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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Verstandnis von Metastasierung bei Krebserkrankungen ist eine der grof3ten
Herausforderungen fir die Entwicklung neuer Medikamente. Dies erfordert die Erforschung
der Signalwege, die die Organisation des Aktinzytoskeletts sowie Tumorzellmigration und -
invasion steuern. In dieser Arbeit konnte die Rolle von Proteinkinase D (PKD) in der
Reorganisation des Aktinzytoskeletts und der Zellmigration entschlisselt werden. Aus
vorangegangenen Studien war bekannt, dass PKD die Zellmigration negativ reguliert -
hochstwahrscheinlich durch die Kontrolle der Aktinpolymerisations-Maschinerie. Die
Substrate von PKD in diesem Prozess waren bisher jedoch nicht bekannt. In dieser Arbeit
konnte die Cofilinphosphatase Slingshot 1 Like (SSH1L) als Substrat von PKD identifiziert
werden. Cofilin induziert die Aktinpolymerisation durch das Schneiden von F-Aktin
Filamenten. Auf diesem Wege werden neue, freie sogenannte stumpfe Enden (“barbed
ends” generiert. Weiterhin steigert Cofilin die Aktindepolymerisation, wodurch der Pool an
Aktin-Monomeren erhoht wird. Aus diesen Grinden kann Cofilin als Schlissel-Regulator in
der Zellmigration bezeichnet werden. Die Aktivitat von Cofilin ist von seiner Phosphorylierung
abhangig: Eine Phosphorylierung durch die LIM-Kinasen 1 und 2 hemmt die Fahigkeit von
Cofilin an Aktin zu binden und fihrt damit zu dessen Inaktivierung. Entsprechend fihrt eine
Dephosphorylierung des Proteins durch SSH- und Chronophinphosphatasen zur Aktivierung.
PKD phosphoryliert die Serine 937 und 978 in SSHIL in vitro und in intakten Zellen und
induziert dadurch die Bindung von 14-3-3 Proteinen, die die zellulare Lokalisation von
SSHI1L regulieren. Auf diesem Weg wird die lokale Aktivitat von Cofilin kontrolliert. Ein
Verlust der PKD-Expression fiihrt daher zu einer verringerten Phosphorylierung von Cofilin,
einer ausgebreiteten Zellmorphologie und einer gesteigerten gerichteten Zellmigration in
Abhangigkeit von SSHI1L.

Darlber hinaus konnte fur PKD eine Funktion bei der Regulation von LIMK2 gezeigt werden.
PKD phosphoryliert LIMK2 in vitro und in intakten Zellen an Serin 289, was ebenfalls eine
Bindung an 14-3-3 Proteinen zur Folge hat. Die Uberexpression einer
phosphorylierungsdefizienten LIMK2 S289A Variante fuhrt im Vergleich zum wildtypischen
Protein zu einem schwécheren Anstieg von phosphoryliertem Cofilin. In Migrationsstudien
fuhrte eine Uberexpression von LIMK2 zu einer reduzierten Zellmigration wahrend die
Uberexpression von LIMK2 S289A zu einer gesteigerten Zellmigration im Vergleich zu den
Kontrollzellen fihrte. Diese Ergebnisse lassen auf eine aktivierende Wirkung der
Phosphorylierung von LIMK2 an Serin 289 schlieRen. In dieser Arbeit wurde damit eine
duale Funktion von PKD in der Cofilin-abhéangigen Zellmigration aufgedeckt: PKD kontrolliert
Cofilin-Aktivitat Uber eine negative beziehungsweise positive Regulation von SSH1L und
LIMK2.



Summary

Summary

The understanding of metastasis is one of the main challenges in cancer therapy. Therefore
the research on signal transduction pathways, which mediate remodelling of the actin
cytoskeleton during cell migration and invasion, is needed. In this work it was possible to
identify the role of protein kinase D (PKD) in actin remodelling and cell migration. It is evident
from previous studies that PKD negatively regulates cell migration, most likely by regulation
of the actin polymerization machinery. However, downstream targets still had to be
discovered. During these studies, PKD could be identified as a direct upstream kinase of the
cofilin phosphatase slingshot 1 like (SSHI1L). Cofilin nucleates actin polymerization by
severing actin filaments to generate free barbed ends and also increases the rate of actin
depolymerization, thus maintaining a pool of actin monomers. It is therefore evident, that
cofilin is a key regulator of actin dynamics. Cofilin activity depends on its phosphorylation
state: phosphorylation by the LIM kinase (LIMK) family at serine 3 turns off the actin—binding
activity of cofilin and thus leads to inactivation. Accordingly, dephosphorylation by the SSH
as well as chronophin phosphatases results in reactivation of the actin binding activity of
cofilin. PKD-mediated phosphorylation of serines 937 and 978 regulates SSH1L subcellular
localization by binding of 14-3-3 proteins and thus impacts on the control of local cofilin
activation and actin remodeling during cell migration. In line with this, the loss of PKD
decreases cofilin phosphorylation, induces a more spread cell morphology and stimulates
chemotactic migration of breast cancer cells in a SSHL1-dependent fashion. Furthermore, it
could be demonstrated that the cofilin kinase LIMK2 is a novel PKD substrate in vitro and in
vivo. PKD-mediated phosphorylation of serine 289 mediates binding of 14-3-3 proteins to
LIMK2. Expression of a phosphorylation deficient LIMK2 S289A mutant increased cell
migration and reduced the level of phosphorylated cofilin compared to the wild type LIMK2
protein. Thus, PKD-mediated phosphorylation of serine 289 most likely has a positive impact
on LIMK2 activity. Finally, to further characterize the phosphorylation of serine 289 in LIMK2
a phospho-specific antibody was generated. Taken together, these results identify PKD as a
central regulator of the cofilin signaling network and thus directed cell migration by negative

and positive regulation of SSH1L and LIMK2, respectively.



Einleitung

1. Einleitung

Krebserkrankungen zahlen in Deutschland zu den zweithaufigsten Todesursachen. Die Zahl
der Krebspatienten wird im Jahr 2010 auf 1,45 Mio. allein in Deutschland geschéatzt. Die
Bildung von Metastasen ist dabei die haufigste Todesursache bei Krebserkrankungen
jeglicher Art. Um die Ursachen und Prozesse der Metastasenbildung genauer zu verstehen,

sind Kenntnisse Uber die Signalwege, die die Tumorzellmigration regulieren, notwendig.

1.1 Bedeutung der Zellmigration fur die Tumorentstehung und Metastasierung

Der Ausbildung von Metastasen liegt eine Wanderung von Tumorzellen aus einem priméaren
Tumor in ein entferntes Organ zu Grunde (Chambers et al., 2002). Dieser Prozess ist eine
Hauptursache fir den Tod vieler Krebspatienten. Jedoch sind die flr die Regulation
verantwortlichen Prozesse haufig noch ungeklart. Verantwortlich fir die Ausbildung von
Metastasen sind Prozesse der Zellmigration und -invasion (Friedl et al., 2003). Invasive
Tumorzellen bendtigen die Expression samtlicher fur die Migration und somit der Steuerung
des Aktinzytoskeletts relevanten Gene (Wang et al., 2004). Deshalb konnen Signalwege und
Molekdle, die an der Migration der Zellen beteiligt sind, sinnvolle Ziele fir Medikamente zur
Verhinderung der Metastasenbildung sein.

Bei der Invasion nehmen Tumorzellen chemische Signale aus der Umgebung auf und
wandeln diese in einen migrierenden / invasiven Phanotyp um. Dabei l6sen sich die Zellen
aus dem Verbund, bauen die umgebende ,extrazellulare Matrix“ (ECM) ab und wandern
anschliel3end in BlutgefaRe ein, in denen sie chemischen Stimuli folgend, ihre Migration zu
anderen Organen fortsetzen (Wang et al., 2005). Die Migration einer einzelnen Zelle
erfordert die Auflésung von Zell-Zell-Kontakten, was eine Folge der epithelialen zu
mesenchymalen Transition (EMT) ist (Thiery et al., 2002). Sind einzelne Tumorzellen im
umgebenden Stroma angelangt, sind sie auf Grund ihrer invasiven Fahigkeit in der Lage die
Wande von BlutgefafRen zu durchdringen und kénnen somit in die Blutbahn (Intravasation)
und durch den Blutstrom in andere Organe gelangen. Hier treten sie erneut durch die Wéande
der Kapillare und bilden im umgebenden Gewebe einen neuen Tumor (Extravasation).
Wahrend des Prozesses der Migration und Invasion unterliegt das Aktinzytoskelett einer
standigen Umordnung. Diese Prozesse werden Uber chemische Stimuli gesteuert, welche
von der Tumorzelle Gber membransténdige Rezeptoren aufgenommen und in das Innere der
Zelle weitergeleitet werden. Die Signaltransduktion wird durch kleine GTPasen (z.B. Rho,
Rac, Cdc42 gesteuert, die aktinbindende Proteine wie WASp, Formine oder den Arp2/3-
Komplex aktivieren (Wang et al., 2007). Im Folgenden soll neben der molekularen Steuerung
der Zellmigration ebenso die Beteiligung der Proteinkinase D (PKD) in diesem

Zusammenhang genauer erlautert werden.
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A NORMAL ADENOMA CARCINOMA INVASIVE

basal membrane
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Abb. 1.1 Bedeutung der Zellmigration fir die Entstehung von Tumoren und Metastasen. Das
Aktinzytoskelett und seine regulatorischen Proteine spielen eine fundamentale Rolle im Prozess der
Krebsentstehung. Hierbei sind im Besonderen morphologische Veranderungen, der Abbau der
Basallamina und der ,extrazelluldren Matrix“ (ECM), die Migration einzelner oder geclusterter Zellen
sowie der Prozess der Intravasation/Extravasation zu nennen (Vignievic und Montagnac, 2008)

1.2 Die Rolle des Aktinzytoskeletts in der Zellmigration

Die Mobilitéat von Zellen wird durch das Aktinzytoskelett gesteuert. Dabei handelt es sich um
einen dynamischen Auf- und Abbau von langen Aktinfilamenten (F-Aktin) aus globularen
Untereinheiten (G-Aktin) (Pollard & Borisy, 2003). Die Regulation erfolgt u.a. iber chemische
Stimuli, die zu einer Umorganisation des Aktinzytoskeletts fiihren kénnen (Condeelis et al.,
2001).

1.2.1 Polymerisation und Depolymerisation von Aktinfilamenten

Der Hauptbestandteil des Aktinzytoskeletts - das Aktin - besteht aus ca. 43 kDa grol3en
Untereinheiten (G-Aktin), die sich bei der Aktinpolymerisation zu langen Aktinfilamenten
(F-Aktin) zusammenlagern. Die Geschwindigkeit mit welcher ein Aktinmonomer an ein
Filament bindet wird mit k., bezeichnet, die Geschwindigkeit mit der es vom Filament
dissoziiert mit ko (Lee & Dominguez, 2010). Aktinfilamente hydrolysieren ATP, das an die
globularen Aktinmonomere gebunden ist. Die Filamente bestehen somit aus ADP- und ATP-

haltigen Untereinheiten (Pollard et al., 2000). ATP-haltige Untereinheiten werden bevorzugt
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am wachsenden Ende des Filaments (,barbed end“ + Ende) eingebaut (Pollard & Cooper,
2009). Der Aufbau eines Aktinfilament ist in Abbildung 1.2 dargestellt. Die
Dissoziationskonstante Kp von zwei Aktinfilamenten ist sehr hoch, so dass eine de novo
Entstehung von neuen Aktinfilamenten sogenannte ,Aktin-Nukleatoren® bendétigt. Beispiele
hierfur sind Formine oder WASp (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein). Das Formin mDia
(Goode et al.,, 2007; Schonichen und Geyer, 2010) komplexiert zwei Aktin-Monomere,
schitzt diese vor Dissoziation und stabilisiert somit das entstehende Filament. Die so
genannten ,barbed ends“ haben eine hohere Affinitdt fur G-Aktin und wachsen
dementsprechend schneller. WASp-Proteine komplexieren ebenfalls monomeres Aktin durch
dessen Bindung mittels einer WH2-Doméne (WASp Homologie Domane) (Paunola et al.,
2002). Die Aktivierung von WASp erfolgt durch GTPasen wie Rac oder Cdc42 lber eine
GTPase-Bindungsdoméne (Rohatgi et al., 2000).

Die — Enden oder pointed ends eines Aktinfilaments bestehen aus ADP-geladenen
Untereinheiten und depolymerisieren langsamer. Das Schneiden der Filamente durch den
Aktin-depolymerisierenden Faktor Cofilin fihrt zu einer erhdéhten Anzahl an barbed und
pointed ends. Dies fihrt zu einem schnellen Anstieg der Aktinpolymerisation und zur
Ausbildung neuer Filamente soweit Aktinmonomere vorhanden sind. Die Vernetzungen der
Filamente werden durch den Arp2/3-Komplex, der aus sieben Proteinen gebildet wird,
vermittelt. Arp2/3 kann durch WASp aktiviert werden und bindet an vorhandene
Aktinfilamente. Auf diese Weise bildet er die Basis fur die Entstehung eines Tochterfilaments
als Zweig des Mutterfilaments (Pollard, 2002). Aktivierte Apr2/3-Komplexe binden bevorzugt
an Filamente, die gerade neu aus mit ATP beladenem G-Aktin entstanden sind. Hierdurch
wird auf die Zellmembran ein Druck induziert, der die Zelle z.B. in Richtung eines

chemischen Stimulus vorwarts schiebt.
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Abb. 1.2 Polymerisation und Depolymerisation eines Aktinfilaments. Das doppel-helikale
Aktinfilament zeigt einen asymmetrischen Aufbau. Dies fiihrt zum so genannten ,actinthreadmilling”.
Das ,barbed end”, auch + Ende, baut neue ATP-gebundene Monomere ein. Das — Ende (pointed end)
weist eine hohe Instabilitat auf und enthalt ADP-gebundene Untereinheiten. Aktinbindende Proteine
wie Cofilin fordern die Dissoziation von Aktinmonomeren vom — Ende (Lee & Dominguez, 2010).

1.2.2 Zellulare Aktinstrukturen

Invasive Tumorzellen bilden verschiedene Formen von Aktinstrukturen aus. Man
unterscheidet Lamellipodien, Filopodien und Invadopodien. Lamellipodien sind blattéhnliche
Strukturen, die aus einem engmaschigen, dynamischen Netz von quervernetzten
Aktinfilamenten bestehen. Sie befinden sich am sogenannten ,leading edge” der Zelle. Zur
Ausbildung von Lamellipodien ist eine hohe und regulierte Cofilinaktivitdt unabdingbar.
Quervernetzungen werden durch den Arp2/3-Komplex ausgebildet. Durch die Aktinfilamente
wird eine Kraft auf die Zellmembran ausgelibt und die Zelle dadurch vorwarts geschoben.
Die Vorwartshewegung der Zelle impliziert ein standiges Bilden und Ldsen von Integrin
vermittelten Kontakten zwischen Zelle und Substrat. Die Breite eines Lamellipodiums betragt
ca. 1-5pum (Wang et al., 2007).

Bei Filopodien handelt es sich um fingerférmige zytoplasmatische Strukturen, die sich vom
Jeading edge” der Zelle ausbilden. Sie bestehen zu einem sehr hohen Anteil aus
guervernetzten Aktinbindeln. Die Bindelung der Aktinfilamente wird durch aktinbindende
Proteine induziert, wie beispielsweise Fimbrin oder Gelsolin (Wang et al., 2007).
Invadopodien sind besonders fur invasive Tumorzellen charakteristisch und enthalten einen
Kern von Aktinfilamenten. Sie werden von der Tumorzelle in die extrazellulare Matrix hinein
ausgeformt (Ayala et al., 2008; Wang et al., 2007). Charakteristisch ist das Vorhandensein
von Cortaktin und WASp, zwei aktinbindenden Proteinen, die auch als Invadopodienmarker
gelten (siehe Abb. 3 und Clark et al, 2007). Ferner sezernieren Invadopodien
Metalloproteasen, die die umgebende extrazellulare Matrix abbauen kénnen (Yamaguchi &
Condeelis, 2007). Dies fuhrt zu einem invasiven Verhalten der Zelle, die somit in
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umliegendes Gewebe und Blutbahn eindringen und von dort entlang eines chemischen

Gradienten zu anderen Organen wandern kann.

Cortaktin Gelatine Merge

Abb. 1.3 Nachweis von Invadopodien in MDA-MB-231 Zellen durch Matrixdegradation.
MDA-MB-231 Zellen wurden fir 3 h auf einer FITC-gekoppelten Gelatinematrix ausgesat, fixiert,
permeabilisiert und der Invadopodienmarker Cortaktin mittels indirekter Immunfluoreszenz (Alexa546
gekoppelter  Antikdrper) nachgewiesen. Die Ausbildung von Invadopodien st durch
Degradationsspuren in der Gelatine, die mit den Signalen fiur Cortaktin Uberlagern, ersichtlich.
(Peterburs, unveroffentlicht).

1.3 Die Rolle von Cofilin in der Zellmigration

Cofilin gehort zur Familie der Aktin-depolymerisierenden Faktoren (ADF). Es handelt sich um
ein ubiquitdr exprimiertes Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 19 kDa, das in der
Lage ist sowohl G-Aktin als auch F-Aktin zu binden. Mittels NMR-Studien konnte die 3D-
Struktur des Proteins geklart und die fir F- und G-Aktin-Interaktionen wichtigen Domanen
lokalisiert werden (Pope et al.,, 2004). Die ADF / Cofilin Familie besteht aus den drei
Mitgliedern Cofilin 1 und 2 sowie ADF. Cofilin 1 wird in Nichtmuskelgewebe exprimiert, die
Isoform 2 ist dagegen ausschlie8lich in Muskelgewebe zu finden (Bernstein & Bamburg,
2009). Im Gegensatz zu ADF wird Cofilin von Src an Tyr68 phosphoryliert, was zu dessen
Ubiquitinierung und Degradierung fuhrt (Yoo et al., 2009). Sowohl Aktin als auch Cofilin
werden an Serin 3 phosphoryliert und dadurch deaktiviert. Die genaue Regulation von ADF
ist jedoch noch nicht bekannt (Bernstein & Bamburg, 2009). Cofilin ist sowohl in der Lage die
Anzahl neuer barbed ends zu erhdhen als auch die Depolymerisation von Aktin zu férdern
und somit den Vorrat an Aktinmonomeren wieder aufzufillen (Hotulainen et al., 2005;
Ichetovkin et al., 2000; Ichetovkin et al., 2002; Andrianantoandro et al., 2006).

In Brustkarzinomzellen konnte eine Aktivitdt von Cofilin bereits 60 Sekunden nach der
Stimulation mit den Wachstumsfaktor EGF beobachtet werden, wodurch neue barbed ends
generiert werden (Yamaguchi et al., 2005; Song et al., 2006). Dieser schnelle Anstieg von
neuen barbed ends ist ein Resultat der schnellen Aktivierung von Cofilin und kann in vivo

direkt mit dem invasiven und metastatischen Verhalten der Tumorzellen korreliert werden
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(Wang et al., 2007; Wang et al., 2006). In invasiven Brustkarzinomzellen ist die kurzzeitige
Aktivierung und Inhibition von Cofilin besonders exakt reguliert (Nishita et al., 2005; Sidani et
al., 2007). Fur die Ausbildung von Lamellipodien muss die Aktivierung von Cofilin zudem
lokal reguliert werden (Mouneimne et al., 2004; Mouneimne et al., 2006). Eine zu starke oder
zu geringe Aktivitat von Cofilin kann die Entstehung von Membranausstilpungen
beeintrachtigen. Weiterhin ist eine raumliche Lokalisation der Cofilinaktivierung als zellulare
Antwort auf einen Stimulus durch EGF flr eine optimale gerichtete Zellmigration und
Chemotaxis von Brustkarzinomzellen notwendig. Diese Prozesse sind bei der Ausbildung
von Metastasen von entscheidender Bedeutung (Mouneimne et al., 2006). In
Brustkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass Cofilin im nichtaktiven Zustand an
Phosphatidyl-Insositol-3,5-Bisphosphat (PIP,) gebunden ist und sich an der Plasmamembran
der Zelle befindet. Hierfur verfigt Cofilin Uber eine entsprechende Bindungsdomane. Eine
Stimulation der Zelle mit EGF fuhrt zu dessen Freisetzung ins Zytosol (van Rheenen et
al., 2007). Daruber hinaus ist die Aktivierung von Cofilin ebenfalls pH-abhangig. Eine
Verringerung des pH-Wertes in der Zelle fuhrt zu einer strukturellen Veranderung in der
Aktinbindungstasche von Cofilin, was eine verringerte PIP, Bindungskapazitat zur Folge hat
(Frantz et al., 2007; Bernstein & Bamburg et al., 2009). Darlber hinaus wird Cofilin durch
posttranslationale Modifikation reguliert. Die Inhibierung von Cofilin erfolgt Uber dessen
Phosphorylierung an Serin 3 durch LIMK1 und 2 sowie TESK1 und 2 (Nishita et al., 2005;
Rosok et al., 1999). Die Dephosphorylierung von Cofilin erfolgt durch die Phosphatasen der
Slingshot (SSH) Familie sowie Chronophin (Nagata-Ohashi et al., 2004; Niwa et al., 2002).

In Abbildung 1.4 ist der Cofilin-Signalweg zusammengefasst. Dargestellt ist die Regulation
von Cofilin durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung und die Auswirkungen auf die
Aktinpolymerisation (Wang et al., 2007). Nicht gezeigt ist dagegen der Einfluss des pH-
Wertes auf die Aktivierung von Cofilin.
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Abb. 1.4 Die Rezeptor vermittelte, raumliche und zeitliche Lokalisation von aktiviertem Cofilin.
In vivo Studien in Tumorzellen konnten zeigen, dass nach einem Stimulus Phospholipase Cy (PLCy)
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) hydrolysiert und zu einer Freisetzung von Cofilin von der
Plasmamembran, wo es im nichtaktivierten Zustand an PIP, gebunden vorliegt, fuhrt. Dies fuhrt zu
einer asymmetrischen Aktivierung von Cofilin in der Tumorzelle und zur Generierung neuer barbed
ends in Richtung der Zellmembran und des chemischen Stimulus wie z.B. EGF oder Heregulin. Die
simultane Aktivierung von Cofilin-Aktivatoren wie PLCy, SSH und Cronophin, resultiert in der
beschriebenen kurzzeitigen Aktivierung von Cofilin und einer Inhibition der LIM-Kinase. Diese ist fur
die Phosphorylierung und von Cofilin an Serin 3 und somit fiir dessen Inaktivierung verantwortlich. Sie
wird bei der Aktivierung von Cofilin durch den Rezeptor vermittelten Signalweg inhibiert. Cofilin
beginnt somit lokal bestehende Aktinfilamente zu trennen, wodurch Aktinpolymerisation und die
Ausbildung neuer Filamente und Quervernetzungen induziert werden. Durch die gezielte Inaktivierung
von Cofilin durch die LIM-Kinase wird die Regulation von Cofilin lokal kontrolliert (aus van Rheenen et
al., 2009).

1.4 LIM-Kinasen

Die Familie der LIM-Kinasen besteht aus den Isoformen 1 und 2 und gehért zu den
Serinkinasen (Stanyon & Bernard, 1999). Die Mitglieder dieser Proteinfamilie regulieren die
Aktinpolymerisation durch Phosphorylierung von Cofilin. LIM-Kinase 1 und 2 weisen eine
Homologie von 50% auf, in der Kinasedoméane sogar 70% (Mizuno et al., 1994; Nonoue et
al., 1995). Direkt am N-Terminus befinden sich zwei LIM-Domanen, die je ein doppeltes
Zinkfingermotiv enthalten (Smolich et al., 1997). Es folgt eine PDZ-Doméne, eine Prolin-
/Serinreiche Region sowie eine carboxyterminale Kinasedoméne, die auch eine nukleére
Lokalisationssequenz (NLS) enthalt (siehe Abb. 1.5).
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Abb. 1.5 Doménenstruktur und Homologien zwischen LIMK1 und 2. LIMK1 und 2 weisen eine
Homologie von 50% auf. Beide bestehen aus zwei N-terminalen LIM-Domaéanen, gefolgt von einer
PDZ-Doméne und einer Prolin-/Serinreichen Region. Im C-terminalen Bereich befindet sich die
Kinasedomaéne, die eine Homologie von 70% aufweist (verandert nach Scott & Olson, 2007).

Ahnlich wie bei anderen Kinasen fiihrt eine Phosphorylierung in der Aktivierungsregion zu
einer verstarkten Aktivitat. Hierzu wird die LIMK1 an Threonin 508, die LIMK2 an Threonin
505 phosphoryliert (Bernard, 2007). Im aktivierten Zustand phosphorylieren beide Isoformen
das gemeinsame Substrat Cofilin, was zu dessen Inhibition fihrt. Diverse Stimuli wie TGF,
VEGF oder BMP sind in der Lage die Phosphorylierung von LIMK1 und 2 zu induzieren. An
der Weiterleitung des entsprechenden Signals sind kleine GTPasen wie Rho, Rac oder
Cdc42 betelligt, die die Regulatoren der LIMK1 und 2 spezifisch aktivieren (Bernard, 2007;
Foletta et al., 2003, Vardouli et al., 2005). Die Phosphorylierung erfolgt durch
unterschiedliche Kinasen wie ROCK und PAK1 und 4 (Edwards et al., 1999; Maekawa et al.,
1999; Rosok et al., 1999; Dan et al., 2001; Kobayashi et al., 2006) sowie der MAPKAP2
Kinase. ROCK ist in der Lage beide Isoformen gleichermal3en zu aktivieren. LIMK1 kann
dariiber hinaus unabhéngig von Threonin 508 durch die MAPKAP2 Kinase an Serin 323
phosphoryliert und aktiviert werden. Dieser Aktivierung der LIMK1 ist bei der VEGF-
(vascular endothelial growth factor) vermittelten Aktinpolymerisation von Bedeutung
(Kobayashi et al., 2006).

Eine Translokation der LIM-Kinasen in den Zellkern ist ebenfalls mdglich. In beiden
Isoformen befindet sich in der serinreichen Region zwischen PDZ- und Kinasedomé&ne eine
~Nukledre Lokalisationssequenz®, eine zweite ist innerhalb der Kinasedomane der LIMK2 zu
finden (Goyal et al., 2006). Die Phosphorylierung der LIMK2 an Serin 283 durch PKC? fuhrt
zu einer Inhibition des Imports der Kinase in den Zellkern (Goyal et al., 2005). Ferner kann
die Kernlokalisation der LIMK1 auch durch Bindung an den Inhibitor der Cyklin-abh&ngigen
Kinasen (CDK) p57 beeinflusst werden. Dabei interagiert p57<"? mit den LIM-Doménen
der LIM-Kinase 1 (Yokoo et al.,, 2003). Die beiden LIM-Doméanen sind von besonderer

Wichtigkeit fir die Regulation der Kinaseaktivitat. Moglicherweise sind sie auch fir Protein-
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Protein-Interaktionen als auch fur Protein-DNA-Interaktionen notwendig (Nagata et al., 1999;
Hiraoka et al., 1996; Nishiya et al., 1998). Ein direkter Einfluss der LIM-Kinasen auf die
Genregulation oder die Bindung an DNA-Sequenzen konnte bisher allerdings nicht gezeigt
werden. Dennoch kdnnen LIM-Kinasen moglicherweise indirekt einen Einfluss auf die
Transkription nehmen. Es konnte gezeigt werden, dass neben Cofilin auch die
Transkriptionsfaktoren CREB und Nurrl von der LIMK1 phosphoryliert werden (Yang et al.,
2004; Sacchetti et al., 2006). In histologischen Untersuchungen bei Mausen konnte weiterhin
festgestellt werden, dass die zellulare Lokalisation unterschiedlich, die gewebsspezifische
Expression jedoch weitgehend identisch ist. LIMK2 wurde im Gegensatz zu LIMK1 punktuell
im Zytoplasma, jedoch nie in ,focal adhesions” beobachtet (Sumi et al., 2006). Darlber
hinaus sind Daten Uber eine mdgliche Beteiligung beider LIM-Kinase Isoformen bei der
Metastasenbildung bekannt. So konnte in einem Zebrafischmodell eine Funktion der LIMK1

und 2 bei der zellinduzierten Angiogenese festgestellt werden (Vlecken et al., 2009).

1.5 Die Cofilinphosphatase Slingshot (SSH)

Die Familie der Slingshotphosphatasen besteht aus den Isoformen SSH1L, SSH2L und
SSH3L (Niwa et al., 2002; Ohta et al., 2003). Alle Isoformen dephosphorylieren den Aktin-
depolymerisierenden Faktor Cofilin an Serin 3 und sind somit fir seine Aktivierung
verantwortlich. In Abbildung 1.6 ist die Domanenstruktur von SSH dargestellt. Das Protein
umfasst vier hoch konservierte Regionen: die N-terminalen Phosphatasedoménen A, B und
P sowie die serinreiche Domé&ne am N-Terminus. Fur die Wirkung als Cofilinphosphatase
scheinen hier die Domanen A und B von besonderer Bedeutung zu sein (Ohta et al., 2003).
Die Isoformen 1 und 2 weisen eine hohe Affinitat zu F-Aktin auf, SSH3L dagegen kann kein
F-Aktin binden. Fir die Bindung an F-Aktin scheinen die C- und N-terminalen Regionen des
Proteins von besonderer Bedeutung zu sein. Es konnte mittels Kosedimentationsversuchen
gezeigt werden, dass ein Verlust dieser Regionen die Bindung von SSHI1L an Aktin
herabsetzte (Ohta et al., 2003). Dartber hinaus ist bekannt, dass SSH1L neben seiner
Fahigkeit Cofilin zu dephosphorylieren auch Aktinfilamente bindeln kann (Kurita et al.,
2007). Die Phosphataseaktivitat ist in der Isoform 3 am geringsten (Ohta et al., 2003). Durch
Northern Blot-Versuche und in situ-Hybridisierungsexperimente konnte festgestellt werden,
dass alle Isoformen in samtlichen Gewebetypen von Mausen zu finden sind. Die Expression
der einzelnen Isoformen ist jedoch in jeder Gewebeart unterschiedlich: Isoform 1 ist in den
meisten Gewebearten exprimiert und somit die ubiquitédre Form der Phosphatase. Die mRNA
fur Isoform 2 konnte vorwiegend in neuronalem Gewebe nachgewiesen werden. Isoform 3

konnte vorwiegend in epithelialen Geweben vorhanden.
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Abb. 1.6 Doméanenstruktur der Cofilinphosphatase SSH1L (slingshot). Das Protein verfiigt Gber
drei konservierte Phosphatasedoméanen, A, B und P sowie eine ebenfalls konservierte serinreiche
Region S. Seine Funktion ist die Dephosphorylierung und somit Aktivierung von Cofilin. Die Regulation
von SSHIL erfolgt durch Phosphorylierung der Serine 937 und 978, welche hervorgehoben sind.
Unter phosphorylierten Bedingungen bindet SSH1L an 14-3-3 Adapterproteine.

Auch die Mitglieder der SSH-Familie unterliegen einer Regulation durch Phosphorylierung.
Fur alle drei Isoformen ist eine phosphorylierungsabhange Bindung an 14-3-3
Adaptorproteine beschrieben worden (Kligys et al., 2007; Kligys et al., 2009; Nagata-Ohashi
et al., 2004; Ohta et al., 2003). In SSH1L ist fur diese Interaktion eine Phosphorylierung der
Serine 937 und 978 notwendig (Nagata-Ohashi et al., 2004). Dies fiihrt zu einer Bindung von
14-3-3 Proteinen und somit zu einer Rekrutierung der Phosphatase in das Zytoplasma
(Nagata-Ohashi et al., 2004; Kligys et al., 2009). Die fur die Phosphorylierung
verantwortliche Kinase war jedoch nicht bekannt. Weiterhin konnte eine Aktivierung von SSH
durch die reaktive Sauerstoffspezies H,O, gezeigt werden (Kim et al., 2009). In
Keratinozyten kann SSH1L durch das Integrin a466 in einem Rac-abhangigen Wegaktiviert
werden. Bei der Stimulation durch Heregulin / Neuregulin wird die Aktivierung von SSH1L
ebenfalls durch Racl induziert (Nagata-Ohashi et al., 2004). SSH1L kann demnach durch
unterschiedliche chemische Stimuli, wie Ca**, H,O,, Neuregulin/Heregulin, PDGF und Insulin
aktiviert werden (Nagata-Ohashi et al., 2004; Nishita et al., 2004; Kim et al., 2009; Wang et
al., 2004). Neben der Aktivitat als Cofilinphosphatase ist SSH1L auch fir die
Dephosphorylierung und Inaktivierung von LIMK1 verantwortlich (Soosairajah et al., 2005).
Abbildung 1.7 zeigt eine Ubersicht der Regulation von Cofilin durch LIMK und SSHI1L.
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Abb. 1.7 Regulation von Cofilin durch die LIM-Kinase und SSH1. Die Phosphorylierung und somit
Inaktivierung von Cofilin erfolgt durch die LIM-Kinhase an Serin 3, die Aktivierung durch die
Phosphatase SSH1L. Beide Regulatorproteine werden ebenfalls durch Phosphorylierung kontrolliert.
Im Falle der LIMK1/2 erfolgt eine aktivierende Phosphorylierung durch PAK1 und 4 oder ROCK an
Threonin 505 bzw. 508 oder der MAPKAP Kinase, die LIMK1 an Serin 323 phosphorylieren kann. Die
Dephosphorylierung und somit Aktivierung von Cofilin erfolgt durch die Phosphatase SSH1L, welche
durch eine unbekannte Kinase reguliert wird. Im phosphorylierten Zustand bindet sie an 14-3-3
Proteine und wird dadurch im Zytosol zurlickgehalten.

1.6 Protein Kinase D

Die Mitglieder der Proteinkinase D— Familie gehdren zur Klasse der Serin-Threoninkinasen.
Es werden hier drei Isofomen unterschieden: PKD1 (auch PKCp), PKD2 und PKD3 (auch
PKCv), wobei PKD1 die bisher am meisten charakterisierte Isoform ist (Valverde et al., 1994;
Sturany et al.,, 2001; Hayashi et al., 1999). Mitglieder dieser Kinasefamilie sind eine
Unterklasse der Ca* / Calmodulin-abhangigen Proteinkinasen (Rozengurt et al., 2005).
PKD1 und 2 weisen im N-terminalen Bereich der regulatorischen Region eine apolare bzw.
prolinreiche Region auf, die fur die Bindung an Aktinfilamente verantwortlich sein kann
(Eiseler et al.,, 2007). Das Konsensusmotiv fur Mitglieder der PKD weist eine hohe
Sensitivitat fur Leucin in der -5 Position auf. Das PKD Konsensusmotiv kann demnach wie
folgt beschrieben werden: LXR(Q/KEM)(M/L/K/E/Q/A)pSXXX (Nishikawa et al., 1997;
Doppler et al., 2005), wobei Leucin durch Isoleucin oder Valin ersetzt werden kann.

Fiar die Aktivierung von PKD ist, bis auf wenige Ausnahmen, Diacylglycerol (DAG) ein
wichtiger ,second messenger” in der Zelle, notwendig (Newton et al., 2001). DAG entsteht
durch Lipidhydrolyse von Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat [Ptdins(4,5)P;] durch die
Phospholipase C (PLC) in Folge der Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCR ,G-Protein coupled receptors®) oder der Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen. Am
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Golgi-Komplex entsteht DAG bei der Sphingomyelinsynthese und ist fur die Aktivierung von
PKD essentiell (Baron & Malhotra, 2002). Die Bindung von DAG durch PKD erfolgt durch die
in der regulatorischen Doméne enthaltene C1-Region, welche tber zwei Zinkfingerdoménen
verfugt. DAG induziert die Aktivierung von PKD durch nPKC-abhéngige Phosphorylierung.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass nPKC direkt mit der PH-Domé&ne der PKD interagiert
(Iglesias et al., 1998), wodurch die sogennanten ,activation loop“ Serine in PKD
transphosphoryliert werden und zur Aktivierung fiihren (Waldron et al., 2003). Neben DAG
kann die C1-Region auch Phorbolester binden (Phorbol 12,13-dibutyrat). Dies fuhrt ebenfalls
zu einer Aktivierung von PKD (Valverde et al., 1994, Iglesias et al., 1998; Auer et al., 2005).
In wenigen Ausnahmen kann die PKD-Aktivierung auch unabhangig von PKC erfolgen z.B.
durch Phosphorylierung an Tyrosin 463 durch einen Src-Abl beteiligten Signalweg (Storz et
al., 2003). Des Weiteren konnten Murphy et al. eine PKC-unabhangige Aktivierung der PKD
in Mastzellen nach Induktion diverser Wachstumsfaktoren beobachten (Murphy et al., 2007).
Sinnett-Smith et al. Konnten zeigen, dass PKD mitogene Signale mittels G,-gekoppelter
Rezeptoren PKD-unabhangig vermittelt (Sinnett-Smith et al., 2009). Aktive PKD reguliert
zahlreiche zelluldre Prozesse wie z.B. Proteintransport, Differenzierung und Zellmigration
(siehe Abb. 1.8).
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Abb. 1.8 Das DAG-PKC-PKD Signalnetzwerk. Die Bindung von Wachstumsfaktoren und GPCR-
Antagonisten an die entsprechenden Rezeptoren sowie die Aktivierung von T- und B-Zellrezeptoren
induziert eine Aktivierung der Phospholipase C oder y und flhrt somit zur sofortigen Produktion von
DAG. Einerseits rekrutiert DAG nach Bindung an PKD diese zu unterschiedlichen Kompartimenten der
Zelle, anderseits fuhrt DAG zur Aktivierung von Mitgliedern der PKC Familie. Diese sind in der Lage
PKD zu phosphorylieren und somit zu aktivieren. Aktivierte PKD ist an einer Vielzahl zelluléarer
Prozesse beteiligt. Phorbolester und pharmakologische DAG-Analoga kénnen PKC ohne die
Beteiligung von PLC aktivieren. GF 109203X und R0-31-8220 sind breiteinsetzbare, nichtselektive
PKC Inhibitoren. G66976, der vorzugsweise cPKC Isoformen inhibiert, ist gleichfalls ein potentieller
PKD Inhibitor (aus Wang, 2006).
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1.6.1 PKD und Zellmigration

1999 konnte durch Bowden und Mitarbeiter ein Zusammenhang zwischen dem
Aktinzytoskelett und PKD beschrieben werden. PKD kolokalisierte mit dem Aktinzytoskelett
in invasiven Strukturen von MDA-MB-231 Zellen. Hier konnten aktinbindende Proteine, wie
das fiir die Ausbildung von Invadopodien verantwortliche Cortaktin und das ,focal-adhesion*
Protein Paxillin zusammen mit PKD1 co-immunoprézipitiert werden (Bowden et al., 1999),
was auf eine Komplexbildung dieser Proteine zuriickgefiihrt wurde. In nichtinvasiven
Tumorzelllinien ist dieser Komplex nicht vorhanden. Jaggi et al. konnten zeigen, dass eine
Inhibition von PKD durch G66976 zu einer Abnahme der Zell-Zell-Kontakte flhrte,
wohingegen eine Uberexpression von PKD1 zu einer gesteigerten Zellaggregation und somit
zu einer verminderten Zellmotilitat fihrte (Jaggi et al., 2005). Dies konnte durch die Arbeiten
von Tim Eiseler bestétigt werden: Eine Uberexpression von PKD1 in Panc89 Zellen fiihrte zu
einer reduzierten Zellmigration. Die Uberexpression der kinasetoten PKD1 hingegen
verursachte eine signifikante Steigerung der Zellmigration (Eiseler et al., 2007). Daruber
hinaus wurde gezeigt, dass PKD1 und PKD2 in der Lage sind selektiv an F-Aktin zu binden
(Eiseler et al., 2007). Interessanterweise ist PKDL1 fir die Phosphorylierung und Expression
von E-Cadherin auf der Zelloberflache verantwortlich und kolokalisiert mit dem Protein an
Zell-Zell Kontakten (Jaggi et al., 2005). Dariiber hinaus ist bekannt, dass PKD1 (ber die
Regulation des Transkriptionsfaktors -Catenin die Zellmigration regulieren kann (Du et al.,
2009). Die Mutation beider flir eine Phosphorylierung notwendigen Threonine von 3-Catenin,
fuhrte zu einer verstarkten Kernlokalisation von -Catenin und einer erhdéhten Zellmigration.
Darlber hinaus steigerte die Expression dieser Mutante ebenfalls die Invasivitat der Zellen
(Du et al., 2009). Der Verlust von Zell-Zell-Kontakten, beispielsweise durch Depletion von
Ca**-lonen, filhrt zu einer RhoA-vermittelten Neuorganisation des Aktinzytoskeletts. (Cowell
et al., 2009). In den durch Cowell und Mitarbeiter vorgestellten Daten wurde postuliert, dass
durch RhoA ebenfalls Kinasen der Src-Familie sowie ROCK und nPKCs aktiviert werden. Die
Aktivitat dieser Kinasen fuhrt zu einer Aktivierung von PKD1. PKD1 wiederum aktiviert den
Transkriptionsfaktor NF-kB. Dieser reguliert sowohl die Expression von Genen fir die
Zelladhasion, als auch fur die Proliferation (Cowell et al., 2009). Kirzlich konnte PKD als Teil
der Arp2/3-Aktin Polymerisationsmaschinerie identifiziert werden. Damit konnte gezeigt
werden, dass das aktinbindende Protein Cortaktin (Ren et al., 2009) ebenfalls ein Substrat
von PKD ist. Cortaktin interagiert in Lamellipodien mit dem Arp2/3-Komplex und WAVEZ2 und
bildet auf diese Weise einen Komplex, der fur die Aktin de novo Synthese von Bedeutung ist.
Cortaktin wird von PKD an Serin 298 phosphoryliert, das sich in der sechsten aktinbindenden
HS-1 Domane befindet. Durch die Phosphorylierung des Serins 298 wird eine Bindung von
Cortaktin an 14-3-3 Proteine induziert (Eiseler et al., 2010). Phosphorylierungsdefizientes

Cortaktin  S298A konnte in vitro im Vergleich zum Wildtyp eine Zunahme der
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Aktinpolymerisation induzieren. Cortaktin verbindet im nichtphosphorylierten Zustand den
Arp2/3-Komplex und das Protein WAVE2 mit dem Aktinzytoskelett. Dadurch wird die
Entstehung von neuen Aktin-Nukleationskomplexen begulnstigt, was zu dynamischen
Aktinstrukturen und somit zu einer gesteigerten Bildung an Lamellipodien fuhrt. Dieser
Prozess wird durch die Phosphorylierung von Serin 289 und die Bindung von 14-3-3
Proteinen negativ reguliert. Diese Ergebnisse konnten mittels Heregulin stimulierter MCF7
Zellen in vivo bestatigt werden. Hier induzierte die Expression der Mutante Cortaktin S298A
eine gesteigerte Ausbildung von Lamellipodien (Eiseler et al.,, 2010). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Kinase Src die Effekte von PKD auf Cortaktin verstarkt (de Kimpe
et al., 2009). PKD ist ebenfalls an der Regulation von invasiven Prozessen, insbesondere bei
der Ausbildung von Invadopodien beteiligt. Hier reguliert PKD die Sekretion von
Matrixmetalloproteasen (MMPSs) (Eiseler et al., 2009 a). Zusammengenommen zeigen diese
bisherigen Ergebnisse eine fundamentale Bedeutung von PKD in der Zelladhasion, -

migration und -invasion.

1.7 Zielsetzung

PKD lokalisiert in aktinreichen Zellstrukturen wie Invadopodien und Lamellipodien, interagiert
dort direkt mit F-Aktin und reguliert die gerichtete Zellmigration negativ (Eiseler et al., 2007).
Substrate und Signalwege, Uber die PKD die Zellmigration beeinflusst waren zu Beginn
dieser Arbeit dagegen nur sparlich bekannt. Des Weiteren waren die funktionellen Studien zu
PKD und Zellmigration uberwiegend mit Zellen durchgefuhrt worden, in denen die Kinase
Uberexprimiert war. Zuerst sollte daher ein Zellsystem identifiziert werden, in dem mittels
siRNA-vermittelter Depletion von PKD die Funktion der endogenen Kinase in der
Zellmigration studiert werden konnte. Des Weiteren sollte geklart werden, ob PKD an der
Regulation des Cofilin-Signalweges beteiligt ist. Auf Grund vorhandener PKD-
Konsensusmotive in der Cofilinphosphatase SSH1L war ein Ziel aufzuklaren, ob PKD SSH1L
direkt phosphoryliert und damit dessen zellulare Aktivitat regulieren kann. Dartber hinaus
sollte aul3erdem analysiert werden, ob und wie PKD in die Regulation der LIM-Kinasen
involviert ist. Hierfir sollten potentielle PKD-Konsensusmotive in den beiden LIMK-Isoformen

Uberprift und auf Funktionalitt getestet werden.
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2. Materialien

2.1 Reagenzienliste

Alle hier nicht aufgefiihrten Reagenzien und Lésungen werden gesondert bei der Vorstellung

der einzelnen Methoden aufgefihrt.

B-Glycerolphosphat
B-Mercaptoethanol
Acrylamid, RotiphoreseGel 30
Agar Agar

Agarose, low Eeo

Ampicillin

APS

BCIP

Blockierungsreagenz
Bromphenolblau

BSA

Coomassie-G250

DEPC

DMF

DMSO

dNTP

DTT

EDTA

EGTA

Epoxy-aktivierte Sepharose 6B

Essigsaure
Ethanolamin
Ethidiumbromid
FCS
Fluormount® G
[y*P]-ATP
Glutathion-Sepharose 4B
Glycerin

Gylcin

Hs;PO,

HCI

Hefeextrakt
Kanamycin

KCI

KH,PO,
Lipofectamin 2000
Luminol

NaCl

NaC03

NaF

NaHCO;
NaH,PO,*H,0O
Na.gHPO4
Na,HPO,*H,0O
Na,HPO,*2H,0
NaOH
Na-Orthovanadat

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Applichem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Basel (Schweiz)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway

(USA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Basel (Schweiz)
PAA Laboratories, Linz (Osterreich)
Bizol, Eiching

GE Healthcare, Braunschweig
GE Healthcare, Braunschweig
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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NBT
Methanol
MgCIz
Oligofectamin
PFA

para-Hydroxycoumarinsaure
Ponceau S
Protein G-Agarose 4B

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Elektron Microscopy Science, Fort Washington
(USA)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GE Healthcare, Braunschweig

RPMI 1640 Invitrogen, Karlsruhe

Saccharose Carl Roth GmbH, Karlsruhe

SDS Carl Roth GmbH, Karlsruhe

TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tris Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Triton-X-100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Trypsin / EDTA, 10x PAA Laboratories, Pasching (Osterreich)
Trypton Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tween Carl Roth GmbH, Karlsruhe

2.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIAP)
DNAse |, RNase frei

Pfu turbo Polymerase
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA Ligase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot;

Roche Diagnostics, Basel (Schweiz)
Roche Diagnostics, Basel (Schweiz)
Stratagene, Amsterdam (Niederlande)
MBI Fermentas, St. Leon-Rot;

Roche Diagnostics, Basel (Schweiz)
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.3 Puffer und Losungen

AP-Puffer

10% APS-L6sung

BCIP-Stammldsung

Blockierungsldsung fur Immunhistochemie

Blockierungsldsung fur Western Blot (10x)

Blocking-Ldsung

Blotting-Puffer

Coating (Couppling) Losung

Complete™ EDTA-frei Stocklésung

100 mM Tris-HCI, pH 9,5

100 mM NaCl

50 mM Mg,Cl

10% (w/v) APS in H,O

50 mg/ml in DMF

5% (v/v) FCS in PBS

Roche Diagnostics, Basel (Schweiz)
Ethanolamin: 1 M C,H;NO, pH 8
25 mM Tris-HCI, pH 8,3

192 mM Glycin

20% (v/v) Methanol

0,2 M NaHCO;

0,2 M NaCO;

pH 10

1 Tablette auf 2 ml ddH,O

16



Material und Methoden

DNA-Probenpuffer

Lysispuffer

NBT-Stammlésung

NBT / BCIP-Gebrauchslésung

PBS, pH 7,2

PBS, pH 3 (10x)

PBS, pH 7 (10x)

PBS, pH11 (10x)

PFA-Fixierldsung

Phosphorylierungspuffer

POD-Substrat fur ECL

Ponceau S

0,25% (w/v) Bromphenolblau
40% (w/v) Saccharose
50% (v/v) Glycerin

20 mM Tris-HCI, pH 7,4

150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 mMEGTA

1% (v/v) Triton-X-100 / NP40 (IGPAL)
0,5% Complete™ EDTA-frei

20 mM B-Glycerolphosphat

10 mM NaF

1 mM Na-Orthovanadat

100 mg/ml in 70% DMF

33 pI NBT Stammldsung
33 ul BCIP Stammlésung
10 ml AP-Puffer

140 mM NaCl
2,7 mM KClI

8 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

0,5 M Na,HPO,*H,0
0,5 M H;PO,
pH 3

a) 0,5 M Na;HPO,*2H,0 pH 9

b) 0,5 M NaH,PO,*H,0 pH 4,1

a) und b) im Verhaltnis 3:1 mischen

pH 7 mit 0,5 M Na,HPO,*H,0 einstellen

0,5 M Na,HPO,*2H,0
1 M NaOH
Mit 1 M NaOH auf pH 11 einstellen

4% (w/v) PFA in PBS

50 mM Tris-HCI, pH 7,4
10 mM MgCl,
2 mM DTT (frisch hinzugegeben)

Lésung A: 100 mM Tris-HCI, pH 6,8
250 mg/ml Luminol

Lésung B: 1,1 mg/ml para-
Hydroxycoumarinsaure in
DMSO

0,1% (w/v) Ponceau S
5% (v/v) Essigsaure
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Probenpuffer (5x)

Sammelgellésung

Stripping-Puffer

TBS

Trenngellésung

312,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
25% (v/v) B-Mercaptoethanol
25% (v/v) Glycerol

10% (v/v) SDS

0,05% (w/v) Bromphenolblau

4% (v/v) Acrylamid

125 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1% (v/v) SDS

150 pl 10% APS

15 yl TEMED

3,4 ml ddH,O

62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8

2% (v/v) SDS

0,7% (v/v) B-Mercaptoethanol (frisch
hinzugegeben)

50 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
pH 7,4

10% bzw. 12,5% (v/v) Acrylamid
375 mM Tris-HCI, pH 6,8

0,1% (v/v) SDS

50 pl 10% APS

8 ul TEMED

ad 15 ml ddH,0O

2.4 Antikorper

2.4.1 Primare Antikorper

Antikdrper Verdinnung Hersteller
Kaninchen-Anti-Cofilin WB: 1:1000 Cell Signaling, Frankfurt
polyklonal a.M.
Kaninchen-Anti-p-Cofilin WB: 1:1000 Sigma-Aldrich,

polyklonal Deisenhofen
Maus-Anti-GFP WB: 1:2000 Roche Diagnostics, Basel
monoklonal IP: 3 pl (Schweiz)
Maus-Anti-FLAG WAB: 1:2000 Sigma-Aldrich
monoklonal IP: 3 pl Deisenhofen
Maus-Anti-HA WB: 1:2000 Roche Diagnostics, Basel
monoklonal (Schweiz)
Kaninchen-Anti-PKCp (C20) WAB: 1:2000 Santa Cruz Biotechnology,
polyklonal Santa Cruz, CA (USA)
Kaninchen-Anti-PKD2 WAB: 1:2000 Calbiochem, Bad Soden

polyklonal
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Kaninchen-Anti-PKD3 WB: 1:2000 V. Malhotra (CRG,
polyklonal Barcelona; Spanien)
Maus-Anti-Tubulin WB: 1:2000 Thermo Scientific
monoklonal

Ziege-Anti-GST WAB: 1:2000 Amersham Pharmacia
polyklonal

Kaninchen-Anti-LIMK1 WB: 1:2000 Cell Signaling Frankfurt
polyklonal a. M.
Kaninchen-Anti-LIMK?2 WB: 1:2000 Santa Cruz,
polyklonal Santa Cruz, CA (USA)
Kaninchen-Anti-Phospho- WB: 1:1000 Pineda, Berlin
(Ser289)-LIMK2

polyklonal

Kaninchen-Anti-SSH1L WB: 1:2000 Abcam, Cambridge
polyklonal (GroRbritannien)

2.4.2 Sekundare Antikorper

Antikorper Verdinnung Hersteller

Maus-Anti-Ziege, AP-Konjugat WB: 1:5000 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Ziege-Anti-Kaninchen I1gG, IHC: 1:500 Molecular Probes, Gottingen
Alexa488-Konjugat

Ziege-Anti-Kaninchen I1gG, IHC: 1:500 Molecular Probes, Gottingen
Alexa546-Konjugat

Ziege-Anti-Maus, POD-Konjugat WB: 1:10000 Dianova, Hamburg
Ziege-Anti-Kaninchen, WAB: 1:10000 Dianova, Hamburg

POD-Konjugat

Ziege-Anti-Kaninchen, AP-Konjugat WAB: 1:5000 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

2.5 Vektoren, Konstrukte und Oligonukleotide

2.5.1 Vektoren und Plasmide

pPEGFP-N1-PKD1 KD (K612W) Hausser et al. 2002
pEGFP-N1-PKD1 Hausser et al. 2002
pPEGFP-N1-PKD2 KD (K580W) Hausser et al. 2005
pPEGFP-N1-PKD2 S706/710E G. Link
pCherry-N1-PKD2 KD (K580W) P. Peterburs
PEGFP-N3-SSH1 S937/978A K. Schlett
pPEGFP-N3-SSH1 K. Schlett
pEGFP-Vektor Clonetech, Palo (USA)
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pCR3.V62-Met-FLAG-SSH1 S937/978A
pCR3.V62-Met-FLAG-SSH1
GST-LIMK2-DN
FLAG-LIMK1-DN
GFP-LIMK1

HA-LIMK2

HA-LIMK2 S289A
HA-LIMK2 S314A
PEGFP-N1-LIMKZ WT
PEGFP-N1-LIMK2 S289A
pGEX4T2-14-3-3f3

. Schlett

. Schlett

. Bernard, Victoria (Australien)
. Bernard, Victoria (Australien)
. Bernard, Victoria (Australien)
. Bernard, Victoria (Australien)
. Peterburs

. Peterburs

. Peterburs

. Peterburs

Bergeron, Texas (USA)

2.5.2 Verwendete siRNAs

SiRNA Sequenz 5’- 3’

siLacZ 5’-gcggcugecggaauuuacctt-3’
siPKD1 5’-gucgagagaagaggucaaatt-3’
SiPKD2#1 5’-gcaaagacugcaaguuuaatt-3’
SiIPKD2#2 5’-ggacaucaaugaccagauctt-3’
SISSH1L 5’-ucgucacccaagaaagauatt-3’

2.5.3 Verwendete Oligonukleotide

SiRNA

Sequenz 5’ - 3’

SSH1L 900-1043 for
SSHI1L 900-1043 rev
SSHI1L S937A for
SSHI1L S978A for
LIMK2 S289A for
LIMK2 S289A rev
LIMK2 S314A for
LIMK2 S314A rev

ATTAAGCTTATGCCCCCTTTCTACCGCCTGGACCAC
GCAAAGCTTGGCTTTTGCTCATCCACGAAGG
CTGACCCGGAGTTCCGCCAGCGATAGCATCCAC
CTGAAGCGCTCACACGCTCTTGCCAAGCTGGGG
CCTAAGGCGCAGTAACGCTATCTCCAAGTCCCC
CAGGGGACTTGGAGATAGCGTTACTGCGCCTTAGG
CTCCTGAGCCGAGACATCGCTCGCTCAGAGTCCCTTCG
CGAAGGGACTCTGAGCGAGCGATGTCTCGGCTCAGGAG
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2.6 Bakterienkultur

2.6.1 Bakterienstamme

Spezies Stamm Herkunft
E.coli DH5a Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe

2.6.2 Komponenten und Lésungen

Ampicilin Stocklésung 100 mg/ml in ddH,O
Kanamycin Stockldsung 30 mg/ml in ddH,O
LB-Agar-Platten 15 g/l Agar Agar in LB-Medium
0,1% (v/v) Antibiotika Stockldsung
LB-Medium 10 g/l Trypton
5 g/l Hefe-Extrakt
10 g/l NaCl

0,1% (v/v) Antibiotika Stockldsung

2.7 Zellkultur

2.7.1 Zelllinien

Zelllinie Spezies Herkunft

COos7 Affe (Niere) ATCC, Manassas (USA)

HEK293T Mensch (Niere) ATCC, Manassas (USA)

HelLa Mensch (Cervix) ATCC, Manassas (USA)

MCF7 Mensch (Brust) Robert Bosch Krankenhaus, Stuttgart
MDA-MB-231 Mensch (Brust) Robert Bosch Krankenhaus, Stuttgart

2.7.2 Komponenten und Losungen

Einfriermedium 10% (v/v) FCS HyClone®, Cranlington
(GroRbritannien)
10% (v/v) DMSO Carl Roth GmbH, Karlsruhe
RPMI 1640 Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
OPTIMEM Gibco / Invitrogen, Karlsruhe
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2.8 Verbrauchsmaterialien

2.8.1 Laborware

Bio-Trace™ Nitrocellulosememebran
Deckglaschen 15 x 15 mm

24 well Filtereinséatze 8um Poren-
Durchmesser (Kat. Nr.: 4244)
Rontgenfilme

Sterilin Boxen

Sterilware

Whatman Papier

PALL Gelman Laboratory, Dreieich
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Corning, New York (USA)

Fuijifilm, Dusseldorf; Kodak, Stuttgart
Bibby Sterilin, Staffs (Grol3britannien)
Greiner, Frickenhausen

Whatman international, Maidstone

(GroR3britannien)

2.8.2 Reagenziensysteme

AMAXA-Nukleofektionskit V
First strand cDNA synthesis kit
FLAG-Agarose

Lipofectamin 2000

NucleoSpin Extract
Nucleobond plasmid isolation
Oligofectamin

RNeasy Mini

TransIT®293 Transfection

Lonza, KoIn

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Machery-Nagel, Diren
Machery-Nagel, Diren

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Mirus Corporation, Madison (USA)

2.8.3 Gerate

AMAXA-Nukleofektor

Filmentwickler

Fluoreszenzmikroskop (Leica DM-IRB)
Konfokales Laser Scanning Mikroskop
(Leica TCS SP2)

Kihlzentrifuge

Mastercycler®

Mikroskop Olympus CKX41
Mikropipetten

Multifuge 3L_R

Phosphoimager Storm 860

Zentrifuge

Lonza, Koln
Kodak, Stuttgart
Leica Microsystems, Bensheim

Leica Microsystems, Bensheim

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Tokyo, Japan

Eppendorf AG, Hamburg
Kondro, Osteraden
Molecular Dynamics, Krefeld
Beckmann (USA)
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3. Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR ermdglicht eine selektive Vervielfaltigung (Amplifikation) eines DNA-
Abschnitts. Dabei ist lediglich vorausgesetzt, dass die Enden des Abschnitts bekannt sind.
Die Kenntnis dieser Sequenz ist notwendig, um kurze Oligonukleotide (Primer) zu
konstruieren, die spezifisch mit diesen Sequenzen hybridisieren kdnnen. Gleichzeitig wird
der Bereich der DNA-Synthese durch diese Primer begrenzt. Die einzelnen Schritte der PCR
konnen in Denaturierung, Annealing und Elongation aufgeteilt werden. Fir die Versuche
wurde die thermostabile Pfu turbo Polymerase eingesetzt, bei der das Temperaturoptimum
bei 72°C liegt. Beispielansatze fir die Amplifikation der Sequenz fir sshll 900-1043 sowie
das Temperaturprofil der PCR sind in Tabelle 3.1 und 3.2 aufgefihrt.

Tab. 3.1 Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes.

Volumen [pl] Bestandteil
3 Matrizen DNA (100 ng/ul)
5 5’-Oligonukleotid (sense) (10 mM)
5 3’-Oligonukleotid (antisense) (10 mM)
1 Pfu turbo Polymerase 2 U/ul
5 dNTP-Mix (5 mM)
5 Pfu-Puffer 10x (Invitrogen, Karlsruhe)
37 ddH,O

Tab. 3.2 Programm zur Amplifikation der Sequenz ssh1l 900-1043.

Schritt Temperatur (°C) Zeit
Denaturierung 97 30”
Denaturierung 97 30”

Annealing 55 30” 25 Zyklen
Elongation 72 30”
72 10’
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3.1.2 Reverse Transkriptase - PCR (RT- PCR)

Fir den qualitativen Vergleich der Expression der mRNA fur die PKD Isoformen in HEK293T,
A375 und MDA-MB-231 Zellen wurde aus jeweils 1,5 x 10° Zellen unter Verwendung des
RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden) die gesamte RNA isoliert. Durch die Behandlung der
Proben mit DNase | (Roche Diagnostics, Basel (Schweiz)) und einer Phenol-
Chloroformextraktion wurden Verunreinigungen durch genomische DNA entfernt. In einem
weiteren Schritt wurde eine cDNA Synthese durchgefihrt. Hierfir wurden 10 pg Gesamt-
RNA in einem Volumen von 20 ul unter Verwendung des ,First strand cDNA synthesis kit®
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte nach
Herstellerangaben. Fir den Versuch wurde unverdiinnte cDNA sowie cDNA im Verhaltnis
1:5 und 1:25 eingesetzt. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels
1% Agarosegelelektrophorese unter Verwendung des 1kb DNA-Ladders (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot). Die Zusammensetzung eines Ansatzes sowie das eingesetzte PCR-
Programm der RT-PCR sind in den Tabellen 3.3 und 3.4 dargestellt.

Tab. 3.3 Zusammensetzung eines Ansatzes fir eine RT-PCR.

Volumen [pl] Bestandteil

18,8 ddH,O

2,5 dNTP (10 mM)

2,5 Puffer (10x)
1 Primer for (10 pM)
1 Primer rev (10 pM)
1 cDNA

0,2 Tag-Polymerase

Tab. 3.4 PCR-Programm fiir eine RT-PCR.

Schritt Temperatur (°C) Zeit
Denaturierung 92 1
Denaturierung 92 30”
Annealing 55/ 60* 1 30 Zyklen
Elongation 72 1
72 10’

*55°C: PKD2 60°C:PKD1 und 3

Die fur die unterschiedlichen RT-PCRs eingesetzten Primer sowie ihre spezifischen

Sequenzen sind in Tabelle 3.5 aufgelistet.
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Tab. 3.5 Verwendete Oligonukleotide.

Primer Sequenz 5’ - 3’

PKD1 for AAC CTT CAT CAC CCT GGT GGT GTAA
PKD1 rev CTG GTT TGA GGT CAC AGT GAACGAT
PKD2 for AGC TTC TCT GAG CAT CTC CTC TGT
PKD2 rev GGT GAAGCTGTG TGACTT TGC

PKD3 for GCC CGATCT GGATGG AAAAGATGG T
PKD3 rev CTC CAAGGC AGTCTCTTG GTACTTT
GAPDH for TGA TGA CAT CAA GAA GGT GGT GAA G
GAPDHrev | TCCTTG GAG GCC ATG TAG GC CAT

3.1.3 Einfigen von Punktmutationen in SSH1L und LIMK2 Konstrukte mittels der
Quick Change PCR

Um Mutationen an bestimmten Stellen in ein Gen einzufiigen, wurde die Methode der Quick-
Change PCR verwendet. Diese beruht auf dem Prinzip der PCR, nur dass hier 5’ (sense)-
und 3’ (antisense) - mutagene Oligonukleotide genutzt wurden. Auf diese Weise werden in
die Matrizen DNA Mutationen in Form von ausgetauschten Basen eingefugt und amplifiziert.
Bei den hier verwendeten Plasmiden handelte es sich um die Vektoren pEGFP-N1 sowie
pCR.V62-Met-FLAG mit der Sequenz von sshll und limkl oder 2. Das PCR-Produkt
umfasste den gesamten Vektor und das Genfragment, das nun die entsprechenden
Mutationen enthielt. Die PCR-Produkte wurden nun mit der Restriktionsendonuklease Dpnl
verdaut, um urspringliche parentale, methylierte DNA zu beseitigen. Es folgte die
Transformation des Plasmids in DH5a Zellen, in denen das Plasmid mit den entsprechenden
Mutationen vermehrt wurde. Anschlie@Rend wurde die Plasmid-DNA durch eine
Minipraparation isoliert und durch eine Sequenzierung Uberprift. Der Reaktionsansatz und

das verwendete PCR-Programm sind in Tabelle 3.6 und 3.7 zusammengefasst.

Tab. 3.6 Zusammensetzung der Quick-Change PCR.

Volumen [pl] Bestandteil

1 Matrizen DNA (100 ng/pl)
2,5 5’-Oligonukleotid (sense) (10 mM)
2,5 3’-Oligonukleotid (antisense) (10 mM)
1 Pfu turbo Polymerase 2 U/ul

5 dNTP-Mix (5 mM)

5 Pfu-Puffer 10x (Invitrogen, Karlsruhe)
33 ddH,O
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Tab. 3.7 PCR-Programm der Quick-Change PCR.

Schritt Temperatur (°C) Zeit
Denaturierung 97 30”
Denaturierung 97 30”

Annealing 55 60” 16 Zyklen
Elongation 72 10°
72 10°

3.1.4 Durchfihrung von DNA- Mini- und Midipréaparationen

Fur die Reinigung von DNA in kleinen MaRstaben wurde 1 ml einer E. coli Ubernachtkultur
bei 13000 rpm fur 1 Minute abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
150 pl der Puffers S1 des Machery and Nagel Midipraparationskits resuspendiert. In einem
darauffolgenden Schritt erfolgte eine alkalische Lyse des Pellets durch den Puffer S2. Nach
einer 5 mindtigen Inkubation wurde die Lyse durch Zugabe des Puffers S3 gestoppt.
Genomische DNA und zellulare Proteine wurden hier durch einen wei3en Niederschlag
sichtbar. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von 20 Minuten bei 4°C und 13000 rpm. Der
Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfuhrt und mittels
1 ml 100% reinem Ethanol gefallt. Es folge eine Zentrifugation von 10 Minuten bei
13000 rpm. Im n&chsten Schritt wurde das DNA Pellet mit 70% reinem Ethanol gewaschen
und nach einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm nach Abnahme des
Uberstandes getrocknet. Das DNA Pellet wurde in autoklaviertem ddH,O aufgenommen und
die DNA Konzentration photometrisch bei 280 nm bestimmt. Die Durchflihrung der
Praparation von DNA im Midi-Maf3stab wurde nach Angaben des Herstellers Machery und

Nagel mit dem entsprechenden Reaktionskit durchgefiihrt.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die unter 2.7.1 aufgefuhrten Zellen wurden in Gewebekulturflaschen der Firma Greiner
(Frickenhausen) mit RPMI 1640 Medium und 10% FCS unter Standardbedingungen
(5% CO; und 37°C) kultiviert.

3.2.2 Transfektionsmethoden zur transienten Proteinexpression in eukaryotischen
Zelllinien

Die Transfektion von Zellen mittels Lipofectamin™2000-Transfektiosreagenz beruht auf der
Methode des lipidvermittelten Gentransfers. Dabei wird die zu transfizierende DNA von
polykationischen Lipiden komplexiert und in dieser Form durch Verschmelzung mit der

Zellmembran tber Endozytose aufgenommen. Fir die Transfektion von HEK293T Zellen mit
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DNA wurde das Reagenz TransIT®-293 verwendet. Dieses enthalt ein nichttoxisches,
zellulares Protein sowie ein Polyamin. Die Kombination bildet einen Komplex mit der zu
transfizierenden DNA, welcher im Anschluss effizient in die Zelle eingeschleust wird. Bei der
Verwendung von Lipofectamin™2000 und TransIT®-293 wurden 3 x 10° Zellen pro Ansatz
eingesetzt. Fiir die Anfertigung von mikroskopischen Praparaten kamen 1 x 10° Zellen zum
Einsatz. Die Transfektion erfolgte nach Angaben des Herstellers. Fir HEK293T Zellen
wurden 100 pl OPTIMEM mit 3 pl TransIT®-293 fiir 20 Minuten inkubiert und im Anschluss
2 pg DNA zugegeben und fur weitere 20 Minuten inkubiert. Anschlie@end wurde der
Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Fir den Einsatz von
Lipofectamin™2000 wurden 250 pl OPTIMEM mit 4 pl Lipofectamin™2000 fiir 5 Minuten
inkubiert. In einem zweiten Ansatz wurden das gleiche Volumen OPTIMEM mit 2 ug DNA
vorgelegt. Nach dem Mischen der beiden Ansatze folgte ein Inkubationsschritt fir 20 Minuten
bei RT. Der Transfektionsansatz wurde tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Schlecht
transfizierbare Zelllinien, wie MCF7 Zellen, wurden mit dem AMAXA Transfektions-Kits
transfiziert. Hierzu wurden pro Ansatz 2,5 x 10° Zellen in 100 pl Transfektionsreagenz und
3 ug DNA aufgenommen und in Kivette lUberflhrt. Es folgte ein elektrischer Impuls tiber den
die DNA in die Zellen aufgenommen wurde. Die Zellen wurden anschlie3end in der Klvette
in 500 pl Medium mit 10% FCS aufgenommen und in 10 cm Petrischalen mit 10 ml

serumhaltigen Medium Uberflhrt.

3.2.3 Transfektion von Zellen mit siRNA

Fur die Analyse von Signalwegen wurde das Verfahren der RNA-Interferenz verwendet.
Hierbei werden kurze ,antisense® Oligonukleotide in die Zellen transfiziert, welche mit der
spezifischen Sequenz der mRNA eines bestimmten Gens interagierten. Die Bindung der
Oligonukleotide fuhrt zu einem Abbau der mRNA wodurch das Genprodukt, z.B. ein Protein
eines Signalweges nicht mehr korrekt ausgebildet werden kann. Die verwendeten siRNAs
sind in Tabelle (2.5.2) aufgefuhrt. Die Transfektion erfolgte mittels des Reagenz
Oligofectamin (Invitrogen, Karlsruhe). Hierzu wurden 1,2 x 10° Zellen ausgesét. Fir die
Transfektion wurden in einem Reaktionsgefa? 175 pl OPTIMEM mit 10 pl einer 20 pM
Losung der entsprechenden siRNA inkubiert. In einem anderen Gefal} erfolgte die Inkubation
von 11 pyl OPTIMEM mit 4 pl Oligofectamin. Nach dem Mischen der beiden Ansatze wurde
dieser fur 20 Minuten inkubiert und anschlie3end auf die Zellen pipettiert. Diese wurden
zuvor mit serumfreien Medium gewaschen und mit 800 pl desselben Medium tberschichtet.
Nach Zugabe der Transfektionsansatze erfolgte eine Inkubation fir 4 h in denen die Vesikel
mit der siRNA von den Zellen aufgenommen werden. AnschlieRend wurden 500 pl Medium
mit 30% FCS hinzugegeben, so dass eine Ausgangskonzentration von 10% FCS wieder

hergestellt war. Die weitere Analyse der Zellen wurde nach 48 h bzw. 72 h durchgefihrt.

27



Material und Methoden

3.2.4 Analyse der Zellmigration mit Hilfe von Transwell-Filtereinséatzen

Die Analyse der Zellmigration wurde mit diversen Brustkarzinomzelllinien durchgefuhrt, die
entweder eine RNAI vermittelte verringerte Expression von SSH1L oder PKD aufwiesen oder
ein Konstrukt transient Gberexprimierten. Fir die Experimente wurden 24 well Transwell-
Filtereinsétze mit einem Porendurchmesser von 8 um verwendet (Corning, New York (USA)).
Abhangig von der Zelllinie wurden 2,5 x 10° bzw. 5 x 10° Zellen in serumfreien RPMI 1640
Medium auf der Oberseite des Filters ausgeséat und die Migration durch einen FCS-
Gradienten von 0% nach 10% induziert (Oberseite Filtereinsatz / Medium unterhalb des
Filtereinsatzes). Eine Fixierung mit 4% (v/v) PFA beendete nach 3 h, 5 h oder 24 h in
Abhangigkeit der Zelllinie, die Migration. Zellen, die nicht durch die Poren der Membran
gewandert waren, wurden mit einem Wattestabchen entfernt. Die Visualisierung der
gewanderten Zellen erfolgte durch eine 15 minttige Inkubation mit Kristallviolett (0,1% (w/v)
geldst in ddH,O). Reste ungebundenen Farbstoffes wurden durch einen Waschschritt
entfernt. Die Auswertung erfolgte durch photographische Dokumentation der Filter. Hierfr
wurden mittels eines Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops (Leica, Bensheim) mit einer CCD
Kamera pro Filter 5 Ausschnitte mit einer zehnfachen Vergro3erung aufgenommen und die
Zellen in jedem sichtbaren Feld gezahlt. Die Zellmigration wurde durch die Quantifizierung

der gewanderten Zellen pro Feld erfasst.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-PAGE und Western Blot Analyse

Mittels SDS-PAGE und Western Blot kénnen Proteine spezifisch nachgewiesen werden.
Dazu erfolgt zunachst eine Auftrennung der denaturierten Proteinproben mittels
reduzierender 10%iger oder 12,5%iger SDS-Gelen bei 100 V fir ca. 30 Minuten. Als
Standard fir die SDS-PAGE wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Es folgte ein Transfer der aufgetrennten Probe mittels
der semidry-Methode auf eine Nitrozellulosemembran bei 160 mA fir ca. 2 h. Freie
Bindungsstellen auf der Membran wurden mit einer Blocking-Ldsung blockiert. Die Detektion
der Proteine erfolgte durch Inkubation mit einem spezifischen Prim&rantikérper bei 4°C uber
Nacht. Die Inkubation des spezifischen Sekundarantikorpers erfolgte nach drei
Waschschritten mit PBST bei RT fur 1 h. Die Immundetektion spezifischer Proteine erfolgte
je nach Fragestellung mit dem alkalische Phosphatase (AP) System nach den vorhandenen
Standardprotokollen (Asubel, 1994) oder durch ECL (enhanced chemilumiscence) Detektion
nach einer Vorschrift von S. Haas (Universitat Rostock).

Fur einige Versuche war eine feinere Auftrennung in 4% - 12% Gelen notwendig. Hierzu
wurden die Proteine mit Bis-Tris-Gradientengelen separiert. Die benétigten Gerate (XCell
Sure Lock™, Mini Cell, XCell 1I™ Blot Module) und Pufferldsungen (NUPAGE® MES SDS
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Running Buffer, NUPAGE® Transfer Buffer) wurden von der Firma Invitrogen bezogen und

nach Herstellerangaben verwendet.

3.3.2 Durchfuhrung von 14-3-3 Pulldown-Assays

Um die potentielle Interaktion von Proteinen mit 14-3-3 Adapterproteinen zu Uberprifen
wurden Pulldown-Assays durchgefuhrt. Hierzu wurden Zelllysate mit Lysispuffer auf 1 ml
aufgeflllt und mit an Glutathion-Sepharose gekoppelten GST-14-3-3 Fusionsproteinen
(siehe 3.3.5) fur 2 h bei 4°C unter Rotation inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit
Lysispuffer und eine Zugabe von 25 pl 5x Laemmli Probenpuffer. Die Proben wurden bei
95°C denaturiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

3.3.3 Herstellung von GST-14-3-33 Beads

Fur die Durchfiihrung von GST 14-3-33 Pulldown-Assays wurden an Glutathion-Sepharose
gekoppelte Fusionsproteine hergestellt. Eine bakterielle Ubernachtkultur mit DH5a Zellen
wurde angeimpft, die das Plasmid pGEX-14-3-3@3 enthielten. Das Kulturvolumen umfasste
50 ml LB mit 100 pg/ml Ampicillin. Mit dieser Kultur wurde eine 450 ml Hauptkultur angeimpft
und 1 h bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte mit 0,1 mM
IPTG fur 6 h. Vor der Induktion wurde 1 ml Kultur entnommen und die darin enthaltenen
Zellen bei 13000 rpm pelletiert und in 100 pl 5x Laemmli Probenpuffer aufgenommen. Die
Zellen der Kultur wurden durch Zentrifugation bei 5000 rpm pelletiert und durch Ultraschall
(Bandlin Sonor 200, MD73/D, Cycle 50%, 3 x 15 sec) aufgeschlossen. Zwischen jedem
Schritt erfolgte eine einminitige Inkubation auf Eis. Das Lysat wurde bei 13000 rpm flr
5 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Es folgte eine
Probennahme von 0,5 ml des Uberstandes. Im n&chsten Versuchsschritt wurde die
Glutathion-Sepharose dreimal mit sterilem 1x PBS gewaschen. Zu 12 ml Lysat wurde 1 ml
Glutathion-Sepahrose gegeben und bei 4°C auf einem Rollinkubator inkubiert. Die
Glutathion-Sepharose Beads wurden durch einen Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm und
4°C pelletiert. Vom Uberstand wurde eine Probe von 0,5 ml abgenommen. Zur Beseitigung
unspezifischer Bindungen folgten drei Waschschritte mit kaltem 1x PBS. Die Glutathion-
Sepharose Beads wurden in 1 ml kaltem 1x PBS aufgenommen, in 500 pl Aliquots aufgeteilt
und bei -20°C gelagert. Die erfolgreiche Reinigung wurde durch SDS-PAGE und Coomassie-

G250-Farbung der wahrend des Versuchs abgenommenen Proben Uberpruft.

29



Material und Methoden

3.3.4 Durchfuhrung von Immunprazipitationen

Zur Immunprazipitation wurden Zelllysate mit Lysispuffer auf 1 ml Endvolumen aufgefullt und
fur 2 h bei 4°C unter Rotation mit dem entsprechenden Antikorper inkubiert. Anschlie3end
folgte eine Zugabe von 20 pl Protein G-Agarose Beads und eine weitere Inkubation bei 4°C
fur 1 h bei standiger Rotation. Nach dreimaligem Waschen der Beads mit Lysispuffer wurden
25 pl 5x Laemmli Probenpuffer zugesetzt und die Proben bei 95°C denaturiert. Die Analyse
der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot.

3.3.5in vitro Kinase Assay

Fur eine Analyse der Phosphorylierung der Phosphatase SSH1L und der LIM-Kinase 1/ 2
wurden die gereinigten PKD lIsoformen 1 und 2 als Kinase verwendet. PKD1 wurde in
Insektenzellen (Zelllinie Sf158) mit rekombinanten Bacculoviren erzeugt und von der
Arbeitsgruppe Hausser zur Verfligung gestellt. Die Isoform PKD2 wurde als gereinigtes
rekombinant hergestelltes Protein erworben.

Aus Lysaten von HEK293T Zellen wurden mittels eines HA-, FLAG- bzw. GFP-Antikdrpers
ektopisch exprimierte Proteine immunprazipitiert. Hierzu wurden die Proteine SSH1L, SSH1L
S937/978A, LIMK1 WT, LIMK2 WT, LIMK2 S289A und LIMK2 S314A verwendet. Nach der
Inkubation wurden die Prazipitate zweimal mit Lysispuffer sowie einmal mit DTT-haltigem
Phosphorylierungspuffer gewaschen. In einem weiteren Schritt erfolgte eine Inkubation mit
2 uCi [y-*P]-ATP und 4 pl gereinigter PKD1 bzw. PKD2 in Phosphorylierungspuffer fir
10 Minuten bei 37°C. Durch Zugabe von 5x Laemmli SDS-Probenpuffer wurde die Reaktion
gestoppt und die Proteine bei 80°C denaturiert. Es folgten eine SDS-PAGE und ein Transfer
der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran. Die Membran wurde getrocknet und Uber
Nacht auf einer Verstarkerfolie exponiert. Das resultierende Autoradiogramm wurde mittels
eines ,Phosphoimagers® (Molecular Dynamics, Krefeld) aufgenommen und mit Hilfe der

»ImageQuant” Software ausgewertet.

3.3.6 Reinigung von FLAG-SSH1L

Fur die Durchfiihrung von in vitro Substratphosphorylierungen wurden gereinigte Proteine mit
FLAG-Tag verwendet. Hierfur wurden pro Ansatz vier 10 cm Petrischalen mit 3,5 x 10°
HEK293T Zellen ausgesat und mit 7 pg Plasmid fiir das entsprechende Konstrukt transfiziert.
Nach 2 Tagen wurden die Zellen in 5 ml kaltem 1x PBS geerntet, abzentrifugiert und das
Zellpellet in 1 ml Lysispuffer mit Inhibitoren aufgenommen. FiUr die Reinigung wurde das
Prinzip der Affinitdtschromatographie angewandt. Hierfir wurde 1 ml FLAG-Agarose fur
1 min bei 5000 rpm abzentrifugiert und dreimal mit TBS gewaschen und mit 100 mM Glycin
pH 3,5 fir 15 Minuten aktiviert. Es folgten anschlieBend erneut drei Waschschritte mit TBS

und ein Waschschritt mit dem verwendeten Lysispuffer. Die Lysate wurden fur 4 h mit 250 pl
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Beads pro Ansatz bei 4°C unter standiger Rotation inkubiert. Dem Uberstand wurde eine
Probe fur eine Western Blot Analyse der Aufreinigung entnommen. Es folgten erneut drei
Waschschritte mit Lysispuffer und ein Waschschritt mit 1x PBS. Nach der Entnahme einer
Probe wurden die Fusionsproteine durch Inkubation mit FLAG-Peptid [5 pg/ul in TBS] eluiert.
Das Elutionsvolumen betrug dabei 250 pl. Es wurden drei Elutionsschritte von je 30 Minuten
bei 4°C unter Rotation durchgefiihrt. Die eluierten Fusionsproteine wurden bei -80°C
gelagert. Die Uberprifung der erfolgreichen Reinigung erfolgte mittels eines Western Blots.

3.3.7 Reinigung von Antikdrpern Uber Epoxy-aktivierte Sepharose 6B

Fir die Reinigung eines phosphospezifischen Antikorpers gegen pSer289 der LIMK2 wurden
drei Kaninchen Uber einen Zeitraum von 120 Tagen mit dem Peptid NH,-CRRSNpSISKS-
CONH, immunisiert. Nach anschlieBendem Ausbluten der Tiere wurde der gebildete
Antikdrper mittels Affinitatschromatographie aus dem Serum der Tiere isoliert. 0,5 g Epoxy-
aktivierte Sepharose 6B wurden Uber einer Filternutsche mit 200 ml eiskalten ddH,O
gewaschen und in einem Restvolumen von 10 ml in ein BlueCap Uberfiihrt. Nach dem
Absinken der Sepharose erfolgte die Reduzierung des Uberstandes auf 5 ml. In einem
Zentrifugationsschritt bei 2500 rpm fiir 4 min und 4°C wurde der komplette Uberstand
entfernt. Das Peptid wurde fir die Kopplung an die Sepharose in 1 ml H,O aufgenommen
und anschlieBRend 2 ml Kopplungspuffer zugegeben (Sequenz: NH,-CRRSNpSISKS-
CONH,). Das geltste Peptid wurde Uber Nacht unter Rotation bei Raumtemperatur mit der
Sepharose inkubiert. Die Entfernung von uberschissigem Ligand erfolgte durch einen
Waschschritt mit 2,5 ml Kopplungspuffer. Verbliebene aktive Gruppen der Sepharose
wurden durch einen Blocking-Schritt mit 1 M Ethanolamin, pH 8 besetzt. Die mit dem Peptid
gekoppelte Sepharose wurde in eine Saule des Typs C 10/10 mit Adaptoren des Typs AC 10
Uberfihrt und diese luftblasenfrei verschlossen. Die Matrix der Saule wurde jeweils einmal
mit PBS pH 7, 3 und 11 gewaschen und anschliel3end mit 1 ml Anti-Peptid-Kaninchenserum
geladen. Es folgte ein Waschschritt mit 10 ml 1x PBS, pH 7. Die Elution erfolgte in
18 Fraktionen in Eppendorf-Reaktionsgefalien, in welche PBS, pH 11 vorgelegt war. Die

Uberpriifung der Elutionsfraktionen auf vorhandenen Antikérper erfolgte mittels ELISA.

3.3.8 Bestimmung IgG-reicher Fraktionen durch einen ELISA-Test

Das lyophylisierte Peptid mit der Sequenz NH,-CRRSNpSISKS-CONH, wurde in H,O, so
dass eine Endkonzentration von 10 mg/ml vorlag. 1 pg Peptid / ml wurde mit
Kopplungspuffer versetzt und damit eine ELISA-Platte des Typs Greiner # 655081 mit 100 pl
der L6sung / Well gecoatet. Die Bindung des Peptids an die Platte erfolgte durch Inkubation
tber Nacht bei 4°C. Im Anschluss folgte ein dreimaliges Waschen der ELISA-Platte mit

1x PBS und 0,1% (v/v) Tween. Die Bindung des primaren Antikdrpers erfolgte durch eine
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Inkubation mit 100 ul der aufgefangenen Fraktionen (siehe 3.3.7) fir 2 h bei RT. Es folgte
erneut ein dreimaliges Waschen mit 1x PBS und 0,1% (v/v) Tween. Als Sekund&rantikdrper
diente ein POD-gekoppelter anti-rabbit 1gG Antikdrper, der im Verhaltnis 1:5000 in
RPMI 1640 Medium mit 10% FCS verdinnt wurde. Nach erneutem dreimaligem Waschen
wurde der gebundene priméare Antikdrper mit 1 mg/ml ABTS in ABTS-Puffer (Boehringer
Ingelheim, Biberach) 100 pl / Well (30 min Inkubation bei RT) und bei einer Wellenlange von
405 nm in einem ELISA-Reader detektiert.

3.4 Mikroskopische Verfahren

3.4.1 Immunfluoreszenz

Fir die indirekte Immunfluoreszenz von COS7, MDA-MB-231 oder MCF7 Zellen wurden
Mikroskopiedeckglaser mit Kollagen (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) beschichtet. Die
Deckglaser wurden Uber Nacht bei 4°C mit einer Kollagenlésung (22,5 ug/ul in 1x PBS)
inkubiert. Die anschlieBende Entfernung ulberschissigen Kollagens erfolgte durch drei
Waschschritte mit 1x PBS. Fur die mikroskopische Analyse von COS7 Zellen erfolgte keine
Beschichtung.

Die ausgesaten Zellen wurden zunéchst bei 37°C fir 24 h inkubiert, daraufhin mit 1x PBS
gewaschen und fir 15 Minuten mit 4% (v/v) PFA fixiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt
mit 1x PBS. Freies PFA wurde mit 1 M Glycin, pH 7,4 gequencht. Die Entfernung des
Glycins erfolgte durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS. Um die Zellen permeabel fir
Antikérper zu machen, wurden die Zellen fir 2 min mit 0,1% (v/v) Triton-X-100 inkubiert und
anschlieend mit 1x PBS gewaschen. Fir die Blockierung freier Bindungsstellen auf dem
Glas wurden die Zellen mit 5% FCS in PBS fir 30 Minuten inkubiert. Der Primarantikdrper
wurde mit Blocking-Ldsung verdinnt und fir mindestens 2 h mit den Proben inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 1x PBS erfolgte eine Inkubation mit einem entsprechenden
Sekundarantikorper. Dieser wurde fir mindestens 1 h unter Lichtausschluss mit den Zellen
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Einbettung der Praparate in

Fluoromount G (Dianova, Hannover).

3.4.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die Methode der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie ermdglicht es, Aufnahmen eines
Objekts innerhalb einer dinnen Fokusebene durchzufiihren, welche schrittweise zu
verschieben sind. Somit ist eine exakte raumliche Zuordnung der Fluoreszenzsignale
maoglich. Die Praparate wurden an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop des Typs
TCS SP2 (Leica, Bensheim) unter Verwendung eines Plan-Neofluor-Olimmersionsobjektivs
(63-fache VergrofRerung) analysiert. Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte unter

den in Tabelle 3.8 aufgelisteten Bedingungen.
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Tab. 3.8 Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe.

Laser-Typ Extinktion Emission
GFP Argon 488 nm 507 nm
Alexa488 Argon 495 nm 519 nm
Alexa546 Helium-Neon 466 nm 681 nm

3.4.3 Bestimmung der von einer einzelnen Zelle eingenommenen Flache
Die Zellen wurden mit einer 40.0/1.25 HCX PL APO Objektivliinse eines konfokalen Laser

Scanning Mikroskops des Typs TCS SP2 (Leica, Bensheim) aufgenommen. Die von einer

einzelnen Zelle eingenommene Oberflache wurde mittels der Axiovision Software (Carl Zeiss

GmbH, Jena) analysiert. Es wurden identische mikroskopische Einstellungen vorgenommen
(BildgroRRe, 1024 x 1024 Pixel, 375 x 375 um). Pro Ansatz wurden 70 Zellen analysiert. Die

gezeigten Bilder stellen einen Stapel von mehreren konfokalen Sektionen dar.
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4. Ergebnisse

Durch die Arbeiten von Tim Eiseler (Eiseler et al., 2007) konnte gezeigt werden, dass PKD
einen negativen Einfluss auf die gerichtete Zellmigration hat. Die Autoren beobachteten
einen Anstieg der Zellmigration, wenn eine kinasetote Form von PKD1 in Panc89 Zellen
stabil exprimiert wurde. Die Uberexpression einer wildtypischen Form von PKD1 fihrte
hingegen zu einer stark reduzierten Zellmigration. Des Weiteren konnten die Autoren zeigen,
dass PKD1 und PKD2 direkt mit filamentésem Aktin (F-Aktin) interagieren. Dies deutet
darauf hin, dass PKD an Prozessen, die den dynamischen Umbau des F-Aktinzytoskeletts
regulieren, beteiligt ist. Darlber hinaus ist in samtlichen invasiven Tumorzellen eine
verringerte Expression von PKD zu finden (Kim et al., 2008). Somit kann ein unmittelbarer
Einfluss von PKD auf die Migration und Invasion von Tumorzellen angenommen werden
(Qiang et al., 2004; Bowden et al., 1999). PKD-Substrate, die diese Funktion vermitteln,
waren allerdings nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher PKD-regulierte Proteine und

Signalwege in der Zellmigration und — invasion zu identifizieren.

4.1 ldentifikation eines geeigneten Zellsystems

Zunachst wurde ein Zellsystem ausgewahlt, in welchem die Funktion von PKD bei
Migrations- und Invasionsprozessen von Tumorzellen untersucht werden konnte. Die
hochinvasive humane Brustkarzinomzelllinie MDA-MB-231 und die ebenfalls hochinvasive
humane Melanomzelllinie A375 wurden auf die Expression der drei PKD Isoformen PKD1, 2
und 3 untersucht. HEK293T Zellen dienten dabei als Kontrolle, da diese alle drei PKD
Isoformen exprimieren (S. Schmid, persénliche Kommunikation). Zunachst wurde eine RT-
PCR wie unter 3.1.2 beschrieben durchgefiihrt (siehe Abb. 4.1). Fir das Vorhandensein von
MRNA fiir PKD1 wurde ein Fragment von 198 bp erwartet, fir PKD2 ein Fragment von
310 bp und fir PKD3 ein Fragment von 179 bp. Wie erwartet konnte in HEK293T Zellen die
MRNA aller drei PKD Isoformen nachgewiesen werden. Die mRNA von PKD1 wurde des
Weiteren in A375 Zellen, jedoch nicht in MDA-MB-231 Zellen nachgewiesen. Die mRNA fir

PKD2 und 3 war in beiden Zelllinien nachweisbar.
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MDA-MB-231 HEK293T A375

GAPDH PKD1 PKD2 PKD3 GAPDH PKD1 PKD2 PKD3 GAPDH PKD1 PKD2 PKD3

Abb. 4.1 Expressions-Analyse der PKD Isoformen in A375, MDA-MB-231 und HEK293T Zellen
mittels RT-PCR. Die mRNA wurde wie unter 3.1.2 beschrieben isoliert und durch eine RT-PCR in
cDNA umgeschrieben. Die Amplifikation der cDNA Abschnitte erfolgte durch eine PCR-Reaktion
mittels spezifischer Oligonukleotide fur die Sequenzen von PKD1, 2 und 3. Die PCR-Reaktion wurde
mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Die Visualisierung der amplifizierten DNA erfolgte durch
eine Ethidiumbromidfarbung. Die Verwendung gleicher mRNA Mengen wurde durch die Amplifikation
der Sequenz fur GAPDH verifiziert. * PKD1-Amplifikat verursacht durch eine Kontamination mit
genomischer DNA.

Fur den Nachweis der Expression der PKD-Isoformen mittels Western Blot Analyse wurden
fir jede Zellinie 5 x 10° Zellen eingesetzt (sieche Abb. 4.2). Als Kontrolle dienten wieder
HEK293T Zellen. PKD1 konnte in Ubereinstimmung mit der RT-PCR nur in den A375 Zellen
durch einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden. PKD2 war in beiden Zelllinien
detektierbar. Uberraschenderweise konnte PKD3, trotz eines positiven Signals in der RT-
PCR, mittels Western Blot Analyse nur in A375 aber nicht in MDA-MB-231 Zellen
nachgewiesen werden. Dies deutet daraufhin, dass der PKD3-Proteinlevel in diesen Zellen
sehr niedrig ist. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden die folgenden Experimente mit
MDA-MB-231 Zellen durchgefihrt, da diese lediglich PKD2 stark und nachweisbar
exprimieren.
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Abb. 4.2 Expressions-Analyse der PKD Isoformen in A375, MDA-MB-231 und HEK293T Zellen
mittels Western Blot. 5 x 10° Zellen wurden lysiert, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Detektion der PKD Isoformen erfolgte durch
Inkubation der Membran mit spezifischen Antikérpern. Die Verwendung gleicher Proteinmengen
wurde durch den Einsatz eines Tubulin-spezifischen Antikdrpers verifiziert. Fur PKD3 wurden mit dem
spezifischen Antikdrper zwei Proteinbanden detektiert, wobei die Bande bei 130 kDa PKD3 entspricht
und die Bande bei 95 kDa einem unbekannten Protein zuzuordnen ist.

Weiterhin sollte die subzellulare Lokalisation von PKD2 in MDA-MB-231 Zellen geklart
werden. Hierzu wurden MDA-MB-231 Zellen fixiert und endogene PKD2 mit einem
spezifischen Antikérper und mit einem Alexa488 gekoppelten Sekundarantikdrper detektiert.
F-Aktin wurde durch Alexa546 gekoppeltes Phalloidin angefarbt. Mittels konfokaler
Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass PKD2 direkt am Lamellipodium der Zelle zu finden
ist und dort mit F-Aktin kolokalisiert (siehe Abb. 4.3). Dies korreliert mit der Literatur (Eiseler
et al., 2007). Des Weiteren ist aus den in Abbildung 4.3 gezeigten Bildern zu erkennen, dass
PKD2 ebenfalls mit perinuklaren, aktinreichen Strukturen kolokalisiert. Hierbei handelt es
sich vermutlich um den Golgi-Komplex, der aktinreiche Strukturen aufweist (Ulrich &
Heisenberg, 2009) und an dem PKD2 lokalisiert ist (Hausser et al., 2002).
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PKD2 Aktin merge

Abb. 4.3 Kolokalisation von PKD2 und F-Aktin am Lamellipodium einer MDA-MB-231 Zelle.
7,5 x 10" MDA-MB-231 Zellen wurden auf Deckglaschen ausgeséat, nach 24 h mit 4% PFA fixiert und
mit 0,1% Triton-X-100 permeabilisiert. Die Detektion von PKD2 erfolgte mit einem priméren anti-
PKD2-Antikdrper und einem Alexa488 gekoppelten Sekundarantikorper. F-Aktin wurde mit Alexa546
gekoppeltem Phalloidin visualisiert. Die Praparate wurden am konfokalen Laser Scanning Mikroskop
analysiert. Scale bar: 10 um.

4.2 PKD reguliert die Zellmigration durch Phosphorylierung der Cofilinphosphatase
Slingshot 1 like (SSH1L)

Um die Frage zu klaren, ob PKD &quivalent zu Pankreaskarzinomzellen die gerichtete
Migration von Brustkarzinomzellen direkt reguliert, wurden die schwachinvasive
Brustkarzinomzelllinie MCF7 und die hochinvasive Brustkarzinomzelllinie MDA-MB-231 fur
Migrationsstudien verwendet. Durch eine RT-PCR und eine Western Blot Analyse konnte
gezeigt werden, dass MCF7 Zellen PKD1 und 2 exprimieren (S. Schmid, personliche
Kommunikation), wohingegen in MDA-MB-231, wie in Abb. 4.1 und 4.2 gezeigt, nur PKD2
vorhanden ist. In beiden Zellinien wurde PKD mittels einer spezifischen siRNA
ausgeschaltet und die Zellmigration durch einen Transwell-Filter-Assay (siehe Abb. 4.4 A
und B) entlang eines FCS-Gradienten analysiert. In MCF7 Zellen fihrte die Depletion von
PKD1 zu einer 3-fachen und von PKD2 zu einer 10-fachen Steigerung der Migration im
Vergleich zu den Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA transfiziert waren. Der erfolgreiche
Knock-Down der Proteine wurde durch einen Western Blot (siehe Abb. 4.4 C und D) gezeigt.
Der verwendete Antikdrper zeigt bei PKD1 eine Doppelbande, wobei die untere Bande PKD1
und die obere Bande PKD2 entspricht. Fur beide siRNAs war die Depletion erfolgreich, was
durch schwéchere Banden fir beide Isoformen, verglichen mit der siLacZ Kontrolle, zu
erkennen ist. Der Knock-Down von PKD2 in MDA-MB-231 Zellen mittels zwei spezifischer
siRNAs fiuhrte ebenfalls zu einer signifikant gesteigerten Zellmigration. Der Effekt der
Depletion von PKD2 auf die Zellmigration war hier allerdings weniger deutlich als im Fall von
MCF7 Zellen.
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Abb. 4.4 Steigerung der Zellmigration durch die Depletion von PKD1 und 2 in MDA-MB-231 und
MCF7 Zellen. MDA-MB-231 (A) und MCF7 Zellen (B) wurden mit spezifischen siRNAs gegen PKD1,
PKD2 und einer LacZ siRNA als Kontrolle transfiziert und ein Transwell-Filter-Assay durchgefihrt.
Saulen: Darstellung von Doppelwerten, die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabhangige
Experimente. Balken, SEM, **, P < 0,0001. (C) und (D) Die Expression von PKD1 und 2 wurde mittels
Western Blot Analyse ermittelt (Pfeil PKD1). Der gleiche Proteingehalt wurde durch die Detektion von
Tubulin verifiziert.

In migrierenden Zellen wird die Ausbildung von Lamellipodien am sogenannten ,leading
edge“ durch die Polymerisation von Aktin bestimmt. PKD1 und 2 interagieren mit dem
Aktinzytoskelett, was eine direkte Beeinflussung der Proteine ermdéglicht, welche die
Regulation der Aktinpolymerisation regulieren (Eiseler et al., 2007). Deshalb wurde der
Einfluss einer Depletion von PKD auf die Morphologie und die Verteilung von F-Aktin in
MCF7 Zellen untersucht. Die mit einer LacZ siRNA transfizierten Kontrollzellen wiesen die
typische abgerundete Morphologie (siehe Abb. 4.5 A). Der Verlust von PKD1 zeigte einen
schwachen, aber signifikanten Einfluss auf die Morphologie der Zellen, die etwas
ausgebreiteter als die Kontrollzellen waren (siehe Abb. 4.5 A’). Der Verlust von PKD2
hingegen zeigte wesentlich deutlichere Effekte. Die Zellen wiesen eine runde und deutlich
ausgebreitete Morphologie auf. Die Berechnung der Flache, die von einer einzelnen Zelle
eingenommen wurde zeigte, dass der Verlust von PKD1 zu einer doppelten, der Verlust von
PKD2 zu einer vierfachen Zunahme der Flache fuhrte. Weiterhin zeigten PKD2 depletierte
Zellen eine deutliche Zunahme an F-Aktin-reichen Strukturen am Lamellipodium der Zelle
(siehe Abb. 4.5 B und B”, siehe Pfeile).
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Abb. 4.5 Die Depletion von PKD beeinflusst die Zellmorphologie. MCF7 Zellen wurden mit
siRNAs gegen PKD1 und 2 transfiziert, auf mit Collagen beschichtete Deckglaser ausgesat und mit
Alexa546 gekoppelten Phalloidin gefarbt. Pfeile: F-aktin-reiche Membranausstilpungen. Scale bar:
50 um (A, A’ und A”) und 20 um (B und B’). Das Diagramm zeigt die von einer Einzelzelle
eingenommene Flache, wie unter 3.4.3 beschrieben. Saulen: Flache/Zelle in pm?. Balken: SEM. Vier
unabhangige mikroskopische Felder wurden analysiert. *, P < 0,05; ***; P < 0,0001.

Ein Hauptregulatorprotein, welches bei der gerichteten Zellmigration und bei der Ausbildung
von Lamellipodien eine Rolle spielt, ist Cofilin, das zu der Familie der ADF-Proteine (,actin
depolymerizing factor®) gehort. Wachstumsfaktor-induzierte Signalwege fihren zu einer
Aktivierung von Cofilin und damit zu einer Ausbildung von Lamellipodien sowie einer
Erhéhung der Ausbreitungsflache der Zelle (Wang et al., 2007). Deshalb wurde untersucht,
ob PKD in die Regulation und Phosphorylierung von Cofilin involviert ist. Die Depletion von
PKD in MCF7 und in MDA-MB-231 Zellen durch siRNAs fiihrte, verglichen mit der Kontrolle,
zu einer signifikanten Abnahme von inaktivem Phospho-Cofilin (pCofilin) (siehe Abb. 4.6).
Auch hier war die Auswirkung des Verlustes von PKD2 wesentlich signifikanter als bei PKD1,

was mit den Ergebnissen des Transwell-Filter-Assays korreliert (siehe Abb. 4.4).
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Abb. 4.6 Einfluss der Depletion von PKD auf die Phosphorylierung von Cofilin. MDA-MB-231 (A)
und MCF7 Zellen (B) wurden mit spezifischen siRNAs gegen PKD1, PKD2 und einer LacZ siRNA als
Kontrolle transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Proteine mittels
Immunoblotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis der Knock Down Effizenz
und von Phosphocofilin erfolgte durch die Verwendung von spezifischen Antikdrpern. Pfeil: PKD1.

Die Dephosphorylierung von Cofilin an Serin 3 wird von Cronophin (Ghola et al., 2005) und
Mitgliedern der Familie der Slingshot-Phosphatasen SSH1L, SSH2L und SSH3L vollzogen
(Niwa et al., 2002; Ohta et al.,, 2003). SSH1L wird an F-Aktin-reiche Strukturen am
Lamellipodium der Zelle rekrutiert und dort durch direkte Interaktion mit F-Aktin aktiviert. Die
Inhibition von SSHI1L erfolgt durch eine phosphorylierungsabhdngie Bindung an 14-3-3
Proteine, die durch die Serine 937 und 978 vermittelt wird (Nagata-Ohashi et al., 2004).
Beide Serine passen auf das PKD Konsensusmotiv, welches in Abbildung 4.7 schematisch
dargestellt ist. Das PKD-Konsensusmotiv beginnt mit einem Leucin, Isoleucin oder Valin an
der -5 Position, gefolgt von einem Arginin an der -3 Position. An Position O ist entweder ein

Serin oder Threonin maéglich.

-5 -4 -3 -2 -1 0

LA X R X X pS PKD-Konsensusmotiv
L ¥ R S S pS SSH1 Ser937

L K R S H pS SSH1 Ser978

Abb. 4.7 Vergleich des PKD-Konsensusmotivs mit den beiden potentiellen PKD Motiven in
SSHI1L Serin 937 und 978.

Um zu klaren, ob PKD die Phosphatase SSH1L als Substrat erkennt und phosphoryliert,

wurde ein in vitro Kinaseassay durchgefiihrt. Hierzu wurden die Proteine PKD1 Wildtyp
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(WT), PKD1 kinase-tot (KD), PKD2 WT und PKD2 KD mit gereinigten FLAG-SSH1L als
Substrat inkubiert. Die Ergebnisse zeigen eine spezifische Phosphorylierung von SSH1L
durch beide wildtypischen PKD-Isoformen. Bei Verwendung der kinasetoten Varianten war
keine Phosphorylierung detektierbar (siehe Abb. 4.8). Dies zeigt, dass SSH1L ein Substrat
fur PKD1 und PKD2 in vitro ist.

- Kinase

PKD1 WT
PKD1 KD
PKD2 WT
PKD2 KD

kDa

‘ <« FLAG-SSH1L
130 —
8o -

Autoradiogram

v O o W | < FLAG-SSHIL
- e - -

130 —

Blot: anti-FLAG / anti-PKD

Abb. 4.8 PKD1 und 2 phosphorylieren FLAG-SSH1L in vitro. Gereinigtes FLAG-SSH1L wurde mit
Kinasepuffer, der [32P]—y—ATP enthielt sowie PKD1 WT, PKD1 KD, PKD2 WT und PKD2 KD inkubiert.
() Ansatz ohne Kinase. Die Einlagerung von radioaktivem Phosphat wurde durch einen
Phosphoimager detektiert (Autoradiogramm). PKD und FLAG-SSHI1L wurden mittels Western Blot
Analyse unter Verwendung von spezifischen Antikérpern nachgewiesen (Blot).

Die Inhibition der PKD-vermittelten Phosphorylierung von Serin 937 und 978 sollte in Zellen
zu einer verstarkten Interaktion von SSH1L mit F-Aktin und einer reduzierten Bindung der
Phosphatase an 14-3-3 Proteine fuhren. Zunachst wurden deshalb Lokalisationsstudien
durchgefuhrt. COS7 Zellen wurden mit GFP-SSH1L oder mit einer ebenfalls GFP-getagten
Doppelmutante von SSHI1L transfiziert, in der die Serine 937 und 978 jeweils durch ein
Alanin ersetzt waren. Wie in Abbildung 4.9 gezeigt, ist GFP-SSH1L WT vorwiegend im
Zytoplasma zu finden, wohingegen die S937/978A Mutante besonders signifikant an F-Aktin-
reichen Strukturen der Zelle zu finden ist. Die Koexpression von PKD2 KD fihrte zu einer
verstarkten Lokalisation von GFP-SSH1L WT an F-aktin-reiche Strukturen und damit zu
einem SSHI1L S937/978A-&hnlichen Phanotyp. Dies deutet daraufhin, dass die Expression
von PKD2 KD dominant-negativ auf endogene PKD wirkt und damit die Phosphorylierung
von SSHI1L inhibiert.
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PKD2kd-Cherry

Abb. 4.9 PKD reguliert die Lokalisation von SSH1L. COS7 Zellen wurden mit GFP-SSH1L WT,
GFP-SSH1L-S937/978A (S/A) und GFP SSH1L WT plus PKD2KD-Cherry wie unter 3.2.2 beschrieben
transfiziert. Die Farbung des Aktinzytoskeletts erfolgte durch Alexa633-Phalloidin. Scale bar: 20 um.

Des Weiteren wurde untersucht, ob der Verlust von PKD2 eine Reduzierung der Bindung
von SSHI1L an 14-3-3 Proteinen zur Folge hat. Hierzu wurde ein GST-Pulldown-Assay
durchgefuhrt, bei dem Lysate von PKD2-depletierten MDA-MB-231 und PKD1- und 2-
depletierten MCF7 Zellen verwendet wurden. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass in
beiden Zelllinien ein Verlust von PKD zu einer Verringerung der Interaktion von SSH1L mit
14-3-3 Proteinen fluhrt (siehe Abb. 4.10). Der Verlust von PKD1 in MCF7 Zellen zeigt auch
hier einen wesentlich schwacheren Effekt als der Verlust von PKD2. Es konnte somit gezeigt
werden, dass PKD die Bindung von 14-3-3 Proteinen an SSH1L und damit die subzellulare

Lokalisation und lokale Aktivitat der Phosphatase reguliert.
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Abb. 4.10 Phosphorylierung von SSHI1L durch PKD beeinflusst die Interaktion mit 14-3-3
Proteinen. MDA-MB-231 (A) und MCF7 (B) Zellen wurden mit spezifischen siRNAs gegen PKD1 bzw.
PKD2 transfiziert und nach 48 h lysiert. Die Lysate wurden mit an Glutathion-Sepharose Beads
gekoppelten GST-14-3-38 Proteinen inkubiert. Gebundene Proteine wurden mittels eines SSHI1L
spezifischen Antikorpers detektiert. Die Expression von SSH1L und die Verwendung von gleichen
Proteinkonzentrationen wurden durch einen Immunoblot mit SSH1L- und Tubulin-spezifischen
Antikdrpern verifiziert. Die Detektion von GST erfolgte durch einen GST-spezifischen Antikorper.
PD, Pulldown. TCL, Total Cell Lysate.

Die Depletion von PKD fluhrt zu einer Aktivierung von SSH1L und damit zu einer
Dephosphorylierung von Cofilin. Die gleichzeitige Depletion von SSHI1L sollte deshalb zu
einer Anhebung des Levels von pCofilin fihren sowie die durch PKD-Depletion erhdhte
Zellmigration inhibieren. Die Ergebnisse in Abbildung 4.11 A und B zeigen, dass in PKD2-
depletierten MDA-MB-231 und MCF7 Zellen der Verlust von SSH1L die Reduktion der
Cofilin-Phosphorylierung verhindert. Eine Depletion von PKD2 fihrt, wie bereits gezeigt, zu
einem Verlust von pCofilin. In MDA-MB-231 Zellen fihrt die Depletion von SSH1L zu einer
erhohten Phosphorylierung von Cofilin. In MCF7 Zellen hingegen zeigte die Depletion von
SSHI1L keinen Effekt auf die Phosphorylierung von Cofilin. Dies lasst darauf schlief3en, dass
SSHIL in MCF7 Zellen schwach exprimiert oder aktiv ist, wahrend in MDA-MB-231 Zellen
SSHIL starker exprimiert bzw. aktiv sein konnte und ein Verlust sich damit signifikant auf die

Phosphorylierung von Cofilin auswirkt.
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Abb. 4.11 Auswirkung der Depletion von PKD2 und SSH1L auf die Phosphorylierung von
Cofilin. MDA-MB-231 (A) und MCF7 (B) Zellen wurden mit spezifischen siRNAs fir PKD2 und SSH1L
wie unter 3.2.3 beschrieben transfiziert, lysiert und mittels Immunoblotting analysiert. Die Detektion
der Proteine erfolgte durch spezifische Antikorper fur PKD2, SSH1L und pCofilin. Der Einsatz gleicher
Proteinmengen wurde durch die Detektion von Tubulin verifiziert.

Die Effekte einer gemeinsamen Depletion von PKD2 und SSHI1L auf die gerichtete Migration
von MCF7 und MDA-MB-231 Zellen wurden mittels Transwell-Filter-Assay untersucht. Die
Migration dieser Zellen war vergleichbar mit der von Kontrollzellen, die mit einer siRNA
gegen LacZ transfiziert waren. Eine Depletion von PKD2 fiihrte in beiden untersuchten
Zelllinien zu einer Steigerung der Migration, wohingegen eine Depletion von SSHI1L die
Migration von MDA-MB-231 Zellen erniedrigte, in MCF7 Zellen jedoch keinen Einfluss hatte.
Diese Ergebnisse bestétigen die Vermutung, dass die Stimulation der Migration in PKD-
depletierten Zellen mit einer erhéhten Aktivitat der Cofilinphosphatase SSH1L zu erklaren ist
(siehe Abb. 4.12 A und B). Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass die basale gerichtete
Migration von MDA-MB-231 Zellen SSH1L-abhangig ist, wahrend MCF7 Zellen unabhangig
von SSH1L migrieren.
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Abb. 4.12 Migration von MDA-MB-231 und MCF7 Zellen, die mit den angegebenen siRNAs
transfiziert wurden. MDA-MB-231 (A) und MCF7 (B) Zellen wurden mit spezifischen siRNAs gegen
PKD2, SSH1L und einer siRNA gegen LacZ als Kontrolle transfiziert und ein Transwell-Filter-Assay
durchgefiihrt. Saulen, Doppelte Transwell-Filteransatze. Die Abbildungen sind reprasentativ flr zwei
unabhangige Experimente; Balken, SEM, *, P < 0,05; **; P < 0,01; ***, P < 0,0001.

4.3 PKD reguliert die Cofilin-Kinase LIMK2 durch Phosphorylierung an Serin 289

Die bisherigen Ergebnisse zeigten einen aktiven Einfluss von PKD auf die Zellmigration
durch die Phosphorylierung der Cofilinphosphatase SSH1L. Weiterhin wurde untersucht, ob
die Cofilin-Kinasen LIMK1 und 2 ebenfalls Substrate von PKD sein kénnten. Hierzu wurden
zunachst die Aminosduresequenzen von LIMK1 und 2 auf das Vorhandensein madglicher
PKD-Konsensusmotive untersucht. Sowohl LIMK1 als auch LIMK2 weisen potentielle
Erkennungssequenzen fur PKD auf (siehe Abb. 4.13). Serin 323 in LIMK1 wird nach
Stimulation der Zellen mit VEGF durch die MAPKAP2-Kinase phosphoryliert (Kobayashi et
al., 2006). Die Phosphorylierung von Serin 289 in der LIMK2 wurde erstmals durch Dephoure
und Mitarbeiter durch eine massenspektrometrische Analyse des Phosphoproteoms von
mitotischen HelLa-Zellen beschrieben (Dephoure et al., 2008). Die fur die Phosphorylierung
des Serins 289 verantwortliche Kinase ist jedoch unbekannt. In LIMK2 sind dartber hinaus

noch zwei weitere potentielle PKD-Zielsequenzen, Serin 310 und 314, vorhanden.
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Abb. 4.13 Vergleich des PKD-Konsensusmotivs mit den potentiellen PKD Motiven in LIMK1 und
LIMK2.

Zunachst wurde mit einem in vitro Kinaseassay getestet, ob PKD in der Lage ist LIMK1 und
2 direkt zu phosphorylieren. Hierzu wurden ein FLAG-getagtes Konstrukt von LIMK1 und ein
GST-getagtes Konstrukt von LIMK2 in HEK293T Zellen Uberexprimiert. Zur Vermeidung von
Autophosphorylierungen wurden die dominant negativen (DN) Mutanten dieser Proteine
verwendet. Die Proteine wurden immunprazipitiert und mit einem 2 uCi [y-**P]-ATP-haltigen
Phosphorylierungspuffer und gereinigter rekombinanter PKD1 inkubiert. Die Durchfiihrung
der in vitro Substratphosphorylierung erfolgte wie unter 3.3.4 beschrieben. Die Ergebnisse in
Abbildung 4.14 zeigen, dass LIMK2, aber nicht LIMK1 von PKD1 in vitro phosphoryliert wird.
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Abb. 4.14 PKD phosphoryliert LIMK2 in vitro. FLAG-LIMK1 DN bzw. GST-LIMK2 DN wurden in
HEK293T Zellen exprimiert. Die Zellen wurden lysiert und die Fusionsproteine mittels eines FLAG-
bzw. GST-spezifischen Antikdrpers immunpréazipitiert. Die immunprazipitierten Proteine wurden mit
Kinasepuffer, der [*P]-y-ATP und gereinigte PKD1 enthielt, inkubiert. Die Einlagerung von
radioaktivem Phosphat wurde durch einen Phosphoimager detektiert (A). In einem weiteren Schritt
wurden FLAG-LIMK1 DN bzw. GST-LIMK2 DN mittels Western Blot Analyse unter Verwendung eines
FLAG- bzw. GST-Antikdrpers nachgewiesen (B).
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In Abbildung 4.15 ist die Domanenstruktur der LIMK2 mit der Position der potentiellen PKD-
Konsensusmotive dargestellt. Mittels Quick-Change PCR wurden zunachst die Serine an
den Positionen 289 und 314 durch ein Alanin ersetzt. Die Phosphorylierung dieser LIMK2-
Mutanten durch PKD wurde erneut mit einem in vitro Kinaseassay Uberprft (siehe Abb.
4.16). Hierzu wurde zuvor eine Immunprazipitation der entsprechenden Mutanten der LIMK2
als GFP-Fusion mittels eines spezifischen Antikorpers durchgefihrt. Es folgte eine
Inkubation des Substrats mit einem 2 pCi [y->*P]-ATP-haltigen Phosphorylierungspuffer, der
ebenfalls gereinigte rekombinante PKD1 oder 2 enthielt. Wie bereits gezeigt, wird LIMK2 von
PKD1 und 2 phosphoryliert. Bei einem Austausch von Serin 289 zu Alanin war keine
Phosphorylierung von LIMK2 durch PKD1 und 2 zu beobachten. Ein Austausch des Serins
314 zu Alanin zeigte keinen Effekt auf die Phosphorylierung des Proteins (Daten nicht
gezeigt). Damit ist eindeutig gezeigt, dass PKD1 und PKD2 Serin 289 in LIMK2 in vitro
phosphorylieren kdnnen. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde auf eine gesonderte

Uberprifung des Serins 310 verzichtet.
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Abb. 4.15 Domaéanenstruktur der LIMK2 mit mdglichen Modifikationen. Die potentiellen PKD-
Konsensusmotive an Serin 289, Serin 310 und Serin 314 liegen in der serin- und prolinreichen Region
der LIMK2. Das fir die Aktivierung der Kinase notwendige Threonin befindet sich an Position 505.
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Abb. 4.16 PKD1 und 2 phosphorylieren LIMK2 an Serin 289 in vitro. GFP-LIMK2 bzw. GFP-LIMK2
S289A wurden in HEK293T Zellen Uberexprimiert. Die Zellen wurden lysiert und die Fusionsproteine
mittels eines GFP-Antikorpers immunprazipitiert. Die immunprazipitierten Proteine wurden mit
Kinasepuffer, der [32P]—y—ATP enthielt sowie gereinigter PKD1 und PKD2 inkubiert. (-) Ansatz ohne
Kinase. Die Einlagerung von radioaktivem Phosphat wurde durch einen Phosphoimager detektiert
(oben). In einem weiteren Schritt wurden GFP-LIMK2 bzw. GFP-LIMK2 S289A mittels Immunoblot
unter Verwendung eines GFP-Antikdrpers nachgewiesen.

Serin 289 ist Teil eines Motivs, das die Kriterien fir die Bindung von 14-3-3 Adapterproteinen
(RSXpSXP oder RXXpS) erfiillt (Brummer et al., 2008; Obsilova et al., 2008). Neben dem
genannten Motiv sind auch Sequenzen wie RX(C/Y)XpSXP oder RXXpTXP als mdgliche
Bindungsmotive beschrieben worden, die allerdings hier nicht zutreffen (Obsilova et
al., 2008; Kostelecky et al., 2009). Im Folgenden wurde Uberprift, ob die Phosphorylierung
von LIMK2 an Serin 289 die Bindung von 14-3-3 Adapterproteinen ermdglicht. Hierfir
wurden die LIMK2 WT und die S289A Mutante als GFP-Fusion in HEK293T Zellen
Uberexprimiert. Mit den Lysaten der Zellen wurde ein GST-14-3-33 Pulldown-Assay
durchgefiuhrt (siehe Abb. 4.17). Der Nachweis der GFP-LIMK2 WT und GFP-LIMK2 S289A
Expression erfolgte mittels eines spezifischen Antikorpers. Als Ladungskontrolle diente dabei
Tubulin. Der Einsatz gleicher Mengen GST-14-3-33 Beads wurde durch Visualisierung von
GST auf der Membran durch eine Ponceau-Farbung sichergestellt. Die in Abbildung 4.17
gezeigten Ergebnisse zeigen eine Interaktion zwischen LIMK2 WT und 14-3-33 Proteinen.
Die S289A Mutante konnte dagegen nicht mehr mit den GST-14-3-33 Beads prazipitiert
werden. Dies zeigt, dass die Phosphorylierung an Serin 289 entscheidend fir die Interaktion
der LIMK2 mit 14-3-3f Proteinen ist.
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Abb. 4.17 LIMK2 interagiert mit 14-3-3B Proteinen. GFP-LIMK2 WT und GFP-LIMK2 S289A wurden
in HEK293T Zellen Uberexprimiert. Die Lysate wurden mit GST-14-3-33 Proteinen inkubiert, die an
Glutathion-Sepharose Beads gekoppelt waren. Die Detektion von GFP-LIMK2 und GFP-LIMK2 S289A
erfolgte mittels eines GFP-spezifischen Antikorpers. Die Verwendung gleicher Proteinmengen wurde
durch einen Tubulin-spezifischen Antikorper verifiziert. Die Detektion von GST erfolgte durch eine
Farbung mit Ponceau-Rot.

Im néchsten Schritt wurde analysiert, ob die beobachtete Interaktion zwischen LIMK2 und
14-3-33 Proteinen von PKD reguliert wird. PKD1 und 2 wurden mittels siRNA in HEK293T
Zellen depletiert und LIMK2 WT als GFP-Fusion in die Zellen transfiziert. Nach der Lyse der
Zellen erfolgte erneut ein Pulldown-Assay mit an Glutathion-Sepharose Beads gekoppelten
GST-14-3-3B3 Proteinen. Die Analyse, der an die Beads gebundenen GFP-LIMK2-Proteine
erfolgte Uber einen Western Blot (siehe Abb. 4.18). Die Ergebnisse zeigen, dass eine
Depletion der beiden PKD Isoformen zu einer signifikant verringerten Bindung von LIMK2 an
14-3-3B Proteinen fihrt. Dies zeigt, dass PKD fir die Phosphorylierung von LIMK2 an
Serin 289 und die damit verbundene Interaktion mit 14-3-38 Proteinen in Zellen

verantwortlich ist.

49



Ergebnisse

Zelllysat GS8T-14-3-3p Pulldown
a
N5 «
kba 8§ & N9
— . =
130 — 7] ) kDa & o
g, » @
i 95—
TCL, Blot: anti-PKD1
130— PD, Blot: anti-GFP (LIMK2)
TCL, Blot: anti-PKD2 <« GST 14-3-3
95—T
L=t

Ponceau S

TCL, Blot: anti-GFP
55 — ~~
TCL, Blot: anti-Tubulin

Abb. 4.18 PKD-abhé&ngige Interaktion von LIMK2 mit 14-3-3B8 Proteinen. HEK293T Zellen wurden
mit PKD1 und 2 spezifischen siRNAs transfiziert. In einem weiteren Schritt wurde GFP-LIMK2 WT in
den Zellen Uberexprimiert. Es erfolgte die Lyse der Zellen nach 24 h und eine Inkubation der Lysate
mit an Glutathion-Sepharose Beads, an die GST-14-3-3p Proteine gekoppelt waren. Die Detektion der
LIMK2 erfolgte Uber einen GFP-spezifischen Antikdrper. Die Effizienz der Knock-Downs und die
Verwendung von gleichen Proteinmengen wurde durch einen Immunoblot und Antikdrper gegen
PKD1, 2 und Tubulin sichergestellt. Die Detektion von GST erfolgte durch eine Farbung mit Ponceau-
Rot.

Die Bindung von 14-3-3 Proteinen kann unter anderem die Lokalisation eines Proteins
beeinflussen. Beispielsweise kann durch 14-3-3 Proteine eine NLS maskiert und damit die
Kerntranslokation des Interaktionspartners verhindert werden (HDAC-Proteine, Nishino et al.,
2008). Dies wurde bereits fur einige PKD-Substrate beschrieben (HDAC5/7 bzw. DLC1 und
CERT). Interessanterweise besitzt LIMK2 eine potentielle NLS (siehe Abb. 4.15). Ferner
reguliert die PKC-vermittelte Phosphorylierung von Serin 283 die Kerntranslokation der
Kinase (Scholz et al., 2009, Fugmann et al., 2007; Vega et al., 2004; Dequiet et al., 2005;
Matthews et al., 2006). Es ist deshalb denkbar, dass eine Phosphorylierung von Serin 289
ebenfalls die Lokalisation der LIMK2 beeinflusst. Um die Auswirkungen der Expression der
LIMK2 S289A auf die Lokalisation und Zellmorphologie zu untersuchen wurden COS7 Zellen
mit einem Plasmid fur GFP-LIMK2 und GFP-LIMK2 S289A transfiziert. Nach der
Transfektion wurden die Zellen wie beschrieben fixiert und permeabilisiert. Das
Aktinzytoskelett wurde mit Alexa633-markiertem Phalloidin angeféarbt. Abbildung 4.19 zeigt,
dass LIMK2 WT und die S289A Mutante diffus im Zytoplasma und im Kern verteilt sind und
es keine Anreicherung von LIMK2 S289A im Kern gibt. Die Phosphorylierung von Serin 289
scheint demnach nicht die Lokalisation der LIMK2 zu beeinflussen. Sowohl die wildtypische
LIMK2 als auch die S289A Mutante kolokalisieren mit F-Aktin (siehe Abb. 4.19), dartber
hinaus sind durch die Expression von LIMK2 S289A keine Veranderungen des
Aktinzytoskelett im Vergleich zu LIMK2 WT sichtbar.
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GFP-LIMK2 Aktin merge

GFP-LIMK2 S289A Aktin N merge

Abb. 4.19 Lokalisation von GFP-LIMK2 WT und GFP-LIMK2 S289A in COS7 Zellen. COS7 Zellen
wurden auf einem Deckglas ausplattiert und wie unter 3.3.2 beschrieben mit einem Plasmid fur GFP-
LIMK2 (oben) bzw. GFP-LIMK2 S289A (unten) transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert und am konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert. Die Visualisierung des
Aktinzytoskeletts erfolgte durch Alexa633 gekoppeltes Phalloidin. Scale bar: 10 um.

4.4 Generierung und Reinigung eines phospho-Serin 289 spezifischen Antikdrpers

Fur die Untersuchung der Phosphorylierung von LIMK2 an Serin 289 wurde in Kaninchen ein
spezifischer Antikdrper gegen das entsprechende Epitop hergestellt. Die tierexperimentellen
Arbeiten wurden von der Firma Pineda (Berlin) durchgefiihrt. Die Immunisierung der Tiere
mit dem Peptid umfasste 120 Tage. Alle 30 Tage wurde den Tieren Blut entnommen und das
Serum auf das Vorliegen und die Funktionalitdit des phosphospezifischen Antikdrpers
Uberprift. Hierfur wurden Verdinnungen des Serums im Verhéltnis 1:1000 in einem Western
Blot eingesetzt. Aus dem Serum, welches den funktionalen Antikdrper enthielt, wurde dieser

mittels AffinitAitschromatographie isoliert.

441 Reinigung und Funktionalitatstest des phosphospezifischen LIM-Kinase
Serin 289 Antikdrpers aus Kaninchenserum

Die Uberprifung der Seren auf die Existenz eines funktionalen Antikérpers gegen
phosphoryliertes Serin 289 der LIMK2 erfolgte durch Western Blot Analyse. Hierzu wurden
Lysate aus HEK293T Zellen erstellt, die zuvor mit einem Leervektor als Kontrolle sowie der
LIMK2 WT und der Mutante S289A als GFP-Fusion transfiziert wurden. Fir alle Tests

wurden die gleichen Lysate verwendet. Die Uberpriifung der Expression der Fusionsproteine
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erfolgte Uber die Detektion von GFP. Der Test auf Funktionalitdt des Antikorpers erfolgte
durch Verwendung des isolierten Serums als Primarantikdrper gegen Serin 289 der LIMK2.
Der phosphospezifische Antikorper sollte die wildtypische Version der LIMK2, nicht jedoch
LIMK2 S289A erkennen. In Abbildung 4.20 sind die Ergebnisse der Tests zusammengefasst.
Das Serum aus Tier 1 zeigt, dass der gebildete AntikOrper erwartungsgemaf den Wildtyp
der LIMK2, jedoch nicht die Mutante S289A erkennt. In Tier 2 detektiert der gebildete
Antikérper sowohl den Wildtyp der LIMK2 als auch die S289A Mutante. Das Serum aus Tier

3 wies keinen funktionalen Antikdrper auf.

Anti-GFP

Abb. 4.20 Uberpriifung der Seren auf Vorliegen und Funktionalitat des Antikérpers gegen
pS289 in LIMK2 nach 96 Tagen Immunisierung. In HEK293T Zellen wurden GFP-LIMK2 WT,
GFP-LIMK2 S289A sowie ein Kontrollvektor exprimiert und die Zellen nach 24 h lysiert. Die Proteine
wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und die Expression der GFP-LIMK2 Proteine mit
einem GFP-spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Gleiche Proteinmengen wurden mit
Tubulindetektion sichergestellt. Weiterhin wurde die Membran mit dem Kaninchenserum aus Tier 1, 2
und 3 inkubiert. Die Detektion erfolgte durch einen gegen Kaninchen gerichteten sekundaren POD
gekoppelten Antikdrper.

Fur die Reinigung des pS289-spezifischen Antikérpers wurde das Serum von Tier 1
verwendet. Die Seren aus den beiden anderen immunisierten Tieren eignen sich hierzu
nicht, da der gebildete Antikérper entweder nicht phosphospezifisch ist (Tier 2) oder das
Serum keinen Antikorper enthielt (Tier 3). Fir die Reinigung des Antikorpers aus dem Serum
von Tier 1 wurde eine AffinitAtschromatographie durchgefihrt (siehe 3.3.7). Hierzu wurde
das Peptid, mit dem auch die Tiere immunisiert wurden, an Epoxy-aktivierte Sepharose 6B
Beads gekoppelt. Die Uberprifung der Funktionalitit des gereinigten Antikorpers erfolgte
mittels eines Western Blots. Hierfir wurden erneut Lysate aus HEK293T Zellen verwendet,
die zuvor mit Konstrukten fir GFP-LIMK2 WT oder GFP-LIMK2 S289A transfiziert wurden.
Den Erwartungen entsprechend konnte der Antikérper das entsprechende Epitop im Wildtyp

der LIMK2 erkennen. Im Fall der S289A Mutante war hingegen kein Signal detektierbar.
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Somit konnte die Phosphospezifitat des Antikorpers verifiziert werden (siehe Abb. 4.21).
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass in wachsenden Zellen LIMK2 an Serin 289
phosphoryliert ist.
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Abb. 4.21 Funktionstest des gereinigten phosphospezifischen Antikdrpers gegen pS289 in
LIMK2. GFP-LIMK2, GFP-LIMK2 S289A sowie ein Kontrollvektor wurden in HEK293T Zellen
transfiziert und die Zellen nach 24 h lysiert. Die Proteine der Lysate wurden auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem phosphospezifischen Antikérper gegen pS289
inkubiert. Die Uberpriifung der Expression der Konstrukte erfolgte durch einen Antikdrper gegen GFP.
Die Verwendung gleicher Proteinmengen wurde durch einen Antikérper gegen Tubulin verifiziert. Die
Detektion erfolgte mittels POD gekoppelter Antikorper.

4.4.2 Funktionsanalyse der Phosphorylierung von LIMK2 an Serin 289

LIM-Kinasen sind fundamentale Regulatoren des Aktinzytoskeletts (Bernard, 2007). Die
Aktivitat der LIMK fiihrt zu einer Zunahme von Stressfibern in der Zelle, wohingegen eine
Abschaltung der LIMK zu deren Abnahme fiihrt (Maekawa et al., 1999; Bernard, 2007). LIM-
Kinasen regulieren durch Phosphorylierung den Aktindepolymerisationsfaktor Cofilin
(Bernard, 2007). Die Depletion von PKD hingegen reduziert die Phosphorylierung von
Cofilin. Eine PKD-vermittelte Phosphorylierung von LIMK2 sollte daher die Aktivitat der
LIMK2 erhthen, wahrend die Mutation des Serins 289 zu einem Alanin die Aktivitat der
LIMK2 reduzieren sollte. Zun&chst wurde daher der Einfluss der Expression von LIMK2 WT
und der S289A Mutante auf die Phosphorylierung von Cofilin untersucht. Hierzu wurden der
Wildtyp und die Mutante jeweils als GFP-Fusion sowie ein Kontrollvektor in HEK293T Zellen
exprimiert und die Phosphorylierung von Cofilin durch einen spezifischen Antikdrper
untersucht. Die Expression der wildtypischen LIMK2 flhrte wie erwartet zu einem starken
Anstieg an pCofilin im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Expression der S289A Mutante
hingegen fihrte im Vergleich zum Wildtyp zu einer leichten Abnahme der Cofilin
Phosphorylierung (siehe Abb. 4.22). Dies lasst darauf schliel3en, dass die Phosphorylierung

von Serin 289 aktivierend auf die Kinase wirkt.

53



Ergebnisse

= <
% %
g & &
95 :
Anti-GFP
e
Anti-Tubulin
26 — S

n-poIi n

Abb. 4.22 Auswirkung der Uberexpression von LIMK2 WT und LIMK2 S289A auf pCofilin.
HEK293T Zellen wurden mit Konstrukten fir GFP-LIMK2 WT, GFP-LIMK2 S289A sowie einem
Kontrollplasmid transfiziert und nach 24 h lysiert. Nach dem Transfer auf eine Nitrozellulosemembran
wurde die Expression beider Konstrukte durch einen GFP-Antikdrper Uberprift. Die Auswirkung der
Expression beider Konstrukte auf pCofilin wurde mittels eines spezifischen Antikérpers gegen an
Serin 3 phosphoryliertes Cofilin Uberprift. Die Verwendung gleicher Proteinmengen wurde durch die
Detektion von Tubulin verifiziert.

Des Weiteren wurde die Auswirkung einer Uberexpression von LIMK2 und der Mutante
S289A auf die gerichtete Zellmigration untersucht. Hierzu wurde LIMK2 WT und LIMK2
S289A als GFP-Fusion in den Tumorzelllinien HeLa und MCF7 uberexprimiert und ein
Transwell-Filter-Assay durchgefihrt. Im Vergleich zu vektortransfizierten Kontrollzellen fiihrte
eine Uberexpression der LIMK2 zu einer Abnahme der Zellmigration. Diese Ergebnisse
korrelieren mit der Literatur (Sumi et al., 2006). Hier wurde durch Uberexpression von LIMK2
eine verstarkte Ausbildung von Adhasionsstrukturen und Stressfibern beobachtet, was auf
eine verringerte Migration schlieBen lasst. Die Expression der S289A Mutante zeigte
dagegen in Hela-Zellen keinen und in MCF7 Zellen sogar einen leicht positiven Effekt im
Vergleich zu Kontrollzellen (siehe Abb. 4.23). Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass

die Phosphorylierung von Serin 289 durch PKD die LIMK2 Aktivitat positiv reguliert.
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Abb. 4.23 Negative Regulation der Zellmigration von LIMK2 nach PKD induzierter
Phosphorylierung in HeLa und MCF7 Zellen. HeLa (A) und MCF7 Zellen (B) wurden mit GFP-
LIMK2 WT, GFP-LIMK2 S289A und dem Vektor pCR3.V62-Met-FLAG als Kontrolle transfiziert und ein
Transwell-Filter-Assay wie unter 3.2.4 beschrieben durchgefiihrt. Séaulen: Darstellung von
Doppelwerten. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei unabhéngige Experimente. Balken, SE,
* P < 0,05; **, P <0,01; ** P < 0,0001. Fur den Versuch wurde ein Gradient von 0% - 10% FCS
verwendet. Pro Filter kamen 5 x 10* Zellen zum Einsatz. (unten) Die Kontrolle der Expression der
Konstrukte erfolgte mittels Western Blot Analyse unter Verwendung eines GFP-Antikorpers. Die
Verwendung gleicher Zellzahlen wurde durch die Detektion von Tubulin sichergestelit.

AbschlieBend wurden verschiedene invasive und nichtinvasive Brustkarzinomzelllinien auf
die Expression der LIM-Kinase Isoformen 1 und 2, PKD1 und 2, SSH1L sowie auf den
Gehalt von phosphoryliertem Cofilin analysiert. Von besonderer Relevanz war es, ein
Zellsystem zu finden, in welchem ein direkter Einfluss von PKD auf LIMK2 untersucht
werden konnte. Hierzu wurden von den verschiedenen Zelllinien Lysate erstellt und diese
mittels eines Western Blots auf die Expression der genannten Proteine untersucht. Die
Detektion der Proteine erfolgte unter Verwendung spezifischer Antikdrper. HEK293T Zellen
dienten dabei als Kontrolle. Die Verwendung gleicher Proteinmengen wurde durch die
Detektion von Tubulin als Ladekontrolle sichergestellt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.24
dargestellt. Generell kann festgestellt werden, dass eine hohe Expression von SSH1L mit
einem niedrigen pCofilin-Level korreliert, Zellen in denen SSH1L nur schwach exprimiert wird
oder nicht nachweisbar ist weisen dagegen einen hohen pCofilin-Level auf. Damit ware die

SSHI1L Expression ein entscheidender Faktor fir die Aktivitat von Cofilin. Interessanterweise

55



Ergebnisse

weisen sowohl HEK293T als auch MDA-MB-231 Zellen ein hohes Migrationspotential auf,
wahrend MCF7, MDA-MB-468 und SKBR3 ein eher niedriges Migrationspotential besitzen
(siehe Abb. 4.4 und personliche Mitteilung J. Heering). Dies kdnnte darauf hinweisen, dass
der Gehalt an pCofilin entscheidend fir die Migration ist. Weiterhin ist ersichtlich, dass
LIMK2 die ubiquitar exprimierte Isoform in den untersuchten Zelllinien ist, LIMK1 dagegen
eher differentiell exprimiert wird. Im Gegensatz zu SSH1L kann kein Rickschluss von LIMK-
Expression auf den pCofilin-Gehalt gezogen werden, da in einigen Zellen, die eine hohe
LIMK2 Expression aufweisen, pCofilin nicht nachweisbar ist (MDA-MB-231 und HEK293T).
Auffallig ist eine selektive Expression von PKD1 und PKD2, die mit Literaturdaten korreliert
(Eiseler et al., 2009a). Interessanterweise ist keine klare Korrelation zwischen der PKD-
Expression und dem pCofilin Gehalt ersichtlich, hier ware eine Analyse der
Phosphorylierungszustande von SSH1L und LIMK2 und damit ein Rickschluss auf deren
Aktivitat wichtig. Abschlieend kénnten MDA-MB-468 Zellen sich flr eine detaillierte Analyse
der funktionellen Konsequenzen der PKD-vermittelten LIMK2 Phosphorylierung besonders
eignen, da aufgrund der Abwesenheit von SSHI1L hier der direkte Einfluss von PKD2 und

LIMK2 auf pCofilin untersucht werden kann.
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Abb. 4.24 Expression von PKD1/2, LIMK1/2, SSH1L und pCofilin in unterschiedlichen
Tumorzelllinien. Diverse Tumorzelllinien sowie HEK293T Zellen als Kontrolle wurden lysiert und
zellulare Proteine mittels Immunoblotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Detektion
der einzelnen Proteine erfolgte unter Verwendung spezifischer Antikérper. Die Verwendung gleicher
Proteinmengen wurde durch die Detektion von Tubulin verifiziert.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit konnte die Cofilinphosphatase SSH1L als neues Substrat von PKD
identifiziert werden. Sowohl in vitro als auch in intakten Zellen konnte gezeigt werden, dass
PKD1 und PKD2 die Serine 937 und 978 in SSH1L phosphorylieren und somit eine Bindung
der Phosphatase an 14-3-3 Proteine induzieren. Diese Bindung fihrt zu einer Translokation
von SSHIL in das Zytosol und inhibiert dadurch die Dephosphorylierung von Cofilin an
aktinreichen Strukturen des Lamellipodiums. Die Depletion von PKD1 und 2 mittels
spezifischer siRNAs resultierte in Abhangigkeit von SSH1L in einem reduzierten zellularen
Gehalt an phosphoryliertem Cofilin und einer gesteigerten Zellmigration. Diese Daten wurden
durch eine unabhangige, zeitgleiche Publikation bestétigt (Eiseler et al., 2009 b). Daruber
hinaus konnte flr PKD eine Funktion bei der Regulation der Cofilin-Kinase LIMK2 gezeigt
werden. PKD phosphoryliert LIMK2 in vitro und in intakten Zellen an Serin 289, was ebenfalls
eine Bindung an 14-3-3 Proteinen zur Folge hat. Die Uberexpression der
phosphorylierungsdefizienten LIMK2 S289A fiihrte zu einem deutlich reduzierten Anstieg von
phosphoryliertem Cofilin im Vergleich zum wildtypischen LIMK2 Protein. GleichermalR3en war
die Zellmigration durch Uberexpression von LIMK2 WT stark reduziert, wahrend die
Uberexpression der LIMK2 S289A keinen Effekt hatte. Diese Ergebnisse lassen auf eine
aktivierende Wirkung der PKD-vermittelten Phosphorylierung von LIMK2 an Serin 289
schlieBen. Somit wurde in dieser Arbeit PKD als zentraler Regulator der Cofilin-abhangigen

Zellmigration identifiziert.

5.1 Negative Regulation der gerichteten Zellmigration durch PKD

Durch Eiseler und Mitarbeiter (Eiseler et al., 2007) wurde gezeigt, dass eine Uberexpression
der wildtypischen PKD1 zu einer Inhibition gerichteter Zellmigration fihrt. Die
Uberexpression einer kinasetoten Variante hatte hingegen eine gesteigerte Zellmigration zur
Folge. Diese Ergebnisse bestatigten Studien zur PKD-Funktion in Prostatakarzinomzellen
der Linie LNCaP (Jaggi et al., 2005). In dieser Arbeit konnte der negative Einfluss von PKD
auf die gerichtete Zellmigration durch Depletion der PKD Isoformen 1 und 2 mittels
spezifischer siRNAs in den Brustkarzinomzelllinien MDA-MB-231 und MCF7 bestétigt
werden. Interessanterweise reagierten MCF7 Zellen wesentlich sensitiver auf die Depletion
von PKD2, die im Vergleich zu den Kontrollzellen zu einem 10-fachen Migrationsanstieg
fuhrte. Ein Verlust von PKD1 resultierte dagegen lediglich in einem 3-fachen Anstieg der
gerichteten Migration (siehe Abb. 4.4). In MDA-MB-231 als auch in MCF7 Zellen ging eine
Depletion der jeweiligen PKD Isoform mit einer starkem Verlust der Cofilin-Phosphorylierung
einher (siehe Abb. 4.11). Auch hier waren in MCF7 Zellen die Effekte der Depletion von
PKD2 wesentlich starker als nach Depletion von PKD1. Eine Erklarung kdnnte der

Expressionslevel von PKD1 liefern, der vermutlich wesentlich geringer ist als der von PKD2.
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Tatséachlich ist in vielen invasiven Tumorzelllinien die PKD1-Expression stark verringert (Kim
et al., 2008; Eiseler et al., 2009 a). Durch eine vergleichende Analyse verschiedener
Brustkrebszelllinien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass PKD2 eine eher ubiquitare
Expression aufweist, wahrend PKD1 Uberwiegend nicht exprimiert wurde (siehe Abb. 4.24).
Diese Beobachtungen stimmen mit den publizierten Daten Uberein und lassen dartber
hinaus vermuten, dass PKD2 in Brustkarzinomzellen von besonderer Bedeutung fiir die
Steuerung der Migration und Invasion sein kdnnte. Die hochinvasive Brustkarzinomzelllinie
MDA-MB-231 exprimiert lediglich PKD2. Die Auswirkung der Depletion von PKD2 fihrte in
diesen Zellen ebenfalls zu einer gesteigerten Migration. Der Effekt war hier jedoch
wesentlich schwécher als in MCF7 Zellen. Diese Beobachtung kann mit einem hohen
basalen Migrations- und invasionspotential der MDA-MB-231 Zellen erklart werden. In dieser
Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass die PKD2 Menge in diesen Zellen im Vergleich zu
MCF7 Zellen stark reduziert ist, weshalb eine weitere Depletion von PKD2 mittels siRNA
weniger signifikante Auswirkungen haben koénnte als bei MCF7 Zellen. Durch
mikroskopische Studien konnten des Weiteren morphologische Veranderungen der PKD-
depletierten MCF7 Zellen beobachtet werden. Die Depletion von PKD1 oder PKD2 resultierte
in einer Zunahme der Ausbreitungsflache einer Zelle. Ferner war eine verstarkte Ausbildung
von Lamellipodien sowie eine Auflosung von Zellverbanden zu beobachten. Diese
morphologischen Verdnderungen entsprechen den ersten Phasen einer Metastasierung, wie
z.B. das Losen der Zellen aus dem Verbund und der Ausbildung von aktinreichen Strukturen
(Vignjevic & Montagnac, 2008; Thiery et al., 2002; Brabletz et al., 2005). Interessanterweise
konnten Jaggi und Mitarbeiter zeigen, dass PKD1 E-Cadherin phosphoryliert und somit Zell-
Zell-Kontakte fordert. Die Uberexpression von PKD1 fihrte daher zu einer verstarkten
Aggregation der Zellen und einer verringerten Zellmigration. Eine Inhibition von PKD1 durch
G069676 fuhrte hingegen zu einer Abnahme von Zell-Zell-Kontakten und einem Anstieg der
Zellmigration (Jaggi et al., 2005). Ferner konnte gezeigt werden, dass PKD ebenfalls fur die
Phosphorylierung von 3-Catenin verantwortlich ist. Eine Mutation der Threonine 112 und 120
fuhrte zu einer verstarkten Lokalisation von B-Catenin im Kern sowie Aktivitdt bei der
Transkription. Die Uberexpression von PKD resultierte hingegen in einer verringerten
Aktivitat von B-Catenin und verringerte seine Aktivitat sowohl in der Transkription, als auch in
der Zellproliferation (Du et al., 2009). Die in den beiden Publikationen gezeigten Ergebnisse
zeigen deutlich, dass PKD die Zell-Zell-Adhasion, Migration und Proliferation negativ
reguliert. Diese Ergebnisse korrelieren mit denen in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen.
Auch hier fuhrte eine Depletion von PKD zu einer verstarkten Migration und einer Auflosung
von Zell-Zell-Kontakten (siehe Abb. 4.5).
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5.2 PKD als regulierende Kinase der Cofilinphosphatase SSH1L

Eine Depletion von PKD fuhrte unmittelbar zu einem Verlust der Cofilin-Phosphorylierung.
Die Frage, uber welchen Interaktionspartner PKD auf die Cofilin-Phosphorylierung und damit
dessen Aktivitat wirkt, blieb jedoch zun&chst ungeklart. Nagata-Ohashi und Mitarbeiter
konnten die Aktivierung der Zellmigration durch die SSH1L-abh&ngige Dephosphorylierung
von Cofilin zeigen (Nagata-Ohashi et al., 2004). Sie identifizierten in SSH1L die Serine 937
und 978, die im phosphorylierten Zustand Teil eines 14-3-3 Bindungsmotivs sind. Die
Phosphorylierung der beiden Serine induziert die Bindung von SSHI1L an 14-3-3 Proteine,
die dann die Phosphatase im Zytosol zurtickhalten. Nach Stimulation der Zellen mit einem
Wachstumsfaktor (z.B. Neuregulin) wird SSH1L Uber einen Racl-abh&ngigen Signalweg
dephosphoryliert und dissoziiert von 14-3-3 Proteinen. SSH1L bindet an Aktinfilamente und
dephosphoryliert daran gebundenes pCofilin. Interessanterweise korreliert das
Bindungsmotiv der Cofilinphosphatase SSHI1L fir 14-3-3 Proteine mit dem PKD-
Konsensusmotiv. Ferner binden einige PKD-Substrate wie z.B. PI4KIIIB, RIN1, HDAC5
ebenfalls an 14-3-3 Proteine (Wang et al., 2006; Hausser et al., 2006, Grozinger et al., 2000;
Nishino et al., 2008; Matthews et al., 2006). In dieser Arbeit konnte bestéatigt werden, dass
SSHIL in vitro und intakten Zellen ein Substrat von PKD ist (Abb. 4.8 und Abb. 4.9). SSH1L
wurde durch PKD1 und PKD2 in vitro phosphoryliert. Dartber hinaus verringerte sowohl in
MCF7 als auch in MDA-MB-231 Zellen die Depletion von PKD1/2 die Bindung von SSH1L an
14-3-33 Proteine. Nagata-Ohashi und Mitarbeiter beobachteten auf3erdem eine erhthte
Lokalisation von SSH1L S2937/978A an aktinreichen Strukturen der Zelle sowie die
zytosolische Lokalisation der wildtypischen SSH1L (Nagata-Ohashi et al., 2004). Eine
Koexpression von kinasetoter PKD2 und SSH1L WT flhrte, wie bei der Expression von
SSH1L S937/978A, zu einer verstarkten Lokalisation von SSH1L WT an aktinreiche
Strukturen. Dies lasst darauf schlieBen, dass kinasetote PKD2 dominant-negativ auf
endogene PKD1 bzw. 2 wirkt und damit die Phosphorylierung von SSHI1L inhibiert. PKD
beeinflusst auf diesem Weg die lokale Aktivierung und Inaktivierung von Cofilin durch die
Regulation von dessen Phosphatase SSHI1L. Interessanterweise bleibt die
Phosphataseaktivitdt von SSH1L nach der Bindung an 14-3-3 Proteinen erhalten. Die aktive
Phosphatase wird durch die PKD-vermittelte Phosphorylierung daher lediglich in ihrer
Lokalisation beeinflusst.

In Herzmuskelzellen konnte gezeigt werden, dass eine Depletion von SSHI1L durch eine
spezifische siRNA nach einer Stimulation mit PDGF zu einem Anstieg von pCofilin und zu
einer Inhibition der Migration fuhrt. Durch die fehlende Phosphatase kann Cofilin nicht mehr
dephosphoryliert werden und eine Aktindepolymerisation kann somit nicht mehr stattfinden
(San Martin et al., 2008). Diese Beobachtung konnte anhand von Experimenten mit der
Zelllinie MDA-MB-231 bestatigt werden. Der Level an pCofilin in MCF7 Zellen wurde durch
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die Depletion von SSH1L jedoch nicht wesentlich beeinflusst. Dieses Ergebnis kann durch
das niedrige basale Migrationspotential der Zellen erklart werden. MCF7 Zellen sind im
Gegensatz zu MDA-MB-231 Zellen auf3erdem nicht invasiv (Artym et al., 2006). Es ist daher
moglich, dass MCF7 Zellen keinen Bedarf an hohen Mengen aktives SSH1L haben.
Tatsachlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass SSH1L in MCF7 Zellen nur in
auf3erst geringen Mengen vorliegt (siehe Abb. 4.24) und damit diese Hypothese untermauert
werden.

Wie bereits erwadhnt, fihrt eine Stimulation von Zellen mit PDGF, Serum oder Neuregulin /
Heregulin zu einer Dephosphorylierung von SSH1L und zu dessen Translokation in
aktinreiche Kompartimente der Zelle, wie dem sogenannten ,leading edge” (San Martin et
al., 2008; Bongalon et al., 2004). Diese Stimuli kdnnen ebenfalls PKD aktivieren (van Lint et
al., 1998; Zugaza et al., 1997), die direkt mit F-Aktin interagieren kann (Eiseler et al., 2007).
Eine Stimulation durch EGF induziert beispielsweise eine vermehrte Bildung von PIP, durch
PLCy. Dies resultiert in einem erhdhten Level an DAG in der Plasmamembran, wodurch
nPKCs aktiviert werden kdnnen. Diese sind wiederum in der Lage PKD zu aktivieren (van
Rheenen et al., 2007; Chen et al., 2008; Wang et al., 2006; Valverde et al., 1994). Die PKD-
vermittelte Phosphorylierung von SSH1L in der Zelle ist ausgehend von den
mikroskopischen Daten in aktinreichen Kompartimenten zu vermuten. Dagegen ist die
Dephosphorylierung und Aktivierung von SSH1L im Zytoplasma zu lokalisieren (siehe Abb.
4.9 und Nagata-Ohashi et al.,, 2004). Als Phosphatase und Aktivator von SSHI1L ist
Calcineurin beschrieben worden (Wang et al.,, 2005). Fir die SSH-Familie sind drei
Isoformen beschrieben worden (Ohta et al., 2003). Zukiinftige Experimente kdnnten zeigen,
ob andere SSH-Isoformen ebenfalls direkt oder indirekt von Mitgliedern der PKD-Familie
reguliert werden. Interessanterweise sind die Serine 937 und 978 in SSH2L vorhanden,
stellen jedoch keine PKD-Konsensusmotive dar. In SSH3L sind beide
Phosphorylierungsstellen nicht konserviert. Beide Phosphatasen, SSH2L und SSH3L,
kénnen jedoch phosphorylierungsabhéangig 14-3-3 Proteine binden (Kligys et al., 2007). Es
ist daher mdglich, dass PKD in SSH2L bzw. SSH3L andere, noch nicht identifizierte Serine
bzw. Threonine phosphorylieren kann. Ferner wurde PAK4 ebenfalls als SSH1L-Kinase
beschrieben (Soosairajah et al., 2005) und kdénnte daher eine PKD-redundante Funktion auf
die SSH-Isoformen haben. Dartber hinaus ist SSH1L nicht in jeder Zelllinie exprimiert (siehe
Abb. 4.24), so dass alternative Mechanismen zur Regulation von Cofilin vorliegen missen.
Neben SSH sind beispielsweise auch Chronophin sowie PP2A und PP1 in der Lage Cofilin
zu dephosphorylieren (Niwa et al., 2002; Ohta et al., 2003; Oleinik et al., 2010).

In der Literatur finden sich zahlreiche Stimuli, die SSH1L aktivieren kdnnen. H,O, |6st die
Bindung von SSH1L an 14-3-3 Proteine des Typs ¢ durch Oxidation aus, was zu einer

Freisetzung von SSHI1L fuhrt. Diese Aktivierung erfolgt unabhéngig von Calcineurin (Kim et
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al., 2009). Ebenfalls aktiviert H,O, PKD mittels in der Mitochondrienmembran gebildetem
DAG. PKD induziert auf diese Weise detoxifizierende und antiapototische Gene (Storz, 2007;
Cowell et al., 2008). Daher kann eine Funktion von PKD bei der ROS vermittelten
Aktinpolymerisation vermutet werden. PKD konnte dabei unabh&ngig von RhoA aktiviert
werden. Eine derartige Aktivierung von PKD wurde bereits beschrieben (Mullin et al., 2006).
Ca** und Neuregulin sind ebenfalls Aktivatoren der Phosphatase SSH1L (Nagata-Ohashi et
al., 2004; Wang et al., 2004). Ein vorgeschlagenes Modell besagt eine Ca®*-abhangige
Aktivierung von Calcineurin, wodurch SSH1L von 14-3-3 Proteinen dissoziiert und an F-Aktin
bindet (Nishita et al., 2005; Ohta et al., 2003; Nagata-Ohashi et al., 2004). Eine Involvierung
der bei der Aktivierung von SSH1L erforderlichen GTPase Rac in diesen Prozess ist bisher
nicht bekannt. Denkbar ist hierbei eine gleichzeitige Aktivierung von Rho und PKD, wodurch
die Menge an aktiviertem SSH1L reguliert werden kénnte.

Die Phosphatidylinositol llI-Kinase (PI-3K) ist ebenfalls in der Lage nach Insulinstimulation
SSHI1L zu aktivieren und Membranausstilpungen (,membrane protusions®) zu induzieren
(Nishita et al., 2004). Qiang und Mitarbeiter konnten in multiplen Myelomzellen zeigen, dass
eine Stimulation mit IGF-1 (insulin — like — growth - factor 1) ebenso PI-3K aktiviert und zu
einer simultanen Aktivierung von RhoA und PKD fihrt (Qiang et al., 2004). Es kann daher
ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Integrin vermittelten Aktivierung von PI-3K
sowie RhoA, PKD und SSHI1L hergestellt werden. Das Ausbilden und Lésen von Adh&sionen
ist ein wichtiger Prozess bei der Zellmigration. Integrine konnen beispielsweise die PI-3
Kinase aktivieren (Mercurio et al., 2001; Sehgal et al., 2006). PIP; ist in der Lage Rac zu
induzieren, was zu einer erhdohten Aktivitat von SSH1L fiihrt (Kdlsch et al., 2007; Kligys et al.,
2007). Kligys und Mitarbeiter konnten eine Rac vermittelte Aktivierung von SSH1L durch das
Integrin a6B4 beschreiben (Kligys et al., 2007). Mdglicherweise wird nach der Aktivierung
von Rac und SSHI1L uber Integrine gleichzeitig ein SSH1L-inhibierender Mechanismus uber
Rho und PKD induziert. Auf Grund der Fahigkeit von Integrinen sowohl Rho als auch Rac zu
aktivieren, ist eine simultane Aktivierung beider Signalwege denkbar (Danen et al., 2005;
Berrier et al., 2002; Fujiwara et al., 2004).

5.3 Funktion der PKD vermittelten Phosphorylierung der LIMK2

In dieser Arbeit konnte die Cofilin-Kinase LIMK2 als weiteres Substrat von PKD identifiziert
werden (siehe Abb. 4.14 und Abb. 4.15). LIMK1 besitzt ebenfalls ein potentielles PKD-
Konsensusmotiv an Serin 323, das jedoch nicht von PKD in vitro phosphoryliert wird. Die
Phosphorylierung an dieser Stelle in vitro und in intakten Zellen erfolgt durch die MAPKAP2—
Kinase (Kobayashi et al., 2006). In vielen Brustkarzinomzelllinien konnte LIMK2 als ubiquitar
exprimierte Isoform ermittelt werden (siehe Abb. 4.24). LIMK1 war lediglich in einzelnen

Zelllinien exprimiert. LIMK2 kommt damit mdglicherweise eine verstarkte Funktion in der

61



Diskussion

Regulation des Aktinzytoskeletts zu. Die Auswirkungen der LIM-Kinase auf die Zellmigration
werden in der Literatur kontrovers diskutiert. In der Literatur wurde sowohl ein positiver als
auch ein negativer Einfluss von LIMK1 bzw. 2 auf die Zellmigration und die Metastasierung
beschrieben (Bagheri-Yarmand et al., 2006; Kobayashi et al., 2006; Sumi et al., 1999;
Amano et al., 2001; Yoshioka et al., 2003; Borensztajn et al., 2010). Die Effekte scheinen
hier stark von der verwendeten Zelllinie abhangig zu sein. Auf die gerichtete Zellmigration
von HelLa und MCF7 Zellen wirkte die Expression der wildtypischen LIMK2 inhibierend,
wahrend die Expression der S289A Mutante keinen bzw. einen leicht steigernden Effekt auf
die Zellmigration hatte. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis induzierte die Expression
der S289A LIMK2 Mutante einen schwacheren Anstieg des pCofilin Gehalts, als die
wildtypische Kinase, was ein Hinweis fiir aktives Cofilin und eine gesteigerte Zellmigration
sein kann (siehe Abb. 4.22; Wang et al., 2007; Nagata-Ohashi et al.,, 2004). Aus den
Ergebnissen dieser Arbeit ist daher zu schlie3en, dass sich die Phosphorylierung des Serins
289 der LIMK2 aktivierend auf die Kinase auswirkt. Interessanterweise binden 14-3-3
Proteine Serin 289-phosphorylierungsabhangig an LIMK2. Die Lokalisation der LIM-Kinase
kann durch Phosphorylierungen oder die Interaktion mit anderen Proteinen durchaus
beeinflusst werden. Beispielsweise transloziert LIMK1 bei Interaktion mit dem CDK (cyclin
dependent kinase) inhibitor p57¥"? in den Zellkern (Yokoo et al., 2003). Ferner kann die
Phosphorylierung der LIMK2 an Serin 283 dessen Translokation in den Zellkern inhibieren
(Goyal et al., 2005). Auch in den Phasen der Mitose ist die subzellulare Lokalisation und
Verteilung der Mitglieder der LIM-Kinase Familie unterschiedlich (siehe 5.4). Eine GFP-
fusionierte LIMK2 S289A wies allerdings beziglich Lokalisation keine Unterschiede zum
Wildtyp auf, so dass die Bindung der 14-3-3 Proteine moglicherweise die Phosphorylierung
und damit die Kinaseaktivitéat stabilisiert. Dies wurde bereits fir ein anderes PKD-Substrat,
die PI4KIIIB, gezeigt (Hausser et al., 2006) und kann in zukinftigen Studien mittel in vitro
Kinase Assays analysiert werden. Obsilova und Mitarbeiter konnten beispielsweise eine
erhohte Aktivitdt des Transkriptionsfaktor FOXO nach Bindung von 14-3-3 Proteinen zeigen
(Obsilova et al., 2008). Fir eine weitere Untersuchung der Funktion der Serin 289
Phosphorylierung, ist es sinnvoll eine Version der LIMK2 zu entwickeln, die konstitutiv an
14-3-3 Proteine bindet. Dies ist durch Einfigen einer Sequenz fir ein R18 Peptid an der
Stelle des potentiellen 14-3-3 Bindemotivs mit der Sequenz PHCVPRDLSWLDLEANMCLP
maoglich (Brummer et al., 2008). Dabei sind die Aminosauren D (Asparaginsaure) und E
(Leucin) fur die Bindung entscheidend. Auf diese Weise wird eine stidndige Phosphorylierung
des 14-3-3 Bindungsmotivs nachgeahmt. Ebenso kann durch einen Austausch der
Aminoséauren D und L durch jeweils ein Lysin (R18KK) die Bindung von 14-3-3 Proteinen in
der R18-Variante wieder inhibiert werden. Brummer und Mitarbeiter konnten auf diese Weise

die negative Regulation von Gab2 (,Grb2-associated binder®) durch die
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phosphorylierungsabhdngige Bindung von 14-3-3 Proteinen analysieren. 14-3-3 Proteine
binden nach Phosphorylierung von Serin 210 und Threonin 391 an Gab2 und inhibieren
dessen Aktivitat. Die Insertion des R18 Peptids in Gab2 hemmte auf Grund der Bindung an
14-3-3 Proteine dessen Fahigkeit mit Grb2, Shc und EGFR zu interagieren. Die Expression
der R18KK-Mutante fiihrte hingegen zu einer Inhibition der 14-3-3 Bindung. Die Mutante
zeigte eine konstitutive Interaktion mit Grb2, Shc und EGFR. Moglicherweise werden mit
Hilfe der R18 Modifikation Serin 289-abhéangige Unterschiede in der Lokalisation und in der
Aktivitat der LIMK2 deutlich. Fur LIMK1 konnte gezeigt werden, dass die MAPKAP2-
vermittelte Phosphorylierung von Serin 323 eine essentielle Rolle in der VEGF-A induzierten
Aktin-Reorganisation und Migration spielt (Kobayashi et al., 2006). Interessanterweise spielt
hier die Aktivierung von LIMK1 durch Phosphorylierung von Threonin 508 keine Rolle. Ein
ahnlicher Mechanismus kénnte durchaus auch fur die PKD-vermittelte Phosphorylierung von
LIMK2 in Frage kommen.

Die Aktivitat der LIM-Kinasen wird Uber GTPasen der Rho Familie, wie Rho, Rac und Cdc42,
gesteuert (Scott & Olson, 2008). Deren Induktion geht ein extrazellularer Stimulus wie z.B.
Heregulin, EGF, PDGF, HGF (,hepatocyte growth factor®) oder TGF (,transforming growth
faktor®) voraus (Wang et al., 2007; Mosadegh et al., 2008; Bongalon et al., 2004; Ahmed et
al., 2008; Vardouli et al., 2005). TGF-f spielt beispielsweise bei der Induktion der EMT eine
entscheidende Rolle (Xu et al.,, 2009). TGF-B Stimulation induziert Uber Rho die Kinase
ROCK1, die wiederum LIMK2 an Threonin 505 phosphoryliert und aktiviert und somit die
Bildung von Aktin-Stressfibern induziert (Vardouli et al., 2005; Pritchard et al., 2004; Shea et
al., 2008; Azab et al., 2009; Scott & Olson, 2007). Ein Stimulus, der die Phosphorylierung
von LIMK2 an Serin 289 induziert ist bisher allerdings nicht bekannt. Rho und Rac kénnen
als Gegenspieler in der Steuerung der gerichteten Zellmigration bezeichnet werden. Rac1 ist
oftmals in Signalwegen involviert, welche die Phosphatase SSH1L aktivieren (Nagata-
Ohashi et al., 2004; Kligys et al., 2007). Rho hingegen aktiviert die LIM-Kinase (Wang et al.,
2007; Scott & Olson, 2007; Vardouli et al., 2005). Sowohl die PKD-vermittelte
Phosphorylierung von LIMK2 als auch die von SSHI1L steigern die Menge an
phosphoryliertem Cofilin und wirken sich inhibierend auf die Cofilin-gesteuerte Zellmigration
aus (siehe Abb. 4.22). Daruber hinaus wird PKD durch Rho (Cowell et al., 2009; Eiseler et
al., 2009 b), aber nicht durch Rac aktiviert (A. Hausser, persénliche Mitteilung). Eine hohe
Rac-Aktivitt sollte daher PKD und damit SSH1L- und LIMK2-Phosphorylierung inhibieren
und folglich eine Cofilin-Aktivierung und Zellmigration erméglichen. Aktives Rho hingegen
aktiviert PKD und inhibiert damit tGber SSH1L und LIMK2 die Cofilin-Aktivierung und
Zellmigration. Interessanterweise ist PKD ebenfalls an der korrekten Aktivierung und
Inaktivierung von Rho-GTPasen beteiligt. PKD phosporyliert das Rho-GAP Protein DLC1

(deleted in liver cancer 1) und induziert dadurch eine Bindung an 14-3-3 Proteine, was zu
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einer Inaktivierung von DLCL1 fuhrt. DLCL1 ist in vielen Tumoren herunterreguliert. Dies fuhrt
zu einer erhdhten Migration und Invasion der Tumorzellen und steigert die Metastasierung.
PKD beeinflusst somit die Migration und Invasion von Tumorzellen auch tiber Rho und DLC1
(Holeiter et al., 2009; Scholz et al., 2009).

Die Mitglieder der LIM-Kinase Familie sind nicht nur am Lamellipodium der Zelle, sondern
auch in der Ausbildung von Adhasionen (,focal adhesions®) beschrieben worden (Maekawa
et al., 1999; Amano et al., 2001; Azab et al., 2009; Parsons et al., 2010). Dabei induziert Rho
die Kinase ROCK, welche wiederum in der Lage ist, LIMK2 zu phosphorylieren und Cofilin zu
inaktivieren, wodurch die Ausbildung von Stressfibern ermdéglicht wird (Parsons et al., 2010;
Scott & Olson, 2007). Die Ausbildung von Zelladhasionen spielt bei der Zellmigration und
Zellinvasion eine besondere Rolle. Yoshioka und Mitarbeiter entdeckten eine verstarkte
Expression der LIMK1 in den Brustkarzinomzelllinien MDA-MB-231 und MCF7 sowie eine
damit einhergehende erhdhte Invasivitdt und Metastasierung in einem Mausmodell. Ferner
konnten Horita und Mitarbeiter eine Inhibition der Invasivitat von hochinvasiven MM1 Zellen
zeigen, nachdem SSH1L und SSH2L sowie die LIMK1 mittels spezifischer siRNA depletiert
wurden (Horita et al., 2008). In einem Zebrafisch-Modell wurde ein Einfluss beider LIM-
Kinase Isoformen fiir die Metastasierung und der Angiogenese in vivo gezeigt (Vlecken et
al., 2009). Moglicherweise sind in Brustkarzinomzelllinien diese Prozesse hauptsachlich Uber
LIMK2 reguliert, da in diesen Zelllinien diese Isoform ubiquitar exprimiert wird (siehe Abb.
4.24; Pritchard et al., 2004; Scott & Olson, 2007; Azab et al., 2009). Auf Grund der
genannten Publikationen kommt beiden Isoformen der LIM-Kinase eine Bedeutung in der
Entstehung von Metastasen zu. LIMK1 bzw. 2 koénnten bei der Ausbildung von invasiven
Strukturen von Bedeutung sein wie beispielsweise bei der Bildung zellularer Adhéasionen, die
eine Basis flr Invadopodien sein kdnnen (Oser et al., 2009; Weaver, 2006; Parsons et al.,
2010). PKD bildet in invasiven Strukturen einen Komplex mit Cortaktin und Paxilin aus
(Bowden et al., 1999). Dieser Komplex ist in Zelladh&sionen und Invadopodien von
Bedeutung und beeinflusst die Nukleation fiir neue Aktinfilamente. Auch hier kdénnte eine
Regulation der LIMK2 durch PKD stattfinden.

5.4 Funktion von LIMK2 im Zellzyklus und der Mitose

Neben dem Einfluss auf die Zellmigration und -invasion wurde fur die beiden Isoformen der
LIM-Kinase ebenfalls eine mdgliche Bedeutung in der Zellteilung sowie der Regulation der
mitotischen Spindel vermutet (Sumi et al., 2006; Chakrabati et al., 2007). Dabei
kolokalisieren die beiden Isoformen der LIM-Kinase an unterschiedlichen Stellen der Zelle
wahrend der Mitose. LIMK1 wurde in mitotischen Zellen an den Spindelpolen und lediglich in

der Telophase in der Teilungsfurche beobachtet. LIMK2 hingegen lag in der Interphase
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punktuell im Zytoplasma vor. In der Prometaphase wurde sie am Zentrosom und in der
Metaphase direkt an der mitotischen Spindel lokalisiert. Wahrend der Anaphase und
Telophase befand sich LIMK2 in der Mitte der Spindel (Sumi et al., 2006). Auf Grund der
unterschiedlichen Lokalisationen ist zu vermuten, dass die beiden Isoformen wahrend der
Mitose unterschiedliche Aufgaben Ubernehmen. Chakrabati und Mitarbeiter konnten
hingegen in MDA-MB-231 und DU145 Zellen zeigen, dass beide LIM-Kinase Isoformen in
phosphoryliertem Zustand mit y-Tubulin assoziiert sind (Chakrabati et al., 2007). PKD ist
ebenfalls an der Zellproliferation und Mitose beteiligt (Zhukova et al., 2001; Wong et al.,
2005). Moglicherweise spielt die PKD vermittelte Phosphorylierung der LIMK2 im Rahmen
der Regulation der mitotischen Spindel und des Aktinzytoskeletts bei proliferativen
Prozessen ebenfalls eine Rolle. Po’uha und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die LIMK2 die
Stabilitat der Spindel und die Resistenz gegen Mikrotubili-destabilisierende Reagenzien in
Neuroblastomzellen beeinflusst (Po’uha et al., 2010). In gegen diese Reagenzien resistenten
Neuroblastomzellen konnte ein erhdhter Level an phosphoryliertem Cofilin, jedoch nicht an
aktivierter und somit phosphorylierter LIMK1 und 2 gezeigt werden. Dieses Resultat deutet
maoglicherweise darauf hin, dass es neben Threonin 505 noch eine weitere Mdglichkeit gibt
LIMK2 zu aktivieren. Diese Aktivierung kénnte durch PKD-induzierte Phosphorylierung von

Serin 289 vermittelt werden.

5.5 Ausblick

Basierend auf Publikationen und den Daten dieser Arbeit kommt PKD eine fundamentale
Bedeutung in der Regulation des Aktinzytoskeletts von Tumorzellen zu. Die schnelle
Polymerisation und Depolymerisation von Aktinflamenten am leading edge® invasiver
Tumorzellen bedarf der genauen Regulation durch diverse Mediatoren (Wang et al., 2007;
Pollard & Cooper, 2009; Nagata-Ohashi et al., 2004; Nishita et al., 2005). Fir die Ausbildung
von Lamellipodien miissen beide Prozesse sowohl zeitlich als auch rdumlich genau reguliert
sein (Wang et al., 2007; Sidani et al., 2007). Ein zu hoher Anteil an aktivem Cofilin kann
beispielsweise die Ausbildung von Lamellipodien vollstandig hemmen (Wang et al., 2007).
Die Daten dieser Arbeit lassen auf eine Kontrolle der Homdostase der Aktinpolymerisation
und Depolymerisation durch PKD schlieBen. In zukinftigen Studien sollte geklart werden, ob
das Zusammenspiel von PKD und seinen Substraten SSH1L und LIMK2 auch in der
Tumorzellinvasion relevant ist. Von besonderer Bedeutung konnte hier die Bildung von

Invadopodien, fir die Cofilin essentiell ist (Yamaguchi et al., 2005), sein.
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