  DAPI.  Der  Maßstabsbalken  entspricht 20µm,  das  Vergrößerungsfenster
entspricht 32µm.
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DAPI + PKP3 + DSP Desmoplakin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung  20: PKP3-123A/E mit Desmoplakin in MCF-7-Zellen. 48 h nach Transfektion wurden die
Zellen  in  Methanol  fixiert  und  anschließend  Desmoplakin  I  und  II  immunofluoreszent  markiert.  Die
Zellkernfärbung  erfolgte  mit  DAPI.  Der  Maßstabsbalken  entspricht 20µm,  das  Vergrößerungsfenster
entspricht  32µm.  Die  gepunkteten  Linien  im  PKP3-123E-Vergrößerungsfenster  zeigen  die
Zellzwischenräume, ein Punkt entspricht 2µm.
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4.2.4 Aktinfilamente in MCF-7-Zellen nach Transfektion der PKP3-Mutanten

Die die Vertreter der p120-Subfamilie können über die kleinen GTPasen RhoA und Rac1 die Organisation

der Aktinfilamente beeinflussen (Anastasiadis et al., 2001; Fang et al., 2004; Wolf et al., 2006; Abu-Elneel

et al., 2008). Für die PKP1 und PKP2 ist ebenfalls eine Assoziation mit  Aktinfilamenten bekannt (Hatzfeld,

1999;  Simmermacher,  2012).  Nach Überexpression  von PKP1,  PKP2,   p120ctn und NPRAP/ -cateninδ
wurde ein ähnlicher  Phänotyp beobachtet.  Der sogenannte  branching phenotype zeigt  mehrere lange

Zellausläufern und Filopodien (Reynolds et al. 1996; Lu et al. 1999; Hatzfeld, 1999; Simmermacher, 2012).

Während bei Überexpression des PKP3-Wildtyps bislang kein  branching phenotype beobachtet wurde,

wird im Folgenden überprüft, ob nach Überexpression der unphosphorylierten bzw. phosphomimetischen

PKP3-Mutanten ein Einfluss auf das Aktinnetzwerk beobachtet werden kann. Von besonderem Interesse

ist  dabei  die  Organisation  der  Aktinfilamente  im  Zusammenhang  mit  den  beobachteten

Zellzwischenräumen. MCF-7-Zellen wurden mit den PKP3-Mutanten tranfiziert, nach 48 h fixiert und die

Aktinfilamente  anschließend  über  fluoreszenzgekoppeltes  Phalloidin  markiert  (Abbildungen  27-29  im

Anhang).  Bei  keinem PKP3-Klon  trat  nach  Überexpression  der  branching  phenotype auf.  Die  PKP3-

Mutanten lokalisieren in  MCF-7-Zellen wie unter  Abschnitt  3.2.2 beschrieben.  In  der  Organisation der

Aktinfilamente ist  nach Transfektion mit  dem Wildtyp, PKP3-1E,  unphosphorylierbaren PKP3-Mutanten

und untransfizierten Zellen kein wesentlicher Unterschied zu erkennen. Aktin lokalisiert zu großen Anteilen

ohne PKP3 und  vice versa. Es ist keine Ko-lokalisation von PKP3 und Aktinfilamenten erkennbar, eine

Ausnahme bildet PKP3-123A, das aufgrund seiner starken desmosomalen Lokalisation zusammen mit

Aktin an den Zellgrenzen vorkommt. Die Ko-lokalisation ist allerdings nicht streng wie zwischen PKP3 und

Desmoplakin. Die Zellzwischenräume, die bei Expression von PKP3-2E, -3E und -123E auftreten, werden

von vereinzelten Zell-Zellkontakten überbrückt, die sich durch Aktinverdichtung auszeichnen. Insgesamt

kommt bei Expression der genannten PKP3-Mutanten weniger Aktin entlang der Zellgrenzen vor und eine

Ausdünnung  des  Aktinnetzwerkes  in  Zellmembrannähe  wurde  häufiger  beobachtet  als  bei  den

unphosphorylierbaren  Mutanten, dem PKP3-Wildtyp und untransfizierten Zellen. Bei  den mit  PKP3-2E,

-3E und -123E transfizierten Zellen fällt im Vergleich zu den jeweiligen unphosphorylierbaren  Mutanten

auf, dass die Zellgrenzen weniger geradlinig verlaufen und die Zellen eher rundlich als polygonal sind.

4.3 Einfluss der Phosphorylierung auf zytoplasmatische Funktionen von PKP3

Im  folgenden  wurde  der  Einfluss  der  PKP3-Phosphorylierung  auf  die  Proliferationsrate  als  mögliche

zytoplasmatische Funktion der phosphomimetischen PKP3-Mutanten untersucht.  Da die p70-S6-Kinase

über den mTOR-Signalweg an der Regulation des Zellwachstums und der Zellgröße beteiligt ist (Fingar et

al., 2002; Ma und Blenis, 2009) und PKP3 als Substrat bestätigt werden konnte, soll im weiteren überprüft

werden, ob neben der Überexpression auch die Phosphorylierung von PKP3 die Proliferation beeinflusst.

Um die Proliferationsrate zu messen, wurde das Thymidinanalogon BrdU verwendet (Abschnitt 3.2.5), das

während der S-Phase in die DNA eingebaut wird (Porstmann  et al.,  1985). Die Anzahl der Zellen, die
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während  der  Zeitspanne  der  BrdU-Exposition  die  S-Phase  durchlaufen,  können  als  Maß  für  die

Proliferationsrate  verwendet  werden.  MCF-7-Zellen  wurden  mit  dem  PKP3-Wildtyp,  den  drei  Einzel-

motiven und dem Komplettmotiv transfiziert. Um mit vergleichbaren Bedingungen zu arbeiten, wurde der

Zellzyklus nach der Transfektion durch Mitogendeprivation synchronisiert. Zellen, die BrdU während der

60-minütigen  Exposition  aufgenommen haben,  also  die  S-Phase  durchliefen,  wurden  mittels  -BrdU-α
Antikörper immunofluoreszent markiert.  Der Anteil  transfizierter Zellen, die BrdU aufgenommen hatten,

wurde  unter  dem  Fluoreszenzmikroskop  ausgezählt.  Transfektion  und  nachfolgende  Protein-

überexpression  können die  Proliferationsrate  verfälschen.  Um diesen Effekt  zu  eliminieren  wurde der

DsRed-Leervektor als Kontrolle transfiziert und in der Auswertung auf diesen normiert. 

Die Überexpression von PKP3-wt steigert die Proliferation signifikant auf das 2,2-fache bezogen auf den

Leervektor (p<0,005; Abbildung 21). Konstitutive Phosphorylierung bzw. Unphosphorylierbarkeit im ersten

Motiv hat keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation. Der Effekt von PKP3-1A und -1E ist mit dem

Wildtyp vergleichbar. Für PKP3-2E wurde ein stimulierender Einfluss auf die Proliferationsrate gefunden,

der dem 1,5-fachen des Wildtyps (p<0,05), bzw. 1,4-fachen von PKP3-2A entspricht (p<0,05). Beim dritten

Motiv findet sich zwischen den beiden Mutanten ein stärkerer Kontrast in den Proliferationsraten. PKP3-3E

regt die Proliferation 1,4-fach stärker an, als der Wildtyp (p<0,05),  bzw. 1,7-fach stärker als PKP3-3A

(p<0,005). Die höchste Proliferationsrate findet sich bei imitierter Phosphorylierung im Komplettmotiv, sie

beträgt das 1,6-fache des Wildtyps (p<0,05). Der Kontrast zur Alanin-Mutante ist beim Komplettmotiv mit

der  1,8-fachen  Proliferationsrate  am  größten  (p<0,0005). Die  für  PKP3-123A  und  PKP3-123E

gemessenen Proliferationsraten lassen nicht  auf einen additiven Effekt des zweiten und dritten Motives

schließen.  Bei  Unphosphorylierbarkeit  aller  Motive  und  insbesondere  im  dritten  Motiv  liegt  die

Proliferationsrate  unter  der  des  Wildtyps.  Der  proliferationsfördernde  Effekt  der  PKP3-Überexpression

(Furukawa et al., 2005; Breuninger et al., 2010) wird durch Hypophosphorylierung zum Teil aufgehoben. 

Abbildung 21: relativer BrdU-Einbau in Abhängigkeit vom transfizierten Konstrukt. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung aus 3 unabhängigen Experimenten. * p<0,05; ** p<0,005; *** p< 0,0005.
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5 Diskussion

PKP3 ist ein multifunktionelles Protein

Aufgrund seiner dualen Lokalisation und Funktionen in Zell-Zellkontakten sowie im Zytoplasma kommt

PKP3 als wichtiger Koordinator des Zusammenspiels von Zell-Zelladhäsion und Migration in Frage. Über

seinen Effekt auf die Proliferation trägt es womöglich beim Phänomen der Kontaktinhibition zur Regulation

der Gewebehomöostase bzw. Dysregulation in Karzinomen bei. 

Die  vielfältigen  Funktionen  von  PKP3 sind  mit  einer  unterschiedlichen subzellulären  Lokalisation  von

PKP3  verbunden  und  mit  einer  Reihe  bereits  identifizierter  direkter  Interaktionspartner  im  jeweiligen

Zellkompartiment assoziiert. Die direkte Interaktion von PKP3 mit seinen zahlreichen zytoplasmatischen

Interaktionspartnern  geht  vermutlich  mit  einer  zytoplasmatischen  Lokalisation  einher.  Eine  membran-

ständige Lokalisation ist weniger mit einem direkten Einfluss auf zytoplasmatische Funktionen vereinbar.

Deshalb ist die Lokalisation von PKP3 ein wichtiger Einflussfaktor für seine Funktionen.

5.1 Die Rolle von PKP3 bei der Zell-Zelladhäsion

PKP3 verfügt mit DSP, PG, DSG1-3 und den DSCa-Isoformen 1 bis 3 sowie 3b und Keratin 18 über die

meisten identifizierten desmosomalen Interaktionspartner unter den Plakophilinen und kommt in fast allen

Epithelien vor (Schmidt et al., 1999; Bonné et al., 1999, 2003). PKP3 rekrutiert desmosomale Proteine wie

z.B. DSC2/3, DSG3, PKP2, DSP und PG an die Zellmembran und hat in der Zellkultur Einfluss auf die

Desmosomengröße bzw. Organisation des desmosomalen Plaques (Gosavi et al., 2011; Todorovic et al.,

2014). Der begünstigende Einfluss von PKP3 auf die Dynamik der Desmosomenentstehung zeigt sich bei

der  Rekrutierung  des  DSP/PKP2-Komplexes  an  die  Zellmemran  in  Phase  III  (Godsel  et  al.,  2005;

Todorovic et al., 2014). 

Es gibt Hinweise auf zwei DSP-Interaktionsstellen in der PKP3-Kopfdomäne, über die PKP3 durch laterale

Verknüpfungen  im desmosomalen  Plaque  die  Desmosomengröße  beeinflussen  könnte  (Bonné  et  al.,

2003). 

PKP3  interagiert  mit  der  GTPase  Rap1  und  beeinflusst  über  die  Modulation  des  -β
Adrenozeptor/cAMP/EPAC/Rap1-Signalweges auch die Rekrutierung von E-Cadherin an die Zellmembran

(Goitre et al., 2014; Todorovic et al., 2014). Für eine physiologische E-Cadherin-Lokalisation ist entweder

eine  erhöhte  Rap1-GTPase-Aktivität  oder  die  Expresssion  von  PKP3  notwendig.  Daraus  wurde

geschlussfolgert, dass PKP3 bei der Rap1/E-Cadherin-Interaktion als Gerüstprotein fungiert, um auch bei

niedriger Rap1/EPAC-Aktivität eine Interaktion mit E-Cadherin zu ermöglichen (Todorovic et al., 2014). 

Da PKP3 die Ausbildung hyperadhäsiver Desmosomen hemmt und mit der PKC  ko-lokalisiert, wird fürα
PKP3 eine Rolle als Gerüstprotein für PKC  und seine Substrate vermutet (Keil  α et al., 2016). Da der

Phänotyp der PKP3-knockout-Maus im Vergleich zum PKP1-knockout eher mild ausfällt, scheint PKP3

einen begünstigenden, wenn auch nicht essentiellen Einfuss auf die desmosomale Zell-Zelladhäsion zu

haben (Sklyarova et al., 2008; Rietscher et al., 2016).  
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5.1.1 Regulation der Lokalisation von PKP3

Die Proliferation in Epithelien wird über Rezeptor-Tyrosinkinasen bzw. Wachstumsfaktoren wie z.B. EGF,

Insulin  und  IGF-1  reguliert.  Die  entsprechenden  aktivierten  Signalwege  beeinflussen  auch  die  Zell-

Zelladhäsion und kommen somit auch für die Regulation von PKP3 in Frage. Für PKP1 wurde bereits

gezeigt, dass es nach Insulin-Stimulation durch AKT2 phosphoryliert wird und dass darüber die PKP1-

Lokalisation  und  der  Einfluss  von  PKP1  auf  die  Zell-Zelladhäsion,  Migration  bzw.  Translation  und

Proliferation reguliert wird (Wolf et al., 2013). 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde die Interaktion von PKP3 mit der p70-S6Kinase im Hefe-2-Hybrid-assay

gefunden,  die  präferentiell  über  die  PKP3-Kopfdomäne  vermittelt  wird  (Prof.  Hatzfeld,  persönliche

Korrespondenz). Eine Interaktion zwischen PKP3 und der AKT1 oder AKT2 wurde nicht gefunden (Wolf et

al., 2013). Die p70-S6-Kinase ist ein Effektor des PI3K/mTOR-Signalweges (Liu et al., 2005; Klos et al.,

2006; Magnuson et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit konnte die Interaktion mit der p70-S6Kinase mittels GST-pulldown und BiFC

bestätigt werden. Es wurde signifikant mehr konstitutiv aktive p70-S6-Kinase als Wildtyp-Kinase an PKP3

gebunden,  was auf  eine  bevorzugte  Interaktion  mit  der  aktiven  Kinase schließen lässt.  Die  im GST-

pulldown verwendete Wildtyp-Kinase liegt vermutlich in inaktiver Form vor, da die aktivierenden upstream-

Kinasen  im  exprimierenden  E.  coli-Stamm  nicht  vorhanden  sind.  Ob  PKP3  und  p70-S6K  auch  im

zellulären Kontext interagieren können, wurde mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation (BiFC)

untersucht. In der BiFC mit HeLa- und MCF-7-Zellen wurde für den p70-S6K-Wildtyp und die konstitutiv

aktive Form ein Signal detektiert, das aufgrund seiner Intensität auf eine spezifische Interaktion mit PKP3

schließen  lässt.  Mit  der  konstitutiv  inaktiven  p70-S6-Kinase  wurde  ein  sehr  schwaches  BiFC-Signal

detektiert, was eine tatsächlich vorhandene physiologische Interaktion mit PKP3 unwahrscheinlich macht.

Prinzipiell ist es möglich, dass die Interaktion von S6K und PKP3 indirekt ist und über ein drittes Protein in

HeLa bzw. MCF-7-Zellen vermittelt  wird. Dagegen spricht, dass die Interaktion im GST-pulldown auch

zwischen in E. coli exprimierter p70-S6-Kinase und aufgereinigtem PKP3 stattfand. Es kann also von einer

direkten Interaktion ausgegangen werden. Die mit beiden Methoden gefundene präferentielle Interaktion

von PKP3 mit aktiver p70-S6-Kinase ist typisch für eine Substrat-Kinase-Beziehung. 

Besonders  in  MCF-7-Zellen  wurde  nach  Überexpression  aktiver  p70-S6Kinase  eine Lokalisations-

änderung von PKP3 beobachtet, die womöglich eine physiologische Rolle hat. 

Durch Mutagenese wurden acht  PKP3-Mutanten (PKP3-1A/E,  PKP3-2A/E,  PKP3-3A/E,  PKP3-123A/E)

generiert, die eine Phosphorylierung bzw. Hypophosphorylierung von PKP3 nachahmen (siehe Tabelle 13,

Abbildung 22). Die drei mutierten Serin-Motive wurden auf Grundlage von Massenspektrometriedaten, des

S6-Kinase-Konsensusmotives und eines Peptid-Kinase-Assays ausgewählt. In HeLa- und besonders in

MCF-7-Zellen zeigten die im 2. oder 3. Motiv mutierten PKP3-Klone eine unterschiedliche Lokalisation.

Die  Phosphomimic-Klone  PKP3-2E,  PKP3-3E  und  PKP3-123E  lokalisierten  deutlich  stärker

zytoplasmatisch und weniger desmosomal. Die (Hypo-) Phosphorylierung im 2. oder 3. Motive verursachte
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die gleiche Lokalisationsänderung von PKP3, wie sie bei Transfektion mit aktiver bzw. inaktiver p-70-S6-

Kinase im BiFC-Versuch auftrat.  Unter Beachtung des im Vorfeld durchgeführten Kinase-Peptid-Assay

kann davon ausgegangen werden, dass PKP3 ein weiteres Substrat der p70-S6-Kinase ist.

Alle PKP3-Klone zeigen eine strenge Ko-lokalisation mit DSP I & II, welches ebenfalls mit den jeweiligen

PKP3-Klonen ko-lokalisiert. Die desmosomale DSP-Lokalisation wird durch Expression der im 2. oder 3.

Motiv mutierten Phophomimic-PKP3-Klone vermindert und es wurden Zellzwischenräume beobachtet, die

im einstelligen µm-Bereich lagen. Insbesondere bei der Fixierung der Zellen mit Methanol könnten diese

Zellzwischenräume auch  durch  Wasserverlust  bzw.  Schrumpfen bedingt  sein.  Die  Zellzwischenräume

traten aber auch bei der Fixierung mit Formaldehyd gehäuft und nur bei den genannten PKP3-Mutanten

auf. Das macht ein Fixierungsartefakt unwahrscheinlich.

Im Vergleich zum Einfluss auf die DSP-Lokalisation wird die Organisation der Aktinfilamente in MCF-7-

oder HeLa-Zellen durch die Expression verschiedener PKP3-Mutanten nicht wesentlich beeinflusst. Die

beschriebenen Zellzwischenräume werden vereinzelt durch Zell-Zellkontakte überbrückt, die mit dichten

Aktinfilamentbündeln verbunden sind.

Das 14-3-3 -Protein (Stratifin)  bindet spezifisch über das im 2. Motiv enthaltene phosphorylierte Serinσ
S285 an PKP3 (Roberts et al., 2013). Dies ist ein möglicher Mechanismus, wie die Phosphorylierung von

PKP3  seine  Lokalisation  beeinflusst.  Die  Bindung  an  Stratifin  begrenzt  den  Austausch  zwischen

zytoplasmatischen und desmosomalen PKP3-Pool. An Serin S285 phosphoryliertes PKP3 wurde mittels

eines spezifischen Phosphoserin-Antikörpers nur im Zytoplasma nachgewiesen (Roberts et al., 2013). Das

spricht in Übereinstimmung mit der in der vorliegenden Arbeit gezeigten  desmosomalen Lokalisation der

PKP3-Mutanten PKP3-2A und 123A dafür, dass  desmosomal lokalisierendes PKP3 zumindest an Serin

S285 unphosphoryliert ist, während die Phosphorylierung im 2. Motiv zu einem 14-3-3-Protein-vermittelten

Zytoplasma-Arrest von PKP3 führt. Nach dem Startifin-KD fällt eine Begünstigung des membrangebunden

PKP3-Pools auf, was die Hypothese des Zytoplasma-Arrestes bekräftigt (Roberts et al., 2013). 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten MCF-7-Zellen exprimieren kaum Stratifin (14-3-3- ), währendσ
andere 14-3-3-Isoformen,  insbesondere 14-3-3- ,  - ,- /  und -  hochreguliert  sind (Bergamaschi  undε η τ θ ζ

Katzenellenbogen,  2012;  nextBio-Datenbank  Zugriff:  7.8.2016).  Da  die  14-3-3-Proteine  auch  an

gemeinsame Konsensusmotive  binden,  wird  PKP3-pS285 in  MCF-7 womöglich  durch  andere  14-3-3-

Isoformen gebunden. Diese Hypothese kann die zytoplasmatische Lokalisation der PKP3-Mutanten PKP3-

2E und 123E erklären. Ob die rigide Struktur der 14-3-3-Proteine auch nach Bindung an das 2. Serin-

Motiv womöglich zu einer Konformationsänderung in der unstrukturierten Kopf-Domäne von PKP3 führt,

bleibt offen. 

Im  Gegensatz  zum  2.  Motiv  liegt  das  3.  Motiv  am  Übergang  zwischen  Kopf-Domäne  und  der

hochstrukturierten  ARM-repeat-Domäne  von  PKP3,  eine  Konformationsänderung  als  Ursache  der

Translokation bzw. Interaktion erscheint daher weniger wahrscheinlich als beim 2. Serin-Motiv (Abbildung
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22). Obwohl das 3. Motiv nicht dem 14-3-3-Konsensusmotiv R(X)[S/H/F/W/Y][K/R/H/F/W/Y] pS[L/E/A/M]P

entspricht und bislang keine 14-3-3-Interaktion gezeigt wurde, ist eine Interaktion nicht ausgeschlossen,

da 14-3-3-Proteine auch unabhängig vom beschriebenen Konsensusmotiv binden können (Yaffe  et al.,

1997; Rittinger et al., 1999). Laut der Vorhersage des NetPhorest-Algorithmus finden 14-3-3-Interaktionen

mit dem 1., 2. und 3. Motiv mit hoher Wahrscheinlichkeit statt (Madeira et al., 2015; http://www.compbio.

dundee.ac.uk/1433pred/run/job=sQ9Y446).  Es  ist  also  denkbar,  dass  auch  die  Lokalisationsänderung

infolge der Phosphorylierung des 3. Motives durch eine Interaktion mit 14-3-3-Proteinen vermittelt wird.

Abbildung  22:  PKP3-Schema  mit  relevanten  Domänen. Zahlen  in  Klammern  geben  die  jeweilige
Aminosäurenposition  an;  die  sichelförmige  Gesamtstruktur  von  PKP3 wurde zugunsten  der  besseren
Darstellbarkeit vernachlässigt. b: zusätzliche 15 N-terminale Aminosäuren von PKP3b, a: N-Terminus von
PKP3a,  HR2(18-51): HR2-Domäne,  1.:  S134/145,  2.: S280/283/280,  (294): Übergang von Kopf-  und
ARM-repeat-Domäne,  3.:  S313/314,  (342):  Ende des Kopf-Konstruktes, welches im Hefe-2-hybid-assay
verwendet wurde  (516-586): Insert, (770-797): unstrukturierter C-Terminus von PKP3 (modifiziert nach:
Bonné et al., 1999, 2003; Hatzfeld 2006; Mühmer et al., 2013; Fischer-Kešo et al., 2014).

5.1.2 Regulation der Funktionen in Desmosomen

Über die PKP3-Kopf-Domäne werden auch Interaktionen mit desmosomalen Proteinen und insbesondere

DSP vermittelt.  Für eine Interaktion im Hefe-2-Hybrid-assay mit den 63 N-terminalen Aminosäuren von

DSP ist die HR2-Domäne in der PKP3-Kopf-Domäne notwendig (Abbildung 22). Diese HR2-Domäne ist

innerhalb der Plakophiline und für PKP3 in verschiedenen Spezies konserviert (Bonné et al., 1999, 2003).

DSP und PKP3 ko-lokalisieren unabhängig von der Phosphorylierung der drei Serin-Motive miteinander.

Es gibt  daher  keinen Hinweis,  dass diese Interaktion durch die PKP3-Phosphorylierung beeinträchtigt

wird.  Die PKP3-Phosphorylierung im zweiten und dritten Motiv beeinträchtigt  jedoch die desmosomale

Lokalisation von DSP, vermutlich weil  die rekrutierende Funktion von PKP3 durch seinen Zytoplasma-

Arrest eingeschränkt ist. Unphosphoryliertes PKP3 unterliegt demgegenüber keinem Zytoplasma-Arrest

und steht weiterhin für die DSP-Rekrutierung zur Verfügung. Diese Hypothese wird durch die prominente

desmosomale Ko-lokalisation von DSP und PKP3-2A, -3A und 123A gestützt. 

DSP spielt bei der Verankerung von Intermediärfilamenten an Desmosomen eine zentrale Rolle. Deshalb

hat  die  Phosphorylierung  von  PKP3  über  eine  eingeschränkte  DSP-Rekrutierung  vermutlich  einen

negativen Einfluss auf die Zell-Zelladhäsion. Da die verwendeten MCF-7-Zellen kaum PKP1 exprimieren

und somit  eine  redundante  Funktion  bei  der  Rekrutierung desmosomaler  Proteine  wegfällt,  spielt  die

Rekrutierung von DSP durch PKP3 womöglich eine größere Rolle als in anderen Zellen.
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Strukturellen  Aufgaben  von  PKP3  in  Desmosomen  sind  typischerweise  mit  einer  membranständigen

Lokalisation  verbunden,  weshalb  vermutet  werden  kann,  dass  auch  die  Rekrutierung  anderer

desmosomaler  Proteine  und  insbesondere  von  PKP3-Interaktionspartnern  wie  Plakoglobin  und  den

genannten desmosomalen Cadherinen,  durch die zytoplasmatische Lokalisation von PKP3 beeinflusst

wird.  Womöglich  führt  die  Phosphorylierung  bzw.  Interaktion  mit  14-3-3-Proteinen  über  eine

Konformationsänderung  der  PKP3-Kopf-Domäne  zu  einem  geänderten  Interaktionsverhalten  mit

desmosomalen Proteinen. Ein Hinweis auf die verminderte Zell-Zelladhäsion sind Zellzwischenräume, die

unabhängig  von  der  Fixierungsmethode,  gehäuft  bei  einer  zytoplasmatischen  Lokalisation  von  PKP3

auftraten.

Die  Stabilisierung  der  Rap1/E-Cadherin-Interaktion  durch  PKP3  hat  einen  positiven  Einfluss  auf  die

Rekrutierung von E-Cadherin an die Zellmembran (Todorovic  et al.,  2014). Rap1 lokalisiert  im aktiven

Zustand membrannah, nach PKP3-KD kommt weniger Rap1 an der Zellmembran vor (Hogan et al., 2004;

Asuri et al., 2008; Todorovic et al., 2014). Womöglich entfällt auch dieser begünstigende Einfluss auf die

Zell-Zelladhäsion  durch  die  zytoplasmatische  Lokalisation  von  PKP3.  Die  Hypothese,  dass  die

zytoplasmatische Lokalisation von PKP3 die Zell-Zelladhäsion beeinträchtigt  und dass die Lokalisation

über  die  Phosphorylierung  durch  die  p70-S6-Kinase  reguliert  wird,  ist  in  Abbildung  23  schematisch

dargestellt. Die Aktivierung der p70-S6-Kinase wird in Abschnitt 5.3 behandelt.

Abbildung 23: Die Phosphorylierung von PKP3 durch die p70-S6-Kinase bedingt über Interaktion
mit 14-3-3-Proteinen seine zytoplasmatische Lokalisation und beeinträchtigt die Zell-Zelladhäsion.
RTK: Rezeptor-Tyrosinkinasen, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, mTOR: mammalian target of rapamycin,
S6K: p70-S6-Kinase,  E-Cad: E-Cadherin,  Stratifin/14-3-3  bildet bevorzugt  σ homophile Dimere, woraus
zwei Bindungsstellen resultieren (Wilker et al., 2005).
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Roberts  et  al. untersuchten  die  Auswirkungen  des  Stratifin-KD  auf  die  Zell-Zelladhäsion  und

Migrationsfähigkeit (Roberts  et al., 2013). Der Stratifin-KD ging mit einer verringerten Zell-Zelladhäsion

einher.  Dies  spricht  aber  nicht  zwingend  gegen  eine  adhäsionsfördernde  Funktion  von PKP3 an der

Zellmembran,  denn Stratifin  ist  mit  über  100 Proteinen assoziiert,  wobei  ca.  ein Drittel  davon an der

Regulation der Zell-Zelladhäsion beteiligt sind. Die beeinträchtigte Zell-Zelladhäsion nach Stratifin-KD ist

deshalb  nicht  spezifisch  auf  die  fehlende  PKP3-Stratifin-Interaktion  zurückzuführen  (Benzinger  et  al.,

2005). Ebenfalls ist die verbesserte Migrationsfähigkeit nach Stratifin-KD nicht unbedingt kausal mit der

gleichzeitig auftretenden membranständigen Lokalisation von PKP3 verknüpft (Roberts et al., 2013). Denn

neben  den vielfältigen Interaktionen  von Stratifin  hemmt  es  auch direkt  die  Phosphoinositid-3-Kinase

(PI3K), die an der Regulation der Migration beteiligt ist (Cianfarani et al., 2011; Haase et al., 2003).

Eine Möglichkeit, wie PKP3 die Migrationsfähigkeit von Zellen beeinflusst, wird auch im Zusammenhang

mit der Hochregulation der Matrix-Metalloprotease 7 und Dephosphorylierung von Keratin 8 nach PKP3-

KD diskutiert. Dieses Ergebnis wurde bislang nicht  in vivo verifiziert (Khapare  et al., 2012;  Basu  et al.,

2015).

5.2 Zytoplasmatische Funktionen von PKP3

Bislang wurden viele direkte, zytoplasmatische Interaktionspartner von PKP3 identifiziert. Ebenso ist der

positive  bzw.  negative  Effekt  der  PKP3-Überexpression  bzw.  des  PKP3-KD  auf  zytoplasmatische

Zellprozesse wie z.B.  die Translation belegt.  PKP3 interagiert  indirekt mit  RNA und direkt mit  mRNA-

bindenden  Proteinen,  welche  Funktionen  bei  der  mRNA-Prozessierung,  dem  mRNA-Abbau  und  der

Translationsinitiation  z.B.  als  mRNA-Helicase  erfüllen  (Hofmann  et  al.,  2006;  Hogg  und  Goff,  2010;

Fischer-Kešo  et  al.,  2014).  Dennoch  sind  die  zugrundeliegenden  Mechanismen  nicht  vollständig

aufgeklärt. Die PKP3-Expression zeigt zudem widersprüchliche Korrelationen mit der Proliferationsrate.

Deshalb stellt  sich die Frage,  wie die zytoplasmatischen Funktionen von PKP3 in den verschiedenen

Epithelien und Tumorzellen reguliert werden. Die Annahme, dass zytoplasmatische Funktionen von PKP3

z.B. Translation und Proliferation begünstigen, wird durch die hier gezeigtene Ergebnisse bestätigt.

5.2.1 Regulation zytoplasmatischer Funktionen

Da die zytoplasmatische Lokalisation von PKP3 vermutlich seine Funktionen im Zytoplasma begünstigt,

wurde der Einfluss der PKP3-Phosphorylierung auf die Proliferation untersucht. Im BrdU-Assay wurde ein

signifikanter  Unterschied  im  BrdU-Einbau  zwischen  Phosphomimic-Mutation  und  nachgeahmter

Hypophosphorylierung des 2. oder 3. Motives gemessen. Das spricht dafür, dass die zytoplasmatische

Lokalisation dieser Phosphomimic-Klone mit einer gesteigerten Proliferationsrate einhergeht. Für die im 2.

oder 3. Motiv mutierten Phosphomimic-Klone lag die Proliferationsrate signifikant über der des Wildtyps.

Für die PKP3-3A- und PKP3-123A-Mutanten wurde eine niedrigere Proliferationsrate gemessen, als nach

Expression  des  Wildtyps.  Der  proliferationssteigernde  Einfluss  von  PKP3,  der  nach  Überexpression
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beobachtet wurde, unterliegt demnach der Regulation durch die Phosphorylierung im 2. oder 3. Motiv bzw.

die Lokalisation von PKP3. Die nachgeahmte (Hypo-)  Phosphorylierung des 1. Serin-Motivs zeigte im

Vergleich  zum  Wildtyp  keinen  signifikanten  Unterschied  in  der  Proliferationsrate.  Es  sind  mehrere

Mechanismen denkbar, wie das zytoplasmatisch lokalisierende PKP3 die Proliferation stimuliert:

Durch effizientere Translation von mRNAs, die für proliferationsfördernde Proteine codieren:

Viele Proteine, die Wachstums und Proliferation kontrollieren, wie z.B. Rezeptoren für VEGF, IGF-2, GDF-

1, PDGF-2, TGF , FGF-2 und viele Transkriptionsfaktoren werden von mRNAs mit langen, strukturiertenβ
5`UTR (5´ untranslatierte Region) codiert (van der Velden und Thomas, 1999; Mignone et al., 2002). Für

eine effiziente Translation dieser mRNAs muss diese 5`UTR-Struktur durch Helicasen des cap-Komplexes

entwunden werden. Da PKP3 die cap-abhängige Translation stimuliert, ist es denkbar, dass es auch die

Translationseffizienz  dieser  Wachstums-  und  Transkriptionsfaktoren  steigert  und  so  die  Proliferation

stimuliert (Wolf et al., 2010). 

Durch die Stimulation der globalen Translation: 

Die  Zellzyklusprogression  bzw.  Proliferation  ist  an  eine Zunahme  der  Gesamtproteinmenge  bzw.

Proteinsynthese gekoppelt  (Johnston  et al,. 1977). Der stimulierende Einfluss von PKP3 auf die globale

Translation  könnte  also  über  die  Zunahme der  Zellmasse  den proliferationsstimulierenden Effekt  von

PKP3  erklären.  PKP3  stimuliert  neben  der  cap-abhängigen  Translation  auch  die  cap-unabhängige

Translation  von  viralen  internen  Ribosomen  Eintrittsstellen  (IRES)  (Wolf  et  al.,  2010;  Kießling,  2014;

Abbildung 26). 

Die  Identifikation  weiterer  Interaktionspartner  könnte  Aufschluss  über  einen  möglichen  Mechanismus

geben, wie PKP3 seinen Einfluss auf die Translation ausübt. Für die Translation durch diese viralen IRES

sind  verschiedene  eukaryotische  Initiationsfaktoren  (eIF)  nötig.   PKP3  stimuliert  die  EMCV-IRES-

abhängige Translation, die alle eIF außer eIF4E benötigt. Die Translation durch CrPV-IRES bzw. HCV-

IRES benötigt  keine eIF bzw. nur eIF2/3 wird jedoch nicht durch PKP3 stimuliert  (Kießling, 2014).  Im

Gegensatz  zu  PKP1  konnte  für  PKP3  keine  Interaktion  mit  der  mRNA-Helikase  eIF4A1  bzw.  eine

Stimulation  seiner  ATPase-Aktivität  gezeigt  werden  (Wolf  et  al.,  2010,  2013). Daraus  lässt  sich

schlussfolgern, dass der stimulierende Einfluss von PKP3 auf die Translation nur durch bestimmte eIF

vermittelt wird. 

Nach PKP3-KD wurde ein geringfügig erhöhtes Proteinlevel für PRL3 (phosphatase of regeneratig liver 3)

gefunden, wobei das PRL3-mRNA-Level unverändert blieb (Khapare et al., 2012). Ob dieses Ergebnis auf

eine negative post-transkriptionelle Regulation von PRL3 durch PKP3 im Sinne der Translationsinhibition

zurückzuführen ist, bleibt offen. Denn in der genannten Veröffentlichung wurde keine direkte Interaktion

oder Ko-lokalisation von PKP3 mit PRL3-mRNA untersucht.

Die signifikant reduzierte Zellgröße von HaCat-Zellen nach PKP3-KD zeigt den positiven Einfluss auf die

Proteinsynthese  (Kießling,  2014).  PKP3-knockout-Mäuse  haben  im  Vergleich  zu  Wildtyp-Mäusen  ein

niedrigeres Gewicht,  was auch durch eine beeinflusste Proteinsynthese erklärbar ist  (Sklyarova  et al.,
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2008).  p70-S6K-knockout-Mäuse haben ebenfalls  ein signifikant  geringeres  Gewicht  und weisen eine

reduzierte  Zellgröße  auf  (Magnuson  et  al.,  2012).  Die  Tatsache,  dass  PKP3-knockout  und  p70-S6K-

knockout  einen ähnlichen Phänotyp zeigen, ist mit der Annahme vereinbar, dass PKP3 als Substrat der

p70-S6K an der Wachstumsregulation beteiligt ist. 

Durch direkte Stimulation von Zellzyklusproteinen und Transkriptionsfaktoren:

Eine Lokalisation im Zellkern ist ein Hinweis auf eine direkte Interaktion mit Transkriptionsfaktoren und

Zellzyklusproteinen. Eine schwache Kernlokalisation von PKP3 wurde nur in der Erstbeschreibung von

PKP3  in  HCT-8  und  HaCaT-Zellen  gezeigt  (Bonné  et  al.,  1999,  2003).  Keine  der  untersuchten

Phosphorylierungen  rief  eine  Kernlokalisation  von  PKP3  in  HeLa  oder  MCF-7-Zellen  hervor.  In

embryonalen  Stammzellen  von  Mäusen  wurde  PKP3  jedoch  in  der  Kernfraktion  präzipitiert  und  das

Xenopus laevis-Homolog von PKP3 (xPKP3) zeigte in HeLa-Zellen eine schwache Kernlokalisation nach

Überexpression des Transkriptionsfaktors xETV1 (Munoz et al., 2014). Es gibt Hinweise, dass PKP3 mit

der  inhibitorischen Domäne  von  ETV1  interagiert  und dessen  transkriptionelle  Aktivität  stimuliert.  Die

physiologische Relevanz dieser Interaktion wird dadurch bekräftigt, dass die Überexpression von ETV1 in

PKP3-knockout-Fröschen  den  Phänotyp  teilweise  normalisieren  kann  (Munoz  et  al.,  2012,  2014),

allerdings beschränken sich diese Ergebnisse auf einen embryologischen Kontext in Xenopus laevis. Ob

für die Stimulation des ETV1 durch PKP3 eine Interaktion im Zellkern oder Zytoplasma nötig ist oder

stattfindet, bleibt offen. 

Dass  ein  PKP3-KO  in  der  embryonalen  Entwicklung  von  Xenopus  laevis zu  teils  letalen

Neuralrohrdefekten  führt,  PKP3-knockout-Mäuse  jedoch  lebensfähig  sind  und  einen  vergleichsweise

milden  Phänotyp  zeigen,  macht  deutlich,  dass  die  Funktionen  von  PKP3  in  verschiedenen

Wirbeltierklassen vom Kontext abhängt (Munoz et al., 2012; Sklyarova et al., 2008). 

Es  wurde  auch  die  Stimulation  des  Transkritionsfaktors  NF- B durch  PKP3  beobachtet,  wobei  derκ
physiologische Zusammenhang noch unklar ist (Arimoto et al., 2014).

Über eine verminderte Zell-Zelladhäsion: 

Kontaktinhibition beschreibt die Eigenschaft von Zellen, ihr Wachstum bzw. Proliferation bei Kontakt zu

anderen Zellen einzustellen und so die Gewebehomöostase zu regulieren. Wenn die Zell-Zelladhäsion,

z.B.  durch  Wegfall  des  begünstigenden  Einflusses  von  PKP3  auf  desmosomale  Zell-Zellkontakte

beeinträchtigt ist, könnten über die verminderte Kontaktinhibition Zellwachstum und Proliferation stimuliert

werden.

Obwohl  über  die  Mechanismen,  die  dem  Einfluss  auf  Proliferation  und  Translation  zugrunde  liegen,

bislang  nur  spekuliert  werden  kann,  ist  ein  spezifischer,  direkter  Einfluss  besser  mit  einer

zytoplasmatischen  als  mit  einer  membranständigen  PKP3-Lokalisation  vereinbar.  Die

Proliferationsstimulation  durch  die  zytoplasmatisch  lokalisierenden PKP3-Mutanten PKP3-2E,  -3E und

123E unterstützt diese Annahme (Schema siehe Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Regulation zytoplasmatischer Funktionen von PKP3 durch die p70-S6-Kinase. RTK:
Rezeptor-Tyrosinkinasen, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, mTOR: mammalian target of rapamycin, S6K:
p70-S6-Kinase.

5.3 Aktivierung der p70-S6-Kinase in vivo

Da die Regulation von PKP3 durch die p70-S6-Kinase erfolgt, wird im folgenden kurz darauf eingegangen,

wie  diese  Kinase in  vivo aktiviert  wird  und  in  welchem  physiologischen  Kontext  PKP3  über  diesen

Mechanismus reguliert werden könnte. 

Die p70-Isoform der S6-Kinasen (RSK) gehört wie AKT/PKB, PKC zu den Serin/Threonin-Kinasen der

AGC-Gruppe. Die p70-S6-Kinase verfügt über eine katalytisch aktive N-terminale Domäne, die über eine

unstrukturierte  Linker-Domäne  mit  der  C-Terminalen  autoinhibitorischen  Pseudosubstratdomäne

verbunden ist (Abbildung 25). Bei der Aktivierung der p70-S6K wird die katalytisch aktive Domäne infolge

einer  Konformationsänderung  in  der  Linker-Domäne  freigelegt.  Diese  Konformationsänderung  erfolgt

aufgrund  von  mehrstufigen  Phosphorylierungsschritten  durch  unterschiedliche  upstream-Kinasen.  Die

Phosphorylierung  von  4  Serinen  in  der  Pseudosubstrat-Domäne  ist  nötig,  damit  T389  für  die

Phosphorylierung durch mTOR (mammalian target of rapamycin) zugänglich gemacht wird. Mutagenese-

studien haben gezeigt, dass die Phosphorylierung von T229, S371 und T389 für die Aktivierung der p70-

S6K essentiell  sind,  wobei T389 (mTOR) die p70-S6K-Aktivität  maßgeblich steigert (Magnuson  et  al.,

2012). S371 wird von einer unbekannten Kinase konstitutiv phosphoryliert (Moser et al., 1997; Keshwani

et al., 2011).  T229 wird durch die Phosphoinositid-abhängige Kinase 1 (PDK1) phosphoryliert (Alessi  et

al., 1998; Pullen et al., 1998).  Die Verfügbarkeit von Aminosäuren ist ein wichtiger Kontrollpunkt bei der

Aktivierung des mTOR/S6K-Signalweges, wobei eine Regulation durch den Tuberöse-Sklerose-Komplex

(TSC1/2  bzw. Hamartin/Tuberin) vermutet wird (Abbildung 26, Gao et al., 2002). 
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PDK1  und  AKT/TSC/mTOR  unterliegen  ihrerseits  der  Regulation  durch  die  Phosphoinositid-3-Kinase

(PI3K), die durch eine Vielzahl von Rezeptor-Tyrosinkinasen bzw. Wachstumsfaktoren aktiviert wird. 

Neben  vielen  anderen Wachstumsfaktoren  aktivieren  der  Insulin-like  growth  factor  (IGF-1),  epidermal

growth factor (EGF), hepatocyte growth factor (HGF) und der keratinocyte growth factor (KGF/FGF7) den

PI3K/p70-S6K-Signalweg (Chandrasekher et al., 2001; Klos et al., 2006; Fenton und Gout 2011).

Abbildung 25: Phosphorylierung und Konformationsänderung führen zur Aktivierung der p70-S6K.
Wichtige  Domänen  sind:  a:  N-Terminus  der  p70-S6K,  b: konstitutiv  phosphoryliertes  S371 in  der
unstrukurierten  Linker-Domäne,  c  (502):  C-Terminus,  PDK1 (Phosphoinositid-abhängige  Kinase  1):
phosphoryliert  T229  in  der  katalytisch  aktiven  Domäne,  mTOR (mammalian  target  of  rapamycin):
phosphoryliert  T389  in  der  unstrukurierten  Linker-Domäne,  PSD: phosphorylierte  Serine
S411/418/421/424 in der autoinhibitorischen Pseudosubstratdomäne (modifiziert nach Magnuson  et al.,
2012).

Abbildung  26: Die Funktion der p70-S6-Kinase bei der Translation und aktivierende Signalwege.
RTK: Rezeptor-Tyrosinkinase, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), TSC: Tuberöse-Sklerose-Komplex,
eIF4A/B: bei der Translationsinitiation lagern sich neben eIF4A/B die eukaryotischen Initiationsfaktoren
eIF3 und -4G/E im cap-Komplex zusammen, eEF2: eukaryotischer Elongationsfaktor 2, rpS6: ribosomales
Protein S6, RSK: ribosomal S6 kinase, (modifiziert nach Anjum und Blenis, 2008; Magnuson et al., 2012).
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5.4 Die PKP3/p70-S6-Kinase-Interaktion im physiologischen Kontext

Neben dem positiven Einfluss auf Translation und Zellgröße (Holz  et al., 2005; Ruvinsky und Meyuhas,

2006)  begünstigt  die  p70-S6-Kinase  auch  die  Zellzyklusprogression  (Fingar  et  al.,  2002)  und  das

Zellüberleben (Harada et al., 2001). Zusätzlich wird eine migrationsfördernde Funktion diskutiert, da die

p70-S6-Kinase direkt  an  F-Aktin  binden  kann eine  Reorganisation  der  Aktinfilamente  bewirkt  (Ip  und

Wong, 2012). Da PKP3 als neues Substrat der p70-S6-Kinase identifiziert wurde, werden womöglich die

proliferationsstimulierende Funktion und der Einfluss auf die Zell-Zelladhäsion unter anderem durch PKP3

vermittelt. 

Der  PKP3-knockout in  Mäusen  beeinträchtigt  vor  allem  Prozesse,  die  eine  hohe  Dynamik  von  Zell-

Zellkontakten erfordern,  wie z.B.  entzündliche Prozesse und den Haarzyklus (Sklyarova  et al.,  2008).

Dazu  passt,  dass  die  Bildung  von  Desmosomen  und  adherens  junctions in  PKP3-knockdown

Mauskeratinozyten verlangsamt ist, womöglich aufgrund der beeinträchtigten DSP-Rektutierung in Phase

III der Desmosomenbildung (Todorovic  et al., 2014; Keil  et al., 2016). Die Wundheilung von Epithelien

erfordert ebenfalls eine hohe Dynamik von Zell-Zellkontakten. Der Wundverschluss erfordert zum einen

die Migration von Zellen aus dem Wundrand in die Defektzone, was eine vorübergehend herabgesetzte

Zell-Zelladhäsion erfordert. Zum anderen ist die Nachproduktion von Zellmasse für den Defektverschluss

erforderlich.  Dies  geschieht  über  die  Stimulation  der  Proteinsynthese  und  Proliferationsrate  in  den

angrenzenden Zellen. Bei der Wundheilung spielt der IGF/PI3K/S6K-Signalweg eine große Rolle, wie im

Mausmodell  gezeigt  wurde  (Yu  et  al.,  2007).  In  humaner  Haut  wird  die  Wundheilung  durch  den

Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF) stimuliert, der zusammen mit dem Hepatozyten-Wachstumsfaktor

(HGF) auch die Regeneration von verschiedenen mehrschichtigen humanen Epithelien stimuliert. Diese

Stimulation  wird  durch  die  p70-S6-Kinase  vermittelt  (Werner  et  al.,  1992;  Marchese  et  al.,  1995;

Chandrasekher et al., 2001).

In  diesen  Epithelien  wird  auch  das  p70-S6-Kinase  Substrat  PKP3  exprimiert  (nextBio  Body  Atlas,

https://www.nextbio.com/b/search/ba.nb Datenbankzugriff: 20.7.2016).

Da in  der  vorliegenden Arbeit  gezeigt  wurde,  dass  die  p70-S6-Kinase die  Lokalisation  und somit  die

membranständigen und zytoplasmatischen Funktionen von PKP3 reguliert, wird darüber womöglich das

Gleichgewicht zwischen Migration und Zell-Zelladhäsion bzw. Proliferation und Kontaktinhibition bei der

Wundheilung  koordiniert.  Es  ist  denkbar,  dass  die  Stimulation  der  p70-S6-Kinase  mit  genannten

Wachstumsfaktoren im Kontext der Wundheilung die translations- und proliferativestimulierende Funktion

durch Phosphorylierung von PKP3 begünstigt und so Zellmasse für den Defektverschluss bereitstellt. Die

Phosphorylierung von PKP3 könnte die Zell-Zelladhäsion vermindern und so die Migration von Zellen aus

dem Wundrand in die Defektzone ermöglichen. Der proliferationsstimulierende und migrationsfördernde

Einfluss  des  PI3K/AKT/mTOR/p70S6K-Signalweges  fördert  die  Wundheilung  von  Magenepithel.  Die

klinische Relevanz zeigt  sich in der  Entwicklung (Phase III)  eines entsprechenden Medikamentes zur

Behandlung des Ulcus ventriculi (Kim et al., 2012).
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Nach  Abschluss  der  experimentellen  Arbeiten  zeigten  Neuber  et  al.,  dass  auch  c-Src  bzw.  EGF-

Stimulation durch Phosphorylierung von Y195 die Lokalisation von PKP3 beeinflusst (Neuber et al., 2014).

Es  ist  denkbare,  dass  die  Lokalisation  von  PKP3  über  eine  mehrstufige  Phosphorylierung  durch

unterschiedliche Kinasen reguliert wird. Einige dieser Kinasen sind in MCF-7-Zellen womöglich konstitutiv

aktiv,  weshalb  die  p70-S6-K-abhängige  Phosphorylierung  von  PKP3  ausschlaggebend  für  die

Lokalisationsänderung ist.

Neben der Wundheilung könnte die Regulation von PKP3 durch die p70-S6-Kinase  auch eine Rolle bei

der Differenzierung mehrschichtiger Epithelien spielen. In humanen Epithelschnitten lokalisiert PKP3 in

basalen  Zellschichten  vorwiegend  zytoplasmatisch  und  stimuliert  dort  womöglich  Translation  und

Proliferation, was für diese Zellschicht typisch ist. Dagegen lokalisiert PKP3 in apikaleren Zellschichten

eher  desmosomal  und  fördert  so  womöglich  über  die  Zell-Zelladhäsion  die  Barrierefunktion  dieser

Zellschichten (Schmidt et al., 1999; Bonné et al., 2003). 

5.5 Regulation von PKP3 durch die p70-S6-Kinase in Tumoren

Die  Regulation  von  Proliferation  und  Migration  ist  nicht  nur  im  Kontext  der  Wundheilung  relevant.

Unkontrollierte  Proliferationssteigerung,  Verlust  der  Kontaktinhibition,  geringe  Zell-Zelladhäsion  und

gesteigerte Migrationsfähigkeit im Sinne der Metastasierung sind wesentliche Kriterien maligner Tumoren. 

Es  sind  sowohl  positive  als  auch  negative  Korrelationen  des  PKP3-Expressionsgrades  mit  der

Migrationsfähigkeit und anderen Malignitätskriterien in verschiedenen Tumoren bekannt (siehe Tabelle 1,

ausführlicher in: Hatzfeld et al., 2014). Eine mögliche Erklärung dieser widersprüchlichen Studienlage ist

die unterschiedliche subzelluläre Lokalisation und Funktion von PKP3, welche von Signalwegen abhängt,

die in  verschiedenen Tumoren unterschiedlich aktiv sind. Es fällt auf, dass Tumorzellen, die besonders

invasiv wachsen, vorwiegend zytoplasmatisches PKP3 aufweisen (Papagerakis et al., 2003; Furukawa et

al., 2005; Aigner  et al., 2007; Takahashi  et al., 2012). Eine weniger membranständige Lokalisation von

PKP3  trägt  womöglich  ähnlich  zur  Migrationssteigerung  bzw.  verminderter  Zell-Zelladhäsion  bei,  wie

bereits für PKP1 gezeigt wurde (Wolf  et al.,  2013). Da die Hypophosphorylierung des 3. Motives eine

niedrigere  Proliferationsrate  als  der  PKP3-Wildtyp  hervorruft,  kann geschlussfolgert  werden,  dass  die

Proliferation nicht nur vom Expressionsgrad sondern auch wesentlich von der PKP3-Phosphorylierung

z.B.  durch  die  p70-S6-Kinase  abhängt.  Die  Rolle  von  PKP3 als  Tumorsuppressor  oder  Onkogen  ist

deshalb im Kontext der aktivierten Signalwege zu sehen.

Die  konstitutive  Aktivierung  von  Signalwegen,  die  mit  Wachstumsfaktor-unabhängiger  Proliferation

einhergeht, ist eine häufige Eigenschaft von Tumoren. Die p70-S6-Kinase ist in vielen Karzinom-Zelllinien

konstitutiv aktiv, was mit einer gesteigerten Proliferation und Migrationsfähigkeit korreliert ist (Kwon et al.,

2002). Neben anderen Effektorproteinen kommt aufgrund der vorliegenden Ergebnisse auch PKP3 als

Substrat der p70-S6-Kinase bei der Regulation von Proliferation und Migration in Frage. Die Aktivität der

p70-S6-Kinase  wird  durch  upstream-Kinasen  im  PI3K/PDK1/AKT/mTOR-Signalweg  hervorgerufen,  die
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womöglich  unabhängig  von  PKP3  das  Verhalten  von  Tumoren  beeinflussen.  In  vielen  Studien  an

verschiedenen Tumoren ist jedoch auch der spezifische Einfluss der p70-S6-Kinase auf Proliferation und

Migration gezeigt. In Ovarial-, Prostata-, Gallenblasen-, Plattenepithel- und kolorektalem Karzinom sowie

in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen ist der PI3K/AKT/mTOR/p70S6K-Signalweg hochreguliert,  was

Proliferation, Zellüberleben, Migration und Invasivität begünstigt und mitunter zum Verlust von E-Cadherin

führt (Zhou und Wong, 2006; Bhola et al., 2011; Cho et al., 2011; Leal et al., 2013; Wang H. et al., 2014;

Wang Y.  et al., 2014; Qiu  et al., 2016). Diese Effekte werden durch spezifische Hemmung der p70-S6-

Kinase auch nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren abgemildert, was die Bedeutung der S6-Kinase in

Tumoren unterstreicht  (Cho  et  al.,  2011;  Qiu  et  al.,  2016).  Die  gezeigte Proliferationssteigerung bzw.

verminderte DSP-Rekrutierung,  die mit  der zytoplasmatischen Lokalisation bzw.  Phosphorylierung von

PKP3 durch  die  p70-S6-Kinase  einhergeht,  ist  gut  mit  anderen  Funktionen  der  S6-Kinase  und  ihrer

Aktivierung  in  vivo bzw.  in  Tumoren  vereinbar.  Der  p70-S6K-Signalweg  ist  in  Mammakarzinomen

insbesondere  im  Zusammenhang  mit  Lokalrezidiven  hochreguliert,  was  den  in  MCF-7-Zellen

beobachteten Effekten der PKP3-Phosphorylierung klinische Relevanz verleiht (van der Hage et al., 2004;

Segatto et al., 2013).

Die Regulation der Lokalisation und Funktion von Plakophilin3 durch die p70-S6-Kinase könnte aufgrund

der  vorliegenden  Ergebnisse  entscheidend  dafür  sein,  ob  PKP3 eine  Rolle  als  Tumorsupressor  oder

Onkogen zukommt.
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6 Zusammenfassung

Zell-Zelladhäsion, Migration und eine koordinierte Proliferation sind essentielle Prozesse in mehrzelligen 

eukaryotischen Organismen und ermöglichen z.B. Wachstum, Wundheilung und embryonale Entwicklung. 

Die klinische Relevanz einer strengen Regulation zeigt sich angesichts der Dysregulation dieser Zell-

prozesse z.B. in metastasierenden Tumoren und bei hyperproliferativ-entzündlichen Hauterkrankungen.

Die Plakophiline sind multifunktionelle Proteine mit  dualer Lokalisation und  erfüllen sowohl strukturelle

Funktionen in Zell-Zellkontakten vom desmosomalen Typ, als auch Funktionen bei der Proliferation und

Signaltransduktion im Zytoplasma. Ihre Funktionen bei der Zell-Zelladhäsion, Migration und Proliferation

unterliegen der Regulation durch Wachstumsfaktoren. Plakophilin3 kommt in nahezu allen untersuchten

Wirbeltier-Epithelien  vor.  Die  Korrelationen  zwischen  Plakophilin3-Expression  und  der  Malignität  bzw.

Prognose verschiedener Karzinome sind jedoch widersprüchlich.

In  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  die  p70-S6-Kinase  als  Regulator  der  subzelluläre  Lokalisation  und

Funktionen  von  Plakophilin3  irdentifiziert.  Die  p70-S6-Kinase  erfüllt  Funktionen  bei  der  Translation,

Zellzyklusprogression und Zellmigration. Ihre Aktivierung erfolgt über Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-1) und

den PI3K/mTOR-Signalweg. Die Interaktion der aktiven p70-S6-Kinase mit Plakophilin3 zeigte sich in der

BiFC  (bimolekularen  Fluoreszenzkomplementation),  wobei  die  Aktivität  der  kotransfezierten  p70-S6-

Kinase die Lokalisation von Plakophilin3 beeinflusste. Die direkte Interaktion wurde in vitro mittels GST-

pulldown gezeigt. Drei  Serin-Motive wurden als putative Phosphorylierungsstellen ausgewählt und mittels

Mutagenese eine Phosphorylierung bzw. Hypophosphorylierung im jeweiligen Serin-Motiv nachgeahmt.

Die Phosphorylierung im zweiten oder dritten Motiv (S280/283/285, S313/314) führt zu einer vermehrt

zytoplasmatischen  und  weniger  desmosomalen  Lokalisation  von  Plakophilin3.  Diese  Motive  sind  in

Säugetieren konserviert. Roberts et al. zeigten, dass nach Phosphorylierung im zweiten Motiv eine 14-3-3-

Bindungsstelle  entsteht,  die  über  das  14-3-3 -Protein  (Stratifin)  den  Austausch  zwischenσ
zytoplasmatischen und desmosomalen Plakophilin3-Pool begrenzt. 

Plakophilin3 und Desmoplakin ko-lokalisieren unabhängig vom Phosphorylierungsstatus der drei Motive.

Die zytoplasmatische Lokalisation von Plakophilin3 vermindert aber die desmosomale Lokalisation dieses

essentiellen Desmosomenbestandteils. Das diskontinuierliche Desmosomenmuster und das Auftreten von

Zellzwischenräumen weisen auf einen negativen Einfluss der Plakophilin3-Phosphorylierung auf die Zell-

Zelladhäsion  hin.  Die  Phosphorylierung  im  zweiten  oder  dritten  Motiv  bzw.  die  zytoplasmatische

Lokalisation  von  Plakophilin3  stimuliert  die  Proliferation,  womöglich  über  die  Translation  bzw.  weitere

zytoplasmatische  Funktionen  von  Plakophilin3.  Die  Hypophosphorylierung  dieser  Motive  senkt

demgegenüber  die Proliferationsrate  und führt  zur  prominenten desmosomalen (Ko-)  Lokalisation von

Desmoplakin und Plakophilin3, womöglich als Zeichen verstärkter desmosomaler Zell-Zelladhäsion.  Die

Phosphorylierung  im  ersten  Motiv  (S134/135)  erfüllt  keine  erkennbare  lokalisationsregulierende  oder

proliferationsstimulierende  Funktion.  Da  PKP3  die  Translation,  Proliferation  und  Zell-Zelladhäsion

beeinflusst, ist seine Regulation durch die p70-S6-Kinase im Kontext der Wundheilung denkbar.   
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Die  Regulation  der  Funktion  bzw.  Lokalisation  von Plakophilin3  durch  die  p70-S6-Kinase kann  seine

Korrelation mit erhöhter Proliferation, verminderter Zell-Zelladhäsion und gesteigerter Migrationsfähigkeit

bzw. Metastasierungstendenz in Tumoren erklären. Insbesondere weil die Aktivität der p70-S6-Kinase in

vielen  Tumoren  gesteigert  ist.  Es  kann geschlussfolgert  werden,  dass  die  Rolle  von  Plakophilin3  als

Tumorsupressor oder als Onkogen vom zellulären Kontext und insbesondere von Signalwegen abhängt,

welche die Plakophilin3-Phosphorylierung durch die p70-S6-Kinase steuern. 
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8 The  sen

1. Die Plakophiline sind multifunktionelle Proteine mit dualer Lokalisation, die sowohl strukturelle Funktionen

in  Desmosomen,  als  auch  Funktionen  bei  der  Proliferation,  Translation  und  Signaltransduktion  im

Zytoplasma haben. Ihre Funktionen bzw. subzelluläre Lokalisation werden in vivo durch Wachstumsfaktoren

reguliert. 

2. Die p70-S6-Kinase ist ein bedeutender Effektor im Wachstumsfaktorsignalweg und kann Plakophilin3 in

vitro an  drei  Serin-Motiven  phosphorylieren.  Die  Phosphorylierung  von  Plakophilin3  reguliert  seine

Funktionen und subzelluläre Lokalisation.

3.  Die  Phosphorylierung  im  zweiten  oder  dritten  Motiv  (S280/283/285/S313/314)  führt  zu  einer  vermehrt

zytoplasmatischen  und  weniger  desmosomalen  Lokalisation  von  Plakophilin3.  Die  Phosphorylierung  im

ersten Motiv (S134/135) erfüllt zumindest in HeLa- und MCF-7-Zellen keine lokalisationsregulierende Funktion. 

4.  Die  Ko-lokalisation  von  Plakophilin3  mit  Desmoplakin  wird  durch  die  Phosphorylierungen  nicht

beeinträchtigt,  die  zytoplasmatische  Lokalisation  von  Plakophilin3  vermindert  aber  die  desmosomale

Lokalisation dieses essentiellen Desmosomenbestandteils. Das diskontinuierliche Desmosomenmuster und

das  Auftreten  von  Zellzwischenräumen  weisen  auf  einen  negativen  Einfluss  der  Plakophilin3-

Phosphorylierung auf die Zell-Zelladhäsion hin.

5.  Es  wurde  kein  wesentlicher  Einfluss  der  Plakophilin3-Phosphorylierung  auf  die  Organisation  der

Aktinfilamente in HeLa- oder MCF-7-Zellen gefunden.

6.  Die  Phosphorylierung  im  zweiten  oder  dritten  Motiv  bzw.  die  zytoplasmatische  Lokalisation  von

Plakophilin3 stimuliert die Proliferation und womöglich weitere zytoplasmatische Funktionen.  

7.  Die  Hypophosphorylierung  von  Plakophilin3  im  zweiten  oder  dritten  Motiv  senkt  demgegenüber  die

Proliferationsrate  und  führt  zur  prominenten  desmosomalen  (Ko)lokalisation  von  Desmoplakin  und

Plakophilin3.

8.  Die Regulation der  Funktion bzw. Lokalisation von Plakophilin3 durch die p70-S6-Kinase kann seine

Korrelation mit  erhöhter  Proliferation,  verminderter  Zell-Zelladhäsion und gesteigerter  Migrationsfähigkeit

bzw. Metastasierungstendenz in Tumoren erklären.  

9. Ob Plakophilin3 eine Rolle als Tumorsupressor oder Onkogen zukommt, hängt vom zellulären Kontext

und  insbesondere  von  Signalwegen  ab,  welche  die  PKP3-Phosphorylierung  durch  die  p70-S6-Kinase

steuern.
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9 Anhang

Antikörper Spezie
s

Firma Verdün-
nung

Medium für

-Desmoplakin (I&II)α mouse Progen 1:100 Milchblockpuffer IF
-FLAG α mouse Sigma 1:750 Milchblockpuffer BiFC

-HAα rabbit Rockland 1:500 Milchblockpuffer BiFC
-DsRedα rabbit Clontech 1:500 1 %(m/v) BSA /PBS BrdU

-BrdU Klon BU-33α mouse Sigma 1:250 1 %(m/v) BSA /PBS BrdU
-Hisα 6 mouse Roche 1:3000 5 %(m/v) Milchpulver/TBST ID
-GSTα mouse  BD 1:3000 5 %(m/v) Milchpulver/TBST ID
-PKP3α mouse Santa Cruz 1:750 5 %(m/v) Milchpulver/TBST ID
-S6Kα rabbit Cell  Signaling 1:1000 1 %(m/v) BSA /TBST ID

Tabelle  14:  verwendete  Primärantikörper IF=Immunfluoreszenz  (3.2.3);  BiFC=Bimolekulare
Fluoreszenzkomplementation  (3.2.4);  BrdU=Zellproliferationstest  mittels  BrdU-Einbau  (3.2.5);
ID=Immundetektion (3.3.5).

Antikörper Firma Verdünnung Medium für
-mouse Dylight488  α Thermo Scientific 1:250 Milchblockpuffer IF
-mouse Dylight594 α Thermo Scientific 1:250 Milchblockpuffer IF

-mouse Cy3 α Dianova 1:750 Milchblockpuffer BiFC
-rabbit Cy3 α Dianova 1:750 Milchblockpuffer BiFC

-mouse Dylight649 α Thermo Scientific 1:250 Milchblockpuffer BiFC
-rabbit Dylight649 α Thermo Scientific 1:250 Milchblockpuffer BiFC

-rabbit Cy3 α Dianova 1:750 1 %(m/v) BSA /PBS BrdU
-mouse Dylight488 α Thermo Scientific 1:250 1 %(m/v) BSA /PBS BrdU

-mouse α Meerrettichperoxidase Dianova 1:20000 5 %(m/v) Milchpulver/TBST ID
 -rabbit α Meerrettichperoxidase Dianova 1:40000 5 %(m/v) Milchpulver/TBST ID

Tabelle 15: verwendete Sekundärantikörper.

Vektor Firma / Hersteller  Selektionsantibiotikum
pDsRed1-N1 Clontech Kanamycin
pDsRed1-N1 PKP3-wt AG Hatzfeld Kanamycin
pEGFP-C2 Clontech Kanamycin
pCR 2.1.TOPO-TA Invitrogen Ampicillin
pCR 2.1.TOPO-TA PKP3-wt AG Hatzfeld Ampicillin
pGEX-5x1       Amersham GE Healthcare Ampicillin
pGEX-5x1 PKP3-wt AG Hatzfeld Ampicillin
pRSET A Invitrogen Ampicillin
pRSET A S6K-wt AG Hatzfeld Ampicillin
pRSET A S6K T 389  E→ AG Hatzfeld Ampicillin
pVen1-FLAGPKP3-wt AG Hatzfeld Kanamycin
pVen2-HA S6K-wt AG Hatzfeld Kanamycin
pVen2-HA S6K T 389  A → AG Hatzfeld Kanamycin
pVen2-HA S6K T 389  E→ AG Hatzfeld Kanamycin

Tabelle 16: verwendete Plasmide.
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Primerbeschreibung Primersequenz (mutierte Tripletts fettgedruckt)

S 134/135  A  forward→ GC AGT CGG AGG CTG GCT GCA GCC CAC AAC GGG GG
S 134/135  A  reverse→ CC CCC GTT GTG GGC TGC AGC CAG CCT CCG ACT GC
S 134/135  E  forward→ GC AGT CGG AGG CTG GAG GAG GCC CAC AAC GGG GG
S 134/135  E  reverse→ CC CCC GTT GTG GGC CTC CTC CAG CCT CCG ACT GC
S 280  A  forward→ GTG GCT CGA GCG CCA GCT GTG CGC AGC CTC AGC
S 280  A  reverse→ GCT GAG GCT GCG CAC AGC TGG CGC TCG AGC CAC
S 280  E  forward→ GTG GCT CGA GCG CCA GAA GTG CGC AGC CTC AGC
S 280  E  reverse→ GCT GAG GCT GCG CAC TTC TGG CGC TCG AGC CAC
S 280/283/285  A  forward→ CCA GCT GTG CGC GCC CTC GCC CTC AGC CTG GCT
S 280/283/285  A  reverse→ AGC CAG GCT GAG GGC GAG GGC GCG CAC AGC TGG
S 280/283/285  E  forward→ CCA GAA GTG CGC GAG CTC GAG CTC AGC CTG GCT
S 280/283/285  E  reverse→ AGC CAG GCT GAG CTC GAG CTC GCG CAC TTC TGG
S 313/314  A  forward→ CGA ACC CTG CAG AGA CTC GCG GCC GGT TTT GAT 

GAC ATT G
S 313/314  A  reverse→ C AAT GTC ATC AAA ACC GGC CGC GAG TCT CTG CAG

GGT TCG
S 313/314  E  forward→ CGA ACC CTG CAG AGA CTC GAG GAG GGT TTT GAT 

GAC ATT G
S 313/314  E  reverse→ C AAT GTC ATC AAA ACC CTC CTC GAG TCT CTG CAG

GGT TCG
Tabelle  17:  verwendete  Primer,  Oligonukleotide  wurden  von  der  Firma  Eurofins  MWG  Operon
(Ebersberg) bezogen.

Restriktions-

endonukleasen

Erkennungssequenz für 

Restriktionsverdau
BseR I  GAGGAGN_

Bsp 1407 I (BsrGI) T_GTACA 
BsiW I (Pfl23 II) C_GTACG

EcoR I G_AATTC
Eco52 I (XmaIII) C_GGCCG 

Fsp I  (NsbI) TGC_GCA
Sal I G_TCGAC

Xmn I (PdmI) GAANN_NNTTC
Tabelle  18:  Erkennungssequenzen  der  verwendeten  Restriktionsendonukleasen.  N:  Adenin  (A),
Thymin (T), Guanin (G) oder Cytosin (C); der Unterstrich zeigt die Restriktionsschnittstelle.

77



Puffer/Lösungen Zusammensetzung
5x TBE 445 mM TRIS/HCl pH 8,0; 445 mM H3BO3; 10 mM EDTA
5x KCM 0,5 M KCl; 0,15 M CaCl2; 0,25 M MgCl2
LB-Medium 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 10 g/l NaCl; pH 7,0 
LB-Agar 20 g Agar pro 1 l LB-Medium
Lösung A 50 mM Glucose; 25 mM TRIS pH 8,8; 10 mM EDTA
Lösung B 0,2 M NaOH; 1 % SDS
Lösung C 30 ml 5 M CH3COOK; 5,75 ml CH3COOH; 14,25 ml ddH2O
10x PBS(E) 1,35M NaCl; 25mM Kcl; 10mM KH2PO4; 100 mM Na2HPO4; (5 mM EDTA); pH 

7,4 
Formaldehyd-lösung  3,7 %(w/v) Paraformaldehyd; 10 %(v/v) 10x PBS pH 7,3; ddH2O 
Milchblockpuffer 1 %(w/w) Magermilchpulver in PBS, unlösliche Bestandteile werden durch 10-

minütiges Zentrifugieren bei 6000rpm entfernt.
MT-Puffer 100 mM PIPES ph 6,9; 2 mM EDTA; 1 mM EGTA; 4 M Glycerol; 

0,5 %(v/v) Triton X-100
Mowiol 5 %(w/v) Mowiol; 30 %(v/v) Glycerol; 0,25 %(w/v) 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
BSA-Puffer 1 %(m/v) BSA (Sigma); 0,1 %(v/v) Triton X-100; PBS
2xYT-Medium 10 g/l Hefeextrakt; 16 g/l Trypton; 10 g/l NaCl; pH 7,2 
Lysepuffer 50 mM TRIS/HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1 mM DTT; 

Proteaseinhibitoren: 1 mM Pefabloc; 10 µg/ml Aprotinin; 10 µg/ml Leupeptin; 
DTT und Proteaseinhibitoren frisch zugesetzt

4x SDS-Probenpuffer 8 %(w/v) SDS; 250 mM TRIS/HCl pH 6,8; 30 %(v/v) Glycerol; 10 %(v/v); -β
Mercaptoethanol; 0,25 %(v/v) Bromphenolblau

Elektrophorese-puffer 25 mM TRIS/HCl pH 8,8; 132 mM Glycerol; 0,1 %(v/v) SDS
10x Ponceau-Rot 2 %(w/v) Ponceau S; 30 %(w/v) Trichloressigsäure; 30 %(w/v) 5-

Sulfosalicylsäure
10x TBST 100mM TRIS/HCl pH 7,6; 1mM NaCl; 1 %(v/v) Tween-20
CL-Lösung I 5 ml 1M TRIS/HCl pH 8,5; 225 µl Cumarinsäurenlösung (0,3 g/20 ml 

Dimethylsulfoxid); 500 µl Luminollösung (0,8 g/20ml DMSO); 45ml ddH2O 
CL-Lösung II 5 ml 1 M TRIS/HCl pH 8,5; 30 µl H2O2; 45 ml ddH2O

Tabelle 19: Verwendete Puffer und Lösungen Insofern nicht anders angegeben, wurden die Puffer und
Lösungen  von  den  Firmen  Carl  Roth  (Karlsruhe),  Merck  (Darmstadt)  und  Sigma-Aldrich  (München)
bezogen. Lösungen für die Zellkultur wurden von (PAA, Cölbe) bezogen. PCR-Puffer für Pfu-Polymerase
wurde von Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen, 6x DNA-Ladepuffer von ThermoFisherScientific (Waltham).
Die verwendeten Blotpuffer (I -III) enthalten 20 %(v/v) Methanol und sind wie folgt mit TRIS/HCl gepuffert:
I: 0,3 M pH 10,4; II: 25 mM pH 10,4; III: 25mM pH 9,4. Blottpuffer III enthält 40 mM -Aminocapronsäure.ε

DAPI + PKP3 + Aktin Aktin PKP3-wt-DsRed

PK
P3

-w
t

Abbildung 27: PKP3-wt mit Aktin in MCF-7-Zellen. 48h nach Transfektion erfolgte die Fixierung mit 3,7
% Formaldehyd.  Aktin  wurde  mit  einem an  Phalloidin  konjugierten  Fluoreszenzfarbstoff  markiert.  Die
Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI. Der Maßstabsbalken entspricht 20µm.
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DAPI + PKP3 + Aktin Aktin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung 28: PKP3-1A/E und PKP3-2A/E mit Aktin in MCF-7-Zellen. 48h nach Transfektion erfolgte
die  Fixierung  mit  3,7  %  Formaldehyd.  Aktin  wurde  mit  einem  an  Phalloidin  konjugierten
Fluoreszenzfarbstoff  markiert.  Die  Zellkernfärbung  erfolgte  mit  DAPI.  Der  Maßstabsbalken  entspricht
20µm, das Vergrößerungsfenster entspricht 8µm.
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DAPI + PKP3 + Aktin Aktin PKP3-Mutante-DsRed
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Abbildung 29: PKP3-3A/E und PKP3-123A/E mit in in MCF-7-Zellen. 48h nach Transfektion erfolgte die
Fixierung mit 3,7 % Formaldehyd. Aktin wurde mit einem an Phalloidin konjugierten Fluoreszenzfarbstoff
markiert.  Die  Zellkernfärbung  erfolgte  mit  DAPI.  Der  Maßstabsbalken  entspricht 20µm,  das
Vergrößerungsfenster entspricht 8µm, bei PKP3-123A/E 11µm.
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