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1.1 Pankreaskarzinome

1.1.1 Bedeutung von Pankreaskarzinomen

Das Pankreaskarzinom ist die vierthdufigste krebsbedingte Todesursache in der westlichen
Welt (Rosai und Ackerman 2011, Siegel et al. 2015) mit 40 000 Todesfallen j&hrlich
alleine in den Vereinigten Staaten (Chiorean und Coveler 2015, Siegel et al. 2015). Pro
Jahr werden weltweit etwa 277 000 neue Félle von Pankreaskarzinomen diagnostiziert, im
Jahr 2012 waren es bereits Uber 338 000 Neuerkrankungen (Ferlay et al. 2015). Die
Inzidenz in Europa und den Vereinigten Staaten liegt damit bei rund 49 000 pro Jahr und
steigt stetig an (Bosetti et al. 2013, Ferlay et al. 2015), insbesondere bei Frauen (Rosai und
Ackerman 2011). Es ist davon auszugehen, dass das Pankreaskarzinom in den nachsten
Jahrzehnten hinter Bronchialkarzinomen und Mammakarzinomen zur zweithdufigsten

krebsbedingten Todesursache werden wird (Siegel et al. 2015).

1.1.2 Karzinogenese

95 % aller Pankreaskarzinome gehen vom exokrinen Pankreas aus. Die Uberwiegende
Mehrheit von 85 % wird dabei von den duktalen Adenokarzinomen des Pankreas,
hervorgehend aus dessen Ausflihrungsgangen, reprasentiert. Hiervon entstehen wiederum
60 bis 70 % im Pankreaskopf (Cid-Arregui und Juarez 2015, Rosai und Ackerman 2011).

Duktale Adenokarzinome des Pankreas entwickeln sich schrittweise aus Vorstufen. Als
Vorléuferlasionen gelten die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN) sowie die
intraduktale papillar muzindse Neoplasie (IPMN) des Pankreas (Cid-Arregui und Juarez
2015, Rosai und Ackerman 2011). Genetische Veranderungen, wie die KRAS-Mutation
(Kirsten rat sarcoma (viral oncogene homolog)) und die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen wie p53, spielen bei der Progression von Pankreaskarzinomen eine

Rolle, sorgen fur zunehmende Invasivitat, Verdnderungen des Tumorstromas, Zerstérung
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der extrazellularen Matrix und steigende Metastasierungstendenz und akkumulieren in den
Tumorzellen im Verlauf ihrer Progression (Feig et al. 2012, Rasheed et al. 2012, Rosai und
Ackerman 2011).

Bei den Vorstufen des Pankreaskarzinoms unterscheidet man basierend auf zytologischen
und architektonischen Kriterien die low-grade pancreatic intraepithelial neoplasia oder
PanIN1 von der high-grade pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN2 und PanIN3), die
mit einem Carcinoma in situ &lterer Nomenklaturen gleichzusetzen ist (Cid-Arregui und
Juarez 2015, Rosai und Ackerman 2011). Der Theorie zu Folge entsteht aus normalem
Pankreasganggewebe durch Telomer-Verkirzung die PanIN1, die sich durch
Akkumulation von Mutationen, insbesondere der KRAS-Mutation, weiter zur PanIN2/3
entwickelt. Infolge weiterer genetischer Veranderungen, inaktivierender Mutation im
DPC4-Gen, des Verlustes von p53 und Keimbahnmutationen im BRCA2-Gen (breast
cancer 2 gene) unter anderem, kommt es dann schliel3lich zur Entwicklung eines invasiv
wachsenden Adenokarzinoms (Rosai und Ackerman 2011). Gestltzt wird diese Hypothese
durch das gehdufte Vorkommen dieser genannten Vorléuferlasionen in der Umgebung
bereits invasiv wachsender Adenokarzinome und das sehr &hnliche Profil von Mutationen
(Rosai und Ackerman 2011).

Als Risikofaktoren flr die Entstehung eines Pankreaskarzinoms gelten Tabakkonsum und
Ubergewicht (Bosetti et al. 2012, Chiorean und Coveler 2015), chronische Pankreatitis
sowie eine Exposition gegeniiber Benzidin und B-Naphthylamin (Rosai und Ackerman 10.
2011), die friher in Farbstoffen und Gummimaterialien verarbeitet wurden. Aber auch
genetische Disposition scheint eine Rolle bei der Entstehung von Pankreaskarzinomen zu
spielen. 5 bis 10 % aller Adenokarzinome des Pankreas entstehen auf dem Boden einer
solchen genetischen Disposition, wie beispielsweise im Rahmen eines Peutz-Jeghers-
Syndroms, bei dem ein 130-fach erhohtes Risiko fir die Entstehung von
Pankreaskarzinomen resultiert, oder bei Keimbahnmutationen des BRCA2-Gens, die mit
dem familiaren Mammakarzinom und einem 3,5-fach erhthten Pankreaskarzinomrisiko
vergesellschaftet sind (Cid-Arregui und Juarez 2015, Hruban et al. 2010, Rosai und
Ackerman 2011). Dartber hinaus sind Mutationen der Mismatch-Reparaturgene, wie sie
beim HNPCC (hereditdren nicht polypdsen kolorektalen Karzinom) vorkommen, mit
einem deutlich erhohten Risiko fir das Auftreten von Adenokarzinomen des Pankreas

assoziiert (Rosai und Ackerman 2011).
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1.1.3 Therapie und Prognose

Die Prognose von Patienten, die an einem Pankreaskarzinom erkranken, ist &uferst
schlecht. Das Finfjahres-Uberleben von Patienten mit einem Pankreaskarzinom liegt
zurzeit bei etwa 6-10 % uber alle Félle verteilt und hat sich in den letzten 30 Jahren um nur
ein Prozent verbessert (Chiorean und Coveler 2015, Cid-Arregui und Juarez 2015). Die
Ursachen hierfur sind vielfaltig, liegen aber teilweise in der oft spaten Diagnose in einem
fortgeschrittenen oder in der Halfte der Félle bereits metastasierten Krankheitsstadium, in
dem das Fiinf-Jahres-Uberleben bei nur noch rund 2 % liegt (Chiorean und Coveler 2015,
Cid-Arregui und Juarez 2015, Tamburrino et al. 2014).

Die einzig kurative Therapie des Pankreaskarzinoms ist die radikale Operation, wobei
jedoch nur ein Funftel aller Patienten bei Diagnosestellung resektable Tumoren aufweisen
(Lim et al. 2003, Parvez und Dawood 2003, Sohn et al. 2000, Tamburrino et al. 2014,
Zahir und Jabbar 2015). Dariiber hinaus entwickeln tber 60 % aller operierten Patienten,
die initial ein lokal begrenztes Tumorstadium aufweisen, nach erfolgter Operation
Lokalrezidive auf dem Boden von Mikrometastasen, 30 % davon Frihrezidive (Barugola
et al. 2009). Systemische Therapie in Form einer Chemotherapie verbessert die
Uberlebensrate nach Resektion des Primartumors (Cid-Arregui und Juarez 2015). Die hohe
Resistenz gegeniber Chemo- und Radiotherapie sowie das bei Diagnose meist
fortgeschrittene Tumorstadium erschweren jedoch die Therapie von Pankreaskarzinomen
(Chiorean und Coveler 2015, Feig et al. 2012, Hingorani et al. 2005, Neesse et al. 2011,
Rasheed et al. 2012). In der Folge liegt das Finf-Jahres-Uberleben nach Kurativer
Resektion mit adjuvanter Chemotherapie je nach Sitz des Tumors bei nur rund 8 bis 20 %
selbst dann, wenn keine Lymphknotenmetastasen nachweisbar sind (Cid-Arregui und
Juarez 2015, Picozzi et al. 2008, Takamori et al. 2006, Tamburrino et al. 2014).

Neue Therapieansétze auf dem Gebiet der Immuntherapie und Targeted Therapy haben vor
allem das Stroma der Pankreaskarzinome, das Mikromilieu im Tumor sowie
chemotherapieresistente Tumorstammzellen als Ansatzpunkt (Chiorean und Coveler 2015),
befinden sich jedoch noch in Studien und zeigen bisher keine signifikanten
Verbesserungen, so dass das Pankreaskarzinom nach wie vor eine unheilbare systemische
Erkrankung bleibt (Cid-Arregui und Juarez 2015).
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Neue Erkenntnisse des Instituts fur Pathologie im Universitatsklinikum Gottingen zeigten
die Expression von Synaptopodin, eines Proteins, das zuvor nur in Podozyten der Niere
und in Neuronen des ZNS bekannt war, in Pankreaskarzinomzelllinien und Gewebeproben
duktaler Adenokarzinome des Pankreas. Die Synaptopodin-Expression korreliert in
Neuronen und Podozyten mit der Motilitdt und Migration der Zellen, basierend auf
Veranderungen des Zytoskeletts. Das wirft die Frage auf, ob die Expression von
Synaptopodin in  Pankreaskarzinomen auch mit der Invasivitit und der
Metastasierungsaktivitat dieser Tumoren zusammenhangt und so Einfluss auf die Prognose

betroffener Patienten nimmt.

1.2 Synaptopodin

1.2.1 Lokalisation und Funktion

Synaptopodin ist ein Aktin-bindendes Protein, das in kortikalen und hippocampalen
Neuronen des Gehirns sowie erstmals in Podozyten der Nierenglomeruli gefunden wurde
(Mundel et al. 1997, Segal et al. 2010). Synaptopodin existiert in mehreren Isoformen, der
neuronalen kurzen Variante, der renalen langen Variante und Synpo-T (Asanuma et al.
2005).

Die neuronale kurze Form des Synaptopodins kommt in Neuronen des Kortex und denen
des Hippocampus vor, innerhalb derer es in den Dendriten assoziiert mit den
Kalziumvorréaten der Zelle lokalisiert ist (Deller et al. 2003, Segal et al. 2010). Die
Expression von Synaptopodin scheint dabei unabhdngig vom Vorhandensein der
Kalziumspeicher, die Kalziumspeicher aber nicht unabhéngig vom Synaptopodin.
Abwesenheit von Synaptopodin fihrt demnach zur fehlenden Formation von
Kalziumspeichern in den Fortsétzen der Neurone (Deller et al. 2003, Mundel et al. 1997,
Segal et al. 2010). Des Weiteren ist die Expression von Synaptopodin abhangig von der
Aktivitadt der Zelle. Tetanische Stimulation hippocampaler Neurone erhoht die mRNA
(messenger-Ribonukleinsaure) von Synaptopodin und steigert auf diese Weise dessen
Expression, so dass davon auszugehen ist, dass Synaptopodin eine Rolle bei der
Ausbildung des Gedachtnisses und der synaptischen Plastizitéit hat (Fukazawa et al. 2003,

Segal et al. 2010, Yamazaki et al. 2001). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die
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Dichte von Synaptopodin in den Nervenendigungen mit der Anwesenheit von
Glutamatrezeptoren des AMPA-Typs (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropion-
séure) korreliert. Das wiederum fiihrt zur stetigen Aktivierung von NMDA-Rezeptoren (N-
Methyl-D-Aspartat) fir Glutamat, sorgt so fur eine langanhaltende Potenzierung
synaptischer Vernetzung und Wachstum der Dendritenenden (lvenshitz und Segal 2006,
Segal et al. 2010, Zhang et al. 2013). Neben seiner Rolle bei der Ausbildung synaptischer
Plastizitat kommt dem Synaptopodin aber offenbar auch eine Rolle bei der Stabilisierung
der distalen Nervenenden zu. Als Aktin-bindendes Molekil regelt es Zellmotilitat und
eventuell auch Lokalisation der Kalziumspeicher der Zelle in den distalen Nervenenden
durch Aktinbindung, die dort wiederum fir die Ausbildung von Potentialen und somit fur
die Rezeptorausstattung von Bedeutung sind (Segal et al. 2010). Dies legt einen
Zusammenhang zwischen Plastizitit der Zelle durch Rezeptorausstattung und
Dendritenvolumen als Folge korrekter Morphologie dank Zytoskelett und sinnhafter
Lokalisation von intrazelluldaren Kalziumreserven nahe (Segal et al. 2010, Zhang et al.
2013), wobei Synaptopodin an all den genannten Voraussetzungen fir Plastizitat beteiligt
zu sein scheint und so zur Entstehung des Langzeitgedéachtnisses beitrdgt (Zhang et al.
2013).

Die renale lange Form des Synaptopodins kommt in den Ful3fortsatzen der Podozyten der
Nierenglomeruli vor, die mit den Ful3fortsdtzen benachbarter Podozyten netzartig die
glomerulédre Basalmembran bedecken, mit dem Schlitzdiaphragma einen Teil der
Filtrationsbarriere fir Proteine in der Niere bilden und dariber hinaus das Kapillarknduel
des Glomerulums stabilisieren (Mundel und Kriz 1995). Morphologische Veranderungen
der FulRfortsatze der Podozyten, basierend auf Stérungen des Zytoskeletts, fihren daher zu
Proteinurie (Faul et al. 2008, Reiser et al. 2004, Somlo und Mundel 2000). Synaptopodin,
das an der Regulation des Zytoskeletts und der Migration von Podozyten durch seine
Aktinbindung beteiligt ist, scheint dabei eine bedeutende Rolle zu spielen (Asanuma et al.
2006, Faul et al. 2008, Yanagida-Asanuma et al. 2007). Das Fehlen von Synaptopodin
verhindert die Ausbildung und Anpassung eines intakten podozytaren Aktin-Zytoskeletts,
so dass davon auszugehen ist, dass Synaptopodin eine Schlisselrolle bei der
Differenzierung des kontraktilen Apparates der Podozyten zukommt (Asanuma et al.
2006).

Synaptopodin-Expression fuhrt zur Stabilisierung der PodozytenfulRfortsatze tber die

Blockade der Reorganisation des podozytdren Aktin-Zytoskeletts und senkt so deren
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Motilitat. Dies stabilisiert den glomeruldren Filter und verhindert eine Proteinurie
(Asanuma et al. 2006, Yanagida-Asanuma et al. 2007).

Bei den durch Synaptopodin stabilisierten Filamenten handelt es sich um kontraktile
Aktinbundel mit Nicht-Muskel-Myosin 1l. Sie spielen eine Rolle bei der zelluldren
Kontraktilitdt, Zelladh&sion, Endo- und Phagozytose, Migration, Morphogenese und
Mechanotransduktion und werden vor allem in Endothelzellen, Myofibroblasten und
Epithelzellen, aber auch in Tumoren exprimiert (Tojkander et al. 2012). Ihr Aufbau setzt
sich zusammen aus Biindeln von Aktinfilamenten, die iiber a-Aktinin vernetzt sind. Je
nach Lokalisation und Aufgabe unterscheidet man dorsale Aktinbiindel, die typischerweise
kein Myosin enthalten und demnach nicht zur Kontraktion beféhigt sind, transverse Aktin-
Bogen, die in Verbindung mit den dorsalen Aktinbindeln mittels Kontraktion flr die
Migration der Zellen zustédndig sind, ventrale Bundel, denen die Hauptaufgabe bei der
Zellmotilitdt zukommt, und perinukledre Aktinbundel, die sowohl die Struktur der
Interphasekerne stabilisieren als auch an der Mechanotransduktion beteiligt sind (Pellegrin
und Mellor 2007, Tojkander et al. 2012).

Da die Reorganisation von Aktinblindeln ein zeitaufwandiger Prozess ist und hoch motile
Zellen wie etwa Leukozyten keine solche Aktinbindel aufweisen, kann angenommen
werden, dass sie die Zelle zwar zur Migration und Formanderung befdhigen, aber nicht
zwingend notwendig sind und hoch motile Zellen sogar dabei hemmen (Burridge et al.
1988, Rubino et al. 1984, Tojkander et al. 2012, Valerius et al. 1981). Vielmehr scheint
ihnen eine Rolle bei der Stabilisierung und Organisation der Zelle und Zellkompartimente
zuzukommen (Castella et al. 2010, Tojkander et al. 2012). Ein Verlust an Aktinbundeln
fihrt demnach zu verminderter Adhésion, erhdhter Migrationsaktivitat und Motilitat.
Aktin-bindende Proteine regulieren in diesem Zusammenhang Organisation, Funktion,
Auf- und Abbau sowie Kontraktilitat der Aktinbindel. Die GTPase Rho A beispielsweise
fihrt zu einer Ausbildung dorsaler Aktinblndel, indem sie die Transkription der fur
zytoskelettale Proteine kodierenden Gene reguliert (Heasman und Ridley 2008, Hill et al.
1995, Miralles et al. 2003, Tojkander et al. 2012).
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1.2.2 Regulationsmechanismen in Zusammenhang mit Synaptopodin

Die Expression von Synaptopodin ist vielfachen Regulationsmechanismen unterworfen.

Die Cystein-Protease Cathepsin L, ein lysosomales Protein, das unter normalen
Bedingungen von Podozyten in niedriger Konzentration exprimiert wird und eine Rolle bei
der Degradation intrazelluldrer Proteine spielt, ist auch in den Abbau von Synaptopodin
durch Proteolyse involviert (Asanuma et al. 2002, Reiser et al. 2004). Bei
Nierenschadigungen kommt es zu erhohter Expression und Aktivitat von Cathepsin L und
seiner Vorstufe Procathepsin L, nicht nur in den Lysosomen der Podozyten, sondern auch
im Zytoplasma ihrer FuRfortsatze (Reiser et al. 2004). Das Cathepsin L zeigt dabei eine
Kolokalisation mit dem Aktin-assoziierten Synaptopodin, das seinerseits Uber das Aktin
wiederum Kontakt zu Zytoskelett und Adhdsionsmolekiilen der Zellmembran hat (Mundel
et al. 1997, Reiser et al. 2004). Als Folge der erhohten Aktivitdt und Expression von
Cathepsin L nach toxischer Nierenschadigung konnte eine Steigerung der Migration und
Motilitat der Podozyten sowie ein anti-adhasiver Effekt an ihren Ful3fortsatzen in Form
reduzierter Expression von Adhdsionsmolekiilen nachgewiesen werden (Reiser et al.
2004).

Die FuRfortsdtze der Podozyten sind durch Integrine auf der glomeruldren Basalmembran
verankert. os-Integrin wird durch Podozyten an den Basen der FulRfortsatze exprimiert und
wirkt Migration und Motilitat der Podozyten entgegen (Reiser et al. 2004). Daruber hinaus
ist as-Integrin gegenldufig zu Cathepsin L reguliert. Eine gesenkte Expression von os-
Integrin, wie sie ebenfalls im Rahmen von Nierenschédigungen beobachtet wird, geht mit
einer gesteigerten Expression von Cathepsin L einher, was eine Degradation des as-
Integrin durch Cathepsin L nahelegt (Reiser et al. 2004). Dies flhrt wiederum zu
gesteigerter Migration und Motilitat der Podozyten bei verminderter Adhdsion an der
glomerul&ren Basalmembran als Folge der Degradation von Synaptopodin und os-Integrin
durch Cathepsin L und somit zur Entstehung einer Proteinurie, aber auch zur Fahigkeit der
Wundheilung und Defektdeckung durch die Podozyten (Reiser et al. 2004). Die Expression
von as-Integrin kann durch Behandlung mit Puromycin (PAN) herabreguliert werden, da
dieses zu einer vermehrten Cathepsin L-Expression und somit auch einer vermehrten
Migrationsaktivitat der Zellen, unter anderem infolge gesteigerter Synaptopodin-
Elimination, fihrt (Reiser et al. 2004).
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RhoA (ras homolog gene family, member A) und Cdc42 (cell division control protein 42
homolog) gehdren zu einer Gruppe von GTPasen, die in Signaltransduktionswege, die die
Dynamik des Zytoskeletts von Zellen beeinflussen, integriert sind (Asanuma et al. 2006,
Etienne-Manneville und Hall 2002, Jaffe und Hall 2005, Raftopoulou und Hall 2004).
RhoA nimmt dabei vor allem Einfluss auf die Formation von kontraktilen Aktin- und
Myosin-enthaltenden Filamenten von Nicht-Muskelzellen, Cdc42 auf die Ausbildung von
Membranprotrusionen (Asanuma et al. 2006, Buvall et al. 2016, Govek et al. 2005, Greka
und Mundel 2012 (a), Greka und Mundel 2012 (b), Yanagida-Asanuma et al. 2007). Das
Aktin-assoziierte Protein Synaptopodin konnte als Regulator der RhoA- und Cdc42-
Signaltransduktion und damit Podozytenmigrationsaktivitat identifiziert werden (Asanuma
et al. 2006, Wong et al. 2012, Yanagida-Asanuma et al. 2007, Zhang et al. 2013).
Synaptopodin induziert die Entstehung neuer Filamente in Podozyten durch kompetitive
Inhibition von Smurf-1-abhdngiger Ubiquitinisierung und damit proteosomaler
Degradation von RhoA (Asanuma et al. 2006, Buvall et al. 2016). AulRerdem erhoht
Synaptopodin den Anteil des GTP-gebundenen, aktiven RhoAs (Asanuma et al. 2006).
Eine Herabregulation von Synaptopodin flihrt demnach zu einem Verlust dieser Filamente
in den FuRfortsatzen der Podozyten infolge gestOrter Signatransduktion durch RhoA, das
dann nach Smurf-1-abhangiger Ubiquitinisierung vermehrt abgebaut wird, und kann somit
als essentiell fur die Integritdit des podozytdren Zytoskeletts und die podozytare
Migrationsaktivitat und Adhésion angesehen werden (Asanuma et al. 2006, Asanuma et al.
2005, Faul et al. 2008). Gleichzeitig kommt es bei einer gesenkten Expression von
Synaptopodin zu einer Vermehrung von Cdc42, welches durch die Ausbildung eines
kontraktilen, dynamischen Zytoskeletts zusatzlich positiven Einfluss auf die Motilitat der
betroffenen Zellen nimmt (Greka und Mundel 2012 (a), Greka und Mundel 2012 (b)).

14-3-3-Proteine sind chaperonartige Phospho-Serin-Threonin-bindende Proteine, die die
Struktur ihrer Zielproteine verandern konnen (Faul et al. 2008). In den Podozyten der
Niere sind 14-3-3-Proteine kolokalisiert mit Synaptopodin entlang von kontraktilen
Aktinfilamenten. Die Bindung von Synaptopodin an 14-3-3-Proteine verhindert dessen
Dephosphorylierung durch Calcineurin und somit dessen Proteolyse durch Cathepsin L
(Zhang et al. 2013, Buvall et al. 2016, Faul et al. 2008). Diese Bindung wird dabei
gegensétzlich reguliert durch Calcineurin und PKA (Protein-Kinase A) sowie CaMKII
(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Il) (Buvall et al. 2016, Faul et al. 2008).
Dephosphorylierung von Synaptopodin reduziert dessen Fahigkeit, an 14-3-3-Proteine zu
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binden, so dass eine erhdhte Degradation resultiert, was mit einer Reduktion der
Aktinfilamente in den Ful3fortsatzen der Podozyten einhergeht (Faul et al. 2008).

Die Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin ist ein ubiquitér exprimiertes Protein, das in
allen Geweben von S&ugetieren zu finden ist (Aramburu et al. 2004, Faul et al. 2008). Es
reguliert die Dynamik des podozytdren Aktin-Zytoskeletts tber Dephosphorylierung von
Synaptopodin. Dephosphoryliertes Synaptopodin verliert seine protektive Bindung zu 14-
3-3-Proteinen und wird infolgedessen Cathepsin L-abhéngig abgebaut (Buvall et al. 2016,
Faul et al. 2008). Dies fuhrt zu einer Reduktion von RhoA. Durch den Abbau von
Synaptopodin als Folge der Dephosphorylierung durch Calcineurin und der damit
folgenden Proteolyse durch Cathepsin L kommt es so zu verminderter Ausbildung
organisierter Aktinfilamente in den podozytéren Ful3fortsatzen und damit zu Proteinurie
(Faul et al. 2008).

Das als Immunsuppressivum bekannte Cyclosporin A (CsA) ist ein Calcineurininhibitor,
E64 ein Cathepsin L-Hemmer. Durch CsA konnte in Podozyten die Calcineurin-abhangige
Dephosphorylierung von Synaptopodin und so dessen Proteolyse durch Cathepsin L bei
fehlender Bindung durch das Protein 14-3-3 gehemmt werden. E64 zog in diesem Falle
ebenso eine vermehrte Expression von Synaptopodin nach sich (Buvall et al. 2016, Faul et
al. 2008). Auf diese Weise tragen CsA und E64 zur Aufrechterhaltung und
funktionierenden Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts der PodozytenfuRfortsétze bei und
verhindern das Entstehen einer Proteinurie auf der Basis einer erhdhten Migrationsaktivitat
(Faul et al. 2008).

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass das Protein 14-3-3, Cyclosporin A und E64
die Cathepsin L-abhéngige Degradation von Synaptopodin inhibieren (Buvall et al. 2016,
Faul et al. 2008) und so zur Aufrechterhaltung eines funktionierenden Aktin-Zytoskeletts
als Folge einer Synaptopodin-bedingten erhohten Verfiigbarkeit an RhoA beitragen
(Asanuma et al. 2006) (Abb.1).
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Abbildung 1: Regulationsmechanismen in Zusammenhang mit Synaptopodin

1.3 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

1.3.1 Epithelial-mesenchymale Transition — Definition, Kennzeichen und Klassifi-

kation

Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) beschreibt den Wandel amotiler, epithelialer
Zellen mit klar ausgerichteter Polaritat, Adhasion tber Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte
sowie Kontakt zu einer intakten Basalmembran hin zu Zellen mit mesenchymalen
Eigenschaften wie einem spindelzelligen Erscheinungsbild, der Fahigkeit zur Motilitat,
Invasion und Produktion extrazellularer Matrix (Armstrong 2011, Haynes et al. 2011,
Kalluri und Weinberg 2009, Klymkowky und Savagner 2009, Morris und Machesky
2015). Dieser Wandel von Morpholgie und Eigenschaften ursprunglich epithelialer Zellen
ist bedingt durch den Verlust epithelialer Zellmarker und einen Zugewinn mesenchymaler
Proteine (Morris und Machesky 2015, Yilmaz und Christofori 2009). So exprimieren
Zellen, die der EMT unterliegen, nicht langer E-Cadherin, welches am Aufbau von
Adherent junctions beteiligt ist und so den Zellzusammenhalt im Verband gewahrleistet,
oder Claudin, ZO-1 (zona occludens 1) und Occludin, die Teile der Tight junctions

ausmachen und so den Kontakt zur Basalmembran herstellen (Haynes et al. 2011, Morris
10
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und Machesky 2015). Epitheliale Marker wie Keratin sind nicht l&nger nachweisbar
(Klymkowsky und Savagner 2009). Stattdessen finden sich vermehrt mesenchymale
Marker, wie N-Cadherin und Vimentin sowie Proteine der extrazelluldren Matrix, wie
Kollagene und Fibronectin (Haynes et al. 2011, Klymkowsky und Savagner 2009, Morris
und Machesky 2015). Gleichzeitig verwandelt sich das filigrane Aktin-Zytoskelett der
ehemals epithelialen Zellen aus dinnen, kortikalen Aktinbindeln in ein robustes, zur
Kontraktion und somit Migration beféhigtes Zytoskelett mit Betonung im ventralen Zellteil

der nun mesenchymal differenzierten Zellen (Haynes et al. 2011).

Der Prozess der EMT ist in verschiedenen biologischen Zusammenhéngen zu beobachten.
Je nach Kontext unterscheidet man drei verschiedene Typen der EMT (Armstrong 2011,
Kalluri und Weinberg 2009, Morris und Machesky 2015, Zeisberg und Neilson 2009).

So ist die EMT zum einen ein normaler, physiologisch notwendiger Vorgang im Rahmen
der Embyonalentwicklung (Kalluri und Weinberg 2009, Morris und Machesky 2015,
Zeisberg und Neilson 2009). Schon bei der Implatation des Embryos im Endometrium
unterliegen Zellen des Zytotropholasten der EMT, um die Invasion und das Einnisten des
Embryos im Uterus zu ermdglichen und die Entwicklung einer funktionierenden Plazenta
mit effektivem Gasaustausch mittels Anschluss an den maternalen Blutkreislauf zu
gewahrleisten (Dorudi et al. 1993, Kalluri und Weinberg 2009, Kowalski et al. 2003,
Peinado et al. 2007). Auch wahrend der Gastrulation und der Bildung des Primitivstreifens,
der Neuralleiste und schlieBlich der drei Keimblatter durchlaufen Zellen mit ehemals
epithelialer Differenzierung und nachgewiesener Expression von E-Cadherin als
epithelialem Marker einen Wandel, der sie erneut zur Migration und zur Bildung von
Mesoderm beféhigt (Kalluri und Weinberg 2009, Korpal et al. 2008, Micalzzi et al. 2011,
Morris und Machesky 2015, Nakaya et al. 2008). Ebenso findet sich dieser physiologische
Typ der EMT bei der Entwicklung des Gaumens, des Herzens, der Niere, der weiblichen
Brust und der Skelettmuskulatur (Bolender und Mekwald 1979, Daniel et al. 1995, Kalluri
und Weinberg 2009, Klymkowsky und Savagner 2009, Mercado-Pimentel und Runyan
2007, Micalizzi et al. 2010, Nawshad et al. 2007, Nawshad et al. 2004). Bei der
Entwicklung der Herzklappen ist ein dahnlicher Prozess, die endothelial-mesenchymale
Transition (EndMT), nachweisbar (Kalluri und Weinberg 2009). All diese im Kontext mit
physiologischer Entwicklung stehenden Verdnderungen im Sinne einer EMT werden
zusammengefasst als EMT vom Typ 1 (Kalluri und Weinberg 2009, Morris und Machesky
2015, Zeisberg und Neilson 2009).

11
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Hiervon abzugrenzen ist die EMT vom Typ 2. Diese ist als Antwort auf entztindliche
Prozesse, Verletzung und Organschadigung zu beobachten. In diesem Zusammenhang
dient der Wandel epithelialer Zellen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften wie
Migration und Motilitat der Wundheilung und Regeneration (Kalluri und Weinberg 2009,
Kim et al. 2006, Morris und Machesky 2015, Potenta et al. 2008, Zeisberg und Neilson
2009). Im Falle einer erfolgreichen Heilung kann es im Anschluss zur Rickdifferenzierung
der nun mesenchymalen Zellen zu epithelialen Zellen unter erneuter Anderung ihrer
Zellmarker und Eigenschaften kommen, der mesenchymal-epithelialen Transition (MET)
(Kalluri und Weinberg 2009, Zeisberg et al. 2003a, Zeisberg et al. 2003b). Im Falle des
vergeblichen Versuchs der Regeneration, fortdauernder Entziindung oder rezidivierender
Schédigung, wie etwa im Rahmen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, einer
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung oder andauernder Nierenschadigung, dauert der
Verbleib der Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften als Fibroblasten unter Produktion
extrazellularer Matrixproteine jedoch an, was in der Folge zur Fibrose des betroffenen
Organs fuhrt. Im Falle der Nierenfibrose gehen nachgewiesenermallen 30 % der
Fibroblasten vom Tubulusepithel und weitere 35 % vom Endothel der BlutgefaRe im
Rahmen einer EMT oder EndMT aus (Kalluri und Weinberg 2009, Zavadil und Bottinger
2005, M. Zeisberg et al. 2007, E.M. Zeisberg et al. 2007).

Der Typ 3 der EMT st assoziiert mit der Progression, Invasion und Metastasierung von
Karzinomen (Hanahan und Weinberg 2000, Haynes et al. 2011, Kalluri und Weinberg
2009, Klymkowsky und Savagner 2009, Morris und Machesky 2015,). Metastasierung von
Zellen setzt das Verlassen des Zellverbandes durch Auflésung von Adhésionsmolekilen,
die Penetration des umliegenden Stromas, den Eintritt in Blut- oder Lymphgeféalie, die
Interaktion mit Endothel, die Fahigkeit zur Extravasation, Formation von
Mikrometastasen, Rekolonisation und Expansion voraus (Brabletz et al. 2001, Fidler und
Poste 2008, Liotta et al. 1991, Thiery 2002). All dies sind Eigenschaften, die nur
mesenchymale Zellen besitzen. Karzinome besitzen zwar groRtenteils noch mehr oder
weniger gut epithelial differenzierte Zellen. In ihren Randbereichen kommt es jedoch
durch bestimmte Trigger in Einzelzellen zum Verlust eben dieser epithelialen Marker, zum
Zugewinn mesenchymaler Eigenschaften und somit zur Fahigkeit, invasiv zu wachsen und
zu metastasieren (Kalluri und Weinberg 2009). Nach erfolgter Metastasierung kommt es
auch hier wieder zur MET, so dass die wachsenden Metastasen fiir den Pathologen mittels

epithelialer Marker wieder als Karzinommetastasen identifiziert werden kénnen und nicht

12
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als Sarkommetastasen fehlgedeutet werden (Katsuno et al. 2013, Morris und Machesky
2015, Zeisberg et al. 2005).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es sich bei der EMT um einen reversiblen Prozess
handelt (Haynes et al. 2011, Katsuno et al. 2013, Morris und Machesky 2015, Yilmaz und
Christofori 2009), der durch einen Wandel der Differenzierung epithelialer Zellen zu
mesenchymalen Zellen mit all ihren Markern, Eigenschaften und Féhigkeien
gekennzeichnet ist (Abb. 2) und der sowohl unter physiologischen als auch unter
pathologischen Bedingungen zu beobachten ist und trotz unterschiedlichster Kontexte zu
identischen Verdnderungen der betroffenen Zellen fuhrt (Armstrong 2011, Kalluri und
Weinberg 2009, Klympkowsky und Savagner 2009, Micalizzi et al. 2010, Yilmaz und
Christofori 2009).
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Abbildung 2: Kennzeichen der EMT
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1.3.2 Induktoren und Trigger der EMT

Beginstigend auf das Eintreten einer EMT wirken sich lokale Verénderungen,
insbesondere die Ausschittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren sowie Hypoxie und
Hypermetabolismus aus (Arias et al. 2007, Brabletz et al. 2005, Evans et al. 2007, Imai et
al. 2003, Klymkowsky und Savagner 2009, Micalizzi et al. 2010, Yang und Wu 2008). Als
EMT-triggernde Wachstumsfaktoren sind bislang EGF (epidermal growth factor), FGF
(fibroblast growth factor), HGF (hepatocyte growth factor), IGF (insulin like growth
factor), PDGF (platlet-derived growth factor) und TGF-B (transforming growth factor
beta) bekannt (Acevedo et al. 2007, Graham et al. 2008, Kalluri und Weinberg 2009,
Klympkowsky und Savagner 2009, Lee et al. 2006, Lo et al. 2007). So sind EGF und HGF
an der Entwicklung der weiblichen Brust durch Induktion von EMT beteiligt, nicht nur
indem sie auf die Plastizitdt der Epithelzellen einwirken, sondern auch, weil sie zur
Ausschittung von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) fuhren, wie man es auch im
Randbereich von Karzinomen beobachtet (Fata et al. 2004, Micalizzi et al. 2010, Yilmaz
und Christofori 2009). Hypoxie und Hypermetabolismus finden sich im Rahmen von
Entzindung und im Bereich schnell wachsender Tumormassen, wo sie ebenfalls im
Zusammenspiel mit Zytokinproduktion durch Immunzellen beziehungsweise oben
genannten Wachstumsfaktoren aus dem umgebenden Tumorstroma die Plastizitét
epidermaler Zellen dahingehend beeinflussen, dass diese eine EMT durchlaufen (Kalluri
und Weinberg 2009, Klympkowsky und Savagner 2009) (Abb. 3).

Besonders gut untersucht sind in diesem Zusammenhang die Einflusse durch TGF-f auf
epitheliale, insbesondere Karzinomzellen, aber auch auf die Entwicklung der Herzklappen
(Mercado-Pimentel und Runyan 2007, Micalizzi et al. 2010). TGF-f agiert normalerweise
als Zytostase-induzierender Tumorsuppressor in normalem Gewebe und frihen
Tumorstadien, doch verstarkt er Tumorprogression und begunstigt Metastasierung in
spateren Stadien von Karzinomen (Giampieri et al. 2009, Micalizzi et al. 2010,
Reynisdottir et al. 1995, Roberts und Wakefield 2003, Siegel et al. 2003, Yilmaz und
Christofoi 2009). TGF-B ist ein ubiquitdar vorkommendes Zytokin, das Uber zweierlei
Rezeptoren an seine Zielzellen bindet und dort fir die Auslosung zahlreicher
Signalkaskaden zustdndig ist, die vor allem die Transkription epithelialer und
mesenchymaler Markerproteine und Zytoskelettbestandteile beeinflussen (Massague et al.
2005, Micalizzi et al. 2010, Thompson et al. 2005). TGF-p ist der potenteste und best-
untersuchte Induktor der EMT in vitro und in vivo (Ikushima und Miyazono 2010, Katsuno
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et al. 2013, Thiery und Sleeman 2006, Xu et al. 2009, Yilmaz und Christofori 2009), der in
Zusammenhang mit allen drei Typen der EMT steht und im Rahmen der EMT vom Typ 3
zusatzlich einen immunsuppressiven und proangiogenetischen Effekt ausiibt. Zuséatzlich
konnen in Tumoren gehduft Mutationen im TGF--Gen, erhdhte TGF-B-Rezeptor-
Expression und eine autokrine Stimulation mit TGF- nachgewiesen werden (lkushima
und Miyazono 2010, Katsuno et al. 2013, Xu et al. 2009).
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IGF,EGF,FGF, PDGF, lismus
HGF)
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Abbildung 3: Induktoren und Trigger der EMT

1.3.3 Regulationsmechanismen in Zusammenhng mit EMT

Morphologisch und auch beziglich der Induktion weisen die drei Typen der EMT
zahlreiche Parallelen auf. Diese spiegeln sich auch in der Ahnlichkeit der vorliegenden
Regulationsmechanismen wider (Micalizzi et al. 2010, Thompson et al. 2005). Diese
umfassen die Regulation der Gen-Expression unter Beteiligung zahlreicher
Transkriptionsfaktoren, posttranslationaler Modifikation, wie die Interaktion mit
microRNA und alternatives Splicing, sowie die konsekutive Reorganisation des
Zytoskeletts und des Mikromilieus in der Umgebung der Zellen (Katsuno und Weinberg
2013, Morris und Machesky 2015).
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Das Verschwinden epithelialer Marker wie E-Cadherin und der Ersatz durch
mesenchymale Marker wie N-Cadherin und Vimentin vollzieht sich zundchst auf
Transkriptionsebene und ist als Cadherin-switch bekannt (Yilmaz und Christofori 2009).
Die Induktoren der EMT, wie TGF-B, flhren intrazellular zur Aktivierung zahlreicher
Signalkaskaden und so unter anderem zur Beeinflussung der GTPasen RhoA, Racl (Ras-
bezogenes C3 Botulinumtoxin-Substrat 1), Cdc42 und Ras (Bakin et al. 2002, Bhowmick
et al. 2001a, Bhowmick et al. 2001b, Janda et al. 2002), Aktivierung der Signalkaskaden
Notch und Wnt (Zavadil et al. 2004) sowie zur Erhéhung von microRNAs (Gregory et al.
2008, Yilmaz und Christofori 2009).

RhoA, ein wichtiger Stabilisator eines statischen Aktin-Zytoskeletts, funktionierender Zell-
Zell- sowie Zell-Matrix-Kontakte und einer intakten Basalmembran, wird im Zuge der
Stimulation mit TGF-f mit Hilfe von microRNAs unterdriickt, was zu reduzierter
Adhésion und vermehrter Motilitat der Zellen fihrt (Katsuno et al. 2013, Yilmaz und
Christofori 2009). Gleichzeitig werden die GTPasen Racl und Cdc42 aktiviert, die
wiederum flr die Ausbildung von Membranprotrusionen, wie sie mesenchymale Zellen
besitzen, notwendig sind (Hall 2005, Morris und Machesky 2015, Ridley 2006, Vallenius
2013, Woodham und Machesky 2014, Yilmaz und Christofori 2009). Dies fiihrt zur
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und einer verstarkten Tendenz zur Migration und
auch Exozytose von MMPs (Cao et al. 2008, Pulyaeva et al. 1997), wobei eine verstérkte
Racl-Expression die RhoA-Expression zusétzlich supprimiert und die Snail-Expression
ankurbelt (Radisky et al. 2005, Sander et al. 1999, Yilmaz und Christofori 2009, Zondag et
al. 2000). Die Herabregultion von RhoA ist bei Kolonkarzinomen nachgewiesenermalien
eine Voraussetzung fur EMT (Bellovin et al. 2005).

Die aktivierten Signalkaskaden Notch und Wnt ihrerseits nehmen Einfluss auf den
Cadherin-switch, indem sie fir die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Snail und Slug
verantwortlich sind (Ciruna und Rossant 2001, Perea-Gomez et al. 2002, Rossant et al.
1997, Zhao et al. 2006). Slug sorgt auf Transkriptionsebene flr das Unterdriicken der E-
Cadherin-Expression. Snail induziert ZEB1 (e-box binding homebox 1), einen weiteren
Transkriptionsfaktor und Repressor der E-Cadherin-Expression (Yilmaz und Christofori
2009), dessen Einfluss posttranslational durch microRNAs weiter moduliert wird, und
sorgt dartiber hinaus fir eine Hypermethylierung des E-Cadherin-Gens (Berger 2007,
Jenuwein und Allis 2001, Kalluri und Weinberg 2009, Katsuno et al. 2013, Kouzarides
2007, Yilmaz und Christofori 2009, Zhang und Reinberg 2001). Snail und Slug sind
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auflerdem zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Twist an der Regulation der Stabilitat
von Tight- und Gap junktions, der Demontage von Desmosomen und Expression von
Proteasen beteiligt (Ikenouchi et al. 2003, Jorda et al. 2005, Micalizzi et al. 2010). So ist
die starke Expression von Slug, Snail, ZEB1 und Twist mit einer schlechten Prognose
infolge vermehrten Auftretens von Metastasen und einem verkirzten progressionsfreien
Uberleben bei bestimmten, an Karzinomen erkrankten Patientengruppen assoziiert (Blanco
et al. 2002, Kalluri und Weinberg 2009, Micalizzi et al. 2010, Moody et al. 2005, Morris
und Machesky 2015, Thompson et al. 2005, Yokoyama et al. 2001).

Posttranslational erfolgt die Kontrolle und Reduktion der E-Cadherin-Expression durch
Phosphorylierung und konsekutive Ubiquitinierung sowie Ras-induzierte Endozytose
(Gumbiner 2000, Fujita et al. 2002, Maretzky et al. 2005, Yilmaz und Christofori 2009).

Der Verlust des E-Cadherins und Gewinn von N-Cadherin fihrt in der Folge aber nicht nur
zum Cadherin-switch, es kommt auch zur Freisetzung von an E-Cadherin gebundener
Proteine wie B-Catenin, welches sonst zusammen mit E-Cadherin mit dem Zytoplasma
interagiert und zur Zelladh&sion beitrédgt (Clevers 2006, Kalluri und Weinberg 2009,
Yilmaz und Christofori 2009). Infolge der aktiven Wnt-Signalkaskade, des Cadherin-
switches und gestOrter Degradation sowie der vermehrten Produktion von B-Catenin durch
die Expression von N-Cadherin kommt es zur Akkumulation von p-Catenin im Zytoplasma
und im Nukleus (Gottardi et al. 2001, Kalluri und Weinberg 2009, Yilmaz und Christofori
2009). Hier wiederum regelt dieses die Expression zahlreicher Gene, die in Proliferations-,
Migrations- und Invasionsaktivitdt sowie Morphogenese involviert sind, zur vermehrten
Sekretion von MMPs flhren und teils die Metastasierungsaktivitat positiv beeinflussen
(Arce et al. 2006, Wong und Pignatelli 2002, Yilmaz und Christofori 2009). Zusatzlich
fihrt die nun neue Expression von N-Cadherin zu verstarkter Affinitat der Zellen zu
Endothelzellen von Geféalien (Yilmaz und Christofori 2009) und zur Formation kontraktiler
und robuster Zytoskelettstrukturen, die in der Folge Motilitdt und Migration ermdoglichen
(Hulit et al. 2007, Nieman et al. 1999). N-Cadherin stabilisiert aufferdem die
Membranrezeptoren von EMT-Induktoren wie FGF, fihrt zu vermehrter Motilitdt und
Sekretion von MMPs. Darlber hinaus induziert die Ausbildung von N-Cadherin/p-
Catenin-Komplexen Proliferation, Reorganisation und Differenzierung im Rahmen der
EMT (Yilmaz und Christofori 2009).
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Eine weitere Schlisselrolle in der Regulation der EMT kommt den Integrinen zu, die auch
die FuBfortsatze der Podozyten der Niere auf der Basalmembran verankern (Kalluri und
Weinberg 2009, Yilmaz und Christofori 2009). Sie fungieren sowohl als
Adhésionsmolekule als auch als Signaltransduktoren (Yilmaz und Christofori 2009). Im
Zuge der EMT sind zahlreiche Subtypen von Integrinen involviert. Diese l6sen bei
Proteinbindung oder Spaltung durch MMPs komplexe Signalkaskaden aus, zu deren
Effektoren unter anderem B-Catenin und ein nun mehr konstitutiv ausgeschutteter TGF-
gehoéren, die wiederum Zellproliferation und -Uberleben sowie -migration und -invasion
positiv beeinflussen (Mu et al. 2002, Munger et al. 1999, Yilmaz und Christofori 2009)
(Abb.4).
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Abbildung 4: Regulationsmechanismen im Rahmen der EMT

Die TGF-B-induzierte EMT kann mittels BMP (bone morphogenetic protein) antagonisiert
werden (Buijs et al. 2012, Kalluri und Weinberg 2009, Katsuno et al. 2013, Scheel et al.
2011, Zeisberg et al. 2003a, Zeisberg et al. 2003b). TGF-f und BMP sind autokrine
Wirkstoffe und gegensatzlich zueinander reguliert (Katsuno et al. 2013). Die
Metastasierungsaktivitat von Karzinomzellen infolge TGF-B-induzierter EMT vom Typ 3

konnte durch simultane Injektion von BMP im Tierversuch nachweislich gesenkt werden
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(Buijs et al. 2012, Katsuno et al. 2013) und Fibrosierung von Gewebe mit konsekutivem
Funktionsverlust des betroffenen Organs im Rahmen einer EMT vom Typ 2 riickgangig
gemacht werden, wobei die urspriungliche Organstruktur und -funktion wiedergewonnen
werden konnten (Kalluri und Weinberg 2009, Zeisberg et al. 2003a, Zeisberg et al. 2003b).

1.4 Synaptopodin in Tumorzellen und EMT, Arbeitshypothese und Ziel
der Arbeit

Maligne Tumorzellen zeichnen sich durch eine Neigung zur Zellmotilitdt und Migration,
durch eine gestorte Morphologie und somit eine Metastasierungsneigung, teils infolge
einer EMT vom Typ 3, aus.

In Tumormetastasen konnte eine Beteiligung von Cathepsin L an Invasivitat und
Krankheitsprogression nachgewiesen werden (Reiser et al. 2004). Da Cathepsin L zur
Degradation von Synaptopodin und somit zur Reduktion zellstabilisierender Aktinbundel
flihrt, liegt ein Zusammenhang von Synaptopodin mit Tumorprogression, Zellmotilitat und
-migration nahe.

In Zelllinien von duktalen Adenokarzinomen des Pankreas und Gewebeproben konnten in
neuen Untersuchungen des Instituts fir Pathologie am Universitatsklinikum Gottingen
sowohl die zerebrale kurze Form des Synaptopodins als auch die renale lange Variante
nachgewiesen werden.

Daruber hinaus kommt es im Rahmen der EMT bekanntermalen zur verénderten
Expression zytoskelettassoziierter Proteine, wie auch Synaptopodin eines ist, was ebenfalls
mit Motilitdt und Migrationsverhalten der betroffenen Zellen zusammenhéngt (Haynes et
al. 2011, Zavadil et al. 2001). Aufgrund der Schnittstellen der Regulationsmechanismen
von Synaptopodin-Expression und EMT liegt ein Zusammenspiel und eine Beteiligung von
Synaptopodin an der EMT nahe.

Untersucht werden sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit zum einen die Expression
von Synaptopodin in Pankreaskarzinomzellen und dessen dortige Lokalisation und
Funktion. Darliber hinaus sollten die in der Niere bereits bekannten
Regulationsmechanismen um Synaptopodin auch an Zellen duktaler Adenokarzinome des
Pankreas nachvollzogen werden und anhand der Synaptopodin-Expression sichtbar
gemacht werden. Es sollte herausgearbeitet werden, inwiefern Synaptopodin Einfluss auf
Zytoskelett, Mobilitat, Motilitit und EMT von Zellen duktaler Adenokarzinome des
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Pankreas hat und der Zusammenhang der Synaptopodin-Expression in Tumorzellen mit
dem Outcome der jeweiligen Patienten korreliert werden, wobei erwartet wurde, dass eine
erhdhte Synaptopodin-Expression zu einer reduzierten Migrations- und Metastasierungs-

aktivitat der Karzinomzellen und damit zu einer besseren Prognose betroffener Patienten

fuhr
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Molekularbiologische Agentien

Agens

0,5 % sodium deoxycholate
10xTGS

25x compete EDTA

4-fach-Laemmli-Puffer

5xTrans Blot Turbo Transferpuffer

Agilent RNA 6000 Nano-Kit
Aqua dest.

Citratpuffer (10 mM, pH 6)
Cyclosporin A

DAB

DAB Substrat

DMEM

DMSO

dNTPs

E64
ECL-Western-Blot-Analysing-
System

Eisessig 100 %

Ethanol 100 %

FCS

Hamalaun
HotStar Taq Master Mix

Hersteller

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Deutschland
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
Universitatsmedizin Goéttingen, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Th. Geyer, Renningen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Amersham Buchler, Braunschweig, Deutschland

Th. Geyer, Renningen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
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Agens

HRP-Komplex

IGEPAL CA-630
IGEPAL CA-630 (NP-40)
Isoxylol 1 %

KCI

KH:PO.

L-Glutamin, 200 mM

L-Glutamin, 200 mM

Losung A

Losung B

Losung S

Magermilchpulver
Mercaptopurin
(2-Mercaptoethanol)

Mowiol

Na:HPO.

Natriumchlorid

Omniskript Reverse Transkriptase
Omniskript RT-PCR Kit
Omniskript RT-PCR Mini Kit
Page Ruler Plus Prestained
Ladder

PBS-Puffer

PCR-Primer

Penicillin-Streptomycin

PFA 3 %

PMSF

Polybrene Transfections Reagent
Ponceau 0,1 % (Pulver)

PPE

Hersteller

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Munchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Primer3 (http://primer3.sourceforge.net)

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
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Agens
Prime Script Buffer
Prime Script Il

Puromycin

Random Hexa Primer
Re-Blot Strong Solution
Reverse Transkriptase
RLT-Lysispuffer
RLT-Puffer

RNAse freies Wasser
RNAse-Inhibitor

RPMI

RPMI 1640,
amino-acids-solution
RT-Puffer
RW1-Wasch-Puffer
Sodium Orthovanadade
SYBR-Green
Tag-DNA-Polymerase

(HotStarTaq Master Mix Kit)

Tag-Puffer
Tris
TrisHCL
Trypsin

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Western Lightening Plus ECL

Xylol

Hersteller

TaKaRa, Mountain View, Kalifornien, USA
TaKaRa, Mountain View, Kalifornien, USA
Gibco, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Gibco, Life Technologies

Sigma, Miinchen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

PerkinElmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
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2.1.2 Gebrauchsmaterialien

Material
6-Well Platte

Auslaufpipetten (5 ml, 10 ml, 15 ml)
Cover-Slips

Deckglaser

Falcon-Tubes (10 ml, 50 ml)
Kolbenhub-Pipetten (0.1-2.5 pl, 0.5-10 pl,
10-100 pl, 100-1000 pl)

Mikrotitterplatten

Mini-Protean TGX Precast Gels 4-15%
Muse Count & Viability Kit
PCR-Multiplates

Pipettenspitzen (10 pl, 100 ul, 1000 ul)
Pipettenspitzen (2,5 pl)

Polystyrol Réhrchen, konisch (15 ml,
50 ml)
QIA-Shredder

Rneasy Mini Kit

Serologische Pipette (5 ml, 10 ml, 15 ml)
Skalpell

Standart-Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml)
SuperFrost Objekttrager

Z&hlkammer Neubauer
Zellkulturflaschen (25 cm? und 75 cm?)

Zellschaber

Hersteller

Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Obergsterreich
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Thermo-Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Millipore, Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Pfm medical, KdIn, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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2.1.3 Technische Gerate

Gerat

Agilent 2100 BioAnalyzer
Brutschrank (+37 °C)
Eismaschine, Scotsman AF 80
Excelsior ES

Feinwaage

Fusion Capt 5

Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (- 80 °C)
Icycler IQ Real-Time PCR
Detektionssystem

Ikamag RH (Magnetrihrer)

Kamera Eos 650D

Konfokalmikroskop

Kuhlschrank, Silikafrost comfort

Kulturbank, Hera Save
Mikroskop DM6000B
Mikroskop ID 03

Mikrowelle

Mini-PROTEAN Tetra System (Kammer)

Muse Cell Analyzer
Power PAG 200/300

Schittelplatte IKA-Vibrax -VXA

Schiittelplatte Polymax 1040
Tecan Reader Infinite M200pro

Thermomixer C

Trans Blot Turbo Transfer System

Vortex Genie 2

Hersteller

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
Heraeus, Dusseldorf, Deutschland

Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien
Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland
Satorius, Gottingen, Deutschland

Vilber Lourmat Dt GmbH, Eberhardzell,
Deutschland

Liebherr, Biberach, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Canon, Giellen, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Siemens, Munchen, Deutschland

Heraeus, Dusseldorf, Deutschland

Leica Microsystems, Mannheim, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

Severin, Sundern, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Millipore, Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Schitt Labortechnik, Goéttingen, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Bénder u. Hobein AG, Zirich, Schweiz
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Gerat Hersteller

Zentrifuge, Biofuge Stratos Heraeus, Dusseldorf, Deutschland
Zentrifuge, Centrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge, Megafuge 0.1 R Heraeus, Dusseldorf, Deutschland

2.2 Gewebeproben und Uberlebensdaten

Sowohl die fir die immunhistochemischen Farbungen eingesetzten Gewebeproben als
auch die dazugehdrigen, im Folgenden ausgewerteten Uberlebensdaten stammen aus
Klinischen Studien mit schriftlicher Einwilligung der eingeschlossenen Patienten zur
Verwendung des Gewebematerials und der zugehérigen Daten fir Forschungszwecke
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Priv.-Doz. Dr. Jochen Gaedcke,
Klinik far Allgemein-, Viszeral und Kinderchirurgie der Universitatsmedizin Gottingen,
(Aktenzeichen der Studie: 24/4/04)).

2.3 Zellkulturen

2.3.1 Pankreaskarzinomzelllinien und Arbeit an der Kulturbank

Bei den verwendeten Pankreaskarzinomzelllinien handelt es sich um Adenokarzinom-

zellen, die teils aus Metastasen, teils aus Primartumoren gewonnen wurden (Tabelle 1).

Zelllinie Hersteller Herkunft Besonderheiten

PANC-1 CLS Cell Lines Service Primartumor, Hypertriploidie
GmbH, Eppelheim, Adenokarzinom
Deutschland

Capan-1 CLS Cell Lines Service Lebermetastase, PR- und ER-positiv,
GmbH, Eppelheim, Adenokarzinom  Muzin-, HLA A2-,
Deutschland A9, B13-, B17-pos.,

CFTR-Expression,
Hypotriploidie
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Zelllinie Hersteller Herkunft Besonderheiten
Capan-2 CLS Cell Lines Service Primartumor, Pseudotriploidie,
GmbH, Eppelheim, Adenokarzinom  Muzinproduktion
Deutschland
ASPC-1 LGC Standards GmbH, Malignes CEA-Expression
Wesel, Deutschland Aszitespunktat,
Adenokarzinom
MiaPaCa?2  Center for Cancer Research,  Primartumor, KRAS-mutiert,
National Cancer Institute Adenokarzinom  Hypotriploidie
PaTu-8988T  Leibniz-Institut DSMZ Primartumor,
GmbH, Braunschweig, Adenokarzinom

Deutschland
BXPC3 MITO, DKFZ, Heidelberg, Primartumor, CEA-Expression,
Deutschland Adenokarzinom  Muzinproduktion

Tabelle 1: Zelllinien duktaler Adenokarzinome des Pankreas

Die Arbeit mit den Zelllinien erfolgt an der Kulturbank unter sterilen Bedingungen.
Kultiviert werden die Tumorzelllinien in Kulturflaschen von 75 cm? bei 37 °C im
Brutschrank. Fur ein optimales Zellwachstum behandelt man die Zellen mit 15 ml eines
Kulturmediums aus RPMI und zusatzlich 20 % FCS (fotales Kalberserum), 1 % PBS
(phosphate buffered saline) und 1 % L-Glutamin (200 mM).

Die Zellen werden erfahrungsgemal ein bis zwei Mal die Woche, wenn die Konfluenz des
Zellrasens in der Kulturflasche rund 80 % betragt, mit frischem Kulturmedium in eine neue
Kulturflasche passagiert. Dazu giet man das alte Medium ab und verwirft es. Der
Zellrasen am Grund der Flasche wird stattdessen mit 5 ml Trypsin bedeckt. Nach etwa
finfmindtiger Inkubation der Zellen mit dem Trypsin bei 37 °C hat sich der Zellrasen vom
Boden der Flasche getrennt oder l&sst sich durch vorsichtiges Schitteln der Kulturflasche
und Bespulen mittels Pipette leicht abldsen. Daraufhin wird das Trypsin mit den darin
enthaltenen Zellen abpipettiert und fir vier Minuten bei 1200 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das entstehende Pallet in einem ein- bzw. zweimaligen
Waschvorgang mit jeweils 5 ml PBS resuspendiert und anschlieBend zentrifugiert. Nach
dem zweiten Waschvorgang erfolgt die Resuspension statt mit PBS mit 15 ml des

Kulturmediums, welches dann mit den Zellen in eine frische Kulturflasche Gberfihrt wird.
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Phosphate buffered saline (PBS)

Na:HPO. 575¢g
KH:PO. 1g
NaCl 40 g
KCI 1lg
Aqua dest. 500 ml

2.3.2 Behandlung der Pankreaskarzinomzellen mit Cyclosporin A (CsA), E64 und

Puromycin

Die Behandlung der Zelllinien mit CsA und E64 erfolgt ebenfalls an der Kulturbank.
Hierzu werden die Zellen in 6-Well-Platten ausgesat, wobei pro Zelllinie zwei Wells
angelegt werden.

Zundachst wird jedes Well mit jeweils 800 000 Zellen in je 3 ml Kulturmedium bestlckt.
Anschlieend werden die Zellen im Brutschrank inkubiert, bis sich ein am Boden der
Wells adharenter Zellrasen gebildet hat. In der Folge kénnen die Zellen mit CsA und E64
behandelt werden. Hierfir wird das je erste Well jeder Zelllinie als Kontrolle unbehandelt
weitergefiihrt und das zweite behandelt.

Fur die Inkubation mit CsA kommen 500 ng hiervon auf 1 ml neues Kulturmedium. Dazu
wird die praexistente Losung mit 25 mg CsA pro ml 1:50 in DMSO (Dimethylsulfoxid)
eingesetzt und dieses wiederum 1:1000 in Medium verdunnt.

Fur die Inkubation mit E64 muss eine 2-uM-L06sung mit Medium angesetzt werden. Hierzu
wird das E64 zunachst in 2,8 ml Wasser gel6st. Hierbei ergibt sich eine 1-mM-Lésung.
Diese kann in der Folge 1:50 in Medium eingesetzt werden.

Schliel3lich mussen die Zellen fiir 48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubieren.

Fur die Behandlung der Zellen mit Puromycin werden diese ebenso in 6-Well-Platten
ausgesat, wobei flr jede Zelllinie vier Wells benétigt werden, auf denen wiederum ein
annahrernd adhérenter Zellrasen angeziichtet wird. Das erste der vier Wells wird als
unbehandelte Kontrolle im Nahrmedium weitergefiihrt. Das zweite wird mit 3 ml eines
Gemisches aus 7,54 pl Puromycin pro 10 ml Medium, das dritte mit der oben
beschriebenen Losung mit E64 und das letzte mit einem Ansatz aus sowohl E64 als auch
Puromycin, ebenfalls in den oben angegebenen Konzentrationen, fiir 48 Stunden bei 37° C

inkubiert.
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Nach erfolgter Inkubation werden die Zellen entweder zum Anfertigen von Western Blots
und zur Quantifizierung der Synaptopodin-Expression abgeschabt und weiterverarbeitet
oder zum Durchfuhren eines Migrations-Assays auf Hungermedium mit identischen

Konzentrationen an E64, CsA oder Puromycin gesetzt und in der Folge dokumentiert

(s. u.).

2.3.3 Anfertigung von Migrations-Assays

Das Migrations-Assay dient dem Nachweis und der Quantifikation der Zellmigration und
-motilitat der Pankreaskarzinomzellen. Dazu werden diese in 6-Well-Platten mit je 800 000
Zellen pro Well ausgesat, und anschlieBend in 3 ml des Kulturmediums kultiviert, bis ein
zu 100 % konfluenter Zellrasen entstanden ist. AnschlieBend missen die kultivierten
Zellen fir 24 h statt mit Kulturmedium mit je 3 ml eines Hungermediums mit nur 1 % FCS
umspult werden. Dies dient dazu, eine Zellproliferation, die eine Zellmigration
vortauschen konnte, zu vermeiden.

Nach Inkubation mit dem Hungermedium wird der entstandene Zellrasen in jedem Well
mit einer Pipettenspitze in einer Linie abgeschabt und der sich durch Migration der Zellen
zunehmend schlieBende Defekt im Zellrasen nach 0, 24 und 48 Stunden fotografisch
dokumentiert. Die Breite des Zellrasenschadens nach 0 Stunden wird als 100 % definiert,
die Breite des Schadens nach 24 und 48 Stunden dementsprechend als Teil des

urspriinglichen Schadens in % angegeben.

2.4 Nukleinsdureanalytik

2.4.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der RNA miussen die kultivierten Zellen zundchst mittels Trypsin aus den
Kulturflaschen wie bei der Passagierung in eine frische Kulturflasche abgeldst werden und
daraufhin zweimal mittels Zentrifugation und erneuter Resuspension des entstandenen
Zell-Pellets mit jeweils 1000 ul PBS gewaschen werden. Nach dem letzten Waschvorgang
werden die Pellets nicht mit PBS, sondern mit RLT-Lysispuffer zum Aufbruch der Zellen

resuspendiert und fur 20 Minuten auf Eis gelegt. Im Folgenden werden die Zellen mittels
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Shredderséule und Zentrifugation fir 2 Minuten bei 13.000 Upm zusétzlich zerkleinert.
Daraufhin kann die RNA-Isolierung aus dem Zelllysat im Durchfluss mittels Mini-Kit von
Qiagen durchgefiihrt werden. Dazu werden zu jeder Probe zundchst 500 pl 70 % Ethanol
pipettiert und der Ansatz mittels Vortex gut gemischt. Im Anschluss erfolgen mehrere
Reinigungsvorgénge durch Zentrifugieren des Gemisches und anschlieRendes Filtern zur
Entfernung von DNA und Proteinen in Sdulen. Diese enthalten eine mineralische
Trégersubstanz, an die Proteine und DNA binden, und eine Silikatmatrix zur Bindung der
RNA. Zum Auftrennen des Zelllysates werden zweimal jeweils 600 pl des Gemisches auf
die Sdule pipettiert und diese im Anschluss zentrifugiert, um andere Bestandteile des
Ansatzes durch den Filter zu schleudern. Nach Verwerfen des Durchlaufs wird die Saule
im ersten Schritt mit 350 pul RW1 beftllt und zentrifugiert und im zweiten mit 500 ul RPE.
Die Durchlaufe werden in beiden Waschvorgangen verworfen. Es folgt eine weitere
Zentrifugation bei 13 000 Upm fur 5 Minuten. Dann kann die RNA mit 28 pl RNAse-
freiem Wasser aus der Sdule gelést werden, wozu das Wasser bei nochmals 13 000 Upm
fiir 5 Minuten durch den Filter abzentrifugiert wird.

SchlieRlich kann die Quantifizierung des Durchlaufs durch photometrische Messung bei
260 nm mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalysers erfolgen. Die Extinktion E260 entspricht
dabei einer RNA-Konzentration von 40 pg RNA/ml.

Die im Durchlauf enthaltene RNA kann anschlielend bei - 80 °C gelagert oder direkt zur

Reverse Transkription eingesetzt werden.

2.4.2 Reverse Transkription

Da die thermostabile DNA-Tag-Polymerase, die in der PCR zum Einsatz kommen soll, nur
DNA, nicht aber RNA als Matrize erkennt, muss die gewonnene RNA mittels Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden.

Dazu wird das Prime Script 1l von TaKaRa verwendet. Zundchst wird ein Ansatz aus
Primern, dNTPs und umzuschreibender RNA angesetzt und mit RNAse-freiem Wasser auf
10 ul aufgefillt. Dieser wird fur 5 Minuten auf 65 °C erhitzt, was zur Denaturierung der
RNA und Anlagerung der Primer fuhr. Der Ansatz wird auf Eis gekihlt. 10 pl dieses
RNA-Ansatzes werden im Anschluss mit 4 pul des Prime Script Buffers, 20 units RNAse-
Inhibitor, 100 bis 200 units Reverse Transkriptase und RNAse-freiem Wasser auf ein

Volumen von 20 ul gebracht und sorgféltig mittels VVortex durchmischt.
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Der entstandene Ansatz wird gemaR dem unten aufgefuhrten Protokoll fir 55 Minuten
inkubiert und anschliel3end auf Eis gekiihlt.
Die dabei entstandenen 20 pl cDNA werden im Anschluss mit Wasser auf 5 ng/ml

verdunnt und kénnen dann fiir die PCR eingesetzt oder bei - 80 °C gelagert werden.

RNA-Ansatz

Oligo dT primer 50 pmol
dNTPs 1l
RNA <5 g
RNAse-freies Wasser bis 10 pul
Reaktionsansatz

RNA-Ansatz 10 pul

Reverse Transkriptase

100-200 units

RNAs-Inhibitor 20 units
RNAse-freies Wasser bis 20 pul
5X PrimeScriptBuffer 4 ul
Reaktionsprotokoll

30°C 10 min

42 °C 30-60 min
70 °C 15 min

2.4.3 Quantitative real-time Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Bei der gRT-PCR wird die eingesetzte cDNA-Menge nicht nur amplifiziert, sondern tber
den gesamten Zeitraum der Amplifikation hinweg auch mittels Fluoreszensfarbstoff
(SYBR-Green) quantifiziert. Die Fluoreszenz steigt dabei durch Einbau des SYBR-Greens
in die amplifizierten DNA-Fragmente proportional mit der DNA-Menge und wird im
Verlauf der PCR detektiert und aufgezeichnet. Dabei ergibt sich zundchst eine
exponentielle Steigung der Fluoreszenz als Ausdruck der amplifizierten DNA-Menge. Da
sich die Bedingungen zur DNA-Amplifikation nach einigen Zyklen verschlechtern und

diese so verebbt, stagniert auch die Fluoreszensstarke schlieflich ab dem Level, ab dem
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keine DNA-Amplifikation mehr stattfindet. Somit wird die cDNA, die sich mit der DNA
der Tumorzelllinie deckt, in der PCR mittels LightCycler 480 amplifiziert und analysiert
(Tabelle 2, Tabelle 3).

Der Ansatz fur die PCR setzte sich zusammen aus:

Reagenz

SYBR Premix Ex Taq 10 pl

RNAse-freies Wasser 6,8 ul

Primer forward 0,4 ul

Primer reverse 0,4 ul

cDNA 2 ul

ROX Reference Dye 4 ul

Zyklen Reaktionsphase Temperatur (°C) Zeit (Sek.)
1x Denaturierung 95 30
40 X Denaturierung 95 5
40 x Annealing und Primerspezifisch 20

Elongation 60
Tabelle 2: Reaktionszyklen der gRT-PCR

Produkt Sequenz

Synpo83 LC For  AGCCCAACACCCTAGTGGT

Synpo83 LC Rec  CCTCACTGTAGACCTTGGTGG
Tabelle 3: Primer fiir Synaptopodin in der gRT-PCR

2.5 Immunhistochemische Farbungen

Mit Hilfe der Immunhistochemie konnen bestimmte Antigene von Proteinen in
histologischen Schnitten selektiv sichtbar gemacht und hervorgehoben werden, wie auch
im Folgenden das Synaptopodin in Schnitten der Niere und von Pankreaskarzinomen
selektiv gefarbt und nachgewiesen wurde. Man unterscheidet die direkte Methode, wobei
ein bereits mit Farbstoff markierter oder an ein farbstoffumsetzendes Enzym gekoppelter

Primarantikdrper an das gesuchte Antigen bindet, von der indirekten Methode, bei der der
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Primarantikdrper unmarkiert bleibt und im Folgeschritt ein markierter, an den

Primérantikorper bindender Sekundarantikorper eingesetzt wird.

2.5.1 Anfertigung histologischer Schnittpraparate

Um die in 4 % Formalinldsung fixierten Gewebeproben aus Niere und Pankreas-
karzinomen in Paraffin einbetten und schneiden zu kdnnen, mussen diese zundchst mittels
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert werden. Die Entwasserung und
Paraffinisierung erfolgt Uber Nacht automatisiert mittels Excelsior ES von Thermo

Scientific.

Programm (Institut flr Pathologie des Universitatsklinikums Gottingen, Gber Nacht):

Formalin 4 % 15h
Ethanol 75-80 % 30 min
Ethanol 90 % 45 min
Ethanol 96 % 1h
Ethanol 100 %, Nr. 1 1 h 15 min
Ethanol 100 %, Nr. 2 1 h 10 min
Ethanol 100 %, Nr. 3 1 h 30 min
Xylol, Nr. 1 20 min
Xylol, Nr. 2 30 min
Xylol, Nr. 3 1h
Paraffin, 55-65 °C, Nr. 1 30 min
Paraffin, 55-65 °C, Nr. 2 45 min
Paraffin, 55-65 °C, Nr. 3 1 h 30 min

Zum Anfertigen der Schnittpréparate wird ein Schlittenmikrotom benutzt, womit die

Gewebeproben in 1-5 um diinne Scheiben geschnitten werden kénnen, die dann auf die im

Vorhinein vorbereiteten und mit Silan beschichteten Objekttrager aufgezogen werden.
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2.5.2 Immunhistochemische Farbemethode

Die immunhistochemische Féarbung des Synaptopodins in den vorliegenden
Schnittpraparaten erfolgt nach der indirekten Methode. Das Binden der Antikorper setzt
jedoch freiliegende Antigene und Epitope voraus, die infolge fixationbedingter
EiweilBvernetzungen im Gewebe vorerst unzugénglich sind. Dementsprechend mdissen die
entstandenen Proteinvernetzungen zundchst aufgebrochen werden. Dies kann enzymatisch
oder mittels Mikrowellenbehandlung geschehen. Letztere wurde eingesetzt. Hierzu werden
die Schnittpréparate nach erfolgtem Entparaffinieren mittels absteigender Alkoholreihe in
ein mit Citratpuffer (10 mM, pH 6) gefllltes mikrowellengeeignetes Gefal3 gestellt und
dreimal fir finf Minuten gekocht, wobei bei Bedarf Citratpuffer nachgeftllt werden muss,
um ein Austrocknen der Schnitte zu vermeiden. Im Anschluss verbleiben die
Gewebeschnitte zum Abkihlen in der Losung und kénnen dann mit Antikorpern geman

dem aufgefiihrten Protokoll behandelt werden.

Farbeprotokoll:

3 % H20- 10 min
Waschen mit PBS 3x5 min

10 % FCS/PBS 10 min
Anti-Synaptopodin-AK 1:100 1 Stunde bei 37 °C/24 Stunden bei 4 °C
Waschen mit PBS 3%x5 min
Anti-Goat-1gG (Sekundéarantikorper), biotinyliert 1 Stunde bei RT
Waschen mit PBS 3x5 min
HRP-Komplex 1:1000 in PBS 45 min bei RT
Waschen mit PBS 3%x5 min
DAB-Substratlosung 10 min
Waschen mit PBS 3x5 min
Gegenfarbung mit Hamalaun 10 min

Im Anschluss konnen die nun gefarbten Schnittpraparate nach Durchlaufen einer

aufsteigenden Alkoholreihe mit Mowiol eingedeckt werden.
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2.5.3 Lichtmikroskopische Untersuchung

Die Lichtmikroskopie wurde mit dem DM6000B von Leica Microsystems durchgefiihrt
und mittels integrierter Digitalkamera sowie dem Softwareprogramm DISKUS

fotografisch dokumentiert.

2.6 Western Blot

Die Western Blot Methode dient der Auftrennung von Proteingemischen. Das zu
untersuchende Proteingemisch wird dabei zunédchst in einem Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch in Proteinbanden aufgetrennt. Hierzu wird ein senkrecht zur Gel-
Membran gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wodurch die in den Taschen der Membran
liegenden, negativ geladenen Proteine je nach GrolRe, Ladung und Beschaffenheit
unterschiedlich schnell Richtung Anode wandern und auf diese Weise in Banden
aufgetrennt werden. In einem zweiten Schritt werden dann die aufgespaltenen
Proteinbanden aus dem Polyacrylamid-Gel ebenfalls mittels Elektrotransfer auf eine
Polyvinylidendifluorid- oder Nitrocellulose-Membran ubertragen.

Das Muster der Proteinbanden bleibt bei diesem Transfer erhalten, die Proteine sind jedoch

nach Ubertragen auf die Membran fiir weitere Untersuchungen nutzbar.

2.6.1 Proteinisolation, -messung und -verdiinnung

Zum lIsolieren der Proteine aus den kultivierten Zellen werden diese zun&chst mittels
Schaber und Trypsin aus den Kulturflaschen oder 6-Well-Platten gel6st, abpipettiert und
fir vier Minuten bei 1200 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
entstandene Pallet mit dem Lysepuffransatz, der je nach PalletgrofRe dosiert wird,

resuspendiert und anschlielend fiir mindestens 30 Minuten auf Eis gelegt.
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RIPA-Buffer
1xPBS pH 7,4 11
0,5 % sodium deoxycholate 50

1 % IGEPAL CA-630 (NP-40) 10 ml

Lysepufferansatz (1 ml)

RIPA-Buffer 940 pl
25 compete x 40 pl
PMSF 10 pl
1 Ortho 10 pl

Nach Lyse der Zellen auf Eis wird der Ansatz aus Lysepuffer und Zellbestandteilen fiir
weitere 30 Minuten bei 4 °C und 15 000 Upm zentrifugiert. So werden die nicht benétigten
Zellbestandteile als Pallet abzentrifugiert, die zur weiteren Analyse bendétigten Proteine
hingegen bleiben in der Losung und kénnen im Anschluss abpipettiert und in ein neues

Tube Uberfihrt werden.

Um die fir den Western Blot bendtigten identischen Proteinkonzentrationen ansetzen zu
kdnnen, missen zundchst die Konzentrationen der nun gewonnenen Proteinisolate mit
Hilfe des Tecan readers ermittelt werden, um diese dann dementsprechend verdiinnen zu
kdnnen. Hierzu werden Losung S 1:50 in Losung A verdiinnt und von diesem Gemisch pro
Messung 20 ul als Triplikate in Mikrotitterplatten vorgelegt. Anschlielend werden je 2 pl
des zu messenden Proteins und 200 pl von Ldsung B, ebenfalls als Triplikat, hinzugefugt.
Nach zehnminutigem Inkubieren der Ansatze verfarben sich die Triplikate je nach
Proteingehalt blau. Zur genauen Konzentrationsbestimmung koénnen die Ansdtze nun
mittels Tecan reader analysiert werden, der sowohl die mittlere Proteinkonzentration jedes
Tripletts als auch die fir die Verdlinnung auf 15 pl benétigten Mengen an Proteinansatz
und Puffer errechnet.

Auf diese Weise werden von jedem Proteinisolat mit Hilfe von Verdlinnung mit Puffer
jeweils 15 pul mit gleicher Proteinkonzentration hergestellt. Dieser Ansatz wird
anschlieBend mit einem Gemisch aus 4-fach-Laemmli-Puffer und Mercaptopurin 9:1 auf
20 pl gebracht.

Damit nach erfolgreichem Ubertragen der Proteine auf die Membran die eingesetzten

Antikorper auch an die zu untersuchenden Proteine und Ziel-Epitope binden kdnnen,
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miussen die nun gewonnenen und verdunnten Proteine in einem letzten Schritt denaturiert
werden. Hierzu erhitzt man alle Ansétze fir finf Minuten auf 100 °C.
Die somit hergestellten Ansétze kénnen nun bei - 80 °C eingefroren und so aufbewahrt

oder weiter fur die Anfertigung eines Western Blots eingesetzt werden.

2.6.2 Gelelektrophoretische Auftrennung und Membrantransfer

Um die gewonnenen Proteine weiter und getrennt voneinander untersuchen und nutzen zu
kénnen, muss das vorliegende Proteingemisch aufgetrennt werden. Dieses erfolgt mittels
Gelelektrophorese, wobei die negativ geladenen Proteine des Gemisches entlang eines
elektrischen Feldes durch ein Polyacrylamid-Gel Richtung Anode wandern und dabei je
nach Ladung, GrolRe und Struktur unterschiedliche Strecken zurticklegen.

Die Polyacrylamid-Gel-Platten werden hierzu, nachdem Kamm und Folie entfernt worden
sind, in die Kammer eingespannt und diese, je nach Menge der eingespannten Gele,
wahlweise mit 0,5 I (bei zwei Gelen) bzw. 1,0 | (bei drei bis vier Gelen) TGS (Laufpuffer)
befullt. Im Anschluss werden (brige Luftblasen mit der Eppendorfpipette aus den Taschen
des Gels gespult und diese dann mit jeweils 20 pl der aufzutrennenden Proteinmischung
befullt. Die erste Tasche wird hierbei ausgespart. Sie wird stattdessen mit 3 bis 5 pl Leiter
(protein prestained plus-Marker) als MaR fur die entstehenden Proteinbanden bestiickt.
Darauf folgt die gelelektrophoretische Aufspaltung der Proteingemische, indem eine

Spannung von 250 Volt angelegt wird.

Laufpuffer
10xTGS 100 ml
Aqua dest. 900 ml

Sobald sich die Proteinbanden tber das gesamte Gel ziehen, wird die Spannung gestoppt
und das nun aus der Proteinmischung entstandene Bandenmuster auf eine Nitrocellulose-
Membran Ubertragen (,,geblotted*), um weitere Untersuchungen anschliefen zu kdnnen.
Auch hier macht man sich den Elektrotransfer zu Nutze.

Das fertige Gel wird mittels Spatel abgeldst und auf die mit Transferpuffer gesplte
Membran gelegt, auf die die Proteine lbertragen werden sollen. Gel und Membran werden

anschlieBend zwischen ebenfalls bereits mit Transferpuffer befeuchtetes, grobporiges
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Filterpapier und das gesamte Paket in die Schublade des Trans-Blot-Turbos gelegt und mit
Transferpuffer getrankt. Vor dem Schliefen der Schublade konnen eventuell zwischen
Membran und Gel verbliebende Luftblasen vorsichtig herausgestrichen werden. Dann
erfolgt der Elektrotransfer. Der elektrische Strom richtet sich dabei nach der Flache der

Blot-Membranen und betrégt 2,5 mA/cm2 Membran.

Transferpuffer

5xTrans-Blot Turbo Transferpuffer 200 ml
Aqua dest. 600 ml
Ethanol 85 % 200 ml

Nach Beendigung des Programms werden Gele und Filterpapier verworfen und die nun mit
Proteinen beladene Nitrocellulose-Membran zur Kontrolle des erfolgreichen Transfers
einmalig optional mit Ponceau angeféarbt, wodurch die membrangebundenen Proteine

sichtbar werden.

Ponceau

Ponceau 0,1 % (Pulver) 0,59
Aqua dest. 495 ml
Eisessig 100 % 5mi

Um die Bindung weiterer Proteine an die Membran, die spéater mit den genutzen
Antikorpern interagieren konnen, zu vermeiden, werden alle tbrigen Bindungsstellen
geblockt. Dies erfolgt durch Inkubation der Membran in 5 % entfettetem Milchpulver in
TBST bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem Schtteln.

AnschlieBend folgen zwei bis drei funfmindtige Waschschritte mit TBST.

Nun kann die geblockte und gewaschene Membran fir 24 Stunden bei 4 °C unter
kontinuierlichem Schutteln mit dem Primarantikérper (Tabelle 4) in individueller
Verdlinnung in 1xTBST inkubiert werden. Dieser bindet wéhrend dieser Zeit an das zu

untersuchende Protein auf der Membran.
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Antikorper Mol.Wt.  Isotype Hersteller

Synaptopodin 100 kDa  Goat IgG  Santa Cruz Biotechnology
Cathepsin L und 25-35 kDa Mouse IgG = Santa Cruz Biotechnology
Procathepsin L 38-42 kDa

Claudin-1 (D5H1D) 20 kDa  Rabbit IgG Cell Signaling Technology
Vimentin (D21H3) 57 kDa  Rabbit IgG Cell Signaling Technology
N-Cadherin (D4R1H) 140 kDa Rabbit IgG Cell Signaling Technology
[3-Catenin (D10AS8) 92 kDa  Rabbit IgG Cell Signaling Technology

Z0-1 (D7D12) 220 kDa  Rabbit 1IgG Cell Signaling Technology

Snail (C15D3) 29 kDa  Rabbit IgG Cell Signaling Technology

Slug (C19G7) 30 kDa  Rabbit IgG Cell Signaling Technology

E-Cadherin (24E10) 135 kDa  Rabbit IgG Cell Signaling Technology

B-Aktin 42 kDa  Mouse IgG  Sigma

GapDH (14C10) 37 kDa  Rabbit IgG Cell Signaling Technology
Tabelle 4: Primarantikérper flr Immunoblot, Immunhistochemie und Konfokalmikros-
kopie

Agenz Mol. Gewicht Molaritat g/l

NaCl 58,44 5,0 292,7

Tris 121,14 0,035 4,24

TrisHCI 157,5 0,165 26,0

Tabelle 5: 10xTBS ohne pH-Justierung pH 7,5

TBST
1xTBS 11
Tween 20 1ml

Nach Inkubation wird die Membran erneut dreimal fur jeweils finf Minuten mit TBST
gewaschen und im Anschluss der jeweils zum Primérantikbrper passende
Sekundarantikorper (Tabelle 6) in einer Verdinnung von 1:1000 in TBST flr eine weitere
Stunde bei Raumtemperatur und unter kontinuierlichem Schitteln auf die Membran
gegeben. Dieser ist mit einem Enzym gekoppelt, das eine Chemolumniszenzreaktion
katalysiert und kann bei Anregung durch Licht so die durch den Primarantikorper

markierten Proteinbanden sichtbar machen.
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Antikorper Isotype Hersteller
Anti-Rabbit Goat IgG Dako
Anti-Mouse Rabbiti 1gG Dako
Anti-Goat Rabbiti 19G Dako

Tabelle 6: Sekundarantikdrper fur Immunoblot

2.6.3 Entwicklung

Nach erneutem dreimaligem Waschen der Membran kann der Blot entwickelt und
fotografiert werden. Dazu wird Western Lightening im Verhéltnis 1:1 angesetzt und mit der
Eppendorfpipette gleichmaRig auf der Blot-Membran verteilt. Nach etwa finf Minuten ist
die maximale Séattigung erreicht. Die Banden kénnen dann fotografiert werden.

2.6.4 Wiederaufbereitung der Membran

Soll eine Blot-Membran auf mehrere Proteine untersucht werden, deren Banden jedoch
nahe beieinanderliegen und dementsprechend Uberlagerungen aufweisen kénnen, so muss
der Priméarantikorper der ersten Untersuchung entfernt werden, um eine Bindung eines
Sekundarantikdrpers mit gleicher Spezifitat an unerwiinschter Stelle zu vermeiden.

Um den Primdrantikdrper und so auch den bereits daran gebundenen Sekundérantikorper
der ersten Untersuchung von der Blot-Membran zu l6sen, inkubiert man diese fiir maximal
zehn Minuten in einer Losung aus Re-Blot Strong Solution und destilliertem Wasser im
Verhaltnis 1:10 bei Raumtemperatur und wéscht die Membran anschlieBend einmalig kurz
mit Wasser. Da bei diesem Vorgang auch Proteine von der Membran verloren gehen, muss
nach dem Waschvorgang erneut geblockt werden, um Verunreinigungen durch
unspezifisch bindende Proteine zu vermeiden. Hierzu wird die Membran erneut flr eine
Stunde bei Raumtemperatur in 5 % Milchpulver in 1xTBST geschiittelt. Nach zwei
weiteren Waschvorgangen in 1xTBST kann die Membran fur 24 Stunden mit einem neuen

Primarantikorper inkubiert werden.
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2.7 Konfokalmikroskopie

Das konfokale Mikroskop ermdglicht durch punktférmiges Abrastern des gesamten
Préparates und Rekonstruktion der einzelnen Punkte mittels Computersoftware zu einem
zusammengehdrigen Bild das Anfertigen von optischen Schnittbildern mit hohem Kontrast
und guter Auflésung bei hoher Vergréerung.

Dariiber hinaus kdnnen durch den Einsatz von konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopen
auch in den Préparaten befindliche Fluoreszenzfarbstoffe selektiv. mit verschiedenen
Wellenldangen angeregt und mit Hilfe von Detektoren nachgewiesen werden. Durch
spektrale Auftrennung des Lichts kénnen dabei auch mehrere Fluoreszenzfarben parallel

konfokal aufgenommen werden.

2.7.1 Anfertigung von Cover-Slips

Fur die Mikroskopie werden die Zellen auf Cover-Slips ausgesét. Hierzu verwendet man 6-
Well-Platten und legt je drei Cover-Slips auf den Boden jedes Wells. Im Anschluss werden
400 000 bis 800 000 Zellen, wie zur Anfertigung von Migrations-Assays, in jeweils 3 ml
N&hrmedium pro Well auf die Platte verteilt und bei 37 °C im Brutschrank kultiviert, bis
ein anndhrend konfluenter Zellrasen auf den am Boden der Wells liegenden Cover-Slips
entstanden ist.

Zum Féarben wird zundchst das alte Medium vorsichtig mit der Eppendorfpipette
abgenommen, und die dabei in den 6-Well-Platten verbleibenden Cover-Slips werden in
einem einmaligen Waschvorgang mit 1xPBS gespilt. Nach Abnehmen des PBS werden die
ausgesaten Zellen fir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 3 % PFA (Paraformaldehyd)
fixiert, im Anschluss erneut mit 1xPBS gewaschen und konnen dann bei 4 °C in PBS
aufbewahrt oder gefarbt werden.

Zum Féarben wird zundchst der Primérantikdrper gegen Synaptopodin in individueller
Verdinnung von 1:200 in 1xPBS mit 1 % Magermilchpuler angesetzt, auf die sich noch
immer in den 6-Well-Platten befindlichen und mit Zellen besaten Cover-Slips gegeben und
fur eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer unter kontinuierlichem
Schitteln inkubiert. Dann kann der Antikdrper abgenommen und der Zellrasen erneut
einmalig mit 1xPBS gewaschen werden, um in der Folge den mit Alexa Flour 488
gekoppelten Sekundarantikorper, ebenfalls in individueller Verdinnung von 1:2000 und in
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1xPBS mit 1 % Magermilchpulver, auf die Cover-Slips zu geben. Erneut werden die Zellen
fur eine Stunde in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur und unter Schitteln inkubiert.
Daraufhin kdnnen der Sekundarantikérper abgenommen und die Cover-Slips nochmals mit
1xPBS gespiilt werden. Das Synaptopodin ist nun mittels Immunfluoreszenzfarbstoff
Alexa Fluor 488 markiert. In der Folge sollen zusatzlich Aktin-Zytoskelett und Zellkerne
sichtbar gemacht werden. Hierzu inkubiert man die mit Zellen besaten Cover-Slips mit
einem bereits mit Alexa Flour 555-markierten Primarantikorper, der an das Aktin-
Zytoskelett bindet. Auch dieser wird in individueller Verdiinnung von 1:600 in 1xPBS mit
1 % Magermilchpulver fur eine Stunde unter Schiitteln bei Raumtemperatur auf die Zellen
gegeben. Nach Abnehmen des Antikorpers und erneutem Waschen der Cover-Slips wird
selbiger Vorgang optional mit einem ebenfalls bereits fluoreszenzfarbstoffmarkierten
Antikdrper gegen Strukturen der Zellkerne wiederholt, die Inkubation bei Raumtemperatur
dauert hierbei jedoch lediglich 15 Minuten (Tabelle 7).

AnschlielRend sind Synaptopodin, Zytoskelett und Zellkerne der Zellen auf den Cover-Slips
entweder Uber Primé&rantikorper und fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper oder ber
bereits direkt fluoreszenzmarkierte Primarantikdrper markiert.

Die Cover-Slips werden erneut einmalig mit 1xPBS gewaschen und zum Schluss mittels
Skalpell vorsichtig aus den 6-Well-Platten geldst und mit der zellbedeckten Seite nach
unten mit Mowiol auf Objekttrdgern eingedeckt. Die entstandenen Objekttrager konnen
nun geschiitzt vor Licht bei 4 °C im Kuihlschrank gelagert oder direkt zur Konfokal-

mikroskopie herangezogen werden.

Antikorper Isotype Verdinnung  Markierung Hersteller
Synaptopodin Goat IgG 1:200 keine Progen Biotechnik
Phalloidin - 1:600 Alexa Fluor 555 Sigma-Aldrich
DAPI - 1:1000 Dapi Sigma-Aldrich
Sekundar- Donkey anti- 1:2000 Alexa Fluor 488  Thermo Scientific

Antikorper Goat IgG

Tabelle 7: Sekundarantikorper fur Konfokalmikroskopie
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2.7.2 Konfokalmikroskopie

Von den angefertigten und fluoreszenzmarkierten Praparaten werden anschlieRend
konfokalmikroskopische Bilder angefertigt. Hierzu wurde ein konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop von Olympus, eine Form der Auflicht-Fluoreszenzmikroskope mit ,,Stage-
Scanning“-Ansatz, bei dem folglich der Objekttisch bewegt wird eingesetzt. Das
Mikroskop verfuigt Uber einen Argon-Laser, der mehrere Wellenldngen emittieren kann.
Durch das ausgesandte Licht werden die Fluoreszenzfarbstoffe der Préparate angeregt. Das
Uber einen Sekundarantikérper mit Alexa Fuor 488 gekoppelte Synaptopodin kann so bei
einer Wellenldnge von 488 nm in grun, die Zellkerne bei einer Wellenlédnge von rund 450
nm in blau und das Aktin-Zytoskelett mittels einer Wellenlange von 555 nm in rot sichtbar
gemacht werden. Das Fluoreszenzlicht gelangt auf dem gleichen Weg zuriick wie der Laser
an das Praparat heran, passiert einen dichroitischen Strahlteiler, wird so vom Laserstrahl
getrennt, kommt Uber Lochblende und Zwischenbildebene zum Detektor und wird mit
Hilfe der Steuersoftware Olympus Fluoview 1000 zu einem gesamten Bild

zusammengestellt und fotografiert.

2.8 Synaptopodin-Knockdown

Der Synaptopodin-Gen-Knockdown wurde mit Hilfe von RNA-Interferenz durchgefunhrt.
Hierbei macht man sich kurze Ribonuklein-Bruchstiicke zu Nutze, die komplementar zu
bestimmter mRNA sind, in diesem Fall der mRNA, die fiir Synaptopodin kodiert. Diese
kurzen shRNA-Molekiile (short hairpin-RNA) binden an die komplementdre mRNA und
fiihren so unter Zuhilfenahme mehrerer Enzymkomplexe zu deren Abbau. Auf diese Weise
werden die durch sie kodierten Proteine nicht mehr synthetisiert. Um die shRNA in die
Zelle einzuschleusen, wurden shRNA-kodierende Viren verwendet und die zellulére
Transkription genutzt.

Durchgefuhrt wurde der Knockdown représentativ an den Zelllinien BXPC3 und Panc-1,
wobei finf verschiedene Viren zur Verfugung standen. Da es sich hierbei um Manipulation
an genetischem Material handelt, erfolgte die Arbeit im S2-Labor.

Zunéchst werden die Zelllinien in 6-Well-Platten ausgesat, wobei pro Zelllinie sechs Wells
besttickt werden. Die Zellen werden im Brutschrank bei 37 °C kultiviert, bis ein anndhernd

geschlossener Zellrasen entstanden ist.
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Der folgende Transfektions- und Selektionsvorgang erstreckt sich iber sieben Tage.

Am ersten Tag erfolgt die Transfektion selber. Das erste der jeweils sechs Wells wird als
Kontrolle weitergefiihrt und lediglich mit 3 ml frischem Medium bespult. Die brigen
Wells werden mit dem Transfektionsreagenz inklusive Virusiiberstand des jeweiligen
Virus behandelt.

Transfektionsreagenz

Né&hrmedium 3ml
Polybrene Transfections Reagent 1l
Viruslberstand 250 ul

Im Folgenden schlief3t sich eine Inkubation Gber 24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C an,
wahrend derer die Viren mit Hilfe des Transfektionsreagenzes die Zellmembran der Zellen
passieren und die einzuschleusende shRNA mit dem Virus-Genom in die DNA der Zelle
eingebaut und anschlieBend repliziert wird (Tabelle 8).

Virus RNA/DNA Hersteller

Synl TRC 8656 Dharmacon Research Inc.
Syn2 TRC 8657 Dharmacon Research Inc.
Syn3 TRC 8653 Dharmacon Research Inc.
Syn4 TRC 8654 Dharmacon Research Inc.
Syn5 TRC 8655 Dharmacon Research Inc.

Tabelle 8: Viren fir den Synaptopodin-Gen-Knockdown

Nach Inkubation werden am Folgetag die Virusuberstdnde abpipettiert und jedes Well mit
je 3 ml frischem N&hrmedium erneut fur 48 Stunden und danach nach nochmaligem
Wechsel des Mediums erneut fur weitere 72 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Am siebten Tag nach der Transfektion und nach zweimaligem Mediumwechsel zum
Kultivieren der Zellen erfolgt die Selektion. Hierzu verwendet man im Folgenden fur alle
virusinfizierten Zellen nur noch mit Puromycin versetztes Nahrmedium, wobei 140 pl

Puromycin (2 pg/ml) auf 500 ml N&dhrmedium kommen. In der Folge verlieren alle nicht
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infizierten Zellen, in denen Synaptopodin noch immer expimiert wird, die Adhdsion zum
restlichen Zellverband und konnen dementsprechend bei den folgenden Wechseln des
Mediums mit abpipettiert werden.

Die entstandenen Knockdown-Zellen kénnen nach dem siebten Tag nun wieder in das S1-
Labor (Gberfiihrt werden und dort weiter bei 37 °C und mit Puromycin-haltigem

Nahrmedium kultiviert werden.

2.9 Statistische Analysen

Die Unterschiede beziiglich der Uberlebenszeiten von Patienten mit Pankreaskarzinomen
in Abhéangigkeit von der Synaptopodin-Expression sowie die Differenzen im Verhalten der
Zellen wahrend der Migrations-Assays unter verschiedenen Gegebenheiten wurden mit
Hilfe des ungepaarten Student’s t-Tests analysiert, wobei als signifikant unterschiedlich all
jene Ergebnisse mit einem Wert von p<0,05 beurteilt wurden. Hierfiir wurde die GraphPad

Prism Software genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis von Synaptopodin in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas

Die Expression von Synaptopodin bezogen auf duktale Adenokarzinome des Pankreas
wurde zunéchst mittels Immunhistochemie an formalinfixierten Gewebeproben untersucht,
wobei Proben aus der Nierenrinde als Positivkontrolle mitgefuhrt wurden.

Hierbei zeigte sich bei positiver Kontrolle (Abb. 5A) in 21,3 % der untersuchten
Pankreaskarzinome eine schwache, sowohl zytoplasmatische als auch fokal
membranstandige Expression von Synaptopodin (Abb. 5B und 5C). Eine nukledre

Expression konnte in der Immunhistochemie in keinem der Falle nachgewiesen werden.

Abbildung 5: Expression von Synaptopodin in Podozyten der Niere und duktalen
Adenokarzinomen des Pankreas

Die Expression von Synaptopodin in Niere und in Pankreaskarzinomen wurde mittels
immunhistochemischer Féarbung dargestellt. Die Podozyten im Glomerulum der
Nierenrinde weisen eine starke Expression von Synaptopdin auf (links). Die Proben
duktaler Adenokarzinome des Pankreas zeigen vermehrt eine schwache, sowohl
zytoplasmatische als auch fokal membranstandige Expression von Synaptopodin (Mitte,
rechts).

Zur Konsolidierung dieser konventionell-histologisch gewonnenen Ergebnisse an
Gewebeproben wurde im Anschluss mittels gRT-PCR diese Expression von Synaptopodin
auf RNA-Ebene an Zelllinien duktaler Adenokarzinome des Pankreas untersucht. Auch
hier konnte in allen eingesetzten Zelllinien fur Synaptopodin kodierende RNA
nachgewiesen werden, wobei die Zelllinien untereinander hinsichtlich der detektierten
RNA-Mengen deutliche Unterschiede aufwiesen. So ragten insbesondere die Zelllinien
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BXPC3 und Capan-1 durch eine grofle Menge an fur Synaptopodin kodierender mRNA
heraus, wahrend fir die Zelllinien MiaPaCa2 und PaTu8988 nur wenig Amplifikate
generiert wurden (Abb. 6 links).

Um diese Unterschiede hinsichtlich der Synaptopodin-Expression auch auf
Tranlationsebene darzustellen, wurden Western Blots der in der PCR eingesetzten
Zelllinien angefertigt, wobei Gewebeproben aus Gehirn und Zellkulturen aus der Niere als
Positivkontrollen mitgefuhrt wurden. Auch hier zeigte sich bei allen Zelllinien eine
schwache Expression von Synaptopodin auf Proteinebene, wobei ebenfalls Unterschiede
zwischen den Zellen auffielen. Anders als in der PCR stellten sich hier Panc-1 und
Capan-2 als die Zelllinien mit der starksten Synaptopodin-Expression heraus. Die Zelllinie
BXPC3, die bereits in der PCR groe Mengen an flir Synaptopodin kodierender mRNA
gezeigt hatte, wies zwar eine sehr deutliche, nicht aber die stérkste Synaptopodin-

Expression auf Proteinebene auf (Abb. 6 rechts).
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Abbildung 6: Expression von Synaptopodin in Zelllinien duktaler Adenokarzinome
des Pankreas auf RNA- und Proteinebene

Die Expression von Synaptopodin auf RNA-Ebene wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen
und quantifiziert (links). Der Nachweis auf Proteinebene erfolgte durch die Anfertigung
von Western Blots unter Mitfuhren von Positivkontrollen und GapDH als Ladekontrolle
(rechts). Dabei zeigten sich die hier dargestellten Unterschiede zwischen Transkiptions-
und Translationsebene in Hinblick auf Synaptopodin.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Synaptopodin deutlich und mehrfach sowohl
in Gewebeproben als auch in Zellkulturen duktaler Adenokarzinome des Pankreas
nachgewiesen werden konnte. Nach Vergleich der Synaptopodin-Expression auf
Transkriptionsebene mit der auf Translationsebene wird deutlich, dass zwischen beiden

keine enge Korrelation besteht.
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3.2 Subzellulare Lokalisation von Synaptopodin

Zur genaueren Visualisierung der subzelluldren Lokalisation von Synaptopodin nach
bereits  konventionell-histologisch  erfolgtem  zytoplasmatischem  und  fokal
membranassoziiertem Nachweis wurden die bereits zuvor eingesetzten Zellkulturen am
Konfokalmikroskop mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbstoffen aufgenommen. Weiterhin
wurden Fraktions-Western Blots zum Nachweis von Synaptopodin in der zytoplas-
matischen, beziehungsweise zellkerngebundenen Fraktion der Zellen angefertigt.

In der Konfokalmikroskopie konnte bei allen Zelllinien eine deutliche Fluoreszenz
nachgewiesen werden, die mit der Intensitat im Western Blot gut korrelierte. So zeigten
Zellen der Linie Panc-1, Capan-2 und BXPC3 eine deutliche grine Anfarbung des
reichlich vorhandenen Synaptopodins, wahrend in den Linien MiaPaCa2, PaTu8988 und

ASPC-1 nur eine schwache Anfarbung sichtbar wurde (Ergebnisse nicht dargestellt).

Hinsichtlich der Lokalisation in der Zelle deckten sich die Ergebnisse der
Konfokalmikroskopie mit denen der Immunhistochemie mit einer zytoplasmatischen und
umschrieben membranstandigen Synaptopodin-Expression bei ganzlich negativen Nuklei.
Hier ergaben sich jedoch erneut Unterschiede unter den eingesetzten Zelllinien. Aufféllig
hierbei war, dass in Zellen mit starker Synaptopodin-Expression wie Panc-1 und BXPC3
dieses vorrangig zytoplasmatisch, insbesondere perinukleér lokalisiert war (Abb. 7 oben,
Mitte), wohingegen das sparliche Synaptopodin der Zellen mit ohnehin bereits niedriger

Expression eher herdférmig und membransténdig zur Darstellung kam (Abb. 7 unten).
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Synaptopodin matched

Capanl

Abbildung 7: Subzelluldre Lokalisation von Synaptopodin in Zelllinien duktaler
Adenokarzinome des Pankreas |

Die subzellulare Lokalisation von Synaptopodin (grin) wurde mit Hilfe der
Konfokalmikroskopie dargestellt. Hier zeigte sich ein vorwiegend zytoplasmatisches und
perinukledres Vorkommen, insbesondere bei den Zelllinien mit hohem Synaptopodingehalt
(oben, Mitte) und ein eher fokal membranassoziiertes Vorkommen von Synaptopodin bei
den Zelllinien mit wenig Synaptopodin (unten). Eine eindeutige Assoziation von
Synaptopodin mit dem Aktin-Zytoskelett (rot) konnte hier nicht sichtbar gemacht werden.

Um diese mikroskopisch erbrachten Ergebnisse zu bestatigen, wurden nach
Zellkompartimenten fraktionierte Western Blots der betrachteten Zelllinien angefertigt, die
den hochsten Synaptopodingehalt und eine vorwiegend perinukledr betonte,
zytoplasmatische Lokalisation des Synaptopodins aufwiesen, wobei Gehirngewebe und
Zelllinien von Podozyten als Positivkontrollen mitgefiihrt wurden. Hier zeigte sich
Synaptopodin fast ausschlielich in der kerngebundenen- und kaum in der
zytoplasmatischen Fraktion (Abb. 8).
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Abbildung 8: Subzelluldre Lokalisation von Synaptopodin in Zelllinien duktaler
Adenokarzinome des Pankreas 11

Die subzelluldre Lokalisation von Synaptopodin wurde zusétzlich mittels Western Blot
untersucht, wobei Gerhirngewebe und Podozytenzelllinien als Kontrollen mitgefiihrt, -
Aktin als Ladekontrolle und Lamin A/C als nukledrer Marker verwendet wurden. Hierbei
zeigte sich eine nahezu ausschlie3lich kerngebundene Lokalisation von Synaptopodin.

Auffallig ist hier, dass Synaptopodin konventionell-histologisch und mittels
Konfokalmikroskopie vorndmlich zytoplasmatisch und membranstandig lokalisiert zu sein
scheint, wohingegen die Fraktions-Western Blots dafiir sprechen, dass Synaptopodin
nahezu ausschlieBlich in der nukledren Fraktion vorhanden ist. Ursache dieser auf den
ersten Blick kontroversen Ergebnisse konnte eine Bindung des Synaptopodins an das
zellkernassoziierte Zytoskelett sein, welches im Western Blot zwar in der nukleédren
Fraktion représentiert wird, in der Mikroskopie aber auf der zytoplasmatichen Seite der

Kernmembran sichtbar wird.

3.3 Migrationsverhalten in Abhangigkeit von der Synaptopodin-Expression

Nach gelungenem Nachweis, erfolgreicher Quantifikation und Untersuchung der
subzelluldren Lokalisationen von Synaptopodin sollte dessen Einfluss auf das
Migrationsverhalten von Zellen untersucht werden. Hierzu wurden Migrations-Assays

angelegt und nach 0, 24 sowie 48 Stunden fotografisch dokumentiert.
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3.3.1 Migrations-Assay von Zelllinien duktaler Adenokarzinome des Pankreas

Im Migrationsverhalten konnte kein eindeutiger Zusammenhang von Synaptopodin-
Expression und Motilitat der Zellen nachgewiesen werden. Insgesamt wiesen Zelllinien
mit hoher Synaptopodin-Expression, wie BXPC3, eine im \ergleich geringe und Zellen
mit niedriger Synaptopodin-Expression, in diesem Falle PaTu8988, eine extrem hohe
Migrationsaktivitat auf. Doch zeigten die Linien MiaPaCa2 und ASPC-1 trotz
verhaltnismaRig geringen Vorkommens an Synaptopodin kaum Migration. Dagegen wiesen
die Zellen der Linie Panc-1 mit der hochsten Synaptopodin-Expression auch die
zweitstarkste Migrationsaktivitat auf (Abb. 9).

Die Migrationsaktivitat der Linie PaTu8988 mit dem geringsten Synaptopodingehalt war
nach 48 Stunden zwar deutlich groRer (p<0,001) als die aller anderen untersuchten
Zelllinien, darunter auch die Linie Panc-1 mit dem stérksten Synaptopodinvorkommen. Bei
Betrachtung aller anderen untersuchten Zelllinien untereinander zeigten sich jedoch weder
nach 24 noch nach 48 Stunden signifikante Unterschiede im Migrationsverhalten (Abb. 9

rechts).

0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden

Panc-1

BXPC3

MiaPaCa2

ASPC-1

PaTug8988T

Abbildung 9: Migrationsverhalten von Zelllinien duktaler Adenokarzinome des
Pankreas in Abhéangigkeit von der Synaptopodin-Expression

Das Migrationsverhalten der untersuchten Zelllinien wurde mittels Migrations-Assay nach
0, 24 und 48 Stunden fotografisch dokumentiert. Hier zeigte sich ein signifikanter
Unterschied des Migrationsverhaltens zwischen der Zelllinie Panc-1 mit der héchsten
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Synaptopodin-Expression und der Linie PaTu8988 mit der niedrigsten Expression.
Hinsichtlich der anderen Zelllinien konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede
gefunden werden, wobei einige Zelllinien mit geringer Synaptopodin-Expression sogar
weniger migrierten als jene mit vergleichsweise hoher.

3.3.2 Migrations-Assay nach Synaptopodin-Knockdown

Um die Zelllinien einzeln und unabhdngig voneinander im Hinblick auf Migration in
Abhéangigkeit von der Synaptopodin-Expression untersuchen zu koénnen, wurden Gen-
Knockdowns des Synaptopodin-Gens mittels RNA-Interferenz durchgefuhrt und mit den
neu gewonnenen Zellen reprasentativ fur die Linien Panc-1 und BXPC3, unter Mitflhren
nicht behandelter Kontrollen erneut Migrations-Assays angefertigt. Der Erfolg des
stattgehabten Gen-Knockdowns wurde vorab mittels Western Blot bestétigt, wobei in
beiden Féllen kaum mehr Synaptopodin nachweisbar war, verglichen mit den nicht

infizierten und transfezierten Zellen (Abb. 10).
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Abbildung 10: Synaptopodin-Expression nach Synaptopodin-Knockdown

Verglichen mit den nicht infizierten und nicht transfezierten Zellen zeigen insbhesondere
jene, die mit den Viren Syn3 und Syn5 behandelt wurden eine reduzierte Expression von
Synaptopodin, weswegen auch diese Linien fir die folgenden Untersuchungen als
BXPC3KO und Panc-1KO weitergefihrt wurden.

Bezliglich der Migration zeigte sich im \ergleich der Knockdown-Zellen mit den
Kontrollen lediglich bei der mit dem Virus Syn5 behandelten Linie BXPC3KO nach 24
Stunden signifikant (p>0,02) weniger Migrationsaktivitat als bei der Kontrolle, wobei

jedoch die Unterschiede hinsichtlich der Migration nach 48 Stunden in diesem Fall
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wiederum nicht signifikant waren (p=0,07). Auch alle anderen betrachteten Ansétze der
Linien BXPC3KO und Panc-1KO zeigten bezogen auf die nicht transfezierten Kontrollen
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Migrationsaktivitat (Abb. 11). Diese
schien infolge der mittels Gen-Knockdown nahezu vollstdndig ausgeschalteten

Synaptopodin-Expression somit abgeschwécht statt vermehrt.
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Abbildung 11: Migrationsverhalten von Zelllinien duktaler Adenokarzinome des
Pankreas nach Synaptopodin-Knockdown

Nach Synaptopodin-Knockdown mittels RNA-Interferenz wiesen die reprasentativ
untersuchten Zellen im Migrations-Assay Uber 0, 24 und 48 Stunden tendenziell weniger
Migration als die nicht behandelten Kontrollen auf, wobei die Ergebnisse zum gréfiten Teil
nicht signifikant waren.

3.4 Untersuchung der Regulationsmechanismen in Zusammenhang mit Synaptopodin

Nachdem der Gen-Knockdown von Synaptopodin eher zu verminderter statt verstarkter
Migrationsaktivitdt ~der untersuchten  Zelllinien gefuhrt hatte, sollten die
Regulationsmechanismen im Zusammenhang mit Synaptopodin genauer untersucht

werden.

Hierbei wurde ein Schwerpunkt auf die Abbaumechanismen von Synaptopodin durch die

Cathepsin L-vermittelte Proteolyse und Calcineurin-bedingte Dephosphorylierung gelegt.
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3.4.1 Expression von Cathepsin L in Zelllinien duktaler Adenokarzinome des
Pankreas

Zur Untersuchung der Cathepsin L- und Procathepsin L-Expression in den verwendeten
Zelllinien wurden Western Blots angefertigt, wobei Hirngewebe und Podozyten als
Kontrollen mitgefuhrt wurden. Hier zeigte sich eine schwache Cathepsin L-Expression in
den Linien Capan-2 und MiaPaCa2 sowie eine sehr deutliche Cathepsin L-Expression in
der Zelllinie PaTu8988, die gleichzeitig die geringste Expression von Synaptopodin
aufwies. Eine Procathepsin L-Expression konnte in allen der untersuchten Zelllinien
gleichermalien schwach nachgewiesen werden (Abb. 12).
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Abbildung 12: Synaptopodin-Expression in Abhangigkeit von der Cystein-Protease
Cathepsin L

Die Expression von Synaptopodin, Cathepsin L und Procathepsin L wurde mittels Western
Blot gezeigt, wobei Gehirngewebe und Podozyten als Positivkontrollen mitgefiihrt und
GapDH als Ladekontrolle verwendet wurden. Hier zeigte sich eine schwache Expression
von Cathepsin L in den Zelllinien MiaPaCa2 und Capan-2 sowie eine deutliche Expression
in der am wenigsten Synaptopodin exprimierenden Linie PaTu8988. Procathepsin L kam in
allen untersuchten Zelllinien gleichermafRen schwach zur Darstellung.

3.4.2 Behandlung der Zelllinien mit Cyclosporin A und dessen Einfluss auf die

Synaptopodin-Expression sowie Migrationsaktivitat

Das Immunsuppressivum Cyclosporin A (CsA) fungiert auch als Calcineurininhibitor und
vermeidet auf diese Weise die Dephosphorylierung von Synaptopodin und dessen
Cathepsin L-abhangigen Abbau.
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Die bereits vorab untersuchten Zelllinien wurden unter Mitfiihren von unbehandelten
Kontrollen mit CsA inkubiert. Hierdurch wurde im Western Blot eine gesteigerte
Synaptopodin-Expression infolge gehemmter Elimination nachgewiesen, wobei
insbesondere bei den Zelllinien mit ohnehin bereits hoher Expression wie Panc-1 und
BXPC3 eine deutliche Vermehrung von Synaptopodin auftrat (Abb. 13A).

Im Folgenden sollte untersucht werden, inwiefern die mittels CsA gesteigerte Expression
von Synaptopodin Einfluss auf das Migrationsverhalten der untersuchten Zelllinien hat.
Dazu wurden erneut Migrations-Assays angefertigt und nach 0, 24 und 48 Stunden

dokumentiert.

Hierbei zeigte sich bei allen eingesetzten Zelllinien eine massiv gesteigerte Motilitat und
Migration verglichen mit den nicht behandelten Kontrollen.

Hervorzuheben sind hier die Zellen mit ohnehin bereits hoher Synaptopodin-Expression,
BXPC3 und Panc-1, die bereits im Western Blot einen mittels CsA massiv gesteigerten
Gehalt an Synaptopodin zeigten (Abb. 13A). Diese wiesen bereits nach 24 Stunden

deutlich geschmalerte Schéden des Zellrasens auf und nach 48 Stunden signifikant

(Panc-1, p<0,02) mehr Migration als ihre unbehandelten Kontrollen, wobei die

Unterschiede im Falle der Linie BXPC3 sogar hoch signifikant (p<0,001) waren
(Abb. 13B). Im Falle der Zelllinien mit niedrigerem Synaptopodingehalt wie ASPC-1 und

PaTu8988 waren die Unterschiede bezuglich der Migrationsaktivitat zwischen den mit CsA

behandelten und den unbehandelten Zellen nicht signifikant.
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Abbildung 13: Synaptopodin-Expression und Migrationsverhalten von Zelllinien
duktaler Adenokarzinome des Pankreas nach Behandlung mit Cyclosporin A (CsA)

Zur Untersuchung der Synaptopodin-Expression nach Behandlung mit CsA wurden
Western Blots angefertigt, wobei unbehandelte Kontrollen mitgefthrt und p-Aktin als
Ladekontrolle eingesetzt wurden. Hier zeigte sich inshesondere bei den
synaptopodinreichen Zelllinien BXPC3 und Panc-1 eine unter CsA deutlich gesteigerte
Synaptopodin-Expression und in der Linie PaTu8988 ein leichtgradig gesteigerter Gehalt
an Synaptopodin. Um das Migrationsverhalten der behandelten Zellen zu untersuchen,
wurden Migrations-Assays angefertigt und nach 0, 24 und 48 Stunden fotografisch
dokumentiert. Hier zeigte sich nach 48 Stunden bei den synaptopodinreichen Zelllinien
BXPC3 und Panc-1 eine signifikant starkere Migrationsaktivitat als bei den nicht
behandelten Zellen.

3.4.3 Behandlung der Zellen mit E64 und dessen Einfluss auf die Synaptopodin-

Expression

Wie CsA fungiert auch E64 als Inhibitor des Synaptopodinabbaus durch direkte Hemmung

von Cathepsin L.

Nach Behandlung der bereits in den vorherigen Untersuchungen betrachteten Zelllinien mit
E64 wurden zur Quantifikation des Synaptopodingehaltes in den behandelten Zellen und
den unbehandelten Kontrollen Western Blots angefertigt. Anders als nach der Inkubation
der Zelllinien mit CsA zeigten sich hier jedoch keine Unterschiede in Hinblick auf den
Synaptopodingehalt (Abb. 14).
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Abbildung 14: Synaptopodin-Expression in Zelllinien duktaler Adenokarzinome des
Pankreas nach Behandlung mit E64

Zur Visualisierung der Synaptopodin-Expression nach Behandlung mit E64 wurden
Western Blots mit zum Vergleich eingesetzten unbehandelten Zellen und B-Aktin als
Ladekontrolle angefertigt. Hier zeigten sich hinsichtlich des Synaptopodins weder
spezifische noch signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien oder zwischen
behandelten Zellen und unbehandelten Kontrollen.

3.4.4 Einfluss von Puromycin auf die Expression von Cathepsin L und Synaptopodin

In Zusammenhang mit der weiteren Regulation des Synaptopodinvorkommens wurden die
Zellen schliellich mit Puromycin, E64 sowie Puromycin und E64 behandelt, wobei

wiederum eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt wurde.

Hier zeigte sich sowohl bezogen auf die Kontrolle als auch zwischen den verschiedenen
Untersuchungsansatzen kein signifikanter Unterschied in der Synaptopodin- und Cathepsin
L-Expression, andeutungsweise erschien die Synaptopodin-Expression unter Puromycin
sogar leicht gesteigert, wohingegen sie unter E64 gemindert zu sein schien (Ergebnisse

nicht dargestellt).

3.5 Einfluss des Synaptopodins auf die Expression von Markern der EMT

Zur Feststellung eines Einflusses von der Synaptopodin-Expression auf Markerproteine der
EMT wurden die bereits eingesetzten Zelllinien sowie die Zelllinie BXPC3 nach Gen-

Knockdown von Synaptopodin mittels Anfertigung von Western Blots auf die Expression
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epithelialer und mesenchymaler Marker sowie weiterer Schlisselproteine der EMT

untersucht.

Hier konnte gezeigt werden, dass die Zelllinien mit vergleichsweise hoher Synaptopodin-
Expression wie Panc-1 und Capan-2 auch vermehrt B-Cathenin enthielten und die Linien
Panc-1 und BXPC3 ein vermehrtes Vorkommen des EMT-auslésenden Transkrip-
tionsfaktors Snail aufwiesen, wohingegen der Transkriptionsfaktor Slug in nahezu allen
Zelllinien gleichermalien, mit leicht abgeschwéchtem Vorkommen in den Linien Capan-2
und ASPC-1, nachweisbar war. Ein vollkommenes Fehlen von p-Catenin hingegen, wie in
den Zelllinien BXPC3 und MiaPaCa2, ging im vorliegenden Fall mit einer Expression von

Vimentin einher, die in allen Gbrigen Zelllinien nicht nachweisbar war.

Besonders auffallig gestaltete sich das Proteinprofil der als einzigen KRAS-mutierten
Zelllinie MiaPaCa2. Diese wies neben der deutlichen Vimentin-Expression bei fehlendem
B-Catenin auch als einzige Linie das Protein Claudin auf und imponierte durch
vollstandiges Fehlen der E-Cadherin-Expression, wie es sonst nur noch bei der Linie
PaTu8988 nachgewiesen werden konnte (Abb. 15 links).

Aufgrund der sehr linienspezifischen Unterschiede bezlglich der Expression
mesenchymaler und epithelialer Markerproteine empfahl sich eine auf eine Zelllinie
beschrénkte Untersuchung des Zusammenhangs von Synaptopodin-Expression mit EMT,
so dass im Anschluss die Zelllinie BXPC3 nach erfolgtem Synaptopodin-Knockdown
inklusive unbehandelter Kontrolle auf diese Fragestellung hin mittels Western Blot

untersucht wurde.

Hier zeigte sich eine positiv mit der Synaptopodin-Expression zusammenhdngende
Bildung von ZO-1, einem Bestandteil der Tight junctions, und eine ebenfalls positiv mit
dem Vorkommen von Synaptopodin zusammenhdngende Expression von E-Cadherin.
Uberraschenderweise zeigte sich auch die Expression der EMT-induzierenden
Transkriptionsfaktoren Snail und Slug trotz gesteigerten Vorkommens dieser epithelialen
Marker bei erhohter Synaptopodin-Expression vermehrt. Die Expression von Claudin
hingegen kam nur bei den Zellen mit erfolgtem Synaptopodin-Knockdown zur Darstellung
und zeigte sich nicht in Gegenwart von Synaptopodin. Die Proteine B-Catenin und
Vimentin schienen unabhéngig von der Synaptopodin-Expression und somit unverandert in

den Knockdown-Zellen verglichen mit den nicht behandelten Kontrollen (Abb. 15 rechts).
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Abbildung 15: Expression von Markern der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT) in Abhéngigkeit von der Synaptopodin-Expression

Um den Zusammenhang von Markerproteinen der EMT und des Synaptopodins zu
untersuchen, wurden Western Blots von den bereits eingesetzten Zelllinien und der Linie
BXPC3 nach Synaptopodin-Knockdown, inklusive unbehandelter Kontrollen sowie p-
Aktin als Ladekontrolle, angefertigt. Hier zeigte sich unter allen Zelllinien ein sehr
heterogenes Bild der Expression von epithelialen und mesenchymalen Markern. Unter
Hinzuziehen der Knockdown-Zellen kam jedoch eine gesteigerte Expression von ZO-1,
Snail, Slug und E-Cadherin bei hoher Synaptopodin-Expression zur Darstellung,
wohingegen Claudin bei fehlender Synaptopodin-Expression vermehrt nachgewiesen
werden konnte.

3.6 Einfluss der Synaptopodin-Expression in duktalen Adenokarzinomen des

Pankreas auf die Prognose betroffener Patienten

Zur Untersuchung des Zusammenhangs von Synaptopodin-Expression in duktalen
Adenokarzinomen des Pankreas mit der Prognose der erkrankten Patienten wurden
Uberlebensdaten eines Kollektivs aus 61 Patienten, die sich in der Viszeral-, Allgemein-
und Kinderchirurgie des Universitatsklinikums Goéttingen beziglich ihres Krebsleidens

behandeln lieBen und darunter verstarben, ausgewertet. Dabei wurden die zum Tode
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fihrenden Tumoren im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Gottingen auf das

\Vorhandensein des Proteins Synaptopodin hin untersucht.

Hier zeigte sich lediglich innerhalb der ersten 300 Tage nach Diagnosestellung ein hoch
signifikant (p<0,0001) besseres Uberleben der Patienten, deren Pankreaskarzinome
Synaptopodin exprimierten, gegenuber denen, in deren Tumoren kein Synaptopodin
nachweisbar war. Nach 600 Tagen glichen sich die Prognosen beider Patientengruppen
jedoch an, wobei das Uberleben ab dem 50. Monat nach Diagnosestellung in der Gruppe
ohne Synaptopodin-Expression sogar besser zu sein schien, eine Signifikanz war hier
jedoch nicht nachweisbar (Abb. 16).
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Abbildung 16: Die Prognose bei duktalen Adenokarzinomen des Pankreas in
Abhéangigkeit von der Synaptopodin-Expression

Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier fiir insgesamt 61 Patienten, von denen 13
Synaptopodin-positive und 48 Synaptopodin-negative Tumoren aufwiesen. Hinsichtlich
der ersten 300 Tage ergab sich ein hoch signifikant (p<0,0001) besseres Uberleben bei den
Patienten, deren Tumoren Synaptopodin exprimierten. Bis zum 600. Tag glichen sich die
Uberlebenszeiten beider Patientengruppen jedoch einander an.
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4 Diskussion

4.1 Expression von Synaptopodin in malignen Tumoren

Das Aktin-bindende Protein Synaptopodin kommt unter physiologischen Bedingungen in
den FulRfortsdtzen von Podozyten der Niere sowie im Gehirn vor, wo es Einfluss auf die
Motilitat der Zellen nimmt (Mundel et al. 1997). Nachdem nach neuen Erkenntnissen des
Instituts fur Pathologie des Universitatsklinikums Gottingen Synaptopodin auch in
duktalen Adenokarzinomen des Pankreas nachgewiesen worden war, war es zentraler
Bestandteil dieser Dissertation, in diesem Zusammenhang dessen Vorkommen zu
bestétigen, seine Auswirkungen auf die Karzinomzellen zu untersuchen, einen maéglichen
Zusammenhang mit den Verénderungen im Rahmen der EMT herauszuarbeiten und einen

potentiellen Einfluss auf die Prognose betroffener Patienten zu betrachten.

Der Nachweis des Synaptopodins gelang zundchst mittels Immunhistochemie an
Gewebeproben, dann auch auf Transkriptionsebene mit Hilfe der gqRT-PCR und auf
Proteinebene durch Anfertigung von Western Blots an Zellkulturen duktaler
Adenokarzinome des Pankreas. Die Unterschiede der Synaptopodin-Genxpression auf
MRNA-Ebene und Proteinebene sprechen fir eine ausgedehnte posttranskriptionelle
Modifikation und Regulation. Beziiglich der mRNA wies die Linie BXPC3 mit Abstand
den hochsten Gehalt an Synaptopodin auf, hier lag die Linie Panc-1 lediglich an dritter
Stelle mit nur knapp 15 % des mRNA-Gehaltes verglichen mit BXPC3. Auf Proteinebene
jedoch war die Zelllinie Panc-1 die mit der héchsten Synaptopodin-Expression, BXPC3
dagegen nur an dritter Stelle.

Auf Proteinebene sind bereits mehrere Regulationsmechanismen hinsichtlich der
Synaptopodin-Expression bekannt und durch Arbeitsgruppen um Buvall et al. (2016), Faul
et al. (2008) und Reiser et al. (2004) im Falle von Podozyten der Niere auch ausgiebig
untersucht worden.

Synaptopodin ist in der Niere an 14-3-3-Proteine gebunden. Diese haben die Fahigkeit,
zahlreiche Proteine zu binden, ihre Struktur zu verdndern, sie so in ihrer Aktivitat zu
regulieren und ihren Abbau zu vermeiden, womit sie unter anderem am Zellzyclus und
verschiedenen Signalkaskaden beteiligt sind. Die Bindung des Synaptopodins an 14-3-3-
Proteine wird begunstigt durch die PKA- und CaMKII-abh&ngige Phosphorylierung von
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Synaptopodin und schiitzt dieses vor Cathepsin L-abhangiger Proteolyse (Faul et al. 2008).
Die Dephosphorylierung von Synaptopodin durch die Serin-Threonin-Phosphatase
Calcineurin hingegen fuhrt zum Verlust dieser protektiven Bindung von Synaptopodin an
14-3-3-Proteine und konsekutiv zu dessen Proteolyse durch Cathepsin L (Buvall et al.
2016, Faul et al. 2008). In der Folge kommt es zum einen zu vermehrter Aktivitat der
GTPase Racl, was nicht nur die Formation von Membranprotrusionen zur Folge hat,
sondern auch zu vermehrter Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fuhrt. Diese begunstigt
wiederum EMT (Buvall et al. 2016, Nimnual et al. 2003). Zum anderen hat der vermehrte
Abbau von Synaptopodin eine erhohte Degradation von RhoA zur Folge, das dann
Smurfl-abhangig eliminiert wird (Asanuma et al. 2006, Buvall et al. 2016). Konsekutiv
kommt es zum Verlust stabiliserender Aktin-Bundel, was in Zusammenspiel mit den
vermehrten Membranprotrusionen wie Lamellopodien und Verdnderungen im Rahmen
einer EMT zu erhohter Motilitat und Migration fuhrt (Buvall et al. 2016, Faul et al. 2014).
Der Calcineurininhibitor CsA fihrt in Podozyten zu verminderter Calcineurin-bedingter
Dephosphorylierung und so zu vermehrter protektiver Bindung von Synaptopodin an 14-3-
3-Proteine, und der Cathepsin L-Hemmer E64 hat direkt eine verminderte Proteolyse von
Synaptopodin zur Folge (Buvall et al. 2016, Faul et al. 2008). Dementsprechend kommt es
unter Behandlung von Podozyten mit CsA oder E64 infolge des vermehrten Synaptopodins
auch zu einer Stabilisierung von RhoA und auf diese Weise zu einer Vermehrung
stabilisierender Aktinfilamente, was in der Niere eine Proteinurie infolge vermehrter
Beweglichkeit der podozytaren FuBfortsatze reduziert (Faul et al. 2014).

Die Behandlung von Zelllinien duktaler Adenokarzinome des Pankreas mit CsA fuhrte wie
erwartet zu einer deutlichen Steigerung der Synaptopodin-Expression auf Proteinebene,
wohingegen eine Exposition gegeniiber E64 in diesem Falle, anders als in Podozyten, in
keiner der untersuchten Zelllinien einen Anstieg der Synaptopodin-Expression nach sich
zog. Eine mogliche Ursache dieses Verhaltens der untersuchten Zellen ware die
Beteiligung von noch weiteren, zwar Calcineurin-abhangigen, nicht aber Cathepsin L-
abhangigen Abbauwegen des Synaptopodins. Cathepsin L ist eine Cystein-Protease und
ein lysosomales Protein, welches ubiquitar exprimiert wird (Honey und Rudensky 2003,
Ishidoh und Kominami 2002, Reiser et al. 2004). Denkbar waren weitere in die
Elimination von Synaptopodin integierte Proteasen und lysosomale Abbauwege, die wie
die Degradation durch Cathepsin L auch eine Dephosphorylierung durch Calcineurin und
so bedingten Verlust der protektiven Bindung zwischen Synaptopodin und 14-3-3-

Proteinen voraussetzen.
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Im Falle der Podozyten ergibt sich laut Arbeiten um Reiser et al. (2004) auch infolge der
Hochregulation von Cathepsin L und dessen Vorlaufermolekul Procathepsin L mittels
Puromycin eine konsekutiv reduzierte Expression von Synaptopodin auf Proteinebene,
wobei auch hier von einer vorherigen Dephosphorylierung des Synaptopodins
ausgegangen werden muss, da dieses sonst an 14-3-3-Proteine gebunden bliebe und so
einem Abbau durch Cathepsin L nicht zugénglich wére (Zhang et al. 2013). Als Folge des
durch Puromycin gesteigerten, Cathepsin L-abhangigen Abbaus des Synaptopodins kommt
es in der Niere nachweislich zu ebenfalls vermindertem RhoA und konsekutivem Verlust
stabilisierender Aktinfilamente (Reiser et al. 2004). Zusatzlich kommt es unter Puromycin-
induzierter Vermehrung von Cathepsin L zum Verlust gegenldufig regulierter Integrine.
Durch dieses Zusammenspiel von RhoA- und Integrin-Verlust unter Behandlung mit
Puromycin konnte ein anti-adhésive Effekt in Form von vermehrter Migrationsaktivitat
von Podozyten der Niere nachgewiesen werden (Reiser et al. 2004).

Im Falle der hier untersuchten Pankreaskarzinomzellen konnte nach Puromycingabe keine
herabgesetzte Expression von Synaptopodin festgestellt werden. Auch dieses gibt Grund
zu der Annahme, dass eine Cathepsin L-abhangige Proteolyse von Synapopodin, wenn
uberhaupt, nur teilweise an dessen Degradation beteiligt ist. Es lasst sich vermuten, dass im
Falle der hier untersuchten Pankreaskarzinomzellen noch weitere Proteasen oder
Eliminationswege existieren, die Synaptopodin nach Calcineurin-abhangiger Dephospho-
rylierung eliminieren und dabei weitaus mehr als Cathepsin L im Vordergrund stehen.
Denn anders als in Podozyten ist die Expression von Synaptopodin in duktalen
Adenokarzinomen des Pankreas offenbar weitgehend unabh&ngig von Cathepsin L, nicht
aber von Calcineurin.

Zusétzlich untermauert werden diese Ergebnisse durch die offenbar von der
Synaptopodinkonzentration unabhédngige Expression von Cathepsin L und Procathepsin L
in Zelllinien duktaler Adenokarzinome des Pankreas. Die Expression von Synaptopodin
auf Proteinebene ist demzufolge nicht allein abhangig von der Cathepsin L-Expression,
sondern vielmehr von seiner protektiven Bindung an 14-3-3-Proteine infolge der
Phosphorylierung durch PKA und CaMKIIl oder der Dephosphorylierung durch
Calcineurin  (Buvall et al. 2016, Faul et al. 2008, Zhang et al. 2013).
Regulationsmechanismen auf Transkriptionsebene und eventuelle weitere in diesem
Zusammenhang beteiligte Proteasen wie Cathepsin L wéren mogliche Inhalte weiterer
Untersuchungen zum Thema Synaptopodin-Expression unter physiologischen Bedingun-

gen verglichen mit der unter pathologischen Umstanden. Weiterhin interessant wéren

63



4 Diskussion

vervollstdndigende Untersuchungen des Zusammenhangs von Integrin- und Cathepsin-L-

Expression sowie der dadurch beeinflussten Adhédsion und Migrationsaktivitat.

4.2 Einfluss des Synaptopodins auf das Migrationsverhalten maligner Tumorzellen

verglichen mit weiteren zytoskelettassoziierten Proteinen

Als Aktin-bindendes Protein nimmt Synaptopodin Einfluss auf die Beschaffenheit des
Zytoskeletts und somit auch auf Motilitat und Migrationsverhalten von Zellen (Asanuma et
al. 2006, Buvall et al. 2016, Faul et al. 2008, Yanagida-Asanuma et al. 2007). Hier sind
insbesondere die GTPasen RhoA, Cdc42 und Racl von Bedeutung, die in Podozyten
bereits durch die Arbeitsgruppen um K. Asanuma (2006), L. Buvall (2016), C. Faul (2008)
sowie A. Greka und P. Mundel (2012 a und b) ausfhrlich untersucht wurden.

RhoA ist in diesem Zusammenhang wichtig fir die Ausbildung eines funktionierenden,
kontraktilen Zytoskeletts aus Aktin- und Myosin-enthaltenden Filamenten sowie addquate
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion (Asanuma et al. 2006, Buvall et al. 2016, Faul et al.
2008, Greka und Mundel 2012a, Greka und Mundel 2012b). Die Expression von RhoA ist
stets konstant, posttranslational wird diese jedoch unter anderem durch Synaptopodin
reguliert (Asanuma et al. 2006). Dieses verhindert die proteosomale Degradation von
RhoA infolge Smurf-1-abhéngiger Ubiquitinilierung und erhéht den Anteil aktiven, GTP-
gebundenen RhoAs (Asanuma et al. 2006, Buvall et al. 2016, Wong et al. 2012, Yanagida-
Asanuma et al. 2007). So reguliert RhoA in der Folge die Transkription zahlreicher Gene,
die fur Bestandteile des Zytoskeletts kodieren (Hill et al. 1995, Miralles et al. 2003,
Tojkander et al. 2012). Cdc42 und Racl sind gegensatzlich zu Rho A reguliert, finden sich
also infolge eines Synaptopodinverlustes vermehrt (Buvall et al. 2016, Nimnual et al.
2003) und beglnstigen die Ausbildung von Membranprotrusionen wie Filopodien und
Lamellopodien (Buvall et al. 2016, Greka und Mundel 2012a, Greka und Mundel 2012b,
Yanagida-Asanuma et al. 2007). Daruber hinaus beeinflussen sich die drei GTPasen auch
untereinander in ihrer Aktivitat. So fuhrt die erhohte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
nach Racl-Aktivierung beispielsweise unter anderem zur Inhibition von RhoA (Buvall et
al. 2016, Guilluri et al. 2011, Jaffe und Hall 2005).

Uber die Auswirkungen einer erhohten beziehungsweise erniedrigten Synaptopodin-
Expression und infolgedessen beeinflussten Aktivitdt dieser GTPasen sind sich ver-

schiedene Arbeitsgruppen jedoch uneinig. Asanuma et al. (2006) kommen mit ihren
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Untersuchungen zu dem Schluss, dass Synaptopodin durch die RhoA-abhangige
Ausbildung von Aktin- und Myosin-enthaltenden, kontraktilen Filamenten Zellmigration
beginstigt und essentiell fiir eine gesteuerte, sinnhafte und aufeinander abgestimmte
Motilitdt von Podozyten der Niere und so Schlissel funktionierender Wundheilung,
Regeneration und auch Plastizitét ist. Yanagida-Asanuma et al. (2007) unterstiitzen diese
Untersuchungsergebnisse, schreiben Synaptopodin aber eher die Ermdglichung zur
Fahigkeit der Podozyten zu kontrahieren und die Synchronisation der Dynamik des
Zytoskeletts zu, wie es auch die Arbeitsgruppe um Buvall et al. (2016) tut, die darlber
hinaus eine inhibierende Wirkung von Synaptopodin auf Racl nachweisen konnte. Ihnen
zufolge ist Motilitat von Zellen mit und ohne Synaptopodin méglich, Synaptopodin spielt
in diesem Zusammenhang lediglich eine Rolle bei der Koordination dieser Motilitat. Die
Ergebnisse von Reiser et al. (2004) hingegen zeigen eine reduzierte Adhé&sion und
vermehrte Migrationsaktivitdt von Podozyten bei hoher Expression von Cathepsin L und
Procathepsin L und konsekutiv niedriger Synaptopodin- und Integrin-Expression auf und
vergleichen diese bereits, basierend auf den Untersuchungen von Levicar et al. (2003), mit
metastasierenden Tumorzellen. Nach Zhang et al. (2013) trdgt Synaptopodin im
Hippocampus durch vermehrte RhoA-Aktivitdt und reduzierte Cdc42-Aktivitat Uber
geordnete Ausdifferenzierung eines dynamischen Zytoskeletts zur Plastizitat des Gehirns
bei.

Inwiefern Synaptopodin demzufolge zu einer verstarkten Motilitat und Migration beitrégt,

oder ob es diese eher verhindert, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zelllinien duktaler Adenokarzinome des
Pankreas wiesen die eingesetzten Zellen grof3e linienspezifische Unterschiede hinsichtlich
der Motilitat und Migrationsaktivitat auf, wie sie bereits der Arbeitsgruppe um Rauhala et
al. (2013) bei den auch durch sie verwendeten Zelllinien ASPC-1, BXPC3, Capan-1,
Capan-2, MiaPaCa2 und Panc-1 aufgefallen waren. Lediglich die Zelllinie PaTu8988 mit
der geringsten Synaptopodinkonzentration wies nach 48 Stunden zwar hoch signifikant
(p<0,001) mehr Migration auf als alle anderen Linien, diese unterschieden sich jedoch
untereinander nicht signifikant voneinander. So konnten aufgrund der Unterschiede der
Synaptopodin-Expression im Western Blot keine zuverl&ssigen VVorhersagen uber die zu
erwartende Migrationsaktivitat getroffen werden. Um linienintern Vergleiche ziehen zu
kdnnen, wurde ein Gen-Knockdown von Synaptopodin durchgefihrt. Die so entstandenen
Synaptopodin-Knockdown-Zellen der Linien BXPC3 (BXPC3KO) und Panc-1 (Panc-
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1KO) wurden im Anschluss beziglich ihres Migrationsverhaltens mit den parentalen
Zellen BXPC3 und Panc-1 verglichen. Hier zeigte lediglich die Linie BXPC3KO nach 24
Stunden signifikant weniger Migration als die Linie BXPC3. Dies legt den Schluss nahe,
dass Synaptopodin Uber Stabilisierung von RhoA Adhésion schwdacht und Migration
fordert, jedoch nicht allein an der Regulation der Migrationsaktivitat von Zellen duktaler
Adenokarzinome des Pankreas beteiligt ist.

Zusétzlich bestarkt werden diese Vermutungen durch das Migrationsverhalten der
untersuchten Zelllinien nach deren Behandlung mit CsA, welches bereits im Western Blot
eine deutlich vermehrte Expression von Synaptopodin zur Folge gehabt hatte. Nachdem
der Synaptopodin-Knockdown zumindest in einer Zelllinie zu einer signifikant reduzierten
Migrationsaktivitat gefuhrt hatte, wurde eine dementsprechend gesteigerte Migration
infolge der Exposition der Zellen gegenuber CsA und damit erhdhten Synaptopodin-
Expression erwartet. Diese bestatigte sich mit hoch signifikanten Unterschieden in der
Linie BXPC3 (p<0,001) und deutlich signifikant verstarkter Migrationsaktivitat in der
Linie Panc-1 (p<0,02), verglichen mit den nicht behandelten Kontrollen, nach 48 Stunden
unter Behandlung mit CsA.

Diese Ergebnisse stehen den Untersuchungen von Faul et al. (2014) und Buvall et al.
(2016) entgegen, die unter der Behandlung von Podozyten mit CsA und E64 eine
reduzierte Migrationsaktivitat infolge der Ausbildung von stabilisierenden Aktinfilamenten
uber RhoA nachweisen konnten.

Mdogliche Ursache fur diese kontroversen Ergebnisse wéren weitere, durch CsA
beeinflusste Regulationsmechanismen in Adenokarzinomen des Pankreas im Gegensatz zu
Podozyten. Es besteht weiterhin Grund zu der Annahme, dass das Migrationsverhalten von
Karzinomzellen des Pankreas, anders als jenes von Podozyten, nur in geringem Malie
allein von Synaptopodin abhangig ist und dass hier weitere Regulationsmechanismen unter
Einbeziehung der Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin existieren, wobei eine
verminderte Aktivitat Calcineurins auch, aber nicht nur durch gesteigerte Expression von
Synaptopodin, zu vermehrter Migration fuhrt. Allerdings kénnen unspezifische und
Synaptopodin-unabhangige Nebenwirkungen von CsA an dieser Stelle nicht
ausgeschlossen werden. Denkbar wére auch eine zell- oder gewebespezifische Nutzung der
jeweils gleichen Aktin- und Myosin-enthaltenden Filamente, die in der Niere eine
Proteinurie vermeiden, in Adenokarzinomzelllinien des Pankreas aber offenbar Migration

begunstigen.
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An der Regulation eines funktionierenden, dynamischen Aktin-Zytoskeletts sind neben
Synaptopodin, RhoA, Racl und Cdc42 noch zahlreiche weitere Proteine beteiligt, deren
Einflusse auf Motilitat und Migration auch an Pankreaskarzinomen untersucht wurden.

So werden die Aktin-bindenden Proteine Arp2/3 (Actin-related protein 2/3), Fascin,
N-WASP (Wiskott-Aldrich Syndrom-Protein), Cortactin, Abil-3 und Cofilin unter anderem
auch in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas in vermehrtem Male exprimiert. Alle
uben ausnahmslos promigratorisch auf die Tumorzellen und kommen aufgrund
verschiedenster Zusammenhange mit den hier untersuchten Regulationsmechanismen als
potentielle Storfaktoren auf die Ergebnisse dieser Arbeit in Frage. N-WASP, Abil-3 und
Cofilin nehmen beispielsweise Einfluss auf das Zusammenspiel der GTPasen Cdc42, Racl
und RhoA und sind so am Umbau und der Dynamik des Zytoskeletts beteiligt, wortiber sie
ihren promigratorischen Einfluss geltend machen (Guo et al. 2014, Kiely et al. 2013,
Steinestel et al. 2015, Tod et al. 2014, Wang et al. 2011). Das Aktin-bindende Protein
Cortactin wird unter Cyclosporin A, wie Synaptopodin auch, vermehrt exprimiert, was die
gesteigerte Migration der untersuchten Zellen unter Cyclosporin A erklaren koénnte
(Steinestel et al. 2015, Tsai et al. 2013). Und auch Fascin wird in seiner Aktivitat mittels
Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert, wird bereits in Vorstufen von
Pankreaskarzinomen, wie der PanIN und IPMN, vermehrt exprimiert und ist im Falle von
Karzinomen des Gastrintestinaltraktes mit invasivem Wachstum, Metastasen und
verkirztem Uberleben betroffener Patienten assoziiert (Steinestel et al. 2015, Yamaguchi
et al. 2007).

Insgesamt scheinen  Aktin-bindende Proteine im Rahmen der Tumorgenese,
Metastasierung, Invasion und Progression, insbesonere bei malignen Tumoren des
Gastrointestinaltraktes, eine wesentliche Rolle zu spielen (Steinestel et al. 2015) wodurch
sie im Rahmen dieser Arbeit als potentielle Storfaktoren fungieren. Weiterhin beeinflussen
extrazellulare Anderungen des Mikromilieus, wie etwa im Rahmen von Entziindung,
Mutationsstatus der Tumorzellen, wie eine KRAS-Mutation, und Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung von Aktin-bindenden Proteinen die Neigung zur Migration (Steinestel
et al. 2015). Auch die Aktivitdt und Degradation von Synaptopodin ist unter anderem
abhangig von dessen Phosphorylierung durch PKA und CaMKII. Inwiefern das
umgebende Mikromilieu oder eine KRAS-Mutation, wie sie die Zelllinie MiaPaCa2
aufweist, ebenfalls Einfluss auf die Synaptopodin-Expression und -funktion haben waére in
Hinblick auf maogliche, sich daraus ergebende Therapieoptionen ein interessanter Inhalt

weiterfihrender Untersuchungen.
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4.3 Lokalisation und Funktion von Synaptopodin in malignen Tumorzellen

Im Falle der untersuchten Zelllinien duktaler Adenokarzinome des Pankreas zeigte sich in
der Konfokalmikroskopie ein vorwiegend perinukledr und zytoplasmatisch lokalisiertes
Synaptopodin, insbesondere bei den Zelllinien mit hoher Synaptopodin-Expression,
wohingegen die Linien mit niedrigerer Synaptopodin-Expression dieses fokal betont und
membranassoziiert aufwiesen. Ein Zusammenhang zwischen Lokalisation des exprimierten
Synaptopodins mit der Migrationsaktivitat der jeweiligen Zelllinie konnte hier nicht
gefunden werden. Sehr wohl auffallig war jedoch ein vermutlicher Zusammenhang der
Synaptopodinlokalisation mit dem Proliferationsverhalten der untersuchten Zellen. So
wiesen die im Rahmen dieser Arbeit stark proliferierenden Zellen PaTu8988, BXPC3 und
Panc-1 eine zytoplasmatische Synaptopodin-Lokaliation auf, wohingegen die schwach
proliferierenden Linien Capan-1 und Capan-2 eher eine fokal betonte, membranassoziierte
Synaptopodin-Expression zeigten. Die Zellen nach Synaptopodin-Gen-Knockdown
schienen ebenfalls eine geringere Proliferationsaktivitdt aufzuweisen als ihre
Synaptopodin-exprimierenden Vorlaufer. Ob die Lokalisation von Synaptopodin
tatséchlich Einfluss auf die Proliferationsaktivitdt von Karzinomzellen des Pankreas hat,
gibt Anlass zu weiteren Untersuchungen.

Die Fraktions-Western Blots der bereits konfokalmikroskopisch untersuchten Zelllinien
zeigten eine nahezu ausschliel3lich Zellkern-gebundene Expression von Synaptopodin.
Dies gibt in Zusammenschau mit den Ergebnissen der Konfokalmikroskopie Grund zu der
Annahme, dass das mikroskopisch perinukledr lokalisierte Synaptopodin mit dem
zytoplasmatischen, kerngebundenen Zytoskelett assoziiert, nicht aber intranukleédr gelegen

ist.

Das perinukledr gelegene und an die duf3ere Kernmembran gebundene Aktin-Zytoskelett
ist hauptsachlich fir die Stabilisation des Zellkernes in der Interphase zustandig und trégt
zur Mechanotransduktion bei (Khatau et al. 2009, Tojkander et al. 2012). Als zellkernnah
Aktin-gebundenes Protein konnte Synaptopodin in den hier untersuchten Zellen
mdoglicherweise auch in die Organisation des Chromatins und die Transkriptionsaktivitat
von Genen involviert sein, die nicht nur die Reoganisation des Zytoskeletts, sondern auch
das Proliferationsverhalten der Tumorzellen beeinflussen, so wie es auch bei den Aktin-
bindenden Proteinen WAVE3 und Cortactin in Abhéngigkeit von ihrer subzellularen
Lokalisation der Fall ist (Steinestel et al. 2015, Yao et al. 2013, Yue et al. 2014).
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Auch das Aktin-bindende und Synaptopodin-dhnliche Protein Synaptopodin-2 (bt je nach
subzellul&rer Lokalisation unterschiedliche Funktionen aus (De Ganck et al. 2009,
Sanchez-Carbayo et al. 2003). Die Zusammenschau der Untersuchungen deutet darauf hin,
dass nukledr exprimiertes Synaptopodin-2 als Tumorsuppressor agiert und zu reduzierter
Invasivitat, der Vermeidung von Rezidiven und einer gesenkten Mortalitat bei Prostata-
und Harnblasenkarzinomen fihrt und dass ein Verlust nukledrer Synaptopodin-2-
Expression mit einer schlechteren Prognose betroffener Patienten assoziiert ist (De Ganck
et al. 2009, Sanchez-Carbayo et al. 2003).

Zur Frage, inwiefern das im Rahmen dieser Arbeit betrachtete Synaptopodin in
Abhéngigkeit von dessen subzelluléaren Lokalisation unterschiedliche Wirkungen hat,
mussten vervollstandigende Untersuchungen beziglich der Synaptopodin-Expression und
-lokalisation auch in normalem Pankreasgewebe und den Vorstufen duktaler

Adenokarzinome wie der PanIN oder der IPMN durchgefiihrt werden.

4.4 Zusammenhang des Synaptopodins mit der EMT

Die EMT ist zum einen ein physiologischer Prozess, der sich unter anderem wahrend der
Entwicklung des Pankreas zur Ausbildung der Langerhans’schen Inseln vollzieht
(Johansson und Grapin-Botton 2002, Morris und Machesky 2015). Zum anderen nutzen
jedoch auch Karzinomzellen EMT im Laufe ihrer Entdifferenzierung fur sich und
verwenden dabei Programme, wie sie auch wéhrend der Entwicklung und Regeneration
vonstattengehen (Morris und Machesky 2015, Yilmaz und Christofori 2009). Duktale
Adenokarzinome des Pankreas entstehen meist aus Vorlauferl&dsionen wie der PanIN
(Rosai und Ackerman 2011). In diesen Vorlauferlasionen findet sich bereits haufig ein
Verlust des E-Cadherins. Weitere EMT-spezifische Veranderungen, wie die Expression
des Transkriptionsfaktors Slug, folgen im Laufe der zunehmenden Entartung (Distler et al
2014, Li et al. 2014). Die EMT kann also als kontinuierlicher Prozess mit
unterschiedlichen Auspragungen aufgefasst werden, der auch im Rahmen der Entartung
und Entdifferenzierung von Karzinomen auftritt und bei dem es unter Verlust epithelialer
Marker und Zelleigenschaften sowie Zugewinn mesenchymaler Marker zur Ausbildung
invasiv wachsender und zur Metastasierung befahigter Tumoren kommt.

Eine zentrale Rolle im Rahmen der Regulation der EMT spielen die GTPase RhoA, deren

Abbau durch Synaptopodin vermieden wird, sowie die GTPasen Cdc42 und Racl, die
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gegensétzlich zu RhoA reguliert werden (Buvall et al. 2016, Guilluy et al. 2011). Durch
den Verlust von E-Cadherin infolge vermehrter Expression der Transkriptionsfaktoren
Slug und Snail wihrend der EMT kommt es intrazelluldr nicht nur zur Freisetzung von f-
Catenin, sondern auch von pl20-Catenin (Yilmaz und Christofori 2009). B-Catenin
akkumuliert in der Folge im Zytoplasma und auch im Nukleus. Hier regelt es die
Expression zahlreicher Gene, die in Proliferations-, Migrations- und Invasionsaktivitat,
unter anderem durch vermehrte Sekretion von MMPs, involviert sind und teils positiven
Einfluss auf die Metastasierungsaktivitat nehmen (Arce et al. 2006, Wong und Pignatelli
2002, Yilmaz und Christofori 2009). p120-Catenin wird ebenfalls im Rahmen des E-
Cadherin-Verlustes, wie p-Catenin auch, von den Adhé&sionskomplexen freigesetzt und
akkumuliert im Zytoplasma. Hier inhibiert es RhoA und aktiviert gleichzeitig deren
Gegenspieler Racl und Cdc42, was in der Folge zu reduzierter und langsamerer
Ausbildung kontraktiler Zytoskelettstrukturen und Gber Hemmung von RhoA zur
Destabilisierung von Adhésionsstrukturen fuhrt. Simultan kommt es durch das Aktivieren
der GTPasen Cdc42 und Racl verstarkt zur Entwicklung von Membranprotrusionen wie
Lamellopodien und Filopodien, die Migration begiinstigen (Bellovin et al. 2005, Yilmaz
und Christofori 2009). Die Aktivierung von Racl hat nicht nur eine zusatzliche Inhibition
von RhoA durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zur Folge, sondern auch eine
vermehrte Expression des EMT-unterstlitzenden Transkriptionsfaktors Snail (Buvall et al.
2016, Radisky et al. 2005, Yilmaz und Christofori 2009).

Dieser Zusammenhang der GTPase RhoA mit Regulationsmechanismen im Rahmen der
EMT fihrt zu der Frage, ob Synaptopodin ebenso, lber die Beeinflussung von RhoA,
deren Herunterregulation im Rahmen der Progression von Kolonkarzinomen nachweislich
mit fir EMT verantwortlich ist (Bellovin et al. 2005, Yilmaz und Christofori 2009), in
diesen Prozess eingebunden ist. Indiz hierflr ist nicht zuletzt auch eine Inonenkanal- und
Kalziumeinstrom-bedingte vermehrte Calcineurin- und Cathepsin  L-abhéngige
Degradation von Synaptopodin, wie sie im Rahmen einer Stimulation von Podozyten mit
dem EMT-Induktor EGF hervorgerufen werden konnte (Bezzerides et al. 2004,
Schaldecker et al. 2013, Tian et al. 2010,). Diese fuhrte in der Folge zu einer reduzierten
Aktivierung der GTPase RhoA, einer vermehrten Aktivitat von Racl und konsekutiv zu

einem Verlust an kontraktilen Zytoskelettstrukturen (Buvall et al. 2016).

Aufgrund der auch hier &uRerst zelllinienspezifischen Expression von Markerproteinen der

EMT wurde die Linie BXPC3KO im Vergleich mit ihrem Synaptopodin-exprimierenden
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Vorlaufern betrachtet, wobei aufgrund der Inhibition von RhoA im Rahmen der EMT ein
vermehrtes Vorkommen von Markern der EMT nach Synaptopodin-Knockdown erwartet
wurde.

Tatsachlich zeigte sich nach Synaptopodin-Knockdown in den untersuchten Zellen ein
deutlich geringerer Gehalt von E-Cadherin, was dafurspricht, dass eine fehlende
Synaptopodin-Expression und dadurch konsekutiv reduzierte RhoA-Aktivitat in der Folge
zu reduzierter Expression des epithelialen Markers und Adhé&sionsmolekiils E-Cadherin
fihrt. Eine verstarkte Expression von Vimentin oder N-Cadherin jedoch, wie sie im
Rahmen einer vollstdndigen EMT vorkame, war hier nicht nachweisbar. Eine Vimentin-
Expression war zwar deutlich vorhanden, wurde durch den Knockdown von Synaptopodin
und die damit verminderte RhoA-Aktivitat jedoch nicht beeinflusst. Diese unvollstandigen
Veranderungen ehemals epithelialer hin zu mesenchymalen Zellen stutzt wiederum das
Bild der unvollstandigen, partiellen EMT und des flieRenden Uberganges von epithelial
nach mesenchymal, wie es Armstrong (2011), Micalizzi et al. (2010), Thompson et al.
(2005) sowie Yilmaz und Christofori (2009) beschreiben.

Trotz reduzierter Expression von E-Cadherin zeigten sich die E-Cadherin-unterdriickenden
Transkriptionsfaktoren Snail und Slug nach Synaptopodin-Knockdown nicht vermehrt. Im
Gegenteil, im Falle der Snail-Expression war sogar ein deutlich reduziertes Vorkommen in
den Knockdown-Zellen verglichen mit den Synaptopodin-exprimierenden Zellen zu
beobachten. Der Transkriptionsfaktor Snail beglnstigt aber nicht nur den Cadherin-switch
von E-Cadherin hin zu N-Cadherin, er fiihrt auch tber Einflisse auf Integrine zu invasivem
Wachstum und wird infolge erhéhter Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch Racl
vermehrt exprimiert (Radisky et al. 2005, Yilmaz und Christofori 2009). Insbesondere der
positive Zusammenhang von Snail mit der GTPase Racl legt aufgrund der inversen
Beziehungen beider GTPasen einen weiteren negativen Zusammenhang mit RhoA und der
Synaptopodin-Expression nahe. Weshalb es im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen
trotz verminderter RhoA-Aktivitdt nach Synaptopodin-Knockdown wund trotz des
nachweisbaren E-Cadherin-Verlustes dennoch zu reduzierter Snail-Expression kam, kénnte
Inhalt weiterfiihrender Untersuchungen in Zusammenhang mit der Regulation EMT-
induzierender Transkriptionsfaktoren sein. Méglicherweise ist die erhohte Expression von
Snail nur solange sinnvoll und nachweisbar, wie E-Cadherin auch exprimiert wird, und
wird nach erfolgreicher Suppression von E-Cadherin eingestellt oder auf ein erforderliches
Mindestmal} herabgesetzt. Dies wirde die verminderte Expression von Snail nach

Synaptopodin-Knockdown bei fehlender E-Cadherin-Expression und die Ko-Expression
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von Snail und E-Cadherin in Synaptopodin-exprimierenden Zellen erkléren. Gestltzt wird
diese Theorie durch eine ebenfalls mehrfach nachgewiesene Ko-Expression von E-
Cadherin und Snail in Kolon- und Mammakarzinomen (Becker et al. 2007, Come et al.
2006, Klymkowsky und Savagner 2009).

Das infolge reduzierter E-Cadherin-Expression vermehrt freigesetzte p-Catenin, welches
als Markerprotein im Rahmen der EMT zusétzlich verstarkt exprimiert und vermindert
degradiert wird und daraufhin durch Akkumulation im Nukleus die Expression von Genen
reguliert, die in Proliferations-, Migrations- und Invasionsaktivitét involviert sind (Arce et
al. 2006, Kalluri und Weinberg 2009, Wong und Pignatelli 2002, Yilmaz und Christofori
2009), wies in den vorliegenden Untersuchungen keine Unterschiede hinsichtlich der
Expression in Abhangigkeit von der Synaptopodin-Expression auf. Interessant wéren in
diesem Kontext weiterfuhrende Untersuchungen hinsichtlich der Lokalisation des jeweilig
detektierten [B-Catenins, wobei eine vorwiegend nukledre Lokalisation im Falle der
Knockdown-Zellen und eine membranassoziierte Positionierung im Falle der
Synaptopodin-exprimierenden Zellen zu erwarten ware.

Das Transmembranprotein Claudin, welches, wie ZO-1 auch, Bestandteil der Tight
junctions epithelial differenzierter Zellen ist, wurde im vorliegenden Fall nach
Synaptopodin-Knockdown in der Linie BXPC3KO deutlich starker exprimiert als in den
Synaptopodin-exprimierenden Kontrollzellen, was nicht der Erwartung einer gesenkten
Expression epithelialer Marker nach Synaptopodin-Knockdown entspricht. Zhou et al.
(2015), die vornamlich das Verhalten der Claudin 1-Expression in Mammakarzinomen
untersuchen, kommen zu dem Schluss, dass Claudin 1 sowohl als Tumorsuppressor als
auch -aktivator agieren kann und gelangen im Zuge ihrer Arbeiten sogar zu dem Ergebnis,
dass Claudin 1 als Promotor der EMT fungiert. Insbesondere im Falle der unvollstandigen
EMT und der kollektiven Zellmigration, die wiederum von der EMT, bei der sich einzelne
Zellen statt Gruppen untereinander adhdrenter Zellen aus dem Zellverband losen,
abgegrenzt werden muss, konnte ein Zusammenhang mit Claudin 1 nachgewiesen werden
(Giampieri et al. 2009). Fur eine vermehrte Expression von Claudin 1 mit zunehmender
EMT spricht auch dessen Kolokalisation mit MMPs sowie seine Fahigkeit, MMPs zu
aktivieren und ihre Expression positiv zu beeinflussen (Miyamori et al. 2001, Oku et al.
2006). Somit kann die in den hier untersuchten Zellkulturen duktaler Adenokarzinome des
Pankreas vermehrte Claudin 1-Expression nach Synaptopodin-Knockdown als Resultat
einer beginnenden EMT infolge reduzierter RhoA-Aktivitdt gewertet werden.

Interessanterweise scheint auch die subzelluldre Lokalisation von Claudin 1 bedeutsam fiir
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seine Wirkung zu sein. So flhrt falschlicherweise zytoplasmatisch lokalisiertes Claudin 1
zu vermehrter Motilitat, wéhrend in Tight junctions verankertes Claudin 1 die Adh&sion
der Zellen untereinander kraftigt (Fortier et al. 2013, Zhou et al. 2015). Ein Gegenstand
weiterer Untersuchungen konnte dementsprechend der Nachweis zytoplasmatisch
lokalisierten Claudins in den hier untersuchten Knockdown-Zellen sein, wobei auch die
Frage nach der subzelluldren Lokalisation Claudins in normalem Pankreasgewebe sowie
Vorstufen von Karzinomen wie der IPMN und PanIN interessant zu sein scheint.
Weiterhin interessant ist die Tatsache, dass Claudin 1, aufler in den Zellen nach
Synaptopodin-Knockdown, sonst ausschlieflich in der Zelllinie MiaPaCa2 exprimiert
wurde, die daruber hinaus auch eine deutliche Vimentin-Expression und einen
vollstandigen Verlust der E-Cadherin-Expression aufwies und unter den untersuchten
Zelllinien die einzige mit einer nachgewiesenen Mutation des KRAS-Gens war, der im
Rahmen der Progression von Pankreaskarzinomen eine bedeutende Rolle zukommt (Rosai
und Ackerman 2011). Auch diese Konstellation legt den Schluss nahe, dass Claudin 1,
auch wenn es sich hier um ein Protein der Tight junctions handelt, noch weitere Rollen im
Rahmen der malignen Entartung und Entdifferenzierung von Karzinomzellen spielt.

Wie Claudin 1 ist auch ZO-1 als Occludin Bestandteil der Tight junctions epithelial
differenzierter Zellen (Hartsock und Nelson 2008). Im Gegensatz zu Claudin kam es bei
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zellen jedoch nach Synaptopodin-Knockdown,
wie zu erwarten, zu einer reduzierten Expression von ZO-1. Zu ahnlichen Ergebnissen
kamen auch Faul et al. (2008), die eine Stabilisierung von ZO-1 in Podozyten nach
Exposition gegenliber CsA oder E64 infolge herabgesetzter Degradation von Synaptopodin
und damit vermehrter RhoA-Aktivitat nachweisen konnten.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass infolge des Synaptopodin-Knockdowns und
der damit einhergehenden herabgesetzten Aktivitat der GTPase RhoA zumindest teilweise
die Kriterien fir das VVorliegen einer EMT erftllt wurden, so dass von einer partiellen oder
beginnenden EMT ausgegangen werden kann, wobei die Regulation der EMT-
induzierenden Transkriptionsfaktoren Slug und Snail sowie die subzelluldre Lokalisation

der Markerproteine Claudinl und B-Catenin Anlass zu weiteren Untersuchungen geben.
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4.5 Synaptopodin als Prognoseparameter

Als Aktin-bindendes Protein, welches die Degradation der GTPase RhoA hemmt, die fiir
die Integritét eines funktionierenden, aufeinander abgestimmten Zytoskeletts zusténdig ist,
scheint eine Assoziation von Synaptopodin in Tumorzellen mit einer verbesserten
Prognose betroffener Patienten plausibel. Gestiitzt wird diese Sichtweise zusatzlich durch
die invers mit der Regulation von RhoA gekoppelten Aktivitaten der GTPasen Cdc42 und
Racl, die die Motilitst von Zellen mittels Ausbildung von Membranprotrusionen
beeinflussen und Transkriptionsfaktoren der EMT, die den Cadherin-switch begtnstigen,
aktivieren (Buvall et al. 2016, Hall 2005, Ridley 2006, Yilmaz und Christofori 2009).
Auch die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen in
Zusammenhang mit der EMT untermauern diese Hypothese.

Im Widerspruch hierzu stehen die Resultate der Betrachtung des Migrationsverhaltens in
Abhéangigkeit von der Synaptopodin-Expression. Hier flhrte eine Inhibition des
Synaptopodinabbaus mittels CsA und infolgedessen erhdhtes Synaptopodinvorkommen zu
signifikant mehr  Migration, wohingegen der Synaptopodin-Knockdown die
Migrationsaktivitat der untersuchten Zellen senkte. Die Schlussfolgerung aus diesem
Verhalten wére eine erhohte Metastasierungswahrscheinlichkeit im Falle hoher
Synaptopodin-Expression und damit vergesellschafteter schlechterer Prognose als bei

niedrigem Synaptopodinvorkommen.

Wang et al. (2010) kommen im Rahmen ihrer Untersuchungen zu dem Schluss, dass die
GTPase RhoA durch ihren Beitrag zu einem kontraktilen, dynamischen Zytoskelett die
Invasion von malignen Tumorzellen nicht hemmt, sondern férdert, obwohl sie invers mit
ihren Gegenspielern Racl und Cdc42 reguliert ist (Buvall et al. 2016). Bhowmick et al.
(2001 a und b) beschreiben in Zusammenhang mit ihren Erkenntnissen beziglich der EMT
eine Beteiligung von RhoA an der Ausschiittung des EMT-Induktors TGF-p und damit
einhergehenden autokrinen Stimulation von epithelialen Zellen untereinander. Vallenius
(2013) bezeichnet es sogar als Charakteristikum mesenchymaler migrierender Zellen,
kontraktile, Myosin-enthaltende und dynamische Aktinfilamente auszubilden, wie RhoA
sie infolge der Stabilisierung durch Synaptopodin induziert und laut Katsuno et al. (2013)
ist es RhoA, welche zur Destabilisierung von Tight junctions im Verlaufe der EMT

beitragt.
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Inwiefern RhoA, welches infolge vermehrten Synaptopodinvorkommens stabilisiert und
vemindert abgebaut wird, demzufolge zu einer positiven Prognose durch konsekutiv
niedrige Aktivitdt der GTPasen Cdc42 und Racl oder aber zu einer schlechten Prognose
durch positiven Einfluss auf den Prozess der EMT und Ausbildung kontraktiler

Zytoskelettstrukturen fuhrt, wird also nach wie vor kontrovers diskutiert.

Im Falle der in dieser Arbeit betrachteten Patienten- und Uberlebensdaten in Abhéngigkeit
von der Synaptopodin-Expression in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas war
innerhalb der ersten 300 Tage nach Diagnosestellung das Uberleben hoch signifikant
(p<0,0001) besser in jener Gruppe, die Synaptopodin in ihren Tumoren exprimierte, was
den Schluss zul&sst, dass Synaptopodin zumindest kurzfristig als Tumorsuppressor
wirksam ist. Bis zum 600. Tag nach Diagnosestellung glichen sich die zwei
Patientengruppen hinsichtlich ihres Uberlebens jedoch an, wobei nach dem 50. Monat das
Uberleben in der nicht Synaptopodin-exprimierenden Gruppe sogar besser zu sein schien,
die Ergebnisse an dieser Stelle aber nicht signifikant waren.

Ursache des zunachst kurzfristig hoch signifikant besseren Uberlebens der Patienten mit
Synaptopodin exprimierenden Tumoren, welches sich im Verlaufe des ersten Jahres nach
Diagnosestellung jedoch an das derer ohne Synaptopodin-Expression anglich, kénnte im
vorliegenden Fall auch eine durch die adjuvante Chemotherapie bedingte Selektion
besonders bdsartiger Tumorzellen sein, wie sie auch Micalizzi et al. (2010) im
Zusammenhang mit der EMT, basierend auf Arbeiten um Frederick et al. (2007) und
Thomson et al. (2005) in Erwagung ziehen.

Interessant wére in Hinblick auf diese Fragestellung, ob Patienten, deren Primartumoren
Synaptopodin exprimierten, im Falle eines unter adjuvanter Chemotherapie auftretenden
Rezidivs noch immer eine Synaptopodin-Expression aufweisen, oder ob diese als Folge der
Selektion durch Chemotherapie als initial noch vorhandener Tumorsuppressor und

Suppressor der EMT verloren gegangen ist.

In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich festhalten, dass eine initiale Synaptopodin-
Expression in Pankreaskarzinomen auch mit einer kurzfristig besseren Prognose der
betroffenen Patienten hinsichtlich der Uberlebenszeit assoziiert ist. Ursachen dieser
Tatsache, wie eine eventuell relevante subzellulare Lokalisation oder eine Beteiligung

anderer Aktin-bindender Proteine, und Grinde fur das Angleichen der Prognosen beider
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untersuchten Patientengruppen, wie ein eventueller Einfluss der sich im Einsatz
befindlichen adjuvanten Chemotherapieschemata mit FOLFIRINOX oder Gemcitabin und
nab-Paclitaxel auf die Synaptopodin-Expression, mussen an dieser Stelle Gegenstand

kinftiger Untersuchungen bleiben.

4.6 Ausblicke ftr weitere Untersuchungen und kinftige Therapien

Bei Betrachtung aller Ergebnisse wird offenbar, dass Synaptopodin in Zelllinien duktaler
Adenokarzinome des Pankreas nicht allein Gber Einflusse auf die GTPasen RhoA, Racl
und Cdc42 Auswirkungen auf das Migrationsverhalten von Zellen infolge eines
Remodellings des Zytoskeletts hat.

Die Kontroversen in der Literatur, wie auch die Kontroversen der im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse sprechen flir eine komplexe Regulation der Motilitat
verschiedener Zellen, wobei grof3e zelllinienspezifische und organspezifische Unterschiede
hinsichtlich der Regulation und des Verhaltens aufgezeigt und zusammengetragen werden
konnten.

Anknupfstellen fur weitere Untersuchungen waren zum einen die genauere Betrachtung
des Zytoskeletts. Einigkeit herrscht bezlglich der Tatsache, dass die GTPase RhoA zur
Ausbildung von Aktin- und Myosin-enthaltenden Filamenten fuhrt (Newell-Litwa und
Horwitz 2011). Diese Filamente motiler Zellen gleichen jedoch nicht denen nicht-motiler
Zellen. So weisen motile Zellen, insbesondere im ventralen Zellanteil, Filamente auf, deren
Plus-Ende stets Richtung der fokalen Adhdsionen zeigt (Cramer et al. 1997). Die Filamente
nicht-motiler Zellen hingegen zeigen eine periodische Polaritat, wie sie auch in
Sarkomeren der Muskulatur vorkommt (Lazarides und Burridge 1975).

Zum anderen ware sicherlich die Betrachtung von Synaptopodin in Zusammenhang mit
anderen Aktin-bindenden Proteinen und Proteinkomplexen sinnhaft, welche in duktalen
Adenokarzinomen des Pankreas Einfluss auf das Migrationsverhalten und den Prozess der
EMT nehmen.

Beziiglich der kiinftigen Behandlung von duktalen Adenokarzinomen des Pankreas ergibt

sich infolge der vorgelegten Arbeit, dass ein Unterbinden der EMT, wie sie hier, groRteils

in Abhangigkeit von Synaptopodin und RhoA, nachweisbar war, wirksam sein kénnte, um

76



4 Diskussion

Metastasen, weitere Progression und eine Selektion Chemotherapie-resistenter

Tumorzellen zu vermeiden.

Nur 20 % aller Patienten mit Pankreaskarzinomen weisen zum Zeitpunkt der Diagnose
operable Tumoren auf (Parvez und Dawood 2003, Tamburrino et al. 2014, Zahir und
Jabbar 2015), und selbst nach erfolgter Pankreatikoduodenektomie nach Whipple oder
Pankreasschwanzresektion mit Splenektomie schliet sich zur Komplettierung der
adéquaten Therapie in der Regel eine adjuvante Chemotherapie, vornehmlich zur
Vermeidung von Lokalrezidiven und zur Verbesserung der Uberlebensraten, an (Cid-
Arregui und Juarez 2015.). In der adjuvanten Therapie des Pankreaskarzinoms kommen
derzeit vor allem der Antimetabolit Gemcitabin in Kombination mit nab-Paclitaxel sowie
das Chemotherapieschema FOLFIRINOX, bestehend aus Oxaliplatin, Irinotecan,
Folinsdure und 5-Fluorouracil, zum Einsatz. Dabei zeigt sich bei den Patienten unter
FOLFIRINOX ein verbessertes Uberleben verglichen mit denen unter Gemcitabin (Cid-
Arregui und Juarez 2015, Conroy et al. 2011, Tamburrino et al. 2014, Zahir und Jabbar
2015). Das Gesamtiiberleben und auch das progressionsfreie Uberleben konnen durch die
Therapie mit FOLFIRINOX statt Gemcitabin nahezu verdoppelt werden (Zahir und Jabbar
2015). Die adjuvante Chemotherapie mit FOLFIRINOX kommt jedoch nicht fiir alle
Patienten gleichermafen in Frage. Nierenfunktion und Allgemeinzustand des Patienten
sind limitierend fur eine moglichst aggressive Chemotherapie (Cid-Arregui und Juarez
2015, Conroy et al. 2011), und die Ansprechrate auf die Therapie mit Gemcitabin betragt
nur 9,4 %, die auf FOLFIRINOX lediglich zwischen 26 und 31 % (Conroy et al. 2011).

Hohe Resistenz gegeniiber Chemo- und Radiotherapie sowie das bei Diagnose meist
fortgeschrittene Tumorstadium erschweren die Therapie von Pankreaskarzinomen
(Chiorean und Coveler 2015, Mahadevan und Hoff 2007, Neesse et al. 2011, Provenzano
und Hingorani 2013). Die hohen Resistenzraten lassen sich teils durch eine Beteiligung
einer EMT vom Typ Il erkléren, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit in Ausschnitten
nachgewiesen werden konnte. Diese flhrt unter anderem zur Ausbildung eines dichten,
desmoplastischen Tumorstromas (Chiorean und Coveler 2015, Katsuno et al. 2013, Thiery
et al. 2009, Tlsty und Coussens 2006) und Umgehen der korpereigenen Immunabwehr
durch die Karzinomzellen (Cid-Arregui und Juarez 2015, Katsuno et al. 2013, Kudo-Saito
et al. 2009, Pylayeva-Gupta et al. 2012, Vonderheide und Bayne 2013). Hier erscheinen
neue Therapieansédtze erfolgsversprechend, die insbesondere dieses desmoplastische

Stroma von Karzinomen und die dahinterstehende EMT als Ansatzpunkt haben.
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So befinden sich Inhibitoren von EMT-Induktoren wie EGF und PDGF zur Kombination
mit den bekannten Chemotherapieregimes bereits in Erprobung (Cid-Arregui und Juarez
2015), flhren bisher jedoch nicht zu dem erhofften Erfolg (Chiorean und Coveler 2015).
Auch der Einsatz von MMP-Inhibitoren konnte bislang keine signifikant besseren
Uberlebenszahlen bewirken (Cid-Arregui und Juarez 2015). Umso relevanter erscheinen
weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet, denn die EMT ist ein bedeutender Schritt im
Rahmen der Progression von Tumoren, der nicht nur zu vermehrter Chemotherapie-
resistenz fuhrt, sondern auch Proliferation ankurbelt, Apoptose hemmt, Metastasierung
begunstigt und eventuell an der Selektion bestimmter Turmorzellen durch Chemotherapie
beteiligt ist (Frederick et al. 2007, Katsuno et al. 2013, Klympkowsky und Savager 2009,
Thiery et al. 2009, Thomson et al. 2005). In Hinblick hierauf erscheinen weiterfiihrende
Untersuchungen beziglich der GTPasen RhoA, Racl und Cdc42 als Regulatoren des
Zytoskeletts und der EMT (Etienne-Manneville und Hall 2002, Hall 2005, Yilmaz und
Christofori 2009) und Synaptopodin als offenbar an der Regulation dieser GTPasen und
der EMT beteiligtes Protein sinnvoll, um hier eventuelle, erfolgreichere Angriffspunkte fur

kiinftige Therapien zugénglich zu machen.
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5 Zusammenfassung

Adenokarzinome des Pankreas gehdren zu den vier hdaufigsten krebsbedingten
Todesursachen weltweit und weisen eine steigende Inzidenz auf. Die Prognose bei

Pankreaskarzinomen ist mit einem durchschnittlichen Fiinf-Jahres-Uberleben von nur

6-10 % aufgrund spater Diagnose, hoch malignem Verhalten der Tumoren und bislang
eingeschrankten Therapieoptionen duBerst schlecht. Die Ansprechraten auf derzeitige
Therapien liegen bei nicht einmal 30 %, so dass das Pankreaskarzinom nach wie vor eine

unheilbare, systemische Erkrankung ist.

Synaptopodin gehort zu den Aktin-bindenden Proteinen, welches Uber Regulation von
GTPasen die Reorganisation des Zytoskeletts und somit die Motilitdt und das
Migrationsverhalten von Zellen beeinflusst. Es wurde erstmals in Podozyten der Niere,
dann auch in Neuronen nachgewiesen und untersucht. Neue Untersuchungen im Rahmen
der vorgelegten Arbeit konnten Synaptopodin nun auch in duktalen Adenokarzinomen des

Pankreas nachweisen.

Auch in diesem Zusammenhang ist Synaptopodin, unter anderem durch Einfluss auf die
GTPase RhoA, malRgeblich an dem Migrationsverhalten von Zellen beteiligt. So konnte
durch Knockdown des Synaptopodin-Gens eine signifikant reduzierte Migrationsaktivitat
von Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen werden. Bei Inhibition des Synaptopodin-
Abbaus konnte das in diesem Falle zytoplasmatisch lokalisierte Synaptopodin als
Calcineurin-abhangiger, aber Cathepsin L-unabhéngiger Promotor von Zellmigration
identifiziert werden. Die Synaptopodin-Expression fiihrte jedoch paradoxerweise
gleichzeitig zur Vermeidung einer EMT, wahrend sein Verlust infolge des Gen-
Knockdowns in den untersuchten Zelllinien mit Veranderungen im Sinne einer EMT
assoziiert war. Beziiglich des Uberlebens erwies sich eine Synaptopodin-Expression in
Pankreaskarzinomen fir die betroffenen Patienten zumindest Kkurzfristig als positiver

Prognoseparameter.

In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich festhalten, dass Synaptopodin tber Einfluss
auf die GTPase RhoA zwar die Migration von Zellen stimuliert, eine EMT jedoch offenbar
vermindert und dadurch zu der beobachteten, initial besseren Prognose von Patienten mit

Synaptopodin-exprimierenden Tumoren beitragt.
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Inwiefern weitere Regulationsmechanismen in Zusammenhang mit Synaptopodin z. B. zur
Selektion von Tumorzellen unter Chemotherapie beitragen, und ob diese
Regulationsmechanismen therapeutisch adressierbar sind, ware mdoglicher Inhalt

weiterfihrender Untersuchungen.
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wechselte ich im Sommer 2000 an das Gymnasium Langenhagen, welches ich bis 2003
besuchte. Als erste Fremdsprache lernte ich Englisch, als zweite belegte ich ab der siebten
Klasse Franzgsisch. Den zweiten Abschnitt meiner Schulausbildung bis zum erfolgreichen
Abitur 2009 absolvierte ich an der Christophorusschule in Braunschweig, wo ich
gleichzeitig das Zusatzzertifikat der integrativen Qualitatsstufe zur individuellen

Begabtenfdrderung erwarb.

Nach Erlangung der allgemeinen Hochschulreife begann ich mein Studium der
Humanmedizin im Sommer 2009 an der Georg-August-Universitat in Gottingen. Den
Ersten Abschnitt der Arztlichen Priifung bestand ich im September 2011, den Zweiten im
Oktober 2014. Mein Praktisches Jahr absolvierte ich ebenfalls am Uniklinikum in
Gottingen, wobei ich vor allem Einblicke in die Hdmatoonkologie und Pathologie gewann.
Auch im Rahmen meiner Famulaturen und Praktika legte ich immer wieder ein besonderes
Augenmerk auf diese Fachrichtungen. Im November 2015 absolvierte ich erfolgreich den
Dritten Abschnitt der Arztlichen Priifung.

Seit Januar 2016 bin ich als Assistenzarztin in der Abteilung fir Pathologie des
Bundeswehrzentralkrankenhauses in  Koblenz unter Herrn OTA Dr. Goller,
beziehungsweise Herrn OTA Dr. Sieber tatig. Am 02.06.2018 heiratete ich meinen
langjéhrigen Lebensgeféhrten, Herrn Sven Rommel, mit dem ich seit Beginn meines

Berufslebens in Milheim-Kérlich wohne.
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