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Zusammenfassung

Der Verlust des Tumorsuppressorgens ,Deleted in Liver Cancer” (DLC1) spielt eine entscheidende
Rolle in der Tumorigenese. 50% der Leber-, Brust-, Lungen- und 70% der Darmtumore weisen eine
heterozygote Deletion von DLC1 auf. Der Signalweg, der durch den DLC1-Verlust induziert wird, war
bislang unklar. Die vorliegende Arbeit deckt einen neuen molekularen Mechanismus in der
Tumorigenese auf, indem der Transkriptionskoaktivator ,Megakaryoblastic Leukemia 1“ (MKL1)
infolge eines DLC1-Verlusts aktiviert wird und die Tumortransformation vermittelt. Zum ersten Mal
konnte nachgewiesen werden, dass MKL1 infolge des DLC1-Verlusts konstitutiv im Zellkern der
hepatozelluldren Karzinomzelllinie HuH7 und der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-468 lokalisiert
ist. DLC1 ist ebenfalls ein RhoGAP Protein, das Rho-GTPasen wie RhoA reguliert. Des Weiteren zeigte
sich, dass die nukledre Akkumulation von MKL1 in den DLC1-defizienten Tumorzellen durch den
RhoA/Aktin-Signalweg vermittelt wird. Diese miindet in eine konstitutive Aktivierung von MKL1-
abhangigen, tumorrelevanten Zielgenen, wie CTGF. SchlieRlich flhrt ein Knockdown von MKL1 zur
Hemmung der Zellproliferation und zu protumorigenen Veranderungen im Zytoskelett.
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass der Transkriptionskoaktivator MKL1 als relevanter

Mediator der Tumorigenese infolge des Verlusts des Tumorsuppressors DLC1 fungiert.

Abstract

The lack of the tumor suppressor gene ,,Deleted in Liver Cancer” (DLC1) plays an important role in the
tumorigenesis. 50% of all liver, breast, lung cancers and 70% of colon cancers exhibit a heterocygote
deletion of DLC1. The pathway that is induced by lacking DLC1 was unclear so far. This work uncovers
a new molecular mechanism in the tumorigenesis where the transcriptional coactivator
»Megakaryoblastic Leukemia 1“ (MKL1) is activated by lacking DLC1 and mediates the cancerous
transformation. For the first time we could prove that MKL1 is constitutively localized to the nucleus
of the hepatocellular cell line HuH7 and of the mammary carcinoma cell line MDA-MB-468 in the
absence of DLC1. DLC1 is also a RhoGAP protein which is regulated by Rho-GTPases like RhoA. It was
shown that the nuclear accumulation of MKL1 in DLC1-deficient cancer cells is triggered by the
RhoA/actin signaling pathway. This results in a constitutive activation of MKL1-dependent, tumor
relevant target genes, as CTGF. Finally, a MKL1-knockdown leads to the suppression of cell
proliferation and promotes protumor effects in cytoskeleton which is induced by DLC1 loss.
Summarizing, this work showes that the transcriptional coactivator MKL1 acts as a mediator of

tumorigenesis by loss of the tumor suppressor DLC1.
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1. Einleitung

Das hepatozelluldre Karzinom zdhlt zu den sechsthaufigsten Krebserkrankungen weltweit. Seine
relative 5-Jahres-Uberlebensrate betrigt nur 15 %. Um gezielte Therapiemdglichkeiten mit
verbesserter Prognose des HCC zu entwickeln, ist ein tieferes Verstandnis seiner molekularen

Mechanismen notwendig.

1.1 Das hepatozelluldre Karzinom (HCC)

Das hepatozellulare Karzinom ist der haufigste primare maligne Tumor der Leber, der in 85% aller
Falle auftritt. Es ist eines der aggressivsten Karzinome und wird bei circa der Halfte aller Patientinnen
erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert [1]. Es stellt den sechsthaufigsten Tumor und die

vierthaufigste Todesursache weltweit dar. Manner sind 2- bis 3-mal haufiger betroffen als Frauen [2].

In Gber 90% der Falle basiert das HCC auf dem Boden einer Leberzirrhose [3]. Die Hauptrisikofaktoren
stellen die chronische virale Hepatitis B und C, die in Schimmelpilzsporen enthaltenen Alfatoxine
(haufig durch Genuss von verschimmeltem Reis), der chronische Alkoholabusus und die
nichtalkoholische Fettlebererkrankungen (NAFLD) und -hepatitiden (NASH), auf Basis von Adipositas
und von Diabetes Typ Il, dar [4]. 80% der globalen HCC-Falle kommen in stid-ostasiatischen Landern
und in sudlich der Sahara gelegenen afrikanischen Landern vor. Die Hauptursache hierfir ist die
chronische Hepatitis-B-Virus-Infektion. Hingegen sind in Deutschland die chronische Hepatitis-C-
Virus-Infektion und der Alkoholkonsum die flihrenden HCC-Ausl6ser [5]. Aufgrund der zunehmenden
Haufigkeit einer NAFLD ist allerdings davon auszugehen, dass dieser Risikofaktor sich kilinftig zur

haufigsten HCC-Ursache in der westlichen Welt entwickeln wird [6].

Unterschiedliche genetische Verdnderungen innerhalb der Tumore scheinen fir das multifaktoriell-
bedingte HCC verantwortlich zu sein. Mehrere Daten zeigen, dass eine gestorte Aktivierung

verschiedener Signalwege zur Tumorentstehung und -progression fuhrt [7, 8].

Die Therapie des HCC richtet sich in Europa und Nordamerika nach den Stadien des BCLC-Scores
(Barcelona clinic liver cancer). Diese Klassifikation beriicksichtigt neben den Tumoreigenschaften (wie
GroRe und Metastasierung) auch den Allgemeinzustand und die Leberfunktion (Child-Pugh-Stadium).
Sie teilt sich in die finf Stadien 0, A, B, Cund D ein. In den ersten zwei friihen Stadien ist eine kurative
Option mit einer Resektion oder Radiofrequenz- bzw. Mikrowellenablation moglich. Im letzten
Stadium wird nur noch eine palliative Therapie mit dem Ansatz der ,,Best Supportive Care” eingeleitet.
Fir das Stadium B waren die transarterielle Chemoembolisation (TACE) oder eine selektive

intraarterielle Radiotherapie (SIRT) die Therapien der Wahl. Im Stadium C (Fernmetastasen oder



Pfortaderinvasion) kommt schlieflich die systemische Therapie zum Einsatz. Wahrend lange Jahre
der Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) die einzige medikamenttse Therapie darstellte, stehen aktuell
weitere TKls (Lenvatinib, Regorafenib, Cabozantinib) und die Immuntherapie (Atezolizumab,

Bevacizumab, Ramucirumab) zur Verfligung [9].

Die Prognose des HCC hiangt vom Tumorstadium ab. Das relative 5-Jahres-Uberleben liegt bei ca. 15

Prozent. Hingegen Ulberleben im fortgeschrittenen HCC-Stadium circa 2 % die nachsten 5 Jahre [10].

1.2 Der Transkriptionsfaktor Serum Response Faktor (SRF)

Eine Verbesserung der systemischen Therapie konnte die Prognose der HCC-Fille im
fortgeschrittenen Stadium verbessern. Der Fokus dieser Arbeit liegt hierbei darin, einen neuen
molekularen Mechanismus in der Tumorigenese aufzudecken, der ein Angriffspunkt zukinftiger
Systemtherapie des HCC sein konnte. Im Hinblick darauf wurde bei 50% der HCC-Patientlnnen eine
Deletion des Tumorsuppressors , Deleted in Liver Cancer 1“ (DLC1) identifiziert. Darliber hinaus
wurde eine verstarkte Aktivierung des Signalwegs der GTPase RhoA fiir die Entwicklung des HCC
verantwortlich gemacht. RhoA reguliert wiederum den Transkriptionsfaktor “Serum Response
Faktor” (SRF) durch seinen Koaktivator “Megakaryoblastic Leukemia 1“ (MKL1). In dieser Arbeit wird
die Rolle von MKL1 in der Tumorigenese bei DLC1-Verlust, insbesondere in der
Hepatokanzerogenese, diskutiert. Um die Zusammenhange dieser Strukturen besser zu verstehen,

werden sie im Folgenden naher vorgestellt.

1.2.1 Entdeckung von SRF und Serum Response Element (SRE)

Der ,Serum Response Faktor” (SRF) gehort zu den am besten untersuchten Transkriptionsfaktoren.
Er aktiviert die Transkription von ,Immediate Early Genes” (IEG), deren Namen auf deren Aktivierung
innerhalb von Minuten nach Stimulation mit Serum- oder Wachstumsfaktoren zuriickzufiihren ist
[11]. Diese Zielgene sind fir viele wichtige, biologische Zellprozesse wie Wachstum, Migration,
Differenzierung, Organisation des Zytoskeletts und Myogenese verantwortlich [12, 13, 14, 15].
Inzwischen sind mehr als 160 SRF-Zielgene bekannt [16]. Erste Hinweise flir den Transkriptionsfaktor
SRF ergaben sich als eine verstarkte Expression des Protoonkogens c-fos in Fibroblasten nach einer
Stimulation mit Serum beobachtetet wurde [17]. Daher verlieh ihm Treisman den Namen ,Serum

Response Faktor” [15].

Auf der Suche nach einer Erklarung wurde im c-fos Promoter die DNA-Sequenz ,Serum Response
Element” (SRE) entdeckt, die sich 300 bp (Basenpaare) vor der Stelle der Transkriptionsstartstelle
befindet und an die der Transkriptionsfaktor SRF bindet [18, 15, 19, 20]. In ihrem Zentrum befindet
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sich die A/T-reiche Sequenz CCATATTAGG (Basensequenz der DNA), die beidseits von symmetrisch
invertierten, repetitiven Sequenzen flankiert wird. Im Promoter vieler Gene von verschiedenen
Spezies wurde die gleiche Kernsequenz CC(A/T)6GG gefunden, z.B. im kardialen a-Aktin [21], in den
schweren Ketten des a-Myosin (MHC) [22] sowie in dessen leichten Ketten (MLC) [23]. Diese 10 bp
lange Konsensussequenz wurde als CCArGG-Box bezeichnet, heute nur noch CArG-Box genannt [24].

Die terminalen Guaninreste der CArG-Box sind fiir die Bindung von SRF als Homodimer essentiell [15].

1.2.2 Struktur und Funktion von SRF

SRF gehort zu der MADS-Box Familie, die die vier Transkriptionsfaktoren MCM1, AG, DEFA und SRF
beinhaltet und eine gemeinsam konservierte Sequenz von 56 Aminosduren aufweist — die MADS-Box
[24, 25]. Der C-Terminus der MADS-Box von SRF dient zur Dimerisierung von zwei SRF-Monomeren
und der N-Terminus zur DNA-Bindung an SRE [26, 24]. Am C-Terminus besitzt SRF eine
Transkriptionsaktivierungsdomane [27]. Am N-Terminus sind multiple Phosphorylierungsstellen
vorzufinden, die die Aktivitdt von SRF modulieren kénnen [28, 29, 30, 31]. Beispielsweise kommt es

bei einer Phosphorylierung von Serin 103 zur erhohten SRF-Aktivitat [29].

Der ubiquitdr vorkommende Transkriptionsfaktor SRF hat viele biologische Funktionen. Zum Beispiel
fanden Arsenian und Kollegen (1998) heraus, dass SRF-Knockout-Mause nicht in der Lage waren,
wahrend der Embryogenese Mesoderm auszubilden, was zum Tod dieser Tiere in der Gastrulation
fiihrte [33]. Embryonale Stammzellen ohne SRF besitzen Defekte in der Zellspreizung, Adhasion und
Migration, die mit einer Abnormalitat der Zytoskelettstrukturen und einer reduzierten Expression von
Aktin und von Fokaladhasionsproteinen wie B1-Integrin korrelierten [34, 35]. Mit Hilfe von
gewebespezifischen Deletionen des SRF-Gens konnte gezeigt werden, dass SRF fiir die Entwicklung
verschiedener Gewebearten essentiell ist, z.B. des kardiovaskuldaren Systems [36], der Haut [37], der
Leber [38] oder des zentralen Nervensystems [39, 40]. Zusatzlich interagiert SRF mit dem Koaktivator
Myocardin und reguliert so die Expression der meisten Markergene der glatten Muskulatur [41, 42,
43, 44]. Daruber hinaus spielt SRF eine wesentliche Rolle in der Entwicklung der Skelettmuskulatur.
Ein Knockdown von SRF konnte die Differenzierung von Skelettmuskelzellen inhibieren. Wurde der
SRF-Knockdown noch weiter erhoht, wurde auch die Proliferation dieser Zellen blockiert [45, 46].
Diese Erkenntnisse konnten auch in der Maus bestatigt werden, wo ein SRF-Knockout zu einer

verringerten Muskelmasse fiihrte [47, 48].
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1.2.3 Aktivierung und Regulation von SRF

SRF kann wie bereits beschrieben durch Serum, aber auch alleinig durch die Serumkomponente
Lysophosphatidsdure (LPA) aktiviert werden. Andere Agenzien wie Lipopolysaccharide und Zytokine
wirken sich ebenfalls positiv auf SRF aus [49]. Verschiedene Mechanismen konnen die SRF-Aktivitat

regulieren:

- Interaktion mit positiven oder negativen Kofaktoren wie z.B. MKL1 [50]

- Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren wie z.B. GATA4 [51]

- Von der Phosphorylierung abhangige Veranderung in der DNA-Bindungsstelle von SRF [52]
- Alternatives RNA-Splicing [53, 54]

- Regulierte nukledre Translokation [55]

Es gibt zwei Hauptsignalwege fiir die Aktivierung von SRE Uber SRF. Der erste erfolgt tiber die Ternar-
Komplex-Faktoren (TCF) -abhangige Signalkaskade [56]. Zu den TCFs gehoéren die Proteine ELK1 (ets-
like transcription factor 1), NET (New ets transcription factor) und SAP1 (SRF accessory protein) [57].
Die TCFs werden wiederum durch verschiedene Phosphorylierungen tiber MAPK (Mitogen-aktivierte

Proteinkinasen) -Signalwege reguliert (Abbildung 1).

Extrazelluldre Signale wie Serum, LPA
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Abbildung 1 : TCF-abhédngiger Signalweg zur Aktivierung von SRF

Die TCFs konnen unter anderem durch die ERK (extracellular signal-related kinase) -Kaskade, eine der MAPK-
Signalkaskaden, aktiviert werden: Extrazelluldre Signale fiihren zur Aktivierung des kleinen G-Proteins RAS (Rat
Sarcoma) und die Membranbindung der RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma) -Kinase. RAF aktiviert die MEK
1/2 (Mitogen-activated Protein Kinase 1 und 2), welche ERK 1/2 phosphoryliert. ERK1/2 wandert infolgedessen
in den Zellkern und phosphoryliert die TCFs. Diese binden die DNA an EBS (Ets-binding site), die in unmittelbarer
N&he des SREs ist, interagieren mit dem SRF-Homodimer und bilden den sogenannten , Ternar-Komplex“ [58,
59, 60]. Abbildung modifiziert nach [61]

12



Der zweite Signalweg zur Aktivierung des SREs ist unabhangig von den TCFs und wird durch die kleine
GTPase RhoA induziert und endet in der Aktivierung von SRF Uber die Koaktivatoren
Megakaryoblastic Leukemia 1 und -2 (MKL1 und -2) (Abbildung 3) [62, 63]. Dieser Weg soll im

Folgenden naher erlautert werden.

1.3 Der transkriptionelle Koaktivator Megakaryoblastic Leukemia 1 (MKL1)

Megakaryoblastic Leukemia 1 ist ein SRF-Koaktivator, der im Zellkern die SRF-Gentranskription
reguliert. Seine subzelluldre Lokalisation wird in Fibroblasten durch den RhoA-Signalweg gesteuert.
RhoA wird wiederum durch RhoGAP reguliert, zu denen DLC1 gehdrt. Es liegt die Vermutung nahe,
dass dieser Signalweg dem Einfluss von DLC1 unterliege und somit an der Entwicklung des DLC1-

defizienten HCC beteiligt sein.

1.3.1 Ursprung und Vorkommen von MKL1

Im Jahr 2002 fanden Wang und seine Kollegen eine neue Gruppe von Transkriptionskoaktivatoren
von SRF [50]. Diese Familie wurde ,myocardin-related transcription factors” bezeichnet (MRTFs). Das
erste Mitglied dieser Familie, Myocardin, war zuerst in einer Computersuchmethode (in silico
screening) gefunden worden und wird vor allem in Herz- und glatten Muskelzellen exprimiert [43].
Allerdings kommt SRF ubiquitar vor, so dass man weitere Koaktivatoren vermutete. Zur selben Zeit
wurde MKL1 (auch MAL oder BSAC genannt) entdeckt, welches erstmals in der Pathogenese der
akuten megakaryoblastischen Leukdmie beschrieben wurde. Durch eine Translokation t(1;22)
fusioniert MKL1 mit RBM15 (RNA-binding motif protein 15) und erhélt somit onkogene Eigenschaften
[64, 65]. Wang und seine Kollegen fanden heraus, dass das Protein MKL1 in seinem Aufbau Myocardin
dhnelt und ebenfalls ein SRF-Koaktivator ist. Zusatzlich entdeckten sie ein weiteres Mitglied dieser
Familie mit denselben Eigenschaften, das Protein MKL2 (auch als MAL16 bekannt). Aus diesem Grund
werden die beiden Myokardinanaloga MKL1 und MKL2 auch als Myocardin-related transcription

factors A and B (MRTF-A/B) bezeichnet [50].

MKL1/2 werden ubiquitar in embryonalen und adulten Geweben, sowie in embryonalen Stammzellen
exprimiert [50, 66, 67]. Allerdings ist das Expressionsmuster in einzelnen Geweben unterschiedlich.
MKL1 zeigt eine starkere Expression in muskuldren, mesenchymalen und epithelialen Zellen
verschiedener Organe [50, 12]. Dem hingegen ist MKL2 wahrend der Embryogenese der Maus in

Arterien, die der Neuralleiste entstammen, und in anderen neuralen Strukturen stark exprimiert [68].
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1.3.2 Struktur von MKL1
MKL1 teilt mit den anderen Mitgliedern der Myocardin-Proteinfamilie eine Strukturhomologie von

ca. 35%, wobei einzelne Doméanen starker konserviert sein konnen [50] (Abbildung 2).

[ 1 =2 =2 |3 1 Q SAFP| |LZ TAD 0

Abbildung 2: Struktur von MKL1

MKL1 und die anderen Myokardin-Familienmitglieder besitzen in folgenden funktionellen Domanen
Homologien: 1-3 RPEL-Motive, konservierte N-terminale Domane; B1 und B2, basische Domane; Q, Glutamin-
reiche Domaéne; SAP, SAF-A/B-Acinus-PIAS Domaéne; LZ, leucine zipper-dhnliche Doméane und C-terminale TAD,
Transaktivierungsdomane. Abb. modifiziert nach [69]

Der N-Terminus von MKL1 besitzt drei RPEL-Motive (Arg-Pro-X-X-X-Glu-Leu), die freies intrazellulares
Aktin binden kénnen [63, 70, 71]. Darliber hinaus wird die Kernlokalisation Gber die RPEL-Doméanen
[63] und die Phosphorylierungsseite an Position 454 vermittelt [72]. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass sich hier Regulationseinheiten befinden. Nach einer Deletion dieses Bereichs kommt es
zu einer erhohten Aktivitat von SRF Zielgenen [43, 73, 74]. Zudem wurde auch in diesem Bereich eine
neue Interaktionsdomane an den Aminosduren 301-310 identifiziert. Hier bindet das Aktin-bindende
Protein Filamin A, was fur die transkriptionelle Aktivitat von MKL1 und die Expression von MKL/SRF-
Zielgenen wichtig ist [75]. FUr die Interaktion mit SRF ist die Basis-1-Doméane von MKL1 erforderlich
[43, 50]. Eine Deletion dieser Region verhindert die SRF-Bindung und die SRE-Aktivierung [73]. Die
SAP-Domane, die nach den nuklear lokalisierten Proteinen SAF-A/B, Acinus und PIAS benannt ist, ist
an der Regulation der chromosomalen Dynamik, dem nukledren Abbau und der Apoptose dieser
Proteine beteiligt [76]. Sie besteht aus 35 Aminosauren, bildet zwei amphiphilen a-Helices und bindet
schwach an die DNA [77, 78]. Eine Deletion hat weder Einfluss auf die Transkriptionsaktivitat, noch
auf die Komplexbildung mit SRF [73, 63]. Es wird vermutet, dass die SAP-Domane ihre Funktion
promotorspezifisch vermittelt. Die Leucin-Zipper-dhnliche Domane wird zur Homo- und
Heterodimerisierung mit anderen MRTF-Mitgliedern verwendet. Eine Deletion dieser Domane hat
ebenfalls nur einen geringen Einfluss auf die Aktivitdat von MKL1 [73, 74, 44]. Zuletzt befindet sich im
Bereich des C-Terminus die Transkriptionsaktivierungsdoméane (TAD). Man nimmt an, dass TAD eine
generelle Aktivierungsdomane ist, die keinen Einfluss auf die Spezifitdt oder Bindung an SRF hat [43].
1.3.3 Aktivierungsweg von MKL1

MKL1 wird Gber den RhoA/Aktin-Signalweg reguliert (Abbildung 3). In unstimulierten NIH3T3
Fibroblasten ist MKL1 im Zytoplasma lokalisiert und tber die RPEL-Motive an freies intrazellulares

Aktin gebunden. Durch eine Stimulation mit Serum kommt es zur Aktivierung von RhoA und damit
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zur vermehrten Bildung von Aktinfasern in der Zelle. In der Folge kommt es zu einer Dissoziation des
G-Aktins von MKL1 [63, 79]. Dadurch wird die nukledre Lokalisations-Sequenz (NLS) in der RPEL-
Domane freigelegt, die fiir den Importin-vermittelten Import in den Zellkern erforderlich ist [80]. Im
Zellkern aktiviert MKL1 als Koaktivator von SRF die Transkription von bestimmten Zielgenen, die in
der Zellmotilitat, -kontraktilitat oder in muskelspezifischen Funktionen involviert sind [81]. Baarlink
und Kollegen entdeckten, dass nuklear ebenfalls eine Aktinpolymerisation fiir die MKL1-Aktivierung
notwendig ist, die durch Formin (mDia) ausgel6st wird [82]. AuRerdem vermindert das nukleare
Protein MICAL-2 das nukledre G-Aktin redoxabhéngig und steigert dadurch die MKL1/SRF-Aktivitat
[83]. Neueste Ergebnisse zeigen, dass das Aktin-bindende Protein Filamin A an den Aminosauren 301-
310 von MKL1 gebunden ist und dass die Bindung von Aktinfasern liber Filamin A an MKL1 fir die
Aktivierung von MKL/SRF-Zielgenen wichtig ist [75].

Die Komplexbildung von MKL1 mit nukledrem G-Aktin flhrt zur Inaktivierung von MKL1 und ist die
Voraussetzung fiir den CRM-1 (Chromosomal Maintenance 1)-abhangigen, nukledren Export, der den

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fiir die subzelluldre Lokalisation von MKL1 darstellt [84].

i { ‘ Zytoplasma

Abbildung 3: Regulation der subzelluldren Lokalisation und der transkriptionellen Aktivitdt von MKL1

Die Serum-induzierte RhoA-Aktivierung fihrt durch die Aktinpolymerisation und die Ablésung des an MKL1-
gebundenen G-Aktins zur nukledren Lokalisation von MKL1, zur Bindung an SRF und zur Zielgentranskription.
Waiahrenddessen die TPA (Tetradecanoylphorbol-acetat) -induzierte ERK1/2-Aktivierung durch die
Phosphorylierung von MKL1 die erneuerte Bindung von MKL1 an G-Aktin und dadurch den nukledren Export
von MKL1 auslést. Abbildung modifiziert nach [72].
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Zudem ist eine ERK-vermittelte Phosphorylierung von MKL1 an den Aminosduren 449, 450 und 454
bei einer Serum- oder TPA (Tetradecanoylphorbolacetat)-Stimulation flr die Bindung von MKL1 an
freies Aktin und somit flr die Translokation von MKL1 aus dem Zellkern ins Zytoplasma notwendig

[72].

1.3.4 Biologische Funktion von MKL1

MKL1 wird in den meisten menschlichen Gewebezellen exprimiert und weist viele unterschiedliche
biologische Funktionen auf. Unter anderem ist es an der Differenzierung der glatten Muskulatur
beteiligt und aktiviert die Transkription von fiir die glatte Muskulatur-spezifischen Zielgenen wie
SM22 und ACTA2 [67, 85, 41]. Ebenfalls ist es fir die Aufrechterhaltung des Phanotyps der glatten
Muskelzellen notwendig [86]. Zusatzlich verhindert eine MKL1-Hemmung die Proliferation und
Migration von vaskuldren glatten Muskelzellen [87]. In der Skelettmuskulatur beeintrachtigt die
Inhibierung von MKL1 die Differenzierung der Zellen [74] und ein MKL1-Knockout fiihrt in Mausen zu
kleineren Muskeln [47]. Sun und Kollegen beobachteten, dass ein Teil der Mdauseembryonen mit
einem MKL1-Knockout wegen einer Herznekrose nach einigen Tagen verstarb [16]. Weiterhin
konnten weibliche MKL1-Knockout Mause ihren Nachwuchs nicht stillen, da die fiir die Kontraktion
der Milchdriisen verantwortlichen Myoepithelzellen nicht ausdifferenziert waren [88, 89]. Trotzdem
ist die Mehrheit der MKL1-Knockout-Mause liberlebensfahig und fruchtbar [12]. Womaglich kénnen
die anderen MRTF-Mitglieder aufgrund ihrer grofen Homologie mit MKL1 dessen Funktionsverlust
kompensieren [73]. Weiterhin scheint MKL1 fiir die Differenzierung und Ausreifung von
Megakaryozyten essentiell zu sein. MKL1-Knockout-Mause haben eine reduzierte Zahl an
Blutplattchen in der Peripherie und ausgereifte Megakaryozyten [90]. Im Hippocampus, in der
Hirnrinde und in der subventrikuldren Zone fuhrt ein MKL1/2-Knockout zu morphologischen
Abnormalitaten. Als Grund dafiir zeigte sich ein Fehler in der Aktinpolymerisation und konsekutiv
eine Dysfunktion in der zytoskelettalen Organisation, die eine Beeintrachtigung der neuronalen

Migration und der Neuritenaussprossung verursacht [91].

In der Tumorigenese spielt MKL1 ebenfalls eine wichtige Rolle. Wie bereits oben erwahnt, férdert
MKL1 gebunden an RBM15 durch eine Aktivierung von SRF-Zielgenen die Tumorprogression in der
megakaryoblatischen Leukdmie [64, 65]. Medjkane und Kollegen konnten zeigen, dass eine
Herunterregulierung von MKL1 beim Mammakarzinom und beim malignen Melanom zu einer
Reduktion von Zelladhasion, -verteilung, -invasion und -bewegung fiihrte. Ein MKL1-Knockdown
konnte sogar die Lungenmetastasierung beim Mammakarzinom verhindern. Die beobachteten

Phanotypen werden durch MYH9 und MYL9 reguliert, die beide Zielgene von MKL/SRF sind und
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Zytoskelettproteine kodieren [92]. SCAI (suppressor of cancer cell invasion) wurde als ein neuer
Bindungspartner entdeckt [93]. Nukledr inhibiert er MKL1 und verhindert somit eine MKL1/SRF-
abhdngige Hochregulierung der R1-Integrin-Expression und die R1-Integrin-abhangige

Tumorzellinvasion.

Interessanterweise hat MKL1 nicht nur eine karzinogene, sondern auch eine antikarzinogene
Wirkung. Das epitheliale Protein Eplin o, das als ein zytoskelettal-assoziierter Tumorsuppressor
agiert, wird durch Aktin/MKL1 reguliert [94]. In nicht-invasiv-wachsenden Zellen reduzierte die
Aktivierung des G-Aktin/MKL-Signalwegs die Zellmigration durch Herunterregulierung von
zytoskelettal-assoziierten Proteinen wie Integrin a5, Plakophilin und FHL1 [95]. Weiterhin flihrte die
Uberexpression von MKL1 in Fibroblasten durch Induktion antiproliferativer Zielgene wie mig6, ein
negativer Regulator der EGFR-Familie, zu antiproliferativen Effekten [96]. Zusammenfassend scheint
das Expressionslevel und der Aktivierungsstatus von MKL1 bestimmend zu sein, ob Zielgene mit

negativer oder positiver Auswirkung auf die Tumorigenese aktiviert werden.

1.4 Die Rho-GTPasen

Der RhoA-Signalweg ist fiir die Aktivierung des Transkriptionskoaktivaktors MKL1 verantwortlich.
RhoA und andere Rho-GTPasen werden unter anderem durch RhoGAPs wie DLC1 reguliert. Die Rho-
GTPasen sind Guaninnukleotid-bindende Proteine, die an der Zellmembran agieren und
extrazelluldare Signale nach intrazellular vermitteln. Aufgrund von Sequenzhomologien lassen sich
diese in fiinf Superfamilien einteilen [97]. Die groRte darunter stellen die kleinen GTPasen der Ras-
Superfamilie dar, zu der neben den Ras-, Rab-, Arf- und Ran-Familien die Rho-Familie gehort [98, 99,
100]. Die kleinen GTPasen werden als klein bezeichnet, weil sie ein geringes Molekulargewicht von

nur 20-30 kDa haben [101, 97].

1.4.1 Signaltransduktion zur Aktivierung von Rho-Proteinen

Die Rho-Proteine und alle anderen Guaninnukleotid-bindenden Proteine haben als molekulare
Schalter eine zentrale Rolle in der intrazellularen Signaltransduktion (siehe Abb. 4). Sie besitzen eine
konservierte G-Domane, die die Nukleotide GTP und GDP binden kann [97]. Der Wechsel zwischen
einem aktiven GTP-gebundenen und einem inaktiven GDP-gebundenen Zustand erfolgt unter dem
Einfluss der regulierenden Proteine GEFs (Guaninnukleotid-Austauschfaktoren) und GAPs
(Guanosintriphosphatase-aktivierende Proteine) (Abbildung 4). Dieser Switch findet an der
Zellmembran statt, an der die Rho-Proteine (iber eine posttranslational, C-terminal angefligte

Isoprenylgruppe (meist Geranylgeranyl-) verankert sind [102].
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GEFs werden durch extrazellulare Signale aktiviert, wo sie dann spezifisch den Austausch von GDP zu
GTP katalysieren [103, 104]. Nur in der aktiven GTP-gebundenen Form kdénnen die Rho-Proteine ihre
Effektoren aktivieren, die dann das extrazelluldre Signal nach intrazellular weiterleiten [105, 106]. Die
Beendigung der Signalilibertragung erfolgt durch GAPs, die die Hydrolyse des GTP zu GDP vermitteln
[107] und damit die langsame, kaum vorhandene, intrinsische Rho-GTPase-Aktivitat um das bis zu
10°-fache beschleunigen [108, 109]. Die Rho-Proteine unterliegen zusitzlich einem dritten
Regulationsmechanismus, der den Nukleotidaustausch durch die membranassoziierten GEFs und
damit die Umwandlung in die aktive GTP-gebundene Form verhindert. Das erfolgt durch die GDlIs
(Guaninnukleotid-Dissoziationsinhibitoren). Diese binden an den Isoprenylrest der GDP-gebundenen
Rho-Proteine, die dadurch maskiert und von der Plasmamembran ins Zytoplasma tberfiihrt werden
[110].

extrazelluldres
SIGNAL

Rho*GDP Effektoren Rho+*GDP

Abbildung 4: GTP-Zyklus der Rho-GTPasen

Die Rho-Proteine zirkulieren zwischen dem aktiven GTP-gebundenen und dem inaktiven GDP-gebundenen
Zustand. Dabei regulieren GEFs und GAPs die Schalterfunktion an der Membran. Durch die Relokalisation von
der Membran ins Zytoplasma verhindern GDlIs die Aktivierung durch GEFs. In der aktivierten Form Ubertragen
die Rho-GTPasen das empfangene extrazellulare Signal auf verschiedene Effektoren, die das Signal intrazellular
weiterleiten. Modifiziert nach [111]

1.4.2 Rho-GTPasen und das Zytoskelett

Die Rho-Familie wird allgemein als Regulator des Aktinzytoskeletts bezeichnet [112]. Dartiber hinaus
kontrolliert sie durch Ubertragung der extrazelluldren Reize auf intrazelluldre Signalkaskaden die
Genexpression [113]. Zu den durch die Rho-Familie gesteuerten Prozesse des Aktinzytoskeletts
gehoren unter anderem die Morphogenese, Zell-Zell/Substrat-Adhasion, Zellpolaritat, -zyklus, -
proliferation und -bewegung [114, 111, 115]. Die am besten charakterisierten Rho-GTPasen sind
RhoA (ras homologous A), Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) und Cdc42 (cell division

cycle 42) [112] (Abbildung 5). RhoA bedingt die Ausbildung von Stressfasern und fokalen Adhasionen,
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die die extrazelluldare Matrix mittels Integrinen an das Aktinzytoskelett koppeln [116]. Racl fuhrt zur
Ausbildung von Lamellipodien, facherartige Gebilde an der Zellmembran, und Cdc42 zur Formation

von Filopodien, fingerférmige Ausstilpungen der Plasmamembran [117].

Lamellipodien

Stressfasern

Filopodien A

> Fokal
adhédsionen

Abbildung 5: Regulierung des Zytoskeletts durch Rho-Proteine

Racl formiert Lamellipodien am vorderen Ende der Zelle, wodurch der Leitsaum der Zelle vorwarts geschoben
wird. Cdc42 vermittelt zusatzlich die Ausbildung von Filopodien. RhoA bildet neben den Stressfasern
Fokaladhasionen am hinteren Ende der Zelle aus, die bei Verlust zur Ablosung der Zelle fihren. Abb. modifiziert
nach [118].

RhoA reguliert das Aktinzytoskelett durch ihre beiden Effektorproteine ROCK (Rho-associated coiled
coil kinase), die Rho-Kinase, und mDia (mammalian Diaphanous protein 1), ein Protein aus der
Formin-Familie [119, 120, 121] (Abbildung 6). ROCK stabilisiert die Aktinfilamente durch die
Phosphorylierung der Lim-Kinase, die den Aktin-depolymerisierenden Faktor Cofilin durch
Phosphorylierung inaktiviert [122, 123]. MDia aktiviert das Protein Profilin, das die Polymerisation
des G-Aktins zu F-Aktin induziert [124].

Cofilin
e G G X G €K<

I Profilin
HIEGEEREESREE(

Abbildung 6: Regulation vom Aktinzyklus durch RhoA

Der Aktinzyklus wird durch die zwei RhoA-Effektorproteine ROCK und mDia reguliert. ROCK phosphoryliert die
Lim-Kinase, die Cofilin (schwarzer Kreis) inhibiert und dadurch die Aktindepolymerisation verhindert. MDia
aktiviert Profilin (schwarzes Rechteck), das die Polymerisation des G-Aktins (einzelne Pfeile) zu F-Aktin
(zusammenhangende Pfeile) induziert. Abbildung modifiziert nach [125]
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1.4.3 Rho A und ihre Rolle in der Tumorigenese

Die Rho-Familie reguliert nicht nur die Signaltransduktion in physiologischen Zellen, sondern auch in
Tumorzellen. Vega und Ridley berichten, dass Rho-GTPasen an fast allen Stadien der
Tumorentwicklung - ndmlich Zellproliferation, -Uberleben, -invasion und Metastasierung - beteiligt

sind [126] (Abbildung 7).

Normales Epithel Dedifferenzierung und Proliferation

[ofelote)

Verlust der epithelialen Zellpolaritat:
Rho, Racl, Cdc42

Basalmembran Basalmembran Verlust der Adhdsionskontakte:
Stroma Swcata Rho, Racl
\ Erhohte Proliferation:
Rho, Rac, Cdc42

Angiogenese Erhdhte Motilitat:

RhoA, Racl, Cdcd2

Rho Invasion

Degradierung der EZM:

Basalmembran Rho, Racl

Metastasierung

Rho

Abbildung 7: Beteiligung der Rho-GTPasen in der Tumorentwicklung

Die Rho-Proteine sind an der Dedifferenzierung, in der unkontrollierten Proliferation, gesteigerten
Angiogenese, Invasion und Metastasierung verschiedener Tumore beteiligt. Sie fihren zum Verlust der
epithelialen Polaritdt und der Adhasionskontakte, was in einer erhdhten Zellmotilitdt resultiert und den
Tumorzellen die Fahigkeit verleiht, die extrazellulare Matrix (EZM) zu verandern. AnschlieRend kdnnen die
Tumorzellen die Umgebung infiltrieren, in Blut- und LymphgefalRe migrieren und in alle Regionen des Korpers
metastasieren. Abbildung modifiziert nach (Gémez del Pulgar, et al., 2005)

Im Vergleich zu der Ras-Familie, bei denen es (blicherweise im Rahmen der Tumorigenese zu
aktivierenden Mutationen kommt, weisen die Rho-GTPasen, deren Aktivitat in Tumorzellen ebenfalls
regelmaRig gesteigert ist, nur sehr selten Mutation auf [127]. Statt einer aktivierenden Mutation
nimmt man eine Modulation der Rho-Regulatoren (GEFs, GAPs und GDIs) an. Dabei kdnnen die GEFs

entweder als Proto-Onkogene oder die GAPs als Tumorsuppressoren fungieren. Eine Modifikation
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wie ein Verlust eines Tumorsuppressors wiirde zu einem dauerhaft aktiven Zustand der Rho-Proteine
und damit einem tumorigenen Potential dieser fiilhren [128]. So wurde beispielsweise eine
Herabregulierung von einigen RhoGAPs in Tumoren gefunden, z.B. ArhGAP8 in kolorektalen und
Mammakarzinomen [129] und ArhGAP20 in Leukdamien [130]. Allerdings ist die bestcharakterisierte
Gruppe der RhoGAPs in der Tumorigenese die Familie der ,,Deleted in Liver Cancer” (DLC)-Proteine.
Es wurde herausgefunden, dass 50% der Leber-, Brust-, Lungen- und 70% der Darmtumore eine
Deletion des Tumorsuppressors DLC1 aufweisen [131]. Da DLC1 als RhoGAP fungiert, kdnnte sein
Verlust den Aktivierungszustand von RhoA regulieren und womoglich Einfluss auf den RhoA/Aktin-

Signalweg und den Transkriptionsfaktor SRF und seinen Koaktivator MKL1 nehmen.

1.5 Der Tumorsuppressor Deleted in Liver Cancer 1 (DLC1)

Deleted in Liver Cancer 1 gehort zu den RhoGAPs, die den Zyklus der Rho-GTPasen regulieren. Das
DLC1-Gen wurde 1998 in normalen Leberzellen auf Chromosom 8p21.3-22 entdeckt und aufgrund
der haufigen Deletion eines bestimmten Genallels (auch engl. ,loss of heterocygosity” genannt, kurz
LOH) in hepatozelluldren Karzinomen als , deleted in liver cancer” bezeichnet [132]. Aufgrund der
damals bekannten, regelmalligen Deletion dieses Genlocus in mehreren soliden Tumoren,
kategorisierten ihn Yuan und Kollegen (1998) als einen potenziellen Tumorsuppressor. AuRerdem
stellten sie eine groRe Homologie zum ,rat p122 RhoGAP“-Gen fest, so dass man ihn deshalb zu den

RhoGAPs zahlt [132].

1.5.1 Struktur von DLC1

DLC1, auch ArhGAP7 oder StarD12 genannt, gehért zu der DLC-Familie, die zusatzlich noch DLC2 und
DLC3 umfasst [133, 134]. DLC1 und die beiden anderen Mitglieder besitzen 4 funktionelle Doméanen
[135] (Abbildung 8).

SAM SR RhoGAP START

Abbildung 8: Struktur von DLC1

Im N-Terminus befindet sich das sterile alpha-Motiv (SAM), das von einer unkonservierten, serinreichen Region
(SR), dann von der RhoGAP-Domaéne und anschlieRend von der C-terminalen START-Domane (steroidogenes
akutes regulatorisches Protein (StAR)-abhangiger Lipid-Transfer) gefolgt wird. Abb. modifiziert nach [135]

Die erste Domane ist das N-terminale sterile alpha-Motiv (SAM), (iber das DLC1 Homo- oder Hetero-
Oligomere mit anderen SAM-Domadne-besitzenden Proteinen bilden kann. Aber auch andere
Proteine, RNA oder DNA kdnnen hier binden [136]. Weiterhin vermutet man, dass die SAM-Doméne

einen autoinhibitorischen Charakter aufweist, womit sie die DLC1-Funktion als RhoGAP unterbindet
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[137]. Daneben liegt eine wenig unkonservierte, serinreiche (SR) Region, die fiir die Interaktion mit
anderen Proteinen und fiir posttranslationale Veranderungen von DLC1, wie eine Phosphorylierung,
wichtig ist [138]. Beispielsweise flihrt eine Phosphorylierung an Serin 327 und 431 zur Interaktion mit
dem 14-3-3 Protein und damit zur Hemmung der RhoGAP-Funktion von DLC1 [139]. Eine Interaktion
mit der SH2 (Src-Homologie 2) -Domédne von Tensin ermdoglicht eine Lokalisation von DLC1 an
Fokaladhadsionen [140], die fiir seine tumorsuppressive Eigenschaft wichtig ist. Die am besten
charakterisierte, meist hoch konservierte Domadne der DLC-Familie ist die RhoGAP-Domane.
Allgemein kénnen Rho-GTPase aktivierende Proteine (RhoGAPs) die Aktivitdit der Rho-GTPasen
beschleunigen, die die Reaktion ihres aktiven GTP-gebundenen Zustandes in ihren inaktiven GDP-
gebundenen Zustand katalysieren, wie ausfihrlich in Abschnitt 1.4.1 beschrieben ist [115]. Die
RhoGAP-Domane der DLC-Familie hat eine hohe Aktivitat gegeniliber der Rho-GTPase RhoA [133,
134]. lhre Aktivitat Gibt sie liber einen konservierten ,Arginin-Finger‘ aus [141]. Die letzte Domane ist
die C-terminale START-Domane (steroidogenes akutes regulatorisches Protein (StAR)-abhdngiger
Lipid-Transfer), die an Lipide und Sterine bindet [142]. Beispielsweise aktiviert sie die Phospholipase
C-61, die wiederum die Proteinkinase C aktiviert und die Calciumionen-Konzentration in der Zelle
steigert, was sich auf das Zytoskelett auswirkt [143]. Zusatzlich wurde eine Interaktion zwischen der
START-Domane von DLC1 und dem Tumorsuppressor Caveolinl beobachtet, die die
tumorsuppressive Funktion von DLC1 unabhdngig von RhoGAP hemmt und zur Tumorprogression

fihrt [144].

1.5.2 Biologische Funktion von DLC1

DLC1 ist in normalem Korpergewebe wie Gehirn, Herz, Lunge und Leber weit verbreitet [145]. Als
RhoGAP-Protein kdonnte DLC1 Uber den Rho-Signalweg an der Regulierung der
Zytoskelettorganisation beteiligt sein (Abbildung 5). Eine DLC1-Uberexpression fiihrt durch die
Storung der Ausbildung von Aktinfilamenten und fokalen Adhéasionen zu morphologisch runden,
abgelosten Zellen [146, 147]. Mauseembryone mit einer DLC1-Mutation starben nach wenigen Tagen
und wiesen einen gestorten Zytoskelettaufbau ihrer Fibroblasten auf [148]. Mit einem neuen
Mausmodell von Lebertumoren lieferten Xue und Kollegen den direkten Beweis, dass DLC1 als
Tumorsuppressorgen in vivo agiert [131]. Die Autoren berichteten in einer vorherigen Studie, dass
eine Myc-Uberexpression in p53-defizienten Leberzellen zwar einen Lebertumor induzierte,
allerdings war dieser Effekt verglichen mit einer Ras-Uberexpression in p53-defizienten Zellen nur
ganz schwach ausgepragt [149]. Eine zusatzliche shRNA-vermittelte Herabregulation von DLC1 in
Myc-tUberexprimierten, p53-defizienten Leberzellen fihrte zu einer deutlich verstarkten

Tumorprogression. Eine Deletion des Tumorsuppressors DLC1 war nicht nur in ca. 50% der
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Lebertumoren, sondern auch in ca. 50% der Mamma- und Lungentumore und in ca. 70% der
Kolonkarzinome zu beobachten [131]. Infolgedessen kam es bei einer Rekonstitution von DLC1 in
Zelllinien dieser Karzinome unter anderem zu einer Hemmung der Zellproliferation, der

Kolonienformation, des autonomen Wachstums, der Zellmotilitdt und der Invasion [150, 140].

Es wird vermutet, dass die Inaktivierung von DLC1 nicht nur Uber eine Gendeletion erfolgt.
Epigenetische Mechanismen wie Methylierung und Histon-Deacetylierung scheinen ebenfalls den

Aktivierungsstatus von DLC1 zu regulieren [133, 151, 152, 153].
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1.6 Ziel der Arbeit

Das hepatozelluldre Karzinom gehort zu den vierthaufigsten Ursachen fiir einen tumorbedingten Tod
und zeigt eine steigende Inzidenz in den westlichen Landern. Ein kurativer Therapieansatz ist aktuell
nur in den frihen Tumorstadien moglich. Circa die Halfte der HCC-Patientlnnen haben zum
Diagnosezeitpunkt ein fortgeschrittenes Stadium und werden gemal} den internationalen Leitlinien
systemisch behandelt. Aufgrund der weitgehend unbekannten, molekularen Pathogenese des HCC
ist die systemische Therapie sehr limitiert. In 50% der Falle eines HCC sowie auch in anderen Tumoren
wie dem Mammakarzinom liegt ein Verlust des Tumorsuppressors , Deleted in Liver Cancer 1“ (DLC1)
vor. Die Identifikation von neuen, durch den DLC1-Verlust aktivierten Zielstrukturen und molekularen
Mechanismen konnte eine neue, gezielte Therapie des HCC ermoglichen. Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe lieferten erste Hinweise, dass der transkriptionelle Koaktivator , Megakaryoblastic
Leukemia 1“ (MKL1) eine konstitutiv nukledre Lokalisation in DLC1-defizienten hepatozelluldren
Zellen und Mammakarzinomzellen aufweist und somit eine mogliche, durch den DLC1-Verlust
aktivierte Zielstruktur darstellt. Vor diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit untersucht werden,
ob MKL1 infolge eines DLC1-Verlusts als Mediator der Tumorigenese, insbesondere der

Hepatokarzinogenese, fungiert.
Die Ziele dieser Arbeit waren:

- Nachweis eines DLC1-Verlustes als Ursache fiir die nukledare Akkumulation von MKL1 in
hepatozellularen - und Mammakarzinomzellen

- Charakterisierung des molekularen Signalweges, der zur nukledaren Akkumulation und
Aktivierung von MKL1 in DLC1-defizienten Tumorzellen fiihrt

- ldentifizierung von MKL1-abhdngigen, tumorrelevanten Zielgenen in DLC1-defizienten
Tumorzellen

- Ermittlung des direkten Einflusses von MKL1 auf die Tumorentwicklung in DLC1-defizienten

Zellen

- ldentifizierung moglicher Therapieansatze des HCC, die am MKL1-Signalweg angreifen

kénnten
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2. Materialien

2.1 Laborgerate

Gerat

Hersteller

Absorption-Mikroplattenleser FLUOstar Omega

BioPhotometer Plus

Blotting-Apparatur Mini Protean® Tetra Cell

Brutschrank/Inkubator HeraCell 240 37 °C, 5 % CO2

Chemilumineszenz Detektor Chemi-Smart 5100

Gefrierschrank

Kiihlschrank

Magnetrihrer Combimag RCO
Magnetrihrer REO basic C
Mikroskop Olympus CX22
Mikroskop Olympus IX71
Mikroskop Axiovert 135M
Konfokales Mikroskop LSM 510
Mikroplattenleser Victor 2 1420
PH-Meter Lab850

Pipetus

Power supply PeqPower 300
Prazisionswaage Acculab VIC-612
Schittler Max Q 6000

Schittler Polymax 1040
Schittelwasserbad SW-20C
Sterilbank Heraeus HERASafe KS
Thermomixer compact
Ultraschall-Disintegrator 100W
Ultrazentrifuge Optima XL-90
Vortex Genie K550 GE
Wasserbad

Zentrifuge 5424R (Kihlzentrifuge)
Zentrifuge 5804R

Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos

2.2 Verbrauchsmaterialien

BMG Labtech, Ortenberg
Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Scientific, Schwerte
PEQLAB, Erlangen

Liebherr, Biberach an der Riss
Liebherr, Biberach an der Riss

Ika, Staufen

lka, Staufen

Olympus Corporation, Tokyo, Japan
Olympus Corporation, Tokyo, Japan
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

PerkinElmer, USA

Schott Instruments, Sl Analytics, Mainz
Hirschmann, Eberstadt

PEQLAB, Erlangen

Sartorius, Gottingen

Thermo Scientific, Schwerte
Heidolph Instruments, Schwabach
Julabo, Seelbach

Thermo Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

MSE, London

Beckman Coulter, USA

Bender & Hobein, USA

Memmert, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Schwerte

Materialien

Hersteller

Neubauer-Zdhlkammer (0,1 mm Tiefe)
Deckglaser

Eppendorfgefald 1,5 ml

Filterpapier 0,8 mm (Whatman- Papier)
Isopropanol-haltige Einfrierbox
Kryoréhrchen

Objekttrager

Parafilm
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Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Optilab, Miinchen

Sarstedt, Nimbrecht

SarstedtPure G, Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht



Polycarbonatgefal

PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran
ReaktionsgefdaRe 1,5 ml, 2 ml

Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml
UV-transparente Einmalkiivetten

24- und 96-Well Platte

Zange

Zellkulturschalen 35 mm, 6 cm, 10 cm
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Sarstedt, Nimbrecht
Millipore, Schwalbach
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Millipore, Schwalbach
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Chemikalien/Reagenzien

Hersteller

Acrylamid

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 x7 H20)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)
Ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA)
Fibronektin

Fluoromount Fluorescent Mounting Medium
Glycerol

Glycin

Hepes

Hydrochlorid (HCl)

Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Methanol

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumchlorid (NaCl)

Paraformaldehyd

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyvinylalkohol (Elvanol)

Protease Inhibitor Cocktail Set IlI
Rinderserumalbumin (BSA)

Roti®-Lumin

Roti®-Quant Bradford-Reagenz

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
Stickstoff, fliissig

TEMED (N,N,N',N’-Tetramethylethylendiamin)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Losung
(0,05 %)

Tween 20
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Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dako, California, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland



2.4 Puffer und Losungen

10xPBSpH 7.4

NacCl 140 mM
KCl 2,7 mM
Na;HPO4 x 7 H,O 10 mMm
KH,PO,4 1.8 mM
Kralewski Zelllysis-Puffer
Hepes pH 7,4 50 mM
NaCl 150 mM
Triton X-100 1%
EDTA 1mMm
Glycerol 10%
Aktinlysis-Puffer
Hepes pH 7,4 20 mM
NaCl 50 mM
Triton X-100 0,5%
EDTA 1mM
10 x Laufpuffer
Tris 0,25 M
Glycin 2M
SDS 1%
ad H,0 bidest. 11
5 x Transferpuffer
Tris 7,25g
GIyCin 3165 g
SDS 0,47 g
Methanol 200 ml
ad H,0 bidest. 11
10 x TBS
Tris 0,2M
NaCl 1,4M
ad H,O0 reinst 51
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10 x TBST

Tris 0,2M
NaCl 1,4 M
Tween 20 1%
ad H,O0 reinst 51
1,5 M Tris pH 6,8
Tris 121,1¢g
Adjustieren 1 N HCl bis 6,8 pH 2%
ad H,0 bidest. 11
1,5 M Tris pH 8,8
Tris 121,1¢g
Adjustieren 1 N HCl bis 8,8 pH 2%
ad H,0 bidest. 1l
4x Proteinprobenpuffer/ 4x Laemmli Probenpuffer
Tris pH 8,8 1M
Glycerol 2%
SDS 20%
EDTA 0,5M
Bromphenolblau 0,01 %
R-Mercaptoethanol 5%
10%iges Trenngel
H,0 1,99 ml
Acrylamid 30% 1,67 ml
Tris pH 8,8 1,5M 1,25 ml
SDS 10% 50 ul
APS 10% 50 ul
TEMED 2 ul
Sammelgel
H20 2,7 ml
Acrylamid 30 % 0,67 ml
Tris pH 6,8 1,5M 1ml
SDS 10% 40 pl
APS 10 % 40 ul
TEMED 4l
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2.5 Zelllinien

Zelllinie Herkunft Kulturmedium + Quelle
Selektionsmedium
HuH7 Humanes DMEM Prof. Stephan Singer,
hepatozelluladres Universitatsklinikum
Karzinom Tlbingen
HuH7-shRNA MKL1/2  Humanes DMEM Prof. Stephan Singer,
hepatozelluldres Universitatsklinikum
Karzinom mit Tlbingen
stabiler MKL1/2-
Depletion
HepG2 Humanes RPMI Prof. Stephan Singer,
Hepatoblastom Universitatsklinikum
Tubingen
MDA-MB-468 Humanes DMEM Dr. Ramon Parsons,
Mammakarzinom Mount Sinai Hospital,
New York, USA
MDA-MB-468 -shRNA  Humanes DMEM Dr. Ramon Parsons,

MKL1/2

MCF10F

Mammakarzinom mit
stabiler MKL1/2-
Depletion

Humanes
Brustdriisenepithel

2.6 Kulturmedien und Antibiotika

DMEM:F12 Medium
(2:2)

Mount Sinai Hospital,
New York, USA

Prof. Stephan Singer,
Universitatsklinikum
Tlbingen

Kulturmedium/Antibiotika

Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

RPMI 1640 Medium
Opti-MEM

Fetal Bovine Serum (FBS)/fetales Rinderserum
Penicillin-Streptomycin (5000 U/mL)

Puromycin

DMEM:F12 (1:1)

2.7 Stimulatoren und Inhibitoren

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Gibco® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Calbiochem® Merck Millipore, Darmstadt,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Stimulator/Inhibitor

Konzentration

Inkubation

Hersteller

Fetales Rinderserum/
Fetal Bovine Serum
(FBS)

1.5
bei Serumentzug:
1:50
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1 Stunde

Gibco® Invitrogen,
Karlsruhe,
Deutschland



Lysophosphatidsdure/ 1:1000 2 Stunden Sigma-Aldrich,

Lysophosphatidic acid Taufkirchen,
(LPA) Deutschland
Latrunculin B 1:2000 1 Stunde Sigma-Aldrich,

Taufkirchen,
Deutschland
Y27632 1:2000 1 Stunde Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

2.8 Reaktionskits

Reaktionskit Hersteller
Lipofectamine® 2000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Promega, Mannheim, Deutschland

Proliferationsassay

2.9 Plasmide
Plasmid Vektor Hersteller
Wildtype human Flag-DLC1 Flag-pEFrPGKpuro Von Prof. Monilola Olayioye,
Universitat Stuttgart
Wildtype human GFP-DLC1 pcDNA5/FRT/TOGFP-DLC1 Von Prof. Monilola Olayioye,

Universitat Stuttgart

2.10 Antikorper

2.10.1 Primare Antikorper

Antikorper Verdiinnung Hersteller

Anti-Actin (rabbit) 1:100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Anti-MKL1 (rabbit) 1:500 Muhlich et al, 2008

Anti-MRTF-A (C-19) (goat) 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Anti-DLC1 (mouse) 1:500 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Anti-CTGF (L-20) (goat) 1:250 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Anti-Hsp90 (mouse) 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Anti-Tubulin (rat) 1:500 Millipore, Schwalbach, Deutschland

Anti-Flag M2 (mouse) 1:500 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Alexa Fluor® Phalloidin 1:500 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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2.10.2 Sekundare Antikorper

Antikorper Verdiinnung Hersteller

Alexa Fluor® 488, mouse 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe

Alexa Fluor® 488, rabbit 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe

Alexa Fluor® 555, goat 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe

Anti-mouse IgG, HRP-linked 1:10000 Cell Signaling Technology, Frankfurt,
Antibody Deutschland

Anti-rabbit IgG, HRP-linked 1:10000 Cell Signaling Technology, Frankfurt,
Antibody Deutschland

Anti-goat IgG, HRP-linked 1:50000 in Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Anitbody TBS-T Deutschland

Anti-rat I1gG, HRP-linked 1:1000 Cell Signaling Technology, Frankfurt,

Anitbody

31

Deutschland



3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultur von Humanzellen und humanen Tumorzellen

Die Tumorzellen HuH7 und MDA-MB-468 wurden in DMEM-Medium mit 10% fetalem Rinderserum
(FBS) und HepG2-Zellen in RPMI-Medium mit 10% FBS kultiviert. Fir MCF10F wurde DMEM- und F12-
Medium in einem Verhaltnis von 1:1 mit 5% Pferdeserum, 20 ng/ml EGF, 0,01 mg/ml Insulin und 500

mg/ml Hydrocortison verwendet. Allen Medien wurde 5% Penicillin/Streptomycin zugesetzt.

Die HuH7- und MDA-MB-468-Zellen, die stabil shRNA ,Targeting MKL1 und MKL2“ oder Kontroll-
shRNA (Nicht-Ziel-shRNA Kontroll-Vektor, SHC002, von Sigma) exprimierten, wurden ebenfalls in
DMEM-Medium mit 10% FBS mit 0,5 ug/ml Puromycin kultiviert. Diese waren in Vorarbeiten durch

lentivirale Infektion erzeugt worden.

Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in 10 cm-Zellkulturschalen bei 37 °C in einem 5%-igen CO2-
Inkubator. Sie wurden alle 2 bis 3 Tage passagiert. Dazu wurde zuerst das Medium aspiriert, die Zellen
mit sterilem PBS gewaschen und diese dann mit 2 ml 0,05% Trypsin/EDTA abgel6st (ca. 3 min bei 37
°C). Unter dem Mikroskop wurde Uberpriift, ob sich alle Zellen gel6st hatten. Danach wurde 3 ml
Medium hinzugegeben, um die Trypsinierung zu inhibieren. AnschlieBend wurden die Zellen
ausgesat, indem mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt wurde und die Zellen mit

einer Verdlinnung von 1:10 in neues Medium ausplattiert wurden.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fiir das Einfrieren wurden Zellen in einer vollen 10 cm-Schale zuerst trypsiniert (siehe Abschnitt 3.1.1)
und dann flr 5 Minuten abzentrifugiert (1000 rpm). AnschlieRend wurde das gewonnene Pellet in
1800 pl FBS aufgenommen und mit 200 pl DMSO versetzt. Die entstandene Suspension wurde auf
vier Kryoréhrchen zu 500 pl verteilt. Das schrittweise Einfrieren der Zellen erfolgte bei -80 °C fiir 24 h
in einer speziellen Isopropanol-haltigen Einfrierbox. Danach wurden die Kryoréhrchen bei -196 °C in

flissigen Stickstoff Gberfihrt.

Aufgetaut wurden die Zellen im Wasserbad bei 37 °C. AnschlieBend wurden sie sofort in 5 ml
aufgewdarmtes Medium gegeben und fiir 5 min zentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde in 1 ml

Medium resuspendiert und in eine 10 cm-Platte mit 9 ml Medium Uberfiihrt.
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3.1.3 Serumentzug
Die Zellen wurden ,gehungert”, indem sie zweimal mit PBS gewaschen und dann in ein
,Hungermedium” mit nur 0,2 % FBS Uberfiihrt wurden. AnschlieBend wurden sie fiir 16 h iber Nacht

inkubiert.

3.1.4 Stimulation und Inhibition der Zellen

Die Stimulation bzw. die Inhibition erfolgte nach einem am Vortag durchgefiihrten Serumentzug. Der
Stimulus (FBS oder LPA) bzw. der Inhibitor (Latrunculin B und Y27632) wurde nach entsprechender
Verdinnung zum Hungermedium hinzugefiigt und die Zellen wurden anschliefend bei 37 °Cund 5 %

CO2 inkubiert.

3.1.5 Liposomen-basierte, transiente Transfektion

Flr transiente Transfektionen wurden die Tumorzellen in eine 6 cm-Zellkulturschale ausgesat und am
nachsten Tag bei einer erreichten Konfluenz von 70-80% transfiziert. Dazu wurde das
Lipofectamine® 2000 von Invitrogen modifiziert und nach Herstellerangaben verwendet. Zuerst
wurden 2 pg der zu transfizierenden Plasmid-DNA (p3xFlag DLC1, Kontrollvektor, GFP-DLC1,
Cdc42ep3) und parallel 10 pul Lipofectamine® 2000 jeweils in 500 pl Opti-MEM-Medium (ohne Zusatz
von Antibiotika) gel6st und flir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden beide Losungen
vorsichtig durch mehrmaliges Pipettieren gemischt und fir weitere 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Wahrend sich die kationischen Komplexe formten, erhielten die Zellen einen
Mediumwechsel mit 4 ml Opti-MEM. Die Plasmid-DNA/Lipofectamine® 2000-Mischung wurde
anschlieRend in die 6 cm-Platte gegeben und fiir 4 h im Brutschrank bei 37 °Cinkubiert. Danach wurde
die Mischung der Transfektionsansatze abgesaugt und durch das tibliche Medium ersetzt. Die Zellen

wurden 1 bis 2 Tage spater weiterverarbeitet.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Proteinextraktion

Die Proteinextraktion bzw. - gewinnung aus den Zellen diente zur Vorbereitung auf den Western Blot.
Dieses Verfahren wurde zum Beispiel fiir die MKL1-Aufreinigung verwendet. Nach Transfektion
und/oder Stimulation wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Dann wurde ein
Lysispuffer mit einem Gemisch aus Proteaseinhibitoren 1:100, PMSF 1:500 und DTT 1:250 dazu
gegeben. Anschlieend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkulturschale
abgekratzt, in ein EppendorfgefaR lberfihrt und fiir 15 Minuten auf Eis gestellt. Danach wurde das

Zelllysat bei 4 °C fiir 10 min zentrifugiert (12700 rpm) und der proteinhaltige Uberstand in ein neues

33



EppendorfgefaR liberfiihrt. Nun konnte dieser entweder bei -20 °C aufbewahrt oder direkt fir das

Western Blot-Verfahren genutzt werden.

3.2.2 Proteinquantifizierung

Die Messung des Gesamtproteingehalts des Zelllysats ist zur Bereitstellung einer bestimmten
Proteinmenge flr den Western Blot notwendig. Sie erfolgte nach der Methode von Bradford (1976),
bei dem die Proteinkonzentration photometrisch quantifiziert wurde. Zuerst wurde 1 ml der Roti®-
Quant Bradford-Reagenz (verdinnt mit dest. Wasser in 1:5 Verhéltnis) zu 2 ul Zelllysat gegeben.
Dadurch bindet der im Bradford-Reagenz enthaltene Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250 an die
Proteine. Die Proteinkonzentration entspricht der Absorption bei 595 nm im BioPhotometer. Anhand

dessen wurde dann die gewiinschte Proteinmenge flirs Western Blot errechnet.

3.2.3 Aktingewinnung und -fraktionierung

Die Aktingewinnung ist eine Form der Proteinextraktion, an die die Aktinfraktionierung anschlief3t.
Zuerst wurden die Zellen aus einer 6 cm- Zellkulturschale zweimal mit PBS gewaschen und fiir 10 min
in 0,75 ml Aktin-Lysispuffer auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde mit Hilfe eines Zellschabers abgel6st
und in ein Polycarbonatgefal’ Gberfiihrt. Nun folgte die Fraktionierung in das |6sliche G-Aktin und das
unl6sliche F-Aktin. Dabei wurde das Lysat bei 50000 g und 4 °C fiir 1 h ultrazentrifugiert. Der G-Aktin-
enthaltende Uberstand wurde in ein EppendorfgefiR iiberfiihrt. Das F-Aktin-enthaltende Pellet
wurde in 0,75 ml Aktin-Lysispuffer aufgenommen und durch Sonifikation mittels eines Ultraschall-
Disintegrators fiur dreimal 10 Sekunden bei maximaler Leistung aufgelost. Die beiden Fraktionen
wurden anschlieSend bei -20 °C aufbewahrt. Fir die nachfolgende Analyse mittels diskontinuierlicher

SDS-PAGE wurden je 20 pl der G- und F-Aktin-Fraktion mit 5 pl Ladepuffer vermischt und aufgetragen.

3.2.4 SDS-PAGE
Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode von Laemmli
(1970), die basiert auf der elektrophoretischen Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht

mit Hilfe von diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen.

Das Polyacrylamidgel besteht aus einem Trenn- und Sammelgel. Fiir die Herstellung wurde zuerst ein
10 %-iges Trenngel in eine Gelapparatur zwischen zwei Glasplatten bis 2 cm unterhalb der oberen
Glaskanten gegossen. Zur Erhaltung eines geraden Gelrandes und zum Schutz vor Austrocknung
wurde das Gel mit Wasser liberschichtet. Nach einer 20-minttigen Polymerisationszeit wurde das
Uberstehende Wasser entfernt und nun das Sammelgel bis zur Oberkante der Glasplatten

aufgebracht. Es wurde ein Kamm in das Sammelgel eingesetzt, um Taschen fiir die Proteinproben zu
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bilden. Nach der Polymerisation des Sammelgels konnten die Gele bei 4 °C bis zur Nutzung gelagert
werden. Die Gele wurden vorbereitet, indem zuerst Wasser, Acrylamid, TRIS und SDS vorgemischt
wurden. Fir das Starten der chemischen Polymerisation der Acrylamidmonomere wurde APS
(Ammoniumperoxidisulfat) unmittelbar davor dazugegeben. TEMED (Tetramethylethylendiamin)

wirkt hierbei als Katalysator.

Fiir die Elektrophorese wurde zuerst ein Ladepuffer hergestellt, indem 960 ul 4 x SDS-haltiger
Proteinprobepuffer mit 40 pl B-Mercaptoethanol vermischt wurde. Die Funktion von SDS
(Natriumdodecylsulfat) besteht darin, die Peptidketten mit negativen Ladungen zu versehen.
Dadurch wird die Eigenladung der Peptidketten maskiert und es erfolgt die Auftrennung der Proteine
alleinig nach ihrer GroRe. Der Ladepuffer wurde anschlieBend im Verhaltnis von 4:1 zum Proteinlysat
hinzugegeben. Die Mischung wurde bei 95 °C fir 10 min inkubiert und dann fiir 2 Minuten auf Eis
gekihlt. Nach einer 30-sekiindigen Zentrifugation (12700 rpm) wurden die Proteinproben in gleichen
Mengen in die Taschen des im Laufapparat befestigten Polyacrylamidgels aufgetragen. Fir die
Bestimmung des Molekulargewichts wurde zuséatzlich ein Marker (8 ul Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder) aufgebracht. Nun wurde der 1:10 mit H2Obidest verdiinnte Laufpuffer in die
Laufkammer eingefiillt. Die Proteinproben wurden fir ca. 2,5 h bei konstant 100 Volt aufgetrennt.
Dabei sollte die Lauffront ca. 1 cm des unteren Gelendes nicht unterschreiten. Bei diesem
diskontinuierlichen Lauf werden die Proteine zuerst im Sammelgel zu einer scharfen Bande fokussiert.
Erst im Trenngel erfolgt die eigentliche Auftrennung aufgrund kleinerer PorengréRe und der

Anderung des pH-Wertes.

3.2.5 Western Blot

Beim Western Blot werden die mittels SDS-Elektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-
Membran immobilisiert [154]. Hierzu wurde die Membran mit 10 ml Methanol benetzt und fir 5 min
in einem Behalter mit 40 ml Transferpuffer auf einem Schiittler dquilibriert. Wahrenddessen wurde
das Sammelgel vom Polyacrylamidgel entfernt und das lbrig gebliebene Trenngel von der Glasplatte
mit Hilfe eines Spatels in Transferpuffer abgel6st. Die Schwamme und Filterpapiere wurden ebenfalls
in Transferpuffer eingetaucht. Das im Transferpuffer enthaltene 20%-ige Methanol sorgt fiir eine
starkere Bindung der Proteine an die PVDF-Membran. Dann wurde der Blot aufgebaut: ein Schwamm,
zwei Filterpapiere, PVDF-Membran, Trenngel, zwei Filterpapiere, ein Schwamm. Mit Hilfe eines
Reagenzglases wurde jede Schicht ausgestrichen, um eine Luftblasenentwicklung zu vermeiden.
Danach wurde der Blot in einer Kassette eingespannt und in die Blotapparatur eingefiigt, die mit

einem Kiihlaggregat (-20 °C) zur Vermeidung einer GbermaRigen Warmentstehung versehen war. Die
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Apparatur wurde mit Laufpuffer aufgefiillt. Der Elektrotransfer erfolgte fiir 1 h 15 min bei konstant
350 mA. Nach Beendigung des Blottings wurde die PVDF-Membran in 5 % Milchpulver (Roti-Block-
Losung) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Damit werden unspezifische Bindungsstellen auf der

Membran abgesattigt.

3.2.6 Detektion mit Hilfe von Antikdrpern

Die an die PVDF-Membran-gebundenen Proteine werden mit Hilfe von Antikoérpern detektiert. Dazu
wurde die bereits geblockte Membran dreimal 5 min mit TBS-T gewaschen. AnschlieRend wurde sie
Uber Nacht bei 4 °C mit dem Primarantikorper inkubiert. Dann erfolgte nach erneuertem dreimaligem
Waschen mit TBS-T fiir jeweils 15 min eine 60-minitige Inkubation mit dem Sekundarantikorper.
SchliefRlich wurde die Membran dreimal mit TBS-T fiir 5 min gewaschen und weitere 5 min in TBS

inkubiert. Alle Wasch- und Inkubationsvorgange fanden auf dem Schiittler statt.

Abschlieend wurden die Proteine an der Membran mit Hilfe des Roti-Lumin-Reagenzes detektiert.
Dafiir wurden die beiden Roti-Lumin-Losungen im vorgegebenen Verhaltnis von 1:1 gemischt. Nach
dem Verwerfen des TBS-Puffers wurde die Membran mit den Roti-Lumin-Lésungen fiir 1 min benetzt.
Das liberschiissige Reagenz wurde entfernt und die Membran mit einer durchsichtigen Plastikfolie

abgedeckt. Danach erfolgte die Detektion an der Chemismart 5100 Densitometriekamera.

Der Nachweis des gesuchten Proteins ist durch die Bindung an den spezifischen Primarantikérper
moglich, gegen den der an die Meerettichperoxidase gekoppelte Sekundarantikorper gerichtet ist.
Die Peroxidase zeigt nach Umsetzung eine Chemilumineszenz, die mit Hilfe der digitalen
Densitometriekamera visualisiert wurde. Die Belichtungszeit variiert je nach Starke des Signals
zwischen 5 Sekunden und 10 Minuten. Zusatzlich konnten hierbei die digitalen Bilder direkt mittels

Densitometrie quantifiziert werden.

3.2.7 Quantitative Helligkeitsausmessung von Western Blot-Banden

Zur Quantifizierung des Gehalts der einzelnen Western Blot-Banden wurde das Programm NIH Image)
1.42 verwendet. Die einzelnen Banden wurden ausgewahlt und mit Hilfe des Programms deren
Helligkeitsintensitat errechnet. Um ein Verhéltnis z.B. vom F-/G-Aktin zu bilden, wurde der

Helligkeitswert der F-Aktin-Bande durch den der G-Aktin-Bande dividiert.

3.3 Immunozytochemische Methoden

Mit Hilfe dieser Methode lasst sich die intrazellulare Verteilung eines gesuchten Proteins in fixierten

Zellen darstellen. Der Nachweis erfolgt indirekt, indem der am gesuchten Protein gebundene
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Primarantikorper mit einem fluoreszierenden Sekundarantikérper gekoppelt wird. Dieser kann nach

einer Anregung mit bestimmten Wellenlangen eine sichtbare Fluoreszenz erzeugen.

3.3.1 Beschichtung der Deckglaser mit Fibronektin

Zur Anheftung der Zellen an die Deckglaser werden diese mit Fibronektin beschichtet. Hierzu wurde
Fibronektin im Verhaltnis 1:100 mit PBS verdiinnt und es wurden 400 pl des verdiinnten Substrats in
jeweils eine Vertiefung einer 24-Well-Platte gegeben, in die zuvor kleine Deckglaschen gelegt wurden.
Es erfolgte eine 45-minitige Inkubation bei 37 °C. Anschlieffend wurden die Deckglaser in der 24-
Well-Platte mit 1 ml PBS gewaschen. Nun wurden die Zellen in einer Dichte von 1,5 x 10* Zellen/cm?

dazugegeben und fir 90 min bei 37 °C inkubiert.

3.3.2 Fixieren und Permeabilisieren von Zellen

Auf Deckglaschen ausgesate Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS
wurden sie mit 400 pl 4 % Paraformaldehyd fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert und abschlieSend
zweimal mit PBS gewaschen. In diesem Zustand konnten die Zellen bei Bedarf bis zu einer Woche bei
4 °C aufbewahrt werden. Dann wurde die Zellwand mit 0,2% Triton X-100 in PBS fir 7 min bei
Raumtemperatur permeabilisiert. Danach wurden die Deckglaschen zweimal mit PBS gewaschen. Um
unspezifische Bindungsstellen der immunzytochemischen Reagenzien abzusattigen, wurden die
Zellen (iber 30 Minuten bei 37 °Cin PBS mit 1 % Rinderserumalbumin (BSA) geblockt und dreimal mit

PBS gewaschen.

3.3.3 Immunchemische Farbung

Zuerst wurde der primdre Antikorper mit PBS verdinnt. Auf einem Parafilm wurde fur jedes
Deckglaschen 80 pul eines spezifischen Antikdrpers getropft. Dann wurden die Deckgldaschen aus der
24-Well-Platte mit Hilfe einer Zange herausgenommen, abgetupft und umgedreht (mit den Zellen
nach unten) auf die Tropfen gelegt. Dann erfolgte die Inkubation fiir 60 min bei Raumtemperatur im
zugedeckten Zustand. Anschliefend wurden die Deckgldschen in die Vertiefungen der 24-Well-Platte
zuriickgesetzt und dreimal mit PBS gewaschen. Das gleiche Verfahren wurde fiir den Alexa Fluor-
konjugierten Sekundarantikorper (1:1000 in PBS verdiinnt) wiederholt. Da es sich hierbei um
fluoreszierende Antikorper handelt, musste ab diesem Zeitpunkt in einer dunklen Farbekammer
weitergearbeitet werden. Nach erneutem, dreimaligem Waschvorgang wurden die Deckglaschen mit
den Zellen nach unten auf einen Objekttrager in einer Versiegelungslosung (Fluoromount oder

Elvanol) eingebettet. Uber Nacht wurden diese bei Raumtemperatur zugedeckt inkubiert.
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Die Ergebnisse wurden am Axiovert-135M Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) bzw. am Laser-Scanning-
Mikroskop (LSM510 von Zeiss) dokumentiert. Das LSM kann im Gegensatz zum normalen
Fluoreszenzmikroskop durch Anwendung des konfokalen Prinzips die exakte dreidimensionale Lage

eines Signals darstellen.

3.4 Proliferationsassay

Zur Erfassung der Zellvermehrung wurde der Proliferationsassay ,,CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell”“ verwendet, das auf einer colorimetrischen Methode zur Bestimmung lebender Zellen beruht.
20 ul des Reagenzes wurden direkt auf die Zellen in einer 100 ul Medium-enthaltenen Vertiefung
einer 96-Well-Platte gegeben. Die Platte wurde geschwenkt, damit der im Reagenz enthaltene
Farbstoff MTS Tetrazolium von den Zellen aufgenommen und in Formazan umgewandelt werden
kann. Nach einer 4-stiindigen Inkubation bei 37 °C erfolgte die Absorptionsmessung bei 490 nm mit
einem Absorption-Mikroplattenleser. Die gemessene Absorption entspricht der Menge des
gebildeten l6slichen Formazanproduktes und ist dadurch direkt proportional zur Anzahl lebender

Zellen. Der Proliferationsassay wurde zur gleichen Zeit fiinf tagelang durchgefiihrt.

3.5 Bildbearbeitung und statistische Auswertung

Die Bildbearbeitung und Helligkeitsausmessung von Western Blot-Banden erfolgte mittels ,NIH
Imagel) 1.42“ (Wayne Rasband, National Institute of Health, Bethesda, USA) und Adope Photoshop.
Die statistische Analyse und die dazugehorigen Graphiken wurden mit Hilfe des Programms
,GraphPad Prism®“ (Firma Graph Pad, La Jolla, CA, USA) erstellt. Die Daten wurden als Mittelwert mit
einer + Standardabweichung (SD) angegeben. Dabei wurden mindestens drei voneinander
unabhéangige Experimente durchgefiihrt. Fir die statistische Analyse zwischen zwei Gruppen wurde
der ungepaarte, zweiseitige t-Test verwendet. P-Werte von <0,05 (*), <0,01 (**) und <0,001 (***)

wurden als statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe lieferten erste Hinweise, dass MKL1 in DLC1-defizienten
Tumorzellen konstitutiv im Zellkern lokalisiert ist und dort eine MKL- und SRF-abhadngige
Genexpression auslost. Basierend auf dieser Grundlage wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob der DLC1-Verlust tatsachlich die Ursache fiir die nukledre Akkumulation und Aktivierung von MKL1
in Tumorzellen darstellt. Des Weiteren wurde der molekulare Mechanismus der nukledren
Akkumulation von MKL1 in Abwesenheit von DLC1 analysiert, indem zwischengeschaltete
Signalmolekile inhibiert wurden und der Effekt auf die nukledre Lokalisation von MKL1 verfolgt
wurde. Darliber hinaus wurde die MKL1-abhdngige Genexpression von CTGF in DLC1-defizienten
Tumorzellen untersucht. Zum Schluss wurden die Auswirkungen der MKL1-Aktivierung auf das

Aktinzytoskelett und die Zellproliferation in Tumorzellen ermittelt.

4.1 Nukledre Lokalisation von MKL1 in Tumorzelllinien mit DLC1-Verlust

Die MKL1-Lokalisation wird in Fibroblasten durch RhoA reguliert. RhoGAPs wie DLC1 kdnnen RhoA
inaktivieren. Folglich wiirde bei einem Verlust eines RhoGAPs dessen hemmende Wirkung fehlen und
RhoA dauerhaft aktiv bleiben. Das legt die Vermutung nahe, dass ein DLC1-Verlust in Tumoren lber

die Aktivierung von RhoA Einfluss auf die nukleare Lokalisation von MKL1 nehmen kénnte.
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% Zellen mit nuklearem MKL1

HepG2 MCF10F HuH7 MDA-MB-468

Abbildung 9: Nukledre Lokalisation von MKL1 in humanen hepatozelluliren und Mammakarzinomzelllinien
mit einem DLC1-Verlust

Die Zellen HepG2, MCF10F, HuH7 und MDA-MB-468 wurden fixiert und mit dem Anti-MKL1-Antikérper
immunchemisch sichtbar gemacht. In jeder Zelllinie wurde die zellulare Lokalisation von MKL1 in vorwiegend
zytoplasmatisch, vorwiegend nukledr und in beiden Zellraumen unterteilt. Dargestellt ist der Prozentanteil der
Zellen, in denen sich MKL1 vorwiegend nuklear befindet. Die Daten sind als Mittelwerte +SD reprasentativ fur
dreifach wiederholte Experimente angegeben, in denen mindestens jeweils hundert Zellen gezahlt wurden
(***p <0,001).
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Um den Einfluss vom DLC1-Verlust auf die MKL1-Lokalisation zu untersuchen, wurden DLC1-
defiziente Zelllinien vom hepatozellularen Karzinom (HuH7) und vom Mammakarzinom (MDA-MB-
468) mit DLCl-exprimierenden Zelllinien vom humanen Hepatoblastomzellen (HepG2) und

Mammaepithelzellen (MCF10F) mittels indirekter Imnmunofluoreszenz miteinander verglichen.

Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, weist MKL1 in den HepG2- und MCF10F-Zellen kaum eine nukledre
Lokalisation auf. Hingegen befindet sich MKL1 in den HuH7- zu 82 % und in MDA-MB-468-
Tumorzellen zu 78,5 % im Zellkern. Dies lasst schlussfolgern, dass eine nukledre Lokalisation von MKL1

in hepatozelluldren und Mammakarzinomzelllinien mit einem DLC1-Verlust assoziiert ist.

4.2 Zytoplasmatische Relokalisation von MKL1 nach DLC1-Rekonstitution

Um die Abhangigkeit der nukledren MKL1-Lokalisation vom DLC1-Verlust weiter zu untersuchen,
wurde DLC1 in den DLC1-defizienten HuH7-Tumorzellen wieder eingefiihrt. Daflir wurden die HuH7-
Zellen transient mittels Lipofectamin mit einem humanen Flag-markierten DLC1-Plasmid oder mit
dem entsprechenden Kontrollvektor transfiziert. Anschliefend wurde die zelluldre Lokalisation von

MKL1 durch indirekte Immunfluoreszenz ermittelt.

Kontrollvektor Flag-DLC1-Vektor
MKL1

Abbildung 10: Relokalisation von MKL1 vom Zellkern ins Zytoplasma nach Rekonstitution von DLC1

Die HuH7-Zellen wurden transient mit dem humanen Flag-markierten DLC1-Plasmid (rechts) oder mit einem
Kontrollvektor (links) transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit einem anti-MKL1- (oben)
und einem anti-Flag-Antikorper (unten) immunochemisch gefarbt (Muehlich, Khalid, et al., 2012).
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Mit dem DLC1-Plasmid-transfizierten HuH7-Zellen zeigen eine MKL1-Relokalisation vom Zellkern ins
Zytoplasma (Abbildung 10, rechts oben). Hingegen weisen die HuH7-Kontrollzellen weiterhin eine
nukledre Lokalisation von MKL1 auf (Abbildung 10, links oben). Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die zelluldre Lokalisation von MKL1 von DLC1 abhangig ist und dass die Abwesenheit von DLC1

eine nukledre Translokation des transkriptionellen Koaktivators MKL1 bewirkt.

4.3 Nukledre Lokalisation von MKL1 als Folge der Aktivierung des RhoA/Aktin-
Signalwegs durch den DLC1-Verlust

Als nachstes stellt sich die Frage, wie der DLC1-Verlust in Tumorzellen zur nukledren Lokalisation von
MKL1 flhrt. Wie eingangs erwadhnt wiirde bei einem Verlust von DLC1 dessen hemmende Wirkung
als RhoGAP gegeniiber RhoA fehlen, wodurch RhoA aktiviert bleiben wiirde [133, 155]. Des Weiteren
ist bekannt, dass eine RhoA-Aktivierung in Fibroblasten lGiber eine Aktinpolymerisation zur nukledren

Lokalisation von MKL1 fiihrt [63].

Vor diesem Hintergrund lasst sich die Hypothese generieren, dass ein DLC1-Verlust in Tumorzellen
Uber die Aktivierung des RhoA/Aktin-Signalwegs zur nukleéren Lokalisation von MKL1 fiihren kénnte.
Der DLC1-Verlust konnte durch eine Aktivierung von RhoA diesen Signalweg induzieren, wodurch die
Rho-Kinase eingeschaltet werden wiirde. ROCK wiirde Gber eine Stabilisierung der Aktinfilamente das
G-Aktin-Gehalt reduzieren. Folglich wiirde das konstitutiv an G-Aktin-gebundene MKL1 dissoziieren
und in den Zellkern wandern, wo es als Koaktivator an den Transkriptionsfaktor SRF binden und die

Transkription von tumorrelevanten Zielgenen aktivieren wirde.

Unsere Arbeitsgruppe unter der Leitung von Prof. Mihlich hatte bereits den RhoA-Status in
Abhangigkeit von DLC1 analysiert und konnte zeigen, dass die DLC1-defizienten HuH7- und MDA-MB-
468-Tumorzelllinien einen wesentlich hoheren Gehalt an aktivem RhoA als DLC1-exprimierende

Zelllinien enthalten [156], was die 0.g. Hypothese stiitzt.

4.3.1 Zytoplasmatische Relokalisation von MKL1 durch die Inhibierung der Rho-Kinase

Der nachste Schritt im RhoA/Aktin-Signalweg stellt die Aktivierung der Rho-Kinase (ROCK) durch das
aktive RhoA dar. Um die Abhangigkeit der MKL1-Lokalisation von ROCK aufzuzeigen, wurde ROCK mit
dem Inhibitor Y27632 in HuH7- und in MDA-MB-468-Tumorzellen gehemmt und die zelluldre
Lokalisation von MKL1 mittels indirekter Immunfluoreszenz dargestellt. Aus der Literatur weil man,

dass dieser Inhibitor teilweise die Wirkung von RhoA auf die Aktinpolymerisation blockiert [123].
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Abbildung 11: Zytoplasmatische Relokalisation von MKL1 durch Inhibierung von ROCK

Die MDA-MB-468-Zellen wurden mit dem ROCK-Inhibitor Y27632 (5 uM) fir 45 min behandelt. Bei den
Kontrollzellen fand keine Behandlung statt. Anschliefend wurden sie fixiert und mit dem Anti-MKL1-Antikorper
immunchemisch sichtbar gemacht. In beiden Zelllinien wurde die zelluldre Lokalisation von MKL1 in vorwiegend
nukledr, vorwiegend zytoplasmatisch und in beiden Zellrdume unterteilt. Die Daten sind als Mittelwerte +SD
reprasentativ fir dreifach wiederholte Experimente angegeben, in denen mindestens jeweils hundert Zellen
gezahlt wurden (***p < 0,001).

Nach Inhibition der Tumorzellen mit Y27632 kam es erwartungsgemaR zu einer deutlichen MKL1-
Translokation vom Zellkern ins Zytoplasma (Abbildung 11). Somit sind RhoA und sein Effektor ROCK

fiir die nukledre Lokalisation von MKL1 notwendig.

4.3.2 Vermehrte Stressfasern in DLC1-defizienten Tumorzellen
Vermehrt aktives RhoA flihrt zur Bildung von Stressfasern [116]. RhoA vermittelt diese Wirkung unter
anderem Uber seinen Effektor ROCK, der durch die Phosphorylierung der Lim-Kinase den Aktin-

depolymerisierenden Faktor Cofilin inaktiviert und dadurch die Aktinfilamente stabilisiert [122, 123].

Um herausfinden, ob der DLC1-Verlust Gber die RhoA-Aktivierung zur vermehrten Stressfaserbildung
fihrt, wurde das Aktinzytoskelett von HepG2, HuH7, MCF10F und MDA-MB-468 durch eine
Anfarbung von F-Aktin mit dem bizyklischen Peptid Phalloidin sichtbar gemacht. Phalloidin ist ein Gift,

das aus dem griinen Knollenblatterpilz (Amanita phalloides) gewonnen wird und spezifisch an F-Aktin
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bindet [157]. An dieses cyclische Peptid ist ein fluoreszierender Farbstoff gebunden, dessen

abgestrahltes Licht durch die Fluoreszenzmikroskopie aufgefangen werden kann.

HepG2

MCF10F

Abbildung 12: Vermehrte Stressfasern in DLC1-defizienten Tumorzellen

Das Aktinzytoskelett von HepG2, HuH7, MCF10F und MDA-MB-468 Zellen wurde mit Hilfe der indirekten
Immunfluoreszenz sichtbar gemacht. Dabei wurde F-Actin/die Pelletfraktion mit Alexa Fluor 488 Phalloidin
gefdarbt. Reprdsentative Bilder sind hier dargestellt.

Die Ergebnisse der Immunofluoreszenz zeigen kaum Stressfasern in den DLC1l-exprimierenden
HepG2- und MCF10F-Zellen (Abbildung 12, links). Im Gegensatz dazu enthielten die DLC1-defizienten
HuH7- und MDA-MB-468-Tumorzellen stark vermehrte und verdickte Stressfasern (Abbildung 12,
rechts). Das spricht daflir, dass der DLC1-Verlust Uber das aktivierte RhoA zur vermehrten

Aktinpolymerisation fihrt.

Um die vermehrte Stressfaserbildung in den DLC1-defizienten Tumorzellen zu bestatigen, wurde eine
weitere Methode zur Quantifizierung des Aktingehalts angewandt. Dabei wurde das zelluldre Aktin
mittels Ultrazentrifugation bei 50 000g in F-Aktin (entspricht der Pelletfraktion) und G-Aktin
(entspricht der Uberstandsfraktion) aufgetrennt. AnschlieRend wurden die beiden Fraktionen im
Western Blot aufgearbeitet und die unterschiedliche Helligkeit der entstandenen Banden mittels des

Computerprogramms , Imagel“ errechnet.

Zuvor wurde als Kontrolle fiir eine korrekte Aufteilung des Aktins in seine beiden Fraktionen eine
Behandlung mit dem Zytoskelettgift Jasplakinolide, das F-Aktin stabilisiert, durchgefiihrt. Nach der

Behandlung der DLC1l-defizienten HuH7-Tumorzellen mit dem Gift wurden die beiden

43



Aktinfraktionen im gleichen beschriebenen Verfahren voneinander getrennt und im Western Blot

dargestellt.
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Abbildung 13: Kontrolle mit Jasplakinolide: Erfolgreiche Aufteilung von Aktin in F- und G-Aktin

HuH7-Zellen wurden vor der Zelllysis und der Aufteilung in eine Uberstands- (U) und Pelletfraktion (P) durch
Ultrazentrifugation fir 90 min mit Jasplakinoliden (0,3uM) behandelt. Gleiche Mengen der beiden Fraktionen
wurden nach der SDS-PAGE mit Hilfe eines Anti-Aktin Antikorpers detektiert (Muhlich, Khalid et al., 2012).

Die Behandlung mit Jasplakinolide zeigte eine quantitative Umwandlung des zellularen Aktins in die
Pelletfraktion/F-Aktin (Abbildung 13). Damit konnte bestéatigt werden, dass die verwendete Methode

zur Aufteilung des Aktins in F- und G-Aktin erfolgreich ist.
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Abbildung 14: Erhohter F-Aktin-Gehalt in DLC1-defizienten Tumorzelllinien als Resultat der RhoA-Aktivierung
Die Zellen wurden mittels Ultrazentrifugation in eine G-Aktin enthaltene Uberstandsfraktion und F-Aktin
tragende Pelletfraktion getrennt. Im anschlieRenden Western Blot wurde das G- und F-Aktin in Banden
verdichtet. Die Intensitdt der einzelnen Banden wurde mit Hilfe des Programms Image) gemessen. Das F-/G-
Aktin Verhéltnis wurde durch das Dividieren der Helligkeitswerte der Banden von der Pellet- und
Uberstandsfraktion errechnet. Die Daten sind als Mittelwerte +SD reprasentativ fiir dreifach wiederholte
Experimente angegeben (*p < 0,05; **p < 0,01) (Muhlich, Khalid, et al., 2012).
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Vereinbar mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenz zeigen die DLC1-defizienten HUH7- und MDA-
MB-468-Tumorzellen auch beim Versuch der quantitativen Erfassung der beiden Aktinfraktionen eine
signifikante, ca. 1,7-fache Erh6hung des F-Aktin-Gehalts im Vergleich zu den DLC1-exprimierenden
HepG2- und MCF10F-Zellen (Abbildung 14). Auch dieser Versuch bestatigt, dass der DLC1-Verlust

Uber das aktivierte RhoA zur vermehrten Aktinpolymerisation fihrt.

4.3.3 Zytoplasmatische Relokalisation von MKL1 durch Hemmung der Aktinpolymerisation

Wie im vorherigen Abschnitt ausgefiihrt, resultiert eine RhoA-Aktivierung in DLC1-defizienten
Tumorzellen in einer vermehrten Stressfaserbildung. Um den Einfluss der Aktinpolymerisation auf die
zelluldre Lokalisation von MKL1 zu analysieren, blockierten wir diese mittels Latrunculin B und
untersuchten die HuH7- und MDA-MB-468-Zellen mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz.

Latrunculin B ist ein bekanntes Gift, das die Aktinfilamente spaltet [158].
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Abbildung 15: Zytoplasmatische Relokalisation von MKL1 durch Hemmung der Aktinpolymerisation

Die MDA-MB-468-Zellen wurden mit dem Inhibitor Latrunculin B (1 pM) fir 45 min behandelt. Bei den
Kontrollzellen fand keine Behandlung statt. Anschliefend wurden die Zellen fixiert und mit einem Anti-MKL1-
Antikdrper immunchemisch sichtbar gemacht. In beiden Zelllinien wurde die zelluldre Lokalisation von MKL1 in
vorwiegend nukledr, vorwiegend zytoplasmatisch und in beiden Zellraumen unterteilt. Die Daten sind als
Mittelwerte £SD reprdsentativ fiir dreifach wiederholte Experimente angegeben, in denen mindestens jeweils
hundert Zellen gezahlt wurden (***p < 0,001).

Die Hemmung der Aktinpolymerisation in DLC1-defizienten Tumorzellen resultiert in einer

Relokalisation des nukledr gelegenen MKL1 ins Zytoplasma (Abbildung 15). Folglich ist die
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Stressfaserbildung ein notwendiger, vorausgehender Schritt, der die nukledre Translokation und

Akkumulation von MKL1 nach sich zieht.

Zusammenfassend legen alle Ergebnisse nahe, dass der durch den DLC1-Verlust aktivierte
RhoA/Aktin-Signalweg in Tumorzellen zur nukledren Lokalisation von MKL1 fiihrt. Durch die
Abwesenheit von DLC1 kommt es zur Aktivierung von RhoA, das Uber seinen Effektor ROCK zur
vermehrten Stressfaserbildung und zur MKL1-Dissoziation von G-Aktin fiihrt. MKL1 kann so in den

Zellkern wandern und seine Funktion als Koaktivator des Transkriptionsfaktors SRF wahrnehmen.

4.4 Aktivierung von CTGF als MKL/SRF-abhangiges Zielgen in DLC1-defizienten

Tumorzellen

In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass der DLC1-Verlust in Tumorzellen (iber den
RhoA/Aktin-Signalweg zur nuklearen Lokalisation von MKL1 fiihrt. Es ist bekannt, dass MKL1 als
Koaktivator den Transkriptionsfaktor SRF im Zellkern aktiviert und so die Transkription von
verschiedenen Zielgenen auslost [50]. Zuséatzlich ist DLC1 ein potenter Tumorsuppressor und sein
Verlust fordert die Entstehung eines HCC [131]. Es liegt die Vermutung nahe, dass MKL1 infolge des
Verlusts vom Tumorsuppressor DLC1 die Tumorigenese, insbesondere die Hepatokarzinogenese,

vermittelt, in dem er die Expression von tumorrelevanten SRF-Zielgenen auslost.

Das Protein CTGF (Connective Tissue Growth Faktor) wurde als ein Immediate Early Gen
charakterisiert, dessen Expression durch SRF reguliert wird [159]. CTGF gehort zur CCN-
Proteinfamilie. CCN steht fir Cyr61 (cysteine-rich protein 61), CTGF und NOV (nephroblastoma
overexpressed gene), die die erst entdeckten Mitglieder dieser Familie sind [160]. Diese spielen eine
wichtige Rolle in  biologischen Prozessen wie Zelldifferenzierung, -proliferation,
-adhasion, -migration und Angiogenese [161]. Dariiber hinaus ist CTGF in die Tumorprogression von
hepatozelluldaren - und Mammakarzinomen involviert [162, 163, 164]. Ob die CTGF-Expression in

DLC1-defizienten Tumorzellen durch MKL1 vermittelt wird, wurde im Folgenden tberpriift.

Um die Abhangigkeit der CTGF-Expression von durch den DLC1-Verlust aktiviertem MKL1 zu
untersuchen, war es notwendig die DLC1-defizienten Tumorzelllinien mit einem MKL1/2-Knockdown
mit den MKL1/2-exprimierenden Kontrollzellen zu vergleichen. Hierzu erfolgte ein Doppel-
Knockdown, da in Fibroblasten mit einem einzelnen MKL1-Knockdown die Expression von Immediate
Early Genen nicht ausreichend unterdriickt werden konnte [73]. Die hierfiir verwendeten Zellen mit

einem stabilen MKL1/2-Knockdown waren bereits in unserem Labor mit einem lentiviralen, gegen
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MKL1 und MKL2 gerichteten shRNA-Vektor etabliert worden. Ebenfalls waren Kontrollzellen mit

einem lentiviralen shRNA-Leervektor transfiziert worden.

Im Immunoblot konnte nachgewiesen werden, dass unter anderem die Expression von MKL1 stark
reduziert war. Die Ladekontrolle mit HSP90 (heat shock protein 90), welche in verschiedenen Zellen
unabhangig von den Kulturbedingungen in gleichem Male exprimiert wird [165], zeigte eine

gleichmaRige Beladung des Gels mit Gesamtprotein in beiden Banden (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Erfolgreicher stabiler MKL1-Knockdown (KD)

Die Tumorzelllinien HuH7 und MDA-MB-468, die bereits entweder mit einer Kontroll-shRNA oder mit MKL1/2-
shRNA transfiziert worden sind, wurden lysiert und gleiche Mengen des gesamten Zellproteingehalts im
Immunoblot aufgearbeitet. AnschlieRend erfolgte die Detektion unter anderem mit einem Antikdrper gegen
MKL1. Die Ladekontrolle wurde mit einem HSP90-Antikorper Gberprift. Die Blots sind reprasentativ fiir dreifach
wiederholte Experimente (Muehlich, Khalid, et al., 2012).

Nun wurden die DCL1-defizienten Tumorzelllinien mit und ohne dem MKL1/2-Knockdown bezlglich

ihrer CTGF-Expression mittels Western Blot-Verfahren miteinander verglichen.
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Abbildung 17: CTGF als ein MKL1-abhingiges Zielgen

Die MDA-MB-468-Kontrollzellen und die MDA-MB-468-Zellen mit dem MKL1/2-Knockdown (KD) wurden
zunachst lysiert und gleiche Mengen des gesamten Zellproteingehalts in einem Immunoblot aufgearbeitet.
AnschlieRend erfolgte die Detektion mit einem Antikérper gegen CTGF. Die Ladekontrolle unter Verwendung
eines HSP90-Antikorpers, die aus demselben Blot gewonnen wurde, beweist eine gleichmaRige Beladung des
Gels in beiden Banden.
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Wie erwartet rief der MKL1-Knockdown eine sichtbare Reduktion der CTGF-Expression hervor
(Abbildung 17). Damit konnte gezeigt werden, dass CTGF in DLC1-defizienten Tumorzellen nicht nur

ein SRF-, sondern auch ein MKL1-abhédngiges Zielgen ist.

4.5 MKL1 als Mediator protumorigener Zytoskelettveranderungen bei DLC1-Verlust

Medjkane und Kollegen fanden heraus, dass die Stilllegung von MKL1/2 in Tumorzellen die
Zelladhasion, -motilitdt und Metastasierung reduziert [92]. Auch konnte unsere Arbeitsgruppe
demonstrieren, dass die durch den DLC1-Verlust verursachte Zellmigration durch eine
Herunterregulation von MKL1/2 unterdriickt wurde [156]. Dabei wird die Zellmotilitdt maRgeblich
durch das Aktinzytoskelett gesteuert [111]. Eine weitere Hypothese dieser Arbeit ist, dass MKL1 durch
die Verdanderung des Zytoskeletts einen positiven Einfluss auf die Zellmotilitdt und -migration von

DLC1-defizienten Tumoren einnimmt.

Um den direkten Einfluss von MKL1 auf das Aktinzytoskelett zu untersuchen, wurden DLC1-defiziente
HuH7-Tumorzellen ohne und mit einem MKL1/2-Knockdown miteinander verglichen. Zur Darstellung
des Aktinzytoskeletts wurden die Zellen erneut mit Phalloidin gefarbt und in der indirekten

Immunfluoreszenz sichtbar gemacht.
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Abbildung 18: Vermehrte und organisierte Stressfasern als MKL1-Einfluss in DLC1-defizienten Tumorzellen
Der MKL1/2-Knockdown (KD) in den DLC1-defizienten HuH7 |6st eine Desorganisation von Stressfasern aus und
reduziert ihre Anzahl. Das Aktinzytoskelett von HuH7-Zellen, die entweder Kontroll-shRNA oder MKL1/2-shRNA
stabil exprimieren, wurde durch das Farben von F-Aktin mit ALEXA Fluor 488 Phalloidin dargestellt.

Es zeigt sich, dass der MKL1/2-Knockdown in den DLC1-defizienten HuH7-Zellen eine Desorganisation
des Aktinzytoskeletts und eine geringere Stressfaserbildung auslost (Abbildung 18). Demnach ist
festzustellen, dass MKL1 durch den DLC1-Verlust zu karzinogenen Strukturveranderungen im
Aktinzytoskelett fihrt, die vor allem fir die Zellmotilitdt und damit fir die Morphogenese,

Tumorinvasion und Metastasierung in der Tumorigenese von entscheidender Bedeutung sind.
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4.6 MKL1 als Mediator der Tumorzellproliferation bei DLC1-Verlust
Als Weiteres wurde die Tumorzellproliferation bei DLC1-Verlust in Abhdngigkeit von MKL1 analysiert.
Dazu erfolgte ein Proliferationsassay Uber 5 Tage, um das Wachstumsverhalten der HuH7-

Tumorzellen ohne und mit MKL1/2-Knockdown zu vergleichen.
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Abbildung 19: MKL1 als Mediator der Tumorzellproliferation bei DLC1-Verlust
Die DLC1-defizienten HuH7-Kontrollzellen und HuH7-Zellen mit MKL1/2-Knockdown (KD) wurden téglich fir 5
Tage gezahlt. Die Abbildung ist firr 3 voneinander unabhéngige Versuche reprasentativ.

Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass die Tumorzellen mit dem MKL1/2-Knockdown eine
Wachstumsrate von weniger als 50% aufweisen (Abbildung 19). Daraus lasst sich schlieBen, dass

MKL1 an der Zellproliferation in DLC1-defizienten Tumorzellen beteiligt ist.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Experimente, dass MKL1 als Folge des DLC1-Verlusts in
Tumoren (iber den RhoA/Aktin-Signalweg in den Zellkern gelangt. Dort vermittelt er durch die
Aktivierung von CTGF und vermutlich weiteren Zielgenen die protumorigenen Strukturveranderung

des Aktinzytoskeletts und die Tumorzellproliferation in DLC1-defizienten Tumorzellen.
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5. Diskussion

5.1 Der molekulare Mechanismus der nuklearen Akkumulation von MKL1 infolge des

DLC1-Verlusts

DLC1 ist ein Tumorsuppressorgen, das bei 50% der Patientlnnen mit Leber-, Brust-, Lungen- und 70%
der Patientlnnen mit Darmkrebs eine heterozygote Deletion aufweist [166]. Wie dies zur
Tumorentwicklung beitragt, war bislang unklar. Gleichzeitig ist DLC1 ein negativer Regulator der Rho-
GTPasen, der diese von der aktiven, GTP-gebundenen Form in die inaktive, GDP-gebundene Form
Uberfiihrt [167]. Rho-GTPasen zeigen in vielen Tumoren eine erhdhte Aktivitat, weisen allerdings nur
sehr selten selbst Mutationen auf [127]. Man vermutet daher, dass diese Verdnderungen durch
Mutationen in den regulierenden Proteinen von Rho-GTPasen entstehen. Durch die Entdeckung des
Tumorsuppressors DLC1 konnte man zum ersten Mal einen direkten Bezug zwischen dem Rho-
Signalweg und der Tumorigenese herstellen [168]. Die kleinen GTPasen der Rho-Familie sind an allen
Stadien der Tumorentwicklung beteiligt, die Zellproliferation, -lberleben, -invasion und
Metastasierung umfassen [126]. In normalen Gewebearten regulieren sie viele essentielle Prozesse
der Zelle, wie die Aktindynamik, die Zellzyklusprogression und die Gentranskription [115]. Hierbei
spielen der ubiquitdre Transkriptionsfaktor SRF [62] und seine Koaktivatoren MKL1/2 [63, 73] eine
wichtige Rolle. In Fibroblasten wandert die inaktive Form von MKL1 zwischen dem Zytoplasma und
dem Zellkern. Eine konstitutiv nukleare Akkumulation und Aktivierung von MKL1 kommt erst durch

eine Stimulation mit Serum zustande [63, 84].

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust des Tumorsuppressorgens DLC1 in
hepatozellularen und Mammakarzinomzelllinien in einer konstitutiv nukledren Akkumulation und
Aktivierung des Transkriptionskoaktivators MKL1 resultiert. Wie Abbildung 20 zeigt, wurde ein neues
molekulares Signaltransduktionsmodell in der Tumorigenese aufgestellt und untersucht, indem der
DLC1-Verlust die GTPase RhoA aktiviert, welche zur Stressfaserbildung und dadurch zur nukledren
Akkumulation und Aktivierung von MKL1 fihrt. Dies hat die Transkription von tumorrelevanten
MKL1/SRF-abhangigen Zielgenen zur Folge, die die Tumorentwicklung wie die Zellproliferation und -
migration fordern. MKL1 dient demzufolge als Mediator der Tumorigenese, speziell der

Hepatokanzerogenese, infolge des DLC1-Verlusts.
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Abbildung 20: Modell fir MKL1 als Mediator der Tumorigenese infolge des DLC1-Verlusts

Der Verlust der RhoGAP DLC1 aktiviert die GTPase RhoA, die liber ihre beiden Effektoren, die Rho-Kinase und
mDia, eine vermehrte Formation von F-Aktin nach sich zieht. Das flihrt wiederum zur nukledren Akkumulation
des Koaktivators MKL1, der den Transkriptionsfaktor SRF und damit die Transkription von MKL1/SRF-Zielgenen
aktiviert. Dieser Prozess ist flir wichtige Schritte in der Tumorentwicklung wie die
Zellproliferation und -migration notwendig. Abb. modifiziert nach [156].

In den letzten Jahren hat der Transkriptionskoaktivator MKL1 eine zunehmende Bedeutung in der
Tumorforschung gewonnen und viele Studien zeigen seine protumorigene Wirkung in verschiedenen
Karzinomen wie in der megakaryoblatischen Leukdamie, im maligen Melanom, im Mamma-, Lungen-
Ovarial-, Zervix- und Schilddriisenkarzinom [64, 92, 169, 170, 171, 172, 173]. Es ist allerdings wenig
dariber bekannt, wie es zur Aktivierung von MKL1 in der Tumorigenese kommt. Zum ersten Mal
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Verlust des Tumorsuppressorgens DLC1 im
hepatozelluldren und im Mammakarzinom zur Aktivierung von MKL1 fihrt, indem er seine
subzelluldre Verteilung reguliert. In den DLC1-defizienten Zelllinien des hepatozelluldren Karzinoms
HuH7 und des Mammakarzinoms MDA-MB-468 wurde eine nahezu vollstindige, nukledre
Lokalisation von MKL1 beobachtet. Ein Wiedereinfiihren von DLC1 in diesen Zellen resultiert in eine

MKL1-Relokalisation ins Zytoplasma. Im Vergleich dazu befand sich MKL1 in den DLC1-

51



exprimierenden Zelllinien des humanen Hepatoblastoms HepG2 und des Mammaepithels MCF10F
vorwiegend im Zytoplasma. Somit zeigen die ersten Ergebnisse dieser Arbeit, dass der Verlust von
DLC1 in Tumoren die nukledre Translokation von MKL1 verursacht, von wo aus MKL1 seine Funktion
als Koaktivator des Transkriptionsfaktors SRF wahrnehmen und die Expression tumorrelevanter
Zielgene einschalten kann. Einen anderen Grund fiir die nukledare Akkumulation von MKL1 fanden
Eisenach und Kollegen in einer Inhibition der Arginyltransferase 1 (ATE1), die zu einem schnellen
Verlust von E-cadherin und zu einer F-Aktin-Reorganisation in den Mammakarzinomzellen MCF-7
flihrt [171]. In einer anderen Studie wurde vermutet, dass die nukledre Lokalisation von MKL1 in den
Mammakarzinomzellen MDA-MB-231 durch eine Integrin-vermittelte Aktinregulation getriggert wird
[174]. Kiirzlich berichtete die Arbeitsgruppe von Dong, dass Rictor (Rapamycin insensitive companion
of mTOR), eine Untereinheit der Tyrosinkinase mTOR, in der hepatozelluldren Karzinomzelllinie
HCCLM3 die Aktivierung von MKL1 auslost. Rictor phosphoryliert das Actin-binding LIM Protein 1
(ABLIM1), das lber die Regulation der Aktindynamik zur MKL1-Translokation vom Zytoplasma in den
Zellkern fhrt [175]. All diese Beobachtungen decken sich auch mit der bereits 2003 veréffentlichen
Arbeit von Miralles, der in nicht-tumordsen Fibroblasten festgestellt hat, dass durch eine
Serumstimulation ausgelOste Aktinpolymerisation zur nukledren Translokation von MKL1 fiihrt [63].
Es zeigt sich, dass es verschiedene Zelllinien-abhangige Ausldser gibt, die eine nukledre Akkumulation
und Aktivierung von MKL1 in Tumoren nach sich ziehen. Allen gemeinsam liegt hier eine Regulation

der Aktindynamik zugrunde.

Auch in dieser Arbeit konnten wir die bedeutende Rolle des Aktinzytoskeletts im MKL1-
Aktivierungsweg kristallisieren. DLC1 ist ein negativer Regulator der Rho-GTPasen, die als Regulatoren
des Aktinzytoskeletts gelten [112]. Zuerst konnte unsere Arbeitsgruppe unter der Leitung von Prof.
Miuhlich zeigen, dass der DLC1-Verlust in Tumoren zur konstitutiven RhoA-Aktivierung fihrt. Die
DLC1-defizienten Tumorzelllinien HuH7 und MDA-MB-468 wiesen einen wesentlich hheren Gehalt
an aktivem RhoA als die DLC1-exprimierenden Zelllinien HepG2 und MCF10F auf [156]. Dies ist auch
im Einklang mit Ergebnissen vorheriger Studien [176, 177]. So konnten Xue und Kollegen auRerdem
zeigen, dass die Zunahme der RhoA-Aktivitat durch den DLC1-Verlust zur Hepatokarzinogenese in
vivo fihrt [166]. RhoA fiihrt seine Signale unter anderem Uber seinen Effektor ROCK aus [121]. Dieser
stabilisiert die Aktinfilamente, vor allem durch die Inaktivierung von Cofilin, ein Aktin-
depolymerisierendes Protein [122, 123]. In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass die
Inhibierung von ROCK durch Y27632 zur zytoplasmatischen Relokalisation von MKL1 in den HuH7-
und MDA-MB-468-Tumorzellen fiihrt. Ergdnzend kdonnte man mittels Western Blot ein MKL1-

abhangiges, tumorrelevantes Protein vor und nach der Inhibierung von ROCK detektieren und
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anschlieBend dessen Expression miteinander vergleichen. Somit konnte man neben der ROCK-
abhangigen nukledren MKL1-Akkumulation eine definitive ROCK-abhangige MKL1-Aktivierung im
Zellkern nachweisen. Ahnlich konnte in der Arbeit von Duggirala und Kollegen die MKL1-Aktivitit
bestatigt werden, indem eine Hemmung von ROCK die Transkription des MKL1-abhadngigen Zielgens
CCN1 unterband [178]. Somit zeigt diese Arbeit weiterhin, dass der RhoA-Effektor ROCK, der durch
den DLC1-Verlust und die daraus resultierende RhoA-Aktivierung in Tumoren aktiviert wurde, an der

nukledaren Akkumulation von MKL1 beteiligt ist.

Als nichstes wurde der direkte Zusammenhang zwischen dem Aktinzytoskelett, dem DLC1-Verlust
und der subzellularen MKL1-Lokalisation ermittelt. In Fibroblasten flhrt die Rho-Aktivierung zur
Stressfaserbildung [116]. Diese Arbeit veranschaulicht, dass dieser Effekt in den HUH7 und MDA-MB-
468-Tumorzellen auf einen DLC1-Verlust zurlckzufihren ist. Im Vergleich zu den DLC1-
exprimierenden HepG2- und MCF10F-Zellen enthalten die Tumorzellen vermehrt Stressfasern und
haben einen hoéheren Gehalt an F-Aktin. Auch in anderen Studien wurde eine Hemmung der
Zytoskelettformation durch eine DLC1-Expression beschrieben [179, 180], die sich mit den Daten
dieser Arbeit deckt. In einem weiteren Versuch dieser Arbeit mit DLC1-defizienten Tumorzellen zeigt
die Inhibierung der Aktinpolymerisation durch Latrunculin B eine Relokalisation des konstitutiv
nukleadr-gelegenen MKL1s ins Zytoplasma. Das zeigt, dass die Aktinzytoskelettformation ein wichtiger
Zwischenschritt in der Regulation von MKL1 und eine Voraussetzung fiir die nukledre MKL1-
Akkumulation in DLC1-defizienten Tumoren darstellt. Somit vermittelt MKL1 Gber die
Stressfaserbildung den Effekt des Verlusts vom Tumorsuppressor DLC1 in Tumoren.
Interessanterweise wurde ein anderer, F-Aktin-unabhangiger, molekularer Mechanismus entdeckt,
der zur nukledren Translokation von MKL1 in Fibroblasten fiuihrt. Hierbei konkurriert die WH2/V-
Region des Proteins JMY (Junction-mediating and regulatory protein) mit G-Aktin um die RPEL-Region
(Bindungsstelle von G-Aktin an MKL1), wodurch das von G-Aktin dissozierte MKL1 in den Zellkern
gelangt und die SRF-abhangige Transkription aktiviert (Kluge, et al., 2018). Es ware interessant zu

wissen, ob dieser Mechanismus nicht nur in Fibroblasten, sondern auch in Tumorzellen vorkommt.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit den neu aufgestellten Signalweg in der Tumorigenese
bestatigen, in dem der Transkriptionskoaktivator MKL1 infolge des Verlusts des Tumorsuppressors
DLC1 in Tumoren tber den RhoA/Aktin-Signalweg konstitutiv in den Zellkern gelangt (Abbildung 20):
Die Abwesenheit von DLC1 aktiviert die GTPase RhoA, die unter anderem Uber ihren Effektor ROCK

zur Stressfaserbildung und somit zur nukledren Akkumulation von MKL1 fiihrt.
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5.2 Aktivierung der MKL/SRF-Zielgenexpression in DCL1-defizienten Tumorzellen

Die nukledre Lokalisation von MKL1 ist eine Voraussetzung fiir seine Funktion als Koaktivator des
Transkriptionsfaktors SRF [50] und damit fiir die Transkription von SRF-Zielgenen [81]. Diese als IEG
(Immediate Early Genes) bekannten Gene regulieren viele wichtige Prozesse in der Zelle, wie das

Wachstum, die Migration und die Zytoskelettorganisation [12].

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war zu klaren, ob ein DLC1-Verlust in hepatozelluldren - und
Mammakarzinomen zu einer Expression von tumorrelevanten MKL1-abhdngigen Zielgenen fihrt.
CTGF ist ein SRF-abhangiges Zielgen [159, 92] und in die Tumorprogression von hepatozellularen
Karzinomen und Mammakarzinomen involviert [162, 164, 163]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass die DLC1-defizienten Tumorzellen eine signifikant hohere CTGF-Expression im Vergleich zu den
gleichen Zellen mit einem MKL1/2-Knockdown aufweisen. Damit ldsst sich CTGF nicht nur als ein SRF-
, sondern auch als MKL1-abhdngiges, tumorrelevantes Zielgen verifizieren. In einer
Mikroarrayanalyse von Medjkane und Kollegen wurde ebenfalls in einer Mammakarzinomzelllinie die
Abhangigkeit der CTGF-Expression von MKL1 festgestellt, allerdings ist hier der Status der DLC1-
Prasenz unbekannt [92]. Ergdnzend zu dieser Arbeit konnte die Arbeitsgruppe von Mihlich in einem
weiteren Versuch die CTGF-Abhangigkeit von DLC1 bestatigen. Durch das Wiedereinflihren von DLC1
wurde die CTGF-Expression in den HuH7- und MDA-MB-468-Tumorzellen stark supprimiert. Auch
konnten sie dadurch die Expression von weiteren, tumorrelevanten, MKL1/SRF-abhangigen Genen
signifikant herunterregulieren: Itga5 und Cyr61 [156]. Eine dahnliche Wirkungsweise wurde fiir MKL1
durch die Fusion mit dem RBM15 Gen in den Zellen der Megakaryoblastischen Leukdmie beschrieben
[64]. Das RBM15-MKL1 Fusionsprotein zeigt eine konstitutiv nukledre Lokalisation und aktiviert die
Transkription von SRF-Zielgenen, die diese bestimmte Leukdmieform vorantreibt. Somit konnte in
dieser und in der weiterfiihrenden Arbeit unserer Arbeitsgruppe belegt werden, dass MKL1 die
Expression von MKL1/SRF-abhdngigen, tumorrelevanten Zielgenen infolge des Verlusts des

Tumorsuppressors DLC1 in Tumoren aktiviert.

5.3 Protumorigener Einfluss von MKL1 aufs Aktinzytoskelett bei DLC1-Verlust

Im Abschnitt 5.1 wurde aufgezeigt, dass das Aktinzytoskelett am Signalweg von MKL1 beteiligt ist.
Eine Hemmung der Aktinpolymerisation in den DLC1-defizienten Tumorzellen fiihrte zur
zytoplasmatischen Relokalisation wvon MKL1 und somit zu seiner Inaktivierung als
Transkriptionskoaktivator im Zellkern. Auf der anderen Seite wurde ebenfalls in dieser Arbeit ein
Einfluss von MKL1 auf das Aktinzytoskelett beobachtet. In der Immunhistochemie zeigen die HUH7-

Tumorzellen eine vermehrte und organisierte Stressfaserformation mit Vergleich zu denen mit einem

54



MKL1/2-Knockdown. Das ldsst darauf schlieBen, dass MKL1 zu den protumorigenen Verdnderungen
des Zytoskeletts in den DLC1-defizienten Tumorzellen fiihrt. Um dieses Ergebnis zu stitzen wurde
versucht, den F- und G-Aktingehalt mittels Ultrazentrifugation, Western Blot und Messung der
Helligkeitsintensitat der Banden quantitativ zu bestimmen. Erwartet war, dass das Verhaltnis von F-
/G-Aktin in den HuH7-Kontrollzellen héher als das in den HuH7-Zellen mit MKL1/2-Knockdown ist.
Allerdings kam es zu unterschiedlichen widerspriichlichen Ergebnissen. Trotz der Anpassung der F-
und G-Aktin-Lademengen im Western Blot und mehreren Versuchswiederholungen, auch von einem
anderen Untersucher und mit der MDA-MB-468-Tumorzelllinie mit und ohne MKL1/2-Knockdown,
konnte das gewtinschte Ergebnis nicht reproduziert werden. Allerdings zeigte der gleiche Versuch mit
den HepG2- und MCF10F-Zellen gegenliber den HuH7- bzw. MDA-MB-468-Tumorzellen ein
signifikantes Ergebnis (Abbildung 14). Es scheint, als ob wahrend der Zelllysis sich der F- und G-

Aktingehalt in den Knockdownzellen verdnderte. Eine Erklarung hierfiir wurde nicht gefunden.

Nichtsdestotrotz zeigen die Ergebnisse von der Immunhistochemie eindeutig den protumorigenen
Einfluss von MKL1 auf das Aktinzytoskelett, den ebenfalls die Arbeitsgruppe von Prof. Miihlich
belegen konnte. Sie fand heraus, dass MKL1 neben der vermehrten und organisierten

Stressfaserbildung (Abbildung 18) die Ausbildung von Filopodien fordert (Abbildung 21) [156].

HuH7 MKL1/2 KD

\

e S

Filopodien l

Abbildung 21: Ausbildung von Filopodien durch MKL1-Einfluss in DLC1-defizienten Tumorzellen

In der Immunhistochemie zeigen die HuH7-Zellen im Vergleich zu den HuH7-Zellen mit MKL1/2-Knockdown
(KD) die Ausbildung von Filopodien und vermehrte Stressfasern [156].

All diese Aktinformationsverdnderungen sind fiir die Zellmigration von Tumorzellen charakteristisch
[181]. So zeigen die HuH7- und die MDA-MB-468-MKL1/2-Knockdownzellen eine reduzierte
Zellmigration im Vergleich zu dem Wildtyp [156]. Salvany und Kollegen fanden in einem Drosophila-
und humanem Mammakarzinommodell heraus, dass Aktin ein MKL/SRF-abhangiges Hauptzielgen ist
und durch die MKL/SRF-Regulation die invasive Zellmigration steuert. Durch die Regulation der

subzelluldren MKL1-Lokalisation nimmt Aktin ebenfalls Einfluss auf die MKL1/SRF-Aktivitat, womit ein
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homoostatisches Feedbacksystem fiir die zelluldre Aktindynamik entsteht [182]. Auch die
Arbeitsgruppe von Medjkane beobachtete eine Hemmung der Zellmigration durch einen MKL1/2-
Knockdown in MDA-MB-231 Mammakarzinom- and B16F2 Melanomzellen [92]. Dariiber hinaus
wurde von einem kindlichen Fall mit einer homozygoten Mutation von MKL1 berichtet, der aufgrund
eines Defekts der Aktinpolymerisation, einer reduzierten Zellmotilitat und reduzierten,
chemotaktischen Antwort von Neutrophilen an einer Immundefizienz und schlechter Wundheilung
verstarb. Aktin, mehrere Aktin-verwandte und zytoskelettal-assoziierte Proteine wie AIP1 (actin-
interacting protein 1) und PFN1 (profilin 1) waren dabei herunterreguliert [183]. Die MKL1/SRF-
Aktivitdt kann ebenfalls die Expression von Proteinen beeinflussen, die die Aktinpolymerisation
kontrollieren. Zum Beispiel wurde eine gestorte Zellmigration in MKL1-defizienten Nervenzellen
durch eine Hemmung des Aktin-depolymerisierenden Faktors Cofilin beobachtet, der zuvor durch das

MKL1/SRF-Zielgen Cdk16 phosphoryliert und dadurch verédndert wurde [91].

Interessanterweise hat MKL1 nicht nur eine fordernde, sondern auch eine hemmende Wirkung auf
die Zellmigration. In Fibroblasten reduziert die Aktivierung des Aktin/MKL-Signalweges die
Zellmigration durch Herunterregulierung von zytoskelettal-assoziierten Proteinen wie Integrin a5,
Plakophilin und FHL1 (Four and a half LIM domain protein 1) [95]. Das lasst vermuten, dass abhangig

vom Zelltyp unterschiedliche MKL1-Zielgene exprimiert und MKL1-Effekte erzeugt werden kénnen.

5.4 Einfluss von MKL1 auf die Tumorzellproliferation bei DLC1-Verlust

Es stellt sich weiterhin die Frage, ob MKL1 neben seinem protumorigenen Einfluss auf das
Aktinzytoskelett und die Zellmigration ebenfalls die Zellproliferation fordert. In der Studie von Xue
und Kollegen wurde ein hoher Proliferationsindex in den DLC1-defizienten HCC-Zellen beschrieben
[131]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MKL1 diesen Effekt triggert. Ein MKL1/2-
Knockdown konnte die Zellproliferation in DLC1-defizienten HCC- und Mammakarzinom-Zelllinien
deutlich hemmen. Das Wiedereinfiihren von DLC1 in diesen Zelllinien resultierte ebenfalls in einer
verminderten Zellproliferation [156]. Somit konnte gezeigt werden, dass MKL1 fir die erhéhte
Tumorzellproliferation infolge des DLC1-Verlusts verantwortlich ist. Im Gegensatz dazu hatte ein
MKL1/2-Knockdown in den DLCl-exprimierenden HepG2-Zellen keinen Einfluss auf die
Zellproliferation [156]. Medjkane und Kollegen berichten, dass der MKL1/2 keine Auswirkung auf die
Zellproliferation in MDA-MB-231 Mammakarzinom- und B16F2 Melanomzellen hat [92]. Diese

Diskrepanz kdonnte sich durch die Anwesenheit von DLC1 in diesen Zellen erklaren.

Dariiber hinaus entdeckte unsere Arbeitsgruppe, dass der Verlust von MKL1/2 das Wachstum von

HCC-Xenografts verhindert. Der molekulare Mechanismus fiir den antiproliferativen Effekt des
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MKL1/2-Knockdowns wurde durch die Onkogen-induzierte Seneszenz begriindet [184]. Die zelluldre
Seneszenz ist als ein stabiler Zellzyklusstopp definiert, indem die Zellen nicht mehr fahig sind, sich zu
teilen. In den DLC1-defizienten HCC-Zellen fihrt der MKL1/2-Verlust zur Aktivierung des Onkogens
Ras, was wiederum in eine erhéhte Expression des Tumorsuppressors pl6 miindet. AnschlieRend
wird durch eine Hypophosphorylisierung der Tumorsuppressor Retinoblastomprotein (Rb) aktiviert
[184]. Rb lasst die Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus verharren und schaltet somit die Seneszenz

ein [185, 186, 187].

Bislang wurde vermutet, dass ein Knockdown von beiden MKL1- und 2-Genen notwendig ist, um die
SRF-Zielgenexpression zu verhindern [73, 92]. Anders als bisher fand unsere Arbeitsgruppe von Prof.
Mihlich heraus, dass ein einzelner Knockdown von MKL1 bereits ausreicht, um das Wachstum eines

HCC-Xenografts zu hemmen [184].

5.5 Neue pharmakologische Anséatze fur die Behandlung von DLC1-defizienten

Tumoren

Das hepatozelluldre Karzinom wird haufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, in
dem wenig therapeutische Optionen verfligbar sind. Aufgrund der weitgehend unklaren,
molekularen Pathogenese des HCC ist die Identifikation von neuen, onkogenen Einflussstrukturen
von enormer Bedeutung, um eine gezielte Therapie mit verbesserten Uberlebens- und Ansprechraten
zu entwickeln. Die Entdeckung von MKL1 als Mediator in der Tumorigenese und seines molekularen
Aktivierungswegs infolge des DLC1-Verlusts und der Induktion der RhoA/Aktin-Signalkette kdnnten
neue Ansatze in der systemischen Therapie von DLC1-defizienten Tumoren, insbesondere vom HCC,

anbieten.

Wie bereits erwahnt ist eine Inaktivierung von DLC1 nicht nur auf genetische, sondern ebenfalls auf
epigenetische Veranderungen, wie DNA-Methylierung und Histon-Deacetylierung, zuriickzufiihren
[133, 151, 152, 153]. Ein Ansatz ware hier die pharmakologische Reaktivierung der
Tumorsuppressorfunktion von DLC1 durch die Regulierung der epigenetischen Mechanismen. Der
Pflanzenstoff Curumin weist eine hemmende Wirkung auf die DNA-Methylierung des DLC1-
Promotors auf und konnte durch die Reaktivierung von DLC1 das Tumorwachstum des
Mammakarzinoms in In-vitro und in In-vivo-Experimenten inhibieren [188]. Der bekannte DNA-
Methyltransferase-Inhibitor Decitabin fiihrt ebenfalls durch Demethylierung zur Aktivierung der
DLC1-Expression in MDS-Patientinnen [189]. In einer Phase-I/Il-Studie zeigt eine niedrigdosierte
Decitabin-Verabreichung eine effektive Therapie mit einem glinstigen Nebenwirkungsprofil in HCC-

Patientlnnen [190]. Ein weiterer Inhibitor der gleichen Wirkstoffgruppe ist Guadecitabin, der in einem
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Xenograft-Mausmodell das Zell- und Tumorwachstum in HCC hemmen konnte [191]. Eine klinische
Studie mit Guadecitabine in Kombination mit Durvalumab (ein anti-PD-L1 monoklonaler Antikorper)
zur Behandlung von soliden Tumoren, u.a. HCC, ist aktuell am Laufen [192]. In mehreren Studien mit
Histon-Deacetylase-Inhibitoren konnte ebenfalls eine Reaktivierung von DLC1 und eine

antitumorigene Wirkung beobachtet werden [193, 194].

Weiterhin kann man RhoA durch die Inhibition von Geranylgeranyltransferasen (GGTase) blockieren,
die posttranslational eine Isoprenylgruppe an RhoA anhadngen und dadurch die Verankerung an die
Plasmamembran erméglichen [102]. Die Wirkung der Inhibitoren der GGTase (GGTI) wurde bereits in
verschiedenen Karzinomen gepriift. In PC-3 Prostatakarzinomzellen zeigte eine Behandlung mit GGTI
eine verminderte Migration und Invasion [195], dhnlich wie in einer vorherigen Studie mit
Pankreaskarzinomzellen [196]. In einem Xenograft-Mausmodell fiihrte die GGTI P61A6 zu einer
Wachstumshemmung des Pankreaskarzinoms [197]. In einer weiteren Studie wurde eine Inhibiton
der Proliferation, eine verschlechterte Zellzyklusentwicklung und eine Beeintrachtigung der
Zytoskelettorganisation und der Fokaladhasionsausbildung in Pankreaskarzinomen nach einer RhoA-
Inaktivierung durch einen neu entdeckten GGTI beobachtet [198]. Bislang gibt es keine Studie, die

den Einfluss von GGTI auf HCC untersucht.

Dariber hinaus gibt es die Mdglichkeit, die Wirkung von RhoA indirekt durch ROCK-Inhibitoren zu
hemmen. Der GASC1-Inhibitor (gene amplified in squamous cell carcinoma 1) SD70 inaktiviert den
Rho-Signalweg durch Hemmung von ROCK2. Dies fihrte zur Beeintrachtigung des Tumorwachstums
in HCC-Zelllinien und in einem Xenograft-Mausmodell [199]. Der GASC1-Inhibitor kdnnte in einer
personalisierten Therapie des HCC Einsatz finden und sollte in Therapiestudien weiter erprobt

werden.

Am Ende der durch den DLC1-Verlust aktivierten RhoA/Aktin-Signalkette steht MKL1, der ein
potentielles und vielversprechendes antitumordses Ziel darstellen konnte. Die Unterdriickung seiner
nukledren Lokalisation und damit seiner Funktion als Koaktivator des Transkriptionsfaktors SRF
verhindert die Expression von multiplen Zielgenen, die am Wachstum, an der Migration und Invasion
von DLC1-defizienten HCC-Zellen beteiligt sind. Evelyn und Kollegen sind die Ersten, die den neuen
MKL1-Inhibitor CCG-1423 entdeckten und feststellten, dass er das Wachstum von Melanoma-
Zelllinien und die Invasion von Prostatakarzinomzellen PC-3 verhindern kann [200]. CCG-1423 bindet
spezifisch an die NLS Region von MKL1 und verhindert die Interaktion zwischen MKL1 und Importin
0/B1, resultierend in einer Inhibition des nukledren Imports von MKL1 [201]. Ein Derivat von CCG-

1423 stellt der Inhibitor CCG-203971 dar, der ihm gegeniiber ein reduziertes, toxisches Potential

58



aufweist [202, 203, 204]. In In-vitro- und In-vivo-Modellen konnte CCG-203971 das Wachstum und
die Metastasierung des malignen Melanoms hemmen [205]. In Zukunft sollte die therapeutische
Wirksamkeit von CCG-203971 ebenfalls auf das tumorigene Verhalten von DLC1-defizienten HCC

Zellen untersucht werden.

Weiterhin identifizierte die Arbeitsgruppe von Prof. Mihlich Myoferlin als ein MKL1-abhdngiges
Zielgen [206]. Myoferlin ist ein Mitglied der Proteinfamilie Ferlin, das eine zentrale Rolle in der
Endozytose spielt und in Rab7-positiven spdaten Endosomen lokalisiert ist [207, 208, 209]. Darliber
hinaus charakterisierten Turtoi und Kollegen Myoferlin als einen spezifischen Regulator des
Epidermalen  Wachstumsfaktor  Rezeptors (EGFR) in  Mammakarzinomzellen, dessen
Herunterregulierung den Abbau an phosphoryliertem EGFR verhindert und die simultane EGF-
induzierte Zellmigration und Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) inhibiert [210]. Die
Arbeitsgruppe von Prof. Mihlich fand heraus, dass Myoferlin die Zellinvasion, die Proliferation und
das autonome Zellwachstum in HCC-Zellen vermittelt. Bei einer Inhibition von Myoferlin werden
EGFR und die nachgeschaltete MAPK- (Ras/MEK/ERK) Kaskade, sowie der p15-/Rb-Signalweg
aktiviert, was zur Seneszenzantwort in HCC-Zellen fiihrt [206]. Kiirzlich wurde ein direkter Inhibitor
von Myoferlin, namens WJ460, entdeckt, der die Funktion der spdten Lysosomen beeintrachtigt und
der Metastasierung in Mammakarzinomzellen entgegenwirkt [211]. Es stellt sich die Frage, ob der
Myoferlininhibitor WJ460 ebenfalls als antitumorése Therapie im DLC1-defizienten HCC eingesetzt

werden kann.
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6. Ausblick

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der MKL1-Signalweg infolge des DLC1-Verlusts im
hepatozellularen und Mammakarzinom einen relevanten Treiber in der Tumorigenese spielt.
Aufgrund der vielen Interaktionspartner in diesem Signalweg kénnten die Reaktivierung der DLC1-
Funktion, die Verhinderung der RhoA-Aktivierung, die Inhibierung seines Effektors ROCK und die
Hemmung von MKL1 und seines Zielgens Myoferlin potentielle, therapeutische Ziele von DLC1-

defizienten Tumoren darstellen.

Allerdings ware eine Hemmung am Ende der Signalkette als Behandlungsziel am effektivsten. Wie die
Literatur oben zeigt, wurden in den letzten Jahren neben dem DLC1-Verlust andere Trigger in
verschiedenen Tumoren gefunden, die alle gemeinsam (Uber eine MKL1-Aktivierung zur
Tumorentwicklung flihren. Zudem weisen nur 50% der HCC- und Mammakarzinomfalle einen DLC1-
Verlust auf. Es stellt sich die Frage, ob MKL1 in den restlichen DLC1-exprimierenden Tumorfallen
ebenfalls an der Tumorentwicklung beteiligt ist und einen anderen Trigger flir seine Aktivierung

aufweist.

Des Weiteren scheint die Polymerisation von Aktin ein gemeinsamer, zwischengeschalteter
Signalschritt in der Aktivierung von MKL1 in Tumoren zu sein. Interessanterweise wurde in
Fibroblasten ein F-Aktin-unabhangiger Mechanismus entdeckt, der ebenfalls zur nukledren
Akkumulation von MKL1 und damit auch zur SRF-abhangigen Zielgenexpression fiihrt. Auch hier

bleibt die Frage offen, ob ein solcher Mechanismus ebenfalls in Tumoren vorliegt.

Schlussendlich ware es therapeutisch sinnvoller, das Ende des MKL1-Signalwegs zu blockieren, um
der MKL1-abhangigen Tumortransformation entgegenzuwirken. Das bedeutet, dass der Fokus auf die
Inhibierung von MKL1 und seiner Zielgene liegen sollte. Dabei stellt die Suche nach weiteren,

tumorrelevanten MKL1-Zielgenen eine wichtige Herausforderung dar.
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