Protein-Phosphorylierung und Zellregulation I (Nobel-Vortrag) **

Von Edmond H. Fischer*

Einleitung

Im Vortrag, den Ed Krebs gerade hielt!***] beschrieb er
die frithe Geschichte der Glycogenphosphorylase und ihre
Regulation durch reversible Phosphorylierung. Riickblik-
kend betrachtet war es ein glicklicher Zufall, daB wir uns
genau dieses Enzym aussuchten. Erstens kommt es in groBen
Mengen im Skelettmuskel vor, so dal} wir nie Materialpro-
bleme hatten. Als wir zwanzig Jahre spiter seine Aminosiu-
resequenz zusammen mit Ko Titani und Ken Walsh!*! be-
stimmten, brauchten wir etwa zehn Gramm des kristallinen
Enzyms, um die Analyse vollstindig durchzufiihren. Zwei-
tens war die Phosphorylierungsreaktion unzweideutig und
uberfiihrte ein total inaktives in ein voll aktives Enzym. Drit-
tens war die Phosphorylierung vollstindig; pro mol
Enyzmuntereinheit wurde ein mol Phosphat eingefiihrt.
Viertens wurde nur eine Stelle phosphoryliert, und fiinftens
befand sich diese Stelle innerhalb eines freien N-terminalen
Molekiilarms, der leicht durch limitierte Proteolyse abge-
spalten werden konnte und den groBten Teil des Molekiils
inaktiv zuriicklieR. Dadurch war es sehr einfach, das Phos-
phopeptid zu isolieren und seine Struktur zu bestimmen!?’;
trotzdem dauerte es relativ lang, da Mitte der fiinfziger Jahre
Sequenzen mit Hilfe der Papierchromatographie bestimmt
wurden. Wir konnten zeigen, daB ein einziger Serinrest phos-
phoryliert worden war (Abb. 1). Es dauerte dann noch ein-

1959 Lys. GIn. lle. Ser. Val. Arg.

®

1964 Ser. Asp.Gin. Glu. Lys. Arg. Lys. Gin. lle. Ser. Val. Arg. Gly. Leu.

Abb. 1. Sequenz, die bei der Umwandlung von Phosphorylase & in @ phospho-
ryliert wird, wie sie 1959 und 1964 bestimmt worden war,

mal fiinf Jahre, um neun weitere Reste zu identifizieren!3.
Die lingere Struktur enthielt mehrere positive Ladungen
hauptsichlich stromaufwirts und bildete jene Erkennungs-
sequenz, deren Bedeutung erst spiter erkennbar wurde!® 51,

Die Phosphorylierungsreaktion war so einfach, daB wir
nicht im geringsten zweifelten, damit cinen Prototyp solcher
Umwandlungen beschrieben zu haben. Sechs Jahre vergin-
gen, bis Joe Larner das nédchste durch Phosphorylierung-De-
phosphorylierung regulierte Enzym, dic Glycogen-Synthase,
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fand!®!. Er berichtete, daB dieses Enzym durch Phosphory-
lierung nicht aktiviert, sondern inaktiviert wird!”; dadurch
war garantiert, daB — wenn die Rickwirtsreaktion blockiert
wird, sobald die Vorwirtsreaktion anlduft — das System nicht
im Kreislauf nutzlos Energie vergeudet. Joe Larner fand je-
doch schnell heraus, daf nicht nur ein Phosphatrest, sondern
sechs Phosphatreste pro mol Synthase wihrend der Um-
wandlung eingefithrt wurden'®). Zu dieser Zeit war die Vor-
stellung, daB nur ein einziges Phosphorylierungsereignis eine
Anderung des Aktivititszustandes bedingt, so eingefleischt,
daB wir dachten: ,,Wic kann das mdglich sein? Das impli-
ziert, daB die Glycogen-Synthase aus sechs identischen Un-
tereinheiten mit einem Molekulargewicht von je etwa 15000
besteht.“ Und auch Joe Larner selbst dachte so'® *L Natiir-
lich wissen wir heute aufgrund seiner Arbeit, und der von
Phil Cohen'®, Peter Roach!' ! und anderer, daB dieses En-
zym an nicht weniger als sieben Stellen von sieben verschie-
denen Protein-Kinasen phosphoryliert wird, die damals alle
unbekannt waren (Abb.2). Einige dieser Phosphorylie-
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Abb. 2. Die Hauptphosphorylierungsstellen der Glycogen-Synthase. PhK,
Phosphorylase-Kinase; CK, Casein-Kinase; CaM-PK, multifunktionelle Cal-
cium/Calmodulin-abhingige Kinase; GSK, Glycogen-Synthase-Kinase; PKA
oder CA-K, cAMP-abhingige Protein-Kinase (aus [11]).

rungsereignisse folgten einem hochkomplizierten Programm
aufeinanderfolgender Reaktionen, dic in einer ganz be-
stimmten Reihenfolge ablaufen miissen. Das Enzym wird
durch Phosphorylierung mittels der Glycogen-Synthase-Ki-
nase 3 (GSK-3) inhibiert, jedoch nicht bevor zunichst ein
Phosphatrest durch die Casein-Kinase 2 (CK-2) eingefiihrt
wird. Dann erst kann die Phosphorylierung des nichsten
Rests einsetzen, dann die des darauffolgenden, bis schlieB3-
lich alle Stellen besetzt sind!'?. Man bedenke die unvorstell-
baren Schwierigkeiten, die wir gehabt hitten, wenn wir uns
diesem Enzym und nicht der Phosphorylase zugewandt hit-
ten.

Wir wuliten damals nicht, ob die Phosphorylierungsreak-
tion eine einmalige Erscheinung oder ein seltenes Ereignis ist,
das nur auf die Kontrolie dieser Enzyme oder moglicherwei-
se des Kohlenhydratmetabolismus beschrinkt ist. Es war
wohl bekannt, daBl wihrend der Glycolyse anorganisches
Phosphat aus dem Medium verbraucht und fiir die Produk-
tion von vielen Zucker-Phosphat-Zwischenprodukten bend-
tigt wird. Konnte es sein, dafl der Stickstoffmetabolismus
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durch einen anderen Typ von kovalenter Modifikation, z.B.
Amidierung/Desamidierung, oder der Lipidstoffwechsel
durch Acetylierung/Desacetylierung reguliert werden? Oder
hatten wir einen allgemeineren Reaktionstypus entdeckt, der
bei vielen Systemen wirksam ist? Es wollte das Gliick, dal}
die reversible Proteinphosphorylierung einer der am weite-
sten verbreiteten Mechanismen ist, durch den zellulire Pro-
zesse reguliert werden k&nnen!?3- 14,

Regulation durch allosterische Effektoren und
kovalente Modifikationen

An dieser Stelle taucht eine Frage auf. Ed Krebs hat schon
gesagt, daB die Phosphorylase auch durch AMP aktiviert
werden konnte. Warum werden zwei Mechanismen zur Kon-
trolle einer Enzymaktivitdt gebraucht, wenn sie beide zu ei-
ner aktiven Konformation fiithren (Abb. 3)? Nach dem von

allosterisch kovalent

AMP Kinase
—
ggs Phoéphatase
aktiv inaktiv aktiv

Abb. 3. Allosterische und kovalente Regulation von Phosphorylase.

Jaques Monod in den friithen sechziger Jahren vorgeschlage-
nen Allosterie-Modell reagiert das Enzym auf Effektoren,
die wihrend des normalen Zellcyclus gebildet werden und
den allgemeinen inneren Zustand einer Zelle widerspiegeln:
Proliferiert die Zelle oder ruht sie, wird aktiv metabolisiert
oder nicht, wie ist ihr Energiegleichgewicht, d. h. das Verhilt-
nis von AMP zu ATP, etc. Trife die Regel zu, dal Enzyme
einer Endprodukt- oder Feedbackhemmung unterliegen,
dann kdnnte man erwarten, daB3 die Phosphorylase von Glu-
cose-6-phosphat (G6P), welches wihrend der Reaktion ak-
kumuliert wird, und von ATP, dem Endprodukt des Kohlen-
hydratmetabolismus, inhibiert wird. Ebenso wiirde sie durch
AMP aktiviert werden, was der Fall ist. Aber viele Enzyme
des Kohlenhydratmetabolismus wiren durch denselben Ef-
fektor beeinfluBt, alle diese ,, Tiiren** wiirden sich zur selben
Zeit 6ffnen. Im Gegensatz dazu ist die Kinasereaktion hoch-
spezifisch: Sie aktiviert nur die Phosphorylase ohne die Akti-
vitidt anderer Enzyme zu beeinflussen. Deshalb lernten wir
als eine der groBten Lektionen der letzten 30 Jahre, daB
,kovalente Regulation* vor allem auf extrazelluldre Signale
anspricht (Abb. 4). Diese externen Signale sind Hormone
oder Neurotransmitter, Wachstumsfaktoren oder andere
Stimuli wie Wirkstoffe (Drogen oder Arzneimittel), Licht,
Riechstoffe und vielleicht Beriihrung bei Pflanzen. Jedes Si-
gnal wirkt auf seinen eigenen Membranrezeptor und verur-
sacht entweder die Abgabe von sekundiren Botenstoffen
(second messengers, CAMP, cGMP, Ca?*, Diacylglycerin
(DAQG), Inositoltriphosphat (IP3) etc.) bei Reaktionen, die
durch G-Proteine reguliert werden, oder induziert die intrin-
sische Tyrosin-Kinase-Aktivitit der Rezeptoren selbst. Diese
sekundéren Botenstoffe oder internen Signale wirken auf
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Abb. 4. Kontrolle zelluldrer Prozesse durch Protein-Phosphorylierung. Kaska-
densysteme, die von extrazelluldren Stimuli ausgeldst werden.

Kinasen oder Phosphatasen ein, dann auf Zielenzyme, um
schlieBlich eine physiologische Antwort auszulésen. Hier
kann man alle Elemente eines Kaskadensystems finden, die
von Ed Krebs beschrieben wurden: Enzyme wirken auf
Enzyme, was auf eine enorme Amplifikation von externen
Signalen hinauslduft. Zusitzlich wird dadurch die koordi-
nierte Regulation von mehreren physiologischen Ereignissen
durch pleiotrope Wirkung einiger beteiligter Enzyme mog-
lich.

Die Protein-Kinasen
Heute kennt man einige hundert Protein-Kinasen, die

nach ihrer Regulationsweise oder Substratspezifitt klassifi-
ziert werden!'3! (Tabelle 1). Innerhalb der grofien Familie

Tabelle 1. Klassifikation von Protein-Kinasen (PKs).

1. Second-messenger-abhingige Ser/Thr-PKs
A. cyclische Nucleotide: cAMP, cGMP-PKs
B. Ca?*/Calmodulin-abhingige Kinase, MLCK, Calmodulin-Kinase II
C. Diacylglycerin (DAG)/Ca?*-Protein-Kinase C
11. Second-messenger-unabhingige Ser/Thr-PKs
A. Him-, dsRNA-, (INF)-abhingige eIF2-PKs
B. CK-I, CK-II, GSK-3, S6-Kinasen
II1. PKs mit doppelter Spezifitit (Ser/Thr und Tyr)
MAPK, MAPKK, Wee 1

IV, Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs)
A. zellulire oder virale (oncogene) PTKs
B. rezeptorverkniipfte PTKs

der Ser/Thr-Kinasen gibt es einige, die von den oben genann-
ten sekundiren Botenstoffen abhéngig sind, und andere, die
von spezifischen Komponenten des Systems, das sie regulie-
ren sollen, abhéngig sind. Dies ist der Fall bei der Him-regu-
lierten Kinase, die die Initiation der Globinsynthese blok-
kiert, wenn Him oder Eisen fehlt; die Doppelstrang-
RNA-abhingige Kinase wird bei viralen Attacken durch
Interferon induziert. Es gibt auch ,,unabhiingige Kinasen*
wie die Casein-Kinasen, fiir die bisher kein genauer Kon-
trollmodus gefunden werden konnte.

Als nichstes kommen die Kinasen mit gemischter Funk-
tion, die entweder ihr Substrat an Tyrosin oder Serin/Thre-
onin phosphorylieren oder die durch Tyrosin- und Serin/
Threonin-Phosphorylierung reguliert werden kdnnen. Dies
ist der Fall bei den Enzymen, die Ed Krebs kiirzlich beschrie-
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ben hat!'®): Die Mikrotubuli-assoziierte-Protein(MAP)-Ki-
nase, die MAP-Kinase-Kinase, vielleicht Raf oder die Zell-
cyclus-Kinasen wie p34°¢2U171 Sje wachen iber entschei-
dende Schritte der Signaliibertragung. Sie bilden die Verbin-
dung zwischen einem Signaliibertragungssystem, das auf der
Membranebene seinen Ursprung hat und von der Tyrosin-
Phosphorylierung abhéngig ist, und den weiter verbreiteten
Serin/Threonin-Phosphorylierungsreaktionen, die in der
Signalkaskade stromabwirts stattfinden. Thre duale Kon-
trolle und Spezifitit stellen sicher, dal wichtige zelluldre Er-
eignisse nicht zu unpassender Zeit zuféllig aktiviert werden,
ebenso wie man zwei Schliissel braucht, um ein Bank-
schlieBfach zu offnen.

Zum Schluf} gibt es noch eine grofle Klasse von Tyrosin-
Kinasen, die spiter diskutiert werden sollen. Nicht erwahnt
werden die eher seltenen Histidin-Kinasen, wie die an der
bakterieflen Chemotaxis beteiligten!*®1und die doppelkopfi-
ge Kinase/Phosphatase, die die bakterielle Isocitrat-De-
hydrogenase reguliert!'],

Regulation der Protein-Kinasen

Alle diese Enzyme verfiigen iiber homologe katalytische
Dominen, wogegen die Struktur ihrer regulatorischen Seg-
mente stark variert. Sie haben iibereinstimmende (Consen-
sus-)Sequenzen, z.B. die an der ATP-Bindung beteiligten Ab-
schnitte, durch die sie in Datenbanken identifiziert werden
konnen'2% 211 Die meisten werden durch Segmente regu-
liert, die ihre Aktivitat blockieren, oft dadurch, daB sie
Pseudosubstrat-Sequenzen enthalten, die mit ihrem katalyti-
schen Zentrum interagieren und es damit abschirmen. Diese
autoinhibierenden Doménen konnen in unterschiedlichen
Untereinheiten lokalisiert sein, wie bei der zuerst von Ed
Krebs, Don Walsh et al.[??! charakterisierten cAMP-ab-
hingigen Protein-Kinase (cAMP-PK) oder in der gleichen
Peptidkette, wie in der cGMP-PK, bei der die beiden Seg-
mente im Lauf der Evolution fusioniert worden sind. An-
fangs schien die Reaktion fiir die cAMP-PK einfach: Das
Enzym bildet einen inaktiven Komplex aus katalytischen
und regulatorischen Untereinheiten; cAMP induziert eine
Konformationsinderung der regulatorischen Untereinheit,
worauthin das Enzym dissoziiert und die aktiven kataly-
tischen Untereinheiten frei werden. Bald wurde klar, daf§ der
inaktive Komplex noch eine wichtige Aufgabe hat: Er soll
die Translokation der freien katalytischen Untereinheit in
andere Zellkompartimente, vor allem den Kern, verhin-
dern'??), Wir wissen heute, daB die Regulation dieses En-
zyms noch komplizierter ist: Die regulatorischen Unterein-
heiten selbst enthalten Strukturdeterminanten, die es ihnen
ermoglichen, Ankerproteine an verschiedenen Orten inner-
halb der Zelle zu erkennen und mit hoher Affinitit an sie zu
binden?*~ 271 Mehr als zwei Dutzend dieser Ankerproteine
wurden identifiziert; sie finden sich besonders hiufig in
Hirn- und Schilddriisengewebe. Es ist denkbar, daB sich ei-
nige davon in enger Nachbarschaft zu speziellen cAMP-ge-
nerierenden Rezeptoren befinden. Durch eine gezielte Reak-
tion der Kinasen mit einer vorgegebenen Substratgruppe er-
hielte dadurch die hormonelle Antwort einen gewissen Grad
von Selektivitat!?™ (Abb. 5).

Die Enzymtranslokation diirfte auch eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Protein-Kinase C spielen, die zuerst
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Abb. 5. Hypothetischer Mechanismus, durch den eine Selektivitit der Antwort
auf einen Hormonstimulus erreicht wird : Positionierung der Ankerproteine der
cAMP-abhingigen Protein-Kinase in Nachbarschaft zu spezifischen Adenylat-
Cyclase-Rezeptoren.

von Nishizuka et al. beschrieben worden ist!2® 2?1 Je nach
Subspezies enthilt die PKC bis zu drei regulatorische Domi-
nen, die fiir die Bindung von Ca”*, Diacylglycerin und Phos-
pholipiden zustindig sind. Die Bindung dieser allosterischen
Effektoren kann die Translokation des Enzyms an die Plas-
mamembran auslésen, wo es an spezifische Ankerproteine
binden konnte®?). Dadurch wird méglicherweise bestimmt,
welche Signalwege beeinflull werden.

Enzymtranslokation kann auch eine der Funktionen von
Cyclinen sein, dieser regulatorischen Untereinheiten, die in
den verschiedenen Phasen des Zellcyclus exprimiert werden.
Sie gehen eine enge Verbindung mit den Zelleyclus-abhingi-
gen Kinasen ein und wirken besonders in den G1/S- und
G2/M-Ubergingen®' 331 In S. cerevisiae jedoch sind z.B.
zwischen vier und fiinf Dutzend Cycline identifiziert wor-
den'**!. Auch wenn diese Vielfalt die Zeile mit einer Redun-
danz ausstattet, die notwendig ist, um sich gegen zufillige
Fehler zu schiitzen, so scheint es doch unwahrscheinlich, da3
ihre einzige Aufgabe in der Modulation der Kinasenaktiviti-
ten bestehen sollte. Einige dieser Komplexe miissen an ande-
ren Stellen des Zellcyclus wirksam werden. Sie konnten viel-
leicht unentbehrlich fir die zielgerichtete enzymatische
Beeinflussung jener Elemente sein, die bedeutsam fiir die
grundlegende Reorganisation des Cytoskeletts wihrend der
Zellteilung sind.

Targeting der Serin/Threonin-Phosphatasen

Zielweisende Untereinheiten sind besonders fiir die Serin/
Theonin-Phosphatasen entscheidend, da diese Enzyme nicht
darauf ausgerichtet sind, spezifische Sequenzen oder Struk-
turdeterminanten innerhalb ihrer Substrate zu erkennen. Im
Gegensatz zu den Kinasen bestehen sie nur aus einigen En-
zymtypen, die uber breite und liberlappende Spezifititen
verfiigen®> =37, Sie hiingen also von regulatorischen Unter-
einheiten oder Bindungsproteinen ab, die sie zu dem jeweili-
gen Zellkompartiment fithren, in denen sich entsprechende
Substrate befinden. Dies ist zum Beispiel der Fall bei der
Typ-1-Phosphatase, deren katalytische Untereinheiten an ei-
ne Glycogen-erkennende Untereinheit, eine Myosin-erken-
nende Untereinheit oder an ¢in inhibitorisches Molekiil, den
Inhibitor 2, binden kann. In jeder dieser Formen erkennt das
Enzym einen spezifischen Satz von Substraten. Die Bildung
und Dissoziation dieser Komplexe unterliegt hormoneller
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cys

KontrolleP3®~#!1, Dijeses Thema méchte ich im zweiten Teil

dieses Vortrags entwickeln, der der Rolle der Regulations-
und Lokalisationsdoménen fur die Funktion der Tyrosin-
Phosphatase gewidmet sein wird.

Protein-Tyrosin-Phosphorylierung

Vor ca. 15 Jahren wurden drei bemerkenswerte Entdek-
kungen gemacht, die auf dem Gebiet der Zellregulation
durch Protein-Phosphorylierung {iir besondere Aufregung
sorgten. Erstens: die Gruppen von Ray Erickson!#% *3! so-
wie Varmus und Bishop®#! fanden, daB das Produkt des fiir
die Oncogenitit des Rous-Sarkoma-Virus verantwortlichen
src-Gens eine Protein-Kinase ist. Zweitens: Tony Hunter
und Bart Sefton berichteten, daB diese Kinase im Gegensatz
zu allen vorher bekannten Enzymen ihr Proteinsubstrat aus-
schlieBlich an Tyrosinresten phosphoryliert™*®!. Drittens: Es
wurde das nichttransformierende Homologe von v-src, das
zellulire c-src, identifiziert!#® ~ %%, c-src codiert ein Produkt
(pp60° ™), das sich von seinem oncogenen viralen Gegen-
stitck unter anderem durch eine kurze Verldngerungssequenz
am C-Terminus unterscheidet. Diese Sequenz enthiilt einen
Phosphotyrosinrest, der die Enzymaktivitit kontrolliert.
Heute kennen wir mehr als ein Dutzend zelluldre und virale
Tyrosin-Kinasen, und ihre Zahl steigt weiter!* 331,

SchlieBlich kam die bedeutende Entdeckung aus dem La-
bor von Stanley Cohen'®!-321 daB der Rezeptor fiir den epi-
dermalen Wachstumsfaktor (EGF) selbst eine Tyrosin-Ki-
nase ist, deren Aktivitit durch Bindung des Liganden
induziert wird. Seitdem sind viele Rezeptorfamilien mit Ty-
rosin-Kinase-Aktivitit indentifiziert worden!®*!. Alle haben
eine duBere ligandenbindende Doméne, manche mit cystein-
reichen Regionen, ein einziges Transmembransegment und
eine Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)-Domane (Abb. 6).

1 ] Ui} v v vi Vil

EGF-R  Insulin-R  PDGF-R-A 1ig MET NTK-R
HER2/neu  IGF-1-R PDGF-R-B bek HGF-R (NGF-R)
HER3/c-erbB-3  IRR CSF-1-R FGFR3 RET
Xmrk st-R (c-kit) FGFR4
FGFRS

Abb. 6. Die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren der Wachstumsfaktoren.

Genauso wie die Mutation der intrazelluldren Tyrosin-Ki-
nasen zu einer Zelltransformation fithren kann, so kann eine
Mutation eines Wachstumsfaktor-Rezeptors zu oncogenen
Produkten fiihren. Die als erste identifizierte Mutation be-
traf das retrovirale Oncogen v-erb B3+ 331 das durch Ver-
kiirzung der duBeren Domine des EGF-Rezeptors, seines
zelluldren Vorldufers, generiert wurde. Seitdem wurden viele
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weitere kloniert und charakterisiert; sie entstechen gewéhn-
lich durch Kappen des Molekiils an dem einen oder anderen
oder beiden Enden, Fusion mit bestimmten viralen Elemen-
ten und anderen Mutationen.

Es ist kaum tberraschend, dal3 mit der Zunahme der Be-
weise flir die Bedeutung der Tyrosin-Phosphorylierung in
Zellteilung und -transformation sich auch viele Gruppen fiir
die Enzyme interessierten, die die Riickreaktion katalysie-
ren, das heiBt fiir die Protein-Tyrosin-Phosphatasen.

Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Die ersten Anhaltspunkte fiir eine Phosphotyrosin-
Dephosphorylierung kamen von Graham Carpenter, Stan-
ley Cohen et al.l’!-5% Sie nahmen A431-Zellmembranen,
die den EGF-Rezeptor iiberexprimierten, und maBen nach
deren Autophosphorylierung die Geschwindigkeit der De-
phosphorylierung. Ahnliche Beobachtungen wurden von
Bart Sefton, Tony Hunter et al. gemacht, die Zellen unter-
suchten, die mit einer temperatursensitiven Mutante des
Rous-Sarkoma-Virus transformiert worden waren®”!. Da-
nach folgte eine Vielzahl von Studien durch mehrere Grup-
pen, unter anderen auch unsere eigene vor ca. sechs Jah-
ren!t38~9% Begonnen wurde die Arbeit von Nick Tonks,
einem hervorragenden Postdoc und Biirger Seattles in der
zweiten Generation; er hatte gerade seinen Doktortitel bei
Phil Cohen in Dundee erhalten, der selbst vor etwa zwanzig
Jahren in unserem Labor gearbeitet hatte. Als wir begannen,
nahmen wir an, daB, wenn Transformation durch Uberex-
pression von Tyrosin-Kinasen ausgeldst wiirde oder durch
Mutationen, die ihre Daueraktivitit bedingen wiirden, dann
konnte eine (Uberexpression der Phosphatasen diese Reak-
tionen blockieren oder umkehren. Diese Annahme erwies
sich als zu einfach.

Innerhalb weniger Jahre wurde eine Tyrosin-Phosphatase
in homogener Form aus menschlicher Placenta isolierti®!: 621,
Das Enzym war absolut spezifisch fiir Phosphotyrosinreste
und duBerst aktiv. Es hatte eine spezifische Aktivitat, die eine
Zehnerpotenz iiber der der meisten viralen Tyrosin-Kinasen
lag und bis zu drei Zehnerpotenzen iiber der bestimmter
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Diese hohe Aktivitét liel vermu-
ten, daf} das Enzym sehr exakt reguliert wird, so da@ die fiir
die normale Zellentwicklung nétigen mitogenen Signale zum
Zuge kommen.

Das leukocytengemeinsame Antigen CD45: eine
Tyrosin-Phosphatase

Die Uberraschung kam, als die Aminosiuresequenz des
Enzyms von Ken Walsh und Harry Charbonneau bestimmt
wurde, wobei keine Homologie zu allen anderen Protein-
Phosphatasen gefunden wurde!®®!. Eine Datenbanksuche
zeigte jedoch, daB das Enzym strukturell mit einem weit
verbreiteten und gut bekannten Oberflichenantigen ver-
wandt war, dem leukocyctengemeinsamen Antigen, auch
als CD45 bekannt'®*! (Abb. 7). Das leukocytengemeinsame
Antigen représentiert eine grofle Familie von Transmem-
branmolekiilen, die in allen himatopoetischen Zellen, auBer
reifen Erythrocyten, vorkommen'®®. Thr intrazellulirer Teil
ist hochkonserviert und enthdlt zwei homologe Doméinen
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von je 30 kDa. Es wird vermutet, dal CD43 an der Regula-
tion der Lymphocytenfunktion einschlieBlich der Cytotoxi-
zitit, Proliferation und Differenzierung sowie an der Modu-
lation der Interleukin-2(IL2)-Rezeptor-Expression beteiligt
ist.

PTPL
DLAR
LAR CA
CA
Typl Typ 11 Typ 11 Typ IV Typ V

Abb. 7. Tyrosin-Phosphatase-Rezeptoren.

An dieser Stelle mubB ich cine Parenthese mit biblischem
Unterton einfligen. Hétten wir die Sequenz der Placenta-
Phosphatase bestimmt, bevor die Sequenz von CD45 be-
kannt war, wire niemand besonders interessiert gewesen —
auch wir nicht —, weil es nur die Sequenz eines weiteren
Enzyms gewesen wire. Und es wiren diejenigen gewesen, die
am CD435 arbeiteten — Ian Trowbridge, Allen Williams, Matt
Thomas und so weiter —, die nach der Sequenzbestimmung
Datenbanken abgesucht und die iiberraschende Beobach-
tung gemacht hitten, daB ihr Rezeptor eine Tyrosin-Phos-
phatase ist. Das bedeutet, daB es sich in diesem Geschaft
auszahlt, der letzte zu sein, so wie es in der Bibel heif3t: Die
Ersten werden die Letzten sein und die Letzten die Ersten.

Seit damals wurde eine groBle Vielfalt von Rezeptoren
identifiziert!>®~ %%, Alle auBer einem haben die gleiche dop-
pelte katalytische Doméne in ihrem cytoplasmatischen Teil,
verfiigen aber iiber betrdchtliche Diversivitdt in ihren dule-
ren Segmenten (Abb. 7). Einige haben die Strukturcharakte-
ristika von Zelladhisionsmolekiilen, wie etwa die LARs, die
mit dem leukocytengemeinsamen Antigen verwandt sind
und zuerst von Saito und Schlossmann kloniert wurden. Sie
sind mit den neuralen Zelladhidsionsmolekiilen (N-CAMs)
und Fasciclin IT verwandt, was vermuten laBt, daB sie an
homophilen Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind und viel-
leicht die Morphogenese und Gewebeentwicklung modulie-
ren. Andere enthalten Sequenzen von Fibronectin III und
konnten an der Zell-Zell- oder an der Zell-Matrix-Si-
gnallibertragung beteiligt sein. Einige haben sehr kurze
auBere Doménen. Die vielleicht interessantesten Rezeptoren
sind jene, die vor kurzem von Schlessinger et al.{*®! und Saito
et al.l®”  unabhingig voneinander kloniert worden sind. Am
Ende des dulleren Segments befindet sich eine groBe globula-
re Domine, die fast identisch mit Carboanhydrase (CA) ist;
der einzige Unterschied ist, daB sie nur eine der drei Histidin-
reste, die an der Bindung von Zn2* beteiligt sind, enthilt.
AuBer fiir CD435 wurde bisher kein Ligand fur diese Struktu-
ren gefunden.
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Die intrazelluliren Tyrosin-Phosphatasen und ihre
Rolle fiir Zellcyclus und -transformation

Auch niedermolekulare intrazellulire Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPs) weisen ein groBes Maf} an Strukturva-
riationen auf, die entweder vor oder hinter dem hochkonser-
vierten katalytischen Zentrum liegen. Sie sind unzweifelhaft
an Regulation und Lokalisation der Enzyme beteiligt
{Abb. 8). Einige PTPs haben Segmente, die mit Cytoskelett-
Proteinen, wic Bande 4.1, Ezrin und Talin, homolog sind;
andere enthalten zwei src-Homologie-2(SH2)-Doménen, die
es ihnen erméglichen kdnnten, mit Phosphotyrosylresten an
Autophosphorylierungsstellen von Wachstumsfaktorrezep-
toren zu interagieren. Tyrosin-Phosphatasen kommen auch
als Genprodukte (YOPs) von Virulenzplasmiden in Bakte-
rien der Spezies Yersinia vor (wie etwa Y. pestis, die die Beu-
lenpest auslost).

(O TCPTP
(M F  PTPIB

BN [] MEG1
AT [] MEG2
(N i 1 eep
L) PTP 1C
(] HePTP
M STEP
[ || YOP
' PYP 1
T T PYP2
[ YPTP
|| VH1
pgodc25

Abb. 8. Intrazeltaliire Tyrosin-Phosphatasen, geordnet nach ihren konservier-
ten katalytischen Domdnen.

Ich mdchte jetzt die Rolle diskutieren, die diese regulatori-
schen Doménen bei der Enzymlokalisation und -funktion
moglicherweise spielen, und mich dabei besonders auf das
von Debbie Cool™®® klonierte menschliche T-Zell-Enzym
(TC-PTP) konzentrieren (Abb. 9). Die regulatorische Do-
méne ist ausschlieBlich hydrophil bis auf die letzten 19 Reste,
die — einer Transmembrandomine dhnlich — sehr hydrophob
sind. Es gibt auch eine sehr kurze Sequenz von fiinf basi-
schen Resten, die als Kernlokalisationssignal dienen kénn-
tenf68],

CAT REG/LOC

HCSAG
€. PTP i/ | I
TC. PTPAC11 LV 7 | 37 kDa
Rag /Loc —

Reg/Loc A386-415

TC.PTP 5306415

Abb. 9. Schematische Darstellung der humanen T-Zell-Protein-Tyrosin-Phos-
phatase (TC-PTP) und einiger ihrer mutierten Formen. Gezeigt werden das
Wildtyp-Enzym mit einer vollen Linge von 48 kDa, die gekappte 37kDa-Form,
die nur die katalytische Doméne enthilt, die fiir Regulation/Lokalisation ver-
antwortliche Domiéne (11 kDa) und zwei Mutantenformen, bei denen das hy-
drophobe 19 Reste lange Segment am C-Terminus (dunkles Feld) deletiert
worden ist.
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Das 11kDa-Segment des Enzyms wurde ~ wie auch andere
Segmente von mdéglicher physiologischer Bedeutung — mu-
tiert. Zuerst wurde ein Stopcodon gleich hinter der katalyti-
schen Domiine eingefiihrt, was die Deletion des gesamten
C-terminalen Endes bewirkte. Das gekappte Enzym ist 16s-
lich, das Wildtyp-Enzym hingegen partikulir. Es colokali-
siert’®® 7% mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER). Die
Expression des C-terminalen Endes als Fusionsprotein mit
f-Galactosidase zeigt, daf} die l3sliche -Galactosidase jetzt
mit dem ER assoziiert ist. Wird nur die C-terminale hydro-
phobe Sequenz deletiert, so findet man das Enzym im Kern
(J. A. Lorenzen, unveroffentlichte Ergebnisse).

Aus Zeitmangel werde ich nur die Unterschiede diskutie-
ren, die man bei Zellcyclus und -transformation beobachtet,
wenn das Wildtyp-Enzym oder die mutierte Form, die durch
Einfihrung eines Stopcodons hinter der katalytischen Do-
méne entsteht, exprimiert wird. An BHK-Zellen, in denen
das Wildtyp-Enzym iiberexprimiert wird, kann man keine
offensichtliche Verinderunmg der Zellmorphologie beob-
achten. Im Gegensatz dazu werden 60—70% der Zellen, die
die gekappte Form exprimiercn, vielkernig!’!], weil die Cy-
tokinese nicht funktioniert.

Vielkernigkeit ist nichts Ungewdhnliches; sie kann durch
Zellfusion, durch bestimmte Wirkstoffe oder durch Antikor-
per gegen die Myosin-ATPase induziert werden, da die Cyto-
kinese ein Actomyosin-abhingiger ProzeB ist!'2- 131, Aber in
allen Fillen geht sie, wenn die Kernteilung weitergeht, syn-
chron vonstatten. Das Ungewdhnliche an diesen BHK-Zel-
len ist, daB bei ihnen sich die Zellteilung hiufiger asynchron
vollzieht (Abb. 10): Das heillt, ein Kern teilt sich und der
andere nicht. Man kann die Kerne dieser Zellen daher in
allen Phasen des Zellcyclus sehen. Wir wissen bis heute nicht,
welche Signale zwischen den Kernen unterbrochen worden
sind.

Mit der gleichen tumorausldsenden BHK -Zellinie konnen
Unterschiede im Zellverhalten bei Expression des Wildtyp-
Enzyms oder des gekappten T-Zell-Enzyms auch bei der
Zelltransformation beobachtet werden. Transformation be-
schreibt die Verdnderung, die eine Zelle durchmacht, wenn

Abb. 10. BHK-Zellen, die die gekappte 37kDa-Form der T-Zell-Tyrosin-Phos-
phatase dberexprimieren, zeigen asynchrone Kernteilung. Die Zelle hat sich um
den unteren Kern, der kurz vor der Mitose steht, abgerundet. Der obere Kern
zeipt die Interphase-Form {7, 71].
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sie maligne wird und nicht langer den Zwingen, denen eine
normale Zelle unterliegt, gehorcht. Eine normale Zelle
wichst im Gegensatz zu einer transformierten Zelle nicht auf
Flissigagar, da sie eine feste Unterlage zur Adhésion beno-
tigt. Wie erwartet wichst die transformierte BHK -Zellinie
sehr gut auf Fliissigagar; aber sie wichst genausogut, wenn
nicht besser, nach Transfektion mit dem Wildtyp-Enzym. Im
Gegensatz dazu verhindert die Uberexpression der gekapp-
ten Form des Enzyms das Wachstum unter diesen Bedingun-
gen, als ob die Transformation unterdriickt wiirde (D. Cool,
unverdffentlichte Ergebnisse).

Eine dhnliche Verstirkung im Tumorverhalten durch
Uberexpression der Wildtyp-Phosphatase wird beobachtet,
wenn diese Zellen in thymuslose nackte Mause injiziert wer-
den. Die so erzeugten Tumoren sind — verglichen mit Tumo-
ren aus Kontroll-BHK-Zellen ~ hoch vaskularisiert. Die
Tumorbildung in BHK-Zellen, die die gekappte Form ent-
halten, ist dagegen sehr reduziert, wenn {iberhaupt vorhan-
den. In einigen Tieren wurden iberhaupt keine Tumoren
gefunden.

Da das transformierende Agens in diesen BHK-Zellen bis-
her nicht definiert werden konnte, wurden diese Versuche in
embryonischen Rat-2-Zellen, die mit dem gut charakterisier-
ten viralen Oncogen v-fims transformiert worden waren, wie-
derholt!#!; v-fms wurde zuerst aus einem Sarkoma-Virus
der Katze isoliert und gehoért zur Blutplattchen-
Wachstumsfaktor-Familie (platelet-derived growth factor,
PDGF) der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren!’?!, Sein nicht-
transformierender Vorldufer, das zelluldre Protooncogen c-
fms, codiert den Rezeptor fiir den Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktor (CSF-1). Die Anlagerung von CSF-1
16st Signale aus, die zur Transkription von CSF-1-Genen
fiihren, die wichtig fiir das Wachstum, die Differenzierung
und das Uberleben von einkernigen Phagocycten sind 7.

Im Gegensatz zu den spindelférmigen v-fms-transformier-
ten Zellen zeigen Kontroll-Rat-2-Zellen die typische Pfla-
sterstein-Morphologie nicht transformierter Zellen!”, Zel-
len, die das komplette Enzym iiberexprimieren, haben das
gleiche langgezogene Aussehen, wohingegen Klone, die die

Abb. 11. Morphologie von nicht-transformierten Rat-2-Zellen (oben links)
oder mit v-Ims transformierte Zellen (oben rechts). Die mit v-fms transformier-
ten Zellinien wurden mit T-Zell-Tyrosin-Phosphatase (in voller Linge) cotrans-
fiziert (unten rechts) oder mit der gekappten 37kDa-Form (unten links). Die
Befunde zeigen, daB das Enzym in voller Lange die transformierte (spindelfor-
mige) Morphologie nicht verandert, wihrend Zellen mit gekapptem Enzym den
nicht-transformierten Phinotyp aufweisen.
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gekappte Form des Enzyms enthalten, den nichttransfor-
mierten Rat-2-Pflasterstein-Phinotyp aufweisen (Abb. 11).
Die transformierten Zellen wachsen auf Fliissigagar, die an-
deren nicht. Um moglichst viel Tyrosin-Phosphatase zu ex-
primieren, wurde das Enzym in Retroviren verpackt, mit
denen die Zellen infiziert wurden. Keine der Zellen, die das
gekappte Enzym enthielten, wuchsen gut auf Flissigagar.
DaB diese Zellen in einen nicht-transformierten Zustand zu-
riickgekehrt waren, zeigte auch ihr Cytoskelett (Abb. 12). In
transformierten Zellen sind die Actin-Mikrofilamente zerris-
sen und fokale Adhisionsstellen, d.h. die Strukturen, mit
denen normale Zellen an ihrem Substrat anhaften, verloren-
gegangen. Die Actinfilamente sind in den Zellen, die das
gekappte Enzym exprimieren, wieder normal, und viele
fokale Adhisionsstellen sind sichtbar (D. Cool, unverdffent-
lichte Ergebnisse).

Abb. 12. Cytoskelett-Morphologie von v-fms-transformierten Rat-2-Zellen
vor (links) und nach Detransformation durch Coexpression der gekappten
(37 kDa) Form des T-Zell-Enzyms. Obere Bilder: Actin gefarbt mit Rhodamin-
konjugiertem Phalloidin; untere Bilder: mit anti-Vinculin-Antik drpern geférbt,
zur Markierung der fokalen Adhisionen (helle Flecken).

Ahnliche Unterschiede wurden beobachtet, wenn diese
zwei Zelltypen in nackte Miuse injiziert wurden, um die
Tumorbildung zu beobachten. Alle Zellen, die die v-fms-
Oncogene enthielten, bildeten grofle Tumoren, wie jene, die
die Wildtyp-Phosphatase coexprimierten. Wie auch in BHK -
Zellen beobachtet worden war, war die Fihigkeit zur Tu-
morbildung in den meisten Zellen mit gekapptem Enzym
verlorengegangen.

Abschliefende Bemerkungen

Die oben genannten Befunde und jene, die ich aus Zeit-
mangel nicht erwidhnen konnte, zeigen, daf3 Phosphatasen
nicht einfach die ,,Aus*-Schalter in einem ,,An/Aus‘‘-Schal-
tersystem aus Kinasen und Phosphatasen sind. In bestimm-
ten Fillen und abhingig von der Form des beteiligten En-
zyms, konnen Tyrosin-Phosphatasen synergistisch mit
Kinasen arbeiten, und so eine spezifische physiologische
Antwort hervorrufen. Das kénnten sie durch Aktivierung
der Kinasen der ‘c-Familie bewirken, die durch Phosphory-
lierung am C-T minus inaktiviert werden (Abb. 13). Die
entscheidenden ‘aktoren, von denen abhiingt, ob eine Phos-
phatase eine K ase-Reaktion verstirkt oder aufhebt, schei-
nen weniger v¢ i ihrem Aktivitidtszustand als von ihrer sub-
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Abb. 13. Magliche Doppelrolle der Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) bei
der Signal-Transduktion: Obere Reaktion, Aktivierung von Tyrosin-Kinasen
der src-Familie durch Dephosphorylierung des C-lerminalen Phosphotyrosyl-
restes. Untere Reaktion, Dephosphorylierung anderer Tyrosin-Phosphat-Sub-
strate, um das System in seinen urspriinglichen Zustand zuriickzufihren. CSK
ist die zelluldre src-Kinase, die die Enzymaktivitdt durch Tyrosin-Phosphorylie-
rung am C-Terminus unterdriickt.

zelluliren Lokalisation bestimmt zu sein. Eine analoge
Situation findet sich bei pp60* ~*. Die Entfernung der Myri-
stoylgruppe, die fir die Bindung an die Plasmamembran
notig ist, beeinfluBt die enzymatischen Eigenschaften nicht,
fiihrt aber zum Verlust der Fihigkeit zur Transformation!””!,
Die Assoziation mit der Membran ist daher essentiel! fur die
Oncogenitit. Die oben genannten Befunde zeigen, dafi —
wenn man die Transformation durch die Phosphatasen kon-
trollieren wollte —man versuchen sollte, die Segmente, die an
ihrer Lokalisation beteiligt sind, oder die Ankerproteine, die
sie binden, zu manipulieren und nicht ihre katalytischen Do-
ménen. Natiirlich sind noch viele Fragen offen. Ich méchte
nur einige nennen:

a) Was kontrolliert die Aktivitit der Phosphatasen unter
normalen Bedingungen? Es kdnnte einfacher sein, ein hohes
Expressionsniveau fiir diese Enzyme in transformierten Zel-
linien, bei denen die Signaliibertragungswege aktiviert sind,
zu erreichen, als in normalen Zellen; als ob eine Balance
zwischen Kinasen und Phosphatasen bestiinde.

b) Hangen die Unterschiede zwischen Wildtyp- und ge-
kapptem Enzym allein von der Lokalisation ab, oder ist die
Enzymspezifitdt auch beteiligt?

¢) Konncn dhnliche Effekte auch mit anderen Oncogenen
einschlieBlich der nicht-Tyrosin-Kinasen (zum Beispiel ras,
raf, mos etc.) beobachtet werden?

d) Welches sind die einzelnen Schritte des Signalweges, die
spezifisch von diesen Enzymen beeinflut werden?

e) Und schlieBlich: Wenn Oncogenitdt das Ergebnis der
Uberexpression von Tyrosin-Kinasen sein kann, kann dann
Oncogenitit auch aus einer Unterexpression bestimmter
Phosphatasen resultieren?

Alle Vorginge, die Ed Krebs und ich hier beschrieben
haben, hatten etwas gemeinsam; sie folgten auf molekularer
Ebene einem éhnlichen Muster. Unter dem EinfluB eines
duBeren Stimulus ist der Phosphorylierungszustand eines
Proteins oder Enzyms verdndert worden. Dieses wiederum
hat eine zelluldre Antwort ausgelost. Die Einsicht, daf3 be-
stimmte oncogene Agentien das gleiche Wirkprinzip haben,
mag uns dem Verstindnis der Zelltransformation etwas ni-
her bringen. Und wer weiB, vielleicht wird — mit einem bif3-
chen Gliick — ein tieferes Verstindnis dieser Signalwege
auch einen neuen Weg zeigen, die Oncogenitit zu kontrol-
lieren.
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Meine wissenschaftliche Karriere wurde geprigt durch die
langdauernde Zusammenarbeil mit dem versiorbenen Eric A.
Stein tiber a-Amylasen und spdter mit Edwin G. Krebs, mit
dem ich diesen Preis teile, iiber Protein- Phosphorylierung. Sie
waren nicht nur hervorragende Kollegen, sondern auch in der
ganzen Zeit zwei meiner besten Freunde. Auch allen jenen, die
in meinem Labor iiber die Jahre gearbeitet haben, schulde ich
groflen Dank ; sie gaben ihr Talent, ihre Ideen und ihre maxi-
male Leistung, bevor sie thre cigenen Karrieren begannen.
Sollte ich alle nennen, wire die Liste zu lang; hier seien nur
einige Mitarbeiter in chronologischer Rethenfolge genannt: T.
Yamamoto, M. Appleman, J. Hedrick, S. Shaltiel, S. Hurd, P.
Cohen, L. Heilmeyer, B. Boeker, D. Gratecos, D. Malencik,
C. Heizmann, H. Blum, M. Fosset, K. Lerch, J. Demaille, D.
Brautigan, E. Villa-Moruzzi, L. Ballou, S. McNall und N.
Tonks. Sie sind hervorragende Mitarbeiter gewesen; ohne sie
und all jene, die ich nicht namentlich erwdhnen konnte — auch
meine jetzigen Mitarbeiter —, wdre nichts von allem wahr ge-
worden.

Auch meiner Frau Beverly schulde ich grofilen Dank; sie
blieb immer ruhig in allen Krisen, wenn ich in letzter Minute
noch Vortrdge vorzubereiten hatte oder zum Flughafen eilen
mufite. Schliefilich gebiihrt meiner Sekretdrin Carmen West-
waler grofler Dank, die sich immer wieder durch zahllose Ma-
nuskriptentwiirfe durcharbeitete und verlorene Briefe, Artikel
und Flugzeugtickets wieder ans Licht zauberte. Aber ulle jene,
die mein Biiro das ,, Bermuda-Dreieck ” nennen, iibertreiben.

Mein Dank gilt dem National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases, NIH, fiir die Unterstiitzung
meiner Arbeit vom ersten Tag an und der Muscular Dystrophy
Association fiir ihre zuverldssige Unterstiitzung.

Eingegangen am 12. Februar 1993  {A 913]
Ubersetzt von Dr. Christiane Koszka, Berlin
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