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ZUSAMMENFASSUNG Vi

ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von p0071 auf die
Zellpolaritat untersucht. Fiir die Ausbildung der Zellpolaritdat sind u.a. Zell-Zell-
Kontakte und der intrazelluldre Vesikeltransport von Bedeutung. Diese Aspekte

wurden in unterschiedlichen Modellsystemen nahergehend analysiert.

Vergleichende Studien zwischen p0071 und dem verwandten p120 Catenin in
Mauskeratinozyten und zum Teil in HaCaT-Zellen konnten fiir p120 eine regulierende
Funktion auf das Proteinlevel und die Membranlokalisation der klassischen Cadherine
zeigen. Die durchgefiihrten Experimente belegen zudem erstmals, dass die regulierende
Funktion von p120 auf die klassischen Cadherine in diesen Zelllinien nicht auf p0071

tibertragbar ist.

In den apikal-basolateral polarisierenden Caco-2 Zellen konnte ein Effekt von
p0071 auf die Ausbildung gewebeartiger Strukturen sowie auf die Lumenbildung in der
3D Zellkultivierung nachgewiesen werden. So bedingt ein p0071 Knockdown ein
erhohtes Vorkommen multipolarer mitotischer Spindeln und gestorte Transport-
prozesse, die dazu fiihren, dass in den 3D gewachsenen Caco-2 Zysten mehrere Stellen

mit fehllokalisierten apikalen Markern auftreten.

Ein zusatzlich durchgefiihrtes Yeast Two Hybrid Screening ergab auflerdem erste
Hinweise auf eine Beteiligung von p0071 an der Regulation des Vesikeltransports vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat.

Zusammenfassend konnte somit durch die vorliegende Arbeit erstmals ein

Einfluss von p0071 bei der Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritit gezeigt

werden.



1 Einleitung

1.1 Die Zellpolaritit

Die Zellpolaritit, definiert als die asymmetrische Verteilung von Zellbestandteilen
innerhalb einer Zelle (Martin-Belmonte ef al., 2012), besitzt eine sehr grofie Relevanz fiir
viele Aspekte der Zell- und Entwicklungsbiologie. So dient zum Beispiel die
asymmetrische Zellteilung der Basalzellen in der Epidermis der Regeneration der Haut,
in dem dadurch einerseits der Erhalt der adulten Stammzellen sowie andererseits die
Bildung differenzierungsfahiger Keratinozyten gewahrleistet wird (Lechler et al., 2005).
Neben der asymmetrischen Zellteilung ist die Zellpolaritat auch fiir die Gewebe-
morphogenese und die Zellmigration essentiell und damit fiir die Integritit von

Geweben unerlasslich (Niessen et al., 2012).

Hohere Organismen bestehen aus vielen verschiedenen Zellarten, die zur Wahr-
nehmung ihrer spezifischen Funktionen unterschiedliche Arten von Zellpolaritat
ausbilden (siehe Abb. 1-1, S. 8). Dadurch werden in polarisierten Zellen abgegrenzte
funktionelle Doménen definiert, die fiir die Interaktion der Zelle mit einer variablen
Umwelt notwendig sind und die die Orientierung, z. B. innerhalb eines Gewebes, die

Funktion und das Schicksal der Zelle bestimmen konnen.

Zwei wichtige Arten der Zellpolaritdt sind in der Abb. 1-1 (S.8) schematisch
dargestellt. Die apikal-basolaterale Zellpolaritat ist unter anderem fiir die Struktur und
Funktion von einschichtigen Epithelien notwendig. Mehrschichtige Epithelien, wie die
Haut, besitzen hingegen keine klar definierten apikal-basolateralen Membrandomaénen,
sondern weisen eine apikal-basolaterale Polaritdt {iber die verschiedenen Gewebe-
schichten hinweg auf (Niessen et al., 2012). Die anterior-posteriore Polaritdt wird bei der

asymmetrischen Zellteilung, der Zellmigration und der Axonspezifizierung ausgebildet.

Damit eine Zelle eine Zellpolaritit ausbilden kann, muss sie zunachst
Informationen iiber ihre Umgebung erhalten, d. h. wo sie sich in Bezug auf andere Zellen
befindet. Diese Informationen werden durch Zell-Matrix- oder Zell-Zell-Kontakte
vermittelt und dienen dazu in der Zelle biologische Prozesse in Gang zu setzen, die zur
Entstehung einer asymmetrischen Organisation innerhalb der Zelle fiihren. Bei diesen

biologischen Prozessen spielen das Zytoskelett, verschiedene Zellkontakte, der
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gerichtete Vesikeltransport und konservierte Polarititskomplexe eine wichtige Rolle
(Bryant et al., 2008). Diese Aspekte werden in den nachfolgenden Abschnitten noch
naher erldutert. Generell gilt, dass die Mechanismen zur Ausbildung der Zellpolaritat
von der Hefe {iiber Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster bis zu den
Saugetieren konserviert sind und die Zellpolaritdt essentiell fiir fast alle Ein- und

Vielzeller ist.

apikal-basolaterale Polaritat anterior-posteriore Polaritat
L apica - v
asymmetrische
— baso- Zellteilung
lateral
einschichtiges Epithel
Zellmigration
apikal
basal Axon-
spezifizierung
mehrschichtiges Epithel,
z. B. Epidermis posterior anterior

Abb. 1-1: Verschiedenen Arten der Zellpolaritit

Einschichtige Epithelien weisen eine apikal-basolaterale Polaritat auf. Die Grenze zwischen der
apikalen und der basolateralen Membrandoméne bilden die Tight Junctions (TJ). Mehr-
schichtige Epithelien, wie die Epidermis, bilden eine apikal-basolaterale Polaritét iiber die
verschiedenen Gewebeschichten hinweg aus. Adulte Stammzellen teilen sich zum Teil durch
asymmetrische Zellteilung und verfiigen dazu {iber eine anterior-posteriore Polaritit.
Migrierende Zellen sowie Neuronen weisen ebenfalls eine anterior-posteriore Polaritit auf,
wodurch einerseits die Richtung der Zellmigration festgelegt ist bzw. andererseits die
Richtung der Signalweiterleitung zwischen den Neuronen. Der Farbverlauf innerhalb der
Zellen soll die asymmetrische Verteilung von Zellbestandteilen und so die Zellpolaritét
darstellen. Die Abbildung wurde modifiziert nach Etienne-Manneville, 2004.
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1.2 Die Entstehung der Zellpolaritit in Epithelzellen

Epithelzellen sind die am haufigsten vertretene Zellart im menschlichen Korper
und sind an der Ausbildung wichtiger Organe wie der Haut und dem Darm mafgeblich
beteiligt. Als Barriere gegen die dufiere Umwelt schiitzen Epithelien den Organismus,
z. B. vor mechanischen Defekten und verhindern u. a. das Eindringen von schadlichen
Mikroorganismen. Zudem sind sie fiir die Absorption und Sekretion verschiedenster
Stoffe zustandig und stellen damit nicht nur eine Abgrenzung, sondern auch eine

wichtige Kontaktflache mit der Umgebung dar.

Einschichtige Darmepithelzellen, sogenannte Enterozyten, polarisieren zur Aus-
tibung ihrer primaren Funktionen — den Korper mit Nahrstoffen zu versorgen und von
der Auflenwelt abzugrenzen — apikal-basolateral (Abb. 1-1, S. 8). Als apikal wird dabei
die dem Darmlumen zugewandte Membrandomane bezeichnet. Sie verfiigt iiber einen
Biirstensaum aus Mikrovilli zur Oberflachenvergrofierung, die wiederum einer
effizienten Absorption und Sekretion dient. Die basale Membrandomaéne verbindet die
Zelle mit der extrazellularen Matrix, wohingegen die laterale Membrandoméne durch
Zell-Zell-Kontakte charakterisiert ist, die sich zwischen benachbarten Zellen ausbilden.
Da sich die Membranzusammensetzung der basalen und lateralen Membranregion nicht
signifikant voneinander unterscheidet, jedoch stark von der apikalen Membranregion,

werden diese oft als basolaterale Membrandoméne zusammengefasst.

Fiir die Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritidt in einschichtigen
Epithelien bilden benachbarte Zellen zunachst initiale Zell-Zell-Kontakte. An diesen
initialen Zell-Zell-Kontakten kommt es zur trans-Dimerisierung von E-Cadherin cis-
Dimeren (McNeill et al., 1993), d.h., dass zwei E-Cadherin Molekiile auf derselben
Plasmamembran zunéchst cis-Dimere bilden, indem sie lateral miteinander assoziieren
und anschlieffend mit anderen E-Cadherin cis-Dimeren auf benachbarten Plasma-

membranen extrazellular assoziieren und so trans-Dimere bilden.

Bei E-Cadherin handelt es sich um ein Transmembranprotein, das zur Familie der
klassischen Cadherine gehort, die calciumabhéngige, homophile Zell-Zell-Kontakte
bilden (Takeichi, 1990). E-Cadherin ist ein wichtiger Bestandteil der Adherens Junctions
in Epithelzellen. Adherens Junctions sind neben den Tight Junctions und Desmosomen
eine Art von Zell-Zell-Kontakten. Die Adherens Junctions sorgen zusammen mit den

Desmosomen fiir die mechanische Stabilitdt innerhalb eines Zellverbandes, indem die
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Adherens Junctions das Aktinzytoskelett benachbarter Zellen miteinander verbinden
und die Desmosomen das Keratinzytoskelett (sieche Abb. 1-2, S. 10). Die Tight Junctions
hingegen verhindern die freie Diffusion l6slicher Molekiile durch den interzelluldren
Raum sowie der apikalen und basolateralen Membranproteine aufierhalb ihrer definier-
ten Membrandomaénen (Iden et al., 2008). Dazu sind sie in polarisierten Epithelzellen

oberhalb der Adherens Junctions und Desmosomen lokalisiert (sieche Abb. 1-2, S. 10).

° o Zellkern unpolarisierte Zellen

M vorlaufige Zell-Zell-Kontakte

Bildung von Zellauslaufern

l Mikrovilli
Tight .
Jugnction __ apikal
Adherens polarisierte Zellen mit reifen
Junction Zell-Zell-Kontakten
L baso-
Desmosom lateral

Hemidesmosom

Abb. 1-2: Die Entstehung der Zellpolaritat in einschichtigen Epithelien

Unpolarisierte Zellen bilden zunachst Zellauslaufer, um Kontakt mit benachbarten Zellen
herzustellen. An dieser primdren Kontaktzone entstehen dann vorlaufige Zell-Zell-Kontakte,
die biologische Prozesse in Gang setzen, die zur Ausbildung einer apikal-basolateralen
Zellpolaritét fithren. Die Grenze zwischen den apikalen und basolateralen Membrandoménen
bilden die Tight Junctions. Unterhalb dieser Zell-Zell-Kontakte sind die Adherens Junctions
lokalisiert und darunter die Desmosomen. Hemidesmosomen wiederum stellen auf der
basalen Zellseite Zell-Matrix-Kontakte her. Fiir die mechanische Stabilitdt der Epithelzellen
sorgen die Adherens Junctions und Desmosomen, indem sie das Aktin- bzw. das
Keratinzytoskelett benachbarter Zellen miteinander verbinden. Auf der apikalen Seite bilden
Darmepithelzellen fiir einen effizienten Stoffaustausch Mikrovilli aus. Die Abbildung wurde
modifiziert nach Ebnet, 2008.

An den initialen trans-dimerisierten E-Cadherin Molekiilen lokalisieren weitere
Adherens Junctions und Tight Junctions Proteine sowie die Komponenten des Par-
Polaritatskomplexes. Dieser besteht aus den Proteinen Par3, Par6 und der atypischen

Proteinkinase C (aPKC) (Suzuki et al., 2001). Die aPKC fithrt dann mutmafilich durch
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Phosphorylierung von nachgeschalteten Signalgebern zur Reifung der Zell-Zell-
Kontakte (Suzuki et al., 2002). Diese ist notwendig um mit den Polaritdtskomplexen
zusammen einerseits die Orientierung und andererseits die Ausbildung der apikal-

basolateralen Zellpolaritdt zu gewéahrleisten.

1.3 Die konservierten Polarititskomplexe

Die Definition von Membrandomaénen in apikal oder basolateral geschieht mit
Hilfe von Proteinkomplexen, die nur in bestimmten Membranbereichen lokalisieren und
somit diese Bereiche gegeniiber anderen abgrenzen. Neben den bereits eingefiihrten
Zell-Zell-Kontakten spielen dabei auch drei stark konservierte Polaritatskomplexe eine
wichtige Rolle, die zuerst in Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster
charakterisiert wurden, aber auch in humanen Epithelien zu finden sind. Die drei
Polaritatskomplexe — Par, Crumbs und Scribble — lokalisieren in unterschiedlichen
Membranbereichen und beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Lokalisation, so dass
dariiber die Aufrechterhaltung der apikal-basolateralen Zellpolaritit in Epithelzellen
gewahrleistet wird (siehe Abb. 1-3, S. 11).

— apikal

— basolateral

Abb. 1-3: Die Lokalisation der Polaritdtskomplexe in einschichtigen Epithelien

Apikal an den Tight Junctions (TJ) lokalisiert der Par-Komplex, bestehend aus Par3 und Par6
sowie der atypischen Proteinkinase C (aPKC). Ebenfalls apikal lokalisiert der Crumbs-
Komplex, bestehend aus dem Crumbs-Protein sowie protein associated with LIN-7-1 (PALS1)
und PALS1-associated tight junction protein (PAT]). Der Scribble-Komplex lokalisiert basolateral
und besteht neben dem Scribble-Protein aus lethal giant larvae (LGL) und discs large (DLG). Die
aPKC kann verschiedene Proteine der Polaritdtskomplexe phosphorylieren und beeinflusst so
die Lokalisation der phosphorylierten Proteine. Die Abbildung wurde modifiziert nach Iden et
al., 2008.
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Der Scribble-Komplex, neben dem Scribble-Protein bestehend aus lethal giant larvae
(LGL) und discs large (DLG), definiert die basolaterale Membrandomaéne (Laprise et al.,
2004). Dazu lokalisiert der Komplex an den Adherens Junctions entlang der
basolateralen Membrandoméne, wohin das Scribble-Protein in Abhéngigkeit von

E-Cadherin transportiert wird (Navarro et al., 2005).

Der Crumbs-Komplex besteht neben dem Transmembranprotein Crumbs aus
PALS1 (protein associated with LIN-7-1, auch als stardust bekannt) und PAT] (PALS1-

associated tight-junction protein) und lokalisiert in der apikalen Membrandomane.

An der Grenze zwischen der apikalen und basolateralen Membrandomane
lokalisieren die Tight Junctions und an diesen der Par-Komplex. Diese definierte
Lokalisation des Par-Komplexes erfolgt {iber eine Interaktion zwischen Par3 und einem

Tight Junctions Protein (Ebnet et al., 2001).

Die atypische Proteinkinase C kann Par3 (Nagai-Tamai et al.,, 2002), Crumbs
(Sotillos et al., 2004) und LGL (Betschinger et al., 2003; Yamanaka et al., 2003)
phosphorylieren und reguliert dariiber die Lokalisation der phosphorylierten Proteine
sowie die der dazugehorigen Polaritatskomplexe. So fiihrt ein Fehlen der Phosphory-
lierung von Crumbs durch aPKC zur Fehllokalisation von Crumbs, PAT], aPKC und
Scribble und damit zu Storungen bei der Ausbildung der Zellpolaritit in Drosophila-
Embryonen (Sotillos et al., 2004). Die Kinaseaktivitat von aPKC wird durch Par6 und der
Rho-GTPase Cdc42 (cell division cycle 42) reguliert. Bindet aktives Cdc42-GTP an Par6
wird dessen inhibierende Wirkung auf aPKC aufgehoben, welche dann z.B. Par3
phosphorylieren kann (Yamanaka et al., 2001). Dies hat zu Folge, dass Par3 nicht langer
im Par-Komplex vorkommt, was fiir die Reifung der Tight Junctions auch nicht
notwendig ist (Horikoshi et al., 2009). Fiir die korrekte Ausbildung der Tight Junctions
ist jedoch eine Phosphorylierung von LGL durch aPKC erforderlich, die dafiir sorgt,
dass LGL nicht apikal lokalisieren kann (Yamanaka et al., 2003).
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1.4 Der molekulare Aufbau der Adherens Junctions und Desmosomen

Adherens Junctions sind eine Art von Zell-Zell-Kontakten, die neben der Funktion
der Vermittlung mechanischer Stabilitdt im Zellverband auch an der intrazelluldren
Signalweiterleitung beteiligt sind (Niessen, 2007). Molekular sind sie u.a. aus
Transmembranproteinen, den Cadherinen aufgebaut. An den zytoplasmatischen Teil
der Cadherine binden verschiedene Catenine. Diese Catenine vermitteln die Assoziation
der Adherens Junctions mit dem Aktinzytoskelett und sorgen damit fiir die erwdhnte
mechanische Stabilitdt der Zellen. Die beiden Catenine p120 und (3-Catenin binden die
Cadherine direkt tiber ihre Armadillo-Doménen (Daniel et al., 1995; Hulsken et al., 1994;
Ishiyama et al., 2010). B-Catenin wirkt dabei regulierend auf die Adherens Junctions,
indem es die Bindung von a-Catenin, einem aktin-bindenden Protein, regelt (Drees et
al., 2005; Yamada et al., 2005). Das p120 Catenin reguliert hingegen die Stabilitat der
Cadherine an der Plasmamembran, indem es die Endozytose und den Abbau der
Cadherine verhindert (Nanes et al., 2012; Xiao et al., 2005). Dariiberhinaus konnte fiir
p120 ein Einfluss auf verschiedene Aspekte des Rho-Signalweges gezeigt werden. {3-
Catenin besitzt ebenfalls eine signalgebende Wirkung als wichtiger Bestandteil des Wnt-

Signalweges.

Eine weitere Art von Zell-Zell-Kontakten stellen die Desmosomen dar. Sie werden
ebenfalls durch Transmembranproteine, den desmosomalen Cadherinen Desmoglein
und Desmocollin, gebildet. An den zytoplasmatischen Teil der desmosomalen
Cadherine binden ebenfalls Proteine aus der Armadillo-Proteinfamilie sowie
Desmoplakin. Die zytoplasmatischen Proteine vermitteln die Assoziation der
Desmosomen mit dem Keratinzytoskelett und stirken dadurch die mechanische

Stabilitat der Zellen (Green et al., 2007).

1.5 Die Bedeutung der Armadillo-Proteinfamilie fiir die Zellpolaritit
Die Armadillo-Proteinfamilie ist charakterisiert durch eine variable Anzahl an
Wiederholungen des Armadillo-Motivs, das erstmals im Segment-Polaritatsprotein
Armadillo in Drosophila melanogaster beschrieben wurde (Riggleman et al., 1989). Zu
dieser Proteinfamilie gehort eine Vielzahl an Mitgliedern, die mitunter sehr unter-
schiedliche Funktionen ausiiben. Zu den am besten charakterisierten Mitgliedern zahlen
-Catenin und p120. Beide lokalisieren an Adherens Junctions in Epithelzellen, wo sie

an den zytoplasmatischen Teil der klassischen Cadherine, wie E- und P-Cadherin
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binden. Die Nomenklatur der klassischen Cadherine richtet sich haufig nach dem
Gewebe, in dem sie vorwiegend exprimiert werden oder zuerst isoliert wurden. So
kommt E (Epithelial)-Cadherin in den meisten Epithelien vor, N (Neuronal)-Cadherin
tritt in neuronalem Gewebe auf und P (Plazental)-Cadherin wurde zuerst aus der
Plazenta isoliert (Nose et al., 1986). Mittels Zellkulturexperimenten wurde zudem
gezeigt, dass es durch siRNA-vermittelte p120 Knockdowns nicht nur zu einer
Reduktion der Proteinmenge an klassischen Cadherinen kommt, sondern auch von «a-
und -Catenin durch lysosomalen Abbau (Davis et al., 2003). Das bedeutet, dass p120
einen sehr entscheidenden Einfluss auf die Stabilitdt der Adherens Junctions in Epithel-

zellen besitzt.

Zur p120 Subfamilie der Armadillo-Proteinfamilie gehdren neben p120 und p0071
auch ARVCF (Armadillo repeat protein deleted in velo-cardio-facial syndrome) und d-Catenin.
Die Catenine p120, ARVCF und p0071 werden ubiquitdr exprimiert und es existieren
mehrere Isoformen von ihnen, ohne dass deren spezifische Funktionen bisher gut
verstanden sind. Die Expression von d-Catenin ist auf das Nervensystem beschréankt,
obwohl zum Teil in verschiedenen Tumorgeweben eine Re-Expression nachweisbar ist

(Pieters et al., 2012).

B-Catenin
p120 N-Terminus
p0071 Armadillo-Motive
C-Terminus
ARVCF
PDZ-Bindemotiv
0-catenin

Abb. 1-4: Die Domanenstruktur von einigen Armadillo-Proteinfamilienmitgliedern

Alle abgebildeten Proteine gehdren zur Armadillo-Proteinfamilie, die durch das Vorhanden-
sein von Wiederholungen einer charakteristischen Aminosauresequenz gekennzeichnet ist.
Am duflersten C-Terminus besitzen einige Familienmitglieder ein PDZ-Bindemotiv, wodurch
Wechselwirkungen mit PDZ-Domaéne enthaltenen Proteinen méglich sind. PDZ steht fiir die
drei Proteine PSD96, DLG und ZO-1, bei denen zuerst diese Strukturdomaéne entdeckt wurde.
Die Abbildung wurde modifiziert nach Keil et al., 2013.

Wie aus der Abb. 1-4 (S. 14) ersichtlich, weisen einige Familienmitglieder der
Armadillo-Proteinfamilie ein C-terminales PDZ-Bindemotiv auf, wortiber Interaktionen
mit Proteinen, die eine PDZ-Domaéne enthalten, mdglich sind. PDZ steht fiir die drei

Proteine PSD96, DLG und ZO-1, bei denen zuerst diese Strukturdoméane entdeckt
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wurde. Die PDZ-Domaénen spielen oftmals bei der Bildung grofierer Proteinkomplexe
eine Rolle. Fiir p0071 konnte u.a. eine Wechselwirkung mit dem PDZ-Domaéne
enthaltenen Protein Erbin nachgewiesen werden (Izawa et al., 2002; Jaulin-Bastard et al.,
2002). Erbin gehort zur gleichen Proteinfamilie wie das Polaritatsprotein Scribble, der
wichtige Funktionen bei der Zellpolaritat zugeordnet werden. In HeLa-Zellen konnte
eine beeintrachtigte epitheliale Integritat nach der Storung der p0071-Erbin-Interaktion

gezeigt werden (Jaulin-Bastard et al., 2002).

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit die beiden nahe miteinander verwandten
Proteine p0071 und pl120 beziiglich ihrer Funktionen an den Zell-Zell-Kontakten
verglichen wurden, wird im Folgenden noch einmal naher auf den aktuellen

Kenntnisstand beziiglich dieser beiden Proteine eingegangen.

Knockout-Experimente in verschiedenen Tiermodellen konnten fiir p120 keine
essentielle Rolle in der Nematode Caenorhabditis elegans (Pettitt et al., 2003) und der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster (Myster et al., 2003) belegen. Im Frosch Xenopus laevis
ist p120 hingegen fiir die embryonale Entwicklung entscheidend und sein Fehlen fiihrt
zu Gastrulationsdefekten (Fang et al., 2004). Ein totaler Knockout in der Maus ist
embryonal letal (Davis et al., 2006), wohingegen gewebespezifische p120 Knockouts sehr
unterschiedliche Auswirkungen haben. So fiihrte der Knockout in der Speicheldriise zu
schweren Defekten bei der Zellpolaritit. Dies hatte eine Verstopfung des Gangsystems
dieses sekretierenden Organs mit unpolarisierten Zellen zur Folge, worauthin die Tiere

kurz nach der Geburt verstarben (Davis et al., 2006).

Ein Epidermis-spezifischer p120 Knockout in der Maus verringerte die Anzahl der
gebildeten Adherens Junctions, jedoch ohne Beeintrachtigung der epithelialen
Barrierefunktion. Das Vorhandensein unbeeinflusster Tight Junctions und Desmosomen
scheint fiir diese Aufgabe auszureichend zu sein. Stattdessen konnte aber eine
Aktivierung des NFkB-Entziindungssignalweges nachgewiesen werden (Perez-Moreno
et al., 2006). Diese erfolgt mutmafllich durch verdanderte Aktivierungslevel der Rho-
GTPasen RhoA (ras homolog family member A), Cdc42 und Racl (ras-related C3 botulinum

toxin substrate 1) (Perez-Moreno et al., 2006; Perona et al., 1997).

p120 kann die Aktivitdt von RhoA inhibieren - beispielsweise durch eine direkte
Interaktion mit dem Rho-GAP (GTPase-activating protein) pl90A an N-Cadherin
vermittelten Zell-Zell-Kontakten in NIH3T3 Zellen (Wildenberg et al., 2006). Im
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Gegensatz dazu wird durch die Interaktion mit dem GEF (guanine nucleotide exchange

factor) Vav2 die Aktivitat von Cdc42 und Racl stimuliert (Noren et al., 2000).

Fiir p0071 ist bisher die Generierung einer Knockout-Maus nicht publiziert, doch
durch Zellkulturexperimente konnte gezeigt werden, dass es einen Einfluss auf die
Aktivitat von RhoA besitzt (Wolf et al., 2006). Diese Regulation von RhoA durch p0071
ist fiir die Zellteilung entscheidend. Storungen fithren zu Zytokinesedefekten in MCF-7
und HEK-293 Zellen. Neuere Forschungsergebnisse konnten zudem eine Interaktion
zwischen p0071 und Follikulin belegen, die das RhoA Aktivierungslevel und dariiber
die Zellmigration sowie die Zellteilung beeinflusste (Medvetz et al., 2012; Nahorski et al.,
2012). Fiir diese Prozesse sind Modulationen des Aktinzytoskeletts entscheidend, die

u. a. durch RhoA und seine Effektoren reguliert werden.

Aufer bei der Zellteilung besitzt p0071 womoglich auch eine wichtige Rolle an den
Zell-Zell-Kontakten, da es dort in Epithelzellen lokalisiert. Eine Analyse in der
epithelialen Zelllinie A431 ergab, dass exogenes p0071 desmosomale Proteine von der
Plasmamembran verdrangt, wohingegen dort dann vermehrt die Adherens Junctions
Komponenten E-Cadherin und p-Catenin zu finden waren (Setzer et al., 2004). Zudem
ist bekannt, dass p0071 fiir die basolaterale und ebenfalls von E-Cadherin-abhangige
Lokalisation von FRMPD2 (FERM and PDZ domain containing 2) in Epithelzellen
notwendig ist. FRMPD?2 selbst wiederum besitzt einen Einfluss auf die Tight Junctions

Bildung und damit auf die Zellpolaritat (Stenzel et al., 2009).

Dariiber hinaus konnte die GTPase Rabll als Interaktionspartner von p0071
charakterisiert werden. Rabl1 spielt beim Recycling von Membranproteinen an die
Plasmamembran eine wichtige Rolle (Ullrich et al., 1996). Knockdown-Experimente
zeigten, dass einerseits p0071 die Lokalisation und damit die Funktion von Rabl1
beeinflusst, andererseits, dass Rabll das Recycling der Adherens Junctions
Komponenten p0071 und E-Cadherin reguliert. Dies ldsst die Vermutung zu, dass p0071
iber die Interaktion mit Rabll einen Einfluss auf die dynamische Regulation der

Adherens Junctions besitzt (Keil et al., 2014).
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1.6 Die Bedeutung der Zellkontakte fiir die Zellpolaritat

Damit Zellen eine apikal-basolaterale Zellpolaritdt ausbilden konnen, miissen sie
zunachst festlegen an welcher Stelle der Zellmembran die apikale bzw. basolaterale
Membrandomane entstehen soll. Dazu benétigen sie Informationen zu ihrer Umgebung,

die sie Uiiber Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakte erhalten.

In den epithelialen MDCK-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Orientierung
der apikalen Membrandoméne von der Rho-GTPase Racl, der extrazelluldren
Komponente Laminin und vom Zell-Matrix-Rezeptor Integrin abhangt. Wird in diesen
Zellen eine dominant-negative Proteinvariante von Racl exprimiert, die keine Affinitat
mehr fiir GTP hat und daher dauerhaft im inaktiven Zustand vorliegt, kommt es zu
Storungen in der strukturellen Zusammensetzung des extrazelluldaren Laminin. Diese
Storungen werden wahrscheinlich durch Effekte von Racl auf die Integrine, die als
Laminin-Rezeptoren dienen, verursacht. Die Folge davon ist, dass das Laminin kein
transzelluldres Polarisierungssignal an die Zelle {ibermitteln kann und so die Zelle an

der falschen Stelle die apikale Membrandoméne definiert (O'Brien et al., 2001).

Die um E-Cadherin gebildeten initialen Zell-Zell-Kontakte bilden u. a. einen
Orientierungspunkt fiir die Lokalisation des Par-Polaritdtskomplexes, der an dieser
Stelle die Reifung der Zell-Zell-Kontakte bewirkt (Yamanaka et al., 2001). Wie im
Abschnitt 1.3 (S. 11) beschrieben, beeinflussen Stérungen beim Par-Polaritatskomplex
auch die anderen Polaritdtskomplexe Scribble und Crumbs, so dass E-Cadherin dariiber
mehr oder weniger direkt eine entscheidende Rolle bei der Etablierung der Zellpolaritat
spielt. Dariiber hinaus ist bekannt, dass fiir die Lokalisation von Scribble an der
Plasmamembran E-Cadherin notwendig ist, ohne das der molekulare Mechanismus
dahinter genauer aufgeklart wurde (Navarro ef al., 2005). An der Plasmamembran wirkt
Scribble wiederum stabilisierend auf die E-Cadherin-Catenin Bindung, da ein
Knockdown von Scribble in den MDCK-Zellen zu einer verringerten E-Cadherin

vermittelten Zell-Zell-Adhaésion fiihrt (Lohia et al., 2012; Qin et al., 2005).

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ein E-Cadherin Knockout in der
Haut zur Fehllokalisation der atypische Proteinkinase C und von Racl fiihrt. Beide
Proteine sind fiir die Bildung von Tight Junctions essentiell, so dass diese in dem
Knockout-Modell gestort waren und die Tiere kurz nach der Geburt aufgrund der

fehlenden Barrierefunktion der Haut verstarben (Tunggal et al., 2005).
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Des Weiteren dienen die E-Cadherin basierten Zell-Zell-Kontakte auch als
Orientierungspunkt fiir den Vesikeltransport basolateral lokalisierender Proteine. Dazu
rekrutiert E-Cadherin die Exozyst-Komponente Sec6/8 zur Plasmamembran (Yeaman et
al., 2004). Der Exozyst-Proteinkomplex vermittelt dann dort die Fusion von Vesikeln mit

der Plasmamembran.

1.7 Der Zusammenhang zwischen Zellpolaritit und Krebs

Die meisten Tumore beim Menschen haben einen epithelialen Ursprung. Typische
Kennzeichen von Tumorzellen sind, neben einer unbegrenzten Zellteilung, auch der
Verlust der Zellpolaritiat, wobei jedoch bisher noch nicht abschlieflend geklart werden
konnte, ob der Verlust der Zellpolaritat eine Ursache oder eine Konsequenz der Tumor-

entstehung darstellt (Royer et al., 2011).

Die meisten der bisher vorgestellten Proteine, die die apikal-basolaterale Zell-
polaritdat regulieren, sind wichtige Tumorsuppressoren bzw. Proto-Onkogene. Thr
Verlust kann (1) zu Stérungen bei der Proliferation durch fehlende regulatorische
Einfliisse beziiglich des WNT/B-Catenin oder mTOR (mammalian target of rapamycin)
Signalweges, (2) zu Veranderungen der Zellmorphologie durch den fehlenden Einfluss
auf das Zytoskelett bzw. den gerichteten Vesikeltransport, (3) zu Stérungen bei der
Zellteilung aufgrund der fehlender Regulation zur korrekten Orientierung der
mitotischen Spindeln fithren. Dies alles tragt zur Entstehung einer genomischen
Instabilitat und damit zur Tumorbildung bei (Martin-Belmonte et al., 2012).

Auf das Zytoskelett und die Orientierung der mitotischen Spindel hat u. a. die
Rho-GTPase Cdc42 einen mafsgeblichen Einfluss (Jaffe et al., 2008; Qin et al., 2010). Als
Effektoren von Cdc42 bei der Orientierung der mitotischen Spindel konnten Par6 und
aPKC charakterisiert werden (Durgan et al., 2011).

Generell gilt, dass die lokal regulierte Aktivitat der Rho-GTPasen Cdc42, Racl und
RhoA die Ausbildung der Zellpolaritat, die Zellmigration und die Adherens Junctions

entscheidend beeinflusst (Etienne-Manneville et al., 2002).
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1.8 Der gerichtete Vesikeltransport

Der gerichtete Vesikeltransport zur Plasmamembran wird auf drei Ebenen
reguliert. Zum einen sorgen intrinsische Proteinsortierungssignale und die ent-
sprechenden zelluldren Sortierungsmechanismen fiir einen gerichteten Proteintransport
an zuvor definierte Membrandomanen. Fiir die Ausbildung von definierten Membran-
domaénen sorgen Polaritatskomplexe, deren Anordnung an der Plasmamembran iiber
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte reguliert wird. Damit beeinflussen die Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kontakte sowie die Polaritditskomplexe letztendlich den gerichteten
Vesikeltransport zur Plasmamembran (Mellman et al., 2008).

Mikrovilli

Tight apikal
Junction
Adherens
Junction
basolateral

s
Basallamina

Abb. 1-5: Vesikeltransportprozesse in polarisierten Epithelien

Nach der Proteinsynthese von Transmembranproteinen und zu sekretierenden Proteinen im
endoplasmatischen Retikulum (ER) gelangen diese iiber einen COPII-Komplex vermittelten
Vesikeltransport zum Golgi-Apparat. Im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) werden intrinsische
Sortierungssignale der Proteine erkannt, die zu einem gerichteten vesikuldren Weitertransport
der Proteine entweder direkt zur apikalen oder basolateralen Membrandoméne fithren oder
indirekt durch der Einbindung von Recyclingendosomen. Es wird zwischen Rab11-positiven
apikalen Recyclingendosomen (ARE) und Rab8-positiven common recycling endosomes (CRE)
unterschieden. Wahrend der Etablierung der apikal- basolateralen Zellpolaritdt kommt es u. a.
auch zur Transzytose von Transmembranproteinen. Diese lokalisieren zunachst voriiber-
gehend in apikalen oder basale early endosomes (AEE bzw. BEE), bevor sie durch die
Recyclingendosomen an ihre Zielmembrandoménen gelangen. Rote Pfeile geben den bio-
synthetischen Weg von Transmembranproteinen und zu sekretierenden Proteinen an.
Schwarze Pfeile stellen Recyclingwege fiir endozytierte Proteine dar. Die rot eingekreiste Zahl
1 steht an der Stelle, wo der COPII-vermittelte Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat
stattfindet. Die Abbildung wurde modifiziert nach Apodaca et al., 2012.
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Der biosynthetische Weg von Transmembranproteinen, die u.a. wichtige
Funktionen an den Zell-Zell-Kontakten und innerhalb der Polaritatskomplexe austiben,
beginnt mit der Proteinsynthese im endoplasmatischen Retikulum (ER) (siehe Abb. 1-5,
S. 19). Von dort gelangen sie tiber einen COPII-vermittelten Vesikeltransport zum Golgi-
Apparat. Im trans-Golgi-Netzwerk werden dann intrinsische Sortierungssignale der
Proteine erkannt, die zu einem gerichteten vesikuldren Weitertransport zu ihrer
Zielmembrandomanen fiihren. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der Transport
zur apikalen bzw. basolateralen Membrandomanen in Epithelzellen dabei nicht zwangs-
laufig direkt erfolgt, sondern zum Teil auch indirekt iiber Recyclingendosomen. Dabei
unterscheidet man apikale Rabl11-positive Recyclingendosomen (ARE) und common
recycling endosomes (CRE). Letztere stellen Rab8-positive Vesikel dar. Die Rab GTPasen
reprasentieren eine grofse Proteinfamilie, die die Cargoselektion, die Reifung, die
Bewegung und das Andocken sowie die Fusion von Vesikeln mit der Zielmembran

reguliert (Apodaca et al., 2012).

Als intrinsische Sortierungssignale konnte v. a. im zytoplasmatischen Teil von
Proteinen, die basolateral lokalisieren, Tyrosin- und Dileucin-Motive identifiziert
werden. In Proteinen, die apikal lokalisieren, dienen oft extrazelluldre gebundene Oligo-
saccharidketten oder in der Transmembranregion befindliche Glykosylinositol-

lipidanker (GPI) als intrinsische Sortierungssignale.

Das Transmembranprotein E-Cadherin weist ein Dileucin-Motiv auf (Miranda et
al., 2001) und wird mittels Rab11-positiver Recyclingendosomen zur basolateralen

Membrandomane transportiert (Desclozeaux et al., 2008; Lock et al., 2005).

Wahrend der Etablierung der Zellpolaritit kommt es auch zur Transzytose
verschiedener Transmembranproteine. Dabei gelangen diese Proteine nach der
Endozytose zunidchst in apikale oder basale early endosomes (AEE bzw. BEE), bevor sie
iiber die Recyclingendosomen ihre neue definierte Membrandomaéne erreichen. Die
Transzytose wurde in den MDCK-Zellen zum Beispiel am Protein Podocalyxin
untersucht und festgestellt, dass dieser Vorgang notwendig ist um neue apikale

Membrandomaénen zu definieren (Bryant et al., 2010).

Der coatamer protein complex 1I (COPII) spielt eine essentielle Rolle bei den
Transportvorgangen vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat (Barlowe

et al., 1994). Der COPII-Komplex besteht aus fiinf verschiedenen Proteinen: den Sec-
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Proteine 23, 24, 13 und 31 sowie der kleinen GTPase Sarl. Die Sec-Proteine 23 und 24
bilden Heterodimere und lagern sich als innere Hiille um die vom ER zu
transportierenden Proteine herum. Die Sec-Proteine 13 und 31 bilden hingegen Hetero-
tetramere und lagern sich als dufSere Hiille um die am ER entstehenden Vesikel fiir den
Weitertransport zum Golgi-Apparat an (Jensen et al., 2011) (siehe Abb. 1-6, S. 21). Die
kleine GTPase Sarl katalysiert schliefllich an der ER-Membran in ihrem aktiven GTP-
gebundenen Zustand die Abschniirung der COPII-bedeckten Vesikel (Kuge et al., 1994).
Die Aktivitat der kleinen GTPase Sarl wird durch das GEF Sec12 direkt an der ER-
Membran reguliert (Weissman et al., 2001). Die COPII-besetzten Vesikel gelangen dann
tiber das Tubulin-Zytoskelett zum Golgi-Apparat und fusionieren dort mit den Golgi-

Zisternen (Mizuno et al., 1994).

o) trans

Golgi

Abb. 1-6: Der COPII-vermittelte Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat

Im endoplasmatischen Retikulum (ER) neu synthetisierte Proteine verlassen es tiber COPII-
besetzte Vesikel in Richtung Golgi-Apparat. Heterodimere, bestehend aus Sec23 und Sec24
Proteinen, lagern sich um das zu transportierende Cargo an der ER-Membran an.
Anschlieffend wird eine dufiere Hiille aus Sec13 und Sec31 Heterotetrameren gebildet. Zur
Abschniirung der gebildeten Vesikel von der ER-Membran ist die kleine GTPase Sarl
notwendig.

Nach weiteren Modifizierungen der Proteine und dem Sortieren in neue Vesikel
innerhalb des Golgi-Apparates gelangen die Membranproteine schliefilich zur
Plasmamembran. Dort hilft u.a. der Exozyst-Komplex bei der Lokalisation von

basolateral anzuordnenden Membranproteinen (Mellman et al., 2008).
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1.9 Verschiedene Modelle zur Untersuchung der Zellpolaritit

Fiir Untersuchungen zur Ausbildung der Zellpolaritat werden v. a. MDCK- und
Caco-2 Zellen benutzt. Bei MDCK-Zellen handelt es sich um Nierenepithelzellen vom
Hund; bei den Caco-2 Zellen um humane Colonkarzinomazellen. Beide Zelllinien
differenzieren in apikal-basolateral polarisierte Epithelzellen wéhrend der 2D Zell-
kultivierung nach Erreichen der Konfluenz. Zudem bilden sie auch wahrend der 3D

Zellkultivierung apikal-basolateral polarisierte Zellstrukturen aus, sogenannte Zysten

(siehe Abb. 1-7, S. 22).

2D Zellkultur 3D Zellkultur
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Abb. 1-7: Die Zellpolarisierung von Epithelzellen in der 2D sowie 3D Zellkultur

In der 2D Zellkultur differenzieren einige Epithelzellen in apikal-basolateral polarisierte
Zellen. In der 3D Zellkultur bilden zudem einige Epithelzellen kugelférmige Zysten. Die
zystenbildenden Zellen weisen ebenfalls eine apikal-basolaterale Zellpolaritit auf.

Zysten — auch als Acini in der Brustdriise, Alveoli in der Lunge bzw. als Follikel
in der Schilddriise bezeichnet — bestehen aus kugelférmigen Zellmonolayern, die ein
zentrales Lumen umschliefien. Jede Zyste kann durch Proliferation aus einer einzelnen
Zelle entstehen. Der Antrieb der Epithelzellen solche Strukturen zu bilden, besteht darin
der Zellpolarisierung folgend eine apikale und eine basolaterale Membrandomaéne
auszubilden (O'Brien et al., 2002). In der Literatur wird oftmals angefiihrt, dass die 3D
Zellkultivierung viele Aspekte der in vivo Epithelbildung besser widerspiegelt als die 2D
Zellkultur (Debnath et al., 2005; O'Brien et al., 2002). Aufgrund der unterschiedlich

starken Polarisierungssignale in Abhéangigkeit von der Kultivierungsmethode, konnten
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einige Effekte auf die Zellpolaritdat nur bei der 3D Zellkultivierung beobachtet werden
und nicht mit der 2D Zellkultur (Martin-Belmonte et al., 2007; O'Brien et al., 2001).

Fiir die 3D Zellkultivierung werden einzelne Zellen in einer extrazelluldren Matrix
eingebettet. Die Matrix kann entweder aus Zellen des murinen Engelbreth-Holm-
Swarm-Tumors oder aus einer Collagenmischung bestehen. Dariiber hinaus kommen

zum Teil auch synthetische Produkte zum Einsatz.

Fiir die Lumenbildung in den Zysten sind verschieden Mechanismen beschrieben.
In Abhéngigkeit von der verwendeten 3D Matrix bilden z. B. MDCK-Zellen ihr Lumen
auf die eine oder andere Weise: Bei in einer Collagenmischung kultivierten MDCK-
Zellen erfolgt die Ausbildung der Zellpolaritit langsam und die Lumenbildung wird
durch die Apoptose der zentralen Zellen, die keine Zell-Zell-Kontakte aufweisen,
erreicht. Werden die MDCK-Zellen hingegen in einer 3D Matrix, die aus dem murinen
Engelbreth-Holm-Swarm Tumor gewonnen wurde, kultiviert, erfolgt die Ausbildung
der Zellpolaritat schnell und das zentrale Lumen in den Zysten bildete sich durch die
Exozytose von apikalem Membranmaterial mittels Vesikeln (Martin-Belmonte et al.,
2008). In den Zysten, bestehend aus Caco-2 Zellen, entsteht das Lumen an der apikalen
Membrandoméne durch einen Ionentransport-getriebenen Fliissigkeitsstrom aus den

Zellen in das so expandierende Lumen (Jaffe et al., 2008).
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1.10 Die Zielstellung der Arbeit

Die Ausbildung der Zellpolaritét ist ein fundamentaler biologischer Prozess, den
fast alle Zellen durchlaufen. Dabei besitzen unter anderem die Zell-Zell-Kontakte, das
Zytoskelett und der gerichtete Proteintransport eine entscheidende Bedeutung. Fiir die
genannten Aspekte konnte fiir das Armadilloprotein p0071 bereits ein Einfluss gezeigt
werden. Es wurde aber bisher noch nie untersucht wie grofs der Einfluss von p0071 auf
die Ausbildung der Zellpolaritat ist. Aus diesem Grund wurde die vorliegende Arbeit

angefertigt und dieser Sachverhalt in verschiedenen Modellsystemen untersucht.

In Hinblick auf die Rolle der Zell-Zell-Kontakte bei der Ausbildung der
Zellpolaritat sollten vergleichende Studien zwischen p0071 und dem verwandten p120
Catenin angefertigt werden, um Riickschliisse {iber redundante Funktionen innerhalb

dieser Proteinunterfamilie ziehen zu konnen.

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob p0071 fiir die Ausbildung der apikal-
basolateralen Zellpolaritat in Epithelzellen von Bedeutung ist. Storungen der Zell-
polaritat konnen zur Tumorentstehung beitragen und werden unter anderem durch eine
falsche Orientierung der mitotischen Spindel verursacht. Der Einfluss von p0071 auf
diesen und andere Faktoren bei der Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritat

wurde daher nahergehend untersucht.

Zusatzlich sollte auf der Suche nach neuen putativen Interaktionspartnern fiir
p0071 noch ein Yeast Two Hybrid (Y2H) Screening durchgefithrt werden sowie ein
funktioneller Zusammenhang zwischen p0071 und einigen der im Y2H Screening
gefundenen Interaktionspartner hergestellt werden. Ziel war es hier mogliche neue
Funktionen von p0071 aufzudecken, die es von den anderen Mitgliedern seiner
Proteinunterfamilie abgrenzt bzw. seine zeitgleiche Lokalisation im Zytoplasma sowie

an der Plasmamembran in vielen Zellen erklart.
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Um den Einfluss von p0071 auf die Zellpolaritat zu klaren, wurden verschiedene

Aspekte der Zellpolaritat in unterschiedlichen Zellmodellen untersucht.

Zum einen wurde durch Calcium-Switch Experimente in Mauskeratinozyten
untersucht, welchen Einfluss eine verringerte p0071 Proteinmenge auf den Prozess der
Zell-Zell-Kontaktbildung und damit auf die Zellpolaritat besitzt. Zum anderen wurde
der Einfluss von p0071 auf die Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritit in den
Colonkarzinomazellen Caco-2 untersucht. Diese Zelllinie bildet nicht nur in der 2D
Zellkultur apikal-basolateral polarisierte Enterozyten aus, sondern auch bei der 3D
Zellkultivierung. Auf diese Weise wurde analysiert, ob der Einfluss von p0071 auf die
Ausbildung der Zellpolaritit womoglich in Abhangigkeit von der Kultivierungs-
methode unterschiedlich ausfillt. Durch Knockdown-Experimente wurde zudem
versucht einen funktionellen Zusammenhang zwischen p0071 und den COPII-
vermittelten Vesikeltransport vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat
in HeLa- und MCEF-7 Zellen herzustellen. Da der gerichtete Vesikeltransport fiir die
Ausbildung der Zellpolaritdt von grofler Bedeutung ist, wurde untersucht, ob p0071

dariiber einen Einfluss auf die Zellpolaritat besitzt.

2.1 Die Lokalisation von p0071 in der murinen Haut

Die Haut besteht aus einem mehrschichtigen Epithel um den Korper vor schadlichen
Umwelteinfliissen und vor der Austrocknung zu schiitzen. Um diese Barrierefunktion
erfiillen zu konnen, bilden die Epithelzellen der Haut, die auch als Keratinozyten
bezeichnet werden, einen sehr kompakten Zellverband. Dieser kompakte Zellverband
zeichnet sich u. a. durch die Formation verschiedener Arten von Zell-Zell-Kontakten,

wie z. B. den Adherens Junctions aus (sieche Abschnitt 1.4, S. 13).

In der humanen und murinen Haut werden ausschliefilich die beiden klassischen
Cadherine E-Cadherin und P-Cadherin exprimiert (Furukawa et al., 1997; Nose et al.,
1986). An den zytoplasmatischen Teil der Cadherine binden verschiedene Catenine wie
B-Catenin, p0071 und p120. Die detaillierte Zusammensetzung der Adherens Junctions
Komplexe in der humanen und murinen Haut wurde bisher nicht untersucht. Aufgrund

der Expression der beiden unterschiedlichen klassischen Cadherine sowie einer Vielzahl
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von moglichen Interaktionspartnern fiir den zytoplasmatischen Teil der Cadherine,
wird jedoch eine Heterogenitit der Adherens Junctions Komplexe in der Haut

angenommen, die womdglich unterschiedliche Funktionen wahrnehmen.

E-Cadherin p120 Kontrolle Maus

sek. Ak., DNA

sek. Ak.

P-Cadherin p0071 Kontrolle Meerschwein

sek. Ak., DNA

sek. Ak.

AbD. 2-1: Die Lokalisation der Adherens Junctions Proteine in der murinen Haut

Die endogene Lokalisation von E- und P-Cadherin sowie von p120 und p0071 wurde in
Gewebeschnitte der murinen Haut mittels immunhistochemischen Farbungen untersucht. In
den farbigen Bildern ist die Mehrschichtigkeit der Haut durch die blaue DNA-Farbung der
Zellkerne zu erkennen. Die Lokalisation des iiber dem jeweiligen Bild angegebenen Proteins
ist Rot in den farbigen Bildern dargestellt und darunter noch einmal als Einzelbild in Weifs. Als
Kontrollen sind die Signale der verwendeten sekundéren Antikorper (sek. Ak.) ohne
vorheriger Inkubation mit einem priméren Antikorper gezeigt. Der eingezeichnete Mafistab
von 10 pm in den Bildern zu E-Cadherin gilt fiir alle hier gezeigten Bilder.
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Bekannt ist, dass die Expression von P-Cadherin auf die basale Zellschicht der
Epidermis beschrankt ist, wohingegen E-Cadherin auch in den suprabasalen Zell-
schichten vorkommt (Furukawa et al, 1997; Nose et al, 1986). Dieses
Lokalisationsmuster fiir die beiden klassischen Cadherine konnte in den angefertigten
Gewebeschnitten der murinen Haut mit verschiedenen Antikorpern bestatigt werden
(siehe Abb. 2-1, S. 26). Dazu wurden Gewebegefrierschnitte der murinen Haut in Aceton
fixiert und permeabilisiert, so dass anschliefiend primare Antikorper an ihre Epitope im
Gewebe binden konnten. Die Lokalisation der primédren Antikorper wurde dann durch
die Verwendung von fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorpern sichtbar gemacht

und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes dokumentiert.

Erstmals wurde so auch die Lokalisation von p0071 in der murinen Haut
untersucht. Dabei konnte mit zwei unterschiedlichen primaren Antikorpern eine
Lokalisation von p0071 ausschliefilich an den Zellmembranen der basalen Zellschicht,
wie fiir P-Cadherin auch, beobachtet werden (siehe Abb. 2-1, S. 26). In den Suprabasal-
zellen zeigte p0071 eine diffuse Lokalisation. Ob dieses zytoplasmatische Signal eine
veranderte Lokalisation von p0071 in diesen Zellen im Vergleich zu den Basalzellen
reprasentiert oder durch eine unspezifische bzw. eine Kreuzreaktion des Antiserums
hervorgerufen wird, bleibt im Moment unklar. Die Epitope der verwendeten poly-
klonalen Antikoérper befinden sich im N-Terminus bzw. innerhalb der Armadillo-

Motive von p0071.

Das p120 Catenin lokalisiert hingegen dhnlich wie E-Cadherin in der basalen sowie
in den suprabasalen Zellschichten der Epidermis (sieche Abb. 2-1, S.26). Keines der

untersuchten Proteine war in der zellkernlosen, superfiziellen Hornschicht nachweisbar.

Der Funktionsbereich von p0071 und P-Cadherin scheint somit im Gegensatz zu
dem von p120 und E-Cadherin auf die basale Zellschicht der Epidermis beschrankt zu
sein. Dies deutet auf verschieden aufgebaute Adherens Junctions Komplexe in der Haut
hin, die moglicherweise z. B. den Differenzierungsgrad der Zellen mitbestimmen. So
entstehen die Keratinozyten in der Haut durch die asymmetrische Zellteilung adulter
Stammzellen in der Basalzellschicht. Sie differenzieren zu zellkernlosen Hornzellen
wahrend ihrer Wanderung durch die verschiedene Hautschichten von basal nach
superfiziell. Vorstellbar ist, dass die Keratinozyten in der Basalzellschicht Adherens

Junctions Komplexe bestehend aus E-Cadherin sowie P-Cadherin und p0071 sowie p120
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bilden, wahrend in den suprabasalen Zellschichten Adherens Junctions Komplexe
bestehend aus E-Cadherin und p120 vorherrschend sind und diese die Differenzierung
der Keratinozyten in zellkernlose Hornzellen stimulieren. Das Cadherin-vermittelte
Zell-Zell-Kontakte die Differenzierung von Keratinozyten beeinflussen konnen, ist

bereits gezeigt worden (Charest et al., 2009).

Um die Heterogenitat der Adherens Junctions Komplexe zwischen den Keratino-
zyten zu belegen, wurden verschiedene Experimente einerseits mit Keratinozyten
durchgefiihrt, die aus einer murinen Haut isoliert wurden und hiernach immer als
Mauskeratinozyten bezeichnet werden und andererseits mit der etablierten humanen

Keratinozyten-Zelllinie HaCaT (human adult low calcium high temperature).

2.2 Der Aufbau der Adherens Junctions Komplexe in Keratinozyten

Zuerst wurden Immunprazipitationen mit den Mauskeratinozyten im Vergleich
zu den HaCaT-Zellen durchgefiihrt, um Hinweise auf die Zusammensetzung der
Adherens Junctions Komplexe in den Keratinozyten zu erhalten. Dazu wurden
Zelllysate der entsprechenden Zelllinien hergestellt und mit an Agarosebeads
gebundenen Antikorpern inkubiert. An die immobilisierten Antikérper konnen
einerseits die Proteine, deren Epitop vom Antikorper erkannt wird, binden und
andererseits moglicherweise mit diesen Proteinen interagierende Partner. Mittels SDS-
PAGE und Western Blot konnen diese Proteininteraktionen dann nachgewiesen werden
(siehe Abschnitt 4.19, S. 111). Beziiglich den Zelllysaten der Mauskeratinozyten wurde
zwischen unstimulierten und mit calciumstimulierten Zellen unterschieden. So sollte
untersucht werden, ob die Adherens Junctions Komponenten auch schon im
unstimulierten Zustand, in dem die Zellen noch keine Zell-Zell-Kontakte besitzen,
bereits einen Komplex bilden. Durch die Erhchung der extrazelluliren Calcium-
konzentration von 50 uM (= unstimulierter Zustand) auf 1,2 mM kann in den Maus-
keratinozyten die de novo Zell-Zell-Kontaktbildung initiiert werden. Die verwendeten
HaCaT-Zellen bilden hingegen auch ohne Calciumstimulation Zell-Zell-Kontakte aus,

sobald es zum Kontakt zwischen benachbarten Zellen kommt.

In Abb. 2-2 (S. 30) sind die Ergebnisse der Immunprazipitationen mit den Maus-
keratinozyten und den HaCaT-Zellen dargestellt, bei denen entweder p0071 oder p120
mittels spezifischer Antikorper prazipitiert und damit immobilisiert wurden. Als

Kontrolle wurde Maus IgG eingesetzt, da die verwendeten p0071 und p120 Antikorper
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aus der Maus stammten. Unabhdngig von der verwendeten Zelllinie konnte am
prazipitierten p0071 und p120 jeweils E-Cadherin als Bindungspartner nachgewiesen
werden sowie 3-Catenin. In den Mauskeratinozyten war dies im unstimulierten Zustand
sowie nach einer 24-stiindigen Inkubation mit 1,2 mM Calcium zur Ausbildung von de
novo Zell-Zell-Kontakten moglich. Im Vergleich zu den p120 Immunprazipitationen fiel
die koprazipitierte Menge an E-Cadherin und vor allem von (3-Catenin bei den p0071
Immunprézipitationen sehr gering aus. Dies konnte einerseits an der geringeren Menge
an endogenem p0071 im Vergleich zu p120 in den verwendeten Zelllinien liegen,
andererseits an der Effektivitit der Inmunprazipitation, die u. a. von den verwendeten
Antikorpern abhangt. Um die schwachen Signale fiir E-Cadherin und 3-Catenin bei den
p0071 Immunprézipitationen in den Abbildungen besser sichtbar zu machen, wurden
Ausschnitte der entwickelten Western Blots mittels des Programms Image] und den

Optionen Helligkeit sowie Kontrast bearbeitet

Der Nachweis von gebundenem E-Cadherin in den Mauskeratinozyten erfolgte
mit einem Antikorper, bei dem der Hersteller nachtraglich darauf hingewiesen hat, dass
dieser auch mit P-Cadherin kreuzreagieren kann. Ob das im Western Blot
nachgewiesene E-Cadherin somit auch einen gewissen Anteil ebenfalls gebundenes
P-Cadherin darstellt, ist unklar, da beide Cadherine ein sehr &dhnliches
Molekulargewicht aufweisen. Der spezifische Nachweis von P-Cadherin im Western
Blot gelang nur in den HaCaT-Zelllysaten, trotz des Austestens von drei verschiedenen
Antikorpern. Fiir die Immunfluoreszenzstudien konnten die verschiedenen P-Cadherin
Antikorper hingegen fiir die murinen sowie fiir die humanen Proben benutzt werden

(siehe Abb. 2-5, S. 37).

In den HaCaT-Zellen konnte mittels den Immunprazipitationen keine Bindung

von P-Cadherin an p0071 oder p120 nachgewiesen werden (siehe Abb. 2-2, S. 30).

Zur Uberpriifung der gefundenen FErgebnisse wurden weitere Immun-
prazipitationen durchgefiihrt, bei denen diesmal die klassischen Cadherine durch
Antikorper an Agarosebeads immobilisiert wurden und nach koprazipitierten

Cateninen mittels SDS-PAGE und Western Blot geschaut wurde (siehe Abb. 2-3, S. 31).
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A) Mauskeratinozyten:
| Immunprazipitation |
Input Ktrl. p71 p120 Ktrl. p71 p120 Antikorper
- + - - - + 4+ + 24h1,2mM Calcium

| poo71

p120 Isoform 1
p120 Isoform 3

E-Cadherin bzw. !
P-Cadherin —

' # | E-Cadherin bzw.
P-Cadherin (bearbeitet)

. i o «ws | B-Catenin
e F - ww | B-Catenin (bearbeitet)

B)HaCaT-Zellen:

[ ungebunden | [ Immunprazipitation |
Input Ktrl. p71 p120 M Kitrl. p71 p120 Antikorper
— ' : : WA
p0071

s | P120 Isoform 1

W o — # | p120 Isoform 3
e — E-Cadherin
Cadherin

. E-Cadherin (bearbeitet)

T — B-Catenin
» —— | B-Catenin (bearbeitet)

P-Cadherin

Abb. 2-2: Immunprazipitationen der Catenine in Keratinozyten

A) zeigt die Ergebnisse aus Immunprazipitationen (IPs) mit Zelllysaten von Mauskeratino-
zyten im unstimulierten (-) und im calciumstimulierten (+) Zustand. Im unstimulierten
Zustand verfiigen die Mauskeratinozyten noch iiber keine ausgebildeten Zell-Zell-Kontakte.
B) zeigt die Ergebnisse der IPs mit HaCaT- Zelllysaten.

Fiir die IPs wurden Antikdrper gegen die Epitope von p0071 (p71), p120 (p120) oder Maus IgG
(Ktrl.) eingesetzt. Daran gebundenen Proteinen wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot
detektiert (Immunprazipitationen). Gleichzeitig wurden so auch die endogenen Mengen der
analysierten Proteine (Input) bzw. der ungebundene Anteil nach erfolgter Immunprazipitation
(ungebunden) nachgewiesen. Um sehr schwache Signale deutlicher darstellen zu kénnen,
wurden Ausschnitte der entwickelten Western Blot mit dem Programm Image] und den
Optionen Helligkeit und Kontrast verdndert (bearbeitet). Die mdglichen aus den jeweiligen IPs
abzuleitenden Adherens Junctions Komplexe sind seitlich farblich dargestellt. M steht fiir den
Proteinmarker.
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A) Mauskeratinozyten:

| ungebunden | Immunpréazipitation |
Kontrolle E/P-Cad. Kontrolle E/P-Cad. Antikérper
- + - 4+ - + - + 24h1,2 mM Calcium
— E-Cadherin bzw.
— —
— - - | p-cadherin
— vt st | B-Catenin Cadherin

[ Immunprazipitation |
Input M Kontrolle E/P-Cad. Antikorper
+ 24h 1,2 mM Calcium

+| poo71

Cadherin

. .+ - | p120 Isoform 1
= D S8 | p120 Isoform 3

B)HaCaT-Zellen:
[ ungebunden | Immunprazipitation |
Kir. E P p120Ktrl. E P p120 Antikérper

T e — = - E-Cadherin
—— — —— — e P-Cadhefin P-Cadherin
- e e B-Catenin
- B-Catenin (bearbeitet)
S g e o p0071

| p0071 (bearbeitet)

s | P120 Isoform 1
~ | p120 Isoform 3

E- bzw. P-
Cadherin

C— g -
— — —

. p120 Isoform 1 (bearbeitet)
p120 Isoform 3 (bearbeitet)

Abb. 2-3: Immunprézipitationen der Cadherine in Keratinozyten

A) zeigt die Ergebnisse aus Immunprazipitationen (IPs) mit Zelllysaten von Mauskeratino-
zyten im unstimulierten (-) und im calciumstimulierten (+) Zustand. Im unstimulierten
Zustand verfiigen die Mauskeratinozyten noch iiber keine ausgebildeten Zell-Zell-Kontakte.
B) zeigt die Ergebnisse der IPs fiir HaCaT-Zellen.

Fiir die IPs wurden Antikorper gegen die Epitope von E-Cadherin (E), P-Cadherin (P) und
p120 (p120) eingesetzt. Als Kontrolle (Ktrl) wurde entweder Maus IgG bei den
Mauskeratinozyten bzw. Kaninchen IgG bei den HaCaT-Zellen verwendet. An die
immobilisierten Proteine gebundene Partner wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot
detektiert (Immunprazipitationen). Gleichzeitig wurden auch die endogenen Mengen der
analysierten Proteine (Input) bzw. der ungebundene Anteil nach erfolgter IP (ungebunden) so
nachgewiesen. Um sehr schwache Signale deutlicher darstellen zu konnen, wurden
Ausschnitte der entwickelten Western Blot mit dem Programm Image] und den Optionen
Helligkeit und Kontrast verdndert (bearbeitet). Die mdglichen aus den jeweiligen IPs
abzuleitenden Komplexe sind seitlich farblich dargestellt. M steht fiir den Proteinmarker.
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Die Immunprazipitationen der Cadherine (sieche Abb. 2-3, S.31) haben die
Ergebnisse der vorher durchgefiihrten Immunprazipitationen der Catenine (siehe Abb.
2-2, S. 30) weitestgehend bestéatigt. Das bedeutet, dass in den Mauskeratinozyten und
HaCaT-Zellen eine Bindung von (-Catenin sowie p0071 und p120 an E-Cadherin
nachgewiesen werden konnte. Die gezeigte Bindung zwischen den Cadherinen und
Cateninen konnte im unstimulierten Zustand sowie nach einer 24-stiindigen Inkubation

mit 1,2 mM Calcium in den Mauskeratinozyten nachgewiesen werden.

Es gelang jedoch nicht einen Adherens Junctions Komplex bestehend aus
P-Cadherin und B-Catenin sowie einem der beiden Catenine p0071 oder p120 in den
HaCaT-Zellen nachzuweisen. Aus diesem Grund ist die Schlussfolgerung, ob p0071 an
P-Cadherin binden kann, wie es die Lokalisationsstudien in der murinen Haut
nahelegen, nicht moglich. Der Grund fiir den fehlenden Nachweis einer Bindung an P-
Cadherin konnte erneut einerseits an der geringeren Menge an endogenem P-Cadherin
im Vergleich z. B. zu E-Cadherin liegen, andererseits an der Effektivitdt der Immun-
prazipitation, die unter anderem von den verwendeten Antikérpern abhangt. So ist im
Fall der P-Cadherin Immunprézipitation auch die Menge an prazipitierten 3-Catenin im

Vergleich zur E-Cadherin Immunprazipitation sehr gering (siehe Abb. 2-3, S. 31).

Die Immunprazipitationen der Catenine weisen jedoch darauf hin, dass es zu
keiner gleichzeitigen Bindung von p0071 und p120 an die Cadherine kommt, so dass
daraus geschlossen werden kann, dass p0071 und p120 in unterschiedlichen Adherens
Junctions Komplexen vorkommen. Beziiglich VE (vaskuldr-endothelial)-Cadherin
wurde dies bereits auch durch Studien mit Proteinvarianten, bei denen die
Bindungsstelle fiir p0071 und p120 im VE-Cadherin verandert war, belegt (Calkins et al.,
2003). Dieser Sachverhalt trifft hochstwahrscheinlich auch auf die anderen klassischen
Cadherine zu, da die Juxtamembrandoméne der Cadherine, an die p120 und p0071

binden, hochkonserviert zwischen den klassischen Cadherinen ist (Nanes et al., 2012).

Zusammenfassend konnte die Bindung von (3-Catenin sowie p0071 und p120 an
E-Cadherin in zwei unterschiedlichen Keratinozyten-Zelllinien gezeigt werden. Diese
Bindung erfolgt moglicherweise unabhangig davon, ob die Zellen bereits Zell-Zell-
Kontakte ausgebildet haben, da der Nachweis auch in unstimulierten Mauskeratino-
zyten ohne vorhandene Zell-Zell-Kontakte moglich war. Beziiglich P-Cadherin konnte

lediglich eine Bindung mit 3-Catenin nachgewiesen werden.
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Als néachstes wurde durch Lokalisationsstudien der einzelnen Proteine untersucht,
ob die durch die Immunprazipitationen aufgezeigten moglichen Adherens Junctions
Komplexe in den Mauskeratinozyten im unstimulierten sowie im calciumstimulierten

Zustand belegt werden konnen.

2.3 Die de novo Zell-Zell-Kontaktbildung in Mauskeratinozyten

Die verwendeten Mauskeratinozyten sind fiir Untersuchungen zur Dynamik bei
der Zell-Zell-Kontaktbildung besonders geeignet, da sie im Gegensatz zu den anderen
Zellsystemen, mit denen Calcium-Switch Experimente durchgefiihrt werden, noch tiber
keine ausgebildeten Zell-Zell-Kontakte verfiigen bis erstmals die extrazellulare

Calciumkonzentration im Kultivierungsmedium der Zellen erhoht wird.

Die Lokalisation der Adherens Junctions Proteine E-Cadherin, P-Cadherin, p0071
und pl20 sowie des desmosomalen Proteins Desmoplakin wurde in den
Mauskeratinozyten mittels Immunfluoreszenzstudien analysiert. Die Zellen wurden
dazu im unstimulierten Zustand oder zu bestimmten Zeitpunkten nach Erhéhung der
extrazelluldren Calciumkonzentration mit Methanol fixiert. Anschlieflend erfolgte ein
Permeabilisierungsschritt, damit die verwendeten Antikorper ihre Epitope in der Zelle
erreichen konnten. Mittels fluoreszenzmarkierter sekundarer Antikorper konnte danach
mikroskopisch die Lokalisation der Proteine dokumentiert werden. Auf diese Weise
wurde bestimmt, ob p0071 und das verwandte p120 zu unterschiedlichen Zeitpunkten

an die Zellmembran gelangen, um dort moglichweise an verschiedenen Phasen der

Adherens Junctions Bildung mitzuwirken.



Ergebnisse

34

E-Cadherin

-

071, DNA

E-Cad., p0

50 uM Calcium

E-Cadherirr.

1h 1,2 mM Calcium

-

24h 1,2 mM Calcium

., p120, DNA

e




Ergebnisse 35

Abb. 2-4: Die Lokalisation von E-Cadherin, p120 und p0071 bei der de novo Zell-Zell-
Kontaktbildung in den Mauskeratinozyten

Die Lokalisation von endogenem E-Cadherin (E-Cad.), p120 und p0071 wurde mittels der in-
direkten Immunfluoreszenzmethode in Methanol-fixierten Zellen sichtbar gemacht. Diese
wurden zuvor entweder in 50 uM Calcium enthaltenem Medium kultiviert oder fiir die
angegebene Zeit mit 1,2 mM Calcium zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung stimuliert. Die
Schwarz-Weif3 Bilder zeigen die Lokalisation der einzelnen betitelten Proteine, wéahrend die
Farbabbildungen Uberlagerungen der angegebenen Zellkomponenten darstellen. Der
eingezeichnete MafSstab gilt fiir alle Bilder in dieser Abbildung.

Wie in Abb. 2-4 (S. 35) zu erkennen ist, lokalisieren E-Cadherin, p120 und p0071
zundchst diffus im Zytoplasma, wenn die Mauskeratinozyten in Medium mit 50 uM
Calcium kultiviert werden, d. h. im unstimulierten Zustand, der keine Bildung von
Zell-Zell-Kontakten ermoglicht. Aufgrund dieses dhnlichen Lokalisationsmusters der
untersuchten Proteine ist eine Komplexbildung wie sie in den Immunprazipitationen

im Abschnitt 2.2 (S. 28) gezeigt ist, denkbar.

Bereits eine Stunde nach Erhohung der extrazelluldiren Calciumkonzentration
zur Induktion der de novo Zell-Zell-Kontaktbildung lokalisieren die drei Adherens
Junctions Proteine an der Zellmembran. Thre Lokalisation dort verstarkte sich tiber
den weiteren beobachteten Zeitraum. Bei der Uberlagerung der Einzelkanile fallt auf,
dass die Lokalisationsmuster zwischen p120 und E-Cadherin am dhnlichsten sind,
was an den gelb gefarbten Zellbereichen zu erkennen ist, an denen die beiden Proteine
kolokalisieren. Vereinzelt findet man diese Kolokalisation auch zwischen p0071 und
E-Cadherin und zu einem noch geringeren Ausmaf} zwischen p0071 und p120 (siehe
Abb. 2-4, S. 35). Dies kann als Hinweis gedeutet werden, dass die beiden Catenine in

unterschiedlichen Zell-Zell-Kontakten an der Plasmamembran vorkommen.

Zusétzlich wurden auch Kofarbungen zwischen P-Cadherin mit p0071 und dem
desmosomalen Marker Desmoplakin angefertigt, um zu analysieren, ob vielleicht
P-Cadherin mit p0071 in dem gleichen Ausmafs identische Lokalisationsmuster
aufweist, wie es im vorherigen Bild zwischen E-Cadherin und p120 gezeigt ist. Der
desmosomale Marker Desmoplakin wurde dabei mit untersucht, um eine Aussage
dariiber treffen zu konnen, inwiefern sich die Dynamik der Adherens Junctions

Bildung von der der Desmosomen unterscheidet.
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Abb. 2-5: Die Lokalisation von P-Cadherin, Desmoplakin und p0071 bei der de novo Zell-
Zell-Kontaktbildung in den Mauskeratinozyten

Analog zu Abb. 2-4 wurden hier die endogene Lokalisation von P-Cadherin (P-Cad.),
Desmoplakin (DP) und p0071 bei der de mnovo Zell-Zell-Kontaktbildung in den
Mauskeratinozyten sichtbar gemacht. Die p0071 Farbung sieht im Vergleich zur
vorhergehenden Abbildung anders aus, weil an dieser Stelle ein polyklonaler Antikorper
verwendet wurde im Gegensatz zu den Bildern aus Abb. 2-4. Der eingezeichnete Mafistab gilt
fiir alle Bilder in dieser Abbildung.

Wie in Abb. 2-5 (S. 37) zu sehen, lokalisieren P-Cadherin, Desmoplakin und p0071
diffus im Zytoplasma, wenn die Mauskeratinozyten in Medium mit 50 uM Calcium
kultiviert werden, was nicht ausreicht um die Bildung von Zell-Zell-Kontakten
einzuleiten. Erfolgt eine Erhohung der extrazelluliren Calciumkonzentration auf
1,2 mM lokalisiert neben p0071 auch P-Cadherin innerhalb von einer Stunde an der
Zellmembran. Desmoplakin benétigt hingegen deutlich mehr Zeit um an die Zell-
membran zu gelangen. Damit ist gezeigt, dass die Desmosomen erst nach den Adherens
Junctions in den Mauskeratinozyten gebildet werden. Dieser Sachverhalt wurde auch
bereits in der Literatur beschrieben (O'Keefe et al., 1987). Zwischen P-Cadherin und

p0071 konnte nur eine teilweise Kolokalisation an der Zellmembran festgestellt werden.

Zusammenfassend wurde durch die Inmunfluoreszenzstudien gezeigt, dass alle
untersuchten Adherens Junctions Komponente - E-Cadherin sowie P-Cadherin und
p0071 sowie p120 - etwa zur gleichen Zeit die Plasmamembran in den Mauskeratino-
zyten nach Stimulation zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung erreichen, wohingegen der
desmosomale Marker Desmoplakin dort deutlich spater lokalisierte. Das p0071 und
p120 somit an unterschiedlichen Phasen der Adherens Junctions Bildung beteiligt sind,
lasst sich mit diesen Untersuchungen nicht belegen. Die zuvor aus den Immunprazipi-
tationen abgeleiteten moglichen Adherens Junctions Komplexe konnten durch diese
Lokalisationsstudien in den Mauskeratinozyten im unstimulierten sowie calcium-
stimulierten Zustand zu einem gewissen Maf} belegt werden. Anschlieffende Knock-
down-Experimente sollten Aufschluss dariiber geben, ob p0071 und p120 fiir die
Bildung von Adherens Junctions notwendig sind und somit einen Einfluss auf einen

wichtigen Aspekt der Zellpolaritat besitzen.
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2.4 Der Einfluss von p0071 und p120 auf die Cadherin-Lokalisation

Um den Einfluss von p0071 und p120 auf die Lokalisation von E- und P-Cadherin
zu untersuchen, wurde das Proteinlevel der beiden Catenine durch siRNAs in den
Mauskeratinozyten reduziert. Danach wurden die Zellen mit einer erhdhten
extrazellularen Calciummenge zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung stimuliert und
analysiert, ob die Dynamik der Adherens Junctions Ausbildung wie im Abschnitt 2.3
beschrieben, beeinflusst ist. Zusatzlich wurde die Lokalisation von Desmoplakin unter-
sucht, um Riickschliisse ziehen zu konnen, ob mogliche Veranderungen bei den

Adherens Junctions auch Auswirkungen auf die Desmosomen haben.

Die Knockdown-Effizienz der Catenine wurde in diesen Experimenten durch ihre
fehlende Membranlokalisation nach Calciumstimulation im Vergleich zu den Kontroll-

Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, beurteilt.

Eine Stunde nach Erh6hung der extrazelluldren Calciumkonzentration auf 1,2 mM
konnten die Adherens Junctions Proteine E- und P-Cadherin sowie p120 und p0071 in
den Kontroll-Zellen an der Zellmembran nachgewiesen werden. In den jeweiligen
Knockdown-Zellen war dies nicht der Fall (siehe Abb. 2-6, S. 39). Somit ist die Adherens
Junctions Bildung in den Mauskeratinozyten, bei denen das p0071 und/ oder p120
Proteinlevel verringert wurde, beeinflusst. Da sich die Desmosomen generell erst spater
bilden, ist zu diesem frithen Zeitpunkt der Zell-Zell-Kontaktbildung eine Aussage auf

einen moglichen Effekt auf die Desmosomen nicht moglich.

Sieht man sich nun die gebildeten Zell-Zell-Kontakte nach 24 Stunden 1,2 mM
Calciuminkubation an (siehe Abb. 2-7, S. 40), so lokalisieren E- und P-Cadherin sowie
p120 in den Kontroll- als auch in den p0071 Knockdown-Zellen an der Plasmamembran.
Damit scheint die Adherens Junctions Bildung in den p0071 Knockdown-Zellen im
Vergleich zu den Kontroll-Zellen verzogert, aber weiterhin moglich. p0071 scheint auch
einen leichten Einfluss auf Integritit der Adherens Junctions und Desmosomen zu
besitzen, da in den p0071 Knockdown-Zellen die Membranlokalisationen von E- und
P-Cadherin sowie p120 und Desmoplakin nicht mehr so kontinuierlich nach 24 h

Calciumstimulation ist wie in den Kontroll-Zellen.
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Abb. 2-6: Der Einfluss der Catenine auf die de novo Zell-Zell-Kontaktbildung nach einer
Stunde Calciumstimulation in den Mauskeratinozyten

Die Lokalisation von endogenem E- und P-Cadherin sowie p0071, p120 und Desmoplakin
wurde mittels der indirekten Immunfluoreszenzmethode in Methanol-fixierten Zellen sichtbar
gemacht. Die Zellen wurden zuvor fiir eine Stunde durch eine Erhdhung der extrazelluldren
Calciumkonzentration auf 1,2 mM zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung angeregt. 72 Stunden
vor den Immunfluoreszenzstudien wurden die Zellen zudem mit Kontroll-siRNA (Kontrolle)
oder mit siRNA gegen p0071 (p0071 KD) bzw. p120 (p120 KD) oder mit einem siRNA Mix, der
gegen p0071 und p120 gerichtet war (p0071 & p120 KD), transfiziert. Der eingezeichnete
Mafsstab von 10 um im ersten Bild von E-Cadherin gilt fiir alle hier gezeigten Bilder.
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Abb. 2-7: Der Einfluss der Catenine auf die de novo Zell-Zell-Kontaktbildung 24 Stunden
nach Calciumstimulation in den Mauskeratinozyten

Die Lokalisation von endogenem E- und P-Cadherin sowie p0071, p120 und Desmoplakin
wurde mittels der indirekten Immunfluoreszenzmethode in Methanol-fixierten Zellen sichtbar
gemacht. Die Zellen wurden zuvor fiir 24 Stunden durch eine Erhohung der extrazelluldaren
Calciumkonzentration auf 1,2 mM zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung angeregt. 72 Stunden
vor den Immunfluoreszenzstudien wurden die Zellen zudem mit Kontroll-siRNA (Kontrolle)
oder mit siRNA gegen p0071 (p0071 KD) bzw. p120 (p120 KD) oder mit einem siRNA Mix, der
gegen p0071 und p120 gerichtet war (p0071 & p120 KD), transfiziert. Der eingezeichnete
Mafsstab von 10 um im ersten Bild von E-Cadherin gilt fiir alle hier gezeigten Bilder.



Ergebnisse 41

Der p120 Knockdown hat einen deutlich stiarkeren Effekt auf die Zell-Zell-
Kontaktbildung in den Mauskeratinozyten wie der p0071 Knockdown, da in den p120
Knockdown-Zellen weder E-Cadherin noch Desmoplakin 24 Stunden nach der 1,2 mM
Calciuminkubation an der Zellmembran zu finden sind. Und auch p0071 sowie
P-Cadherin sind in ihrer Membranlokalisation in den pl120-Knockdown Zellen

beeinflusst im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 2-7, S. 40).

Der gleichzeitige Knockdown der beiden Catenine p0071 und p120 fiihrt dazu,
dass E- und P-Cadherin sowie Desmoplakin nicht mehr an der Zellmembran lokalisieren
kénnen. Ob der Effekt beziiglich Desmoplakin direkt durch die Catenine verursacht
wird oder indirekt durch die Storungen bei der Adherens Junctions Bildung, bleibt zu
klaren. Fiir einen direkten Effekt spricht, dass fiir p0071 eine direkte Interaktion mit
Desmoplakin beschrieben ist und fiir pl120 mit Desmoglein, einem weiteren

desmosomalen Protein (Kanno et al., 2008; Setzer et al., 2004).

Zusammenfassend wurde durch die Immunfluoreszenzstudien gezeigt, dass die
beiden Catenine p0071 und p120 fiir die Membranlokalisation von E- und P-Cadherin
notwendig sind und dartiber einen Einfluss auf die Ausbildung von Adherens Junctions
besitzen. Dartiiber hinaus beeinflussen sie sich auch gegenseitig in ihrer Lokalisation,
d. h. fehlt das eine Catenin ist auch die Membranlokalisation des anderen Catenins
beeinflusst. Des Weiteren sind auch die Desmosomen in ihrer Ausbildung nach einem
Catenin-Knockdown gestort. Ein gravierender mdglicherweise additiver Effekt eines

Doppelknockdowns von p0071 und p120 konnte nicht festgestellt werden.

Um zu untersuchen, ob die verringerten Catenin-Mengen nach Knockdown und
die hier gezeigte damit einhergehende beeintrachtigte Integritat der Adherens Junctions
und Desmosomen auch einen funktionellen Einfluss auf die Zellen haben, wurde ein
Dispase-Test durchgefiihrt. Mittels dieses Tests kann eine Aussage iiber die Starke der

interzelluldren Adhdsion getroffen werden.



Ergebnisse 42

2.5 Der Einfluss von p0071 und p120 auf die interzelluldre Adhédsion

Beim Dispase-Test werden mittels des Enzyms Dispase, einer Collagenase, die
konfluenten Zellen von der Zellkulturschale abgeldst ohne dabei die durch Calcium-
stimulation gebildeten Zell-Zell-Kontakte zu beeinflussen. Der so abgeldste intakte Zell-
monolayer wurde anschliefend mechanischem Stress durch Rotation auf einem
Rotationsschiittler ausgesetzt und es wurde analysiert, wann der Zellmonolayer begann
in Fragmente zu zerfallen. Der Test wurde mit transient siRNA transfizierten Maus-
keratinozyten durchgefiihrt, die fiir 24 Stunden mit einer erhdhten extrazelluldren
Calciumkonzentration zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung angeregt wurden. Die
Zellen wurden zudem 72 Stunden davor mit Kontroll-siRNA oder mit siRNA gegen
p0071 bzw. p120 oder mit einem siRNA Mix, der gegen p0071 und p120 gerichtet war,
transfiziert. Die Knockdown-Effizienz wurde mittels Western Blot Analysen iiberpriift

(siehe Abb. 2-8, S. 44).
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Abb. 2-8: Der Einfluss der Catenine auf die interzellulare Adhé&sion

A) zeigt ein Schema zur Durchfiihrung eines Dispase-Tests. Durch das Enzym Dispase, einer
Collagenase, ist es moglich konfluente Zellen ohne Beeintrachtigung der Integritit der Zell-
Zell-Kontakte von der Zellkulturschale abzulosen. Der abgeloste Zellmonolayer wird
anschlieffend mechanischem Stress durch Schiitteln auf einem Rotationschiittler ausgesetzt, bis
er in Fragmente zerfallt, aufgrund nicht mehr intakter Zell-Zell-Kontakte. Auf diese Weise ist
ein Riickschluss auf die Starke der interzelluldren Adhésion, die durch Zell-Zell-Kontakte
vermittelt wird, moglich.

B) zeigt die Ergebnisse eines Dispase-Tests mit Mauskeratinozyten. 72 Stunden vor dem
Dispase-Test wurden die Mauskeratinozyten mit Kontroll-siRNA (Kontrolle) oder mit siRNA
gegen p0071 (p0071 KD) bzw. p120 (p120 KD) oder mit einem siRNA Mix, der gegen p0071
und p120 gerichtet war (p0071 & p120 KD), transfiziert. 24 h Stunden vor dem Dispase-Test
wurden die Zellen zudem mit 1,2 mM extrazellularem Calcium zur de novo Zell-Zell-
Kontaktbildung stimuliert.

Der Dispase-Test zeigte, dass nach Reduktion des p120 Proteinlevels in den
Mauskeratinozyten die interzellulare Adhéasion verringert ist, da diese Knockdown-
Zellen gegeniiber dem induzierten mechanischen Stress nicht so resistent waren wie die
Kontroll-Zellen (siehe Abb. 2-9, S.44) Gleiches gilt fiir die Zellen, in denen die
Proteinmenge von p0071 simultan zu der Proteinmenge von p120 reduziert war (p0071
& p120 KD). Die verringerte interzelluldire Adhdsion ist sehr wahrscheinlich auf die
beobachteten Defekte bei der Ausbildung der Adherens Junctions und Desmosomen
zurlickzufiihren, wie sie im Abschnitt 2.4 (S.38) beschrieben wurden. Der alleinige
p0071 Knockdown besitzt hingegen keinen starken Einfluss auf die interzellulédre
Adhésion, da diese Knockdown-Zellen dem mechanischen Stress widerstanden, dhnlich
wie die Kontroll-Zellen auch. Somit reichen die gebildeten Adherens Junctions und
Desmosomen, wie sie in der Abb. 2-7 (S. 40) fiir die p0071 Knockdown-Zellen nach 24
Stunden Calciumstimulation zu sehen sind, aus, um eine mit den Kontroll-Zellen

vergleichbare interzelluldre Adhdsion auszubilden.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass pl20 einen stdrkeren
Einfluss auf die interzellulare Adhéasion besitzt als p0071. Die Zelllysate zur Bestimmung
der Knockdown-Effizienz fiir diesen Test wurden mittels Western Blot Analysen auch
gleichzeitig beziiglich der Proteinlevel von anderen Adherens Junctions Komponenten
hin untersucht. Damit wurde analysiert, ob die beiden Catenine p0071 und p120 einen
Einfluss darauf haben und womdglich so die beobachteten Verdnderungen bei den

Immunfluoreszenzstudien unter Abschnitt 2.4 (S. 38) zu erklaren sind.
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2.6 Der Einfluss von p0071 und p120 auf die Proteinlevel von Adherens

Junctions Komponenten

Zelllysate von Mauskeratinozyten und HaCaT-Zellen wurden durch Western Blot
Analysen hinsichtlich der Proteinlevel der Adherens Junctions Komponenten
E-Cadherin, P-Cadherin, 3-Catenin und p0071 sowie p120 untersucht. Fiir p120 ist aus
anderen Modellsystemen bereits eine stabilisierende Wirkung auf das Proteinlevel der
klassischen Cadherine bekannt (Davis et al., 2003; Ireton et al., 2002; Nanes et al., 2012;
Xiao et al., 2005). Dies konnte in den beiden untersuchten Keratinozyten-Zelllinien
bestdtigt werden. So fiihrte ein siRNA-vermittelter p120 Knockdown in den
Mauskeratinozyten wie auch in den HaCaT-Zellen zu einer Abnahme der Proteinmenge
an E-Cadherin und in den HaCaT-Zellen zusatzlich auch von P-Cadherin im Vergleich
zu den Kontroll-Zellen (siehe Abb. 2-9, S. 44). Das Proteinlevel von 3-Catenin ist in
diesen Fallen ebenfalls reduziert, da es zusammen mit E-Cadherin von der Plasma-
membran endozytiert und abgebaut wird, wenn p120 zur Stabilisierung des Komplexes

fehlt (Davis et al., 2003).
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Abb. 2-9: Der Einfluss der Catenine auf das Proteinlevel der Adherens Junctions

Links sind Western Blot Analysen von Zelllysaten aus Mauskeratinozyten gezeigt, rechts
welche von HaCaT-Zellen. Beide Zelllinien wurden 72 Stunden zuvor mit Kontroll-siRNA
(Kontrolle) oder mit siRNA gegen p0071 (p0071 KD) bzw. p120 (p120 KD) oder mit einem
siRNA Mix, der gegen p0071 und p120 gerichtet war (p0071 & p120 KD), transfiziert. Die
Mauskeratinozyten wurden zudem 24 Stunden vor der Zelllyse mit 1,2 mM extrazelluldrem
Calcium zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung stimuliert. Das a-Tubulin diente als Lade-
kontrolle das gleiche Proteinmengen aufgetragen worden sind. Eine Quantifizierung der
Ergebnisse war aufgrund des starken Hintergrundes in den p0071 Western Blots nicht moglich.
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Es konnte kein moglicher additiver Effekt nach dem gleichzeitigen Knockdown
von p0071 und pl20 beobachtet werden. Die Reduktion der Proteinmengen von
E-Cadherin, P-Cadherin und -Catenin war in diesem Fall vergleichbar mit dem

alleinigen p120 Knockdown.

Nach einem alleinigen p0071 Knockdown konnte keine starke Abnahme der
Proteinlevel der anderen Adherens Junctions Komponenten im Vergleich zu den
Kontroll-Zellen beobachtet werden. Eine Quantifizierung der Western Blot Signale war
aufgrund des starken Hintergrundes mit dem p0071 Antikorper nicht moglich. Eine
gegenseitige Beeinflussung der Proteinmengen beziiglich der beiden Catenine p0071
und p120 konnte sich in drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten nicht erhédrten,

auch wenn es in den hier gezeigten Western Blots zum Teil danach aussieht.

Zusammenfassend wurde mit diesen Western Blot Analysen gezeigt, dass p120
einen Einfluss auf die Proteinlevel der klassischen Cadherine E- und P-Cadherin sowie
auf $-Catenin in den Keratinozyten besitzt. Diese Funktion scheint im Gegensatz dazu
p0071 nicht zu besitzen oder in einem sehr viel geringeren Mafie als p120. Die
verringerten Proteinmengen an E- und P-Cadherin sowie 3-Catenin nach dem p120
Knockdown koénnen die fehlende Membranlokalisation von E- und P-Cadherin in den

Immunfluoreszenzstudien unter Abschnitt 2.4 (S. 38) erklaren.

Fiir p120 ist bereits auch bekannt, dass es, um an der Membran zu lokalisieren dort
E-Cadherin bindet. Fehlt E-Cadherin an der Plasmamembran lokalisiert p120 im
Zytoplasma (Thoreson et al., 2000). Da p0071 an derselben Stelle im Cadherinmolekiil
bindet wie p120, stand die Frage im Raum, ob sich p0071 dhnlich verhdlt und ein
verdndertes Lokalisationsmuster nach einem Cadherin-Knockdown aufweist. Aus
diesem Grund wurden Immunfluoreszenzstudien mit den Mauskeratinozyten

durchgefiihrt, in denen die Cadherin-Proteinlevel durch siRNAs reduziert waren.
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2.7 Der Einfluss der Cadherine auf die p0071 und p120 Lokalisation

Um zu untersuchen, ob die klassischen Cadherine E- und P-Cadherin einen
Einfluss auf die Lokalisation von p0071 und p120 haben, wie es im Fall fiir p120 und
E-Cadherin bereits bekannt ist (Thoreson et al., 2000), wurde ein transienter siRNA-
vermittelter Knockdown in den Mauskeratinozyten durchgefiihrt. Die Zellen wurden
72 Stunden vor dem Anfertigen der Immunfluoreszenzstudien mit Kontroll-siRNA
transfiziert oder mit siRNA gegen E-Cadherin bzw. P-Cadherin oder mit einem siRNA
Mix, der gegen E-Cadherin und P-Cadherin gerichtet war. Zudem wurden die
Mauskeratinozyten fiir 24 Stunden vor der Fixierung durch eine Erhéhung der extra-
zelluldren Calciummenge auf 1,2 mM zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung angeregt. Zu
diesem Zeitpunkt lokalisierten dann E- und P-Cadherin sowie p0071, p120 und der
desmosomale Marker Desmoplakin kontinuierlich verteilt an der Zellmembran in den
Kontroll-Zellen, was fiir die Ausbildung intakter Adherens Junctions und Desmosomen
spricht. Die Lokalisation von Desmoplakin wurden bei diesen Knockdown-Experimente
mit analysiert, um die Aussage treffen zu konnen, ob die nach den Catenin-Knockdown
gezeigte beeinflusste Desmoplakin-Lokalisation (siehe Abb. 2-7, S. 40) spezifisch fiir

diese ist oder generell durch beeintrachtigte Adherens Junctions hervorgerufen wird.

Die Knockdown-Effizienz wurde bei diesen Immunfluoreszenzstudien wieder
anhand der fehlenden Signale an der Zellmembran fiir die durch die siRNA
herunterregulierten Cadherine beurteilt. Wie in der Abb. 2-10 (S. 47) zu sehen, fehlt nach
der Transfektion der Zellen mit siRNA, die gegen E-Cadherin gerichtet ist, nicht nur
E-Cadherin an der Zellmembran, sondern auch P-Cadherin und vice versa, so dass die
Spezifitat der verwendeten siRNA gegeniiber den einzelnen Cadherin-Arten in Frage zu
stellen ist, da in der Literatur solch ein Einfluss der Cadherine untereinander bisher nicht

dokumentiert ist (Michels et al., 2009).
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Abb. 2-10: Der Einfluss der Cadherine auf die de novo Zell-Zell-Kontaktbildung
24 Stunden nach Calciumstimulation in den Mauskeratinozyten

Die Lokalisation von endogenem E- und P-Cadherin sowie p0071, p120 und Desmoplakin
wurde mittels der indirekten Immunfluoreszenzmethode in Methanol-fixierten Zellen sichtbar
gemacht. Die Zellen wurden zuvor fiir 24 Stunden durch eine Erh6hung der extrazelluldren
Calciumkonzentration auf 1,2 mM zur de novo Zell-Zell-Kontaktbildung angeregt. 72 Stunden
vor den Immunfluoreszenzstudien wurden die Zellen zudem mit Kontroll-siRNA (Kontrolle)
oder mit siRNA gegen E-Cadherin (E-Cadherin KD) bzw. P-Cadherin (P-Cadherin KD) oder
mit einem siRNA Mix, der gegen E-Cadherin und P-Cadherin gerichtet war
(E- & P-Cadherin KD), transfiziert. Der eingezeichnete Mafistab von 10 pum im ersten Bild von
E-Cadherin gilt fiir alle hier gezeigten Bilder.
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Wahrend p120 in den Knockdown-Zellen nicht mehr an der Membran lokalisiert,
gelingt dies p0071 noch zu einem gewissen Ausmaf$ in den Einzelknockdown-Zellen
(siehe Abb. 2-10, S. 47). Zwar ist p0071 in den Knockdown-Zellen bei weitem nicht so
kontinuierlich an der Zellmembran verteilt wie in den Kontroll-Zellen, doch lokalisiert
es merklich an der Plasmamembran, wie es auch fiir Desmoplakin zu beobachten ist.
Dies andert sich dramatisch, wenn man die Doppelknockdown-Zellen betrachtet. Sie
weisen im Gegensatz zu den Kontroll- und Einzelknockdown-Zellen eine
spindelférmige Zellmorphologie auf, wie sie auch in den unstimulierten Mauskeratino-
zyten vorkommt (Vgl. Abb. 2-4, S. 35). In diesen Zellen kénnen weder p0071, p120 noch
Desmoplakin an der Zellmembran nachgewiesen werden. Die Bildung intakter
Adherens Junctions und Desmosomen ist unter diesen Bedingungen scheinbar nicht

mehr moglich.
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Abb. 2-11: Der Einfluss der Cadherine auf die interzelluldre Adhé&sion

A) zeigt die Ergebnisse eines Dispase-Tests mit Mauskeratinozyten, die fiir 24 Stunden mit
einer erhohten extrazelluldren Calciummenge von 1,2 mM zur de novo Zell-Zell-Kontakt-
bildung angeregt wurden. 72 Stunden vor dem Dispase-Test wurden die Zellen zudem mit
Kontroll-siRNA (Kontrolle) oder mit siRNA gegen E-Cadherin (E-Cadherin KD) bzw.
P-Cadherin (P-Cadherin KD) oder mit einem siRNA Mix, der gegen E-Cadherin und
P-Cadherin gerichtet war (E- & P-Cadherin KD), transfiziert.

B) zeigt exemplarische Western Blot Analysen fiir die Knockdown-Effizienzen in den fiir den
Dispase-Test verwendeten Mauskeratinozyten. Der hier verwendete E-Cadherin Antikorper
kann laut Herstellerangaben mit P-Cadherin kreuzreagieren. Das a-Tubulin diente als
Ladekontrolle das gleiche Proteinmengen aufgetragen worden sind. Eine Quantifizierung der
Ergebnisse war aufgrund des z.T. starken Hintergrundes in den Western Blots nicht moglich.

Die Cadherin-Doppelknockdown-Zellen zeigen im Dispase-Test eine Schwachung
der interzellularen Adhasion im Vergleich zu den Kontroll- und Einzelknockdown-
Zellen (siehe Abb. 2-11, S. 49). Die Einzelknockdowns der Cadherine fithrten zu keiner
Reduktion der interzelluldren Adhdsion im Vergleich zu den Kontroll-Zellen. Dies
konnte auf die zwar verringerte, aber trotzdem noch vorkommende Lokalisation von
p0071 und vor allem von Desmoplakin an der Zellmembran zuriick zu fiihren sein. Das
an der Zellmembran lokalisierte Desmoplakin zeigt das Vorhandensein von Desmo-
somen in diesen Zellen an, die neben den Adherens Junctions fiir die Starke der

interzellularen Adhéasion verantwortlich sind (Getsios et al., 2004).

Das der Effekt auf die interzellulire Adhésion erst in den Doppelknockdown-
Zellen so deutlich zu sehen ist, obwohl die Immunfluoreszenzstudien bereits in den
Einzelknockdown-Zellen keine Cadherine mehr an der Zellmembran zeigen und damit
die Spezifitat der verwendeten siRNAs in Frage zu stellen ist, liegt wahrscheinlich an
der verwendeten siRNA-Menge. So wurden die siRNA-Konzentrationen, die fiir die
Einzelknockdowns erfolgreich getestet wurden, fiir den Doppelknockdown kombiniert.
Dies bewirkt, dass die Catenine p0071 und p120 nicht ldnger an der Plasmamembran
lokalisieren konnen und die Zellen dadurch keine intakten Adherens Junctions und
Desmosomen mehr bilden konnen, was zu einer Reduktion der interzellularen Adhésion

fiihrt (siehe Abb. 2-10, S. 47 und Abb. 2-11, S. 49).

Die Proteinlevel von p0071 und p120 sind nach den Cadherin-Knockdowns
weitestgehend unbeeinflusst (siehe Abb. 2-11, S. 49), wohingegen die 3-Catenin Protein-
menge reduziert aussieht im Vergleich zu den Kontroll-Zellen. Dies wire in Uberein-

stimmung mit bereits publizierten Ergebnissen (Capaldo et al., 2007).
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Die Auswertung der Proteinlevel von p0071, p120 und p-Catenin nach einem
Cadherin-Doppelknockdown und durchgefiihrtem Dispase-Assay war nicht moglich,
da die gesammelten und lysierten Zellfragmente dieses Ansatzes deutlich weniger
Zellen enthielten als die Kontrolle. Durch die fehlenden Zell-Zell-Kontakte sind bei der
Herstellung der Zelllysate wahrscheinlich viele Zellen fiir die nachfolgende Western

Blot Analyse verloren gegangen.

Zusammenfassend wurde durch die gezeigten Experimente bewiesen, dass die
klassischen Cadherine E- und P-Cadherin die Membranlokalisation von p120
beeinflussen, die von p0071 weniger. Der Einfluss der beiden Cadherine auf die Protein-
stabilitat beschrankt sich auf B-Catenin und nicht noch zusétzlich auf p0071 und p120.
Der Doppelknockdown der beiden klassischen Cadherine in den Keratinozyten bewirkt
eine verdnderte spindelférmige Zellmorphologie und das komplette Fehlen von
Adherens Junctions und Desmosomenkomponenten an der Zellmembran. Da aus
vorangegangenen Experimenten bekannt ist, dass Desmosomen nach den Adherens
Junctions gebildet werden (siehe Abb. 2-5, S.37), lasst sich nun schlussfolgern, dass
funktionelle Adherens Junctions Voraussetzung fiir die Bildung intakter Desmosomen
sind. Fehlen diese Arten von Zell-Zell-Kontakten, kommt es zu einer Reduktion der

interzelluldren Adhdsion, wie sie im Dispase-Test zu beobachten war.

Um naher zu untersuchen, ob sich die Proteinmengen verschiedener Adherens
Junctions und desmosomaler Proteine im Verlauf der Differenzierung verandern,
wurden Western Blot Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung in
den Keratinozyten durchgefiihrt. Dies sollte neben den bereits prasentierten Immun-
fluoreszenzstudien zeigen, dass der Zeitpunkt zur Durchfithrung des Dispase-Tests
24 Stunden nach Induktion der de novo Zell-Zell-Kontaktbildung richtig gewahlt war,
um einen moglichen Effekt der Adherens Junctions auf die interzellulare Adhésion zu
analysieren, bevor die Zellen in einen calcium-unabhéangigen Desmosomen-vermittelten

hyperadhasiven Zustand tibergehen.
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2.8 Der Differenzierungsprozess in Keratinozyten

Die Proteinlevel verschiedener Adherens Junctions sowie desmosomaler Proteine
wiahrend der Differenzierung wurden in den Mauskeratinozyten als auch in der
etablierten humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT mittels Western Blot Analysen
untersucht. Dies geschah, um mogliche Unterschiede zwischen den Zelllinien
aufzuzeigen bzw. um allgemeingiiltigere Aussagen zu den Proteinlevel wahrend der
Differenzierung in Keratinozyten treffen zu konnen. Der Differenzierungsprozess
wurde in den Mauskeratinozyten durch eine Erhchung der extrazelluldren Calcium-
konzentration auf 1,2 mM eingeleitet. Dadurch werden die Zellen dazu angeregt
calciumabhéangige Zell-Zell-Kontakte auszubilden und zu differenzieren. Im Gegensatz
dazu wird bei den verwendeten HaCaT-Zellen der Differenzierungsprozess nach

Erreichen der Konfluenz in der Zellkulturschale eingeleitet.

Wie in Abb. 2-12 (S. 52) zu sehen, sind die Proteinlevel der Adherens Junctions
Proteine p0071, p120 und E-Cadherin tiber den Differenzierungszeitraum von sieben
Tagen in den Mauskeratinozyten weitestgehend unverandert, wohingegen eine
Zunahme der Proteinlevel in der humanen HaCaT-Zelllinie zu beobachten ist. In den
Mauskeratinozyten werden zudem mindestens zwei verschiedene p120 Isoformen
gebildet, in den HaCaT-Zellen ist hier dagegen nur eine Isoform nachweisbar. Dies liegt
mit hoher Wahrscheinlichkeit am verwendeten Lysepuffer, da mit dem Puffer, der fiir
die Immunprazipitationen eingesetzt wurde, in den HaCaT-Zellen ebenfalls zwei p120
Isoformen nachzuweisen waren (siehe Abb. 2-2, S. 30). Fiir die hier gezeigten Ergebnisse
wurde hingegen ein SDS-Lysepuffer verwendet. Die pl120 Isoform 3 wird als
~epitheliale” Isoform angesehen, da sie iiberwiegend in Keratinozyten gebildet wird, die
p120 Isoform 1 hingegen vor allem in Melanozyten (Aho et al., 2002). Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die p120 Isoform 3 in Lungenkarzinomazellen, in denen
E-Cadherin nicht langer an der Zellmembran lokalisiert, die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) verhindert, im Gegensatz zur p120 Isoform 1, die die EMT fordert
(Zhang et al., 2014).
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Abb. 2-12: Die Proteinmengen verschiedener Adherens Junctions und desmosomaler

Proteine in murinen und humanen Keratinozyten wiahrend der Differenzierung

Die Proteinmengen der Adherens Junctions Proteine p0071, p120 und E-Cadherin sowie der
desmosomalen Proteine Desmoglein 1, Desmoplakin und Plakophilin 1 wurden mittels
Western Blot Analyse wahrend des Differenzierungsprozesses der Keratinozyten untersucht.
Die Differenzierung der Mauskeratinozyten (MKZ) wurde durch die Erhéhung der
extrazellularen Calciumkonzentration auf 1,2 mM induziert, indessen die humanen HaCaT-
Keratinozyten nach Erreichen der Konfluenz begannen zu differenzieren. Das a-Tubulin
diente erneut als Ladekontrolle. Eine Quantifizierung der Ergebnisse war aufgrund des z.T.
starken Hintergrundes in den Western Blots nicht mdglich.
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Die Proteinlevel der desmosomalen Proteine Desmoglein 1, Desmoplakin und
Plakophilin 1 nahmen im Verlauf des Differenzierungsprozesses in den Mauskeratino-

zyten wie auch in den humanen HaCaT-Keratinozyten zu (siehe Abb. 2-12, S. 52).

Eine Zunahme der desmosomalen Proteinmengen muss nicht zwingend mit der
Ausbildung des calcium-unabhéngigen Desmosomen-vermittelten hyperadhdsiven
Zustandes einhergehen, kann aber ein Indiz dafiir sein (Kimura et al., 2007). Daher
deuten diese Ergebnisse an, dass es sinnvoll war den Dispase-Test einen Tag nach
Erhohung der extrazelluliren Calciummenge in den Mauskeratinozyten
durchzufiihren. Ein fritherer Zeitpunkt war aufgrund der Verzogerung der Adherens
Junctions Bildung nach Knockdown, wie es in den angefertigten Immunfluoreszenz-

studien gezeigt ist (siehe Abb. 2-6, S. 39), ebenfalls nicht sinnvoll.

Zu denen im Western Blot angefiihrten Zeiten wurden auch Immunfluoreszenz-
studien in den Mauskeratinozyten angefertigt. Da sich jedoch kein Unterschied in den
Lokalisationsmustern von E-Cadherin, p120, p0071 und Desmoplakin beziiglich den 1,
3 und 7 Tageswerten zeigte, wurde auf die Abbildung der spéteren Zeitpunkte
verzichtet. Die Lokalisationsmuster nach einem Tag sind in Abb. 2-4 (S. 35) und Abb. 2-5
(S. 37) zu sehen.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass eine Zunahme der Protein-
level der desmosomalen Proteine wahrend der Differenzierung in den beiden unter-
suchten Keratinozyten-Zelllinien auftrat. Veranderungen der Proteinlevel der Adherens
Junctions Proteine zeigten sich hingegen nur in den humanen HaCaT-Zellen.

Generell weisen die Experimente in den Mauskeratinozyten darauf hin, dass
p0071 fiir die Zell-Zell-Kontakte nicht so wichtig ist wie p120. Dabei kann es sich aber
um zelltyp-spezifische Ergebnisse handeln, so dass keine allgemeingiiltige Aussage
beziiglich der Ausbildung der Zellpolaritat durch p0071 oder p120 vermittelte Zell-Zell-

Kontakte getroffen werden kann.
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2.9 Die apikal-basolaterale Zellpolaritit in Enterozyten

Um den Einfluss von p0071 auf die Zellpolaritat noch anderweitig zu untersuchen,
wurde das Modellsystem gewechselt. Darmepithelzellen, auch Enterozyten genannt,
zeichnen sich durch eine apikal-basolaterale Zellpolaritit aus (siehe Abb. 1-7, S. 22). Die
Zellen verfligen apikal iiber einen Biirstensaum, bestehend aus Mikrovilli, die unter
anderem dem Stoffaustausch zwischen dem Darmlumen und der Zelle dienen. Lateral
sind u. a. die drei verschiedenen Arten von Zell-Zell-Kontakten lokalisiert (siehe Abb.
1-7, S. 22). Darmepithelzellen wachsen im Gegensatz zu den Epithelzellen in der Haut
als einschichtiges, hochprismatisches Epithel. Dieses Wachstum und die Differenz-
ierung in funktionelle Enterozyten kann in der Zellkultur durch einfache Mittel erreicht
werden. Daher eignen sich die Zellen gut fiir Untersuchungen zur Ausbildung der

apikal-basolateralen Zellpolaritat.

Mit Hilfe von stabilen p0071 Knockdown-Linien sollte in Caco-2 Zellen untersucht
werden, ob ihre Differenzierung in apikal-basolateral polarisierte Enterozyten gestort
ist. Diese Zelllinie differenziert nach Erreichen der Konfluenz in der 2D Zellkultur iiber
einen Zeitraum von 3 Wochen in funktionelle Enterozyten mit einem apikalen Biirsten-
saum. Die Entwicklung zum hochprismatischen Epithel kann durch die Kultivierung
der Zellen auf permeablen Filtermembranen gefordert werden (siehe Abschnitt 4.7,
S.99). Dartiiber hinaus besitzt diese Zelllinie die Eigenschaft wahrend der 3D Zell-
kultivierung Zysten zu bilden (siehe Abb. 1-7, S. 22). Die zystenbildenden Zellen weisen
ebenfalls eine apikal-basolaterale Polaritit auf. Die Untersuchungen zur Zellpolaritat

wurden daher mit der 2D als auch mit der 3D Zellkultivierungsmethode durchgefiihrt.
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2.10 Der Differenzierungsprozess in Enterozyten

Zunachst wurde mit der 2D Zellkultivierung analysiert, ob ein stabiler p0071
Knockdown in den Caco-2 Zellen einen Einfluss auf das Proteinlevel verschiedener Zell-
Zell-Kontaktproteine wahrend des Differenzierungsprozesses besitzt bzw. die Protein-
menge des Differenzierungsmarker Villin beeinflusst ist (siehe Abb. 2-13, S. 56). Dies
kénnte auf eine Storung des Differenzierungsprozesses in funktionelle Enterozyten

hinweisen und damit auf Storungen bei der apikal-basolateralen Zellpolaritat.

Fiir die Western Blot Analysen wurden die Caco-2 Zellen mit einem stabilen p0071
Knockdown bzw. die dazugehorigen Kontroll-Zellen vor der Zelllyse in Collagen-
beschichteten Multiwellplatten fiir 2, 7 und 21 Tage konfluent kultiviert, um die

Differenzierung der Zellen zu fordern.

Die Proteinmengen der Adherens Junctions Proteine p120 und E-Cadherin sowie
der desmosomalen Proteine Desmoplakin und Desmoglein 2 und des Differenzierungs-
markers Villin unterschieden sich im analysierten Zeitraum nicht zwischen den p0071
Knockdown-Zellen und den Kontroll-Zellen (siehe Abb. 2-13, S. 56). Generell nahmen
die Proteinmenge der desmosomalen Proteine sowie des Differenzierungsmarkers Villin

im Verlauf der Differenzierung zu.

Die Zunahme der Villin Proteinmenge iiber die Zeit dient dabei als Indikator fiir
eine erfolgreiche Differenzierung (Chantret ef al., 1988). Villin ist ein F-Aktin-bindendes
Protein, das vor allem in den Mikrovilli der Enterozyten vorkommt und dort eine
wichtige strukturgebende Funktion fiir die Ausbildung des Biirstensaums besitzt
(George et al., 2007). Da der Biirstensaum erst wahrend der voranschreitenden
Differenzierung ausgebildet wird und an Grofie gewinnt, dient die Zunahme der Villin

Proteinmenge als Indikator fiir diesen Prozess.

Fiir die p120 Isoform 1 konnte ebenfalls im Laufe des Differenzierungsprozesses
eine Zunahme der Proteinmenge beobachtet werden. Zu dieser Isoform ist bekannt, dass
sie zu einem Anstieg des E-Cadherin Proteinlevels fiihrt sowie zur verstarkten Bildung
von Zell-Zell-Kontakten in Caco-2 Zellen (Roura et al., 2004). Dies erklart auch die leichte

Zunahme des E-Cadherin Proteinlevels {iber den analysierten Zeitraum.
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Abb. 2-13: Western Blot Analysen zum Differenzierungsprozess in Caco-2 Zellen

Caco-2 Zellen mit einem stabilen p0071 Knockdown (KD) bzw. die Kontrolle (K) wurden fiir
2, 7 oder 21 Tage konfluent kultiviert, um so den Differenzierungsprozess der Zellen in
hochprismatische Enterozyten zu ermdglichen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
durch Western Blot Analysen die Proteinlevel der Adherens Junctions Proteine p0071, p120
und E-Cadherin sowie die der desmosomalen Proteine Desmoplakin und Desmoglein 2 und
des Differenzierungsmarker Villin untersucht. Das a-Tubulin diente als Ladekontrolle, dass
gleiche Proteinmengen aufgetragen worden sind.

Grundsatzlich zeigen die Western Blot Analysen, dass der p0071 Knockdown in
den verwendeten Caco-2 Linien iiber den gesamten Differenzierungsprozess stabil war.
Der Differenzierungsprozess wurde auch mittels Immunfluoreszenzstudien naher-
gehend untersucht. Dazu wurden die Caco-2 Linien auf Transwelleinsitzen mit
permeablen Filtermembranen fiir maximal 21 Tage kultiviert. Die Filtermembranen
wurden zuvor auf der Seite, wo die Zellen spater wuchsen, mit einer Collagenmischung
beschichtet, die die Basallamina der Zellen simulieren sollte und so den Differenz-

ierungsprozess der Zellen in funktionelle Enterozyten fordern sollte.
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Abb. 2-14: Die Differenzierung von Caco-2 Zellen in hochprismatische Enterozyten
Caco-2 Zellen mit einem stabilen p0071 Knockdown bzw. die Kontrolle wurden fiir 2, 7 oder
21 Tage konfluent auf Collagen beschichteten permeablen Membranen kultiviert, um so den
Differenzierungsprozess der Zellen in hochprismatische Enterozyten zu ermoglichen.

A) zeigt Immunfluoreszenzstudien zu den angegebenen Zeitpunkten beziiglich der
Lokalisation des apikalen Markers und Tight Junctions Proteins ZO-1 sowie des basolateralen
Markers und Adherens Junctions Proteins E-Cadherin. Dazu wurden die Praparate an einem
Laser-Scanning-Mikroskop analysiert. An diesem Mikroskop konnen einzelne Ebenen der
Zellen gescannt werden und spéter durch Computertechnik zu einer ganzen Zelle zusammen-
gefiigt werden. Dies wurde mit den hier gezeigten Bildern durchgefiihrt.

B) zeigt Immunfluoreszenzstudien zu den angegebenen Zeitpunkten beziiglich der
Lokalisation des Adherens Junctions Proteins pl20 sowie des desmosomalen Protein
Desmoplakin. 21 Tage nach Start der Differenzierung wurde in den Zellen statt p120 der
Differenzierungsmarker Villin mit Desmoplakin durch die indirekte Immunfluoreszenz-
methode angefdrbt. Der eingezeichnete Mafistab entspricht in jedem Bild 5 um. Die Pfeile z
und x am linken Bildrand von A) und B) sollen die dargestellten Ebenen der Zellen
veranschaulichen.

In Abb. 2-14 (S. 57) sind Immunfluoreszenzstudien zu sehen, die den Differenz-
ierungsprozess der Caco-2 Zellen in hochprismatische Enterozyten zeigen. Die fiir die

Zellkultivierung verwendeten Transwelleinsdtze mit den permeablen Filtermembranen
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ermoglichen die Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen aus dem Kultivierungsmedium
auf der basalen sowie apikalen Zellseite. Am Ende der Kultivierungszeit wurden die
Zellen auf der Filtermembran fixiert und immunzytologische Farbungen angefertigt
(siehe Abschnitt 4.13, S.104). Diese wurden an einem Laser Scanning Mikroskop
analysiert. Das Mikroskop ermdoglicht es einzelne Zellebenen zu erfassen, die spéter

durch Computertechnik zu einer ganzen Zelle zusammengefasst werden konnen.

Waihrend des Differenzierungsprozesses in den p0071 Knockdown- sowie in den
Kontroll-Zellen lokalisierte der Tight Junctions Marker ZO-1 stets apikal. E-Cadherin
hingegen, als Komponente der Adherens Junctions, vor allem an der lateralen Zell-
membran unterhalb der Tight Junctions (siehe Abb. 2-14, S. 57). Beide Proteine wurden
bereits in anderen Studien als Marker fiir die korrekte Ausbildung der apikal-
basolateralen Zellpolaritat in Enterozyten beschrieben (Halbleib et al., 2007). Des
Weiteren wurde die Lokalisation des apikalen Differenzierungsmarkers Villin und des
desmosomalen Markers Desmoplakin in den Zellen nach 21 Tagen konfluentem
Zellwachstum analysiert. Die apikale Lokalisation von Villin war in den Knockdown-
sowie in den Kontroll-Zellen gut zu sehen. Desmoplakin war hingegen in der
Knockdown-Zellen deutlich weniger stark an der lateralen Plasmamembran lokalisiert
als in den Kontroll-Zellen. Dies konnte zudem auch schon zu den fritheren Zeitwerten
(2 und 7 Tagen) beobachten werden. Zu diesen Zeitwerten wurde aufgrund eines sehr
gering ausgebildeten Biirstensaums statt Villin p120 mit Desmoplakin kogefarbt. Um zu
untersuchen, ob die in den Immunfluoreszenzstudien gezeigten Stérungen an den
Desmosomen zu einer Verminderung der interzellularen Adhésion fiihren, wurde der
Dispase-Test durchgefiihrt. Parallel zum Dispase-Test wurden auch noch weitere
Immunfluoreszenzstudien angefertigt, um zu analysieren, ob auch die desmosomalen
Cadherine Desmocollin 2 und Desmoglein 2 ein verandertes Lokalisationsmuster nach
einem p0071 Knockdown aufweisen (siehe Abb. 2-15, S. 59) und damit ein Einfluss von

p0071 auf die Desmosomen belegt werden kann.
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Abb. 2-15: Die interzelluldre Adhésion in Caco-2 Zellen nach p0071 Knockdown

A) zeigt die Ergebnisse des Dispase-Tests mit Caco-2 Zellen, die iiber einem stabilen p0071
Knockdown verfiigen bzw. die dazugehorige Kontrolle. Fiir den Dispase-Test wurden zwei
verschiedene p0071 Knockdown-Zelllinien verwendet. Vor dem Dispase-Test wurden die
Zellen zwei Tage lang konfluent kultiviert.

B) zeigt Immunfluoreszenzstudien, die parallel zum Dispase-Test angefertigt wurden. Durch
die indirekte Immunfluoreszenzmethode wurden p0071, E-Cadherin, Desmoglein 2 und
Desmocollin 2 in den Zellen sichtbar gemacht. Der eingezeichnete Mafsstab im ersten Bild zu
p0071 gilt fiir alle hier gezeigten Immunfluoreszenzstudien.

C) zeigt die Knockdown-Effizienz von p0071 in den fiir den Dispase-Test verwendeten stabilen
Caco-2 Linien. Das «a-Tubulin diente als Ladekontrolle, dass gleiche Proteinmengen
aufgetragen wurden.

Der Dispase-Test (siehe Abschnitt 4.20, S. 112) wurde durchgefiihrt nachdem die
Caco-2 Zellen zwei Tage lang konfluent kultiviert wurden. Damit sollte festgestellt
werden, ob die Desmosomen bereits zu diesem frithen Zeitpunkt der Differenzierung
gestort sind und p0071 somit einen Einfluss auf die Ausbildung der Zell-Zell-Kontakte

besitzt. Die Ergebnisse des Dispase-Tests belegen, dass die interzelluldre Adhasion nach
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einem p0071 Knockdown in den Caco-2 Zellen verringert ist im Vergleich zu den
Kontroll-Zellen (siehe Abb. 2-15, S. 59). Dass es sich dabei um einen p0071 spezifischen
Effekt handelt, kann damit begriindet werden, dass zwei unterschiedliche stabile p0071
Knockdown-Zelllinien diesen Phanotyp zeigten. Die Knockdown-Effizienz in den
verwendeten Zelllinien wurde einerseits durch Immunfluoreszenzstudien und
andererseits durch Western Blot Analysen analysiert (siehe Abb. 2-15, S.59). In den
Knockdown-Linien ist eine Reduktion vom p0071 Proteinlevel zu sehen, jedoch ist auch
noch ein gewisser Anteil von p0071 im Western Blot sowie in den Immunfluoreszenz-
studien nachweisbar. Es wird vermutet, dass die Zellen, die einen deutlich effizienteren
p0071 Knockdown besitzen wahrend der Selektion der stabilen Zelllinien durch den

bereits bekannten Zytokinesedefekt beim Fehlen von p0071 absterben (Wolf et al., 2006).

Die parallel zum Dispase-Test angefertigten Immunfluoreszenzstudien zeigten,
dass die Membranlokalisation der desmosomalen Cadherine Desmoglein 2 und Desmo-
collin 2 stark reduziert ist in den p0071 Knockdown-Zellen im Vergleich zu den
Kontroll-Zellen. Das Adherens Junctions Protein E-Cadherin ist hingegen nur sehr
geringfiigig in seiner Membranlokalisation nach einem p0071 Knockdown beeinflusst

(siehe Abb. 2-15, S. 59).

Zusammenfassend besitzt p0071 somit eine Rolle bei der Ausbildung der
Desmosomen in Caco-2 Zellen und beeinflusst dariiber die Stdarke der interzelluldren
Adhésion. Eine Funktion fiir p0071 bei der Ausbildung der apikal-basolateralen
Zellpolaritat konnte mit der angewendeten 2D Zellkultivierung nicht belegt werden, da
etablierte apikale sowie basolaterale Marker in den stabilen p0071 Knockdown-Zellen
korrekt lokalisierten. Vorangegangene Studien zum Thema apikal-basolaterale Zell-
polaritat konnten aber zeigen, dass einige Veranderungen beziiglich der Ausbildung der
Zellpolaritat nicht mit der 2D Zellkultur zu beobachten sind, sondern zum Beispiel erst
mit der 3D Zellkultivierung (Martin-Belmonte et al., 2007; O'Brien et al., 2001). In
Kooperation mit Professor Huber vom Institut fiir Biochemie II in Jena wurde daher eine
neuartige 3D Kultivierung der Caco-2 Zellen ausprobiert, die die in vivo Bedingungen

im Darm deutlich besser widerspiegelt kann als die 2D Zellkultur.
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2.11 Die Caco-2 Kultivierung auf einem Biochip

Die neuartige Kultivierungsmethode fiir Darmepithelzellen, die unter anderem in
der Arbeitsgruppe von Professor Huber in Jena etabliert wurde, ermoglicht es Caco-2
Zellen in einem gewebedhnlichen Zellverband wachsen zu lassen. Dazu werden die
Zellen auf einer Membran mit definierter Porengrofie kultiviert und wahrend der
Kultivierung iiber zwei Fliissigkeitsstrome - einen auf der apikalen Zellseite, der andere
basal auf der Membranseite - mit nahrstoffhaltigem Medium versorgt. Die Fliissigkeits-
strome werden dabei mit Vakuumpumpen erzeugt, die so eingestellt sind, dass sie den
Blutfluss im Darmgewebe auf der basalen Zellseite simulieren und die Darmperistaltik
auf der apikalen Zellseite. Auf diese Weise sollen die im Darm vorkommenden in vivo

Bedingungen simuliert werden.

Den Caco-2 Kontroll- sowie p0071 Knockdown-Zellen gelang es unter den
aufgefithrten Bedingungen innerhalb von 7 und 14 Tagen einen gewebedhnlichen
Zellverband zu bilden (siehe Abb. 2-16, S. 63). Dieser wurde mittels einer Himatoxylin-
Eosin (HE)-Farbung sowie immunhistochemischen Farbungen nahergehend untersucht.
Das hier gezeigte Experiment wurde nur einmal durchgefiihrt. Vorexperimente in der
Arbeitsgruppe von Professor Huber hatten bereits gezeigt, dass Caco-2 Zellen nach 14
Tagen ein gewebedhnliches Epithel unter den definierten Kultivierungsbedingungen
bilden, so dass zunachst genau dieser Zeitraum gewdhlt, um mogliche Unterschiede
zwischen den Knockdown- und Kontroll-Zellen analysieren zu konnen. Da jedoch die
,Gewebestruktur” nach 14 Tagen in der HE-Farbung wenig beeinflusst wirkte, wurde

auch noch ein Versuch nach einer 7 Tage langen Kultivierung analysiert.

Der Aufbau des darmahnlichen Zellverbandes wirkte in den Knockdown-Zellen
weniger strukturiert als bei der Kontrolle, wobei der Effekt nach 7 Tagen deutlich
ausgepragter aussah (sieche Abb. 2-16, S.63). Weitergehende immunhistochemische
Farbungen beziiglich verschiedener Zell-Zell-Kontaktproteine nach 14 Tagen
Kultivierungszeit zeigten zudem, dass die Membranlokalisation von E-Cadherin und
p120 verringert war, wohingegen die Signale fiir Desmoplakin verstarkt, aber
gleichzeitig auch sehr diffus wirkten in den p0071 Knockdown-Zellen im Vergleich zur

Kontrolle (siehe Abb. 2-16, S. 63).
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Abb. 2-16: Die Caco-2 Kultivierung auf einem Biochip

Caco-2 Zellen mit einem stabilen p0071 Knockdown bzw. die Kontrolle wurden fiir 7 bzw. 14
Tage auf einer pordésen Membran kultiviert und dabei durch zwei Fliissigkeitsstrome — einer
apikal, einer basal — mit ndhrstoffhaltigem Medium versorgt. Die Zellen bildeten so einen
gewebedhnlichen Zellverband.

A) zeigt die HE-Farbung von formalin-fixierten und paraffin-eingebetteten Schnitten nach den
angegebenen Kultivierungszeiten.

B) zeigt die Lokalisation der Adherens Junctions Proteine E-Cadherin und p120, des
desmosomalen Proteins Desmoplakin sowie des Polaritdtsproteins PKC C in Schnitten, bei
denen die Zellen fiir 14 Tage lang kultiviert wurden.

C) zeigt Western Blot Analysen von verschiedenen Zell-Zell-Kontaktproteinen, vom Polaritéts-
protein PKC C sowie vom Differenzierungsmarker Villin in den p0071 Knockdown (KD)-
Zellen im Vergleich zu den Kontroll (K)-Zellen. Die Zellen wurden vor der Zelllyse fiir 14 Tage
auf dem Biochip kultiviert. Das a-Tubulin diente erneut als Ladekontrolle.

Es wurde auch die Lokalisation des Polaritiatsproteins PKC C analysiert, um Hin-
weise auf eine mogliche Storung bei der Ausbildung der Zellpolaritat zu bekommen.
Das Protein PKC C ist eine Isoform der atypischen Proteinkinase C und Bestandteil vom
Par-Komplex (siehe Abschnitt 1.3, S. 11). Der Par-Polaritatskomplex lokalisiert an den
Tight Junctions und ist fiir die Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritat wichtig
(Hurd et al., 2003). In den Kontroll-Zellen lokalisierte PKC C apikal an der Zellmembran.
In den Knockdown-Zellen konnte eine verstiarkte Lokalisation an den lateralen Zell-
membranen beobachtet werden. Die Lokalisation dieses wichtigen Polaritatsproteins ist

somit nach einem p0071 Knockdown in den Caco-2 Zellen gestort (siehe Abb. 2-16, S. 63).

Durchgefiihrte Western Blot Analysen belegten, dass die verringerte Membran-
lokalisation von E-Cadherin und p120 sowie die verstirkte Membranlokalisation von
Desmoplakin und PKC C nicht mit Verdnderungen ihrer Proteinmengen nach einem
p0071 Knockdown zu begriinden sind (siehe Abb. 2-16, S. 63). Lediglich die Protein-
menge von p120 ist nach einem p0071 Knockdown im Vergleich zur Kontrolle erhdht,

wahrend es die Proteinmengen der anderen untersuchten Proteine nicht sind.

Zusammenfassend ist die hier gezeigte neue Kultivierungsmethode fiir Darm-
epithelzellen wie Caco-2 Zellen geeignet diese in einem gewebedhnlichen Zellverband
wachsen zu lassen. Der Aufbau des gewebedhnlichen Zellverbandes ist nach einem
p0071 Knockdown gestort. So sind nicht nur verschiedener Zell-Zell-Kontaktproteine in
ihrer Lokalisation beeinflusst, sondern auch das Polaritatsprotein PKC (, was als
Hinweis auf eine gestorte Ausbildung der Zellpolaritit gewertet werden kann. Somit
konnte mit dieser neuartigen Kultivierungsmethode ein Einfluss von p0071 auf die

Zellpolaritat festgestellt werden, was mit der 2D Zellkultivierung nicht gelang.
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Als néchstes wurde der Einfluss von p0071 auf die Zystenbildung von Caco-2

Zellen in der 3D Zellkultivierung analysiert.

2.12 Die p0071 Lokalisation wihrend der Zystenbildung

Wie bereits beschrieben konnen Caco-2 Zellen eingebettet in basalmembranartigen
3D Matrizen ausgehend von einer einzelnen Zelle Zysten bilden. Dieser Prozess wurde
durch Immunfluoreszenzstudien eingehender untersucht. Dazu wurden vereinzelte
Caco-2 Zellen in eine 3D Matrix eingesdt und nach 12, 24 und 48 Stunden fixiert. Durch
die indirekte Immunfluoreszenzmethode wurde dann die Lokalisation von p0071 im
Vergleich zum apikalen Marker F-Aktin bzw. im Vergleich zum Polaritatsprotein PKC C
analysiert. Im Einzellstadium lokalisierten PKC C sowie F-Aktin verstarkt an der
Plasmamembran. Auch p0071 lokalisierte dort, es konnte jedoch zusatzlich auch im
Zytoplasma nachgewiesen werden (siehe Abb. 2-17, S. 66). Im Zweizellstadium ist eine
p0071 Anreicherung an den Zellmembranen feststellbar, die Kontakt mit benachbarten
Zellen besitzen. PKC C wie auch F-Aktin lokalisieren am entstehenden Lumen. Diese
Lokalisation wird im weiteren Verlauf der Zystenbildung immer deutlicher, wohin-
gegen p0071 an den Zell-Zell-Kontakten und an der basalen Membranseite angereicht
ist (siehe Abb. 2-17, S. 66). Erstmalig wurde hier somit das Lokalisationsmuster von
p0071 wahrend der Zystenbildung in Caco-2 Zellen beschrieben. Dieses unterscheidet

sich von dem des Polaritatsprotein PKC (, welches apikal lokalisiert.
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Abb. 2-17: Die p0071 Lokalisation wahrend der Zystenentstehung in Caco-2 Zellen

A) zeigt die Lokalisation von p0071 und F-Aktin wahrend der Zystenbildung. Vereinzelte
Caco-2 Zellen wurden zunédchst in die 3D Matrix eingebettet und 12, 24 und 48 Stunden spéter
mit Formaldehyd fixiert. Die dargestellten Bilder zeigen eine Schnittebene der kugelformigen
Zysten. Dies ist moglich durch Verwendung eines Laser-Scanning-Mikroskops.

B) zeigt die Lokalisation von p0071 und dem Polarititsprotein PKC { wahrend der Zysten-
bildung in Caco-2 Zellen, wie unter A) beschrieben.

2.13 Der Einfluss von p0071 auf die Zystenbildung von Caco-2 Zellen

Mit Hilfe von Knockdown-Experimenten wurde untersucht, ob die Lumenbildung
in den Zysten nach einem p0071 Knockdown gestort ist. Um dies zu analysieren, wurden
Live Cell Imaging Experimente durchgefiihrt. Dabei wurde die Lumenbildung in den fiir
5 Tage gewachsenen Zysten durch die Zugabe von Choleratoxin in das Medium initiiert.
Das Choleratoxin fithrt zur Aktivierung des cyclischen Adenosinmonophosphat-
Signalweges und dieser wiederum zur Aktivierung apikaler Chloridkandle, die fiir den
Fliissigkeitsstrom in das entstehende Lumen verantwortlich sind und so die Expression
des zentralen Lumens in den Zysten vorantreiben. Durch die Choleratoxinzugabe war
es moglich den Zeitpunkt der Lumenbildung in den meisten Zysten zu synchronisieren.

Die Lumenexpansion wurde an einem Mikroskop mittels Kameratechnik dokumentiert.

Die Ergebnisse belegen, dass die Caco-2 Zellen mit einem stabilen p0071
Knockdown sowie die dazugehorigen Kontroll-Zellen in der Lage waren nach der
Choleratoxinstimulation Lumen zu bilden (siehe Abb. 2-18, S.67). In den p0071
Knockdown-Zysten traten jedoch sehr haufig mehrere kleine Lumen auf und nicht wie

bei den Kontroll-Zysten ein zentrales Lumen (siehe Abb. 2-18, S. 67).

Um zu zeigen, dass es sich dabei um einen spezifischen p0071 Effekt handelt,
wurden zwei verschiedene p0071 Knockdown Zelllinien fiir diese Experimente
verwendet. Die p0071 Knockdown-Effizienz in den verwendeten Zelllinien wurde

mittels Western Blot Analyse untersucht und ist in Abb. 2-15 (S. 59) gezeigt.
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Abb. 2-18: Live Cell Imaging der Lumenbildung in Caco-2 Zysten

Caco-2 Zysten mit einem stabilen p0071 Knockdown bzw. die Kontrolle wurden durch die
Zugabe von 0,1 pg/ ml Choleratoxin in das Medium zur Lumenbildung angeregt. Dieser
Prozess wurde durch Live Cell Imaging am Mikroskop zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Choleratoxinzugabe dokumentiert. * markieren multiple Lumen in den Zysten.

Eine quantitative Analyse des Lumenphéanotyps ergab eine statistisch signifikante
Erhchung von Zysten mit gestérten Lumen in den p0071 Knockdown-Zellen im
Vergleich zu den Kontroll-Zellen (siehe Abb. 2-19, S. 68). So wiesen 75% (+ 2%) bzw. 63%
(+ 4%) aller untersuchten p0071 Knockdown-Zysten einen gestorten Lumenphanotyp
auf, im Vergleich zu 24% (+ 2%) bei den Kontroll-Zellen. Fiir diese Auswertung wurden
in drei unabhangigen Experimenten insgesamt 150 Zysten dahingehen analysiert, ob sie
ein zentrales Lumen, multiple Lumen oder gar kein Lumen besitzen. Die Lumen wurden
dazu mittels fluoreszenzmarkierten Phalloidin, welches F-Aktin bindet, angefarbt.
Zysten mit multiplen Lumen oder gar keinen Lumen wurden dem gestorten
Lumenphéanotyp zugeordnet. Zudem wurde die Lumengrofse stichprobenartig in je 30
verschiedenen Zysten mit p0071 Knockdown oder der Kontrolle vermessen. Dabei ergab

sich kein statistisch signifikanter Unterschied (siehe Abb. 2-19, S. 68).
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Abb. 2-19: Der Effekt von p0071 auf die Lumenbildung

A) zeigt Immunfluoreszenzstudien zur Lokalisation des apikalen Markers ZO-1 sowie des
basolateralen Markers E-Cadherin in Zysten aus Kontroll- bzw. p0071 Knockdown-Zellen.
Der eingezeichnete Mafsstab gilt fiir alle Bilder unter A)

B) zeigt die verschiedenen Arten von Lumenphéanotypen in Zysten, die zur Quantifizierung
ausgezahlt wurden. Dafiir wurde in den Zellen mittels Fluoreszenz-gekoppeltem Phalloidin
F-Aktin angefarbt, dass verstirkt am Lumen lokalisiert. Als gestdrt wurden Zysten mit
mehreren oder keinem Lumen eingeordnet, als normal Zysten mit einem zentralen Lumen.
Der eingezeichnete Mafistab gilt fiir alle Bilder unter B)

C) zeigt die quantitative Auswertung des Lumenphénotyps. Die zwei verschiedenen Zelllinien
mit einem stabilen p0071 Knockdown zeigten eine statistisch signifikante Erthdhung an Zysten
mit einem gestdrten Lumenphdnotyp im Vergleich zur Kontrolle. *** bedeutet < 0,005,
** bedeutet < 0,05.

D) zeigt die quantitative Auswertung der Lumengrofse in den Kontroll- sowie Knockdown-
Zysten.
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Um zu untersuchen, ob an den multiplen Lumen immer auch die apikalen Marker,
wie F-Aktin oder das Tight Junctions Protein ZO-1 lokalisieren, wurden Immun-
fluoreszenzstudien angefertigt. Diese zeigten eine Fehllokalisation der apikalen Marker

F-Aktin und ZO-1 an den multiplen Lumen (siehe Abb. 2-19, S. 68).

Als mogliche Ursache fiir die multiplen Lumen wurde eine falsche Orientierung
der mitotischen Spindel wahrend der Zellteilung in Betracht gezogen, wie es in Caco-2
Zellen nach einem Cdc42 Knockdown beschrieben ist (Jaffe et al., 2008). Da bei der
Zellteilung die apikal-basolaterale Zellpolaritit bei der korrekten Orientierung der
mitotischen Spindel erhalten bleibt, konnte eine Fehlorientierung der Spindel zu einer
falschen apikal-basolateralen Zellpolaritit fithren und diese neue apikale Membran-
domdnen definieren, an denen dann Lumen gebildet werden, so dass dadurch Zysten
mit multiplen Lumen entstehen kénnen. Aus diesem Grund wurde die Orientierung der
mitotischen Spindeln bei der Zystenbildung in den Kontroll- sowie in den p0071
Knockdown-Zellen analysiert. Hierzu wurden in 48 Stunden lang 3D kultivierten Caco-2
Zellen die mitotischen Spindeln durch a-Tubulin sowie F-Aktin als Marker fiir das
entstehende Lumen angefarbt. In den dokumentierten Immunfluoreszenzstudien
wurde anschliefSend eine Verbindungslinie zwischen den beiden Spindelpolen gezogen.
Der Mittelpunkt dieser Verbindungslinie wurde mit einer weiteren Linie mit dem
Zentrum der Zyste verbunden, wobei diese Linie die apikal-basolaterale Zellachse
widerspiegeln soll. Im Idealfall ergab sich so zwischen diesen beiden Linien ein Winkel

von 90 Grad.

Die quantitative Auswertung aus drei unabhéngigen Experimenten ergab keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Kontroll- und p0071 Knockdown-
Zellen beziiglich der Orientierung der mitotischen Spindeln (siehe Abb. 2-20, S. 70). Bei
der Auswertung der Immunfluoreszenzstudien fiel jedoch auf, dass der Anteil an Zellen
mit multipolaren Spindeln in den Knockdown-Zellen erhoht war. Dies konnte durch
eine quantitative Auswertung belegt werden (siehe Abb. 2-20, S. 70). So weisen in den
Knockdown-Zellen 31% (+ 4%) der mitotisch sich teilenden Zellen multipolare Spindeln
auf im Vergleich zu 8% (+ 5%) in den Kontroll-Zellen. Dies stellt einen statistisch
signifikanten Unterschied dar (siehe Abb. 2-20, S.70). Damit konnte gezeigt werden,
dass p0071 zwar keinen Einfluss auf die Orientierung bipolarer mitotischer Spindel in

den Caco-2 Zellen besitzt, dafiir aber auf den Anteil der Zellen mit multipolaren
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mitotischen Spindeln. Diese Zellen konnen sich aller Wahrscheinlichkeit nach nicht
korrekt teilen und kénnten dadurch zur Etablierung neuer apikaler Membrandoménen

innerhalb einer Zyste fithren, an denen dann neue, multiple Lumen entstehen.
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Abb. 2-20: Die Orientierung der mitotischen Spindeln wéahrend der Zystenbildung

A) zeigt Zysten, in denen der Winkel der mitotischen Spindeln in Bezug auf die apikal-
basolaterale Achse der sich teilenden Zelle bestimmt wurde. Dies ist rechts auch noch mal als
Schema aufgezeichnet. a-Tub. = a-Tubulin. Die gelbe Ellipse markiert eine Zelle mit einer
ausgebildeten multipolaren mitotischen Spindel.

B) zeigt die quantitative Auswertung der bestimmten Winkel der mitotischen Spindeln in den
Kontroll- sowie p0071 Knockdown-Zellen. Die Auswertung ergab keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Kontroll- und Knockdown-Zellen. Der rote
Datenpunkt stellt den Mittelwert der Messwerte dar. Der genaue Wert des jeweiligen
Mittelwertes steht rechts davon. Ausgehend vom Mittelwert wurde die Standardabweichung
durch Fehlerbalken eingezeichnet. Die Messwerte sind in griin dargestellt.

C) zeigt die statistisch signifikante Erh6hung des Anteils an Zellen mit multipolaren Spindeln
in den p0071 Knockdown-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Fiir diese quantitative
Auswertung wurden tiiber 100 Zellen mit mitotischen Spindeln in drei unabhéngigen
Experimenten ausgezéhlt.
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2.14 Die Identifizierung neuer p0071 Interaktionspartner

Zur Identifizierung neuer putativer Interaktionspartner fiir den C-Terminus von
p0071 wurde mit diesem Teil des Proteins ein Yeast Two Hybrid Screening durchgefiihrt.
Am auflersten C-Terminus besitzt p0071 eine PDZ-Bindedoméane im Gegensatz zum
verwandten pl20-Catenin. Proteine mit PDZ-Domaéanen spielen beim Aufbau von
verschiedenen Proteinkomplexen eine wichtige Rolle. So besitzen die Polaritatsproteine
Par3 und Par6 zum Beispiel bis zu drei PDZ-Doménen und sind fiir den Aufbau und die
Funktion des Par-Polaritditskomplexes essentiell (Lin et al., 2000). Die PDZ-Domaéne
wurde nach den homologen Doménen in PSD-95 (postsynaptisches Protein), Discs large
(Drosphila melanogaster Zellpolaritatsprotein) und ZO-1 (Tight Junctions Protein)
benannt. Die C-terminale PDZ-Bindedomane von p0071 wiederum besteht aus den
letzten vier Aminosdureresten DSWV und kann Proteine mit einer PDZ-Domaéne binden
und damit am Aufbau von Proteinkomplexen beteiligt sein (Deguchi et al., 2000; Izawa

et al., 2002).

Sonstiges
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Adhasion

Proteinabbau

v 7
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Prozent an identifizierten Interaktionspartner im Y2H

Abb. 2-21: Kategorisierung der im Yeast Two Hybrid Screening gefundenen putativen
Interaktionspartner fiir den C-Terminus von p0071

Im Y2H Screening mit dem C-Terminus von p0071 wurden insgesamt 132 neue putative
Interaktionspartner gefunden. Diese wurden u. a. mit Hilfe der DAVIS Datenbank analysiert
und in verschiedene Kategorien eingeteilt. Der prozentuale Anteil der gefundenen putativen
Interaktionspartner an diesen Kategorien ist hier im Diagramm dargestellt.

Der C-Terminus von p0071 wurde zunéchst negativ auf Autoaktivitat im Y2H
Testsystem tiberpriift. Zur Identifizierung neuer putativer Interaktionspartner wurde im
Y2H Screening eine humane cDNA-Bibliothek eingesetzt (siehe Abschnitt 4.3, S. 96).

Insgesamt wurden 132 neue mogliche Interaktionspartner fiir den C-Terminus von
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p0071 identifiziert. Die gefundenen putativen Interaktionspartner wurden mit Hilfe der
DAVIS Datenbank in verschiedene Kategorien eingeteilt (siehe Abb. 2-21, S. 71). Sehr
viele Kandidaten konnte der Kategorie Transport und dort im Speziellen dem ER zum
Golgi-Apparat Transport zugeordnet werden. So wurden verschiedene Komponenten
des COPII-Komplexes im Y2H Screening gefunden. Der COPII-Komplex spielt beim
Transport vom im ER neu synthetisierten Proteinen zum Golgi-Apparat eine wichtige

Rolle (Baker et al., 1988).

2.15 Die COPII-Komponenten und p0071

Im Y2H Screening wurden als potentielle neue p0071 Interaktionspartner die Sec-
Proteine Sec24A, Sec24D und Sec31A gefunden sowie die kleine GTPase Sarlb.
Daraufhin wurde zunéchst versucht einen funktionellen Zusammenhang zwischen
p0071 und den Komponenten des COPII-Komplexes herzustellen. Hierzu wurden p0071
Knockdown-Experimente in transient mit siRNA transfizierten HeLa-Zellen sowie in
stabil lentiviral transduzierten MCF-7-Zellen durchgefiihrt (siehe Abb. 2-22, S. 73). Die
MCEF-7 Zellen verfiigten iiber einen stabilen p0071 Knockdown bzw. wurden mit einer
Kontroll-shRNA lentiviral transduziert. In beiden Zelllinien ist die Lokalisation der Sec-
Proteine durch die indirekte Immunfluoreszenzmethode gut zu analysieren. In den
Kontroll-Zellen lokalisierten die untersuchten Sec-Proteine perinukledr. Nach einem
p0071 Knockdown wirkte diese perinukledre Anreicherung in den HeLa-Zellen diffuser
verteilt (siehe Abb. 2-22, S.73). In den MCF-7 Zellen war der Unterschied nicht so
deutlich zu sehen. Eine Quantifizierung dieser Beobachtung anhand von Immun-

fluoreszenzbildern gelang nicht.

Parallel durchgefiihrte Western Blot Analysen zeigten eine Zunahme der
Proteinmenge des dufieren Hiillproteins Sec31A nach einem p0071 Knockdown in den
HeLa-Zellen. Das innere Hiillprotein Sec24A sowie die kleine GTPase Sarl schienen
hingegen in ihrer Proteinmenge unbeeinflusst nach einem p0071 Knockdown. Somit
besitzt p0071 nur einen geringen Einfluss auf die Lokalisation der analysierten COPII-

Komponenten sowie auf die Sec31A Proteinmenge.
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Abb. 2-22: Die Lokalisation und das Proteinlevel einiger COPII-Komponenten nach p0071
Knockdown in HeLa- bzw. MCF-7 Zellen

A) zeigt die Lokalisation von Sec24A und Sec31A einerseits in transient mit siRNA transfizierte
HeLa-Zellen sowie andererseits in stabilen MCF-7 Knockdown-Zellen mit den dazugehorigen
Kontrollen.

B) zeigt Western Blot Analysen, die u.a. der Bestatigung der p0071 Knockdown (KD) Effizienz
dienten sowie der Uberpriifung der Proteinlevel der COPII-Komponenten Sec24A, Sec31A und
Sarl. Das a-Tubulin diente als Ladekontrolle, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen
wurden. K = Kontrolle

C) zeigt eine quantitative Auswertung der Proteinmenge von Sec31A in HeLa-Zellen. Diese
ergab eine knapp nicht statistisch signifikante Zunahme der Sec31A Proteinmenge nach p0071
Knockdown (p = 0,056).

Da als putative Interaktionspartner fiir p0071 Sec-Proteine der dufieren sowie der
inneren COPII-Hiille identifiziert wurden, lag die Vermutung nahe, dass p0071
vielleicht eine Funktion beim Aufbau des COPII-Komplexes besitzt. Um dies zu
uiberpriifen, wurde der Aufbau von COPII-Komplexen an der ER-Membran durch die

Inkubation der Zellen mit Nocodazol gestort. Nocodazol wirkt negativ auf die Integritat
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des Mikrotubuli-Zytoskeletts, was fiir den COPII-vermittelten Proteintransport vom ER
zum Golgi-Apparat essentiell ist (Ward et al., 2001). Da die COPII-Komponenten nach
der Inkubation der Zellen mit Nocodazol nicht langer ihre Funktion beim ER zum Golgi-
Apparat Transport ausiiben konnten, aggregierten die Sec-Proteine perinukledr (siehe
Abb. 2-23, S.75). Erst nach dem Entfernen vom Nodoazol und einiger Zeit zum
Rekonstituieren des Mikrotubuli -Zytoskeletts nahmen die Sec-Proteine wieder ihre
perinukledre Anreicherung zu mindestens in den Kontroll-Zellen ein. Nach einem p0071
Knockdown benétigt die Authebung der Aggregation der Sec-Proteine mehr Zeit als in
den Kontroll-Zellen. Dies liegt augenscheinlich nicht daran, dass das Rekonstituieren
des Mikrotubuli -Zytoskeletts in den p0071 Knockdown-Zellen verzogert ist, wie die a-

Tubulin Bilder beweisen (siehe Abb. 2-23, S. 75).

A) K KD

[s= ] poo71
E a-Tubulin
B)| Kontrolle | | Knockdown |
Sec24A a-Tubulin Sec24A a-Tubulin

Nocodazol DMSO

2h Release



Ergebnisse 75

Abb. 2-23: Die Relokalisation der Sec-Proteine nach einem Nocodazol-Release

A) zeigt die Uberpriifung der p0071 Knockdown (KD) Effizienz in transient mit siRNA
transfizierten HeLa-Zellen, die fiir das in (B) gezeigte Nocodazol-Release Experiment
verwendet wurden. Die siRNA war entweder unspezifisch (= K fiir Kontrolle) oder gegen
p0071 gerichtet (= KD). Das a-Tubulin diente erneut als Ladekontrolle.

B) zeigt Methanol-fixierte HeLa-Zellen, die 48 Stunden nach der siRNA-Transfektion entweder
eine Stunde mit Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Nocodazol inkubiert wurden. In einem Teil
der mit Nocodazol inkubierten Zellen wurde nach der einstiindigen Inkubation das Nocodazol
durch Waschschritte entfernt und die Zellen fiir zwei weitere Stunden in Normalmedium
kultiviert, bevor sie durch die indirekte Immunfluoreszenzmethode hinsichtlich der
Lokalisation von Sec24A untersucht wurden. Da Nocodazol depolymerisierend auf das
Tubulin-Zytoskelett wirkt, wurde dessen Integritit ebenfalls durch die indirekte
Immunfluoreszenzmethode sichtbar gemacht.

Das prasentierte Nocodazol-Release Experiment wurde nur in den HeLa-Zellen
durchgefiihrt, die mit siRNA transient transfiziert wurden, weil die perinukledre

Anreicherung der COPII-Komponenten hier am besten zu sehen war.

Aufgrund des eher kleinen Effektes von p0071 auf die Lokalisation der Sec-
Proteine sowie auf das Sec31A Proteinlevel fiel es schwer nach diesen Untersuchungen
auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen p0071 und den COPII-Komponenten
zu schlieflen. Daher wurde mit einem VSVG- sowie Endo H-Test versucht Riickschliisse
auf einen moglichen Einfluss von p0071 auf die Funktion des COPII-Komplexes zu

ziehen.

216 Der VSVG-Transport vom ER zum Golgi-Apparat nach p0071

Knockdown

Beim VSVG-Test wird eine temperatursensitive Proteinvariante des viralen
Glykoprotein G des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSVG) in Zellen transfiziert. Diese
temperatursensitive Proteinvariante vom VSVG kann nach der Synthese im ER nicht
korrekt falten, wenn die Zellen bei 40 °C kultiviert werden (Presley et al., 1997).
Aufgrund von Kontrollmechanismen im ER aggregiert das falsch gefaltete, neu
synthetisierte VSVG-Protein dort bei einer Temperatur von 40 °C. Erst nach dem
Temperaturwechsel zu 32 °C kann das VSVG-Protein in den Zellen korrekt falten und
das ER in Richtung Plasmamembran verlassen. Der Transport vom ER zum Golgi-
Apparat erfolgt fiir das VSVG-Protein iiber den COPII-Komplex (Rowe et al., 1996).
Daher wurde dieser Test verwendet, um zu untersuchen, ob der Transport vom VSVG-
Protein vom ER zur Plasmamembran nach einem p0071 Knockdown gestort ist (siehe

Abb. 2-24,S.77).
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Fiir den Test wurden MCF-7 Zellen, die iiber einen stabilen p0071 Knockdown
verfiigen bzw. die dazugehorigen Kontroll-Zellen verwendet. Die Zellen eigneten sich
fur diesen Test, weil zum einen nur noch eine weitere Transfektion mit einem VSVG-
kodierenden Plasmid notwendig war und zum anderen weil in diesen Zellen aufgrund
ihrer Grofie die Lokalisation von VSVG im ER und an der Plasmamembran gut

dokumentiert werden konnte.

Das VSVG konnte einerseits durch einen GFP-Tag (= VSVG-GFP) sichtbar gemacht
werden, andererseits durch die indirekte Immunfluoreszenzmethode, bei der ein Anti-
korper zum Einsatz kam, der die Ektodoméane vom VSVG erkennt. Da die Zellen bei den
durchgefiihrten Experimenten nicht permeabilisiert wurden, konnte dieser Antikorper

nur VSVG binden, was an der Plasmamembran lokalisierte.

In den Bildern zu 0h 32°C ist die Aggregation von VSVG-GFP im ER nach
Inkubation der Zellen iiber Nacht bei 40°C zu sehen (siehe Abb. 2-24, S. 77). Nach 2 h bei
32 °C lokalisiert das VSVG-GFP zytoplasmatisch und an der Plasmamembran. Der
spezifische Nachweis von VSVG an der Plasmamembran gelang zu diesem Zeitpunkt
auch mit dem Antikorper, der die Ektodoméne von VSVG erkennt (= ekto-VSVG, siehe
Abb. 2-24, S.77). Durch den VSVG-Test konnten keine markanten Unterschiede

zwischen den Kontroll- und den p0071 Knockdown-Zellen festgestellt werden.

Der Endo H-Test wurde parallel zum VSVG-Test durchgefiihrt, weil bei diesem
Test das im ER neu-synthetisierte VSVG auf seine Sensitivitiat gegeniiber dem Enzym
Endo H analysiert wurde. Das Enzym Endo H ist eine Endoglykosidase, die mannose-
reiche Zuckerreste an Proteine, wie sie an neu synthetisierten Proteinen im ER verstarkt
vorzufinden sind, abspalten kann. Komplexe Zuckerreste an Proteinen, wie sie durch
Modifikationen im Golgi-Apparat entstehen, kann das Enzym Endo H nicht abspalten.
Dadurch sind Riickschliisse {iiber den Aufenthalt vom VSVG-Protein in den

verschiedenen Zellorganellen zum Zeitpunkt der Analyse moglich.

Fiir den Endo H-Test wurden Zelllysate von MCF-7 Zellen, die zuvor mit VSVG
transfiziert wurden, entweder fiir 3 h mit dem Enzym Endo H inkubiert oder nicht.
Proteine, bei denen das Enzym Endo H mannosereiche Zuckerreste abspalten konnte,
sind durch ein geringeres Molekulargewicht im Western Blot gekennzeichnet als

Proben, die nicht mit dem Enzym inkubiert wurden (siehe Abb. 2-24, S. 77).
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Abb. 2-24: Der VSVG- und Endo H-Test in den stabilen MCF-7 Knockdown-Zellen

A) zeigt die Ergebnisse eines VSVG-Tests. Beim VSVG-Test wurde eine temperatursensitive
GFP-getagte Proteinvariante vom viralen Glykoprotein G des Vesicular-Stomatitis-Virus
(VSVG) zunichst in die hier verwendeten stabilen MCF-7 Knockdown-Zellen transfiziert und
die Zellen anschliefflend {iber Nacht bei 40 °C inkubiert. Bei dieser Temperatur kann das im
endoplasmatischen Retikulum (ER) neu synthetisierte VSVG-Protein nicht korrekt falten und
akkumuliert daher dort. Zu sehen ist dies an den griinen Aggregaten in den Bildern zu Oh
32 °C. Ein Temperaturwechsel zu 32 °C ermoglicht die korrekt Faltung vom VSVG-GFP, was
daraufhin das ER Richtung Plasmamembran verlassen kann. An der Plasmamembran
lokalisiertes VSVG konnte aufler mit dem GFP-Tag auch iiber einen Antikorper detektiert
werden, der gegen die Ektodoméne von VSVG gerichtet ist (ekto-VSVG).

B) zeigt ein Schema, das veranschaulichen soll, dass die Endoglykosidase H (Endo H) nur
innerhalb mannosereicher Zuckermodifikationen an Proteinen schneidet, wie sie vor allem an
im ER synthetisierten Proteinen zu finden sind. Proteine, die Glykolysierungen mit komplexen
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Zuckerresten aufweisen, wie sie vor allem an Proteinen im Golgi-Apparat vorzufinden sind,
dienen dem Enzym Endo H nicht ldnger als Substrat.

C) zeigt die Ergebnisse eines Endo H-Tests. Parallel zum in A) gezeigten VSVG-Test wurden
Zelllysate zu den angegebenen Zeitpunkten hergestellt und teils mit dem Enzym Endo H
inkubiert, um zu testen, um das neu synthetisierte VSVG-GFP Endo H sensitiv ist. Der
Nachweis erfolgte im Western Blot. Von einer Endo H Sensitivitat wird gesprochen, wenn
Proteinbanden mit einem geringeren Molekulargewicht nach Inkubation mit dem Enzym
Endo H auftreten als in den Proben, die nicht mit dem Enzym behandelt wurden. Das
geringere Molekulargewicht weifit in diesen Fallen darauf hin, dass die Endoglykosidase H
mannosereiche Zuckerreste von den Proteinen abspalten konnte. Zur Kontrolle des stabilen
p0071 Knockdowns (KD) in den benutzten MCF-7-Zellen wurde das p0071 Proteinlevel
ebenfalls im Western Blot analysiert. Das a-Tubulin diente als Ladekontrolle. K = Kontrolle

In den Kontroll- wie auch in den p0071 Knockdown-Zellen verlor sich die
Sensitivitat gegeniiber dem Enzym Endo H innerhalb einer Stunde bei einer 32 °C
Inkubation. Das analysierte VSVG-Protein hat also in dieser Zeit mit hoher Wahrschein-
lichkeit das ER Richtung Golgi-Apparat verlassen. Erneut konnte kein markanter
Unterschied zwischen den Kontroll- und Knockdown-Zellen festgestellt werden, so dass
geschlussfolgert werden kann, dass p0071 keinen stark ausgepréagten Einfluss auf den

VSVG-Transport vom ER zum Golgi-Apparat besitzt.

Da mit den gezeigten Experimenten kein eindeutiger funktioneller Zusammen-
hang zwischen p0071 und den COPII-Komponenten hergestellt werden konnte, wurde
auf die Verifizierung der im Y2H Screening gefundenen Interaktionen zwischen diesen

Proteine verzichtet.

Weil p0071 kein bisher beschriebenes Transportsignal fiir den ER zum Golgi-
Apparat Transport aufweist und auch nicht zur Gruppe der Plasmamembran- oder zu
sekretierenden Proteine gehort, die normalerweise diesen Transportweg verwenden um
zu ihrem Zielort zu gelangen, ist es sehr unwahrscheinlich, dass p0071 die
verschiedenen im Y2H Screening gefundenen Sec-Proteine und die GTPase Sarl bindet,
um selber transportiert zu werden. Jedoch konnten die durchgefiihrten Experimente
keinen Hinweis zu einer wichtigen Funktion von p0071 beim Aufbau oder der Funktion
des COPII-Komplexes liefern, so dass die Zukunft zeigen wird, ob p0071 fiir den ER zum

Golgi-Apparat Transport von Bedeutung ist.



3 Diskussion

Fiir das Armadilloprotein p0071 konnte ein Einfluss auf die Zell-Zell-Kontakte, auf
die Rho-GTPase RhoA sowie auf den Rabll-vermittelten Vesikeltransport zur
Zellmembran gezeigt werden (Keil et al., 2014; Setzer et al., 2004; Wolf et al., 2006). Diese
Faktoren sind bei der Ausbildung der Zellpolaritat von Bedeutung, weshalb im Rahmen
der vorliegenden Arbeit erstmals die Auswirkungen von p0071 auf die Zellpolaritat
nahergehend untersucht wurden. Die erlangten Erkenntnisse zeigen eine Beteiligung
von p0071 an der Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritat und werden in den

folgenden Abschnitten diskutiert.

3.1 p0071 als Adherens Junctions Komponente

Fiir p0071 konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass es dhnlich schnell
wie p120, E-Cadherin und P-Cadherin an der Plasmamembran lokalisiert, um an der de
novo Zell-Zell-Kontaktbildung mitzuwirken (siehe Abb. 2-4, S. 35). Die Desmosomen
bildeten sich im verwendeten Zellmodell dabei erst nach den Adherens Junctions, wie
es bereits von O'Keefe et al., 1987 publiziert wurde. Die Ergebnisse belegen somit, dass
die verwendeten Mauskeratinozyten ein geeignetes Modell fiir Untersuchungen
beziiglich der de novo Zell-Zell-Kontaktbildung sind. Aufgrund dessen und wegen der
besseren DNA-Transfektionseffizienz wurden die meisten Experimente beziiglich der
Untersuchungen an Zell-Zell-Kontakten in den Mauskeratinozyten durchgefiihrt und

nicht in den HaCaT-Zellen.

Da sich ohne Adherens Junctions auch keine Desmosomen bilden (siehe Abb. 2-7,
S. 40), besitzen die Adherens Junctions eine signalgebende Wirkung, mit der sie die
weitere Assemblierung der Zell-Zell-Kontakte regulieren (Michels et al., 2009). Diese
Wirkung besitzt p0071 als Adherens Junctions Komponente ebenfalls, weil nach einem
p0071 Knockdown in den Mauskeratinozyten die weitere Zell-Zell-Kontaktbildung
verzogert ist (siehe Abb. 2-6, S. 39).

Die Knockdown-Experimente in den Mauskeratinozyten zeigen, dass die
Adherens Junctions und Desmosomen vor allem nach einem pl20 Knockdown
beeinflusst waren (siehe Abb. 2-7, S. 40). Dies kann darin begriindet sein, dass mehr p120

als p0071 in den Mauskeratinozyten vorkommt. Das ,, wenige” p0071 also den Verlust
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von p120 hier nicht kompensieren kann, aber das ,viele” p120 den Verlust von p0071

nach Knockdown.

Die Mauskeratinozyten, in denen hingegen beide Cadherine durch siRNAs in
ihren Proteinleveln herunterreguliert waren, zeigten eine spindelférmige Zellmorpho-
logie, wie dies auch bei den undifferenzierten Mauskeratinozyten zu beobachten ist
(Vergleich Abb. 2-10, S. 47 mit Abb. 2-5, S. 37). Solch ein gravierender Effekt konnte nach
einem Doppelknockdown von p0071 zusammen mit p120 nicht festgestellt werden,
obwohl auch hier so gut wie keine Cadherine mehr an der Zellmembran benachbarter
Zellen nachweisbar waren. Dies konnte u. a. durch die unterschiedliche Knockdown-
Effizienz bedingt sein. So verandert der direkte Cadherin-Knockdown die Zellmorpho-
logie, wohingegen der Catenin-Knockdown nicht die Bildung von Adherens Junctions
an der Plasmamembran zwischen benachbarten Zellen verhindert, aber die Cadherin-
stabilitdt in diesem Komplex deutlich verringert. Auf diese Weise wird die Zell-Zell-

Kontaktbildung gestort, jedoch bleibt die Zellmorphologie dadurch unbeeinflusst.

Die stark beeinflussten Zell-Zell-Kontakte nach einem p120 Knockdown sowie
Cadherin-Doppelknockdown sind auch die Ursache fiir die verringerte interzelluldre
Adhaésion in diesen Zellen im Vergleich zu den Kontroll-Zellen (siehe Abb. 2-8, S. 43 und
Abb. 2-11, S. 49). Dass der alleinige E-Cadherin oder P-Cadherin Knockdown nicht die
interzellulare Adhasion reduziert, liegt hochstwahrscheinlich an dem noch nachweis-
baren Anteil von p0071 und Desmoplakin an der Plasmamembran in diesen
Knockdown-Zellen (siehe Abb. 2-10, S. 47). Die Membranassoziation von p0071 trotz
fehlendener Cadherine kann durch die direkte Interaktion mit Desmoplakin erklart
werden (Calkins et al., 2003; Setzer et al., 2004). Beide Proteine stabilisieren sich an der
Plasmamembran gegenseitig und fithren so zur Ausbildung von Desmosomen, die die

interzellulare Adhasion starken.

Der nicht gravierende Effekt auf die Zell-Zell-Kontakte eines alleinigen p0071
Knockdowns kann, wie bereits angefiihrt, auf eine Kompensation des Effektes durch
p120 erklart werden. Solch eine Fahigkeit konnte fiir E- und P-Cadherin bereits durch
verschiedene Experimente belegt werden. So verhindert die Kombination von Anti-
korpern, die gegen E- und P-Cadherin gerichtet sind, die Bildung von Adherens
Junctions und Desmosomen in humanen Keratinozyten. Der alleinige Einsatz von E-

Cadherin spezifischen Antikorpern verzogerte dagegen lediglich die Bildung der Zell-
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Zell-Kontakte (Lewis et al., 1994), wie es in den Mauskeratinozyten auch nach einem
p0071 Knockdown zu sehen ist (siehe Abb. 2-6, S.39). Schon damals wurde
angenommen, dass P-Cadherin die Funktion von E-Cadherin bis zu einem gewissen
Grad tibernehmen kann. Dies wurde spater durch den Nachweis eines erhohten
P-Cadherin Proteinlevels in hautspezifischen E-Cadherin Knockout Mausen bestatigt
(Tinkle et al., 2004; Tunggal et al., 2005).

In weiterfithrenden Experimenten wurde in einem hautspezifischen E-Cadherin
Knockout Mausstamm zusétzlich P-Cadherin durch RNAi-Technologie in seinem
Proteinlevel herunterreguliert (Tinkle et al., 2008). Proben von der Epidermis dieser Tiere
zeigten keine Verdanderungen auf der Proteinebene fiir die desmosomalen sowie die
Tight Junctions Proteine. Die Lokalisation der untersuchten Zell-Zell-Kontaktproteine
sowie deren Funktion war jedoch beeintrachtigt, aufgrund dessen die Cadherin-
defizienten Tiere innerhalb von 1-2 Stunden nach der Geburt starben, da keine intakte
epidermale Barriere vorhanden war, die sie vor der Dehydration schiitzen konnte

(Tinkle e al., 2008).

Dariiber hinaus wurde die Lokalisation der Polaritiatsproteine Par3, aPKC und
Scribble in der Epidermis der Cadherin-defizienten Tiere analysiert und u. a. mit der
Epidermis von Tieren mit einem hautspezifischen E-Cadherin Knockout verglichen. Es
zeigte sich, dass bei den Cadherin-defizienten Tieren die genannten Polaritatsproteine
nicht langer an der Zellmembran in den verschiedenen epithelialen Zellschichten
lokalisierten, sondern diffus im Zytoplasma auftraten (Tinkle et al., 2008). Diese
zytoplasmatische Lokalisation war weder in der Epidermis von Tieren mit einem haut-
spezifischen E-Cadherin Knockout noch in der Kontrolle zu sehen. Somit scheinen die
klassischen Cadherine E- und P-Cadherin fiir die korrekte Lokalisation der Polaritats-
proteine in der Epidermis notwendig zu sein und damit einen Einfluss auf die Ausbild-
ung der Zellpolaritit zu besitzen. Bezieht man diesen Befund nun auf die hier
prasentierten Ergebnisse nach dem pl20 Knockdown, wonach eindeutig die
Lokalisation der Cadherine an der Zellmembran vermindert ist und damit deren
membranstandige Funktion, so hat p120 dariiber womoglich auch einen Einfluss auf die
Zellpolaritat. Diese Fahigkeit konnte zu einem gewissen Grad auch von p0071

uibernommen werden.
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Aufgrund der vergleichbaren Lokalisationsmuster zwischen P-Cadherin und
p0071 in der Basalzellschicht der Haut wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Adherens Junctions Komplexe dort vor allem aus diesen beiden Proteinen aufgebaut
sein konnten. Diese Hypothese sollte durch Immunprazipitationen mit humanen wie

murinen Keratinozyten untermauert werden (siehe Abb. 2-2, S. 30 und Abb. 2-3, S. 31).

Fiir Adherens Junctions Komplexe, die P-Cadherin als Komponente enthalten,
kann aufgrund von Problemen mit den verwendeten P-Cadherin Antikorpern, die trotz
Optimierungsversuchen nicht gelost werden konnten, keine Aussage iiber den
molekularen Aufbau getroffen werden. Stattdessen gelang der Nachweis der Bindung
zwischen E-Cadherin und beta-Catenin mit p0071 oder p120 — dies unabhéngig von der
verwendeten Zelllinie. Somit unterscheiden sich die Adherens Junctions Komplexe nicht

zwischen humanen und murinen Keratinozyten.

Beziiglich VE-Cadherin wurde gezeigt, dass p0071 und p120 an der gleichen Stelle
innerhalb der Juxtamembranregion von dem Cadherin binden (Calkins et al., 2003).
Dazu wurden Punktmutationen in dieser Region eingefiigt und iiberpriift, ob die beiden
Catenine trotzdem weiterhin binden konnen. Als positive Bindungskontrolle wurde
B-Catenin benutzt, welches die klassischen Cadherine aufierhalb der Juxtamembran-
region bindet. Da diese Region innerhalb der klassischen Cadherine stark konserviert ist
(Nanes et al., 2012), wird davon ausgegangen, dass die beiden Catenine p0071 und p120
auch am E- und P-Cadherin um dieselbe Bindungsstelle konkurrieren. Dafiir spricht,
dass in den p0071 Immunprazipitationen kein p120 nachweisbar war und umgekehrt
genauso, die beiden Catenine also nicht im gleichen Komplex vorkommen. Dieser Fakt
belegt, dass verschiedene Adherens Junctions Komplexe in den Keratinozyten und

damit auch sehr wahrscheinlich in der Haut vorkommen.

Die Bindung der Catenine an E-Cadherin war bereits in den unstimulierten Maus-
keratinozyten, die noch {iiber keine Zell-Zell-Kontakte verfiigten, nachweisbar, so dass
sich der Komplex entweder im fiir die Immunprazipitation verwendeten Zelllysat
gebildet hat oder die Komponenten bereits vor bzw. beim Transport zur Zellmembran
assoziieren. Solche Komplexe konnen in den Immunfluroszenzstudien mit den
unstimulierten Mauskeratinozyten nicht beobachten werden (siehe Abb. 2-4, S. 35).
Gegen eine Assoziation der Komponenten vor dem Transport zur Zellmembran spricht

jedoch, dass p120 erst an der Zellmembran E-Cadherin bindet und nicht schon im
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endoplasmatischen Retikulum, wie es fiir 3-Catenin beschrieben ist (Chen et al., 1999;

Miranda et al., 2003).

Den in der Haut mutmafllich vorkommenden unterschiedlichen Adherens
Junctions Komplexen werden verschiedene Funktionen zugesprochen. So wird ange-
nommen, dass die P-Cadherin vermittelten Adherens Junctions das Herauslosen der
Zellen aus der Basalzellschicht und damit ihre Differenzierung zu superfiziellen,
kernlosen Korneozyten verhindern. Im Gegensatz dazu weisen die Keratinozyten der
anderen epithelialen Zellschichten E-Cadherin als Adherens Junctions Komponente auf,
was die Differenzierung zu superfiziellen, kernlosen Korneozyten ermdglicht (Lenox et

al., 2000).

Aufgrund seines zu P-Cadherin vergleichbaren Lokalisationsmuster ist fiir p0071
auch eine Funktion als Differenzierungsmarker, wie sie fiir P-Cadherin diskutiert wird,
denkbar. Als zytoplasmatisches Protein, welches P-Cadherin binden kann, konnte es an
der Regulation von Signalwegen beteiligt sein, die wiederum den Differenzierungs-
zustand der Keratinozyten regulieren, wie zum Beispiel der EGFR (epidermal growth
factor receptor)-Signalweg sowie der Calciumrezeptor-Signalweg (Hennings et al., 1980;

Rheinwald et al., 1980).

Eine Zunahme des p0071 Proteinslevels wie es fiir den Differenzierungsmarker
Villin in den untersuchten Caco-2 Zellen zu beobachten ist (siehe Abb. 2-13, S. 56), war
jedoch weder in den Mauskeratinozyten noch in den Caco-2 Zellen wahrend der
Differenzierung nachweisbar. Lediglich in der humanen HaCaT-Zelllinie nahm das
p0071 Proteinlevel wéhrend der Differenzierung zu (siehe Abb. 2-12, S. 52), was durch
das unterschiedliche Differenzierungspotential der beiden Keratinozyten-Zelllinien
begriindet sein konnte. So weisen die HaCaT-Zellen von Anfang an Zell-Zell-Kontakte

auf, wohingegen sie in den Mauskeratinozyten erst ausgebildet werden miissen.

Die ebenfalls untersuchten desmosomalen Proteine zeigten in beiden analysierten
Keratinozyten-Zelllinien eine Zunahme ihrer Proteinlevel wahrend des Differen-
zierungsprozesses. Die Keratinozyten bilden also vermehrt desmosomale Proteine
wahrend der Differenzierung und es gilt anzunehmen, dass diese fiir die Desmosomen-
bildung eingesetzt werden. Starker ausgebildete Zell-Zell-Kontakte wiederum stellen

einen erhohten Differenzierungsgrad gegeniiber den undifferenzierten Zellen ohne Zell-
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Zell-Kontakte dar. Somit handelt es sich bei den untersuchten desmosomalen Proteinen

um Marker fiir den Differenzierungsprozess in Keratinozyten.

Mit Hilfe der Keratinozyten konnten zudem hier erstmals proteinspezifische

Besonderheiten von p120 und p0071 aufgezeigt werden:

So bedingt ein p120 Knockdown einerseits eine verringerte Menge an E- und
P-Cadherin an der Plasmamembran, andererseits verringert sich die Gesamtprotein-
menge der Cadherine und von 3-Catenin — unabhéngig von der verwendeten Keratino-
zyten-Zelllinie (siehe Abb. 2-9, S.44). Dieser Sachverhalt wurde nach einem p0071

Knockdown nicht beobachtet.

Die Regulation der Cadherinstabilitit an der Plasmamembran stellt somit eine
p120 spezifische Funktion dar, die von p0071 nicht wahrgenommen wird. Dieser
Unterschied konnte in den unterschiedlichen Phosphorylierungsstellen der beiden
miteinander verwandten Proteine liegen. So ist bekannt, dass bestimmte Tyrosin-
phosphorylierungen an p120 seine Affinitdt gegeniiber den Cadherinen erhthen und
andere Phosphorylierungen die Affinitdt senken, so dass dann z. B. die E3-Ubiquitin-
ligase Hakai an die Cadherine binden kann und sie fiir den proteosomalen Abbau

markiert (Alema et al., 2007; Hartsock et al., 2012).

Andererseits regulieren die Cadherine die Membranlokalisation von p120 (siehe
Abb. 2-10, S. 47) (Thoreson et al., 2000), so dass ein positiver Feedback-Loop zwischen
p120 und den klassischen Cadherinen besteht. Eine solche Beobachtung wurde fiir p0071
nicht gemacht. Stattdessen tragen p0071 und Desmoplakin durch ihre Membran-
assoziation verstarkt zur interzellularen Adhasion bei, wenn einzelne Cadherine

herunterreguliert sind.

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass die Herunterregulation von
E-Cadherin zu Verzogerungen bei der Adherens Junctions Bildung fiihrt und dies hier
auch erstmals fiir p0071 in den murinen Keratinozyten gezeigt werden konnte (siehe
Abb. 2-5, S. 37). Da aber in beiden Fallen die Adherens Junctions Bildung trotz zeitlicher
Verzogerung weiterhin moglich ist, kann davon ausgegangen werden, dass andere
Proteine in den Keratinozyten ihre Funktionen zu einem gewissen Maf§ iibernehmen
konnen. Im Fall von E-Cadherin wurde eine Kompensation durch P-Cadherin bereits
gezeigt (Tinkle et al., 2004; Tunggal et al., 2005), im Fall fiir p0071 konnte p120 das

entsprechende Protein sein.
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3.2 Der Einfluss von p0071 auf die apikal-basolaterale Zellpolaritit

Die Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritit wurde in Caco-2 Zellen
untersucht mit dem Ergebnis, dass diese Zellen bei der 3D Zellkultivierung Zysten mit
multiplen Lumen bilden aufgrund einer gestorten Zellpolaritit. Dies kann
unterschiedliche Griinde haben, so bilden Caco-2 Zellen auch nach einem Rabll
Knockdown Zysten mit multiplen Lumen (Gao et al., 2010). Als Ursache werden
Storungen bei Transportprozessen angefiihrt, da an den multiplen Lumen apikale
Marker lokalisieren, wie es auch in den p0071 Knockdown Zysten zu sehen ist (sieche
Abb. 2-19, S. 68). Es werden also Stellen mit einer neuen apikalen Membrandomane
definiert, wenn p0071 oder Rabll in ihrer Funktion gestort sind. Dies ist sehr
wahrscheinlich auf ihre Funktionen an den Adherens Junctions zuriickzufiihren, die
wiederum die Lokalisation der Polaritatskomplexe beeinflussen und dariiber die
apikalen sowie basolateralen Membrandoménen indirekt mitdefinieren (Navarro et al.,
2005). Die Lokalisation der Adherens Junctions Komponente E-Cadherin sieht zwar in
den Caco-2 Zysten zwischen den Knockdown- und Kontroll-Zellen nicht stark verandert
aus (siehe Abb. 2-19, S. 68). Dies sagt aber nichts iiber die Funktionalitdt der Adherens

Junctions beziiglich der Organisation der Zellpolaritat aus.

Auffdllige Storungen bei der Organisation des Akinzytoskeletts in den p0071
Knockdown-Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurden hingegen nicht bemerkt. Hieraus

hatte auf eine Regulation von RhoA durch p0071 geschlossen werden konnen.

Im Zuge der Anfertigung dieser Arbeit wurden Caco-2 Zellen mit einem stabilen
Rab1l Knockdown generiert, die bei der 3D Zellkultivierung Zysten mit multiplen
Lumen bildeten. Anschlieflend waren Rescue-Experimente geplant, jedoch wiesen zu
wenige Zellen nach der transienten DNA-Transfektion und 5-tagiger 3D Kultivierung
eine griine Fluoreszenz auf, die die exogene Expression von p0071 anzeigte, so dass eine

Quantifizierung des Lumenphéanotyps nicht moglich war.

Die bekannte Interaktion zwischen p0071 und Rab 11 (Keil et al., 2014) kann auch
fiir die Erklarung der erhohten Anzahl an multipolaren mitotischen Spindeln nach
einem p0071 Knockdown herangezogen werden (siehe Abb. 2-20, S.70). So wurde
gezeigt, dass Rab11 fiir den Transport von Proteinen, die fiir den Spindelpolaufbau und
—reifung notwendig sind, verantwortlich ist (Hehnly et al., 2014). Dazu wurden u. a.

Knockdown-Experimente durchgefiihrt und die Rab11 positiven Endosomen an den
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Spindelpolen isoliert und beziiglich ihrer Zusammensetzung analysiert. Vorstellbar ist
somit, dass das Fehlen von p0071 in den Caco-2 Zellen die Funktion von Rabll
beeintrachtigt und damit der Spindelaufbau gestort wird. Diese Storung fithrt dann zur

Ausbildung multipolarer mitotischer Spindeln in den betroffenen Zellen.

Das p0071 keinen FEinfluss auf die Orientierung der bipolaren mitotischen
Spindeln in den Caco-2 Zysten besitzt, iiberrascht, da fiir verschiedene Polaritits-
proteine eine solche Wirkung beschrieben ist und eine Fehlregulation derselbigen zu
Zysten mit multiplen Lumen fiihrt (Durgan et al., 2011; Zheng et al., 2010). Vielleicht
sollte dieser Sachverhalt noch in einer anderen Zelllinie untersucht werden, um zu tiber-
priifen, ob dort ebenfalls kein Einfluss von p0071 auf die Orientierung der bipolaren

mitotischen Spindeln nachweisbar ist.

Ein gestorter Lumenphanotyp bei der 3D Zellkultivierung nach einem p0071
Knockdown wurde auch in der humanen Colonkarzinomazelllinie T84 beobachtet. Dort
bildeten sich irregulédr geformte Zysten mit einem deutlich kleineren Lumen als bei den
Kontroll-Zellen (Medvetz et al., 2012). In diesem Kontext wird darauf verwiesen, dass
p0071 mit dem Protein Follikulin einen Komplex bildet und der Knockdown von
Follikulin ebenfalls die Lumenbildung stort, so dass geschlussfolgert wird, dass der
p0071-Follikulin-Komplex fiir Stérungen bei der Zellpolaritdt verantwortlich ist
(Medvetz et al., 2012). Der weitere genaue molekulare Mechanismus dahinter ist bis jetzt
nicht verstanden und es ist daher auch nicht moglich Parallelen zu ziehen zu dem hier

vorgestellten Phanotyp in den Caco-2 Zellen.

Auf den Vorgang und die Effizienz der Lumenbildung besitzt p0071 keinen
Einfluss, wie u. a. die Live Cell Imaging Experimente gezeigt haben. Das bedeutet, dass

apikal lokalisierenden Ionenkanale unabhéngig von p0071 funktionieren.

Die einmalig durchgefiihrten Experimente mit dem neuartigen Biochip aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Otmar Huber zeigten einen Einfluss von p0071 auf die
gebildete ,Gewebestrukur” nach 7- sowie 14-tagiger Kultivierung. Nicht nur die
Organisation des Zellverbandes an sich, sondern auch die Lokalisation verschiedener
Zell-Zell-Kontaktproteine war nach einem p0071 Knockdown beeintrachtigt. Es wird
vermutet, dass die veranderte Lokalisation der Zell-Zell-Kontaktproteine dazu fiihrt,
dass die interzelluldre Adhéasion nicht normal ausgepragt ist und so nach einem p0071

Knockdown der generelle Eindruck eines weniger strukturierten Zellverbandes
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entsteht. Die veranderte Lokalisation der Zell-Zell-Kontaktproteine konnte auch die
beeintrachtigte Lokalisation vom Polaritatsprotein PKC C erklaren, da der Par-Komplex

direkt an Zell-Zell-Kontakte lokalisiert (Ebnet et al., 2001).

Generell stellt der verwendete Biochip eine gute Alternative zur 2D Zellkultur dar,
weil die Analyse der Proteinmengen nach einer 14-tagigen Kultivierungszeit das
Vorhandensein zweier p120 Isoformen zeigte (siehe Abb. 2-16, S. 63), wie sie bei der 2D
Zellkultur erst nach 21 Tagen Kultivierungszeit zu sehen war (siehe Abb. 2-13, S. 56).
Somit ist davon auszugehen, dass die Differenzierung der Zellen auf dem Biochip

deutlich schneller voranschreitet als bei der 2D Zellkultur.

Da fiir die Bildung eines intakten Zellverbandes die Ausbildung der richtigen
Zellpolaritat unerldfilich ist, u. a. damit sich die Zellen innerhalb des homogenen Zell-
verbandes richtig orientieren und eingliedern, beweisen die Ergebnisse der Biochip-

Proben, dass p0071 darauf einen Einfluss in Caco-2 Zellen besitzt.

Die durchgefiihrten Experimente mit den Caco-2 Zellen in der 2D Zellkultur
zeigen hingegen, dass p0071 einen Einfluss auf die Lokalisation verschiedener
desmosomaler Proteine an der Plasmamembran hat und dariiber die interzellulare
Adhiésion beeinflusst (sieche Abb. 2-15, S.59). Dieser Effekt kann durchaus direkt
vermittelt sein, da p0071 eine Bindestelle fiir das desmosomale Protein Desmoplakin
besitzt (Calkins et al., 2003; Setzer et al., 2004). Fehlt nun p0071 in den Caco-2 Zellen,
lokalisiert Desmoplakin nicht mehr effizient an der Plasmamembran, so dass auch die
Verbindung zwischen den Desmosomen und den Intermedidrfilamenten gestort ist.
Folgend daraus sind die desmosomalen Cadherine Desmocollin und Desmoglein nicht
mehr gut an der Plasmamembran verankert, was eine reduzierte interzelluldare Adhasion

nach sich zieht (siehe Abb. 2-15, S. 59).

Die Orientierung der Zellpolaritat ist bei der 2D Kultivierung der Caco-2 Zellen
mit einem p0071 Knockdown nicht gestort. Dies wurde mit unterschiedlichen apikalen
und basolateralen Markern gezeigt (sieche Abb. 2-14, S.57). Und auch die
Differenzierung in hochprismatische Enterozyten ist nach einem p0071 Knockdown
unbeeinflusst. So erreichten die Zellen wahrend der 21-tagigen Differenzierung eine
vergleichbare Hohe zu den Kontroll-Zellen, die mit einer unspezifischen shRNA

lentiviral transfiziert waren (Abb. 2-14, S. 57).
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Fiir diese Experimente wurden die Caco-2 Zellen auf permeablen Filter-
membranen kultiviert, die mit Collagen beschichtet waren. Da auch die extrazellulare
Matrix einen Einfluss auf die Auspragung der Zellpolaritat besitzt, konnte mit diesem
Ansatz womoglich die Funktion von p0071 bei diesem Prozess nicht zum Vorschein
gekommen sein. Vorstellbar ist, dass p0071 in Analogie zu seiner Funktion bei der
Zytokinese die Aktivitdtslevel der Rho-GTPasen wiahrend der Ausbildung der
Zellteilung beeinflusst. Da fiir die Rho-GTPase Racl bekannt ist, dass sie die
Orientierung der Zellpolaritat in MDCK-Zellen tiiber eine Interaktion mit Integrinen
festlegt (Martin-Belmonte et al., 2007; O'Brien et al., 2001), konnte p0071 z. B. iiber diesen

Signalweg die Zellpolaritat beeinflussen.

Es wurde wahrend der Anfertigung der Arbeit versucht die Aktivitédtslevel der
Rho-GTPase in den p0071 Knockdown-Zellen sowie in den dazugehorigen Kontroll-
Zellen zu bestimmen. Verschiedene Versuchsanordnungen fiihrten jedoch zu keinen
reproduzierbaren und damit aussagekréftigen Ergebnissen. Zu bedenken ist hierbei,
dass die Rho-GTPasen oftmals lokal reguliert werden und es daher fraglich ist, ob mit
dem verwendeten GST-Pulldown-Aktivitatsassay solche lokalen Veranderungen nach-

weisbar waren.

Generell haben die durchgefiihrten Experimente gezeigt, dass die Ergebnisse aus
den 2D Zellkulturexperimenten nicht ohne Einschrankungen auf die 3D Zellkultur-
experimente tiibertragbar sind. Dies kann damit begriindet werden, dass die
Geschwindigkeiten der Prozesse, die zum Ausbilden der apikal-basolateralen Zell-
polaritat fiihren, sich zwischen der 2D und 3D Kultivierungsmethode unterscheiden. So
ist eine einzelne Zelle, die in einer 3D Matrix eingebettet wird anderen Signalen
ausgesetzt, als dies in der 2D Zellkultur der Fall ist. Dies liegt zum einen an den
verwendeten Materialien — komplex zusammengesetzte basalmembran-dhnliche 3D
Matrix versus in 2D Collagen beschichtete Filtermembranen — zum anderen an der
eingesetzten Zelldichte. Die Caco-2 Zysten gehen bei der 3D Kultivierung aus einzelnen
Zellen durch Proliferation hervor, wohingegen eine so starke Vereinzelung der Caco-2

Zellen in der 2D Kultivierung zum Absterben der Zellen fiihrt.

Zusammenfassend belegen die prasentierten Ergebnisse eine Beteiligung von

p0071 an der Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritat.
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3.3 Mogliche Funktionen von p0071 beim intrazelluliren Protein-

transport

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse deuten auf eine Rolle von p0071 beim
COPII-vermittelten Proteintransport vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-
Apparat hin, da verschiedene Komponenten des COPII-Komplexes in einem Y2H
Screening mit der C-terminalen Doméne von p0071 gefunden wurden und
weiterfithrende Experimente einen Einfluss von p0071 z. B. auf das Sec31A Protein
belegen konnten (siehe Abb. 2-22, S. 73). Ob p0071 direkt oder indirekt einen Einfluss
auf das Sec31A Protein ausiibt, konnte im Zuge der durchgefiihrten Experimente nicht
ermittelt werden. Fiir einen direkten Einfluss wiirde der Nachweis einer Interaktion
zwischen p0071 und Sec31A. sprechen. Da es sich aber vermutlich um eine transiente
Interaktionen zwischen p0071 und den COPII-Komponenten handelt, gestaltet sich der

Nachweis schwierig.

Mit Hilfe der temperatursensitiven Proteinvariante von VSVG wurden schon viele
Proteine identifiziert, die einen Einfluss auf den ER zum Golgi-Apparat Transport
besitzen (Presley et al., 1997). Daher kam dieses Protein auch zum Einsatz, um die Rolle
von p0071 in diesem Zusammenhang zu kldren. Mit den durchgefiihrten VSVG- und
Endo H-Tests konnte jedoch beziiglich dem VSVG-Protein kein gestorter Transport zur
Plasmamembran nach einem p0071 Knockdown aufgezeigt werden (siehe Abb. 2-24,
S.77). Das p0071 Protein beeinflusst somit nicht den VSVG-Proteintransport zur

Plasmamembran.

Als Kontrolle fiir die Funktionalitit des Endo H Enzym wurde ein Teil der Proben
nicht mit dem Enzym inkubiert. Das VSVG-Protein weist in diesen Proben zum Teil ein
hoheres Molekulargewicht auf, da das Enzym Endo H hier keine mannosereichen
Zuckerreste vom Protein abspalten konnte. Damit ist belegt, dass der Endo H-Test an
sich funktionierte, aber kein Unterschied zwischen den Kontroll- und Knockdown-
Zellen feststellbar war. Und auch die Funktionalitdt des VSVG-Tests wurde durch die
Lokalisation der GFP-getaggten Proteinvariante vom VSVG bestdtigt, da das Protein
nach einer Inkubation der Zellen bei 40°C erwartungsgemafi in Zellkernnihe
akkumulierte, was fiir eine Aggregation des falsch gefalteten Proteins im
endoplasmatischen Retikulum spricht. Nach einer Inkubation bei 32°C war das VSVG-

Protein spater an der Zellmembran nachweisbar (siehe Abb. 2-24, S. 77).
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Da als neue putative Interaktionspartner fiir p0071 ausschliefilich die Sec24
Proteinisoformen A und D gefunden wurden, kénnte dies als Hinweis dienen, dass
p0071 eine Funktion bei dem Proteintransport besitzt, bei dem diese Sec24 Protein-
isoformen die Cargoselektion vermitteln. Dass die verschiedenen Sec24 Protein-
isoformen einen Einfluss auf die Cargoselektion besitzen, wurde u. a. durch isoform-
spezifische Knockdown-Experimente gezeigt (Merte et al., 2010; Miller et al., 2003;
Wendeler et al., 2007). Fiir die Selektion von VSVG in die COPII-bedeckten Vesikel am
endoplasmatischen Retikulum sind zum Beispiel die Sec24 Proteinisoformen A und B
notwendig (Mancias et al., 2008). Wenn also die Hypothese stimmt, dass p0071 eine
Funktion bei dem Proteintransport besitzt, bei dem diese Sec24 Proteinisoformen A und
D die Cargoselektion vermitteln, wiirde dies erkldren, warum kein Effekt von p0071 auf

den VSVG-Proteintransport nachweisbar ist.

Im durchgefithrten Y2H Screening wurde auch das kelch-like protein 12 (KLHL12)
als putativer Interaktionspartner fiir den C-Terminus von p0071 gefunden. Dabei
handelt es sich um ein mit der E3-Ubiquitinligase Cullin interagierendes Protein. Im
Komplex fiihren diese Proteine zu einer Monoubiquitinierung von Sec31, was zu einer
Vergrofierung der COPII-Vesikel an der ER-Membran fiihrt, wie sie fiir den Transport
von Procollagenfibrillen notwendig ist (Jin et al.,, 2012). Somit stellt Collagen ein
mogliches Cargo dar, bei dessen Transport p0071 eine regulierende Funktion besitzen

konnte.

Neben vielen Proteinen, die eine Rolle beim intrazelluldren Transport eine Rolle
spielen, wurden auch Proteine mit einer Funktion bei der Zelladhdsion im
durchgefiihrten Y2H Screening gefunden (siehe Abb. 2-21, S.71). Dies bestatigt zum
einen noch einmal die Bedeutung von p0071 fiir die Zelladhdsion und andererseits
beweist es, dass das Y2H Screening geeignet ist neue und bereits bekannte
Interaktionspartner fiir p0071 zu identifizieren. Auffallig war beim durchgefiihrten Y2H
Screening jedoch, dass keine Proteine mit einer PDZ-Doméane gefunden wurden, obwohl
p0071 am dufiersten C-Terminus ein PDZ-Bindemotiv besitzt. Eine mogliche Erklarung
dafiir, dass die PDZ-Proteine dieses Motiv nicht erkannt haben und daher nicht an p0071
gebunden haben, kann eine nicht korrekte Konformation des Motivs sein. Jenes
wiederum mag bedingt durch den angehangten Tag sein. Es ware somit sinnvoll, das

Y2H Screening mit einem anderen Tag zu wiederholen, um die native Konformation des



Diskussion 91

Bindemotivs zu erhalten. Sollte dies gelingen, konnten die PDZ-Proteine daran binden
und vielleicht bestimmt Polaritdtsproteine mit PDZ-Domaéanen wie Par3, Par6, Discs
Large und Scribble sowie PALS1 und PAT]J als putative Interaktionspartner fiir p0071
entdeckt werden. Dies wiirde Riickschliisse zulassen, fiir welchen der drei konservierten

Polaritatskomplexe p0071 von Bedeutung ist.

Aufgrund seiner basolateralen Lokalisation in den untersuchten Caco-2 Zellen ist
eine Interaktion zwischen dem PDZ-Bindemotiv von p0071 und dem ebenfalls baso-
lateral angeordneten Scribble-Komplex am wahrscheinlichsten. Zumal das Scribble
Protein schon mit der Adherens Junctions Komponenten E-Cadherin interagiert (Lohia
et al., 2012; Qin et al., 2005). Die Proteine lokalisieren also in unmittelbare Nahe
zueinander an der Plasmamembran, was die Komplexbildung zwischen ihnen
begiinstigen sollte. Nimmt man diese Bildung eines Komplexes an, wiirde damit der
Stabilisierung der basolateralen Membrandomine gedient sein, indem sichergestellt
wird, dass zwei Komplexe, die der Defintion der basolateralen Membrandomaéne dienen

in Abhédngigkeit voneinander korrekt an der Plasmamembran lokalisieren.

Da fiir p0071 auch eine im C-Terminus um 43 Aminosdauren kiirzere Isoform
existiert (Hatzfeld et al., 1996), konnte man das durchgefiihrte Y2H Screening fiir diese
kiirzere Proteinvariante wiederholen, um so auf mogliche Isoform-spezifische
Interaktionspartner fiir p0071 riickschliefSen zu konnen. Es ist nicht auszuschliefien, dass
sich die beiden bekannten p0071 Isoformen in ihren Funktionen bei der Ausbildung der
Zellpolaritat unterscheiden. Uberhaupt ist bisher vollkommen unklar unter welchen
Bedingungen welche Proteinvariante von p0071 in den unterschiedlichen Zellarten

gebildet wird.
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3.4 Modell zur Rolle von p0071 bei der Zellpolaritit

Der Einfluss von p0071 auf die Ausbildung der apikal-basolaterale Zellpolaritat ist
nach den vorgestellten Ergebnissen unbestreitbar. Jedoch ist der molekulare
Mechanismus dahinter noch immer nicht im Detail verstanden. Diese Arbeit erhartet
allerdings die Vermutung, dass die Interaktionen zwischen p0071 und Rab11 sowie den

Rho-GTPasen RhoA, Cdc42 und Racl eine entscheidende Rolle dabei spielen.

— apikal

L baso-
lateral

Abb. 3-1: Modell zur Rolle von p0071 bei der apikal-basolateralen Zellpolaritat

Das p0071 Protein kann {iiber verschiedene Signalwege auf die Ausbildung der apikal-
basolateralen Zellpolaritat einwirken. Entscheidend dafiir ist u. a. die Balance zwischen den
drei Rho-GTPasen RhoA, Cdc42 und Racl. Auf den Aktivitatszustand der Rho-GTPase RhoA
kann p0071 direkt regulierend wirkend. RhoA gilt als Gegenspieler zu Racl, welches durch
Interaktion mit den Integrinen Signale von aufSen in die Zelle transferriert. Cdc42 kann durch
die Adherens Junctions (A]) aktiviert werden und wirkt u. a. durch den Par-Komplex (Par)
regulierend auf die Tight Junctions (T]). Durch seine Interaktion mit Rab11 kann p0071 auch
den intrazelluldren Proteintransport beeinflussen und dariiber die Dynamik der Adherens
Junctions an der Zellmembran.

Cdc42 ist fiir die Orientierung der mitotischen Spindel wahrend der Zellteilung
von Bedeutung und reguliert dariiber die richtige Ausbildung der Zellpolaritat in 3D
gewachsenen Zysten (Jaffe et al., 2008). Zur Ausiibung dieser Funktion interagiert Cdc42

mit den Komponenten des Par-Komplexes Par6 und aPKC (Durgan et al., 2011).

Fiir Racl konnte hingegen ein Einfluss auf die Signaliibertragung von Zell-Matrix-
Kontakten zur Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritdt ermittelt werden

(O'Brien et al.,, 2001). Dabei ist das Gleichgewicht zwischen den Rho-GTPasen
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entscheidend fiir die richtige Ausbildung der Zellpolaritat. So weisen in 3D gewachsene
MDCK-Zellen, die zuvor mit einer dominant negativen Proteinvariante von Racl
transfiziert wurden, eine invertierte Zellpolaritat auf. Dies bedeutet, dass die apikalen
Marker zur extrazelluliren Matrix ausgerichtet sind und nicht zum Lumen. Ein
Knockdown von RhoA kann in diesem Zusammenhang die richtige Orientierung der

Zellpolaritat wiederherstellen (Yu et al., 2008).

Das p0071 Protein kann wiederum die Aktivitat von RhoA stimulieren (Wolf et al.,
2006), und so tiber die aufgezeigten Mechanismen bei der Ausbildung der Zellpolaritat
mitwirken. Dies kann zudem auch tiber die bereits erwdhnte gegenseitige Regulation
zwischen Rab11 und p0071 passieren (Keil et al., 2014). So wird angenommen, dass der
multiple Lumenphéanotyp nach einem Rabll Knockdown in Caco-2 Zellen durch
Transportdefekte verursacht wird (Gao et al., 2010). Durch seine regulierende Wirkung
auf Rabll kann p0071 auf eben diese Transportvorgdnge einwirken und so die
Ausbildung der apikal-basolateralen Zellpolaritat beeinflussen. Dabei ist fiir Rab11 eine
Beteiligung an der Assemblierung der Adherens Junctions belegt (Desclozeaux et al.,
2008).

Wie in den ersten Kapiteln erldutert, ist die Zellpolaritdt ein so fundamentaler
biologischer Prozess, dass jede weitere Forschung auf diesem Gebiet vorangetrieben

werden sollte, um Krankheiten wie Krebs besser verstehen und behandeln zu konnen.



4 Material und Methoden

4,1 Hefestaimme

Material:  Saccharomyces cerevisine-Stamm AH109 bzw. Y187 (Clontech, Mountain
View, USA); 10x Aminosdure Dropout-Zusatz (Clontech, Mountain View,
USA); Agar-Agar (Carl Roth, Karlsruhe); YPDA- und SD-Medium

Fir das Yeast Two Hybrid Screening wurden folgende Saccharomyces cerevisiae-

Stamme verwendet:

Tabelle 4-1: verwendete Hefestimme

Stamm | Genotyp Vertrieb
AH109 | MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200,gal4A, Clontech, Mountain
gal80A, LYS2:: GALIUAS-GALITATA-HIS3, View, USA

ura3:MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ

Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, Clontech, Mountain
112, gal4A, met-, gal80A, URA3:GAL1UAS- View, USA
GAL1TATA-lacZ

Die Anzucht der Hefestimme erfolgte in YPDA-Medium.
YPDA-Medium: 2 % (w/v) Bakto-Pepton; 1 % (w/v) Hefeextrakt;
2 % (w/v) Glucose; 0,08 % (w/v) Adenin-Hemisulfat; pH 6,5
Nach erfolgter Transformation der Hefen erfolgte die weitere Kultivierung in
SD-Medium.
SD-Medium: 2 % (w/v) Glucose; 6,7 % (w/v) Hefe-Stickstoff-Base ohne
Aminosauren; 1x Aminosaure Dropout-Losung; pH 5,8
Die entsprechenden YPDA- bzw. SD-Agar konnten durch Zugabe von 20 g/1
Agar-Agar hergestellt werden. Die Selektion transformierter Hefen erfolgt in der Regel

durch plasmidvermittelte Stoffwechselauxotrophien, statt iiber Antibiotikaresistenzen

wie bei den Bakterien.
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4.2 Plasmid-Transformation in Saccharomyces cerevisiae AH109

Material:  Saccharomyces cerevisize—~Stamm AH109 (Clontech, Mountain View, USA);
GFL-Schiittelinkubator 3032 (GFL, Burgwedel); Yeastmaker Carrier DNA,
10x Aminosdure Dropout-Zusatz (beides Clontech, Mountain View, USA);
Wasserbad bei 42°C, Selektions-SD-Agarplatten; Photometer: GeneQuant
1300, Version: 4281 V1.6.1 (GE Healthcare, Chalfont St Giles,
Grofsbritannien); Zentrifuge fiir 50 ml Zentrifugationsrohrchen, TE-Puffer;
Lithiumaceatat und Polyethylenglykol 4000 (Carl Roth, Karlsruhe); DMSO
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); MS1 Minishaker (IKA, Staufen)

Die fiir das Y2H Screening verwendete humane cDNA-Bibliothek war bereits
durch den Hersteller in den Hefestamm Y187 transformiert. Fiir die Transformation des
C-Terminus von p0071 auf dem pBD-Vektor wurde eine Ubernachtkultur der
Saccharomyces cerevisiae AH109 in 50 ml YPDA-Medium bei 30 °C und 250 rpm inkubiert
bis eine optische Dichte grofler als 1,5 bei 600 nm erreicht wurde. 30 ml dieser
Starterkultur wurden zum Animpfen von 300 ml YPDA-Medium verwendet. Die
optische Dichte bei 600 nm lag so bei 0,2-0,3. Die weitere Kultivierung erfolgte bei 30 °C
und 230 rpm fiir ungefdhr 3 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt lag die optische Dichte bei
600 nm zwischen 0,4 und 0,6. Die Hefezellen wurden anschliefiend fiir 5 Minuten bei
3000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 6 ml
TE-Puffer resuspendiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 5 Minuten bei
3000 rpm und RT. Das Zellpellet wurde in 1,5ml frisch hergestellter 1x TE/1x
Lithiumacetat (LiAc)-Losung resuspendiert. 0,1 ml von diesen Hefezellen wurden mit
0,5 ug Plasmid-DNA und 0,1 mg Carrier DNA gemischt, sowie mit 0,6 ml frisch
hergestellter PEG/ LiAc-Losung. Nach einem kurzen Mischen der Zellen mit der DNA
durch Benutzung eines Rotationsschiittlers wurden der Ansatz fiir 30 Minuten bei 30 °C
und 200 rpm inkubiert. Nach der Zugabe von 70 ul DMSO und vorsichtigem
Durchmischen erfolgte eine Inkubation fiir 15 Minuten in einem 42 °C warmen
Wasserbad. Anschliefend wurde der Ansatz 1-2 Minuten auf Eis abgekiihlt, kurz
zentrifugiert und in 100 ul TE-Puffer resuspendiert bevor er auf die Selektions-SD-
Agarplatten ausgestrichen wurden und bei 30 °C inkubiert wurde. Fiir die Selektion auf
erfolgreich transformierte Hefen wurden SD-Agarplatten ohne Tryptophan verwendet.
Um zu testen, ob das transformierte p0071 C-Terminus Konstrukt keine Autoaktivitat
besitzt, wurden erfolgreich transformierte Hefe-Einzelkolonien aufser auf SD-
Agarplatten ohne Tryptophan auch auf SD-Agarplatten ohne Tryptophan und Histidin

bzw. ohne Tryptophan und Adenin ausgestrichen. Das Wachstum auf Histidin- und



Material und Methoden 96

Adenin-freien SD-Agarplatten wurde spater im Y2H Screening als Reporter fiir
stattfindende Interaktionen zwischen dem C-Terminus von p0071 und den Proteinen
aus der humanen cDNA-Bibliothek benutzt. Der C-Terminus von p0071 wies keine

Autoaktivitat auf.
10x LiAC: 1 M Lithiumacetat, pH 7,5
PEG/LiAc Losung; 40 % PEG 4000; 1x TE-Puffer, 1x LiAc

1x TE-Puffer: 10 mM TRIS; 1 mM EDTA; pH 7,5

4.3 Y2H Screening

Material: Mate & Plate Library - Universal Human Normalized (Clontech, Mountain
View, USA), mit dem C-Terminus von p0071 transformierter AH109
Hefestamm (siehe Abschnitt 0, S. 95); Tryptophan-, Leucin-, Histidin- und
Adenin-freie  Selektions-SD-Agarplatten, =~ Zentrifuge  fiir =~ 50 ml
Zentrifugationsrohrchen, SD- und YPDA-Medium (siehe Abschnitt 4.1,
S. 94); GFL-Schiittelinkubator 3032 (GFL, Burgwedel)

Das Yeast Two Hybrid Screening diente der Identifikation moglicher neuer
Interaktionspartner von p0071. Dazu wurde der C-Terminus von p0071 auf dem Vektor
pBD in den Hefestamm AH109 transformiert (siehe Abschnitt 0, S. 95) und nach dem
Mating mit dem Hefestamm Y187, der mit einer humane cDNA-Bibliothek transformiert
war, auf mogliche Interaktionen zwischen den Proteinen getestet. Als Reporter fiir
mogliche Interaktionen zwischen den Proteinen diente das Wachstum der durch das
Mating entstandenen Hefe-Diploide auf Tryptophan-, Leucin-, Histidin- und Adenin-

freien Selektions-SD-Agarplatten.

Fiir das Mating der beiden verschiedenen transformierten Hefestimme AH109 und
Y187 wurde eine 50 ml Ubernachtkultur in SD-Medium ohne Tryptophan des trans-
formierten AH109 Hefestamms nach Erreichen einer optischen Dichte bei 600 nm von
0,8 zentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgte fiir 5 Minuten bei 3000 rpm und RT. Das
Zellpellet wurde anschlieffend in 5 ml SD-Medium ohne Tryptophan resuspendiert und
mit 1 ml des aufgetauten, mit der humanen cDNA-Bibliothek transformierten Y187
Hefestamm in einem 2 L Kolben und 45 ml 2x YPDA-Medium vereint. Es folgte eine
Inkubation fiir 24 Stunden bei 30 °C und 50 rpm. Am nédchsten Tag wurden die
gemateten Hefezellen fiir 10 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der 2 L Kolben wurde
zweimal mit je 50 ml 0,5x YPDA ausgespiilt und mit dem Zellpellet vereint. Nach einer

erneuten Zentrifugation wurde das Zellpellet in 10ml 0,5x YPDA Medium
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resuspendiert. Der Grofiteil der Zellsuspension wurde zu je 200 pl auf 15 cm grofsen
Selektions-SD-Agarplatten ohne Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenin
ausgestrichen. Fiir die Uberpriifung des erfolgreichen Matings der beiden Hefestimme
miteinander, wurde ein kleiner Teil auch auf Selektions-SD-Agarplatten ohne
Tryptophan und Leucin ausgestrichen. Die Selektions-SD-Agarplatten wurden bei 30 °C
inkubiert. Bei Wachstum auf den Selektionsreporterplatten (ohne Tryptophan, Leucin,
Histidin und Adenin) wurden diese Hefekolonien gepickt, die enthaltenen Plasmide

isoliert (siehe Abschnitt 4.4, S. 97), sowie anschliefiend sequenziert.

44 DNA-Isolierung aus Hefen

Material: Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Carl Roth, Karlsruhe), Glasperlen 425-
600 um acid-washed sowie 96 % Ethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);
SD-Medium (siehe Abschnitt 4.1,S. 94), 10x Aminosdure Dropout-Zusatz
(Clontech, Mountain View, USA)

Die von den Selektionsplatten gepickten Hefekolonien wurden {iber Nacht bei
30 °C und 240-260 rpm in 4 ml SD-Medium ohne den Zusatz von Tryptophan, Leucin,
Histidin und Adenin inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium bei RT fiir
5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 200 ul Lysispuffer, ein wenig
Glasperlen und 200 pul Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol durch 1-miniitiges
Vermischen auf einem Rotationsschiittler aufgeschlossen. Die unldslichen Zelltriimmer
wurden durch die Zentrifugation bei RT fiir 5 Minuten bei 13.000 rpm abgetrennt und
die obere Phase (ca. 150 pl) erneut zentrifugiert. Der Uberstand davon wurde mit 500 pl
96 % Ethanol versetzt und kurz in fliissigen Stickstoff inkubiert. Es folgte eine erneute
Zentrifugation bei RT fiir 10 Minuten und 13.000 rpm. Das entstandene Pellet ist die
isolierte DNA aus den Hefezellen. Die DNA wurde vor dem Trocknen bei 37 °C
zundchst mit 250 ul 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die DNA in

20 pl autoklaviertem Wasser aufgenommen.

Lysispuffer (100 ml): 2 ml 100 % Triton X-100; 5 ml 20 % SDS; 2 ml 5 M NaCl;
1ml 1M TRIS-HCI pH 8,0; 0,2ml 0,5M EDTA pH 8,0;
ad 100 ml H20

Die so isolierte Hefe-DNA wurde anschlieffend teilweise fiir eine Polymerasen-
Kettenreaktion (PCR) eingesetzt, deren Produkte wurden dann zur Sequenzierung

geschickt.
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4.5 Polymerase-Kettenreaktion fiir die Y2H Proben

Material: DreamTaq PCR Master Mix (2X), Nuklease-freies HO (alles von Thermo
Scientific, Waltham, USA); DNA-Oligonukleotide (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg); Thermozykler T3 (Biometra, Gottingen)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient unter anderem der in wvitro

Vervielfaltigung von Desoxyribonukleinsauren (DNA).

Tabelle 4-2: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

Reagenz Volumen
Hefe-DNA 2 ul
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 25 ul
forward Primer (10 pmol/ul) 1ud
revers Primer (10 pmol/ul) 1l
Nuklease-freies H-O 21 ul

Die Sequenzen der Primer fiir die PCR waren die folgenden:

Primer Sequenz 5 >3
forward attcaaaaccactgtcacctggttggac
revers cagttgaagtgaacttgcggggotttttc

Der PCR-Ansatz wurde gemischt und im Thermozykler unter folgenden

Bedingungen inkubiert:

Tabelle 4-3: PCR-Programm

Temperatur Dauer Wiederholungen
95 °C 2 Minuten keine

95 °C 30 Sekunden 5x

72 °C 5 Minuten

95 °C 30 Sekunden 20x

68 °C 5 Minuten

68 °C 7 Minuten keine

Nach der PCR wurden 5 pl vom Ansatz mit dem Restriktionsenzym HindIII
verdaut (siehe Abschnitt Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.,
S. Fehler! Textmarke nicht definiert.), um durch die unterschiedlichen Schnittstellen fiir
das Enzym innerhalb der Y2H Proben Hinweise auf identische Klone zu bekommen.
Jeweils 5ul vom PCR-Ansatz der zu sequenzierenden Proben wurden in die
Vertiefungen einer 96 Well-Platte pipettiert und im 60 °C Trockenschrank fiir ungefahr

5 Minuten eingetrocknet. Anschlieffend wurde die Well-Platte mit Folie versiegelt und
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zum Seque

nzieren an die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) geschickt. Die

Sequenzierung erfolgte mit dem T7-Primer der Firma.

4.6 Zelllinien

Fiir die Erstellung der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

Tabelle 4-4: verwendete Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Referenz
Hela humane Zellen aus einem Cervix- (Scherer et al.,
Adenokarzinom 1954)
MCE-7 humane Zellen aus einem Mamma- (Soule et al., 1973)
Adenokarzinom
HaCaT humane spontan transformierte Keratinozyten (Boukamp et al.,
1988)
Maus- murine spontan transformierte Keratinozyten (Vijayaraj et al.,
keratinozyten 2009)
(MKZ)
Caco-2 humane Zellen aus einem Colon-Adenokarzinom | (Fogh et al., 1977)
HEK-293T humane embryonale Nierenepithelzellen (Graham et al.,
1977)
MDCKII canine Nierenepithelzellen (Gaush et al., 1966)

4.7 2D Zellkultur

Material:

DMEM; Natriumpyruvat; FCS; Trypsin; DMSO, nicht essentielle Amino-
sduren, L-Alanyl-L-glutamine; Isopropanol (alles von Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA); COz-Inkubator (Heraeus Instruments, Hanau); Sterilbank
(Kendro; Langenselbold); Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container (Thermo
Scientific, Waltham, USA); Universal 16 Hettich Zentrifuge (Hettich,
Tuttlingen);  Mikroskop  Wilovert A (hund, Wetzlar); PBSE;
Plastikkulturschalen (Corning, Corning, USA), Kryo-Rohrchen (TPP Techno
Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz); DMEM/ Ham’s F12 low
calcium (GE Healthcare, Miinchen); Chelex 100 Resin (Bio-Rad, Hercules,
USA); Adenin, Insulin, Hydrocortison, Choleratoxin, epidermal growth factor,
Essigsdure (alles von Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 2,5 % Trypsin (Life
Technologies, Carlsbad, USA), Collagen Type I Rat Tail und Transwell 4 pm
Polyester-Membraneinsatze (Corning, Corning, USA), Calciumchlorid (Carl
Roth, Karlsruhe)

Die Kultivierung der HeLa-, MCE-7-, HEK-293T und HaCaT-Zellen erfolgte in

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) Kultivierungsmedium, dem zusétzlich 10 %

FCS (fetal calf serum, fetales Kélberserum) zugefiigt wurde. Die Zellen wuchsen fiir die

Kultivierun

g auf 10 cm Plastikkulturschalen im COz-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO»-
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Gehalt. Alle 2 bis 4 Tage wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Kultivierungs-
medium entfernt, die Zellen mit PBSE (phosphate buffered saline + 1mM EDTA)
gewaschen und anschliefSfend mit 1 ml Trypsin von der Kulturschale abgelost. Die Zellen
wurden zur Neutralisation des Trypsins in einigen Millilitern DMEM aufgenommen
und fiir 3 Minuten bei 1.500 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem DMEM

resuspendiert und die Zellsuspension auf neue Kulturschalen verteilt.

Zum Einfrieren der Zellen wurden die Zellen zuvor ebenfalls mit PBSE gewaschen
und durch Trypsin von der Kulturschale abgelost. Nach dem Zentrifugationsschritt
wurde das Zellpellet in FCS mit 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) resuspendiert. Die
Suspension wurde in Kryo-Rohrchen iiberfiihrt, die in speziellen Einfrierboxen mit einer
Abkiihlrate von 1 °C pro Minute in der Gefriertruhe auf -80 °C gekiihlt wurden. Das
DMSO soll wahrend des Einfrierens die Eiskristallbildung, die die Zelle zerstéren kann,

verhindern.

Zum Auftauen der Zellen wurde die Zellsuspension im Kryo-Réhrchen méglichst
schnell im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und der Inhalt in Zentrifugations-
rohrchen iiberfiihrt, in denen bereits vorgewarmtes DMEM enthalten war. Es erfolgte
eine Zentrifugation fiir 3 Minuten bei 1.500 rpm und RT. Das Zellpellet wurde in DMEM
resuspendiert und auf die Kulturschalen verteilt. Am nachsten Tag wurde das Medium

gewechselt bzw. die Zellen passagiert.

Die Kultivierung der Caco-2 Zellen erfolgte in DMEM, dem zusatzlich 10 % FCS
sowie 1% nicht essentielle Aminosduren und 1 % L-Alanyl-L-glutamine zugefiigt
wurde. Zum Ablosen der Zellen von der Kulturschale wurde das verwendete Trypsin
1:2 in PBSE verdiinnt. Die restliche Kultivierung der Zellen erfolgte wie oben bereits
beschrieben bzw. wurde die Zellen zum Teil nicht auf den normalen
Plastikkulturschalen kultiviert, sondern auf Transwell Polyester-Membraneinsatze mit
einer Porengrofie von 4 um um die Differenzierung in hochprismatische Enterozyten zu

fordern.

Die Kultivierung der Mauskeratinozyten erfolgte in DMEM/ Ham’s F12 low
calcium Medium, dem zusatzlich 10 % Chelex behandeltes FCS, 2 ml Adenin (250x),
500 pl Insulin (1000x), 250 pul Hydrocortison (200x), 5 ul Choleratoxin, 5 ml L-Alanyl-L-
glutamine, 5 ml Natriumpyruvat und 500 ul EGF (1000x) zugefiigt wurde. Die Zellen

wuchsen fiir die Kultivierung auf 10 cm Plastikkulturschalen im CO:-Inkubator bei
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32 °C und 5 % CO2-Gehalt. Die Mauskeratinozyten wurden nur mit PBS gewaschen,
bevor eine Inkubation mit Trypsin zum Ablosen der Zellen von der Kulturschale erfolgt.
Auch hier wurden die Zellen zum Passagieren nach dem Abldsen fiir 3 Minuten bei
1.500 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in frischem Kultivierungsmedium
resuspendiert, bevor die Zellsuspension auf neue Kulturschalen verteilt wurde. Die
Kulturschalen mussten fiir die Mauskeratinozyten zuvor immer mit einer Collagen-
Losung fiir mindestens 20 Minuten bei 37 °C beschichteten werden. Nach der
Beschichtung wurden die Kulturschalen zweimal mit PBS gewaschen, bevor die Maus-
keratinozyten darauf kultiviert wurden. Zur de novo Bildung von Zell-Zell-Kontakten
wurde das normale Kultivierungsmedium der Mauskeratinozyten mit 50 uM Calcium

gegen Medium ausgetauscht, das stattdessen 1,2 mM Calcium enthielt.

PBS(E): 135 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM Na:HPOs; 1 mM KH:PO;
(1 mM EDTA); pH 7,4

4.8 3D Zellkultur

Material: Geltrex (life technologies, Carlsbad, USA); p-Slide 8 Well (Ibidi,
Martinsried); COz-Inkubator (Heraeus Instruments, Hanau); Sterilbank
(Kendro; Langenselbold); Choleratoxin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Die 3D Zellkultivierung der Caco-2 Zellen erfolgte in einer Matrix, die aus
Wachstumsfaktoren-reduzierten Basallamina-Extrakten des murinen Engelbreth-Holm-
Swarm Tumors besteht. Zu den Hauptbestandteilen der Matrix (= Geltrex von life
technologies) zahlen laut den Herstellerangaben Laminin, Collagen IV, Entactin und
Heparinsulfat-Proteoglykane. Die Kultivierung geschah in 8 Well Objekttragern, deren
Vertiefungen zundchst mit 100 % Geltrex beschichtet wurden. Damit das Geltrex von
seiner bei 4 °C fliissigen Form in eine stabile, feste Form tibergeht, erfolgte eine
Inkubation fiir 20-30 Minuten bei 37 °C. Die Caco-2 Zellen wurden anschlieffend als
Einzelzellsuspension, bestehend aus dem Kultivierungsmedium mit 40 % Geltrex, in die
Vertiefungen auf den Objekttragern zu je 100-150 ul eingesetzt und zum Gelieren der 3D
Matrix ebenfalls fiir 30 Minuten bei 37 °C im COz-Inkubator inkubiert. Anschlieffend
wurde die Matrix mit ca. 300 pl Kultivierungsmedium tiiberschichtet und die Zellen auf
diese Weise mehrere Tage lang kultiviert. Es wurde ein Mediumwechsel alle 2-3 Tage
durchgefiihrt. Zur Stimulation der Lumenbildung in den entstandenen kugelformigen

Zellgebilden (= Zysten) wurde am Tag 5 nach Beginn der 3D Kultivierung 0,1 pg/ ml
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Choleratoxin dem Medium zugesetzt. Nach mindestens vier Stunden Inkubation mit
Choleratoxin wurden die Zellen anschlielend fiir die immunzytologischen

Untersuchungen fixiert (siehe Abschnitt 4.13, S. 104).

4.9 Live Cell Imaging

Material: siehe Abschnitt 4.8, S.101; Mikroskop: Axio Observer .Z1 +
Kamera: AxioCamMR3 (Carl Zeiss AG, Jena);

Fiir das Live Cell Imaging der Lumenbildung in den 3D kultivierten Caco-2 Zysten
wurden diese zundchst durch Zugabe von 0,1 pug/ ml Choleratoxin in das Medium am
Tag 5 der 3D Kultivierung zur Lumenbildung angeregt. Wahrend der nachfolgenden
mikroskopischen Aufnahmen wurden die Zellen im Objekttrager in der zum Mikroskop
dazugehorigen Inkubationskammer bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Etwa alle 5-

15 Minuten wurden Bilder aufgenommen und dies maximal 24 Stunden lang.

4.10 Zellzahlbestimmung

Material: Neubauer Zdahlkammer (Laboroptik, Friedrichsdorf); Mikroskop Wilovert A
(hund, Wetzlar)

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mit der Neubauer Zahlkammer. Dazu wurde
von einer Zellsuspension, deren Zellzahl bestimmt werden sollte, eine 1:100
Verdiinnung hergestellt. 10 ul der Verdiinnung wurden jeweils in die zwei Zahlfelder
der Neubauer Zahlkammer pipettiert. Am Mikroskop wurden dann pro Zahlfeld vier
Grofiquadrate ausgezahlt, die wiederum durch vier weitere Quadrate gebildet wurden.
Anschlieffend wurde der Mittelwert aller vier Grofsquadrate ermittelt. Da das Volumen
eines Zahlfeldes 0,1 mm? betrdgt, war die bestimmte Zellzahl in 0,1 pl Zellsuspension
enthalten. Diese Zellzahl musste noch einmal mit dem Faktor 100 multipliziert werden,
aufgrund der vorgenommenen Verdiinnung sowie mit dem Faktor 10000, um von 0,1 pl
auf 1 ml zu kommen. Das Ergebnis entspricht dann der Anzahl der Zellen, die in 1 ml

Zellkulturmedium resuspendiert wurden.
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4.11 siRNA Transfektion

Material: Lipofectamin 2000 (life technologies, Carlsbad, USA); serumfreies DMEM
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); Xfect siRNA Transfection Reagent (Clontech,
Mountain View, USA)

Die Transfektion von siRNA mittels Lipofectamin 2000 erfolgte in Suspension mit
HelL a-, Caco-2 und HaCaT-Zellen. Fiir die Transfektion der Zellen, die in einem 24 Well
enthalten waren, wurden 25 pmol siRNA und 1,5 ul Lipofectamin 2000 eingesetzt.
Beides wurde zuvor in je 50 ul serumfreies DMEM verdiinnt. Die Lipofectamin-
Verdiinnung wurde fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie mit der
siRNA-Verdiinnung im Verhaltnis 1:1 gemischt wurde. Dieser Ansatz wurde fiir weitere
20 Minuten bei RT inkubiert und anschliefend zu der Zellsupension in die
Kulturschalen gegeben. Die Zellen wurden fiir die Transfektion so in Suspension

eingesetzt, dass sie am nachsten Tag zu ca. 50 % konfluent waren.

Die siRNA-Transfektion der Mauskeratinozyten erfolgte mittels Xfect siRNA
Transfection Reagent. Hierzu wurden die Zellen ebenfalls in Suspension transfiziert,
jedoch so eingesetzt, dass sie am ndchsten Tag zu mindestens 60 % konfluent waren. Pro
24 Well wurden 30 pmol siRNA mit 4 ul Xfect Polymer und 46 ul Reaktionspuffer
eingesetzt. Nach einer 20-miniitigen Inkubationszeit bei RT konnte die Losung zu der
Zellsuspension in die Kulturschalen gegeben werden. Es erfolgte bei beiden Trans-

fektionsmethoden am nachsten Tag ein Mediumwechsel.

4,12 Lentivirale Transduktion

Material: Calciumchlorid (Carl Roth, Karlsruhe); Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA); Prazipitationspuffer; 0,45 um Polyethersulfon-Filter (VWR
International, Wayne, USA); Polyethylenglykol 6000 und Natriumchlorid
(Carl Roth, Karlsruhe); DNase/RNase-freies Wasser und Polybren (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA); Puromycin (Life Technologies, Carlsbad, USA)

HEK-293T-Zellen wurden stark subkonfluent auf 6 cm Kulturschalen eingesetzt
und am néchsten Tag mittels Calciumphosphat transfiziert. Die Kulturschalen wurden
zur besseren Adhédsion der Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet, indem sie fiir
10 Minuten mit diesem inkubiert und anschlieffend mit PBSE gewaschen wurden. Vor
der Transfektion wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, d.h., dass das
Kultivierungsmedium durch 2,4 ml frisches DMEM ersetzt wurde. Fiir die Herstellung

des Prazipitats wurden 24,8 pug Plasmid-DNA (50 % individuelle Plasmid-DNA, 36 %
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psPAX, 14 % pMDS.G) in 280 ul DNase/RNase-freies Wasser pipettiert und nach der
Zugabe von 40 pul 2 mM Calciumchlorid vorsichtig gemischt. Diese DNA-Mischung
wurde anschlielend unter Schiitteln tropfenweise zu 310 ul Prazipitationspuffer
gegeben. Der Ansatz wurde fiir 20 Minuten bei RT inkubiert und anschlieffend zu den
HEK-293T-Zellen hinzugefiigt. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und die
zu transduzierenden Zellen wurden in 12 Well so eingesetzt, dass sie am folgenden Tag
zu ca. 50 % dicht waren. Am darauffolgenden Tag wurden dann 4 ml vom HEK-293T
Mediumiiberstand durch einen Polyethersulfon (PES)-Filter filtriert und mit einer
Polyethylenglykol (PEG)- Losung vermischt. Nach Inkubation dieses Gemisches fiir
zwei Stunden bei 4 °C erfolgte die Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 7700 rpm und 4 °C.
Der Uberstand wurde anschlieSend entfernt und das Pellet in 400 pl Kultivierungs-
medium mit 10 pg/ ml Polybren resuspendiert. Diese 10x konzentrierte Viren-Losung
wurde unterschiedlich stark konzentriert auf die zu transduzierenden Zellen gegeben,
in der Regel 0,5x, 1x, 2x oder 5x-fach. Die anschlieffende Selektion der transduzierten

Zellen erfolgte mit 2-4 ug/ ml Puromyecin.
PEG-Lo6sung;: 50 % PEG 6000; 1,5 mM Natriumchlorid, pH 7,2 in PBS

Prazipitationslosung: 5 M Kaliumacetat (pH 5,2), Eisessig

4.13 Immunzytologische Untersuchungen

Material: Milchpulver (Milupa, Friedrichsdorf); Mikroskop: Axio Observer .Z1 +
Kamera: AxioCamMR3 (Carl Zeiss AG, Jena); LSM-Mikroskop: Leica DM
IRE2 mit TCS SP2 (Leica, Wetzlar); Nikon Eclipse E600 Mikroskop + Kamera:
Ds-Qil (Nikon, Tokio, Japan); Formaldehyd und Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA); Methanol (Merck, Darmstadt); Ethanol (Walter
CMP GmbH, Kiel); Hoechst 33342 (Millipore, Darmstadt); Mowiol;
MT-Puffer; PBS; verwendete Antikorper siehe Anhang 1, S. 116 und Anhang
2, S.118; 12 mm Deckglaschen (Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim);
BSA (bovines Serumalbumin, Carl Roth, Karlsruhe)

Die Zellen wurden vor der immunzytologischen Markierung entweder durch

Methanol- oder durch Formaldehyd fixiert.

Bei der Formaldehyd-Fixierung wurden die auf Deckgldschen gewachsenen
Zellen nach dem Waschen mit PBS fiir 15 Minuten mit Formaldehyd (FA) bei RT
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte eine 12-miniitige Inkubation mit
dem Mikrotubuli-stabilisierenden Puffer (MT-Puffer) bei RT bzw. mit 0,5 % Triton
X-100/ PBS im Fall der Mauskeratinozyten.
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Bei der Methanol-Fixierung wurden die auf Deckgldschen gewachsenen Zellen
nach dem Waschen in PBS fiir 10 Minuten in -20 °C kaltem Methanol inkubiert. Vor dem
Permeabilisieren der Plasmamembran durch den MT-Puffer bzw. mit 0,5 % Triton X-

100/PBS, wurden die Deckgldaschen kurz getrocknet.

Nach der Zellpermeabilisierung folgte unabhdngig von der angewendeten
Fixierungsmethode ein kurzer Waschschritt in PBS, danach eine halbstiindige
Inkubation in zentrifugierter 1 %iger Milchpulver/PBS-Losung bzw. 1 %iger BSA/PBS-
Losung zur Absdttigung unspezifischer Bindungsstellen fiir die nachfolgenden
Antikorper. Die primdren Antikorper wurden in 1 %iger Milchpulver bzw. BSA/PBS-
Losung verdiinnt und 20 pl dieser Losung auf je ein Deckgldschen gegeben. Die
Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag wurden die Deckgldaschen
zweimal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen und danach fiir mindestens 5 Minuten in
zentrifugierter 1 %iger Milchpulver/PBS-Losung inkubiert. Die sekundaren Antikorper
wurden in 1 %iger Milchpulver/PBS-Losung verdiinnt und 20 pl der Antikorperlosung
auf je ein Deckgldschen gegeben. Die Inkubation erfolgte bei RT im Dunkeln fiir eine
Stunde. Anschlielend wurden die Deckgldschen dreimal fiir 5Minuten in PBS
gewaschen, zum Entsalzen in destilliertes Wasser getaucht und anschlieffend zum
Entwassern in 96 %igem Ethanol. Nach dem Trocknen wurden die Deckglaschen auf die
Objekttrager mit Mowiol eingebettet. Die angefertigten Praparate wurden im Dunkeln
bei 4 °C gelagert.

Die Aufnahmen von den Prdaparaten wurden mit einem der unter Material
stehenden Mikroskope (Zeiss, Leica, Nikon) und den dazugehorigen Kameras
angefertigt. Die Bearbeitung und Auswertung der Bilder erfolgte mit der Software
Image] Version 1.48p.

Mowiol: 5 % (w/v) Mowiol; 30 % (v/v) Glycerin;

0,25 % (w/v) 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)

MT-Puffer: 100 mM PIPES (pH 6,9); 4 M Glycerin; 2 mM EDTA;

1 mM EGTA,; 0,5 % (v/v) Triton X-100

PBS: 135 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM Na:HPOs; 1 mM KHzPOs;
pH 7,4
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4.14 Immunhistochemische Farbungen

Material:  Clear Polyfreeze Tissue Freezing Medium (Polysciences, Warrington, USA);
Superfrost Ultra Plus Objekttrager (Thermo Scientific, Waltham, USA); 10 %
neutral gepuffertes Formalin sowie Isopropanol, Ethanol, Ziegenserum
(Sigma-Aldrich, St.Louis, USA); Xylol (Merck, Darmstadt); Citratpuffer;
Mikrotom RM2145 und Cryotom CM3050 S (Leica, Wetzlar); 2-Methylbutan
und Aceton (Carl Roth, Karlsruhe); Hoechst 33342 (Millipore, Darmstadt);
Wasserbad und Heizplatte (Medax, Kiel); BSA (bovines Serumalbumin, Carl
Roth, Karlsruhe), Rezepte fiir PBS und Mowiol siehe Abschnitt 4.13, S. 104

Die Praparation des Mausdarms erfolgte durch Dr. René Keil, die Praparation der
Maushaut und deren immunhistochemische Farbung erfolgte durch Diplom-
Biochemikerin Katrin Rietscher. Die paraffin-eingebetteten Proben der Caco-2 Zellen auf
der Biochip-Membran wurden in Jena in der Arbeitsgruppe von Professor Huber

angefertigt, genauso wie die dazugehorigen Cryo-Proben.

Teile des praparierten Mausdarms wurden iiber Nacht in 10 % Formalin fixiert.
Anschlieflend wurden sie in spezielle Behalter getan und in einer Maschine in der
Anatomie an der MLU Halle-Wittenberg entwassert und paraffiniert. Die nachfolgende
Einbettung in Paraffin wurde ebenfalls in der Anatomie durchgefiihrt. Die Proben
konnten anschliefend bei RT gelagert werden und wurden entweder an einem
Mikrotom in der Anatomie in 4 um (beziliglich Mausdarm) oder in 8 um dicke
Gewebeschnitte (beziiglich Biochip-Proben aus Jena) geschnitten. Die Schnitte wurden
mit Hilfe eines 50 °C warmen Wasserbades auf Objekttrager transferiert und auf einer
37 °C warmen Warmeplatte getrocknet. Am ndchsten Tag erfolgte die Entparaffinierung

durch nachstehendes Protokoll:

= 2-3x 10 Minuten Xylol

* 2x 5 Minuten Isopropanol

* 2x 5 Minuten 96 % Ethanol

* 1x 5° Minuten 80 % Ethanol

* 1Ix 5 Minuten 70 % Ethanol

* kurz in Aqua destillata spiilen

Zur Antikorper-Demaskierung wurden die Objekttrager anschliefiend in einem

0,1 M Citratpuffer in einer Mikrowelle 3x 2 Minuten erwarmt. Nach dem Abkiihlen auf
RT, erfolgte eine dreimalige Inkubation fiir je 10 Minuten in 3 % Triton X-100/ PBS. Zum

Absittigen unspezifischer Bindungsstellen fiir die nachfolgenden Antikorper, wurden
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die Schnitte mit 1:20 in 3 % Triton X-100/ PBS verdiinntem Ziegenserum inkubiert. Die
priméren Antikorper selber wurden in 3 % Triton X-100/ PBS mit 0,5 % BSA verdiinnt
und tiber Nacht bei 4 °C mit den Objekttragern inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Objekttrager dreimal fiir jeweils 10 Minuten mit 3 % Triton X-100/ PBS gewaschen.
Danach erfolgte eine Inkubation fiir eine Stunde bei RT im Dunkeln mit den in
3 % Triton X-100/PBS mit 0,5% BSA verdiinnten sekunddren Antikorpern.
Anschliefiend folgte ein 10-miniitiger Waschschritt in 3 % Triton X-100/ PBS, gefolgt von
5 Minuten in Aqua destillata. Nach dem Trocknen wurden die Objekttrager mit Mowiol

und Deckglaschen bedeckt und bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

Die in Clear Polyfreeze Tissue Freezing Medium eingebetteten Proben (Mausdarm
und Biochip-Proben aus Jena) wurden am Cryotom in 8 um dicke Schnitte geschnitten.
Die Schnitte wurden auf Objekttrager transferiert und fiir 10 Minuten in -20 °C kaltem
Aceton fixieren und permeabilisieren. Nach dem Trocknen, wurden sie iiber Nacht bei
4°C mit der primdren Antikorper-Losung, verdiinnt in 3 % BSA/PBS mit
0,1 % Tween20, inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die Objekttrdager dreimal fiir je
10 Minuten in 0,1 % Tween20/ PBS gewaschen und nach dem Trocknen fiir eine Stunde
im Dunkeln mit der sekunddren Antikorper-Losung, ebenfalls verdiinnt in
3 % BSA/ PBS mit 0,1 % Tween?20, inkubiert. AnschlieSend wurden die Schnitte erneut
dreimal fiir je 10 Minuten in 0,1 % Tween20/ PBS gewaschen. Nach dem Trocknen

erfolgte schliefilich das Eindeckeln mit Mowiol und geeigneten Deckglédsern.
Citratpuffer: 9 ml 0,1 M Zitronensaure + 41 ml 0,1 M Natriumcitrat

+450 ml aq. dest., pH 6 einstellen

4.15 Herstellung von Zelllysaten

Material: ~Aprotinin; Leupeptin; Pefabloc; Natriumvanadat (alle von Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA); Kiihlzentrifuge Sigma 2-16PK (Fisher Bioblock Scientific,
Schwerte, Madrid); Immunprazipitationspuffer und SDS-Lysepuffer; 2x
SDS-PAGE Puffer, Benzonase (Santa Cruz, Dallas, USA); PBS Rezept siehe
siehe Abschnitt 4.13, S. 104

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen in den Kulturschalen zunachst
mit kaltem PBS gewaschen. Nach der Entfernung des PBS wurde der Lysepuffer
(Immunprazipitationspuffer, 2x SDS-PAGE Puffer oder SDS-Lysepuffer) zu den Zellen
gegeben. Die Menge an Lysepulffer richtete sich nach der Grofle der Kulturschale. Fiir

eine Vertiefung im 24 Well wurden zum Beispiel 80-100 ul Lysepuffer verwendet. Dem
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Immunprazipitationspuffer wurden zuvor die Proteaseinhibitoren Aprotinin
(10 pg/ ml), Leupeptin (10 pg/ ml) und Pefabloc (1 mM) sowie der Phosphataseinhibitor
NaVO:s (1 mM) frisch zugesetzt. Dem 2x SDS-PAGE Puffer bzw. dem SDS-Lysepuffer
wurden 250 U/ ml Benzonase frisch zugesetzt. Die im Lysepuffer aufgenommenen
Zellen wurden zum weiteren Zellaufschluss in fliissigen Stickstoff gegeben bzw. bei
Verwendung des 2x SDS-PAGE Pulffers einige Minuten bei 95 °C inkubiert. Nach dem
Auftauen der im Stickstoff eingefrorenen Proben im Wasserbad bei RT wurden sie fiir
10 Minuten bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit den 15slichen
Proteinen wurde dann fiir die Proteinbestimmung (siehe Absatz 4.16, S. 108) eingesetzt

oder fiir die Immunprazipitation (siehe Absatz 4.19, S. 111).
SDS-Lysepuffer: 25 mM TRIS; 1 % SDS

Immunprazipitationspuffer: 20 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 10 % (v/v) Glycerol;
1 % (v/v) Nonidet P-40; 2 mM EDTA; 10 mM NakF>; 137 mM NaCl

4x SDS-Ladepuffer: 250 mM TRIS-HCI (pH 6,8); 8 % (v/v) SDS;
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 30 % (v/v) Glycerin;
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

4.16 Proteinkonzentrationsbestimmung

Material: Pierce BCA Protein Assay Kit (life technologies, Carlsbad, USA);
Photometer: GeneQuant 1300 (GE Healthcare, Chalfont St Giles,
Grofsbritannien)

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit der Bicinchoninsaure (BCA)-
Methode. Anwesende Proteine bewirken bei dieser Methode die Entstehung einwertiger
Kupferionen, die wiederum einen violetten Farbkomplex mit BCA bilden, der bei
562 nm detektiert werden kann. Zur Ermittlung der Proteinkonzentration musste
zunachst eine Eichgerade erstellt werden. Als Standard fiir die Eichung wurde
Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumin) benutzt. Dieses wurde in bekannten
Konzentrationen mit BCA zur Reaktion gebracht, so dass mit Hilfe der gemessenen
Absorptionen bei 562 nm und der Kenntnis der eingesetzten Konzentrationen die
Erstellung einer Eichgerade moglich war. Die Eichgerade wurde als lineare Regression
mit der Software Microsoft Excel erstellt. Durch die Eichgerade konnte schlieflich auf
die Proteinkonzentration der Proben nach Vermessen der Absorption bei 562 nm

zuriickgeschlossen werden. Die Proteinbestimmung wurde mit 1:100 verdiinnten
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Probenansatzen durchgefiihrt. 100 ul davon wurden mit 100 pl einer 25:25:1 ABC-
Mischung aus dem Pierce BCA Protein Assay Kit fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Nachdem die Proben danach auf RT abgekiihlt waren, wurden ihre Absorptionen bei

562 nm vermessen.

4.17 SDS-PAGE

Material: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (life technologies, Carlsbad,
USA); SDS-PAGE-System Mini-Protean (Biorad, Miinchen); 4x SDS-Lade-
puffer; Tris/Glycin-Laufpuffer

Die SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) dient der
Auftrennung von Proteingemischen in Abhédngigkeit von ihrem Molekulargewicht

unter denaturierenden Bedingungen.

Die mit 4x SDS-Ladepuffer versetzten Proben wurden fiir 5 bis 10 Minuten bei
95 °C zur Denaturierung der Proteine inkubiert, bevor etwa 20-30 ul davon in die
Taschen der Polyacrylamidgele aufgetragen wurden. Die Elektrophorese erfolgte fiir
den Sammelgelbereich fiir circa 30 Minuten bei 75 Volt. Danach wurde die Elektro-
phorese bei 90 V fiir meist 120 Minuten fortgesetzt. Im Anschluss an die SDS-PAGE
wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mittels Western Blot iibertragen

(siehe Absatz 4.18, S. 109).

4x SDS-Ladepuffer: 250 mM TRIS-HCI (pH 6,8); 8 % (v/v) SDS;
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 30 % (v/v) Glycerin;
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Tris/Glycin-Laufpuffer: 25 mM TRIS-HCJ; 19,2 mM Glycin; 0,1 % (v/v) SDS

4.18 Western Blot

Material: BSA (Carl Roth, Karlsruhe); Milchpulver (Milupa, Friedrichsdorf); Whatman
Protran  Nitrocellulose Transfer = Membran (Whatman, Kent;
Grofsbritannien);  Rotilabo-Blottingpapiere (Carl Roth, Karlsruhe);
PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter (peqlab, Erlangen); Wet Blot Apparatur
und Imager Fusion-SL (peqlab, Erlangen); 10x Ponceau-Rot; Blotpuffer 1/2/3;
Wet Blot Puffer; Chemilumineszenzlosung 1 und 2; TBS; TBST, verwendete
Antikorper siehe 4.24Anhang 1 und Anhang 2 ab S. 116

Es wurde entweder mit der semidry oder mit der wet blot Methode geblottet. Bei
der semidry Methode wurde der Western Blot wie folgt aufgebaut: Kathode, 3x

Whatman-Papier in Blotpuffer 3 getrankt, Polyacrylamidgel, Nitrozellulose-Membran,
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3x Whatman-Papier in Blotpuffer 2 getrankt, 3x Whatman-Papier in Blotpuffer 1
getrankt, Anode. Fiir die Dauer von 45 Minuten wurde pro Gel eine Stromstarke von
100 mA angelegt, gefolgt von 10-15 Minuten 150 mA. Zur Kontrolle des erfolgten
Proteintransfers wurde die 6x9 cm Membran fiir zwei Minuten mit einer 1x Ponceau-
Rot-Losung inkubiert. Der rote Diazofarbstoff Ponceau S bindet dabei reversibel an die
zuganglichen positiv geladenen Aminosauren der Proteine. Die Ponceaufarbung wurde

durch Waschen mit Wasser und TBST (Iris buffered saline + Tween20) wieder entfernt.

Die wet blot Methode ist besonders bei der Ubertragung von Proteinen mit einem
Molekulargewicht von mehr als 200 Kilodaton effizienter als die semidry Methode. Beim
wet blot wurde der Western Blot wie folgt aufgebaut: Kathode, in Wet Blot Puffer
getrankter Schwamm, gefolgt von 2x Whatman-Papier, Polyacrylamidgel, Nitro-
zellulose-Membran, 2x Whatman-Papier und in Wet Blot Puffer getrankter Schwamm.

Fiir die Dauer von ungefahr drei Stunden wurde eine Stromstarke von 400 mA angelegt.

Zum Absittigen unspezifischer Antikorperbindungsstellen wurden die Nitro-
zellulose-Membranen anschlieflend fiir mindestens 20 Minuten entweder in 5 %
Milchpulver/ TBST oder in 3 % BSA/TBST-Losung inkubiert. Die 3 %ige BSA/ TBST-
Losung kam zur Anwendung, wenn spater phosphorylierte Proteine nachgewiesen
werden sollten. Die priméren Antikorper wurden in 3 % BSA/ TBST verdiinnt und {iber
Nacht bei 4 °C mit der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran mit TBST
gewaschen und als ndchstes fiir 1 Stunde bei RT mit dem sekundédren Antikorper
inkubiert. Der sekundére Antikorper wurde dazu in 5 % Milchpulver/ TBST verdiinnt.
Anschlieflend wurde die Membran mit TBS (Tris buffered saline) gewaschen. Fiir die
Detektion des sekundaren Antikorpers wurde eine 1:1 Mischung der Chemi-
luminenszenz-Losungen 1 und 2 verwendet. Die Mischung wurde kurz vor der
Anwendung hergestellt. Fiir die Detektion der Antikorpersignale wurde der Imager

Fusion-SL benutzt.
Blotpuffer 1: 0,3 M TRIS-HCI (pH 10,4); 20 % (v/v) Methanol
Blotpuffer 2: 25 mM TRIS-HCI (pH 10,4); 20 % (v/v) Methanol

Blotpuffer3: 25mM TRIS-HCl (pH9,4); 40mM &- Aminocapronsaure;
20 % (v/v) Methanol

Wet Blot Puffer: 48 mM Tris-HCl; 39 mM Glycin; 0,0375 % SDS; pH 9,2
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Chemiluminenszenz-Lésung 1: 100 mM TRIS-HCl (pH 8,5); 25 mM Luminol;

0,4 mM Cumarinsaure
Chemiluminenszenz-Lésung 2: 100 mM TRIS-HCI (pH 8,5); 0,02 % (v/v) H20:
TBS(T): 10 mM TRIS-HCI (pH 7,6); 100 mM NaCl; (0,1 % (v/v) Tween20)

10x Ponceau-Rot: 2 % (w/v) Ponceau S; 30 % (w/v) Trichlor-

essigsaure; 30 % (w/v) Sulfosalicylsaure

4.19 Immunprazipitation

Material: Protein A Agarose bzw. Protein G Agarose (life technologies, Carlsbad,
USA); Kiihlzentrifuge Sigma 2-16PK (Fisher Bioblock Scientific, Schwerte,
Schwerte); Immunprazipitationspuffer; verwendete Antikorper siehe
4.24Anhang 1 (S.116); 2x SDS-PAGE Puffer; Kontrollseren Maus bzw.
Kaninchen (Santa Cruz, Dallas, USA)

Die Immunprazipitation beschreibt die Komplexbildung zwischen einem meist an
einer festen Matrix immobilisierten Antikérper und einem l6slichen Antigen. Dieses
Verfahren eignet sich fiir den Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen, da es

moglich ist an das Antigen gebundene Interaktionspartner zu prazipitieren.

Pro Immunprazipitation wurden alle lysierte Zellen von einer 10 cm Kulturschale
sowie entweder 20 ul Protein A Agarose oder Protein G Agarose eingesetzt. Die Agarose
wurde mit dem Immunprézipitationspuffer dquilibriert und anschlieffend mit 3 ug der
jeweiligen Antikorper und 500 pl Zelllysaten versetzt (siehe dazu 4.15, S. 107). Es folgte
eine Inkubation iiber Nacht bei 4 °C. Am néachsten Tag wurde die ungebundene Fraktion
von den Immunprazipitaten durch eine einminiitige Zentrifugation bei 3000 rpm und
4°C abgetrennt. Die Immunprazipitate wurden mindestens dreimal mit dem
Immunprazipitationspuffer gewaschen. Die Agarose wurde anschlieffend trocken
gesaugt und die Immunprazipitate mittels 30 ul 2x SDS-PAGE Puffer und einer
Inkubation fiir 5 Minuten bei 95 °C eluiert. Die Analyse der Immunprézipitate erfolgte

dann per Western Blot Analyse (siehe Abschnitt 4.18, S. 109).
Immunprazipitationspuffer: 20 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 10 % (v/v) Glycerol;
1 % (v/v) Nonidet P-40; 2 mM EDTA; 10 mM NaFz; 137 mM NaCl
4x SDS-Ladepuffer: 250 mM TRIS-HCI (pH 6,8); 8 % (v/v) SDS;
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 30 % (v/v) Glycerin;
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
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4.20 Dispase-Test

Material: Dispase II (Roche, Rotkreuz, Schweiz); MS1 Minishaker (IKA, Staufen);
Dispase-Puffer; Fotoapparat Sony Cyber-Shot DSC-H10 (Sony, Tokio,
Japan); COz-Inkubator (Heraeus Instruments, Hanau)

Mit Hilfe des Dispase-Tests kann die Starke der interzellularen Adhéasion getestet
werden. Dazu werden die zu untersuchenden Zellen im 6 Well oder 12 Well so
eingesetzt, dass sie innerhalb von 1-2 Tagen konfluent wachsen. Der konfluente
Zellmonolayer wird dann mit Hilfe des Enzyms Dispase von der Kulturschale abgeltst
und mittels eines Rotationsschiittlers mechanischem Stress ausgesetzt. Der
Rotationsschiittler bewegt sich hierfiir mit 600 rpm. Das Ablosen des intakten
Zellmonolayers durch die Dispase sowie dessen Zerfall durch mechanischen Stress
wurden mit einem Fotoapparat dokumentiert. Damit die Dispase ihre vollstandige
Aktivitat besitzt, wurde die abgewogene Enzymmenge in Dispase-Puffer gelost und 1:3
mit dem Kultivierungsmedium der Zellen verdiinnt, so dass die Endkonzentration an
Dispase 2,4 U/ ml betrug. Zum Ablosen des Zellmonolayers wurden die konfluenten
Zellen in den Kulturschalen mit der Dispase-Losung fiir 30 bis 60 Minuten bei 37 °C im

COz-Inkubator inkubiert.

Dispase-Puffer: 50 mM HEPES; 150 mM NaCl; pH 7,4

4.21 VSVG-Test

Material: TrueFect Transfection Reagent (united biosystems, Herdon, USA);
Cycloheximid, Poly-L-Lysin und HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);
Heizplatte TRZ 3700 (Carl Zeiss AG, Jena); Anti-VSVG (8GF11) Antikorper
(Kerafast, Boston, USA)

Beim VSVG-Test wird die Lokalisation des viralen Glykoprotein G des Vesicular-
Stomatitis-Virus (VSVG) wéhrend seines Transportes vom ER zur Plasmamembran
fluoreszenztechnisch verfolgt. Dies geschah zum einen mittels einer thermoreversible
GFP-getagten Faltungsvariante des Proteins und zum anderen durch Verwendung eines
Antikorpers, der nur die Ektodoméne des VSVG-Proteins an der Plasmamembran
erkennt (= ekto-VSVG). Der Test wurde mit MCF-7-Zellen durchgefiihrt, die entweder
eine stabile Reduktion des p0071 Proteinlevels aufwiesen (= Knockdown-Zellen) oder
mit den dazugehorigen Kontroll-Zellen. Die Zellen wurden auf Poly-L-Lysin
beschichteten Deckglaschen mit einer Zelldichte von 1,2*10° Zellen/cm? eingesetzt. Am

nachsten Tag wurden die Zellen zundchst mit VSVG-GFP und TrueFect nach
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Herstellerangaben transfiziert. Vier Stunden nach der Transfektion wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt und die Zellen {iber Nacht bei 40 °C kultiviert. Bei dieser
Temperatur kann das in der Zelle neu synthetisierte VSVG-GFP nicht korrekt falten und
wird aufgrund dessen im endoplasmatischen Retikulum zuriickgehalten und aggregiert
dort. Am ndchsten Tag wurden die Zellen fiir vier Stunden mit 100 pg/ ml Cycloheximid
und 25 mM HEPES bei 20 °C inkubiert, um die weitere Proteinsynthese zu inhibieren,
bevor die Zellen schliefilich bei 32 °C weiterkultiviert wurden. Bei dieser Temperatur
kann das VSVG-GFP richtig falten und ist in der Lage das ER Richtung Golgi-Apparat
und nachfolgend Richtung Plasmamembran zu verlassen. Zu den Zeitpunkten 0, 30, 60,
120 und 180 Minuten bei 32 °C wurden Deckgldschen zum Anfertigen der immunzyto-
logischen Farbungen entnommen und mit Formaldehyd fixiert (siehe Abschnitt 4.13,
S.104). Anschlieffend erfolgte das Absdttigen unspezifischer Antikorper-
Bindungsstellen durch Blocken mit 1 % Milchpulver/PBS fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Danach wurde der priméare Antikorper gegen die VSVG-Ektodomaéne
1:500 in 1 % Milchpulver/PBS verdiinnt und iiber Nacht auf den Deckgladschen bei 4 °C
inkubiert. Durch den fehlenden Permeabilisierungsschritt bei den immunzytologischen
Untersuchungen konnte der Antikdrper nur VSVG detektieren, was zum Zeitpunkt der
Inkubation bereits an der Plasmamembran lokalisierte. Der primare VSVG-Antikorper
wurde anschlieffend durch einen sekundéren, Cy3-gekoppelten Antikorper detektierbar

gemacht.

4.22 Endo H-Test

Material: TrueFect Transfection Reagent (united biosystems, Herdon, USA);
Cycloheximid und HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); Endo H mit
Denaturierungspuffer und G5 Reaktionspuffer (New England Biolabs,
Frankfurt am Main); Heizplatte TRZ 3700 (Carl Zeiss AG, Jena);
Immunprazipitationspuffer und 2x SDS-PAGE Puffer: Rezepte siehe
Abschnitt 4.19, S. 111

Der Endo H-Test gibt Auskuntft {iber den Verbleib von glykolysierten Proteinen in
Zellen. Das Enzym Endoglykosidase H (Endo H) schneidet nur mannosereiche
Zuckerketten von Proteinen ab, wie sie vor allem im endoplasmatischen Retikulum
vorkommen, wahrend die komplexen Zuckerstrukturen an Proteinen im Golgi-Apparat
kein Substrat fiir dieses Enzym darstellen. Analog zum VSVG-Test wurden die

verwendeten p0071 Knockdown oder Kontroll-MCF-7-Zellen fiir diesen Test im 24 Well
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mit einer Zelldichte von 1,2*10° Zellen/cm? eingesetzt. Auch diese Zellen wurden mittels
TrueFect mit der thermoreversiblen GFP-getagte Faltungsvariante von VSVG
transfiziert und vier Stunden danach iiber Nacht bei 40 °C inkubiert. Um die weitere
Proteinsynthese zu inhibieren, wurden die Zellen am nédchsten Tag fiir vier Stunden mit
100 pg/ ml Cycloheximid und 25mM HEPES bei 20°C inkubiert. Nach dem
Temperaturwechsel zu 32 °C wurden zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 120 und 180 Minuten
Zelllysate mit jeweils 80 ul Immunprazipitationpuffer hergestellt (siehe Abschnitt 4.15,
S.107). Nach einem Zentrifugationsschritt wurden 54 ul des Uberstandes mit 6 pl
Denaturierungspuffer versetzt und fiir 10 Minuten bei 95 °C inkubiert. AnschliefSfend
wurden 6 ul G5 Reaktionspuffer hinzugesetzt und die Probe auf zwei Reaktionsgefafie
a 25 ul aufgeteilt. Dem einen wurde 250 U des Enzyms Endo H zugesetzt, dem anderen
nicht. Beide Reaktionsgefifle wurden fiir drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Das
Abstoppen der Enzymreaktion erfolgte durch Zugabe von 25 ul 2x SDS-PAGE Puffer
und der anschliefenden Inkubation fiir 5Minuten bei 95°C. Die Analyse der
gewonnenen Proben auf Endo H-sensitive VSVG-Proteinvarianten erfolgte mittels SDS-
PAGE und anschlieSfendem Western Blot (siehe Abschnitt 4.17 und Abschnitt 4.18, ab
S. 109).

4.23 Vermessung der Orientierung der mitotischen Spindel

Material: LSM-Mikroskop: Leica DM IRE2 mit TCS SP2 (Leica, Wetzlar); Software
Image] Version 1.48p

Zur Vermessung der Orientierung der mitotischen Spindel wurden in den 3D
kultivierten Caco-2 Zysten durch immunzytologische Farbungen o-Tubulin und
F-Aktin angefarbt (siehe Abschnitt 4.13, S.104). Das a-Tubulin diente dabei der
Markierung der mitotischen Spindel, das F-Aktin markierte das zentrale Lumen. Mit
Hilfe der Information der Lumenposition konnte durch die mitotische Zelle die apikal-
basolaterale Zellachse in die Immunfluoreszenzstudien eingezeichnet werden (siehe
Abb. 4-1, S.115). Als apikal gilt die Lumen zugewandte Zellseite, als basal die der
umgebenen 3D Matrix zugewandte Zellseite. An der Stelle, wo diese Zellachse den
Mittelunkt der Verbindungslinie der beiden Spindelpole schneidet, wurde der Winkel
bestimmt. Im Idealfall sollte er 90 ° betragen. Es wurden ausschliefsend nur mitotische
Zellen vermessen, in denen beide Spindelpole bei den Aufnahmen am LSM-Mikroskop

in einer Ebene waren. Das Einzeichnen der Zellachse und der Verbindungslinie
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zwischen den beiden Spindelpole sowie das Vermessen des entstandenen Winkels

erfolgte mit der Software Image] Version 1.48p.

@T Verbindungslinie zwischen
’ i‘"’ den beiden Spindelpolen
~X

apikal-basolaterale
Zellachse

F-Aktin,

Abb. 4-1: Schema zur Vermessung der Orientierung der mitotischen Spindel

Um den Winkel a bestimmen zu koénnen, wurde die apikal-basolaterale Zellachse mit Hilfe
des Zentrums des Lumens festgelegt. Das Lumen ist im Schema links rot umrandet. Zudem
musste eine Verbindungslinie zwischen den beiden Spindelpolen gezogen werden. Der so
aufgespannte Winkel a diente zur Bestimmung der Orientierung der mitotischen Spindel in
Bezug auf die apikal-basolaterale Zellachse. Rechts vom Schema ist beispielhaft eine
durchgefiihrte Vermessung gezeigt.

4.24 Statistische Auswertung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Quantifizierungen auf Grundlage von
mindestens drei unabhdngigen Experimenten durchgefiihrt. Die Standard-
abweichungen sind als Fehlerbalken in den einzelnen Diagrammen dargestellt. Der
zweiseitige heteroskedastische Student’s t-Test wurde zur Bestimmung der statistischen

Signifikanz zwischen zwei Gruppen genutzt.
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Anhang 1

Verwendete primdire Antikérper

Die aufgelisteten primaren Antikorper wurden mit der angegebenen Verdiinnung fiir
die immunzytologischen Untersuchungen (IF) und Western Blot Analysen (WB)

eingesetzt.

Tabelle 4-5: Ubersicht der verwendeten primiren Antikérper

Antikorper . . eingesetzte
T
(Klon) yp Spezies Vertrieb Verdiinnung
E-Cadherin (36) | monoklonal Maus BD IF 1:1000
Transduction | WB 1:1000
p0071 (tail #10) | polyklonal Meer- M. Hatzfeld IF 1:2000
schwein
Desmoplakin polyklonal | Kaninchen | M. Hatzfeld IF 1:1000
(616) WB 1:1000
pp120 (98) monoklonal Maus BD IF 1:1000
Transduction | WB 1:1000
p120 (H-90) polyklonal Kaninchen | Santa Cruz IF 1:250
WB 1:500
GFP polyklonal | Kaninchen | Rockland WB 1:500
VSVG (8GF11) monoklonal Maus Kerafast IF 1:500
= ekto-VSVG
E-Cadherin monoklonal Ratte life technolgies | IF 1:500
(ECCD-1)
P-Cadherin monoklonal Ratte life technolgies | IF 1:500
(PCD-1)
p0071 (head #2) | polyklonal Meer- M. Hatzfeld IF 1:1000
schwein
-Catenin (14) monoklonal Maus BD IF 1:1000
Transduction | WB 1:1000
p0071 monoklonal Maus Progen IF 1:10
(Epitopmix) WB 1:50
p0071 monoklonal Maus Progen IF 1:10
(406.3.1) WB 1:50
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Antikorper . . eingesetzte
T
(Klon) yp Spezies Vertrieb Verdiinnung
E-Cadherin polyklonal | Kaninchen | Merck WB 1:500
(EP700Y) Millipore
P-Cadherin polyklonal | Kaninchen | Santa Cruz WB 1:250
(H-105)
a-Tubulin monoklonal Maus Sigma-Aldrich | IF 1:1000
(DM1A) WB 1:1000
Desmoglein 1+2 | monoklonal Maus Progen IF 1:200
WB 1:500
Plakophilin 1 monoklonal Maus Santa Cruz WB 1:250
(10B2)
Villin monoklonal Maus Serotec IF 1:50
WB 1:500
Z0-1 (Mid) polyklonal Kaninchen | life technolgies | IF 1:500
WB 1:500
Desmocollin 2/3 | monoklonal Maus life technolgies | IF 1:200
WB 1:500
PKC C (C-20) polyklonal | Kaninchen | Santa Cruz IF 1:200
WB 1:500
Sec24A polyklonal | Kaninchen | Cell Signaling | IF 1:500
WB 1:1000
Sec31A (32) monoklonal Maus BD IF 1:500
Transduction | WB 1:1000
Sarl polyklonal | Kaninchen | Merck WB 1:100
Millipore
P-Cadherin (56) | monoklonal Maus BD WB 1:1000
Transduction
gp135 monoklonal Maus DSHB aus | IF 1:20
Iowa WB 1:50
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Anhang 2

Verwendete sekundire Antikorper

Die nachstehenden sekundédren Antikérper wurden wie angegeben fiir die immun-
zytologische Untersuchungen (IF) oder fiir die Western Blot Analysen (WB) benutzt. Die
sekundaren Antikorper fiir die immunzytologischen Untersuchungen waren mit einem
Fluorophor konjugiert. Die sekundaren Antikorper fiir die Western Blot Analysen waren
mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt. Alle verwendeten sekunddren

Antikérper waren polyklonale Antikérper und stammten aus der Spezies Esel.

Tabelle 4-6: Ubersicht der benutzten sekundiren Antikorper

Antikorper Vertrieb Verdiinnung
Anti-Maus DyLight 488 Dianova (Hamburg) | 1:250
Anti-Maus DyLight Cy3 Dianova 1:250
Anti-Maus DyLight 649 Dianova 1:50
Anti-Kaninchen DyLight 488 Dianova 1:250
Anti-Kaninchen DyLight Cy3 Dianova 1:250
Anti-Kaninchen DyLight 649 Dianova 1:50
Anti-Ratte DyLight Cy3 Dianova 1:250
Anti-Meerschwein DyLight 488 Dianova 1:250
Anti-Meerschwein DyLight Cy3 Dianova 1:250
Anti-Kaninchen HRP Dianova 1:20000
Anti-Maus HRP Dianova 1:20000
Anti-Meerschwein HRP Dianova 1:20000

Anhang 3

Transfizierte siRNAs und shRNAs

Tabelle 4-7: Ubersicht der transfizierten siRNAs

siRNA verringertes 53" siRNA-Sequenz
Proteinlevel an ... | bzw. Hersteller

Pool p0071 siTools Biotech (Matrinsried)

Pool p120 siTools Biotech (Matrinsried)

Pool Kontrolle siTools Biotech (Matrinsried)

Mix p0071 GCACATTACTCCTATATATGA
CATTCTGGATGGAATAACTCT
GATAACGATAGAGTTGTTTCT

einzelne E-Cadherin AGA ACCUGG UUC AGA UCAA

einzelne P-Cadherin CCTGGTACATTTCTCTGACAT

einzelne Kontrolle TTGTACTACACAAAAGTACTG

Tabelle 4-8: Ubersicht der transfizierten shRNAs

shRNA verringertes 53" siRNA-Sequenz
Proteinlevel an ...

#3 p0071 CAGGAGCTTCAGTTTCAA

#5 p0071 CATTCTGGATGGAATAACTCTT
Kontrolle TTGTACTACACAAAAGTACTG
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Anhang 4  Transfizierte Plasmide

Tabelle 4-9: Ubersicht der transfizierten Plasmide

Plasmid Expression von... Quelle

VSVG-GFP grin freundlicherweise zur Verfiigung
fluoreszierendes, gestellt von der AG Seufferlein
temperatursensitives

VSVG-Protein
p0071 tail lang | p0071  C-Terminus | Klonierung aus pBD (Clontech,
pBD (Aminosduren 989- | Mountain View, USA) und p0071 tail
1192) lang TOPO-TA (AG Hatzfeld)
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