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Arbeitshypothese und Fragestellung

0 Arbeitshypothese und Fragestellung

Kolorektale Karzinome gehoren zu den hiufigsten Tumorerkrankungen von Frauen und
Mainnern in Industrielindern und stellen weltweit ein immer groer werdendes Problem
dar. In den meisten Féllen ist die Metastasierung von kolorektalen Karzinomen nicht
heilbar, sodass es notwendig ist, neue Therapieansidtze zu entwickeln. Eine grofe
Chance in der zukiinftigen Tumortherapie bieten die Identifikation und die gezielte
Hemmung von metastasierungsfordernden Proteinen. Zu dieser Proteingruppe gehoren
Aktin-bindende Proteine (ABPs), welche die Aktindynamik von migrierenden Zellen
direkt beeinflussen. Bei einigen humanen Karzinomen konnte eine Korrelation
zwischen der malignen Transformation und der Uberexpression von aktiviertem
Diaphanous Homolog 1 (DIAPHI1), einem ABP, festgestellt werden. Zu beachten ist,
dass DIAPH]1 in Anwesenheit von Lysophosphatidsdure (LPA) aktiviert wird und direkt
die zelluldre Aktindynamik und die Stabilisierung der Mikrotubuli fordert, jedoch im
autoinhibierten Zustand nur Letzteres beeinflusst.

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist, ob DIAPHI im autoinhibierten Zustand
ebenfalls grundlegende Schritte der Metastasierung bei HROC24 Kolonkarzinomzellen
beeinflusst. Um dies zu priifen, wurden die Auswirkungen des DIAPH1 Knock-downs
auf das Aktin-Zytoskelett und auf zelluldre Vorgéinge, welche entscheidend bei der
Metastasierung sind, festgestellt. Hierzu wurden Morphologie, intrazelluldre
Aktinverteilung, Zell-Zell-Kontakte, Filopodien-Formation, endosomaler Vesikel-
transport und Invasionsverhalten untersucht. Zur Beurteilung der Auswirkungen des
DIAPHI Knock-downs wurden alle FErgebnisse denen der Kontroll-Zellen
gegeniibergestellt. Im Folgenden sind die wichtigsten Ergebnisse des Knock-downs
zusammengefasst: erstens eine schwéchere Auspriagung der Filopodien, zweitens eine
reduzierte membranstindige E-Cadherin Lokalisation bei Zellaggregaten und drittens
eine geringere Anzahl frilher Endosomen. Weiterhin wurde festgestellt, dass
autoinhibiertes DIAPH1 weder die intrazelluldre Aktinverteilung noch die Morphologie
der Zellen beeinflusst und somit keinen Einfluss auf die Aktindynamik hat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass autoinhibiertes DIAPH]1 zellulire Vorgénge
unabhingig von den Aktin-nukleierenden Eigenschaften direkt beeinflusst und dariiber
moglicherweise das metastatische Potential der HROC24 Kolonkarzinomzellen fordert.
Dies macht DIAPH1 nicht nur im aktivierten, sondern auch im autoinhibierten Zustand

zu einem interessanten Target flir die individuelle Tumortherapie.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung von Tumorzellen und Tumoren

Wihrend der Karzinogenese ist der Mechanismus der Metastasierung ein relevanter
klinischer Schritt, der wegen des mehrstufigen Prozesses schwierig zu erfassen ist. Sind
Tumorzellen einmal metastasiert, ist es fast unmoglich, den Tumor komplett zu
entfernen. Dies flihrt hdufig zum Tod des Patienten (Christofori, 2006).

Tumore entstehen durch persistierende Mutationen in einer Zelle, jedoch miissen die
Nachkommen dieser Zelle weitere Verdnderungen durchlaufen, um zu Tumorzellen zu
transformieren. Dafiir sind viele zusétzliche Mutationen und epigenetische Verdnder-
ungen erforderlich. Ein wichtiger Faktor der Tumorentstehung sind Verdnderungen
innerhalb der Signalwege, welche unter physiologischen Umstinden Zellproliferation
und Zytokinese regulieren oder Apoptose induzieren. Diese Verdnderungen fordern
Zelliiberleben und Proliferation von Tumorzellen. Klone aberranter Zellen zeigen eine
genetische Instabilitdt, wodurch die Akkumulation weiterer genetischer und
epigenetischer Verdnderungen beschleunigt und die Tumorprogression gefordert wird.
Jedoch ist die Tumorentwicklung nicht nur von Verénderung innerhalb der Tumorzellen
abhéngig, sondern wird zudem durch Zellen aus der Umgebung des Tumors beeinflusst
(vgl. zu diesem Abschnitt: Alberts et al., 2008; Weinberg, 2014).

Wiéhrend der Invasion und Metastasierung besitzen Tumorzellen eine grofe
Beweglichkeit. Diese kommt durch die Verdnderung des Phianotyps von unbeweglich
epithelialen zu beweglich mesenchymalen Zellen zustande und wird durch
extrazelluldre Signale, wie Wachstumsfaktoren und Hormone, induziert (Weinberg,
2008). Der beschriebene Prozess wird als epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)
bezeichnet und befdhigt Tumorzellen, sich an die extrazellulire Matrix (ECM)
anzuhaften (Lee et al., 2006; Liang, 2011; Yilmaz and Christofori, 2009). Tumorzellen
konnen Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sezernieren, welche den Abbau der ECM
durch Spaltung von Peptidbindungen fordern und dadurch die Migration in das
angrenzende Gewebe erleichtern (Jacob and Prekeris, 2015; Weinberg, 2008; Yilmaz
and Christofori, 2009). Fiir die Formation und Aufrechterhaltung von Zell-Zell-
Kontakten sind E-Cadherine entscheidend, welche die Ausbildung der meisten

Epithelschichten bewirken. Der Verlust von E-Cadherinen ermdoglicht durch defekte
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epitheliale Zell-Zell-Kontakte, dass sich einzelnen Zellen oder Zellgruppen aus dem
Gewebeverband 16sen und die ECM durchdringen kénnen. (Cavallaro and Christofori,
2004; Christofori, 2006; Conacci-Sorrell et al., 2002; Perl et al., 1998). Alternativ zur
EMT existiert der Prozess der kollektiven Migration. Bei der kollektiven Migration
ziehen epitheliale Tumorzellen beim Loslosen vom Primértumor benachbarte Zellen mit
sich und dringen als Kollektiv in das angrenzende Geweben ein (Cai et al., 2014). Dafiir
sind E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Kontakte entscheidend. Diese befdhigen das
Zellkollektiv, Signale der filhrenden Leading-Zelle an die nachfolgenden Zellen zu
transmittieren und eine iibergreifende Zellpolaritdt auszubilden (Cai et al., 2014). Die
grundlegende Einheit fiir die adhédrenten Verbindungen ist der Cadherin-Catenin-
Komplex, der iiber Rho-GTPasen, insbesondere Ras homologue A (RhoA), Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 1 (Racl) und cell division control protein 42 homolog
(Cdc42), reguliert wird (Fukata and Kaibuchi, 2001). FEine Interaktion zu
Aktinfilamenten kann durch a-Catenin Homodimere (Weis and Nelson, 2012) und
p120-Catenin (Boguslavsky et al., 2007) aufgebaut werden. Zudem kann der Cadherin-
Catenin-Komplex auch mit Mikrotubuli, einem weiteren Bestandteil des Zytoskeletts,

interagieren (Chen et al., 2003; Ligon et al., 2001; Yanagisawa et al., 2004).
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Abbildung 1-1: Prozess der Metastasierung. 1) Physiologische Epithelzellen 2) Zellproliferation von
Epithelzellen fordert benigne Tumorentstehung 3) Tumorzellen durchdringen ECM und migrieren in
BlutgefiaBe (Intravasation) 4) Tumorzellen zirkulieren mit Blutfluss 5) Tumorzellen binden an luminale
Endothelseite 6) Tumorzellen durchdringen Blutgefilen (Extravasation) und bilden Mikrometastasen
7) Bildung von Metastasen (Sekundértumor).
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Gelangen Tumorzellen zu den Blutgefdflen, konnen sie in diese eindringen und mit dem
Blutfluss zirkulieren (Intravasation) (Weinberg, 2008). Um ein Organ zu besiedeln und
Metastasen zu bilden, miissen Tumorzellen die Blutgefile wieder verlassen
(Extravasation) (Christofori, 2006; Weinberg, 2008). Wahrend der Extravasation
werden zirkulierende Tumorzellen durch den Blutstrom verlangsamt. Sie binden an die
luminale Seite des vaskuldren Endothels und werden wihrend der Adhésion abgeflacht
(Alberts et al., 2008; Weinberg, 2008). Nach Verlassen der Blutgefile konnen sich
Tumorzellen im Gewebe ausbreiten und durchlaufen bei der Bildung von Metastasen
eine mesenchymale-epitheliale Transition (MET) (Chaffer et al., 2007) (Abbildung
1-1). Zum Wachsen bendtigen Tumore eine addquate Blutversorgung. Dafiir sezernieren
Tumorzellen Angiogenese-Signale, welche die Ausbildung neuer Blutgefillen
(Angiogenese) induzieren (Alberts et al., 2008; Christofori, 2006).

Den ersten Schritt der Metastasierung stellen die zelluldren Interaktionen von
Tumorzellen mit der ECM dar. Um an die ECM zu binden, bilden Zellen Filopodien
und fokale Adhisionen aus (Ciobanasu et al., 2012). Filopodien sind fadenformige
Aktin-reiche Plasmaausstiilpungen, welche wihrend der Zellmigration mit ihrem
Leitsaum die Umgebung nach geeigneten Anheftungsbedingungen absuchen (Le
Clainche and Carlier, 2008). Anschliefend bilden sie iiber fokale Komplexe Kontakte
zur ECM aus (Goh and Ahmed, 2012; Le Clainche and Carlier, 2008). Fokale
Adhidsionen bestehen hauptsdchlich aus Integrinen, welche als transmembrane
Glykoproteine fest in der Zellmembran verankert sind und iiber Bindungsstellen mit
Proteinkinasen und {iber Geriistproteine mit ABPs interagieren. Dies ermdoglicht
Integrinen, zum einen an die ECM und zum anderen an die Aktinstruktur von
Filopodien zu binden, wodurch Zell-Matrix-Kontakte entstehen (Ciobanasu et al.,
2012). Durch die transmembrane Verbindung der ECM und des Zytoskeletts sind
Integrine befdhigt, Signale in beide Richtungen {iiber die Plasmamembran zu
transportieren. Dadurch kénnen Zellproliferation, Zelldifferenzierung und verschiedene
Signalkaskaden beeinflusst werden (Alberts et al., 2008).

Die Integrin-vermittelte Signaltransduktion induziert nach ausgebildetem Zellkontakt
mit der ECM die Formation von Invadopodien. Diese Aktin-reichen, quervernetzten
Membranprotrusionen (Niirnberg et al., 2011) kénnen MMPs sezernieren (Jacob and
Prekeris, 2015). Durch die Degeneration der ECM gelangen Tumorzellen unter die
endotheliale Schicht. Nach Durchdringen der ECM werden Lamellipodien oder
blasenartige Ausstiilpungen (Blebs) fiir die Fortbewegung benétigt. Lamellipodien sind
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zweidimensionale Zellausstiilpungen, die den Zellen durch die quervernetzten
Aktinbiindel Zugfihigkeit bei der mesenchymalen Migration durch das Bindegewebe
verleihen (Le Clainche and Carlier, 2008; Niirnberg et al., 2011). Alternativ werden bei
der amo6boiden Migration blasenartige Ausstiilpungen gebildet (Niirnberg et al., 2011)
(Abbildung 1-2). Die Kontraktion des Zellkorpers erfolgt durch Aktin-Myosin-
vermittelte Kontraktion der Aktinbiindel und ermdglicht dadurch die vorwirts gerichtete

Bewegung (Le Clainche and Carlier, 2008).
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Abbildung 1-2: Aktin-reiche Protrusionen erméglichen Invasion und Migration von Tumorzellen.
Bei der Invasion bilden Tumorzellen typische Protrusionen aus, wie Blebs, Invadopodien oder
Lamellipodien. Invadopodien bewirken die Degeneration der ECM, Lamellipodien und Blebs sind fiir die
Migration erforderlich. Diese Aktin-reichen Membranausstiilpungen sind abhéngig von der Nukleation
und Anordnung der Aktinfilamente, welche durch ABPs beeinflusst werden.

1.2 Aktindynamik des Zytoskeletts

Die Umgestaltung des Aktin-Zytoskeletts in eukaryotischen Zellen bewirkt eine
dynamische Verdnderung der Morphologie und ermoéglicht den Zellen, gerichtete
Bewegungen auszufiihren. Diese dynamischen Verdnderungen bewirken nicht nur eine
Transformation der Zellstrukturen, sondern auch die Translokation des gesamten
Zellkorpers (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Le Clainche and Carlier, 2008;
Mitchison and Cramer, 1996). Grundlegend hierfiir ist das Aktin-Zytoskelett, ein

5
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komplexes Netzwerk aus Proteinfilamenten, welches stindig dynamischen
Umbauprozessen unterliegt (Le Clainche & Carlier 2008). Dadurch spielt das Aktin-
Zytoskelett bei vielen zelluldren Prozessen eine entscheidende Rolle. Dazu gehoren
unter anderem Morphologie, mechanische Zellstabilitit, Profileration, Adhésion,
Migration und Transportvorgidnge (Alberts et al., 2008).

Das Aktin-Zytoskelett besteht aus filamentdsen Aktinstringen (F-Aktin), welche
ATP-abhédngig aus monomerem Aktin (G-Aktin) polymerisiert werden (Alberts et al.,
2008). Zwei Ketten aus polymerisiertem G-Aktin bilden die helikale Struktur eines
F-Aktinstrangs. F-Aktin besitzt ein schnell wachsendes Plus-Ende, das ATP-
gebundenes G-Aktin einbaut. Am gegeniiberliegenden Minus-Ende dissoziiert
ADP-gebundenes G-Aktin, da hier die Hydrolyse von ATP zu ADP schneller ablduft als
der Einbau von ATP-gebundenem G-Aktin. Liegt ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen Aktin-Polymerisation und -Depolymerisation vor, spricht man von einem
Tretmiihlenmechanismus. Bei diesem Zustand entspricht die Polymerisierungsrate am
Plus-Ende ungefdhr der Depolymerisierungsrate am Minus-Ende, sodass kein

Nettowachstum erfolgt (Le Clainche and Carlier, 2008; Watanabe, 2010).
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Abbildung 1-3: Aktin-Nukleation und Turnover. Nachdem ein Aktin-Nukleus geformt ist, lagert sich
monomeres Aktin an das Plus-Ende, welches schneller wichst als das gegeniiberliegende Minus-Ende.
Die ATPase-Aktivitdit von Aktin fordert das Wachstum der Filamente, wohingegen die spontane
ATP-Hydrolyse eine Destabilisierung der Filamente bewirkt. ADF/Cofilin unterstiitzen den Abbau von
Aktin. Profilin bindet dissoziiertes ADP-gebundenes Aktin, fordert den Nukleotid-Austausch und kon-
trolliert den Einbau von ATP-gebundenem Aktin am Plus-Ende. Capping-Proteine konnen sich an das
Plus-Ende anlagern und die ATP-Elongation inhibieren. Das Gleichgewicht von Polymerisation am Plus-
Ende und Depolymerisation am Minus-Ende wird als Tretmiithlenmechanismus bezeichnet.
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Die Kinetik des Auf- und Abbaus der Filamente kann durch ABPs und akzessorische
Proteine beschleunigt und verlangsamt werden. Diese Proteine binden entweder an die
freie Aktinuntereinheit oder direkt an die Filamente (Le Clainche and Carlier, 2008;
Niirnberg et al., 2011) (Abbildung 1-3). Die Vielfalt dieser Proteine spiegelt sich in den
unterschiedlichen Strukturen und Funktionen des Aktin-Zytoskeletts wieder. Dabei
spielt die Regulation von Prozessen, welche die Nukleation neuer Aktinfilamente
initiieren, eine entscheidende Rolle (Campellone and Welch, 2010). Zur Initiation der
Polymerisation werden zusidtzlich Nukleationskeime benétigt, die konzentrations-
abhingig aus G-Aktin entstechen oder durch Nukleator-Proteine vermittelt werden
(Campellone and Welch, 2010; Niirnberg et al., 2011). Die Nukleation der meisten
Aktinfilamente ist in der Ndhe der Plasmamembran lokalisiert (Alberts et al., 2008).

1.2.1 Einfluss von ABPs auf das Zytoskelett

Die dynamische Umgestaltung des Aktin-Zytoskeletts wird bei zelluldren,
Aktin-abhéngigen Prozessen durch ABPs und akzessorischen Proteinen reguliert
(Campellone and Welch, 2010; Le Clainche and Carlier, 2008). Zu dieser grof3en
Gruppe gehoren Proteine, welche Aktin polymerisieren (Aktin-Nukleatoren), Aktin
depolymerisieren (z.B. Aktin-depolymerisierender Faktor (ADF) und Cofilin),
Aktinfilamente blindeln und / oder quervernetzen (z.B. Filamine und Fimbrin) oder die
Kontraktion von Aktin-Myosin-Filamenten stimulieren (nicht-muskuldres Myosin II)
(Alberts et al., 2008; Bernstein and Bamburg, 2011; Campellone and Welch, 2010;
Ono, 2007; Vicente-Manzanares et al., 2009).

Die zwei bekanntesten Gruppen von Aktin-Nukleatoren sind actin related protein 2/3
(Arp2/3-Komplex) und Formine (DIAPHI-3), die auf unterschiedliche Weise die
Struktur und Formation der Aktinfilamente beeinflussen (Campellone and Welch,
2010). Formine bilden lange gerade Aktinfilamente aus, die durch Proteine, wie z.B.
Fimbrin, a-Aktinin oder Spektrin, zu parallel angeordneten, eindimensionalen Biindeln
vernetzt werden (Alberts et al., 2008). Filopodien, welche an den Enden von
Lamellipodien lokalisiert sind, stellen ein Beispiel fiir die Formin-induzierte Aktin-
Nukleation dar (Le Clainche and Carlier, 2008). Der zweite bekannte Aktin-Nukleator,
Arp2/3-Komplex, bildet eine komplexe netzartige Struktur, die durch Proteine, wie z.B.
Filamine, querverbunden wird und somit ein lockeres Netzwerk aus Aktinfilamenten

bildet (Alberts et al., 2008). Diese Art des Zytoskeletts befindet sich in Lamellipodien
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und Invadopodien (Niirnberg et al, 2011). Die zwei unterschiedlichen
Filament-vernetzenden Proteingruppen bewirken entweder das Biindeln von
Aktinfilamenten, z.B. in Filopodien oder die Ausbildung eines Aktin-Netzwerks, z.B. in

Lamellipodien (Alberts et al., 2008) (Abbildung 1-4).

Filopodium
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e ¢

Lamellipodium
(M Capping-Protein

.' Filament-vernetzendes Protein

@ Aktinfilament

Abbildung 1-4: Aktinstruktur eines Lamellipodiums und Filopodiums. Der Arp2/3-Komplex bildet
in Lamellipodien eine komplexe, netzartige Aktinstruktur, welche durch Filament-vernetzende Proteine
querverbunden wird. An den Enden von Lamellipodien sind Filopodien lokalisiert. Die Aktinstruktur der
Filopodien wird durch Formine wie DIAPHI1 gebildet und bestehet aus langen Aktinfilamenten, welche
durch Filament-vernetzende Proteine parallel gebiindelt werden. Capping-Proteine binden vorwiegend an
das schnell wachsende Plus-Ende und verhindern den Einbau von Aktinmonomeren.

Weiterhin  ist der Auf- und Abbau der Aktinfilamente abhdngig von
Elongations-foérdernden ABPs, destabilisierenden ABPs und Capping-Proteinen.

Profilin ist ein Elongations-forderndes Protein, das entscheidend die Formin-induzierte
Aktin-Polymerisation beeinflusst, da hierfiir Profilin-gebundenes Aktin benotigt wird
(Alberts et al., 2008; Le Clainche and Carlier, 2008; Niirnberg et al., 2011). Durch das
Binden von Profilin an G-Aktin wird der Austausch von ADP zu ATP erleichtert (Le
Clainche and Carlier, 2008) und die Aktinbindestelle, die mit dem Minus-Ende des
F-Aktinstrangs assoziiert ist, blockiert. Dadurch kann der Profilin-Aktin-Komplex nur
an das Plus-Ende des F-Aktinstrangs angelagert werden und fordert dort die Elongation
der Filamente. Der Einbau von G-Aktin bewirkt eine Konformationsinderung des

Aktinmolekiils, wodurch die Affinitdt zu Profilin gesenkt wird und dieses dissoziiert

(Alberts et al., 2008).
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Im Gegensatz zu den Elongations-fordernden ABPs gehoren ADF/Cofilin zu den
destabilisierenden ABPs, welche den Abbau des Aktinstrangs bewirken (Bernstein and
Bamburg, 2011; Ono, 2007). Ungewohnlich ist, dass ADF/Cofilin sowohl an
Aktinfilamente als auch an freie Aktinuntereinheiten der Filamente binden. Durch das
Binden von ADF/Cofilin an die Aktinuntereinheiten wird die Aktin-Helix stirker
gewunden. Dies bewirkt eine Schwichung der Filamentstruktur, sodass ADP-
gebundenes Aktin leichter vom Minus-Ende dissoziieren kann (Alberts et al., 2008).
Zudem konnen Capping-Proteine den Einbau von Aktinmonomeren verhindern, indem
sie an das schnell wachsende Plus-Ende der Aktinfilamente binden. Durch das inaktive
Plus-Ende wird die Polymerisation und Depolymerisation stark verlangsamt (Alberts et
al., 2008; Le Clainche and Carlier, 2008).

Festzustellen ist, dass fiir einen effektiven Aktinumbau und eine prizise Modulation der
Aktinfilamente die Regulation und Koordination der ABPs und akzessorischen Proteine
entscheidend sind. Ist das Zusammenspiel dieser Proteine gestort, oder bleiben
stimulierende Reize aus, ist die Aktindynamik beeintriachtigt und wirkt sich negativ auf
Adhision, Migration und Invasion aus. Fehlregulationen des Aktin-Zytoskeletts konnen
Dysplasien im Gewebe und Prozesse der Karzinogenese fordern (Kanaan et al., 2010;

Niirnberg et al., 2011).

1.3 Mikrotubulidynamik des Zytoskeletts

Mikrotubuli bilden neben Aktin- und Intermediérfilamenten das Zytoskelett in
eukaryotischen Zellen und sind entscheidend fiir die mechanische Zellstabilitidt und
Aufrechterhaltung der Zellform. Zudem beeinflussen Mikrotubuli im Zusammenhang
mit weiteren Motorproteinen sowohl die Aufrechterhaltung der Membranprotrusionen
am vorderen Zellende als auch die Retraktion des hinteren Zellendes, den Aufbau der
Zellpolaritit sowie die Regulation von Adhisionen, Vesikeltransporten und
Recyclingprozessen (Etienne-Manneville, 2013; Watanabe et al., 2005). Durch
Modulation dieser Prozesse wird die gerichtete Zellmigration durch Mikrotubuli gezielt
beeinflusst.

Mikrotubuli sind aus Tubulin-Heterodimeren aufgebaut, die aus o- und p-Tubulin
bestehen und iiber kovalente Verbindungen eng miteinander verbunden sind. Jedes
a- und p-Monomer besitzt eine Bindungsstelle fiir GTP. Im Unterschied zu a-Tubulin

kann B-Tubulin GTP hydrolysieren und beeinflusst dadurch entscheidend die Dynamik
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der Mikrotubuli. Die rohrenformige Struktur der Mikrotubuli basiert auf 13 parallel
angeordneten Protofilamenten, die aus Heterodimeren aufgebaut sind und abwechselnd
a- und P-Tubulin aufweisen. Fiir die Formation der Mikrotubuli bilden die
Tubulin-Heterodimere longitudinale Verbindungen zwischen o- und B-Tubulin der
angrenzenden Heterodimere. Die entstandenen Protofilamente werden durch
Verbindungen zwischen benachbarten Monomeren desselben Subtyps (a-o und B-p)
vernetzt. Die Verbindungen innerhalb der Mikrotubuli bewirken, dass dynamische
Ein- und Abbauprozesse der Heterodimere ausschlieBlich an den Mikrotubuli-Enden
stattfinden, wodurch die Stabilitdt der Mikrotubuli begiinstigt wird. Die strukturelle
Polaritdt der Mikrotubuli basiert auf der parallelen Ausrichtung der Protofilamente und
der richtungsgleichen Anordnung der Heterodimere, wobei a-Tubulin am Minus- und
B-Tubulin am Plus-Ende exponiert wird. Analog zu F-Aktin besitzen auch Mikrotubuli
ein schnell wachsendes dynamisches Plus-Ende. Dieses ist bei Mikrotubuli in der
Zellperipherie  lokalisiert, wohingegen das Minus-Ende im  Mikrotubuli-
Organisationszentrum (MTOC) nahe des Zellkerns aufzufinden ist. Die dynamische
Instabilitit der Mikrotubuli basiert auf dem konzentrationsabhidngigen Ein- und Abbau
der Heterodimere, der bevorzugt am Plus-Ende erfolgt. Oberhalb der kritischen
Konzentration werden GTP-gebundene Heterodimere polymerisiert, wobei GTP zu
GDP hydrolysiert wird. Dadurch entsteht am Plus-Ende eine Kappe aus
GTP-gebundenen Heterodimeren, woran eine Kette aus GDP-gebundenen
Untereinheiten in Richtung des negativen Endes folgt. Die Depolymerisierung erfolgt,
wenn die Hydrolyse schneller ablauft, als der Einbau von GTP-gebundenen
Heterodimeren. In diesem Fall kommt es zum Zerfall des zuletzt gebundenen
Heterodimers am Plus-Ende. Dieser Vorgang wird unterbrochen, wenn sich
GTP-gebundene Homodimere an den depolymerisierenden Mikrotubulistrang anlagern
und eine neue Kappe ausbilden (Abbildung 1-5). Die Stabilisierung der Mikrotubuli
kann durch das Binden von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen an das Plus-Ende
unterstiitzt werden. (vgl. zu diesem Abschnitt: Nogales, 2001; Desai & Mitchison,
1997; Alberts et al., 2008)
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Abbildung 1-5: Aufbau und Struktur eines Mikrotubulus. a) Ein Tubulin-Heterodimer besteht aus
a- und B-Tubulin, welche durch kovalente Bindungen eng miteinander verbunden sind. GTP wird sowohl
von a-Tubulin als auch von B-Tubulin gebunden. In o-Tubulin ist das GTP-Molekiil so fest gebunden,
dass es als integraler Bestandteil des Proteins angesehen werden kann, wohingegen in B-Tubulin das
GTP-Molekiil weniger fest gebunden ist und entscheidend die Dynamik der Mikrotubuli beeinflusst.
Nukleotide sind rot dargestellt. b) Die drei schematischen Darstellungen zeigen einen Tubulin-
Heterodimer, ein Protofilament und die Querschnittsaufsicht eines Mikrotubulus. Ein Protofilament ist
aus Heterodimeren aufgebaut, welche dieselbe Ausrichtung aufweisen. 13 parallel angeordnete
Protofilamente bilden die rohrenformige Struktur eines Mikrotubulus. ¢) Die dynamische Instabilitét der
Mikrotubuli basiert auf dem konzentrationsabhidngigen Ein- und Abbau von Heterodimeren. Die
GTP-Kappe am Plus-Ende eines Mikrotubulus, welche aus GTP-gebunden Heterodimeren bestehet,
verleiht dem Mikrotubulus Stabilitdt. Danach folgen die Proteinfilamente, die aus GDP-gebundenen
Heterodimeren aufgebaut sind. Die verschiedenen Verbindungen der Heterodimere innerhalb des
Mikrotubulus stabilisieren die lineare Konformation. Der Einbau von GTP-gebundenen Heterodimeren
bewirkt das Wachstum des Mikrotubulus am Plus-Ende. Die Depolymerisation des Mikrotubulus erfolgt,
wenn die Hydrolyse schneller ablduft, als der Einbau von GTP-gebundenen Heterodimeren.

1.3.1 Motorproteine Kinesine und Dyneine

Kinesine und Dyneine sind Motorproteine, die an Mikrotubuli binden und unter ATP-
Verbrauch Vesikel und Zellorganellen transportieren (Hirokawa, 1998; Vale, 2003).

Kinesine transportieren Vesikel und Zellorganellen meist vom Minus- zum Plus-Ende
der Mikrotubuli und bewerkstelligen somit den gerichteten Transport vom Zellkern in
die Zellperipherie bzw. an die Zellmembran (anterograder Transport) (Hirokawa, 1998;
Hirokawa et al., 2009; Vale, 2003). Einige Kinesine, wie Kinesin-14, bilden eine
Ausnahme fiir die Transportrichtung, da sie das Transportgut vom Plus- zum
Minus-Ende der Mikrotubuli befordern (Alberts et al., 2008). Neben dem
Vesikeltransport besitzen Kinesine zudem eine spezifische Rolle bei der

Spindelformation und der Separierung von Chromosomen wéhrend der Zytokinese

11
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(Goshima and Vale, 2005). Dyneine ermoglichen den Transport in entgegengesetzter
Richtung zu den Kinesinen. Hier erfolgt der gerichtete Transport vom Plus- zum Minus-
Ende der Mikrotubuli, wodurch Vesikel und Zellorganellen von der Zellmembran bzw.
Zellperipherie zum MTOC transportiert werden (retrograder Transport) (Hirokawa,
1998; Kikkawa, 2013; Vale, 2003; Xiang et al., 2015).

Beide Motorproteine bilden Dimere und besitzen eine Kopf- bzw. Motordoméne und
eine Schwanzdoméne. Mit der Motordomine binden Kinesine und Dyneine an die
Mikrotubulifilamente. Innerhalb der Motordomédne befindet sich die katalytische
Domine, die durch ATP-Hydrolyse die benétigte Energie flir den Transport bereitstellt.
Die ATP-Hydrolyse bewirkt eine Konformationsdanderung der Motordoméne, wodurch
die Bewegung des Motorporteins entlang der Mikrotubuli in die entsprechende
Richtung erfolgt. Die Schwanzdomidne besitzt eine Bindungsstelle fiir die zu
transportierenden Vesikel und Zellorganellen (vgl. zu diesem Abschnitt: Vale, 2003;
Alberts et al., 2008).

1.4 Interaktionen der Mikrotubuli und Aktinfilamente

Viele grundlegende zelluldre Prozesse wie Motilitdt, Zytokinese, gerichtete Migration,
Transportvorgédnge und Wundheilung werden durch Interaktionen von Mikrotubuli und
Aktinfilamenten ermdglicht (Rodriguez et al., 2003; Schober et al., 2007). Sowohl
Mikrotubuli als auch Aktinfilamente bewirken durch ihre polarisierte Struktur
intrazellulire Reorganisation, Verdnderungen der Zellform und Anpassung der
Migrationsrichtung an extrazellulire Bedingungen (Rodriguez et al., 2003). Die
Zellmotilitdt basiert auf dem Zusammenspiel beider Filamentsysteme und ist
entscheidend bei der Formation von Membranprotrusionen und der Regulation von
Zellretraktion (Schober et al., 2007) (Abbildung 1-6). Durch die Koordination dieser
Filamentsysteme und den Aufbau einer polarisierten Zellmorphologie wird die
gerichtete Zellbewegung entscheidend beeinflusst (Ishizaki et al., 2001; Rodriguez et al.,
2003) und ermoglicht die Invasion von Tumorzellen.

Die Interaktionen der Mikrotubuli und Aktinfilamente basieren auf regulatorischen
Effekten durch die jeweiligen Signalkaskaden und auf strukturellen Verbindungen
durch die statische oder dynamische Kopplung beider Filamentsysteme (Rodriguez et
al., 2003). Kleine Rho-GTPasen sind ein gutes Bespiel fiir die regulatorischen
Interaktionen der Mikrotubuli und Aktinfilamente. RhoA reguliert durch die
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Aktivierung von DIAPHI zum einen die Aktin-Polymerisation und vermittelt zum

anderen die Stabilisierung der Mikrotubuli (Ishizaki et al., 2001; Palazzo et al., 2001).

fokale Adhision

MTOC

——— AKktinfilament
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Abbildung 1-6: Interaktionen der Aktinfilamente und Mikrotubuli wiihrend der Zellmigration. Bei
der Zellmigration polarisiert die Zelle in Migrationsrichtung, dies ist visualisiert durch griine Pfeile. An
der Zellfront werden Membranprotrusionen und in der Schwanzregion Retraktionen ausgebildet.
Mikrotubuli polymerisieren vom MTOC, welches meist vor dem Nukleus lokalisiert ist, zur Zellfront.
Dort werden die Plus-Enden der Mikrotubuli stabilisiert und interagieren mit Aktinfilamenten von
Lamellipodien und Filopodien.

1.4.1 Vesikeltransport

Ein intakter Vesikeltransport ist sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch
bei der Metastasierung von entscheidender Bedeutung.

Vesikel konnen entlang der Mikrotubuli und Aktinfilamente transportiert werden und
nahtlos zwischen beiden Filamentsystemen wechseln (Apodaca, 2001; Bryant and
Stow, 2004; Caswell et al., 2009; Goode et al., 2000). Generell werden Mikrotubuli fiir
weitreichende, Zell-durchquerende Transporte verwendet, wohingegen Aktinfilamente
fiir kurze Transportwege unterhalb des Zellkortex zur Verfiigung stehen (Goode et al.,
2000). Der Transport entlang der Filamente erfolgt durch Motorproteine (Vale, 2003).
Unter physiologischen Bedingungen sind Vesikeltransporte unter anderem wichtig fiir
Endozytose, Exozytose, den richtigen Einbau von Proteinen in die Zellmembran,
insbesondere von Rezeptoren und Adhédsionsmolekiilen, sowie die anschlieBenden
Recyclingvorgénge (Bryant and Stow, 2004; Goode et al., 2000; Matteoni and Kreis,
1987; Stehbens and Wittmann, 2012; Stehbens et al., 2006). Bei Exozytose und

Endozytose spielt der Vesikeltransport entlang der Mikrotubuli eine entscheidende
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Rolle. Durch den Vorgang der Endozytose wird zellfremdes Material in
Transportvesikel aufgenommen, die zu Endosomen fusionieren. Fiir den Transport
miissen Endosomen zundchst entlang der subkortikalen Aktinfilamente zu tiefer
gelegenen Mikrotubuli transportiert werden (Fernandez-Borja et al., 2005).
Anschliefend werden diese entlang der Mikrotubuli durch die Interaktion mit Dynein
ins Zellinnere transportiert (Alberts et al., 2008; Xiang et al., 2015). Dort verschmelzen
Endosomen entweder mit Lysosomen, wodurch der Abbau bzw. die Freisetzung von
intravesikuldren Stoffen bewerkstelligt wird, oder sie werden iiber einen weiteren
Mechanismus recycelt, erreichen wieder die Zellmembran und verschmelzen mit dieser
(Alberts et al., 2008). Weiterhin konnen Mikrotubuli-abhéngige Recyclingvorgéinge
fokale Adhisionen modulieren, wodurch das Binden von Zellen an diec ECM wihrend
der gerichteten Zellmigration beeinflusst wird (Etienne-Manneville, 2013; Stehbens and
Wittmann, 2012; Yamana et al., 2006).

Analog zu normalen Zellen spielen gerichtete  Vesikeltransporte  von
Adhisionsmolekiilen und Recyclingprozessen eine wichtige Rolle bei der Adhiésion,
Migration und Invasion von Tumorzellen (Bryant and Stow, 2004; Stehbens and
Wittmann, 2012). Es wurde festgestellt, dass der Vesikeltransport die koordinierte
Sekretion von MMPs ermdglicht (Jacob and Prekeris, 2015) und dadurch die Invasion
der Tumorzellen erleichtert. Zudem ist der Vesikeltransport entscheidend fiir die
Signaltransduktion und fordert die Kommunikation von Tumorzellen mit ihrer

Umgebung.

1.4.2 Einfluss von Rho-GTPasen auf das Zytoskelett

Der Einfluss von kleinen Rho-GTPasen auf die Tumorentstehung basiert auf deren
Fehlregulation. Daraus kann eine verstirkte Expression der Rho-GTPasen resultieren,
welche die Ausbildung maligner Phinotypen fordert (Prendergast, 2001). In vielen
Karzinomen konnte diese Korrelation festgestellt werden (Zhao et al., 2010).

Rho-GTPasen sind kleine, monomere GTPasen, welche zur Superfamilie der
Ras-GTPasen gehoren und extrazelluldre Signale durch Zelloberflichenrezeptoren ins
Zellinnere iibertragen. Dadurch sind GTPasen der Rho-Familie bei verschiedensten
zelluldren Prozessen beteiligt. Dazu gehdren Wachstum, Differenzierung, Proliferation,
Adhésion, Migration, Vesikeltransport sowie Ausbildung und Aufrechterhaltung der
Zellpolaritdt (Bishop and Hall, 2000; Prendergast, 2001; Ridley, 2001). Die Regulation
der Rho-GTPasen erfolgt {iiber den molekularen Wechsel zwischen einem

14



Einleitung

GDP-gebundenem inaktiven Zustand und einem GTP-gebundenem aktiven Zustand
(Bishop and Hall, 2000; Ridley, 2001). Zu den bekanntesten Vertretern der
Rho-GTPasen zdhlen RhoA, Racl, und Cdc42 (Alberts et al., 2008).

Rho-GTPasen besitzen eine entscheidende Funktion bei der Regulation des Zytoskeletts
von migrierenden Zellen. Diese zytoskelettalen Effekte der Rho-GTPasen basieren zum
einen auf der gezielten Modulation des Aktin-Zytoskeletts (Nobes and Hall, 1995;
Prendergast, 2001; Ridley and Hall, 1992; Ridley, 2001; Tapon and Hall, 1997) durch
die Aktivierung von ABPs und akzessorischen Proteinen. Zum anderen werden diese
Effekte durch die Stabilisierung der Mikrotubuli durch DIAPH1 (Bartolini and
Gundersen, 2010; Ishizaki et al., 2001; Palazzo et al., 2001; Watanabe et al., 2005) und
Mikrotubuli-assoziierte Proteinen ausgelost. Direkte Auswirkungen auf die
Aktindynamik besitzen die Cdc42-induzierte Ausbildung der Filopodien am Leitsaum
von migrierenden Zellen, die Racl-regulierte Formation des komplexen Aktin-
Netzwerkes in den anschlieBenden Lamellipodien und die RhoA-vermittelte
Aktin-Polymerisation von kontraktilen Stressfasern im hinteren Teil der Zelle (Nobes
and Hall, 1995). Zudem beeinflussen Rac, Cdc42 und Rho den Aufbau fokaler
Komplexe zwischen Aktin-reichen Membranprotrusionen, wie Lamellipodien und
Filopodien, und der Plasmamembran (Nobes and Hall, 1995). Neben den
Aktin-modulierenden Eigenschaften von Rho-GTPasen beeinflussen diese auch die
Stabilisierung der Mikrotubuli. Cdc42 wird fiir die Aufrechterhaltung der Zellpolaritat
in vielen Zellen bendtigt und funktioniert als Sensor, um die Richtung der Zellmigration
zu bestimmen (Watanabe et al., 2005). Fiir die gerichtete Migration werden Rac und
Cdc42 im fiihrenden Zellende aktiviert und regulieren dort Wachstum und Dynamik an
den Plus-Enden der Mikrotubuli (Etienne-Manneville, 2013; Watanabe et al., 2005).
Weiterhin ist RhoA durch seinen Effektor DIAPHI1 fiir die Stabilisierung der
Mikrotubuli erforderlich und beeinflusst zudem iiber diesen die Aktindynamik (Ishizaki
et al., 2001; Watanabe et al., 2005).

1.5 Auswirkungen von DIAPH1 auf das Zytoskelett

DIAPHI1 ist ein Multidomédnen-Protein und gehdrt zur Proteinfamilie der Formine. Das
murine Aquivalent zu DIAPH1 wird mDial genannt. In der aktuellen Literatur findet
sich eine bedeutend grofere Anzahl an Forschungsergebnissen beziiglich mDial

verglichen mit den Publikationen zu DIAPHI. Aufgrund der groBen Ahnlichkeit
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zwischen der murinen und humanen Form (Ishizaki et al., 2001; Lin et al., 2015; Lin et
al., 2014; Narumiya et al.,, 2009; Palazzo et al., 2001) dient der aktuelle
Forschungsstand von mDial als Grundlage der hier vorliegenden Arbeit.

DIAPHI1 kann durch einen Signalweg, welcher durch LPA vermittelt wird, aktiviert
werden (Palazzo et al.,, 2001; Wen et al.,, 2004). LPA ist ein bioaktives Serum-
Phospholipid und besitzt fiir viele Zellen Wachstumsfaktor-dhnliche Aktivitit (Mills
and Moolenaar, 2003). Das Enzym Autotaxin (ATX) generiert extrazellulir LPA durch
Abspaltung der Aminosduregruppe Cholin von Lysophosphatidylcholin (LPC) (Houben
and Moolenaar, 2011; Willier et al., 2013). Uber spezifische G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren an der Zelloberflache aktiviert LPA weitere Zielmolekiile, insbesondere
kleine Rho-GTPasen, wodurch entscheidende Schritte der Tumorgenese und
Metastasierung beeinflusst werden (Houben and Moolenaar, 2011; Mills and

Moolenaar, 2003; Panupinthu et al., 2010; Willier et al., 2013) (Abbildung 1-7).

Aktin-Polymerisation : — e

Mikrotubuli-Stabilisation

Abbildung 1-7: Auswirkungen von DIAPH1 auf das Zytoskelett in Anwesenheit von LPA. ATX
hydrolysiert extrazelluldres LPC zu bioaktivem LPA unter Abspaltung von Cholin. LPA aktiviert iiber
spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren weitere Zielmolekiile, unter anderem die kleine
Rho-GTPase RhoA, welche DIAPH1 aktiviert. Im aktivierten Zustand fordert DIAPH1 die
Aktin-Polymerisation und Mikrotubuli-Stabilisierung.

Entsprechend wurde eine abnormale Expression von LPA-Rezeptoren und ATX in
einigen humanen Karzinomen festgestellt (Houben and Moolenaar, 2011; Mills and
Moolenaar, 2003; Gay and Felding-Habermann, 2011; Shida et al., 2003; Willier et al.,
2013) . LPA hat neben seiner Relevanz fiir die maligne Transformation von Zellen auch

entscheidenden Einfluss auf physiologischer Prozesse. Unter anderem ist LPA bei der
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Wundheilung, der Aktivierung von Blutpléttchen, der Kontraktion glatter Muskelzellen
und Vorgéingen wie Proliferation, Migration oder Chemotaxis von Bedeutung (Aikawa
et al., 2015; Goulimari et al., 2005; Sheng et al., 2015; Siess et al., 1999).

DIAPHI wird in dem zuvor beschriebenen Signalweg durch RhoA aktiviert und
beeinflusst im aktivierten Zustand direkt die Mikrotubuli-Stabilisierung und
Aktin-Nukleation (Bartolini and Gundersen, 2010; Ishizaki et al., 2001; Palazzo et al.,
2001), wohingegen im autoinhibierten Zustand nur Auswirkungen auf die Stabilisierung
der Mikrotubuli festgestellt wurden (Lin et al., 2015). Im autoinhibierten Zustand
besteht eine Interaktion zwischen der GTPase-bindenden Diaphanous inhibitorischen
Doméne (GBD-DID) und der Diaphanous autoregulatorischen Doméne (DAD). Diese
Interaktion verhindert, dass G-Aktin an die formin homology I Domine (FH1) und
F-Aktin an die formin homology 2 Doméne (FH2) bindet (Campellone and Welch,
2010). Durch das Binden von RhoA an die GBD-Domine wird die Interaktion der
DIAPHI-Doménen unterbrochen, sodass die FHI- und FH2-Domine freigegeben
werden und G- und F-Aktin binden konnen (Campellone and Welch, 2010; Higgs,
2005; Kovar, 2006; Le Clainche and Carlier, 2008) (Abbildung 1-8).

Abbildung 1-8: Schematische Darstellung der DIAPH1 Domiinen. Das Binden von RhoA an die
GTPase-bindende Domane unterbricht die Interaktion der DIAPH1 Domaénen und bewirkt, dass DIAPH1
in aktivierter Konformation vorliegt. Einzelne Doménen: GBD (GTPase-bindende Doméne);
DID (Diaphanous inhibitorische Doméne); DD (Dimerisierungsdoméne); CC (coiled coil); FH1 und FH2
(formin homology); DAD (Diaphanous autoregulatorische Doméne).

Nach Aktivierung dimerisieren die FH2-Doménen und assoziieren mit dem Plus-Ende
der Aktinfilamente, wodurch das Binden von Capping-Proteinen verhindert und der
Einbau von Aktin ermoglicht wird (Higgs, 2005; Kovar, 2006; Le Clainche and Carlier,
2008). Die FH1-Doméne bildet keine Homodimere, sondern bindet mit jeder Doméne
ein Profilin-gebundenes G-Aktin und transportiert dieses zum wachsenden Plus-Ende
(Higgs, 2005; Kovar, 2006; Le Clainche and Carlier, 2008). Dadurch wird die Aktin-
Polymerisation stimuliert, wodurch polarisierte, lineare Aktinfilamente gebildet werden
(Campellone and Welch, 2010; Higgs, 2005; Kovar, 2006; Le Clainche and Carlier,
2008) (Abbildung 1-9). Eine entscheidende Rolle besitzt aktiviertes DIAPHI1 bei der
Ausbildung linearer Aktinstrukturen in Filopodien (Le Clainche and Carlier, 2008).
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G-Aktin
Profilin

F-Aktin

Abbildung 1-9: Mechanismus der DIAPHI1-induzierten Aktin-Polymerisation. Einzelne Schritte:
1) Anlagerung des FH2-Dimers an das Plus-Ende des Aktinfilaments, widhrenddessen rekrutiert die
FH1-Domine Profilin-gebundenes G-Aktin 2) FH1-Doméne {ibertrdgt Profilin-gebundenes G-Aktin auf
das Plus-Ende 3) Zweite FH2-Doméne wiederholt diesen Vorgang 4) Geschlossene Formin-
Konformation verhindert das Anlagern von Capping-Proteinen.

Neben den Aktin-modulierenden Effekten beeinflusst DIAPH1 in Anwesenheit von
LPA und somit im aktivierten Zustand zudem die Stabilisierung der Mikrotubuli durch
die Interaktion der FH2-Doméine mit Tubulin. (Bartolini and Gundersen, 2010; Ishizaki
et al., 2001; Palazzo et al., 2001). In vivo fungiert DIAPH1 als Geriistprotein zur
Stabilisierung der Mikrotubuli und bindet die Proteine adenomatous polyposis coli
(APC) und end-binding protein 1 (EB1) (Wen et al., 2004). Moglicherweise bilden
diese Proteine einen stabilen Komplex am Plus-Ende der Mikrotubuli, welcher durch
aktiviertes DIAPH1 reguliert wird (Wen et al., 2004). Nach Aktivierung von DIAPH1
binden EB1 und APC an die exponierte FH1- und FH2-Doméne und fordern dariiber
die Stabilisierung der Mikrotubuli (Wen et al., 2004). Die durch DIAPH1 stabilisierten
Mikrotubuli beeinflussen die Organisation des meiotischen (Kwon et al., 2011; Zhang
et al., 2015) und mitotischen (Kato et al., 2001; Rundle et al., 2004) Spindelapparats,
die Modulation der Zellpolaritdt wihrend der gerichteten Zellmigration (Goulimari et
al., 2008, 2005; Ishizaki et al., 2001), den zelluliren Vesikeltransport (Stehbens and
Wittmann, 2012; Yamana et al., 2006) und die Ausbildung fokaler Adhésion (Lin et al.,
2015).

In Abwesenheit von LPA wird DIAPH1 in den Zellen nicht aktiviert und liegt in
autoinhibierter Konformation vor, wodurch die Aktin-Nukleation verhindert, jedoch die
Stabilisierung der Mikrotubuli aufrechterhalten wird (Lin et al., 2015). Dadurch sind die
Mikrotubuli-abhédngigen Vorgidnge, welche zuvor anhand von aktiviertem DIAPHI
beschrieben wurden, auch durch autoinhibiertes DIAPH1 beeinflussbar.

Neben den modulierenden Eigenschaften des Zytoskeletts reguliert aktiviertes DIAPH1
auch die Aktivitit des Transkriptionsfaktor serum response factor (SRF) (Copeland and
Treisman, 2002; Geneste et al., 2002). Fiir die vollstdndige SRF-Aktivierung wird der
Ko-Aktivator myocardin-related transcription factor-A (MRTF-A) bendtigt, welcher
durch die Interaktion mit G-Aktin im Zytosol lokalisiert ist. Die DIAPH]1-induzierte
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Aktin-Polymerisation fiihrt zur Abnahme des zytosolischen G-Aktins, wodurch der
Ko-Aktivator MRTF-A vom Zytosol in den Nukleus transloziert wird und dort die
SRF-abhéngige Transkription aktiviert. Damit fiihrt die DIAPH1-vermittelte Abnahme
der zelluldren G-Aktinkonzentration zur verstdrkten SRF-induzierten Transkription von
Genen, welche Zelldynamik und Adhésion regulieren (Copeland and Treisman, 2002;
Geneste et al., 2002).

DIAPHI1 ist sowohl in physiologische als auch in pathologische Zellprozesse involviert,
welche Aktin- und / oder Tubulin-abhingig sind. Unter physiologischen Bedingungen
wird DIAPHI1 in Immunzellen (Naj et al., 2013; Sakata et al., 2007; Eisenmann et al.,
2007) und Fibroblasten (Goulimari et al., 2005; Palazzo et al., 2001; Wen et al., 2004)
exprimiert. In Immunzellen beeinflusst aktiviertes DIAPH1 entscheidende Vorgénge
der Immunantwort. Beispiele hierfiir sind der Prozess der Phagozytose sowie die
Aktivierung von Immunzellen und deren chemotaktische Migration, welche durch
Aktin-reiche Protrusionen und zytoskelettale Umgestaltungen reguliert werden (Naj et
al., 2013; Eisenmann et al., 2007). Wihrend der Wundheilung ermdglicht aktiviertes
DIAPHI durch Mikrotubuli-stabilisierende Effekte aulerdem die gerichtete Migration
der Fibroblasten zum Wundort (Goulimari et al., 2005; Palazzo et al., 2001; Wen et al.,
2004), wo diese zur Ausbildung des Granulationsgewebes beitragen. Nicht nur in
Immunzellen, sondern auch in Tumorzellen ist aktiviertes DIAPH1 entscheidend an der
Formation der Membranprotrusionen beteiligt (Narumiya et al., 2009; Naj et al., 2013).
Im Falle eines Tumors gelangen Tumorzellen gezielt zur Stelle der Wundheilung, wo
die Invasion in das angrenzende Gewebe erleichtert ist (Weinberg, 2014). Demzufolge
konnte eine erhohte DIAPH1 Expression in verschiedenen Tumoren lokalisiert werden.
Bei Mammatumoren wurde gezeigt, dass DIAPHI1 fiir die Invadopodien-Formation
benotigt wird und dariiber das Invasionsverhalten beeinflusst (Lizarraga et al., 2009).
Weiterhin wurde mDial bei Gliomen identifiziert (Khalil and El-Sibai, 2012) und
dessen essentielle Rolle fiir die gerichtete Migration dieser Tumorzellen festgestellt
(Yamana et al, 2006). Eine DIAPHI Uberexpression wurde bei oralen
Plattenepithelkarzinomen verzeichnet (Chakraborty et al., 2010). Unterstiitzend konnte
bei HCT116, HT29 und HROC24 Kolonkarzinomzellen eine verstirkte DIAPH1
Expression aufgezeigt werden (Lin et al., 2014).

Dies zeigt, dass DIAPHI moglicherwiese ein metastatisches Potential besitzt, da es
sowohl im aktivierten, als auch im autoinhibierten Zustand das Zytoskelett und damit

einhergehende dynamische zelluldre Prozesse beeinflusst.
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1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war aufzuzeigen, ob DIAPH1 in Abwesenheit von LPA und somit im
autoinhibierten Zustand das metastatische Potential der HROC24 Kolonkarzinomzellen
beeinflusst. Zu untersuchen galt, ob autoinhibiertes DIAPH1 durch Auswirkungen auf
das Aktin-Zytoskelett und durch Modulation zelluldrer Vorgénge in relevante Prozesse
der Metastasierung eingreifen kann.

Zunichst sollten mogliche Effekte des DIAPH1 Knock-downs auf die Aktindynamik
durch Untersuchung der intrazelluliren Aktinverteilung und der Zellmorphologie
bestimmt werden. Um festzustellen, ob autoinhibiertes DIAPH1 weitere zelluldre
Vorginge beeinflusst, sollten Zell-Zell-Kontakte, Filopodien-Formation, endosomaler
Vesikeltransport und Invasionsverhalten untersucht werden. Zur Beurteilung der
Auswirkungen des DIAPH1 Knock-downs wurden alle Ergebnisse denen der Kontroll-
Zellen gegeniibergestellt. Anzumerken ist, dass die untersuchten zelluliren Vorgéinge
héufig bei der Metastasierung von Zellen veridndert sind und somit Aufschluss tiber das

metastatische Potential geben konnen.

20



Material

2 Material

2.1 Zelllinie

Zelllinie Beschreibung

HROC24 HROC?24 ist eine primére Zelllinie aus einem sporadischen,
schlecht differenzierten, humanen kolorektalen Adenokarzinom.
Diese epitheliale, adhirente, stabile Kolonkarzinomzelllinie be-
sitzt ein nachgewiesenes hohes Migrationspotential. Die Zellen
wurden freundlicherweise von Dr. Michael Linnebacher aus der
Universititsmedizin Rostock (Abteilung fiir molekulare Onkolo-
gie und Immuntherapie) zur Verfiigung gestellt.

2.2 Medien und Losungen fiir die Zellkultur

Medien und Losungen fiir die Zellkultur Hersteller
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Lonza (Katalognr: BE12-719F)
(DMEM): F-12 1:1 Mixture

w/15mM Hepes, L-GIn 500 ml

Eagle’s Minimum Essential Medium BioWhittaker
(EMEM)

10 % (v/v) fetales Kilberserum (FKS) Invitrogen
Penicillin (100 U/ml) Invitrogen
Streptomycin (100 pg/ml) Invitrogen
Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Invitrogen
(0,05 %/0,02 % (w/v))

1.5 pg/ml Puromycin Sigma-Aldrich
CASY'ton fiir Zellzdhler CASY Schérfe System

2.2.1 Zellmedium fiir HROC24

Zelllinie Zusammensetzung

HROC24 DMEM: F-12 1:1 Mixture w/15mM Hepes, L-GIn 500 ml
10 % (v/v) FKS
100 pg/ml Streptomycin
100 U/ml Penicillin

2.3 Protein-Molekulargewichtstandard

Protein-Molekulargewichtstandard Hersteller

Full-Range Rainbow Marker GE Healthcare (Katalognr: RPNSOOE)
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2.4 Puffer und Losungen

2.4.1 Allgemein

Material

Puffer und Losungen

Zusammensetzung

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) (1x)

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO4
1,8 mM KH,PO4
pH 7.4

Tris-gepufferte Salzlosung (TBS) ( (10x)

20 mM Tris/HCI
0,9 % (w/v) NaCl
pH 7,4

TBS mit Tween 20 (TBST) (1x)

1x TBS
0,1 % (v/v) Tween 20

2.4.2 Western Blot

Puffer und Losungen Zusammensetzung

Blotpuffer (1x) 2,5 mM Tris/HCL (pH 7,0-7,5)
19,2 mM Glycin
vor Verwendung Zugabe von:
20 % (v/v) Methanol

Blockierlsung 2,5 % (w/v) BSA in TBS

2.43 SDS-PAGE

Puffer und Losungen

Zusammensetzung

SDS-Laufpuffer (10x)

250 mM Tris/HCI (pH 8,5)
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

SDS-Probenpuffer (6x ohne Glycerin)

75 % (w/v) Tris/HCI (pH 6,8)

6 % P-Mercaptoethanol

6 % (w/v) SDS

0,18 % Bromphenolblau

12,82 % dest. H,O

SDS-Probenpuffer entsprechend auf 4x
verdiinnen und 20 % (v/v) Glycerin zu-
geben

Trenngelpuffer (4x) 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)
0,4 % (w/v) SDS
Sammelgelpuffer (4x) 0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,4 % (w/v) SDS
Sammelgellosung 11,6 ml dest. H,O
6,4 ml Acrylamid

6 ml Sammelgelpuffer (4x)
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2.4.4 DNase Assay

Material

Puffer und Losungen

Zusammensetzung

Lysispuffer

10 mM K,HPO4

100 mM NaF

50 mM KCl1

2 mM MgCl,

1 mM EGTA

0,2 mM DTT

0,5 % Triton-X-100

1 M Sucrose (pH 7,0)

Guanidiniumchloridpuffer

1,5 M Guanidiniumchlorid

1 M Natriumacetat

1 mM CaClz

20 mM Tris-HCI (pH 7,5)

1 mM ATP frisch vor Gebrauch dazu-
geben

DNase I-Losung

0,1 mg/ml DNase |
50 mM Tris-HCI (pH 7,5)

10 mM PMSF
0,5 mM CaCl,
pH 7.5

DNA-LG6sung 40 pg/ml DNA
100 mM Tris-HCI (pH 7,5)
4 mM MgSO4
1,8 mM CaClz
pH 7,5

2.5 Kits

Kits Hersteller

ECL™ Plus Western Blotting Detection GE Healthcare

System

2.6 Reagenzien

Reagenzien Hersteller

Agar Noble BD Difco

Alexa Fluor® 488 Phalloidin Invitrogen

Ammoniumpersulfat-Losung (APS) Merck

10 % (w/v)

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad

Kollagen Typ I

BD Biosciences

Mammalian Protein Extraction Reagent
(M-PER)

Thermo Scientific

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin-
Losung (TEMED) (10 % (v/v))

Roth
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Material

Natriumhydrogencarbonat (7,5 %) Biomedicals

PBS Dulbecco w/o Ca™ und Mg”" Biochrom

Rinderserumalbumin (BSA) Standard Pierce

(0,1 mg/ml)

2.7 Antikorper

2.7.1 Primérantikorper

2.7.1.1 Western Blot

Antigen Spezies Verdiinnung | Klonalitét Hersteller Katalognr.

DIAPH1 Kaninchen 1:1000 polyklonal abcam ab11173

HSC70 Maus 1:6000 monoklonal Santa Cruz | sc-7298

2.7.1.2 Immunfluoreszenz

Antigen Spezies Verdiinnung | Klonalitét Hersteller Katalognr.

E-Cadherin | Maus 1:200 monoklonal BD BD 610181

Biosciences

EEA1 Kaninchen | 1:200 polyklonal abcam ab2900

2.7.2 Sekundirantikorper

2.7.2.1 Western Blot

Antigen Spezies Verdiinnung | Konjugat Hersteller Katalognr.

Kaninchen | Ziege 1:2500 HRP Dako P0449

Maus Ziege 1:5000 HRP Santa Cruz | sc-2005

2.7.2.2 Immunfluoreszenz

Antigen Spezies Verdiinnung | Konjugat Hersteller Katalognr.

Kaninchen | Ziege 1:3000 Alexa Fluor® Invitrogen 31212
488

Maus Ziege 1:3000 Alexa Fluor® | Invitrogen | A10535
488

2.8 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller

Blot-Filterpapier Whatman

Casy Cups mit Deckel Roche

Combi-Tip (steril) Eppendorf

Culture-Insert StemCell, u-Dish 35 mm (steril) 1bidi
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Material

Micro Well Module, 16-Well Riegel Nunc
Microscopy Chamber Slide, 8 Kammern mit Kollagen | ibidi

IV beschichtet

Nitrocellulose Transfermembran, Protran BA 85 BioScience
Pipettenspitzen (0,1 ul -1000 pl) Greiner
Probenrohrchen mit Schraubverschluss aus Polypro- | Greiner
pylen (steril, 15 ml, 20 ml)

Reaktionsgefid3e aus Polypropylen (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf
Serologische Pipetten (steril, 25 ml) Sarstedt
Spacer fiir SDS-PAA-Gel (Dicke: 1,5 mm) GE Healthcare
Zellkulturflaschen mit Filterdeckel (75 cm?) Greiner
Zellkulturplatten aus Polystyrol (steril, 6 Well) Greiner
Zellkulturplatten aus Polystyrol (steril, 96 Well) Greiner
Zellkulturschalen (Durchmesser: 5 cm, 10 cm, 15 cm) | Sarstedt
Zellschaber Costar

2.9 Gerite

Gerite Hersteller
Analysenwaage LC 620 S Sartorius
Autoklav 37150 EL Systec

Co,-Inkubator fur Zellkultur Heracell 240i

Thermo Scientific

Elisa-Reader Multiscan FC

Thermo Scientific

Fluoreszenzmikroskop Biorevo

Keyence

Gelkammer fiir vertikale Elektrophorese

Amersham Biosciences

Giel3stand Dual Gel Caster fiir PAA-Gel

Amersham Biosciences

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf
Klimakammer INU Tokai Hit
Lichtmikroskop Diavert Leitz

Mikropipette, Modell Reference, (0,5-10 ul) Eppendorf
Mikropipette, Modell Reference, (10-100 pl) Eppendorf
Mikropipette, Modell Reference, (20-200 pl) Eppendorf
Mikropipette, Modell Reference, (100-1000 ul) Eppendorf

Mikroliter Syringes Pipette Hamilton
Multipipette, Modell Transferpette, (20-200 ul) Brand

Netzgerit Power Pac Bio-Rad
Pipettierhilfe accu-jet Brand

Pipettierhilfe pipettus-akku Hirschmann Laborgerite
Quarzkiivette Suprasil
Semi-Dry-Elektroblotter TE77 PWR Amersham Biosciences
Sterile Werkbank Herasafe Heraeus

Sonifier UW70 Bandelin
Tischzentrifuge Biofuge pico und Biofuge fresco Heraeus
Tischzentrifuge Z216 MK Hermle

Taumler Duomax 1030 Heidolph Instruments
UV/Vis Spectrophotometer Lamda 2 PerkinElmer
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Vortexer VF2 Janke&Kunkel IKA
Labortechnik

Wasserbad Memmert

Western Blot Imager Las-3000 Fujifilm

Western Blot Imager Stella Raytest

Zellzdhler CASY Schirfe System
Zellkulturflaschen (75 cm”, mit Filterdeckel) Greiner
Zentrifuge Labofuge GL Hermle

2.10 Software

Software Hersteller

Aida Image Analyzer Raytest

Axio Vision Zeiss

BZ Analyzer Keyence

BZ Viewer Keyence
Magellan™ TECAN
Microsoft Exil Microsoft
SigmaPlot Systat Software Inc.
UV WinLab PerkinElmer
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Arbeitstechnik

Vor der Verwendung werden alle Losungen, Medien, Glaswaren, Reaktionsgefdfle und
Pipettenspitzen bei 121 °C und 1,2 bar fiir 35 Min. autoklaviert. Die Arbeitsflichen

und Gerite werden vor dem Gebrauch mit 70 %igem Ethanol desinfiziert.

3.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der HROC24 Kolonkarzinomzellen erfolgt in Zellkulturflaschen
(75 cm”® mit Filterdeckel) in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) bei 37 °C
und 5 % CO, im Inkubator. Das Zellmedium ist mit 10 % (v/v) fetalem Kélberserum
(FKS) sowie 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin versetzt. Die Zellen
werden mit FKS kultiviert, um eine Aktivierung von DIAPH1 durch Rho-Aktivatoren
im Zellmedium auszuschlieBen. Im Folgenden wird diese Zusammensetzung als
Vollmedium bezeichnet (Abschnitt 2.2.1). Zur Selektion der transfizierten Kontroll- und
Knock-down-Zellen wird das Vollmedium mit 1,5 mg/ml Puromycin versetzt. Fiir alle
weiteren Versuche werden die selektierten, adhidrenten Zellen mit Vollmedium
kultiviert und ca. alle 3 Tage passagiert. Das Arbeiten erfolgt unter der sterilen
Werkbank, alle Losungen werden vor Gebrauch auf 37 °C erwérmt.

Fiir das Passagieren der Zellen wird das Medium in der Kulturflasche abgesaugt und der
Zellrasen mit 5 ml 1 x Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen.
AnschlieBend werden die Zellen mit 2 ml 0,05 % Trypsin/EDTA versetzt und fiir
5 Min. bei 37 °C inkubiert. Durch Beklopfen der Zellkulturflasche wird das Abldsen der
Zellen vom Flaschenboden verstirkt. Im Anschluss werden die Zellen mit 8 ml 1 x PBS
mehrfach resuspendiert. Die zu entnehmende Menge an Zellsuspension richtet sich nach
der Zelldichte. Beim Passagieren im Abstand von 3 Tagen werden 8 ml Zellsuspension
entnommen, welche anschlieBend zur Weiterverwendung zu Verfiigung steht. Zu den in
der Kulturflasche verbliebenen 2 ml Zellsuspension werden 10 ml Vollmedium gegeben

und im Inkubator weiter kultiviert.
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3.3 Quantifizierung des Knock-downs

Zu Beginn der Arbeit wird verifiziert, ob der DIAPH1 Knock-down erwartungsgemaf
funktioniert hat. Dazu wird die Proteinkonzentration von autoinhibiertem DIAPHI in
Kontroll-Zellen mit der in Knock-down-Zellen verglichen.

Der Knock-down wird mittels shRNA durchgefiihrt, die komplementér zu einem Teil
der mRNA von autoinhibiertem DIAPH1 ist und iiber RNA Interferenz zu deren Abbau
filhrt. Kontroll-Zellen erfahren die gleiche Behandlung wie Knock-down-Zellen,
allerdings wird in diesem Fall keine spezifische, zur Zielstruktur komplementire
shRNA verwendet. Die shRNA hat vielmehr eine zufdllige Abfolge von Basen
(scrambled). Dadurch wird iiberpriift, ob der Knock-down spezifisch auf das
Zielprodukt wirkt oder moglicherweise durch sekundére Effekte verursacht wird.

Zur Berechnung der Effizienz des Knock-downs werden die Zellen lysiert und das
gewonnene Protein mittels Western Blot detektiert (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.3). Der
Quotient aus den Intensititen der Knock-down-Bande und der dazugehorigen
Ladekontrollbande des Hitzeschockproteins (HSC70) gibt bei Gegeniiberstellung des
entsprechend errechneten Quotienten der Kontroll-Zellen Aufschluss iiber die Effizienz
des Knock-downs. AnschlieBend kann die durchschnittliche DIAPHI Expression in
Knock-down-Zellen in Bezug zur Expression in Kontroll-Zellen berechnet werden.
Sollte bei gleicher Proteinkonzentration die Intensitdt der Knock-down- und Kontroll-

Bande édhnlich sein, muss der Versuch iiberpriift und gegebenenfalls verdndert werden.

3.3.1 Zellaufschluss und Bestimmung der Proteinkonzentration nach
Bradford

Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode, welche zur Quantifizierung von
Proteinkonzentrationen im Bereich Mikrogramm pro Milliliter verwendet wird.

Fir die Proteinbestimmung im Bradford-Test muss zundchst das Protein aus der
abgenommenen Zellsuspension gewonnen werden. Durch wiederholtes Zentrifugieren
der Zellsuspension bei 1500 rpm, anschlieBendes Waschen und Resuspendieren mit
1 x PBS erhélt man im letzten Schritt durch erneutes Zentrifugieren ein Zellpellet, das
mit 100 pl Mammalian Protein Extraction Reagent (M-PER) versetzt wird.
AnschlieBend werden die Zellen durch Einfrieren und Behandlung mit Ultraschall
aufgeschlossen, sodass das Protein in Suspension vorliegt. Das Arbeiten mit Proteinen

erfolgt immer auf Eis.
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Nach erneutem Zentrifugieren wird das Pellet entsorgt, der Uberstand wird 1:200 mit
dest. H,O verdiinnt und es werden jeweils 50 pl pro Kammer in ein Modul der
16-Kammer-Mikromodule pipettiert. Die Konzentration des Proteins wird mit Hilfe von
0,1 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA)-Standard bestimmt, welches ein Standardprotein
zur Kalibrierung von Proteinkonzentrationen ist. Dafiir wird 0,1 mg/ml BSA-Standard
mit dest. H,O auf einen BSA-Konzentrationsgradient von 0,25 ug bis 3 ug in einem
Gesamtvolumen von 50 pl verdiinnt. Zusdtzliche wird der Leerwert bestimmt. Zu jeder
Kammer werden 200 pl Bio-Rad-Reagenz in einer 1:3 Verdiinnung mit dest. H,O
gegeben. Nach 5 Min. Inkubationszeit wird der Proteingehalt bei einer Wellenldnge von
625 nm im Elisa-Reader Multiscan FC gemessen. Der Kalibrierungsgraph ermittelt sich
durch das Auftragen der Extinktion gegen die Proteinkonzentration. AnschlieBend wird
die Extinktion der Proben gemessen und durch den Kalibrierungsgraphen dividiert, um

die gesamte Proteinmenge zu erhalten.

3.3.2 Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE

Das Verfahren der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
ermOglicht durch die ausgebildete Netzstruktur des Gels die Auftrennung der Proteine
anhand ihrer Molekiilmasse in einem elektrischen Feld.

Zunichst wird das 12 %ige Polyacrylamid-Gel (PAA-Gel) in einer geeigneten
Vorrichtung (GieB3stand Dual Gel Caster fiir PAA-Gele) angefertigt. Pro Trenngel wird
ein Volumen von 6 ml verwendet, die Zusammensetzung besteht aus 2,4 ml 30 % (w/v)
Acrylamid, 4 x 1,5 ml Trenngelpuffer und 2,1 ml dest. H,O. Zur Einleitung der
Polymerisation werden 5 pl 10 % (v/v) N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin-Losung
(TEMED) und 60 pl 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat-Losung (APS) dazu
gegeben, wobei TEMED als Katalysator und APS als Initiator wirkt. Die Gelmischung
wird in den Gief3stand gegossen, mit 1-2 ml Isopropanol {iberschichtet und fiir 45 Min.
auspolymerisiert. Nach Entfernung des Isopropanols wird das 12 % Trenngel mit einem
4 % Sammelgel Uberschichtet. Die Zusammensetzung des Sammelgels besteht aus
1,1 ml 30 % (w/v) Acrylamid, 4 x 1 ml Sammelgelpuffer und 1,9 ml dest. HO. Zur
Einleitung der Polymerisation werden 5 ul 10 % TEMED und 40 pl 10 % (w/v) APS
dazu gegeben. Das Endvolumen betrdgt 4 ml. Ein entsprechender Taschenkamm wird
appliziert. Das Gel polymerisiert fiir 20 Min. aus. AnschlieBend wird das PAA-Gel in
die mit SDS-Laufpuffer gefiillte Gelelektrophorese-Kammer eingespannt.
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Die zuvor gewonnenen Proteinproben werden mit Probenpuffer versetzt und 5 Min. bei
95 °C denaturiert. Nach dem Abkiihlen werden die Taschen des Gels mit jeweils 20 ul
Proteinldsung in einer Konzentration von 1 pg/ml bestiickt. Der Marker des Protein-
Molekulargewichtsstandards (Abschnitt 2.3) wird zur Bestimmung der Proteingréfe in
einer separaten Tasche aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt zunédchst durch das
Anlegen eines elektrischen Felds von 100 V fiir 30 Min. zum Sammeln der Proteine.
AnschlieBend wird die Spannung zur Auftrennung der Proteine auf 140 V erhoht.

Der Einsatz von SDS, einem anionischen Detergens, fiihrt zur Denaturierung und zur
Maskierung der Eigenladung der Proteine. Die negative Ladung der Sulfatgruppe von
SDS bewirkt eine AbstoBung der Proteine untereinander und damit eine Linearisierung.
Die Proteine wandern anhand ihrer Kettenldnge proportional zur Molekiilmasse
unterschiedlich weit auf dem PAA-Gel in Richtung der Anode. Langere Proteine

werden starker zuriickgehalten.

3.3.3 Spezifischer Proteinnachweis mittels Western Blot

Western Blot ist ein molekularbiologisches Verfahren zum immunologischen Nachweis
von Proteinen. Dabei werden die Proteine auf eine Trigermembran {iibertragen
(geblottet) und anschieBend mit Hilfe von Primér- und Sekundirantikérpern gezielt
nachgewiesen.
Nach Auftrennung der Proteine durch das Verfahren der SDS-PAGE kénnen diese auf
eine Nitrocellulose-Membran (NC) geblottet werden. Dafiir wird eine Schichtung
vorgenommen von mehreren in 1 x Blotpuffer getrankten Filterpapieren, der ebenfalls
in 1 x Blotpuffer getrinkten NC-Membran, dem PAA-Gel und weiteren in
1 x Blotpuffer getrdnkten Filterpapieren. Dieser Stapel wird auf die Anode platziert.
Auf dem oberen Filterpapier des Stapels wird die Kathode positioniert und ein
elektrisches Feld von 70 mA pro Blot fiir 75 Min. senkrecht zum Gel angelegt. Dies
bewirkt, dass die negativ geladenen Proteine durch die NC-Membran in Richtung der
Anode wandern. Anschlieend wird die Membran fiir 60 Min. bei Raumtemperatur
(RT) mit Blockierlosung inkubiert, um unspezifische Bindungen von Antikdrpern an
freien Bindungsstellen zu verhindern. Der Primérantikorper wird iiber Nacht
hinzugegeben und bindet mit hoher Affinitdt an sein Zielmolekiil. Durch mehrmaliges
Waschen mit TBST iiber 90 Min. werden alle ungebundenen Antikorper entfernt.
AnschlieBend wird der Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierte Sekundérantikorper,
der mit 2,5 % BSA in 1 x PBS verdiinnt ist, dazu gegeben. Dieser bindet gezielt an den
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Primérantikdrper. Nach 60 Min. Inkubationszeit bei RT werden alle iiberschiissigen
Antikorper durch erneutes Waschen mit TBST fiir 90 Min. entfernt. Durch Zugabe des
Substrats, welches aus Losung A und B des ECL™Plus Western Blotting Detection
Systems besteht, wird nach 3 Min. Inkubationszeit ein chemolumineszierendes Signal
durch den Western Blot Imager LAS-3000 aufgezeichnet. Dabei reagiert das Substrat
mit dem Marker-Enzym HRP, welches an den Sekundirantikorper gekoppelt ist. HRP
katalysiert durch die Peroxidase-Reaktion die Umsetzung von Luminol, dessen
Chemolumineszenz erfasst werden kann. Dadurch wird die Bande, in welcher das
Protein vorhanden ist, sichtbar gemacht.

Mit einer Ladekontrolle wird gepriift, ob jeweils gleiche Proteinkonzentrationen
aufgetragen wurden. Dafiir wird der Blot nochmals gewaschen und mit Antikdrpern
gegen HSC70 versetzt. Dabei wird sich zu Nutze gemacht, dass HSC70 unter
physiologischen Bedingungen konstitutiv in Zellen exprimiert wird und somit zur
Uberpriifung der aufgetragenen Proteinkonzentration geeignet ist.

Die Bandenintensitdten werden mit dem Programm AIDA Image Analyzer (Raytest)

gemessen.

3.4 Fluoreszenzfarbungen

3.4.1 Fixierung

Vor der Fluoreszenzfirbung werden die Zellen fixiert. Dies ermoglicht eine langere
Aufbewahrungsdauer der Zellen und verleiht diesen eine bessere Stabilitit. Das Prinzip
basiert auf der Vernetzung benachbarter Proteine durch die Ausbildung kovalenter
Bindungen an freien Aminogruppen.

Fir die Fixierung der Zellen werden 2,5 x 10* Zellen pro Kammer in Kollagen-
beschichteten Mikroskopie-Objekttragern ausgesit. Nach zwei Tagen wird die
Zellsuspension abgenommen. AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit 1 x PBS
gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgt mit 3 %igem Paraformaldehyd in
1 x PBS fiir 10 Min. im Brutschrank bei 37 °C. Anschlie8end werden die Zellen dreimal

mit 1 x PBS gewaschen und stehen fiir weitere Arbeitsschritte bereit.
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3.4.2 Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz ist eine Methode, welche die Detektion und genaue Lokalisation von
Proteinen in Zellen ermdglicht und Riickschliisse auf Strukturen, Adhésionsverhalten
und Transportvorgidnge ermdglicht. Dabei bindet der Primédrantikdrper spezifisch an das
Zielmolekiil und wird anschlieBend durch einen fluoreszierenden Sekunddrantikorper
detektiert. Fluoreszenz entsteht, wenn ein angeregtes Elektron eines Molekiils in seinen
Grundzustand relaxiert und dabei ein Photon emittiert. Zuvor wurde das Elektron durch
energiereiches, kurzwelliges Licht in einen energetisch hoheren Zustand versetzt. Das
bei der Emission ausgesendete Photon besitzt eine groBere Wellenldnge als die
benétigte Energie zur Anregung, da ein Teil dieser Energie als Wirme an
die Umgebung freigegeben wird (Alberts et al., 2008; Valeur and Berberan-Santos,
2011). Spezielle Filter des Immunfluoreszenzmikroskops erfassen nur das emittierte
Licht und machen dieses sichtbar.

Fiir die Immunfluoreszenzfarbung wird zunichst das vorhandene PBS von den fixierten
Zellen abgenommen. AnschlieBend werden die Zellen mit 0,3 % Triton fiir 5 Min.
versetzt, um die Zellmembran fiir Antikorper permeabel zu machen. Die Zellen werden
fiir 20 Min. bei RT mit Blockierlosung inkubiert, um unspezifische Bindungen von
Antikorpern an freien Bindungsstellen zu verhindern. Nach griindlichem Waschen mit
1 x PBS wird der Primirantikorper, welcher 1:200 mit 1 %igem BSA in 1 x PBS
verdiinnt ist, dazugegeben und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dieser bindet mit hoher
Affinitit an sein Zielmolekiil. Nach mehrmaligem Waschen mit 1 x PBS wird der
fluoreszierende Sekundirantikorper, der 1:3000 mit 1 x PBS verdiinnt ist, dazugegeben
und im Dunklen bei RT fiir 60 Min. inkubiert. Nach erneutem Waschen werden die
Zellen fiir die Weiterverwendung mit 1 x PBS bedeckt. Die fluoreszierenden Signale

werden mittels des Mikroskops BZ-9000 (Keyence) erfasst.

3.4.3 Fiarbung des Aktin-Zytoskeletts

Phalloidin, das Gift des griinen Knollenblétterpilzes, bindet mit einer hohen Selektivitét
an F-Aktin. Durch die Kopplung von Phalloidin an den fluoreszierenden Farbstoff
Alexa Fluor® 488 konnen zytoskelettale Strukturen, welche aus F-Aktin bestehen, mit
Hilfe des Fluoreszenzmikroskops untersucht werden.

Fiir die Phalloidin-Farbung wird zunéchst das vorhandene PBS von den fixierten Zellen

abgenommen. Die Zellen werden mit Alexa Fluor® 488 in einer 1:1000 Verdiinnung
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mit 1 x PBS fiir 10 Min. im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Anschlieend werden die
Zellen zweimal mit 1 x PBS gewaschen und zur Lagerung mit 200 pl 1 x PBS bedeckt.
Die Phalloidin-Farbung wird im Dunklen bei 4 °C aufbewahrt. Die fluoreszierenden

Signale werden mittels Mikroskop erfasst.

3.5 DNase Assay zur Bestimmung der intrazelluliren Aktin-
verteilung

Durch den DNase Assay kann das Verhiltnis des intrazelluliren G- und F-Aktins mit
Hilfe des Spektrophotometers bestimmt werden. Das grundlegende Prinzip des DNase
Assays basiert auf der Inhibition der Desoxyribonuklease I (DNase I) durch intra-
zelluldres G-Aktin, wohingegen F-Aktin keine Auswirkungen auf die Enzymaktivitét
hat. Die Hemmung der DNase I wird photometrisch gemessen und bietet somit direkten
Riickschluss auf den intrazelluldren Anteil von G-Aktin im Zelllysat. Um die gesamte
Aktinmenge zu bestimmen, wird das Zelllysat mit Guanidiniumchlorid versetzt, sodass
F-Aktin zu G-Aktin depolymerisiert wird. Anschliefend kann der Anteil von F-Aktin
(F) durch Subtraktion von G-Aktin (G) an der gesamten intrazelluldren Aktinmenge (T)
bestimmt werden (F = T - G). Die erhobenen Ergebnisse werden durch den
Gesamtproteingehalt geteilt und der prozentuale Anteil von G- und F-Aktin berechnet
(vgl. zu diesem Abschnitt: Windhorst et al., 2010).

Die Messungen werden mit dem UV/Vis Spectrophotometer Lamda 2 (PerkinElmer)
bei 260 nm durchgefiihrt und durch das Programm UV WinLab (PerkinElmer)
aufgezeichnet. Vor jeder Messung wird einmal blank gegen die Quarzkiivette gemessen.
AnschlieBend wird die Basislinie ermittelt. Dafiir wird 1 ml DNA-L&sung fiir 3 Min.
bei 30 °C in der Kiivette inkubiert und anschlieend fiir 2 Min. die Basislinie erfasst.
Zur Bestimmung des Normgraphens werden 10 pl Lysispuffer und 10 pl
DNase [-Losung zur inkubierten DNA-Losung in die Quarzkiivette pipettiert,
resuspendiert und die Extinktion wird gemessen. Das Gemisch enthélt wegen
der fehlenden Zellen kein Aktin, daher spiegelt der Graph die ungehemmte Aktivitét der
DNase I-Losung wieder. Die Extinktion der Graphen wird fiir 20 Min. aufgezeichnet.
Fiir die Herstellung der Proben werden 5 x 10° Zellen zweimal mit 1 x PBS gewaschen,
anschlieBend fiir 5 Min. bei 1500 rpm zentrifugiert und mit 100 pl Lysispuffer versetzt,
sodass G- und F-Aktin in Suspension vorliegen. AnschlieBend werden die jeweiligen

Proben nochmals 1:10 mit Lysispuffer verdiinnt.
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Zur Bestimmung der intrazelluliren G-Aktinmenge werden 10 upl Lysat und
10 ul DNase I-Losung fiir 5 Min. inkubiert. AnschlieBend wird dies zur DNA-L&sung
in die Quarzkiivette pipettiert und resuspendiert. Die Extinktion wird gemessen. Zur
Bestimmung der intrazelluliren F-Aktinmenge muss F-Aktin zundchst zu G-Aktin
depolymerisiert werden. Dazu werden 10 pl Lysat und 10 pl Guanidiniumchlorid fiir
20 Min. bei RT inkubiert und anschlieBend fiir 5 Min. mit 10 pl DNase [-Losung
versetzt. Davon werden 20 pl zur inkubierten DNA-LOsung in die Quarzkiivette
pipettiert, resuspendiert und die Extinktion wird gemessen.

Mit Hilfe des Programms UV WinLab kann die Steigung der Graphen iiber ein

identisches Zeitintervall bestimmt und der F-Aktingehalt berechnet werden.

3.6 Herstellung von Sphiroiden

Sphéroide sind dreidimensionale Zellkulturen, die sich durch Anhdufung von mehreren
tausend Tumorzellen zu kugelformigen Aggregaten zusammenlagern. Durch die
dreidimensionale Anordnung bewahren die Zellen in Sphédroiden viele ihrer
biochemischen und morphologischen Eigenschaften. Demzufolge dhneln sie stirker der
in vivo Situation als Zellen in Monolayer-Kulturen, die wegen ihrer reduzierten
Zell-Zell-Kontakte einige phénotypische Eigenschaften verlieren.

Fiir die Herstellung der Sphiroide werden sterile 96-Kammer-Zellkulturplatten aus
Polystyrol verwendet. Zunédchst wird 0,5 g des 1,5 %igen Agar Nobel mit 33 ml PBS
Dulbecco w/o Ca®" und Mg®" ca. 60 Min. autoklaviert. Mit einem sterilen Kombitip
wird jede Kammer mit 100 pl fliissigem Agar beschichtet. Nach dem Abkiihlen werden
diese mit 50 pl Vollmedium iiber Nacht inkubiert, um den Zellen einen optimalen
Néhrboden bereitzustellen. AnschlieBend wird das Vollmedium abgenommen und in
jede Kammer wird die theoretisch optimale Zellzahl von 5000 Zellen pro 200 pl
Zellmedium hinzugefiigt. Nach ca. 5 Tagen Lagerung im Inkubator bei 37 °C haben
sich Sphiroide gebildet.

3.7 Live Cell Imaging

Das Live Cell Imaging wird angewendet, um Zelldynamik und Invasionsverhalten an
lebenden Zellen und Zellaggregaten in verschiedenen Dimensionen mit dem

Zeitraffermikroskop zu beobachten. Die Aufnahmen im Multipoint-Modus des

34



Methoden

Programms BZ Viewer (Keyence) ermoglichen die gleichzeitig Darstellung in
verschiedenen Ebenen eines Sphiroids. Die Aufnahmen werden in einem
Zeitrafferabstand von 5 Min. iiber 18 Std. durchgefiihrt.

Zunichst werden die hergestellten Sphdroide mit Hilfe einer abgeschnittenen
100-1000 ul Mikropipettenspitze aus dem Agar entfernt und in einer Petrischale
zwischengelagert. Mit Hilfe einer 0,1-10 pl Mikropipettenspitze wird das Sphiroid
angesaugt und moglichst mittig in eine sterile Mikro-Zellkulturschale mit 35 mm
Durchmesser platziert. AnschlieBend wird jedes Sphéroid mit 3 ul Kollagenmixtur
(Tabelle 3-1) tiberschichtet und fiir 15 Min. im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Im
néchsten Schritt wird jedes Sphdroid mit 180 pul Vollmedium bedeckt und in der
Inkubationskammer des Mikroskops BZ-9000 bei 37 °C und 5 % CO, platziert,
wodurch die Umgebungsbedingungen im physiologischen Bereich aufrechterhalten
werden.

Durch das Programm BZ Viewer werden Zelldynamik und Invasionsverhalten der
Zellen in die Kollagenmatrix aufgezeichnet.

Tabelle 3-1: Zusammensetzung der Kollagenmixtur. Diese ist festgelegt durch die aufgefiihrten
Mengenangaben in der Tabelle. Alle Medien werden auf Eis gekiihlt und chronologisch nach der
tabellarischen Auflistung in ein steriles Probenrdhrchen aus Polystyrol gegeben. Nach jedem

Zwischenschritt wird die Losung im Probenrdhrchen gemischt, wobei Luftblasen zu vermeiden sind. Das
Arbeiten erfolgt unter der sterilen Werkbank.

Menge Medien fiir die Kollagenmixtur
[ul] (gekiihlt)
2000 Kollagen Typ I
240 Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
47 200 mM L-Glutamin
17 7,5 % Natriumhydrogencarbonat
264 FKS
14 7,5 % Natriumhydrogencarbonat
13 7,5 % Natriumhydrogencarbonat

3.8 Statistik

Die Signifikanz der einzelnen Versuche wird mit Hilfe des T-Tests durch das Programm
SigmaPlot (Systat Software Inc.) durchgefiihrt. Bei einem p-Wert < 0,05 werden die
Ergebnisse als signifikant betrachtet. Diese sind in den Balkendiagrammen des

Ergebnisteils durch das Zeichen * gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

Um den Einfluss von autoinhibiertem DIAPH1 auf mogliche metastatisch relevante
Prozesse der HROC24 Kolonkarzinomzellen zu untersuchen, befasste sich diese Arbeit
mit der detaillierten Gegeniiberstellung der Auswirkungen von DIAPHI1 in Kontroll-
und Knock-down-Zellen. Die Charakterisierung dieser Zellen erfolgte grofBtenteils
durch Immunfluoreszenz. Dabei wurden an fixierten Kontroll- und Knock-down-Zellen
mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie die Aktinstruktur von Filopodien, die
membranstindige E-Cadherin Lokalisation und der endosomale Vesikeltransport
untersucht. Die Zellmorphologie wurde durch Lichtmikroskopie bestimmt. Durch den
DNase Assay (Abschnitt 3.5) konnte das intrazelluldre Verhéltnis von G- zu F-Aktin der
Zellen bestimmt werden. Dies ermdglichte Riickschliisse auf die Aktivitdt von ABPs
und weiteren relevanten Aktin-beeinflussenden Genen. Die Methode des Live Cell
Imagings ermoglichte im Zeitraffer die Analyse der Zelldynamik und des Invasions-

verhalten. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargelegt.

4.1 Quantifizierung des DIAPH1 Knock-downs

Um die oben genannten Fragstellungen bearbeiten zu konnen, wurde DIAPHI1 mittels
shRNA depletiert. Hierzu wurden die zur Verfiigung gestellten Zellen transfiziert,
lysiert, das gewonnene Protein durch SDS-PAGE aufgetrennt und das
Molekulargewicht von DIAPH1 bei ungefdhr 140 kDa (vgl. UniProtKB - 060610
(DIAP1_HUMAN)) mit Hilfe des Western Blots bestimmt (Abbildung 4-1). Um den
Erfolg des DIAHP1 Knock-downs zu priifen, wurde eine HSC70 Ladekontrolle
durchgefiihrt. Die Quantifizierung des Knock-downs ergab eine DIAPH1 Depletion von
63 % (Abbildung 4-2). Dieses Ergebnis ist Grundlage fiir die folgenden Experimente
und stiitzt das Weiterarbeiten mit HROC24 Knock-down-Zellen.

Kontrolle Knock-down Abbildung 4-1: Protein- und Ladekontroll-
banden zur Bestimmung des DIAPH1 Knock-

DIAPH1 - - - - downs. Proben der Kontroll- und Knock-down-

Zellen wurden doppelt aufgetragen. Mit Hilfe
des Western Blots konnten die DIAPH1 Protein-

banden nachgewiesen werden. Knock-down-

HSC70 “ - - Zellen zeigten eine reduzierte DIAPH1 Expres-
— sion. Durch die HSC70 Ladekontrolle wurde die

- Menge der applizierten Konzentrationen gepriift.
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Abbildung 4-2: Quantitative Darstellung der DIAPH1 Expression in HROC24 Kontroll- und
Knock-down-Zellen. Zur Quantifizierung des Knock-downs wurde der Quotient aus der Intensitdt des
Proteins I(P) und der HSC70 Ladekontrolle I(HSC70) ermittelt. AnschlieBend wurde die
durchschnittliche DIAPH1 Expression in Knock-down-Zellen bestimmt, welche im Vergleich zu
Kontroll-Zellen um 63 % verringert war. n = 4

4.2 Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPH]1 auf die Zell-
morphologie

Die zellmorphologischen Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um festzustellen, ob
autoinhibiertes DIAPH1 die Zellform und Zellausldufer von HROC24 Kontroll- und
Knock-down-Zellen beeinflusst. Dafiir wurden die Zellen fixiert und anschlieBend bei
20-facher Vergroferung im Lichtmikroskopmodus untersucht.

Zur Bestimmung der Zellform wurden im fortlaufenden Prozess der Zellkultivierung
pro Untersuchungsreihe 50 Einzelzellen mikroskopiert. Die Charakterisierung erfolgte
nach drei morphologischen Kriterien: rund, spindelférmig und rhomboid. Die
Ergebnisse der mikroskopischen Bildanalyse zeigen, dass die Zellen beider Kulturen
mehrheitlich eine kleine, rundliche Form aufwiesen (Abbildung 4-3). Bei Kontroll-
Zellen betrug der Anteil dieser Zellen 64 % der untersuchten Zellzahl, wohingegen
Knock-down- Zellen einen Anteil von 58 % aufzeigten (Tabelle 4-1, Abbildung 4-4).
Demzufolge waren spindelférmige und rhomboide Zellen in einem deutlich geringeren
Mal ausgeprigt. Durch Auswerten der Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Zellkultivierung konnte kein signifikanter Unterschied der Zellform zwischen

Kontroll- und Knock-down-Zellen festgestellt werden.
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Abbildung 4-3: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Morphologie von HROC24 Kontroll- und
Knock-down-Zellen wurden in 20-facher VergroBerung aufgezeichnet. Die Klassifizierung der Zellform
wurde in rund, spindelférmig und rhomboid unterteilt. Diese Merkmale waren in beiden Zellkulturen
ausgepragt. Exemplarische Beispiele: a) runde Kontroll-Zellen; b) spindelférmige Kontroll-Zellen;
c¢) thomboide Kontroll-Zellen; d) runde Knock-down-Zellen; e) spindelférmige Knock-down-Zellen;
f) thomboide Knock-down-Zellen. Die GroBenbalken der Aufnahmen betragen 10 um.

Tabelle 4-1: Prozentuale Verteilung morphologischer Zellkriterien bei HROC24 Kontroll- und
Knock-down-Zellen mit dazugehédriger Standardabweichung (SD) gemafl Abbildung 4-4. n =150

Zellform Kontrolle SD Knock-down SD
[%] [+/-] [%] [+/-]
rund 64 2,00 58 3,79
spindelformig 18 2,08 26 5,29
rhomboid 18 1,53 16 2,08
90
EKontrolle ™Knock-down
80
70
60
X
= 50 1
=
[
= 40 -
-5
N
30
20
10 A
0 -
rund spindelformig rhomboid

Abbildung 4-4: Verteilung der Zellform bei HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen. Bestimmt
durch morphologische Kriterien: rund, spindelférmig und rhomboid. Die Auswertungen erfolgten anhand
von lichtmikroskopischen Aufnahmen der fixierten HROC24 Kolonkarzinomzellen in 20-facher
VergroBerung. n =150
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Fir die Charakterisierung der Zellausldufer wurden im fortlaufenden Prozess der
Zellkultivierung pro Untersuchungsreihe 100 Einzelzellen mikroskopiert. Dabei wurde
zuerst das Vorhandensein der Zellauslaufer festgestellt und anschliefend die Lénge und
Breite der Zellausldufer mit Hilfe des Programms BZ Analyzer (Keyence) bestimmt.
Die Lange der Zellausldufer wurde in > 10,5 wm und < 10,5 wm eingeteilt. Die Breite
der Zellausldufer wurde in > 2,5 um und < 2,5 um festgelegt (Abbildung 4-5).
Anzumerken ist, dass Zellausldufer wéhrend der Fortbewegung einer stindigen
dynamischen Umgestaltung ihres Halte- und Stiitzgeriistes unterliegen und somit Lénge
und Breite der Ausldufer nicht konstant sind. Die Auswertungen spiegeln daher eine
Momentaufnahme der Zellmigration wider. Bei 95 % der Kontroll- und Knock-down-
Zellen wurden Zellausldufer festgestellt, wobei die Linge und Breite stark variierten
(Tabelle 4-2, Abbildung 4-6).

Durch Auswerten der Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Zellkultivierung
konnte kein signifikanter Unterschied der Zellausldufer zwischen Kontroll- und

Knock-down-Zellen festgestellt werden.

1 Between 2-points 14um|
2 Between 2-points 2 um
3 Between 2-points 2 um
4 Between 2-points 7 um

1 Between 2-points 8 um
2 Between 2-points 2 um
3 Between 2-points  1um
4 Between 2-points 15 um
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1 Between 2-points 6 um
1 Between 2-points 11 um 2 Between 2-points 8 um

Abbildung 4-5: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellausldufer von HROC24 Kontroll- und
Knock-down-Zellen. Die Messungen der Zellausldufer wurden durch das Programm BZ Analyzer an
20-fach vergroBerten Aufnahmen durchgefiihrt. Between 2-points gibt die Ausmalle der Linge oder
Breite der Zellausldufer an und wurde automatisch in die Aufnahmen eingefiigt. Exemplarische Beispiele
zeigen grofle Variation der Ausldufer: a) Kontroll-Zellen; b) Kontroll-Zellen; ¢) Knock-down-Zellen;
d) Knock-down-Zellen.
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Tabelle 4-2: Prozentuale Verteilung morphologischer Zellauslduferkriterien bei HROC24 Kontroll-
und Knock-down-Zellen mit dazugehdriger SD gemall Abbildung 4-6. n =300

Zellausldufer Kontrolle SD Knock-down SD
[%o] [+/-] [%] [+/-]

Linge > 10,5 um 56 21,57 66 7,81
Linge < 10,5 pm 44 9,29 36 12,58
Breite > 2,5 um 39 4,36 35 12,50
Breite <2,5 um 57 12,77 66 17,62
nicht vorhanden 5 2,08 5 1,53

100
EKontrolle ®Knock-down

90

70 A

50

Zellzahl [%]

30 1

10 1

Linge > 10,5 pm Linge < 10,5 pm Breite > 2,5 pm Breite <2,5 um nicht vorhanden

Abbildung 4-6: Ausprigung der Zellausliufer bei HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen
bestimmt durch Berechnung von Ladnge und Breite mit Hilfe des Programms BZ Analyzer. Die
Auswertungen erfolgten anhand von lichtmikroskopischen Aufnahmen der fixierten HROC24
Kolonkarzinomzellen in 20-facher VergroBerung. Die ermittelten Werte miissen jeweils separat betrachtet
werden, da die meisten Zellen eine Kombination der Eigenschaften aufwiesen. n = 300

4.3 Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPH]1 auf die Aktinstruk-
tur in Filopodien

Die Untersuchungen der Filopodien konzentrierten sich auf die Fragestellung, ob
autoinhibiertes DIAPH1 die Aktinstruktur, Formation und Auspriagung der Filopodien
in HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen beeinflusst. Um die Filopodien bei
Kontroll- und Knock-down-Zellen zu untersuchen, wurden diese fixiert und die
Aktinstruktur der Filopodien mit Phalloidin angefarbt. Im fortlaufenden Prozess der

Zellkultivierung wurden bei 100 Zellen pro Untersuchungsreihe die fluoreszierenden
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Signale der Phalloidin-Férbung mikroskopisch erfasst, untersucht und anschlieBend
kategorisiert.

Die Phalloidin-gefarbten Zellen wiesen alle Filopodien auf, jedoch unterschied sich die
intrazelluldre Aktinstruktur in ihrer Intensitdt und Ausprigung (Abbildung 4-7). Fiir
die Auswertungen wurden die Liange der Filopodien mit dem Programm BZ Analyzer
gemessen. Darauf basierend wurde die Auspriagung der Filopodien durch die Kriterien
schwach ausgeprdgt (< 1 um) und deutlich ausgeprigt (= 1 um) beurteilt. Bei
Knock-down-Zellen betrug der Anteil der schwach ausgepriagten Filopodien 73 % der
untersuchten Zellzahl, wohingegen Kontroll-Zellen einen Anteil von 52 % aufzeigten
(Tabelle 4-3, Abbildung 4-8).

Die Auswertungen, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Zell-Kultivierung
erfolgten, zeigen eine signifikant schwéchere Auspriagung der Filopodien-Formation bei

Knock-down-Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen.

a) Kontrolle b) Knock-down

Abbildung 4-7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Phalloidin-gefirbten Aktinstruktur in
HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen. Zur Beurteilung der Filopodien wurden Messungen durch
das Programm BZ Analyzer an 60-fach vergroflerten Aufnahmen durchgefiihrt. Exemplarische Beispiele
a) Kontroll-Zelle mit Filopodien > 1 um; b) Knock-down-Zelle mit Filopodien < 1 pm. Die

GroBenbalken der Aufnahmen betragen 10 um.

Tabelle 4-3: Prozentuale Verteilung ausgeprigter Filopodien bei HROC24 Kontroll- und
Knock-down-Zellen mit dazugehdriger SD gemél Abbildung 4-8. n =200

Auspriagung der Kontrolle SD Knock-down SD
Filopodien [%] [+/-] [%] [+/-]
schwach (£ 1 um) 52 5,32 73 5,32
deutlich (> 1 pm) 48 4,35 27 4,43
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Abbildung 4-8: Ausprigung der Filopodien bei HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen, bestimmt
durch strukturelle Kriterien: schwach ausgeprigt (< 1 pm) und deutlich ausgepragt (= 1 um). Die
Auswertungen erfolgten anhand von 60-fach vergroferten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der
Phalloidin-gefarbten HROC24 Kolonkarzinomzellen durch das Programm BZ Analyzer. n = 200

4.4 Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPH]1 auf das intra-
zellulidre Verhaltnis von G- zu F-Aktin

Der DNase Assay wurde durchgefiihrt, um den zelluliren Anteil von F-Aktin in
Kontroll- und Knock-down-Zellen zu quantifizieren und mdgliche Auswirkungen von
DIAPHI auf die Aktin-Polymerisation festzustellen (Abschnitt 3.5).

Fiir die Ergebnisse wurde der prozentuale F-Aktinanteil (F) berechnet, welcher auf die
gesamte Aktinmenge (T) bezogen wurde. Bei Kontroll-Zellen betrug der F-Aktinanteil
85 % und bei Knock-down-Zellen 76 %. Mit einer Standardabweichung von 9,76 % bei
Kontroll-Zellen und 5,78 % bei Knock-down-Zellen konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Tabelle 4-4, Abbildung 4-9).

Daraus kann abgeleitet werden, dass autoinhibiertes DIAPHI das prozentuale
Verhéltnis von G- zu F-Aktin bei Kontroll- und Knock-down-Zellen nicht beeinflusste

und keine Auswirkungen auf die intrazelluldre Aktinverteilung hatte.
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Tabelle 4-4: Prozentualer F-Aktinanteil bezogen auf die gesamte intrazellulire Aktinmenge bei
HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen mit dazugehdriger SD geméll Abbildung 4-9. Die
Ergebnisse wurden durch den DNase Assay erfasst und basieren auf spektrophotometrischen Messungen
des monomeren G-Aktins und des gesamten depolymerisierten intrazelluldren Aktins. n = 4

Aktinanteil bezogen auf Kontrolle SD Knock-down SD
gesamtes intrazelluldres Aktin [%] [+/-] [%] [+/-]
F-Aktin, (F) von (T) 85 9,76 76 5,78

100

80 A

60 1

40 1

zellulirer F-Aktinanteil [%]

04
Kontrolle Knock-down

Abbildung 4-9: Prozentualer intrazellulirer F-Aktinanteil von HROC24 Kontroll- und Knock-down-
Zellen, bezogen auf die gesamte intrazelluldre Aktinmenge. Erfasst wurden die Ergebnisse durch den
DNase Assay. n =4

4.5 Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPH1 auf die membran-
stindige E-Cadherin Lokalisation

Die durchgefiihrten E-Cadherin Versuche ermdglichten durch die Fluoreszenzemission
des Sekundérantikorpers, die membranstindige Lokalisation von E-Cadherin in
fixierten HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen zu untersuchen. Dafiir wurden im
fortlaufenden Prozess der Zellkultivierung bei 50 Zellen pro Untersuchungsreihe
die fluoreszierenden Signale der E-Cadherin Fiarbung mikroskopisch erfasst. Die
E-Cadherin Signale der Einzelzellen und Zellaggregate wurden mit Hilfe folgender
Klassifizierung charakterisiert: kontinuierliches, diskontinuierliches und lokalisiertes
Signal. Zu beachten ist, dass E-Cadherin eine entscheidende Rolle bei Zell-Zell-

Kontakten spielt und eventuell nur eine geringe Auswirkung auf Einzelzellen besitzt.
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4.5.1 Einzelzellen

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass Einzelzellen beider Kulturen mehrheitlich ein
diskontinuierliches E-Cadherin Signal an der Zellmembran aufwiesen (Abbildung
4-10). Bezogen auf die untersuchte Zellzahl betrug der Anteil dieser Zellen bei
Kontroll-Zellen 52 % und bei Knock-down-Zellen 54 % (Tabelle 4-5, Abbildung 4-11).
Demzufolge war in beiden Kulturen das kontinuierliche und lokalisierte Signal deutlich
geringer ausgepragt.

Durch Auswerten der Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Zellkultivierung
konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der E-Cadherin Fluoreszenz an der

Zellmembran zwischen Kontroll- und Knock-down-Zellen festgestellt werden.

a) Kontrolle b) Kontrolle ¢) Knock-down

Abbildung 4-10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der membranstindigen E-Cadherin
Lokalisation bei Einzelzellen. Dafiir wurden HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen in 60-facher
VergroBBerung aufgezeichnet. Die fluorometrische Klassifizierung der detektierten E-Cadherin Signale
wurde in kontinuierlich, diskontinuierlich und lokalisiert unterteilt. Die Merkmale waren in beiden
Zellkulturen ausgeprigt. Exemplarische Beispiele: a) Kontroll-Zelle mit kontinuierlichem Signal;
b) Kontroll-Zelle mit diskontinuierlichem Signal; ¢) Knock-down-Zelle mit lokalisiertem Signal. Die
GroBenbalken der Aufnahmen betragen 10 um.

Tabelle 4-5: Prozentuale Verteilung membranstindiger E-Cadherin Signale bei Einzelzellen von
HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen mit dazugehoriger SD geméB Abbildung 4-11. n = 100

Auspriagung der Kontrolle SD Knock-down SD
E-Cadherin Signale [%] [+/-] [%] [+/-]
kontinuierlich 22 1,41 26 2,83
diskontinuierlich 52 1,41 54 1,41
lokalisiert 26 2,83 20 1,41
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Abbildung 4-11: Verteilung der membranstindigen E-Cadherin Lokalisation bei Einzelzellen von
HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen. Bestimmt durch die Signalcharakterisierung: kontinuierlich,
diskontinuierlich und lokalisiert. Die Auswertungen erfolgten an Hand von 60-fach vergroBerten
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der E-Cadherin-gefirbten HROC24 Kolonkarzinomzellen.
Dafiir wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die E-Cadherin Lokalisation durch Immunhistologie
nachgewiesen. n = 100

4.5.2 Zellaggregate

Die untersuchten Zellaggregate zeigten, dass Kontroll- und Knock-down-Zellen mehr-
heitlich ein kontinuierliches E-Cadherin Signal an der Zellmembran aufwiesen
(Abbildung 4-12). Bei Kontroll-Zellen betrug der Anteil dieser Zellen 78 % der unter-
suchten Zellzahl, bei Knock-down-Zellen 65 %. Die Standardabweichung betrug bei
Kontroll- und Knock-down-Zellen 2,12 %. Demzufolge war in beiden Kulturen das dis-
kontinuierliche und lokalisierte Signal in der Zellmembran deutlich geringer ausgepragt.
Bei Kontroll-Zellen zeigten 15 % der Zellen ein diskontinuierliches Signal mit einer
Standardabweichung von 1,41 %. Bei Knock-down-Zellen betrug der Anteil dieser
Zellen 28 % mit einer Standardabweichung von 0,71 % (Tabelle 4-6, Abbildung 4-13).

Durch Auswerten der Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Zellkultivierung
konnte ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der kontinuierlichen E-Cadherin
Lokalisation bei Kontroll-Zellen und der diskontinuierlichen E-Cadherin Lokalisation
bei Knock-down-Zellen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde kein Unterschied
bei der lokal verstiarkten E-Cadherin Lokalisation aufgezeigt. Die Ergebnisse zeigen,
dass Knock-down-Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen eine signifikant reduzierte

membransténdige E-Cadherin Lokalisation aufzeigten.
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’

a) Knock-down b) Kontrolle ¢) Knock-down

Abbildung 4-12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der membranstindigen E-Cadherin
Lokalisation bei Zellaggregaten. Dafiir wurden HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen. in
60-facher VergroBerung aufgezeichnet. Die fluorometrische Klassifizierung der E-Cadherin Signale
wurde in kontinuierlich, diskontinuierlich und lokalisiert unterteilt. Diese Merkmale waren in beiden
Zellkulturen ausgeprdgt. Exemplarische Beispiele: a) Kontroll-Zellen mit kontinuierlichen,
diskontinuierlichen und lokalisierten Signalen; b) Kontroll-Zellen mit kontinuierlichen Signalen;
¢) Knock-down-Zellen mit kontinuierlichen Signalen. Die Grof3enbalken der Aufnahmen betragen 10 um.

Tabelle 4-6: Prozentuale Verteilung membranstindiger E-Cadherin Signale bei Zellaggregaten von
HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen mit dazugehoriger SD geméB Abbildung 4-13. n= 100

Ausprigung des Kontrolle SD Knock-down SD
E-Cadherin Signals [%] [+/-] [%] [+/-]
kontinuierlich 78 2,12 65 2,12
diskontinuierlich 15 1,41 28 0,71
lokalisiert 7 0,71 7 2,21
90
80 EKontrolle ®Knock-down
70
= 60 N
S
= 50 1
[
% 40
N30
20
10
O _
kontinuierlich diskontinuierlich lokal verstirkt

Abbildung 4-13: Verteilung der membranstiindige E-Cadherin Lokalisation bei Zellaggregaten von
HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen, bestimmt durch die Signalcharakterisierung: kontinuierlich,
diskontinuierlich und lokalisiert. Die Auswertungen erfolgten anhand von 60-fach vergroferten
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der E-Cadherin-gefirbten HROC24 Zellaggregaten. Dafiir
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die E-Cadherin Lokalisation durch Immunhistologie
nachgewiesen. n = 100

47



Ergebnisse

4.6 Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPH1 auf den endosoma-
len Vesikeltransport

Durch die Fluoreszenzdetektion des Antikopers, welcher in fixierten HROC24
Kolonkarzinomzellen an early endosome antigen I (EEA1) gebunden hatte, konnte die
Lokalisation und Akkumulation der frithen Endosomen bestimmt werden. Dafiir wurden
im fortlaufenden Prozess der Zellkultivierung bei 50 Zellen pro Untersuchungsreihe die
fluoreszierenden Signale der EEA1-Fiarbung mikroskopisch erfasst. Zur Auswertung
wurden HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen zunéchst in zwei libergeordnete
Kategorien eingeteilt, wodurch die Zellen anhand des Vorhandenseins von Vesikeln
oder Clustern unterschieden wurden. Als Cluster wurde die Akkumulation mehrerer
Vesikel definiert, welche nicht voneinander zu differenzieren waren und sich als
geschlossene Einheit abgrenzten. Innerhalb der zwei Kategorien wurde nochmals
anhand der Vesikel bzw. Cluster in folgende Subkategorien unterschieden:
> 10 Vesikel; < 10 Vesikel; keine Vesikel; > 10 Cluster; < 10 Cluster; keine Cluster.

Die Analyse der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigte, dass alle Zellen friihe
Endosomen aufwiesen. Es konnte ein signifikanter Unterschied in der Anzahl
frither Endosomen bei Kontroll- und Knock-down-Zellen festgestellt werden
(Abbildung 4-14). Bezogen auf die untersuchte Zellzahl zeigten 64 % der Kontroll-
Zellen einen verstirkten Vesikeltransport von > 10 Vesikel pro Zelle, wohingegen die
Anzahl bei Knock-down-Zellen 41 % betrug (Tabelle 4-7, Abbildung 4-15). Durch
Auswerten der Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Zellkultivierung konnte ein
signifikanter Unterschied der Anzahl an Vesikeln pro Zelle festgestellt werden.
Betrachtet man die Haufung der Cluster pro Zelle, ist festzustellen, dass ein Fiinftel der
Zellen keine Cluster aufwiesen (Kontrolle 18 %; Knock-down 23 %). Bei Zellen beider
Kulturen war mehrheitlich eine geringe Anzahl an Clustern mit < 10 Clustern zu
vermerken. Bei Kontroll-Zellen betrug der Anteil dieser Zellen 64 % der untersuchten
Zellzahl, bei Knock-down-Zellen 70 % (Tabelle 4-7, Abbildung 4-15).

Die Ergebnisse zeigen, dass Knock-down-Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen eine
signifikant geringere Anzahl an Endosomen aufzeigten. Innerhalb der Cluster wurden

keine Unterschiede verzeichnet.
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a) Knock-down b) Kontrolle

¢) Knock-down d) Kontrolle

Abbildung 4-14: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Endosomen und endosomalen Cluster
in HROC24 Kontroll- und Knock-down-Zellen. Diese wurden in 60-facher VergroBerung aufgezeichnet.
Exemplarische Beispiele: a) Knock-down-Zelle mit > 10 Vesikeln und > 10 Clustern; b) Knock-down-
Zelle mit > 10 Vesikeln und < 10 Clustern; ¢) Knock-down-Zelle mit < 10 Vesikeln und < 10 Clustern;
d) Kontrolle-Zelle mit < 10 Vesikeln und keinen Clustern. Die Groenbalken der Aufhahmen betragen
10 um.

Tabelle 4-7: Prozentuale Verteilung endosomaler Signale (EEA1) pro HROC24 Kontroll- und
Knock-down-Zelle mit dazugehoriger SD geméB Abbildung 4-15. n = 100

Anzahl an Endosomen Kontrolle SD Knock-down SD

(pro Zelle) [%] [+/-] [%] [+/-]

> 10 Vesikel 64 2,83 41 2,12

<10 Vesikel 36 2,83 59 2,12
keine Vesikel 0 0 0 0

> 10 Cluster 18 5,66 7 0,71

<10 Cluster 64 1,41 70 0,71

keine Cluster 18 7,07 23 0,71
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Abbildung 4-15: Anzahl friiher Endosomen und deren Fusion zu Clustern pro HROC24 Kontroll-
und Knock-down-Zelle. Bestimmt durch die Signalcharakterisierung: > 10 Vesikel; < 10 Vesikel; keine
Vesikel; > 10 Cluster; < 10 Cluster; keine Cluster. Die Auswertungen erfolgten anhand von 60-fach
vergroBBerten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der EEA1-gefiarbten HROC24 Kolonkarzinom-
zellen. Dafiir wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die EEA1 Lokalisation durch
Immunhistologie nachgewiesen. n = 100

4.7 Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPH1 auf Zelldynamik
und Invasionsverhalten

Das Live Cell Imaging wurde bei HROC24 Kontroll- und Knock-down-Sphéroiden
durchgefiihrt, um die Zelldynamik und das Invasionsverhalten in verschiedenen
Dimensionen iiber einen bestimmen Zeitraum zu beobachten. Sphiroide sind
dreidimensionale Zellaggregate, welche durch den Erhalt von vielen biochemischen und
morphologischen Zelleigenschaften ein in vivo dhnliches Modell darstellen.

Die Messungen wurden bei Kontroll- und Knock-down-Sphéroiden im Multipoint-
Modus in einem Zeitrafferabstand von 5 Min. iiber 18 Stunden durch das Programm
BZ Viewer aufgezeichnet. Die Auswertungen erfolgten an 2D-Bildern, welche auf
verschiedenen Hohen in der vertikalen Ebene einer Zelle aufgenommen wurden. Um
die Umgebungsbedingungen im physiologischen Bereich aufrechtzuerhalten, wurden
die Sphiroide mit Vollmedium beschichtet und in der Inkubationskammer des
Mikroskops bei 37 °C und 5 % CO; positioniert.

Die Analyse des Live Cell Imagings der HROC24 Kontroll-Zellen zeigte erste sichtbare

dynamische Verdnderungen nach 2 Stunden durch plétzliches Ablosen mehrerer Zellen
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und Zell-Clustern aus den akkumulierten Zellen des Sphiroids. Dies wird durch rote
Pfeile in der Zeitrafferaufnahme nach 2 Stunden (t = 2) verdeutlicht (Abbildung 4-16).
Bis zur 10. Stunde konnte eine zunehmende Auflockerung des zelluldren Sphéroidrands
verzeichnet werden. Nach 10 Stunden war erneut das Ablosen einzelner Zellen aus dem
Sphiroidrand zu sehen. Dies wird durch rote Pfeile in der Zeitrafferauthahme nach
10 Stunden (t = 10) veranschaulicht (Abbildung 4-16). In den darauf folgenden Stunden

wurden keine weiteren sichtbaren Verdnderungen des Spharoids wahrgenommen.

Abbildung 4-16: Live Cell Imaging der HROC24 Kontroll-Zellen. Der Zeitrafferabstand betrug
5 Min. iiber 18 Stunden. Dargestellt sind Momentaufhahmen mit einem 2-stiindigen Zeitabstand des
identischen Sphéroidausschnitts mit Ausnahme von t = 2 zur Verdeutlichung des Zellverhaltens. t in
Stunden angegeben: t = 0: Ausgangssituation; t = 2: plotzliches Abldsen der Zellen und Zell-Clustern aus
dem Sphéroidrand, gekennzeichnet durch rote Pfeile; t = 4: Auflockerung des zelluldren Sphéroidrands;
t= 6: fortschreitende Auflockerung des Sphéroidrands, exemplarisch gekennzeichnet durch rote
Pfeile; t= 8: keine sichtbaren Verdnderungen; t= 10: Abldsen einzelner Zellen vom Sphiroidrand,
gekennzeichnet durch rote Pfeile; t = 12 bis t = 18: keine sichtbaren Verdnderungen

Zusammenfassend ist festzustellen, dass nach einer 2-stiindigen Initialphase ein
Zellausbruch aus dem Sphéroidrand der Kontroll-Zellen zu verzeichnen war.
AnschlieBend lockerte sich der Sphiroidrand auf. Weitere vereinzelte

Zellabloseprozesse wurden nach 10 Stunden beobachtet. Danach wurden keine

Verinderungen festgestellt.
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Die Analyse des Live Cell Imagings der HROC24 Knock-down-Zellen zeigte im
Vergleich zu Kontroll-Zellen ein weniger dynamisches Zellverhalten. Nach 4 Stunden
wurde eine Auflockerung des Sphéroidrands sichtbar. Zusitzlich wurde eine
Akkumulation der Zellen in der Peripherie des Sphéroids festgestellt, die zu
Ausstiilpungen des Sphédroidrands fiihrte. Diese Verdnderungen wurden bis zur
6. Stunde beobachtet und sind durch rote Pfeile in den Zeitrafferaufnahmen nach
4 Stunden (t = 4) und 6 Stunden (t = 6) verdeutlicht (Abbildung 4-17). Nach 10 Stunden
wurde ein Lingenwachstum der zelluldren Ausstiilpungen des Sphiroids sichtbar, das
durch den roten Pfeil in der Zeitrafferautnahme nach 10 Stunden (t = 10) visualisiert
wird (Abbildung 4-17). Nach 12 Stunden lockerten sich die Zellstrukturen am
Sphiroidrand und in den Ausstiilpungen auf, jedoch konnten keine Abldseprozesse der

Zellen oder Zell-Cluster verzeichnet werden.

Abbildung 4-17: Live Cell Imaging der HROC24 Knock-down-Zellen. Der Zeitrafferabstand betrug
5 Min. iiber 18 Stunden. Dargestellt sind Momentaufnahmen mit einem 2-stiindigen Zeitabstand des
identischen Sphéroidausschnitts. t in Stunden angegeben: t = 0: Ausgangssituation, t = 2: keine sichtbaren
Veranderungen; t = 4: Auflockerung des zelluldren Sphéroidrands und Akkumulation der Zellen zu
Ausstiilpungen, gekennzeichnet durch rote Pfeile; t = 6: fortschreitende zelluldre Auflockerung und
Akkumulation, gekennzeichnet durch rote Pfeile; t = 8: keine sichtbaren Verdnderungen;
t=10: Langenzuwachs der Ausstiilpungen, gekennzeichnet durch roten Pfeil; t = 12: Auflockerung der
Zellstrukturen des Sphiroidrands und der Ausstiilpungen, gekennzeichnet durch rote Pfeile; t = 14 bis
t = 18: keine sichtbaren Verédnderungen
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Anzumerken ist, dass sich die Morphologie des hier abgebildeten Kontroll- und
Knock-down-Sphéroids unterscheidet. Jedoch ist dies nicht relevant fiir die
Untersuchungen, da Sphéroide eine grole Variation aufzeigen. Entscheidend ist, dass
gleiche Zeitabstinde zwischen Kontroll- und Knock-down-Zellen miteinander
verglichen werden.

Durch genaues Beobachten einzelner Ausschnitte des Knock-down-Sphéroids konnte
nach 12 Stunden eine strangformige Zellanordnung innerhalb der Ausstiilpungen des
Sphéroids beobachtet werden. Diese Anordnung wird durch eine geschwungene
Klammer in der Zeitrafferaufnahme nach 12 Stunden (t = 12) verdeutlicht (Abbildung
4-18). Nach 16 Stunden lockerte sich die Zellstruktur geringfiigig auf, jedoch blieben
die Zellen bis zum Versuchsabbruch nach 18 Stunden in ihrer strangformigen
Anordnung (Abbildung 4-18).

Festzustellen ist, dass nach 4 bis 6 Stunden eine Auflockerung des Spharoidrands und
eine periphere Akkumulation der Zellen zu kleinen zelluldren Ausstiilpungen sichtbar
wurde. Nach 10 Stunden konnte eine Verldngerung der Ausstiilpungen verzeichnet
werden, welche nach 2 weiteren Stunden eine strangformige zelluldre Anordnung

aufzeigten. Das Ablosen der Zellen aus dem Sphéroid wurde nicht beobachtet.

t=0 t=2 g
Ausgangssituation keine sichtbaren Zell-Organisation keine sichtbaren ~ Keine sichtbaren
der Ausstiilpung Verinderungen und -Akkumulation Verinderungen Verinderungen

@l sacsa : alaakiiRi i
keine sichtbaren Auflockerung der keine sichtbaren
und -Akkumulation Zellanordnung Verinderungen zelluliren Struktur Verinderungen

Abbildung 4-18: Vergrofierter Ausschnitt des Live Cell Imagings der HROC24 Knock-down-Zellen
zur Verdeutlichung des Zellverhaltens. Der Zeitrafferabstand betrug 5 Min. iiber 18 Stunden. Dargestellt
sind Momentaufnahmen mit einem 2-stiindigen Zeitabstand des identischen Spharoidausschnitts.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse des Live Cell Imagings darauf hin, dass
Zelldynamik und Invasionspotential durch den DIAPHI Knock-down gehemmt
wurden. Bei Knock-down-Sphiroiden konnte kein Abloseprozess der Zellen
verzeichnet werden, wohingegen bei Kontroll-Sphéroide das Abldsen von Zellen und
Zell-Clustern beobachtet wurde. Um eine fundierte Aussage zu treffen, muss der

Versuch noch mehrmals wiederholt werden.
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5 Diskussionen

In der hier vorliegenden Arbeit wurde gepriift, ob autoinhibiertes DIAPHI durch
Auswirkungen auf das Aktin-Zytoskelett und auf zelluldre Vorgidnge das metatstatische
Potential der HROC24 Kolonkarzinomzellen fordert. Dies wiirde implizieren, dass
DIAPHI auch im autoinhibierten Zustand die Metastasierung begiinstigt.

Zum aktuellen Zeitpunkt sind neben den Aktin-nukleierenden Eigenschaften auch
Mikrotubuli-stabilisierende Effekte von DIAPH1 untersucht worden. Jedoch liegen in
der Literatur fast ausschlieBlich Erkenntnisse zu Mikrotubuli-stabilisierenden Effekten
von aktiviertem DIAPHI vor (Wen et al. 2004; Palazzo et al. 2001; Goulimari et al.
2005). Erste Forschungsergebnisse zu autoinhibiertem DIAPH1 wurden bei einer
weiteren Kolonkarzinomzelllinie, HCT116, durch Lin et al. festgestellt. Gezeigt wurde,
dass autoinhibiertes DIAPH1 ausschlieBlich Effekte auf die Stabilisierung der
Mikrotubuli hat. Detailliert wurde aufgezeigt, dass autoinhibiertes DIAPH1 sowohl den
Vesikeltransport als auch die Translokation von Integrin 1 zu fokalen Adhdsionen
durch Stabilisierung der Mikrotubuli fordert und dariiber Adhdsion und Migration
beeinflussen kann (Lin et al., 2015).

Aufgrund der dhnlichen Eigenschaften der HCT116 Kolonkarzinomzellen und der in
dieser Arbeit untersuchten HROC24 Kolonkarzinomzellen ist anzunchmen, dass
DIAPHI im autoinhibierten Zustand ebenfalls die Stabilisierung der Mikrotubuli fordert
und dadurch moglicherweise das metastatische Potential begiinstigt.

Diese Arbeit sollte dazu beitragen, die Rolle von autoinhibiertem DIAPHI1 bei der
Metastasierung von HROC24 Kolonkarzinomzellen besser zu verstehen. Durch die
Gegentiberstellung der Kontroll- und Knock-down-Zellen konnten signifikante
Unterschiede festgestellt werden. Im Folgenden sind die wichtigsten Ergebnisse des
Knock-downs zusammengefasst: erstens eine schwéchere Auspriagung der Filopodien,
zweitens eine reduzierte membranstindige E-Cadherin Lokalisation bei Zellaggregaten
und drittens eine geringere Anzahl frither Endosomen. Es konnten keine Auswirkungen
auf die intrazellulire Verteilung von monomerem und filamentésem Aktin verzeichnet
werden. Weiterhin wurden keine morphologischen Verdnderungen in Zellform und
Zellausldufern festgestellt. Die beiden letzteren Ergebnisse bestdtigen, dass
autoinhibiertes DIAPHI1 keine Auswirkungen auf die Aktin-Polymerisation besitzt, da
sowohl die intrazelluldre Aktinverteilung als auch morphologische Verdnderungen auf

Umgestaltungsprozessen des Aktin-Zytoskeletts basieren (Watanabe, 2010). Beide
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Prozesse wurden jedoch nicht von autoinhibiertem DIAPH1 beeinflusst. Somit ist
anzunehmen, dass DIAPH1 im autoinhibierten Zustand nicht als Aktin-Nukleator agiert.
Hingegen ist es am wahrscheinlichsten, dass autoinhibiertes DIAPH1 durch seine
Mikrotubuli-stabilisierenden Effekte zelluldre Prozesse direkt beeinflussen kann.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wird im Folgenden diskutiert, ob DIAPHI
Auswirkungen auf Adhésion, Migration und Invasion haben konnte und durch
Stabilisierung der Mikrotubuli moglicherweise das metastatische Potential der HROC24

Kolonkarzinomzellen fordert.

5.1 Autoinhibiertes DIAPH1 verstirkt Filopodien-Formation

Die zentrale Fragestellung der Filopodien-Untersuchungen ist, ob DIAPHI im
autoinhibierten Zustand die Formation der Aktin-reichen Filopodien fordert. Dies
beleuchtet einen interessanten Ansatz, da der zugrunde liegende Mechanismus auf einer
Interaktion zwischen der Aktinstruktur der Filopodien und dem Zytoskelett der
Mikrotubuli basieren miisste. Verdnderungen in der Filopodien-Formation kdnnten
durch ihre Relevanz bei entscheidenden Schritten der Zellmigration Auswirkungen auf
das metastatische Potential der HROC24 Kolonkarzinomzellen haben.

Die Versuchsergebnisse zeigen eine signifikant schwichere Filopodien-Auspragung bei
HROC24 Knock-down-Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen. Festzustellen ist, dass
trotz des Knock-downs alle Zellen Filopodien aufzeigten. In dieser Arbeit wurde
bestitigt, dass autoinhibiertes DIAPH1 keinen Einfluss auf die Aktindynamik hat
(Abschnitt 4.4). Somit basieren die deutlich ausgeprdgten Filopodien der Kontroll-
Zellen nicht auf Aktin-nukleierenden Wirkungen. Vielmehr sind sie am
wahrscheinlichsten auf Mikrotubuli-stabilisierende Effekte des autoinhibierten DIAPH1
zurlickzufithren. Weiterhin wird deutlich, dass der Prozess der Filopodien-Formation
durch weitere Faktoren beeinflusst werden muss. Dies wurde durch eine eingeschrinkte,
jedoch nicht ausbleibende Filopodien-Formation bei Knock-down-Zellen deutlich.
Unterstiitzend zu diesen Ergebnissen wurde durch die Forschungsgruppe Tanizaki et al.
an dendritischen mDial Knock-down-Zellen ebenfalls eine verminderte Formation von
Filopodien festgestellt. Jedoch wurden auch hier trotz des Knock-downs Filopodien
ausgebildet und aufrechterhalten (Tanizaki et al., 2010). Weitere Forschungsgruppen
konnten eine direkte Interaktion zwischen den Mikrotubuli und der Aktinstruktur der

Filopodien feststellen (Schaefer et al., 2002; Schober et al., 2007). Demnach strahlen
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Mikrotubuli in Lamellipodien bis an die Basis der Filopodien und teilweise iiber diese
Basis hinaus in Filopodien ein (Schober et al., 2007). Dabei tritt das Plus-Ende der
Mikrotubuli unter anderem in direkten Kontakt mit der Aktinstruktur der Filopodien,
wodurch deren Dynamik und die gerichtete Zellbewegung beeinflusst werden (Schaefer
et al., 2002; Schober et al., 2007). Zudem zeigten Forschungsgruppen, dass die
Entkopplung von interagierenden Mikrotubuli und Aktin-reichen Filopodien die Dichte
der Filopodien beeinflusst (Goldberg and Burmeister, 1992; Schober et al., 2007). Dies
verdeutlicht, dass ein Mikrotubuli-abhiingiger Mechanismus fiir die Kontrolle und
Reorganisation der Filopodien mitverantwortlich ist.

Die Versuchsergebnisse dieser Arbeit bestdtigen, dass autoinhibiertes DIAPHI
essentiell fiir die Filopodien-Formation der HROC24 Kolonkarzinomzellen ist. Folglich
wiirde eine verstirkte Filopodien-Formation die Zellen befdhigen ihre Umgebung besser
nach geeigneten Anheftungsbedingungen abzusuchen, um anschliefend Zell-Matrix-
Kontakte zur ECM aufzubauen. Unterstiitzend zeigten Lin et al., dass autoinhibiertes
DIAPHI die Zell-Matrix-Kontrakte durch Stabilisierung der Mikrotubuli fordert (Lin et
al., 2015). Naheliegend ist, dass die verstirkte Filopodien-Formation die Ausbildung
der Zell-Matrix-Kontakte begiinstigt und somit anfdngliche Prozesse der Zellmigration
direkt  beeinflusst. =~ Mdoglicherweise  konnen  dadurch  Zelldynamik  und

Invasionsverhalten der HROC24 Kolonkarzinomzellen gefordert werden.

5.2 Autoinhibiertes DIAPH1 verstirkt endosomalen Vesikeltransport

Zu iberpriifen galt, ob autoinhibiertes DIAPH1 den endosomalen Vesikeltransport
durch Stabilisierung der Mikrotubuli in HROC24 Kolonkarzinomzellen beeinflusst.
Endosomen sind eine interessante Zielstruktur fiir Mikrotubuli-stabilisierende Effekte,
da sie durch Interaktion mit dem Motorprotein Dynein entlang der Mikrotubuli ins
Zellinnere transportiert werden (Xiang et al., 2015). Weiterhin sind Endosomen
entscheidend fiir die Signaltransduktion und Kommunikation der Zellen mit ihrer
Umgebung (Alberts et al., 2008). Eine verdnderte Anzahl an Endosomen konnte
intrazelluldre Prozesse und die Kommunikation der HROC24 Kolonkarzinomzellen mit
threr Mikroumgebung verstirken bzw. hemmen, wodurch mdglicherweise der Prozess
der Metastasierung beeinflusst wird.

Die Ergebnisse zeigen eine signifikant verminderte Anzahl an Endosomen bei

Knock-down-Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen. Dabei wurde die Anzahl an
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Endosomen pro Zelle betrachtet. Die Auswertungen der Cluster pro Zelle basieren auf
der Verschmelzung von Endosomen und zeigen keine signifikanten Unterschiede. Auch
hier kann der Einfluss von DIAPHI1 auf die Anzahl an Endosomen pro Zelle nur auf
Mikrotubuli-stabilisierende Effekte zuriickgefithrt werden. Anzunehmen ist, dass
DIAPHI im autoinhibierten Zustand die Anzahl an Endosomen pro Kontroll-Zelle
durch ein stabiles Netzwerk der Mikrotubuli fordert.

Unterstiitzend konnte die Forschungsgruppe Fernandez-Borja et al. zeigen, dass
autoinhibiertes DIAPH1 den Transport der Endosomen entlang der Mikrotubuli ins
Zellinnere ermoglicht (Fernandez-Borja et al., 2005). Weitere Forschungsgruppen
konnten im Umkehrschluss zeigen, dass die Depolymerisation bzw. Destabilisierung
der Mikrotubuli den endosomalen Vesikeltransport hemmt (Apodaca, 2001; Matteoni
and Kreis, 1987). Mdglicherweise ist der endosomale Vesikeltransport sogar nur
Tubulin-abhingig (Lin et al, 2015), ohne Beteiligung von Mikro- und
Intermediérfilamenten (Matteoni and Kreis, 1987).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der DIAPH1 Knock-down eine signifikant ver-
minderte Anzahl an Endosomen in HROC24 Kolonkarzinomzellen bewirkt. Dies basiert
wahrscheinlich auf eingeschrinkten Mikrotubuli-stabilisierenden Effekten, wodurch der
endosomale Vesikeltransport erschwert wird. Hingegen kann bei Kontroll-Zellen der
gesteigerte endosomale Vesikeltransport zu einer verstirkten Signaltransduktion fiithren.
Moglicherweise wird dadurch die Kommunikation der HROC24 Kolonkarzinomzellen
mit ihrer Mikroumgebung verstirkt und das metastatische Potential durch gezieltes
Einwirken erhoht. Weiterhin ist naheliegend, dass durch die Stabilisierung der
Mikrotubuli nicht nur die Endozytose, sondern auch die Exozytose gefordert und
dadurch der gesamte zelluldre Vesikeltransport beeinflusset wird (Bryant and Stow,

2004; Etienne-Manneville, 2013; Stehbens and Wittmann, 2012; Watanabe et al., 2005).

5.3 Autoinhibiertes DIAPHI1 steigert membranstindige E-Cadherin
Lokalisation

Viele invasive Tumorzellen bewegen sich als kollektiver Zellverband und sind {iber
E-Cadherine verbunden, wodurch innerhalb des Zellkollektivs eine Polaritit aufgebaut
und aufrechterhalten wird (Cai et al., 2014). Basierend auf diesen Erkenntnissen kdnnen
E-Cadherine moglicherweise zum  metastatischen Potential der HROC24

Kolonkarzinomzellen beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob
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autoinhibiertes DIAPH1 die membranstindige E-Cadherin Lokalisation und somit den
Aufbau der Zell-Zell-Kontakte bei HROC24 Kolonkarzinomzellen beeinflusst.
Verdnderungen in der membranstindigen E-Cadherin Lokalisation konnten sich auf das
Invasionsverhalten der Zellen auswirken.

Die Ergebnisse zeigen, dass Knock-down-Zellaggregate im Vergleich zu Kontroll-
Zellaggregaten eine signifikant geringere membranstindige E-Cadherin Lokalisation
aufwiesen. Dies wurde bei der Auswertung der Knock-down-Zellaggregate durch ein
diskontinuierliches E-Cadherin Signal an der Zellmembran bestétigt. Anzumerken ist,
dass bei Einzelzellen keine Unterschiede der E-Cadherin Lokalisation festgestellt
wurden. Mogliche Ursache konnte die entscheidende Rolle der E-Cadherine bei der
kollektiven Migration von Tumorzellen spielen, wodurch der Zellzusammenhalt und die
Organisation zu einem Zellkollektiv gewihrleistet werden (Cai et al., 2014). Dies wiirde
erkliren, warum die Versuchsergebnisse der FEinzelzellen keine signifikanten
Unterschiede aufzeigten.

Folglich ist anzunehmen, dass die diskontinuierliche membranstindige E-Cadherin
Lokalisation bei Knock-down-Zellaggregaten zu einer schwicheren Auspridgung, oder
teilweise zum génzlichen Verlust von Zell-Zell-Kontakten fiihrt. Der zugrunde liegende
Mechanismus kann nicht auf Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts zuriickgefiihrt
werden. Diese Annahme basiert auf den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit,
welche zeigen, dass DIAPHI keinen Einfluss auf die Aktindynamik hat (Abschnitt 4.4).
Am wahrscheinlichsten ist, dass die reduzierte membranstindige E-Cadherin
Lokalisation der Knock-down-Zellaggregate durch eingeschrinkte Mikrotubuli-
stabilisierende Effekte beeinflusst wird.

Unterstiitzend zeigten Lin et al., dass in HCT116 Kolonkarzinomzellen der Vesikel-
transport und die Translokation von Integrin p1 zu fokalen Kontakten ausschlieBlich
Tubulin-abhingig ist (Lin et al., 2015). Anzunehmen ist, dass den Adhdsionsmolekiilen
Integrin und E-Cadherin ein dhnlicher Transportmechanismus in Kolonkarzinomzellen
zugrunde liegt und die Auswirkungen von DIAPH]1 auf diese Prozesse iibertragbar sind.
Dies wiirde implizieren, dass autoinhibiertes DAIPH1 den gerichteten Vesikeltransport
und den membranstindigen Einbau von E-Cadherin einschrénkt. Folglich konnten sich
verminderte Zell-Zell-Kontakte hemmend auf das kollektive Migrationsverhalten der
HROC24 Kolonkarzinomzellen auswirken. Ursache hierflir wire der geringere

Zusammenhalt des Zellkollektivs durch reduzierte adhidrente Kontakte.
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Weitere Studien konnten die Relevanz der Mikrotubuli bei der E-Cadherin Lokalisation
und Konzentration durch molekulare Mechanismen zwischen dem Cadherin-Catenin-
Komplex und den Mikrotubuli bestdtigen (Chen et al., 2003; Ligon et al., 2001,
Yanagisawa et al., 2004). Die Arbeitsgruppe Stehbens et al. zeigte, dass
Subpopulationen von Mikrotubuli mit ihrem Plus-Ende radial in E-Cadherin-basierende
Zell-Zell-Kontakte einstrahlen und I an diesen Kontaktpunkten die E-Cadherin
Konzentration steigern (Stehbens et al., 2006). Dies deutet darauf hin, dass dynamische
Mikrotubuli die E-Cadherin Konzentration an Zell-Zell-Kontakten durch die regionale
E-Cadherin Verteilung nach Erreichen der Zelloberflache regulieren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der DIAPHI Knock-down die
membranstindige E-Cadherin Lokalisation bei HROC24 Zelleaggregaten signifikant
verringert. Anzunehmen ist, dass dies auf die verminderte Stabilisierung der
Mikrotubuli durch den Knock-down zuriick zu fiihren ist. Zudem wiren unter diesen
Bedingungen alle einhergehenden intrazelluldren Prozesse, welche Mikrotubuli-
abhingig sind, eingeschrankt. Hingegen kann bei Kontroll-Zellen durch die
Stabilisierung der Mikrotubuli ein intakter E-Cadherin Vesikeltransport gewihrleistet
werden, worliber die Lokalisation und Konzentration von E-Cadherin gesteigert wird.
Dadurch kénnen vermehrt Zell-Zell-Kontakte ausgebildet werden, die einen besseren
Zusammenhalt zwischen den Zellen bewirken und moglicherweise dariiber die

kollektive Migration und Invasion der HROC24 Kolonkarzinomzellen steigern.

5.4 Autoinhibiertes DIAPHI steigert Invasionsverhalten der
HROC24

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass DIAPH1 im autoinhibierten Zustand das
metastatische Potential der HROC24 Kolonkarzinomzellen beeinflussen kann. Dies
wurde Dbestdtigt durch die reduzierte Zelldynamik wund das verminderte
Invasionsverhalten der Knock-down-Zellen in die Kollagenmatrix, welche
stellvertretend flir die ECM steht. Bei Knock-down Zellen konnte kein Abloseprozess
aus dem Sphéroid verzeichnet werden, wohingegen bei Kontroll-Zellen eine Tendenz
zur Invasion und Zellmobilitit von kleinen runden Zellen erfasst wurde. Dies zeigte sich
durch einen Ausbruch von Einzelzellen und kollektiven Zellverbidnden nach einer
Initialphase von 2 Stunden. Weiterhin wurde ein erneutes Abldsen der Einzelzellen

nach 10 Stunden aufgezeigt. Mit den vorliegenden Daten kann nicht abschliefend

59



Diskussionen

beurteilt werden, ob die einzelnen Randzellen als Einzelzellen invadieren, oder
moglicherweise als Leading-Zellen fungieren und weitere Zellen mit sich ziehen.

Um die Auswirkungen des autoinhibierten DIAPHI auf das Invasionsverhalten zu
verstehen, ist es entscheidend, dass die Ergebnisse dieser Arbeit nicht auf Aktin-
nukleierenden Wirkungen von DIPAH1 basieren (Abschnitt 4.4). Anhand der
Ergebnisse dieser Arbeit und der vorangegangenen Diskussionen ist anzunehmen, dass
durch die Stabilisierung der Mikrotubuli ein verstirktes Invasionsverhalten in Kontroll-
Zellen bewirkt wird.

Unterstiitzend zeigten Lin et al. bei DIAPHI-depletierten HCT116 Kolonkarzinom-
zellen ein vermindertes Adhidsions-, Migrations- und Invasionsverhalten (Lin et al.,
2014). Diese zelluldren Prozesse sind entscheidend an der Invasion beteiligt und werden
moglicherweise auch bei HROC24 Kolonkarzinomzellen durch autoinhibiertes DIAPH1
moduliert, wodurch das Invasionspotential gesteigert werden konnte.

Anzumerken ist, dass der Versuch noch mehrmals wiederholt und statistisch
ausgewertet werden muss, um eine signifikante Aussage liber die Auswirkungen von
autoinhibiertem DIAPHI auf das Invasionsverhalten der HROC24 Kolonkarzinom-
zellen zu treffen. Zusitzlich miissen weitere Faktoren einbezogen werden, um den
Mechanismus der Tumorzellinvasion aufzukldren. Wichtige Faktoren wéren unter-

anderem die Untersuchung der Invadopodien und die Effekte der MMPs auf die ECM.

Zusammenfassend und bezugnehmend zu den vorangegangenen Diskussionen ist
festzustellen, dass autoinhibiertes DIAPH1 zelluldire Prozesse der HROC24
Kolonkarzinomzellen direkt beeinflusst. Zunichst konnte ausgeschlossen werden, dass
die Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPH1 durch Aktin-nukleierende
Eigenschaften zustande kommen. Dennoch wurde bei Knock-down-Zellen eine
schwéichere Ausbildung der Filopodien (Abschnitt 5.1), eine reduzierte
membranstindige E-Cadherin Lokalisation (Abschnitt 5.3) und eine geringere Anzahl
friiher Endosomen (Abschnitt 5.2) festgestellt. Diese Auswirkungen sind
wahrscheinlich auf Mikrotubuli-stabilisierende Effekte von autoinhibiertem DIAPHI1
zurlickzufithren. Dadurch konnen die gerichtete Migration, der Zell-Zell-Kontakt, die
kollektive Invasion, der endosomale Vesikeltransport und die Zellkommunikation
beeinflusst werden. Anzunehmen ist, dass autoinhibiertes DIAPH1 durch die
Modulation  dieser Prozesse das metastatische Potential der HROC24

Kolonkarzinomzellen steigert.
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6 Ausblick

Bis heute konnen gestreute Metastasen im Gegensatz zu lokal begrenzten Tumoren
nicht vollstindig chirurgisch entfernt werden. Ist das Stadium der Metastasierung
erreicht, wird dem Patienten meistens eine Chemo- bzw. Radiochemotherapie
empfohlen, welche immer ein hohes Risiko an schweren Nebenwirkungen beinhaltet. In
den meisten Féllen sind metastasierte Tumore nicht heilbar. Zudem stellen
Tumorerkrankungen in den letzten Jahren weltweit ein steigendes Problem dar. Ursache
hierfiir sind die wachsende und alternde Population sowie die steigende Prévalenz von
Tumor-begiinstigenden Risikofaktoren wie Tabak und Ubergewicht (Siegel et al., 2014;
Torre et al., 2015). Daher ist es notwendig, neue Therapieansdtze zu entwickeln. Ein
Beispiel dafiir sind Proteine, die direkt in den Prozess der Invasion und Metastasierung
eingreifen und somit ein Target fiir die Tumortherapie darstellen. Die negativen Effekte
des DIAPHI Knock-downs auf das metastatische Potential der HROC24
Kolonkarzinomzellen machen das Protein durch sein direktes Eingreifen in den Prozess
zu einem interessanten therapeutischen Zielmolekiil der individuellen Tumortherapie.
Weitere Untersuchungen miissen durchgefiihrt werden, um die genauen Mechanismen
von DIAPH1 wihrend der Metastasierung zu verstehen und die Eignungsfdhigkeit des
Proteins fiir die Tumortherapie zu priifen.

Ein Ansatz stellt die Entwicklung von zielgerichteten Substanzen gegen die
FH2-Domine von DIAPHI dar. Diese wiirden die Interaktionen der FH2-Domine
sowohl mit Mikrotubuli als auch mit F-Aktin blockieren und somit gezielt die
Mikrotubuli-Stabilisierung und Aktin-Nukleation iiber die dafiir essentiell wichtige
FH2-Domine inhibieren. Folglich wiirde das metastatische Potential von DIAPHI im
aktivierten und autoinhibierten Zustand gehemmt werden. Zusitzlich konnten
Substanzen, die sich gegen die FHI-bindende G-Aktin-Doméne oder gegen die
GTPase-bindende RhoA-Domine richten, die metastasierungférdernde Wirkung von
DIAPH1 reduzieren. Uber diese Ansitze konnte die Metastasierung von HROC24
Kolonkarzinomzellen direkt inhibiert werden, da gezielt die essentiellen
Proteindomidnen von DIAPHI, welche die Stabilisierung der Mikrotubuli und die

Aktin-Nukleation modulieren, blockiert werden wiirden.
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7 Zusammenfassung

Durch diese Arbeit sollte der Einfluss von autoinhibiertem DIAPH1 auf das
metastatische Potential der HROC24 Kolonkarzinomzellen untersucht werden.

Hierzu wurden durch Immunfluoreszenz die Filopodien-Formation, die membran-
stindige E-Cadherin Lokalisation und der endosomale Vesikeltransport untersucht. Die
Zellmorphologie wurde lichtmikroskopisch bestimmt. Durch einen DNase Assay wurde
die intrazelluldre Aktinverteilung ermittelt. Zelldynamik und Invasionspotential wurden
mit einer Zeitreihe von lichtmikroskopischen Bildern analysiert. Die FErgebnisse
basieren auf der detaillierten Gegeniiberstellung von DIAPH1 Kontroll- und
Knock-down-Zellen.

Gezeigt wurde, dass autoinhibiertes DIAPHI1 nicht als Aktin-Nukleator agierte. Weder
die intrazellulire Aktinverteilung noch die Morphologie der Kontroll- und
Knock-down-Zellen wurden beeinflusst. Dennoch wurden bei Knock-down-Zellen eine
schwéchere Ausbildung der Filopodien, eine reduzierte membranstindige E-Cadherin
Lokalisation und eine geringere Anzahl an Endosomen festgestellt. Um eine definitive
Aussage liber die Auswirkungen von autoinhibiertem DIAPHI1 auf das Invasions-
potential der HROC24 Kolonkarzinomzellen zu treffen, muss der Live Cell Imaging
Versuch noch mehrmals wiederholt und durch weitere Untersuchungen ergidnzt werden.
Anzunehmen ist, dass diese Ergebnisse auf Mikrotubuli-stabilisierenden Effekten von
autoinhibiertem DIAPHI basieren. Bezugnehmend zu HCT116 Kolonkarzinomzellen
konnte autoinhibiertes DIAPHI1 folgende Auswirkungen auf relevante Prozesse der
Metastasierung haben: Durch eine verstirkte Filopodien-Formation konnten mehr Zell-
Matrix-Kontakte ausgebildet werden und dadurch anfingliche Prozesse der
Zellmigration direkt beeinflusst werden. Zudem fordert moglicherweise eine verstérkte
E-Cadherin Lokalisation durch ausgeprigte Zell-Zell-Kontakte die kollektive Invasion.
Weiterhin ist durch die gesteigerte Anzahl an Endosomen anzunehmen, dass allgemein
Mikrotubuli-bedingte Transportvorgdnge durch autoinhibiertes DIAPH1 beeinflusst
werden und die Zellkommunikation gesteigert wird.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass autoinhibiertes DIAPH1 durch gezieltes
Modulieren zelluldrer Prozesse das metastatische Potential der HROC24
Kolonkarzinomzellen steigert. Der zugrunde liegende Mechanismus von autoinhibiertes
DIAPHI1 basiert nicht auf Aktin-nukleierenden Wirkungen, sondern ist wahrscheinlich

auf dessen Mikrotubuli-stabilisierende Effekte zuriickzufiihren.
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8 Summary

The intent of this work was to investigate the influence of autoinhibited DIAPH]1 on the
metastatic potential of HROC24 colon carcinoma cells.

In doing so, formation of filopodia, localisation of membrane-bound E-Cadherin and
endosomal vesicle trafficking were investigated through immunofluorescence. Cell
morphology was determined by light microscopy. With the help of a DNase assay the
intracellular distribution of actin was calculated. Cell dynamics and invasive potential
were analysed with a time series of photos taken with a light microscope. The results
are based on comparing DIAPH1 control and knockdown cells.

It was shown that autoinhibited DIAPH1 was not operating as an actin nucleator.
Neither the intracellular distribution of actin nor the morphology of control and
knockdown cells were influenced. However, knockdown cells showed a weaker
development of filopodia, a reduced localisation of membrane-bound E-Cadherin and a
diminished number of endosomes. In providing evidence to the question of how
autoinhibited DIPAHI1 affects the cell invasion of HROC24 colon carcinoma cells, the
Live Cell Imaging experiment must be repeated several times and complemented by
further examinations.

Presumably, these results are based on the microtubule stabilising effects enacted by
autoinhibited DIAPHI1. With references to HCT116 colon carcinoma cells,
autoinhibited DIAPH1 could have following impact on relevant processes of the
metastasis; due to an increased formation of filopodia more cell-matrix contacts could
be established and, as such, the initial processes of cell migration could be influenced
directly. Furthermore, a strengthened localisation of membrane-bound E-Cadherin
could support collective invasion through distinct cell-cell contacts. Moreover, the
enhanced number of endosomes in control cells indicates that autoinhibited DIAPH1
influences transport processes of microtubule in general. This implies an intensification
of cell communication.

In conclusion, the results show that autoinhibited DIAPH1 increases the metastatic
potential of HROC24 colon carcinoma cells by modulating cellular processes. While the
underlying mechanism of autoinhibited DIAPH1 does not affect the actin nucleation, it

might be influenced by DIAPH1’s effects on the stabilisation of microtubule.
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