Aus dem Walther-Straub-Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Vorstand: Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

Die Bedeutung von DL.C1, MKL1/2 und Myoferlin fiir das

Proliferationsverhalten hepatozellulirer Karzinomzellen

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin

an der Medizinischen Fakultit der

Ludwig-Maximilians-Universitéit zu Miinchen

vorgelegt von

Natalie Friederike Carolina Frank

aus Augsburg

2018



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch die
promovierte Mitarbeiterin:

Dekan:

Tag der miindlichen Priifung:

der Universitit Miinchen

Prof. Dr. med. Thomas Gudermann
Prof. Dr. med. Reinhart Zachoval

PD Dr. med. Axel Kleespies

PD Dr. rer. nat. Susanne Miihlich

Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

15.11.2018



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
INHALTSVERZEICHNIS .....ooaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses |
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ....oouueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse \Y%
TABELLENVERZEICHNIS ..cuuueeeeieetteeeeseeeeescessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss VIII

EINLEITUNG G . cuuueeeeeceeeereeeeseeeesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
A.1  DAS HEPATOZELLULARE KARZINOM (HCC) .....cccccvvviiiiiiiiineeeeeeeeeee, 9
A.2  DER TUMORSUPPRESSOR DLC1 IM HEPATOZELLULAREN KARZINOM......... 11

A.3  DIE TRANSKRIPTIONELLEN KOAKTIVATOREN MKL.1/2

(MEGAKARYOBLASTIC LEUKEMIA 1/2) IN DLC1-DEFIZIENTEN

TUMORZELLEN ........eiiiitiiiiteiiite ettt eite ettt e et e et e st essteesbeee s 13

A.4  ONKOGEN-INDUZIERTE SENESZENZ IN ABHANGIGKEIT VON MKL1/2 ........ 16
A.5 MYOFERLIN ALS POTENTIELLES MKL1-ABHANGIGES ZIELGEN................... 17
A6 EGF-REZEPTOR ....cccueiiiiiiiiiiiiiiiieitete ettt 18
AT ZIELSETZUNG ...ciiuiiiiiiiiieitt ettt ettt ettt ettt et e ite e e nteessaeesbaeesanees 19
MATERIAL UND METHODEN......ccccsininisnsensessissssessissssssssssssssssssssassases 21
Bl ZELLKULTUR.....eoitiittiiteiteentte ettt ettt ettt svee st sene v saneenee e 21
B.1.1 Verwendete ZellliNIen ...........ccccueeriiiieeiiieeniieecieeeeree e eeee e 21
B.1.2  Subkultivierung und Kryokonservierung ...........ccccceeevveeenveeennveennnenn. 23
B.2  RNA-INTERFERENZ MITTELS SHRNA .......cciiiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 25
B.2.1 Calcium-Phosphat-Transfektion............cccocceeeniiiiniiiiniiinniiiiieeneee 26
B.2.2 Lentivirale TranSduKtion ...........cccccceeeiiieeiiiieeniieeiee e 28
B.3  TRANSIENTE TRANSFEKTION MIT LIPOFECTAMINE® 2000 ...........ccocuveneee. 29
B.4  WEICHAGARTEST (ANCHORAGE INDEPENDENT COLONY ASSAY)............... 30
B.5  DURCHFLUSSZYTOMETRIE ......ccocttimiiinieeniienreeieenreenteenneenneessseenseesmnesneenes 32
B.6 NACHWEIS DER B-GALACTOSIDASE-AKTIVITAT.....ccoitemiiaiieniienieenieeieenns 34
B.7  EXPRESSIONSANALYSEN MITTELS WESTERN BLOT......cccccccoviiiniiiiniieenne. 37
B.7.1 Zellernte fiir Western BIOt..........coooiiiiiiiiiiiiiiieieeccccceeee 37
B.7.2  Protein-Praparation.............cccoecueeeriiieeniieeniieenieeeieeeeee e 39
B.7.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese............ccccceveerieinienienniennennne. 39



INHALTSVERZEICHNIS

B.7.4 Immobilisierung der Proteine auf einer PVDF-Membran

(WEt-BIOt) oo e e 41

B.7.5 Detektion mithilfe von AntikOrpern ..........ccceeeevveevieeenieeenieecieeeinen. 43

B.8  STATISTISCHE AUSWERTUNG ....cccuuttiiiteiniieeniiieeniteeeniieeenieeeeireesnneesneeesanees 46

ERGEBNISSE.....cioiiniiniinninnnninnissnssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 47
C.1  CHARAKTERISIERUNG DES WACHSTUMSVERHALTENS IN ABHANGIGKEIT

VON MKLI/2 UND DLCT ...coiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 47

C.1.1 Autonomes Wachstumsverhalten auf Weichagar............cccccceuvveennen. 47

C.1.1.1 Autonomes Wachstumsverhalten von HepG2-Zellen in

Abhingigkeit von DLCT ......coooiiiiiiiiiiiiieeeeceeeeeeee e 48
C.1.1.2 Autonomes Wachstumsverhalten von HepG2- Zellen in
Abhingigkeit vOn MKL1/2 ......oooiiiiiiiieciieeeeeee e 51
C.1.2 Effekte von DLC1 und MKL1/2 auf die Zellzyklusprogression......... 52
C.1.2.1 Zellzyklusverteilung in Abhingigkeit von DLCI1 in
HEPG2-ZIIEN......cciiieeeeeeee e e e e 52
C.1.2.2 Zellzyklusverteilung in Abhidngigkeit von MKL1/2 in
HEePG2-ZElleN.....couiiiiiieeeeee e 53
C.1.2.3 Zellzyklusverteilung nach MKL1/2-Depletion in DLC1-
defizienten HUH7-Zellen.........cccooiiiniiniiiiiiiiicececcceeee 55

C.2  CHARAKTERISIERUNG DES WACHSTUMSVERHALTENS IN ABHANGIGKEIT
VON MYOFERLIN .....ettttttttteeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeaaneaaeeseeeeaeeennaaeeseesseeannnnaens 57

C.2.1 Autonomes Wachstumsverhalten von HuH7-Zellen in Abhingigkeit

VON MYOTEITIN ..ot 57

C.2.2 Effekte der Depletion von Myoferlin auf die Zellzyklusverteilung .... 62
C.2.3 Seneszenzassoziierte B-Galactosidase- AKtVItAL .........cccvevveeneiennenee. 63
C.3  EXPRESSIONSANALYSEN .....cociiiiiiiiiiiiiniiiiiiiieiiieie ettt s 65
C.3.1 Abhingigkeit der Myoferlin-Expression von MKLI .......................... 65

C.3.2 Validierung der Expression von pERK im Vergleich zur Gesamt-
menge an ERK nach Myoferlin-Depletion...........ccccceevveeenveeenneennen. 66
C.3.3 Validierung der Expression des Epidermal-Growth-Faktor-
Rezeptors (EGFR) im Zeitverlauf .............coooieiiiiiiiiiiniiiiiiieeieee 69

II



INHALTSVERZEICHNIS

C.3.3.1 Expression des EGF-Rezeptors 24 und 48 Stunden nach

Myoferlin-Depletion ............coouiiiriiiiniiiiiieeieeeee e 69
C.3.3.2 Expression des EGF-Rezeptors im Zeitraum von 4 und 7
Tagen nach Myoferlin-Depletion............ccccueeriieeriiieeniieeiee e 70
C.3.4  REKONSHIULION ...eeiiuiiieiiiiieeiieeeiie ettt ettt et e e s 72
D. DISKUSSION....uuiiiirinsrnsrnsanssnssissississesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 75
D.1  STATISTISCHE ANALYSE ...ceiiitttiiittiniteenieeentteeriteeesiteeeiteeeiteesiaeesneeesanees 75
D.2  VALIDIERUNG DES AUTONOMEN WACHSTUMSVERHALTENS AUF
WEICHAGAR IN ABHANGIGKEIT VON DLC1 UND MKLI1/2..........ccueeneenee 76
D.3  ZELLZYKLUSVERHALTEN IN ABHANGIGKEIT VON DLC1 UND MKL1/2 ..... 78
D.4  VALIDIERUNG VON MYOFERLIN ALS MKL1-ABHANGIGES ZIELGEN........... 81
D.5 WACHSTUMSVERHALTEN IN ABHANGIGKEIT VON MYOFERLIN .................. 81
D.5.1 Myoferlin-Depletion bewirkt signifikant verminderte Kolonie-
bildung auf Weichagar ..........cccoooiiiiiiiiiniiiiiieceeeceeeee e 82
D.5.2 Effekte der Myoferlin-Depletion auf das Zellzyklusverhalten............ 84
D.5.3 Bestimmung der Seneszenz-assoziierten 3-Galactosidase-Aktivitit
nach Myoferlin-Depletion ............ccooiiiiiiiiniieiniieiiieeeeeeee e 85
D.6 ERK-AKTIVIERUNG NACH MYOFERLIN-DEPLETION.........cccccecuiiniienieenneenne 86
D.7  VERSTARKTE EXPRESSION DES EGF-REZEPTORS NACH MYOFERLIN-
DEPLETION......ceiiiitiiiiteiiteenitte ettt ettt ettt et e et e e bteesseeesnaeens 87
D.8  REKONSTITUTION...ccccuttiiittiniteeniteeaiteeniteeeeteeesireeesiteessmteesmteesneeesneeesanees 91
D.9  UBERSICHT AUSWIRKUNG DER MYOFERLIN-DEPLETION AUF HUH7-
ZELLEN UND AUSBLICK ....eetteriteitenteeniteeteesieeereesieeeneeseeesneesinesneeseneennes 93
E. ZUSAMMENFASSUNG ..ccorveversvnsussanssssssssnssssssssssssssassassssssssssssssssssssssssassassnss 95
F. ANHANG ..ccneirininnisnisississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassassssons 96
LITERATURVERZEICHNIS ......ccoinininininsinsensnssssssnsssssnssissssssssssssssssssssssssssssnses 101
ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......coovevtesuesressessesnssnsssssssessessessesssssssssssssssssssessens 114
DANKSAGUNG  ....cccuinuisrininsinsesssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssnsss 118

I



INHALTSVERZEICHNIS

EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG 119

IV



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Modells der MKL1-abhingigen Tumori-
genese nach DLC1-Verlust (aus Miihlich et al. 2012). .....cccccovvivienvieennene 15

Abbildung 2. Koloniebildung DLC1-depletierter HepG2-Zellen auf Weichagar im Ver-
gleich zu HepG2-Kontrollzellen (20.000 ausgesite Zellen). .............cc....... 50

Abbildung 3. Koloniebildung DLC1-depletierter HepG2-Zellen auf Weichagar im Ver-
gleich zu HepG2-Kontrollzellen (40.000 ausgesite Zellen). ...................... 50

Abbildung 4. Koloniebildung in HepG2-Zellen in Abhéngigkeit von MKL1/2 auf
WERIChAZAT ... 51

Abbildung 5. Prozentualer Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus bei HepG2-
Zellen in Abhingigkeit von DLCT.......ccoooiiiiiiii e 53

Abbildung 6. Prozentualer Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus bei HepG2-
Zellen in Abhéngigkeit von MKL1/2.........ccooiiiiiiniiiniiinicicnieiees 54

Abbildung 7. Prozentualer Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus nach De-
pletion von MKL1/2 in HuH7-Zellen. ........ccccccocuiiviinieniiiiiiniiiieceeeee 56

Abbildung 8. Koloniebildung Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen auf Weichagar im
Vergleich zu HuH7-Kontrollzelllinien. ...........ccoeciiiiiiiiiiiiiieieeeieeee 58

Abbildung 9. Ubersicht Koloniebildung Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen auf Weich-
agar im Vergleich zu Kontrollzelllinien. .............cccooooiiiiiiniiinniieeieee. 59

Abbildung 10. Verminderte Koloniebildung Myoferlin-depletierter Zellen auf Weichagar
(20.000 ausgesate Zellen). ......cueeeueeerieeeieeeie ettt 61

Abbildung 11. Verminderte Koloniebildung Myoferlin-depletierter Zellen auf Weichagar
(40.000 ausgesate Zellen). ......cceerueerueerierieeieeniteeeeie et 61

Abbildung 12. Nachweis der Knockdown-Effizienz von Myoferlin der in Abbildung 10
und Abbildung 11 aufgefiihrten Zelllinien. ...........cccccoevieniiiininiinienenens 62

Abbildung 13. Myoferlin-Expression der fiir Zellzyklusanalysen (vgl. Tabelle 16)
verwendeten ZellINIen. ......c..oouiiiiiiiiiiiiiiiceececececee e 63

Abbildung 14. Effizienz der Myoferlin-Depletion der fiir Bestimmung der Seneszenz-
assoziierten B-Galactosidase-Aktivitiit eingesetzten Zellen......................... 64

Abbildung 15. Uberexpression von MKLI1 fiihrt zu verstirkter Myoferlin-Expression in
HUHT7-ZEIIEN. ...ttt 66

Abbildung 16. pERK- und ERKtotal-Expression in Myoferlin-depletierten HuH7-Zellen
7 Tage nach lentiviraler TransduKtion...........c.cccceevieviniiininiininiinieienens 68



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 17. Nachweis der Depletion von Myoferlin bei den in Abbildung 16 aufge-

FURITEN PrODEN. ...oiiiiiiieiiiecieeee ettt et 68
Abbildung 18. Expression des EGF-Rezeptors 24 und 48 Stunden nach Myoferlin-De-

PLELIOM. L.ttt ettt ettt e 70
Abbildung 19. Nachweis der Depletion von Myoferlin bei den in Abbildung 18 aufge-

fURITEN Proben. ......couiiiiiiiiiiiiiecceeee et 70
Abbildung 20. Expression EGF-Rezeptors 4 Tage nach lentiviraler Transduktion............ 71

Abbildung 21. Expression EGF-Rezeptor und pEGFR 7 Tage nach lentiviraler Trans-
duktion. (Knockdown-Effizienz vgl. Abbildung 17, S. 68) ......cccceecuveenneeen. 71

Abbildung 22. Rekonstitutionsexperiment 24 h nach lentiviraler Transduktion, Nachweis
der MKL1 und Myoferlin-Expression sowie der Expression des EGF-
REZEPLOTS. ettt 73

Abbildung 23. Rekonstitution 48 h nach lentiviraler Transduktion, Nachweis der MKL.1-
und Myoferlin-Expression sowie der Expression von EGFRtotal,
ERKtotal und phospho-ERK. .........ccoiiiiii e 74

Abbildung 24. QQ-Plot HepG2-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der G1-Phase
des Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.1) ooccueiiiiiiiiiiiieee e 96

Abbildung 25. QQ-Plot HepG2-DLC1-KD-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der
G1-Phase des Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.1).ccccceeviiiiniiiiiiieieee. 96

Abbildung 26. QQ-Plot HepG2-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der G1-Phase
des Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.2) ...cccceeviiriiiiiiiniinieiieeeecieceeeee 97

Abbildung 27. QQ-Plot HepG2-MKL1/2-KD-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in
der G1-Phase des Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.2).......ccccceviiriirvvenncne 97

Abbildung 28. QQ-Plot HuH7-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der G1-Phase
des Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.3) ....cooiiiiiiiiiiieeee e 98

Abbildung 29. QQ-Plot HuH7-MKL1/2-KD-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (vgl. Ab-
SCHNIEE C.1.2.3) ot 98

Abbildung 30. QQ-Plot HuH7-Zellen nach Leervektor-Transduktion fiir
Weichagaranalysen bei 20.000 ausgesiten Zellen (vgl. Abschnitt C.2.1,
ADBDIIAUNG 10)..iiiiiiiiiiieiteee e 99

Abbildung 31. QQ-Plot Myoferlin-depletierte HuH7-Zellen nach Leervektor-Trans-
duktion fiir Weichagaranalysen bei 20.000 ausgesiten Zellen (vgl. Ab-
schnitt C.2.1, Abbildung 10) .....coooueriiiiriiiieiiieteeeeeeeeeeee e 99

Abbildung 32. QQ-Plot HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion fiir Weichagar-
analysen bei 40.000 ausgesiten Zellen (vgl. Abschnitt C.2.1, Abbil-

VI



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 33. QQ-Plot Myoferlin-depletierte HuH7-Zellen fiir Weichagaranalysen bei
40.000 ausgesiten Zellen (vgl. Abschnitt C.2.1, Abbildung 11) .............. 100

VII



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1.
Tabelle 2.
Tabelle 3.
Tabelle 4.
Tabelle 5.
Tabelle 6.
Tabelle 7.
Tabelle 8.

Tabelle 9.

Tabelle 10.

Tabelle 11.

Tabelle 12.

Tabelle 13.

Tabelle 14.

Tabelle 15.

Tabelle 16.

Tabelle 17.

Tabelle 18.

TABELLENVERZEICHNIS
In der vorliegenden Arbeit verwendete Zelllinien.............ccccceeevenieniennenns 22
Eingesetzte Losungen zur Subkultivierung der Zelllinien. ............cccceeueee. 25
Zur Calcium-Phosphat-Transfektion eingesetzte Plasmide/ shRNA. ......... 27
Zur Transfektion mit Lipofectamine ® 2000 eingesetzte Plasmide............ 29
Zusammensetzung des Trenngels. (Mengenangaben fiir 2 Gele) ............... 41
Zusammensetzung des Sammelgels. (Mengenangabe fiir 2 Gele).............. 41
Verwendete PrimarantikOPer. .......cueeeuieiriiieiieeeie ettt 45
Verwendete SekundarantiKOPer. ........cceeeueeeiieeeiieeriieeieeete e 45

Koloniebildung in HepG2-Kontrollzellen im Vergleich zu HepG2-DLC1-
Knockdown-ZelIen. .......c...coceiviiiiiiiiiniiiieeeciceeeeceee e 49

Koloniebildung in HepG2-Kontrollzellen im Vergleich zu HepG2-Zellen
mit MKL1/2-KnoCKAOWN. ......cocuoiiiiniiiiiiiiiiieniceeeeeeeeeeeeeee e 51

Prozentualer Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bei
HepG2-Zellen in Abhéngigkeit von DLCI. ......cccocoiiiiiniiiiiiiiniiienes 53

Prozentualer Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bei
HepG2-Zellen in Abhingigkeit von MKL1/2 ..o 54

Prozentualer Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bei
HuH7-Zellen in Abhéngigkeit von MKL1/2........ccooiiiiiiiiiiieee 55

Koloniebildung auf Weichagar Myoferlin-depletierter Zellen im Ver-
gleich zu HuH7-Kontrollzellen und HuH7-Zellen mit Leervektor-
Transduktion (20.000 ausgesite Zellen)..........cocueeveerienienieenienieerieeneene 59

Koloniebildung Myoferlin-depletierte Zellen auf Weichagar im Vergleich
zu HuH7-Zellen mit Leervektor-TransduKtion. ........c..cceceeveenieniennieennene 60

Prozentuale Verteilung auf die Zellzyklusphasen bei HuH7-Zellen in Ab-
hingigkeit von Myoferlin. ..........coceevieiiiiiiiniiniiieccceeeeeeeeeee 63

B-Galactosidase- Aktivitit Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen.................. 64
Quantifizierung pERK-Expression Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen

im Vergleich zu Kontrollzelllinien 7 Tage nach lentiviraler Transduktion
Mittels TMAZE J....oiiiiiiiee e 68

VIII



EINLEITUNG

A. EINLEITUNG

Al DAS HEPATOZELLULARE KARZINOM (HCC)

Das hepatozelluldre Karzinom (HCC, Leberzellkarzinom) ist weltweit die fiinfthaufigste
Tumorerkrankung (Leitlinienprogramm, 2013). Die Hochinzidenzzone fiir das hepato-
zelluldre Karzinom liegt in tropischen Léandern (Siidostasien, Afrika (Stidsahara), China)
mit 30-120 Erkrankungsféllen pro 100.000 Personen (Riede et al., 2004). In den westli-
chen Industrienationen tritt das hepatozelluldre Karzinom weniger gehduft auf, diese
Linder werden als Niedriginzidenzzone bezeichnet (Riede et al., 2004). Jedoch ist auch
in diesen Ldndern die Inzidenz steigend mit fiinf Erkrankungsfillen pro 100.000 Ein-
wohner jdhrlich (Herold, 2012). Ménner erkranken insgesamt hédufiger als Frauen am
hepatozelluldren Karzinom (Herold, 2012). Die Erkrankung tritt in Niedriginzidenzzo-
nen eher bei Personen ab 50 Jahren auf, in den Hochinzidenzzonen eher bei jiingeren

Patienten (Riede et al., 2004).

Das hepatozelluldre Karzinom entwickelt sich zumeist auf dem Boden einer Leberzir-
rhose, je nach Autor werden 60-90 % der HCC-Fille auf eine Leberzirrhose zuriickge-
fiihrt (Herold, 2012; Kellner, 2013; Riede et al., 2004). Als wichtige dtiopathologische
Faktoren sind zudem Infektionen mit Viren zu nennen (Herold, 2012; Kellner, 2013;
Riede et al., 2004). Demnach ist die geographisch unterschiedliche Inzidenz des hepato-
zelluldren Karzinoms auf die Privalenz des Hepatitis B-Virus zuriickzufiihren (Riede et
al., 2004). Auch eine Hepatitis-C-Virus-Infektion kann der Entstehung eines hepatozel-
luldren Karzinoms zugrunde liegen (Llovet et al., 2004; Riede et al., 2004). Ebenfalls
die Krankheitsentstehung begiinstigende Faktoren sind Alkoholabusus, Himochroma-
tose und Aflatoxin (Riede ef al., 2004). Die in Deutschland bedeutsamsten Risikofakto-
ren, die der Entstehung eines hepatozelluldren Karzinoms zugrunde liegen, sind die
chronische Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus sowie der Konsum von Alkohol
(Leitlinienprogramm, 2013). Die gestiegene Inzidenz der nicht-alkoholischen Fettleber-
erkrankung in westlichen Industrienationen als Folgeerkrankung von Diabetes und
Ubergewicht ist ein weiterer Risikofaktor, welcher die zunehmende Anzahl an Neuer-
krankungen des hepatozelluldren Karzinoms bedingt (Leitlinienprogramm, 2013;

Starley et al., 2010).
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Als dem hepatozelluldren Karzinom vorausgehende Veridnderungen werden die prikan-
zerdse Leberdysplasie und dysplastische Knoten, die vor allem bei Leberzirrhose zu fin-
den sind, angesehen (Riede et al., 2004). Das hepatozelluldre Karzinom imponiert mak-
roskopisch mit einer gelblich-weilen Schnittfliche (Kellner, 2013), und kann in vier
Subtypen unterteilt werden: infiltrativer Typ, expansiver Typ, gemischt expansiv-infilt-
rativer Typ, diffuser Typ (Riede et al., 2004). Auch histologisch konnen verschiedene
Wachstumsmuster unterschieden werden und eine Einteilung in verschiedene Maligni-
tatsgrade zwischen G1 (hoch differenziert) und G4 (undifferenziert) vorgenommen wer-
den (Riede et al., 2004). Zur Stadieneinteilung wird das sog. BCLC-System (Barcelona
Clinic Liver Cancer Staging-System) herangezogen (Leitlinienprogramm, 2013; Llovet
et al., 2008). Dieses System vereinigt das Tumorstadium, die Leberfunktion und den

Effekt verschiedener Therapien auf die Prognose (Leitlinienprogramm, 2013).

Das hepatozelluldre Karzinom zeichnet sich durch langsames Wachstum aus (Kellner,
2013). Intrahepatische Metastasen sind, abhdngig von der Grof3e des Primértumors, héu-
fig anzutreffen (Bader et al., 2010). So finden sich bei hepatozelluldren Karzinomen, die
eine GroBe von iiber 5 cm aufweisen, zu 90 % intrahepatische Metastasen (Bader et al.,
2010). Die extrahepatische lymphogene Metastasierung ist erst spit im Krankheitsver-
lauf zu beobachten, die himatogene Metastasierung in Lunge, Knochen oder Nebennie-
ren tritt nur vereinzelt auf (Bader et al., 2010). Allerdings infiltriert das hepatozellulére
Karzinom oft das vendse System, dies kann zu einer Pfortaderthrombose fiihren (Riede

et al., 2004).

Die Symptome sind oft unspezifisch (Riede et al., 2004) und duBlern sich als Druck-
schmerz im Oberbauch, Gewichtsverlust und subfebrile Temperaturen (Herold, 2012;
Holstege et al., 2013). Oft erst spit im Krankheitsverlauf tritt ein Ikterus auf, paraneo-
plastische Syndrome sind moglich (Herold, 2012; Holstege et al., 2013).

Nur in wenigen Fillen besteht die Moglichkeit einer kurativen Behandlung (Holstege et
al., 2013). Als kurative Mallnahmen kommen die Leberteilresektion oder Lebertrans-
plantation in Frage, des Weiteren ist eine Radiofrequenzablation moglich (Holstege et
al.,2013; Waghray et al., 2015). In fortgeschrittenen Stadien und als palliative Therapie
wird der Multikinaseinhibitor Sorafenib eingesetzt (Leitlinienprogramm, 2013;

Waghray et al., 2015). Die Prognose ist meist sehr schlecht, die Uberlebensrate nach
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einem Zeitraum von 5 Jahren ist kleiner als 5 % (Bubendorf et al., 2011; Holstege et al.,
2013). Auch nach erfolgreicher Resektion oder Ablation betridgt das Risiko eines Re-
zidivs 70 % (Leitlinienprogramm, 2013).

Aufgrund der begrenzten therapeutischen Moglichkeiten ist es von hoher klinischer Re-
levanz, die molekularen Mechanismen der Karzinogenese aufzudecken und damit mo-
lekulare Angriffspunkte einer gezielten pharmakologischen Therapie zu identifizieren.
Molekulare Therapien wurden in Studien getestet, jedoch konnte bislang mit noch keiner
Substanz eine Verlidngerung des Gesamtiiberlebens erzielt werden (Leitlinienprogramm,
2013). Einzig Sorafenib als Inhibitor von Kinasen (Inhibitor der Serin-Theronin-Kina-
sen Raf-1 und B-Raf sowie der Rezeptortyrosinkinasen des VEGF-Rezeptors und
PDGF-Rezeptors-B) steht als systemische Therapie zur Verfiigung und wird bei ver-
schiedenen Indikationen eingesetzt (Leitlinienprogramm, 2013; Tejeda-Maldonado et
al., 2015). Unter Sorafenib-Therapie zeigte sich jedoch keine Verbesserung der Lebens-

qualitit oder Verldngerung bis zur Symptomprogression (Leitlinienprogramm, 2013).

Es ist daher von groer Bedeutung, neue molekulare Zielstrukturen fiir erfolgverspre-
chende Therapiestrategien zu identifizieren. Aus diesem Grund wurde in der vorliegen-
den Arbeit ein wichtiger Signalweg der Tumorentstehung, bedingt durch den Verlust

des Tumorsuppressors DLCI in hepatozelluldren Karzinomen, néher untersucht.

A2 DER TUMORSUPPRESSOR DLC1 1M
HEPATOZELLULAREN KARZINOM

1998 konnten Yuan et al. ein Gen, welches in hepatozellulidren Karzinomen héufig de-
letiert ist, als potentiellen Tumorsuppressor identifizieren (Yuan et al., 1998). Dieses
Gen wurde als DLCI1, Deleted in liver cancer I bezeichnet (Yuan et al., 1998). DLCI1
ist auf Chromosom 8p21.3-22 lokalisiert (Yuan et al., 1998). Auf diesem chromosoma-
len Abschnitt tritt hdufig ein Verlust der Heterozygotie auf, dies ist auBler bei hepatozel-
luldren Karzinomen etwa beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, Colorektalen
Karzinom und Prostata-Karzinom beschrieben (Visakorpi et al., 1995; Yuan et al.,
1998). DLCI1 ist nach Yuan et al. bei 50 % der primédren hepatozelluldren Karzinome
deletiert, Wong et al. beschreiben einen Verlust der Heterozygotie in 44-50 % der un-

tersuchten Fille (Wong et al., 2003; Yuan et al., 1998). Die heterozygote Deletion von

11



EINLEITUNG

DLCI1 konnte in hepatozelluldren Karzinomen hiufiger beobachtet werden als etwa die
Deletion des Tumorsuppressors pS3 (Xue et al., 2008). Auch bei anderen Tumorerkran-
kungen wie Lungenkrebs, Kolonkarzinom oder Brustkrebs treten DLC1-Deletionen fast

so haufig auf wie p53-Deletionen (Xue et al., 2008).

2003 wurden nihere Erkenntnisse zur Funktion des humanen DLC1-Gens erzielt. Wong
et al. konnten zeigen, dass DLC1 als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) fiir RhoA
und Cdc42 wirkt (Wong et al., 2003). RhoA und Cdc42 gehoren zur Rho-Familie von
kleinen GTPasen (Lancaster et al., 1994). GTPasen wirken als molekulare Schalter
(Etienne-Manneville & Hall, 2002). Dies geschieht dadurch, dass GTPasen zwischen
einem GTP-gebundenen, aktiven Zustand und einem GDP-gebundenen inaktiven Zu-
stand alternieren konnen (Etienne-Manneville & Hall, 2002). Die intrinsiche GTPase-
Aktivitit von GTPasen wie RhoA wird durch GTPasen-aktivierende Proteine (GAP)
angeregt. Somit werden GTPasen durch GTPase-aktivierende Proteine von der aktiven

Form in die inaktive, GDP-gebundene Form umgewandelt (Lancaster et al., 1994).

GTPasen sind an verschiedenen zelluldren Prozessen beteiligt. So regulieren GTPasen
der Rho-Familie eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen (Etienne-Manneville &
Hall, 2002). Des Weiteren sind Rho-GTPasen beispielsweise auch an der Regulation des
Aktin-Zytoskeletts sowie an der Zellzyklusprogression beteiligt (Etienne-Manneville &
Hall, 2002; Hall, 1998).

Xue et al. zeigten 2008, dass bei verminderter Expression des Rho-GTPase-aktivieren-

den Proteins DLC1 der Gehalt an GTP-gebundenen RhoA erhoht ist (Xue et al., 2008).

Im Mausmodell konnte bereits ein Zusammenhang zwischen der Expression des Tumor-
suppressors DLC1 in hepatozelluldren Karzinomzellen und der Tumorigenitét herge-
stellt werden. Nach Zhou et al. (2008) konnte durch das Wiedereinbringen von DLC1
in hepatozelluldre Karzinomzelllinien Hinweise auf eine Beteiligung von DLC1 an der
Metastasierung festgestellt werden. Die Uberexpression von DLC1 in HCC-Zelllinien
ging mit einer verminderten RhoA-Aktivierung einher (Zhou et al., 2008). Die Aktivie-
rung der GTPase RhoA scheint sowohl notig als auch ausreichend zu sein, um die Ent-

stehung von hepatozellulidren Karzinomen in vivo zu fordern (Grise et al., 2009).
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Auch in anderen Tumorentitdten scheint DLC1 eine wichtige Rolle zu spielen. Durch
Daten von Yuan et al. am Mausmodell ergeben sich Hinweise, dass durch Rekonstitu-
tion von DLC1 die Tumorigenitiat im Mammakarzinom-Modell vermindert wird (Yuan
et al., 2003). Auch beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom gibt es Anhaltspunkte,
dass in Tumorzelllinien nach Transfer von DLC1 die Zellproliferation vermindert ist

(Yuan et al., 2004).

Im Hinblick auf neue Therapieméoglichkeiten des hepatozelluldren Karzinoms ist es da-
her von Bedeutung, die Mechanismen der DLC1-abhingigen Tumorigenese niher zu
analysieren. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden Aspekte der DLCI-
abhédngigen Tumorigenese in hepatozellularen Tumorzelllinien ndher untersucht. In
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten die transkriptionellen Koaktivatoren
MKL1/2 als an der DLC1- abhéngigen Tumorprogression im hepatozelluldren Karzi-
nom beteiligte Proteine identifiziert werden (Miihlich er al., 2012).

A3 DIE TRANSKRIPTIONELLEN KOAKTIVATOREN MKI1.1/2
(MEGAKARYOBLASTIC LEUKEMIA 1/2) IN DLC1-
DEFIZIENTEN TUMORZELLEN

Durch Befunde der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich konnte 2012 gezeigt werden,
dass die transkriptionellen Koaktivatoren MKL.1/2 (Megakaryoblastic leukemia 1/2) in
DLC1-defizienten hepatozellularen Tumorzellen als Mediatoren der tumorigenen

Transformation fungieren (Miihlich et al., 2012).

MKLI1 wurde 2001 erstmals als ein Gen beschrieben, dass bei der akuten megakaryo-
blastischen Leuké@mie durch Translokation Teil eines Fusionsgens wird (Ma et al., 2001;
Mercher et al., 2001). Das humane MKL2-Gen wurde 2003 identifiziert (Selvaraj &
Prywes, 2003).

Sowohl MKLI1 als auch MKL2 gehoren zu einer Familie von transkriptionellen Koakti-
vatoren, die an den Transkriptionsfaktor SRF (Serum Response Factor) binden und
dadurch die Transkription Serum Response Element (SRE)-abhingiger Zielgene aktivie-
ren (Cen et al., 2003; Selvaraj & Prywes, 2003). SRE ist ein regulatorisches Element,
an das der Transkriptionsfaktor SRF bindet (Treisman, 1992).
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MKLI und 2 werden als redundant in ihrer Wirkung angesehen (Cen et al., 2003) und
werden in einer Vielzahl embryonaler und adulter Gewebe exprimiert (Pipes et al., 2006;

Selvaraj & Prywes, 2003).

2003 zeigten erste Hinweise, in welcher Weise MKLI1 reguliert wird. So wirkt MKL1
durch die Regulation iiber den Rho-Aktin-Signalweg als transkriptioneller Koaktivator
von SRF (Miralles et al., 2003). MKL1 assoziiert mit unpolymerisiertem Aktin (Miralles
et al., 2003). Die Rho-induzierte Aktinpolymerisation bewirkt, dass MKL1 vom Zyto-
plasma in den Zellkern transloziert (Miralles et al., 2003). Nukledres MKL1 ist die Vo-
raussetzung fiir die Aktivierung von SRF und die Induktion von SRF-abhéngigen Ziel-
genen (Miralles et al., 2003). Der nukleédre Export von MKLI1 erfolgt iiber die Phospho-
rylierung von MKLI1 und die dadurch verstirkte Bindung an Aktin (Miihlich et al.,
2008). Die Phosphorylierung wird iiber den ERK1/2-Signalweg reguliert (Miihlich et
al.,2008). Jiingste Befunde zeigen, dass neben der zytoplasmatischen auch eine nukleire

Aktinpolymerisation fiir die SRF-Aktivierung verantwortlich ist (Baarlink et al., 2013).

Der Transkriptionsfaktor SRF ist an zahlreichen zelluldren Prozessen wie Zellwachs-
tum, Zellmigration und Organisation des Zytoskeletts beteiligt (Pipes et al., 2006).
Durch den Transkriptionsfaktor SRF werden sog. ,,/mmediate Early-Genes* (IEG) in-
duziert, MKL1/2 sind dabei iiber den RhoA-Signalweg und Bindung an SRF an der Ex-
pression von ,, Immediate Early-Genes “ beteiligt (Cen et al., 2004; Selvaraj & Prywes,
2004). ,,Immediate Early-Genes‘ werden sehr schnell als Reaktion auf extrazellulidre
Stimuli exprimiert und sind beispielsweise fiir die Progression von der GO-Phase des
Zellzyklus zur G1-Phase von Bedeutung (Thomson et al., 1999). Durch Serum-Zugabe
kommt es zur Induktion der ,,Immediate Early-Genes* (Schratt et al., 2001). Wahrend
der Progression des Zellzyklus spielt die Induktion von Immediate Early-Genes durch

SRF eine wichtige Rolle (Schratt et al., 2001).

Daten der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich stellen einen Zusammenhang zwischen
der RhoA-abhingigen Induktion von Zielgenen via SRF bzw. MKL1/2 und dem Tumor-
suppressor DLC1 her (Miihlich et al., 2012). Abbildung 1 gibt einen schematischen
Uberblick iiber das Modell der MKL1-abhingigen Tumorigenese nach DLC1-Verlust.

In hepatozelluldren Tumorzelllinien, die den Tumorsuppressor DLC1 nicht exprimieren,
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kommt es nach diesem Modell zur Aktivierung von RhoA. Dies fiihrt zu einer konstitu-
tiv nuklesiren Lokalisation von MKL1 (Miihlich ez al., 2012). Uber diesen Mechanismus
werden MKL1-abhingige Zielgene konstitutiv exprimiert (Miihlich et al., 2012). Durch
Ausschalten von MKL1/2 in DLC1-defizienten hepatozelluliren Karzinomzelllinien
kommt es zu einem Proliferationsstopp sowie zu Verminderung der Zellmigration
(Miihlich et al., 2012). Dies stellt einen wichtigen Hinweis dar, dass die transkriptionel-
len Koaktivatoren MKL1/2 an der Tumorigenese in hepatozelluldren Karzinomzellen

nach DLC1-Verlust beteiligt sind (Miihlich et al., 2012).

Extracellular
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Abbildung 1. Schematische Darstellung des Modells der MKL1-abhingigen Tumori-
genese nach DLC1-Verlust (aus Miihlich et al. 2012).

Durch Verlust des GTPase-aktivierenden Proteins DLC1 bleibt RhoA vermehrt in der aktiven,
GTP-gebundenen Form. Aktiviertes RhoA fiihrt zu einer Polymerisation von F-Aktin und der
daraus resultierenden Freisetzung von MKL1 aus der Bindung an Aktin. MKL1 transloziert in
den Zellkern. Dadurch kommt es zur Induktion von SRF (Serum Response Factor)-abhingigen
Zielgenen via SRE (Serum Response Elements). Die so induzierten Zielgene sind an der Tumori-
genese beteiligt (nach Miihlich et al. (2012)).
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Ad ONKOGEN-INDUZIERTE SENESZENZ IN ABHANGIGKEIT
VON MKL1/2

Durch Befunde der Arbeitsgruppe, zu denen auch die vorliegende Arbeit einen Beitrag
geleistet hat, konnte der Proliferationsstopp nach MKL1/2-Depletion in hepatozellula-
ren Karzinomzellen dem Mechanismus der Onkogen-induzierten Seneszenz zugeordnet

werden (Hampl et al., 2013).

Der zelluldre Mechanismus der Onkogen-induzierten Seneszenz wurde erstmals 1997
identifiziert. Serrano et al. konnten zeigen, dass durch die Expression des Onkogens Ras
in priméren Zellen Seneszenz induziert werden kann (Serrano et al., 1997). Der beo-
bachtete Effekt geht mit einer Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase einher und ist
mit einer Akkumulation der Proteine p53 und p16 verbunden (Serrano et al., 1997).
Diese Onkogen-induzierte Seneszenz bringt keine Verkiirzung der Telomere mit sich
(Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). Wei ef al. (1999) konnten zeigen, dass auch in
Zellen mit aktiver Telomerase Seneszenz-Induktion via ras stattfinden kann. Hingegen
ist die replikative Seneszenz durch Verkiirzungen an den Telomeren gekennzeichnet

(Allsopp & Harley, 1995; Stewart et al., 2003a).

Es gibt verschiede Mechanismen, die Onkogen-induzierte Seneszenz hervorrufen und
sich vermutlich nicht gegenseitig ausschlieBen, die aber zu einer Aktivierung der Prote-
ine p53 und Rb fiithren (Courtois-Cox et al., 2008). Nach Larsson (2011) gibt es min-
destens 3 Signalwege, iiber die Onkogene Seneszenz induzieren kénnen. Larsson (2011)
nennen hier den Arf/p53/p21- sowie den DNA-Damage-Response (DDR)-Signalweg
und den pl16/pRB-vermittelten Signalweg. Aberrante Aktivierung von Onkogenen wie
Ras oder Myc fiihrt iiber die genannten Signalwege zu Onkogen-induzierter Seneszenz

(Larsson, 2011).

Befunde der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich zeigen, dass Depletion von MKL1/2
in DLC1-defizienten hepatozelluldren Tumorzellen zu Onkogen-induzierter Seneszenz
fiihrt, die mit Ras-Aktivierung, erhohter p16-Expression und hypophosphoryliertem Rb
einhergeht (Hampl et al., 2013). Im Zuge der erhohten Ras-Expression tritt eine erhohte
ERK1/2-Phosphorylierung auf, dies geschieht im Rahmen der Aktvierung des Raf-
MEKI1-ERK1/2-Signalwegs nach Ras-Aktivierung (Hampl er al., 2013). ERK1/2,
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Extracellular-signal-Regulated Kinase (ERK) 1 und 2 sind an Signaltransduktionswe-
gen, an denen Rezeptortyrosinkinasen mitwirken, beteiligt (Pearson et al., 2001) und
wirken als MAP-Kinasen, sog. mitogen-aktivierte Proteinkinasen (Seger & Krebs,

1995).

Die Befunde deuten auf Onkogen-induzierte Seneszenz in MKL1/2-depletierten HuH7-
Zellen hin (Hampl et al., 2013). Uber welches MKL1/2 und SRF-abhingige Zielgen
dieser Effekt vermittelt wird, bleibt jedoch unklar.

A.5 MYOFERLIN ALS POTENTIELLES MKL1-ABHANGIGES
ZIELGEN

Durch Mikroarray-Analysen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich wurde Myoferlin
als ein Gen identifiziert, dessen Expression in MKL1/2-depletierten hepatozelluldren
Karzinomzelllinien vermindert war (Hermanns et al., 2017). Im Rahmen der vorliegen-
den Dissertation wurde die Rolle von Myoferlin in der Tumorigenese hepatozellulédrer
Karzinomzellen niher untersucht, auch in Hinblick darauf, ob Myoferlin den Prolifera-
tionsstopp im Rahmen des Auftretens Onkogen-induzierte Seneszenz nach MKL1/2-

Verlust in DLC1-defizienten Zellen vermittelt.

Myoferlin wurde im Jahr 2000 als Mitglied der Ferlin-Proteinfamilie identifiziert und
besitzt eine Molekiilmasse von 230 kDa (Davis et al., 2000). Das Protein Myoferlin
enthilt eine Transmembrandoméne sowie C2-Domiinen, die bei Proteinen, die an Sig-
naltransduktionsprozessen beteiligt sind, zu finden sind (Davis et al., 2000; Marty et al.,
2013). Myoferlin assoziiert sowohl mit der Plasmamembran als auch mit der Kern-

membran (Davis et al., 2000).

Die zelluldre Funktion von Myoferlin wurde bereits in einigen Arbeiten ndher unter-
sucht. Es gibt Hinweise darauf, dass Myoferlin an der Muskelentwicklung bzw. Repa-
raturprozessen im Muskel beteiligt ist (Davis et al., 2002; Demonbreun et al., 2010a).
Des Weiteren gibt es Anhaltspunkte, dass Myoferlin an der Endozytose, vor allem an
der Calveolae/Lipid Rafts-abhingigen Endozytose und der Clathrin-abhingigen Endo-

zytose, beteiligt ist (Bernatchez et al., 2009). Dariiber hinaus haben Bernatchez et al.
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(2007) im Zellkulturmodell gezeigt, dass Myoferlin in endothelialen Zellen mit der Sig-
naltransduktion iiber den VEGF-Rezeptor 2 (Vascular endothelial growth factor-2) in

Zusammenhang steht.

Turtoi ef al. (2013) haben die Myoferlin-Expression im Mammakarzinom néiher unter-
sucht. Dabei konnten sie eine Uberexpression von Myoferlin in Tumorproben aus
Mammakarzinomen feststellen (Turtoi et al., 2013). Es liegen auch Hinweise vor, dass
Myoferlin in Mammakarzinomzelllinien an der Degradation des epidermalen Wachs-
tumsfaktor-Rezeptors, des EGF-Rezeptors (EGFR), beteiligt ist (Turtoi et al., 2013).
Nach Myoferlin-Depletion findet keine Degradation des EGF-Rezeptors in Brustkrebs-
zellen statt (Turtoi ef al., 2013). Der Verlust von Myoferlin hat zudem die Inhibition der
EGF-vermittelten Zellmigration und Epithelialen-Mesenchymalen Transition (EMT)
zur Folge (Turtoi et al., 2013). Des Weiteren ist die Zellinvasion nach Myoferlin-Deple-
tion vermindert (Turtoi et al., 2013).

A.6 EGF-REZEPTOR

Aufgrund der von Turtoi et al. (2013) beschriebenen Regulation des EGF-Rezeptors
durch Myoferlin sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob auch in hepato-
zelluldaren Karzinomzellen ein Zusammenhang zwischen der Expression des EGF-

Rezeptors und Myoferlin besteht.

Der EGF-Rezeptor wird nach Bindung von EGF und Dimerisierung des Rezeptors akti-
viert und autophosphoryliert (Schoeberl et al., 2002; Yarden & Schlessinger, 1987).
Dadurch wird eine Signaltransduktionskaskade iiber MAP-Kinasen eingeleitet, die iiber
die Proteine Raf, MEK und ERK zelluldre Proteine und Transkriptionsfaktoren reguliert
(Schoeberl et al., 2002). Der EGF-Rezeptor-Signaltransduktionsweg ist an vielen ver-
schiedenen zelluldren Prozessen wie Wachstum, Proliferation und Differenzierung be-
teiligt (Oda et al., 2005). In vielen Karzinomen ist der EGF-Rezeptor iiberexprimiert
(Yarden & Pines, 2012). Tyrosinkinaseinhibitoren, die auf die enzymatische Funktion
des EGF-Rezeptors in Tumoren abzielen, wurden bereits entwickelt (Yarden & Pines,
2012). Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom wird beispielsweise Gefitinib ein-

gesetzt, dieser Tyrosinkinaseinhibitor wirkt auch auf die Tyrosinkinaseaktivitit des
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EGF-Rezeptors (Cohen et al., 2003). Ebenfalls beim nicht-kleinzelligen Bronchialkar-
zinom (NSCLC) wird Erlotinib eingesetzt, welches die Tyrosinkinaseaktivitit des EGF-
Rezeptors inhibiert (Cohen et al., 2005).

A7 ZIELSETZUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der transkriptionellen Koaktivatoren
MKL1/2, DLC1 und Myoferlin im Hinblick auf die Tumorigenitét hepatozellulédrer Kar-
zinomzellen nédher untersucht. Als Modellsystem dienten humane hepatozellulidre Kar-

zinomzelllinien.

Zunichst wurden die Effekte von MKL1/2 sowie des Tumorsuppressors DLC1 auf das
Wachstumsverhalten im Zellkultursystem analysiert. Dabei wurde ein besonderer Fokus
auf das autonome Wachstumsverhalten auf Weichagar sowie auf das Zellzyklusverhal-
ten gelegt. Das Zellzyklusverhalten wurde insbesondere im Hinblick auf eine Arretie-
rung in der G1-Phase analysiert, welches ein Hinweis auf einen Proliferationsstopp,
eventuell im Rahmen der Induktion von Seneszenz, darstellt (Campisi & d'Adda di
Fagagna, 2007). Das Wachstumsverhalten auf Weichagar wurde analysiert, um das au-
tonome Zellwachstum der untersuchten Zelllinie zu iiberpriifen. Die Fahigkeit zu Zell-

wachstum auf Weichagar ist ein Korrelat der Tumorigenitét (Cifone, 1982).

Des Weiteren wurde Myoferlin ndher untersucht, da in Vorarbeiten mittels Microarray-
Analysen ein Zusammenhang zwischen der Expression von MKL1/2 und Myoferlin her-
gestellt werden konnte (Hermanns et al., 2017). Das Wachstum der hepatozelluldren
Karzinomzelllinie HuH7 wurde in Abhingigkeit von Myoferlin analysiert. Dafiir wurde
Myoferlin mittels RNA-Interferenz dieser Zelllinie ausgeschaltet. Auch hier wurden
Zellzyklusanalysen durchgefiihrt sowie das autonome Wachstumsverhalten auf Weich-
agar bestimmt. Zusétzlich wurden Expressionsanalysen durchgefiihrt, um die Auswir-
kungen einer Myoferlin-Depletion auf zelluldre Signalwege zu untersuchen. Die Expres-
sion des EGF-Rezeptors wurde in Abhéngigkeit von Myoferlin beurteilt, da in der Lite-
ratur nachgewiesen wurde, dass die Depletion von Myoferlin in Brustkrebszelllinien die

Degradation des EGF-Rezeptors hemmt (Turtoi et al., 2013).
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Auf diese Weise soll die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag dazu leisten, die
molekularen Mechanismen der Tumorigenese hepatozelluldrer Karzinomzellen néher

aufzudecken, um so mogliche Zielstrukturen zukiinftiger Therapieansétze zu ermitteln.
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B.MATERIAL UND METHODEN

B.1 ZELLKULTUR

B.1.1 Verwendete Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden kommerziell erhéltliche Zelllinien verwendet, die auf
Lebertumore zuriickgehen. Des Weiteren wurden Zelllinien, die auf humane embryonale
Nierenzellen zuriickgehen eingesetzt, um lentivirale Viruspartikel zur Transduktion he-
patozelluldrer Karzinomzellen (HuH7-Zellen) herzustellen. Die in der vorliegenden Ar-

beit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Als hepatozelluldre Tumorzelllinie wurden zum einen HuH7-Zellen eingesetzt, die 1982
von Nakabayashi et al. als Zelllinie etabliert wurden. Die Zelllinie geht auf ein chirur-
gisch reseziertes hepatozellulidres Karzinom eines 57-jdhrigen japanischen minnlichen
Patienten zuriick, welches als gut differenziertes hepatozelluldres Karzinom beschrieben
ist (Nakabayashi et al., 1982). HuH7-Zellen wurden nach Nakabayshi et al. (1982) aus
einer epithelialen Tumorzellkolonie gewonnen und als tumorigen nach subkutaner In-
jektion in Nacktmduse beschrieben. HuH7-Zellen weisen eine Defizienz des Tumorsup-
pressors DLC1 sowie nukledre Lokalisation der transkriptionellen Koaktivatoren

MKL1/2 auf (Miihlich et al., 2012).

Zum Vergleich wurde die Tumorzelllinie HepG2 hinzugezogen, die den Tumorsuppres-
sor DLC1 exprimiert und zytoplasmatische Lokalisation von MKL1/2 aufweist
(Miihlich et al., 2012). Die HepG2-Zelllinie wurde aus einem chirurgischen Resektat
eines Tumors eines 15-jahrigen minnlichen Patienten etabliert (Lopez-Terrada et al.,
2009). Dieser Tumor ging auf ein epitheliales Hepatoblastom zuriick (Lopez-Terrada et

al., 2009).

HEK?293T-Zellen wurden verwendet, um lentivirale Konstrukte herzustellen, mit denen
das Ausschalten bestimmter Zielsequenzen in HuH7-Zellen erzielt wurde. HEK293-
Zellen gehen auf HEK-Zellen, humane embryonale Nierenzellen zuriick, die durch Frag-

mente von Adenovirus Typ 5-DNA transformiert wurden (Graham et al., 1977).
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HEK293T-Zellen unterscheiden sich von HEK293-Zellen durch die Expression des
SV40 T-Antigens (Thomas & Smart, 2005).

Tabelle 1. In der vorliegenden Arbeit verwendete Zelllinien.
Zelllinie Beschreibung Kultur- Erhalten von
medium
+Selektions-
antibiotikum
HuH7 Humane hepatozellulire DMEM JCRB cell bank
Karzinomzelllinie (Japanese Collection of
Research Bioresources
Cell Bank, Osaka, Japan)
HuH7-shRNA-  Humane hepatozellulire DMEM Fiir die Versuche C.1.2.3
MKL1/2 Karzinomzelllinie mit +5 ug/ml hergestellt von Frau Dr.
stabiler MKL.1/2- Puromycin Veronika Hampl,
Depletion fiir C.3.4 selbst hergestellt
im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit
HuH7- Humane hepatozellulire DMEM Hergestellt aus HuH7-
Leervektor- Karzinomzelllinie mit +5 ug/ml Zellen im Rahmen
shRNA stabil transfiziertem Puromycin der vorliegenden Arbeit
Leervektor
HuH7-shRNA-  Humane hepatozellulidre DMEM Hergestellt aus HuH7-
Myoferlin Karzinomzelllinie mit +5 ug/ml Zellen im Rahmen
stabiler Myoferlin- Puromycin der vorliegenden Arbeit
Depletion
HepG2 Humane Hepatoblastom- RPMI 1640  ATCC (American Type
zelllinie Culture Collection,
Manassas, USA)
HepG2 MCL Humane Hepatoblastom- RPMI 1640  Hersteller: Dr. Scott
zelllinie mit Leervektor Lowe, Cold Spring
Harbor, New York, USA
HepG2-shRNA- Humane Hepatoblastom- RPMI 1640  Hersteller: Dr. Scott
DLCI zelllinie mit stabiler +5% Lowe, Cold Spring
DLCI1-Depletion Penicillin/ Harbor, New York, USA
Streptomycin
HepG2-shRNA- Humane Hepatoblastom- RPMI 1640  Hergestellt von Frau Dr.
MKLI1/2 zelllinie mit stabiler +5 ug/ml Veronika Hampl aus
MKL1/2- Depletion Puromycin HepG2-Zellen
HEK293T Humane embryonale DMEM ATCC (American Type

Nierenzelllinie mit
Adenovirus Typ5-
Transformation

und SV40-T-Antigen
(Graham et al. 1977,
Thomas & Smart 2005)

Culture Collection,
Manassas, USA)
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B.1.2 Subkultivierung und Kryokonservierung

MATERIAL

¢  Ampullen: Cryogefile 1,6 ml (SarstedtPure G, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Brutschrank HeraCell 240 37 °C, 5 % CO» (Thermo Scientific, Schwerte, Deutsch-
land)

e  DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland): +10 % FBS, + 5 % Penicillin/ Streptomycin

e DMSO (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e FBS, Fetal Bovine Serum (Gibco® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
e QGefrierschrank (Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland)

e Kiihlschrank (Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland)

¢ Kryogefille CryoPure 1,6 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Mikroskop Olympus CKX41 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutsch-
land)

e 1 xPBS: 10 x PBS 100 ml, H2Ovidest. 900 ml
e 10xPBS:

2 g Kaliumchlorid (KCL) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land)

80 g Natriumchlorid (NaCl) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

21,6 g Dinatriumhydrogenphosphat (NaHPO4 x7 H2O) (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland)

ad 1 1 H2Oreinst, pH 7,4, autoklavieren

e Pipetus (Hirschmann, Eberstadt, Deutschland)
e Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e Puromycin Dihydrochloride (Calbiochem® Merck Millipore, Darmstadt, Deutsch-
land)

e Reaktionsgefifle 1,5 ml, 2 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e RPMI 1640 Kulturmedium (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), +10 %
FBS, +/- Penicillin/ Streptomycin (5 %)

e Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)
e Sterilbank Heraeus HERASafe KS (Thermo Scientific, Schwerte Deutschland)

e Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)-Losung (0,05 %) (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland)
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e  Wasserbad (Memmert, Schwabach, Deutschland)

e Zellkulturschalen 35 mm, 6 cm, 10 cm (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Zentrifuge Heraeus Laborfuge 400 (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland)
e Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Zihlkammer: Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm Tiefe) (Marienfeld, Lauda-Konigs-
hofen, Deutschland)

DURCHFUHRUNG

Die Kultivierung der Zellen erfolgt unter sterilen Bedingungen mit auf 37 °C angewérm-
ten Zellkulturreagenzien wie in modifizierter Form bei Gstraunthaler und Lindl (2013)
beschrieben. Nach dem Auftauen der Zellen, welche in fliissigem Stickstoff bei -196 °C
gelagert werden, werden diese zunéchst in ein mit Vollmedium befiilltes Falcon-Rohr-
chen iiberfiihrt und abzentrifugiert (300 x g, 5 min), um das im Einfriermedium enthal-
tene DMSO aus der Zellsuspension zu entfernen. Das so gewonnene Zell-Pellet wird in
Vollmedium gelost. Die Zellen werden nun in 10 cm-Zellkulturschalen iiberfiihrt und
bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Nach Erreichen einer Konfluenz von
ca. 80% 1in der Zellkulturschale erfolgt das Subkultivieren der Zellen mit
Trypsin/EDTA. Durch Trypsin werden die Zellen von der Adhésion an das Kulturgefi3
in Losung gebracht, EDTA trennt die Verbindungen der Zellen untereinander
(Gstraunthaler & Lindl, 2013). Zur Subkultivierung der Zellen wird zunichst das Kul-
turmedium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen (eingesetzte Mengen vgl.
Tabelle 2). Daraufhin werden die Zellen durch Zugabe von Trypsin/EDTA und anschlie-
Bende Inkubation im Brutschrank bei 37 °C fiir vier Minuten von der Zellkulturschale
abgelost. Unter dem Mikroskop wird im Anschluss daran iiberpriift, ob alle Zellen re-
suspendiert sind. AnschlieBend werden die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpi-
pettieren vereinzelt. Die Trypsinreaktion wird durch Zugabe von serumhaltigem Kultur-
medium gestoppt. Eine Schadigung der Zellen durch zu lange Trypsineinwirkung sollte
vermieden werden (Gstraunthaler & Lindl, 2013). Anschlieend erfolgt die Bestimmung
der Zellzahl mithilfe der Neubauer- Zihlkammer. Die gewiinschte Anzahl an Zellen

wird nun mit Zugabe von Medium in eine neue Zellkulturschale ausgesiit.

Um die Zellen langfristig einzulagern, werden diese bei -196 °C in fliissigem Stickstoff

kryokonserviert. Zum Einfrieren der Zellen wird eine Zellkulturschale wie beschrieben
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trypsiniert (siche oben) und anschlieBend abzentrifugiert (300 x g, 5 min). Das so ge-
wonnene Pellet wird in 1,8 ml Serum (Fetal Bovine Serum) resuspendiert, mit 200 ul
DMSO (Dimethylsulfoxid) versetzt und die so hergestellte Suspension auf vier Ein-
frierampullen a 500 ul verteilt. DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen in den
Zellen und wirkt zudem einer Dehydratation entgegen (Gstraunthaler & Lindl, 2013).
Serum hat einen protektiven Effekt auf die Zellen (Gstraunthaler & Lindl, 2013). Zu-
nichst werden die Zellen langsam abgekiihlt um dann bei -80 °C gelagert zu werden.
Nach einigen Tagen werden die Einfrierampullen in einen -196 °C Stickstofftank iiber-

fiihrt.

Tabelle 2. Eingesetzte Losungen zur Subkultivierung der Zelllinien.

Kulturschale PBS Trypsi/EDTA Medium mit

Serumgehalt
3 cm 2ml 1 ml 3ml
6 cm 4 ml 2 ml 4 ml
10 cm 8 ml 3 ml 6 ml

B.2 RNA-INTERFERENZ MITTELS SHRNA

RNA-Interferenz wird eingesetzt, um mittels doppelstringiger RNA die Expression von
Zielgenen zu reduzieren (Conklin, 2003). Durch doppelstringige RNA wird dabei ge-
zielt eine mRNA-Zielsequenz ausgeschaltet (Fire et al., 1998; Svoboda et al., 2001). In
der vorliegenden Arbeit wurde RNA-Interferenz mittels shRNA, ,,short hairpin RNA“,
eingesetzt. ,,Short hairpin RNAs* (shRNAs) sind RNA-Spezies, die innerhalb des RNA-
Molekiils komplementire Strukturen aufweisen (Moore et al., 2010). Nach dem Ein-
bringen der shRNA-Sequenz in Zielzellen integriert diese in die DNA der Zielzelle
(Moore et al., 2010). Nach der Transkription werden die shRNA-Sequenzen im Cytosol
durch das Enzym ,,Dicer* zu siRNA (small interfering RNA)-Duplexen umgewandelt
(Moore et al., 2010). Diese siRNA bindet an die Ziel-mRNA-Strukturen, wodurch der
Abbau dieser Strukturen eingeleitet wird (Moore et al., 2010). Mittels ShRNA wird eine

langfristige Depletion erzielt (Moore et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurden lentivirale Vektorsysteme verwendet, um shRNA in
hepatozelluldre Karzinomzelllinien einzubringen. Dabei werden zunidchst mittels Cal-

cium-Phosphat-Transfektion shRNA-enthaltende lentivirale Vektoren in HEK293T-
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Zellen hergestellt. Diese shRNA-enthaltenden lentiviralen Partikel konnen als Uber-
stand von HEK293T-Zellen abgenommen werden und dienen der Infektion von HuH7-

Zellen, indem sie die shRNA-Sequenzen in HuH7-Zellen einbringen.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde RNA-Interferenz eingesetzt, um
die Expression von Myoferlin in HuH7-Zellen auszuschalten. In weiteren Versuchen
wurden MKL1/2 in HuH7-Zellen mittels RNA-Interferenz depletiert. Um zu {iberprii-
fen, welche Effekte die lentivirale Transduktion auf die untersuchen Zelllinien hat,
wurde mittels lentiviraler Transduktion eine nicht-zielgerichtete shRNA-Sequenz in
HuH7-Zellen eingebracht und somit eine Kontrollzelllinie mit Leervektor-Konstrukt

hergestellt.

B.2.1 Calcium-Phosphat-Transfektion

Mittels Calcium-Phosphat-Transfektion wurden in der vorliegenden Arbeit HEK293T-
Zellen mit Viruspartikeln sowie einem Plasmid, das die shRNA-Sequenz eines bestimm-
ten Zielgens enthilt inokuliert, um shRNA-enthaltende lentivirale Vektoren herzustel-

len.

Die Calcium-Phosphat-Transfektion wurde von Graham und van der Eb (1973) etabliert.
Nach Graham und van der Eb (1973) bilden sich durch das Suspendieren von DNA in
Phosphat-haltiger Losung und Zugabe von Calciumchlorid Prézipitate der DNA mit Cal-
cium-Phosphat-Partikeln. In dieser Form kann die DNA in die Zielzellen aufgenommen
werden (Graham & van der Eb, 1973). In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Cal-
cium-Phosphat-Transfektion ein Protokoll fiir HEK293T-Zellen verwendet, wie es in

modifizierter Form bei Jordan et al. (1996) beschrieben ist.

Die mittels Calcium-Phosphat-Transfektion hergestellten lentiviralen Vektoren sind
replikations-defiziente Viruspartikel, die sich aus Core-Proteinen und Enzymen von
Lentiviren sowie den Hiillproteinen von anderen Viren zusammensetzen (Naldini,
1998). Das Hiillprotein geht zumeist auf das Vesikuldre Stomatitis Virus (VSV) zuriick
(Naldini, 1998). Lentiviren zidhlen zu den retroviralen Vektoren, welche so konstruiert

sind, dass das virales Genom nicht auf die Zielzelle iibertragen wird (Naldini, 1998).
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MATERIAL

e 2 x HBS (Hepes Buffered Saline):

8 g Natriumchlorid (NaCl) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,2 g Dinatriumhydrogenphosphat (NaxHPO4 x 7 H2O) (1,5 M Phosphat) (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland)

6,5 g HEPES (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland),
pH 7,0; auf 500 ml mit destilliertem Wasser auffiillen und pH erneut kontrollieren

e 2 M CaCl:

87,6 g CaCl> x 6 HoO (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 200 ml H2Opjdest, steril
filtrieren

¢ Kulturmedium: DMEM mit 10 % FBS, ohne Zusatz von Antibiotika

e New Bunswick™ Gefrierschrank (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Plasmide/shRNA (vgl. Tabelle 3)

e Reagiergefille 5 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

e Vortexmischer Vortex-Genie (Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz)

Tabelle 3. Zur Calcium-Phosphat-Transfektion eingesetzte Plasmide/ shRNA.

Plasmid/ shRNA Hersteller

pCMV-dR8.91 Erhalten von Ron Prywes, Columbia
University, New York, USA

pCMV-VSV-G Bob Weinberg (Stewart et al., 2003b)

shRNA Leervektor SHC002 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

(pLKO.1-Vektor mit Puromycin-Resistenzgen)

shRNA MKL1/2 (pLKO.1-Vektor) Ron Prywes (Lee et al., 2010)

shRNA Myoferlin (pLKO.1-Vektor) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DURCHFUHRUNG

Fiir die Calcium-Phosphat-Transfektion werden zunichst HEK293T-Zellen auf 6 well-
Platten ausgesit (7,5 x 10° Zellen/well). Zwei Stunden vor der Transfektion wird das
Medium gewechselt und DMEM-Medium ohne Zusatz von Antibiotika zugegeben. Pro

Abschnitt der 6 well-Platte wird folgender Ansatz zusammenpipettiert:

2 M CaCl, 3,5 ul
pCMV-dR8.91 0,75 ug
pCMV-VSV-G 0,25 ug
shRNA lug
ddH-O (steril filtriert) ad 62,5 ul
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Der so gewonnene DNA-CaPOs-Mix wird zu 62,5 ul 2 x HBS tropfenweise pipettiert,
wihrend die Mischung schiittelnd auf dem Vortexmischer inkubiert wird. Die Reakti-
onsmischung wird 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend tropfenweise

auf HEK293T-Zellen pipettiert.

Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden wird das Kulturmedium gewechselt (Zugabe
von Medium ohne Penicillin/Streptomycin). Am darauffolgenden Tag wird der lentivi-
rale Uberstand abgenommen und fiir die lentivirale Transduktion pripariert. Nicht be-
notigter lentiviraler Uberstand kann bei -80 °C dauerhaft gelagert werden. Nach 24 wei-
teren Stunden kann ein zweiter lentiviraler Uberstand abgenommen werden und eben-

falls bei -80 °C gelagert werden.

B.2.2 Lentivirale Transduktion

In der vorliegenden Arbeit wurden shRNA-Konstrukte mittels lentiviraler Vektoren in
hepatozelluldre Karzinomzelllinien eingebracht, um dadurch eine Depletion bestimmter

Zielsequenzen zu erreichen.

MATERIAL

° Polybrene (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

° Puromycin Dihydrochloride, Calbiochem® (Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland)

° Filtropur S Sterilfilter 0,45 um Porengrof3e (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

DURCHFUHRUNG

Zur lentiviralen Transduktion werden zunichst 4 ml des analog B.2.1 gewonnenen len-
tiviralen Uberstandes filtriert. Hierbei wird ein Filter mit 0,45 pm PorengroBe verwen-
det. Der gefilterte Uberstand wird mit 8 ul Polybrene (4 mg/ml, sterilfiltriert) versetzt.
Polybrene ist ein kationisches Polymer welches die Adsorption und Transduktionseffi-
zienz verbessert (Davis et al., 2004). 4 ml dieses Uberstandes werden auf eine 6 cm-
Schale, in der am Tag zuvor HuH7-Zellen ausgesit wurden, gegeben. Nach 3 h werden
4 ml Kulturmedium (ohne Antibiotikazusatz) hinzugefiigt, um den fiir die Zellen toxi-

schen Uberstand zu verdiinnen. Nach weiteren 5 h werden nochmals 8 ml Medium zu-
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gegeben. Die Zellen konnen am nédchsten Tag passagiert oder fiir weitere Versuche her-
angezogen werden. Dabei sollte die Zugabe des Selektionsantibiotikums Puromycin
zum Kulturmedium erfolgen, um stabil transduzierte Zellen zu selektionieren, da das fiir
die Transduktion verwendete Plasmid ein Puromycin-Resistenzgen enthilt. Puromycin
interferiert mit der Proteinbiosynthese und behindert dadurch das Zellwachstum
(Darken, 1964). In den durchgefiihrten Versuchen wurden 5ug/ml Puromycin zur Se-

lektion zugesetzt.

B.3 TRANSIENTE TRANSFEKTION MIT LIPOFECTAMINE®
2000

Die Lipofectamine-Transfektion wurde zum transienten Einbringen von Plasmid-Kon-
strukten in hepatozelluldre Karzinomzelllinien verwendet. Dabei wirkt Lipofectamine
als kationisches Liposomen-basiertes Transfektionsreagenz, das mit Nukleinsiduren
komplexiert (Dalby et al., 2004). Dadurch kénnen Nukleinsduren sehr effizient in Zellen
aufgenommen werden (Dalby et al., 2004). Die Transfektion mit Lipofectamin® 2000

erfolgte modifiziert nach den Herstellerangaben von Invitrogen.

MATERIAL

. Lipofectamine® 2000 Reagent (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
° Opti-MEM, Gibco® (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

° Plasmide, vgl. Tabelle 4

° Reaktionsgefile 1,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

° Zellkulturmaterialien siehe B.1.2

Tabelle 4. Zur Transfektion mit Lipofectamine ® 2000 eingesetzte Plasmide.

Plasmid Hersteller Konzentration

p3x FLAG MKLI1 Ron Prywes (Cen et al., 2003) 219,3 pg/ml
pCDNA3.1-Myoferlin HA  William Sessa (Bernatchez et al., 2007) 585,2 ug/ml

DURCHFUHRUNG

Fiir die Transfektion einer 6 cm-Zellkulturschale wird eine Menge von 2 ug Plasmid-
DNA eingesetzt. Die Plasmid-DNA wird fiir eine 6 cm-Zellkulturschale in 500 pul OPTI-
MEM- Medium gel6st. In einem separaten Ansatz werden 10 pl Lipofectamine® 2000
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mit 500 ul OPTI-MEM-Medium vermischt. Es erfolgt eine 5-miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur. Nach dieser Inkubationszeit werden die in OPTI-MEM geloste Plas-
mid-DNA sowie die Losung von Lipofectamine® 2000 in OPTI-MEM durch mehrma-
liges Auf- und Abpipettieren vereinigt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wéh-
rend dieses Inkubationsschrittes wird bei den zu transfizierenden Zellen Medium ge-
wechselt und die Zellen pro 6 cm-Zellkulturschale mit 4 ml OPTI-MEM versetzt. Nach
der 20-miniitigen Inkubationszeit wird die Plasmid-DNA/Lipofectamine® 2000-Mi-
schung auf die Zellen gegeben. Es erfolgt eine 4-stiindige Inkubation im Brutschrank
bei 37 °Cund 5 % COz. Im Anschluss wird das Medium gewechselt, die Zellen werden

nun mit Vollmedium weiter kultiviert.

B.4 WEICHAGARTEST (ANCHORAGE INDEPENDENT
COLONY ASSAY)

Der ,,Anchorage Independent Colony Assay* oder Weichagartest geht in modifizierter
Form auf Experimente von Sanders und Burford (1964) zuriick. Das hier verwendete
Protokoll wurde von Dr. Ludwig Hieber, Helmholtz Zentrum Miinchen, zur Verfiigung

gestellt.

Der Weichagartest dient der Charakterisierung einer Zelllinie im Hinblick auf die Fi-
higkeit zu autonomem Zellwachstum. Es wird beurteilt, ob die Zelllinie unabhéngig von
der Anheftung an eine Zellkulturschale zur Proliferation fihig ist. Die Fihigkeit zum
Wachstum unabhiéngig von der Adhision an eine Zellkulturschale ist charakteristisch
fiir Tumorzelllinien (Cifone, 1982). Zellen, die nicht maligne transformiert sind, prolife-
rieren im Gegensatz dazu in vitro nur nach Adhésion an eine Oberfldche, etwa einer

Zellkulturschale (Cifone, 1982).

Fiir den Weichagartest wird zunéchst eine zellfreie, Kulturmedium enthaltende Agar-
schicht (6 % -iger Agar) ausplattiert, auf diese Schicht wird eine niedriger konzentrierte
Schicht Agar (3 % -iger Agar) aufgetragen, welche die zu untersuchenden Zellen enthailt.
Das Wachstumsverhalten wird iiber einen bis zu 3 Wochen dauernden Zeitraum beur-

teilt.
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MATERIAL

® 6 % Agar: 3 g Difco™-Agar (BD), 1 g Bacto™-Pepton (BD), 50 ml H2Opidest

e 3 9% Agar: 1,5 g Difco™-Agar (BD), 0,5 g Bacto™-Pepton (BD), 50 ml H2Opidest
¢ Filter zum Sterilfiltrieren: Filtropur S 0,2 um (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)
e Mikrowelle (Daewoo, Seoul, Korea)

e Mikroskop Olympus CKX41 (Olympus Deutschland GmbH Hamburg, Deutsch-
land)

¢ Jodonitrotetrazoliumchlorid (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land)

e Hanks’s Balanced Salt Solution (Hank’s BSS) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)

e PBS1x(vgl B.1.2)

e Zellkulturschalen ¢ 6 cm (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Trypsin- EDTA (vgl. B.1.2)

¢ Vollmedium (vgl. B.1.2)

*  Wasserbad (Memmert, Schwabach, Deutschland)

e Zentrifugenrohrchen 15 ml und 50 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

DURCHFUHRUNG

Zunichst werden Agarlosungen verschiedener Konzentrationen (6 % und 3 %) vorbe-
reitet und autoklaviert. Fiir die 6 %-ige Schicht, die als Grundlage dient, werden zu-
nichst Zentrifugenrohrchen mit 18 ml Kulturmedium befiillt und im Wasserbad auf
37 °C erhitzt. Der 6 % -ige Agar wird mithilfe einer Mikrowelle verfliissigt. 2 ml des
verfliissigen Agars werden zu dem auf 37 °C vorgewédrmten Kulturmedium (18 ml) pi-
pettiert und jeweils 4 ml dieser Suspension auf 6 cm Zellkulturschalen ausplattiert. Nach
dem Aushirten des 6 % -igen Agars kann die obere, 3 % -ige Agarschicht aufgebracht
werden, die die Zellen enthilt. Fiir den Weichagartest werden Zellen in unterschiedli-
chen Konzentrationen ausplattiert. In der vorliegenden Arbeit wurden pro Zelllinie zehn
Zellkulturschalen a 2 x 10* sowie zehn Zellkulturschalen mit 4 x 10* Zellen ausgesiit.
Fiir die 3 % -ige Agarschicht werden Zentrifugenrohrchen mit 8 ml Kulturmedium be-
fiillt. Die zu untersuchenden Zellen werden durch Trypsin/EDTA von der Kulturschale

gelost (vgl. B.1.2). Vor und nach Beendigung der Trypsininkubation sollten die Zellen

31



MATERIAL UND METHODEN

durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut vereinzelt werden. Dies ist notig, da die
Zellen fiir den Weichagartest moglichst einzeln auf dem Agar aufgetragen werden sol-
len. Die Zellen werden so in Medium aufgenommen, dass sich die gewiinschte Zellzahl
in 1 ml Medium befindet. Diese Zellsuspension wird bei 37 °C im Wasserbad warm ge-
halten. Zu den in Zentrifugenrohrchen vorbereiteten 8 ml Kulturmedium wird nun zu-
nichst 1 ml des 3 % -igen Agars gegeben, der in der Mikrowelle verfliissigt wurde. An-
schlieBend wird 1 ml der Zellsuspension zugegeben, gemischt und 2 ml dieser Suspen-
sion auf die ausgehértete 6 % -ige Agarschicht ausplattiert. Der Weichagartest wird kurz
bei Raumtemperatur inkubiert, bis auch die obere Schicht erhirtet ist. AnschlieBend er-
folgt die Inkubation bei 37 °C im Brutschrank fiir ca. drei Wochen. Alle 10 Tage wird
pro Zellkulturschale 1 ml Kulturmedium zugegeben, um dem Austrocknen entgegenzu-
wirken. Nach ca. drei Wochen wird die Koloniebildung unter dem Mikroskop beurteilt
und der Weichagartest gefirbt. Dabei sollte die Farbelosung jedes Mal frisch angesetzt
werden. Zur Farbung wird 1 mg/ml Iodonitrotetrazoliumchlorid mit Hank’s BSS ver-
mischt. Die Losung wird kurz schiittelnd inkubiert bis sich der Farbstoff vollstandig 16st.
Vor dem Fiarben der Zellen wird die Féarbelosung sterilfiltriert und auf 37 °C erwérmt.
Auf jede Zellkulturschale wird 1 ml Féarbelosung pipettiert. Nach 24 h sind die Kolonien
gefirbt und kénnen unter dem Mikroskop ausgewertet werden sowie eingescannt oder
mithilfe einer Digitalkamera abfotografiert werden. Die statistische Auswertung erfolgt

mithilfe des Programms ,,Prism 6 der Firma Graph Pad, La Jolla, USA (vgl. B.8).

B.5 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Analyse der Verteilung von Zellpopulationen auf verschiedene Zellzyklusphasen
wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Fiir die durchflusszytometrischen
Analysen wurde ein modifiziertes Protokoll nach Niisse ef al. (1990) verwendet, dass
freundlicherweise von Herrn Dr. Ludwig Hieber, Helmholtz Zentrum Miinchen, zur

Verfiigung gestellt wurde.

Im Durchflusszytometer werden die in Suspension befindlichen Zellen vereinzelt und
so durch einen Laserstrahl geleitet (Schiitt & Broker, 2011). Die Vorwirtsstreuung wird
gemessen, um die GroBe der Zellen zu ermitteln, die Seitwértsstreuung ist der Parameter,

durch den die Granularitit der Zellen gemessen wird (Bock et al., 1997). Die fiir die
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durchflusszytometrischen Analysen verwendeten Zellen wurden mit dem Farbstoff
Propidiumiodid behandelt. Propidiumiodid ist ein basischer Farbstoff, der in den Zell-
kern gelangt und in die DNA interkaliert (Gstraunthaler & Lindl, 2013). Dadurch kann
der DNA-Gehalt der gemessenen Zellen ermittelt werden und so bestimmt werden, in
welcher Zellzyklusphase sich die analysierten Zellen befinden (Gstraunthaler & Lindl,
2013). Die Zellen weisen in der G1-Phase des Zellzyklus einen diploiden Chromoso-
mensatz auf (2n). Da in der S-Phase des Zellzyklus die DNA-Replikation stattfindet, ist
der DNA-Gehalt in der G2-Phase verdoppelt (4n) (Gstraunthaler & Lindl, 2013). Durch
die durchflusszytometrischen Analysen kann eine Arretierung des Zellzyklus in be-
stimmten Phasen untersucht werden. Zellen, die in die Seneszenz eingetreten sind, wei-
sen in durchflusszytometrischen Analysen eine Arretierung in der G1-Phase des Zell-

zyklus auf (Sherwood et al., 1988).
MATERIAL

¢ Durchflusszytometer BD FACS Calibur™ Flow Cytometer (BD Bioscience, Hei-
delberg, Deutschland)

e (CellQuest Pro™ Software (BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland)

e FlowlJo Software (Tree Star Inc, Ashland, USA)

e [oOsungI:

584 mg/l Natriumchlorid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
1 g/l Natriumcitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
0,3 ml/I Nonident P-40 (=Igepal, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e [osung II:

15 g/l Zitronensédure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
0,25 M Saccharose (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e RNase A 20 mg/ml (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

¢ Propidiumiodid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e PBS (I x) (vgl. B.1.2)

e Zentrifugenrohrchen 15 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Zentrifuge Heraeus Laborfuge 400 (Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland)

DURCHFUHRUNG

Zunachst werden Losung I (enthilt Natriumchlorid, Natriumcitrat, Nonident P-40, sieche

oben) und Losung II (enthélt Zitronensdure und Saccharose, sieche oben) hergestellt. Fiir
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die Analyse des Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie wird die zu untersuchende
Zelllinie trypsiniert und anschlieBend bei 300 x g 6 min abzentrifugiert. Im Anschluss
daran wird der Uberstand abgenommen und das so erhaltene Pellet mit 3 ml 1 x PBS
gewaschen. Anschliefend wird nochmals zentrifugiert (300 x g, 6 min). Nach Abnahme
des Uberstands wird das Pellet nun in 1 ml Losung I aufgenommen. Nun werden 2,5 pl
RNase A zugegeben, um die in den Proben vorhandene RNA zu degradieren, da Propi-
diumiodid sowohl in DNA als auch in RNA interkaliert (Krishan, 1975). AnschlieBend
erfolgt die Zugabe von Propidiumiodid (5 ul), ab diesem Arbeitsschritt sollte im Dun-
keln gearbeitet werden. Im Anschluss an eine einstiindige Inkubation bei Raumtempe-
ratur wird 1 ml Losung II zu der Zellsuspension gegeben. Darauthin werden 5 ul Propi-
diumiodid zugefiigt und anschlieend 30 min inkubiert. Bis zur Messung kann die Probe
nun bei 4 °C gelagert werden. Die Messung erfolgte am ,, FACS Calibur™ Flow Cyto-
meter‘ der Firma BD am Immunologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universi-
tat Miinchen mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Dr. Reinhard Obst, Institut fiir
Immunologie Miinchen. Bei der Messung am Durchflusszytometer wurde die Software
,»CellQuest Pro™" der Firma BD verwendet. Fiir die Analyse der Daten wurde das Pro-
gramm ,,FlowJo* der Firma FlowJo LLC, Ashland, USA, verwendet, durch das mithilfe
des ,,Cell Cycle*“-Tools die Zellzyklusverteilung graphisch dargestellt werden kann. Bei
Anwendung des ,,Cell Cycle “- Tools erfolgte die Auswertung der Zellzyklusverteilung
mithilfe des im Programm enthaltenen ,,Dean-Jett- Fox*-Models. Dieses Model geht auf
die Befunde von Dean und Jett zuriick, die 1974 eine mathematische Methode entwi-
ckelten, um die Zellzyklusverteilung auf die verschiedenen Zellzyklusphasen zu berech-
nen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm ,,Prism 6 der Firma

GraphPad, La Jolla, USA.

B.6 NACHWEIS DER B-GALACTOSIDASE-AKTIVITAT

Der Nachweis der B-Galactosidase-Aktivitit dient der Identifizierung von Zellen, die in
die Seneszenz eingetreten sind. Diese Nachweismethode geht auf Dimri et al. (1995)
zuriick. Dimri et al. (1995) konnten zeigen, dass seneszente Zellen das Enzym p-Galac-

tosidase exprimieren, dessen Seneszenz-assoziierte Aktivitit typischerweise bei einem
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pH-Wert von 6 nachgewiesen werden kann. Nach Inkubation mit einer X-Gal enthalten-
den Firbelosung erscheinen die seneszenten, B-Galactosidase-exprimierenden Zellen
blau gefirbt (Dimri et al., 1995). Die Blaufarbung entsteht durch Bildung eines blauen
Prizipitats nach Spaltung von X-Gal (Dimri et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit
wurde fiir den Nachweis des B-Galactosidaseaktivitit ein kommerziell erhéltlicher Kit

der Firma Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA eingesetzt.

MATERIAL

e DMF (N-N-Dimethylformamid) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
e 70 % Glycerol (Glycerol 99,5 %, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland; H2Opjidest)
e Inkubator 37 °C, ohne CO-Atmosphére (Therma Scientific Max Q 6000)

e Mikroskop Olympus CKX41 (Olympus Deutschland GmbH Hamburg, Deutsch-
land)

e 1 xPBS(vgl. B.1.2)
e Reaktionsgefille 1,5 ml (aus Polypropylen) (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Senescence B-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA)

e Zentrifugenrohrchen 15 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) (Material Polypro-
pylen)

DURCHFUHRUNG

Zur Vorbereitung sollten die im Kit enthaltenen 10-fach konzentrierten Fixierungs- und
Farbelosungen mit destilliertem Wasser zu 1-fach konzentrierten Losungen verdiinnt
werden. Zudem werden 20 mg des im Kit enthaltenen X-Gal in 1 ml DMF gelost. Fiir

jede 35 mm-Schale wird folgende Farbelosung vorbereitet:

930 ul 1 x Staining Solution

10 pl Staining Supplement A
10 ul Staining Supplement B
50 ul 20 mg/ml X-Gal in DMF

Zunichst wird das Kulturmedium von den zu farbenden Zellen entfernt. Die Kultur-
schale wird einmal mit 1 x PBS gewaschen (eingesetzte Menge fiir 35 mm Schale: 2 ml).
Danach wird 1 ml der zuvor verdiinnten, 1-fach konzentrierten Fixierungsldosung zuge-
geben. Durch 15-miniitigen Inkubation werden die Zellen auf der Kulturschale fixiert.

Anschliefend wird zweimal mit jeweils 2 ml 1 x PBS gewaschen. Zu jeder 35 mm-

35



MATERIAL UND METHODEN

Schale wird nun 1 ml der zuvor hergestellten Fiarbelosung (siehe oben) gegeben. Die so
behandelten Zellkulturschalen werden iiber Nacht bei 37 °C in einem Inkubator ohne
CO»-Atmosphire gelagert. Am nichsten Tag wird die ggf. aufgetretene Blaufarbung un-
ter dem Mikroskop beurteilt. Zur dauerhaften Lagerung kann die Farbelosung abgesaugt
werden und die Zellen mit 70 % Glycerol iiberschichtet werden. Die dauerhafte Lage-

rung erfolgt bei 4 °C.

36



MATERIAL UND METHODEN

B.7 EXPRESSIONSANALYSEN MITTELS WESTERN BLOT

Zum Nachweis der Expression von Proteinen wurden Western Blot-Analysen durchge-
fiihrt. Die Methode des Western Blots geht auf Towbin et al. (1979) zuriick. Im Folgen-
den wurde ein modifiziertes Protokoll nach Burnette (1981) verwendet. Beim Western-
Blotting werden mithilfe eines SDS- (Sodium-Dodecyl-Sulfate) Polyacrylamidgels
elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine Membran iiberfiihrt und immobilisiert
(Burnette, 1981; Towbin et al., 1979). Anschlieend erfolgt der quantitative Nachweis
der Proteine durch Antikorper (Burnette, 1981; Towbin et al., 1979).

B.7.1 Zellernte fiir Western Blot

Um die Proteine aus den Zellen isolieren zu konnen, werden die Zellen zunichst in Ge-
genwart von Proteaseinhibitoren lysiert. Zur Zelllyse wurde ein Protokoll wie bei
Miihlich ef al. (2008) beschrieben in modifizierter Form eingesetzt. Die Proteinkonzent-
ration wird anschlieend photometrisch bestimmt. Die Bestimmung der Proteinkonzent-

ration geht auf die Methode von Bradford (1976) zuriick.

MATERIAL

¢ Bradford-Reagenz Roti®-Quant (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e DTT (Dithiothreitol): 0,25 M DTT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland): 385,5 mg/
10 ml H»O, steril filtrieren

e Kiihlzentrifuge Centrifuge 5424R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Lysis-Puffer:

5 ml 50 mM Hepes (pH=7,4) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
3 ml 150 mM NaCl (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1 ml 1 % Triton X-100 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,2 ml 1 mM EDTA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

10 ml 10 % Glycerol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

ad 100 ml H2Oreinst

e 1xPBSvglB.1.2
¢ Photometer BioPhotometer plus (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

e PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)
0,25 M PMSF: 435,5 mg PMSF/ 10,9 ml Isopropanol (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland)
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e Protease Inhibitor Cocktail Set III (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)
e Reaktionsgefille 1,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e UV-transparente Einmalkiivetten (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

DURCHFUHRUNG

Zur Proteinernte werden zu 1 ml Lysispuffer 2 ul 0,25 M PMSF, 4ul 0,25 M DTT und
10 ul Protease-Inhibitor Cocktail Set III pipettiert. PMSF ist ein Protease-Inhibitor, DTT
bewirkt die Auflosung von Disulfidbriicken (Dechert, 2012). Die Zellen werden zu-
nichst zweimal mit eiskaltem PBS (1x) gewaschen. Anschlieend wird der vorbereitete
Lysispuffer zugegeben. Je nach GroBe der Zellkulturschale und Konfluenz der zu ern-

tenden Zelllinie werden folgende Mengen eingesetzt:

3,5 cm Zellkulturschale 80 — 100 pl Lysispuffer
6 cm Zellkulturschale 160 — 200 ul Lysispuffer
10 cm Zellkulturschale 250 — 300 pl Lysispuffer

Die Zellen werden mithilfe eines Zellschabers von den Zellkulturschalen gelost. Das
Lysat wird in ein Reaktionsgefif tiberfiihrt und auf Eis 15 min lysiert. Nach der Zelllyse
auf Eis folgt ein 15- miniitiger Zentrifugationsschritt (15.000 x g, 4 °C). Nach der Zent-
rifugation wird der proteinhaltige Uberstand abgenommen und in ein neues Reaktions-
gefal iiberfiihrt. Das Lysat kann zur dauerhaften Lagerung bei -20 °C eingefroren wer-
den. Fiir die anschlieBende Western Blot-Analyse wird die Proteinkonzentration des Ly-
sats bestimmt, um zu gewdhrleisten, dass jeweils eine dquivalente Proteinmenge pro
Versuch eingesetzt wird. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration werden 2 ul des
Lysats mit 1 ml Bradford-Reagenz (Roti®-Quant, 1:5 in H>Ogest verdiinnt) vermischt,
welches den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250 enthilt. Coomassie Brilliant
Blue-G250 bindet an Proteine (Bradford, 1976). Dadurch wird eine Veridnderung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 465 nm auf 595 nm ausgeldst (Bradford,
1976). Die photometrische Messung der Absorption bei 595 nm dient der Quantifizie-
rung der Proteinmenge. Zum Vergleich wird die Absorption einer Leerprobe mit 2 ul
Lysispuffer auf 1 ml verdiinntem Bradford-Reagenz am Photometer bestimmt. Uber die
Absorption der proteinenthaltenden Proben bei 595 nm wird die gewiinschte Auftrags-

menge errechnet.
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B.7.2 Protein-Priparation

Um die Proben anschlieend auf ein SDS-Polyacrylamidgel auftragen zu konnen, wird
die gewiinschte Menge der in B.7.1 gewonnenen Proteine mit Protein-Probenpuffer ver-
setzt. Dieser enthélt sowohl Natriumdodecylsulfat (SDS) als auch B-Mercaptoethanol.
Durch das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) werden Proteine denaturiert und es
wird eine negative Gesamtladung eingefiihrt (Dechert, 2012). Dadurch erfolgt die elekt-
rophoretische Auftrennung allein nach Gré8e des Proteins (Dechert, 2012). Das Einwir-
ken von B-Mercaptoethanol auf die Proben bewirkt die Losung von Disulfidbindungen

in den Proteinen (Dechert, 2012).

MATERIAL

e Heizblock/ Schiittler: Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
® 4x Proteinprobenpuffer:

8 ml 1 M Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) pH 8.8 (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland),

16 ml 20 % Natriumdodecylsulfat (SDS) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

16 ml Glycerol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

320 ul 0.5 M EDTA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

+ Bromphenolblau (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e [-Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg, Deutschland)

DURCHFUHRUNG

Der SDS-haltige Proteinprobenpuffer wird mit f-Mercaptoethanol versetzt (960 ul 4 x
Proteinprobenpuffer + 40 ul B-Mercaptoethanol). Zu der gewiinschten Menge des in
B.7.1 gewonnenen Proteinlysats wird im Verhiltnis 4:1 Proteinprobenpuffer gegeben.
Die Mischung aus Probe und Proteinprobenpuffer wird 10 min bei 95 °C inkubiert und
anschlieBend auf Eis gekiihlt. Im Anschluss daran kann das Lysat auf ein Gel aufgetra-

gen werden oder bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert werden.

B.7.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Auf einem denaturierenden, diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel werden die Pro-

teine elektrophoretisch aufgetrennt (Bade et al., 2012). Dabei erfolgt die Auftrennung
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nach dem relativen Molekulargewicht (Burnette, 1981). Das Polyacrylamidgel setzt sich

aus einem Trenn- und einem Sammelgel zusammen (Dechert, 2012).

MATERIAL

Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Elekrophorese und Blotting- Apparatur: Mini Protean® Tetra Cell (Bio-Rad, Miin-
chen, Deutschland)

H2Opidest
1 x Laufpuffer

10 x Laufpuffer 100 ml
H2Opidest ad 1000 ml

10 x Laufpuffer

30,26 g Tris (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
143,20 g Glycin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
10 g SDS (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
H>Opidest. ad 1000 ml

Marker: Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific,
Schwerte, Deutschland)

Power Supply EV231 (Peqlab, Erlangen, Deutschland)
Rotiphorese®-Gel 30 (37,5:1) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
SDS (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

TEMED (N,N,N',N"-Tetramethylethylendiamin) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land)

Tris (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

DURCHFUHRUNG

Die Gele werden mithilfe einer Gelapparatur (Biorad) gegossen. Zunéchst wird hierbei

das Trenngel in die Apparatur pipettiert (Zusammensetzung vgl. Tabelle 5) und bis zum

Aushirten mit H2Opiges: tiberschichtet, um einen gerade abschlieBenden Rand nach dem

Aushirten zu erreichen. Es erfolgt eine 20-miniitige Inkubation, in der die Polymerisa-

tion des Gels stattfindet. Auf das Trenngel wird das Sammelgel aufgebracht. In das Sam-

melgel wird ein Kamm eingesetzt, um dadurch Taschen fiir das Auftragen der Proben
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zu formen. Nach dem Aushirten des Sammelgels konnen die Gele bei 4 °C bis zur Ver-

wendung gelagert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 10 % -ige Trenngele ver-

wendet (vgl. Tabelle 5).

Zum Probenauftrag wird das Gel in die dafiir vorgesehene Laufapparatur eingespannt
und in der Laufkammer befestigt. Die Laufkammer wird mit Laufpuffer (1 x) gefiillt.
Nun werden die Proben in die Taschen des Gels aufgetragen, hierbei wird pro Gel immer
dieselbe Menge Protein aufgetragen. Zusitzlich wird zur Bestimmung des Molekular-
gewichts ein Marker aufgetragen (8 ul Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Lad-
der). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei konstant 100 V und 350 mA etwa

fiir 1 Stunde 40 min, bis die Lauffront ca. 1 cm vom unteren Ende des Gels entfernt ist.

Tabelle 5. Zusammensetzung des Trenngels. (Mengenangaben fiir 2 Gele)
10 % -iges Trenngel

H.O 3,97 ml
30 % Acrylamid (Rotiphorese®-Gel 30) 3,33 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 4 ul

Tabelle 6. Zusammensetzung des Sammelgels. (Mengenangabe fiir 2 Gele)

Sammelgel
H.O 5,4 ml
30 % Acrylamid 1,34 ml
1 M Tris pH 6,8 2 ml
10 % SDS 80 ul
10 % APS 80 pul
TEMED 8 ul

B.7.4 Immobilisierung der Proteine auf einer PVDF-Membran (Wet-
Blot)

Im Folgenden Schritt werden die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine auf einer

PVDF-Membran immobilisiert. Die hierzu verwendete Methode des sog. ,,Wet-Blots*

oder ,,Tank-Blots* (Bade et al., 2012) geht auf Towbin et al. (1979) zuriick. Es wurde

eine PVDF-Membran verwendet, die sich durch eine hohe Proteinbindekapazitit aus-

zeichnet (Bade et al., 2012).
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MATERIAL

¢ Blotting Apparatur Mini Protean® Tetra Cell (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland)
¢ Filterpapier (Whatman- Papier, Optilab, Miinchen, Deutschland)

® 5 % Magermilchpulver (Heirler, Radolfzell, Deutschland) in TBS-T

e PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran (Millipore, Schwalbach, Deutschland)
e Schiittler Polymax 1040 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

e 5 x Transferpuffer

7,25 g Tris (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

3,65 g Glycin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0,47 g SDS (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

200 ml Methanol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
ad 1 1 HaOreinst

e 10xTBS

60,55 g Tris (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
85,2 g NaCl (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
ad 1 1 H2Oreinst, pH 7,6 mit HCI (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e 1xTBS-T

500 ml 10 x TBS
5 ml Tween 20 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
ad 51 HZOreinst

DURCHFUHRUNG

Der ,,Wet-Blot** schlief3t sich unmittelbar an die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
an. Zunichst wird die PVDF -Membran mit 10 ml Methanol befeuchtet und anschlie-
Bend in 40 ml Transferpuffer 5 min schiittelnd inkubiert. Das SDS-Polyacrylamidgel
wird aus der Apparatur entnommen, das Sammelgel wird entfernt und verworfen. Das
Trenngel sowie Filterpapiere und Schwamme werden mit Transferpuffer benetzt. Der
Transferpuffer zeichnet sich durch einen 20 %-igen Methanolgehalt aus, der eine bes-
sere Bindung von Proteinen an die PVFD-Membranen gewihrleistet (Bade et al., 2012).
Zum Blotten werden Gel und Membran wie folgt fiir die Blottingapparatur geschichtet:
ein Schwamm, drei Filterpapiere, PVDF-Membran, Trenngel mit aufgetrennten Protei-
nen, drei Filterpapiere, ein Schwamm. Zum Ausschluss von Luftblasen wird mit einem
Reagenzglas ausgestrichen und das Trenngel in der beschriebenen Schichtung mit der

Membran in die Blottingapparatur eingespannt. In die Blottingapparatur wird ein dafiir
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vorgesehenes, vorgekiihltes (-20 °C) Kiihlaggregat gegeben und die gesamte Apparatur
in einen eisgekiihlten Behilter gestellt, um tiberméBige Wiarmebildung zu verhindern.
Die Blottingapparatur wird mit Transferpuffer aufgefiillt. Das Blotting erfolgt bei kon-
stant 350 mA fiir 1 h 15 min.

AnschlieBend erfolgt die Blockierung der Membran fiir eine Stunde in 5 % Milchpul-
verlosung in TBS-T. Dies dient dem Abdecken von unspezifischen Bindungsstellen auf

der Membran (Eslami & Lujan, 2010).

B.7.5 Detektion mithilfe von Antikorpern

Im Anschluss an den ,,Wet-Blot werden die an die Membran gebundenen Proteine mit-
tels spezifischer Antikorper detektiert. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Pri-
mirantikorper sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Als Ladekontrolle wurde in den durchge-
fiihrten Versuchen Hsp90 (heat shock protein 90) detektiert, welches in verschiedenen
Zellen unabhiéngig von Kulturbedingungen wie etwa der Zelldichte in gleichem Malle
exprimiert wird (Greer et al., 2010). Die Detektion der Antikorperbindung erfolgt mit
einem chemilumineszentem Sekundérantikorper, der den verwendeten Primérantikorper

speziesspezifisch bindet (verwendete Sekundérantikorper siehe Tabelle 8).

MATERIAL

e Chemi-Smart 5100 (Detektionsgerit) (Peqlab, Erlangen, Deutschland)
e ChemiCapt Software (Peqlab, Erlangen, Deutschland)
¢ Luminol-Stockldsung fiir Herstellung S1

5 ml 1 M Hepes (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 7,4

3 ml 5 M NaCl (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1 ml 100 % Triton X-100 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0,2 ml 0,5 M EDTA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 8,0
10 ml 100 % Glycerin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

ad 100 ml H2Oreinst

frisch hinzugeben zu 1 ml:

2 ul 0,25 M PMSF (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)

4 ul 0,25 M DTT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

10 pl 10 x Protease-Inhibitor (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)

e Roti®-Lumin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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Primérantikorper vgl. Tabelle 7

Schiittler Polymax 1040 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)
Sekundirantikorper vgl. Tabelle 8

1 x TBST siehe B.7.4

S1-Losung:

80 ml H2Oreinst
10 ml 1 M Tris/HCI, pH 8,5
I ml Luminol Stocklosung

0,44 ml Stabilisatorlosung
ad 100 ml H20reinst

S2-Losung

80 ml H2Oreinst

10 ml 1 M Tris/HCI, pH 8,5
60 ul 30 % H20>

ad 100 ml H2Oreinst

Gebrauchslosung: 1:1 S1-Losung : S2-Losung
Stabilisatorlosung fiir S1-Losung

2 ml 1 M Tris/HCI, pH 8,0

2,92 g NaCl (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,5 ml 1 M Imidazol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

ad 100 ml 8 M Urea (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 7,9

SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific,
Schwerte, Deutschland)
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Tabelle 7. Verwendete Primirantikoper.

Antikorper Verdiinnung Hersteller Detektion
Anti-EGFR total, 1:250 BD Transduction Laboratories S1/S2
175 kDa (mouse) in TBS-T Heidelberg, Deutschland
Anti-pEGFR Y1173, 1:1000 . .
175 kDa (rabbit) in TBS-T Cell Signaling, Danvers, USA Femto
Anti-ERK total, 40 kDa 1:10000 . .
(rabbit) in TBS-T Cell Signaling, Danvers, USA S1/S2
Anti-pERK, 42/44 kDa 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, S1/S2
(rabbit) in TBS-T Heidelberg, Deutschland
. 1:500 Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Anti-FLAG M2 (mouse) in TBS-T Deutschland S1/S2
Anti-Hsp90, 90 kDa 1:10000 Santa Cruz Biotechnology, Rotilumin
(mouse) in TBS-T Heidelberg, Deutschland
Anti-MKL1, 140 kDa 1:500 _—
(rabbit) in TBS-T Miihlich et al, 2008 S1/S2
Anti-Myoferlin, 230 kDa  1:500 Santa Cruz Biotechnology, S1/S2
(mouse) in TBS-T Heidelberg, Deutschland
Tabelle 8. Verwendete Sekundéirantikoper.
Antikorper Verdiinnung Hersteller
Anti-mouse IgG, HRP-linked 1:10000 in TBS-T Cell Signaling Technology,
Antibody Frankfurt, Deutschland
Anti-rabbit IgG, HRP-linked 1:10000 in TBS-T Cell Signaling Technology,
Antibody Frankfurt, Deutschland
DURCHFUHRUNG

Die bereits geblockte Membran (vgl. B.7.4) wird im Anschluss an den Blockierungs-
schritt dreimal 5 min mit TBS-T auf dem Schiittler inkubiert. Die eingesetzten Priméran-
tikorper werden in TBS-T-Losung verdiinnt. Die Inkubation mit dem Primérantikorper
erfolgt iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler. Nach der Inkubation mit dem Priméran-
tikorper wird die Membran dreimal 15 min in TBS-T auf dem Schiittler gewaschen.
Anschlieend erfolgt die 60-miniitige Inkubation mit dem Sekundérantikorper (je nach
Primérantikorper anti-mouse oder anti-rabbit). AnschlieBend wird die Membran dreimal
mit TBS-T fiir 5 min schuttelnd inkubiert, danach einmal fiir 5 min in TBS inkubiert.

Nun erfolgt die Detektion am Chemi-Smart 5100 Detektionsgerit.

Je nach Antikorper werden unterschiedliche Detektionslosungen verwendet, um ein op-
timales Detektionsergebnis zu erhalten. Fiir die Detektion von Hsp90 werden 1 ml
Roti® Lumin 1 und 1 ml Roti® Lumin 2-Lésung vermengt und fiir eine Minute inku-

biert. Bei Verwendung von S1-Losung und S2-Losung wird ebenfalls jeweils 1 ml der
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entsprechenden Losungen vermengt und 1 min inkubiert. Die Detektion mit SuperSig-
nal™ West Femto Chemiluminescent Substrate erfolgt nach den Herstellerangaben. Es
wurden die im Kit enthaltenen Losungen im Verhéltnis 1:1 zusammengemischt, auf die
Membran gegeben und 5 min inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation mit der entspre-
chenden Detektionslosung erfolgt die Detektion der Chemilumineszenz am Chemismart

5100 Detektionsgerit und das Abfotographieren des entstandenen Bildes.

B.8 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden mithilfe des Pro-
gramms ,,Prism* der Firma Graph Pad, La Jolla, USA, statistisch ausgewertet. Die zu-
gehorigen Graphen wurden ebenfalls mit dem Programm ,,Prism* erstellt. Zunidchst
wurde iiberpriift, ob die gemessenen Werte einer Normalverteilung folgen. Bei Vorlie-
gen einer Normalverteilung ist die Durchfithrung eines t-Test sinnvoll (Ghasemi &
Zahediasl, 2012). Die Validitdt von parametrischen Tests, wie t-Tests, beruht auf dem
Vorliegen einer Normalverteilung (Ghasemi & Zahediasl, 2012). Es wurden in der vor-
liegenden Arbeit ungepaarte, zweiseitige t-Tests zum Signifikanzniveau p<0,05 durch-
gefiihrt. Als Test auf Normalverteilung wurde zunéchst ein Shapiro-Wilk-Test durchge-
fiihrt, bei dem ein Wert W, der nahe 1 liegt, auf Normalverteilung hindeutet (Henderson,
2006). Allerdings wird fiir die Durchfiihrung dieses Tests eine geniigend grof3e Stich-
probenanzahl benétigt. War diese Voraussetzung nicht gegeben, wurden QQ-Plots
durchgefiihrt, aus diesen lassen sich ebenfalls Hinweise ableiten, ob eine Normalvertei-
lung vorliegt (Henderson, 2006). Wenn keine Normalverteilung der Daten vorliegt, ist
ein Mann-Whitney-Test sinnvoll (Hart, 2001), der in der vorliegenden Arbeit ebenfalls

mit dem Programm ,,Prism* durchgefiihrt wurde.
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C. ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurden an der Tumorigenese hepatozellulidrer Karzinomzell-
linien beteiligte Mechanismen néiher untersucht. Als Zellkultursystem wurden sowohl
DLC1-defiziente HuH7-Zellen eingesetzt als auch HepG2-Zellen, die den Tumorsupp-
ressor DLC1 exprimieren (Miihlich et al., 2012). Zunichst wurden mithilfe dieser Zell-
linien die Effekte des Tumorsuppressors DLC1 und einer Depletion von MKL1/2 auf
das autonome Wachstumsverhalten auf Weichagar sowie das Zellzyklusverhalten unter-

sucht.

Bei in Vorarbeiten durchgefiihrten Mikroarray-Analysen konnte Myoferlin als potenti-
elles MKL1/2-abhédngiges Zielgen identifiziert werden. Im zweiten Teil der vorliegen-
den Arbeit wurde daher Myoferlin als MKL1/2-abhingiges Zielgen néher charakteri-
siert. Zunéachst wurde das autonome Wachstumsverhalten mittels Weichagar sowie die
Zellzyklusverteilung nach Myoferlin-Depletion analysiert. Um zu untersuchen, ob eine
Myoferlin-Depletion mit Induktion von Seneszenz einhergeht, wurde die B-Galacto-
sidase-Aktivitat Myoferlin-defizienter Zellen bestimmt. Im Anschluss daran wurden
Komponenten verschiedener zelluldrer Signalwege in Myoferlin-depletierten Zellen un-

tersucht.

C.1 CHARAKTERISIERUNG DES WACHSTUMSVERHALTENS
IN ABHANGIGKEIT VON MKL.1/2 unp DLC1

C.1.1 Autonomes Wachstumsverhalten auf Weichagar

Der ,,Anchorage Independent Colony Assay“ oder ,, Soft Agar Assay‘ bzw. Weichagar-
test dient dazu, zu untersuchen, ob bei Zelllinien Hinweise auf maligne Transformation
vorliegen (Borowicz et al., 2014). Maligne entartete Zellen konnen im Gegensatz zu
nicht-transformierten Zellen ohne Adhidsion an ein Zellkulturgefi3 proliferieren
(Cifone, 1982). Dadurch kdnnen maligne entartete Zellen Kolonien in Weichagar bilden,
obwohl hier eine Anheftung an das Zellkulturgefal3 fehlt. Dieses Wachstum auf Weich-

agar stellt ein Korrelat der Tumorigenitit dar (Cifone, 1982).
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Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit wurden Weichagartests in der Arbeits-
gruppe eingefiihrt. Fiir Weichagartests wurden pro Versuchsreihe 10 Petrischalen mit
20.000 Zellen pro Schale und weitere 10 Petrischalen mit jeweils 40.000 Zellen ange-

setzt. Nach 21 Tagen Inkubationszeit wurde die Koloniebildung ausgewertet.

Im Folgenden wurde zunichst das Wachstumsverhalten auf Weichagar in DLCI1-
exprimierenden HepG2-Zellen in Abhingigkeit vom Tumorsuppressor DLCI1 analy-
siert. Dies diente dazu, die Effekte des Tumorsuppressors DLC1 zu untersuchen. In der
gleichen Zelllinie wurden zudem die Effekte einer Depletion der transkriptionellen Ko-

aktivatoren MKL1/2 auf das autonome Wachstumsverhalten analysiert.

C.1.1.1  Autonomes Wachstumsverhalten von HepG2-Zellen in Ab-
héingigkeit von DLC1

Um die Abhéngigkeit des autonomen Zellwachstums der Zelllinie HepG2 vom Tumor-
suppressor DLC1 zu evaluieren, wurden Weichagartests mit DLC1 shRNA-exprimie-
renden HepG2-Zellen, bei denen mittels RNA-Interferenz der Tumorsuppressor DLC1
ausgeschaltet ist (Hampl et al., 2013), durchgefiihrt. Als Vergleich dienten unbehandelte
HepG2-Kontrollzellen. Die DLCI-depletierten HepG2-Zellen (HepG2-Knockdown-
Zellen, HepG2-DLC1-KD) wurden von Dr. Scott Lowe freundlicherweise zur Verfii-
gung gestellt (Miihlich ez al., 2012).

HepG2-Zellen, bei denen der Tumorsuppressor DLC1 mittels RN A-Interferenz ausge-
schaltet ist, zeigten ein signifikant erhohtes Wachstum auf Weichagar im Vergleich zu
HepG2-Kontrollzellen. Als Test auf Normalverteilung der untersuchten Proben wurde
ein Shapiro-Wilk-Test durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass nicht alle Stichproben nor-
malverteilt sind (vgl. W-Werte Tabelle 9). Daher wurde zur statistischen Analyse ein
Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Die Koloniebildung war in DLCI-defizienten
HepG2-Zellen im Vergleich zu HepG2-Kontrollzellen statistisch signifikant erhoht
(p=0,0003*** bei Inokulation von 20.000 Zellen, vgl. Abbildung 2; p=0,0002*** bei
40.000 ausgesiten Zellen, vgl. Abbildung 3). Tabelle 9 zeigt die Mittelwerte und Stan-
dardabweichung (SD) der Koloniebildung aller ausgezihlten Petrischalen. In Abbildung
2 und Abbildung 3 ist die Koloniebildung auf Weichagar exemplarisch aufgefiihrt und
die statistische Auswertung graphisch dargestellt.
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Tabelle 9. Koloniebildung in HepG2-Kontrollzellen im Vergleich zu HepG2-DLC1-
Knockdown-Zellen.

Angegeben sind Mittelwert/Standardabweichung (SD) und erhaltener Wert im Shapiro-Wilk-Test
(W). Stichprobenumfang (n) bei 2x10* ausgesiiten Zellen: HepG2 n=8, HepG2-DLC1-KD n=7; Bei
4x10* ausgesiiten Zellen: HepG2 n=9, HepG2-DLC1-KD n=6 (hier Shapiro-Wilk-Test wegen ge-
ringem Stichprobenumfang nicht moglich).

Zelllinie Kolonien pro 20.000 Kolonien pro 40.000
ausgesiiter Zellen ausgesiiter Zellen
HepG2 0,63, SD 1,1 3,6, 58D 6,4
W=0,6756 W=0,6170
HepG2-DLC1-KD 141, SD 111 410, SD 40,1
W=0,9021
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Abbildung 2. Koloniebildung DLC1-depletierter HepG2-Zellen auf Weichagar im
Vergleich zu HepG2-Kontrollzellen (20.000 ausgesiite Zellen).
A: Koloniebildung HepG2-Zellen (die Abbildung ist représentativ fiir 8 Petrischalen) im
Vergleich zur Koloniebildung bei HepG2-DLCI1-Knockdown-Zellen (die Abbildung ist
reprasentativ fiir 7 Petrischalen).

B: HepG2-Zellen, in denen DLC-1 ausgeschaltet ist, zeigen eine statistisch signifikant erhohte
Koloniebildung auf Weichagar, p=0,0003***,

HepG2 HepG2-DLC1-KD
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Abbildung 3. Koloniebildung DLC1-depletierter HepG2-Zellen auf Weichagar im Ver-
gleich zu HepG2-Kontrollzellen (40.000 ausgesiite Zellen).
A: Koloniebildung in HepG2-Zellen (die Abbildung ist repréisentativ fiir 9 Petrischalen) im Ver-
gleich zur Koloniebildung bei HepG2-DLC1-Knockdown-Zellen (die Abbildung ist repréisentativ
fiir 6 Petrischalen).

B: HepG2-Zellen, in denen DLC1 ausgeschaltet ist, zeigen eine statistisch signifikant erhchte
Koloniebildung auf Weichagar, p=0,0002%%*%*.
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C.1.1.2  Autonomes Wachstumsverhalten von HepG2- Zellen in Ab-
héingigkeit von MKL1/2

Um das autonome Wachstumsverhalten der Zelllinie HepG2 in Abhéngigkeit von der
MKL1/2-Expression zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen mit HepG2-shRNA-
MKL1/2 exprimierenden Zellen verglichen. In diesen Zellen ist MKL1/2 mittels RNA-
Interferenz ausgeschaltet. Die hier verwendeten HepG2-MKL1/2-depletierten Zellen
(Hep G2-MKL1/2-KD) wurde von Frau Dr. Veronika Hampl hergestellt sowie auf aus-
reichende Knockdown-Effizienz getestet (Hampl et al., 2013) und freundlicherweise zur

Verfiigung gestellt.

Bei HepG2-Kontrollzellen konnte kein Unterschied in der Koloniebildung im Vergleich
zu MKL1/2-defizienten HepG2-Zellen festgestellt werden. Es zeigte sich nach MKL.1/2-
Knockdown keine verstirkte Koloniebildung auf Weichagar bei jeweils 10 Petrischalen

a20.000 bzw. 40.000 Zellen (vgl. Tabelle 10, Abbildung 4).

Tabelle 10. Koloniebildung in HepG2-Kontrollzellen im Vergleich zu HepG2-Zellen mit
MKL1/2-Knockdown.

Zelllinie Kolonien pro 20.000 Kolonien pro 40.000
ausgesiiter Zellen ausgesiiter Zellen
HepG2 <1 <1
HepG2-MKL1/2-KD <1 <1

HepG2

o=

HepG2-MKL1/2-KD

Abbildung 4. Koloniebildung in HepG2-Zellen in Abhéingigkeit von MKL1/2 auf Weich-
agar.
Exemplarisch ist die Koloniebildung bei 40.000 ausgesiten Zellen aufgefiihrt. Links ist die Kolo-
niebildung auf Weichagar der Zelllinie HepG2 dargestellt, rechts die Koloniebildung von

MKL1/2-depletierten HepG2-Zellen. Jedes Bild ist représentativ fiir 10 Ansitze nach 21 Tagen
Inkubation.
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C.1.2 Effekte von DLC1 und MKL1/2 auf die Zellzyklusprogres-
S101n
Um zu analysieren, in welcher Form DLC1 und MKL1/2 Einfluss auf die Progression
des Zellzyklus nehmen, wurde die Zellzyklusverteilung der untersuchten hepatozellula-
ren Karzinomzelllinien mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Hierbei wurde insbe-
sondere der prozentuale Anteil an Zellen in der G1-Phase ermittelt. Eine Arretierung des
Zellzyklus in der G1-Phase ist ein typisches Kennzeichen von Zellen, die in die Senes-

zenz eingetreten sind (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden Zellzyklusanalysen in der Arbeitsgruppe
eingefiihrt. Die in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien wurden mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse nach Propidiumiodidfirbung auf die Distribution in den einzelnen
Zellzyklusphasen hin analysiert. Aufgrund der geringen Stichprobengrofle bei den ana-
lysierten Proben war die Durchfithrung eines Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung
nicht moglich. Laut Hiisler und Zimmermann (2006) ist zur Uberpriifung der Normal-
verteilung die Anwendung eines sog. QQ-Plots moglich. Um Anhaltspunkte fiir das Vor-
liegen einer Normalverteilung zu erhalten, wurden daher QQ-Plots erstellt. Bei Hinwei-

sen auf Normalverteilung wurde ein ungepaarter, zweiseitiger t-Test durchgefiihrt.

C.1.21 Zellzyklusverteilung in Abhéingigkeit von DLC1 in HepG2-
Zellen

Um die Abhingigkeit der Zellzyklusprogression in HepG2-Zellen vom Tumorsuppres-
sor DLC1 zu untersuchen, wurden in den folgenden Experimenten HepG2-Zellen mit
DLC1-depletierten HepG2-Zellen verglichen. In diesen Zellen ist der Tumorsuppressor
DLC1 mittels RNA-Interferenz depletiert (HepG2-DLC1-Knockdown (KD)) (Hampl et
al., 2013). Als Kontrollzelllinie dienten HepG2-Zellen, die den shRNA-Leervektor
stabil transfiziert enthielten (HepG2 MCL-Zellen). Die HepG2-shRNA-DLCI1-
exprimierenden Zellen wurden von Dr. Scott Lowe freundlicherweise zur Verfiigung

gestellt (Miihlich et al., 2012).

Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt, die prozentuale Verteilung auf die einzelnen

Zellzyklusphasen zeigt Tabelle 11. Abbildung 5 gibt einen Uberblick iiber den prozen-
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tualen Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus. Durch Depletion des Tumorsup-
pressors DLCI1 zeigte sich kein gedndertes Zellzyklusverhalten in den untersuchten Zell-
linien. Es konnte keine Arretierung in der G1-Phase in DLC1-depletierten HepG2-Zel-
len im Vergleich zu HepG2-Kontrollzellen beobachtet werden (vgl. Abbildung 5). Bei
Durchfiihrung eines t-Tests ergab sich keine statistische Signifikanz (p=0,2659; Signi-
fikanzniveau p<0,05). Im Anhang sind die QQ-Plots der ausgewerteten prozentualen
Anteile an Zellen in der G1-Phase aufgefiihrt (HepG2-Kontrollzellen vgl. Abbildung 24,
HepG2-DLCI1-KD-Zellen vgl. Abbildung 25).

Tabelle 11. Prozentualer Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bei HepG2-
Zellen in Abhiingigkeit von DLC1.

Die aufgefiihrten Werte entsprechen Mittelwerten aus 3 Messungen mit Standardabweichung (SD).

Zelllinie G1-Phase S-Phase G2-Phase
HepG2 Leervektor 31,3% SD 7,2 44,6 % SD 12,3 22,7 % SD 4,7
HepG2-DLC1-KD 38,1 % SD 1,15 40,3 % SD 3,7 20,2 % SD 3
50
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HepG2 Leervektor HepG2-DLC1-KD

Abbildung 5. Prozentualer Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus bei HepG2-
Zellen in Abhiingigkeit von DLC1.

Nach Depletion von DLC1 in HepG2-Zellen zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied
in der Zellzyklusverteilung in der G1-Phase.

C.1.2.2  Zellzyklusverteilung in Abhingigkeit von MKL1/2 in
HepG2-Zellen

Im Folgenden wurde die Zellzyklusverteilung von HepG2-Kontrollzellen mit MKL1/2-
depletierten HepG2-Zellen verglichen, um die Effekte der transkriptionellen Koaktiva-
toren MKL1/2 auf die Zellzyklusprogression zu untersuchen. Die untersuchten HepG2
MKL1/2-Knockdownzellen (HepG2-MKL1/2-KD) wurden von Frau Dr. Veronika
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Hampl durch RNA-Interferenz hergestellt sowie auf geeignete Effizienz des Knock-

downs iiberpriift (Hampl et al., 2013).

Von jeder Probe wurden jeweils Dreifach- bzw. Vierfachwerte gemessen. Von den so
erhaltenen Werten wurden Mittelwerte gebildet. In tabellarischer Form angegeben ist
die prozentuale Verteilung auf die einzelnen Zellzyklusphasen (Mittelwert plus Stan-
dardabweichung, vgl. Tabelle 12). Abbildung 6 gibt die prozentuale Verteilung an Zel-
len in der G1-Phase im Vergleich von unbehandelten HepG2-Zellen und MKL1/2-
depletierten HepG2-Zellen wieder.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der G1-Phase zwischen HepG2-Kon-
trollzellen und HepG2-MKL1/2-depletierten Zellen (p=0,4917 bei Anwendung eines t-
Tests, Signifikanzniveau p<0,05, QQ-Plots vgl. Abbildung 26 und Abbildung 27 im An-
hang).

Tabelle 12. Prozentualer Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bei HepG2-
Zellen in Abhéngigkeit von MKL1/2

Die aufgefiihrten Werte entsprechen Mittelwerten aus 3 Messungen mit Standardabweichung (SD).

Zelllinie G1-Phase S-Phase G2-Phase
HepG2 33,85 % SD 4,2 33,85 % SD 8,1 33,64 % SD 12,7
HepG2-MKL1/2-KD 36,2 % SD 1,0 43,6 % SD 4,8 20,15 % SD 2,2
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Abbildung 6. Prozentualer Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus bei HepG2-
Zellen in Abhiingigkeit von MKL1/2.

Nach Depletion von DLC1 in HepG2-Zellen zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied
in der Zellzyklusverteilung in der G1-Phase.
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C.1.23 Zellzyklusverteilung nach MKL1/2-Depletion in DL.C1-
defizienten HuH7-Zellen

Um Effekte eines Knockdowns von MKL1/2 auf die Zellzyklusprogression in DLCI-
defizienten Zellen zu untersuchen, wurden im Folgenden HuH7-Zellen analysiert.
HuH7-Zellen sind durch die fehlende Expression des Tumorsuppressors DLC1 gekenn-
zeichnet (Miihlich et al., 2012). In den hier aufgefiihrten Experimenten wurden HuH7-
Kontrollzellen mit HuH7 MKL1/2-Knockdown-Zellen mittels durchflusszytometrischer
Analysen verglichen. Die fiir die durchflusszytometrischen Analysen verwendeten
HuH7 MKL1/2-Knockdown-Zelllinien (HuH7-MKL1/2-KD) wurden von Frau Dr. Ve-
ronika Hampl hergestellt sowie auf die Effizienz des Knockdowns untersucht (Hampl et

al., 2013).

Im Folgenden ist in tabellarischer Form der prozentuale Anteil an Zellen in der jeweili-
gen Zellzyklusphase angegeben (vgl. Tabelle 13). Abbildung 7 zeigt den prozentualen
Anteil der untersuchten Zelllinien in der G1- Phase des Zellzyklus. Es konnte nach
MKL1/2-Depletion ein erhohter Anteil von Zellen in der G1-Phase festgestellt werden.
Bei Anwendung eines ungepaarten, zweiseitigen t-Tests ist der gemessene Unterschied
statistisch signifikant (p=0,0113%*, Signifikanzniveau p<0,05). Die QQ-Plots der ausge-
werteten Daten sind im Anhang aufgefiihrt (vgl. Abbildung 28, Abbildung 29).

Tabelle 13. Prozentualer Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen bei
HuH?7-Zellen in Abhéingigkeit von MKL1/2.
Es wurden zwei Experimente mit HuH7 unbehandelten Kontrollzellen und drei Experimente mit

MKUL1/2-depletierten Zellen durchgefiihrt. Von den Ergebnissen wurden jeweils Mittelwerte mit
Standardabweichung (SD) berechnet.

Zelllinie G1-Phase S-Phase G2-Phase
HuH7 35,92 % SD 2,38 38,06 % SD 5,1 16,6 % SD 2,1
HuH7-MKL1/2-KD 46,6 % SD 0,8 28,2 % SD 8,3 20,4 % SD 1,7
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Abbildung 7. Prozentualer Anteil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus nach Deple-

tion von MKL1/2 in HuH7-Zellen.
Nach Depletion von MKL1/2 in HuH7-Zellen zeigt sich ein leicht erhhter prozentualer Anteil
an Zellen in der G1-Phase.
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C.2 CHARAKTERISIERUNG DES WACHSTUMSVERHALTENS
IN ABHANGIGKEIT VON MYOFERLIN

Bei in Vorarbeiten durchgefiihrten Mikroarray-Analysen wurde Myoferlin als ein
MKL1/2- abhéngiges Zielgen identifiziert (Hermanns ef al., 2017). Um zu untersuchen,
ob Myoferlin in Zusammenhang mit dem MKL1/2-abhéngigen Proliferationsstopp in
DLC1-defizienten hepatozelluliren Karzinomzellen (Hampl et al., 2013) steht, wurden
Myoferlin-depletierte HuH7 Zellen mittels lentiviraler Transduktion hergestellt. Diese
Myoferlin-depletierten Zellen exprimieren eine Myoferlin-spezifische sShRNA-Sequenz,
welche die Myoferlin-Expression mittels RNA-Interferenz unterdriickt (Moore et al.,

2010).

Zunichst wurde das Wachstumsverhalten Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen niher
analysiert. Im Folgenden wurde zuerst das autonome Wachstumsverhalten Myoferlin-
depletierter HuH7-Zellen auf Weichagar untersucht. Anschlieend wurde das Zellzyk-
lusverhalten mittels durchflusszytometrischer Analysen ermittelt. Des Weiteren wurde
die B-Galactosidase-Aktivitit bestimmt, um zu analysieren, ob durch Ausschalten von
Myoferlin HuH7-Zellen in die Seneszenz eintreten analog der beobachteten Senes-

zenzinduktion nach Depletion von MKL1/2 in HuH7-Zellen (Hampl et al., 2013).

C.2.1 Autonomes Wachstumsverhalten von HuH7-Zellen in Abhén-
gigkeit von Myoferlin

Um den Effekt einer Myoferlin-Depletion auf das autonome Zellwachstum von HuH7-
Zellen zu untersuchen, wurden durch lentivirale Transduktion und RNA-Interferenz mit-
tels sShRNA Myoferlin-depletierte HuH7-Zellen hergestellt (HuH7-Myoferlin-KD). Um
die Auswirkungen der eingesetzten lentiviralen Transduktion auf das autonome Wachs-
tumsverhalten der hepatozelluldren Karzinomzelllinie HuH7 zu evaluieren, wurden in
gleicher Weise HuH7-Zellen mit Leervektor-shRNA-Transduktion hergestellt. Die Ko-

loniebildung wurde 3 Wochen nach dem Ausséden der Zellen auf Weichagar beurteilt.

In einem ersten Versuchsansatz wurden HuH7-Zellen, HuH7-Zellen mit Leervektor-
Transduktion und Myoferlin-shRNA-exprimierende Zellen (HuH7-Myoferlin-KD) in

jeweils 10 Ansitzen a 20.000 Zellen verglichen. Es stellte sich eine Verminderung der
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Koloniebildung auf Weichagar von HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion im Ge-
gensatz zu HuH7 unbehandelten Kontrollzellen heraus. Die autonome Koloniebildung
Mpyoferlin-depletierter Zellen war im Vergleich zu Zellen mit Leervektor-Transduktion
sowie im Vergleich zu HuH7-Kontrollzellen im Mann-Whitney-Test statistisch signifi-
kant verringert (Myoferlin-depletierte Zellen im Vergleich zu HuH7-Kontrollzellen:
p<0,0001**** Myoferlin-KD im Vergleich zu HuH7-Leervektor p=0,0108*; vgl. Ab-
bildung 9, Abbildung 8 A). Der Mann-Whitney-Test wurde gewihlt, da bei einigen Pro-
ben nach Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung vorlag (bei HuH7-Zellen mit
Leervektor-Transduktion: W=0,7837 bei n=10). Abbildung 8 B zeigt die Myoferlin-
Knockdown-Effizienz der Myoferlin-depletierten Zellen. Tabelle 14 gibt die Mittel-

werte der ausgezihlten Kolonien pro 20.000 ausgesiter Zellen wieder.

A HuH7 HuH7 HuH7
Leervektor Myoferlin-KD

%N

B HuH7 HuH7 HuH7
Leervektor Myoferlin-KD

. 260 kDa- w i il @ .
Myoferlin ‘ = ; B i : ;

100 kDa-

Abbildung 8. Koloniebildung Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen auf Weichagar im
Vergleich zu HuH7-Kontrollzelllinien.

A: Vergleich der Koloniebildung bei jeweils 20.000 ausgesiten HuH7-Kontrollzellen, HuH7-Zel-
len mit Leervektor-Transduktion und Myoferlin-depletierte Zellen (HuH7-Myoferlin-KD)
B: Myoferlin-Expression der eingesetzten Zelllinien.
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Abbildung 9. Ubersicht Koloniebildung Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen auf Weich-
agar im Vergleich zu Kontrollzelllinien.

04

Die Koloniebildung auf Weichagar wurde bei 20.000 ausgesiten Zellen untersucht. Myoferlin-
depletierte HuH7-Zellen zeigten eine statistisch signifikante Verminderung der Koloniebildung
auf Weichagar im Vergleich zu HuH7-Kontrollzellinien. Mann-Whitney-Test: Vergleich HuH7-
Kontrollzellen zu HuH7-Myoferlin-KD: p<0,0001**** HuH7-Leervektor zu Myoferlin-KD:
p=0,0108*.

Tabelle 14. Koloniebildung auf Weichagar Myoferlin-depletierter Zellen im Vergleich zu
HuH7-Kontrollzellen und HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion
(20.000 ausgesiite Zellen).

Angegeben sind Stichprobenumfang, Mittelwert und Standardabweichung.

Zelllinie Kolonien pro 20.000 ausgesiite Zellen
HuH7 (n=9) 24,8D 17
HuH7-Leervektor (n=10) 1,9, 8D 2,6
HuH7-Myoferlin-KD (n=10) 0

Um die Effekte der Myoferlin-Depletion im Vergleich zur Leervektor-Transduktion ge-
nauer zu untersuchen, wurden in einem weiteren Versuchsansatz Myoferlin-depletierte
HuH7-Zellen in jeweils 10 Ansdtzen a 20.000 Zellen und in 10 Ansétzen a 40.000 Zellen
ausgesit. In gleicher Weise wurden HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion ausge-

sidt. Abbildung 12 zeigt die Myoferlin-Expression der eingesetzten Zelllinien.

Abbildung 10 und Abbildung 11 zeigen jeweils exemplarisch die Koloniebildung auf
Weichagar und die graphische Auswertung der Koloniebildung der einzelnen Zelllinien.
Tabelle 15 gibt die Mittelwerte der Koloniebildung der untersuchten Zelllinien wieder.
Myoferlin-depletierte HuH7-Zellen zeigten eine im Gegensatz zu HuH7-Zellen mit

Leervektor-Transduktion verminderte Fihigkeit zu Koloniebildung auf Weichagar. In
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allen Versuchsansitzen war die Koloniebildung Myoferlin-depletierter Zellen statistisch

signifikant vermindert im Vergleich zu HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion.

Bei der Versuchsreihe mit 20.000 ausgeséten Zellen konnte aufgrund der geringen Stich-
probengroBe nach Myoferlin-Depletion kein Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
durchgefiihrt werden, im QQ-Plot zeigte sich keine eindeutige Normalverteilung (QQ-
Plot HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion vgl. Abbildung 30; Myoferlin-deple-
tierte Zellen vgl. Abbildung 31 im Anhang; Stichprobenumfang: HuH7-Leervektor:
n=9, W=0,8905, HuH7-Myoferlin-KD: n=5). Bei Durchfithrung des Mann-Whitney-
Tests zeigte sich eine statistisch signifikante Verminderung der Koloniebildung Myofer-

lin-depletierter Zellen auf Weichagar (p=0,0005%**%*),

Bei der Versuchsreihe mit 40.000 ausgesiten Zellen zeigten sich bei Durchfiihrung eines
Shapiro-Wilk-Tests Hinweise darauf, dass eine Normalverteilung vorliegt. (Shapiro-
Wilk-Test fiir HuH7-Leervektor: W=0,9073 bei n=7, HuH7-Myoferlin-KD: W=0,9240
bei n=10, QQ-Plot vgl. Abbildung 32 und Abbildung 33 im Anhang). Im daraufhin
durchgefiihrten ungepaarten, zweiseitigen t-Test zeigte sich eine statistisch signifikante
Verminderung (p=0,0001***) der Koloniebildung Myoferlin-depletierter Zellen im

Vergleich zu HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion (Signifikanzniveau p<0,05).

Tabelle 15. Koloniebildung Myoferlin-depletierte Zellen auf Weichagar im Vergleich zu
HuH?7-Zellen mit Leervektor-Transduktion.

Angegeben sind jeweils die Mittelwerte der Koloniebildung und Standardabweichung (SD).

Zelllinie Kolonien pro 20.000 Kolonien pro 40.000
ausgesiite Zellen ausgesiite Zellen
HuH7-Leervektor 34, SD 23,5 135, SD 80
HuH7-Myoferlin-KD 3,SD?2 4,SD 2
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HuH?7 HuH7

A Leervektor Myoferlin-KD

Kolonien

HuH?7 Leervektor HuH7-Myoferlin-KD

Abbildung 10. Verminderte Koloniebildung Myoferlin-depletierter Zellen auf Weichagar
(20.000 ausgesiite Zellen).

A: Koloniebildung nach Knockdown von Myoferlin in HuH7-Zellen im Vergleich zu HuH7-Zel-
len mit Leervektor-Transduktion. Jede abgebildete Petrischale ist représentativ fir 9 (HuH7-
Leervektor) bzw. 5 (HuH7-Myoferlin-KD) weitere Petrischalen. Knockdown-Effizienz vgl. Ab-
bildung 12. B: Statistische Auswertung: Mann-Whitney-Test p=0,0005%**.

A HuH7 HuH7
Leervektor Myoferlin-KD
G

HuH7 Leervektor HuH7-Myoferlin-KD

Abbildung 11. Verminderte Koloniebildung Myoferlin-depletierter Zellen auf Weichagar
(40.000 ausgesiite Zellen).

A: Koloniebildung nach Knockdown von Myoferlin in HuH7-Zellen im Vergleich zu HuH7-Zel-
len mit Leervektor-Transduktion. Die abgebildeten Petrischalen sind jeweils repréisentativ fiir 7
(HuH7-Leervektor) bzw. 10 (HuH7-Myoferlin-KD) Petrischalen. Knockdown-Effizienz vgl. Ab-
bildung 12. B: Statistische Auswertung mittels t-Test: p=0,0001%*%*,
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HuH7 HuH7
Leervektor Myoferlin-KD

Myoferlin 260 kDa- E — o

Hsp90 100 kDa-

Abbildung 12.Nachweis der Knockdown-Effizienz von Myoferlin der in Abbildung 10
und Abbildung 11 aufgefiihrten Zelllinien.

C.2.2 Effekte der Depletion von Myoferlin auf die Zellzyklusvertei-
lung

Um Effekte einer Depletion von Myoferlin in HuH7-Zellen auf die Zellzyklusverteilung
zu evaluieren wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Hierbei wurden
HuH7-Kontrollzellen mit HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion sowie Myoferlin-
depletierten HuH7-Zellen (HuH7-Myoferlin-KD) verglichen. Die untersuchten Zellli-
nien wurden 7 Tage nach lentiviraler Transduktion fiir die Messung am Durchflusszy-
tometer préapariert. Der Zeitraum nach 7 Tagen wurde gewdhlt, da aus der Literatur be-
kannt ist, dass ein Zellzyklus-Arrest im Rahmen der Onkogen-induzierten Seneszenz
nicht sofort eintritt, sondern erst nach einer Zeitspanne von 7 Tagen auftritt (Serrano et

al., 1997).

Da die unbehandelten HuH7-Kontrollzellen in ersten Versuchen nach einer Proliferati-
onszeit von 7 Tagen sehr stark konfluent waren, waren diese einer addquaten Zellzyk-
lusmessung nicht mehr zugénglich. Hierfiir mussten erst die geeigneten Wachstumsbe-
dingungen und Messparameter evaluiert werden, um die verglichenen Zelllinien unter
gleichen Wachstumsbedingungen nach einem Zeitraum von 7 Tagen fiir die Zellzyklus-
messung zu praparieren. Fiir die im Folgenden aufgefiihrten Versuche wurden jeweils
1x10° Zellen pro Zelllinie ausgesit. Am Tag nach dem Einbringen von shRNA wurden
alle Zelllinien 1:4 gesplittet. Nach 6 Tagen Puromycin-Selektion bzw. Proliferation der
unbehandelten Kontrollzelllinie wurden die Zellen fiir Messung am Durchflusszytome-
ter geerntet. Die prozentuale Verteilung der gemessenen Zelllinien auf die unterschied-
lichen Zellzyklusphasen ist in Tabelle 16 aufgefiihrt. Die Myoferlin-Expression der un-
tersuchten Zelllinien zeigt Abbildung 13.
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Tabelle 16. Prozentuale Verteilung auf die Zellzyklusphasen bei HuH7-Zellen in Abhiin-

gigkeit von Myoferlin.
Zelllinie G1-Phase S-Phase G2-Phase
HuH7 38,8 % 1,45 % 59,4 %
HuH?7-Leervektor 37,4 % 32 % 21,4 %
HuH7-Myoferlin-KD 36,8 % 21,8 % 28,7 %
HuH7 HuH7 HuH7
Leervektor Myoferlin-KD
]
Myoferlin 260 kDa-= oy P———
Hsp90 100 kDa-
Sp N —— g —— —————

Abbildung 13. Myoferlin-Expression der fiir Zellzyklusanalysen (vgl. Tabelle 16) verwen-
deten Zelllinien.

C.2.3 Seneszenzassoziierte 3-Galactosidase-Aktivitit

Nach Depletion von MKL1/2 in HuH7-Zellen tritt nachweislich Onkogen-induzierte Se-
neszenz auf (Hampl et al., 2013). Dies ging bei ca. 40 % der Zellen mit Seneszenz-
assoziierter B-Galactosidase-Aktivitdt einher (Hampl et al., 2013). Um zu iiberpriifen,
ob in den verwendeten Zelllinien nach Myoferlin-Depletion Seneszenz-assoziierte 3-
Galactosidase-Aktivitit auftritt, wurden die B-Galactosidase-Aktivtdt in Myoferlin-
depletierten Zellen bestimmt. Myoferlin wurde durch lentivirale Transduktion mittels
RNA-Interferenz in HuH7-Zellen depletiert, die Effizienz der Depletion ist in Abbildung
14 aufgefiihrt. Es konnte nach Myoferlin-Depletion im vorliegenden Versuch bei 3,7 %
der Zellen (93 Zellen von 2500) Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Aktivitit detek-
tiert werden (vgl. Tabelle 17). Bei HuH7-Kontrollzellen und HuH7-Zellen mit Leervek-
tor-Transduktion war keine Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Aktivitit feststell-
bar. Damit konnte im hier durchgefiihrten Experiment nach Myoferlin-Depletion nicht
die nach MKL1/2-Depletion bei 40 % der Zellen aufgetretene erhohte B-Galactosidase-
Aktivitdat (Hampl et al., 2013) beobachtet werden. Es konnte ein leichter Effekt auf die
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Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Aktvivitit nach Myoferlin-Depletion festgestellt

werden.

Tabelle 17. B-Galactosidase-Aktivitit Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen.

Zelllinie HuH7 HuH?7 Leervektor HuH7-Myoferlin-KD
% Zellen mit
B-Galactosidase- <1% <1% 3,7%
AKktivitit
HuH7 HuH7 HuH7

Leervektor Myoferlin-KD

Myoferlin , ..

Hsp90
100 kDa- —

Abbildung 14. Effizienz der Myoferlin-Depletion der fiir Bestimmung der Seneszenz-as-
soziierten B-Galactosidase-Aktivitiit eingesetzten Zellen.
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C.3 EXPRESSIONSANALYSEN

Die im folgenden Abschnitt aufgefiihrten Versuche dienen dazu, die Auswirkungen ei-
ner Myoferlin-Depletion auf die Expression verschiedener Proteine, die in Zusammen-

hang mit Signaltransduktionswegen stehen, niher zu untersuchen.

Zunichst wurde iiberpriift, in welchem Umfang die Myoferlin-Expression in HuH7-Zel-
len vom transkriptionellen Koaktivator MKL1 abhiingig ist. Hierzu wurde nach Uber-

expression von MKL1 in HuH7-Zellen die Myoferlin-Expression analysiert.

Nach Depletion von MKL1/2 in hepatozelluliren Karzinomzellen (HuH7-Zellen) ist
eine verstirkte Aktivierung von ERK1/2 nachgewiesen (Hampl et al., 2013). Im Folgen-
den wurde daher die Expression von ERK1/2 mittels Western Blot analysiert, um so zu
iberpriifen, inwieweit die Depletion von Myoferlin vergleichbare Effekte wie Knock-

down von MKL1/2 in HuH7-Zellen hervorruft.

In weiteren Experimenten wurde die Expression des EGF-Rezeptors (Epidermal Growth
Factor Receptor) in Myoferlin-depletierten Zellen analysiert. In Brustkrebszelllinien
konnte gezeigt werden, dass die Depletion von Myoferlin die Degradation des EGF-
Rezeptors hemmt (Turtoi et al., 2013). SchlieBlich wurden Rekonstitutionsexperimente
durchgefiihrt, um zu priifen, ob Effekte einer Myoferlin-Depletion am EGF-Rezeptor

von der MKL1/2-Expression in den untersuchten Zelllinien abhéngen.

C.3.1 Abhingigkeit der Myoferlin-Expression von MKL1

Myoferlin wurde in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich mittels Mikro-
array-Analysen als Zielgen der transkriptionellen Koaktivatoren Megakaryoblastic leu-
kemia 1/2 (MKL1/2) identifiziert (Hampl, 2014; Hermanns et al., 2017). Es konnte da-
bei nach MKL1/2-Knockdown in HuH7-Zellen eine verminderte Expression von My-
oferlin festgestellt werden. In der vorliegenden Arbeit sollte Myoferlin als MKLI1-

abhingiges Zielgen verifiziert werden.

Um MKLI1-Abhéngigkeit der Myoferlin-Expression zu iiberpriifen, wurde MKL1 tran-
sient in HuH7-Zellen transfiziert, um dadurch eine verstirkte Expression von MKL1 zu
induzieren. Das verwendete Konstrukt fiir MKL1 enthielt einen FLAG-Antigen, durch

das die Transfektion des Genkonstrukts nachgewiesen werden kann.
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Durch die mittels transienter Transfektion erzielte Uberexpression von MKL1 konnte
eine verstirkte Expression von Myoferlin beobachtet werden (vgl. Abbildung 15). Dies

impliziert, dass die Expression von Myoferlin vom transkriptionellen Koaktivator

MKLI1 abhingig ist.

260 kDa-
Myoferlin

a-Flag-
MKIL1 140 kDa- F

—
Hsp90 100 kDa- i — | Se—

Abbildung 15. Uberexpression von MKL1 fiihrt zu verstirkter Myoferlin-Expression in
HuH?7-Zellen.

Nach transienter Transfektion von MKL1 in HuH7-Zellen zeigte sich eine verstirkte Myoferlin-
Expression in Abhéngigkeit von MKLI.

C.3.2 Validierung der Expression von pERK im Vergleich zur Ge-
samtmenge an ERK nach Myoferlin-Depletion

Aufgrund der beobachteten Abhingigkeit der Myoferlin-Expression von MKL1 und der

Identifikation von Myoferlin als MKL1/2-abhédngiges Zielgen in Vorarbeiten sollte im

Folgenden die Effekte einer Myoferlin-Depletion auf die MAP-Kinase-Kaskade néher

tiberpriift werden. Nach Depletion von MKL1/2 in HuH7-Zellen wird Seneszenz via

6INK4a

Ras-MAP-Kinase-Signalweg und dem p1l
(Hampl et al., 2013).

-pRB-Signaltransduktionsweg induziert

Als wichtige Komponente des MAP-Kinase-Signalwegs wurde die Expression von ERK
untersucht. ERK ist eine Kinase, die als Bestandteil des MAP-Kinase-Signalwegs bei-
spielsweise nach Aktivierung des EGF-Rezeptors phosphoryliert und aktiviert wird
(Schoeberl et al., 2002). Durch aktiviertes ERK werden weitere Proteine und Transkrip-
tionsfaktoren reguliert (Schoeberl et al., 2002). In HuH7-Zellen, die eine Depletion von
MKL1/2 aufweisen, wurde eine erhohte Expression von phosphoryliertem ERK festge-

stellt (Hampl et al., 2013).
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Um Effekte einer Depletion von Myoferlin auf die MAP-Kinase-Signalkaskade zu un-
tersuchen, wurde die Expression des phosphorylierten ERK-Proteins im Vergleich zur
gesamten ERK-Expression (ERK total) mittels Immunoblotting analysiert. Als Kon-
trollzelllinien wurden sowohl unbehandelte HuH7-Zellen als auch HuH7-Zellen mit
Leervektor-Transduktion eingesetzt. Es wurde der Zeitpunkt 7 Tage nach lentiviraler

Transduktion untersucht.

7 Tage nach Myoferlin-Depletion konnte eine leichte Erhohung der pERK-Expression
festgestellt werden (vgl. Abbildung 16). Die Erhohung der pERK-Expression wurde
mittels Image J quantifiziert, indem die Area under the curve (AUC) der Intensitéten der
einzelnen Banden bestimmt wurde (vgl. Tabelle 18). Die pERK-Expression war in My-

oferlin-depletierten Zellen im Vergleich zu HuH7-Kontrollzellen leicht erhoht.

67



ERGEBNISSE

HuH7 HuH7 HuH7
Myoferlin-KD Leervektor
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total
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Abbildung 16.pERK- und ERKtotal-Expression in Myoferlin-depletierten HuH7-Zellen
7 Tage nach lentiviraler Transduktion.

Als Kontrollzelllinien wurden HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion und unbehandelte Kon-
trollzellen eingesetzt. Knockdown-Effizienz vgl. Abbildung 17.

HuH7 HuH7 HuH7
Myoferlin-KD Leervektor

Myoferlin | = ~ ﬂ-zéo kDa

100 kDa

Hsp90 —— — ——-i

Abbildung 17.Nachweis der Depletion von Myoferlin bei den in Abbildung 16 aufgefiihr-
ten Proben.

Tabelle 18. Quantifizierung pERK-Expression Myoferlin-depletierter HuH7-Zellen im
Vergleich zu Kontrollzelllinien 7 Tage nach lentiviraler Transduktion mittels

Image J.
. . AUC
Zelllinie (Area under the Curve)
HuH7 29681,936
HuH7-Myoferlin-KD 43536,442
HuH7-Leervektor 36200,149
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C.3.3 Validierung der Expression des Epidermal-Growth-Faktor-Re-
zeptors (EGFR) im Zeitverlauf

Eine Veroffentlichung von Turtoi ef al. (2013) legt nahe, dass Myoferlin an der Degra-
dation des ,,Epidermal-Growth-Factor“-Rezeptors (EGFR) beteiligt ist. Daher wurde
im Folgenden analysiert, welche Effekte eine Depletion von Myoferlin in hepatozellu-
laren Karzinomzellen auf die Expression des EGF-Rezeptors hat. Dafiir wurden My-
oferlin-depletierte Zellen im Vergleich zu HuH7 unbehandelten Kontrollzellen und
HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion untersucht. Fiir die im Folgenden aufgefiihr-
ten Analysen wurden Zellen zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h sowie 4 und 7 Tage nach

lentiviraler Transduktion fiir Western-Blot-Analysen geerntet.

C.3.3.1  Expression des EGF-Rezeptors 24 und 48 Stunden nach My-
oferlin-Depletion

Zunichst wurde die Expression des gesamten EGF-Rezeptors (EGFR total) im Zeitraum
von 24 bzw. 48 Stunden nach lentiviraler Transduktion mittels Western-Blot-Analysen

bestimmt.

24 Stunden nach Myoferlin-Depletion war keine erhohte Expression des EGF-Rezeptors
in Myoferlin-depletierten HuH7-Zellen im Vergleich HuH7-Zellen mit Leervektor-
Transduktion oder unbehandelten Kontrollzellen zu beobachten (vgl. Abbildung 18).
Die Expression des EGF-Rezeptors war nach 24 h in Myoferlin-depletierten Zellen ge-
ringer als bei den Kontrollzelllinien. Nach 48 h konnte in Myoferlin-depletierten Zellen
eine erhohte Expression des EGF-Rezeptors im Vergleich zu HuH7 unbehandelten Kon-
trollzellen festgestellt werden, die jedoch vergleichbar mit der Expression des EGF-
Rezeptors in HuH7 mit lentiviraler Transduktion des Leervektors waren (vgl. Abbildung
18). Abbildung 19 zeigt die Effizienz der Myoferlin-Depletion in den untersuchten Zell-

linien.
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24h 24h 24h 48h 48h 48h
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Abbildung 18. Expression des EGF-Rezeptors 24 und 48 Stunden nach Myoferlin-Deple-
tion.

Als Kontrollzelllinien wurden HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion und unbehandelte Kon-
trollzellen eingesetzt. Knockdown-Effizienz vgl. Abbildung 19.

HuH7  Leervektor Myof-KD HuH7 Leervektor Myof-KD
24h 24 h 24h 48 h 48 h 48 h

. L -260 kDa
Myoferlin p—— ~ ———— i

HSp90 — N—]

—— — S | — H-lOOkDa

Abbildung 19. Nachweis der Depletion von Myoferlin bei den in Abbildung 18 aufgefiihr-
ten Proben.

Aufgefiihrt sind HuH7-Kontrollzellen, HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion und Myofer-
lin-depletierte Zellen jeweils 24 und 48 Stunden nach lentiviraler Transduktion.

C.3.3.2  Expression des EGF-Rezeptors im Zeitraum von 4 und 7 Ta-
gen nach Myoferlin-Depletion

Um die Expression des EGF-Rezeptors im weiteren Zeitverlauf zu beurteilen, wurden
weitere Zeitpunkte nach lentiviraler Transduktion bestimmt. Hierfiir wurden 4 und 7

Tage nach lentiviraler Transduktion Zellen fiir Western-Blot-Analysen geerntet.

4 Tage nach Myoferlin-Depletion mittels lentiviraler Transduktion zeigen erste Ergeb-
nisse eine verstirkte Expression des EGF-Rezeptors im Vergleich zu HuH7-Kontroll-
zellen (vgl. Abbildung 20). Zusitzlich wurde hier die Expression des an Tyrosin 1173
phosphorylierten und aktivierten EGF-Rezeptors bestimmt (pEGFRY1173). Die Ex-
pression des phosphorylierten EGF-Rezeptors war bei Myoferlin-depletierten HuH7-

Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen unveridndert.
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7 Tage nach Myoferlin-Depletion konnte in allen untersuchten Proben eine verstérkte
Expression des EGF-Rezeptors nachgewiesen werden. Diese verstirkte Expression war

in drei unabhingig voneinander lentiviral transduzierten Proben detektierbar (vgl.
exemplarisch Abbildung 21).

HuH7 HuH7
Myoferlin-KD

Myoferlin 5‘ _ 1 L] -260 kDa

EGFR i 260 kDa
total — —

EGFR -140 kDa

Hsp90 | s [ 100 kD2

Abbildung 20. Expression EGF-Rezeptor 4 Tage nach lentiviraler Transduktion.

HuH7 HuH7 HuH7
Myoferlin-KD Leervektor
-260 kDa
e — ——
EGFR total E
-140 kDa
Phospho- -260 kDa
EGFR
Hsp90 —— ——— — i-loo e

Abbildung 21. Expression EGF-Rezeptor und pEGFR 7 Tage nach lentiviraler Transduk-
tion (Knockdown-Effizienz vgl. Abbildung 17, S. 68).
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C.3.4 Rekonstitution

Myoferlin wurde sowohl in Mikroarray-Analysen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miih-
lich als auch in der vorliegenden Arbeit durch Transfektion von MKL1 und dadurch
gesteigerte Myoferlin-Expression (vgl.C.3.1) als potentielles MKL1-abhidngiges Ziel-
gen identifiziert. Um zu untersuchen, ob die beobachteten Effekte am EGF-Rezeptor
vom transkriptionellen Koaktivator MKL1 abhéngig sind, wurden Rekonstitutionsexpe-
rimente durchgefiihrt. Dazu wurden HuH7-Zellen transient mittels Lipofectamin mit ei-
nem Myoferlin-Plasmid transfiziert um somit eine verstirkte Myoferlin-Expression zu
erzielen. Zusitzlich wurden diese Zellen durch lentivirale Transduktion mit MKL1/2-
shRNA mit einem stabilen MKL1-Knockdown versehen. Als Kontrollzellen dienten
HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion, die vor lentiviraler Transduktion mit My-
oferlin transient transfiziert worden waren. Durch die transiente Transfektion von My-
oferlin wurde eine deutliche Uberexpression von Myoferlin erzielt (vgl. Abbildung 22

und Abbildung 23).

Die Expression des EGF-Rezeptors wurde 24 und 48 Stunden nach lentiviraler Trans-
duktion untersucht. Hier zeigte sich nach Myoferlin-Transfektion sowohl in MKL1-
depletierten Zellen als auch in HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion kein Unter-
schied in der Expression des EGF-Rezeptors im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-
zellen (vgl. Abbildung 22, Abbildung 23). Nach 48 h wurde auller der Expression des
EGF-Rezeptors zusitzlich die gesammte ERK-Expression (ERKtotal) sowie die Expres-
sion von phosphoryliertem ERK bestimmt. Die ERKtotal-Expression war in allen unter-
suchten Zelllinien gleich stark ausgepridgt. Bei der Expression des phosphorylierten
EGF-Rezeptors konnte eine leichte Erhohung der phospho-ERK-Expression bei My-
oferlin-Uberexpression in MKL1-depletierten HuH7-Zellen beobachtet werden (vgl.
Abbildung 23).
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Abbildung 22.Rekonstitutionsexperiment 24 h nach lentiviraler Transduktion, Nachweis
der MKL1 und Myoferlin-Expression sowie der Expression des EGF-
Rezeptors.

Die linke Bande (1) zeigt unbehandelte HuH7-Kontrollzellen. In Bande Nr. 2 sind durch lentivi-
rale Transduktion von MKL1/2shRNA hergestellte MKL1-depletierte HuH7-Zellen aufgetragen.
Die dritte Bande stammt aus HuH7-Zellen, in die Myoferlin transient transfiziert wurde sowie
eine lentivirale Transduktion mit Leervektor-shRNA durchgefiihrt wurde. Die Bande Nr. 4 zeigt
Myoferlin-transfizierte Zellen mit lentiviraler Transduktion von MKL1/2shRNA.
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Abbildung 23. Rekonstitution 48 h nach lentiviraler Transduktion, Nachweis der MKL1-

und Myoferlin-Expression sowie der Expression von EGFRtot
und phospho-ERK.

al, ERKtotal

In der linken Bande (1) sind HuH7-Kontrollzellen aufgefiihrt. Die zweite Bande zeigt HuH7-
Zellen mit lentiviraler Transduktion von MKL1/2shRNA. Die Bande Nr. 3 entspricht Myoferlin-
iiberexprimierenden HuH7-Zellen mit zusitzlicher Leervektor-Transduktion. In Bande Nr. 4 sind
Myoferlin-iiberexprimierende HuH7-Zellen mit zusétzlicher lentiviraler Transduktion von

MKL1/2shRNA dargestellt.
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D.DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Tumorigenese hepatozelluldrer Karzinom-
zellen in Abhéngigkeit von MKL1/2, DLC1 und Myoferlin im Zellkulturmodell ndher
zu untersuchen. In Befunden der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich, zu denen die
vorliegende Arbeit einen Beitrag geleitstet hat, wurde eine Depletion von MKL1/2 in
hepatozelluldren Karzinomzelllinien (HuH7-Zellen) mit Onkogen-induzierter Senes-
zenz in Verbindung gebracht (Hampl ef al., 2013). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde der Proliferationsarrest nach MKL1/2-Depletion niher analysiert und das Wachs-

tumsverhalten in Abhéngigkeit vom Tumorsuppressor DLC1 beurteilt.

Myoferlin konnte als MKL1-abhédngiges Zielgen identifiziert werden, das mit den Ef-
fekten von MKL1/2 auf die Proliferation hepatozelluldrer Tumorzellen in Zusammen-
hang steht (Hermanns et al., 2017). Aus diesem Grund wurden Effekte einer Myoferlin-
Depletion in HuH7-Zellen untersucht. Hierbei wurde einerseits das Wachstumsverhal-
ten nach Myoferlin-Depletion analysiert. Dies diente insbesondere dazu, Auswirkungen
von Myoferlin auf das autonome Wachstumsverhalten von HuH7-Zellen zu beurteilen.
Zudem sollten Zellzyklusanalysen und die Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitit
Aufschluss dariiber geben, ob nach Myoferlin-Knockdown in HuH7-Zellen eine Verén-
derung der Zellzyklusprogression auftritt oder Hinweise auf die Induktion von Senes-
zenz vorliegen. Des Weiteren wurden Expressionsanalysen nach Myoferlin-Depletion
durchgefiihrt, durch die die Aktivierung verschiedener Proteine, die in Zusammenhang

mit verschiedenen Signalwegen stehen, ndher analysiert wurde.

D.1 STATISTISCHE ANALYSE

Bei den in dieser Dissertationsarbeit durchgefiihrten statistischen Analysen wurden so-
wohl bei durchflusszytometrischen Daten zur Zellzyklusanalyse als auch bei Weichagar-
tests zur Analyse des autonomen Wachstumsverhaltens von Zellen die Daten zunichst
auf Normalverteilung getestet. Der Shapiro-Wilk-Test ist einer der aussagekriftigsten
Tests auf Normalverteilung (Razali & Wah, 2011). Bei vergleichsweise geringer Stich-
probenanzahl bei den durchflusszytometrischen Daten konnte kein Shapiro-Wilk-Test

auf Normalverteilung durchgefiihrt werden. Falls aufgrund zu geringer Stichprobenzahl
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kein Shapiro-Wilk-Test moglich war, wurde die graphische Auswertung mittels QQ-
Plots erstellt, um die Verteilung der Proben zu visualisieren. QQ-Plots geben ebenfalls
Hinweise auf Normalverteilung (Henderson, 2006). Diese stellen eine ebenfalls effek-
tive Methode dar, auf Normalverteilung zu testen (Razali & Wah, 2011). QQ-Plots wur-
den fiir kleine Stichproben gewihlt, um dennoch ein visuell tiberpriifbares Mittel zu ha-

ben, in dem Fall, in dem Normalititstests nicht durchfiihrbar sind.

D.2 VALIDIERUNG DES AUTONOMEN
WACHSTUMSVERHALTENS AUF WEICHAGAR IN
ABHANGIGKEIT VON DLC1 uNpD MKL1/2

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit wurden Weichagartests zur Beurteilung
des autonomen Wachstumsverhaltens der untersuchten Zelllinien durchgefiihrt. Die Ko-
loniebildung auf Weichagar steht in Zusammenhang mit der Tumorigenitét einer Zellli-
nie (Cifone, 1982). Das autonome Zellwachstum auf Weichagar wurde zunichst in
HepG2-Zellen, einer epithelialen Hepatoblastomzelllinie, untersucht (Lopez-Terrada et
al., 2009). Es ist bereits in der Literatur beschrieben, dass HepG2-Zellen auf Weichagar
Kolonien bilden kénnen (Garcia-Vilas et al., 2015). HepG2-Zellen exprimieren den Tu-
morsuppressor DLC1 und zeichnen sich durch zytoplasmatische Lokalisation der tran-
skriptionellen Koaktivatoren MKL1/2 aus (Miihlich et al., 2012). Nach Ausschalten des
Tumorsuppressors DLC1 konnte in der vorliegenden Arbeit eine signifikant verstérkte
Koloniebildung auf Weichagar festgestellt werden. Diese Erhohung des autonomen
Zellwachstums war bei allen ausgesiten Zellkonzentrationen in HepG2-Zellen nach An-
wendung eines Mann-Whitney-Tests statistisch hoch signifikant (p=0,0003*** (2x10*
ausgesite Zellen), p=0,0002*** (4x10* ausgesiten Zellen) vgl. Tabelle 9, S. 49; Abbil-
dung 2 und Abbildung 3, S. 50). Dieser Befund deutet darauf hin, dass in HepG2-Zellen
nach Ausschalten von DLCI1 die Tumorigenitit zunimmt. Xue et al. (2008) haben bereits
die Effekte des Tumorsuppressors DLC1 in Hepatoblasten untersucht. In den Experi-
menten von Xue et al. (2008) zeigte sich, dass die Depletion von DLC1 in Hepatoblasten
mittels RNA-Interferenz und anschlieender Implantation dieser Zellen in die Leber von
Mausen die Tumorigenitit fordert. Interessanterweise konnte im Zellkulturmodell im
Koloniebildungstest in vitro kein signifikanter Unterschied im Vergleich der DLC1-

exprimierenden Zellen zu DLCl1-defizienten Zellen festgestellt werden (Xue et al.,
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2008). Die Diskrepanz zu den hier aufgefiihrten Ergebnissen konnte auf die unterschied-
lichen Versuchsansitze und Wachstumsbedingungen zuriickzufiihren sein. Bei Xue et
al. (2008) wurde die Koloniebildungseffizienz auf Zellkulturschalen beurteilt, in den
hier vorliegenden Experimenten wurde im Gegensatz dazu die Koloniebildung in semi-
solidem Agarmedium beurteilt. Interessant ist hierbei, dass DLCI-exprimierende
HepG2-Kontrollzellen im hier verwendeten semisoliden Agarmedium ohne Adhision
an ein Zellkulturgefif} eine sehr geringe Koloniebildung aufweisen, aber die Fahigkeit
zur Koloniebildung durch Verlust von DLC1 signifikant zunimmt. Eventuell konnte da-
her die Adhésion ein entscheidender Faktor der Proliferation von DLCI1-defizienten
Zelllinien sein. In weiterfithrenden Experimenten wire die Durchfiihrung eines Kolo-
niebildungstests auf Zellkulturschalen analog den Experimenten von Xue et al. (2008)
sinnvoll, um die Koloniebildungseffizienz der hier eingesetzten HepG2-Zellen zu iiber-

priifen.

Im Einklang mit den hier aufgefiihrten Ergebnissen ist in der Literatur bereits bei Zell-
linien aus anderen Tumorentititen eine vermehrte Koloniebildung auf Weichagar nach
Ausschalten des Tumorsuppressors DLC1 bekannt. So zeigt die Zelllinie LoVo als hu-
mane Kolonkarzinomzelllinie ebenfalls eine stark vermehrte Koloniebildung auf Weich-
agar nach Depletion von DLC1 (Jin et al., 2008). Bei Zelllinien aus dem Nicht-kleinzel-
ligen Bronchialkarzinom (NSCLC) ist bereits beschrieben, dass die Rekonstitution von
DLC1 in DLCI-defizienten Zellen die Proliferation auf Weichagar vermindert (Healy
et al., 2008). Dieser Zusammenhang einer verminderten Koloniebildung auf Weichagar
nach Rekonstitution von DLCI ist auch fiir hepatozelluldre Karzinomzelllinien (SMMC-
7721-Zellen) beschrieben (Wong et al., 2005). In Versuchen von Yang et al. (2016) in
DLC1-defizienten HuH7-Zellen fiihrte die Rekonstitution von DLC1 in Kombination

mit einer shRNA-Leervektorsequenz zu verminderter Koloniebildung auf Weichagar.

Der Verlust des Tumorsuppressors DLCI fiihrt zur tumorigenen Transformation hepato-
zelluldrer Karzinomzellen unter Beteiligung von MKL1/2 (Miihlich et al., 2012).
MKL1/2 wirken als transkriptionelle Koaktivatoren von SRF, dadurch werden SRF-
abhéngige Zielgene induziert (Cen et al., 2003; Selvaraj & Prywes, 2003). Durch Deple-
tion von MKL1/2 in DLC1-defizienten HuH7-Zellen ist eine verminderte Koloniebil-
dung auf Weichagar beschrieben (Miihlich et al., 2012). Um zu iiberpriifen, welche Aus-
wirkungen die Depletion von MKL1/2 in DLC1-exprimierenden HepG2-Zellen auf das
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autonome Zellwachstum hat, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Weichagar-
tests durchgefiihrt. Es wurden dabei MKL1/2-depletierte HepG2-Zellen mit HepG2-
Kontrollzellen verglichen. In DLC1-exprimiernden HepG2-Zellen zeigte sich kein sig-
nifikanter Unterschied im Koloniebildungsverhalten auf Weichagar nach Depletion von
MKLI1/2 (vgl. Tabelle 10 und Abbildung 4, S. 51). Dies stellt einen Hinweis darauf dar,
dass das autonome Zellwachstum von HepG2 von der Expression des Tumorsuppressors
DLC1 abhéngig sein konnte. Die Koloniebildung von HepG2-Kontrollzellen war insge-
samt gering ausgepridgt im Vergleich zu in der Literatur veroffentlichten Daten bei
Garcia-Vilas et al. (2015). Dies konnte auf methodische Unterschiede beim Weichagar-
test zuriickzufiihren sein. Fiir die von Garcia-Vilas et al. (2015) aufgefiihrten Daten
wurde ein anderes Protokoll fiir den Weichagartest verwendet, was durch den unter-

schiedlichen Versuchsaufbau das Wachstumsverhalten beeinflussen konnte.

Der Befund, dass nach MKLI1/2-Depletion in DLCI-exprimierenden HepG2-Zellen
kein verstirktes autonomes Zellwachstum zu beobachten ist, ist bedeutsam fiir den Zu-
sammenhang von MKL1/2 und DLC1 bei der Tumorigenese. In DLC1 defizienten he-
patozelluldren Karzinomzellen (HuH7-Zellen) ist MKL1/2 nukleér lokalisiert (Miihlich
et al., 2012). In HepG2-Zellen ist eine zytoplasmatische Lokalisation von MKL1/2 be-
kannt (Miihlich et al., 2012). Nach Rekonstitution von DLC1 in HuH7-Zellen zeigt sich
ebenfalls eine zytoplasmatische Lokalisation von MKL1/2 (Miihlich et al., 2012). Eine
nukledre Lokalisation von MKL1/2 nach Depletion von DLC1 steht in Zusammenhang
mit der Aktivierung tumor-relevanter Zielgene (Miihlich et al., 2012) und konnte even-
tuell zum beobachteten Wachstumsverhalten von DLC1-depletierten HepG2-Zellen auf
Weichagar beitragen. Bei Ausschalten von MKL1/2, welches zytoplasmatisch lokali-
siert ist (Miihlich et al., 2012), ist dieser Effekt nicht zu beobachten.

D.3 ZELLZYKLUSVERHALTEN IN ABHANGIGKEIT VON
DLC1 uND MKL1/2

Um zu iiberpriifen, ob eine Depletion von MKL1/2 in DLC1-exprimierenden HepG2-
Zellen eine verdnderte Zellzyklusverteilung bewirkt, wurden durchflusszytometrische

Analysen durchgefiihrt.
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HepG2-Zellen wurden zunichst mit HepG2-DLC1-depletierten Zellen verglichen. Ins-
besondere wurde die G1-Phase analysiert, um zu iiberpriifen, ob eine Arretierung in der
G1-Phase auftritt. Eine Arretierung in der G1-Phase steht mit vielen zelluldaren Prozes-
sen in Zusammenhang, beispielsweise zeigen Zellen, die in die Seneszenz eingetreten
sind, eine Arretierung in der G1-Phase (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). In den
durchgefiihrten Experimenten zeigte sich keine Arretierung in der G1-Phase in HepG2-
Zellen nach Depletion von DLC1 (vgl. Tabelle 11 und Abbildung 5, S. 53). Dies steht
in Einklang mit den oben aufgefiihrten Befunden einer verstiarkten Proliferation DLC1-
defizienter Zellen auf Weichagar. Dieser Befund konnte so erklirt werden, dass sich ein
relativ hoher Anteil an Zellen in der Synthese-Phase des Zellzyklus befindet (40,3 % der
DLCI1 depletierten HepG2-Zellen, SD 3,7), dadurch konnte die Proliferation auch in se-

misolidem Agarmedium begiinstigt sein.

Bei Kolonkarzinomzelllinien (LoVo-Zellen) konnte nach Depletion von DLCI1 eine Ar-
retierung in der G1-Phase des Zellzyklus festgestellt werden (Jin et al., 2008). Bei den
Befunden von Jin et al. (2008) befanden sich nach DLC1- Depletion 56,65 % der LoVo-
Zellen in der Gl-Phase, wihrend in DLCl1-depletierten HepG2 lediglich 38,1 %
(8D 1,15) der Zellen in der G1-Phase befinden. Dies konnte auf die unterschiedlichen
untersuchten Tumorentititen zuriickzufiihren sein. Eventuell kommt bei Kolonkarzi-
nomzelllinien ein anderer zelluldrer Mechanismus nach DLC1-Depletion in Bezug auf
die Zellzyklusregulation zum Tragen. Jin et al. (2008) fiihren den beobachteten Effekt
darauf zuriick, dass Zellen, die DLC1 exprimieren, in der G2/ M-Phase arretiert sind.
Nach dem Ausschalten von DLC1 kommt es zu einer Anderung des Zellzyklus in Rich-
tung eines G1-Arrests (Jin et al., 2008). In HepG2-Zellen stellen sich die Verhiltnisse
anders dar. Hier ist in HepG2-Kontrollzellen keine Arretierung in der G2-Phase zu be-
obachten, die mit den Daten von Jin ef al. (2008) in LoVo-Kontrollzellen vergleichbar
wiren. Es befinden sich in den Kontrollzellen 22,7 % (SD 4,7) der Zellen in der G2-
Phase, wihrend bei Jin et al. (2008) eine G2-Arretierung mit 49,29 % der Zellen in der
G2-Phase auftritt. Es scheint bei vergleichbaren Ergebnissen aus den Weichagarexperi-
menten bei DLC1-depletieren Zellen (vgl. D.2) die Zellzyklusregulation in anderer Art
und Weise betroffen sein. Befunde von Wang e al. (2014) zeigen bei einer anderen

humanen Kolonkarzinomzelllinie (SW480) auf, dass die Uberexpression von DLC1 zu
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einer Arretierung in der G1-Phase fiihrt. Dies geht mit der Induktion von Apoptose ein-
her (Wang et al., 2014). Zhou et al. (2004) hatten andererseits in hepatozelluldre Karzi-
nomzelllinien (Focus und 7703K-Zellen) festgestellt, dass die G1-und G2-Phase nicht
von der DLC1-Expression beeinflusst wird, jedoch nach dem Einbringen von DLC1
Apoptose hervorgerufen wird. Vermutlich sind die Auswirkungen des Tumorsuppres-

sors DLC1 stark vom zelluldren Kontext und der Tumorentitit abhingig.

Um zu untersuchen, ob die Zellzyklusprogression von der MKL1/2-Expression in
DLCI1-exprimierenden HepG2-Zellen abhéngig ist, wurden weitere Zellzyklusanalysen
durchgefiihrt. Dabei wurde die Zellzyklusverteilung MKL1/2-depletierter HepG2-Zel-
len im Vergleich zu HepG2-Kontrollzellen untersucht. Die Zellzyklusanalyse zeigte
keine Abweichung der Zellzyklusphasen der MKL1/2-depletierten HepG2-Zellen zu
HepG2-Kontrollzellen, bei Analyse der G1-Phase trat kein statistisch signifikanter Un-
terschied auf (vgl. Tabelle 12, Abbildung 6, S. 54). In den durchgefiihrten Weichagar-
tests dieser Zelllinien hatte sich in Einklang damit keine Verdnderung des autonomen
Wachstums auf semisolidem Medium nach MKL1/2-Depletion in HepG2-Zellen erge-
ben (vgl. D.2), die Zelllinien zeigten ein vergleichbares Wachstumsverhalten auf Weich-
agar. Um die Abhingigkeit des Zellzyklusverhaltens in Abhingigkeit von DLC1 weiter
zu untersuchen, wurde eine hepatozelluldre Tumor-Zelllinie (HuH7-Zellen) hinzugezo-
gen, welche den Tumorsuppressor DLC1 nicht exprimiert (Miihlich et al., 2012; Ng et
al., 2000). In diesen Zellen wurde analysiert, welche Auswirkungen eine Depletion von
MKL1/2 in Abwesenheit von DLC1 zu Folge hat. In den untersuchten HuH7-Zellen
wurde insbesondere die Arretierung in der G1-Phase untersucht. Es zeigte sich in drei
unabhingig voneinander durchgefiihrten Messungen ein Unterschied in der Anzahl an
Zellen in der G1-Phase (vgl. Tabelle 13, S. 55; Abbildung 7, S. 56). Nach MKL1/2-
Depletion zeigte sich hier eine Arretierung in der G1-Phase, die statistisch signifikant
ist (p=0,0113* bei Anwendung eines ungepaarten, zweiseitigen t-Tests, vgl. C.1.2.3).
Dieser Befund stellt einen Hinweis dar, dass diese Zellen in die Seneszenz eingetreten
sein konnten, nachdem seneszente Zellen eine Arretierung in der G1-Phase aufweisen.
(Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007; Dimri et al., 1995). In weiterfiihrenden Experi-
menten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass nach Depletion von MKL1/2 in
DLC1-defizienten HuH7-Zellen Seneszenz eintritt (Hampl et al., 2013). Des Weiteren

konnte gezeigt werden, dass nach Reintroduktion von DLC1 in HuH7-Zellen Seneszenz
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induziert wird (Hampl et al., 2013). Die hier gewonnenen Ergebnisse haben somit einen
Beitrag dazu geleistet, die Proliferation in DLC1 defizienten Tumorzellen zu beurteilen.
Eventuell ist der beobachtete Effekt in HepG2 Zellen auf das autonome Zellwachstum
(vgl. D.2) und das Zellzyklusverhalten (vgl. D.3) im Kontext mit der DLC1-Expression

dieser Zellen zu sehen.

D4 VALIDIERUNG VON MYOFERLIN ALS MKL1-
ABHANGIGES ZIELGEN

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Abhéngigkeit der Myoferlin-Expression
von MKL1 evaluiert. Aus DNA-Microarray-Analysen der Arbeitsgruppe von Frau Dr.
Miihlich ist bereits bekannt, dass Myoferlin in MKL1/2-depletierten HuH7-Zellen ver-

mindert exprimiert wird (Hermanns et al., 2017).

Durch transiente Transfektion von MKL1 mittels Lipofectamin® 2000 in HuH7-Zellen
wurde in der vorliegenden Arbeit eine verstidrkte Expression von MKL1 hervorgerufen.
Mittels Western-Blot-Analysen wurde die Myoferlin-Expression der untersuchten Zell-
linien (HuH7-Zellen und HuH7-Zellen mit MKL1-Transfektion) iiberpriift. Es zeigte
sich eine im Vergleich zu Kontrollzellen verstirkte Myoferlin-Expression (vgl. Abbil-
dung 15, S. 66). Dieser Versuch stellt einen wichtigen Hinweis dar, dass Myoferlin ein
von MKL1-abhédngiges Zielgen ist. Die nukledre Lokalisation von MKL1 steht mit der
RhoA-Aktivitdt in Zusammenhang (Miihlich ef al., 2012). Der Verlust von DLCI1 in
HuH7-Zellen fiihrt zu verstiarkter RhoA-Aktivierung, wodurch MKL1/2 nukledr akku-
muliert (Miihlich et al., 2012). Bei Hermanns et al. (2017) konnte in weiterfithrenden
Versuchen ein Zusammenhang von Myoferlin mit der RhoA-Aktin-MKL-Signalachse

hergestellt werden.

D.5 WACHSTUMSVERHALTEN IN ABHANGIGKEIT VON
MYOFERLIN

Um die Effekte von Myoferlin auf das Wachstumsverhalten hepatozellulidrer Karzinom-
zellen (HuH7-Zellen) niher zu untersuchen, wurden bei Myoferlin-depletierten HuH7-
Zellen Weichagar-Tests und durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt sowie die

Seneszenz-assoziierte B-Galactosidase-Aktivitdt bestimmt. Es sollte dabei vor allem
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tiberpriift werden, ob die Depletion von Myoferlin in DLC1-defizienten HuH7-Zellen
dhnliche Effekte auf das zelluldre Wachstumsverhalten hervorruft wie die Depletion von
MKL1/2 in HuH7-Zellen. Eingesetzt wurden Myoferlin-depletierte HuH7-Zellen, die

mittels lentiviraler Transduktion generiert wurden.

D.5.1 Myoferlin-Depletion bewirkt signifikant verminderte Kolonie-
bildung auf Weichagar

Nach Depletion von MKL1/2 in HuH7-Zellen ist eine verminderte Koloniebildung auf
Weichagar beschrieben (Miihlich ef al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Effekte einer Depletion von Myoferlin in HuH7-Zellen mittels Weichagar-Analysen un-
tersucht. Myoferlin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit in HuH7-Zellen durch
RNA-Interferenz mittels shRNA ausgeschaltet. Als Kontrollzellen wurden einerseits un-
behandelte HuH7-Zellen eingesetzt. Des Weiteren wurde eine lentivirale Transduktion
mittels Leervektor-shRNA durchgefiihrt, um die Auswirkungen der lentiviralen Trans-

duktion auf das Wachstumsverhalten zu bestimmen.

Durch die lentivirale Transduktion, die in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde,
ergab sich eine sehr effiziente Depletion von Myoferlin im Vergleich zu Kontrollzellli-
nien (vgl. Abbildung 8 B, S. 58; Abbildung 12, S. 62). Bei Myoferlin-depletierten
HuH7-Zellen zeigte sich eine signifikant verminderte Koloniebildung im Vergleich zu
HuH7-Kontrollzelllinien und Kontrollzellen mit Leervektor-Transduktion (p=0,0108*).
Bei den durchgefiihrten Weichagartests konnte festgestellt werden, dass Kontrollzellen,
bei denen eine lentivirale Transduktion mit Leervektor-shRNA durchgefiihrt worden
war, ein vermindertes Wachstum auf Weichagar im Vergleich zu HuH7-Kontrollzellen
aufwiesen (vgl. Abbildung 9, Tabelle 14, S. 59). Bei HuH7-Kontrollzellen zeigte sich
eine grole Schwankungsbreite der Koloniebildung pro Petrischale. Eine mogliche Er-
klarung fiir die Diskrepanz der Koloniebildung zwischen den untersuchten Kontrollzell-
linien wire, dass in dem vorliegenden Versuch die Leervektor-shRNA in einem Bereich
inseriert hat, der einen Effekt auf das das autonome Zellwachstum ausiibt. Um den Ef-
fekt der Leervektor-Insertion im Vergleich zu Myoferlin-Depletion genauer und mit ei-
ner hoheren Stichprobenanzahl zu evaluieren, wurden weitere Experimente mit HuH7-

Zellen mit Leervektor-Transduktion und Myoferlin-depletierten Zellen durchgefiihrt.
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In den durchgefiihrten Weichagartests zeigten Myoferlin-depletierte Zellen im Ver-
gleich zu Kontrollzellen statistisch hoch signifikante Reduktion des Wachstums auf
Weichagar. Sowohl bei 20.000 als auch bei 40.000 ausgesiten Zellen konnte eine hoch
signifikant verminderte Koloniebildung im Weichagar festgestellt werden (20.000 aus-
gesite Zellen: p=0,0005***, 40.000 ausgesite Zellen: p=0,0001***; Tabelle 15, S. 60;
Abbildung 10 und Abbildung 11, S. 61). Dieser Befund stellt einen wichtigen Hinweis
dar, dass Myoferlin eine Rolle bei der Tumorigenese spielt. Maligne transformierte Zel-
len besitzen die Fahigkeit, auf Weichagar Kolonien zu bilden (Borowicz et al., 2014).
Das Wachstum auf Weichagar kann als ein in vitro-Mal} der Tumorigenitit angesehen

werden (Cifone, 1982).

In der Literatur finden sich Befunde anderer Tumorentititen, die auf verminderte tumo-
rigene Eigenschaften Myoferlin-depletierter Zellen hinweisen. So ist beispielsweise
nach Leung et al. (2013) Myoferlin mit der Tumorigenitdt der murinen Lungenkarzi-
nomzelllinie LLC (Lewis Lungenkarzinom) assoziiert. Das Ausschalten von Myoferlin
reduziert die Zellproliferation von LLC-Zellen in vitro und fiihrte zu einer Verminde-
rung der Tumorlast in einem Maus-Modell mit Myoferlin-depletierten LLC-Zellen
(Leung et al., 2013). Des Weiteren konnten Li et al. (2012) zeigen, dass eine Depletion
von Myoferlin in Brustkrebszelllinien (MDA-MB231-Zellen) zu einer verminderten In-
vasion dieser Zellen in vitro fiihrt. Turtoi et al. (2013) konnten in Brustkrebszelllinien
(MDA-MB468-Zellen) nach Depletion von Myoferlin eine Inhibition der Epithelialen-
Mesenchymalen Transition (EMT) feststellen. Bei der Epithelialen-Mesenchymalen
Transition geht eine epitheliale Zelle zu einem mesenchymalen Phinotyp mit verstéirkter
Invasivitit und Migration tiber (Kalluri & Weinberg, 2009). Die EMT steht somit in
Zusammenhang mit der Metastasierung von Karzinomzellen (Kalluri & Weinberg,
2009). Nach dem Ausschalten von Myoferlin in Brustkrebszelllinien (MDA-MB231-
Zellen) zeigte sich eine reduzierte Migration der Zellen (Turtoi et al., 2013). Volakis et
al. (2014) beschreiben einen Zusammenhang von Myoferlin mit dem Tumorwachstum.
In einem Xenograft-Modell wurden Myoferlin-depletierte Brustkrebszelllinien (MDA-
MB231-Zellen) in immunsupprimierte Nacktméuse implantiert (Volakis et al., 2014).
Myoferlin-depletierte Zellen bildeten dabei Tumoren signifikant verringerter Grofie im
Vergleich zu Kontrollzelllinien (Volakis et al., 2014). Diese Beispiele aus der Literatur

geben in Zusammenschau mit den Befunden der vorliegenden Arbeit wichtige Hinweise
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auf die Bedeutung von Myoferlin in der Tumorigenese. In der Literatur werden verschie-
dene molekulare Mechanismen diskutiert, die der Tumorigenitét in Abhéngigkeit von
Myoferlin zugrunde liegen. Nach Leung et al. (2013) scheint nach Myoferlin-Depletion
in LLC-Zellen die Integritdt von Membranen beeintriachtigt zu sein. Li et al. (2012) zei-
gen, dass durch eine Depletion von Myoferlin Matrix-Metalloproteinasen (v. a. MMP-
1) beeintriachtigt werden, die fiir die Invasion, z. B. durch extrazellulidre Matrix, verant-
wortlich sind. Nach Turtoi et al. (2013) steht die Depletion von Myoferlin in Zusam-
menhang mit der Degradation des EGF-Rezeptors. Volakis et al. (2014) konnten zeigen,
dass nach Depletion von Myoferlin in Brustkrebszelllinien (MDA-MB231-Zellen) die
Adhision der Myoferlin-depletierten Zellen an ein Substrat verstirkt ist. Dies geht mit
einer verminderten Anzahl an Aktin-Stressfasern in Myoferlin-depletierten Zellen ein-
her (Volakis et al., 2014). Blackstone et al. (2015) beschreiben ebenfalls eine verstiirkte
Zell-Substrat-Adhédsion Myoferlin-depletierter MDA-MB231-Zellen, welche ausge-
priagte fokale Adhdsionen aufweisen. Dadurch, dass das Ausschalten von Myoferlin die
Zell-Substrat-Adhision verstiarkt (Blackstone ef al., 2015), konnte dies in den hier vor-
liegenden Versuchen auch die verminderte Koloniebildung auf Weichagar bewirken.
Durch eine moglicherweise verstirkte Substrat-Adhiision Myoferlin-depletierter Zellen
ist bei der fehlenden Adhision an ein Zellkulturgefidl auf semisolidem Agarmedium
kein Zellwachstum mehr moglich. Fiir das Zellwachstum auf Weichagar benétigen Zel-
len die Unabhéngigkeit von Adhésion, dies ist fiir transformierte Zellen charakteristisch
(Pawlak & Helfman, 2001). Das beobachtete verminderte Wachstum auf Weichagar
stellt einen wichtigen Befund dar, der eine Beteiligung von Myoferlin an der Tumori-
genese nahelegt. Fiir zukiinftige Therapieansitze, die auf Myoferlin abzielen konnten,

ist dies ein bedeutsamer Befund.

D.5.2 Effekte der Myoferlin-Depletion auf das Zellzyklusverhalten

Um zu analysieren, ob eine Depletion von Myoferlin in HuH7-Zellen sich wie das Aus-
schalten von MKL1/2 auf die Zellzyklusverteilung auswirkt, wurden durchflusszyto-
metrische Analysen durchgefiihrt. Nach MKL1/2-Depletion in HuH7-Zellen ist der An-
teil an Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus erhoht (vgl. C.1.2.3, Tabelle 13, Abbildung

7). Dieser Effekt wurde mit Onkogen-induzierter Seneszenz in Zusammenhang gebracht
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(Hampl et al., 2013). Nach Depletion von Myoferlin zeigte sich in den hier durchgefiihr-
ten ersten Experimenten bei HuH7-Zellen kein Hinweis auf eine verdnderte Zellzyklus-
verteilung (vgl. Tabelle 16, S.63). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die
Wachstumsbedingungen evaluiert, um eine addquate Zellzyklusanalyse durchfiihren zu
konnen. Es sollte der Zeitpunkt sieben Tage nach lentiviraler Transduktion untersucht
werden. HuH7-Kontrollzellen zeigten in Experimenten iiber den Zeitraum von sieben
Tagen eine verstéarkte Proliferation im Gegensatz zu Zellen, die einer lentivirale Trans-
duktion mittels Myoferlin-shRNA unterzogen worden waren. Um dennoch zu gewihr-
leisten, dass alle untersuchten Zelllinien unter gleichen Wachstumsbedingungen sieben
Tage bis zur Zellernte fiir Zellzyklusanalysen proliferieren, wurden alle Zelllinien in
gleicher Weise in sehr geringer Dichte ausgesit. Dies sollte verhindern, dass stark
proliferierende HuH7-Kontrollzellen nach einer siebentigigen Wachstumsphase kon-
fluent waren. Zellen, die konfluent sind, eignen sich nicht fiir die Zellzyklusanalyse
durch Bestimmung des DN A-Gehalts nach Propidiumiodidapplikation (Gstraunthaler &
Lindl, 2013). Die Liange der G1- und S-Phase kann in Abhingigkeit von der Zellkon-
zentration und Kulturbedingungen alternieren und sich dabei tdglich dndern (Dean &
Jett, 1974). In der Literatur finden sich in anderen Tumorentititen unterschiedliche Be-
funde Myoferlin-depletierter Zellen in Bezug auf das Zellzyklusverhalten. Bei Zelllinien
aus Pankreas-Adenokarzinomen zeigte sich nach Myoferlin-Depletion eine erhohte An-
zahl von Zellen in der S-Phase des Zellzyklus (Wang et al., 2013). In einer Brustkrebs-
zelllinie (MDA-MB-231) konnte keine Veridnderung der Zellzyklusverteilung bei My-
oferlin-depletierter Zellen im Vergleich zu Zellen mit Leervektor-shRNA-Transduktion
sowie zu unbehandelten Kontrollzellen festgestellt werden (Li ef al., 2012). Es konnte
sein, dass das Zellzyklusverhalten stark von der eingesetzten Zelllinie abhédngig ist und

je nach Tumorentitit variiert.

D.5.3 Bestimmung der Seneszenz-assoziierten 3-Galactosidase-Akti-
vitat nach Myoferlin-Depletion

Um zu beurteilen, ob es nach Myoferlin-Knockdown zu Induktion von Seneszenz
kommt, wurde die Seneszenz-assoziierte 3-Galactosidase-Aktivitit bestimmt. Es zeigte

sich in 3,7 % der Myoferlin-depletierten HuH7-Zellen B-Galactosidase-Aktivitit. Im
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Gegensatz dazu wiesen HuH7-Kontrollzellen und HuH7-Zellen mit Leervektor-Trans-
duktion im durchgefiihrten Experiment in weniger als ein Prozent Zellen mit Seneszenz-
assoziierter 3-Galactosidase-Aktivitit auf. Damit zeigte sich ein sehr leicht ausgeprigter
Effekt auf die Seneszenzinduktion. Bei MKL1/2-depletierten HuH7-Zellen trat bei 40 %
der Zellen B-Galactosidase-Aktivitit auf (Hampl et al., 2013). Bei weiterfiihrenden Ver-
suchen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich war der beobachtete Effekt auf die 8-
Galactosidase-Aktividt Myoferlin-depletierter Zellen stirker ausgeprigt (Hermanns et
al., 2017). Dies konnte durch die Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitét an sich be-
dingt sein. Schon Dimri et al. (1995) postulierten, dass die Seneszenz-assoziierte 3-Ga-
lactosidase-Aktivitit kein ,,universeller Marker* fiir Seneszenzinduktion ist. Um den-
noch zu beurteilen, ob nach Myoferlin-Depletion Seneszenz eintritt, ist es sinnvoll, Sig-
nalwege wie den p53 oder den p16-pRB-Signalweg, die mit der Induktion von Senes-

zenz in Zusammenhang stehen (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007), zu untersuchen.

In der Literatur ist bei Brustkrebszelllinien (MDA-MB231-Zellen) beschrieben, dass
Myoferlin in vitro zu einer moderaten Reduktion des Zellwachstums um 10-20 % fiihrt
(Turtoi et al., 2013). Dies konnte im Zusammenhang damit stehen, dass der hier beo-
bachtete Effekt geringer ist als nach Depletion von MKL1/2. Eventuell kommen zudem
in unterschiedlichen Tumorentitdten unterschiedliche Mechanismen nach Myoferlin-
Depletion zum Tragen. Nach Turtoi et al. (2013) zeigt sich nach Myoferlin-Depletion
in Brustkrebszelllinien (MDA-MB231) eine verstidrkte Induktion von Apoptose. Dieser
Effekt war allerdings erst nach Stimulation mit EGF zu beobachten (Turtoi et al., 2013).
Leung et al. (2012) konnten in einer weiteren Studie die Induktion von Apoptose nach
Depletion von Myoferlin in 16HBE-Zellen, einer SV40 transformierten humanen bron-
chialen epithelialen Zelllinie, feststellen. In LLC-Zellen konnte im Gegensatz dazu nach

Myoferlin-Depletion keine Apoptose beobachtet werden (Leung et al., 2013).

D.6 ERK-AKTIVIERUNG NACH MYOFERLIN-DEPLETION

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen der Knockdown von Myoferlin in HuH7-
Zellen hat, wurden Komponenten verschiedener Signaltransduktionsprozesse mittels
Western Blot untersucht. Dabei wurde das Protein ERK als Bestandteil des MAP-

Kinase-Signalwegs niher untersucht. ERK wird als Bestandteil des MAP-Kinase-
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Signalwegs phosphoryliert und aktiviert (Seger & Krebs, 1995). ERK wird durch eine
Vielzahl an Wachstumsfaktoren und Mitogene aktiviert (Seger & Krebs, 1995). Der
MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg ist ein Regulationsweg fiir die Zellzykluskon-
trolle (Mordret, 1993; Wiesenauer et al., 2004). In HuH7-Zellen ist eine starke Erh6hung
der ERK-Phosphorylierung nach Knockdown von MKL1/2 beschrieben (Hampl ef al.,
2013). Sieben Tage nach Depletion von Myoferlin in HuH7-Zellen konnte in ersten Ver-
suchen eine leichte Erhohung der Expression von phosphoryliertem ERK beobachtet
werden (vgl. Abbildung 16, S. 68). Durch Quantifizierung mittels Image J konnte dies
als etwa 20 %-ige Erhohung der Myoferlin-depletierten Zellen im Vergleich zu Leervek-
tor-shRNA-exprimierenden Zellen identifiziert werden (Area under the curve von
36200,149 bei HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion im Vergleich zu 43536,442
bei Myoferlin-Depletion, vgl. Tabelle 18, S. 68). In weiterfiihrenden Versuchen der Ar-
beitsgruppe von Frau Dr. Miihlich konnte ein sehr starker Effekt auf die Expression von
phosphoryliertem ERK festgestellt werden (Hermanns et al., 2017). Eventuell konnte
dies durch natiirliche Schwankungen bedingt sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
steht der Befund der leichten Erhohung der ERK-Expression in Einklang mit der nur
gering ausgepridgten Zunahme der Seneszenz in Myoferlin-depletierten Zellen. In der
Literatur haben Bernatchez et al. (2007) die Expression von phosphoryliertem ERK in
BAEC-Zellen (bovine aortale Endothelzellen) nach Myoferlin-Depletion untersucht.
Dabei kam es nach Myoferlin-Depletion zu geringerer ERK-Phosphorylierung als Re-
aktion auf VEGF-Gabe als nach VEGF-Gabe ohne gleichzeitige Myoferlin-Depletion
(Bernatchez et al., 2007).

D.7 VERSTARKTE EXPRESSION DES EGF-REZEPTORS NACH
MYOFERLIN-DEPLETION

In der Literatur finden sich erste Hinweise, dass Myoferlin mit der Regulation des EGF-
Rezeptors in Zusammenhang steht. Turtoi ez al. (2013) konnten nach Depletion von My-
oferlin in Brustkrebszelllinien (MDA-MB231-Zellen) eine verstirkte Expression des
EGF-Rezeptors feststellen. Zudem wurde nach Stimulation mit EGF eine erhohte Ex-
pression des phosphorylierten EGF-Rezeptors beobachtet (Turtoi et al., 2013). Beim he-

patozelluldren Karzinom ist bereits bekannt, dass in 50 % der Fille die Signalweiterlei-
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tung iiber den EGF-Rezeptor gestort ist (Heim et al., 2015). Daher wurde in der vorlie-
genden Arbeit analysiert, welche Effekte Myoferlin auf die EGF-Rezeptor-Expression
der humanen hepatozelluldren Karzinomzelllinie HuH7 hat. Dabei wurde die Expression
des EGF-Rezeptors zu verschiedenen Zeitpunkten nach Depletion von Myoferlin mittels
lentiviraler Transduktion analysiert. Es wurden zunéchst Zeitpunkte 24 und 48 Stunden
nach lentiviraler Transduktion gewéhlt. Zudem wurden die Zeitpunkte vier und sieben
Tage nach Myoferlin-Depletion untersucht. Um eine stabiles Ausschalten von Myoferlin
iber diese Zeitrdume zu gewdhrleisten, wurde RNA-Interferenz mittels shRNA zur
Depletion von Myoferlin eingesetzt. Damit konnte in allen untersuchten Proben eine
sehr gute Effizienz der Myoferlin-Depletion erreicht werden (vgl. Abbildung 19, S. 70,
Abbildung 20, S. 71, Abbildung 17, S. 68).

24 Stunden nach lentiviraler Transduktion konnte in den untersuchten Zellen keine ver-
stirkte Expression des Gesamt-EGF-Rezeptors in Myoferlin-depletierten Zellen im Ver-
gleich zu Leervektor-shRNA-behandelten Zellen oder HuH7-Kontrollzellen festgestellt
werden (vgl. Abbildung 18, S. 70). 48 Stunden nach lentiviraler Transduktion war die
Expression in Myoferlin-depletierten HuH7-Zellen im Vergleich zu HuH7-Kontrollzel-
len leicht erhoht (vgl. Abbildung 18, S. 70). Allerdings zeigte sich eine vergleichbare
leicht erhohte Expression in Leervektor-shRNA-behandelten Zellen. Eventuell konnte
die lentivirale Transduktion an sich zu diesem Zeitpunkt Einfluss auf die Gesamtexpres-
sion des EGF-Rezeptors nehmen. Um den weiteren Zeitverlauf zu betrachten, wurden
Zeitpunkte vier und sieben Tage nach lentiviraler Transduktion untersucht (vgl. Abbil-
dung 20, S. 71; Abbildung 21, S. 71). Nach vier Tagen trat in einer Probe eine verstarkte
Expression des EGF-Rezeptors nach Myoferlin-Depletion im Vergleich zu HuH7-Kon-
trollzellen auf. Auch sieben Tage nach lentiviraler Transduktion konnte eine verstirkte
Expression des EGF-Rezeptors in Myoferlin-depletierten Zellen im Vergleich zu
Leervektor-shRNA-exprimierenden Zellen sowie im Vergleich mit HuH7-Kontrollzel-
len festgestellt werden. Diese verstidrkte Expression konnte in drei unabhéngigen Expe-
rimenten, zuriickgehend auf drei unabhingig voneinander durchgefiihrten lentiviralen
Transduktionen, reproduziert werden (vgl. Abbildung 21). Dies ldsst vermuten, dass
HuH7-Zellen nach Myoferlin-Depletion in einem Zeitraum von vier bis sieben Tagen

eine verstirkte Expression des EGF-Rezeptors entwickeln.
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Turtoi et al. (2013) konnten in MDA-MB-231-Brustkrebszelllinien ebenfalls eine ver-
starkte Expression des EGF-Rezeptors nach dem Ausschalten von Myoferlin feststellen.
In den Experimenten von Turtoi et al. (2013) war dieser Effekt schon in kiirzeren Ab-
stand zur Depletion von Myoferlin stark ausgeprigt. Bereits 48 Stunden nach dem Aus-
schalten von Myoferlin konnte eine verstirkte Expression des EGF-Rezeptors festge-
stellt werden (Turtoi et al., 2013). Der Unterschied zu den hier vorliegenden Daten
konnte durch die unterschiedlichen untersuchten Zelllinien begriindet sein. Turtoi et al.
(2013) nehmen an, dass die erhohte EGF-Rezeptor-Expression auf die mangelnde De-
gradation des EGF-Rezeptors in Myoferlin-depletierten Zellen zuriickzufiihren ist.
EGF-Rezeptoren werden durch Endozytose und lysosomale Degradation abgebaut
(Dikic, 2003). Turtoi et al. (2013) vermuten, dass nach Myoferlin-Depletion Caveolin-
vermittelt die Degradation des EGF-Rezeptors behindert wird. In weiterfithrenden Ver-
suchen zu der vorliegenden Arbeit wire es interessant, beispielsweise mit Rasterkraft-
experimenten zu untersuchen, ob der Mechanismus der Calvoelin-abhiingigen Regula-
tion des EGF-Rezeptors nach Myoferlin-Depletion auch in HuH7-Zellen zum Tragen

kommt.

Bei HuH7-Zellen ist in der Literatur bereits eine Uberexpression des EGF-Rezeptors
beschreiben (Poojari et al., 2015). Die EGF-Rezeptor-Uberexpression in HCC-Tumoren
geht mit Aggressivitit des Tumors und schlechter Prognose einher (Poojari et al., 2015).
Interessant ist, dass die hier untersuchten Myoferlin-depletierten Zellen im Gegensatz
dazu, trotz verstirkter Expression des Gesamt-EGF-Rezeptors, sieben Tage nach My-
oferlin-Depletion mit signifikant verringertem Wachstum auf Weichagar (vgl. Abbil-
dung 10, Abbildung 11) eher einen Phinotyp aufwiesen, der mit geringerer tumorigener
Aktivitdt assoziiert ist. Daher wurde zusitzlich der Aktivierungsstatus des Rezeptors un-
tersucht. Um zu iiberpriifen, ob der EGF-Rezeptor sieben Tage nach Myoferlin-Deple-
tion in der aktivierten Form vorliegt, wurden Westernblot-Analysen zur Detektion des
Phosphorylierungsstatus durchgefiihrt. Die Phosphorylierung wird durch Bindung des
Liganden EGF ausgelost und fiihrt zur Aktivierung des Rezeptors (Breuhahn ef al.,
2006; Schoeberl et al., 2002). Dies geht mit der Induktion von Signalkaskaden einher
(Breuhahn et al., 2006). Bei der Uberpriifung des Phosphorylierungsstatus des EGF-
Rezeptors zeigte sich keine verstiarkte Phosphorylierung des EGF-Rezeptors vier Tage

nach Myoferlin-Depletion (vgl. Abbildung 20). Sieben Tage nach dem Ausschalten von
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Myoferlin war eine verstdrkte Phosphorylierung im Vergleich zu HuH7-Kontrollzellen
aufgetreten, die aber vergleichbar stark ausgeprigt war wie die Phosphorylierung bei
HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion (vgl. Abbildung 21). Fiir diese Versuche
wurde analog den Experimenten von Turtoi et al. (2013) die Phosphorylierung an Tyro-
sin 1173 untersucht. Diese Phosphorylierungsstelle stellt die am stirksten und am
schnellsten phosphorylierte Stelle am EGF-Rezeptor dar (Downward et al., 1985;
Monteiro et al., 2014). Im Gegensatz zu den von Turtoi et al. (2013) durchgefiihrten
Versuchen an Brustkrebszelllinien zeigte sich keine verstirkte Phosphorylierung des
EGF-Rezeptors an Tyrosin 1173 im Vergleich zu Zellen mit Leervektor-Transduktion
in Proben, die eine verstirkte Expression des Gesamt-EGF-Rezeptors aufwiesen. Die
Diskrepanz konnte dadurch begriindet sein, dass von Turtoi et al. (2013) der Zeitpunkt
48 Stunden nach Myoferlin-Depletion untersucht wurde. Im Gegensatz dazu wurde bei
den vorliegenden Ergebnissen die verstirkte Expression des EGF-Rezeptors erst vier
bzw. sieben Tage nach Myoferlin-Depletion beobachtet sowie die Phosphorylierung un-
tersucht. Moglicherweise liegt in Brustkrebszelllinien eine andere Kinetik vor. Es
konnte aulerdem moglich sein, dass zu dem Zeitpunkt vier bzw. sieben Tage nach len-
tiviraler Transduktion die Phosphorylierung bereits nicht mehr vorhanden ist. Daten aus
der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich zeigen, dass der EGF-Rezeptor in HuH7-Zellen
24 Stunden nach Myoferlin-Depletion verstidrkt phosphoryliert vorliegt (Hampl, 2014;
Hermanns et al., 2017). Es wire hier interessant, den genauen Zeitverlauf in Hinblick
auf Rezeptorexpression und Phosphorylierungsstatus im Zeitraum von 24 Stunden bis
sieben Tage nach lentiviraler Transduktion in weiterfithrenden Arbeiten zu untersuchen.
Des Weiteren wurden die Experimente von Turtoi et al. (2013) im Gegensatz zu den
hier aufgefiihrten Experimenten unter Stimulation mit EGF durchgefiihrt, welches als
Ligand den EGF-Rezeptor bindet und dadurch die Phosphorylierung einleitet (Schoeberl
et al., 2002). Durch die mangelnde Aktivierung via EGF konnte der Rezeptor in gerin-

gerem Umfang phosphoryliert vorliegen.

Es gibt in der Literatur bereits mehrere Hinweise, die belegen, dass Myoferlin an der
Regulation verschiedener Rezeptoren beteiligt ist. Dabei sind verschiedene Auswirkun-
gen einer Myoferlin-Depletion in unterschiedlichen Modellsystemen und Rezeptoren
beschreiben. Eisenberg et al. (2011) konnten eine verminderte Phosphorylierung ver-

schiedener Rezeptoren (JAK2, IGFR-1 u.a.) in Myoferlin-depletierten Zellen (MDA-
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MB231-Zellen) feststellen. Myoferlin scheint in murinen Muskelzellen an der Signal-
transduktion via IGF (insulin-like-growth-factor) iiber den IGF-Rezeptor (IGFR) betei-
ligt zu sein (Demonbreun et al., 2010b). Nach Myoferlin-Depletion bei Mausen sind
Muskelzellen nicht mehr in der Lage, auf IGF1 zu reagieren, allerdings ist in diesen
Zellen die IGFR-Expression nicht veridndert (Demonbreun et al., 2010b). In BAEC-
Zellen (bovine aortale Endothel-Zellen) wird durch Ausschalten von Myoferlin die Ex-
pression und Phosphorylierung des VEGF-Rezeptors 2 nach VEGF-Gabe reduziert
(Bernatchez et al., 2007). Bernatchez et al. (2007) fiihren dies auf eine vermehrte Po-
lyubiquitinylierung des VEGF-Rezeptors 2 zuriick, die vermutlich zur Degradation des
Rezeptors fiihrt. Turtoi ef al. (2013) fithren im Gegensatz dazu die verstirkte Expression
des EGF-Rezeptors nach Myoferlin-Depletion darauf zuriick, dass ohne Myoferlin die
Degradation des EGF-Rezeptors vermindert ist. Der genaue Mechanismus, der der ver-
stairkten EGF-Rezeptor-Expression in Myoferlin-depletierten HuH7-Zellen zugrunde

liegt, ist der Gegenstand weiterfithrender Arbeiten.

D.8 REKONSTITUTION

Mikroarray-Analysen der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Miihlich (Hermanns et al., 2017)
sowie aus den Daten der vorliegenden Promotionsarbeit (vgl. Abbildung 15) deuten da-
rauf hin, dass die Myoferlin-Expression von MKL1 abhéngig ist. Um zu iiberpriifen, ob
die beobachteten Effekte einer verstirkten Expression des EGF-Rezeptors nach Myofer-
lin-Depletion abhingig von MKLI sind, wurden Rekonstitutionsexperimente durchge-
fiihrt. Dafiir wurden HuH7-Zellen Myoferlin mithilfe von Lipofectamine® 2000 mit ei-
nem Myoferlin-enthaltenden Plasmid transfiziert, um so eine Uberexpression von My-
oferlin zu erreichen. Zusitzlich wurde durch RNA-Interferenz mittels ShARNA und len-
tiviraler Transduktion eine stabile MKLI1/2-Depletion in den Myoferlin-
tiberexprimierenden HuH7-Zellen eingebracht. Als Kontrollzellen wurden Myoferlin-
tiberexprimierende HuH7-Zellen einer lentiviralen Transduktion mit Leervektor-shRNA
unterzogen. Als weitere Kontrollzellen wurden HuH7-Zellen, die lediglich eine
MKL1/2-Depletion mittels shRNA aufwiesen, sowie unbehandelte HuH7-Zellen einge-
setzt. Bei Depletion von MKL1/2 in HuH7-Zellen wiirde demnach ein dhnlicher Effekt
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wie nach Myoferlin-Depletion erwartet. Bei gleichzeitigem Einbringen einer durch Li-
pofectamin® 2000 erzielten verstirkten Expression von Myoferlin wére zu erwarten,
dass dieser Effekt reversibel ist. Nach Zeitpunkten von 24 und 48 Stunden nach lentivi-
raler Transduktion wurden die Zellen fiir Western-Blot-Analysen geerntet. Die durch-
gefiihrte lentivirale Transduktion erreichte einen guten Knockdown von MKL1; ebenso
erzielte die durchgefiihrte transiente Transfektion von Myoferlin gute Ergebnisse (vgl.
Abbildung 22, S. 73, Abbildung 23, S. 74). 24 Stunden nach lentiviraler Transduktion
von MKL1/2-shRNA bzw. Leervektor-shRNA und 48 Stunden nach transienter Trans-
fektion von Myoferlin zeigte sich keine verdnderte Expression des EGF-Rezeptors. Dies
steht in Einklang mit den Ergebnissen bei Depletion von Myoferlin. Hier wurde eben-
falls keine verstéarkte Expression des EGF-Rezeptors nach 24 Stunden beobachtet. Nach
48 Stunden zeigte sich eine allenfalls leicht erhohte Expression des EGF-Rezeptors nach
Myoferlin-Uberexpression bei stabiler Depletion von MKL1/2. Hier wiire es interessant,
den Effekt nach einem lidngeren Zeitraum als 48 Stunden zu beobachten. Es wurden in
den hier durchgefiihrten ersten Experimenten lediglich die Zeitpunkte 24 und 48 Stun-
den nach lentiviraler Transduktion von MKL1/2-shRNA bzw. Leervektor-shRNA beur-
teilt. Dies wurde so gewihlt, da eventuell eine Transfektion mittels Lipofectamine®
2000 und anschlieBende lentivirale Transduktion einen zu starken toxischen Effekt auf
Zellen ausiiben konnte, der keine addquate Beurteilung iiber einen lingeren Zeitraum
zuldsst. Hier wiren in kiinftigen Studien methodische Optimierungen notig, um zu ge-
wihrleisten, dass eine erhohte Zelltoxizitit nach dem Zeitraum von sieben Tagen aus-
geschlossen werden kann. Zu diesem Zeitpunkt war die verstirkte Expression des EGF-

Rezeptors in HuH7-Zellen eingetreten (vgl. Abbildung 21).

Die Expression von ERK wurde 48 Stunden nach lentiviraler Transduktion analysiert.
In der Expression des gesamten ERK-Proteins zeigte sich kein Unterschied zwischen
Myoferlin-iiberexprimierenden MKL1-depletierten Zellen und den untersuchten Kon-
trollzelllinien. Bei der Expression des phosphorylierten ERK-Proteins zeigten Myofer-
lin-iiberexprimierende MKL1-depletierte Zellen eine leichte Erhohung der Expression
im Vergleich zu den untersuchten Kontrollzelllinien. Eventuell bewirkt die Myoferlin-
Uberexpression in diesen Zellen eine verstirkte Phosphorylierung von ERK. In den hier

untersuchten MKL1-depletierten Zellen zeigte sich keine gesteigerte phospho-ERK-
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Expression in den aufgefiihrten Untersuchungen. Bei Hampl et al. (2013) ist eine ver-
starkte Phosphorylierung MKL1/2-depletierter Zellen im Rahmen des Auftretens von
Onkogen-induzierter Seneszenz beschrieben. Diese Diskrepanz konnte auch dadurch be-
dingt sein, dass nur ein Zeitraum relativ kurz nach lentiviraler Transduktion untersucht
wurde. Nach MKL1/2-Depletion ist eine starke Verminderung der Proliferation im Rah-
men der Onkogen-induzierten Seneszenz beschrieben (Hampl ef al., 2013). 48 Stunden
nach Depletion von MKL1/2 war dieser Effekt auf das Zellwachstum noch nicht sehr
stark ausgepriagt (Hampl et al., 2013). Dies konnte daher mit der hier beobachteten feh-

lenden verstidrkten Expression des phosphorylierten ERK in Zusammenhang stehen.

D.9 UBERSICHT AUSWIRKUNG DER MYOFERLIN-
DEPLETION AUF HUH7-ZELLEN UND AUSBLICK

Insgesamt gesehen zeigt sich ein vielschichtiges Bild der Auswirkungen einer Myofer-
lin-Depletion im Zusammenhang mit den Effekten der transkriptionellen Koaktivatoren
MKL1/2 auf hepatozelluldare Tumorzelllinien. Nach Myoferlin-Depletion konnte in ers-
ten Versuchen ein Zellzyklusprofil vergleichbar mit den untersuchten Kontrollzelllinien
gemessen werde. Es konnte in ersten Experimenten ein leichter Effekt auf die B-Galac-
tosidase-Aktivitdt im Rahmen Onkogen-induzierter Seneszenz festgestellt werden sowie
eine leichte Induktion der Phosphorylierung von ERK beobachtet werden. Besonders
interessant ist die hoch signifikant verminderte Koloniebildung Myoferlin-depletierter
Zellen auf semisolidem Agarmedium. Die Myoferlin-Depletion geht mit einer gestei-
gerten Expression des EGF-Rezeptors sieben Tage nach dem Ausschalten von Myofer-
lin einher. Die beobachtete leichte Erhohung der phospho-ERK-Expression kénnte mit
der erhohten Expression des EGF-Rezeptors in Zusammenhang stehen, nachdem ERK
ein Teil des EGF-Rezeptor-Signalweges ist (Schoeberl et al., 2002). Eventuell konnte
der Befund der leicht erhohten phosphorylierten ERK-Expression bei stark erhohter Ex-
pression des EGF-Rezeptors mit der nicht verstidrkt ausgebildeten Phosphorylierung des

Rezeptors in Zusammenhang stehen.

Das signifikant verminderte Wachstum Myoferlin-depletierter Zellen auf Weichagar

stellt in Verbindung mit der verstirkten Expression des EGF-Rezeptors einen interes-
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santen Befund dar, da die Koloniebildung auf Softagar ein in vitro-Marker eines ,,ma-
lignen Phénotyps* darstellt (Heim et al., 2015). Nach Eisenberg et al. (2011) konnte
Myoferlin in Zukunft eventuell als ein Biomarker der Metastasierung in Frage kommen.
Moglicherweise konnte eine solche Einsatzmoglichkeit auch beim hepatozelluldren Kar-
zinom Bedeutung erlangen. Myoferlin wird in der Literatur bereits als interessantes Ziel
in Hinblick auf zukiinftige Krebstherapien beschrieben (Eisenberg et al., 2011). Der Be-
fund der verstirkten Expression des EGF-Rezeptors nach Myoferlin-Depletion stellt
ebenfalls ein wichtiges Ergebnis fiir zukiinftige Therapieoptionen dar. Molekulare The-
rapien am EGF-Rezeptor setzten an der intrazelluldren Tyrosinkinaseaktivitit an oder
inhibieren die Bindung von Liganden an den EGF-Rezeptor (Germano & Daniele,
2014). Solche Inhibitoren, die am EGF-Rezeptor ansetzten, zeigten jedoch bislang mit
Ausnahme einer geringen Aktivitidt von Erlotinib keine Wirkung bei fortgeschrittenen
hepatozelluldren Karzinomen (Germano & Daniele, 2014). Insbesondere ein Zusam-
menhang mit einer Seneszenz-Induktion, dhnlich der beobachteten Effekte beit MKL.1/2-
Depletion (Hampl et al., 2013; Hermanns et al., 2017), macht Myoferlin zu einer inte-
ressanten Zielstruktur fiir zukiinftige Therapien. Die Befunde der vorliegenden Arbeit
tragen somit dazu bei, Myoferlin als MKL1/2-abhingiges Zielgen in hepatozelluldren

Karzinomzellen im Hinblick auf die Regulation der Proliferation besser zu verstehen.

94



ZUSAMMENFASSUNG

E.ZUSAMMENFASSUNG

Hepatozellulidre Karzinome sind Krebserkrankungen mit schlechter Prognose und ein-
geschrinkten kurativen Therapiemoglichkeiten (Germano & Daniele, 2014). DLCI1
konnte als hiufig in hepatozelluldren Karzinomen deletierter Tumorsuppressor identifi-
ziert werden (Ng et al., 2000; Xue et al., 2008; Yuan et al., 1998). Nach Verlust von
DLCI sind die transkriptionellen Koaktivatoren MKL1/2 in hepatozelluldren Karzinom-
zellen konstitutiv nukledr lokalisiert (Miihlich et al., 2012). Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit wurden die Effekte von DLC1 sowie MKL1/2 auf das Wachstumsverhalten
hepatozelluldrer Karzinomzellen nidher charakterisiert. Dabei wurde sowohl die DLC1-
exprimierende Hepatoblastom-Zelllinie HepG2 als auch die hepatozelluldare Karzinom-
zelllinie HuH7 untersucht, die keine DLC1-Expression aufweist (Miihlich et al., 2012).
Nach Ausschalten des Tumorsuppressors DLCI1 in der Hepatoblastomlinie HepG2
konnte ein vermehrtes autonomes Zellwachstum auf Weichagar im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit nachgewiesen werden. Um den Zellzyklus von HepG2 und HuH7-Zellen
in Abhingigkeit von DLC1 und MKL1/2 zu untersuchen, wurden durchflusszytometri-
sche Analysen durchgefiihrt. Dabei konnte eine Arretierung in der G1-Phase nach Aus-
schalten von MKL1/2 in DLC1-defizienten hepatozelluldren Karzinomzellen festge-
stellt werden. Dies war ein wegweisender Befund; der Proliferationsstopp konnte in
Folgeexperimenten der Onkogen-induzierten Seneszenz zugeordnet werden (Hampl et
al., 2013). In weiterfithrenden Arbeiten wurde Myoferlin als Zielgen identifiziert, das
die Onkogen-induzierte Seneszenz nach MKL1/2-Depletion in DLC1-defizienten he-
patozelluldaren Karzinomzellen vermittelt (Hermanns et al., 2017). Im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit wurden ein stabiler Myoferlin-Knockdown in HuH7-Zellen einge-
bracht. Mittels dieser Zelllinie konnte nachgewiesen werden, dass eine Depletion von
Myoferlin das autonome Zellwachstum auf Weichagar hoch signifikant vermindert. Des
Weiteren konnte eine vermehrte Expression des EGF-Rezeptors in Myoferlin-depletier-
ten Zellen nachgewiesen werden. Durch diese Befunde wird Myoferlin als interessante
Zielstruktur zukiinfiger Therapieoptionen niher charakterisiert. Die vorliegende Arbeit
leistet damit einen wichtigen Beitrag, die MKL1/2-abhdngige Tumorigenese in hepato-
zelluldren Karzinomzellen besser zu verstehen und die Auswirkungen von Myoferlin

auf Proliferationskontrolle und assoziierte Signalproteine aufzudecken.
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Abbildung 25.QQ-Plot HepG2-DLC1-KD-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der
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Abbildung 26. QQ-Plot HepG2-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.2)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung
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Abbildung 27. QQ-Plot HepG2-MKL1/2-KD-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der
G1-Phase des Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.2)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung
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Abbildung 28. QQ-Plot HuH7-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus, vgl. Abschnitt C.1.2.3)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung

50+
40+
304

20+

Gemessener Wert

104

40 50

10 20 30
Erwarteter Wert

Abbildung 29. QQ-Plot HuH7-MKIL1/2-KD-Zellen fiir Zellzyklusanalysen (vgl. Abschnitt
C.1.2.3)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung
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Abbildung 30. QQ-Plot HuH7-Zellen nach Leervektor-Transduktion fiir Weichagarana-
lysen bei 20.000 ausgesiten Zellen (vgl. Abschnitt C.2.1, Abbildung 10)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung.
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Abbildung 31.QQ-Plot Myoferlin-depletierte HuH7-Zellen nach Leervektor-Transduk-
tion fiir Weichagaranalysen bei 20.000 ausgesiiten Zellen (vgl. Abschnitt
C.2.1, Abbildung 10)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung
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Abbildung 32.QQ-Plot HuH7-Zellen mit Leervektor-Transduktion fiir Weichagaranaly-
sen bei 40.000 ausgesiiten Zellen (vgl. Abschnitt C.2.1, Abbildung 11)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung
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Abbildung 33.QQ-Plot Myoferlin-depletierte HuH7-Zellen fiir Weichagaranalysen bei
40.000 ausgesiiten Zellen (vgl. Abschnitt C.2.1, Abbildung 11)

Y-Achse: gemessene Werte, X-Achse: erwartete Werte bei Normalverteilung
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