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Einleitung

I Einleitung

1.4 Tumorerkrankungen

Alle 180 Sekunden stirbt in Deutschland ein Mensch an Krebs (Bahnsen, 2006). Im
Jahr 2004 belief sich die Zahl der Krebstoten weltweit auf 7.424.000. Damit fordern
Tumorerkrankungen jahrlich weltweit die zweitmeisten Todesopfer. Nach einer Statistik
der ,American Cancer Society* wird diese Zahl nur noch von Todesfallen Ubertroffen,
die durch Herz-Kreislauferkrankungen verursacht werden (Society, 2011).

Bei Tumorerkrankungen handelt es sich um eine Vielzahl unterschiedlicher
Krankheitsbilder, die durch bdsartige, unkontrollierte Gewebewucherungen und
Streuung abnormaler Zellen charakterisiert sind. Der Name stammt vom lateinischen
ofumor“ = Schwellung, Geschwulst. Darunter werden allerdings jegliche Arten von
Schwellungen wie auch VergroRerungen des Gewebevolumens durch eine 6rtliche
Neubildung von Gewebe (Neoplasie) oder Anschwellen von Gewebe verstanden.
Diese Bezeichnung trifft noch keine Aussage Uber die Dignitdt der Neoplasie. Man
unterscheidet in gut- und bodsartige Tumore. Gutartige Tumore (benigne Tumore)
kénnen meist chirurgisch entfernt werden und stellen nur selten eine
lebensbedrohliche Gefahr dar (Nguyen, 2004). Im Unterschied dazu fihren bdsartige
Tumore (maligne Tumore) oft zum Tod des Patienten (Hanahan and Weinberg, 2000).
90 % aller durch Tumore verursachte Todesfélle sind auf maligne Tumore
zurickzufuhren (Christofori, 2006). Die Malignitdt von Tumorzellen wird durch deren
Eigenschaft zum invasiven Wachstum und zur Ausbildung von Metastasen in
sekundaren Organen beschrieben, die meist zum Tod des Organismus fihren. Als
Metastasierung bezeichnet man den Prozess der Streuung von Tumorzellen vom
Primartumor in sekundare Organe und die dortige Neuansiedlung eines Tumorherdes
(Fidler, 2003).

1.1.1 Allgemeine Einfiihrung in die Biologie von Tumorerkrankungen

Uber 200 verschiedene Krebsarten sind mittlerweile bekannt. Sie variieren in ihrer
Epidemiologie, Pathogenese, zellularen Differenzierung, Progression, ihrem

Metastasierungspotential, sowie ihrer Therapierbarkeit und werden anhand ihres



Einleitung

Ursprungorgans klassifiziert. Des Weiteren unterscheidet man zwischen soliden
Tumoren oder, als zweiter Klasse, den Leukdmien und Lymphomen. Solide Tumore
kénnen entweder epithelialen (Karzinome) oder mesenchymalen (Sarkome) Zellen
entstammen. Auftreten und Verteilung von Krebserkrankungen sind abhangig vom
Alter und Geschlecht der Patienten sowie von geographischen und
soziobkonomischen Faktoren. Krebs ist eine genetische Erkrankung, die meist
sporadisch durch eine spontane Mutationen in einer somatischen Zelle und deren
klonaler Evolution entsteht (Nowell, 1976). Der klonale Ursprung geht mit einer
Anhaufung von genetischen und epigenetischen Verdnderungen in Tumor-
Suppressorgenen oder Onkogenen einher, die den entstehenden Krebsphanotyp
bestimmen (Weinberg, 1996). Die Krebsentwicklung wird in einem mehrstufigen
Modell, der Karzinogenese, beschrieben. Nach der sogenannten Initiation der
Karzinogenese durch spontane Mutation folgen die Phasen der Promotion, in der fir
die Mutation tragende Zelle ein Wachstumsvorteil entsteht und es zu einer klonalen
Expansion kommt. Das Stadium der Progression ist beschrieben durch einen
zusatzlichen Wachstumsvorteil durch weitere Mutationen die eine unkontrollierte
Proliferation der Tumorzellen und ein Umgehen der Apoptose férdern. Wahrend dieser
mehrstufigen Entwicklung von Tumoren erwerben normale Zellen die Merkmale einer
Krebszelle. Diese wurden von Hanahan und Weinberg beschrieben als Fahigkeit der
Proliferation unabhangig von exogenen Mitogenen, Resistenz gegeniber Wachstums-
inhibierenden Signalen, Resistenz gegenlber Apoptose, Immortalitat, Induzierung der
Angiogenese und als Fahigkeit, in umliegendes Gewebe einzuwandern und eventuell
zu metastasieren (Hanahan and Weinberg, 2000). Zusatzliche Charakteristika von
Tumorzellen sind die Reprogrammierung des Energiemetabolismus und die Fahigkeit,
der immunologischen Erkennung und Eliminierung zu entkommen (Hanahan and
Weinberg, 2011). Durch Selektionsdruck diese Eigenschaften aufweisen zu mussen
entstent eine hohe genetische Diversitat innerhalb des Tumors, die durch die
Generierung des sogenannten Tumormikromilieus zusatzlich komplexiert wird. An
oberster Spitze dieser hierarchisch aufgebauten Diversitdt stehen die
Krebsstammzellen, die als Ursprungszellen einer Krebserkrankung diskutiert werden
(Bonnet and Dick, 1997). Krebsstammzellen zeichnen sich durch ihre Merkmale der
Selbsterneuerung sowie ihres Differenzierungspotentials aus. Die ruhenden, sich nicht
teilenden Tumorstammzellen machen nur einen kleinen Teil der Tumormasse aus, sind
allerdings die Zellen, die fahig sind entfernt vom Primartumor Metastasen auszubilden.
Wahrend der Primartumor lokal meist chirurgisch entfernt werden kann stellt die
Quantitdt an metastatischen Kolonien, die oft in kurzen zeitlichen Abstanden

entstehen, ein uniberwindbares Problem fiir die lokale Therapie dar. Diese hohe
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Komplexitdt von Merkmalen, sowie die Problematik der Metastasierung der
Primartumore erschweren und verhindern zuweilen eine effektive und langfristige
Behandlung der Krankheit. Die Vielzahl an befallenen Organen fuhrt dann in der Regel

auch zum Tod des Patienten.

11.1.2 Die metastatische Kaskade

Invasion und Metastasierung werden als ,hallmarks of cancer* (Hanahan and
Weinberg, 2000) bezeichnet und sind die lebensbedrohlichsten Aspekte von Krebs
(Duffy, 1992; Kohn and Liotta, 1995; Liotta and Stetler-Stevenson, 1991). Die
Mortalitatsrate bei Tumorerkrankungen wird vorwiegend durch Metastasen bedingt
(Chambers et al., 2002; Cunnick et al., 2002). Dabei sind bis zu 90 % aller durch Krebs
bedingten Todesfalle auf die Ausbildung von Metastasen zurtickzufiihren (Fidler, 2002;
Sporn, 1996). Die Streuung von Tumorzellen im Koérper wird durch die ,seed and soil
Theorie beschrieben (Paget, 1889). Danach sind zusatzlich zu den intrinsischen
Eigenschaften einer metastasierenden Krebszelle wie der migratorische und invasive
Phanotyp auch die Parameter des Mikromilieus in den Zielorganen kritisch fur den
Erfolg der Streuung des Tumors. Dies bedingt unter anderem das unterschiedliche
Metastasierungsmuster verschiedener Krebsarten (Weiss, 1985). Die
Tumormetastasierung resultiert aus einer Kaskade von Einzelschritten (Abbildung 11-1)
(Chambers et al.,, 2002; Chiang and Massague, 2008; Steeg, 2006). Nach der
Deadhéasion einer Tumorzelle vom Zellverbund des Primartumors migriert und invadiert
sie Gewebe. Durch die Intravasation von Blut/LymphgefaRen erfolgt eine schnelle
Verteilung im Koérper. Nach der Extravasation, dem Verlassen des GefaRsystems,
invadiert die Tumorzelle in, vom Primartumor entfernt liegende, Gewebe und kann dort

zur Etablierung einer neuen Tumorkolonie (Metastase) fuhren.
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Abbildung lI-1: Schematische Darstellung der Teilschritte der metastatischen Kaskade.

11.1.2.1 Deadhéasion aus dem Zellkollektiv

Initiiert wird der Prozess der Metastasierung durch das Losen einzelner Tumorzellen
vom Primartumor. Bevor eine epitheliale Tumorzelle sich vom Primarkollektiv ablosen
und in umliegendes Gewebe invadieren kann, muss sie den Prozess der epithelialen-
mesenchymalen Transition (EMT) durchlaufen. Dieser Prozess findet auch im Rahmen
mehrerer, nicht-pathologischer, Vorgange statt, wie zum Beispiel der embryonalen
Entwicklung. Vermittelt wird dieser Prozess durch Molekule wie den ,transforming
growth factor beta“ (TGFf), die ,mitogen-activated protein® (MAP)-Kinase, die
Transkriptionsregulatoren Twist und Snail, Wnt, Notch und Hedgehog. Zudem sind die
Veranderungen in der Expression von Cadherinen und Integrinen verantwortlich (Tse
and Kalluri, 2007). Dabei verliert die Zelle ihren epithelialen Charakter und nimmt
mesenchymale Eigenschaften an, die es ihr ermoglichen lokal zu invadieren und eine
Basalmembran zu durchdringen (Perl et al., 1998; Thiery, 2002). Nicht mobile,
polarisierte epitheliale Zellen, die in ein Zellkollektiv eingebunden sind, 16sen ihre Zell-
Zell-Kontakte und konvertieren in individuelle, nicht polarisierte, mobile und invasive
mesenchymale Zellen (Yilmaz and Christofori, 2009). Es verandert sich die
Morphologie der Zellen sowie das Genexpressionsprofil. Mesenchymale Zellen
zeichnen sich durch einen langgestreckten Phanotyp sowie eine hohe migratorische

Aktivitdt aus (Nguyen, 2004), zudem sind sie als resistenter gegen Apoptose
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beschrieben (Robson et al, 2006). Molekularbiologische Ursache fir diese
Veranderungen ist ein modifiziertes Expressionsprofii von Adhéasionsproteinen
(Christofori, 2006) und Proteasen (Huber et al., 2005). Die Veranderung der
Adhasionseigenschaften verursacht den Verlust der interzelluldren Adhasion und der
Interaktion mit der extrazellularen Matrix. Eine wichtige Molekulgruppe stellen dabei die
.cell adhesion molecules* (CAM) dar (Bogenrieder and Herlyn, 2003). Diese Gruppe
aus Integrinen, Selektinen, Ig-Superfamilien-Mitgliedern und Cadherinen regulieren die
interzellularen Kontakte und Verbindungen zur nichtzellularen Umgebung (Cavallaro
and Christofori, 2001; Johnson, 1999). So verursacht eine Integrin-Substratbindung
eine Kaskade intrazellularer Signale, die zu einer gerichteten Migration und einer
Apoptoseresistenz flhrt und eine verstarkte Proliferation aktiviert (Aplin et al., 1998;
Giancotti and Ruoslahti, 1999). GroRe Bedeutung kommt ebenfalls dem Molekil E-
Cadherin zu. In invasiven Tumorzellen kann haufig eine Reduktion oder ein Verlust der
E-Cadherin Expression beobachtet werden (Gumbiner, 2000; Thiery, 2002).
Gleichzeitig wird die Expression des mesenchymalen Zell-Zell-Adhasionsmolekils N-
Cadherin initiiert, ein Prozess, der auch als der ,Cadherin Switch* bekannt ist (Yilmaz
and Christofori, 2009). All diese molekularen Veranderungen ziehen eine enorme
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts mit sich, die fur ein invasives Wachstum

notwendig ist und von Aktin bindenden Proteinen, wie L-Plastin, reguliert wird.

11.1.2.2 Invasion in die extrazelluldre Matrix

Dissoziierte Tumorzellen infiltrieren aktiv das umliegende Stroma. Diese Invasion setzt
eine rdumlich und zeitlich regulierte Interaktion mit dem umliegenden Gewebe, eine
aktive Lokomotion und eine Proteolyse voraus (Engers and Gabbert, 2000). Die aktive
Lokomotion ist ein zyklischer Prozess aus Aktinpolymerisation und -depolymerisation.
Krebszellen kénnen im Kollektiv oder als einzelne Zellen wandern (Friedl and Wolf,
2003; Sahai, 2005; Sahai, 2007), entweder indem sie eine mesenchymale Morphologie
kurzzeitig annehmen (EMT) oder in einer passiven, rollenden Art. Die Migration erfolgt
zumeist entlang von Blutgefallen, stimuliert durch lokale Gradienten von
Chemoattraktanten oder Matrixgertsten (Condeelis and Segall, 2003; Li et al., 2000).
Der Ausbildung eines Pseudopods und eines Lamellipodiums folgt die Adhasion an
das umliegende Substrat und das Schieben des Zellkdrpers nach vorne. Gleichzeitig
beglnstigt das Losen der Interaktion am Hinterende der Zelle deren Lokomotion. Die
Formierung von Pseudopod und Lamellipodium resultiert aus einer Rac1 vermittelten
Aktinpolymerisierung (Michiels et al., 1995; Nobes and Hall, 1999). Die kurzzeitigen

Zellkontakte werden durch Substrat-spezifische Zelloberflachen-Rezeptoren, vor allem
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Integrinen, vermittelt. Neben ihrer Linker-Funktion sind Integrine ebenfalls in die
Signalprozesse einer Zelle eingebunden und kénnen dadurch zellbiologische
Funktionen wie Migration, Differenzierung, Proliferation, Angiogenese und Apoptose
beeinflussen (Brooks et al., 1994; Giancotti and Ruoslahti, 1999; Keely et al., 1997;
Mainiero et al., 1997; Shaw et al.,, 1997; Uings and Farrow, 2000). Wahrend der
Infiltration mussen Tumorzellen die extrazellulare Matrix (EZM) durchqueren.
Voraussetzung dafiir ist die proteolytische Degradation der extrazellularen Matrix. Viele
Tumorzellen zeigen gesteigerte proteolytische Aktivitat durch eine vermehrte
Proteasen-Expression (Crawford and Matrisian, 1994; Stetler-Stevenson et al., 1993),
wobei vor allem die Matrix-Metalloproteinasen (MMP) an dem Prozess der
Tumorinvasion beteiligt sind. Friedel und Wolf haben gezeigt, dass MMPs
Kollagenfasern schneiden und in parallelen Bindeln organisieren um Geristschienen
zu formen, entlang derer dann Kollektive von Krebszellen wandern kénnen (Friedl and
Wolf, 2008).

11.1.2.3 Intravasation

Nachdem die Tumorzellen die EZM durchquert haben, kommen sie in die Kontaktzone
der tumorassoziierten Mikrovaskulatur. Einer Integrin-vermittelten Interaktion zwischen
Tumorzellen und endothelialen Zellen der Basalmembran folgt eine Auflésung der
Basalmembran durch proteolytische Enzyme (Brooks et al., 2010). Wenn die
Tumorzellen die Basalmembran durchquert und die vaskularen Endothelzellen erreicht
haben adherieren sie an diese. Das Adharieren von Tumorzellen an das Endothelium
der Mikrogefalie induziert bei den Endothelzellen ein Auseinanderweichen, wodurch
die Tumorzellen zwischen diesen hindurchtreten (Tsuji et al., 2006) und so in das
Innere der Vaskulatur eindringen kénnen (Blood and Zetter, 1990). Die sogenannte
Intravasation ist ebenfalls eine koordinierte Abfolge von proteolytischer und
migratorischer Aktivitdt. Nachdem die Zellen in das Vaskularsystem eingedrungen sind
werden sie mit dem Blut- oder Lymphstrom im Korper verteilt. Mit dem Moment des
Eintritts verandert sich das Umgebungsmilieu fiir die Tumorzelle mafRgeblich, was eine
weitere hohe Anpassungsfahigkeit der Tumorzellen voraussetzt. Zum Beispiel wirken
starke Scherkrafte auf die Zellen ein. Dies alles fuhrt zu einer nur geringen

Uberlebensrate der intravasierten Zellen.
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11.1.2.4 Transendotheliale Migration und Extravasation

Zur Kolonisierung in entfernt gelegenen Organen missen die Tumorzellen im
Blutstrom uberleben, an das Endothel der Mikrozirkulation des Zielorgans adharieren
und sich Eintritt zu dessen Parenchym verschaffen (Makrilia et al., 2009). Tumorzellen
sind dabei Prozessen ausgesetzt, die ihr Uberleben gefdhrden. Dazu zahlen die
Scherkréafte, die durch den Blutstrom verursacht werden, und Attacken des
Immunsystems (Molloy and van 't Veer, 2008). Die Expression von Integrinen in
zirkulierenden Tumorzellen stellt einen Schutz gegen Scherkrafte innerhalb des
vaskularen Systems dar, indem die Interaktion von Tumorzellen zu Leukozyten und
Plattenzellen ermdglicht wird (Blood and Zetter, 1990). Dadurch wird auch ein Arrest
von Tumorzellen unter dynamischen Flussbedingungen ermdglicht (Felding-
Habermann et al., 2001). Ein weiterer entscheidender Faktor fir den Arrest von
Tumorzellen im Gefaldsystem ist deren GroéRe, die den GefaRdurchschnitt deutlich
Ubersteigt. Dadurch kommt es zu einer passiven Arrestierung. Um jedoch Eintritt in das
umliegende Gewebe zu erlangen, muss die Basalmembran sowie die EZM wiederholt
abgebaut werden (Gupta and Massague, 2006). Die Extravasation und Einwanderung

in neues Gewebe basieren dabei auf den gleichen Prozessen wie die Intravasation.

11.1.2.5 Etablierung einer Kolonie

Das Eindringen der Tumorzelle in das Zielorgan stellt nur den initialen Schritt des
Auswachsens einer sekundaren Tumorkolonie dar. Eine sofortige Ausbildung einer
Metastase kommt nicht zwingend vor. Auch diese gestreuten Zellen kdnnen noch
durch Apoptose absterben (Chambers et al., 2002) oder bleiben zunachst ,dormant*.
Jahre spater kann es durch verschiedene Mechanismen wie zum Beispiel Effekte der
Wirts-Immunsuppression zur Induktion der Proliferation dieser ruhenden Zellen
kommen (Naumov et al., 2001). Nach dem Eindringen der Tumorzelle in ein
sekundares Organ stehen noch weitere Schritte an, um eine erfolgreiche Etablierung
einer Metastase abzuschlieRen. Dabei ist eine weitere Adaption der Tumorzelle an die
Mikroumgebung im befallenen Organ notwendig. Es kommt nicht nur zu einer
Anpassung der Tumorzelle, sondern vor allem auch zu einer Anderung der
Mikroumgebung im Zielorgan (Gupta and Massague, 2006). Diese Bedingung findet
sich in der ,soil* Komponente der von Paget formulierten Theorie wieder. Die
Ausbildung einer metastatischen Nische ist Voraussetzung fur die Etablierung eines
Sekundartumors. Dabei spielen vor allem Immunzellen eine entscheidende Rolle

(Kaplan et al., 2005). In diesem Zusammenhang wird auch die Pre-Konditionierung des
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Zielorgans durch hamatopoetische Stammzellen diskutiert, die zunachst in das
Gewebe migrieren und die EZM und das Wachstumsfaktormilieu so modulieren, dass
ein Mikromilieu geschaffen wird, welches Tumorzellen anzieht und deren Proliferation
unterstitzt (Kaplan et al., 2006). Bis zur klinischen Manifestation einer Metastase sind
jedoch noch weitere Faktoren notwendig. So ist das Tumorwachstum ohne eine
ausreichende Versorgung mit Nahrstoffen auf einen Durchmesser von 1-2 mm
beschrankt. Eine Neoangiogenese ist daher notwendig, um ein signifikantes Wachstum
des Tumors sicherzustellen. Das Einleiten der Angiogenese wird durch verschiedene
Wachstumsfaktoren ausgelést und erméglicht die Ausbildung einer Makrometastase
(Nyberg et al., 2005).

11.1.3 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist derzeit die am zweithdufigsten diagnostizierte
Krebserkrankung bei Mannern. In den westlichen Industrienationen bedingt es 15 %
aller mannlichen Krebsfalle, wohingegen es in den Entwicklungslandern nur 4 % der
Falle ausmacht (Heidenreich et al., 2011). Die durch Prostatakrebs bedingte Mortalitat
lag in Deutschland im Jahr 2000 bei 27 Personen pro 100.000 Einwohnern (Robert-
Koch-Institut, 2003) und ist weltweit die sechsthdufigste Todesursache unter
krebserkrankten Mannern (Ferlay et al., 2010). Dabei ist eine steigende Inzidenz in den
letzten Jahren zu beobachten (von 16.000 Neuerkrankungen im Jahr 1991 auf
mittlerweile 58.000 Primardiagnosen pro Jahr). Dies ist neben dem steigenden Alter
der Bevolkerung auch durch eine bessere Diagnostik zu erklaren (Rifkin, 1998; Robert-
Koch-Institut, 2003).

Zu den Risikofaktoren einer Erkrankung zdhlen neben dem steigenden Alter die
ethnische Abstammung, eine genetische Pradisposition, hormonelle Faktoren wie ein
erhohter Ostrogenspiegel (Bécker, 2001) und, wie klinische Daten belegen, exogene
Faktoren wie Erndhrung, Sexualverhalten, Alkoholkonsum und UV-Strahlung.

Eine Metastasierung des Prostatakarzinoms lauft sowohl lymphogen als auch
hamatogen ab. Die Lymphknoten der Fossa obturatoria bilden die ersten Stationen in
der lymphogenen Streuung und gelten als Indikatoren fir eine positive oder negative
Lymphknotenausbreitung (Hautmann et al., 1997). Lymphknotenmetastasen erhdhen
das Risiko zur Entwicklung von Fernmetastasen (Gervasi, 1989) und sind mit einer
schlechten Prognose verbunden (Datta et al., 2010). Der Befall regionaler
Lymphknoten kann bei 5—12 % der Prostatakarzinompatienten mit klinisch organ-

begrenztem Krankheitsbild beobachtet werden und senkt signifikant ein krankheits-
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spezifisches, riickfallfreies Uberleben (Cai et al., 2009). Hamatogene Metastasen
findet man Uberwiegend im Skelettsystem, wobei vorwiegend Becken und Wirbelsaule
betroffen sind (Helpap, 1998). In 80 % der fortgeschrittenen
Prostatakarzinomerkrankungen treten Knochenmetastasen auf (Bubendorf et al.,
2000), die in 10 — 15 % der Patienten bereits bei Diagnosestellung vorliegen (Sturge et
al.,, 2011). Neben den regionalen Lymphknoten und den Knochen sind entfernt
liegende Lymphknoten, Lunge, Leber und Gehirn hdufige Orte der Metastasierung
(Bubendorf et al., 2000). Bei metastatischen Krankheitsbildern haben die Ublichen
Therapien wie radikale Prostatektomie und Bestrahlung eine niedrige
Wahrscheinlichkeit auf Erfolg (Briganti et al., 2009; Burkhard and Studer, 2009; Cai et
al., 2009; Da Pozzo et al, 2009). Aus diesem Grund werden dringend neue

Therapeutika zur Verhinderung oder Verlangsamung der Metastasierung benoétigt.

1.1.4 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist eine Neoplasie, die vom melanozytaren System ausgeht und
manifestiert sich Uberwiegend in der Haut. Diese hochmaligne Tumorart ist fir 80 %
aller Todesfalle durch Hautkrebs verantwortlich, macht jedoch nur 4 % aller
dermatologischer Tumorerkrankungen aus (Miller and Mihm, 2006). Die Erkrankung
tritt in der Regel in einem Alter zwischen 50 und 55 Jahren auf (Katalinic et al., 2003).
Jedoch ist ein Trend zu erkennen, wonach immer mehr jingere Menschen an dieser
Krankheit erkranken. Die weltweite Zunahme der Inzidenz ist klar am Beispiel der USA
zu erkennen. Hier konnte eine jahrliche Steigerung der Inzidenz um 4,1 % beobachtet
werden (Altmeyer, 2010; Rager et al., 2005). Deutliche geographische Unterschiede in
der Haufigkeit des Vorkommens der Erkrankungen sind durch eine unterschiedliche
Pigmentierung der Bevdlkerungsgruppen bedingt, die dabei ein schutzender Faktor ist
(Garbe and Schadendorf, 2003; Grin-Jorgensen et al., 1992; Tan et al., 2001). Danach
tritt das maligne Melanom vor allem in der hellhdutigen Bevdlkerung auf, die in
besonders sonnenexponierten Regionen leben.

Die Ursachen, die zur Entwicklung eines malignen Melanoms fiihren, kdénnen in
endogene und exogene Ursachen eingeteilt werden. Zu den endogenen Ursachen
zahlt man das Vorhandensein von Uber 50 gewohnlichen Navi, sogenannten
Leberflecken und eine genetische Veranlagerung. Die bedeutendste exogene Ursache
ist eine Ubermaflige UV-Exposition.

Die im Verhaltnis zur Primartumorgré3e bestehende frihe Tendenz der lymphogenen

und hamatogenen Metastasierung des malignen Melanoms betont die Wichtigkeit der
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Aufklarung der metastasierenden Mechanismen, im Besonderen auch fur diese
Tumorart (Soon, 1998). Auch Melanomzellen zeigen eine ortspezifische
Metastasierung. 70 % der Metastasen manifestieren sich primar regional im
LymphabfluRgebiet, in 30 % der Falle kommt es zu Fernmetastasen in Lunge, Leber,
Gehirn und Knochen (Garbe and Schadendorf, 2003). Das Auftreten von
Lymphknotenmetastasen gilt als wichtigster Einflussfaktor flr die Ausbildung von
Rezidiven und die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten (Fink et al., 2004;
Retsas et al., 1994). Weiterhin sind Fernmetastasen und das Muster des Organbefalls
bei Fernmetastasen Faktoren, der das Uberleben der Patienten negativ beeinflussen
(Buzaid and Anderson, 2000; Hauschild, 2003). Als Endstadium gelten Knochen- und

Hirnmetastasen, die meist lediglich palliativ behandelt werden kdnnen.

1.2 L-Plastin

L-Plastin, die Leukozyten-spezifische Isoform der Plastin-Familie, ist ein Aktin
bindelndes Protein, das zunachst in transformierten humanen Fibroblasten gefunden
wurde. Spater erst wurde erkannt, dass die natirliche Expression des Proteins bei
untransformierten Zellen auf Zellen hamatopoetischen Ursprungs beschrankt ist.
Dieses, auch . ymphocyte cytosolic protein 1“ (LCP1) genannt, ist als kritischer
Regulator der Aktindynamik in Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems bekannt. Zusatzlich konnte seine Expression spater auch in einer

Vielzahl menschlicher transformierter Zellen nachgewiesen werden (s. unten).

11.2.1 Plastin-Isoformen

Die Mitglieder der Plastin-Familie, auch Fimbrine genannt, sind eukaryotische Aktin
blndelnde Proteine. Erstmals von Bretscher und Weber aus intestinalen Epithelzellen
des Huhns isoliert, wurden sie bis heute in zahlreichen Eukaryoten nachgewiesen
(Bretscher and Weber, 1980). Die Komplementierung des Hefe-Homologs SAC6 weist
auf ihre hohe evolutiondre Konservierung hin (Adams et al., 1995). Die Familie der
Plastin/Fimbrin-Molekiile bei Vertebraten untergliedert sich in drei Isoformen, die
jeweils von einem eigenen Gen kodiert werden (Lin et al., 1993). Sie weisen eine
gewebespezifische Expression auf und wurden entsprechend nominiert. Eine I-Plastin

(»intestin-specific plastin“) Expression zeigt sich im Mikrovilli von Dinndarm und
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Dickdarm sowie im Nierenepithel (Lin et al., 1994). Das Vorkommen von T-Plastin
(.tissue-specific plastin“) ist auf die Ubrigen soliden Gewebezellen mit replikativem
Potential restringiert. Dazu zahlen Fibroblasten, endotheliale Zellen, Melanozyten und
weitere (Klein et al.,, 2004). Die Leukozyten-spezifische Variante L-Plastin wird
dagegen von Zellen hamatopoetischen Ursprungs sowie auch von einer Reihe
humaner nicht hdmatopoetischer Tumoren exprimiert (Goldstein et al., 1985; Lin et al.,
1988; Park et al., 1994). Ein weiterer wichtiger Unterschied findet sich in der N-
terminalen Region der Plastin-Isoformen. L-Plastin weist zwei potentielle
Phosphorylierungsstellen auf (Jones et al., 1998; Wang and Brown, 1999). Diese
befinden sich an den Serinresten 5 und 7 der Aminosaurekette. T- und I-Plastin fehlt
die Aminosaure Serin an Position 5 (Lin et al., 1998). Fur T-Lymphozyten aus
peripherem Blut (PBT) konnte dabei gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung

ausschlief3lich an dem Aminosaurerest Serin 5 mdglich ist (Wabnitz et al., 2007).

11.2.2 Struktur von L-Plastin

Kodiert wird das Protein L-Plastin durch das LCP1 Gen auf dem Chromosom 13 und
verteilt sich im Falle von humanem L-Plastin auf 16 Exons (Lin et al.,, 1993). Die
Proteine der Plastin-Familie weisen ein Molekulargewicht von 65-68 kDa auf und
bestehen aus 610-630 Aminosauren. Diese definieren in der Tertiarstruktur eine Kopf-
sowie eine Kerndomane. Strukturell charakterisierend sind die EF-Hand Kalzium-
bindenden Domanen in der Kopfregion des Proteins sowie die zwei sich am C-
Terminus befindlichen Aktin-bindenden Doménen (ABD). Eine ABD setzt sich aus
jeweils 250 Aminosauren zusammen und enthalt zwei aufeinander folgende Calponin-
homologe (CH) Doméanen aus je 125 Aminosaurereste (Banuelos S, 1998; Matsudaira,
1991). Plastine unterscheiden sich von anderen Aktin bindelnden Proteinen durch die
Reihung von zwei ABD innerhalb einer einzelnen Polypeptidkette, welche die
Aktinblindel, durch die simultane Bindung zweier Aktinfilamente, hochgeordnet
zusammenfassen und stabilisieren (de Arruda MV, 1990). Die N-terminal gelegenen
Kalzium-Bindestellen sind ebenfalls fir die Bindung von Aktin wichtig, da die
Blndelung durch Kalzium reguliert wird (Namba et al., 1992). Zusatzlich befinden sich
dort die potentiellen Serin Phosphorylierungsstellen.

Die Gesamtstruktur wurde anhand réntgenkristallographischer Untersuchungen als
kompakt globular bis Hantel-dhnlich beschrieben, wobei die beiden ABD in einer
antiparallelen Weise so angeordnet sind, dass es zu einem direkten Kontakt der N-

und C-terminalen CH-Domanen kommt (Klein et al., 2004; Shinomiya et al., 2007). Die
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Anwesenheit von Kalzium fihrt zu einem signifikanten Konformationswechsel der
Tertiarstruktur, was bereits einen ersten Hinweise auf den molekularen

Wirkmechanismus von L-Plastin auf die Aktinbindung liefert.

N CH1  CH2 H CH1 CH2 FC

ABD1 ABD2

Abbildung 1I-2: Schematische Struktur von L-Plastin. In der N-terminalen Kopfdoméane des Proteins
befinden sich zwei Phosphorylierungsstellen an den Serin-Resten 5 bzw. 7 (siehe Pfeile) sowie zwei EF-
Hand-Loops, die als Kalziumbindestellen fungieren. Im C-terminalen Bereich befinden sich die beiden
Aktinbindedomanen, die jeweils aus zwei Calponin homologen Doménen bestehen. (N = N-Terminus, EF
= EF-Hand Kalzium Bindestellen, ABD = Aktin-bindende Doméane, CH = Calponin homologe Doméane).

11.2.3 Funktion und Bedeutung von L-Plastin

11.2.3.1 L-Plastin als Aktin biindelndes Protein

11.2.3.1.1 Aufbau und Aufgaben des Aktin-Zytoskeletts

Das Zytoskelett eukaryotischer Zellen ist ein dynamisches, faseriges Gebilde, durch

das Zellbewegungen, morphologische Veranderungen und intrazellulare
Transportmechanismen ermoglicht werden. Dieses System setzt sich aus
Mikrofilamenten, bestehend aus Aktin, Intermediarfilamenten, die aus verschiedenen
fibrosen Proteinen aufgebaut sind, und Mikrotubuli aus o/p-Tubulin-Heterodimeren
zusammen (Herrmann and Aebi, 2000). Die einzelnen Untereinheiten sind durch nicht
kovalente Bindungen zusammengefiigt und bilden so Fasern aus. Daraus entsteht ein
strukturierter Komplex, der einer strengen Kontrolle unterliegt. Ein Hauptbestandteil ist
das  Aktinzytoskelett, = Mikrofilamente, die sich aus  Aktinuntereinheiten
zusammensetzen. Das Aktinzytoskelett spielt eine tragende Rolle bei den
Bewegungsablaufen einer Zelle. Zudem kommt ihm eine besondere Bedeutung beim
intrazellularen Transport durch das Zytosol zu. Ayscough und Drubin haben die
Prinzipien des Aktinzytoskletts am Beispiel der Backerhefe S. cerevisiae untersucht
(Ayscough and Drubin, 1996). Das hochdynamische Netzwerk aus Aktin-Polymeren
und einer hohen Vielzahl an assoziierten Proteinen vermittelt hauptsachlich die
Reaktion der Zellmotilitdt und Zellform auf extrazelluldre Stimuli. Schmidt und Hall
nannten weiterhin die Organisation des Zytoplasmas und die Generierung

mechanischer Krafte innerhalb der Zellen zu den Hauptaufgaben des Aktinzytoskeletts
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(Schmidt and Hall, 1998). Als dominierende Strukturbestandteile der Zelle fihren die
Mikrofilamente mechanische Arbeiten in der Zelle durch den Auf- und Abbau von
Proteinuntereinheiten aus, wodurch eine Zellmotilitdt entsteht (Pollard and Borisy,
2003). Die Aktinfilamente sind doppelhelikale Polymere, die aus globularen
Untereinheiten aufgebaut sind. Diese richten sich immer in einer ,Kopf-zu-Schwanz*-
Weise an und geben den Filamenten somit eine molekulare Polaritat. Die sich dadurch
ergebenen Filamentenden wurden als Plus- und Minusende bezeichnet (Pollard and
Borisy, 2003). Das Wachstum der Filamente durch Anlagerung neuer Monomere
erfolgt am Plusende. Weiterhin weisen die Aktinpolymere eine gerichtete Orientierung
entlang der Zelloberflache auf, wobei die Plusenden nach aufien zeigen (Small et al.,
1978). Bei der Polymerisierung von globuldrem Aktin (G-Aktin) zu filamentésem Aktin
(F-Aktin) wird ATP zu APD und P; hydrolysiert (Pollard, 1986). Neben der
Energieabhangigkeit ist der Assemblierungsprozess durch ein aufwendiges System an
assoziierten Strukturproteinen reguliert (Ayscough, 1998). Diese Aktin bindenden

Proteine werden in funktionelle Klassen eingeteilt (Abbildung 1I-3) (Schleicher et al.,

1995). G-Aktin bindende Proteine entziehen die monomeren Untereinheiten dem
Gleichgewicht mit F-Aktin und verringern somit die Viskositat des Zytosols. Beispiele
hierfir sind die Proteine Profilin, Cofilin und Thymosin (Carlier and Pantaloni, 1994;
Rozycki et al., 1994; Sun et al., 1995). Die Ubrigen Aktin bindenden Proteine lagern
sich an filamentésem Aktin an und unterscheiden sich anhand ihres Bindungsortes
entlang der Filamente. Dabei beeinflusst die Art der Bindung entscheidend die
Viskositat des Zytoplasmas und entsprechend die Fahigkeit der Zelle sich zu bewegen.
Capping-Proteine besetzen die Endstellen der Filamente und verhindern damit eine
weitere Anlagerung von Monomeren. Die Filamente werden dadurch kurz gehalten und
die Viskositat niedrig. Zu dieser Gruppe zahlen cap 32/34, Protovillin, Gelsolin, Villin,
Severin (Eichinger et al., 1991; Eichinger and Schleicher, 1992; Gettemans et al.,
1992; Hartmann et al., 1990; Hofmann et al., 1992; Pope et al., 1995). Eine weitere
Gruppe bindet entlang der Filamente und stabilisiert, verbindet und formt
Aktineinheiten. Aktinflamente sind in Strukturen aus Bindeln und facherformigen
Netzwerken durch aktinquervernetzende Proteine organisiert (Ayscough, 1998;
Bartles, 2000; Puius et al., 1998). Die Bindel sind aus parallel angeordneten, eng
nebeneinander liegenden Filamenten aufgebaut. In einem Netzwerk Uberkreuzen sich
die einzelnen Filamente meist rechtwinklig und kénnen zwei- oder dreidimensionale
Gestalt annehmen. Unter der Plasmamembran liegt ein zweidimensionales Netzwerk
und verstarkt die duBere Hulle der Zelle. Das Zytosol ist von einem dreidimensionalen
Aktinnetzwerk durchzogen und erhalt dadurch seine galertartige Konsistenz. Lange

und Flexibilitat der Proteine entscheiden dabei Uber die Art des entstehenden
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Aktingeflechts. Man teilt die aktinquervernetzenden Proteine in drei Gruppen ein. Zwei
Gruppen mit jeweils einer Aktinbindedoméne, die entweder charakteristisch oder
verschieden ist, und eine Gruppe von Proteine mit zwei Aktin bindenden Domanen, die
sich durch ihre CH-Domanen ausweisen. Zu dieser dritten Gruppe gehért auch die
Plastin-Familie.

Die Reversibilitat der Aktinpolymerisierung sowie der Proteininteraktionen ist eine
entscheidende Bedingung, um die lebenswichtigen Funktionen wie Zellteilung,

Zellmotilitat und intrazellularen Transport aufrecht zu erhalten.

Plastin Profilin

a -Aktinin Cofilin

Spectrin Thymosin

Filamin ~ DNasel $ .
[

Proteine
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Proteine
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Abbildung lI-3: Aktinbindende Proteine und ihre Funktion. Verdndert nach (Schleicher et al., 1995).

11.2.3.1.2 Bundelung von F-Aktin durch L-Plastin

Die ersten Untersuchungen zur Bindelung von F-Aktin durch Plastin wurden an T-

Plastin durchgefuhrt. Matsudaira et al. beschreiben die Bundelung von Filamenten in
einem parallel angeordneten Modell mit einem Abstand von jeweils 115-120 A. Dies
konnte auch durch ein Modell des Aktin-Fimbrin-ABD Komplexes von Hanein bestatigt
werden (Hanein et al., 1998; Matsudaira et al., 1983). Die Aktinarrays werden durch
Plastin zu unipolaren, hexagonalen Verbunden zusammengepackt, deren Plusenden
zur Zelloberflache weisen (Tilney et al., 2000; Tilney and Saunders, 1983). Dabei sind
die Vorgange der Aktinpolymerisierung, der Plastin-Bindung und der Kreuzvernetzung

der Filamente gekoppelt (Volkmann et al., 2001). Zudem weist die Aktinblindelung
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durch Plastine eine Kalziumabhangigkeit auf (Lin et al., 1994; Namba et al., 1992). Die
Kalziumdomane am N-Terminus sowie die genauen Aktin-Binderegionen innerhalb der
beiden CH-Doméanen konnten anhand einer Elektronendichte-Korrelation identifiziert
werden (Hanein et al., 1998). L-Plastin bindelt Aktin in einer dhnlichen Weise wie T-
Plastin. Zum ersten Mal konnte die Bundelung von Aktin durch L-Plastin durch die
Technik der hochauflésenden  Kryo-Elektronenmikroskopie = beobachtet und
aufgenommen werden. Galkin beschreibt eine konservierte funktionelle Interaktion
zwischen den CH-Doméanen und Aktin (Galkin et al.,, 2008). ABD2 bindet in einer
festen und stochastischen Weise an Aktin und schutzt die Aktinfilamente so signifikant
vor einer Depolymerisierung. Dabei reduziert die Bindung der ABD2 die Variabilitat im
Aktinfilament und die Bindestruktur geht in eine geschlossene Konformation Uber
(Cheng et al., 1999; Lebart et al., 2004). Diese erste Bindung verursacht eine
Konformationsanderung innerhalb von Bindedoméane 1 und Uberfuhrt diese so in eine
aktive Form. Die CH-Doméane 1 von ABD1 von L-Plastin kommt somit in enge
raumliche Nachbarschaft zu einem zweiten, 120 A entfernt liegenden Aktinfilament und
kann anschlieRend ebenfalls eine Bindung eingehen (Klein et al., 2004; Lehman and
Craig, 2004).

11.2.3.2 Zelluldre Funktionen von L-Plastin in Leukozyten

Wie der Name L-Plastin bereits vermuten lasst, wurde L-Plastin urspringlich als
Leukozyten-spezifisches Protein beschrieben. Von daher stammen auch die meisten
funktionellen Daten Uber L-Plastin aus Leukozyten. Das Protein wurde in mehreren
Zelltypen der angeborenen Immunitat, wie in Makrophagen und Neutrophilen
nachgewiesen (Chen et al., 2003; Shinomiya et al., 1991). Aber auch in T und B
Zellen, die der erworbenen Immunantwort angehoéren, wurde L-Plastin beschrieben
(Henning et al., 1994; Todd et al., 2011).

Die Fahigkeit von Zellen, sich innerhalb des Organismus zu bewegen, ist
lebensentscheidend, wenn man die Situation der Immunzellen bedenkt.
Lebensbedrohlich ist sie hingegen im Hinblick auf eine unkontrollierte Migration von
Zellen bei einer Tumorerkrankung. Fur die Beweglichkeit der Zellen ist ein
Zusammenspiel von Adhasion, Polarisierung und Mobilitdt notwendig. Diese gilt fur
Immunzellen und auch fir metastasierende Krebszellen. Als organisierendes Protein
des Aktinzytoskeletts kommt L-Plastin dabei eine entscheidende Funktion zu. So
konnte eine verminderte Motilitdt durch eine Reduktion der L-Plastin Expression in
Jurkat T Zellen nachgewiesen werden (Lin et al., 2010). Auch die T Zellen L-Plastin

defizienter (LPL”) Mé&use zeigten eine Reduktion der durch Chemoattraktanten
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ausgelosten Migration, wie in vitro und in vivo nachgewiesen werden konnte. Neben
der eingeschrankten migratorischen Fahigkeit zeigten diese Zellen auch eine
ungerichtete Polarisierung nach Chemokinstimulation (Morley et al., 2010). Ahnliche
Ergebnisse konnten auch fir die Chemokin-vermittelte Migration von B Zellen
beschrieben werden. L-Plastin defiziente B Zellen wiesen eine reduzierte Migration hin
zu verschiedenen Chemoattraktanten auf. Zusatzlich ist L-Plastin in B Zellen auch fir
die Ausreifung einer Subpopulation, der Marginalzone B Zellen (MZ B Zellen),
entscheidend, da deren Entwicklung von chemotaktischen und adhasiven Signalen
abhangig ist (Todd et al., 2011). Des Weiteren konnte in migrierenden Makrophagen
eine Lokalisation von L-Plastin in Podosomen festgestellt werden (Ohsawa et al.,
2004). Ein Einfluss der Phosphorylierung von L-Plastin auf die Mobilitdt der Zellen
konnte bisher noch nicht gefunden werden (Morley, 2012).

Neben der Beteiligung an den migratorischen Fahigkeiten zeigt L-Plastin auch einen
Einfluss auf die Aktivierung von T Zellen. L-Plastin wird nach Kostimulation humaner T
Zellen aus dem Blut phosphoryliert (Henning et al., 1994). Die Akkumulation von L-
Plastin in der immunologischen Synapse (IS) lieferte den ersten Hinweis auf eine Rolle
in der Formierung der Synapse (Wabnitz et al., 2007). Wahrend der Ausbildung
kolokalisierte L-Plastin vorwiegend mit F-Aktin in der peripheren Region der IS und
fuhrte zu einer Stabilisierung. Ein verminderter L-Plastin Gehalt in peripheren T Zellen
reduzierte die Aktivitat der T Zellen, die GréRe der IS und die Proliferation der Zellen
(Wabnitz et al., 2010). Diese Ergebnisse konnten in einer Untersuchung mit L-Plastin
defizienten murinen T Zellen bestatigt werden (Wang et al., 2010). Die T Zellantwort
auf ein Antigen ist demnach beeintrachtigt. Ebenso wurden Defekte in der Proliferation
und der Zytokinproduktion beschrieben, was auf eine entscheidende Funktion von L-
Plastin auf die spaten Phasen der Formierung der IS hindeutet.

Neutrophile sind als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr entscheidend fir eine
schnelle Reaktion auf Infekte. Die Ausreifung und Mobilitdt der Zellen werden dabei
stark durch eine Integrin-vermittelte Signalweiterleitung gesteuert, an der L-Plastin
beteiligt ist (Chen et al., 2003; Jones et al., 1998). Zuséatzlich wurde neben der Rolle
von L-Plastin in der Aktinblindelung Uber eine Funktion im FCyR Signaling von
Neutrophilen diskutiert. Einen weiteren Hinweis zur L-Plastin-Rolle in der
Unterstlutzung der angeborenen Immunabwehr gaben die Ergebnisse von Ohsawa in
Makrophagen. Die Bindung von L-Plastin an funktionsentscheidende Proteine wie Iba1
wies auf eine Verbindung zur phagozytischen Funktion der Makrophagen hin (Ohsawa
et al., 2004).
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11.2.3.3 Phosphorylierung von L-Plastin

Eine wichtige regulatorische Einheit von L-Plastin findet man in den
Phosphorylierungsstellen im N-terminalen Bereich des Proteins. Bisher wurde
ausschlief3lich von der Phosphorylierung von L-Plastin, jedoch nicht der beiden
anderen Isoformen T- und I-Plastin berichtet. Eine 1985 verdffentlichte Arbeit zeigt eine
durch Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) ausgeldste Phosphorylierung von L-Plastin
in transformierten HL-60 Zellen (Anderson et al., 1985). Seither wurde diese
Modifikation in einer Vielzahl von Zelltypen, ausgel6st durch unterschiedlichste Stimuli,
beobachtet. 1991 publizierten Shinomiya und Kollegen eine Arbeit Uber die
Phosphorylierung von L-Plastin in murinen peritonealen Markrophagen durch das
bakterielle Lipopolysaccharid (LPS) (Shinomiya et al., 1991). Ebenso fuhrt LPS in
Makrophagen zu einer Stimulation der L-Plastin Phosphorylierung (Hagi et al., 2006).
In einer Reihe weiterer Zellen des hamatopoetischen Systems konnte eine
Phosphorylierung von L-Plastin durch andere Stimuli nachgewiesen werden. Eine
durch N-Formyl-Peptid-Rezeptor Subtypen aktivierte Phosphorylierung von L-Plastin
konnte in Neutrophilen festgestellt werden (Paclet et al.,, 2004). FPRL-1 ist ein
wichtiger Chemokinrezeptor auf humanen polymorphonukledren Neutrophilen (PMN),
dessen Stimulation zu Modifikationen von migrations-assoziierten Proteinen fuhrt
(Boldt et al., 2006). In PMNs kommt es auch durch die friihen Ereignisse einer Ligation
des FCyR in Immunkomplexen zu einer Phosphorylierung von L-Plastin. Die FCyRII
Adhasion sowie die Phagozytose von IgG-opsionierten Partikeln induzieren neben der
Phosphorylierung auch die Translokation von L-Plastin in die Podosomen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung nicht durch das Mycotoxin
Cytochalasin blockiert werden kann, was darauf hindeutet, dass die Phosphorylierung
kein intaktes Aktinzytoskelett bendtigt (Jones and Brown, 1996). In unserer
Arbeitsgruppe wurde die Phosphorylierung von L-Plastin als Rezeptor-vermitteltes
kostimulatorisches Ereignis in untransformierten humanen peripheren T Lymphozyten
beschrieben (Henning et al., 1994).

Uber die Phosphorylierungsstellen innerhalb des Proteins gaben
Mutationsexperimente Aufschluss. Diese, in Fibroblasten durchgeflihrten Analysen,
lieferten erste Hinweise auf die Lokalisation der Modifikation und determinierten die
Aminosaurereste  Serin 5 (Ser5) und Serin 7 (Ser7) als mdgliche
Phosphorylierungsstellen (Lin et al., 1998). Eine Phosphorylierung von Ser5 konnte
ebenfalls in HelLa-Zellen nachgewiesen werden. Dabei wurde Uber eine
Phosphorylierung von Ser7, unter Voraussetzung einer bereits erfolgten

Phosphorylierung von Ser5, spekuliert (Jones et al.,, 1998). Inzwischen wurde eine
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Phosphorylierung von L-Plastin vorwiegend an der Position 5 in Folge einer Vielfalt von
Stimuli in verschiedensten Zelltypen beschrieben, wobei Uber die Funktion der
Phosphorylierung erst wenig bekannt ist.

Man weil3, dass die Phosphorylierung von L-Plastin eine Rolle in der Aktivierung von T
Lymphozyten hat. Frihere Arbeiten aus unserem Labor zeigten eine Induktion der L-
Plastin Phosphorylierung durch eine Kostimulation von peripheren Blut-T Lymphozyten
(PBT) und einen verstarkten Oberflachentransport der T Zell-Aktivierungsmolekule
CD69 und CD25 (Wabnitz et al., 2007). L-Plastin ist auch wichtig fur die Ausbildung
der immunologischen Synapse (IS). Die Expression einer nicht-phosphorylierbaren L-
Plastin Mutante resultierte in einer reduzierten Akkumulation von LFA-1 in der IS.
Dabei ist die Phosphorylierung von L-Plastin und damit auch die Ausbildung der IS
durch das Immunsuppressivum Dexamethason inhibierbar (Wabnitz et al., 2011).

Uber die an der Phosphorylierung von L-Plastin beteiligten Kinasen wird indes noch
stark diskutiert. Zunachst konnte gezeigt werden, dass die cAMP abhangige
Proteinkinase (PKA) L-Plastin in vitro phosphorylieren kann (Matsushima et al., 1988;
Wang and Brown, 1999). Auch die Tatsache, dass die Phosphorylierungsstelle von L-
Plastin am Aminosaurerest Serin 5 in einer Konsensussequenz flr die
Phosphorylierung durch die PKA liegt, war ein weiterer Hinweis fiir deren Beteiligung
(Shinomiya et al., 1995). In einer anderen Studie jedoch, in der Interleukin 8 und fMLP
in PMNs eine Phosphorylierung von L-Plastin férderten, und auch der PKC-Aktivator
PMA die Phosphorylierung signifikant stimulierte, schlussfolgerten die Autoren eine
Signaltransduktionskaskade Uber PKC. Jedoch fehlten Beweise einer direkten
Abhangigkeit (Shibata et al., 1993a; Shibata et al., 1993b)). In den Untersuchungen
von Matsushima 1987 in PMNs konnten Inhibitoren der Adenylylcyclase und der
Protein Kinase A die Phosphorylierung nach IL-1 Stimulation blockieren, wohingegen
PKC-Inhibitoren keine Hemmung auslésten (Matsushima et al., 1987). Auch Wang und
Kollegen diskutierten weitere Moglichkeiten. Demnach unterscheidet sich die
verantwortliche Kinase in Abhangigkeit des Zelltyps sowie des verwendeten Stimulus.
Untersuchungen der Phosphorylierung, ausgelést durch fMLP, wiesen auf mehrere
Signalwege hin, die an der L-Plastin Phosphorylierung beteiligt sind. So verringerten
Inhibitoren der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), der Phospholipase D (PLD) und der
Protein Kinase C (PKC) die Phosphorylierung (Wang and Brown, 1999). Trotz der
intensiven Forschung an der verantwortlichen Kinase konnten noch keine eindeutigen

Ergebnisse geliefert werden.
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11.2.3.4 Ektope Expression von L-Plastin in Krebszellen

Die Expression von L-Plastin korreliert mit der freien Beweglichkeit von Zellen. Diese
Eigenschaft trifft neben Leukozyten auch auf Krebszellen zu. Bereits eine der ersten
Beschreibungen von L-Plastin stammt aus transformierten Zellen (Anderson et al.,
1985). Seither wurde die ektope Expression von L-Plastin in einer Vielzahl nicht-
hamatopoetischer transformierter Zellen, nicht jedoch in deren entsprechenden
normalen Geschwisterzellen nachgewiesen (Leavitt et al., 1982; Leavitt and Kakunaga,
1980) und dient somit als Marker fur humane Krebszellen (Leavitt et al., 1994).
Untersuchungen an transformierten Zelllinien konnten eine ektope Expression von L-
Plastin in 68 % aller getesteten Karzinome epithelialen Ursprungs, und in 53 % der
mesenchymalen Tumore offenbaren (Lin et al., 1993). Zudem ist das L-Plastin Gen in
den meisten humanen Tumorzelllinien (ca. 90 %) transkribiert, wie RT-PCR-
Experimente belegen konnten (Park et al., 1994). Expression, Funktion und Korrelation
von L-Plastin mit der Malignitdt unterscheiden sich je nach Ursprung des
transformierten Gewebes. Ein Zusammenhang zwischen einer L-Plastin Expression
und der Tumormetastasierung wurde flr Darmkrebs (Foran et al., 2006; Otsuka et al.,
2001) postuliert. In der metastatischen Darmkrebszelllinie SW620 ist das Gen, das fir
L-Plastin kodiert, im Vergleich zu der dazugehérigen premetastatischen Linie SW480,
hochreguliert (Foran et al., 2006). Bei Darmkrebszelllinien die von einem primaren und
von metastatischen Tumoren eines einzigen Patienten generiert wurden, zeigte sich
eine signifikante Korrelation zwischen der L-Plastin Genexpression und der
Progression des Krebsstadiums (Otsuka et al., 2001). Jedoch fehlte bisher ein direkter
funktioneller Beweis in vivo. Ahnliches konnte auch fiir Prostatakrebs herausgefunden
werden. RT-PCR sowie immunhistochemische Analysen an Karzinomzelllinien und
malignem Prostataepithel konnten bestatigen, dass L-Plastin in tumorbefallenem
Gewebe, jedoch nicht in gesundem Prostatagewebe exprimiert wird. Ein
Zusammenhang zwischen Stadium der Malignitdt und Expression war nicht
offensichtlich (Zheng et al., 1997). Der durch die Expression eines L-Plastin-antisense
Gens verursachte verringerte Proteingehalt in der Prostatakarzinomzelllinie PC3
verminderte die Proliferation und Invasion, wobei das Metastasierungsverhalten der
Zellen nicht untersucht wurde (Zheng et al., 1999). Des Weiteren wurde berichtet, dass
der Einsatz von Nanopartikeln zur Blockierung von L-Plastin die Invasion von malignen
Prostatazellen im Matrigel-Invasionstest inhibiert (Delanote et al.,, 2010). Die
Expression von L-Plastin in Prostatakarzinomzellen unterliegt der Regulation durch
Steroidhormonrezeptoren (Zheng et al., 1997). Entsprechend beinhaltet der Plastin-

Promoter mehrere Hormonrezeptor-sensitive Elemente, eine Ostrogen- und drei
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Androgen-spezifischen Regionen (Lin et al.,, 2000; Lin et al., 1993). Eine siRNA
vermittelte verminderte L-Plastin Expression der humanen Melanomzelllinie IF6 fihrte
ebenfalls zu einer reduzierten haptotaktischen Migration. Dementsprechend konnte
eine ektope Expression von L-Plastin in der humanen Melanomzelllinie MV3 die
Migration der Zellen in einem Transwellassay steigern (Klemke et al., 2007)

Im Rahmen der Arbeit von Klemke und Kollegen 2007 aus unserer Arbeitsgruppe
wurde auch erstmals der Phosphorylierungsstatus von L-Plastin bertcksichtigt. Darin
konnte gezeigt werden, dass das invasive Potential humaner Melanomzellen durch die
Phosphorylierung ektop exprimierten L-Plastins verstarkt wird (Klemke et al., 2007).
Einen weiteren Hinweis auf eine Beteiligung des Phosphorylierungszustandes fand
spater Janji, der in einer Brustkrebszelllinie eine von der Phosphorylierung von L-
Plastin abhangige Resistenz gegen TNFa beschrieb (Janji et al., 2010). Wobei Uber
die Regulation der Phosphorylierung von L-Plastin in nicht-hdmatopoetischen
Tumorzellen ist bisher nichts bekannt. L-Plastin erwies sich als regulierendes Protein,
welches das metastatische Potential transformierter Zellen in vitro steigern konnte.
Jedoch wurde bisher keine systematische Studie durchgefiihrt bei der die Bedeutung

von L-Plastin und dessen Phosphorylierungsstatus untersucht wurde.

1.3 Ziel der Arbeit

Zur erfolgreichen Metastasierung missen Tumorzellen eine Vielzahl von Hindernissen
Uberwinden. Dazu zdhlen die Einwanderung in die Blutbahn, das Uberleben im
Blutstrom, die Auswanderung ins Gewebe und die Ansiedlung und Etablierung einer
metastatischen Kolonie. Fuir all diese Schritte muss die Zelle sich vielen
unterschiedlichen physiologischen Bedingungen anpassen, Scher- und Zugkraften
widerstehen und hoch mobil sein. Reguliert werden diese Prozesse uberwiegend durch
das Aktinzytoskelett der Zelle, das wiederum von Aktin bindenden Proteinen, wie L-
Plastin, organisiert wird.

Untersuchungen zum Einfluss des ehemals als Leukozyten-spezifisches Plastin
beschriebenen L-Plastins auf die Prozesse der Migration und Invasion von
Tumorzellen wurden bisher hauptsachlich in vitro durchgefuhrt. Alle in vivo Hinweise
beruhen auf Korrelationen in Patientenstudien, wobei funktionelle und kausale
Zusammenhange zwischen einer L-Plastin Expression und dem Metastasierungsstatus
von Tumorzellen in vivo bisher fehlten.

Diese Studie sollte klaren, ob L-Plastin eine kausale Rolle bei der Metastasierung

nicht-hdmatopoetischer maligner Tumorzellen Ubernimmt. Der zweite Fokus dieser
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Arbeit lag auf der Analyse des Einflusses der Phosphorylierung von L-Plastin auf
dessen Funktion in der Metastasierung von Tumorzellen. Dies wurde anhand eines
Xenograft Mausmodells analysiert, in dem in einem ersten Ansatz die L-Plastin
Expression in einer humanen Prostatakarzinomzelllinie Uber shRNA reduziert wurde. In
einem zweiten Ansatz wurde ein Melanom-Modell verwendet, um die Auswirkung der
ektopen Expression von phosphorylierbarem versus nicht-phosphorylierbarem L-

Plastin auf die Tumormetastasierung zu charakterisieren.
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Il Material und Methoden

1.1 Materialien

111.1.1 Herstellerverzeichnis

abcam

Apotheke des Universitatsklinikums
AppliChem GmbH

Affymetrix

B. Braun AG

BD Biosciences

BD Transduction Laboratories
BioLegend GmbH

Bio-Rad Labratories GmbH
Biozym Scientific GmbH
Calbiochem Merck4 Biosciences
Caliper LiveSciences Xenogen
Carl Roth GmbH + Co. KG

Carl Zeiss GmbH

Cell Concept

Charles River Laboratories
Clontech

Enzo Diagnostics

Eppendorf AG

Fermentas GmbH

GE Healthcare Europe GmbH
Gibco (Invitrogen)

Greiner Bio-One GmbH

IKA

ImaGenes

Innova, New Brunswick Scientific

Invitrogen

Cambridge, UK
Heidelberg

Darmstadt

High Wycombe, UK
Melsungen

Heidelberg

Heidelberg

Fell

Muanchen

Oldenburg
Nottingham, UK
Alameda, CA, USA
Karlsruhe

Géttingen

Freiburg

Sulzfeld

Mountain View, CA, USA
Framingdale, NY, USA
Hamburg

St. Leon-Rot

Freiburg

Darmstadt
Frickenhausen
Staufen

Berlin

Edison, New Yersey, USA

Darmstadt
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InvivoGen

Jackson Immuno Research
Life Technologies

Linaris

Lonza

Marienfeld

Menzel GmbH + Co KG
Merck KGaA

Millipore

Miltenyi Biotech

New England BioLabs
Nikon GmbH

Nunc

Pechiney Plastic Packaging
Peglab Biotechnologie GmbH
PromoCell

PromoKine

Proteintech Group, Inc
Qiagen GmbH

Qiagen GmbH

R&D Systems

Sanyo

Sarstedt

Sartorius

Semper Care
Sigma-Aldrich
Steinbrenner

The baker Company
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Scientific

UVP

VWR

Webeco

Whatman International Ltd.

Zentrallager Theoretikum Universitat

San Diego

Suffolk, UK
Rockville, MD, USA
Wertheim-Bettingen
Koln
Lauda-Koénigshofen
Braunschweig
Darmstadt
Molsheim, F
Bergische Gladbach
Frankfurt
Dusseldorf
Langenselbold
Menasha

Erlangen
Heidelberg
Heidelberg
Chicago, IL, USA
Hilden

Hilden

Minneapolis, MIl, USA
Muanchen
Niambrecht
Géttingen

Wien

Taufkirchen
Wiesenbach
Sanford, Maine, USA
Waltham MA, USA
Bonn

Upland, CA, USA
Leuven, B

Bad Schwartau
Maldstone, UK
Heidelberg
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1ll.1.2 Laborausstattung

Autoklav

Entwicklungsgerat

FACS Gerate
FACSCalibur
FACS-SCAN
FACSVantage

Feinwaage

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

Gelsystem DNA

Gelsystem Proteine

Heizblock

Inkubator Bakterienkultur

Inkubator Zellkultur

IVIS 100 Imaging System

Kamera

Kuhlschrank

Magnetruhrer

Mikroskope
Time Lapse Videomikroskop
konfokales Mikroskop
Durchlichtmikroskop
inverses Mikroskop mit Kamera

NanoDrop

pH Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

Stromquellen
Proteinsystem
Glyzin Gelsystem
Western Blot
DNA Gelsystem

Sterilbank

Stickstofftank

Webeco
Typ CP 1000, Agfa

BD

BD

BD

BP211D, Sartorius laboratory
Liebherr Premium no frost
Ultra Low, Sanyo

MiniSub Cell GT, BioRad
Minigele, BioRad
Thermomixer 5436, Eppendorf
Incubator shaker, innova 4400
CO, Auto Zero, Heraeus instruments
Xenogen

Canon

Liebherr Premium no frost
IKAMAG REC-G, IKA

Axiovert 200 M, Zeiss
Leica

ID 03, Zeiss

Leica, Canon

ND-1000, Peqlab

pH720, inoLab
BioPhotometer, Eppendorf
Gibson

Pipetboy acu, IBS

PowerPac300, BioRad

1000/500, BioRad

LKB 2303 Multidrive XL

200/2.0, BioRad

Steril Gard Hood, the baker Company

Chronos, Messer Griesheim
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Thermocycler

UV Transilluminator

Vortex

Waage

Wasserbad

Western Blot Kammer

Wippe

Zahlapparatur

Zentrifugen
Kahlzentrifuge
Megafuge
Megafuge
Megafuge

Tischzentrifuge

111.1.3 Verbrauchsmaterialien

Alkoholtupfer

Aluminiumfolie

Antisept

Augen- und Nasensalbe
Chromatographiepapier
Combitip plus

Deckglaser
Einmalhandschuhe Latex
Einmalhandschuhe Nitril
Einwegskalpell

FACS Rdhrchen

Falcon Reaktionsgefalie 15 ml
Falcon Reaktionsgefalie 50 ml
Frischhaltefolie
Injektionskanule 0,3 mm x 13 mm
Kodak BioMax Light Film
Kryoréhrchen 1,8 ml
Minischraubréhre 1,5 mi

Objekttrager

T professional basic gradient, Biometra
BioDoc-It Imaging System, UVP

MS-1 Minishaker, IKA

Satorius laboratory

Gfl 1092

PeqlLab

ST 5, CAT

CASY, Typ TT Innovatis Roche

1-15 K, Sigma-Aldrich

3.0 RS, Heraeus instruments
3 S-R, Heraeus instruments
1.0 R, Heraeus instruments
Centrifuge 5415C, Eppendorf

Klinikapotheke

Carl Roth GmbH + Co KG
Klinikapotheke
Klinikapotheke

Whatman # 3030917
Eppendorf # 0030069.277
Marienfeld # 2022318
Semper Care # 60260766
VWR # 112-2372

Feather No. 21 # 09109520
BD-Falcon # 352052
Greiner # 4210

Greiner # 4230

Toppits

BD Microlance # 304000
Sigma-Aldrich # 1538966
nunc #343958

Greiner # 72.692.005
Menzel GmbH + Co KG # Iso 8037/1
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Parafilm

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen
PVDF-Membran 0,45 ym
SafeSeal Reagiergefale 0,5 ml
Serologische Pipetten
Spritzen

Sterilfilter

Transwell Cell Culture Inserts
Wattestabchen
Zellkulturflaschen 175 cm?®
Zellkulturflaschen 25 cm?

Zellkulturflaschen 75 cm?

111.1.4 Chemikalien

1 kb DNA Ladder
Acrylamid
Agarose
Aluminiumsulfat
Aprotinin

APS

Bacton™ Yeast Extract
Bromphenolblau
BSA

DTT

EDTA
Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
FicoLite-H
Glycerin

Glyzin

H202

Hexadimethrine bromide

Pechiney Plastic packaging # PM-996
WU Mainz

nunc # 120928
Steinbrenner

Millipore # IPVH000010
Sarstedt # 72.704

costar

BD Microlance # 300013
Carl Roth GmbH + Ca KG
BD # 353097
Klinikapotheke

nunc # 178883

nunc # 156367

nunc # 156499

BioLabs # N3232S

Roth # 3029.1

Biozym # 840004

J. T. Baker # 231-984-1
Sigma-Aldrich # A1153

Roth # 9593.2

BD # 211705

Merck # 8122

Roth # 8076.3

Gebru # 1008

Gebru # 1034
Chemikalienlager Theoretikum
Chemikalienlager Theoretikum
Sigma-Aldrich # E 7637
Linaris # GTF1511YK-02
Applichem # A 3552,0500
Applichem # A 3177,1000
Merck # 2014

Sigma-Aldrich # H9268
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Kalimchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kcl

Ketanest

Kollagen

Leupeptin

Luciferin

Luminol (3-Amino-phtalhydrazid)
Methanol

MgCl,

Mowiol

NazVO,

NaCl Kochsalzlésung 0,9 %
NaN;

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Nonident P40

OPD Tabletten
p-Coumarsaure

PBS

PFA

Precision Plus Protein Standards
Propidiumiodid Losung
Saponin

SDS

Temed

Tris

Triton X

Tween 20

Xylazine

Roth # 4936

Roth # 4264348

Merck # 4936
Klinikapotheke

BD # 354236

Sigma-Aldrich # L 9783
Synchem OHG # BC219
Fulka 09253
Chemikalienlager Theoretikum
Sigma-Aldrich # M-9272
Calbiochem # 475904
Sigma-Aldrich # S6508
Braun # 8492A251

Roth # K305.3

Applichem # A 1881,1000
J.T. Baker # 0278

Merck # 6580

Fluka # 74385
Sigma-Aldrich # P6662-50TAB
Fulka # 28200

Biochrom AG # L182-10
Sigma-Aldrich # 16005

Bio Rad # 161-0373
Sigma-Aldrich # P4864-10ML
Sigma-Aldrich # S4521-25G
Serva 20765

Roth # 2367.3

Roth # 4855.2

Gebru # 2000

Gebru # 2001
Klinikapotheke
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111.1.5 Puffer, Medien und Reagenzien

111.1.5.1 Puffer und Medien fiir die Zellkulturarbeit

DMEM High Glucose Cell Concepts # M-L2601-I
D-PBS Ca®"/Mg** Cell Concepts # B-L0500-I
D-PBS Cell Concepts # B-L0529-I
RPMI 1640 Gibco # 21875-158
Trypsin Gibco # 25300-096

111.1.5.2 Medium fiir die Bakterienkultur

LB-Medium
Trypton 1049
Hefeextrakt 59
NaCl 59

fur Flissigmedium
Agar 17 g

zur Herstellung von Agarplatten

111.1.5.3 Puffer und Lésungen fiir SDS-PAGE

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris—Hcl pH 6,8 60,55 g
0,4 % SDS 409
Aqua dest 1000 ml

Mit Aqua dest auf 800 ml auffillen und pH prifen. SDS hinzugeben und auf
1000 ml auffillen.

Trenngelpuffer
1,5 M Tris-Hcl pH 8,8 181,71 g
0,4 % SDS 4049
Aqua dest 1000 ml
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Mit Aqua dest auf 800 ml auffillen und pH prifen. SDS hinzugeben und auf
1000 ml auffillen.

Laufpuffer pH 8,8 (10x)

1900 mM Glyzin 713,15 ¢
250 mM Tris 151,35¢g
1% SDS 50,0 g
Aqua dest. 5,01

Laemmli Ladepuffer (3x)

Tris Hel pH 6,8 9,5ml 0,5M pH 6,8
9 % SDS 2259

30 % Glycerin 8,6 ml 87 % Glycerin
150 mM DTT 0,575¢g
Bromphenolblau Spatelspitze

Auf 25 ml auffillen

TKM Lysepuffer

1,5 M Tris Hel pH 7,5 0,5 ml
1M Kcl 0,25 ml
1 M MgCl, 0,05 ml
1 M NazVOq 0,01 ml
0,1 M NaF 0,5 ml
Leupeptin (2 mg/ml) 0,1 ml
Aprotinin (2 mg/ml) 0,1 ml
NP40 (20 %) 0,1 ml

Mit Aqua dest auf 10 ml auffillen
Zur Analyse moglicher Phosphorylierungen von L-Plastin in Zelllysaten Uber ein

natives Glyzingel wurde dem TKM Puffer 0,3 yM Okadainsdure hinzugefugt.

111.1.5.4 Puffer und Lésungen fir Glyzin-Gele

4 x Glyzinpuffer
Gylzin 15,019
Aqua dest 500 ml
pH mit 1 M NaOH auf 9,5 einstellen, mit Aqua dest auf 1000 ml auffillen
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Probenpuffer
Saccharose 750 mg
Glyzin (200 mM) 3,75 ml
Bromphenolblau Spatelspitze

Mit Aqua dest auf 10 ml auffillen
Vor Benutzung 1 ml Probenpuffer mit 36 ul DTT (2,6 M) versetzen.

111.1.5.5 Puffer und Lésungen fiir WB

Semi-Dry-Blot Transferpuffer

Glyzin 2,93¢
Tris 5,81¢
SDS 10% 3,7 ml
Aqua dest 796,3 ml
Methanol 200 ml
Blockingpuffer
1 x PBS 1000 ml
0,1 % Tween 20 1 ml
5% BSA 549
Waschpuffer
1 x PBS 1000 ml
0,1 % Tween 20 1 ml
Methanol

ECL Reagenz
Losung A Luminol (3-Amino-phtalhydrazid)
0,5 g Luminol in 11,3 ml DMSO ergibt 250 mM
Lésung B p-Coumarsaure (trans-Hydroxy-Zimtsaure)
0,25 g p-Coumarsdure in 16,925 ml DMSO ergibt 90 mM
Lésung C 1,5 M Tris Hcl pH 8,8
Vorratslésung bei 4°C in dunkler Flasche haltbar:
Losung A 2,5 ml
Lésung B 1,113 ml
Lésung C 16,67 ml
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Aqua dest 229,717 ml
Unmittelbar vor Gebrauch zu 10 ml ECL-Mix 3,05 pl 30 % H,0; hinzugeben und

mischen.

111.1.5.6 Puffer und Lésungen fiir die Agarosegelelektrophorese

10 x TBE-Puffer

Tris 107,8 g
Borat 55,03 g
NaEDTA 0,744 g
pH 8,3

Gelladepuffer Orange 6x

Tris/Hcl pH 7,5 60 mM
Na-Acetat 30 mM
EDTA 12 mM
Glycerol 60 % (w/v)
Orange G 0,36 % (w/v)

111.1.5.7 Puffer und Lésungen fiir die durchflusszytometrischen Analysen

FACS-Puffer

PBS* 500 ml
1 M NaNs; 0,5 ml
BSA 2,59

Permeabilisierungspuffer
0,05 % Saponin in FACS-Puffer

Fixierungspuffer (1,5 % PFA)

PFA 1,59
PBS* 80 ml

bei 60°C l6sen

1 N NaOH 1 Tropfen

pH auf 4,7 mit 1 N Hcl einstellen
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111.1.5.8 Puffer und Lésungen fiir die Transwelluntersuchungen

Migrationsmedium
RPMI 1640 + 0,1 % BSA

PBS-EDTA
PBS*
4 mM EDTA

Kollagen

20 pg/mlin 0,02 N Essigsaure

111.1.6 Kits und Reagenzien

111.1.6.1 Kits

Amaxa Cell Line Nucleofector Kit V
BioArray high yield RNA labelling
Gel Extraction Kit

Mycoplasmen PCR

Pan T-cell isolation kit

PCR Purification Kit (250)
Plasmid Maxi Kit (25)

QIApre spin Miniprep Kit (250)
RNeasy Mini Kit

SuperScript Choice System
GeneChip® Gene 1.0 ST V1 Array

111.1.6.2 Reagenzien

Antibiotika:
G418
Puromycin
Hygromycin B
Pen/Strep

Lonza # VCA-1003

Enzo Diagnostics # ENZ-42655-10
Qiagen # 28704

Venor GeM # 11-7048

Miltenyi Biotech # 130-091-156
Qiagen # 28106

Qiagen # 12163

Qiagen # 27106

Quiagen # 74104

Life Technologies # 18090-019
Affymetrix # 901085

PromoCell # C-42094
Calbiochem # 540411
PromoCell # C-42095
Gibco # 15140
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CFSE

Ampicillin

Interleukin 8
Lipofectamine™ 2000

OPD Tabletten

PMA
SDF1a

Forskolin

Ascorbinsaure

I1.1.7 Antikorper

I11.1.7.1 Prim&rantikérper

Sigma-Aldrich # A-9518

molec prob # C-1157
PromoKine # C-61830
Invitrogen # 11668-027
Sigma-Aldrich # P6662-50TAB
Sigma-Aldrich # P 1585
Sigma-Aldrich # SRP 4388
Sigma-Aldrich # F6886-10MG
Roth # 3525.1

Tabelle llI-I: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primarantikorper
Antikorper Beschreibung Verwendung Herkunft Nummer
LPL4A.1 mk, M, 1gG WB: 1 ug/mi Neomarks # MS-1326-P1
FACS: 4 pg/ml
IH: 5 pg/ml
recPla662 pk, R WB: 1:10.000 Eurogentec # SA662
B-Aktin pk, R WB: 1:900 Sigma-Aldrich # A2066
p-Aktin mk, M WB: 1:5.000 Sigma-Aldrich # A5316
Luciferase pk, R, IgG FACS: 10 pg/ml Sigma-Aldrich
Phalloidin AF 647 | G, anti-M IgG IF: 1:100 Invitrogen # A22287
Phalloidin AF 488 | G, anti-M IgG IF: 1:100 Invitrogen #A12379

M = Maus, R = rabbit (= Kaninchen), G = goat (Ziege), mk = monoklonal, pk =

polyklonal, WB = Western Blot, IF = Immunfluoureszenz, IH = Immunhistologie

Tabelle llI-ll: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten direkt markierten Antikérper
Antikorper Verwendung Herkunft Nummer
Maus anti human CXCR4 | FACS: 1:10 BD # 555975

(CD184) PECy5

Maus anti
(CD324) PE

human E-Cadherin

FACS: 1:20 BioLegend # 324106
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111.1.7.2 Sekundéarantikbrper

Tabelle llI-1ll: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sekundérantikorper
Antikorper Verwendung Herkunft Nummer
Ziege anti Maus HRP WB: 0,08 pg/ml  Jackson # 715-035-150
Ziege anti Kaninchen IgG HRP | WB: 0,08 ug/ml  Jackson #711-035-152
PE Ziege anti Maus Fab2 FACS: 1:200 Dianova #715-116-151
PE Ziege anti Kaninchen Fab2 FACS: 1:200 Dianova #711-116-152
FITC Ziege anti Kaninchen IgG | FACS: 1:200 Jackson # 711-095-152
Cy2 Ziege anti Kaninchen Fab FACS: 1:200 Dianova #711-227-003
Brilliant Violet 421 Ziege anti | FACS: 1:50 Biolegend # 406410

Kaninchen

111.1.8 Enzyme
DNA Polymerasen: Taq
Restriktionsenzyme: BamH|

T4 DNA Ligase

111.1.9 Oligonukleotide

New England BioLabs # M0267S
New England BioLabs # MO223S
Promega # M1801

Tabelle 1lI-IV: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Oligonukleotide

Oligonukleotide Herkunft Sequenz

Luc.for Invitrogen CCGACGCACATATCGAGGTG

Luc.rev Invitrogen CCTTAATGAGAATCTCGCGG

EGFP BamHA1.for Invitrogen GCATGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG
EGFP Nco1.rev Invitrogen GCATCCATGGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
HTLV 5UTR Invitrogen TGCTTGCTCAACTCTACGTC

SV40 pAN Invitrogen AACTTGTTTATTGCAGCTT

11.1.10 Plasmide

Die in dieser Arbeit eingesetzten und konstruierten Plasmide sind in Tabelle III-V

aufgelistet.
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Tabelle 11I-V: Eigenschaften und Herkunft der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide

Plasmid

Eigenschaften

Herkunft

pUC19-LPL

pUC19-S5A-LPL

pSELECT-hygro-
mcs

pSELECT-LPL

pPSELECT-S5A-LPL

pCAGG3.1-Luc2

Expressionsplasmid mit Ampicillin- und
Hygromycin B Resistenzgen, CMV Promotor,
enthalt den ORF von L-Plastin einkloniert tiber

BamHI

Expressionsplasmid mit Ampicillin- und
Hygromycin B Resistenzgen, CMV Promotor,
enthalt den ORF von S5A mutiertem L-Plastin

einkloniert tber BamHI|

Duales Expressionsplasmid mit Hygromycin B
Resistenzgen, hEF1/HTLV Promoter und MCS

Duales Expressionsplasmid mit Hygromycin B
Resistenzgen, hEF1/HTLV Promoter, enthalt den
ORF von L-Plastin einkloniert tiber BamHI|

Duales Expressionsplasmid mit Hygromycin B
Resistenzgen, hEF1/HTLV Promoter, enthalt den
ORF von S5A mutiertem L-Plastin einkloniert Gber

BamHl|

Expressionsplasmid mit G418- Antibiotika
Selektionsgen und ,Chicken actin“ Promoter,
enthalt den ORF von Luciferase

eigenes Labor

eigenes Labor

InvivoGen

Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit
kloniert

Im Rahmen der

vorliegenden Arbeit
kloniert

G. van der Pluijm

11.1.11 Organismen

111.1.11.1 Bakterien

Das Bakterium Escherichia coli (Stamm XL2 blue) fungierte als Zwischenwirt fur

konstruierte Plasmide. Der Genotyp sowie die Referenz des verwendeten Stammes

sind in Tabelle 11I-VI aufgefihrt.

Tabelle 1lI-VI: Verwendeter E. coli Stamm, dessen Genotyp und Herkunft

Stamm Genotyp Herkunft
endA1 gyrA96(nal”) thi-1 recA1 relA1 lac ginV44
E. coli XL2 blue F'[ ::Tn10 proAB” lacl® A(lacZ)M15 Amy cmf Stratagene

hsdR17(rx’ mk")
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I11.1.11.2 Zelllinien

111.1.11.2.1 Humane Prostatakarzinomzelllinie PC-3M-pro4/luc

Die PC-3 Linie entstammt einer Knochenmetastase eines Grad |V Prostata
Adenokarzinoms eines 62-jahrigen mannlichen kaukasischen Patienten (Kaighn et al.,
1979). Die adharente Zelllinie wachst in Kultur als Einzelschicht. Diese PC-3 Zellen
wurden in Vorsteherdrisen athymischer Mause injiziert. AnschlieRend wurden Klone
mit erhohtem metastatischem Potential ausgewahlt. Die Zellen aus den
Xenotransplantat-Tumoren wurden anschlieRend mehrere Male wieder in die Prostata
athymischer Mause inokuliert und somit selektioniert (Buijs et al., 2007a; Buijs et al.,
2007b). In die auf diese Weise generierten PC-3M-Pro4 Zellen mit gesteigerter
Malignitat wurde stabil das Reportergen fir Luciferase transfiziert. Diese Zelllinie ist
eine freundliche Gabe von Herrn Dr. Marco Cecchini (Universitat Bern; Abteilung

Urologie/urologisches Forschungslaboratorium, Bern).

111.1.11.2.2 Humane Melanomzelllinie MV3

Die Zelllinie MV3 ist eine Melanomzelllinie und stammt urspringlich aus einer
Lymphknotenmetastase (Edward, 2001; van Muijen et al., 1991) einer 76 jahrigen
kaukasischen Patientin. Nach chirurgischer Entfernung wurden Fragmente der frischen
Melanommetastase Nacktm&usen subkutan injiziert. Diese Passagierung wurde
dreimal  wiederholt. Die  Zelllinie  zeichnet  sich durch ein hohes
Metastasierungspotential in Nacktmdusen aus und wachst als Einzelschicht in der
Zellkultur.

111.1.11.3 Primare Zellen

111.1.11.3.1 Humane periphere Blut T Lymphozyten (PBT)

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen T Lymphozyten dienten ausschlieRlich
Kontrollexperimenten. Die Zellen wurden aus heparinisiertem Vollblut freiwilliger
Spender gewonnen. Humane PBMCs wurden durch eine Ficoll
Dichtegradientenzentrifugation aus Vollblut erhalten. Die T Lymphozyten wurden durch
eine Negativselektion Uber magnetische Kugeln mit dem ,Pan T-cell isolation kit II*

(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
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1.2 Methoden

11l.2.1 Molekularbiologische Methoden

111.2.1.1 Kultivierung der Bakterien

Die Anzucht der E .coli Kulturen erfolgte in LB-Flissigmedium bei 37°C im
Rundschittler bei 220 upm bzw. auf LB-Agarplatten im Brutschrank bei 37°C. Zur
Selektion von Plasmiden mit Amp®-Gen-Expressionskassette wurde dem Medium
Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Entsprechend bei einer
Selektion Uber ein Hygromycinresistenzgen durch Hygromycin B in einer

Endkonzentration von 50 pug/ml.

111.2.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese stellt ein Verfahren dar, mit dessen Hilfe Makromolekile
wie Nukleinsduren in einem elektrischen Feld ihrer GroRe nach aufgetrennt werden
kénnen. Aufgrund der ionisierten Phosphatgruppen der DNA- und RNA-Molekile
besitzen Nukleinsduren eine negative Nettoladung, wodurch eine Wanderung im
elektrischen Feld zur Anode hin veranlasst wird. Die Wanderungsgeschwindigkeit
hangt dabei neben der Nettoladung von GréR3e und Konformation der Molekule ab. Des
Weiteren kann die Geschwindigkeit durch die elektrische Feldstarke, die Porengrofle
der Gelmatrix und die Pufferzusammensetzung beeinflusst werden. Die Durchfiihrung
erfolgte nach einer Vorschrift von Sambrock (Sambrock, 1989) in einem 1 %igen
Agarosegel in 1 x TBE-Puffer (pH 8,3) bei einer konstanten Spannung von 8 V/cm. Zur
Markierung der Lauffront wurden die Proben mit 1/6 Volumen Ladepuffer versetzt. Die
Bestimmung der FragmentgroRe erfolgte durch Abgleich mit einem Standardmarker (,,1
kb DNA ladder, BioLabs) der in Abbildung IlI-1 dargestellt ist. Zur Detektion der DNA
wurde das Gel mit Ethidiumbromid (30 mg/l) versetzt. Ethidiumbromid (3,8-Diamino-6-

ethyl-5-phenylphenanthridiniumbromid) ist ein roter Phenanthridin-Farbstoff, der sich
als interkalierende Substanz zwischen den Basen doppelstrangiger DNA/RNA
einlagert, sein Absorbtionsspektrum dadurch verandert und unter Bestrahlung mit UV-

Licht fluoresziert.
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Kilobases Mass (ng)

42
42
50
42
33

125

42

Abbildung Ill-1: Marker zur GroBenbestimmung der DNA Fragmente bei einer
Agarosegelelektrophorese. 1 kb DNA Ladder (BioLabs) eingesetzt in 1 %igen Agarosegelen.

111.2.1.3 DNA-Reisolierung aus dem Agarosegel

DNA-Fragmente kénnen aus einem Agarosegel extrahiert werden. Hierfur wurde die
DNA im Anschluss an eine Auftrennung im 1 %igen TBE-Agarosegel mit einem
Skalpell aus der Agarose ausgeschnitten und mit Hilfe des ,Gel Extraction Kit* der Fa.
Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert. Die eluierte DNA wurde in Wasser

aufgenommen und bei -20°C gelagert.

111.2.1.4 Restriktion von Plasmid-DNA

Restriktionsendonukleasen erlauben den Verdau von Plasmid-DNA. Bei
Restriktionsendonukleasen handelt es sich um bakterielle Enzyme, die in der Lage
sind, spezifische Sequenzen aus 4-8 Basenpaaren in einer doppelstrangigen DNA zu
erkennen und die Phosphodiesterbindungen innerhalb dieser Erkennungsstellen zu
spalten. Dabei entstehen kurze einzelstrangige Uberhange (,sticky ends®) mit einem
5'Phosphat- und einem 3'OH-Ende. In Bakterien zahlen diese Enzyme zu den
Abwehrmechanismen gegen fremde DNA. Zum Verdau eines Plasmids wurde ein

Restriktionsverdau mit folgenden Komponenten durchgefihrt:

DNA 1,0 pl
10 x Puffer 2,0 ul
Restriktionsendonuklease | 0,5 ul
Restriktionsendonuklease I 0,5 ul
RNaseA 0,1 ul
A. dest ad 20,0 ul
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Die Reaktion verlief bei 37°C maximal 1,5 Stunden. AnschlieRend wurde die
restringierte DNA in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Sollte die
fragmentierte DNA in einer Ligationsreaktion zum Einsatz kommen, wurde das

Restriktionsprodukt reisoliert.

111.2.1.5 Ligation

Im Rahmen einer Ligation werden komplementare Enden von DNA-Doppelstrangen
mittels DNA-Ligasen verknupft, womit  eine Klonierung von DNA-
Restriktionsfragmenten in einen zuvor linearisierten Vektor méglich wird. Bei diesem
Vorgang kommt es zur ATP-abhangigen SchlieBung einer Phosphodiesterbindung
zwischen der freien 5'Phosphatgruppe und der 3'Hydroxylgruppe zweier
aufeinanderfolgender Zuckerreste im Zucker-Phosphatriickgrad. Um komplementare
Basenpaarungen an den Ligationsstellen zu erreichen, ist eine vorherige Behandlung
von Vektor und Insert mit den gleichen oder kompatiblen Restriktionsendonukleasen
notwendig. Verwendung fand die T4-DNA-Ligase des Phagen T4 (Fa. AppliChem),
welche sowohl zur Verknupfung von ,sticky ends® als auch von ,blunt ends* in der
Lage ist.

Der zu ligierende DNA-Abschnitt wie auch der Zielvektor wurden restringiert,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Restriktionsfragmente aus dem Gel isoliert.
Die zur Ligation eingesetzte Insertmenge variierte in Abhangigkeit der Insert- und

VektorgroRRe. Der Ligationsansatz setzte sich entsprechend zusammen:

Insert X ul
Vektor 17,0 — x pl
10 x Ligationspuffer (Applichem) 2,0 pl
T4-DNA-Ligase (Applichem) 1,0 pl

Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei 14°C. Im Vorfeld einer Elektroporation des
Ligationsansatzes in elektrokompetente E. coli-Zellen erfolgte eine Dialyse gegen 10
%iges Glyzerin Uber 1 h zur Verringerung des Salzgehaltes. Dazu wurde der

Ligationsansatz auf einen 0,025 ym-Dialysefilter (Millipore) pipettiert.
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111.2.1.6 Transformation von E. coli mit rekombinanter Plasmid-DNA

(Elektroporation)

Die Methode der Elektroporation basiert auf der Porenbildung in der
Bakterienmembran durch Behandlung mit kurzen elektrischen Impulsen hoher
Frequenz. Dadurch wird die Zellmembran fiir hochmolekulare Stoffe durchlassig und
eine Transformation pro- und auch eukaryotischer Zellen wird ermdglicht (Calvin and
Hanawalt, 1988; Dower et al., 1988).

Zur Elektroporation wurden E. coli Zellen des Stammes XL2 blue verwendet. Der
Elektroporationsansatz bestand aus 40 uyl kompetenten Zellen und dem
Ligationsgemisch. Die Elektroporation erfolgte in geklhlten Elektroporationskivetten
(Fa. BioRad) bei einem Ohmschen Widerstand von 200 Q, einer Spannung von 2,5 kV
sowie einer Feldstarke von 25 yF im Gene Pulser Il der Fa. BioRad. Sofort nach der
Elektroporation wurden die Zellen in vorgewdrmtem Medium zur Stabilisierung
aufgenommen und 1 h bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Suspension wurde auf
drei LBamp-Platten in Alliquots von 50-250 pl ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert.

111.2.1.7 Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen

Zur Gewinnung reiner Plasmid-DNA, die frei von RNA ist, wurde das "Plasmid-
Miniprep-Kit" der Fa. Qiagen verwendet. Die Plasmidisolierung erfolgte nach Angaben
des Herstellers aus den zuvor transformierten Bakterienzellen, die als Zwischenwirt
fungierten. Diese Methode der Plasmidisolierung basiert auf einer modifizierten
alkalischen Lyse der Zellen mit einer nachfolgenden selektiven Adsorption der
Plasmid-DNA an eine Silikamembran. Durch wiederholte Waschschritte kann die
Plasmid-DNA von Verunreinigungen mit Proteinen und RNA befreit werden, mit

Wasser eluiert und bei -20°C aufbewahrt.

111.2.1.8 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die  Konzentrationsbestimmung einer I8slichen = DNA-Suspension  erfolgte
photometrisch durch die Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 260 nm und
280 nm. Die Messung erfolgte mit dem Gerat ,BioPhotometer® der Fa. Eppendorf in
Quarzklvetten mit einer Schichtdicke von 8,5 mm. Reine DNA =zeigt ihr

Absorptionsmaximum bei 260 nm. Das Absorptionsmaximum aromatischer
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Aminosauren wie Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan liegt bei 280 nm. Durch
Bildung des Quotienten aus den Absorptionen Asso/Azge ist die Bestimmung der
Reinheit der DNA mdglich. Dieser Wert sollte bei reiner DNA zwischen 1,8 und 2,0
liegen. Werte unter 1,8 weisen auf eine hohe Proteinkonzentration hin, wohingegen ein
Quotient Uber 2,0 das Vorhandensein von RNA vermuten I&sst.

Zur Messung wurde ein Volumen von 100 pl eingesetzt, wobei die DNA-Proben in
einer Verdinnung von 1:100 vorlagen und gegen steriles Wasser als Referenz

gemessen wurden.

111.2.1.9 Préparation von Gesamt RNA aus eukaryotischen Zellen

Die Aufreinigung von Gesamt RNA aus eukaryotischen Zelllinie erfolgte mit dem
RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers. Lysierte und
homogenisierte Zellen wurden auf eine Silikamembran gegeben, die RNA Sequenzen
Uber 200 Basen bindet. Weitere Verunreinigungen wurden ausgewaschen und die

Gesamt RNA mit Wasser von der Silikasaule eluiert.

111.2.1.10 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentration sowie der Reinheitsgrade der aufgereinigten Nukleinsduren
wurden photometrisch am Gerat ,NanoDrop ND-1000“ (Peglab) bestimmt. Fir alle
Arbeiten wurden RNase-freie Materialien verwendet.

Dieses spezielle Photometer ermaoglicht die Bestimmung von
Nukleinsdurekonzentrationen in sehr kleinen Volumina. Die Nukleinsaurekonzentration
errechnete sich aus den erhaltenen Extinktionswerten nach folgender Formel: ¢ =
ODye x E x d, wobei c die Nukleinsaurekonzentration, E der Extinktionskoeffizient und

d der Verdiinnungsfaktor ist. Gemessen wurde in einem Volumen von 1 pl.

111.2.2 Protein- und Immunchemische Methoden

111.2.2.1 Auftrennung von Proteingemischen mittels SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde das denaturierende System der SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. Die 1967 von Shapiro beschriebene
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Methode ist eine schnelle, einfache und empfindliche Md&glichkeit zur Analyse von
Proteinen (Shapiro et al., 1967). Sie basiert auf der Auftrennung der durch SDS
denaturierten Proben im elektrischen Feld nach ihrer GrofRe.

Dabei fiihren Denaturierungsreagenzien und ein Uberschuss an SDS zur Auflésung
der Tertidrstruktur der Proteine und zur Dissoziation von Komplexen und Multimeren in
ihre Untereinheiten. An die Peptidketten lagern sich entsprechend ihrer Lange negativ
geladene SDS-Molekiile an, durch die die Eigenladung des Proteins komplexiert und
ihm eine negative Partialladung verliehen wird, die zur Molmasse annahernd
proportional ist.

Die Porengréfle der zur Auftrennung verwendeten chemisch inerten Polyacrylamidgele
wird durch die Konzentration von Acrylamid und dem quervernetzenden
Methylenbisacrylamid bestimmt. Ammoniumpersulfat (APS) flhrt zur durch TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) katalysierten Polymerisation.

In der vorliegenden Arbeit kam die Methode der diskontinuierliche SDS-PAGE zum
Einsatz, wodurch eine Konzentrierung der Proben im groRporigen Sammelgel und eine
anschlieRende Auftrennung der Komponenten im engporigen Trenngel erreicht wurde.

Ansatz zur Herstellung von zwei Sammel- und Trenngelen:

Trenngel (10 % Polyacrylamid):

Rotiphoresegel 30 (Acrylamid) 7,00 ml
Tris-1,5 M pH 8,8 5,25 ml
Aqua dest 8,75 ml
TEMED 14 pl
APS 10 % 210 pl
Sammelgel (5 % Polyacrylamid):
Rotiphoresegel 30 (Acrylamid) 1,50 mi
Tris-0,5 M pH 6,8 2,25 ml
Aqua dest 5,25 ml
TEMED 90 ul
APS 10 % 9 ul

Das gegossene Trenngel wurde vor dem Polymerisieren mit 2-Propanol Uberschichtet,
welches vor dem Hinzufliigen des Trenngels durch Waschen mit Wasser wieder
vollstandig entfernt wurde. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurde parallel zu den

Proben eine Mischung von Proteinen bekannter molekularer Masse (Abbildung 1lI-2)

elektrophoretisch getrennt.
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Abbildung IlI-2: Precision Plus Protein™ Standards All blue (Bio Rad) zur GréRenbestimmung der
Proteine bei einer SDS-PAGE.

Probenvorbereitung

Zur Auftrennung wurden 9 ul der mittels TKM-Lyse lysierten Zellen eingesetzt, mit 3 x
Ladepuffer (Endkonzentration 1 x) versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Nach
Abkihlen auf RT wurden die Proben auf das Gel aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA pro Gel im
vertikalen Elektrophoresesystem ,Power Pac” (Fa. BioRad). Die aufgetrennten Proben
wurden auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert und mit Antikérpern
detektiert.

111.2.2.2 Auftrennung von Proteingemischen im Glyzin-Gelsystem

Die Auftrennung von Proteingemischen im Glyzin-Gelsystem erfolgte unter nicht-
reduzierenden Bedingungen. Dieses System ermdglicht eine Unterscheidung von
phosphorylierten Proteinen und unphosphorylierten Proteinen durch eine veranderte
Laufeigenschaft im Glyzingel unter nativen Bedingungen.

Ansatz zur Herstellung von zwei Glyzin-Gelen (6 % Polyacrylamid):

Rotiphoresegel 30 (Acrylamid) 6,00 ml
4 x Glyzinpuffer 7,50 ml
Aqua dest 16,50 ml
TEMED 24 ul
APS 10 % 300 pl

Probenvorbereitung

5 yl TKM-Lysat wurden mit 10 pl Probenpuffer fur Glyzingele versetzt und ohne weitere
Behandlung auf das Gel aufgetragen. Als Stromquelle fiir den Gellauf diente ein Gerat

der Firma BioRad. Das Programm S1 wurde mit folgenden Bedingungen gewahlt: 125

43



Material und Methoden

V, 15 mA pro Gel, 200 Vh. Die aufgetrennten Proben wurden auf eine PVDF-Membran

Ubertragen und immunologisch analysiert.

111.2.2.3 WB/Immunodetektion

Beim Western-Blot werden die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine Membran Ubertragen
(Gershoni and Palade, 1983). Diese Methode des immunologischen Nachweises von
Proteinen beinhaltet im Anschluss an den Transfer auf die Membran die Inkubation mit
spezifischen Antikdrpern, deren Bindung durch ein geeignetes Chemilumineszenz-

Nachweisverfahren sichtbar gemacht wird.

11.2.2.3.1 ,Semi-dry-Blotting“

Die PVDF-Membran wurde durch Methanol aktiviert und zusammen mit dem

Polyacrylamidgel und dem Blotting-Papier in Transferpuffer kurz aquilibriert. Die
Ubertragung der aufgetrennten Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf die
PVDF-Membran erfolgte in einer Western-Blotting Kammer der Firma Peqglab. Dabei
waren die Blotting-Bestandteile in der Reihenfolge Filterpapier-Membran-Gel-
Filterpapier von der Anode zur Kathode gestapelt. Der Protein-Transfer erfolgte tber 1
h bei 1,2 mA/cm? Gelflache. Aufgrund der durch SDS verliehenen negativen Ladung
der Proteine ergibt sich eine Wanderung im horizontalen Blotting-System von der

Kathode zur Anode hin.

111.2.2.3.2 Immunodetektion mit Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem

Sekundéarantikorper

Die Membran mit den immobilisierten Proteinen wurde mit Blockierungspuffer (5 %
BSA in Waschpuffer) abgesattigt, um freie, reaktive Bereiche zu blockieren, die
unspezifische Bindungsstellen fir die Antikdrperlésung bieten koénnen. Nach
Dekantieren folgte eine einstindige Hybridisierung mit primarem Antikdrper
(Verdunnung nach Angaben des Herstellers in 20 ml Blockingpuffer). Die Lésung
wurde durch mehrmaliges Waschen mit Waschpuffer entfernt und die Membran 30 min
mit dem sekundaren Antikdrper (Verdinnung nach Angaben des Herstellers in 20 ml
Blockingpuffer) behandelt. Alle Schritte erfolgten bei RT unter stdndigem Wippen.
Nach weiteren vier Waschschritten von je funf Minuten mit jeweils 20 ml Waschpuffer

erfolgte die Zugabe von ECL-Reagenz mit 3,1 mM H,0,. Die Detektion der
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Lichtemission erfolgte durch Auflegen von Roéntgenfilmen in der Dunkelkammer, die
anschlieRend mit dem Gerat CP1000 der Firma AGFA entwickelt wurden.

111.2.2.3.3 Bestimmung der Proteinmenge

Die Analyse der in den Zelllysaten enthaltenen Proteinmengen erfolgte densitometrisch
mit dem Densitometer GS-800 der Firma BioRad. Dabei wurde die Bandenintensitaten
des Proteins von Interesse durch Abgleich mit der Aktin-Bandenintensitat der
jeweiligen Probe relativiert. Dazu wurde das Programm QuantityOne der Firma BioRad

verwendet.

11l.2.3 Zellexperimentelle Methoden

111.2.3.1 Kultivierung der Zellen und Passagierung

Die Inkubation der verwendeten Zelllinie erfolgte in RPMI-Medium fiir die Zelllinie MV3
bzw. in DMEM Medium flr die Zelllinien PC-3M-pro4/luc mit 10 % FKS bei einer
konstanten Temperatur von 37°C und einem CO,-Gehalt von 5 %. Zur Kultivierung von
T Zellen wurde RPMI Medium mit 10 % FKS verwendet. Die gebrauchliche Kultivierung
erfolgte in 75 cm? Kulturflaschen und die Passagierung erfolgte nach Erreichen einer
70-90 %igen Konfluenz. Dabei wurden die Zellen nach Waschen mit PBS mit einer
Trypsin/EDTA-L6sung vom Flaschenboden gelost. Die Zellsuspension wurde in ein
Falcongefald uberfihrt und bei 138 g 4 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
frischem Vollmedium geldst und die gewiinschte Menge in neue Kulturflaschen verteilt.
Zum Passagieren unter Selektionsdruck wurden dem Kulturmedium Antibiotika in
entsprechenden Konzentrationen zugesetzt. Die Anzucht der Zelllinie PC-3M-pro4/luc
erfolgte unter Zugabe von 500 pg/ml G418 zum Erhalt der Luciferase-Expression
sowie nach lentiviraler Infektion zusatzlich mit 1 pg/ml Puromycin. Die Zelllinie MV3
wurde nach Transfektion mit den L-Plastin cDNA-Konstrukten mit einer Hygromycin B
Konzentration von 400 pg/ml kultiviert. Alle Arbeiten erfolgten unter sterilen
Bedingungen.

Zum Test auf eine mégiche Mykoplasmenkontamination der Zellen wurden von allen
kultivierten Zelllinien regelmafRig Mykoplasmen-PCR-Reaktionen durchgefihrt. Dazu

wurde das Mycoplasmenkit von Venor GeM verwendet.
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111.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit der CASY® Zellzahlapparatur der Firma
Innovatis nach Angaben des Herstellers durchgefiuihrt. Diese ermdglicht es, Zellzahl,
Vitalitat und Aggregationsgrad einer Zellsuspension zu analysieren. Fur jede Zelllinie
war es zunachst notwendig, mit ,Casy® blue“-Lésung Kontrollproben toter Zellen unter
standardisierten Bedingungen herzustellen, um bei der Vitalitdtsmessung nach dem
Stromausschlussverfahren die zelltypspezifische Position des ,Totpeaks® zu ermitteln.
Bei lebenden Zellen mit einer intakten Zellmembran wirkt diese als elektrischer
Isolator, der den Strom ausschlie8t, hingegen kann der Strom bei toten Zellen mit
geschadigter Membran durch das Zytoplasma flieRen. Dadurch wird eine simultane
Differenzierung zwischen Zelltrimmern, toten Zellen, lebenden Zellen und
Zellaggregaten ermdglicht.

Fur die Messung der Zellzahl wurden entsprechend der Zelllinie 50 pl bzw. 100 pl einer
Zellsuspension mit 10 ml ,Casy®ton“-Lésung gemischt und in ein ,CASY®cup®
gegeben. AnschlieRend wurde die Zellzahl durch eine dreimalige Messung von jeweils

400 pl der Zellsuspension mit einer 150 pl Kapillare bestimmt.

111.2.3.3 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen

Zur langfristigen Archivierung gewonnener Zellklone wurden Gefrierkulturen angelegt.
Dazu wurden Zellen einer konfluent bewachsenen 750 ml Zellkulturflasche nach
waschen und trypsinieren auf eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen / ml eingestellt. Die
Zellsuspension wurde zu je 1 ml in Kryoréhrchen alliquotiert und schrittweise bis auf -
80°C abgekihlt. Die dauerhafte Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff. Als
Einfriermedium diente RPMI bzw. DMEM + 10 % FKS + 10 % DMSO.

111.2.3.4 Zellstimulation

Die Stimulation adharenter Zellen erfolgte im 24 Lochplatten Format. Dazu wurden am
Vortag entsprechende Mengen von Zellen in die Vertiefungen ausgesat. Vor der
Stimulation mit Phorbolester PMA wurden die Zellen mit PBS gewaschen.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von PMA zum frischen Kulturmedium in einer
Endkonzentration von 10® M. Die Stimulation verlief Giber 30 min bei 37°C und 5 %
CO; und wurde auf Eis abgestoppt. Die Zellen wurden anschlieBend von der

Zellkulturplatte gelost und lysiert.
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111.2.3.5 Lysatpréparation

Die Lyse der adharenten Tumorzelllinien sowie der T Lymphozyten erfolgte durch
TKM-Lysepuffer. Dazu wurden die Zellen gegebenenfalls durch Schaben von der
Zellkulturplatte geldst, bei 138 g fir 4 min sedimentiert und anschlieRend mit PBS
gewaschen. 1 x 10° Tumorzellen wurden in je 5 pl Lysepuffer resuspendiert. Die Lyse
erfolgte fir 30 min auf Eis. Zelltrummer und Kerne wurden durch einen
Zentrifugationsschritt (21.000 g, 4°C, 15 min) sedimentiert und der Uberstand als
postnukleadres Lysat in ein frisches Reaktionsgefall tGberfihrt und in einer SDS-PAGE
aufgetrennt. Kurzfristig wurden die Lysate bei -20°C gelagert, flir eine langere

Lagerung wurden die Proben bei -80°C gehalten.

111.2.3.6 Transfektionsmethoden

[11.2.3.6.1 Lipofektion
Unter der DNA-Transfektion einer eukaryotischen Zelle versteht man das Einschleusen

von Fremd-DNA in eine lebende Zelle. Das Einbringen fremden genetischen Materials
in eine eukaryotische Zelle mit Hilfe von Liposomen wird als Lipofektion bezeichnet.
Dabei wird die Komplexbildung aus negativ geladener DNA und kationischen Lipiden
ausgenutzt, um die AbstoRungsreaktion der negativ geladenen DNA an der ebenfalls
negativ geladenen Membran zu verhindern. Der daraus resultierende DNA-Lipid-
Komplex kann mit der Zellmembran fusionieren und diese endozytotisch passieren.
Zur stabilen Transfektion muss die eingeschleuste DNA im Anschluss in das Genom
der Wirtszelle aufgenommen werden. Zur Selektion stabil transfizierter Klone tragt die
Fremd-DNA zusétzlich zum Gen von Interesse auch ein Antibiotika-Resistenzgen als
Selektionsmarker.

Lipofectamine ist ein Liposomenreagenz aus polykationischen Lipiden, die nach
Ultraschallbehandlung in wassriger Losung positiv geladene Liposomen bilden, welche
dann die DNA nahezu 100 %ig aus der Lésung aufnehmen. Der nach auflen positiv
geladene Liposomen/DNA-Komplex fusioniert nach Adsorption an die Zelloberflache
mit der Plasmamembran, wodurch die DNA direkt ins Zytoplasma gelangt.

Dazu werden am Vortag der Transfektion 1 x 10° Zellen in 500 pl Medium in eine 24
Lochplatte ausgeséat und kultiviert. Ein Gemisch aus 50 pl Opti-MEM-Medium und 0,8
pg DNA wird mit einer Mischung aus 50 pl Opti-MEM und 2 pl Lipofektamin vereint,
welche zunachst 5 min bei RT ruhen gelassen wurde. Nach weiteren 20 Minuten, in

denen sich die Komplexe bilden kdnnen, werden diese zu den Zellen gegeben und 48

47



Material und Methoden

h im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser 48 h kann das Medium durch
Vollmedium ersetzt werden und die Selektion der Transfektanden beginnen. Zur
Anzucht von Einzelkolonien wird die Zellsuspension nach der Transfektion in ein
groleres Zellkulturgefal® Gberflhrt, welches ein isoliertes Wachstum von Klonen und
deren Separierung erméglicht. Erst nach der Uberfiihrung mehrerer Einzelklone in ein
96 well Format beginnt die Expansion und funktionelle Untersuchung der einzelnen

Klone.

111.2.3.6.2 Lentivirale Infektion

Lentiviren gehdren aufgrund ihrer taxonomischen Charakteristika, wie Struktur, Aufbau

und Eigenheiten des Replikationsverhaltens, in die Familie der Retroviren (Coffin,
1992). Die 80-100 nm grolien Partikel enthalten ein 8-9 kb groRes einzelstrangiges,
lineares, unsegmentiertes, in diploider Form vorliegendes RNA-Genom in
Plusstrangorientierung, welches nach der Infektion der Zielzelle durch die virale
Reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben wird. Ein weiteres Merkmal der Familie
ist die viruseigene Integrase, die diese doppelstrangige DNA in das Genom der
Zielzelle integriert.

Virale Vektoren kdnnen verwendet werden, um fremde genetische Informationen in
eukaryotische Zellen einzuschleusen. Da Viren in der Lage sind, eukaryotische Zellen
zu infizieren und deren Synthesemaschinerie dazu veranlassen, ihr genetisches
Material zu produzieren, eignen sie sich fir den Gentransfer. Der Vorteil lentiviraler
Partikel gegeniber anderen viralen Vektoren liegt in dem breiten Spektrum
infizierbarer Zelltypen, welches schwierig zu infizierende Zellen wie Nervenzellen oder
sich nicht teilende Zellen mit einschlie3t. Dies flihrt zu einer stabilen Expression des
Zielgens in den infizierten Zellen und deren Tochterzellen.

Lentiviral basierende Partikel stellen somit eine effektive Methode zur Infektion von
Wirtszellen und Integration spezifischer DNA Konstrukte in das Wirtsgenom dar. Das in
dieser Arbeit zur Anwendung gebrachte MISSION shRNA System von Sigma-Aldrich
besteht aus lentiviralen Transduktionspartikeln, welche eine shRNA gegen die mRNA
von L-Plastin enthalten. Die von dieser shRNA exprimierten small interfering RNAs
(siRNAs) fuhren zu einer leistungsstarken Reduktion des entsprechenden Proteins
Uber die Methode der genspezifischen RNA Interferenz in eukaryotischen Zellen.

Die in die lentiviralen Partikel eingeschlossenen Vektoren werden nach Bindung an die
Zellmembran ins Zytoplasma eingeschleust. Die hier stattfindende reverse
Transkription des RNA-Genoms in DNA ist fiir den Transport in den Zellkern sowie die
Integration ins Genom der Wirtszelle entscheidend. Das Silencing-Konstrukt wird nun

konstitutiv exprimiert und in ,short interfering hairpins®* RNAs (shRNAs) prozessiert, die
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fur die RNA-Interferenz verantwortlich sind. Diese hemmen durch Bindung an die
komplementare mRNA des Proteins spezifisch dessen Expression.

Um das Risiko der Generierung rekombinanter Viren durch eine autonome Replikation
zu verringern, wurden dem Virengenom entscheidende Gene entnommen. Zusétzlich
wurden die notwendigen Gene, die die Verpackung der Silencing-Sequenz in ein
virales Capsid férdern, auf mehrere Helferplasmide verteilt, die keine signifikanten
homologen Regionen enthalten. Dies minimiert die Wahrscheinlichkeit homolog
rekombinanter Ereignisse, welche ansonsten madglicherweise zur Generierung viraler
Capside durch autonome Replikation fihren kénnten. Zur Selektion sowie stabilen
Haltung positiv infizierter Zellen tragt das lentivirale Plasmid zusatzlich ein

Puromycinmarkergen.

Bestimmung des lentiviralen Virustiters

Zur erfolgreichen Infektion von Zelllinien mit lentiviralen Partikeln ist eine prazise
Bestimmung des fiur jede Zelllinie spezifischen Virustiters eine essentielle
Voraussetzung. Die zur Transduktion bendtigte Menge an viralen Partikel mit einer
entsprechenden ,multiplicity of infection (MOI) differiert in unterschiedlichen Zelllinien.
Der MOI ist die Nummer an transduzierten lentiviralen Partikeln pro Zelle und ist fiir die
Transduktionseffizienz  entscheidend. Aus diesem Grund wurden zuné&chst
verschiedene Anzahlen an lentiviralen Partikeln zur Infektion der PC3 Zelllinie

eingesetzt und die Infektionseffizienz durchflusszytometrisch getestet.

Lentivirale Infektion der Zellen

Zur lentiviralen Infektion von Zellen wurden zunachst 1,6 x 10* Zellen in frischem
DMEM-Medium in Vertiefungen in einem 96 Plattensystem ausgesat. Nach einer
Inkubation von 18-20 h im Brutschrank wurde das Medium entnommen und 120 l
frisches Medium, das Hexadimethrinbromid in einer finalen Konzentration von 8 ug/ml
enthalt, zugegeben. Am Folgetag wurden 5 pl der Losung der lentiviralen Partikel in die
entsprechenden Vertiefungen zugegeben. Neben den spezifischen lentiviralen
Konstrukten wurden zusatzlich lentivirale Positiv- sowie Negativkontrollen transfiziert.
Nach einer 24stiindigen Inkubation im Brutschrank konnte der Uberstand, der die
lentiviralen Partikel enthalt, abgenommen werden und durch 120 pl Vollmedium ersetzt
werden. Erst nach weiteren 24 Stunden wurde das Selektionsantibiotikum Puromycin

zugegeben.
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111.2.3.6.3 Antibiotika-Titration

Die Selektion stabiler Klone, denen erfolgreich Fremd-Nukleinsdure transferiert wurde,

erfolgte durch eine Antibiotikazugabe. Vor den entsprechenden Transfektionen
mussten aus diesem Grund die letalen Konzentrationen der Antibiotika fir jede
einzelne Zelllinie bestimmt werden. Dazu wurden die Zellen auf 96 Lochplatten in einer
Zellzahl von 1,6 x 10* Zellen verteilt. Nach Adhasion wurden unterschiedliche
Konzentrationen der Selektionsantibiotika hinzugefiigt. Das Uberleben der Zellen
wurde an den folgenden Tagen mit Hilfe eines Lichtmikroskops beurteilt. Die
Selektionskonzentration wurde als die Konzentration definiert, bei der nach 3-5 Tagen
das Ablésen der Zellen vom Plattenboden und das Absterben der Zellen begonnen
hat.

111.2.3.6.4 Selektion stabiler Klone

Nach Transfektion der Fremd-Nukleinsdure in die Empfangerzellen wurden die Zellen

unter Selektionsbedingungen kultiviert. Fir die Selektion war auf den verwendeten
Transfektionsvektoren ein Antibiotika-Resistenzgen vorhanden. Dazu wurde die zuvor
ermittelte Selektionskonzentration an Antibiotika dem Medium hinzugefiigt. So konnte
eine Anzucht der Zellen gewahrleistet werden, die Fremd-Nukleinsaure erfolgreich
aufgenommen und in ihr Genom integriert haben. Die Selektion startete 48 h nach
Transfektion. Das antibiotikahaltige Medium wurde alle 48 h erneuert, um tote Zellen
zu entfernen, bis resistente Kolonien zu identifizieren waren. Der Erfolg der

Transfektion wurde endgultig Uber Western-Blot Analyse oder FACS Farbung bestatigt.

111.2.3.6.5 Isolierung von Einzelkolonien

Um individuelle Klone anzuziehen, war eine Isolierung von Einzelklonen aus der
resistenten Mischkultur notwendig. Dazu wurden die selektierten Klone zu dem
Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens resistenter Kolonien vereinzelt. Dieser Schritt ist
notwendig, um eventuelle individuelle Unterschiede in der Transfektionseffizienz
zwischen den einzelnen Zellen auszuschlieBen. Hierzu wurde die Mischkultur durch
statistisches Verdunnen ausplattiert, wodurch sich eine errechnete Zelldichte von 0,3
Zellen pro Vertiefung in einer 96 Lochplatte ergeben hat. Die Zellen, die zu Klonen
angewachsen sind, wurden weiter expandiert und ebenfalls durch Proteinanalysen
getestet. Ein weiterer Ansatz ist die Isolierung durch raumlich isoliertes Wachstum wie

unter lll. 2.3.6.1 beschrieben.
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111.2.3.7 Vorbereitung der Tumorzellen fir die Injektion in die Maus

Zwei Tage vor der intrakardialen bzw. subkutanen Injektion der Tumorzellen wurde
jeweils eine definierte Menge an Zellen (3,8 x 10°) in eine 175 ml Flasche ausgesat,
um final eine zu 70 % konfluente Zelldichte zu erreichen. Die Zellen wurden ab diesem
Zeitpunkt in antibiotikafreiem Medium kultiviert. Am Tag der Injektion wurde der
Zellrasen zweimal mit D-PBS gewaschen und die Zellen trypsiniert. Nach Bestimmung
der Lebendzellzahl mit dem CASY wurden die Zellen in D-PBS auf eine Zellzahl von
1,5 x 10%/ml eingestellt. Diese Zellzahl wurde erneut iiberpriift und die Suspension bis
zum Zeitpunkt der Injektion auf Eis gelagert. Fur alle Schritte wurde teflonbeschichtete

Plastikware verwendet, um eine Adhasion der Zellen an die Plastikwand zu verhindern.

111.2.3.8 Immunfluoreszenzfarbung

Die Untersuchung der Zellmorphologie erfolgte durch die Behandlung fixierter Zellen
mit Phalloidin. Phalloidin ist das Gift des Knollenblatterpilzes und bindet an
filamentéses Aktin (Estes et al., 1981). Durch die Kopplung des Giftes mit dem
Farbstoff Alexa Fluor 647 ist eine Markierung aller Aktinfasern der Zelle mdéglich und
damit eine genaue Darstellung der Morphologie. Hierflir wurden die Zellen auf ein mit
20 pg/ml Kollagen | beschichtetes Deckglas ausgesat und fir 2 h kultiviert. Nach
Fixierung der Zellen mit 1,5 % PFA und einer Permeabilisierung der Zellmembran mit
0,05 % Saponin wurden die Zellen mit NH,Cl aufgequollen und anschlieBend fir 30
min mit dem Farbstoff inkubiert. Die Analyse erfolgte mittels eines konfokalen

Laserscan Mikroskops (Leica Microsystems).

111.2.3.9 Indirekter ELISA

Der ,Enzyme linked immunosorbent assay”® beruht auf der Immunreaktion zwischen
einem Antigen und einem Enzym-gekoppelten Antikdrper. Der Nachweis findet in 96
well Platten statt, deren Oberflache mit einem spezifischen Antikérper gegen das
Polypeptid von Interesse beschichtet ist. Die Methode wurde zum Nachweis von
spezifischen Polypeptiden im Serum von Mausen eingesetzt. Bei Zugabe des Serums
binden die, wenn im Serum vorhandenen, spezifischen Polypeptide an die
Beschichtungsantikdrper. Zum Nachweis einer Reaktion wird ein zweiter spezifischer
Antikorper gegen ein anderes Epitop des Peptids eingesetzt. Der optische Nachweis

einer Bindung erfolgt Uber einen Enzym-gekoppelten Sekundarantikérper.
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Nachgewiesen wurde das Protein L-Plastin im Serum von tumortragenden M&usen.
Die Beschichtung der 96 well half-area Platten erfolgte mit einem human spezifischen
monoklonalen L-Plastin Antikérper (500 ng LPL4A.1). Nach der Beschichtung der
Platten wurden freie Stellen auf der Plattenoberflache durch PBS + 1 % BSA
abgeblockt. Das zu untersuchende Serum wurde Uber Nacht auf die Platte gegeben,
um eine Bindung von eventuell vorhandenem L-Plastin an die Antikdrper zu
ermdglichen. Uberschiissiges Serum mit nicht spezifischen Polypeptiden wurde
weggewaschen und die gebundenen Polypeptide Uber einen zweiten spezifischen
Antikérper gegen rekombinantes L-Plastin (recPla662; 1:10.000) markiert. Der
Nachweis der Bindung erfolgte Uber einen Peroxidase-gekoppelten anti Kaninchen
Antikérper (anti-rabbit HRP; 1:5.000). Die Peroxidase reagiert mit dem Substrat OPD
(1 mg/ml OPD in K;HPO,4 mit 1 pyg/ml H,O,) in einem Farbumschlag, der bei einer
Wellenlange von 560 nm gemessen wurde. Zur Konzentrationsbestimmung wurde bei
jeder Messung eine Standardkurve mit rekombinantem L-Plastin mit den folgenden
Proteinkonzentrationen pipettiert: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0 ng/ml Protein.
Die Detektion fand am ELISA reader ,sunrise” der Firma Tecan statt. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm Magellan Software.

111.2.3.10 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder FACS (,fluorescence activated cell sorting®) stellt eine
Methode zur Analyse von Einzelzellen auf der Grundlage von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften dar.

Durch einen wahrend der Messung angelegten Uberdruck werden die Zellen beim
Eintreten in die Messkammer vereinzelt. Diese hydrodynamische Fokussierung der
Zellen ermoglicht die Messung des Vorwarts- und des 90°-Seitwartsstreulichtes,
wodurch die relative Zellgrofe bzw. Zellgranularitédt von Einzelzellen bestimmt werden
kann. Granularitat und GréRe der Zellen korrelieren mit der Lichtintensitat, woraus sich
die relative Lichtintensitdt als Einheit der FACS-Analyse ergibt. Die
durchflusszytometrischen Analysen wurden mit einem FACS Calibur, FACScan oder
LSRII der Firma BD durchgeftnhrt.

[11.2.3.10.1 Oberflachenfarbung
Die Farbung von Oberflachenmolekiilen erfolgt nach Ablésen der Zellen aus der
Zellkulturflasche durch PBS-EDTA (4 nM EDTA) und Fixieren der Zellen mit 1,5 %igem

Paraformaldehyd. 2 x 10° Zellen pro Ansatz wurden dazu mit entsprechenden
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Primarantikérperverdiinnungen in FACS-Puffer 30 min inkubiert. AnschlieRend erfolgte
ein Waschschritt und das Zellpellet wurde, bei indirekten Farbungen, mit in FACS-
Puffer verdiinntem Sekundarantikérper fir 30 min im Dunkeln unter Schitteln inkubiert.
Bei Verwendung direkt markierter Antikdrper entfiel dieser Schritt. Durch eine weitere
Waschung der Zellen wurden uberschussige Antikdrper entfernt und die Zellen fur die
Messung in FACS-Puffer aufgenommen. Die Messungen erfolgten am Gerat
FACSCalibur (BD).

111.2.3.10.2 Intrazelluldre Farbung

2 x 10° Zellen wurden pro Ansatz nach Ablésen aus der Zellkulturflasche in je eine
Vertiefung einer 96 well Platte Uberfuhrt. Zur Fixierung wurden die Zellen fir 15 min in
1,5 %igem Paraformaldehyd aufgenommen. Nach einem Waschschritt mit PBS
wurden die Zellen durch 0,05 % Saponin permeabilisiert. AnschlieBend wurden die
Zellen abzentrifugiert (138 g, 2 min), der Uberstand abgesaugt und in 50 pl der
Primarantikoérperverdiinnung (FACS-Puffer/0,05 % Saponin) fir 45 min aufgenommen.
Nach einem Waschschritt mit FACS-Puffer/0,05 % Saponin erfolgte die Inkubation der
Zellen mit dem Sekundarantikérper fir 30 min unter Schitteln im Dunkeln.
Uberschiissiger Antikérper wurde durch einen Waschschritt entfernt und das Zellpellet

fur die Messung in FACS-Puffer resuspendiert.

111.2.3.11 Proliferationstest

Der Proliferationstest wurde durch Ausséen von 1,5 x 10* Zellen in je vier Vertiefungen
einer 24 well Platte durchgefihrt. Die Zellen wurden dazu Uber den Versuchszeitraum
von funf Tagen im Brutschrank inkubiert. Taglich wurden die Zellen einer Vertiefung
entnommen und die Zahl mit Hilfe des CASY Systems oder der Neuenheimer
Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden dazu zunachst mit PBS gewaschen,
trypsiniert und in 1 ml Medium aufgenommen. Das Medium der Ubrigen Vertiefungen
wurde nach Ermessen erneuert, um eine standige optimale Nahrstoffversorgung der

Zellen zu gewabhrleisten.

111.2.3.12 In vitro Biolumineszenzbildgebung

Zur Bestimmung der Biolumineszenz der Zellen wurden serielle Verdinnungen der
Zellen von 1 x 10° bis 2 x 10° Zellen in Vertiefungen einer schwarzen 96 well Platte

ausgesat. Den in PBS resuspendierten Zellen wurde 600 pg/ml D-Luciferin zugeflgt
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und flr 5 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Photonenemission der Zellen im
IVIS100 der Firma Caliper Life Science detektiert. Die Auswertung und Quantifizierung
der aufgenommenen Signale erfolgte mit der Software Living Image® (Caliper Life

Science, Xenogen Corporation).

111.2.3.13 Viabilitatstest mit Propidiumiodid

Die Bestimmung der Viabilitat einer Zellpopulation erfolgte durch die Behandlung mit
Propidiumiodid. Dieser Farbstoff kann durch eine porése Zellmembran in das
Zellinnere eindringen und in der DNA der Zellen interkalieren. Lebende Zellen mit einer
intakten Zellmembran sind fir den Farbstoff nicht zuganglich. Somit kénnen lebende
von toten Zellen unterschieden werden (Jacobs and Pipho, 1983). Die Anreicherung
von Propidiumiodid wurde im Durchflusszytometer analysiert.

Die Zellen wurden dazu mit 0,5 pg/ml Propidiumiodid versetzt und nach 5 min im
FACSCalibur untersucht. Der Farbstoff hat ein Emissionsmaximum von 590 nm und
kann im PE-Kanal detektiert werden. Als Positivkontrolle dienten mit Ethanol

abgetodtete Zellen.

111.2.3.14 Wundheilungsexperiment

Der ,wound healing assay“ oder auch ,scratch assay* stellt eine einfache Methode zur
Untersuchung der direktionalen Migration von Zellen in vitro dar. Dazu wurde eine
Wunde in einem Zellmonolayer verursacht und die Fahigkeit der Zellen zur Migration
dadurch ermessen, wie lange sie zur Schlielung der Wunde bendétigen.

Der Zellmonolayer wurde durch das Aussden von 5 x 10° Zellen in 24 well Einsatze
kreiert. Nach einer Adhasionsphase der Zellen erfolgte eine vierstiindige Behandlung
der Zellen mit 10 pg/ml Mitomycin C zur Hemmung der Proliferation. Mitomycin C ist
ein zytotoxisch wirkendes Antibiotikum, isoliert aus Streptomyces caespitosus. Durch
die Interkalierung zwischen zwei DNA Strangen fiihrt es zu einer kovalenten Bindung
des Doppelstrangs und somit zur Verhinderung der zur Replikation sowie Transkription
notwendigen Trennung der Doppelstrange. Anschlielend wurde dem Zellmonolayer
eine Wunde durch Kratzen mit einer 200 pl Pipettenspitze zugefiihrt und das Mitomycin
C durch Mediumwechsel entfernt. Die Wundheilung wurde mittels Time-Lapse-
Videomikroskopie Uber 24 h oder 30 h beobachtet. Die Zellen befanden sich
wahrenddessen unter Kulturbedingungen. Die Auswertung des Wanderverhaltens der

Zellen erfolgte mit dem Programm ImageJ.
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111.2.3.15 Transwellexperiment

Der Migrations- bzw. Matrigel Invasions-Assay diente der Untersuchung des
migratorischen sowie invasiven Verhaltens verschiedener Zellsubtypen. Dazu kam das
Cell Culture Insert System von BD zum Einsatz, wobei die Zellen Poren von einem
Durchmesser von 8 pm in einer Polyethylen-Terephthalat (PET) Membran
durchwandern mussen. Dabei sitzt ein Filtereinsatz in speziell eingekerbten 24 well
Platten und erlaubt das separate Fullen einer unteren und oberen Kammer. Die Zellen
wurden auf Transwellfiltern ausgesat und durch Zugabe von Chemoattraktanten
unterhalb der Filter zur Migration angeregt. Die Zahl der Zellen im untern
Kompartiment wurde zur Kalkulation der migrierten Zellen benutzt.

Zur Ermittlung des Migrationsverhaltens wurde die untere Seite des Filtereinsatzes mit
Kollagen beschichtet. Die Beschichtung des Filtereinsatzes erfolgte am Vortag Uber
Nacht bei 4°C mit 20 pg/ml Kollagen in 0,02 N Essigsaure. Die Zellen wurden vor dem
Migrations/Invasionstest mit CFDA gefarbt, mit PBS® + 4 mM EDTA von der
Zellkulturflasche geldst und auf die entsprechende Zellzahl eingestellt. Den Zellen, die
ins obere Kompartiment gefillt wurden, wurden im unteren Kompartiment entweder ein
Medium mit oder ohne speziellem Chemoattraktant angeboten, um das haptotaktische
bzw. chemotaktische Verhalten der Zellen studieren zu kénnen. Als Migrationsmedium
wurde immer RPMI mit 0,1 % BSA eingesetzt. Ausgesat wurden jeweils 3 x 10* Zellen
in einem Volumen von 200 ul auf der Filteroberflache. Das untere Kompartiment wurde
mit jeweils 400 pl Migrationsmedium bestuckt. Als Chemoattraktant fir die Zelllinie
PC3 diente 350 ng/ml SDF1a. Zur Untersuchung der Chemotaxis der MV3 Zelllinie
wurde dem Medium 10 % FCS hinzugefligt. Nach 18 stindiger Inkubation im
Brutschrank wurden die durch die Poren gewanderten Zellen fixiert, eingedeckt, im

Laser Scan Mikroskop (Leica) dokumentiert und vier exemplarische optische Felder

ausgezahilt.
A B

Zellen gefarbt mit Zellen gefarbt mit
Fluoreszenz- Fluoreszenz-
farbstoff [— farbstoff

) PET Membran mit [— PET Membran mit

/ 8 um Poren . 8 um Poren

Haptotaxis: Invasion:

Chemotaxis:

Zugabe eines
Chemokins ins untere
Kompartiment

Matrigelschicht auf
der Oberseite der PET
Membran

Kollagenbeschichtung
auf der Unterseite

Abbildung 1lI-3: Schematische Abbildung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der (A)
haptotaktischen und chemotaktischen Migration und (B) der Invasivitit der Zellen mit Hilfe des
Transwellsystems.
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111.2.3.16 Genexpressionsanalyse

Die Genexpressionsanalyse erlaubt einen Vergleich der Genexpression verschiedener
Zellen. Die Verwendung von GeneChip Systemen ist dabei eine fortschrittliche und
kosteneffektive Methode zur Erstellung von Genexpressionsprofilen. Verwendet wurde
das humane GeneChip® Gene 1.0 ST V1 Array System der Firma Affymetrix nach
Angaben des Herstellers. Dabei ist jeweils ein Gene als ,probe set* definiert, wobei
jedes ,probe set‘ wiederum aus mehreren Sonderpaaren besteht, die chipgebunden
vorliegen. Dadurch ist nicht nur eine herkdmmliche 3°Genanaylse sondern ein
Volllangengenabgleich gewahrleistet. Biotinylierte Antisense cRNA wurde nach einem
von Affymetrix standardisierten Markierungsprotokoll hergestellt. Dazu wurde aus
Zellen praparierte RNA unter Verwendung der T7-(dT)24 Primern und des SuperScript
Choice Systems fur cDNA Synthese (Life Technologies, Inc., Rockville, MD, USA) in
cDNA umgeschrieben. Die Biotinmarkierung der cRNA erfolgte durch die in vitro
Transkription mit dem ,BioArray high yield RNA transcript labelling“ Kit (Enzo
Diagnostics, Framingdale, NY, USA). Die dabei entstandene cRNA wurde aufgereinigt,
fragmentiert und auf U133A Genchips hybridisiert. Die Hybridisierung wurde mit einem
GeneChip Hybridisierungsofen 640 durchgefiihrt, anschliellend erfolgte eine
Trocknung im GeneChip Fluidics Station 450 und die Messung mit dem GeneChip
Scanner 3000. Die verwendeten Geratschaften waren von der Firma Affymetrix.
Durchgefihrt wurden die Messungen vom Zentrum fur medizinische Forschung der
Universitat Heidelberg, Core Einrichtung fir Mikroarray-Analytik. Die Custom CDF
Version 14 mit Entrez basierten Gendefinitionen wurde verwendet um die Arrays zu
annotieren (Sandberg und Larsson 2007). Die Rohfluoreszenzintensitatswerte wurden
durch eine Quantilnormalisierung normalisiert. Die differentielle Genexpression wurden
per ANOVA Test mit Hilfe der kommerziellen Software SAS JMP7 Genomics, Version
4, von SAS analysiert. Pathways zu verschiedensten Zellfunktionen wurden der
offentlichen Datenbanken (KEGG ,Kyofo Encyclopedia of Genes and Genomes")
entnommen. Ein Fisher's Test wurde zur Detektion signifikant regulierter Pathways

herangezogen.
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11l.2.4 Tierexperimentelle Methoden

111.2.4.1 Verwendeter Mausstamm

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mause wurden von der Firma Charles
River bezogen und in der interfakultdren Biomedizinischen Forschungseinrichtung
(IBF) der Universitdt Heidelberg gehalten. Verwendet wurden immundefiziente,
athymische Nacktmause des Stamms Balb/c (Balb/c nude). Die Tiere basieren auf
einem BALB/cABom-nu und BALB/cAnNCrj-nu Hintergrund und zeichnen sich durch
einen fehlenden Thymus sowie die Unfahigkeit der Produktion reifer T Lymphozyten
aus und sind somit immundefizient. Zudem weisen sie einen Albino Phanotyp auf, was
eine spatere Detektion des Biolumineszenzsignals ermdglicht. Je nach applizierter

Tumorzelllinie wurden mannliche oder weibliche Tiere verwendet.

111.2.4.2 Versuchstierhaltung

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte nach den Richtlinien des Regierungsprasidiums
Karlsruhe in der IBF der Universitdt Heidelberg in einer spezifisch keimfreien
Atmosphare. Futter sowie Wasser wurden ad libidum angeboten. Die Tiere saf’en zu
maximal finf Geschwistertieren in  durchsichtigen Polykarbonkafigen auf
Weichholzgranulat. Die Raumtemperatur lag stabil bei 20°C, der Tag-Nachtrhythmus
erfolgte automatisch nach MEZ von 7:00 Uhr bis 19:00 Uhr.

111.2.4.3 intraperitoneal verabreichte Injektionen

111.2.4.3.1 Anasthesie von Versuchstieren

Die Anéasthetika Ketanest/Xylazin wurden intraperitoneal verabreicht. Verwendet wurde
ein Gemisch aus Ketanest (120 mg/kg) und Xylazine (16 mg/kg). Injiziert wurden je
100 pl pro 10 g Korpergewicht. Dazu wurden die Tiere von Hand fixiert und
anschlieBend in warmer Umgebung bis zum Eintreten der Narkose beobachtet.

Anschlieend erfolgte die intrakardiale Injektion der Tumorzellen.
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111.2.4.3.2 Luciferin Applikation

Vor der Biolumineszenz-Analyse wurden die Tiere mittels Inhalationsnarkose mit

Isofluran betdubt. Dann wurden wurden 150 mg steriles Luciferin pro kg Kérpergewicht
intraperitoneal injiziert. Die Bestimmung der Luciferaseaktivitat mit dem Gerat IVIS 100

erfolgte 5 Minuten nach Applikation.

111.2.4.4 Xenotransplantat-Metastasierungsmodell

Unter dem Begriff der Transplantation versteht man die Ubertragung von zellularem
Material, Zellen, Geweben oder Organen, zwischen Angehdrigen derselben Spezies
(Allotransplantation) oder zwischen Angehdrigen verschiedener Spezies, was unter
dem Begriff der Xenotransplantation zusammengefasst wird. Dazu zahlt auch der
Transfer humaner Zellen in immundefiziente athymische Nacktmause. Neben der
fehlenden Kdrperbehaarung weisen diese Tiere auch einen erheblichen Defekt in der
Entwicklung von T Lymphozyten auf, was zu einer stark eingeschrankten
Immunabwehr fihrt. Aus diesem Grund kénnen humane transplantierte Tumorzellen in
diesen Tieren Tumore ausbilden und zum Teil auch metastasieren (Schumacher and
Mitchell, 1997).

In dieser Arbeit wurde ein Xenotransplantatmodell verwendet, bei dem Tumorzellen
subkutan oder intrakardial in die Versuchstiere injiziert werden und deren Wachstum
sowie deren Metastasierungsverhalten studiert wird.

Zur Bestimmung des Tumorwachstums und der Metastasenbildung wurden Mause mit
den verschiedenen Tumorzelllinien, denen aus diesem Grund das Reporterkonstrukt
Luciferase stabil transfiziert wurde, inokuliert. Uber einen Zeitraum von 8 Wochen
wurden die Tiere wochentlich mit Hilfe des IVIS 100 Imaging Systems (Caliper Life
Science, Xenogen Corporation) untersucht, um den Verlauf des Tumorwachstums und

des Metastasierungsstatus am lebenden Tier festzuhalten.

111.2.4.4.1 Intrakardiale Applikation der Tumorzellen

Zur intrakardialen Injektion der Tumorzellen in die Mause war es notwendig, die Tiere
mittels eines Xylazin (100 mg/ml)/Ketanest (25 mg/ml)-Gemisches zu anasthesieren.
Nach Eintritt der Narkose wurden 1,5 x 10° Zellen der Zelllinie PC3 bzw. 1 x 10° Zellen
der Zelllinie MV3 in einem Volumen von 100 pl in den linken Herzventrikel 5 Wochen
alter Tiere injiziert. Zur Punktierung des linken kardialen Ventrikels wurde eine 13er
Kanile mit einer 1 ml Spritze verwendet. Der Eintritt von rotem Blut in die

Kanllenspitze in einer pulsierenden Frequenz lasst auf eine korrekte Position
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schlielen. Nach der Injektion wurden die Tiere fiur 2-3 Stunden beobachtet um

mdgliche nachfolgende Komplikationen zu erkennen.

111.2.4.4.2 Subkutane Applikation der Tumorzellen

Die subkutane Injektion der Tumorzellen in die Maus erfolgte ohne Betaubung der
Tiere mit Hilfestellung eines Tierpflegers zur Fixierung der Tiere. Appliziert wurden je
Maus 1,5 x 10° PC3 Zellen und 2,5 x 10° MV3 Zellen in die linke Flanke der 5 Wochen

alten Tiere in einem Volumen von 100 pl PBS.

111.2.4.4.3 Biolumineszenzbildgebung

Zur Untersuchung der Tiere mittels Biolumineszenzimaging (BLI) wurden diese
zunéchst durch Isofluran narkotisiert. Dazu wurden die Mause Uber Inhalationsnarkose
(1-2 % lIsofluran) fur einen Zeitraum von insgesamt ca. 10 min betdubt. Finf Minuten
nach intraperitonealer Verabreichung von Luciferin (Konzentration: 15 mg/ml; 100 pl/10
g Korpergewicht) wurde die Photonenemission mit Hilfe des Xenogen IVIS 100 Uber
eine Zeitspanne von einer Minute (Binning M) und Uber eine Zeitspanne von 10
Sekunden (Binning S) bei einer Wellenlange von 562 nm detektiert. Dabei wurde
zunéchst die dorsale Seite der Tiere und im Anschluss die ventrale Seite der Tiere
aufgenommen. Reihenfolge sowie zeitlicher Ablauf wurden fur alle durchgefiihrten
Aufnahmen exakt eingehalten. Die stabil von den Tumorzelllinien exprimierte
Luciferase ist dabei in der Lage, in der unten angegebenen ATP-abhangigen Reaktion
das Luciferin zu spalten, wobei Energie in Form von Photonen freigesetzt wird. Diese
Photonen kénnen detektiert werden und zeigen somit durch Uberlagerung mit einer

Durchlichtaufnahme der Tiere die Lokalisation der Tumorzellen im Koérper an.

Luciferase+Mg2+
D — Luciferin + 02 ———— > Oxyluciferin + AMP + PPi + CO: + Licht

ATP/AMP: Adenosintriphosphat/ Adenosinmonophosphat
O: Sauerstoff

CO,: Kohlendioxid

PPi: Diphosphat

Diese Untersuchung erfolgte jeweils unmittelbar nach der intrakardialen
Tumorzellinjektion zur Kontrolle des Erfolgs der Inokulation sowie wéchentlich (fur die
Zelllinie PC3) oder zwei mal wochentlich (fur die Zelllinie MV3) zur Ermittlung des
Metastasierungsstatus Uber die gesamte Versuchsdauer. Das dazu verwendete Gerat
IVIS 100 Imaging System zahlt zu den nicht invasiven bildgebenden Verfahren und

bietet die Moéglichkeit, sowohl fluoreszente als auch biolumineszente Reporter in vitro
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und in vivo zu erfassen (Calipers).

111.2.4.4.4 Tétung der Versuchstiere und Probenentnahme

Die Abtétung der Versuchstiere erfolgte nach den im Tierversuchsantrag definierten

Richtlinien (Tierantrag Regierungsprasidium Karlsruhe G168/09).

111.2.4.4.5 Messung der Primartumorgrofiie

Die PrimartumorgréRe wurde ebenfalls wdchentlich mit Hilfe einer digitalen
Schieblehre bestimmt. Dazu wurden Lange sowie Breite des Tumors gemessen und
das Tumorvolumen nach folgender Formel berechnet:

TumorgréBe= Lange x Breite? x 0,5

111.2.5 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung aller vorliegenden Versuche wurde das Programm
Prism4 verwendet. Zur Evaluierung statistischer Unterschiede wurde mit dem
zweiseitigen unabhangigen t-Test fiur nicht gepaarte normalverteilte Stichproben
gerechnet. Zur Analyse der Uberlebenskurven der Versuchstiere nach intrakardialer
Injektion wurde die Kaplan-Meier Methode angewandt. Die Ermittlung statistischer
Unterschiede in der Uberlebenszeit erfolgte mit dem zweiseitigen unabhangigen t-Test
fur nicht gepaarte normalverteilte Stichproben. Alle Fehlerraten sind als Mittelwert mit
,<Standard error of the mean“ (Standardfehler des Mittelwertes (SEM)) angegeben. Eine

statistische Signifikanz ist mit p < 0,05 angegeben.
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IV Ergebnisse

IV.1 Die Reduktion der L-Plastin Expression fuhrt zur verminderten

Migration und Metastasierung in einem experimentellen

Prostatakarzinom-Modell

IV.1.1 Die humane Prostatakarzinomzelllinie PC3 weist eine Expression

von L-Plastin auf

Die humane Zelllinie PC3 ist eine bekannte und oft verwendete
Prostatakarzinomzelllinie, die aus einer Knochenmetastase eines kaukasischen
Patienten isoliert wurde. Es ist bekannt, dass nach intrakardialer Injektion der Zellen in
immunsupprimierte Mause die Zellen Uberwiegend in die Knochen der Mause
metastasieren (Chu et al., 2008). Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Klon PC-
3MproG4-luc (im weiteren Verlauf als PC3 bezeichnet) ist stabil mit dem Luciferasegen
transfiziert. Das ist ein entscheidendes Kriterium, um im weiteren Verlauf der Arbeiten
eine nicht invasive regelmafige Kontrolle des Tumorstatus zu gewahrleisten. Denn
appliziertes Luciferin kann durch Luciferase unter Freisetzung von Photonen gespalten
werden. Die Detektion dieser Photonen mittels Biolumineszenzimaging ermoglicht eine
Aussage uber die Lokalisation der Tumorzellen in der Maus. Zur Kontrolle der
Biolumineszenzaktivitit der PC3 Zellen wurde diese zu Beginn der Arbeiten
dokumentiert (Abbildung IV-1A). Die Zelllinie PC3 wies nach Zugabe von 600 ug/ml

Luciferin eine deutliche Biolumineszenzaktivitat auf. In den seriell verdiinnten Zellen

konnte eine abnehmende Photonendetektion entsprechend der eingesetzten Zellzahl
erkannt werden. Es konnte somit auf eine Kkorrekte Luciferaseexpression
rickgeschlossen werden. Zellen ohne Luciferin wiesen hingegen keine
Photonenemission auf.

Da in dieser Arbeit zunachst der Einfluss der L-Plastin Expression auf die
Metastasierung von Tumoren untersucht werden sollte, wurden die Zellen zunachst auf
dieses Protein hin untersucht. Zur Feststellung der endogenen Expression von L-
Plastin in PC3 wurde eine Western Blot Analyse durchgefiihrt (Abbildung IV-1B). Dabei

konnte gezeigt werden, dass L-Plastin von der Zelllinie PC3 exprimiert wurde. Das 68

kDa groRe Protein wurde mit Hilfe eines L-Plastin spezifischen Antikérpers in

Zelllysaten detektiert. Diese Zelllinie eignete sich damit um die Auswirkungen einer L-
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Plastin Expression auf die Metastasierung von Tumorzellen zu untersuchen. Das sollte

erreicht werden, indem die endogene L-Plastin Expression reduziert wurde.
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Abbildung IV-1: PC3 Zellen exprimieren Luciferase und weisen eine Expression von L-Plastin auf.
(A) Detektion der Photonenemission nach Zugabe von Luciferin zu seriell verdiinnten PC3 Zellen
(200.000-1.000 Zellen/Vertiefung). Detektionsdauer: 5 min. (B) Western Blot nach SDS-PAGE zum
Nachweis der L-Plastin Expression. 360.000 Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Membran transferiert. L-Plastin wurde mit einem L-Plastin spezifischen Antikdrper (LPL4A.1)
markiert und anschlielend mittels eines Sekundarantikérpers detektiert (anti Maus HRP). n=3. MG =
Molekulargewicht.

IV.1.2 Reduktion der L-Plastin Expression in PC3 durch shRNA

IV.1.2.1 Etablierung einer lentiviralen Infektion von PC3 Zellen zur shRNA

vermittelten Reduktion der L-Plastin Expression

Um die Signifikanz der L-Plastin Expression in PC3 fiir deren Metastasierung zu
analysieren, sollte dessen Expression mit Hilfe lentiviraler Transfektion von shRNA
reduziert werden. Da diese Manipulation von PC3 Zellen nicht zu den standardisierten

Methoden im Labor gehorte, war eine Etablierung notwendig. Dazu musste zunachst
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eine generelle Infizierbarkeit der PC3 Zellen durch lentivirale Partikel sichergestellt
werden. In diesem Zusammenhang wurden Testinfektionen mit lentiviralen Partikeln
durchgefihrt, und dazu ein EGFP Konstrukt in die Zellen transfiziert. Dies erlaubte eine
schnelle Analyse der Infektionseffizienz im Durchflusszytometer. Zusatzlich sollte
anhand dieser Vorversuche auch die optimale Anzahl der zur Infektion eingesetzten
lentiviralen Partikeln ermittelt werden.

PC3 Zellen wurden mit verschiedenen Mengen an lentiviralen Partikeln behandelt und
fur eine Woche kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde dann fir eine

durchflusszytometrische Analyse enthommen (Abbildung 1V-2A). Untersucht wurde der

Anteil an EGFP exprimierenden Zellen. In allen Ansatzen war der Grofteil der Zellen
EGFP positiv (zwischen 84 und 96 %). Die Ubrigen Zellen wurden eine weitere Woche
in Kultur gehalten und anschlieRend ebenfalls durchflusszytometrisch untersucht. Der
Gehalt an EGFP positiven, und somit erfolgreich infizierten Zellen, lag nach zwei
Wochen bei ca. 98 % in allen Ansatzen (Abbildung IV-2A). Dabei stieg die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Zellen ab einer multiplicity of infection (MOI) >1 deutlich an
(von 680 auf 1672) (Abbildung IV-2B). Fir die weiteren Versuche wurde daher diese

Anzahl an lentiviralen Partikeln pro Infektionsansatz verwendet.

Nachdem sichergestellt werden konnte, dass die Zelllinie PC3 lentiviral infizierbar ist,
galt es eine L-Plastin spezifische shRNA Sequenz zu finden, die zu einer effektiven
Reduktion der L-Plastin Expression in den infizierten Zellen flihrt. Getestet wurden in
diesem Zusammenhang finf verschiedene L-Plastin spezifische shRNA Sequenzen,
deren komplementarer Bereich sich in der kodierenden Region des L-Plastin Gens

befindet (Abbildung IV-2C). Die Vektorkarte sowie die genauen Sequenzen der

verwendeten shRNA Konstrukte sind im Anhang (Abbildung IX-1) aufgefihrt.

Die infizierten Zellen wurden in vitro vermehrt und Uber eine Puromycin Resistenz
selektioniert. Alle herangewachsenen Klone wurden mittels Western Blot auf ihre
Plastin Expression hin untersucht. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen sowie
eine Positivkontrolle fur die erfolgreiche Infektion (PC3 GFP Kontrollvektor) und eine
Negativkontrolle mit unspezifischer shRNA (PC3 ,non target’ (nt) shRNA). Die
verschiedenen L-Plastin spezifischen shRNA Konstrukte flihrten zu einer

unterschiedlich starken Reduktion der L-Plastin Expression (Abbildung IV-2D). Die

starksten Effekte erzielte die shRNA1 mit einer Verringerung der Plastin Expression
um ca. 70 % fur Klon 1 (PC3 Luc LPL shRNA 1.1) und ca. 55 % fir Klon 2 (PC3 Luc
LPL shRNA 1.2). Dieses shRNA Konstrukt wurde fur die weiteren Infektionen

verwendet.
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Abbildung IV-2: Der L-Plastin Gehalt konnte erfolgreich in der PC3 Zelllinie mittels shRNA
reduziert werden. (A und B) Austestung der optimalen Konzentration an lentiviralen Partikeln zur
Infektion von PC3 Zellen. Graphische Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen zur
Infektionseffizienz von PC3 mit dem Kontrollkonstrukt PK pLKO.1-GFP Turbo ein bzw. zwei Wochen
nach lentiviraler Infektion. (A) Prozentsatz der EGFP positiven Zellen und (B) MFI der Zellen. Fir die
weiteren Infektionen wurde ein MOI von 1 eingesetzt. (C) Schematische Darstellung der
Binderegionen der verschiedenen LPL shRNA Konstrukte (1-5) innerhalb der L-Plastin mRNA. (D)
Verschiedene L-Plastin shRNA Konstrukte fiihren zu Veranderungen des L-Plastin Gehalts in PC3
Zellen. Graphische Auswertung des L-Plastin Gehalts mit LPL shRNA transfizierten Zellen. PC3 Zellen
wurden mit 5 verschiedenen L-Plastin shRNA Konstrukten (LPL shRNA) transfiziert und nach
Auswachsung von Einzelklonen diese auf eine verminderte L-Plastin Expression hin untersucht. Je
360.000 Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden Zellen mit einer ,non target”
shRNA (nt shRNA) transfiziert. L-Plastin wurde mit einem L-Plastin Antiserum (recPla662) markiert und
anschlieRend mittels eines Sekundarantikérpers detektiert (anti Kaninchen HRP). Die Berechnung der
Proteinmenge erfolgte densitometrisch. Die Signalstérke der unbehandelten Probe wurden = 100 %
gesetzt.

Zur Etablierung einer PC3 Zelllinie mit stabiler L-Plastin Reduktion wurden erneut
Zellen mit Lentiviren, die das L-Plastin spezifische shRNA Konstrukt 1 beinhalteten,
infiziert, selektioniert und Klone herangezogen. Diese wurden erneut mittels Western
Blot und FACS Analyse untersucht. Um zu unterstreichen, dass die shRNA spezifisch
zu einer verringerten L-Plastin Expression fuhrt wurde fir die weiteren L-Plastin
Nachweise ein monoklonaler L-Plastin Antikdrper verwendet, der im Gegensatz zum
polyklonalen recPla662 Antiserum ausschliellich L-Plastin und nicht T-Plastin erkennt
(Vgl. Abbildung IV-1).

Nach Anzucht von Klonen aus den Infektionsansatzen konnten zwei Klone etabliert

werden. Der L-Plastin Gehalt von Klon 1 konnte um 92 %, der von Klon 2 um 97 %

reduziert werden (Abbildung IV-3A). Zusatzlich wurden lentiviral behandelte Zellen

nicht klonal kultiviert und die L-Plastin Expression in den Mischkulturen mittels Western
Blot untersucht (Abbildung 1V-3B). Auch in den Mischkulturen der infizierten Zellen ist

eine deutliche Reduktion der L-Plastin Expression zu beobachten. Nach Relativierung
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der L-Plastin-Menge der unterschiedlichen Ansatze anhand der Aktin-Expression,
konnte eine Reduktion von L-Plastin zwischen 81 % und 92 % in den parallelen
Infektionsansatzen im Vergleich zu unbehandelten Zellen festgestellt werden. Dieses
Ergebnis wurde durch eine intrazelluldare FACS Analyse der Zellen mit dem Antikorper
LPL4A.1 verifiziert (Abbildung IV-3C). Auch hier zeigte sich eine Reduktion der L-

Plastin Expression in der Zelllinie, die mit der spezifischen L-Plastin shRNA transfiziert

wurde. Im weiteren Verlauf wird der Knock-down Klon als ,PC3 LPL shRNA®
bezeichnet. Die Zellen, die mit der unspezifischen ,non target shRNA behandelt

wurden werden als ,PC3 nt shRNA" bezeichnet.
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Abbildung IV-3: Verringerte L-Plastin Expression in PC3 Zellen nach lentiviralem shRNA Transfer.
(A und B) Nachweis einer verringerten L-Plastin Expression mittels Western Blot und
dazugehoriger densitometrischer Bestimmung des L-Plastin Gehalts. (A) Das L-Plastin shRNA
Konstrukt 1 wurde mittels lentiviraler Infektion in die Zelllinie PC3 transferiert. Nach Einzelklonselektion
wurden die Klone 1 und 2 auf eine verminderte L-Plastin Expression hin untersucht. (B) Das L-Plastin
shRNA Konstrukt 1 (LPL shRNA 1) wurde mittels lentiviraler Infektion in die Zelllinie PC3 transferiert.
Nach Selektion der infizierten Zellen wurden die nichtklonalen parallelen Infektionsansatze auf eine
verminderte L-Plastin Expression hin untersucht. Je 360.000 Zellen wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. L-Plastin wurde mit einem L-Plastin spezifischen
Antikorper (LPL4A.1) markiert und anschlielend mittels eines Sekundarantikérpers detektiert (anti Maus
HRP). (C) Intrazelluldre L-Plastin Farbung in der Zelllinie PC3. Durchflusszytometrische Analyse der
Ausgangszelllinie PC3 und PC3 LPL shRNA. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde L-
Plastin mit einem L-Plastin spezifischen Antikdrper (LPL4A.1) markiert und anschliefend mit einem PE
konjugiertem anti Maus Sekundarantikdrper (anti Maus PE) detektiert. Gezeigt ist die Uberlagerung der
Histogramme von PC3 Autofluoreszenz (rot), PC3 (griin) und PC3 LPL shRNA (blau), angegeben ist der
MFI.
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IV.1.3 Charakterisierung der lentiviral infizierten Zellen

IV.1.3.1 Lentivirale Infektion und Reduktion der L-Plastin Expression haben
keinen Einfluss auf die Luciferaseexpression, Morphologie, Proliferation
und E-Cadherin Expression von PC3 Zellen

Im weiteren Verlauf der Arbeiten sollten die Tumorzellen zur Analyse ihrer
metastatischen Eigenschaften in einem Maus Xenograft-Model untersucht werden. Der
Metastasierungsstatus der Tiere wurde im Folgenden Uber die Biolumineszenzaktivitat
der Zellen bestimmt. Um eine spatere Tumorlast der Tiere zwischen den verwendeten
Zellen vergleichen zu koénnen, musste zunachst sichergestellt sein, dass die
Biolumineszenzaktivitdt der Klone nicht wesentlich differierte. Nach Etablierung der
PC3 LPL shRNA Zelllinie wurde deren Biolumineszenzstatus dokumentiert (Abbildung
IV-4A). Dazu wurden seriell verdinnte Zellen mit Luciferin versetzt und die
Photonenemission bestimmt. Die transduzierten Kolonien zeigten im Vergleich mit der
Ausgangslinie keinen Unterschied bezlglich ihrer Luciferase Aktivitdt. Aus den
Ergebnissen der Biolumineszenzmessung ging hervor, dass alle Zelllinien ab einer
Anzahl von 5000 Zellen pro Vertiefung zu einem detektierbaren Signal fiihrten

(Abbildung IV-4A). Dies stellte die Erkennung und Detektion der Tumorherde mit

vergleichbarer MindestgrélRe sicher. Die Starke des BLI Signals in der Zelllinie PC3
war bei einer Anzahl von 200.000 Zellen geringfligig starker als bei den shRNA
transfizierten PC3 Zellen.

Die Methode der lentiviral vermittelten Transfektion von Zellen ist eine effektive
Methode zur Einschleusung fremder Nukleinsdure. Jedoch kann die Infektion mit
Lentiviren auch andere Einflisse, sogenannte ,off target‘ Effekte, und die Induktion
einer antiviralen Zellantwort auf die Zellen haben (Jackson et al., 2003; Sledz et al.,
2003). Aus diesem Grund wurde der Phanotyp der Zellen vor und nach der Infektion
verglichen. Ein Schwerpunkt lag dabei auf der Betrachtung von Merkmalen, die fur den
untersuchten Prozess der Metastasierung der Zellen relevant sein konnten.

Daher wurden in den nachsten Experimenten moégliche Effekte der lentiviralen Infektion

sowie des L-Plastin Knock-downs auf die Morphologie und den F-Aktin Gehalt der

Zellen gepriuft (Abbildung IV-4B und C). Dazu wurden die Zellen auf Deckglasern
ausgesat, fur zwei Stunden kultiviert und anschlieBend mit PFA fixiert. F-Aktin wurde
mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin markiert. Morphologische Kriterien waren die
Grofle der Zellen sowie deren Zirkularitat. Letzterer Wert gibt Aufschluss darlber, ob
die Zellen eher runde Gestalt oder eine langliche Form aufweisen. Ein Wert von 1

bedeutet in diesem Zusammenhang ein gleiches Verhaltnis von Lange zu Breite
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(Kreis). Zur Auswertung herangezogen wurden nur frei liegende einzelne Zellen, deren
gesamter Zellkérper gut erkennbar war. Sie nahmen bei Adharenz auf Kollagen eine
dendritische Gestalt mit vielen Podosomen an. Man konnte die deutliche Ausbildung
von Stressfasern an den Zellrdndern und dunneren Aktingeflechten im Inneren der
Zelle erkennen. Die Zelllinien zeigten allerdings untereinander keinen signifikanten
Unterschied in der Grofe und Zirkularitat (Abbildung 1V-4B und C). Es war zudem kein

Unterschied im F-Aktin Gehalt zwischen den Kontrollzellen und den L-Plastin Knock-

down Zellen zu erkennen.

Um mogliche spater zu beobachtende Unterschiede in der GréRe der Tumoren
erklaren zu koénnen, wurde als weiteres Kriterium die Proliferation der lentiviral
infizierten Zellen untersucht. Die Teilungsrate der Zellen wurde Uber einen Zeitraum
von 96 Stunden beobachtet. Dabei wurde die Zellzahl alle 24 Stunden (CASY) ermittelt

(Abbildung IV-4D). Alle Zellen wiesen eine identische Proliferationsgeschwindigkeit

auf. Somit hatte weder die lentivirale Infektion noch eine L-Plastin Reduktion Einfluss
auf das spontane Proliferationsverhalten in vitro.

Wahrend der Metastasierung wandern Tumorzellen durch den Koérper und kommen
dabei mit unterschiedlichen Zellarten und Substanzen in Kontakt. Zur Migration ist ein
standiges Anheften und Lésen der Zellen an das vorliegende Substrat notwendig. Dies
geschieht mittels Integrinen und anderen Adhasionsmolekulen, die die Zell-Zell
Kontakte und Interaktionen der Tumorzellen mit der extrazellularen Matrix regulieren.
Verlust und Dysregulation von Adhasionsmolekullen fuhren zu einem Aufbruch der
Gewebestruktur und férdern die Lésung von Zellen aus ihrem Verbund. Entscheidende
Rollen kommen dabei dem, vor allem auf Epithelien exprimierten, Adhasionsmolekil E-
Cadherin zu (Behrens et al., 1991; Handschuh et al., 1999). Einer Studie zufolge soll
sich der L-Plastin Gehalt in Darmkrebszelllinien auf die E-Cadherin Expression
auswirken (Foran et al., 2006). Dieser Befund konnte hier jedoch in der
Prostatakarzinomzelllinie PC3 nicht bestatigt werden (Abbildung IV-4E). Der E-
Cadherin Gehalt der Zellen anderte sich nicht in Abhangigkeit der L-Plastin

Expression.
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Abbildung IV-4: Lentivirale Infektion sowie L-Plastin Reduktion zeigten keinen Einfluss auf die
Luciferase Expression, die Morphologie, die Proliferation sowie die E-Cadherin Expression der
PC3 Zellen. (A) Luciferase Expression der PC3 Zellen blieb nach lentiviraler Infektion unveréandert.
Nachweis einer Luciferase-Expression von PC3 Klonen mittels BLI. Detektion der Photonenemission
nach Zugabe von Luciferin in seriell verdinnten Zellen (200.000-1.000 Zellen/Vertiefung).
Detektionsdauer: 5 min. Verglichen wurde die Ausgangszelllinie PC3 mit den lentiviral infizierten Klonen
PC3 nt shRNA und PC3 LPL shRNA. (B und C) Lentivirale Infektion und L-Plastin Knock-down
hatten keinen Einfluss auf die Morphologie der PC3 Klone. 150.000 Zellen (PC3, PC3 nt shRNA,
PC3 LPL shRNA) wurden auf ein Kollagen (20 pg/ml) beschichtetes Deckglaschen ausgesat und mit
Phalloidin AlexaFluor674 angefarbt. (B) Konfokal mikroskopische Aufnahmen der Zellen. (C) Graphische
Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen in Hinsicht auf die Flache der Zellen, den F-Aktin Gehalt
und die Zirkularitat der Zellen, wobei der Wert 1 eine kreisrunde Zelle beschreibt. Ausgewertet wurden
mind. 20 Zellen aus 3 unabhangigen Versuchen, angegeben sind die Mittelwerte mit dem SEM. (D)
Lentivirale Infektion und L-Plastin Knock-down hatten keinen Einfluss auf das
Proliferationsverhalten der PC3 Klone. 15.000 Zellen pro Vertiefung (PC3, PC3 nt shRNA, PC3 LPL
shRNA) wurden in 24 Lochplatten ausgesat und taglich die Zellzahl (CASY) bestimmt. Abgebildet sind die
Mittelwerte fiinf unabhangiger Versuche und der jeweilige SEM. (E) L-Plastin Reduktion in der Zelllinie
PC3 fiihrte zu keiner Veridnderung der E-Cadherin Expression auf der Zelloberflache.
Durchflusszytometrische Analyse von PC3, PC3 nt shRNA und PC3 LPL shRNA. Die Zellen wurden mit
einem PE-konjugierten anti-E-Cadherin Antikdrper inkubiert. Gezeigt ist die Uberlagerung der
Histogramme von PC3 Autofluoreszenz, PC3, PC3 nt shRNA und PC3 LPL shRNA mit dem MFI.

68



Ergebnisse

IV.1.3.2 Die Reduktion der L-Plastin Expression hat keinen Effekt auf die

zweidimensionale Migration der Zellen im Wundheilungstest

Ein weiterer biologischer Prozess mit Relevanz im Hinblick auf die metastasierende
Eigenschaft von Tumorzellen ist die Migration auf zweidimensionalen Substraten. Um
dies in vitro zu untersuchen wurde ein Wundheilungstest durchgefihrt, bei dem
beobachtet wurde, wie schnell ein Zellrasen in der Lage ist, eine mechanisch durch
Kratzen zugefiihrte Wunde zu schlielen. In diesem experimentellen Ansatz wirkte sich
die Reduktion von L-Plastin nicht auf die Fahigkeit der Zellen zu migrieren aus. Nach
Durchtrennung des geschlossenen Zellrasens bewegten sich die mit einer nt shRNA
transfizierten Zellen im gleichen Tempo zur Spaltmitte hin wie die Zellen mit einer
verringerten L-Plastin Expression. Nach 24 Stunden verringerte sich die Spaltbreite

prozentual gleich (Abbildung 1V-5). Um auszuschlieRen, dass es sich bei den

Zellbewegungen um eine spontane Ausbreitung der Zellflache durch Zellteilung
handelte, wurden die Zellen zuvor mit Mitomycin C behandelt, welches die Proliferation

hemmt.

PC3 nt shRNA PC3 LPL shRNA

Abbildung IV-5: L-Plastin Reduktion
hatte keinen Einfluss auf die
zweidimensionale Migration der PC3
Klone PC3 nt shRNA und PC3 LPL
shRNA. (A) Exemplarische
Aufnahmen zum Zeitpunkt 0 h und 24
h. Die Detektion des Wanderverhaltens
zum  Schlielen des vorhandenen
Spaltes im Zellrasen wurde Uber 24 h
mittels Videomikroskopie beobachtet.
(B) Graphische Auswertung der

Oh

24 h relativen Spaltweite. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm ImageJ. Die
GroRe der Ausgangswunde wurde
jeweils gleich 1 gesetzt. Die Punkte
zeigen die  Mittelwerte aus 6
B o5 unabhangigen Experimenten und den
1 --PC3ntshRNA  jeweiligen SEM.
L 095 T ~#- PC3 LPL shRNA
9 i\
E i
© 0.854 ~
Q ~. P
(%) ~0-.. "
@ 0.754 T
>
D 0.65-
0.55 T T T T T 1

Zeit (h)
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IV.1.4 L-Plastin Reduktion fuhrt zu einer verminderten Migration in vitro

IV.1.4.1 L-Plastin Reduktion verringert die Chemokin-vermittelte haptotaktische

Migration

Bei der Bewegung von Zellen unterscheidet man zwischen einer spontanen und einer
zielgerichteten  Migration. Folgt die gerichtete Bewegung dabei einem
Konzentrationsgefalle eines substratgebundenen Signalstoffes, spricht man von
Haptotaxis. Ist ein I6slich vorliegender Lockstoff (Chemokin) fir das vorliegende
Konzentrationsgefallt verantwortlich, bezeichnet man diese Migrationsform als
Chemotaxis. In der metastatischen Kaskade sind die Prozesse der Migration und
Invasion entscheidende Schritte. Diese Prozesse ermdéglichen der Tumorzelle bei ihrer
Metastasierung eine gerichtete Bewegung und Wanderung durch den Organismus.
Dabei sind die Zielorgane der Metastasierung meist nicht willkirlich und zufallig,
sondern in der Regel fur jeden Tumortyp spezifisch definiert. Entscheidend dafiir sind
neben den gewebespezifischen Faktoren der lokalen Wirtszellen auch I6sliche
Faktoren wie Chemokine, oder andere chemotaktische Proteine oder haptotaktische
Signale (Nicolson, 1993). Fiur Prostatakarzinomzellen wurde die Interaktion zwischen
SDF1a und seinem Chemokinrezeptor CXCR4 als entscheidend fir die
Metastasierung beschrieben und wurde daher im Folgenden als Stimulus verwendet
(Arya et al., 2004).

IV.1.4.1.1 Nachweis einer CXCR4 Expression der Zelllinie PC3

Bevor SDF1a als Chemokin fir PC3 Zellen eingesetzt werden konnte, musste die
Expression des Rezeptors CXCR4 auf der Oberflache der Prostatakarzinomzellen
gepruft werden. PC3 Zellen exprimieren den Chemokinrezeptor CXCR4 (Abbildung
IV-6). Jedoch wies nur ein geringer Teil der Population eine hohe CXCR4 Expression
auf. Ein Groliteil der Zellen exprimierte CXCR4 in einer niedrigeren Molekilzahl auf
ihrer Oberflache. Der hier zu erkennende &uRerst geringfligige erhdhte CXCR4
Nachweis der PC3 LPL shRNA Zellen erwies sich nicht als statistisch signifikant.
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Abbildung IV-6: PC3 Zellen exprimieren
WS PC3 Autofluoreszenz 587} CXCR4 auf ihrer Oberfliche.
EE Egi niShRNA 225 Durchflusszytometrische Analyse der Zelllinien
wurden fixiert, mit einem PECy5-konjugierten
anti-CXCR4  Antikérper inkubiert und am
FACSCalibur gemessen. Gezeigt ist die
Uberlagerung der CXCR4 Histogramme von PC3
1oo o T oz M T+ Autofluoreszenz, PC3, PC3 nt shRNA und PC3

CXCR4 (MFl) —— 5 LPL'ShRNA (MFI).

%

IV.1.4.1.2 L-Plastin Reduktion vermindert die SDF1a-vermittelte haptotaktische

Migration, zeigt jedoch keinen Einfluss auf die reine haptotaktische Migration

Die haptotaktischen und chemotaktischen migratorischen Fahigkeiten der PC3 Zellen

wurden mittels Transwellassays getestet (Abbildung 1V-7). Dieses experimentelle

System im 24 well Mallstab trennt durch eine porése Membran zwei separate
Zellkultur-Kompartimente voneinander ab und ermdglicht eine separate Fullung der
Kompartimente. So kdnnen Zellen sowie taktische Reize zum Startzeitpunkt des
Versuchs lokal begrenzt werden. Die einseitige Beschichtung der Membran
(haptotaktischer Reiz), wie auch die begrenzte Zugabe eines Chemokins in nur ein
Kompartiment (chemotaktischer Reiz), rekonstruieren somit die haptotaktische oder
chemotaktische Anlockung von Tumorzellen wahrend der Metastasierung. In dieser
Arbeit wurden zwei verschiedene haptotaktische Versuchsansatze gewahlt. Diese
unterschieden sich durch die zusatzliche Zugabe von SDF1a in der sogenannten
Chemokin-vermittelten Haptotaxis. Als haptotaktischer Stimulus diente jeweils eine
Kollagenbeschichtung der Membranunterseite. Im Vergleich hierzu fehlte bei der
Untersuchung der chemotaktischen Migration die Kollagenbeschichtung. Bei SDF1a
vermittelter Haptotaxis wurden beide Stimuli angeboten. Die L-Plastin Reduktion (PC3

LPL shRNA) fuhrte bei PC3 Zellen nur zu einer geringen, aber nicht signifikanten,

Veranderung in der haptotaktischen Migration (Abbildung IV-7A) verglichen mit der
Anzahl transmigrierter PC3 nt shRNA Zellen. Bot man den Zellen zusatzlich zum
haptotaktischen Stimulus auch SDF1a als Chemokin an, verringerte sich die Anzahl an

transmigrierenden Zellen jedoch signifikant (Abbildung 1V-7B). SDF1a alleine hingegen

reichte bei beiden PC3 Zellen nicht als Anreiz aus, um eine Migration im verwendeten
System zu induzieren (Abbildung IV-7C). Auch weitere in der Literatur diskutierte
Stimuli wie NIH3T3 konditioniertes Medium, BSA oder FCS (Hua et al., 2009; Teng et
al.,, 2010; Xu et al., 2009) bewirkten hier keine Migration (Daten nicht gezeigt). Fehlt

somit ein haptotaktischer Reiz, sprachen die Zellen auch nicht auf ein Chemokinsignal

an.
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Abbildung IV-7: L-Plastin Knock-down fiihrte bei PC3 Zellen zu keiner signifikanten Reduktion der
haptotaktischen Migration, aber zu einer reduzierten Chemokin-vermittelten haptotaktischen
Migration. Transwellassay zur Untersuchung der (A) haptotaktischen (B) Chemokin-vermittelten
haptotaktischen und (C) chemotaktischen Migration der PC3 Klone. (A und B) Nach Beschichtung der
Unterseite der Filtereinsatze mit Kollagen wurden jeweils 30.000 CFDA gefarbte Zellen (PC3 nt shRNA
und PC3 LPL shRNA) in das obere Kompartiment der Transwelleinsatze gegeben und fir 18 h bei 37°C
und 5 % COs inkubiert. Als Chemoattraktant diente (B und C) im unteren Kompartiment 350 ng/ml SDF1a.
AnschlieBend wurden die Zellen auf der Unterseite des Filters mit einem konfokalen Laserscanmikroskop
dokumentiert. Auf der rechten Seite sind die dazugehérigen statistischen Auswertungen gezeigt.
Ausgezahlt wurden jeweils 4 optische Felder, angegeben sind die Mittelwerte der transmigrierten Zellen
aus drei unabhangigen Versuchen und der SEM (*=p<0,05, nd = nicht detektierbar).

Um die Relevanz von L-Plastin fir die Metastasierung der Zellen auch in vivo zu
beweisen, wurde in einem nachsten Schritt das System in ein murines Xenograft-

Model transferiert.
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IV.1.5 L-Plastin Reduktion wirkt sich negativ auf die Etablierung und das

Wachstum von Prostatatumoren und Metastasen in vivo aus

IV.1.5.1 L-Plastin Reduktion beeintrdchtigt die Etablierung und das Wachstum

eines subkutan induzierten Prostatatumors

Da L-Plastin in vitro einen Effekt auf die transmigratorischen Eigenschaften der
Tumorzellen aufwies, wurde in einem néachsten Schritt die Rolle von L-Plastin auf das
Tumorwachstum und die Metastasierung in vivo untersucht. Zunachst wurde dabei die
Fahigkeit der PC3 Zellen zur Etablierung eines Primartumors nach subkutaner
Injektion der Tumorzellen in immunsupprimierte Mause analysiert. Verwendung fand
dabei ein Xenograft-Modell, in dem PC3 Zellen mannlichen immunsupprimierten Balb/c
nude Mausen injiziert wurden. Diese athymischen Mause kénnen keine reifen T Zellen
generieren und stoflen artfremde Zellen dadurch nicht ab. Zudem kénnen die
Tumorzellen im Korperinneren durch das Fehlen des Korperfells besser mittels
Biolumineszenz detektiert werden. Zur Analyse des Primartumorwachstums wurden
PC3 Zellen subkutan in den linken Oberschenkel der Tiere injiziert. Das
Tumorwachstum wurde wdchentlich dokumentiert und die Tumorgré3e mit Hilfe einer
Schieblehre bestimmt. Wie zu erwarten unterschied sich das Volumen des
Primartumors zwischen der Ausgangszelllinie PC3 den PC3 nt shRNA Zellen nicht.
Eine Reduktion von L-Plastin fuhrte dagegen zu einem deutlich kleineren Primartumor.
Durch einen L-Plastin Knock-down konnte die GroRe des Tumors um etwa 50 %
reduziert werden. Dies galt sowohl fir das Tumorvolumen (Abbildung 1V-8A) als auch
fur den Durchmesser der Geschwiilste (Abbildung 1V-8B). An Tag 27 und 36 nach

Tumorzellinjektion war eine statistisch signifikante Reduktion feststellbar.

Nach subkutaner Verabreichung der PC3 Zellen konnte keine Streuung der
Tumorzellen nachgewiesen werden. Dies wurde bis zur Totung der Mause Uber
Biolumineszenzbildgebung kontrolliert. Alle Tiere erreichten vor einem madglichen
Auftreten von Metastasen eine PrimartumorgroRe, zu der nach Vorgaben der
Tierschutzkommission der Versuch beendet werden musste. Aus diesem Grund wurde
im Folgenden ein weiteres Xenograft-Model verwendet, das nach intrakardialer

Injektion der PC3 Zellen die Untersuchung der Metastasierung ermdglichte.
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IV.1.5.2 L-Plastin Reduktion fiihrt zu einer verminderten Metastasierung nach

intrakardialer Injektion von Tumorzellen

IV.1.5.2.1 Verifizierung einer erfolgreichen intrakardialen Injektion

Die vorangegangenen Ergebnisse zeigten, dass L-Plastin die Ansiedlung von
Tumorzellen nach subkutaner Injektion und die Etablierung eines Primartumors
forderte. Dies gab einen ersten Hinweis auf die Beteiligung von L-Plastin an den
initialen  Schritten des  Primartumorwachstums.  Aufgrund des schnellen
Tumorwachstums konnte in diesem experimentellen Ansatz jedoch nicht der Einfluss
von L-Plastin auf die Tumorzellmetastasierung untersucht werden. Um weitere Schritte
innerhalb des komplexen Prozesses der Tumoretablierung und dem Verlauf einer
Krebserkrankung zu untersuchen, wurden die Tumorzellen daher im Folgenden
intrakardial in Mause injiziert. Die intrakardiale Injektion von Tumorzellen in die Maus
ist ein experimentell schwieriges Verfahren, dessen erfolgreiche Durchfiihrung
kontrolliert werden muss. Hierbei muss eine immer identische Anzahl an Tumorzellen
in den linken Herzventrikel der Mause injiziert werden, um eine direkte Verteilung der
Zellen mit dem Blutstrom im Kérper der Maus sicherzustellen. Dies wurde in den frisch
injizierten Tieren ca. 60 min nach dem Tumorzelltransfer mittels Biolumineszenz
untersucht. Um den weiteren Verlauf der Tumorzellverteilung zu kontrollieren, wurden
zudem 24 Stunden sowie alle sieben Tage nach der Tumorzellinjektion Aufnahmen der

Tiere angefertigt (Abbildung IV-9). Kurze Zeit nach Injektion der Tumorzellen konnte
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eine diffuse Verteilung der Zellen im Kérper der Maus festgestellt werden (Abbildung
IV-9A). Die luciferaseexprimierenden Tumorzellen befanden sich vor allem im Rumpf

des Tieres, in der Lunge sowie im Kopfbereich. Nach 24 Stunden waren fast keine

Biolumineszenzsignale mehr sichtbar (Abbildung 1V-9B). Nach ca. zwei bis drei
Wochen zeigten sich prazise differenzierte Photonenanhaufungen, die jeweils einer
metastatischen L&sion entsprachen (hier gezeigter Zeitpunkt: 4 Wochen nach
Tumorzellinjektion) (Abbildung IV-9C). Diese befanden sich fur die Zelllinie PC3

Uberwiegend im Skelettsystem der Tiere. Diese Verifizierung erfolgte mit allen in der

Arbeit verwendeten Zelllinien.
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Abbildung IV-9: Evaluierung einer erfolgreichen intrakardialen Injektion von Tumorzellen mittels
Biolumineszenzbildgebung. 1,5 x 10° Luciferase positive Tumorzellen (PC3) wurden in 100 pl PBS in
den linken Herzventrikel 5 Wochen alter immundefizienter Balb/c Mause injiziert. (A) 60 Minuten im
Anschluss an die Applikation konnte mitttels Biolumineszenzbildgebung nach intraperitonealer Luciferin
Injektion eine diffus liber den gesamten Korper der Maus verteilte Photonenanhaufung detektiert werden.
(B) 24 Stunden nach der Tumorzellapplikation konnte in demselben Tier fast kein Signal mehr detektiert
werden. (C) Nach 4 Wochen waren differenzierte einzelne Photonenanhaufungen zu erkennen, die
einzelne Tumorherde (Metastasen) darstellen.

IV.1.5.2.2 L-Plastin Reduktion in PC3 Zellen reduziert die Metastasierung und

verlangert das Uberleben der Mause nach intrakardialer Tumorzellinjektion

Nach erfolgreicher Evaluierung der intrakardialen Injektion der PC3 Zellen in Mause
wurden anhand dieser Methodik die metastatischen Fahigkeiten von PC3 Zellen
untersucht. Zur erfolgreichen Ausbildung einer Metastase missen die Tumorzellen die
Blutbahn verlassen, entlang verschiedenen Geweben migrieren, in Organe einwandern
und sich dort ansiedeln und vermehren. Nach der intrakardialen Applikation der
Tumorzellen in Mause wurde die Anzahl an entstandenen Tumoren sowie das
Uberleben der Tiere beobachtet (Abbildung [1V-10). Die L-Plastin Reduktion

75



Ergebnisse

verminderte in der Tat die Fahigkeit der Tumorzellen Metastasen zu bilden. Dies zeigte
sich deutlich in der Anzahl der auswachsenden Tumorherde pro Tier (Abbildung
IV-10A und B). Die Metastasierung der Tumorzellen konnte durch einen L-Plastin
Knock-down um ca. 50 % reduziert werden (p < 0,05 fir PC3 vs. PC3 LPL shRNA und
PC3 nt shRNA vs. PC3 LPL shRNA). Wahrend injizierte PC3 Zellen zu durchschnittlich
10,78 +/- 1,78 Tumoren pro Tier fihrten, resultierte eine Injektion von PC3 LPL shRNA
Tumorzellen nur in einer durchschnittlichen Anzahl von 6,143 +/- 1,313 Tumoren pro
Tier. Alle Tiere denen PC3 Zellen oder PC3 nt shRNA Zellen injiziert wurden
entwickelten Tumore. Jedoch waren nur bei 73 % der Tiere, die Tumorzellen mit einem
L-Plastin Knock-down injiziert bekamen, Metastasen zu detektieren. Entsprechend war
auch das Uberleben der Tiere verlangert, denen L-Plastin Knock-down Tumorzellen

injiziert wurden (Abbildung 1V-10C). Die Versuchsgruppen mit nicht behandelten oder

nt shRNA behandelten Tumorzellen zeigten erwartungsgemald untereinander keine

Unterschiede beziiglich des Metastasierungsstatus und des Uberlebens.

A Abbildung IV-10: L-
Plastin Knock-down in

-5 PC3 PC3 Zellen fiihrte zu
.-®-PC3 nt shRNA einer verringerten
-4~ PC3 LPL shRNA Anzahl an Metastasen in
Mausen nach

intrakardialer  Injektion

der Tumorzellen und

verldngerte das

. Uberleben der Tiere. 1,5
a3 x 10° Tumorzellen (PC3,
Tage nach Tumorzellinjektion PC3 nt shRNA, PC3 LPL
shRNA) in 100 uyl PBS

® PC3 PC3 nt shRNA PC3 LPL shRNA wurden jeweils in den
linken  Herzventrikel 5

Tag14 Tag21 Tag42 Wochen alter mannlicher
immundefizienter  Balb/c
Mause injiziert. Die Anzahl
an Metastasen  wurde

Anzahl der Tumore pro Tier

Tag 14 Tag 21 Tag 42 Tag 14 Tag 21 Tag 42

wochentlich mittels
Biolumineszenz detektiert.
(A) Statistische

Auswertung der Anzahl
der Tumore pro Tier Uber
einen Zeitraum von 42

105+ Tagen. Angegeben sind
Rl [ —-PcC3 die Mittelwerte und der
o --+-PC3 nt shRNA SEM von 3 unabhéngigen
& PC3 LPL shRNA Versuchen (*=p<0,05) (B)
o 751 Biolumineszenzaufnahmen
g 654 von Beispieltieren an Tag
B 551 14, 21 und 42. (C) Kaplan-
B a5 Meier-Analyse der
= Uberlebensdauer. Mit
o 10 20 30 40 50 n=12 fir die Gruppen PC3
Tage nach Tumorzellinjektion und PC3 nt shRNA und
n=17 fir die Gruppe PC3

LPL shRNA.
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Zusammenfassend lasst sich zu diesem Zeitpunkt sagen, dass eine Reduktion von L-
Plastin in PC3 Zellen zu einer verminderten Migration in vitro wie auch zu einer
reduzierten Metastasierung und einem geringeren Primartumorwachstum fiihrte. Diese
Arbeit stellt damit die erste systematische Untersuchung der Rolle der L-Plastin
Expression in Tumorzellen dar. Obwohl die hier gezeigten Daten eindeutig sind, gibt es
in der Literatur Widerspriche Uber die Korrelation der Expression von L-Plastin mit
dem Tumorstadium in Patientenstudien. Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe, in denen
die Funktion von L-Plastin in humanen T Zellen charakterisiert wurde, gaben immer
mehr Hinweise auf eine entscheidende Rolle der Phosphorylierung von L-Plastin auf
die Funktion des Proteins. Dies kénnte auch fir das Verhalten der Tumorzellen wichtig
sein. Dieser Aspekt konnte jedoch mit dem bisher verwendeten experimentellen
System nicht weiter untersucht werden. Aus diesem Grund wurde ein weiteres System
etabliert, mit dessen Hilfe nun auch der Einfluss des Phosphorylierungsstatus von L-
Plastin auf die Metastasierung von L-Plastin exprimierenden Tumorzellen mit analysiert
werden konnte. Dazu wurde die humane Melanomzelllinie MV3 verwendet, die kein L-

Plastin exprimiert.
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IV.2 Eine ektope Expression von L-Plastin fuhrt zur verstarkten

Metastasierung einer humanen Melanomzelllinie

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass L-Plastin durch eine Phosphorylierung reguliert
wird. Um der Frage, ob und wie eine L-Plastin Phosphorylierung die Metastasierung
von Tumorzellen beeinflusst, nachzugehen, wurde ein Testsystem verwendet, wodurch
es maoglich war eine phosphorylierbare und nicht-phosphorylierbare L-Plastin Variante
zu vergleichen. Erste in vitro Hinweise auf einen Einfluss des Phosphorylierungsstatus
von L-Plastin auf die Invasion von Tumorzellen lieferte eine Arbeit aus unserem Labor
von Klemke et al. (Klemke et al., 2007). Diese Daten wurden mit der humanen
Melanomzelllinie MV3 mit Hilfe von Transwell-Versuchen erhoben. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Einfluss einer L-Plastin Expression und Phosphorylierung auf die
metastasierenden Eigenschaften von MV3 Zellen in vivo in einem Maus Xenograft-
Modell analysiert. Dabei wurde in einem ersten Schritt auf ein bereits bekanntes
orthotopes Modell der subkutanen Applikation der Tumorzellen in die Mause
zurtickgegriffen. Des Weiteren wurde zur Untersuchung der metastatischen Kapazitat
in Abhangigkeit von L-Plastin die intrakardiale Injektion von MV3 Zellen in Mause

etabliert und erstmals beschrieben.

IV.2.1 Etablierung von L-Plastin exprimierenden MV3 Zellen

IV.2.1.1 Generierung von L-Plastin und Luciferase exprimierenden MV3 Zellen

Die humane Melanomzelllinie MV3 wurde aus einer Lymphknotenmetastase eines
Melanompatienten isoliert. Um das Wachstum und die Metastasierung dieser
Tumorzelllinie in dem bereits bekannten intrakardialen Mausmodell nicht-invasiv
beobachten zu kénnen, musste diese Zelllinie zun&dchst mit einem Luciferasegen
transfiziert werden. Dazu wurde anfénglich ein Vektorsystem verwendet, bei dem sich
die kodierende Region der Luciferase unter Kontrolle eines CMV-Promotors befand.
Nach Transfektion der cDNA in MV3 Zellen durch Lipofektion wurden stabile,
Luciferase positive, Klone generiert, die im Anschluss auch mit den L-Plastin-cDNAs
transfiziert wurden. Bei den folgenden funktionellen in vitro sowie in vivo Experimenten
musste jedoch erkannt werden, dass die Fahigkeit der transfizierten MV3 Zellen zur

Luciferase-Expression verloren ging (Daten nicht gezeigt). Dies machte einen weiteren
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Einsatz dieser Zellen unmoglich. Glucklicherweise konnte durch die Diskussion mit
Kollegen auf einer Fachkonferenz ein Luciferase-Plasmid unter Kontrolle des ,chicken
actin“ Promotors beschafft werden, das eine dauerhafte Expression von Luciferase
nach Transfektion in Tumorzellen versprach. Entsprechend wurde das Vektorsystem
pCAGG3.1-luc2 in MV3 Zellen transfiziert (Abbildung IX-2). Dieser Vektor war eine

freundliche Gabe von Gabri van der Pluijm und Geertje van der Horst, Universitat

Leiden. Die Transfektion erfolgte Uber die Lipofektionsmethode. Transfizierte Klone
wurden uber eine G418-Antibiotikaresistenz klonal selektioniert und die Luciferase-

Expression der Klone mittels Biolumineszenzmessung kontrolliert (Abbildung 1V-11A).

Die Biolumineszenzanalyse zeigte, dass nur Klon 2 eine Luciferase-Expression
aufwies. Im Vergleich zur vorher verwendeten PC3 Zelllinie war die Expression
deutlich starker. Stabil Luciferase exprimierende Klone wurden des Weiteren auf ihre
proliferierenden und migrierenden Eigenschaften hin untersucht. Damit sollte ein
moglicherweise ungewollt auftretender Effekt der Transfektion auf diese Merkmale
ausgeschlossen werden. Diese Charakteristika wurden zur Untersuchung gewahlt, da
sie eine Relevanz fir die spater analysierte Metastasierung haben. Die Bestimmung
der Proliferationsrate erfolgte Uber 96 Stunden. Dabei wurden die Zellen taglich gezahlt

(Abbildung IV-11B). Es konnte keine Veradnderung der Teilungsrate zwischen

untransfizierten und Luciferase exprimierenden Zellen festgestellt werden.
Auch die zweidimensionale Migration der Zellen wurde durch die Lipofektion nicht

beeinflusst (Abbildung IV-11C). Das migratorische Potential der Zellen wurde uber

einen Wundheilungs-Assay bestimmt. Dabei wurde die Fahigkeit der Zellen
beobachtet, eine mechanisch zugefiigte Trennung eines Zellrasens zu schlieRen. Um
einen Einfluss der Proliferation der Zellen auf die SchlieBung der Licke
auszuschlieBen, wurde die Teilungsfahigkeit der Zellen zu Versuchsbeginn mit
Mitomycin C inhibiert. Fur alle folgenden Experimente wurden ausschlie3lich die
Luciferase exprimierenden MV3 Zellen verwendet, die ab dem jetzigen Zeitpunkt mit

MV 3 benannt werden.
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Abbildung IV-11: Etablierung einer Luciferase exprimierenden MV3 Zelllinie. (A) Nachweis einer
Luciferase-Expression verschiedener MV3 Klone nach Transfektion des Luciferase tragenden
Plasmids pCAGG3.1-luc2. Seriell verdiinnte Zellen (200.000-1.000 Zellen/Vertiefung) der mit
pCAGG3.1-luc2 transfizierten MV3 Klone MV3 pCAGG3.1-luc2 Klon 1 und MV3 pCAGG3.1-luc2 Klon 2.
Nach Zugabe von Luciferin konnte die Photonenemission der Ausgangszelllinie MV3 (dritte Zeile) mit den
transfizierten Zelllinien verglichen werden. Als Kontrolle diente die Luciferase positive Zelllinie PC3.
Detektionsdauer: 5 min. (B) und (C) Transfektion der Zelllinie MV3 mit dem Luciferase-Konstrukt
pCAGG3.1-luc2 hatte keinen Einfluss auf (B) das Proliferationsverhalten und (C) das
zweidimensionale Migrationsverhalten der Zellen. (B) 10.000 Zellen pro Vertiefung (MV3, MV3
pCAGG3.1-luc2) wurden in 24 Lochplatten ausgesat und taglich die Zellzahl bestimmt (Neubauer
Zahlkammer) durchgefuhrt als Triplikate. Abgebildet sind die Mittelwerte von 3 unabhéangigen
Experimenten und der jeweilige SEM. (C) Die Detektion des Wanderverhaltens zum Schlielen des
vorhandenen Spalts im Zellrasen wurde tber 24 h mittels Videomikroskopie beobachtet. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm Imaged. Die GréRe der Ausgangswunde wurde jeweils gleich 1 gesetzt.
Durchgefiihrt als Triplikate. Die Punkte zeigen die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Experimenten und den
jeweiligen SEM.

MV3 Zellen zahlen zu den 32 % der Karzinome, die keine L-Plastin Expression
aufweisen (Lin et al., 1993). Dies ermdglichte durch eine ektope Expression, neben der
Rolle der Expression des Proteins, auch den Einfluss einer Phosphorylierung von L-
Plastin auf das Metastasierungspotential von MV3 Zellen zu erforschen. Dazu wurden
MV3 Zellen generiert, die entweder Wildtyp L-Plastin (LPL) oder mutiertes L-Plastin
(S5A LPL) exprimierten. Bei der mutierten Form handelt es sich um einen Variante, die
an Position 5 der Aminosaurekette einen Alanin-Rest anstatt eines Serin-Restes
enthalt. Dadurch ist die fir L-Plastin beschriebene Phosphorylierungsstelle mutiert.
Eine Phosphorylierung des Proteins sollte damit nicht mehr mdglich sein. Die zur
Transfektion eingesetzten Konstrukte wurden zunachst in den Expressionsvektor
pSELECT kloniert (Abbildung [X-3). Dieser enthalt zur Selektion von positiv

transformierten Zellen ein Hygromycinresistenzgen. Dazu wurden die kodierenden
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Sequenzen des L-Plastin Gens und des mutierten L-Plastin Gens als BamHlI-

Fragmente aus dem Vektor pUC19 ausgeschnitten (Abbildung 1V-12A),

gelelektrophoretisch aufgetrennt und zur Ligation in den ebenso behandelten
Grundvektor pSELECT eingefiigt. Nach erfolgter Ligation wurde das Produkt durch
Elektroporation in E. coli transformiert. Nach Plasmidpraparation konnte die
Anwesenheit der Insert-DNA anhand einer Restriktionsanalyse kontrolliert werden

(Abbildung 1V-12B). Dazu wurde erneut die Restriktionsendonuklease BamHI|

eingesetzt, die Fragmente von jeweils 2,1 kb freisetzte. Dies entspricht der Grofe der
L-Plastin cDNA. Die gerichtete Klonierung der cDNA Sequenzen wurde Uber
Sequenzierung bestatigt. Weiterhin wurde ein Kontrollkonstrukt kloniert, das als
Reportersequenz die kodierende Region des EGFP Gens enthalt (Vektorkarte siehe
Anhang). Die klonierten L-Plastin Konstrukte sowie der Kontrollvektor wurden nun zur
Transfektion von MV3 Zellen verwendet. Diese erfolgte erneut Uber Lipofektion. Die
transfizierten Zellen wurden Uber eine Hygromycin Resistenz selektioniert. Klone der
Transfektionsansatze wurden herangezogen und auf die Expression der transfizierten
cDNA hin untersucht. Die erfolgreiche Transfektion und Expression der L-Plastin-

Konstrukte konnte mittels Western Blot nachgewiesen werden (Abbildung IV-12C). Die

Expression des Kontrollproteins EGFP wurde tber Durchflusszytometrie untersucht.

Dazu wurde die Eigenfluoreszenz des EGFP Proteins genutzt (Abbildung 1V-12E). Die

generierten MV3 Klone werden im weiteren Verlauf als MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL
und MV3 S5A LPL bezeichnet.

Hauptziel dieses experimentellen Systems war die Erforschung des Einflusses der
Phosphorylierung von L-Plastin auf die Metastasierung der MV3 Zellen. Daher war es
wichtig, eine generelle Phosphorylierbarkeit des in MV3 Zellen exprimierten Wildtyp L-
Plastin sicherzustellen und die Inhibierung der Phosphorylierung von L-Plastin durch
die verwendete Mutante zu bestatigen. In diesem Zusammenhang wurden Zelllysate
von MV3 LPL und MV3 S5A LPL nach Stimulation im nativen Glyzingel aufgetrennt
und im Western Blot fur L-Plastin gefarbt (Abbildung IV-12D). Eine Doppelbande in der

L-Plastin Farbung zeigt eine Phosphorylierung des Proteins an. Wie zu erwarten war

wurde Wildtyp L-Plastin, im Gegensatz zur mutierten S5A Variante, nach PMA
Stimulation der Zellen phosphoryliert. Eine einzige Punktmutation, die zum Austausch
des Aminosdurerestes SerinS zu Alanin flhrte, reichte somit aus, um eine
Phosphorylierung von L-Plastin zu verhindern. Damit war die Moglichkeit gegeben,
erstmals systematisch die Auswirkungen der Phosphorylierung von L-Plastin auf das

Verhalten der Tumorzellen in vivo zu untersuchen.
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Abbildung IV-12: Generierung von L-Plastin (und Luciferase) exprimierenden MV3 Zellen (A)
Gelelektrophoretische Restriktionsanalyse von pSELECT-hygro-mcs, pUC19-L-Plastin und pUC19-
S5A L-Plastin. Der Restriktionsansatz (BamHI|-Verdau) wurde nach dreistiindigem Verdau im Agarosegel
(1%) aufgetrennt und dieses anschlieBend mit Ethidiumbromid zur DNA Detektion behandelt. Dem
Restriktionsverdau von pSELECT mit BamHI| folgte vor der gelelektrophoretischen Auftrennung ein
einstiindiger Verdau mit alkalischer Phosphatase um die Religation des Vektors zu verhindern. [1: BamHl|
Restriktion von pSELECT; M= GroéRenstandart ,Smart ladder 1 kb*“; 2: BamH| Restriktion von pUC19-LPL;
3: BamHI| Restriktion von pUC19-S5A LPL] (B) Gelelektrophoretische Restriktionsanalyse zur
Kontrolle einer erfolgreichen Klonierung von pSELECT(S5A)-LPL. Der Restriktionsansatz (BamH|-
Verdau) wurde nach einstiindigem Verdau im Agarosegel (1 %) aufgetrennt und dieses anschliefend mit
Ethidiumbromid zur DNA Detektion behandelt. Die positiven und zur weiteren Transfektion eingesetzten
Plasmide sind oben gezeigt. [1: BamH| Restriktion von pSELECT-LPL; M: GréRenstandart ,Smart ladder 1
kb“; 2: BamH| Restriktion von pSELECT-S5A LPL]. (C) Nachweis einer L-Plastin Expression in
Luciferase positiven MV3 Zellen nach Transfektion mit L-Plastin cDNA Konstrukten. Je 360.000
Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. L-Plastin wurde mit
einem L-Plastin spezifischen Antikérper (LPL4A.1) markiert und anschlieBend mittels eines
Sekundarantikérpers detektiert (anti Maus HRP). (D) Stimulation mit PMA fiihrte zu einer
Phosphorylierung von ektop exprimiertem L-Plastin in MV3 Zellen, wohingegen mutiertes L-Plastin
(S5A LPL) nicht phosphoryliert werden konnte. Nachweis einer L-Plastin Expression und
Phosphorylierung von L-Plastin in MV3 Zellen mittels Western Blot nach nativem Glyzingel. Die Zellen
wurden, wenn angegeben, mit PMA (10'8 M fir 30 min) stimuliert und in Anwesenheit von Okadainsaure
(0,3 pM) lysiert. 400.000 MV3 Zellen wurden pro Spur in einem nativen Glyzin-Gelsystem aufgetrennt.
Eine Phosphorylierung von L-Plastin nach Stimulation ist anhand des Auftretens einer zusatzlichen Bande
zu erkennen. (E) Expression des Kontrollvektors pSELECTHygro-EGFP in MV3 Zellen nach
Lipofektion. Nachweis der EGFP Expression mittels Durchflusszytometrie. Als Kontrolle dienten
untransfizierte Zellen.
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IV.2.1.2 Charakterisierung der transfizierten Melanomzellen MV3

Die hier verwendete Lipofektion ist eine weit verbreitete und gut charakterisierte
Methode zur genetischen Manipulation von Zelllinien. Dennoch kénnen ungewollte
Nebeneffekte auftreten, die anschlieRende Ergebnisse verfalschen kénnten. Um
dieses Risiko auszuschliefen, wurden die generierten Zellen MV3 Vektorkontrolle,
MV3 LPL und MV3 S5A LPL zun&chst hinsichtlich ihrer Biolumineszenzaktivitat

analysiert und verglichen (Abbildung 1V-13A). Die Detektion der Photonenemission

mittels Biolumineszenzmessung nach Zugabe von Luciferin zu seriell verdinnten
Zellen zeigte keinen Unterschied zwischen den verwendeten Subzelllinien. Es war bei
allen Zellen bereits ein Biolumineszenssignal ab 1000 Zellen zu detektieren. Dies
machte einen spateren Vergleich der im Tierexperiment entstandenen Metastasen
moglich.

Dariber hinaus wurde auch die Morphologie der Zellen nach den Transfektionen

untersucht (Abbildung IV-13B und C). Dazu wurden die Zellen auf Kollagen-

beschichteten Objekttragern ausgesat, fur 2 Stunden kultiviert und anschlieRend mit
PFA fixiert und F-Aktin mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin (AlexaFluor488) markiert.
Neben der Bestimmung des F-Aktin Gehaltes der Zellen wurden als morphologische
Kriterien die GrolRe und die Zirkularitdt der Zellen betrachtet. Ausgewertet wurden
dabei mindestens 20 Zellen aus drei unabhangigen Versuchen, die einzeln vorlagen
und deren gesamter Zellkérper gut erkennbar war. Die auf Kollagen adhéarierenden
Zellen zeigten eine teilweise ausgestreckte Form mit vielen Zellauslaufern, welche
einen besonders hohen F-Aktin Gehalt aufwiesen. Der Zellkern lag uUberwiegend
zentriert vor. Die untersuchten Zelllinien wiesen keinen signifikanten Unterschied
untereinander hinsichtlich ihrer GréRe und Zirkularitdt auf. Auch der F-Aktin Gehalt
anderte sich durch die Expression von L-Plastin nicht.

Des Weitern wurden die Effekte einer L-Plastin Expression auf die Proliferation
getestet (Abbildung 1V-13D). Die Wachstumsraten der unterschiedlichen MV3 Zellen

wurden dazu Uber 96 Stunden beobachtet. Dabei wurde alle 24 Stunden die Zellzahl

bestimmt. Die Kenntnisse Uber die Teilungsraten der Zellen erlaubt spater eine
Interpretation mdglicher Unterschiede in der TumorgroRe und der Uber die
Versuchsdauer steigenden Tumorlast der Tiere. Ist das Proliferationsverhalten der
Zellen durch L-Plastin verandert, kann sich dies auch auf den Metastasierungsstatus
der Tiere auswirken. Die unterschiedlichen MV3 Zellen zeigten jedoch keinen
Unterschied in ihrem Proliferationsverhalten.

Wie bereits flir die Zelllinie PC3 untersucht, wurden auch die E-Cadherin Expression
auf der Zelloberflaiche der MV3 Zellen analysiert (Abbildung [V-13E). Eine
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durchflusszytometrische Untersuchung bei der ein direkt markierter E-Cadherin
Antikorper eingesetzt wurde, erbrachte dabei keinen erkennbaren Unterschied in der
E-Cadherin Expression der unterschiedlichen MV3 Zellen.

Ein hinsichtlich der Metastasierung wichtiges Kriterium von Zellen ist deren Fahigkeit
zu wandern. Ist das Migrationspotential der Zellen verandert, dann ist auch mit einem
Unterschied in der Metastasierungsstarke dieser Zellen zu rechnen. Um dies zu testen
wurde zunachst wiederum die zweidimensionale Migration der Zellen im
Wundheilungsexperiment analysiert (Abbildung IV-13F). Verglichen wurden hierbei die
Zelllinien MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL und MV3 S5A LPL. Es konnte kein

signifikanter Unterschied in der Fahigkeit den vorhandenen Spalt zu schlieen

festgestellt werden. Jedoch, war ein Trend zu erkennen, wonach Zellen die Wildtyp L-
Plastin exprimierten einen geringen Vorteil hatten. Dies galt jedoch nicht fur Zellen, die
unphosphorylierbares L-Plastin exprimierten. Dabei ist festzuhalten, dass diese

Beobachtung formal statistisch nicht signifikant war.
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Abbildung IV-13: Charakterisierung der L-Plastin exprimierenden MV3 Zelllinien. (A) L-Plastin
Expression hatte keinen Einfluss auf die Biolumineszenzaktivitit. Nachweis einer Luciferase-
Expression verschiedener MV3 Klone nach Transfektion von L-Plastin Varianten. MV3, MV3
Vektorkontrolle, MV3 LPL und MV3 S5A LPL (200.000-1.000 Zellen/Vertiefung). Nach Zugabe von
Luciferin konnte die Photonenemission der Ausgangszellinie MV3 mit den transfizierten Zelllinien
verglichen werden. Detektionsdauer: 5 min. (B und C) Ektope Expression von L-Plastin hatte keinen
Einfluss auf die Morphologie der MV3 Klone. 150.000 Zellen (MV3, MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL,
MV3 S5A LPL) wurden auf ein Kollagen (20 pg/ml) beschichtetes Deckglaschen ausgesat und mit
Phalloidin AlexaFluor488 angefarbt. (B) Konfokalmikroskopische Aufnahmen der Zellen. (C)
Graphische Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen. Untersucht wurden die Flache, die
Zirkularitédt und der F-Aktin Gehalt der Zellen, wobei der Wert 1 eine kreisrunde Zelle beschreibt. (D)
Ektope Expression von L-Plastin hatte keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Zellen.
10.000 Zellen pro Vertiefung (MV3, MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL, MV3 S5A LPL) wurden in 24
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Lochplatten ausgesat und taglich die Zellzahl bestimmt (Neubauer Zahlkammer). Abgebildet sind die
Mittelwerte von 4 unabhangigen Versuchen und der jeweilige SEM. (E) L-Plastin Expression fiihrte zu
keiner Verdanderung der E-Cadherin Expression auf der Zelloberflache. Durchflusszytometrische
Analyse der Ausgangszelllinie MV3 sowie der transfizierten Klone. Die Zellen wurden mit einem PE-
konjugierten anti-E-Cadherin Antikdrper inkubiert. Gezeigt ist die Uberlagerung der Histogramme von MV3
Autofluoreszenz, MV3, MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL und MV3 S5A LPL (MFI). (F) Ektope Expression
von L-Plastin hatte keinen signifikanten Einfluss auf die zweidimensionale Migration der MV3
Zellen. Die Detektion des Wanderverhaltens zum Schlieen eines vorhandenen Spalts im Zellrasen wurde
Uber 24 h mittels Videomikroskopie beobachtet. Die Grofle der Ausgangswunde wurde jeweils gleich 1
gesetzt; Werte sind auf die Spaltgroe der MV3 Vektorkontroll-Zellen normiert. Die Punkte zeigen die
Mittelwerte aus 3 unabhangigen Experimenten und den jeweiligen SEM.

IV.2.2 Die Phosphorylierbarkeit von L-Plastin ist entscheidend fiir eine

verstarkte Migration und Invasion in vitro

Bereits in PC3 Zellen konnte bewiesen werden, dass die Expression von L-Plastin das
migratorische Verhalten der Zellen férdert. Es war jedoch in diesem System nicht
mdglich, die Konsequenzen einer Phosphorylierbarkeit von L-Plastin zu erforschen.
Die etablierten MV3 Zellen, die entweder Wildtyp L-Plastin oder die nicht-
phosphorylierbare Mutante S5A L-Plastin exprimierten, erlaubten jetzt hingegen auch,
den Einfluss der Phosphorylierung von L-Plastin auf die metastasierenden
Eigenschaften der Zellen zu untersuchen. Fur MV3 Zellen konnte bereits die Wirkung
einer transienten L-Plastin Expression auf das migratorische und invasive Verhalten
von unserer Arbeitsgruppe publiziert werden (Klemke et al., 2007). Zunachst musste
gepruft werden, ob diese Ergebnisse auch auf das hier verwendete System mit
stabilen Klonen zutrafen. Dabei kamen erneut die bereits fir die Zelllinie PC3
beschriebenen Transwellsysteme zum Einsatz (s. Kapitel 1V.1.4). Zusétzlich zu den
Untersuchungen hinsichtlich der haptotaktischen und chemotaktischen Migration der
Zellen wurden sogenannte Invasionstests durchgefuhrt. Dabei waren die
Transwelleinsadtze mit einer Schicht aus Matrigel Uberzogen. Die auf das Matrigel
ausgesaten Zellen mussten, um das untere Kompartiment der Transwelleinsatze zu
erreichen, die Matrigelschicht durchwandern. Matrigel ist eine galertartige
Proteinmischung, die von murinen Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Sarkomzellen
sezerniert wird. Dieses experimentelle System stellt somit die in vivo Situation einer
Invasion von Zellen nach, wie man sie bei der Extravasation oder der Wanderung von
Zellen durch organisches Gewebe vorfindet. Als Chemokin diente bei diesen
Versuchen mit 10 % FCS angereichertes Kulturmedium im unteren Kompartiment.

Die durchgefiihrten Analysen konnten die Ergebnisse aus der 2007 verdffentlichten
Studie bestatigen. L-Plastin exprimierende humane Melanomzellen wiesen eine

verstarkte haptotaktische, aber keine verstarkte chemotaktische, Migration auf
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(Abbildung 1V-14A). Zur Analyse der haptotaktischen Kapazitdt der Zellen wurde

erneut die Unterseite der Filtereinsatze mit Kollagen beschichtet. Dabei war die
verbesserte haptotaktische Migration nach Expression von Wildtyp L-Plastin deutlicher
sichtbar als nach Expression von nicht-phosphorylierbarem L-Plastin. Der Unterschied
zwischen der Anzahl an migrierten Zellen zwischen den Zelllinie MV3 LPL und MV3
S5A LPL erwies sich allerdings bei der statistischen Auswertung der Resultate als nicht
signifikant. Betrachtet man die Chemokin-vermittelte haptotaktische Wanderung der
Zellen, bei der neben dem haptotaktischen auch ein chemotaktischer Reiz (FCS)
gesetzt wurde, fuhrte eine L-Plastin Expression zu einem signifikanten Anstieg der

migrierten Zellen (Abbildung IV-14B). Zellen mit der S5A L-Plastin Mutante hingegen

zeigte unter  diesen experimentellen Bedingungen keine veranderte
Wanderungseigenschaft im Vergleich zur Ausgangszelllinie oder zu Zellen die mit der
Vektorkontrolle transfiziert waren. Fur die Fahigkeit zur Chemokin-vermittelten
Haptotaxis war die Phosphorylierungsstelle somit essentiell. Hingegen konnte die reine
Chemotaxis von MV3 Zellen durch die Expression von L-Plastin nicht verandert
werden. Auch das Vorhandensein der Phosphorylierungsstelle hatte keinen Effekt auf

die chemotaktische Migration der Zellen (Abbildung 1V-14C). Untersuchungen zum

invasiven Verhalten der MV3 Zellen zeigten eine Steigerung der Anzahl an invadierten

Zellen in Abhangigkeit einer L-Plastin Expression (Abbildung 1V-14D). Dabei war das

Vorhandensein der Phosphorylierungsstelle Ser5 erneut entscheidend, denn die
Expression der S5A L-Plastin Mutante flhrte zu keiner verstarkten invasiven Kapazitat
der Zellen.

Nach diesen eindeutigen in vitro Beweisen auf die Fdrderung von Migration und
Invasion durch eine L-Plastin Expression und der entscheidenden Rolle der
Phosphorylierungsmdglichkeit des Proteins, konnte dieses experimentelle System nun
in die Maus transferiert und die Auswirkungen auf das Tumorwachstum und die

Metastasierung analysiert werden.
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Abbildung IV-14: Transwellassay zur Untersuchung der Tumorzell-Migration und -Invasion von
MV3 Klonen. (A) Haptotaxis (B) Chemokin-vermittelte Haptotaxis (C) Chemotaxis und (D) Chemokin
induzierte Invasion durch ein Matrigel. Nach Beschichtung der Unterseite der Filtereinsatze mit (A) (B)
Kollagen (20 pg/ml Kollagen in 0,02 N Essigsaure) bzw. Einsatz einer Matrigelschicht oberhalb des Filters
(D) wurden jeweils 50.000 CFDA gefarbte Zellen (MV3, MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL und MV3 S5A
LPL) in das obere Kompartiment der Transwelleinsatze gegeben und fir (A) (B) (C) 3 h und (D) 16 h bei
37°C und 5 % CO inkubiert. Als Chemoattraktant diente in (B) (C) (D) im unteren Kompartiment 10 %
FCS. AnschlieBend wurden die Zellen auf der Unterseite des Filters konfokalmikroskopisch dokumentiert.
Auf der rechten Seite sind die dazugehorigen statistischen Auswertungen gezeigt. Ausgezahlt wurden
jeweils 4 optische Felder. Angegeben sind die Mittelwerte der transmigrierten Zellen aus sechs
unabhéngigen Versuchen, die Balken geben den SEM an mit *=p<0,05.

IV.2.3 Die Expression von phosphorylierbarem L-Plastin fiihrt nach
intrakardialer Injektion von Tumorzellen zu einer verstarkten

Metastasierung in vivo

Die Expression von L-Plastin in PC3 Tumorzellen férdert deren Metastasierung. Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit bewiesen werden. Die geschilderten Daten der MV3
Zellen bestatigten zudem die mafRgebliche Rolle der Phosphorylierbarkeit von L-Plastin
fur die Zellmigration, bisher jedoch nur in vitro. Entsprechend sollte der Faktor der

Phosphorylierung umgehend auch in vivo Uberprift werden. Dazu wurde zunachst ein
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Modell zur Untersuchung des Primartumorwachstums nach subkutaner Applikation von
MV3 Zellen in immunsupprimierte Balb/c nude Mause verwendet. Dieses System
wurde bereits einige Male in der Literatur beschrieben und sollte neben des
Wachstums eines Primartumors auch zur Ausbildung von Lungenmetastasen fuhren
(Hofmann et al., 1999; Thies et al., 2007). Die subkutane Injektion von 2,5 x 10° Zellen
(diese Zellzahl wurde aus der Literatur enthommen) in den Oberschenkel der Tiere
resultierte jedoch in einem so rasanten Wachstum der Tumore, dass ab Tag 35 bereits
Tiere aus einzelnen Versuchsgruppen abgetdtet werden mussten, da die nach
Tierantrag (G168/09) geltenden Abbruchkriterien beziglich der MaximalgréRe des
Primartumors (& 1,5 cm) erreicht waren (Daten nicht gezeigt). Hinzu kam eine hohe
Intra- sowie Intertestvarianz der einzelnen Versuchsgruppen. Zudem konnte, im
Widerspruch zu einigen Literaturverweisen, keine Metastasierung ausgehend vom
Primartumor in andere Organe beobachtet werden. Da dieses experimentelle System
in diesem Zusammenhang nicht die gewollten Erkenntnisse zur Beeinflussung der L-
Plastin Expression und Phosphorylierung auf die Metastasierung lieferte, wurde in
einem nachsten Schritt auf die intrakardiale Applikation von MV3 Zellen gewechselt.

Dieses System hatte sich bereits fiir die Zelllinie PC3 bewahrt.

IV.2.3.1.1 Verifizierung einer erfolgreichen intrakardialen Injektion

Die intrakardiale Injektion von Tumorzellen in Mause ist fur eine Reihe von Zelllinien,
wie auch fir die bereits in dieser Arbeit verwendete PC3 Zelllinie, beschrieben. Dieser
experimentelle Ansatz erlaubt die Untersuchung der metastatischen Kaskade von
Tumorzellen. Es kénnen die Prozesse der Extravasation, Migration, Invasion und
Adhasion der Zellen bis zur vollstandigen Etablierung einer Metastase analysiert
werden. Fur die humane Melanomzelllinie MV3 war dieses System bisher jedoch noch
nicht beschrieben. Daher musste die Methode zunachst etabliert werden und getestet
werden, ob nach intrakardialer Injektion von MV3 Zellen in Mause Metastasen
auswachsen. Verwendet wurden dazu immunsupprimierte Balb/c nude Mause. Zum
Zeitpunkt der Injektion waren die Mause 5 Wochen alt und hatten ein Gewicht
zwischen 12 und 16 Gramm. Da im Vergleich zur bereits verwendeten PC3 Zelllinie

eine hdhere Biolumineszenzaktivitat der MV3 Zellen bekannt war (Abbildung 1V-11A)

und auch das Proliferationsverhalten der Zellen erhdht war, wurden fur die
intrakardialen Injektionen 1 x 10° Zellen (zum Vergleich: 1,5 x 10° Zellen fiir PC3)
verwendet. Die Beobachtung der injizierten Zellen im Tier erfolgte Uber

Biolumineszenzimaging. Zur Verifizierung der Methode wurden die Tiere 60 Minuten
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nach Injektion, sowie 24 Stunden und im Anschluss zwei mal wéchentlich untersucht.
Nach der Applikation der Tumorzellen waren diffus Uber den gesamten Koérper der

Maus verteilte Signale zu beobachten (Abbildung 1V-15A). Diese Signale waren nach

24 Stunden vollig verschwunden (Abbildung I[V-15B). Im weiteren Verlauf der

Versuchsperiode waren langsam heranwachsende einzelne Tumorherde zu
beobachten. Abgebildet ist der Zustand nach 3 Wochen (Abbildung IV-15C). Zur

intrakardialen Injektion ist eine aufwendige und langwierige Vorbereitung der Zellen

und der Tiere notwendig. Um zu gewahrleisten, dass die Tumorzellen Uber die Dauer
des Experiments nicht an Vitalitat verlieren und es eventuell zur Injektion toter Zellen
kommt, wurde die Vitalitat der injizierten Tumorzellen nach Fertigstellung der
Vorbereitungen und nach Injektion der jeweils pro Versuch letzten Injektion analysiert.
Um den Zeitraum der Lagerung der fertig zur Injektion praparierten Zellen auf maximal
zwei Stunden zu beschréanken, wurden zudem maximal 10 Tiere in direkter Folge mit
gleichzeitig vorbereiteten Zellen injiziert. Die Bestimmung der Vitalitat der Zellen
erfolgte mittels einer Propidiumiodid Farbung. Propidiumiodid ist ein DNA markierender
Farbstoff, der jedoch nur in Zellen mit permeabilisierter Membran eindringen kann.
Dadurch ist eine Unterscheidung zwischen lebendigen und toten Zellen moglich. Als
Positivkontrolle dienten durch Ethanol abgetotete Zellen. Die Vitalitat der MV3 Zellen

Uber die gesamte Versuchsdauer war nicht beeintrachtigt (Abbildung IV-15D). Damit

konnte sichergestellt werden, dass alle injizierten Zellen lebten und sich auch innerhalb
der Gruppen die Vitalitatsrate nicht veranderte. Diese Kontrolle wurde fiir alle in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen und Experimente durchgefuhrt (Daten nicht
gezeigt).

Es konnte somit eine Methode zur Untersuchung der Metastasierungseigenschaften
von MV3 Zellen nach intrakardialer Injektion in die Maus entwickelt werden. Dabei
konnte eine Verteilung der Zellen im gesamten Korper, eine konstante Menge an
applizierten Zellen und eine erfolgreiche Induktion der Metastasierung bestatigt
werden. Der Verlauf der Streuung und Proliferation der Tumorzellen im Tier konnte

erfolgreich Uber einen Zeitraum von 6 Wochen mittels Biolumineszenz verfolgt werden.
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Abbildung IV-15: Evaluierung einer erfolgreichen intrakardialen Injektion von Tumorzellen mittels
Biolumineszenzbildgebung. 1 x 10° Luciferase positive Tumorzellen (MV3) wurden in 100 pl PBS in
den linken Herzventrikel 5 Wochen alter immundefizienter Balb/c Mause injiziert. (A) 60 Minuten im
Anschluss an die Applikation konnte mittels Biolumineszenzbildgebung nach intraperitonealer Luciferin
Injektion (15 mg/ml; 100 pl/10 g Maus) eine diffus Uber den gesamten Koérper der Maus verteilte
Photonenanhdufung detektiert werden. (B) 24 Stunden nach der Tumorzellapplikation konnte in
demselben Tier kein Signal detektiert werden. (C) Nach 3 Wochen waren differenzierte einzelne
Photonenanhaufungen zu erkennen, die einzelne Tumorherde (Metastasen) darstellen. (D) Die Vitalitét
der zur intrakardialen Injektion in die Mause vorbereiteten Tumorzellen nimmt iiber die Dauer des
Eingriffs nicht ab. Zusatzliche Ansatze der zur Injektion vorbereiteten Zellen wurden zum Zeitpunkt vor
der Injektion sowie zum Zeitpunkt nach aller stattgefundenen Injektionen mit Propidiumiodid (PI) (0,5
pg/ml) gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Als Positivkontrolle dienten mit Ethanol abgetétete
Zellen. Gezeigt sind die Uberlagerung der Histogramme der Propidiumiodid-positiven Zellen. In der
Legende angegeben ist der MFI.

IV.2.3.1.2 Expression von phosphorylierbarem L-Plastin in MV3 Zellen erh6ht die

Metastasierung nach intrakardialer Tumorzellinjektion in Mause

Nach der erfolgreichen Etablierung der intrakardialen Injektion von MV3 Zellen wurde
diese Methode genutzt, um die Metastasierungseigenschaften von L-Plastin
exprimierenden MV3 Zellen und Zellen ohne L-Plastin Expression zu vergleichen. Ein
weiteres Augenmerk wurde auf die metastatische Kapazitat von MV3 Zellen gelegt, die
S5A mutiertes L-Plastin exprimierten. 1 x 10° Tumorzellen wurden in den linken

Herzventrikel immunsupprimierter Balb/c nude Mause injiziert. Die Streuung der
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Tumorzellen im Koérper und deren Wachstum wurde mittels Biolumineszenz zweimal

wdchentlich verfolgt (Abbildung IV-16A und B). Die Expression von Wildtyp L-Plastin in

MV3 Zellen fuhrte dabei zu einer signifikant verstarkten Metastasierung. Die Anzahl an
detektierten Metastasen lag bei der Injektion von MV3 LPL zu Versuchsende bei ca.
funf pro Tier, wohingegen MV3 Zellen ohne L-Plastin in der Regel nur durchschnittlich
zwei Metastasen entwickelten. Interessanterweise fihrten MV3 S5A LPL injizierte
Zellen ebenfalls nur zur Ausbildung von durchschnittlich zwei Metastasen pro Maus
und unterschieden sich somit nicht von der Streuaktivitat von MV3 Zellen ohne L-
Plastin Expression (MV3 bzw. MV3 Vektorkontrolle). Die Phosphorylierbarkeit von L-
Plastin ist demnach in vivo ein entscheidender Faktor, der die Metastasierung von
Tumorzellen beeinflusst. Das bestatigte sich auch bei Betrachtung der
Uberlebenskurven der Tiere (Abbildung IV-16C). War die Phosphorylierbarkeit des

tumorzellspezifischen L-Plastins durch die Mutation an Ser5 verhindert (S5A), so war

auch das Uberleben der Tiere deutlich verlangert. Exprimierten die injizierten
Tumorzellen hingegen Wildtyp L-Plastin, flihrte dies zu einer verstarkten
Metastasierung und entsprechend auch zu einem verkiirzten Uberleben der Tiere nach
Tumorzellinjektion. Wahrend an Tag 42 nach Tumorzellinjektion bereits 50 % aller
Versuchstiere der Gruppe MV3 LPL verstorben waren, lag die mediane Uberlebenszeit
der Tiere, deren injizierte Tumorzellen mutiertes, nicht-phosphorylierbares, L-Plastin
exprimierten, bei 58 Tagen. Ein ahnliches Ergebnis ergab sich auch fir Tiere die mit
MV3 Zellen ohne L-Plastin injiziert wurden (mediane Uberlebenszeit: 58 Tage) bzw.
Tiere die MV3 Zellen mit einem Kontrollvektor injiziert bekamen (mediane
Uberlebenszeit: 57 Tage). Interessant war weiterhin zu beobachten, dass nur 64 %
aller Tiere der Gruppe S5A LPL Tumore entwickelten. Dies war der geringste Anteil an
tumortragenden Tieren in einer Gruppe. Hingegen entwickelten 92,5 % aller Tiere
denen MV3 LPL Zellen injiziert wurden Metastasen (MV3: 75%; MV3 Vektorkontrolle:
83,3%).
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Abbildung IV-16: Expression von phosphorylierbarem L-Plastin in MV3 Zellen fiihrte zu einer
erhohten Anzahl an Metastasen in Mausen nach intrakardialer Injektion der Tumorzellen. 1 x 10°
Tumorzellen (MV3, MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL und MV3 S5A LPL) in 100 yl PBS wurden jeweils in
den linken Herzventrikel 5 Wochen alter weiblicher immundefizienter Balb/c Mause injiziert. Die Anzahl der
auswachsenden Tumore (Metastasen) wurde zweimal woéchentlich mittels Biolumineszenzbildgebung
detektiert. (A) Statistische Auswertung der Anzahl der Tumore pro Tier Uber einen Zeitraum von 34 Tagen
(n=12 fiir die Gruppen MV3 und MV3 Vektorkontrolle und n=13 fir die Gruppen MV3 LPL und MV3 S5A
LPL). Angegeben sind die Mittelwerte und die entsprechenden SEM mit *=p<0,05 und **=p<0,01 (fir MV3
LPL vs. MV3 Vektorkontrolle bzw. MV3 S5A LPL) dreier unabhangiger Versuche. (B)
Biolumineszenzaufnahmen von Beispieltieren an Tag 5, 13 und 27. (C) Kaplan-Meier Kurven des
Uberlebens der Tiere.

1V.2.3.2 Untersuchung des Mé&useserums auf von Tumorzellen abstammendes
L-Plastin

In einer kirzlich veréffentlichten Studie wurde der Nachweis von tumorzellspezifischem
L-Plastin im Serum von Krebspatienten als mdglicher prognostischer Marker bei
Darmkrebs diskutiert (Li and Zhao, 2011). Um diese aktuelle Arbeit zu kommentieren

wurde auch hier das Serum tumortragender Mause mittels eines ,enzyme-linked
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immunosorbent assay” (ELISA) auf humanes L-Plastin hin untersucht. Dazu wurden
bei Tétung der Tiere das Gesamtblutvolumen enthommen, das Serum von den festen
Bestandteilen des Blutes separiert und in einem selbst entwickelten ELISA gegen
humanes L-Plastin untersucht. Hierflir war zunachst entscheidend sicherzustellen,
dass der verwendete humane L-Plastin Antikdrper LPL4A.1 tatsachlich kein murines L-
Plastin erkennt. Dazu wurde L-Plastin in den Lysaten humaner sowie muriner primarer
T Zellen Uber Western Blot Analyse mit dem LPL4A.1 Antikorper, sowie zur Kontrolle
mit dem L-Plastin Antiserum recPla662, detektiert. Die Detektion von humanem L-
Plastin war sowohl mit dem monoklonalen LPL4A.1 Antikdrper wie auch mit dem
Antiserum gegen rekombinantes L-Plastin erfolgreich. Jedoch flihrte der LPL4A.1

Antikérper zu keinem Signal im murinen T Zell-Lysat (Abbildung 1V-17A). Somit konnte

die Spezifitdt von LPL4A.1 gegen humanes L-Plastin sichergestellt werden. Die
Beschichtung der 96 well half-area Platten fir den ELISA erfolgte demnach mit dem
human spezifischen monoklonalen L-Plastin Antikdrper. Das zu untersuchende Serum
wurde Uber Nacht mit dem gebundenen Antikoérper inkubiert. Der Nachweis einer
mdglichen Bindung von humanem L-Plastin im Serum erfolgte Uber das L-Plastin
Antiserum. Die  Detektion erfolgte biochemisch ~ durch  enzymatische
Farbumschlagreaktion der an den Sekundarantikdrper gebundenen Peroxidase.

Es konnte kein humanes L-Plastin im Serum der tumortragenden Mause

nachgewiesen werden (Abbildung 1V-17B). Dies galt sowohl fir Tiere die Tumorzellen

appliziert bekamen die L-Plastin exprimierten, als auch fir Tiere deren injizierte
Tumorzellen keine L-Plastin Expression aufwiesen. Hingegen konnte in Lysaten der
injizierten MV3 LPL Tumorzellen L-Plastin mit dem verwendeten ELISA Testsystem

eindeutig detektiert werden.
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Abbildung IV-17: Humanes L-Plastin ist

§ nicht im Serum tumortragender Mause

A? nachweisbar. (A) Beweis der Spezifitit des

é)\ Antikorpers LPL4A.1 gegen humanes L-
N

Plastin. 360.000 humane sowie 200.000
murine T Zellen wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Membran
. transferiert. L-Plastin wurde mit einem L-
< L-Plastin 68 kDa  pjagtin  spezifischen Antikérper (LPL4A.1)
markiert und anschlieBend mittels eines
Sekundarantikérpers detektiert (anti Maus
& L-Plastin 68 kDa HRP). Im Anschluss erfolgte eine zweite
Markierung der Membran mit dem
rekombinanten Antiserum recPla662 und eine
Detektion von L-Plastin mittels eines
Sekundarantikérpers (anti Kaninchen HRP).
1200~ (B) Humanes L-Plastin konnte nicht im
1100+ Serum tumortragender Miuse
1000+ nachgewiesen werden. 1 x 10° Tumorzellen
200 (MV3, MV3 Vektorkontrolle, MV3 LPL und
7004 MV3 S5A LPL) in 100 pl PBS wurden jeweils
600- in den linken Herzventrikel 5 Wochen alter
500- weiblicher immundefizienter Balb/c Méause
4004 injiziert und Metastasen auswachsen
300+ gelassen. Nach Versuchsende wurden die
200+ Tiere abgetdtet, das Gesamtblutvolumen
100+ entnommen und das Serum von den
zelluldren  Bestandteilen getrennt. Die
Beschichtung der 96 well half-area Platten
erfolgte mit einem human spezifischen
monoklonalen L-Plastin Antikdrper (LPL4A.1).
Das zu untersuchende Serum wurde uber
Nacht mit dem gebundenen Antikdrper
inkubiert. Der Nachweis einer mdglichen
Bindung von L-Plastin Peptiden im Serum
erfolgte Uber ein L-Plastin Antiserum. Die
Detektion einer moglichen Bindungsreaktion
erfolgte tiber eine Farbumschlagsreaktion des
Substrats OPD (nd = nicht detektierbar).

LPL4AA

recPla662

L-Plastin [ng/ml]

Lysat MV3 4 3
Lysat MV3 LPL =

MV3 43

MV3LPL 4 3

MV3 S5ALPL 4 3

MV3 Vektorkontrolle 4 3

Serum
tumortragender
Mause

Kontrollen

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen die Beteiligung von L-Plastin an den
Mechanismen der Tumormetastasierung funktionell in vivo zu beweisen. Wie bereits
mit der Zelllinie PC3 nachgewiesen werden konnte, fuhrt die Expression von L-Plastin
in Tumorzellen zu einer verstarkten Metastasierung. Die Arbeiten mit der Zelllinie MV3
zeigen eindeutig, dass jedoch nicht nur die Expression von L-Plastin, sondern auch
dessen Phosphorylierungsstatus zu beachten ist. So konnte fir das humane Melanom
eine Abhangigkeit der Metastasierung von der Phosphorylierbarkeit von L-Plastin

beschrieben werden.
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V Diskussion

Krebs ist eine tddliche Erkrankung, bei der 90 % aller Todesfalle durch die
Metastasierung eines Primartumors verursacht werden (Fidler, 2002). Die
Metastasierung ist ein extrem komplexer Vorgang, dessen Teilschritte mittlerweile zwar
detailliert beschrieben werden konnten (Hanahan and Weinberg, 2011), deren
molekulare Grundlage jedoch noch Uberwiegend unklar ist. Die Aufdeckung der
molekularen Mechanismen der Metastasierung stellt die grofte und wichtigste
Herausforderung dar, um eine erfolgreichere Behandlung von Krebspatienten
gewahren zu konnen. In der vorliegenden Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden,
dass die ektope Expression und die Phosphorylierung des Aktin bindelnden Proteins
L-Plastin die Metastasierung von nicht-hamatopoetischen Tumoren verstarkt.

Die ektope Expression von L-Plastin, das ehemals als Leukozyten-spezifisches Protein
beschrieben wurde, konnte in einer Vielzahl von Tumorzellen festgestellt werden (Park
et al., 1994). Uber den Einfluss von L-Plastin auf Prozesse der Metastasierung wird
bereits seit einiger Zeit diskutiert. In vitro konnte die Beteiligung von L-Plastin an
Prozessen der Migration und Invasion von Tumorzellen beschrieben werden (Klemke
et al.,, 2007; Zheng et al., 1999). Alle bisherigen Daten aus in vivo Studien mit
Patientenmaterial beruhen jedoch ausschliel3lich auf Korrelationsanalysen, die nie
einen direkten Zusammenhang der L-Plastin Expression mit der Tumormetastasierung
beweisen konnten. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Starke der
Expression von L-Plastin mit dem metastatischen Phanotyp von klinischen
Darmkrebsproben ansteigender Progressionsstufen korrelierte (Otsuka et al., 2001).
Eine Assoziation zwischen der L-Plastin Expression und wichtigen klinisch-
pathologischen Eigenschaften wie Tumorgrad, Krankheitsstadium und Tumorgréfie
konnte auch fur Blasenkrebs mit statistischer Signifikanz nachgewiesen werden (Harris
et al., 2008). Eine weitere Arbeit beschrieb eine Expression von L-Plastin in
myoepithelialen Brustzellen, jedoch bestand offensichtlich keine Korrelation zwischen
der L-Plastin Expression und dem Stadium des Brustkrebses (Lapillonne et al., 2000).
In vivo fehlte daher bisher ein funktioneller Beweis fir die Beteiligung von L-Plastin an
den Mechanismen der Tumormetastasierung und/oder des Tumorwachstums.

Wichtig ist hierbei auch, dass bei allen bisher durchgefuhrten Studien
posttranslationale Modifikationen des Proteins nie beachtet wurden. So wurde lange
die Phosphorylierung des Proteins nicht berlcksichtigt, die eine mogliche Erklarung
dieser zunachst widersprichlichen Daten liefern koénnte. Arbeiten unserer

Arbeitsgruppe konnten den Phosphorylierungsstatus von L-Plastin als wichtigen
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Regulator in der Beeinflussung der Migration und Invasion von Tumorzellen in vitro
definieren (Klemke et al., 2007). In vivo jedoch fehlten auch hier Befunde, wodurch die
Relevanz der Phosphorylierung von L-Plastin auf die Tumorzellmetastasierung bis zum
jetzigen Zeitpunkt unbekannt war.

Demnach lag der Fokus der vorliegenden Arbeit auf zwei Fragestellungen: Beeinflusst
die Expression von L-Plastin in Tumorzellen deren metastatisches Verhalten in vivo
und welche Aufgabe Gbernimmt in diesem Zusammenhang die Phosphorylierung von
L-Plastin? Um diese Fragestellungen zu beantworten, wurde eine humane
Prostatakarzinomzelllinie und eine humane Melanomzelllinie als Modell genutzt, um
die funktionellen Konsequenzen einer L-Plastin Expression und Phosphorylierung auf
die Metastasierung systematisch zu untersuchen. Dabei konnte in einem in vivo
Xenotransplantations-Metastasierungsmodell erstmals bewiesen werden, dass nicht
nur die Expression von L-Plastin sondern vor allem dessen Phosphorylierung an Ser5

die Tumorzellmetastasierung verstarkt.

V.1 Die Auswirkungen der Expression von L-Plastin auf das

Verhalten von Tumorzellen in vitro und in vivo

Um die funktionellen Konsequenzen einer ektopen L-Plastin Expression auf das
Metastasierungsverhalten zu untersuchen wurde in der vorliegenden Arbeit auf der
einen Seite die L-Plastin negative humane Melanomzelllinie MV3 verwendet. Dabei
wurde die L-Plastin cDNA unter Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV-Promotors stabil
in das Genom der MV3 Zellen inseriert. Zur Untermauerung der Ergebnisse, und um
zu testen welche Aufgaben endogenem L-Plastin im Zusammenhang mit dem
Metastasierungsverhalten von Zellen zukommen, diente ein zweites System, in dem
die endogene L-Plastin Expression uUber eine shRNA herrunterreguliert wurde. Dazu
wurde die humane Prostatakarzinomzelllinie PC3 verwendet. Die Infektion der Zellen
mit lentiviralen Partikeln, die eine L-Plastin spezifische shRNA beinhalteten, fihrte zu
einer wirkungsvollen Reduktion des endogenen L-Plastins. Es konnte mit Hilfe dieser
experimentellen Systeme anhand von in vitro Transwellexperimenten sowie von in vivo
Maus Xenograft Metastasierungsstudien eindeutig gezeigt werden, dass eine

Expression von L-Plastin die Metastasierung von Tumorzellen fordert.
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V.1.1 Die Expression von L-Plastin verstarkt die Migration und Invasion

von Tumorzellen in vitro

Zu Beginn der Arbeiten wurde das migratorische und invasive Verhalten der zwei
verwendeten Zellsysteme in Abhangigkeit einer L-Plastin Expression charakterisiert. L-
Plastin exprimierende Zellen migrierten in einem in vitro Transwellassay schneller als

Zellen ohne, oder mit deutlich verringerter, L-Plastin Expression (Abbildung V-7,

Abbildung 1V-14). Hierbei gilt allerdings zu beachten, dass es entscheidende

Unterschiede zwischen den verschiedenen Arten der Migration gab. Tumorzellen
reagieren wahrend ihres gerichteten metastatischen Weges auf hapto- und
chemotaktische Signale. Die haptotaktische Migration von MV3 Zellen war abhangig
von der L-Plastin Expression. Dies galt jedoch nicht fir die chemotaktische Migration.
Diese Ergebnisse ergaben sich sowohl in stabil transfizierten MV3 Zellen (diese Arbeit)
sowie in transient L-Plastin exprimierenden MV3 Zellen (Klemke et al., 2007).
Interessanterweise wiesen die in der vorliegenden Arbeit verwendeten PC3 Zellen
jedoch keinen L-Plastin abhangigen Mechanismus der haptotaktischen Migration auf.
AusschlieRlich die Kombination von Kollagen als haptotaktischem Reiz und der
chemotaktischen Anlockung der Zellen durch SDF1a flihrte zu einer verstarkten
Chemokin-vermittelten Haptotaxis in Abhangigkeit einer L-Plastin Expression. Im
Kontrast dazu stehen Resultate aus PC3 Zellen, bei denen mit Ascorbinsaure
versetztes NIH3T3 konditioniertes Medium zu einer veranderten chemotaktischen
Migration in Abhangigkeit von L-Plastin fiihrten (Zheng et al., 1999). Dieses Ergebnis
stammt jedoch von einem anderen als in dieser Arbeit verwendeten PC3 Klon und
konnte in der hiesigen Studie nicht bestatigt werden (Daten nicht gezeigt).
Untersuchungen zur Invasivitdt von Tumorzellen mit Hilfe eines Matrigel-
Transwellassays wiesen auch Differenzen im invasiven Verhalten von Zellen mit oder
ohne L-Plastin Expression auf. Eine ektope Expression von L-Plastin in MV3 Zellen
fuhrte dabei in vitro zu einer signifikant erhéhten Anzahl an transmigrierten Zellen
(Abbildung 1V-14).

V.1.2 Die Expression von L-Plastin verstarkt das Primartumorwachstum

und die Metastasierung von Tumorzellen in vivo

Zur Untersuchung des metastatischen Verhaltens von Tumorzellen in Abhangigkeit
von L-Plastin wurde mit einem Xenograft-Mausmodell gearbeitet. Die Arbeit mit

humanen Tumorzelllinien erforderte die Verwendung von immundefizienten Tieren, da
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ansonsten eine AbstolRung der humanen Zellen durch das Immunsystem der Mause
erfolgen wurde. Dies beinhaltete gleichzeitig, dass die Auswirkungen der L-Plastin
Expression auf die Migration und Invasion hier unabhangig von der Abwehr der
Tumorzellen durch das adaptive Immunsystem untersucht wurde. Ein Vorteil findet sich
zudem im Fehlen einer Kérperbehaarung dieser immundefizienten Tiere, wodurch die
nicht invasive Tumorkontrolle mittels Biolumineszenzbildgebung ermdglicht wurde. Um
eine moglichst exakte Aussage Uber die Auswirkung einer L-Plastin Expression auf die
Metastasierung treffen zu koénnen, wurden zwei unterschiedliche experimentelle
Systeme gewahlt. Die subkutane Applikation der Tumorzellen lieferte vor allem
Erkenntnisse Uber die Adhasion der Zellen am umgebenden Gewebe sowie deren
Kolonialisierung und Proliferation. Der Ansatz der intrakardialen Injektion von
Tumorzellen in die Maus erweiterte das Spektrum der erforschbaren Prozesse und
ermdoglichte die Untersuchung der Vorgange der Wanderung durch den Blutstrom, der
Extravasation, der Migration, der Invasion und der Ansiedlung und Etablierung einer

Metastase an einem neuen Ort.

V.1.2.1 Eine reduzierte L-Plastin Expression vermindert die GrélRe des

Priméartumors

Bei einer subkutanen Injektion von PC3 Zellen unterdriickte die shRNA vermittelte

Reduktion von L-Plastin das Primartumorwachstum (Abbildung [V-8). Wichtig ist

hierbei zu beachten, dass die in vitro Proliferation dieser Zellen nicht durch eine

verminderte L-Plastin Expression beeintrachtigt war (Abbildung IV-4). Allgemein ist zu

bedenken, dass Untersuchungen zur Proliferation in vitro die Umgebungssituation von
Tumorzellen in einer in vivo Umgebung und entsprechende Einflisse nicht mit
bertcksichtigen kénnen. So bleibt zu spekulieren, ob sich die in den hier
durchgefihrten in vivo Studien ergebenen geringeren GréRen der Tumore mit
verringertem L-Plastin Gehalt eventuell durch Substrat-vermittelte Apoptosesignale
erklaren lassen. Wahrscheinlicher jedoch ist noch, dass der Grund fir die
unterschiedliche Tumorgréfie gar nicht in der Proliferation der injizierten Tumorzellen
lag, sondern in deren initialen Etablierung im Gewebe liegt. Entscheidend ist danach,
wie vielen injizierten Tumorzellen die lokale Verankerung an Zellen des umliegenden
Gewebes und die anschlieRende Proliferation gelingt. Die daraus resultierenden
unterschiedlichen Ausgangszahl an erfolgreich angesiedelten Zellen kann im weiteren
Verlauf des Tumorwachstums, trotz gleicher Proliferationsrate der Zellen, die
verringerte PrimartumorgréoRe zur Folge haben. Das stimmt Uberein mit dem Fund

einer anderen Arbeitsgruppe, die eine Hemmung des Wachstums und der Invasivitat
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von intraperitoneal injizierten PC3 Zellen durch die Expression von antisense L-Plastin
beschrieb (Zheng et al., 1999).

V.1.2.2 L-Plastin verstéarkt die Metastasierung von Tumorzellen

Die intrakardiale Applikation von Tumorzellen stellt die hamatogene Verbreitung von
Krebszellen nach und erlaubt eine Analyse des Prozesses der metastatischen
Kolonialisierung an verschiedenen Stellen. Eine verminderte L-Plastin Expression

fuhrte in der L-Plastin positiven Tumorzellinie PC3 zu einer reduzierten

Metastasierung (Abbildung 1V-10). Dementsprechend fiihrte eine ektope Expression
von Wildtyp L-Plastin in MV3 Zellen zu einer verstarkten Metastasierung (Abbildung
IV-16). Nach intrakardialer Injektion von PC3 und MV3 Zellen etablierten sich
signifikant weniger Tumore bei geringerer oder fehlender L-Plastin Expression. Wie an
den Experimenten zur Etablierung der Methode der intrakardialen Injektion zu
beobachten war, starben viele der injizierten Tumorzellen nach Injektion innerhalb der
ersten 24 Stunden ab (Abbildung V-9, Abbildung IV-15). Eine &ahnliche natirliche

Selektion findet man ebenso in der Situation im Patienten. Bei der Metastasierung

eines Primartumors gelingt es nur einem kleinen Prozentsatz der sich I6senden
Tumorzellen an einem neuen Ort eine Metastase zu entwickeln. Eine Vielzahl der
Zellen ist in der Adhasion und Kolonialisierung an einer neuen Stelle im Gewebe nicht
erfolgreich und Uberlebt diesen Prozess nicht (Patel et al., 2011). Dies deckt sich mit
den Ergebnissen aus den Untersuchungen des Primartumorwachstums nach
subkutaner Applikation der Tumorzellen. Entscheidend war, wie vielen Zellen die
sofortige Adhdsion am Substrat, die Kolonialisierung im Gewebe, bzw. die
Auswanderung aus der Blutbahn gelang. Die Extravasation aus der Blutbahn stellt
dabei den fur die metastasierenden Tumorzellen schwierigsten Schritt dar. Um im
Blutstrom Uberleben zu kénnen, missen die Tumorzellen extrem anpassungsfahig sein
und sich auf die dort herrschenden Bedingungen einstellen. Das MitflieBen im Strom
stellt zudem hohe Anspriiche an die Stabilitat der Zellen. Dies ist ein Punkt, an dem
das Aktin-Zytoskelett sowie Aktin bundelnde Proteine eine entscheidende Rolle
ubernehmen. Ebenso wie fur die Verankerung der Tumorzellen an der Endothelschicht
der vaskularen Gefalle. Um den herrschenden Scher- und Zugkraften standhalten zu
kénnen, wird ein kraftiges Zytoskelett bendtigt, das auf schnell wechselnde
Bedingungen reagieren kann. Diese Reorganisierungen sowie die Adharenz von Zellen
am umliegenden Gewebe werden von Aktin bindelnden Proteinen, wie L-Plastin,

ubernommen.
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Ein interessanter Aspekt ergab sich des Weiteren bei der Betrachtung der Grélke der
sich entwickelnden Metastasen nach intrakardialer Injektion der Tumorzellen. Die
Grofle der einzelnen sich entwickelnden Metastasen zwischen den Versuchsgruppen
mit (PC3 bzw. MV3 LPL) oder ohne L-Plastin Expression (PC3 LPL shRNA bzw. MV3)
unterschied sich dabei nicht. Allein die Anzahl auswachsender Metastasen differierte in
Bezug auf eine L-Plastin Expression der injizierten Tumorzellen. Dies ist ein weiteres
Indiz daflir, dass eine verminderte L-Plastin Expression primar die frihen Schritte der
Metastasierung, wie die Extravasation oder die Adhasion und Einnistung an einer
neuen Stelle, beeinflusst. Einer der  Hauptmetastasierungsorte  von
Prostatakarzinomzellen ist das Skelettsystem. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten PC3 Zellen stammen aus einer Knochenmetastase eines
Prostatakarzinoms. Es konnten nach intrakardialer Injektion von
Prostatakarzinomzellen ausschlieRlich Metastasen in den Knochen detektiert werden.
Verschiedene andere Organe, die als mdgliche Metastasierungsstellen nach
intrakardialer Injektion von PC3 Zellen beschrieben wurden (Chu et al., 2008), waren
nicht von Tumorzellen befallen. Die Etablierung von Tumorzellen in einem neuen
Gewebe setzt zudem eine Interaktion zwischen metastasierenden Krebszellen und
Organ-spezifischen Endothelzellen voraus. Die zirkulierenden PC3 Zellen missen
demnach zunachst an Blutgefafle adharieren und durch die Endothelschicht migrieren,
bevor sie sich in der Knochenumgebung ansiedeln kénnen (Lehr and Pienta, 1998;
Sikes et al.,, 2004). Fur diese Prozesse sind Integrine (Tantivejkul et al., 2004),
Adhasionsmolekiile wie Cadherine und auch CXCR4, ein weiteres Membranprotein
das auch auf PC3 Zellen exprimiert wird (Taichman et al., 2002), entscheidend.
CXCR4 agiert als Chemokinrezeptor von SDF1a. Fir Prostatakarzinomzellen ist der
CXCR4/SDF1a Signalweg bei der Metastasierung beschrieben. SDF1a wird unter
anderem von Osteoblasten exprimiert (Taichman et al., 2002) und eine Behandlung
von Prostatakarzinomzellen mit SDF1a erhdhte deren Adh&sion an verschiedene
Osteosarkome und Knochenmarksendothelien in vitro (Taichman et al., 2002).
Wohingegen vaskulare Endothelien anderer Gewebe kein SDF1a sekretieren (Imai et
al., 1999). Dies deckt sich mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen der in vitro
Transwellstudien zur chemotaktischen Migration von PC3 Zellen. Einzig SDF1a konnte
als adaquates Chemokin der hier verwendeten PC3 Zellen beschrieben werden und
fuhrte zu einer Verstarkung der Migration in Abhangigkeit von L-Plastin (Abbildung
IV-7). Die Vermutung liegt somit nahe, dass L-Plastin einer von vielen Faktoren ist, der
in den ,homing* Prozess von Krebszellen zum Knochen beteiligt ist.

L-Plastin hat als Aktin bindelndes Protein Einfluss auf die Reorganisation des

Aktinzytoskeletts, und somit auch auf eine Integrinverankerung in der Zellmembran.
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Fir Leukozyten ist die Rolle der L-Plastin vermittelten Integrin-Funktion bereits
beschrieben (Jones et al., 1998). So regulierte L-Plastin zum Beispiel die Akkumulation
des Lymphozyten-Integrins LFA1 in der immunologischen Synapse zwischen T Zelle
und Antigen prasentierender Zelle (Wabnitz et al., 2010). Auch wenn L-Plastin
Knockout Mause keinen Defekt in der Adhdsion von PMNs aufwiesen, kdnnte L-Plastin
moglicherwiese redundante Kapazitat mit anderen Integrin-regulierenden Proteinen in
Leukozyten teilen (Langereis et al., 2009; Wang et al., 2001). Fir Tumorzellen jedoch
konnte nach ektoper Expression von L-Plastin kein verandertes Adh&asionspotential
beobachtet werden, ebenso fihrte ein siRNA vermittelter L-Plastin Knockdown in der
L-Plastin positiven Melanomzelllinie IF6 zu keiner Beeinflussung der Adhasion auf
Substraten fur B1-Integrine (Klemke et al., 2007). Daher kann Uber die Beeinflussung
von postadhdsiven Integrin-vermittelten Signalereignissen diskutiert werden, die zu

einer Reorganisation des Zytoskeletts flihren.

V.2 Die Phosphorylierung von L-Plastin ist entscheidend fur die

Funktion des Proteins bei der Tumorzellmetastasierung

Mit den hier prasentierten Daten konnte ein eindeutiger Beweis fir den Einfluss einer
L-Plastin Expression auf die Tumorzellmetastasierung in vivo erbracht werden. Jedoch
sind nicht alle in der Literatur vorliegenden Daten einzig mit dem Vorkommen oder
dem Fehlen einer L-Plastin Expression zu erklaren. Worin liegen die unterschiedlichen
Effekte einer endogenen und einer ektopen L-Plastin Expression auf die Migration und
Invasion von Tumorzellen? Warum kann die L-Plastin Expression in verschiedenen
Tumorarten, wie z.B. Blasenkrebs, mit der Invasion und dem Tumorstadium korreliert
werden (Harris et al., 2008), bei anderen Tumortypen, wie dem malignen Melanom,
jedoch nicht (Klemke et al., 2007)? Eine mdgliche Erklarung dieser differenzierten
Verhaltensmuster sind weitere beteiligte Faktoren, die die Funktion von L-Plastin
beeinflussen.

Ein solcher Faktor ist die Moglichkeit der L-Plastin Phosphorylierung. Die Regulation
von L-Plastin Uber dessen Phosphorylierung wurde fiir unterschiedliche Leukozyten
beschrieben. So konnte in einer Vielzahl von Zellen des Immunsystems die
Phosphorylierung von L-Plastin durch unterschiedliche Stimuli ausgelést werden
(Anderson et al., 1985; Henning et al., 1994; Matsushima et al., 1988; Paclet et al.,
2004; Shinomiya et al., 2003). Kenntnisse zu den Vorgangen in Tumorzellen liegen
kaum vor. Die Phosphorylierung ist nur fir L-Plastin, nicht jedoch fur die Isoformen T-

oder I-Plastin beschrieben (Lin et al., 1998). Es stellt sich die Frage worin der Grund
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der Phosphorylierung von L- jedoch nicht von T- und I-Plastin liegt und worauf sich
diese Modifikation evolutionar begriindet? Zellen die T- und I-Plastin exprimieren,
weisen eine sehr geringe bis nahezu keine Mobilitdt auf. So sind die Zellen von
Geweben ortsgebunden, auch die Burstensaum-Microvilli, in denen I-Plastin spezifisch
exprimiert wird, stellen sehr stabile Strukturen dar. Hingegen ist die Situation fur L-
Plastin in den hochmobilen Zellen des Immunsystems sehr variabel. Sowohl die
Signalkaskade einer Immunzellaktivierung, in die L-Plastin eingebunden ist, als auch
die Migration von Immunzellen, fur die L-Plastin wichtig ist, sind schnelle Prozesse. Es
macht daher Sinn, dass sich ein System entwickelt hat, um auf diese schnellen
Wechsel des Aktivitdtsstatus zu reagieren. Eine aktive Wanderung findet auch bei

Tumorzellen wahrend deren Metastasierung statt.

V.2.1 Phosphoryliertes L-Plastin verstarkt die Migration und Invasion von

Tumorzellen in vitro

Um den Einfluss der Phosphorylierung auf die L-Plastin Funktion in Bezug auf das
metastatische Verhalten von Tumorzellen zu analysieren, wurden eine Wildtyp L-
Plastin Variante sowie eine nicht-phosphorylierbare mutierte Variante (S5A LPL) von L-
Plastin in MV3 Zellen transfiziert. Eine Stimulation der Zellen mit PMA fihrte zu einer
Phosphorylierung eines Teils des ektop exprimierten L-Plastins. Die Mutation am
Serinrest 5 hingegen verhinderte eine Phosphorylierung von L-Plastin (Abbildung
1IV-12).

Die zunachst durchgefiihrten in vitro Experimente lieferten den ersten Beweis fir die
Notwendigkeit der Phosphorylierung des Proteins, um die Migration und Invasion der
Zellen zu beeinflussen. Wahrend die Expression von ektop exprimiertem Wildtyp L-
Plastin in MV3 Zellen das haptotaktische sowie das Chemokin-vermittelte
haptotaktische Migrationsverhalten der Zellen in vitro verstarkte, fuhrte die Expression
von nicht-phosphorylierbarem L-Plastin zu keiner verstarkten Migration (Abbildung
IV-14). Auf die reine Chemotaxis der Zellen hatte die Phosphorylierung, genauso wie
auch die Expression von L-Plastin keinen Einfluss. Auch die Invasion von
Melanomzellen durch eine Matrigelschicht konnte durch die Expression von
phosphorylierbarem L-Plastin nicht jedoch von nicht-phosphoryliertem L-Plastin

deutlich verstarkt werden (Abbildung IV-14). Damit konnte in dieser Arbeit gezeigt

werden, dass eine einfache Punktmutation (S5A LPL), die die Phosphorylierung von L-

Plastin verhindert, die L-Plastin abhangige verstarkte Migration der Zellen unterbindet.
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Fir die Zelllinie PC3 konnte weder eine spontane, noch eine Phosphorylierung nach
Stimulation mit unterschiedlichsten Agentien mit den verwendeten
Untersuchungsmethoden nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Auch SDF1aq,
welches die PC3 Zellen zu einer verstarkten Migration anregte, fuhrte in vitro zu keiner
nachweisbaren Veranderung des im Ausgangszustand unphosphoryliert vorliegenden
L-Plastins. Dabei wurden verschiedene Zeit- und Konzentrationskinetiken
durchgefihrt. Auch andere Stimuli, wie konditioniertes Medium, Forskolin oder PMA
hatten keine Auswirkung auf die Phosphorylierung. Gleichwie, die Phosphorylierbarkeit
von L-Plastin in PC3 Zellen kann damit nicht ausgeschlossen werden. Vielleicht
reichen I6sliche Stimuli nicht aus, um eine Phosphorylierung zu bewirken. Dies wirde
mit der Beobachtung Ubereinstimmen, dass es nur als Antwort auf eine Kombination
aus einem haptotaktischen und chemotaktischen Signal zu einer verstarkten Migration
der PC3 Zellen in Abhangigkeit von L-Plastin kam (Abbildung IV-7). Anhand der

Unterschiede in der Haptotaxis und Chemokin-vermittelten Haptotaxis ergibt sich ein

weiterer moglicher Grund fiir die nicht nachweisbare Phosphorylierung in PC3 Zellen.

V.2.2 Phosphoryliertes L-Plastin verstarkt die Metastasierung von

Tumorzellen in vivo

Die Wichtigkeit der Phosphorylierung von L-Plastin fiir das migratorische und invasive
Verhalten der Zellen, die durch die in vitro Transwellexperimente beschrieben werden

konnte (Abbildung 1V-14), bestatigte sich auch in den in vivo Untersuchungen zur

Metastasierung der Tumorzellen im Xenograft Mausmodell. Die ektope Expression von
Wildtyp L-Plastin in der humanen Melanomzelllinie MV3 verstarkte die Metastasierung
in vivo. Hingegen flhrte die Expression einer nicht-phosphorylierbaren L-Plastin
Variante zu keiner verstarkten Metastasierung nach intrakardialer Injektion der

Tumorzellen in die Maus (Abbildung IV-16). Daraus lasst sich ableiten, dass eine

verstarkte Auswanderung der Zellen aus dem Gefalisystem und die Ansiedlung und
Auswachsung einer Metastase in vivo nicht nur von einer Expression von L-Plastin
abhangig sind, sondern dass die Phosphorylierung des Proteins entscheidend ist.
Betrachtet man die Ergebnisse der PC3 Zellen, deren endogenes L-Plastin in einem
unphosphorylierten Grundzustand vorliegt, wirde man auch hier eine induzierbare
Phosphorylierung von L-Plastin vermuten. In den in vivo Versuchen zur
Metastasierungsfahigkeit der PC3 Zellen nach intrakardialer Injektion in die Maus
konnte die Anzahl an Tumoren pro Tier durch die Expression einer L-Plastin shRNA

reduziert werden. Somit sollte, wenn man die Ergebnisse mit der MV3 Zelllinie

104



Diskussion

vergleicht, das endogen exprimierte L-Plastin zumindest teilweise phosphoryliert
werden, da aus den Ergebnissen der MV3 Zellen bekannt ist, dass nur eine
Phosphorylierung von L-Plastin zu einer verstarkten Metastasierung fihrt. Dies legt die
Vermutung nahe, dass PC3 Zellen in der in vivo Situation mit Faktoren in Kontakt
kommen, die zu einer Phosphorylierung von L-Plastin fihren. In vivo finden Zellen eine
Umgebung mit einer Vielzahl von unterschiedlichen Einfliissen vor, die in vitro nicht
vollstandig rekonstruiert werden kann. Somit kdnnten die Interaktionen mit anderen
Zellen oder der extrazellularen Matrix, Wachstumsfaktoren, Chemokinen, Cytokinen
oder intrinsischen Veranderungen der Zellen als Reaktion auf die Umgebung, zu einer
Phosphorylierung filhren. Fur die murinen Melanomzellklone B16F1 und B16F10
konnte unsere Arbeitsgruppe sogar bereits eine verstarkte Phosphorylierung in
Abhangigkeit des Metastasierungspotentials zeigen. Das endogene L-Plastin des
metastasierenden Klons B16F10 lag im Vergleich zum nicht-metastasierenden Klon
B16F1 teilweise phosphoryliert vor (Klemke et al., 2007). Desto mehr zeigt sich die
Notwendigkeit bei allen experimentellen Ansatzen, die die Rolle von L-Plastin
untersuchen, den Phosphorylierungsstatus von L-Plastin zu bertcksichtigen. Somit
sind die Ergebnisse und Schlussfolgerungen aller Studien, die diesen Faktor nicht

analysiert haben, unter Einbezug dieses Aspektes erneut zu betrachten.

V.3 Uber welchen Mechanismus iibt L-Plastin seinen Einfluss auf

das metastatische Verhalten von Tumorzellen aus?

V.3.1 Einfluss von L-Plastin auf E-Cadherin

Die zellularen und molekularen Veranderungen, durch die Tumorzellen ihren invasiven
und metastasierenden Charakter entwickeln, werden unter anderem als die
endotheliale zur mesenchymalen Transition (EMT) bezeichnet. Ein Kriterium in diesem
Prozess ist die Reduktion der Kontaktinhibition. Die Zellkontakte werden uber
Zelladhasionsmolekile, die Cadherine, vermittelt. Ein Verlust der E-Cadherin
Préasentation auf der Plasmamembran kann den EMT Prozess initiieren (Christofori
and Semb, 1999). Eine Expression von E-Cadherin hingegen supprimiert die
Invasivitat von Tumorzellen (Frixen et al., 1991; Perl et al., 1998; Vleminckx et al.,
1991). Es wurde berichtet, dass Cadherine eine Verankerung an dem Aktin
basierenden Zytoskelett bendtigen um Zell-Zell Adhasionen zu vermitteln (Nagafuchi et

al., 1991; Tsukita, 1992). Da L-Plastin Zytoskelettstrukturen modulieren kann, kénnte

105



Diskussion

es zu Anderungen filhren, die eine Zell-Zell Adhasion oder die Interaktionen zur
extrazellularen Matrix Uber Integrine unterbinden.

Uber eine Verbindung der E-Cadherin Expression und dem Invasionsverhalten von
Prostatakarzinomen wurde in einigen Studien berichtet. E-Cadherin wird in hohem
Mafie in normalem Prostatagewebe exprimiert, in niedrigeren Mengen auf ,low-grade*
(gut differenzierten) Tumoren und nur noch mit einem sehr geringen Level auf ,high
grade” (gering differenzierten) Prostatakarzinomen (Umbas et al., 1992). Des Weiteren
korrelierte der Verlust einer E-Cadherin Expression mit der Invasivitat von
Prostatakarzinomzellen (Kuniyasu et al., 2000). Die in dieser Arbeit verwendeten PC3
Zellen zeigten bei intrakardialer Injektion in die Maus eine verminderte Metastasierung
und Invasivitdt bei reduzierter L-Plastin Expression. Diese Zellen mit verminderter
Invasivitat wiesen jedoch keinen Unterschied in der Oberflachenprasentation von E-
Cadherin auf im Vergleich zu Zellen mit gesteigerter L-Plastin Expression und

gesteigerter Invasivitat (Abbildung IV-4). Fir die humane Melanomzelllinie MV3 konnte

im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls keine Veranderung der E-Cadherin
Expression als Reaktion auf eine L-Plastin Expression hin detektiert werden (Abbildung
IV-13F).

Ein Effekt von L-Plastin auf die E-Cadherin Expression und den Metastasierungsstatus
konnte fiir Darmkrebs gefunden werden. Eine Uberexpression von L-Plastin in SW480
Zellen, einer Darmkrebszelllinie die aus einem Primartumor entstammt, resultierte in
einem Anstieg der Proliferationsrate und Invasivitat der Zellen und einem Verlust der
E-Cadherin Expression auf der Zellmembran. Die verringerte E-Cadherin Menge auf
der Zellmembran konnte durch eine Endozytose des Proteins erklart werden (Foran et
al., 2006). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass das L-Plastin Hefehomolog
Sac6p eine endozytotische Funktion Ubernimmt und durch L-Plastin substituiert
werden kann (Adams et al., 1995). Allerdings muss hier beachtet werden, dass es sich
bei der Zelllinie SW480 im Gegensatz zu den in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien
PC3 und MV3 um eine Zelllinie handelt die aus einem Primartumor generiert wurde,
und nicht von Metastasen abstammt. Die L-Plastin unabhangige E-Cadherin
Expression der PC3 und MV3 Zellen kdnnte daher damit zu erklaren sein, dass diese
per se metastasierenden Zelllinien bereits mit anderen Faktoren auf die gesteigerte
Metastasierung reagiert haben und sich im Nachhinein ex vivo der E-Cadherin Gehalt

nicht mehr andert.
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V.3.2 Auswirkungen der Phosphorylierung von L-Plastin

Was jedoch bewirkt die Phosphorylierung auf molekularer Basis, wodurch es zu einer
verstarkten Invasion und Metastasierung der Zellen kommt? Verstarkt die
Phosphorylierung die Funktionen von L-Plastin, wie die Aktinbindelung, oder bewirkt
sie weitere sekundare Effekte, die die metastatischen Kapazitaten wiederum férdern?
Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von L-Plastin am Ser5 die
Rekrutierung von L-Plastin zum Aktinzytoskelett reguliert (Messier et al., 1993). Bei
einer Studie, bei der die Aminosaure Serin an Position 5 gegen Alanin (S5A = nicht-
phosphorylierbares L-Plastin) bzw. Glutamin (S5E = konstitutiv phosphoryliertes L-
Plastin) ausgetauscht wurde, wurden die Effekte der Phosphorylierung in Vero-Zellen
untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Phosphorylierung die
Translokation von L-Plastin zu F-Aktin reichen Strukturen und Regionen einer
schnellen Aktinassemblierung verstarkte. Die Phosphorylierung von L-Plastin
verstarkte dessen Assoziationsrate zu F-Aktin und reduzierte die Konzentration an
freiem L-Plastin (Janji et al., 2006). Dies starkt das Aktinzytoskelett, was fur die
festigende Funktion der Zellen bei der Extravasation und dem Uberleben der Zellen im
Blutstrom entscheidend ist. L-Plastin kontrollierte auch den Aktinumbau und modulierte
diesen Prozess durch seine Phosphorylierung in MCF-7 Brustkrebszellen. PMA
induzierte die Translokation von L-Plastin zu de novo Aktinpolymerisierungsstellen,
was durch eine Phosphorylierung verstarkt wurde (Al Tanoury et al.,, 2010). Diese
unterschiedliche Bindungsaffinitdt von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem L-
Plastin zu Aktin kénnte durch eine phosphorylierungsbedingte Konformationsanderung
zustande kommen. Auch Wirkmechanismen in denen das Aktinzytoskelett nur indirekt
beteiligt ist kdnnten fur die phosphorylierungsabhangige verstarkte Invasion von L-
Plastin exprimierenden Zellen verantwortlich sein. In MCF-7 Zellen vermittelte L-Plastin
in Abhangigkeit einer Phosphorylierung an Ser5 eine Resistenz gegen den
Tumornekrosefaktor o (TNFa) (Janji et al., 2010). Die Phosphorylierung spielte auch
eine Rolle in der Adhasion der Zellen. Integrine interagierten Uber die Assoziation ihrer
zytoplasmatischen Schwanze mit den Aktin bindenden Proteinen, wie L-Plastin, mit
dem Aktinzytoskelett. Eine Losung der Integrine von ihrer Verankerung im Zytoskelett
fuhrte zur Aktivierung der Adhé&sion. Eine Aktivierung der ayp. Integrine konnte in
polymorphnukledren Zellen mit einer L-Plastin Phosphorylierung korreliert werden.
(Jones et al., 1998). Fiur Neutrophile konnte eine Beteiligung der Expression und der
Phosphorylierung von L-Plastin in der Integrin vermittelten Adhasion beschrieben
werden (Chen et al., 2003).
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Welche Kinase die Phosphorylierung von L-Plastin katalysiert ist bisweilen nicht
eindeutig geklart. Einige Studien aus Leukozyten berichten von einer Beteiligung der
PKA in Abhangigkeit des verwendeten Stimulus (Matsushima et al., 1987; Wang and
Brown, 1999). Eindeutiger sind jedoch die Hinweise fur eine PKC-abhangige
Phosphorylierung von L-Plastin. Hierfir sprechen aktuelle Daten aus T Zellen und
Tumorzellen. Die verantwortliche Isoform unterscheidet sich dabei zwischen den
verschiedenen Zelltypen. Fur T Zellen wurde die PKC( beschrieben (Al Tanoury et al.,
2010; Freeley et al., 2012). Arbeiten mit der Brustkrebszelllinie MCF7 wiesen auf PKCd
als verantwortliches Enzym hin (Al Tanoury et al., 2010; Freeley et al., 2012). Auch die
in dieser Arbeit beschriebene Phosphorylierung von L-Plastin in der humanen

Melanomzelllinie MV3 nach PMA Stimulation spricht fuir eine Beteiligung der PKC.

V.3.3 Effekte der L-Plastin Expression auf die Gesamtgenexpression

Die Expression von L-Plastin kdnnte weiterhin Einfluss auf die Genexpression anderer
Proteine und somit einen indirekten Effekt auf die Metastasierung haben. Eine
Wirkweise auf transkriptioneller Ebene verandert das Genexpressionsprofil der Zellen
und deren Proteom. So konnte L-Plastin aktivierende Signale zur Transkription von
Onkogenen auslésen oder selbst in der Signalkaskade agieren. Im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit wurde bereits ein erstes  Genexpressionsprofii  von
Prostatakarzinomzellen in Abhangigkeit einer L-Plastin Expression erstellt. Daraus
haben sich vielversprechend Kandidaten ergeben, die durch L-Plastin differentiell
exprimiert wurden und auf die Prozesse der Metastasierung wirken kénnten (Abbildung
V-1). Untersucht wurden Triplikate der Zelllinien PC3, PC3 nt shRNA und PC3 LPL
shRNA. Dabei wurde das humane GeneChip® Gene 1.0 ST V1 Array System der
Firma Affymetrix verwendet. Zur Qualitatskontrolle des durchgefiihrten Experiments
wurde zunachst ein Heat Map der einzelnen Proben erstellt (Abbildung V-1A). Daraus
war zu erkennen, dass die Gruppen in sich eine homogene Genexpession aufwiesen,
was auf einen geringen Fehler innerhalb der Triplikate hindeutete. Anhand des
Dendrogramms konnte zusatzlich auch eine Aussage Uber die generelle
Unterschiedlichkeit der Genexpressionsdaten zwischen den verwendeten Zelllinien
getroffen werden. Alle untersuchten Proben einer Gruppe wiesen Unterschiede
zueinander auf.

Der Qualitatskontrolle schloss sich eine Normalisierung der Daten und eine
Hintergrundkorrektur an, woraufhin ein statistischer Vergleich der Expression aller auf

dem Chip befindlicher Gene zwischen den untersuchten Zelllinie durchgefiihrt wurde.
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Verglichen wurden die p-Werte aller Gene zwischen den einzelnen Gruppen. Durch die
Berechnung eines Multitests konnten falsch positive Werte herausgefiltert werden. Da
es sich durch die Verwendung von Zelllinien um technische Replikate handelte, waren
die Varianzen der Proben sehr gering. Aus diesem Grund wurde in einem nachsten
Schritt ein ,fold change® gesetzt, der die relevanten Expressionsdifferenzen eingrenzte.
Zur weiteren Analyse und Sortierung der Daten wurde ein Venn Diagramm erstellt um
die signifikant differentiell exprimierten Gene den einzelnen Gruppen zuordnen zu
kénnen (Abbildung V-1B).

Es konnten 1467 Gene identifiziert werden, die zwischen den Gruppen Unterschiede in
der Expressionsstarke aufwiesen. Davon waren 804 Gene unterschiedlich stark
exprimiert verglich man die Zelllinien PC3 vs. PC3 LPL shRNA wohingegen sich die
Gruppen PC3 und PC3 nt shRNA hinsichtlich dieser Gene nicht unterschieden. Die
Schnittmenge von 663 differentiell exprimierten Genen die auch die Zelllinie PC3 nt
shRNA betreffen kénnte auf Effekte der lentiviralen Infektion auf die Zellen
zurlckzufuhren sein. Zur detaillierteren Betrachtung signifikant differentiell exprimierter
Gene und mdglichen Identifikation von betroffenen Gengruppen wurden Pathway
Analysen auf Grundlage der KEGG Datenbank durchgefuhrt.

Es konnten nicht nur einzelne differentiell exprimierte Gene beschrieben werden,
sondern auch Zusammenhange und Beeinflussungen von Genverbunden innerhalb
dieser Gene identifiziert werden. So zeigte die Expression von L-Plastin deutliche
Einflisse auf die Expressionsprofile von Genen, die dem Zellzyklus-Pathway
angehdren. Ebenso waren Gene der Signalkaskaden der homologen Rekombination
und der oozytische Meiose verandert. Es sind jedoch weitere funktionelle
Untersuchungen notwendig, um diese Kandidaten als entscheidende Faktoren zu
bestatigen und einen funktionellen Zusammenhang mit der Regulation der
Metastasierung von Tumorzellen herzustellen. Dies kdnnte zudem Aufschluss dartber
geben, Uber welche molekularen Mechanismen die Phosphorylierung von L-Plastin
reguliert wird, und ihrerseits wirkt, um somit weitere Erkenntnisse zu erarbeiten, die

den Einsatz eines auf L-Plastin basierenden Krebstherapeutikums vorantreiben.
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Abbildung V-1: Analyse der
Genexpressionsdaten der
Zelllinie PC3, PC3 nt shRNA und
PC3 LPL shRNA. (A) Heat Map
Darstellung wies auf eine hohe
Qualitdt der Analyse hin. Die
Qualitatskontrolle zeigte eine
homogene Genexpression
innerhalb der Triplikate der zu
vergleichenden  Zelllinien. Das
Dendrogramm deutete auf die
Unterschiedlichkeit zwischen den
einzelnen Zelllinien hin. (B) Venn
Diagramm Darstellung der Anzahl
an differentiell exprimierten Genen
zwischen den Zelllinien PC3, PC3
nt shRNA und PC3 LPL shRNA.
1467 Gene zeigten einen
Unterschied in der
Expressionsstarke zwischen den
Quantilnormalisierte Werte Zelllinien PC3 wund PC3 LPL
shRNA, wobei 663 dieser Gene
o o auch eine signifikant differentielle
B Sgritiarer Index Sgrifaner Index Expression aufwiesen verglich man
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V.4 L-Plastin als diagnostisches und therapeutisches Mittel

Es konnte mit dieser Arbeit erstmals ein funktioneller Beweis fur die Beteiligung von L-
Plastin an metastatischen Vorgangen erbracht werden und mit der entscheidenden
Rolle der Phosphorylierung von L-Plastin auch ein neues Ziel therapeutischer Eingriffe
zur Reduktion der Metastasierung definiert werden. L-Plastin wurde bereits einige Male
als Biomarker fur verschiedene Tumorerkrankungen beschrieben. Als Tumormarker
wurde L-Plastin bei einer malignen Erkrankung des Plexus choroideus (Hasselblatt et
al., 2006), bei Blasenkrebs (Harris et al., 2008) und Darmkrebs (Ang and Nice, 2010)
eingesetzt. Die bisherigen Erkenntnisse lieRen jedoch einen klaren kausalen
Zusammenhang sowie eine mdgliche molekulare Erklarung fiir die Wirkweise von L-
Plastin auf die Verstarkung der Metastasierung offen und berlcksichtigen den

Phosphorylierungsstatus nicht. Es ist jedoch nach den hier gezeigten neuen
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Erkenntnissen zur fundamentalen Rolle der Phosphorylierung des Proteins
entscheidend, flir neue Ansatze die Verwendung eines Phospho-L-Plastin spezifischen
Antikorpers als Tumormarker zu verwenden. Des Weiteren wurde auch der Nachweis
von L-Plastin im Serum von Patienten als diagnostisches Mittel diskutiert (Li and Zhao,
2011). Dabei ist bei Patienten die Differenzierung zwischen tumorzellspezifischem L-
Plastin oder L-Plastin aus Leukozyten sehr schwierig und konnte in der publizierten
Studie nicht zur vollkommenen Zufriedenheit geklart werden. Um diese aktuelle Arbeit
zu kommentieren wurde auch in dieser Arbeit das Serum tumortragender Mause
mittels eines ELISA auf humanes (aus den Tumorzellen stammendes) L-Plastin hin
untersucht. Es konnte kein L-Plastin im Serum von tumortragenden Tieren

nachgewiesen werden (Abbildung 1V-17). Dabei ist in dem hier verwendeten

Xenograft-Modell eine Verwechslung oder gleichzeitige Detektion von murinem (aus
Rest-Lymphozyten) und humanem (aus Tumorzellen) L-Plastin ausgeschlossen.

Die Blockierung von L-Plastin oder auch dessen Phosphorylierung ist ein
vielversprechender therapeutischer Ansatz. Eine Madglichkeit bietet sich in diesem
Zusammenhang durch die adenovirale Verabreichung der hier verwendeten L-Plastin
spezifischen shRNA. Deren Einsatz als therapeutisches Mittel kdnnte ein weiterer
Schritt in die Zukunft sein, der jedoch noch zusatzlicher Untersuchungen bedarf. Ein
zelltypspezifischer Knock-down von L-Plastin  sowie eine Hemmung der
Phosphorylierung wirden nach den durch diese Arbeit vorliegenden Erkenntnissen die
Metastasierung von Tumorzellen stark reduzieren, was sich auch positiv auf das

Uberleben der Patienten auswirken wiirde.
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VI Zusammenfassung

Die Migration und Metastasierung von Tumorzellen bendtigt eine dynamische
Reorganisation des Aktinzytoskeletts. L-Plastin, urspringlich als Leukozyten-
spezifisches Protein beschrieben, blndelt F-Aktin in einer, Uber die Serb5-
Phosphorylierung, regulierten Reaktion. Interessanterweise wurde die Expression von
L-Plastin auch fur nicht-hamatopoetische, maligne Tumoren beschrieben. Jedoch
waren die funktionellen Konsequenzen der L-Plastin Expression und Phosphorylierung
in Tumoren in vivo unbekannt.

Hier wurde die Funktion von L-Plastin in humanen Melanomzellen (MV3) und
Prostatakarzinomzellen (PC3) untersucht. Zur Untersuchung des metastatischen
Potentials der Zellen in Abhangigkeit von L-Plastin wurde ein Xenograft-Mausmodell
etabliert, bei dem die Tumorzellen i.k. injiziert wurden. Die ektope Expression von L-
Plastin in der L-Plastin negativen MV3 Zellen verursachte einen Anstieg der
Metastasierung in vivo. Eine shRNA vermittelte Reduktion von endogenem L-Plastin, in
L-Plastin positiven PC3 Zellen, flhrte zu einer reduzierten Metastasierung der Zellen in
vivo. Zur Untersuchung des Einflusses der Phosphorylierung auf die
Tumorzellmetastasierung  wurde  Wildtyp  (LPL) oder  mutiertes, nicht-
phosphorylierbares (S5A LPL) L-Plastin in MV3 Zellen exprimiert. Dabei fihrte nur das
phosphorylierbare, wildtypische Protein zu einer erhdhten Metastasierung der
Tumorzellen in vivo. Die Phosphorylierung von L-Plastin verbesserte danach die
einzelnen Schritte der Tumorzellmetastasierung wie die Extravasation und die

Einnistung im Gewebe mit der Etablierung einer Metastase.
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VIISummary

Tumor cell migration and metastasis require dynamic rearrangements of the actin
cytoskeleton. L-plastin, originally described as a leukocyte specific protein, acts as an
F-actin cross-linking protein regulated by its phosphorylation on Ser5. Interestingly, L-
plastin was found to be aberrantly expressed in several non-hematopoietic malignant
tumors. However, the functional consequences of L-plastin expression and
phosphorylation in tumors in vivo were unknown.

We investigated the function of L-plastin in human melanoma cells (MV3) and human
prostate cancer cells (PC3). A xenograft mouse model was used to investigate the
metastatic potential of the cells after i.c. injection. Ectopic expression of L-plastin in the
L-plastin negative melanoma cell line MV3 caused an increase in metastasis in vivo.
Vice versa, an shRNA mediated knock-down of endogenous L-plastin in the L-plastin
positive PC3 cells led to reduced tumor cell metastasis in vivo. To investigate the effect
of the phosphorylation state of L-plastin on tumor cell metastasis, wildtype L-plastin
(LPL) or a mutated, non-phosphorylatable L-plastin protein (S5A LPL), were expressed
in MV3 cells. Interestingly, only cells expressing the phosphorylatable L-plastin protein
showed an enhanced metastatic activity as indicated by an increased number of
tumors in the animals. These data show that the phosphorylation of L-plastin is critical
for the enhanced metastatic activity of tumor cells in vivo, by supporting the

extravasation of tumor cells and the establishment of a metastasis in a new place.
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Anhang

IX Anhang

\00%p g
Sense Strand Ve Antisense Strand

wes CCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTT s
we GGCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGCTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAAAA - s—
N

U6 cppt

puroR

1 SIN/3’ LTR

pLKO.1-puro )

7086 bp

(V) Psi
RSV/5' LTR |

f1 ori

pUC ori

ampR

Sense Strand

doo™

Antisense Strand

Sequenz 1: CCGGGCGGACATTTAGGAACTGGATCTCGAGATCCAGTTCCTAAA
TGTCCGCTTTTTG

Sequenz 2: CCGGCCTGGGTATAGAGTACGAGAACTCGAGTTCTCGTACTCTAT
ACCCAGGTTTTTG

Sequenz 3: CCGGCCAACCAGGTTCCATTAACTACTCGAGTAGTTAATGGAACC
TGGTTGGTTTTTG

Sequenz 4: CCGGGTCATCAAGATTGGGTTGTTTCTCGAGAAACAACCCAATCTT
GATGACTTTTTG

Sequenz 5: CCGGCAGAGTAAACAAACCGCCATACTCGAGTATGGCGGTTTGTT
TACTCTGTTTTTG

Abbildung IX-1: Vektorkarte des Vektorkonstruktes MISSION pLKO.1-puro und Sequenzen der L-
Plastin shRNA Konstrukte. Schematische Darstellung der Vektorkarte des leeren Vektorkonstrukts,
welches in lentivirale Transduktions-Partikel verpackt, fur die virale Transduktion der Tumorzelllinie (PC3)
verwendet wurde. Des Weiteren wurden Vektorkonstrukte mit 5 unterschiedliche shRNA-Sequenzen zum
RNAi-vermittelten Abbau von L-Plastin-mRNA im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzt. RSV/5”
LTR: chiméares LTR (engl. ,long terminal repeat®) involviert bei Replikation und Integration; Psi (y):
Verpackungs- und Dimerisierungs-Signal; RRE: Beteiligt beim Kernexport des viralen Genoms; UG6:
Polymerase Il Promoter prazise Initiation und Termination der Transkription der jeweiligen shRNA
Insertion; cPPT: Rolle bei der cDNA Synthese und Kernimport der Zielzellen; hPGK: Promoter des
Puromycin-Resistenz-Gen; puroR: Puromycin-Resistenz-Gen fiir die stabile Selektion transduzierter
Zellen; SIN/3" LTR: LTR involviert bei Replikation und Integration.
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bla promoter

Apall(8127) Apall(33)
Amp(R) ‘ I __ Neol(s70)
—___Chicken actin promoter
'l Aval{1075)

puc originx // Aval (13306)

Apall(6884)

SV40 pA pCAGG3.1-Luc2

8382bp
Neol (5651). \Aval (1732)
Neo(R) \EcoRI (1910)
Pstl(sz'?z)z X \Hindlll (1930)

Smal (5032)

Aval(5030) luc2-5'-56-AS

Xmal({5030) hval(zsn)

Neol (4916}“‘ ' luc2 reporter gene
SV40 early promoter

f1 origin

Aval (3177)
SV40 late pA

Illlll“‘BamHI (3884)
|||J\“E.‘coR1 (3907)

|],‘Dst1 (3918)

Aval (3940)
BGH reverse primer

BGH pA

Abbildung IX-2: Vektorkarte des Vektorkonstruktes pCAGG3.1-luc2. Schematische Darstellung der
Vektorkarte des Plasmids, welches das Luciferasegen enthalt und zur Transfektion der Zelllinie MV3

eingesetzt wurde.

Notl (2)

Swal (3815),
Pacl (3807),

Bsu36l (458)
d o <€ BamHi
NgoMI (607) o g
hEFI/HTLV prom / SgrAl (718) — >» 4
Sall (726) o r Q
BspLUI1I (3073 BamHI (732) = =
sp! ( )\ Ecod7IIL (740) 3 T o
Pacl (3067)—> Ncol (750) 5 S
Nhel (756) % 8 :
= O
SV40 pAn Hpal (896) 5 =
£ ('D<_
BamH|

PSELECT-hygro-mcs

(3821 bp)

CMYV enh/prom

BGlo pAn

/s Swal (1246)
Asel (2490) /

BspHI (2431)

Sefl (2071 )/

100
—

Abbildung IX-3: Vektorkarte pSELECT-hygro-mcs. Der Vektor enthalt die Promotorsequenz
hEF1/HTLV prom, ein Hygromycinresistenzgen unter Kontrolle eines CMV-Promotors, sowie die SV40
bzw. R-Globulin Polyadenylierungssignale. Die BamHI L-Plastin/S5A L-Plastin Fragmente wurden in den

mit dem gleichen Enzym gedffneten Vektor pPSELECT-hygro-ms einkloniert.
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