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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung/Abstract

Visinin-like-Protein 1 (VILIP-1), ein Vertreter der neuronalen Kalziumsensorproteine, wirkt in
murinen Plattenepithelkarzinomzellen (SCC-Zellen) der Haut als Tumorinvasionssuppressor,
indem es die Zell-Matrixadh&sion und die Zellinvasion inhibiert. Bei Osophagustumoren und
nicht-kleinzelligen Lungentumoren lie3 sich des Weiteren eine Korrelation zwischen dem
Verlust der Expression von VILIP-1 und cer Uberlebensrate/Prognose zeigen. Die anti-
invasive Wirkung ging mit einer reduzierten RhoA- und MMP-9-Aktivitat, sowie mit einer
verminderten Expression von Fibronektinrezeptoren einher und konnte auf einen erhdhten
CAMP-Spiegel in VILIP-1-positiven, weniger aggressiven SCC-Zellen zurlickgefuhrt werden.
Im Nervensystem wurde VILIP-1 hingegen vor allem als Modulator der zytosolischen cGMP-
Konzentration beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde daher im Zellkulturmodell aus
zwei aggressiven Plattenepithelkarzinom-Zelllinien der Haut ohne VILIP-1-Expression und
zwei weniger aggressiven, VILIP-1-exprimierenden Zelllinien untersucht, ob der Einfluss von
VILIP-1 auf das Metastasierungspotential der Tumorzellen ausschlieRlich tber cAMP-
Signalwege oder auch durch die Modulation der cGMP-Signalgebung durch VILIP-1
vermittelt wird. Es konnte gezeigt werden, dass in aggressiven, VILIP-1-negativen SCC-
Zellen ein erhéhter cGMP-Spiegel nach Stimulation der partikularen Guanylatzyklasen NPR-
A und NPR-B vorliegt. Die erhthte cGMP-Konzentration und die resultierende Zunahme der
Zellmigration der SCC-Zellen lie3en sich auf ein héheres, jedoch von VILIP-1 unabhéngiges
Expressionsniveau von NPR-A und NPR-B zuriickfihren. Der durch VILIP-1 bedingte,
erhbhte basale cAMP-Spiegel in weniger aggressiven, VILIP-1-positiven SCC-Zellen
reduzierte die Zell-Matrixadh&sion sowie die Migration und basierte interessanterweise auf
der verstarkten Oberflachenexpression von Adenylatzyklasen, entsprechend des Effekts von
VILIP-1 auf die Oberflachenexpression von NPR-B und dem nAChR in Neuronen. Daruber
hinaus wurde analysiert, welche extrazellularen Signale und welche intrazellularen
Signalmolekile an der Regulation der Expression von VILIP-1 wéahrend der
Tumorprogression beteiligt sind. Die chronische Stimulation mit EGF induzierte bei den
VILIP-1-exprimierenden Zellen die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und fuhrte
neben der Herabsetzung der Expression von ECadherin auch zum Verlust der VILIP-1-
Expression. Im Unterschied zur Expression von Integrin a5, wurde die Expression von E
Cadherin nicht durch VILIP-1 reguliert. Dagegen lieR sich die Expression des
Transkriptionsrepressor snail-1, der in VILIP-1 negativen SCC-Zellen exprimiert wurde und
dessen Expression in VILIP-1-postiven SCC-Zellen durch EGF-Stimulation induziert werden
konnte, sowohl durch VILIP-1 als auch durch Erhéhung des cAMP-Spiegels hemmen.
Zusammen mit der Inhibition der Zellmigration durch VILIP-1-cAMP bestatigt dies die
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Wirkung von VILIP-1 als Suppressor der Tumorprogression und deutet auf eine protektive

Funktion wahrend des EMT-Prozesses hin.

Visinin-like-Protein 1 (VILIP-1), a member of the neuronal Ca®* sensor protein family, acts as
a tumor invasion suppressor in murine squamous cell carcinoma (SCC) by inhibiting cell-
matrix adhesion and cell migration. Furthermore, in esophageal squamous cell carcinoma
and non-small cell lung carcinoma the loss of VILIP-1 expression was correlated with clinical-
pathological features and survival. Anti-invasive effects of VILIP-1 were accompanied by
lowered RhoA and MMP 9 activity, as well as by reduced expression of fibronectin receptors
and were mediated by increased cAMP levels in VILIP-1 positive SCCs. However, in neurons
VILIP-1 was shown to modulate intracellular cGMP levels. Therefore n this thesis a cell
culture model of two aggressive SCC cell lines without VILIP-1 expression and two less
aggressive, VILIP-1 expressing cell lines was used to analyze, whether the tumor invasion
suppressing effect of VILIP-1 was exclusively mediated by cAMP dependent pathways or
may also be linked to cGMP dependent signaling. Cyclic nucleotide measurements showed
increased levels of cGMP following stimulation of particulate guanylyl cyclases NPR-A and
NPR-B in aggressive, VILIP-1 negative SCCs. Elevated cGMP levels were found to be based
on a VILIP-1 independent upregulation of NPR-A and NPR-B and led to enhanced cell
migration and aggressiveness of SCC cells. In contrast enhanced cAMP signaling reduced
cell-matrix adhesion and cell migration. Increased basal cCAMP levels were directly correlated
with VILIP-1 expression. This effect is most likely based on enhanced surface expression of
adenylyl cyclases and would therewith be equivalent to the effect of VILIP-1 on surface
expression of NPR-B and nAChR in reurons. In addition it was an aim of this thesis to
determine extracellular signals and intracellular signaling molecules involved in the regulation
of VILIP-1 expression in tumor progression. Chronic EGF stimulation induced EMT in VILIP-1
positive SCCs and led to the downregulation of E-cadherin expression, as well as of VILIP-1
expression. In contrast to the expression of integrin a5, the expression of E-cadherin was not
influenced by VILIP-1. On the other hand te expression of the transcriptional repressor
snail-1, which was expressed in VILIP-1 negative SCCs and was inducible by EGF
stimulation in VILIP-1 positive SCCs, was inhibited by both VILIP-1 expression and elevated
CAMP levels. These findings together with the determined inhibition of cell migration by
VILIP-1-cAMP points out the role of VILIP-1 as suppressor of tumor progression and suggest
a protective function of VILIP-1 in EMT.
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2 Einfihrung in die Thematik

2.1 Charakteristik maligner Tumorerkrankungen

2.1.1 Tumorgenese

Jahrlich erkranken in Deutschland 436.000 Menschen neu an Krebs und 211.500 sterben
jedes Jahr daran. Damit sind Krebserkrankungen nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen
derzeit die zweithaufigste Todesursache in Deutschland
(http://www.krebshilfe.de/krebszahlen.html). Den Formenkreis dieser Erkrankungen
kennzeichnet das Auftreten von bdsartigen Gewebsneubildungen, sogenannter maligner
Tumore. Im Unterschied zu gut abgrenzbaren benignen Tumoren wachsen maligne Tumore
Uber Gewebsgrenzen hinaus (infiltrierend), unter Zerstérung von umliegendem Gewebe
(destruierend) und unter Bildung von Tochtergeschwiilsten (metastasierend). Krebstumore
werden nach dem Typ des entarteten Gewebes klassifiziert. Den weitaus gré3ten Teil aller
Krebserkrankungen machen Karzinome aus. Diese Tumore epithelialen Ursprungs, werden
nochmals differenziert in Plattenepithel- oder squamése Karzinome (SCC), die sich von
verhornter und unverhornter Haut oder Schleimhaut ableiten, und Adenokarzinome, welche
sich vom Drisenepithel ableiten. Sarkome sind mesenchymale Tumore, die vom Stitz- und
Bindegewebe ausgehen, und kommen weniger haufiger vor. Zu den selteneren Krebsarten
zéhlen desweiteren neuroendokrine Tumore oder von embryonalem Gewebe ausgehende
Teratome. Eine weitere groRe Gruppe sind die hamatologischen Krebsformen des Blutes
und der blutbildenden Organe, die sich in Leukdmien und Lymphome unterteilen lassen.

Es sind gegenwartig etwa 100 verschiedene Krebserkrankungen bekannt, die sich
hinsichtlich der Uberlebenschancen und der Behandlungsmdglichkeiten zum Teil erheblich
unterscheiden. Ein ausschlaggebendes Kriterium dabei ist das Auftreten von Metastasen,
welches drastisch die Sterblichkeitsrate erhoht. 90 Prozent aller Krebspatienten, bei denen
die Erkrankung zum Tod fuhrt, sterben nicht am Priméartumor, sondern an dessen
Metastasen oder damit assoziierten Folgekrankheiten (Sporn, 1997). Die Bildung von
Metastasen steht am Ende des mehrstufigen Prozesses der Tumorprogression, in dessen
Verlauf genetische Verdnderungen die fortschreitende Transformation normaler Zellen in
hochmaligne Derivate vorantreiben. Die der Metastasierung vorangehende Umgestaltung
der Zellphysiologie ermdglicht zunachst das Wachstum und die Versorgung des
Primartumors. Die entartenden Zellen gewinnen dadurch die fur sie typischen Fahigkeiten

der Selbstversorgung mit wachstumsférdernden Signalen, der Unempfindlichkeit gegentber
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wachstumshemmenden Signalen, der Umgehung des programmierten Zelltodes (Apoptose),
des uneingeschrénkten Zellteilungsvermégens und zur stetigen Anregung von
Gefal3neubildungen (Angiogenese) (Hanahan and Weinberg, 2000).

2.1.2 Metastasierung und Metastasierungssuppressoren

In Abh&ngigkeit von der Art des Tumors setzt friher oder spater in der Progression des
Primartumors die Metastasierung ein. Abbildung 2.1.2 gibt einen Uberblick ber den
Hergang des Prozesses. Als ersten Schritt durchlaufen einige Krebszellen eine Umwandlung
zu beweglichen, invasiven Zellen (1: Dedifferenzierung). Diese l6sen sich vom Primartumor
und wandern durch die Basalmembran hindurch in umliegendes Gewebe ein (2: Infiltration),
welches im Zuge dessen zerstort wird. Um die Infiltration zu erleichtern, sezernieren
Tumorzellen  verstarkt  Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die  enzymatische
Oberflachenrezeptoren und vor allem Komponenten der extrazellularen Matrix degradieren.
Erreichen diese aggressiven Zellen Blut- oder Lymphgefale, dringen sie in die vaskularen
Strukturen vor (3: Intravasation) und werden dann Uber die entsprechenden Systeme
verbreitet @: Transport). Metastasierende Zellen sind aul3erdem in der Lage an anderer
Stelle die Gefal3e wieder zu verlassen (5: Extravasation), sich in neuer Umgebung
anzusiedeln und zu Uberleben. letztendlich bilden sie durch Proliferation neue Kolonien
(6: Kolonisierung), aus denen ein Sekundartumor entstehen kann (Berger et al., 2005). Bei
Karzinomen geht die initiale Phase mit morphogenetischen Veréanderungen einher, die als
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet werden und sich durch einen Wechsel
von epithelialen Merkmalen zu Hbroblasten-ahnlichen Merkmalen und einer Dysregulation

der Zelladhasion und Zellmotilitdt auszeichnen (Lee et al., 2006;Thiery and Sleeman, 2006).

Die biochemischen Vorgange, die bestimmte Tumorzellen zur Metastasierung befahigen und
andere nicht, sind Gegenstand intensiver Forschung. Beispielsweise wird die Rolle
sogenannter Krebsstammzellen diskutiert, die als Subpopulation multipotenter Zellen
innerhalb des Primartumors vorkommen wund durch Dedifferenzierung, spezielle
Stammzellmarker und ein erhdhtes Metastasierungspotential charakterisiert sind (Barnhart
and Simon, 2007). Darlber hinaus wird versucht, die molekularen Grundlagen des
Metastasierungsprozesses und die beteiligten Regulatoren detailliert zu beschreiben. Analog
zur Bestimmung von Onkogenen und Tumorsuppressoren fir die Phasen der Entstehung
des Primartumors, welche die Transformation und Proliferation positiv oder negativ

beeinflussen, wurden inzwischen auch zahlreiche Faktoren identifiziert, welche die
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komplexen Prozesse der Invasion und Metastasierung foérdern bzw. hemmen.
Metastasierungssuppressorgene kodieren fiir Proteine, welche die Entstehung von
Metastasen in vivo reduzieren oder verhindern. Sie unterscheiden sich von
Tumorsuppressoren dadurch, dass sie sich nicht auf das Wachstum des Primartumors
auswirken (Smith and Theodorescu, 2009). Kirzlich konnten auf3erdem microRNA-Molekule
beschrieben werden, welche die Metastasierung unterdriicken, indem sie durch die Bindung
an 3’untranslatierte Regionen von Schliisselgenen deren Expression regulieren (Tavazoie et
al., 2008;Ma and Weinberg, 2008).

Basalmembran GefaRsystem Metastase

| i sk ‘ | EmMT(), Intravasation, (3) Extravasation (5),
e Invasion (2) Transport (4) Kolonisierung (6)

T_{ Metastaselppresmn | T

Abb. 2.1.2: Der Metastasierungsprozess. Die Bildung von Metastasen erfordert, dass einige

Tumorzellen die beschriebenen Stufen absolvieren. Metastasierungssuppressoren kénnen die Anzahl

von Metastasen reduzieren, indem sie die Schritte 1 bis 6 inhibieren, aber nicht das Tumorwachstum.

Anhand ihrer Funktion konnen Invasions- oder Metastasierungssuppressoren den
unterschiedlichen, in Abbildung 2.1.2 dargestellten Phasen im Metastasierungsprozess
zugeordnet werden. Es handelt sich dementsprechend um Komponenten und Regulatoren
von Zell-Zell- und Zell-Matrixverknipfungen, Signaltransduktionskaskaden, des zellularen
Bewegungsapparates oder der Genexpressionsmaschinerie (Berger et al., 2005;Smith and
Theodorescu, 2009).

In  Epithelzelltumoren fungiert beispielsweise E-Cadherin, ein Ca**-abhangiges
transmembranes  Zell-Zelladh&sionsprotein, als  Suppressor von Invasion und
Metastasierung. Seine funktionelle Eliminierung erhdht das invasive Potential von

Tumorzellen und ist ein Schlisselereignis wéhrend der EMT (Birchmeier et al.,
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1996;lkeguchi et al., 2000). E-Cadherine auf der Oberflache von benachbarten Zellen bilden
Uber Homodimere interzelluldre Kontakte und erhalten damit die strukturelle Integritat
epithelialer Zellschichten. Zytoplasmatisch weisen Cadherine Bindungsstellen fir p120-
Catenin und b-Catenin auf, wodurch sie mit dem Wnt-Signalweg gekoppelt sind (vergleiche
Abb. 2.1.3.2). Dieser Signalweg kontrolliert Wachstum, Motilitdt und Differenzierung wéahrend
der embryonalen Entwicklung, aber auch im Prozess der Krebsentstehung (Lustig and
Behrens, 2003). Das Wnt-Signal wird Uber den Frizzled-Rezeptor auf Dishevelled
Ubertragen, welches die Funktion eines Komplexes aus b-Catenin, Axin, APC (adenomatous

poliposis coli) und GSK3 (Glykogensynthase-Kinase 3 blockiert. Statt dem Abbau von b-

Catenin, erfolgt dadurch sein Transport in den Zellkern, wo es mit Lymphoid Enhancer-
binding Faktor-1/T-Zell-Faktor (LEF-1/TCF) assoziiert und die Transkription von Zelgenen
induziert (Lo, 2001). Es gibt zahlreiche Mechanismen, welche die E-Cadherin-Funktion
beeintrachtigen konnen. Dazu gehéren Mutationen in den Genen von E-Cadherin oder (3
Catenin, Promotorhypermethylierung, transkriptionelle Repression, posttranslationale
Modifikationen, erhdhte Internalisierung und die Proteolyse der extrazellularen Doméne
(Hirohashi, 1998;Rashid et al., 2001;Guilford, 1999). Die Wiederherstellung der E-Cadherin-
Funktion andererseits, beispielsweise durch exogene Expression in Tumorzelllinien oder in
einem transgenen Mausmodell fir Karzinogenese reduziert die Aggressivitat und Invasivitat
der Krebszellen und beweist so die Metastasierungssuppressorfunktion des Proteins
(Christofori and Semb, 1999).

Veradnderungen in der Expression von Zell-Matrix-Adhasionsmolekilen, sind ebenfalls
charakteristisch fir invasive und metastasierende Tumorzellen. Integrine sind
transmembrane Heterodimere aus a und b Untereinheiten, die als Rezeptoren flr
unterschiedliche extrazellulare Matrixproteine  fungieren (Gilcrease, 2007). Uber
Bindungsstellen in ihren zytoplasmatischen Domanen sind Integrine zum Einen an Aktin-
bindende Proteine und zum Anderen an Signhalmolekile wie FAK (focal adhesion kinase)
und ILK (integrin linked kinase) gekoppelt und beeinflussen so die Reorganisation des
Zytoskeletts und komplexe nachgeschaltete Signaltransduktionsnetzwerke (vergleiche Abb.
2.1.3.2) (Liu et al., 2000;Schaller et al., 1995;Hannigan et al., 2005). Sowohl fur die
Infiltration in das umliegende Gewebe, als auch fiir die Kolonisation in neuer Umgebung ist
eine Anpassung im Spektrum der exprimierten a und b Untereinheiten von Integrinen
erforderlich. Dadurch wird die Zell-Matrix-Interaktion mit durch MMPs degradierten
Matrixkomponenten anstelle der urspringlichen gewebsspezifischen Matrix begunstigt
(Varner and Cheresh, 1996). Integrine wie albl, a2bl sowie a3bl, a6bl und a6b4 sind
Rezeptoren fur Collagen und Laminin und werden in den meisten normalen Epithelien
exprimiert (Matlin et al., 2003;Watt, 2002). Rezeptoren fur Fibronektin @5bl, avb6) und
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Vitronektin (@vb5) kommen nur begrenzt auf der Oberflache von Epithelzellen vor, werden

aber bei Verletzungen und Entzindungsreaktionen hochreguliert (Sheppard, 2003;Albelda
et al., 1994;Pilewski et al., 1997). In malignem Epithelgewebe wurde eine reduzierte
Expression oder verdnderte Lokalisation von a6b4- und a3bl-Integrinvarianten festgestellt
(Natali et al., 1992;Pignatelli and Vessey, 1994), wohingegen erhdhte Vorkommen von a5bl

und avb5 nachgewiesen werden konnten (Mahloogi et al., 2003). Integrine bestimmen daher

als verstarkende oder hemmende Regulatoren maf3geblich das Metastasierungspotential
von Krebszellen.

Von immenser Bedeutung fir die Regulation der beschriebenen Zell-Zell- und Zell-
Matrixadhdsion, aber auch fir die Expression weiterer Tumorinvasionsgene oder
Metastasierungssuppressoren, welche die Degradierung von extrazellularer Matrix, das
Migrationsvermdgen oder den Differenzierungszustand bedingen, ist die Kontrolle der
Tumorzellen durch Wachstumsfaktoren. Der Peptidfaktor Metastin/KISS-1, Ligand des G
Proteingekoppelten Rezeptors GPR54, zahlt selbst Zu den
Metastasierungssuppressorgenen. Seine Bindung beeinflusst Uber die dem Rezeptor
nachgeschalteten Signalkaskaden von PLC (Phospholipase C) und MAPK (Mitogen-
aktivierte Proteinkinase) die Metastasierung und Koloniebildung (Berger et al., 2005;Ohtaki
et al., 2001) (vergleiche Abb. 2.1.3.2). Tumorzellen versuchen die Abh&ngigkeit von
Wachstumsfaktoren, die normalen Zellen eigen ist, zu umgehen. Beispielsweise produzieren
Glioblastome und Sarkome selbst PDGF (platelet-derived growth factor) und TGF (tumor
growth factor) zur autokrinen Stimulation (Jennings et al., 1997). Epitheliale Tumore erhéhen
stark die Expression von EGF (epidermal growth factor) oder exprimieren eine strukturell
modifizierte, ligandenunabhéngig aktive Rezeptorvariante (Jennings et al., 1997). Die
Konsequenz der Wachstumsfaktorstimulation ist abhéngig vom Zelltyp und der
Tumorprogression. So kann TGFb (tumor growth factor b) in frihen Tumorstadien anti-
proliferativ in spaten aber Metastasen-fordernd wirken (Weeks et al., 2001). EGF und HGF
(hepatocyte growth factor) hingegen wurden als Krebswachstums-férdernd, aber anti-invasiv
beschrieben (Wells, 2000). Andererseits sind sowohl TGFb als auch EGF potente Induktoren
der epithelial-mesenchymalen Transition (de et al., 2005b). Uber die entsprechenden
Wachstumsfaktorrezeptoren werden unterschiedlichste Signalkaskaden aktiviert, was unter
anderem in der transkriptionellen Repression von E-Cadherin, der veranderten Expression
von Matrixmetalloproteinasen und Integrinen sowie der erhohten Aktivitat von

Motilittsregulatoren wie den Rho GTPasen resultiert.
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2.1.3 Signalkaskaden mit Einfluss auf die Tumorprogression

2.1.3.1 Signalwege der Botenstoffe cAMP und cGMP

Inzwischen wurde vielen Signalkaskaden eine steuernde Rolle bei der Tumorprogression
oder Metastasierung zugeschrieben. Krebsrelevant sind beispielsweise de Signalwege der
Botenstoffe CAMP (cyclic Adensosinmonophosphate) und cGMP (cyclic
Guanosinmonophosphate). Die zellulare cAMP-Konzentration kann durch die Synthese aus
ATP durch Adenylatzyklasen (ACs) erhoht und dber Hydrolyse zu AMP durch
Phosphodiesterasen (PDE) gesenkt werden. Die meisten Adenylatzyklasen sind
membranstandig und werden durch heterotrimere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert
(Sunahara and Taussig, 2002). Veranderungen im zytoplasmatischen cAMP-Gehalt werden
durch eine Reihe von Effektorproteinen in verschiedenste intrazellulare Effekte umgesetzt.
Wie in Abbildung 2.1.3.1 illustriert gehtéren zu diesen Effektoren die cAMP-abhangige
Proteinkinase A (PKA), durch cAMP aktivierte Austauschfaktoren (Epacs) und durch
zyklische Nukleotide gesteuerte lonenkanale (CNGCs) (Dumaz and Marais, 2005). Die
Kontrolle der Transkription durch cAMP wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie
CREB (cAMP response element binding protein)), CREM (cAMP-response element
modulator) wnd ATF-1 realisiert und ist grof3tenteils abhéngig von der Aktivitdt der PKA
(Sands and Palmer, 2008). Uber Epac konnen zusétzlich die Transkriptionsfaktoren AP-1
(Fuld et al., 2005), C/EBP (Sands and Palmer, 2008) und NFAT (Morel et al., 2005) aktiviert
werden. AulRerdem kann sowohl PKA als auch Epac die Aktivitdt von Rap-1, einem kleinen
G-Protein, beeinflussen. Uber diese GTPase kann sich der cAMP-Spiegel zelltypspezifisch
auf die Aktivitdst der MAPK-Kaskade und damit auf die Elk-1-abhangige Transkription
auswirken (Busca et al., 2000;MacNicol and MacNicol, 1999) und die Integrin- und E-
Cadherin vermittelte Adhéasion beeinflussen (Kooistra et al., 2005). Aufgrund dieser diversen
Verschaltungen (vergleiche Abb. 2.1.3.1) kann cAMP einerseits die Proliferation inhibieren,
andererseits Differenzierung und Apoptose auslosen (Howe, 2004;Chen et al., 1998;Frisch,
2000). Weiterhin wird durch die cAMP-abhangige Transkriptionskontrolle und durch die
Regulation der Aktivitat von RhoA Uber PKA die Tumorinvasion beeinflusst. Mitglieder der
Rho-Familie der kleinen GTPasen (RhoA, Rac, Cdc42) bestimmen die Organisation des
Zytoskeletts und damit die Motilitdt von Tumorzellen. Die RhoA-Aktivitat wirkt sich Uber die
ROCK (Rho-associated Kinase) und die LIM-K (LIM-Motif containing kinase) auf die Aktin-
Polymerisierung aus und parallel Uber die MLC-Kinase (myosin ligth chain kinase) auf den
Phosphorylierungsstatus von Myosin und bedingt so wahrend der Tumorinvasion die Bildung
von Stressfasern und die Zellkontraktilitdt (Itoh et al., 2007;Raftopoulou and Hall, 2004).
Desweiteren inhibiert RhoA die Proliferation und verstarkt die Expression von

differenzierungsrelevanten Genen (McMullan et al., 2003).
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Der Botenstoff cGMP wird durch membranstandige oder I6sliche Guanylatzyklasen
synthetisiert und ebenfalls durch PDEs hydrolysiert. Zu den Effektorproteinen zahlen
wiederum durch zyklische Nukleotide gesteuerte lonenkandle und die cGMP-abhangige
Proteinkinase PKG (protein kinase G) (Abb. 2.1.3.1). Diese Kinase kann genau wie PKA die
Aktivitdt von RhoA beeinflussen (Ellerbroek et al., 2003;Pilz and Casteel, 2003). Damit
reguliert auch cGMP auf diesem Wege das Migrationsverhalten von Krebszellen sowie ihre
Proliferation und Differenzierung. Weiterhin wurde in nicht-kleinzelligen Lungenkrebszellen
eine cGMP-abhangige Aktivierung von ERK1/2 (extracellular signal regulated kinase 1/2)
und im Zusammenhang damit eine verstarkte Migration dieser Zellen gezeigt. Dagegen fuhrt
die Inhibition der PKG in diesen Zellen sowie in Gliazellen zu eingeschrankter Motilitat
(Punathil and Katiyar, 2009;Boran and Garcia, 2007).

Actin Zytoskelett

/

Differenzierung, Migration, +—
Matrix-Degradierung

Abb. 2.1.3.1: Ubersicht uiber die Signaltransduktionskaskaden der zyklischen Nukleotide und ihr
Einfluss auf Metastasierungs-relevante Prozesse. AC: Adenylatzyklase, GC: Guanylatzyklase, CNGC:
cyclic nucleotide gated channels, PDE: Phosphodiesterase, PKG: Proteinkinase G, PKA:
Proteinkinase A, Epac/GEF: exchange protein directly activated by cAMP, MEK (MAPK/ERK kinase),

ERKZ1/2: extracellular signal regulated kinase 1/2.

2.1.3.2 Tyrosinkinaserezeptoren und nachgeschaltete Signalkaskaden

Von besonderem Interesse im Kontext der Tumorprogression sind die in Abbildung 21.3.2
veranschaulichten Signalwege, die den Wachstumsfaktorrezeptoren nachgeschalteten sind.
Wachstumsfaktoren, wie EGF, PDGF oder HGF binden an Transmembranrezeptoren mit
intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat, was Autophosphorylierungen in der zytoplasmatischen
Domane der Rezeptoren und die Rekrutierung intrazellularer Signalproteine zur Folge hat.
Zu diesen zahlt das Adapterprotein GRB2, welches unter anderem den Austauschfaktor



Einleitung 10

SOS bindet und dariiber die GTPase RAS aktiviert. Diese leitet das Signal Gber den MAPK-
Signalweg, eine Kaskade von Kinasen (RAF-Kinase, MAPK-Kinase (MEK), MAP-Kinase
(ERK1/2)), weiter, was letztendlich die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie EIk1, c-
Myc oder c-Fos bewirkt, die an der Regulation von Proliferation, Apoptose, Differenzierung
und Invasion beteiligt sind (Dumaz and Marais, 2005;Berger et al., 2005). Eine Vielzahl
unterschiedlicher Tumorzellen weist eine erhdhte Expression oder Aktivitat von ERK1/2 auf
(Schmidt et al., 1997;lto et al., 1998;Specht et al., 2001). AuRerdem konnte eine positive
Assoziation zwischen der Aktivitat von ERK1/2 und dem Migrationspotential
unterschiedlicher Zelltypen nachgewiesen werden (Nguyen et al., 1999;Thomson et al.,
1994).

Rezeptortyrosinkinasen konnen auch die Aktivitat eines weiteren Signalproteins, der PI3K
(Phosphoinositide 3 kinase) induzieren und damit einen anderen Signalweg anschalten, der
Zellwachstum, Apoptose und Motilitat reguliert. Im aktivierten Zustand phosphoryliert PI3K
Phosphoinositol-Lipide in der Zellmembran unter Bildung von Phosphoinositol-3-Phosphat
(PIP3). Dieses Lipid rekrutiert Proteine mit Plekstrin-Homologie-(PH)-Domane, wie PDK
(phosphoinositide-dependent kinase 1) und PKB/Akt (Proteinkinase B) und fuhrt zu deren
Aktivierung. Effektorproteine von PKB/Akt vermitteln die durch PI3K regulierten Effekte. Zu
diesen Effektoren gehéren mTOR (mammalian target of rapamycin), die GTPase Rac, GSK3
(glycogen synthase 3 und Transkriptionsfaktoren (Delcommenne et al., 1998). Die PI3-
Kinase, welche zuséatzlich dirch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und die ILK (Integrin-
linked kinase) aktiviert werden kann, gilt als Modulator von Zellwachstum, EMT, Invasion und
Migration in Tumorzellen und wird bei Ovarialkrebs als putatives Onkogen angesehen (Chen
et al., 2009b;Chen et al., 2009a;Yan et al., 2009). Von besonderer Bedeutung fir diese
Wirkung ist die Phosphorylierung von GSK3 durch PKB/Akt, was den proteolytischen Abbau
dieser Kinase hervorruft und damit unter anderem den Transkriptionsrepressor snail-1
stabilisiert. In einer positiven Rickkopplungsschleife verringert die durch snail-1 verursachte
Reduktion von E-Cadherin die Funktion von PTEN (Qiao et al., 2008). Dadurch wird weniger
PIP; abgebaut und folglich weiterhin die PKB und der Metastasierungsprozess aktiviert.

GSK3 spielt nicht nur in diesem Zusammenhang eine entscheidende Rolle wéhrend der
Entwicklung eines Tumors (Kim 2000). Die Aktivitdt verschiedener Signalkaskaden
konvergiert auf der Ebene dieser Kinase. So wirkt sich der cAMP-Signalweg tber PKA, der
Wnt-Signalweg Uber Dishevelled (DSH) und die PI3K-Signalkaskade Uber PKB/Akt auf den
Phosphorylierungszustand von GSK3 aus (Woodgett, 2001). Die Besonderheit besteht hier
darin, dass diese Kinase nur im Ruhezustand aktiv ist und die Aktivitat all dieser Signalwege
zur ihrer Inaktivierung fihrt. Nachgeschaltete Effektoren sind neben der Glykogensynthase
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hauptsachlich Transkriptionsfaktoren, beispielsweise b-Catenin (Gotschel et al., 2008),
CREB (Grimes and Jope, 2001), c-Jun (Nikolakaki et al., 1993) und NFAT (Beals et al.,
1997), welche bei inhibierter GSK3-Aktivitat aktiv werden kénnen und dann das Uberleben,
die Proliferation und Aggressivitat von Krebszellen beginstigen. Eine Ausnahme bildet die
NF-kB-abhangige Gentranskription, die Uber einen noch unvollstandig aufgeklarten
Mechanismus durch GSK3 aktiviert werden kann (Kotliarova et al., 2008;Woodgett, 2001).
Die Konsequenzen dieser Aktivierung wurden in Pankreas-Adenokarzinomzellen als anti-
apoptotisch, Wachstums- sowie Angiogenese-férdernd beschrieben (Billadeau, 2007;Arlt et
al., 2003).
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Abb. 21.3.2: Ubersicht iiber Signalkaskaden mit Einfluss auf das Metastasierungspotential. Gezeigt
sind der MAPK- und der PI3K-Signalweg, welche Wachstumsfaktorsignale ausgehend von RTKs
(Rezeptortyrosinkinasen) Ubertragen, das Zusammenspiel von E-Cadherin- und Wnt-
Signaltransduktion, die Verschaltung der Integrine, sowie die TGFb-Signalgebung. Faktoren, von
denen bekannt ist, dass sie bei der Tumorprogression funktionell veréandert werden, sind in rot

dargestellt. Erklarung aller relevanten Faktoren im Text (modifiziert nach Hanahan and Weinberg,
2000).
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2.1.3.3 Signaltransduktion des TGFb-Signals

Der Wachstumsfaktor TGFb sei abschliel3end separat erwéhnt, da er einen Rezeptortyp mit

Serin-Threonin-Kinaseaktivitdt und keinen Tyrosinkinaserezeptor bindet. Dies bewirkt die
Aktivierung von SMAD-Faktoren, die das Signal in einer Kaskade in den Zellkern weiterleiten
(Abb. 2.1.3.2). Die Transduktion des TGFb-Signals l6st unter Mitwirkung der p38 MAP-

Kinase und des pl60/Rho/ROCK-Signalweges Zellzyklusarrest, Differenzierung und
Apoptose aus (Kamaraju and Roberts, 2005;Tian and Schiemann, 2009). Auf diesen
Effekten beruht die Tumorsuppressorwirkung von TGFb in frihen Tumorstadien, die jedoch

durch Mutationen oder den Verlust der Expression von Komponenten des TGFb-

Signalweges wahrend der Tumorprogression unterdrickt werden kann (Han et al.,
2004;Hata et al., 1998). In spateren Stadien kann der Wachstumsfaktor dann tber die
Aktivierung des ERK1/2-Signalweges die Induktion von EMT bewirken (Xie et al.,
2004;lglesias et al., 2000).

Aufgrund der groBen Bedeutung der beschriebenen Signalwege fur Tumorgenese und
Metastasierung und der essentiellen Funktion von Proteinkinasen in den regulatorischen
Netzwerken sind Kinaseinhibitoren vielversprechende Therapeutika in der Krebstherapie.
Inhibitoren der Rezeptortyrosinkinasen (Gefitinib, Vandetinib, Sunitinib) werden bereits bei
gastrointestinalen Tumoren, Nierentumoren oder Lungentumoren erfolgreich eingesetzt
(Adams and Leggas, 2007). Inhibitoren der Abl-Kinase (Imatinib, Desatinib) sind ein
therapeutisches Mittel bei Leukamien. MMP-Inhibitoren wurden ebenfalls in Klinischen
Studien getestet, zeigten aber im Unterschied zu Kinaseinhibitoren zu wenig Wirksamkeit
und starke Nebenwirkungen (Smith and Theodorescu, 2009). Die Wiederherstellung der
Funktion oder die exogene Verabreichung von Tumor- und Metastasierungssuppressoren
sowie die Inhibition von anderen Proteinkinasen, wie ILK oder PI3K, stellen weitere

Maglichkeiten fur zukunftige Therapieansatze dar.

2.2 Das neuronale Kalziumsensorprotein VILIP-1

2.2.1 Intrazellulére neuronale Kalziumsensoren (NCS)

Fir verschiedene Aspekte der Zellphysiologie spielt Kalzium (Ca®) als sekundérer
Botenstoff eine essentielle Rolle. Die zytoplasmatische Kalziumkonzentration unterliegt einer

strikten Regulation und beeinflusst unter anderem Proliferation, Differenzierung,
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Genexpression, Zellkontraktilitdt und Signaltransduktionskaskaden. Als Reaktion auf Licht,
Hormone, Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter koénnen Austauschprozesse mit
intrazellularen Seichern, wie dem endoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien,
oder mit dem Extrazellularraum zu einem transienten Anstieg des intrazellularen
Kalziumgehalts von 0,1 uM auf bis zu 10 mM fiihren. Uber zelltypspezifische Effektoren,
sogenannte Kalziumbindungsproteine kann das Kalziumsignal in eine definierte, lokal
begrenzte Antwort umgesetzt werden. Diese Proteine komplexieren Ca*-lonen in
spezifischen Strukturen, anhand derer sie unterschieden werden kénnen. Die Superfamilie
der EF-Hand-Proteine umfasst die Mehrzahl der Kalziumbindungsproteine und ihre
Mitglieder weisen zwei bis zwolf EF-Hand-Motive auf. Ein solches Motiv besteht aus zwei a-
Helices (E und F), welche durch eine kalziumbindende Schleife miteinander verbunden sind,
und ahnelt in seiner Form Daumen und Zeigefinger einer greifenden Hand (lkura and Ames,
2006). Wahrend unter den EF-Handproteinen die Kalziumpufferproteine, zu denen
Parvalbumin, Calbindin und Calretinin gehoren, keine wesentlichen strukturellen
Veranderungen durch die Kalziumbindung erfahren, ruft diese in der Untergruppe der
Kalziumsensorproteine eine umfassende Konformationsanderung hervor. Dieser
Mechanismus erlaubt den Vertretern dieser Gruppe kalziumabhangig Protein-Protein-
Interaktionen, Protein-DNA-Interaktionen oder Translokationen an zellulare Membranen
auszufiihren. Das ubiquitdr vorkommende Calmodulin, das muskelspezifische Troponin C
sowie die Familie der intrazellularen neuronalen Kalziumsensorproteine (NCS-Proteine) sind

Beispiele fur die Untergruppe der Kalziumsensoren.

NCS-Proteine werden hauptsachlich im Nervensystem exprimiert (Nef et al., 1995) und ihnen
wird eine Rolle bei vielen verschiedenen neuronalen Funktionen, wie der Modulation der
Neurotransmitterausschittung, der Signaltransduktion oder des Membranrezeptorrecyclings
zugeschrieben (Braunewell and Gundelfinger, 1999;Brackmann et al., 2005;Burgoyne and
Weiss, 2001). Die Mitglieder dieser Familie besitzen typischerweise vier EF-Hand-Motive,
von denen aber nur zwei oder drei funktionell sind (Burgoyne et al., 2004). EF-Hand 1 hat
generell keine Kalziumbindungsfunktion, sondern wirkt vermutlich bei Interaktionsprozessen
oder dem Ca”*-Myristoyl-Switch dieser Proteine mit. Abbildung 2.2.1.1 zeigt schematisch die
Struktur und die subzelluldre Verteilung von NCS-Proteinen. Die N-terminale kovalente
Modifikation mit Fettsduren (Acylierung) ist ebenfalls charakteristisch flr neuronale
Kalziumsensoren und erlaubt die reversible Assoziation mit zellularen Membranen. Diese ist
entweder konstitutiv méglich, oder erst nach Exposition des Fettsaurerests infolge der Ca™*-
Bindung, wie beim Ca**-Myristoyl-Switch (Braunewell and Gundelfinger, 1999;Burgoyne et
al., 2004) (vergl. Abb. 2.2.1.1).
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Abb. 22.1.1: Kalzium-Myristoylswitch und subzellulare Lokalisation: A: Ca®'-freie (links) und ca™*-
gebundene Form von Recoverin (modifiziert nach Ames et al. 1997). B: Intrazellulare Verteilung der
NCS-Proteine mit konstitutiver und Ca2+-abhangiger Membranassoziation vor (oben) und nach (unten)

Erhéhung der Ca”"-Konzentration (modifiziert nach Burgoyne et al. 2004).

Trotz hoher Ubereinstimmungen in den Aminoséauresequenzen der Kalziumsensoren, zeigen
sie Gewebe- und Zelltyp-spezifische Expressionsmuster und haben unterschiedliche
Funktionen. Die Familie umfasst 14 Mitglieder bei den Saugetieren und mehr als 40 Vertreter
aus allen Spezies (Braunewell and Gundelfinger, 1999;Burgoyne et al., 2004). Diese kdnnen
basierend auf ihren sequenziellen Homologien in funf Untergruppen und den einzeln
stehenden C. elegans Vertreter ce-NCS2 eingeteilt werden (Nef et al., 1995;Polans et al.,
1996;Spilker et al., 2002a). Eine Ubersicht iiber die Verwandtschaftsbeziehungen der NCS-
Proteine gibt der in Abbildung 2.2.1.2 dargestellte Stammbaum, der mit dem EF-Hand
Protein Calmodulin als Referenz erstellt wurde.

Zur Gruppe der Recoverine gehdren Recoverin und Visinin sowie ihre Frosch-Orthologen.
Recoverine werden speziesubergreifend in Photorezeptoren und den inneren Schichten der
Retina exprimiert (Kawamura et al., 1996) und sind dort an der Regulation der
Lichtadaptation und den Regenerierungsprozessen beteiligt. GCAPs (Guanylatzyklase-
aktivierenden Proteine) weisen ebenfalls eine vorrangig retinale Expression und eine
Funktion bei Regenerierungsprozessen in den Photorezeptoren auf (Dizhoor and Hurley,
1999). Die KChIPs (Kaliumkanal-interagierenden Proteine) bilden eine weitere Untergruppe.
Sie sind mit den Kaliumkanaluntereinheiten Kv4.2 und Kv4.3 kolokalisiert (Morohashi et al.,
2002) und bestimmen ihre intrazellulare Verteilung. KChIP3/DREAM (downstream regulatory
element antagonist modulator) wirkt dartberhinaus als Repressor der Transkription und
bindet Ca’*-abhéngig an DRE-Sequenzen (Jacobson et al., 2006). Unter der Bezeichnung
Calsenilin wurde das KChIP3-Protein wegen seiner Wechselwirkungen mit Presenilin
charakterisiert. Presenilin spielt eine Rolle bei der Bildung von R-Amyloid und bei der
Induktion von Apoptose in Neuronen. Aufgrund dessen ist Calsenilin im Kontext der
Alzheimer Erkrankung von Bedeutung (Buxbaum, 2004).



Einleitung 15

Calmodulin
I GCAP-1 -]
I ccr 1| Geaps
| GCAP-3
GCAP-2 -
EKChIP-1 ]
I L KCRIP-2 II [ KChIPs
K ChIP-3* —
Eecmeriﬂ ]
1 S_IHT.];::].H III| Recoverine
| 4'— 524 _]
ce-NCS-2 s
VILIP-1 ]
—|:‘.']]_.IP-2
| IV VILIP-3
Hippocalein IV | VILIPs
Neurocalcin &
Drosophila-Neurocalcin

Aplysia-Neurocalein
NCS-1(5.pomhe)

NCS-1 (S.cerevisiae)

ce-NCS3

NC5-1Frequeni

Aplyealein Vv
ce-NC5-1

v

I

Frequenine

Drosophila-Frequenin
_|:15t-}'1'equeuiu- 1=
crust-Frequenin-2*

Abb. 2.2.1.2: Dendrogramm der Familie der intrazellularen Neuronalen Kalziumsensorproteine.

Modifiziert nach Braunewell und Gundelfinger, 1999. Es sind die phylogenetischen Beziehungen der
einzelnen NCS-Proteine zueinander basierend auf ihren Aminosauresequenzen aus der Swiss-Prot-
Datenbank dargestellt. (* KChIP3 alias DREAM, Calsenilin; crust-Frequenin-1 (Ocronectes limosusus),

crust-Frequenin-2 (Palinurus pencillatus)), GCAP-4-8 bisher nicht bericksichtigt

Die Frequenine stellen die evolutionsgeschichtlich alteste Gruppe und auch ihre Mitglieder
werden wie die anderen NCS-Proteine vor allem im Nervensystem exprimiert und erfillen
zahlreiche Funktionen. Bei Saugetieren interagiert NCS-1 mit der P13-Kinase und moduliert
somit die Signaltransduktion (Kapp-Barnea et al.,, 2003). Neben der Regulation der
Exozytose (Kapp-Barnea et al., 2003), sowie der Endozytose von Kaliumkanélen und
spannungsabhangigen Kalziumkanélen (Guo et al., 2002) konnte ein Einfluss von NCS-1 auf
Lern- und Gedachtnisprozesse nachgewiesen werden (Sippy et al., 2003).
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Der Gruppe der Visinin-like proteins (VILIPs) gehort neben VILIP-2, VILIP-3, Hippocalcin und
den Neurocalcinen auch VILIP-1 an, welches in der vorliegenden Arbeit ndaher untersucht
werden soll. Die VILIPs sind 191 bis 193 Aminoséduren lang und weisen alle die
Konsensussequenz fur eine Niterminale Myristoylierung auf (Braunewell and Gundelfinger,
1999). Die Homologie innerhalb dieser Untergruppe ist mit 67 Prozent bis 94 Prozent
Sequenzibereinstimmung sehr hoch. Dennoch unterscheiden sich die Proteine in ihrer
Affinitat fur Kalzium, in der Kinetik mit der sie an zellulare Membranen binden und darin mit
welchen subzellularen Kompartimenten sie assoziieren sowie in ihren Interaktionspartnern
(Braunewell and Klein-Szanto, 2009). Die Expression der Vertreter dieser Gruppe erstreckt
sich von verschieden Hirnregionen (Paterlini et al., 2000) (Saitoh et al., 1995), Uber die
Retina (Bastianelli et al., 1995;De et al., 1995) bis hin zu peripheren Geweben (Gierke et al.,
2004;Spilker et al., 2000). Vielfaltige Funktionen wurden fur VILIP-Proteine beschrieben.
VILIP-1, Hippocalcin und Neurocalcin d sind in die Regulation der Signaltransduktionswege
der zyklischen Nukleotide involviert. Wéahrend VILIP-1 die olfaktorische Adenylatzyklase
hemmt (Boekhoff et al., 1997) und die Funktion der Guanylatzyklase B (NPR-B) verstarkt
(Brackmann et al., 2005), aktiviert Neurocalcin d die olfaktorische Adenylatzyklase und
inhibiert die olfaktorische Guanylatzyklase (Mammen et al., 2004). Neurocalcin d agiert als
Ca’*-abhangiger Regulator der retinalen Guanylatzyklase 1 (retGC1) (Krishnan et al., 2004)
und der olfaktorischen Guanylatzyklase (GC-D) (Duda et al., 2004). Hippocalcin wurde
aullerdem in einem Hefe-2-Hybridverfahren als mdglicher Interaktionspartner der MLK2/3
(mixed-lineage Kinase 2/3) identifiziert und kdnnte auf diesem Wege Signalmolekiile wie Rac
und Cdc42 sowie verschiedene MAP-Kinasen beeinflussen (Nagata et al., 1998).
Hippocalcin und VILIP-3 wurden als Modulatoren der MAP-Kinase ERK beschrieben
(Kobayashi et al., 2005;Spilker et al., 2002b). VILIP-2 reduziert die Inaktivierung von CaVv2.1-
Kandlen, was sich auf die prasynaptische Neurotransmitterausschittung auswirkt
(Lautermilch et al.,, 2005). Desweitern beeinflussen VILIPs die Genexpression, den
intrazellularen Transport von Rezeptoren und lonenkandlen und die Umgestaltung des
Zytoskeletts. Durch ihre zahlreichen Funktionen sind sie in physiologische Prozesse, wie die
Insulinausschittung, Sinneswahrnehmungen und Lern- und Gedéachtnisleistungen involviert,
aber auch in Pathophysiologien, wie die Alzheimer Erkrankung, die Schizophrenie oder
maligne Tumorerkrankungen (Braunewell, 2005). Auf den Vertreter VILIP-1 soll im

Folgenden naher eingegangen werden.
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2.2.2 Visinin-like protein 1 (VILIP-1)

2.2.2.1 Allgemeine Charakterisierung von VILIP-1

VILIP-1 wurde urspriinglich sowohl aus der Ratte als neuronales Visinin-&hnliches Protein 1
(NVP-1) (Kuno et al., 1992), als auch aus dem Huhn als Visinin-ahnliches Protein (VILIP)
kloniert (Lenz et al., 1992) und war damit das Grindungsmitglied der Untergruppe der
VILIPs. Das humane VILIP-1-Gen (VSNL1) ist auf Chromosom 2 lokalisiert, 117,983 kb lang
und besteht aus vier Exons, von denen das erste aulRerhalb der kodierenden Region liegt
(http://mww.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?db=human&l=VSNL1). Kiirzlich
konnte ein potentieller Promotor innerhalb von 2 kb aufwarts vom Transkriptionsstart kloniert
werden (Fu et al., 2008). Die Methylierung zweier CpG-Inseln in diesem Sequenzbereich
stellt einen epigenetischen Mechanismus zur Reduktion der VILIP-1-Expression dar (Fu et
al., 2008). Die Identifizierung regulatorischer Elemente in der Promotorregion, um die
Modulation der VILIP-1-Genexpression detaillierter zu beschreiben, ist derzeit Gegenstand
von weiteren Untersuchungen.

Aufbau und Struktur des translatierten Proteins sind in Abbildung 2.2.2.1 dargestellt. VILIP-1
ist 191 Aminosauren lang (22 kDa) und besitzt mit 4 EF-Hand-Motiven und der N-terminalen
Myristoylierungs-Konsensussequenz die typischen Merkmale der NCS-Proteine. EF-Hand-1
wirkt nicht bei der Kalziumbindung mit. Obwohl bisher noch keine weiteren funktionellen
Doménen identifiziert werden konnten, reprasentiert EF-Hand-1 die putative Region fir
Wechselwirkungen mit Interaktionspartnern (Braunewell and Klein Szanto, 2009). In
hippocampalen Neuronen liegt das Protein zytoplasmatisch, assoziiert mit der Zellmembran
und Ca’*-abhéngig gebunden an die trans-Golgi-Membran vor (Spilker and Braunewell,
2003).

B C
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Abb. 2.2.2.1.: A: Domanen in der Aminosauresequenz von VILIP-1 und vorhergesagte Proteinstruktur

(Diplomarbeit, Kristian Lange) ohne (B) und mit (C) ca”.
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VILIP-1 zeigt eine weit verbreitete Expression mit Schwerpunkt im Nervensystem
(Braunewell and Gundelfinger, 1999). In einer Expressionsstudie konnte VILIP-1-mRNA in
den meisten Hirnregionen der Ratte nachgewiesen werden (Paterlini et al., 2000). Auf
Proteinebene konnte dies im menschlichen Gehirn (Saitoh et al., 1995) sowie im Cerebellum
und im Hippocampus der Ratte (Spilker et al., 2000) bestétigt werden. Innerhalb des
Hippocampus variiert das Expressionsmuster speziesabhéngig (Zhao and Braunewell,
2008;Bernstein et al., 1999;Lenz et al., 1996). Bei der Ratte zeigen alle hippocampalen
Regionen VILIP-1-Immunreaktivitat, auf zellularer Ebene vor allem Interneurone, aber auch
Prinzipalneurone (Zhao and Braunewell, 2008). Im Cerebellum kommt VILIP-1 vorrangig in
der Kornerzellschicht vor, wird aber nicht in Purkinjezellen exprimiert (Lenz et al., 1996,
Spilker et al., 2000). Daruberhinaus wird VILIP-1 im sensorischen System, speziell in Zellen
der Retina (De et al., 1995;Lenz et al., 1992;Krishnan et al., 2004) und in olfaktorischen
Rezeptorneuronen (Boekhoff et al., 1997;Braunewell and Gundelfinger, 1999), sowie in
peripheren Geweben exprimiert. Eine Expressionsstudie von Gierke et al. wies VILIP-1 in
Herz, Leber, Lunge und Testisgewebe der Ratte und des Menschen nach (Gierke et al.,
2004). VILIP-1-mRNA wurde ebenfalls in Lunge und Herz sowie zusatzlich im Darmgewebe
detektiert (Kajimoto et al., 1993;0hya and Horowitz, 2002). Hinzu kommt der Nachweis der
VILIP-1-Expression in 3-Zellen des Pankreas und in basalen epidermalen Keratinozyten (Dai
et al., 2006;Mahloogi et al., 2003).

Dieses Expressionsmuster impliziert sowohl die Mdglichkeit zelltypspezifischer Funktionen
als auch der Beteiligung an der allgemeinen Homdostase von Zellen. Inzwischen konnten
einige  funktionelle  Zusammenhadnge und  Wechselwirkungen —mit  speziellen
Interaktionspartnern beschrieben werden. In einem Modell fir Proteinsynthese-abhangige
Plastizitdt in Neuronen konnte in Folge einer chemisch induzierten Langzeitpotenzierung
eine erhohte Expression von VILIP-1 nachgewiesen, was auf eine Funktion des
Kalziumsensorproteins bei der synaptischen Plastizitat hindeutet (Brackmann et al.,
2004;Braunewell et al., 2003). AulRerdem bewirkt der Antagonist des ionotropen NMDA-
Glutamatrezeptors Ketamin einerseits eine Reduktion in der Expression von VILIP-1 in
hippocampalen Pyramidenzellen und andererseits eine erhfhte Expression des Proteins in
Interneuronen des Hippocampus (Bernstein et al., 2003). Ein ahnliches Expressionsmuster
ist im Kontext der Schizophrenie vorzufinden. Im Gehirn von Schizophrenie-Patienten wurde
post mortem im Vergleich zu Kontrollproben gesunder Personen eine reduzierte VILIP-1-
Immunreaktivitat in Pyramidenzellen und eine erhdhte in Interneuronen detektiert (Bernstein
et al., 2002). Microarraystudien und Untersuchungen in einem Tiermodell fur Schizophrenie
bestatigten diese Ergebnisse (Miklos and Maleszka, 2004;Vercauteren et al., 2007).
Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR) spielen sowohl bei synaptischer Plastizitat als
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auch bei Schizophrenie eine Rolle (Hogg et al., 2003) und es konnte eine Interaktion von
VILIP-1 mit der a-Untereinheit des a4b2 nAChR (Lin et al., 2002a) sowie ein Einfluss auf die

Aktivitat und die Oberflachenexpression dieses Rezeptors gezeigt werden (Lin et al.,
2002b;Zhao et al., 2009). Daher kdnnte sich der Effekt des veranderten Expressionsspiegels
von VILIP-1 Uber die Interaktion mit dem nAChR auf die Pathologie der Schizophrenie, wie
auch auf Aspekte synaptischer Plastizitdt auswirken (Braunewell, 2005;Gierke et al., 2008).
Fur eine weitere Neuropathologie, die Alzheimer Erkrankung, spielt VILIP-1 ebenfalls eine
Rolle (Bernstein and Braunewell, 2009). In diesem Zusammenhang war eine stark
verringerte Anzahl VILIP-1-positiver Neurone im temporalen Cortex von Alzheimer-Patienten
nachweisbar (Braunewell et al., 2001a). Ferner kann die Assoziation des NCS-Proteins mit
Amyloidplaques sowie die durch VILIP-1 verstarkte Tau-Phosphorylierung und Ca®-
Zytotoxizitat zur Progression dieser Erkrankung beitragen (Schnurra et al., 2001).

Die Modulation der intrazellularen Konzentration zyklischer Nukleotide ist eine weitere
beschriebene Funktion von VILIP-1. In stabil mit VILIP-1 transfizierten C6-Glioma-Zellen,
PC12 Phaochromozytomzellen und Neuro2A Neuroblastomzellen wurde eine Akkumulation
von CcGMP beobachtet. Wie der Einsatz einer Myristoylierungsmutante dieses
Kalziumsensorproteins zeigte, ist diese Wirkung abhangig von seiner Membranlokalisation
(Braunewell et al., 2001b). Der cGMP-Spiegel erhohende Effekt wurde auch in
hippocampalen Neuronen und in Kleinhirnzellen festgestellt und wird Gber die partikularen
Guanylatzyklasen A (NPR-A) und B (NPR-B) vermittelt. NPR-B wurde als weiterer
Interaktionspartner identifiziert und es konnte gezeigt werden, dass VILIP-1 die
Oberflachenexpression des Enzyms erhoht (Brackmann et al., 2005). Eine Akkumulation von
CAMP bedingt durch die Expression von VILIP-1 konnte ebenfalls in C6-Gliomzellen
(Braunewell et al., 1997) und desweiteren in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK) (Lin
et al., 2002b) und MIN6 b-Zellen des Pankreas beobachtet werden. VILIP-1 beeinflusst in

diesen pankreatischen Zellen cAMP-vermittelt die Insulinausschuttung (Dai et al., 2006). In
olfaktorischen Membranfraktionen hingegen inhibierte rekombinantes VILIP-1-Protein die
Aktivitat der olfaktorischen Adenylatzyklase und in den stabil transfizierten PC12- und
Neuro2A-Zellen konnte kein Effekt von VILIP-1 auf den cAMP-Spiegel nachgewiesen

werden.
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2.2.2.2 VILIP-1 als Tumorinvasionssuppressor

In neueren Studien zu differenziell exprimierten Genen in murinen Hauttumorzellen
unterschiedlicher Aggressivitat konnte VILIP-1 als potentieller Tumorinvasionssuppressor
identifiziert werden. Die VILIP-1-Expression basaler epidermaler Keratinozyten war in daraus
hervorgegangenen Plattenepithelkarzinomzellen (SCC) abgeschwéacht und in aggressiven
SCC-Zellen sogar ganzlich verloren gegangen (Mahloogi et al., 2003). Interessanterweise
konnte in einem Zellkulturmodell dieser Plattenepithelkarzinomzellen gezeigt werden, dass
die VILIP-1-Expression mit einem reduzierten Adhasions- und Invasionspotential einhergeht
und dass diesem Effekt wiederum ein erhdhter cAMP-Spiegel zu Grunde liegt. Die VILIP-1-
positiven, weniger aggressiven SCC-Zellen wiesen aul3erdem eine verringerte MMP9- und
RhoA-Aktivitat auf (Mahloogi et al., 2003). Zudem wurde in diesen Zellen im Vergleich zu
den VILIP-1-negativen Zellen auch ein herabgesetztes Expressionsniveau von av und a5
Integrin-Untereinheiten bestimmt (Gonzalez Guerrico et al., 2005), wodurch die vermutete
Wirkung von VILIP-1 als Tumorinvasionssuppressor in Hauttumorzellen bestétigt werden
konnte. Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass die Expression von VILIP-1 in einer
Vielzahl maligner Gewebe, darunter squamose Karzinome des Osophagus (Wickborn et al.,
2006), nicht-kleinzellige Lungenkarzinome (Fu et al., 2008) und Neuroblastome (Xie et al.,
2007), unterschiedlich reguliert wird. In humanen Osophagustumoren war die Expression
des Kalziumsensorproteins im Vergleich zum normalen Plattenepithel ebenfalls stark
reduziert. Das Expressionsniveau von VILIP-1 Kkorrelierte mit dem Grad der Infiltrierung der
Tumore in das umliegende Gewebe sowie mit dem Befall von Lymphknoten und kommt
daher als diagnostischer Marker fiir Osophagustumore in Frage (Wickborn et al., 2006).
Genetische Analysen bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen ergaben zum einen, dass
der Verlust der VILIP-1-Expression nicht durch Mutationen oder Umformungen der
Gensequenz, jedoch durch Promotormethylierung hervorgerufen werden kann und zum
anderen, dass auch bei diesem Tumortyp die Uberlebenschancen/Prognose mit der VILIP-1-
Expression korreliert ist (Fu et al.,, 2008). Im Gegensatz dazu wurde VILIP-1 in einer
Affymetrix-Studie zum Vergleich des Transkriptoms von hochinvasiven und weniger
invasiven Neuroblastomzellen unter den Genen identifiziert, die in den Zellen mit
invasiverem Phanotyp verstarkt exprimiert werden. Auf3erdem wurde VILIP-1 bei Patienten
mit Metastasen verglichen mit Patienten ohne Metastasen Uberexprimiert (Xie et al., 2007).
Die Ergebnisse all dieser Studien unterstiitzen die Hypothese, dass VILIP-1 auch im Kontext
von Tumorpathologien eine Rolle spielt, deuten aber auch auf eine gewebespezifische
Wirkung des VILIP-1-Expressionsniveaus fur die Tumorprogression hin, die noch detaillierter

aufgeklart werden muss.
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2.3 Fragestellung

Die Metastasierung maligner Tumore ist ein komplexer, bisher nur unzureichend aufgeklarter
Prozess mit individuellen und gewebespezifischen Besonderheiten. Ein besseres
Verstandnis der zu Grunde liegenden Veranderungen der Zellphysiologie kénnte molekulare
Ziele fur die Entwicklung neuer anti-invasiver Strategien fir Krebstherapien identifizieren.
Inhalt dieser Arbeit ist es daher, die biologischen Mechanismen, auf denen die Wirkung des
neuronalen Kalziumsensorproteins  VILIP-1  als  Tumorinvasionssuppressor  in
Hauttumorzellen beruht, eingehend zu untersuchen.

Ein Ziel dabei ist die Analyse der Signalwege, uber deren Aktivitat die anti-invasive Wirkung
von VILIP-1 realisiert wird. Eine erhohte intrazellulare cAMP-Konzentration in Folge der
Expression von VILIP-1, sowie ein Einfluss dieser Erhéhung auf Adhasion und Invasion
wurden bereits gezeigt. Dieser Effekt soll besonders im Hinblick auf mogliche
Wechselwirkungen mit spezifischen Adenylatzyklase-lsoformen naher charakterisiert
werden. Da VILIP-1 in Gliazellen, hippocampalen Neuronen und neuralen Tumorzelllininen
auch den cGMP-Spiegel moduliert und sich cGMP-Signalwege aulerdem auf die
Metastasierung auswirken, ist ein weiteres Ziel festzustellen, ob im Hauttumorzell-Modell
zusatzlich eine veranderte cGMP-Signalgebung vorliegt.

DarlUberhinaus stellt sich die Aufgabe, Faktoren und Sighalkaskaden, die zur veranderten
Expression des NCS-Proteins in Plattenepithelkarzinomzellen unterschiedlicher Aggressivitat
fuhren, zu bestimmen. Um den Verlust der VILIP-1-Expression im Prozess der
Metastasierung einzuordnen, soll der Einfluss der Stimulation mit krebsrelevanten
Wachstumsfaktoren auf das Expressionsniveau von VILIP-1 ermittelt werden. Ebenfalls von
Interesse ist es, Effektoren in den nachgeschalteten Signalkaskaden von
Wachstumsfaktoren, die tatséchlich die Expression von VILIP-1 modulieren, in diesem

Zusammenhang zu erforschen.

Die Effekte einer Modulation der VILIP-1-Expression und der unter den beiden genannten
Gesichtspunkten als relevant ermittelten Signalwege sollen jeweils in funktionellen
Untersuchungen zur Wirkung des Proteins auf Teilaspekte der Metastasierung, wie
Differenzierung, Adhasion und Migration analysiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

In den folgenden Ubersichten sind alle verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialen und
Reagenzien vermerkt. Spezielle Losungen und eingesetzte Kits sind in der entsprechenden
Methodenbeschreibung aufgelistet. Alle Lésungen wurden, sofern nicht anders angegeben,

in deionisiertem Wasser (ddH,O) hergestellt.

3.1.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmittel

Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumperoxodisulfid (APS)
Borsaure

Bromphenolblau

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA)
Glycerol

Glycin

Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid (MgCl, * 6H,0)
Magnesiumsulfat (MgSO, * 7H,0)
Methanol

Mercaptoethanol

Milchpulver

Mowiol

Natriumazetat

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Paraformaldehyd (PFA)
Pferdeserum

Hersteller

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Calbiochem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein
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Chemikalien
Phenolrot
Polyacrylamid
Salzsaure (HCI)

SDS

TEMED

Tris

Tris-Acetat

Tris-Base

Triton X-100 (TX-100)

Verbrauchsmaterialien
Objekttrager

Parafilm

Petrischalen
PVDF-Membran

Hersteller

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe

3.1.2 Allgemeine Materialien fir die Zellkultur

Produkt

10 ml Pipetten

15 ml- Zentrifugenréhrchen
50 ml- Zentrifugenréhrchen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

(4500 mg/l Glukose, 584 mg/I L-Glutamin,
110 mg/l Pyruvat)

Fibronektin

Filtereinheiten 0,2 um steril

Fotales Kéalberserum (FKS)

Kulturschalen mit 6, 12, 24 oder 96 Vertiefungen

L-Glutamin

Lipofectamin 2000

OptiMEM

PBS

Penicillin, Streptomycin, Amphotericin B

Poly-D-Lysin

Hersteller

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein
Calbiochem, Darmstadt
Schleicher & Schuell, Dassel
Gibco BRL, Eggenstein
Biochrom, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco BRL, Eggenstein
Biochrom, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Trypan Blue Stain 0,4% Gibco BRL, Eggenstein
Trypsin-EDTA Gibco BRL, Eggenstein
Zellkulturflaschen 25 cmz, 75 cm? Biochrom, Berlin

3.1.3 Effektoren und Inhibitoren

Produkt Hersteller

8Br-cAMP Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
8Br-cGMP Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
ANP (Atrial Natriuretic Peptide) Calbiochem, San Diego, CA, USA

CNP (C-type Natriuretic Peptide) Calbiochem, San Diego, CA, USA

EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
ERK1/2-Inhibitor

(ERK activation inhibitor peptide I) Calbiochem, San Diego, CA, USA

FSK (Forskolin) Calbiochem, San Diego, CA, USA

GSK-3-Inhibitor 1X Calbiochem, San Diego, CA, USA

H-89, PKA-Inhibitor Calbiochem, San Diego, CA, USA

JNK-Inhibitor Calbiochem, San Diego, CA, USA

KT5823, PKG-Inhibitor Calbiochem, San Diego, CA, USA

LY 294002, PI3K-Inhibitor Calbiochem, San Diego, CA, USA

PD 98059, MEK-Inhibitor Calbiochem, San Diego, CA, USA

SB 202190, p38 MAPK-Inhibitor Calbiochem, San Diego, CA, USA

SNOG (S-Nitrosoglutathion) Calbiochem, San Diego, CA, USA

TGFb1 (Transformierender Wachstumsfaktor) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

3.1.4 Antikorper

Primare Antikorper

Polyklonale Antikérper gegen ein rekombinantes VILIP-1-Fusionsprotein wurden im
Kaninchen erzeugt. Diese wurden, wie bei Braunewell et al. 2001 beschrieben, Uber
Agarosesaulen, welche immobilisiertes, Gluthathion-S-Transferase (GST)-gekoppeltes
Fusionsprotein gebunden hatten, Affinitats-gereinigt (Bio-Rad, Hercules, CA). Das
resultierende Eluat wurde aufRerdem uUber Agarosesaulen mit VILIP-2- und VILIP-3-

Fusionsproteinen aufgereinigt, um Kreuzreaktivitat zu vermeiden.
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Zur Isoform-unabhéngigen Detektion von Adenylatzyklasen wurden polyklonale Antikdrper
aus  Kaninchen, gerichtet gegen ein  C-terminales  14-Aminoséauren-Peptid
(IGARKPQYDIWGNT), das in allen Adenylatzyklaseisoformen konserviert ist (ACcomm),
herangezogen (Braunewell and Gundelfinger, 1997;Jacobowitz and lyengar, 1994;Mons and
Cooper, 1994).

Die Detektion von E-Cadherin erfolgte mittels polyklonaler E-Cadherin Antikorper (gp 184)
gerichtet gegen ein extrazellulares Epitop (Kasper et al., 1995), die freundlicherweise von
Professor Ottmar Huber (Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie, Charité

Universitatsmedizin) bereitgestellt wurden (Huber et al., 1999).

Tabelle 3.1.4.1: Ubersicht iiber die verwendeten primaren Antikorper

Primarer Antikorper Verdiinnung Hersteller
Maus anti 3-Aktin monoklonal 1:8000 Sigma (St. Louis, MO)
Kaninchen anti VILIP-1 AG Braunewell, Charité
1:4000 ] ) o .
polyklonal Universitatsmedizin Berlin
Kaninchen anti ACcomm 1100 AG Braunewell, Charité
polyklonal ' Universitatsmedizin Berlin
Kaninchen anti Integrin a5 Chemicon,
1:5000
polyklonal Temecula, CA, USA
Kaninchen anti E-Cadherin AG Huber, Charité
1:4000 _ _ o _
polyklonal Universitatsmedizin Berlin

Sekundare Antikorper

Tabelle 3.1.4.2: Ubersicht iiber die verwendeten sekundaren Antikorper

Sekundarer Antikorper Verdinnung Hersteller
Ziege anti Maus IgG Santa Cruz Biotechnology,
o 1:25000
[HRP-konjugiert] Santa Cruz, CA
Ziege anti Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechnology,
o 1:25000
[HRP-konjugiert] Santa Cruz, CA

Ziege anti Kaninchen IgG )
1:500 Dianova, Hamburg

[Cy3-konjugiert]

Tabelle 3.1.4.3: Anregungswellenlangen und Emissionswellenl&ngen der verwendeten Fluorochrome

Fluorochrome Anregungswellenlange Emissionswellenlédnge

Cy3 550 nm 570 nm [rot]
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3.1.5 Oligonukleotide und Vektoren

Die siRNA wurde von Qiagen (Hilden) bezogen.

Tabelle 3.1.5.1: Sequenzen der Oligonukleotide des siRNA-Cocktails

SiRNA Sequenz
] Sense r(AGC CGU UAG UCU GAA UUA A)dTdT
antiVILIP1_1 _
Antisense r(UUA AUU CAG ACU AAC GGC U)dAdA
Sense r(CAA AGA UGA CCA GAU UAC A)dTdT
antiVILIP1_2 _
Antisense r(UGU AAU CUG GUC AUC UUU G)dAdA
Sense r(GUG CGA CAU UCA GAA AUG A)dTdT
antiVILIP1_3 _
Antisense r(UCA UUU CUG AAU GUC GCA C)dAdA

Alle Primer wurden von Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) synthetisiert.

Tabelle 3.1.5.2: Primer sets used for RT-PCR (bp base pair, s sense; as antisense)

Ziel- ProduktgrofRe in
Zugangsnummer Primersequenzenin 5 -->3
cDNA bp
s CTG AASAGG TGC TCATACCAGTT
AC-I XM_001053224.1 826

as GGC TTC CTT CCC TGC TGC

s GGA GGA AGG AGA YGG TGA GA
AC-lI NM_031007.1 577
as CTC CAA AGG AGA AGC CAA GGA

s TTG CYG ACT TCT ACA CTG AGG
AC-lII NM_130779.1 283
as CGTG TCC TTC ATG GCT ART GC

s GCGT YCT CTG TGG AGT CAT YGG
AC-IV NM_019285.2 650
as GGA GAA RGA AGA GAA GGA AGG

s GAG GCAGTT CYG TGG CGT CAG
AC-V NM_022600.1 546
as TGG GMG TTG GTG TGC AGA GA

s GGT TCC CAA AGT CGA TGA ACG
AC-VI NM_012821.2 400
as CCT CCT GAT GAA GGC TTC ATC

s ATG GAG AAT GTG AAC CGC CTCC
AC-VII BC115833.1 401
as CTT GCT CAT CAG GGC CAT GCT AA

s CAG GCC AAA GAG GAG ATC AAC G
AC-VIII NM_017142.1 249
as TGA TCT CAT TCA GCA AGC GCA

s CTG GAG CAT CTATTT CGC TGT C
AC-IX XM_001077332.1 166
as CGAACACCAGCAGGGTGAG

s ACCACCTACATCACACTCG
AC-X NM_021684.1 688
as TCA ATC ACC TCT CCT TCC
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Ziel- ProduktgréRe in
Zugangsnummer Primersequenzenin 5 --> 3
cDNA bp
s TGC AGA ATG AGC ACT TGA CC
NPR-A NM_008727 431

as GGC AAT TTC CTG AAG GAT GA

s TTG CTG TAT CTG GAT GCT CG
NPR-B NM_173788 409
as GAT TTG GGG GTT CTC GGT AT

s AGG ACG CGT GTG TGG AGT
Snail NM_011427 320
as GGA GAA TGG CTT CTC ACC AG

s ATG GGG AAR CAG AAT AGC AAAC
VILIP-1 NM_012038 550
as TCATTT CTG MAT GTC KCA CTG CA

s ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC
GAPDH NM_008084 590
as TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Die verwendeten Vektoren wurden auf Basis des PN1-EGFP-Vektors (Clontech) in der

Arbeitsgruppe hergestellt.

Tabelle 3.1.5.3: Verwendeter Vektor fiir die Uberexpression von VILIP-1 und Kontrollvektor.

Konstrukt Eingesetzte Menge / Ansatz Hersteller
VILIP-1-EGFP-CMV-Vektor 1 ug AG Braunewell, Spilker et al. 2002
EGFP-CMV-Vektor 1 g AG Braunewell, Zhao et al. 2008

3.1.6 Zellkulturmodell

Vier murine Plattenepithelkarzinom-(SCC)-Zelllinien der Haut wurden freundlicherweise von
Professor Klein-Szanto (Mahloogi et al., 2003) zur Verfigung gestellt und wurden als
Modellsystem fir alle Untersuchungen verwendet. CC4A und CC4B stammen vom selben
Tumor. Injiziert man diese Zellen s.c. in Nacktméause, entwickelt sich aus CC4A-Zellen ein
SCC oder Spindelzellkarzinom vom Grad IV, aus CC4B-Zellen hingegen entsteht ein gut
differenziertes, weniger aggressives SCC von geringerem Grad (Grad Il). CH72-Zellen sind
nach s.c. Injektion ebenfalls der Ursprung eines Plattenepithelzellkarzinoms von geringem
Grad und bei CH72T3-Zellen handelt es sich um eine subklonierte Zelllinie, die durch in vivo
Passagieren von CH72-Zellen in Nacktmausen entstand und zu einem SCC hohen Grades
fuhrt. Das Modell besteht somit aus zwei Zelllinien, die ein aggressives Karzinom hohen
Grades induzieren und zwei Zelllinien die zu einem differenzierteren, weniger aggressiven

Tumor geringeren Grades fuihren.
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung der Tumorzelllinien

Spezielle L6sungen

Standardmedium: DMEM, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 u/ml Penicillin, 100 pg/mi
Streptomycin

Dissoziationslésung: PBS, 0,5% Trypsin-EDTA

Die Kultivierung der SCC-Zellen erfolgte in supplimentiertem DMEM in einem Zellkultur-
Inkubator (Heraeus, Osterode) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,. Die Zellen
wurden regelmalfig bei einer Konfluenz von 90% passagiert. Dazu wurden die Zellen in PBS
gewaschen und anschlie3end trypsiniert. Die Zellsuspension wurde mit Standardmedium
verdinnt, um die Aktivitat von Trypsin zu unterbrechen und 5 min bei 1000g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in frischem DMEM aufgenommen und in die Zellen in der gewilnschten
Dichte wieder ausgesat. Wurde die genaue Zellanzahl bestimmt, geschah dies mit Hilfe einer

Neubauer-Zahlkammer und Trypanblau.

3.2.2 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion der SCC-Zellen erfolgte mit Lipofectamin vier bis acht Stunden
nach dem Ausplattieren. Der Transfektionsansatz fiir 500 pl DMEM und maximal 1 x 10°
Zellen bestand aus 50 pl OptiME M, 1 pl Lipofectamin, und 1 pg Vektor-DNA (Tabelle 3.1.5.3)
und wurde laut den Angaben des Herstellers angesetzt. Fir groRere Volumen oder eine
gréRere Zellanzahl wurde der Ansatz entsprechend angepasst. Zur Verbesserung der
Transfektionseffizienz wurde nach 4-6 h ein Mediumwechsel mit Standardmedium
vorgenommen. Zur Transfektion von siRNA wurde ein Cocktail aus drei verschiedenen
siRNA-Molekiillen hergestellt (Tabelle 31.5.1), so dass die Gesamtmenge 450 ng betrug.
Der Cocktail wurde anschlieRend anstelle von 1 pg cDNA zum Transfektionsansatz
gegeben. Als Kontrolle wurde hierbei scrambled-RNA (scr) in der Konzentration des siRNA
Cocktails verwendet.
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3.2.3 Bestimmung der intrazellularen cAMP bzw. cGMP

Konzentration

In 24-Lochplatten wurden 1 x 10° Zellen pro Vertiefung ausplattiert und fir 24 h bei
Standardbedingungen kultiviert. Vor der Messung wurden die Zellen in DMEM mit 1 mM
IBMX fir 30 min bei 37°C inkubiert und wenn vorgesehen, anschlieRend die Effektoren
(FSK, SNOG, ANP, CNP) fir 20 min zugegeben. Die Bestimmung der intrazellularen cAMP
bzw. cGMP Konzentration erfolgte mittels der Enzym Immunoassay Kits (EIA, RPN225, RPN

226; Amersham, Uppsala) laut den Angaben des Herstellers.

3.2.4 Zell-Matrix-Adhasionstest

Spezielle Losungen

Fibronektinlosung: 10 pg/ml Fibronektin in PBS

Blockierldsung: 1% BSA in PBS, fur 50 min bei 56°C hitzeinaktiviert
Fixierldsung: 4% PFA in PBS

Kristallviolettlosung: 0.1% Kristallviolett, 0.5% Ethanol in aqua dest.

Entfarbeldsung: 50% Ethanol, 1% Eisessig in aqua dest.

200 pl Fibronektinlosung wurden auf die Oberflache der Vertiefungen einer 24-Lochplatte
gegeben und fir 1h bei 37°C zur Adsorption inkubiert. Nach Séattigung der beschichteten
Oberflache mit Blockierldsung fiir 1 h wurden 1 x 10° Zellen pro Vertiefung in serumfreiem
DMEM mit 0.1% BSA ausplattiert. Nach 1 h Inkubationszeit bei 37°C wurden nichtadh&rente
Zellen durch Waschen mit PBS entfernt und adhérente Zellen wurden fur 20 min fixiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in Kristallviolettldsung fur 1 h gefarbt und
danach wiederum dreimal mit PBS gewaschen. Mittels 300 ul Entfarbelésung pro Ansatz
wurde der gebundene Farbstoff entzogen. Die optische Dichte der Lésung wurde bei 570 nm
im ELISA-Reader gemessen. Der Wert einer Versuchsbedingung im Experiment wurde
doppelt bestimmt und jedes Experiment wurde wenigstens dreimal durchgefuhrt. Ein
Leerwert, basierend auf einer Fibronektin-beschichteten, BSA-blockierten Vertiefung ohne

Zellsuspension, wurde von jedem Wert subtrahiert.
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3.2.5 Zell-Dissoziationsmessung

Spezielle Losungen

Fibronektinlosung: 10 pg/ml Fibronektin in PBS

Blockierldsung: 1% BSA in PBS, fur 50 min bei 56°C hitzeinaktiviert
Dissoziationslosung: 0.4% Trypsin/EDTA in PBS
Fixierldsung: 4% PFA in PBS

Kristallviolettlosung: 0.1% Kiristallviolett, 0.5% Ethanol in aqua dest.

Entfarbelésung: 50% Ethanol, 1% Eisessig in aqua dest.

5 x 10* Zellen pro Vertiefung wurden in Fibronektin-beschichtete und blockierte 24-
Lochplatten ausplattiert, fir 4 h in Standardmedium inkubiert und anschlieend mit dem
VILIP-1-GFP-Vektor, VILIP-1-siRNA oder den entsprechenden Kontrollen 72 h transfiziert.
Danach wurden die Zellen mittels Dissoziationslosung fir die angegebenen Zeiten bei 37°C
von der Oberflache abgeltst. Um die Trypsinaktivitat zu inhibieren und die abgeldsten Zellen
zu entfernen, wurden die Platten zweimal mit DMEM mit 10% Serum gewaschen und einmal
mit PBS, bevor die noch adhéarenten Zellen fir 15 min bei RT fixiert wurden. Als Maf3 fur die
Menge der haften gebliebenen Zellen wurde die optische Dichte nach Farbung mit
Kristallviolett, wie unter 32.4 beschrieben, bestimmt. Die Dissoziationsgeschwindigkeit ist
bei dieser Versuchsanordnung abhéngig vom Ldsen der Zell-Matrixverbindungen, aber vor
allem vom Abbau der Zell-Zellkontakte, da diese den Zugang fur Trypsin zu den Zell-

Matrixverbindungen blockieren (Simpson et al., 1993).

3.2.6 In-vitro-Analyse der Zell-Migration

2 x 10° Zellen pro Vertiefung wurden in 24-Lochplatten in Standardmedium ausplattiert.
Wenn erforderlich, wurden sie mit MLIP-1-GFP, VILIP-1-siRNA oder den entsprechenden
Kontrollen transfiziert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Standardmedium durch
Medium mit 1% Serum ausgetauscht und die verschiedenen Effektoren oder Inhibitoren
(Abschnitt 3.1.3) hinzugefugt. 1 Stunde spater wurde in die Zellschicht mit einer sterilen 200
pl Pipettenspitze eine Wunde gesetzt, die am Boden der Vertiefung markiert wurde. Nach 12
bzw. 24 Stunden wurden die Zellen fixiert und Ausschnitte der Wundbereiche wurden an
einem Inversionsmikroskop von Leica bei einer 100fachen VergroRerung fotografiert.
Mindestens acht reprasentative Wundausschnitte aus drei unabhdngigen Experimenten
wurden fir jede Bedingung aufgenommen und analysiert. Die Migration der Zellen wurde

durch Auszahlen der in einen Wundausschnitt eingewanderten Zellen quantifiziert.
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3.2.7 Immunzytochemie und Fluoreszenzintensitatsmessung

Spezielle LOsungen

Beschichtungslésung: 0,15 M Borséure, 100 mg/l Poly-D-Lysin
Fixierldsung: 4% PFA in PBS

Glycinlésung: 25 mM Glycin in PBS

Blockierlosung: 3% BSA, 5% Pferdeserum in PBS

Mowiol (Mounting-Medium): 10% Mowiol, 25% Glycerin, 100 mM Tris/HCI (pH 8,5),
2,5% DABCO

Fir alle Immunzytochemieexperimente wurden die Zellen in einer Dichte von 3 x 10* Zellen
pro Kulturschalenvertiefung auf beschichteten Glasdeckglaschen ausplattiert und fir 24 h in
Standardmedium inkubiert. Auf das Fixieren der Zellen fir 15 min mit Fixierldsung bei RT
folgte zweimaliges Waschen fur jeweils 10 min mit Glycin, um die unspezifische
Hintergrundféarbung zu reduzieren. In einer feuchte Kammer wurden die Deckglaschen
anschlieend fur 30 min in Blockierlosung mit 0,1% Triton-X-100 inkubiert und die Zellen
somit permeabilisiert. Danach wurden die primaren Antikdrper verdinnt in Blockierldsung mit
Triton-X-100 (siehe Tabelle 3.1.4.1 Priméare Antikorper) auf die Deckglaschen gegeben, Gber
Nacht bei 4°C inkubiert und in den folgenden drei Waschschritten ungebundene Antikdrper
entfernt. Die Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorper (siehe Tabelle 3.1.4.2 Sekundare
Antikorper und Tabelle 3.1.4.3 Fluorochrome) verdinnt in Blockierldésung wurden
lichtgeschutzt appliziert und fur 1,5 h bei RT im Dunklen inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS folgte das Entsalzen in ddH,O und das Eindecken mittels Mowiol auf
Objekttragern. AbschlieRend wurden nach einer Trockenzeit von mindestens 2 h bei 4°C zur
weiteren Fixierung die Ubergange der Deckglaschen zum Objekttrager mit Klarlack

ummantelt.

Auswertung mittels Fluoreszenzintensitatsmessung

Mikroskop:  Laser-Scanningmikroskop (Leica DM LFSA oder DM 2500; Wetzlar,
Deutschland) mit Argon-lon- (488 nm), Helium-Neon- (543 nm) und Helium-

Neon- (633 nm) bzw. Festkorper- (488, 532, 635 nm) Laserlichtanregung

Die Visualisierung des Fluorochrom Cy3 erfolgte am Laser-Scanningmikroskop. Das
Anregungslicht wurde durch dichromatische Strahlenteiler (DD488/543 fir Cy3)
eingekoppelt. Das ausgesendete Licht wurde in sequenziellen Rastern im Bereich von 550
nm bis 600 nm zusammengesetzt. Die Einstellung der Lochblende betrug 1 Airy. Es wurden
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Ol-immersions-Objektive verwendet (Leica HCX PL APO 63x/1,4). Bei den Aufnahmen mit
512 x 512 Pixel betrug die raumliche Auflésung 0.37 um/Pixel. Um Bildinformationsverluste
zu vermeiden, wurde die geringste Laserintensitat, die flr ein adaquates Signal-Rausch-
Verhdltnis notwendig ist, verwendet. Die Bildbearbeitung erfolgte mit Hilfe von Adobe
Photoshop 7.0 (Adobe Systems, San Jose, CA) und Image J 1.33u (NIH, USA).

In Image J wurden fir alle untersuchten Zellen Diagramme angefertigt, basierend auf der
Intensitat (Grauwert) der Pixel entlang eines Zellguerschnitts. Jeder Querschnitt wurde so
gelegt, dass er durch die Zellmitte verlief und auf beiden Seiten durch Bereiche starker
Signalintensitat im Bereich der Zellmembran. In einer semiquantitativen Analyse wurde der
Quotient aus gemittelten Pixelwerten im Zellmembranbereich (Flache unter der Kurve im
Bereich der Maxima pro Anzahl der Pixelwerte in diesem Bereich) und gemittelten
Pixelwerten des ganzen Zellquerschnitts (Flache unter der Kurve pro Anzahl der Pixel des
Zellguerschnitts) fur jede Zelle berechnet. Der Zellmembranbereich, der Bereich, in dem das
Sighal membranstandiger Antigene zu erwarten ist, wurde als jeweils 20 Pixel auf beiden
Seiten des Zellquerschnitts ab Intensitatswerten grof3er Null definiert, was auf jeder Seite der

Zelle etwa 5 pm um die Zellmembran entspricht.

3.2.8 Western Blot Analyse

Spezielle Losungen und Verbrauchsmaterialien:

5x Proteinprobenpuffer: 250 mM Tris (pH 6.8), 7.5% SDS, 30% Glycerol,
1% Mercaptoethanol, 0,25% Bromphenolblau
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris, pH 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris, pH 6,8
Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS
Blotpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,02% SDS,
20% Methanol
TBST-Puffer: 1xTBS-Puffer, 0,1% Tween-20
Blockierldsung: 5% Milchpulver in TBST
Molekulargewichtstandard, vorgefarbt Fermentas, St. Leon-Rot
BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford, IL, USA
HyperFilm Amersham Life Science, Buckinghamshire, UK
Chemolumineszenzlésungen Amersham Life Science, Buckinghamshire, UK

Stripping Buffer Pierce, Rockford, IL, USA
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Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen aller a1 untersuchenden Lysate erfolgte mit
dem BCA Protein Assay Kit nach dem Protokoll des Herstellers.

Beim Western Blot werden in einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine von diesem Gel auf eine Membran Ubertragen und dort fixiert. Sodiumdodecylsulfat
(SDS) lagert sich proportional zur ProteingroRe an und hat eine negative Eigenladung,
welche die Ladungen der Proteine abschirmt und so die Wanderung im elektrischen Feld
proportional zur ProteingréRe vom Minus- zum Pluspol erlaubt.

5-20%ige Gradiententrenngele mit 5%igen Sammelgelen wurden in Gradientengelkammern
von PegLab (PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen) in der folgenden Zusammenstellung

gegossen.

Tabelle 3.2.8.1: Chemikalien fur die Gelherstellung und ihre Zusammenstellung fur Gradientengele.

Trenngel 20% Trenngel 5% Sammelgel 5%
Puffer 5,5 ml (TG-Puffer) 5,5 ml (TG-Puffer) 4 ml (SG-Puffer)
ddH,O - 12 ml 5,3 ml
Acrylamid 11 ml (40%) 2,75 ml (40%) 2,7 ml (30%)
0,2M EDTA 220 pl 220 ul 160 pl
10% SDS 220 ul 220 ul 160 pl
87% Glycerol 5,1 ml 1,3 mi 3,7ml
TEMED 14,7 pl 14,7 pl 11,5 pl
APS 50 pl 79 ul 92 ul
Farbstoff Bromphenolblau 20 pl Phenolrot 20 pl

Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mittels
diskontinuierlicher SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli (1970). Die zu
analysierenden Proben wurden im Verhéaltnis 1:5 mit Proteinprobenpuffer versetzt, fir 1-3
min bei 95°C gekocht und mit einer Hamilton- Mikroliterspritze auf das Gradientengel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstarke von 25 mA fur 1,5 h in
Elektrophoresepuffer durchgefuhrt. Der anschlieRende Transfer der aufgetrennten Proteine
aus den Polyacrylamidgelen auf eine PVDF-Membran erfolgte elektrophoretisch in einer
Trans-Blot-Cell (BioRad) geftllt mit Transferpuffer fiir 2 h bei 80 mA und 350 V bei 4°C. Freie
Bindungsstellen der PVYDF-Membran wurden nach dem Transfer fur 1 h mit Blockierldsung
bei RT blockiert. Alle verwendeten Antikérper (Tabelle 31.4.1) wurden mit TBST-Puffer
verdiinnt, auf die Membran gegeben und tUber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Entfernen

ungebundener Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit TBST folgte die Inkubation mit in
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Blockierlosung verdinnten Sekundarantikdrpern (Tabelle 3.1.4.2). Diese waren fir die
Detektion der Antigene mit Meerrettichperoxidase gekoppelt und erlaubten so die
Visualisierung mittels ECL-Detektionssystem, welche nach grindlichem Waschen der
Membran in der Dunkelkammer erfolgte. Das Chemolumineszenzsignal wurde durch
Exposition eines sensitiven Filmes in einer Kassette auf den Film Ubertragen und dieser
anschlief3end eingescannt.

An den eingescannten Blots war nun die Densitometrie mdglich. Diese wurden daftr in das
Programm Image J geladen und dort der Grauwert als Malf3 fur die Signalstarke ermittelt. Die
Werte wurden mit den Werten der internen Kontrolle 3-Aktin normalisiert und zueinander in

Bezug gesetzt.

3.2.9 Reverse-Transkriptase-PCR und Agarosegelelektrophorese

Spezielle Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

RNeasy Mini-Kit Qiagen, Hilden

QiaShredder Qiagen, Hilden
SuperScriptlll-First-Strand-Synthesis Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Oligo-dT-Primer Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Tag Polymerase Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
10mM dNTP Mix Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
DEPCH,O Roth, Karlsruhe

50-fach TAE-Puffer: 2 M Tris-Acetat, 0,05 M EDTA in ddH,O
DNA-Probenpuffer Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Fragmentlangenstandard

(GeneRuler DNA Ladder Mix) Roth, Karlsruhe

Es wurden PCR Primer entwickelt, die selektiv cDNA der zu untersuchenden Transkripte
amplifizieren (Ubersicht siehe Tabelle 3.1.5.2 Primer). Primer fiir Adenylatzyklaseisoformen
wurden so designt, dass sie speziesunabhéangig sind und fir Gesamt-RNA-Extrakte aus
Geweben oder Zelllinien von Maus oder Ratte eingesetzt werden kénnen. Jedes RT-PCR
Experiment wurde fir das jeweilige Transkript mindestens dreimal durchgefiihrt und Extrakte
von Gehirn- oder Testisgewebe wurden als Positivkontrolle genutzt. Gesamt-RNA wurde
mittels RNeasy Mini-Kit extrahiert und anschlieend mit Oligo(dT) Primern und dem

SuperScript Il First-Strand-Kit umgeschrieben.
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Fur die PCR wurden 2 pg Template, 0,2 pM jedes Primers, PCR -Puffer, 0,2 mM dNTP-Mix,
2 mM MgCl, und 1 U Tag-Polymerase in DEPCH,O als 50ul Reaktionsansatz gemischt. 35
Amplifikationszyklen mit der dem Primerpaar entsprechenden Schmelztemperatur wurden
durchgefuhrt. Als Negativkontrolle wurde die Reaktion jeweils auch in Abwesenheit der
Reversen Transkriptase angesetzt.

Zur Analyse der PCR-Produkte wurde eine Gelelektrophorese mit 1,5%igen Agarosegelen in
TAE-Puffer durchgefiihrt. Die cDNA-Proben wurden mit sechsfachem DNA-Probenpuffer
versetzt und in einer Elektrophoresekammer horizontal aufgetrennt. Das Hinzufiigen von 1 pl
Ethidiumbromid zu 100 ml Agarosegelansatz erlaubte de Visualisierung der Fragmente

unter UV-Licht und die Uberprifung ihrer GroRRe im Vergleich zum Fragmentlangenstandard.

3.2.10 Bioinformatische Promotoranalyse

Die Sequenzen fiur die Analyse der Promotorregionen von Integrin a5 (itga5), E-Cadherin
(cdhl), VILIP-1 (vsnlI1) und snail-1 (snail) wurden uber die angegeben Zugriffsnummern aus
der AceView Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly) entnommen.
CRE-sites (TGACGTCA) als Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren CREB, CREM
und ATF-1 wurden mittels CREB-Target-Gene-Database (http://natural.salk.edu/CREB)
vorhergesagt im Sequenzbereich von -5 kb bis 1 kb relativ zum Transkriptionsstart (TS). Die
allgemeine Vorhersage von Transkriptionsfaktorbindungsstellen erfolgte unter Einsatz der
Programme Alibaba (http://www.gene-regulation.com/pub/programs.htm#alibaba2) im
Sequenzbereich von -600 bp bis zum TS und Signal Scan (http://www-bimas.cit.nih.gov/cgi-
bin/molbio/signal) im Bereich von -5 kb bis zum TS und. Beide Programme basieren auf in
der TRANSFAC-Datenbank (www.gene-regulation.com/pub/databases.html) gespeicherten
Informationen  zu  Transkriptionsfaktoren und  ihren  Bindungsstellen.  E-Box-
Konsensussquenzen wurden zusatzlich mit der AnnHyb-Software (Version 4.9.33 2005,
http://bicinfomatics.org/annhyb) in den untersuchten Sequenzen ermittelt.

3.2.11 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung wurde der ungepaarte, zweiseitige Student's t-Test fir Proben
mit ungleicher Varianz eingesetzt. Die Ergebnisse wurden als signifikant eingestuft, wenn ein
p-Wert kleiner als 0,05 berechnet wurde (< 0,05: (*), < 0,01: (**), < 0,001: (***)). Alle
Fehlerindikatoren reprasentieren die Standardabweichung.
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4 Ergebnisse

4.1 Modulation der VILIP-1-Expression

Fir viele Fragestellungen dieser Arbeit war es sinnvoll in den Experimenten die VILIP-1-
Expression zu modulieren. Es wurden Uberexpressions-und Knock-down-Strategien genutzt
um dies zu erreichen. Zunéchst wurde sichergestellt, dass die ausgewahlten GFP-Vektoren
und der zusammengestellte siRNA-Cocktail in der gewiinschten Weise die Expression von
VILIP-1 erh6hen bzw. verhindern. Abbildung 4.1 zeigt in Teil B und C das Expressionsniveau
von VILIP-1 in den VILIP-1-positiven SCC-Zellen 48 Stunden und 72 Stunden nach der
Transfektion von 450 ng siRNA-Cocktail. Nach 48 Stunden konnte nur eine 30%ige
Abnahme der VILIP-1-Proteinexpression erreicht werden, wohingegen durch 72stiindige
Inkubation in beiden Zelllinien eine signifikante Reduktion der Proteinexpression um 70%
erzielt wurde. AuRerdem ist in Teilabbildung 4.1 A zu sehen, dass 72 Sunden nach
Transfektion des GFP-VILIP-1-Vektors in die VILIP-1-negativen Zellen eine starke
Expression des Fusionsproteins nachweisbar ist. Daher wurde diese Inkubationszeit fur alle

Experimente mit Einsatz von siRNA oder VILIP-1-GFP-Vektor ibernommen.
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Abb. 4.1, Analyse der VILIP -1 Expression in SCC-Zellen. A, Western Blot zum Nachweis der VILIP-1-
Expression 72 h nach Transfektion von 1 ng GFP-Vektor (1) bzw. GFP-VILIP-1-Vektor (2) in VILIP-1-
negative Zellen. B, Western Blot von Proteinextrakten der VILIP -1-positiven Zellen nach 48 h oder 72
h Inkubationszeit mit 450 ng siRNA-Cocktail. C, Die exprimierte Menge VILIP-1-Protein wurde
semiquantitativ bestimmt. Die [R-Aktin-Expression fungierte als interne Kontrolle. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus drei Experimenten mit ihren Standardabweichungen als Fehlerindikatoren (CC4B: p <
0.0001; CH72: p = 0.002).
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4.2 Bedeutung cAMP- und cGMP-abhangiger Signalwege

fur das Metastasierungspotential von SCC-Zellen

Um zu beurteilen inwieweit der Effekt von VILIP-1 auf die intrazellulare Konzentration der
zyklischen Nucleotide cAMP und cGMP die Unterschiede VILIP-1-positiver und VILIP-1-
negativer Plattenepithelzelltumorzellen hinsichtlich ihres Metastasierungspotentials bedingt,
wurde eine Reihe von Untersuchungen unter Modulation des cAMP- oder cGMP-Spiegels

beziehungsweise der VILIP-1-Expression durchgefuhrt.

4.2.1 Messung der Konzentration intrazellularer zyklischer
Nukleotide

CC4A und CH72T3, die VILIP-1-negativen, aggressiveren Zelllinien weisen einen
niedrigeren basalen cAMP-Spiegel auf als die VILIP-1-positiven Zelllinien CC4B und CH72
(Mahloogi et al. 2003). Neben einer cAMP-Akkumulation kann die Expression von VILIP-1
auch eine Akkumulation von cGMP hervorrufen (Braunewell et al. 2001, Brackmann et al.
2005). Daher sollte untersucht werden, ob sich die aggressiven, VILIP-1-negativen
Tumorzelllinien und die weniger aggressiven, VILIP-1-positiven sich ebenfalls in ihrem
intrazellularen cGMP-Gehalt unterscheiden. Wie Abbildung 4.2.1 A zeigt, konnte der Effekt
von VILIP-1 auf die basale intrazellulare cAMP-Konzentration bestétigt werden. Dagegen
wurde in allen Zellen nur ein sehr niedriger basaler cGMP-Spiegel gemessen, der sich nicht
mit der VILIP-1 Expression korrelieren lieR (Abb. 4.2.1 B). Die Stimulation der
Rezeptorguanylatzyklasen NPR-A mit ANP oder NPR-B mit CNP fuhrte jedoch, wie unter
Abbildung 4.2.1 C gezeigt, zu einem gut detektierbaren cGMP-Spiegel. Nach Applikation von
ANP stieg der cGMP-Spiegel stark an. Dieser Anstieg korrelierte invers mit der Expression
von VILIP-1. Das heif3t, in den VILIP-1-negativen CC4A-Zellen wurde eine sechsfach hohere
cGMP-Zunahme ermittelt als in den VILIP-1-positiven CC4B-Zellen und in den CH72T3-
Zellen sogar eine zehnfach hoéhere Zunahme als in CH72-Zellen. Auch die Inkubation mit
CNP flihrte zu einer cGMP-Akkumulation, die in den VILIP-1 negativen Zellen deutlich
starker ausfiel, in allen Zelllinien aber schwacher war, als nach Applikation von ANP. Die
Stimulation der I6slichen Guanylatzyklase mit SNOG fiihrte ebenfalls zu einer erhéhten
zytosolischen cGMP-Konzentration. Dieser Anstieg lie3 sich aber wie der basale cGMP-
Spiegel nicht mit der VILIP-1-Expression korrelieren.
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Abb. 4.2.1 Messung der intrazellularen cAMP- bzw. cGMP-Konzentration in den verschiedenen SCC
Zelllinien. A; basaler intrazellularer cAMP-Spiegel (p = 0,003, p = 0,0005). B, basaler intrazellularer
cGMP-Spiegel. C, cGMP-Messung nach vorhergehender Stimulation der membranstandigen
Guanylatzyklasen NPR-A mit ANP bzw. NPR-B mit CNP sowie der Iéslichen Guanylatzyklase mit
SNOG fur 20 min (p < 0,0001, p < 0,0001). Die Balken geben jeweils den Mittelwert aus mindestens

drei Experimenten an. Die Fehlerindikatoren reprasentieren die Standardabweichung.
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4.2.2 Analyse der Zell-Matrixadhéasion

Als nachstes sollte der Einfluss der zyklischen Nukleotide auf das Metastasierungspotential
beurteilt werden. Fir VILIP-1 exprimierende SCC-Zellen konnte ein reduziertes Adhasions-
und Invasionsvermdgen vermittelt tber die induzierte cAMP-Akkumulation nachgewiesen
werden (Gonzalez Guerrico et al., 2005;Mahloogi et al., 2003). Daher wurde untersucht, wie
sich eine Erhdhung der cAMP- oder cGMP-Konzentration in VILIP-1-negativen Zelllinien auf

Adhésion, Dissoziation und Migration als Teilaspekte der Metastasierung auswirken.
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Abb. 4.2.2, Einfluss von cAMP und cGMP auf die Adhasion von SCC-Zellen. 1 x 10° Zellen wurden in
Fibronektin-beschichteten Zellkulturschalen ausplattiert und zur Adhasion fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Nicht adharierte Zellen wurden entfernt und adharente gefarbt und analysiert. Gezeigt sind
jeweils Mittelwerte aus mindestens drei verschiedenen Experimenten bei denen jeder Wert doppelt
bestimmt wurde, Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. A, Adhéasion der VILIP-1-
negativen Zelllinien nach Prainkubation mit Forskolin (FSK) (CC4A: p= 0,003, CH72T3: p = 0,0008)
oder 8Br-cAMP (CC4A: p= 0,048, CH72T3: p = 0,018) Uber Nacht. B, Adhésion der VILIP-1-negativen

Zelllinien nach Prainkubation mit Reagenzien, die den cGMP-Spiegel erhdhen.

Abbildung 4.2.2 zeigt die Ergebnisse der Adhasionsassays, in denen die CAMP- bzw. cGMP-
Konzentration moduliert wurde. Die Prainkubation der invasiven Zelllinien CC4A und
CH72T3 mit Forskolin oder 8Br-cAMP 24 Stunden vor der Durchfiihrung von
Adhésionsassays in einer signifikanten Reduktion der Anzahl adhérenter Zellen auf
Fibronektinsubstrat nach einer Stunde Adhéasionszeit resultierte (Abb. 4.2.2 A, CC4A: FSK
81 %, p = 0,003; 8BrcAMP 91%, p = 0,048; CH72T3: FSK 77%, p = 0,0008; 8BrcAMP 87%,
p = 0.018). Dagegen konnte durch Préainkubation mit Reagenzien, die den cGMP-Spiegel
erhbhen, keine signifikante Verdnderung der Adhésionsfahigkeit VILIP-1-negativer Zellen
bewirkt werden (Abb. 4.2.2 B).
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4.2.3 Modulation des Dissoziationsverhaltens der SCC-Zellen

Als weiteres Charakteristikum des Metastasierungspotentials und der Aggressivitat von
Tumorzellen sollte das Dissoziationsverhalten der SCC-Zellen untersucht werden. Dieses ist
sowohl vom Lésen der Zell-Matrix-Verbindungen, als auch vom Abbau der Zell-Zell-Kontakte
abhangig, da die Zelldichte beim Aussden so gewahlt wurde, dass Zell-Zellkontakte bzw.
Zellkolonien ausgebildet werden konnten. In den Experimenten wurde folglich gemessen,
wie leicht sich die Zellen in Abhéngigkeit des cAMP- oder des oGMP-Spiegels mittels
Trypsin-EDTA vom Fibronektin-beschichteten Untergrund und von ihren Nachbarzellen I6sen
lassen.

Wie Abbildung 4.2.3 A zeigt, war bei den VILIP-1-negativen Zelllinien mit gréRerem
Metastasierungspotential eine raschere Dissoziation zu beobachten. Bereits nach funf
Minuten hatten sich tGber 80% der Zellen geltst. Bei den VILIP-1-positiven Zellen hingegen
wurde erst nach 30minutiger Inkubation mit Trypsin-EDTA in gleicher Konzentration das
Abldsen von 60% bis 70% der Zellen erreicht. Dabei konnte auch beobachtet werden, dass
VILIP-1-positive Zellen langer den Kontakt zueinander und die fir Plattenepithelzellen
typische Zellform aufrecht erhalten.
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Abb. 4.2.3, Dissoziationsverhalten der SCC-Zellen Uber die Zeit. Die Zellen wurden mittels 0.4%
Trypsin/EDTA bei 37°C gelost und zu verschiedenen Zeiten die Anzahl noch adhéarenter Zellen
bestimmt. Alle Diagramme zeigen die Mittelwerte aus drei Experimenten und die Standardabweichung
als Fehlerindikator. A, Vergleich des prozentualen Anteils adharenter Zellen nach t = 7, 15 und 30 min
in Bezug auf t = 0 min aller SCC-Zelllinien p < 0,0001 fiir alle Zeitpunkte). B, C Bestimmung der
Dissoziation VILIP-1-negativer Zellen (B: CC4A; C: CH72T3) nach Inkubation mit den angegebenen

Substanzen zu den Zeitpunkten t = 2, 4, und 7 min.
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Durch 24stiindige Inkubation mit Reagenzien, die den cAMP- beziehungsweise cGMP-
Spiegel erhdhen, sollte versucht werden in den aggressiven Zellen der im Vergleich
betrachtlichen Dissoziationsgeschwindigkeit entgegenzuwirken. Es wurde bei der Messung
ein der schnellen Dissoziation angepasster Beobachtungszeitraum von zwei bis sieben
Minuten gewahlt (Abb. 42.3 B und C). Weder 8Br-cAMP oder Forskolin, die den cAMP-
Spiegel erhdhen, noch 8Br-cGMP oder ANP, die den cGMP-Spiegel erhdhen, wirkten sich
signifikant auf das Abléseverhalten der VILIP-1-negativen Zellen aus.

4.2.4 Untersuchung des Migrationsverhaltens der SCC-Zellen

Von grol3er Bedeutung fir die Metastasierung von Tumorzellen ist ihre Motilitat. In vitro
Verwundungstests wurden zur Bestimmung des Migrationsverhaltens herangezogen. Durch
das Auszéhlen der in einen gesetzten Wundbereich eingewanderten Zellen kann das

Wundheilungsvermdgen und die zu Grunde liegende Migration quantifiziert werden.
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Abb. 4.2.4.1, Uberblick uber das Migrationsverhalten der SCC-Zellen. In konfluente Einzelschichten
der Zellen wurden Wunden gesetzt und anschlieRend nach 24 h die Migration in den Wundbereich
ermittelt. A, Darstellung repréasentativer Wundbereiche der vier verschiedenen Tumorzelllinien 24 h
nach dem Setzen der Wunden (Linien markieren den Wundbereich zum Zeitpunkt t = 0). B,
Quantifizierung der Migration. Die Zahl der in einen Wundausschnitt eingewanderten Zellen wurde
jeweils fur mindestens 8 Wundbereiche aus drei unabhéngigen Experimenten ermittelt (CC4B: p <
0.0001; CH72: p < 0.0001).
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Abb. 4.2.4.2, Beeinflussung der Migration durch Modulatoren des cAMP- oder cGMP-Signalweges. Es
wurden mindestens acht Wundbereiche aus drei unabhangigen Experimenten ausgezahlt und
Mittelwerte sowie Standardabweichungen in den Diagrammen dargestellt. A, Darstellung
reprasentativer Wundbereiche der VILIP-1-negativen Zelllinie CC4A 12 h und 24 h nach Inkubation mit
Substanzen, die den cAMP- oder cGMP-Spiegel erhéhen (Linien markieren die Wundbereiche zum
Zeitpunkt t = 0, FSK = Forskolin). C, Quantifizierung der Migration VILIP-1-negativer Zellen nach
Inkubation mit den angegebenen Substanzen (CC4A: ANP p = 0,009, 8BrcAMP, FSK, 8BrcGMP p <
0,0001; CH72T3: p < 0,0001 fur alle Bedingungen). B, Reprasentative Wundbereiche der VILIP-1-
positiven Zelllinie CC4B nach 24-stiindiger Inkubation mit H89, einem PKA-Inhibitor, (Linien markieren
die Wundbereiche zum Zeitpunkt t = 0). D, Quantifizierung der Migration VILIP-1-positiver Zellen nach
Inkubation mit H89 (CC4B: p = 0,007; CH72: p = 0,003).
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Die in Abbildung 42.4.1 dargestellten Experimente zeigten, dass bei den aggressiveren
VILIP-1-negativen Zelllinien sehr schnell einzelne Zellen in den Wundbereich einwandern
(siehe dazu auch Abb. 42.4.2 A) und gesetzte Wunden bereits nach 24 Stunden wieder
vollstéandig geschlossen wurden. Im Unterschied dazu wandern die VILIP-1-positiven,
weniger aggressiven Zellen nur sehr langsam in den Wundbereich ein. Dabei bewegen sich
die Rander der Wundbereiche als geschlossene Front aufeinander zu, einzelne in den
Wundbereich migrierende Zellen konnten nur selten beobachtet werden.

Abbildung 4.2.4.2 zeigt die Ergebnisse der unter Modulation der von den zyklischen
Nukleotiden abhangigen Signalwege. Die Inkubation mit 8Br-cAMP oder Forskolin fiihrte
jeweils zu einer signifikanten Verminderung der Anzahl migrierender Zellen, wohingegen die
Inkubation mit 8Br-cGMP oder ANP das entgegengesetzte Resultat zur Folge hatte, sowohl
nach 12 Stunden, als auch nach 24 Stunden (Abb. 42.4.2 A und C). AuRBerdem wurde
Uberprift, ob die Inhibition von Proteinkinase A, als Effektor von cAMP, durch H89 Einfluss
auf die Motilitat der VILIP-1-positiven Zellen haben. Wie in Abbildung 4.2.4.2 B und D zu
sehen ist, erhoht die Inhibition von Proteinkinase A die Anzahl der in den Wundbereich
eingewanderten Zellen signifikant (CC4B: p = 0,007; CH72: p = 0,003). Es erhoht sich auch
leicht die Anzahl von Zellen, die einzeln und losgelést vom Zellverband im Wundbereich
liegen, wobei generell das SchlieBen der Wunde durch das aufeinander Zuwandern der
Wundrander erhalten bleibt.

4.2.5 Dissoziation in Abhangigkeit von VILIP-1

Um festzustellen, ob das beobachtete Dissoziationsverhalten der SCC-Zellen zwar
unabhangig von der intrazellularen Konzentration der zyklischen Nukleotide ist, aber
dennoch durch VILIP-1 beeinflusst wird, wurde das Abloseverhalten der Hauttumorzellen
unter Modulation der VILIP-1-Expression analysiert.

Wie Abbildung 4.2.5 zeigt, wirkte die Expressionssuppression von VILIP-1 durch 72stindige
Inkubation mit dem siRNA-Cocktail der langsameren Dissoziation der CC4B- und CH72-
Zellen entgegen. Bei der Zelllinie CC4B hatten sich in Folge der siRNA-Gabe nach 15
Minuten Dissoziationszeit 50% der Zellen gel6st, im Unterschied zu 25% abgel6ster Zellen
nach 15 Minuten ohne VILIP-1-Suppression (Abb. 4.2.5 B, p = 0,013). Bei CH72-Zellen
konnte nach 15minutiger Inkubation mit Trypsin-EDTA ebenfalls ein signifikanter Unterschied
in der Anzahl noch adhérenter Zellen zwischen den siRNA-behandelten Zellen (60%
dissoziiert) und den mit der Kontrolle transfizierten Zellen (35% dissoziiert) festgestellt
werden (Abb. 4.2.5 D, p = 0,0098). Die Reduktion der VILIP-1-Expression flhrte bei beiden
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Zelllinien jedoch nicht zum einem derart rapiden Abldseverhalten wie es bei ihren VILIP-1-
negativen Gegenstticken beobachtet werden konnte. In diese Zellen wiederum bewirkte die

Uberexpression von VILIP-1-GFP keine feststellbare Veranderung im Dissoziationsverhalten.
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Abb. 4.2.5, Dissoziationsverhalten der SCC-Zellen in Abhangigkeit von der Expressionsstarke von
VILIP-1. Die Zellen wurden mittels 0.4% Trypsin/EDTA bei 37°C gel6st und zu verschiedenen Zeiten
die Anzahl noch adhéarenter Zellen bestimmt. Alle Diagramme zeigen die Mittelwerte aus drei
Experimenten und die Standardabweichung als Fehlerindikator. A, C Bestimmung der Dissoziation
VILIP-1-positiver Zellen nach Transfektion der siRNA bzw. scr-RNA zu den Zeiten t =7, 15 und 30 min
in Bezug auf t = 0 min. B, D Darstellung noch adhéarenter Zellen nach 15 min Dissoziation (A, B: CC4A
und CC4B, p = 0.013; C, D: CH72T3 und CH72, p = 0.0098). E, F Bestimmung der Dissoziation VILIP-
1-negativer Zellen nach Uberexpression von GFP-VILIP-1 bzw. nur GFP zu den Zeitpunkten t = 2, 4,

und 7 min.
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4.2.6 Migrationsvermdgen in Abhangigkeit von VILIP-1

AbschlieBend sollte in zusatzlichen Wundheilungsstudien untersucht werden, wie sich die
Modulation der VILIP-1-Expression auf das Migrationsvermdgen der Hauttumorzellen

auswirkt.
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Abb. 4.2.6, Auswirkung der Expressionsstarke von VILIP-1 auf die Migration in in vitro
Verwundungstest. In konfluente Einzelschichten von Zellen mit unterschiedlicher VILIP-1
Expressionsstarke wurden Wunden gesetzt und nach 24 h die Migration gemessen. A, Quantifizierung
der Migration VILIP-1-negativer Zellen nach Transfektion des Kontrollvektors bzw. VILIP-1-GFP-
Vektors CC4A: p = 0,002, CH72T3: p = 0,019). B, Quantifizierung der Migration VILIP -1-positiver
Zellen nach Transfektion von siRNA bzw. scr-RNA (CC4B: p = 0,0002, CH72: p < 0,0001). C,
Migration bei modulierter Expression von VILIP-1 und unter Einsatz von DDA, einem generellen
Adenylatzyklaseinhibitor, in VILIP-1-negativen Zellen (CC4A: +VILIP-1 p =0,0013, +VILIP-1 + DDA p =
0,75; CH72T3: +VILIP-1 p =0,017, +VILIP-1 + DDA p = 0,49). Die Zahl der in einen Wundausschnitt
eingewanderten Zellen wurde jeweils fiir mindestens 8 Wundbereiche aus drei unabhangigen

Experimenten ermittelt

In Abbildung 42.6 A und B ist die Quantifizierung der Migration nach 24 Stunden unter
Modulation der VILIP-1-Expression dargestellt. Die Transfektion der VILIP-1-negativen
Zellen mit dem VILIP-1-GFP-Vektor reduzierte signifikant die Anzahl der in den Wundbereich
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eingewanderten Zellen (Abb. 4.2.6 A) allerdings nicht bis auf das Niveau der VILIP-1-
positiven Zellen. Wurden diese 72 Stunden vor dem Setzen der Wunden mit dem VILIP-1-
spezifischen siRNA-Cocktail transfiziert, migrierten anschlieRend signifikant mehr Zellen in
den Wundbereich (Abb. 4.2.6 B). Die Suppression der VILIP-1-Expression reichte nicht aus,
um die Anzahl migrierender Zellen auf die fur VILIP-1-negative Zellen ermittelten Werte zu
erhohen.

Um zu zeigen, dass die durch VILIP-1 hervorgerufene Auswirkung auf die Migration tber
cAMP-abhangige Signalwege vermittelt wird, wurde in Wundheilungsstudien mit VILIP-1-
GFP-transfizierten 2llen der allgemeine Adenylatzyklase-Inhibitor DDA eingesetzt (Abb.
4.2.6 C). Die Inhibition hatte keinen Effekt auf das Migrationsvermégen der mit dem
Kontrollvektor transfizierten Zellen, verhinderte aber die Reduktion der Migration nach
Transfektion VIL IP-1-negativer Zellen mit dem VILIP-1-GFP-Vektor.

4.2.7 Analyse der Expression der partikularen Guanylatzyklasen

Es stelte sich nun die Frage, ob die beobachteten Eigenschaften der
Plattenepithelkarzinomzellen und die Effekte der cAMP- bzw. cGMP-Modulation urséchlich
mit der Expression von VILIP-1 in Verbindung stehen.

Ein mdglicher Effekt von VILIP-1 auf die Expressionsstarke der partikularen
Guanylatzyklasen wirde die gemessenen cGMP-Konzentrationen nach Stimulation dieser
Enzyme erklaren. In einer RT-PCR-Analyse mit spezifischen Primern fir NPR-A und NPR-B
wurde daher das Expressionsniveau der Guanylatzyklasen in allen SCC-Zelllinien und in
Abhangigkeit von der VILIP-1-Expression bestimmit.

Wie Abbildung 4.2.7 zeigt, ergab die Analyse, dass die Expression beider Guanylatzyklase-
Isoformen in den Zellen ohne VILIP-1-Expression CC4A und CH72T3 im Vergleich zu den
VILIP-1-exprimierenden Zellen signifikant erhoht ist (Abb. 4.2.7 A, C und D; NPR-A: CC4A p
= 0,009, CH72 p = 0,048; NPR-B: CH72 p = 0,009). In den Zelllinien CC4B und CH72 waren
nur wenige oder gar keine Transkripte fir NPR-A und NPR-B nachweisbar. Die Erhéhung
der VILIP-1-Expression in den VILIP-1-negativen Zellen bzw. ihre Reduktion in den VILIP-1-
positiven Zellen fuhrte jedoch nicht zu einer entsprechend korrelierten Veréanderung in der
Menge an NPR-A- und NPR-B-Transkripten (Abb. 4.2.7 B).
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Abb. 4.2.7, RT-PCR Analyse der Expression von Guanylatzyklase A (NPR-A) and B (NPR-B) in SCC-
Zellen. A, RT-PCR mit Template-RNA aus den verschiedenen Zelllinien, amplifiziert mit Primern far
NPR-A und NPR-B sowie GAPDH als interne Kontrolle. C, D Durch semiquantitative Analyse von drei
unabhéngigen RT-PCR-Experimenten ermittelter Expressionsspiegel von NPR-A und NPR-B. Die
Intensitatswerte wurden mit denen von GAPDH normalisiert. Die Fehlerindikatoren reprasentieren die
Standardabweichung (NPR-A: CC4A p = 0,009, CH72 p = 0,048; NPR-B: CH72 p = 0,009). B, RT-
PCR-Analyse des Transkriptoms von SCC-Zellen, deren VILIP-1 Expression moduliert wurde (1:
+GFP, 2: +VILP-1-GFP, 3: +scr RNA, 4: + VILIP-1-siRNA).

4.2.8 Analyse des Expression der Adenylatzyklase-Isoformen

Dem ermittelten héheren basalen cAMP-Spiegel in VILIP-1-positiven Zellen kdnnte ebenfalls
eine verstarkte Expression bestimmter Adenylatzyklase-Isoformen zu Grunde liegen. Um zu
ermitteln, welche Isoformen in den Plattenepithelzelllinien exprimiert werden, und ob sich ihr
Expressionsniveau in VILIP-1-positiven und VILIP-negativen Zellen unterscheidet, wurde ein
RT-PCR-Screening fur alle zehn Adenylatzyklasen durchgeftihrt.

Abbildung 4.2.8 ist zu entnehmen, dass die Transkripte der Isoformen 3, 5, 6, 7 und 9 in
allen SCC Zelllinien nachweisbar waren. Es konnte keine Korrelation zwischen dem
Expressionshiveau einer der AC-Isoformen und VILIP-1 festgestellt werden.
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Abb. 42.8 A; RT-PCR Analyse des Expressionsmusters der Adenylatzyklase-lsoformen 1 bis 10
(sAC) in SCC-Zellen. Das Transkriptom von Hirn- oder Testisgewebe der Maus wurde als
Positivkontrolle (PK) genutzt. Die Abbildung zeigt représentative Ergebnisse aus jeweils mindestens
drei verschiedenen RT-PCR Experimenten fir jede Isoform.

Das in den Hauttumorzellen gefundene Expressionsmuster wurde auf3erdem mit dem aus
anderen Zelllinien verglichen, von denen bekannt ist, dass die Expression von VILIP-1 zur
Akkumulation von cAMP fuhrt.

Tabelle 4.2.8 gibt eine Ubersicht tber die exprimierten Isoformen in unterschiedlichen
Zelltypen. Der Vergleich der Expressionsmuster der Adenylatzyklase-lsoformen in den
verschiedenen Zelltypen ergab, dass in allen Zellen, die eine gesteigerte CAMP-
Akkumulation nach VILIP-1-Expression aufweisen, die Isoformen 3, 6 und 9 exprimiert
werden. In PC12-Zellen, in denen bisher dieser Effekt nicht nachgewiesen wurde
(Braunewell and Gundelfinger, 1997), werden diese Isoformen allerdings auch exprimiert.
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Tabelle 4.2.8, Ubersicht uiber die exprimierten Adenylatzyklaseisoformen und den ermittelten Effekt
der Expression von VILIP-1 auf die intrazellulare cAMP-Konzentration in
Plattenepithelzellkarzinomzellen der Haut (SCC), Gliomazellen (C6), Phdochromozytomzellen (PC12)

und primaren hippocampalen Neuronen (HN).

AC-Isoform SCC C6-Glioma Primére HN PC12

1 - - + +
2 - - % -
3 + + + +
4 - + + -
5 + - +
6 + + + +
7 + + +
8 - - + -
9 + + + +
10 - = - -

cAMP-Akkumulation + + +

4.2.9 Subzellulare Lokalisierung der Adenylatzyklasen

Als weitere Ursache fiur eine erhohte intrazellulare cAMP-Konzentration kommt, wie bei
anderen Oberflachenrezeptoren (Brackmann et al., 2005;Lin et al. 2002;Zhao et al.,
2009;Chaumont et al., 2008), die Beeinflussung der Oberflichenexpression der
Adenylatzyklasen durch VILIP-1 infrage. Die subzelluldre Verteilung der Adenylatzyklasen
wurde daher anhand von Immunfluoreszenzaufnahmen basierend auf Farbungen mit einem
allgemeinen Adenylatzyklaseantikorper, der gegen eine konservierte intrazellulare Region
gerichtet ist, untersucht. Es konnte in den SCC-Zellen eine punktférmige Membranfarbung
und eine leichte somatische Immunreaktivitat beobachtet. Wie Abbildung 4.2.9 zeigt, ergab
die Analyse der Signalintensitat entlang eines Zellquerschnitts von 25 Zellen jeder der vier
Zelllinien, dass die Fluoreszenzintensitat des Adenylatzyklasesignals im Bereich der
Zellmembran relativ zur Fluoreszenzintensitat Uber den gesamten Zellquerschnitt in den
VILIP-1-positiven Zelllinien CC4B und CH72 signifikant erhoht ist (CC4A/CC4B p < 0,0001,
CH72T3/CH72 p = 0,0008).
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Abb. 4.2.9: Einfluss der VILIP-1 Expression auf die subzelluldre Verteilung der Adenylatzyklasen in

SCC-Zellen. Die Bilder wurden nach immunzytochemischer Analyse mit ACcomm-AK am konfokalen

Mikroskop aufgenommen und in Image J analysiert (Balken im Bild CH72T3 = 10 um). Die Diagramme

unter den Bildern zeigen die relative Fluoreszenzintensitat des Adenylatzyklasesignals entlang des mit

der weilen Linie markierten Schnittes durch die jeweilige Zelle. Die schwarzen Balken in den

Diagrammen reprasentieren den definierten Bereich der Zellmembran von 20 Pixeln auf jeder Seite

der Zelle. B, Bestimmung des Verhéltnisses von Fluoreszenzintensitat im Bereich der Membran zu

Fluoreszenzintensitat entlang des Zellquerschnitts durch semiquantitative Analyse der in den

Diagrammen dargestellten Signalintensitatswerten (CC4A/CC4B p < 0,0001, CH72T3/CH72 p =

0,0008, n = 25).
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4.3 Untersuchungen zur Rolle von VILIP-1 bei der

Tumorprogression

AulBer den beschriebenen Unterschieden in Aggressivitat und Invasivitat fielen beim
Kultivieren VILIP-1-exprimierender und nicht VILIP-1-exprimierender
Plattenepithelkarzinomzellen auch Abweichungen in Morphologie und Wachstumsverhalten
auf, die jeweils typisch fur epitheliale beziehungsweise mesenchymale Zellen sind. Da die
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) eine Rolle bei der Tumorinvasion spielt, sollten
diese Veranderungen besser charakterisiert werden. Es wurden Expressionsanalysen und
Stimulationsexperimente mit Wachstumsfaktoren zur EMT durchgeftihrt.

4.3.1 Profil der Hauttumorzelllinien

Anhand der Aufnahmen der Zelllinien in Kultur, die in Abbildung 4.3.1 A gezeigt sind, ist
deutlich erkennbar, dass die VILIP-1-positiven Zellen morphologisch mehr dem Zelltyp von
Plattenepithelzellen entsprechen. Die VILIP-1-negativen Zellen dagegen haben eine
spindelzellformige Morphologie mit Fortsatzen, die an mesenchymale Zellen erinnert.
Desweiteren wird deutlich, dass CC4B-Zellen im subkonfluenten Stadium Kolonien bilden,
CC4A-Zellen jedoch vereinzelt wachsen. Die starkere Ausbildung von Zell-Zellkontakten war
bei VILIP-1-positiven Zellen auch im konfluenten Stadium feststellbar, wie am Beispiel von
CH72-Zellen im Vergleich zu CH72T3-Zellen zu sehen ist.

>
w
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Abb. 4.3.1, Charakterisierung VILIP-1-positiver und —negativer Zellen. A, Ubersicht (ber die

morphologischen Unterschiede und das Wachstumsverhalten der Zelllinien. B, Western Blot Analyse,
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die das Expressionsprofil der SCC-Zellen in Bezug auf E-Cadherin, Integrin a5 und VILIP-1 wiedergibt
(30ug Gesamtprotein pro Probe). 3-Aktin wurde als interne Kontrolle verwendet.

Essentieller Bestandteil von Zell-Zel-Kontakten sind membranstandige Cadherinproteine
(Birchmeier, 1995;lkeguchi et al., 2000). Es wurde daher untersucht, ob zusétzlich zu dem
beschriebenen Unterschied in der Expression von Integrinen (Gonzalez Guerrico et al.,
2005) auch fur Cadherine eine differenzielle Expression nachgewiesen werden kann.
Tatsachlich ergab die Western Blot Analyse, die in Abbildung 4.3.1 B gezeigt ist, dass E-
Cadherin, die in Epithelzellen vorherrschende Cadherinvariante, nur in VILIP-1-positiven
Zellen exprimiert wird und in VILIP-1-negativen Zellen offenbar verlorengegangen ist. Der in
den VILIP-1-negativen Zellen festgestellte Verlust der zelltypspezifischen Morphologie sowie
der ECadherin-Expression und die damit einhergehende Abnahme an Zell-Zellkontakten
gelten als Merkmale der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) (Ahmed et al.,
2006;Gavert and Ben-Ze'ev, 2008;Lee et al., 2008).

4.3.2 Auswirkungen der Stimulation mit den Wachstumsfaktoren
TGF-B und EGF

Es ist bekannt, dass EMT durch Stimulation mit Wachstumsfaktoren, wie EGF und TGF-3
induziert werden kann (Cai et al., 2009;Ellenrieder et al., 2001;Lee et al., 2008;Xu et al.,
2009). Es sollte daher uberprift werden, ob sich das Expressionsprofil VILIP-1-positiver
Zellen durch Stimulation mit EGF oder TGF-R3, hinsichtlich der E-Cadherin-Expression, dem
der VILIP-1-negativen Zellen angleichen lasst, und ob in diesem Zusammenhang auch die
VILIP-1-Expression herunter reguliert wird.

Die Auswirkungen der Wachstumsfaktorstimulation zeigt Abbildung 43.2. Die 72stundige
Inkubation mit EGF und TGFb verursachte in beiden Zelllinien deutliche morphologische
Veranderungen. Die Inkubation mit 10 ng/ml EGF fuhrte dazu, dass die Zellform
langgestreckter wurde und der Zusammenhalt im Zellverband verloren ging (Abb. 4.3.2 A).
Die Inkubation mit 1 ng/ml TGF-3 bewirkte das Abrunden der Zellen und bei CH72-Zellen
auch das Losen aus dem Zellverband. In der Western Blot Analyse nach
Wachstumsfaktorstimulation, wie in Teilabbildung 4.3.2 B gezeigt, war nachweisbar, dass
nach EGF-Stimulation konzentrationsabhangig die E-Cadherin-Expression sowie die VILIP-
1-Expression abnehmen. Die Proteinexpression von Integrin a5 dagegen stieg an. Die
Stimulation mit TGF-R reduzierte ebenfalls leicht das Expressionsniveau von VILIP-1,
erhohte aber die Expression von E-Cadherin und von Integrin a5.
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Abb. 4.3.2, Auswirkungen der Stimulation mit den Wachstumsfaktoren EGF und TGF- auf VILIP-1-
positive Zellen (CC4B: obere Reihe, CH72: untere Reihe). A, CC4B- und CH72-Zellen wurden fiir 72 h
mit Wachstumsfaktoren in den angegebenen Konzentrationen inkubiert und die morphologischen

Verdanderungen dokumentiert. B, Western Blot Analyse, die die Auswirkungen der

Wachstumsfaktorstimulation auf das Expressionsniveau von E-Cadherin, Integrin a5 und VILIP-1

zeigt. 3-Aktin diente als interne Kontrolle.

4.3.3 Regulation der Expression von Integrin a5 und E-Cadherin

Fur die Expression von Integrinen wurde bereits ein regulatorischer Effekt von VILIP-1
beschrieben (Gonzalez Guerrico et al., 2005). Um festzustellen, ob VILIP-1 auch die &
Cadherin-Expression beeinflusst, oder ob beide Proteine unabhéngig voneinander wahrend
EMT herunter reguliert werden, wurde VILIP-1 in VILIP-1-negativen Zellen Uberexprimiert
und in VILIP-1-positiven Zellen supprimiert und anschliel3end das Expressionsniveau von E-
Cadherin und zum Vergleich das von Integrin a5 im Western Blot bestimmit.

Aus der in Abbildung 4.3.3 dargestellten Western Blot Analyse kann abgelesen werden, dass
sich die VILIP-1-Uberexpression abschwéchend auf die Expression von Integrin a5 auswirkt

und sich entsprechend das Expressionsniveau von Integrin a5 nach Suppression von VILIP-

1 mittels siRNA erhéht. Die E-Cadherin-Expression jedoch wurde weder durch erhéhte
VILIP-1-Expression induziert, noch liel sie sich durch verminderte VILIP-1-Expression,
hervorgerufen durch 72stiindige Inkubation mit dem siRNA-Cocktail, in VILIP-1-positiven
Zellen reduzieren.
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Abb. 4.3.3: Einfluss der VILIP-1-Expression auf die Expression von ECadherin und Integrin ?5.
VILIP-1-negative Zellen wurden entweder mit dem GFP-Kontrollvektor (1) oder dem GFP-VILIP-1-
Vektor (2) transfiziert, VILIP-1-positive Zellen entweder mit scr-Kontroll-siRNA (3) oder VILIP-1-
spezifischer siRNA (4). Nach 72 h wurden die Zellen lysiert und die Proteinextrakte im Western Blot

analysiert (40 ug Gesamtprotein pro Probe).

Zusatzlich wurden die Promotorregionen von Integrin a5 und E-Cadherin sowie zusétzlich

von VILIP-1 selber auf das Vorhandensein cAMP-abh&ngiger regulatorischer Sequenzen
Uberprift. cAMP-abhangige Genexpression wird haufig Gber sogenannte CRE-sites (CAMP
response element:. TGACGTCA) und die daran bindenden Transkriptionsfaktoren CREB,
CREM und ATF-1 vermittelt (Sands et al. 2008). Die CREB Target Gene Database
(http://natural.salk.edu/CREB) wurde eingesetzt, um Bindungsstellen fur CRE-bindende
Transkriptionsfaktoren in den regulatorischen Sequenzbereichen (-5 kb bis 1 kb relativ zum
Transkriptionsstart) der Gene Integrin a5 (itgab), E-Cadherin (cdhl), und VILIP-1 (vsnll) der
Maus zu identifizieren. Fur die allgemeine Suche nach Transkriptionsfaktorbindungsstellen
wurden die Programme Signal Scan und Alibaba genutzt (http://www-bimas.cit.nih.gov/cgi-
bin/molbio/signal,  http://www.gene-regulation.com/pub/programs.htmli#alibaba2).  Einen
Uberblick tiber de Ergebnisse dieser Suche zeigt Tabelle 4.3.3. Die Ausgabe der CRE-
Vorhersage fir die drei Gene sowie die Ausgaben von Alibaba sind im Anhang zu finden.

Fur das Integrin a5-Gen wurde Uber die CREB-Target-DB ausschliel3lich eine halbe CRE-
Bindungsstelle ermittelt, ebenso von Signal Scan und keine CREs im von Alibaba
untersuchten Sequenzbereich (600 bis TS). Andererseits identifizierte Alibaba zwei AP-1-,
vier AP-2- und eine C/EBPa-Bindungsstelle.

Das E-Cadherin-Gen enthdlt laut CREB-Target-DB-Vorhersage und der Signal Scan Suche
keine CR-Elemente. Bei den von Alibaba angegebenen potentiellen Bindungsstellen ftr
CREMd und CREB (vergleiche Anhang) handelte es sich nur um halbe CREs, denen
zusétzlich noch eine Ubereinstimmung fehlte. Die Signal Scan Software ermittelte eine AP-1-
Bindungsstelle im distalen Sequenzbereich. Alibaba identifizierte im proximalen
Sequenzbereich sechs AP-2-, fiinf C/EBPa- und zwei C/EBPb-Bindungsstellen.
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FOr das VILIP-1-Gen der Maus gab die CREB-Traget-DB 5 halbe (TGACG/CGTCA)
Bindungsstellen an, jedoch keine konservierten CR-Elemente oder CRE-Cluster. Es wurde
daher keine Regulation Gber CREs vorhergesagt. Alibaba ermittelte keine und Signal Scan
ebenfalls rur halbe CREs. Eine AP-1- und vier AP-2-Bindungsstellen wurden von Signal
Scan in den distalen Bereichen identifiziert, keine jedoch in dem von Alibaba untersuchten
Bereich 600 bp aufwarts vom TS. In diesem Bereich wurden hingegen vier Bindungsstellen
fur C/EBP-a gefunden.

Weder Signal Scan noch Alibaba konnten fir eines der Gene eine NF-AT-Bindungsstelle

ermitteln.

Tab. 4.3.3, Ubersicht tiber Bindungsstellen cAMP-aktivierbarer Transkriptionsfaktoren in den
regulatorischen Sequenzen der angegebenen Gene. Analysierte Sequenz relativ zum
Transkriptionsstart (TS): CREB-Target-DB -5000 bis +1000, Signal Scan -5000 bis TS, Alibaba -600
bis TS. @ nur Ergebnisse von Alibaba, @ unvollstéandige halbe CREs bei E-Cadherin, eine nicht
angegebene CRE (CGTCA) bei -194 bei VILIP -1

CREB- Alibaba, (Signal Scan)
. Target-DB
Zug”ff ORF (TGACG / CRE = AP-1 = AP-2 = ®
CGTCA) TGACG / TC/GACI/G TGGGGA C/EBP
CGTCA TCA
. 1 x TGACG/
Integrin a5 | NM 010577 CGTCA -, (A x) 2%, (1x) 4 x, (7 x) 1 x C/EBP-a
i . _ @ . 5 x C/EBP-a
E-Cadherin | NM 009864 2x 7, (=) 1x, () 6 X, (4X) > % CIEBP-b
5x TGACG / @
VILIP-1 NM 012038 CGTCA , (2 %) , (1x) , (4 x) 4 x C/EBP-a

4.3.4 Reqgulation der Expression des Transkriptionsfaktors snail-1

Es ist bereits umfassend beschrieben worden, dass die Aktivitat des Transkriptionsfaktors
snail-1 EMT induzieren kann und dass im Zuge dessen eines der Zielgene fur seine
reprimierende Wirkung das E-Cadherin-Gen ist (Batlle et al., 2000;Cano et al., 2000;Carver
et al, 2001). Snail-1 bindet dazu an E-Box-Motive mit der Consensus-Sequenz
CAC/GCI/GTG innerhalb der regulatorischen DNA-Regionen eines Genes. Das Vorkommen
von drei E-Box-Motiven in der regulatorischen Sequenz des E-Cadherin-Gens der Maus und
des Menschen und einer E-Box im Promotorbereich des humanen snail-1-Gens wurden
bereits durch andere Studien dokumentiert (Batlle et al., 2000;Cano et al., 2000;lkenouchi et
al., 2003;Peiro et al., 2006).
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Unter Nutzung der Programme Signal Scan und Alibaba wurde Uberprift, ob die Sequenz
3000 bzw. 600 bp aufwérts vom TS des VILIP-1-Gens der Maus E-Box-Motive enthélt. Beide
Programme gaben keine E-Box-Consensus-Sequenz an. Wie aber mit der AnnHyb-Software
(http://bioinformatics.org/annhyb) festgestellt wurde, sind drei CAC/GC/GTG-Motive
innerhalb von 3 kb aufwarts vom Transkriptionsstart des VILIP-1-Gens vorhanden. Die
proximale Konsensussequenz ist in der Ausgabe von Alibaba gekennzeichnet, wurde aber
vom Programm selber nicht erkannt (vergleiche Anhang). Ahnlich verhielt es sich bei den
bereits bekannten snail-1-Bindungsstellen im E-Cadherin-Promotor. Alibaba identifizierte nur
die beiden proximalen E-Box-Motive (E1), nicht aber das dritte, obgleich auch dieses in der
Sequenz vorhanden war (vergleiche Markierung im Anhang). Ebenfalls gab Alibaba die
nachgewiesene proximale EBox (E1) im snail-1-Gen der Maus an, nicht aber die zweite
Konsensussequenz bei -522. AnnHyb ermittelte weitere sieben E-Box-Konsensussequenzen
im Bereich 3 kb aufwarts vom TS des snail-1-Gens. Tabelle 4.3.4.1 zeigt die in Alibaba und
AnnHyb ermittelten E-Box-Motive der einzelnen Gene im Uberblick.

Tab. 4.3.4.1, Ubersicht (iber vorhandenen snail-1-Bindungsstellen innerhalb der regulatorischen
Sequenzen der angegebenen Gene, die mit Alibaba bzw. AnnHyb (zusétzliche Bindungsstellen im

distalen Sequenzbereich in Klammern) ermittelt wurden. TS = Transktiptionsstart

VILIP-1 E-Cadherin snail-1
Gen-Zugriffsnummer NM 012038 NM 009864 NM 011427
snail-E-B ox Anzahl 13 3 29
(CACIGCIGTG) | Position rel. zum TS -126, -522 (-799, -
- 568 1310, -1456, -1550, -
(-2710, -2907) -12, -68, -556 1816, -1889, -1949)

Als néchstes wurden RT-PCR-Analysen durchgefihrt um experimentell zu Uberprifen, ob
snail-1 fur die gefundenen Expressionsunterschiede von VILIP-1 im Modellsystem ursachlich
sein kann. Abbildung 4.3.4.1 A zeigt, dass in den Hauttumorzelllinien, in denen VILIP-1
exprimiert wird, snail-1 nicht nachweisbar war. Eine deutliche snail-1-Expression hingegen
war in den Zelllinien vorhanden, die keine VILIP-1-Expression mehr aufwiesen.

Um aufBerdem zu verifizieren, ob snail-1 in Folge der EGF-Stimulation in den VILIP-1-
positiven Zellen exprimiert wird, wurden Gesamt-RNA-Extrakte der Zelllinien CC4B und
CH72 nach 72stundiger Inkubation mit dem Wachstumsfaktor dahingehend untersucht. In
beiden Zelllinien induzierte EGF die Expression von snail-1 (Abb. 4.3.4.1 B). Durch Zugabe
von Forskolin wahrend der letzten 24 Stunden der Inkubationszeit konnte die induzierte
snail-1-Expression abgeschwéacht werden. Hinsichtlich der VILIP-1-Expression konnte
festgestellt werden, dass der durch EGF bewirkten Reduktion nur sehr geringfligig mittels
Forskolin entgegengewirkt werden konnte.
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Abb. 4.3.4.1, Analyse der snail-1-Expression. A, Nachweis von snail-1-mRNA in den Tumorzelllinien
mittels RT-PCR-Analyse. B, Snail-1-Expression in VILIP-1-positiven Zelllinien nach 72-stiindiger EGF-

Stimulation, Forskolin (FSK) wurde flr die letzen 24 h der Inkubation hinzugefigt.

Aufgrund der Beeinflussung der snail-1-Expression durch Forskolin wurde zusatzlich
analysiert, ob VILIP-1 Uber cAMP-abhéngige Signalwege moglicherweise die snail-1-
Expression moduliert.

Zunachst wurde auch das snail-1-Gen auf eine mogliche Regulation Uber CR-Elemente, AP-
1-, AP-2-, C/EBP- oder NFAT-Bindungsstellen tberpriuft. Wie in Tabelle 4.3.4.2 aufgefiihrt
ist, gab die CREB-Target-DB im regulatorischen Sequenzbereich des snail-1-Gens nur eine
halbe Bindungsstelle an und stufte demzufolge snail-1 nicht als potentielles CREB-Target
ein. Mit Signal Scan konnte in der Sequenz 5 kb aufwérts vom TS eine halbe CRE-
Bindungsstelle sowie ein komplettes CR-Element jedoch mit einer falschen Position
gefunden werden. In dem von Alibaba untersuchten Sequenzbereich 600 bp aufwarts vom
TS wurde kein CRE identifiziert. In diesem Sequenzbereich wurden aber von den
Konsensussequenzen der anderen Transkriptionsfaktoren, diejenigen fir AP-2 finfmal und
fur C/EBPa viermal identifiziert.

Tab. 4.3.4.2, Ubersicht tiber Bindungsstellen cAMP-aktivierbarer Transkriptionsfaktoren in den
regulatorischen Sequenzen des snail-1-Gens. Analysierte Sequenz relativ zum Transkriptionsstart
(TS): CREB-Target-DB -5000 bis +1000, Alibaba -600 bis TS, Signal Scan -5000 bis TS (Ergebnisse
in Klammern). @ hyr Ergebnisse von Alibaba, @ 1 x TGACATCA und 1 x TGACG

CREB- Alibaba, (Signal Scan)
. Target-DB
Zugriff ORF (TGACG / CRE = AP = AP2 =
ceTcA) | TGACG/ | toucrea | Tocgea | C/EBP T
CGTCA
snail-1 NM 011427 | 1xTGACG | - (2x9) | - 2x) 5x, (3X) | 4xC/IEBP-a
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AuRRerdem wurden in weiteren RT-PCR-Analysen die vorhandenen snail-1-Transkripte in den
RNA-Extrakten der Zelllinien nach Transfektion mit GFP-VILIP1 oder VILIP-1-siRNA bzw.
den entsprechenden Kontrollen amplifiziert. Abbildung 4.3.4.2 zeigt, dass durch das
Einbringen von VILIP-1 in die aggressiven VILIP-1-negativen CC4A- und CH72T3-Zellen die
vorhandene snail-1-Expression signifikant reduziert wurde (CC4A: p = 0,035, CH72T3: p =
0,037). Die Transfektion VILIP-1-spezifischer siRNA in die VILIP-1-positiven Zellen fuhrte
jedoch nicht zur Induktion der snail-1-Expression.
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Abb. 4.3.4.2, Einfluss der VILIP-1-Expression auf die Expression von snail-1. A, RT-PCR-Analyse der
snail-1- und VILIP-1 mRNA-Expression nach 72-stindiger Transfektion mit dem GFP-Kontrollvektor
(1), dem GFP-VILIP-1-Vektor (2), der scr-Kontroll-siRNA (3) bzw. der VILIP-1-spezifischen siRNA (4).
B, Densitometrische Auswertung der snail-1-mRNA-Signalstarke in VILIP-1-negativen Zellen. Die
Intensitatswerte wurden mit denen von GAPDH normalisiert. Im Diagramm sind die Mittelwerte von
drei Experimenten sowie die Standardabweichung als Fehlerindikatoren gezeigt (CC4A: p = 0,035,
CH72T3: p = 0,037).

4.3.5 Dissoziationsverhalten der SCC-Zellen nach EGF-Stimulation

Hinsichtlich der Effekte der EGF-Stimulation sollte ebenfalls Uberprift werden, ob dadurch
Prozesse der Metastasierung, wie die Zelldissoziation vom Primartumor oder die
Zellmigration ins umliegende Gewebe beeinflusst werden. Zuerst wurden dazu die VILIP-1-

exprimierenden SCC-Zellen in Dissoziationsexperimenten untersucht.
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Abb. 4.3.5, Dissoziationsverhalten der SCC-Zellen Uber die Zeit bei Zugabe von EGF. Nach 72-
stiindiger Stimulation mit 10 ng/ml EGF wurden die Zellen mittels 0.4% Trypsin/EDTA bei 37°C geldst
und zu verschiedenen Zeiten die Anzahl noch adhérenter Zellen bestimmt. Alle Diagramme zeigen die
Mittelwerte aus drei Experimenten und die Standardabweichung als Fehlerindikator. A, C Prozentualer
Anteil adhérenter Zellen nach t = 7, 15 und 3 min in Bezug auf t = 0 min. B, D Darstellung noch
adhérenter Zellen nach 15 min Dissoziation (A, B: CC4A und CC4B, p = 0,026; C, D: CH72T3 und
CH72, p = 0,0016).

In Abbildung 4.3.5 kann abgelesen werden, dass die Zellen eine durch die EGF-Stimulation
induzierte beschleunigte Dissoziation aufwiesen. Dies wurde wiederum nach 15 Minuten
besonders deutlich. Zu diesem Zeitpunkt hatten sich 50% der CC4B-Zellen geldst, im
Unterschied zu 25% abgeltster Zellen ohne EGF-Stimulation (Abb. 4.3.5 B). Ebenfalls 50%
der stimulierten CH72-Zellen hatten sich nach 15minitiger Inkubation mit Trypsin-EDTA
gelést und damit signifikant mehr als ohne EGF-Stimulation (30%; Abb. 4.3.5 D). Die
Beschleunigung der Dissoziation nach Stimulation mit EGF hatte somit etwa das Ausmalf}
wie nach siRNA-Transfektion. Ein deutlicher Unterschied zum Abldsungsverhalten der VILIP-
1-negativen Zellen blieb bei beiden Zelllinien auch nach Wachstumsfaktorstimulation noch
erhalten.
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4.3.6 Auswirkungen der EGF-Stimulation in Migrationsanalysen

In vitro Studien zur Migration bei der Wundheilung wurden erneut durchgefihrt, um den
Einfluss von EGF auf die Zellmigration zu bestimmen. Das Migrationsvermdgen der VILIP-1-
exprimierenden Zellen nach EGF-Stimulation wurde dabei durch Auszahlen der in einen
Wundbereich eingewanderten Zellen beurteilt.
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Abb. 4.3.6, Beeinflussung der Wundheilungs-assoziierten Migration durch Inkubation mit EGF. Es
wurden mindestens 8 Wundbereiche aus drei unabhéngigen Experimenten ausgezahlt und Mittelwerte
sowie Standardabweichungen in den Diagrammen dargestellt. A, Darstellung reprasentativer
Wundbereiche der mit EGF stimulierten, VILIP-1-positiven Zelllinie CC4B 24 h nach dem Setzen der
Wunde und der Inkubation mit 8Br-cAMP. Die Linien markieren den Wundbereich zum Zeitpunkt t = 0.
B, Quantifizierung der Migration VILIP-1-positiver Zellen nach Inkubation mit den angebenden
Substanzen (CC4B: EGF p = 0,027, EGF + 8Br-cAMP p = 0,005; CH72: EGF p = 0,003, EGF + 8 Br
cAMP p = 0,045).

Wie in Abbildung 4.3.6 zu sehen ist, wurde durch 72stiindige Prainkubation mit 10 ng/ml
EGF das SchlieRen der gesetzten Wundbereiche forciert. Es konnten signifikant mehr Zellen
im Wundbereich vorgefunden werden als beim Kontrollexperiment ohne Stimulation mit dem
Wachstumsfaktor. Aufgrund der in vorangegangenen Studien zur Migration bei Wundheilung
ermittelten entgegengesetzten Wirkung von cAMP auf das Migrationspotential von
Tumorzellen wurde zusétzlich untersucht, ob der Effekt von EGF durch Zugabe von 8Br-
cAMP zum Zeitpunkt des Setzens der Wundbereiche aufgehoben oder abgeschwécht
werden kann. Diese Versuchsanordnung filhrte zu weniger migrierenden Zellen im

Wundbereich sowohl verglichen mit den Resultaten nach EGF-Stimulation als auch
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verglichen mit den Werten des Kontrollexperiments. Demnach konnte 8Br-cAMP den Effekt
von EGF aufheben, seine reduzierende Wirkung hinsichtlich der Zellmigration war sogar von

gréRerem Ausmal als die steigernde Wirkung von EGF.

4.3.7 Beeinflussung des Migrationsverhaltens durch

Kinaseinhibitoren

Die unterschiedlichen Auswirkungen des EGF-Signals auf Proliferation, Differenzierung und
Zellmotilitat werden  Uber verschiedene, dem EFG-Rezeptor nachgeschaltete
Ubertragungswege vermittelt (Billadeau, 2007;Estrada et al., 2009;Keely et d., 1997;Viala
and Pouyssegur, 2004;Wang et al., 2009). Um unter den moéglichen Transduktionskaskaden
diejenigen zu bestimmen, deren Inhibition die Zellmigration reduziert, wurden die invasiven
VILIP-1-negativen Zelllinien CC4A und CH72T3 in in vitro Studien zur Migration bei der
Wundheilung mit Inhibitoren verschiedener, Uber den EGF-Rezeptor aktivierbarer
Proteinkinasen inkubiert.

Aus dem EGF-Signaltransduktionsnetzwerk wurden der PI3K- und der GSK3[3-Signalweg
sowie die MAPK-Kaskaden als Ziele fir die Inhibition ausgewahlt. Wie in Abbildung 4.3.7 A
zu sehen ist, beeinflussten de Inhibitoren von MEK, ERK1/2 und PI3K und p38-MAPK die
Motilitat der Zellen beider Zelllinien und fuhrten zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl
von in den Wundbereich eingewanderter Zellen (Abb. 4.3.7 B; CC4A: MEK p < 0,0001,
ERK1/2 p < 0,0001, p38 p = 0,015, PI3K p < 0,0001; CH72T3: MEK p = 0,02, ERK1/2 p <
0,0001, p38 p < 0,0001, PI3K p < 0,0001). Die Inkubation mit Inhibitoren von JNK und
GSK3b hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Motilitat der VILIP-1-negativen
Zelllinien CC4A und CH72T3, wobei sich bei CH72T3-Zellen ein beschleunigtes

WiederverschlieRen der Wundbereiche nach Inhibition von GSK-33 andeutete.
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Abb. 4.3.7: Wirkung verschiedener Kinaseinhibitoren auf die Wundheilungs-assoziierte Migration. Es
wurden mindestens 8 Wundbereiche aus drei unabhangigen Experimenten ausgezahlt und Mittelwerte
sowie Standardabweichungen in den Diagrammen dargestellt. A, Darstellung représentativer
Wundbereiche der VILIP-1-negativen Zelllinie CC4A 24 h nach dem Zufligen der Wunde und der
Inkubation mit den Inhibitoren (MEK: PD 98059, ERK: ERK activation inhibitor peptide | p38: SB
202190, JNK: JNK-Inhibitor, PI3K: LY 294002, GSK3: GSK-3-Inhibitor 1X). Die Linien markieren den
Wundbereich zum Zeitpunkt t = 0. B, Quantifizierung der Migration VILIP-1-negativer Zellen nach
Inkubation mit den angebenden Substanzen (CC4A: MEK p < 0,0001, ERK1/2 p < 0,0001, p38 p =
0,015, JNK p = 0,74, PI3K p < 0,0001, GSK3 p = 0,56; CH72T3: MEK p = 0,02, ERK1/2 p < 0,0001,
p38 p < 0,0001, JNK p = 0,19, PI3K p < 0,0001, GSK3 p = 0,17).



Diskussion 63

5 Diskussion

Visinin-like-Protein 1 wurde aufgrund des Verlustes der Expression in aggressiven
Plattenepithelkarzinomzellen der Haut beziehungsweise der durch seine Expression
bewirkten anti-invasiven Effekte als potentieller Tumorinvasionssuppressor identifiziert
(Mahloogi et al., 2003). In den Hauttumorzellen konnte aul3erdem eine reduzierte RhoA- und
MMP9- Aktivitat, sowie eine verminderte Expression der Integrin-Untereinheiten a5 und av in
Abhangigkeit von der VILIP-1-Expression und dem daraus resultierenden erhéhten cAMP-
Spiegel nachgewiesen werden (Mahloogi et al., 203;Gonzalez Guerrico et al., 2005). Bei
Osophagustumoren und nicht-kleinzelligen Lungentumoren lieR sich des Weiteren eine
Korrelation  zwischen dem Verlust der Expression von VILIP-1 und der
Uberlebensrate/Prognose zeigen (Fu et al., 2008;Wickborn et al., 2006). In der vorliegenden
Arbeit wurde im Zellkulturmodell aus zwei aggressiven Plattenepithelkarzinom-Zelllinien der
Haut ohne VILIP-1-Expression und zwei weniger aggressiven, VILIP-1-exprimierenden
Zelllinien untersucht, ob der Einfluss von VILIP-1 auf das Metastasierungspotential der
Tumorzellen ausschlie3lich tber cAMP-Signalwege oder auch durch die Modulation der
cGMP-Signalgebung durch VILIP-1 vermittelt wird. Dartber hinaus wurde analysiert, welche
extrazellularen Signale und welche intrazellularen Signalmolekile an der Regulation der

Expression von VILIP-1 wahrend der Tumorprogression beteiligt sind.

5.1 Bedeutung cAMP- und cGMP-abhangiger Signalwege

fur das Metastasierungspotential von SCC-Zellen

5.1.1 Messung der Konzentration intrazellularer zyklischer
Nukleotide

Um zu beurteilen, inwieweit der Spiegel der zyklischen Nukleotide in Korrelation mit der
Aggressivitat der Zellen und dem Expressionslevel von VILIP-1 steht, wurde zunachst die
intrazellulare cAMP- und cGMP-Konzentration in vier Plattenepithelkarzinomzelllinien mit
unterschiedlicher VILIP-1 Expression und unterschiedlicher Aggressivitat gemessen. Die
weniger aggressiven VILIP-1-positiven SCC-Zelllinien wiesen einen hdheren Gehalt an
cAMP auf. Diese Akkumulation von cAMP in VILIP-1 exprimierenden Zellen konnte bereits in
b-Zellen des Pankreas und C6-Gliomazellen nachgewiesen werden und bestétigt auch
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vorhergehende Messungen in den hier untersuchten Hauttumorzellen (Braunewell and
Gundelfinger, 1997;Dai et al., 2006;Mahloogi et al., 2003). In VILIP-1-positiven C6-
Gliomazellen wurde zusatzlich ein erhdhter cGMP-Spiegel nach Expression von VILIP-1
festgestellt (Braunewell et al., 2001b). Nach Uberexpression von VILIP-1 in hippocampalen
und cerebellaren Neuronen wurde ebenfalls eine Akkumulation von cGMP ermittelt, die
durch natriuretische Peptidrezeptoren (NPR-A, NPR-B) bewirkt wird (Brackmann et al.,
2005;Braunewell et al., 2001b). Im Zellkulturmodell der SCC-Zellen dagegen liel3 sich der
basale cGMP-Spiegel nicht mit dem Expressionslevel von VILIP-1 korrelieren. Nach Zugabe
der natriuretischen Peptide ANP und CNP zur Stimulation der partikularen Guanylatzyklasen
(NPR-A, NPR-B) wurde in VILIP-1-negativen aggressiven Zellen eine hohere intrazellulare
cGMP-Konzentration gemessen als in VILIP-1-positiven Zellen. Erstaunlicherweise liegt
damit in SCC-Zellen eine positive Korrelation des zytoplasmatischen cGMP-Gehalts mit der
Aggressivitat der Zellen, aber eine negative Korrelation mit der VILIP-1-Expression vor. Ein
Zusammenhang zwischen einem erhéhten cGMP-Spiegel und einem gesteigerten
Migrationsvermogen und folglich mit der Aggressivitat der Tumorzellen wurde auch bei
anderen Krebsarten, wie nicht-kleinzelligen Lungentumoren, Dickdarm-, Nieren- und
Brusttumoren gezeigt (Jadeski et al., 2003;Nguyen et al., 2005;Punathil and Katiyar, 2009).
Dieser Zusammenhang scheint allerdings unabhéngig von VILIP-1 zu sein, da bisher keine
reduzierende Wirkung von VILIP-1 auf die intrazellulare cGMP-Konzentration beschrieben
wurde.

5.1.2 Zelladhé&sion, -dissoziation und -migration in Abhangigkeit
vom intrazellularen cAMP- beziehungsweise cGMP-Spiegel

Mittels Adhasions-, Dissoziations- und Migrationsstudien sollten in dieser Arbeit der Einfluss
eines erhohten cAMP- bezeihungsweise cGMP-Spiegels auf das Metastasierungspotential

der aggressiven SCC-Zelllinien CC4A und CH72T3 néher charakterisiert werden.

In diesen Zellen konnte keine Auswirkung einer erhohten intrazellularen cGMP-
Konzentration auf die Fibronektin-vermittelte Adhasion festgestellt werden. Gleichwonhl
konnte in anderen Tumorzellen, wie zum Beispiel in Melanozyten eine Reduktion der Zell-
Matrixadhasion auf Fibronektinsubstrat vermitteltet durch einen erhohten cGMP-Spiegel

gezeigt werden (Ilvanova et al., 2008).
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Ebenfalls unbeeinflusst vom cGMP-Spiegel blieb das Dissoziationsverhalten der SCC-Zellen.
Die Experimente zeigten aber, dass die aggressiven Zellen trotz hoherer Expression der
Fibronektin-spezifischen Integrine a5 und av (Gonzalez Guerrico et al.,, 2005) schneller
dissoziieren als die weniger aggressiven Zellen. Damit bestétigte sich die Annahme, dass
das Abldsen der Zellen hauptséchlich vom Abbau der interzellularen Verbindungen abhangig
ist. Es wurde beschrieben, dass Zell-Zellkontakte epithelialer Zellen die Zuganglichkeit der
Zell-Matrixkontakte fur Trypsin blockieren kénnen (Simpson et al.,, 1993). Erst nach dem
Auflosen der Cadherinverbindungen durch  Trypsin-EDTA, konnen die Zell-
Substratverbindungen  enzymatisch  gespalten werden. Demnach lassen die
Dissoziationsmessungen Ruckschlisse auf den Grad der VerknlUpfung zwischen den Zellen
zu und es kann geschlussfolgert werden, dass sich der cGMP-Spiegel in den untersuchten
Plattenepithelkarzinomzellen weder auf die Regulation von Zell-Matrix- noch von Zell-

Zellkontakten auswirkt.

Studien zur Tumorzellmigration zeigten, dass eine Zunahme an intrazellularem cGMP
induziert durch den Botenstoff Stickstoff (NO) das Migrationsvermogen Uber die Aktivierung
von ERK1/2 (extracellular signal regulated kinase 1/2) fordert (Jadeski et al., 2003;Punathil
and Katiyar, 2009). In Ubereinstimmung damit fiihrte die Erhéhung der cGMP-Konzentration
in den aggressiven SCC-Zellen zu einer deutlichen Steigerung der bereits erhéhten Motilitét.
Sowohl die Stimulation mit ANP, als auch der Einsatz des PDE-resistenten 8Br-cGMP
beschleunigten die Migration der SCC-Zellen in den Wundbereich und dadurch das
Schlie3en der in die Einzelzellschicht gesetzten Wunden. Einen Hinweis darauf, dass auch
in SCC-Zellen der cGMP-Effekt mdglicherweise uber ERK1/2 vermittelt wird, geben weitere
durchgefihrte in vitro Migrationsanalysen, in denen der zugesetzte ERK1/2-Inhibitor ERK
activation inhibitor peptide 1 als Suppressor der Migration wirkte (vergl. Abschnitte 4.3.7 und
5.2.6).

Ein Einfluss von cAMP sowohl auf die Zell-Matrixadhasion als auch auf die Zellmigration
wurde bei einer Vielzahl von Zelltypen beschrieben. Hierbei spielt die Aktivierung der
GTPase Rapl uUber Epac und die cAMP-abhangige Proteinkinase PKA eine wichtige Rolle.
Rapl kann nicht nur durch die Modulation der Integrinaktivitat die punktuelle Zell-
Matrixadhasion steuern, sondern aul3erdem Zell-Zellverbindungen stabilisieren und tber
diese beiden Mechanismen der Invasivitat von Tumorzellen entgegenwirken (Kooistra et al.,
2005;Lyle et al., 2008;Melnikova and Bar-Eli, 2008). PKA beeinflusst Adhasion und Migration
vor allem durch die Modulation des Aktinzytoskeletts (Howe, 2004;Parmo-Cabanas et al.,
2004) und durch die Kontrolle der Expression von Integrinuntereinheiten (Gonzalez Guerrico
et al., 2005). In den durchgefiihrten Adhasionstests mit SCC-Zellen wurde in Kongruenz mit
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vorherigen Analysen in diesem Modellsystem eine Reduktion der Adhésion auf
Fibronektinsubstrat nach Stimulation mit Forskolin festgestellt (Gonzalez Guerrico et al.,
2005). Dieser Effekt lief3 sich in der vorliegenden Arbeit zusétzlich durch Zugabe des PDE-

resistenten 8Br-cAMP hervorrufen.

Auf die Migration der Plattenepithelkarzinomzellen hatte die Erhéhung des cAMP-Spiegels
ebenfalls betrachtliche Auswirkungen. Sowohl Forskolin als auch 8Br-cAMP inhibierten das
SchlieBen der in die Einzelzellschicht gesetzten Wunden durch Abschwachung der
Zellmigration. Wie andere Studien zur Analyse der Migration zeigten, wird die bei
migrierenden Zellen auftretende Bildung von Stressfasern und das Austrecken der Zellen in
Wundbereiche durch die Aktivitdt von PKA und die resultierende Inhibition von RhoA
verhindert (Campos et al.,, 2009;Fernandez-Sauze et al., 2009;Kikuchi et al., 1997). In
vorangehenden Untersuchungen im hier verwendeten Modellsystem wurde passend dazu in
den weniger aggressiven SCC-Zellen mit erhdhtem cAMP-Spiegel eine verringerte RhoA-
Aktivitat gezeigt (Mahloogi et al., 2003). Die Annahme, dass PKA die Migrationsfahigkeit von
SCC-Zellen entscheidend mitbestimmt, wird aulRerdem durch die Resultate der
durchgefihrten Wundheilungs-/Migrationsexperimente bekréftigt, die zeigten, dass die
Anzahl migrierender Zellen nach Zugabe des PKA-Inhibitors H89 zunimmt. Demzufolge
werden die durch cAMP vermittelten Effekte auf Zelladhasion und Zellmigration zumindest
anteilig durch PKA umgesetzt, zum einen durch die Inhibition von RhoA, zum anderen durch
die Inhibition der Expression der Fibronektin-spezifischen Integrinuntereinheiten a5 und av
(Gonzalez Guerrico et al., 2005). Vermutlich kommen aber zusatzlich Epac-Rapl-vermittelte
Effekte auf die Integrinaktivitat und die Stabilitat von Zell-Zellkontakten zum Tragen (Howe,
2004;Lyle et al., 2008;Kooistra et al., 2005).

Wie die Erhéhung des cGMP-Spiegels hatte die Inkubation mit Forskolin oder 8Br-cAMP
keinerlei Auswirkungen auf das Dissoziationsverhalten der aggressiven Hauttumorzellen.
Wahrend in Endothelzellen eine Zunahme von VE-Cadherin-Kontakten und ihre
Stabilisierung durch die Aktivierung von Epac-1 induziert werden konnte (Kooistra et al.,
2005), wurde die Ausbildung von Zell-Zellkontakten in den aggressiven SCC-Zellen durch
eine erhéhte cAMP-Konzentration nicht derart verstarkt, dass infolge dessen die Zellen

schwerer dissoziierbar gewesen waren.

Aus den funktionellen Untersuchungen zur Rolle der zyklischen Nukleotide lasst sich
zusammenfassend fur SCC-Zellen ableiten, dass eine cGMP-Akkumulation die Migration
und folglich die Aggressivitat der Plattenepithelkarzinomzellen verstarkt, wohingegen ein
erhoéhter cAMP-Gehalt sowohl die Zell-Matrixadhasion, als auch die Migration und damit das
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Invasionspotential reduziert. Tatsachlich konnte in Bezug auf die Migration in
Brusttumorzellen aus der Maus dasselbe Phanomen gezeigt werden. Hier inhibierte cAMP
die Migration und die Ausbildung von Lamellipodien, wohingegen cGMP beides verstarkte
(Chen et al., 2008).

5.1.3 Zelldissoziation und -migration in Abhangigkeit von VILIP-1

Als nachstes wurde uUberprift, welche Auswirkungen die VILIP-1-Expression auf die
analysierten Teilaspekte der Tumorinvasion hat und ob diese mit den Effekten der zyklischen
Nukleotide korrelieren. Der Effekt von VILIP-1 auf die Fibronektin-vermittelte Zell-

Matrixadhasion wurde bereits ausfihrlich beschrieben (Gonzalez Guerrico et al., 2005).

In Dissoziationsmessungen wurde durch Uberexpression von VILIP-1 in den aggressiven
Zelllinien CC4A und CH72T3 keine Veranderung beim Ldsen der Zellen erreicht.
Erstaunlicherweise beschleunigte die Herunterregulation von VILIP-1 in den weniger
aggressiven, VILIP-positiven Zellen ihre Dissoziation, obwohl weder die Modulation der
zyklischen Nukleotide noch die Uberexpression von VILIP-1 einen Einfluss auf das
Dissoziationsverhalten der aggressiven VILIP-1-negativen Zellen hatten. Aufgrund der
Morphologie und des Dissoziationsverhaltens der VILIP-1-positiven Zellen im Verglich zu
den VILIP-1-negativen Zellen war zu erwarten, dass diese mehr Zell-Zellkontakte aufweisen.
Diese Vermutung wurde bestatigt durch die Bestimmung des E-Cadherin-
Expressionsniveaus (vergl. Abschnitt 4.3.1). Da durch die Transfektion der VILIP-1-
spezifischen siRNA nur eine leichte Beschleunigung der Dissoziation bewirkt wurde, und in
den spéateren Untersuchungen zur Regulation der E-Cadherin-Expression kein kausaler
Zusammenhang zur VILIP-1-Expression nachgewiesen werden konnte, ist anzunehmen,
dass der beobachtete Effekt eher Giber die Regulation der Integrine vermittelt wird. Als Folge
einer erhohten Integrin-Expression werden Cadherinkomplexe destabilisiert und internalisiert
(Geiger et al, 2001;Gimond et al, 1999;von et al, 2000). Durch weitere
Dissoziationsmessung mit den VILIP-1-positiven Zelllinien unter Inhibition von PKA, um die
Integrinexpression zu reduzieren oder Integrin-unabhangigen Aggregationsmessungen

konnte diese Annahme verifiziert werden.

Die Modulation der VILIP-1-Expression in den durchgefihrten Wundheilungs-
/Migrationsanalysen ergab, dass VILIP-1 als Inhibitor der Tumorzellmigration wirkt und damit

den gleichen Effekt hat, wie die Erhéhung des cAMP-Spiegels. Durch die Blockierung der
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cAMP-Produktion durch den Adenylatzyklaseinhibitor DDA parallel zur Uberexpression von
VILIP-1 konnte nachgewiesen werden, dass der migrationsreduzierende Effekt von VILIP-1
direkt Uber cAMP-abhangige Signalwege vermittelt wird. CAMP gesteuerte Prozesse, wie die
Expression bestimmter Integrinuntereinheiten und die Modulation der Aktivitdét von RhoA,
bedingen allerdings nur einen Teil des Unterschieds im Migrationsverhalten der aggressiven
und weniger aggressiven SCC-Zellen, wie durch die bleibende Differenz in der Anzahl
migrierender Zellen sowohl nach VILIP-1-Uberexpression in invasiven SCC-Zellen im
Vergleich zu den weniger invasiven Zellen als auch nach VILIP-1-Supprimierung in den
weniger invasiven SCC-Zellen verglichen mit den invasiven Zellen deutlich wird. Ebenso
konnten Unterschiede in der Aktivitat des PI3K-Signalweges oder aber der MAPK-Kaskaden,
uber welche ebenfalls die Migration reguliert werden kann (Ahmed et al., 2006) (Ellerbroek et
al., 2003), bei VILIP-1-positiven und VILIP-1-negativen Zellen die festgestellten
Abweichungen im Migrationsverhalten bedingen.

Die Experimente unter Modulation der VILIP-1-Expression belegen folglich, dass der Effekt
von VILIP-1 auf Zell-Matrixadhédsion und Zellmigration der SCC-Zellen Uber cAMP-
abhangige Signalwege vermittelt wird, die Dissoziation vermutlich nur indirekt von VILIP-1

beeinflusst wird.

5.1.4 Expression der partikularen Guanylatzyklasen

Weitere Experimente sollten letztendlich klaren, ob der nach Stimulation erhéhte cGMP-
Gehalt in SCC-Zellen direkt durch VILIP-1 bedingt wird oder unabhangig davon in den
aggressiven Tumorzellen ansteigt. Mittels RT-PCR-Analysen zur spezifischen Bestimmung
der Expressionsstarke der partikularen Guanylatzyklasen auf mMRNA-Ebene unter Regulation
der VILIP-1-Expression war nachweisbar, dass dem gemessenen erhéhten cGMP-Spiegel in
den aggressiven VILIP-1-negativen Zelllinien eine hodhere Expression von NPR-A und
NPR-B zu Grunde liegt, die aber nicht durch VILIP-1 hervorgerufen wird. Der in
hippocampalen Neuronen und PC-12-Zellen beschriebene verstarkende Effekt von VILIP-1
auf die Oberflachenexpression von Guanylatzyklasen und damit auf den cGMP-Spiegel
(Brackmann et al., 2005;Braunewell et al., 2001b) kommt in diesen Zellen nicht zum Tragen,
da die VILIP-1-positiven Tumorzellen die Guanylatzyklasen wesentlich schwéacher
exprimieren als die VILIP-1-negativen Tumorzellen. In SCC-Zellen steht ein erhdhter cGMP-
Spiegel demnach unabhéngig von der VILIP-1-Expression in Zusammenhang mit ihrer
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Aggressivitat, wohingegen ein erhthter cAMP-Spiegel aus der Expression von VILIP-1

resultiert und die verminderte Aggressivitat bedingt.

5.1.5 Expression und Lokalisierung der Adenylatzyklase-lsoformen

Wie VILIP-1 die verstarkte Akkumulation von cCAMP bewirkt ist noch unbekannt. Ein Einfluss
auf die Aktivitat einer der Adenylatzyklase-Isoformen durch direkte Interaktion konnte bisher
nicht nachgewiesen werden (Braunewell and Klein-Szanto, 2009). Eine andere Mdglichkeit
ware auch bei den Adenylatzyklasen ein ungleiches Expressionsniveau bestimmter
Isoformen in den SCC-Zellinien mit verschiedenem Invasionspotential. Fur einen
spezifischen Nachweis der mRNA-Expression der zehn Adenylatzyklase-Isoformen in den
untersuchten Plattenepithelkarzinomzellen wurde nach selektiver Extraktion der Gesamt-
RNA, das mittels oligo-dT-Primern zu cDNA umgeschriebene Transkriptom mit Isoform-
spezifischen Primer amplifiziert. Das RT-PCR-Screening zeigte, dass die Isoformen 3, 5, 6, 7
und 9 exprimiert werden. Ein Effekt von VILIP-1 auf die Expression der Adenylatzyklasen
konnte ausgeschlossen werden, da keine der Isoformen in VILIP-1-positiven Zellen ein

signifikant verschiedenes Expressionsniveau zu dem in VILIP-1-negativen Zellen aufwies.

Die Oberflachenexpression der Adenylatzyklasen ist maf3geblich fir die Aktivitat der Enzyme
und kann neben der Genexpression ebenfalls urséchlich fur einen erhbhten cAMP-Spiegel
sein (Hanoune and Defer, 2001). Fur die intrazellulare Lokalisation der Adenylatzyklasen
wurde ein Primarantikorper gewéhlt, der gegen ein konserviertes zytoplasmatisches Epitop
von Adenylatzyklasen gerichtet ist. Dies war von Vorteil, da jede der im RT-PCR-Screening
nachgewiesenen AC-Isoformen fir eine Interaktion mit VILIP-1 beziehungsweise fiur die
Generierung der erhohten cAMP-Konzentration in VILIP-1-positiven Zellen in Frage kommt.
Derartige AC-Antikbrper wurden bereits im Western Blot zum Nachweis von
Adenylatzyklasen eingesetzt und zeigten darlber hinaus gleichméaRige Immunreaktivitat im
Zellsoma und punktférmige an der Zellmembran von Neuronen (Jacobowitz and lyengar,
1994:Mons and Cooper, 1994). Die durchgefiihrten Intensitditsmessungen der AC-
spezifischen Immunreaktivitat in den SCC-Zellen zeigten, dass in den VILIP-1-positiven,
weniger aggressiven Zellen das AC-Signal Uber der Membran wesentlich starker ist als in
den VILIP-1-negativen aggressiven Zellen, was darauf hindeutet, dass der erhdhte basale
CAMP-Spiegel in der verstarkten Oberflachenexpression der Adenylatzyklasen begrindet ist.

Anscheinend wirkt sich VILIP-1 auch auf die Oberflachenexpression von Adenylatzyklasen
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aus, wie es bereits fur Guanylatzyklase B (NPR-B), den nikotinischen a4b2

Acetylcholinrezeptor, den P2X2-Rezeptor und den Transferrin-Rezeptor gezeigt wurde
(Brackmann et al., 2005;Chaumont et al., 2008;Lin et al., 2002b;Zhao et al., 2009).

Aufgrund des eingesetzten AC-Antikdrpers gegen alle Isoformen kann keine Aussage
dartber getroffen werden, ob die Oberflachenexpression von Adenylatzyklasen generell
durch VILIP-1 beeinflusst wird oder ob es sich um einen Isoform-spezifischen Effekt handelt.
Um gegebenenfalls eine bestimmte Isoform zu identifizieren beziehungsweise um den Kreis
der in Frage kommenden Isoformen einzuschrénken, wurden AC-Expressionsmuster zum
Vergleich herangezogen, die im Rahmen anderer Studien ermittelt wurden. Bei C6-
Gliomazellen und hippocampalen Neuronen, welche ebenfalls eine von der VILIP-1-
Expression abhangige cAMP-Akkumulation zeigen (Braunewell and Gundelfinger,
1997;Schonrath et al., in Vorbereitung), sowie bei PC12-Zellen, die diesen Effekt nicht
aufweisen (Braunewell et al., 2001b), wurden ebenfalls alle exprimierten AC-lsoformen
identifiziert. Bezieht man das Expressionsmuster der Adenylatzyklase-lsoformen in den
Zelltypen mit cAMP-Akkumulation mit ein, ergeben sich die Isoformen 3, 6 und 9 als
mogliche Ziele fur eine Beeinflussung durch VILIP-1. AC9 wird ubiquitar exprimiert und kann
als einzige membranstandige Isoform nicht durch Forskolin aktiviert werden (Hanoune and
Defer, 2001;Yan et al., 1998). Da die Stimulation mit Forskolin &hnliche Auswirkungen in
aggressiven SCC-Zellen hat, wie die Transfektion von VILIP-1 (Mahloogi et al., 2003), ist es
unwahrscheinlich, dass die anti-invasiven Effekte von VILIP-1 Uber AC9 vermittelt werden.
Die Aktivitat von Adenylatzyklasen an der Zelloberflache wird Isoform-spezifisch durch Ca™,
eine Vielzahl von GProteinen und Proteinkinasen moduliert (Hanoune and Defer, 2001).
Interessanterweise gehéren AC3 und AC6 zu den durch Ca* regulierten Isoformen
(Hanoune and Defer, 2001). Die Exozytose von ACG6 erfolgt ferner Uber Protein-
Proteininteraktion innerhalb der zytoplasmatischen Domanen C1 und C2 gerichtet in
bestimmte Mikrodomanen der Membran, sogenannte lipid rafts. Diese Mikrodomanen
wurden basierend auf der Ca’*-gebundenen Tertiérstruktur von VILIP-1 als Bereiche
verstarkter Interaktion von VILIP-1 mit Membranlipiden vorhergesagt (Ohya and Horowitz,
2002) (unveroffentlichte Daten, Diplomarbeit Kristian Lange). Weitere Experimente,
beispielsweise mit einzelnen fluoreszenzmarkierten Adenylatzyklase-Isoformen sind nétig,
um den genauen Mechanismus einer mdglichen Isoform-spezifischen Interaktion

aufzuklaren, wie es zuvor fir GC-B und den nikotinischen a4b2 AChR gelungen ist.

Allerdings wurden AC3 und AC6 auch in den analysierten PC12-Zellen nachgewiesen. Eine
cAMP-Akkumulation bei Uberexpression von VILIP-1 konnte aber in friiheren Versuchen mit
PC-12-Zellen nicht festgestellt werden (Spilker et al., 1997). Zum einen muss dabei beachtet
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werden, dass verschiedene Klone von PC-12-Zelllinien existieren, die hinsichtlich ihres
Phanotyps und ihres Transkriptoms sehr inhomogen sein kénnen, so dass die cAMP-
Messungen in den fur die RT-PCR-Analysen eingesetzten PC-12-Zellen zur Verifizierung
des Effekts von VILIP-1 auf den cAMP-Spiegel speziell in diesen Zellen ergadnzt werden
missten. Zum anderen muss ebenso in Betracht gezogen werden, dass der Effekt von
VILIP-1 unabhangig von einer speziellen Adenylatzyklase-lsoform ist und stattdessen
zelltypspezifisch Uber zwischengeschaltete Molekile vermittelt werden koénnte, die
beispielsweise eine Rolle beim Transport oder Recycling von Oberflachenrezeptoren spielen.
Kolokalisationen von VILIP-1 mit Modulatoren von Membrantransportprozessen, wie Aktin,
Clathrin und Syntaxin 6, wurden in Neuronen bereits beschrieben (Spilker et al., 2002a)
(Brackmann et al., 2005;Zhao et al., 2009) und stellen somit mégliche Ausgangspunkte fur
den durch VILIP-1 vermittelten Effekt auf die Oberflachenexpression von
Membranrezeptoren und folglich auch von Adenylatzyklasen dar.

5.1.6 Fazit

Zusammenfassend koénnen aus dem ersten Satz an Experimenten zur Analyse der
Bedeutung der zyklischen Nukleotide far das Invasionspotential von
Plattenepithelkarzinomzellen der Haut und ihres Beitrags zu den anti-invasiven VILIP-1-
vermittelten Effekten die folgenden, in Abb. 5.1.6 dargestellten Schlussfolgerungen gezogen

werden:

1) Eine Akkumulation von cGMP verstarkt die Migration und folglich die Aggressivitat
der Plattenepithelkarzinomzellen, wohingegen ein erhdhter cAMP-Gehalt sowohl die
Zell-Matrixadh&sion, als auch die Migration reduziert.

2) Aggressive, VILIP-1-negative SCC-Zellen weisen nach Stimulation partikulérer
Guanylatzyklasen einen erhdhten cGMP-Spiegel auf, der auf ein héheres, aber von
VILIP-1 unabhangiges Expressionsniveau von NPR-A und NPR-B zuriickgefuhrt
werden kann.

3) Der erhohte basale cAMP-Spiegel in den weniger aggressiven, VILIP-1-positiven
SCC-Zellen wird direkt durch die Expression von VILIP-1 bedingt, basiert jedoch nicht
auf einem Einfluss des NCS-Proteins auf das Expressionsniveau einer
Adenylatzyklase-lsoform, sondern auf einer verstarkten Oberflachenexpression von
Adenylatzyklasen.
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Abb. 5.1.6: In SCC-Zellen ermittelte, mit VILIP-assoziierte Zusammenhange. (in Farbe: in diesem
Modellsystem bereits nachgewiesene Effekte, grau: ergdnzende Zusammenhange aus
Literaturangaben, -> positiver Einfluss auf Aktivitdt oder Expression --| negativer Einfluss). VILIP-1-
exprimierende Zellen weisen eine erhohte Adenylatzyklase(AC)-Oberflachenexpression auf und
dadurch einen erhdhten cAMP-Spiegel. Die cAMP-abhéngige Inhibition der RhoA-Aktivitat und der
Expression von Integrin a5bl reduziert das Invasionspotential. Zusatzlich wéare eén inhibierender
Einfluss von Epac-Rapl auf die Integrinexpression und -aktivitdt mdoglich. In VILIP-1-negativen,
aggressiven Zellen liegt eine von VILIP-1 unabhangige, verstarkte Guanylatzyklase-Expression vor.
Ein erh6hter cGMP-Spiegel nach Stimulation der Enzyme verstarkt, moglicherweise tber ERK1/2, das
Migrationsvermoégen. Der Verlust der VILIP-1-Expression reduziert in diesen Zellen den cAMP-Spiegel

und tragt so Integrin-vermittelt zu gesteigerter Zell-Matrixadhéasion und Zellmigration bei.
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Damit wird deutlich, dass die durch die Expression von VILIP-1 bewirkte Erhdhung des
intrazellularen cAMP-Spiegels der entscheidende Effekt fir die Reduktion des
Metastasierungspotentials der Plattenepithelkarzinomzellen ist. Sowohl die Reaktivierung der
VILIP-1-Expression, als auch die Erhohung der cAMP-Konzentration stellen folglich mogliche
Ansatzpunkte fur anti-invasive Therapien bei aggressiven SCC-Zellen der Haut dar.
AulRerdem bestarkt der Einfluss von VILIP-1 auf die Lokalisierung von Adenylatzyklasen in
der Zellmembran die Hypothese, dass eine wichtige Funktion des NCS-Proteins die
Modulation der Oberflachenexpression verschiedener Rezeptoren ist, die bei

physiologischen und pathophysiologischen Prozessen eine Rolle spielen.
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5.2 Untersuchungen zur Rolle von VILIP-1 bei der

Tumorprogression

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, Modulatoren der Expression von VILIP-1 im
Hauttumorzellmodell zu ermitteln und speziell extrazellulare Signale zu identifizieren, die
VILIP-1 im Prozess der Tumorprogression ausschalten. Es wurden daher weitere
Experimente durchgefiihrt, um die Unterschiede der VILIP-1-positiven und VILIP-1-negativen
SCC-Zellen besser erklaren zu kdnnen, und um die Wirkung von Wachstumsfaktoren auf die
Aggressivitat und die Expression von VILIP-1 zu bestimmen.

5.2.1 Profil der Hauttumorzelllinien

Deutlich erkennbare Abweichungen in Morphologie und Wachstumsverhalten zwischen den
aggressiven und weniger aggressiven Zelllinien lieBen auf eine unterschiedlich starke
Ausbildung von Zell-Zellkontakten schlie3en. Das vorherrschende Adhasionsmolekil zur
Formierung von Zell-Zellkontakten ist bei epithelialen Zellen E-Cadherin. Mogliche
Unterschiede im Expressionsniveau dieses Adhasionsmolekils sollten mittels Western Blot
Analysen festgestellt werden. Der eingesetzte Antikdrper gegen ein extrazellulares BEpitop
von E-Cadherin wurde bereits vorher zum spezifischen Nachweis des Adhasionsmolekils in
Western Blot Analysen eingesetzt (Huber et al., 1999;Kasper et al., 1995).

Dem Expressionsprofil der vier Zelllinien, welches die Proteinexpression von VILIP-1,
Integrin a5 und E-Cadherin gegenuberstellt, war zu entnehmen, dass die E-Cadherin-
Expression in den VILIP-1-negativen Zellen génzlich verloren gegangen ist, wodurch die
Ausbildung der typischen E-Cadherin-abhangigen interzellularen Verbindungen unterbunden
wird, wahrend Integrin a5 stark exprimiert wurde. In den VILIP-1-positiven Zellen hingegen
liel3 sich die Expression von E-Cadherin deutlich nachweisen und eine schwéchere
Expression der Interginuntereinheit a5 bestatigen. Dieser Wandel in der Expression der
Adhasionsmolekile zusammen mit dem Verlust der zelltypspezifischen Morphologie und der
Auflésung des Zellverbands ist bezeichnend fir die epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) (Ahmed et al., 2006;Gavert and Ben-Ze'ev, 2008;Lee et al., 2008).
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5.2.2 Stimulation mit den Wachstumsfaktoren TGF-3 und EGF

Die Feststellung, dass die VILIP-1-positiven Zellen im Unterschied zu den VILIP-1-negativen
Zellen den EMT-Prozess noch nicht vollzogen haben, lasst zwei Hypothesen zu. Entweder
ist der Verlust von VILIP-1 ein Ausloser fur EMT, oder die VILIP-1-Expression geht im Zuge
dieses Prozesses verloren. Um diese Hypothesen zu uUberprifen, wurde zunachst der
Einfluss der Wachstumsfaktoren EGF und TGF(3, die als potente Induktoren von EMT gelten
(Cai et al., 2009;Ellenrieder et al., 2001;Lee et al., 2008;Xu et al., 2009), auf die Expression
von VILIP-1, E-Cadherin und Integrin a5 der VILIP-1-positiven Zellen bestimmt. Tatsachlich
resultierte die chronische Stimulation mit EGF in einer abgeschwachten Expression von E-
Cadherin und VILIP-1, in einer leicht erhéhten Expression von Integrin a5 und in einem
aufgeltsten Zellverband mit langgestreckten Zellen. Vergleichbares wurde bei einer Vielzahl
von epithelialen Karzinomzellen beobachtet (Lo et al., 2007;Lu et al., 2003). Bei zervikalen
SCC-Zellen fihrte die EGF-Stimulation Uber 72 Stunden mit dem Wechsel zu einer
Spindelzell-dhnlichen Morphologie, der Vereinzelung der Zellen und der Reduktion von E
Cadherin zu Ubereinstimmenden Veranderungen (Lee et al., 2008).

TGFb hingegen bewirkte nach 72stindiger Inkubation bei den Hauttumorzellen eine
gesteigerte Expression von E-Cadherin sowie Integrin a5, eine nur leicht reduzierte
Expression von VILIP-1 und einen aufgelockerten Zellverband mit abgerundeten Zellen.
Wahrend in einigen Zelltypen die Induktion einer vollstandigen EMT durch TGFb
beschrieben wurde (Ellenrieder et al., 2001;Fujimoto et al., 2001), zeigten andere eine
abweichende Reaktion. Beispielsweise wurde auch in humanen Trophoblasten die
Expression von E-Cadherin in Folge der TGFb-Stimulation erhdht und nicht wie fir EMT
typisch reduziert (Karmakar and Das, 2004). Fur die Induktion von EMT durch TGFb ist

oftmals eine Hyperaktivierung des Ras-MAPK-Signalweges als Basis notig, wie in
Keratinozyten gezeigt werden konnte. Ohne diese verstéarkte Aktivitat kommt es lediglich zu
reversiblen morphologischen Veréanderungen (Santibanez et a., 2003). Dies scheint fur die

hier untersuchten Zellen zuzutreffen.

Demnach beeinflussten beide Wachstumsfaktoren mafRgeblich die Morphologie der
Plattenepithelkarzinomzellen, aber nur die Inkubation mit EGF bewirkte diejenigen
Veranderungen bei den VILIP-1-positiven Zellen, durch die ihr Phanotyp und ihr
Expressionsprofil dem der VILIP-1-negativen angeglichen wurden. In SCC-Zellen kann die
chronische Stimulation mit EGF demzufolge EMT induzieren und die Expression von VILIP-1

unterdriicken.
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5.2.3 Regulation der Expression von Integrin a5 und E-Cadherin

Ob die Expression von E-Cadherin parallel mit der von VILIP-1 wahrend des EMT-
Programms herunter reguliert wird oder ob E-Cadherin mdglicherweise wie Integrin a5
CAMP-vermittelt durch VILIP-1 reguliert wird, konnte mittels Western Blot Aalysen unter
Modulation der VILIP-1-Expression aufgeklart werden. Sowohl die Suppression als auch die
Uberexpression von VILIP-1 regulierten in erwarteter Weise (Gonzalez Guerrico et al., 2005)
das Expressionsniveau von Integrin a5. Die Expression von E-Cadherin blieb im Unterschied
dazu unbeeinflusst von der Modulation der VILIP-1-Expression. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass in SCC-Zellen die Expression von VILIP-1 und ECadherin

unabhéangig voneinander wahrend der EGF-induzierten EMT supprimiert wird.

Parallel wurden die regulatorischen Sequenzbereiche von Integrin a5, E-Cadherin und
VILIP-1 selbst auf das Vorkommen von Bindungsstellen cAMP-abhangiger
Transkriptionsfaktoren untersucht, die fur eine mogliche Regulation dieser Gene durch cAMP
erforderlich waren. Abbildung 5.2.3 gibt einen Uberblick tiber Transkriptionsfaktoren, deren
Aktivitat durch cAMP beeinflusst werden kann. Uber den cAMP-PKA-Signalweg und cAMP
response Elemente (CRES) in den Zielgenen der CRE-bindenden Faktoren CREB, CREM
und ATF1 kann sowohl eine negative als auch eine positive Regulation bewirkt werden.
Unabhangig von PKA kann des Weiteren (ber Epacl eine cAMP-vermittelte
Transkriptionsregulation tber AP-1, NF-AT oder C/EBP erfolgen (Sands and Palmer, 2008).
Aul3erdem kann auch die Aktivitat des Transkriptionsfaktors AP-2 durch erhthte cAMP-
Spiegel induziert werden (Nyormoi and Bar-Eli, 2003).
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Abb. 5.2.3: Schema der durch cAMP regulierbare Transkriptionsfaktoren (blau) (nach Sands 2008
und Nyormoi and Bar-Eli 2003).




Diskussion 77

Fur die Analyse der regulatorischen Sequenzen wurden die CREB-Target-Datenbank
(CREB-Target-DB) zur Vorhersage von cAMP-Response-Elementen (CREs) genutzt.
AuRerdem wurden zur allgemeinen Vorhersage von Transkriptionsfaktorbindungsstellen die
Programme Signal Scan und Alibaba, die auf den in der TRANSFAC-Datenbank
gespeicherten Informationen beruhen, herangezogen (vergleiche Abschnitt 3.2.10). Da
Alibaba derzeit die zuverlassigste Software far die Suche von
Transkriptionsfaktorbindungsstellen ist (http://www.gene-regulation.com/pub/programs.html),
wurde bei widersprichlichen Ergebnissen der beiden Programme, auf die von Alibaba

zurtickgegriffen.

Das Expressionsniveau von Integrin a5 ist negativ korreliert mit dem von VILIP-1. Es wurde

gezeigt, dass dieser Effekt Uber cAMP-PKA vermittelt wird (Abb. 4.3.1; Gonzalez Guerrico et
al., 2005), aber bisher wurde nicht beschrieben wie diese negative Regulation realisiert wird.
Bei der Suche nach cAMP-abhéngigen Transkriptionsfaktoren waren daher fir die
Integrin a5 Regulation besonders diejenigen von Interesse, die inhibitorisch wirken kdnnen.
Uber CR-Elemente ist eine Transkriptionsrepression moglich (Sands and Palmer, 2008).
Sowohl die Vorhersage der CREB-Target-DB, als auch die Analyse mittels Alibaba und
Signal Scan deuteten mit der ldentifizierung eines halben, weit vom Transkriptionsstart
entfernt liegenden CR-Element jedoch nicht auf die Regulation Uber CREB, CREM oder
ATF-1 hin. AP-1 ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der im Zusammenhang mit cCAMP-
vermittelter Inhibition diskutiert wird. Diese Annahme beruht auf den Beobachtungen, dass
die Stimulation von Epac in Jurkat T-Zellen die c-Jun-vermittelte Transkription inhibiert und
dass etliche Gene, die durch Epac-Aktivitat supprimiert werden, beispielsweise die GluR1-
Untereinheit des ionotropen Glutamatrezeptors und der TNFa-Rezeptor TNFR1, AP-1-
Bindungsstellen in ihren Promotoren aufweisen (Fuld et al., 2005;Sands and Palmer, 2008).
Die proximalen Promotorregionen vieler a-Integrin Untereinheiten wurden bereits funktionell
charakterisiert. SP-1-Bindungsstellen wurden in Abwesenheit von TATA-Boxen als essentiell
fur ihre basale und regulierte Expression identifiziert (Lopez-Rodriguez et al., 1995;Ye et al.,
1996;Zutter et al., 1997). Der a5-Promotor enthalt die essentiellen SP-1-Bindungsstellen
sowie eine AP-1- und eine C/EBP-Bindungsstelle (Lopez-Rodriguez et al., 1997) (vergleiche
auch Alibaba-Ausgabe fur Integrin a5 im Anhang). Allerdings scheint AP-1 eine positive
Regulation von Integrin a5 als Reaktion auf Wachstumsfaktoren oder wahrend der
Wundheilung zu bewirken (Su et al., 1996). C/EBPb wird ebenfalls ein positiver Effekt auf die
Expression von Integrin a5 wahrend der Wundheilung und in hyperproliferativen epidermalen
Zellen zugeschrieben (Koria and Andreadis, 2007). Im Gegensatz dazu konnte jedoch auch
festgestellt werden, dass sich C/EBPa und C/EBPb inhibierend auf die Promotoraktivitéat von

a2 und a5 Integrinen wéhrend der terminalen Differenzierung in der Epidermis auswirken
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(Swart et al., 1997;Zhu et al., 2002). Darlber hinaus wird cAMP eine entscheidende Rolle
bei der Kontrolle der terminalen Differenzierung von Keratinozyten beigemessen (Mammone
et al,, 1998;McCawley et al.,, 2000), was fiur die cAMP-abhangige C/EBP-vermittelte
Inhibition der Expression von Integrin a5 im Differenzierungsprozess spricht. Damit stellt die

Regulation der Promotoraktivitat des Integrin a5 Gens durch C/EBP-Faktoren vermutlich im

Kontext-spezifischen Zusammenspiel mit SP-1 und AP-1 (Lopez-Rodriguez et al., 1997)
auch eine Maglichkeit zur Vermittlung der cAMP-abhéngigen Transkriptionsinhibition in SCC-
Zellen dar (siehe Abb. 5.1.6 A).

Die Promotorregion von E-Cadherin wurde analysiert, um eine mdogliche positive cAMP-
vermittelte Regulation durch VILIP-1 . Die Analyse sowohl mit Alibaba und Signal Scan als
auch Uber die CREB-Target-DB ergab keine vollstandigen CREs oder CRE-Cluster, was die
Transkriptionsregulation Uber CR-Elemente ausschliel3t. AP-2 wurde als positiver Regulator
der E-Cadherin-Expression und als Repressor der Tumorprogression beschrieben, dessen
Expression in hochmalignen Melanozyten ausgeschaltet ist, was zusatzlich zur
Verminderung der E-Cadherin-Expression beitragt (Nyormoi and Bar-Eli, 2003). In der
Promotoranalyse konnten, wie zu erwarten war, Bindungsstellen fir AP-2 identifiziert werden
und weitere fur C/EBPa und C/EBPb. Diese Transkriptionsfaktoren kbnnten demnach positiv
zur Expression von E-Cadherin beitragen, unter der Voraussetzung, dass sie selbst
exprimiert werden. Da die Expression von VILIP-1 in den VILIP-1-negativen Zelllinien nicht
die Expression won E-Cadherin wiederherzustellen vermochte, ist davon auszugehen, dass
eine mogliche cAMP-abhéngige positive Regulation des E-Cadherin-Gens nicht die wahrend
EMT induzierte Inhibition aufheben kann. Es ist folglich denkbar, dass erhdhte cAMP-
Konzentrationen die Transkription von E-Cadherin fordern, aber unwahrscheinlich und in
diesem Modellsystem nicht nachweisbar, dass cAMP der Supprimierung der Transkription
durch EMT-assoziierte Repressoren wie snail-1 entgegenwirken kann.

Die dem Transkriptionsstart des VILIP-1-Gens vorgelagerten Sequenzen wurden im Sinne
einer positiven oder negativen cAMP-vermittelten Ruckkopplung auf die eigene Expression
ebenfalls auf Bindungsstellen der relevanten Transkriptionsfaktoren tberprift. Laut der
Vorhersage der CREB-Target-DB und der Analyse mit Alibaba und Signal Scan ist auch
VILIP-1 trotz einiger identifizierter halber CREs nicht als potentielles Ziel fir eine Regulation
Uber CREB, CREM und ATF1 anzusehen. Fur AP-1 oder AP-2 sind Bindungsstellen
vorhanden, jedoch liegen diese weit entfernt vom TS. Nur eine der vier AP-2-
Konsensussequenzen ist innerhalb des 2 kb Sequenzbereichs enthalten, welcher kirzlich ftr
das humane VILIP-1-Gen als Promotorregion kloniert wurde (Fu et al., 2008).

Interessanterweise wurde jedoch beschrieben, dass Gene wie ¢-KIT und MCAM/MUC1S8, fir



Diskussion 79

die angenommen wird, dass sie im Verlauf der Tumorprogression aufgrund der
verlorengegangenen AP-2-Expression vermindert exprimiert werden, Gemeinsamkeiten im
Aufbau ihrer Promotorbereiche aufweisen. Es handelt sich wie auch bei VILIP-1 um GC-
reiche Sequenzen, denen die typische TATA-Box fehlt und die eine Vielzahl von
Bindungsstellen fur den SP-1-Transkriptionsfaktor enthalten (vergleiche Alibaba-Ausgabe fur
VILIP-1 im Anhang) (Nyormoi and Bar-Eli, 2003). Es ware also mdglich, dass VILIP-1 durch
AP-2 eventuell auch im Zusammenspiel mit anderen Transkriptionsfaktoren positiv reguliert
wird. Des Weiteren deuten die vier ermittelten Bindungsstellen fir C/EBPa im proximalen

Sequenzbereich auf eine Rolle dieses Faktors bei der Regulation der Transkription von
VILIP-1 hin. Dessen ungeachtet ergaben sich in Western Blot Analysen nach Inkubation mit
CAMP, Forskolin oder dem PKA-Inhibitor H89 (Daten nicht gezeigt) keine Hinweise auf einen
Einfluss des cAMP-PKA-Signalweges auf die Expression von VILIP-1.

Zusammengenommen kénnen aus der Promotoranalyse die Riickschlisse gezogen werden,
dass C/EBP-Faktoren fur die cAMP-abhangige Inhibition der Expression von Integrin a5 in
Betracht kommen und dass, obwohl eine cAMP-abhéngige Regulation der E-Cadherin-

Expression und VILIP-1-Expression bisher nicht nachgewiesen wurde, AP-2 und/oder
C/EBPa mdglicherweise eine Rolle fir die Transkription dieser Gene spielen.

5.2.4 Regulation der Expression des Transkriptionsfaktors snail-1

In einer Vielzahl von Studien wurde inzwischen umfassend beschrieben, dass das
E-Cadherin-Gen wahrend der EMT Ziel einer nachhaltigen Inaktivierung durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren ist. Einer dieser Repressoren ist snail-1, ein Vertreter der Zinkfinger-
DNA-Bindungsproteine (Cano et al., 2000). Drei der entsprechenden Bindungsstellen fir
snail-1, sogenannte E-Box-Elemente mit der Konsensussequenz CAC/GC/GTG, wurden in
der regulatorischen Sequenz des E-Cadherin-Gens nachgewiesen (Batlle et al., 2000;Cano
et al., 2000). Zu den Zielgenen von snail-1 gehoren ferner Claudin und Occludin, als
Bestandteile von tigth junctions, das Glykoprotein Mucinl, der Tumorsuppressor p53 und
snail-1 selbst. Im Promotorbereich von snail-1 wurde eine E-Box identifiziert, Gber die eine
moderate Repression im Sinne einer negativen Rickkopplungsschleife zur Vermeidung einer
zu starken snail-1-Expression nach transienter Wachstumsfaktorstimulation erzielt werden
kann (Peiro et al., 2006). Basierend auf den im Modellsystem beobachteten Unterschieden in

Morphologie, Wachstumsverhalten und Expressionsprofil zwischen den aggressiven, VILIP-1
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negativen und den weniger aggressiven, VILIP-1-positiven SCC-Zelllinien stellte sich die

Frage, ob die Aktivitat von snail-1 damit im Zusammenhang steht.

RT-PCR-Analysen zeigten, dass snail-1 ausschlief3lich in den aggressiven VILIP-1- und E-
Cadherin-negativen Zellen exprimiert wird. Demzufolge ist es naheliegend, dass snail-1 die
Expression von E-Cadherin in den aggressiven SCC-Zelllinien unterdriickt. Eine inverse
Korrelation der Expression von snail-1 und E-Cadherin wurde auch in anderen SCC-Zellen,
wie oralen Plattenepithelkarzinomzellen nachgewiesen (Yokoyama et al., 2001). Auf3erdem
lie sich die snail-1-Expression in den VILIP-1-positiven Zellen durch Stimulation mit EGF
induzieren, wahrend die Expression von ECadherin sowie die VILIP-1-Expression infolge
dessen reduziert wurden. Snail-1 konnte folglich ebenso fir die verminderte Expression von
VILIP-1 urséchlich sein. Einen weiteren Hinweis auf eine mogliche Regulation von VILIP-1
durch den Transkritptionsfaktor snail-1 gab die Analyse der regulatorischen Sequenzen, die
dem Transkriptionsstart im VILIP-1-Gen der Maus vorgelagert sind. Dabei wurden drei E
Box-Elemente im Bereich 3 kb aufwarts vom TS identifiziert, eine davon im 2 kb Bereich, der

kirzlich fur das humane VILIP-1-Gen als Promotorregion kloniert wurde (Fu et al., 2008).

In den RT-PCR-Experimenten zeigte sich des Weiteren, dass durch Zugabe von Forskolin
der EGF-induzierten snail-1-Expression entgegengewirkt werden kann. Daraus ergab sich
die Hypothese, dass die Expression von snail-1 Uber cAMP-abhangige Signalwege
regulierbar ist und die Inhibition der VILIP-1-Expression zur Stabilisierung der snail-1-
Expression beitragt. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden die vorhandenen snail-1-
Transkripte nach Transfektion von GFP-VILIP-1 beziehungsweise VILIP-1-siRNA amplifiziert.
Die Supprimierung von VILIP-1 fuhrte zwar nicht zur Induktion der Expression von snail-1,
aber tatsachlich wurde die snail-1-Expression nach dem Einbringen von VILIP-1 in die VILIP-
1-negativen Zellen abgeschwacht. Dadurch wird die Hypothese bestatigt, dass VILIP-1 die
Expression von snail-1 zu reduzieren vermag, vermutlich tber cAMP-abhangige Signalwege.

Die Analyse des Promotorbereichs von snail-1 auf Konsensussequenzen cAMP-abhangiger
Transkriptionsfaktoren ergab funf AP-2- und vier C/EBPa-Bindungsstellen. Vor allem die
Bindungsstellen fir C/EBPa stellen eine Mdglichkeit dar Uber die eine direkte cAMP-
vermittelte Inhibition der snail-1-Transkription realisiert werden kdnnte. Weitere Experimente
waren noétig, um diese direkte Regulation tatséchlich nachzuweisen. Die Mdglichkeit einer
indirekten Beeinflussung der snail-1-Expression durch VILIP-1 beziehungsweise CAMP wére
durch Wechselwirkungen von cAMP-abhangigen Signalwegen mit den Aktivierungswegen

der snail-1-Transkription gegeben (vergleiche Abb. 5.2.7). Im snail-1-Promotorbereich sind
Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren AP-1, SMAD, LEF1, und NF-kB, welche die
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Transkription von snail-1 aktivieren, bereits beschrieben worden (Bachelder et al.,
2005;Peinado et al., 2007). Dabei ist AP-1 in die Wachstumsfaktor-vermittelte Induktion von
snail-1, SMAD in die Induktion Uber TGFb, LEF1 in die b-Catenin-vermittelte Induktion und
NF-kB in die Induktion tUber den PI3K-GSK3-Signalweg involviert (Abb. 5.2.7 B). Besonders
mit Berlcksichtigung der VILIP-1-bedingten Expressionsunterschiede von Integrin a5 im

Modellsystem, ware folgender Mechanismus zur indirekten Regulation der snail-1-
Expression durch VILIP-1 vorstellbar. Es wurde gezeigt, dass Integrin a5bl tber die bl-

Untereinheit mit ILK (Integrin linked kinase) interagiert. ILK wiederum kann tber PKB/Akt NF-
kB aktivieren und inhibiert GSK3. Die Phosphorylierung von snail-1 durch GSK3 fuhrt zum
Export des Transkriptionsfaktors aus dem Nukleus und zu seiner Degradierung. Da die
Expression von VILIP-1 cAMP-vermittelt zur verminderten Expression von Integrin a5bl
fahrt, ist anzunehmen, dass infolgedessen die Aktivitdt der ILK herabgesetzt wird und
dadurch zum einen die NF-kB-abhéngige Expression von snail-1 reduziert wird und zum
anderen vorhandene snail-1-Transkriptionsfaktoren aus dem Zellkern ausgeschleust und
abgebaut werden (Abb. 5.2.7 A). Diese Zusammenhéange konnten den beobachteten Effekt
von FSK auf die durch EGF bewirkte Induktion der snail-1-Expression erklaren und kénnten
in Aktivitatsstudien mit dem snail-1-Promotor in Abhéngigkeit vom cAMP-Spiegel und der
VILIP-1-Expressionsstarke einerseits, sowie der Expressionsstarke von Integrin a5bl

andererseits Uberpruft werden.

Somit ist Snail-1 in den untersuchten SCC-Zellen sowohl mit der Expression von E-
Cadherin- als auch mit der VILIP-1-Expression invers korreliert. Die Transkription von
VILIP-1 wird mdglicherweise wie die von E-Cadherin durch snail-1 unterdriickt. Umgekehrt
kann VILIP-1, vermutlich Gber cAMP-vermittelte Effekte, das Expressionsniveau von snail-1

reduzieren.

5.2.5 Zelldissoziation und -migration nach EGF-Stimulation

Da die Stimulation mit EGF als Ausloser fur die Unterschiede in der Expression von Integrin
a5, E-Cadherin und VILIP-1 identifiziert werden konnte, war es naheliegend auch den
Einfluss des Wachstumsfaktors auf das Dissoziationsverhalten und das Migrationsvermégen
der weniger aggressiven VILIP-1-positiven Zelllinien zu untersuchen. Die Dissoziation wurde
in diesen Zellen durch die Inkubation mit EGF in gleicher Weise beschleunigt wie durch die
Unterdriickung der VILIP-1-Expression durch siRNA. Die Auswirkungen von EGF oder
snail-1 auf das Dissoziationsverhalten von Tumorzellen wurden bisher kaum uwuntersucht.

Haraguchi et al. zeigten jedoch ebenfalls, dass die Expression von snail-1 in epithelialen
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Karzinomzellen die Dissoziation von Fibronektinsubstrat steigert. Die snail-1-Expression
induzierte auRerdem die Expression von MMP-9 und der Integrinuntereinheiten av und a5

(Jorda et al., 2005). Die erhohte av und a5 Integrin-Expression ist jedoch auch in dieser

Studie nicht ausreichend, um die Dissoziation der Zellen zu verlangsamen (Haraguchi et al.,
2008). Als mdgliche Ursache fur diesen Effekt werden von den Autoren snail-1-vermittelte
Veranderungen in der Produktion von Proteinen der extrazellularen Matrix, wie Laminin 5
und den dazugehorigen Integrinrezeptoren (Takkunen et al., 2006) diskutiert. Die Reduktion
von Zell-Zellkontakten wurde von Haraguchi et al. nicht untersucht, ist aber ebenso als
entscheidender Einflussfaktor anzunehmen. Fir das in der vorliegenden Abeit analysierte
Modellsystem kann alternativ folgender, sich mit anhaltender EGF-Inkubation verstarkender
Mechanismus vorgeschlagen werden. Zunachst bewirkt EGF die Endozytose von E-
Cadherin. Durch das dadurch freiwerdende b-Catenin und durch die Aktivierung der MAPK-
Kaskade wird die Expression von snail-1 induziert (vergleiche Abb. 5.2.7 B). Der
Transkriptionsrepressor vermindert infolgedessen die Expression von E-Cadherin und
vermutlich auch von VILIP-1. Die EGF-vermittelte Beseitigung der Expression beider
Proteine fuhrt zur Stabilisierung von a5bl Integrinkomplexen. Diese kdnnen dann zur
Verstarkung der Wachstumsfaktorsignalgebung beitragen, indem sie zusatzlich den ILK-
PKB/AKT-GSK3-Signalweg aktivieren, wodurch wiederum Transkriptionsfaktoren wie NF-kB
und snail-1 aktiviert werden, die den EMT-Prozess vorantreiben und das
Dissoziationsverhalten beschleunigen.

In den durchgeflhrten Analysen konnte ein gesteigertes Migrationsverhalten der VILIP-1-
positiven SCC-Zellen nach EGF-Stimulation beobachtet werden. Dieser Effekt lieRe sich
ebenfalls auf den oben beschriebenen Mechanismus zurtickzufiihren, wobei fir die Migration
die verstarkte Integrin-Expression entscheidender sein dirfte als die verminderte E-
Cadherin-Expression. Die Auswirkungen von EGF auf das Migrationsvermbdgen von
Tumorzellen wurden bereits in einer Vielzahl von Studien beschrieben. Dabei wurde immer,
wie in den hier durchgefihrten Experimenten eine erhfhte Motilitdt nach EGF-Stimulation
festgestellt (Ahmed et al., 2006;de et al., 2005a;McCawley et al., 2000). Des Weiteren wurde
gezeigt, dass cCAMP die Effekte einer EGF-Stimulation potenzieren kann, beispielsweise in
Zellen der Cornea oder bei Leberkarzinomen (Fujikawa et al., 2007;Nakamura and Nishida,
2003). Gegensétzliche Studien in Keratinozyten und epithelialen Leberzellen belegen jedoch,
dass cAMP die Verstarkung der Migration umkehren kann (Manske et al., 1990;McCawley et
al., 2000). Fur die hier untersuchten SCC-Zellen konnte deutlich festgestellt werden, dass
8Br-cAMP der EGF-induzierten Zunahme der Zellmotilitat entgegenwirkt. Die Anzahl
migrierender Zellen in den Wundbereichen war sogar geringer als in der Kontrollgruppe ohne
EGF-Stimulation. Es muss daher einerseits in Betracht gezogen werden, dass der die



Diskussion 83

Migration stark einschrankende Effekt von cAMP (vergleiche Abb. 4.2.4.2 und Abschnitt
5.1.2) auf einem anderen Signalweg vermittelt wird als der die Migration steigernde Effekt
der EGF-Stimulation. Andererseits ware auch die zelltypspezifische Verschaltung von cAMP-
Signalwegen und der MAPK-Kaskade, tber deren Aktivierung das EGF-Signal die Migration
beeinflusst, eine Erklarung fir die verschiedenen Auswirkungen von cAMP auf EGF-
induzierte Effekte. Die Verknipfung der beiden Signalwege findet auf Ebene von Raf statt
und die exprimierte Raf-Isoform bestimmt, ob sich cAMP aktivierend oder inhibierend auf die
Aktivitdt der nachgeschalteten Kaskade auswirkt (Dumaz and Marais, 2005;Pursiheimo et
al., 2002). In Keratinozyten, von denen sich die untersuchten SCC-Zellen ableiten, wurde die
Expression von B-Raf nachgewiesen (Takahashi et al., 2004). Fiur diese Raf-lsoform wurde
beschrieben, dass cAMP Uber PKA- und Rap-1-vermittelte Schritte ihre Aktivierung bewirkt
(Busca et al., 2000;MacNicol and MacNicol, 1999), im Unterschied zur cAMP-vermittelten
Inhibition der Isoform Rafl (D'Angelo et al., 1997;Ramstad et al., 2000). Zudem wurde in
Keratinozyten gezeigt, dass die Art, auf die cAMP die Aktivitat der MAPK-Kaskade
beeinflusst, auRerdem abhangig ist von der differenziellen Expression zweier unterschiedlich
groRer B-Raf-Isoformen (Takahashi et al., 2004). Daher wirde nur eine spezifische Analyse
der Raf-Expression Aufschluss dariiber erbringen, wie cAMP in SCC-Zellen die Aktivitat der
MAPK-Kaskade beeinflusst und ob cAMP Uber diese Wechselwirkung die beobachtete,
EGF-induzierte Zunahme der Zellmigration hemmt.

Aus den aufgefiihrten Ergebnissen lasst sich insgesamt ableiten, dass die 72-stlindige
Inkubation mit EGF vermutlich Uber eine veranderte Expression von Adhasionsmolekilen die
Dissoziation sowie die Migration der VILIP-1-positiven Zellen verstarkt. Der gesteigerten
Migration nach EGF-Stimulation kann durch eine Erhéhung des CcAMP-Spiegels

entgegengewirkt werden.

5.2.6 Signalwege bei der Regulation der Zellmigration

Ausgehend vom EGF-Rezeptor kdnnen auf3er der MAPK-Kaskade auch PI3K und GSK3
Uber ihre nachgeschalteten Signalwege die Migration modulieren (Billadeau, 2007;Viala and
Pouyssegur, 2004;Keely et al., 1997). Erste Hinweise auf die beteiligten Signalwege bei der
Regulation der Migration gaben weitere in vitro Migrationsanalysen bei den aggressiven
Plattenepithelkarzinomzellen unter Einsatz von Kinaseinhibitoren. Durch die verminderte
Anzahl migrierender SCC-Zellen nach Inkubation mit Inhibitoren von MEK und ERK1/2

bestatigte sich Bedeutung des MAPK-Signalwegs fur das Migrationsverhalten der Zellen. Die
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inhibierte Signalgebung tber PI3K und die Hemmung der p38-Aktivitat reduzierten ebenfalls
die Motilitdit der SCC-Zellen. JNK und GSK3 scheinen keine Auswirkungen auf das
Migrationsverhalten der SCC-Zellen zu haben, da die Inhibition dieser Kinasen zu keinerlei
Veranderung in den durchgefihrten Analysen fihrte. Diese Ergebnisse werden gestitzt
durch eine Vielzahl anderer Studien. In ovarialen Tumorzellen wurde beschrieben, dass die
Inhibition sowohl von PI3K als auch von ERK1/2 die EGF-induzierte Zellmigration
beeintrachtigt. Dabei wirkte sich PI3K Uber die Modulation der MMP9-Aktivitat und ERK1/2
vor allem Uber den Abbau der Zell-Zellverbindungen auf die Motilitit der Zellen aus
(Ellerbroek et al., 2003). Ahmed et al. zeigten analog durch den Einsatz von
Kinaseinhibitoren in Migrations-/Wundheilungsstudien, dass sowohl PI3K als auch ERK1/2 in
die Regulation der Zellmotilitat involviert sind (Ahmed et al., 2006). In Keratinozyten wurde
ebenfalls nachgewiesen, dass die EGF-induzierte Steigerung der Motilitéat tGber ERK1/2
vermittelt wird (McCawley et al., 1999). Jedoch wurde die Inhibition der EGF-vermittelten
Motilitat durch cAMP nicht Uber ERK1/2 sondern tber JNK und p38-MAPK realisiert
(McCawley et al., 2000).

Aufgrund der hier beobachteten Bedeutung des MEK-ERK1/2-Signalweges fir das
Migrationsvermoégen der SCC-Zellen und da cAMP vermutlich ein wichtige Rolle bei der
Modulation der MAPK-Aktivitat spielt, kbnnten Analysen der Aktivitat des MAPK-Signalweges
in Abhangigkeit vom VILIP-1-Expressionsniveau, dem cAMP-Spiegel und der EGF-
Stimulation weitere Erkenntnisse Uber die Regulation des Metastasierungspotentials der

Hauttumorzellen liefern.

5.2.7 Fazit

Aus den Experimenten zur Rolle von VILIP-1 als Einflussfaktor bei der Tumorprogression
von SCC-Zellen der Haut konnen zusammenfassend folgende in Abbildung 5.2.7

dargestellten Schlussfolgerungen gezogen werde:

1) Die chronische Stimulation mit EGF induziert bei den VILIP-1-exprimierenden Zellen
EMT und fuhrt zur Angleichung ihres Phanotyps an den der VILIP-1-negativen Zellen
inklusive des Verlusts der VILIP-1-Expression.

2) C/EBP-Faktoren sind Kandidaten fir die Realisierung der durch VILIP-1-cAMP-
bedingten Inhibition der Expression von Integrin a5 (Abb. 5.2.7 A). Die Expression



Diskussion 85

von E-Cadherin ist in VILIP-1 negativen SCC-Zellen ausgeschaltet, wird aber im
Unterschied zur Expression von Integrin a5 nicht durch VILIP-1 reguliert.

3) Der Transkriptionsrepressor snail-1 bewirkt neben der Herabsetzung der E-Cadherin-
Expression vermutlich auch die der VILIP-1-Expression bei der EGF-induzierten EMT
(Abb. 5.2.7 A) und wird selbst wiederum durch VILIP-1 in seiner Expression reduziert
(Abb. 5.2.7 B).

4) EGF erhoht bei den weniger aggressiven, VILIP-1-positiven Zellen das
Metastasierungspotential durch Beschleunigung der Dissoziation und Steigerung der
Motilitét, woran die Aktivitdt der MAPK-Kaskade mal3geblich beteiligt ist, welche sich
wiederum durch cAMP-abhangige Signalwege beeinflussen lasst (Abb. 5.2.7 B).

Mit der Regulation von Integrin a5 und snail-1, zwei fir EMT und Invasion bedeutsamen
Einflussfaktoren, wird die Bedeutung von VILIP-1 als Suppressor der Tumorprogression
unterstrichen und eine protektive Funktion wahrend des EMT-Prozesses angedeutet.
Weiterhin wird durch die Herunterregulation der VILIP-1-Expression wéahrend der EGF-
induzierten EMT die Eignung von VILIP-1 als diagnostischer Marker beziehungsweise als
Marker fir Differenzierung bei Plattenepithelzelltumoren untermauert. Die Hemmung der
EGF-induzierten Steigerung des Metastasierungspotentials der SCC-Zellen durch Erhéhung
des cAMP-Spiegels und eine mogliche cAMP-vermittelte Inhibition des MAPK-Signalweges
weisen wiederum VILIP-1 und cAMP als interessante Ansatzpunkte flr therapeutische

Strategien aus.
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Abb. 5.2.7: In SCC-Zellen ermittelte Zusammenhange zur Rolle von VILIP-1 bei der
Tumorprogression. (farbig: in diesem Modellsystem bereits nachgewiesene Effekte, grau: erganzende
Zusammenhange aus Literaturangaben, + positiver Einfluss auf Aktivitat oder Expression - negativer
Einfluss). VILIP-1-positive Zellen exprimieren ebenfalls E-Cadherin, zeigen jedoch eine verminderte
Expression von Integrin a5 und keine snail-1-Expression. Wahrend der EGF-induzierten EMT gehen
die Expression von VILIP-1 und E-Cadherin verloren und die Expression von snail-1 und Integrin a5
nimmt zu. Sowohl VILIP-1 als auch cAMP kénnen der Expression von snail-1 entgegenwirken. cAMP-

vermittelt kann auch die EGF-induzierte gesteigerte Motilitat reduziert werden.
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5.3 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Daten liefern diverse interessante Ansatzpunkte fiir
weiterfihrende Untersuchungen sowohl zur Aufklarung der Funktion von VILIP-1 im
Allgemeinen, als auch zu VILIP-1-assoziierten Wirkmechanismen im Kontext der
Tumorprogression. Besonders fur die Entwicklung therapeutischer Strategien zur Senkung
des Metastasierungspotentials von SCC-Zellen, beispielsweise basierend auf Substanzen,
die den intrazellularen cAMP-Spiegel erhdhen, kénnten zuklnftige, auf den Ergebnissen
dieser Arbeit aufbauende Studien einen Beitrag liefern.

Eine mogliche Zielstellung wére, den Signalweg, welcher die EGF-induzierte Inhibition der
VILIP-1-Expression vermittelt, mittels Kinaseinhibitoren und Antikérpern zum Nachweis des
Aktivierungszustands von Kinasen detailliert zu beschreiben sowie die Inhibition der VILIP-1-
Expression Uber die identifizierten Bindungsstellen des Repressors snail-1 im
Promotorbereich des VILIP-1-Gens nachzuweisen, un dem Verlust der Expression von

VILIP-1 entgegenzuwirken.

Die Analyse der cAMP-vermittelten Modulation der durch EGF aktivierten Signalwege und
der durch EGF induzierten Effekte, welche die Aggressivitat der SCC-Zellen erhéhen, ware
eine weitere reizvolle Weiterfiihrung dieser Arbeit. Diese konnten durch Identifizierung der in
SCC-Zellen exprimierten Raf-lsoformen und Analysen der Aktivitdt des MAPK-Signalweges
in Abh&ngigkeit vom VILIP-1-Expressionsniveau, dem cAMP-Spiegel und der EGF-

Stimulation aufgeklart werden.

Dartber hinaus konnte auch die Charakterisierung, der ermittelten cAMP-abhéngigen
Inhibition der Expression von Integrin a5 und snail-1 in Studien zur Promotoraktivitat unter
Modulation des Expressionsniveaus von VILIP-1 beziehungsweise nach Mutation der

Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren, wie C/EBP a und b, angegangen werden.

Von besonderem Interesse ware aul3erdem die detailierte Analyse der Beeinflussung der
Oberflachenexpression von Adenylatzyklasen durch VILIP-1. Der Nachweis einer maglichen
Interaktion von VILIP-1 mit einer spezifischen Adenylatzyklase-Isoform, wie bereits fur
Guanylatzyklase B (NPR-B) oder den nikotinischen a4b2 AChR erbracht, wirde einen
Vergleich der Interaktionspartner erlauben und mdoglicherweise zur ldentifizierung eines
gemeinsamen Interaktionsmotiv oder eines allgemeinen Mechanismus zur Steuerung der
Oberflachenexpression bestimmter Membranrezeptoren fuhren. Alternativ kdnnte die

Kolokalisation von VILIP-1 mit Faktoren, die an Membrantransportprozessen und
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Rezeptorrecycling beteiligt sind, einen indirekten Effekt von VILIP-1 auf die
Oberflachenexpression von Membranrezeptoren aufzeigen. Die Aufklarung solcher
Mechanismen ware nicht nur bedeutsam fur eine Modulation cAMP-abhangiger anti-
invasiver Effekte in Plattenepithelkarzinomzellen, sondern auch im Kontext mit anderen
Prozessen, die VILIP-1 cAMP-vermittelt reguliert, wie die Steuerung der Insulinsynthese in
pankreatischen Zellen (Dai et al. 2005) oder die Regulation der neuronalen Differenzierung
beziehungsweise morphologischen Plastizitdt von Neuronen (Schonrath et al. in

Vorbereitung).
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9 Anhang

AliBaba2.1 predicts the following sites in your sequence

Sequence VILIP-1, 600 bp upstream

seq( 0.. 59)
tttgtagtcttatactaaaaagcacct agtctcacctgtcttaaatctagcctaagtccc
Segnent s:

2.1.2.1 28 37 :RAR.a|ph:

1.2.1.0 32 41 ====F47===
1.2.2.0 32 41 ====MyoD==
2.3.1.0 51 60

====5pl== E- Box- consensus

seq( 60.. 119)
cggaacacgccgcat at aaacattcct ccccccaccgcat t at cccaaaagat cccct at

Segnent s:

2.3.1.0 51 60 =

4.5.1.0 70 81 =====TBP====

2.3.1.0 81 94 ======8pl=====

2.3.3.0 84 93 ====M Gl==

2.3.1.0 88 97 ::::Spl:::

9.9.539 101 110 ====NF- 1==

seq( 120.. 179)
gaaccagcagcacatt ccgacccact aacgtt aaccaaggcaact gt caccatgcattta
Segnent s:

3.1.2.2 120 129 ===Qct - 1==

3.6.1.0 130 139 ====TECl==
2.3.1.0 135 145 =====8pl===
3.1.2.2 170 179

===Cct - 1==

seq( 180.. 239)
gt cgcat ct at gcaaagcaaaat acgt gacaagaaccaaagcat ct ct ggat aat cggct
Segnent s:

3.1.2.1 184 193 ===Ppj t - 1==
3.1.22 186 198 =====(x{ - 1===
1.1.3.0 194 203 =CJ EBPal p=

seq( 240.. 299)

1.1.3.0 249 259 =C/ EBPal pha
3.1.2.2 249 263 ======0Cct - 1====
3.3.2.0 250 259 ===HNF- 3==
2.3.2.2 251 260 ===LyF- 1==
3.1.2.1 254 263 ===Pj t-1la=
2.3.1.0 255 264 ====Spl===
2.3.1.0 296 305




Anhang IX

seq( 300.. 359)
gt gcaccgt cact t aaggaaaat gat aaaact caacagttcttt caaaaaat at at at at

Segnent s:

2.3.1.0 296 305 Spl===

2.2. 1. 316 325 ===CGATA- 1=

3.1.1.2 318 327 ====Ubx===

2.4.1.0 329 338 ====GAL4==

4.6.1.0 338 347 ====SRY===
1.1.3.0 339 348 =C/ EBPal p=
4.5.1.0 350 359

====TBP===

3.1.2.2 356 365

== % CRE-site

seq( 360.. 419)

ttaattcaggct aacggct aaaccgt ct ct gcgagtggttctctctcgectccttttctag
Segnent s:

3.1.2.2 356 365 t-2.1=

seq( 420.. 479)

gagct ccggget gcttaaat ctct ctt ggatt gcgececct gcaagcccagecggecgcet gca

Segnent s:

4.5.1.0 430 439 ====TBP===

9.9.539 443 452 ====NF- 1==

2.3.1.0 452 461 ====Spl===
9.9.539 459 468 ====NF- 1==
2.3.1.0 464 473

::::Spl:::

1.6.1.0 465 474 =AP-

3.5.1.2 466 475 ===Adf -

seq( 480.. 539)
acacgct cgggt gaat ct ct gct gcagat t gggaat cccat agaaaacct agggt ccctg
Segnent s:

1.1.3.0 505 514 =C/ EBPal p=
4.1.1.0 510 519 ===c- Rel ==
9.9.590 510 519 =NF- kappaB

seq( 540.. 599)
gagct gcgt gcgcaagcgcgcgagcect ccacct ct ct act cct cccgecccctegtttct

Segnent s:

9.9.637 544 553 ===NRF- 1==

9.9.1197 544 553 ===NRF- 1==

2.3.1.0 555 564 ====8pl===

2.3.1.0 564 573 ====Spl===

2.3.1.0 575 587 ======Spl====
9.9.270 580 589 ====ETF===
2.3.1.0 581 593

::::::Spl::::

47 segnents in this sequence identified as potential binding sites

47 segnents in conplete file identified as potential binding sites



Anhang

Sequence E-cadherin, 600 bp upstream

seq( 0 59) agact gaaacaggaggat ggct aagact aagacaat t ccaggcccacct gagt t ggaaaa
Segment s
2.3.1.0 6 19 ======8pl=====
.3.1.0 35 49 Spl
2.2.1.1 37 46 ===CGATA 1=
1.1.3.0 50 59 =C/ EBPbet a
3.5.3.0 54 63 ===| CS
3.3.2.0 56 65 ===
E- Box- Consensus
seq( 60.. 119) caaacaaacaaaaaagct accaaacaaaat aaaaccgt cggagaaat agct cagt cagt a
Segnent s:
3.5.3.0 54 63 BP==
3.3.2.0 56 65 NE- 3==
1.1.3.0 62 71 =C/ EBPal p=
2.3.2.2 65 74 =====Hp===
3.3.2.0 78 87 ===HNF- 3B=
1.1.3.0 79 91 ==C/ EBPal pha=
4.4.1.0 91 100 =====F2===
9.9.539 119 128 =
seq( 120.. 179) aaggccaat ggcggcaat gcaat cccaagaccct ctt ggt ggaagaagagaat t gact ct
Segnent s:
9.9.539 119 128 ===NF- 1==
9.9.726 127 136 =r epresso=
2.2.1.1 132 141 ===CATA- 1=
3.1.2.2 132 141 ===Cct - 1==
2.3.1.0 160 169
1.1.1.5 171 180
seq( 180.. 239) t gaaggct gt cgtcttatct ccacaat cggt ct gt ggcacgt gcgttt gcgagcacagga
Segnent s:
1.1.1.5 171 180 =
0.5.1.0 184 193 =E1A 12S =
2.3.3.0 184 193 =CPE_bi nd=
1.1.2.0 185 194 =CREMlel t =
2.2.1.1 191 200 ===CATA- 1=
1.1.3.0 211 220 =C/ EBPbet a
seq( 240.. 299) tcgcgcet ct cgecececgegecacgecacccct cccecccat gt t aaaat gt cat t t aaaat ccct
Segment s:
2.3.1.0 247 258
2.3.2.1 248 257
2.3.1.0 262 273
2.3.3.0 265 274
1.1.1.6 282 291 ==CRE- BP1=
1.1.2.0 282 291 ===CBP100=
3.1.1.2 286 295 ===Zen- 1==
1.1.3.0 299 308 =
seq( 300 359) aagcaaacaaact cat ccaaccaaagaaaat aaaaacat aagaaacaaaacggaaacct a
Segment s
1.1.3.0 299 308 C/ EBPal p=
9.9.539 314 323 ====NF-1==
1.1.3.0 321 330 =C/ EBPal p=
3.1.2. 2 323 335 =====Cct - 1===
9.9.428 325 334 ===| SG-- 3=
2.2.1.1 329 338 ===CGATA- 1=
1.1.3.0 333 342 =C/ EBPal p=
3.5.3.0 347 356 ===| RF-1==



Anhang XI
2.2.1.1 358 367 =
seq( 360.. 419) gat gat gaat aaagt ccttt gtaact ccat gt ct ccgt gggt cagagcacagct aggct a
Segnent s:

2.2.1.1 358 367 =GATA 1=

3.1.1.12 362 371 ===HNF- 1==

3.1.2.1 362 371 ===Pi t - la=

1.1.1.2 396 405 ===c- Fos==

seq( 420.. 479) ggat t cgaacgaccgt ggaat aggaagct gggaagt ctt ct aaggccggccccat gccac
Segnent s:

4.1.1.0 447 456 =NF- kappa=

2.3.1.0 463 472

2.3.2.3 463 472

1.6.1.0 468 477

seq( 480.. 539) caact acagacaggggt ggaggaagt t gagggccct gcagtt cctt ggct gccacct gca
Segnent s:

2.3.1.0 486 500 =======§pl=====

9.9.77 491 500 =CACCC- bi =

9.9.1463 497 506

2.3.1.0 510 519 =

3.5.3.0 515 524 ===NF EMb=

9.9.539 522 531 ====NF- 1==

3.5.1.2 526 535 ===Adf - 1==
1.2.1.0 529 538

=====F] ===

1.2.2.0 534 543 ==myog
seq( 540.. 599) ggt gcgt ccccagccaat cagcggecgecgggggeggt gect gcgggcet cacct ggcggcec
Segnent s:

1.2.2.0 534 543

2.3.1.0 541 550

1.6.1.0 544 553

9. 9.539 549 560

9.9.150 551 560

9.9.173 552 561

9. 9. 233 553 562 ====EF| ===

3.5.1.2 558 567

2.3.1.0 560 574

1.6.1.0 562 571

9.9.270 565 574

2.3.1.0 566 578

1.6.1.0 577 586

2.1.1.4 585 594

1.2.1.0 587 596

1.2.2.0 587 596

69 segnents in this sequence identified as potential binding sites

69 segnents in conplete file identified as potential binding sites



Anhang XII

1.1.1Sequence Integrin a5, 600 bp upstream

seq( 0.. 59) caaact ccgccct ccaact caagt cct ggt cgctt ccagt cct cggcgegeccccagttt
Segnent s:
4.3.2.0 26 35 ====SRF===
2.3.1.0 44 55 =====Spl====
seq( 60.. 119)
Segnent s:
2.3.1.0 66 78
2.3.1.0 74 83
2.3.1.0 80 90
9.9.539 85 94
2.3.1.0 90 99
2.3.1.0 103 115
2.3.1.0 112 121
seq( 120.. 179) ccggt aaaact ccacggagaagccaaaaagggagccggggggcccggagagcaccgecgg
Segnent s
2.3.1.0 112 121 ==
590 135 144 =NF- kappaB
9.9.539 137 149 =====NF-1====
9.9.535 140 149 ====NF-1==
4.3.2.0 142 151 ====SRF===
9.9.270 151 160 ====ETF===
2.3.1.0 151 165 =======8pl=====
2.1.1.1 165 174 =====CR===
2.3.1.0 173 187 =======
seq( 180. 239)
Segnent s:
2.3.1.0 173 187
2.3.1.0 197 206
2.3.1.0 203 212
2.3.1.0 214 226
3.1.2. 2 234 243
seq( 240.. 299) cagaggcagcagcggcggt aggcgt cggggcccccagcgcagcagcaccgcegt ggagagg
Segnent s
3.1.2. 2 234 243 -1==
2.3.1.0 248 257
2.3.1.0 261 274
2.3.1.0 267 279
3.5.2.0 278 287

Segment s

2.3.1. 319 330

4.3.2.0 324 333

2.3.1.0 337 348

9.9.590 344 353 =NF- kappaB
9. 9. 853 345 354

2.3.1.0 351 360

seq( 360. 419)

Segnent s:

2.3.1.0 351 360

2.3.1.0 361 375

2.3.1.0 372 381 == =

1.1.3.0 398 407 =C/ EBPal p=
9.9.29 398 409 i}i

1.1.1.1 400 409 ===c-Jun==

1.1.1.2 400 409

2.3.2.3 408 417

2.3.1.0 408 420

3.1.1.12 418 427 ==




Anhang Xl

seq( 420.. 479) tttgccaaact cccggct gggecct cccecececggecgecgggecggcet ggcgggggggceat
Segnent s:

2.3.1.0 408 420 =

3.1.1.12 418 427 =HNF-1==

9.9.535 421 430 ====NF-1==

2.3.1.0 440 450

2.3.2.3 441 450

2.3.1.0 446 456

9.9.561 449 458

2.3.1.0 452 465

1.6.1 458 467

2.3.1.0 464 476

2.3.2.3 467 476

9.9.588 473 482

9.9.590 473 482

4.1.1.0 474 483

3.6.1.0 477 486

seq( 480.. 539) tcct gggt cccggggacgeccgaggecgecgecccgcacccgaaggggegt ggggggecgea
Segnent s:

9.9.588 473 482

9.9.590 473 482

4.1.1.0 474 483

3.6.1.0 477 486

1.6.1 484 493

2.3.1.0 485 494

2.3.1.0 496 509

2.3.1.0 502 514

2.3.1.0 508 518

2.3.1.0 521 533

2.3.2.1 522 531

9.9.270 523 532

2.3.1.0 529 540

seq( 540.. 599) cct ct gaaccct ggct ccggeccccagcet ggaggecggt ggt ct ggecct ggct cagact gg
Segnent s:

2.3.1.0 529 540 =

2.1.2.10 542 551 ====COUP==

2.3.1.0 552 566 =======§pl=====
1.6.1 553 562 =AP- 2al ph=
9.9.561 556 565 ==NF- nuEl=
2.3.1.0 567 576 ====8pl===
1.6.1 581 590

2.3.1.0 581 590

9.9.29 584 593

2.3.1.0 588 597

71 segnents in this sequence identified as potential binding sites

71 segnents in conplete file identified as potential binding sites



Anhang

XV

1. 1. 2Sequence snail -1, 600 bp upstream

seq( 0.. 59)

Segnent s:

2.3.1.0 13 23

3.5.2.0 41 50

2.3.1.0 42 51

3.4.1.0 48 57 ====HSTF==
seq( 60. . 119) at agacaccct cccct gt caggt gaccgtt catt gacagt cacagct gt ct ct ccccacc
Segment s

2.3.1.0 65 76 =====8pl====

2.1.1. 4 76 86 —====FR====

2.1.2.3 79 88 =T3R- al pha

1.2.2.0 102 111 ====MRF4==

2.3.1.0 107 119 —=====Spl====

E- Box- Consensus

seq( 120.. 179) tcctttcat caaat cacacctccctttagtattcgaatcctctgtttattctgtctgtct
Segnent s:

1.2.1.0 113 122 ===

2.3.1.0 113 122 ===

3.1.1.12 162 171 ===HNF- 1==

3.3.2.0 162 171 ===SGF- 1==

1.1.3.0 164 173 =C/ EBPal p=
2.2.1.1 179 188 =
seq( 180 239) ctctctcccacggccgggaagccat cctt gecgt agggcat ccctgggtagtgttttgttc
Segnent s

2.2.1.1 179 188 ==CGATA-1=

2.3.1.0 191 200 ====8pl===

9.9.539 195 204 ====NF- 1==

2.3.1.0 238 247 =
seq( 240 299) agggct gt gt agacagt t ccaggaacccct aagcgcgt gcat at cat cgcactttct ggc
Segnment s

2.3.1.0 238 247 ==Spl===

2.3.1.0 287 296

2.3.1.0 295 304 ====
1.6.1.0 297 306

seq( 300 359) t ccccagcgcecccaaaggt cagcagcet cggggat gt t gcggggcaccgcegcet cgt cgt ggg
Segnent s:

2.3.1.0 295 304  Spl===

1.6.1.0 297 306  =AP-2-=

1.1.3.0 301 310

2.3.1.0 301 310

2.1.2.1 310 319

2.1.2.3 310 319

2.1.2.11 310 319

2.1.1.4 311 320

2.1.2.10 311 320

9.9.4 311 320

1.6.1.0 321 330 =AP- 2al ph=

2.3.2.1 321 330 ===FEgr-1==

1.1.3.0 329 338

2.3.1.0 333 342

2.3.1.0 340 349

2.3.1.0 352 366

seq( 360 419)

Segnent s

2.3.1.0 352 366

2.3.1.0 362 374

2.3.1.0 373 382

1.6.1.0 380 389




Anhang XV

2.3.1.0 382 393 =====Spl====

2.3.1.0 400 412 ======Spl====
2.3.1.0 414 425 =====8S
seq( 420.. 479) ggagcccaagcggaat ct cagcgccacgcggcgggagccccagcagcccaggcgeacct g
Segnent s:

2.3.1.0 414 425 pl====

4.1.1.0 429 438 ===C- Rel ==

9.9.590 429 438 =NF- kappaB

2.3.1.0 445 458

2.3.1.0 454 466

1.6.1.0 456 465

9.9.539 460 469 ====NF-1==

2.3.1.0 463 472 ====Spl===
1.2.1.0 474 483 =====F1

seq( 480.. 539) ctccggt ct cagt ct ccggeccgecgecgecgecagcecat t ggct cagect t gacaaagggg
Segment s
1.2.1.0 474 483  El===

1.0 487 501 =======§pl=====

1.0 495 508

1.0 501 515

539 507 516

535 546 Spl====
538 547 ==USF===

564 573 ==RXR- bet a

64 segnents in this sequence identified as potential binding sites

64 segnents in conplete file identified as potential binding sites



