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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1  Das Lungenkarzinom

Das Lungenkarzinom (syn. Bronchialkarzinom) ist laut des Robert Koch-Instituts der
zweithdufigste bosartige Tumor bei Mannern und der dritthdufigste bei Frauen. Mit ca.
45.000 Todesfillen im Jahr 2013, was 25 % aller Krebstodesfille bei Mannern und 15
% aller Krebstodestfille bei Frauen entspricht, ist es die mit Abstand héufigste Krebsto-
desursache in Deutschland (Robert Koch-Institut 2016). Auch in der globalen Krebsto-
desstatistik der International Agency for Research in Cancer steht das Lungenkarzinom
an erster Stelle. Circa ein Fiinftel aller Krebstodesfille lassen sich auf das Lungenkarzi-
nom zuriickfiithren, was im Jahre 2018 weltweit 1,76 Millionen Tote bedeutete und ins-
gesamt 18,4 % aller Krebstodesfille ausmachte (The Global Cancer Observatory; Inter-
national Agency for Research in Cancer 2018). Der Altersgipfel der Erkrankung liegt
zwischen 55 und 65 Jahren. Die Inzidenz und die Mortalitit zeigen in Deutschland seit
1990 geschlechtsspezifische Verdnderungen. In den letzten Jahrzenten sank die Inzi-
denz und die Mortalitit bei Ménnern wohingegen sie bei Frauen stark zunahm. Diese
gegenliufige Entwicklung wird auf die Verdnderung der Rauchgewohnheiten und dem
zunehmenden Anteil an rauchenden Frauen zuriickgefiihrt (Robert Koch-Institut 2016).
Die Rauchexposition wird als bedeutendster Risikofaktor angesehen, wobei die Entste-
hung des Lungenkarzinoms in ca. 85 % der Fille auf Tabakrauch zuriickzufiihren ist
(IARC 2003; Travis et al. 2004). Auch fiir die weitere Prognose eines Patienten ist es
von entscheidender Bedeutung, ob das Rauchen eingestellt oder fortgefiihrt wird. Fer-
ketich et al. zeigten 2013 in einer klinischen Studie deutlich lingere Uberlebensraten bei
Patienten, die nach der Diagnosestellung eines nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
(NSCLC) das Rauchen einstellten, gegeniiber Patienten die weiterhin rauchten (Fer-

ketich et al. 2013).

Der Begriff Lungenkarzinom (syn. Bronchialkarzinom) beschreibt maligne Neoplasien,
welche aus dem respiratorischen Epithel der groBen und kleinen Atemwege sowie der
Alveolen entstehen. Histologisch wird das Lungenkarzinom in einen kleinzelligen Typ
(small cell lung cancer = SCLC) und einen nicht-kleinzelligen Typ (non-small cell lung

cancer = NSCLC) unterteilt. Zu dem Typ des NSCLC zdhlen Plattenepithelkarzinome,
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Adenokarzinome mit ihrer Sonderform dem bronchoalveoldren Karzinom und grof3zel-
lige Lungenkarzinome. Die Unterscheidung zwischen SCLC und NSCLC ist von be-
sonderer Bedeutung, da sie entscheidend das therapeutische Vorgehen und die Prognose
des Patienten bestimmt (Travis 2011a). Nach bioptisch oder zytologischer Gewinnung
und histologischer Aufbereitung des Tumorgewebes kann die Diagnose Lungenkarzi-
nom meist durch den Pathologen gestellt werden. Die vier Sdulen der Therapie des
Lungenkarzinoms umfassen die radikale Resektion, die Bestrahlung, die Chemotherapie
und einer der Pathologie des Tumors angepassten medikamentdsen Therapie. Sie richtet
sich besonders nach dem histologischen Typ und dem Tumorstadium, wobei héufig eine
Kombination der Therapieoptionen angewandt wird. Bei Diagnosestellung befinden
sich ca. 70 % der Patienten mit Lungenkarzinom bereits in einem fortgeschrittenen in-
operablem Zustand, was die Prognose, gemessen an der 5-Jahres-Uberlebensrate, deut-
lich verschlechtert (Travis 2011b). Die amerikanische Krebsstatistik zeigte, dass die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Auftreten von Fernmetastasen deutlich sinkt. Wihrend Tu-
more, die auf das Organ lokalisiert bleiben, eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 56 %
aufweisen, liegt sie bei regional metastasierten Tumoren bei 27 % und bei Auftreten

von Fernmetastasen nur noch bei 4 % (Siegel et al. 2016).

Besondere Bedeutung in der Pathogenese des Lungenkarzinoms kommt dem Adhé-
sionsprotein E-Cadherin zu. Bereits bekannt ist, dass gering differenzierte Lungenkarzi-
nome und bereits metastasierte Lungenkarzinome deutlich geringere Mengen an E-
Cadherin aufweisen als gut differenzierte Karzinome wie das bronchoalveoldre Lun-
genkarzinom (Lim et al. 2000; Bremnes et al. 2002). Zudem fiihrt eine reduzierte oder
fehlende Expression von E-Cadherin in Lungenkarzinomzellen zu einer verstérkten lo-
kalen Invasion der Tumorzellen, Metastasenbildung und korreliert mit einer geringeren
Uberlebenszeit, was E-Cadherin zu einem wichtigen prognostischen Parameter des
Lungenkarzinoms macht (Birchmeier und Behrens 1994; Bremnes et al. 2002; Deeb et

al. 2004; Frixen et al. 1991; Lim et al. 2000; Takeichi 1991).

1.2  Die Zelladhision

Durch die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten werden Zellen dazu befédhigt sich anei-
nanderzulagern und als eine Funktionseinheit ein Gewebe auszubilden. Nach Funktion

und Struktur werden drei unterschiedliche Zellkontakttypen unterschieden. Zu ihnen
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zahlen die Verschlusskontakte (tight junctions), Kommunikationskontakte (gap junc-
tions) und Adhésionskontakte (adherens junctions). Alle Zellkontakte bestehen aus ei-
nem Transmembranprotein und intrazelluliren Ankerproteinen. Die Transmembranpro-
teine stellen mit ihrer extrazelluliren Doméne die Verbindung zu einer Nachbarzelle
oder der Extrazelluldrmatrix her und die Ankerproteine interagieren intrazelluldr mit
dem Zytoskelelett. Zwei wichtige Vertreter der Adhdsionskontakte sind die Desmoso-
men, welche mit Intermedidrfilamenten verbunden sind und die Adhisionskontakte
(adherens junctions), welche mit Aktinfilamenten interagieren und in Epithelien meist
in Form einer Zonula adhaerens ausgebildet sind (Liillmann-Rauch 2012). Die Zonula
adhaerens stellt eine giirtelféormige Verdichtung von vielen Adhésionkontakten dar. Auf
diese Weise erlangt das Gewebe starken mechanischen Halt und die Zellen ihre Polari-
tat, durch welche sie in eine apikale und basale Seite aufgeteilt wird (Harris, Tony J. C.

und Tepass 2010).

1.3  Cadherine

Cadherine sind transmembrane Glykoproteine der Zelloberfliche und stellen zentrale
Bestandteile funktionsfahiger Adhédsionskontakte dar. Sie bilden calciumabhingig stabi-
le homophile Verbindungen mit gleichartigen Cadherinen der Nachbarzelle aus. Hierbei
lagern sich die Cadherine einer Zelle zu cis-Multimeren zusammen, welche wiederum
mit anderen cis-Multimeren benachbarter Zellen frans-Multimere ausbilden (Brasch et
al. 2012; van Roy und Berx 2008). Die Superfamilie der Cadherine unterteilt sich in
sechs Untergruppen, zu denen die klassischen Typ I Cadherine, die atypischen Typ II
Cadherine, Desmocolline, Desmogleine, Protocadherine und Cadherin-dhnliche Protei-
ne gehoren. Die am besten charakterisierten Cadherine sind die Typ I Cadherine mit
ihren Mitgliedern E-, N-, P-, und R-Cadherin (Nollet et al. 2000). Die Prifixe beziehen
sich hierbei auf die Gewebe, in denen die Proteine zum ersten Mal beschrieben worden
sind und vorwiegend exprimiert werden. Folglich wird E-Cadherin vor allem in epithe-
lialen Zellen und N-Cadherin in neuronalen und muskulédren Zellen exprimiert (Nollet et
al. 2000). Der Nachweis von P-Cadherin gelang der Arbeitsgruppe von Nose und Tak-
eichi 1986 in groBBer Menge in der Plazenta von Miusen (Nose und Takeichi 1986). In
menschlichen Zellen wird P-Cadherin vor allem in den basalen Zellen der Epidermis

exprimiert, wohingegen E-Cadherin vor allem in den oberen epithelialen Schichten zu
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finden ist (Nollet et al. 2000). Die Expression der unterschiedlichen Cadherine ist je-
doch nicht auf einzelne Gewebearten beschriankt, sondern richtet sich vor allem nach
der Entwicklungsstufe und und Funktion der einzelnen Zellen und Gewebearten (Halb-

leib und Nelson 2006).

Die Expression von Cadherinen ist fiir den Organismus lebenswichtig und spielt eine
bedeutende Rolle wihrend der Embryogenese, Morphogenese und Organentwicklung
sowie der Entwicklung neurologischer Strukturen (Riethmacher et al. 1995; Harris,
Tony J. C. und Tepass 2010; Halbleib und Nelson 2006). Zudem sind die Cadherine in
viele Signalwege involviert, welche in besonderem Mafe die Umstrukturierung und

Organisation des Aktin-Zytoskleletts betreffen (Perez et al. 2008).

1.4  Der E-Cadherin-Catenin-Komplex

Die Funktionseinheit der Adhisionskontakte (adherens junctions) in epithelialen Zellen

ist der transmembranire E-Cadherin-Catenin-Komplex.

1.4.1 E-Cadherin

E-Cadherin gehort zu den klassischen Typ I Cadherinen und stellt den Prototyp dieser
Familie dar. Es wird in einer Vielzahl von epithelialen Geweben exprimiert. Das in sei-
ner reifen Form ca. 120 kDa grofle Protein E-Cadherin, welches vom CDHI-Gen ko-
diert wird, enthilt eine extrazelluldre, eine transmembranire und eine intrazelluldre
Doméne (Blaschuk et al. 1990; Nollet et al. 2000; van Roy und Berx 2008). Die hoch-
konservierte intrazellulire Domaéne, bestehend aus 150 Aminosduren, vermittelt durch
die Bindung von Ankerproteinen, den Cateninen, die Anbindung an das Zytoskelett. Sie
enthdlt eine N-terminale juxtamembrane Domine (JMD) und eine C-terminale -
catenin binding site (CBD) (van Roy und Berx 2008). An die JMD bindet p120-Catenin
(p120ctn), welches den Cadherin-Catenin-Komplex stabilisiert und ihn vor endozytoti-
schem Abbau schiitzt (Reynolds 2010). Uber die CBD interagiert Cadherin mit f-
Catenin oder y-Catenin (homolog zu Plakoglobin). Uber assoziiertes a-Catenin wird
anschlieBend die Verbindung zum Aktin-Zytosklelett hergestellt (van Roy und Berx
2008).
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Uber die extrazelluldre Domine, welche aus 550 Aminosiuren besteht, lagern sich die
Cadherine zusammen und stellen so die Zelladhdsion untereinander her (van Roy und
Berx 2008). Alle Mitglieder der klassischen Typ I Cadherine weisen genau 5 EC-
repeats in ihrer extrazelluldren Domine auf (Nollet et al. 2000). Essentiell fiir die Aus-
bildung und Stabilisierung von Adhisionskomplexen ist die Bindung von Ca*"Tonen
(Ozawa et al. 1990). Die aufeinanderfolgenden EC-Doménen werden jeweils durch die
Bindung von drei Calcium-Ionen verkniipft. Diese Calciumabhingigkeit verliech den

Cadherinen ihren Namen (Ca’*-dependent adhesion molecules) (Brasch et al. 2012).

1.4.2 Catenine

Die Verbindung zum Zytosklelett wird intrazelluldr durch Ankerproteine der Catenin-
Familie hergestellt. Zu ithnen gehdren a-Catenin, B-Catenin, p120-Catenin (p120ctn)

und y-Catenin.

B-Catenin ist ein 96 kDa groBles Protein und gehort zur Familie der armadillo repeat
proteins. Es interagiert durch die Armadillo-repeats direkt mit den Cadherinen am int-
razelluldren C-terminalen Ende und bewirkt somit die Verankerung der Cadherine (Xu
und Kimelman 2007). Die Bindung von B-Catenin an E-Cadherin entsteht bereits frith
im endoplasmatischen Retikulum und ermdglicht deren Transport zur Zelloberfliche
(Chen et al. 1999). In Verbindung mit dem Cadherin-Catenin-Komplex an der Zell-
membran fiihrt B-Catenin eine adhdsive Funktion aus, stabilisiert die Zelle im Gewebs-
verbund und kann die Tumorentstehung verhindern (Li et al. 2014). B-Catenin liegt zu-
sétzlich zu seiner membrangebundenen Form auch frei im Zytosol vor und spielt dort
eine wichtige Rolle in Signalwegen der Zellproliferation. Bei Aktivierung des Wnt-
Signalweges akkumuliert $-Catenin, wandert in den Nukleus und bindet Proteine der
Tct/LEF-Familie. Dieser Komplex bindet an die DNA und induziert die Transkription
von Genen, welche den Zellzyklus, die Zellproliferation und somit die Tumorgenese
stimulieren (Nagar et al. 1996). Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2017 verglich mehrere
Studien, in denen die prognostische Bedeutung der Lokalisation von B-Catenin in
NSCLC untersucht wurde. Aus dieser Metaanalyse geht hervor, dass zytosolisch lokali-
siertes -Catenin in NSCLC mit einer schlechteren Prognose und membrands lokalisier-

tes B-Catenin mit einer guten Prognose einhergeht (Jin et al. 2017).
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a-Catenin ist ein 102 kDa groBes Protein. Es agiert als Linker-Protein zwischen -
Catenin und Aktin und stellt somit die Verbindung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes
an das Zytoskelett her (Harris, Tony und Tepass 2010). Es kann dabei direkt oder indi-
rekt an Aktin binden. Als mdgliche Interaktionspartner zwischen a-Catenin und Aktin
sind Vinculin, Afadin, Aktinin, Formin und EPLIN in der Diskussion (Gates und Peifer
2005).

P120-Catenin (p120ctn) gehort wie B-Catenin zur Familie der armadillo repeat domain
proteins und interagiert mit E-Cadherin an der juxtramembrandren Region (Reynolds
2010). Vom humanen Protein p120ctn existieren verschiedene Isoformen. Diese werden
durch die Verwendung vier verschiedener Startkodons (Startkodon 1, 2, 3 oder 4) sowie
durch die unterschiedliche Kombination dreier Exone (Exon A, B oder C) gebildet.
Hiernach richtet sich auch die Nomenklatur der einzelnen Isoformen (bspw. p120ctn-

Isoform 1 ABC) (Keirseblick et al. 1998).

Fiir die Aufrechterhaltung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes ist p120ctn unverzicht-
bar. Fillt die Bindung von p120ctn an E-Cadherin weg, konnen Faktoren wie Ubiquitin
ligase Hakai und Clathrin an E-Cadherin binden, was zur Internalisierung und Endozy-
tose von E-Cadherin und zur Degradation des Komplexes fiihrt (Menke und Giehl 2012;
Reynolds 2010). Des Weiteren induziert pl120ctn die seitliche Vernetzung der E-
Cadherin Homodimere, wodurch ein charakteristisches Reiflverschlussprinzip entsteht

und ein starker mechanischer Halt gewéhrleistet wird (Menke und Giehl 2012).

1.5 Die Funktion der Cadherine in der Tumorgenese und
Metastasierung

Im Gegensatz zu benignen Zellen weisen maligne Zellen ein invasives Wachstum auf
und haben die Fahigkeit Metastasen zu bilden. Wihrend des Prozesses der Metastasie-
rung l6sen sich die Zellen aus ihrem Gewebsverbund, durchbrechen die Basalmembran
und infiltrieren das umliegende Gewebe. AnschlieBend konnen die Tumorzellen iiber
den Vorgang der Intravasation in Lymph- oder Blutgefiae einbrechen, in andere Organe
wandern und dort Fernmetastasen ausbilden (Menke und Giehl 2012). Voraussetzung
fiir den Vorgang der Metastasierung ist, dass die Zelle ihren epithelialen Phinotyp ver-

liert und mesenchymale Charakteristika annimmt um eine erhdhte Invasivitit und mig-
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ratorische Aktivitit zu erlangen. Dieser Prozess beschreibt die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT). EMT ist jedoch nicht nur ein onkogener, sondern priméir ein physio-
logischer Vorgang und spielt wihrend der Implantation, Embryogenese, Organentwick-
lung sowie in der Wundheilung eine wichtige Rolle (Kalluri und Weinberg 2009). Ein
entscheidender Schritt wahrend der EMT ist der Verlust von E-Cadherin und die
dadurch resultierende Schwéchung der Adhdsionskomplexe, was die Ablosung der Zel-
le aus ihrem Gewebsverbund erleichtert (Birchmeier und Behrens 1994; Kalluri und
Weinberg 2009). Interessanterweise ist in manchen Tumorzellen neben der verminder-

ten Expression von E-Cadherin eine erhdhte Expression von mesenchymalen Cadheri-

nen, wie Cadherin-11 oder N-Cadherin zu beobachten (Halbleib und Nelson 2006).

Um sich in anderen Organen erneut anzuheften, kann die transformierte mesenchymale
Zelle im Anschluss an die EMT den entgegengesetzten Prozess, also die mesenchymal-
epitheliale Transition durchlaufen (MET) (Auersperg et al. 1999). Die Expression von
E-Cadherin wird hierbei hochreguliert, es bilden sich neue Adhédsionskontakte aus und

die Zelle nimmt erneut ihren epithelialen Phénotyp an (Chao et al. 2010).

In Tumorzellen, wie auch im Lungenkarzinom, ist die Expression von E-Cadherin und
assoziierten Cateninen im Vergleich zu benignem Gewebe vermindert. Dies resultiert
héufig in einer Schwichung der Adhésionskomplexe und die Tumorzelle kann dadurch
ein erhohtes Invasions- und Migrationspotential erlangen (Liu et al. 2008). Eine Dys-
bzw. Runterregulation der E-Cadherin-Expression kann {iber verschiedenste Mechanis-
men entstehen: genetische Mutation, epigenetische Mutationen, die posttranslationale
Modifizierung, verstirkter Abbau durch Endozytose oder durch eine erhohte induzierte

Expression mesenchymaler Cadherine (zusammengefasst in van Roy und Berx 2008).

1.6 Rho-GTPasen

Rho-GTPasen sind in allen eukaryontischen Zellen enthalten und gehdren der Ras-
Superfamilie an. Bekannte Mitglieder sind die Rho-GTPasen RhoA, Racl und Cdc42
mit einer Grofle von 21-25 kDa (Wheeler und Ridley 2004; Ridley 2013; Parri und Chi-
arugi 2010). In der Zelle sind Rho-GTPasen im Zytoplasma oder an der Zellmembran
lokalisiert, was von ihrer posttranslationalen Modifikation abhingt. Damit Rho-

GTPasen ihre Funktionen an der Zellmembran ausiiben konnen, wird posttranslational
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eine Lipid-Gruppe, die sogenannte Prenyl-Gruppe am C-Terminus hinzugefiigt, welche
der Verankerung an der Zellmembran dient und den Rho-GTPasen ermdglicht mit Re-
gulatoren und mit Effektorproteinen zu interagieren (Parri und Chiarugi 2010; Ridley
2013).

Alle Rho-GTPasen fungieren als molekulare Schalter und wechseln zwischen einem
GDP-gebundenen und einem GTP-gebundenen Zustand, wobei sie nur im GTP-
gebundenen Zustand aktiv sind. Die Aktivierung der Rho-GTPasen wird durch den
Austausch von GDP zu GTP durch guanin nucleotid exchange factors (GEFs) erzielt.
Die Inaktivierung, bedingt durch die Hydrolyse des y-Phosphats von GTP, durch GTPa-
se activating factors (GAPs) katalysiert (Wheeler und Ridley 2004; Parri und Chiarugi
2010; Ridley 2013). Weitere negative Regulatoren, welche die Rho-GTPasen in ihrem
inaktiven GDP-gebundenen Zustand festhalten, sind die Rho guanine nucleotide dis-
sociation factors (GDIs). Durch eine Bindung an die Lipid-Gruppe der Rho-GTPasen
bewirken sie deren Dissoziation von der Plasmamembran und halten die Rho-GTPasen
in ihrem inaktiven GDP-gebundenen Zustand fest (Ridley 2013; Parri und Chiarugi
2010; Wheeler und Ridley 2004).

Rho-GTPasen sind essentiell an der Fahigkeit der Zelle zu migrieren und der Ausbil-
dung und Umstrukturierung von Adhdsionskontakten beteiligt. Dies geschieht vor allem
indirekt durch die Regulation des Aktin-Zytoskleletts (Ridley 2013; Parri und Chiarugi
2010; Wheeler und Ridley 2004; Menke und Giehl 2012; Harris, Tony J C und Tepass
2010). Wihrend der Ausbildung neuer Adhésionskontakte ist zundchst Rac aktiviert.
Rac organisiert die Ausbildung von Zellfortsitzen, den Lamellipodien. Uber diese Zell-
fortsdtze treten benachbarte Zellen in Kontakt und E-Cadherin akkumuliert an der
Membran der Lamellipodien. Anschlieend erfolgt die Aktivierung von RhoA. RhoA
bewirkt durch die Kontrolle von kontraktilen Stressfasern, welche durch eine Biinde-
lung von Aktin und Myosin-II entstehen, anschlieBend die korrekte Formation der Ad-

hésionskontake (Yamada und Nelson 2007).

Im Gegenzug sind auch Cadherine in der Lage Rho-GTPasen zu regulieren. Beispiels-
weise zeigte die Arbeitsgruppe von Noren et al., dass Cadherine die Aktivitdt von RhoA
inhibieren konnen und dies vermutlich durch eine Aktivierung von p190RhoGAP indu-
ziert wird (Noren et al. 2003). Die Arbeitsgruppe von Asnaghi et. al kam zu dhnlichen

Ergebnissen und zeigte, dass Tumorzellen des NSCLC, welche E-Cadherin iiberexpri-
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mieren, eine geringere Wachstumsrate und verminderte Zellmigration aufweisen. Dieser
Effekt wurde durch die verminderte Expression der Rho-GTPasen RhoA und Cdc42
ausgelost, welche wiederum durch pl90RhoGAP und DLC-1 negativ reguliert werden
(Asnaghi et al. 2010).

1.7  Die Funktion der Rho-GTPasen in der Tumorgenese und
Metastasierung

Es sind drei Rho Isoformen bekannt: RhoA, RhoB und RhoC, welche in iiber 85 % ihrer
Aminosduresequenz identisch sind (Ridley 2013; Wheeler und Ridley 2004). Trotz ihrer
dhnlichen Struktur konnen sie unterschiedliche Funktionen in der Zelle ausiiben und
werden durch verschiedene GAPs und GEFs reguliert. RhoA und RhoC haben bedeu-
tenden Einfluss auf die Kontraktilitdt des Aktomyosinskeletts und auf die Zellpolaritit,
wihrend RhoB die Apoptose der Zellen fordert und lange Zeit eher als Tumorsuppres-
sorprotein angesehen wurde (Ridley 2013). In Tumorzellen kommt den kleinen GTP-
asen RhoA und RhoC eine besondere Bedeutung zu, was vor allem durch deren Uber-
expression in verschiedenen Tumorentititen deutlich wird (zusammengefasst in Karls-
son et al. 2009). Auch fiir Tumorzellen des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
(NSCLC) wurde bereits gezeigt, dass RhoC auf mRNA-Level und auf Proteinlevel ver-
starkt exprimiert wird und zudem die Expression von RhoC positiv mit der Invasion in
lymphatische sowie Blutgefda3e korreliert (Shikada et al. 2003). Die Deregulation der
Rho-GTPasen wihrend der Tumorentstehung wird bisher auf die verédnderten Expressi-
onslevel und Aktivierung zuriickgefiihrt, da bisher keine Mutationen in den kodierenden
Genen gefunden wurden (Karlsson et al. 2009). RhoC wurde in einem Screening von
Genen als entscheidender Marker fiir das Metastasierungspotential in Melanomzellen
entdeckt (Clark et al. 2000). Nachfolgende Studien konnten die metastasierungsforderne
Eigenschaft von RhoC bestitigen, sowie eine Uberexpression von RhoC in Karzinom-
zellen mit einer erhdhten Lymphknoteninfiltration, geringeren Differenzierungsstadien
und einer geringeren Uberlebenszeit der Patienten in Zusammenhang bringen (Hakem
et. al 2005 (Wang et al. 2004, Bellovin et al. 2006). Dieser Effekt wird sicher auch be-
giinstigt durch den stimulierenden Effekt von RhoC auf angiogenetische Faktoren wie
beispielsweise den VEGF-Faktor, was zu einer erhohten Vaskularisierung des Tumors

fiihrt (van Golen et al. 2000, Wang et al. 2013). Eine Studie von Hakem et al. zeigte,
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dass die Deletion von RhoC keinen Effekt auf die Tumorentstehung bzw. das Zell-
wachstum hat, aber das Metastasierungspotential deutlich geschwicht wurde (Hakem et
al. 2005). Bellovin et. al fanden heraus, dass wihrend der EMT die Expression von
RhoC stimuliert wird und im Gegensatz dazu die Expression von RhoA abnimmt. Zu-
dem beschreibt diese Studie einen Zusammenhang zwischen der Uberexpression von

RhoC und der Dislokation von E-Cadherin von der Membran (Bellovin et al. 2006).

RhoA hat iiber die Regulation des Aktin-Zytoskleletts einen bedeutenden Einfluss auf
die mesenchymale Migration sowie die Ausbildung und Formation der Adhésionskon-
takte. Simpson et al. konnten 2004 in einer Studie mit Brustkarzinomzellen zeigen, dass
RhoA die Zellinvasion hemmt und RhoC die Zellinvasion fordert (Simpson et al. 2004).
Ahnliche Ergebnisse erzielte die Arbeitsgruppe von Giehl et al., bei der in Pankreaskar-
zinomzellen eine Uberexpression von RhoC in einer gesteigerten Migration und Invasi-
on der Zellen resultierte, wohingegen die Uberexpression von RhoA eine Verminderung
bewirkte (Dietrich et al. 2009). In einer Studie von Asnaghi et al. wurde jedoch durch
die Inhibition von RhoA-GTP die Zellmigration von NSCLC Zellen stark reduziert, was
in Lungenkarzinomzellen eher auf eine Invasions- sowie migrationsfordernde Eigen-
schaft von RhoA schlielen ldsst (Asnaghi et al. 2010). Auch die Arbeitsgruppe von Yan
et al. kam zu dem Schluss, dass in Tumorzellen des Zungenkarzinoms eine Inhibition

von RhoA die Migration und Invasion hemmt (Yan et al. 2014).

1.8  Zielsetzung der Arbeit

Uber Adhisionskontakte lagern sich Zellen zu einem Gewebe zusammen und erlangen
starken mechanischen Halt untereinander. Um sich aus dem Gewebsverbund 16sen zu
konnen, ist eine Auflosung der adhdsiven Strukturen und ihrer Bestandteile notwendig,
was ein entscheidendes Merkmal maligner und migrierender Zellen ist. Ein Ziel dieser
Arbeit war es, die Expression der Bestandteile des Adhdsionskomplexes, die Cadherine
und Catenine, in Lungentumorzellen zu untersuchen und anschlieBend in ausgewihlten

Zellen den E-Cadherin-Catenin-Adhésionskomplex nachzuweisen.

Rho-GTPasen sind als Regulatoren der Migration und Zelladhésion bereits lange in der
Literatur beschrieben. Jedoch ist bisher wenig dariiber bekannt, welche Auswirkungen

die kleinen Rho-GTPasen RhoA und RhoC in Lungenkarzinomzellen auf den Adhési-



1 Einleitung

11

onskomplex haben und ob dies zu einer gesteigerten Zellinvasion und Migration der
Zelle fiihren konnte. Aus diesem Grund sollte durch eine Uberexpression von RhoA und
RhoC nach transienter Transfektion der Einfluss von RhoA und RhoC auf den E-
Cadherin-Catenin-Komplex in Lungenkarzinomzellen untersucht werden. Das Ziel die-
ser Arbeit ist es, neue Erkenntnisse iiber die Regulation der Adhdsionskomplexe durch

die Rho-GTPasen RhoA und RhoC in Lungenkarzinomzellen zu gewinnen.
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2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth, Sigma Aldrich, Thermo Scienti-

fic, Acros Organics, Serva Electrophoresis, Merck Millipore, AppliChem, VWR Inter-

national oder Riedel-de Haen in der hochsten erhéltlichen Reinheit bezogen.

Substanz

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Pierce BCA Protein Assay Reagent A
5-Brom-4-Chlor- Indolylphosphat (BCIP)
4-Nitroblau Tetrazolium Chlorid (NBT)
Coommassie Brilliant blue

Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz

(EDTA)
Ethylenglycol-bisaminoethylether-N", N”,
N’, N'-Tetraessigsdure (EGTA)
Dulbeccos’s modified Eagle medium
(DMEM)

Mowiol

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nonidet P40 (NP40)

OptiMEM

PefaBloc

Ponceau S Sodium salt
Rinderserumalbumin (BSA)

Rotiphorese Gel A (30 % Acrylamidldsung)

2 % Bisacrylamidlosung

Skim Silk Powder

N, N’, N’, N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Trichloressigsdure (TCA)
Tris-aminomethan (TRIS)

Triton X100

Tween 20

Hersteller

Carl Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific, Schwerte
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck Millipore, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Life Technologies, Darmstadt

Calbiochem by Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Invitrogen, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
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2.1.2 QGeréte

Bezeichnung

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16 R
Tischzentrifuge 5417C

Zentrifuge Labofuge 400R

Pipetman Pipetten 10ul, 20ul, 200 ul, 1000 pl
CO;-Inkubator HERAcell 1501

Inverses Lichtmikroskop Axiovert 25
Inverses Floureszenzmikroskop Olympus IX81
Vertikale Elektrophoresekammer

Licor Odyssey SA

Fusion SL4-3500.WL (Chemiluminescence
Imagingsystem)

2.1.3 Software

Bezeichnung
Fusion SL (Version 15.18)
Image Studio Lite 5.0.21

Hersteller

Thermo Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg
Thermo Scientific, Schwerte
Gilson, Middleton (USA)
Thermo Scientific, Schwerte
Zeiss, Oberkochen

Olympus, Hamburg

VWR, Darmstadt

LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Vilber Lourmat, Eberhardzell

Hersteller
Vilber Lormat, Eberhardzell
LI-COR Biosciences, Bad Homburg
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2.1.4 Molekulargewichtsmarker

Bezeichnung: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Bestellnummer:

26619 Hersteller: Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Molekulargewicht

170 kDa

130 kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa

40 kDa

35kDa

25kDa

15 kDa

10 kDa
2.1.5 Plasmide
Bezeichnung Bezugsquelle
pEGFP-C1 Addgene, Teddington, UK
pEGFP-C2 RhoA WT Arbeitsgruppe Prof. Dr. Klaudia Giehl
pEGFP-C1 RhoC WT Arbeitsgruppe Prof. Dr. Klaudia Giehl
2.1.6 Transfektionsreagenzien
Bezeichnung Hersteller
jetPEI DNA Tansfection Reagent Polyplus Transfection, New York, USA
NanoJuice Transfection Kit Merck Millipore, Darmstadt
2.1.7 Zelllinien
Zelllinie Ursprungsgewebe Wachstum | Herkunft
A427 Humanes Lungenadenokarzinom adhérent ATCC-Nr:

HTB-53

A549 Humanes Lungenadenokarzinom adhérent ATCC-Nr:
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CCL-185
Colo 699 Humanes Lungenadenokarzinom adhirent DSMZ-Nr: ACC 196
H1688 Humanes kleinzelliges Lungenkarzi- adhérent ATCC-Nr:
nom (Lebermetastase) CCL-257
HTB-55 (Calu-3) Humanes Lungenadenokarzinom adhirent ATCC-Nr:
HTB-55
H2122 Humanes Lungenadenokarzinom adhérent ATCC-Nr:
CRL-5985
H23 Humanes Lungenadenokarzinom adhérent ATCC-Nr:
CRL-5800
H358 Humanes bronchoalveoldres Lungen- adhérent ATCC-Nr:
karzinom CRL-5807
SCLC-21H Humanes kleinzelliges Lungenkarzi- in Suspension CLS-Nr:
nom 300225

Die Beschreibung der verwendeten Zelllinien wurde der ATCC (Admerican Type Culture

Collection, Manassan, USA), der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Braunschweig) und der CLS (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim)

entnommen.

2.1.8 Primérantikorper

Antigen Aus Spezies Verdiinnung Hersteller/
Bestellnummer
B-Aktin Maus (mk) IB 1:5000 Sigma
IF: 1:500 A-5441
E-Cadherin Maus (mk) IB: 1:40000 BD Bioscience
IF: 1:200 610182
N-Cadherin Maus (mk) IB: 1:2000 BD Bioscience
IF: 1:100 610920
P-Cadherin Maus (mk) IB: 1:2000 Abcam
IF: 1:100 Ab19350
Cadherin-11 Kaninchen (pk) IB: 1:250 US Biological
C0107-08
o-Catenin Maus (mk) 1B: 1:1000 BD Bioscience
IF: 1:50 610194
a-Catenin Kaninchen (pk) 1B: 1:50000 Sigma
IF: 1:500 C2206
p-Catenin Maus (mk) 1B: 1:2000 BD Bioscience
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IF: 1:50 610152
-Catenin Kaninchen (pk IB: 1:5000 Sigma
p P g
IF: 1:500 C2206
y-Catenin Maus (mk) 1B: 1:4000 Transduction
IF: 1:200 C26220
P120ctn Maus (mk) IB: 1:1000 BD Bioscience
IF: 1:100 P17920
P120ctn Kaninchen (pk) IB: 1:1500 Santa Cruz
IF: 1:100 cc-1101
GFP Maus (mk) IB: 1:1000 Roche
11814460001
RhoA Maus (mk) IB: 1: 500 Santa Cruz
Sc-418
RhoC Maus (mk) 1B: 1:200 Santa Cruz
Sc-26480

IB: Immunoblot, IF: Immunfluoreszenz, mk:

2.1.9 Sekundérantikorper

monoklonal, pk: polyklonal

Antigen Gekoppelt mit Verdiinnung Hersteller/
Bestellnummer
Maus IgG Alkalische Phosphatase | IB: 1:5000 Sigma
A-3562
Maus IgG Peroxidase IB: 1:5000 Sigma#A-4416
Maus IgG Cy3 IF: 1:1000 Dianova
115-165-003
Maus IgG IRDye 680 LT IB: 1:80000 — LI-COR
1:1000000 Biosciences
925-68022
Maus IgG IRDye 800 CW IB: 1:80000 — LI-COR
1:100000 Biosciences
925-32212
Kaninchen IgG Alkalische Phosphatase | IB: 1:5000 Jackson/Dianova
211-055-109
Kaninchen IgG Cy3 IF: 1:2000 Dianova
111-166-045
Kaninchen IgG Alexa488 IF: 1:1000 Mol.Probes

M-10992
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Kaninchen IgG IRDye 680 LT IB: 1:80000 — LI-COR
1:1000000 Biosciences
925-68023
Kaninchen IgG IRDye 800 CW IB: 1:80000 — LI-COR
1:1000000 Biosciences
925-32213

IB: Immunoblot, IF: Immunfluoreszenz, mk: monoklonal, pk: polyklonal

2.2  Methoden

Alle Methoden wurden nach Standardprotokoll der ,,Professur fiir Molekulare Onkolo-

gie solider Tumore* durchgefiihrt. Etwaige Anderungen sind gekennzeichnet.

2.2.1 Kultivierung von humanen, adhdrenten Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingun-
gen durchgefiihrt. Zum Desinfizieren wurde 70 %iger Alkohol verwendet. Die Kultivie-
rung der Zellen erfolgte im Inkubator bei einer Temperatur von 37 °C, einem relativen
CO,-Druck von 10 % und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 % in Wachstumsme-
dium. Alle 2-3 Tage wurde bei den Zellen ein Medienwechsel durchgefiihrt, wobei das
komplette Wachstumsmedium abgesaugt und ersetzt wurde. Die verwendete Menge an

Wachstumsmedium richtete sich nach der Schalengrof3e.

Wachstumsmedium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
10 % (V/V) Fotales Kilberserum (FCS)
1% (V/V) L-Glutamin
1 % (V/V) MEM Nicht essentielle Aminosduren

Schalengrofle Menge an Wachstumsmedium (ml)
100 mm-Schale 10 ml
6 mm-Schale 3-5ml

6er Well 2 ml pro Well
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2.2.2 Passagieren von Zellen

Bei Erreichen einer Konfluenz von 90-100 % wurden die Zellen umgesetzt. Vor Beginn
der Arbeit wurde das CMF-PBS und das Wachstumsmedium auf 37 °C im Wasserbad
erwdrmt. Zundchst wurde das alte Medium abgesaugt und der Zellrasen mit 1x CMF-
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 2-4 ml 0,25 %ige Trypsin-EDTA-Losung auf
die Zellen gegeben um die Zellen abzuldsen. Unter dem Mikroskop wurde die erfolgte
Ablosung der Zellen kontrolliert und anschlieBend die Enzymreaktion durch Zugabe
von 5 ml Wachstumsmedium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein Polypropy-
lenrdhrchen tiberfiihrt und durch Zentrifugation 3 min bei 1000 rpm bei Raumtempera-
tur sedimentiert. Zuletzt wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in frischem Me-
dium resuspendiert und in geeigneter Verdiinnung (1:5 bis 1:20) auf neue Zellkultur-

schalen ausgesiit.

1x CMF-PBS
(Calcium- und Magnesium-freie Phosphat-gepufferte Saline)

140 mM NacCl
2,6 mM KC1
8 mM NagHPO4
1,5 mM KI‘I2P04
pH 7,2

Trypsin-EDTA-Losung

0,5 g Trypsin
0,2 g EDTA
in 11 Kochsalzlosung gelost

2.2.3 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zéhlkammer

Zur mikroskopischen Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl einer Zellsuspension auf
eine Neubauer-Zahlkammer unter ein Deckglas pipettiert. Unter dem Mikroskop wur-
den mit einer zehnfachen ObjektvergroBerung die Zellen im Zahlkreuz ausgezihlt. Die

Berechnung der Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl x 10* = Zellzahl pro ml Medium
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Es wurden mindestens zwei grofle Quadrate aus zwei unabhidngigen Bestimmungen

ausgezdhlt und anschlieBend der Mittelwert gebildet.

2.2.4 Plasmidgewinnung

Fiir die Vervielfiltigung und Aufreinigung der Plasmid-DNA wurden mit Plasmid-DNA
transformierte Escherichia coli-Bakterienstimme eingesetzt. Die Bakterien enthielten
die Plasmide pEGFP RhoA WT und pEGFP RhoC WT. Es wurde jeweils eine Kolonie
der E. coli-Bakterien mit einer Pipettenspitze aufgenommen und in ein 5 ml Polypropy-
lenrdhrchen mit LB-Medium und 25 pg/ml Kanamycin gegeben. AnschlieBend wurde
die Vorkultur bei 37 °C unter kontinuierlichem Schiitteln inkubiert, bis die Bakterien
ausreichend gewachsen waren, sichtbar an einer trilben Farbe. AnschlieBend wurde in
jeweils 120 ml LB-Medium, versetzt mit 25 pg/ml Kanamycin, eine Ubernachtkultur
hergestellt und diese bei Raumtemperatur bei 200 rpm geschiittelt. Durch anschlieende
Zentrifugation der Bakterienkultur fiir 15 min bei 4 °C und 5000 rpm wurden die Bakte-
rien sedimentiert. Der klare Uberstand (LB-Medium) wurde abgegossen und das Pellet
mit RNAse Puffer des NucleoBond® Xtra Midi DNA Préparationskit resuspendiert bis
eine homogene Suspension entstand. Die E. coli-Bakterienstimme wurden bei -20 °C
gelagert. Aus den resuspendierten Bakterien wurde nach Herstellerangaben des Nucle-
oBond® Xtra Midi DNA Préparationskits das Plasmid isoliert. Die Konzentrationsbe-
stimmung der aufgereinigten DNA-Plasmide erfolgte photometrisch und im 1 %igen

Agarosegel. Dabei ergaben sich Konzentrationen zwischen 1,7 und 2,7 pg/ul.

LB-Medium
1 % (m/V) Trypton
0,5 % (m/V) Hefeextrakt
1 % (m/V) NaCl
pH 7,5
in demineralisiertem Wasser gelost

2.2.5 Transiente Transfektion von Lungenkarzinomzellen

Mit Hilfe der Transfektion ist es moglich genetisch verdnderte Zellen herzustellen, wel-

che z.B. vermehrt ein rekombinantes Protein produzieren. Im Gegensatz zur stabilen
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Transfektion wird bei der transienten Transfektion die DNA nicht in das Genom der

Wirtszelle eingebaut und nur iiber einen kurzen Zeitraum exprimiert.

Fiir die Transfektion der Zelllinien A549 und H23 wurde das Transfektionsreagenz
JetPEI DNA transfection reagent von Polyplus eingesetzt. Zu Beginn wurden jeweils 3
x 10° Zellen pro 6 cm-Schale einer jeden Zelllinie ausgesit und die Zellen am néchsten
Tag bei einer Dichte von 70-80 % mit den DNA-Plasmiden pEGFP, pEGFP RhoA WT
und pEGFP RhoC WT transfiziert. Hierfiir wurden zwei Losungen angesetzt. In zwei
Reagiergefile wurden jeweils 200 pl einer sterilen 150 mM NaCl-Losung pipettiert.
Anschliefend wurde dem einen Reagiergefdll die gewiinschte Menge an Plasmid-DNA
und dem anderen Reagiergefd3 das Transfektionsreagenz hinzugefiigt. Fiir H23-Zellen
wurde 2 pg Plasmid-DNA und 4,5 ul Transfektionsreagenz eingesetzt und fiir A549-
Zellen 3 pg DNA und 12 pl Transfektionsreagenz. Die Losungen wurden mit einem
Vortexer gemischt und nach einer Inkubationszeit von 15 min auf die Zellen getropft.
Anschliefend wurden die Zellen im CO;-Inkubator bei 37 °C gelagert. Nach 24 h er-
folgte ein Medienwechsel. Nach weiteren 24 h wurde die Transfektionseffizienz unter
dem Mikroskop iiberpriift. Unter Einsatz eines EGFP-Filters konnten die griin fluores-
zierenden Zellen sichtbar gemacht und fotografiert werden. Es wurde die komplette
Schale durchgemustert und ein repriasentatives Foto der transfizierten Zellen und ein
Phasenkontrastbild aufgenommen. Das Bild im EGFP-Filter und das Phasenkontrastbild
wurden miteinander verglichen und durch Auszdhlung der Gesamtzahl der Zellen und

der transfizierten Zellen die Transfektionseffizienz bestimmt.

H358-Zellen wurden ebenfalls mit den DNA-Plasmiden pEGFP, pEGFP RhoA WT und
pEGFP RhoC WT transient transfiziert. Fiir die Transfektion von H358-Zellen wurde
das NanoJuice Transfektionskit von Merck Millipore verwendet, welches die zwei
Transfektionsreagenzien Nano-Juice Core Transfection Reagent und Nanojuice Trans-
fection Booster enthélt. Zunichst wurden pro 6 cm-Schale 6 x 10° Zellen ausgesit und
am nichsten Tag bei einer Dichte von ca. 60-70 % transfiziert. Hierzu wurden 6 pl Na-
no-Juice Core Transfection Reagent und 9 ul Nanojuice Transfection Booster, 200 pl
OptiMEM, 2 pg der jeweiligen Plasmid-DNA und jeweils 2ug pcDNA3.1 mit einem
Vortexer gemischt und nach 5 min Inkubationszeit auf die Zellen getropft. Anschlie-
end wurden die Zellen im CO;-Inkubator bei 37 °C gelagert. Nach einer Inkubation
von 24 h wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt und die Transfektionseffizienz wie

oben beschrieben lichtmikroskopisch dokumentiert und durch Auszdhlung bestimmt.
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2.2.6 Herstellung von Zelllysaten

Bei Herstellung der Zelllysate wiesen die Zellen eine Konfluenz von 90-100 % auf. Um
eine Degradation der Proteine durch Proteasen zu verhindern, wurden die Zellen bei
jedem Schritt auf Eis gelagert. Zundchst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
mit eiskaltem 1 x CMF-PBS gewaschen. Nach Zugabe von 100 pl (60 mm-Schale) bzw.
300-500 ul (10 cm-Schale) NOP- oder RIPA-Lysispuffer und einem Mix aus
Proteaseinhibitoren wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Schalenboden abge-
16st und in ein vorgekiihltes Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde durch
fiinfmaliges Aufziehen mit einer Spritze mit kleiner Kaniile (orangene Injektionsnadel
mit einem KaniilenauBendurchmesser von 0,5 mm) homogenisiert und anschlieBend bei
4 °C und 10.000 rpm 10 min zentrifugiert. Das Sediment wurde verworfen und der
Uberstand in ein neues vorgegekiihltes Reaktionsgefi pipettiert. Es wurden 2 pl fiir

eine Proteinbestimmung entnommen und das iibrige Lysat bei -75 °C gelagert.

1x RIPA-Puffer

50 mM Tris/HCL, pH 7,0
150 mM NacCl
0,1 % (V/V) SDS
0,5 % (V/V) Natriumdesoxycholat
1 % (V/V) Triton X-100
pH 7,2

1x NOP-Puffer

50 mM Tris/HCI, pH 7,0
150 mM NaCl
1 % NP40
1 mM EDTA
1 mM EGTA
pH 7,8

100x Proteaseinhibitor

240 mg PefaBloc
100 mg Trypsin —Inhibitor (Sojabohne)
10 mg Aprotinin
1 mg Leupeptin
50 mM Tris/HCl
pH 7.4
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2.2.7 Proteinbestimmung mittels Bicinchoninséure (BCA)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA wurde erstmals von Smith et al.
eingefiihrt (Smith et al. 1985). Bei dieser Methode bilden Proteine in alkalischer Losung
mit Cu’*+-Ionen einen Komplex. Die Cu®'-Ionen reagieren mit Protein und werden zu
Cu'-Ionen reduziert. Die Cu'-lonen reagieren anschlieBend mit Bicinchoninsiure
(BCA) und bilden einen violetten Farbkomplex. AnschlieBend kann die Absorption bei

einer Wellenldnge von 562 nm photometrisch gemessen werden.

Von der zu bestimmenden Proteinldsung wurden 2 pl mit 18 pl destilliertem H,0 ver-
diinnt und anschlieBend 180 pl eines Kuper(I)Sulfat-BCA-Gemisches hinzugegeben,
welches 50 Volumenteile der Losung BCA-Protein Acid Reagent A (Thermo Fisher Sci-
entific) und einen Volumenanteil 4 %iger Kupfer(I)Sulfat-Losung enthilt. Zudem wur-
de eine Kalibrierungskurve erstellt. Hierflir wurden jeweils 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 12,5 pl
Rinderalbuminserum (BSA) mit einer Konzentration von 2 mg/ml eingesetzt, mit destil-
liertem H,0 auf ein Endvolumen von 20 pl verdiinnt und anschlieBend ebenfalls mit
180 ul BCA-Reagenzlosung versetzt. Alle Ansédtze wurden fiir 30 min bei 37 °C inku-
biert und anschlieend die Absorption der Proben mit einem ELISA-Reader bei einer
Wellenlédnge von 562 nm gemessen. Die Probe ohne Protein diente als Nullwert der
Eichgrade. Um den Messfehler moglichst klein zu halten, wurden fiir alle Proben Dop-
pelbestimmungen durchgefiihrt. Durch den Vergleich der Absorptionswerte der Proben
mit denen der Kalibrierungskurve konnte die Proteinkonzentration der Proben bestimmt

werden.

2.2.8 Immunprizipitation

Mit der Immunprizipitation konnen Proteininteraktionen bestimmt werden. In dieser
Arbeit wurde ein magnetisches System verwendet. Dieses beinhaltet ein Protein A, wel-
ches mit magnetischen Mikropartikeln beschichtet ist, und ein Primédrantikorper, der das
Protein A und ein Zielprotein (Antigen) bindet. Protein A stammt urspriinglich aus der
Zellwand des Bakteriums Staphylococcus aureus und besitzt die Féhigkeit Immunglo-
buline an deren Fc-Region zu binden. Durch die magnetische Beschichtung des Protein
A kann der Antikorper, das Antigen und seine Interaktionspartner isoliert werden und

die restlichen Proteine des Proteinlysats durch mehrmaliges Waschen entfernt werden.
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Wichtig ist hierbei die Verwendung von NOP-Puffer, da durch diesen Puffer vorhande-

ne Interaktionen zwischen Proteinen nicht aufgebrochen werden.

Im ersten Schritt wurde der E-Cadherin-Antikorper an das Protein A gekoppelt. Die
Inkubation erfolgte in 500 pl IP-Puffer in einem Uberkopf-Rotor fiir 1 h bei Raumtem-
peratur. AnschlieBend wurde ein Magnet eingesetzt um das magnetische Protein mits-
amt seinem gebunden Antikdrper zu prizipitieren. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Prizipitat 3 x mit [P-Waschpuffer gewaschen. Es wurde 500 pg Lysat und 5 pl
Proteaseinhibitor zum Ansatz gegeben und die Losung auf ein Endvolumen von 500 pl
mit [P-Puffer aufgefiillt. Bei den Immunoprizipitationen mit Lysaten transfizierter Zel-
len wurde 1/10 eines jeden Prizipitationsansatzes als Vergleichskontrolle in ein neues
Reagiergefdl3 pipettiert. Die Bindung des Antikdrpers an das Protein erfolgte in einem
Uberkopf-Rotor fiir 2 h bei 4 °C. AnschlieBend wurde der Ansatz erneut unter Einsatz
eines Magneten 3 x mit [P-Waschpuffer gewaschen. Zuletzt wurde das an den Magne-
ten gebundene Prizipitat in 30 pl Protein-Probenpuffer eluiert. Die Magnetbeads wur-
den bei 10 000 rpm fiir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reagierge-

faf pipettiert. Die Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese.

IP-Puffer

50 mM Tris/HCl
150 mM NacCl
0,5 % (V/V) Triton X 100
0,5 % (V/V) NP40
pH 7,6

IP-Waschpuffer

50 mM Tris/HCl
200 mM NacCl
0,5 % (V/V) Triton X 100
1 % NP40
0,1 % Natriumdeoxycholat
pH 8,0
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2.2.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese erfolgte nach dem diskontinuierlichen Limmli-System. Bei die-
sem System bilden die Proteine mit SDS negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit
einem konstanten Ladungs- zu Masse-Verhiltnis, die sich im Trenngel nach ihrem Mo-
lekulargewicht auftrennen. Es wurden Trenngele, mit einem Acrylamidgehalt von
7,5 %, 10 % und 12,5 % eingesetzt. Nach Zugabe von APS (Ammoniumpersulfat) und
TEMED (N ,N° ,N‘ N‘- Tetramethylethylendiamin) polymerisierten die Gele zu einem
quervernetzen Polyacrylamid-Gel. Die Zusammensetzung fiir jeweils zwei Trenn- und

Sammelgele kann aus der folgenden Tabelle entnommen werden:

Trenngel 7,5 % | Trenngel 10 % | Trenngel 12,5 % | Sammelgel
30 % Acrylamid 2 ml 2,6 ml 3,25 ml 0,38 ml
2 % Bisacrylamid | 0,8 ml 1 ml 1,2 ml 0,15 ml
3 M Tris pH 8,8 1 ml 1 ml 1 ml -
1 M Tris pH 6,8 - - - 0,38 ml
10 % SDS 0,08 ml 0,08 ml 0,08 ml 0,03 ml
60 % Saccharose | - - - 0,75 ml
H,0 dest. 4,1 ml 3,2ml 2,45 ml 1,3 ml
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 4 ul
10 % APS 50 ul 50 ul 50 ul 40 pl

Im ersten Schritt wurde das Trenngel gegossen und mit H,O-gesittigtem Isobuthanol
iiberschichtet. Die Polymerisation erfolgte iiber Nacht. Anschlieend wurde das Trenn-
gel mit einem Sammelgel tiberschichtet und ein Kamm (10, 12 oder 14 Taschen) einge-
setzt. Die Proben wurden mit mindestens 1/5 des Gesamtvolumens mit Protein-
Probenpuffer versetzt, fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht und in die Taschen des Sammel-
gels aufgetragen. Zusitzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die Gel-
elektrophorese erfolgte in einer mit Laufpuffer gefiillten Gelelektrophoresekammer bei

einer konstanten Spannung von 100 V.

1x SDS-Laufpuffer
50 mM Tris
0,5 M Glyzin
0,1 % (m/V) SDS
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5x SDS-Probenpuffer

200 mM Tris/HCI pH 8,8
5 mM EDTA
1 M Saccharose
0,1 % (m/V) Bromphenolblau
2 % (m/V) SDS

2.2.10 Coomassie-Féarbung

Nachdem die Proteine durch Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, erfolgte eine Fir-
bung des Trenngels in Coomassie-Farbelosung um eine Degradation der Proteine aus-
zuschlieBen. Das Gel wurde mit 100 ml Coomassie-Farbelosung iiberschichtet und tiber
Nacht bei leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel in Entfarbelosung

entfarbt bis die blauen Banden deutlich sichtbar wurden.

Coomassie-Fiarbelosung

10 % (V/V) Essigsédure
25 % (V/V) Isopropanol
0,025 % (m/V) Coomassie Brilliant Blue R
in dest. H,0

Coomassie-Entfiarbelosung

10 % (V/V) Eisessig
12,5 % (V/V) Isopropanol
in dest. H,0

2.2.11 Immunoblotting

Beim Immunoblotting werden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine mittels eines
elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Tankblot wurde

nach folgendem Schema aufgebaut:

Schlitten - Schwiamme - 2x Filterpapier — SDS-Gel-Nitrocellulosemembran - 2x Filter-

papier - Schwidmme - Schlitten
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Der zusammengebaute Tankblot wurde anschlieBend in eine mit Transferpuffer gefiillte
Blotkammer gestellt. Fiir den Transfer der Proteine wurden je nach Acrylamidgehalt des
Gels und MolekulargroBe des nachzuweisenden Proteins unterschiedliche Zeiten einge-
setzt. Bei einem Acrylamidgehalt des Trenngels von 7,5 % und 10 % erfolgte der Trans-
fer fiir 3 h und 60 V und bei Gelen mit einem Acrylamidgehalt von 15 % fiir 3 h bei
einer Spannung von 70 V. Die Stromstérke betrug bei jedem Blotting konstant 125 mA.

Transferpuffer

25 mM Tris/HCI
1,5 % (m/V) Glyzin
0,1 % (m/V) SDS
20 % (V/V) Methanol

2.2.12 Ponceaurot-Fiarbung

Im Anschluss an das Immunoblotting wurde die Nitrocellulosemembran kurz in H,O
gewaschen und fiir 1-3 min in Ponceaurot inkubiert. Die Entfarbung erfolgte erneut in
H,O, bis die Banden gut sichtbar wurden. Im Anschluss wurde die Membran in 5 %
Milchpulver-Losung in 1 x TBS oder in 3 %iger BSA Losung in 1 x TBS bei Raum-
temperatur flir 1 h bei leichtem Schiittlen inkubiert um unspezifische Bindungen zu blo-

ckieren und die Membran wieder vollstindig zu entférben.

Ponceau S-Losung

0,2 % (m/V) Ponceau S
3 % (m/V) Trichloressigsdure

2.2.13 Immunfarbung

Um ausgewdhlte an die Nitrocellulose-Membran gebundenen Proteine nachzuweisen
und sichtbar zu machen, werden sie an Antikorper gebunden. Hierzu werden ein primé-
rer und ein sekunddrer Antikdrper eingesetzt. Der primdre Antikorper richtet sich gegen
das Zielprotein und der sekundédre Antikorper bindet den Erstantikdrper. Die Sekun-
dédrantikorper waren mit Peroxidase HRP (horseradish peroxidase) oder mit Fluores-

zenzfarbstoffen (IRDye) gekoppelt.
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Im ersten Schritt wurde die Membran {iber Nacht mit dem priméren Antikdrper geldst in
1 x TBS-T bei 4 °C inkubiert. Anschliefend erfolgte die Inkubation mit dem sekundi-
ren Antikorper, ebenfalls gelost in 1 x TBS-T, bei Raumtemperatur fiir 1 h. Vor und
nach der Inkubation der Antikdrper wurde die Nitrozellulosemembran jeweils zweimal
mit 1 x TBS und einmal mit TBS-T fiir jeweils 10 min gewaschen. Alle Wasch- und

Inkubationsschritte erfolgten auf einer Wippe.

Die Detektion erfolgte je nach Art des Sekundérantikdrpers in unterschiedlichen Syste-

men.

2.2.14 Proteindetektion mittels Chemilumineszenz

Die Chemilumineszenz wurde zum Nachweis von Proteinen eingesetzt, wenn die ge-
bundenen Sekundérantikdrper an HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt waren. Die
Peroxidase HRP katalysiert die Oxidation von Luminol. Diese Reaktion geht mit der
Emission von Licht mit der Wellenlénge von 428 nm einher. Um das emittierte Licht zu
verstirken, wurden zwei Reagenzien eingesetzt. Die ECL-Reagenzien, der Luminol-
Enhancer und die Peroxidase-Solution, wurden in einem Verhéltnis von 1:1 gemischt
und der Westernblot mit dieser Losung iiberschichtet und in einer lichtundurchldssigen
Kammer fiir 2 min inkubiert. Die Detektion des emittierten Lichtes erfolgte digital {iber

einen CCD-Sensor im Fusion SL von Vilber.

2.2.15 Proteindetektion mittels Nah-Infrarot-Lumineszenz

Dieses Verfahren setzt die Nah-Infrarot-Fluoreszenz (NIF) zur Detektion von Proteinen
ein. Wurden fiir die Inkubation des Westernblots IRDye-Sekundérantikorper verwendet,
erfolgte der Nachweis mittels des LI-COR Odyssey Sa. Die IRDye-Sekundarantikdrper
sind an einen floureszierenden Farbstoff gekoppelt. Dieser Farbstoff wird durch einen
Laser der entsprechenden Wellenldnge angeregt und das emittierte Licht detektiert.
Durch die Detektion des emittierten Lichtes im LI-COR Odyssey Sa kann eine quantita-
tive Erfassung der Proteinmengen erfolgen. Ein Substrat wird fiir dieses Verfahren nicht

benoétigt. Die Verdiinnung der Sekundérantikorper erfolgte in 1x TBS.
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2.2.16 Entwicklung mittels Alkalischer Phosphatase

Bei dieser Nachweisreaktion spaltet die alkalische Phosphatase, die an den sekundiren
Antikorper gekoppelt ist, ein Phosphat des 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphophats ab
(BCIP), welches in Verbindung mit Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) zu einem

blauen Farbstoff umgesetzt wird.

Der Blot wurde zundchst zweimal fiir 10 min mit 1x TBS gewaschen und ein drittes
Mal fiir 10 min mit alkalischem Waschpuffer unter kontinuierlichem Schiitteln. An-
schlieend wurde der Blot mit einer Losung von einem Teil BCIP und einem Teil NBT
in 100 Teilen AP-Puffer fiir einige Minuten {iberschichtet und es erfolgte eine lichtge-
schiitzte Inkubation bis Banden auf dem Blot sichtbar wurden. Wenn die gewiinschte

Bandenintensitit erreicht war, wurde die Reaktion mittels H,O gestoppt.

AP-Puffer

50 mM Tris/HCI pH 9,4

NBT-Losung
1% (m/V) NBT (4-Nitroblau Tetrazolium Chlorid) in HO

BCIP-Losung

1% (m/V) BCIP (5-Brom-4-Chlor-Indolyl-Phossphat) in H,O

2.2.17 Immunfluoreszenzfarbung

Mit der Immunfloureszenzfiarbung kann die Lokalisation einzelner Proteine in der Zelle
dargestellt werden. Zundchst wird ein Primérantikdrper benotigt, der das Zielprotein
(Antigen) erkennt und bindet. Durch einen zusétzlich eingesetzten Sekundérantikorper,
welcher selbst einen fluoreszierenden Farbstoff gebunden hat und gegen den Priméran-
tikdrper gerichtet ist, kann die Lokalisation der Antigene sichtbar gemacht werden.
Hierzu wird ein Lichtmikroskop (IX 70 Olympus) eingesetzt und der fluoreszierende

Farbstoff mit einem geeigneten Filter sichtbar gemacht.
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Im ersten Schritt wurden Zellen auf Deckgldser in einem 6er Well ausgesit. Nach Er-
halten einer Konfluenz von 100 % wurden die Zellen mit Methanol/Aceton oder 4 %
PFA fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend erfolgten drei Waschschritte
mit 1x CMF-PBS. Die Deckgldaschen wurden nun mit 3 % BSA in 1x TBS fiir 1 h iiber-
schichtet um unspezifische Bindungen zu blockieren. Es folgte die Inkubation mit dem

Primérantikdrper in 1 % BSA in TBS fiir 2 h in einer feuchten Kammer.

Anschliefend wurde ein Zweitantikorper eingesetzt, der an die Fluoreszenzfarbstoffe
Cy3 oder Alexa 488 gekoppelt war. Um die Zellkerne anzufarben wurde der Farbstoff
DAPI (DAPI von Sigma Bestellnummer: D-9564) eingesetzt. Die Antikdrper wurden in
1 % BSA in TBS verdiinnt und die Deckgldschen mit dem Sekundérantikdrper fiir 2 h in
einer abgedunkelten feuchten Kammer inkubiert. Die Zellen wurden erneut zweimal mit
Ix CMF-PBS und einmal mit destilliertem Wasser gewaschen und die Deckgldser auf
einen Objekttriger mit einem Tropfen Elvanol fixiert. Jetzt konnte mittels eines Licht-
mikroskops die Lokalisation der einzelnen Proteine festgestellt und dokumentiert wer-

den.

Elvanol-Loésung in CMF-PBS

15 % (V/V) Mowiol 4-88
0,1 % (V/V) Natriumazid
30 % Glycerin

2.1.18 Densitometrische Auswertung

Jede Versuchsreihe wurde, sofern nicht anders angegeben, dreimal durchgefiihrt (n=3).
Einige Immunoblots wurden zur quantitativen Analyse densitometrisch ausgewertet.
Hierfiir diente die Software Image Studio Lite Version 5.0.21. Von den Daten der densi-

tometrischen Auswertung wurden Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt.

SD=Wurzel[ Z(X-Xmitte1)*/n-1]
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Proteingehaltes von Cadherinen und
Cateninen in Lungenkarzinomzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien entstammen ausnahmslos dem humanen
Lungenkarzinom. Von den neun untersuchten Lungenkarzinomzelllinien sind sechs dem
Gewebe eines Adenokarzinoms (HTB-55, H2122, H23, A427, A549 und Colo 699)
zuzuordnen, die Zelllinie H358 entstammt bronchoalveoldrem Gewebe und die Zelllinie
SCLC-21H und H1688 sind dem Gewebe des kleinzelligen Bronchialkarzinoms zuge-
horig.

Cadherine sind die Hauptbestandteile der Adhésionskontakte (adherens junctions) und
bilden in Assoziation mit Cateninen und dem Zytoskelett funktionsfahige Zell-Zell-
Kontakte aus. Um eine Charakterisierung des E-Cadherin-Catenin-Adhdsionskomplexes
vorzunehmen, wurden im ersten Schritt dieser Arbeit die einzelnen Lungenkarzinom-
zelllinien auf Vorhandensein von E-Cadherin und verschiedener Catenine untersucht.
Zudem weisen tumordse Zellen je nach Entwicklungsstufe, Phanotyp und Migrations-
potential unterschiedliche Cadherin-Expressionsmuster auf. Vor diesem Hintergrund
wurde neben dem ,klassischen® epithelialen Adhédsionsprotein E-Cadherin ebenfalls der

Proteingehalt von N-Cadherin, P-Cadherin und Cadherin-11 analysiert.

3.1.1 Analyse des Proteingehaltes von Cadherinen

Zunichst wurden die Lungenkarzinomzelllinien HTB-55, A549, A427, H358, H23,
H1688, H2122, Colo 699 und SCLC-21H auf Vorhandensein der Proteine E-Cadherin,
N-Cadherin, P-Cadherin und Cadherin-11 mittels Immunoblot analysiert (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Proteingehalt von E-Cadherin, N-Cadherin, P-Cadherin und Cadherin-11 in huma-
nen Lungenkarzinomzellen. Es wurden pro Spur jeweils 50 ug Protein im 10 %igen Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die einzelnen Proteine wurden mit spezifischen Antikdrpern im Immunoblot nachgewiesen.
Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels Chemilumineszenzverfahren. Der Nachweis von f-
Aktin diente als Beladungskontrolle. Die Detektion von B-Aktin erfolgte mittels alkalischer Phosphatase
durch ein Farbreagenz. Abgebildet sind reprdsentative Blots (n=2).

E-Cadherin, in der Literatur beschrieben als ca. 120 kDa groB3es Protein, ist bei einer
MolekulargréBe von ca. 120-130 kDa nachweisbar. Vier (HTB-55, H1688, H358 und
A549) der neun analysierten Lungenkarzinomzelllinien weisen hohe Proteinkonzentrati-
onen von E-Cadherin auf. In den Zelllinien H23 und H2122 lieBen sich nur geringe
Mengen an E-Cadherin nachweisen und die Zelllinien A427, Colo 699 und SCLC-21H
exprimieren kein E-Cadherin. Das neuronale N-Cadherin weist im Immunoblot eine
Molekulargréfle von 130 kDa auf. Den hochsten Proteingehalt an N-Cadherin weisen
die E-Cadherin negativen Zelllinien Colo 699 und SCLC-21H und die Zelllinien H1688
und A549 auf. In den Zelllinien H358 und H23 lieBen sich nur sehr geringe Mengen an
N-Cadherin detektieren. Das 120 kDa schwere Protein P-Cadherin lieB sich nur in zwei
Lungenkarzinomzelllinien nachweisen und ist dabei in hoher Konzentration in H358-
Zellen und in geringer Konzentration in HTB-55-Zellen vorhanden. Das zuletzt analy-
sierte mesenchymale Cadherin-11, welches im Immunoblot eine Molekulargrofle von

110 kDa aufweist, konnte in der groiten Konzentration in H358-Zellen, in mittlerer
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Konzentration in H23-Zellen und in sehr geringer Konzentration in A549-Zellen und
Colo 699-Zellen nachgewiesen werden. Bei Betrachtung aller Immunoblots fillt auf,
dass sich in den bronchoalveoldren H358-Zellen als einzige Zelllinie jedes analysierte
Cadherin nachweisen lieB und die Zelllinie A427 keines der untersuchten Cadherine
aufweist. Insgesamt zeigten die analysierten Lungenkarzinomzelllinien grofle Unter-

schiede in der Expression der einzelnen Cadherine.

3.1.2  Analyse des Proteingehaltes von Cateninen

Catenine sind wichtige Interaktionspartner der Cadherine und fiir die Ausbildung funk-
tionsfahiger Adhésionskomplexe unerlédsslich. Daher sollten im ndchsten Schritt die
neun Lungenkarzinomzelllinien auf Vorhandensein von a-Catenin, p-Catenin, Y-
Catenin und p120ctn analysiert werden. Hierzu wurden die in Abbildung 2 gezeigten

Immunoblots durchgefiihrt.

am— | o-Catenin
95 kDa =

05 kDa —| "™ s B-Catenin

-__ " - s y-Catenin
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Abbildung 2: Proteingehalt von a-Catenin, $-Catenin, y-Catenin und p120ctn in Lungenkarzinom-
zellen. Zur Analyse des Proteingehaltes wurden jeweils 50 pg Protein eingesetzt und im 10 %igen Poly-
acrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch den Einsatz spezifischer Antikorper
und die Detektion mittels Chemilumineszenzverfahren. (3-Aktin diente als Beladungskontrolle. Darge-
stellt sind reprisentative Blots (n=2).

Bei Betrachtung der Immunoblots féllt auf, dass sich in allen Lungenkarzinomzelllinien

jedes analysierte Catenin nachweisen lie3. Hierbei lieB sich a-Catenin bei einer Mole-
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kulargroe von 102 kDa, B—Catenin bei einer MolekulargroBe von 94 kDa und y-
Catenin bei einer Molekulargrofle von 86 kDa detektieren. Isoformen des p120ctn sind
bei einer Markerbande von 95 kDa sichtbar. Es fillt auf, dass der Proteingehalt von o.-,
- und y-Catenin in den analysierten Zelllinien mit dem Proteingehalt von E-Cadherin
korreliert. Die hochsten Konzentrationen von -, - und y-Catenin lieBen sich in den
Zelllinien HTB-55, H358 und A549 nachweisen, welche ebenfalls hohe Konzentratio-
nen von E-Cadherin aufweisen. Eine Ausnahme stellt jedoch die E-Cadherin negative
Zelllinie A427 dar, welche ebenfalls eine hohe Konzentration von a-, - und y-Catenin
aufweist. In den Zelllinien H2122, H23, Colo 699 und SCLC-21H-Zellen lieBen sich

vergleichsweise geringere Proteinmengen aller Catenine detektieren.

Vom Protein p120ctn existieren verschiedene Isoformen, welche durch die Verwen-
dung unterschiedlicher Startkodons und durch alternatives SpleiBBen gebildet werden.
Daher konnen in einer Zelle mehrere Isoformen auf Proteinebene nachweisbar sein. Das
Molekulargewicht der Isoformen liegt zwischen 80 — 120 kDa. In den Zelllinien H23,
A427, A549, Colo 699 und SCLC-21H lieBlen sich zwei Isoformen mit einem Moleku-
largewicht von ca. 90 kDa und ca. 100 kDa nachweisen. In den Zelllinien HTB-55,
H1688 und H358 konnte eine Isoform des p120ctn mit einem Molekulargewicht von 95
kDa nachgewiesen werden. Die hochsten Proteinmengen von p120ctn wurden in den

Zelllinien H358, A549 und H1688 detektiert.

3.2 Nachweis des E-Cadherin-Catenin-Komplexes in A549,
H358, HTB-55 und H23-Zellen

Im Anschluss an den Nachweis des Gesamtgehaltes der Cadherine und Catenine in ver-
schiedenen Lungenkarzinomzelllinen sollte nun untersucht werden, ob das epitheliale
E-Cadherin mit den Cateninen o-Catenin, f—Catenin und p120ctn assoziiert ist und als
Komplex in der Zelle vorliegt. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden aus den
bisher neun analysierten Lungenkarzinomzelllinien anhand der Expressionsmuster von
E-Cadherin, a-Catenin, f-Catenin und p120ctn vier Zelllinien zur weiteren Analyse
ausgewdhlt und mittels Immunpréizipitation auf Vorhandensein des E-Cadherin-
Catenin-Komplexes untersucht. Besonders geeignet erschienen die Lungenkarzinomzel-

len A549, H358 und HTB-55, welche hohe Konzentrationen an E-Cadherin, a-, - Ca-
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tenin und p120ctn aufwiesen sowie die Zellinie H23 mit geringerer Proteinmenge an E-

Cadherin.

Um eine Interaktion zwischen E-Cadherin und Cateninen nachzuweisen, wurden Im-
munprézipitationen durchgefiihrt. Mittels eines E-Cadherin-Antikorpers wurden aus
NOP-Zelllysaten der Zelllinen A549, H358, HTB-55 und H23 E-Cadherin und an E-
Cadherin direkt oder indirekt gebundene Proteine koprézipitiert. Wie in Abbildung 3
dargestellt, konnte in allen vier Zelllinien E-Cadherin erfolgreich prizipitiert werden
und assoziiertes a-Catenin, B-Catenin und p120ctn im Westernblot nachgewiesen wer-

den.

9 S %’) @\\0
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05 kDa = T S — — WB: B-Catenin

95 kDa - — D WB: a-Catenin

05 KD —| e —— : WB: p120ctn
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130 kDa = -—”—-

IP: E-Cadherin

Abbildung 3: Nachweis des E-Cadherin-Catenin-Komplexes in A549, H358, HTB55 und H23-
Zellen. Um Interaktionen zwischen E-Cadherin und Cateninen nachzuweisen wurde eine Immunprézipi-
tation mit einem E-Cadherin-Antikoérper durchgefiihrt. Hierzu wurde aus jeweils 500 pg NOP-Zelllysat
E-Cadherin prézipitiert und anschlieBend im Westernblot koprézipitiertes o-Catenin, p-Catenin und
p120ctn nachgewiesen. Zur Detektion der Catenine wurde das ECL-Chemilumineszensverfahren einge-
setzt. Die Detektion von E-Cadherin erfolgte mittels alkalischer Phosphatase durch ein Farbreagenz. Zur
Kontrolle wurden 500 pg A549-Lysat ohne prézipitierenden Antikdrper eingesetzt und alle Arbeitsschrit-
te der Immunprézipitation in gleicher Weise durchgefiihrt. Abgebildet sind repriasentative Blots (n=3).

In H358- und HTB-55-Lysaten lie sich die groite Menge an E-Cadherin prézipitieren
und gebundenes a-Catenin, B-Catenin und p120ctn nachweisen. In A549-Zellen liel3
sich ebenfalls eine hohe Menge E-Cadherin prézipitieren und a-Catenin, f3-Catenin und

p120ctn kopréziptieren. In H23-Zellen lief3 sich analog zu der geringen endogenen Pro-
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teingesamtmenge nur wenig E-Cadherin, a-Catenin, p-Catenin und p120ctn nachwei-

sen.

P120ctn bindet an die N-terminale juxtamembrandre Doméne von E-Cadherin. Die Ab-
bildung 3 zeigt, dass in den einzelnen analysierten Zelllinien jeweils unterschiedliche
Isoformen des p120ctn mit E-Cadherin assoziiert vorliegen. In H358 und HTB-55 lie-
Ben sich jeweils hohe Mengen an p120ctn bei einem Molekulargewicht von 92 kDa
detektieren, welche der Isoform 3 entsprechen konnte. In den Zelllinien HTB-55, H358
und H23 konnten zwei weitere komplexgebundene Isoformen nachgewiesen werden,
welche sich im RIPA-Gesamtlysat (Abbildung 2) nicht nachweisen lieen. Dies ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass die Immunoprizipitationen mit der
10fachen Menge des Zelllysates bezogen auf die Westernblots in Abbildung 2 durchge-
fithrt wurden und somit mehr Isoformen nachgewiesen werden konnten. Bei genauerer
Betrachtung der Zelllinie A549 fillt auf, dass sich im Gesamtlysat zwei endogene Isof-
ormen des p120ctn nachweisen lieen, jedoch in der durchgefiihrten Immunoprézipita-
tion nur eine Isoform bei 93 kDa entsprechend der Isoform 3 detektiert wurde. Somit
liegt in A549-Zellen vermutlich nur die Isoform 3 komplexgebunden vor. Die H23-
Zellen exprimieren endogen zwei Isoformen des p120ctn. In der Koimmunoprizipitati-
on fallt auf, dass in H23-Zellen die groBte Isoform mit etwa 100 kDa aller analysierten

Zelllinien komplexgebunden vorliegt.

Aus den Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass in allen analysierten Zelllinien der E-
Cadherin-Catenin-Komplex in unterschiedlicher Menge vorliegt. Zudem lie3 sich zei-
gen, dass in A549, H358, HTB-55 und H23-Zellen jeweils verschiedene Isoformen des

p120ctn komplexgebunden vorliegen.

3.3 Lokalisation des E-Cadherin-Catenin-Komplexes in H358,
H23 und A549-Zellen

Nachdem mittels Immunoprézipitation gezeigt werden konnte, dass E-Cadherin mit o.-
Catenin, 3-Catenin und p120ctn interagiert und somit als E-Cadherin-Catenin-Komplex
vorliegt, sollte anschlieBend die Lokalisation des Komplexes mittels Immunfluores-
zenzanalysen in H358, H23 und A549-Zellen untersucht werden. Abbildung 4, 5 und 6

zeigen jeweils die Immunfluoreszenzanalysen der Proteine E-Cadherin, -Catenin, o.-
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Catenin und p120ctn in den Zelllinien H358, H23 und A549. E-Cadherin war in allen

Zellen in griin und a-Catenin, 3-Catenin, sowie p120ctn in rot dargestellt.

In der Immunfluoreszenzfirbung der H358-Zellen (Abbildung 4) lieB sich beobachten,
dass E-Cadherin, 3-Catenin, a-Catenin und p120ctn sowohl im Zytosol als auch memb-
ranstdndig vorkommen. Die hochste Konzentration der Proteine zeigte sich im Bereich
der Zell-Zell-Kontakte benachbarter Zellen (gelber Pfeil). In der Uberlagerung von E-
Cadherin und pB-Catenin stellte sich eine Kolokalisation der beiden Proteine an der
Membran in der Region der Zell-Zell-Kontakte als gelbe scharfe Linie dar (roter Pfeil).
Die Uberlagerung von E-Cadherin und o.-Catenin sowie E-Cadherin und p120ctn zeigte
ebenfalls eine Kolokalisation der beiden Proteine im Bereich der Membranen in Kon-

takt tretender Zellen (roter Pfeil).

E-Cadherin p-Catenin E-Cadherin + p-Catenin

o-Catenin

E-Cadherin

E-Cadherin

Abbildung 4: Lokalisation der Proteine E-Cadherin, a-Catenin, -Catenin und p120ctn in H358-
Zellen. Es wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Die einzelnen Proteine wurden mit spezifi-
schen Antikérpern angefirbt und immunhistochemisch detektiert. Die rechte Spalte zeigt die Uberlage-
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rung von E-Cadherin mit a-Catenin, p-Catenin oder p120ctn. Die Zellkerne wurden mit dem blauen
Farbstoff DAPI angefarbt. Der weile Balken entspricht 50 pm.

Die Immunfluoreszenzanalysen der H23-Zellen sind in Abbildung 5 dargestellt. E-
Cadbherin lieB sich hierbei in unterschiedlicher Verteilung sowohl perinukleér als auch
membranstindig nachweisen, wobei die hochste Konzentration im Bereich der Zell-
Zell-Kontakte sichtbar wurde (gelber Pfeil). Die Catenine zeigten eine dhnliche Anfir-
bung wie E-Cadherin. In den Uberlagerungen der Immunfloureszenzbilder, dargestellt
in der rechten Spalte, ist die als gelbes Signal sichtbare Kolokalisation von E-Cadherin
mit B-Catenin, o-Catenin sowie pl20ctn erkennbar (rote Pfeile). Obwohl die H23-
Zellen im Proteingesamtgehalt nur geringe Mengen an E-Cadherin und Cateninen auf-
weisen und im Vergleich zu den anderen Zelllinien eine geringe Menge des E-
Cadherin-Catenin-Komplexes prizipitiert werden konnte, zeigen die Immunfloures-
zenzaufnahmen eine gut sichtbare Anfarbung aller analysierten Proteine und eine Kolo-
kalisation von E-Cadherin und assoziierter Catenine an der Membran benachbarter Zel-
len (roter Pfeil). In Zellen, welche nicht miteinander in Kontakt treten, sind die Proteine
vorwiegend intrazelluldr im Bereich des Nukleus darstellbar. Dies konnte jedoch auch

ein Fixierungsartefakt sein.
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E-Cadherin

B-Catenin

E-Cadherin +

E-Cadherin o-Catenin E-Cadherin + a—Catenin

E-Cadherin

Abbildung 5: Lokalisation der Proteine E-Cadherin, $-Catenin, a-Catenin und p120ctn in H23-
Zellen. Es wurden Immunfluoreszenzfiarbungen durchgefiihrt. Hierzu wurden H23-Zellen mit Metha-
nol/Aceton fixiert und anschlieend unter Einsatz monoklonaler Antikorper die Proteine E-Cadherin, -
Catenin, o-Catenin und p120ctn nachgewiesen. Um den Zellkern anzufirben wurde der blaue Farbstoff
DAPI eingesetzt. Die rechte Spalte zeigt die Uberlagerung der Proteine und es ist eine Kolokalisation mit
E-Cadherin und a-Catenin, bzw. E-Caderin und p-Catenin und E-Cadherin und p120ctn zu sehen (rote
Pfeile). Der weille Balken entspricht 50 pm.

In den Immunfluoreszenzaufnahmen der Zelllinie A549, welche in Abbildung 6 darge-
stellt sind, lieB sich E-Cadherin deutlich membransténdig im Bereich benachbarter Zel-
len darstellen (gelber Pfeil). Analog zu E-Cadherin wiesen -Catenin, o~ Catenin und
p120ctn ebenfalls eine vorwiegend membranstéindige Lokalisation auf und in den Uber-
lagerungsbildern war eine deutliche Kolokalisation von E-Cadherin und der assoziierten

Catenine sichtbar, erkennbar an dem gelben Signal (rote Pfeile).
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Abbildung 6: Lokalisation der Proteine E-Cadherin, f-Catenin und a-Catenin in A549-Zellen. Zur
Bestimmung der Lokalisation wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Die rechte Spalte zeigt

E-Cadherin + p120ctn

die Uberlagerung der Proteine und es ist deutlich eine Kolokalisation mit E-Cadherin und p-Catenin, bzw.
E-Cadherin und a-Catenin und E-Cadherin und p120ctn erkennbar. Der weifie Balken entspricht 50 um.

Insgesamt konnte in allen analysierten Zelllinien eine Kolokalisation von E-Cadherin,
B-Catenin, a-Catenin und p120ctn an der Membran benachbarter Zellen im Bereich der
Zell-Zell-Kontakte dargestellt werden. Hierbei zeigte sich von den analysierten Zellli-
nien die deutlichste membranstédndige Konzentration von E-Cadherin und der assoziier-

ten Catenine im Bereich der Zell-Zellkontakte in A549-Zellen.
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3.4 Einfluss von RhoA und RhoC auf den E-Cadherin-
Adhéasionskomplex

Rho-GTPasen und E-Cadherin nehmen wihrend der epithelial-mesenchymalen Transi-
tion (EMT) und der Migration einer Tumorzelle wichtige Funktionen ein. RhoA regu-
liert dabei die Umstrukturierung des Zytoskeletts und somit die dynamische Aktivitét
der Tummorzelle als auch die Neuformation der Adhédsionskontakte. Auch RhoC kann
die migratorische Aktivitdt einer Tumorzelle steigern. Um den Einfluss von RhoC und
RhoA auf Proteine des E-Cadherin-Catenin-Komplexes zu untersuchen, wurden weitere
Versuche durchgefiihrt und Lungenkarzinomzellen mit den DNA-Plasmiden
pEGFP/RhoA WT und pEGFP/RhoC WT, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, transfiziert.

3.4.1 Analyse des Proteingehaltes von RhoA und RhoC in
Lungenkarzinomzellen

Zunichst wurde der endogene Proteingehalt von RhoA und RhoC in verschiedenen
Lungenkarzinomzelllinien mittels Immunoblot in Zusammenarbeit mit Stephanie Wirth
untersucht. Der Proteingehalt von RhoA und RhoC ist in Abbildung 7 dargestellt. Es
lieB sich in allen analysierten Lungenkarzinomzellen RhoA und RhoC in unterschiedli-
chen Mengen nachweisen. Bandensignale von RhoC lieBen sich im Immunoblot auf
einer Hohe von 23 kDa detektieren und RhoA stellte sich bei einer Molekulargré3e von
21 kDa dar. Der eingesetzte RhoC-Antikdrper wies eine geringe Spezifitdt auf und ne-
ben dem Bandensignal fiir RhoC wurden weitere Banden sichtbar. Daher wurde zur
Identifizierung der spezifischen Bande von RhoC Lysat der Zelllinie HEK, welche
RhoC transient exprimiert, eingesetzt. Den hdochsten Proteingehalt sowohl fiir RhoC
wiesen die Zelllinien H358 und H1688 auf. Ebenfalls hohe Konzentrationen lielen sich
in A427, A549, H23 und HCC44-Zellen detektieren, gefolgt von den geringsten nach-
weisbaren Konzentrationen in HTB-55, Colo 699 und SCLC-21H-Zellen. Fiir RhoA
lieBen sich besonders starke Bandensignale in H1688, Colo 699 und H358 nachweisen.
Auch die Zelllinien A549, A427, HCC44 und HTB-55 zeigten gut nachweisbare Pro-
teinmengen von RhoA. In den Zelllinien H23 und SCLC-21H wurden die geringsten

Proteinmengen an RhoA nachgewiesen.

Insgesamt weisen alle analysierten Zelllinien einen hohen endogenen Proteingehalt an

RhoA, RhoC oder beider Rho-GTPasen auf.
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Abbildung 7: Proteingehalt von RhoC und RhoA in Lungenkarzinomzelllinien. Es wurden 50 pg
Protein der Lungenkarzinomzellen im 12,5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis der Prote-
ine erfolgte im Immublot mittels spezifischer Antikdrper und die Detektion der Proteine im Chemilumi-
neszenzverfahren. Als Positivkontrolle fiir RhoC wurde in der ersten Spur 10 pg HEK RhoC aufgetragen.
B-Aktin diente als Beladungskontrolle. Dargestellt sind représentative Blots (n=2).

3.4.2 Einfluss von RhoA und RhoC auf den Proteingehalt von E-Cadherin
und B-Catenin in H358-Zellen

H358-Zellen wurden mit den Plasmiden pEGFP, pEGFP/RhoA WT und pEGFP/RhoC
WT transient transfiziert. Die durch Auszéhlung der griin fluoreszierten Zellen ermittel-
te Transfektionseffizienz der H358-Zellen war in allen Versuchen etwa vergleichbar
und betrug ca. 50 % fiir pEGFP transfizierte und ca. 25 % fiir pEGFP/RhoA WT und ca.
25 % fir pEGFP/RhoC WT transfizierte H358-Zellen. Nach 24 h wurden die Zellen
lysiert und die Proteinmenge im Immunoblot analysiert. Die Abbildung 8A zeigt Ban-
densignale der Fusionsproteine von EGFP-RhoA und EGFP-RhoC auf einer Hohe von
55 kDa. In H358 EGFP Zellen ist das transfizierte EGFP mit einer Molekulargro3e von
30 kDa detektierbar. Zusétzlich zu dem Bandensignal des EGFP-Rho wurde EGFP auch
in den EGFP-RhoA und EGFP-RhoC transfizierten H358-Zellen nachgewiesen, wel-
ches vermutlich ein Abbauprodukt des EGFP-Rho darstellt. Insgesamt ist EGFP als
Doppelbande nachweisbar, wobei eine Bande vermutlich ein Degradationsprodukt dar-

stellt.
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In Abbildung 8B ist der Nachweis der Proteinmenge von E-Cadherin und p-Catenin in
H358 EGFP, H358 EGFP-RhoA und H358 EGFP-RhoC Zellen dargestellt. Die Grafik
stellt die quantitative, densitometrische Auswertung der Bandenintensititen dar. Aus der
Grafik ist ersichtlich, dass in EGFP-RhoA transfizierten Zellen fiir E-Cadherin eine
0,91fache (= 0,11 SD) und fiir B-Catenin eine 1,24fache (+ 0,28 SD) Menge im Ver-
gleich mit der EGFP transfizierten Kontrolle detektiert wurde. In den EGFP-RhoC
transfizierten Zellen wurde fiir E-Cadherin die 1,02fache (+ 0,18 SD) Menge im Ver-
gleich zur Kontrolle und fiir f-Catenin die 1,22fache (= 0,17 SD) Menge nachgewiesen.
Insgesamt zeigt die Analyse des Proteingehaltes von E-Cadherin fiir alle transfizierten

H358-Zellen dhnliche Proteinmengen.

Die Uberexpression von RhoA und RhoC hat somit keinen Einfluss auf den Gesamtge-
halt von E-Cadherin in H358-Zellen. Fiir B-Catenin konnte eine minimale Steigerung
des Proteingehaltes H358 EGFP-RhoA und H358 EGFP-RhoC-Zellen nachgewiesen

werden.
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Abbildung 8: Gehalt von E-Cadherin und p-Catenin nach Uberexpression von RhoA und RhoC in
H358-Zellen. A) und B) H358-Zellen wurden im 6er Well mit den Plasmiden pEGFP, pEGFP/RhoA WT
und pEGFP/RhoC WT transfiziert und fiir 24 h inkubiert. Es wurden 50 pg Protein im 10 %igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Immunoblot analysiert. EGFP, die EGFP-Fusionsproteine, E-
Cadherin und B-Catenin wurden durch spezifische Antikdrper nachgewiesen. Die Detektion der Protein-
banden erfolgte mittels Nah-Infrarot-Fluoreszenz. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. Abgebildet
sind reprisentative Blots (n=3). Die Grafik stellt die quantitative Auswertung mittels Densitometrie dar.
Es wurden die Bandenintensitdten von E-Cadherin und -Catenin in RhoA und RhoC transfizierten
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H358-Zellen bestimmt, auf den Gehalt von GAPDH normalisiert und mit der Bandenintensitat der EGFP-
transfizierten Zellen (entspricht dem Wert 1) in Relation gesetzt (n=3). Y-Achse: x-facher Proteingehalt

3.4.3 Einfluss von RhoA und RhoC auf den Proteingehalt von E-Cadherin
und B-Catenin in H23-Zellen

H23-Zellen wurden, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, mit den Plasmiden pEGEFP,
pEGFP/RhoA WT und pEGFP/RhoC WT transient transfiziert. Nach 48 h Inkubations-
zeit wurde die Transfektionseffizienz durch Auszéhlung der fluoreszierenden Zellen
bestimmt. In allen drei durchgefiihrten Versuchen betrug die Transfektionsrate etwa 25
% fir pEGFP transfizierte und circa 20 % fiir pEGFP/RhoA WT und circa 15% fiir
pEGFP/RhoC WT transfizierte H23-Zellen. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und

die Proteinmenge im Immunoblot bestimmt.

Im Immunoblot wurde zundchst die Expression der EGFP-RhoA- sowie der EGFP-
RhoC-Fusionsproteine auf Proteinebene iiberpriift. Wie in Abbildung 9A zu sehen ist,
werden die EGFP-Rho-Fusionsproteine mit einer Molekulargrofe von 55 kDa in den
H23-Zellen exprimiert. In den H23 EGFP-Zellen ist EGFP bei einer Molekulargrof3e
von 21 kDa detektierbar.

Des Weiteren wurden die Proteine E-Cadherin und B-Catenin nachgewiesen (Abbil-
dung 9B). Die hochste Konzentration von E-Cadherin ist hierbei in den RhoC transfi-
zierten Zellen gefolgt von den RhoA transfizierten Zellen nachweisbar. Der Proteinge-
halt von (-Catenin verhilt sich in dhnlicher Weise, wobei die groite Menge ebenfalls in
H23 EGFP-RhoC Zellen nachgewiesen werden konnte. Die Grafik zeigt, dass E-Cad-
herin in EGFP-RhoA transfizierten H23-Zellen mit einer 1,27fachen (x+ 0,26 SD) Pro-
teinmenge und in EGFP-RhoC transfizierten Zellen mit einer 1,53fachen (= 0,29 SD)
Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle exprimiert wird. Fiir f-Catenin konnte in
EGFP- RhoA Zellen die 1,78fache (= 1,06 SD) Proteinmenge und fiir EGFP-RhoC Zel-
len die 2,25fache (£ 0,7 SD) Proteinmenge im Vergleich zur Referenzproteinmenge
EGFP transfizierter Zellen detektiert werden. Hierbei zeigte sich in zwei von drei
durchgefiihrten Versuchen mit RhoA und RhoC-transfizierten H23-Zellen eine Steige-
rung der Proteinmenge von E-Cadherin, in jeweils einem Versuch zeigte sich keine
Verdnderung der Proteinmenge. Die Detektion von B-Catenin in RhoA transfizierten

Zellen ergab ebenfalls deutliche Unterschiede in den Bandensignalen, was die Stan-
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dardabweichung dieser Versuchsreihe deutlich macht. Es wurde jedoch in jedem Ver-
such die gleiche Tendenz, eine Erh6hung der Proteinmenge in den transfizierten Zellen,
nachgewiesen. Es ist jeweils der Immunoblot dargestellt, welcher den Mittelwert dreier

Versuche reprisentativ darstellt.

Zusammenfassend lie sich durch die Uberexpression von RhoA in den H23-Zellen
eine Steigerung der Proteinmenge von E-Cadherin und 3-Catenin nachweisen, welche
aufgrund der groBen Streuung jedoch mit Einschrinkung betrachtet werden muss.
Durch die Uberexpression von RhoC lieB sich ebenfalls eine Steigerung der Protein-

menge von E-Cadherin und f-Catenin nachweisen.
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Abbildung 9: Gehalt von E-Cadherin und B-Catenin nach Uberexpression von RhoA und RhoC in
H23-Zellen. A) und B) H23-Zellen wurden transient mit pEGFP, pEGFP-RhoA WT und pEGFP-RhoC
WT transfiziert. Nach 48 h Inkubationszeit wurden die Zellen lysiert und 50 pg Protein im 10 %igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis von EGFP-Rho, EGFP, E-Cadherin und f3-Catenin erfolgte
mittels Immunoblot und spezifischen Antikdrpern. Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenzver-
fahren. Als Beladungskontrolle diente der Nachweis von GAPDH. Abgebildet sind repridsentative Blots
(n=3). Die Grafik stellt die quantitative Auswertung mittels Densitometrie dar. Es wurden die Bandenin-
tensitdten von E-Cadherin und B-Catenin in RhoA und RhoC transfizierten H23-Zellen bestimmt, auf den
Gehalt von GAPDH normalisiert und mit der Bandenintensitét der EGFP-transfizierten Zellen (entspricht
dem Wert 1) in Relation gesetzt (n=3). Y-Achse: x-facher Proteingehalt
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3.4.4 Einfluss von RhoA und RhoC auf den Proteingehalt von E-Cadherin
und B-Catenin in A549-Zellen

Zuletzt wurden in A549-Zellen die Proteine RhoA und RhoC {iberexprimiert und an-
schlieBend der Proteingehalt von E-Cadherin und B-Catenin in den Zellen bestimmt.
Hierzu wurden ebenfalls die Plasmide pEGFP, pEGFP/RhoA WT und pEGFP/RhoC
WT in A549-Zellen, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, transient transfiziert. Die Trans-
fektionseffizienzen lagen in allen durchgefiihrten Versuchen nach Auszéhlung der fluo-
reszierenden Zellen im Mikroskop bei ca. 20 % fiir die Transfektion mit pEGFP Plas-
mid-DNA, bei ca. 30 % fiir die Transfektion von pEGFP/RhoA WT Plasmid-DNA und
bei ca. 25 % fiir die Transfektion von A549 mit pEGFP/RhoC Plasmid-DNA. Die Ab-
bildung 10A zeigt den Gehalt an GFP-Rho-Fusuinsprotein und GFP in EGFP, EGFP-
RhoA und EGFP-RhoC exprimierenden Zellen. Es ist zu erkennen, dass die EGFP-
RhoA sowie EGFP-RhoC exprimierenden A549-Zellen das GFP-Fusionprotein mit ei-
ner MolekulargroBle von 55 kDa exprimieren. In A549 EGFP-RhoA Zellen wurde zu-
dem ein Bandensignal bei einer Molekulargrole von etwa 25 kDa erkannt, welches

vermutlich ein Degradationsprodukt des GFP-Fusionsproteins darstellt.

In Abbildung 10B ist der Proteingehalt von E-Cadherin und B-Catenin in EGFP-,
EGFP-RhoA- und EGFP-RhoC-exprimierenden A549-Zellen dargestellt. Die Grafik
zeigt die quantitative Auswertung des Immunoblots mittels Densitometrie. Hierbei wur-
den die Bandenintensititen von E-Cadherin und B-Catenin der RhoA und RhoC trans-
fizierten Zellen ermittelt und mit den Bandenintensititen der EGFP transfizierten Zellli-
nie, wel- che als Kontrolle diente und gleich 1 gesetzt wurde, verglichen. Aus der Gra-
fik ist zu entnehmen, dass in EGFP-RhoA transfizierten Zellen, im Vergleich zur Kon-
trolle, E-Cadherin in einer 0,99fachen (+ 0,03 SD) und p-Catenin in einer 1,08fachen (x
0,29 SD) Proteinmenge vorliegt. Durch die Uberexpression von RhoA lieB sich somit in
A549-Zellen keine Anderung der Proteinmenge von E-Cadherin und B-Catenin nach-
weisen. Filir RhoC transfizierte Zellen ergab die densitometrische Auswertung im Mit-
telwert eine Erhohung der E-Cadherinproteinmenge um den Faktor 1,18 (+0,24 SD) und
eine Erhohung der p-Cateninproteinmenge um den Faktor 1,26 (+0,24 SD). In den
RhoC-transfizierten Zellen wurde in zwei von drei Versuchen eine minimale Steigerung

der Proteinmenge gezeigt. In jeweils einem Versuch wurde eine nahezu identische
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Menge fiir B- Catenin und E-Cadherin detektiert. Dargestellt ist ein reprasentativer Im-

munoblot der Mittelwerte dreier Versuche.

Zusammenfassend hat die Uberexpression von RhoA keine Anderung auf die Protein-

menge von E-Cadherin oder p-Catenin zur Folge. In den RhoC {iiberexprimierenden

A549-Zellen lieB sich eine leicht erhohte Menge E-Cadherin und (3-Catenin nachweisen.
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Abbildung 10: Einfluss von RhoC und RhoA auf den Gesamtproteingehalt von E-Cadherin und g-
Catenin in A549-Zellen. A549-Zellen wurden transient mit pEGFP, pEGFP-RhoA WT und pEGFP-
RhoC WT Plasmid-DNA transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde die Transfektionseffizi-
enz dokumentiert und die Zellen aufbereitet. 50 pg Protein wurden im 10 %igen Polyacrylamidgel aufge-
trennt. Der Nachweis der Proteine erfolgte im Immunoblot unter Einsatz spezifischer Antikorper und
Nah-Infrarot-Lumineszenz. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. Die Grafik stellt die quantitative
Auswertung mittels Densitometrie dar. Es wurden die Bandenintensitdten von E-Cadherin und f3- Catenin
in RhoA und RhoC transfizierten A549-Zellen bestimmt, auf den Gehalt von GAPDH normalisiert und
mit der Bandenintensitit der EGFP-transfizierten Zellen (entspricht dem Wert 1) in Relation gesetzt
(n=3). Y-Achse: x-facher Proteinwert

3.4.5 Einfluss von RhoA und RhoC auf den E-Cadherin-Catenin-Komplex
in A549-Zellen

Nachdem der Gesamtgehalt von E-Cadherin und B-Catenin nach Uberexpression von
RhoA und RhoC bestimmt wurde, sollte nun die Proteinzusammensetzung des E-Cad-
herin-Catenin-Komplexes in transfizierten A549-Zellen iiberpriift werden. Um den Ein-
fluss der kleinen Rho-GTPasen auf den Adhédsionskomplex zu untersuchen, wurden
500 pg Lysat der EGFP, EGFP-RhoA und EGFP-RhoC exprimierenden A549-Zellen
eingesetzt und eine Immunprézipitation durchgefiihrt. Mittels eines Anti-E-Cadherin-
Antikorpers konnte E-Cadherin prézipitiert werden und assoziiertes B-Catenin im
Immunoblot nachgewiesen werden (Abbildung 11). Um die Menge der prézipitierten
Proteine mit der endogenen Proteinmenge der Zellen im Gesamtlysat vergleichen zu
konnen, wurde 1/10 = 50 pg Protein des Prézipitationsansatzes als Bindungskontrolle
aufgetragen. Zunéchst erfolgte die Detektion von E-Cadherin im Immunoblot um eine
erfolgreiche Prézipitation nachweisen zu konnen und im nichsten Schritt der Nachweis
des koprézipitierten f—Catenin, was in Abbildung 11 dargestellt ist. Die Grafik zeigt die
quantitative, densitometrische Auswertung aller Bandenintensitéten. Die detektierten
Proteinmengen der mit einem Leervektor transfizierten Zellen wurde hierbei gleich 1
gesetzt. Mit pEGFP-RhoA transfizierte A549-Zellen wiesen eine 1,04fache (= 0,07 SD)
erhohte Proteinmenge E-Cadherin auf und eine 1,53fache (= 0,92 SD) Proteinmenge an
koprézipitiertem f-Catenin. In RhoC transfizierten A549-Zellen konnte fiir E-Cadherin
die 1,61fache (+ 0,54 SD) und fiir $-Catenin die 1,42fache (+ 0,67 SD) Proteinmenge
nachgewiesen werden. Insgesamt korreliert die koprézipitierte Proteinmengenverteilung

von B-Catenin mit der Proteinmengenverteilung im Gesamtlysat.
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Die Uberexpression von RhoA und RhoC scheint einen positiven Einfluss auf die Ad-
hisionskomplexbildung zu haben, wobei die RhoC transfizierten A549-Zellen die

hochste Menge des E-Cadherin-Catenin-Komplexes aufweisen.
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Abbildung 11: Proteingehalt von E-Cadherin und f-Catenin im Cadherin-Catenin-Komplex nach
Uberexpression von RhoA und RhoC. Es wurde 500 ug Protein eingesetzt und mittels eines monoklo-
nalen E-Cadherin-Antikdrpers E-Cadherin prazipitiert. Als Kontrolle wurde 500 pg Lysat ohne Antikor-
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per prézipitiert um unspezifische Bindungen erkennen zu konnen. Das Prizipitat wurde eluiert und im
7,5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Immunoblot wurde mit spezifischen Antikdrpern behandelt,
welche mittels der Nah-Infrarot-Luminiszenz detektiert wurden. Zur Kontrolle diente 500 pug A549 Pro-
tein. Zudem wurde zur Bindungskontrolle 1/10 = 50 pug Protein des Prazipitationsansatzes aufgetragen. In
der Grafik sind die x-fachen Proteinmengen von E-Cadherin und B-Catenin in RhoA und RhoC trans-
fizierten A549-Zellen in Relation zu rein EGFP-transfizierten Zellen dargestellt. Diese wurden mittels
densitometrischer Auswertung mit der Software Image Studio Lite Version 5.0 ermittelt. Als Referenz-
wert dienten die mit dem Leervektor EGFP transfizierten Zellen, welche gleich 1 gesetzt wurden. Im
Balkendiagramm sind die Mittelwerte = SD aus drei unabhingigen Versuchen dargestellt. Die Werte der
Bandenintensititen des B-Catenin-Nachweises sowie die Werte des E-Cadherin Nachweises in A549
EGFP RhoC-Zellen zeigten hierbei eine grole Streuung, weshalb die Ergebnisse mit Einschrinkung zu
betrachten sind.



4 Diskussion

52

4  Diskussion

Das Lungenkarzinom ist die am héufigsten zum Tode fiihrende Tumorerkrankung in
Deutschland (Robert Koch-Institut 2016). Die Therapie ist besonders im fortgeschritte-
nen Stadium limitiert und die Prognose ist bei erfolgter Fernmetastasierung mit einer 5-

Jahres-Uberlebensrate von nur noch 4 % schlecht (Siegel et al. 2016).

Eine besonders wichtige Rolle spielt in der Pathogenese der Metastasierung eines ma-
lignen Tumors die zelluldre Adhdsion mit ihrer Hauptkomponente, dem transmembra-
nen Glykoprotein E-Cadherin. Die Zelle durchliduft beim Prozess der Metastasierung
den Vorgang der EMT, verliert also ihren epithelialen Phianotyp und nimmt mesen-
chymale Charakteristika an (Kalluri und Weinberg 2009). Ein wichtiger Schritt ist hier-
bei der Verlust des Adhésionsproteins E-Cadherin, was zu einer Schwichung des Adha-
sionskomplexes fiihrt und letztendlich in der Ablosung der Zelle aus ihrem Gewebsver-
bund resultiert (Birchmeier und Behrens 1994; Kalluri und Weinberg 2009). Zudem
erlangt die Zelle beim Prozess der Metastasierung eine migratorische Aktivitit um sich
fortbewegen zu konnen. Entscheidend fiir die Regulation der mesenchymalen Migration
sind die kleinen Rho-GTPasen (Karlsson et al. 2010). RhoA, Racl und Cdc42 sind es-
sentiell an der Umstrukturierung des Zytoskeletts beteiligt, welche sowohl bei der Mig-
ration einer Zelle als auch bei der Neuformation von Adhésionskontakten eine wichtige
Rolle spielen (Schaefer et al. 2014). RhoA kontrolliert durch die Strukturierung der
Stressfasern, welche durch eine Biindelung von Aktin und Myosin-II entstehen, die dy-
namische Aktivitit der Zelle sowie die Formation der Adhésionskontakte (Yamada and
Nelson 2007). RhoC wird eine stark metastasierungsfordernde Eigenschaft zugespro-
chen, wobei der genaue Pathomechanismus noch nicht bekannt ist (zusammengefasst in
Ridely 2013). Bereits mehrere Studien konnten zeigen, dass eine Uberexpression von
RhoC in Karzinomzellen, wie auch in Tumorzellen des Lungenkarzinoms, zu einer er-
hohten Invasivitédt fithrt (Shikada et al 2013). Durch welche genauen Mechanismen
RhoC die Motilitdt und Invasivitdt der Lungenkarzinomzellen fordert ist bisher nicht
bekannt. In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, welche Auswirkungen die Rho-
GTPasen RhoA und RhoC in Lungenkarzinomzellen auf den Adhédsionskomplex haben,
insbesondere auf seine Hauptkomponente E-Cadherin und somit eventuell zur Forde-

rung der Metastasierung einer Tumorzelle beitragen konnten.
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4.1  Charakterisierung des E-Cadherin-Catenin-
Adhéasionskomplexes

In dieser Arbeit wurde zunéchst der Proteingehalt der Cadherine und Catenine in ver-
schiedenen Lungenkarzinomzelllinien untersucht. Hierbei wurden die epithelialen Cad-
herine E-Cadherin und P-Cadherin und die mesenchymalen Cadherine N-Cadherin und
Cadherin-11, sowie die am Adhidsionskomplex assoziierten Catenine o-Catenin, (-
Catenin, y-Catenin und p120ctn mittels Immunoblotverfahren im RIPA-Lysat von neun
Lungenkarzinomzelllinien nachgewiesen. Bei der Auswahl der Zellen aus unterschiedli-
chen Gewebearten wurde der Differenzierungsgrad beriicksichtigt, sodass gut, mittel-
gradig und schlecht differenzierte Zelllinien analysiert wurden. Insgesamt stellen die
einzelnen analysierten Zelllinien eine sehr heterogene Gruppe in Bezug auf die Cadhe-
rinexpression dar. Es fdllt auf, dass sich in allen analysierten Zelllinien trotz dhnlicher
Tumorentitdt unterschiedliche Proteinmengen an Cadherinen nachweisen lieen. Zu
beachten ist jedoch, dass tumordse Zellen je nach Entwicklungsstufe, Phinotyp und
Migrationspotential unterschiedliche Cadherin-Expressionsmuster aufweisen konnen
(Halbleib und Nelson 2006). Vier der neun analysierten Zelllinien des Lungenkarzi-
noms zeigten einen hohen Proteingehalt an E-Cadherin (Abbildung 1). Hierbei korre-
liert die Proteinmenge des E-Cadherins zum Teil mit dem Differenzierungsgrad der
Zelllinie. Die gut differenzierte Zelllinie H358, welche dem bronchoalveoldrem Karzi-
nom zuzuordnen ist, und die epitheliale Zelllinie HTB-55 weisen einen besonders hohen
Gehalt an E-Cadherin auf. Ahnliche Ergebnisse wurden zuvor von den Arbeitsgruppen
Bremnes und Lim erzielt, welche bereits zeigten, dass die hochsten Level an E-
Cadherin und dem Cadherin-Catenin-Komplex assoziierten Cateninen in gut differen-
zierten Lungenkarzinomen wie dem bronchoalveoldren Karzinom exprimiert werden
(Bremnes et al. 2002b; Lim et al. 2000). Die Zelllinien SCLC-21H, welche dem Gewe-
be des kleinzelligen Bronchialkarzinoms entspringt, sowie die Adenokarzinomzelllinie
Colo 699 exprimieren hingegen kein epitheliales Cadherin, jedoch hohe Mengen an
mesenchymalem N-Cadherin (Abbildung 1). Bereits bekannt ist, dass Zellen mit einem
erhohten Gehalt von N-Cadherin auch eine erhohte Invasivitdt und ein erhdhtes Migra-
tionspotential aufweisen (Islam et al. 1996). Eine erhohte Expression von N-Cadherin
mit einhergehendem Verlust der Expression von E-Cadherin wird zudem bei der Epithe-
lial-mesenchymalen Transition beobachtet (Islam et al. 1996; Araki et al. 2011). Eine

erhohte Expression von N-Cadherin bei fehlender Expression von E-Cadherin wurde in
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dieser Arbeit in den Zelllinien SCLC-21H und Colo 699 nachgewiesen, wobei die Zell-
linie SCLC-21H dem Gewebe des kleinzelligen Lungenkarzinoms mit einem hohen
Metastasierungspotential entspringt. In den Lungenkarzinomzelllinien H1688 und A549
lieB sich sowohl das mesenchymale N-Cadherin als auch das epitheliale E-Cadherin in
hohem Malle nachweisen. Bereits bekannt ist, dass auch Tumorzellen, welche simultan
E-Cadherin und N-Cadherin exprimieren, eine hohe Invasivitit aufweisen (Nieman et al
1999). Eine erhohte Invasivitit einer Tumorzelle ist somit nicht zwangsldufig mit einem
Verlust von E-Cadherin assoziiert, sodass allein aufgrund der Expression von E-
Cadherin und/oder N-Cadherin keine eindeutige Aussage iiber die Invasivitdt einer Tu-

morzelle gemacht werden kann.

Das mesenchymale Cadherin-11 wurde wéhrend dieser Arbeit in den Zelllinien H23,
A549, Colo 699 und in besonders hohem Mal3e in der gut differenzierten H358-Zelllinie
nachgewiesen. Eine aktuelle Studie von Birtolo et al. beschreibt im Pankreaskarzinom
die verstirkte Expression von Cadherin-11 als migrations- und invasionsférdernd
(Birtolo et al. 2017). Entgegengesetzt steht eine Studie, welche die Expression von
Cadherin-11 in Zellen des Ovarialkarzinoms und benignen Ovarialtumoren untersuchte
und keinen Unterschied in der Prognose durch eine Uberexpression von Cadherin-11
feststellen konnte (von Biilow et al. 2015). In Lungenkarzinomzellen wurde die Funkti-
on und Eigenschaft von Cadherin-11 bisher nicht untersucht. Insgesamt scheint Cadhe-
rin-11 in Anbetracht der geringen Expression im Vergleich zu den anderen Cadherinen

eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.

P-Cadherin lieB sich in nur zwei der neun Lungenkarzinomzelllinien nachweisen. In der
epithelialen Zelllinie H358 in hoher Menge und in der ebenfalls epithelialen Zelllinie
HTB-55 in sehr geringer Menge. In Tumorzellen, wie auch dem Lungenkarzinom, kor-
reliert die Uberexpression von P-Cadherin hiufig mit einer hdheren Agressivitit des
Tumors und somit einer schlechten Prognose (Imai et al. 2018; Viera und Paredes
2015). Die Expression von P-Cadherin in der Zelllinie H358, welche dem bronchoalve-
olirem Lungenkarzinom zuzuordnen ist und sehr selten metastasiert, deutet eher auf
eine Funktion von P-Cadherin im klassischen adhésiven Sinn als auf eine Funktion als

Onkogen hin.

In weiteren Versuchen erfolgte die Untersuchung des Proteingehaltes von a—, - und

y—Catenin sowie pl120ctn in Lungenkarzinomzellen. Gebunden an Cadherine bilden sie
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den Adhidsionskomplex und stellen die Verbindung zum Aktinzytoskelett dar. In den
Zelllinien HTB-55, H1688, H358 und A549 lielen sich insgesamt die groiten Mengen
aller nachgewiesenen Catenine detektieren, welche ebenfalls hohe Menge an E-
Cadherin aufwiesen. Somit besteht die Vermutung, dass diese Proteine in einem Kom-
plex assoziiert sind. Die Zelllinien A427, Colo 699 und SCLC-21H hingegen exprimie-
ren kein E-Cadherin, jedoch in geringeren Mengen a-, 3- und y-Catenin. Denkbar wire,
dass die nachgewiesenen Catenine mit einem in dieser Arbeit nicht analysierten Cadhe-
rin der Cadherinfamilie einen Komplex bilden. Wahrscheinlicher jedoch ist, dass die
Catenine, insbesondere p-Catenin, in diesen Zelllinien keine adhésive Funktion haben,
sondern eher in Signalkaskaden im Zytosol Effekte ausiiben. Bereits nachgewiesen ist,
dass der Wnt-Signalweg in der Zelllinie A427, in welcher f-Catenin ein essentieller

Bestandteil der Signalkaskade darstellt, konstitutiv aktiviert ist (Sunage et al. 2001).

B-Catenin konnte in allen Lungenkarzinomzelllinien nachgewiesen werden. Welche
Funktionen B-Catenin ausiibt, hangt von der Lokalisation in der Zelle ab. Gebunden an
E-Cadherin kann p-Catenin eine adhisive Funktion an der Membran ausiiben und die
Tumorzelle im Gewebsverbund stabilisieren. Ist 3-Catenin im Nukleus lokalisiert, indu-
ziert es die Transkription von Genen, welche den Zellzyklus, die Zellproliferation und
somit die Tumorgenese stimulieren (Nagar et al. 1996; Li et al. 2013; Jin et al. 2017).
Der absolute Proteingehalt von f-Catenin im Western-Blot gibt somit keinen direkten
Aufschluss iiber die Funktion von f-Catenin in den einzelnen Tumorzellen. Um die
Lokalisation von f-Catenin zu untersuchen wurden in dieser Arbeit Immunfluoreszen-
zen durchgefiihrt. 3-Catenin konnte vorwiegend an der Membran benachbarter Lungen-
karzinomzellen und assoziiert an E-Cadherin nachgewiesen werden (Abbildungen 4-6).
Die Arbeitsgruppe von Liu et al. hat aus entnommenem Lungenkarzinomgewebe
(NSCLC) von Patienten die Lokalisation von p-Catenin immunhistochemisch unter-
sucht und mit der 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten verglichen. Hierbei zeigte sich,
dass eine nukledre und eine zytoplasmatische Lokalisation von 3-Catenin mit einer ge-
ringeren Uberlebenszeit und eine membranstindige Lokalisation mit einer etwas erhoh-
ten 5-Jahres-Uberlebenszeit korreliert (Li et al. 2013, zusammengefasst in Jin et al.
2017). Insgesamt bewirkt der vermehrte Einbau von pB-Catenin in den E-Cadherin-

Catenin-Komplex somit eine geringere Konzentration im Zytoplasma und wirkt sich
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praventiv gegeniiber einer vermehrten 3-Catenin induzierten Zellproliferation und Inva-

sivitit aus.

P120ctn ist ebenfalls fiir die Bildung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes unverzicht-
bar. P120ctn kann in mehreren Isoformen vorliegen, welche durch die Verwendung
unterschiedlicher Startkodons und durch alternatives Spleifien entstehen konnen (Keir-
seblick et al. 1998). Untersuchungen von Seidel et al. zeigten, dass in Pankreaskarzi-
nomzellen vorwiegend die Isoform 3, welche einer Molekulargrole von 95 kda ent-
spricht, an E-Cadherin bindet und dies in einer starken Zell-Zell-Adhision resultiert
(Seidel et al. 2004). Liu et al. beschrieben in Lungenkarzinomzellen, dass verschiedene
Isoformen des p120ctn den Proteingehalt von E-Cadherin unterschiedlich beeinflussen
konnen und dies auch von der Lokalisation des p120ctn in der Zelle abhéngt. Eine
Uberexpression der Isoform 3A, sowohl membranstindig als auch zystosolisch lokali-
siertes p120ctn, resultiert hierbei in einer erhdhten Proteinmenge von E-Cadherin und
einer geringeren Invasivitit der Tumorzellen (Zhang et al. 2014). In dieser Arbeit konn-
ten in allen neun Lungenkarzinomzellen Banden in Hohe von 95 kDa detektiert werden,
was der Isoform 3 entsprechen konnte. In den durchgefiihrten Immunprézipitationen der
Zelllinien A549, H358 und HTB-55 lieB sich eine bevorzugte Bindung der Isoform 3
mit einem Molekulargewicht von ca. 95 kDa an E-Cadherin nachweisen. In H23- Zellen
zeigte sich eine Bindung einer Isoform hoheren Molekulargewichtes, sodass anzuneh-
men ist, dass auch andere Isoformen mit E-Cadherin im Komplex vorliegen konnen.
Die durchgefiihrten Immunfluoreszenzen der Lungenkarzinomzelllinien A549, H358
und H23 bestdtigten eine vorwiegend membranstindige Lokalisation des p120ctn im

Bereich der Zell-Zell-Kontakte (Abbildung 4-6).

Eine direkte bzw. indirekte Bindung von E-Cadherin mit (-Catenin, o-Catenin und
p120ctn konnte in den ausgewihlten Zelllinien A549, H358, HTB-55 und H23 mittels
Co-Immunoprézipitation nachgewiesen werden (Abbildung 3) und so das Vorliegen des
E-Cadherin-Catenin-Komplex gezeigt werden. In den durchgefiihrten Immunfluores-
zenzen mit A549, H358 und H23-Zellen zeigte sich zudem, dass E-Cadherin, a-, -
Catenin und p120ctn vorwiegend an der Membran im Bereich der Zell-Zell-Kontakte
lokalisiert sind (Abbildung 4-6). In H23-Zellen konnte in vereinzelten Zellen ohne Kon-
takt zu Nachbarzellen E-Cadherin und p120ctn vermehrt perinukledr nachgewiesen

werden (Abbildung 5). Das Vorliegen der Adhédsionskomplexe deutet in den analysier-
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ten Zelllinien auf einen starken mechanischen Halt innerhalb ihres Gewebsverbundes
hin, trotz ihres karzinomatdsen Ursprunges. Um sich aus dem Zellverband 16sen zu
konnen, miissten weitere molekulare Mechanismen in den Lungenkarzinomzelllinien
aktiviert werden. Auslosende Signale flir eine EMT kommen in der Regel aus dem um-
liegenden Stroma der Karzinomzelle wie beispielsweise TGF-8 und induzieren eine
intrazelluldre Signalkaskade und Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise Snail
(Kokudo et al. 2008). Letzendlich bewirkt dieser Prozess ein Verlust von E-Cadherin
und eine Schwichung der Adhdsionskomplexe (Birchmeier und Behrens 1994; zusam-
mengefasst in Kalluri und Weinberg 2009). In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die
intrazelluldren GTPasen RhoA und RhoC gesetzt und deren Einfluss auf E-Cadherin, (3-

Catenin und den Adhésionskomplex untersucht.

4.2  Expression der Rho-GTPasen RhoA und RhoC in
Lungenkarzinomzellen

Bereits bekannt ist, dass Rho-GTPasen in vielen Karzinomzellen unterschiedlicher Tu-
morentitdten iiberexprimiert sind und eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung spie-
len (Karlsson et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit konnte in allen analysierten Lun-
genkarzinomzellen RhoA und RhoC in unterschiedlicher Menge nachgewiesen werden
(Abbildung 7). Die hochsten Proteinmengen von RhoC lieBen sich in in den Zelllinien
H358 und H1688 nachweisen, gefolgt von den Zelllinien A427, A549, H23 und
HCC44. Die Zelllinien HTB-55, Colo 699 und SCLC-21H wiesen die geringsten Pro-
teinkonzentrationen auf. Die hochsten Proteinmengen von RhoA lieBen sich in den Zell-
linien H1688, Colo 699 und H358 nachweisen. Auch die Zelllinien A549, A427, HCC-
44 und HTB-55 wiesen hohe Mengen an RhoA auf. In den Zelllinien H23 und SCLC-

21H wurden die geringsten Proteinmengen an RhoA nachgewiesen.

Mutationen der kodierenden Gene RhoA und RhoC wurden bisher nicht in Tumorzellen
beschrieben, sodass angenommen wird, dass eine Uberexpression von den kleinen Rho-
GTPasen auf Transkriptions- oder Translationsebene entsteht (Karlsson et al 2009). Um
in dieser Arbeit eine Uberexpression der Rho-GTPasen RhoA und RhoC zu erzielen,
wurden die Zellinien A549, H358 und H23 transient mit den Plasmiden pEGFP,
pEGFP/RhoA WT und pEGFP/RhoC WT transfiziert. Die durchschnittliche

Transfektionseffizienz war in allen Zelllinien in etwa vergleichbar und betrug im
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Durchschnitt jeweils ca. 20%. Die erfolgreiche Transfektion wurde im Anschluss im
Immunoblot iiberpriift und in den Lungenkarzinomzelllinien H358, H23 und A549

nachgewiesen.

Rho-GTPasen konnen in einer aktivierten GTP-gebundenen Form, sowie einer inakti-
vierten GDP-gebundenen Form vorliegen, wobei nur das aktivierte RhoA bzw. RhoC
mit nachgeschalteten Signalmolekiilen reagiert (Wheeler und Ridley 2004; Parri und
Chiarugi 2010; Ridley 2013). In dieser Arbeit wurde der absolute Proteingehalt von
RhoA und RhoC betrachtet und keine Unterscheidung der unterschiedlich aktiven For-
men vorgenommen. Somit kann ein Grofteil der nachgewiesenen Rho-GTPasen in der
inaktiven Form vorgelegen haben und der nachgewiesene Effekt auf die untersuchten
Proteine E-Cadherin und -Catenin abgeschwécht gewesen sein. Eine Differenzierung

von Rho-GTP und Rho-GDP kénnte in weiterfithrenden Versuchen erfolgen.

4.3  Einfluss der kleinen Rho-GTPasen auf den E-Cadherin-
Catenin-Komplex

Hauptziel dieser Arbeit war, den Einfluss von RhoA und RhoC auf den E-Cadherin-
Catenin-Komplex in Lungenkarzinomzellen zu untersuchen. Zudem war auch von Inte-
resse, ob sich die beiden Rho-GTPasen in ihrer Funktion unterscheiden. Hierzu wurde
durch transiente Transfektion eine Uberexpression von RhoA und RhoC in Lungenkar-
zinomzelllinien erzielt und anschlieBend der Proteingehalt von E-Cadherin und -
Catenin in den pEGFP-RhoA und pEGFP-RhoC transfizierten Zelllinien untersucht. In
der Zelllinie A549 wurde zudem der Einfluss auf den Proteingehalt des E-Cadherin-
Catenin-Komplexes untersucht. Als Vergleich dienten Zellen, welche mit dem Leervek-

tor pEGFP transfiziert wurden.

4.3.1 Einfluss von RhoA

RhoA bewirkt liber die Regulation der kontraktilen Stressfasern die Ausbildung und
Umstrukturierung der Adhasionskontakte (Yamada and Nelson 2007; Ridley et al.
2013; Menke und Giehl 2012; Wheeler und Ridley 2004; Noren et al. 2007). RhoA
kann dabei die Invasion und Migration der Tumorzelle entweder fordern oder inhibie-

ren. In Pankreaskarzinomzellen sowie Brustkarzinomzellen scheint RhoA die Zellinva-
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sion und Migration zu hemmen, in Zellen des Lungenkarzinoms zu férdern (Simpson et
al. 2004, Dietrich et al. 2009, Asnaghi et al. 2010). Welchen Einfluss RhoA nimmt,
scheint folglich mit der Tumorentitdt und dem zu analysierenden Kontext zusammenzu-
hingen. In der vorliegenden Arbeit lieB sich durch die Uberexpression von RhoA eine
minimale Steigerung der Proteinmenge von B-Catenin in H358-Zellen (Abbildung 8),
eine Steigerung der Proteinmenge von E-Cadherin und -Catenin in H23-Zellen (Abbil-
dung 9) sowie eine leicht vermehrte Komplexbildung von E-Cadherin und p-Catenin in
A549-Zellen nachweisen (Abbildung 11). Die Proteinmenge von E-Cadherin in H23-
Zellen und die Gesamtproteinmenge von E-Cadherin und f-Catenin in A549-Zellen
blieben in A549 EGFP-RhoA Zellen unveridndert. RhoA scheint somit in den analysier-
ten Lungenkarzinomzellen einen fordernden Effekt auf die Stabilitdt und Lebensdauer
von E-Cadherin, B-Catenin und den E-Cadherin-Catenin-Komplex auszuiiben. Inwie-
weit dies die Migration der Tumorzellen beeinflusst, wurde in dieser Arbeit nicht unter-
sucht. Aufgrund der invasionshemmenden Eigenschaft von E-Cadherin und dem E-
Cadherin-Catenin-Komplex, ist jedoch davon auszugehen, dass die Tumorzellen durch
die erhohte Proteinexpression im Gewebsverbund stabilisiert werden und dies einen
invasions- und migrationshemmenden Effekt in den analysierten Lungenkarzinomzellen
ausiibt (Birchmeier 1994; van Roy und Berx 2008). Ahnliche Untersuchungen fiihrte in
der Vergangenheit bereits die Arbeitsgruppe Asnaghi et al. durch. Sie untersuchten den
Effekt der Uberexpression von E-Cadherin auf RhoA in Lungenkarzinomzellen. Ihre
Studie ergab, dass E-Cadherin den Proteingehalt von RhoA verringert und dies durch
p190RhoGAP reguliert wird. Insgesamt fiihrt dieser Effekt zu einer Hemmung der
Zellmigration und Invasion (Asnaghi et al. 2010). Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit und die Studie von Asnaghi et al. zusammenfassend, kann die Uberexpression von
RhoA den Proteingehalt von E-Cadherin fordern und die Uberexpression von E-
Cadherin den Proteingehalt von RhoA hemmen. Vermutlich wird diese kontrdre gegen-
seitige Regulation von RhoA und E-Cadherin durch unterschiedliche Effektorproteine
vermittelt. Asnaghi et al. identifizierten als Effektor p190RhoGAP. Denkbar wiren aber
auch Rho-Interakionspartner wie ROCK, p120ctn oder spezielle GEFs, welche Einfluss
auf E-Cadherin und (3-Catenin ausiiben konnten (Menke und Giehl 2012). Die Arbeits-
gruppe von Ratheesh identifizierte Centralspindlin als wichtigen Regulator zwischen
RhoA und den Adhésionskomplexen wihrend der Interphase. Centralspindlin ist ein

Proteinkompelx, welcher eine wichtige Rolle wihrend der Zellteilung spielt und tiber
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die Aktivierung von RhoA die Adhédsionkontakte regulieren kann. Als Interaktions-
partner von Centralspindlin wurden RhoGEF ECT2 und o-Catenin identifiziert
(Ratheesh et al. 2012).

Interessant ist, dass in A549 EGFP-RhoA Zellen eine leicht vermehrte Komplexbildung
von E-Cadherin und p-Catenin nachgewiesen werden konnte (Abbildung 11), die endo-
gene Proteinmenge von E-Cadherin und p-Catenin in A549 EGFP-RhoA Zellen gegen-
iiber A549 EGFP-Zellen jedoch unveréindert blieb (Abbildung 10). RhoA scheint somit
in A549-Zellen auf den Gesamtgehalt von E-Cadherin und f3-Catenin keinen Effekt zu
haben, kann jedoch bewirken, dass E-Cadherin und $-Catenin leicht vermehrt im Kom-
plex eingebaut werden. Es konnte sein, dass RhoA, wie bereits vielfach in der Literatur
beschrieben, nicht nur die Biindelung und Neuformation der Adhisionskontakte indu-
zieren kann (Noren et al.; 2003, Noren et al. 2007; Yamada und Nelson 2007), sondern
in A549-Zellen zudem die Komplexbildung fordert.

4.3.2 Einfluss von RhoC

RhoC ist bekannt als kleine Rho-GTPase mit metastasierungsfordernden Eigenschaften
(Clark et al. 2000; Hakem et al. 2005; Dietrich et al. 2009). Vorhergehende Versuche
unserer Arbeitsgruppe zeigten fiir Zellen des Pankreaskarzinoms, dass eine Uberexpres-
sion von RhoC zu einer erhdhten Invasion und Migration der Tumorzellen fiihrt (Diet-
rich et al. 2009). Auch in Zellen des Lungenkarzinoms ist beschrieben, dass eine erhoh-
te Invasivitdt mit einer erhohten Expression von RhoC korreliert (Shikada et al. 2003;
Lu et al. 2016). Die Arbeitsgruppe von Lu et al. untersuchte die Lungenkarzinomzellli-
nie A549 und den Einfluss von RhoC wiéhrend der EMT. Nach der Stimulation mit
TGFp wiesen die A549-Zellen eine erhohte Aktivitit von RhoC sowie eine hohere In-
vasivitit auf (Lu et al. 2016). Ahnliche Ergebnisse erzielte Bellovin et al. in Zellen des
Kolonkarzinoms. In dieser Studie wurde die Zellen mit TGFf und TNFa stimuliert um
eine EMT auszuldsen und anschlieBend stieg der Proteingehalt von RhoC an. Die Uber-
expression von RhoC bewirkte schlieBlich eine verstirkte Migration der Tumorzellen
(Bellovin et al. 2006). Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass eine erhohte Expres-
sion von RhoC mit einer erhdhten Invasivitidt und verstirkten Migration korrelieren.
Dies ldsst vermuten, dass eine erhohte Expression von RhoC eventuell auch zu einer

Schwichung der Adhdsionskomplexe beitrdgt. In der vorliegenden Arbeit lieB sich je-
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doch in den mit pEGFP/RhoC-transfizierten Lungenkarzinomzelllinien H23 und A549
eine erhdhte Proteinmenge von E-Cadherin und f3-Catenin nachweisen (Abbildungen 9
und 10) sowie eine leicht vermehrte Komplexbildung von E-Cadherin und f3-Catenin in
EGFP-RhoC A549-Zellen (Abbildung 11), was auf eine Stabilisierung der Adhésion
schlieBen ldsst. In der vorliegenden Arbeit wurde im Gegensatz zu den beschriebenen
vorhergenhenden Studien von Bellovin et al. und Lu et al. ein hdherer Proteingehalt von
RhoC nicht durch TGF@ oder TNFa induziert, sondern durch Transfektion erzielt. Zu-
dem wurde nicht der direkte Effekt auf die Migration, sondern der Effekt auf E-
Cadherin, 3-Catenin und den Adhédsionskomplex untersucht. RhoC scheint jedoch in der
vorliegenden Arbeit die Lebensdauer von E-Cadherin und B-Catenin und die Aufrecht-
erhaltung des E-Cadherin vermittelten Adhisionskomplexes eher zu fordern und somit
einer Invasion der Zelle und anschlieBenden Migration entgegenzuwirken. In Anbe-
tracht der metastasierungsfordernden Eigenschaft von RhoC erscheint dieser Effekt
iiberraschend. Eine negative Regulation der E-Cadherin- und (-Cateninproteinmenge
konnte durch andere Regulationsmechanismen als RhoA und RhoC in den untersuchten
Lungenkarzinomzellinien H23, H358 und A549 vermittelt werden. Fiir die Lungenkar-
zinomzelllinie A549 wurden beispielsweise bereits das metastasis associated protein 2
(MTAZ2) sowie der Transkriptionsfaktor TLEI beschrieben, welche eine verminderte E-

Cadherin Expression in dieser Zelllinie bewirken konnen (Zhang et al. 2015, Yao et al.
2014).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein dhnlicher Effekt von RhoA und RhoC auf
E-Cadherin und B-Catenin sowie den Adhédsionskomplex gezeigt werden, welcher vor
allem in einer Erhohung oder gleichbleibenden Proteinmenge von E-Cadherin und -
Catenin und einer Stabilisierung des E-Cadherin vermittelten Adhdsionskomplexes in

den analysierten Lungenkarzimonzellen resultierte.
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5  Zusammenfassung

Durch die Ausbildung von Adhédsionskontakten werden Zellen dazu beféhigt sich anei-
nanderzulagern. Eine Funktionseinheit der Adhédsionskontakte ist der E-Cadherin-
Catenin-Komplex. In Tumorzellen liegen die Adhisionskontakte hdufig in verdnderter
Auspragung vor, was den Tumorzellen ermdglicht sich aus dem Gewebsverbund zu
lo6sen und zu migrieren. In der vorliegenden Arbeit wurde der E-Cadherin-
Adhisionskomplex in verschiedenen Lungenkarzinomzellen analysiert und der Einfluss
der kleinen Rho-GTPasen RhoA und RhoC auf den E-Cadherin-Adhisionskomplex
untersucht. Die neun verschiedenen Lungenkarzinomzelllinien HTB-55, H2122, H23,
A427, A549, Colo 699, H358, SCLC-21H und H1688 zeigten unterschiedliche Cadhe-
rinexpressionsmuster. Hierbei korreliert die E-Cadherinproteinmenge zum Teil mit den
Differenzierungsgraden der Lungentumorzellen. Cadherin-11 und P-Cadherin scheinen
aufgrund ihrer geringeren Expression in den Lungenkarzinomzellen eher eine unterge-
ordnete Rolle zu spielen. Die analysierten Catenine -, -, y und p120ctn lieBen sich in
allen Lungenkarzinomzellen in unterschiedlichen Mengen nachweisen. Die hochsten
Proteinmengen wurden in den Zelllinien A549, H358 und HTB-55 detektiert, welche
ebenfalls die hochsten Proteinmengen an E-Cadherin aufwiesen. Durchgefiihrte Im-
munprézipitationen konnten die direkte bzw. indirekte Bindung zwischen E-Cadherin,
-, o- und pl20ctn nachweisen und somit das Vorliegen des E-Cadherin-
Adhisionskomplexes in den Zelllinien A549, H358 und H23 bestétigen. Per Immunflu-
oreszenz konnte gezeigt werden, dass der E-Cadherin-Adhésionskomplex vorwiegend
an der Membran benachbarter Zellen vorkommt. In der Zelllinie H23 scheint die E-
Cadherin vermittelte Zellddhdsion aufgrund der geringen Konzentration des prazipitier-

ten E-Cadherin-Catenin-Komplexes eher gering ausgeprigt.

Um den Einfluss der kleinen Rho-GTPasen auf den E-Cadherin-Adhésionskomplex zu
untersuchen, wurden die Zellinien H358, H23 und A549 transient mit pEGFP Plasmid-
DNA transfiziert um eine Uberexpression von RhoA und RhoC zu erzielen. Durchge-
fithrte Proteinanalysen zeigten in den Zelllinien H23 und A549 eine Erhohung der Pro-
teinmengen von E-Cadherin und p-Catenin sowie eine vermehrte Bildung des E-
Cadherin-Adhésionskomplexes in A549-Zellen. Insgesamt konnte in dieser Arbeit ein

dhnlicher Effekt von RhoA und RhoC auf E-Cadherin und p-Catenin sowie den Adhi-
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sionskomplex in den analysierten Lungenkarzinomzellen nachgewiesen werden, wel-
cher in einer Erhohung oder gleichbleibenden Proteinmenge von E-Cadherin und -
Catenin und einer Stabilisierung des E-Cadherin vermittelten Adhdsionskomplexes re-

sultierte.
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6  Summary

The formation of adhesion junctions enables cells to be attached to each other. One
functional unit of the adhesion junctions is the E-cadherin-catenin complex. In tumor
cells there is often an altered or reduced amount of adhesion junctions, which allows
cells to detach from the tissue and migrate. In the present study the E-cadherin adhesion
complex was examinated in different lung carcinoma cells and the influence of the
small Rho GTPases RhoA and RhoC on the E-cadherin adhesion complex was analy-
zed. The nine different lung carcinoma cell lines HTB-55, H2122, H23, A427, A549,
Colo699, H358, SCLC-21H and H1688 showed different expression patterns of cad-
herins. The amount of E-cadherin correlates in part with the degrees of differentiation of
the lung tumor cells. Cadherin-11 and P-cadherin showed a low expression in lung car-
cinoma cells and seemed to play a minor role in the cells. The analyzed catenins a-, -,
v- and pl120ctn were detected with different amounts in all lung carcinoma cells,
whereby the largest amounts of protein were detected in the cell lines A549, H358 and
HTB-55, which also had the largest amounts of E-cadherin. Immunoprecipitations were
performed to detect the direct or indirect binding between E-cadherin, B-, a- and
p120ctn and showed the presence of the E-cadherin adhesion complex in the cell lines
A549, H358 and H23. Immunofluorescences studies revealed a membrane localisation

of the E-cadherin-mediated adhesion complex especially in areas of cell-cell contacts.

To analyze the influence of the small Rho GTPases on the E-cadherin adhesion com-
plex, the cell lines H358, H23 and A549 were transiently transfected to achieve overex-
pression of RhoA and RhoC. Protein analyzes showed in the tranfected cell lines H23
and A549 an increase in the protein levels of E-cadherin and B-catenin as well as an
increase in the E-cadherin adhesion complexes in A549 cells. Taken together a similar
effect of RhoA and RhoC on E-cadherin and B-catenin as well as the adhesion complex
was established in the analyzed lung carcinoma cells. The overexpression of Rho GTPa-
ses resulted in an increase or equal level of E-cadherin and B-catenin and the stabilizati-

on of the E-cadherin-mediated adhesion complex.
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