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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Zellpolaritat

Die Ausbildung und der Erhalt der Zellpolaritit sind essenziell fiir viele Aspekte der Zell- und
Entwicklungsbiologie. In ein- und mehrzelligen eukaryotischen Organismen ist die Zellpola-
ritdt in Prozesse der Differenzierung, Proliferation und Morphogenese eingebunden (Gotta,
2005). Zellpolaritit ist daher grundlegend fiir die strukturelle Integritdt komplexer Gewebe
sowie fiir die korrekte Partitionierung zelluldrer Komponenten auf zelluldrer Ebene und Ebe-
ne ganzer Gewebe (Banks und Humbert, 2008). Ein wesentliches Merkmal der Zellpolaritat
besteht in der asymmetrischen Verteilung zelluldrer Komponenten wie Proteinen und Lipiden,
Zellorganellen und Zytoskelettbestandteilen hin zu bestimmten Regionen. Die hieraus resul-
tierende funktionelle und strukturelle Spezialisierung der Zellen geht auf einen grundlegenden
konservierten Mechanismus zuriick, der von der Hefe iiber Drosophila melanogaster bis hin
zum Sduger anzutreffen ist. Die Asymmetrie zelluldrer Komponenten ermoglicht in Plasma-
membran und Zytoplasma die Bildung abgegrenzter funktioneller Doménen. Diese sind fiir
die effektive Interaktion der Zelle mit einer variablen extrazelluliren Umgebung notwendig
und bestimmen sowohl Orientierung als auch Funktion und Schicksal der Zelle (Mellman und
Nelson, 2008). Zellpolaritit kann in drei verschiedene Haupttypen klassifiziert werden: die
apiko-basale Zellpolaritit, die anterior-posteriore sowie die planare Zellpolaritit (Dow und
Humbert, 2007). Die apiko-basale Zellpolaritit ist fiir die Funktion epithelialer Monolayer
notwendig. Die anterior-posteriore Polaritit spielt hingegen eine Rolle in der Migration, der
Bildung einer immunologischen Synapse, der asymmetrischen Zellteilung oder der Axonspe-
zifizierung (Abbildung 1 A, B). Anders als bei der apiko-basalen Zellpolaritit erfordert die
anterior-posteriore Polaritdt keine spezifische Gewebestruktur. Die Orientierung einzelner
Zellen im Kontext eines gesamten Gewebes wird durch die planare Zellpolaritit oder Gewe-
bepolaritit einzelner Zellschichten beeinflusst. Diese Art der zelluldren Organisation ist bei-
spielsweise essenziell fiir die Ausbildung von Fliigel oder Auge von Drosophila oder aber fiir
die Ausbildung von Haarzellen des Sdugerinnenohrs (Abbildung 1 C). In allen Féllen der
Zellpolaritdt werden polarisierte Zellen in unterschiedliche funktionelle Dominen unterteilt.
Beziiglich der Zusammensetzung von Proteinen und Lipiden sind diese einzigartig und be-

stimmen mitunter die strukturelle Integritét der Zelle.
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A Apiko-basale Polaritat B Anterior-posteriore Polaritat

T-Zelle

Immunologische

Synapse
o Asymmetrische
C Planare Polaritat Zellteilung
Migrationspolaritat .
Axonspezifizierung

Abbildung 1. Haupttypen der Zellpolaritit. Die asymmetrische Verteilung zelluldarer Komponenten fiihrt in
vielzelligen Organismen zur Ausbildung unterschiedlicher Typen der Zellpolaritdt. (4) Apiko-basale Zellpolari-
téit in epithelialen Monolayern. (B) Anterior-posteriore Zellpolaritit am Beispiel von asymmetrischer Zellteilung,
Ausbildung einer Immunologischen Synapse von T- und Zielzelle, Migrationspolaritdt sowie neuronale Axon-
spezifizierung (von oben links nach unten rechts). (C) Planare Zellpolaritat oder Gewebepolaritdt von Epithel-
zellen, die im Kontext eines gesamten Gewebes auf zweidimensionaler Ebene organisiert sind. Blaue und griine
Farben symbolisieren die asymmetrische Verteilung unterschiedlicher zelluldrer Komponenten hin zu bestimm-
ten Zellregionen. Modifiziert nach (Dow und Humbert, 2007).

1.2 Epitheliale Zellpolaritat und Tumorigenese

Epitheliales Gewebe bildet die Kontaktfliche zwischen dem Organismus und seiner Umwelt.
Es bedeckt Organe und Korperhohlen wie Lunge, Verdauungstrakt, Haut oder Niere. Hierbei
sorgt es flir mechanischen Schutz und nimmt eine Schliisselfunktion in der Homdostase des
Organismus ein, indem es die Sekretion, Absorption und sensorische Funktionen vermittelt
(Tanos und Rodriguez-Boulan, 2008; Iden und Collard, 2008). Diese Funktionen werden
durch eine groBe Anzahl an Kanilen, Transportern und Rezeptoren aufrecht erhalten, welche
stark polarisiert zwischen der apikalen und basalen Doméne der zelluldren Plasmamembran
vorliegen. Diese apiko-basale Zellpolaritit in Epithelzellen wird durch zwei Plasmamemb-
randoménen bestimmt. In Vertebraten sind diese durch Tight Junctions und Adherens Junc-
tions voneinander abgetrennt. Die Anordnung dieser Verbindungsproteine ist essenziell fiir
die Initiierung der epithelialen Zellpolaritit (Tsukita et al., 2008; Jeanes et al., 2008). Die
apikale Zelloberfldche ist zum Lumen beziehungsweise hin zum externen Medium gerichtet,

wiahrend die basolaterale Oberfliche mit benachbarten Zellen und der darunterliegenden
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extrazelluliren Matrix (EZM) interagiert. Beide Domédnen unterscheiden sich in der Zusam-
mensetzung ihrer Lipide und Proteine und spiegeln aufgrund dieser asymmetrischen Vertei-
lung die spezifischen Funktionen der jeweiligen Doméne wider. Tight Junctions stellen eine
enge Verbindung von benachbarten Zellen her und sind fiir das Epithelgewebe von essenziel-
ler Bedeutung. In Zellen aus Drosophila entsprechen diese den Septate Junctions. Zwischen
benachbarten Zellen fungieren sie nicht nur als Diffusionsbarriere fiir 16sliche Molekiile,
sondern verhindern auch die freie Verteilung von Membranproteinen und -lipiden von einer
Domine in die andere. Tight Junctions sorgen daher fiir den Erhalt der apikalen und basolate-
ralen Plasmamembrandoménen (Iden und Collard, 2008; Shin et al., 2006). Adherens Junc-
tions sorgen dagegen durch klassische Cadherine fiir den Erhalt der Adhésion und fiir die
mechanische Stabilitdt zwischen benachbarten Zellen (Moreno-Bueno ef al., 2008). Besonde-
re Bedeutung fiir Ausbildung und Erhalt epithelialer Zell-Zell Kontakte kommt dem
E-Cadherin zu, das zusammen mit N- und P-Cadherinen am héaufigsten exprimiert wird. Beide
Zell-Zell Verbindungsproteine, Tight und Adherens Junctions, zeichnet aus, dass sie mit der
extrazelluliren Doméne an homotypische Proteine gegeniiberliegender Zellen binden und mit
der zytoplasmatischen Domine iiber Adapterproteine mit dem Aktinzytoskelett interagieren.
Die apiko-basale Zellpolaritit von Epithelzellen wird jedoch nicht nur allein durch diese
beiden Verbindungsproteine bestimmt. Apikale Verbindungsproteine kooperieren in diesem
Prozess mit spezialisierten Polaritdtskomplexen, welche die Identitdt der abgetrennten Plas-

mamembrandoménen regulieren.

Der Verlust der Zell-Zell Adhdsion sowie der apiko-basalen Polaritét fiihrt zu gravierenden
morphologischen und physiologischen Verdnderungen in Epithelzellen und gilt als wichtige
Ursache fiir die Entstehung von Krebs (Wodarz und Nithke, 2007; Feigin und Muthuswamy,
2009). Nach Schatzungen der American Cancer Society sind mehr als 80% aller Tumorarten
Karzinome, die auf einen epithelialen Ursprung zuriickzufiihren sind und in Organen wie
Leber, Lunge, Brust, Darm, Pankreas und Osophagus auftreten (American Cancer Society,
2010; Huang und Muthuswamy, 2010). Die Entstehung epithelialer neoplastischer Gewebe ist
haufig durch einen Verlust von Zell-Zell Verbindungen, einem Verlust oder einer Dysregula-
tion der epithelialen apiko-basalen Zellpolaritit sowie durch eine Zunahme der Zellprolifera-
tion gekennzeichnet (Martin-Belmonte und Rodriguez-Fraticelli, 2009). Stérungen der Zell-
polaritit beeinflussen die asymmetrische Verteilung von Oberfldchenproteinen, das Aktin-
und Tubulinzytoskelett, den Vesikelverkehr und konservierte Polaritdtsproteine (Krummel

und Macara, 2006). Der epitheliale Charakter des urspriinglichen Gewebes geht verloren und

3
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nimmt eine verstirkt mesenchymale Erscheinungsform an. Charakteristisch fiir diesen als
epithelialen-mesenchymalen Ubergang (epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) bezeich-
neten Vorgang ist der Verlust der Zell-Zell Adhidsion, der apiko-basalen Polarititsregulation
sowie eine damit verbundene gesteigerte Zellmotilitdt (Hanahan und Weinberg, 2000; Wo-
darz und Nithke, 2007). Diese korreliert mit der Invasion von Tumorzellen in benachbartes
Gewebe und der Bildung von Metastasen. Der Zusammenhang von EMT und Tumorprogres-
sion gilt allgemein als gesichert. Das Verstédndnis liber die Beziechung von Zellpolaritit und
frithen Ereignissen der Karzinogenese ist dagegen noch liickenhaft und bedarf in Zukunft

weiterer intensiver Aufklarung.

1.3 T-Zellpolaritat

Die Mechanismen der Polarititsregulation in Epithelzellen sind weit besser verstanden als
diejenigen der T-Zellpolaritdt. Aufgrund der funktionellen Konservierung in unterschiedli-
chen Spezies zeichnen sich jedoch nach und nach immer mehr Parallelen zwischen der epithe-
lialen Polaritét und der T-Zellpolaritdt ab. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass letzte-
re durch die gleichen konservierten Mechanismen reguliert wird (Humbert et al., 2006;

Krummel und Macara, 2006).

T-Zellen nehmen in der erworbenen Immunitét eine wichtige Rolle ein, da sie die Immunant-
wort durch die Sekretion von Zytokinen oder durch Lyse Antigen-tragender Zellen entweder
verstarken oder unterdriicken (Billadeau et al., 2007). Um diese Funktionen auszuiiben, mig-
rieren T-Zellen entlang eines chemotaktischen Gradienten zu Antigen-prasentierenden Zellen
(antigen-presenting cell, APC) und treten mit diesen in Kontakt. Die Morphologie der
T-Zellen wéhrend dieser Prozesse wird durch die selektive Rekrutierung von Oberfldchenre-
zeptoren, Signalkomplexen und Zellorganellen hin zu verschiedenen funktionellen Regionen
der Zelle bestimmt (Ludford-Menting et al., 2005). Dieser als anterior-posteriore
T-Zellpolarisierung bezeichnete Vorgang ist ein integraler Bestandteil fiir alle Aspekte der
T-Zell Funktion und umfasst Prozesse wie die Migration, Proliferation, homotypische Inter-
aktion, Aktivierung als Antwort auf die Antigenprédsentation sowie der Zytotoxizitdt (San-
chez-Madrid und del Pozo, 1999; Dustin und Chan, 2000). Fiir das Verstindnis der Immunre-
gulation ist es wichtig zu verstehen, iiber welche Mechanismen genau die T-Zellpolaritét

reguliert wird und auf welche Weise diese die Signalwege der T-Zelle beeinflussen. Wéhrend
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der Polarisierung von T-Zellen rufen morphologische und funktionelle Verdnderungen eine
bipolare, asymmetrische Zellform hervor. Anterior ist diese durch die Ausbildung eines La-
mellipodiums (engl. leading edge) gekennzeichnet und posterior durch die Ausbildung einer
einfachen Ausstiilpung, welche als Uropod bezeichnet wird. Je nach zelluldirem Kontext kann
sich der Uropod der Zelle auch zuriickbilden. Beide Pole der Zelle sind durch eine gemeinsa-
me Polarititsachse miteinander verbunden und zeichnen sich durch eine einzigartige Zusam-
mensetzung der zelluldren Komponenten aus. Zu den beiden Hauptformen der T-Zellpolaritat
gehoren die Polaritdt wahrend der T-Zellmigration sowie die Ausbildung einer Immunologi-
schen Synapse (IS) als Antwort auf die Antigenprésentation (Russell, 2008) (Abbildung 2 A,
B).

o Antigenprasentation;
A Migration B T-Zell Zytotoxizitat
Uropod
(pors%gﬁor) T-Zelle

Antigen prasentierende Zelle (APC)

g
——étﬁ Polaritatsachse
%‘ APC \

i;*. Mikrotubuli

8% Polarisierte Proteine
Lamellipodium
(anterior)

Abbildung 2. Anterior-posteriore Polaritit von T-Zellen. Darstellung der Polarititsachse wéhrend der
(4) T-Zellmigration und (B) der Antigenprésentation und T-Zellzytotoxizitit. Funktionelle und morphologische
Verdnderungen wéhrend der T-Zellpolarisierung rufen eine bipolare, asymmetrische Zellform hervor. Beide
Pole der Zelle sind durch eine gemeinsame Polarititsachse miteinander verbunden, die durch das Mikrotubuli-
organisierenden Zentrum, Golgi-Apparat und Zellkern verlduft. Modifiziert nach (Russell, 2008).

1.3.1 T-Zellpolaritat und Migration

Werden im Blutstrom befindliche naive T-Zellen durch passende Chemokine stimuliert,
lagern sie sich an die GefdBwand an und migrieren durch das GefaB3epithel hindurch. Auf der
Suche nach préisentierten Antigenen wandern T-Zellen entlang des Lockstoffgradienten in
lymphatische Kompartimente oder in Gewebe, in denen inflammatorische Prozesse ablaufen.
Der Uropod migrierender T-Lymphozyten beinhaltet neben dem Mikrotubuli-organisierenden
Zentrum (microtubule organizing center, MTOC) Vimentin- und Aktinfilamente, die Adhisi-
onsproteine Ezrin, Radixin und Moesin (ERM) sowie das Zytoskelettverbindungsprotein
Plektin (McFarland, 1969; Brown et al., 2001; Burkhardt ef al., 2008). Das an der Migrations-
front befindliche Lamellipodium ist dagegen auf die Quelle des Stimulus ausgerichtet und mit
Chemokinrezeptoren wie CXCR4, CCR2 und CCRS angereichert (Nieto et al, 1997). Die

Front migrierender T-Zellen ist dariiber hinaus fiir die Antigenerkennung sensibilisiert und
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mit aktivierten Integrinrezeptoren wie beispielsweise LFA-1 ausgestattet (Wei et al., 1999;
Stanley et al., 2008). Das Aktin- und Tubulinzytoskelett, Oberflachenproteine, Vesikelver-
kehr sowie konservierte Polarititsproteine sind in T-Zellen differenziell und asymmetrisch
lokalisiert (Abbildung 3 A-E). Relativ zur Migrationsrichtung bilden sie eine anterior-
posteriore Polaritdtsachse aus. Diese Polaritdt definiert die Bewegungsrichtung wéhrend der
T-Zellmigration und ermoglicht gleichzeitig die Modifikation des Zytoskeletts, das die Zell-
form und die Fortbewegung der Zelle vermittelt (Russell, 2008). Signale, welche die T-Zelle
wihrend der Migration durch Lymphgefdafe und Gewebe iiber Chemokinrezeptoren, Adhési-
onsmolekiile, kostimulatorische Molekiile und Antigenrezeptoren aus der Mikroumgebung
aufnimmt, werden in diesen Prozess integriert und tragen zur Etablierung und zum Erhalt der
Zellpolaritdt bei. In Geweben konnen T-Zellen entweder einen hoch motilen Zustand anneh-
men, der das Abtasten Antigen-prasentierender Zellen ermoglicht, oder aber sie verweilen fiir
eine verlingerte Interaktion an einem Ort. Der Ubergang zwischen beiden Stadien wird durch
die Gegenwart des Antigens, des Aktivierungszustandes von T-Zelle und APC sowie durch
die dreidimensionale Beschaffenheit der umgebenden Matrix bestimmt (Friedman et al.,

2005; Burkhardt ez al., 2008).

A B C D E

Aktomyosin Zytoskelett Mikrotubuli Zytoskelett ~ Oberflachenrezeptoren Vesikelverkehr Polaritatsproteine

2 ; v
3 g 7 = =
- @- - =9~ -
Uropod: ~ Lamella:  Lamellipodium: ERM-gebunden
Kontraktion Aktomyosin Aufbau und Unbeteiligte Rezeptoren Endozytose Exozytose
und Abbau Riickfluss Verzweigung Adhasive Integrine

Abbildung 3. Polarititssysteme in motilen T-Lymphozyten. Die anterior-posteriore Migrationspolaritit von
T-Lymphozyten wird durch fiinf grundlegende Polarititskomponenten definiert. (4) Das Aktomyosinzytoskelett
besteht aus Aktinfasern, an deren Plus-Enden die Anlagerung von Monomeren erfolgt. Es bildet das Lamellipo-
dium durch aktinbasierte Ausbuchtungen. Der Mittelkdrper der Zelle ist moglicherweise fiir den riickldufigen
Aktinfluss zum Uropod verantwortlich. (B) Das Tubulinzytoskelett ist ein weiteres polarisiertes Zytoskelett der
Zelle. Dieses ist um den MTOC organisiert. (C) In migrierenden T-Zellen sind Oberflichenrezeptoren asymme-
trisch lokalisiert. Adhésive Integrine sammeln sich in Migrationsrichtung am Lamellipodium, unbeteiligte
Rezeptoren sowie Oberflachenrezeptoren, die mit der C-terminal phosphorylierten Form von Ezrin, Radixin und
Moesin assoziiert sind (cpERM), akkumulieren vor ihrer Aktivierung am Uropod. (D) Exo- und Endozytose-
mechanismen sorgen in einem Zyklus fiir eine Internalisierung adhésiver Integrine sowie fiir den anschlieBenden
Transport zum Uropod. Von dort aus werden sie an die Zellfront transportiert, wo sie spezifisch fiir die Vor-
wirtsbewegung der Zelle wiederverwertet werden. (E) Konservierte Polaritdtsproteine tragen ebenfalls zur
asymmetrischen Verteilung zellulirer Komponenten bei. Die genaue Bedeutung dieser Proteine fiir die
T-Zellpolaritdt ist Gegenstand aktueller Forschung. Modifiziert nach (Krummel und Macara, 2006).
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1.3.2 T-Zellpolaritat und Immunologische Synapse

Eine Immunantwort wird ausgeldst, wenn T-Zellen Antigenfragmente erkennen, die iiber
Molekiile des Haupthistokompatibilititskomplexes (major histocompatibility complex, MHC)
auf der Oberfliche Antigen-priasentierender Zellen, wie beispielsweise einer Dendritischen
Zelle oder B-Zelle, prasentiert werden. Dieser Prozess beinhaltet die Ausbildung einer immu-
nologischen Synapse an der Kontaktstelle von T-Zelle und APC und erfordert eine Polarisie-
rung der T-Zelle. Die Interaktion von T-Zellrezeptoren (7-cell receptor, TCR) mit passenden
MHC-Peptid Komplexen fiihrt zu einer Aktivierung von Signalkaskaden, die in einer Anrei-
cherung von F-Aktin an der Zell-Zell Kontaktstelle resultieren (Billadeau und Burkhardt,
2006). T-Zellen durchlaufen grundlegende morphologische Verdnderungen, die durch den
Umbau des Aktin- und Mikrotubulizytoskeletts gesteuert werden. Diese Verdnderungen rufen
eine komplexe und dynamische Relokalisation von Signalmolekiilen und Polarititsproteinen
am proximalen, der Schnittstelle zum APC-zugewandten Pol, sowie dem distalen Pol hervor
(Cemerski und Shaw, 2006; Krummel und Macara, 2006; Billadeau et al., 2007). Als ein
wichtiges Merkmal werden sowohl das MTOC als auch assoziierte sekretorische Granula an
die immunologische Synapse angelagert. In der T-Zell-vermittelten Zytotoxizitit ermoglicht
dies die Freisetzung zytotoxischer Granula in den Spalt von T- und Zielzelle (Kupfer et al.,
1985; Stinchcombe et al., 2006). Die Antigenprésentation findet generell in den Lymphkno-
ten statt. Angelockt durch Signalstoffe migrieren T-Zellen in diese hinein und tasten eine
Reihe von APCs im Lymphknoten ab. Ein Vorgang, der wiederum die Zellpolarisation ein-
schlieBt. Nach der Aktivierung durch prisentierte Antigene kommt es zur vielfachen Teilung
der T-Zellen und zu einer Migration der daraus resultierenden Nachkommenschaft zu Infekti-

onsherden oder zu Orten der Immunaktivierung (Russell, 2008).

1.3.3 Zellpolaritat und Aktindynamik

Polarisierte Prozesse wie die der T-Zellmigration, die Bildung von immunologischen Synap-
sen, aber auch weitere zelluldre Prozesse wie beispielsweise der Integrin-vermittelten Adhé-
sion erfordern einerseits die Aktivierung der T-Zelle durch unterschiedliche Zelloberfldchen-
rezeptoren und andererseits die asymmetrische Rekrutierung von regulatorischen Prote-inen.
Obwohl sich diese Abldufe im Detail unterscheiden, ist jeder dieser komplexen Prozesse
abhingig vom Zytoskelett der T-Lymphozyten (Gomez und Billadeau, 2008; Billadeau et al.,
2007). Die strukturelle Basis fiir die Polarisierung von T-Zellen wird durch das Aktin- und
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Mikrotubulizytoskelett gewihrleistet. Filamentoses Aktin (F-Aktin) kontrolliert die Zellmor-
phologie und -plastizitit und ermdoglicht die polarisierte Verteilung regulatorischer Proteine
innerhalb der Zelle. Dariiber hinaus sorgt es fiir die mechanische Kraft, welche fiir die Zell-
motilitdt notwendig ist (Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004; Billadeau et al.,
2007). Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die strukturelle Integritdt der T-Zelle sind die Mikro-
tubuli. Sie erhalten die Stabilitét der F-Aktin-abhéngigen Zellpolaritit und sorgen fiir eine
polarisierte Sekretion von Effektormolekiilen (Sancho ef al., 2002). Im Gegensatz zu F-Aktin
tragt der Aufbau des Mikrotubulizytoskeletts nicht zur Fortbewegung der Zellen wihrend der
Migration bei. Eher dient es zur Etablierung der Zellpolaritdt und Zellplastizitét.

Aktinfilamente sind polare Fasern, die aus globuldren Aktinuntereinheiten (G-Aktin) zusam-
mengesetzt sind, welche ATP binden und hydrolysieren. Die Polaritdt der Fasern ergibt sich
aus der gleichgerichteten Orientierung der Proteinuntereinheiten sowie durch zwei strukturell
unterschiedliche Enden. Diese unterscheiden sich nicht nur in ihrer Stabilitdt, sondern zeich-
nen sich ebenso durch unterschiedliche Assoziations- und Dissoziationsraten des G-Aktins
aus. Die hieraus resultierende intrinsische Aktindynamik, welche die dynamische Polymeri-
sierung und Depolymerisierung des F-Aktins beschreibt, ist von grundlegender Bedeutung fiir
die Zellpolaritit. In Antwort auf duBere Polarititssignale ist das Aktinzytoskelett in der Lage,
sich schnell und lokal zu reorganisieren. Die Asymmetrie in Struktur und Dynamik des Ak-
tins wird anschliefend {iber Zytoskelett-assoziierte Proteine in polarisierte Zellfunktionen

iibersetzt (L1 und Gundersen, 2008).

Die Polymerisation des F-Aktins und der dazu erforderliche Umbau des Aktinzytoskeletts
wihrend der Chemokin- und TCR-Rezeptor-vermittelten Stimulation von T-Zellen werden
durch eine Vielzahl regulatorischer Proteine koordiniert. Kleine GTPasen der Ras Superfami-
lie tibernehmen die Funktion von molekularen Schaltern und sind in die Regulation der Zell-
polaritdt eingebunden. Die Rho Subfamilie setzt sich aus iiber 20 Mitgliedern zusammen und
umfasst die GTPasen Cdc42, Rac-1 und RhoA. Rho GTPasen regulieren den Umbau des
Zytoskeletts, indem sie die Polymerisation zu linearen oder verzweigten Aktinfilamenten
induzieren (Iden und Collard, 2008). Die GTPasen Rac und Cdc42 sind insbesondere mit der
Ausbildung des Lamellipodiums und mit der Orientierung der Migration assoziiert. Effektor-
proteine beider GTPasen wie beispielsweise das Wiskott-Aldrich Syndromprotein (Wiskott-
Aldrich syndrome protein, WASP), neuronales WASP und die verwandte WAVE Proteinfa-
milie sorgen durch Aktivierung des Arp2/3-Komplexes (Actin-related proteins 2/3) fur die
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Induktion der Aktinnukleation. Die GTPase RhoA hingegen fordert die Organisation und
Kontraktion von Aktinfilamenten durch die Aktivierung von Myosin-II und sorgt auf diese
Weise fiir die Ausbildung des Uropod (Vicente-Manzanares et al., 2009b). Die Aktivitit von
RhoA und Rac steht in gegensitzlicher Beziehung zueinander. Wéahrend RhoA in der Zell-
front inaktiv ist, vermittelt Rac dort die Bildung von Zellausldaufern. Die Steuerung der Zell-
polaritdt durch Regulation der Aktindynamik wird neben den GTPasen auch durch Zellpolari-
titsproteine bestimmt. Wéhrend der Polarisation der Zelle sind diese Proteine nicht nur
asymmetrisch verteilt, sondern sorgen sowohl in T-Zellen, als auch in Zellen epithelialen
Ursprungs fiir eine differenzielle Verteilung assoziierter Proteine. Der Einfluss von Zellpola-
ritdtsproteinen auf zentrale zelluldre Prozesse in T-Zellen ist Gegenstand aktueller Untersu-

chungen.

1.4 Polaritatskomplex-Proteine

Die Etablierung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritdt wird in unterschiedlichen Organis-
men durch drei konservierten Hauptpolaritdtskomplexe, Par (Cdc42/Par-3/Par-6/aPKC),
Crumbs (Crb/Pals/Patj) und Scribble (Scribble/Dlg/Lgl), kontrolliert (Humbert et al., 2008;
Assemat et al., 2008; Ludford-Menting et al., 2005; Iden und Collard, 2008; Gérard et al.,
2007) (Abbildung 4). Urspriinglich wurden diese Polarititsproteine in Caenorhabditis elegans
und in Drosophila melanogaster entdeckt. In hoheren Organismen, wie beispielsweise in
Sdugern, finden sich ebenfalls entsprechende Homologe der Proteine. Alle drei Komplexe
sind in unterschiedlichen zelluldren Zusammenhéngen involviert. Beispiele hierfiir sind die
der asymmetrische Zellteilung, die epitheliale und neuronale Polarisation, sowie die Migrati-
on und Zellproliferation (Bryant und Mostov, 2008). Die apiko-basale Zellpolaritdt in huma-
nen Epithelzellen wie auch die anterior-posteriore Zellpolaritidt von T-Lymphozyten werden
im Wesentlichen durch diese drei Komplexe gesteuert. Uber die Funktionsweise der Polari-
tiatsnetzwerke in T-Zellen ist nur wenig bekannt. In diesem Abschnitt wird daher exempla-

risch auf Polarititskomplexe in Epithelzellen eingegangen.

Die Par- und Crumbs-Komplexe lokalisieren vornehmlich an der lateralen Plasmamembran
der apikalen Doméne, wahrend sich der Scribble-Komplex an der basolateralen Membran
anreichert (Abbildung 4). Zwischen den drei Polarititskomplexen finden unterschiedliche

Interaktionen statt, welche zu einer Balance der Zellpolaritit fithren und das Ausmal3 der
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apikalen und basolateralen Membranen begrenzen. Der wechselseitige Antagonismus von
Scribble-Komplex und den apikal lokalisierten Crumbs- und Par-Komplexen ermdglicht die
Etablierung einer asymmetrischen Achse und somit die Kontrolle der apiko-basalen Zellpola-
ritdt in Drosophila und Mensch (Bilder et al., 2003; Tanentzapf und Tepass, 2003; Goldstein
und Macara, 2007; Yamanaka et al., 2003; Yamanaka et al., 2006). So wird beispielsweise
die apikale Lokalisation des Scribble-Komplexes durch eine aPKC-vermittelte Phosphorylie-
rung von Lgl-1/2 ausgeschlossen, da phosphoryliertes Lgl vom Zellkortex weg dissoziiert.
Weitere Ausschlussmechanismen sorgen dafiir, dass unterschiedliche Polaritidtskomplexe
nicht miteinander interferieren. Es bilden sich apikale und basolaterale Doméanen, die nicht

miteinander liberlappen.
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Abbildung 4. Etablierung und Aufrechterhaltung der epithelialen apiko-basalen Zellpolaritit durch
differenzielle Lokalisation von Par-, Crumbs- und Scribble-Komplexen. In einer Vielzahl verschiedener
Organismen werden Polarisierungsprozesse durch konservierte Polaritdtskomplexe reguliert. Zu den drei Haupt-
polaritatskomplexen gehdren der Par-Komplex (Par-3/Par-6/aPKC), sowie der Crumbs- (Crumbs-3/Pals/Patj)
und Scribble-Komplex (Scribble/Dlg/Lgl). Alle drei Polaritdtskomplexe spielen eine wichtige Rolle in unter-
schiedlichen zelluldren Prozessen. Zu diesen gehoren die asymmetrische Zellteilung, Zellmigration und
-proliferation sowie die neuronale und epitheliale Polarisation. Die funktionelle Abgrenzung der apikalen und
basolateralen Doménen erfolgt durch wechselseitigen Ausschluss von basolateral lokalisiertem Scribble-
Komplex und den apikalen Crumbs- und Par-Komplexen. Erlduterung der Abkiirzungen: Par: partitioning
defective; aPKC: atypical protein kinase; Pals-1: (protein associated with Lin-7)-1; Patj: Pals-1-associated tight-
Junction protein; Lgl-1/2: lethal giant larvae 1/2; DIg: discs large; TJ: tight junctions; AJ: adherens junctions.
Modifiziert nach (Iden und Collard, 2008).
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1.5 Scribble-Komplex

Das scribble (scrib) Gen wurde in Drosophila melanogaster bei dem Versuch identifiziert,
maternale Effektmutationen zu analysieren, welche verschiedene Bereiche der epithelialen
Morphogenese wie Zelladhdsion, -form und -polaritit storen (Bilder und Perrimon, 2000).
Diese gravierenden Defekte beeinflussen die Organisation der Monolayer des Epithelgewebes
und fithren zu Zellen, die abgerundet sind und eine unregelméfBige Form aufweisen. Zudem
sind apikal lokalisierte Proteine wie auch Adherens Junctions Proteine in scribble mutierten
Tieren fehlerhaft an der basolateralen Zelloberfliche lokalisiert. Scribble bildet mit zwei
weiteren Polarititsproteinen, Disc Large (Dlg) und Lethal Giant Larvae (Lgl), einen als Scri-
bble-Komplex bezeichnetes funktionelles Modul. Der Verlust dieser Proteine, sowie der
damit einher gehende Verlust der Zellpolaritdt ist ein wichtiges Merkmal fiir Krebs und ist
eng mit einer unkontrollierten Zellproliferation verbunden (Bilder et al., 2000; Vasioukhin,
2006). Studien belegten zudem den konzertierten Einfluss aller drei Proteine auf die Regulati-
on der Epithelstruktur und Zellproliferation. Des Weiteren wiesen Ig/, scribble und dig Mu-
tanten von Drosophila dhnliche Phinotypen auf. Es konnte somit belegt werden, dass alle drei

Proteine im selben Signalweg wirken (Bilder ef al., 2000).

Das Scribble Protein beinhaltet 16 N-terminale Leucin-reiche Wiederholungen (leucine-rich
repeats, LRR), vier PSD-95, Discs large und ZO-1 (PDZ) Doméinen (Bryant und Huwe,
2000) sowie ein uncharakterisiertes C-terminales Ende (Humbert ez al., 2003; Bilder, 2004).
Scribble wird daher als ein Mitglied der LAP-Proteinfamilie (LRR and PDz) bezeichnet. Beide
Doménen, LRR und PDZ, bestimmen mallgeblich die Lokalisation von Scribble an die baso-
laterale Epithelmembran (Navarro et al., 2005; Nagasaka et al., 2006). In nicht-polarisierten
Zellen bindet Scribble iiber die PDZ Doménen 3 und 4 an das C-terminale Motiv von ZO-2,
welches wiederum mit unterschiedlichen Tight Junction Markern (ZO-1, Occludin und Clau-
din) interagiert (Metais ef al., 2005; Gumbiner et al., 1991; Itoh M et al., 1999). In polarisier-
ten Sdugerzellen ist Scribble mit B-Catenin kolokalisiert, einem Marker fiir Adherens Junc-
tions (Metais et al., 2005; Vasioukhin, 2006). In Drosophila hingegen bindet Scribble an den
Septate Junctions, die an der Grenzfliche von apikaler und basolateraler Membran lokalisiert
sind. Septate Junctions sind funktionelle Analoge zu den Tight Junctions der Vertebraten
(Bryant, 1997). Ludford-Menting et al. konnten nachweisen, dass die zuvor in Epithelzellen
gefundenen Polaritidtskomplexe auch in polarisierten T-Zellen anzutreffen sind, dort differen-
ziell lokalisiert vorliegen und die Polaritdt und Funktion der Zelle regulieren (Ludford-

Menting et al., 2005). Die Lokalisation von Scribble an die Zellmembran ist in T-Zellen im
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Gegensatz zu Epithelzellen nicht von Zell-Zell Bindeproteinen abhédngig. In motilen, polari-
sierten T-Zellen akkumuliert Scribble im Uropod und spielt zudem eine Rolle in der Migrati-
on und Antigenprisentation der Zelle sowie in der differenziellen Lokalisation weiterer Pola-
ritditskomponenten. Von dem Polarititsprotein Dlg sind in Séugern fiinf eng verwandte
Homologe bekannt (DIg 1-5). DIg enthélt drei PDZ Domaénen und ist Mitglied der membran-
assoziierten Guanylatkinase (MAGUK) Proteinfamilie. Diese ist zum einen durch eine Src
Homologie 3 (Src homology 3, SH-3), durch eine Guanylatkinase-dhnliche (guanylate kinase-
like, GUK) Dominen und durch eine 4.1 Bindedoméne charakterisiert (Anderson, 1996).
Dartiber hinaus enthdlt Dlg-1 eine N-terminale L27 Doméne, welche an MPP-2, MPP-3,
MPP-7 und Lin-7 sowie Lin-2/hCask binden kann (Karnak et al., 2002; Stucke et al., 2007,
Bohl et al., 2007). DIg-1 weist gegeniiber Drosophila die groBte strukturelle Homologie auf.
Zudem gilt es auch als das am hdufigsten untersuchte Dlg Protein in Epithelzellen (McLaugh-
lin et al., 2002). Die Bindung von Dlg-1 und MPP-7 erleichtert die Bildung epithelialer Tight
Junctions. In Verbindung mit Lin-7 beeinflusst dieser Komplex die Stabilitdt von DIg-1 und
dessen Verteilung an Zellverbindungen (Assemat et al.,, 2008; Bohl et al., 2007). Die laterale
Verteilung von Dlg-1 wird durch Interaktion der PDZ-1 und PDZ-2 Doménen und der Ha-
kendomine mit dem Zytoskelettprotein 4.1 reguliert (Lue et al, 1996). In Madin-Darby
Epithelzellen des Hundes (Madin-Darby canine kidney, MDCK) spielt in diesem Prozess
zudem die Assoziation von DIg-1 mit dem MAGUK Protein Lin-2/hCask eine zentrale Rolle
(Lee et al., 2002a). Diese wird iiber die L27N Doméne von Cask und der L27 Doméne von
Dlg-1 vermittelt. In Epithelzellen lokalisiert Dlg-1 ebenso wie Scribble an der basolateralen
Zellmembran und assoziiert mit dem kortikalen Zytoskelett. Dariiber hinaus reguliert es die
apiko-basale Zellpolaritit und organisiert Zell-Zell Verbindungen (Bilder, 2001). In Droso-
phila wie auch in Siugerzellen kolokalisieren DIlg und Scribble an der basolateralen Kortex
(Bilder und Perrimon, 2000; Dow et al., 2003). Eine physikalische Interaktion beider Proteine
wurde jedoch bislang nur in Drosophila nachgewiesen. Sie wird iiber das Linkerprotein
GUK-Holder vermittelt, das an die GUK-Doméne von DIg und an die zweite PDZ-Doméne
von Scribble bindet (Mathew et al., 2002). Obwohl DIg-1 in neuronalen und epithelialen
Zellen gut charakterisiert wurde, ist bisher wenig dariiber bekannt, wie das Protein die Polari-
tat von T-Zellen moduliert. Dlg-1 tritt im Uropod von T-Zellen auf sowie transient an der
immunologischen Synapse wihrend der Antigenpriasentation (Cullinan et al., 2002; Xavier et
al.,, 2004). Neuere Studien zeigten zudem, dass DIg-1 den Aktin-vermittelten Aufbau der

zelluldren Synapse sowie die Effektorfunktionen koordiniert, indem es die Interaktion der
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Aktinregulatoren WASP und Zap70 mit der Tyrosinkinase Lck erleichtert (Round et al.,
2005).

Lgl ist ein Protein mit einer Grofle von 130 kDa, das mehrere kurze WD40 Motive beinhaltet
und Sequenzdhnlichkeiten mit Zelladhdsionsproteinen aufweist. Wie der Name bereits impli-
ziert, bestehen die WD40 Doménen aus jeweils 40 Aminoséduren und enden hiufig mit einem
Dipeptid aus Tryptophan und Asparaginsdure (W-D) (Lutzelschwab et al., 1987; Assemat et
al., 2008). Im Gegensatz zu Scribble und Dlg, die beide konstitutiv an der Plasmamembran
lokalisieren, ist die Lokalisation von Lgl von dessen Phosphorylierungsstatus abhingig
(Humbert et al., 2008). Phosphoryliertes Lgl ist inaktiv und kann nicht an der Plasmamemb-
ran binden (Wirtz-Peitz und Knoblich, 2006; Yamanaka und Ohno, 2008). Verschiedene
Studien zeigten, dass die Phosphorylierung von Lgl in Drosophila und Séuger durch dessen
Interaktion mit aPKC des Par-Komplexes vermittelt wird und von der Bindung an aPKC und
Par-6 abhéngt (Betschinger et al., 2003; Plant ef al., 2003; Yamanaka et al., 2003). Physikali-
sche Wechselwirkungen von Lgl mit anderen Proteinen des Scribble-Komplexes sind trotz
des gemeinsamen genetischen Signalwegs nur schwer nachweisbar. Kallay et al. berichteten
jedoch, dass Lgl und Scribble moglicherweise miteinander interagieren und dass sich diese
Assoziation iiber die LRR-Dominen von Scribble ereignet (Kallay et al., 2006). Uber die
Funktion von Lgl in T-Zellen ist im Gegensatz zu den Polaritidtsproteinen Scribble und Dlg

bislang nichts bekannt.

1.6 Lethal giant larvae (Igl)

Das Gen lethal giant larvae (Igl/l(2)gl) der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist das erste
in der Literatur beschriebene Tumorsuppressorgen. Es kontrolliert die Zellproliferation und
-differenzierung und ist dariiber hinaus an der Regulation der Zellpolaritit und Gewebemor-
phologie beteiligt (Gateff und Mechler, 1989; Mechler und Strand, 1990). Das kodierte Lgl
Protein lokalisiert im Zytoplasma und an der lateralen Plasmamembran, wo es in einem Kom-
plex gebunden vorliegt. Dieser ist am Erhalt der Zellpolaritit sowie der epithelialen Integritét
beteiligt. Weiterhin interagiert das Lgl Protein mit dem Nicht-Muskel Myosin-II, einer Kom-
ponente des Zytoskelettnetzwerks (Strand et al., 1994b; Strand et al., 1994a).

Die Entdeckung des Gens geht urspriinglich auf die Studien von Bridges im Jahr 1933 zuriick
(Bridges und Brehme, 1944). Weitere grundlegende Untersuchungen wurden nachfolgend in
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den siebziger Jahren von Elisabeth Gateff an mutanten Allelen von /g/ vorgenommen. Sie
konnte nachweisen, dass rezessive Mutationen des /g/ Lokus wihrend der Embryonal- oder
Larvalentwicklung die Ausbildung von neoplastischen Tumoren in den adulten optischen
Neuroblasten des Larvengehirns hervorrufen sowie in den Imaginalscheiben (Gateff, 1978).
Dartiber hinaus zeigten diese Zellen einen Verlust der apiko-basalen Polaritit und waren nicht
in der Lage, sich auszudifferenzieren. Die schnelle und autonome Zellproliferation in Gehirn
und Imaginalscheiben der mutanten Larven fiihrte zu aufgebldhten Phinotypen (,.giant lar-
vae*). Diese starben noch vor Eintritt in die Metamorphose (de Lorenzo et al.,, 1999a). Die
Klonierung und vorldufige molekulare Charakterisierung von Ig/ erfolgte anschlieBend durch
Mechler et al. (Mechler et al., 1985; Opper et al., 1987; Mechler et al., 1989). Durch Einbrin-
gen eines klonierten wildtypischen /g/ Gens in entsprechende Mutanten wurde die Tumorbil-
dung unterdriickt und der Nachweis erbracht, dass /g/ Tumorsuppressoreigenschaften besitzt.
Neoplastische Tumore, die durch Mutation von /g/ in epithelialen Geweben entstehen, sind
durch einen Verlust der epithelialen apiko-basalen Zellpolaritit, der Proliferationskontrolle
und der Zellmigration charakterisiert (Humbert ef al, 2008). Das unkontrollierte Gewebe-
wachstum in /g/ Mutanten weist viele gemeinsame Eigenschaften mit humanen Tumoren auf.
Hierzu gehoren der Verlust der Zellpolaritit, der Zellform sowie die Unfdhigkeit zur Diffe-

renzierung (Wirtz-Peitz und Knoblich, 2006).

1.6.1 Konservierung von Lgl in Eukaryoten

Lgl liegt in Eukaryoten hochkonserviert vor. Bislang wurden Homologe von /g/ in Spezies
wie der Hefe, Caenorhabditis elegans, Drosophila, Insekten, Zebrafisch, Maus und Mensch
entdeckt (Strand, 1998; Sonawane et al., 2005; Tomotsune et al., 1993). Zwischen den Spe-
zies Sduger und Drosophila ist Lgl auch funktionell konserviert. So wurde nachgewiesen,
dass die Expression von humanem Lgl-1 (Hugl-1) in homozygoten Drosophila Igl Mutanten
die Tumorsuppressorfunktion von Lgl sowie die Viabilitdt wiederherstellt (Grifoni et al.,

2004).

In Hefe sind mit sro7 und sro77 zwei funktionell redundante Homologe von Drosophila Igl
bekannt. Beide Proteine der kodierenden Gene enthalten dhnliche funktionelle Doménen wie
etwa das vom Drosophila Tumorsuppressorgen kodierte Lgl Protein. Doppelt-mutante

sro7/77 Hefezellen zeigten partielle Defekte in der Organisation des polarisierten Aktinzytos-
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keletts und einen kéltesensitiven Wachstumsphénotypen (Kagami et al., 1998). Die sro7/77
Gene wiesen dariiber hinaus eine negative genetische Interaktion mit Nicht-Muskel Myosin-II
(Myo2) und eine positive Interaktion mit Myosin vom Typ V auf (Myo2). Studien an Salz-
sensitiven Mutanten von S. cervisiae erbrachten zudem den Nachweis, dass beide Gene in der
Kationen-Homoostase involviert sind. Die Deletion von sro7 steigerte die Sensitivitdt der
Zellen gegeniiber Na', wihrend der Verlust beider Gene eine Na'-Hypersensitivitit hervorrief
und die Sensitivitit gegeniiber Li" und K™ erhohte (Larsson et al., 1998). Lehmann et al.
identifizierten sro7 und sro77 als Bindepartner des SNARE Plasmamembranproteins Sec9,
welches eine wichtige Rolle in der Regulation der polarisierten Exozytose einnimmt (Lehman

et al., 1999).

Mit mgl-1 (Igl-1) und mgl-2 (Igl-2) wurden auch in der Maus als erstem Saduger zwei homolo-
ge Gene von /gl beschrieben (Tomotsune ef al., 1993). Mgl-1 wird ubiquitdr und mit besonde-
rer Priferenz im Gehirn exprimiert. Dem gegeniiber ist die Expression von Mgl-2 einge-
schrankt und tritt vornehmlich in Niere, Leber und Magen auf. Beide Proteine haben
untereinander eine Ahnlichkeit von 71% (Klezovitch et al., 2004). Mgl-1”" Méuse wiesen
schwere Hirndysplasien auf, welche durch einen Verlust der Zellpolaritit bedingt waren.
Dariiber hinaus zeigten sie in neuronalen Zellen ein Versagen der asymmetrischen Zelltei-
lung. Dieses Versagen steht im Verdacht, fiir die Hyperproliferation und den Mangel an
Differentiation der Zellen verantwortlich zu sein. Weiterhin schienen mgl-I”~ Embryos bis
zum Tag 9,5 normal zu sein, entwickelten jedoch ab Tag 12,5 massive morphologische Ab-
normalititen im Gehirn (Klezovitch et al., 2004). In einem transgenen Mausmodell fiir das
okulare Adenokarzinom, welches vom retinalen Pigmentepithel ausgeht, konnte nachgewie-
sen werden, dass eine Mislokalisation von Lgl-1/Mgl-1, Dlg-1 und Scribble mit frithen Stufen
der Augentumorigenese korrelierten. Zusétzlich war die Mislokalisation der Suppressorgene

mit einer verminderten Expression der Proteine assoziiert (Vieira et al., 2008).

Im Menschen wurden mit hugl-1 (ligl-1, Igl-1, migl-1, dig-4) und hugl-2 (ligl-2, Igl-2, migl-2,
hgl) zwei humane Homologe des Drosophila Igl Gens identifiziert. Die kodierten Proteine
Hugl-1 (115 kDa) und Hugl-2 (113 kDa) weisen mit 62,5% eine signifikante Sequenzhomo-
logie zu Lgl aus Drosophila auf (Assemat et al., 2008; Froldi et al., 2008). Zwei weitere Lgl-
verwandte Proteine sind die zum Drosophila Protein Tomosyn homologen und an Syntaxin

bindenden Proteine Hugl-3 (Lgl-3) und Hugl-4 (Lgl-4) (Katoh, 2004). Von allen vier Homo-
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logen sind Hugl-1 und Hugl-2 die in der Literatur am umfassendsten untersuchten Proteine.

Nachfolgend wird daher niher auf diese beiden Proteine eingegangen.

1.6.2 Hugl-1 und Hugl-2

Beide humanen Homologe von Augl sind auf Chromosom 17 anzutreffen. Hugl-1 ist an Posi-
tion 17p11.2-12 und Augl-2 an Position 17q24-q25 verortet (Strand et al., 1995; Assemat et
al., 2008). Beide Gene kodieren fiir aus 1064 (Hugl-1) und 1020 (Hugl-2) Aminosduren
bestehende Proteine (NP _004131.3; NP 001026973.1), die gegeniiber dem Drosophila-
Widerpart Lgl signifikante Sequenzhomologien aufweisen. Dies erklért die funktionelle Kon-
servierung zwischen den Proteinen beider Spezies. Zu den {ibereinstimmenden Doménen
zwischen Mensch und Drosophila gehoren Homooligomerisierungsdoménen, Phosphorylie-
rungsstellen und charakteristische WD40 Wiederholungen (Kalmes et al., 1996; Grifoni et al.,
2004). Anhand von Substitutionsexperimenten konnten Grifoni et al. auch praktisch nachwei-
sen, dass Hugl-1 die Funktion von Lgl in /g/-mutierten Drosophila Fruchtfliegen kompensier-
te. Dessen Expression verhinderte die Hyperproliferation der Zellen, und bestétigte zugleich
den hohen Grad der funktionellen Konservierung zwischen Lgl aus dem Sauger und Droso-
phila (Grifoni et al., 2004). Im Menschen weisen Hugl-1 und Hugl-2 daher, ebenso wie auch

Lgl in Drosophila, Tumorsuppressoreigenschaften auf.

Eine Reihe von Hinweisen geben mittlerweile Anlass zu der Annahme, dass Polarititsprotei-
ne nicht nur die epitheliale Morphogenese, sondern auch die Tumorigenese in Sdugern regu-
lieren (Humbert et al., 2003; Huang und Muthuswamy, 2010). Mehrere Studien demonstrier-
ten den Zusammenhang eines Verlustes oder einer Reduktion von Hugl-1 oder Hugl-2 mit
dem Auftreten von humanen Karzinomen. Héufig ist die Gewebetransformation wéhrend der
Tumorigenese mit einem Verlust der Zell- und Gewebepolaritit verbunden (Huang und
Muthuswamy, 2010). Eine Untersuchung des Transkriptionsprofils von Augl-1 in verschiede-
nen humanen Tumorproben demonstrierte entweder die Reduktion oder den Verlust des Tran-
skripts in Brust- (76%), Lungen- (63%), Prostata- (53%), Eierstockkarzinomen (50%) sowie
in Melanomen (40%) (Kagami et al., 1998; Kuphal ef al., 2006). Ebenso lag die Expression
von hugl-1 in 75% aller Tumorproben aus Patienten mit Kolonkarzinom reduziert vor. Die
Reexpression von Hugl-1 in HEK293 Zellen steigerte dagegen die Zelladhision und erbrachte
den Nachweis, dass ein signifikanter kausaler Zusammenhang zwischen dem Hugl-1 Expres-

sionsstatus und der Zelladhdsion besteht (Schimanski et al., 2005). Lu et al. berichteten von
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anormalem Splicing von hugl-1 Transkripten, welche mit einer Progression des hepatozelluli-
ren Karzinoms im Zusammenhang standen. Solche Transkripte kodieren abnormal verkiirzte
Hugl-1 Proteine, denen eine oder mehrere der konservierten WD40 Wiederholungsmotive
fehlen. In Nacktmiusen fiihrte die Uberexpression der anormalen Transkripte zur Zunahme
der Migration, Invasion und Tumorigenizitit (Lu et al., 2009). Zusammengenommen belegen
diese Studien einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Verlust von Hugl-1 und
einem fortgeschrittenen Stadium der Tumorerkrankung. Geringe Expressionsspiegel des
Proteins korrelieren hierbei mit invasiveren und aggressiveren Tumoren sowie Lymphkno-

tenmetastasen.

Uber Hugl-2, dem Homologen von Hugl-1, wurde in der Literatur bislang wenig berichtet.
Ein Zusammenhang zwischen Tumorigenese und einem Verlust der Polarisation humaner
Epithelgewebe wurde jedoch auch hier nachgewiesen. So liegt Hugl-2 in Kolon- und Brust-
tumoren vermindert vor. Als kritischer Faktor fiir die Auspriagung des epithelialen Phénotyps
ist der Verlust von Hugl-2 bedeutsam fiir Metastasierungsprozesse. Vorldufige Xenograft-
Experimente an Nacktméusen wiesen ein vermindertes Metastasierungspotenzial von Hugl-2
iiberexprimierenden HEK293 Zellen nach. Diese Ergebnisse bestirkten die Rolle des Hugl-2
Verlustes fiir die Progression maligner Tumore (Spaderna et al., 2008). Eine neuere immun-
histochemische Studie kam zu dem Schluss, dass das Zellpolaritédtsprotein Hugl-2 in epithe-
lialen Dysplasien und Adenokarzinomen des Magens anormal lokalisiert vorliegt oder aber
vollstidndig verloren ist. Der vollstindige Verlust von Hugl-2 wurde im diffusen-Typ Adeno-
karzinom signifikant hdufiger beobachtet als im intestinalen Typus (79% vs. 48%) (Lisovsky
et al., 2009). Die anormale Expression von Hugl-2 oder dessen Verlust eignet sich daher
moglicherweise als ein potentieller Biomarker fiir die Unterscheidung von niedergradigen,
intraepithelialen Pankreasneoplasien, welche Hugl-2 normal exprimieren, von hochgradigen
intraepithelialen Pankreasneoplasien und duktalen Pankreasadenokarzinomen (Lisovsky et

al., 2010).

1.6.3 Struktur, Funktion und Rolle von Lgl

Die N-terminale Region des Lgl Proteins enthélt in unterschiedlichen Spezies mehrere kurze
WD40 Wiederholungen. Die N-terminale Region der Homologe Lgl-1 und Lgl-2 besteht aus

sechs, beziehungsweise aus fiinf WD40 Wiederholungen. Héufig zeichnen sich diese durch
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ein Dipeptid aus Tryptophan (W) und Asparaginsdure (D) am Motivende aus (Neer ef al.,
1994; Li und Roberts, 2001) und bilden in Einheiten von jeweils 4-16 WD40 Motiven zwei
aufeinander folgende B-Propellerstrukturen (Abbildung 5). WD40 Doménen sind oft in die
Koordination von Multiproteinkomplexen eingebunden, indem sie als Geriist funktionieren.
Die Regionen zwischen den einzelnen WD40 Sequenzen ermoglichen gleichzeitige Protein-
Interaktionen mit mehreren Effektormolekiilen wie beispielsweise Myosin-Inhibitoren. Zu-
sétzlich erlauben sie eine Interaktion mit der Plasmamembran (Vasioukhin, 2006; Betschinger

et al., 2005) (Abbildung 5).

Der C-Terminus des Proteins interagiert mit t-SNARE Proteinen, die in der Exozytose invol-
viert sind. In Drosophila vermitteln diese die Assoziation von Lgl an das Aktinzytoskelett
(Gangar et al., 2005; Miisch et al., 2002; Strand et al., 1994b; Betschinger et al., 2005). Au-
Ber in der Hefe beinhaltet Lgl in allen Spezies mehrere konservierte Serin Reste, welche
Zielstrukturen flir das Par-Komplex Protein atypische Proteinkinase C (aPKC) darstellen.
Diese Lgl-spezifische Domine, welche die N-terminale von der weniger konservierten
C-terminalen Region trennt, ist charakteristisch fiir die Lgl Proteinfamilie und bestimmt
malgeblich die Funktion des Proteins. Zu den physiologischen Bindepartnern von Lgl gehort
ein Komplex aus Par-6 und aPKC (Par-6/aPKC). In der Regulation der Lgl Funktion spielt
dieser eine wichtige Rolle. Par-6 bindet an die am N-Terminus befindliche und aus WD40
Einheiten bestehende B-Propellerstruktur von Lgl, wihrend aPKC die an Position 656, 660
und 664 befindlichen Serinreste phosphoryliert (Plant ez al., 2003; Betschinger et al., 2003).
Durch Phosphorylierung der konservierten Serinreste in Drosophila an Position 656, 660 und
664 wird eine Konformationsidnderung in Lgl induziert, die eine intramolekulare Aneinander-
lagerung des C- und N-terminalen Endes hervorruft und in einer autoinhibitorischen Inakti-
vierung des Proteins resultiert (Betschinger et al., 2005) (Abbildung 5). Funktionell inakti-
viertes Lgl Protein verldsst darauthin seine Assoziation mit dem Aktinzytoskelett und der
Membran und kumuliert im Zytoplasma. Im Epithelgewebe von Drosophila und Sauger
kommt es an der apikalen Domine daher zum Ausschluss von Lgl. Im Gegenzug sorgt Lgl an
der basolateralen Region fiir die Inaktivierung von aPKC. Der wechselseitige Ausschluss
beider Proteine trdgt zum Erhalt der apiko-basalen Zellpolaritit bei und sorgt fiir eine korrek-

te Epithelfunktion und -struktur (Grifoni et al., 2007).
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Abbildung 5. Modellhafte Darstellung der phosphorylierungsabhéingigen Regulation von Lgl in Drosophi-
la. Im unphosphorylierten Zustand ist Lgl {iber den C-Terminus mit Myosin und dem Zytoskelett assoziiert. Der
N-Terminus des Proteins interagiert dagegen iiber B-Propellerstrukturen, die jeweils aus 4-16 WD40 Motiven
bestehen, mit der Plasmamembran. Die atypische Proteinkinase C (aPKC) ist Bestandteil des Par-
Polarititskomplexes. Durch Phosphorylierung konservierter Serin-Reste induziert diese eine Anderung der
Konformation in Lgl. Die N- und C-terminalen Enden des Proteins assoziieren miteinander und rufen eine
funktionelle Inaktivierung von Lgl hervor. Der C-Terminus von Lgl kann nun nicht mehr mit dem Zytoskelett
assoziieren, so dass das Protein in das Zytosol freigesetzt wird. LCR: Low complexity region; THR: Tomosyn
homology region. Modifiziert nach (Betschinger et al., 2005).

1.6.4 Lgl in Etablierung und Erhalt der Zellpolaritat

Viele Erkenntnisse dariiber, wie Lgl zur Etablierung und zum Erhalt der apiko-basalen Zell-
polaritit beitrdgt, stammen aus Versuchen an der Fruchtfliege Drosophila melanogaster. In
Epithelzellen bildet sich die apiko-basale Polarititsachse durch Ausbildung zweier voneinan-
der abgetrennter Doménen, welche sich in ihrer Proteinzusammensetzung unterscheiden. An
ihren Grenzflachen sind Adherens Junction und Septate Junctions, in Sdugern Tight Junc-
tions, lokalisiert. In /g/ mutanten Zellen kommt es zu einer fehlerhaften Lokalisation von
Determinanten der apikalen Membrandoméne hin zur basolateralen Domédne. Gleichzeitig
geht der Vorgang mit einer fragmentierten Verteilung der Adherens Junctions einher (Bilder
et al., 2000; Hutterer et al., 2004). Mutanten der Gene scribble und dlg, die zusammen mit /g/
in der Regulation der Zellpolaritdt involviert sind und genetisch miteinander interagieren,
bringen einen dhnlichen Phanotyp hervor (Bilder et al., 2000). Die in /gl Mutanten beobachte-
te basale Umverteilung von Determinanten der apikalen Domine konnte auch durch Uberex-
pression von Crumbs und aPKC, Proteinen apikal lokalisierter Crumbs- und Par-

Polarititskomplexe, ausgelost werden (Bilder, 2004).

Fiir die Ausbildung der apikalen und basalen Doménen in Epithelzellen und Neuroblasten von

Drosophila ist das Zusammenspiel der Polaritidtskomplexe Scribble, Par und Crumbs von
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besonderer Bedeutung. Das Scribble/Dlg/Lgl Polaritdtsmodul definiert die Identitdt der baso-
lateralen Doméne und antagonisiert die Aktivitit der Polaritdtskomplexe aPKC/Par-6/Par-3
und Crumbs/Pals/Patj, welche den Erhalt der apikalen Doméne regulieren (Bilder et al., 2000;
Bilder et al., 2003; Tanentzapf und Tepass, 2003). Wichtige Erkenntnisse dariiber, wie das
zum Scribble-Komplex gehorende Protein Lgl die Zellpolaritit und damit die differenzielle
Lokalisation von Zellproteinen beeinflusst, wurden aus Arbeiten von Betschinger ef al. und
Hutterer et al. gewonnen. Beide Arbeitsgruppen widmeten sich mitunter der ErschlieBung des
wechselseitigen Antagonismus zwischen Proteinen des Scribble/Dlg/Lgl und aPKC/Par-
6/Par-3-Komplexes (Betschinger et al, 2003; Hutterer et al, 2004). In neu gebildeten
Epithelzellen von Drosophila lagert sich ein Komplex aus Par-6 und aPKC (Par-6/aPKC) an
der apikalen Doméne an und leitet die Etablierung der epithelialen Zellpolaritit ein. Entschei-
dend fiir die Lokalisation des Komplexes ist die Interaktion von Par-6 mit der aktivierten
GTPase Cdc42. In diesem Stadium hat das Zytoskelettprotein Lgl keinen Einfluss auf die
Lokalisation des Komplexes selbst, sondern sorgt stattdessen fiir den Erhalt der Par-6 Lokali-
sation (Hutterer et al., 2004). Wahrend der Interphase bindet Lgl an den apikal lokalisierten
aPKC/Par-6 Komplex und inhibiert die Funktion von aPKC. Hierdurch wird — wie auch an
Saugerzellen gezeigt werden konnte — der Eintritt des PDZ Doménen-Proteins Par-3 (Bazoo-
ka) in den Komplex verhindert (Wirtz-Peitz et al., 2008; Yamanaka et al., 2003; Yamanaka et
al., 2006). Die durch Cdc42 iiber Par-6 aktivierte aPKC phosphoryliert Lgl und iiberfiihrt das
Protein in eine inaktive Form. Hierdurch verliert Lgl seine Affinitét zu der apikalen Memb-
rankortex und wird in das Zytosol freigesetzt. Die auf die apikale Membrandoméne begrenzte
Lokalisation des Par-Komplexes sorgt daher durch Ausschluss von Lgl fiir eine auf die baso-
laterale Domidne beschriankte Funktionalitit des Proteins. Im Gegenzug verhindert Lgl die
basolaterale Verteilung des aPKC/Par-3/Par-6 Komplexes (Betschinger ef al., 2003). Lgl tragt
so zur Bildung der basolateralen Doméne bei und beeinflusst die korrekte Positionierung
epithelialer Junction-Proteine (Tanentzapf und Tepass, 2003; Hutterer et al., 2004; Borg,
2004). Wie zentral die aPKC-vermittelte Phosphorylierung von Lgl fiir die Funktionalitit und
Lokalisation des Proteins sowie flir die Lokalisation weiterer Lgl-assoziierter Proteine ist,
zeigte sich durch Expression einer nicht-phosphorylierbaren mutanten Form von Lgl (Lgl-
3A). Diese Form war nicht nur auf die basale Membran beschriankt, sondern war zudem nicht
in der Lage, Polarititsdefekte /g/-mutanter Zellen auszugleichen. Dies hatte eine undifferen-
zierte Verteilung zelluldrer Determinanten zur Folge (Betschinger et al., 2003; Hutterer et al.,

2004).
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Die Regulation der apiko-basalen Zellpolaritit durch Lgl spielt auch fiir die asymmetrische
Zellteilung in Drosophila eine besondere Rolle. Beide Prozesse umfassen die Lokalisation
spezifischer Proteine in Subdoménen der Zellmembran. Mutationen in /g/ verhindern jedoch
die polarisierte Verteilung dieser Proteine (Wirtz-Peitz und Knoblich, 2006). In Zellen, die
sich asymmetrisch teilen, werden als Schicksalsdeterminanten bezeichnete Proteine ungleich
in nur eine der beiden Tochterzellen abgetrennt (Jan und Jan, 1998; Knoblich, 2008). Ein gut
erforschtes Beispiel hierfiir sind nichtdifferenzierte Neuroblasten in Drosophila. Diese entste-
hen aus polarisiertem Epithelgewebe und teilen sich wihrend der Neurogenese in eine sich
selbst erneuernde Tochterzelle und in eine Ganglienmutterzelle (ganglion mother cell, GMC).
Ein apikal lokalisierter Komplex aus Par-3/Par-6/aPKC/Inscutable/Pins/Go/GBy sorgt wih-
rend der Teilung der Neuroblasten in der Mitosephase fiir die Ausrichtung der Mitosespindel.
Diese dirigiert die Adapterproteine Partner of Numb (Pon) und Miranda, aber auch die
Schicksalsdeterminaten Numb und Prospero vom Zytoplasma zur basalen Membran, aus der
die GMC hervorgeht (Wodarz et al, 1999; Petronczki und Knoblich, 2001; Vasioukhin,
2006). Fiir die kortikale Rekrutierung und asymmetrische basale Lokalisation der Schick-
salsdeterminanten wéhrend der Mitose in Neuroblasten ist das Tumorsuppressor- und Polari-
tatsprotein Lgl von grundlegender Bedeutung. Erst die apikale Phosphorylierung von Lgl
durch aPKC des Par-Komplexes und dessen folgende Inaktivierung ermoglicht die asymmet-
rische Lokalisierung der Zelldeterminanten an der basalen Zellmembran. Bei einem Verlust
von Lgl kommt es dagegen zu einer fehlerhaften basalen Rekrutierung der Schicksalsdetermi-
nanten. Diese werden dann nicht asymmetrisch, sondern zu gleichen Teilen an die Tochterzel-

len vererbt (Ohshiro ef al., 2000; Peng et al., 2000).

Erst in den letzten Jahren wurde entdeckt, auf welche Weise Lgl die asymmetrische Lokalisa-
tion von Zelldeterminanten wéhrend der Mitosephase beeinflusst. Studien von Mayer et al.
zeigten, dass der rapide Austausch der Zelldeterminanten Numb und Pon zwischen Zytoplas-
ma und Zellkortex durch das antagonisierende Wechselspiel von aPKC und Lgl reguliert wird
(Mayer et al., 2005). Die Autoren vermuteten eine durch aPKC und Lgl asymmetrisch verteil-
te hochaffine, kortikale Bindestelle, welche fiir die asymmetrische Lokalisation der Schick-
salsdeterminanten wihrend der Mitose verantwortlich ist. Wie sich herausstellte, wurde die
Plasmamembran-Affinitit von Numb, Pon und Miranda durch aPKC-vermittelte Phosphory-
lierung reguliert. Die Phosphorylierung von Numb durch aPKC auf einer Seite der Zelle
verhinderte dessen Membranlokalisation und fiithrte zur Anreicherung an der gegeniiberlie-

genden Seite der Plasmamembran (Neumuller und Knoblich, 2009; Smith et al., 2007; Wirtz-
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Peitz et al., 2008). Wie verlduft dieser Vorgang jedoch mechanistisch? Wiahrend der Interpha-
se bildet Lgl einen Komplex mit aPKC und Par-6 und inhibiert dessen Aktivitit. Mit Eintritt
in die Mitosephase wird Par-6 durch die Kinase Aurora-A phosphoryliert und aktiviert infol-
gedessen aPKC. Diese wiederum phosphoryliert Lgl und setzt das Protein durch Verminde-
rung der Bindeaffinitdt aus dem Komplex und der Zellkortex in das Zytosol frei (Wirtz-Peitz
et al., 2008). Die Freisetzung von Lgl aus der Bindung mit aPKC/Par-6 ermdglicht den Ein-
tritt des PDZ-Dominen-Proteins Par-3 (Bazooka) in den Komplex, wo es als mdgliches
Adapterprotein eine Verbindung von Kinase und Numb-Protein herstellt (Yamanaka et al.,
2006; Knoblich, 2010). Die Substratspezifitit von aPKC dndert sich und erlaubt die Phospho-
rylierung der Schicksalsdeterminante Numb sowie dessen Freisetzung von einer Seite der
Zellkortex. Numb ist daher asymmetrisch in der Zelle lokalisiert und wird wihrend der Zell-
teilung ungleich in eine der beiden Tochterzellen abgetrennt. Zusammengenommen liegt die
Funktion von Lgl nicht — wie zuvor angenommen — in der Rekrutierung der Zelldeterminan-
ten an die Zellkortex sondern darin, die Substratspezifitdt und moglicherweise auch die Akti-
vitit von aPKC zu regulieren (Knoblich, 2010). In Ubereinstimmung dazu belegten Untersu-
chungen der aPKC-induzierten polarisierten Lokalisation der Schicksalsdeterminante
Miranda, dass die Regulation der aPKC Kinaseaktivitit direkt durch Lgl und unabhéingig von
Myosin-II erfolgt (Atwood und Prehoda, 2009). Das Lgl Polaritétsprotein scheint zudem die
Funktion eines Puffers inne zu haben, um die Phosphorylierung von Numb bis zum passenden

Zeitpunkt im Zellzyklus zu supprimieren (McCaffrey und Macara, 2009).

Verglichen mit dem Wissen iiber die Abldufe in Drosophila melanogaster ist das Wissen iiber
die epitheliale apiko-basale Zellpolaritdt in Sdugern relativ begrenzt. Untersuchungen an
Zellkulturen wiesen eine physikalische und funktionale Bindung von Lgl an einen Polaritéts-
komplex aus Par-6 und aPKC nach. Lgl wurde an der apikalen Domine durch aPKC-
vermittelte Phosphorylierung inaktiviert, wodurch dessen Aktivitit auf die basolaterale Mem-
brandoméne beschrinkt wurde (Plant ez al., 2003; Yamanaka et al., 2003; Yamanaka et al.,
2006). In humanen Epithelzellen deckte sich der wechselseitige Ausschluss beider Prote-ine
mit den im Drosophila Modell gemachten Beobachtungen. Diese sind zentral fiir die Etablie-
rung einer korrekten epithelialen Struktur und Funktion (Grifoni ef al., 2007). Neben Unter-
suchungen an kultivierten Sdugerzellen wurde die Funktion von Lgl bereits in ersten in vivo

Experimenten am Gen-Knockout Modell der Maus analysiert (Klezovitch ef al., 2004).
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Abbildung 6. Modell fiir die Interaktion von Lgl mit dem Par-Komplex sowie dessen Downstream-
Funktionen. Das dargestellte Modell umfasst die bisher bekannten Daten mehrerer Labore. (4) Wéhrend der
Interphase bindet Lgl an einen Komplex aus aPKC und Par-6 und verhindert den Eintritt von Par-3 in diesen.
Die GTPase Cdc42 aktiviert aPKC iiber das Effektorprotein Par-6, indem es moglicherweise den inhibitorischen
Einfluss von Par-6 auf die Kinasefunktion von aPKC vermindert. Lgl wird durch aPKC phosphoryliert und in
eine inaktive Form iberfiihrt. Es verliert seine apikale Lokalisation an der Membrankortex und wird in das
Zytosol freigesetzt. (B) Die Freisetzung von Lgl aus dem Komplex kann auch durch die mitotische Kinase
Aurora-A (AurA) erfolgen. Diese nimmt wihrend der asymmetrischen Zellteilung eine Schliisselfunktion ein.
Mit Eintritt in die Mitosephase wird Par-6 durch AurA phosphoryliert und dadurch freigesetzt. Dies fiihrt zur
Aktivierung der aPKC und zur nachfolgenden Phosphorylierung und Freisetzung von Lgl aus dem Komplex mit
Par-6 und aPKC. Die jeweils durch Cdc42 oder AurA induzierte apikale Freisetzung von Lgl aus dem Par-
Komplex erlaubt die Interaktion des Komplexes mit Par-3. aPKC bindet entweder direkt oder indirekt tiber Par-
3 an Par-6. Par-3 dient als Adapterprotein zwischen aPKC und der Schicksalsdeterminante Numb und sorgt fiir
die apikale Phosphorylierung und kortikale Freisetzung von Numb. Da der Par-Komplex initial asymmetrisch
verteilt vorliegt, ist auch Numb asymmetrisch in der mitotischen Zelle verteilt und wird ungleich in eine der
beiden Tochterzellen abgetrennt. Der Crumbs/Pals-1 Komplex steht mit Numb und Lgl im Wettbewerb um die
Bindung zum aPKC/Par-6/Par-3 Komplex. Modifiziert nach (McCaffrey und Macara, 2009).

1.6.5 Lgl als Tumorsuppressor

Neben der grundlegenden Funktion von /g/ fiir den Erhalt und Etablierung der Zellpolaritét in
der epithelialen Morphogenese weisen inzwischen eine Vielzahl experimenteller Daten darauf
hin, dass /g/ einen suppressiven Einfluss auf die Genese neoplastischer Gewebe ausiibt. Die
Eigenschaft von /g/ als Tumorsuppressor wurde zuerst im Modellsystem Drosophila melano-
gaster entdeckt. Homozygote /gl Mutationen flihrten dort zu einem Verlust der apiko-basalen

Zellpolaritdt des Epithelgewebes, gefolgt von der Genese neoplastischer Tumore und einem
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Verlust der Proliferationskontrolle (Bilder et al., 2000; Agrawal et al.,, 1995; Gateff, 1978).
Mutationen in /g/ induzierten Neoplasien der Imaginalscheiben in Drosophila sowie ein
abnormales Wachstum der adulten Fliigel und benachbarten wildtypischen Zellen (Agrawal et
al., 1995). Des Weiteren wurde von dem Verlust der epithelialen Struktur sowie von einem
iiberschieBenden Wachstum von Imaginalscheiben und Gehirn in Drosophila Larven im
Entwicklungsstadium berichtet (de Lorenzo et al., 1999b). Woodhouse ef al. untersuchten das
invasive und metastatische Potenzial dieser Tumore (Woodhouse et al., 1998). Durch Trans-
plantation von Zellen mit einer /g/ Mutation in das Abdomen adulter Tiere zeigten sie erst-
mals, dass die metastatischen und invasiven Fahigkeiten der entarteten Zellen durch den
Verlust von Lgl erhoht werden und es daher haufig zu einer Ausbildung sekundérer Tumore
kommt. Die Bedeutung der humanen Drosophila Homologen von Lgl, Hugl-1 und Hugl-2, als
Suppressoren der Tumorigenese wurde auch im Menschen nachgewiesen (vergleiche Kapitel

1.6.2).

Lange Zeit war unklar, wie der Erhalt der Zellpolaritit und die Regulation der Zellproliferati-
on durch Lgl miteinander im Zusammenhang stehen. Neueste Studien zeigen jedoch, dass der
Effekt des Polaritdtsregulators Lgl sowie dessen Antagonisten aPKC und Crumbs auf Zell-
proliferation und -iiberleben iiber den Salvador/Warts/Hippo Tumorsuppressorsignalweg
(SWH) vermittelt wird. Lgl und aPKC sorgen fiir die korrekte Lokalisation von Hippo/Ras
associated factor (RASSF) und regulieren hierdurch die Aktivitdt des transkriptionellen
Koaktivators Yorkie (Yki), welcher Zellproliferation und Apoptose beeinflusst. Depletion von
Lgl oder Uberexpression von aPKC begiinstigen die Aktivitit von Yki. Crumbs reguliert
dagegen die Aktivitit von Yki, indem es die Spiegel von Expanded (Ex)/Yki-Komplexen
durch Freisetzung von Yki vermindert (Grzeschik ef al, 2010b; Grzeschik et al., 2010a;
Parsons et al., 2010). Daten aus dem Drosophila Modell und Erkenntnisse aus Untersuchun-
gen humaner Epithelgewebe demonstrieren zusammenfassend, dass ein Verlust von /g/ einen
Verlust der Zellpolaritét, die Beeintrachtigung der strukturellen Gewebeorganisation sowie
die Hyperproliferation, Invasivitidt und Metastasierung von Zellen hervorruft. Dies qualifiziert

gl somit als ein Tumorsuppressorgen (Vasioukhin, 2006; Bilder, 2004).
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1.7 Gen-Silencing durch RNA-Interferenz
Die Entdeckung der RNA-Interferenz (RNAi) geht auf das Jahr 1990 zuriick, als das Einfiih-

ren pigmentproduzierender Gene in Petunien nicht etwa zur Farbung, sondern — entgegen der
Erwartungen — zum Verlust der Bliitenfarbe fiihrte (Napoli ef al., 1990; van der Krol et al.,
1990). Einen Durchbruch fiir das Verstindnis dieser Beobachtungen lieferten erst Studien von
Fire et al. (Fire et al., 1998). Am Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans) konnte die
Gruppe zeigen, dass doppelstringige RNAs (dsRNAs) iiber einen antisense-Mechanismus
sequenzspezifisch mit endogenen mRNA Transkripten hybridisieren und deren spezifischen
Abbau verursachen. In den Folgejahren wurden dsRNAs intensiv zu Forschungszwecken in
den Modellorganismen C. elegans und Drosophila melanogaster eingesetzt. Erste Versuche
in Sdugerzellen verliefen hingegen erfolglos, bis man erkannte, dass lange, doppelstringige
RNA-Molekiile mit einer Lange von mehr als 25-30 bp eine unspezifische Interferonantwort
in der Zelle auslosen. Diese Immunreaktion ist gegen Virusinfektionen und damit auftretende
virale Partikel gerichtet und fiihrt zur Aktivierung einer zelluldren, dsSRNA-abhingigen Pro-
teinkinase (PKR). Diese verursacht eine vollstindige Blockade der Proteinsynthese durch
einen unspezifischen Abbau der mRNA (Williams, 1997). Einen bedeutenden Durchbruch auf
diesem Gebiet erzielte die Arbeitsgruppe um Thomas Tuschl am Max-Planck-Institut fiir
Biophysikalische Chemie in Gottingen. Sie wiesen nach, dass 21-23 Nukleotide umfassende
small interfering RNAs (siRNAs) in Sdugern ein sequenzspezifisches und post-
transkriptionelles Gen-Silencing durch Degradation der mRNA hervorrufen (Elbashir et al.,
2001). Bei diesem auch als RNA-Interferenz (RNAi) bezeichneten Mechanismus entstehen
siRNA-Duplices aus der Spaltung langerer dsSRNAs durch Ribonuklease-III. Diese sind in der

Lage, die Expression endogener Gene spezifisch zu supprimieren.

In eukaryotischen Zellen stellt der Mechanismus der RNAI einen natiirlichen Vorgang dar,
der zur spezifischen Inaktivierung endogener Gene dient und die Expression parasitirer und
pathogener Eindringlinge wie Transposons und Viren unterdriickt (Siomi und Siomi, 2009).
Neben der RNAi-vermittelten spezifischen Inaktivierung von mRNA werden in der Zelle zum
Stilllegen von Genen mindestens zwei weitere dsRNA-abhdngige Mechanismen genutzt.
Mikro-RNAs (miRNAs) sind endogene, nicht-kodierende RNAs mit einer Léange von 19-25
Nukleotiden. Neben dem Abbau der Ziel-mRNA koénnen diese auch die Translation der
mRNA reprimieren (translational silencing) (Meister, 2007; Cannell et al., 2008). siRNA-

und miRNA-vermittelte Signalwege sind nicht strikt voneinander abgegrenzt, sondern konnen
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miteinander wechselwirken. So konnen miRNAs auch die Degradation der mRNA hervorru-
fen, oder siRNAs umgekehrt in den Prozess der Translationshemmung eingreifen. Ein weite-
rer, weniger gut verstandener Signalweg umfasst die transkriptionelle Hemmung der Gen-
expression durch siRNAs (transcriptional silencing). Dieser ist gegen Promotorsequenzen
gerichtet und inhibiert die Genexpression durch Chromatinmodifikation oder durch DNA-
Methylierung (Lippman und Martienssen, 2004; Morris et al, 2004). Auf den RNAi-
Mechanismus zur spezifischen Degradation der mRNA wird im Folgenden néher eingegan-

gen.

Mechanismus der siRNA-vermittelten RNA-Interferenz

RNA-Interferenz kann durch RNA-Molekiile unterschiedlicher Herkunft ausgelost werden.
Zu diesen gehoren etwa Viren-RNA, Transposons, exogen eingefiihrte dsRNAs, oder auch
endogene, kleine nicht-kodierende miRNAs (Rana, 2007). Lange dsRNA, wie virale oder
artifiziell eingefithrte RNA, initiieren den Prozess der RNAI, indem sie durch das Ribonukle-
ase III (RNase III) Enzym Dicer erkannt und in 21-23 nt kleine siRNA-Intermediate konver-
tiert werden (Abbildung 7) (Hamilton und Baulcombe, 1999; Zamore et al., 2000; Elbashir et
al., 2001). Das Séaugerprotein Dicer interagiert in diesem Prozess mit dem RNA-Bindeprotein
HIV-1 transactivation responsive element (Tat) RNA-bindig protein (TRBP) und dem
dsRNA-Bindeprotein PKR activating protein (PACT) und stimuliert auf diese Weise die
Spaltung der dsSRNA. Hierbei entstehende siRNAs tragen an ihrem 3’-Ende einen Uberhang
von zwei Nukleotiden und am 5’-Ende eine Phosphatgruppe. Alternativ zu dsSRNAs kann das
Dicer Protein auch pré-mikro RNA- (prd-miRNA) oder short hairpin RNA- (shRNA)-
Substrate zu funktioneller miRNA oder siRNA prozessieren und in den RNAi-Mechanismus
integrieren. In einem weiteren Schritt bilden diese kleinen siRNAs zusammen mit Dicer,
TRBP, PACT sowie dem katalytischen Enzym Argonaut-2 (Ago-2) den RNA-induced silen-
cing complex (RISC) (Rana, 2007). Exogen eingefiihrte siRNA mit passender Linge von 19-
21 Nukleotiden und einem Uberhang von zwei Nukleotiden am 3’-Ende wird stattdessen ohne
weitere Prozessierung durch Dicer in den RISC geladen (Abbildung 7). Im RISC werden
beide Stringe der siRNA-Duplices durch die Helikase-Doméne von Dicer voneinander ge-
trennt. Dabei wird der am 5’-Ende thermodynamisch instabilere Strang als antisense-Strang
(Leitstrang) fiir die Degradation der mRNA bevorzugt (Schwarz et al., 2003; Khvorova ef al.,
2003). Der sense-Strang (Passagierstrang) wird durch die RNase-H-dhnliche Aktivitit der
PIWI Domine von Ago-2 gespalten (Liu ef al.,, 2004; Meister et al., 2004). Der RISC bildet
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mit dem verbleibenden einzelstringigen antisense-Strang einen aktivierten RISC, der auch als
siRISC bezeichnet wird. Dieser bildet anschlieend einen Effektorkomplex mit der komple-
mentdren Ziel-mRNA (Zamore und Haley, 2005), durch deren endonukleolytische Spaltung
die Genexpression verhindert wird (Abbildung 7). Die Spaltung erfolgt etwa 10 Nukleotide
entfernt vom 5’-Ende der antisense-siRNA-Sequenz (Elbashir ef al., 2001; Liu et al., 2004).
Der mit einzelstriangiger antisense siRNA beladene RISC kann in Folge mehrere Runden der

RNA-Interferenz ausfiihren.

shRNA lange dsRNA siRNA
[T ) T T
YSpaltung durch Dicer 5'-Phosphorylierung l
und Einbau in RISC und Einbau in RISC
/RB TRBP
i3 o) L e
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Abbildung 7. Prinzip der RNA-Interferenz. Lange doppelstringige RNA (dsRNA) sowie short hairpin RNA
(shRNA) werden durch das Ribonuklease III (RNase III) Enzym Dicer in 21-23 Nukleotide lange doppelstran-
gige Fragmente, den small interfering RNA (siRNA), prozessiert. Diese tragen an ihrem 3’-Ende einen Uber-
hang von zwei Nukleotiden und eine Phosphatgruppe am 5’-Ende (Rana, 2007). Alternativ konnen siRNA-
Duplices zur posttranskriptionellen Stilllegung eines spezifischen Gens (Gen-Silencing) exogen in die Zelle
eingefiihrt werden. Die siRNAs werden durch zelluldre Kinasen am 5°-Ende phosphoryliert und anschlieBend in
den RNA-induced silencing complex (RISC) eingebaut, der aus den Hauptkomponenten Ago-2, Dicer, TRBP
und PACT zusammengesetzt ist. Zur Vereinfachung sind nur die wichtigsten am RNAi-Prozess beteiligten
Komponenten dargestellt. Nach Entwindung des siRNA-Doppelstrangs entscheiden thermodynamische Unter-
schiede dariiber, welcher der beiden Stringe priferentiell in den RISC aufgenommen wird. Es bildet sich ein
aktivierter RISC (siRISC), der den antisense-Strang enthilt und im Anschluss mit der komplementéren Ziel-
mRNA einen Effektorkomplex ausbildet. Die Ziel-mRNA wird endonukleolytisch gespalten und der siRISC fiir
weitere Spaltungsereignisse wiederverwertet. Modifiziert nach (Rana, 2007).
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RNA Interferenz durch shRNA-Expressionskonstrukte

Die Anwendung der RNAI ist hdufig mit Effizienzproblemen bei der spezifischen Inaktivie-
rung der Zielgene verbunden. Trotz Stabilisierung der siRNAs durch kovalente Modifikatio-
nen zum Schutz vor nukleolytischem Abbau ist die siRNA-vermittelte Reduktion der Gen-
expression transient und hélt nur fiir eine Zeitdauer von wenigen Tagen an. Der genetische
Ansatz zur Untersuchung von Genfunktionen ist daher erschwert, da stabile Funktionsverlust-
(loss-of-function)-Phanotypen nicht effizient generiert werden konnen. Um dieses Problem zu
umgehen, werden fiir eine ldngerfristige spezifische Suppression der Genexpression in Zellen
Expressionsvektoren verwendet. Sie steuern die intrazelluldre Synthese von siRNA-
dhnlichen, haarnadelférmigen Transkripten, den short hairpin RNAs (shRNAs). Diese wer-
den durch das Dicer Enzym in funktionelle siRNAs prozessiert, was in einer funktionellen
Inaktivierung des Zielgens resultiert. Da sich shRNAs an den endogenen miRNA-Weg anpas-
sen, sind sie auf molarer Basis signifikant effizienter als siRNAs (McAnuff et al, 2007,
Siolas et al., 2005). Unter Verwendung eines solchen Vektors wird eine fortwidhrende stabile
Expression der siRNAs in der Zelle gewihrleistet und eine Analyse von loss-of-function-

Phinotypen ermdglicht, die sich erst iiber einen ldngeren Zeitraum ausbilden.

Die Transkription der shRNA vom kodierenden Expressionskonstrukt steht unter der Kontrol-
le eines RNA-Polymerase Il oder RNA-Polymerase III Promotors. Dieser ist fiir die Synthese
kurzer RNA-Sequenzen geeignet, welche keinen Polyadenosin-Schwanz enthalten. Obwohl
siRNA und shRNA &dhnliche funktionelle Resultate in der Zelle hervorrufen, handelt es sich
um intrinsisch unterschiedliche Molekiile, die sich in ihrem molekularen Wirkmechanismus
unterscheiden konnen. Im Gegensatz zu siRNAs werden shRNA-kodierende Expressionskon-
strukte nach Transfektion in die Zelle in den Zellkern transportiert und dort transkribiert. Das
Primértranskript (pri-shRNA) enthilt eine haarnadeldhnliche Struktur und wird im Zellkern
durch einen Komplex aus dem RNase III Enzym Drosha und DGCS, einem dsRNA-
Bindedoméne enthaltenden Protein, in pra-shRNA umgewandelt (Lee et al., 2003). Die pra-
shRNA wird iiber Exportin-5 in das Zytoplasma transportiert (Lee et al, 2002b; Cullen,
2004), in den Dicer/TRBP/PACT Komplex aufgenommen und dort die Haarnadelschleife
entfernt. Dadurch bildet sich eine funktionelle doppelstrangige siRNA, die in den RISC auf-

genommen wird.
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1.8 Crel/loxP-vermittelte konditionale Mutagenese in Mausen

Ziel einer spezifischen Genmodifikation in der Maus ist es, die in vivo Funktionen bestimmter
Gene durch Deletion oder Integration zu untersuchen und die Konsequenzen der Mutation fiir
den mutanten Organismus zu studieren. Fiir die gezielte Inaktivierung von Genen zur Erzeu-
gung transgener Méuse werden unterschiedliche Verfahren angewendet.

Bei der konventionellen Methode wird eine gezielte Mutagenese in der Keimbahn der Maus
vorgenommen, indem ein bestimmtes Gen im Genom einer embryonalen Stammzelle (ES)
gegen eine mutante Version durch homologe Rekombination ausgetauscht und die ES an-
schlieBend in frithe Mausembryos transferiert wird (Thomas und Capecchi, 1987). Da ein
Rekombinationsereignis selten auftritt, wird zusitzlich eine Neomycin-Kassette in den Gen-
lokus eingefiihrt. Diese ermoglicht die Selektion und Inaktivierung des Zielgens (Gen-
Knockout) (Abbildung 9 A). In der Keimbahn der Maus erzeugt diese Technik einen dauer-
haften Verlust der Genfunktion, welche in allen Zellen des Tieres wéhrend der pré- und post-
natalen Entwicklung auftritt. Eine Analyse der Genfunktion in spezifischen Zelltypen oder zu
einem bestimmten Zeitpunkt ist nicht moglich. Hieraus ergeben sich mogliche Limitationen
des Systems. So kann wéhrend der prinatalen Entwicklungsstadien der Maus eine zeitlich
unkontrollierte Inaktivierung eines spezifischen Gens zur intrauterinen Letalitét fithren oder
Artefakte hervorrufen, welche die Interpretation des Knockout-Phénotyps erschweren (Feil et
al., 1996). Neben einer moglichen Beeintrdchtigung des mutanten Phénotyps durch das Selek-
tionsmarker-Gen im Ziellokus, ist die Methode dariiber hinaus nicht fiir die Untersuchung von
groBlen Deletionen, Duplikationen, Inversionen oder Translokationen geeignet (Rajewsky et

al., 1996; Metzger und Feil, 1999).

Um diese Begrenzungen zu umgehen, wurde ein Verfahren entwickelt, bei welchem die
konventionelle Gen-Inaktivierung mit einem ortsspezifischen Rekombinationssystem kombi-
niert wurde. Dieses auf Rekombinasen basierende System fiihrt zu einer spezifischen Exzisi-
on des von zwei Erkennungssequenzen flankierten Zielgens. Bei dem am hdufigsten einge-
setzten konditionalen Cre/loxP-Rekombinasesystem handelt es sich um eine Methode, mit
welcher Gene gewebespezifisch, aber auch zeit- und gewebespezifisch inaktiviert werden

konnen.
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Das Cre/loxP-Rekombinationssystem

Das Cre-Rekombinase loxP (Cre/loxP)-System stammt urspriinglich aus dem Bakteriophagen
P1 (Sternberg und Hamilton, 1981; Sauer und Henderson, 1988). Das Enzym Cre (cyclization
recombination) katalysiert die ortsspezifische Rekombination zwischen zwei loxP-
Zielsequenzen (locus of X-over PI) von jeweils 34 bp Lange (Abbildung 8 A). Das loxP-
Element besteht aus einer zentralen, 8 bp langen Spacer-Sequenz, welche von zwei umge-
kehrten Sequenzwiederholungen von 13 bp Lange flankiert ist. Die zentrale Sequenz be-
stimmt die Orientierung der loxP-Einheit und stellt gleichzeitig die Schnittstelle fiir die Cre-
Rekombinase dar. Bei gleicher Orientierung der loxP-Elemente fiihrt die Cre-vermittelte
Rekombination zur Exzision des dazwischen liegenden DNA-Segmentes in Form eines ring-
formigen Produktes (Abbildung 8 B). Auf jedem der beiden Reaktionsprodukte verbleibt
jeweils eine loxP-Sequenz. Umgekehrt kann die DNA auch wieder in das Chromosom inte-
griert werden. Dieser Prozess verlduft jedoch ineffizient, da das Reaktionsgleichgewicht zu
Gunsten der intramolekularen Exzision verschoben wird. Bei umgekehrter Orientierung der
loxP-Elemente fiihrt die Cre-vermittelte Rekombination zur Inversion des flankierten DNA-
Segmentes (Abbildung 8 C). Alle Reaktionen verlaufen reversibel, wobei der Ablauf der
intramolekularen Exzision von DNA aus kinetischen Griinden stabiler verlduft als die Inver-

sion und Integration von DNA (Metzger und Feil, 1999).

Zur konditionalen Gen-Inaktivierung mit Hilfe des Cre/loxP-Rekombinationssystems werden
zwei unterschiedliche, transgene Mauslinien benétigt. Eine Mauslinie enthélt das von loxP-
Erkennungssequenzen flankierte Zielgen (flankiert von loxP, flox oder ,,gefloxte Maus®), der
andere Mausstamm exprimiert die loxP-spezifische Cre-Rekombinase, welche unter Kontrolle
eines gewebespezifischen Promotors steht. Das gefloxte Zielgen bleibt in Abwesenheit der
Cre-Rekombinase funktionell intakt und wird normal exprimiert. Bei Kreuzung beider Maus-
linien kommt es dagegen zur Cre-vermittelten konditionalen Ausschaltung des Zielgens in der

Nachfolgegeneration (Abbildung 9 B).
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A Aufbau eines loxP-Elements B Cre/loxP-vermittelte Exzision
und Integration

inverted repeat Spacer inverted repeat

5-ATAACTTCGTATA-GCATACAT-TATACGAAGT TAT-3'
3 ’-TATTCTAGCATAT—CGTATGRA-ATATGCTTCAATA-5’

f Integration
Exzision

e
loxP P + O

C Cre-vermittelte Inversion

e -

— -

Abbildung 8. Cre/loxP-vermittelte Exzision, Integration und Inversion von DNA. (4) Aufbau eines loxP-
Elements. Das aus dem Bakteriophagen P1 stammende loxP-Element hat eine Lange von 34 bp und besteht aus
einer zentralen, 8 bp umfassenden Spacer-Sequenz, die von zwei palindromischen Sequenzen mit 13 bp Lénge
flankiert wird. Die Schnittstellen der Cre-Rekombinase sind durch Pfeile markiert. (B) Bei gleicher Orientierung
zweier loxP-Sequenzen kommt es unter Bildung eines zirkuldren Molekiils zur Cre-vermittelten Exzision des
dazwischen liegenden DNA-Abschnitts. Die in Umkehrreaktion ablaufende intermolekulare Rekombination
(Integration) ist aufgrund der Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes in Richtung der thermodynamisch
begiinstigten Exzisionprodukte zu vernachlissigen. (C) Sind die loxP-Elemente in umgekehrter Orientierung
angeordnet, so fiihrt dies zu einer Inversion des loxP-flankierten DNA Abschnitts. Die loxP-Sequenzen sind als
Dreieck dargestellt. Modifiziert nach (Metzger und Feil, 1999).

Liganden-induzierbare Cre-Rekombinasen

Die ortsspezifische Modifikation des Mausgenoms kann auch selektiv zu einem bestimmten
Zeitpunkt induziert werden. Hierdurch werden beispielsweise Erkenntnisse iiber die Funktion
von Genen in bestimmten Stufen der Ontogenese oder in der adulten Maus ermdglicht. Die
Regulation der Rekombinaseaktivitdt erfolgt posttranslational durch Verwendung von Ligan-
den-aktivierbaren Cre-Rekombinasen (Feil et al., 1996; Zhang et al., 1996) (Abbildung 9 C).
Die ortsspezifische Rekombinase wird zu diesem Zweck mit der Ligandenbindungsdomine
eines mutierten humanen Steroidrezeptors (wie beispielsweise dem Estrogenrezeptor, ER)
fusioniert, welche keine Bindungsaffinitit zum endogenen Liganden besitzt. Das chimére
Cre-Fusionsprotein (Cre-ER) wird ausschlieBlich durch die Applikation von synthetischen
Liganden aktiviert wie dem kompetitiven ER-Antagonisten Tamoxifen oder dessen aktiven
Metaboliten 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) (Danielian et al., 1993). Durch Einfithrung spezi-

fischer Punktmutationen in die Ligandenbindungsdoméne sind verschiedene Cre-ER-Derivate
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entstanden (Cre-ER" und Cre-ER"™) die sich in ihrer Tamoxifen-Sensitivitit unterscheiden.
So konnte an kultivierten Sdugerzellen wie auch in in vivo Dosis-Wirkungsstudien gezeigt
werden, dass das Cre-ER'? Fusionsprotein eine 5-10 fach héhere Sensitivitit gegeniiber
4-OHT aufweist als Cre-ER" (Feil et al, 1997; Indra et al., 1999). Die gewebespezifische
Expression einer Liganden-aktivierbaren Cre-Rekombinase ermdglicht daher eine genaue
zeitliche Steuerung der Zielgen-Deletion und damit eine Analyse der moglichen Genfunktio-

nen in spateren Entwicklungsstufen der Maus oder auch in adulten Tieren.

A konventionell B gewebespezifisch C zeit- und gewebe-
spezifisch

R Jao\/ Ja»\/

N Gl VAL < /@

Ligand*

llas\/

e

Abbildung 9. Konventionelle und konditionale Deletion von Mausgenen. (4) Konventionelle Deletion eines
Exons (rotes Viereck) in der Keimbahn der Maus durch Einbau eines Neomycinresistenzgens (neo). (B) Bei der
Cre-vermittelten, gewebespezifischen Gendeletion wird eine gefloxte Zielmaus mit einer gewebespezifischen
Cre-Maus verpaart. Die Cre-Expression steht unter der Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors. Die
Exzision erfolgt nur in Zellen, in denen der Promotor aktiv ist (graues Oval). Schwarze Dreiecke entsprechen
loxP-Erkennungssequenzen. Das blaue Viereck reprisentiert ein Exon. (C) Eine zeitliche Kontrolle der gewebe-
spezifischen Geninaktivierung kann durch Verwendung einer modifizierten, Liganden-abhidngigen Cre-
Rekombinase erreicht werden. Erst in Gegenwart eines synthetischen Liganden (*), wie beispielsweise Tamoxi-
fen, wird die Cre-Rekombinase von einem inaktiven (rot) in einen aktiven Zustand (griin) iiberfithrt. Modifiziert
nach (Lukowski et al., 2005).

1.9 Aufgabenstellung

Die verminderte Expression der Tumorsuppressor- und Polarititsgene hugl-1 und hugl-2,
humane Homologe des Drosophila lethal giant larvae (Igl) Gens, steht in direktem Zusam-
menhang mit dem Auftreten und der Progression unterschiedlicher maligner Tumorerkran-
kungen. Die exakte Funktion der Homologe Hugl-1 und Hugl-2 beziiglich der Regulation und
Aufrechterhaltung der epithelialen Zellpolaritit sowie ihre Rolle in der Genese humaner
Tumore ist trotz vieler Fortschritte auf diesem Gebiet weitgehend unbekannt. In der vorlie-
genden Studie wurden daher funktionelle Analysen an loss-of-function Phanotypen durchge-
fiihrt, um die Einfliisse beider Homologe auf diese Prozesse zu verstehen. Fiir diese Experi-

mente wurden shRNA-Expressionskonstrukte kloniert und stabile Hugl-supprimierte
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Zelllinien mittels siRNA-vermitteltem Gen-Silencing etabliert. Besonderes Interesse galt
dartiber hinaus der Charakterisierung der biologischen Effekte von Hugl-1 und Hugl-2 auf
Wachstumsverhalten, Migration und das metastatische Potenzial von Epithelzellen. Ebenso
wurde der Einfluss der Homologe auf die Zellzyklusprogression und Zellproliferation analy-
siert. Weitere Untersuchungen sollten klaren, ob Hugl-1 und Hugl-2 iiberlappende zelluldre
Funktionen ausiiben, und wie sich der gleichzeitige Verlust der beiden Homologe auf die

Zellpolaritdt und Onkogenese von Epithelzellen auswirkt.

Trotz gravierender morphologischer und funktioneller Unterschiede treten die Proteinkom-
plexe, welche die Polaritit von Epithelzellen regulieren, auch in T-Zellen auf. Dort sind sie
von grundlegender Bedeutung fiir die T-Zellpolarisation (Ludford-Menting et al., 2005).
Welche Funktion und Rolle Hugl-1 und Hugl-2 in der anterior-posterioren Polaritidt und Mor-
phologie von T-Zellen einnehmen, ist bislang ginzlich unerforscht. In der vorliegenden Stu-
die wurde daher in siRNA-basierten loss-of-function Analysen untersucht, inwiefern
T-Zellpolaritit und -morphologie sowie auch T-Zellfunktion durch die Tumorsuppressor- und
Polaritétsproteine Hugl-1 und -2 moduliert werden. Besonderes Augenmerk galt hierbei der
Polaritdtsregulation und Aktinpolymerisation CD3/TCR- sowie Chemokin-stimulierter
T-Zellen. Weiterhin wurde untersucht, wie Hugl-1 und Hugl-2 die Migrationspolaritdt der

T-Lymphozyten beeinflussen.

Der Verlust von /gl-1 in Drosophila verursacht eine Hyperplasie von Zellen der Imaginalsch-
eiben und bestétigt daher die tumorsuppressiven Eigenschaften des Gens. In Méusen bewirkt
der Verlust von mgl-1, dem Sdaugerhomologen von /gl-1, schwere Dysplasien des Gehirnge-
webes und einen Verlust der neuroepithelialen Zellpolaritit (Klezovitch et al., 2004). Die
Funktion von mgl-2 (Igl-2) ist demgegeniiber weitgehend unbekannt. Ein weiterer Schwer-
punkt dieser Arbeit bestand daher in der Aufkldrung der funktionellen Rolle von mgl-2 in
vivo. Zu diesem Zweck wurden konditionale mgl-2 Knockout-Mause unter Verwendung des
Cre/loxP-Rekombinationssystems generiert und analysiert. Diese Tiere exprimieren eine
Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Villin-Promotors und ermdog-
lichen eine zeitlich kontrollierte, darmspezifische Exzision des von loxP-

Erkennungssequenzen flankierten mg/-2 Gens.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 1. Verwendete Geriite

Bezeichnung Hersteller
-20°C Tiefkiihlschrank Bosch, Deutschland
4°C Kiihlschrank Bosch, Deutschland

-80°C Ultratiefkiihlschrank

Ultra-Low Technology of Laboratory
Equipment, USA

Chemidoc XRS Molecular Imager

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Durchflusszytometer (FACSCalibur)

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Elektrophorese Netzteil (EPS 601)

Amersham Pharmacia Biotech, Sweden

Elektrophoreseapparatur (Agarosegele)

OWL Scientific of Labotec, Wiesbaden,
Deutschland

Elektrophoresekammer (Agarosegele)

OWL Scientific of Labotec, Wiesbaden,
Deutschland

Elektroporator (Nucleofector I)

Amazxa, K6ln, Deutschland

Expositionskassette (Cutix ortho medium)

AGFA-Gaevert Gruppe, Leverkusen,
Deutschland

Filmentwicklermaschine

Fujitsu, Japan

Fluorometer (Spectra FluorPlus)

Tecan, Salzburg, Ostereich

Gel Dokumentationssystem (DH-30/32)

Biostep, Jahnsdorf, Deutschland

Heizblock (Thermomixer compact)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Konfokales Laserscanmikroskop
(CLSM 510-UV)

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Kreisschiittler (Heidolph unimax 1010)

Brinkmann Instruments, NY, USA

Kiihlinkubator (Innova 4230)

New Brunswick Scientific, NJ, USA

Lichtmikroskop

Leica, Portugal

Luminometer (Safire)

Tecan, Salzburg, Osterreich

Magnetriihrer (Heidolph)

Brinkmann Instruments, NY, USA

pH-Meter (Toledo 320)

Mettler Toledo, Schwerzenbach, Schweiz

Realtime PCR-Maschine (Mx 3000P)

Stratagene, La Jolla, USA

SDS-Page Kammer

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Spektralphotometer (NanoDrop-1000)

Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA

Sterilwerkbank

Allerod, Danemark

Sterilwerkbank (Typ S-2000 1.5)

Heto-Holten, Ddnemark

Thermocycler (MyCycler)

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thermomixer (ThermoStat)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge

Labotec, Wiesbaden, Deutschland

Ultraschallgerit (S-250D)

Branson, Danbury, USA

UV/Spektralphotometer (Ultrospec 3000)

Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

Waage (Delta Range AG204)

Mettler Toledo, Schwerzenbach, Schweiz

34



Material und Methoden

Wasserbad (GFL Typ 1003)

Milian Labware, USA

Wasserbad (GFL Typ 1004)

Milian Labware, USA

Zellkulturinkubator

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Zellkulturmikroskop (Wilovert 30, Stan-
dard)

Hund, Wetzlar, Deutschland

Zentrifuge (5415 R)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge (5804)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge (Megafuge 1.0R)

Heraeus, Hanau, Deutschland

2.1.2 Gebrauchsgegenstiande und Plastikwaren

Tabelle 2. Verwendete Materialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Borosilikat-Objekttriger (4-, 8-Kammern)

Thermo Fisher Scientific, Rochester, USA

Einkanalpipetten

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Einmalspritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml)

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Eppendorfgefilie Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
Kryokonservierungsrohrchen Thermo Fisher Scientific, Roskilde; DK
Gewebekulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-

(25 cm?, 75 em?, 175 sz)

land

Kulturplatten Transwell (24-Lochplatte)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

LeucoSep (50 ml)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Deutsch-
land

Mehrstufen-Pipette

Brand, Wertheim, Deutschland

Multikanal-Pipette

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Multiwell-Kulturplatten
(6, 12, 24 oder 96 Vertiefungen)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

Neubauer Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

Objekttrager (8§ Kammern)

BD Biosciences, San José, USA

Pasteur Pipetten

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Pipettenspitzen

Starlab, Ahrensburg, Deutschland

Polyethylenrohrchen (Durchflusszytometrie)

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

ThinCert Transwells

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land

FlieBpapier

Whatman International, Waitstone, England

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-
land
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2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3. Verwendete Chemikalien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Acrylamid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Agarose fiir die Elektrophorese

CalBiochem, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Ampicillin Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Aqua ad iniectabilia B. Braun, Melsungen, Deutschland
Aqua PolyMount Polysciences, Warrington, USA
Artesunate zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. T.
Efferth, DKFZ, Heidelberg, Deutschland
Bacto Agar CalBiochem, Darmstadt, Deutschland
Benzonase Merck, Darmstadt, Deutschland
Borsédure Applichem, Darmstadt, Deutschland
Bovines Serumalbumin (BSA) Applichem, Darmstadt, Deutschland
Bromophenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland
Butanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
CDP-Star Tropix, Bedford, USA
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) Applichem, Darmstadt, Deutschland
Diethanolamin (DEA) Applied Biosystems, Foster City, USA

Diethylenpyrocarbonat (DEPC)

Sigma, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO), steril

Apotheke Universititsmedizin Mainz,
Deutschland

Dinukleosidtriphosphat (ANTP)

Invitrogen, San Diego, USA

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Eisessig Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol, pro analysi Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycin Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Glyerol Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Hefeextrakt Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
I-Block Tropix, Bedford, USA

IGEPAL (NP40) Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumacetat Applichem, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumpyruvat Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumvanadat Merck, Darmstadt, Deutschland
Nitroblock II Tropix, Bedford, USA
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Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

PCR-Reaktionspuffer (10-fach)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Penicillin / Streptomycin

Invitrogen, San Diego, USA

Permafluor Eindeckmedium

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Phenol-Isoamylalkohol (25:24:1)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Phorbolester-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Sigma, St. Louis, USA

Phosphate buffered saline (PBS)

Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien

Poly-D-Lysin

Sigma, St. Louis, USA

Ponceau S Sigma, St. Louis, USA
Primer MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
Propidiumiodid Sigma, St. Louis, USA

Protease Inhibitor-Cocktail

Roche, Mannheim, Deutschland

RNA Lingenstandard (Century Marker)

Ambion, Huntingdon, GB

Roti Nanoquant

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsdure Merck, Darmstadt, Deutschland
Saponin Invitrogen, San Diego, USA

SDS Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sonnenblumendl Bombastus Werke, Freital, Deutschland
T4 DNA-Polymerase MBI Fermentas, Burlington, USA
Tamoxifen Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Trichloessigsédure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan (TrisBase)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Triton X-100

Merck, Darmstadt, Deutschland

Trypsin Invitrogen, San Diego, USA
Trypton Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Tween 20 Merck, Darmstadt, Deutschland

214 Kits

Tabelle 4. Verwendete kommerzielle Kits

Bezeichnung

Bezugsquelle

Absolutly RNA Mini Kit

Stratagene, La Jolla, USA

Amaxa Nucleofector Kit V

Lonza, Ko6ln, Deutschland

CellTiter-Glo Lumineszenz Kit

Promega, Madison, USA

Humane T-Zellen Nucleofector Kit

Lonza, Ko6ln, Deutschland

iScript cDNA-Synthese Kit

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Luziferase Assay System Kit

Promega, Madison, USA

MACS LS/LD Separationssdulen

Milteny Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS MicroBeads Milteny Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

PCR Core Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAquick Gel Extraktions Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.1.5 Software

Adobe Acrobat 9.0 Pro
Adobe Photoshop CS5
Adobe Illustrator CS5
BD CellQuest Pro
MagicScan V 4.5
Quantity One

21.6 Enzyme

Microsoft Office 2003

MiKTeX 2.7

PDF ExChange Viewer 2.0
Stratagene MxPro QPCR Software
Tecan Xfluor

Zeiss LSM 510

Tabelle 5. Enzyme fiir die Genotypisierung und Klonierung

Bezeichnung

Bezugsquelle

Proteinase K

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Restriktionsendonukleasen

Promega, Mannheim, Deutschland

RNase H

New England Biolabs, Schwalbach,
Deutschland

T4 DNA-Ligase, 1 U/ul

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

T4 DNA-Polymerase

Promega, Mannheim, Deutschland

Taq DNA-Polymerase

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.7 Plasmide

Tabelle 6. Verwendete Plasmide

Bezeichnung

Bezugsquelle und Bemerkungen

pEF4-myc-His-V5

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Expressionsplasmid fiir Sdugerzellen
Zeocinresistenz zur Selektion stabiler Trans-
fektanten in Sédugerzellen
Ampicillinresistenz zur Selektion von
Transformanten in Bakterien

pGL3-basic

Promega, Mannheim, Deutschland
Luziferase Reporter Vektor ohne Promotor
oder Enhancer Sequenzen zur Untersuchung
der transkriptionellen Aktivitét in Sduger-
zellen

Ampicillinresistenz in Bakterien

pSuper

OligoEngine, Seattle, USA

Vektorsystem zur stabilen Expression von
short interfering RNA (shRNA)
Spezifische Suppression der Genexpression
zur Erzeugung von loss-of-function-
Phinotypen

pUB6-His

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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Expressionsplasmid fiir Sdugerzellen
Basticidinresistenz zur Generierung stabiler
Transfektanten in Sdugerzellen
Ampicillinresistenz zur Selektion von
Transformanten in Bakterien

2.1.8 Primer

Tabelle 7. Fiir die PCR und Sequenzierung verwendete Primer

Primer Sequenz Annealing- | Produkt-
temperatur | grof3e (bp)
B-Aktin | forward | 5>-TGACGGGGTCACCCACACTGTG 58°C 661
CCCATCTA-3’
reverse | 5>-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACG
ATGGAGGG-3’
E-Cad- | forward | 5’-CAGCACGTACACAGCCCTAA-3’ 58°C 691
herin reverse | 5’-GCTGGCTCAAGTCAAACTCC-3’
Hugl-1 | forward | 5’-AAGCTGTGGGCCCGCATTGTGA-3’ | 62°C 450
reverse | 5’-GTCCTGGAGGAGGTCTATGATA-3’
Hugl-2 | forward | 5’-CTGTTCCGCCATCACCTGCTCT-3" | 62°C 470
reverse | 5’-GCTCCGCTGCCTCGTCATTC-3’
RP-1I | forward | 5’>-GCACCACGTCCAATGACAT-3’ 60°C 257
reverse | 5’-GTGCGGCTGCTTCCATAA-3’
T3 - 5’-GAAATCACTCCCAATTA-3’
T7 - 5’-TTATGCTGAGTGATATC-3’
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2.1.9 siRNAs

Tabelle 8. Verwendete siGENOME® SMARTpool siRNAs gegen Hugl-1- und Hugl-2

(Dharmacon, Lafayette, USA)

Name Sequenz
siHugl-1, d1 | sense 5’-CCACAGAGCCUUGAUGGAA-3’
antisense | 5’-UUCCAUCAAGGCUCUGUGG-3’
siHugl-1,d2 | sense 5’-GGGAGAUUGUCCACCAUAA-3’
antisense | 5’-UUAUGGUGGACAAUCUCCC-3’
siHugl-1,d3 | sense 5’-GAACUUCGCAUCAUGGCCA-3’
antisense | 5’-UGGCCAUGAUGCGAAGUUC-3’
siHugl-1, d4 | sense 5’-GCAGCGUGCCAGACGACUA-3’
antisense | 5’-UAGUCGUCUGGCACGCUGC-3’
siHugl-2, d1 | sense 5’-GCAAAGCGAUUACCAGAAU-3
antisense | 5’-AUUCUGGUAAUCGCUUUGC-3’
siHugl-2, d2 | sense 5’-CGAGAGUGGCAACGUGUUU-3’
antisense | 5’-AAACACGUUGCCACUCUCG-3’
siHugl-2, d3 | sense 5’-GAUGAGAGCUUCACACUGC-3’
antisense | 5’-GCAGUGUGAAGCUCUCAUC-3’
siHugl-2, d4 | sense 5’-CGGGACCUGUUCCAGUUUA-3"
antisense | 5’-UAAACUGGAACAGGUCCCG-3’
siControl sense Non targeting siRNA d001810-01-05
antisense | Non targeting siRNA d001810-01-05

Tabelle 9. Sequenzen verwendeter Accell SMARTpool siRNA gegen Hugl-1
(Dharmacon, Lafayette, USA)

Name Sequenz
siHugl-1, d1 | sense 5’-GUCUUCUUCCUGGAUGUUA-3’
antisense | 5’-UAACAUCCAGGAAGAAGAC-3’
siHugl-1,d2 | sense 5’-CCAUCAGAAUUUGAACGCU-3"
antisense | 5’-AGCGUUCAAAUUCUGAUGG-3’
siHugl-1,d3 | sense 5’-GUGCGUUGCCUAUACUUUG-3’
antisense | 5’-CAAAGUAUAGGCAACGCAC-3’
siHugl-1, d4 | sense 5’-GUGCUGGUACUGGAGCUUA-3’
antisense | 5’-UAAGCUCCAGUACCAGCAC-3’
siControl sense Accell nontargeting siRNA,
D-001910-01-05
antisense | Accell nontargeting siRNA,

D-001910-01-05
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2.1.10 Antikorper

Tabelle 10. Primére Antikorper

Bezeichnung

Bezugsquelle

Maus anti human -Aktin

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Kaninchen anti human E-Cadherin

R&D Systems, Minneapolis, USA

Kaninchen anti human Hugl-1

zur Verfiigung gestellt von Dr. D. Strand

Kaninchen anti human Hugl-2

zur Verfiigung gestellt von Dr. D. Strand

Tabelle 11. Sekundéirantikorper fiir die Westernblot Analyse

Bezeichnung

Bezugsquelle

Ziege anti Kaninchen ALP-konjugiert

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Ziege anti Maus ALP-konjugiert

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Ziege anti Maus HRP-konjugiert

Pierce, Rockford, USA

Tabelle 12. Fluoreszierende Sekundirantikorper und fluoreszierende Reagenzien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Alexa-Fluor-488 Phalloidin

Molecular Probes, Leiden, Holland

Texas Red-X Phalloidin

Molecular Probes, Leiden, Holland

Alexa-Fluor-488 Maus anti Kaninchen

Molecular Probes, Leiden, Holland

Alexa-Fluor-546 Maus anti Kaninchen

Molecular Probes, Leiden, Holland

Alexa-Fluor-488 Ziege anti Maus

Molecular Probes, Leiden, Holland

Alexa-Fluor-546 Ziege anti Maus

Molecular Probes, Leiden, Holland

Hoechst 33342

Molecular Probes, Leiden, Holland

Tabelle 13. Verwendete fluoreszierende siRNAs zur Transfektionskontrolle

Bezeichnung Bezugsquelle
Accell, griin fluoreszierende Kontroll- | Thermo Fisher Scientific, Lafayette, USA
siRNA

siGlo Red, rot fluoreszierender Transfekti-
onsindikator (Kontroll-siRNA)

Thermo Fisher Scientific, Lafayette, USA
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2.1.11 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

HEK293

Die HEK293-Zelllinie wurde aus humanen embryonalen Nierenzellen generiert und durch
Adenovirustransfektion unsterblich gemacht. HEK-Zellen wachsen adhérent und sind in der
zellbiologischen Forschung aufgrund der einfachen Handhabung weit verbreitet. Die Zellen
zeichnen sich durch eine hohe Transfektionseffizienz aus und sind daher besonders fiir eine

transiente oder stabile Transfektion mit unterschiedlichen Konstrukten geeignet.

HEK293-pSuper-Hugl-1 und HEK293-pSuper-Hugl-2 Zellen
Diese Zelllinie wurde etabliert, indem HEK293 Zellen mit pSuper-Hugl-1- oder pSuper-
Hugl-2-Konstrukten und pEF4-myc-His-V5 kotransfiziert und im Anschluss in Medium

selektioniert wurden, das 200 pg/ml Zeocin enthielt.

HEK293-pSuper-Hugl-1+2 Zellen

Diese Zelllinie wurde aus stabil transfizierten, Zeocin-selektionierten HEK293-pSuper-
Hugl-1-Zellen generiert, die mit pSuper-Hugl-2-Konstrukten sowie pUB6-His kotransfiziert
worden waren. Die Zellen wurden neben der fortlaufenden Behandlung mit Zeocin

(200 pg/ml) mit Blasticidin (10 mg/ml) selektioniert.

Jurkat-16

Jurkat-16 ist eine humane T-Zelllinie, die urspriinglich 1976 aus dem peripheren Blut eines
Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukdmie (ALL) gewonnen wurde (Schneider et al.,
1977). Im Gegensatz zu normalen T-Zellen, zeigen Jurkat T-Zellen ein hoheres konstitutives

MafB an phosphoryliertem Tyrosin (Far et al., 1994).
Jurkat-16 Aktin-GFP

Die Zelllinie Jurkat-16 Aktin-GFP wurde durch Transfektion von Jurkat-16 Zellen mit einem
Aktin-GFP Konstrukt gewonnen und unter Selektion mit 200 pg/ml G418 kultiviert.
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2.1.12 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 14. In der Zellkultur verwendete Reagenzien und Losungen

Reagenzien / Losungen

Bezugsquelle / Zusammensetzung

Dulbecco’s  modified medium

(DMEM)

eagle

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Fotales Bovines Serum (FBS)

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Humanes AB-Serum

Transfusionszentrale der Universitatsmedi-
zin Mainz, Deutschland

Roswell Park Memorial Institute 1640 Me-
dium (RPMI-1640)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Erythrozyten-Lysepuffer

0,127 mM EDTA

10 mM KHCO3

155 mM NH4Cl

in deionisiertem Wasser und
anschliefBender Sterilfiltration

Dulbecco’s buffered saline

(DPBS)

phosphate

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

G418 (Geniticin), 20 mg/ml

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Gentamycin Sulfat, 50 mg/ml

BioWhittaker, Vervies, Belgien

HEPES Puffer, 1 mol/l in 0,85% NaCl

BioWhittaker, Vervies, Belgien

L-Glutamin, 200 mM

PAA, Colbe, Deutschland

Lymphozytenseparationsmedium

PAA, Colbe, Deutschland

Nicht-essenzielle Aminosduren, 10 mg/l

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin-Streptomycin

10000 U/ml Penicillin,

10000 U/ml Streptomycin Sulfat
in 0,85% NaCl

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin/EDTA, 1% in PBS

PAA, Colbe, Deutschland

Zeocin, 100 mg/ml

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 15. Verwendete Zytokine

Rekombinante humane Zytokine

Bezugsquelle

C-C motif chemokine ligand 19 (CCL19)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Granulocyte macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF)

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Interleukin-1 (IL-1B)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Interleukin-2 (IL-2)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Interleukin-4 (IL-4)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Interleukin-6 (IL-6)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Stromal cell-derived factor-1a (SDF-1a)

PeproTech, Rocky Hill, USA

Tumor necrosis factor oo (TNF-a)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland
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Tabelle 16. In der Zellkultur verwendete Medien

Medium Zusammensetzung (Angaben in Volumen
oder Volumenprozenten)
DC-Medium 500 ml DMEM Medium

5% humanes AB-Serum

1% L-Glutamin, 200 mM

1% nicht essenzielle Aminoséduren, 10 mg/I
1% Natriumpyruvat, 1 mM

1% Penicillin/Streptomycin, 10 mg/ml

DC-Maturierungsmedium

x ml DC-Medium
500 U/ml IL4

1000 U/ml IL6

800 U/ml GM-CSF
10 ng/ml IL1-B

10 ng/ml TNF-a

DC-Medium mit Zytokinen

x ml DC-Zell-Medium
1000 U/ml IL4
1000 U/ml GM-CSF

DMEM Vollmedium (HEK293)

500 ml DMEM Medium

10% FBS

1% L-Glutamin, 200 mM

1% Penicillin/Streptomycin, 10 mg/ml
1% HEPES, 1 mol/l

Einfriermedium DMEM bzw. RPMI-1640 Vollmedium
(HEK293, Jurkat-16, T-Zellen) 20% FBS
10% DMSO
RPMI 1640 Vollmedium 500 ml RPMI-1640
(Jurkat-16) 10% FBS

1% L-Glutamin, 200 mM
0,1% Gentamycin, 50 mg/ml

T-Zell-Medium
(CD4" und CD8" T-Lymphozyten)

500 ml RPMI-1640
10% humanes AB-Serum
0,1% Gentamycin Sulfat, 50 mg/ml
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Klonierung von shRNA-Expressionskonstrukten

Unter der Kontrolle des H1 RNA-Polymerase-IIl Promotors exprimiert der pSuper-
Expressionsvektor shRNA, die in der Zelle durch das Enzym Dicer zu funktioneller siRNA

umgewandelt wird (Brummelkamp et al., 2002).

Es wurden Oligonukleotide mit folgender Sequenz synthetisiert:

Sense:

5’-GATCTG-Zielsequenz-TTCAAGAGA-Zielsequenz (invers)-TTTTTTACGCGTA-3’
Antisense:

5’-AGCTTACGCGTAAAAAA-Zielsequenz-TCTCTTGAA-Zielsequenz (invers)-CA-3’

Die Zielsequenz korrespondiert mit dem sense-Strang der durch pSuper exprimierten siRNA
und entspricht der Zielsequenz der mRNA. Die inverse Zielsequenz, entsprechend des anti-
sense-Strangs der siRNA-Duplex, hybridisiert mit dieser Sequenz und initiiert die Degradati-

on der mRNA.

Hybridisierung der Oligonukleotide

Die sense- und antisense-Oligonukleotide wurden zur Hybridisierung mit nukleasefreiem
Tris-EDTA-Puffer (TE) auf eine Endkonzentration von 100 uM eingestellt und im Volumen-
verhiltnis von 1:1 miteinander gemischt. Der Ansatz wurde zur Beseitigung intramolekularer
Sekundérstrukturen fiir 30 Sekunden auf 95°C erhitzt. Dann wurde fiir 2 Minuten bei 72°C
inkubiert und anschlieBend fiir 2 Minuten bei 37°C erwédrmt. Es wurde bei 25°C Raumtempe-
ratur (RT) flir weitere 2 Minuten inkubiert und der Ansatz auf Eis gelagert oder alternativ bis

zur Nutzung bei -20°C aufbewahrt.

TE-Puffer I mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
10 mM TRIS
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2.2.1.2 Restriktionsverdau

Fiir den Restriktionsverdau wurden 5 ng DNA zusammen mit 25-50 Units des jeweiligen
Restriktionsenzyms, 5 ul Bovinem Serumalbumin (BSA) und 5 pul des empfohlenen
10x Puffers in 50 pl nukleasefreiem Wasser aufgenommen. Gemall den Angaben des Herstel-
lers wurde der Ansatz fiir 1-2 Stunden bei der jeweiligen Temperatur inkubiert und im An-
schluss hitzeinaktiviert. Die verwendeten Restriktionsenzyme erzeugten inkompatible Enden,
die nicht wieder miteinander religieren konnten. Eine Behandlung der linearisierten DNA mit
alkalischen Phosphatase aus Kélberdarm (calf intestine alkaline phosphatase, CIAP) zur
Entfernung der 5’-Phosphatgruppen war daher nicht erforderlich.

2.2.1.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Methode wird zur Trennung von Proteinen, DNA und RNA ange-
wendet. Das Verfahren beruht auf einer unterschiedlichen Loslichkeit der Komponenten in
der jeweiligen Phase. Nukleinsduren verbleiben in der wéssrigen Phase und lassen sich von

Proteinen abtrennen, die sich in der organischen Phase oder Interphase anreichern.

Die DNA-L6sung wurde mit nukleasefreiem Wasser auf das doppelte Volumen verdiinnt und
im gleichen Verhiltnis mit Phenol-Isoamylalkohol (25:24:1; dquilibriert auf pH 7,5) versetzt.
Die Losung wurde zur Vermischung der Phasen gut geschiittelt und bei 5000 g fiir I Minute
abzentrifugiert. Die wéssrige, obere Phase wurde in ein neues Rohrchen {iberfiihrt und die
untere Phase verworfen. Die Phenol-Extraktion wurde zur Erzielung einer besseren Aufreini-
gung ein bis zwei Mal wiederholt. Zur Entfernung des restlichen Phenols wurde die Probe mit
dem gleichen Volumen an Chloroform-Isoamylalkohol versetzt und zur Phasenmischung gut
geschiittelt. Im Anschluss wurde die Losung bei 5000 g fiir 1 Minute zentrifugiert und die

obere Phase, welche die aufgereinigte DNA enthielt, in ein neues Rohrchen tiberfiihrt.
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2.2.1.4 DNA-Prazipitation

Die DNA-Losung wurde mit dem 2,5-fachen Volumen an 100% Ethanol und 1/10 des Volu-
mens an Natriumacetat (3 M; pH 5,2) versetzt. Die Prézipitation der DNA erfolgte fiir mehre-
re Stunden bei -20°C. AnschlieBend wurde die DNA bei 12000 g und 4°C fiir 20 Minuten
durch Zentrifugation sedimentiert und das Pellet zur Entfernung von Salzen und organischen
Molekiilen mit 70% eiskaltem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in nukle-
asefreiem Wasser aufgenommen. Die Konzentration der DNA-LOsung wurde mit dem Nano-
Drop-Spektralphotometer bestimmt und diese anschlieBend bis zur Verwendung bei -20°C

gelagert.

2.2.1.5 Ligation

Die Ligation des Inserts und des Vektors erfolgte im Verhéltnis von 3:1 bis 10:1. Es wurden
stets 250 ng des linearisierten Vektors in 50 pl Gesamtvolumen aufgenommen. Die verwen-
deten Volumina an 10x Ligasepuffer und T4 DNA-Ligase (1 U/ul) betrugen 5 pl. Der Ansatz
wurde iiber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.2.1.6 Transformation

Die Transformation kompetenter Bakterien erfolgte nach der Methode von Hanahan (Ha-
nahan, 1983). Hierzu wurden kompetente XL1-E.Coli Bakterien vorsichtig auf Eis aufgetaut
und 100 pl der Zellen zur ligierten DNA pipettiert. Der Ansatz wurde durch vorsichtiges
Schiitteln vermischt und auf Eis fiir 30 Minuten inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir
exakt 90 Sekunden einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und anschlieBend fiir 5 Minuten
erneut auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde mit 400 pl auf 37°C vorgewarmtem Luria-Broth-
(LB)-Medium versetzt und fiir 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen vorsichtig resuspendiert und 100 pl des Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten
ausplattiert, welche das Antibiotikum Ampicillin zur Selektion positiver Klone enthielten. Die
Inkubation der Platten erfolgte {iber Nacht bei 37°C. Von jeder Platte wurden 8-10 einzelne
Bakterienkolonien mit autoklavierten Pipettenspitzen aufgenommen und in Kulturréhrchen
iiberfiihrt, die 2 ml LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin zur Selektion enthielten. Die
Kulturen wurden iiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inkubiert.
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LB-Medium 5 g/l Hefeextrakt
10 g/1 Natriumchlorid
10 g/l Trypton
der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt und das
LB-Medium autoklaviert

LB-Agarplatten wie LB-Medium
15 g/l Agar
die Losung wurde autoklaviert und nach dem Abkiihlen auf 55°C
100 mg/l Ampicillin hinzu gegeben

2.2.1.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus Prokaryoten

Minipréaparation

Die Minipriparation von Plasmid-DNA basiert auf einer Methode nach Birnboim und Doly,
bei der die Bakterien alkalisch lysiert werden (Birnboim und Doly, 1979). Kontaminierende
Makromolekiile wie Proteine, RNA und chromosomale DNA mit sehr hohem Molekularge-
wicht werden bei dieser Vorgehensweise selektiv denaturiert und koprazipitiert. Durch Zent-

rifugation kdnnen diese Prizipitate schlieBlich von zirkuldrer DNA abgetrennt werden.

Von den tiber Nacht inokulierten Kulturmedien wurden 1,5 ml der Bakteriensuspension fiir
die Plasmid-Extraktion in Reaktionsgefdfle tiberfiihrt. Diese wurden bei Raumtemperatur fiir
10 Minuten bei 8500 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde
in 200 pl Puffer I resuspendiert und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zu-
gabe von 200 pl Puffer IT zum AufschlieBen der Zellen wurde der Ansatz fiir 5 Minuten auf
Eis belassen und anschlieend zur Fallung der Proteine mit 200 pl Puffer III versetzt. Der
Ansatz wurde fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert und die Prizipitate durch 15-miniitige Zentrifu-
gation bei 12000 g und 4°C abgetrennt. Der Uberstand (600 pl) wurde in neue Reaktionsge-
faBle transferiert und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 420 pl Isopropanol ausgefillt. Der
Ansatz wurde im Anschluss fiir 30 Minuten bei 4°C und 12000 g zentrifugiert und das DNA-
Pellet nach Verwerfen des Uberstandes mit 100 ul eiskaltem, 70% Ethanol gewaschen, um
restliche Salze und Kontaminationen zu entfernen. Die Plasmid-DNA wurde getrocknet, in

30 pl DNase-freiem Wasser aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Posi-
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tive Klone wurden im Restriktionsverdau analysiert und im Agarosegel anhand der jeweiligen

FragmentgroBe identifiziert.

Puffer I 50 mM Tris
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase

Puffer 11 200 mM NaOH
1% SDS
Puffer 111 3 M Natriumacetat, pH 5,2

Midipréaparation von Plasmid-DNA

Es wurden 25 ml LB-Medium mit transformierten E£. Coli Bakterien inokuliert, um Plas-
mid-DNA in einem groferen Mafstab zu gewinnen. Die iiber Nacht inkubierten Kulturen
wurden bei 6000 g fiir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert und die Plasmid-DNA mit dem Qi-

agen Plasmid Midi Kit geméf der Anleitung des Herstellers isoliert und aufgereinigt.

2.2.1.8 Sequenzierung der Plasmid-DNA

Die Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA wurde von der Firma GENterprise Genomics
(Mainz, Deutschland) nach der auf Frederick Sanger basierenden Didesoxymethode durchge-
fiihrt, dem Sanger-Verfahren. Die DNA wurde mit DNase-freiem Wasser auf eine Endkon-
zentration von 200 ng/ul gebracht. Fiir jede Sequenzierung wurde eine DNA-Menge von
mindestens 0,5 pg bendtigt, die Konzentration des jeweiligen Primers betrug 10 pmol/pul. Die
Basenabfolge wurde von der Firma nach dem ShortRun-Programm bestimmt, das eine Lese-
weite von 350 bp umfasst. Zur Analyse der Basensequenz wurde das frei verwendbare Pro-

gramm ,,BlastN* auf der Internetseite www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed verwendet.
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2.2.1.9 RNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen

Die Gesamt-RNA wurde aus adhirenten Zellen, Suspensionszellen oder Tumorgewebe iso-
liert. Hierzu wurde das Absolutely RNA Mini Kit (Stratagene, La Jolla, USA) verwendet und
alle Arbeitsschritte nach den Angaben des Herstellers ausgefiihrt. Gewebekulturzellen wurden
geerntet, durch Zentrifugation sedimentiert und in Lysepuffer aufgeschlossen, der neben dem
starken Proteindenaturans Guanidinthiocyanat B-Mercaptoethanol zur Reduktion der Disul-
fidbriicken enthielt. Das Lysat wurde durch vorsichtiges Resuspendieren homogenisiert.
Tumor- oder Organproben wurden im Mikro-Homogenisator und durch anschlielendes Re-
suspendieren mit einer diinnen, auf einer 2 ml Spritze befindlichen Kaniile (0,45 x 25 mm)
lysiert. Die Probe wurde in einer Vorfiltersdule von Zelltrimmern und Verunreinigungen
befreit und das Filtrat mit dem gleichen Volumen an 70% Ethanol versetzt. 700 ul der Mi-
schung wurden auf eine RNA-Bindungssdule transferiert und diese fiir 30 Sekunden bei
10000 g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und der verbleibende Rest der Mischung
erneut auf die Bindesdule gegeben und zentrifugiert. Die an der Siule gebundene RNA wurde
anschlieBend nach Entfernung des Filtrates mit einem Waschpuffer mit niedriger Salzkon-
zentration gewaschen. DNA-Kontaminationen wurden mit 50 pl DNase bei 37°C fiir
15 Minuten verdaut. Die an der Silikamatrix der Sdule gebundene RNA wurde anschlie3end
mit 600 ul Waschpuffer mit hoher Salzkonzentration gewaschen und fiir 30 Sekunden bei
10000 g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und der Waschvorgang zweimal mit Puf-
fer niedriger Salzkonzentration wiederholt. Die Bindeséule wurde in ein neues Reaktionsge-
faf} iiberflihrt und die aufgereinigte RNA mit 30 pl Elutionspuffer und anschlieBender Zentri-
fugation fiir 1 Minute bei 10000 g eluiert. Zur Bestimmung der Konzentration wurde die
Absorbtion der Gesamt-RNA bei 260 nm im Spektralphotometer vermessen und nach folgen-
der Formel ermittelt:

Konzentration (RNA) = A0 nm X Verdiinnungsfaktor x 0,040 pg/ul

Die Reinheit wurde aus dem Quotienten aus Ajgp nm und Asgo nm bestimmt. Ein Quotient von
1,8 - 2,1 korrelierte mit einem hohen Reinheitsgrad der RNA. Die Proben wurden bis zur

Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.2.1.10 Reverse Transkription

Die reverse Transkription der isolierten RNA wurde mit dem iScript cDNA-Synthese Kit
durchgefiihrt (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland). Fiir die cDNA-Synthese wurde 1 pg RNA in

20 pl Reaktionsvolumen verwendet und alle weiteren Schritte nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt:

Reaktionsbedingungen
25°C 5 Minuten
42°C 45 Minuten
85°C 5 Minuten
4°C 10 Minuten

2.2.1.11 Semi-quantitative PCR

Fir die semi-quantitative Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
wurde 1 pul cDNA (50 ng) als Vorlage in 25 pl PCR Reaktionsvolumen verwendet und mit
dem PCR Core Kit nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die Amplifizie-
rung wurde ein Thermocycler PCR-Thermostat benutzt. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin
verwendet. Die PCR wurde in 28-35 Zyklen durchgefiihrt und 20 pl der Produkte in einem
1% Agarosegel aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.2.1.13). Die Banden wurden nach Féarbung mit
Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. Nachfolgend ist die Zusammensetzung des

PCR-Ansatzes wie auch ein typisches PCR-Programm dargestellt:

PCR-Ansatz 10x PCR Puffer 25 ul

fiir 10 Proben MgCl, (25 mM) 6,25 pl
dNTPs Mix (je 10 mM) 10 pl
Taq DNA-Polymerase 1,25 ul
Primer A (10 pmol/ul) 10 pl
Primer B (10 pmol/ul) 10 ul
DNA-Vorlage (50 ng/ul) 10 pl
H,O0, destilliert 177,5 ul
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PCR-Programm  Initiale Denaturierung ~ 95°C 5 Minuten
3-Stufen Zyklus (28-35 Zyklen)
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
Hybridisierung 58-62°C 45 Sekunden
Elongation 72°C 45 Sekunden
Terminale Elongation 72°C 10 Minuten

2.2.1.12 Quantitative Real-Time-PCR

Die Methode der quantitativen Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (quantitative real-time-
PCR, qRT-PCR) beruht auf einer sequenzunabhdngigen Interkalierung des Cyanin-
Farbstoffes Sybr-Green in doppelstrangige DNA. Die Fluoreszenzintensitét des entstehenden
DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplexes ist proportional zur Menge des amplifizierten Produk-
tes.

Die quantitative Real-Time PCR wurde mit dem Mx3000P QPCR System durchgefiihrt.
Hierzu wurde der Absolute 2x QPCR Sybr-Green Mix verwendet und die Reaktionen nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt (Abgene, Hamburg, Deutschland). Zur Kompensierung
von Variationen in der Versuchsfithrung wurde als Referenz der Passivfarbstoff Rox verwen-
det. Es wurde 1 pul ¢cDNA (50 ng) in 25 pl Reaktionsvolumen eingesetzt und die PCR fiir
40 Zyklen durchgefiihrt. Alle Ansédtze wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Quantifizie-
rung erfolgte durch Normalisierung der Genexpression mit der Expression der RNA Poly-
merase II (RPII). Zusétzlich wurden die PCR-Produkte auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt
und nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht analysiert.

Die Zusammensetzung des qRT-PCR-Ansatzes und das entsprechende Programm fiir das

Mx3000P QPCR System sind nachfolgend aufgefiihrt:

Ansatz fiir die Sybr-Green (2x) 120 pl

qRT-PCR ROX (1:80) 5,6 ul
Primer A (10 pmol/ul) 8,5 ul
Primer B (10 pmol/ul) 8,5 ul
DNA-Vorlage (50 ng/pl) 10 pl
H,0, destilliert 97,4 ul
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qRT-PCR
Programm

Initiale Denaturierung ~ 94°C 15 Minuten
3-Stufen Zyklus (40 Zyklen)
Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Hybridisierung 58-62°C 45 Sekunden

Elongation 72°C 1 Minute

2.2.1.13 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten nach Hayward und Smith

(Hayward und Smith, 1972) wurden 1% Agarosegele hergestellt und mit 0,1 pg/ml Ethidium-

bromid versetzt. Die DNA-Proben wurden im Verhéltnis von 6:1 mit 6 x Ladepuffer versehen

und nebst einem GroBenstandard in die Geltaschen aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte

bei 70-100 V in 1x TBE-Puffer. Die aufgetrennten DNA-Banden wurden unter UV-Licht bei

254 nm sichtbar gemacht und mit einer Digitalkamera dokumentiert.

DNA-Ladepuffer (6x) 100 mM EDTA, pH 8,0

TBE-Puffer

0,2% (w/v) Bromphenolblau
30% (w/v) Glycerol

90 mM Tris-HCL, pH 8,0
90 mM Borsaure

2,5mM EDTA, pH 8,0

DNA-Groflenstandard MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Gene Ruler 100 bp plus DNA-Leiter
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinisolierung aus eukaryotischen Zellen

Zur Extraktion von Proteinen aus humanen Zellen fiir den Westernblot wurden 1-2 x 10°
Zellen pro Ansatz verwendet. Diese waren zuvor in 6- oder 12-Lochplatten ausgesit worden.
48-96 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen einmal mit Phosphat-gepufferter Koch-
salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen, durch Trypsinieren geerntet und bei
16000 g fiir 5 Minuten und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl kaltem Lysepuf-
fer/10° Zellen aufgenommen und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde zur
Abtrennung von Zelltriimmern fiir 20 Minuten bei 16000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 transferiert und nach Bestimmung der Proteinkon-
zentration mit dem gleichen Volumen an 2x Gel-Ladepuffer versetzt. Zum Verdau der Zell-
DNA wurden die Proben mit 0,5 pl Benzonase versehen und die Proteinldsung fiir 5 Minuten
bei 95°C im Thermoschiittler erhitzt. Die Lysate wurden bis zur Verwendung auf Eis gelagert

oder lidngerfristig bei -80°C aufbewahrt.

Lysepuffer 1% (v/v) NP40 in PBS
4% (v/v) Protease Inhibitor-Cocktail, 25x
25 mM Natriumfluorid

1 mM Natriumvanadat

Gel-Ladepuffer (2x) 120 mM Tris-HCI, pH 6,8
10% (v/v) Glycerin
4% (w/v) SDS
4% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,02% (w/v) Bromphenolblau

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlosungen erfolgte nach der Bradford-Methode
(Bradford, 1976). Das Prinzip der Messung beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomas-
sie Brillant Blau G250 an Aminosduren und der damit verbundenen Uberfiihrung des Farb-

stoffes in einen anionischen Zustand. Die daraus resultierende Verschiebung des Absorpti-
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onsmaximums von 450 nm nach 595 nm ist proportional zur Proteinkonzentration und kann

photometrisch quantifiziert werden.

Die Standard-Eichreihe und die Proben wurden in Dublikaten vermessen. Die Probe wurde
1:50 (v/v) in deionisiertem Wasser verdiinnt und jeweils 50 ul in die Vertiefung einer
96-Mikrotiterplatte pipettiert. Das Bradford-Reagenz (Roti Nanoquant 5x; Carl Roth, Karls-
ruhe, Deutschland) wurde mit Wasser im Verhéltnis von 1:5 (v/v) verdiinnt und 200 pul des
Reagenzes mit den Proben vermischt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei Raumtem-
peratur wurde die Absorption der Ansédtze bei einer Wellenldnge von 595 nm im Photometer
vermessen. Als Referenz diente eine Messung der Proben bei 450 nm, dem Absorptionsma-
ximum des kationischen Zustandes des noch ungebundenen Farbstoffes. Der Quotient
ODs95/ODyso wurde gebildet und die Konzentration der Proteinldsungen mittels einer Eichge-

raden bestimmt.

2.2.2.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte aufgrund der unterschiedlichen Molekulargewichte
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970).
Zur Uberlagerung der intrinsischen Protein-Eigenladungen wurden die Proben zuvor mit dem
anionischen Detergens SDS behandelt. Proteine erhalten somit ein gleichbleibendes Ladungs-
zu Masse Verhdltnis. Ebenso wurden die Disulfid-Briicken der Proteine mit
B-Mercaptoethanol reduktiv gespalten, um eine bessere Auftrennung im elektrischen Feld zu

erreichen.

Die Polymerisationsinitiation der Trenngel-Mischung fiir die Gelelektrophorese (siehe Tabel-
le 17) erfolgte mit dem Radikalstarter Ammoniumpersulfat (APS) sowie Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED). Das fliissige Gel wurde ziigig zwischen zwei abgedichtete Glasplat-
ten gegossen, welche durch einen Abstandshalter voneinander getrennt wurden. Das noch
fliissige Trenngel wurde mit 1 ml Isopropanol iiberschichtet, um die Bildung von Gasblasen
wihrend der Polymerisation zu verhindern. Das polymerisierte Gel wurde anschliefend mit
einem Sammelgel tiberschichtet, um die SDS-beladenen Proteine durch einen eintretenden
Stapeleffekt vorzutrennen und diese an der Grenzschicht zum Trenngel aufzukonzentrieren.
Im Gel kommt es durch eine radikalische Kettenreaktion zur dreidimensionalen Vernetzung

der Polyacrylamid-Molekiile. Der Vernetzungsgrad des Gels ist dabei direkt von der Konzen-
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tration des beigesetzten Acrylamids/Bisacrylamids abhéngig. Da grof3e Proteine aufgrund der
erhohten Wechselwirkung mit der Netzstruktur des Gels ldnger im Gel verweilen als kleine
Proteine, bewegen sich diese im elektrischen Feld langsamer, weshalb die Proteine ihrer

GroBe nach aufgetrennt werden.

Es wurden in jede Tasche des SDS-PAGE Gels 30-40 ug Protein aufgetragen und der Gro-
Benstandard PageRuler (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) als Referenz verwendet.
Die Proben wurden bei Raumtemperatur bei 30 mA/Gel im Sammelgel und bei 40 mA/Gel im

Trenngel aufgetrennt.

Tabelle 17. Zusammensetzung des Sammelgels und der Trenngele fiir die Gelelektrophorese (fiir 4 Gele)

Reagenzien Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
8% 10% 12% 5%
30% Polyacrylamid 10,8 ml 13,3 ml 15,5 ml 3ml
1,8 mol/l Tris-HCI (pH 8,8) 8,0 ml 8,0 ml 8,0 ml -
0,8 mol/l Tris-HCI (pH 6,8) - - - 4 ml
H,O 20,6 ml 18,1 ml 15,9 ml 12,7 ml
10% (w/v) SDS 400 pl 400 pl 400 pl 200 pl
10% (w/v) APS 200 pl 200 pl 200 pl 100 pl
TEMED 8,0 ul 8,0 ul 8,0 ul 10 pul

Laufpuffer (10x) 250 mM Tris
1,9 mol/l Glycin
35 mM SDS

2.2.2.4 Elektrotransfer von Proteinen (Westernblot)

Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) zur
proteinchemischen Analyse erfolgte mittels des Semidry-Verfahrens nach Kyhse-Andersen
(Kyhse-Andersen, 1984). Whatman FlieBpapiere wurden in Transferpuffer getrankt und die
PVDF-Membran (Millipore, Schwalbach, Deutschland) zur Aktivierung mit 100% Methanol
angefeuchtet. Der Aufbau in der Transferkammer erfolgte wie folgt:

Anode, 3 Whatman FlieBpapiere, PVDF-Membran, Gel, 3 Whatman FlieBpapiere, Kathode.
Die Proteine wurden nach Angaben des Herstellers in einem Multiphor-II-Blotter (Millipore,

Schwalbach, Deutschland) vom Gel auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Transfervor-
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gang erfolgte bei Raumtemperatur fiir 90 Minuten und einer konstanten Stromstdrke von

0,8 mA/cm? Blotfliche.

Transferpuffer (1x) 27 mM Tris
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

2.2.2.5 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Proteintransfer wurde der Westernblot fiir 5 Minuten in Waschpuffer gewaschen
und zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in
[-Blocklosung inkubiert. Die Membran wurde mit Primérantikdrper in I-Blockldsung mit der
vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung und Inkubationsdauer unter vorsichtigem Schiitteln
bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde diese dreimal fiir jeweils 5 Minuten in Waschpuffer
gewaschen und bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde mit Alkalischer Phosphatase-(ALP)-
gekoppeltem Sekunddrantikorper in I-Blockldsung inkubiert. Ungebundene Antikdrper wur-
den durch dreimaliges Waschen in Waschpuffer fiir jeweils 5 Minuten entfernt, die Membran
fiir zweimal 5 Minuten mit Assaypuffer behandelt und daraufhin zur Steigerung der Signalin-
tensitét fiir 10 Minuten mit Nitro-Block-II in Assaypuffer inkubiert. Die Inkubation mit dem
Chemilumineszenzsubstrat CDP-Star erfolgte anschlieBend verdiinnt in Assaypuffer fiir

5 Minuten bei Raumtemperatur.

Der Westernblot wurde mit einer transparenten Membran vor dem Austrocknen geschiitzt und
die Chemilumineszenz mit einem lichtempfindlichen Film in einer Expositionskassette detek-
tiert. Der Film wurde anschlieBend in einer Entwicklermaschine entwickelt. Alternativ wurde
ein digitales Detektionssystem verwendet. Die Expositionszeiten variierten je nach Signal-
starke zwischen 1 Minute und 1 Stunde. Die densitometrische Analyse der Westernblot-
Banden wurde mit der Software Quantity One (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) durchge-
fiihrt. Zur Bestimmung der relativen Bandendichte wurde der Quotient aus Bande/Bande

Aktin gebildet und auf den entsprechenden Quotienten der Kontrolle bezogen.
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Block-Losung

Waschpuffer

Assaypuffer

CDP-Star Detektionssystem

1 g I-Block

500 ml PBS

Erhitzen auf 60°C fiir 2 Stunden,
danach Zugabe von 1% (v/v) Tween 20

PBS
0,1% (v/v) Tween 20

100 mM Diethanolamin
200 mM MgCl,
mit HCI auf pH 9,5 einstellen

Nitro-Block-II: 1:200 in Assaypuffer
CDP-Star: 1:1000 in Assaypuffer
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2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von Suspensionszellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Suspensionszellen wurden in einem Inkubator bei 37°C
und 5% CO, Atmosphdre sowie 95% relativer Luftfeuchte kultiviert. Die Zellen wurden alle
2-3 Tage gesplittet und mit frischem Vollmedium versetzt. Je nach Zelllinie und Zelldichte
wurden 50-90% (1:2 bis 1:10) der Zellsuspension verworfen. Der Rest wurde in eine neue
Gewebekulturflasche iiberfiihrt und unter Zusatz entsprechender Additive mit Vollmedium

auf das urspriingliche Gesamtvolumen aufgefiillt.

2.2.3.2 Kultivierung adharent wachsender Zelllinien

Adhisiv wachsende, humane Zellen wurden im Inkubator in wassergesittigter Atmosphére
bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 2-3 Tagen wurden die zu
80-90% konfluenten Zellen trypsiniert und erneut ausgesét. Hierzu wurde das Medium ent-
fernt und die Zellen mit PBS/EDTA gewaschen. Die Ablosung der Zellen erfolgte mit 1 ml
einer 0,1% Trypsin/EDTA Losung. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und zum Abbruch der Trypsinierung mit 5 ml Kulturmedium versetzt. Die Zellen
wurden vorsichtig durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt, 0,5 ml der Zellsus-
pension (1:10) mit 14,5 ml Vollmedium in eine neue Gewebekulturflasche (75 cm?) iiberfiihrt.
Stabil transfizierte Zelllinien wurden mit 200 pg/ml Zeocin und/oder 10 pg/ml Blasticidin
unter Selektionsdruck gehalten. Die Zellen wurden im Inkubator fiir 2-3 Tage bei 37°C, 5%
CO, und wassergesittigter Atmosphére kultiviert und spater im Verhéltnis von 1:10 pas-

sagiert.

2.2.3.3 Kryokonservieren und Auftauen von Zellen

Die Zelllinien wurden fiir die langfristige Aufbewahrung in Fliissigstickstoff bei -196°C
kryokonserviert. Die Zellen wurden dazu wie zuvor beschrieben geerntet und bei Raumtem-
peratur fiir 5 Minuten und 1000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in Einfriermedium mit einer Konzentration von 3-5 x 10° Zellen resuspendiert. Die

Zellsuspension wurde zu jeweils 1 ml in Kryokonservierungsrohrchen aliquotiert, bei -80°C
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gelagert und anschlieend in Fliissigstickstoftf iiberfiihrt. Nach dem Auftauen bei 37°C im
Wasserbad wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium gewaschen und fiir 5 Minuten bei
1000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 15 ml supplementiertem

Kulturmedium aufgenommen und fiir die Kultivierung in eine Gewebekulturflasche ausgesit.

2.2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zédhlkammer. Hierzu wurden
die Zellen nach dem Ernten pelletiert und in frischem Kulturmedium resuspendiert. 50 pl der
Zellsuspension wurde im Verhéltnis 1:4 mit einer 0,4% Trypanblauldsung verdiinnt und 10 pl
der Mischung auf die Neubauer-Zihlkammer gegeben. Der anionische Diazofarbstoff
Trypanblau diffundiert durch die Zellmembran abgestorbener Zellen und farbt diese im Zyto-
plasma dunkelblau an. Durch das Ausschlussverfahren ldsst sich die Zellviabilitit intakter
Zellen, die den Farbstoff nicht aufgenommen haben, lichtmikroskopisch bestimmen. Die
Zellzahlen in allen vier GroBquadraten der Kammer wurden unter dem Mikroskop ermittelt
und das arithmetische Mittel gebildet. Die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension errechnete
sich durch Multiplikation des Mittelwertes mit dem Verdiinnungsfaktor (4) und dem Kam-

merfaktor der Neubauerkammer (104).

2.2.3.5 Praparation humaner PBMCs

Humane periphere, mononukledre Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)
wurden aus vendsem Blut gesunder Spender mittels Dichtegradientenzentrifugation gewon-
nen. Fiir die Verarbeitung wurden Leukozytenfilme von Spendern verwendet, in denen mo-
nonukledre Zellen, wie Lymphozyten und Monozyten, angereichert vorliegen. In LeucoSep-
Rohrchen (50 ml) wurden jeweils 17,5 ml Lymphozytenseparationsmedium vorgelegt, wel-
ches ein hydrophiles Ficoll Polymer mit hoher Molmasse zur Erzeugung eines Dichtegradien-
ten enthielt. Der Leukozytenfilm wurde im Verhéltnis von 1:1 mit Dulbecco’s Phosphat-
gepufferter Kochsalzlosung (Dulbecco’s phosphate buffered saline, DPBS) verdiinnt und
vorsichtig iiber die Separationslosung in den LeucoSep-Rohrchen geschichtet. Der Separati-
onsprozess wurde durch Zentrifugation bei 800 g fiir 15 Minuten und Raumtemperatur durch-
geflihrt. Die PBMCs konzentrierten sich dabei in der Interphase in Form eines weilllichen

Rings zwischen dem Blutplasma und der Separationslosung. Die Interphase wurde mit einer
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sterilen Transferpipette abgesaugt und die Zellen zweimal in DPBS gewaschen. Die Zellen
wurden hierzu jeweils fiir 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
AnschlieBend wurde das Zellpellet zur Entfernung verbliebener Erythrozyten in 5 ml Erythro-
zyten-Lysepuffer aufgenommen und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zellaggre-
gate wurden durch Filtration unter sterilen Bedingungen abgetrennt, das Filtrat mit DPBS auf
ein Gesamtvolumen von 40 ml gebracht und die Suspension nach Bestimmung der Zellzahl

bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt.

2.2.3.6 Isolierung CD4- oder CD8-positiver T-Lymphozyten aus PBMCs

Die Separation von CD4- oder CD8-positiven T-Lymphozyten aus PBMCs erfolgte nach
Angaben des Herstellers Milteny Biotec. Das Prinzip der Zelltrennung beruht auf der Deple-
tion von nicht-CD4"/CDS8" T-Zellen durch indirekte magnetische Markierung. Dieses Verfah-
ren wird als Negativselektion bezeichnet. Die Zellen werden mit einem Cocktail Biotin-
konjugierter, monoklonaler Antikorper inkubiert, die gegen die Oberflichenantigene der zu
depletierenden Zellen gerichtet sind. In einem zweiten Schritt werden die Zellen mit anti
Biotin Antikérpern behandelt, an welche supraparamagnetischen MicroBeads konjugiert sind.
Die magnetisch markierten Zellen werden iiber eine magnetische Zellsortierungs-Saule (mag-
netic cell sorting, MACS) zuriickgehalten, wihrend die CD4- oder CD8-positiven T-Zellen

die Sdule passieren konnen.

Zur Isolierung der jeweiligen Zellfraktionen wurden 1 x 10’ PBMCs in 40 pl MACS-Puffer
aufgenommen. Die Suspension wurde mit 10 ul Biotin Antikérper Cocktail versetzt, vorsich-
tig resuspendiert und fiir 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Der Antikérper Cocktail ist gegen
folgende Zelloberflichenmolekiile von nicht-CD4"/CD8" T-Zellen gerichtet:

CD4" T-Zell Selektion: CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRy/6 und Gly-

cophorin A.

CD8" T-Zell Selektion: CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRy/5 und Gly-

cophorin A.

Die Zellsuspension wurde mit 30 ul MACS-Puffer versetzt und nach Zugabe von 20 pl Anti
Biotin MicroBeads fiir weitere 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden in 10 ml
MACS-Puffer gewaschen und bei 300 g fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 500 pl Puffer resuspendiert. Zur Negativselektion der CD4'/CD8"

T-Zellen wurde die Zellsuspension vorsichtig auf eine in einem starken Magnetfeld befindli-
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che Trennsdule gegeben, in der die magnetisch markierten und nicht gewiinschten Zellen
zuriickgehalten wurden. CD4/CD8" T-Zellen befanden sich hoch angereichert im Eluat der
Sdule. Die separierten Zellen wurden mit T-Zell Kulturmedium unter Zugabe von 50 U/ml

IL-2 im Feuchtinkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

MACS-Puffer PBS/EDTA
0,5% (w/v) Bovines Serum Albumin (BSA)

2.2.3.7 In vitro Generierung von humanen Dendritschen Zellen

Humane Dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) wurden mit Hilfe der Adhidrenzmethode
aus isolierten PBMCs gewonnen. Hierzu wurden die Zellen mit DC-Medium auf eine Zellzahl
von 1 x 107/ml eingestellt und 40 ml der Zellsuspension in einer Gewebekulturflasche
(175 ecm?) fiir 45 Minuten bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Im Gegensatz zu Lymphozyten
adhérieren Monozyten, Vorlduferzellen der Antigen-prisentierenden DCs, an die Plastikober-
fliche der Gewebekulturflasche und kénnen auf diese Weise isoliert werden. Der Uberstand
wurde verworfen und die adhérierten Monozyten zur Entfernung der Lymphozyten dreimal
vorsichtig mit 20 ml DPBS gewaschen. Der Waschvorgang wurde lichtmikroskopisch kon-
trolliert. Die verbliebenen Monozyten wurden anschlieBend fiir 7 Tage in zytokinsupplemen-
tiertem DC-Medium kultiviert. Verbrauchtes Medium wurde an den Tagen 2, 5 und 7 durch
frisches Medium ersetzt. Fiir die Tage 7-10 wurden die Zellen zur Ausreifung in Maturie-
rungsmedium kultiviert. An Tag 10 wiesen reife DCs (mature dendritic cells, mDCs) charak-

teristische, bdumchenartige Auslaufer auf.

2.2.3.8 Transfektion humaner T-Zellen mit synthetischen siRNAs

Die Transfektion von Jurkat-16 T-Zellen erfolgte mit dem Nucleofector Kit V durch Elektro-
poration nach den Angaben des Herstellers. In die Vertiefungen einer 6-Lochplatte wurde
supplementiertes RPMI-1640 Medium vorgelegt und bei 37°C und 5% CO; in einem Inkuba-
tor mit wassergesittigter Atmosphére dquilibriert. Jurkat-16 T-Zellen wurden geerntet und die
Zelldichte bestimmt. Fiir jeden Ansatz wurden 2 x 10° Zellen in ein 15 ml ReaktionsgefiB
tiberfiihrt und bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten und 250 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde restlos verworfen und das Zellpellet in 100 pl Nucleofector Lésung zusammen mit

100 nM siRNA resuspendiert. Nach Transfer der Suspension in eine Kiivette wurden die
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Zellen im Elektroporator (Nucleofector I; Programm X-01) transfiziert. Die Zellen wurden in
dquilibriertem Medium aufgenommen und fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
T-Lymphozyten (5-10 x 10° Zellen pro Ansatz) wurden unter Verwendung der T-Zell Nucle-

ofector Losung mit Programm U-014 transfiziert.

Accell siRNA Transfektion

Da T-Zellen hiufig empfindlich auf Elektroporation und Transfektion mit kationischen Lipi-
den reagieren, wurden diese alternativ mit Hilfe der Accell siRNA Technologie transfiziert.
Dieses Verfahren kommt aufgrund chemischer und bioinformatischer Modifikationen der
siRNA ohne Zusitze aus. Die zellulire Aufnahme der siRNA wird somit begiinstigt. Durch
die passive Aufnahme der siRNAs in die Zielzellen kommt es im Gegensatz zur Elektropora-
tion zu keinem signifikanten negativen Einfluss auf die Zellphysiologie. CD4- oder CD8-
positive T-Lymphozyten wurden in ein Reaktionsgefdl3 transferiert und bei Raumtemperatur
fiir 10 Minuten und 800 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen
zweimal in PBS gewaschen. Das Pellet wurde anschliefend in Accell siRNA Transfermedium
resuspendiert und die Zellen in Triplikaten zu je 2,5 x 10° Zellen/100 ul Volumen in eine
96-Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Die Zellen wurden mit 1 pM Accell Hugl-1-oder Kontroll-
siRNA transient transfiziert und bis zur Ernte fiir 72 Stunden bei 37°C inkubiert.

Zur transienten Transfektion von Jurkat-16 T-Zellen mit Accell siRNA wurden je Vertiefung
einer 96-Mikrotiterplatte 5 x 10° Zellen ausgesit und nach dem obigen Protokoll behandelt.

2.2.3.9 Lipotransfektion von HEK293 Zellen

HEK?293 Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer 6-Lochplatte mit einer Dichte
von 6 x 10° Zellen ausgesit und in supplementiertem DMEM Kulturmedium iiber Nacht bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Fiir jeden Transfektionsansatz wurden 2 pl TransFectin in
100 pl serumfreiem Medium vorgelegt, mit einer Losung aus 100 ul serumfreiem Medium
und 1 pug DNA vermischt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand
der ausplattierten Zellen wurde mit 800 pl supplementiertem Medium substituiert und trop-
fenweise 200 pl des DNA-TransFectin Komplexes hinzugegeben. Nach 4-6 Stunden wurde
das Medium durch frisches Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen fiir weitere 48 Stunden

bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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2.2.3.10 Generierung stabil transfizierter Zelllinien

HEK293 Zelllinien

Zur Generierung stabil transfizierter Zellen wurden HEK293 Zellen mit Expressionsplasmi-
den und Vektoren, die fiir eine Blasticidin- (PEF4-myc-His-V5) oder Zeocinresistenz (PUB6)
kodieren, kotranstfiziert. Die Zellen wurden fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO; ohne Zuga-
be von Antibiotika inkubiert, anschlieend passagiert und im Verhéltnis 1:10, 1:20, 1:40 und
1:80 mit Kulturmedium in 10 cm Kulturschalen ausgesét. Zellen mit stabil integriertem Plas-
mid wurden unter Zugabe von 200 pg/ml Zeocin oder 10 pg/ml Blasticidin fiir 4 Wochen bei
37°C und 5% CO, selektioniert und das Selektionsmedium alle 3-4 Tage erneuert. Zur Isola-
tion einzelner Zellkolonien wurde das Medium vorsichtig entfernt und die Zellen einmal mit
5 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden zum Schutz vor dem Austrocknen mit PBS {iber-
schichtet, einzelne Kolonien (= Klone) mit einem sterilen Plastikring isoliert und zur Ablo-
sung der Zellen fiir 5 Minuten mit 2-3 Tropfen einer 0,1% Trypsin/EDTA Losung inkubiert.
Die Zellkolonien wurden darauthin mit 200 pl Medium versetzt, vorsichtig resuspendiert und
in eine 24-Lochplatte mit 2 ml Antibiotika-supplementiertem Kulturmedium transferiert. Fiir
jede zu etablierende Zelllinie wurden 10-12 Zellkolonien isoliert, expandiert und positive
Klone im Westernblot oder semiquantitativer PCR identifiziert. Stabil transfizierte Zelllinien

wurden anschlieBend in Fliissigstickstoff kryokonserviert.

Jurkat-16 GFP-Aktin Zelllinie

Zur Herstellung einer stabilen Zelllinie, die ein mit B-Aktin fusioniertes, griin fluoreszieren-
des Protein (GFP) exprimiert, wurden 2 x 10° Jurkat-16 T-Zellen mit 1 pg GFP-Aktin cDNA
transfiziert (siche 2.2.3.8). Neben dem Fusionsprotein kodiert die cDNA fiir ein G418 Resis-
tenzgen, das eine Selektion von nicht-transfizierten Zellen ermoglicht. Die Zellen wurden fiir
48 Stunden bei 37°C und 5% CO, ohne Zusatz von Selektionsantibiotikum in Medium inku-
biert und nach Beurteilung der Transfektionseffizienz unter dem Laserscanmikroskop in ein
15 ml RShrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten und 250 g
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zum Waschen in 5 ml PBS/2 mM
EDTA resuspendiert. Die Jurkat-16 Zellen wurden zu 1 x 10° Zellen/ml in PBS/2 mM EDTA
aufgenommen. Die Sortierung der Zellen nach dem griin-fluoreszierenden Protein erfolgte bei
einer Geschwindigkeit von 5000 Zellen/s im Durchflusszytometer. Danach wurden die Zellen

abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in Kulturmedium resuspendiert. Die
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Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; unter Zusatz von 200 pg/ml G418 Selektionsantibioti-

kum kultiviert.

2.2.3.11 Induktion der Aktinpolymerisation durch Okt-3

Fiir die Untersuchung der Polymerisation des zelluliren F-Aktins wurden Jurkat-16 GFP-
Aktin T-Lymphozyten transient mit 100 nM Kontroll- oder Hugl-1-siRNA transfiziert (siche
2.2.3.8) und mit immobilisiertem anti CD3 Antikérper (Okt-3) stimuliert. Hierzu wurde ein
8-Kammerobjekttrager mit 150 pl/Vertiefung einer Poly-D-Lysin (PDL) Losung (10 pg/ml)
in PBS versetzt und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit
der Pipette abgenommen und der Kammerobjekttriger zweimal mit PBS gewaschen. Zur
Immobilisierung des stimulatorischen anti CD3 Antikorpers wurde der Kammerobjekttrager
tiber Nacht bei 4°C mit 150 pl/Vertiefung Okt-3 (50 pg/ml) in Natriumcarbonatpuffer (pH 9)

inkubiert. Fiir die Kontrolle wurde Natriumcarbonatpuffer ohne Antikoérper verwendet.

Der Uberstand wurde abpipettiert und 150 ul einer Zellsuspension siRNA-transfizierter Jur-
kat-16 GFP-Aktin T-Zellen in den Okt-3-beschichteten oder unbeschichteten Kammerobjekt-
trager Uberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 oder 10 Minuten bei 37°C und 5% CO; in einer
befeuchteten Kammer inkubiert und iiber einen Zeitraum von 15 Minuten alle 15 Sekunden
ein Foto mit dem konfokalen Laserscanmikroskop angefertigt. Die Zellen wurden anschlie-
Bend mit 200 ul 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und bei 4°C gelagert. Um die durch Okt-3
induzierte Aktinpolymerisation und daraus resultierende Polarisierung der Zellen zu quantifi-
zieren, wurden fiir jede Probe unter dem konfokalen Laserscanmikroskop zufillige Bereiche
auf dem Kammerobjekttrager ausgewdhlt und insgesamt mindestens 200 individuelle Zellen

in die Kategorien polarisiert und nicht polarisiert eingeteilt.
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2.2.3.12 Chemokin-induzierte Aktinpolymerisation

Chemokine sind 8-10 kDa kleine, proinflammatorische und chemotaktisch aktive Proteine,
die eine Schliisselrolle in der Immunantwort, Hematopoiese und Pathogenese infektioser
Agentien einnnehmen (Vicente-Manzanares et al., 1999; Worbs et al., 2007; Vlahakis et al.,
2002). Die korrespondierenden Chemokinrezeptoren werden in CC und CXC Subtypen einge-
teilt. Sie sind als G-Protein-gekoppelte, heptahelikale Rezeptoren auf einer Vielzahl von
Zellen wie Lymphozyten, Monozyten, prd B-Zellen, Neuronen, Endothel- und Epithelzellen
exprimiert (Strand, 1998; Bilder et al., 2000).

Das Chemokin Stromal cell-derived factor-1ca (SDF-1o, CXCL12) gehort zur CXC Subfami-
lie und induziert als natiirlicher Ligand der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren CXCR4 und
CXCR?7 die Polarisation und Chemotaxis von T- und B-Zellen. Das CC Chemokin C-C motif
ligand 19 (CCL19) und der Chemokinrezeptor CCR7 spielen eine zentrale Rolle in der ge-
richteten Migration von T-Zellen und Dendritischen Zellen in Lymphknoten.

Zur Analyse der durch Chemokine induzierten Aktinpolymerisation wurden Jurkat-16 oder
primdre T-Lymphozyten mit 1 uM Accell Hugl-1-oder Kontroll-siRNA transient transfiziert
und fiir 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Alternativ wurden die Zellen mit 100nM Hugl-1- oder
Kontroll-siRNA transfiziert. Die Zellen wurden im Anschluss entweder unbehandelt belassen
oder fiir 120 Sekunden mit 200 ng/ml der Chemokine SDF-1a (Jurkat-16) oder CCL19 (pri-
mére T-Zellen) stimuliert und mit 200 pl einer 4% PFA-Losung fiir 10 Minuten fixiert. Fiir
die spezifische, intrazelluldre Farbung des polymerisierten F-Aktins wurden die Zellen einmal
mit PBS gewaschen, mit 0,1% Saponin permeabilisiert und fiir I Stunde bei Raumtemperatur
mit 30 nM Alexa-Fluor-546- oder Alexa-Fluor-488-konjugiertem Phalloidin inkubiert. Die
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und zur Analyse der Polymerisierung und Reor-
ganisation des F-Aktins unter dem Laserscanmikroskop quantifiziert oder durchflusszytomet-

risch analysiert.

2.2.3.13 Adhasions-Assay

Fiir den Adhédsionsversuch wurde eine 96-Mikrotiterplatte mit 1 pg/Vertiefung Fibronektin
bei 4°C iiber Nacht beschichtet und unspezifische Bindungsstellen mit PBS/2,5% BSA fiir
30 Minuten blockiert. Jurkat-16 T-Zellen wurden mit 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-siRNA
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transfiziert, fir 48 Stunden inkubiert und anschlieBend bei 1500 g fiir 5 Minuten abzentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in RPMI-1640 Medium ohne Zusitze
resuspendiert und auf eine Zelldichte von 1,6 x 10° Zellen/ml eingestellt. Fiir die CD3-
Stimulation wurden die Zellen in Suspension mit jeweils 3 pg/ml des anti CD3 monoklonalen
Antikorpers Okt-3 fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert oder fiir die Kontrolle unbehandelt belas-
sen. Die Zellen wurden anschlieend zweimal mit Medium gewaschen. Die mit Fibronektin
beschichtete 96-Mikrotiterplatte wurde zur Kreuzvernetzung von Okt-3 mit 1 pg/ml Ziege
anti Maus IgG versetzt und je 8 x 10* Zellen in die Vertiefungen der Lochplatte ausgesit. Die
Zellen wurden fiir 60 Minuten bei 4°C inkubiert und unmittelbar danach fiir 10 Minuten bei
37°C im Wasserbad erhitzt. Nicht adhérierte Zellen wurden durch zweimaliges Waschen mit
RPMI Medium entfernt. An Fibronektin adhérierte Zellen wurden schlielich mit dem CellTi-
ter-Glo Lumineszenz Zellviabilititsassay quantifiziert. Werte fiir CD3-unstimulierte, Kon-
troll- oder Hugl-1-siRNA transfizierte Zellen wurden fiir die Auswertung gleich 1 gesetzt. Die

Werte CD3-stimulierter Zellen verhalten sich in Relation dazu.

2.2.3.14 Migationsstudien

In vitro Zellmigrationsassays wurden nach Boyden in einem Zwei-Kammer System durchge-
fiihrt (Boyden, 1962) (Abbildung 10). Beide Kammern sind durch einen Polyethylen-(PET)-
Filter voneinander abgetrennt, welcher Poren mit einem von der Zellgroe abhidngigen
Durchmesser enthélt (3, 5 oder 8 um). In die untere Kammer wurde mit 20% Fotalem Bovi-
nem Serum (FBS) supplementiertes Zellkulturmedium (600 pl) gegeben und mit 200 ng/ml
des Chemoattractans SDF-1a (Jurkat-16, HEK293 Zellen) oder CCL19 (primére T-Zellen)
versetzt. 2 x 10° Zellen der jeweiligen Zelllinie wurden in einem Volumen von 200 ul Kul-
turmedium und 1% FCS auf die obere Kammer gegeben. Die Versuche wurden in Triplikaten
durchgefiihrt. Die Zellen wurden anschlieend fiir 4 Stunden (primédre T-Zellen), 14 Stunden
(Jurkat-16) oder 24 Stunden (HEK293 Klone) bei 37°C und 5% CO, inkubiert und die durch
die Membran migrierten Zellen im CellTiter-Glo Assay quantifiziert. Der prozentuale Anteil
migrierter Zellen wurde wie folgt bestimmt: Migration [%] = (Migrierte Zellen im unteren
Kompartiment)/(Zellen, die initial auf das obere Kompartiment ausgesidt wurden). Alternativ
dazu wurde die Zellmigration in Relativen Lichteinheiten (relative light units, RLU) darge-

stellt.
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-—— Transwell Insert

== Oberes Kompartiment

""" - Mikropordése Membran
= — Unteres Kompartiment

Abbildung 10. Aufbau eines Zweikammer Systems nach Boyden. Modifiziert nach Corning Incorporated,
Corning, USA.

2.2.3.15 Cyclin D1 Reportergen-Assay

Genreporter Assays werden hiufig zur quantitativen Analyse der Genexpression in zelluldren
Systemen angewendet. Die Promotorregion des zu untersuchenden Gens, hier das Cyclin D1
Gen, wird dabei stromaufwirts vor einer auf dem pGL3 Basic Reporter Vektor befindlichen
Luziferase Gensequenz einkloniert. Diese besitzt keinen eigenen Promotor und Enhancer. In
Zellen transfiziert, gibt die Cyclin D1 Promotor-vermittelte Expression der Luziferase unter
Zugabe eines Substrats Aufschluss iiber die endogene Expression der Cyclin D1 mRNA. Das
exprimierte Luziferase Enzym katalysiert in einer Biolumineszenzreaktion das Substrat Luci-
ferin in Gegenwart der Cosubstrate ATP und Mg”" zu Oxyluciferin. Die bei der Oxidation frei
werdende Energie fiihrt zu einem Ubergang von Elektronen in einen angeregten Zustand und

zur Emission detektierbarer Lichtquanten.

5 x 10° Zellen/Vertiefung wurden, wie zuvor unter Abschnitt 2.2.3.9 beschrieben, in einer
12-Lochplatte ausgesit und am Folgetag mit 1 pg des Cyclin D1 Promotor-Luziferase Repor-
terkonstruktes oder mit pA3-Leervektor als Kontrolle transfiziert. 83 ng/Vertiefung eines
B-Galactosidase (B-Gal) Konstruktes diente als Transfektions- und Normierungskontrolle. Die
Zellen wurden fiir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO,; inkubiert, das Medium anschlieSend
vorsichtig abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. 200 pl/Vertiefung eines
1x Lysepuffers (Promega, Madison, USA) wurde hinzugegeben und die Zellen fiir
20 Minuten auf Eis inkubiert. Lysierte Zellen wurden mit einem Zellschaber geerntet, in
1,5 ml Reaktionsgefa3e transferiert und zum Pelletieren von Zellfragmenten bei 12000 g fiir
5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und
bis zur Messung bei -20°C aufbewahrt. Alle hier verwendeten Konstrukte wurden von Dr. D.

Strand zur Verfligung gestellt.

Die Bestimmung der Luziferaseaktivitit erfolgte in Triplikaten in einer weillen 96-Mikro-

titerplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland). In jede Vertiefung wurden 20 pl
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Lysat und 60 pl Luziferase-Substrat pipettiert und die Lumineszenz sofort in einem Spectra
Fluor Plus Geridt gemessen. Die B-Gal Messung zur Normalisierung der Messergebnisse
wurde in schwarzen 96-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Das -Gal Substrat o-Nitrophenyl-f3-
D-Galactopyranosid (0NPG) wurde im Verhiltnis 1:400 in Z-Puffer verdiinnt und 20 pl Lysat
mit 30 pl der Verdiinnung in jede Vertiefung pipettiert. Die Lumineszenzmessung erfolgte
nach 30-miniitiger Inkubation der Proben bei Raumtemperatur und Dunkelheit. Zur Normali-

sierung der Daten wurde der Quotient aus den Messwerten fiir die Luziferase- und B-Gal-

Aktivitit gebildet.

Z-Puffer 60 mM Na,HPO,
40 mM NaH,PO,
10 mM KCl1
I mM MgSO4

2.2.3.16 Durchflusszytometrie (FACS)

Analyse der Zellzyklusverteilung

Propidiumiodid (PI) ist ein Farbstoff, der mit einer Stochiometrie von einem Farbstoffmolekiil
per 4-5 Basenpaare in die DNA interkaliert (Waring, 1965). Bei einem Uberschuss von PI in
der Probe besteht daher ein linearer Zusammenhang zwischen dem zelluliren DNA-Gehalt
und der Fluoreszenzintensitit. Da PI ebenfalls an zellulire RNA bindet, ist es notwendig,
diese durch Behandlung mit Nukleasen zu beseitigen. Durch Messung der Fluoreszenzintensi-
tat im Durchflusszytometer kann nun auf den DNA-Gehalt der Zelle und damit auf die Vertei-

lung im Zellzyklus geschlossen werden.

Zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung wurden stabil transfizierte HEK293 Klone geern-
tet, abzentrifugiert (300 g, 5 Minuten, RT) und einmal mit PBS/0,1% BSA gewaschen. Die
Zellen wurden zur Permeabilisierung in 500 pl kaltem Ethanol (75%) resuspendiert und fiir
1 Stunde bei -20°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal in PBS/0,1% BSA
gewaschen, in 100 ul Nicolettipuffer aufgenommen und fiir 30 Minuten bei 37°C in der Dun-
kelheit inkubiert. Die Proben wurden mit jeweils 300 pl PBS versetzt und in FACS Rdhrchen
transferiert. Bis zur Messung im FACSCalibur Durchflusszytometer (FL1) wurden die Proben

auf Eis aufbewahrt. Zellen in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklusses wurden mit Hilfe
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der CellQuest Pro Analysesoftware quantifiziert. Alle Messungen wurden in Triplikaten

durchgefiihrt.

Nicolettipuffer 100 pg/ml PI
50 pg/ml RNase
0,1% (w/v) Natriumcitrat

0,1% (v/v) Triton X-100

Analyse der chemokin-induzierten Aktinpolymerisation

Die Zellen wurden zur Quantifizierung der Aktinpolymerisation wie unter 2.2.3.12 beschrie-
ben behandelt. Die Messung erfolgte im FACSCalibur Durchflusszytometer. Als Negativkon-
trolle dienten unstimulierte Zellen. Zur Berechnung der prozentualen Verdnderung der
F-Aktinspiegel wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit iiber den basalen Spiegeln bestimmt

und auf 100% normalisiert.

2.2.3.17 Zweidimensionaler (2D) Koloniebildungs-Assay
(Colony Formation Assay)

Im 2D Koloniebildungs Versuch wurde der Einfluss der Hugl-1- und Hugl-2-shRNA auf das
Wachstum und Koloniebildungsverhalten stabil transfizierter HEK293 Zelllinien untersucht.
Nach stabiler Transfektion wurden je Vertiefung einer 6-Lochplatte 5 x 10° Zellen ausgesit
und unter Selektion mit dem jeweiligen Antibiotikum fiir 1 Woche bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Das Kulturmedium wurde alle 3 Tage erneuert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und fiir 5 Minuten mit 100% Methanol
fixiert. Einzelne Zellkolonien wurden durch 10-miniitige Farbung mit einer 1,5% Giemsa-
Losung visualisiert und nach zweimaligem Waschen mit PBS mit der Quantity One Software
quantifiziert. Alle Platten wurden mit gleichen Softwareeinstellungen fiir Sensitivitit und

Hintergrundrauschen analysiert.

Giemsa-Losung 1,5% (w/v) Giemsa

Methanol
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2.2.3.18 Dreidimensionale (3D) Matrigel Kultur

Zellen der 3D Matrigel Kultur wurden in einer Matrigel Basalmembranmatrix (BD
Bioscience, Bedford, USA) kultiviert, einem gallertartigen Gel, das aus solubilisierter, aus
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Maussarkom gewonnener Basalmembran besteht. Gegeniiber
dem 2D System ermdglicht die 3D Kultur sowohl Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-Kontakte
sowie ein dreidimensionales Zellwachstum, welches auf planaren Kulturplatten nicht méglich
ist. Die Matrigel Basalmembranmatrix enthilt extrazelluldre Matrixproteine wie Laminin,
Kollagen 1V, Heparansulfat, Entactin, Nidogen sowie verschiedenen Wachstumsfaktoren
(Vukicevic et al., 1992; Kleinman et al., 1986; Kleinman et al., 1982) und imitiert daher in
vivo Bedingungen. Zellen, die in einer 3D Matrigel Umgebung wachsen, bilden sphiroidale
Zellcluster und ermoglichen die Untersuchung von Metastasierungsprozessen, der Zellmor-

phologie und -polaritét.

Matrigel wurde bei -20°C gelagert und vor der Nutzung auf Eis aufgetaut. 8-Kammer-
objekttrager und Pipettenspitzen wurden auf Eis vorgekiihlt und 100 pl/Kammer einer mit
kaltem Kulturmedium 1:3 verdiinnten Matrigel Basalmembranmatrix ausplattiert. Zur
gleichméBigen Verteilung und Vermeidung von Blasen wurde das Matrigel vorsichtig mit
einer vorgekiihlten Pipettenspitze verteilt und der 8-Kammerobjekttriger anschlieBend zur

Polymerisierung des Gels fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

Stabil transfizierte HEK293 Zelllinien wurden geerntet und je Kammer 5 x 10° Zellen in
150 pul supplementiertem Kulturmedium ausgesit. Die Zellen wurden zur Anheftung fiir
5 Stunden bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Nach vorsichtigem Entfernen des Uberstandes
wurden die Zellen mit 150 ul 10% Matrigel in DMEM Kulturmedium iiberschichtet und mit
Selektionsantibiotika versetzt. Die Zellen wurden fiir 6 Tage bei 37°C und 5% CO,; kultiviert
und mit 4% PFA fixiert. Die Farbung der Zellcluster erfolgte wie unter Abschnitt 2.2.3.23
beschrieben. Die Morphologie der Sphiroide wurde in zufillig ausgewidhlten Feldern im
konfokalen Laserscanmikroskop beurteilt und die Prozentzahl abnormaler Zellaggregate wie
folgt bestimmt: (Abnormale Zellaggregate)/(Gesamtzahl der Zellaggregate) x 100. Reprisen-

tative Zellformationen wurden zur Dokumentation abfotografiert.

2.2.3.19 CellTiter-Glo Lumineszenz Zellviabilitatsassay

Die Methode des CellTiter-Glo Lumineszenz Zellviabilititsassays dient zur direkten Bestim-

mung des intrazellulairen ATP-Spiegels von lebenden und metabolisch aktiven Zellen unter
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Beteiligung einer rekombinanten Luziferase. Die Zugabe des Reagenzes resultiert in einer
Lyse der Zellen und einer Emission eines Lumineszenzsignals. Dieses ist proportional zum

intrazelluldren ATP-Gehalt und korreliert mit der Zellzahl (Crouch ef al., 1993).

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurden in eine 96-Mikrotiterplatte ausgeséte Zellen mit
25 ul/Vertiefung CellTiter-Glo Reagenz versetzt und zur Induktion der Lyse fiir 2 Minuten
auf dem Orbital-Schiittler vermischt. Die Platte wurde zur Stabilisierung des Lumineszenz-
signals fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 80 ul/Vertiefung des Lysates in
eine weille 96-Mikrotiterplatte transferiert. Die Lumineszenzsignale wurden anschlieBend im
Luminometer detektiert. Alle Messungen wurde bei gleichen Geréteeinstellungen (Lesezeit:
400 ms; Empfindlichkeit: 150) durchgefiihrt, um eine Vergleichbarkeit der Daten zu gewihr-

leisten.

2.2.3.20 Proliferations-Assay

Um das Proliferationsverhalten adhérent wachsender HEK293 oder HEK293 Zellklone zu
untersuchen, wurden je Vertiefung einer 96-Mikrotiterplatte 1 x 10* Zellen in 100 ul Kultur-
medium ausgesit. Die Zellen wurden fiir 0-72 Stunden bei 37°C und 5% CO; kultiviert und
das Wachstumsverhalten alle 24 Stunden durch eine Viabilitdtsmessung mit dem CellTiter-

Glo Lumineszenzassay bestimmt. Der Versuch wurde in Quadruplikaten durchgefiihrt.

2.2.3.21 Zytotoxizitatsversuche

Stabil transfizierte HEK293 Zellklone wurden geerntet und in Quadruplikaten zu je 1 x 10*
Zellen/Vertiefung in eine 96-Mikrotiterplatte mit 100 pul Kulturmedium ausgesét. Die Zellen
wurden fiir den Kontrollwert entweder unbehandelt belassen oder mit Artesunate (200 uM,
18 Stunden) oder Doxorubicin (2 mM, 24 Stunden) versetzt und bei 37°C und 5% CO, inku-
biert. Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurden die Zellen mit CellTiter-Glo Reagenz ver-
setzt, fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die emittierte Lumineszenz in einem

Luminometer detektiert.

Bei dem Chemotherapeutikum Artesunate handelt es sich um einen Anti-Malaria Wirkstoff,

der zudem profunde Toxizitdt gegeniiber Tumorzellen besitzt (Efferth ez al., 2001). Doxoru-
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bicin, ein Anthracyclinderivat, gehort dagegen zur Wirkgruppe der Interkalantien und wird

als Zytostatikum in der Chemotherapie eingesetzt.

2.2.3.22 Konfokale Zeitraffer-Mikroskopie

Fiir die Untersuchung des Abtastverhaltens von CD4" T-Zellen auf mDCs wurden die Zellen
wie unter Abschnitt 2.2.3.6 und 2.2.3.7 beschrieben aus PBMC isoliert. In jede Vertiefung
eines 8-Kammerobjekttrigers wurden 1,5 x 10° mDCs ausgesit und zum Adhérieren fiir
15 Minuten bei 37°C und 5% CO, inkubiert. CD4" T-Zellen wurden wie zuvor unter Ab-
schnitt 2.2.3.8 beschrieben mit Accell siRNA transfiziert, nach Inkubation fiir 48 oder
72 Stunden zu den mDC hinzugegeben und mit diesen fiir 1 Stunde koinkubiert. Die Kokultur
wurde zur Untersuchung der Wechselwirkungen autologer CD4" T-Zellen mit mDCs in einer
befeuchteten Kammer bei 37°C und 5% CO, gehalten. Unter Verwendung des konfokalen
Laserscanmikroskops wurde iliber einen Zeitraum von 30 Minuten alle 30 Sekunden eine

Zeitrafferaufnahme gemacht.

2.2.3.23 Immunfluoreszenzfarbungen fiir die konfokale Laserscanmikroskopie

Das Prinzip dieser Art von Mikroskopie besteht darin, dass nur ein bestimmter Teil des vom
Préparat reflektierten Lichtes, der ,,konfokale*, von der Schirfeebene stammende Anteil, eine
im Strahlengang des Mikroskops befindliche Lochblende passiert. Hierdurch ist es moglich,
sehr diinne optische Schnitte des Priparates in hoher Auflosung zu betrachten. Ein weiterer
Vorteil der Methode liegt darin, dass bestimmte zelluldre Strukturen mit Fluoreszenzfarbstof-
fen angefarbt und mit einem stark fokussierten Laserstrahl angeregt werden konnen. Die
Zellen wurden in Kammerobjekttragern ausgesit und behandelt wie angegeben. Die Fixierung
erfolgte mit 4% PFA in PBS fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Fiir die intrazelluldre Far-
bung wurden die Zellen anschlieend dreimal mit Waschpuffer gewaschen und zur Blockie-
rung unspezifischer Bindestellen und Permeabilisierung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
mit Blocklosung inkubiert. Der Erstantikérper wurde fiir die Immunfarbung nach Angaben
des Herstellers in Blocklosung verdiinnt und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur oder iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit Waschpuffer gewaschen und mit
fluoreszenzmarkiertem Sekundérantikérper (1:200 verdinnt in Blocklosung) und einem
DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (1:10000) fiir 1 Stunde bei Raumtem-
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peratur und Dunkelheit inkubiert. Unspezifisch bindender Sekundirantikérper und iiberschiis-
siger Farbstoff wurden durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer entfernt. Die Zellen
wurden mit PermaFluor Medium prépariert und iiber Nacht bei 4°C getrocknet. Die Farbun-
gen wurden schlieBlich mit einem konfokalen Laserscanmikroskop analysiert. Fluoreszenz-

bilder wurden zur Dokumentation aufgenommen und mit Adobe Photoshop CS5 prozessiert.

Waschpuffer PBS
0,1% (v/v) Tween-20

Blocklosung PBS
0,1% (v/v) Tween-20
3% (w/v) BSA
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2.2.4 Tierexperimente

2.2.41 Haltung von Experimentaltieren

Alle Tierversuche wurden nach Vorgaben des Tierschutzgesetzes in der Zentralen Versuchs-
tiereinrichtung (ZVTE) der Universitit Mainz, Deutschland durchgefiihrt. Die Tiere wurden
zu je 5 Individuen in transparenten Plastikkdfigen mit einem Deckel aus Edelstahl und stan-
dardisierten Bedingungen gehalten (Raumtemperatur 22°C, Tag-Nacht-Rhythmus von
12 Stunden, Kunstlicht 300 Ix). Entkeimtes Trinkwasser und pelletiertes Futter stand allen
Versuchstieren zur Verfiigung. Die Tiere standen wihrend der gesamten Haltungszeit unter

tierarztlicher Kontrolle.

Verwendete Mausstamme

ftox/flox Transgene Méduse mit integrierten loxP Sequen-

zen innerhalb des mg/-2 Gens. Verwendet fiir die
konditionale Deletion des mgl-2 Gens

mgl-2"1% v7i]lin < Verwendet fiir die darmspezifische Deletion des
loxP flankierten (flox) mgl/-2 Gens

mgl-

NOD-SCID Immunsupprimierte Méause fiir Xenograft Stu-
dien

2.2.4.2 Transgene Mause

2.2.4.21 Verpaarung von Experimentaltieren

Fiir die Verpaarung von Versuchstieren wurden jeweils zwei Weibchen mit einem Ménnchen
in einem transparenten Plastikkédfig mit Edelstahldeckel gehalten. Nach der Paarung wurde
das Miannchen separiert und die Weibchen bis zur Geburt der Nachkommenschaft weiterge-
halten. Die Jungtiere wurden 3 Wochen nach der Geburt nach Geschlecht separiert und zu je
5 Individuen pro Kifig aufgeteilt. Die Mause wurden individuell markiert und zur Bestim-
mung des Genotyps eine Mausschwanz-Biopsie durchgefiihrt. Basierend auf dem Genotyp

wurden die Tiere ein weiteres Mal separiert.
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2.2.4.2.2 Maus Genotypisierung

Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanz-Biopsien

Fiir die Gewinnung genomischer DNA wurden 5 mm Schwanzspitze von mindestens 3 Wo-
chen alten Mausen biopsiert und in 200 ul 7ail-(Mausschwanz)-Puffer und 100 pg Proteina-
se K bei 55°C iiber Nacht inkubiert. Nach vollstindigem Verdau der Proben wurde die Pro-
teinase K fiir 5 Minuten bei 99°C inaktiviert und die Ansétze anschlieBend mit 250 pul H,O
aufgefiillt. Zur Abtrennung von unverdauten Geweberesten wurden die Proben bei 10000 g
fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand fiir die Durchfiihrung der PCR in ein neues
Reaktionsgefal tiberfiihrt.

Tail-Puffer 200 mM NacCl
100 mM Tris-HCI (pH 8,5)
10 mM EDTA
7 mM SDS

PCR von genomischer Maus-DNA

Die PCR wurde mit dem Ampliqon III Taqg DNA-Polymerase Mastermix (Biomol, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt. Es wurden 1 ul DNA-L6sung mit 100 nM Primer in einem Reak-
tionsvolumen von 20 pl verwendet und die PCR fiir 36 Zyklen durchgefiihrt. Die Sequenzen
der Primer, Annealingtemperaturen und Produktgréfen der zu erwartenden Fragmente sind in
Tabelle 18 dargestellt. 10 ul der PCR Reaktionsprodukte wurden in einem Agarosegel aufge-
trennt und zu Analyse der Banden mit Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht visuali-

siert.

Tabelle 18. Verwendete Primer fiir die Maus Genotypisierung.

Primer Sequenz Annealing- | Produkt
temperatur | (bp)
(O

554 forward | 5>-CTGAAGGTCAAGGGCGG-3’ 61 380 (Wt)

557 reverse | 5’-CCCTGAGAGTCTTGGCTG-3’ 550

(flox)

555 forward | 5>-TAGGGAGGCAGTGGCAGG-3’ 60 670 (-/-)

557 reverse | 5-CCCTGAGAGTCTTGGCTG-3’ ?\i?t‘))

Cre forward | 5’-ACCTGAAGATGTTCGCGATTATCT-3’ | 61 330

reverse | 5’-ACCGTCAGTACGTGAGATATCTT-3’
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PCR-Ansatz Ampliqon IIT (1,1x) 180 ul
fiir die Genoty- .
P A (100 1/pl 1 pl
pisierung (10 rimer A (100 pmol/ul) H
Proben) Primer B (100 pmol/ul) 1 ul
DNA-Vorlage 10 pl
H,O 8 ul

2.2.4.2.3 Konditionale Deletion von mgl-2

Zur Untersuchung der raumzeitlichen und kolonspezifischen Deletion von mgl/-2 wurden 6-8
Wochen alte mgl-2""1°* Vil“** Miuse verwendet und in Gruppen zu je 5 Tieren eingeteilt.
Flox homozygote Tiere, die das Tamoxifen-induzierbare Cre-ER" Fusionsprotein nicht ex-
primierten (mgl-2""1°%) dienten als Versuchskontrolle. Den transgenen Mausen wurde in
5 aufeinanderfolgenden Tagen 100 pl einer Tamoxifen Stammldsung (10 mg/ml) intraperi-
toneal (i.p.) injiziert. Korpergewicht, Befindlichkeit und Fellbeschaffenheit der Tiere wurden
in einem Intervall von 3 Tagen iiberwacht. 5 Wochen nach der Injektion wurden die Tiere
durch zervikale Dislokation getdtet, das Darmgewebe seziert und in PBS gewaschen. Aus
Teilen des Darms (Jejunum, Ileum, proximaler Kolon, distaler Kolon), Niere und Milz wurde
genomische DNA prépariert und eine PCR-Analyse zur Detektion der Rekombination durch-
gefiihrt. Die Organe wurden unmittelbar in 4% PFA Ldsung fixiert oder in Fliissigstickstoff

eingefroren.

Fiir die Erstellung der Tamoxifen Stammldsung wurden 10 mg Tamoxifen in Ethanol aufge-
nommen, mit Sonnenblumendl versetzt und anschlieBend sterilfiltriert. Die Tamoxifen Lo-
sung mit einer Konzentration von 10 mg/ml wurde anschlieend fiir 30 Minuten mit einem
Ultraschallgerdt homogenisiert und fiir die Dauer der Injektionen fiir eine Woche bei 4°C

aufbewahrt.

2.2.4.3 Maus Xenograft Versuche

Fiir die Tumorigenizititsstudien wurden 10 Wochen alte NOD-SCID Méiuse verwendet, bei
welchen eine schwere Immundefizienz (severe combined immunodeficiency; SCID) mit ei-
nem nicht fettleibigen, diabetischen Typus (non-obese diabetic; NOD) kombiniert ist.
293-pSuper oder 293-pSuper-Hugl-1 Klone wurden in einer 75 cm® Zellkulturflasche bei

37°C und 5% CO, bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Die Zellen wurden einmal mit
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PBS gewaschen, nach der Trypsinierung geerntet und im Anschluss bei Raumtemperatur fiir
5 Minuten bei 800 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem definierten Volumen PBS resus-
pendiert und die Zellzahl in einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Die Zellen wurden erneut
fiir 5 Minuten bei 800 g zentrifugiert und das Pellet zu einer Zelldichte von 37,5 x 10°/ml in
PBS resuspendiert.

Jeweils 200 pl der Suspension mit 7,5 x 10° Zellen wurden subkutan in die rechte Leistenge-
gend von NOD-SCID Méusen injiziert, die zuvor in zwei Gruppen zu je 4 Tieren gleichen
Geschlechts und Alter eingeteilt worden waren. Das Tumorwachstum wurde alle 3 Tage mit
einem digitalen Messschieber (Vernier) iiberwacht. Die Miuse wurden nach 39 Tagen post
injectionem durch cervikale Dislokation getdtet und der Tumor sowie Leber und Lunge ent-
fernt. Die Tumorvolumina wurden nach folgender Formel berechnet: Tumorgrifie = (axb?)/2,

wobei a die langere und b die kiirzere Seite des Tumors bezeichnet.

2.2.5 Statistische Analyse

Ergebnisse dieser Arbeit sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung aus Triplikaten
oder Quadruplikaten. Die statistische Analyse zwischen Gruppen wurde mit dem zweiseitigen
Student’s t-Test fiir unabhingige Stichproben durchgefiihrt. Ergebnisse mit einem Signifi-

kanzniveau von p < 0,05 wurden als signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Hugl-1 und Hugl-2 auf Erhalt und Modulation der
Zellpolaritat in T-Lymphozyten

Zellpolaritdt ist fiir viele Prozesse in T-Zellen erforderlich wie beispielsweise der trans-
endothelialen Migration, Proliferation, Zellaktivierung als Antwort auf die Prisentation von
Antigenen, oder der Zytotoxizitit (Gérard et al., 2007; Russell, 2008). In T-Lymphozyten wie
auch in anderen Zelltypen konnte gezeigt werden, dass die Zellpolaritdt hauptsachlich von
den drei konservierten Polarititskomplexen Partitioning Defective (Par), Scribble und
Crumbs reguliert wird. Die Depletion einzelner Komponenten des Scribble-Komplexes, wie
beispielsweise Scribble oder Dlg, filhren zum Aussetzen der T-Zellpolaritit (Etienne-
Manneville und Hall, 2002; Nelson, 2003; Krummel und Macara, 2006). Ein weiterer Be-
standteil des Scribble-Komplexes ist das zu Drosophila Lgl homologe Tumorsuppressor- und
Polarititsprotein Human Giant Larvae (Hugl) (Strand et al., 1994b; Strand et al., 1994a). Die
zwei wichtigsten Formen dieses Proteins sind Hugl-1 und Hugl-2. In T-Zellen ist die genaue
Funktion dieser beiden Polaritdtsproteine unbekannt. Auch wurde der direkte Einfluss von
Hugl-1 und Hugl-2 auf Erhalt und Modulation der anterior-posterioren T-Zellpolaritit und der
T-Zellmorphologie bislang nicht analysiert. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde
daher mittels RNA-Interferenz (RNAi)-vermitteltem Gen-Silencing ein Funktionsverlust
(loss-of-function) in T-Lymphozyten erzeugt, um die funktionelle Rolle von hugl/-/ und
hugl-2 in diesen Prozessen zu untersuchen. Hierzu wurden mit einer entarteten humanen
T-Zelllinie, Jurkat-16, sowie mit primdren T-Lymphozyten, die aus Humanblut gesunder

Spender isoliert wurden, zwei untschiedliche Zellsysteme analysiert.

3.1.1 Einfluss von Hugl-1 und -2 auf den Erhalt und die Modulation der
Zellpolaritat von Jurkat-16 T-Zellen

3.1.1.1 Expression von Hugl-1 und Hugl-2 in Jurkat-16 T-Zellen

Im Folgenden wurde mit der humanen T-Zelllinie Jurkat-16 gearbeitet, die 1976 aus dem
peripheren Blut eines Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukdmie (ALL) gewonnen
worden war (Schneider et al,, 1977). Diese Zelllinie ist unsterblich und kann daher leicht

kultiviert werden. Um die Expression der Homologe hugl-1 und -2 auf mRNA Ebene zu
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untersuchen, wurde zunichst eine RT-PCR durchgefiihrt. Hierzu wurde die Zell-RNA von
Jurkat-16 T-Lymphozyten isoliert und eine cDNA-Synthese mit 1 pg in 20 ul Reaktionsvo-
lumen vorgenommen. Die PCR erfolgte mit spezifischen Primern fiir Hugl-1 (450 bp), Hugl-2
(470 bp) und B-Aktin (660 bp) mit 1 ul cDNA in einem Gesamtvolumen von 25 pl. Die Hyb-
ridisierungstemperatur betrug fiir 30 Zyklen 58°C. 20 ul des amplifizierten Produktes wurden
auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt und die Banden nach Farbung mit Ethidiumbromid
visualisiert. Das in Abbildung 11 dargestellte Ergebnis zeigt, dass Jurkat-16 Zellen Augl-1-,
jedoch kaum hugl-2-mRNA exprimieren.

Hugl-1
Hugl-2

B-Aktin

Abbildung 11. Expression von hugl-1 und hugl-2 Transkripten in wildtypischen Jurkat-16 T-Zellen.
Jurkat-16 Zellen exprimieren sugl-1-mRNA. Die Expression von Augl-2-mRNA ist dagegen kaum detektierbar.
Die Zellen wurden lysiert und 1 pg der isolierten RNA revers transkribiert. Die anschlieBende PCR wurde mit

Hugl-1-, Hugl-2- und B-Aktin-spezifischen Primern fiir 30 Zyklen und einer Hybridisierungstemperatur von
58°C durchgefiihrt.

3.1.1.2 Transiente Transfektion von Jurkat-16 T-Zellen mit Hugl-1- oder
Kontroll-siRNA

Um den Einfluss von Hugl-1 auf die Regulation der Zellpolaritit sowie der Zellmorphologie
von Jurkat-16 T-Zellen zu untersuchen, wurde dessen Expression transient mit spezifischer
siRNA gehemmt. Hierdurch wurde ein /oss-of-function Phénotyp generiert, der in funktionel-
len Studien Riickschliisse auf die Bedeutung von Hugl-1 fiir die Zellpolaritdt ermdglichte.
Zunichst wurden Zeitkinetiken mit HEK293 Epithelzellen durchgefiihrt, um die Funktionali-
tit der in den folgenden Versuchen verwendeten Hugl-1 siRNA zu iiberpriifen und um den
Zeitpunkt der bestmoglichen Suppression der Hugl-1 Expression zu ermitteln. HEK293 Zel-
len wurden hierzu in Zellkulturschalen ausgesét und mit jeweils 100 nM Hugl-1- oder Kon-
troll-siRNA transient transfiziert. Die Inkubation erfolgte fiir verschiedene Zeitpunkte. Die
Zellen wurden geerntet, lysiert und die Proteine in einem SDS-PAGE Gel aufgetrennt. Im
Anschluss wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und mit spezifischen

Antikdrpern gegen Hugl-1 sowie gegen [-Aktin als Ladekontrolle inkubiert. Die Banden
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wurden mit dem Nitro-Block-II CDP-Star Detektionssystem visualisiert. Die in Abbildung 12
dargestellten Daten zeigen, dass die stirkste Suppression von Hugl-1 nach 48 Stunden er-
reicht wird. Die Expression des Proteins in Kontroll-siRNA inkubierten Zellen bleibt dagegen
unbeeinflusst. Alle folgenden siRNA Versuche in dieser Arbeit wurden aus diesem Grund fiir

eine Zeitdauer von 48 Stunden durchgefiihrt.

+ sicontrol + sihugl-1
Oh 24h 48h 0Oh 24h 48h

o | [m—
Hugh-1 | gy e | [

Abbildung 12. Zeitkinetik Hugl-1- und Kontroll-siRNA transfizierter HEK293 Epithelzellen zur Ermitt-
lung der optimalen Transfektionsdauer. Die stirkste siRNA-vermittelte Inhibierung der Hugl-1 Expression
wird nach einer Zeitdauer von 48 Stunden erreicht. HEK293 Zellen wurden in Zellkulturschalen ausgesét und
mit jeweils 100 nM Hugl-1- oder unspezifischer Kontroll-siRNA transfiziert. Die Zellen wurden fiir unter-
schiedliche Zeitpunkte inkubiert (0, 24, 48h) und anschlieBend eine Westernblot Analyse mit Hugl-1- und
B-Aktin-spezifischen Antikorpern durchgefiihrt.

Um die siRNA-vermittelte Hemmung der Hugl-1 Expression auf Transkriptebene in Jurkat-16
T-Zellen zu untersuchen, wurde im Anschluf3 eine qRT-PCR durchgefiihrt. Jurkat-16 Zellen
wurden im Elektroporator mit 100 nM Hugl-1-siRNA oder 100 nM einer unspezifischen
Kontroll-siRNA als Negativkontrolle transfiziert und fiir 48 Stunden inkubiert. Darauthin
wurde die Zell-RNA isoliert und 1 pg der RNA in einer reversen Transkriptase Reaktion
transkribiert. Die quantitative RT-PCR wurde in einem Lightcycler-Gerét mit Sybr-Green und
1 ul cDNA in einem Reaktionsvolumen von 25 pul durchgefiihrt. Die relative Expression von
hugl-1 in Kontroll- und Hugl-1-siRNA inkubierten Zellen nach Normalisierung mit der Ex-
pression des Haushaltsgens RNA-Polymerase Il (RP-II) ist in Abbildung 13 A dargestellt.
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Abbildung 13. Hemmung der hugl-1 Expression auf Transkriptebene nach Behandlung von Jurkat-16
Zellen mit Hugl-1-spezifischer siRNA. Die Expression von /sugl-1 Transkripten ist im Vergleich zur Kontrolle
RNAi-vermittelt um das 7,8-fache reduziert. Jurkat-16 Zellen wurden mit 100 nM Hugl-1- oder 100 nM Kon-
troll-siRNA transfiziert und fiir 48 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde eine RNA-Isolation durchgefiihrt und
1 pg der RNA in einer reversen Transkriptase Reaktion in cDNA iiberfiihrt. (4) Eine quantitative RT-PCR mit
Sybr-Green wurde durchgefiihrt und die Expression von Augl-/ Transkripten mit dem Expressionsniveau von
RP-II normalisiert. (B) Das Expressionsniveau von hugl-/ wurde ebenfalls in einer PCR untersucht. Die Reakti-
on wurde bei 30 Zyklen und einer Hybridisierungstemperatur von 58°C durchgefiihrt und die Reaktionsprodukte
in einem 1% Agarosegel aufgetrennt. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet.

Im Vergleich zur Kontrolle war Hugl-1 in Zellen, die mit Hugl-1-spezifischer siRNA inku-
biert wurden, um das 7,8-fache herunterreguliert. Dieser Befund wurde ebenfalls durch Er-
gebnisse aus der PCR bestitigt, die mit den gleichen Proben vorgenommen wurde (Abbildung
13 B). Die PCR wurde fiir 28 Zyklen bei einer Hybridisierungstemperatur von 58°C durchge-
fiihrt, die Proben in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und zur Visualisierung mit Ethidium-

bromid angefarbt.

Als Néchstes wurde die Hemmung der Hugl-1 Expression auf Proteinebene analysiert. Jur-
kat-16 T-Zellen wurden ausgesidt und mit jeweils 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-siRNA
transfiziert. Die Zellen wurden fiir 48 Stunden inkubiert und anschlieBend einer Westernblot

Analyse mit Hugl-1- oder B-Aktin-spezifischen Antikdrpern unterzogen.

Aus Abbildung 14 geht hervor, dass die Expression von Hugl-1 in Hugl-1-siRNA-
transfizierten Jurkat-16 Zellen fast vollstindig gehemmt wird, wihrend die Kontroll-siRNA
keinen Einfluss auf die Expression von Hugl-1 ausiibt. Die Ergebnisse zeigen insgesamt, dass
die Hugl-1-siRNA eine Hemmung der hugl-1 Transkripte bewirkt und die Translation zu

einem funktionalen Protein verhindert.
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Abbildung 14. Hemmung der Hugl-1 Expression in Jurkat-16 T-Zellen durch Hugl-1-spezifische siRNA.
Jurkat-16 Zellen wurden entweder mit 100 nM Hugl-1- oder 100 nM Kontroll-siRNA transfiziert und fiir
48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, lysiert und darauf eine Westernblot Analyse mit Hugl-1-,

Hugl-2- und B-Aktin-spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt. Die Banden wurden mit einem Nitro-Block-II
CDP-Star Detektionssystem dargestellt.

3.1.1.3 Generierung von Jurkat-16 Aktin-GFP Zellen

Um den Einfluss von Hugl-1 auf die T-Zellpolaritidt und Aktinpolymerisierung in funktio-
nellen Studien zu untersuchen, wurde zunichst eine Jurkat-16 T-Zelllinie etabliert, die ein mit
Aktin fusioniertes, griin fluoreszierendes Protein (GFP) exprimiert. Auf diese Weise wird eine
Echtzeitbetrachtung der intrazelluldren Aktindynamik widhrend der Zellpolarisierung im
konfokalen Laserscanmikroskop (LSM) ermdglicht. Jurkat-16 Zellen wurden transient mit
1 ug cDNA transfiziert, die fiir GFP-Aktin sowie fiir das G418 Resistenzgen kodiert und fiir
48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden inkubiert, gewaschen, in PBS-EDTA aufgenommen
und im Anschluss im Durchflusszytometer nach dem griin leuchtenden GFP-Protein sortiert
und schlieBlich mit G418 selektioniert. Die jeweiligen Histogramme der FACS-Messung vor
und nach der Sortierung sind in Abbildung 15 A, B dargestellt und zeigen eine Anreicherung

GFP-positiver Zellen von 12,2% vor und 98,1% nach der Sortierung.
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Abbildung 15. Isolation von Jurkat-16 GFP-Aktin Zellen im Durchflusszytometer. Dargestellt sind die
Histogramme GFP-sortierter Zellen vor (4) und nach der Sortierung (B). Jurkat-16 Zellen wurden mit 1 pg
GFP-Aktin cDNA transfiziert und fiir 48 Stunden inkubiert. Nach Waschen und Aufnahme in PBS-EDTA
wurden die Zellen im Durchflusszytometer nach GFP sortiert.

3.1.1.4 Einfluss von Hugl-1 auf die CD3/TCR Komplex-vermittelte Aktinpoly-
merisation in Jurkat-16 GFP-Aktin Zellen

Werden T-Zellen iiber den CD3/T-Zellrezeptor (CD3/TCR) Komplex stimuliert, wird eine
unmittelbare Zellreaktion eingeleitet, die eine temporidre Verdnderung der Zellmorphologie,
wie auch eine Reorganisation bzw. Polymerisation des F-Aktinzytoskeletts zur Folge hat
(Parsey und Lewis, 1993; Gallego et al., 1997). Biochemische und genetische Untersuchun-
gen an Drosophila und humanen Zellen haben gezeigt, dass Lgl/Hugl-Proteine einen regula-
torischen Einfluss auf das F-Aktinzytoskelett durch Interaktion mit dem Nicht-Muskel Myo-
sin-II Motorprotein ausiiben konnen (Strand et al., 1994a; Strand et al., 1994b; Betschinger et
al., 2005).

Unter Verwendung des stimulatorischen CD3-spezifischen Antikorpers Okt-3 wurde in die-
sem Versuch analysiert, inwiefern eine siRNA-vermittelte Suppression von Hugl-1 in akti-
vierten Jurkat-16 GFP-Aktin Zellen spezifische Anderungen in der Zellform und der
F-Aktinmorphologie induziert. Hierzu wurden Jurkat-16 GFP-Aktin T-Zellen mit 100 nM
Hugl-1- oder 100 nM Kontroll-siRNA transfiziert und nach einer Inkubationszeit von
48 Stunden zur Induktion der TCR/CD3-vermittelten Aktinpolymerisation auf einen Kam-
mer-objektrager gegeben. Dieser war zuvor mit Poly-D-Lysin (PDL) und 50 pg/ml des stimu-
latorischen anti CD3 Antikdrper Okt-3 beschichtet worden. Fiir den direkten Vergleich wur-
den wildtypische Jurkat-16 T-Zellen mit immobilisierten Okt-3 Antikérpern stimuliert oder
unbehandelt belassen. Die Zellen wurden mit 4% PFA fixiert, der Nukleus mit Hoechst 33342
angefarbt und die Zellen unter dem konfokalen Laserscanmikroskop fotografiert. Die Zell-

form sowie der Grad der Aktinreorganisation wurden anhand der Aufnahmen ausgewertet.
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Abbildung 16 A zeigt lichtmikroskopische Differentialkontrastaufnahmen von Okt-3-
stimulierten und -unstimulierten Jurkat-16 T-Zellen. Als Reaktion auf den &uBleren Stimulus
wiesen Jurkat-16 T-Zellen durch Ausbildung einer ringformigen lamellipodialen Struktur im
Kontrast zu unstimulierten T-Lymphozyten starke Verdnderungen der Zellmorphologie auf.
Reprisentative Fluoreszenzaufnahmen siRNA-transfizierter und Okt-3-stimulierter Jurkat-16
GFP-Aktin T-Zellen sind dem gegeniiber in Abbildung 16 B dargestellt. Kontroll-siRNA
behandelte T-Zellen wiesen eine radial angeordnete F-Aktinverteilung auf, die sich als inten-
siv gefarbter Ring darstellte. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen mit einer siRNA-vermittelten
Hemmung der Hugl-1 Expression iiberwiegend einen diinnen, kortikalen Aktinring auf. Die-
ser Befund wurde durch eine quantitative Analyse der zelluldren Aktinreorganisation bestétigt
(Abbildung 16 C). Aus dieser geht hervor, dass Hugl-1-supprimierte Jurkat-16 T-Zellen in
Reaktion auf eine Stimulation mit dem anti CD3 Antikdrper Okt-3 einen signifikant geringe-
ren Anteil von Zellen mit vollstdndig polymerisiertem F-Aktin aufweisen als Kontrollzellen
(46% vs. 62%; p = 0,02). Zusammenfassend weist das Ergebnis darauf hin, dass das Polari-
titsprotein Hugl-1 mdéglicherweise fiir die TCR/CD3-vermittelte Reorganisation des Aktinzy-

toskeletts sowie fiir die Ausbildung stabiler Lamellipodien erforderlich ist.
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Abbildung 16. Einfluss von Hugl-1 auf die CD3/TCR-vermittelte Ausbildung lamellipodialer Strukturen
in Jurkat-16 GFP-Aktin Zellen. Hugl-1-supprimierte Jurkat-16 GFP-Aktin Zellen zeigen eine gehemmte
F-Aktinpolymerisierung und Lamellipodien-Bildung als Antwort auf eine CD3/TCR-Stimulation mit Okt-3.
(4) Lichtmikroskopische Differentialkontrast-Aufnahmen unstimulierter oder Okt-3 stimulierter Jurkat-16
T-Zellen. Schwarze Pfeile deuten auf Lamellipodien, die sich als Reaktion auf eine Stimulation des
CD3/T-Zellrezeptors mit Okt-3 ausbilden. (B) Reprisentative Aufnahmen Okt-3 stimulierter Hugl-1- und
Kontroll-siRNA transfizierter Jurkat-16 GFP-Aktin T-Zellen; griin: F-Aktin, blau: Zellkern. (C) Quantitative
Auswertung des Versuchs. Es wurden zufillige Bereiche im Laserscanmikroskop ausgewahlt und fiir jede Probe
insgesamt 200 polarisierte und nicht-polarisierte Zellen ausgezihlt. Jurkat-16 GFP-Aktin Zellen wurden mit
100 nM Kontroll- oder mit 100 nM Hugl-1-siRNA transfiziert, fiir 48 Stunden inkubiert und anschlieend zur
Aktivierung auf einen mit PDL und 50 pg/ml Okt-3 beschichteten Kammerobjekttrager gegeben. Die Zellen
wurden nach 5 Minuten mit 4% PFA fixiert, unmittelbar danach unter dem LSM fotografiert und sowohl die
Zellform als auch der Grad der Aktinreorganisation analysiert. Die dargestellten Daten sind reprisentativ fiir
drei voneinander unabhingig durchgefiihrte Experimente. Der dargestellte Balken entspricht einer Linge von
10 pm.

3.1.1.5 Einfluss von Hugl-1 auf das Adhasionsverhalten

Die Aktivierung von T-Zellen im Immunsystem erfolgt {iber den antigenspezifischen
CD3/T-Zellrezeptor Komplex, eine Reihe von Korezeptoren der Zelle oder tiber inflammato-
rische Chemokine (Romzek et al., 1998). Innerhalb kiirzester Zeit fiihrt dies zu einer voriiber-
gehenden Modulation der funktionellen Aktivitdt von Integrin-Adhésionsrezeptoren auf der
Oberfldche der T-Zellen. Dieser Vorgang ist abhéingig von der Dynamik des Zytoskeletts und
dem inside-out signaling der Zellen (Agrawal et al., 1995). Die rapide Steigerung der In-
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tegrin-vermittelten Adhésionsféhigkeit befdhigt die Zelle, sich an Endothelzellen der Blutge-
faBe zu binden, mit Antigen-prisentierenden Zellen zu interagieren oder mit der Mikroumge-

bung des Gewebes in Wechselwirkung zu treten (Romzek et al., 1998).

Jurkat-16 T-Zellen exprimieren Integrine aus der Gruppe der [3;-Subfamilie, ouf3; und
asP1 (Mechler et al., 1985). Diese vermitteln T-Zellinteraktionen mit Komponenten der ext-
razelluldren Matrix wie beispielsweise Fibronektin oder Laminin (Shimizu et al., 1990). In
aktivierten und migrierenden Zellen werden Integrinrezeptoren iiber das Aktinzytoskelett
rekrutiert und asymmetrisch in der Zellfront sowie in Laufrichtung lokalisiert (Vicente-
Manzanares et al., 2009a). Da die F-Aktin-vermittelte Rekrutierung von Adhésionsproteinen
moglicherweise durch Polaritdtsproteine gesteuert wird, wurde im folgenden Versuch unter-
sucht, welchen Effekt Hugl-1 auf die CD3/TCR-abhidngige Regulation der P1-Integrin-

vermittelten Adhédsion von Jurkat-16 T-Zellen an Fibronektin austibt.

Fir den Adhésionsversuch wurden Jurkat-16 T-Zellen jeweils mit 100 nM Hugl-1- oder
Kontroll-siRNA transfiziert, fiir 48 Stunden inkubiert und mit 3 pg/ml Okt-3 fiir 30 Minuten
bei 4°C stimuliert. Nach dem Waschen wurden die Zellen in eine 96-Mikrotiterplatte transfe-
riert, die zuvor mit 1 ug/Vertiefung Fibronektin und 1 pg/ml eines Ziege anti Maus IgG Anti-
korpers als Kreuzvernetzer beschichtet worden war. Die Zellen wurden fiir 1 Stunde bei 4°C
inkubiert, 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad erhitzt und nicht adhérierte Zellen abgewa-

schen. Die an Fibronektin gebundenen Zellen wurden mit dem CellTiter-Glo Kit quantifiziert.

Abbildung 17 veranschaulicht, dass Jurkat-16 T-Zellen mit einem siRNA-vermittelten
Hugl-1-Funktionsverlust eine geringere Adhision an Fibronektin aufweisen als Kontroll-
siRNA-transfizierte Zellen (1,3-fach gesteigerte vs. 1,8-fache gesteigerte Adhdsion an Fib-
ronektin; p = 0,03). Dies lasst darauf schlieBen, dass der Verlust von Hugl-1 iiber einen noch
unbekannten Mechanismus einen negativen Einfluss auf die Rekrutierung und Aktivitit von

Bi1-Integrinrezeptoren ausiibt.
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Abbildung 17. Einfluss von Hugl-1 auf die p-Integrin-vermittelte Adhésion von Jurkat-16 T-Zellen an
Fibronektin. TCR/CD3-stimulierte und Hugl-1-siRNA-transfizierte Zellen weisen eine signifikant geringere
Bindefihigkeit an Fibronektin auf als Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden (1,3-fach vs. 1,8-fach;
p = 0,03). Eine 96-Mikrotiterplatte wurde mit 1 pg/Vertiefung Fibronektin iiber Nacht beschichtet, unspezifi-
sche Bindestellen mit PBS/2,5% BSA blockiert und mit 1 pg/ml Ziege anti Maus IgG als Kreuzvernetzer behan-
delt. Jurkat-16 Zellen wurden fiir 48 Stunden mit 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transfiziert und bei 4°C
fiir 1 Stunde mit 3 pg/ml Okt-3 stimuliert. Im Anschluss wurden diese auf die vorbereitete 96-Mikrotiterplatte
gegeben, 1 Stunde bei 4°C inkubiert, 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad erhitzt und nicht adhérierte Zellen
abgewaschen. Die Quantifizierung erfolgte mit dem CellTiter-Glo Kit. Der Wert adhérierter, unstimulierter
Zellen wurde gleich 1 gesetzt und alle anderen Werte dazu in Relation gesetzt. Der Versuch wurde in Triplika-
ten durchgefiihrt und ist représentativ fiir drei voneinander unabhéngige Experimente.
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3.1.1.6 Aktinpolymerisation Hugl-1-supprimierter Zellen nach Stimulation
mit SDF-1a

In den vorigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Hugl-1-inhibierte Zellen nach
Stimulation mit einem CD3-agonistischem Antikorper eine verminderte Polymerisierung des
F-Aktins sowie eine verringerte ;-Integrin-vermittelte Adhdsion an Fibronektin aufweisen.
Im Vergleich zum CD3/TCR Signalweg ist der Chemokinrezeptor-vermittelte Weg sehr
unterschiedlich in Kinetik und Funktion. Im Zusammenhang von Zellpolaritit und Migration
zeigt dieser zudem eine schnelle und transiente Signaltransduktion, wihrend die CD3/TCR-
Signalkaskade iiber einen Zeitraum von Stunden erhalten bleibt (Dustin und Chan, 2000). In
diesem Versuch wurde weiterfiihrend untersucht, welche Rolle Hugl-1 in der durch das Che-
mokin SDF-la induzierten F-Aktinpolymerisierung einnimmt, die iiber einen G-Protein-
gekoppelten CXCR4-Rezeptor, und damit iiber einen vom CD3-Rezeptor unabhingigen

Signalweg initiiert wird.

Zur Durchfiihrung des Versuchs wurden Jurkat-16 Zellen mit 1 pM Accell Hugl-1- oder
Kontroll-siRNA transient transfiziert und fiir 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Bei der verwen-
deten Accell siRNA handelt es sich um eine chemisch kovalent modifizierte siRNA, die
passiv und ohne Elektroporation in die Zelle aufgenommen wird. Die Zellen wurden im An-
schluss an die Transfektion entweder nicht behandelt oder fiir 120 Sekunden mit 200 ng/ml
SDF-1a stimuliert und danach mit 4% PFA fixiert. Fiir die spezifische Farbung des polymeri-
sierten F-Aktins wurden die Zellen mit 0,1% Saponin permeabilisiert, mit Alexa-Fluor-488-
konjugiertem Phalloidin inkubiert und unter dem Laserscanmikroskop quantifiziert. Zur
Auswertung wurden die Zellen gemil3 der Morphologie und der F-Aktinverteilung klassifi-
ziert und in die Kategorien ,,vollstdndig polarisiert”, ,.teilweise polarisiert* oder ,,rund* einge-

teilt (Abbildung 18 A).

Die in Abbildung 18 B dargestellten Ergebnisse zeigen, dass SDF-1a stimulierte, Hugl-1-
supprimierte Zellen signifikant weniger vollstindig polarisierte Zellen aufweisen als Kon-
trollzellen (13,8% vs. 24,0%; p = 0,027). Zusétzlich liegt der prozentuale Anteil der zufillig
polarisierten, Hugl-1 defizienten Zellen hoher als bei Kontrollzellen (79,3% vs. 63,9%;
p =0,035). Diese Ergebnisse legen nahe, dass das Polarititsprotein Hugl-1 im CXCR4-
Rezeptor-vermittelten Signalweg eine wichtige Rolle bei der Polymerisierung des

F-Aktinzytoskeletts einnimmt.
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Abbildung 18. Einfluss von Hugl-1 in der CXCR4-Rezeptor-vermittelten Polymerisierung des
F-Aktinzytoskelett von Jurkat-16 T-Zellen. SDF-1a-stimulierte Zellen mit einem Verlust an Hugl-1 zeigen im
Vergleich zu Kontrollzellen eine abgeschwichte CXCR4-vermittelte Aktinpolymerisierung. (4) SDF-la-
stimulierte Jurkat-16 T-Zellen wurden der Morphologie und F-Aktinverteilung entsprechend in drei Kategorien
eingeteilt: vollstandig polarisierte Zellen, Zellen mit zufdllig verteiltem F-Aktin und Zellen mit runder Morpho-
logie und basalem F-Aktin Spiegel. (B) Auswertung des Versuchs. Jurkat-16 Zellen wurden mit 1 uM Accell
Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transfiziert und fiir 72 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden mit dem Chemokin
SDF-1a (200 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen, mit 4% PFA fixiert, mit Alexa-Fluor-488 Phalloidin
gefarbt und analysiert. Das Ergebnis ist repréasentativ fiir zwei voneinander unabhéngige Versuche.

Zur Visualisierung der Hugl-1 Verteilung wurden die Zellen in einem weiteren Versuch wie
zuvor beschrieben behandelt und mit einem gegen Hugl-1 gerichteten Antikdrper sowie ei-
nem Alexa-488-markierten Zweitantikorper inkubiert. Das F-Aktin wurde mit Alexa-Fluor-
546-gekoppeltem Phalloidin sichtbar gemacht und die Zellen im Anschluss unter dem La-
serscanmikroskop betrachtet. Die in Abbildung 19 repridsentativ dargestellten Aufnahmen
zeigen eine reduzierte Intensitdt der Hugl-1 Férbung in Hugl-1-siRNA-behandelten Zellen
und eine damit verbundene verminderte Polarisierung und Aktinpolymerisierung im Ver-
gleich zur Kontrolle. Einen verminderten Hugl-1 Expressionsstatus weisen daher verstérkt
diejenigen Zellen auf, deren F-Aktin vermehrt zufdllig polarisiert ist. Die Immunfluoreszenz-
farbungen bestitigen die zuvor gemachte Entdeckung, dass Hugl-1 eine Rolle in der Zellpola-

risation und Aktinpolymerisierung in Jurkat-16 T-Zellen spielt.
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Abbildung 19. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen Kontroll- und Hugl-1-siRNA-transfizierter Jur-
kat-16 T-Zellen. Zellen mit geringer Hugl-1 Expression weisen eine verminderte Zellpolarisierung und Aktin-
polymerisierung auf (siche mittlere Spalte). Alexa-546 Phalloidin-geféarbte Zellen (F-Aktin, rot) wurden zusétz-
lich mit Hugl-1-spezifischem Antikoérper inkubiert. Die Hugl-1 Farbung wurde mit einem anti Kaninchen Alexa-
488 Zweitantikorper visualisiert (griin). Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen.

3.1.1.7 Durchflusszytometrische Analyse der Aktinpolymerisation in Hugl-1-
supprimierten Zellen

Zur Verifizierung der im vorigen Abschnitt erhaltenen Daten wurde die SDF-1a-induzierte
Aktinpolymerisierung und -verteilung in Jurkat-16 Zellen durchflusszytometrisch quantifi-
ziert. Hierzu wurden Jurkat-16 Zellen jeweils mit 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-siRNA
transient fiir 48 Stunden transfiziert. Um eine Polymerisierung der F-Aktinfilamente zu indu-
zieren wurden die Zellen mit 200 ng/ml SDF-1a stimuliert oder unbehandelt belassen. Die
Zellen wurden anschlielend mit 4% PFA fixiert, gewaschen und mit 0,1% Saponin permeabi-
lisiert. Die Farbung der Zellen erfolgte mit Alexa-Fluor-488-gekoppeltem Phalloidin. Die
Messung der Fluoreszenz wurde danach im FACSCalibur Durchflusszytometer durchgefiihrt.
Als Negativkontrolle dienten je nach Zellprobe Kontroll- oder Hugl-1-siRNA-transfizierte,
unstimulierte Zellen. Diese wurden ebenfalls mit Alexa-Fluor-488-gekoppeltem Phalloidin

angefarbt.
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Die in Abbildung 20 A dargestellten Daten der durchflusszytometrischen Analyse zeigen den
F-Aktinspiegel in ruhenden (schwarze Linie) und SDF-la-stimulierten Jurkat-16 Zellen
(farbige Linie). Stimulierte, Kontroll-siRNA-transfizierte Zellen weisen im Vergleich zu
unstimulierten Zellen eine schwache Rechtsverschiebung im Histogramm auf. Diese korre-
liert mit einer Zunahme der SDF-1a -induzierten Aktinpolymerisation. Im Gegensatz dazu
zeigen Hugl-1-supprimierte Zellen keine oder eine minimale Linksverschiebung gegeniiber
unstimulierten Zellen. Im direkten Vergleich zu Kontroll-siRNA transfizierten Zellen sind die
F-Aktinspiegel in Hugl-1-supprimierten Zellen deutlich verringert (88% vs. 129%; Abbildung
20 B). Die Ergebnisse der Messung deuten daher darauf hin, dass die in vorigen Versuchen
beobachteten Defekte in der Zellpolarisation Hugl-1-defizienter Zellen moglicherweise in

Verbindung mit dem Prozess des F-Aktin Aufbaus stehen.
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Abbildung 20. Durchflusszytometrische Quantifizierung der Aktinpolymerisation in Jurkat-16 T-Zellen
nach Transfektion mit Hugl-1- oder Kontroll-siRNA und Stimulation mit SDF-la. Zellen mit einem
Hugl-1-Verlust weisen einen geringeren Anstieg der F-Aktinspiegel auf als Kontrollzellen und belegen daher,
dass Defekte in der Zellpolaritdt Hugl-1-supprimierter Zellen moéglicherweise in Verbindung mit dem Prozess
des F-Aktin Aufbaus stehen. (4) Jurkat-16 Zellen wurden mit 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transfiziert
und fiir 48 Stunden inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen entweder nicht behandelt (schwarz) oder
mit 200 ng/ml SDF-1a stimuliert (farbig). Die Zellen wurden fixiert und das F-Aktin mit Alexa-Fluor-488-
konjugiertem Phalloidin angeférbt. Die Messung erfolgte im FACSCalibur Durchflusszytometer. Als Negativ-
kontrolle dienten unstimulierte, mit Alexa-488-Phalloidin gefiarbte Zellen (schwarz). (B) Darstellung der Histo-
gramme als prozentuale Verdnderung der F-Aktinspiegel. Zur Berechung der Verdnderung der F-Aktinspiegel
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat iiber den basalen Spiegeln bestimmt und auf 100% normalisiert.

3.1.1.8 Effekt von Hugl-1 auf die chemokin-induzierte Migration

Zellmigration ist ein grundlegender polarisierter Prozess. Zentral hierfiir ist die Polymerisati-
on und Reorganisation des zelluldren F-Aktins. Dieser Vorgang sorgt fiir eine hohe Zellplas-
tizitdt und -dynamik und spielt fiir die Reaktion der Zelle auf duBBere Reize, wie beispielswei-

se auf Chemokine, eine wichtige Rolle (Etienne-Manneville, 2008; Parsey und Lewis, 1993).
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Nachfolgend wurde daher der Frage nachgegangen, inwiefern das Polaritdtsprotein Hugl-1 die

chemokin-induzierte, gerichtete Migration von T-Lymphozyten beeinflusst.

Fiir den Migrationsversuch wurde eine Boyden Kammer verwendet, die aus zwei durch eine
perforierte Membran voneinander abgetrennten Kompartimenten besteht. Jurkat-16
T-Lymphozyten wurden mit 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transient transfiziert und
fiir 48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden daraufthin auf das obere Kompartiment der Boy-
den Kammer gegeben, wihrend das untere Kompartiment fiir die Kontrolle mit Zellkulturme-
dium und 200 ng/ml des Chemoattraktans SDF-1a versehen wurde. Die Zellen wurden fiir
14 Stunden inkubiert und die in das untere Kompartiment migrierten Zellen mit dem CellTi-

ter-Glo Kit quantifiziert.

Die Ergebnisse des Versuchs in Abbildung 21 zeigen, dass die Migration von Zellen mit
einem Hugl-1 Verlust, im Vergleich zu Kontrollzellen, signifikant vermindert ist (14,6% vs.
31,7%; p =6 x 10°). Die Daten legen daher nahe, dass ein Verlust des Polarititsproteins
Hugl-1 mit einer signifikant reduzierten chemotaktischen Migration von Jurkat-16 T-Zellen

korreliert und die Polymerisierung und Dynamik des F-Aktinzytoskeletts abschwicht ist.
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Abbildung 21. Chemotaktische Migration von Kontroll- und Hugl-1-siRNA transfizierten Jurkat-16
T-Zellen. Hugl-1-depletierte Zellen weisen im Vergleich zu Kontrollzellen eine signifikant verminderte migra-
torische Kapazitit auf (14,6% vs. 31,7%; p = 6 x 10°). (4) Jurkat-16 Zellen wurden mit 100 nM Hugl-1- oder
Kontroll-siRNA transient fiir 48 Stunden transfiziert und im Anschluss fiir 14 Stunden in einer Boyden Kammer
mit 200 ng/ml des Chemoattraktans SDF-1a inkubiert. Migrierte Zellen wurden im CellTiter-Glo Assay quanti-
fiziert. Das dargestellte Ergebnis ist reprasentativ fiir vier voneinander unabhingige Versuche. (B) Schemati-
scher Aufbau des Migrationsversuches. Jurkat-16 T-Zellen werden auf das obere Kompartiment der Kammer
gegeben, das untere Kompartiment enthilt Medium, welches mit CCL19 als Lockstoff versetzt wurde. T-Zellen,
die in die untere Kammer migriert waren wurden mit dem CellTiter-Glo Kit quantifiziert.
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3.1.2 Einfluss von Hugl-1 und -2 auf den Erhalt und die Modulation der
Zellpolaritat primarer T-Zellen

Nach Analyse des Einflusses von Hugl-1 auf entartete Jurkat-16 Tumor-T-Zellen sollte nun
die Rolle des Tumorsuppressor- und Polaritédtsproteins Hugl-1 in priméren T-Zellen gesunder
Spender untersucht werden. CD4" und CD8" T-Zellen wurden hierzu aus mit Leukozyten und
Thrombozyten angereichertem Humanblut isoliert und transient mit Hugl-1- oder Kontroll-
siRNA transfiziert. Zur Identifikation des Einflusses von Hugl-1 auf diese Zellen wurden

nachfolgend funktionelle Assays durchgefiihrt.

3.1.2.1 Expression von Hugl-1 und -2 in primidren CD4" und CD8" T-Zellen

Um die Expression der hugl-1- und hugl-2-mRNA in primédren T-Zellen zu untersuchen,
wurde zunéchst eine RT-PCR durchgefiihrt. Periphere, mononukledre Blutzellen (PBMC)
wurden hierzu in einem Ficoll-Dichtegradienten aus Humanblut isoliert. PBMCs wurden zur
Isolierung von CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten einer magnetischen Zellseparation
(magnetic cell sorting, MACS) unterzogen und die Gesamtzell-RNA aus den so erhaltenen
Zellen isoliert. 1 pg der isolierten RNA wurde unter Verwendung des cDNA-Synthesekits in
20 pul Reaktionsvolumen zu cDNA transkribiert. Es wurde 1 pl der cDNA mit Hugl-1-,
Hugl-2- und B-Aktin-spezifischen Primern in 25 pl Gesamtvolumen in der RT-PCR amplifi-
ziert. Diese wurde fiir 30 Zyklen bei einer Hybridisierungstemperatur von 58°C durchgefiihrt
und 20 pl des amplifizierten Produkts in einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Die Banden
wurden im Anschluss nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert. In
Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Expressionsanalyse von hugl-1 und -2 dargestellt.
Primire CD4" und CD8" T-Lymphozyten exprimieren gleichermaBen Augl-1-mRNA, jedoch
kaum hugl-2-mRNA.
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Abbildung 22. Analyse der endogenen Expression von hugl-1- und hugl-2-mRNA in priméren CD4- und
CD8-positiven T-Zellen. Die aus Humanblut isolierten priméren CD4" und CD8" T-Zellen exprimieren hugl-1-
mRNA, jedoch kaum hugl-1 Transkripte. Zur Isolierung primérer T-Zellen wurde Humanblut verwendet, das
mit Leukozyten und Thrombozyten angereichert ist. In einem Ficoll-Dichtegradienten wurden PBMCs abge-
trennt und zur Isolierung der CD4" und CD8" T-Zellen einer magnetischen Zellseparation unterzogen. Die Zell-
RNA wurde isoliert und 1 pg der RNA revers transkribiert. Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurde 1 pl der
cDNA in 25 pl Reaktionsvolumen verwendet sowie spezifische Primer fiir Hugl-1, Hugl-2 und B-Aktin.

3.1.2.2 Transiente Transfektion primdrer CD4-positiver T-Lymphozyten mit
Hugl-1- oder Kontroll-siRNA

Vor Untersuchung der Effekte von Hugl-1 auf die Zellpolarisierung und Aktinpolymerisie-
rung von primédren T-Zellen mittels RNAIi, sollte zundchst die Spezifitit der siRNA-
vermittelten Hemmung von Hugl-1 nachgewiesen werden. Die Expression von Augl-1 Tran-
skripten in Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transfizierten CD4" T-Zellen wurde daher in einer
semiquantitativen RT-PCR analysiert. CD4" T-Zellen wurden hierzu im Elektroporator mit
100 nM Hugl-1- oder 100 nM Kontroll-siRNA transient transfiziert und fiir 48 Stunden inku-
biert. Die Zell-RNA wurde extrahiert und 1 pg in der Reverse Transkriptase Reaktion umge-
setzt. 1 ug der cDNA wurde in 25 pl PCR-Probenpuffer aufgenommen und unter Verwen-
dung von Hugl-1- und B-Aktin-spezifischen Primern amplifiziert. Die PCR wurde fiir
30 Zyklen bei 58°C durchgefiihrt und 20 pul des Produktes in einem 1% Agarosegel aufge-
trennt. Die Visualisierung der Banden erfolgte nach einer Farbung mit Ethidiumbromid unter
UV-Licht. Aus den in Abbildung 23 A dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass hugl-1-
kodierende Transkripte in CD4" T-Zellen spezifisch durch Hugl-1-siRNA gehemmt werden.

Zur Bestitigung der Ergebnisse wurde die Expression von Hugl-1 in siRNA-inkubierten
CD4" T-Zellen auch auf Proteinebene untersucht. Zur Durchfiihrung eines Westernblots
wurden CD4" T-Zellen mit 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transient transfiziert und
fiir 48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, lysiert und die Proteine in einem SDS-

PAGE Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Membran geblottet und eine Western-
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blot Analyse mit Hugl-1- und B-Aktin-spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt. Die Visualisie-
rung der Banden erfolgte nach Inkubation mit dem Nitro-Block-II CDP-Star Chemilumines-
zenz-Detektionssystem. Wie aus Abbildung 23 B hervorgeht, fiihrte die Behandlung primérer
CD4" T-Zellen mit Hugl-1-siRNA zur Inhibition der Hugl-1 Proteinexpression. Zusammen-
fassend zeigen die Ergebnisse aus RT-PCR und Westernblot eine konsistente, siRNA-

vermittelte Reduktion der Hugl-1 Expression auf mRNA- und Proteinebene.
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Abbildung 23. Hemmung der Hugl-1 Expression in CD4" T-Zellen auf Transkriptions- und Translations-
ebene nach Transfektion mit Hugl-1-siRNA. CD4" T-Zellen wurden mit 100 nM Hugl-1- oder Kontroll-
siRNA transfiziert und fiir 48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und die Expression von hugl-1 auf
(4) Transkriptions- (RT-PCR) und (B) Translationsebene (Westernblot) analysiert. Fiir die Durchfithrung der
PCR wurde die gesamte Zell-RNA extrahiert und 1 ug der RNA fiir die reverse Transkriptase Reaktion verwen-
det. 1 pl der cDNA wurden in 25 pl Reaktionsvolumen aufgenommen und die PCR mit spezifischen Primern fiir
Hugl-1 und B-Aktin durchgefiihrt. Die Amplifikation wurde fiir 30 Zyklen bei 58°C durchgefiihrt und 20 pl des
Produktes in einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Die Visualisierung der Banden erfolgte durch Féarbung des Gels
mit Ethidiumbromid. Fiir die Westernblot Analyse wurden die Zellen lysiert und die Proteine in einer SDS-
PAGE aufgetrennt. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran wurden die Proteine mit den Antikérpern anti
Hugl-1 und anti B-Aktin inkubiert und ein HRP-konjugierter Sekunddrantikdrper verwendet. Die Banden wur-
den mit dem Nitro-Block-II CDP-Star Detektionssystem sichtbar gemacht.

3.1.2.3 Effekt von Hugl-1 auf die F-Aktinpolymerisation und Zellpolarisation
von CD4" und CD8" T-Zellen nach Stimulation mit CCL19

Bis heute ist unbekannt, welche Rolle das Tumorsuppressor- und Polaritatsprotein Hugl-1 in
der Morphodynamik — den Anderungen in der Zellmorphologie und Zellpolaritit — und der
F-Aktinpolymerisation von nicht entarteten, primédren T-Zellen spielt. Im folgenden Versuch
wurde daher analysiert, wie Hugl-1 diese in T-Zellen beeinflusst, welche mit dem Chemokin

C-C Motiv Ligand 19 (C-C motif ligand 19, CCL19) stimuliert wurden.

Zuerst wurde untersucht, auf welche Weise das F-Aktinzytoskelett in wildtypischen CD4"
T-Zellen durch CCL19-Stimulation verteilt wird, und welchen Phénotyp sie in Abhidngigkeit
von der Zeit annehmen. Hierzu wurden primédre CD4'- oder CD8'-T-Zellen mittels einer

Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und anschlieBender Negativselektion aus Humanblut
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gesunder Spender isoliert und in Suspension mit 200 ng/ml des Chemokins CCL19 stimuliert
oder fiir die Negativkontrolle unbehandelt belassen. Um den optimalen Zeitpunkt zu bestim-
men, an dem die T-Lymphozyten maximal polarisiert sind, wurde eine Zeitkinetik (0, 60, 120,
300 Sekunden) durchgefiihrt. Die Zellen wurden anschlieBend mit 4% PFA fixiert, mit
0,1% Saponin permeabilisiert und das F-Aktinzytoskelett mit Alexa-Fluor-488-konjugiertem
Phalloidin angefarbt. Aufnahmen der Zellen wurden unter dem Laserscanmikroskop angefer-

tigt.

In Abbildung 24 A ist die Zeitkinetik der CCL19-stimulierten CD4" T-Lymphozyten darge-
stellt. Es stellte sich heraus, dass die Zellen nach einer Stimulationsdauer von 120 Sekunden
am stérksten polarisiert waren. Nachfolgende Stimulationsversuche in dieser Arbeit wurden
daher jeweils fiir diese Zeitdauer durchgefiihrt. Die genauere Betrachtung von
T-Zellmorphologie und F-Aktinverteilung der CCL19-stimulierten Zellen ergab, dass die
Zellen wihrend der Polarisierung etwa vier unterschiedliche Phasen durchlaufen (Abbildung
24 B). In der Ruhephase weisen die meisten der Zellen eine runde Zellmorphologie auf (I).
Unmittelbar nach der Stimulation der Zellen mit CCL19 ist erkennbar, dass sich das F-Aktin
in zufillig polarisierten Pseudopodien anreichert (II). Viele der Zellen weisen ungefahr
1 Minute nach der Stimulation eine deutliche seitliche Verteilung des F-Aktins auf (III).
Bereits nach 2 Minuten bildet eine signifikante Anzahl der Zellen einen torpedodhnlichen
Phinotyp mit deutlich sichtbarer Polarititsachse (IV). Die Ergebnisse zeigen daher, dass der
Prozess der CCL19-induzierten T-Zellpolarisierung in aufeinanderfolgenden Schritten ver-

l14uft.
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Abbildung 24. F-Aktinpolymerisation und Zellpolarisierung von wildtypischen und siRNA-transfizierten
primiren T-Lymphozyten nach Stimulation mit CCL19. Die RNAi-vermittelte Suppression von Hugl-1 in
CCL19-stimulierten primédren T-Zellen fiihrt zur verschlechterten Aktinpolymerisierung und verhindert die
Ausbildung eines vollstéindig polarisierten Phéinotyps. Primire CD4" oder CD8" T-Lymphozyten wurden mittels
Ficoll-Dichtezentrifugation und magnetischer Zellsepartation aus Humanblut isoliert und {iber Nacht bei 37°C
inkubiert. (4) Die Zellen wurden anschliefend fiir unterschiedliche Zeitpunkte (0, 60, 120, 300 Sekunden) mit
200 ng/ml CCL19 in Suspension inkubiert und mit 4% PFA fixiert. Nach Permeabilisierung der Zellen und
Anfarbung des F-Aktinzytoskeletts mit Alexa-Fluor-488-konjugiertem Phalloidin wurden mit dem Laserscan-
mikroskop zu den jeweiligen Zeitpunkten reprisentative Aufnahmen gemacht. Der dargestellte Balken ent-
spricht einer Lange von 10 um. (B) Wihrend der Polarisierung der Zellen wurden vier morphologisch unter-
schiedliche Phasen durchlaufen (siche Text). Uropod und Lamellipodium der Zelle sind durch Pfeile markiert.
Der Balken entspricht einer Lange von 5 um. (C) T-Zellen wurden mit 1 pM Accell Hugl-1- oder Kontroll-
siRNA transfiziert und fiir 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Stimulation erfolgte mit 200 ng/ml CCL19, fiir
die Kontrolle wurden die Zellen unstimuliert belassen. Die Farbung des F-Aktins der Zellen wurde wie zuvor
beschrieben durchgefiihrt. Fiir die Analyse der Zellmorphologie und F-Aktinverteilung unter dem Laserscan-
mikroskop wurden je Bedingung mindestens 200 Zellen untersucht und in drei Kategorien klassifiziert: weil3,
vollsténdig polarisierte Zellen; grau, Zellen mit zufillig verteiltem F-Aktin; schwarz, Zellen mit runder Morpho-
logie und basalem Spiegel an F-Aktin. Das Ergebnis ist reprasentativ fiir drei voneinander unabhingige Versu-
che.
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Fir die weitere Analyse des Einflusses von Hugl-1 auf die T-Zellmorphologie und
F-Aktinpolymerisation wéhrend der CCLI19-induzierten T-Zellpolarisierung wurden die
T-Zellen wie zuvor beschrieben aus Humanblut isoliert. Die Zellen wurden mit 1 pM Accell
Kontroll- oder Hugl-1 siRNA transient transfiziert und fiir 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Stimulation erfolgte mit 200 ng/ml CCL19 fiir 120 Sekunden, gefolgt von einer Fixierung mit
4% PFA und Féarbung mit F-Aktin-spezifischem und Alexa-488-gekoppeltem Phalloidin.
Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Analyse der Zellen erfolgte unter dem Laser-
scanmikroskop. Zur ndheren Klassifizierung der Morphologie wurden die T-Zellen in unter-
schiedliche Kategorien eingeteilt (,,rund®, ,,zufdllig polarisiert und ,,polarisiert; flir repra-

sentative Beispiele siche auch Abbildung 24 B).

Aus den in Abbildung 24 C dargestellten Daten geht hervor, dass priméire T-Zellen mit einem
RNAi-vermittelten Verlust von Hugl-1 nach Stimulation mit CCL19 eine signifikant schlech-
tere Aktinpolymerisierung aufweisen als Kontrollzellen und daher verstirkt eine nicht-
polarisierte, runde Morphologie zeigen (84,8% vs. 53,8%; p = 0,038). Dariiber hinaus ist die
Fraktion der Zellen mit einem vollstéindig polarisierten Phinotyp im Vergleich zur Kontrolle
deutlich verringert (3,3% vs. 16,3%; p = 0,009). In unstimulierten Zellen (- CCL19) hat die
siRNA-vermittelte Depletion von Hugl-1 weder einen Einfluss auf die F-Aktinverteilung
noch auf die Morphologie von primdren T-Zellen. Zusammenfassend legen die Ergebnisse
nahe, dass Hugl-1 eine Rolle in der Chemokin-vermittelten Aktinpolymerisierung und Polari-

sierung primérer T-Lymphozyten spielt.

Zur Visualisierung der endogenen Hugl-1 Expression in Hugl-1- und Kontroll-siRNA trans-
fizierten T-Lymphozyten wurden die Zellen mit CCL19 stimuliert und mit 4% PFA fixiert.
Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen. Die Zellen wurden permeabilisiert und das
F-Aktinzytoskelett mit Alexa-Fluor-546-konjugiertem Phalloidin sowie Hugl-1 mit einem
Hugl-1-spezifischen Antikorper angefarbt. Die Visualisierung der Zellnuklei erfolgte mit dem
Kernfarbstoff Hoechst 33342. Die Ergebnisse in Abbildung 25 demonstrieren, dass Hugl-1 in
stimulierten wie auch in unstimulierten Zellen primédr am Zellkortex lokalisiert ist. Ein Teil
des Proteins ist dariiber hinaus zytosolisch verteilt. Die Fluoreszenzintensitit von Hugl-1 in
Hugl-1-supprimierten Lymphozyten ist im Vergleich zur Kontrolle und in Ubereinstimmung
mit den Daten aus RT-PCR und Westernblot (Abbildung 23) signifikant verringert. Dieser
Befund korreliert mit einer abgeschwichten Aktinpolymerisierung und einer gehemmten

Polarisierung CCL19-stimulierter Zellen.
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Die Ergebnisse zeigen, dass Hugl-1 mdglicherweise eine wichtige Funktion beim Umbau des
zelluldren F-Aktinskeletts inne hat sowie bei der CCL19-induzierten Polarisierung von
T-Lymphozyten. In Ubereinstimmung mit den in Abbildung 24 C dargestellten Daten legen
die Ergebnisse zudem nahe, dass Hugl-1 in ruhenden, unstimulierten Zellen keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Polymerisation von F-Aktin ausiibt, sondern erst nach Stimulation mit

CCLI19.

- CCL19 + CCL19

+ sicontrol + sihugl-1 + sicontrol + sihugl-1 Isotypkontrolle

Kern F-Aktin

Hugl-1

Uberlagerung

Abbildung 25. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen CCL19-stimulierter primérer T-Zellen
nach Transfektion mit Hugl-1- oder Kontroll-siRNA. Die siRNA-vermittelte Hemmung der Hugl-1 Expres-
sion in CCL19-stimulierten T-Lymphozyten korreliert mit einer abgeschwichten F-Aktinpolymerisierung und
Zellpolarisierung. Primdre T-Lymphozyten wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und anschlie-
Bender magnetischer Zellseparierung aus Humanblut isoliert und mit 1 uM Accell Hugl-1- oder Kontroll-siRNA
fiir 72 Stunden transfiziert. Die Zellen wurden fiir 120 Sekunden mit 200 ng/ml CCL19 stimuliert oder als
Negativkontrolle unbehandelt belassen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 4% PFA fixiert, permeabilisiert
und das F-Aktinzytoskelett mit Alexa-Fluor-546-konjugiertem Phalloidin und Hugl-1-spezifischen Antikdrpern
angefirbt. Die Zellnuklei wurden mit dem Kernfarbstoff Hoechst 33342 sichtbar gemacht.

100



Ergebnisse

3.1.2.4 Einfluss von Hugl-1 auf die Kontaktaufnahme von naiven CD4"
T-Zellen und Dendritschen Zellen

Dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) kommen in den meisten Geweben vor und nehmen
im Immunsystem eine wichtige Stellung ein. Unter den Immunzellen reprasentieren sie die
potentesten Antigen-prisentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APC) (Kaiser et al.,
2005). DCs konnen durch die Prasentation von Antigenen, aber auch durch kostimulatorische
Molekiile, Adhisionsmolekiile, Zytokine und Chemokine, spezifische Zellreaktionen in nai-
ven T-Zellen induzieren (Banchereau und Steinman, 1998). In Lymphknoten bewegen sich
naive T-Zellen ungerichtet und tasten auf der Suche nach prisentierten Antigenen die Ober-
flichen einer grolen Anzahl von DCs ab. Die Interaktion der T-Zellen mit APC wird gestei-
gert, indem reife DCs (mature dendritic cells, mDCs) einen polarisierten und motilen Status
in diesen durch Sekretion des Chemokins CCL19 hervorrufen (Kaiser et al., 2005). Das Zu-
sammentreffen von T-Zelle und Antigen wird begiinstigt und die zelluldre Immunantwort
eingeleitet. In vorigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung eines
CCL19-induzierten und vollstindig polarisierten Phénotyps in  CD4-positiven
T-Lymphozyten durch eine siRNA-vermittelte Suppression von Hugl-1 verhindert wird. In
dem folgenden Versuch wurde daher untersucht, welchen Einfluss Hugl-1 auf die Motilitét,
Morphologie und Migrationsgeschwindigkeit von autologen, naiven CD4" T-Zellen ausiibt,

wenn diese in Abwesenheit exogener Antigene mit mDCs koinkubiert werden.

Fiir die Durchfiihrung des Versuchs wurden DCs aus Monozyten generiert, welche zuvor aus
PBMCs gesunder Spender isoliert worden waren. Die Monozyten wurden dazu in zytokin-
supplementiertes Zellmedium aufgenommen und zur Differenzierung in DCs fiir acht Tage
unter Zugabe von frischem Medium und Zytokinen kultiviert. Ab dem achten Tag wurden die
DCs zur Induktion der Ausreifung in Maturierungsmedium gehalten. Humane, naive CD4"
T-Zellen wurden aus PBMCs des gleichen Spenders durch Negativselektion gewonnen, mit
1 uM Accell Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transfiziert und fiir 48 oder 72 Stunden bei 37°C
inkubiert.

Ausgereifte DCs wurden in einen Kammerobjekttrager ausgeséit und nach der Adhésion mit
transfizierten T-Zellen fiir eine Stunde bei 37°C koinkubiert. Um die Wechselwirkungen der
autologen CD4" T-Zellen mit reifen DCs zu untersuchen, wurde ein Zeitraffer-Mikroskopie-

System verwendet und die Kontaktaufnahme von T-Zellen und mDCs iiber einen Zeitraum
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von 30 Minuten liberwacht. Reprisentative Aufnahmen der mDC-T-Zell Interaktionen sind

zur Ubersicht in Abbildung 26 dargestellt.

3 min 4 min v 5 min

Abbildung 26. Kontaktaufnahme zwischen autologen CD4" T-Zellen und mDCs. mDCs wurden zum
Adhirieren in Kammerdeckglidschen ausgesit, mit autologen CD4" T-Lymphozyten fiir 1 Stunde koinkubiert
und dann iiber einen Zeitraum von 30 Minuten mit einem Zeitraffer-Mikroskopie-System fotodokumentiert. Die
Bilder wurden im Abstand von 1 Minute aufgenommen, um die zeitliche Verdnderung der Zellmorphologie
darzustellen. Die Pfeile im ersten Bild (0 min) markieren beliebige T-Zellen, die zur besseren Verfolgbarkeit in
den Abbildungen mit einem roten Punkt markiert wurden. Reife Dendritische Zellen (mDCs) sind ebenfalls
gekennzeichnet. Der dargestellte Balken entspricht einer Lange von 20 pm.

Die Quantifizierung motiler und polarisierter Zellen erfolgte anhand verschiedener Aufnah-
men und wurde zu jeweils gleichen Zeitpunkten durchgefiihrt. In Abbildung 27 A und B sind
die Ergebnisse dieser Analyse dargestellt. Manche der T-Zellen zeigten wihrend des Abtas-
tens der mDCs eine sich rasch verdndernde Morphologie. Die Zellen nahmen eine torpedo-
dhnliche Form mit einer ausgeprégten, die Bewegungsrichtung bestimmenden Vorderfront an,
wiahrend sich am posterioren Teil der Zelle ein Uropod ausbildete. Es ist ersichtlich, dass
Hugl-1-supprimierte CD4" T-Zellen nach 48 Stunden einen geringeren Anteil motiler und
damit polarisierter Zellen aufweisen als in der Kontrolle (21,1% vs. 25,9%). Diese Tendenz
war gleichermafen fiir Zellen zu beobachten, die fiir 72 Stunden mit Hugl-1- oder Kontroll-
siRNA behandelt wurden (23,9% vs. 21,4%).
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Die Daten weisen tendenziell darauf hin, dass der Verlust des Polarititsproteins Hugl-1 die
durch mDCs induzierte Polarisierung und Motilitéit der CD4" T-Zellen vermindert. Die Er-
gebnisse decken sich mit den in Abschnitt 3.1.2.3 gemachten Beobachtungen. Dort fiihrte die
RNAi-vermittelte Suppression von Hugl-1 in CCL19-induzierten primédren T-Lymphozyten
zu einer verschlechterten F-Aktinpolymerisierung sowie zur verminderten Ausbildung eines

vollsténdig polarisierten Phénotyps.
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Abbildung 27. Motilitit CD4-positiver T-Lymphozyten auf mDCs. Hugl-1-depletierte CD4-positive
T-Zellen zeigen eine verminderte mDC-induzierte Motilitdt und Polarisierung. Monozyten wurden aus PBMCs
isoliert, die aus Spenderblut gewonnen worden waren und unter Zugabe von Maturierungsmedium und Zytoki-
nen zu mDCs ausgereift. CD4-positive T-Zellen wurden durch Negativselektion aus PBMCs gewonnen und fiir
(4) 48 Stunden oder (B) 72 Stunden mit 1 uM Accell Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transfiziert. Daraufhin
wurden die mDCs mit behandelten CD4-positiven T-Lymphozyten fiir eine Stunde bei 37°C koinkubiert. Zur
Untersuchung der mDC-induzierten Polarisierung und Motilitét der T-Zellen wurde ein Zeitraffer-Mikroskopie-
System verwendet und iiber einen Zeitraum von 30 Minuten fotodokumentiert. Zur Quantifizierung polarisierter
und motiler T-Zellen wurden unterschiedliche Fotos zu jeweils gleichen Zeitpunkten ausgewertet. Jeder Balken
représentiert eine Aufnahme, fiir welche jeweils 30 - 40 Zellen analysiert wurden.

Neben der Quantifizierung von motilen, DCs-abtastenden T-Zellen mit polarisiertem Phéno-
typ wurden auch diejenigen Zellen einer genaueren Betrachtung unterzogen, die einen runden
und nichtmotilen Phinotyp aufwiesen. Diese Zellen zeigten unter anderem ein passives Ver-
halten und zeichneten sich durch sehr wenige Interaktionen mit mDCs aus. Zur genaueren
Analyse dieser Zellfraktion wurden alle T-Zellen gemil3 ihres Phénotyps in drei Kategorien
klassifiziert. Nichtpolarisierte Zellen ohne gerichtete Motilitdt und nur minimaler Verdnde-
rung der Zellmorphologie wurden als ,,runde* Zellen klassifiziert, wéhrend agile Zellen mit
torpedodhnlichem Erscheinungsbild, einer ausgeprigten Vorderfront und einem Uropod als
,vollstindig polarisierte und motile Zellen* bezeichnet wurden. Die dritte Gruppe stellten
diejenigen Zellen dar, die einen ,,Ubergangszustand“ zwischen ,,rundem* und ,,vollstindig

polarisierten® Phénotypen einnahmen. Diese Zellen zeichneten sich durch eine geringe und
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ungerichtete Motilitdt aus, einer atypischen Zellmorphologie sowie durch eine nicht zielge-
richtete Polarisierung der Zelle. Aus den in Abbildung 28 A dargestellten Daten geht hervor,
dass im Mittel 45,5 + 16,6% der Hugl-1-depletierten CD4-positiven T-Zellen auf mDCs im
Vergleich zur Kontrolle (24,2 + 12,8%) diesen Ubergangszustand einnehmen (p = 0,039). In
Abbildung 28 B sind représentativ Zellen fiir alle drei Kategorien dargestellt.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse den Schluss nahe, dass Hugl-1 essenziell ist fiir die
mDC-induzierte Polarisierung und die gerichtete Motilitit von CD4-positiven
T-Lymphozyten. Der Verlust des Polarititsproteins fiihrt verstirkt zu einem Phénotyp mit
atypischer Zellmorphologie, der zwischen dem runden, nichtpolarisierten und vollstindig

polarisierten Typus als eine Art Ubergangszustand einzuordnen ist.
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Abbildung 28. Morphologische Analyse nichtmotiler CD4-positiver T-Zellen auf mDCs. (4) Hugl-1-
depletierte CD4" T-Zellen zeigen im Vergleich zur Kontrolle verstirkt einen nicht- bis gering-motilen Phinoty-
pen mit atypischer Zellmorphologie und nicht-zielgerichteter Zellpolarisierung. Sie bilden somit einen Uber-
gangszustand zwischen dem runden und vollstindig polarisierten Zelltypus (p = 0,0399). Zur Quantifizierung
der unterschiedlichen Phénotypen wurden die Zellen in die Kategorien ,,rund®, ,,vollstindig polarisiert* oder in
Zellen im ,,Ubergangszustand* eingeteilt. Die Daten wurden aus zwei voneinander unabhéngigen Experimenten
erhoben. Fiir jede Bedingung wurden insgesamt 200 Zellen untersucht. (B) Représentative Darstellung der
Zellen der unterschiedlichen Kategorien. Die Bilder wurden im Abstand von 1 Minute aufgenommen, um die
Veranderungen der Zellmorphologie im Zeitverlauf darzustellen.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss Hugl-1 auf die Abtastgeschwindigkeit primérer
T-Zellen wihrend der Migration auf mDCs ausiibt, wurden CD4-positive T-Zellen mit 1 pM
Accell Hugl-1- oder Kontroll-siRNA fiir 72 Stunden transfiziert und mit ausgesdten mDCs
koinkubiert. Die zeitraffermikroskopischen Aufnahmen erfolgten wie zuvor erwéhnt. Zur
Bestimmung der T-Zell Geschwindigkeit wurde die zuriickgelegte Strecke einzelner motiler

Zellen pro Zeiteinheit ermittelt (Abbildung 29).
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T-Zell Geschwindigkeit
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Abbildung 29. Migrationsgeschwindigkeit motiler CD4-positiver T-Zellen auf reifen DCs. Hugl-1-
supprimierte T-Zellen zeigen im Vergleich zur Kontrolle keinen Unterschied in der Migrationsgeschwindigkeit
auf mDCs. CD4-positive T-Zellen wurden mit 1 uM Accell Hugl-1- oder Kontroll-siRNA fiir 72 Stunden
transfiziert und im Anschluss mit reifen DCs fiir eine Stunde bei 37°C koinkubiert. Die Migrationsgeschwindig-
keit zufillig ausgewahlter, motiler T-Zellen wurde aus dem Quotienten von zuriickgelegter Gesamtstrecke und
der dafiir bendtigten Zeit ermittelt. Dargestellte Punkte korrespondieren mit einzelnen Zellen. Der Balken
reprasentiert den Mittelwert der Daten.

Hugl-1-supprimierte Zellen wiesen mit einer mittleren T-Zell Geschwindigkeit von
6,4 + 2,24 pym/min im Vergleich zur Kontrolle (6,4 = 1,67 pm/min) keinen Unterschied in der
T-Zellgeschwindigkeit auf. Unter Berilicksichtigung der zuvor erhaltenen Daten lassen die
Ergebnisse vermuten, dass es sich bei den untersuchten Hugl-1-siRNA behandelten T-Zellen
um unbeeintrachtigte und vollstindig motile Zellen handelt, bei denen die Transfektion mit

siRNA ineffizient verlief.
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3.2 Generierung vektorbasierter siRNA-Expressionskonstrukte
gegen Hugl-1 und Hugl-2

Frithere Studien haben gezeigt, dass Hugl-1 in einer Vielzahl von Tumoren wie etwa in ma-
lignen Melanomen, Kolontumoren, Brust- oder Lungentumoren entweder vermindert vorliegt,
oder nicht exprimiert wird (Kuphal et al., 2006; Schimanski et al., 2005; Grifoni et al., 2004).
Des Weiteren ist eine reduzierte Expression von Hugl-1 mit einem fortgeschrittenen Tu-
morstadium und zum Teil mit Lymphknotenmetastasen assoziiert (Tsuruga et al, 2007).
Ebenso konnte zuletzt eine Minderexpression von Hugl-2 in Adenokarzinomen, sowie in
Kolon- und Brusttumoren nachgewiesen werden (Lisovsky et al., 2009; Spaderna et al.,
2008). Diese Funde belegen, dass der Expressionsstatus von Hugl-1 und Hugl-2 eine wichtige
Rolle fiir die Genese unterschiedlicher humaner Tumore spielt. Uber die exakte Funktion
beider Proteine in Tumoren und Epithelzellen ist bisher wenig bekannt (Lu et al., 2009). In
der vorliegenden Arbeit wurden daher verschiedene rekombinante Expressionskonstrukte
kloniert, die in Epithelzellen durch siRNA-vermittelte Suppression von Hugl-1 und Hugl-2
einen Funktionsverlust und Tumorphéinotypen hervorrufen und Riickschliisse auf die Funkti-

on der beiden Prote-ine ermdglichen.

3.2.1 Klonierung eines rekombinanten Vektorsystems zur Expression
von Hugl-1- und Hugl-2-siRNA

Zunichst wurde ein vektorbasiertes pSuper RNAi-System kloniert (Brummelkamp et al.,

2002), das durch intrazelluldre Synthese von RNA-Transkripten mit Haarnadelstruktur (short

hairpin RNAs, shRNAs) zu einer stabilen Suppression der hugl-1 oder hugl-2 Genexpression

in der Zielzelle fiihrt. Auf diese Weise entstehen iiber einen ldngeren Zeitraum Phénotypen

mit einem Funktionsverlust, die im Anschluss einer funktionellen Analyse unterzogen werden

konnen.

3.2.1.1 Erstellung eines Vektors zur stabilen Expression von Hugl-1-siRNA

Um einen selektiven Angriff auf die Hugl-1-kodierenden mRNA Transkripte zu ermoglichen,
wurden vier mogliche Zielsequenzen einer Hugl-1-spezifischen siRNA verwendet. Diese

wurden zuvor fiir die Untersuchungen an T-Zellen ausgewihlt und von der Firma Dharmacon
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(Lafayette, USA) zur Verfiigung gestellt. Die Zielsequenzen bestehen jeweils aus 19 Nukleo-
tiden (Abbildung 30).

Zielsequenzen hugl-1-mRNA Bezeichnung

9 -CCACAGAGCCUUGAUGGAA-3’ Hugl-1, Sequenz d1
9 -GGGAGAUUGUCCACCAUAA-3" Hugl-1, Sequenz d2
5 -GAACUUCGCAUCAUGGCCA-3° Hugl-1, Sequenz d3

5-GCAGCGUGCCAGACGACUA-3" Hugl-1, Sequenz d4

Abbildung 30. Zielsequenzen der Hugl-1-spezifischen siRNAs. Gezeigt sind die Zielsequenzen von vier
moglichen Hugl-1-spezifischen siRNAs. Die Bezeichnungen der siRNAs sind rechts daneben angegeben.

Fiir alle vier Zielsequenzen wurden pSuper-Konstrukte generiert, die fiir 19mer shRNAs
kodieren. Diese Vorldufertranskripte werden in der Zelle durch ein Dicer Enzym zu funktio-

nellen siRNAs prozessiert und in den RNAi-Mechanismus integriert.

3.2.1.1.1 Klonierung des pSuper-Hugl-1-Vektors

Die forward und reverse Strange der Oligonukleotide, die die siRNA-exprimierende Sequenz
enthalten, wurden mit Bg//l- und HindllI-Enden synthetisiert und aneinander angelagert. Der
pSuper-Vektor wurde darauthin mit Bg/ll und Hindlll einem Restriktionsverdau unterzogen
(Abbildung 31 A), und das verdaute Produkt in einer Phenol/Chloroform Extraktion aufgerei-
nigt. Da die Schnittstellen ohne weitere Modifikationen miteinander ligiert werden kénnen,
wurden die doppelstringigen Oligonukleotide in den pSuper-Vektor einkloniert und das
Ligationsprodukt in kompetente XL-1 blue Zellen transformiert. Die Kolonien wurden iso-
liert, kultiviert und mit diesen eine Miniprdparation zur DNA-Isolation durchgefiihrt. Zur
Identifikation positiver Klone wurde ein Restriktionsverdau mit EcoR/l und Mlul vorgenom-

men (Abbildung 31 B).
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Sall (949)
A 600 |)I(hol (955) 1100
H1 - Promoter =3
T7-Primer EcoRI (707) Hindlll (934)
shhugl-1 Sall (1015)
B 600 shhugl-2 |)I(hol(1021) 1166
5" H1 - Promoter =3
T7-Primer ECoRI (707) Bglil (928) |Hindlll (1000)
= 281bp -

Abbildung 31. Uberblick iiber die Klonierung der Hugl-1 shRNA in den pSuper-Vektor. (4) Schematische
Darstellung der Klonierungsstelle im pSuper-Vektor. Nach einem Restriktionsverdau mit HindIII und BglII und
anschlieBender Phenol/Chloroform-Aufreinigung wird das 66 bp umfassende Hugl-1 shRNA-Insert in den
pSuper-Vektor einkloniert. (B) Um positive Klone identifizieren zu kénnen, wird ein Kontrollverdau mit EcoRI
und Mlul durchgefiihrt. Mlul stellt eine einzigartige Schnittstelle auf dem shHugl-1 Insert dar. Der Verdau
resultiert in positiven Klonen mit einer Fragmentldnge von 281 bp. Zur Sequenzierung der positiven Klone wird
ein T7-Primer verwendet, der an Position 627 bindet.

A pSuper-Hugl-1, d1 B pSuper-Hugl-1, d2
Kon# 1 2 3 4 5 MW(p) Kon# 1 2 3 4 5 MW (bp)

100

C pSuper-Hugl-1, d3 D pSuper-Hugl-1, d4
Kon# 1 2 3 4 5 MW(bp) Klon# 1 2 3 4 5

Abbildung 32. Identifizierung positiver pSuper-Hugl-1 Klone im Restriktionsverdau. Der pSuper-Vektor
wurde mit Bg/ll und HindIll verdaut und mit verschiedenen Hugl-1-shRNA Fragmenten ligiert, die fiir unter-
schiedliche Zielsequenzen in der sugl-I-mRNA kodieren (A-D; Duplices d1-4;). Die Ligationsprodukte wurden
in XL-1 blue kompetente Zellen transformiert, kultiviert eine Minipréparation zur Isolierung der DNA aus
isolierten Kolonien durchgefiihrt. Die isolierte DNA wurde durch einen Restriktionsverdau mit EcoRI und Miul
auf positive Klone untersucht. Positive Klone weisen eine Fragmentgrofie von 281 bp auf. Als Referenz wurde
ein 100 bp bzw. ein 1000 bp GroBenstandard verwendet (MW).
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EcoRI hydrolysiert den Vektor an Position 707, Mlul verdaut hingegen an einer einzigartigen
Schnittstelle auf dem einklonierten Insert. In positiven Klonen resultiert dies in einer Frag-
mentgrofle von 281 bp (Abbildung 32). Die Analyse des Restriktionsverdaus zeigt ein Frag-
ment von 281 bp fiir die pSuper-Hugl-1-Klone (#) folgender Zielsequenzen: #1 (Duplex d1);
#5 (Duplex d2); #3 (Duplex d3) sowie #2 (Duplex d4). Die Banden weisen auf positive Klone
hin, die den pSuper-Vektor mit dem einklonierten Insert enthalten. Diese Konstrukte wurden

zur Verifizierung der Restriktionsverdaus einer Sequenzanalyse unterzogen.

3.2.1.1.2 Sequenzierung der pSuper-Hugl-1-Konstrukte

Neben einer Identifizierung positiver Klone im Restriktionsverdau sollte im Folgenden die
Gegenwart des korrekten Inserts im rekombinanten pSuper-Vektor durch eine Sequenzierung
der Konstrukte bestitigt werden. Hierzu wurde ein T7-Primer verwendet, der 307 bp in
5’-Richtung oberhalb der Insertstelle bindet (siche Abbildung 31). Die Sequenzierung wurde
von der Firma Genterprise mit der Kettenabbruchsynthese nach Sanger durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der Sequenzierung sind fiir die vier unterschiedlichen Inserts in Abbildung 33

dargestellt.

Target sense Haarnadel Target antisense
Sequenz schleife Sequenz

CCACAFAGCCTT AT GEAATTC A A AFATT CCAT Ca AF HITCTET &

trerrerrrrrrrererrgrrerrerefrrrrrerr e et
CCACAFAFCCTT AT GEAATTC A A AATT CCAT CA A FHITCTET i

FEFAFATTZT CCACCAT AATT Ca AFAFATT AT FETE A CA AT CTC CC

frrrrreeer reereeerrrrrererrrrrr e e e
FrrAEATTCT TCACCAT AATTCAAFAFATT AT GETE A CA AT CTCCC

FAACTTCECATCAT GCCATTC A A AFAT ZECCATE AT G2 F4 A-TTC

trerrerrrrerrererrgerrr e rgrerrererr e e et
FAAECTTC-CATCAT GECOATT CA A -FAT 0 CATEAT B0 & A-TTC

FCAFCFTFCC AFACFACT ATT Ca A AFAT AGT CTCTEF: &2 GOT =

trerrerrrrerrererrgrrer e grerererr e e
FCAFCET FCC AFACFACT ATTCA &F A AT AGTCETC TE 2 &AC GIT =

Abbildung 33. Sequenzen der pSuper-Hugl-1 Konstrukte mit unterschiedlichen Inserts. (4) pSuper-
Hugl-1, d1. (B) pSuper-Hugl-1, d2. (C) pSuper-Hugl-1, d3. (D) pSuper-Hugl-1, d4. Erwartete Sequenzen fiir die
Duplices 1-4 (obere Reihe) sind den in der Sequenzierung tatsdchlich enthaltenen Daten gegeniiber gestellt
(untere Reihe). Fiir die Sequenzierung wurde ein T7-Primer verwendet, der 307 bp in 5’-Richtung oberhalb der
Insertionsstelle bindet. Die gezeigten Sequenzen umfassen den Kernbereich des Inserts ohne Restriktionsstellen
oder Terminatorsequenzen.
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Die pSuper-Hugl-1 Konstrukte mit den Duplices dl und d2 zeigen eine Sequenz-
Ubereinstimmung mit den entsprechenden Zielsequenzen (Abbildung 33 A, B), wihrend die
Konstrukte mit den Duplices d3 und d4 eine Deletion einer Base innerhalb der Haarnadel-

schleife des shRNA- Konstruktes aufweisen (Abbildung 33 C, D).

Die Daten bestétigen daher die richtige Sequenz der in den pSuper-Vektor klonierten Frag-
mente. Fiir die weitere Analyse der Aktivitit der Klone in der Zellkultur werden alle vier
Konstrukte verwendet. Die Verringerung der Basenanzahl in der Haarnadelschleife der Klone
3 und 4 durch eine Basendeletion hat moglicherweise keinen negativen Einfluss auf die Akti-

vitdt des Konstruktes (Brummelkamp et al., 2002).

3.2.1.1.3 Aktivitat des Konstruktes in HEK293 Zellen

Um zu iiberpriifen, ob die in den pSuper-Vektor klonierten shHugl-1-Duplices (pSuper-
Hugl-1) die Hugl-1 Expression in Zellen siRNA-vermittelt hemmen, wurden HEK293 Zellen
mit diesen Konstrukten transient transfiziert. pSuper-, pSuper-Hugl-1 d1, -d2, -d3 oder -d4,
sowie alle vier pSuper-Hugl-1 Konstrukte zusammen (d1-4) wurden zu diesem Zweck mit
einer Gesamtmenge von 1 pg in die Zellen transfiziert und nach einer Inkubationsdauer von
48 Stunden geerntet. Die Zellen wurden lysiert und einer Westernblot Analyse mit Hugl-1-
und B-Aktin-spezifischen Antikdrpern unterzogen. Die Banden wurden mit dem Nitro-Block-

II CDP-Star Detektionssystem dargestellt.

Die Ergebnisse der Westernblot Analyse belegen, dass die Expression von Hugl-1 durch die
pSuper-Hugl-1 Konstrukte d1-4 zu 30-50% gehemmt wird (Abbildung 34). Zusammenfas-
send geben diese Analysen deutlichen Hinweis darauf, dass die Konstrukte Hugl-1-

kodierende Transkripte angreifen.

110



Ergebnisse

HEK 293 + pSuper-

Hugl-1, d2
Hugl-1, d3
Hugl-1, d4
Hugl-1, d1-4

Kontrolle
Hugl-1, d1

Hugl-1| " s s S0 Sl e

B—AKtin | " — .'

100 -
L 80
o
T 60
(@)

X
5 40-
©
X 201

Kont. d1  d2 d3 d4 di1-4

Abbildung 34. Reduktion der Hugl-1 Expression in pSuper-Hugl-1 transfizierten HEK293 Epithelzellen.
Die von pSuper-Hugl-1 kodierten 19mer shRNAs, d1-4, fiilhren zur Hemmung der Hugl-1 Expression auf
Translationsebene. HEK293 Zellen wurden mit einer jeweiligen Gesamtmenge von 1 pg pSuper, pSuper-Hugl-1
Duplex 1, 2, 3 oder 4 bzw. mit allen vier Konstrukten in Kombination transient transfiziert und fiir 48 Stunden
inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss geerntet, lysiert und eine Westernblot Analyse mit Hugl-1- und
B-Aktin-spezifischen Antikorpern durchgefiihrt. Zur Visualisierung der Banden wurde das Nitro-Block-1I CDP-
Star Detektionssystem verwendet. Das Balkendiagramm stellt eine Quantifizierung der Hugl-1 Expression dar.
Hierzu wurde der Quotient aus Hugl-1 und -Aktin gebildet und die Kontrolle auf 100% gesetzt.

3.2.1.2 Erstellung eines Vektors zur stabilen Expression von Hugl-2-siRNA

Im Menschen kommen vier Hugl-Homologe vor. Von diesen stellen Hugl-1 (Lgl-1) und
Hugl-2 (Lgl-2) die in der Literatur am umfassendsten beschriebenen Hauptformen dar. Beide
nehmen eine wichtige Rolle fiir den Erhalt der epithelialen Zellpolaritdt und Integritit ein
(Kuphal et al., 2006) und iiben zudem eine Tumorsuppressorfunktion aus. Wéhrend es fiir
Hugl-1 in den letzten Jahren verstirkt Hinweise auf eine Assoziation mit einer gestorten
Zellpolaritit und einem Einfluss auf die Malignitdt und Progression unterschiedlicher Tumor-
arten gegeben hatte, ist bisher wenig dariiber bekannt, welche Rolle Hugl-2 in menschlichen
Tumorerkrankungen spielt. In der Literatur wurde ebenfalls noch nicht untersucht, inwiefern
ein gleichzeitiger Verlust von Hugl-1 und Hugl-2 die Malignitit und metastatisches Potenzial
von Tumorzellen im Vergleich zum Verlust nur eines der beiden Homologen beeinflusst. Es

wurde daher ein Vektor kloniert, der, in Zellen transfiziert, zu einer stabilen, siRNA-
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vermittelten Hemmung der Hugl-2 Expression fiihrt. Durch Transfektion beider Expressions-
konstrukte kann somit die gleichzeitige Suppression der Homologe Hugl-1 und Hugl-2 in der

Zielzelle erreicht werden.

Es wurden vier Sequenzen einer Hugl-2-spezifischen siRNA verwendet, die jeweils
19 Nukleotide umfassen (Abbildung 35). Diese Zielsequenzen wurden von der Firma Dhar-

macon (Lafayette, USA) zur Verfiigung gestellt.

Zielsequenzen hugl-2-mRNA Bezeichnung

9 -GCAAAGCGAUUACCAGAAU-3’ Hugl-2, Sequenz d1
5 -CGAGAGUGGCAACGUGUUU-3" Hugl-2, Sequenz d2

5 -GAUGAGAGCUUCACACUGC-3’ Hugl-2, Sequenz d3

5-CGGGACCUGUUCCAGUUUA-3" Hugl-2, Sequenz d4

Abbildung 35. Zielsequenzen Hugl-2-spezifischer siRNAs. Gezeigt sind die Zielsequenzen von vier mogli-
chen siRNAs. Diese binden an die hug/-2-mRNA und fithren zu einer Hemmung der Hugl-2 Expression auf
Translationsebene.

Fiir jede der einzelnen Sequenzen wurde ein pSuper-Konstrukt kloniert. Dieses kodiert fiir
eine shRNA, die nach Prozessierung in den RNA-Induced Silencing Complex-(RISC)-
Komplex aufgenommen wird und durch Hybridisierung mit der Augl-2-mRNA zu einer

Hemmung der Hugl-2 Expression auf Translationseben fiihrt.

3.2.1.2.1 Klonierung des pSuper-Hugl-2-Vektors

Der pSuper-Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen Bgl/l und HindIII verdaut und mit
einer Phenol/Chloroform Extraktion aufgereinigt. Die doppelstringigen shRNA Inserts wur-
den innerhalb der beiden Schnittstellen in den Vektor ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in
XL1 blue kompetente Zellen transformiert und eine Miniprédparation zur DNA-Isolation aus
kultivierten Kolonien durchgefiihrt. Positive Klone wurden durch einen Restriktionsverdau
der isolierten DNA mit EcoRI und Mlul anhand einer Fragmentgrof3e von 281 bp identifiziert
(vergleiche Abbildung 31). Die verdauten Produkte wurden in einem Agarosegel aufgetrennt
und die Banden nach Firbung mit Ethidiumbromid visualisiert, wie in Abbildung 36 A-D

dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass folgende Klone das gewiinschte Fragment enthalten:
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#4 (Duplex dl), #5 (Duplex d2), #3 (Duplex d3) und #2 (Duplex d4). Die entsprechenden

Klone wurden im Anschluss in einer Sequenzanalyse bestétigt.

A pSuper-Hugl-2, d1 B pSuper-Hugl-2, d2

Kon# 1 2 3 4 5 MW(bp) Klon# 1 2 3 4 5 MW (bp)
-3000
-2000
-1500
-1000

-500

-100

C pSuper-Hugl-2, d3 D pSuper-Hugl-2, d4
Kon# 1 2 3 4 5 MW(p) Kon# 1 2 3 4 5 MW (bp)

i ek BT

2000
1500

1000

500

100

Abbildung 36. Identifizierung positiver pSuper-Hugl-2-Konstrukte im Restriktionsverdau. Der pSuper-
Vektor wurde mit EcoRI und HindlIII verdaut und die unterschiedlichen Hugl-2-spezifischen shRNA-Fragmente
innerhalb dieser Schnittstellen einkloniert. Die DNA-Proben kultivierter Klone aus der Minipréparation wurden
im Restriktionsverdau mit EcoRI und Mlul analysiert ((4-D); pSuper-Hugl-2, d1-4). Fragmentgrofen von
281 bp weisen auf einen positiven Klon hin. Als Referenz wurde ein 100 bp bzw. ein 1000 bp Grofenstandard
verwendet (MW).

3.2.1.2.2 Sequenzierung der pSuper-Hugl-2-Konstrukte

Die im Restriktionsverdau identifizierten positiven Klone des pSuper-Hugl-2 Konstruktes
wurden in einem weiteren Schritt sequenziert und die korrekte Basenfolge im klonierten
Insert tiberpriift. Die Sequenzierung wurde von der Firma Genterprise mit der Didesoxyme-
thode nach Sanger durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Abbildung 37
dargestellt.
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Target sense Haarnadel{  Target antisense
Sequenz schleife Sequenz

CCACAFAFCCTT GAT GEAATTCAAFAFATTCCAT CAAFFITCTET =

trrrrreeeerrrrreeerrrrrererr e e e e e
CCACAFAFCCTT AT FEAATT CA A AFATT CCAT CA &> GCTCTET i

FrrAFATT T CCACCAT AATT C&AFAFATT AT T FACA AT CTC CC

trrrrrreer reereeerrrrrererrrrrr e e e e
FrrAFATT T TCACCAT AATTCAAFAFATT AT GETE=ACA AT CTCCC

FAACTTCGCATCAT GECCATTC A A AFAT ZECCATE AT B2 F4 A-TTC

trerrerrererrereergerer e rrerererrrererr et
FAACTTCFCATCAT FECCATTCASG —GAT ZECCATE AT &2 F4 ATTC

FCAFCET GCC AFACGACT ATT C& AFAFAT AT CETCTEGE AC HIT =

terrrrreeerrrrreeegerrerer grrrrrrrr e e e
FCAFCFTFOC AFACGACT ATTCA A A AT AGTCTCTE A A0 50T =

Abbildung 37. Sequenzen der pSuper-Hugl-2-Konstrukte mit unterschiedlichen Inserts (A-D). (4) pSuper-
Hugl-2, d1. (B) pSuper-Hugl-2, d2. (C) pSuper-Hugl-2, d3. (D) pSuper-Hugl-2, d4. Fiir die Sequenzierung der
Konstrukte pSuper-Hugl-2 d1 und d4 in 5’-3’-Richtung wurde ein T7-Primer und fiir die Duplices d2 und d3 ein
T3-Primer verwendet. Dargestellt sind die erwarteten Sequenzen fiir die Duplices 1-4 (A-D; obere Reihe) in
Gegeniiberstellung mit den aus der Sequenzierung tatséchlich erhaltenen Daten (untere Reihe). Die gezeigten
Sequenzen umfassen den Kernbereich des Inserts ohne Restriktionsstellen oder Terminatorsequenzen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Sequenzen der pSuper-Hugl-2-Konstrukte der Duplices d1
und d3 vollstindig mit den Zielsequenzen iibereinstimmen (Abbildung 37 A, C). Duplices d2
und d4 weisen jeweils eine Punktmutation in der Target sense Sequenz auf (Abbildung 37 B,

D). Die Aktivitét der Konstrukte wurde nachfolgend in vitro untersucht.

3.2.1.2.3 Aktivitat des Konstruktes in HEK293 Zellen

Um die Hugl-2 shRNA kodierenden pSuper-Konstrukte auf ihre Hugl-2-regulatorischen
Eigenschaften hin zu untersuchen, wurden HEK293 Zellen transient mit einer Gesamtmenge
von 1 ug pro Ansatz pSuper-Leervektor, Konstrukt alleine, oder allen vier Konstrukten zu-
sammen transfiziert. Nach einer Inkubationzeit von 48 Stunden wurden die Zellen geerntet,
lysiert und im Westernblot mit Hugl-2- und B-Aktin-spezifischen Antikdrpern analysiert. Die
Banden wurden mit dem Nitro-Block-II CDP-Star Detektionssystem dargestellt.
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Abbildung 38. Hemmung der Hugl-2 Expression in HEK293 Epithelzellen durch pSuper-Hugl-2 Kon-
strukte. Die 19mer shRNAs der pSuper-Hugl-2 Konstrukte hemmen die Hugl-2 Expression in HEK293 Zellen.
HEK293 Zellen wurden mit jeweils 1 pg pSuper (Leervektor-Kontrolle), pSuper-Hugl-2 Duplices 1, 2, 3 oder 4
bzw. mit allen vier Konstrukten zusammen transient transfiziert und fiir 48 Stunden inkubiert. Die Zellen wur-
den geerntet, lysiert und im Westernblot mit Hugl-2- und B-Aktin-spezifischen Antikoérpern analysiert. Die
Darstellung der Banden erfolgte mit dem Nitro-Block-II CDP-Star Detektionssystem. Fiir die Quantifizierung
des Westernblot wurde der Quotient aus Hugl-1 und B-Aktin-Bande gebildet. Der Quotient fiir die Kontrolle
wurde auf 100% gesetzt und die relative Expression der anderen Proben berechnet.

Wie aus Abbildung 38 hervorgeht, fithren die einzelnen siRNA kodierenden pSuper-Hugl-2
Konstrukte d1-4 zu einer Reduktion des Hugl-2 Proteins in HEK293 Epithelzellen um
20-50%. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Hemmung der Hugl-2 Proteinex-

pression siRNA-vermittelt durch Inhibierung der hugl-2-Transkripte hervorgerufen wird.
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3.3 Einfluss der Tumorsuppressoren Hugl-1 und Hugl-2 auf Modu-
lation und Erhalt der Zellpolaritat in HEK293 Epithelzellen

Nachfolgend wurde untersucht, welche funktionelle Relevanz die Tumorsuppressoren und
Polaritétsproteine Hugl-1 und Hugl-2 fiir das Wachstumsverhalten und die Zellpolaritit von
adhirent wachsenden Epithelzellen haben. Hierzu wurden zuvor generierte siRNA-
Expressionskonstrukte in HEK293 Epithelzellen transfiziert und stabile Hugl-1- und/oder
Hugl-2-depletierte Zelllinien etabliert. Weiterhin wurde analysiert, ob Hugl-1 und Hugl-2
iiberlappende zelluldre Funktionen ausiiben und welche Bedeutung ein gleichzeitiger Funkti-
onsverlust der Homologe fiir die Zelle hat. Im Gegensatz zu den zuvor untersuchten
T-Lymphozyten bilden die adhdrent wachsenden Epithelzellen einen geschlossenen Verband,
in welchem Zell-Zell Interaktionen im dreidimensionalen Raum untersucht werden konnen.
Im Anschluss an die Etablierung stabiler Hugl-1- und/oder Hugl-2- supprimierter Zelllinien
wurden daher Versuche durchgefiihrt, die in vitro das 2D- und 3D-Wachstumsverhalten sowie
in vivo das Metastasierungsverhalten dieser Zellen im Maus Xenograft Modell untersuchen.
Des Weiteren wurde in durchflusszytometrischen Messungen und Reportergen Assays analy-
siert, welchen Einfluss die Tumorsuppressor- und Polarititsproteine Hugl-1 und Hugl-2 auf
den Zellzyklus ausiiben und auf welche Weise diese das Migrations- und Proliferationsverhal-

ten, sowie das Ansprechen der Zellen auf Zytostatika beeinflussen.

3.3.1 Etablierung stabiler, Hugl-defizienter Zelllinien HEK293-pSuper-
Hugl-1 und HEK293-pSuper-Hugl-2
Fiir zukiinftige funktionelle Analysen wurden stabile Zelllinien etabliert, welche die Expres-
sion von Hugl-1 und/oder Hugl-2 RNAi-vermittelt supprimieren. Zuvor konnte nachgewiesen
werden, dass HEK293 Epithelzellen im Gegensatz zu T-Lymphozyten beide Hugl-Homologe,
Hugl-1 und Hugl-2, exprimieren (Abbildung 34, Abbildung 38). Die Zelllinien
HEK293-pSuper-Hugl-1 und HEK293-pSuper-Hugl-2 wurden etabliert, indem HEK293
Zellen mit den zuvor generierten Konstrukten pSuper-Hugl-1 oder pSuper-Hugl-2 und einem
pEF4-myc-His-V5 Resistenzplasmid kotransfiziert und in Medium mit 200 pg/ml Zeocin
selektioniert wurden. Fiir die Generierung einer Kontrollzelllinie wurden HEK293 Zellen
hingegen mit dem pSuper-Leervektor und pEF4-myc-His-V5 Resistenzplasmid kotransfiziert.
Einzelne Zellkolonien wurden nach vierwdchiger Selektion isoliert, expandiert und die

Hugl-1 oder Hug-2 Expression im Westernblot unter Verwendung von anti Hugl-1 oder anti
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Hugl-2 Antikérpern analysiert. Fiir jede Zelllinie wurden 30-40 Klone analysiert. Die in
Abbildung 39 A dargestellten Ergebnisse belegen eine starke Suppression der Hugl-1 Expres-
sion in den Klonen #33 und #42 (84,9%; 89,1%). Die Expression von Hugl-2 im Klon #7
(42,5%) war ebenfalls deutlich vermindert (Abbildung 39 B). Zur Verwendung in funktionel-

len Analysen wurden diese Klone expandiert und weiter analysiert.
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Abbildung 39. Screening von HEK293-pSuper-Hugl-1 und HEK293-pSuper-Hugl-2 Klonen. (4) Screening
von stabil transfizierten HEK293-pSuper-Hugl-1 Zellen auf Klone mit supprimierter Hugl-1 Expression.
(B) Analyse von stabil transfizierten HEK293-pSuper-Hugl-2 Zellen auf Klone mit supprimierter Hugl-2 Ex-
pression. HEK293 Zellen wurden zur Etablierung stabiler Zelllinien mit den Konstrukten pSuper-Hugl-1 oder
pSuper-Hugl-2 sowie dem Selektionsplasmid pEF4-myc-His-V5 kotransfiziert und fiir vier Wochen in Medium
mit 200 pg/ml Zeocin selektioniert. Resistente Kolonien wurden isoliert, expandiert und die Expression von
Hugl-1 oder Hugl-2 im Westernblot unter Verwendung spezifischer Antikdrper analysiert. Klone, die die Ex-
pression von Hugl effizient inhibierten wurden fiir funktionelle Analysen expandiert und weiter untersucht. Die
relative Dichte der Westernblotbanden wurde mit der Software Quantity One ermittelt. Der Quotient aus Bande :
Bande Aktin wurde gebildet und der Quotient der Kontrolle als Referenz auf 100% gesetzt. UE: Uberexpressi-
on.
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3.3.2 Etablierung stabiler HEK293-pSuper-Hugl-1+2 Zelllinien

Fiir die Etablierung stabiler HEK293 Zelllinien, die gleichzeitig Hugl-1 und Hugl-2 siRNA-
vermittelt inhibieren, wurde die Zelllinie HEK293-pSuper-Hugl-1, #42 verwendet, welche
bereits eine gute Suppression von Hugl-1 aufwies (Abbildung 39 A). Diese mit Zeocin selek-
tionierte Zelllinie wurde mit dem Konstrukt pSuper-Hugl-2 und einem Blasticidinresistenz
kodierenden pUBG6-Selektionsplasmid kotransfiziert und anschlieBend fiir vier Wochen in
Medium mit 200 pg/ml Zeocin und 10 pg/ml Blasticidin selektioniert. Fiir jede Zelllinie
wurden 30-40 Zellkolonien isoliert, expandiert und die Expression von Hugl-1 und Hugl-2

mit spezifischen Antikorpern im Westernblot analysiert.

Die Ergebnisse in Abbildung 40 A zeigen, dass die Klone #13 (Hugl-1: 41%; Hugl-2: 63%)
und #19 (Hugl-1: 42%; Hugl-2: 23%) eine starke gleichzeitige Suppression der Hugl-1 und
Hugl-2 Expression aufweisen. Diese Klone wurden expandiert und die Expression von hugl-1
und hugl-2 zur Bestitigung der Ergebnisse zusétzlich auf Transkriptebene untersucht. Hierzu
wurden Zellen der Klone HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#13) und (#19) geerntet und durch
Zentrifugation pelletiert. Die Gesamtzell-RNA wurde mit dem Absolutly RNA Mini Kit
isoliert und eine quantitative RT-PCR mit Hugl-1- oder Hugl-2-spezifischen Primern bei
58°C und 40 Zyklen durchgefiihrt. Die Expression der RNA Polymerase II (RPII) wurde mit
RPII-spezifischen Primern analysiert und diente als interne Kontrolle zur Normalisierung der

Ergebnisse.

Die in Abbildung 40 B dargestellten Daten sind konsistent mit den in Klonen #13 und #19
detektierten schwachen Hugl-1 und Hugl-2 Proteinspiegeln. Fiir die Zelllinien
HEK?293-pSuper-Hugl-1+2 (#13) und (#19) wurde, verglichen mit Expressionsspiegeln in
Kontrollzellen, eine 7,0- und 8,9-fache Reduktion der Augl/-I-mRNA beobachtet. Die Bildung
von hugl-2-mRNA wurde dagegen um das 3,0- und 2,7-fache vermindert. Zusammenfassend
zeigen die Ergebnisse aus Westernblot und quantitativer RT-PCR iibereinstimmend eine
signifikant verminderte Hugl-1 und Hugl-2 Expression in den HEK293-pSuper-Hugl-1+2
Klonen (#13) und (#19).
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Abbildung 40. Screening der HEK293 pSuper-Hugl-1+2 Zelllinien. Die Daten aus Westernblot und qRT-
PCR bestitigen libereinstimmend eine signifikant reduzierte Hugl-1 und Hugl-2 Expression in HEK293-pSuper-
Hugl-1+2 Klonen (#13) und (#19). (4) Westernblot Analyse. HEK293-pSuper-Hugl-1 Zellen (#42; siche Abbil-
dung 39 A) wurden zur Etablierung einer Zelllinie mit gleichzeitiger Hugl-1 und Hugl-2 Suppression mit dem
Expressionskonstrukt pSuper-Hugl-2 und einem pUB6-Selektionsplasmid kotransfiziert und fiir 4 Wochen in
der Gegenwart von 200 pg/ml Zeocin und 10 pg/ml Blasticidin selektioniert. Resistente Kolonien wurden
isoliert und die Expression von Hugl-1 und Hugl-2 im Westernblot mit spezifischen Antikdrpern analysiert. Die
Banden wurden mit dem Nitro-Block-II CDP-Star Detektionssystem visualisiert. (B) qRT-PCR.
HEK?293-pSuper Zellen sowie Zellen der Klone HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#13) und (#19) wurden geerntet
und die GesamT-Zell RNA isoliert. Zur Bestimmung der relativen Expression von hug/-1 und hugl-2 Transkrip-
ten wurde eine quantitative RT-PCR mit spezifischen Primern fiir Hugl-1, Hugl-2 und RPII durchgefiihrt.

3.3.3 Funktionelle Studien zur Analyse der Funktion von Hugl-1 und
Hugl-2

3.3.3.1 Phanotypische Analyse Hugl-1- und Hugl-2-supprimierter HEK293
Zellen

Um die Auswirkungen einer Langzeitinhibition der Hugl-1 und/oder Hugl-2 Expression auf
HEK293 Zellen zu untersuchen, wurden Lichtbildaufnahmen von einzelnen Zellkolonien
vorgenommen und die Zellmorphologie und Zell-Zell Interaktionen analysiert. Hierzu wurden
fir die jeweilige Zelllinie 5 x 10° Zellen ausgesit und unter Selektion fiir eine Woche bei
37°C inkubiert. Die Aufnahme der Bilder erfolgte lichtmikroskopisch. Wie aus Abbildung 41

hervorgeht, verursachte der Verlust von Hugl-1 im Vergleich zur Kontrolle eine Stérung der
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Kopfsteinpflaster-Morphologie von HEK293 Zellen in der 2D Kultur. Zudem wiesen die
Zellen eine verstirkte Streuung von der Hauptkolonie auf sowie einen aufgelockerten und
destabilisierten Zellverband. Die zusitzliche selektive Hemmung der Hugl-2 Expression
verstarkte die beobachteten zelluldren Verdnderungen deutlich. Dariiber hinaus konnte die

Dissemination groBerer Zellsatelliten von den Hauptkolonien beobachtet werden.

Die Ergebnisse legen daher nahe, dass eine reduzierte Hugl-1 und/oder Hugl-2 Expression in
HEK?293 Zellen durch Destabilisierung epithelialer Strukturen und Stérung der apiko-basalen
Zellpolaritdt zu einer Abnahme der Zell-Zell Kontakte fiihrt und eine damit verbundene Zu-
nahme des migratorischen Potenzials der Zellen hervorruft. Der Effekt wird durch die zeit-

gleiche Hemmung beider Hugl-Homologe deutlich verstirkt.

pSuper pSuper-Hugl-1, #33

=z

pSuper-Hugl-1+2, #13 pSuper-Hugl-1+2, #19

Abbildung 41. Lichtmikroskopische Differentialkontrast-Aufnahmen Hugl-depletierter HEK293 Zellen.
Die RNAi-vermittelte Hemmung der Hugl-1 Expression resultiert in einer Destabilisierung der epithelialen
Strukturen sowie in einer Storung der apiko-basalen Zellpolaritit und fithrt zur Abnahme der Zell-Zell Kontakte
mit einer damit verbundenen Zunahme des migratorische Potenzials. Die zeitgleiche Depletion beider Homologe
fiihrt zu deutlich verstirkten Effekten. Es wurden jeweils 5 x 10° Zellen verschiedener Hugl-supprimierter
Zelllininen ausgesit und fiir eine Woche bei 37°C inkubiert. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit
dem konfokalen Laserscanmikroskop durchgefiihrt. Die Pfeile deuten beispielhaft auf Zellen oder Zellverbinde,
die von der Hauptkolonie disseminiert sind. Der dargestellte Balken entspricht einer Lange von 200 pm.
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3.3.3.2 Effekt von Hugl-1 und Hugl-2 auf die Expression von E-Cadherin

Die Biogenese von Zell-Zell Kontakten, die durch epitheliales Cadherin (E-Cadherin) vermit-
telt werden, ist eine Grundvoraussetzung fiir die Ausbildung von zusammenhidngenden,
epithelialen Geweben (Dow und Humbert, 2007). Der Verlust des Adhésionsproteins
E-Cadherin ist mit der Induktion eines epithelial-mesenchymalen Ubergangs (epithelial-to-
mesenchymal transition, EMT) assoziiert, bei welchem Zellen eine migratorische, mesen-
chymale Form annehmen. Dieser Prozess geht mit einer Tumordedifferenzierung, Infiltration
und Metastasierung einher und wird héufig in invasiven Tumorarten epithelialen Ursprungs
beobachtet (Cavallaro und Christofori, 2004; Cowin et al., 2005). Da gezeigt werden konnte,
dass der Verlust der Homologe Hugl-1 und Hugl-2 zu einer Destabilisierung des epithelialen
Zellverbandes und einer damit verbundenen Zunahme des migratorischen Potenzials fiihrte,

wurde nachfolgend die Rolle von E-Cadherin in diesem Prozess untersucht.

Zellen der Zelllinien HEK293-pSuper, HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33), HEK293-pSuper-
Hugl-2 (#7) sowie HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#13) wurden in einem 8er Kammerdeckglés-
chen ausgesit und fiir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Zellen wurden mit
4% PFA Losung fixiert und mit Hugl-1-, Hugl-2- und E-Cadherin-spezifischen Antikdérpern
angefarbt. Der Zellkern wurde mit dem Farbstoff Hoechst 33342 und F-Aktin mit Alexa-
Fluor-546-gekoppeltem Phalloidin visualisiert. Die in Abbildung 42 A dargestellten Daten
zeigen im Vergleich zu Kontrollzellen eine inhibierte E-Cadherin Expression in stabil trans-
fizierten Hugl-1- und/oder Hugl-2-supprimierten HEK293 Klonen. Die gleichzeitige Redukti-
on der Homologe fiihrte, im Gegensatz zu Klonen, bei welchen nur einer der beiden Proteine
supprimiert war, zu einer deutlich stirker verringerten E-Cadherin Expression. Die Tumor-
suppressorproteine Hugl-1 und Hugl-2 wiesen in diesen Klonen eine kortikale und zytoplas-
matische Lokalisation auf (Abbildung 42 B) und waren im Vergleich zu Kontrollzellen deut-
lich vermindert exprimiert. Zusétzlich zeigten die Immunfluores-zenzfiarbungen, dass die
schwache Farbung von Hugl-1 und Hugl-2 mit einer verminderten E-Cadherin Farbung korre-
lierte (Abbildung 42 B). In pSuper Leervektor-transfizierten Kontrollzellen konnte dagegen

eine starke Expression aller drei Proteine beobachtet werden.
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Diese Ergebnisse demonstrieren daher, dass die RNAi-vermittelte Depletion von Hugl-1 oder
Hugl-2 zur Suppression der E-Cadherin Expression in HEK293 Zellen fiihrt und dass dieser
Effekt bei vollstindigem und gleichzeitigem Verlust der Homologe nochmals verstérkt ist.
Der Befund steht im Einklang mit den im vorigen Versuch gemachten Beobachtungen, wo-
nach Hugl-depletierte Zellen und insbesondere Zellen mit gleichzeitiger Suppression beider

Homologe geschwichte Zell-Zell Kontakte und ein erhdhtes migratorisches Potenzial aufwei-

Sen.

293- Su er- 293- pSuper- 293-pSuper-
293-pSuper  Hugl- 1 Hugl-2, KI. 7 Hugl- 1+2 l.13

E-Cadherin Kern F-Aktin
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293-pSuper-
B  293-pSuper Hugl-1, # 33

Hugl-1

Hugl-2

293-pSuper 293-pSuper- 293-pSuper-
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Abbildung 42. Immunfluoreszenzanalyse der E-Cadherin Expression in Hugl-1- und/oder Hugl-2-
depletierten HEK293 Zellen. Die Suppression der Hugl-1- und/oder Hugl-2 Expression fiihrt gleichzeitig zur
verminderten Expression des Zell-Zell Adasionsproteins E-Cadherin. (4) E-Cadherin Expression in verschiede-
nen HEK293-pSuper-Klonen. (B) Hugl-1 oder Hugl-2 Expression in HEK293-pSuper-Klonen. Hugl-1- und/oder
Hugl-2-supprimierte HEK293 Epithelzellen wurden in Kammerdeckgldaschen ausgesét und nach Inkubation fiir
24 Stunden mit 4% PFA fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hugl-1-, Hugl-2- oder E-Cadherin-
spezifischen Antikorpern inkubiert und mit Alexa-Fluor-488-markierten Sekundarantikérpern visualisiert. Als
Kontrolle dienten Leervektor-transfizierte HEK293-pSuper Zellen. Die Férbung von F-Aktin erfolgte mit
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin (rot). Der Nukleus wurde mit dem DNA-spezifischen Farbstoff Hoechst
33342 sichtbar gemacht (blau). Vergleichende fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden mit gleichen
Geriteinstellungen vorgenommen. Der Balken entspricht einer Lange von 10 um.

3.3.3.3 Einfluss von Hugl-1 und Hugl-2 auf das 2D-Koloniebildungsverhalten
(Colony Formation Assay)

Um das Wachstums- und Koloniebildungsverhalten Hugl-1- und/oder Hugl-2-supprimierter
HEK293 Zellen zu analysieren, wurden zweidimensionale (2D) Koloniebildungsversuche
(colony formation assay, CFA) durchgefiihrt. 5 x 10° Zellen der jeweiligen Zelllinie wurden
ausgesit und unter Selektion fiir eine Woche bei 37°C inkubiert. Die Zellkolonien wurden mit
Methanol fixiert und zur Quantifizierung mit Giemsa-Farbstoff angefarbt. Die stabile Trans-
fektion der HEK293 Zellen mit pSuper-Konstrukten gegen Hugl-1 oder Hugl-2 fiihrte im
Vergleich zur Leervektorkontrolle zu einer signifikanten Erhéhung der Kolonienanzahl

(Abbildung 43, A, B; p < 0,05, #33 ausgenommen).
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Abbildung 43. Untersuchung des Koloniebildungsverhaltens stabiler Hugl-1- und/oder Hugl-2-
supprimierter HEK293 Zelllinien. Die Hemmung der Hugl-1- und/oder Hugl-2 Expression in HEK293 Zellli-
ninen fiihrt bei gleichzeitiger Destabilisierung epithelialer Strukturen zu einer verstirkten Zellproliferation und
zu einer Zunahme der Zellmigration. (4) Fiir die Untersuchung des Koloniebildungsverhaltens wurden stabil
transfizierte Zelllinien verwendet, die entweder eine Suppression von Hugl-1, Hugl-2 oder eine Hemmung
beider Homologe aufwiesen. Es wurden 5 x 10° Zellen ausgesit und unter Selektion fiir eine Woche bei 37°C
inkubiert, in Methanol fixiert und zur weiteren Quantifizierung mit Giemsa-Farbstoff angefarbt. (B) Quantifizie-
rung der Kolonienanzahl. Die Bestimmung der Kolonienanzahl wurde mit der Software Quantity One (Bio-Rad,
Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Das dargestellte Ergebnis ist reprasentativ fiir drei voneinander unabhén-
gige, in Triplikaten durchgefiihrte Experimente.
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Unter gleichen Bedingungen zeigten die Zellen bei gleichzeitiger Suppression von Hugl-1
und Hugl-2 eine deutliche Zunahme der Kolonienanzahl sowie die Tendenz zur Bildung von
Tochterkolonien (#13, p = 0,0007; #19, p = 0,0011). Die Daten legen den Schluss nahe, dass
die Hemmung der Hugl-1 oder Hugl-2 Expression in HEK293 Epithelzellen zu einer verstéirk-
ten Zellproliferation fiihrt und bei gleichzeitiger Destabilisierung der epithelialen Strukturen
eine Zunahme der Zellmigration zur Folge hat. Dieser Effekt ist dariiber hinaus in Zellen, in
welchen die Expression beider Homolge gehemmt ist, zusitzlich verstarkt (Abbildung 43 A,

#13,#19).
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3.3.3.4 Analyse des Einflusses von Hugl-1 und Hugl-2 auf die Bildung von
Zellspharoiden in der in vitro Matrigel 3D-Kultur

Im 2D Koloniebildungsversuch wurde gezeigt, dass eine reduzierte Hugl-Expression sowohl
mit geschwichten Zell-Zell Interaktionen als auch mit einem erhdhten migratorischen Poten-
zial der Zellen einhergeht. Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde nun das Verhalten der
Zellen in einer dreidimensionalen (3D) Matrigel Kultur untersucht. Diese simuliert eine kom-
plexe extrazellulire Umgebung, die der Zusammensetzung der Basalmembran von Sidugerzel-
len dhnelt und Epithelzellen ermdglicht, sich nédherungsweise in in vivo Zellstrukturen zu
organisieren. In Matrigel eingebettete Zellen bilden sphéroidale Zellcluster, die sich gut zur
Untersuchung der Zellmorphologie, Tumorzell-Metastasierungsprozesse oder Zellpolaritit

eignen.

Zur Durchfithrung des Versuchs wurden 5 x 10° Zellen der Zelllinien HEK293-pSuper,
HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33) und HEK293-pSuper-Hugl-1-Hugl-2 (#13) in Matrigel-
beschichtete 8er Kammerdeckgldschen ausgesét. Nach 5-stiindiger Inkubation bei 37°C wur-
den die Zellen unter Zugabe von Selektionsreagenzien mit 10% Matrigel in Medium iiber-
schichtet und fiir 6 Tage inkubiert. Die Zellmorphologie wurde tdglich untersucht. Anschlie-
Bend wurden die Zellen zur Darstellung des F-Aktinzytoskeletts mit Alexa-Fluor-546-
konjugiertem Phalloidin angefarbt und der Zellkern mit Hoechst 3332 sichtbar gemacht.

Die Untersuchung der Zellsphéroide zeigte, dass bis zu 50% der Hugl-1-depletierten Zellen
abnormale Zellaggregate mit mehreren filopodialen Ausstiilpungen bildeten, welche sich in
die umgebende extrazelluldre Matrix erstreckten (Abbildung 44 A, B). Kontrollzellen bildeten
dagegen vornehmlich runde Sphéroide aus und nur zu 10% abnormale Aggregate. Bei gleich-
zeitiger Depletion von Hugl-1 und Hugl-2 wiesen dariiber hinaus 85% der Zellen eine abnor-
male Morphologie auf. Sie bildeten im Gegensatz zur Kontrolle und Hugl-1-depletierten
Zellen einen Phanotyp mit deutlich ausgeprigteren filopodialen Ausstiilpungen. Die erhalte-
nen Ergebnisse zeigen daher, dass ein verminderter Proteinspiegel der Tumorsuppressoren
Hugl-1 und Hugl-2 in der 3D Kultur die Bildung abnormaler Zellaggregate mit stark auspriag-
ten Filopodien induziert. Die Neigung der Zellen zur Bildung von Clustern mit filopodialen
Ausstiilpungen in die umgebende Matrix und die damit einhergehende Steigerung des metas-
tatischen Potenzials konnte moglicherweise mit einer verringerten Zelladhdsion und einer

gesteigerten Zellmotilitdt in Zusammenhang stehen.
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Abbildung 44. Analyse Hugl-depletierter HEK293 Zellen in der Matrigel 3D-Kultur. Der Verlust von
Hugl-1 und/oder Hugl-2 fiihrt in HEK293 Zellen zur Induktion abnormaler Zellaggregate und zur Bildung eines
Phinotyps mit vermehrter Ausstiilpung von Filopodien. Der zeitgleiche Verlust der Homologe verstarkt diese
Auswirkungen deutlich. (4) Kammerdeckglischen wurden mit Matrigel beschichtet und 5 x 10° Zellen der
jeweiligen Zelllinie ausgesét. Die Zellen wurden fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert und unter Zusatz von
Selektionsreagenzien mit 10% Matrigel in Medium iiberschichtet. Nach Inkubation fiir 6 Tage bei 37°C wurden
die Zellen mit 4% PFA fixiert und zur Analyse der Zellaggregate mit Alexa-Fluor-546-gekoppeltem Phalloidin
(F-Aktin) und mit Hoechst 33342 (Zellkern) angefarbt. Exemplarische filopodiale Ausstiilpungen sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. Der dargestellte Balken entspricht einer Lange von 50 um. (B) Die statistische Analyse
erfolgte mit jeweils 10-15 zufillig ausgewéhlten Zellaggregaten. Als abnormale Zellaggregate wurden diejeni-
gen Sphiroide bezeichnet, die einen unregelméaBigen, nicht-runden Phénotyp mit filopodialen Ausstiilpungen
aufwiesen.
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3.3.3.5 Einfluss von Hugl-1 und Hugl-2 auf das Migrationsverhalten

Die Ergebnisse aus den Versuchen an 2D- und 3D-Zellsystemen deuten darauf hin, dass der
Verlust der Tumorsuppressorproteine Hugl-1 und Hugl-2 in stabil transfizierten HEK293
Zellen durch Inhibition der E-Cadherin Expression zu einer Abnahme der Zell-Zell Interakti-
on und Adhésion fiihrt und moglicherweise die Invasivitidt und Migration der Zellen begiins-
tigt. Um diesen Aspekt weiter zu untersuchen, wurden nachfolgend Migrationsstudien durch-

gefiihrt.

HEK293-pSuper-, HEK293-pSuper-Hugl-1- (#33), HEK293-pSuper-Hugl-2- (#7) und
HEK293-pSuper-Hugl-1-Hugl-2- (#19) Zellen wurden mit einer Dichte von 2 x 10° in Boy-
den-Kammern ausgesit. Das untere Kompartiment des Aufbaus wurde zur Erzeugung eines
Néhrstoff- und Chemokingradienten mit Kulturmedium, 20% FBS und 100 ng/ml des Attrak-
tans SDF-1a versetzt. Nach einer Inkubation von 24 Stunden wurden die Zellen, die durch die
Poren der Boyden-Kammer in das untere Kompartiment gewandert waren, im CellTiter-Glo
Assay quantifiziert. Aus den in Abbildung 45 A gezeigten Ergebnissen geht hervor, dass der
RNAi-vermittelte Verlust von Hugl-1 oder Hugl-2 in HEK293 Zellen die Zellmigration im
Chemokingradienten im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhoht (p=5 x 107;
p =1,7x107). Eine gleichzeitige Depletion von Hugl-1 und Hugl-2 fithrt im Vergleich zur
Kontrolle ebenfalls zu einer weiteren Zunahme der Zellmigration (Abbildung 45 B;

p=8x107).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass Hugl-1 und Hugl-2 eine Stabilisierung des
Zellverbandes in der adhédrent wachsenden Zelllinie HEK293 begiinstigen. Der Verlust der
Proteine bedingt eine Schwichung der E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell Interaktionen und

fiihrt daher zu einer signifikanten Zunahme der Zellmigration im Transwell-Versuch.
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Abbildung 45. Untersuchung des Migrationsverhaltens Hugl-1- und/oder Hugl-2-supprimierter HEK293
Zellen. Der Verlust von Hugl fiihrt zur signifikanten Zunahme des migratorischen Potenzials von HEK293
Zellen im Transwell-Versuch. (4) Migrationsverhalten stabil transfizierter HEK293-pSuper-Hugl-1 und
HEK293-pSuper-Hugl-2 Zellen. (B) Migration von Hugl-1- und Hugl-2-depletierten Zellen, HEK293-pSuper-
Hugl-142. Es wurden 2 x 10° Hugl-depletierte, stabile HEK293 Zellen in eine Boyden-Kammer ausgesit und
das untere Kompartiment der Kammer mit Kulturmedium sowie 100 ng/ml SDF-1a und 20% FBS als Attraktans
versetzt. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert und diejenigen Zellen im CellTiter-Glo Assay
bestimmt, die in das untere Kompartiment migriert waren. RLU: Relative Lichteinheiten (relative light units).

3.3.3.6 Effekt von Hugl-1 und Hugl-2 auf den Zellzyklusregulator Cyclin D1

Die starke Zunahme der Kolonienzahl Hugl-supprimierter HEK293 Zellen im Koloniebil-
dungs-Experiment liel vermuten, dass Hugl-1 und -2 die Zellproliferation und den Zellzyklus
kontrollieren. Als ein mitogener Sensor und allosterischer Aktivator von CDK4/6 kontrolliert
Cyclin D1 den Ubergang einer Zelle von der G1- zur S-Phase und wird in normalen, wie auch
in Tumorzellen exprimiert (Kim und Diehl, 2009; Indra et al, 1999). Um zu untersuchen,
welchen Einfluss Hugl auf die Aktivierung des Cyclin D1 Promotors in der Zelle und damit
auf die Proliferation ausiibt, wurden die Zellen mit einem CyclinDI1-Promotor-Luziferase
Reportergen transfiziert. Die Expression der Luziferase von diesem ektopischen Reporterkon-
strukt korreliert dabei mit einem Anstieg der endogenen Cyclin DI1-spezifischen mRNA

(Miiller et al., 1994) und gibt Auskuntft iiber die Regulation des Zellzyklus.

Stabil transfizierte Zellen der Zelllinien HEK293-pSuper, HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33),
HEK?293-pSuper-Hugl-2 (#7) und HEK293-pSuper-Hugl-1-Hugl-2 (#1) wurden in eine Zell-
kulturschale ausgesdt und mit 1 pg des CyclinD1-Promotor-Luziferase Reportergens oder mit
dem pA3-Leervektor als Kontrolle transfiziert. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden inkubiert,
in Puffer lysiert und die Luziferaseaktivitit in einem Fluoreszenzlesegerdt gemessen. Aus den
Daten in Abbildung 46 ging hervor, dass die Expression der Luziferase des Cyclin D1-

Reporter Konstrukts in Hugl-1- oder Hugl-2-depletierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle
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11,4- (HEK293-pSuper-Hugl-1, #33) bis 16,8-fach (HEK293-pSuper-Hugl-2, #7) erh6ht war.
In Zellen, in denen beide Hugl-Homologe supprimiert waren, war die Luziferase-Expression
um das 13,5-fache erhoht und wies keinen signifikanten Unterschied zu Zellen auf, in denen

nur eines der beiden Homologen reprimiert war.

Die Ergebnisse zeigen, dass Hugl-1- und/oder Hugl-2-depletierte HEK293 Zellen das
Gl-spezifische Cyclin D1 auf transkriptioneller Ebene deutlich iiberexprimieren und mog-
licherweise einen beschleunigten G1- zu S-Phaseniibergang aufweisen. Die Cyclin D1 Ex-

pression konnte dabei durch die Tumorsuppressorproteine Hugl-1 und Hugl-2 invers reguliert

werden.
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Abbildung 46. Einfluss von Hugl-1 und Hugl-2 auf den Zellzyklusregulator Cyclin D1. Der Verlust des
Tumorsuppressors Hugl-1 und/oder Hugl-2 fiihrt zur Uberexpression des Zellzyklusregulators Cyclin D1. Es
wurden entweder 1 pg des Cyclin D1-Promotor-Luziferase Reporterkonstrukts oder des Leervektors pA3 in
HEK293-pSuper, HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33), HEK293-pSuper-Hugl-2 (#7) und HEK293-pSuper-Hugl-1+2
(#1) transfiziert. Die Luziferaseaktivitdt wurde nach 24-stiindiger Inkubation in einem Fluoreszenzlesegerit
bestimmt. Der pA3-Vektor diente als Hintergrundkontrolle fiir das Experiment. Die Daten stellen die relative
Luziferaseaktivitét abziiglich der Hintergrundkontrolle dar und sind représentativ fiir drei voneinander unabhan-
gige Experimente.
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3.3.3.7 Durchflusszytometrische Untersuchung der Zellzyklusverteilung in
Hugl-1 und Hugl-2 depletierten HEK293 Zellen

Der Verlust der Hugl-Tumorsupressorproteine fiihrt zu einer Uberexpression von Cyclin D1
und bewirkt moglicherweise eine Kumulation der Zellen in der S-Phase. Um dies genauer zu
untersuchen, wurden die Zellen wie folgt analysiert. Zellen der Zelllinien HEK293-pSuper,
HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33, #42), HEK293-pSuper-Hugl-2 (#7) und HEK293-pSuper-
Hugl-1-Hugl-2 (#13, #19) wurden in einer Zellkulturschale ausgesit und fiir 24 Stunden
inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, mit Ethanol fiir 30 Minuten bei -20°C fixiert, in PBS
gewaschen und in Nicolettipuffer aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzyklusphasen

erfolgte durchflusszytometrisch.

Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 47 A und B dargestellt. Die siRNA-vermittelte
Repression von Hugl-1 oder Hugl-2 in HEK293 Zellen fiihrte im Gegensatz zur Kontrolle zu
einer geringfligigen Verschiebung des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase (Abbildung 47
A). Zellen, in denen beide Homologe gleichzeitig inhibiert wurden, zeigten dagegen eine

deutliche Abnahme von Zellen in der G1- und eine Zunahme von Zellen in der S-Phase

(Abbildung 47 B).

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Verlust von Hugl in HEK293 Zellen durch eine
Steigerung der Cyclin D1-Expression einen verstiarkten G1-S-Phaseniibergang induziert und

moglicherweise zu einem unkontrollierten Wachstum der Zellen beitréagt.
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Abbildung 47. Durchflusszytometrische Analyse Hugl-depletierter HEK293 Zellen. Der Verlust von Hugl-1
und/oder Hugl-2 in HEK293 Zellen induziert verstirkt einen G1-S Phaseniibergang und eine Kumulation der
Zellen in der Synthese-Phase. (4) Reprisentative Histogramme der Zellzyklusanalyse. Dargestellt sind die
Mittelwerte der prozentualen Verteilung der Zellzyklusphasen. (B) Hugl-1 oder Hugl-2 depletierte HEK293
Zellen im Vergleich zur Kontrolle. (C). Gleichzeitige Depletion von Hugl-1 und Hugl-2 in HEK293 Zellen im
Vergleich zur Kontrolle. Stabil transfizierte HEK293 Zellen, die siRNA gegen Hugl-1 und/oder Hugl-2 expri-
mieren, wurden in Triplikaten ausgesit, inkubiert und nach 24 Stunden geerntet. Die Zellen wurden in Ethanol
fiir 30 Minuten bei -20°C fixiert, mit Nicolettipuffer versetzt und durchflusszytometrisch vermessen. Die ge-
wonnenen Daten wurden mit der Software Cell Quest Pro weiterbearbeitet. Zur iibersichtlicheren Darstellung

wurden die Daten in (B) und (C) jeweils gegen die Kontrolle (HEK293-pSuper) dargestellt.

132



Ergebnisse

3.3.3.8 Proliferationsverhalten Hugl-1- und Hugl-2-defizienter Zellen

Hugl-depletierte HEK293 Zellen zeigen eine erhohte Aktivierung des Cyclin D1 Promotors
und eine Kumulation der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus. Im Proliferationsassay wurde
daher das Wachstumsverhalten dieser Zellen analysiert. In die Vertiefungen einer
96-Mikrotiterplatte wurden hierzu Zellen der Zelllinien HEK293-pSuper, HEK293-pSuper-
Hugl-1 (#42), HEK293-pSuper-Hugl-2 (#7) und HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#13; #19) in
Kulturmedium ausgesit und fiir 0-72 Stunden bei 37°C und 5% CO,; inkubiert. Die Bestim-
mung des Wachstumsverhaltens erfolgte in Abstinden von 24 Stunden durch eine Viabili-
tdtsmessung mit CellTiter-Glo. Die Zellen wurden hierbei mit 25 ul des Reagenzes fiir

10 Minuten inkubiert und im Luminometer vermessen.

Die in Abbildung 48 A-C dargestellten Daten belegen, dass der Verlust von Hugl-1 oder
Hugl-2 in HEK293 Zellen im Vergleich zur Kontrolle keinen signifikanten Einfluss auf die
Zellproliferation ausiibt. Die gleichzeitige Depletion beider Homologe fiihrt hingegen zur
deutlichen Steigerung der Zellproliferation (Abbildung 48 D, E).

Zusammenfassend geben die Ergebnisse einen deutlichen Hinweis darauf, dass der gleichzei-
tige Verlust von Hugl-1 und -2 in HEK293 Zellen die Hyperproliferation — im Gegensatz zu
Zellen mit Depletion nur einer der beiden Homologen — begilinstigt und auf diese Weise zur
Tumorprogression beitrdgt. Die vorliegenden Daten sind somit konsistent mit den Ergebnis-
sen aus den vorangegangenen Versuchen, wonach der Verlust von Hugl zur erhéhten Cyclin
D1 Promotor Aktivitdt sowie zur Kumulation der Zellen in der S-Phase fiihrt und schlieflich

in der Hyperproliferation der Zellen resultiert.
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Abbildung 48. Analyse der Zellproliferation Hugl-depletierter HEK293 Zellen. Der Verlust beider Hugl-
Homologe bewirkt im Gegensatz zu Leervektor-transfizierten und Hugl-1- oder Hugl-2-depletierten Zellen eine
gesteigerte Zellproliferation. (4) HEK293-pSuper. (B) HEK293-pSuper-Hugl-1 (#42). (C) HEK293-pSuper-
Hugl-2 (#7). (D) HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#13). (E) HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#19). Fiir eine bessere
Ubersicht wurden die einzelnen Diagramme nebeneinander dargestellt. Stabil transfizierte HEK293 Klone
wurden zu je 1 x 10* Zellen pro Vertiefung in einer 96-Mikrotiterplatte mit Kulturmedium ausgesit und fiir
unterschiedliche Zeitpunkte 0-72 Stunden inkubiert. Die Messung der Zellviabilitdt erfolgte alle 24 Stunden mit
dem CellTiter-Glo Lumineszenz-Kit. Die Messung wurde fiir jeden Zeitpunkt in Quadruplikaten durchgefiihrt.
Die dargestellten Daten sind reprisentativ fiir zwei voneinander unabhingige Experimente. RLU: relative
Lichteinheiten (relative light units).

3.3.3.9 Einfluss des Hugl-1- und Hugl-2-Expressionsstatus auf das Anspre-
chen von HEK293 Zellen auf Zytostatika

Die Ergebnisse aus den vorigen Untersuchungen geben klare Hinweise auf die protumorige-
nen Eigenschaften von Hugl-supprimierten HEK293 Zellen in vitro. Frithere Untersuchungen
des Transkriptionsprofils von 60 soliden Tumoren zeigten, dass die Expression von Augl-1 in
62% der Proben entweder reduziert oder nicht vorhanden war (Grifoni et al., 2004). Zudem
wiesen 75% der 94 untersuchten Kolonkarzinomen einen Verlust von Hugl-1 auf, welcher
direkt mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert werden konnte (Schimanski et al.,
2005). Da bislang keine Studien dazu durchgefiihrt wurden, die den Einfluss des Hugl-
Expressionsstatus auf die Ansprechbarkeit der Tumorzellen auf Chemotherapeutika unter-

suchten, wurden Zytotoxizitdtsstudien mit Hugl-supprimierten HEK293 Zellen durchgefiihrt.
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Hierzu wurden Zellen der Zelllinien HEK293-pSuper, HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33),
HEK?293-pSuper-Hugl-2 (#7) und HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#13) geerntet und in Quadrup-
likaten zu je 1 x 10" Zellen in eine 96-Mikrotiterplatte ausgesit. Die Zellen wurden fiir den
Kontrollwert entweder unbehandelt belassen oder mit Artesunate (200 uM, 18 Stunden) oder
Doxorubicin (2 mM, 24 Stunden) inkubiert. Die Bestimmung der Zellviabilitit wurde mit
dem CellTiter-Glo Kit durchgefiihrt. Die in Abbildung 49 A und B dargestellten Daten zei-
gen, dass sowohl Hugl-1- als auch Hugl-2-depletierte HEK293 Zellen im Vergleich zu Kon-
trollzellen eine starke Resistenz gegeniiber den Chemotherapeutika Artesunate und Doxorubi-
cin aufweisen (p < 3,35 x 107; p < 0,003). Die gleichzeitige Depletion der Homologe fiihrt
jedoch nur bei den mit Artesunate behandelten Zellen zu einer stirkeren Resistenz als bei

einer Depletion der jeweiligen Homologe alleine (Abbildung 49 A).

Die Ergebnisse legen daher nahe, dass ein geringer Expressionsstatus von Hugl-1 und Hugl-2

in HEK293 Zellen unmittelbar mit einem schlechten Ansprechen der Zellen auf Chemothera-

peutika korreliert.
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Abbildung 49. Zytostatischer Effekt der Chemotherapeutika Artesunate und Doxorubicin auf Hugl-
supprimierte HEK293 Zellen. Die spezifische Reduktion der Tumorsuppressoren Hugl-1 und/oder Hugl-2
durch RNAi erhoht die Resistenz von HEK293 Epithelzellen gegeniiber Chemotherapeutika. Behandlung von
Kontroll- und Hugl-1- und/oder Hugl-2-defizienten HEK293 Zellen mit (4) Artesunate und (B) Doxorubicin.
Die Zelllinien HEK293-pSuper, HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33), HEK293-pSuper-Hugl-2 (#7) und
HEK293-pSuper-Hugl-1+2 (#13) wurden geerntet und in einer 96-Mikrotiterplatte zu je 1 x 10* Zel-
len/Vertiefung ausgesit. Anschlieend wurden die Zellen mit Artesunate (200 uM, 18 Stunden) oder Doxorubi-
cin (2 mM, 24 Stunden) versetzt und unbehandelte Zellen als Kontrolle verwendet. Zur Bestimmung der Zellvi-
abilitdt wurden die Zellen mit CellTiter-Glo Reagenz inkubiert und die emittierte Lumineszenz im Luminometer
detektiert.
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3.3.3.10 Einfluss von Hugl-1 und Hugl-2 in in vivo Maus Xenograft Versuchen

Die reduzierte Expression von Hugl-1 ist hdufig mit der Progression humaner Tumore assozi-
iert (Schimanski et al., 2005; Kuphal et al., 2006; Grifoni et al., 2004). Um die tumorigenen
Eigenschaften der Hugl-1-supprimierten Transfektanten in vivo zu analysieren, wurden Maus
Xenograft Studien durchgefiihrt. Hierzu wurden 7,5 x 10° Zellen der Zelllinien
HEK?293-pSuper oder HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33) subkutan in die Leistengegend immun-
supprimierter NOD-SCID Maéusen injiziert. Fiir jede Versuchsgruppe des Experiments wur-
den 4 Méuse verwendet, die 10 Wochen alt waren. Das Tumorwachstum wurde alle 3 Tage
durch Bestimmung der Tumorgrofle mit einem Messschieber bestimmt. 5-6 Wochen nach
Implantation der Zellen wurden die Miuse durch zervikale Dislokation getdtet und fiir die

Tumor- und Organentnahme seziert.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Tumorgrofle von Mdusen beobachtet werden,
denen Kontroll- oder HEK293-pSuper-Hugl-1 Zellen appliziert worden waren (Abbildung 50
A). Die Untersuchung der entfernten Tumore zeigte, dass 75% (3/4) der Tumore — im Gegen-
satz zu Tumoren aus der Kontrollgruppe — benachbartes Muskelgewebe infiltriert hatten und
eine unregelmifige und raue Oberfliche aufwiesen. Dariiber hinaus wiesen 50% (2/4) der
Maiuse in Abwesenheit von Hugl-1 Sekundirtumore in unmittelbarer Ndhe des Priméirtumors
auf (Abbildung 50 B). In beiden Versuchsgruppen war keine sichtbare Organfernmetastasie-
rung beobachtbar. Des Weiteren zeigte die in Abbildung 50 C dargestellte semiquantitative
Analyse des exzidierten Tumorgewebes, dass alle aus HEK293-pSuper-Hugl-1 (#33) Zellen
stammenden Tumore nach der Mauspassage im Gegensatz zur Kontrollgruppe weiterhin
verminderte hugl-1-Transkripte aufwiesen (3,3-fach + 0,39). Die beobachteten morphologi-
schen Unterschiede der Tumore sind daher sehr wahrscheinlich auf den Verlust des Hugl-1

Tumorsuppressorproteins zuriickzufiihren.

Die Ergebnisse sind konsistent mit den in vitro gemachten Beobachtungen und legen nahe,
dass Hugl-1 ein wichtiger Suppressor flir das Tumorwachstum ist und dass der Verlust von
Hugl-1 die Tumorprogression fordert. Es ist zu vermuten, dass die gleichzeitige Inhibierung
der Hugl-Homologe moglicherweise zu einer deutlich verstidrkten Tumorprogression und
-metastasierung im in vivo System beitragen wiirde. Dies ist jedoch Gegenstand zukiinftiger

Untersuchungen.
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Abbildung 50. Tumorigenizititsassay in NOD-SCID Miusen nach subkutaner Applikation von
HEK293-pSuper- und HEK293-pSuper-Hugl-1-Zellen. Der Verlust von Hugl-1 fithrt im Vergleich zur
Kontrolle zu keinem signifikanten Unterschied in der TumorgrofBe, jedoch verstirkt zu Sekundédrtumoren und
einer verdnderten Tumormorphologie. Die Ergebnisse legen nahe, dass Hugl-1 ein wichtiger Tumorsuppressor
darstellt und ein Verlust von Hugl-1 die Tumorprogression fordert. (4) Wachstumsdynamik lokaler Tumore.
Dargestellt ist das Tumorvolumen von NOD-SCID Méusen, welche Injektionen von Kontrolltransfektanten oder
Hugl-1-supprimierten, stabilen Transfektanten erhalten hatten. Dargestellte Punkte reprdsentieren die jeweiligen
Mittelwerte. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung. (B) Nach 39 Tagen entfernte Tumore.
Weille Pfeile markieren Sekundirtumore. (C) Hugl-1-Transkription in entfernten lokalen Tumoren. Im Gegen-
satz zur Kontrolle wiesen entfernte Tumore in Méusen, denen Zellen der Zelllinie HEK293-pSuper-Hugl-1
(#33) injiziert worden waren, nach der Mauspassage 3,340,39 fach verminderte Aug/-1-mRNA Spiegel auf. Fiir
die Durchfiihrung des Versuches wurden 7,5 x 10° HEK293-pSuper oder HEK293-pSuper-Hugl-1 Zellen
subkutan in die Leistengegend von immunsupprimierten NOD-SCID Maiusen injiziert. Das Tumorwachstum
wurde alle 3 Tage iiberwacht und die TumorgréB3e mit einem Messschieber bestimmt. 39 Tage post injectionem
wurden die Méause durch zervikale Dislokation getotet, der Tumor entfernt und analysiert.

137



Ergebnisse

3.4 CrelloxP-vermittelte konditionale mgl/-2 Deletion in der Maus

Das aus dem Bakteriophagen P1 stammende Cre/loxP-Rekombinationssystem wird in der
Molekulargenetik hdufig zur gezielten Inaktivierung von Genen (gene targeting) angewendet.
Es dient dazu, die Steuerung und Kontrollmechanismen von Genen durch Erzeugung eines
Funktionsverlustes in vivo besser verstehen zu konnen. Um eine transgene Mauslinie mit
einer Cre/loxP-vermittelten gewebespezifischen Deletion des Zielgens zu etablieren, sind
zwei verschiedene, genmodifizierte Mauslinien erforderlich. Durch die Kreuzung einer Maus-
linie, die das loxP-flankierte Zielgen tragt, mit einem Mausstamm, der das Cre-Transgen
unter Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors exprimiert, kommt es zu einer gewebe-
spezifischen Deletion des Zielgens in der Nachfolgegeneration. Die gewebespezifische Cre-
vermittelte Gen-Inaktivierung kann auch zeitlich kontrolliert werden, indem Liganden-
abhédngige Cre-Rekombinasen zur Anwendung kommen, die selektiv durch synthetische
Wirkstoffe aktivierbar sind. Um Funktion und Eigenschaften des mg/-2 Gens, einem Maus-
Homologen des humanen Aug/-2 Tumorsuppressorgens, in vivo zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Arbeit gewebespezifische und zeitlich kontrollierbare mgl-2 Knockout-Mause

(mgl—Z'/ ’) generiert.

3.4.1 Mause mit loxP-flankiertem mgl-2

Das mgl-2 Gen befindet sich auf Chromosom 11 und erstreckt sich mit 26 Exons und
25 Introns iiber eine GroBe von ungefdahr 50 kb (Kashyap, 2008). Mgl-2 wird im Gegensatz
zum ubiquitdr exprimierten mgl/-/ Gen besonders stark in Leber, Niere, Magen und Gastro-
intestinaltrakt exprimiert (Klezovitch et al., 2004). Zur Herstellung transgener Miuse mit
loxP-flankiertem mgl/-2 Gen wurden in Vorarbeiten die Exons 2, 3 und 4 durch homologe
Rekombination mit zwei gleichgerichteten loxP-Sequenzen flankiert (Abbildung 51). Hierzu
wurden die loxP-Sequenzen in Introns insertiert, so dass das mgl/-2 Gen weiterhin funktions-
fahig bleibt. Durch Einkreuzen des Cre-Transgens mittels einer zweiten Mauslinie kommt es
zu einer Cre-vermittelten Deletion der loxP-flankierten Exons innerhalb des mgl/-2 Zielgens.
Dies fiihrt zur Translation eines nicht-funktionalen mg/-2 Teilproteins, dem die durch Exon 2,
3 und 4 kodierte funktionale Domine vollstdndig fehlt. Auf diese Weise wird eine loss-of-
function Mausmutante erzeugt, welche Riickschliisse auf die Funktion und Rolle von mgl-2

im Mausmodell ermoglicht.
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Abbildung 51. Targeting-Strategie zur konditionalen Deletion des mgl-2 Gens in Miusen. Das auf Chromo-
som 11 befindliche mgl-2 Wildtypallel umfasst 26 Exons und 25 Introns. Durch homologe Rekombination des
Wildtypallels mit einem Targetingvektor, auf dem sich der gefloxte mg/-2 Genabschnitt befindet, entsteht ein
Rekombinationsprodukt, in welchem zwei loxP-Sequenzen am 5’ und 3’ Ende von Exon 2 und 4 des mgl-2
Gens insertiert sind. Die loxP-flankierte Neomycinkassette dient der Selektionierung und wird nach erfolgter
Rekombination entfernt. Modifiziert nach (Kashyap, 2008).

Um transgene, loxP-Sequenzen tragende Mausmutanten von wildtypischen Mauslinien zu
unterscheiden und die Cre-vermittelte Deletion des mg/-2 Gens nachweisen zu konnen, wur-
den PCR Analysen mit genomischer Maus-DNA aus Schwanzbiopsien durchgefiihrt. Drei
verschiedene PCR Primer wurden verwendet, um zwischen wildtypischen (mg/-2 Gen ohne
flox), flox heterozygoten (mgl-2 Gen mit flox auf einem der beiden Allele), flox homozygoten
Tieren (mg/-2 Gen mit flox auf beiden Allelen) und Tieren mit deletiertem Allel (mgl-2 Gen
ohne Exons 2, 3 und 4) zu unterscheiden (Kashyap, 2008). Primer A bindet im Intronbereich
zwischen Exon 1 und 2, Primer B hybridisiert mit Exon 4, wihrend Primer C zwischen Exon

4 und 5 lokalisiert ist (Abbildung 52 A-C).

Der Maus-Genotyp wurde durch semiquantitative PCR-Analyse genomischer Maus-DNA
bestimmt. Zum Nachweis von flox wurde eine PCR mit Primern B und C durchgefiihrt. Wild-
typische Mause ergeben eine FragmentgrofSe von 380 bp (Abbildung 52 A) wéhrend flox
heterozygote Miuse, die ein wildtypisches und ein gefloxtes Allel enthalten, anhand Frag-
mentgroflen von 380 und 550 bp identifizierbar sind (Abbildung 52 A, B). Die Cre-vermittelte
Deletion des mgl-2 Gens wurde durch PCR-Analyse genomischer Maus-DNA unter Verwen-
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dung der Primer A und C durchgefiihrt. Das resultierende Fragment hat eine Gréfe von
670 bp (Abbildung 52 C). Das gefloxte, aber intakte Gen weist dagegen ein Fragment von
2800 bp Léange auf (Abbildung 52 B).

A Wildtypisches Allel

380 bp
—
Primer A Primer B Primer C

B Gefloxtes Allel 550 bp
. 2800 bp —
PrimerlA Primer B Plrimer C
—i—a3a——8-
loxP loxP

C Deletiertes (rekombiniertes) Allel
670 bp
—_

Primer A Primer C
_>

e
B

loxP

Abbildung 52. Semiquantitative PCR-Analyse genomischer Maus-DNA zur Unterscheidung wildtypi-
scher, gefloxter oder gen-deletierter Miuse. Der jeweilige Maus-Genotyp kann anhand der Fragmentldnge der
PCR-Reaktionsprodukte eindeutig identifiziert werden. (4) Unter Verwendung der Primerpaare B und C entste-
hen fiir wildtypische, nicht-gefloxte Mause Amplifikationsprodukte mit einer Gro3e von 380 bp. (B) Méuse mit
integrierten loxP-Sequenzen generieren filir heterozygote Tiere ein Produkt von 380 und 550 bp Lénge. Fiir
homozygote Tiere wird ein 550 bp langes Produkt erhalten. Das mg/-2 Gen bleibt in Abwesenheit der Cre-
Rekombinase funktionell intakt. Die Verwendung von Primer A und C fiihrt in diesem Fall zu einer Fragment-
lange von 2800 bp. (C) Die Verpaarung gefloxter Mause mit einer zweiten Linie, die das Cre-Transgen enthilt,
fithrt im mgl-2 Gen zur Deletion der Exons 2, 3 und 4. Der Nachweis der Deletion erfolgt unter Verwendung der
Primerpaare A und C durch Detektion eines 670 bp langen PCR-Fragmentes. Schwarze Vierecke reprasentieren
Exons, die Intron-Bereiche sind als Linien dargestellt.

3.4.1.1 Analyse von mgl-2-flox Mausen

Zur eindeutigen Unterscheidung von Miusen mit integrierten loxP-Sequenzen von wildtypi-
schen Tieren wurden Mausschwanz-Biopsien durchgefiihrt. Die daraus isolierte genomische
DNA wurde zur Genotypisierung einer semiquantitativen PCR-Analyse unterzogen. Die
Primerpaare B und C wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl aufgenommen und die PCR

fiir 36 Zyklen durchgefiihrt. 10 ul der Amplifikationsprodukte wurden auf einem Agarosegel
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aufgetrennt und die Banden nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert.
Die Ergebnisse der Genotypisierung sind in Abbildung 53 dargestellt. Wildtypische Mause
ohne integrierte flox-Bereiche ergeben ein Fragment mit einer Lange von 380 bp. Flox hete-
rozygote Tiere tragen das loxP-flankierte mg/-2 Gen nur auf einem der beiden Allele und sind
daher durch eine Doppelbande von 380 und 550 bp identifizierbar. Flox homozygote Miuse
haben die loxP-Sequenzen auf beiden Allelen integriert und weisen im Agarosegel eine
Fragmentlidnge von 550 bp auf.
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Abbildung 53. Genotypisierung von mgl-2-flox Mausen. Zur Detektion der im Mausgenom integrierten flox-
Bereiche wurden Schwanzbiopsien vorgenommen und die daraus isolierte genomische DNA unter Verwendung
der Primer B und C einer PCR Analyse unterzogen. Die PCR wurde fiir 36 Zyklen bei einer Hybridisierungs-
temperatur von 61°C in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Die Hilfte des Ansatzvolumens wurde
in einem Agarosegel aufgetrennt und nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert. Nicht-
gefloxte, wildtypische Mause (Spur 1) ergeben Fragmente von 380 bp Linge, flox heterozygote Tiere (Spuren 2
und 3) weisen ein 380 bp Fragment fiir das wildtypische und ein 550 bp Fragment fiir das gefloxte Allel auf.
Flox homozygote Méuse (Spur 4) ergeben Fragmentlidngen von 550 bp.

3.4.1.2 Erhalt der mgl-2"°"°* Mauslinie

Zum Erhalt eines Mausstamms mit mgl-2 flox homozygoten Tieren wurde 1 mgi-2"¥"
Minnchen mit 2 mgl—2ﬂ°"/ flox Weibchen verpaart. Die Nachkommen wurden stichprobenartig
3 Wochen nach der Geburt genotypisiert. Hierzu wurden Mausschwanz-Biopsien vorgenom-
men und die genomische DNA isoliert. Eine semiquantitative PCR mit Primern B und C
wurde durchgefiihrt und der Genotyp der Méuse anhand der Fragmentlidnge des amplifizierten
Genabschnittes im Agarosegel identifiziert. Wie aus Abbildung 54 ersichtlich ist, waren alle
Nachkommen der Verpaarung homozygot fiir flox (mgl-2"¥""%). Die Tiere zeigten keine
Defekte oder auffilliges Verhalten. Die Ergebnisse lassen daher vermuten, dass die in das
Mausgenom integrierten loxP-Sequenzen nicht letal wirken und keinerlei offensichtliche

Auswirkungen auf das Verhalten oder den Phanotyp der Tiere ausiiben.
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Abbildung 54. Verpaarung zum Erhalt der mgl-2"" Mauslinie. Ein Minnchen und zwei Weibchen
mgl-2-flox homozygoter Tiere wurden miteinander verpaart und die Nachkommen stichprobenartig 3 Wochen
nach der Geburt einer Mausschwanz-Biopsie unterzogen. Die isolierte genomische DNA wurde zur Identifizie-
rung des gefloxten mgl-2 Gens in einer semiquantitativen PCR mit Primern B und C analysiert. Die Produkte der
Amplifikation wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und die Banden nach der Féarbung mit Ethidiumbromid
unter UV-Licht visualisiert. Der Genotyp der Mause wurde anhand der Lénge der PCR-Fragmente bestimmt.

3.4.2 Darmspezifische und zeitlich kontrollierte Deletion von mgl-2

Die ektopische Expression von Transgenen oder auch ein Knockout von Genen kann zu einer
Entwicklungsstérung der Maus oder sogar zur embryonalen Letalitdt fiihren (Robine et al.,
1997; Vignjevic et al., 2007). Daher ist es erstrebenswert, Gene nicht nur gewebespezifisch,
sondern auch zeitlich kontrolliert ausschalten zu konnen. Das gastrointestinale Epithelgewebe
der adulten Maus eignet sich besonders gut als Modellsystem zum Verstdndnis der vektoriel-
len Zellmigration sowie der Tumorigenese (el Marjou et al., 2004; Robine et al., 1997). Um
die funktionale Rolle und die Eigenschaften des mgl-2 Gens in Epithelzellen des Gastrointes-
tinaltrakts zu untersuchen, wurde eine transgene Mauslinie etabliert, die eine Tamoxifen-
abhingige Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des darmspezifischen Villin-Promotors (Vil-
Cre-ER"?) exprimiert. Neben Diinn- und Dickdarm wird der Villin-Promotor adulter Miuse
nur noch in den proximalen Tubuli der Niere exprimiert (Vignjevic ef al., 2007) und garan-

tiert daher die ortsspezifische Expression des Cre-Proteins.

Mit der natiirlichen Expression von Villin im Kolon wird das inaktive Cre-Estrogenrezeptor
(ER) Fusionsprotein exprimiert, das keine Affinitdit zum endogenen Liganden aufweist. Erst
die Applikation des Antiestrogens Tamoxifen, einem synthetischen Liganden, aktiviert die
Cre-Rekombinase und fiihrt zu einer gezielten, raumzeitlich-kontrollierten Exzision des ge-

floxten mgl-2 Gens im Kolon.
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3.4.2.1 Etablierung transgener mgl-2"°¥1°* vj|°™* Miuse

Die Mauslinie mgl-2""" Vil“®*

wurde von Dr. D. Strand zur Verfligung gestellt und ur-
spriinglich durch Verpaarung von mgl-2"" mit Vil““* Mausen und anschlieBender Geno-
typisierung auf flox und Cre erzeugt (F1 Generation; siche Abbildung 55 A). Zur Etablierung

flox homozygoter Tiere mit Vil-Cre (mgl-2"¥1% vi]©e*

) wurden in einem weiteren Schritt
Tiere der F1 Generation miteinander gekreuzt und der Genotyp der Nachkommenschaft (F2
Generation) durch PCR von genomischer DNA aus Mausschwanz-Biopsien bestimmt. Die in
Abbildung 55 B dargestellten Ergebnisse zeigen, dass 14% (1/7) der Tiere den Genotyp ho-
mozygot flox mit Villin-Cre (mgl-2""" vil“*") aufweisen. Im Gegensatz dazu hatten 57%
(4/7) der Nachkommenschaft den Genotyp mgl-2"" Vil und 29% (2/7) der Tiere einen
mgl—2ﬂ°"/ flox yri** Hintergrund. Um den prozentualen Anteil von Méusen mit dem gewiinsch-

pflox/flox y/41Cre* 4y der Nachkommenschaft zu erhohen, wurden Miuse dieses

ten Genotyp mgl-
Genotyps fur alle weiteren Kreuzungen miteinander verpaart. Die in Abbildung 55 C aufge-
fiihrte Genotypisierung der Nachkommenschaft (F3 Generation) zeigt, dass 71% (5/7) der
Maiuse den fiir den mgl-2 Knockout relevanten Genotyp homozygot flox aufwiesen und Cre-
positiv waren (mgl-2"1* Vi<, mgl- 21X v ¥y 2904 (2/7) der Nachkommenschaft

2ﬂox/ﬂ0x

war dagegen homozygot fiir flox (mgl- ). Die Untersuchung der generierten transgenen

. +
2ﬂ0x/ flox \V2 11Cre/

Maiuse mgl- ergab, dass diese keine Anomalien im Verhalten oder im Phéanotyp

aufwiesen.

Nachfolgend wurden weitere Verpaarungen der Tiere vorgenommen. Die Analyse des Geno-
typs ergab, dass alle Nachkommen weitgehend in Ubereinstimmung mit den zu erwartenden

Mendelverhiltnissen geboren wurden.
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P mgl_zflox/flox X Vi|Cre/+
F1  mgl-21*VilCe* x mgl-21x*\/j|Crei*
F2 mgl_ 2flox/floxVi |Cre/+ X mgl_2flox/floxVi|Cre/+

F3 mgl_2ﬂox/floxVi | Cre/+
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Abbildung 55. Generierung einer transgenen mgl-2""* Vil®“* Mauslinie. (4) Kreuzungsschema zur

Generierung von mgl-2"1* Vil Miusen. Zur Erzeugung einer darmspezifischen und zeitlich kontrollierba-
ren mgl-2 Knockout Mauslinie wurden flox homozygote Mause (mgl-2""%) in Vorarbeiten mit Vil“* Tieren
verpaart, welche ein Tamoxifen-induzierbares Cre-ER™ Fusionsprotein unter Kontrolle des Villin-Promotors
exprimieren. Flox heterozygote Miuse der F1 Generation (mgl-2"" Vil“*) wurden miteinander gekreuzt und
die daraus erhaltene F2 Generation zur Identifizierung homozygoter Tiere (mgl-2"¥" Vil““*) anhand einer
PCR-Analyse von isolierter genomischer DNA aus Mausschwanz-Biopsien genotypisiert. Zur Weiterfithrung
der mgl-2"%1* Vil®* Mauslinie wurden nur Mause dieses Genotyps miteinander verpaart und die Nachkom-
menschaft genotypisiert (F3 Generation). (B) Genotypisierung der F2 Generation. (C) Genotypisierung der F3
Generation.
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3.4.2.2 Analyse von mgl-2" o yj|°* Miusen nach konditionaler Deletion
von mgl-2 im Darmepithel

3.4.2.2.1 Phanotypische Analyse

Zur Identifizierung der Funktion und Rolle von mgl/-2 im Darmepithelgewebe der Maus wur-

. +
2ﬂ0x/ﬂox \V llCre/ 2ﬂox/ﬂox

den fiir die Studien- (mgl- ) und Kontrollgruppe (mgl- ) jeweils flinf

6-8 Wochen alte Mduse verwendet. In 5 aufeinander folgenden Tagen wurde den Tieren zur
Induktion der konditionalen Deletion von mgl-2 jeweils 1 mg Tamoxifen intraperitoneal (i.p.)
injiziert und Korpergewicht, Befindlichkeit und Fellbeschaffenheit der Tiere kontinuierlich
iiberwacht. Gendeletierte mgl—2'/' Vil“* Miuse entwickelten sich normal und zeigten im

210X K ontrollgruppe bis zu 5 Wochen nach der Injektion keine signifi-

Vergleich zur mgl-
kanten phénotypischen Unterschiede. Auch das Korpergewicht von Tieren beider Studien-
gruppen wies in demselben Zeitraum keine gravierenden Abweichungen voneinander auf

(Abbildung 56).
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Abbildung 56. Verinderung des Korpergewichtes von mgl-2" Vil Knockout und mgl-2"""* Miusen.
mgl-2"1% il und mgl-2""°* Miuse wurden in Gruppen zu je 5 Tieren eingeteilt und zur Aktivierung des
Cre-ER™ Fusionsproteins in 5 aufeinanderfolgenden Tagen mit jeweils 1 mg Tamoxifen i.p. injiziert. Die
Verinderung des Korpergewichts der Tiere wurde kontinuierlich bis zu einem Zeitraum von 5 Wochen nach der
Injektion iiberwacht. Die dargestellten Daten sind représentativ fiir zwei voneinander unabhéngige Experimente.
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3.4.2.2.2 Anatomische Analyse

Cre/+ . . .
1" Knockout-Méause im Bezug auf anatomische

In einem weiteren Schritt wurden mgl-2"" Vi
Abweichungen mit der mgl-2""* Kontrollgruppe verglichen. Die Tiere wurden getotet,
seziert und die Organe beider Gruppen untersucht. Analyse und Vergleich von Leber, Niere,
Milz und Lungen beider Mausgruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede (nicht ge-
zeigt). Der GI-Trakt von Tieren mit konditionaler Deletion von mgl-2 wies ebenfalls keine

Anomalien im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in

Abbildung 57 dargestellt.

Knockout Kontrolle
(mgl_z-/- Vi|Cre/+) (mgl_zﬂoxlﬂox)

R

Abbildung 57. Anatomische Analyse des Gastrointestinaltrakts von mgl-2" Vil“* Knockout- und
mgl-2"""" Kontrollmiusen. Der Vergleich des Magen-Darmtrakts von Miusen mit konditionaler mgl-2
Deletion mit Méusen der Kontrollgruppe offenbarte keine Unterschiede. Knockout- und Kontrollmiuse wurden
durch zervikale Dislokation getotet und anschlieBend seziert. Da das mgl-2 Gen der Knockout-Méuse darmspe-
zifisch deletiert ist, wurde die Anatomie des Gastrointestinaltrakts von Tieren dieser Gruppe mit denen der
Kontrollgruppe verglichen, um Aufschluss iiber die Rolle und Funktion von mg/-2 im Epithelgewebe des Ma-
gen-Darm Systems zu erhalten.
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3.4.2.3 Verifizierung der konditionalen Deletion von mgl/-2 mittels organspezi-
fischer DNA

Um die Cre-ER"-vermittelte mgl-2 Exzision im Darmgewebe zu verifizieren, wurden die
Tiere 8 Wochen post injectionem getotet und Teile des Darms (Jejunum, Ileum) sowie die
Milz entfernt. Genomische DNA wurde durch Verdau von 20 pg Gewebe mit Proteinase K
und anschlieBender Aufreinigung gewonnen. Zur Identifizierung des Cre-ER"* Transgens, des
mgl-2"Y1°% Allels sowie der Rekombination des gefloxten mgl-2 Zielgens wurden die Proben
einer PCR-Analyse mit Cre-spezifischen Primern sowie mit den Primern A, B und C unterzo-
gen (siche Abbildung 52). Die Cre-ER"*-vermittelte Rekombination des gefloxten Allels fiihrt
durch Exzision der Exons 2, 3 und 4 zu einer Teildeletion und damit zu einer Verkiirzung des
mgl-2 Gens. Unter Verwendung der Primerpaare A und C ergibt sich daher ein PCR-Produkt
mit einer Fragmentlinge von 670 bp (nicht-deletiertes mg/-2 Gen: 2800 bp, Abbildung 52
B, O).

Die in Abbildung 58 A dargestellten Daten von Tamoxifen-injizierten, Cre-positiven Knock-
out-Tieren zeigen — au3er in der Milz — die spezifische Exzision des gefloxten Zielgens in den
getesteten Darmabschnitten /leum und Jejunum. Im Gegensatz dazu konnte in Organen von
Kontrolltieren erwartungsgemiB weder das Cre-ER"? Transgen noch eine Rekombination des
gefloxten Gens nachgewiesen werden (Abbildung 58 B). Ebenso wurden in den Versuchstie-
ren wihrend dieser Versuche keine signifikanten unerwiinschten Wirkungen durch die
Tamoxifen-Behandlung beobachtet. Dies steht in Ubereinstimmung mit anderen Studien, die
eine geringe akute Toxizitdt von Tamoxifen belegen und zeigen, dass der Wirkstoff keine

schweren Anomalien in Méusen hervorruft (Wodarz und Nathke, 2007).

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass die ligandenaktivierte Cre-ER"*-vermittelte
Deletion des mgl-2 Gens gewebespezifisch ist und nur im Darm und nicht in anderen Organen

der Miuse wie beispielsweise der Milz auftritt.
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Abbildung 58. PCR Detektion der Cre-ER"*-vermittelten Exzision von mgl-2 im Mausdarm. Die Tamoxi-
fen-induzierte Deletion von mgl-2 durch Cre-ER™ in mgl-2"1 Vil“* Maiusen ist darmspezifisch.
(4) mgl-2"~ Vil“* Miuse. (B) mgl-2""" Miuse. Tiere beider Versuchsgruppen wurden an 5 aufeinander
folgenden Tagen mit jeweils 1 mg Tamoxifen i.p. injiziert und nach 8 Wochen durch zervikale Dislokation
getotet. Fiir die PCR-Analyse wurde genomische DNA aus Teilen des Darms (lleum, Jejunum) und der Milz
isoliert. Zur Identifizierung des Cre-Transgens (FragmentgroBe 380 bp) wurden Cre-spezifische Primer verwen-
det und fiir flox die Primerpaare B und C (flox homozygot: 550 bp). Die Cre-vermittelte Rekombination des
gefloxten mgl-2 Gens wurde mit den Primern A und C anhand der unterschiedlichen Fragmentgrofen nachge-
wiesen. Die Rekombination des mgl-2 Gens resultiert in einer Deletion der Exons 2, 3 und 4 und somit in einer
Verkiirzung des von Primern A und C amplifizierten Genabschnittes von 2800 bp (nicht-deletiertes mg/-2 Gen)
auf 670 bp (Rekombination; Rek). Zur besseren Ubersicht sind die verwendeten Primerpaare und die GroBen der
amplifizierten Fragmente in einer Tabelle dargestellt.
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4 Diskussion

4.1 Relevanz von Hugl-1 fiir die Zellpolaritat und -morphologie
von T-Lymphozyten

In fritheren Publikationen wurde gezeigt, dass Mutationen in den Drosophila Genen scribble,
dlg und Igl Veranderungen der Zellform und des Zellverhaltens nach sich ziehen und dariiber
hinaus mit der Dynamik des F-Aktinzytoskeletts in Zusammenhang stehen (Gateff, 1978,
Woodhouse et al., 1998, Bilder und Perrimon, 2000, Humbert et al., 2008). Studien an Dro-
sophila und Humanzellen wiesen zudem nach, dass Lgl/Hugl mit dem Nicht-Muskel Myosin,
Myosin II, einem zytoskelettbindenen Protein, interagiert (Strand et al., 1994a; Strand et al.,
1995; Betschinger et al., 2005). Die Interaktion beider Proteine indiziert, dass Lgl die Zellpo-
laritdt moglicherweise iiber das Aktin/Myosin Zytoskelett steuert (Klezovitch et al., 2004).
Der Einfluss von Lgl auf die Verdnderungen der Zellmorphologie sowie auf die anterior-
posteriore Zellpolaritdt von T-Lymphozyten, die maBigeblich iiber die Kontraktilitdt des
F-Aktins vermittelt werden, ist bislang unbekannt. Daher wurde an einer Jurkat-16 ALL
Tumorzelllinie sowie an primiren, aus Humanblut isolierten T-Zellen als zwei unterschiedli-
chen Systemen untersucht, wie die Tumorsuppressor- und Polaritdtsproteine Hugl-1 und

Hugl-2 den Erhalt und die Modulation der T-Zellpolaritit beeinflussen.

Expressionsanalysen in dieser Arbeit zeigten, dass die ALL Tumorzelllinie Jurkat-16, wie
auch primdre T-Lymphozyten das Hugl-1 Transkript und Protein exprimieren, wahrend
Hugl-2 kaum nachweisbar war. Die durchgefiihrten funktionalen Experimente zur Analyse
der Zellpolarisation mittels stimulatorischer Antikorper oder Chemokine offenbarten zudem
keine  signifikanten = Unterschiede zwischen beiden Zelllinien beziiglich  der

F-Aktinpolymerisation.

T-Zell Aktinfilamente kontrollieren die Zellmorphologie und -plastizitit, sind entscheidend
fiir die Motilitdt der Zellen und durchlaufen wahrend der zelluldren Aktivierung durch Che-
mokine und CD3/TCR-Agonisten dynamische Polymerisierungsprozesse (Vicente-
Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004; Billadeau et al., 2007). In Jurkat-16 wie auch in
primdren T-Lymphozyten konnte gezeigt werden, dass eine RNAi-vermittelte Suppression
von Hugl-1 die CD3/TCR- oder CXCR4/CCR7-vermittelte Polymerisierung des F-Aktins
sowie die daraus resultierende T-Zellpolaritit und -morphologie auf signifikante Weise stort.

Diese T-Zellen wiesen einen bedeutenden Verlust der Lamellipodien- und Uropodausbildung
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auf. Indizien aus durchflusszytometrischen Analysen Phalloidin-488-gefarbter T-Zellen,
welche mit Hugl-1- oder Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, stiitzten diese Ergebnis-
se. Der Verlust des Hugl-1 Polaritdtsproteins fiihrte in diesen Versuchen zu einem geringeren
Anstieg der F-Aktinspiegel. Defekte in der Organisation des polarisierten F-Aktinzytoskeletts
in /gl Mutanten wurden zuvor auch in Drosophila und in Hefe beobachtet (Bilder et al., 2000;
Kagami et al., 1998). An Neuroepithelzellen von Igl-1 Knockout-Miausen konnte zudem
nachgewiesen werden, dass die polarisierte Lokalisation von F-Aktin gestort ist (Klezovitch
et al., 2004). Lgl bildet zusammen mit Scribble und Dlg eine funktionelle Einheit, den Scri-
bble-Polarititskomplex. Eine RNAi-vermittelte Reduktion der Scribble-Expression in muri-
nen MD45 T-Zellen wie auch eine Blockade von Dlg-4 fiihrte analog zu einer deutlichen
Beeintriachtigung der Uropod Ausbildung (Ludford-Menting et al., 2005). Zudem zeigten
humane T-Zellen mit einer verminderten Expression von DIg-1 eine Beeintrachtigung der
antigen-induzierten Aktinpolymerisation und T-Zellfunktion (Round et al., 2005). Die vorlie-
genden Befunde sind konsistent mit den zuvor in dieser Arbeit prisentierten Daten und legen
nahe, dass Hugl-1 ein wichtiger Regulator der F-Aktin-vermittelten T-Zellpolaritit und

-morphologie sein konnte.

Die Storung des F-Aktinzytoskeletts und der Verlust der Zellpolaritit trat in Hugl-1-
supprimierten Jurkat-16 sowie in primiren T-Zellen auf, die jeweils liber zwei voneinander
unabhingige Signalwege, den CD3/TCR- und den G-Protein-gekoppelten CXCR4/CCR7-
vermittelten Weg, stimuliert worden waren. Dies unterstiitzt die Annahme, dass der Verlust
von Hugl-1 in beiden Signalwegen moglicherweise den gleichen Defekt in der Aktinpoly-
merisation hervorruft. Hugl-1 interagiert daher moglicherweise downstream des CXCR4-
/CCR7- und TCR/CD3-Rezeptors auf Ebene des F-Aktins und nicht innerhalb der Signal-
kaskade. Zusammengenommen sind die gewonnenen Ergebnisse erste Indizien dafiir, dass
Hugl-1 fiir die Polymerisation des zelluliren F-Aktins in T-Zellen und fiir den Erhalt der
Zellpolaritdt benotigt wird.

Fiir die Ausbildung stabiler Konjugate zwischen T-Zelle und Antigen-prasentierender Zelle
ist ein Kontakt des T-Zellrezeptors mit einem passenden Peptid-MHC-Komplex erforderlich.
Neben einer Reihe von Prozessen kommt es zur Aktivierung und Rekrutierung von Integrin-
rezeptoren, die die Adhidsion der T-Zelle an die APC vermitteln. Diese Rekrutierung wird
moglicherweise durch das Aktinzytoskelett reguliert (Billadeau et al., 2007). Die in dieser
Arbeit vorgestellten Daten zeigen, dass Hugl-1 fiir die CD3/TCR-induzierte Rekrutierung von
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Integrinen in Jurkat-16 T-Zellen erforderlich ist und dass ein Verlust des Polaritidtsregulators
die Adhésionsfdhigkeit der Zelle an das extrazelluldre Matrixprotein Fibronektin reduziert.
Ubereinstimmend konnte in der Literatur gezeigt werden, dass die Bildung von Konjugaten
sowie die Bindung von T-Zellen an extrazelluldre Matrix durch eine Storung des F-Aktins
verhindert wurde (Rivas ef al., 2004; Koopman et al., 1992). Nolz et al. untersuchten Jurkat-
16 Zellen, die mit shRNA gegen WAVE2, einem Mediator der Rac-1-induzierten de novo
Aktinpolymerisation, transfiziert worden waren. Sie fanden, dass die Zellen als Antwort auf
eine Stimulation des CD3/TCR eine defekte Reorganisation des Aktinzytoskeletts und eine
verminderte Integrin-vermittelte Adhdsion aufwiesen (Nolz et al, 2006). Scribble-
supprimierte MD45 CD8" Maus T-Zellen zeigten zudem einen auffallenden Defekt in der
Fahigkeit, stabile Konjugate mit anti-CD3- und anti-CD28-beschichteten Beads auszubilden
(Ludford-Menting et al., 2005). Es ist daher moglich, dass Hugl-1 als Kortex- bzw. Aktin-
assoziiertes Polaritdtsprotein die Integrin-vermittelte Adhidsion iiber eine Beeinflussung der
F-Aktinpolymerisation reguliert. Weitere Studien werden notwendig sein, um den Mechanis-
mus zu bestimmen, iiber welchen Hugl-1 die Integrin-vermittelte Adhdsion von T-Zellen

beeinflusst.

Treibende Kraft fiir die Polarisierung und Migration von T-Zellen ist die dynamische Reorga-
nisation von Elementen des Aktinzytoskeletts (Krummel und Macara, 2006; Hall, 2009). In
der Front migrierender T-Zellen sind Integrine angereichert, die das F-Aktin mit dem Unter-
grund verbinden (Gomez und Billadeau, 2008). Aus diesem Grund wurde weiter analysiert,
wie Hugl-1 die migratorische Polaritit von Jurkat-16 T-Zellen im Chemokin-Gradienten
beeinflusst. Ludford-Menting et al. untersuchten den Einfluss des Polarititsproteins Scribble
auf die nicht-gerichtete Migration von murinen MD45 CDS8" T-Zellen und fanden eine sub-
stanzielle Verringerung der Migationsdistanz in Scribble-inhibierten Zellen (Ludford-
Menting et al., 2005). In dieser Arbeit durchgefiihrte Migrationsanalysen wurden in einem
Zwei-Kammer System mit Chemokin-Gradienten durchgefiihrt und zeigten, dass Hugl-1
notwendig fiir die Migration von T-Zellen ist. Zusammengenommen deuten die Befunde
darauf hin, dass Hugl-1 neben der Modulation der F-Aktinpolymerisation moglicherweise die
Rekrutierung und asymmetrische Verteilung von Oberflichenproteinen wie den Integrinen
positiv beeinflusst und auf diese Weise unmittelbaren Einfluss auf die T-Zellmigration aus-

libt.
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4.2 Hugl-1in der mDC-induzierten Polarisierung und Motilitat
CD4-positiver T-Lymphozyten

Um eine Immunantwort auszuldsen ist es erforderlich, dass naive T-Zellen auf Antigen-
prasentierende DCs treffen, an diese binden und durch présentierte Antigene, Zytokine, Che-
mokine und kostimulatorischer Molekiile stimuliert werden (Kaiser et al., 2005; Banchereau
und Steinman, 1998). Motilitdt und Migration der T-Zellen sind in diesem Prozess von grof3er
Bedeutung, da diese iiber die Wahrscheinlichkeit einer DC:T-Zell-Bindung bestimmen. Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Studien demonstrieren, dass Hugl-1 wichtig ist fiir die durch
mDCs induzierte Zellpolarisierung und Zellmotilitit in autologen, naiven CD4" T-Zellen. Im
Gegensatz zu den zuvor durchgefiihrten Analysen an CD4" T-Lymphozyten alleine waren
Hugl-1-supprimierte und mit mDCs koinkubierte Zellen nur geringfiigig weniger polarisiert
als Kontrollzellen. Die Migrationsgeschwindigkeit Hugl-1-supprimierter Zellen auf mDCs
zeigte des Weiteren keinen Unterschied zur Kontrolle. Eine genauere Betrachtung der Frakti-
on der nicht-polarisierten T-Zellen aus diesen Versuchen, welche durch eine ungerichtete
Motilitdt und minimale Verdnderung der Zellmorphologie charakterisiert war, offenbarte
jedoch, dass der Verlust von Hugl-1 verstirkt zu einem Phédnotypen mit einer atypischen
Zellmorphologie flihrte. Dieser zeichnete sich durch eine geringe ungerichtete Motilitit und

eine nicht zielgerichtete Zellpolarisierung aus.

Real et al. iiberexprimierten dominant-negative aPKCs in CD4" T-Zellen und bestimmten den
Effekt auf Zellmorphologie, -motilitit sowie auf das Abtastverhalten der mit mDCs interagie-
renden T-Zellen (Real et al., 2007). In Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit durchge-
fiihrten Versuchen zeigten die Zellen eine gechemmte Polarisierung, wiesen aber im Gegensatz
eine messbare Verringerung der Motilitdt und der mittleren Zellgeschwindigkeit auf. Bei den
hier gemachten Beobachtungen zeigte sich der Effekt des Hugl-1-Verlustes erst bei der Be-
trachtung der nicht-polarisierten T-Zellen. Die eingangs erwéhnte atypische Morphologie
dieser Zellen bestand in einem Ubergangszustand zwischen einem vollstindig runden, nicht-
polarisierten und einem vollstdndig polarisiertem Phanotypen. Zusammengenommen sind die
durch diese Studie gewonnenen Erkenntnisse {iberwiegend konsistent mit den zuvor durchge-
fiihrten Experimenten, wonach Hugl-1 die T-Zellpolarisierung und die Migration von
T-Zellen im Chemokingradienten oder auf mDCs begiinstigt. Der Verlust der Hugl-1-
vermittelten Zellpolaritdt fiihrt demzufolge moglicherweise zu einer Beeintrachtigung des

T-Zellabtastverhaltens. Weiterhin weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Hugl-1 eine wichti-
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ge Rolle in der adaptiven Immunantwort spielen konnte, da die Erkennung der von mDCs

préisentierten Antigene eine hohe T-Zellmotilitdt und -abtastfrequenz erfordert.

4.3 Funktionalitat der shRNA-Expressionskonstrukte gegen
Hugl-1 und Hugl-2

Um die biologische Bedeutung der Polaritdts- und Tumorsuppressorproteine Hugl-1 und
Hugl-2 fiir die epitheliale Zellpolaritit untersuchen und systematisch analysieren zu konnen,
wurden in der vorliegenden Arbeit vektorbasierte shRNA-Expressionssysteme etabliert. Diese
supprimieren die Genexpression beider Hugl Homologe in stabil transfizierten HEK293
Epithelzellen gezielt und effizient durch RNA-Interferenz. shRNAs haben im Vergleich zu
transient wirkenden siRNAs den Vorteil, dass in stabilen, sShRNA exprimierenden Zelllinien
eine Langzeitsuppression bestimmter Gene erreicht werden kann. Ein weiterer Vorteil der
Methode besteht in der bis zu 250 fach effektiveren in vivo Suppression des Zielgens sowie in
verringerten off-target Effekten, die aus geringer einzusetzenden Konzentrationen resultieren
(McAnuff et al., 2007; Rao et al., 2009). So wurden in dieser Arbeit stabile loss-of-function
Phanotypen generiert, die in funktionellen Studien Aufschluss iiber die jeweilige Genfunktion
ermoglichten. Es wurden zwei unterschiedliche Expressionssyteme kloniert, pSuper-Hugl-1
und pSuper-Hugl-2, welche die Expression von Hugl-1 oder Hugl-2 spezifisch supprimieren.
Fiir jedes der Zielgene wurden vier unterschiedliche, 19-Nukleotide (nt) lange genspezifische
Zielstrukturen auf der korrespondierenden mRNA ausgewéhlt. Ein Paar komplementérer 64-
nt DNA-Oligonukleotide wurden fiir jede Zielsequenz miteinander hybridisiert und zwischen
die Bglll und HindlIII Schnittstellen des pSuper Vektors inseriert. Jedes genspezifische Insert
steht fiir eine 19-nt Sequenz, die vom Zieltranskript abgeleitet und durch eine kurze Spacer-
Sequenz vom umgekehrten Komplement derselben 19-nt Sequenz getrennt ist. Nach Einklo-
nieren der genspezifischen Inserts und anschlieBender Transformation konnten im Rahmen
dieser Arbeit fiir jedes Zielgen vier unterschiedliche shRNA-Expressionsvektoren identifiziert
werden, welche die gewiinschten Sequenzen trugen. Die anschlieBende Gensequenzierung
nach Sanger ergab, dass ein Teil der Konstrukte entweder eine Basendeletion in der Schlei-
fenregion oder eine Punktmutation im 7arget Sense Strang aufwiesen. Brummelkamp et al.
zeigten jedoch, dass selbst der Verlust zweier Basen in der Schleifenregion eine gute Supp-
ression der Zielgenexpression ermoglicht (Brummelkamp et al.,, 2002). Des Weiteren treten
die Punktmutationen nicht auf dem antisense Strang des shRNA Konstruktes auf. Zusammen-

genommen wiesen HEK293 Epithelzellen, die mit den generierten shRNA Expressions-
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konstukten transient transfiziert worden waren, eine spezifische Hemmung der endogenen
Hugl-1 oder Hugl-2 Proteinexpression auf und belegen daher die Aktivitidt der Konstrukte

sowie deren Eignung fiir die Etablierung stabiler Zelllinien.

4.4 Effekt von Hugl-1 und Hugl-2 auf das migratorische und meta-
statische Potenzial von Epithelzellen

Die humanen Homologe des Lgl Tumorsuppressor- und Polaritdtsproteins aus Drosophila
melanogaster, Hugl-1 und Hugl-2, stehen seit ldngerer Zeit im Verdacht, mit der Genese von
Tumoren in Verbindung zu stehen. Die funktionalen Zusammenhinge, wie Hugl-1 und
Hugl-2 diesen Einfluss ausiiben, sind jedoch weitgehend unbekannt. Um die Bedeutung dieser
Proteine im Prozess der Tumorentstehung und in der Regulation der Zellpolaritit in HEK293
Epithelzellen zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit stabile HEK293 Zellinien generiert, die
shRNA gegen Hugl-1 und/oder Hugl-2 exprimierten, und umfassende loss-of-function Analy-
sen durchgefiihrt. Dabei wurde ein Hauptaugenmerk auf die Verdnderung des migratorischen
und metastatischen Verhaltens der Zellen gelegt. Die Daten aus dieser Arbeit weisen darauf
hin, dass Hugl-1 und Hugl-2 den epithelialen Zellverband sowie die Zell-Zell Kontakte in der
2D-Zellkultur stabilisieren und den Phénoptyp der Zellen aufrecht erhalten. Der Verlust
einzelner Homologe begiinstigt dagegen die Dissemination vereinzelter Zellen vom Haupt-
verband und die Annahme eines polarisierten migrativen, mesenchymalen Phénotyps. Diese
Effekte waren bei einem gleichzeitigen Verlust von Hugl-1 und Hugl-2 zusétzlich verstérkt.
Weitere Hinweise aus dieser Arbeit stiitzen diese Befunde. Hugl-depletierte Zellsphéroide in
einem 3D Zellkultursystem bildeten abnormale Zellaggregate mit deutlichen Ausstiilpungen
in die umgebende extrazelluldre Matrix. Der gleichzeitige Verlust von Hugl-1 und Hugl-2
fiihrte hingegen zu einer signifikanten Zunahme der Aggregate mit abnormaler Zellmorpho-
logie sowie zu Ausstililpungen, welche in die umgebende Matrix invadierten. Diese Ergebnis-
se sind neu und zeigen zusammenfassend, dass der Verlust nur eines der beiden Homologe
moglicherweise durch das Vorhandensein des jeweils anderen Homologen funktionell kom-
pensiert wird und dass die gleichzeitige Depletion im 2D- und 3D-Zellkultursystem verstirkt
einen metastatischen Phianotyp induziert. Des Weiteren legen die Daten nahe, dass der Verlust
von Hugl-1 und Hugl-2 in umgekehrter Weise mit der Differentiation und Metastasierung der

Zellen gekoppelt ist und moglicherweise zur malignen Tumorprogression beitragt.
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Die Schwichung des Zellverbandes Hugl-supprimierter Zellen und die damit beglinstigte
Zunahme des migratorischen und metastatischen Potenzials konnte anhand der Expression
von E-Cadherin gezeigt werden. Als ein Adherens Junction Protein und epithelialer Marker
ist E-Cadherin unter anderem fiir den Erhalt stabiler Zell-Zellverbindungen verantwortlich
und kontrolliert zusammen mit anderen Adherens oder Tight Junction Proteinen die Abtren-
nung der Plasmamembran in funktional unterschiedliche apikale und basolaterale Domdnen
(Etienne-Manneville, 2008). Immunfluoreszenzfarbungen zeigten, dass die Expression von
E-Cadherin in der intrazelluldren Region bei RNAi-vermittelter Suppression von Hugl-1 oder
Hugl-2 reduziert ist. Der gleichzeitige Hugl-1 und Hugl-2 Verlust fiihrte demgegeniiber
nochmals zu einer signifikant inhibierten E-Cadherin Expression. Die Daten sind damit kon-
sistent mit Studien an epithelialen Madin-Darby Nierenzellen des Hundes (Madin-Darby
Canine Kidney, MDCK), wonach die zellmembranire Akkumulation von E-Cadherin bei
gleichzeitiger Suppression von mLgl-1 und mLgl-2 unterdriickt ist (Yamanaka et al., 2006).
Die Uberexpression von Hugl-1 und Hugl-2 fiihrte zu einer gesteigerten Expression von
E-Cadherin in Hugl-1-exprimierten Melanomzellen sowie in HEK293 Zellen (Kuphal et al.,
2006; Spaderna et al., 2008; Kashyap, 2008). Im Umkehrschluss impliziert dies eine Verrin-
gerung der E-Cadherin Expression in Hugl-1 und/oder Hugl-2-supprimierten Zellen. Es
scheint daher, dass Hugl-1 und Hugl-2 in der Regulation und Lokalisation von E-Cadherin
involviert sind und dass reduzierte Hugl-1 und Hugl-2 Proteinspiegel zur verringerten Ex-
pression von E-Cadherin und damit zur Erhéhung des metastatischen Potenzials der Zellen
beitragen. Der genaue mechanistische Zusammenhang von Hugl Tumorsuppressorproteinen,
E-Cadherin Expression und Metastasierungspotenzial von Epithelzellen erfordert in Zukunft

allerdings weitere Untersuchungen.

Die Umwandlung der apiko-basalen Polaritit von Epithelzellen hin zu invasiven mesen-
chymalen Zellen ist neben dem Verlust des Zell-Zell Bindeproteins E-Cadherin ein besonde-
res Merkmal fiir einen Epithelial-Mesenchymalen Ubergang. Der mesenchymale Zelltypus ist
unter anderem durch eine Zunahme der zelluldren Migration charakterisiert und steht daher
im Zusammenhang mit der Invasion von Zellen in umliegendes Gewebe. Der Einfluss beider
Hugl Homologe auf die polarisierte Zellmigration von Epithelzellen wurde in der Literatur
bislang kaum untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die huma-
nen epithelialen Polarititsregulatoren und Tumorsuppressoren Hugl-1 und Hugl-2 essenziell
fiir die Kontrolle der Zellmigration sind. Die Repression von Hugl-1 oder Hugl-2 resultierte

in einer signifikanten Zunahme der Zellmigration, der gleichzeitige Verlust fiihrte dagegen zu
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keiner additiven oder synergistischen Zunahme. Andere Arbeiten zeigten iibereinstimmend,
dass die Motilitit von HEK293 Zellen in umgekehrter Weise durch die Induktion des Hugl-1
Proteins vermindert wird (Schimanski et al., 2005; Kuphal et al., 2006). Des Weiteren erwies
sich Hugl-2 als starker Suppressor der Snail-induzierten Zellmigration (Kashyap, 2008). Der
Verlust von Hugl-1 und Hugl-2 in Epithelzellen konnte daher die Tumorprogression und

-invasion begiinstigen.

Um aufzukldren, wie Polaritétsproteine die Invasion von Tumorzellen in vivo steuern, wurden
Tumorigenizititsstudien im Maus Xenograft Modell durchgefiihrt. /n vivo Systeme bieten
eine Reihe von Vorteilen, da hier — anders als in vitro — komplexe Interaktionen mit multiplen
Zelltypen und gewebespezifischen Zytokin- oder ECM-Zusammensetzungen moglich sind
(Dow und Humbert, 2007). In den durchgefiihrten Versuchen waren die Tumore aus Hugl-1-
supprimierten Epithelzellen nicht grofer als diejenigen von Kontrollzellen, bildeten jedoch
verstiarkt Sekundirtumore und zeichneten sich zudem durch eine verdnderte Tumormorpholo-
gie aus. Ebenso wuchsen diese stirker in das umliegende Gewebe ein. Eine abschlieBende
Bewertung der Tumorigenizitit von Hugl-2-supprimierten HEK293 Epithelzellen oder Zellen,
mit gleichzeitiger Hugl-1 und Hugl-2 Suppression steht noch aus und sollte Gegenstand zu-
kiinftiger Untersuchungen sein. Basierend auf den erhaltenen Daten aus dem 2D- oder
3D-Zellkultursystem kann dariiber spekuliert werden, dass Zellen mit vollstindigem Verlust
von Hugl-1 und Hugl-2 moglicherweise invasivere Tumore mit Fernmetastasen ausbilden
konnten. Datenbankrecherchen wie auch bioinformatische Analysen kénnten in diesem Punkt
zur Klirung beitragen. Zusammengefasst liefern die Ergebnisse aus den in vitro und in vivo
Studien an HEK293 Epithelzellen Hinweise darauf, dass verminderte Expressionsspiegel der
Polaritédtsregulatoren Hugl-1 und Hugl-2 eine signifikante Rolle in der Vermittlung metastati-
scher und tumorigener Eigenschaften von Epithelzellen spielen. Die Versuche demonstrierten,
dass beide Homologe unabhingig voneinander den gleichen Anteil an dem Geschehen zu
tragen scheinen, wéihrend der gleichzeitige Verlust der Polarititsproteine moglicherweise eine
deutlich stirkere Reaktion hervorruft als der Verlust von einem der beiden Proteine. Dies
konnte gezeigt werden durch Beeintrichtigung der Zellpolaritidt und -morphologie in der 2D-
und 3D-Zellkultur, reduzierte Expression des epithelialen Markers E-Cadherin, Steigerung
des migratorischen und metastatischen Potenzials und Zunahme von Sekundirtumoren in in

vivo Xenograft Experimenten.
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4.5 Effekte von Hugl-1 und Hugl-2 auf den Zellzyklus

Humane Tumore weisen haufig Storungen in der Regulation des Zellzyklusses auf. Es wurde
daher untersucht, inwiefern der Zellzyklus von HEK293 Epithelzellen sowie die damit in
Zusammenhang stehende Zellproliferation durch den Verlust der Tumorsuppressorproteine
Hugl-1 und Hugl-2 beeinflusst werden. Bilder et al. zeigten erstmals an Epithelzellen von
Drosophila, dass die Tumorsuppressorgene Igl, scribble und dlg einen negativen Einfluss auf
die Zellproliferation ausiiben (Bilder et al., 2000). Des Weiteren wiesen scribble oder Ig/
mutante Klone im sich entwickelnden Auge von Drosophila eine gesteigerte Expression des
fiir den G1-S Phaseniibergang notwendigen Zellzyklusregulators Cyclin E auf sowie eine
ektopische Zellproliferation (Brumby und Richardson, 2005; Grzeschik et al., 2007). Wéh-
rend belegt ist, dass in Siugern eine Uberexpression der Polarititsproteine Dlg und Scribble
den Ubergang von der G1 zur S-Phase des Zellzyklusses sowie die Zellproliferation unter-
driickt (Hanada et al., 2000; Ishidate et al., 2000; Nagasaka et al., 2006), ist die Rolle von
Hugl-1 und Hugl-2 in diesem Prozess bislang kaum untersucht. An neuronalen Vorlduferzel-
len von Igl-1”" Mausen konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Defekte im Zellzyklusaus-
gang und Zelldifferenzierung aufweisen und dariiber hinaus hyperproliferieren (Klezovitch et
al., 2004). In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Hugl-1 und -2 auf die Expressi-
on des Gl-spezifischen Zellzyklusregulators Cyclin D1 untersucht. Cyclin D1 ist in humanen
Tumoren héufig liberexprimiert und gilt in verschiedenen Tumortypen wie dem Mantelzell-
lymphom, dem nicht-kleinzelligen Lungenkrebs oder Brustkrebs als treibendes Element (Kim
und Diehl, 2009). In Reportergenassays und Zellzyklusanalysen zeigte sich erstmals, dass
Hugl-1- und/oder Hugl-2-depletierte HEK293 Zellen den Zellzyklusregulator Cyclin D1
signifikant liberexprimieren und den G1- zu S-Phaseniibergang begiinstigen. Die Akkumula-
tion in der S-Phase trat iiberwiegend in Zellen mit gleichzeitiger Depletion der Hugl Homolo-
ge auf. Proliferationsanalysen bestétigten diese Ergebnisse. Neben der Regulation der Zellpo-
laritdt in humanen Epithelzellen scheinen Hugl-1 und -2 daher eine wichtige Rolle in der

Regulation der Zellzyklusprogression sowie der Zellproliferation zu spielen.
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4.6 Einfluss des Hugl-1- und Hugl-2-Expressionsniveaus auf das
Ansprechen auf Zytostatika

Die Behandlung agressiver Tumore wird hdufig durch die Ausbildung von Medikamentenre-
sistenzen erschwert. Die hier vorgestellten Daten konnten erstmals zeigen, dass die Polari-
tatsproteine und Tumorsuppressoren Hugl-1 und -2 moglicherweise eine wichtige Rolle fiir
die Resistenz Chemotherapeutika-behandelter Zellen spielen und dass der Verlust dieser
Proteine mit einer erhdhten Resistenzbildung der Zellen einher geht. Die Viabilitdt Artesuna-
te- oder Doxorubicin-behandelter Zellen war beispielsweise insbesondere dann erhoht, wenn
die Expression beider Homologe RNAi-vermittelt inhibiert wurde. Wie in vorigen Versuchen
demonstriert, konnte die mit dem Verlust zusammenhingende verstirkte Zellzyklusprogressi-
on, Zunahme der Zellproliferation und Annahme eines mesenchymalen, migratorischen Phi-
notyps die Viabilitidt und Resistenz der Zellen steigern. McConkey et al. zeigten an humanen
urothelialen Tumorzelllinien wie auch an primédren Tumoren, dass die mesenchymale Frakti-
on der Zellen gegeniiber Inhibitoren des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (Epidermal
growth factor receptor, EGFR) und des Typ-3 Fibroblasten Wachstumsfaktorrezeptors (7ype-
3 fibroblast growth factor receptor, FGFR3) eine erhohte Resistenz gegeniiber Chemothera-
peutika aufwiesen als die epitheliale Fraktion (McConkey ef al., 2009). Zusammengenommen
deuten die Daten dieser Arbeit erstmals darauf hin, dass das Expressionsniveau von Hugl-1
und Hugl-2 moglicherweise eine prognostische Aussage iiber das Ansprechen epithelialer
Tumore gegeniiber Chemotherpeutika ermoglichen kénnte. Dies erfordert in Zukunft jedoch
ein besseres und tieferes Verstindnis der Mechanismen und Signalwege, welche die Verdnde-

rungen von Polarititsproteinen regulieren.
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4.7 CrelloxP-vermittelte konditionale Mutagenese von mgl/-2 in der
Maus
Knockout Mausmodelle liefern wichtige Erkenntnisse {iber die Funktion und Kontrolle von
Genen in Entwicklungs- und physiologischen Prozessen. Durch Deletion einzelner Gene in
vivo werden loss-of-function Phinotypen erzeugt, die Riickschliisse auf die jeweilige Gen-
funktion zulassen. In dieser Arbeit wurde anhand eines konditionalen Knockout Modells
untersucht, welche funktionelle Rolle das murine /g/-2 Gen, mgl-2, in Darmepithelzellen der
Maus ausiibt. Der grofBte Nachteil der haufig angewandten konstitutiven Mausmodelle besteht
darin, dass der gewiinschte genetische Defekt schon zu Beginn der Mausentwicklung entwe-
der in allen Zellen oder in bestimmten Zelltypen auftritt und bei Homozygotie hiufig zur
embryonalen Letalitit fiihrt (Vignjevic et al., 2007; Copp, 1995). Die Genfunktion kann daher
nicht in spateren Entwicklungsstufen analysiert werden. Um diese Begrenzung zu umgegehen
wurde ein konditionales, ort- und zeitspezifisches, Cre/loxP-Rekombinationssystem in Mau-
sen etabliert. Neben einem von loxP Erkennungssequenzen flankierten mgl-2 Gen tragen
diese eine Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Villin-Promotors.
Dies ermoglicht zu jedem Zeitpunkt eine genau kontrollierte, Cre-vermittelte Deletion von

mgl-2 im Darmepithel der Maus.

2ﬂox/ flox +/+ \V4 ilCre/+

Zur Etablierung des Systems wurden Méuse der Linien mgl- und mgl-2

2ftoxMlox y711Crety wweitgehend in Uber-

miteinander verpaart und der gewiinschte Genotyp (mgl-
einstimmung mit den zu erwartenden Mendelverhéltnissen erhalten. Tiere dieser drei Genoty-
pen zeigten gegeniiber dem Wildtyp weder phianotypische Defekte noch Verhaltensanomalien
und belegen damit, dass die chromosomale Integration der Transgene ohne negative Folgen
fir die Maus bleibt. Nachfolgend wurde in mgl-2""* Vil“" Miusen durch Gabe des
nichtsteroidalen Antiestrogens Tamoxifen eine Cre-vermittelte konditionale Exzision des
mgl-2 Gens im Darmepithel der Maus induziert und der daraus resultierende Mutant mit

Kontrolltieren (mgl-2"°1*

) verglichen. Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrierten, dass
mgl-2 Knockout-Méuse im Vergleich zur Kontrollgruppe weder signifikante phianotypische
Unterschiede noch Gewichtsunterschiede aufwiesen, wie sie nach einer moglichen Schédi-
gung des mgl-2 deletierten Darmepithelgewebes und einer damit verbundenen verminderten
Nahrstoffresorption zu erwarten gewesen wéren. Ebenso erbrachte der anatomische Vergleich
des GI-Trakts sowie weiterer Organe wie Leber, Niere, Milz und Lungen keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Tiergruppen, obwohl die Tamoxifen-induzierte und
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Cre-ER"#/loxP-vermittelte Exzision von mgl-2 im Darmepithel durch PCR-Analyse organ-
spezifischer Mutanten-DNA verifiziert werden konnte. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass
die darmspezifische Expression der Tamoxifen-induzierbaren Cre-Rekombinase durch Exzi-
sion des von loxP-Sequenzen flankierten mg/-2 Gens zuverldssig eine gezielte ort- und zeit-
kontrollierte somatische Mutation hervorruft. Das darmspezifische Cre-ER"*/loxP-

Rekombinationssystem eignet sich daher gut fiir eine Anwendung in der Maus.

Zu kléren ist, weshalb die Deletion von mg/-2 im konditionalen Mausmodell zu keiner phino-
typischen Auspragung fiihrte. Die Exzision eines loxP-flankierten Gens tritt normalerweise
bereits innerhalb weniger Tage nach Induktion der Cre-Rekombinase ein (Metzger und
Chambon, 2001). Zudem wird berichtet, dass der rekombinierte Lokus im transgenen Villin-
Cre Maussystem aufgrund des targetings epithelialer Vorlduferzellen fiir einen Zeitraum von
mehr als 60 Tagen anhélt (el Marjou et al., 2004). Da die in der vorliegenden Studie anbe-
raumte Versuchsdauer von 35 Tagen innerhalb dieser Zeitspanne liegt, kann sie als Ursache
fiir die nicht erfolgte Auspridgung eines Phénotyps ausgeschlossen werden. Eher ist anzuneh-
men, dass der Verlust von mgl-2 durch das im Darmepithel koexprimierte und moglicher-
weise funktionell redundante mg/-1 Gen kompensiert wird. Die funktionellen Doméinen von
Mgl-1 und Mgl-2 sind strukturell hoch konserviert und {iben dariiber hinaus Einfluss auf die
Aktivitdt des Par-3/aPKC/Par-6 Komplexes zur Regulation der epithelialen Zellpolaritit und
Gewebemorphologie aus (Vasioukhin, 2006; Yamanaka et al., 2006). Ubereinstimmend dazu
beschrieben Klezovitch et al., dass der systemische und nicht-gewebespezifische Knockout
von [gl-1/mgl-1 nur in neuronalen Vorlduferzellen einen signifikanten Effekt hervorrief, da
diese im Gegensatz zu Zellen anderer Organe ausschlieBlich Mgl-1, nicht aber Mgl-2 expri-
mieren. Sie schlussfolgerten daher, dass bei Koexpression beider Gene der Verlust des einen
durch das jeweilig andere Gen kompensiert wird (Klezovitch et al., 2004). Um einen Knock-
out-Phinotypen im Darmepithel von Miusen zu erzielen, bedarf es daher moglicherweise der
Etablierung eines doppelt-transgenen Mausmodells, in welchem die Gene mgl-1 und mgl-2 im
Darm der Maus gleichzeitig Cre-vermittelt deletiert werden konnen. Diese Annahme wird
durch Ergebnisse aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Analysen gestiitzt. So riefen
Hugl-1- und Hugl-2-supprimierte humane Epithelzellen tendenziell einen stirker ausgeprég-
ten Phinotypen hervor als einfach supprimierte Zellen. Diese Analysen sollten in Zukunft
durchgefiihrt werden, um den Einfluss von mg/-1 und mgl-2 auf die Zellpolaritit und Onko-

genese muriner Darmepithelzellen zu studieren.
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5 Ausblick

Eine wichtige Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass das Polarititsprotein Hugl-1 einen direkten
Einfluss auf die Zellmorphologie, Zellmigration und -adhidsion ausiibt und in funktioneller
Konsequenz die Polymerisierung und Reorganisation des F-Aktinzytoskeletts von
T-Lymphozyten reguliert. Obwohl eine Interaktion von Hugl-1 mit dem Aktin-Bindeprotein
Myosin-II bekannt ist (Strand et al., 1994b; Strand et al., 1994a; Betschinger et al., 2005),
wurde bislang noch nicht geklart, iiber welche Signalkaskaden Hugl-1 die fiir die Zellpolari-
sierung notwendige Aktinpolymerisation und -dynamik beeinflusst und damit die Morpholo-
gie von T-Zellen. In allen bislang untersuchten eukaryotischen Zellen werden Aufbau und
Organisation des Aktinzytoskeletts durch die Rho Guanosin Triphosphatasen (GTPasen) Rho,
Rac und Cdc42 iiber eine Vielzahl von Effektorproteinen reguliert (Krummel und Macara,
2006; Hall, 2009). Interessanterweise 16st die Uberexpression mutanter Formen jener GTPa-
sen — dhnlich wie in dieser Arbeit an Hugl-1-supprimierten T-Zellen gezeigt — einen Verlust
der Zellpolaritdt aus und beeintrachtigt die Chemotaxis im SDF-1a Chemokingradienten (del
Pozo et al., 1999; D'Souza-Schorey et al., 1998). Dariiber hinaus bindet die iiblicherweise
durch Hugl inhibierte Par-6/aPKC Kassette iiber die Ubiquitin E3 Ligase Smurf-1 an der
GTPase RhoA, welche in T-Zellen die Kontraktion der Aktinfilamente reguliert, und fiihrt zu
deren Degradation (Wang et al., 2003). Eine Suppression von Hugl-1 konnte demnach in
diesen Zellen zu einer reduzierten Aktinpolymerisation fiihren, verbunden mit einem Verlust
der Zellpolarisation und Aktinpolymerisierung, wie es auch in dieser Arbeit beobachtet wur-
de. In zukiinftigen Versuchen wird daher zu untersuchen sein, welche direkte Verbindung
zwischen Hugl-1 und Aktin-regulierenden Rho GTPasen und insbesondere der RhoA GTPase
in T-Zellen besteht.

In dieser Arbeit wurde die Rolle der Polaritéts- und Tumorsuppressorproteine Hugl-1 und
Hugl-2 in Prozessen der Zellpolaritdt, Migration und Tumorigenese hauptsidchlich auf der
funktionellen Ebene von Epithelzellen untersucht. Die molekularen Mechanismen, liber wel-
che Hugl-1 und Hugl-2 diese Prozesse regulieren, sind groBtenteils unbekannt und sollten
daher in weiteren Studien analysiert werden. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass
Proteine des Scribble Komplexes, Scribble, Dlg und Lgl, das Verhalten der Zellen in diesem
Zusammenhang iiber Endozytose und Vesikelverkehr steuern (Gangar et al., 2005; Miisch et
al., 2002; Massimi et al., 2008). Des Weiteren wurde berichtet, dass die neoplastischen Tu-

morsuppressoren in Drosophila, Avalanche (Avl) und Vsp25, unter anderem wichtige Kom-
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ponenten fiir Endozytosemechanismen darstellen. Ein Funktionsverlust dieser Gene fiihrt in
der Fruchtfliege, dhnlich wie bei einer /g/ Mutation, zu Polaritétsverlust und neoplastischer
Zellproliferation im Epithelgewebe (Dow und Humbert, 2007). In Zukunft wére es daher
interessant zu erforschen, wie Hugl-1 und Hugl-2 den Prozess der Endozytose und den Vesi-

kelverkehr regulieren und wie dies die Zellpolaritét beeinflusst.

Es wurde gezeigt, dass der Polaritdtsregulator Hugl zum einen fiir die anterior-posteriore wie
auch fiir die apikal-basale Zellpolaritit von T-Zellen bzw. Epithelzellen verantwortlich ist,
zum anderen aber auch fiir die Zellmigration. Der Verlust von Hugl in Epithelzellen bedingt
die Ausbildung aggressiver und invasiver Tumore, wihrend T-Zellen stattdessen ihre migra-
torischen Eigenschaften und die Féahigkeit zur Chemokin- oder CD3/TCR-vermittelten Polari-
sierung verlieren. Das Verstindnis des exakten molekularen Mechanismus der Polarititsregu-
lation durch Hugl wiirde zu der Erkenntnis beitragen, wie solche scheinbar gegensitzlichen
Prozesse zu erklédren sind, wie der Verlust der Zellpolaritit sowohl die Progression humaner
epithelialer Tumore ermoglicht als auch die Motilitdt von T-Zellen einschrankt. In Zukunft
konnte dies zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien in der Therapie maligner Krebs-
krankungen beitragen. Fiir den klinischen Alltag wére es driiber hinaus von besonderer pro-
gnostischer Bedeutung zu untersuchen, wie das Expressionprofil von Hugl-1 und -2 in Tumo-

ren von Patienten mit Uberleben und Fortschreitungsgrad der Erkrankung korreliert.
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6 Zusammenfassung

Das menschliche Gen human giant larvae (hugl) ist ein Homolog des hochkonservierten
Drosophila Gens lethal giant larvae (lgl), welches in Epithelzellen die Funktion eines neo-
plastischen Tumorsuppressors und Polarititsregulators einnimmt. Ein Verlust oder eine ver-
minderte Expression beider Homologe des Gens, hugl-1 und hugl-2, geht einher mit dem
Auftreten und der Progression verschiedener epithelialer Tumorerkrankungen wie malignen
Melanomen und Brust-, Kolon- oder Lungentumoren. Die exakte Funktion der Homologe
Hugl-1 und Hugl-2 beziiglich der Regulation und Aufrechterhaltung der epithelialen Zellpola-
ritdt sowie ihre Rolle in der Genese humaner Tumore ist jedoch weitgehend unbekannt. Ginz-
lich unbekannt ist auch die Bedeutung von Hugl-1 und Hugl-2 als Polarititsregulatoren fiir
die Ausbildung und den Erhalt der T-Zellmorphologie und -funktion. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es daher, die Polaritits- und Tumorsuppressorgene hugl/-1 und hugl-2 in funktio-
nellen Analysen mittels siRNA-vermitteltem Gen-Silencing in Epithelzellen und
T-Lymphozyten zu charakterisieren. Dariiber hinaus wurden die Funktionen und Eigenschaf-
ten von mgl-2, dem murinen Homologen von Augl-2, im Cre/loxP-vermittelten konditionalen

Knockout Mausmodell in vivo analysiert.

Zur Charakterisierung der biologischen Effekte von Hugl-1 und Hugl-2 auf das Wachstums-
verhalten, Migration und Invasion von Epithelzellen wurden in dieser Arbeit erfolgreich
unterschiedliche shRNA-Expressionskonstrukte generiert sowie Hugl-supprimierte Zelllinien
etabliert. /n vitro Studien sowie in vivo Tumorigenizititsanalysen lieferten iibereinstimmend
Hinweise darauf, dass verminderte Hugl-1- und Hugl-2-Expressionsspiegel eine signifikante
Rolle in der Vermittlung invasiver und tumorigener Eigenschaften von Epithelzellen spielen.
Dabei rief der Verlust beider Homologe deutlich stirkere Reaktionen hervor als die Suppres-
sion eines einzelnen Homologen. Zudem wiesen die Uberexpression des Zellzyklusregulators
Cyclin D1 sowie die Hyperproliferation von Hugl-1- und/oder Hugl-2-depletierten Epithelzel-
len auf eine wichtige Rolle der beiden Homologe in der Zellzyklusprogression und Zell-
proliferation hin. Ein geringer Expressionsstatus von Hugl-1 und -2 schien dariiber hinaus mit
einer verstirkten Resistenzbildung gegeniiber Chemotherapeutika zu korrelieren.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass die untersuchten
T-Lymphozyten nur Hugl-1 exprimieren und dass letzteres notwendig fiir den F-Aktin-
vermittelten Erhalt der T-Zellpolaritidt und -morphologie ist. Hugl-1-supprimierte, iiber von-

einander unabhdngige Signalwege (TCR- oder Chemokinrezeptor) stimulierte
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T-Lymphozyten wiesen eine bedeutende Stérung der Lamellipodien- und Uropodausbildung
auf und lieBen eine Interaktion von Hugl-1 auf Ebene des F-Aktins vermuten. Des Weiteren
zeigte sich, dass der Polaritdtsregulator Hugl-1 die CD3/TCR-induzierte Zelladhdsion positiv
beeinflusst. Die Analyse der T-Zellmigration und -motilitit offenbarte in Ubereinstimmung
dazu die Wichtigkeit von Hugl-1 fiir die Polarisierung und Migration der T-Zellen sowohl im

Chemokingradienten als auch auf mDCs.

Fiir die Aufkldarung der funktionellen Rolle von mg/-2 in vivo wurde in dieser Arbeit eine
Tamoxifen-induzierbare, Cre/loxP-vermittelte konditionale Mauslinie generiert und analy-
siert. Die mgl-2-deletierten Tiere wiesen weder signifikante phianotypische Unterschiede noch
Abweichungen in der Organanatomie auf und lieBen daher auf eine Kompensation durch das
im Darmepithel koexprimierte und moglicherweise funktionell redundante mgl/-1 Gen schlie-

Ben.
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Abklrzungsverzeichnis

8 Abkiurzungsverzeichnis

Al
ALL
ALP

DEA
DEPC
Dlg
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DPBS

dsRNA
DTT
E-Cadherin
E. Coli
EDTA
EHS

EMT

ER
ERM
ES
EZM
FACS

Adherens Junctions

Akute lymphoblastische Leukdmie

Alkalische Phosphatase

Antigen presenting cell (Antigen-prisentierende Zelle)
Atypische Proteinkinase C

Ammoniumpersulfat

Actin-related protein

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

C-C motif chemokine ligand 19

Cluster of differentiation

Cell division control protein 42

Complementary DNA

Colony formation assay (Koloniebildungsversuch)
Calf intestine alkaline phosphatase

Konfokales Laserscanmikroskop

C-terminal phosphorylierte Form von Ezrin, Radixin und Moesin
Causes recombination

Dendritic cell (Dendritische Zelle)

Diethanolamin

Diethylenpyrocarbonat

Discs large

Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
Dinukleosidtriphosphat

Dulbecco’s phosphate buffered saline (Dulbeccos Phosphat-gepufferte
Kochsalzlosung)

Doppelstrangige RNA

Dithiothreitol

Epithel-Cadherin

Escherichia Coli

Ethylendiamintetraacetat

Engelbreth-Holm-Swarm

Epithelial-to-mesenchymal transition (Epithelial-Mesenchymaler Uber-
gang)

Estrogenrezeptor

Ezrin, Radixin und Moesin

Embryonale Stammzellen

Extrazellulare Matrix

Fluorescence activated cell sorting (Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung)
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F-Aktin
Flox

g

GFP
GMC
GM-CSF

GTP
GUK
HEK
HRP
Hugl
L.p.
IgG
IL

1P

IS
Kb
kDa

LAP
LB
LCR
Lgl
loxP
LRR
LSM
Lx

MACS
MAGUK

mDC
MDCK
mg

Mgl
MHC
miRNA
ml

mol
mRNA
ms

FilamentGses Aktin

Flanked by loxP (Flankiert von loxP)
Erdbeschleunigung (g = 9,80665 m/s*); Gramm
Griin-fluoreszierendes Protein

Ganglion mother cell (Ganglienmutterzelle)

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (Granulozyten Mak-
rophagen Kolonie-stimulierender Faktor)

Guanosintriphosphat
Guanylate kinase-like
Human embryonic kidney
Horseradish peroxidase
Human giant larvae
Intraperitoneal
Immunglobulin G
Interleukin
Immunopréizipitation
Immunologische Synapse
Kilobasen

Kilo Dalton

Liter

LRR and PDZ
Luria-Broth

Low complexity region
Lethal giant larvae
Locus of X-over Pl
Leucine-rich repeats (Leucin-reiche Wiederholungen)
Laserscanmikroskop

Lux

Molar

Milli

Milliampere

Magnetic cell sorting (Magnetische Zellsortierung)

Membrane associated Guanylatkinase (Membran-assoziierte Guanylatki-
nase)

Mature dendritic cell (Reife Dendritische Zelle)

Madin-Darby canine kidney

Milligramm

Murine Lethal Giant Larvae

Major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplexes)
Mikro-RNA

Milliliter

Mol

Messenger RNA (Boten-RNA)

Millisekunde
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MTOC
MW
N-Cadherin
ng
NOD-SCID

nt

oD
oNPG
PACT
Pals-1

Par

Patj
PBMC
PBS
P-Cadherin
PCR

PDL

PDZ

PFA

PI

PKR
PMA

Pon
PVDF
qRT-PCR
RASSF
RISC
RLU
RNA
RNAIi
RP-II
RPMI-1640
RT

Scrib
SDF-1a
SDS
SDS-PAGE
shRNA
siRISC
siRNA
SNARE
SWH

Microtubule organizing center (Mikrotubuli-organisierendes Zentrum)
Molecular weight (Molekulargewicht)

Neuronales Cadherin

Nanogramm

Non-obese diabetic — severe combined immunodeficiency (Nicht-fettleibig

diabetisch — Schwere, kombinierte Immundefizienz)
Nukleotid

Optische Dichte

O-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid

PKR-activating protein

(Protein associated with Lin-7)-1

Partitioning defective

Pals1-associated tight-junction protein

Peripheral blood mononuclear cell (Periphere mononukleédre Blutzellen)
Phosphat buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung)
Plazentales Cadherin

Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Poly-D-Lysin

PSD-95, Discs large und ZO-1

Paraformaldehyd

Propidiumiodid

dsRNA-aktivierte Proteinkinase
Phorbolester-12-Myristat-13-Acetat

Partner of Numb

Polyvinyldifluorid

Quantitative RT-PCR

Ras-associated factor

RNA-induced silencing complex

Relative light units (Relative Lichteinheiten)

Ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

RNA-Interferenz

RNA-Polymerase-II

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium

Real time; Reverse transcriptase; Raumtemperatur
Scribble

Stromal cell-derived factor-1«a

Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Short hairpin RNA (kurze Haarnadel RNA)

Aktivierter RISC

Small interfering RNA (kleine interferierende RNA)
Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor
Salvador/Warts/Hippo
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Tat
TBE
TCR
TE
TEMED
THR
TJ
TNF-a
TRBP
U

uv
v/v

Vil
w/v
WASP
WAVE
WD40
Wt
Yki
70
ZVTE
B-Gal
°C

ng

4-OHT

HIV-1 transactivation responsive element
Tris-Borsdure-EDTA

T-cell receptor (T-Zellrezeptor)

Tris EDTA

Tetramethylethylendiamin

Tomosyn homology region

Tight Junctions

Tumor necrosis factor o (Tumor Nekrosefaktor o)
Tat RNA-bindig protein

Unit

Ultraviolett

Volume per volume (Volumen per Volumen)
Villin

Weight per volume (Gewicht per Volumen)
Wiskott-Aldrich syndrome protein (Wiskott-Aldrich Syndromprotein)
WASP-family verprolin-homologous
Tryptophan (W) Asparaginsdure (D) 40
Wildtyp

Yorkie

Zonula occludens

Zentrale Versuchstiereinrichtung
B-Galactosidase

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

4-Hydroxytamoxifen
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