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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1. DAS INVASIVE DUKTALE KARZINOM

Mit einem Anteil von 31,3 % aller Krebsneuerkrankungen zahlt das Mammakarzinom,
neben dem Bronchial- und dem Colonkarzinom, zu den haufigsten Tumoren bei Frauen
(P. Kaatsch, C. Spix et al. 2013). Allein im Jahr 2014 erkrankten schatzungsweise 75200
Frauen in Deutschland an Brustkrebs. Dies entspricht einer altersstandardisierten
Inzidenz von 120/100000 (J. Haberland and U. Wolf 2015). Im Vergleich zu 1970 ist eine
Verdopplung des Lebenszeitrisikos auf aktuell 12,4 % (Stand 2012), bei
gleichzeitiger Abnahme der Moralitatsrate konstatiert worden (N. Howlader, AM.
Noone et al. 2012).

Hauptrisikofaktoren sind Kinderlosigkeit, frihe Menarche, steigendes Lebensalter,
ionisierende Strahlung, familidgre Belastung, sowie Mutationen in den ,High-
Penetrance” Genen (p53, ATM, NBS1, LKB1) bzw. den Brustkrebs-Genen BRCA1 und
BRCA2 (U. Kunze 2011).

Das , Outcome” der Brustkrebspatienten wird durch die Tumorentitat bestimmt.
Verglichen mit dem inflammatorischem, den pradinvasiven und dem invasiv lobularem
Mammakarzinom, ist das invasiv duktale Karzinom (Adenokarzinom) mit einer
Wahrscheinlichkeit von 70-80 %, die am haufigsten diagnostizierte Brustkrebsform (H.
P. Sinn and H. Kreipe 2013).

Da oftmals nicht der Primartumor selbst die Todesursache ist, sondern die
Metastasierung in entlegene Organe, senkt vor allem das Adenokarzinom, aufgrund
seines invasiven Potentials, die 10-Jahre Uberlebenschance auf unter 50 % (B. Weigelt,

J. L. Peterse et al. 2005).

Der Prozess der Metastasierung ist eine komplexe Verknipfung aufeinanderfolgender
Schritte, dessen Ursprung in der Infiltration der Tumorzellen in das umliegende Gewebe
liegt (G. Poste and I. J. Fidler 1980).

Hierzu werden in einem ersten Schritt Zell-Zell-Adhdsion und Zell-Matrix-Adhdsion

modifiziert. Eine pradominante Rolle wird hierbei der Superfamilie der Cadherine,
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insbesondere den antagonisierenden E-Cadherin und N-Cadherin, zugeschrieben (D. M.
Liand Y. M. Feng 2011). E-Cadherin ist fur die Aufrechterhaltung des zelluldren Verbunds
verantwortlich. Infolgedessen wird die Herunterregulation dieses Adhasionsproteins als
obligate Determinante der Metastasierung angesehen (M. K. Wendt, M. A. Taylor et al.
2011). Das Malignitatsrisiko wird ferner durch Expression von N-Cadherin nach
zunehmender Fibrosierung und Zystenbildung im Brustdrisengewebe amplifiziert (A. M.
Kotb, A. Hierholzer et al. 2011). Insgesamt ist somit eine positive Korrelation zwischen
Tumorprogression und N-Cadherin zu beobachten, wahrend im Fall von E-Cadherin eine
inverse Wechselbeziehung in Bezug auf Tumorinvasion und Metastasierung festgestellt
wurde. Neben Cadherinen beglinstigen v.a. Integrine und Heparanasen die Zellinvasion.
Als transmembrandre Rezeptoren extrazellulirer Komponenten, wie Fibronektin,
Laminin oder Kollagen, vermitteln Integrine die Tumorzelladhdrenz an Stromazellen.
Dies ermoglicht wiederum das Eindringen der Brustkrebszellen in das umliegende
Bindegewebe (M. Mego, S. A. Mani et al. 2010). Des Weiteren erhéhen Integrine durch
Hochregulation der Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und Urokinasen die
Matrixdegradationskapazitat. Heparanasen zeigen ahnliche Effekte. Durch Spaltung von
Heparansulfat wird einerseits die Zell-Matrix-Adhdsion gemindert, zum anderen
werden krebsfordernde Wachstumsfaktoren, die u.a. an der Regulation der Matrix-
Metalloproteasen bzw. Urokinasen partizipieren, freigesetzt (A. Purushothaman, L.
Chen et al. 2008).

Zusatzlich erfordert der invasive Phanotyp die Migration und Motilitat der Tumorzellen.
Tumorzellen migrieren entweder isoliert iber amoboide bzw. mesenchymale Bewegung
oder im Kollektiv unter Bildung sog. Leitschienen via Aktivierung der membranstandigen
MMP14 (E. A. McSherry, S. Donatello et al. 2007).

Ein wichtiger Prozess im Rahmen der malignen Zellmigration ist die Epithelial-
mesenchymale Transition (EMT). EMT beschreibt die Anderung des Phinotyps von
Epithelzellen zu Zellen mit mesenchymalem Charakter (vgl. Abb. 1.1).

Der Ubergang wird intrinsisch von Transkriptionsfaktoren (z.B. ZEB1, ZEB2, SNAIL, SLUG)
bzw. extrinsisch von Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-R, EGF, FGF) induziert. Dies hat den

Verlust der interzellularen Adhdsion durch Abnahme epithelialer Proteine, wie
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E-Cadherin, zur Folge. Zugleich ist ein Anstieg mesenchymaler Marker, insbesondere von
Vimentin, zu verzeichnen (M. Yilmaz and G. Christofori 2009). Die vorausgehende
Transition impliziert die Beeintrachtigung der apikal-basalen Zellpolaritat, verbunden
mit einem Umbau des Zytoskeletts zugunsten der Tumorformation und Proliferation.

Der Abbau der umgebenen Extrazellularmatrix und Basalmembran wird
weiterhin  durch  Transkriptionssteigerung  proteolytisch  wirkender  Matrix-
Metalloproteasen Uber diverser Signalwege (JNK-, Ras-Signalweg) geférdert (M.

Iwatsuki, K. Mimori et al. 2010).

Abbildung 1.1. Schematische Darstellung der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT).
Nach Verlust von Zelladhdsion und Zellpolaritat, nehmen Epithelzellen zur Invasion
migratorische, mesenchymale Charaktereigenschaften an (modifiziert nach B. Samarasinghe
2013).

Nach Durchbruch der Basalmembran invadieren Tumorzellen das Blut- oder
Lymphsystem, um entlegene Organe zu besiedeln. Da gemaR der Seed-and-Soil-Theorie
eine erfolgreiche Absiedlung primadrer Tumorzellen allerdings auf eine dement-
sprechende Mikroumgebung angewiesen ist (l. J. Fidler 2003), wird angenommen, dass
die Zellen, vor Ausbildung sog. Tochtertumore, spezifische Substanzen zur Etablierung
einer pra-metastatischen Nische sezernieren (B. Psaila, R. N. Kaplan et al. 2006).
Untersuchungen von Hiratsuka zeigten, dass in Makrophagen und Endothelzellen der
Lunge infolge einer pra-metastatischen Primartumor-induzierten Genexpression von
MMP9 die spatere Metastasierung in das genannte Organ favorisiert wird (S. Hiratsuka,

K. Nakamura et al. 2002).

Zusammenfassend ist die Metastasierung als eine hochkomplexe Abfolge einzelner

Schritte zu verstehen. Zellinvasion, Migration, Motilitdit und Mikroumgebung sind
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allesamt obligate Faktoren fiir eine erfolgreiche Metastasenbildung. Der Gesamtprozess
wird dabei maligeblich durch Matrix-Metalloproteasen, die von Invadopodien bzw.

Podosomen sezerniert werden, beeinflusst (S. Linder 2007).
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1.2. PODOSOME UND INVADOPODIEN

Podosome und Invadopodien sind hochdynamische, Aktin-reiche Adhdsions- und
Invasionsstrukturen migratorischer Zellen (D. A. Murphy and S. A. Courtneidge 2011).
Die Struktur wurde erstmal 1980 von D. Pfeuty und Singer beschrieben. Nach
viraler Transfektion embryonaler Fibroblasten mit dem Rous-Sarkom-Virus (RSV),
gruppierten sich die zytoskelettalen Proteine Vinculin und a-Aktinin an Fokalkontakten
zu zirkularen Clustern, sog. Rosetten (T. David-Pfeuty and S. J. Singer 1980). Aufgrund
der begleitenden Ausbildung protrusiver Membranauslaufer, wurde der Term Podosom
eingefiihrt (G. Tarone, D. Cirillo et al. 1985). Chen hingegen nutze zum Ausdruck der
degradativen und adhasiven Kapazitdt den synonymen Begriff Invadopodium (W. T.
Chen 1989).
Da podosomale/invadopodiale Strukturen nachfolgend sowohl in somatischen Zellen
(z.B. Endothelzellen, Makrophagen, dendritischen Zellen, Glatten Muskelzellen), als
auch in entarteten Krebszellen nachgewiesen werden konnten (M. Gimona, R. Buccione
et al. 2008), wurden die Bezeichnungen (Podosom, Invadopodium) fiir einen
bestimmten zelluldren Grundtyp definiert. Wahrend in Monozyten, Makrophagen,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen von Podosomen gesprochen wird, ist der
Terminus Invadopodium auf Krebszellen limitiert. Neben der zugrundeliegenden Zellart
unterscheiden sich Podosome und Invadopodien ferner in Anzahl/Zelle, GréRe,

Bestandigkeit und Matrixdegradationskapazitat (vgl. Tab. 1.1) (S. Linder 2007).

Tabelle 1.1. Differentielle Eigenschaften von Podosomen und Invadopodien*
* (modifiziert nach S. Linder 2007)

Eigenschaften Podosomen Invadopodien
Monozyten,
Zellart Endothelzellen, Krebszellen
Glatte Muskelzellen

Anzahl 20-100/Zelle 1-10/Zelle
Grole max. 1 um x 0,4 um max. 8 um x5 um
Bestandigkeit 2-12 min <60 min
Matrixdegradationskapazitat gering (+) hoch (++4+)
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Die Ausbildung beider Strukturen wird durch Wachstumsfaktoren, insbesondere durch
,Platelet-derived Growth Factors“ (PDGFs) (M. Quintavalle, L. Elia et al. 2010),
»Transforming Growth Factor-beta” (TGF-R) bzw. ,Epidermal Growth Factors” (EGFs)
stimuliert (C. Varon, F. Tatin et al. 2006). Durch spezifische Bindung der Liganden an
transmembrandre Rezeptoren, sog. Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs), wird die assoziierte
intrazelluldare Kinase Src mobilisiert. Src aktiviert wiederum die ABL-Kinase Arg. Diese
phosphoryliert anschlieBend Cortactin an Tyrosin 421, zugunsten einer vermehrten
Expression des Na*/H*-Antiporters (NHE-1) sowie des Adapterproteins NCK-1 (Non-
Catalytic Region Of Tyrosine Kinase Adaptor Protein 1) (C. C. Mader, M. Oser et al. 2011).
Der ATP-abhangige Antiport von intrazellularen H*-lonen gegen extrazellulare Na*-lonen
mittels NHE-1, hat einen Anstieg des intrazellularen pH-Wertes zur Folge. Dadurch 16st
sich zum einen Cofilin von Cortactin, zusatzlich wird Cofilin funktionell aktiv und erzeugt
freie Minus-Enden (,,barbed ends”) an fokalen Aktinfilamenten (M. A. Magalhaes, D. R.
Larson et al. 2011). Wahrenddessen bildet Cortactin mit den Aktin-regulatorischen
Proteinen N-WASP (Wiskott—Aldrich Syndrom Protein) und ARP2/3 (Actin-related
Proteins 2/3), sowie WIP (WASP-interacting Protein), Dynamin und der CDC42 (Cell
Division Control Protein 42) einen zundchst inaktiven Komplex im Bereich der zuvor
generierten ,barbed ends“ (H. Yamaguchi, M. Lorenz et al. 2005).

Nach anschlieRender Interaktion mit NCK-1 bewirkt der nunmehr aktive Komplex
Nukleation und Elongation der Aktinfilamente sowie Polarisation und Migration der
Zellen unter Ausbildung der podosomalen/invadopodialen Strukturen (S. P. Chaki and

G. M. Rivera 2013).

Invadopodien und Podosome bestehen hauptsdchlich aus einem Kern, der von
filament6sen Aktin-Strangen (F-Aktin) durchzogen ist. Diese sind mit den Gerist-
proteinen Cortactin, Arp 2/3 und N-WASP und WIP, sowie den GTPasen CDC42 und
Dynamin verknupft (S. Linder 2009).

Der intrazellulare Pol des Kernes ist zusatzlich von einer Hiille, bestehend aus Supervillin
und ,,Formin-like Protein 1“ (FMNL-1), umgeben (A. T. Mersich, M. R. Miller et al. 2010).
Myosin-llA-interkalierende, unverzweigte Filamente verbinden die Hille mit der Kern-

umliegenden Ringstruktur (R. Bhuwania, S. Cornfine et al. 2012). Zentrale Elemente sind
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hierbei die adhasiven Plaque-Proteine Paxillin, Vinculin und Talin (vgl. Abb. 1.2) (A.

Zambonin-Zallone, A. Teti et al. 1989).

Lokalisation

Podosom/
Invadopodium

Nukleus

Architektur Substruktur Komponenten
» 3 FMNL-1
O Hulle » Supervillin
W F-Aktin

&

= Gerlstproteine
z.B. Cortactin,
N-WASP, WIP

unverzweigte

®Plaque-Proteing

Filamente z.B. Paxillin,
’/ \ Vinculin,
F N | ||
........ o NN v @ F-Aktin
''''''''''''''''' EZM:, . v v ‘Myosin-IIA

Abbildung 1.2. Podosomale/invadopodiale Architektur und Zusammensetzung. Lokalisation:
Die Darstellung der Makrophagen, inklusive Nukleus und Plasmamembran (PM) auf einer 2-D
Matrix (EZM) zeigt, dass Podosome/Invadopodien (rote Punkte) an der Zell-Substratseite (EZM)
lokalisiert sind. Architektur und Subkultur: In der detaillierteren Wiedergabe der Podosome/
Invadopodien sind sowohl Substrukturen (Hille, Kern und Ring), als auch die lateral-
verknlpfenden, unverzweigten Aktinmyosinfilamente zu erkennen. Komponenten: Wahrend
die Hille aus den Proteinen FMNL-1 und Supervillin besteht (blaue Pfeile), setzt sich der Kern
vorwiegend aus F-Aktin und Geristproteinen (u.a. Coartactin, N-WASP, WIP) zusammen (rote
Pfeile). In den Ringstrukturen sind hingegen v.a. adhasive Plaque-Proteine (Paxillin, Vinculin,
Talin) vorzufinden (griine Pfeile) (modifiziert nach S. Linder and C. Wiesner 2015).

Podosome und Invadopodien besitzen aufgrund ihrer Architektur vielseitige Funktionen,
die es ihnen u.a. ermdéglichen Zell-Matrix-Interaktionen zu etablieren, zu kontrollieren
und zu beeinflussen. Dazu gehoren Erkennung und Bindung von Substraten,
Transmigration und Stabilisation, sowie , Antigen Sampling” (S. Linder and C. Wiesner
2015). Hauptfunktion ist allerdings die Degradation der Extrazellularmatrix (EZM)
(S. Linder 2009). Hiefir werden proteolytische Enzyme, vorzugsweise ADAMS (A

Disintegrin And Metalloproteinase) und MMPs (Matrix-Metalloproteasen) rekrutiert,

sezerniert und aktiviert (Hannah Schachtner, Simon D. J. Calaminus et al. 2013).
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1.3. MATRIX-METALLOPROTEASEN (MMPs)

Matrix-Metalloproteasen sind der Familie der Zink-abhangigen Endopeptidasen
zuzuordnen. Als proteolytische Enzyme regulieren sie grundlegende Umbauprozesse
der Extrazelluldarmatrix (A. Gressner and T. Arndt 2013).

Die Primarstruktur der Matrix-Metalloproteasen setzt sich aus mehreren spezifischen
Domadnen zusammen (vgl. Abb. 1.3). Die N-terminale Pradomane (Pra) ist ein Signal-
peptid aus etwa 20, zumeist hydrophoben Aminosduren (AS). Die Abspaltung der
Pradomane initiiert die Sekretion der Matrix-Metalloproteasen vom Ort der Translation,
dem Endoplasmatischen Retikulum, in Richtung Golgi-Apparat. Dem Signalpeptid
schlieBt sich die Prodomdne (Pro) an. Diese enthdlt das sog. Cystein-Switch Motif
PRCGVDP. Daran ist ein Cysteinrest, mit einer freien Thiolgruppe (SH), assoziiert. Die
Thiolgruppe bindet das Zink-lon (Zn%*) der katalytischen Doméane, sodass die Peptidase
zunachst in ihrem inaktiven Zustand als Zymogen verweilt. Wahrendessen ist das Zink-
lon mit drei Histidinresten des konservierten Bindemotifs HEXGHXXGHXXH der aktiven,
katalytischen Domane komplexiert (H. Nagase and J. F. Woessner, Jr. 1999). Mit
Ausnahme von MMP7, MMP23 und MMP26, besitzen alle bislang bekannten Matrix-
Metalloproteasen eine zusatzliche Himopexin-homologe Domane, die Uber eine £ 75
Aminosaure-lange Peptidkette, die sog. ,Hinge Region”, mit der katalytischen Domane
verbunden ist. Diese Domédne reguliert die Protein-Protein-Interaktion der Matrix-

Metalloproteasen (Helene Piccard, Philippe E. Van den Steen et al. 2007).

Hamopexin

LI D C

Hinge

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Matrix-Metalloproteasen.
Am N-Terminus (N*) der Matrix-Metalloproteasen befindet sich eine Pradoméne (Prd). Dieser
schliefRt sich die Prodomane (Pro) an. Die Prodomaéne enthélt u.a. eine freie Thiolgruppe (SH),
die mit den Zink-lon (Zn%*) der katalytischen Domane (Katalyt.) assoziiert ist. Alle Matrix-
Metalloproteasen, ausgenommen MMP7, MMP23 und MMP26, verfiigen liber eine zusatzliche
C-terminale (C’) Hamopexin-homologe Domane (Hdmopexin). Diese ist Uber eine Peptidkette
(Hinge) an die katalytische Domane gebunden (modifiziert nach M. Egeblad and Z. Werb 2002).
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Viele Matrix-Metalloproteasen enthalten darlber hinaus verschiedenste, hoch-
spezifische Sequenzen. Wahrend Gelatin-bindende Matrix-Metalloproteasen (MMP2,
MMP9) eine Fibronektin-dhnliche Domane aufweisen (J. M. Shipley, G. A. Doyle et al.
1996), haben membranstindige Matrix-Metalloproteasen, wie MMP14, eine
Transmembran-Domédne (Yoshifumi Itoh 2015). Intrazelluldr aktivierte Matrix-
Metalloproteasen, die nicht als Zymogene sezerniert werden, besitzen aullerdem eine
Furin-Erkennungs-Sequenz (A. G. Remacle, D. V. Rozanov et al. 2006).
Matrix-Metalloproteasen werden aufgrund der unterschiedlichen strukturellen sowie
funktionellen Eigenschaften in folgende vier Klassen unterteilt: Kollagenasen,
Gelatinasen, Stromelysine und membranstandige MMPs (M. Polette, B. Nawrocki-Raby
et al. 2004). Kollagenasen (z.B. MMP1, MMP8) initiieren die extrazelluldren
Degradationsvorgange durch Spaltung der Kollagenfibrillen Typ I-lll. Das resultierende
Spaltprodukt, die Gelatine, wird durch Gelatinasen (MMP2, MMP9) weiter abgebaut (H.
Nagase and J. F. Woessner, Jr. 1999). Darlber hinaus degradieren Gelatinasen die
zentralen Elemente der Basalmembran, Laminin und Kollagen Typ IV (Z. S. Zeng, A. M.
Cohen et al. 1999). Stromelysine (z.B. MMP3, MMP10) hingegen zersetzen ein breites
Spektrum an Substraten. Dazu zdhlen u.a. Fibronektine, Elastine, Caseine und
Proteoglykane (S. M. Wilhelm, D. Wunderlich et al. 1992). Membranstandige MMPs (z.B.
MMP14, MMP24) zeichnen sich wiederum dadurch aus, dass sie, im Gegensatz zu den
Matrix-Metalloproteasen der zuvor genannten Gruppen, nicht sezerniert werden,
sondern in die Plasmamembran integrieren. Neben der Degradation von Fibrinen,
Nidogenen und Proteoglykanen sind die membranstandigen MMPs v.a. in der
Aktivierung der Gelatinase MMP2 involviert (S. Hernandez-Barrantes, M. Bernardo et al.
2002).

Matrix-Metalloproteasen werden zur raumlichen und zeitlichen Kontrolle als inaktive
Zymogene, sog. pro-MMPs, am Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert. Nach
Abspaltung der Pradomadne werden die Zymogene zunadchst zum Golgi-Apparat
transportiert (S. Zucker and W.-T. Chen 2003). Am trans-Golgi-Netzwerk (TGN) werden
die Gelatinasen MMP2 und MMP9 in VAMP4 (Vesicle-associated Membrane Protein 4)-

und Rab40b (Ras-related In Brain 40b)-haltige Exportvesikel gepackt, bevor sie mit Hilfe
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des Motorproteins Kinesin entlang der Mikrotubili Richtung Podosome/Invadopodien
weitergeleitet werden (A. Jacob, J. Jing et al. 2013). Dort werden die Gelatinasen
voraussichtlich gemaR des "Kiss and Run"-Mechanismus exozytiert (E. M. Schnaeker, R.
Ossig et al. 2004, J. K. Jaiswal, V. M. Rivera et al. 2009), um nachfolgend in der
Extrazellularmatrix durch hydrolytisches Aufspalten der Cystein-Zink-Verbindung
(,Cystein Switch”), mittels weiterer Proteasen (z.B. Plasmin, Trypsin, andere Matrix-
Metalloproteasen), aktiviert zu werden (vgl. Tab. 1.2) (R. Visse and H. Nagase 2003).

Im Gegensatz dazu, werden die membranstandigen MMPs bereits intrazelluldr am TGN
nach Dissoziation der Prodomane durch die Proprotein Convertase Furin aktiviert (I.
Yana and S. J. Weiss 2000). Die membranstandigen MMPs werden nicht konsekutiv ins
Zytosol der Zelle sezerniert, sondern in Speichervesikel auf Vorrat produziert. Die
Speichervesikel werden anschlieend unter Einwirken der Rab8 GTPase mobilisert (J. J.
Bravo-Cordero, R. Marrero-Diaz et al. 2007), sodass die membranstandigen MMPs
anschlieBend per Clathrin- bzw. Caveolin-vermittelter Endozytose in die
Plasmamembran der podosomalen/invadopodialen Strukturen integriert werden
kénnen (A. Remacle, G. Murphy et al. 2003).

Obwohl bekannt ist, dass die Sekretion von Kollagenasen und Stromelysinen
ebenfalls von Podosomen und Invadopodien ausgeht (A. Lauzier, M. Charbonneau et al.
2011, N. Garamszegi, S. P. Garamszegi et al. 2012), ist der zugrundeliegende Transport-
mechanismus unbekannt. Beide Klassen werden allerdings, genau wie Gelatinasen,
als Zymogene in die Extrazellularmatrix sezerniert und erst nach dortiger
Wechselwirkung mit anderen Proteasen (vgl. Tab. 1.2) aktiviert (H. Nagase, R. Visse et

al. 2006).

Tabelle 1.2. Hauptaktivatoren der Zymogene (pro-MMPs)*
* (modifiziert nach G. Firestein, R. Budd et al. 2012)

MMP-Klasse Zymogen Hauptaktivatoren

pro-MMP1 MMP3, -7, -10, -11

Kollagenasen
pro-MMP8 MMP3, -10, Kallikrein, Cathepsin G, Trypsin

pro-MMP2 MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP

Gelatinasen

pro-MMP9 MMP2, -3, -7,- 13, Chymo-/Trypsin, Kallikrein

-10 -
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pro-MMP3 Plasmin, Kallikrein, Chymo-/Trypsin, Chymase

Stromelysine
pro-MMP10 Plasmin, Chymo-/Trypsin

membranstindige pro-MMP11 Proprotein Convertase Furin

MMPs pro-MMP14 Proprotein Convertase Furin

Nachdem die Matrix-Metalloproteasen durch Podosome bzw. Invadopodien freigesetzt
und durch Proteasen aktiviert wurden, agieren sie aufgrund ihres hohen proteolytischen
Potentials als Hauptmediatoren in Hinblick auf Veranderungen der zelluldren
Mikroumwelt (M. Polette, B. Nawrocki-Raby et al. 2004). Dahingehend sind sie sowohl
in physiologischen Prozessen, wie der Wundheilung und der Organogenese, als auch in
pathologischen Prozessen, u.a. in der Inflammation und in Autoimmunerkrankungen
involviert (A. Page-McCaw, A. J. Ewald et al. 2007). Darlber hinaus sind Matrix-
Metalloproteasen fir die Karzinogenese und Tumorprogression essentiell
(K. Kessenbrock, V. Plaks et al. 2010), da sie in der Lage sind die typischen Kennzeichen
des malignen Karzinoms, d.h. Migration, Invasion, Metastasierung, Angiogenese und
Wachstum des Primdrtumors, zu modulieren (C. Gialeli, A. D. Theocharis et al. 2011).
Infolgedessen wurde die Expression und Sekretion der Matrix-Metalloproteasen in
diversen Tumorentitdten, wie dem malignen Melanom (S. Meierjohann, A. Hufnagel et

al. 2010) und dem Mammakazinom (A. G. Remacle, A. Noel et al. 1998), untersucht.

Zwei unabhangigen Studien von Bachmeier et al. 2001 und Kéhrmann et al. 2009
zeigten, dass in Brustkrebszellen eine Metastasierung mit einer erhéhten Expression
und Sekretion von MMP1, -2, -3, -7 (eingeschrankt), -10, -11, -12, -13, -14, -23, -27 und
-28 einhergeht (B. E. Bachmeier, A. G. Nerlich et al. 2001, Andrea Kohrmann, Ulrike
Kammerer et al. 2009). Des Weiteren wurde kiirzlich im Rahmen einer Meta-Analyse
eine positive Korrelation zwischen der Uberexpression von MMP2, -9 und einer
erhohten Wahrscheinlichkeit eines schlechten ,Outcomes” nach Brustkrebserkrankung

festgestellt (F. Ren, R. Tang et al. 2015).
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1.4. DAS LIM UND SH3 DOMANEN PROTEIN 1 (LASP1)

Im Jahr 2012, wurde in Makrophagen ein neues Geristprotein am Sekretionsort der
Matrix-Metalloproteasen, den Podosomen, identifiziert - das LIM and SH3 Domanen
Protein 1 (LASP1) (M. Stolting, C. Wiesner et al. 2012).

LASP1, friiher MLN50 genannt, wurde erstmals 1995 in einer cDNA Bibliothek fiir
Brustkrebsmetastasen identifiziert. Das zugrundeliegende Gen st in einer
chromosomalen Region (17q11-g21.3) lokalisiert, die bei 20-30 % aller Brustkrebs-
patienten mutiert ist. Dies suggeriert eine evtl. Funktion in Tumorprogression, Invasion

und Metastasierung (C. Tomasetto, C. Moog-Lutz et al. 1995).

Das Protein LASP1 setzt sich aus 261 Aminosauren zusammen. Sequenzanalysen sowie
kristallographische Untersuchungen gaben weiteren Aufschluss bzgl. des strukturellen
Aufbaus (vgl. Abb. 1.4). LASP1 besteht im Wesentlichen aus den folgenden vier
Komponenten: einer N-terminalen LIM- (Lin11, Isl-1 & Mec-3) Domane, zwei Nebulin
Wiederholungen R1 und R2, einer ,Linker Region“, sowie einer C-terminalen SH3- (Src-
homology 3) Domane (M. F. Orth, A. Cazes et al. 2015).

Die LIM-Domane, eine doppelte Zinkfingerdomane, ist aufgrund ihrer 8 Cystein- und 2
Histidinreste fiir die Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich (I. B.
Dawid, J. J. Breen et al. 1998). Bis dato wurde als einziger Bindepartner der LIM-Domaéane
von LASP1 der Chemokinrezeptor CXCR2 identifiziert. Dabei beeinflusst die Bindung an
die C-terminale Doméane von CXCR2, deren Chemotaxe und somit den Aufbau der
Fokalkontakte (D. Raman, J. Sai et al. 2010).

Mit Hilfe der zwei Nebulin Wiederholungen R1 und R2, ist es LASP1 zuséatzlich méglich
mit F-Aktin bzw. dem an der Zellmigration und Pseudopodienwachstum-beteiligtem
,Kelch-related Protein 1“ (Krp1) zu assoziieren (V. Schreiber, C. Moog-Lutz et al. 1998,
H. J. Spence, L. McGarry et al. 2006).

Den Nebulin Wiederholungen folgt die ,Linker Region“. Die darin enthaltenen
Phosphorylierungsstellen (Serin 146 und Tyrosin 171) regulieren Funktion und
Lokalisation von LASP1. Eine Phosphorylierung an Serin 146 durch cAMP- bzw. cGMP-

abhadngige Proteinkinasen (PKA und PKG) hat beispielsweise die Reduktion der
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Bindungsaffinitdt von LASP1 zu Aktin, Zyxin und LPP (Lipoma-preferred Partner)
zugunsten einer verringerten Zellmigration zur Folge (E. Butt, S. Gambaryan et al. 2003).
An Tyrosin 171 hingegen, wird LASP1 von der Abelson Tyrosinkinase (ABL-Kinase) und
der Src Kinase phosphoryliert. Beide Kinasen regulieren Assoziation und Dissoziation von
LASP1 zu Fokalkontakten (Y. H. Lin, Z. Y. Park et al. 2004, J. Traenka, C. R. Hauck et al.
2009).

Am C-Terminus von LASP1 befindet sich eine 60 Aminosauren-lange SH3-Domane. Diese
ist maBgeblich flir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich und ermoglicht ferner
die Bindung an prolinreiche Sequenzen anderer Proteine wie Zyxin, LPP (Lipome
preferred partner), VASP (Vasodilator-stimulated Phosphoprotein), Palladin, Dynamin
und Z0O-2 (Zonula Occludens 2) (C. Keicher, S. Gambaryan et al. 2004, B. Li, L. Zhuang et
al. 2004, A. S. Rachlin and C. A. Otey 2006, S. Mihlan, C. Reiss et al. 2013). Eine
phosphorylierungsabhdngige Assoziation von ZO-2 mit LASP1 fihrt zur Translokation
des Proteinkomplexes vom Zytosol in den Nukleus. Infolgedessen wird LASP1 im Zellkern
angereichert (S. Mihlan, C. Reiss et al. 2013). Diese erhohte Kernlokalisation wird u.a.

bei Brustkrebs beobachtet (M. F. Orth, A. Cazes et al. 2015).

S146 Y171 261

T T T i

CXCR2 F-Actin PKA/ CcABL/ Zyxin
Krp1 PKG SRC Z0-2
LPP
VASP
Palladin
Pro-IL-16
Dynamin

Abbildung 1.4. Domdnenstruktur und Bindungspartner von LASP1. Die einzelnen Domanen des
261 Aminosaure-langen Proteins sind schematisch vom N-Terminus (1) beginnend Richtung
C-Terminus (261) fortfolgend mit den bis dato bekannten Bindungspartnern (CXCR2, F-Aktin,
Krpl, Zyxin, ZO-2, LPP, VASP, Palladin, Pro-IL-16 und Dynamin) dargestellt. N-terminal befindet
sich die LIM-Domane (LIM). Dieser folgen die zwei Nebulin Wiederholungen R1 und R2. Die
Phosphorylierungsstellen der cAMP-/cGMP-abhéngigen Proteinkinasen (PKA/PKG) sowie der
Tyrosinkinasen cABL und Src innerhalb der , Linker Region®, Serin 146 (5146) und Tyrosin 171
(Y171) sind markiert. Der , Linker Region” schlieRt sich die SH3-Doméane (SH3) am C-Terminus an
(Uibernommen von V. S. A. Vaman 2015).
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LASP1 ist ubiquitdr, wenngleich in unterschiedlichen Konzentration, in menschlichen
Geweben (z.B. Herz, Lunge, Leber, Gehirn, Niere) exprimiert (T. G. Grunewald and E. Butt
2008). Besonders hoch ist die Konzentration in F-Aktin-reichen, sekretorischen Zellen,
wie Melanozyten und Parietalzellen (C. S. Chew, X. Chen et al. 2002).

Hierbei ist LASP1 moglicherweise an sekretorischen Prozessen beteiligt. In Melanozyten
wird angenommen, dass LASP1, als Bindungspartner von Dynamin, flir dessen
Rekrutierung und Positionierung am Sekretionsort der Melanosome verantwortlich ist
(V. S. A. Vaman, H. Poppe et al. 2015). Somit ware LASP1 direkt an der Aktin-Dynamin-
abhangigen Abschniirung der Melanosomvesikel beteiligt.

Ein vergleichbarer Mechanismus von LASP1 wird bzgl. der Sekretion und Aktivierung der
H*/K*-ATPase-haltigen Vesikel in Parietalzellen diskutiert (C. S. Chew, X. Chen et al.
2008).

In der Zelle ist LASP1 vorwiegend mit zytoplasmatischen, dynamischen, Aktin-reichen
Strukturen, wie Fokalkontakten, Lamellipodien, Pseudopodien, aber auch Podosomen
assoziiert (M. Stolting, C. Wiesner et al. 2012, S. Mihlan, C. Reiss et al. 2013).

In Makrophagen konnte ferner festgestellt werden, dass LASP1 in der Ringstruktur der

Podosomen, zusammen mit Vinculin, lokalisiert ist (vgl. Abb. 1.5).

A

Abbildung 1.5. LASP1 ist in der Ringstruktur der Podosomen lokalisiert. (A-C) Confokale
Aufnahmen transfizierter humaner Makrophagen mit EGFP-LASP1 (A) und EYFP-Vinculin (B). Die
Uberlagerung (C) beider Aufnahmen (A+B) zeigt, dass LASP1 mit Vinculin in der Ringstruktur der
Podosomen kolokalisiert. Die weiBe Box zeigt jeweils den vergroRerten Bereich zur
detaillierteren Bildwiedergabe. GroRRenbalken: 10 um (modifiziert nach M. Stolting, C. Wiesner
et al. 2012).
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Der Knockdown von LASP1 beeintrachtigt, neben GroRe, Anzahl und Bestandigkeit
der Podosomen, insbesondere die Matrixdegradationskapazitat (vgl. Abb. 1.6)

(M. Stolting, C. Wiesner et al. 2012).

Der zugrundeliegende Signalweg von LASP1 wurde jedoch nicht weiter untersucht.

A

Rhodamin-
Gelatine

F-Aktin

Control LASP1 siRNA LASP1 siRNA
siRNA Oligo A Oligo C

Abbildung 1.6. Der Knockdown des neu identifizierten Geriistproteins in der Ringstruktur
von Podosomen — LASP1, beeintréichtigt insbesondere die Matrixdegradationskapazitdt.
(A+B) Confokale Aufnahmen transfizierter humaner Makrophagen mit Control siRNA und LASP1
siRNA Oligo A bzw. Oligo C. Die Zellen wurden nach der Transfektion auf Rhodamin-Gelatine (A)
ausgesat und nach 6 h fixiert. Das Zytoskelett wurde mit Cy5-Phalloidin blau (B) gefarbt. Die
Matrixdegradation ist als schwarze Fressstelle im Gelatinefilm sichtbar (A). Nach dem LASP1
Knockdown mit LASP1 siRNA Oligo A bzw. Oligo Cist eine signifikante Abnahme der Fressstellen
zu beobachten. Dies entspricht einer Reduktion des invasiven Potentials der Makrophagen.
GroRenbalken: 10 um (modifiziert nach M. Stolting, C. Wiesner et al. 2012).

Neben seiner physiologischen Funktion als Geriistprotein wurde eine Uberexpression
des Proteins in diversen Tumorentitdten beobachtet, u.a. in Brustkrebszellen (J. J.
Frietsch, T. G. Grunewald et al. 2010), in Prostatakrebszellen (R. Nishikawa, Y. Goto et
al. 2014), in Eierstockkrebszellen (T. G. Grunewald, U. Kammerer et al. 2007), in
Dickdarmkrebszellen (H. Wang, H. An et al. 2013), sowie im Medulloblastom (C. Traenka,
M. Remke et al. 2010), dem Leberzellkarzinom (R. Tang, F. Kong et al. 2012) und dem

oralen Plattenepithelzellkarzinom (Fumie Shimizu, Masashi Shiiba et al. 2013).
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In den letzten Jahren wurden vermehrt Untersuchungen durchgefiihrt, um die Rolle von
LASP1 in der Karzinogenese zu explorieren. In Brustkrebs-, Eierstock-, Prostata- und
Dickdarmkrebszellen konnte u.a. gezeigt werden, dass der LASP1 Knockdown eine
Abnahme der Migration und Zellproliferation, sowie einen Arrest des Zellzyklus in der
G2/M-Phase zur Folge hat (T. G. Grunewald and E. Butt 2008, J. J. Frietsch, T. G.
Grunewald et al. 2010).

Immunhistochemische Analysen beim Mammakarzinom und dem Medulloblastom
wiesen daruber hinaus auf eine nukledre Lokalisation des Proteins hin, die mit der
TumorgréRe und einem schlechteren Uberleben der Patienten korrelierte (J. J. Frietsch,
T. G. Grunewald et al. 2010).

Aufgrund obiger Korrelation wird eine regulierende Funktion von LASP1 in Bezug auf
die Genexpression diskutiert (M. F. Orth, A. Cazes et al. 2015). Duvall-Noelle et al.
beschaftigten sich mit dieser Thematik und beobachteten eine Kolokalisation von LASP1
mit epigenetischen Faktoren, insbesondere mit UHRF1, DNMT1 und G9a sowie dem
Transkriptionsfaktor Snaill (N. Duvall-Noelle, A. Karwandyar et al. 2015). Durch die
Regulation des Calcium-binden Proteins S100A4 induziert LASP1 moglicherweise auch
die TGF-B-vermittelte Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) (H. Wang, J. Shi et al.
2014).
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1.5. ZIELSETZUNG

BekanntermaRen erfordern Zellmigration und Invasion die Degradation der
umliegenden Extrazellularmatrix (M. Yilmaz and G. Christofori 2009). Dieser
Umbauprozess erfolgt primar durch proteolytische Endopeptidasen, sog. Matrix-
Metalloproteasen (MMPs). Damit diese ihre funktionelle Aktivitdt austiben kdénnen,
miissen sie zunachst rekrutiert und mit Hilfe podosomaler bzw. invadopodialer
Strukturen in die EZM sezerniert werden (S. Linder 2007).
Das LIM und SH3 Domanen Protein 1 (LASP1) beeinflusst, als neu in Podosomen
identifiziertes regulatorisches Gerlstprotein, neben GroRe, Anzahl und Bestandigkeit,
insbesondere die Matrixdegradationskapazitdit von Makrophagen (M. Stolting, C.
Wiesner et al. 2012).
Da LASP1 auBerdem in humanen Brustkrebszellen an Fokalkontakten, den Bildungsorten
von Invodapodien, dektektiert wurde (T. G. Grunewald, U. Kammerer et al. 2007), war
das primare Ziel der vorliegenden Arbeit die Kolokalisation von LASP1 und den
Podosomen-aquivalenten Strukturen, den Invadopodien, nachzuweisen. Ferner sollte
untersucht werden, inwiefern das Protein in humanen Brustkrebszellen das
Matrixdegradationsverhalten, wie zuvor fir Makrophagen beschrieben, beeinflusst.
Weiterhin sollte LASP1 bzgl. einer evtl. regulatorischen Bedeutung auf die fiir die
EZM-Degradation wichtigen Matrix-Metalloproteasen analysiert werden. Dabei sollte

folgende Fragestellung beantwortet werden:

Reguliert LASP1 die Matrix-Metalloproteasen auf transkriptioneller Ebene durch seine
Lokalisation im Nukleus oder reguliert LASP1 die Matrix-Metalloproteasen als

Strukturprotein durch Beeinflussung der Sekretion der inaktiven Zymogene in die EZM?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MATERIAL

2.1.1. Zelllinien

Die HUF (Human Uterine Fibroblasts) Zellen sowie die humane Brustkrebszelllinie MDA-
MB-231 wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Kdmmerer aus der Frauenklinik des
Universitatsklinikums Wirzburg zur Verfligung gestellt.

Die stabil transfizierten MDA-MB-231s,LASP1 Zellen wurden in der Arbeitsgruppe via

lentiviraler Infektion von Dr. Perera generiert.

2.1.2. Reagenzien fiir die Zellkultur

Bezeichnung Katalognummer Hersteller
FBS 10270106 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Opti-MEM® 31985070 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
PBS (10X) ohne Ca?*, Mg?* | L1835 Biochrom GmbH,
Berlin, Deutschland
Penicillin-Streptomycin SV30010 GE Healthcare Life Sc.,
Fairfield, CT, USA
RPMI1640 GlutaMAX™ 61870010 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Trypsin-EDTA T3924 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2.1.3. Antikorper

2.1.3.1. Primdrantikorper

Antikorper | Typ Verdiinnung | Katalognummer | Hersteller
LASP1 Polyklonal; WB 1:2000 1G1343 immunoGlobe,
Kaninchen Himmelstadt,Deutschl.

-18 -




MATERIAL UND METHODEN

pLASP1 Polyklonal; | WB 1:3000 IG566 immunoGlobe,
Serl146 Kaninchen Himmelstadt,Deutschl.
MMP1 Polyklonal; | WB 1:500 AB38929 Abcam,
Kaninchen Cambridge, UK
MMP2 Polyklonal; | WB 1:100 SC10736 Santa Cruz,
Kaninchen Heidelberg, Deutschl.
MMP3 Monoklonal; | WB 1:1000 | AB52915 Abcam,
Kaninchen Cambridge, UK
MMP9 Polyklonal; WB 1:500 AB19016 Merck Millipore,
Kaninchen Billerica, MA, USA
R-Aktin Polyklonal; | WB 1:3000 SC1616 Santa Cruz,
Kaninchen Heidelberg, Deutschl.
2.1.3.2. Sekundarantikorper
Antikorper Verdiinnung | Katalognummer | Hersteller

Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L)-HRP Conjugate

WB 1:5000

1706515

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

2.1.4. Primer

Die Primer wurden, nach einfihrender Instruktion durch Dr. Daniel Jahn aus der

Hepatologie, des Universitatsklinikums Wirzburg, eigenstandig designt. Erworben und

hergestellt wurden die Primer von der Firma Microsynth AG, Balgach, Schweiz.

Gen Primer Sequenz

RPLPO Forward 5°- CATCTACAACCCTGAAGTGCTTGAT -3°
Reverse 5°- CAATCTGCAGACAGACACTGGC -3°

LASP1 Forward 5°- AAAACCTTCGCCTCAAGCAA -3°
Reverse 5°- ACTCCTCCTTGTAGCGCACCT -3°

TFB1M Forward 5°- TTGTCCCCAAACCAGAGGTG -3°
Reverse 5°- TTCTGAACCACTTTTTCCACCAG -3°

MMP1 Forward 5°- GCTAACCTTTGATGCTATAACTACGATTC -3°
Reverse 5- GGATTTGTGCGCATGTAGAATC -3°
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MMP2 Forward 5°- CCCCCAAAACGGACAAAGA -3°
Reverse 5°- CCTTCAGCACAAACAGGTTGC -3°
MMP3 Forward 5°- CAACATAGAGCTAAGTAAAGCCAGTGG -3°
Reverse 5°- CTAGATATTTCTGAACAAGGTTCATGCT -3°
MMP9 Forward 5°- TCCCTGGAGACCTGAGAACCA -3°
Reverse 5°- CGACTCTCCACGCATCTCTG -3°
MMP14 Forward 5°- GTCAGGAATGAGGATCTGAATGG -3°
Reverse 5°- CGAGGGGTCACTGGAATGC -3’
2.1.5. siRNAs
siRNA Zielsequenz Hersteller
Control siRNA 5°- AATTCTCCGAACGTGTCACGT -3° Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland
LASP1 siRNA 5°- AAGCATGCTTCCATTGCGAGA -3° | Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland

2.1.6. Reaktionskits

Bezeichnung Hersteller

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit | Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

peqGOLD Total RNA Kit Peqglab Biotechnologie,
Erlangen, Deutschland

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
SYBR® Select Master Mix Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA
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2.1.7. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Katalognummer Hersteller
Agarose NEEO 2267 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Ammoniumchlorid A9434 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Aprotinin A1250000 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
APS 215589 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Agua ad iniectabilia 1080181 Fresenius SE & Co. KGaA,
Bad Homburg, Deutschland
Borax T880 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Brilliant Blau R B7920 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bromphenolblau B0126 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BSA 23209 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Casein Protein Gel 64052 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Collagen C9791 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
DABCO® D27802 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
DAPI D9564 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Developing Buffer (10X) LC2671 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
DMSO D2650 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Doxycycline hyclate D9891 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
DTE D8161 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
EDTA E6758 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Essigsaure 33209 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ethanol 32205 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Forskolin 66575 BIOZOL Diagnostica Vertrieb,
Eching, Deutschland
Gelatine 4274 Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

-21-




MATERIAL UND METHODEN

Gelatin Protein Gel 61752 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
GelRed™ 41003 Biotium Incorporated,
Hayward, CA, USA
Glutaraldehyd G5882 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Glycerin 3783 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Glyzin G8898 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Goat-Serum G9023 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
HEPES H7006 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Isopropanol 107022 Merck Millipore,
Billerica, MA, USA
Kaliumchlorid P9541 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
LB®-Puffer (5X) LB5N-8 Faster Better Media LLC,
Hunt Valley, MD, USA
Leupeptin L5793 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Luminol Natriumsalz A4685 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Metafectene® T020 Biontex Laboratories GmbH,
Planegg, Deutschland
Methanol 322415 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
MicroAmp® Optical 4360954 Thermo Fisher Scientific,
Adhesive Film Waltham, MA, USA
Milchpulver 170-6404 Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA
Mowiol®4-88 0713 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
NHS-Rhodamin 46406 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Natriumchlorid 31434 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Natriumdesoxycholat D6750 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Natriumphosphat S0751 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Natriumhydroxid Losung 109137 Merck Millipore,

Billerica, MA, USA
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Natriumhydroxid Pellets S5881 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Oregon Green® 488 07466 Thermo Fisher Scientific,
Phalloidin Waltham, MA, USA
p-Cumarinsaure C9008 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PageRuler™ Prestained 26616 Thermo Fisher Scientific,
Protein Ladder Waltham, MA, USA
Pefabloc® SC 76307 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Pepstatin A P5318 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PFA P6148 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PMA/ TPA 524400 Merck Millipore,
Billerica, MA, USA
Ponceau S P3504 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Renaturing Buffer (10X) LC2670 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Rotiphorese® Gel 30 3029 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Roti®-Quant (5X) K015 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
SeeBlue® Plus2 Prestained | LC5925 Thermo Fisher Scientific,
Protein Standard Waltham, MA, USA
SDS L3771 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
SDS Running Buffer (10X) | LC2675 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
SDS Sample Buffer (2X) LC2676 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Sucrose S0389 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
TEMED T9281 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tergitol® NP-40 NP40 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
TRIS/ HCI A1379 AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Triton™ X-100 T8787 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
TWEEN® 20 P1379 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
R-Mercaptoethanol M6250 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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2.1.8. Verbrauchsmaterialien

Material

Modell

Hersteller

Deckglas rund

15 mm/ 25 mm

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Desinfektionsmittel

Terralin® liquid

Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Dialyse-Kassette

Slide-A-Lyzer™ 3.5k

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Einmalspritze

5 ml

Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA

Filterpapier Gefaltet; 240 mm A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland
Rontgenfilm FUJIFILM Super RX Fujifilm Medical System:s,

Tokio, Japan

Insulinspritze Omnican 40 Braun GmbH,
Kronbergi. T., Deutschland
Kryordhrchen 2ml Biozym Scientific GmbH,

Oldendorf, Deutschland

Nitrilhandschuhe

SensiCare® 200

Medline Industries,

Kleve, Deutschland

Nitrocellulose Membran

BA8530cmx3m

GE Healthcare Life Sc.,
Fairfield, CT, USA

Objekttrager

SuperFrost®

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Pipettenspitze

Biosphere® Filter Tip

Combitips advanced®

Gel-loading Tip

SARSTEDT AG & Co,
Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

A. Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

gPCR Reaction Plate

MicroAmp® Optical
384-Well Reaction Plate

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Scepter Sensor-Spitze

X-50; 60 pm

Merck Millipore,
Billerica, MA, USA

=24 -




MATERIAL UND METHODEN

Verschlussfolie PARAFILM® M A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland
Zellkulturflasche/-platte T25/T75 Greiner Bio-One GmbH,
6-Well/ 12-Well Frickenhausen, Deutschl.
Zellschaber C25B A. Hartenstein GmbH,

Wirzburg, Deutschland

Zentrifugenrdhrchen

Mikroreaktionsgefald

Falcon®

0,5ml/ 1,5 ml/ 2,0 ml

15 ml/ 50ml

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschl.

2.1.9. Geréate und Instrumente

Gerat/Instrument

Modell

Hersteller

Biosafety Werkbank
(KI.2 Typ A2)

SterilGARD® e3

The Baker Company,
Sanford, ME, USA

Brutschrank

CO; Inkubator 3336

Labotect GmbH,
Rosdorf, Deutschland

ELISA microplate reader

Wallac 1420 VICTOR2™

PerkinElmer,
Waltham, MA, USA

Elektrophoresekammer

PROTEAN II XL Cell/
Sub-Cell® GT Cell

PerfectBlue Tank Web S

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Peqglab Biotechnologie,
Erlangen, Deutschland

Feinwaage

Type 1801/ Universal

Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland

Filmentwickler X-OMAT M35 Eastman Kodak Comp.,
Rochester, NY, USA

Heizplatte PC-420D Coring Diagnostix,
Gernsheim, Deutschland

Imager Amersham™ Imager 600 | GE Healthcare Life Sc.,

Fairfield, CT, USA
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Magnetrihrer

RCT basic

IKA-Werke,Staufen i. B,
Deutschland

Mikroinjektionsspritze

Hamilton 25ul Syringe

Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Schweiz

PCR Thermal Cycler peqSTAR 96X Peqglab Biotechnologie,
Erlangen, Deutschland

pH-Meter PHM 92 LAB Radiometer Analytical,
Lyon, Frankreich

gPCR System ViiA™ 7 PCR System Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA

Scepter™ 2.0 PHCC00000 Merck Millipore,
(automat. Zellzahler) Billerica, MA, USA
Scherbeneismaschine AF100 Scotsman Ice Systems,

Mailand, Italien

Laborschuttler

Heidolph Duomax 1030

KS 10

Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland

Edmund Bihler GmbH,
Hechingen, Deutschland

Spannungsgerat

Consort E 455

PowerPac™ HC

Consort,
Turnhout, Belgien

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Test tube shaker L46 Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA
Thermomixer Compact 5350 Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

Transferkammer Trans-Blot® Cell Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA
UV-Tisch TFX 35 Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA

UV/VIS-Spectrophotometer

Ultra Spec 2000

GE Healthcare Life Sc.,
Fairfield, CT, USA

Vakuum-Pumpe

VACUUBRAND Membran
Pumpe

Vaccubrand,
Wertheim, Deutschland

Vortex-Genie

K-550-GE

Bender & Hobein,
Zirich, Schweiz
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Wasserbad GFL 1083 GFL,
Willich, Deutschland
Kuhl-/Gefrierschrank
Kiihlschrank 4°C-8°C Kirch GmbH,
Offenberg, Deutschland
Gefrierschrank -20°C Liebherr Mediline,
Newport, UK
-80°C Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop Axioskop Zeiss,
Oberkochen, Deutschland
BZ 9000 Keyence,
Osaka, Japan
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss,

Oberkochen, Deutschland

Pipetten

Einkanalpipette

Multipette® plus

Pasteurpipette

Serologische Pipette

Pipette Controller

0,5-10 pl /2-20 ul
20-200 pl/ 100-1000 pl
200 pl

5 ml

5ml/ 10ml / 25ml

accu-jet® pro

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschl.

BrandTech Scientific,
Essex, CT, USA

Zentrifugen

Zellkultur-Zentrifuge

Tischzentrifuge

Kihlzentrifuge

Universal 320

Mikro 120

5810

HettichLab,
Tuttlingen, Deutschland

HettichLab,
Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland
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Concentrator

Concentrator plus

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

2.1.10. Software und Webseiten

Imagel Software

Imagel Software version 1.48

Primer Express® Software

Primer Express® Software version 3.0.1

ViiA™ 7 PCR System Software

ViiA™ 7 Software version 1.2.4

FunRich Software

Functional Enrichment Analysis Tool

BZ-9000 Software

BZ-Il Viewer

Adobe Photoshop

Photoshop CS2

Microsoft Office

Office 2013

Molarity Calculator

http://www.graphpad.com/quickcalcs/Molarityform

Microsynth

https://srvweb.microsynth.ch/

Ensembl Genome Browser

http://www.ensembl.org/index.html

Primer-BLAST

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Reverse Complement

http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html

Universal Probelibrary Assay

Design Center

https://lifescience.roche.com/shop/en/us/overview

s/brand/universal-probe-library
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2.1.11. Puffer und Losungen

(A) TAE-Puffer (1X) : 30ml
Agarose : 03¢g
(B) GelRed™ : 1,2l

Stocklésung — Beide Substanzen (A)in der Mikrowelle aufkochen, bis eine klare Losung

APS . 1g

Brilliant Blau R : 08¢
Isopropanol, absolut : 200 ml
Essigsaure ;200 ml

Essigsaure : 100 ml

Ethanol : 100 ml

Reagenz A : 200 ml 0,1 M TRIS/ HCL + 50 mg Luminol
Reagenz B : 11 mg p-Cumarinsaure in 10 ml DMSO
Reagenz C : 30 % Hy0;
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Wahrend Reagenz C bei Raumtemperatur zu verwahren ist, lagern Reagenz A und

Reagenz B bei 4 °C.

TRIS/ HCI : 120g
Glyzin . 576¢g
SDS : 40¢g

Goat-Serum : 1ml

0,1 % Triton/ PBS : 20ml

10 mM HEPES : 238mg
10 mM KCI : 74mg
1,5 mM EDTA : 29mg
200 mM Sucrose : 6,84¢g

100 ml auffiillen. Puffer anschlielend bei 4 °C lagern.
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(A) 200mM TRIS/ HCl : 2,42g

SDS . 6g
Glyzerin : 19g
Bromphenolblau : 3 mg

(B) B-Mercaptoethanol: 10%

Reagenz A . 6gGlyzerin + 2,4 g Mowiol®4-88 + 6 ml H,0
Reagenz B : 12ml 0,2 M TRIS/ HCI
Reagenz C . 2,5% DABCO

der Reagenz B den pH-Wert auf 8,1 einstellen und 10 s bei 50 °C verriihren. Nach Lésen
des Mowiols, den Ansatz 15 s bei 5000 x g zentrifugieren. Abschliefend Reagenz C
beifligen und bei -20 °C luftdicht aufbewahren.

50 mM NH4Cl : 370 mg
PBS ;100 ml

50 mM Borax : 9,535¢g

SDS . 10g
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Trenngel (10 %) : 5,3 mlVE-Wasser + 3,3 ml 30 % Acryl-/ Bisacrylamid
+ 1,25 ml Puffer B+ 0,1 ml 10 % SDS
+0,1 ml 10 % APS + 10 pl TEMED

Sammelgel : 1,8 ml VE-Wasser + 0,35 ml 30 % Acryl-/ Bisacrylamid
+ 325 pl Puffer A + 25 ul 10 % SDS
+0,1 ml 10 % APS + 5 pl TEMED

Ponceau S : 05¢g
10 % Essigsaure ;100 ml

8,9 losen und auf 100 ml auffiillen. Puffer bei RT aufbewahren.
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25 mM TRIS/ HCI :2,5ml
150 mM NacCl : 0875¢g
1% Tergitol® NP-40 : 1ml

1 % NaDesoxycholat : 1g

0,1 % SDS : 100 mg

Sucrose : 100g
PBS ;100 ml

TRIS/ HCI : 242¢g
0,5 M EDTA . 18,6lg
Essigsaure : 57,1ml

57,1 ml Essigsaure zugeben. AnschlieBend den pH-Wert auf 8,5 einstellen, Lésung auf

1 | auffillen und bei RT lagern.

(A) 100 mM TRIS/HCI : 12,1g
1,5 M NaCl : 876¢g
(B)0,1 % TWEEN20 : 1ml

Stocklésung — Substanzen (A) in 750 ml VE-Wasser geben und den pH-Wert auf 7,5

20 zugeben (£ 1 % TBS-T).

-33-



MATERIAL UND METHODEN

3 % Milchpulver : 3g
1% TBS-T : 100 ml

0,5 M EDTA . 14,6¢
1 M TRIS/ HCI . 12,1g

(A) 25mM TRIS/ HCl : 30g
192 mM Glyzin . l44g
NaOH-Pellets : 56g

(B) Methanol : 21

Gemisch ergibt. AnschlieBend 2 | Methanol zugeben und den Puffer auf 10 | mit VE-

Wasser auffiillen. Der Transferpuffer ist bei 4 °C zu lagern.

Triton™ X-100 ;100 pul
PBS : 100 ml

-20 °C wegfrieren.
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2.2. METHODEN

2.2.1. Zellbiologische Methoden
2.2.1.1. Zellkulturbedingungen

Die Wildtyp (wt) MDA-MB-231 und stabil transfizierten MDA-MB-231,LASP1 Zellen
wurden in einem mit 10 % FBS und 1 % Penicillin-Streptomycin angereichertem
RPMI1640 GlutaMAX™ Medium (vgl. Tab. 2.1) bei 38 °C und 5 % CO; im Brutschrank
kultiviert. Da LASP1 in spateren Passagen tendenziell einer Hochregulation unterliegt
(H. J. Sun, Y. Y. Bahk et al. 2006), wurden die Zellen fiir Folgeexperimente maximal bis
zu Passage 6 verwendet. Ferner ist zu beachten, dass die Zellen bei einer Konfluenz von
70 % — 90 %, i.d.R. nach 3-4 d, zu passagieren sind. Dabei wurden die Zellen nach
Absaugen des Mediums in PBS (vgl. Tab. 2.1) gewaschen. Zum Abldsen der Zellen wurde
Trypsin-EDTA (vgl. Tab. 2.1) hinzugegeben. Der Inkubation flr 2 min im Brutschrank,
folgte das Uberfiihren der Zellsuspension in einem mit 5 ml RPMI1640 gefiillten 15 ml
Greiner. Dies hat die Inaktivierung des Trypsins zur Folge. Durch anschlieBende
Zentrifugation bei 160 x g fiir 4 min, wurden die Zellen pelletiert. Das Zellsediment
wurden in 1 ml RPMI1640 resuspendiert und in der gewlinschten Verdiinnung ausgesat.
Die HUF Zellen wurden ausschlieBlich in der Zymographie, als interne MMP-Kontrolle,
verwendet. Insofern wurden uns dementsprechende Lysate von Prof. Dr. Kimmerer aus

der Frauenklinik des Universitatsklinikums Wuirzburg zur Verfligung gestellt.

Tabelle 2.1. RPMI1640, PBS und Trypsin-EDTA/ Flache

Zellkulturplatte/-flasche Flache RPMI1640 PBS Trypsin
12-Well 3,9 cm? 1,0 ml 1,0 ml 0,6 ml
6-Well 9,6 cm? 2,0 ml 2,0 ml 1,5 ml
T25 25 cm? 5,0 ml 5,0 ml 3,0 ml
T75 75 cm? 15,0 ml 10,0 ml 5,0 ml
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2.2.1.2. Auftauen einer Zellkultur

Die Kryoréhrchen mit dem zelluldren Inhalt wurden vom N>-Gefall entnommen und zum
Auftauen fir 2 min in ein 37 °C Wasserbad gestellt. Anschliefend wurden die Zellen in
eine T25 mit 10 ml warmem RPMI1640 Medium gegeben. Nach Zentrifugation bei
160 x g fir 2 min wurde das Zellpellet in 1 ml RPMI 1640 Medium resuspendiert. Das
Resuspensat wurde zusammen mit 5 ml RPMI1640 Medium in eine 25 cm?

Zellkulturflasche Gberflhrt und in den Brutschrank zur Inkubation gestellt.
2.2.1.3. Aufkonzentrieren von Losungen und Proteinen

Die Quantifikation von Proteinen im konditionierten Medium durch Immunblots bzw.
Zymogramme, erforderte eine vorhergehende Aufkonzentrierung. Dies geschah unter
Verwendung des Concentrator plus der Firma Eppendorf.

Dabei wurden primar 500 pl des konditionierten Mediums in ein 1,5 ml Mikrogefal3
Uberfihrt und in den zuvor programmierten Concentrator plus (vgl. Tab. 2.2) gestellt.
Das Gerat wurde sodann gestartet. Bei 128 x g wurde, zur Vakuumierung der Zentrifuge,
die Membran Pumpe aktiviert. Das Programm lief mit einem Enddruck von max. 20 mbar
und 248 x g bis die gewtlinschte Aufkonzentration, i.d.R. 5:1 bzw. 10:1, erreicht wurde.

Das Konzentrat wurde bei -20 °C weggefroren.

Tabelle 2.2. Programm des Concentrator plus

Modus Bremsfunktion Temperatur Laufzeit

V-AQ (vacuum-aqueous) Ein RT oo

2.2.1.4. Ernten einer Zellkultur

Die Zellen wurden in Analogie zur Subkultivierung (vgl. 2.2.1.1) geerntet. Im Unterschied
wurde hierbei jedoch die Zellzahl des in 1 ml RPMI1640 resuspendierten Zellsediments
bestimmt. Dafiir wurden 10 pl des Resuspensats 1:20/ 1:50 in PBS verdiinnt. Der Ansatz
wurde sodann in den Sensor des Scepter™ 2.0 aufgenommen. Die Zellzahl wurde wie

folgt berechnet:

Zellengesuspensat = Anzeige (Zellen/ml) x Verdiinnungsfaktor
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AbschlieBend wurden die Zellen in der gewiinschten Konzentration lysiert bzw.

ausgesat.
2.2.1.5. Einfrieren einer Zellkultur

Nach Erreichen der Passage 5 wurden die Zellen nach oben beschriebenen Schema
(vgl. 2.2.1.1) in eine T75 passagiert und im Brutschrank inkubiert. Bei einer Konfluenz
von 2 90 % efolgte die Pelletierung der Zellen. Diese wurden wiederum in Freezing
Medium, bestehend aus 3,4 ml RPMI1640, 0,6 ml DMSO und 2,0 ml FBS, resuspendiert
und in Kryoréhrchen a 1,5 ml bei -80 °C weggefroren. Die terminale Lagerung in

flissigem N, erfolgte nach einer Zeitspanne von 3 d.
2.2.1.6. siRNA-Transfektion

Der transiente LASP1 Knockdown in wt MDA-MD-231 Zellen erfolgte, gemaR dem
Protokoll des Herstellers, unter Einsatz von Metafectene®. Zuerst wurde der
Transfektionsansatz, bestehend aus 12 pl Metafectene® und 1,2 uM Control siRNA
(AllStars Negative Control, Qiagen) bzw. 1,2 uM LASP1 siRNA (5-AAG CAT GCT TCC ATT
GCG AGA -3° (bases 80-100)), fur 15 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die
Zellen pelletiert, in 1 ml RPMI1640 resuspendiert und mit einer Zelldichte von
1 x 10°Zellen/ml in eine 6-Well-Platte ausgesit. Nach Zugabe des Transfektionsansatzes

wurden die Zellen 3 d bei 38 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert.
2.2.1.7. Stabiler Knockdown

Um einen stabilen LASP1 Knockdown zu produzieren, wurden die in der Arbeitsgruppe
generierten MDA-MB-231s,LASP1 Zellen fiir 96 h mit Doxycyclin (0,5 pg/ml) im Brut-
schrank inkubiert. Dabei wurde an Tag 2 das Medium ausgetauscht und Doxycyclin
erneut hinzugegeben.

Doxycyclin aktiviert das transregulatorische Protein rtTA. Dieses bindet wiederum an
TRE-Promotoren des Plasmids. Die daraufhin exprimierte LASP1-spezifischen shRNA
(Sequenz 5°- CTTCACGAAGGAGACATAA -3°) bindet an die homologe mRNA und unter-
bindet somit die Translation von LASP1 (N. Matsushita, S. Matsushita et al. 2013).
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2.2.1.8. Stimulation der Zellen mit Forskolin und TPA

Forskolin ist ein direkter Stimulator der Adenylylcyclase. Durch Katalyse der Abspaltung
von Pyrophosphat (PP) aus Adenosintriphosphat (ATP), erh6ht diese den intrazelluldren
cAMP Spiegel. Als Signalstoff aktiviert dieser wiederum die Proteinkinase A (PKA),
welche die Phosphorylierung von LASP1 an Serin 146 bedingt. Dies bewirkt eine
Abschwachung der Bindungsaffinitdat von LASP1 zu den membranstdandigen Proteinen,
F-Aktin und Zyxin. Im Komplex mit ZO-2 wird LASP1 anschlieBend in den Zellkern
transportiert. Dies hat eine Anreicherung von LASP1 im Nukleus zur Folge (S. Mihlan, C.
Reiss et al. 2013). Um diese nukleire Uberexpression zu erzielen, wurde das
Basismedium der MDA-MB-231:,LASP1 Zellen bei einer Konfluenz von 70 %, durch FBS-
freies RPMI11640 Medium ersetzt. Nach 16 h, wurde das Medium mit 10 uM Forskolin
versetzt. Es folgte eine weitere Inkubationsphase von 30 min. AnschlieBend wurden die
Zellen fur weiterfihrende Experimente geerntet.

Bei 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) handelt es sich um einen spezifischen,
direkten Aktivator der Proteinkinase C (PKC). Diese stimuliert den MAP-Kinase- sowie
den NF-kB-Signalweg und verstarkt die DNA-Bindungsaffinitat des AP-1-Transkriptions-
faktors. Dies hat u.a. eine Zunahme der Genexpression von Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) zur Folge (Y. R. Lee, E. M. Noh et al. 2013). Um die relative mRNA-Expression
von MMP1, MMP3 und MMP9 zu amplifizieren, wurde bei MDA-MB-231s,LASP1 Zellen
nach Erreichen einer Konfluenz von 80 %, das Medium abgesaugt und durch frisches,

mit 100 nM TPA versetztes Medium, ersetzt. Die Zellen wurden nach 24 h geerntet.
2.2.2. Proteinbiochemische Methoden
2.2.2.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte unter Verwendung des Pierce™ BCA Protein Assay Kits.
Diese Methode basiert auf einer Proteinkonzentration-abhingigen Reduktion von Cu?*
zu Cu*. Cu* bildet wiederum mit Bicinchoninsaure (BCA) einen Farbkomplex, der bei

595 nm photometrisch quantifiziert werden kann (J. M. Walker 1994).
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In einem ersten Schritt wurden 500 ul des konditionierten Mediums in ein 1,5 ml
MikrogefaR Uberfihrt, die kultivierten Zellen pelletiert und in hypotonen Puffer
(100ul /6-Well) lysiert. Beide Losungen wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis
gehalten.

AnschlieBend wurden je 10 ul destilliertes Wasser, sowie unterschiedliche BSA-
Konzentration (0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,0 mg/ml) und
die zu messenden Proteinproben, in einer 1:1 Verdiinnung, in die einzelnen Wells
pipettiert. Jede Losung wurde als Triplett aufgetragen.

Ferner wurden 15 ml Pierce Lésung A mit 300 pl Pierce Losung B vermischt, sodass je
200 pl des Ansatzes in jedes Well pipettiert werden konnte. Nach Inkubation flir 1 h bei

RT, erfolgte die Auswertung am ELISA-Reader bei 595 nm.
2.2.2.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe einer SDS-PAGE kénnen Proteine nach ihrer GroRe aufgetrennt werden. Dafir
wurden die zu analysierenden Proben nach dem Waschen mit PBS, in entsprechender
Menge SDS-Stopp Puffer (100 ul/ 6-Well) lysiert, 4 min bei 95 °C gekocht und fiir 10 s bei
12000 x g zentrifugiert. AnschlieBend konnten die Lysate bei -20 °C weggefroren werden
bzw. direkt auf das Gel geladen werden.

Hierbei wurde ein Polyacrylamid-Gel (1X), bestehend aus einem 10 % Trenngel und
einem dartber liegendem Sammelgel, in die zuvor praparierte Gelapparatur
eingegossen. Das Trenngel sollte dabei bis 1,5 cm unter dem Rand der Gelapparatur
reichen. Nach Abschluss der Polymerisation wurde das Gel in eine mit
Elektrophoresepuffer (1X) gefiillte Elektrophoresekammer gespannt und die Proben zu
gleichen Mengen (1x10* Zellen/Tasche) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer anfanglichen Spannung von 70 V. Nachdem die Lauffront das Trenngel erreichte,

wurde die Spannung fiir 1h auf 120 V erh6ht.
2.2.2.3. Western Blot

Die Ubertragung der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine vom Gel auf die

Nitrocellulosemembran (NC) erfolgte via Immunblot. Daflir wurde das Gel als zentraler
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Bestandteil des sog. , Transfer Sandwichs”, der sich aus Schaumstoff, Blotting Paper, der
Nitrocellulose und dem Gel zusammensetzt, in eine mit Transferpuffer (1X) gefiillte
Kammer gegeben und fir 1h bei 4 °C einer Stromstarke von 1,71 A ausgesetzt. Nach dem
Blot wurde die Membran 2 min mit Ponceau S gefarbt. Durch anschlieRendes Waschen
mit destilliertem Wasser, sollten die zuvor gefarbten Banden sichtbar werden. Dies
ermoglichte die Beurteilung der Transfereffizienz. Nachdem die NC mit 1 % TBS-T
entfarbt wurde, erfolgte zum Sattigen unspezifischer Bindungen, das Blocken der NC mit
5 ml 3 % TBS-T Milch fir 1h bei RT und 20 rpm auf einem Plattformschiittler. Die NC
wurde Uber Nacht bei 4 °C und 75 rpm auf dem Schuttler (KS 10, Edmund Bihler GmbH)
mit dem Primarantikorper inkubiert. Der Applikation eines mit Meerettich-Peroxidase
gekoppeltendem Sekundarantikorpers fir 1 h bei RT und 20 rpm auf dem Schiittler, ging
das Waschen der Membran mit 5 ml 1 % TBS-T fir die Dauer von 30 min voraus. 1 %
TBS-T wurde dabei 3-mal gewechselt. Dieser Waschgang wurde nach Inkubation des
Sekundarantikérpers wiederholt. AbschliefRend wurde die Membran mit ECL home-
made (3 ml/ 10x10 cm) bedeckt. Durch Exposition eines Rontgenfilmes fir 1 s — 1 min
konnten die spezifischen Proteinbanden dargestellt werden. Die Filme wurden unter

Verwendung der Imagel Software analysiert.
2.2.2.4. Zymographie

Die Zymographie ist ein semi-quantitatives, SDS-PAGE zugrundeliegendes Verfahren zur
Detektion enzymatischer Aktivitdt von MMPs (X. Hu and C. Beeton 2010).

In einem ersten Schritt wurde das Basismedium der in T75 kultivierten MDA-MB-
231,,LASP1 Zellen bei einer Konfluenz von > 80 % abgesaugt. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS, wurde die Zellkultur fiir weitere 24 h in serumfreiem RPMI1640
Medium (5ml/ T75) im Brutschrank inkubiert.

Zur spateren Analyse des Uberstandes, wurden 500 pl des konditionierten Mediums im
Concentrator plus um den Faktor 5 aufkonzentriert (vgl. 2.2.1.3). Das Konzentrat wurde
bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.

Wahrenddessen wurden die Zellen pelletiert und in 100 pl mit 1:1000 Pefabloc,

Leupeptin, Pepstatin und Aprotinin, frisch angereichertem RIPA-Puffer (100ul/ 2x10°8
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Zellen) versetzt. Der Ansatz wurde mit zwischenzeitlichem Vortexen fir 30 s auf Eis
inkubiert und durch Spritzenaufschluss (291/2 gauche Insulinspritze) homogenisiert.
Das Lysat wurde wiederum 15 s bei 4 °C und 13000 x g zentrifugiert. Anschliefend wurde
der Uberstand in ein frisches 1,5 ml Zentrifugenrérchen iiberfiihrt und bei -20 °C
zunachst weggefroren.

Die 10 % Gelatin bzw. 12 % Casein Protein Gele wurden in eine mit SDS Running
Buffer (1X) gefullte Gelkammer eingespannt. Vor dem Laden der Gele (30 ul/ Tasche),
wurden die Proben 1:1 mit SDS Sample Buffer (2X) vermischt. Die Elektrophorese
erfolgte bei 4 °C und 125 V (liber einen Zeitraum von 1,5 h. Nachdem die Lauffront das
Ende der Gele erreichte, wurden diese aus der Kammer gel6st, 2-mal fiir 30 min bei RT
in 100 ml Renaturing Buffer (1X) und iber Nacht bei 37 °C, 5% CO, in 100 ml Developing
Buffer (1X) inkubiert. Vor dem Farben der Gele fir 2 h bei RT mit 100 ml Coomassie,
wurden diese wiederum 5 min mit eiskaltem, destilliertem Wasser gewaschen. Zuletzt
wurden die Gele in 100 ml Coomassie-Entfarbeldésung gegeben. Die Entfarbung wurde
bis zur Darstellung klarer Banden fortgefiihrt. Die Lagerung der Gele erfolgte in 100 ml

20 % NaCl-Losung.
2.2.3. Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1. Primer Design

Die Primer wurden, nach einfiihrender Instruktion durch Dr. Daniel Jahn aus der
Hepatologie des Universitatsklinikums Wirzburg, eigenstandig designt. Zu Beginn

wurden in der Online-Datenbank Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)

Transkripte der zu quantifizierenden Gene gesucht. Diese sollten proteinkodierend,
sowie Intron-iUberspannend sein und eine moglichst grolRe Basenpaarlange (> 1000 bp)
aufweisen.

Zum Entwurf der Primer, wurden die gewahlten mRNA-Sequenzen in das Universal

ProbelLibrary Assay Design Centers (http://qpcr.probefinder.com/organism.jsp) kopiert.

Beim Design wurde darauf geachtet, dass die Primer 20-25 nt lang sind, einen GC-Gehalt
von 40-60 % haben und ein = 100 nt Amplicon Intron-Gberspannend kodieren

(L. Y. Chuang, Y. H. Cheng et al. 2013). Ferner wurde, unter Verwendung der Primer
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Express® Software, die Schmelztemperatur auf 58-60 °C eingestellt. Durch das
Programm konnten die Primerpaare zusatzlich auf gegenseitige Hybridisierung getestet
werden. Zum Ausschluss unspezifischer Amplifikate wurde des Primer-BLAST Tool

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) verwendet. Die designten Primer

wurden sodann als entsalzte, lyophilisierte Syntheseprodukte tber die Firma Microsynth
AG bezogen. Diese wurden mit einem entsprechenden Volumen RNase-freiem dH,0
versetzt, um eine Ausgangskonzentration von 100 uM zu erhalten. Die geltsten Primer

wurden schlief8lich bei -20 °C gelagert.
2.2.3.2. RNA-Isolation

Die in 6-Well-Platten kultivierten MDA-MB-231,LASP1 Zellen wurden bei einer
Konfluenz von 80 % in insgesamt 400 pl RNA Lysis Buffer T (200 ul/ 6-Well) lysiert und in
in ein 1,5 ml Reaktiongefal liberfiihrt. Die nachfolgende RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe
des peqGOLD Total RNA Kits gemall dem Protokoll des Herstellers.

Zur Homogenisierung wurde das Lysat auf eine DNA Removing Column pipettiert und
bei 12000 x g 1 min zentrifugiert. Der Saulendurchfluss wurde anschlieRend 1:1 mit
70 % Ethanol versetzt und durch Vortexen gemischt. Ferner wurde die Probe auf die
PerfectBind RNA Column pipettiert und 1 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die mit RNA
beladene Silikatmembran wurde daraufhin mit 500 ul RNA Wash Buffer | und 600 pul RNA
Wash Buffer Il bei 10000 x g fiir 15 s gewaschen. Der letzte Waschritt wurde wiederholt.
Zum Trocknen der Membran erfolgte eine zweiminitige Zentrifugation bei 10000 x g.
AbschlieRend wurden 50 pl RNase-freies dH,0 direkt auf die Matrix pipettiert und die
PerfectBind RNA Column in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefall 1 min bei 5000 x g

zentrifugiert. Das gewonnene Eluat wurde bei -80 °C weggefroren.
2.2.3.3. Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration/-Reinheit

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der isolierten RNA erfolgte mit Hilfe
eines UV/VIS-Spectrophotometers. Hierbei wurden 10 pl RNA-L6sung mit 190 pl TE-
Puffer versetzt. Durch Absorptionsmessung des verdiinnten Aliquots bei einer

Wellenlange von 260 nm, konnte die RNA-Konzentration bestimmt werden. Da eine
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Absorptionseinheit Azeo-Einheit 40 pg RNA/ml entspricht, berechnet sich die

Konzentration wie folgt:

concena (Hg/ml) = Absorptionaeo x 40 x Verdinnungsfaktor

Die zusatzliche Messung des Extinktionskoeffizienten bei 280 nm gibt Aufschluss tGber
die Reinheit der Probe. Reine RNA besitzt ein Azeo/280-Verhaltnis von 2,0. Somit sollte das
Azso/280-Verhdltnis der isolierten RNA > 2,0 sein, um eine Proteinkontamination

ausschlieBen zu kdnnen (J. A. Glasel 1995).
2.2.3.4. RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Beurteilung der Qualitdat der isolierten RNA wurde eine RNA-Agarose-
Gelelektrophorese durchgeflhrt. Hierfir wurde zuerst ein 1 % Agarose-Gel hergestellt.
Dazu wurden 0,3 g Agarose mit 30 ml TAE-Puffer (1X) in einem Erlenmeyerkolben in der
Mikrowelle aufgekocht, sodass eine klare, schlierenfreie Losung entstand. Nach
Abkihlen auf circa 60 °C, wurden 1,2 pl GelRed™ zugegeben und in die
Elektrophoresekammer zum Aushéarten gegossen. Von den zu untersuchenden Proben
wurden anschlieBend 5 pl RNA 1:1 mit LB®-Puffer (2X) verdiinnt und in die Taschen
transferiert. Das Gel lief 30 min bei einer Spannung von 70 V. Als Laufpuffer wurde TAE-
Puffer (1X) verwendet. Zum Auswerten des Gels, wurde es auf einem Tansilluminator
unter UV-Licht betrachtet. Bei intakter, weder denaturierter, noch mit DNA
verunreinigter RNA, sollten die 28S und 18S rRNA als zwei scharfe Banden deutlich zu

erkennen sein (P. S. Aranda, D. M. LaJoie et al. 2012).
2.2.3.5. Reverse Transkription

Die Reverse Transkription, die Ubersetzung einer RNA in die komplementire cDNA,
wurde durch Gebrauch des High-Capacity Reverse Transkription Kits der Firma Thermo
Fisher Scientific realisiert. Die cDNA-Synthese erfolgte dabei gemal Herstellerangaben.
Insgesamt wurden 0,5 pg Gesamt-RNA umgesetzt. Hierzu wurde zu Beginn in
Abhdngigkeit der RNA-Konzentration ein dementsprechendes Volumen der isolierten
RNA mit RNase-freiem dH;0 auf 10,5 ul Gesamtvolumen aufgefiillt. Der Ansatz wurde

anschliefend durch Zugabe das 2X RT Master Mix (vgl. Tab. 2.3) komplementiert und in
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einem Thermocycler (peqSTAR 96X, Peqlab Biotechnologie) unter Ausfiihrung des RT-
Programmes (vgl. Tab. 2.4) in cDNA umgewandelt. Nach Ablauf des Programmes und
Abkiihlen des Thermocyclers auf circa 40 °C wurden je 10 ul gewonnene cDNA 1:3 mit

RNase-freiem dH,0 verdiinnt. Die Aliquots wurden bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2.3. Ansatz des 2X RT Master Mix

Reagenzien Volumen (ul)/ Reaktion
10X RT Buffer 2,0
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X RT Random Primers 2,0
Multiscribe™ Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0
RNase-freies dH,0 3,2

Tabelle 2.4. Programm der Reversen Transkription

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur 25°C 37°C 85 °C 4°C
Zeit 10 min 120 min 5 min oo

2.2.3.6. Quantitative Real-Time PCR (RT-PCR)

Die Real-Time PCR erfolgte am ViiA™7 (Thermo Fisher Scientific) unter Verwendung des
SYBR® Select Master Mix gemal} Protokoll des Herstellers.

Zu Beginn wurde der frisch angesetzte Master Mix (vgl. Tab. 2.5) auf die 384-Well-Platte
pipettiert (9ul/ 384-Well). Die aliquotierten cDNA Proben wurden auf Eis aufgetaut und
a 1 pl/ 384-Well dem Master Mix zugegeben. Die Proben wurden dabei zweifach auf-
getragen. Um eine spezifische Standardkurve der zu untersuchenden Genen zu erhalten,
wurde ferner eine 1:5-Verdiinnungsreihe erstellt. Dazu wurden 10 ul cDNA 1:3, 1:15,
1:75, 1:375 und 1:1875 mit RNase-freiem dH,0 verdiinnt. Anschliefend wurde je 1 pl
der jeweiligen Verdliinnung zu den 9 pl Master Mix pro 384-Well beigefligt. Jede Ver-

diinnung wurde als Triplett aufgetragen. Zusatzlich wurden zwei Wells mit 1 pl RNase-

-44 -



MATERIAL UND METHODEN

freiem dH,0 und 9 ul Mastermix befillt. Diese wurden als NTCs (non-template control)
benutzt. Ein Versuchsansatz, zur Genexpression eines bestimmten Gens, bestand somit

aus einer Verdiinnungsreihe, zwei NTCs und den cDNA Proben (vgl. Abb. 2.1).

Abbildung 2.1. Pipettierungsschema einer RT-PCR zur Genexpressionsanalyse von LASP1

Nachdem die Ansatze prapariert waren, wurde die 384-Well-Platte unter Applikation
des MicroAmp® Optical Adhesive Films (Life Technologies) luftdicht verschlossen, 10 s
bei 900 x g zentrifugiert und in den vorprogrammierten PCR Thermocycler (vgl. Tab. 2.6)
gestellt. Das Programm lief insgesamt 1,5 h. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der
ViiA™ 7 Software. Zur Analyse der relativen Genexpression wurde die AACT-Methode
verwendet (K. J. Livak and T. D. Schmittgen 2001). Die aus der Verdiinnungsreihe
generierte Standardkurve erlaubte die Errechnung der Primereffizienz, sowie der
absoluten Genexpression. Dariliber hinaus konnten die Ergebnisse der AACT-Methode

verifiziert werden (A. Larionov, A. Krause et al. 2005).

Tabelle 2.5. Ansatz des RT-PCR Master Mix

Reagenzien Volumen (pl)/ Reaktion
RNase-freies dH,0 3,0
SYBR® Select Master Mix 5,0
Forward Primer (5 uM) 0,5
Reverse Primer (5 uM) 0,5
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Tabelle 2.6. Programm der RT-PCR

Schritt Temperatur ** Dauer Cycles
Hold Stage
= UDG-Aktivierung 50 °C 2 min Hold
PCR Stage ﬂ ¥
= AmpliTag® Polymerse-/ 95 °C 2 min Hold
UP-Aktivierung ﬂ *
=>» Denaturierung 95410*9 1s 40
= Annealing/ Extending 60 °C 30s 40
Melt Curve Stage Jl*
=>» Primerspezifitat 95 °C 15s Hold
GOiiEI 60 s Hold
95 °C 15s Hold

Wichtig: Zwischen den Schritten * betrug AT: +/-1,60°C/s
Zwischen den Schritten * betrug AT: +/-0,05°C/s

2.2.3.7. DNA-Mikroarray & ,,Functional Enrichment Analysis”

Der DNA-Mikroarray ist eine biochemische, bioinformatische Technik, die dhnlich wie
die Real-Time PCR zur Untersuchung der Genexpression verwendet wird (R. N. Nazar, P.
Chen et al. 2010). Hierbei werden die zu untersuchenden Proben, nachdem sie mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden, auf die einzelnen Testfelder der
Mikroarrays, i.d.R. Siliziumchips, aufgebracht. Da die Testfelder wiederum mit diversen,
fluoreszenzmarkierten DNA Einzelstrangen beschichtet sind, entsteht im Falle einer
Komplementaritdt beider Nukleotidsequenzen eine Mischfarbe, die durch eine
Laserkamera detektiert, analysiert und ausgewertet wird (T. G. Grunewald, S. M.
Pasedag et al. 2009).

Die resultierenden Daten kénnen anschlieBend mit Hilfe einer ,, Functional Enrichment
Analyse” durch die Software ,FunRich” bzgl. signfikanter Abnahmen bzw. Zunahmen
einzelner Gene, Proteine, sowie ,,Reponse Elements” der jeweiligen Promotoren auf der

DNA untersucht werden (M. Pathan, S. Keerthikumar et al. 2015).

- 46 -



MATERIAL UND METHODEN

2.2.4. Etablierung eines Matrix-Degradations-Assays

Der Matrix-Degradations-Assay ermaoglicht die Visualisierung der Invadopodienaktivitat
humaner Brustkrebszellen (MDA-MB-231) in vitro (V. V. Artym, K. M. Yamada et al.
2009).

Hierfir bedarf es primar der Prdparation einer Gelatinelésung, welche mit dem
Fluoreszenzfarbstoff NHS-Rhodamin zu markieren ist. Dazu wurden 0,18 g Natrium-
chlorid und 100 mg Gelatine in einem Becherglas mit 50 ml Natriumborat-Puffer
gegeben. Zur Lésung der Gelatine wurde der Ansatz in der Mikrowelle erhitzt, bis sich
eine klare Losung ergab. Die erkaltete Loésung wurde anschlieend mit 1,8 mg NHS-
Rhodamin versetzt und fiir 2 h abgedunkelt bei RT magnetisch geriihrt. Das Gemisch
wurde nachfolgend unter Verwendung der Slide-A-Lyzer™ Dialyse-Kassette unter
langsamen Rihren bei 4 °C in 1 | PBS Uber einen Zeitraum von 24 h dialysiert.
Zur Equilibration wurde diese vor Gebrauch fiir 1 min in PBS getaucht. Mit Hilfe einer
Einmalspritzte wurde die Kassette nachfolgend mit 3 ml NHS-Rhodamin-Gelatine befiillt.
Der PBS-Dialysepuffer wurde hierbei in den ersten 4 h nach je 2 h erneuert. Ab-
schlieRend wurde die NHS-Rhodamin-Gelatine in 0,5 ml-Aliquots abgefiillt und
lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.

Zum Beschichten der 15 mm-Coverslips mit NHS-Rhodamin-Gelatine, wurden diese in
einem ersten Schritt in eine 12-Well-Platte (1 Coverslip/ Well) platziert und fir 15 min
auf Eis mit je 1 ml 0,5 % Glutaraldehyd-Losung inkubiert. Alle darauffolgenden Schritte
wurden zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes NHS-Rhodamin mit einer Alufolie
abgedunkelt durchgefiihrt. Nach Absaugen der Losung wurden je Coverslip 150 pl
Sucrose-Gelatine-Mischung, bestehend aus 147 pl NHS-Rhodamin-Gelatine und 3 ul
erwarmter Sucroselosung, pipettiert. Die 12-Well-Platte wurde 15 min bei RT inkubiert.
Die Coverslips wurden danach 3-mal mit je 1 ml PBS gewaschen, in 1 ml 70 % Ethanol
far 15 min bei RT und in 1 ml FBS-freiem RPMI1640 Medium fir weitere 15 min bei
38 °Cund 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Der letzte Schritt wurde mit serumhaltigem

Medium zweimal wiederholt.
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Bevor die Zellen mit einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat wurden, wurden die
beschichteten Coverslips in neue mit je 1 ml RPMI1640 Medium befiillte 12-Wells
transferiert.

Nach Inkubation von 20 h - 24 h bei 38 °C und 5 % CO;im Brutschrank, wurden die Zellen
mit 1 ml PBS gewaschen, mit 0,8 ml 4 % PFA/ PBS fixiert (10 min auf Eis), 5-mal wiederum
mit je 1 ml PBS gewaschen, mit 1 ml NH4Cl Gberschichtet (10 min bei RT) und vor dem
Blocken mit 0,8 ml 5 % Goat-Serum/ PBS (30 min bei RT) mit 1 ml 0,1 % Triton™ X-100/
PBS permeabilisiert (10 min bei RT).

Zum Einfarben der Aktinstrukturen wurden die Deckglaschen mit 300 ul in Goat-Serum
verdinntem Oregon Green® 488 Phalloidin (1:20) fir 1h bei RT bedeckt (J. Small, K.
Rottner et al. 1999). Die Coverslips wurden anschlieBend 3-mal mit je 1 ml PBS
gewaschen. Um die Zellkerne mikroskopisch darzustellen, wurde im letzten
Waschschritt DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol; 1:1000) in PBS direkt pipettiert und
1 min bei RT inkubiert (B. Chazotte 2011). Zum Schluss wurden die Coverslips in
destilliertes Wasser getaucht und mit 10 ul Mowiol auf dem Objekttrager fixiert. Die
praparierten Deckglaschen wurden lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.

Die omnifokale Mikroskopie erfolgte an einem Zeiss BZ 9000 Fluoreszenzmikroskop der
Hepatologie des Universitatsklinikums Wirzburg. Die Bilder wurden mit der Software

BZ-1l Viewer analysiert.
2.2.5. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen erfolgten unter Verwendung von Microsoft Excel. Die in der
vorliegenden Arbeit abgebildeten Grafiken wurden unter Berechnung der Mittelwerte
und Standardfehler aus mindestens 4 unabhdngigen Werten jeweils erstellt. Die
mathematische Signifikanz wurde mittels ,,Unpaired Student’s t-Test” bestimmt. Bei
p-Werten < 0,05 wurde das Resultat als statistisch signifikant bezeichnet und mit
einem Stern (*) in der dementsprechenden Grafik gekennzeichnet. Ergebnisse mit
p-Werten < 0,01 sind hoch signifikant und mit zwei Sternen (**) markiert, wahrend
p-Werte < 0,001 (***) einer Uberschreitungswahrscheinlicht, die als héchst signifikant

definiert ist, entsprechen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. EINFLUSS VON LASP1 AUF DIE MATRIXDEGRADATION IN INVADOPODIEN
HUMANER BRUSTKREBSZELLEN (MDA-MB-231)

Bereits bekannt ist, dass der Knockdown von LASP1 in humanen Makrophagen die
Matrixdegradation und somit das gesamt-invasive Potential der Zellen mindert,
wahrend die Bildung der Podosomen selbst nicht beeinflusst wird (M. Stolting, C.
Wiesner et al. 2012). LASP1 ist allerdings nicht nur in Makrophagen vorzufinden,
sondern wird in vielen Tumorentitaten Uberexprimiert - unter anderem auch in
Brustkrebszellen und Zelllinien (BT20, MCF-7, MDA-MB-231) (l. Bieche, C. Tomasetto et
al. 1996). Neben einer nukledren sowie perinukledren Lokalisation, ist LASP1 dort an
Fokalkontakten lokalisiert (T. G. Grunewald, U. Kammerer et al. 2007). In diesen
Bereichen befinden sich wiederum Podosomen-adhnliche Gebilde, sogenannte
Invadopodien (D. A. Murphy and S. A. Courtneidge 2011). Dies legt die Vermutung nahe,
dass LASP1, neben der Regulation der Matrixdegradation in Podosomen, zusatzlich
die Invadopodienaktivitit humaner Brustkrebszellen beeinflusst. Fir weitere
Untersuchungen wurden daher die stabil mit shLASP1 transfizierte und invasive

Brustkrebszelllinie MDA-MB-231s,LASP1 eingesetzt (R. Perera 2010)

3.1.1. Stabiler LASP1 Knockdown in MDA-MB-231 Zellen

Fiir die Knockdown Vorversuche wurden die in der Arbeitsgruppe generierten
MDA-MB-231s,.LASP1 Zellen nach Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % in
verschiedenen Zelldichten (5 x 10* Zellen/ml, 8 x 10% Zellen/ml und 2 x 10° Zellen/ml)
ausgesat und mit unterschiedlichen Doxycyclinkonzentrationen (0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml
und 1,0 pg/ml) fir 72 h, 96 h bzw. 120 h behandelt. Ein Vergleich zwischen Kontroll-
zellen (CO) und Knockdownzellen (KD) im Western Blot zeigte, dass LASP1 > 90 %
herunterreguliert wurde, sofern die Zellen bei einer Anfangskonzentration von
5 x 10% Zellen/ml fiir 96 h in 0,5 pg/ml Doxycyclin-haltigem Medium inkubiert wurden
(vgl. Abb. 3.1).
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Cco KD Cco KD
MDA-MB-231_, LASP1

Abbildung 3.1. Western Blot stabil transfizierter MDA-MB-231shLASP1 Zellen. Nach 96 h
Inkubation in 0,5 pg/ml Doxycyclin-haltigem Medium wurde LASP1 = 90 % herunterreguliert.
RB-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.

Durch die Gabe von Doxycyclin wird zusatzlich zur LASP1 shRNA, das im Vektor
eingebaute rot fluoreszierende Protein TurboRFP aktiviert. Dies ermdglicht, neben der
Kontrolle der Induktion der LASP1 shRNA, die Evaluation der Transfektionseffizienz
unter dem Fluoreszenzmikroskop (B. J. Naughton, D. D. Han et al. 2011). Dazu wurden
10 ul des Resuspensats der vorbehandelten Zellen zur mikroskopischen Auswertung auf
Coverslips  pipettiert. Alle Zellen fluoreszierten rot (vgl. Abb. 3.2). Die
Transfektionseffizienz lag somit bei nahezu 100 %. Konsekutiv wurde LASP1 shRNA in

allen Zellen exprimiert.

Abbildung 3.2. Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels Fluoreszenzmikroskopie.
Die Gegeniberstellung der Brightfield-Aufnahme (A) stabil transfizierter MDA-MB-231,,LASP1
Zellen nach Behandlung mit 0,5 pg/ml Doxycyclin mit der korrespondierenden
Immunfluoreszenz-Aufnahme (B) bei 40-facher VergréRerung zeigt, dass samtliche Zellen via
TurboRFP Induktion rot fluoreszieren und somit shLASP1 exprimieren.
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3.1.2. Degradationsverhalten von Invadopodien humaner Brustkrebszellen mit bzw.

ohne stabilem LASP1 Knockdown

Nachdem die Bedingungen zum Erhalt eines stabilen LASP1 Knockdowns (> 90 %)
optimiert wurden, konnte mit Hilfe des Matrix-Degradations-Assays das invasive
Potential von Invadopodien stabil transfizierter MDA-MB-231,,LASP1 Zellen mit und
ohne Doxycyclin Induktion verglichen werden.

Die Zellen wurde dabei 96 h in 0,5 pg/ml Doxycyclin-haltigem Medium kultiviert, bevor
diese zur Visualisierung der Invadopodienaktivitdt auf NHS-Rhodamin-Gelatine
ausgesat, 20 h spater fixiert und mit DAPI sowie Phalloidin eingefarbt wurden. In gleicher
Weise wurde mit den Kontrollzellen verfahren. Die resultierenden Coverslips wurden
unter Verwendung des Keyence BZ 9000 bei 60-facher VergroRerung verglichen.

In Abbildung 3.3 sind stabil transfizierte MDA-MB-231s,LASP1 vor und nach Doxycyclin-
Behandlung gegeniibergestellt. Die Zellkerne erscheinen durch eine DAPI Farbung blau,
wahrend das Aktinskelett griin gefarbt wurde (vgl. Abb. 3.3 A-B). Der Abbau der Gelatine
durch Invadopodien-assoziierte Proteasen (v.a. MMPs) flhrt zu Fluoreszenz-negativen
Stellen, die als schwarze FraRlocher in der NHS-Rhodamine-Gelatine zu sehen sind. Ein
Vergleich der Gelatine der Kontrollzellen (CO) und Knockdownzellen (KD) zeigt, dass
nach Herunterregulation von LASP1 die Anzahl an FraRl6cher, sowie deren Durchmesser
deutlich vermindert ist (vgl. Abb. 3.3 C+C’). Dies deutet auf eine Abnahme der
Invadopienaktivitat in Folge des LASP1 Knockdowns hin.

Durch das Einfarben der Aktinstrukturen mit Phalloidin werden nicht nur zelluldre
Umrisse dargestellt, sondern zugleich Konzentrationspunkte invadopodialer Strukturen
(blaue Pfeilspitze) sichtbar. Die orange-gelben Punkte (weille Pfeile) stellen hingegen
aktiv degradierende Invadopodien dar (vgl. Abb. 3.3 D+D").

Die Gegeniiberstellung der Uberlagerungsaufnahmen vor bzw. nach Doxycyclin-Gabe
gibt Aufschluss bzgl. eines regulierenden Effektes von LASP1 auf das invasive Potential
humaner Brustkrebszellen. Der Knockdown von LASP1 inhibiert die Bildung der
Invadopodien nicht, reduziert allerdings deren Matrixdegradationskapazitat signifikant

(vgl. Abb. 3.3 D+D’).
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Abbildung 3.3. Die Matrixdegradation in Invadopodien humaner Brustkrebszellen wird durch
einen LASP1 Knockdown beeintrichtigt. Detektion der Invadopodienaktivitdit  stabil
transfizierter MDA-MB-231,,LASP1 Zellen mittels omnifokaler Fluoreszenzmikroskopie.
Kontrollzellen (CO) und Knockdownzellen (KD) wurden auf NHS-Rhodamin-Gelatine ausgesat
und nach 20 h fixiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau, das Zytoskelett mit Phalloidin griin
gefarbt. Die Matrixdegradation ist als schwarze Fressstelle im Gelatinefilm sichtbar. Wahrend in
der Uberlagerung die griinen, zirkuldren Ansammlungen inaktive Invadopodien reprisentieren
(blaue Pfeispitze), stellen die orange-gelben Punkte (angedeutet durch weiBe Pfeile) aktiv
degradierende Invadopodien zum Zeitpunkt der Fixation dar. GroRenbalken: 20 um.
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Zuletzt wurde der LASP1 Knockdown im Western Blot verfiziert. Unter Verwendung von
B-Aktin als Ladungskontrolle ist erkennbar, dass LASP1 um = 90 % nach 96 h Inkubation

mit 0,5 ug/ml Doxycyclin herunterreguliert wurde (vgl. Abb. 3.4).

38kDa D - Lase

42 kDa R e S e R-Aktin

co KD co KD
MDA-MB-231_, LASP1

Abbildung 3.4. Western Blot stabil transfizierter MDA-MB-231,,LASP1 Zellen ohne (CO) bzw.
mit 0,5 ug/ml Doxycyclin (KD) im Medium. LASP1 ist nach 96 h Inkubation mit Doxycyclin
deutlich herunterreguliert. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.

-53-



ERGEBNISSE

3.2. REGULATION DER GENEXPRESSION DER MATRIX-METALLOPROTEASEN
DURCH LASP1

Wie den vorigen Ergebnissen zu entnehmen ist, beeinflusst LASP1 nicht nur die
Matrixdegradation in Podosomen, sondern auch die Invadopodienaktivitat humaner
Brustkrebszellen. Nachfolgend wurde daher der zugrundeliegende Mechanismus naher
untersucht.

Hierbei ist zu berlicksichtigen, dass der zur Zellmigration notwendige Abbau der
Extrazellularmatrix vorwiegend durch Matrix-Metalloproteasen geschieht (C. Gialeli, A.
D. Theocharis et al. 2011).

Jingste Untersuchungen von Duvall-Noelle in Brustkrebszellen beschreiben einen
transkriptionellen Effekt von LASP1 auf diverse Gene der Zelladhasion (N. Duvall-Noelle,
A. Karwandyar et al. 2015). In den hinterlegten Mikroarraydaten findet man allerdings
auch die Regulation von MMP1 und MMP9.

Mikroarraydaten nach LASP1 Knockdown in den MDA-MB-231,,LASP1 Zellen, die am
Institut durch Prof. Dr. Elke Butt erhoben und mir zur Verfligung gestellt wurden, zeigten
zudem erniedrigte Werte fir die Matrix-Metalloproteasen MMP1 und MMP3 (vgl.
Anhang der Mikroarraydaten; S. 101).

Zum Nachweis einer evtl. Regulation der Genexpression durch LASP1, welche das
invasive Potential humaner MDA-MB-231 Zellen nachhaltig beeinflusst, wurden die
obig-genannten Mikroarraydaten, zusammen mit weiteren Genen, die an der
Matrixdegradation beteiligt sind, mittels Real-Time PCR (RT-PCR) untersucht bzw.
verifiziert.

Neben MMP1, MMP3 und MMP9, wurde die Genexpression von MMP2, als sekundare
Gelatinase, getestet (J. F. Woessner, Jr. 2002). Zusatzlich wurde die membranstandige
MMP14 Gberprift (H. Sato, T. Takino et al. 1994). Somit wurde aus jeder der insgesamt
4 Gruppen der Matrix-Metalloproteasen ein Vetreter ausgewahlt und bzgl. einer
transkriptionellen Regulation durch LASP1 untersucht (M. Polette, B. Nawrocki-Raby et
al. 2004).
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Das Protein TFB1IM (Transcription Factor B1, mitochondrial) wurde als zusatzliche
interne Kontrollle mit in die qRT-PCR Analyse aufgenommen, da die mRNA ebenfalls

stark durch LASP1 herunterreguliert wurde (vgl. Anhang der Mikroarraydaten; S. 101).

3.2.1. Stimulation stabil transfizierter MDA-MB-231,,LASP1 Kontroll- und Knockdown-

zellen mit Forskolin

Zur Verifizierung der in den Mikroarrays beobachteteten Regulation einzelner Matrix-
Metalloproteasen sollten qRT-PCRs durchgefiihrt werden.

Dazu wurde in einem ersten Schritt LASP1 unter Applikation von Doxycyclin in stabil
transifizierten MDA-MB-231,,LASP1 Zellen herunterreguliert. Ferner wurden Kontroll-
und Knockdownzellen unmittelbar vor der Lyse fir 30 min mit je 10 uM Forskolin
stimuliert, um eine phosphorylierungs-abhangige Anreicherung von LASP1 im Nukleus
zu erzielen (S. Mihlan, C. Reiss et al. 2013).

Der Knockdown, sowie die Phosphorylierung von LASP1 wurden anschlieRend im
Immunblot evaluiert. Neben einer Reduktion der LASP1 Proteinexpression um
durchschnittlich 80 — 90 %, konnte auch ein erhdhter Anteil an phospho-LASP1 (pLASP1)
nach Stimulation mit Forskolin, sowohl in den Kontrollzellen (CO) als auch in den

Knockdownzellen (KD) konstatiert werden (vgl. Abb. 3.5).

MDA-MB-231,,LASP1
42kDa SN S S S -Aktin
38 kDa - - LASP1
302 WD s s o 1sp1

co KD co KD

- Forskolin + Forskolin

Abbildung 3.5. Anstieg an pLASP1 nach Forskolin-Stimulation stabil transfizierter MDA-MB-
231,,LASP1 Zellen. Wahrend LASP1 nach 96 h Behandlung mit 0,5 pg/ml Doxycyclin um
durchschnittlich 80 — 90 % herunterreguliert wurde, ist nach 30 min Stimulation mit 10 uM
Forskolin eine zusatzliche Zunahme an pLASP1 in Kontrollzellen (CO) sowie Knockdown-
zellen (KD) sichtbar.
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3.2.2. Qualitat und Quantitat der isolierten RNA

Die Lysate wurden sodann unter Verwendung des peqGOLD Total Total RNA Kits (Peglab
Biotechnologie, Deutschland) fiir eine RNA-Isolation aufbereitet.

Photometrische Messungen ergaben ein mittleres Azso/280-Verhaltnis von 2,2 £ 0,2. Eine
Proteinkontamination konnte damit ausgeschlossen werden (J. A. Glasel 1995). Des
Weiteren belegt die Detektion der 28S und 18S rRNA in Form von zwei scharfen Banden
in der RNA-Agarose-Gelelektrophorese (vgl. Abb. 3.6), dass diese weder denaturiert,
noch mit DNA verunreinigt sind (P. S. Aranda, D. M. LaJoie et al. 2012).

Die Konzentration der extrahierten RNA wurde wiederum durch mathematische
Verwertung der Absorptionswerte bei 260 nm errechnet. Diese lag durchschnittlich bei
120 + 25 pg/ml, sodass bei einem maximalen RNA-Volumen von 10,5 pl/Reaktionsansatz

insgesamt 0,5 pg Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben werden konnte.

MDA-MB-231,,LASP1

28S rRNA
18S rRNA

- Forskolin + Forskolin

Abbildung 3.6. RNA-Agarose-Gelelektrophorese zur Qualitdtsbestimmung der extrahierten
RNA. Auf dem Gel wurde die isolierte RNA stabil transfizierter MDA-MB-231,,LASP1
Kontroll- (CO) und Knockdownzellen (KD) mit bzw. ohne Forskolin-Stimulation aufgetragen. In
allen Proben sind zwei scharfe Banden zu erkennen, die die ribosomale 28S und 18S rRNA
reprasentieren.
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3.2.3. RT-PCR: Spezifitat und Effizienz der designten Primer

Folgende Gene wurden analysiert; die entsprechenden Primersequenzen sind im

Methodenteil (vgl. 2.1.4) aufgefiihrt:

Name des Primers Verwendung
RPLPO (Ribosomal Protein, Large, PO) Referenzgen
LASP1 (LIM And SH3 Protein 1) interne Kontrolle

TFB1M (Transcription Factor B1, mitochondrial) interne Kontrolle
MMP1 (Matrix-Metalloproteinase 1)

MMP2 (Matrix-Metalloproteinase 2)

MMP3 (Matrix-Metalloproteinase 3)

MMP9 (Matrix-Metalloproteinase 9)

MMP14 (Matrix-Metalloproteinase 14)

Zur Aufklarung eines regulatorischen Effektes von LASP1 auf die Genexpressionsrate
wurden fiir jeden Primer determinierte Abschnitte der zuvor hergestellten cDNA
(vgl. 3.2.2) am ViiA™ 7 PCR System amplifiziert. Die resultierenden Amplifikationsplots
(vgl. Abb. 3.7) wurden anschlieBend durch die ViiA™ 7 PCR System Software

ausgewertet.
Amplification Plot hLASP1
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Abbildung 3.7. Darstellung eines Amplifikationsplots zur Genexpressionsanalyse am Beispiel
von LASP1. Durch die Behandlung mit 0,5 ug/ml Doxycyclin steigt der CT (cycle threshold)-Wert
von = 21 auf = 23,5 (e). Da 1 CT & 2", ergibt sich eine Abnahme der Genexpression von LASP1
um den Faktor 5,5 nach dessen Knockdown. Die 1:5-Verdiinnugsreihe ist griin (®) dargestellt.
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Bevor die generierten Daten zur quantitativen Analyse per AACT-Methode in
Excel exportiert wurden, sollte die Spezifitdt und Effizienz der designten Primer
bestimmt werden.

Der Nachweis der Primerspezifitat erfolgte unter Etablierung eines ,,Melt Curve Stages”
unmittelbar nach dem PCR-Lauf. Dabei wurde die DNA durch kontinuierliche
Temperatursteigerung um 0,05 °C/s aufgeschmolzen. Aufgrund differenter Wasserstoff-
briickenbindungen der Guanin-Cytosin bzw. Adenin-Thymin Basenpaare und deren
Anordnung innerhalb der DNA-Fragmente, ergeben sich spezifische Schmelz-
temperaturen der Amplicons. Dies ermoglicht deren Unterscheidung im Rahmen einer
Schmelzkurvenanalyse. Dabei sollte ein eindeutiger, scharfer Peak zu beobachten sein
(Bianca Holzapfel and Lucia Wickert 2007).

Wie in Abbildung 3.8 zu erkennen ist, zeichnet sich bei allen designten Primer
ein dementsprechender Peak ab. Dadurch wurde sichergestellt, dass gezielt
nur einzelne Gene amplifiziert wurden. Unspezifische DNA-Strange wurden nicht

kodiert (vgl. Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8. Schmelzkurvenanalyse zur Bestimmung der Primerspezifitidt. Der solitdre,
scharfe Peak in den Schmelzkurven der Primer manifestiert deren hohe Spezifitat.
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Die Primereffizienz (E) wurde mit Hilfe einer Standardkurve berechnet (vgl. Abb. 3.9).
Diese wurde lber die CT-Werte der jeweiligen Verdiinnungsreihe grafisch erstellt. Mit
einer Regressionsgeraden durch die Kurve und der Steigung -m ergibt sich fir die
Primereffizienz (E): E = 10¥™ -1. Eine Steigung m von -3,32 entspricht dabei einer
Effizienz von 1 (£ 100 %) (Christine S. Booth, Elsje Pienaar et al. 2010).

Dadurch ergibt sich flir die in der quantitativen RT-PCR verwendeten Primer eine

Effizienzspanne von 85-120 %. Die einzelnen Werte wurden in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Tabelle 3.1. Primereffizenz (E)

40
) Primereffizienz
Primer Name 35
(%) o~ 30 o
hRPLPO 92,0 T~ o571
\ E
hLASP1 95,2 20@
y =-3,4433x + 19,91 15:
hTFB1M 110,0 >}j\
100
hMMP1 89,9 5 <
hMMP2 99,9 T 0
hMMP3 91,6 4.0 2,0 0.0
l0g,0 RNA (ng/rxn)
hMMP9 120,3 Abbildung 3.9. Darstellung einer typischen

Standardkuve zur Berechnung der Primer-

hMMP14 86,0 .. ,
effizienz am Beispiel von LASP1.

3.2.4. Relative Genexpressionsanalyse mittels AACT-Methode

Nachdem die Primerspezifitat und -effizienz ermittelt wurde, konnte eine quantitative
Genexpressionsanalyse zur Feststellung eines transkriptionellen Effektes von LASP1
durchgefiihrt werden. Dies geschah unter Anwendung der AACT-Methode (K. J. Livak
and T. D. Schmittgen 2001). Als Referenzgen wurde RPLPO verwendet. Der Versuch
bestand aus 4 Ansatzen a 4 Proben (n=4) und wurde zweimal wiederholt.

Abbildung 3.10 zeigt, dass tatsachlich eine Regulation der Genexpression in Folge des
LASP1 Knockdowns zu beobachten ist. Die Herunterregulation von LASP1 (vgl.
Abb. 3.10 A) fiihrte, wie zuvor in den Mikroarrays beobachtet, auch in der RT-PCR zu

einer signifikanten Abnahme der Genexpression der Matrix-Metalloproteasen MMP1,
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-3 und -9, sowie des Kontrollproteins TFB1M (vgl. Abb. 3.10 B-C, E-F). MMP2, die als
sekundare Gelatinase Uberprift werden sollte, wurde nach dem stabilen Knockdown
hochreguliert (vgl. Abb. 3.10 D). Der LASP1 Knockdown hatte keinen Effekt auf die
membranstandige MMP14 (vgl. Abb. 3.10 G).

Die Stimulation mit Forskolin hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die relativen
LASP1-induzierten Expressionseffekte der untersuchten Gene (vgl. Tab. 3.2). In
Abbildung 3.10 ist allerdings zu erkennen, dass Forskolin selbst die Transkription zu
regulieren vermag. Wahrend die relative mRNA Expression von MMP2 nach Inkubation
mit Forskolin, um den Faktor 11,2 zunimmt (vgl. Abb. 3.10 D), wird die Genexpression
von MMP1 und MMP3 um den Faktor 3,1 bzw. 3,8 reduziert (vgl. Abb. 3.10 C+E). In den

Folgeexperimenten wurde daher auf die Forskolinstimulation verzichtet.

Zusammenfassend konnte durch relative Quantifizierung per AACT-Methode ein
transkriptioneller Effekt von LASP1 auf Matrix-Metalloproteasen nachgewiesen werden.
Wahrend die relative mRNA-Expression von MMP1, MMP3 und MMP9 durch LASP1

hochreguliert wird, wird die Genexpression von MMP2 herunterreguliert.

Tabelle 3.2. ,Fold-Change“ der mRNA-Transkription nach Doxycyclin-Behandlung (ohne & mit
zusatzlicher Forskolin-Inkubation)

Doxycycline (- Forskolin) Doxycyclin (+ Forskolin)
LASP1 - 6,59 -5,77
TFB1M -2,27 - 2,58
MMP1 -1,62 - 1,55
MMP2 +1,70 +1,89
MMP3 -1,93 -2,09
MMP9 -1,45 -1,26
MMP14 + 1,06 +1,11
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Abbildung 3.10. Relative Genexpressionsanalyse zum Nachweis eines transkriptionellen
Effektes von LASP1 auf Matrix-Metalloproteasen. Wahrend der Knockdown von LASP1 (A) eine
Abnahme der relativen mRNA-Expression von MMP1, MMP3 und MMP9 (C, E-F), sowie von
TFB1M (B) zur Folge hatte, wurde die Genexpression von MMP2 (D) hochreguliert. Ein
transkriptioneller Einfluss auf MMP14 wurde nicht beobachtet (G). Die Stimulation mit Forskolin
hatte zwar keine groReren Effekte auf die LASPl-abhangige Genregulation, beeinflusste
allerdings selbst die Transkription mitunter signifikant (C-F).
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3.2.5. Absolute Genexpressionsanalyse unter Etablierung einer Standardkurve

Die grafische Erstellung einer Gen-spezifischen Standardkurve aus den CT-Werten der
jeweiligen Verdiinnungsreihe ermoglichte, neben Bestimmung der Primereffizienz (E),
die absolute Quantifizierung der RT-PCR Daten (S. A. Bustin 2000).

Dabei wurde die Konzentration der Zielgene in Relation zum stabilen ,Housekeeping-
Gen“ RPLPO gesetzt. Nachdem diesem der Wert 1 zugeordnet wurde, konnten die
synthetisierte mMRNA-Menge der einzelnen Gene im Verhaltnis zu RPLPO ausgedriickt
werden. Das bedeutet im Falle von LASP1, dass die Gesamt-transkribierte mRNA von
LASP1 um den Faktor 5 geringer ist als die des Referenzgens RPLPO. Die errechneten

Absolutwerte sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt.

Tabelle 3.3. Absolutwerte der Zielgene

Gen Absolutwert (relativ zu RPLPO)
RPLPO 1
LASP1 1:5
TFB1M 1:15
MMP1 1:500
MMP2 1:8000
MMP3 1:50000
MMP9 1:625
MMP14 1:160
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3.3. KORRELATION ZWISCHEN APROTEINEXPRESSION UND AGENEXPRESSION
DER MATRIX-METALLOPROTEASEN NACH LASP1 KNOCKDOWN

3.3.1. Western Blot Analyse der MMP-Proteinexpression in stabil transfizierten

MDA-MB-2311LASP1 Zellen vor bzw. nach stabilem LASP1 Knockdown

Durch relative Quantifizierung der RT-PCR Daten konnte gezeigt werden, dass LASP1 die
mMRNA-Expression der Matrix-Metalloproteasen beeinflusst (vgl. 3.2.4). Da die mRNA
das Ausgangsprodukt der Proteinbiosynthese ist, sollte der transkriptionelle Effekt eine
nachweiRliche Anderung auf Proteinebene zur Folge haben (Y. Guo, P. Xiao et al. 2008).
Um dies zu verifizieren wurde die Proteinexpression von MMP1, MMP2, MMP3 und
MMP9 in stabil transfizierten MDA-MB-231,,LASP1 Kontroll- und Knockdownzellen per
Immunblot untersucht.

Insgesamt wurden 5 Proben pro Ansatz (n = 5) evaluiert. Der Versuch wurde zweimal
wiederholt. Dabei konnte bestitigt werden, dass die Anderung der Genexpression der
Matrix-Metalloproteasen durch LASP1 eine entsprechende Ab- bzw. Zunahme der
Proteinkonzentration nach sich zieht (vgl. Abb. 3.11). Im Falle von MMP1, MMP3 und
MMP9 war der resultierende Effekt auf Proteinebene signifikant (p <0,05) (vgl. Tab. 3.4).
Der vorher auf PCR-Ebene beobachtete Anstieg der MMP2 war auf Proteinebene nicht

mehr nachweisbar.

Tabelle 3.4. Vergleich der Konzentration der Matrix-Metalloproteasen in MDA-MB-231,,LASP1
Kontrollzellen (CO) und Knockdownzellen (KD). Die einzelnen Werte (n = 4) der Matrix-
Metalloproteasen (MMP1, -2, -3 und -9) in Kontroll- (CO) und Knockdownzellen (KD) wurden mit
Hilfe des Programmes Image) erfasst und mittels t-Test fir Mittelwertsgleichheit ausgewertet.
Die errechneten Signifikanzen lagen mit Ausnahme von MMP2 unter 0,05. Damit unterscheiden
sich dich Werte von MMP1, -3 und -9 zwischen den Kontroll- und Knockdownzellen signifikant.

Werte Mittelwert | Signifikanz p

co| 08 093 095 093 0,88 0,91
MMP1 KD 0:67 0:92 0254 O:79 0271 0273 0,022
MMP2 o 070 o7s o oss o | om | OO
MMPS o om os osa o7s om | oso | 0%
MwPS |V 0s 0ss o7 oss o043 | on0 | 0%
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Durch Berechnung des Korrelationskoeffizienten zwischen AProtein- und
AGenexpression konnte ferner ein positiv linearer Zusammenhang zwischen der mRNA
Konzentration und der resultierenden Proteintranskription konstatiert werden. Mit den
Werten 0,94 fir MMP1; 0,90 fir MMP2; 0,82 fiir MMP3 und 0,95 fir MMP9 lag in allen

Fallen eine hohe Korrelation vor.
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Abbildung 3.11. Gegeniiberstellung der Matrix-Metalloproteasen mRNA Expression und der
korrespondierenden Proteintranskription in MDA-MB-231,,LASP Kontroll- (CO) und Knock-
downzellen (KD). Wahrend eine korrespondierende Abnahme der Gen- sowie Proteinexpression
von MMP1, MMP3 und MMP9 nach dem LASP1 Knockdown zu beobachten ist, ldsst sich die
erhohte mRNA Konzentration fiir MMP2 auf Proteinebene nicht bestdtigen. MMP14 zeigt

keinerlei Veranderung.
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3.3.2. Western Blot Analyse der MMP-Proteinexpression in wt MDA-MB-231 Zellen

vor bzw. nach transientem LASP1 Knockdown

Wie zuvor beschrieben (vgl. 2.1.1), wurden die MDA-MB-231s,.LASP1 Zellen zur
Produktion eines stabilen LASP1 Knockdowns per lentiviraler Infektion generiert.
BekanntermalRen besteht im Rahmen dieser Methode die Mdglichkeit der Induktion sog.
,Off-target” Effekte. Es kann zu einem Mismatch zwischen shRNA und Ziel-mRNA (A. L.
Jackson, S. R. Bartz et al. 2003) bzw. zu einer unbeabsichtigten Aktivierung des
Interferon-Systems kommen (C. A. Sledz, M. Holko et al. 2003). Dies konnte die
Ergebnisse verfdlschen. Um derartige unspezifische Effekte auszuschlieffen, wurden die
Knockdown Experimente (vgl. 3.3.1) an Wildtyp (wt) MDA-MB-231 Zellen wiederholt.
Unter Einsatz des Transfektionsreagenzes Metafectene® wurde eine LASP1
spezifische siRNA inkorporiert (vgl. 2.2.1.6), um einen transienten LASP1 Knockdown
zu erreichen.

Der resultierenden Knockdown Effekt von LASP1 in wt MDA-MB-231 Zellen auf die
Proteinexpression der Matrix-Metalloproteasen war aquivalent zu den Resultaten
in den stabil transfizierten MDA-MB-231,,LASP1 Zellen. MMP1, MMP3 und MMP9
wurden jeweils herunterreguliert. Im Gegensatz dazu wurde MMP2 hochreguliert

(vgl. Abb. 3.12).

92kDa *% B8 . v
54 kDa | s o W MMP3
72kDa | " " MmP2
sekva (NN S e
38kDa = — LASP1
42 kDa W S M. S B-Aktin
CO KD CO KD
wt MDA-MB-231__MDA-MB-231_, LASP1

Abbildung 3.12. Immunblot zur Analyse verschiedener MMPs in Wildtyp (wt) MDA-MB-231
und stabil transfizierten MDA-MB-231,,LASP1 Zellen nach LASP1 Knockdown. Die LASP1
induzierten Anderungen auf Proteinebene sind in beiden Zelltypen gleich. CO: Kontrollzellen;
KD: Knockdownzellen.
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3.4. REGULATION DER MMP-SEKRETION IN DIE EXTRAZELLULARMATRIX
DURCH LASP1

Als nukleozytoplasmatisches Geristprotein ist LASP1 nicht nur an der Genregulation
beteiligt (N. Duvall-Noelle, A. Karwandyar et al. 2015), sondern zugleich in sekretorische
Prozesse involviert. So reguliert LASP1 z.B. in Parietalzellen den Transport und die
Aktivierung der H*/K*-ATPase Vesikel (C. S. Chew, X. Chen et al. 2008). In Melanozyten
ist das Protein an der Exozytose Melanin-beladener Melanosome beteiligt (V. S. A.
Vaman, H. Poppe et al. 2015). Da LASP1 auch in Invadopodien, den Sekretionsorten der
MMPs, lokalisiert ist, wurde eine mogliche Beteiligung des Proteins an der Freisetzung
der Zymogene analysiert.

Dazu wurde die Proteinkonzentration der Matrix-Metalloproteasen im Zelllysat und
dem konditioniertem Medium stabil transfizierter MDA-MB-231,LASP1 Zellen vor und
nach dem LASP1 Knockdown per Immunblot bestimmt. Die Analyse der MMPs im
konditionierten Medium erforderte dafiir eine vorige Aufkonzentration am
Concentrator plus um den Faktor 10 (vgl. 2.2.1.3).

Der Versuch wurde mit insgesamt 5 Proben je Ansatz (n = 5) zweimal wiederholt. Der
LASP1 Knockdown lag im Durchschnitt bei = 80 % (vgl. Abb. 3.13 A). Verglichen wurden
die LASP1-induzierten Anderungen der Proteinkonzentration von MMP1, -2, -3 und -9
zwischen Zytosol und dem konditionierten Medium.

Die durch LASP1 Knockdown resultierende MMP1-Konzentrationsabnahme in der Zelle
betragt 27,4 + 5,0 %. Beim Vergleich der Veranderung der MMP1-Konzentration nach
Herunterregulation von LASP1 zwischen Zytosol und dem konditionierten Medium ist
eine zusatzliche Reduktion im konditionierten Medium um @ 25,6 % auf 46,6 + 2,5 % zu
beobachten (vgl. Abb.3.13 A). Die Verringerung des Gesamt-sezernierten MMP1 Anteils
ist hdchst signifikant (p < 0,001). Aquivalente Ergebnisse wurden fir MMP3 und MMP9
gemessen (vgl. Abb. 3.13 B+C). Mit einer Restkonzentration von 41,8 + 4,8 % (p < 0,001)
nach stabilem Knockdown im konditionierten Medium, wird MMP3 durch den additiven
LASP1-Effekt auf die Sekretion um weitere @ 17,2 % im Vergleich zum Zytosol
(59,0 £ 0,1 %; p < 0,1) herunterreguliert (vgl. Abb. 3.13 B). Bei MMP9 betragt die
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Differenz der Proteinkonzentration zwischen Kontroll- und Knockdownzellen im Zytosol
29,9 + 6,1 %, wahrend die Differenz im konditionierten Medium bei 42,5 + 10,3 %
liegt. Dies einspricht einer zusatzlichen Abnahme von @ 12,6 % (p < 0,05) (vgl.
Abb. 3.13 C).

Im markantesten waren die Ergebnisse fiir MMP2. Obwohl die MMP2
Proteinkonzentration sich in den Zellen nach LASP1 Knockdown nicht veranderte, wurde
eine Abnahme der MMP2-Konzentration im konditionierten Medium um 32,2 + 7,4 %
(p < 0,01) festgestellt (vgl. Abb. 3.13 D). Dies impliziert einen regulatorischen Effekt von
LASP1 auf die MMP2-Freisetzung.

Unter Berlicksichtigung aller untersuchten Proben (n = 15) war durchschnittlich eine
zusatzliche, nicht-transkriptionell bedingte Abnahme der MMP-Konzentration im
konditionierten Medium um 25,2 + 8,9 % (p < 0,05) zu beobachten. Insofern ist von
einer LASP1-Beteiligung an der Sekretion der Zymogene in die Extrazellularmatrix

auszugehen.
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Abbildung 3.13. Regulation der Matrix-Metalloproteasen Sekretion in die Extrazelluldrmatrix
durch LASP1. Die Quantifizierung der Proteinkonzentration der Matrix-Metalloproteasem im
Zelllysat (Zytosol) und dem konditionierten Medium stabil transfizierter MDA-MB-231,,LASP1
Zellen vor (CO) und nach (KD) LASP1 Knockdown per Western Blot weist auf eine regulatorische
Beteiligung von LASP1 an den Sekretionsprozessen der Zymogene (pro-MMPs) hin.

-70 -



ERGEBNISSE

3.5. AKTIVITATSVERHALTEN DER MATRIX-METALLOPROTEASEN IN MDA-MB-
231s4ZELLEN MIT STABILEM LASP1 KNOCKDOWN

In den bisherigen Experimenten konnten zwei-regulatorische Mechanismen von LASP1
auf Matrix-Metalloproteasen, die einen nachweilllichen Effekt auf das invasive Potential
von Invadopodien humaner Brustkrebszellen ausiiben, beobachtet werden.

Bis dato wurde allerdings die Aktivitait der MMPs selbst nicht weiter betrachtet.
BekanntermaBen werden MMPs in vivo zur rdumlichen und zeitlichen Kontrolle als
inaktive Zymogene, sog. pro-MMPs, gebildet (R. Visse and H. Nagase 2003). Eine
mogliche Interaktion zwischen LASP1 und der Aktivierung der pro-MMPs bzw. eine
kompensatorischen Steigerung der Aktivitdt sollte daher im Folgenden untersucht
werden.

Dazu wurden native Gele, sog. Zymogramme, eingesetzt. Die zu untersuchenden
Proteingemische werden hierbei unter nicht-reduzierenden und denaturierenden
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wird das SDS
durch Zugabe einer Triton X-100-L6sung zugunsten einer partiellen Renaturierung und
Aktivitatszunahme der Proteasen extrahiert. Bei Anwesenheit spezifischer Substrate
(z.B. Casein, Gelatin) degradieren nunmehr aktive Proteasen (MMPs) die Gele im Bereich
ihres Molekulargewichts. Der Abbau des Substrates erscheint nach Farbung mit
Coomassie als weiBer Balken. Wahrend die Proteasen anhand ihres Molekulargewichts
Uber Proteinstandards bestimmt werden, gibt die Starke und Auspragung der weiRen
Balken Aufschluss bzgl. deren Aktivitat (P. A. Snoek-van Beurden and J. W. Von den Hoff
2005).

Fur die Versuche wurden stabil transfizierte MDA-MB-231,,LASP1 Kontroll- und
Knockdownzellen, nach Erreichen einer Konfluenz von > 80 %, flir weitere 24h in
serumfreiem RPMI1640 Medium inkubiert, bevor sie in RIPA-Puffer lysiert wurden (vgl.
2.2.2.4). Das konditionierte Medium wurde im Concentrator plus um den Faktor 5
aufkonzentriert (vgl. 2.2.1.3). Die Proben wurden anschlieBend zur spateren Analyse in
die Taschen der einzelnen Proteingele pipettiert (vgl. 2.2.2.4). Als interne MMP-

Kontrolle wurden HUF Zellen (,,Human Uterine Fibroblasts”) verwendet.
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Wahrend MMP3 in den 12 % Casein-Gelen am besten zu detektieren ist, sind 10 %
Gelatin-Gele die Standardwahl zur Detektion von MMP2 und MMP9. MMP1 sollte in
beiden Gelen in abgeschwachter Form nachweiBbar sein (K. Kupai 2011)

Abbildung 3.14 A zeigt die Ergebnisse aus den Casein-Gelen. Aufgrund des differenten
Molekulargewichts der aktiven (59 kDa) und der Pro-Form (55 kDA) von MMP3 konnten
in den Zelllysaten beide Formen unterschieden und nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu, liegt im konditionierten Medium lediglich die aktive Form vor.
Ahnliche Resultate wurden bei MMP2 und MMP9 beobachtet. In den Gelatin-Gelen
konnte bei beiden MMPs im Zytosol sowohl die inaktive (pro-MMP2 £ 72 kDa; pro-
MMP9 £ 92 kDA), als auch die aktive Form (MMP2 £ 65 kDa; MMP9 £ 82 kDa)
detektiert werden. Ferner wurde im Fall von MMP9 eine zweite Pro-Form mit einem
Molekulargewicht von 85 kDA registriert. Dies entspricht der deglycosylierten inaktiven
Form (M. Toth, D. C. Gervasi et al. 1997). Im Medium hingegen sind wieder nur die
aktiven Formen nachweisbar (vgl. Abb. 3.14 B+C).

Die Detektion von MMP1 bei 54 kDa (Pro-Form) bzw. 44/41 kDa (aktive Form) konnte
nicht eindeutig belegt werden. Deren Pro-Form (berlagert sich wegen des
Molekulargewichts mit der aktiven Form von MMP3 (vgl. Abb. 3.14 A). Ferner ist weder
Casein noch Gelatin ein favorisiertes Substrat von MMP1. Demzufolge sind die
resultierenden Signale fiir eine aussagekraftige Illustration zu schwach.

In allen Gelen ist aufgrund der Reduktion der MMP-Konzentration durch den LASP1
Knockdown (vgl. Abb. 3.14 D) die Gesamt-Aktivitdt im Vergleich zu den Kontrollzellen
vermindert. Ein direkter inhibitorischer Effekt von LASP1 auf die Aktivierung der
Zymogene bzw. eine kompensatorische Aktivititszunahme konnte somit

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.14. Aktivitdt der Matrix-Metalloproteasen in MDA-MB-231,,LASP1 Zellen vor (CO)
bzw. nach (KD) LASP1 Knockdown. (A-C) Im Gegensatz zur interstitiellen Kollagenase MMP1,
wurden das Stromelysin MMP3, sowie die Gelatinasen MMP2 und MMP9 im Zytosol und
konditioniertem Medium per Zymographie detektiert. Die enzymatische Gesamt-Aktivitat der
MMPs ist aufgrund der reduzierten MMP-Konzentration durch den LASP1 Knockdown
vermindert. Ein LASP1-inhibitorischer Effekt auf die Aktivierung der Zymogene bzw. eine
Gegenregulation durch Aktivitatszunahme kann ausgeschlossen werden. Die HUF Zellen wurden
als interne MMP-Kontrolle verwendet. (D) Der stabile LASP1 Knockdown wurde per Western
Blot verifiziert. Dieser lag durchschnittlichen bei 70 — 80 %. RB-Aktin diente als Ladekontrolle.
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4. DISKUSSION

90 % aller Krebspatienten versterben in Folge der Metastasierung der malignen
Krebszellen in entlegene Organe. Diesem invasivem Prozess liegt die Degradation der
Extrazellularmatrix des Tumorstromas, der Basalmembran sowie der Blut- und
Lymphgefalle zugrunde (P. Mehlen and A. Puisieux 2006). Die Tumor-induzierte Bildung
invadopodialer Strukturen und damit implizierte Sekretion proteolytischer
Endopeptidasen, sog. Matrix-Metalloproteasen, ist Grundvoraussetzung fiir einen
derartigen Prozess (H. Yamaguchi and T. Oikawa 2010).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein neues regulatorisches Geriistprotein in
Invadopodien humaner Brustkrebszellen identifiziert — das LIM und SH3 Domanen
Protein 1 (LASP1). LASP1 wird in diversen Tumorentitaten Gberexprimiert und korreliert
dabei u.a. mit TumorgroRe und Aggressivitat (M. F. Orth, A. Cazes et al. 2015).

Die gewonnenen Daten liefern erste Erklarungen hinsichtlich des zugrundeliegenden
pathophysiologischen Mechanismus von LASP1 auf die Regulation der fiir die EZM-
Degradation, und damit fir die Metastasierung, wichtigen Matrix-Metalloproteasen in

einer malignen, invasiven, adenokarzindsen Brustkrebszelllinie.

Matrix-Metalloproteasen werden generell auf mehreren Ebenen zugleich kontrolliert
und reguliert, sodass die aufeinanderfolgenden Schritte wie Translation, Protein-
transkription, Sekretion und Aktivierung der Zymogene (pro-MMPs) jederzeit moduliert

werden konnen (S. Chakraborti, M. Mandal et al. 2003).

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig auf, dass die Herunterregulation von LASP1,
sowohl die Genexpression als auch die Freisetzung der Matrix-Metalloproteasen in die

Extrazelluldarmatrix malRgeblich beeintrachtigt (vgl. Abb. 3.11).

Der Effekt von LASP1 auf die Sekretion der Zymogene ist bei MMP2 am pragnantesten
(vgl. Abb. 3.13 D). MMP2 ist als primare Gelatinase, durch den Abbau von Gelatin,
Laminin und Kollagen Typ IV, in der Tumorzellproliferation, der Migration, sowie der
Degradation der Basallamina involviert. Darlber hinaus foérdert MMP2 die Tumor-

Angiogenese, induziert die Epithel-mesenchymale Transition (EMT) und unterdrickt die
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aktive T-Zellantwort gegen die Tumorzellen (C. Gialeli, A. D. Theocharis et al. 2011).
Jezierska und Motyl konnten ferner eine direkte Korrelation zwischen MMP2 und der
Tumorinvasion sowie Metastasierung in humanen Brustkrebszellen nachweisen (A.
Jezierska and T. Motyl 2009).
Fir MMP2 wurde in dieser Arbeit eine signifikante Abnahme (p < 0,01) der Freisetzung
von proMMP2 aus humanen Brustkrebszellen nach LASP1 Knockdown um 32,2+ 7,4 %
festgestellt (vgl. Abb. 3.13 D). Vergleichbare Ergebnisse, wenn auch mit leicht geringerer
Sekretionsrate, wurden ebenfalls fiir MMP1, -3 und -9 beobachtet (vgl. Abb. 3.13 A-C).
MMP2 und MMP9 werden, nachdem sie unter Abspaltung der Pradomane zum
Golgi-Apparat transportiert wurden (S. Zucker and W.-T. Chen 2003), am trans-Golgi-
Netzwerk (TGN) in VAMP4- und Rab40b-haltige Exportvesikel gepackt, um nachfolgend
mit Hilfe des Motorproteins Kinesin entlang der Mikrotubili Richtung
Podosomen/Invadopodien weitergeleitet zu werden (A. Jacob, J. Jing et al. 2013). Dort
werden sie sehr wahrscheinlich gemaR des ,Kiss and Run“-Mechanismus unter
Einbeziehung der Proteine Clathrin, Aktin und Dynamin exozytiert (E. M. Schnaeker, R.
Ossig et al. 2004, J. K. Jaiswal, V. M. Rivera et al. 2009).
Fir MMP1 und MMP3 wird, trotz fehlender Daten ein &hnlicher Sekretions-
mechanismus diskutiert (A. Lauzier, M. Charbonneau et al. 2011, N. Garamszegi, S. P.
Garamszegi et al. 2012).
Dieser Sekretionsprozess ist mit der kirzlich identifizierten LASP1-abhangigen
Freisetzung der Melanosomvesikel in Melanozyten vergleichbar (V. S. A. Vaman, H.
Poppe et al. 2015), wobei LASP1 als Bindungspartner und Mediator von Dynamin fir
dessen Rekrutierung und Positionierung am Sekretionsort der Melanosome
verantwortlich ist (V. S. A. Vaman, H. Poppe et al. 2015). Dort bildet die GTPase Dynamin
eine abschnirende, spiralformige Struktur, die in Folge der Hydrolyse von GTP zu GDP,
die Melanosom-beladenen Vesikel freisetzt (S. L. Schmid and V. A. Frolov 2011, V. S. A.
Vaman 2015). Die hierfir notwendige Energie liefert Dynamin durch
Selbstassemblierung an der Lipid-reichen Plasmamembran (J. E. Hinshaw and S. L.

Schmid 1995, B. Barylko, D. Binns et al. 1998, M. H. Stowell, B. Marks et al. 1999).
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Ein dquivalanter LASPl-abhdngiger Mechanismus wird ebenfalls in Hinblick auf
Sekretion und Aktivierung der H*/K*-ATPase-haltigen Vesikel in Parietalzellen diskutiert
(C.S. Chew, X. Chen et al. 2008).

Die Annahme, dass LASP1 in die Freisetzung der Matrix-Metalloproteasen involviert ist,
wird durch die nachweisliche Interaktion zwischen LASP1, Dynamin und F-Aktin (S.
Mihlan, C. Reiss et al. 2013), sowie der Kolokalisation von Dynamin und LASP1 in
podosomalen/invadopodialen Strukturen (M. Baldassarre, A. Pompeo et al. 2003, M.
Stoélting, C. Wiesner et al. 2012), bestarkt.

Wir gehen demzufolge davon aus, dass LASP1 aufgrund seiner Bindungsaffinat zu
Dynamin, dhnlich wie im Falle der Melanosomsekretion (V. S. A. Vaman 2015), die
Rekrutierung und Positionierung dieser GTPase vermittelt. Ungleich dessen werden die
Vesikel der Matrix-Metalloproteasen nicht abgeschniirt, sondern bilden vermutlich,
gemall der ,Kiss and Run“-Exozytose (A. A. Alabi and R. W. Tsien 2013),
eine Sekretionspore, unter Fusion der Vesikelmembran mit der Plasmamembran.
Infolgedessen werden die Matrix-Metalloproteasen in die Extrazellularmatrix entleert
(E. M. Schnaeker, R. Ossig et al. 2004, J. K. Jaiswal, V. M. Rivera et al. 2009).

Studien von Trouillon und Ewing beweisen ferner, dass die mechanochemische GTPase-
Aktivitat von Dynamin den Prozess der , Kiss and Run“-Exozytose prolongiert (Raphaél

III

Trouillon and Andrew G. Ewing 2013). Dynamin bildet dabei einen ,Coil“ um die
Fusionsporen, sodass deren Radius und Bestandigkeit zunimmt. Insgesamt wird somit
eine erhohte Substratmenge freigesetzt (vgl. Abb. 4.1) (A. Anantharam, M. A. Bittner et

al. 2011, Raphaél Trouillon and Andrew G. Ewing 2013).

Dementsprechend wiirde die erhohte LASP1-Expression in den Invadopodien der
Brustkrebszellen Gber eine vermehrte Rekrutierung von Dynamin zu einer gesteigerten
MMP-Vesikelentleerung und nachfolgend einem aggressiverem Tumorverhalten

fahren.
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- Dynamin

Dynamin ,,Coil“ Zytoskelett ¢ Vesikelinhalt (z.B. MMPs)

Abbildung 4.1. Schematische Darstellung des regulatorischen Effektes von Dynamin auf die
»Kiss and Run“-Exozytose. Wahrend die Vesikelentleerung mittels Dynamin, unter Ausbildung
einer ,,Coil“-Struktur an der Fusionspore, prolongiert und beglinstigt wird (A), ist bei Dynamin-
negativen Vesikeln die Sekretionsrate reduziert (B), sodass der Vesikelinhalt (gelben Punkte) in
geringerem MalRe in die Extrazelluldarmatrix (EZM) sezerniert wird (modifiziert nach R. Trouillon
and A. G. Ewing 2014).

Der proteomische Effekt von LASP1, auf die Sekretion der Matrix-Metalloproteasen in
humanen Brustkrebszellen, konnte allerdings bereits am trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
entspringen. Wahrend LASP1 in Melanozyten lediglich in der Zellperipherie
nachgewiesen werden konnte (V. S. A. Vaman, H. Poppe et al. 2015), ist das Protein in
humanen Brustkrebszellen sowohl an der Plasmamembran, als auch im Nukleus sowie
perinukledr vorzufinden (T. G. Grunewald, U. Kammerer et al. 2007). Im perinukledren
Raum befindet sich wiederum der Golgi-Apparat, einschliel3lich des TGNs (Mironovm A.
and M. Pavelka 2008). Meier et al. konnten nachweisen, dass die GTPase Dynamin,
neben der Lokalisation in Invadopodien (M. Baldassarre, A. Pompeo et al. 2003),
ebenfalls am Verteilungsort der vesikuldar-verpackten Proteine, dem trans-Golgi-
Netzwerk, vorliegt (O. Maier, M. Knoblich et al. 1996). Weitere Studien belegen, dass
Dynamin dort die Vesikelfreisetzung, vermutlich via Interaktion mit SNARE-Proteinen,
beeinflusst (B. Antonny 2004, J. K. Jaiswal, V. M. Rivera et al. 2009). Dieser Mechanismus
wurde bereits bei Vpslp, einem Dynamin-homolgen Protein, in Hefezellen beobachtet

(C. Peters, T. L. Baars et al. 2004). Cao et al. stellte dartber hinaus fest, dass in BHK-21
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(Baby Hamster Kidney Fibroblasts) Zellen mit Dynamin Knockdown die Retention von
GFP-tagged VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus G-Protein) am TGN um den Faktor 8-11
hoher ist als in Kontrollzellen (H. Cao, H. M. Thompson et al. 2000).

Dies suggeriert, dass nach Herunterregulation von LASP1 in humanen Brustkrebszellen,
moglicherweise auch Dynamin verringert am TGN vorliegt, da LASP1 als Mediator
partiell fehlt, sodass die Vesikelbildung insgesamt abgeschwacht ist.

Insofern wiirde ebenfalls ein geringerer Anteil an MMP-haltigen Vesikeln die
Invadopodien erreichen und fortfolgend in einer reduzierten MMP-Konzentration in der
Extrazellularmatrix nach LASP1 Knockdown resultieren. Diese Hypothese wurde jedoch

nicht weiter Giberpruft.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten wir, neben eines LASP1-regulatorischen
Effektes auf Sekretionsebene, eine zusatzliche Beeinflussung der Matrix-Metallo-
proteasen auf Transkriptionsebene beobachten. Analysen der gRT-PCR und Western
Blot Daten belegen eine Beeintrachtigung der Genexpression von MMP1, -3 und -9 in
humanen Brustkrebszellen (MDA-MB-231) nach LASP1 Knockdown, die mit einer
korrespondierender Proteintranslation einhergeht (vgl. Abb. 3.11). Ein zuvor auf PCR-
Ebene konstatierter Anstieg der MMP2-Genexpression war hingegen auf Proteinebene
nicht mehr nachweisbar (vgl. Abb. 3.11).

Die inaktive Gelatinase proMMP2 bildet nachdem sie sezerniert wird, mit MMP14 und
TIMP2 (Tissue Inhibitor of Metallo-proteinases 2) einen terndren Komplex (A. Y.
Strongin, |. Collier et al. 1995), der anschlieRend unter Abspaltung der Prodoméne
aktiviert wird (Y. Itoh, A. Takamura et al. 2001, K. Lehti, J. Lohi et al. 2002). Die
durchgefiihrten Zymogramme zeigen jedoch keine erhohte Aktivierung der MMP2 (vgl.
Abb. 3.14 B). Dies wird durch die Mikroarraydaten, die am Institut durch Prof. Dr. Elke
Butt erhoben und mir freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurden, unterstitzt. Der

LASP1 Knockdown beeinflusst, weder die Genexpression von MMP14 noch von TIMP2.

Die Genexpression der Matrix-Metalloproteasen wird durch die Assoziation diverser
Transkriptionsfaktoren, wie p53, CREB1 (cAMP-resoponsive Element-binding Protein 1),
PEA3 (Polyomavirus Enhancer Activator 3), AP-1 (Activator Protein 1), C/EBP
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(CCAAT/Enhancer-binding Protein 1) und SP1 (Specificity Protein 1) an cis-regulatorische
Elemente der Promotor-Region, initiiert (M. Fanjul-Fernandez, A. R. Folgueras et al.

2010).

Wahrend die AP-1-Bindeseite in den cis-Promotoren von MMP2, -7, -11, -13, -14 und
-19 fehlt bzw. nur einfach vorliegt, kommt sie innerhalb der von LASP1 transkriptionell-
regulierten Matrix-Metalloproteasen (MMP1, -3 und -9) nahe der TATA-Box gleich 2-3
mal vor (vgl. Abb. 4.2) (M. Fanjul-Fernandez, A. R. Folgueras et al. 2010). Wir vermuten

daher einen regulatorischen Einfluss von LASP1 auf den AP-1-Transkriptionsfaktor.

C/EBP) NF-xB| ISE2 | ISE1 | yc ;cnz] nE | AP1/ PEA3| AP1/ STAT |  TATA Do
ps3 | AP2, PEA3 | PEA3 7CRE§‘/‘ PEA3 ic/\ G‘j g MMP2
e s s e[ v v s o o )y
B G G TiE. |TcP. PEA3| PEA3 rcr AP1/ PEA3| (TATA) = S—
STAT | AP1 /| NF-KBJ (6C ) PEA3 | AP1/ i Runle AP1 / KRE /" pcg "TATA> A —
AP1 / c/eep) o ‘ \TATA> > mmP11
AGRE c/esp ) [Runxl‘ . a1/ (Tama) > mmp13
TcP  NFkB|  (C/EBP) C/EBP) P\ @EDED SR> wwen
o) AP2 , (.SC ) AP/ | NExB PEA3 E) \:T‘TA>;—> MMP19

Abbildung 4.2. Cis-regulatorische Elemente der Promotor-Region von Matrix-Metallo-
proteasen. Die AP-1-Bindeseite ist in der Promotor-Region, der durch LASP1 regulierten Matrix-
Metalloproteasen 1, -3 und -9, zwei- bis dreimal, nahe der TATA-Box, exprimiert. Ungleich
dessen, ist in den cis-Promoteren der Matrix-Metalloproteasen, deren Genexpression durch
LASP1 nicht beeinflusst wurde, eine AP-1-Bindeseite fehlend (MMP2, -14, -19) bzw. lediglich
einfach vorkommend (MMP7, -11, -13) (ibernommen von M. Fanjul-Fernandez, A. R. Folgueras
et al. 2010).

AP-1-Transkriptionsfaktoren setzten sich aus den bZIP-Domanen-Proteingruppen JUN
(Jun Proto-Oncogene), FOS (FBJ Murine Osteosarcoma Viral Oncogene Homolog), ATF
(Activating Transcription Factor) und MAF (Musculoaponeurotic Fibrosarcoma)

zusammen (R. Eferl and E. F. Wagner 2003). AP-1 bindet, infolge einer vorhergehenden
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Stimulation durch Zytokine, Wachstumsfaktoren bzw. Stressfaktoren (J. Hess, P. Angel
et al. 2004) als dimerer Proteinkomplex (z.B JUN-JUN, JUN-FOS) an cis-Elemente der
DNA und foérdert bzw. inhibiert die Expression der demensprechenden Genabschnitte
(P. W. Vesely, P. B. Staber et al. 2009).

Ferner ist bekannt, dass unter Bildung eines ternaren Komplexes mit anderen Proteinen,
u.a. PEA3 und SAF-1 (Secondary Wall- thickening Associated F-box Protein 1), die AP-1-
induzierte Genexpression moduliert werden kann (J. P. Basuyaux, E. Ferreira et al. 1997,
D. Kumar, A. Ray et al. 2009). Diefenbacher et al. konnten des Weiteren belegen, dass
das LIM-Domaéanen Protein nTRIP6 (Nuclear Thyroid Receptor-interacting Protein 6)
ebenfalls an den AP-1-Komplex, zugunsten einer Zunahme der Transkriptionsaktivitat,
zu binden vermag (M. E. Diefenbacher, D. Reich et al. 2014).

Unter diesen Gesichtspunkten kénnte das LIM und SH3 Domadnen Protein 1 (LASP1),
aufgrund nuklearer Lokalisation und freier LIM-Domane, mit AP-1 assoziieren und dabei
die Genexpression von MMP1, -3 und -9 amplifizieren.

Dies Annahmen wird ferner durch eine ,Functional Enrichment Analyse” der
Mikroarraydaten nach LASP1 Knockdown in den MDA-MB-231,,LASP1 Zellen, die am
Institut erhoben und mir zur Verfiigung gestellt wurden, bekraftigt. Die , Functional
Enrichment Analyse” wurde unter Verwendung der Software ,FunRich® durch Dr.
Susanne Kneitz, aus dem Lehrstuhl fiir Physiologische Chemie der Universitat Wirzburg,
durchgeflhrt. Die resultierenden Daten zeigen, dass 20 % der durch LASP1 regulierten
Proteine (25 von insgesamt 126) AP-1 als Transkriptionsfaktor aufweisen - darunter
auch MMP1 und MMP3 (unpublished data).

Eine genauere Auswertung der mir zur Verfliigung gestellten Mikroarraydaten zeigt
allerdings auch, dass die Genexpression von c-Fos, ein proto-onkogener Vertreter der
Familie der AP-1-Transkriptionsfaktoren, ebenfalls durch LASP1 reguliert wird (vgl.
Anhang der Mikroarraydaten; S. 101).

Bekanntermalien bindet c-Fos nach Dimerisierung mit c-Jun an die AP-1-Bindestelle der
cis-Promotoren von MMP1, -3 und -9 und aktiviert deren Transkription (U. Benbow and
C. E. Brinckerhoff 1997). Insofern kénnte LASP1 durch obig-beschriebene Regulation die

AP-1-abhangige MMP-Genexpression indirekt beeinflussen, woraus in humanen
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Brustkrebszellen nach LASP1 Knockdown, wie in vorliegender Arbeit beobachtet (vgl.
Abb. 3.10), eine Reduktion der mRNA-Expression von MMP1, -3 und -9 resultieren
wirde. Dieser Regulationsmechanismus kann wiederum direkt, durch Interaktion von
LASP1 mit AP-1-aktivierenden Transkriptionsfaktoren, als auch indirekt, unter
Beeinflussung der zugrundeliegenden Signalwege der Genexpression, begriindet sein.

Beide Regulationsmechanismen werden momentan in der Arbeitsgruppe weiter

untersucht.

Unter dem Gesichtspunkt der c-Fos Hochregulation ist ein erst kiirzlich beschriebener
neuer LASP1-Interaktionspartner interessant: Zonula Occludens 2 (ZO-2) (S. Mihlan, C.
Reiss et al. 2013). ZO-2 wird, ahnlich wie LASP1, in entarteten Brustkrebsgeweben
verstarkt exprimiert (T. A. Martin, G. Watkins et al. 2004). Als zytosolisches
Geristprotein reguliert ZO-2 die Etablierung der ,Tight Junctions” zur Bildung einer
parazellularen Diffusionsbarriere (M. Itoh, K. Morita et al. 1999). Das Protein ist
allerdings zugleich im Nukleus lokalisiert und interagiert dabei, u.a. mit SAFB (Scaffold
Attachment Factor B), C/EBP, sowie den AP-1-Transkriptionsfaktoren FOS und JUN (A.
Traweger, R. Fuchs et al. 2003, M. S. Balda and K. Matter 2009). Weitere Studien
belegen, dass eine Uberexpression von Z0O-2, eine Abnahme der Transkriptionsaktivitat
von AP-1 zur Folge hat. ZO-2 bindet dabei primar mit seiner C-terminalen Domane an
den AP-1 Komplex (A. Betanzos, M. Huerta et al. 2004). Die Bindung von LASP1 an ZO-2
erfolgt ebenfalls liber eine C-terminale Assoziation an Prolin 1106 unter Bildung eines
stabilen, heterodimeren Komplexes (S. Mihlan, C. Reiss et al. 2013). Dementsprechend
ist die C-terminale Doméane von Z0-2 durch LASP1 besetzt. Dies suggeriert eine LASP1-
induzierte Abnahme des hemmenden Effektes von Z0-2 auf die AP-1-
Transkriptionsfaktoren FOS und JUN zugunsten einer gesteigerten Genexpression der

Matrix-Metalloproteasen.

Eine weitere Regulationsmadglichkeit von LASP1 auf die MMP-Genexpression ldsst sich
anhand jangster Untersuchungen von Duvall Noelle et al. ableiten. Die Wissenschaftler
beobachteten in Brustkrebszellen, neben einer Kolokalisation von LASP1 mit den

epigenetischen Faktoren UHRF1, DNMT2, G9a, eine direkte, LIM-Domanen-assoziierte
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Bindung von LASP1 an den onkogenen Transkriptionsfaktor Snaill. (N. Duvall-Noelle, A.
Karwandyar et al. 2015). Als Zinkfinger-Protein bindet Snaill an cis-Elemente der
Promotor-Region von E-Cadherin, insbesondere an die ,,E-box” (A. Villarejo, A. Cortes-
Cabrera et al. 2013). Eine darauffolgende Unterdriickung der Genexpression fordert die
Epithilial-mesenchymale-Transition. Snaill amplifiziert zudem die Genexpression
diverser Matrix-Metalloproteasen (z.B. MMP1, -7 und -14) nachweislich, sowohl in
HepG2 (Human Liver Carcinoma), als auch in HCC (Hepatocellular Carcinoma) Zellen (A.
Miyoshi, Y. Kitajima et al. 2004). Dies beglinstigt wiederum Migration, Invasion und
Tumorprogression (A. Barrallo-Gimeno and M. A. Nieto 2005, S. Lamouille, J. Xu et al.
2014).

Das Protein ist jedoch relativ instabil (Y. Wu and B. P. Zhou 2010). GemaR Duvall-Noelle
et al. soll eine Assoziation mit LASP1 Snaill vor einer Degradation bzw. einer evtl.
Phosphorylierung schiitzen und somit insgesamt stabilisieren (N. Duvall-Noelle, A.
Karwandyar et al. 2015).

Inwiefern Snaill die Genexpression der Matrix-Metalloproteasen in humanen
Brustkrebszellen beeinflusst bzw. inwiefern LASP1, als Stabilsator von Snaill,

dahingehend involviert ist, muss zuklinftig evaluiert werden.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte das LIM und SH3 Domanen Protein 1
(LASP1), als neues regulatorisches Geriistprotein invadopodialer Strukturen, das die
Matrixdegradationskapazitat in humanen Brustkrebszellen maRgeblich beeinflusst,
identifiziert werden. Die prasentierten Ergebnisse liefern erste Hinweise bzgl. des
zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismus von LASP1 auf die Regulation
der fiir die EZM-Degradation wichtigen Matrix-Metalloproteasen.

Die aufgezeigten moglichen Regulationsmechanismen von LASP1 auf die Genexpression
sowie Sekretion der Matrix-Metalloproteasen sind vielfaltig und komplex und daher

Gegenstand weiterfiihrender Arbeiten.

In einem ersten Schritt sollte weiterfiihrend evaluiert werden, inwiefern LASP1 die
Transkription der Matrix-Metalloproteasen, insbesondere in Hinblick seines moglichen
Interaktionspartners AP-1, beeinflusst.

Zur Untersuchung einer dementsprechenden regulatorischen Interaktion von LASP1 mit
AP-1 miisste ein AP-1 Reporter Assay durchgefiihrt werden. Der AP-1 Reporter Assay ist
eine Luciferase-basierte Fluoreszenzmethode zur Detektion der Aktivitat der AP-1-

regulatorischen Signaltransduktion in Kulturzellen (http://www.sabiosciences.com/

Manual/1073762.pdf). Beim Vergleich der AP-1-abhdngigen Transkription zwischen

stabil transfizierten MDA-MB-2315,LASP1 Kontroll- und Knockdownzellen sollte im Falle
einer faktischen Wechselbeziehung zwischen LASP1 und AP-1 nach LASP1 Knockdown
eine Abnahme der AP-1-Promotor-Aktivitat konstatiert werden.

Um ferner festzustellen, inwiefern die mogliche Interaktion zwischen LASP1 und
AP-1 einer direkten oder aber indirekten Wechselbeziehung unterliegt, waren weiterhin
Immunprazipitationen mit LASP1 und c-Jun/c-Fos spezifischen Antikorpern sowie
Pulldown-Assays mit ,GST-tagged” und ,His-tagged-LASP1” in stabil transfizierten
MDA-MB-231s,LASP1 Zellen sinnvolle Experimente. Moglicherweise zeigt sich die in
vielen Arbeiten spekulativ diskutierte nukledare Funktion von LASP1 als transkriptioneller

Kofaktor.
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DEUTSCH

Migration und Tumorzellinvasion erfordern die vorhergehende Degradation der
umliegenden Extrazellularmartrix (EZM). Dieser Umbauprozess erfolgt primar durch
proteolytische Endopeptidasen, sog. Matrix-Metalloproteasen (MMPs). Damit diese
ihre funktionelle Aktivitat austiben kénnen, missen sie zunachst rekrutiert und mit Hilfe

podosomaler bzw. invadopodialer Strukturen in die EZM sezerniert werden.

Das LIM und SH3 Domanen Protein 1 (LASP1), ein neu in Podosomen von Makrophagen
identifiziertes regulatorisches Geristprotein, beeinflusst, neben GrélRe, Anzahl und
Bestandigkeit von Podosomen, in hohem Malie die Matrixdegradationskapazitat der

Zelle.

Auch in invasiven Brustkrebszellen wurde eine Lokalisation von LASP1 an Invadopodien,

den Podosomen-aquivalenten Strukturen, detektiert.

Das primare Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die funktionelle Charakterisierung
von LASP1 in Invadopodien. Unter Etablierung eines Matrix-Degradations-Assays konnte
gezeigt werden, dass eine Herunterregulation von LASP1 auch in der humanen
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231, die zuvor schon fiir Makrophagen gezeigte

Matrixdegradation nachhaltig beeintrachtig.

Durch Analyse und Verifikation von zugénglichen Mikroarraydaten mittels qRT-PCR und
Western Blot konnte ferner belegt werden, dass LASP1 in den Brustkrebszellen die
Genexpression und Proteintranslation von MMP1, -3 und -9 positiv moduliert und somit
das gesamt-invasive Potential der Zelle steigert. Darliber hinaus deuten Zymogramme
und die Analyse des konditionierten Mediums darauf hin, dass LASP1 als Strukturprotein
die vesikuldare Sekretion der inaktiven Zymogene (proMMPs) in die EZM fordert.
Demzufolge modifiziert LASP1 wahrend der Krebsprogression die zelluldre

Mikroumgebung zugunsten einer erhhten Metastasierungsrate.
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Die neu identifizierte regulatorische Funktion von LASP1 auf die Transkription sowie
Sekretion von Matrix-Metalloproteasen erklart die in friiheren Arbeiten beobachtete
Korrelation zwischen einer erhéhten LASP1 Konzentration im Gewebe und dem

vermehrten Auftreten von Metastasen, und damit einhergehend, schlechteren

Uberleben der Patientinnen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY

ENGLISCH

The process of migration and tumor invasion requires the degradation of the
surrounding extracellular matrix by proteolytic endopeptidases, called matrix-
metalloproteases (MMPs). Therefore, cells form protrusive invadopodia or podosomes

that recruit and secret MMPs to degrade the basement membrane.

The LIM and SH3 protein 1 (LASP1) was recently identified as a new scaffolding protein
in podosomes of macrophages. Knockdown of LASP1 affected size, number and lifetime

of the podosomes and moreover, inhibited matrix degradation capacity.

The main objective of the presented dissertation was to characterize the function of
LASP1 in invadopodia of cancer cells. By establishing a matrix-degradation-assay, we
demonstrated that down-regulation of LASP1 impaired matrix-degradation in MDA-MB-

231 breast cancer cells, an effect earlier observed in macrophages.

By analyzing and verifying accessible microarray data sets we observed regulation of
MMPs by LASP1. gRT-PCR and Western Blot experiments confirmed that LASP1
positively modulates gene expression and translation of MMP1, -3 and -9, and thereof
enhances cellular invasion. Furthermore, zymography and analysis of the conditioned
medium revealed cytosolic LASP1 promotion of MMP vesicle secretion into the

extracellular matrix, thus altering the microenvironment during cancer progression.

In summary, the newly identified role of LASP1 in regulating matrix degradation by
affecting MMP transcription and secretion elucidated the migratory potential observed

in former studies that described upregulation of LASP1 in metastatic cancer cells.
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8. ANHANG DER MIKROARRAYDATEN

RefSeq Transcript |0 Gene Title :Gene&;mhul fold change logFC
1 :
2 |NM 006148 LIM and SH3 protein 1 AP 5,405 2434
3 |NM_006148 LIM and SH3 protein 1 |LASP1 1714 0778
4 |NM_003118 /// ¥R_110317 JJ/ ¥R_ uncharacterized LOC100505813 ] secrated protein, { LOC100505813 /// SPARC 1,446 0,532
5 |NM_D03641 interferon induced transmembrane protein 1 :IFITI'u'Il 1662 0,733
B |NM_D03641 interferon induced transmembrane protein 1 :IFITI'u'Il 1622 0,658
T |NM_DD40%6 eukaryotic tranzlation initiztion factor 4E binding prot EIF4EBP2 1522 0,606
& |NM_D01143818 /// NM_D02575 serpinpEptidasEinhihitur,:ladeB[uvalhurnin:l,rnernhIS-ERFINBE 1,451 0,537
3 |NM_D04753 dehydrozenase/reductase (SOR family) member 3 :DHRE-R 1,453 0,545
10 |NM_D01206 Kruppel-like factor 9 :KLFB 1,602 0,630
11 |NM_001005753 /// NM_D0113351" charged multivesicular body protein 3 [ RNFLO3-CHM CHMP3 /[ RNFL03-CHMP 1416 0502
12 |NM_D02999 syndecan 4 \snc4 1423 0,509
13 |NM_D02999 syndecan 4 'sDC4 1432 0518
14 |NM_DDD108 dihydrolipoamide dehydrogenaze :DLD 1420 40,506
15 |NM_D15022///NM 178140 PDZdomain containing 2 1PDZD2 1,529 D513
15 |NM_D15022///NM 178140 PDZdomain containing 2 \POZD2 1,529 2512
17 |NM_D20772 nuclear fragile X mental retardation prﬂteininterattir:NUFIFE 1,455 4,541
16 |NM_D01100422 /// NM_00110042: spermatogenesis associated, serine-rich 2-like :SF‘ATSEL 1473 0,559
19| NM_001204961 /// NM_00120496: pre-B-cell leukemia homeobox 1 |PBXL 1,470 0,556
20 |NM_D04120 guanylate binding protein 2, interferon-inducible :GBFE 1,599 0,678
21 |NM_D01145353 //fNM_172373  E74-like factor 1 [ets domain transcription factor) :ELFI 1,481 0,577
22 |NM_D01145033 chromosome 11 open reading frame 36 :CllurfSE 1,556 0,638
23 |NM_D01001342 //f NM_173809 /// biogenesis of lysosomal organelles complex-1, subunii BLOC152 1523 0,944
24 |NM_D03469 secretograninl :SCEE 1,484 0,550
25 |NM_D0D362 //f NM_020591 prustaglandin-EnduperﬂxidE.m,rnthase1[prﬂ5tag|andi:F'TESI 1431 0,517
26 |NM_D01114086 //f NM_00125602: chloride intracellular channel 5 :CLICE 1536 0,619
21 |NM_001145306 ///NM_001258  cyclin-dependent kinase & :CDKE 1,564 0,648
28 |NM_D01145306 ///NM 001259 cyclin-dependent kinase 6 |CDKe 1643 o717
29 |NM_D01145306 ///NM 001259 cyclindependent kinase 6 \COK 1,460 0,546
30 |NM_Do2422 matrix metallopeptidase 3 [stromelysin 1, progelating MMP3 1770 0,824
31 |NM_D0B379 sema domain, immunaglobulin domain (Ig), short basii SEMASC 1530 0,814
32 |NM_D17633 family with sequence similarity 46, member A :FAM%A 1506 0,591
33 |NM_D17633 family with sequence similarity 46, member A :FAM%A 1441 0,527
34 |NM_001037333 /// NM_00103734{ phosphodiesterase 48, cAMP-specific FDESB 1,456 0,542
25 |NM_D01144994 chromozome 2 open reading frame 72 :CEﬂrﬁ‘E 1440 0,526
3 |NM_005178 B-cell CLL/lymphoma 3 'BcL3 1,691 0,758
3T |NM_133367 progestin and adiped receptor family member VIII :FAQRB 1551 0,633
38 |NM_D0B186 //f NM_173171 /// NM nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 :NR'W 1,466 0,551
39 |NM_D0B186 //f NM_173171 /// NM nuclear receptor subfamily 4, group A, member2  INR4A2 1,650 0,723
40) | NM_001073528 /] NM_D01171 | ATP-binding cassette, sub-family C [CFTR/MRF], membs ABCCE /] ABCCER2 1537 0,520
41 |NM_152778 major facilitator superfamily domain containing 8 :I'u'IFSDS 1423 40,508
42 |NM_152773 major facilitator superfamily domain containing :MFSDB 1601 0,679
43 |NM_D03116 sperm associated antigen 4 :SFAG4 1,505 0,590
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44 |NM_000541 |/ NM_001267718  interleukin 11 iILll 1,460 0,546
45 |NM_020632 /// NM_130840 /// NM ATFase, Htransporting, lysosomal VO subunit a4 :ATFE‘."GM 1471 4,557
4 |NM_D03417 zincfinger protein 264 :ZNFEE-‘i 1,440 4,526
47 |NM_D01085377 ///NM_002387  mutated in colorectal cancers IMCC 1,529 0,613
4600 CLS W03 CprtencoupledreceparS® L S . I =
43 |NM_DO7207 /// NM_144728 /// NM dusl specificity phasphatase 10 DUSP10 1,427 0,513
o0 |NM_145178 mlutecarrierfamilﬁ[facilitatedglu:usetranspurter:SLCEME 1628 0,703
o1 |NM_D010803%6 family with sequence similarity 155, member A :FAMIEEA 1575 4,656
52 |NM_001013258 ///NM 213603 zincfinger protein 789 2783 1,444 0,530
53 |NM_001831 alkaline phosphataze, intestinal :ALFI 14138 40,505
o4 |NM_144880 zinc finger protein 582 :ZNFEEE 1,529 4,613
o5 |NM_057178 Bartter syndrome, infantile, with sensorineural deafni BSND 1,454 4,540
56 |NM_001020471///NM_20736%  platelet endothelial aggregation recaptor 1 :FEﬁ.Rl 1,518 0,603
57 |NM_0D01008539 //f NM_00116477  solute carrier family 7 (cationic aminﬂatidtranspurtE:SLC?AE 1,445 4,531
o8 |NM_D04386 [/ NM_D52822 secretory carrier membrane pratein 1 :SEAMFI 1,425 0,511
9 |NM_014005 /// NM_018838 /// NM protocadherin alpha 1 //f protocadherin alpha 10 /) qFCDHM //{PCDHALD ///PCOHA; 1,488 0,575
Bl |NM_D13420 solute carrier family 22, member 15 :SLEEEME 1,548 0,628
B1 |NM_00E032 nuc|Eutide-bindinguligumerizatiundumaincuntainin%Nl}Dl 14138 0,504
£2 |NM_D05252 FB) murine osteosarcoma viral oncogene homolog :FDG- 1,601 0,679
B3 |NM_031936 G protein-coupled receptor 61 1GPRE1 1,454 4,540
G4 |NM_130985 G protein-coupled receptor 120 :EFRIEG 2116 -1,081
B5 |NM_001135044 //f NM_002752 //{ mitogen-activated protein kinase 9 :MAFKEI 1,430 0,516
B |NIM_001160133 /// NM_006524 [/ zin finger protein 138 INF133 1,441 0,527
B7 |NM_014471 serine peptidase inhibitor, Kazal type d :SFINM 1432 0,518
B | NM_0D01145933 ///NM_002421  matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) :I'u'll'u'IPl 1,584 4,663
B9 |NM_001130144 /// NM_00116426! |atent transforming growth factor beta hindingpruteir‘lLTBFi 1,448 0,535
0 |NM_D01256113 ///NM_175075  chromosome 8 open reading frame 42 :EE»urME 1416 4,502
71 |NM_007124 utrophin UTRN 1,451 0,537
T2 |NM_174821 chromosome 4 open reading frame 34 :Dﬂ-urﬁﬂf 1481 0,567
T3 |NM_D1£020 transcription factor B1, mitochondrial :TFBll'u'I 2,358 -1,238
T4 |NR_002612 /// NR_002771 dEIEtEdinIymphu{y‘ticIeukemia2[nun-prﬂteincudinéDLEUEff,"DLEUEL 1434 0,520
T3 |NM_D0E188 nicotinamide N-methyltransferase :NNI'u'IT 1,457 0,543
TH |NM_021038 ///NM_207292 /// NM musclebling-like splicing rezulator 1 :MBNLI 1,509 4,594
7T |NM_002926 /// NM_138227 /// NM regulator of G-protein signaling 12 :RGSIE 1,485 0,551
T8 |NM_017633 family with sequence similarity 45, member & :FAM4EA 1,415 0,500
T3 |NM_152778 major facilitator superfamilydomain containing®  (MFS0E 1423 40,508
500 |NM_D05165 aldolzze C, fructose-bisphosphate :ALDDC 1618 0,694
&1 |NM_00E186 /// NM_173171 /// NM nuclear receptor subfamily 4, group & member 2 :NR4A2 1,481 0,577
52 |NM_014178 syntaxin binding protein & [amisyn) :ST:':BFE» 1,425 4,511
33 |NM_001138973 ///NM_00119897! small ArfGAP2 SMAF2 1419 0,505
54 | NM_004585 retingic acid rEtEptﬂrrespunder[tazarﬂteneinduced:l:RARRESS 1,415 0,500
85 |NM_008213 proline-rich nuclear receptor coactivator 1 :FNRCI 1,435 0571
o6 |NM_D05252 FB) murine osteozarcoma viral oncogene homolog :FDS 1615 0,691
A7 |NM_001008610 ///NM_003031  siah E3 ubiquitin protein ligase 1 1SIAH1 1473 0,555
o5 |NM_DD5252 FBJ muring osteosarcoma viral oncogene homolog :FDG- 1553 0641
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r-a

B
23

89 [NM_032290 ankyrin repeat domain 32 :ANKRDHE 1424 4,510
30 |NM_0011£0130/// NM_D0116013. potazsium voltage-sated channel, K&T—IikesubfamilyJ:KCNQE 1481 {566
31 [NM_D01343 collagen, type VI, alpha 1 :{ZI}LEAJ 1,448 0534
37 |NM_D01160183 ///NM 008524 /] zinc finger protein 133 W13 1562 0,54
33 |NM_013231 ///¥R_110230 /J/ XR_: fibronectin leucing rich transmembrane protein 2/ L: FLRTZ /// LOC100506713 1433 {0,518
34 |NM_005135 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBR), delta :CEBFD 1442 0,528
35 | NM_001267706 J// NM _014143 /] CD274 malecule \CD274 143 | 0518
36 [NM_D04373 [/ NM_198757 prostaglandin Esynthase :FTEES 1,513 0,603
37 | NM_001126336 ///NM_00116409"versican CAN 1508 0583
wwioonss otgnedemne e e s
33 |NM_001030272 j// NM_00103027: aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like :ARNTL 1473 4,559
100 |NM_020747 zinc finger protein 608 :ZNFE(}B 1,454 0,540
101 |NM_D01145933 ///NM_002421  matrix metallopeptidaze 1 (interstitial collagenase) :MMFI 1682 {0,750
102 |NM_001029964 tubulin tyrosine ligase-like family, member 13 :mua 1,458 0,544
103 |NM_D21038 /// NM_207292 /// HM muscleblin-like splicing regulator 1 IMBNL1 1578 {0,659
104 |NM_001158 3ldehyde oxidaze 1 :)'-".I}):l 1483 0,548
105 | NM_005763 lysophosphatidylcholing acyltransferase 3 :LFCATE 143 0,522
106 | NM_000640 interleukin 13 receptor, alpha 2 :ILHM 1424 0,510
107 |NM_001184306 ///NM_032875  F-box and leucine-rich repeat protein 20 :FB}'!LEG 1,475 0,560
108 |NM_017644 kelchlike 24 [Drosophila) (LHL24 1,415 0,501
103 |NM_001001342 /i NM_173809 /] hiugenesisufh,rsusumalﬂrganellescumplex-l,5ubuni:BLi}C152 1772 0826
10 |NM_DDE143 LIM and 5H3 protein 1 :Lﬁ.SFl 4233 -2,082
111 |NM_014033 methyltransferase like 74 IMETTL7A 1,696 0,762
112 |NM_D01204961 /// NIM_00120496: pre-B-cell |eukemia homeabax 1 PEL 1722 0734
113 |NM_018945 phosphodiesterase 78 :FDD‘B 1,690 0,757
114 |NM_D01204961 /// NIM_00120496: pre-B-cell leukemia homeabax 1 IPBk1 1473 0,559
115 |NM_001013628 /// NM_00109384: transmembrane protein 236 :TMEMEEE 1537 0,620
115 |NM_001139852 /// NM_00113985: adenylate kinase 3 A3 148 | 0514
117 |NM_017633 family with sequence similarity 48, member A :FAM-‘#EA 1483 0,563
113 |NM_198275 myelin protein zzro-like 3 :MFZLE 1474 4,560
19 |NM_D01930 /// NM_172098 eyes absent homalog 3 (Drosophila) 1EVA2 1529 0613
120 | NM_030738 [/ XM_001724571 JJJ uncharacterized LOC100505663 /] RCC1-ike G exchan LOC100505669 ///LOCE53375 ) 1426 0512
171 |NM_D01170585 /// NM_153021  phosphalipase B1 pLA1 1452 053
122 |NM_001139260 /// NM_022347 /] torsin Ainteracting protein 2 :TDRIAIF'E 1,468 4,554
123 |NM_D00023 collagen, type |, alpha 1 :CDLIAI 1430 0516
124 |NM_001007083 /}/ NM_0010070%! sterol carrier protein 2 :S{ZFE 1,543 0,631
125 |NM_D03273 transmembrane 7 superfamily member 2 :TM?SFE 1407 0513
126 |NR_D0Z612 deleted in lymphocytic leukemia 2 [nun-pruteincudin% DLEU2 1,462 0,548
127 |NM_001167911 /// NM_001167581, ventricular zone expressed PH domain homolozg 1 z2bn VEPHI 1448 0534
1 1

1
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