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Referat

Adherens junctions sind Zellkontakte, welche den Zellzusammenhalt ermoéglichen. Der
Aufbau besteht aus transmembrandren Proteinen der Cadherin-Familie und
intrazellularen Proteinen der pl120-Catenine. Die Proteine der pl120-Catenine sind
multifunktional mit vielfaltigen Aufgaben an Zellkontakten, im Zytoplasma und im
Zellkern. Ziel der Arbeit war es, mehr Uber die Funktionen der p120-Catenine (p0071,
p120 und NPRAP) und deren Interaktionen mit E-Cadherin in Adherens junctions zu
erfahren. Hierfir wurden Immunfluoreszenzuntersuchungen an MCF-7-Zellen (mit und
ohne knockdown einzelner Proteine) zur Untersuchung der Lokalisation in
Adherens junctions  durchgefiihrt. Weiterhin  erfolgte  die Identifikation von
Proteinkomplexen mittels Immunprazipitation. Um mehr lber die Funktionen von p0071
zu erfahren, erfolgten Immunfluoreszenzuntersuchungen und funktionelle Tests an
einer Zellreihe mit Uberexpression von p0071.

Es konnte gezeigt werden, dass die pl20-Catenine p0071, p120 und NPRAP mit
E-Cadherin  unterschiedliche Proteinkomplexe bilden. Diese verschiedenen
Proteinkomplexe sind Bestandteile von Adherens junctions und an der Zellmembran —
wabhrscheinlich — nicht raumlich voneinander getrennt.

Weiterhin wurde gezeigt, dass p0071, pl120 und NPRAP E-Cadherin an der
Zellmembran stabilisieren. Die pl120-Catenine haben in Adherens junctions
unterschiedliche Funktionen, die sich nicht gegenseitig ersetzen konnen.

Durch die Uberexpression von p0071 konnte gezeigt werden, dass p0071 einerseits
E-Cadherin an der Zellmembran stabilisiert und andererseits die Zellproliferation bzw.

Zellmigration fordert.

Frommann, Babett: Untersuchungen zur Lokalisation und Funktion von
Armadillo-Proteinen in Adherens junctions, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 75
Seiten, 2019
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1 EINLEITUNG

1.1 Tumorerkrankungen

111 Definition

LAls Tumor (Syn.: Geschwulst, Neoplasma [= Neubildung], Neoplasie) (Herv. i. O.)
bezeichnet man eine abnorme Gewebemasse, die durch eine progressive Vermehrung
von korpereigenen entarteten Zellen (transformierte Zellen, Tumorzellen) entsteht*
(Bocker et al, 2008, S. 167). Die Entstehungsmechanismen liegen in
Regulationsstérungen von Genen, welche die Zellproliferation, Apoptose und

Zelldifferenzierung kontrollieren (Bécker et al. 2008).

1.1.2 Epidemiologie

Tumorerkrankungen sind sehr haufige Erkrankungen und bedeuten immer ein
einschneidendes Ereignis im Leben eines Menschen. Nach den Erkrankungen des
Herz-Kreislauf-Systems stellen Tumorerkrankungen die zweithaufigste Todesursache
in Deutschland dar (Statistisches Bundesamt, 2017). Im Jahr 2013 erkrankten in
Deutschland rund 485.095 Menschen (davon 253.000 Méanner, 230.000 Frauen und
2.095 Kinder) neu an einem malignen Tumor, die Sterberate betrug 223.307. Ende
2013 lebten in Deutschland rund 2,7 Millionen Menschen, die innerhalb der letzten
zehn Jahre die Diagnose ,Krebs' erhalten hatten (Robert-Koch-Institut 2016, S. 23f.).

1.1.3 Dignitat

Im klinischen Alltag hat sich die Unterscheidung in benigne und maligne Tumoren
bewahrt. Das Tumorverhalten ist haufig aus der Morphologie ableitbar, daher kommt
der morphologischen Betrachtung eine besondere Bedeutung zu. Benigne Tumoren
sind durch ein langsames, verdrangendes Wachstum gekennzeichnet. Die
Tumormasse weist einen hohen Differenzierungsgrad auf, d. h., sie ahnelt sehr dem
Ursprungsgewebe. Die Zellen sind tiberwiegend monomorph. Diese Tumoren kénnen
von einer fibrosen Kapsel umgeben sein, eine Metastasierung erfolgt nicht. Maligne
Tumoren zeichnen sich durch ein schnelles und invasives Wachstum aus. Die
Tumormasse zeigt Zellatypien und einen Verlust an Differenzierung. Durch das
Tumorwachstum wird das umliegende Gewebe zerstort. Maligne Tumoren haben die
Fahigkeit zur Metastasierung (Tab. 1). Als Sonderform werden zusatzlich die
semimalignen Tumoren unterschieden. Sie wachsen lokal invasiv und destruierend,
bilden jedoch keine Metastasen. Als Beispiel ist das Basaliom der Haut zu nennen.
Auch diese Tumoren koénnen bei unginstiger Lokalisation oder unvollstandiger

Entfernung zum Tod des Patienten flhren (Bdcker et al. 2008).



Tabelle 1: Unterscheidung zwischen benignen und malignen Tumoren (modifiziert nach Bocker et al., 2008,
S. 168)

Benigner Tumor Maligner Tumor
Wachstum langsam, selten Mitosefiguren langsam bis schnell, zahlreiche
Mitosefiguren mdglich, atypische
Mitosen
Lokale Ausbreitung gut begrenzt, verdrangendes schlecht begrenzt, invasives,
Wachstum, oft fibrose Kapsel destruierendes Wachstum
Histologie hoher Differenzierungsgrad, Differenzierungsverlust, Zellatypien
monomorphe Zellen
Umgebendes Gewebe Kompression, Druckatrophie Invasion, Destruktion
Metastasierung nein ja
114 Grundlagen der Kanzerogenese

Die Kanzerogenese erfolgt in mehreren Schritten. Hierbei kommt es durch eine Reihe
von Defekten in verschiedenen Genen zur Tumorentstehung. Am besten verstanden ist
die Entwicklung eines epithelialen Tumors. Es wird angenommen, dass die
Entwicklung durch Transformation einer einzelnen Zelle zur Tumorstammzelle beginnt.
Durch Proliferation dieser Tumorstammzelle kommt es zur Verdrangung der gesunden
Zellen durch die Tumorzellen. Die Entwicklung vollzieht sich in mehreren Schritten und
oftmals Uber viele Jahre. Hierbei treten Veranderungen in einer Reihe von Genen und
deren Genprodukten auf. Beim Wachstum eines Tumors spielen Onkogene,
Tumorsuppressorgene, Apoptosegene, Telomerasegene sowie DNA-Reparaturgene
und deren jeweilige Genprodukte eine entscheidende Rolle (Bocker et al., 2008).

Onkogene sind normale zellulare Gene, deren Expressionsprodukte die Proliferation,
Mobilitat und Differenzierung von Zellen regulieren. Sie spielen bei der
Tumorentstehung eine zentrale Rolle. Onkogenprodukte sind Komponenten einer
Reihe von intrazellularen Signalwegen, an deren Ende die mitotische Teilung steht. In
gesunden Zellen erfolgt die Aktivierung der Onkogene nur durch ein Wachstumssignal.
Kommt es zur Mutation, entstehen entweder Produkte mit einer eigenstandigen
biologischen Aktivitdt (unabhangig von Wachstumssignalen) oder es kommt zu einer
uberméaRigen Anzahl dieser Produkte (Uberexpression), was zu einer gesteigerten
Aktivierung der Signalwege fihrt. Am Ende steht eine gesteigerte Genfunktion bzw.
eine Erhohung der Expressionsprodukte (gain of function) (Btcker et al., 2008).

Beispiele fiir Onkogene und deren Funktionen sind in Tab. 2 dargestellt.

Tabelle 2: Beispiele fir Onkogene und ihre Funktionen (modifiziert nach Boécker et al., 2008, S. 184)
Onkogene Funktion
SIS, HST1, INT2 Wachstumsfaktor
ERB-B1, ERB-B2 (HER-2/NEU) Wachstumsfaktorrezeptoren
RAS-Familie, SRC, ABL intrazelluldre Signalvermittlungen
MY C-Familie, FOS, MYB nukledre Transkriptionsfaktoren

Tumorsuppressorgene sind normale zellulare Gene, deren Expressionsprodukte

negative Regulatoren von Zellwachstum sind. Der Funktionsverlust (loss of function)



fihrt zum  Tumorwachstum.  Wichtige  Tumorsuppressorgene sind  das
Retinoblastomgen und p53. Das Retinoblastomgen codiert fur ein Protein, welches den
Zellzyklus, als ,Zellzyklusbremse® kontrolliert. Verlust oder Inaktivierung fiihrt zu einem
Verlust der ,Zellzyklusbremse‘. P53 wird auch als ,Hiter des Genoms* bezeichnet.
Dieses Protein ist verantwortlich fir die Entscheidung, ob eine Zelle mit einem DNA-
Schaden repariert oder der Apoptose zugefihrt wird. Defekte im p53-Gen fiihren zu
Zellen, die ihre DNA-Reparaturmechanismen nicht aktivieren kénnen, aber auch nicht

in die Apoptose gehen (Bdcker et al., 2008).

1.15 Grundlagen des Tumorwachstums
Tumoren entwickeln sich aus teilungsféahigen Zellen normaler Gewebe. Nach der
Entstehung einer Tumorstammzelle kommt es durch Proliferation und Differenzierung
zur Ausbildung eines Tumors. Tumorstammzellen weisen nur eine geringe
Proliferationsrate auf, sind fur den Erhalt des Tumors aber essenziell.
Bis zu einem Durchmesser von rund 2 mm kann die Tumorzellmasse durch Diffusion
aus der Umgebung mit Nahrstoffen versorgt werden. Fir das weitere Wachstum des
Tumors ist die Bildung eigener BlutgefaBe sehr wichtig. Dieser Prozess wird
Angiogenese  genannt. Die  Induktion der  Angiogenese  wird  Uber
Angiogenesestimulatoren oder -inhibitoren, die von der Tumor- oder Wirtszelle
sezerniert werden koénnen, gesteuert. Sobald der Tumor durch Perfusion mit
Nahrstoffen versorgt wird, ist ein exponentielles Wachstum mdglich. Bei insuffizienter
Angiogenese kann es zur Tumorregression kommen (Bdcker et al., 2008).
Die Tumorzellmasse ist in der Regel sehr heterogen. Tumorzellen sind genetisch
instabil, sodass es zu wiederholten Mutationen kommt. Hierbei kdnnen sich
Subpopulationen entwickeln, die fir den Tumor vorteilhafte Eigenschaften erworben
haben. Der Tumor passt sich damit dem Selektionsdruck der kdrpereigenen Abwehr
oder der Zytostatika an. Dies ist die Grundlage fur Resistenzentwicklung und damit fur
das Uberleben einzelner Tumorzellen und der Ausbildung einer vermehrten
Pathogenitéat (Bocker et al., 2008).
1.1.6 Auflésung von Zellkontakten als Voraussetzung fur
Metastasierung
Invasion und Metastasierung sind wichtige Merkmale maligner Tumoren. Invasion
beschreibt ein aktives Einwachsen von Tumorzellen in normales Gewebe und dessen
Zerstbrung. Die Metastasierung ist die Folge von invasivem Wachstum mit
Verschleppung von Tumorzellen an eine andere Stelle des Kdrpers und Ausbildung
einer neuen Tumorzellmasse (Metastase). Dieser Vorgang wird

Metastasierungskaskade genannt und erfolgt in mehreren Schritten:



1. Intravasation: Eindringen in die Metastasierungswege (Lymphweg, Blut,
Korperhohlen)

2. Verschleppung von Tumorzellen

3. Extravasation: Austritt aus den Metastasierungswegen
Wichtigste Voraussetzung fur Invasion und Metastasierung ist die Herauslosung
einzelner Tumorzellen aus dem Zellverband. Die Auflosung von Zellkontakten spielt
hierbei eine entscheidende Rolle (Bbcker et al., 2008). Diese wird durch die epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) mdglich. EMT ist ein biologischer Prozess, bei dem
eine epitheliale Zelle durch verschiedene biochemische Veranderungen einen
mesenchymalen Phanotyp erlangt (Abb. 1). Epitheliale Zellen zeichnen sich u. a. durch
Zellpolaritat aus. Sie besitzen eine apikale und eine basolaterale Seite. Die apikale
Seite ist dem AuReren oder dem Lumen (z. B. Darm) zugewandt, die basolaterale
Seite ist Uber die Basalmembran mit dem darunter liegenden Bindegewebe verbunden.
Mesenchymale Zellen besitzen diese Zellpolaritéat nicht. Mesenchymzellen sind
sternférmig und kénnen in Gewebeverbande migrieren. Mesenchymale Stammzellen
haben eine hohe Teilungsrate und konnen sich in viele verschiedene Gewebe
differenzieren (Kalluri und Weinberg 2009).

Epithelialer Phanotyp Epithelial-Mesenchymale-Transition Mesenchymaler Phdnotyp

o

2 = _3_ 3 _
00 O

Abbildung 1: Epithelial-mesenchymale Transition (schematisch, modifiziert nach Kalluri und Weinberg, 2009,
S. 1421)

Aus Zellen vom epithelialen Phanotyp (blau) mit festgelegter Polarisation, Zell-Zell-Kontakten (rot) und Kontakt zur
Basalmembran (schwarz) werden durch verschiedenste biochemische Prozesse Zellen vom mesenchymalen
Phanotyp (hellgriin) ohne festgelegte Polarisation, Zell-Zell-Kontakten oder Kontakt zu einer Basalmembran.

Um diesen Prozess zu steuern, kommt es zur Aktivierung oder Deaktivierung
spezifischer Signalwege und zur Bildung von EMT-Transkriptionsfaktoren (EMT-TFs).
Diese EMT-TFs (z.B. Slug, Snail, Twist, Zebl) kénnen zu einer direkten
Unterdriickung von Proteinen (z. B. E-Cadherin) an Zellkontakten fihren (Scheel und
Weinberg, 2012).

Insgesamt ist der Prozess der Metastasierung aber sehr ineffizient. Von den aus dem
Zellverband geldsten und verschleppten Zellen tberleben nur wenige und bilden an
einer anderen Korperstelle eine Metastase. Dennoch kdnnen einzelne metastasierte

Tumorzellen jahrelang tberleben, ohne zu wachsen (tumor dormancy), um dann, nach



erfolgreicher Therapie des Primartumors, als Spatrezidiv klinisch manifest zu werden
(Bocker et al. 2008).

1.2 Aufbau und Funktion von Zellkontakten

1.2.1 Zellkontakte

Zellkontakte sind wichtige Strukturen im Aufbau mehrzelliger Lebewesen. Sie
ermoglichen die Kommunikation und den Stoffaustausch zwischen den Zellen sowie
den Zusammenhalt von Zellen untereinander oder von Zellen an anderen Strukturen,
z. B. der Basalmembran. Durch den Zusammenhalt mehrerer Zellen ist es moglich,
Spezialisierungen z.B. in Form von Organen auszubilden. Weiterhin besitzen
Zellkontaktproteine wichtige Funktionen in der Signaltransduktion und kdnnen eine
Vielzahl von Zellfunktionen beeinflussen (Zatloukal et al., 2008).

Allgemein werden drei groRBe Gruppen von Zellkontakten unterschieden:

verschlieBende Kontakte, haftende Kontakte und kommunizierende Kontakte (Abb. 2).

verschlieRende Kontakte haftende Kontakte kommunizierende Kontakte
]
(]
o'eo
0
Desmosomen Hemidesmosomen Adherens junctions

}‘ g \0)) e e

Abbildung 2: Ubersicht iiber verschiedene Zellkontakte (schematisch)

Oben links: verschlieBende Zellkontakte — sehr enge Zellverbindung mit Barrierefunktion

Oben rechts: kommunizierende Zellkontakte — Signallibertragung zwischen Zellen oder Geweben mdglich
Unten: verschiedene Untergruppen von haftenden Kontakten — dienen der mechanischen Stabilisierung

Die verschlieRenden Kontakte bilden sehr enge Zellverbindungen und kénnen damit
eine Barrierefunktion ausiben. Sie kommen dort vor, wo Kompartimente voneinander
getrennt werden sollen, eine Diffusionsbarriere entstehen soll oder ein kontrollierter
Durchtritt von lonen notwendig ist. Weiterhin sind verschlieBende Kontakte fiir die
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat epithelialer  Zellen  verantwortlich. Die
kommunizierenden Kontakte ermdglichen den Durchfluss von elektrischen oder
chemischen Signalen und dienen damit der Kommunikation der Zellen untereinander

und mit dem umliegenden Gewebe. Haftende Kontakte dienen der mechanischen



Stabilisierung der Zellen. Hierbei werden die Hemidesmosomen, die Desmosomen und
die Adherens junctions unterschieden. Die Hemidesmosomen verbinden eine Zelle mit
z. B.

Desmosomen verbinden zwei (oder mehr) Zellen miteinander und sind grundsétzlich

dem Extrazellularraum, der Basalmembran. Adherens junctions und

sehr &hnlich aufgebaut. Transmembranére Glykoproteine der Cadherin-Familie
vermitteln die interzellulare Adh&sion. Die zytoplasmatisch gebundenen Plaque-
Proteine verknipfen die Cadherine mit den Filamenten des Zytoskeletts (Bocker et al.,
2008).

Nachfolgend werden sowohl die Cadherine als auch die zum Verstandnis der Arbeit
notwendigen, wichtigsten Plaque-Proteine detailliert vorgestellt. Tab. 3 gibt einen
Uberblick tber die wichtigsten Zellkontakte, deren Vorkommen und assoziierten

Proteine.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die wichtigsten Zellkontakte und deren assoziierte Proteine (modifiziert nach
Franke, 2009, S. 2)

Transmembranare

Adherens junctions

Kardiomyozyten

Cadherin, P-Cadherin,
VE-Cadherin, Cadherin-
11)

Assoziierte h Spezifische

VB I Proteine (F;otelne un_d Plagueproteine
ykoproteine
Epithel, Intermediarfila- Desmogleine, Plakoglobin,
Kardiomyozyten, mente (Keratin, Desmocolline Desmoplakin,
Desmosomen Meniqgen, Vimentin, Desmin) Plakophilin

dendritische Zellen
im Thymus und
Lymphfollikel
Epithel, Endothel, Mikrofilamente klassische Cadherine a-Catenin, B-
Mesenchym, (Actin) (E-Cadherin, N- Catenin, p120,

p0071, NPRAP,
ARVCF

VerschlieRende

Epithel, Endothel

Occludin, Claudin

Z0-1, Z0-2, Z0O-3,

Kontakte Cingulin
Kommunizierende ubiquitar Connexine Vielzahl von
Kontakte Proteinen

1.2.2

Zur Cadherin-Familie gehéren transmembranére Glykoproteine, die kalziumabhangig

Die Proteine der Cadherin-Familie

Zellkontakte eingehen (Calcium adhering, Ca-adherine). Es existieren viele Mitglieder

mit unterschiedlichen Funktionen z.B. in Zelladhasion, Signaltransduktion und
Morphogenese. Die Cadherin-Familie wird in mehrere Unterfamilien eingeteilt. Die in
Adherens junctions vorkommenden Cadherine gehéren zu den klassischen
Cadherinen vom Typ | (Bsp.: epitheliales [E-], plazentales [P-] und neuronales [N-]
Cadherin) und vom Typ Il (Bsp.: vaskuldr-endotheliales [VE-] Cadherin). Die in
Desmosomen vorkommenden Cadherine gehtéren zu den desmosomalen Cadherinen

(Nose et al., 1987; Ringwald et al., 1987; Hatta et al. 1988).



Aufgrund der Ubersichtlichkeit und der Relevanz fiir diese Arbeit, wird im weiteren
Verlauf ausschlie3lich auf die klassischen Cadherine, hier stellvertretend E-Cadherin,
und die desmosomalen Cadherine (Desmocolline, Desmogleine) eingegangen.
E-Cadherin gehort zu den klassischen Cadherinen und ist der Prototyp aller Proteine
der Cadherin-Familie. Es ist am Aufbau der Adherens junctions beteiligt und in allen
Epithelien anzutreffen. Der allgemeine Aufbau besteht aus flinf extrazellularen repeats
(extracellular cadherin, EC-Doméne), die jeweils ca. 100 Aminoséauren lang sind, einer
transmembranaren und einer cytoplasmatischen Domane. Mit seiner extrazellularen
Doméane bildet E-Cadherin kalziumabhangig homophile Zellverbindungen mit der
Nachbarzelle aus. Die cytoplasmatische Domane unterteilt sich weiterhin in zwei
Abschnitte: die juxtamembranare Domane (JMD) und die Catenin-bindende Domane
(CBD). An die JMD binden die p120-Catenine (p120, NPRAP, p0071 und ARVCF). An
die CBD binden die klassischen Catenine (B-Catenin und Plakoglobin). Uber die
Bindung an a-Catenin kommt es zur Verbindung des Zytoskeletts mit E-Cadherin (Abb.
3) (Nagafuchi und Takeichi, 1988; van Roy und Berx, 2008; Sotomayor et al., 2014).
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diverse Proteine

p120-Catenine

Abbildung 3: Aufbau von E-Cadherin und Interaktion mit assoziierten Proteinen (schematisch, modifiziert
nach van Roy und Berx, 2008, S. 3759 - 3760)

(A) Der allgemeine Aufbau von E-Cadherin besteht aus einer extrazellularen Doméne aus funf extrazellularen repeats
(EC 1-5), einer transmembrandren Domé&ne (TM) und einer intrazellularen Doméne, die ihrerseits aus der
juxtamembrandren Doméane (JMD) und der Catenin-bindenden Doméne (CBD) gebildet wird.

(B) Im Bereich der intrazellularen Doméane kommt es zur Interaktion mit assoziierten Proteinen. Im Bereich der IMD
interagieren die p120-Catenine (rot). Im Bereich der CBD interagieren die klassischen Catenine, z. B. 3-Catenin (lila).
An B-Catenin bindet weiterhin a-Catenin (dunkelgriin). Dieses bindet wiederum an diverse andere Proteine (braun).
Hierliber entsteht die Verbindung zum Zytoskelett (hell- und dunkellila).

Bereits in der Embryonalentwicklung ist E-Cadherin wesentlich an der Ausbildung von

Organen beteiligt (Takeichi, 1988). Bei der Entstehung von malignen Tumoren spielt E-



Cadherin eine herausragende Rolle. Ein Verlust von E-Cadherin in Tumoren sorgt
dafir, dass sich Tumorzellen aus dem Zellverband l6sen konnen. Damit ist die
Grundlage zur Metastasenbildung geschaffen (Behrens, 1989; Mareel et al.,1991,
Navarro, 1991; Birchmeier, 1994; Chalmers et al., 1999).

Desmocolline (Desmocollin 1-3) und Desmogleine (Desmoglein 1-4) gehtren zu den
desmosomalen Cadherinen. Sie sind am Aufbau von Desmosomen beteiligt und in
Zellen anzutreffen, die einem hohen mechanischen Stress ausgesetzt sind (z. B.
Herzmuskelzellen, Hautzellen). Der allgemeine Aufbau ist dem E-Cadherin sehr
ahnlich. Die desmosomalen Cadherine bestehen ebenfalls aus einer extrazellularen
Domane mit funf extrazellularen repeats, einer cytoplasmatischen und einer
intrazellularen Domane. Die extrazellularen Doménen sind, im Gegensatz zu den
klassische Cadherinen, in der Lage, homo- und heterophile Verbindungen einzugehen
(Hatzfeld et al., 2017). Die intrazellulare Domane der Desmogleine unterteilt sich weiter
in einen intrazellularen Anker (IA), eine Cadherin-dhnliche Sequenz (ICS), eine
prolinreiche Verbindung (IPL), eine einheitliche Repeat-Doméne (RUD) und eine
Desmoglein-End-Doméane (DTD). Die intrazellulare Doméane der Desmocolline
unterteilt sich in einen intrazellularen Anker und eine Cadherin-&hnliche Sequenz
(Abb. 4). Auf der intrazellularen Seite der Desmosomen wird die desmosomale Plaque
gebildet. Die desmosomalen Cadherine interagieren dazu mit den Plakophilinen und
Plakoglobin, Mitgliedern der Armadillo-Proteinfamilie (Kowalczyk und Green, 2013).
Diese wiederum binden Desmoplakin, welches die Desmosomen mit den
Intermediarfilamenten des Zytoskeletts verknipft (Hatzfeld et al., 2003; Hatzfeld,
2007).
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Abbildung 4: Aufbau desmosomaler Cadherine und Interaktion mit assoziierten Proteinen (schematisch,
modifiziert nach Kowalczyk und Green, 2013, S. 18 - 19)

(A) Der allgemeine Aufbau der desmosomalen Cadherine besteht aus einer extrazellularen Doméane aus finf
extrazellularen repeats (EC1-5), einer transmembranaren Domé&ne (TM) und einer intrazellularen Domane.

Die intrazellulare Doméane der Desmocolline besteht aus einem intrazellularen Anker (1A) und aus einer intrazellularen
Cadherin-ahnlichen Sequenz (ICS). Die intrazellulare Doméne der Desmogleine besteht weiterhin aus einer
intrazellularen prolinreichen Verbindung (IPL), einer einheitlichen Repeat-Domé&ne (RUD) und einer Desmoglein-End-
Doméne (DTD).

(B) Interaktion mit assoziierten Proteinen am Beispiel der Desmocolline. Im Bereich der intrazellularen Domane kommt
es zur Proteininteraktion. Im Bereich der ICS interagiert Plakoglobin (dunkelgrin) und/oder Plakophilin (braun).
Weiterhin kommt es dann zur Interaktion mit Desmoplakin (orange). Desmoplakin verbindet die desmosomalen
Cadherinen mit den Intermediérfilamenten des Zytoskeletts.

Fur die desmosomalen Cadherine ist ebenfalls bekannt, dass sie entscheidenden
Einfluss auf die Aggressivitat eines Tumors haben. Auch hier fiihrt ein Verlust zu einer
vermehrten Invasivitat des Tumors und zur Metastasenbildung durch Herauslésen von
Zellen aus dem Zellverband (Moll et al., 1994; Davies et al., 1997; Tselepis et al., 1998;
Bruin et al., 1999).

1.2.3 Die Familie der Armadillo-Proteine

Zur Armadillo-Proteinfamilie gehdrt eine Vielzahl von Proteinen, die sich in GrofRe und
Funktion unterscheiden. Diese Proteine werden durch eine Armadillo-Doméane (Arm)
charakterisiert. Die Arm-Domane besteht aus einem Motiv, das ca. 42 Aminosauren
lang ist. Dieses Motiv wiederholt sich in variabler Anzahl und wurde erstmals in
Drosophila melanogaster entdeckt (Riggleman et al., 1989). Ein Arm-repeat besteht
aus drei a-Helices, die sich zu einer Superhelix zusammenlagern (Huber et al., 1997).

Die Einteilung in Unterfamilien erfolgt anhand der Arm-Domé&nen. Zur Gruppe der



klassischen Catenine gehoren [3-Catenin und Plakoglobin (y-Catenin). Zu den p120-
Cateninen zahlen p120, ARVCF (Armadillo-repeat gene deletet in velo-cardio-facial
syndrome), NPRAP (&-Catenin) und p0071 (Plakophilin 4). Zu den Plakophilinen
gehdren Plakophilin 1-3 (Abb. 5).

3-Catenin, p120, NPRAP und ARVCF sind uUberwiegend in Adherens junctions zu
finden und interagieren bevorzugt mit klassischen Cadherinen. Plakoglobin, p0071
(Plakophilin 4) und Plakophilin 3 interagieren sowohl mit E-Cadherin als auch mit den
desmosomalen Cadherinen Desmoglein und Desmocollin (Hatzfeld und Nachtsheim,
1996; Kaufmann et al.,, 2000; Hatzfeld et al., 2003). Die Plakophiline 1 und 2
interagieren mit den desmosomalen Cadherinen in Desmosomen (Hatzfeld et al.,
2000).

Zielsetzung dieser Arbeit ist es u.a. zu untersuchen, ob die pl120-Catenine mit
E-Cadherin unterschiedliche Proteinkomplexe bilden und ob diese Proteine
unterschiedliche Funktionen ausiiben. Daher wird zum besseren Verstandnis dieser
Arbeit im weiteren Abschnitt Uber die Proteine p0071, pl120 und NPRAP naher
berichtet. ARVCF wird in dieser Arbeit nicht untersucht, da es in der untersuchten
Zellreihe nicht exprimiert wird.
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Abbildung 5: Armadillo-Proteine (schematisch, modifiziert nach Bass-Zubek et al. 2009, S. 11)

Die Armadillo-Proteine werden unterteilt in klassische Catenine mit 3-Catenin und Plakoglobin (y-Catenin), p120-
Catenine mit p120, ARVCF, NPRAP (5-Catenin) und p0071 (Plakophilin 4) und die Plakophilin 1-3. Die Proteine
besitzen jeweils eine N-terminale Kopfdoméane, die Armadillo-repeats (blau) und eine C-terminale Schwanzdoméne.
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1.2.4 Die Familie der p120-Catenine

Die Mitglieder der Familie der p120-Catenine sind multifunktionale Proteine und haben
vielfaltige Aufgaben, u.a. bei der Stabilisierung der klassischen Cadherine an der
Zellmembran, bei der Beeinflussung der Zellmotilitit und bei den Funktionen im
Zellkern.

P120 ist der Prototyp der pl120-Catenine und wurde 1989 erstmals als Substrat der
onkogenen src-Kinase beschrieben. Kurze Zeit spater entdeckten Reynolds et al.
(1989) die  Assoziation zu E-Cadherin. P120 bindet mit seiner
Armadillo-repeat-Doméane an die JMD von E-Cadherin (Reynolds et al., 1989;
Reynolds et al., 1992; Reynolds et al., 1994). Es hat einen stabilisierenden Effekt auf
E-Cadherin an Zellkontakten und wirkt damit als Tumorsuppressor, da es das
Herauslosen einer Zelle aus dem Zellverband verhindert (Ireton et al., 2002; Davis et
al., 2003) . Es konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion von p120 gleichzeitig zu
einer Reduktion der klassischen Cadherine, sowie von 3-Catenin und a-Catenin fuhrt
(Davis et al., 2003). Aufgrund der stabilisierenden Funktion von p120 auf E-Cadherin
an Zellkontakten ist es nicht verwunderlich, dass Zusammenhange zu malignen
Tumoren gefunden wurden. Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass die Reduktion
von pl120 in Tumorzellen zu einer schlechteren Zelldifferenzierung und einem
schlechteren Outcome fiir den Patienten flihrt (Schackmann et al., 2013). Gezeigt
wurde dies u.a. flr Blasenkarzinome, Adenokarzinome des gastrodsophagealen
Ubergangs und Pankreaskarzinome (Wijnhoven et al., 2005; Silva Neto et al., 2008;
Fei et al., 2009).

Weiterhin besitzt p120 Uber Transkriptionsfaktoren wie z. B. Kaiso Funktionen im
Zellkern (Daniel und Reynolds, 1999; Prokhortchouk et al., 2001).

Uber die Modulation von Rho-GTPasen beeinflusst p120 zusatzlich vielfaltige
Zellfunktionen (Noren et al., 2000; Grosheva et al., 2001; Anastasiadis und Reynolds,
2001) . Rho-GTPasen sind hoch konservierte Proteine. Sie agieren als molekulare
Schalter zwischen einer aktiven und einer inaktiven Form (Malliri und Collard, 2003).
Daruber regulieren sie Zytoskelettproteine und spielen bei der Metastasenbildung eine
entscheidende Rolle (Citalan-Madrid et al., 2013). Rho-GTPasen organisieren u. a.
Mitose, Zellmorphogenese und Zellmigration. Die Proteine der pl20-Catenine
regulieren direkt oder indirekt Rho-GTPasen und sind damit in Prozesse wie
Zelladhasion, Migration, epithelial-mesenchymale Transition, Zellteilung und
Neuritenwachstum eingebunden (Anastasiadis und Reynolds, 2001; Grosheva et al.,
2001, Elia et al., 2006; Perez-Moreno et al., 2006; Wildenberg et al., 2006).

P0O071 (Plakophilin 4) wurde 1996 durch Hatzfeld und Nachtsheim (1996) als Mitglied

der Armadillo-Proteinfamilie identifiziert. Es ist bekannt, dass p0071 sowohl mit den
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Cadherinen der Adherens junctions als auch mit den desmosomalen Cadherinen
interagiert und moglicherweise eine regulierende Funktion zwischen Adherens
junctions und Desmosomen (Uber Regulierung von Desmosomenbildung,
Beeinflussung der Anordnung von Adherens junctions und Desmosomen zueinander)
ausibt (Calkins et al.,, 2003; Hatzfeld, 2003; Setzer et al., 2004). Mit seiner
Kopfdoméne bindet p0071 an desmosomale Cadherine und mit der Armadillo-repeat-
Domane an die Cadherine der Adherens junctions. Die Uberexpression von p0071
rekrutiert und stabilisiert E-Cadherin an der Zellmembran (Hatzfeld, 2003). Neben dem
membranéaren Pool von p0071 Ubt dieses Protein weitere Funktionen im Zytoplasma
und im Zellkern aus. In Zellen des nicht kleinzelligen Lungenkarzinoms konnte gezeigte
werden, dass es nach Uberexpression von p0071 und E-Cadherin (jeweils
zytoplasmatischer Anteil) zu einem schlechteren Outcome fir die Patienten kommt
(Zhao et al., 2018).

Weiterhin ist p0071 wesentlich an der Koordination der Zellteilung beteiligt. Uber
direkte Interaktion mit RhoA ist es fur die Ausbildung eines kontraktilen Ringes
verantwortlich. Sowohl Uberexpression von p0071 als auch knockdown beeintrachtigen
die Zellteilung maRgeblich. Es kommt zur Ausbildung von mehrkernigen Zellen oder
zur Einleitung der Apoptose (Wolf et al., 2006; Kell et al., 2007). Des Weiteren reguliert
p0071 Uber Rho-GTPasen die Modulation des Aktinzytoskeletts und damit die
Ausbildung von Dendritenverzweigungen (Elia et al., 2006; Wolf et al., 2006). In
Hefe-2-Hybrid-Screenings konnten 22 Bindungspartner fir p0071 identifiziert werden,
die an der Zytoskelettorganisation beteiligt sind (Keil et al., 2013).

NPRAP ([Neural Plakophilin Related Arm-repeat Protein]/&-Catenin/Neurojungin) ist
der nachste Verwandte von p0071 und kommt physiologisch vor allem in neuronalem
und neuroendokrinem Gewebe vor. Es besteht eine groRRe strukturelle Ahnlichkeit zu
p120, p0071 und ARVCF (Paffenholz und Franke, 1997; Zhou et al., 1997). NPRAP
bindet, wie alle p120-Catenine, an die JMD von E-Cadherin (Lu et al., 1999) und
besitzt vielfaltige Interaktionspartner, z. B. Rho-GTPasen, Presenilin-1, AMPA und
Glutamatrezeptoren (Zhou et al.,, 1997; Silverman et al., 2007; Kim et al., 2008).
Weiterhin ist NPRAP mit kognitiven und synaptischen Dysfunktionen, dem Morbus
Alzheimer und dem Cri-du-Chat-Syndrom assoziiert. Es gibt Hinweise auf eine
Beteiligung bei Autismus (Medina et al., 2000; Liauw et al., 2002; Israely et al., 2004;
Kim et al., 2006; Turner et al., 2015). Neben diesen primar neuronalen Erkrankungen
spielt NPRAP eine grol3e Rolle in malignen Tumoren. Es konnte gezeigt werden, dass
NPRAP in Karzinomen der Prostata, der Brustdriise, der Ovarien und der Lunge (nicht
kleinzelliges Lungenkarzinom) Uberexprimiert wird (Fang et al., 2012; Di Zhang et al.,

2015). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Uberexpression mit einem
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geringeren Differenzierungsgrad der Zellen und schlechterem Outcome fur die
Patienten einhergeht (Zhang et al., 2013; Dai et al., 2011).

Uber das genaue Zusammenspiel der einzelnen pl120-Catenine untereinander ist
aktuell wenig bekannt. Kontrovers diskutiert wird die gegenseitige Einflussnahme von
p120 und NPRAP. Es wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von NPRAP mit einem
schlechteren Tumorstadium und Outcome assoziiert ist (Fang et al., 2012; Zhang et al.,
2013). Yang et al. (2010) zeigten, dass die Uberexpression von NPRAP zu einem
reduzierten Level von pl120 fuhrt. Es wird eine kompetitive Bindung an E-Cadherin
vermutet, die dazu fuhrt, dass die erfolgreiche Bindung von pl120 oder NPRAP an
E-Cadherin zu einer Destabilisierung des jeweils anderen Proteins fihrt. Allerdings
konnte die Arbeitsgruppe um Zhang et al. (2010) in zwei Lungenkrebszelllinien eine
nicht kompetitive Bindung zwischen NPRAP und p120 an E-Cadherin im Zytoplasma
zeigen. Auch hier war die Uberexpression von NPRAP mit einem geringeren
Differenzierungsgrad des Tumors und einem schlechteren Outcome fiir den Patienten
vergesellschaftet. Davis etal. (2003) gelang es nachzuweisen, dass NPRAP und
ARVCF in Zellen mit p120-knockdown in der Lage sind, die Cadherin-basierten
Zellverbindungen wiederherzustellen. Das heil3t, es ist Gegenstand aktueller
Forschung zu verstehen, wie sich die pl120-Catenine gegenseitig beeinflussen und

welche Rolle diese Beeinflussung bei Tumorwachstum und Metastasierung spielt.
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2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

In vielen Zellen und Geweben existieren unterschiedliche Cadherine und Proteine der
pl20-Catenine gleichzeitig. Ziel der Arbeit ist es zu untersuchen, ob die
Proteinkomplexe in Adherens junctions einen identischen Aufbau aus E-Cadherin und
den pl20-Cateninen aufweisen oder ob unterschiedliche Proteinkomplexe, mit
moglicherweise unterschiedlichen Eigenschaften, nebeneinander existieren. Hierfur
wurde die Lokalisation der Armadillo-Proteine p0071, p120 und NPRAP in
Adherens junctions untersucht und die jeweilige Proteinkomplexbildung mit E-Cadherin
betrachtet.

Um weiterhin herauszufinden, ob die Proteinkomplexe verschiedene oder redundante
Funktionen aufweisen, erfolgten Untersuchungen nach knockdown oder
Uberexpression einzelner p120-Catenine.

Diese Experimente  sollen zum Verstandnis der Funktionen von
Cadherin-Catenin-Komplexen beitragen, um in Zukunft besser verstehen zu kdnnen,
wie es zur Metastasierung von Tumorzellen kommt und wie dieser Vorgang beeinflusst

werden kann.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.11 Verwendete Puffer

Tabelle 4: Verwendete Puffer

Puffer

Inhaltsstoffe

10x Ponceau-Rot

2 % (v/v) Ponceau S; 30 % (v/v) TCA; 30 % (v/v) Sulfosalicylsdure

4x SDS-Ladepuffer

250 mM Tris/HCL (pH 6,8); 8 % (v/v) SDS; 10 % (v/v) [3-Mercaptoethanol;
30 % (v/v) Glycerin; 0,25 % (v/v) Bromphenolblau

Blotpuffer | 0,3 M Tris/HCL (pH: 10,4); 20 % (v/v) Methanol
Blotpuffer Il 25 mM Tris/HCL (pH 10,4); 20 % (v/v) Methanol
Blotpuffer Ill 25 mM Tris/HCL (pH 9,4); 40mM [-Aminocapronsaure, 20 % (v/v) Methanol

ECL-L6sung 1

100 mM Tris/HCL (pH 8,5); 25 mM Luminol; 0,4 mM Cumarin

ECL-L6sung 2

100 mM Tris/HCL (pH 8,5); 0,02 % (v/v) H,0,

Einfriermedium

500 ml DMEM; 10 % (v/v) DMSO; 20 % (v/v) FBS

Elektophoresepuffer 25 mM Tris; 19,2 mM Glycin; 0,1 % (v/v) SDS

Immunprazipitationspuffer 20 mM Tris/HCL (pH 8); 137 mM NaCl; 1 % (v/v) Igepal CA-630; 10 % (v/v)

(IP-Puffer) Glyzerin; 2 mM EDTA

Kristallviolett 0,05 % (v/v) Kristallviolett; PBS

Kulturmedium 500 ml DMEM; 10 % (v/v) FBS; 1 mM Natriumpyruvat

Mowiol 5 % (v/v) Mowiol; 30 % (v/v) Glyzerin; 0,25 % (v/iv) DABCO

MT-Puffer 100 mM Pipes (pH 6,9); 4 M Glyzerin; 2 mM EDTA; 1 mM EGTA; 0,5 % (v/v)
Triton X-100

PBSE-Puffer 135 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM Na;HPO,; 1 mM KH,PO,; 0,5 mM EDTA,
pH 7,4

PBS-Puffer 135 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM Na;HPO,; 1 mM KH,PO,4; pH 7,4

TBE-Puffer 44,5 mM Tris/HCL; 44,5 mM Borséure; 1 mM EDTA

TBS-Puffer 10 mM Tris/HCL (pH 7,6); 100 mM NaCl

TBST-Puffer 10 mM Tris/HCL (pH 7,6); 100 mM NaCl; 0,1 % (v/v) Tween20

Trypsin 0,025 % (v/v) Trypsin; 0,02 % (v/v) EDTA

3.1.2 Verwendete Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Priméarantikorper
Bei der Angabe der Verdinnung wird nach der verwendeten Methode unterschiedenen: Western Blot [WB],
Immunprazipitation [IP], Immunfluoreszenz [IF].

Primarantikorper Kategorie Verdiinnung Bezugsquelle
Anti-p0071-tail#10 pAk; Meerschweinchen 1:150 [WB]; 1:50 [IF, IP] M. Hatzfeld
Anti-p0071 (406) mAK; Maus 1:25 [WB] Progen
Anti-E-Cadherin mAKk; Maus 1: 2000 [WB] Transduction
Anti-E-Cadherin mAk; Kaninchen 1:250 [IF]; Abcam
1:50 [IP]
Anti-p120 mAKk; Maus 1:1000 [WB]; 1:100[IF]; Transduction
1:50 [IP]
Anti-p120 pAK; Kaninchen 1:100 [IF] Santa Cruz
Anti-NPRAP mAK; Maus 1:200 [WB]; 1:50 [IF] Transduction
Anti-B-Catenin mAK; Maus 1:2000 [WB] Transduction
Anti-a-Tubulin mAK; Maus 1:3000 [WB] Sigma-Aldrich
Anti-Desmoplakin mAK; Kaninchen 1: 500 [IF] K. Green

Tabelle 6: Verwendete Sekundarantikdrper fur die Immunfluoreszenz
Die verwendeten Sekundérantikérper sind mit griin- (DL488) oder rot-fluoreszierendem (Cy3) Farbstoff markiert.

Sekundarantikdrper Kategorie Verdiinnung Bezugsquelle
Anti-Meerschweinchen-DL488 pAk; Esel 1:250 Dianova
Anti-Meerschweinchen-Cy3 pAk; Esel 1:250 Dianova
Anti-Maus-DL488 pAk; Esel 1:250 Dianova
Anti-Maus-Cy3 pAk; Esel 1:250 Dianova
Anti-Kaninchen-DL488 pAk; Esel 1:250 Dianova
Anti-Kaninchen-Cy3 pAk; Esel 1:100 Dianova
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Lumineszenzfarbstoff um.

Tabelle 7: Verwendete Sekundarantikorper fir Western Blot
Die verwendeten Sekundéarantikérper sind mit horseradish peroxidase (HRP) markiert und setzen einen

Sekundéarantikdrper Kategorie Verdiinnung Bezugsquelle
Anti-Kaninchen-HRP pAk; Esel 1:40.000 Dianova
Anti-Maus-HRP pAk; Esel 1:20.000 Dianova
Anti-Meerscheinchen-HRP pAk; Esel 1:20.000 Dianova

3.1.3 Verwendete si-RNA

Tabelle 8: Verwendete si-RNA

Wenn mehr als eine si-RNA fir ein Protein angegeben ist, so wurde ein Mix aus den verschiedenen si-RNAs

verwendet.

si-RNA Zielsequenz Bezugsquelle

Kontroll-si-RNA TGCGCTAGGCCTCGGTTGCTT MWG

p0071-si-RNA #4 GCACATTACTCCTATATATGA MWG

p0071-si-RNA #5 CATTCTGGATGGAATAACTCT MWG

p0071-si-RNA #6 GATAACGATAGAGTTGTTTCT MWG

NPRAP-si-RNA #1 CTACAGGAATCAGGAATAC MWG

NPRAP-si-RNA #2 GGATGGATGGTCACAATAC MWG

p120-si-RNA #1 GGTGAAGACTGACGTGCGG MWG

p120-si-RNA #2 GTTTAGCAAGCTTGGATAG MWG
3.1.4 Verwendete Gerate

Tabelle 9: Verwendete Gerate

Gerét Hersteller

CO,-Inkubatoren

Heraeus Instruments; Bad Grund

Mikroskop-System ,Cell Observer

Carl Zeiss

PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter

Peglab; Erlangen

Schiittel-Inkubatoren

GFL; Burgwedel

SDS-PAGE-System Mini-Protean

Biorad; Minchen

Sterilbank

Kendro; Langenselbold

Tischzentrifuge Biofuge pico

Heraeus Instruments

Kuhlzentrifuge Sigma 2-16PK

Fisher Bioblock Scientific; lllkirch Graffenstaden, Frankreich

3.15 Verwendete Zelllinien

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien

Zelllinie

Beschreibung Referenz

MCF-7

Humane Mamma-Adenokarzinom-Zelllinie Soule et al., 1973

MCF-7-OE- p0071

Humane Mamma-Adenokarzinom-Zelllinie, Zelllinie mit stabiler
Expression von p0071-WT; transduziert mit p0071-WT-pLVX-puro

MCF-7-OE-Kontrolle

Humane Mamma-Adenokarzinom-Zelllinie, Kontrollzelllinie
(Vektorkontrolle); transduziert mit pLVX-puro
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3.2 Methoden

3.2.1 Zelllinien

Fur diese Arbeit wurden die in Tab. 10 aufgefiihrten Zelllinien verwendet. Alle Zelllinien
wurden freundlicherweise durch die Arbeitsgemeinschaft Hatzfeld zur Verfigung
gestellt. Die Zelllinien MCF-7-OE-p0071 und MCF-7-OE-Kontrolle wurden durch Dr.
René Keil zur Verfligung gestellt. Zu deren Etablierung wurden MCF-7-Zellen entweder
mit einem Plasmid, das fir humanes p0071 codiert (p0071-WT-pLVX-puro), oder dem
entsprechenden Grundvektor (pLVX-puro) lentiviral transduziert. Im Anschluss erfolgte
eine mehrwochige Selektion mit 1 pg/ml Puromycin im Kulturmedium. Die weitere
Kultivierung erfolgte wie unter 3.2.2 beschrieben mit 1 pg/ml Puromycin im

Kulturmedium.

3.2.2 Kultivierung von MCF-7-Zellen

MCF-7-Zellen wurden auf unbeschichteten 10cm-Kulturschalen bei einer Temperatur
von 37 °C, 20 % O, und 5 % CO,-Gehalt kultiviert. Als Kulturmedium diente Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM), versetzt mit 10 % FBS und 1 mM Natriumpyruvat.
Alle 2—-3 Tage erfolgte die Passagierung der Zellen. Hierzu wurde das Kulturmedium
verworfen, die Zellen wurden anschlieend mit PBSE gewaschen und durch 0,05 %
Trypsin/PBSE von der Kulturschale abgeldst. Die abgeldsten Zellen wurden in frisches
Kulturmedium aufgenommen und bei 1.000 x g fur finf Minuten zentrifugiert. Das Pellet
wurde in frischem Kulturmedium resuspendiert. Die Suspension wurde auf neue
Zellkulturschalen aufgeteilt oder durch Zellzéhlung eine definierte Menge Zellen in
entsprechende Zellkulturplatten eingesat.

3.2.3 Einfrieren und Auftauen von MCF-7-Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff bei -196 °C. Das Auftauen
erfolgte in Kulturmedium bei 37 °C. Die Zellen wurden anschlieRend bei 1.000 x g
funf Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in vorgewdrmtem Kulturmedium
resuspendiert und die Suspension in Kulturschalen tberflhrt. Zum Einfrieren der Zellen
wurden diese von der Kulturschale abgeldst und anschlieend zentrifugiert. Das Pellet
wurde in eisgekihltem Einfriermedium aufgenommen und in Einfrierrdhrchen tberfuhrt.
Das Einfrieren erfolgte Gber Nacht bei —80 °C. In einem Einfrierbehalter gefillt mit

Isopropanol betrug die Kihlungsrate -1 °C/Minute.

3.2.4 Zellzahlung
Durch die Zahlung von Zellen ist es moglich, eine definierte Menge Zellen in
Kulturschalen einzuséen. Das Ablésen der Zellen von der Kulturschale erfolgte wie

unter 3.2.2 beschrieben. Bevor die Zellsuspension in die neue Kulturschale gegeben
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wurde, erfolgte die Zellzahlung. Dafur wurde eine definierte Menge Kulturmedium, je
nach gewlnschter Verdinnung, in ein Eppendorfgefal® vorgelegt. Dazu wurden 20 pl
der Zellsuspension gegeben und miteinander vermischt. Diese Suspension wurde auf
eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und vier Eckquadrate wurden ausgezahlt.

Die Berechnung erfolgte durch folgende Formel:

Istzellzahl/ml = gezéhlte Zellzahl/Eckquadrate x Verdiinnungsfaktor x 10°

Die einzusdende Zielkonzentration wurde durch folgende Formel berechnet:

Zu pipettierende Menge in ul = Zielzellzahl/Istzellzahl
Die errechnete Menge wurde der Zellsuspension enthommen, in eine Kulturschale mit

frischem Kulturmedium gegeben und die Zellen anschlieRend Kkultiviert.

3.25 Transfektion von si-RNA mittels Lipofection

Die Methode der Transfektion dient der Méglichkeit, fremde Nukleinsauren, u. a. small
interfering  RNA (si-RNA), in Zellen einzubringen. Bei der Transfektion mit
Lipofectamine® 2000 werden Nukleinsduren in Liposomen eingebracht. Diese
Liposomen fusionieren leicht mit der Zellmembran und bringen die si-RNA in die Zellen
ein. Si-RNA-Molekiile codieren fir kein Protein, sie binden in der Zelle an
komplementare mRNA. Uber die Vermittlung des Enzymkomplexes RISC (RNA-
induced silencing complex) kommt es zur Spaltung der mRNA und damit zur
Zerstorung der Information. Dieser Vorgang wird RNA-Interferenz genannt und dient in
den Biowissenschaften der experimentellen Stilllegung von Genen (Pratt und MacRae
2009).Alle Transfektionen von si-RNA erfolgten nach dem Herstellerprotokoll mittels
Lipofectamine® 2000 (Invitogen). Dabei wurden Zellen mit einer Konzentration von
0,25 x 10° Zellen/cm? eingeséat und Uber 24 Stunden Kultiviert. Nach einem Wechsel
des Kulturmediums wurde die Transfektion mit 1,5 pl Lipofectamin®2000 und 20 pmol
si-RNA, je 24 Well, durchgefihrt und die Zellen wurden weiter kultiviert. 24 Stunden
nach der Transfektion erfolgte ein erneuter Wechsel des Kulturmediums. 48 Stunden
nach der Transfektion erfolgte entweder die Proteinisolation fur SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese und Western Blot oder die Immunfluoreszenz.

3.2.6 Immunfluoreszenz

Die Methode der Immunfluoreszenz eignet sich, um Proteine  mit
Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren und sichtbar zu machen. Dafir wurden Zellen
einer definierten Menge (0,3 x 10° Zellen/cm?®) auf mit Poly-L-Lysin beschichteten
Deckglaschen eingesat. Je nach durchgefiihrtem Experiment erfolgte die
Immunfluoreszenz 48 Stunden nach dem Einsden oder 48 Stunden nach der
Transfektion (entspricht 72 Stunden nach dem Einsden). Am Tag der

Immunfluoreszenz wurden die Deckglaschen in PBS gewaschen und anschliel3end 10
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Minuten in Methanol (-20 °C) fixiert. Im Anschluss erfolgten eine 15-mindtige
Permeabilisierung mittels MT-Puffer bei Raumtemperatur und ein weiterer
Waschschritt mit PBS. Danach wurden die Deckglaschen bei Raumtemperatur fir
20 Minuten in 1 % Milchpulver/PBS inkubiert. Die Inkubation des Primarantikorpers
erfolgte bei 4 °C, Uber Nacht, in einer feuchten Kammer. Hierfir wurde jedes
Deckglaschen mit 25 pl Primarantikorperverdinnung (in 1% Milchpulver/PBS)
bedeckt. Am folgenden Tag wurden die Deckglaschen dreimal fur finf Minuten in PBS
gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation in 1 % Milchpulver/PBS fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Im Anschluss  wurden die Zellen mit 25 pl
Sekundarantikorperverdinnung (in 1% Milchpulver/PBS) fir eine Stunde bei
Raumtemperatur, im Dunkeln, inkubiert. Die Anfarbung der Kern-DNA erfolgte mittels
DAPI (1:4000), zeitgleich mit dem Sekundarantikdrper. Nach weiteren drei jeweils
5-minltigen Waschschritten mit PBS wurden die Deckglaschen kurz in Wasser und
anschlie3end kurz in 96 % Ethanol getaucht. Nach 10-mintiger Lufttrocknung erfolgte
die Einbettung mit Mowiol®. Die Aufnahme und Dokumentation der Bilder erfolgten an
einem Zeiss Axio Observer Mikroskop mit der Software AxioVision Rel. 4.7 (Carl Zeiss,
Jena) unter Verwendung eines Olimmersions-Objektivs (Plan-Apochromat 63x/1.40
Oil). Fur die Bearbeitung der Bilder wurde das Programm ImageJ verwendet.

3.2.7 ,Wundheilungs-Assay*‘ und Live-Cell-Imaging

Mit dem Wundheilungs-Assay‘ und dem ,Live-Cell-Imaging‘ ist es mdglich, lebende
Zellen bei der Fortbewegung zu beobachten und diese Beobachtungen zu
dokumentieren. Fir diese Untersuchungen wurden die Zelllinien MCF-7-OE-p0071 und
MCF-7-OE-Kontrolle in Culture-Silicon-Inserts (lbidi, Mlnchen) in einer 12-Well-Platte
eingesat. In jede Halfte des Culture Silicon Inserts wurden 70 pul einer Zellsuspension
(7x10* Zellen/70pl) pipettiert und lber 24 Stunden kultiviert. Nach 24 Stunden wurde
das Culture-Silicon-Insert vorsichtig aus dem Well geldst, sodass zwischen beiden
Zellrasen ein freier Streifen sichtbar war (Abb. 6). Innerhalb dieses Streifens erfolgte
die Zellbewegung durch Proliferation und Migration. Die Bildaufnahme erfolgte mittels
,Live-Cell-lmaging‘ Uber 24 Stunden. Die Dokumentation der Bilder wurde stindlich
durchgefuhrt. Wahrend der Beobachtungszeit wurden die Zellen bei 37 °C und 5 %
CO, inkubiert. Die Aufnahme der Bilder erfolgte am Zeiss Axio Observer; Objektiv 10 x
mit der Software AxioVision Rel. 4.7 (Carl Zeiss, Jena). Die Bildbearbeitung erfolgte mit
dem Programm ImageJ. Hierfir wurden die freien Flachen zwischen den Zellrasen
ausgemessen und zueinander ins Verhdltnis gesetzt. Zur besseren Visualisierung

erfolgte die Auftragung der Offnungsflache in Prozent (iber die Zeit.
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Abbildung 6: ,Wundheilungs-Assay*

Die erste Kulturschale zeigt das Culture Silicon Inserts (schwarz) und den Zellrasen (blau). Wenn das Culture Silicon
Inserts herausgenommen wird, bleibt zwischen den beiden Zellrasen ein freier Streifen bestehen (zweite
Kulturschale). Der Verschluss der Offnungsflache kann mittels ,Live-Cell-Imaging‘ beobachtet werden.

3.2.8 Proteinisolation fur Immunprazipitation

MCF-7-Zellen wurden auf einer unbeschichteten 10cm-Kulturschale bei einer
Temperatur von 37 °C, 20 % O, und 5 % CO,-Gehalt tber 24 Stunden kultiviert.

Nach 24 Stunden wurde zur Lyse der Zellen das Kulturmedium entfernt, die Zellen
wurden zweimal mit eiskaltem TBS gewaschen und 1,2 ml Immunprazipitationspuffer
mit den Zuséatzen 10 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin, 1 mM Pefabloc, 1 mM NaV0s;
und 10 mM NaF zu den Zellen gegeben. Das Lysat wurde zur effizienteren Lyse und
Aufbewahrung in flissigem Stickstoff eingefroren. Das Auftauen des Lysats erfolgte bei
Raumtemperatur im Wasserbad. Anschlieend wurden die Zelltrimmer bei 4 °C und
14.000 rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand wurde fir die

Immunprazipitation verwendet.

3.29 Immunpréazipitation

Fur jeden Immunprazipitationsansatz wurden 20 pl Protein-Agarose verwendet. Diese
wurden zur Vorbereitung dreimal in je 800 pl Immunprazipitationspuffer gewaschen
und jeweils fur eine Minute bei 4 °C und 3.000 rpm zentrifugiert. Auf die aquilibrierte
Agarose wurden je 800 pl Zelllysat und die entsprechende Antikérperverdiinnung
gegeben. Die Immunprazipitation erfolge bei 4 °C Uber 24 Stunden. Ein Teil des
Zelllysats wurde nicht mit dem Antikorper inkubiert und diente als Gesamtextrakt (GE)
zum Nachweis der vorhandenen Proteine im urspringlichen Zelllysat. Nach 24
Stunden wurde die Agarose mit Immunprézipitationspuffer gewaschen, anschlielRend
trocken gesaugt, in 25 pl 2x SDS-Ladepuffer suspendiert und funf Minuten bei 95 °C
inkubiert. 75 pl Gesamtextrakt wurden mit 25 pl 4x SDS-Ladepuffer versetzt und bei
95 °C inkubiert. Beide Ansatze wurden dann fur die SDS-PAGE und den Western Blot
genutzt.

Im Ergebnisteil wird der Nachweis der Proteine im Gesamtextrakt (GE), im Uberstand
der Kontrolle (Ux), im Uberstand der Immunprazipitation (Up) und in der

Immunpréazipitation (IP) gezeigt. Da kein Nachweis von Proteinen in der Kontrolle der
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Immunprézipitation (IPx) moglich ist, konnen unspezifische Antikorperbindungen
ausgeschlossen werden (siehe Abb. im Ergebnisteil).

3.2.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von
Proteingemischen im elektrischen Feld. In ein SDS-Gel wurden in die erste Tasche 7 pl
peqGOLD Protein Marker | (Peglab) und in die weiteren Taschen je 20 ul Proteinprobe
aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte fir 15 Minuten bei 70 Volt und
danach fur weitere 1,5 Stunden bei 90 Volt.

Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese mittels Semi-Dry-Blot-Verfahren von
dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Daflr wurden
je drei Lagen Filterpapier in Blotpuffer I, Blotpuffer Il und Blotpuffer Ill getrankt. Die
Nitrozellulosemembran wurde in Blotpuffer Il getréankt. Die Transferapparatur wurde
folgendermafen aufgebaut: Auf die Anode kamen je drei Lagen getranktes Filterpapier
aus Blotpuffer | und Blotpuffer 1l, die getrankte Nitrozellulosemembran, das
SDS-Polyacrylamidgel und drei Lagen getranktes Filterpapier aus Blotpuffer IIl. Pro Gel
erfolgte der Transfer fur 30 Minuten bei 100 Milliampere und weitere 15 Minuten bei
150 Milliampere. AnschlieRend wurde die Nitrozellulosemembran mit Ponceau-S-Rot
angefarbt und danach mit Wasser gespilt, bis die Banden sichtbar wurden. Die
Proteinanfarbung wurde mittels Scanner dokumentiert. Daraufhin folgten die
Entfarbung der Membran mittels TBST und eine einstiindige Inkubation mit 5 %
Milchpulver/TBST bei Raumtemperatur zur Absattigung unspezifischer Bindungen. Die
Inkubation der Primarantikdrper erfolgte Gber Nacht bei 4 °C in 3% BSA/TBST in
entsprechender Verdinnung. Nach 24 Stunden wurde die Nitrozellulosemembran 3 x
je 15 Minuten in TBST gewaschen. AnschlieBend wurde der HRP-konjugierte
Sekundarantikorper in 5% Milchpulver/TBST eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach folgten zwei Waschschritte in TBST und ein Waschschritt in TBS fir
je 15 Minuten. Nach Zugabe einer 1:1 Mischung von ECL-L6sung 1 und 2 auf die
Membran erfolgte die Detektion der Chemilumineszenz mittels Imager (Fusion SL
3500WL; Peglab).

3.3 Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden an mindestens drei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt.
Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken in den jeweiligen Diagrammen
dargestellt. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde der Student's t-Test
verwendet (* p < 0,05; ** p < 0,005; *** p <0,001).
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4 ERGEBNISSE

MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) ist eine Brustkrebszelllinie, die von Soule et al.
(1973) erstmals vorgestellt wurde. Da es sich bei MCF-7-Zellen um eine epitheliale
Zelllinie handelt, ist diese gut zur Untersuchung von Adherens junctions und
Desmosomen geeignet. In vorangegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass in
MCF-7-Zellen u. a. E-Cadherin, Desmoplakin und die p120-Catenine p120, p0071 und
NPRAP exprimiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Untersuchungen zur Lokalisation von E-Cadherin,
Desmoplakin und den p120-Cateninen p120, p0071 und NPRAP in Zellkontakten von
MCF-7-Zellen. Weiterhin sollte der Einfluss des knockdown einzelner p120-Catenine
und einer Uberexpression von p0071 untersucht werden. Diese Experimente sollen
einen Betrag zum Verstdndnis mdoglicher unterschiedlicher Funktionen der
p120-Catenine und der Proteinkomplexbildung mit E-Cadherin leisten. Es ist wichtig,
diese Prozesse zu verstehen, da sie ein Schlissel zum Verstandnis der
Metastasenbildung bei Tumoren darstellen und die Mdoglichkeit der Beeinflussung

enthalten.

4.1 P120-Catenine interagieren mit E-Cadherin und bilden
Proteinkomplexe

4.1.1 P120-Catenine interagieren mit E-Cadherin

Mit der Immunfluoreszenz ist es mdglich, die beteiligten Proteine von Zellkontakten
durch Fluoreszenzmarkierung sichtbar zu machen und die rdumliche Nahe der
Proteine zueinander darzustellen. Hierfur wurden verschiedene fluoreszierende
Farbstoffe (Cy3 = rot und DL488 = grin), gebunden an Sekundarantikdrper,
verwendet. Diese Sekundarantikbrper wurden mittels Primarantikbrper an die zu
detektierenden Proteine gebunden. Um zu untersuchen, ob die pl20-Catenine in
unterschiedlichen Zellkontakten lokalisieren, wurden Doppelfarbungen mit entweder
zwei p120-Cateninen, einem pl120-Catenin und E-Cadherin oder einem p120-Catenin
und Desmoplakin angefertigt und die Co-Lokalisationen beider Proteine mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Bei diesen Experimenten ist zu bedenken, dass die
Auflésung der Fluoreszenzmikroskopie beschrankt ist (ca. 200300 nm) und somit
keine Aussagen daruber getroffen werden kdnnen, ob co-lokalisierende Proteine
tatsachlich auch physikalisch miteinander interagieren.

Mit den Untersuchungen der Immunfluoreszenz sollte die Lokalisation der
pl20-Catenine, von E-Cadherin und Desmoplakin in Zellkontakten von nativen
MCF-7-Zellen gezeigt werden. Weiterhin sollten Co-Lokalisationen der p120-Catenine

untereinander sichtbar gemacht werden.
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In den Experimenten zeigte sich, dass E-Cadherin (griin) mit p0071, p120 und NPRAP
(alle rot) in Zellkontakten von MCF-7-Zellen co-lokalisiert. Diese Co-Lokalisation war
unterschiedlich stark ausgepragt. E-Cadherin und p120 co-lokalisierten am stérksten
miteinander. Es gab wenige Bereiche an Zellkontakten mit E-Cadherin ohne p120 und
so gut wie keine Zellkontakte mit p120 ohne E-Cadherin. E-Cadherin und NPRAP
co-lokalisierten &hnlich stark miteinander wie E-Cadherin und p120. Auch hier zeigten
sich vereinzelte Bereiche mit E-Cadherin ohne NPRAP, aber auch ganz vereinzelte
Bereiche mit NPRAP ohne E-Cadherin. Die Co-Lokalisation zwischen E-Cadherin und
p0071 war weniger stark ausgepragt. An den Zellkontakten gab es auffallige Bereiche
mit E-Cadherin ohne p0071 und Bereiche mit p0071 ohne E-Cadherin (Abb. 7).

Abbildung 7: Ko-Lokalisation von E-Cadherin und p120 (A), p0071 (B) und NPRAP (C) in nativen MCF-7-Zellen
MCF-7-Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausséen in MeOH bei -20 °C fixiert. Als Primarantikbrper wurden
Anti-E-Cadherin-Kaninchen,  Anti-p120-Maus,  Anti-p0071-Tail#10-Meehrschweinchen und  Anti-NPRAP-Maus
verwendet. Fur die Detektion der Proteine wurden griin (E-Cadherin) oder rot (p120, p0071, NPRAP) markierte
Sekundéarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken entspricht 20 pm, in der
VergroRerung 10 um.

Es kann festgestellt werden, dass p120, NPRAP und p0071 in MCF-7-Zellen mit
E-Cadherin co-lokalisieren und damit moéglicherweise Bestandteile von Adherens
junctions sind. Die unterschiedlichen Cadherin-Catenin-Komplexe sind vermutlich nicht
raumlich voneinander getrennt. Aufgrund der Mdglichkeit der deutlichen Darstellung
von p0071 ohne E-Cadherin ist die Frage zu stellen, ob, und, falls ja, mit welchen

weiteren Cadherinen p0071 co-lokalisiert.
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Um zu untersuchen, ob die p120-Catenine auch miteinander co-lokalisieren, wurden
Farbungen der Proteine p0071 (grun), pl20 (rot) und NPRAP (rot oder grin)
untereinander angefertigt. In diesen Experimenten wurde deutlich, dass p0071 mit
NPRAP und p120 starker co-lokalisiert als NPRAP mit p120. Die Auspragung der
Co-Lokalisation von p0071 mit NPRAP oder p120 war insgesamt vergleichbar. In
beiden Fallen gab es Bereiche, in denen p0071 deutlich starker akkumulierte und auch
einzeln darstellbar war, wahrend NPRAP und p120 in geringerer Auspragung einzeln
darstellbar waren. Weniger ausgepragt war die Co-Lokalisation zwischen NPRAP und
p120. Hier zeigten sich Bereiche, in denen vorwiegend p120 oder vorwiegend NPRAP
lokalisierte (Abb. 8).

Diese Experimente zeigen, dass die pl120-Catenine auch miteinander co-lokalisieren

und mdglicherweise eigene Proteinkomplexe bilden.

Abbildung 8: Co-Lokalisation von p0071 und NPRAP (D), p0071 und p120 (E) und NPRAP und p120 (F) in
nativen MCF-7-Zellen

MCF-7-Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausséen in MeOH bei -20 °C fixiert. Als Priméarantikérper wurden
Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen, Anti-p120-Maus und Anti-NPRAP-Maus (D, E) bzw. Anti-p120-Kaninchen (F)
verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden grin (p0071, NPRAP) oder rot (p120, NPRAP) markierte
Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken entspricht 20 um, in der
VergroRerung 10 pm.

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die p120-Catenine ebenfalls in
Desmosomen lokalisieren. Hierfur erfolgte die Farbung von Desmoplakin (griin) jeweils
mit p0071, p120 und NPRAP (alle rot).
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Es lasst sich feststellen, dass alle p120-Catenine mit Desmoplakin co-lokalisieren. Die
Auspragung der Co-Lokalisation war unterschiedlich stark. Die starkste Co-Lokalisation
zeigte sich zwischen Desmoplakin und p120. Es waren viele Uberlappende Bereiche
sichtbar. Desmoplakin und p120 waren aber auch jeweils einzeln darstellbar. Ahnlich
zeigte sich die Auspragung der Co-Lokalisation zwischen Desmoplakin und p0071
sowie NPRAP. In diesen Farbungen waren zum Teil deutliche Co-Lokalisationen
sichtbar, alle drei Proteine waren aber auch einzeln an der Zellmembran darstellbar
(Abb. 9). Diese Experimente weisen darauf hin, dass pl120, p0071 und NPRAP
mdglicherweise auch Bestandteile von Desmosomen sind. Insgesamt ist die Auflésung

der Immunfluoreszenz aber zu gering, um hierliber eine genauere Aussage zu treffen.
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Abbildung 9: Co-Lokalisation von Desmoplakin und p120 (G), p0071 (H) und NPRAP (l) in nativen MCF-7-
Zellen

MCF-7-Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausséen in MeOH bei -20 °C fixiert. Als Primarantikérper wurden
Anti-Desmoplakin-Kaninchen, Anti-p120-Maus, Anti-p0071-Tail#10-Meehrschweinchen und Anti-NPRAP-Maus
verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden griin (Desmoplakin) oder rot (p120, p0071, NPRAP) markierte
Sekundéarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken entspricht 20 um, in der
VergroRerung 10 pm.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die untersuchten p120-Catenine
mit E-Cadherin und Desmoplakin teilweise co-lokalisieren. Daher kann
geschlussfolgert werden, dass p120-Catenine Bestandteil von Adherens junctions und
madglicherweise auch von Desmosomen sind. Es konnte weiterhin gezeigt werden,

dass die pl20-Catenine teilweise auch miteinander co-lokalisieren. Dies lasst
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vermuten, dass die pl120-Catenine untereinander ebenfalls Proteinkomplexe bilden

kdénnten.

4.1.2 P120-Catenine bilden Proteinkomplexe mit E-Cadherin

Aus den Ergebnissen der Immunfluoreszenz kann nicht geschlussfolgert werden, ob
co-lokalisierende Proteine auch gemeinsam in einem Proteinkomplex vorhanden sind.
Um dies zu untersuchen, erfolgte die Durchfiihrung einer Immunprazipitation. Hierfur
wurden entweder Anti-p0071-Antikorper, Anti-p120-Antikorper oder
Anti-E-Cadherin-Antikdrper an Protein-Agarose gebunden. Diese Antikérper banden
dann ihr entsprechendes Protein aus einem Zelllysat (Gesamtextrakt). Das zu
detektierende Protein und die Proteine, die zusatzlich in diesem Proteinkomplex
vorhanden sind, wurden damit Uber den Antikorper an die Protein-Agarose gebunden.
Um unspezifische Antikdrperbindungen zu erkennen, wurde ein unspezifischer, nicht
gegen ein bestimmtes Epitop gerichteter IgG-Antikorper (Kontrolle [Ux und 1Py])
ebenfalls an die Protein-Agarose gebunden und mit dem Immunprazipitationsansatz
mitgefuhrt. Die préazipitierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Western Blot sichtbar gemacht. Bei diesen Experimenten ist zu beachten, dass die
Proteine vor der Préazipitation in einem Zelllysat vorliegen. Es ist also theoretisch
mdglich, dass sich im Zelllysat Proteinkomplexe bilden, die in vivo nicht vorhanden
sind. Umgekehrt ist es ebenfalls moglich, dass in vivo vorhandene Proteinkomplexe
mittels Immunprazipitation nicht nachgewiesen werden, wenn das Epitop des flur die
Immunprazipitation genutzten Antikorpers im Proteinkomplex nicht zuganglich ist oder
der nachzuweisende Proteinkomplex bei der Lyse der Zellen dissoziiert.

Mit diesem Versuch sollte herausgefunden werden, welche pl20-Catenine
untereinander und gemeinsam mit E-Cadherin in einem Proteinkomplex vorhanden
sind. Mit der Immunprazipitation von E-Cadherin sollte untersucht werden, welche
p120-Catenine gemeinsam mit E-Cadherin préazipitierbar sind und damit gemeinsam
mit E-Cadherin einen Proteinkomplex bilden. In der E-Cadherin-Immunpréazipitation ist
es moglich, p0071, p120, NPRAP und 3-Catenin zu prazipitieren und im Western Blot
nachzuweisen (Abb. 10). Das bedeutet, dass E-Cadherin mit p120, p0071, NPRAP und
[3-Catenin Proteinkomplexe bildet. Ob diese Proteine alle gemeinsam oder jeweils
einzeln mit E-Cadherin in einem Komplex vorhanden sind, lasst sich aus diesem

Experiment nicht ableiten.
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Abbildung 10: Nachweis der gemeinsamen Prézipitation von E-Cadherin, B-Catenin, NPRAP, p120 und p0071
Nach der Proteinisolation erfolgte die Immunprazipitation mittels Anti-E-Cadherin-Rabbit-Antikdrper. Im Anschluss
wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot sichtbar gemacht. Hierfiir wurden folgende
Priméarantikbrper verwendet: Anti-E-Cadherin-Maus, Anti-B-Catenin-Maus, Anti-NPRAP-Maus, Anti-p120-Maus,
Anti-p0071-Maus (Epitop 406). Als Sekundarantikdrper wurde HRP-konjugierter Anti-Maus-Antikdrper verwendet.
Gezeigt wird der Nachweis der Proteine im Gesamtextrakt (GE), im Uberstand der Kontrolle (Uy), im Uberstand der IP
(Uip) und in der IP (IP). Ein Nachweis der Proteine in der Kontrolle der IP (IPy) ist nicht moglich. Unspezifische
Antikorperbindungen kénnen damit ausgeschlossen werden. Die Kontrollen (Ux und IP«) wurden mit dem
Immunprazipitationsansatz mitgefuihrt. Als Antikdrper wurde ein unspezifischer, nicht gegen ein bestimmtes Epitop
gerichteter 1gG-Antikdrper verwendet. Gezeigt sind WBs eines reprasentativen Experiments. Insgesamt wurden die
IPs dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt.

Um zu Uberprifen, ob verschiedene Proteinkomplexe mit E-Cadherin und den
einzelnen pl120-Cateninen existieren, wurden auch Immunprazipitationen mit p0071
und pl20 durchgefiihrt. Mit der Immunprazipitation von p0071 war es madglich,
E-Cadherin, R-Catenin und NPRAP zu prazipitieren. Die Prazipitation von p120 war
nicht moglich (Abb. 11). Dies bedeutet, dass p0071 mit E-Cadherin, -Catenin und
NPRAP in Proteinkomplexen vorliegt, nicht aber mit p120.
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Abbildung 11: Nachweis der gemeinsamen Prazipitation von p0071, 3-Catenin, E-Cadherin und NPRAP

Nach der Proteinisolation erfolgte die Immunprézipitation mittels Anti-p0071-Tail#10-Meerscheinchen-Antikdrper. Im
Anschluss wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot sichtbar gemacht. Hierfur wurden
folgende Primarantikérper verwendet: Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen, Anti-R-Catenin-Maus,
Anti-E-Cadherin-Maus, Anti-NPRAP-Maus, Anti-p120-Maus. Als Sekundérantikdrper wurden HRP-konjugierter
Anti-Maus-Antikérper und HRP-konjugierter Anti-Meerschweinchen-Antikérper verwendet. Gezeigt wird der Nachweis
der Proteine im Gesamtextrakt (GE), im Uberstand der Kontrolle (Ux), im Uberstand der IP (Up) und in der IP (IP). Ein
Nachweis der Proteine in der Kontrolle der IP (IPk) ist nicht méglich. Unspezifische Antikdrperbindungen kénnen damit
ausgeschlossen werden. Die Kontrollen (UK und IPK) wurden mit dem Immunpréazipitationsansatz mitgefiihrt. Als
Antikdrper wurde ein unspezifischer, nicht gegen ein bestimmtes Epitop gerichteter IgG-Antikorper verwendet. Gezeigt
sind WBs eines reprasentativen Experiments. Insgesamt wurden die IPs dreimal unabhéngig voneinander
durchgefihrt.
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Umgekehrt war es durch die Immunprazipitation von p120 mdéglich, E-Cadherin und
[3-Catenin zu prazipitieren. NPRAP und p0071 waren nicht im Préazipitat nachweisbar
(Abb. 12). Dies bedeutet, dass pl20 mit E-Cadherin und (-Catenin in
Proteinkomplexen vorliegt, nicht aber mit p0071 und NPRAP.
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Abbildung 12: Nachweis der gemeinsamen Prézipitation von p120, 3-Catenin und E-Cadherin
Nach der Proteinisolation erfolgte die Immunprazipitation mittels Anti-p120-Maus-Antikdrper. Im Anschluss wurden die
Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot sichtbar gemacht. Hierfir wurden folgende
Primarantikérper verwendet: Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen, Anti-B-Catenin-Maus, Anti-E-Cadherin-Maus,
Anti-NPRAP-Maus, Anti-p120-Maus. Als Sekundarantikdrper wurden HRP-konjugierter Anti-Maus-Antikérper und
HRP-konjugierter Anti-Meerschweinchen-Antikdrper verwendet. Gezeigt wird der Nachweis der Proteine im
Gesamtextrakt (GE), im Uberstand der Kontrolle (Uy), im Uberstand der IP (U;p) und in der IP (IP). Ein Nachweis der
Proteine in der Kontrolle der IP (IPx) ist nicht moglich. Unspezifische Antikdrperbindungen kénnen damit
ausgeschlossen werden. Die Kontrollen (UK und IPK) wurden mit dem Immunprézipitationsansatz mitgefiihrt. Als
Antikorper wurde ein unspezifischer, nicht gegen ein bestimmtes Epitop gerichteter IgG-Antikorper verwendet. Gezeigt
sind WBs eines reprasentativen Experiments. Insgesamt wurden die IPs dreimal unabhéangig voneinander
durchgefihrt.

Es wurde ebenfalls versucht, eine Immunprazipitation mit NPRAP durchzufthren.
Dieses Experiment ist auch nach mehreren Versuchen nicht gelungen.

Es konnte gezeigt werden, dass E-Cadherin mit allen p120-Cateninen interagieren
kann. Es ist anzunehmen, dass E-Cadherin mit den pl20-Cateninen jeweils
unterschiedliche Proteinkomplexe bildet. Die Ergebnisse legen nahe, dass neben dem
einen Proteinkomplex — bestehend aus E-Cadherin, p120 und 3-Catenin — ein zweiter
Proteinkomplex — bestehend aus E-Cadherin, p0071, NPRAP und 3-Catenin — existiert
(Abb. 13). Aufgrund der Prazipitierbarkeit von NPRAP in der p0071-Immunprazipitation
ist zu fragen, ob NPRAP und p0071 einen eigenen Proteinkomplex bilden (auch im
Zytoplasma maglich).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die Ergebnisse der bisherigen
Experimente gegenseitig unterstitzen. In der Immunfluoreszenz konnten deutliche
Co-Lokalisationen zwischen E-Cadherin und den pl20-Cateninen nachgewiesen
werden. Durch die gleichzeitige Prazipitierbarkeit der pl20-Catenine in der
Immunprazipitation von E-Cadherin ist anzunehmen, dass E-Cadherin mit p0071, p120

und NPRAP jeweils unterschiedliche Proteinkomplexe bildet. Diese verschiedenen
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Proteinkomplexe lokalisieren — vermutlich — raumlich nicht getrennt voneinander an der
Zellmembran. NPRAP und p0071 scheinen in einer besonderen Beziehung zueinander
zu stehen. Diese beiden Proteine zeigen sowohl in der Immunfluoreszenz eine
ausgepragte Co-Lokalisation als auch eine gemeinsame Prazipitierbarkeit in der
Immunprézipitation von p0071, was auf eine Proteinkomplexbildung zwischen diesen
beiden Proteinen hindeutet. Um diese Fragestellung weiter zu untersuchen, ist es
notwendig, die Immunprazipitation von NPRAP zu optimieren, um herauszufinden, ob
p0071 dabei ebenfalls prazipitierbar ist.

In der Immunpréazipitation von p120 konnte weder p0071 noch NPRAP prazipitiert
werden, was vermuten lasst, dass p120 vorwiegend mit E-Cadherin und 3-Catenin in

einem Proteinkomplex vorhanden ist.
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Abbildung 13: E-Cadherin bildet verschiedene Proteinkomplexe mit den p120-Cateninen

Schematische Darstellung der mdglichen Cadherin-Catenin-Komplexe. Die Zellmembran ist als schwarze Linien, die
extrazellularen Anteile von E-Cadherin sind in griner, der transmembranare Anteil ist in oranger und der
intrazellulare Anteil in blauer Farbe dargestellt. B-Catenin (lila) bindet intrazellular an die Catenin-bindende Domé&ne
von E-Cadherin. Im Bereich der juxtamembrandren Domane binden die unterschiedlichen p120-Catenine (siehe
Legende).

Dargestellt sind ein Proteinkomplex, bestehend aus E-Cadherin, R-Catenin und p120, und ein zweiter
Proteinkomplex, bestehend aus E-Cadherin, 3-Catenin, p0071 und NPRAP.

4.2 P120-Catenine beeinflussen sich sowohl gegenseitig als
auch E-Cadherin

4.2.1 Der Verlust von p120-Cateninen beeinflusst die Adherens
junctions

Mit den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die
pl120-Catenine mit E-Cadherin unterschiedliche Proteinkomplexe bilden und
Bestandteile von Adherens junctions sind. Weiterhin zeigte sich, dass p0071 und
NPRAP in einer besonderen Beziehung zueinander stehen und mdglicherweise einen
eigenen Proteinkomplex bilden. Um den Einfluss der p120-Catenine untereinander und
auf E-Cadherin und Desmoplakin weiter zu untersuchen, erfolgten Experimente mittels
Immunfluoreszenz und vorausgegangener Transfektion von si-RNA, was zu einem

knockdown des entsprechenden Proteins fiihrte. Si-RNA (small interfering RNA) sind
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kurze RNA-Molekile, die nicht fur ein Protein codieren. Wird si-RNA in eine Zelle
eingebracht, bindet sie an die komplementare mRNA innerhalb der Zelle. Durch den
Enzymkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) kommt es zur Spaltung der
MRNA. Die Translation der mRNA und die Proteinsynthese sind damit nicht mehr
moglich. Durch die Hemmung eines spezifischen Proteins kénnen Informationen tber
deren Funktion und die Einflussnahme auf andere Proteine gewonnen werden. Die
Transfektion erfolgte 24 Stunden nach dem Einsaen der Zellen. Mit der
Immunfluoreszenz wurde 48 Stunden nach der siRNA-Transfektion begonnen. Um
Beeinflussungen allein durch den Transfektionsvorgang sichtbar zu machen, wurden
zusatzlich Zellen mit unspezifischer Kontroll-si-RNA transfiziert. Fir die weiteren
Transfektionen wurden p0071-si-RNA, p120-si-RNA und NPRAP-si-RNA verwendet.
Im weiteren Verlauf erfolgten die Bindung der Primarantikdrper an ihr spezifisches
Protein und die Bindung der fluoreszenzmarkierten (grin und rot) Sekundarantikorper.

Die Untersuchungen mittels knockdown durch si-RNA dienten der Uberpriifung der
Einflussnahme einer verminderten Expression eines pl120-Catenins auf E-Cadherin,
Desmoplakin und die jeweils anderen p120-Catenine.

Durch die Verringerung der p0071-Expression (griin) kam es zu einer Verringerung der
E-Cadherin-Expression (rot) an Zellkontakten. Nach pO071-knockdown kam es zu
einer Anreicherung von E-Cadherin im Zytoplasma (Abb. 14). Einen sehr deutlichen
Effekt hatte die verminderte p0071-Expression (griin) auf NPRAP (rot). An den Stellen,
an denen p0071 an Zellkontakten fehlte, fehlte auch NPRAP fast vollstandig. Eine
Anreicherung von NPRAP im Zytoplasma konnte nicht erkannt werden (Abb. 15).
Einen geringeren Einfluss hatte die verminderte Expression von p0071 (griin) auf p120
(rot). Dieses Protein blieb nach p0071-knockdown fast unverandert an Zellkontakten
bestehen. Eine Anreicherung von pl20 im Zytoplasma war nur in geringem Malf3e
sichtbar (Abb. 16).

Einen eher geringen Einfluss hatte die verminderte Expression von p0071 (grin) auf
Desmoplakin (rot). Wahrend Desmoplakin an Zellkontakten weitgehend stabil
vorhanden war, kam es auch hier zu einer geringen Anreicherung von Desmoplakin im
Zytoplasma (Abb. 17).

Schlussfolgernd lasst sich feststellen, dass die verminderte Expression von p0071 die
Lokalisation und Expression von E-Cadherin in Adherens junctions deutlich beeinflusst.
P0O071 scheint einen stabilisierenden Einfluss auf E-Cadherin an Zellkontakten zu
haben. Nach Verlust von p0071 reichert sich E-Cadherin im Zytoplasma an. Dies
deutet darauf hin, dass der Verlust von p0071 zwar zu einer Internalisierung von
E-Cadherin flhrt, aber nicht zu dessen Abbau. Weiterhin scheint p0071 ebenfalls einen

stabilisierenden Einfluss auf NPRAP zu haben. Nach Verlust von p0071 ist eine
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deutliche Reduktion, sowohl an Zellkontakten als auch im Zytoplasma sichtbar. Das
hei3t, dass ein Verlust von p0071 ebenfalls zu einem Verlust von NPRAP flhrt,
moglicherweise durch Abbau von NPRAP. Einen deutlich geringeren Einfluss hatte der
Verlust von p0071 auf p120 und Desmoplakin. In beiden Fallen kam es zu einer
geringen Anreicherung der Proteine im Zytoplasma, und zwar bei weiterhin
bestehendem Vorhandensein an Zellkontakten. Dies deutet darauf hin, dass p0071

keinen stabilisierenden Einfluss auf p120 und Desmosomen ausbt.
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Abbildung 14: Reaktion von E-Cadherin auf eine verminderte Expression von p0071

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (A) oder der p0071-si-RNA (B)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Priméarantikdrper wurden
Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen und Anti-E-Cadherin-Kaninchen verwendet. Fir die Detektion der Proteine
wurden grin (p0071) oder rot (E-Cadherin) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne
erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken entspricht 20 pm, in der VergroRerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in
Abb. 26 — Kontrollen der si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.
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Abbildung 15: Reaktion von NPRAP auf eine verminderte Expression von p0071

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (C) oder der p0071-si-RNA (D)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primarantikérper wurden
Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen und Anti-NPRAP-Maus verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden griin
(p0071) oder rot (NPRAP) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau).
Der Balken entspricht 20 pm, in der Vergroerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 — Kontrollen der
si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.
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Abbildung 16: Reaktion von p120 auf eine verminderte Expression von p0071

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (E) oder der p0071-si-RNA (F)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primarantikérper wurden
Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen und Anti-p120-Maus verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden griin
(p0071) oder rot (p120) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau).
Der Balken entspricht 20 um, in der Vergréerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 — Kontrollen der
si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.
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Abbildung 17: Reaktion von Desmoplakin auf eine verminderte Expression von p0071

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (G) oder der p0071-si-RNA (H)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primérantikdrper wurden
Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen und Anti-Desmoplakin-Kaninchen verwendet. Fur die Detektion der Proteine
wurden griin (p0071) oder rot (Desmoplakin) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne
erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken entspricht 20 pm, in der VergroRerung 10 pm. Die Effizienz der Transfektion ist in
Abb. 26 — Kontrollen der si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss einer verminderten Expression von
p120 untersucht. Nach Verminderung der pl20-Expression (rot) kam es zu einer
deutlichen Reduktion von E-Cadherin (griin) an Zellkontakten. Diese Kontakte waren
nur noch geringfugig ausgebildet. Eine Anreicherung von E-Cadherin im Zytoplasma
konnte nicht beobachtet werden (Abb. 18). Keinen Einfluss hatte die verminderte
p120-Expression (rot) auf NPRAP und p0071 (jeweils griin). Diese Proteine waren an
Zellkontakten nahezu unverandert erhalten (Abb. 19 und 20). Ebenfalls einen geringen
Einfluss hatte der p120-knockdown (rot) auf Desmoplakin (grtin). Desmoplakin blieb an
Zellkontakten weiterhin vorhanden, aber es kam zu einer geringen Anreicherung im
Zytoplasma (Abb. 21).

Diese Experimente verdeutlichen den ausgepréagten stabilisierenden Einfluss von p120
auf E-Cadherin in Adherens junctions. Nach Verlust von p120 kam es zu einem fast
vollstdndigen Verlust von E-Cadherin. E-Cadherin reicherte sich im Zytoplasma nicht
an, was darauf hindeutet, dass es vermehrt abgebaut und nicht nur internalisiert wird.
Auf p0071 und NPRAP (bte der Verlust von p120 keinen Einfluss aus. Interessant ist
allerdings, dass nach Verlust von p120, und damit auch Verlust von E-Cadherin, p0071
weiterhin an Zellkontakten bestehen blieb. Dies deutet darauf hin, dass p0071 an ein
anderes Cadherin (z. B. P-Cadherin) gebunden vorliegen kénnte, was die Frage nach
unterschiedlichen Affinitaten von p0071 an Cadherine aufwirft. Nach knockdown von

p1l20 kam es zu einer geringen Anreicherung von Desmoplakin im Zytoplasma, ein
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deutlicher Einfluss auf die Desmosomenstabilitat konnte jedoch nicht beobachtet
werden. P120 scheint keinen stabilisierenden Effekt auf Desmosomen zu haben.
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Abbildung 18: Reaktion von E-Cadherin auf eine verminderte Expression von p120

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (A) oder der p120-si-RNA (B) mittels
Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Priméarantikérper wurden
Anti-p120-Maus und Anti-E-Cadherin-Kaninchen verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden griin (E-Cadherin)
oder rot (p120) markierte Sekundérantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Der
Balken entspricht 20 pm, in der VergréRerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 — Kontrollen der si-
RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.

Kontroll-si-RNA

Abbildung 19: Reaktion von NPRAP auf eine verminderte Expression von p120

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (C) oder der p120-si-RNA (D) mittels
Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primérantikbrper wurden
Anti-p120-Kaninchen und Anti-NPRAP-Maus verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden griin (NPRAP) oder
rot (p120) markierte Sekundéarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken
entspricht 20 um, in der VergroBerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 — Kontrollen der si-RNA-
Transfektion im Western Blot — zu sehen.
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Abbildung 20: Reaktion von p0071 auf eine verminderte Expression von p120

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (E) oder der p120-si-RNA (F) mittels
Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primérantikdrper wurden
Anti-p120-Maus und Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen verwendet. Fiir die Detektion der Proteine wurden griin
(p0071) oder rot (p120) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau).
Der Balken entspricht 20 pm, in der VergroRerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 — Kontrollen der
si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.
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Abbildung 21: Reaktion von Desmoplakin auf eine verminderte Expression von p120

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (G) oder der p120-si-RNA (H) mittels
Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primérantikbrper wurden
Anti-p120-Maus und Anti-Desmoplakin-Kaninchen verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden grin
(Desmoplakin) oder rot (p120) markierte Sekundarantikérper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI
(blau). Der Balken entspricht 20 um, in der VergroBerung 10 pm. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 —
Kontrollen der si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.

Weiterhin wurde der Einfluss der Verringerung der NPRAP-Expression betrachtet. Bei
verminderter NPRAP-Expression (rot) blieb E-Cadherin (griin) weitestgehend an

Zellkontakten erhalten. Gleichzeitig kam es zu einer Verlagerung von E-Cadherin ins
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Zytoplasma (Abb. 22). Den starksten Einfluss hatte die verminderte
NPRAP-Expression (rot) auf p0071 (grtin). POO71 war nur noch in wenigen Bereichen
der Zellkontakte sichtbar. Durchgéngige Lokalisationen von p0071 an Zellkontakten
waren nicht mehr nachweisbar (Abb. 23). Weniger Einfluss hatte der NPRAP-
knockdown (rot) auf p120 und Desmoplakin (jeweils grin). P120 blieb an Zellkontakten
stabil vorhanden. Es kam zur geringfligigen Verlagerung ins Zytoplasma (Abb. 24).
Desmoplakin blieb an Zellkontakten ebenfalls stabil vorhanden (Abb. 25).

Schlussfolgernd lasst sich feststellen, dass auch NPRAP, ahnlich wie p0071, einen
stabilisierenden Effekt auf E-Cadherin in Adherens junctions auszuiiben scheint. Nach
Verlust von NPRAP kam es zur Verlagerung von E-Cadherin ins Zytoplasma. Dies
lasst darauf schlieRen, dass es zu einer Internalisierung und nicht zum vermehrten
Abbau von E-Cadherin kommt. Weiterhin zeigte sich ein deutlicher Effekt auf p0071.
Nach Verlust von NPRAP kam es ebenfalls zu einem fast vollstdndigen Verlust von
p0071. Dies deutet auf einen vermehrten Abbau von p0071 hin. Der Einfluss einer
Verminderung von NPRAP auf pl120 und Desmoplakin ist sehr gering. NPRAP hat
demzufolge keinen stabilisierenden Einfluss auf p120 und Desmosomen.

Kontroll-si-RNA

p

E_-(iadherin-;';‘“- ;

Abbildung 22: Reaktion von E-Cadherin auf eine verminderte Expression von NPRAP

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (A) oder der NPRAP-si-RNA (B)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primarantikérper wurden
Anti-NPRAP-Maus und Anti-E-Cadherin-Kaninchen verwendet. Fur die Detektion der Proteine wurden grun
(E-Cadherin) oder rot (NPRAP) markierte Sekundéarantikdrper verwendet. Die Anférbung der Kerne erfolgte mit DAPI
(blau). Der Balken entspricht 20 um, in der VergréBerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 —
Kontrollen der si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.
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Abbildung 23: Reaktion von p0071 auf eine verminderte Expression von NPRAP

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (C) oder der NPRAP-si-RNA (D)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primarantikérper wurden
Anti-NPRAP-Maus und Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden griin
(p0071) oder rot (NPRAP) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau).
Der Balken entspricht 20 pm, in der VergroRerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 — Kontrollen der
si-RNA-Transfektion im Western Blot - zu sehen.

Abbildung 24: Reaktion von p120 auf eine verminderte Expression von NPRAP

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (E) oder der NPRAP-si-RNA (F)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primarantikérper wurden
Anti-NPRAP-Maus und Anti-p120-Kaninchen verwendet. Fuir die Detektion der Proteine wurden grin (p120) oder rot
(NPRAP) markierte Sekundéarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken
entspricht 20 um, in der VergroRerung 10 um. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 — Kontrollen der si-RNA-
Transfektion im Western Blot — zu sehen.
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Abbildung 25: Reaktion von Desmoplakin auf eine verminderte Expression von NPRAP

24 Stunden nach Einsaat der Zellen erfolgte die Transfektion der Kontroll-si-RNA (G) oder der NPRAP-si-RNA (H)
mittels Lipofection. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Immunfluoreszenz. Als Primarantikérper wurden
Anti-NPRAP-Maus und Anti-Desmoplakin-Kaninchen verwendet. Fiur die Detektion der Proteine wurden grin
(Desmoplakin) oder rot (NPRAP) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI
(blau). Der Balken entspricht 20 um, in der Vergréerung 10 pm. Die Effizienz der Transfektion ist in Abb. 26 —
Kontrollen der si-RNA-Transfektion im Western Blot — zu sehen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Verminderung aller
p120-Catenine zu einer Verminderung von E-Cadherin an Zellkontakten fuhrt. Damit
Uben alle p120-Catenine einen stabilisierenden Effekt auf E-Cadherin an Zellkontakten
und damit auch auf Adherens junctions aus. Der Effekt des Verlustes von p120 auf
E-Cadherin ist besonders deutlich. Da es nicht zu einer Anreicherung von E-Cadherin
im Zytoplasma kommt, lasst dies auf einen vermehrten Abbau von E-Cadherin
schlieBen. Der Verlust von p0071 und NPRAP auf die Expression von E-Cadherin
verhalt sich ahnlich. Die Reduktion von E-Cadherin an Zellkontakten ist geringer
ausgepragt als bei pl120. Es kommt zu einer Anreicherung von E-Cadherin im
Zytoplasma. Dies lasst darauf schlieRen, dass auch p0071 und NPRAP E-Cadherin an
der Zellmembran stabilisieren, aber nach Verlust eher zu einer Internalisierung und
nicht zum Abbau fuhren.

Weiterhin zeigte sich, dass p0071 und NPRAP mdglicherweise stabilisierend
aufeinander wirken. Nach knockdown von p0071 oder NPRAP kam es zum Verlust des
jeweils anderen Proteins, ohne vermehrte Anreicherung im Zytoplasma. Dies deutet
darauf hin, dass der Verlust des einen Proteins zu einem vermehrten Abbau des
anderen Proteins fuhrt.

Somit lasst sich festhalten, dass alle p120-Catenine stabilisierend auf E-Cadherin und

damit auf Adherens junctions wirken, aber trotzdem unterschiedliche Funktionen

38



austben. Es zeigte sich, dass der Verlust eines pl120-Catenins durch die anderen
p120-Catenine nicht vollstéandig ersetzt werden kann.
4.2.2 Der Verlust von p120-Cateninen beeinflusst die Proteinmengen
der jeweils anderen Catenine
In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass alle
p120-Catenine einen stabilisierenden Effekt auf E-Cadherin haben. Weiterhin zeigte
sich, dass p0071 und NPRAP moglicherweise stabilisierend aufeinander wirken und
dass der Verlust des einen Proteins zu einem fast vollstandigen Verlust des anderen
Proteins fihrt.
Mit dem folgenden Experiment sollte die Frage beantwortet werden, welchen Einfluss
der Verlust der pl20-Catenine auf die Proteinmengen der jeweils anderen
pl20-Catenine und von E-Cadherin oder R-Catenin ausibt. Daflr wurden Zellen mit
einer Zelldichte von 0,25 x 10° Zellen/cm? in Well-Platten eingesat und nach 24
Stunden mittels Lipofektamin® 2000 und si-RNA transfiziert. 48 Stunden nach der
Transfektion erfolgten die Proteinisolation, die Auftrennung der Proteine mittels SDS-
PAGE und die Sichtbarmachung im Western Blot. Die absoluten Proteinmengen
wurden mittels mitgefihrtem Tubulinabgleich korrigiert, um sicherzustellen, dass eine
erhdhte oder verminderte Proteinmenge nicht durch eine vermehrte oder verminderte
Probenauftragung bedingt ist. Die gezeigten Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichungen aus mindestens drei unabh&ngigen Experimenten. Abb. 26
zeigt die Kontrollen und damit die Wirksamkeit des knockdown fir die p0071-, p120-
und NPRAP-si-RNA.
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Abbildung 26: Kontrollen der si-RNA-Transfektion im Western Blot

MCF-7-Zellen wurden mit Kontroll-si-RNA (A, B, C), p0071-si-RNA (A), p120-si-RNA (B) oder NPRAP-si-RNA (C)
transfiziert. Die Proteinisolation erfolgte 48 Stunden nach Transfektion. Als Priméarantikbrper wurden
Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen (A), Anti-p120-Maus (B), Anti-NPRAP-Maus (C) und Anti-Tubulin-Maus (A, B, C)
verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden HRP-markierte Sekundérantikorper verwendet. Zusatzlich ist jeweils
der Tubulinabgleich dargestellt. Die Western-Blot-Membranen dieser Experimente sind im Anlageteil separat
dargestellt.

** entspricht p < 0,005; ** entspricht p < 0,001

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Proteinlevel der pl20-Catenine, von
E-Cadherin und 3-Catenin nach knockdown vorgestellt.

Nach knockdown von p0071 zeigte sich eine signifikante Reduktion von 3-Catenin um
ca. 20 %. Die Proteinmenge von p120 blieb nahezu unverandert. Eine sichere Aussage
Uber NPRAP und E-Cadherin kann nicht getroffen werden, da die Standardabweichung
jeweils zu grof3 ist.

Durch den knockdown von p120 konnte eine signifikante Reduktion von NPRAP um
ca. 30% und von E-Cadherin und RB-Catenin jeweils um ca. um 35 % detektiert
werden. Die Proteinmenge von p0071 blieb nahezu unverandert.

Die Reduktion von NPRAP fiihrte zu einer signifikanten Reduktion von p0071 um ca.
20 %. Die Proteinmenge von [3-Catenin blieb unveréndert. Zur Proteinmenge von p120
und E-Cadherin ist keine Aussage mdglich, da die Standardabweichung jeweils zu
grol} ist (Abb. 27).
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Abbildung 27: Proteinmengen nach selektivem knockdown von p0071, p120 und NPRAP

MCF-7-Zellen wurden mit Kontroll-si-RNA (A, B, C) p0071-si-RNA (A), p120-si-RNA (B) oder NPRAP-si-RNA (C)
transfiziert. Die Proteinisolation erfolgte 48 Stunden nach Transfektion. Als Primarantikérper wurden
Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen, Anti-p120-Maus, Anti-NPRAP-Maus, Anti-E-Cadherin-Maus, Anti-B-Catenin-
Maus und Anti-Tubulin-Maus verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden HRP-markierte Sekundérantikorper
verwendet. Als interner Standard wurde Tubulin mitgefiihrt. Die Gesamtproteinmenge wurde mit der jeweiligen
Tubulinmenge abgeglichen. Die Gesamtproteinmenge der Kontrolle entspricht 100 %. Die Western-Blot-Membranen
dieser Experimente sind im Anlageteil separat dargestellt.

* entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,005, *** entspricht p < 0,001

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse der Western-Blot-
Analysen die vorangegangenen Ergebnisse grof3tenteils unterstitzen.

Mittels Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass es nach knockdown von p120
zu einem deutlichen Verlust von E-Cadherin, sowohl an Zellkontakten als auch im
Zytoplasma, kam. Mit diesem Experiment konnte der Effekt auf Proteinebene ebenfalls
nachgewiesen werden. Nach Verlust von p120 kam es zur signifikanten Reduktion der
Proteinlevel von E-Cadherin und R-Catenin. Diese Ergebnisse unterstreichen zum
einen den ausgepragten stabilisierenden Effekt von p120 auf E-Cadherin und, durch
die gleichzeitige Reduktion von R-Catenin, zusatzlich auf den gesamten Cadherin-
Catenin-Komplex und damit insgesamt auf die Adherens junctions. Es ist anzunehmen,
dass es nach Verlust von p120 zu einem vermehrten Abbau von E-Cadherin und
[3-Catenin kommt.

Nach knockdown von p0071 und NPRAP konnte in der Immunfluoreszenz gezeigt
werden, dass E-Cadherin an Zellkontakten vermindert vorhanden ist, es aber
gleichzeitig zu einer Verlagerung ins Zytoplasma kommt. Dies ist Hinweis auf eine
Internalisierung von E-Cadherin nach Verlust von p0071 oder NPRAP. Auf

Proteinebene kann nach knockdown von p0071 oder NPRAP keine Aussage Uber den
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Proteinlevel von E-Cadherin getroffen werden, da hier jeweils die Standardabweichung
zu grol3 ist. Es lasst sich aber zeigen, dass durch den Verlust von p0071 der
Proteinlevel von [3-Catenin signifikant reduziert wird, im Vergleich zu p120 aber in
einem geringeren Ausmaf} (Reduktion um ca. 20 % bei Verlust von p0071 vs.
Reduktion um ca. 35% bei Verlust von pl20). Dies lasst zum einen den
stabilisierenden Effekt von p0071 auf den Cadherin-Catenin-Komplex und damit auf
Adherens junctions vermuten und zum anderen wird hier deutlich, dass pl120
wabhrscheinlich den ausgepragteren Effekt auf die E-Cadherinstabilitat aufweist. Nach
Verlust von NPRAP kommt es auf Proteinebene zu keiner Reduktion von 3-Catenin.

In Bezug auf die gegenseitige Beeinflussung der pl120-Catenine untereinander lasst
sich feststellen, dass es in der Immunfluoreszenz zu einer deutlichen Beeinflussung
zwischen p0071 und NPRAP kam. Der Verlust des einen Proteins fiihrte zum Verlust
des anderen Proteins, sowohl an Zellkontakten als auch im Zytoplasma. Dies lasst
vermuten, dass es nach Verlust des einen Proteins zu einem vermehrten Abbau des
anderen Proteins kommt. Auf Proteinebene, im Western Blot, kann dieser Effekt flr
p0071 nach knockdown von NPRAP ebenfalls nachgewiesen werden (Reduktion um
ca. 20 %). Umgekehrt, also in Bezug auf den NPRAP-Proteinlevel nach p0071-
knockdown, kann dies nicht gezeigt werden, da hier die Standardabweichung zu grof3
ist. In der Immunfluoreszenz konnte nach knockdown von p0071 oder NPRAP keine
Veranderung bei pl20 gesehen werden, und nach Verlust von pl20 Kkeine
Veranderung bei p0071 oder NPRAP. Dies unterstitzt die Schlussfolgerung, dass
E-Cadherin Proteinkomplexe einerseits mit p120 und andererseits mit p0071 und
NPRAP bildet. In der Proteinanalyse konnte gezeigt werden, dass es nach knockdown
von p0071 zu keiner Veranderung des p120-Proteinlevels und umgekehrt kommt. Der
p120-Proteinlevel nach knockdown von NPRAP ist bei zu gro3er Standardabweichung
nicht zu beurteilen. Interessant, und den Ergebnissen der Immunfluoreszenz
gegenuberstehend, ist die signifikante Reduktion des NPRAP-Proteinlevels (um ca.
30 %) nach Verlust von p120. Tab. 11 gibt eine schematische Ubersicht uber die

Veré&nderungen der Proteinmengen nach knockdown im Western Blot.

Tabelle 11: Ubersicht tiber die Veranderungen der Proteinmengen im Western Blot nach knockdown von
p0071, p120 und NPRAP

Dargestellt sind die Veranderungen der Proteinmenge nach Transfektion von p0071-, p120- und NPRAP-si-RNA.

Die Verringerung des Proteinlevels der eigenen si-RNA bleibt unbericksichtigt (z. B. p0071-Proteinlevel nach
p0071-si-RNA).

| signifikante Verringerung des Proteinlevels; o keine signifikante Veranderung des Proteinlevels, k. A. keine sichere
Aussage mdoglich

p0071-si-RNA p120-si-RNA NPRAP-si-RNA
p0071-Proteinlevel o] i
p120-Proteinlevel 0 k. A.
NPRAP-Proteinlevel k. A. l
E-Cadherin-Proteinlevel k. A. l k. A.
3-Catenin-Proteinlevel ! l o]
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4.3 P0071 beeinflusst die Zellproliferation/-migration

4.3.1 P0071 beeinflusst E-Cadherin und NPRAP

Um den Einfluss von p0071 auf NPRAP, p120, E-Cadherin und Desmoplakin genauer
zu untersuchen, wurde eine Zelllinie verwendet, die pO071 dauerhaft Uberexprimiert
(MCF-7-OE-p0071). Diese Zelllinie wurde durch Dr. René Keil zu Verfigung gestellt.
Zu deren Etablierung wurden MCF-7-Zellen entweder mit einem Plasmid, das fir
humanes p0071 codiert (p0071-WT-pLVX-puro), oder mit dem entsprechenden
Grundvektor (pLVX-puro) lentiviral transduziert.

Mittels Immunfluoreszenz sollte untersucht werden, wie sich die Uberexpression von
p0071 auf die Lokalisation von NPRAP, p120, E-Cadherin und Desmoplakin an
Zellkontakten auswirkt. Hierfir wurden die entsprechenden Proteine durch
Primarantikbrper  markiert und  anschlieBend durch  fluoreszenzmarkierte
Sekundarantikorper sichtbar gemacht (Cy3 = rot und DL488 = griin). Um Effekte
sichtbar zu machen, die allein auf die Transfektion der Zellen zurlickzufiihren sind,
wurde eine Kontrollzellreihe mitgefuihrt (MCF-7-OE-Kontrolle).

In den vorangegangenen Experimenten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
p0071 mit E-Cadherin Proteinkomplexe bildet und Bestandteil von Adherens junctions
ist. Weiterhin wurde gezeigt, dass p0071 E-Cadherin an der Zellmembran stabilisiert
und sein Verlust zu einer Internalisierung von E-Cadherin fiihrt.

Die hier vorgestellten Experimente zeigen, dass die Uberexpression von p0071 (griin)
einen deutlichen Einfluss auf die Zellmorphologie hat. Die p0071 Uberexprimierenden
Zellen verlieren ihre urspringliche Zellform fast vollstandig und bilden teilweise
Zellauslaufer. In den MCF-7-OE-p0071-Zellen kommt es weiterhin zu einer
Anreicherung von p0071 im Zytoplasma und an Zellkontakten. Die
p0071-Uberexpression beeinflusst die Expression von E-Cadherin und NPRAP (jeweils
rot) deutlich. E-Cadherin ist in MCF-7-OE-p0071-Zellen deutlich vermehrt vorhanden,
sowohl an Zellkontakten als auch im Zytoplasma. Invers dazu verhalt sich die
Expression von NPRAP. Diese zeigte sich deutlich vermindert, sowohl an
Zellkontakten als auch im Zytoplasma. Auf die Expression und Lokalisation von p120
und Desmoplakin (jeweils rot) hatte die Uberexpression von p0071 nur einen geringen
Einfluss. P120 scheint etwas mehr an Zellkontakten lokalisiert zu sein und

Desmoplakin etwas mehr im Zytoplasma (Abb. 28 bis 31).
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Abbildung 28: Reaktion von E-Cadherin auf die Uberexpression von p0071

Die Zellreihen MCF-7-OE-Kontrolle (A) und MCF-7-OE-p0071 (B) wurden durch die Arbeitsgruppe zur Verfliigung
gestellt. Die Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausséen in MeOH bei -20 °C fixiert. Als Primarantikdrper wurden
Anti-E-Cadherin-Kaninchen und Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen verwendet. Fir die Detektion der Proteine
wurden grin (p0071) oder rot (E-Cadherin) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne
erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken entspricht 20 um, in der VergroRerung 10 pm.
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Abbildung 29: Reaktion von Desmoplakin auf die Uberexpression von p0071
Die Zellreihen MCF-7-OE-Kontrolle (C) und MCF-7-OE-p0071 (D) wurden durch die Arbeitsgruppe zur Verfigung
gestellt. Die Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausséen in MeOH bei -20 °C fixiert. Als Primarantikdrper wurden
Anti-Desmoplakin-Kaninchen und Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen verwendet. Fir die Detektion der Proteine
wurden griin (p0071) oder rot (Desmoplakin) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne
erfolgte mit DAPI (blau). Der Balken entspricht 20 um, in der VergroRerung 10 um.
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Abbildung 30: Reaktion von p120 auf die Uberexpression von p0071

Die Zellreihen MCF-7-OE-Kontrolle (E) und MCF-7-OE-p0071 (F) wurden durch die Arbeitsgruppe zur Verfligung
gestellt. Die Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausséen in MeOH bei -20 °C fixiert. Als Primarantikdrper wurden
Anti-p120-Maus und Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen verwendet. Fiir die Detektion der Proteine wurden griin
(p0071) oder rot (p120) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau).
Der Balken entspricht 20 um, in der VergroRerung 10 um.
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Abbildung 31: Reaktion von NPRAP auf die Uberexpression von p0071

Die Zellreihen MCF-7-OE-Kontrolle (G) und MCF-7-OE-p0071 (H) wurden durch die Arbeitsgruppe zur Verfiigung
gestellt. Die Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausséen in MeOH bei -20 °C fixiert. Als Primarantikdrper wurden
Anti-NPRAP-Maus und Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen verwendet. Fur die Detektion der Proteine wurden griin
(p0071) oder rot (E-Cadherin) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Die Anfarbung der Kerne erfolgte mit DAPI
(blau). Der Balken entspricht 20 um, in der Vergroé3erung 10 pm.

4.3.2 P0071 beeinflusst die Expression von NPRAP
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Uberexpression von p0071 auf die
Proteinlevel von p120, NPRAP, E-Cadherin und [3-Catenin hat, erfolgte die Analyse

mittels Western Blot. Hierfiir wurden Zellen mit einer Zelldichte von 3 x 10° Zellen/cm?
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in Well-Platten eingesat. Nach 24 Stunden erfolgten die Proteinisolation, die SDS-
PAGE und der Western Blot. Die Sichtbarmachung der Proteinbanden erfolgte mittels
HRP-konjugierter Sekund&rantikorper. Die absoluten Proteinmengen wurden mittels
mitgefuhrtem Tubulinabgleich korrigiert, um sicherzustellen, dass eine erh6hte oder
verminderte  Proteinmenge nicht durch eine vermehrte oder verminderte
Probenauftragung bedingt ist. Die gezeigten Fehlerbalken repréasentieren die
Standardabweichungen aus mindestens drei unabhéangigen Experimenten. Die Abb. 32
zeigt die Expression von p0071 der Zellreihen MCF-7-OE-Kontrolle und MCF-7-OE-
p0071.
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Abbildung 32: Kontrolle der Uberexpression von p0071 im Western Blot

Die Zellreihen MCF-7-OE-Kontrolle und MCF-7-OE-p0071 wurden durch die Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt.
Die Proteinisolation, die SDS-PAGE und der Western Blot erfolgten 24 Stunden nach dem Aussaen. Als
Priméarantikdrper wurden Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen und Anti-Tubulin-Maus verwendet. Fir die Detektion
der Proteine wurden HRP-markierte Sekundarantikérper verwendet. Die Western-Blot-Membranen dieser
Experimente sind im Anlageteil separat dargestellt. ** entspricht p < 0,005

Nach Uberexpression von p0071 kam es zu einer signifikanten Reduktion von NPRAP
um ca. 25%. Die Level von pl120, E-Cadherin und R-Catenin zeigten keine
signifikanten Veranderungen der Proteinlevel (Abb. 33).
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Abbildung 33: Proteinmengen nach Uberexpression von p0071

Proteinmengen von p120, NPRAP, E-Cadherin und R-Catenin in der Zelllinie MCF-7-OE-p0071. Die Proteinisolation,
die SDS-PAGE und der Western Blot erfolgten 24 Stunden nach der Einsaat. Als Priméarantikérper wurden Anti-
p0071-Tail#10-Meerschweinchen, Anti-p120-Maus, Anti-NPRAP-Maus, Anti-E-Cadherin-Maus, Anti-R-Catenin-Maus
und Anti-Tubulin-Maus verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden HRP-konjugierte Sekundéarantikdrper
verwendet. Als interner Standard wurde a-Tubulin mitgefuhrt. Die Proteinmengen wurden mit der jeweiligen
Tubulinmenge abgeglichen. Die Proteinmenge der Zelllinie MCF-7-OE-Kontrolle entspricht 100 %. Die Western-Blot-
Membranen dieser Experimente sind im Anlageteil separat dargestellt. *** entspricht p < 0,001
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Uberexpression von p0071
einen deutlichen Einfluss auf E-Cadherin und NPRAP ausibt. In der
Immunfluoreszenz, nach p0071-Uberexpression, zeigte sich eine Zunahme von
E-Cadherin an Zellkontakten und im Zytoplasma. Eine Zunahme der Proteinmenge
konnte mit den Western-Blot-Analysen allerdings nicht nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis unterstitzt die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente und zeigt
deutlich den stabilisierenden Effekt von p0071 auf E-Cadherin. In der
Immunfluoreszenz zeigte sich weiterhin eine Reduktion von NPRAP an Zellkontakten
und im Zytoplasma nach Uberexpression von p0071. Diese Reduktion konnte auch im
Proteinlevel von NPRAP nachgewiesen werden.

Mit den vorangegangenen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass sich
NPRAP und p0071 mdglicherweise gegenseitig beeinflussen. Nach Verlust des einen
Proteins kam es gleichzeitig zum Verlust des anderen Proteins. Nach Uberexpression
von p0071 kam es aber nicht zu einer Uberexpression von NPRAP (wie durch die
Ergebnisse der vorherigen Experimente vielleicht zu erwarten gewesen ware), sondern
zu einem Verlust von NPRAP. Dies lasst vermuten, dass sich die beiden Proteine
moglicherweise Uber ein bestimmtes nummerisches Verhdltnis zueinander regulieren
und eine grobe Abweichung davon in einem Verlust des anderen Proteins resultiert. In
der Immunfluoreszenz und in den Western-Blot-Analysen zeigten sich keine

wesentlichen Veranderungen fur p120, Desmoplakin und R-Catenin.

4.3.3 P0071 beeinflusst die Zellproliferation/-migration

Mit dem folgenden Experiment sollten die Zellmigration und -proliferation nach
Uberexpression von p0071 untersucht werden.

Hierfir wurde der \Wundheilungs-Assay‘ durchgefiihrt. Dabei wurde zunachst ein
zweikammeriger Silikonrahmen in ein Well eingesetzt, anschlieRend wurden die beiden
Kammern mit einer definierten Zellsuspension gefillt. 24 Stunden nach dem Einsden
hatten die Zellen einen konfluenten Zellrasen gebildet und der Silikonrahmen wurde
aus dem Well genommen. Zwischen den beiden Zellrasen blieb ein zellfreier Streifen
bestehen, in welchen die Zellen anschlie3end ,einwanderten‘. Die Dokumentation der
Wundheilung‘ erfolgte stiindlich durch Live-Cell-imaging. Der Beobachtungszeitraum
betrug insgesamt 24 Stunden. Die Zellreihen MCF-7-OE-Kontrolle und MCF-7-OE-
p0071 wurden miteinander verglichen.

Nach Ablauf von 24 Stunden waren bei der Zellreihe MCF-7-OE-Kontrolle circa 70 %
der Offnungsflache verschlossen, wahrend dies bei der Zellreihe MCF-7-OE-p0071 auf
circa 95 % der Offnungsflache zutraf (Abb. 34). Dies lasst vermuten, dass p0071 die
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Zellproliferation und/oder -migration fordert. Ob dieser Effekt vor allem aufgrund
verstarkter Migration oder Proliferation zustande kommt, lasst sich aus diesem
Experiment nicht ableiten.
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Abbildung 34: Zellproliferation und -migration nach Uberexpression von p0071 im ,Wundheilungs-Assay*

Fir den .Wundheilungs-Assay' wurden Zellen der Zellinie MCF-7-OE-Kontrolle und MCF-7-OE-p0071 in je zwei
Kavitaten eines Silikonrahmens eingesat. Nach 24 Stunden Inkubation wurde der Silikonrahmen entfernt, sodass
zwischen beiden Zellrasen ein zellfreier Raum bestand. Die Proliferation und Migration der Zellen in diesen Raum
wurden mittels Live-Cell-Imaging stiindlich beobachtet und dokumentiert.

Im Diagramm ist auf der Ordinate die Offnungsflache des Bereichs zwischen den beiden Zellrasen dargestellt, auf der
Abszisse der Zeitverlauf in Stunden. Die Geschwindigkeit des Verschlusses der Offnungsfliche wurde fur die
MCF-7-OE-Kontrolle (blau) und fir MCF-7-OE-p0071 (rot) durchgefiihrt.

* entspricht p < 0,05 (gilt nur fiir die Werte nach 24 Stunden)

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass alle untersuchten pl120-Catenine mit
E-Cadherin Proteinkomplexe bilden und Bestandteile von Adherens junctions sind.
E-Cadherin und die p120-Catenine bilden verschiedene Cadherin-Catenin-Komplexe,
die gleichzeitig in Adherens junctions vorkommen und vermutlich rdumlich nicht
voneinander getrennt sind. Die Experimente mit knockdown legen nicht redundante
Funktionen der pl120-Catenine nahe, da beispielsweise der Verlust von E-Cadherin
nach knockdown von pl120 durch die anderen pl120-Catenine nicht vollstédndig
kompensiert werden kann, obwohl alle p120-Catenine stabilisierend auf E-Cadherin
wirken. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass sich pl20-Catenine gegenseitig
beeinflussen. Hier sind vor allem die Wechselwirkung und méglicherweise die eigene
Proteinkomplexbildung von p0071 und NPRAP zu nennen. Zusétzlich fordert p0071 die
Zellproliferation und/oder -migration.
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5 DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunéchst die Lokalisationen und Co-Lokalisationen
von E-Cadherin, Desmoplakin und der pl120-Catenine p120, p0071 und NPRAP in
nativen MCF-7-Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die pl20-Catenine
Bestandteile von Adherens junctions sind. Weiterhin sollte mit
Immunprézipitationsuntersuchungen gezeigt werden, welche Proteinkomplexe,
bestehend aus E-Cadherin und den p120-Cateninen, existieren. Es konnte gezeigt
werden, dass E-Cadherin mit allen p120-Catenine Proteinkomplexe bildet, sich diese
Proteinkomplexe aber unterschiedlich zusammensetzen. Durch knockdown einzelner
p120-Catenine konnte gezeigt werden, dass diese nicht redundante Funktionen
aufweisen und sich gegenseitig beeinflussen. Um die Funktionen von p0071 weiter zu
untersuchen, erfolgte die Herstellung einer Zelllinie, die p0071 dauerhaft
uberexprimierte. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von p0071
E-Cadherin an der Zellmembran stabilisiert und zu einem Verlust von NPRAP flhrt.
Weiterhin wurde gezeigt, dass es nach p0071-Uberexpression zu einer Zunahme der

Zellproliferation und -migration kam.

5.1 P120-Catenine interagieren mit E-Cadherin und bilden
Proteinkomplexe

Die Familie der Armadillo-Proteine unterteilt sich in mehrere Subgruppen, u. a. die
p120-Catenine, die klassischen Catenine und die Plakophiline. Zur Gruppe der
pl120-Catenine gehdren u.a. pl120, p0071 und NPRAP. Die Mitglieder der
Armadillo-Proteine besitzen jeweils eine Armadillo-Domane (Abb. 5). Uber diese
Armadillo-Doméne erfolgt die Bindung der p120-Catenine an die JMD der klassischen
Cadherine, wie z. B. E-Cadherin, und damit  die Bildung des
Cadherin-Catenin-Komplexes (Yap et al., 1998; Hatzfeld et al., 2003; Choi und Weis,
2005) .

In den Lokalisationsuntersuchungen mittels Immunfluoreszenz konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass es zwischen den untersuchten p120-Cateninen und E-Cadherin
zur deutlichen Co-Lokalisation an Zellkontakten kommt. Am starksten ausgepragt war
diese Co-Lokalisation zwischen E-Cadherin und p120 sowie E-Cadherin und NPRAP.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass E-Cadherin — in geringer Menge — auch jeweils
ohne pl20 oder NPRAP an der Zellmembran lokalisiert. An diesen ,freien
E-Cadherinen® bindet dann (vermutlich) ein anderes p120-Catenin, z. B. p0071. Die
Co-Lokalisation zwischen E-Cadherin und p0071 war ebenfalls ausgepragt, aber
schwacher als zwischen E-Cadherin und p120 oder NPRAP. Es zeigten sich deutliche

Bereiche mit p0071 ohne E-Cadherin, was vermuten lasst, dass p0071 dort an ein
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anderes Cadherin, z. B. P-Cadherin (das auch in MCF-7-Zellen exprimiert wird) bindet
(Abb. 7). In weiteren Untersuchungen ware daher zu klaren, mit welchen weiteren
Cadherinen p0071 Bindungen eingehen kann und ob die pl20-Catenine
unterschiedliche Affinitaten zu verschiedenen Cadherinen haben.

Weiterhin ist in der Literatur beschrieben, dass p0071 und p120 mdglicherweise an der
Regulation von Desmosomen beteiligt sind. Hatzfeld et al. (2003) konnten zeigen, dass
die Kopf- und Schwanzdoméane von p0071 mit Desmosomen interagiert. Weiterhin
konnte p120 als Bindungspartner von Desmoglein identifiziert werden (Kanno et al.,
2008a; Kanno et al., 2008b). Fir NPRAP ist eine Interaktion mit desmosomalen
Cadherinen aktuell nicht beschrieben. In den Lokalisationsuntersuchungen dieser
Arbeit konnte eine Co-Lokalisation zwischen den untersuchten pl120-Cateninen und
Desmoplakin festgestellt werden. Die Co-Lokalisationen waren unterschiedlich stark
ausgepragt. Am deutlichsten zeigten sie sich zwischen p120 und Desmoplakin; in
geringerem Mal3, aber ebenfalls vorhanden, zwischen p0071 und Desmoplakin und
NPRAP und Desmoplakin (Abb. 9). Da sowohl p0071 als auch p120 als desmosomale
Interaktionspartner beschrieben worden sind und gerade p0071 und NPRAP strukturell
sehr ahnlich sind, liegt der Verdacht nahe, dass auch NPRAP als desmosomaler
Interaktionspartner infrage kommt. Letztlich ist die Auflosung der Immunfluoreszenz
aber zu gering, um allein aufgrund dieser Untersuchung darauf schlielen zu lassen,
dass die p120-Catenine Bestandteile von Desmosomen sind.

Im Folgenden wurde die Co-Lokalisation zwischen den p120-Cateninen untereinander
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass alle Interaktionspartner miteinander
co-lokalisieren. Die Co-Lokalisation zwischen p0071 und NPRAP sowie zwischen
p0071 und pl20 war starker ausgepragt als zwischen NPRAP und p120. In der
Farbung mit p120 und NPRAP zeigten sich Bereiche, in denen jeweils p120 und auch
NPRAP alleine dargestellt werden konnten. In den Farbungen mit p0071 und entweder
NPRAP oder p120 konnte jeweils nur p0071 einzeln dargestellt werden, nicht aber
NPRAP oder p120 (Abb. 8). Dies ist ein Hinweis darauf, dass p0071 nicht nur an die
klassischen Cadherine wie z. B. E-Cadherin bindet, sondern maglicherweise zusatzlich
an NPRAP oder p120 und mit diesen Proteinen eigene Komplexe bildet.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Adherens junctions aus
unterschiedlichen Cadherin-Catenin-Komplexen aufgebaut sind, die wahrscheinlich
voneinander nicht raumlich getrennt sind. Ob und wie sich die membranéren Bereiche
mit den unterschiedlichen Cadherin-Catenin-Komplexen unterscheiden, ist aktuell
unklar.

Bei den Experimenten der Immunfluoreszenz ist es wichtig, zu bedenken, dass die

Detektion des zu untersuchenden Proteins durch Markierung mittels Primarantikdrper
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erfolgt. An diesen bindet im Anschluss ein fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper.
Damit entsteht ein Protein-Antikbrper-Komplex. Die Tatsache, dass dieser Komplex
eine gewisse GroRe aufweist, ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu
berticksichtigen. Theoretisch ist es mdglich, dass ein gemischtes Fluoreszenzsignal
entsteht, obwohl die beiden Proteine nicht direkt miteinander interagieren (Abb. 35).

IR —r

Abbildung 35: Methodisches Prinzip und Mdéglichkeit der Fehlinterpretation der Immunfluoreszenz

Linkes Bild: Protein 1 (blau) und Protein 2 (orange) stehen miteinander in Verbindung. Die Bindung der Antikdrper
erfolgte so, dass ein gemeinsames, gelbes Fluoreszenzsignal entsteht, das eine rdumliche Nahe der Proteine
anzeigt.

Rechtes Bild: Protein 1 (blau) und Protein 2 (orange) stehen nicht miteinander in Verbindung. Die Bindung der
Antikorper erfolgte so, dass ein gemeinsames, gelbes Fluoreszenzsignal entsteht. Hier ist die Fehlinterpretation
mdglich, dass die Proteine miteinander co-lokalisieren.

Grun: Priméarantikérper; dunkelblau: rot oder griin markierter Sekundarantikdrper

Aufgrund der Ergebnisse der Immunfluoreszenz kann damit kein Rickschluss darauf
gezogen werden, ob die co-lokalisierenden Proteine auch in einem gemeinsamen
Proteinkomplex vorhanden sind. Um diese Fragestellung weiter zu untersuchen,
erfolgten Experimente mittels Immunprazipitation. Hierfir erfolgte die Bindung eines
Antikorpers an das zu untersuchende Protein. In weiteren Schritten erfolgte die
Identifikation der Proteine, die mit dem zu untersuchenden Protein assoziieren. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass in der Immunprazipitation von E-Cadherin p0071, p120,
NPRAP und R-Catenin ebenfalls préazipitierbar waren (Abb. 10). In der
Immunprézipitation von p0071 waren E-Cadherin, 3-Catenin und NPRAP prazipitierbar
(Abb. 11), in der pl120-Immunprazipitation hingegen nur E-Cadherin und (3-Catenin
(Abb. 12). Diese Untersuchungen zeigen, dass E-Cadherin jeweils mit p0071, p120
und NPRAP Proteinkomplexe bildet. Interessant ist hier die Tatsache, dass es in der
Immunprazipitation von p0071 moglich war, gleichzeitig NPRAP zu prazipitieren, nicht
aber p120. Dies ist ein Hinweis darauf, dass verschiedene Proteinkomplexe in der
Zelle nebeneinander existieren koénnten: ein Proteinkomplex bestehend aus
E-Cadherin, p120 und R-Catenin und ein Proteinkomplex bestehend aus E-Cadherin,
p0071, NPRAP und R-Catenin (Abb. 13). Weiterhin ist ein einzelner Proteinkomplex
bestehend aus p0071 und NPRAP denkbar. Untersuchungen von Deguchi et al. (2000)
konnten zeigen, dass ein Protein namens PAPIN mit seiner zweiten der sechs
PDZ-Domanen jeweils p0071 und NPRAP binden kann. Ob PAPIN p0071 und NPRAP
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gleichzeitig binden kann und damit als Linker zwischen beiden Proteinen fungiert,
konnte nicht abschliel3end geklart werden. Bei der Immunprézipitation von p120 gelang
es nicht, zusatzlich p0071 oder NPRAP zu prazipitieren (Abb. 12). Wenn PAPIN als
Linker zwischen p0071 und NPRAP infrage kommt und die Verbindung tber die PDZ-
Domane erfolgen wurde, konnte auch erklart werden, warum p120 nicht durch p0071
gebunden wird, da p120 keine PDZ-Bindedomé&ne besitzt.

Bei den Untersuchungen der Immunpréazipitation ist es wichtig, zu bedenken, dass vor
der Bindung des Antikoérpers an das zu untersuchende Protein ein Zelllysat hergestellt
wurde. Bei der Co-Prazipitation verschiedener Proteine kann also darauf geschlossen
werden, dass diese Proteine einen gemeinsamen Proteinkomplex bilden. Ob dieser
Proteinkomplex in vivo bereits existierte oder erst nach Zelllyse entstanden ist, bleibt
dabei jedoch unklar. Aus diesem Grund wére es interessant, die Proteine des in vivo
bestehenden Proteinkomplexes vor der Zelllyse miteinander zu verbinden, z. B. durch
Crosslinking, und diese Proteinkomplexe anschlieRend zu untersuchen.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass E-Cadherin mit den p120-Cateninen
p120, p0071 und NPRAP unterschiedliche Proteinkomplexe bildet und die
p120-Catenine Bestandteile von Adherens junctions sind. Diese unterschiedlichen
Cadherin-Catenin-Komplexe lokalisieren — wahrscheinlich — nicht raumlich getrennt
voneinander an der Zellmembran. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass p0071 und
NPRAP einen eigenen Proteinkomplex bilden konnten, und zwar unabh&ngig von
E-Cadherin. Die Untersuchungen von Deguchi et al. (2000) konnten zeigen, dass es
zwischen p0071 und NPRAP ein Linkerprotein namens PAPIN geben konnte.

5.2 P120-Catenine beeinflussen sich gegenseitig und
E-Cadherin

Um mehr Uber die Interaktionen und Funktionen der pl120-Catenine zu erfahren,
erfolgten Untersuchungen mit vorangegangenem knockdown einzelner p120-Catenine.
Hierfir wurden die Zellen mittels si-RNA, spezifisch fur p0071, p120 oder NPRAP,
transfiziert. Fir die Transfektion wurden Nukleinsauren in Liposomen eingebracht.
Diese Liposomen fusionierten mit der Zellmembran und brachten die si-RNA in die
Zellen ein. Si-RNA Molekile codieren fur kein Protein. Sie binden in der Zelle an
komplementare mRNA. Uber die Vermittlung des Enzymkomplexes RISC (RNA
induced silencing complex) kommt es zur Spaltung der mRNA und damit zur
Zerstoérung der Information. Mit dieser Methode kann die Synthese eines Proteins in
der Zelle gehemmt werden und damit die Funktion und die Einflussnahme auf andere
Proteine  untersucht werden. Um  Beeinflussungen allein durch den
Transfektionsvorgang sichtbar zu machen, wurden ebenfalls Zellen mit Kontroll-si-RNA

transfiziert. Zum einen erfolgten Untersuchungen mittels Immunfluoreszenz, um die
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Einflussnahme des knockdown auf die Proteinlokalisation im Bereich der Zellkontakte
zu untersuchen, zum anderen erfolgte die Bestimmung der Proteinmenge nach
knockdown mittels Western Blot.

Der stabilisierende Effekt von p120 auf E-Cadherin wurde bereits hinreichend
untersucht und beschrieben (Peifer und Yap, 2003; Reynolds und Carnahan, 2004;
Reynolds und Roczniak-Ferguson, 2004; Xiao et al., 2007). P120 bindet mit seiner
Armadillo-Doméane an die JMD von E-Cadherin. P120-Catenine, E-Cadherin, 3-Catenin
und a-Catenin bilden gemeinsam den Adherens junctions complex (Reynolds et al.,
1994; Yap et al.,, 1998). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Reduktion von
p120 gleichzeitig zu einer Reduktion der klassischen Cadherine, sowie von R-Catenin
und a-Catenin fuhrt (Davis et al., 2003). Die Arbeitsgruppe um Yuan et al. (2015)
konnte auRerdem zeigen, dass es nach Verlust von NPRAP zu einem Verlust von
N-Cadherin und damit zur gestdrten Architekturbildung in neuronalem Gewebe kommt.
Insgesamt gibt es viele Hinweise darauf, dass alle p120-Catenine einen (mehr oder
weniger starken) stabilisierenden Effekt auf E-Cadherin ausiiben (Calkins et al., 2003;
Hatzfeld et al., 2003; Setzer et al., 2004).

Die Experimente dieser Arbeit zeigten, dass es nach knockdown von p120 in der
Immunfluoreszenz zu einer deutlichen Reduktion von E-Cadherin an Zellkontakten —
ohne Akkumulation im Zytoplasma — kommt (Abb. 18). Mittels Western Blot konnte
eine signifikante Reduktion der E-Cadherin- und 3-Catenin-Proteinlevel gezeigt werden
(Abb. 27). Die deutliche Reduktion von E-Cadherin nach knockdown von p120 kann
damit erklart werden, dass es nach Verlust von p120 zu einer vermehrten Endozytose
von E-Cadherin mit anschlieRender Degradierung kommt. Nach knockdown von p0071
und NPRAP kam es in der Immunfluoreszenz zu einer Verlagerung von E-Cadherin in
das Zytoplasma, eine eindeutige Reduktion von E-Cadherin konnte jedoch nicht
festgestellt werden (Abb. 14 und 22). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Reduktion
von p0071 und NPRAP nur eine Internalisierung (ohne Abbau) und damit Verlagerung
in das Zytoplasma von E-Cadherin bewirkt. In den Western-Blot-Analysen kann
aufgrund der groRRen Standardabweichung keine Aussage uber den E-Cadherin-
Proteinlevel getroffen werden. Nach knockdown von p0071 kommt es allerdings zu
einer signifikanten Reduktion des R-Catenin-Proteinlevels (Abb. 27). Dies ist ein
Hinweis darauf, dass auch p0071 einen deutlichen Einfluss auf die Stabilitdt des
Adherens junctions complex hat. Nach NPRAP-knockdown zeigte sich der Proteinlevel
von R-Catenin unverandert (Standardabweichung klein), als Hinweis darauf, dass
NPRAP einen weniger starken Einfluss auf die Stabilisierung des

Cadherin-Catenin-Komplexes ausibt (Abb. 27).

53



Uber das Zusammenspiel von p120 und NPRAP wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Zum einen konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von NPRAP in
Tumorzellen mit einem geringeren Differenzierungsgrad und schlechterem Outcome
assoziiert ist (Fang et al., 2012; Zhang et al., 2013). Dies ist ein Hinweis auf einen
destabilisierenden Effekt von NPRAP auf Adherens junctions. Yang et al. (2010)
konnten zeigen, dass die Uberexpression von NPRAP zu einem reduzierten Level von
p120 fuhrt. Es wird eine kompetitive Bindung an E-Cadherin vermutet, die dazu fuhrt,
dass die erfolgreiche Bindung des einen Proteins an E-Cadherin zu einer
Destabilisierung des jeweils anderen Proteins fiihrt. Die Arbeitsgruppe um Zhang et al.
(2010) konnte in zwei Lungenkrebszelllinien eine nicht kompetitive Bindung zwischen
NPRAP und p120 an E-Cadherin im Zytoplasma zeigen. Auch hier war die
Uberexpression von NPRAP mit einem schlechteren Tumorstadium und Outcome fiir
den Patienten vergesellschaftet. Andererseits gelang es Davis etal. (2003),
nachzuweisen, dass NPRAP und ARVCF in Zellen mit p120-knockdown in der Lage
sind, die Cadherin-basierten Zellverbindungen wiederherzustellen. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass nach pl120-knockdown NPRAP an Zellkontakten
unverandert vorhanden ist (Abb. 19). Im Western Blot konnte allerdings eine
signifikante Reduktion des NPRAP-Proteinlevels nachgewiesen werden (Abb. 27).
Nach knockdown von NPRAP zeigte sich auch p120 an Zellkontakten unverandert
(Abb. 24). Zum p120-Proteinlevel im Western Blot kann aufgrund einer zu grof3en
Standardabweichung keine sichere Aussage getroffen werden. Aufgrund der
Inkonsistenz der Ergebnisse und der Unklarheit Gber das Zusammenspiel der beiden
Proteine, sollten hierzu in Zunkunft weitere Experimente erfolgen.

Uber die Interaktion zwischen p0071 und NPRAP sowie p0071 und p120 ist aktuell
wenig bekannt. Mittels Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass es nach
knockdown von p120 zu keiner Beeinflussung von p0071 kommt (Abb. 20). Umgekehrt
blieb nach p0071-knockdown pl120 ebenfalls unverdndert an der Zellmembran
vorhanden (Abb. 16). Diese Ergebnisse konnten mittels Western-Blot-Analysen
bestatigt werden (Abb. 27). Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass sich p0071
und p120 nicht gegenseitig beeinflussen.

Nach knockdown von p0071 konnte eine Reduktion von NPRAP in der
Immunfluoreszenz gezeigt werden (Abb. 15). Ebenfalls kam es nach knockdown von
NPRAP zu einer Reduktion von p0071 (Abb. 23). Auf der Ebene der Proteinlevel
konnte nach NPRAP-knockdown eine signifikante Reduktion von p0071 gezeigt
werden (Abb. 27). Nach p0071-knockdown kann Uber das Proteinlevel von NPRAP

keine Aussage getroffen werden, da die Standardabweichung zu grof3 ist. Aufgrund
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dieser Experimente kann geschlussfolgert werden, dass sich p0071 und NPRAP
moglicherweise gegenseitig stabilisieren oder regulieren.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alle untersuchten p120-Catenine
einen Einfluss auf E-Cadherin und damit auf Adherens junctions haben. Alle
p120-Catenine stabilisieren E-Cadherin an der Zellmembran, wéhrend p120 den
starksten Einfluss zu haben scheint. Ein Verlust von p120 resultiert in einer
Internalisierung und Degradierung von E-Cadherin. Ein Verlust von p0071 oder
NPRAP resultiert in einer Internalisierung von E-Cadherin, aber nicht in einer
Degradierung. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die p120-Catenine unterschiedliche
Funktionen ausiben, die nicht vollstandig durch die anderen Proteine ersetzt werden
kénnen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich die p120-Catenine gegenseitig
beeinflussen. Hier ist vor allem das Zusammenspiel zwischen p0071 und NPRAP zu
nennen. Der Verlust des einen Proteins fuhrt - moglicherweise - zu einem Verlust des

anderen Proteins.

5.3 P0071 beeinflusst E-Cadherin und NPRAP

Um die Funktionen von p0071 weiter zu untersuchen, erfolgten Experimente mit einer
Zelllinie, die p0071 dauerhaft Uberexprimierte. Diese Zelllinie wurde durch Dr. René
Keil zu Verfigung gestellt. Zu deren Etablierung wurden MCF-7-Zellen entweder mit
einem Plasmid, das fir humanes p0071 codiert (p0071-WT-pLVX-puro), oder dem
entsprechenden Grundvektor (pLVX-puro) lentiviral transduziert. Anschlieend
erfolgten Fluoreszenzuntersuchungen, um den Einfluss einer p0071-Uberexpression
auf p120, NPRAP, E-Cadherin und Desmoplakin darzustellen. Weiterhin wurden die
Proteinlevel von p120, NPRAP, E-Cadherin und R-Catenin in Western-Blot-Analysen
untersucht.

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass p0071, p120 und NPRAP
Bestandteile von Adherens junctions sind und E-Cadherin an der Zellmembran
stabilisieren. Hatzfeld (2003) konnte zeigen, dass die transiente Uberexpression von
p0071 E-Cadherin an die Zellmembran rekrutiert und stabilisiert. PO071 ist weiterhin an
vielfaltigen Funktionen im Zellkern und Zytoplasma beteiligt. Es (bt wesentliche
Funktionen in der Koordination der Zellteilung aus. Uber direkte Interaktion mit RhoA
ist p0071 fiur die Ausbildung eines kontraktilen Ringes verantwortlich. Die
Uberexpression von p0071 beeintrachtigt die Zellteilung mafRgeblich (Elia et al., 2006;
Wolf et al., 2006; Keil et al., 2007).

In diesen Experimenten zeigte sich nach Uberexpression von p0071 eine deutliche
Veranderung der Zellmorphologie. P0071-Uberexprimierende Zellen haben ihre

normale Form verloren und fingerformige Zellauslaufer gebildet. Weiterhin konnte eine
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Anreicherung von E-Cadherin, sowohl an Zellkontakten als auch im Zytoplasma
(Abb. 28), festgestellt werden. Der Proteinlevel von E-Cadherin im Western Blot blieb
allerdings unbeeinflusst (Abb. 33). Dieses Ergebnis unterstreicht den stabilisierenden
Effekt von p0071 auf E-Cadherin und damit auf Adherens junctions. Die Tatsache des
unbeeinflussten Proteinlevels von E-Cadherin im Western Blot kdnnte mit einer
geringen Transduktionseffizienz innerhalb der Zelllinie erklart werden. Die Zellen, die
p0071 Uberexprimierten, wurden in der Immunfluoreszenz durch ein sehr helles
Fluoreszenzsignal erkannt und gezielt aufgesucht. Wenn aber innerhalb der Zelllinie zu
wenige Zellen p0071 Uberexprimieren, kann im Western Blot mdglicherweise keine
Anderung der Proteinmenge von E-Cadherin gezeigt werden.

Uber die Interaktion zwischen p0071 und NPRAP wird in der Literatur aktuell wenig
geschrieben. In diesen Experimenten wurde gezeigt, dass es nach Uberexpression von
p0071 zu einer Reduktion von NPRAP in der Immunfluoreszenz, sowohl an der
Zellmembran als auch im Zytoplasma, kommt (Abb. 31). Weiterhin konnte eine
signifikante Reduktion des NPRAP-Proteinlevels nach p0071-Uberexpression im
Western Blot gezeigt werden (Abb. 33). Mit den vorangegangenen Experimenten
wurde gezeigt, dass sich NPRAP und p0071 gegenseitig beeinflussen kénnten. Nach
Verlust des einen Proteins, kam es gleichzeitig zum Verlust des anderen Proteins.
Nach Uberexpression von p0071 kam es aber nicht zu einer Uberexpression von
NPRAP (wie durch die Ergebnisse der vorherigen Experimente vielleicht zu vermuten
gewesen ware), sondern ebenfalls zu einem Verlust von NPRAP. Dies lasst vermuten,
dass sich die beiden Proteine mdglicherweise Uber ein bestimmtes nummerisches
Verhaltnis zueinander regulieren und eine grobe Abweichung davon in einem Verlust
des anderen Proteins resultiert.

Die Uberexpression von p0071 hatte nur wenig Einfluss auf p120. Diese zeigte sich an
Zellkontakten allenfalls als geringgradig erhéht (Abb. 30). Der Proteinlevel im Western
Blot blieb unbeeinflusst. Des Weiteren ist bekannt, dass p0071 und p120 auch an der
Regulation von Desmosomen beteiligt sind (Hatzfeld et al., 2003; Kanno et al., 2008a,;
Kanno et al., 2008b). Nach Uberexpression von p0071 konnte kein ausgepragter Effekt
auf Desmoplakin in der Immunfluoreszenz gesehen werden. Es kam lediglich zu einer
leichten Anreicherung von Desmoplakin im Zytoplasma (Abb. 29).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Uberexpression von p0071 zu
einer deutlichen Beeinflussung der Zellmorphologie fuhrt. Weiterhin stabilisiert es
E-Cadherin an der Zellmembran. Nach Uberexpression von p0071 konnte eine
deutliche Reduktion von NPRAP an Zellkontakten und im Zytoplasma festgestellt

werden, was zeigt, dass sich p0071 und NPRAP mobglicherweise gegenseitig
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regulieren. Wie genau diese Regulation funktioniert, ist aktuell unklar. P0OO071-
Uberexpression hat keinen Einfluss auf Desmosomen und auf p120.

5.4 P0071 beeinflusst die Zellproliferation/-migration

Um die Funktionen von p0071 auf Zellmigration und -proliferation zu untersuchen,
erfolgten Experimente mittels Wundheilungs-Assay‘. Hierbei wurde ein zweifenstriger
Silikonrahmen in ein Well eingelegt. In beide Fenster wurde eine Zellsuspension
gleicher Konzentration gegeben. Nach 24 Stunden Inkubation (konfluenter Zellrasen in
beiden Fenstern vorhanden) erfolgte die Entfernung des Silikonrahmens, sodass
zwischen beiden Zellrasen ein zellfreier Raum sichtbar war. Die Bewegung der Zellen
in diesen Raum wurde stindlich mittels Live-Cell-lmaging dokumentiert. Der
Beobachtungszeitraum betrug insgesamt 24 Stunden.

Es ist bereits bekannt, dass Proteine der p120-Catenine Rho-GTPasen regulieren und
damit in Prozesse wie Zelladhasion, -migration, epithelial-mesenchymale Transition
und Zellteilung eingebunden sind (Anastasiadis und Reynolds, 2001; Grosheva et al.,
2001; Perez-Moreno et al., 2006; Wildenberg et al., 2006). Weiterhin konnte fir p0071
eine Modulation des Aktinzytoskeletts Uber Rho-GTPasen gezeigt werden
(Elia et al., 2006; Wolf et al., 2006). Allein fir p0071 konnten 22 Bindungspartner
identifiziert werden, die an der Zytoskelettorganisation beteiligt sind (Keil et al., 2013).
Es konnte gezeigt werden, dass die Zellreihe MCF-7-OE-p0071 den zellfreien Raum im
Vergleich zur Kontrolle (MCF-7-OE-Kontrolle) nach 24 Stunden schneller verschlossen
hat (Abb. 34). Dies legt den Verdacht nahe, dass die Uberexpression von p0071 zu
einer Zunahme der Proliferations- und/oder Migrationsfahigkeit von Zellen fiihrt. Setzer
et al. (2004) konnten in einem ahnlichen Experiment zeigen, dass sich die
Wundheilung einer In-vitro-Wunde nach p0071-Uberexpression langsamer vollzog als
ohne Uberexpression von p0071. Dies deutet auf eine Hemmung der Proliferation und
Migration durch Uberexpression von p0071 hin. Fiir die Uberexpression von p120 und
Plakophilin 1 konnte keine Veréanderung der Wundheilung beobachtet werden. Bei dem
Vergleich beider Experimente muss beachtet werden, dass diese mit unterschiedlichen
Zelllinien (A431-Zellen vs. MCF-7-Zellen) und veranderter Durchfiihrung stattgefunden
haben. Setzer et al. (2004) fuigten dem Zellrasen eine ,natirliche Wunde* durch einen
Kratzer zu. Der zellfreie Raum, der bei den Experimenten dieser Arbeit genutzt wurde,
wurde von Beginn an freigehalten und nicht nachtraglich in einen intakten Zellverband
eingebracht. Eine Wunde, die einem intakten Zellverband zugefuhrt wird, setzt
maoglicherweise Mediatoren frei, welche das Verhalten der Zellen zusatzlich

beeinflussen und somit zu einem anderen Testergebnis fihren.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Experimente dieser Arbeit
zeigen, dass p0071 zum einen E-Cadherin an der Zellmembran stabilisiert und zum
anderen die Zellproliferation und/oder -migration foérdern kann.

5.5 Klinische Bedeutung und Perspektiven

Maligne Tumoren gehdéren zu den haufigsten Erkrankungen in der heutigen
Gesellschaft. Bis heute ist es noch nicht mdglich, alle malignen Tumoren so zu
therapieren, dass der Patient nach Abschluss der Behandlung wieder vollstandig
geheilt ist. Bei der Entstehung von malignen Tumoren und vor allem deren
Metastasierung spielen Zellkontakte eine wesentliche Rolle. Eine Zelle kann sich nur
dann aus dem Zellverband l6sen und an eine andere Stelle des Koérpers gelangen
(Metastase), wenn es ihr moglich ist, Zellkontakte aufzulésen. Das Verstandnis dieser
Mechanismen ist daher wichtig, um eine Metastasierung (in Zukunft) beeinflussen zu
kénnen.

Die Interaktion der p120-Catenine in Adherens junctions und Desmosomen spielt
hierbei eine wichtige Rolle. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, stabilisieren p0071,
p120 und NPRAP E-Cadherin an der Zellmembran und wirken damit — méglicherweise
— stabilisierend auf einen Zellverband und damit einer eventuellen Metastasierung
entgegen. Andererseits sind die Proteine der p120-Catenin-Familie multifunktional und
haben vielfaltige Funktionen im Zytoplasma, Zellkern und Zytoskelett einer Zelle. Daher
verwundert es nicht, dass einzelne Untersuchungsergebnisse der theoretischen
Betrachtung eines Sachverhaltes kontrar gegentberstehen kénnen.

Fur die Zukunft ist es daher wichtig, mehr Uber die einzelnen Funktionen der
pl20-Catenine, deren Zusammenspiel und gegenseitiger Beeinflussung zu erfahren,
um im nachsten Schritt ein Verstandnis fir die Mechanismen in malignen Tumoren zu
entwickeln. Fur alle Patienten mit einer Krebserkrankung ist es wiinschenswert, dass
diese Mechanismen gut verstanden werden, um anschlieend eine medikamentdse
Beeinflussung moglich zu machen. Daher ist es wichtig, durch weitere Untersuchungen
mehr Uber die p120-Catenine, Adherens junctions und Desmosomen zu erfahren. Um
Langzeiteffekte der pl120-Catenine auf Zellen zu untersuchen, wére es hilfreich,
Zellreihen herzustellen, die p0071, pl120 oder NPRAP effektiv und dauerhaft
Uberexprimieren, und solche, die pl120-Catenine gar nicht exprimieren. An diesen
Zellen kénnten dann Untersuchungen zur Lokalisation von Proteinen und funktionelle
Tests durchgefuhrt werden, z. B. kénnte der ,Wundheilungs-Assay‘ mit Hemmung der
Zellproliferation durchgefuhrt werden, um mehr Uber die Migrationsfahigkeit zu erfahren

und umgekehrt. Mit der Actin Phalloidin-Farbung konnten Auswirkungen auf die
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Ausbildung des Zytoskeletts untersucht werden. Weiterhin ist es wichtig, zu erfahren,
welchen Einfluss das Protein ARVCF in Adherens junctions hat.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Zellkontakte sind wichtige Strukturen mehrzelliger Lebewesen, da sie den
interzellularen Zusammenhalt und die Kommunikation zwischen einzelnen Zellen
ermdglichen. Unter diesen vermitteln Adherens junctions und Desmosomen einen
mechanischen Zellzusammenhalt. Der Aufbau von Adherens junctions und
Desmosomen ist sehr @hnlich und durch drei Hauptkomponenten gekennzeichnet: die
transmembrandren Cadherine, an deren intrazellularen Anteil die Proteine der p120-
Catenine binden, die ihrerseits als Adapterproteine fiir das Zytoskelett wirken. Das zu
den klassischen Cadherinen gehtrende E-Cadherin ist charakteristisch fur epitheliale
Adherens junctions. E-Cadherin ist ein transmembranes Protein, das uber eine
extrazellulare Doméne, kalziumabhangig, homologe Verbindungen zur Nachbarzelle
eingeht. Im Bereich der intrazellularen Doméane binden die Proteine der p120-Catenine
und regulieren so die Stabilitit von E-Cadherin an der Zellmembran. Uber weitere
Proteine wie 3-Catenin und a-Catenin erfolgt die Verbindung zum Zytoskelett.

Zur Familie der pl20-Catenine gehdren die in Adherens junctions vorkommenden
Proteine p120, p0071 und NPRAP sowie die primar desmosomalen Plakophiline 1-3.
Diese Proteine sind multifunktional: Zum einen haben sie Uber die Interaktion mit
Cadherinen Einfluss auf die interzellulare Adhasion, zum anderen lokalisieren diese
Proteine im Zytoplasma und Zellkern, wo sie an der Regulation vielfaltiger Signalwege
beteiligt sind. Da die Proteine p120, p0071 und NPRAP klassische Cadherine Uber
deren juxtamembrandre Doméane binden, liegt der Schluss nahe, dass sie um dieselbe
Bindungsstelle  kompetieren  und  entsprechend  verschiedene  Cadherin-
Catenin-Komplexe in Adherens junctions existieren. Inwieweit diese unterschiedlichen
Komplexe in Epithelzellen tatséchlich vorkommen und ob diese unterschiedliche
Funktionen bedingen, ist bisher weitestgehend ungeklart.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten daher Untersuchungen zur Lokalisation der Proteine
p120, p0071, NPRAP und E-Cadherin in nativen MCF-7-Zellen mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie und nach knockdown einzelner pl120-Catenine.
Weiterhin wurden die Proteinlevel der p120-Catenine, von E-Cadherin und R-Catenin
nach knockdown einzelner pl120-Catenine untersucht, um ihre Rolle bei der
Stabilisierung des E-Cadherins zu charakterisieren. Zur Untersuchung weiterer
Funktionen — speziell von p0071 — wurde eine Zellreihe hergestellt, die p0071
dauerhaft Gberexprimiert. Hieran wurden Lokalisationsstudien und Experimente zur
Zellproliferation und -migration durchgefihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass E-Cadherin mit p120, p0071 und NPRAP

verschiedene Proteinkomplexe bildet, die parallel nebeneinander in Adherens junctions
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vorkommen kdnnen. Eine raumliche Trennung der unterschiedlichen Proteinkomplexe
ist zu vermuten, konnte hier aber nicht beobachtet werden. Daher bleibt es weiterhin
offen, ob sich die Proteinkomplexe in einem Zellkontakt miteinander mischen oder ob
getrennte Adherens junctions entstehen, die aber aufgrund der unzureichenden
Auflésung der Lichtmikroskopie nicht unterschieden werden kdnnen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die pl120-Catenine E-Cadherin an der
Zellmembran stabilisieren. P0071, p120 und NPRAP haben in Adherens junctions
jeweils unterschiedliche Funktionen, die sich nicht gegenseitig ersetzen lassen.
Weiterhin zeigte sich, dass sich die pl20-Catenine gegenseitig beeinflussen,
regulieren und mdglicherweise miteinander Proteinkomplexe bilden. Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass p0071 einerseits E-Cadherin an der Zellmembran stabilisiert und
andererseits Zellmigration und/oder -proliferation férdert.

Das Verstandnis der Funktion und Regulation von Adherens junctions und
Desmosomen ist wichtig fir das Verstandnis von Tumorentstehung und
Metastasierung. Die Auflosung von Zellkontakten und damit das Herausldsen einer
Zelle aus einem Zellverband sind wichtige Eigenschaften von malignen Zellen. Das
Verstandnis und die Beeinflussung dieser Mechanismen konnen Grundlage fur die

Entwicklung von Medikamenten gegen bésartige Tumorerkrankungen sein.
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8 THESEN

1. P0O071, p120 und NPRAP sind Bestandteile von Adherens junctions.

2. E-Cadherin bildet Proteinkomplexe mit p0071, p120 und NPRAP.

3. In Adherens junctions existieren verschiedene Cadherin-Catenin-Komplexe.

4. P0071, p120 und NPRAP stabilisieren E-Cadherin an der Zellmembran und haben
damit Einfluss auf die Stabilitat des Cadherin-Catenin-Komplexes.

5. PO071, p120 und NPRAP haben unterschiedliche Funktionen in Adherens junctions,
die sich nicht gegenseitig ersetzen kénnen.

6. Der Verlust von p120 resultiert in Internalisierung und Degradierung von E-Cadherin
und R-Catenin.

7. Der Verlust von p0071 oder NPRAP resultiert in Internalisierung — ohne
Degradierung — von E-Cadherin.

8. P0071 fordert die Zellproliferation und -migration.

9. NPRAP und p0071 beeinflussen sich gegenseitig und konnten unabhéngig von p120
mit E-Cadherin interagieren.

10. NPRAP und p0071 beeinflussen sich gegenseitig und kénnten unabhangig von

E-Cadherin miteinander interagieren.
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9 ANLAGEN

9.1 Erganzende Darstellungen
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Abbildung 36: Western-Blot-Membranen nach knockdown von p0071, p120 und NPRAP

MCEF-7-Zellen wurden mit Kontroll-si-RNA, p0071-si-RNA, p120-si-RNA, NPRAP-si-RNA und E-Cadherin-si-RNA (in
Auswertung nicht dargestellt) transfiziert. Die Proteinisolation erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Als
Primarantikérper wurden Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen, Anti-p120-Maus, Anti-NPRAP-Maus, Anti-E-
Cadherin-Maus, Anti-R-Catenin-Maus und Anti-Tubulin-Maus verwendet. Fur die Detektion der Proteine wurden
HRP-markierte Sekundérantikdrper verwendet. Als interner Standard wurde Tubulin mitgefuhrt. Die
Gesamtproteinmenge wurde mit der jeweiligen Tubulinmenge abgeglichen. Die Gesamtproteinmenge der Kontrolle
entspricht 100 %. Dargestellt sind die Membranen zu den Abb. 25 und 26 im Ergebnisteil.
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Proteinlevel
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Abbildung 37: Western Blot Membranen der Zelllinie MCF-7-OE-Kontrolle und MCF-7-OE-p0071
Gesamtproteinmengen von p0071, NPRAP, p120, , E-Cadherin und R-Catenin in den Zelllinien MCF-7-OE-Kontrolle
und MCF-7-OE-p0071. Die Proteinisolation, SDS-PAGE und Western Blot erfolgten 24 Stunden nach der Einsaat. Als
Primarantikérper wurden Anti-p0071-Tail#10-Meerschweinchen, Anti-p120-Maus, Anti-NPRAP-Maus, Anti-E-Cadherin-
Maus, Anti-B-Catenin-Maus und Anti-Tubulin-Maus verwendet. Fir die Detektion der Proteine wurden HRP-konjugierte
Sekundarantikorper verwendet.

Als interner Standard wurde a-Tubulin mitgefihrt. Die Gesamtproteinmenge wurde mit der jeweiligen Tubulinmenge
abgeglichen. Die Gesamtproteinmenge der Zelllinie MCF-7-OE-Kontrolle entspricht 100 %. Dargestellt sind die
Membranen zu den Abb. 31 und 32 im Ergebnisteil.

In dieser Darstellung der Membranen sind weiterhin MCF-7, MCF-7-sh-Kontrolle und MCF-7-sh-p0071. Diese
Auswertungen sind im Ergebnisteil nicht dargestellt.
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